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INTRODUCCION

Los perfumes son mezclas complejas de sustancias odoriferas que desde la
Antigiiedad han desempefiado un papel muy importante en diferentes campos de
la vida humana, donde han sido utilizados con fines religiosos, estéticos y
sociales. También, es comun su aplicacién para mejorar la impresion estética y
sensorial global, enmascarando olores desagradables de materias primas y

productos industriales, como articulos de caucho y plastico.

En la actualidad, el perfume es un articulo que esta presente en la vida de todas
las personas gracias a su amplio campo de aplicaciones, constituyendo una
industria mas que multimillonaria en todo el mundo debido a que cosméticos,
productos capilares, medicamentos, articulos de higiene y muchos otros productos
manufacturados contienen compuestos odoriferos presentes en los perfumes.

Debido al creciente consumo de los productos mencionados, se hizo evidente la
necesidad de desarrollar cientificamente la industria de los perfumes para dar
lugar a la produccion de esencias sintéticas similares a las naturales que se
encuentran en muy poca cantidad [1], asi como la preparaciéon y modificacion de
ésteres, nitrilos, aldehidos, hidrocarburos y acetales, entre otros, empleados en la
elaboracion de perfumes [2]. Lo anterior fue motivado por la disminucion de los
costos de fabricacion y de los efecbs dermatotéxicos causados por algunos

productos presentes en los aceites esenciales [3].

Paralelamente, se presentd un rapido ritmo de innovacién y desarrollo,
acompafiado de una continua investigacion sobre composicién, caracterizacion y

control de calidad de perfumes y fragancias abarcando estudios de durabilidad,



evaporacion, difusion en la piel, impacto ambiental, efectos dermatologicos, etc.
[4-15].

En la busqueda continua de un mejor comportamiento de los perfumes sobre la
piel, los perfumistas y demas investigadores trabajan continuamente en la
valoracion de diferentes aspectos fisioldgicos de la piel, de los componentes de los

perfumes y sus reacciones con la piel, entre otros.

Una fragancia es realmente percibida por la difusibn de sus compuestos al
entorno. La difusion es una propiedad inherente a cada componente del perfume
y esta relacionada con la presion de vapor, las condiciones ambientales, como
temperatura, humedad vy flujo de aire, la concentracion de la fragancia sobre la
piel, la interaccién de los compuestos con el vehiculo en el que se encuentra 'y con
la piel [16]. Dependiendo del tipo de piel o de los tipos de componentes de la
fragancia, varias pieles pueden tener o no un efecto significativo sobre la emision

de las moléculas odoriferas [17].

Propiedades de la piel como pH, textura, color, composicion de la pelicula
hidrolipidica, asi como el género o raza del individuo, pueden afectar el proceso de
evaporacion y difusion de un perfume. Con este trabajo se desea evaluar
especificamente la influencia del color de la piel sobre el comportamiento de los
compuestos volatiles de un perfume aplicado sobre ésta, monitoreando las
sustancias difundidas en el headspace en funcion del tiempo, con el fin de
establecer los componentes odoriferos que perduran mas sobre la piel después de

la aplicacion del perfume.

El monitoreo se realiz6 empleando microextraccion en fase solida (SPME) como

técnica de extraccion y concentracion de los compuestos volatiles del perfume



aplicado sobre la piel, por ser una técnica conveniente para el analisis cualitativo y
cuantitativo de compuestos fragantes [4], que permite la extraccion de compuestos
volatiles y semivolatiles, polares y no polares en varias matrices [18]. Se
evaluaron diferentes tipos de fibra para SPME y se seleccion6 la de PDMS/DVB,
al presentar una mayor eficiencia de extraccion de los compuestos volatiles, por

exposicion de ésta durante 15 min al headspace del perfume.

La determinacién de los compuestos se llevé a cabo por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), que constituye una de las técnicas
analiticas mas importantes en el analisis de perfumes [19-20], debido a su alta
sensibilidad y capacidad de presentar una respuesta satisfactoria a las
concentraciones, generalmente bajas, de los componentes mas representativos y
activos de las fragancias. Gracias a esta técnica se identificaron 67 componentes

en el perfume y 41 en suheadspace.

Aungue el centro de la perfumeria esta en Europa, principalmente, los resultados
obtenidos seran de interés y utilidad no sélo para los perfumistas y cosmetélogos
a nivel internacional, también para los laboratorios cosméticos colombianos que

satisfacen mas del 80% de la demanda interna [21].



1. MARCO TEORICO

1.1 EL PERFUME

1.1.1 Definicién

El perfume se define como una mezcla arménica de sustancias odoriferas (de 20 a
400 componentes) de origen natural (aceites esenciales) o sintético (productos
organicos), que se utilizan para producir un olor agradable. ElI vocablo “perfume”
proviene del Latin “per fumum” que significa “a través del humo”, pues los Egipcios
creian que con el humo perfumado hacian llegar sus plegarias a los dioses

durante sus rituales [22].

Las sustancias de origen natural, utilizadas para la elaboracion de perfumes se

clasifican de la siguiente manera:

= Animal: almizcle (cabra), castoreo (castor), civeta (gato) y ambar (esperma de

ballena).

= Vegetal: se encuentran en diversas partes de la planta, como flores (ylang-

ylang), frutos (cascara de naranja), semillas (anis), raiz (valeriana), entre otras.

Las sustancias de origen sintético suelen ser productos organicos: hidrocarburos,

alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres alifaticos y aromaticos.

Los compuestos quimicos responsables del caracter aromatico de una fragancia
pueden ser divididos en tres grandes categorias: terpenoides, alifaticos y
bencenoides [23].



Terpenoides. Los primeros componentes aislados del aceite de terpentina se
denominaron terpenos y sus derivados, incluyendo alcoholes, aldehidos y ésteres
se llaman terpenoides. Su estructura molecular estd basada en unidades de
isopreno. Diferentes conformaciones y grupos sustituyentes producen compuestos
terpenoides que poseen diferentes olores. Estos incluyen, por ejemplo, trans- o
cis-citral, el cual posee un olor parecido a limon; linalool, un componente primario

de lavanda; mentol y alcanfor [23].

Alifaticos. Son compuestos organicos de cadena lineal, importantes porque
generalmente comprenden la mayor parte de las fragancias. Entre ellos se

encuentran los siguientes [23]:

= Aldehidos, principalmente entre 7 a 12 carbonos.
= Alcoholes, comiunmente con 6 a 12 carbonos.

= Esteres, caracterizados por crear aromas frutales.
= Cetonas.

= | actonas.

Bencenoides. Son procedentes del procesamiento de alquitran de hulla. Algunos
ejemplos importantes incluyen acetato de bencilo, componente primario de la
fragancia de jazmin; acetato de feniletilo, posee olor semejante a rosas y el
aldehido cinamico que provee el olor a canela [23].

1.1.2 Historiadel perfume

1.1.2.1 El perfume en la Antiguedad

El perfume desempefid un papel muy importante en la cultura de las civilizaciones

antiguas y se han encontrado objetos destinados para su uso datados en el 3500

a.C. La historia del perfume tiene en Egipto su punto de partida. Los egipcios
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tenian escasos conocimientos de las esencias florales y empleaban en su lugar

azafran, iris, aceite de cedro y mirra, por ejemplo [22].

Los perfumes se utilizaban principalmente en cultos religiosos y especialmente en
la momificacion. Los cadaveres se rellenaban con estopa impregnada en resina
perfumada y en el ritual se quemaban incienso y otras sustancias aromaticas. El
kyphi, por ejemplo, era el perfume sagrado que se quemaba en los templos
egipcios [24]. EIl perfume era empleado también con fines estéticos o sociales.
Para conservar los perfumes se usaban recipientes de plomo, plata, oro o
alabastro; este ultimo, el mas indicado por su resistencia a la oxidacion, resultaba

muy caro y pronto se reemplazé por imitaciones de vidrio.

Los arabes fueron (entre los siglos VIII-X) los grandes maestros de la creacion y
fabricacion de perfumes; desarrollaron avanzadas técnicas de destilacion vy
mezclaron con gran éxito frutas, flores y hierbas con sustancias aromaticas
animales como el almizcle, la civeta o el ambar gris. El perfume promovié, a su
vez, el comercio hacia Arabia, Persia, China y la India, de donde se importaban las
principales materias primas, hierbas aromaticas y especias.

En Grecia el status social de los perfumistas era bastante alto y los griegos pronto
se convirtieron en expertos en la elaboracion del perfume. Utilizaban extractos de
nardo, rosa, mejorana, iris, etc. y las propiedades olorosas de resinas y plantas
eran muy valoradas. En Roma los perfumes empleados eran de tres tipos: en
polvo, unglientos de una sola fragancia y ungientos liquidos a base de aceite de

oliva. Los ingredientes mas comunes eran las esencias de flores.

La India es la auténtica tierra prometida en lo que respecta a aromas y olores, se

comercializaban aloe, sandalo, jazmin, mirra, lavanda y una amplia variedad de
especias. El perfume estaba relacionado con los ritos religiosos y era utilizado

para alejar los malos espiritus asociados con la enfermedad [22, 24-27].
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1.1.2.2 El perfume en la Edad Moderna

El descubrimiento de América fue crucial para el desarrollo del perfume en
Europa, al poner a disposicion nuevas sustancias como la vainilla, el cacao y la
canela. EI aporte en el Renacimiento fue mas intenso en Italia que en otros
paises, pero mas tarde, en el siglo XVII, Francia tomé el relevo en el liderazgo de

la perfumeria sosteniéndolo hasta la actualidad.

El afdn por individualizar la fragancia elevé al rango de “Secreto de Estado” la
combinacion de esencias que la convertia en Unica. En 1775 se abri6 en Paris la
gue seria la primera tienda especializada del ramo, que exportaba productos al
pujante mercado americano, sin embargo, la Revolucion Francesa interrumpié la
incesante demanda de perfumes y posteriormente se reactivd gracias a nuevos
avances técnicos, como el vaporizador, que facilitaron posteriormente la vida a los

grandes consumidores [22, 24-27].

Durante el periodo de Neoclasicismo surgieron las primeras imitaciones, los
perfumes adoptaron nombres sugestivos que apuntaban hacia el desarrollo de las
marcas y las esencias florales recuperaron su lugar de privilegio, el perfume
constituia ya un importante negocio. La fabricacion de perfumes se dividié entre
los que satisfacian una demanda exquisita y reducida y los que centraban su

actividad en la produccién de aromas y jabones populares.

La segunda mitad del siglo XIX trajo consigo la obtencion de las primeras esencias
sintéticas, que revolucionaron el mundo del perfume. En 1882 se consiguio aislar y
producir artificialmente el almizcle, en 1889 pudo sintetizarse la a-ionona,
caracteristica del aroma de la violeta y se dieron los primeros pasos en el uso de

los aldehidos que contribuyeron a reducir el costo total del perfume [22, 24-27].



A principios del siglo XX profesionales de otros paises, como los Estados Unidos,
empezaron su vinculacion al restringido mundo de la elaboracién de perfumes y a
mediados de ese siglo ya formaban grandes empresas que se encargaron de
poner a disposicion del consumidor centenares de fragancias, aromas y perfumes
a muy bajo precio. Esta masificacion dio pie a otras variedades de esencias
diluidas en alcohol. Otra practica impulsada a principios del siglo XX fue la de

ofrecer muestras en presentaciones diminutas [22, 24-27].

1.1.3 Componentes de un perfume

Los perfumes comerciales usualmente estan formados por tres componentes

basicos: una mezcla de aceites esenciales, un solvente y un fijador [28-30].

v' Los aceites esenciales son liquidos volatiles de composicion quimica muy
compleja que pueden localizarse en un determinado 6rgano vegetal, como
flores (rosas, geranio), hojas (limonaria, eucalipto), frutos (cascara de citricos),
raices (sandalo, valeriana), corteza (canela, cedro), semillas (cardamomo,
anis) o en toda la planta B1-35] y comunican a las partes de las plantas que
los contienen olores particulares, generalmente agradables. Los aceites
esenciales se obtienen como productos odoriferos cuando el material vegetal
se somete a procesos fisicos, tales como destilacion, arastre con vapor,
extraccion con solvente, entre otras. A diferencia de los aceites grasos, los
aceites esenciales se evaporan o se volatilizan facilmente y son de gran
importancia en la industria de alimentos, en perfumeria, cosméticos,

farmacéutica, presentando un continuo crecimiento en el mercado mundial.

v' El solvente mas usado en la perfumeria es el alcohol etilico. Su porcentaje
determina si la fragancia es perfume o colonia: los perfumes contienen alcohol
y 20-40% de aceite esencial; las colonias contienen 3-5% de aceite esencial,
80-90% de alcohol y agua[29].



v El fijador es un material que disminuye la velocidad de evaporacion de los
componentes mas volatiles de un perfume [36] y, a su vez, retiene el olor o la
nota predominante de la fragancia. Un fijador es una sustancia poco volatil, con
buen poder de disolucién, que disminuye la presion de vapor de las esencias e
impide su rapida evaporacion. Los fijadores se pueden clasificar en naturales y

artificiales [22]:

» Fijadores naturales: se encuentran sustancias de origen animal como
almizcle, dmbar, argalia y castoreo y sustancias de origen vegetal
agrupadas como balsamos (balsamo de copaiba, balsamo de Peru, liquen

de encina, olibano, entre otros) y resinas (lirio, clavo, pachuli y vetiver).

» Fijadores artificiales: también llamados “sintéticos” como indol, escatol,

ftalato de dietilo , hexaltolida, entre otros.

Aparte de las esencias, el solvente y los fijadores, se utilizan muy pocos
componentes enla formulacion de los perfumes; adicionalmente, estos contienen
agua, agentes quelantes, antioxidantes, colorantes y cuando el producto es en
aerosol es necesario el propelente. El agua debe ser destilada o desmineralizada,
debido a que contaminantes como el hierro y el cobre, pueden alterar
cataliticamente las sustancias aromaticas. Los agentes quelantes como el acido
citrico, el acido gluconico o el edetato sodico, se emplean también para inhibir la
accion de los metales presentes en trazas. Los antioxidantes usados
comunmente son el BHA (butilhidroxianisol) y el BHT (butilhidroxitolueno) en
proporciones que van de 0,04 a 0,1 %. Para preservar los perfumes de la accién
de los rayos UV sobre los colorantes artificiales, se utilizan sustancias derivadas
de la benzofenona [30, 36-37].



1.1.4 LAS NOTAS DE UN PERFUME

Los perfumes presentan un olor o nota diferente en cada una de las distintas
etapas de su evaporacion. Los olores identificables se llaman “notas”. Existen tres

tipos principales de notas [24].

1.1.4.1 Las notas de salida, altas o de cabeza: constituyen la primera impresion
de un perfume, son volatiles y efimeras. Son las que se perciben al abrir un frasco
de perfumey solo duran unos min. En general, estan formadas por aromas citricos
[23].

1.1.4.2 Las notas medias o de corazén: aportan al perfume el caracter que lo
define. Son notas, a menudo florales, que armonizan el conjunto y determinan el
caracter del perfume; aparecen después de varios min de su aplicacién y

permanecen por cierto tiempo.

1.1.4.3 Las notas base, bajas o de fondo: son las més persistentes y constituyen
la base aromatica de un perfume; son las llamadas fijadoras del perfume. Entre
ellas se encuentran la vainilla y los olores almizclados Es el aroma que

permanece en la piel durante horas y se percibe a lo largo del dia.

1.1.5 CLASIFICACION DE LOS PERFUMES

Existen diversas formas de clasificar los perfumes, especialmente, de acuerdo con
la naturaleza quimica de los compuestos odoriferos que lo constituyeny con base
en el olor percibido. Esta clasificacion permite asociar cada familia de fragancias a
un género y una ocasion. Tradicionalmente la industria perfumera ha reservado
para los hombres los olores mas secos y fuertes, mientras que para las mujeres
notas florales. Actualmente existen mudltiples combinaciones, tanto de
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ingredientes naturales como sintéticos y semisintéticos que conforman un gran

namero de familias y subfamilias olfativas [24, 28].

1.1.5.1 Clasificaciéon por genealogias

Se basa en las relaciones de parentesco entre los diversos perfumes a partir de
aromas fundamentales de su composicion. Hasta la llegada de la cromatografia de
gases, esta clasificacion no habia podido ser muy rigurosa, ya que la formula
exacta de cada perfume es un secreto celosamente guardado. Hoy dia los
métodos modernos de andlisis proporcionan informacién sobre la estructura
principal de un aroma y la mayoria de sus componentes, tanto naturales como
sintéticos, por lo que la clasificacién por genealogias es especialmente interesante
desde el punto de vista técnico y como método de estudio.

