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Analiza unor Antioxidanti utilizati in Cosmetica prin Metode Cromatografice

CUVINTE CHEIE:

Produse cosmetice

Compusi antioxidanti

Analiza FTIR (ATR)

Cromatografie de gaze cu detectie cu ionizare in flacara (GC-FID)

Cromatografie de lichide de inalta performanta cu detector UV-VIS (HPLC-UV/VIS)




L. Introducere
O definitie ampla a produselor cosmetice include toate substantele si mijloace sau procedee

folosite Tn oricare mod, pentru a imbunatati aspectul corpului uman [1].

In mometul de fatdi pe piatd se gisesc produse, care nu numai curdti, protejeazi si
hidrateaza, dar care si “innoiesc”, refac si intineresc epiderma. La ora actuala maximul de atentie
este acordat utilizarii in formuldrile cosmetice a vitaminelor si a antioxidantilor. Existd o
multitudine de studii a caror rezultate sugereaza beneficiul adus de acesti compusi in industria
cosmetica [6].

In ultimii ani, piata produselor cosmetice s-a imbogatit cu numeroase produse de ingrijire a
pielii, care sunt evidentiate in primul rand prin prisma efectelor si actiunii antioxidante a acestora.
Aceste produse, care contin substante cu activitate antiradicalica, au fost create in primul rand
pentru a satisface cererea unor produse in scopul tratamentelor si preventiei efectelor de foto-
imbatranire [6]. Utilizarea topica a acestora este perceputd a fi foarte benefica; cand aceste produse
sunt aplicate pe suprafata pielii, compusii antioxidan{i se concentreaza intai in stratul cornos, care
este tesutul cel mai expus stresului oxidativ. In cele mai multe produse din aceastd categorie
caracterul si capacitatea antioxidantd este datd, nu doar de o singura substantd activa, ci de o
asociere de principii active diferite.

Vitaminele si antioxidantii sunt foarte raspanditi ca si ingredienti primari in formularile
cosmetice. Existd cercetari stiintifice semnificative referitoare la aceste produse cosmetice
bioactive, care sugereazd un beneficiu clar al consumatorului. Pentru ca orice ingredient sa fie
benefic, acesta trebuie sd fie stabil in etapele de productie, depozitare si utilizare, sd nu fie toxic
pentru consumatori si sd prezinte activitate biologica, dupd aplicarea pe suprafata cutanata.
Cercetarile de piatd indica o mare popularitate si o satisfactie aparentd a consumatorilor vis-a-vis de
produsele care contin antioxidanti si vitamine. Piata produselor cosmetice ofera consumatorului
multe produse care contin Tn formulare componente active hidro- sau liposolubile, folosite pentru
protejarea pielii impotriva stimulilor oxidanti. Prin acest mecanism, produsele ar trebui sa previna
foto-imbatranirea si sa mentina pielea intr-o conditie corespunzatoare din punct de vedere cosmetic.

O diversitate de substante cu structurd chimica mai mult sau mai putin complexe au fost
identificate ca avand actiune antiradicalicd si au fost introduse pe piatd pentru formularea de
produse anti-ageing [9].

Antioxidantii din clasa celor sintetici, ca butilhidroxitoluen (BHT), butilhidroxianisol
(BHA), sau antioxidantii naturali, ca tocoferolii (Vitamina E), sunt definti ca orice substante care
inhiba sau intarzie o schimbare oxidativa, cand concentratia acestora este mai scadzuta decat cea a
substantei cosmetice, care este oxidata [10].

Antioxidantii sintetici sunt aditivi cosmetici recunoscuti, dar dispozitii §i reguli
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internationale tind sa fondeze si sa stabileasca din ce Tn ce mai multe restrictii privind utilizarea
acestora si se observa cu usurintd preferintele consumatorilor de a evita aditivi sintetici, in favoarea
celor naturali.

Cercetarea in domeniul cosmetologiei s-a Tndreptat din ce in ce mai mult catre procesele care
duc la degradarea anatomico-functionald a pielii, identificatd ca imbétranirea acesteia. In paralel s-
au evaluat toate masurile posibile de contracarare a acestor efecte. Un interes deosebit in acest sens
a fost generat de studiul substantelor capabile sa previna degradarea epidermei prin actiunea
radicalilor liberi: aceste substante sunt definite ca antioxidanti [11].

Interactiunea dintre antioxidanti si radicalii liberi din piele prezintd un interes deosebit, din
cauza faptului ca acestia au un rol semnificativ In prevenirea imbatranirii pielii [12].

Antioxidantii care contin 1n structurd o grupare fenolicd joacd un rol important Tn cosmetice,
produse farmaceutice si alimente. Acestia sunt clasificati Tn doud categorii, §i anume: antioxidanti
naturali, care sunt reprezentati in special de tocoferoli si antioxidanti sintetici, cum ar fi 2,6-di-tert-
butil-p-hidroxitoluenul (BHT), tert-butil-4-hidroxianisolul (BHA), propil, octil si dodecil galat, tert-
butilhidrochinona (TBHQ) si acidul nordihidroguaiaretic (NDGA) [15].

Unii dintre antioxidantii sintetici utilizati In formuldrile cosmetice, ca de exemplu butil-
hidroxi-anisol (BHA) sau butil-hidroxi-toluen (BHT) sunt carcinogeni [174, 175], astfel incat
utilizarea extensiva a acestor ingrediente Tn cosmetice poate reprezenta un potential risc al sanatatii
[125]. BHA este considerat a fi utilizat corespunzator si sigur in produse cosmetice, daca
concentratia totald a acestuia in formularea produsului nu depaseste limita de 0.02% din continutul
total de grasimi si uleiuri, incluzand continutul de uleiuri volatile din formulare.

Studii pe termen indelungat au demonstrat ca utilizarea unor antioxidanti sintetici in
produsele cosmetice poate duce la un potential risc asupra sanatatii, asociat cu ingestia acestora
[139]. Un caz particular in acest sens poate fi reprezentat de categoria de produse cosmetice
decorative, cum sunt rujurile.

Produsele cosmetice de tip anti-imbatranire reprezintd o clasa de produse cosmetice, care
contin o compozitie complexd de materii prime. Determinarea antioxidantilor din produsele
cosmetice de tip anti-aging este adesea dificila, datorita complexitatii matricii produsului, prin
urmare o atentie deosebitd trebuie alocatd dezvoltarii procedurilor si metodelor de extractie
adecvate si evaluarea fiabila a valorilor medii de recuperare. Procedura utilizata pentru extractia
antioxidantilor din matricea de produs cosmetic depinde de natura produsului si de asemena de
caracteristicile tehnicii analitice care este utilizatd pentru determinarea substantei active. Din
aceasta cauza este necesar sd se dezvolte metode de analiza noi si eficiente pentru monitorizarea
antioxidantilor intr-un mod corespunzator si pentru determinarea si utilizarea acestora 1n industria

cosmetica.



Analiza unor Antioxidanti utilizati in Cosmeticd prin Metode Cromatografice

Lucrarea de fata contureaza rolul si importanta antioxidantilor in cosmetologie si totodata isi
propune sd Tmbunatateasca unele metode de analiza a acestor compusi in produse cosmetice de tip
anti-aging. Scopul studiului de fatd a fost implementarea unor metode rapide de determinare a
antioxidantilor sintetici si naturali din produse cosmetice. In acelasi timp s-a realizat formularea

unei creme originale, propriu dezvoltate si analiza acesteia prin metodele cromatografice propuse.




PARTEA 1
CONSIDERATII TEORETICE

I1. Antioxidanti in cosmetica
I1.1 Definitie

Antioxidantii sunt ,,compusi organici, care adaugati la grasimi naturale si alimentare ntarzie
oxidarea, deteriorarea si rancezirea”’. Multi dintre acestia sunt compusi fenolici substituifi
(butilhidroxianisolul, di-tert-butil-para-cresol si propil-galatul).

Concentratia maximd de antioxidanti, aprobatd de catre FDA ( Food and Drug

Administration) este 0. 02%-0.05% [16].

I1.2 Clasificarea antioxidantilor

Antioxidantii se pot clasifica dupa natura acestora in antioxidanti naturali si sintetici.
Antioxidantii se mai pot imparti in doud clase, dupa functia principala a acestoa si anume 1in:
antioxidanti propriu-zisi, care actioneaza prin ruperea catenei de radical liber si care sunt distrusi n
timpul perioadei de inductie si antioxidanti sinergici, care in general au efect propriu scazut, dar

amplificd actiunea antioxidantilor propriu-zisi si prezinta Tn egald masura si alte functii [4].

I1.3 Consideratii pentru utilizarea antioxidantilor in formularile cosmetice

Abordarea cea mai adecvatd pentru alegerea unui conservant sau antioxidant a unei
formulari cosmetice este insa empiricd. Aceasta nu Tnseamnd Tnsa ca multe publicatii stiintifice
referitoare la subiectul antioxidantilor nu isi au locul in selectia acestora [24]. In acest sens, datele
din literatura servesc doar ca si ghid in stabilirea unor teste pentru formularile cosmetice ce urmeaza

a utiliza conservanti.

11.3.1 Alegerea antioxidantilor in formuldrile cosmetice

Bohem si Williams [25] au subliniat faptul ca, pe 1anga activitatea antioxidanta, substanta ar
trebui sa posede anumite proprietati fizice si fiziologice, daca se presupune ultilizarea acestuia in
practica cosmeticd, farmaceuticd sau alimentara:
= ar trebui sa fie pe cat posibil neutra in reactie;
= ar trebui sa fie usor solubila in substrat;
= trebuie sa fie sigurd din punct de vedere farmacologic si sd nu sd nu prezinte toxicitate pentru
tesuturile animale.

Spre deosebire de utilizarea antioxidantilor si conservantilor in preparate farmaceutice si

alimente, acesti compusi pot fi utilizati in preparate cosmetice, cu mentiunea cd antioxidantul
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trebuie sa efectueze inocuitate dermatologicd si sd nu prezinte efecte primare de iritare §i
sensibilitate. Pielea este adesea sensibila in afront cu aceste substante. Un caz particular este cazul
rujurilor, Tn care se presupune o precautie deosebitd in alegerea unui compus antioxidant adecvat,

datorita faptului ca acest produs ar putea a fi ingerarat.

111.3.2 Aplicatii in cosmetica: concepte si formuldari

Vitaminele pot fi utilizate in formuldrile tuturor produselor cosmetice. Vitamina A (Retinyl
Palmitate), C (Acid Ascorbic) si E (Tocopherol sau Tocopheryl Acetate) sunt cei mai populari
antioxidanti folositi in produsele de ingrijire a pielii. Sunt de asemenea utilizati in aceste formulari
si ingredienti cosmetici naturali, bogati Tn antioxidanti. Unii dintre acestia includ ceaiul verde,
extractul de macese, uleiul de migdale, uleiul de sdmburi de struguri, precum si minerale, ca
seleniul si zincul. Cei mai utilizati antioxidanti in formularile cosmetice sunt redati in Figura 3.

In creme si lotiuni, mai precis in produsele autobronzante, produse pentru protectie solara si

uleiuri de corp, domeniul de dozare a vitaminei E poate fi si incepand cu 25% [26].

I1.4 Modul de actiune a antioxidantilor

Produsele cosmetice care contin grasimi si uleiuri, in special cele cu incidentd mare a
legaturilor nesaturate au tendinta unei deteriordri oxidative. Compozifia grasimii sau uleiului
afecteaza gradul si usurinta cu care are loc acest proces [28]. Dacd existda doua sau mai multe
legaturi duble, sau un sistem conjugat de legaturi nesaturate, atunci oxidarea va avea loc mai
repede. Aproape toate uleiurile, cat si acizii grasi a acestora, sunt expuse la degradare oxidativa,
deoarece contin componente cu doua sau mai multe legaturi nesaturate.

