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RESUMEN

En este trabajo se desarroll6 una metodologia para la determinacion electroquimica
de MP mediante la técnica de Voltametria de pulso diferencial, utilizando como electrodo
de trabajo un electrodo de carbén vitreo (CV), en buffer fosfato 0,2 M (pH 7), para las tres
formulaciones cosméticas de polvos compactos (Wincolor, Ponds, AR). Se estudiaron todas
las variables como velocidad de barrido, periodo de estabilidad, reproducibilidad, e
influencia de la concentracion en la intensidad de picos anddicos a través de la técnica de
Voltametria ciclica. Donde se reflejo un proceso de oxidacion irreversible controlado por
difusién sobre la superficie electrodica. En el rango de concentracion 1x10™-1x10° M,
sensibilidad 12,63x10° L-mol™, el limite de deteccion 4,04x10* mol-L™, limite de
cuantificacion 1,35x10* mol-L™. Los resultados del analisis fueron correlacionados
estadisticamente y por estudios de recuperacion de cada uno de los polvos compactos
obteniéndose 89,8 £0,8; 76,0+4,5; 69,2+3,1 % respectivamente. Este método voltametrico es
facil de usar, de bajo costo y preciso para la determinacion del metilparabeno en productos

cosméticos.

Palabras claves: Metilparabeno, Voltametria, cosméticos, recuperacion.
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Capitulo |

1. Introduccion

Con vista a descubrir conservantes sustitutivos del acido salicilico y acido benzoico,
ya que ambos presentaban el inconveniente de ser eficaces Unicamente a rangos de pH
altamente &cido, T. Sabalitschka sintetizd en la década de 1920 diversos ésteres alquilo y
arilo del &cido p-hidroxibenzoico (parabenos) y los propuso como conservantes de
alimentos y farmacos. Actualmente, se usan sobre todo en la conservacion de productos
farmacéuticos y preparaciones cosmeticas, se ha reportado su uso en mas de 13.200
formulaciones, campos en los que pueden explotarse las principales ventajas de estos

productos; es decir, eficacia continuada en un rango de pH neutro a débilmente acido. ™

Sin embargo el uso de los conservantes en cosmeética se ha discutido en todo el
mundo, el uso de los parabenos se encuentra en cuestionamiento debido a que tienen
actividad estrogénica, pueden unirse a receptores estrégenos procedentes de distintas
fuentes, algunos estudios realizados revelan la presencia de los mismos en tumores en la
mama humana. Segun la directiva de la Comunidad Econémica Europea (CEE), el uso de
esté como conservante en productos cosmeéticos estd permitido hasta una concentracién
maxima de 0,4% (m/ m) y el 0,8% (m / m) para mezclas de ésteres expresados como acido
p-hidroxibenzoico.™

Existen diferentes métodos para la determinacion de Metilparabeno (MP) entre
ellos los mas comunes son: la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC),electroforesis, cromatografia
electrocinética micelar y espectrometria de masas, deteccion amperomeétrica,

determinaciones voltamétricas y espectroscopia de absorcion en la region UV-visible.

En este trabajo se desarroll6 una metodologia para la determinacion electroquimica
de MP mediante la técnica de Voltametria de pulso diferencial, utilizando como electrodo
de trabajo un electrodo de carbén vitreo, en tres formulaciones cosméticas de polvos
compactos, y los resultados se correlacionaron empleando la técnica de espectroscopia UV-

visible.



1.1- Cosméticos

Un cosmético es cualquier sustancia 0 mezcla destinada a ser colocado en contacto con
las partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias,
labios externa drganos genitales) o con los dientes y las membranas mucosas de la via oral
con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumar, modificar su aspecto, protegerlos,
mantenerlos en buen estado o corregir olores corporales. En su formulacion tipica incluye
principios activos, excipientes y aditivos (colorantes, perfume, conservantes, entre otros). 3]

1.2- Conservantes
Los conservantes son sustancias que se afladen a diversos alimentos y productos

farmacéuticos con la finalidad de prolongar su vida Gtil. Son especialmente utilizados en

productos que tienen mayor cantidad de agua, ya que evita la alteracion y degradacion de

microorganismos durante su almacenamiento. Los conservantes se clasifican en dos clases
principalmente: antioxidantes y antimicrobianos.*

- Conservantes Antimicrobianos: Se utilizan para matar o inhibir el crecimiento de
microorganismos introducidos durante su fabricacion y uso. Estos se clasifican a su
vez en dos subgrupos: conservantes anti-fungicos (acido benzoico, acido ascaérbico,
compuestos fendlicos, tales como metilo, etilo, propilo y butilo (parabenos)) y anti-
bacterianas (sales de amonio cuaternario, alcoholes, fenoles, mercuriales). 1!

- Conservantes Antioxidantes: Son utilizados para evitar el deterioro debido a la
oxidacion.®

Estos se clasifican en tres grupos:

- Antioxidantes verdaderos: Su funcién es inhibir la oxidacién por reaccion con los
radicales libres de blogueo, por ejemplo: hidroxianisol.!®!

- Antioxidantes con agentes reductores: Son sustancias que tienen mas bajos
potenciales redox que el farmaco. Estos agentes pueden actuar también por
reaccionar con los radicales libres. Ejemplo son: el acido ascorbico, las sales de
potasio y sodio de 4cido sulfuroso. !

- Antioxidantes sinergistas: tienen poco efecto antioxidante ellos mismos, sin
embargo mejoran la accion de los antioxidantes por reaccion con iones de metales
pesados que catalizan la oxidacion. Ejemplo de antioxidantes sinérgicos los acidos

citrico, lecitina y acido tartérico.



Los productos farmacéuticos, detergentes y cosméticos, requieren una proteccion contra
el crecimiento microbiano, lo cual garantiza, la seguridad de su uso y duracién [ . El uso
de conservantes asegura la calidad de estos productos. Los conservantes mas utilizados en
el mercado se describen en la tabla I.

Tabla 1. Tipos de conservantes utilizados en el mercado, férmulas estructurales vy
concentraciones maximas permitidas (CEE) 1),

Abreviacion Nombre ITUPAC/ Sinénimo Férmula Cantidad
Conservante estructural maxima

permitida
(Y%om/m)

MI 2-metil-2H-isotiazol-3ona 2682-20-4 0,01
/metilisotiazolina ;':f {
H\"S"NHCH3
CMI 5-cloro-2-metil-2H-isotiazol- {,U 26172-55-4 0,0015
3-ona/ clorometilisotiazolina /@ .
cr"~gN=ch,
BA Fenilmetanol/  alcohol de OH 100-51-6 0,01
bencilo
PS 2,4-hexadionato de potasio/ T 24634-61-5 0,2-0,6
sorbato de potasio s
SB Benzoato de sodio/ sal sodica 0 532-32-1 0,1-25
del 4cido benzoico @Ama
MP 4-hidroxibenzoato de metilo 0 99-76-3 0,4-0,8
/metilparabeno Ny o
HO™
1.3- Parabenos

Son ésteres de acido 4-hidroxibenzoico, el grupo éster se localiza en la posicion de C-4
del &cido. Los ésteres mas empleados son: metil-, etilo-, propilo-, butil-, y bencilparabeno.
figura 1.3Son polvos cristalinos sin olor ni sabor, de naturaleza higroscopica, estables en el
aire, eficaces en un amplio espectro de pH, econdmicos, sus diferentes estructuras quimicas
permite que cada parabenos tenga propiedades fisicoquimicas distintas (tabla II),por
ejemplo el aumento en la longitud de cadena de alquilo aumenta su resistencia a la
hidrolisis.



O—0

HO \ /

Figura 1.Estructura quimica general del Parabenos (donde R= grupo alquilo (CH3 CyHs
C3H7, C4Hpg)

Los Parabenos fueron utilizados por primera vez como conservantes
antimicrobianos a mediados de los afios 1920 por Sabalitschka, estos se preparan mediante
la esterificacion de Fisher, la cual consiste en la formacion de un éster por reflujo, en este
caso en particular del &cido p-hidroxibenzoico y un alcohol primario o secundario, en
presencia de un acido como catalizador. Los tiempos de reaccién comunes varian de 1 a 10

horas a temperaturas de 60 a 110 °C. !

1.3.1- Mecanismo de oxidacion de los Parabenos

La reactividad REDOX de los compuestos fendlicos (Aro), sigue al menos dos
mecanismos que pueden ocurrir en paralelo, como se aprecia en la figura 2, una
transferencia de atomo de hidrogeno de un solo paso, y una transferencia de un solo

electrén y la transferencia de protones. 1!

0 0
R o

HO O
Figura 2.Mecanismo electroquimico de oxidacién de los parabenos



Tabla I1. Propiedades Fisicoquimicas de los Parabenos %

Parabenos MP EP PP BP
Estructura 0 0 o] O\/\CH3 0y, -0._~._-CHz

OCH3 /<jJ\OACH3 é é

HO HO
OH OH
Apariencia Fisica Polvo cristalino blanco, de olor débil caracteristico, sabor ligeramente
ardiente.

Férmula Molecular  CgHgO4 CyH1005 C10H1103 C11H1403
Nombre Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
Peso  molecular 152 15 166,17 180,20 194,23
(g/mol)
CASN° 99-76-3 120-47-8 94-13-3 94-26-8
EN° E218 E214 E216 e
Punto de fusion (°C) 131 116-118 96-98 68-69
Punto de Ebullicion 270-280 297-298 = e e
(°C)
indice de refraccion 1 525 1,505 1505 e
(ma)
pKa 8,17 8,22 8,35 8,37
Solubilidad a 25 °C
(%om/m)
Agua 0,25 0,11 0,04 0,02
Etanol 26 20 29 49
Glycol Propileno 32 41 50 68
Actividad _ 0,20 0,12 0,08 0,015
antimicrobiana
concentracion
minima inhibitoria
(Yom/m)

1.3.2 Usos y regulacion de los Parabenos

Los parabenos actGan por accion directa sobre la membrana del germen, y por
competicion con las coenzimas de estos, son eficaces frente a hongos y levaduras pero
también frente a bacterias. Por ejemplo el MP y PP son mas activos frente a bacterias
Gram+, mientras que los parabenos de cadena mas larga son efectivos contra
Pseudénimas.i*® La concentraciones que generalmente se formulan de los parabenos se
encuentra entre 0,02-0.3 %, las cuales son utilizados en una amplia gama de productos:
cosmeticos, alimenticios, y farmacéuticos. Se estima que un individuo de 60 Kg esta

expuesto a 76 mg/dia de parabenos; es decir, 1,26 mg/kg/dia.l*!



Cosmeética Alimenticia Farmacéutica

Figura 3.Diferentes usos de los Parabenos como conservante.

1.3.3 Efectos causados por los Parabenos

A pesar de que los parabenos son utilizados como conservantes desde hace
aproximadamente mas de 80 afios, y las experiencias clinicas no hacen sospechar de estos,
estan sometidos, al igual que todos los productos de consumo, a continuas evaluaciones.™”
Los efectos mas frecuentemente asociados a los parabenos es la dermatitis de contacto

alérgica por el uso de sustancias tépicas que contienen estos conservantes. La capacidad



sensibilizante de los parabenos es baja, sin embargo la mayor tasa de sensibilizacion la
alcanza el MP y la menor, el BP. La actividad estrogénica de estos conservantes ha
demostrado ser mayor para aquellos con una mayor longitud de la cadena, es decir; a
medida que aumenta la cadena aumenta tanto la difusion percutdnea como los efectos
estrogénicos, y tras la absorcion cutanea no existe paso hepatico.™” Es por esta una de las
razones por las cuales existe tanta controversia sobre su relacion con la incidencia de cancer

de mama, degradacion oxidativa del ADN, y la infertilidad.

Uno de los primeros estudios realizados sobre la posible actividad estrogénica de los
parabenos fue realizada en 1998 por Edwin J. Routledgea y colaboradores 8! Ellos
realizaron estudios in vitro e in vivo, en los cuales confirman que un intervalo de los
conservantes los parabenos son débilmente estrogénicos. En un receptor de unién, el BP
fue capaz de competir con el 3-Hestradiol para la unién al estrogeno de rata receptor con
una afinidad de aproximadamente 5 o&rdenes de magnitud menor que la de
Dietilestilboestrol y entre 1 y 2 6rdenes de magnitud menor que el Nonilfenol. Los cuatro
parabenos metil, etil, propil y butilparabeno fueron todos débilmente estrogénicos siendo el
mas potente el butilparabeno, pero 10.000 veces menos potente que el 17-Bestradiol.
Cuando se administraron oralmente a ratas inmaduras, los parabenos estaban inactivos.
Dado su uso en una amplia gama de productos comercialmente disponibles y preparaciones
topicas, los autores sugieren la reevaluacion y el posible riesgo a la exposicion de los
parabenos.