1.1.5.2 Clasificacibon H & R

Propuesta por los fabricantes de fragancias Haarman & Reimer, esta clasificacion
incluye siete familias: hespéride, floral, fougere, chipre, madera, ambar y cuero.
Cada familia tiene un numero variable de subfamilias. La clasificacion no es rigida,

sino que se adapta a las fragancias que van saliendo al mercado [24].

v' Hespéride. Designa una familia que también se denomina verdes o citricos.
Es uno de los aromas mas antiguos en perfumeria. Se basan en los aceites

esenciales del limén, bergamota, naranja, lima o mandarina, a menudo
combinados con flor de azahar. En la Figura 1 se muestran algunas

estructuras de compuestos presentes en los aceites esenciales empleados

para la elaboracion de fragancias pertenecientes a esta familia [2, 38, 39].
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Figura 1. Compuestos caracteristicos que presentan: A. Olor citrico general, B.

Olor a mandarina, C. Olor a naranja, D. Olor a limon y E. Olor a bergamota.

v' Cuero. Esta familia se basa en notas secas que evocan el olor del cuero, con
notas ahumadas, amaderadas y de tabaco rubio. Algunos compuestos que

exhiben olor a tabaco rubio empleados para la fabricacion de perfumes se
muestran en la Figura 2 [2, 38,39].

H,C CH
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3

Figura 2. Derivados de 3-oxo-a-ionol que evocanolor a tabaco rubio.
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v" Floral. Esta familia ocupa un lugar destacado en la percepcion de los olores

naturales; extraer y analizar las esencias florales para reproducir su aroma por

medio de materiales sintéticos, es uno de los problemas a los que mas tiempo

se han dedicado los perfumistas.

Algunos ejemplos de compuestos que

poseen un marcado aroma floral se muestran en laFigura 3 [2, 38, 39].
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/WOH

Geraniol
(olor a geranio)

Figura 3. Compuestos que presentan olor floral.

v" Fougere. Predominan las notas de musgo, con unos toques de madera,

combinadas con lavanda, hierbas aroméaticas y flores. Algunos ejemplos de

compuestos que exhiben estos aromas se presentan en la Figura 4 [2, 38, 39].
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Figura 4. Compuestos que presentan olor herbal y aromatico.

v' Chipre. Esta familia se basa en un fondo de sandalo y pachuli, la frescura de
la bergamota y la intensidad del musgo. En la Figura 5 aparecen las
estructuras de algunos compuestos que exhiben aromas que se emplean como

base para los perfumes de esta familia [2, 38, 39].

CH,0H

CH, X
exo-Norbicicloecasantal Patchulol epi-b-Santalol
(olor a patchoul i) (olor a patchouli) (olor a sandalo)

~\ X
H "yH
a-Patchuleno b-Santaleno
(olor a patchouli) (olor a sandalo)

Figura 5. Compuestos odoriferos del sandalo y el patchouli.

14



v' Madera. El sandalo junto con el cedro, el pino o el ciprés forman parte de la
base de los perfumes amaderados, asociados casi siempre al pachuli y al
vetiver. Las notas de cedro y vetiver son frescas y las de pachuli y sandalo
aportan calidez. Algunos compuestos que se relacionan con estas notas, se
citan en laFigura 6 [2, 38, 39].

Oae S
H-<
() \
H . - .
a-Cedreno b-Vetivona 11,12-Dihidronootkatona
(olor a cedro) (olor a \getiver) (olor a cedro)
H b ' | OH
H
a-Cedrol Cedranona Acetato de cedrilo
(olor a cedro) (olor a cedro) (olor a vetiver-cedro)

Figura6. Compuestos que presentan olor amaderado.

v' Ambar u oriental. Se incluyen todos aquellos basados en vainillas, resinoides,
esencias balsdmicas y notas animales, relacionados con aromas de los paises

orientales. En la Figura 7 se presentan compuestos caracteristicos de las

notas almizcladas [2, 38, 39].
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Figura 7. Compuestos que presentan olor: A. Almizclado B. Ambar
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1.1.6 TIPOS DE PERFUMES

v' Esencia o extracto: Es el perfume en su concentracion mas alta, el porcentaje

varia, segun las marcas, del 15 al 30 %. Es el tipo de perfume mas costoso.

v L’eau de parfum: es la presentacion que se utiliza cominmente; es perfume
en una concentracion de esencia menor, entre 10 al 15 %, diluida en alcohol
etilico de 90°.

v' L’eau de toilette: presenta una concentracion de esencia que puede variar del

5 al 10 %, diluida habitualmente en alcohol de 85°. Su aplicacién es

usualmente con vaporizador.

v' Agua de Colonia: Es una fragancia con un contenido de esencias que varia

del 3 al 5 % y tiene un grado alcohdlico entre 70 y 80°.

v' L’eau fraiche: Es un agua refrescante, perfumada casi siempre con poca
esencia citrica (limén o mandarina). Tiene un porcentaje de esencia bastante

bajo (1 a 3 %), diluida en alcohol de 70 u 80° [24].

1.2LA PIEL

La ciencia médica define la piel como el tegumento (del latin “tegumentum”, o "lo
gue cubre"), que recubre el organismo, y que tiene como limite los orificios
naturales, en donde se prolonga con las diferentes mucosas. La piel es el 6rgano
mas grande del cuerpo, constituye cerca del 10% del peso corporal y cubre una

superficie de 1.5 a 2 m2. La piel se encarga de proteger los tejidos internos [24,
40].

1.2.1 Composicion de la piel

La piel presenta tres capas fundamentales y funcionales: epidermis, dermis e
hipodermis (ver Figura 8) [36, 41-43].
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1.2.1.1 Epidermis: se compone, en general, de una parte superficial o cérnea, y
es la "fachada de revestimiento”, y otra subyacente de gran valor biolédgico, ya que
esta capa interviene en la formacion de elementos nuevos y en la determinacion
del color de la piel. La epidermis se subdivide, a su vez, en cinco capas: cornea,

licida, granulosa, espinosa y basal [43].

La epidermis se renueva cada 28 dias mediante una continua reproduccion,
cornificacion y descamacién (un adulto pierde 10 g/dia de escamas coérneas,
aproximadamente). Durante la llamada cornificacion las células basales cilindricas

vivas se transforman en células corneas planas sin nucleo.

La epidermis impide la penetracion de determinadas sustancias, microbios,
irritantes quimicos y alergenos, ademas de minimizar la pérdida transepidérmica
de agua [44-45]. Entre las células corneas se encuentran los lipidos epidérmicos
gue juegan un papel importante en la permeabilidad de la piel y en la regulacién
del contenido de agua y humedad. En su composicion predominan las ceramidas

(40%), los acidos grasos (25%), el colesterol (25%) y los sulfatos de colesterol.

Figura 8. Capas y anexos de la piel: 1) Epidermis, 2) Dermis, 3) Hipodermis, 4)

Foliculo piloso, 5) Glandulas sebaceas, 6) Glandulas sudoriparas.
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1.2.1.2 Dermis: también llamada el armazén o sustento de la piel. Presenta
igualmente dos capas, el cuerpo papilar y el corion o dermis propiamente dicha.
El estrato papilar constituye la frontera abrupta con la epidermis. EIl corion, como
todo tejido de sostenimiento, tiene una estructura resistente, formada por haces y
fibrillas entrecruzadas. En este entramado se encuentran elementos tan
importantes como el colageno y la elastina que constituyen el tejido de sostén de
la piel. En esta capa se encuentran los receptores del frio y el calor, al igual que

los 6rganos del sentido del tacto [46].

1.2.1.3 Hipodermis: es la capa méas interior, bajo la dermis. Separa y aisla los
tegumentos de las partes subyacentes. Su estructura es tupida y presenta unos
alvéolos llenos de grasa. La hipodermis tiene un papel de via de paso a los vasos
sanguineos y nervios que se dirigen hacia la epidermis. Erre las funciones del
tejido adiposo subcutaneo se encuentran, ademas del almacenamiento de
energia, el aislamiento del cuerpo frente al frio y la amortiguacion de los golpes

[47].

En estas tres capas, se implantan los elementos que constituyen parte de la piel,
conformandola como un todo. Formando parte del 6rgano de la piel se encuentran

también los anexos cutaneos: ufias, pelos y glandulas (ver Figura 8) [48, 49].

1.2.1.4 Pelo: constan de una parte profunda, la papila o bulbo; una intermedia o
raiz y wna externa o tallo. El tallo o pelo propiamente dicho, que es la parte
externa o visible, estd compuesto por varias capas que rodean o envuelven a la
médula, que se origina por queratinizacién de células situadas en el bulbo piloso,
transformandose en tallo al ser empujada hacia la superficie. La papila, el bulbo y
la raiz estdn constituidos por células vivas y el tallo por células muertas
cornificadas [48,50].
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1.2.1.5 Uhas: Son laminas coOrneas semitransparentes y proceden del

endurecimiento de la capa superficial de la epidermis [48,50].

1.2.1.6 Glandulas sudoriparas: estan extendidas por toda la superficie corporal,
siendo mas abundantes en la palma de las manos, las plantas de los pies y las
axilas. La parte mas significativa, la que segrega el sudor, queda alojada en la
dermis y se denomina glomérulo; su tubo secretor atraviesa la piel, abriéndose
paso hasta el orificio externo que son los poros. Estas glandulas se encargan de la
produccion del sudor por medio del cual se eliminan algunas sustancias, entre
ellas, el cloruro de sodio y ciertos metales como el cobre, el zinc, el hierro, el

plomo, el cadmio y el niquel [48-51].

1.2.1.7 Glandulas sebéaceas: Mientras que las glandulas sudoriparas son
subdérmicas, las sebaceas se alojan en la parte superior de la dermis y su tamafio
es proporcionalmente inverso al pelo con el que se anexa. Su mision consiste en
segregar grasa o sebo, de modo que lubrica la piel e impide que ésta se reseque
[48-51].

1.2.2 Funciones de la piel

La piel protege el organismo de influencias mecéanicas, quimicas, microbianas y

fisicas. Entre sus funciones se encuentran las siguientes [52]:

- Proteccion frente a: el frio, el calor, las radiaciones, la presion, la traccion, la
accion de agentes quimicos, la pérdida de agua y la penetraciéon de gérmenes y
microorganismos.

- Absorcion de determinados compuestos activos presentes en farmacos.

Secrecioén de sudor.

Termorregulacion.

Organo sensorial de la presion, el tacto, el dolor y los cambios de temperatura.
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1.2.2.1 Funcién sudoripara. Contribuye a regular la temperatura y mantener el
balance hidrico y electrolitico. Los estimulos fisicos excitan las glandulas ecrinas;
los emocionales las apocrinas. La cantidad de sudor eliminado es de un litro en
término medio, pudiendo llegar a 4 litros con temperatura ambiente muy elevada y
baja humedad. Los principales elementos y compuestos que se encuentran en el
sudor son el cloro, el sodio, el &cido lactico y la (rea [50, 51]. La transpiracion
también permite eliminar acido lactico generado durante la actividad muscular y

previene la resequedad y pérdida de elasticidad de la piel [52].

1.2.2.2 Funcion melanica. El papel de la melanina es el de proteger el estrato
papilar de la accion de la luz. Los melanocitos o melanoblastos que se encuentran
entre las células de la capa germinativa son las células que sintetizan el pigmento.
La melanina se elimina con las células corneas o es transportada a la dermis y de

alli por via linfatica a los ganglios [50].

1.2.2.3 Funcion queratogénica. La capa coérnea, dura y relativamente
impermeable constituye un manto de proteccion; sus células poco hidrdfilas, son
resistentes a los alcalis, acidos y enzimas. La queratina es elaborada por las
células epidérmicas transformando la cisteina, aminoacido azufrado reductor, en
cistina [50].

1.2.2.4 Funcion sebacea. Las glandulas sebaceas transforman los lipidos
sanguineos en sebo (adipogénesis). La cantidad de sebo eliminado varia entre 2

y 15 g por dia y es emulsionado por el sudor [50].

La importancia fisiologica del sebo no esta bien definida, sin embargo, algunas de

las funciones asignadas a esta capa lipidica son [50]:

- Barrera de proteccion;

- Regulacioén de la penetracion percutanea,;
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- Emulsificacion;
- Actividad antimicrobial;

- Precursor de la vitamina D.

Naturaleza y composicion del sebo. La pelicula lipida de la superficie de la piel
es una mezcla compleja de triglicéridos, mono- y diglicéridos, acidos grasos,
ceras, escualeno, esteroles y sus ésteres y ésteres de dioles. Son derivados de
dos fuentes principales: el producto de la secrecion de las glandulas sebaceas y
de los lipidos de la queratinizacion. La mayoria de lipidos de esta capa provienen
de las glandulas sebaceas. Cuantitativamente, los principales constituyentes son
los glicéridos, en especial, triglicéridos, ceras, escualeno y acidos grasos. Los
acidos grasos no estan presentes en el sebo fresco, pero se forman por lipdlisis de
los glicéridos foliculares, presumiblemente, por accion de lipasas bacteriales.
Ellos tienen longitudes de cadena que varian de C; a Cs, predominando los
acidos grasos de Cyy a Cig. Consisten en acidos saturados e insaturados, de
cadenas lineales o ramificadas [53-57].

Pelicula hidrolipidica. La superficie cutdnea se encuentra recubierta por la
llamada pelicula hidrolipidica, una emulsiébn de agua y grasas. Su funcion
principal como barrera exterior es la defensa frente a bacterias y hongos;
adicionalmente mantiene flexible la superficie de la piel. La pelicula hidrolipidica
varia en cantidad y composicion dependiendo, entre otros, de la zona corporal y
de factores endégenos como la temperatura, la humedad ambiental, el estrés, la
alimentacion o ciertas enfermedades; esta pelicula se forma a partir de las
sustancias procedentes de las glandulas sudoriparas y sebaceas, sustancias

derivadas del proceso de cornificacion y agua transepidérmica.

Gracias a su contenido en componentes ligeramente acidos como el acido lactico,

aminoécidos, acidos grasos libres y acido pirrolidoncarbénico, la parte acuosa de

la pelicula hidrolipidica presenta un manto acido protector. La superficie de la piel
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sana presenta un rango de pH que oscila entre 5y 6 y de 6,5 en las cavidades
fisiolégicas, mientras que el entorno interno mantiene un pH cerca del neutro, su
rango es 7,35-7 46 [58, 59].

El pH de la capa cornea juega un papel esencial en la formacion y estructuraciéon
de los lipidos epidérmicos. El medio &cido es importante para la activacion de las
enzimas para la sintesis de los lipidos epidérmicos y para la normalizacion de la

barrera de la capa cérnea tras agresiones mecénicas o quimicas [59, 60].

Al parecer el pH se relaciona con la raza y aspectos genéticos de fondo. No
existen diferencias relacionadas con el sexo. EIl pH de la superficie de la piel
permanece constante desde la nifiez hasta aproximadamente una edad de 80

afos, edad a partir de la cual hay un leve incremento en el valor de pH [58].

La transpiracion comprende principalmente agua, es una solucién diluida de
compuestos que contienen sales, compuestos no volatiles y cantidades pequefias
de componentes volatiles. El andlisis por cromatografia liquida / espectrometria
de masas (LC/MS) ha detectado la presencia de acido lactico (el lactato es un
subproducto del ejercicio), urea y varios aminoacidos (fenilalanina, leucina, valina
y alanina) [61]. Entre los principales elementos y compuestos que se encuentran
en el sudor estan el cloruro, el sodio, el lactato y la urea. Otros componentes,

presentes en menor proporcion son el calcio, fésforo, hierro y proteinas [50, 51].

El pH determinado en las gotas de agua colocadas entre la piel y el electrodo de
vidrio, depende de la concentracion de los componentes de la piel eluidos, a
menos que la piel contenga un sistema amortiguador que resiste los cambios en la
determinacion del pH en el rango de dilucidon. Se presume que algunas sustancias
estan disueltas y que el llamado pH de la piel es en realidad una medida del pH de
las sales que al parecer son elaboradas durante la maduracion del estrato comeo
[59, 62].
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1.2.2.5 Funcién de barrerade la piel

Uno de los papeles principales de la piel es actuar como barrera limitando el
transporte del agua al exterior y el movimiento hacia el interior de sustancias
aplicadas sobre su superficie. La accion de barrera de la piel impide la pérdida de
agua a través del estrato corneo, sin embargo, se presentan pérdidas minimas de

agua en el sudor y la queratinizacion.

