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RESUMEN

Determinacién cuantitativa de bactericidas en cosméticos
“dermoprotectores”

Se describe un método rapido, sencillo y reproducible para la deter-
minacién cuantitativa de los bactericidas méas utilizados en la industria
cosmética del mercado espariol con fines dermoprotectores.

El método es aplicable tanto a jabones sélidos como a disoluciones
de tensioactivos, variando en este caso tan sélo el método de extraccion.

Se ha elegido la cromatograffa de gases para la elaboracién de este
método por ser una técnica rapida y asequible, ademas de permitir la
resolucién simultanea de todos los bactericidas estudiados.

PALABRAS-CLAVE: Bactericida (determinacion) - Derivatizacién -
Extraccidn - Gel - Jabén - Tensioactivo.

SUMMARY

Quantitative determination of antimicrobial preservatives in
cosmetics called “dermoprotectors”

A rapid, easy and reproducible method is described for the quantitati-
ve determination of the usual antimicrobial preservatives used in the cos-
metic industry in the Spanish market with a dermoprotector claim.

The method is also useful for soap bars and for surfactant solutions,
in this last case the method of extraction is the only change.

Gas Chromatography has been chosen as the analytical process for
the set up of this method because it is a rapid and available technique,
and it allows the simultaneous resolution of all the studied preservatives.

KEY-WORDS: Antimicrobial preservative (determination) - Derivati-
2zation - Extraction - Gel - Soap - Surfactant.

1. INTRODUCCION

La actitud hacia el cuidado de la piel ha variado en
los ultimos afios. Bajo la continua insistencia de mensa-
jes en los medios de comunicacién sobre temas de pre-
vencién de enfermedades y de contagios, cada vez méas
este sentimiento se hace patente en amplios sectores de
la poblacién y ha dado lugar al uso de productos con
propiedades protectoras de la piel.

En los Ultimos afnos se ha producido en Espafa un
espectacular progreso en el uso de los llamados jabones
o geles dermoprotectores.

La unica diferencia con los productos tradicionales, al
menos en el mercado nacional, consiste en una mejor
eleccién del sistema tensioactivo en el sentido de una me-
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nor agresividad cutdnea y pH més cercano al del manto
cido de la piel; la incorporacién de sustancias que actien
como reengrasantes y/o hidratantes, y por ultimo, pero no
menos importante, la adicién de productos bactericidas o
bacteriostaticos cuya funcién no es sélo la de conservar el
cosmeético, sino la de ejercer una cierta accién antimicro-
biana que debe proteger la piel de infecciones y contagios.

Es importante resaltar que un antiséptico utilizado en
pequefias concentraciones, pero diariamente, puede pro-
vocar efectos no deseados sobre el organismo, esto se
debe, principalmente, a la penetracién de este tipo de
productos a través de la piel. “Simon (1978)", “Marzulli
(1973)".

A causa de este fendmeno surge el desarrollo de los
productos llamados “dermoprotectores”, bajo la esperanza
de que la sustantividad del producto sobre la piel del
usuario sea lo suficientemente eficaz y duradera como
para impedir la contaminacién de la misma por los micro-
organismos a los que estd expuesta, principalmente en
locales de uso publico.

La reciente legislacién “B.O.E. n.2 95, de 20 de abril
de 1988”" reclama establecer un método cualitativo y
cuantitativo rapido y reproducible para la determinacién
de dichos compuestos, ya que resulta imprescindible in-
cluir en la etiqueta la cantidad afadida de los productos
que se utilizan como reclamos publicitarios, en este caso,
los bactericidas.

Aunque en el mercado espafol existe una gran varie-
dad de agentes conservantes, sélo unos pocos de ellos
se utilizan con fines dermoprotectores en los productos
cosméticos que utilizan esta denominacion.

Existe una gran cantidad de informacion bibliogréafica
referida a la identificacion de compuestos con actividad
antibacteriana, utilizando numerosas y variadas técnicas
analiticas, debido a la diversidad de compuestos que
existen con estas propiedades.

Entre los métodos més utilizados se encuentra la cro-
matografia en capa fina como técnica de separacién, y la
cromatografia gaseosa como técnica de cuantificacion.
“Liem y col (1977)” analizan IRGASAN mediante esta
técnica.

Otros métodos propuestos, dependiendo de la natu-
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raleza del bactericida, son: Fluorimetria “Ackman y Bur-
guer (1963)"; determinaciones polarograficas “Elving
(1948)”; Espectrofotometria ultravioleta “Shepard (1974)";
HPLC “Montarella (1988)".