Antioxidantii sunt adaugati grasimilor si uleiurilor in cantitdti infime, datorita costului
ridicat pe de o parte si a reglementarilor Tn vigoare pe de alta parte. Motivul principal insad este
inversia, respectiv utilizarea in exces a unui antioxidant va avea un efect invers, de promovare a
oxidarii. Antioxidantii ofera o cale alternativa pentru oxidare, care nu implica substratul, ca, de
exemplu grasimile sau uleiurile. Agentul antioxidant nu functioneaza pe o durata nelimitatd; acesta

este distrus in timpul procesului.

11.4.2 Mecanismul de actiune al antioxidantilor

Daca privim inhibarea oxidarii lipidelor, antioxidantii se impart in doud categorii:
antioxidanti care rup catenele (chain-breaking antioxidants) si cei care previn oxidarea (preventive
antioxidants) [31]. Antioxidantii care rup catenele sunt substante care inhibd etapa de propagare,
acestia intrerupand lanturile de autooxidare. Aceastd perioada de inhibitie puternica a oxidarii

lipidelor este denumita perioada de inductie. Antioxidantii care previn oxidarea functioneaza prin
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EXEMPLE DE ANTOXIDANTI UTILIZATI iN PRODUSELE COSMETICE

Butilhidroxianisol (BHA) Butilhidroxiteluen (BHT)
C1las Oz di-tert-butil-p-crezol (DBPC)
C;ng\qO
o
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Amestec de alfa, beta, gama, delta tocoferol

Figura 3: Antioxidanti utilizati in produse cosmetice

scaderea ratei autooxidarii, prin inhibarea ratei reactiilor de initiere a acestor procese oxidative. Alte
mecanisme pentru antioxidangii preventivi sunt fixarea de oxigen si reducerea hidroperoxizilor [33].
O parte din acesti compusi pot actiona ca si agenti sinergici cu antioxidantii care rup catenele.
Agentii sinergici sunt definiti ca fiind compusi care nu au activitate antioxidantd sau poseda una
foarte scazuta, dar care pot potenta efectul antioxidantilor care actioneaza asupra catenelor.
Antioxidantii pot avea efecte multiple, date de mecanismul lor de functionare si de aceea pot fi
dificil de interpretat. Mai mult, efectul antioxidant al unui compus se poate schimba in pro-oxidant
sub anumite conditii de reactie sau concentratie.

Autooxidarea poate fi delimitata in trei etape individuale, dupa modelul unei reactii in lant

cu radical liber: inifierea, propagarea si intreruperea [34, 35] (Tabelul 4):
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Tabelul 4: Mecanismul de actiune al antioxidantilor

Initiere: [ RH = R+ + H+ (13
Fropagare: Lohle R ol (2
" | ROO*+ RH —»ROOH + R+ 3

ROO++ RO0+* >=RO0OR + O e 3]

Intrerupere: | ROO++ R+ — ROOR produsi non-radicalici £3)
Re+R+—>RR (5

In cadrul etapei initiale, un radical alchil (Re) se formeaza de la un acid gras nesaturat (RH)-reactia
(1). Odata format, un radical alchil (Re) reactioneaza foarte rapid cu oxigenul de la un radical
peroxil (ROOe)-reactia (2). A doua etapa a propagarii, care este de fapt si determinanta de viteza-
reactia (3), constd in modificarea unui radical peroxid (ROOQOe), pentru a genera un hiperoxid
(ROOH) si alt radical (Re). Propagarea pasilor poate fi mai complicata decat un simplu transfer si
poate contine etape aditionale. Reactiile se incheie atunci cand radicalii reactioneaza intre ei si

formeaza produsi stabili, incapabili de a propaga reactiile in lant- reactiile (4)-(6).

I11. Metode de extractie a antioxidantilor utilizati in cosmetica

Datorita faptului ca antioxidantii utilizati in produsele cosmetice sunt pringi Tn matricea de
produs cosmetic, extractia acestora din aceastd matrice este dificild, depinzand Tn mare masura si de
natura probei, care poate fi solidd sau lichida. Pe de altd parte faza de extractie mai depinde si de
tehnica prin care acesti compusi urmeaza a fi analizafi- spectrofotometric, electrochimic sau
cromatografic.

Etapa de pregatire a probei In vederea determinarii prin metode cromatografice a
antioxidantilor din produsele cosmetice este necesara atit pentru extractia analitilor dintr-o matrice
solida cat si pentru preconcentrarea lor . Mai multe abordari au fost dezvoltate Tn acest scop, apoi
aplicate pentru determinarea antioxidantilor si vitaminelor din diferite tipuri de probe, printre care
extractia cu solventi organici, extractia pe faza solida si extractia cu fluide 1n stare supercritica [38].

In ceea ce priveste extractia antioxidantilor din matricea in care acestia se afld existd doua
abordari majore:

e extractia directa a antioxidantilor fara saponificarea grasimilor
e extractia antioxidantilor dupa saponificarea grasimilor

IV. Metode de analiza a antioxidantilor utilizati in cosmetica
In general, utilizarea antioxidantilor in produsele cosmetice se face in mod combinat,
asocierea mai multor antioxidanti ducind la o crestere a puterii antioxidative a acestora din urma. In

acelasi timp, acest lucru ingreuneaza procedeele de determinare a acestora datorita interferentelor ce
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pot aparea si care duc in final la erori in rezultatele finale.

Metodele de analizd a antioxidantilor sunt multiple si depind de cele mai multe ori de
dotarea materiala a laboratoarelor de analiza, precum si de sensibilitatea ce se doreste a fi atinsa
prin analiza. Cele mai importante metode de analiza a antioxidantilor utilizati Tn cosmetica sunt:

® metodele spectrofotometrice
® metodele electrochimice
®  metodele cromatografice

Metodele cromatografice de toate tipurile, ca de exemplu cromatografia pe strat subtire [91],

cromatografie de lichide [93-95] si de gaze [44] au fost aplicate Tn acest sens.

Cele mai utilizate metode cromatografice de analiza ale antioxidantilor sunt:

- Cromatografia de Gaze
- Cromatografia de Lichide pe Strat Subfire
- Cromatografia de Lichide de Inalta Performanta.
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PARTEA aIl-a
CONTRIBUTII ORIGINALE

V. Aplicarea metodei spectrometrice FTIR (ATR) pentru caracterizarea unor
produse cosmetice de tip anti-aging si a ingredientelor active cu potential

antioxidant

Identificarea si cuantificarea ingredientelor active din produsele cosmetice, de Ingrijire
corporala si a pdrului se dovedesc deseori a fi provocatoare pentru chimistii analisti. Adesea
ingredientele active sunt prezente in concentratii scazute, iar formularile cosmetice au compozifii
complexe. Formularea tipica a unei creme (sistem de emulsie de tip apa/ulei) contine materii prime
cosmetice ca apa demineralizata, glicerina, acid stearic, uleiuri minerale, trietanolamina, carbomeri
si este conservata cu parabeni si antioxidanti, de cele mai multe ori acestia fiind intalniti in amestec
1n formularile cosmetice [140].

In primul rind, pentru ca o formulare cosmetici si indeplineasci toate cerintele de
complexitate este necesar ca aceasta sa aiba toate ingredientele adecvate (care includ emulsii,
emolienti, materii prime hidratante, conservanti, compozitie de parfumare, coloranti) si de a include
in formulare ingrediente active (filtre UV, extracte botanice sau animale), necesare pentru a sustine
efectele declarate ale produsului [143]. Ingredientele care fac obiectul unei formulari cosmetice pot
fi clasificate generic 1n trei categorii: substante cu caracter lipofilic- uleiuri, grasimi, tocoferoli
(vitamina E), conservanti sintetici cu efect antioxidant, emulgatori- alcooli grasi de tip Ci6-C;s,
uleiuri siliconice si compusi hidrofilici, cum ar fi glicerina, un emolient intalnit preponderent in
formularile cosmetice. Echilibrul hidrofi/lipofil si ponderea emulgatorilor determinad stabilitatea
unei formuldri cosmetice.

Antioxidantii de tip conservant sunt capabili de a inhiba reactiile produse de speciile reactive
de oxigen, evitand astfel oxidarea si rancezirea materilor prime folosite in mod obisnuit pentru
formularea cosmeticelor- uleiuri, grasimi, ceruri, tensioactivi, compozitii de parfumare etc..

Avand in vedere importanta vitaminei E pentru protectia epidermei din punct de vedere al
prejudiciilor oxidative, precum s$i necesitatea unei evaluari corecte a activitatii antioxidante in
formulari cosmetice, este de mare interes determinarea activitatii antioxidante a tocoferolilor sau a
formularilor topice care confin aceste ingrediente, prin masurarea capabilitatiilor de donori de H
[145].

Analiza spectrometricd in infrarosu, In general, i varianta sa optimizata (cu Transformanta
Fourier) FTIR permite evidentierea ,,amprentei” specifice pe baza gruparilor functionale, precum si
a unor modificari chimice care au loc 1n timpul procesului de oxidare. Metoda FTIR poate permite

analiza calitativa si cantitativd a compozitiei chimice a emulsilor, lotiunilor, produselor de ingrijire
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a parului si a altor categorii de produse cosmetice [146]. FTIR este una dintre cele mai utilizate
metode pentru a identifica compozitia chimica si pentru a elucida structura compusilor chimici si a
fost introdusa ca metodad pentru identificarea compusilor din Farmacopeele mai multor tari. Datorita
fingerprint-ului si aplicabilitatii extinse pentru o gama larga de probe, FTIR joaca un rol important
pentru analiza in domeniul farmaceutic si a industriei cosmetice [148].

Scopul metodei dezvoltate este reprezentat de studiul amprentelor specifice FTIR (ATR)
pentru caracterizarea a trei tipuri de creme cosmetice grase sau semigrase si identificarea markerilor
specifici de recunoastere a ingredientelor active. Potentialul antioxidant al acetatului de tocoferol si
al conservantului BHA existente, introduse uzual in creme sau in mod controlat, la concentratii

cunoscute, intr-o crema standard a fost evaluat prin metoda DPPH [157].

V.1 MATERIALE SI METODE
V.1.1 Materiale

S-au utilizat trei tipuri de creme cosmetice obtinute de la un furnizor local, denumite specific
in functie de efectele acestora: Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa Lift Intensiv

Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta.

V.1.2 Metode
V.1.2.2 Determinarea actiunii antioxidante prin metoda DPPH

S-a evaluat activitatea antioxidantd a unor ingrediente din creme, prin doud tipuri de
masurdtori: prin introducerea iIn mod controlat a unor concentratii cunoscute de acetat de alfa-
tocoferol (a-TA) si a conservantului butil-hidroxi-anisol (BHA) (experiment A) si prin masurarea
directd a actiunii antioxidante a acestora, la concentratiile uzuale introduse in cele trei creme
investigate (experiment B).

Experiment A. Activitatea antioxidantd a acetatului de alfa-tocoferol si a conservantului butil-

hidroxi-anisol (BHA) a fost testatd pe o crema cu compozitie de tip Lift Intensiv Hidratantd, in care
s-au introdus in mod controlat concentratii diferite de acetat de alfa-tocoferol si/sau BHA.

Tabelul 9 reprezinta concentratiile CO-C6 de acetat de alfa-tocoferol si/sau BHA, introduse
in mod controlat in crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratantd, pentru a evalua activitatea
antioxidanta prin metoda DPPH.