La entrada y salida de sustancias a través de la epidermis varia segun la zona que
participa. En términos generales, la funcién de barrera es menor en las regiones
rugosas y humedas de piel delgada, y mayor en las palmas de las manos y
plantas de los pies. Las barreras normales contra la penetraciéon de todas las
sustancias se modifican en gran medida y puede desaparecer por completo en

algunas enfermedades de la piel, con el dafio de la epidermis [63].

1.2.3 ABSORCION PERCUTANEA

La piel presenta permeabilidad selectiva, debido a que esta formada, como ya se
menciond anteriormente, por varias capas, algunas de ellas muy gruesas y con
escasa irrigacion sanguinea. Se ha comprobado por medio de la utilizacién de
isétopos radiactivos que, en general, las sustancias volatiles, los gases, con
excepcion del mondéxido de carbono y las sustancias hidrosolubles que, a su vez,
son liposolubles, pueden penetrar por la superficie de la piel; por otro lado, las
sustancias muy ionizadas, electrolitos y no electrolitos hidrosolubles, las grasas,
los hidrocarburos sélidos y el agua lo hacen excepcionalmente [63]. Las
diferencias en la capacidad de absorcién se deben fundamentalmente a las
distintas solubilidades. Las sustancias que son a la vez hidrofilas y lipdfilas y las
no ionizadas atraviesan mas facilmente la barrera cutanea que las sustancias

organicas o0 inorganicas disociadas y que son Unicamente liposolubles o
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solamente hidrosolubles [64, 65]. La permeabilidad del agua, por ejemplo, es

alrededor de 0.5 mg/cm?h a 30°C, ya sea medido in vivo o in vitro [66].

Se ha demostrado la resistencia a la penetracion de agentes quimicos por parte
de la piel. Compuestos tales como el acido nicotinico y el nitrobenceno
comprueban la efectividad de las propiedades de barrera de la piel; por otro lado,
compuestos como el dinitroclorobenceno, la cafeina y el acido benzoico penetran

extensivamente [67].

Para que una sustancia se absorba por la piel debe difundirse a través del estrato
cérneo y las demas capas de la epidermis, antes de contactar los vasos capilares
sanguineos y linfaticos de la dermis y pasar al torente sanguineo. El transporte a
través de la piel es por difusion simple ya que este 6rgano no cuenta con
mecanismos de transporte activo [42, 68]. Un proceso de difusion pasiva implica
gue el flujo de soluto es linealmente dependiente del gradiente de concentracion
del soluto; de otro lado, el proceso de transporte activo involucra un mecanismo
saturable, que requiere energia para llevarse a cabo. Se ha demostrado que el
flujo percutdaneo es directamente proporcional al gradiente de concentracion, se
concluye entonces que el transporte a través de la piel ocurre principalmente por
difusion pasiva [69]. Sin embargo, en la mayoria de los experimentos de
permeabilidad la membrana no es un simplemente un material estructural inerte,

sino presenta cierta afinidad por los solutos aplicados [66].

Para las moléculas liposolubles se observa una mejor distribucion del soluto en el
estrato corneo incrementando la permeabilidad global. Las capas de la piel son
barreras mas significativas a la penetracion de moléculas polares que a moléculas
apolares. El factor determinante en el incremento de la permeabilidad de la piel
para moléculas liposolubles es la constante de distribucion para el soluto entre el
solvente y el estrato corneo. En todos los casos, a menos que el solvente dafie el

tejido, el estrato corneo es la principal barrera limitante de la velocidad de difusion,
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determinando la velocidad de penetracion, especialmente para moléculas solubles
en agua. Entre mas grande y polares las moléculas, la importancia del estrato
cérneo incrementa, porque usualmente éstas presentan constantes de difusion

mas pequenas [69].

En la epidermis existen diversos anexos, entre los que destacan los foliculos
pilosos, las glandulas sebaceas y las sudoriparas. Se ha demostrado que el paso
de sustancias quimicas se produce tanto a través de la epidermis como también a

través de dichos anexos.

La penetracion de sustancias a través de la piel se produce por varios

mecanismos Y la difusién de las moléculas puede tomar las siguientes vias:

1. Via transcelular: las moléculas se transfieren secuencial y repetidamente a

través de la barrera.

2. Viaintercelular: a través de los lipidos que rodean las células.

3. Via anexos: a través de los foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, etc.

De estas vias, la mas importante es la transcelular, donde la absorcion se produce

por difusion pasiva a través de las células epidérmicas [68, 70].

Algunos estudios han demostrado que los foliculos pilosos y las glandulas
sudoriparas y sebaceas juegan un papel secundario como via de absorcion y que
el transporte a través de estos anexos hace una pobre contribucion al flujo
percutaneo global a través de la piel, sin embargo, es una ruta que ha mostrado
ser significativa durante el periodo inicial de la penetracion percutanea, solo
durante un breve periodo después de la aplicacion (aproximadamente 5 min
después de la aplicacion) la absorcion a través de los anexos es mayor que en el
estrato cérneo. La absorcidén por los apéndices ocurre por difusién e involucra

sustancias solubles en agua principalmente. Después de la fase inicial, la mayoria
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de la absorcién percutanea tiene lugar a través del estrato corneo, el cual tiene un

area de superficie mayor [69, 71].

Para la via de permeacion se propone la coexistencia de rutas polares y no
polares y se proponen los lipidos intercelulares como un factor determinante de la
velocidad de penetracion. Se ha demostrado que la variacion en la permeabilidad
de la piel esta relacionada con diferencias cuantitativas en el contenido de lipidos
y no en el espesor del estrato cérneo o nimero de corneocitos. Se ha propuesto
que las proteinas filamentosas actian como la via polar y los lipidos constituyen la

via no polar [51, 69].

La velocidad de absorcion depende de varios factores, entre los cuales se tienen
[70]:

» Laconcentracion del analito;

» Lamagnitud y localizacién en el cuerpo del area expuesta;

» La condicién de la piel. La hidratacion, quemaduras y ciertas enfermedades,
gue incrementan la permeabilidad;

» La velocidad del flujo sanguineo;

* Latemperatura y la humedad ambiental;

* La interaccién con otras sustancias que puedan modificar la permeabilidad de
la piel.

La mayoria de biomembranas tiene como funcién intercambiar material, por el
contrario, el estrato cérneo previene o controla estrictamente el transporte de
moléculas. La absorcion percutanea involucra la siguiente secuencia de eventos
[69, 71]:

1. Reparticion de la molécula entre la fase del vehiculo y el estrato cérneo;
2. Difusién a través del estrato cérneo;
3. Reparticion del estrato corneo a la epidermis;
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4. Difusion a través de la epidermis y la dermis;
5. Capilaridad.

La penetracion a través de la piel ocurre cuando una sustancia se mueve a través
de la epidermis o de los foliculos, hasta la dermis, donde pasa a la via
microvascular [69]. Los principales factores que influencian este fendmeno pueden

ser clasificados dentro de cuatro grupos [72]:

1. Sustancia: propiedades fisicoquimicas tales como la carga, la concentracién, el
tamafio molecular, la volatilidad y la solubilidad en los vehiculos determinan la

velocidad de absorcion.

2. Condicion de la piel: la capa cérnea actia como una barrera frente a la

penetracion de sustancias. La especie, edad, region del cuerpo, circulacion local,
temperatura de la piel, contenido de agua de la capa cornea y la existencia de

dafos o enfermedades disminuyen o incrementan la velocidad de absorcion.

3. Ambiente: La humedad, la temperatura y la inmersion en agua alteran la

penetracion.

4. Exposicion: El numero de aplicaciones y la duracion del contacto.

1.2.3.1 Factores que afectan la absorcion percutanea

Los principales factores que afectan la penetracion percutdnea pueden ser

clasificados dentro de dos categorias: bioldgicos y fisicoquimicos [69].

1.2.3.1.1 Factores bioldgicos

- Edad de la piel. Se ha demostrado que la pérdida transepidérmica de agua es
independiente de la edad, sin embargo, la capacidad de retencion si es

dependiente. Con la edad la piel disminuye la permeabilidad a moléculas
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relativamente polares. Para moléculas lipofilicas no se encuentran diferencias

relacionadas con este parametro [69].

- Condicion de la piel. La penetracidon percutanea a través de la piel afectada o
enferma es considerablemente diferente a la que se da en el tejido intacto. Las

alteraciones en el estrato corneo usualmente incrementan la permeabilidad [69].

- Ubicacion. El coeficiente de permeabilidad de determinada molécula a través
del estrato cérneo es inversamente proporcional al espesor de la membrana. Sin
embargo, la permeabilidad se relaciona en mayor grado con el tamafo de los

corneocitos y la composicion lipidica del estratocérneo.

- Metabolismo de la piel. La piel posee la capacidad de metabolizar ciertos
permeantes y su transporte es considerablemente méas réapido gracias a la
actividad enzimatica. La epidermis convierte las moléculas lipofilicas en
compuestos mas polares (mas solubles en agua) para promover su penetraciéon a
través de la piel y facilitar su eliminacion por medio de la pérdida transepidérmica

de agua [69].

- Circulacion. Los cambios en el flujo de la sangre a través de la dermis puede
afectar la absorcion percutanea. Soélo si el transporte a través del estrato corneo
es muy rapido, la velocidad de flujo de la sangre puede controlar la penetracion.

Otros factores, tales como el sexo y la raza, han sido sugeridos como influyentes
en la extension de la penetracion, sin embargo, esto no se ha demostrado [69].
Algunos estudios reportan que las diferencias entre el grado de afeccion de la
barrera de permeabilidad de la piel y la velocidad de recuperacion del tejido para
pieles con un grado similar de pigmentacién, pero diferente raza y género, no son
significativas. Se encontré que el tipo de piel es més relevante en la funcion de la
barrera que la raza o el sexo. Las pieles mas oscuras presentan menor
permeabilidad que las pieles mas claras. Algunos estudios morfolégicos

demuestran que a pesar que el espesor del estrato cérneo es igual para blancos y
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negros, este Ultimo presenta mas capas de células, asi un estrato cérneo mas
denso puede explicar las diferencias de permeabilidad; adicionalmente, presentan
una reconstitucion mas rapida del estrato cérneo debido a una mayor produccion
de lipidos en respuesta al dafio del tejido. El mayor contenido de lipidos es una
prediccion mas importante acerca de la funcion de barrera que el espesor o el

numero de queratocitos [73].

1.2.3.1.2 Factores fisicoquimicos

- Hidratacion. La hidratacidon del estrato cérneo promueve la absorcidn
percutdnea de algunos compuestos quimicos a través de la piel.

- Afinidad. La unién de varias moléculas a algunos componentes de la piel
retarda la absorcidn percutanea. Si los compuestos presentan una fuerte
afinidad por el estrato corneo, el paso al torrente sanguineo puede verse

impedido, sin embargo, esta situacion es generalmente reversible [69].

- Temperatura. La temperatura del estrato corneo se encuentra en el rango de
30 a 32 °C. Los gradientes de temperatura tienen efectos despreciables en las
propiedades de transporte de la piel. Cambios normales de la temperatura,
alrededor de unos pocos grados centigrados tienen un efecto pobre sobre la
permeabilidad. Un cambio de 10°C en la temperatura duplica la permeabilidad in
vitro. La hidratacion incrementa la constante de permeabilidad, pero este

incremento es pequeiio comparado con el incremento debido a la temperatura
[69].

En resumen, la absorcién percutanea es un proceso afectado por mudltiples
factores. EIl estrato cérneo es la capa menos permeable de la piel y sus
propiedades determinan las velocidades de transporte de las moléculas hacia la
epidermis, la dermis y el sistema circulatorio. El estrato cGrneo es principalmente

una barrera lipofilica, que previene la pérdida excesiva de agua y protege al
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organismo frente al contacto topico de agentes quimicos. Su composicion Unica

de corneocitos y lipidos determina su baja permeabilidad [69, 74].

Los estudios in vivo sobre penetracién en la piel son usualmente realizados en
animales o en humanos, aplicando el compuesto a probar sobre un area de piel
definida. El porcentaje excretado de la dosis del compuesto aplicado tépicamente
es determinado en la orina o en las heces, esta cantidad es dividida en la fraccion
recuperada en la orina 0 en las heces, de una dosis inyectada del compuesto,

para corregir las pérdidas ocasionadas por otros medios de excrecion [16].

Idealmente las pruebas de las formulaciones topicas en general deberian llevarse
a cabo in vivo sobre humanos, pero ésto es imposible, especialmente en las
etapas de desarrollo de farmacos donde la toxicidad o irritacion causada por
nuevas drogas se desconocen. Los cortes de la piel humana se utilizan para
realizar estudios in vitro debido a la alta correlacion existente entre los resultados
obtenidos in vitro e in vivo [58].

El uso de preparaciones in vitro de la piel humana para estudiar la absorcion
percutanea es ampliamente utilizado y parece ser una buena aproximacion para
los sistemas vivos. Al evaluarse la permeabilidad de algunos compuestos
organicos como el acido acetilsalicilico, el acido benzoico, la cafeina, el fenol, la
urea y el dinitroclorobenceno, entre otros, por los métodos in vitro y compararse
con los in vivo, se encontré concordancia cualitativa entre los dos métodos y una
excelente correlaciéon entre la cinética de absorcién de los dos procesos.
Cuantitativamente, no se observa una relacion tan estrecha, aunque se distinguen
adecuadamente los compuestos de alta permeabilidad y los de baja y se clasifican

aproximadame nte en el mismo orden encontrado en las pruebas in vivo [75, 76].
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Efecto del tipo de vehiculo sobre la penetracion en la piel

El contacto con numerosos solventes organicos disminuye la capacidad de barrera
de la piel, la magnitud de este decrecimiento depende del tipo de solvente y el

tiempo de contacto con éste [77].

Algunos de los factores que determinan la velocidad de penetracibn de un
compuesto neutro en y a través de la piel normal son [78]:

Concentracion del compuesto en el vehiculo;
. Tamano de la molécula penetrante;
. Solubilidad caracteristica del compuesto;

. Caracteristicas del vehiculo como solvente;

® o 0 T

. Temperatura.

Se ha estudiado la influencia de algunos vehiculos empleados en la industria de
cosméticos, como son el etanol, mezclas de etanol-agua, emulsiones, lociones y
ung?entos, sobre la penetracién de alcohol bencilico, eugenol e isoeugenol, a
través de la piel humana. Todos los vehiculos evaluados favorecieron la
absorcion de los compuestos en la piel. La penetracién de cada compuesto mostro
una tendencia a incrementar en relacion directa a la proporcion de agua a etanol,
lo que sugiere que el aumento en la cantidad de agua en los vehiculos aumenta la
hidratacion del estrato cérneo, facilitando el movimiento de las moléculas a través
de la barrera. Adicionalmente, la menor solubilidad de cada compuesto en agua
que en etanol, conduce a un decrecimiento de la solubilidad del compuesto
directamente proporcional a la relacion de agua a etanol. La menor afinidad del
vehiculo por el compuesto favorece la interaccion entre este ultimo y la piel [79].
Por ejemplo, los alcoholes polares (como etanol y propanol) penetran mas
rapidamente desde vehiculos no polares (isopropil palmitato, aceite de oliva y

aceite mineral) que desde vehiculos polares (salinos) [78, 80].
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Para ciertas aplicaciones, como las drogas topicas se desea que los vehiculos
promuevan la absorcion de los compuestos activos, sin embargo en los
cosméticos, desde un punto de vista de la seguridad de la piel, es mas
conveniente el uso de vehiculos que disminuyan la absorcién de ingredientes

tales como las fragancias [79].

Penetracion de compuestos fragantes

Debido al potencial para inducir dermatitis alérgica de contacto, los perfumes son
cuidadosamente ensayados para determinar la seguridad dérmica previo a la

incorporacion en los productos cosméticos [81].

Se ha evaluado la penetracion a través de la piel de algunos compuestos de tipo
fendlico, salicilato s, cindmico y bencilos, cominmente empleados en los productos
cosméticos. Compuestos como el alcohol bencilico penetran mas rapidamente la
piel humana, seguido por eugenol, dihidroeugenol y acetato de bencilo. La
penetracion de los compuestos cindmicos (aldehido a-amil y a-hexil cinamico,
alcohol a-amilico y a-hexil cindmico), benzoato de bencilo, bencilo e isoamilo
salicilato fueron minimas. Se observé también que, para este caso, los
compuestos con mayor solubilidad en agua penetraron la epidermis en mayor

grado que aquellos menos solubles [82].