Por otro lado en el 2003, Makino Tsunehisa y colaboradores ¥ estudiaron los
trastornos mamarios y trastornos en el tracto reproductivo femenino causado por los
Disruptores endocrinos. Donde las muestras bioldgicas humanas sometidas para el ensayo
fueron principalmente: (a) sangre del cordon umbilical, (b) sangre materna, (c) leche
materna, y (d) ascitis. La medida, de las muestras (a) hasta (d) fue tomada simultaneamente
de cada caso sujeto, Y también examinaron el gradiente de concentracion entre los 6rganos
internos en vivo de indicacion sujetos individuales. Entre los Parabenos detectados se
encontrd presencia de metilparabeno en la sangre del cordén umbilical, ya que las mujeres
expuestas migraron a través de su sangre a la leche materna y a la sangre del cordon

umbilical.



En cuanto a la capacidad de los parabenos de interferir en la fertilidad masculina,
existen pocos informes al respecto, sin embargo Oishi S. Lack 2004 % en sus estudios
demuestran un efecto antiespermatogénico en ratas adultas alimentadas con los ésteres PP
BP, mientras que con él EP y MP no se demostré ningun efecto; y Kang KS, Che JH, Ryu
Dy en el 20021 demostraron también el efecto antiespermatogénico en ratas cuyas madres
habian sido alimentadas con butilparabeno.

Luego Ishiwatari, Suzuki, y colaboradores en agosto de 2006?21 estudiaron los
efectos del uso diario del MP en la piel humana. Las concentraciones de MP en el estrato
corneo (SC) del antebrazo humano se midieron utilizando el método de copa Y GC MS
después de las aplicaciones diarias de formulaciones que contienen MP. El estudio también
investigd los efectos de la exposicion a MP sobre queratinocitos in vitro. Los queratinocitos
humanos normales y los equivalentes de piel se cultivaron en el medio que contiene MP. Se
analizaron los siguientes cambios: capacidad de proliferacion, células apoptoticas, cambios
morfologicos, MRNA y expresiones de la proteina. Después de 1 mes de aplicaciones
diarias de formulaciones que contenian MP, el MP permanecid sin metabolizar y persistio
ligeramente en el SC. MP disminuyé la capacidad de proliferacion de queratinocitos y
cambidé la morfologia celular. MP también disminuyd las expresiones de la hialuronan
sintasa 1 y 2 mRNAs y el colageno tipo IV. Ademas, MP influy6 en la diferenciacion
epidérmica de la piel equivalente. Estos resultados sugieren que la exposicién de MP a
través de la aplicacion de formulaciones dermatoldgicas da lugar a la persistencia de MP Y
la acumulacion en el SC, y que MP podria influir en el envejecimiento y la diferenciacién
de queratinocitos como se muestra en la figura 4. Donde se muestra el cambio morfoldgico
en NHEKSs basado en el periodo de cultivo y tratamiento de MP. Donde las células se
agrandaron y aplanaron, lo que es caracteristico del envejecimiento celular por la adicién de
MP.
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Figura 4. Cambios morfoldgicos inducidos por MP en NHEKS. La F-actina fue marcada
por Alexa Fluor® 568 conjugada.

Mientras que Okamoto Yoshinori, Hayashi T. y colaboradores en el 2008, !

estudiaron la activacion del MP por irradiacion de la luz solar natural y metabolismo
estedrico hacia el dafio oxidativo del ADN, para ello utilizaron dos fotoproductos
principales, acido p-hidroxibenzoico (PHBA) y metil 3-Hidroxi parabenos (MP3OH).
Como se muestra en la figura 5, donde se muestra la propuesta de secuencia de activacion,
en la cual el MP es absorbido percutdneamente y principalmente hidrolizado en PHBA y se
excreta a través de la orina. Sin embargo, se produce un metabolito activo, que se produce
por hidrolisis del éster metilico MP3;OH , el cual después de la irradiacion de luz, reacciono
a su vez con una fraccion microsomal (S9) de la piel. En el cual se observo dafios distintos
en el ADN, como reduccidn celular, estrés oxidativo en el ADN. Lo que puede causar dafio
en la piel que involucra carcinogéenesis a través la activacion de la irradiacion solar y

esterasas de la piel.
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Figura 5. Activacion combinada de MP por la irradiacion solar y de la piel esterasas
conducen hacia dafio oxidativo del ADN.

La creciente incidencia de cancer de mama es una incidencia importante en todo el
mundo. Donde los principales agentes causantes del céncer siguen sin explicarse,
recientemente se ha discutido que el uso de cosméticos en especial los usados en las axilas,
debido a que estos se aplican con frecuencia en un area directamente adyacente a la mama,
lo cual tiene correspondencia con que las observaciones clinicas donde tienen una alta
incidencia de céancer de mama, fibroadenoma, y quistes mama en el cuadrante superior
externo de la mama.**

Es de este hecho en particular que Philipaa Darbre, ha venido realizando diversas
investigaciones que los grandes fabricantes no comparten entre las mas resaltantes que

podemos mencionar tenemosl? 25 26.27. 28, 29

Darbre, Aljarrah, Miller y colaboradores en el 2004 ! estudiaron las
concentraciones de parabenos presentes en muestras de 20 tumores de mama humano
mediante cromatografia liquida de alta presion seguido de espectrometria de masa. La
concentracion media de parabenos se encontro que era de 20,6 + 4,2 ng por tejido. Donde
la comparacion individual de los parabenos se encontré el nivel més alto para el MP con un
valor medio de 12,8 + 2,2 ng lo cual representa alrededor del 62% del parabenos. Este
estudio demuestra que se pueden encontrar parabenos intactos en el seno, lo que deberia
abrir camino para obtener mas informacion sobre las cargas corporales de los parabenos y

compararlas con tejidos mamarios normales.



Posteriormente en el 2008%%% se publica una revisién de las investigaciones
realizadas en los ultimos afios desde la publicacion del 2004, en la cual se encontrd
parabenos intacto en los tejidos de cancer de mama humano. Una de ellas se llevaron a
cabo mediciones independientes en la orina humana, y se observo la descomposicién por
esterasas. Esto se realizo a través de estudios no solo in vitro sino también in vivo usando
sujetos humanos sanos. Donde refleja que los parabenos también poseen andrégenos
antagonista, que actian como inhibidores de las enzimas sulfotransferasa y para poseer
actividad genotipica respectivamente.

En el 2012 Darbre, L.Barr Metaxas, y colaboradores®”. Determinaron las
concentraciones de cinco ésteres del acido p-hidroxibenzoico usando HPLCMS / MS,
usando tejido mamario humano recolectado de 40 mastectomias para cancer de mama
primario en Inglaterra. Uno o0 mas ésteres de parabenos eran capaces cuantificarse en
158/160 (99%) de las muestras de tejido y en 96/160 (60%). Dentro de un seno y lugares
similares en diferentes senos. Valores medianos globales en nanogramos por gramo tejido
para las muestras de tejido fueron mas altos para 160 PP [16.8 (Rango 0 2052.7)] y MP
[16,6 (rango 05.102,9)] ; los niveles fueron mas bajos para n-butilparabeno [5.8 (Rango O el
95,4)], etilparabeno [3.4 (Rango 0 499,7)] y isobutilparabeno 2,1 (rango de 0 a 802,9). La
fuente de parabenos no pudo ser identificada, pero el parabenos se midié en 7/40 pacientes
entre 37 a 91 afios, los cuales declararon no haber utilizado tantos cosméticos en su vida.

Posteriormente en enero del 2013, Philippa y Amelia K. Charles™®! también
estudiaron de que manera las células MCF7 de cancer de mama puede aumentar su
proliferacion por la exposicién con los cincos parabenos anteriormente analizados, ya sea
solo en combinacion. Determinacién de concentraciones sin efecto observado (NOEC), las
concentraciones mas bajo efecto observado (LOEC), CE 50 y CE 100 valores para la
estimulacion de la proliferacion de las células MCF7 por cinco parabenos revelaron que
43/160 (27%) de las muestras de tejido de mama humano contenian al menos un parabenos
en una concentracion > LOEC y 64/160 (40%)> NOEC. Es decir, que los parabenos, solos
0 en combinacién, estan presentes en el tejido mamario humano al concentraciones
suficiente para estimular la proliferacion de células MCF7 in vitro, y que las consecuencias
funcionales de la presencia de parabenos en el tejido mamario humano debe ser evaluada

sobre la base de todos los cinco parabenos y parabenos no solo individualmente.
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En el 2014 se hace una revision sobre las caracteristicas del cancer establecidas por
Hanahan y Weinberg, considerando la evidencia de que los parabenos pueden contribuir
con el desarrollo de células epiteliales en las mamas humanas de cuatro de las seis
caracteristicas basicas propuestas!?®!:

1- Los parabenos se encuentran presentes en el 99% de la muestras de tejido mamario,

en concentraciones medibles en la mama, por lo que poseen actividad estrogénicos.

2- Los parabenos pueden inhibir la supresion del crecimiento de células de cancer de
mama Por hidroxitamoxifeno, ya que a través de la union al receptor gamma
relacionado con el estrégeno puede impedir su desactivacion por inhibidores del
crecimiento.

3- Enun rango de 10 nM™- 1 M, parabenos dan una evasion dependiente de la dosis
aplicada en alto riesgo de donante células epiteliales de mama.

4- La exposicion a largo plazo (> 20 semanas) a los parabenos conduce a un aumento y
actividad invasiva en las celulas de cancer de mama humano, es decir; las
propiedades que estan vinculados al proceso metastasico.

Es importante sefialar que actualmente la investigadora Philippa Darbre, se encuentra
realizando mas investigaciones sobre la influencia de la aplicacién de cosméticos en la

incidencia del cancer las cuales seran publicadas en el transcurso de este afio.

Sin embargo en Julio del 2016, M.Angeles Lillo, Cydney Nichols y colaboradores
3% Ellos evaluaron los efectos fisiolégicos que ocasiona la exposicion de sustancias
quimicas que perturban el sistema endocrino (EDC) y generan susceptibilidad al cancer de
mama. Para ello expusieron células MCF-7 de cancer de mama y un xenoinjerto derivado
del paciente (PDX, receptor de estrogeno positivo) a niveles fisiologicos de MP, alrededor
de (4,4 pg por dia de MP) condujeron a un aumento de tamafio del tumor por lo cual el MP
se ha pensado para ser un xenoestrogeno; Sin embargo, la exposicion in vitro de 10 nM no
logr6 MP aumentar MCF-7 proliferacion celular o la induccién de genes candnicos
sensibles a los estrdgenos (PS2 y del receptor de progesterona), en contraste al tratamiento
17 B-estradiol (E2). Las mamasferas derivadas de MCF-7 y PDX mostraron un mayor
tamafo y una regulacion positiva de marcadores de células ALDH1, NANOG, Oct4 y Sox2
madre cuando se expone a MP; estos efectos no se observaron para MDA-MB- 231

(ERU)N Mamasferas. Como se cree que las células que inician el tumor (TICs) también
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son responsables de la quimiorresistencia, las mamasferas se trataron con tamoxifeno o con
el fulvestrante anti-estrogeno puro en presencia de MP. En general, estos resultados
sugieren que MP aumenta la proliferacion de tumores de cancer de mama a través de la
actividad TIC mejorado, en parte a través de la regulacion de la NANOG, y que MP

aumenta la quimio resistencia modulando la actividad de las células madre.
1.4- Estudios electroquimicos y espectroscopicos para la determinacion de Parabenos

Se han descrito varios métodos para la determinacion y el estudio del
comportamiento REDOX de los parabenos que incluyen, cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)BM#23334381  cromatografia liquida de ultra desempefio (UPLC)
(36371 cromatografia liquida de ultra rapido desempefio (UHPLC) B8 electroforesis capilar
[394041] " extraccion miscelar y cromatografia de gases 2 | cromatografia de gases con
deteccion de espectrometria de masas [“**, electrolisis [**), espectrofotometria ¢!, anélisis

multivariante 7! g [45.47.4849,50,51,52,53,54]

, Y determinaciones voltamétrica:

En cuanto a los antecedentes del uso de técnicas electroquimicas, N.Cabaleiro, I. de
la Calle, C.Bendicho!®, muestran la diferentes técnicas para la identificacion y
cuantificacion de parabenos en cosméticos, colocando especial énfasis en la preparacion de
la muestra (dilucién y homogeneizacion), los autores discuten diferentes técnicas de
extraccion utilizadas, entre las que podemos mencionar: dispersién de matriz en fase solida,
extraccion en fase solida micro dispersiva, microextraccion en fase sélida con fibras, y en
fase de extraccién de fluido supercritico y a presién respectivamente.