Experiment B. Activitatea antioxidanta a fost determinata la cremele 1-3, care aveau in prealabil o

concentratie declarata de 0,5% a-TA si 0,05% BHA.
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Tabelul 9: Concentratiile de a-TA si BHA introduse in mod controlat in
Cr. Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta pentru a determina activitatea antioxidanta

Cr. Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta

Concentratie a-Tocoferol acetat BHA
(%)

COo - -
Cl 0,1% -
C2 0,2% -
C3 0,5% 0,05%
C4 0,5% -
C5 - 0,05%
C6 0,1% 0,05%

V.1.2.3 Utilizarea metodei FTIR

Pe baza datelor obtinute din spectrometria FTIR, utilizand absorbantele la anumite
frecvente, s-au calculat indicii de nesaturare, de peroxidare si de carbonil [146, 158, 159],
considerand formulele:

Indicele de nesaturare (raportat la banda de absorbtie vc—cy at 3006 cm_l):

A3OO6 (V ])
A3006 + A2921 + A2851
Indicele carbonil (raportat la banda de absorbtie vc-p at 1746 cm_l):
A1746 (VZ)

A
unde: Y A reprezinti suma arilor dintre 1800 si 650 cm™.

Indicele de peroxidare (largirea benzii 3460-3480 cm™).

V.2 REZULTATE SI DISCUTIIL
V.2.1 Date de referinta privind compozitia cremelor si spectrele FTIR specifice unor
produse uleioase.
Figura 9 prezinta comparativ compozitia celor trei tipuri de creme investigate. Se
constatd ca acestea diferd prin ponderea diferitd intre componentele lipofilice si hidrofilice.
Daca crema Grasa Antirid Contur Ochi are in compozitie acid stearic, alcool cetilic si
octildodecanol si glicerind, extract de castravete si fosfat de cetil potasiu, componente polare,
Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta este mai bogatd in componente nepolare (gliceril
stearat, ulei avocado, ulei de soia, Ceteareth 20), in echilibru cu glicerina si extractul de
castravete. In schimb, Crema Grasa Lift Restructurantd are mai putin ulei de soia si alcool
cetilic, fiind mai bogata in Ceteareth 20 si unt de cacao.

Pentru a interpreta adecvat amprenta FTIR specifica a acestor creme, s-a luat ca reper
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spectrul FTIR specific produselor uleioase, cu evidentierea frecventelor specifice gruparilor
functionale si a zonelor de recunoastere (fingerprint) (Figura 10).
Pe baza acestui spectru s-au identificat zonele specifice de frecvente (I-IV) care se pot

atribui unor grupari functionale din ingrediente si creme (Tabelul 10).

Tabelul 10: Identificarea zonelor de frecventa specifice unor uleiuri si emulsii (creme) si
atribuirea lor

Zona de frecventa Frecvente carcateristice Atribuire
(cm ™) (em ™)
Zona IV 721 Compusi cu legaturi
<1000 921 -C=Ctrans duble conjugate: acizi
954 -C=Cucis grasi polinesaturati,
995 carotenoide
Tocoferoli
Zona I11 1743 COOH Esteri
1100 - 1800
1718 C=R Acizi grasi liberi
I
OR
Aldehide si cetone
1643 (arome)
1465
1379 -CH2-CH3 Grasimi saturate
1111
1109 -v O-CH,
1165
1205 -vC-0 Glicerina
1043
C-OR
Zona II 2358 C=0 CO,
2270 - 2400 2331
Zonal 2850 C-H Acizi grasi naturali
> 2800 2916 (C=0)cis Colesterol sau
2954 fitosteroli
Lanfuri polienice

Pe baza acestor indicafii s-au caracterizat spectrele specifice componentelor din
cremele investigate si anume emolientii naturali, emolienti sintetici, a emulgatorilor si a

antioxidantilor.
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Figura 9: Reprezentarea grafica a compozitiei cremelor utilizate in studiu
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Analiza unor Antioxidanti utilizati in Cosmetica prin Metode Cromatografice
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Figura 10: Spectrul FTIR specific produselor uleioase, cu evidentierea frecventelor specifice gruparilor functionale si a
zonei de fingerprint
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V.2.4 Caracterizarea cremelor prin spectre FTIR generice si zone de fingerprint.
Figura 16 reprezintda amprentele specifice FTIR (ATR) ale cremelor investigate.
Figura prezintd comparativ spectrul FTIR al cremelor cu o-TA (a), spectrul general cu

marcarea celor patru zone specifice (I-IV) (b) si detalii privind zona de fingerprint IV (c).
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Figura 16: Amprentele specifice FTIR (ATR) ale cremelor investigate: a-Amprenta
specifica FTIR a cremelor comparativ cu acetatul de tocoferol (a-TA ); b- Reprezentarea
spectrului FTIR (ATR) specific celor trei creme, cu marcarea zonelor specifice I-1V; c-
Evidentierea zonei de fingerprint (zona 1V), comparativ la cele trei tipuri de creme

Toate cele trei creme au un spectru FTIR asemadnator, fiind foarte greu a fi
diferentiate, deosebirile de compozitie prezentate in Figura 9 fiind prea mici pentru a se
remarca deosebiri in absorbtii IR. In zona de fingerprint IV (Figura 16 c) se evidentiaza totusi
intensitati mai mari in zona de frecventd 1150-1200 cm™ (esteri si grisimi) pentru crema

Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si respectiv in zona 800-1000 cm’ pentru Crema
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Grasa Antirid Contur Ochi (mai bogata in compusi polari).
Tabelul 16 include frecventele specifice si intensitatea semnalelor la cele trei tipuri de creme.

Tabelul 16: Frecventele specifice §i intensitatea semnalelor la cele trei tipuri de creme

Zona de Cr. Grasa Antirid Contur Cr. Semigrasa Lift Intensiv Cr. Grasa Lift Restructuranta
frecventa Ochi Hidratanta
(em™)
Numérul de Numérul de Numéarul de
unda Intensitatea unda Intensitatea unda Intensitatea
920 0,331 921 0,0218 921 0,021
v 993 0,0662 995 0,0623 995 0,063
1043 0,1674 1043 0,1815 1043 0,1699
1078 0,0968 1080 0,1043 1080 0,1025
1109 0,0824 1111 0,1027 1109 0,0955
1165 0,0327 1168 0,0826 1170 0,0464
1205 0,038 1201 0,0571 1203 0,0433
1247 0,0468 1257 0,068 1246 0,0508
1261 0,0544 1286 0,0389 1259 0,0569
1379 0,0299 1379 0,0353 1379 0,0351
**1419 0,03 *E*1417 0,0297
1465 0,0648 1465 0,0725 1465 0,0771
1701 0,0234 1718 0,0147 1718 0,0137
1]
**1743 0,0286 *E¥]T43 0,0171
2331 0,0993 2331 0,1011 2331 0,0864
Il 2358 0,1521 2358 0,1586 2358 0,1349
2848 0,182 2850 0,1606 2850 0,1891
2916 0,2633 2916 0,2372 2916 0,2891
| 2954 0,0712 2954 0,0732 2956 0,1086

Se remarca doar doud tipuri de frecvente specifice, marcate **, respectiv ***, la cremele

Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta.

V.2.5 Activitatea antioxidantd a cremelor investigate.

Prin metoda DPPH nu s-a putut pune in evidentd activitatea antioxidanta a celor doi
compusi analizati. Rezultatul obfinut este confirmat si de alte studii care relevd faptul ca
acetatul de tocoferol, desi este mai stabil decat tocoferolul, nu are activitate antioxidanta [142,
145, 160, 161] utilizat individual in produse cosmetice, acesta fiind un antioxidant sinergic.

Tabelul 17 reda valorile indicilor de nesaturare (IN) si a celor carbonil (IC),
considerand valorile absorbtiilor mdsurate la diferite frecvente IR (descrise la Materiale si
Metode).

S-a constatat ca cele trei creme au In general valori apropiate pentru IN si IC, totusi
Crema Grasa Antirid Contur Ochi are un IN mai mare, in timp ce Crema Semigrasa Lift
Intensiv Hidratanta are un IC mai mare. Lipsa benzii de peroxidare indica stabilitatea

oxidativa a acestor creme.
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Tabelul 17: Indicii de Nesaturare si Indicii Carbonil pentru cremele studiate

IN IC

Cr. Grasa Antirid Contur 03631 =0,3761 01621 =0,1107

Ochi 0,3631+0,3707 +0,2315 0,1008 +1,3627

Cr. Semi 1 Lift Intensi

r emgzzsart U:V ntensiv 0,3401 _ 03581 0,1956 — 01320

ldratanta 0,3401+0,3801+ 0,2295 0,0942 +1,3875

Crema Grasa Lift

Ii;ema rasa ? 0,3447 =0,3347 0,1854 =0,1272

estructuranta 0,3447 +0,4296 + 0,2553 0,0972 +1,3594

V.3 CONCLUZII

Utilizarea spectrometriei FTIR a permis evidentierea amprentei specifice a celor trei

tipuri de creme investigate precum §i a ingredientelor din aceste produse cosmetice, n functie

de rolul lor in amestec.

Astfel, comparand compozitia diferitd a cremelor, in functie de raportul intre

ingredientele lipofile/hidrofile, intre ingrediente de tip emolient-emulgator, antioxidant, si

ingrediente active (extract castravete, acetat de tocoferol) s-au constatat:

1.

similitudini privind forma spectrelor FTIR intre diferiti emolienfi naturali, cu
evidentierea totusi, a unor frecvente specifice si markeri de recunoastere, mai ales
pentru uleiul de soia.

asemanari ale amprentelor FTIR intre emulgatorii de tip stearat si emulgatorii de tip
cetearil.

deosebiri nete Intre acrilati si respectiv stearat si Ceteareth.

deosebiri semnificative intre emolientii sintetici, Dimethicone si Octildodecanol.
identificarea deosebirilor dintre antioxidantii naturali (in cazul de fata acetatul de o-
tocoferol) si cei sintetici (BHA) si evidentierea markerilor (frecvente si semnale)
specifici.

evidentierea principilor active (arome) din extract de castravete si a amprentei sale in
propilenglicol comparativ cu glicerina- ambele ingrediente fiind hidrofile.

In cazul cremelor, aspectul spectrului FTIR este similar, cu evidentierea unor deosebiri

in intensiatea unor benzi, identificate in zonele 1150-1200 si 800-1000 cm’™.

In concluzie, datele obtinute pe analiza ingredientelor sunt foarte utile si constituie o

baza de date pentru identificarea individuald a acestora sau pe categorii de componente. In

cazul cremelor cu compozitie complexd, mai ales cand acestea diferd prin procente mici intre

componentele polare si nepolare, este greu a evidentia markerii de recunoastere prin metoda
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FTIR (ATR). Datele obtinute prin analiza FTIR necesitd a fi corelate cu metode
cromatografice (HPLC sau GC) in scopul de a valida determinarea componentelor individuale
in formulari cosmetice.

Actiunea antioxidantd a cremelor prin adaosuri de molecule cu potential antioxidant
pare a fi o problema complexa ce impune studii ulterioare. Chiar daca molecule precum BHA
sau a-tocoferol acetat, luate individual, au actiune antioxidanta (prin metoda DPPH), in
amestecuri complexe cu lipide, mai ales cidnd concentratia lor este sub 1%, actiunea
antioxidantd nu mai poate fi sesizatd prin masurdtori uzuale. Metode cu sensibilitate mai
inaltd, precum rezonanta electronicd de spin (RES) ar putea da, probabil, informatii
suplimentare privind potentialul antioxidant al unor amestecuri complexe, asa cum sunt

cremele cosmetice.
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VI. Analiza prin metode cromatografice a unor antioxidanti sintetici si

naturali utilizati in produse cosmetice

Formularile cosmetice contin amestecuri multiple de materii prime, substante active si
conservanti care apartin unor clase chimice diferite, caracterizate prin diferite grupari
functionale [143]. Prin urmare, sunt necesare metode de analiza multicomponente; in acest
sens, tehnicile cromatografice de analiza sunt cele mai frecvent utilizate pentru determinarea
antioxidantilor si conservantilor din produsele cosmetice.