1.2.4 PIGMENTACION DE LA PIEL

El color de la piel esta determinado por varios factores: a). La presencia de
carotenos: b). La cantidad de sangre de los vasos sanguineos, cuyo color
depende, a su vez, del estado de oxidacion o de reduccion de la hemoglobina: c).
La cantidad de melanina de la epidermis.
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En la capa basal de la epidermis existen aproximadamente dos billones de
glandulas especiales, denominadas melanocitos, que secretan un pigmento
amorfo (melanina), el cual es responsable de las diferencias de color que se
presentan en la piel, cabellos y ojos en el ser humano. Este pigmento, ademas de
impatrtir el color de la piel, tiene como funcién protegerla de la accién de los rayos

solares [30].

Los melanocitos estan situados a lo largo del plano de union de la epidermis con la
dermis y en la papila pilosa, en la cual son responsables del color del cabello. En
el citoplasma celular se desarrolla una agrupacion enzimatica, con la cual se forma
un granulo intracelular llamado melanosoma, en donde se sintetiza el pigmento,
gue posteriormente es asimilado, por las células corticales del cabello o por la
epidermis [30]. La pigmentacion debida a la melanina involucra su elaboracion y
distribucion por parte de los melanosomas. Los melanocitos son los Unicos
productores de melanina en la epidermis, las células epidérmicas son el vehiculo
de distribucién de la melanina [83].

Se ha demostrado que la intensidad de la pigmentacion total de la piel depende
mas de la actividad de los melanocitos y de la concentracion total de melanina
formada, que del niumero total de melanocitos presentes en las diferentes razas o
de su distribuciéon en diferentes areas. La intensidad es controlada principalmente
por factores genéticos que gobiernan el color, tanto de la piel como del cabello y
los ojos; o por estimulaciones externas como el calor, rayos X, inflamacién y luz
solar. La piel de una persona morena contiene una cantidad intermedia de
melanina, mientras que una persona de piel negra estd profundamente
pigmentada, con un contenido de melanina mayor [30, 83]. La amplia variacion
racial existe debido al contenido de melanina de la piel. Incluso en personas de la
misma raza, la cantidad de pigmentacién depende de la estacién, el grado de
exposicion al sol y la capacidad individual de formar el pigmento después de

exponerse al sol [83].
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La contribucion al color de la piel hecha por los vasos sanguineos, se debe
principalmente a las ramificaciones venosas superficiales, que corren paralelas a
la superficie de la piel. El matiz de la piel depende de la apariencia rojiza o
azulosa producida por la proporcion variable de hemoglobina oxidada o reducida
en los vasos de la piel y esta proporciéon, en su turno, depende de la velocidad de
flujo de la sangre a través de la piel. A una velocidad de flujo mas rapido, mas
hemoglobina oxidada proveniente de las arterias llega a las venas, entonces, la
apariencia de la piel es rojiza. La profundidad de la coloracién depende del calibre

y del estado de engrosamiento de las venas superficiales [83].

1.2.4.1 Sintesis de melanina

En la Figura 9, se presenta un esquema de la sintesis de la melanina, formada

por la polimerizacién de derivados oxidados de la tirosina.

La tirosina, un cromoégeno incoloro, sufre una hidroxilacion en presencia de
oxigeno y de la enzima tirosinasa, formando el compuesto denominado DOPA
(dihidroxifenilalanina); este ultimo es deshidrogenado bajo las mismas condiciones
anteriores, formando DOPA-quinona. La DOPA-quinona es inestable y sufre un
reordenamiento a la forma del compuesto indol, leucodopacromo, el cual por
deshidrogenacién forma dopacromo, un pigmento rojo que presenta una absorcion

maxima a 305y 475 nm.
Posteriormente, ocurre la descarboxilacion y reordenamiento a 5,6-dihidroxiindol,

gue sufre la oxidacion a indol-5,6-quinona. Este uUltimo es el monémero que se

polimeriza formando tirosina-melanina y, finalmente, melanina [52, 83].
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Figura 9. Sintesis de melanina.

1.3 PERCEPCION DEL OLOR: ESTRUCTURA Y MECANISMO

Se ha observado que la interaccion de las moléculas odoriferas con los receptores

del olor es uno de los factores determinantes en la percepcién de una fragancia,

es decir, la importancia de los componentes de un perfume no radica en la

concentracion en la que se encuentran en éste, puesto que la mayoria de los

compuestos que le brindan el caracter a una fragancia, se encuentran en muy

bajas concentraciones y aunque en la actualidad existen métodos de analisis que

presenta n alta sensibilidad, dichas concentraciones no alcanzan a ser detectadas.
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Si bien, el propésito de este trabajo no es determinar la relacion de los
compuestos del perfume con la percepcién de su olor, es de interés conocer

algunas generalidades del tema enunciadas a continuacion.

1.3.1 Teorias de la percepcion del olor

El término olor se refiere a los efectos biologicos, fisicos y sicolégicos, causados
por la irteraccidén entre estimulantes quimicos (aromas y fragancias) y el sistema
olfativo de los seres vivos [3].

Entre 1950 y 1965 surgieron varias teorias que proporcionan una conexion entre
las propiedades de las moléculas odoriferas y la estimulacion olfativa. A
continuacion se presenta un breve resumen de las principales teorias del olor,
dentro de las cuales las teorias de John Amoore y Robert Wright, fueron de

importancia [84].

= R. W. Moncrirff, entre 1949-1961 propuso su teoria en la cual sugeria que el
sistema olfatorio se disponia de varios tipos de receptores, cada uno de los
cuales corresponde a un olor basico [84].

= John Amoore en los afios 50 propuso su Teoria estereoquimica donde
postula que los receptores de los olores tienen una configuracion que puede
alojar una forma especifica, de manera que cuando llega una molécula con la
forma y el tamafio apropiados, ésta ocupa el lugar en el receptor y envia una

respuesta olfativa.

= Robert Wright entre los afios 50 y 60 propuso su Teoria vibracional en la cual

sugiere que las moléculas absorben y emiten vibraciones, las cuales afectan a
su vez las terminales de los nervios olfatorios y finalmente emiten un impulso al
bulbo olfativo [84].
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Estas teorias funcionaron bien sélo con algunas moléculas odoriferas pero fallaron
con otras. Las investigaciones continuaron durante muchos afios y permitieron
establecer que el mecanismo por el cual se percibe una fragancia u otros
estimulos externos transportados por el aire, esta asociado al sistema olfativo y a
un érgano sensorial identificado como érgano vomeronasal (VNO). Este ultimo, al
parecer podria mediar en la comunicacion de la informacion olfativa (o feromonal)
relacionada con la personalidad, el género y el estado reproductivo B5-89]. La
anatomia del sistema offativo y la localizacion del VNO se muestran en la Figura
10.

Bulbo olfativo

Nervio olfativo

”

Hueso frontal

T

Cilios

Epitelio olfativc

Fosa nasal Hueso esfenoide

Figura10. Anatomia del sistema olfativo y localizacion del VNO.

En 1991, se publicd un avance en la investigacion olfativa, con base en un trabajo
realizado en la Universidad de Columbia. Se identifico la proteina receptora del
olor y se planted un mecanismo por el cual se percibe una fragancia u otro olor
[86, 87].

Las moléculas odoriferas primero encuentran un gran numero de neuronas
especializadas en el epitelio olfativo, ubicado en la parte superior de la cavidad
nasal. Estas neuronas olfativas estan bafiadas en una sustancia mucosa

(membrana lipidica) y poseen cilios especiales para extenderse en la mucosa y
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recibir las moléculas odoriferas. Los cilios de las neuronas olfativas contienen

gran cantidad de receptores del olor finamente entubados.

En el bulbo olfativo, la informacion llega al glomérulo y el patrén de respuesta
establecido es transportado al cerebro para su decodificacién. La sefal es
procesada en medio del cerebro, en el area conocida como sistema limbico. Dos
organos en este sistema han sido identificados como receptores de la informacion
olfativa: la amigdala y el hipocampo. La amigdala es un centro emocional que
también responde al miedo y otros sentimientos fundamentales, mientras que el
hipocampo es un centro de la memoria, de aqui la capacidad de que un estimulo
olfativo afecte las emociones y la memoria.

Hay aproximadamente 1000 receptores de los olores y se estima que 10000
olores pueden ser distinguidos; la explicacion a éto es que un solo receptor
puede reconocer varias moléculas odoriferas, una molécula odorifera es
reconocida por varios receptores y diferentes moléculas odoriferas son
reconocidas por diferentes combinaciones de receptores. ElI patron de
reconocimiento permanente en el glomérulo es crucial para la memoria de los
olores porque las células olfatorias tienen tiempos de vida cortos. Diferentes
sustancias odoriferas activan diferentes combinaciones de glomérulo. Un
incremento en la concentracion de la sustancia odorifera incrementa el nUmero de

glomérulos que dan respuesta al estimulo.

Una propiedad fundamental de la percepciéon olfativa es que la calidad y la
intensidad del olor, con frecuencia no presentan una relacion lineal con la
concentracion del olor, ademas, a concentraciones muy altas de una sustancia
odorifera podria activar receptores adicionales y cambiar la calidad del olor
percibido [85-90].
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1.3.2 Relaciéon entre la estructura quimica de un compuesto y sus

propiedades olfativas

Desde hace mas de 50 afios la busqueda de una relacion entre la estructura
molecular de un compuesto y su olor, ha sido mas que un reto al cual se han
enfrentado numerosos investigadores. El trabajo quimico cuidadoso acompafado
de diversas pruebas sensoriales, ha permitido establecer algunos resultados
interesantes [91, 92].

= Cambios en la potencia: se ha observado que algunos compuestos con olores
especificos (por ejemplo, almizcle y &mbar) presentan cambios en la potencia
del olor pero no en la calidad de éste, cuando se realiza una pequefia

modificacion en su estructura:

En la Figura 11 el compuesto (A) presenta un fuerte olor parecido al almizcle,
mientras que su epimero (B) presenta levemente el mismo olor. Los compuestos

(C) y (D) apenas poseen el olor almizclado.

CH, CHy
CH CH,
HO HO
H H
A. ?'®— Androsten-3a-ol B. ?'°— Androsten-3b-ol
CH, CH,
CH3 CH3
HO HO
H H
C. ?'®— Aetiocholen-3a-ol D. ?'®— Aetiocholen-3b-ol

Figura 11. Compuestos con olor a almizcle .
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La adicidon de grupos metilo a compuestos de la serie orto almizclado altera la

intensidad del olor sin cambiar la calidad del mismo (ver Figura 12) [91].

Débil Fuerte Fuerte Débil
: % ° %j(\jg%o Zj/\:(fo §©¢°

Débil Fuerte Dénil Dénil

Figura 12. Intensidad del olor de los compuestos orto almizclados sustituidos con

un grupo metilo.
Cambios en la calidad: en algunos casos se determind que enantidmeros,

epimeros y otros compuestos hidrogenados presentan diferencias en la calidad del

olor, pero su potencia presenta modificaciones poco significativas (verFigura 13).

Ty WOy

Nootkatona 4-epi- Nootkatona
(olor a frambuesa) (leve olor a madera)
1,10-Dihidronootkatona Tetrahidronootkatona
(suave olor a frambuesa) (intenso olor a madera)

Figura 13. Cambios en la calidad del olor de algunos compuestos.
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Cambios en la potencia y la calidad: existen series de compuestos (por ejemplo,
algunas lactonas) que presentan olores e intensidades diferentes al realizar la

sustitucion de diferentes grupos alquilo (ver Figura 14).

CeH, { o o CgH;. o o) C,H/Z O O CgH17/ (@] (@]

3 15 , .
Coco Durazno Melocotén Durazno -almizcle

Figura 14. Cambio en el olor de algunas g-lactonas con el tamafio del grupo
alquilo sustituyente.

Pequefias variaciones realizadas sobre algunas estructuras de moléculas, como
ruptura de cadenas carbonadas, introduccion de insaturaciones, cambio de
posicion de enlaces dobles o triples, formacion de isbmeros geométricos cis/trans,
epimeros axial y ecuatorial, pueden causar una notable diferencia en el tipo de

olor (ver Figura 15).

A.
HO
3-iso-Camfanil ciclohexanol (a) 3-iso-Camfanil ciclohexanol (e)
Fuerte olor a sandalo inodoro
B.
=0 =0
H,C
4-iso-Camfanil ciclohexanona 2-Metil-4-iso-camfanil ciclohexanona
(olor a madera) (olor parecido a orina)
H H
C.
H
X CHO N
H HO
trans-Hex-3-enal cis-Hex-3-enal
(grasa vegetal) (hierba natural)

Figura 15. Cambio en el olor de acuerdo con algunas modificaciones en la
molécula. A. Formacion de epimeros axialecuatorial B. Metilacién C. Formacion
de isbmeros cis-y trans-.
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Se ha observado competencia entre los cambios en la estructura molecular y los

cambios en el grupo funcional. Con frecuencia un cambio en la estructura de una

molécula tiene mas influencia sobre el tipo de olor, que un cambio en el grupo

funcional:

Geraniol: EjCHZOEt

Etil éter
(floral-frutal)

Nerol: ﬁiﬂ

Etil éter
(verde natural)

i:CHZOEt

Etil éter
(verde floral)

Etil éter
(floral suave)

Citronelal:

(\:[CHZOAC >~ _CHCHAC
| |

Acetato acetona
(floral-frutal) (floral-frutal)
Eﬁ'ﬁm iCH CH,AC
Acetato Acetona
(verde natural) (verde natural)
EjCHZOAC E:CHZC H,AC
Acetato Acetona
(verde floral) (verde floral)
@iﬁ Eﬁzc\HZAC
Acetato Acetona
(floral suave) (floral suave)

Figura 16. Cambios en el olor producidos por modificaciones en la estructura o en

el grupo funcional de una molécula.



1.4 EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DEL PERFUME APLICADO
SOBRE LA PIEL

Dependiendo de la propiedad de la piel que estard bajo estudio, se realiza la
caracterizacion de ésta, determinando el contenido de grasa, humedad, textura,

color o pérdida transepidérmica de agua (TEWL), segun el caso [93].

En la actualidad, uno de los métodos mas empleados para la clasificacion de la
piel es el de Fitzpatrick, segun el cual el color de la piel se clasifica dentro de seis
fototipos de acuerdo con la cantidad minima de mJ/cm? requeridos para producir
un eritema (MED) en la superficie de la piel expuesta P4]. Opcionalmente, el
historial del comportamiento de la piel bajo la accion de la radiacién solar también
permite determinar el color de ésta cuando no es fundamental realizar una
clasificacion rigurosa 0 no se dispone de los equipos necesarios. En la Tabla 1 se
presentan los rangos minimos necesarios para producir un eritema y las
consideraciones acerca de la sensibilidad a la radiacion UV, que se tienen en

cuenta para la asignacion de los diferentes fototipos asociados al color de la piel.

Tabla 1. Fototipos de la piel humana y su reactivad a la luz solar.

Colordela Rango MED

Fototipo . 2 Sensibilidad a la radiaciéon UV
piel (mJ/cm®)
Siempre se quema facilmente, no presenta
I Blanca 15-30 oscurecimiento o pigmentacion inmediata, nunca se
broncea.
Siempre se quema facilmente, muestra trazas de
1 Blanca 25-40 oscurecimiento o pigmentacion, bronceado minimo y
con dificultad.
1 Blanca 30-50 Se quema  poco, leve  oscurecimiento o
pigmentacion, bronceado gradual y uniforme.
vV Morena 40-60 Se quema poco, mediano oscurecimiento o
clara pigmentacion, siempre se broncea bien.
vV Morena 60-90 Raramente se quema, pigmentacion moderada,
bronceado profundo.
VI Negra 90-150 Nunca se quema, intensa pigmentacion, bronceado

muy profundo.
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Se ha demostrado [93, 95] que algunas propiedades de la piel como la cantidad de
grasa, textura y color, entre otras, afectan el proceso de evaporacion de las
fragancias aplicadas sobre ésta, dando como resultado una percepcion diferente
del aroma del perfume antes y después de su aplicacion. Por esta razén, existe
un gran interés en evaluar los factores de la piel que influencian el comportamiento

de diferentes moléculas fragantes.