Los autores una vez revisada cada una de las técnicas propuestas por referencias
anteriores observan que algunos parabenos requieren calibracion por adicion estandar,
debido a la naturaleza tan compleja de las matrices de las muestras que los contienen, se
han reportado deterioros en las columnas cromatografias, por lo tanto se desea utilizar
métodos adecuados para la extraccion y eliminar interferencias de la matriz, pero sin perder
la sensibilidad.

Los nanos materiales pueden contribuir a la consecucién de estos objetivos, ya que
estos se pueden utilizar en extraccion de fase solida (SPE), microextraccion e incluso

filtracion. Nano materiales han mostrado una gran capacidad de extraer una variedad de
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compuestos ya que sus superficies recubiertas con moléculas funcionales, polimeros
particulas de mejorar la eficiencia y selectividad de preconcentracion.

Keerti M. Naik, Sharanappa T. Nadibewoor ! estudiaron un método
electroanalitico para la determinacion de parabenos en productos farmacéuticos y muestras
de orina por medio de Voltametria ciclica, barrido lineal y Voltametria de onda cuadrada,
utilizando un electrodo de Oro como electrodo de trabajo. La dependencia de la corriente
sobre el pH, la concentracion y la velocidad de barrido fueron investigadas, el pH 6ptimo
fue de 7, en un rango de concentracion de 0,04 a 1 mM, la corriente medida por
voltamperometria de onda cuadrada presenta una buena propiedad lineal como una funcién
de la concentracion de MP con limite de deteccidon 1,71 M vy limite de cuantificacion 5,70
M. Ademas, la reproducibilidad (RSD de 1,06%), la precision (RSD de 1,27%) y exactitud
(98,05 a 103,4%) del método se comprobaron también. A continuacién se presentan las
respuestas obtenidas:

En la figura 6, los autores atribuyen el pico anddico irreversible alrededor de 0,929
V, a la oxidacion del MP y la presencia de un pequefio el pico catodico, correspondientes a
la reduccion de oxidos de Oro.
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Figura 6. Respuesta de Voltametria ciclica para una solucién ImM MP en buffer de fosfato
(pH 7.0, 0,2 M) (a) MP y (b) blanco a una velocidad de barrido de 50 mVs™.

13



Figura 7. Estudiaron el electro oxidacion del MP 1,0 mM en un rango de pH de:(a) 3,0, (b)

4,2, (c) 5,0, (d) pH 6,0, (e) pH 7,0, (f) pH 8,0, () pH 9,2 y (h) 10.4, en una solucion
tampdn de fosfato por VVoltametria ciclica.
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Se puede observar que el electrodo puede verse afectado por el pH del medio.
Puesto que los picos de oxidacion bien definidos aparecieron entre pH 3,0 y 10,4. Con el

aumento de pH de la solucién, el pico de potencial lineal desplaza a valores menos
positivos y la relacion lineal entre Ep y el pH.

Figura 8.Muestra los Voltagramas realizados por el método de Voltametria de onda
cuadrada (SWV), utilizando el electrodo de trabajo de Oro, a diferentes concentraciones de
MP en una solucion buffer de fosfato, pH 7 (0,2 M): (a) 0,04 (b) 0,06 (c) 0,08, (d) 0,1 (e)
0,2 (f) 0,4 (g) 0,6 (h) 0,8 y (i) 1,0 mM. En los cuales se aprecia que la corriente de pico
aumenta linealmente con el aumento de la concentracion en ese intervalo de
concentraciones.
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Estos autores también realizaron una electrolisis durante 2 horas, en la cual
estudiaron el comportamiento de MP 1mM en tampon de fosfato (0,2 M) a pH=7, antes y
después de la electrolisis a través de espectroscopia UV con un pico méximo de absorcion
de 255,1 nm; como se puede observar en la Figura 9.
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Figura 9. Espectro UV de MP 1 Mm en un buffer de fosfato pH 7 (0.2 M) (a) antes de la
electrolisis y (b) después de la electrolisis.

Por otro lado, Eric de S. Gil, Carolina H. Andrade % también estudiaron el
comportamiento REDOX de los parabenos y sus andlogos por medio de Voltametria ciclica

y quimica computacional, para ello utilizaron un electrodo de carbén vitreo, como electrodo
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de trabajo. Los resultados figura 10, reflejan un solo pico anddico irreversible alrededor de
0,8 V, el proceso de oxidacion muestra formas quinoinodica con gran dependencia del

patron sustituyente respectivamente.

1/ pA

00 03 06 09 12
E/Vvs. SCE
Figura 10. Voltagramas ciclicos obtenidos con electrodo de carbon vitreo en una solucion
de 0,1 M de buffer de fosfato pH 7, en soluciones 0,25 mM de los diferentes Parabenos
(MP, EP, PP, BP, BZP) respectivamente. Los autores atribuyen los potenciales de pico
anodico hacia valores menos positivos con el aumento de la longitud de la cadena en el
sustituyente, debido a al caracter donador de electrones de los grupos alquilo, lo que facilita

la oxidacion.

A través de la quimica computacional estos autores pudieron estimar tedricamente
la correlacion entre los potenciales de oxidacion (E°) y potenciales de ionizacion (IP), los
cuales se muestran en la Figura 11, se observa una disminucién en IP y E° con el aumento
de la longitud de la cadena alquilo de los compuestos de parabenos, por ende el BZP y BP,

son mas facilmente oxidados que el PP, PE y MP.
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Figura 11.Gréfico de correlacion entre los potenciales de oxidacion (E°) y potencial de
ionizacion (Ir) para los parabenos, calculado con OO-MP2/def2-TZVPP.

Otro estudio realizado sobre una superficie de un electrodo de carbén vitreo, fue
realizado por Mohs en Saeed Behpoor, Masoum Azadeh Lalifar Y, ellos llevaron a cabo
estudios electroquimicos de MP y PP mediante Voltametria ciclica (VC), cronocolumetria
(CHC), Voltametria de barrido lineal (VSL) y calibraciones multivariante en productos
cosméticos. Se realiz6 un disefio giratorio (CCRD) y la metodologia de superficie de
respuesta (RSM) los cuales se utilizaron para la optimizacion simultanea de parametros
efectivos sobre las respuestas voltamétricas de los dos analitos. Los valores 6ptimos de pH,
velocidad de barrido, potencial de paso y altura de pico fueron: 7; 0,062 s™; 0,009 V' y 0,07
V. La resolucién se logr6 mediante minimos cuadrados parciales. A continuacion se
muestran en la figuras 12 y 13, los resultados obtenidos en el estudio de optimizacién del
método propuesto, donde se encontré que el método era aplicable para el analisis de rutina

(pruebas de recuperacion) de los conservantes en un producto cosmético.
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Figura 12. Voltagramas de pulso
diferencial para un electrodo de carbén
vitreo (GCE) y una solucién buffer de

fosfato (PBS, pH=7), en soluciones 200 uM
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Figura 13. La Voltametria ciclica de 100,0
MP a velocidades de barrido de: 10,0; 30,0;
50,0; 70,0; 110,0; 130,0 y 150,0 mV s-1, en
presencia de 0,2 M PBS (pH =7,0).

de (@) MP y (b) PP a una velocidad de
barrido de 100 mV/*s*

En ambas figuras se puede apreciar las respuestas de Voltametria de pulso
diferencial (VPD), para la oxidacién electroquimica de MP y PP en el electrodo de carbén
vitreo, en el cual s6lo muestran un pico en VPD. Por ende para poder determinar ambos
compuestos se debe resolver sus picos y esto solo se puede lograr acoplando la VVoltametria

con métodos quimiomeétricos.

Por otro lado, A. Hajian, J.Ghodsi, A.Afraz % describen el desarrollo de un
biosensor para la determinacion de MP,este biosensor se fabrico con pasta de carbono
modificado con hemoglobina y nanotubos de carbono de multiples paredes en presencia de
peréxido de hidrogeno. EI biosensor propuesto por estos autores, permitio determinar un
rango de concentraciones de MP entre 0,001-0,013 mM, con limite de deteccion de
0,000025 mM, y sensibilidad de 0,00026 mA/mM. En la figura 14 se muestra la respuesta
de voltametria de pulso diferencial del MP, la cual se obtuvo mediante la adicion sucesiva

de MP a la solucién de tampon fosfato.
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Figura 14. (a) Se muestra la VVoltametria de pulso diferencial del MP, en la cual se observa
como la corriente de oxidacion aumentan con el aumento de la concentracién del MP (b)
Curva de calibracion para el MP, donde se observa que las corrientes de pico son
dependientes linealmente de la concentracion de MP en rango investigado (0,001-0,013
mM).

En la figura 15, se ve la respuesta del biosensor expuesto a diferentes velocidades de
barrido en un rango entre 10 hasta 1430 mV/s, en el cual se observa que la intensidad de
corriente tiene un comportamiento lineal con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido

respectivamente.
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Figura 15. Respuesta de Voltametria ciclica del electrodo MWCNTs/Hb/CPE en una



concentracién 1.0 mmol L™* K4Fe(CN)g and 0.1MKCI a diferentes velocidades de barrido
desde 10 hasta 1430 mV/s.

En cuanto a los estudios espectrofotométricos, Saadiyah A. Dhahir, Huda.J.
Hussein % utilizaron un método espectrofotométrico simple, econémico y sensible para la
determinacion de MP puro y en dos muestras de jarabe ketofen y cyprodien, por medio de
un proceso de diazotizacion de la muestra en el cual se utiliza, nitrito de sodio en medio
acido (HCI) a 5°C, seguido de un acoplamiento con acido orto-amino benzoico para formar
un complejo de acoplamiento oxidante de color naranja, estabilizado y medido en 442 nm
obteniéndose los espectros de absorcion de la figura 16, correspondientes al MP y al
colorante azoico formado el cual obedece la ley de Beer, en un rango de concentraciones de
0,001-0,009 mg/mL, una absortividad molar de 1,6*10° L*mol™**cm™, sensibilidad de
0,00000095 mg*cm™, el limite de deteccién (LOD) 0,0000065 mg*mL, y el limite de

cuantificacion fue de 0,00002 mg*mL™.

3.000 : .
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N,

Figura 16. Muestra los espectros de absorcidn (a) metilparabeno versus agua destilada, (b)

reactivo vs agua destilada, y (c) colorante azoico contra el blanco de reactivo.

Actualmente uno de los ultimos estudios publicados en agosto del 2016 por,
Aysegul Kutluay, Sehriban Duzmen y colaboradores® realizaron la de determinacion
voltameétrica de MP y su comportamiento con el ADN, usando una nueva plataforma
basada en nanofibras de carbono y nanoparticulas de cobalto, niquel y paladio, en muestras

farmacéuticas, cosméticas y de orina. Utilizando el método de difraccion (XRD) y la
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espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). El electrodo propuesto, (Co-
Ni-Pd) NPs-CNFs / GCE, y se le aplico al electrodo una reaccion de MP. En comparacién
con otros electrodos, la plataforma voltamétrica propuesta (Co-Ni-Pd) NPs-CNFs / GCE, la
cual exhibe mejor actividad electrocatalitica para el MP con un pico bien definido alrededor
de 0,786 V. En la figural7, se muestra los Voltagramas obtenidos del MP en un rango de
concentraciones de 0,000003 a 0,0003 mM en una solucién buffer de fosfato pH 7,0; donde
se observa que las corrientes maximas fueron lineales con respecto a las concentraciones.
La ecuacion de regresion fue Ipa(A) = 135,76 C(nM) + 0,002 con un coeficiente de
correlacion de 0,9985. El limite de deteccion (LOD) se calculé como 1,2 nM. El electrodo
propuesto presentaba buena reproducibilidad (RSD de 1,06%), alta precision (RSD de
1,27%) y excelente precision (98,05-103,4%) para MP. La plataforma de deteccion
propuesta (Co-Ni-Pd) NPs-CNFs / GCE, se aplicd con éxito para cuantificar la MP en
varios farmacos, cosméticos y muestras de orina. Una cuantificacién tan sensible de MP
hace este procedimiento de gran interés para el analisis de muestras para la atencion
sanitaria publica. Ademas, se demostro que la MP podria unirse al ADN, figura a través de

la intercalacion con una constante de unién de 1,56 ( 0,25) x 10 .