Pentru analizele bazate pe tehnici cromatografice de lichide sau de gaze, pregatirea
probelor, in functie de natura si complexitatea matricei, utilizeaza fie operatii simple de dilutie
cu solventi sau amestecuri de solventi adecvati, fie operatii mai complexe pentru extragerea
analitului din matricea solidd. De multe ori este necesa si o etapa suplimentard de purificare,
folosind extractia pe fazd solidd. Pregatirea probelor este necesara si in cazul determindrii
conservantilor si antioxidantilor din matrici complexe sau din probe heterogene, in care sunt
posibile probleme de interferentd. Cea mai la Indemand metoda pentru prelucrarea probelor
din formulari cosmetice de tip ,,ulei in apa” este dilutia si omogenizarea probei, sonicare sau
centrifugare si filtrare.

Metodele utilizate pentru extractia conservantilor si antioxidantilor din produsele
cosmetice depind in primul rand de natura produselor cosmetice- emulsii, creme, sampoane
etc. si de asemenea de caracteristicile tehnicilor analitice care se utilizeazd pentru
determinarea substantelor active. Procedurile descrise in literatura de specialitate au fost
grupate 1n functie de produsul cosmetic analizat si prezentate dupa categoriile de produse
cosmetice clasificate in Anexa I din Directiva EU privind produsele cosmetice (Directiva

76/768/CEE a Consiliului UE) [163] (Figura 17):
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Figura 17: Procentajul procedeurilor analitice in functie de categoriile de produse
cosmetice
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Matricea produselor cosmetice este complexa, formularile cosmetice contin un numar
ridicat de ingrediente si adesea analiza acestor produse necesitd prelucrari ale probelor
(solubilizare, purificare si/sau preconcentrare). Dizolvarea probelor poate fi efectuatd folosind
substante chimice adecvate si/sau solventi organici, proces asistat de un tratament fizic
complementar cum ar fi Incélzire sau expunerea la radiatii cu ultrasunete sau microunde.
Uneori procedura de analizd necesitd o etapa de prelucrare/preconcentrare a analitilor de

interes, ca de exemplu extractia pe faza solida sau extractia cu lichide (Figura 18).

40

& 304
20 4
104 S
D T T T T
extractie extractie distilare wvolatilizare
pe fazd solida lichid-lichid headspace

Figura 18: Frecvanta relativa de pretratare/preconcentrare a analitilor

In unele cazuri analitii necesitd transformarea in compusi cu caracteristici analitice
mai bune pentru tehnica de analiza utilizatad, de exemplu prin intermediul derivatizarii.
Cromatografia de gaze necesita transformarea analitilor slab volatili in derivati volatili. Alte
reactii, cum ar fi reactia de saponificare pot fi aplicate pentru prelucrarea probelor (Figura

19).
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Figura 19: Frecventa relativa a reactilor chimice a analitilor supusi analizei
cromatografice

Referintele din literaturd privind analiza produselor cosmetice au fost clasificate in
cinci grupe in functie de analiza utilizatd (Figura 20) si anume, tehnici cromatografice si
tehnici conexe, cum ar fi electroforeza (69%), spectroscopia moleculard (15%), masuratori

electrochimice (8%), spectroscopia atomica (5%) si altele (3%) [143].
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Figura 20: Procentajul tehnicilor analitice utilizate in metodele raportate pentru

analiza produselor cosmetice

Metodele oficiale de analiza aprobate de diferite legislatii nu sunt suficiente pentru a
efectua controlul analitic necesar a produselor cosmetice. Dezvoltarea si validarea unor noi
metode analitice pentru produsele de ingrijire este Incd un domeniu In curs de dezvoltare,
cercetdrile Tn domeniul chimiei analitice aducdnd Tmbunatétiri la fezabilitatea controlului
calitatii cosmeticelor [173].

Utilizarea antioxidantilor in produsele cosmetice si de ingrijire se poate face, fie
individual, fie Tn amestec, puterea de antioxidare crescand atunci cind acestia se folosesc in
amestec. Unul dintre cei mai utilizati antioxidanti sintetici utilizati In formularile cosmetice
este BHA (3-tert-butil-4-hidroxi anisol), iar din clasa antioxidantilor naturali o-TA (alfa
tocoferol acetat) este adesea intalnit In formularile de tip anti-aging. Structura chimica a celor

doi antioxidanti, cel sintetic si cel natural este prezentatd in Figura 21:

.
I

Figura 21: Structura BHA si a-TA

Studiul de fata contureaza rolul si importanta antioxidantilor in formularile cosmetice
si 1si propune totodata sd imbundtiteascd unele metode de analizd a acestor compusi din
categoria de produse cosmetice de tip anti-aging. S-au vizat doud aspecte ale analizei:
pregatirea probei, care s-a efectuat prin extractia cu diverse sisteme de solventi, extractia pe
faza solida si saponificare si analiza propriu-zisa, care s-a realizat fie prin GC-FID, fie prin
HPLC-UV, urmarindu-se determinarea conditiilor optime de analiza. Analizele s-au efectuat

pe probe sintetice (formulari de creme de tip anti-aging fortificate cu diverse cantitati de BHA
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la nivel de concentratie de 0,05% si a-TA la nivel de concentratie de 0,5%), pe creme

disponibile comercial si pe formularea originald, propriu dezvoltata.

V1.1 Analiza prin cromatografie de gaze a antioxidantilor sintetici si naturali din produse
cosmetice
Antioxidantii folositi 1n studiu si prezentati in Tabelul 18 sunt disponibili comercial:

Tabelul 18: Lista antioxidantilor studiati

Lista antioxidantilor si conservantilor studiati

Denumirea chimica Formula Producator
3-tert-butil-4-hidroxi anisol BHA JAN DEKKER Nederland B.V.
Tocoferol Acetat o-TA BASF

Conditii pentru determinarile cromatografice

Analizele cromatografice au fost efectuate pe un gaz cromatograf Shimadzu 2010
Model echipat cu detector FID. In sistem s-a folosit o coloana capilara din silice fuzibild DB-
5, 30m x 0,25 mm ID, cu o fazd stationard de 5% difenil- 95% dimetilpolisiloxan, cu
grosimea de 0,25 um. Temperatura cuptorului a fost mentinutd la 120°C timp de 5 minute, iar
apoi maritd cu o vitezd de 10°C/min pana la 310°C unde a fost mentinutd timp de 10 min..
Parametrii detectorului au fost mentinuti la 320°C, cu debite de N,-30 mL/min. si H»-40
mL/min. si aer 200mL/min.. Temperatura de injectie a fost de 350°C. S-au analizat cantitati

de cate un 1 pl din solutiile standard si solutiile de proba, folosind conditiile descrise mai sus.

VI.1.1 Determinarea simultand a antioxidantilor sintetici si naturali din formulari
cosmetice anti-aging prin extractie cu etanol urmata de analiza GC-FID

Pentru determinarea simultand a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat,
respectiv BHA in trei formulari cosmetice de tip ,,0il in water” (o/w), a fost dezvoltata o
metoda cromatografica de gaze, utilizand tehnica GC-FID. O procedura simpla de extractie cu
etanol a fost necesard, iar separarea celor doi compusi a fost obtinuta in conditiile
cromatografice utilizate [178].

S-a obtinut o separare bund a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie
de tr Bra=8,073 si tr «.Ta=23,301, prin conditiile cromatografice utilizate. Figura 22 prezinta

cromatograma unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati.
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Figura 22: Cromatograma GC a unui standard de BHA si a-TA utilizand metodele de

prelucrare a probei si conditiile cromatografice descrise

Dreptele de calibrare pentru BHA si o-TA au fost construite pentru intervalul de

concentratii de interes si sunt prezentate in Figura 23A pentru BHA, respectiv in Figura 23B

pentru a-TA:
Calibration Curve Y = 2614,443610x + 863,027994 Calibration Curve y = 1981.403307x + 1349.037917
ID#:1 Name: BHA R = 0,999578 2
’ ID#:2 Name: aTA R"=0.999915
700000 2500000
600000 -
2000000
500000 4
400000 1 1500000 -
©
9
300000 - <
1000000 -
200000 1
500000
100000 A
0
0] 50 100 150 200 250 300 0
0 200 400 600 800 1000 1200
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)

Figura 23A: Curba de calibrare a BHA

Figura 23B: Curba de calibrare a a-TA

Valorile limitei de detectie obtinutd prin metoda de analiza propusd au fost de 0,131 mg/L
pentru BHA, respectiv 0,383 mg/L pentru o-TA si valori ale limitei de determinare de 0,396
mg/L pentru BHA, respectiv 1,160 mg/L pentru a-TA.

Trei probe de creme anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa

Lift Intensiv Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta- au fost preparate in laborator.
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Analiza unor Antioxidanti utilizati in Cosmetica prin Metode Cromatografice

Blank-ului de crema i s-au addugat controlat cantitati de 0,05 % BHA si 0,5 % o-TA. Analiza
probelor a fost efectuata in triplicat pentru toate cele trei creme luate 1n studiu, pentru a
permite calculul deviatiei standard (DS) si a deviatiei standard relative (DSR) ca si masura a
repetabilitatii cromatografice.

Trei mostre din probe comerciale ale cremelor luate in studiu, ce au continut
combinatii ale antioxidantilor descrisi, au fost analizate si a-TA si respectiv BHA au fost
identificati, comparand timpii de retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru
solutiile standard.

Cromatograma unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi este prezentatd in Figura 24.
Cromatograma unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si a unei Creme Grasa Lift

Restructuranta este prezentatd in Figura 25, respective Figura 26:
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Figura 24: Cromatograma GC a unei Creme Figura 25: Cromatograma GC a
Grasa Antirid Contur Ochi unei Creme Semigrasda Lift
_ Intensiv Hidratanta
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Figura 26: Cromatograma GC a unei Creme Grasda Lift Restructurantd
Concentratiile determinate ale antioxidantilor analizati in trei probe de creme de tip

anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si
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Crema Grasa Lift Restructuranta determinate prin metoda de analiza GC-FID, gradul de
recuperare a acestora, precum si concentratia antioxidantilor determinati in probe comerciale
sunt prezentate in Tabelul 25:

Tabelul 25: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema analizate

Concentratie £ DS Grad de Concentratie £ DS Proba | Concentratie
Proba analizati Proba recuperare comerciala declarata
(g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
BHA a-TA BHA | a-TA BHA a-TA BHA | a-TA
Crema Grasa Antirid
Contur Ochi 0,0447 £ 0,003 0,4241 + 89,4 84,8 0,0413 0,4391 = 0,05 0,5
0,002 0,002 0,002
Crema Semigrasa Lift
Intensiv Hidratanta 0,0468 + 0,002 0,4414 + 93,6 88,3 0,0438 + 0,4663 + 0,05 0,5
0,003 0,002 0,003
Crema Grasa Lift
Restructuranta 0,0470 0,001 0,4159 + 94,0 83,2 0,0406 + 0,4284 + 0,05 0,5
0,004 0,002 0,003
n=3

Metoda a permis o determinare simultand, simpla, rapida si exacta, precum si
confirmarea prezentei a BHA si a-TA 1n produsele anti-aging, formulari cosmetice ce contin
un numar ridicat si variat de ingrediente cosmetice. Rezultatele obtinute demonstreaza ca
metoda propusd pentru analiza antioxidantilor cu un grad mare de interferenta, din produsele
cosmetice este adecvata.