La sustantividad, que se refiere a cuanto perdura un perfume sobre la piel y la
difusividad, que se relaciona con el perfil del olor del perfume a diferentes
distancias de la piel, definen el desempefio de un perfume [93]. Cuando una gota
de fragancia se aplica sobre la piel, muchas moléculas desde el méas bajo punto de
ebulliciobn hasta el mas alto, indiferente de su peso molecular, el punto de
ebullicion y la presion de vapor, forman un “aura” que eventualmente llega a la
nariz y da la impresion de una fragancia. La composicion de esta aura depende

de la propiedad inherente a cada molécula fragante conocida como difusividad.

Un estudio realizado por Baydar y col. encontré que el pH de la piel,
aparentemente no afecta la sustantividad o la difusividad de las fragancias
aplicadas sobre la piel [93]. También se encontr6 que la cantidad de fragancia en
el headspace de la piel seca es més intensa que en el headspace de la piel grasa.
Se observo que las fragancias se distribuyen mas sbre la piel seca (aspera)
comparada con la piel grasa (mas suave), debido posiblemente a que los surcos
de la piel seca son mas abiertos y planos, lo que facilita la evaporacion de las
moléculas fragantes [93]. También se ha determinado que el sexo y la raza no

afectan significativamente la emision de la fragancia [95].

La piel es una barrera biolégica que permite la absorcion de sustancias por
difusion pasiva. El estrato corneo es el mayor impedimento para la absorcion
transepidérmica y es el componente limitante en el proceso de difusion [17]. La
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piel y sus anexos representan un importante 6rgano excretor que juega un papel
vital en el proceso de destoxificacion y el mantenimiento del balance
homeostatico. Las sustancias que no atraviesan la barrera son estructuralmente
largas o grandes, como microorganismos, proteinas y polimeros de mas de 5000
Da, o compuestos polares, tales como azucares. El proceso de absorcién se
aplica claramente a compuestos quimicos fragantes porque son compuestos de
tamano y polaridad intermedios, por lo tanto, la interaccion entre la piel y éstos es
considerable e influencia el proceso de evaporacion de la fragancia, el estado de

la piel, entre otros [17].

Los ingredientes fragantes de perfumes y cosméticos son la mayor causa de
dermatitis alérgica de contacto [96]. Se evalu6 la reaccion alérgena de una
mezcla de perfumes en una poblacién de 3580 personas, y se encontré una
respuesta positiva en el 13,5% de la poblacion; el geraniol, el eugenol, el
isoeugenol, el hidroxicitronelol y los derivados cindmicos se plantearon como
posibles responsables hasta del 86% de los casos de alergia desarrollados [97].
Los almizcles nitrados son una serie de compuestos estructuralmente similares,
nitrosustituidos, usados como agentes fijadores en productos cosméticos y de
cuidado personal. Dentro de ellos, el almizcle ambrette fue reportado como un
fotosensibilizador y neurotoxico, mientras que el almizcle xilol parece ser

carcinogénico [4].

Son varios los factores que inciden sobre la perduracién de una fragancia sobre la
piel. Se ha observado, que la grasa de la piel ayuda a extender y retener las
moléculas aromaticas de una fragancia, por lo tanto, cuanto mas grasosa es la

piel, mas tiempo perdura la fragancia.

Se ha determinado que algunos compuestos, tales como ftalatos, siliconas, etc.,
cuando forman parte de la composicion de un perfume, incrementan su
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perduracién y se ha reportado que su uso en cantidades prudentes tiene un
pequefio efecto sobre la intensidad del perfume [97]. Por otra parte, se establecio
gue la jasmona y los jasmonatos proveen larga duracion a los perfumes, asi como,

notas finales agradables a jazmin [98].

La interaccion quimica entre los componentes de un perfume, la adsorcion,
difusién y la velocidad de evaporacion sobre la piel, contribuyen a brindarle a éste
su caracter especial. Una fragancia debe tener una buena difusion durante su
uso, es decir, debe ser percibida con intensidad después de aplicar el producto
[95]. La difusion de una fragancia en la piel esta determinada por parametros,
tales como la temperatura, la concentracion de la fragancia sobre la piel y la

intensidad de ventilacion [6].

El potencial de evaporacion de un compuesto aplicado sobre la piel, esta
relacionado con la presién de vapor, las condiciones ambientales (temperatura,
humedad y flujo de aire), la interaccion del compuesto con el vehiculo en el que se
encuentra y con la superficie de la piel (como penetracién, union o reaccion
guimica) [16]. En general, se ha demostrado que las pérdidas por evaporaciéon
son mas grandes bajo flujos de aire mayores, excepto para compuestos con
presion de vapor muy pequefias; por otra parte, el aumento de la temperatura
contribuye al aumento en la penetracion cutanea. El incremento de la humedad
relativa muestra un aumento en la permeabilidad de los compuestos hidrofilicos,

siendo indiferente para aquellos lipofilicos [16].

Una molécula es realmente percibida por la difusién de sus moléculas. La difusion
es una propiedad inherente a cada componente y es independiente de su peso
molecular, su punto de ebullicion y su umbral de olor. Dependiendo de la piel o
del tipo de moléculas fragantes puede presentarse o no un efecto significativo

sobre la emision de éstas [95].
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1.4.1 Microextraccion en fase soélida

El desarrollo y aplicacion de metodologias para la determinacion de la
composicion quimica de aromas y mezclas similares es una tarea desafiante; esto
es consecuencia de algunas propiedades generales inherentes de dichas

mezclas, a saber [3]:

= La concentracion de algunos analitos en las fragancias puede ser

extremadamente baja;

= Muchos aromas son mezclas demasiado complejas de sustancias de diversa

polaridad y volatilidad;

= Algunas sustancias odoriferas tienen estabilidad quimica limitada, como

resultado, presentanreacciones de fotdlisis, oxidacion y otras.

Dentro de las técnicas empleadas para la caracterizacion quimica de fraganciasy
para evaluar su perfil de evaporacion después de ser aplicadas sobre la piel, se
encuentran los métodos headspace (HS): HS estatico (S-HS) y HS dinamico (D-
HS). Este ultimo, a pesar de permitir la concentracion de compuestos volatiles, es
un método costoso y poco practico. Por otra parte, aunque el S-HS es un método
sencillo, su sensibilidad no es suficiente para el analisis de los compuestos

volatiles presentes en concentraciones bajas [100].

Microextraccion en fase solida es una técnica relativamente nueva reportada por
Arthur y Pawliszyn en 1990 [100]. Fue introducida como una técnica de
preparacion de muestras libre de solventes para andlisis de compuestos volatiles y
semivolatiles, en muestras sdlidas, liquidas y gaseosas para el analisis mediante
GC, GC-MS o HPLC.
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La unidad de SPME consta de una fibra de silice fundida recubierta con una fase
estacionaria; la fibra estd unida a un soporte de acero inoxidable y es acoplada a
un dispositivo especial semejante a una jeringa (ver Figura 17). Durante el
proceso de SPME la fibra es expuesta a la muestra o su headspace, donde ocurre
la reparticion de los analitos entre la fase estacionaria y la matriz, es decir, los
analitos son absorbidos o adsorbidos por la fase estacionaria, dependiendo de la
naturaleza del recubrimiento (poli(dimetisiloxano), PDMS; poliacrilato, PA; entre
otras) hasta que se alcanza el equilibrio en el sistema [101]. La cantidad de un
analito extraido en el equilibrio es determinada por la magnitud de la constante de

distribucion del analito entre la matriz y la fase estacionaria [6, 100, 102].

Figura 17. Dispositivo empleado para la microextraccion en fase sélida (SPME).

Después de la extraccion y concentracion de los analitos, €stos son introducidos al
cromatografo de gases, colocando la fibra en el puerto de inyeccion donde ocurre
la desorcién térmica de los analitos. El mango del dispositivo (holder) esta
equipado con una escala para medir la profundidad de exposicion de la fibra, lo
gue hace posible el control de la repetitividad de las inyecciones [6, 100, 102].
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El tiempo necesario para lograr la adsorcion (o absorcion segun el tipo de fibra)
durante el muestreo por SPME, depende de las propiedades de la matriz y del
analito. Es posible realizar el analisis cuantitativo antes de alcanzar el equilibrio en
la distribucion de analitos entre la matriz y la fase estacionaria, una vez las

condiciones y el tiempo de muestreo se mantienen constantes [103, 104].
El muestreo puede ser efectuado en tres modos basicos:

- Extraccion directa: el recubrimiento de la fibra es insertado dentro de la muestra
y los analitos son transportados directamente desde la matriz hasta la fse
estacionaria; para aumentar la velocidad de la extraccion, ésta puede
acompafarse de agitacion para transportar los analitos desde el volumen de la

muestra hasta la vecindad de la fibra.

- Extraccion en el modo headspace: los analitos son extraidos de la fase
gaseosa, que se encuentran en equilibrio con la matriz; de este modo, se
protege la fibra de los efectos adversos causados por la adsorcion de los
componentes no volatiles, sustancias de alto peso molecular presentes en la
matriz (por ejemplo, &acidos humicos o proteinas). En el modo headspace
también es posible realizar algunas modificaciones, incluyendo ajuste de pH de

la matriz, sin afectar la fibra.

- Extraccion con membrana de proteccion: la fibra es separada de la muestra por
una membrana selectiva que permite a los analitos atravesarla, bloqueando las
interferencias, ésto se hace con el fin de proteger la fibra de cualquier efecto
adverso causado por los componentes de alto peso molecular y muy polares,
presentes en muestras complejas y/o muy contaminadas. Mientras la extraccion
en el modo headspace tiene el mismo propdsito, la proteccion de la fibra con una

membrana hace posible el analisis de compuestos menos volatiles [100, 102].
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Para realizar b extraccion mas eficiente de los analitos se tienen en cuenta la
polaridad, volatilidad y tamafio del analito; también existen parametros
experimentales que afectan la eficiencia: la concentracion de la sal y el pH de la
muestra pueden aumentar la eficiencia de extraccion, el incremento en la
temperatura permite promover los analitos al headspace, para una extraccion mas
rapida. Sin embargo, el aumento de la temperatura debe ser moderado porque,

de lo contrario, puede ocurrir el efecto inverso [100, 102, 105, 106].

La SPME tiene notables ventajas en el andlisis quimico del headspace sobre las
técnicas convencionales, tales como headspace estatico y dinamico, en términos
de facilidad de uso y reproducibilidad muy alta [99]. Es un método de preparacion
de muestra para el andlisis de compuestos volatiles y semivolétiles, polares y no
polares en varias matrices; es una técnica de extraccion libre de solvente, rapida,
sensible, apta tanto para GC, como para HPLC, relativamente econémica y el

dispositivo es retilizable [18, 107].

La microextraccion en fase solida (SPME) ha ganado creciente popularidad en el
analisis de fragancias y aromas. Es especialmente conveniente para el analisis
cualitativo y cuantitativo de compuestos fragantes [6, 20, 107-109]. EI campo de
aplicaciones de la SPME comprende ademas, el andlisis de aromas en alimentos,
la caracterizacion de compuestos organicos volatiles en diferentes matrices (aire,
agua, suelo, empaques, etc.) y en muestras desconocidas; analisis de
contaminantes, drogas, explosivos, residuos de incendios y muchos otros [3, 99,
107, 108].

50



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

Equipos:

v Equipos analiticos

Sistema cromatogréfico I.

Cromatografo de gases Agilent Technologies GC 6890 Plus (Palo Alto,
California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas Agilent
Technologies 5973 (MSD; EI, 70 eV) con un sistema de datos HP
MSChemStation, Version 1.05, un puerto de inyeccion split/splitless (split 1:30).

Columna cromatografica capilar de silice fundida con fase estacionaria apolar
de poli(metilsiloxano), DB-1 (J&W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) de 60 m X
0,25mm D.l. x 0,25 pm ds.

Sistema cromatogréfico .

Cromatografo de gases HP 5890 Series Il (Hewlett-Packard, Palo Alto,
California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas (MSD) HP 5972
con un sistema de datos HP MSChemStation, Version 1.05, un puerto de
inyeccion split/splitless (split 1:30).

Columna cromatografica capilar de silica fundida con fase estacionaria
medianamente polar de 5%-fenil poli(metilsiloxano) HP-5 (Hewlett-Packard,
Palo Alto, California, EE.UU.) de 60 m x 0,25 mm D.I. x 0,25 um dks.
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Sistema cromatografico GC-FID

Cromatografo de gases HP 5890 Series Il (Hewlett-Packard, Palo Alto,

California, EE.UU.), dotado con un detector de ionizacion en llama (FID), un

puerto de inyeccion split/splitless (split 1:30).

Columna cromatografica capilar de silica fundida con fase estacionaria
medianamente polar de 5%-fenil poli(metilsiloxano) HP-5 (Hewlett-Packard,
Palo Alto, California, EE.UU.) de 30 m x 0,25 mm D.I. x 0,25 pum dks.

v Equipo empleado para monitorear compuestos volatiles del perfume aplicado

sobre la piel del antebrazo.

Materiales

v Fibras de PDMS/DVB StableFlex (65 um), PA (85 um) y PDMS (100 pm),
(Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.).

v Material de vidrio: viales ambar de 4 mL con tapas; viales de 2 mL con tapas;
vaso de precipitados de 150 mL; placas de vidrio de 76 x 26 mm.

v Micropipeta de 25-125 pL (Brand, Wertheim, Alemania)

v Puntas desechables para pipeteadores de 25125 pL (Axygen Scientific,
California, EE.UU.).

v Tubos conicos (Brand, Wertheim, Alemania).

v Termometro de 100 °C (Brand, Wertheim, Alemania).

v Placa de calentamiento.

Reactivos y otros

v Perfume “Tendre Kiss” de Lalique (Paris, Francia)

v Diclorometano: 99,9 % de pureza, grado analitico, marca registrada Fluka
(Buchs, Suiza).
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v Patron de 16 hidrocarburos lineales (Ci0-Cys), 2,0 mg/mL en diclorometano,
grado analitico, marca AccuStandard (New Haven, EE.UU.), lote N° B1050115.

v Estandar interno de n-tetradecano (CisHz) de 99,5 % de pureza, grado
analitico, marca Merck (Darmstadt, Alemania), lote N° K17363008.

2.2 CARACTERIZACION DEL PERFUME POR INYECCION DIRECTA

Se preparo6 una solucién de perfume (“Tendre Kiss") en diclorometano, en relacién
10:1 y se inyect6 a los sistemas cromatograficos | y 1l (temperatura del inyector:
250 °C, relacion split30:1). Se emplearon dos programaciones de la temperatura

para cada una de las columnas:

» Columna DB-1

270 °C
5 min

250 °C

6 min

200°C 10 °C/min
5 °C/min > min
2 °C/min
1 min 2 min
Tiempo total: 48 min Tiempo total: 99 min
Programacion 1 Programacion 2
= Columna HP-5
250 °C

270 °C
20 min

10 min
3 °C/min

200 °C

5 °C/min 2 min

1 °C/min
5 min 1 min
Tiempo total: 69 min Tiempo total: 179 min
Programacion 3 Programacion 4
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Para calcular los indices de Kdvats de los componentes del perfume, se inyecto un
patréon de hidrocarburos (Ci10-C2) en las columnas DB-1 y HP-5, bajo las
programaciones, descritas anteriormente para el andlisis del perfume. La
identificacidon de los componentes de la mezcla se realizd6 con base en los
espectros de masas de cada componente, por ionizacion electrénica (70 eV), y
usando los indices de Kovats, calculados para cada una de las columnas
empleadas (DB-1 y HP-5) y las bases de datos NBS75K, Wiley 138 y NIST98.

2.3 CARACTERIZACION POR HS-SPME-GC/MS DE LOS COMPUESTOS
VOLATILES DEL PERFUME

2.3.1 Seleccién del tipo de fibra para SPME

Se evalud la eficiencia de extraccion de tres tipos de fibra, a saber. PDMS,
PDMS/DVB, PA, para lo cual se adicion6é un volumen de 100 pyL de perfume en un
vial, se llevo a una temperatura de 37 °C (temperatura corporal promedio) y se
expuso cada fibra durante 30 min a los vapores, para llevar a cabo la extraccion,
después de haber mantenido el vial durante 10 min para alcanzar el equilibrio
térmico. La desorcion de los componentes se llevo a cabo en un cromatografo de
gases equipado con un inyector split/splitless (temperatura del inyector: 250 °C,
operado en el modo splitless, con el fin de detectar los componentes que se
encuentran en bajas concentraciones en el headspace del perfume) y un detector
de ionizacion en llama (GC-FID), con flujos de aire e hidrégeno de 300 y 30
mL/min, respectivamente, y nitrbgeno, como gas auxiliar, con una velocidad de
flujo de 30 mL/min. Se empled una columna HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,24 pum)

bajo las siguientes condiciones:

250 °C
10 min
6 °C/min
35°C
5 min

Tiempo total: 51 min
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El anterior procedimiento se realizé por triplicado.