50 = 45

40 1 Ip(ra)=13576C@mM)+0.092
R=0.9985

VpA
[ ]
S

VpA

0 50 100 150 200 250 300 350
C/nM

E/V vs. Ag/AgCl A

Figura 17. (a) Voltagramas de onda cuadrada de diversas concentraciones de MP en (Co-
Ni-Pd) NPS-CNFs/GCE en 0,1 M PBS a pH 7. Frecuencia: 22 Hz. Amplitud: 50 mV/s.
Concentraciones desde 0,000003-0,0003 mM. (b) Corriente de pico vs concentracion de
MP.
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Capitulo 11
2. PLANTEAMIENTOS DE INVESTIGACION
2.1 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El metilparabeno se utiliza en todas las categorias de formulacién de productos
cosméticos, se ha reportado su uso en mas de 13.200 formulaciones distintas. La
investigacion propuesta busca, mediante la aplicacion de las técnicas electroanaliticas y
espectroscopicas, presentar una metodologia electroanaliticas como método alternativo,
simple, de bajo costo, sensible y selectivo para el andlisis de distintos productos cosméticos

gue contengan este conservante.

2.2HIPOTESIS

El metilparabeno en su estructura posee grupos funcionales electroquimicamente
activos a la reaccion de oxidacion, lo cual permite desarrollar un método electroquimico
para su determinacion en diversas preparaciones cosméticas de polvos compactos.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo general
Desarrollar una metodologia para la determinacion de Metilparabeno en productos

cosméticos basada en el uso de la Voltametria.
2.3.2 Objetivos especificos
e Analizar el comportamiento del sistema por Voltametria ciclica, eleccion del

electrodo de trabajo y la ventana de potencial de trabajo.

Estudiar la respuesta de oxidacion electroquimica del MP.
e Optimizar los pardmetros inherentes al método de andlisis propuesto.
e Aplicar la metodologia propuesta en diversas presentaciones comerciales de
productos cosméticos especificamente polvos compactos.
e Determinar los parametros de calidad analiticos: precision, limite de cuantificacion,
limite de deteccion y sensibilidad
e Contrastar el método propuesto, con una técnica de referencia basada en
espectroscopia UV-Visible.
e Realizar estudios de recuperacion del MP.
2.4 METODOLOGIA
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Revision bibliogréfica continua.

Estudio de oxidacion electroquimica del MP por Voltametria ciclica.

Andlisis preliminar del sistema en estudid: eleccion del electrodo de trabajo,
electrolito soporte, y ventana de potencial.

Examinar la técnica voltametrica y la modalidad a utilizar (Voltametria de pulso
diferencial).

Consolidar y optimizar los parametros instrumentales.

Elaboracion de curvas de calibracion.

Anadlisis de tres (3) presentaciones comerciales de polvos compactos.

Correlacion del método propuesto con una técnica de referencia basada en

espectroscopia UV-visible.

2.5 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Revision
Bibliografica

1
X

2
X

3 4 5 6 7 8 9 10
X X X X X X

Entrenamiento
en equipoy
estudios
preliminares
del sistema
electroquimico

X

X

Preparacion
del seminario |

Presentacion
del seminario |

Optimizacion
de los
parametros
experimentales

Estudio
electroquimico
del sistema en
investigacion

Presentacion
del seminario
1

Defensa de
tesis
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Capitulo I11.
3. TECNICAS INSTRUMENTALES

El estudio electroquimico se fundamenta basicamente en la observacion de los
procesos REDOX originados en una celda electroquimica, que se define como un sistema
compuesto de fases conductoras de carga cuyo funcionamiento se basa en la generacion de
energia eléctrica o para la formacion o descomposicién de un compuesto quimico deseado,
en donde el interés de estudio es la actividad generada en la interface que se da cuando un
electrodo entra en contacto con una solucion que posee un elemento electroactivo, a dicho
electrodo se le asigna el nombre de “electrodo de trabajo” y el control de dicho proceso
electroquimico se lleva a cabo de un potencial o corriente aplicada y un electrodo que
genera un interface de composicion bien definida y estable, el cual se denomina “electrodo

de referencia”. ©*°

Las técnicas que fundamentan al estudio electroquimico son las Técnicas
Voltamperomeétricos, las cuales se basan en la respuesta corriente-potencial de un electrodo
polarizable inmerso en una solucion denominada analito. En estas técnicas, se estudian los
cambios de corriente, como una funcion del potencial aplicado a través de la celda
electrolitica. El proceso involucra la electrolisis de una o mas especies electroactivas,
permitiendo observar con mayor detalle la reaccion de la especie electroactiva en el

electrodo y mecanismo de transferencia de masa.

3.1  Voltametria

Historicamente, la VVoltametria se desarroll6 a partir de la polarografia en 1922 por
el quimico checoslovaco Jaroslav Heyrovsky. Posteriormente Matherson y Nichols
desarrollaron los métodos de barrido rapido de potencial, Voltametria de barrido lineal y
Voltametria ciclica, técnicas que fueron descritas tedricamente por Randeles y Sevcik, lo
cual constituyé un avance importante en el desarrollo de los métodos electroanaliticos.
Actualmente se han desarrollado numerosas técnicas voltamétrica de gran sensibilidad con

grandes aplicaciones en diversas aéreas de la ciencia y la tecnologia. !
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La Voltametria, se basa en aplicar una sefial de excitacion a un electrodo de trabajo
situado en una celda electroquimica que contiene un medio electrolitico. Dicha sefial es
sencillamente un potencial variable y la respuesta del electrodo es una intensidad de
corriente determinada. La velocidad de oxidacion y reduccion del analito esta limitado por
la velocidad de transferencia de masa del analito a la superficie del electrodo. Dentro de las
principales aplicaciones de la VVoltametria tenemos:

e Procesos de oxidacion y reduccién en diversos medios.

e Procesos de adsorcion en superficies.

e Mecanismos de transferencia de electrones en superficies de electrodo modificadas

guimicamente.

Dependiendo del tipo de sefial de excitacion se originan las diferentes técnicas
voltamétrica: Voltametria de barrido lineal, Voltametria ciclica, Voltametria de pulso
normal, Voltametria de pulso diferencial, Voltametria de onda cuadrada, Voltametria de
preconcentracion y redisolucion.

3.1.1 Voltametria ciclica "

La variacion de un potencial en un electrodo estacionario colocado en una
disolucién no agitada esta provocada por una sefial de forma triangular. El potencial se
varia linealmente desde Eo hasta Ef, cuando se ha alcanzado este valor el sentido de barrido
se invierte y el potencial vuelve a su valor original Eo figura 18, este ciclo de excitacion

puede ser repetido cuantas veces lo requiera la experiencia.

Rarrido
Inverso

t(s)

Figura 18. Sefial de excitacion empleada en Voltametria ciclica.
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El intervalo de potenciales seleccionado para un experimento dado es aquel donde
ocurre la oxidacion o la reduccion de la especie en estudio. El registro de la respuesta a la
perturbacion, se obtiene al grafica la corriente leida al potencial asociado, en una curva del
tiempo E=f (i), estd se denomina Voltagramas o voltamperograma el cual se puede apreciar

en la siguiente figura:

I pico anédico

|
1O B IV] |5§l
|‘i \\

r [

i
|
Linea base d ! .
. ' Y
oxidacion ; | |-F YR -
JJ | ot \\
N & twm
I
" Ey [V]

1 Linea base de
reduccidn

Pico catodico

Figura 19 .Voltagramas Ciclico de acuerdo al convenio planteado por la IUPAC

Los parametros mas importantes de un Voltagramas ciclico son:

=

Intensidad de corriente de pico anddica (I%,)
2. Intensidad de corriente de pico catddica (1)
3. Potencial de pico catodico (E%)
4. Potencial de pico anddico (E%))

Esta técnica es una de las mas utilizada para analizar y estudiar el comportamiento
redox de las especies, de las reacciones quimicas en que participan (mecanismos de
reaccion, reacciones quimicas acopladas), en la determinacion de parametros
termodinamicos y el estado o limpieza del electrodo utilizado.

A continuacion se explica con detalle los procesos y criterios de reacciones en un

sistema electroquimico:
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3.1.1.1 Sistemas Reversibles®’]

La velocidad de transferencia electrénica es mas grande que la velocidad de
transferencia de masa y por lo tanto, se mantiene el equilibrio Nernstiano en la superficie
del electrodo figura 19. Este tipo de proceso se encuentra regido por la ecuacion de
Randles- Sevcik:

Ip = 2,69 * 105n3/24C,Dy/*vY/2  (ec.1)

Donde:
e n:es el nimero de electrones transferidos
e A:esel area superficial del electrodo (cm?)
e C,: concentracion de la especie electroactiva (mol/cm?)
e D, coeficiente de difusién de la especie electroactiva(cm?/s)
e v : velocidad de barrido en (mV/s)

Los criterios que se deben cumplirse para que un sistema sea considerado reversible son los
siguientes:

- AEp = E§_Ef =2 mV (ec.2)
56,6

- |Ep —Epja| = —=mV (ec.3)

A

- L =1sicd =C§ (ec.d)

14
1
- Ip x vz (ec.5)
- E, esindependiente de v

3.1.1.2 Sistemas irreversibles &7

Este tipo de procesos ocurre cuando la transferencia electronica es insuficiente
como para mantener el equilibrio de Nernst en la superficie del electrodo, por lo que la

forma del VVoltagramas varia, como se puede apreciar en la figura 20
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Figura 20.Voltagrama ciclico para un sistema redox irreversible.

Para especies irreversibles la ecuacion de Randles-Sevcik se modifica debido a la
correccion de términos cinéticos:”!
Ip = 2,69 * 105a*/2AC,Dy/*v1/2 (ec. 6)
Donde, a es el coeficiente de transferencia electronica.

Para un sistema irreversible se deben cumplir los siguientes criterios:

47,7

- |Ep = Eppo| == mV (ec.7)
- Pavt/? (ec.8)
- No existen picos inversos

- Epes independiente de v'/2

30mv
- Ep®se desplaza ——
Xc nc

3.1.1.3 Sistemas cuasi-reversiblest’]

Matsuday y Ayabe, definieron el término cuasi-reversible para las reacciones que muestran
limitaciones cinéticas de electro transferencia (proceso de transferencia electrénica muy
lento), el voltagrama caracteristico de un sistema cuasi-reversible se muestra en la figura
21.
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pd

Figura 21. Voltagramas ciclico para un sistema cuasi-reversible.

Si el proceso es cuasi-reversible se debe cumplir:

1 13
Ip = 2,69 * 10°n2AC,D2vz (@, o) (ec.9)

Donde, K depende de la variacion de (A,a) VSA a diferentes valores de a.

4 .
- %: 1sia. =a, =0,5 (ec.10)

- AE, >Z m (ec.11)

- Eg se desplaza hacia valores negativos cuando incrementa v

3.2  Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)P®>!

Es una de las técnicas electroanaliticas con mayor popularidad alrededor de 1970.La
sefial de excitacion impuesta al electrodo de trabajo consiste en un tren de pulsos de forma
escalonada en el que el potencial inicial que se aplica varia gradualmente con el tiempo y la
corriente que se registra en funcién del tren de pulsos de potencial aplicado es el resultado
de la diferencia de las corrientes que se miden antes de la aplicacion del pulso y al final del
pulso.