Datorita asemadnarilor grupdrilor functionale ale tocoferolilor si antioxidantilor
sintetici s-a decis investigarea prin aceleasi metode a acestor grupe de antioxidanti. Obiectivul
acestui studiu a fost determinarea cantitativa simultand a alfa tocoferol acetatului si a 3-tert-

butil-4-hidroxi-anisolului din formulari cosmetice prin analiza GC cuplata cu detector FID.

VL.1.2 Determinarea simultand a antioxidantilor sintetici si naturali din formuliri
cosmetice anti-aging prin extractie cu amestec de solvent organic acetonitril:metanol
urmata de analiza GC-FID

Pentru determinarea simultana a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol
acetat, respectiv BHA in trei formulari cosmetice de tip o/w, a fost dezvoltatd o metoda

cromatograficd de gaze, utilizdnd tehnica GC-FID. O procedura simpld de extractie cu
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amestec organic metanol:acetonitril a fost necesara, iar separarea celor doi compusi a fost
obtinutd in conditiile cromatografice utilizate [182].

O separare buna a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie de tgr pa=
10.118 si tg o.Ta= 26.074 s-a obtinut prin conditiile cromatografice utilizate.

Figura 29 prezintd cromatograma unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati:
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Figura 29: Cromatograma GC a unui standard de BHA si a-TA utilizind metodele de

prelucrare a probei si conditiile cromatografice descrise

Dreptele de calibrare pentru BHA si a-TA au fost construite pentru intervalul de

concentratii de interes si sunt prezentate Tn Figura 30A pentru BHA, respectiv Figura 30B

pentru a-TA:
Calibration Curve y = 2729.463957x + 1343.461207 Calibration Curve y = 1804.350061x - 209537.622762
2 ID#:1 Name: aTA R® = 0.999215
ID#:1 Name: BHA R? = 0.999307 1800000
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Figura 30A: Curba de calibrare a BHA Figura 30B: Curba de calibrar a a-TA

Valorile limitei de detectie obtinutd prin metoda de analizd propusd au fost de 0,136 mg/L

pentru BHA, respectiv 1,237 mg/L pentru o-TA si valori ale limitei de determinare de 0,413
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Analiza unor Antioxidanti utilizati in Cosmetica prin Metode Cromatografice

mg/L pentru BHA, respectiv 3,749 mg/L pentru a-TA.

Trei probe de creme anti-aging- Cremda Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa
Lift Intensiv Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta- au fost preparate 1n laborator. S-
a addugat controlat Tn creme cantitati de 0,05 % BHA si 0,5 % o-TA.

Trei mostre din probe comerciale ale cremelor luate in studiu, ce au continut
combinatii ale antioxidantilor descrisi, au fost analizate si a-TA si respectiv BHA au fost
identificati, comparand timpii de retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru
solutiile standard.

Cromatograma unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi este prezentata n Figura 31.
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Figura 31: Cromatograma GC a unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi

Cromatograma unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si a unei Creme Grasa

Lift Restructuranta este prezentata in Figura 32, respective Figura 33:
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Figura 32: Cromatograma GC a unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta
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Figura 33: Cromatograma GC a unei Creme Grasa Lift Restructurantd

Concentratiile determinate ale antioxidantilor analizati in trei probe de creme de tip
anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si
Crema Grasa Lift Restructuranta determinate prin metoda de analiza GC-FID, gradul de
recuperare a acestora, precum si concentratia antioxidantilor determinati in probe comerciale
sunt prezentate Tn Tabelul 32:

Tabelul 32: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema analizate

Concentratie + DS Grad de Concentratie + DS Proba Concentratie
Proba analizati Proba recuperare comerciala declarata
(g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
BHA a-TA BHA a-TA BHA a-TA BHA a-TA
Crema Grasa Antirid
Contur Ochi 0,0455+ 0,002 0,4846+ 90,9 96,9 0,0595+ 0,4819+ 0,05 0,5
0,012 0,008 0,002
Crema Semigrasa Lift
Intensiv Hidratanta 0,0467+ 0.001 0,4408+ 93,3 88,2 0,0491+ 0,5348+ 0,05 0,5
0,007 0,003 0,001
Crema Grasa Lift
Restructuranta 0,0456+ 0.001 0,4663+ 91,3 93,3 0,0478+ 0,5368+ 0,05 0,5
0.006 0,001 0,002

Metoda a permis o determinare simultand, simpla, rapida si exacta, precum si
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confirmarea prezentei a BHA si a-TA in produsele anti-aging, formuldri cosmetice ce contin
un numar ridicat si variat de ingrediente cosmetice. Rezultatele obtinute demonstreazd ca
metoda propusa pentru analiza antioxidantilor cu un grad mare de interferenta, din produsele
cosmetice este adecvatd. Concentratiile de antioxidanti determinate din produsele anti-aging

au fost in conformitate cu cele declarate de producator.

VIL.1.3 Determinarea simultana a antioxidantilor sintetici si naturali dintr-o formulare
cosmetica anti-aging prin prepararea probei cu metanol si extractie cu diclormetan
urmata de analiza GC-FID

Pentru determinarea simultand a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat,
respectiv. BHA dintr-o formulare cosmeticd de tip o/w, a fost dezvoltata o metoda
cromatograficd de gaze, utilizand tehnica GC-FID. O procedura simpla de extractie cu
diclormetan a fost necesard, iar separarea celor doi compusi a fost obtinuta in conditiile
cromatografice utilizate.

S-a obtinut o separare bund a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie
de trpua=10,118 si tr1a=26,074, prin conditiile cromatografice utilizate. Cromatograma
unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati este prezentatd in Figura 29.

Dreptele de calibrare pentru BHA si a-TA au fost construite pentru intervalul de
concentratii de interes si sunt prezentate in Figura 30A pentru BHA, respectiv Figura 30B
pentru o-TA. Liniaritatea obtinuta a fost satisfacatoare si a prezentat un coeficient de corelatie
de 0.999307 pentru BHA si 0.999215 pentru a-TA pentru metoda de analiza dezvoltata.

Valorile limitei de detectie obtinutd prin metoda de analiza propusa au fost de 0,136
mg/L pentru BHA, respectiv 1,237 mg/L pentru o-TA si valori ale limitei de determinare de
0,413 mg/L pentru BHA, respectiv 3,749 mg/L pentru a-TA.

O probd de Crema Grasa Antirid Contur Ochi a fost preparatd in laborator si prin
adaos controlat de 0,05 % BHA si 0,5 % a-TA s-a determinat gradul de recuperare din proba.

Mostra de probd comerciala a cremei luatd in studiu, ce a continut combinatii ale
antioxidantilor descrisi, a fost analizatd si a-TA si respectiv. BHA au fost identificati,
comparand timpii de retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru solutiile
standard. Figura 36B reprezintd cromatograma madritd a acestei probe, pentru evidentirea
elutiei compusilor antioxidanti.

Concentratiile determinate ale antioxidantilor analizati in proba de crema de tip anti-
aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi determinate prin metoda de analiza GC-FID, gradul

de recuperare a acestora, precum si concentratia antioxidantilor determinati in probe
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comerciale sunt prezentate in Tabelul 36.
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Figura 36B: Cromatograma GC marita a unei Creme Grasdi Antirid Contur Ochi

Tabelul 36: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probela de crema analizata

Concentratie + DS Grad de Concentratie + DS Proba Concentratie
Proba Proba recuperare comerciala declarata
analizata (g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
BHA a-TA BHA | a-TA BHA a-TA BHA | a-TA
Crema Grasa | 0,0149+£0,002 | 0,4977+0,0004 | 29,8 99,5 | 0,0146+0,001 | 0,5967+0,001 | 0,05 0,5
Antirid
Contur Ochi
n=3

Metoda a permis o determinare simultand, simpla, rapida si exacta, precum si

confirmarea prezentei a BHA si o-TA in produsul anti-aging. Rezultatele obtinute pentru

antioxidantul natural a-TA din produsul cosmetic analizat, demonstreaza ca metoda propusa

pentru analiza antioxidantilor naturali cu un grad mare de interferentd, din produsele

cosmetice este adecvatd. Prin metoda aplicata s-a obtinut insd un grad foarte mic de

recuperare pentru determinarea antioxidantulului sintetic BHA 1n crema analizata.

VI.1.4 Determinarea simultani a antioxidantilor sintetici si naturali dintr-o formulare

cosmetica anti-aging prin prepararea probei cu amestec de solvent organic si extractie

cu diclormetan urmata de analiza GC-FID

A fost dezvoltatd o metoda cromatografica de gaze, utilizind tehnica GC-FID pentru

determinarea simultana a antioxidantilor naturali si sintetici- o-tocoferol acetat, respectiv
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BHA intr-o formulare cosmeticd de tip o/w. A fost necesara o procedurd de extractie cu
diclormetan, iar separarea celor doi compusi a fost obtinutd in conditiile cromatografice
utilizate [183].

S-a obtinut o separare buna a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie
de trpua=10,118 si tg Ta=26,074, prin conditiile cromatografice utilizate. Cromatograma
unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati este prezentata in Figura 29.

Dreptele de calibrare pentru BHA si a-TA au fost construite pentru intervalul de
concentratii de interes si sunt prezentate in Figura 30A, respectiv Figura 30B. Liniaritatea
obtinuta a fost satisfacatoare si a prezentat un coeficient de corelatie de 0.999307 pentru BHA
si de 0.999215 pentru a-TA pentru metoda de analizd dezvoltata. Valorile limitei de detectie
obtinutd prin metoda de analiza propusa au fost de 0,136 mg/L pentru BHA, respectiv 1,237
mg/L pentru a-TA si valori ale limitei de determinare de 0,413 mg/L pentru BHA, respectiv
3,749 mg/L pentru o-TA.

Proba de crema anti-aging, a fost preparata in laborator si prin adaos controlat de 0,05
BHA si 0,5 % o-TA s-a determinat gradul de recuperare din proba. Antioxidantul sintetic a
eluat cu o formad si indltime a peak-ului nesatisfacatoare, care nu permite cuantificarea BHA
prin metoda dezvoltatd din produsul cosmetic luat in studiu. Gradul de recuperare a fost
calculat pentru a-TA din crema luata 1n studiu.

Proba comerciala luata in studiu, ce a continut combinatii ale antioxidantilor descrisi,
a fost analizatd si a-TA si respectiv BHA au fost identificati, comparand timpii de retentie a
peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru solutiile standard. Figura 39B reprezinta

cromatograma madritd a acestei probe, pentru evidentirea elutiei antioxidantului natural o-TA :
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Figura 39B: Cromatograma GC marita a unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi
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Concentratiile obtinute ale antioxidantului natural analizat in proba de crema de tip
anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi determinat prin metoda de analiza GC-FID,

gradul de recuperare a acestuia, precum si concentratia antioxidantului a-TA determinat in

probe comerciale sunt prezentate in Tabelul 40:

Tabelul 40: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema analizate

Concentratie + DS Grad de Concentratie = DS Concentratie
Proba analizata Proba recuperare Proba comerciala declarata
(g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
Crema Grasa Antirid 0,4360+0,02 87,2 0,6871+0,001 0,5
Contur Ochi
n=3

Metoda a permis o determinare simpld, rapida si exacta, precum si confirmarea
prezentei a BHA si a-TA 1n produsul anti-aging.