2.3.2 Seleccién del tiempo de exposicién

La fibra seleccionada (PDMS/DVB) se expuso a un vial precalentado a 37 °C, que
contenia 100 pL de perfume. La exposicion de la fibra se llevo a cabo durante
diferentes intervalos de tiempo (5, 10, 15, 30, 60 y 120 min) y se determin6 el
tiempo de exposicién durante el cual se extrae el mayor nUumero de componentes
y en su mayor cantidad, con base en el analisis de los perfiles cromatograficos

obtenidos por GC-FID y la determinacion del area total de los picos.

2.3.3 Identificacion de los compuestos volatiles del perfume

Después de mantener el vial con perfume durante 10 min a 37 °C, se realizo la
exposicion de la fibora de PDMS/DVB durante 15 min al headspace del perfume
“Tendre Kiss” de Laliqgue (100 pL). La desorcion de compuestos se llevd a cabo
en el sistema cromatografico Il (GC-MSD). Se obtuvieron corrientes iénicas
totales en un rango de masas m/z 30-300, y espectros de masas (El, 70 eV), con

base en los cuales se hizo la identificacion de los componentes.

2.3.4 Identificacion de las notas del perfume

Para caracterizar las diferentes notas del perfume sintético “Tendre Kiss”, se
adicionaron 100 pL del perfume a un vial ambar de 4 mL, precalentado a 37°C. El
perfume se evaporé durante diferentes intervalos de tiempo (ver Tabla 2), para los
cuales se expuso la fiora de PDMS/DVB a los volaties durante el tiempo de
exposicion seleccionado (i.e. 15 min) en el Numeral anterior. La desorcion de

compuestos y suanalisis se llevaron a cabo por GC-FID.
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Tabla 2. Tiempos de evaporacion para la evaluacion de las notas del perfume.

NOTAS TIEMPO
5se
Salida g
3min
10 min
Medias 30 min
60 min
2h
Fondo
12 h

24 EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS COMPUESTOS
VOLATILES DE LOS PERFUMES APLICADOS SOBRE LA PIEL

2.4.1 Disefo, construccion y evaluacion de las condiciones de operacion del

equipo para monitorear volatiles de la piel.

Se disefid un dispositivo para nonitorear los compuestos volatles del perfume,
aplicado sobre la parte interna del antebrazo (ver Figura 18). EIl equipo fue
fabricado en material acrilico, de forma cilindrica, con un didmetro de 18 cm, para
mantener una distancia aproximada de 2 cm entre la parte interna del antebrazo y
la fibra. Su longitud es en promedio el largo del antebrazo (34 cm) y posee una
adaptacion especial para la insercion del soporte metalico que contiene la fibra de
microextraccion. Adicionalmente, se coloc6 una lamina de un polimero de silicona
flexible que se adapta al brazo y brinda hermeticidad en el momento de la
introduccién del antebrazo, para el monitoreo de volatiles. Para cada voluntario se
empleé una lamina diferente de silicona, para evitar inconvenientes de

contaminacién cruzada.
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Figura 18. Dispositivo empleado para el monitoreo de volatiles del perfume,
aplicado sobre la piel del antebrazo.

Se realizd el monitoreo tanto de los compuestos volatiles del propio dispositivo
(blanco del dispositivo), como con perfume (100 pL), aplicado sobre una lamina de
vidrio, a diferentes tiempos de evaporacién (0, 30, 60, 90 y 120 min), introduciendo
la fibra de SPME (PDMS/DVB) en el aparato y exponiendola durante 15 min. El
analisis se llevd a cabo por GC-FID y la identificaciéon de los componentes
volatiles por GC-MS. Los datos obtenidos se emplearon como patron de
comparacion entre el proceso de evaporacion del perfume desde una superficie

relativamente inerte (lamina de vidrio) y de una superficie bioquimicamente activa

(piel).

2.4.2 Estudio del comportamiento de los compuestos volatiles del perfume,
aplicado sobre la piel.

Se analizé el comportamiento de la fraccion volatil del perfume aplicado sobre tres

tipos de piel con diferentes grados de pigmentacién, a saber: blanca, morena clara
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(triguefia) y morena; denominadas en este estudio como B, T y M. El estudio se
realizé con seis voluntarias (dos para cada tipo de piel) de sexo femenino, en un

rango de edad entre 20 y 24 afios.

Para la determinacion de los tipos de piel de las voluntarias se empled la
clasificacion segun Fitzpatrick [94]. Debido a la carencia de la tecnologia
necesaria para realizar el procedimiento establecido por este autor, se recurrié a
una encuesta (ver Anexo 1), basada en el principio de clasificacion de la piel,
propuesto por Fitzpatrick, que permite obtener la informacion necesaria para

realizar una clasificacion general de la piel de las voluntarias.

Previo al andlisis, se efectud la limpieza del area de aplicacién del perfume con un
jabon relativamente inodoro, se enjuagé con abundante agua y se seco al
ambiente durante 30 min. Se realizaron los blancos de la fibra, dispositivo y del

antebrazo sin aplicar perfume.

Se aplicaron 100 pL de perfume “Tendre Kiss” sobre la parte interna del
antebrazo, que se dejo evaporar durante los tiempos predeterminados (0, 30, 60,
90 y 120 min) en un cuarto a una temperatura de 23+1 °C. Después de cada uno
de estos intervalos, se introdujo el antebrazo al equipo para el monitoreo y se
expuso la fibora de PDMS/DVB durante 15 min. La desorcion de analitos y su

analisis se llevaron a cabo por GC-FID y GC-MS.

2.5 DETERMINACION DE TIEMPOS DE RETENCION RELATIVOS (trr) POR
EL METODO DE PATRON INTERNO, DE LOS COMPUESTOS DEL PERFUME.

Se utilizé n-tetradecano (sustancia de eferencia para cromatografia de gases,

MERCK, Darmstad, Alemania) como patron interno para determinar, con respecto

a él, los trr para cada uno de los componentes del perfume.
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Inyeccién directa. Se adicion6 n-tetradecano (1 pL) a diclorometano (1 mL) en un
vial de 2 mL vy, posteriormente, se adicionaron 100 pL de perfume. Esta solucion

se inyecto por triplicado al sistema GC-FID y al sistema cromatografico I1.

HS-SPME. Se adicionaron n-tetradecano (1 pL) y perfume @00 pL) a un vial
ambar de 4 mL, que se calenté a 37 °C. La fibra de PDMS/DVB se expuso
durante 15 min a los vapores del perfume. La desorcidon de compuestos
adsorbidos se llevo a cabo en el puerto de inyeccién del sistema GC-FID; este
procedimiento se realizé cinco veces para evaluar la repetitividad de los tiempos

de retencion de los compuestos volatiles del perfume. Para la identificacion de los
componentes, la fibra se introdujo al sistema cromatografico Il.
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3. ANALISIS DE RESULTADOS

En general, se ha establecido que el género, larazay el pH de la piel, no “afectan”
significativamente la emision de sustancias fragantes o su absorcion, al ser
aplicadas sobre la piel [93, 110]. Por otra parte, se ha demostrado la influencia del
tipo de piel sobre la velocidad de absorcion y evaporacion de estos compuestos, y
este comportamiento se kelaciona directamente con la textura, contenido de grasa
y color de la piel, entre otros [9, 23, 73, 82, 93, 110]. De los anteriores, se estudio
la influencia del color de la piel sobre el perfil de evaporacién de los compuestos
volatiles de un perfume aplicado sobre ésta; para este monitoreo se escogio el
perfume femenino “Tendre Kiss” de Lalique por su disponibilidad, al encontrarse a
nuestro alcance, ademas, es un perfume auténtico, reciente mente desarrollado
(2002) por una marca francesa reconocida [111,112]. Pertenece a la familia floral,
muy amplia e investigada, debido a que sus notas son empleadas como base o
complemento en la mayoria de perfumes, que se comercializan. Se emple6 para
este estudio una novedosa técnica HS-SPME, usando un dispositivo especial

construido (home-made) para el monitoreo de volatiles emanados por la piel.

3.1 CARACTERIZACION DEL PERFUME POR INYECCION DIRECTA

Los cromatogramas obtenidos para la muestra del perfume “Tendre Kiss” en cada
uno de los sistemas cromatograficos, i.e. | yll, bajo las condiciones descritas en el

Numeral 2.2, se presentan en las Figuras 19 y 20.

En estas figuras se puede apreciar que las condiciones, bajo las cuales se
obtuvieron los respectivos cromatogramas “B” (programaciones 2 y 4, véase pag.
53), permitieron separar y detectar un namero mayor de componentes, sin

embargo, el andlisis de los cromatogramas“A” (programaciones 1y 3, véase pag.
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Figura 19. Perfiles cromatograficos del perfume “Tendre Kiss” de Lalique, obtenidos por

HRGC/MSD,

en la columna DB-1 (60 m).
min), @ 5 °C/min hasta 250 °C (6 min) ;

Para programacioéon del horno: A. 45 °C (1
B. 40 °C (2 min), @ 2 °C/min hasta 200 °C (5

min), @ 10 °C/min hasta 270 °C (5 min). La identificacién de los componentes aparece
en la Tabla 3.
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Figura 20. Perfiles cromatograficos del perfume “Tendre Kiss” de Lalique, obtenidos por
HRGC/MSD, en la columna HP-5 (60 m). Para programacién del horno: A. 50 °C (5 min) @
5 °C/min hasta 270 °C (20 min) ; B. 50 °C (5 min). @ 1 °C/min hasta 200 °C (2 min) @ 3
°C/min hasta 250 °C (10 min). La identificacién de los componentes aparece en la Tabla 3.
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53), fue decisivo para realizar una caracterizacion mas completa del perfume, al
permitir identificar mas confiablemente algunos compuestos. Se identific6 un

namero mayor de componentes, cuando se empled la columna capilar HP-5.

En los Anexos 2 y 3 se reportan los compuestos presentes en el perfume “Tendre
Kiss”, identificados por GC-MS, empleando las columnas DB-1 y HP-5,
respectivamente. La identificacion se realizd con base en los espectros de masas
obtenidos, por comparacién con los de las bases de datos NBS75K, Wiley 138 y
NIST98, usando los indices de Kdvats experimentales y los reportados en la
literatura [113-115]. Aunque para cada sistema cromatogréafico se presento la
coelucién de varios componentes, dificultando su identificacion y cuantificacion,
fue posible determinar la presencia de 74 compuestos, reportados en la Tabla 3.

Enla Tabla 3, se puede observar, que los componentes mayoritarios del perfume
“Tendre Kiss” (>1%) son el cis-dihidrojasmonato de metilo, el brasilato de etileno,
el ftalato de dietilo, la galaxolida, el miristato de isopropilo, el trans-
dihidrojasmonato de metilo, el acetato de tetradecenilo, la muscolactona, el 4-
metoxicinnamato de 2-etilhexilo, la tonalida, el 3-(4-metoxifenil)-2-etilhexil-2-

propanoato, un derivado del p-cimen-7-0l y el benzoato de bencilo.

Se identificaron también otros compuestos en cantidades menores (> 0,01 %) que
juegan un papel importante para proporcionar el aroma unico del perfume, tales
como el nerol, el linalool, el limoneno, el santalol, el ambrox, el farnesol, el alcohol
b-feniletilico, el a-terpineol, la g-metil ionona, los a- y b-pinenos, entre otros.
Cada uno de los componentes posee caracteristicas especificas y presenta una

funcion determinada (aromatizante, antioxidante, fijador, etc) en el perfume, asi
como se resume en la Tabla 4.
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Tabla 3. Identificacion por HRGC/MSD de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique.

o Cantidad HP-5 DB-1

N° Identificacion _
relativa (%) Ik iiteratura k experimental Ik iiteratura Ik experimental

1 a-Pineno 0,16 939 - 942 -
2 Sabineno 0,04 976 - 976 -
3 b-Pineno 0,16 980 - 981 -
4 a-Felandreno 0,06 1005 1000 - /1002 -
5 Gliceroltrimetil éter* 0,86** - - - -
6 D’-Careno 0,04 1011 1006 1013 1019
7 Metoxi trietilenglicol 0,05 - 1022 - -
8 Dipropilenglicol 1,39 - 1023 - 1011
9 Etilal 0,18** - - - 1017
10 Limoneno 0,74 1031 1026 1024 1019
11 Dibutilenglicol 0,14 - 1044 - -
12 gTerpineno 0,08 1062 1054 1056 1047
13 Linalool 0,21 1098 1099 - -
14 Alcohol b-feniletilico 0,30 1110 1110 - 1081
15 Oxido de linalool 0,14** - - 1082 1084
16 trans-b-Terpineol 0,22 1163 1179 - -




Continuacion Tabla 3.

17
18
19
20
21
22
23

24

25
26
27
28
29

31
32

a-Terpineol

Nerol

Acetato de linalilo

Aminobenzoato de linalilo
a-Copaeno

trans-b-Cariofileno

a-Santaleno
2,3-Dihidro-5,6-dimetoxi-3-metil-1-H-inden-
1l-ona

Dehidroaromadendreno

Butil metoxidibenzoilmetano

o (E)-6-Metilionona

Germacreno D

Hidroxitolueno butilado (antioxidante)
Elemol

Elemicin

d-Cadineno

Longipinanol

<0,01
0,34
0,33
0,23
<0,01
0,08
<0,01

0,08**

0,06
<0,01
0,03**
<0,01

0,06

0,05

0,04
0,04**

0,09

1189
1228
1257

1376
1418
1420

1459

1479
1480
1512
1549
1554
1559
1561

1192
1227
1248
1254
1372
1412
1416

1438
1453
1488
1489
1509
1539
1515
1547
1562

1097
1218

1369
1240
1412

1417

1468

1540

1524

1166
1179

1240

1412

1592

1474
1530
1530
1530




Continuacion Tabla 3.

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44

45

46
47
48
49
50
51
52
53

Ftalato de dietilo

N.L

9-Dodeciltetradecahidro antraceno*
N.L

cis-Dihidrojasmonato de metilo

N.I.

Salicilato de hexilo

a-Santalol*

trans-Dihidrojasmonato de metilo
N.I.

N.I.
2,2,8-Trimetil-biciclo[4,2,0]oct-1(6)-eno-1-
penteno*

Derivado de p-cimen-7-ol*

Isocurcumenol

Farnesol

Curcufenol*

Ambrox

Benzoato de bencilo
Derivado de la carvona*
N.I

9,11
0,14
0,12
0,13**
22,85
0,19
0,45**
0,36
6,94
0,09**
0,09**
0,08**
1,62
0,10**
0,33
<0,01
0,31
1,39
0,18**
0,26**

1654

1675
1678

1680

1713
1715
1756
1762

1583
1621
1643

1649
1652
1673
1674
1679

1682

1689
1714
1753
1786

1550

1597
1607
1619
1635

1712

1642
1655
1664

1669

1675

1719
1739
1781




Continuacion Tabla 3.

54

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

65

66
67
68
69

2-Ciclohexilciclohexanona
6,7-Dietil-1, 1, 4, 4-tetrametiltetralina*
Salicilato de 2-etilhexilo

Benzoil indol*
1,11,13-Hexadecatrieno*
Muscolactona

Acetato de (E)-4-tetradecenilo
Miristato de isopropilo
3-Metil-4-ciclopentadecenona
Tonalida*

Acetato de farnesilo + N.1.*

6-Metoxi 8,8-dimetil-2H, 8H-

benzo[1, 2-b:3, 4-b’]dipiran-2-ona
7-Acetil-6-etil-1, 1, 4, 4-tetrametiltetralina*
4, 4-Dimetoxi difenilamina

Derivado de la tetralina*

Galaxolida

0,39
0,19
0,50
0,16
0,52
4,32
4,62
7,75
0,35**
3,49
0,32

0,32

0,09
0,09**
0,12**

8,67

1893

1790
1793
1796
1798
1805
1810
1817
1806

1831
1836

1856

1878

1890

1787
1783
1738
1791
1806
1796
1813
1814

1864

1824
1835
1850
1855

67



Continuacion Tabla 3.