En esta técnica no se utiliza un barrido lineal de potencial. En lugar de ello, se
aplica una rampa de potencial con las siguientes caracteristicas:

e La aplicacion de un potencial constante durante un intervalo de tiempo

relativamente amplio (0,5 < t[s] < 4,0).

e Después de este tiempo, se impone un nuevo pulso de potencial (10 < t[mV] < 100)

superior al anterior por un intervalo de tiempo muy pequefio (5 < t[ms] < 100).

e Al término de este tiempo se regresa a un potencial superior al de inicio para

comenzar otro nuevo ciclo.
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En la figura 22se muestra la rampa de potencial aplicada para esta técnica con respecto

a linea de avance de potencial, y la respuesta tipica de esta Voltametria.

A
2l L
E a%p " o) lp
z 2 Fp- £
= - -
. =T =
- 1 AEs g
— L e
L'

Tiempo () Potencial (V)

A B

Figura 22. (A)Sefial de excitacion en VPD y (B) respuesta tipica en VPD

La disminucién de la linea base en el voltamperograma se entiende como el
resultado de las diferentes velocidades de respuesta entre la corriente capacitiva y la
faradica con respecto al potencial aplicado. Cuando un potencial base es mucho menor al
requerido para que se lleve a cabo la reaccion electroquimica, la electrdlisis presente es
despreciable, por lo que la corriente obtenida es practicamente debida a la carga de la doble
capa. Después de un tiempo t, el potencial es cambiado bruscamente a un valor E, mayor al
anterior, lo cual provoca que tanto la corriente capacitiva como la faradaica aumenten; sin
embargo, durante el tiempo que dura el pulso, la corriente no faradaica disminuye de forma
muy rapida en comparacion con la corriente debida a la reaccion electroquimica. Esto
provoca que en las cercanias del fin del pulso la mayor parte de la corriente observada justo
antes del pulso y aquella justo antes de que termine el aporte de la corriente capacitiva. Este

proceso se puede describir mediante la siguiente figura 23:
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Figura 23. Esquema de un ciclo en una Voltametria diferencial de pulsos.

Una respuesta tipica de este tipo de Voltametria figura 22.B, en donde se observan tres
zonas principales que se asocian a diferentes etapas en la reaccion electroquimica:
1. Cuando el potencial aplicado es muy inferior al E0’ de la reaccion electroquimica al
igual que el pulso de potencial aplicado, como consecuencia de esto no se genera un

aumento considerable en la corriente.

2. Cuando el potencial aplicado se encuentra alrededor de E0’, el pulso de potencial si
favorece la reaccion electroquimica por lo que se genera un brusco aumento del valor

absoluto de la corriente.

3. Una vez que se llega a valores de potencial donde la reaccion electroquimica se lleva a
cabo en su maxima velocidad, la corriente generada es practicamente constate a

cualquier potencial, por lo que en el Ai Se presenta un valor constante y cercano a cero.

Dicho proceso se encuentra regido por la expresion tedrica, segun Parry y Osteryoung

como:
1
FACD/2  (1-0)
Ip= - (ec.12
P = oz (110) )
© =exp [nF (AEp)/2RT] (ec.13)

Ep= Eip - (AEp/z) (ec. 14)



Donde:

e N :numero de electrones transferidos

A : area superficial del electrodo (cm?)

D: coeficiente de difusion de la especie electroactiva (cm?/s)

C: concentracion de la especie electroactiva (mol /cm®)

t : tiempo de la primera corriente muestreada por pulso (s)

3.2.1 Ventajas de la Voltametria Diferencial de Pulso [**

t : tiempo de la segunda corriente muestreada por pulso (s)

3.3 Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) [61¢2

La espectrofotometria de absorcion molecular ultravioleta visible, cominmente llamada
espectrofotometria UV-VIS, tiene una larga y continua historia en el campo de la quimica
analitica. Esta técnica esta basada en la medicion de absorcién de radiacion UV o visible
por determinadas moléculas.Las caracteristicas de este tipo de espectroscopia se pueden
aplicar a sistemas orgéanicos e inorganicos, limites de deteccion bajos, selectividad de
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moderada a alta, buena exactitud, permite mediciones y adquisicién de datos simples. ©*
La radiacion correspondiente a estas regiones del espectro electromagnético provoca
transiciones electronicas a longitudes de ondas caracteristicas de la estructura molecular de
un compuesto. La absorcion de radiacion UV-Visible proviene de los electrones de la

especie, atdbmica o molecular y se puede considerar que es un proceso en dos etapas:

- Excitacion electrénica, de acuerdo con la ecuacion
M + hv - M* (ec.15)
v Relajacion de la especie excitada, M™, cuyo tiempo de vida media es normalmente
de muy corta duracién (10°-10 s ), que puede ocurrir por uno o varios
mecanismos:

a- Relajacion con generacion de calor y regenaracion de la especie:
M* + hv - M (ec.16)

b- Relajacion con descomposicion de la especie o reaccién fotoquimica,
M* - A+ hv (ec.17)

c- Relajacion con emisién de radiacion fluorescente o fosforescente,
M* - M + hv (ec.18)

Las transiciones electrénicas posibles pueden ser tres:

v" Electrones 7, o(enlazantes) y n (no enlazantes); para especies moleculares.
v Electrones d y f, para iones y complejos.
v" Electrones de transferencia de carga.

& r Antienlazante
T - Antienlazante
B Blb| ®
1 Tt T
= =1 B| = =
5 n Mo enlazante
L Enlazante
a Enlazante

Figura 24. Transiciones electronicas entre orbitales moleculares
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La espectroscopia UV-Visible permite la identificacion proximal de los grupos
funcionales en una molécula, proporciona informacion sobre el tamafio y la estructura de la
parte conjugada de la molécula. Es un método bastante selectivo para el andlisis
cuantitativo de compuestos cuyos enlaces producen absorcion.

El instrumento utilizado para realizar espectroscopia de UV-Visible se denomina
espectrofotometro figura 25, el cual tiene una fuente que emite todas las frecuencias de luz
UV. La luz pasa a través de un monocromador, que utiliza una red de difraccion o un
prisma para dispersar la luz descomponiéndola en un amplio espectro y seleccionar una
longitud de onda. Esta Unica longitud de onda de luz se divide en dos haces, un haz pasa a
través de la celda de muestra y el otro a través de la celda de referencia (disolvente). El
detector mide constantemente la relacion intensidad entre el haz de referencia y el haz de la
muestra. Mientras el espectrofotometro explora las longitudes de onda en la region UV, un
registrado hace el grafico (espectro) de la absorbancia de la muestra en funcion de la

longitud de onda.

b T 4 rendija rendija
Y. “\‘ P 4 B
N d P ad = 2o ™
. l:‘ m) h —_— v ] ’ / A
Y [ _JLI -.\\ e |\ /
» “a - '
FUENTE SISTEMA MUESTRA LECTOR

MONOCROMADOR

Figura 25.Partes basicas de un espectrofotémetro de absorcion.

La fuente de luz en un espectrofotémetro por lo general es una lampara de tungsteno
de bajo voltaje, la cual emite en forma continua una region del espectro, la intensidad de
esa radiacion varia de forma gradual con la longitud de onda. Los monocromadores tiene
como componentes principales una ranura de entrada, un elemento que dispersa la luz en
sus longitudes de onda componentes (en general una red de difraccién), y una ranura de
salida que permite seleccionar la longitud de onda deseada, la cual permite que sélo una

banda estrecha de éstas pueda pasar a través de la muestra.l®*!El detector es un fototubo que
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se utiliza para convertir la sefial luminosa en sefial eléctrica, y asi transmitir informaciones
al procesador de sefial, el cual permite efectuar lecturas de transmitancia y absorbancia. En
los espectrofotdmetros de doble haz, la luz de un solo o de dobles monocromadores se
enfoca a través de una referencia y compartimiento de muestra. La intensidad de estos dos
haces de luz es medida por cualquiera de los dos detectores, y el haz de la muestra se
compara con el haz de referencia proporcionalmente. Esta proporcion puede ser alimentada

a un metro o directamente en un instrumento registrador.

policromitica

DETECTOR

Monocromador

Erett

Muestra

REGISTRO

DETECTOR

Monocromador

Referencia

Figura 26.Diagrama esquematico del aparato usado para métodos analiticos basados en la

absorcion de energia radiante (configuracion de doble haz).

El procedimiento para llevar a cabo cualquier analisis cuantitativo a través de la

espectroscopia UV- Visible es: Y

1- Seleccionar la longitud de onda para la medicion: Si se desea la mas alta

sensibilidad se elige una longitud de onda correspondiente a un pico maximo.
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Figura 27.Pico maximo de absorcion de un espectro UV- Visible

2- Se debe verificar el cumplimiento de la ley de Lambert-Beer: Existen variables
que influyen en la absorbancia como por ejemplo: el tipo de disolvente, pH de la
solucion, temperatura, sustancia interferentes.

3- Seleccion del rango de concentraciones para la medicién con menor error.

3.3.1. Ley de Lambert-Beer(®!

La Ley de Lambert-Beer, considera la relacion entre la potencia de la luz incidente y
la de la transmitida, en funcién tanto de la longitud de paso Optico como de la
concentracion de la especie absorbente, esta ley permite corregir la dependencia de la
concentracion y otros factores operacionales al comparar distintos compuestos y sirve como
base de todas las determinaciones cuantitativas practicas. Esta ley combinada puede

expresarse matematicamente como:
B,
logF = kbc (ec.19)

Donde k es una constante de proporcionalidad, b la longitud de paso 6ptico y ¢ la
concentracion. La cantidad log (Po/P) se define como absorbancia y se representa por el
simbolo A, asi:
A = axbxc(ec.20)

Siendo a una constante de proporcionalidad llamada absortividad, la cual es un coeficiente
caracteristico de la sustancia absorbente a cada longitud de onda. La magnitud de a
dependera de las unidades empleadas para by c.

Cuando la concentracion se expresa en moles por litro y la longitud de la celda en
centimetros, la absortividad se llama absortividad mola y se designa como ¢ y tiene

unidades de I-mol‘l-cm‘l, entonces la absorbancia es:
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A =gxbxc (ec.21)
Por otro lado tenemos que al incidir sobre la materia un haz de luz electromagnética este
sale con menor energia que la que entro por lo tanto la materia absorbe energia, por ende
podemos relacionar la absorbancia con la transmitancia de la siguiente manera:

A =Llog 1/T (ec.22)

% T=100.l//o(ec.23)

L p=A I

Figura 28.Absorbancia transmitancia

3.3.2 Limitaciones propias de la ley de Beer!®
- Es una ley limite (<0.01 M)

- A concentraciones mayores >0.01 M la distancia promedio entre las especies disminuye
hasta el punto en que cada una afecta la distribucién de carga de sus vecinas alterando la
capacidad de absorcion a una A

- Desviaciones quimicas: Asociaciones, disociaciones o reacciones del analito generando

una molécula con diferente ¢

- Desviaciones instrumentales: radiacion policromaética, y radiacion parasita.
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Capitulo IV
4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1- Reactivos

Los reactivos utilizados se pueden apreciar en la tabla I, sin tratamiento previo. Todas
las soluciones fueron preparadas con agua ultrapura 18 M ‘Q y desgasificadas con N, antes

de cada experimento por 5 min.

Tabla I11. Especificacion de los reactivos a utilizados

Nombre Formula Marca

Metilparabeno CgHsO3 Merck 99,9
Acido Sulfarico H,S0, Fluka 98
Fosfato monobaésico de potasio KH,PO4 Merck 98
Fosfato dibasico de sodio Na;HPO,4 Scharlau 99
Metanol CH3OH Fluka 99,9
Acido 2-aminobenzoico C7/H/NO; Merck 08
Nitrito Sédico NaNO; Merck 99,9
Hidroxido de Sodio NaOH Riedel-de Haen 08
Acido Clorhidrico HCI Riedel-de Haen 98
Nitrégeno N, AGA UAP
Cloruro de potasio KCI J.T Baker 99
FORMULACIONES COSMETICAS
WINCOLOR 109
AR 109
PONDS 10 g




3.1.1 Limpieza del material de vidrio

La limpieza del material se realizo, lavandolo con agua y jabon, posteriormente se
sumergio en una solucion de HNO3; 15% durante una noche, luego se lavé con abundante

agua destilada y finalmente, se curd con agua ultrapura 18 M Q.
3.2MATERIALES E INSTRUMENTACION

La celda electroquimica fue montada con un sistema de tres electrodos
convencional, como se representa en la figura 29, como electrodo de trabajo, se utiliza un el
electrodo de carbon vitreo (CV), cuidadosamente pulido a espejo con alimina 0,3 um, y
sometido a ultrasonido por 5 minutos y lavado con agua ultrapura de 18 MQ.cm™. Un
electrodo de Ag/AgCIl (KCI sat) como referencia, y un alambre de platino como el
contraelectrodo, el cual fue previamente flameado para su limpieza, como se aprecian en la

figura 30.