BHA a eluat cu o forma si indltime a peak-ului nesatisfacatoare, care nu permite
cuantificarea BHA prin metoda dezvoltatd din produsul cosmetic luat in studiu. Concentratia
foarte scazutad obtinuta in cazul antioxidantului sintetic, nu permite ca acest compus sa poata
fi determinat din punct de vedere cantitativ prin metoda aplicata.

Metoda descrisa anterior poate fi aplicatd cu succes pentru determinarea calitativa si
cantitativd a antioxidantilor, in special a o-TA 1n formuldrile cosmetice. Cantitatea de
antioxidant natural determinatd din produsului cosmetic s-a incadrat in limita concentratiei

declarate de producator.

VL1.5 Determinarea simultand a antioxidantilor sintetici si naturali din formuliri
cosmetice anti-aging dupa saponificarea grasimilor si extractie cu amestec de
hexan:acetat de etil urmata de analiza GC-FID

A fost dezvoltatd o metoda cromatografica de gaze, utilizand tehnica GC-FID pentru
determinarea simultana a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat, respectiv
BHA din trei formulari cosmetice de tip o/w. A fost efectuatd saponioficarea grasimilor,
urmatd de o procedurd de extractie cu un amestec de hexan:acetat de etil, iar separarea celor
doi compusi a fost obtinuta 1n conditiile cromatografice utilizate.

S-a obtinut o separare bund a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie
de trpua=10,118 si tr1a=26,074, prin conditiile cromatografice utilizate. Cromatograma
unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati este prezentata in Figura 29.

Dreptele de calibrare pentru BHA si o-TA au fost construite pentru intervalul de
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concentratii de interes si sunt prezentate in Figura 30A, respectiv Figura 30B. Liniaritatea
obtinuta a fost satisfacatoare si a prezentat un coeficient de corelatie de 0.999307 pentru BHA
st de 0.999215 pentru a-TA pentru metoda de analiza dezvoltata. Valorile limitei de detectie
obtinutad prin metoda de analiza propusa au fost de 0,136 mg/L pentru BHA, respectiv 1,237
mg/L pentru a-TA si valori ale limitei de determinare de 0,413 mg/L pentru BHA, respectiv
3,749 mg/L pentru o-TA.

Probe de Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa Lift Intensiv
Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta au fost preparate in laborator si prin adaos
controlat de 0,05 BHA si 0,5 % o-TA. Antioxidantul sintetic a eluat cu o forma si inaltime a
peak-ului nesatisfacatoare, care nu permite cuantificarea BHA prin metoda dezvoltatd din
produsul cosmetic luat in studiu. Gradul de recuperare a fost calculat pentru a-TA din crema
luata in studiu.

Probele comerciale luate in studiu, ce au continut combinatii ale antioxidantilor
descrisi, au fost analizate si a-TA si respectiv BHA au fost identificati, comparand timpii de
retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru solutiile standard.

Cromatogramele Cremei Grasa Antirid Contur Ochi, Cremei Semigrasa Lift Intensiv
Hidratanta si Cremei Grasa Lift Restructuranta sunt prezentate in Figura 41A, respectiv
Figura 41B si Figura 41C, reprezentind cromatogramele marite ale probelor, pentru

evidentierea elutiei antioxidantului natural o-TA :

Intensity
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25000 |
] BHA
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Figura 41A: Cromatograma GC marita a unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi
Concentratiile obtinute pentru antioxidantului natural analizat din probele de crema de

tip anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Cremei Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta
si Cremei Grasa Lift Restructuranta determinat prin metoda de analiza GC-FID, gradul de

recuperare a acestuia, precum si concentratia antioxidantului a-TA determinat n probe
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comerciale sunt prezentate in Tabelul 44.
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Figura 41B: Cromatograma GC marita a unei Creme Semigrasa Lift Intensiv
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Figura 41C: Cromatograma GC marita a unei Creme Grasa Lift Restructuranta

Tabelul 44: Valorile concentratiilor a-TA in probele de crema analizate

Concentratie + DS Grad de Concentratie + Concentratie
Proba analizata Proba recuperare DS Proba declarata
(g/100g) (%) comerciali (g/100g)
(g/100g)
Cremad Grasa Antirid 0,3345+0,001 66,9 0,3100+0,002 0,5
Contur Ochi
Crema Semigrasa Lift 0,3367+0,001 67,3 0,3428+0,002 0,5
Intensiv Hidratanta
Crema Grasa Lift 0,3268+0,003 65,4 0,3640+0,001 0,5
Restructuranta
n=3

Concentratia foarte scazutd obtinutd in cazul antioxidantului sintetic, nu permite ca

acest compus sd poatd fi determinat din punct de vedere cantitativ prin metoda aplicata.
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Concentratiile o-TA determinate in probele de formuldri cosmetice elaborate 1n laborator, cat
si pentru cremele comerciale au fost relativ scdzute prin metoda dezvoltatd. Rezultatele
obtinute confirma faptul cd acesti compusi trebuie izolati de matricea lipidica printr-o metoda
de prelucrare premergatoare analizei propriu-zise, dar totodatd saponificarea sau extractia
probelor de creme aduce de multe ori pierderi de analit in analiza antioxidantilor din probe de

produs cosmetic.

VL.1.6 Determinarea simultand a antioxidantilor sintetici si naturali din formuliri
cosmetice anti-aging prin extractie cu metanol urmata de analiza GC-FID

Pentru determinarea simultand a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat,
respectiv. BHA din doud formulari cosmetice de tip o/w, a fost dezvoltatd o metoda
cromatograficd de gaze, utilizand tehnica GC-FID. O procedura simpla de extractie cu
metanol a fost necesard, iar separarea celor doi compusi a fost obtinutd in conditiile
cromatografice utilizate.

S-a obtinut o separare bund a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie
de tr sua=10.108 si tg .Ta=26.101 prin conditiile cromatografice utilizate. Figura 43 prezinta

cromatograma unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati.
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Figura 43: Cromatograma GC a unui standard de BHA si a-TA utilizind metodele de

prelucrare a probei si conditiile cromatografice descrise

Dreptele de calibrare pentru BHA si o-TA au fost construite pentru intervalul de
concentratii de interes si sunt prezentate in Figura 44A pentru BHA, respectiv Figura 44B
pentru a-TA. Valorile limitei de detectie obtinutd prin metoda de analiza propusd au fost de

0,238 mg/L pentru BHA, respectiv 0,726 mg/L. pentru a-TA si valori ale limitei de
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determinare de 0,721 mg/L pentru BHA, respectiv 2,199 mg/L pentru a-TA.

Calibration Curve
ID#: 1 Name: BHA
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Figura 44A: Curba de calibrare a BHA
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Figura 44B: Curba de calibrare a a-TA

Doua probe de creme anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi si Crema

Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta - au fost preparate in laborator. Blank-ului de crema i s-au

addugat controlat cantitati de 0,05 % BHA si 0,5 % a-TA. Picul cromatografic corespunzator

este distorsionat, nu prezinta o forma corespunzatoare, ceea ce duce la imposibilitatea

determinarii cantitative din produsul cosmetic luat in studiu prin metoda dezvoltata. Gradul de

recuperare a fost calculat pentru o-TA din fiecare crema in parte.

Doud mostre din probe comerciale ale cremelor luate in studiu, ce au continut

combinatii ale antioxidantilor descrisi, au fost analizate si a-TA si respectiv BHA au fost

identificati, comparand timpii de retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru

solutiile standard.

Cromatograma unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi este prezentata in Figura 45:
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Figura 45: Cromatograma GC a unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi
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Cromatograma unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta este prezentatd in

Figura 46:
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Figura 46: Cromatograma GC a unei Creme Semigrasd Lift Intetisiv Hidratantd

Concentratiile determinate ale a-TA analizat in doud probe de creme de tip anti-aging-
Crema Grasa Antirid Contur Ochi si Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta determinate
prin metoda de analiza GC-FID, gradul de recuperare a acestora, precum $i concentratia
antioxidantilor determinati in probe comerciale sunt prezentate in Tabelul 51.

Tabelul 51: Valorile concentratiilor a-TA in probele de crema analizate

Proba analizata Concentratie + Grad de Concentratie + DS Concentratie
DS recuperare Probi comerciala declarata
Proba (%) (g/100g) (g/100g)
(g/100g)
Crema Grasa 0,4625+0,002 92,5 0,4619+0,002 0,5
Antirid Contur Ochi
Crema Semigrasa 0,4131+0,002 82,6 0,3268+0,001 0,5
Lift Intensiv
Hidratanta
n=3

Antioxidantul sintetic BHA a eluat cu o forma si inaltime a peak-ului nesatisfacatoare,
care nu permite cuantificarea acestuia prin metoda dezvoltata din produsul cosmetic luat in
studiu. Concentratia foarte scdzutd obtinutd in cazul antioxidantului sintetic, nu permite ca
acest compus sa poata fi determinat din punct de vedere calitativ prin metoda aplicata.

Metoda descrisa anterior poate fi aplicatd cu succes pentru determinarea calitativa si
cantitativd a a-TA 1n formularile cosmetice. Cantitatea de antioxidant natural determinata din

produsele cosmetice s-au Tncadrat in limita concentratiei declarate de producator.
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CONCLUZII

Avand in vedere cd in produsele cosmetice se utilizeza atit antioxidanti naturali si
sintetici, ideald ar fi identificarea, respectiv cuantificarea simultand a acestora.

In general, cei mai utilizati antioxidanti in majoritatea formularilor cosmetice sunt
antioxidantul sintetic BHA si cel natural o-T, in forma acetatd a acestuia o-TA, cu
concentratii de 0,05%, respectiv 0,5%.

S-au dezvoltat diferite metode de pregatire a probelor de cremd, atit pentru probe
sintetice, obtinute prin impregnare pana la un nivel de concentratie de 0,05% BHA si 0,5% o-
TA, cat si probe de produse cosmetice disponibile comercial, acestea fiind analizate prin
cromatografie GC cuplata cu FID. Cea mai adecvatd metoda s-a dovedit a fi dilutia probelor
de crema analizatd cu amestec de solvent organic acetonitril:metanol prin sonicare, filtrare si
determinarea simultand a antioxidantilor prin GC. Figura 48A, respectiv Figura 48B prezinta
concentratia de antioxidant natural si sintetic regdsita in probele de crema analizate, precum si

cea determinata in probe comerciale de produs cosmetic prin GC-FID.

Concentratia o-TA determinati in probe de crema
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Figura 48A: Concentratia a-TA regasita in probele de crema analizate, prin GC-
FID
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Figura 48B: Concentratia BHA regasita in probele de crema analizate, prin GC-
FID
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L2 Analiza alfa tocoferol acetatului dintr-o formulare cosmeticid de tip anti-aging
conservatd cu adititivi multifunctionali prin cromatografie de gaze cuplati cu FID

Pentru determinarea antioxidantului natural a-tocoferol acetat dintr-o formulare
cosmetica de tip anti-aging, propriu dezvoltata si conservata cu aditivi multifunctionali, a fost
aplicatd o metodd cromatograficd de gaze, utilizand tehnica GC-FID. O procedura simpld de
extractie cu amestec de solvent organic metanol:acetonitril (50:50 v/v) a fost necesara, iar
separarea compusului a fost obtinuta in conditiile cromatografice utilizate.