70
71
72
73
74

Ftalato
Oxacicloheptadec-8-en-ona

Brasilato de etileno

N.l. + 4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo
4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo

0,38
0,74
13,23
2,80**
4,19

1912
1966
1999

2313

1971
2076
2278

*Compuestos identificados tentativamente



Tabla 4. Estructuras y caracteristicas de olor de los principales componentes del
perfume “Tendre Kiss” de Lalique.

Compuesto Estructura Caracteristica*

a-Pineno Olor a menta y notas coniferas
Sabineno Olor citrico

_ Notas verdes, amaderadas y
b-Pineno

herbales

Notas citricas, de eneldo y
a-Felandreno

eucalipto, especies, pimienta

Dipropilenglicol Solvente para galaxolida

_ Notas citricas, frescas (limén y
Limoneno

naranja)

g Terpineno Notas citricas

%@%C%é}@@z%@@%
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Continuacion Tabla 4.

_ | Notas florales (rosa, lavanda),
Linalool -
| dulces, aromaticas y herbales

Alcohol b-feniletilico Notas florales (rosa)

Oxido de linalool Notas florales, dulces

trans-b-Terpineol Notas amaderadas

a-Terpineol Fuertemente floral (lila)

X
Nerol QH Verde floral (geranio)

OAc
Acetato de linalilo § Notas citricas, frescas

70



Continuacion Tabla 4.

Copaeno

Notas especiadas,

balsamicas

trans -b-Cariofileno

Notas amaderadas

a-Santaleno

Notas de sandalo

Dehidroaromadendrano

Notas especiadas,

ambar, cuero y floral

Butil metoxidibenzoil-

metano

Protector UV

(sin olor)

-(E)-6-Metilionona

Notas de violeta, lirio y

amaderadas
OH ) )
Butilhidroxitolueno Antioxidante
(BHT) (sin olor)
4-Metoxi-cinnamato de Solvente para el

2-etilhexilo

protector UV




Continuacion Tabla 4.

(0]
o N
Ftalato de dietilo Fijador
O\/
O
O
cis- y trans- . ;
__y_ Notas de jazmin, dulces,
Dihidrojasmonatos de i
_ herbaceas
metilo
o 0 —CH,
(e}
Salicilato de hexilo ©\)LO/\/\/\ Notas balsamicas
OH
Isocurcumenol HO @ Notas florales (violeta)
4
N Notas florales, frescas,
Farnesol S
| OH dulces
Notas ambar y de -cuero.
Ambrox

Fijador

Benzoato de bencilo

Notas de jazmin. Fijador
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Continuacion Tabla 4.

o Solvente para el

Salicilato de 2-
) . o] protector UV

etilhexilo

OH Notas florales

N
| Notas almizcladas.
Benzoail indol -
Fijador

e}

Muscolactona

C K

Notas almizcladas

Vehiculo de compuestos

Miristato de Q
_ _ )\ JKA liposolubles, disolvente,
isopropilo o (CH,),+CH,
emulsificante
(o]
Tonalida Olor frutal y dulce
A

Acetato de farnesilo S Notas florales, verdes

OAC
a-Santalol* X Notas de sandalo

OH

_ Notas almizcladas,

Galaxolida

o) dulces, amaderadas

Brasilato de etileno

SO

Notas almizcladas

*Fuente: [96, 119-124].
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En la Tabla 4 se observa, que la mayoria de componentes poseen caracteristicas
odoriferas florales, citricas, almizcladas, ambar y herbales, que le confieren al
perfume su caracter floral-verde. Estos resultados concuerdan con la descripcién
del perfume realizada por los fabricantes, quienes lo clasifican dentro de la familia
de fragancias floral-verde, y es el resultado de la combinacion de notas de rosas,
peonias, jazmin, pimienta, ylang-ylang, especias, sandalo, vainilla, almizcle y

ambar, entre otros [111, 122].

El perfume esta constituido por compuestos pertenecientes a las familias de los
hidrocarburos, los alcoholes, los ésteres, los éteres, las cetonas, las aminas y los
compuestos heterociclicos. De los 67 compuestos identificados, los hidrocarburos
son los que se encuentran en mayor proporcion (29,2%), seguidos por los
alcoholes (24,6%), los ésteres (23,1%), las cetonas (12,3%), los éteres (7,8%), las

aminas (1,5%) y los compuestos heterociclicos (1,5%).

Las cantidades relativas de las familias quimicas mencionadas anteriormente, no
presentan una distribucion similar, encontrandose los ésteres en mayor proporcion
(79,0%); seguidos de los éteres (10,2%), las cetonas (5,7%), los alcoholes (5,3%),
los hidrocarburos (2,9%), los compuestos heterociclicos (0,2 %) y las aminas
(0,1%).

La Grafica 1 muestra la distribucién por familias de los compuestos identificados
por HRGC/MSD, cuando se realizd la inyeccién directa de una solucién del
perfume “Tendre Kiss” de Lalique, de acuerdo con el nimero y la cantidad relativa

de éstos.

La familia de los hidrocarburos esta formada por monoterpenos (42,1%),
sesquiterpenos (36,8%), compuestos alifaticos (10,5%) y aromaticos (10,58%), su
distribucion se observa en laGréfica 2. Los monoterpenos, familia predominante

en el grupo de los hidrocarburos, se encuentran, a su vez, conformados por
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Gréfica 1. Distribucion por familias quimicas de los compuestos del perfume

“Tendre Kiss” de Lalique, identificados por GC/MSD (inyeccion directa). A. Numero
de compuestos por familia (%). B. Cantidad relativa (%) por familia.
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compuestos monociclicos y biciclicos, con un porcentaje de 82,5 y 12,5%,
respectivamente. Los sesquiterpenos se encuentran constituidos por
hidrocarburos mono-, bi- y triciclicos, con porcentajes relativos de 28,8, 42,5, y
28,8%, respectivamente.
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Grafica 2. Distribucion por familias de los hidrocarburos presentes en el perfume
“Tendre Kiss” de Lalique identificados por GC/MSD

Los ésteres, cetonas, éteres y alcoholes, grupos que presentan mayor cantidad
relativa, estan constituidas principalmente por monoterpenos y sesquiterpenos

oxigenados.

En general, el perfume esta compuesto por terpenoides, que en conjunto, son los
responsables del aroma de éste, sin embargo, teniendo en cuenta las cantidades
relativas, predominan los compuestos que sirven como vehiculos, disolventes,

preservativos y fijadores de los componentes odoriferos.
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3.1.1 Repetitividad de los tg, trr Y porcentajes relativos de los compuestos

del perfume “Tendre Kiss” de Lalique (inyeccion directa)

Para determinar la repetitividad de porcentajes relativos de los componentes del
perfume se realizé la inyeccion por triplicado de una solucion de perfume al

cromatografo de gases con detector de ionizacion en llama (GC-FID). En el
Anexo 4 se reportan los datos obtenidos.

En general, se observa que los coeficientes de variacion (CV, %) se encuentranen
el rango de 0,2-13%, reflejando una buena repetitividad de las éareas
cromatograficas normalizadas de los compuestos del perfume identificados. Los
valores superiores al rango mencionado corresponden a compuestos que coeluien
y otros, que se encuentran a nivel de trazas (<0,1%), generando picos

cromatograficos poco definidos.

En el Anexo 4, al evaluar la repetitividad (CV, %) de los tiempos de retencion y
tiempos de retencion relativos, parametros empleados para la identificacion
tentativa de los componentes del perfume por GC-FID, se observa, que éstos no
superan el 1%, cumpliendo con los valores establecidos por las Buenas Practicas

de Laboratorio para inyeccion automatica [123].

3.2 CARACTERIZACION POR HS-SPME DE LOS COMPUESTOS VOLATILES
DEL PERFUME

3.2.1 Seleccién del tipo de fibra para SPME

Los cromatogramas de los volatiles, obtenidos al exponer las fibras de PDMS (100
um), PDMS/DVB (65 um) y PA (85 um) al headspace del perfume, asi como se

describio en el Numeral 2.3.1, se muestran en la Figura 21. Se observa, que los
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tres tipos de fibras empleadas extraen practicamente el mismo numero de
compuestos, pero no en la misma cantidad. Las fibras con fases estacionarias
apolares y medianamente polares, i.e. PDMS y PDMS/DVB, respectivamente,
presentaron eficiencia de extraccion mas alta de los compuestos volatiles del

perfume.

Las fibras de PDMS y PDMS/DVB exhibieron un comportamiento similar en la
extraccién de los compuestos del perfume. Sin embargo, las areas de los picos
cromatograficos de la mayoria de los compuestos fueron mas grandes, cuando se
empleé para la extraccion la fibra de polaridad media, i.e. PDMS/DVB (ver
Anexos 5, 6 y 7), indicando una mejor extraccién por parte de esta fibra.
Adicionalmente, se observé la extraccion de un nimero de compuestos volatiles

del perfume mas alto, por parte de esta fibra.
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Figura 21. Perfiles cromatogréficos del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,
obtenidos por SPME/HRGC/MSD, empleando diferentes fases estacionarias: A.

PDMS/DVB ; B.PDMSy C. PA.
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En la Grafica 3 se comparan las areas cromatograficas de algunos compuestos
del perfume, extraidos con las tres fibras de SPME, bajo las condiciones
mencionadas en el Numeral 2.3.1; se observa, que la fibra de PDMS/DVB en
todos los casos presento la extraccion mas exhaustiva. Este comportamiento en
el headspace del perfume es similar para la mayoria de sus componentes.
Teniendo en cuenta, que el uso de esta fibra favorecio la extraccion tanto de los
compuestos, que se encuentran en el headspace en concentracion mas alta, asi
como en trazas, se supuso, que permitia una mejor caracterizacion de la fraccion
volatil del perfume, por lo tanto la fiora de PDMS/DVB se escogi6é para realizar
este estudio.
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Grafica 3. Comparacion de las areas cromatogréaficas de algunos compuestos
extraidos con las fiboras de PDMS, PDMS/DVB y PA, obtenidos por GC-FID,
después de su exposicion al headspace del perfume “Tendre Kiss” durante 30 min.

3.2.2 Seleccion del tiempo de exposicion de la fibora PDMS/DVB

En la Figura 22 se presentan bs cromatogramas obtenidos del headspace del

perfume “Tendre Kiss” de Lalique, por exposicion de la fibora (PDMS/DVB) durante
15, 30y 60 min.
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Figura 22. Perfiles cromatograficos del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,

obtenidos por HS-SPME/HRGC/MSD,

empleando diferentes tiempos de

exposicion: A. 15 min; B. 30 min; C. 60 min.
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En la Grafica 4 se observa el comportamiento general de los compuestos del

perfume, aislados por la fibora de PDMS/DVB, en funcién de su tiempo de

exposicion.
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Gréafica 4. Comportamiento de algunos compuestos extraidos con la fibra de

PDMS/DVB, en funcién del tiempo de su exposicion a la fase vapor del perfume
“Tendre Kiss” de Lalique.

Se puede observar en la Figura 22 vy en la Grafica 4, que la cantidad de los
compuestos extra idos aumenta en forma directa con el tiempo de exposicion de la
fibra, con excepciéon de una ligera inflexion que se presenta alrededor de 30 min
para algunos componentes, debido posiblemente a la competencia que existe

entre ellos por los sitios activos del recubrimiento de la fibra, de acuerdo con su
grado de afinidad.
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A determinada temperatura, cada uno de los compuestos de una mezcla alcanza
el equilibrio a un tiempo diferente, caracteristico del compuesto; por esta razén, no
se busca un tiempo de exposicién, que permita alcanzar el equilibrio para cada
sustancia, sino un tiempo, al cual se logre la extraccién de todos los compuestos
en la mayor cantidad posible; ademas, que el tiempo de monitoreo sea razonable
para llevar a cabo el andlisis en el tiempo mas corto posible. Por lo tanto, aunque
tiempos de exposicion de 120 min y superiores permiten aumentar la cantidad de
compuestos aislados, sin alcanzar aun la saturacion de la fibra, los tiempos de
exposicion prolongados no favorecen la extraccion de todos los compuestos,
debido a sucompetencia por la fase estacionaria y el desplazamiento de algunos
de éstos, se determind como el mejor tiempo, 15 min, para la exposicién de la
fibra.

3.2.3 Reproducibilidad de los tg, trr Y @reas cromatograficas relativas de los

compuestos del perfume “Tendre Kiss” de Lalique, extraidos por HS-SPME.

La exposicidén durante 15 min de la fibra de PDMS/DVB a 100 pL de perfume, que
contenia 1 pL de n-tetradecano como patron interno, se realizé por quintuplicado.
Se determind la reproducibilidad de los tiempos de retencion, tiempos de retencién
relativos y las areas cromatograficas relativas de los componentes del perfume; el
analisis se llevd a cabo por cromatografia de gases con detector de ionizacion en
llama (GC-FID) y los resultados obtenidos se reportan en el Anexo 10. Los
analisis se realizaronen dias diferentes para evaluar la reproducibilidad de los
tiempos de retencién y las cantidades relativas de los componentes, asi como se
hace el estudio con un intervalo de tiempo considerable entre cada analisis.

Se observa, que los coeficientes de variacion (CV, %) se encuentran entre 0 y
1,21%, reflejando una buena reproducibilidad de los tiempos de retencién y
tiempos de retencion relativos de los compuestos del perfume, extraidos por HS-
SPME. Lo anterior permite asegurar, que la variacion en los tiempos de retencién

es poco significativa, es decir, aunque los analisis se realicen con varios dias de
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diferencia entre si, los tiempos de retencion caracteristicos de cada compuesto
cambian en un rango muy pequefio, lo que permite realizar una identificacion
confiable. Con base en lo anterior, y teniendo en cuenta el costo del analisis y el
hecho, que este estudio no es con el propdsito de cuantificacién exacta (absoluta),
la caracterizacién de las notas y el monitoreo de la fraccion volatil del perfume,
aplicado sobre la piel, no se realiz6 por triplicado. El tiempo de vida util de la fibra
de PDMS/DVB es de 100 inyecciones en promedio, o que permite la realizacion
de este monitoreo maximo por duplicado, llevandose a cabo 114 inyecciones,
aproximadamente, sin tener en cuenta los analisis previos para estandarizar la
técnica; ademas, el método es relativamente costoso, por la instrumentacion,

implementos y accesorios involucrados.

Aung ue el objetivo del estudio no fue llevar a cabo la cuantificacién absoluta de los
componentes presentes en el headspace del perfume “Tendre Kiss”, en el Anexo
11, se observa, que los coeficientes de variacion de las cantidades relativas se
encuentraron en un rango de 1,8 - 14,5%, valores considerados por las Buenas

Practicas de Laboratorio como aceptables.
3.2.4 Identificacion de los compuestos volatiles del perfume

En la Figura 23 se muestra el cromatograma de la fraccion volatil del perfume,
asilada por HS-SPME, usando la fibra de PDMS/DVB, con tiempo de exposicion
de 15 min a 37 °C.

En el headspace del perfume “Tendre Kiss” se identificaron 41 compuestos, sus
cantidades relativas promedio fueron calculadas, usando las condiciones
operacionales descritas en el Numeral 2.3.3 (véase Tabla 5). La fraccion volatil
del perfume esta constituida por compuestos pertenecientes a las familias de los
hidrocarburos (46,2 %), ésteres (33,3 %), alcoholes (12,8 %), éteres, cetonas y
aldehidos, los ultimos, en una distribucion similar (2,6 %). La familia de los
hidrocarburos esta constituida en un 55,6 % por monoterpenos, 38,9% por

sesquiterpenos y 5,6 % por compuestos aromaticos.
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Figura 23. Perfil cromatogréafico del headspace del perfume “Tendre Kiss” de Lalique, obtenido por HS-
SPME-GC/MSD, empleando la fibora de PDMS/DVB. Tiempo de exposicién 15 min, temperattura 37°C La
identificacion de los componentes aparece en la Tabla 5.
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Tabla 5. Cantidades relativas promedio (%) de los compuestos volatiles del
perfume “Tendre Kiss” de Lalique, obtenidos por HS-SPME/GC/FID.