En este estudio se utiliza la técnica de cromatografia
en fase gaseosa, previa extraccion de los bactericidas a
estudiar por métodos liquido-liquido y sdlido-liquido, para
la identificacién y cuantificacién de los compuestos. Se
trata de un método préctico y Util para resolver mezclas de
bactericidas presentes en formulaciones de geles y jabones.

2. PARTE EXPERIMENTAL

El desarrollo del método propuesto se ha hecho en
base a un estudio previo de los jabones y geles que se
encuentran en el mercado con formulaciones dermopro-
tectoras, llegando a la conclusién de que el grupo de
bactericidas empleados se reduce principalmente a cua-
tro: 2-Bromo-2-Nitropropano-1,3-diol (Bronopol);
2,4,4 tricloro-2’-hidroxifeniléter (Irgasan); Alcohol 2,4-di-
clorobencilico (Myacide) y derivados del 4cido 10-undeci-
lénico, (principalmente la dietanolamida del mismo).

Por esta causa, este trabajo se centra en la determi-
nacién de estos cuatro compuestos presentes, en mezclas
o de forma aislada, en distintas formulaciones tanto liqui-
das como sélidas (geles de bafio y jabones de tocador).

En la eleccidn de la técnica instrumental, la cromato-
grafia en fase gaseosa, se han tenido en cuenta dos
factores: por un lado, esta técnica es de uso comin en
las industrias cosméticas; por otro, tres de los bactericidas
estudiados (Bronopol, Myacide e Irgasan) presentan en
su molécula grupos hidroxilo que pueden ser facilmente
acetilados o silanizados, convirtiéndolos en productos re-
solubles por esta técnica.

El cuarto bactericida estudiado, el acido undecilénico,
y, en particular el derivado mas utilizado, la dietanolami-
da, presenta un problema distinto. Esta Gltima puede ser
acetilada, pero de esta forma el anélisis quedaria reduci-
do a uno sélo de los posibles derivados del mismo. Por
esta causa se ha optado por formar el éster metilico del
4cido 10-undecilénico.

La conversién de la amida en el éster del acido puede
hacerse realizando la hidrélisis &cida de la amida con
HCI en Metanol “Morrissette (1965)", y esterificando el
acido obtenido por reacciéon con Metanol en presencia de
Trifluoruro de Boro “Metcalfe (1959)”.

En este caso, se ha optado por el método de transfor-
macién directa de etanolamidas de acidos grasos en és-
teres metilicos, propuesta por “Lee y Putnam (1965)",
sobre el trabajo de “Peisker (1964)".

Los bactericidas con grupos alcohdlicos en la molécula
(Bronopol, Myacide e Irgasan) presentan la caracteristica
de ser los suficientemente solubles en disolventes apola-
res como para poder ser retirados de la matriz por méto-
dos de extraccion liquido-liquido y sélido-liquido. En los
cosméticos objeto de estudio, los compuestos menciona-
dos se encuentran formando combinaciones Brono-
pol-Myacide (en geles) y Myacide-lrgasan (en jabones).
La causa de esta combinacion es el efecto sinérgico bac-
tericida (Bronopol e Irgaséan) / fungicida (Myacide).
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La dietanolamida del acido 10-undecilénico, no es so-
luble en disolventes orgénicos, por lo que se describe a
continuacion la determinacién de los tres primeros y, se-
guidamente, la determinacién de los derivados del acido
undecilénico.

Extraccion de los bactericidas de los jabones s6-
lidos:

Se procedid a la extraccion sélido-liquido de 10 g de
jabén por medio de un soxhlet de 50 ml de capacidad,
durante tres horas. El jabdén debe ser molido en un moli-
nillo comin de hélice. El disolvente empleado fue éter
etilico de calidad cromatogréfica, igual que el utilizado en
la preparacién de las disoluciones patrén.

Extraccion de los bactericidas de los geles:

Se efectud una extraccion liquido-liquido, disolviendo
15 g de gel en una disolucién al 20% de NaCl. Se utiliza-
ron tres porciones de éter etilico de 50 ml como disolven-
te extractor.

Los extractos etilicos combinados fueron concentrados
a sequedad, redisueltos en la mezcla acetilante, anhidrido
acético-piridina 1:1 (v/v) durante 10 min a 60°C, extraidos
los compuestos acetilados y lavadas las fases etéreas.
Posteriormente se procedié al andlisis por cromatografia
en fase gaseosa.