Antioxidantul folosit in acest studiu si prezentat in Tabelul 53 este disponibil

comercial:
Tabelul 53: Denumirea INCI a antioxidantului studiat
Denumirea comerciala INCI Producator
Dermofeel® E 74 A Tocopheryl Acetate; Dr. Stractmans GmbH

Helianthus annuus
(sunflower) seed oil

Formularea cosmetica

In formularea cosmetica dezvoltata si analizati, a-TA este continut intr-un amestec cu
ulei de floarea soarelui, materia prima care incorporeaza antioxidantul natural fiind cunoscuta
sub denumirea comerciald de Dermofeel® E 74 A. Concentratia de a-TA declarati de furnizor
este > 73,5 % o-TA 1n ulei de floarea soarelui. Formularea cosmetica dezvoltata si procedeul
de fabricatie sunt prezentate 1n Figura 50.

Figura 51 prezinta cromatograma unei solutii standard a antioxidantului studiat.
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Figura 51: Cromatograma GC a unui standard de a-TA
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Anti Aging Light Day Cream

Claims: Preservative free, PEG-free
UV Protection, estimated SPF 10
Elegant skin feeling

Phase Ingredient INCI Supplier Y%

A Deionised Water Aqua 56.50
Glycerol Glycerin ROBOT Import 3.00

Export SRL
dermofeel” PA-3 Sodium Phytate, Aqua Dr. Straetmans 0.10
dermosof® LP Capryly! Glycol, Glycerin, Glyceryl Dr. Straeimans 0.80

Caprylate, Phenylpropanol
Al Rapithix A 100 Sodium Polyacrylate ISP 0.20
Keltrol RD Xanthan Gum CP Kelco 0.30
B symbio®muls CG Glyceryl Stearate Citrate, Cetearyl Dr. Straetmans 5.00
Alcohol, Glyceryl Caprylate

Plantec Natural Shea Butyrospermum Parkii CRM 2.00

Butter International
Fitoderm Squalane Cognis 5.00
dermofeel” sensolv Isoamyl Laurate Dr. Straetmans 8.00
DC 345 Fluid Cyclopentasiloxane, Cyclohexasiloxane Dow Corning 3.00
DC 200 Fluid Dimethicone Dow Corning 1.00
Salisol AB Butyl Methoxydibenzoylmethane SALICYLATES& 2.80

CHEMICALS

PVT.LTD.

Salisol OMC Octyl Methoxycinnamate SALICYLATES& 5.20

CHEMICALS

PVT.LTD.
dermofeelPE74 A Tocopheryl Acetate, Helianthus Dr. Straetmans 0.50
Annuus (Sunflower) Seed Qil
c Extrapone Green Tea Camelia Sinensis Extract, Glycerin, Symrise 4.00
GW

Nutrilan 1-50
D Parf. Lucky Light e Patum | CPL | 030
Sodium Hydroxid {(10%) Sodium droxid Prod Alma q.s
100.00

Manufacturing Procedure:

1. Heat Phase A up to 78°C and disperse Keltrol and Cosmedia SP. Heat phase B up to 78°C.
2. Emulsify phase B into phase A under stirring. Homogenize for 1-2 min. using an Ultra Turrax.
3. Start to cool down under medium stirring.

4. Add C and D below 40°C and cool down under stirring. Adjust pH value if necessary.

Specification Values:

Appearance: Soft light yellow emulsion.

pH:5.5-6.0.

Viscosity (Brookfield: Helipath TF; Speed 10): 30.000 - 40.000 mPas.
Centrifugation (15 min., 4.000 rpm): No separation.

Stability: More than 3 months stable at 20°C, 40°C and 4°C.

Microbiological Stability: Proven.

Figura 50: Formularea Cosmetica si procedeul de fabricatie pentru produsul dezvoltat

Dreapta de calibrare pentru o-TA a fost construitd pentru intervalul de concentratii de

interes si este prezentatd in Figura 52:

Calibration Curve y = 3162.625449x - 4818.150848
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Figura 52: Curba de calibrare a a-TA

Valoarea limitei de detectie pentru antioxidantul natural, obtinutd prin metoda de
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analizd propusa a fost de 0,044 mg/L si o valoare a limitei de determinare de 0,134 mg/L.
Crema luata in studiu, ce contine antioxidantul natural, a fost analizata si a-TA a fost
identificat, comparand timpul de retentie a peak-ului observat, cu cele obtinute pentru solutiile

standard. Cromatograma unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi este prezentatd in Figura 53:
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Figura 53: Cromatograma GC a Cremei Anti Aging Light Day Cream

Tabelul 58: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema
Anti Aging Light Day Cream

Proba analizata Concentratie + DS Grad de Concentratie
Proba recuperare declarata
(g/100g) (%) (g/100g)
Anti Aging Light Day Cream 0,3537 +0,002 94,3 0,375
n=3
CONCLUZII

A fost dezvoltatd formularea unei creme de tip anti-aging, conservata alternativ cu
aditivi multifunctionali.

Metoda a permis o determinare simpla, rapidd si exacta, precum si confirmarea
prezentei o-TA 1n produsul anti-aging studiat, formulare cosmeticd ce contine un numar
ridicat si variat de ingrediente cosmetice. Rezultatele obtinute demonstreazd cd metoda
propusd pentru analiza antioxidantilor cu un grad mare de interferentd, din produsele

cosmetice este adecvata.
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V1.3 Analiza antioxidantilor sintetici si naturali din produse cosmetice prin cromatografie
de lichide de inalta performanta

Antioxidantii folositi 1n studiu si prezentati in Tabelul 18 sunt disponibili comercial.

Conditii pentru determinarile cromatografice

Analizele cromatografice s-au efectuate pe un sistem cromatografic Agillent 1100
Series echipat cu pompd cuaternara, degazificator, sistem de termostatare a coloanei
cromatografice, autosampler si detector UV/VIS. Separarea s-a efectuat pe o coloana
cromatografica Eclipse XDB-C18 (4,6mm Id x 250mm (5um)). Compozitia fazei mobile a
fost acetonitril:metanol (25:75 v/v). Debitul a fost de 1,5 mL/min., iar detectia a avut loc la

280 nm. Procesul a avut loc la temperatura ambianta.

VL.3.1 Determinarea simultand a antioxidantilor sintetici si naturali din formuliri
cosmetice anti-aging prin dilutie cu amestec de solvent organic acetonitril:metanol
urmata de analiza HPLC/UV

Pentru determinarea simultand a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat,
respectiv BHA 1n trei formulari cosmetice de tip anti-aging, a fost dezvoltatd o metoda
cromatografica de lichide, utilizdnd tehnica RP-HPLC-UV. O procedura simpla de dilutie cu
un amestec organic metanol:acetonitril si sonicarea probei a fost necesara, iar separarea celor
doi compusi a fost obtinuta in conditiile cromatografice utilizate.

O separare buna a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie de tgr pua=
1.849 si tr o.ta= 13.767 s-a obtinut prin conditiile cromatografice utilizate

Figura 56 prezintd cromatograma unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati:

VWD1 A, Wavelength=280 nm (E0000051 D)
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Figura 56: Cromatograma HPLC a unui standard de BHA si a-TA utilizind conditiile

cromatografice descrise
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Area

Dreptele de calibrare pentru BHA si a-TA au fost construite pentru intervalul de

concentratii de interes si sunt prezentate in Figura 57A pentru BHA, respectiv Figura 57B

pentru a-TA:
Calibration Curve y = 2.778829x + 66.510873
Calibration Curve y=9.885411x+11.278142 a-TA R? = 0.999520
BHA R?=0.999936 3500
3000
3000
2500
2500 A
2000
2000 A
1500 4
§ 1500 -
1000 -
1000 -
500
500 4
0
0 50 100 150 200 250 300 °o
0 200 400 600 800 1000 1200
Conc. (mg/L) Conc. (mg/L)
Figura 57A: Curba de calibrare a BHA Figura 57B: Curba de calibrare a a-TA

Valorile limitei de detectie obtinutd prin metoda de analizd propusa au fost de 0,666
mg/L pentru BHA, respectiv 0,532 mg/L pentru a-TA si valori ale limitei de determinare de
2,019 mg/L pentru BHA, respectiv 1,613 mg/L pentru a-TA.

Trei probe de creme anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa
Lift Intensiv Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta- au fost preparate 1n laborator. S-
au addugat controlat in creme cantitati de 0,05 % BHA si 0,5 % a-TA. Analiza probelor a fost
efectuata in triplicat pentru toate cele trei creme luate in studiu, pentru a permite calculul
deviatiei standard (DS) si a deviatiei standard relative (DSR) ca masurd a repetabilitatii
cromatografice.

Trei mostre din probe comerciale ale cremelor luate in studiu, ce au continut
combinatii ale antioxidantilor descrisi, au fost analizate si a-TA si respectiv BHA au fost
identificati, comparand timpii de retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru
solutiile standard. Cromatograma unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi este prezentatd in
Figura 58.

Concentratiile determinate ale antioxidantilor analizati in trei probe de creme de tip
anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi, Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si
Crema Grasa Lift Restructuranta determinate prin metoda de analiza HPLC/UV, gradul de
recuperare a acestora, precum si concentratia antioxidantilor determinati Tn probe comerciale

sunt prezentate Tn Tabelul 66.
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Figura 58: Cromatograma HPLC a unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi

Cromatograma unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si a unei Creme Grasa

Lift Restructuranta este prezentata in Figura 59, respectiv Figura 60:
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Figura 59: Cromatograma HPLC a unei Creme Semigrasda Lift Intensiv Hidratanta
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Figura 60: Cromatograma HPLC a unei Creme Grasa Lift Restructurantd

Metoda a permis o determinare simultand, simpla, rapida si exacta, precum si
confirmarea prezentei a BHA si a-TA 1n produsele anti-aging, formulari cosmetice ce contin

un numar ridicat si variat de ingrediente cosmetice. Rezultatele obtinute demonstreaza ca
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metoda propusa pentru analiza antioxidantilor cu un grad mare de interferenta, din produsele

cosmetice este adecvata.

Tabelul 66: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema analizate

Concentratie + DS Grad de Concentratie + DS Concentratie
Proba Proba recuperare Proba comerciala declarata
(g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
analizata
BHA a-TA BHA | o-TA BHA a-TA BHA a-TA
Crema Grasa
Antirid Contur | 0,0499+0,0008 | 0,2605+0,0012 99,7 52,1 0,0606+0,0011 | 0,1419+0,0008 0,05 0,5
Ochi
Crema
Semigrasa Lift | 0,0454+0,0012 | 0,2503+0,0007 | 90,8 50,1 0,0502+0,0014 | 0,1675+0,0003 0,05 0,5
Intensiv
Hidratanta
Crema Grasa
Lift 0,0522+0,0005 | 0,2530+0,0005 | 1044 | 50,6 0,0658+0,0006 | 0,2173+0,0008 0,05 0,5
Restructuranta

n=3

VIL.3.2 Determinarea simultand a antioxidantilor sintetici si naturali din formulari
cosmetice anti-aging prin extractie cu metanol urmata de analiza HPLC/UV

Pentru determinarea simultand a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat,
respectiv BHA 1n doud formulari cosmetice de tip anti-aging (Crema Semigrasa Lift Intensiv
Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta), a fost dezvoltata o metoda cromatografica
de lichide, utilizand tehnica RP-HPLC-UV. O procedura simpld de extractie cu solvent
organic a fost necesard, iar separarea celor doi compusi a fost obtinutd in conditiile
cromatografice utilizate.

O separare buna a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie de tgr pua=
1.849 si tr o.Ta= 13.767 s-a obtinut prin conditiile cromatografice utilizate. Figura 54 prezinta
cromatograma unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati.

Doua probe de creme anti-aging- Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si Crema
Grasa Lift Restructuranta- au fost preparate in laborator. S-au adaugat controlat in creme
cantitati de 0,05 % BHA si 0,5 % o-TA.