Todos los experimentos electroquimicos se realizaron en un buffer fosfato 0,2 M
(pH=7) a temperatura ambiente. Usando un sistema electroquimico modular
Potenciostato/Galvanostato (AutoLab-PGSTAT?20), y la para el analisis por medio de la
técnica de espectroscopia UV-Visible, se utiliz6 un espectrofotémetro Marca Perkin-Elmer
modelo lambda 25 de doble haz, acoplado a un sistema computarizado y controlado

mediante el software UV WinLab, los cuales se aprecian en la figura 31.

En cuanto a las graficas y anélisis estadistico se llevaron a cabo mediante la ayuda
de OriginPro version 8.0, y Microsoft Excel 2012.
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Electrodo de referencia
Ag/AgCI (KCIsat.)
Contra electrodo (Pt)

Electrodo de trabajo (CV)

Figura 29. Esquema de la celda electroquimica

A B C

Figura 30. Celda y electrodos empleados para el estudio electroquimico: (a) Celda de

vidrio de un compartimiento (b) Electrodos (c) Electrodo de carbon vitreo empotrado en
vidrio.
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Figura 31. (A) Potenciostato/Galvanostato (AutoLab-PGSTAT?20) y (B) espectrofotometro
UV-visible Perkin EImer modelo Lambda 25.

CAPITULO V

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Procedimiento experimental
5.1.1. Estudios preliminares
5.1.1.1. Voltametria ciclica del electrodo de Carbon Vitreo

Con el fin de confirmar el funcionamiento adecuado y limpieza del electrodo de
trabajo, para la determinacion MP, se realizé un estudio de Voltametria ciclica, para ello se
sumergio el electrodo de trabajo, electrodo de carbon vitreo en una solucién 0,5 M de &cido
sulfarico H,SO,. La figura 32, muestra la respuesta voltamétrica caracteristica de este
sistema luego de realizar 45 barridos de potencial, a una velocidad 100 mV.s™ en una
ventana de potencial de -1,2 a 1,5 V vs Ag/AgCl. Esta respuesta concuerda con la reportada
para este electrodo en este medio . Donde se aprecian ondas reversibles de oxidacién y
reduccion de los grupos funcionales tipo quinonas-hidrogquinona de la superficie del carbon
vitreo entre aproximadamente -0,25 y 0,25 V, y una onda de reduccion con Ep a -0,85 V

que se atribuye a la reduccion de iones hidrogeno.
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E/V vs Ag/AgCl

Figura 32. Respuesta voltamétrica del electrodo de CV en H,S04 0,5 M. v =100 mV.s™
5.1.1.2. Comportamiento del electrolito soporte sobre la superficie del electrodo de CV

Para asegurarnos que el electrolito soporte seleccionado segun referencias
bibliograficas “°%°*%? es el idéneo para nuestro sistema electroquimico se realizo un
Voltametria ciclica en una ventana de potencial desde 0,4-1,4 V. Donde se observa la
respuesta Figura 33, en la cual no vemos ninguna sefial apreciable solo la descomposicion

del medio electrolitico al final con corrientes muy pequefias.

3,5 T T T T v ) L]
e Blanco

3,0 - -
<3:_ 2,5 4 =
—_—

2,04 -

1,54 -

0,4 ' 0:6 ' 0:8 ' 1j0 ' 1:2
E/V vs Ag/AgClI

Figura 33. Respuesta de la solucion electrolitica utilizando un buffer fosfato 0,2 M pH =7

42



5.1.1.3 Eleccidn del solvente adecuado para la extraccion del MP en los polvos compactos
Como se ha descrito anteriormente el MP es soluble en agua, y algunos solventes
orgénicos comunes; sin embargo para los estudios electroquimicos solo se pueden emplear
solventes polares con alta constante dieléctrica y miscibles en agua, por lo cual es para fines
de este trabajo se estudio la influencia del solvente usado en la extraccion, sobre la
intensidad de corriente de oxidacion del sistema electroquimico se estudié por Voltametria
ciclica, en una ventana de potencial -0,2-1,6 V, a una velocidad de barrido de 50 mV/s. Se
prepararon soluciones patrones de MP, en diferentes solventes: metanol, etanol, acetonitrilo
y agua; y se diluyeron hasta una concentracion 1mM en el electrolito soporte, obteniéndose
las diferentes respuestas mostradas en la figura 34.Se observa en las figuras 34.A y 34.B,
que en presencia de metanol y etanol, aparecen dos picos de oxidacion irreversibles, el pico
mas pequefio representa a la oxidacion del MP, el cual no esta bien definido y el otro pico
se puede atribuir a la oxidacion del alcohol, posteriormente se puede apreciar la respuesta
en presencia de solamente agua y acetonitrilo figura 34.C y 34.D, en las cuales se observa
solamente un pico agudo bien definido, atribuible a la oxidacion del MP. Por otro lado, al
superponer todos los Voltagramas figura 34.E, se observa que la maxima intensidad de

corriente corresponde al agua pura como solvente.

20 T T T T T T T T
——METANOL ——ETANOL

L} v T
L} L]
0,0 0,5 1,0 1,5 0,0 0,5 1,0 1,5

E/V vs Ag/AgCI E/V vs Ag/AgCI B
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Figura 36. Respuesta voltametrica de la influencia del solvente en la intensidad de

oxidacion del MP, en un buffer fosfato 0,2 M (pH=7). A-Metanol, B-Etanol, C- Agua, D-

Acetonitrilo, y E- Superposicion de los solventes utilizados para una soluciéon 1mM de MP.

Luego se realizo la extraccion del MP en diferentes muestras de cosmeéticos,
especificamente polvos compactos, tomando en cuenta que los polvos ademéas de este
conservante tiene otros excipientes como: dioxido de titanio, talco, 6xidos de hierro,
perfumes, los cuales pueden interferir en las determinaciones. Se tomaron en cuenta varios
aspectos previos entre los que tenemos:

1- En la figura 34, se aprecian las respuestas de oxidacion en los diferentes solvente
utilizados en la preparacion de la solucion patron de MP, donde el agua parece ser el
mejor candidato ya que no interfiere en el proceso de oxidacion y es de bajo costo. Se
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procede a realizar la extraccion en agua y metanol por medio del esquema propuesto en
la figura 36, y se comparo dicha respuesta con la del patrén presentando la misma
respuesta electroquimica.

Posteriormente se realizaron curvas de adicion estandar por ambos solventes, partiendo
inicialmente de 7,0000 £ 0,0001 g del cosmético, en el cual se noto que se salia del
rango lineal por ello se fueron variando las cantidades de polvo desde: 3,5000+ 0,0001
91,9005+ 0,0001 g, hasta 0,7266 + 0,0001 g donde se aprecio un rango lineal bastante
aceptable. Y se lograron determinar las concentraciones de MP presentes, en agua
2,02x10*M y en metanol 1,76x10* M como se puede apreciar en la Figura 35. Al
comparar las concentraciones obtenidas con los diferente solventes, y tomando en
cuenta lo anteriormente descrito se eligié como solvente para la extraccién el agua ya
que esta es de bajo costo, no toxica, no volatil, y reduce los posibles errores

electroquimicos.

L) - L] i I . I e, L)
= AGUA P
METANOL
154 ° 5 4
[MP]=2,02x10* M ././’
Fed il 4
" IMP]=1,76x10" M
3 o’
— ya
45//
5d ”,.f =
P&
|
0- -
T T T T T T v 1] v L}
0 2 4 6 8 10
4
[MP]x10" M

Figura 35. Respuesta CCAE de los diferentes solventes utilizados para la extraccion del
MP.

3-

Para comprobar la correcta extraccion de MP en este solvente se realizo una extraccion

al precipitado en el solvente y se llevo al espectrofotometro de doble haz donde no se
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observa ninguna sefial de absorcion, lo que nos ratifica que por medio de agua se logra

extraer cuantitativamente el MP.

5.1.1 4 Procedimiento de extraccion del MP para las diferentes muestras de polvos
compactos:

Se pesaron 0,7266 + 0,0001 g de cada polvo compacto de diferentes marcas
previamente pulverizados, los cuales se disolvieron en 25 mL de agua, Yy fueron llevados a
bafio ultrasonico durante 1 hora, agitando ocasionalmente, se dejo reposar y posteriormente
se centrifugo durante 25 min. Se filtro, y se transfirié a un matraz aforado de 50 mL y se
disolveran a un volumen final con una solucién buffer de fosfato 0,2 M “I (pH=7,

electrolito soporte) respectivamente.

Disolviéo en B
25 mL de
Y o 2
Agua 2 ;
Se pesaron 0,7266 + 0,0001 g Bafio  ultrasénico S centiifigo

de polvo durante 1 h. durante 25 min

concentracion
VPD de MP por las
técnicas Se prepararon las
curvas de adicibn ~ Se enraso con Filtro y transfiri6 a
estindar paracada un buffer de R
polvo fosfato

JUV (1Y 1
el Se midié la*g AAA N €

UV-VISIBLE

Figura 36. Extraccion del MP de los diferentes polvos compactos
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5.2. Optimizacion de los parametros de trabajo
5.2.1 influencia de la velocidad de barrido

Los efectos de la velocidad de barrido se lograron estudiar mediante la técnica de
Voltametria ciclica, en una ventana de potencial desde -0,2 a 1,6 V, con una solucion de
MP mM, en las siguientes velocidades de barrido: 10 a 1500 mV.s™; sobre el electrodo de
CV. En la figura 37.A se puede observar que no existe ningin pico de reduccion en la
exploracién inversa del MP; por lo cual sugiere que se trata de un proceso de oxidacion
irreversible.®® Consecutivamente la figura 37.B, muestra la variacion de la intensidad de
pico en funcion de la velocidad de barrido, dicha variacidn no es lineal, se puede apreciar
que alrededor de 50 mV.s™, comienza a incrementarse el error en la medida de intensidad
de pico, por ende a mayores velocidades de barrido existe mayor incertidumbre en la
medida de las corrientes de pico y este error se puede trasladar a las determinaciones. Por
tal motivo se selecciona esta velocidad de barrido para las determinaciones, tomando en
cuenta que esta velocidad es lo suficientemente alta para realizar una medida en menos de 1
minuto y los picos de oxidacion del MP son intensos y bien definidos, ver figura 38.

La curva representada en la figura 37.C, muestra como las corrientes de pico de
oxidacion (Ip) del MP aumentan linealmente con la raiz cuadrada de la velocidad de barrido
(v'%2). Esta dependencia es lineal segun la ecuacion:

Ip (MA) = 1,99617x10v¥: - 9,358x10° (R? = 0,996) (ec.24)

Dicha relacion verifica o sugiere que el proceso electroquimico que ocurrié sobre la
superficie electrodica es principalmente controlado por difusion, siendo este un caso ideal

para las mediciones cuantitativas.
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Figura 37.- (A) Voltagramas por la técnica de VVoltametria ciclica para una solucién 1x107
M de MP con variacion de la velocidad de barrido entre 10 mV.s™ hasta 1500 mV.s™,
entre -0,2 a 1,6 V sobre el electrodo de CV, en solucion reguladora de fosfato 0,2 M
(pPH=7). (B) Ip vs v (C)Ip vs v*2.
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Figura 38.Respuesta de Voltametria ciclica del MP a la velocidad de trabajo v=50 mV/s

48



5.2.2. Estabilidad y Reproducibilidad

La estabilidad del electrodo de trabajo CV también fue estudiada después de
almacenamiento a temperatura ambiente y al cabo de varias semanas, donde se observd la
misma respuesta del electrodo. En la figura 39, se muestra la superposicion de la respuesta
voltamétrica para la oxidacion de una solucion de MP 1 mM sobre CV de distintas
experiencias, se observa una alta reproducibilidad en las intensidades de pico, en el grafico

inserto de Ip obtenido en distintos barridos.