Como método de cuantificacion se utilizd el del patrén
interno, utilizando como tal el hexadecano (Carlo Erba),
teniendo en cuenta que cumple las condiciones requeridas
para tal fin.

Las disoluciones patrén fueron preparadas a partir de
los bactericidas comerciales utilizados en los jabones es-
tudiados, suministrados por los proveedores correspon-
dientes.

Determinacién de la dietanolamida del acido
10-undecilénico:

Se realiza la conversién directa de dietanolamida del
acido 10-undecilénico, al éster metilico del mismo &cido,
a elevada temperatura y bajo presion, por lo que es nece-
sario disponer de un bloque de calentamiento (Heating
unit, RB-01; Research and Industrial Instuments Company).

El método consiste en introducir 15 g de muestra en
un tubo de vidrio calibrado de 4"x7/6” (Excelco) al que se
afiaden 3 ml del reactivo metilante (Cloroformo-Metanol-
Acido sulfarico 100:100:1 v/v). El tubo de vidrio se intro-
duce en el de acero y éste en la carcasa cerrado hermé-
ticamente, y se mantiene a 185°C durante 15 min. Trans-
currido ese tiempo, se retiran los tubos, se enfrian bajo
corriente de agua y el contenido del tubo se concentra en
bafo de vapor a 1,5 ml, tras lo que se realiza una extrac-
cién liquido-liquido con éter etilico.

Este procedimiento se llevé a cabo, por un lado, con
un jabdn liquido que contenia dietanolamida del acido
10-undecilénico, y por otro, con la propia dietanolamida
suministrada por la casa proveedora que se distribuye en
disolucién al 50%.

Los extractos acetilados o esterificados fueron croma-
tografiados utilizando un cromatégrafo Perkin Elmer, mo-
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delo 8310, equipado con una sola columna y detector de
ionizacién de llama, con compensacién automaética de la
linea de base para trabajos a temperatura programada.

Las columnas cromatogréaficas seleccionadas son de
2 m x 1/8”, con 2% de OV-101 sobre Chromosorb G-AW
DMCS, 80/100 mesh.

Los métodos cromatograficos empleados se detallan
enla Tablal.

Tabla |

Método I Método Il Método lii
Bronopol y Myacide lrgasény Myacide Amida undecilenico

Temp. Inicial 120°C 120°C 120°C
Temp. Final 210°C 210°C 160°C
Isoterma Temp. Inicial 3 min 3 min 3 min
Isoterma Temp. Final 1 min 6 min 4 min

Rampa Calentamiento 10°C/min  10°C/min  4°C/min
Flujo Nitrégeno 35 ml/min 35 ml/min 35 mi/min

3. RESULTADOS

El método descrito fue empleado para la determina-
cién sistematica en 179 geles de una mezcla de Brono-
pol y Myacide, en 43 jabones sélidos de una mezcla de
Myacide e Irgasan, y de dietanolamida del 4cido undeci-
Iénico en 20 geles.

Por este motivo se programaron tres métodos croma-
togréficos distintos dependiendo de la mezcla de bacteri-
cidas a analizar. Es importante destacar que los métodos
cromatograficos que figuran en la Tabla | son los de menor
duracioén en tiempo real de cromatograma, para las mez-
clas de bactericidas propuestas, pero al diferenciarse tan
s6lo en la programacion de temperaturas, se puede esta-
blecer un método Unico que resuelva todos los bactericidas
estudiados, ya que como se puede comprobar, el resto
de los parametros cromatograficos son constantes para
todos los métodos.

Se presentan en las figuras 1, 2 y 3 cromatogramas
correspondientes a un jabdn liquido (Bronopol y Myacide),
un jabén sélido (Irgasan y Myacide) y un jabén liquido
(Dietanolamida del acido 10-undecilénico).

CROMATOGRAMA DE JABON LIQUIDO

8.56

Figura 1
Cromatograma obtenido para una muestra de gel que contenfa una mez-
cla de Bronopol y Myacide. (A) Bronopol, (B) Myacide, (C) Hexadecano.
Las condiciones cromatograficas se detallan en la Tabla |.
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CROMATOGRAMA DE JABON SOLIDO

(o]
15.08

9.03

Figura 2
Cromatograma obtenido para una muestra de jabon sélido que contenia una
mezcla de Myacide e Irgasan. (A) Myacide, (B) Hexadecano, (C) Irgasan.
Las condiciones cromatograficas se detallan en la Tabla I.