Douda mostre din probe comerciale ale cremelor luate in studiu, ce au continut
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combinatii ale antioxidantilor descrisi, au fost analizate si a-TA si respectiv BHA au fost
identificati, comparand timpii de retentie a peak-urilor observate, cu cele obtinute pentru
solutiile standard. Cromatograma unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si a unei

Creme Grasa Lift Restructuranta este prezentata in Figura 63, respectiv Figura 64:

VWD1 A, Wavelength=280 nm (VIT_E060.D)
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Figura 63: Cromatograma HPLC a unei Creme Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta
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Figura 64: Cromatograma HPLC a unei Creme Grasa Lift Restructuranta

Concentratiile determinate ale antioxidantilor analizati Tn doua probe de creme de tip
anti-aging- Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si Crema Grasa Lift Restructuranta
determinate prin metoda de analiza HPLC/UV, gradul de recuperare a acestora, precum si
concentratia antioxidantilor determinati in probe comerciale sunt prezentate in Tabelul 70.

Metoda a permis o determinare simultand, simpla, rapida si exacta, precum si
confirmarea prezentei a BHA si a-TA 1n produsele anti-aging. S-au obtinut grade de
recuperare bune pentru antioxidantul sintetic BHA, cu valori >80,9%, dar concentratiile
obtinute pentru acest compus in probele de cremd studiate au fost mai mici decat cele
declarate de citre producator. In schimb, pentru antioxidantul natural s-au obtinut grade de

recuperare bune, cu valori de 102% o-TA pentru Crema Semigrasa Lift Intensiv Hidratanta si
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108,1% a-TA pentru Crema Grasa Lift Restructuranta prin metoda aplicatd si determinare

prin HPLC/UV.
Tabelul 70: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema analizate
Concentratie + DS Grad de Concentratie = DS Concentratie
Proba Proba recuperare Proba comerciala declarata
(g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
analizata
BHA a-TA BHA | a-TA BHA a-TA BHA a-TA
Crema 0,0421+ 0,5102+ 84,3 | 102,0 | 0,0262+ 0,4880+
Semigrasa Lift 0,001 0,001 0,001 0,002 0,05 0,5
Intensiv
Hidratanta
Crema Grasa | 0,0405+ 0,5404+ 80,9 | 108,1 | 0,0249+ 0,9112+
Lift 0,001 0,001 0,001 0,0005 0,05 0,5
Restructuranta
n=3

VIL.3.3 Determinarea simultana a antioxidantilor sintetici si naturali dintr-o formulare
cosmetica anti-aging prin dilutie cu amestec de tetrahidrofuran:metanol urmata de
analiza HPLC/UV

Pentru determinarea simultand a antioxidantilor naturali si sintetici- a-tocoferol acetat,
respectiv BHA intr-o formulare cosmetica de tip anti-aging (Crema Grasa Antirid Contur
Ochi), a fost dezvoltata o metoda cromatograficd de lichide, utilizind tehnica RP-HPLC-UV.
O procedura simpld de dilutie cu amestec de solvent organic si sonicarea probei a fost
necesard. Doar separarea antioxidantului natural o-TA a fost obtinutd prin conditiile
cromatografice utilizate.

O separare buna a standardelor de antioxidanti, cu caracteristici de retentie de tgr pya=
1.849 si tr o.Ta= 13.767 s-a obtinut prin conditiile cromatografice utilizate. Figura 54 prezinta
cromatograma unei solutii standard a celor doi antioxidanti studiati.

O proba de crema anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi- a fost preparatd in
laborator. S-a addaugat controlat in creme cantitati de 0,05 % BHA si 0,5 % o-TA.

O probd comerciald a cremei luate 1n studiu, ce a continut combinatii ale
antioxidantilor descrisi, a fost analizata si doar antioxidantul natural a-TA a fost identificat,
comparand timpul de retentie a peak-ului observat, cu cele obtinute pentru solutiile standard.

Cromatograma unei Crema Grasa Antirid Contur Ochi este prezentatd in Figura 67:
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Figura 67: Cromatograma HPLC a unei Creme Grasa Antirid Contur Ochi

Concentratiile determinate ale antioxidantului natural analizat Intr-o probd de crema de
tip anti-aging- Crema Grasa Antirid Contur Ochi determinatd prin metoda de analiza
HPLC/UV descrisa anterior, gradul de recuperare a acestuia, precum si concentratia
antioxidantului determinat intr-o proba comerciald sunt prezentate in Tabelul 74:

Tabelul 74: Valorile concentratiilor antioxidantilor in probele de crema analizate

Proba analizata | Concentratie + DS Grad de Concentratie + DS Concentratie
Proba recuperare Proba comerciala declarata
(g/100g) (%) (g/100g) (g/100g)
Crema Grasa
Antirid Contur 0,4221+0,001 84,4 0,3454+0,001 0,5
Ochi
n=3

Metoda a permis o determinare, simpld, rapidd si exacta, precum si confirmarea
prezentei doar a antioxidantului natural a-TA in produsul anti-aging. S-a obtinut un grad de
recuperare bun de 84,4% pentru a-TA din Crema Grasa Antirid Contur Ochi prin metoda
aplicatd si determinare prin HPLC/UV. Concentratia de a-TA a fost in conformitate cu cea

declarata de producator pentru produsul studiat, prin metoda de analiza descrisa.

CONCLUZII

S-au dezvoltat diferite metode de pregatire a probelor de crema, atat pentru probe
sintetice, obtinute prin impregnare pana la un nivel de concentratie de 0,05% BHA si 0,5% o-
TA, cat si probe de produse cosmetice disponibile comercial, In vederea analizelor HPLC
cuplata cu detector UV. Toate metodele de determinare prin aceastd tehnicd s-au dovedit a
putea fi aplicate pentru determinarea antioxidantilor sintetici si naturali din produse
cosmetice. Totusi, prin metoda In care s-a aplicat dilutia probei cu THF:metanol si
determinare HPLC, antioxidantul sintetic nu a putut fi detectat. Aceata metoda a permis doar

determinarea calitativa a antioxidantului natural a-TA in produsul anti-aging.
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Analiza unor Antioxidanti utilizati in Cosmetica prin Metode Cromatografice

Figura 69A, respectiv Figura 69B prezintd concentratia de antioxidant natural si
sintetic regasitd in probele de crema analizate, precum si cea determinata n probe comerciale

de produs cosmetic prin HPLC/UV:

Concentratia o-TA determinata in probe de crema
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Figura 69A: Concentratia a-TA regisita in probele de crema analizate, prin
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Figura 69B: Concentratia BHA regisita in probele de crema analizate, prin
HPLC-UV
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VII. Concluzii finale

Utilizarea compusilor antioxidanti in amestec in formuldrile cosmetice, face ca
determinarea acestor compusi din produsele cosmetice sd fie destul de dificila, pe de o parte
datoritd multitudinii compusilor utilizati ca si antioxidanti, iar pe de alta parte a diversitatii de
produse cosmetice prezente pe piatd. Acestea ar putea fi cauza necesitatii dezvoltarii de
metode de analiza performante, care sa poatd stabili cu exactitate si precizie ridicatd tipul si
cantitatea de antioxidanti prezenti In produsele cosmetice.

Studiul de fatd contureaza rolul si importanta antioxidantilor in formularile cosmetice
si isi propune totodatd sd imbundtiteasca unele metode de analizd a acestor compusi din
categoria de produse cosmetice de tip anti-aging, produse care contin o compozitie complexa
de materii prime.

Potentialul antioxidant al acetatului de tocoferol si al conservantului BHA existente,
introduse uzual In creme sau in mod controlat, la concentratii cunoscute, intr-o crema standard
a fost evaluat prin metoda DPPH. Actiunea antioxidanta a cremelor prin adaosuri de molecule
cu potential antioxidant se pare a fi o problema complexd ce impune studii ulterioare. Chiar
daca molecule precum BHA sau a-tocoferol acetat, luate individual, cu actiune antioxidanta
(prin metoda DPPH), in amestecuri complexe cu lipide, mai ales cand concentratia lor este
sub 1%, actiunea antioxidantd nu mai poate fi sesizata prin masuratori uzuale.

Utilizarea spectrometriei FTIR (ATR) a permis evidentierea amprentei specifice a
celor trei tipuri de creme cosmetice grase sau semigrase investigate precum si identificarea
markerilor specifici de recunoastere a ingredientelor active din aceste produse cosmetice, in
functie de rolul acestora Tn amestec.

In cazul cremelor cu compozitie complexa, mai ales cind acestea difera prin procente
mici intre componentele polare si nepolare, este greu a evidentia markerii de recunoastere prin
metoda FTIR (ATR). Datele obtinute prin analiza FTIR necesitd a fi corelate cu metode
cromatografice (HPLC sau GC) in scopul de a valida determinarea componentelor individuale
in formulari cosmetice.

Pentru determinarea simultana a antioxidantului sintetic BHA si a celui natural (a-TA)
din produse cosmetice de tip anti-aging s-au utilizat metoda cromatograficd de gaze cu
detector FID si cromatografia de inalta performanta cu detector UV, dupa ce s-au optimizat
conditiile, astfel Tncat sa se obtind o separare cit mai bund a compusilor de interes. S-au
dezvoltat si s-au Tncercat metode de pregétire a probelor de produs cosmetic, cat mai simple si
care sd prezinte un grad de recuperare cat mai ridicat a compusilor.

Produsele cosmetice de tip anti-imbatranire reprezintd o clasa de produse cosmetice,
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care contin o compozitie complexd de materii prime. Determinarea antioxidantilor din
produsele cosmetice de tip anti-aging este adesea dificild, datoritd complexitatii matricii
produsului, prin urmare o atentie deosebitd trebuie alocatd dezvoltdrii procedurilor si
metodelor de extractie adecvate si evaluarea fiabild a valorilor medii de recuperare. Procedura
utilizata pentru extractia antioxidantilor din matricea de produs cosmetic depinde de natura
produsului si de asemena de caracteristicile tehnicii analitice care este utilizatd pentru
determinarea substantei active.

S-au dezvoltat diferite metode de pregatire a probelor acestea fiind analizate prin
cromatografie GC cuplata cu FID. Cea mai adecvatd metoda s-a dovedit a fi dilutia probelor
de crema analizatd cu amestec de solvent organic acetonitril:metanol prin sonicare, filtrare si
determinarea simultana a antioxidantilor prin GC.

Pentru determinarea acetatului de alfa tocoferol dintr-o formulare anti-aging proprie
dezvoltatd si conservata alternativ cu aditivi multifunctionali (Anti Aging Light Day Cream) s-
a folosit o metoda de extractie cu amestec de solvent organic methanol:acetonitril, urmata de
separare cromatograficd cuplatd cu detector FID. In formularea cosmetici analizati o-TA
apare intr-un amestec cu ulei de floarea soarelui. Concentratia de a-TA declaratd de furnizor
este >73,5 % a-TA in ulei de floarea soarelui, fapt confirmat prin analiza GC. Metoda a
permis o determinare simpla, rapida si exactd, precum si confirmarea prezentei a-TA in
produsul anti-aging dezvoltat si studiat.

Determinarea simultand a BHA si a-TA din produse cosmetice prin metoda RP-
HPLC-UYV s-a efectuat utilizand dilutia probei prin sonicare cu amestec de solvent organic
acetonitril:metanol in prima metoda dezvoltata si dilutie cu THF:metanol in cea de-a doua. In
alta metoda de determinare prin HPLC-UV s-a utilizat extractia pe faza solida initial analizei
cromatografice. Toate metodele de determinare prin aceastd tehnica s-au dovedit a putea fi

aplicate pentru determinarea antioxidantilor sintetici si naturali din produse cosmetice.
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