Ll v Ll Ll L] Ll Ll L) i ]
.
15 4 2 25 1 d
3
4
10+ 5 | S :
. 6 3
\—L 7 — a=—a—a———1—i—1—01——-1
8 15 |
54 9
10 |
104 d
04 e
0,4 06 08 1,0 1,2 ¢ = % B & 10
E /V vs Ag/AgC| N° de Repeticiones
A B

Figura 39. (A) Respuesta voltamétrica de pulso diferencial obtenida para varias
repeticiones de la oxidacién de MP 1x10° M sobre CV a una velocidad de v= 50 mV.s™.

(B) Ip vs numero de barrido (repeticiones).

5.2.3. Influencia de la concentracion de MP en la intensidad de corriente.

Para estudiar la influencia de la concentracion de MP sobre la intensidad de los
picos anddicos se realizd experimentos de VPD bajo las condiciones anteriormente
definidas, y barridos en soluciones desde 5x10°-1x107° M. Los resultados correspondientes
se presentan en la figura 40, es obvio que las corrientes de oxidacion del MP aumentan con
el aumento de la concentracion de MP[®%": sin embargo se puede observar que a
concentraciones 1x10°-5x10° M figura 40, no se observan picos oxidacion, debido a que

estos valores de concentracion no se pueden determinar mediante esta técnica. Por tal
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motivo se selecciond para el desenvolvimiento de este trabajo una zona lineal en un rango
de concentraciones que va desde 1x10-1x10° M, respectivamente con el fin de poder
determinar la concentracion de MP en otros cosméticos donde se encuentre. Una vez
estimado este rango lineal se procedié a realizar las curvas calibracion sencilla y de adicion

de estandar dentro de este intervalo de concentraciones.

15 T T T T L} L} L) L} T L}
15 4 /ﬂ 4
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— 5 = P
o
i
///,/
0 5 //// J
-
-5 T T T T T T T T T T
0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0 2 4 6 8 10
E /V vs Ag/AgCl E/V vs Ag/AgCI
A B

Figura 40. (A) VPD para diferentes concentraciones MP desde 5x10° a 1x10° M, en
tampon de fosfato 0,2 M de pH=7. (B) curva de calibracion para diferentes concentraciones
de MP.

5.3 Curva de calibracion sencilla mediante Voltametria de pulso diferencial (VPD)

Se prepar6 una solucién patron de MP de concentracién nominal 1mM, la cual fue
tratada mediante dilucion a distintas concentraciones en un rango de 1x10™ hasta 1x10° M
utilizando como electrolitico soporte, una solucion buffer de fosfato 0,2 M, para realizar
una curva de calibracién sencilla (CCS), en la figura 41.A.Se muestra el Voltagramas
obtenido y en la figura 41.B, se puede observar la curva de CCS obtenida sobre el electrodo
de CV.
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Figura 41. (A) Voltagramas de Voltametria de pulso diferencial (VPD) en un rango de
7x10-1x10° M, con una Ancho de pulso (At) = 20 ms, Altura de pulso (AE)= 50 mV vy
v=50 mV/s. (B) curva de calibracion sencilla (CCS) del MP.

5.4- Curva de calibracion por adicion de estandar (CCAE) y analisis de significancia entre

las pendientes de la curva de calibracién sencilla. Determinacion de MP

Una vez realizada la extraccion del MP, por la metodologia anteriormente descrita
se procedio a determinar si existen interferencia de matriz en las condiciones analizadas,
para ello se realizaron curvas de calibracion de adicion de estandar, para ello se preparo
una solucion de concentracion nominal de 1mM tomando en cuenta que la cantidad
declarada por el fabricante es de 0,4% m/m®. Por otro lado se prepard una solucién patron
1 mM, las cuales posteriormente se prepararon 5 soluciones con un volumen fijo de 5 mL
de solucion de muestra de cosmético y volumenes variables desde 5 mL hasta 20 mL con
incrementos de 5 mL de solucién patron y todo llevado a 25 mL respectivamente, las
concentraciones de estandar variaron entre 1x10™* a 1x10° M. En la figura 42-A, se
muestra los Voltagramas obtenidos para cada polvo, y en la figura 42-B, se detona la
curva de calibracion de adicion estandar CCAE, superpuesta por la curva de calibracion
sencilla CCS. Aungue se puede observar buena correlacion lineal existe una diferencia
apreciable en el valor de la pendiente de la recta, con respecto a la curva de calibracion

sencilla.
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Figura 42.(A)Voltagramas de pulso diferencial de los diferentes polvos compactos. (B)

curva comparativa entre CCS y CCAE para el MP.

Los criterios cuantitativos de la ecuacion de la recta obtenidos por regresion lineal
son: la pendiente (m) y su desviacion estandar (Sm), el corte en la ordenada (b) y su
desviacion estandar (Sb), los cuales permiten obtener los parametros de calidad como son la
sensibilidad, la precision de la técnica, necesarias para determinar los limites de deteccion

y de cuantificacion, los cuales se definen como ©®!:

Limite de Deteccion (LOD) =3Sb / m (ec.2)
Limite de cuantificacion (LOQ) = 10Sb/m (ec.3)

En la tabla IV se puede apreciar los pardmetros de calidad obtenidos a partir de la curva de

calibracion sencilla y la desviacidn estandar del blanco obtenida experimentalmente.

Tabla V. Caracteristicas analiticas de las curvas de calibrado obtenidas mediante VPD

(figura 42.B).

Tipo de R Sensibilidad Sm  Intercepto Sb LOD LOQ
Curva (m)x10° x10*  (b) x10° x10’ x10° x10*

L.mol™ mol.L™? mol.L?  mol.L*
Sencilla 0,997 11,64 3,19 6,27 1,94 4,99 1,66
Adicion 0,998 12,63 2,81 2,22 1,70 4,04 1,35
Estandar
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Para determinar si las diferencias entre las pendientes de la CCS y las curvas de

CCAE son estadisticamente significativas, se realizé la prueba de hipétesis (t-Student)!®®!.
En la cual:
1. Se define el problema Ho y Ha : como la hip6tesis e hipétesis nula :
Ho:X =
Ha:X # 1

Donde, X: valor de la pendiente de la curva de adicion estandar y . valor de la pendiente

de la curva de calibracion sencilla.
2. Nivel de confianza 95 % (a=0,05).

3. Valor critico estadistico (valor tabulado en funcion del nivel de confianza y los
grados de libertad):
tcritico=1t (0, ) =t (0,05; 3)= 3,18
4. Valor del estadistico experimental:

A N= @ (ec.25)
Donde,
n es el nimero de mediciones y
s es la desviacion estandar de la pendiente de la curva de adicién estandar.
Por lo tanto t.,, = 6,105.

Para los tres polvos compactos figura (42) los valores de tey, calculados son:
tponds= 7,95; tar = 6,09 Y twincolor = 6,10

5. Mediante el analisis estadistico de las pendientes de la curva de calibracién sencilla y la
curva del metodo de adicion estandar, se realiza la comparacion entre tex Y teritico:
Para determinar la existencia de interferencias de la matriz en la determinacién de CS, se

realiza el analisis estadistico, donde se observa que texp>Critico,(6,10 >3,18); por lo tanto se
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comprueba la hipotesis nula Ha, lo que indica que con un nivel de confianza del 95 %, la
diferencia entre X y | es significativa, ya que el valor de tex, Se encuentra muy por encima
del rango establecido; este resultado implica que bajo las condiciones de trabajo, existe
interferencias de matriz que afectan las mediciones, por lo tanto se debe aplicar solo la
curva de calibracion por adicion de estandar para las determinaciones. Tomando en cuenta
este precedente en la tabla IV, se representa cada una de las curvas CCAE realizadas por

VPD para cada uno de los cosméticos.

Tabla V. Resultados de la regresion lineal para la curva de adicion estandar por VPD: IP=
B +M[MP]

Cosmético  Sensibilidad

x10°
(L.mol™)
Wincolor 12,63 2,81 2,22 1,70 0,998
Ponds 16,74 6,75 3,79 4,09 0,994
AR 15,77 6,78 1,07 412 0,993

Con estos datos se procedio a encontrar la concentracion de MP en las diversas
formulaciones cosméticas de polvos compactos, obteniéndose los resultados que se
muestran en la tablaVI, donde se muestra la concentracion extrapolada y él % de

metilparabeno presente en cada cosmeético.

El error de la concentracion extrapolada Sxe fue calculado mediante la expresion

Sy 1 y

S b \Vn b Y (X — x)?

(ec.26)

Donde, Sy/X es el error aleatorioenY

Sy/x = 2(Xi — X)% % Sb (ec.27)
n= numero de puntos experimentales, y=Ip, x =[MP]

El intervalo de error se expresa para un limite de confianza del 95 %, donde el valor
tabulado para 3 grados de libertad es (0,05; 3)=3,18
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Tabla V1. Concentraciones encontradas por extrapolacion de las CCAE.

Cosmético [CMP] [CMP] LC+ % m/m
Nominal Obtenida (Sxex3,18) MP (muestra)
x10°M x10* M x10*
Wincolor 9,00 2,44 0,92
Ponds 1 2,27 0,93 0,24
AR 3,39 0,85 0,35

5.5Correlacion del método a través por espectroscopia UV-Visible

Inicialmente se planteo realizar la correlacion por espectroscopia UV-Visible, segln
el procedimiento descrito por Saadiyah A y colaboradores 3. Sin embargo este
procedimiento fue cambiado debido a la inestabilidad del complejo formado. Se procedio a
preparar una curva de calibracion sencilla a partir una solucién patrén de MP en metanol 1x
10 M, vy a partir de esta se prepararon 6 soluciones en un rango: 1x10°- 2,1x10° M y se
midié la absorbancia en un intervalo de 300 a 200 nm de longitud de onda, usando como
blanco metanol, obteniéndose méaximos de absorbancia a 256 nm figura 14. Cada espectro
se midid tres (3) veces y con los promedios de los maximos se construyo la curva de

calibracion sencilla mostrada en la figura 43.

04 T v r r r v .
. 2,1x10° M
_ 1,8x10° M
0,34 1,5x10% M
_ 1,2x10°M
9x10°¢ M
0,24
<
0,14 -
0,04 4
T v T ¥ T T T T T
220 240 260 280 300
r(nm)

Figura 43. Curva de calibracion sencilla en un rango de concentracién 9x10 ® -2,1x10° M

en un rango de longitud de onda de 200 a 300 nm.

55



Posteriormente se procedié a realizar la curva de calibracion por adicion estandar
utilizando el mismo procedimiento descrito en la figura 36, pero utilizando como solvente
metanol, y preparando una solucion patrén de metilparabeno 1x 10™ M, se utilizaron
volumenes fijos de muestra de 0,25 mL y variando volimenes desde 2 hasta 5 mL en
intervalos de 0,75 mL de patron y llevados a un volumen de 25 mL. En la figura 44, se

muestra las absorciones obtenidas para cada una de los polvos compactos analizados.

7 T T T T v T v T
e WINCOLOR
’ T + PONDS
. . a4 AR
,.f'\.
024 !
<L o1 -
0,0 i
-071 ) - ) » L) . T " )
220 240 260 280 300
A(nm)

Figura 44. Espectros de absorcion de los diferentes polvos compactos analizados.

Una vez obtenidas se realiz6 la prueba de t-Student para comparar la curva de
calibracion sencilla con la curva de calibracion de adicién estdndar por esta técnica

obteniendo:

texp >Critico
9,50 >3,18

Por lo tanto se comprueba la hipétesis nula Ha, lo que indica que con un nivel de
confianza del 95 %, la diferencia entre X y U es significativa, ya que el valor de te, se
encuentra muy por encima del rango establecido; este resultado nos ratifica que debemos
utilizar la curva de adicion estandar para correlacionar el método por espectroscopia UV-
Visible ya que existen interferencias de matriz. En la figura 45, se muestra el resultado de
cada una de las curvas que se obtuvieron al promediar los maximos de los espectros

medidos (cada espectro se midid tres veces).
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Figura 45. Curvas de adicion estandar para cada uno de los cosméticos analizados a traves
de UV-Visible.