CROMATOGRAMA DE JABON LIQUIDO

8.32

11.81

g 8
i

Figura 3
Cromatograma obtenido para una muestra de gel que contenia Dietanola-
mida del acido 10-undecilénico. (A) Ester metilico del acido 10-undeciléni-
co, (B) Hexadecano.
Las condiciones cromatogréficas se detallan en la Tabla I.

> 3.84

CROMATOGRAMA DE PATRON DE BACTERICIDAS

w
5.08
m
15.08

A%

Figura 4

Cromatograma obtenido para un patrén de bactericidas. Método [I, Tabla
1. (A) 0,4% w/w acido undecilénico; (B) 0,4% w/w Bronopol; (C) 0,4% wiw
Myacide; (D) 0,4% w/w Hexadecano; (E) 0,4% w/w Irgasan.
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En la figura 4 se muestra un cromatograma patrén En las figuras 5, 6 y 7 se presentan los datos corres-
para los cuatro bactericidas estudiados, utilizando como pondientes a la aplicacién del método descrito al analisis
método cromatografico el sefalado en la Tabla | como sistematico de geles y jabones.

METODO Il, y en el que se demuestra la posibilidad de
poder resolverlos simultdneamente.

DETERMINACION DE
MYACIDE Y BRONOPOL

EN 50 MUESTRAS DE GEL

% w/w
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0.1
0.09
0.08
0.07
0.06
0.05
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Figura 5
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DETERMINACION DE
MYACIDE E IRGASAN

EN 43 MUESTRAS DE JABON

% w/w

'

0.465

0.415

0.365
0.315
- 0.265

0.215

0.165
0.115

0.065

0.015

MUESTRAS

IRGASAN

==
]

I MYACIDE

Figura 6

DETERMINACION DE
ACIDO 10-UNDECILENICO

20 MUESTRAS DE GEL

MUESTRAS

Figura 7
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Los geles estudiados exhibian, en la etiqueta, las si-
guientes concentraciones, (expresadas en % en peso):

Geles de bario:
Bronopol: 0,10%
Myacide: 0,05%

Jabones sélidos:
Irgaséan: 0,30%
Myacide: 0,05%

Geles de bano:
Dietanolamida del acido 10-undecilénico: 0,35%

Considerando las concentraciones expresadas en las
etiquetas como las maximas que pueden presentar este
tipo de compuestos, segin B.O.E. n.2 95, de 20 de abril
de 1988, de los resultados obtenidos se desprende que
tan sélo un 1% de los geles estudiados presentan una
concentracién superior, en Bronopol, a la expresada en
la etiqueta, y en todo caso, no sobrepasa el limite maxi-
mo de 20%; el 96% de los geles contienen este bacterici-
da en una concentracién que oscila entre el 65% vy el
90% del valor expresado.

En el caso del Myacide en geles, el 100% de las
muestras estudiadas presentan concentraciones meno-
res que las expresadas en la etiqueta, y el 100% de las
mismas tienen una concentracién superior al 60% de la
concentracién maxima.

En el caso de los jabones, el 28% de las muestras
superan la concentracién méaxima expresada para el Irga-
san; para el Myacide, el 16% de las muestras analizadas
tiene una concentracién superior a la expresada.

En la determinacién de dietanolamida del acido
10-undecilénico en jabones liquidos, se observa que un
25% de los geles analizados presentan concentraciones
superiores a las que se indican en la etiqueta.

Para comprobar la efectividad de las extracciones se
utilizaron patrones de adicién en todos los casos, com-
probandose recuperaciones del 100% en todos ellos.

Se prepard un patrén de bactericidas distinto para
cada una de las muestras a analizar, a fin de que la
concentracién de los patrones fuese exactamente cono-
cida en cada momento.

4. DISCUSION DEL METODO PROPUESTO
Extraccion:

Se utilizaron métodos de extracciéon sencillos y que
requerian el menor nimero de transformaciones sobre la
muestra. Al enfocar este trabajo para su aplicacién en un
laboratorio de control de calidad optamos por extraccio-
nes sélido-liquido y liquido-liquido, siendo rapidas y
exactas, huyendo de separaciones por cromatografia en
capa fina, que requieren un periodo de entrenamiento y
una precisién en el trabajo excesivamente complejas, a
la vez que aumentan considerablemente el tiempo nece-
sario para llevar a cabo el analisis.
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Teniendo en cuenta que la mayoria de los bacterici-
das son poco solubles en disolventes apolares, se eligié
el éter etilico, por su parcial polaridad, como disolvente
extractor en vez de cloroformo, benceno o incluso hexa-
no como detalla la bibliografia "Gabriel (1974)”, "Karles-
kind (1972)", “Liem (1976)", “Liem (1977)", “Wilson (1975)",
“Manowitz (1969)”.