En la tabla VIl se muestran las caracteristicas de la regresion lineal para CCAE por
UV-Visible de cada polvo respectivamente.

Tabla VII.Resultados de la regresion lineal por UV-Visible para las CCAE: IP= B
+M[MP]

Wincolor 12,74 748,96 0,12 10,66 0,990 2,51 8,37
Ponds 16,14 44460  -0,05 6,33 0,996 1,18 3,92
AR 17,89 370,61 -0,05 5,28 0,998 0,89 2,95
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Por otro lado, en la tabla VIII se muestran los resultados de la concentracion de MP
obtenidos por la extrapolacion de cada una de las curvas obtenidas para cada muestra de
cosmetico, y el porcentaje de MP presente en cada cosmeético.

Tabla VIII. Concentraciones de MP por UV-Visible encontradas por extrapolacion de las
CCAE.

Cosmetico [CMP] [CMP] LC+
Nominal ~ Obtenida  (S,x3,18)x10* MP
x10* M x10* M
Wincolor 1 9,14 3,44 0,95
Ponds 1 2,87 0,83 0,30
AR 1 2,66 0,75 0,28

5.6 Analisis de significancia entre los resultados obtenidos por la técnica de
Voltametria de pulso diferencial (VPD) y la técnica de espectroscopia UV-
Visible.

Los resultados de un método analitico nuevo se pueden contrastar mediante
comparacion con los obtenidos utilizando un segundo método, en muchas ocasiones de
referencia. Si las dos muestras tienen desviaciones estandar, que no difieren
significativamente, se puede calcular una estimacion conjunta de la desviacion estandar, s,

a partir de las dos desviaciones estandar individuales s; y s, respectivamente. [°°!

Para decidir si existe diferencia entre las dos medidas, x1yx2 es significativa, es

decir contrastar la hipotesis nula, Ho: H1=H, se calcula el t estadistico:

X —iz
— (ec.27)

S\/E+E

texp =

Donde s se calcula a partir de:

2 _ (n1—1)512+(n2—1)522,
s = AT (ec.28)

Y tiene ny + n, -2 grados de libertad.
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De acuerdo a los criterios obtenidos y mostrados en las tablas V y VII, se

determinaron los tex, para los polvos compactos en estudio como se puede observar en la
tabla IX.

Tabla IX. Resultados del analisis de significancia para los polvos compactos en la
determinacion de la [MP].

Leritico
Formulacion (Limite de confianza del texperimental
95%)
Wincolor 2,26 0,20
Ponds 2,26 1,09
AR 2,26 1,51

Los grados de libertad calculados es 9, para un limite de confianza de 95% el
teritico=2,26; al compararlo con los valores de texperimental, S€ rechaza la hipotesis nula Ho:
M1=Mp; es decir la diferencia entre ambos métodos no es significativa para el analice de

estos productos cosmeéticos.

5.7 Porcentaje de recuperacién obtenido de polvos compactos

Al desarrollar un método totalmente nuevo en una matriz no muy estudiada puede
ocurrir que no existan materiales de referencia ni otros métodos validados para comparar o
correlacionar el método en desarrollo. Entonces se hace necesario el empleo de ensayos de

1697071 " Estos consisten en afadir una cantidad de analito conocida a una

recuperacion
matriz que simule a la muestra, analizarla y ver la cantidad de analito que se recupera. Se
deben ensayar al menos tres niveles de concentracion, uno bajo, otro medio y otro alto. A
veces, cuando no es posible preparar una matriz similar a la muestra se realizan los ensayos

sobre la propia muestra. Se calcula el porcentaje de recuperacion como:

%Recup = Y;—;(ix 100(ec.29)

Donde:
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I/nA

Y: concentracion de la muestra mas el patron afiadido.
Xi: concentracion inicial de la muestra
Xo: concentracion del patron afiadido

Para preparar las soluciones y la curva de adicion estandar respectiva al porcentaje
de recuperacion de ambos métodos (VPD y UV-Visible), se pesaron 0,7266 + 0,0001g del
polvo compacto, siendo esta la cantidad utilizada en la extraccion del MP en cada uno de
los polvos compactos(Wincolor, Ponds, y AR), y se le afiadieron cantidades del analito
desde (0,0067;0,0017;0,0025)+ 0,0001g respectivamente, utilizando el método de la figura
36, obteniéndose las respuestas mostradas en la figura 46, donde se muestra el promedio de
tres mediciones para cada una de las concentraciones estudiadas, y sus % de recuperacion
obtenidos, tabla XI.

T v T T T - T T T T v T v T v T

054 -
®  Wincolor ® = Wincolor
® Ponds ® Ponds
20 - - A A
A AR 0,44 r ]
154 al 0,34 tl
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, J 5 10 15 20 25
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4
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Figura 46. CCAE del porcentaje de recuperacion por VPD (A) y UV-Visible (B) de los

cosméticos analizados.
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Tabla X. Resultados de la regresion lineal para las CCAE: IP= B +M[MP]para la
recuperacion por VPD y UV-Visible.

Cosmético Sensibilidad Sm Bx10° Sbx10" R

Por VPD x10%(L.mol™) x10* (mol.LY)

Wincolor 12,27 7,52 4,14 4,56 0,985
Ponds 14,38 8,54 1,14 5,18 0,986
AR 16,15 7,95 1,83 4,82 0,991

Cosmético Sensibilsidad B Sbx10° R

LTUAVAVIT o] [ (Lﬁgl'l) s

Wincolor 16,11 659,34 0,27 9,39 0,992
Ponds 17,27 1027,89 0,08 14,63 0,982
AR 21,03 1586,50 0,10 2259 0,972

Tabla XI. Porcentajes de recuperacion obtenidos para el MP en los diferentes polvos
compactos analizados.

Parédmetros del % de recuperacion por VPD

Cosmeético - %
. Recuperacion
Wincolor 9,00 8,81 1,69 89,8+0,8
Ponds 2,27 2,23 0,39 76,0+4,5
AR 3,39 3,28 0,56 69,2+3,1
Parametros del % de recuperacion por UV-Visible

Wincolor 9,14 8,81 1,67 92,2+0,9
Ponds 2,87 2,23 0,46 78,7£3,7
AR 2,66 3,28 0,49 69,8+3,6
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Al observar los valores obtenidos en la tabla XI, se observa que los porcentajes de
recuperacion tanto por la técnica de VPD como para espectroscopia UV-Visible, presentan
buena concordancia entre ambas técnicas, lo que corrobora lo estimado estadisticamente (t-
student), donde no se observo diferencia significativa entre ambos métodos; sin embargo,
este método debe ser validado para poder que cumpla con los niveles de aceptacion es

establecidos por las normas nacionales e internacionales relacionas con la calidad de un

método analitico para la determinacion de MP en diferentes productos cosméticos.

Una vez desarrollado ambos métodos y desarrollar su correlacion estadisticamente

se hizo un resumen comparativo entre ambas técnicas utilizadas en la determinacion del

conservante MP, en polvos compactos, el cual se puede aprecia en la tabla XII.

Tabla XI11. Andlisis comparativo entre las técnicas de Voltametria de pulso diferencial y la

espectroscopia UV-Visible, en

la determinacion del

cosméticos, polvos compactos.

Parametros

Intervalo de_
Concentracion

Voltametria de pulso diferencial
(VPD)

Para el analisis de estandares
(10*M), ya que por debajo de esta
concentracion por este método no
puede ser determinado.

metilparabeno en productos

Espectroscopia
UV-Visible

Se pueden determinar

concentraciones en el orden 10° M

LOD

En el rango de 10™ M.

Esta en el rango de 10°M, bastante
adecuado para ser detectado.

Sensibilidad

El valor obtenido fue de
2,81x10™L.mol-+ dicho es aceptable
y se encuentra entre el rango de
concentraciones trabajo
establecido.

El valor 16,14x10°L.mol ™, siendo
mucho mayor que el obtenido para
VPD, lo que implica que los
mismos cambios en concentracion
generan una mayor respuesta
instrumental.

Selectividad

Ppermite seleccionar la ventana de
potencial donde me aseguro que
solo ocurre la oxidacion del MP

No puedo garantizar que el pico de
absorcion sea debido solo al del
MP.

Tiempo de analisis

El tiempo requerido es largo,
debido a que requiere un tiempo
previo para la limpieza del
electrodo.

El tiempo necesario es mucho
menor con respecto a la VPD, ya
que sOlo se debe colocar la
muestra en la celda, y tiempo de
respuesta  del equipo para
proporcionar los espectros de
absorcion es corto.
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Toxicidad

Todos los experimentos
electroquimicos se llevaron a cabo
en agua por lo que estos no
producen ningdn tipo de riesgo o
dafo al operador o al ambiente.

El solvente utilizado, metanol es
toxico, su exposicion extensa podria
causar dafos irreversibles, por lo
que se debe tener las precauciones y
seguridad  requerida en su
manipulacion.

Costos

v

v

Reactivos

Instrument
acién

Se requiere mayor cantidad de
reactivos ya que se deben preparar
blancos, estandares y muestras que
requieren un electrolito soporte.

Las celdas y electrodos que se
emplean para esta técnica son de
bajos costos las celdas y electrodos
utilizados se pueden construir de
manera manual en el laboratorio.

Solo se requiere de un solo reactivo
como solvente para los estandares y
muestras.

Los costos para esta técnica son
mayores debido a que los
componentes Opticos tienen un
valor bastante elevado y no existen
posibilidades de construir las
celdas.
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Capitulo VI. Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones.

Una vez analizados los resultados obtenidos durante el desarrollo experimental de esta

investigacion, y reafirmando las bases teodricas consultadas podemos concluir:

1. Se logro desarrollar una metodologia voltamétrica para la determinacién de MP en

productos cosméticos, polvos compactos.

2. Bajo las condiciones de trabajo seleccionadas, se construyeron curvas de calibracién
sencilla y adicion estandar mediante la técnica de VPD, en las cuales se estudio el
comportamiento lineal en el rango de concentraciones del MP seleccionado, donde
se demuestra que las pendientes de dichas curvas presentan diferencias
significativas, lo cual confirma que el método electroquimico propuesto presenta
efecto matriz por parte de los componentes que constituyen la muestra.

3. El método de analisis electroquimico propuesto es simple, rapido y de bajo costo,

con un limite de deteccién de 1x10™* M para determinacién de MP en cosméticos.

4. Al observar el contenido real del MP presente en cada polvo compacto se detona
como en una marca en particular, sobrepasa el valor de concentracidbn maxima
permitida por la directiva CEE (0,4% m/m), mientras que las otras marcas estan por
debajo de este valor por lo que sugiere que existe interferencia en la matriz de estas
muestras en particular, para lo cual no se logra extraer toda la cantidad de MP

presente.

5. Los porcentajes de recuperacion obtenidos muestran una gran concordancia entre
ambas técnicas, sin embargo se observa que los valores obtenidos se encuentran por
debajo del valor aceptable para un método analitico preciso, por lo que se debe llevar

a cabo un analisis mas riguroso.

6. Al llevar a cabo la correlacion de ambos métodos se observa que no existe diferencia
significativa para el rango de concentraciones analizadas de MP. Por ende el método

podria ser propuesto para llevar a cabo el control de calidad de este tipo de



7.

conservante en los productos cosméticos, polvos compactos de la marca Wincolor en

particular, para otras marcas se debe realizar una validacion mas estricta.

Al observar la alta cantidad de MP presente en los polvos compactos analizados, 10s
cuales son bastantes comerciales en el mercado, se ve con gran preocupacion la

exposicion prolongada a este conservantes en la poblacion femenina.
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6.2.Recomendaciones

1. Procurar la continuidad de esta investigacion, ya que contribuye de manera
importante y fundamental al control de calidad de los productos a los que estamos
expuestos en el dia a dia, y que nos afectan a largo plazo en nuestra salud.

2. Validar este método para la determinacion de este conservante en otros productos
cosméticos, utilizando las normas oficiales para la validacion de una metodologia
analitica.

3. Analizar la influencia de la degradacion y manipulacion de los polvos compactos,
desde el proceso de fabricacién hasta su uso, debido a que este tipo de conservante a
pesar de ser estable a altas temperaturas su comportamiento se puede ver afectado
por los rayos UV.

4. Realizar un plan de concientizacion en el uso de cosméticos.
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