Las extracciones liquido-liquido para jabones liquidos
presentaba el grave problema de formacién de emulsio-
nes. Para solucionar este problema se utilizé una disolu-
cién concentrada de electrélito (NaCl 20% w/w) que au-
menta la diferencia de polaridades entre los dos disolven-
tes consiguiendo de esta forma una interfase nitida.

En cuanto a las extracciones sélido-liquido se ensay6
con diversos tiempos de extraccion llegando a la conclu-
sién de que un periodo de tres horas (unos 20 ciclos) era
suficiente para la extraccién total de los compuestos bac-
tericidas. .

La extracciéon de la amida del acido 10-undecilénico
por transformacion previa y directa en el éster metilico
correspondiente resultd ser el método mas adecuado, ya
que las condiciones de esterificaciéon tan solo son capa-
ces de hidrolizar las amidas presentes en la muestra,
reduciendo el problema de la extraccién a la vez que
obtenemos el derivado dptimo para la cromatografia. La
extraccion de este derivado del resto de los productos de
reaccién también se hace con éter etilico, lo cual favore-
ce la utilizacién del mismo disolvente extractor en todos
los casos.

Derivatizacion:

Se emplearon dos técnicas de derivatizacion distintas:
acetilacion para Bronopol, Myacide e Irgasan, e hidrélisis
con posterior esterificacion para la dietanolamida del acido
10-undecilénico.

El empleo de la técnica de acetilacién en los com-
puestos con grupos alcohdlicos fue elegido conocido el
hecho de que los reactivos silanizantes son significativa-
mente mas caros que los empleados para la acetilacion,
siendo ademas estos Ultimos de uso comln en cualquier
laboratorio.

La eleccién de la formacién del éster metilico del &ci-
do undecilénico viene dada por dos razones fundamenta-
les: por un lado, procediendo a formar un derivado del
acido, se abarca el andlisis de otros posibles derivados
del mismo, por otro, se consigue la extraccién del bacte-
ricida, al formar en la misma matriz un derivado apolar,
que puede ser extraido facilmente por medio de extrac-
cién liquido-liquido, como se describe en el desarrollo
experimental.

Técnica analitica:

Se eligi6 la técnica de cromatografia en fase gaseosa
por ser de uso comuin en las empresas que fabrican este
tipo de productos, mucho més frecuentemente que la de
HPLC e incluso que la espectrofotometria visible-UV.
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Recuperacion:

La recuperacién completa de los bactericidas fue
comprobada en todas las técnicas. En la extraccién
s6lido-liquido se realizaron experiencias con soxhlets de
distintos tamafos y con diferentes tiempos de extraccién,
comprobandose que para las condiciones elegidas la re-
cuperacién era completa. La recuperacién en la extraccién
liquido-liquido fue demostrada por medio de un patrén de
adicién.

Por Gltimo, la extraccién de la amida del acido 10-un-
decilénico es completa ya que como disolucién patrén se
emplea la disolucién comercial, realizando sobre ella las
mismas transformaciones que sobre la muestra a anali-
zar y utilizando en todo caso un exceso considerable de
reactivo para asegurar la completa esterificacién del &ci-
do.

5. CONCLUSIONES

1. Se encuentra que los métodos de caracterizacién
y posterior cuantificacion de bactericidas descritos en la
bibliografia no son lo suficientemente répidos y aplica-
bles a un laboratorio comun de control de calidad.

2. Se desarrolla un método de anélisis de estos bac-
tericidas mas réapido que los métodos de los que se dis-
ponia hasta el momento y tan seguro como estos, utili-
zando la cromatografia en fase gaseosa como técnica
instrumental.

3. Se concluye que los métodos de derivatizacién
6ptimos para los compuestos estudiados son: acetilacion
para Bronopol, Myacide e Irgaséan, e hidrélisis con poste-
rior estirificacién para la amida del &cido 10-undecilénico.

4. El método analitico ensayado para la amida del
acido undecilénico es aplicable a otros derivados del &ci-
do que pudieran ser utilizados-como bactericidas.

5. El método analitico propuesto para la determina-
cién en jabones sélidos y liquidos puede ser aplicado a
otro tipo de formulaciones cosméticas con solo ajustar el
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método de extraccidn, lo cual justifica el titulo del presen-
te trabajo.
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