1 a-Pineno 0,8 23 a-Humuleno** 1,0
2 Sabineno 4,8 24 b-Santaleno 0,3
3 b-Pineno 34 25 Farneseno* 1,8
4 b-Mirceno** 3,0 26 d-Amorfeno** 0,8
5 a-Felandreno 17 27 N.1. 0,8
6 a-Terpineno 0,2 28 d-Cadineno 2,5
7 p-Cimenc** 1,0 29 Ftalato de dietilo 1,1
8 Limoneno 24,0 30 9-Dodeciltetradecahidro- 1,1
antraceno
9 g Terpineno 0,3 31 cis-Dihidrojasmonato de 0,9
metilo
10 a-Terpinoleno* 2,3 32 a-Santalol 0,8
11  a-Terpineol* 4,0 33 trans-Dihidrojasmonato 1,7
de metilo
12 Linalool 1,9 34 b-Metilionona 1,2
13  b-Terpineol 3,3 35 Salicilato de 2-etilhexilo 1,1
14  d-Elemeno** 2,2 36 Pentadecenal** 0,8
15 Nerol 3,9 37 Miristato de isopropilo 1,4
16 Acetato de linalilo 5,2 38 Acetato de (E)-4- 2,0
tetradecenilo
17  Acetato de nerilo** 5,2 39 Acetato de farnesilo** 0,7
18 N.L 2,2 40 Galaxolida 1,0
19 a-Copaeno* 1,9 41 Ciclodecanolida** 0,8
20 Acetato de geranilo®* 1,7 42 N.1. 0,8
21  trans-b-Cariofileno 1,9 43 Brasilato de etileno 1,2
22  a-Santaleno* 1,1 44 4-Metoxicinnamato de 0,8
2-etilhexilo

* Compuestos encontrados a nivel de trazas por inyeccion directa del perfume.
** Compuestos no detectados por inyeccion directa del perfume.
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Los compuestos mayoritarios (>4 %), identificados en el headspace, fueron el
limoneno (24,0 %), acetato de nerilo (5,2 %), acetato de linalilo (5,2 %), sabineno

(4,8 %) y el a-terpineol (4,0 %).

De los compuestos extraidos por HS-SPME, el 36,4 % no se detectaron por la
inyeccion directa del perfume al GC-MSD. Estos representan el 24,5 % de la
cantidad relativa de los componentes en el headspace. Lo anterior pone de
manifiesto la ventaja de HS-SPME, como técnica que involucra la concentracion
de componentes a nivel de trazas. Cabe resaltar, que los compuestos mayoritarios
del perfume (inyeccién directa) y los presentes en su headspace, no son los
mismos. Por ejemplo, el limoneno, compuesto mayoritario en el HS, se encontrd
en una proporcion 30 veces mayor que en el perfume inyectado directamente v,
por otro lado, para el cis-dihidrojasmonato de metilo, compuesto mayoritario en el

perfume, su cantidad relativa en el headspace disminuy6é mas de 20 veces.

Se observé que el a-terpineol, el acetato de linalilo, el b-pineno, entre otros
compuestos, que se encuentran en pequefias concentraciones en el perfume
inyectado directamente, tiene n porcentajes relativamente altos en el headspace, al
igual que otros compuestos como el acetato de nerilo y el b-mirceno, que no se
detectaron por la inyeccion directa, se lograron detectar e identificar al realizar la
extraccion por HS-SPME.

3.2.5 Identificaciéon de las notas del perfume

En la Figura 24 se presentan algunos cromatogramas obtenidos para la

caracterizacion de las notas del perfume “Tendre Kiss” de Lalique, por HS-SPME,
a diferentes tiempos de exposicién de la fibra. En la Tabla 6, se registran los

componentes identificados de cada una de las notas. El cromatograma A
corresponde a los compuestos extraidos a los 3 min de evaporacion; éstos se
relacionan con las notas de salida del perfume; se observa que la mayoria de los

compuestos extraidos eluyen de la columna cromatografica entre 10 y 14 min.
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Entre los componentes mayoritarios se encontraron el limoneno, el sabineno, el b-
pineno y el b-mirceno. Para el tiempo de evaporacion de 30 min, se obtuvo el
cromatograma B, en el que se aprecia el incremento en las areas de los picos
cromatograficos, eluidos en el intervalo de 15 a 29 min, que corresponden a los
compuestos que hacen parte de las notas medias. Los componentes mayoritarios
son acetatos de linalilo y nerilo y a-terpineol. Los compuestos de la notas de
fondo eluyen en el rango de 29 a 34 min, como se observa en el cromatograma C;
en mayor proporcién se encontraron el acetato de (E)-4-tetradecenilo, el brasilato
de etileno, el salicilato de 2-etilhexilo y la galaxolida. En el Anexo 12 se reportan
las areas y areas promedio, en funcién del tiempo de evaporacién del perfume,
obtenidas para cada uno de los componentes de las notas del perfume “Tendre

Kiss” de Lalique.

Se puede resaltar, que en general, los compuestos eluyen de la columna
cromatografica en orden ascendente de sus temperaturas de ebullicion. Las notas
de salida estan conformadas por compuestos con presion de vapor mas alta, que
la de las notas medias y éstas, a su vez, la presion de vapor mas alta, que la de
las notas de fondo; ésto se refleja también en el orden de elucion de diferentes
grupos de compuestos. Cada grupo de componentes, que constituyen las
diferentes notas, presenta un comportamiento caracteristico, cuando se relaciona
el &rea del pico cromatografico con el tiempo de evaporacion del perfume. Dicho
comportamiento permite relacionar la asignacién de cada componente a una nota

determinada.

Las graficas correspondientes al comportamiento de los compuestos de las notas
medias presentan un incremento exponencial de las areas cromatograficas con el
tiempo (Anexo 14). Los compuestos de estas notas se encuentran en el
headspace desde los primeros minutos, luego, se presenta un continuo aumento
(relativo) en su cantidad relativa, a medida que transcurre la evaporacion del

perfume.
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Figura 24. Perfiles cromatograficos, obtenidos por HS -SPME-GC/FID, para la
caracterizaciéon de las notas del perfume “Tendre Kiss” de Lalique, empleando
diferentes tiempos de evaporacion: A. 3 min; B. 30 miny C. 120 min.
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En el Anexo 15 se muestran las graficas correspondientes a los compuestos de
las notas de fondo. Estos compuestos se logran detectar varias horas después de
evaporacion del perfume y corresponden a los llamados fijadores y otros
compuestos conpresion de vapor baja.

Tabla & Componentes principales de las notas del perfume “Tendre Kiss” de

Lalique.

a-Pineno
Sabineno
b-Pineno
b-Mirceno
a-Felandreno
a-Terpineno
p-Cimeno
Limoneno

Notas de salida

a-Terpineol

Linalool

Acetato de linalilo

Acetato de nerilo
trans-b-Cariofileno
cis-Dihidrojasmonato de metilo
trans-Dihidrojasmonato de metilo
b-Metilionona

Notas medias

a-Santalol

Salicilato de 2-etilhexilo
Pentadecenal

Miristato de isopropilo

Notas de fondo Acetato de (E)-4-tetradecenilo
Acetato de farnesilo
Galaxolida

Ciclodecanolida

Brasilato de etileno

90



3.3 EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE LOS COMPUESTOS
VOLATILES DE LOS PERFUMES APLICADOS SOBRE LA PIEL

3.3.1 Disefio, construccion y evaluacion de las condiciones de operacion del

equipo para monitorear volatiles de la piel.

Se construyeron y evaluaron dos tipos de dispositivos para la realizaciéon de este
estudio. El primero es una caja, fabricada de material acrilico, con un dispositivo
especial que permite la circulacion de aire del ambiente a través del equipo (ver
Figura 25). Una vez el brazo se introduce dentro del equipo, se aplica el perfume
sobre el antebrazo; un ventilador hace circular el aire en el equipo. El aire en
movimiento se hace pasar sobre la piel, donde se aplicé el perfume, arrastrando
los compuestos volatiles y dirigiéndolos a la fibora de SPME ubicada
perpendicularmente, encima del sitio de aplicacion del perfume, para extraer y

concentrar las sustancias emanadas.

Figura 25. Dispositivo con sistema de flujo de aire, empleado para el estudio del
comportamiento del perfume, aplicado sobre la piel del antebrazo.
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Debido al volumen relativamente grande de la caja y a la absorcién de los
componentes del perfume por parte de la piel, las cantidades extraidas resultaron
ser muy pequefias, aun para tiempos de evaporacidbn muy cortos, siendo
practicamente nulos (por debajo del nivel minimo de deteccion del sistema
analitico) para tiempos de evaporacién de dos horas. Se evaluaron también los
voltajes aplicados al ventilador y se observé que eran mas favorables para la
extraccion los voltajes bajos que, a su vez, permitian el menor flujo de aire a

través de la caja.

Lo anterior condujo a la elaboracién del disefio de un segundo equipo, que
consistid en un cilindro sin circulacion de aire (ver Figura 26). EIl perfume se
aplica sobre la parte interna del antebrazo, antes de introducir este ultimo en el
dispositivo. El perfume se deja evaporar el tiempo estipulado para cada estudio, a
una temperatura de 23+1 °C vy, posteriormente, se introduce el antebrazo en el
equipo para realizar la extraccion y concentracion de los compuestos volatiles

presentes en el headspace por medio de la fibra de SPME.

' f_?i‘_

Figura 26. Dispositivo sin corriente de aire, empleado para el estudio del
comportamiento del perfume, aplicado sobre la piel del antebrazo.
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Después de evaluar el perfume, aplicado sobre el antebrazo, a diferentes tiempos
de su evaporacion, se escogié este Ultimo dispositivo porque las cantidades
extraidas y los cromatogramas obtenidos eran satisfactorios para la identificacion

de los compuestos y su analisis semi-cuantitativo .

Se verificd el funcionamiento del equipo, realizando inicialmente el monitoreo en
funcion del tiempo (0, 30, 60, 90 y 120 min), de los compuestos volatiles del
perfume, aplicado sobre una lamina de vidrio. Las areas cromatograficas

promedio de los volatiles obtenidas se reportan en el Anexo 16 y fueron
empleadas para comparar con las obtenidas durante el proceso de evaporacion
del perfume, aplicado sobre la pielde las voluntarias.

3.3.2 Estudio del comportamiento de los compuestos volatiles del perfume

aplicado sobre la piel.

Con base en la encuesta realizada (Anexo 1), la piel de cada una de las

voluntarias fue clasificada segun su tipo, asi como aparece en la Tabla 7.

Tabla 7. Clasificacidon del color de piel de las voluntarias.

N © Voluntaria Tipo de piel Color Voluntaria
1 111 Blanco Bl
2 [-111 Blanco B2
3 v Moreno claro T1
4 v Moreno claro T2
5 Vv Moreno M1
6 \% Moreno M2
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Para el estudio del comportamiento de la fraccion volatil del perfume, aplicado
sobre la piel de los tres tipos, mencionados en la Tabla 7, se escogieron 12
compuestos, de los cuales 10 son caracteristicos del aroma del perfume y 2
corresponden a aditivos de éste, a saber. imoneno, a-terpinoleno, a-terpineol,
nerol, acetato de linalilo, acetato de nerilo, ftalato de dietilo, cis-dihidrojasmonato
de metilo, a-santalol, trans-dihidrojasmonato de metilo, b-metilionona y salicilato
de 2-etilhexilo. El criterio usado para la seleccion de estos compuestos fue su
permanencia continua en el headspace del perfume, aplicado sobre la piel, a
diferencia de los demés compuestos, que no se encontraban en una
concentracién suficiente para su deteccion, para los tiempos de evaporacion
estudiados. Los compuestos seleccionados se encontraron en cantidades
relativas altas, lo que facilit6 su monitoreo, en especial, para los tiempos de
evaporacion prolongados. Cabe resaltar, que no se detectaron en ningin caso
compuestos volatiles tipicos de la piel o de productos nuevos, correspondientes a
la interaccion de la piel con el perfume; por esta razon, los compuestos

monitoreados s6lo pertenecian a los componentes del perfume.

3.3.2.1 Comportamiento de la fraccion volétil del perfume aplicado sobre la

piel blanca

En la Grafica 5, se muestra la comparacion del comportamiento durante la
evaporacion de cada uno de los compuestos del perfume, aplicado sobre la piel
blanca y tambiénsobre la ldmina de vidrio. Las graficas se construyeron, usando
los valores promedio de las &reas cromatograficas, reportadas en los Anexos 16,
17y 18.

Se observo el comportamiento similar para el limoneno, a-terpinoleno, a-terpineol,

nerol, acetato de linalilo y acetato de nerilo, que fue caracteristico para cada una
de las voluntarias de piel blanca. Para B1 se observa un descenso marcado en la

cantidad relativa de estos componentes, alos primeros 30 min, tiempo después
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del cual se presentan variaciones en la concentracion Por otro lado, para la
voluntaria B2, se observa una disminucion progresiva después de 30 min de la

concentracion relativa de este grupo compuestos en el headspace.

Para B1, B2 y LV, el comportamiento de los compuestos estudiados (areas
cromatograficas) se asemeja en el decrecimiento de las areas de los picos
cromatograficos (es decir, la concentracion relativa) a medida que aumenta el
tiempo de evaporacidon. En las graficas del a-terpineol, nerol, acetato de linalilo y
acetato de nerilo, se observa, que B2 y LV presentan un comportamiento similar.
Suponiendo que la lamina de vidrio (LV) es una superficie relativamente inerte, se
presume que ésta presenta una baja interaccion con los componentes del
perfume, lo anterior, permite considerar que la piel de la voluntaria B2 tiene una
menor influencia en el proceso de evaporacion de estos componentes del

perfume, con relacion a la piel de la voluntaria B1.

Se observa para el limoneno, que se encuentra en concentracion relativa mas alta
en el headspace del perfume, aplicado sobre la lamina de vidrio, en comparacion
con la concentracion relativa en el headspace del perfume, aplicado sobre la piel
de las voluntarias blancas. Esta diferencia puede ser atribuida a la interaccién
entre el limoneno y la piel. Se observa un comportamiento similar en la
evaporacion del limoneno sobre LV y B1, lo que permite suponer que la piel de la
voluntaria B1 interacciona en menor grado con este compuesto .

Para el ftalato de dietilo y el cis-dihidrojasmonato de metilo, se observa el
incremento de su concentracion relativa, en el headspace sobre el ante brazo de la
voluntaria B1. Se observd que la concentracién del a-santalol permanecio
constante durante los primeros 30 min, luego decrecio rapidamente, sin deteccion

en las posteriores evaporaciones.
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El comportamiento del trans-dihidrojasmonato de metilo y la b-metilionona para
B1, presentado en la Gréfica 5, fue similar. Se observd un descenso progresivo

en su cantidad relativa después de 30 min.

En la Gréfica 5, se observé para B2 que el comportamiento de estos ultimos
cinco compuestos es similar, pero difiere del comportamiento descrito para Bl y
LV. En general, B1 presenté mayorescantidades relativas extraidas, queB2 y LV
las menores. El comportamiento del perfume aplicado sobre la piel de B2, se
asemeja mas al observado para el perfume aplicado sobre LV, lo que permite
suponer que la influencia de la piel de esta voluntaria no fue significativa en el
peffil de evaporacion o se presentd una menor interaccion de la piel de B2 con
este grupo de compuestos, en comparacion con la de la piel B1. Sin embargo,
existe una gran diferencia en las areas cromatograficas debido posiblemente a la
temperatura a la cual se llevo a cabo la evaporacion (temperatura corporal 37°C,
lamina de vidrio 25°C), puesto que un aumento en la temperatura favorece el paso

de los compuestos al headspace.

Se observa, para B1 y B2 un aumento progresivo en la concentracion del salicilato
de 2-etilhexilo en el headspace; B2 presentd un decrecimiento en las areas
cromatograficas después de 90 min. Con respecto a LV, no se observaron

similitudes en las graficas.

Para las voluntarias de piel blanca (tipo I11), el perfil de evaporacion de los 12
compuestos estudiados (Numeral 3.3.2), no mostré alguna relacion entre si, que
permita establecer un comportamiento caracteristico de estos compuestos

fragantes al ser aplicados sobre este tipo de piel.
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Grafica 5. Comportamiento de las areas cromatograficas de algunos compuestos,
en funcion del tiempo de la evaporacion del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,

aplicado sobre la piel blanca.
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Continuacion Gréafica 5.
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3.3.2.2 Comportamiento de la fraccion volatil del perfume aplicado sobre la

piel morena clara (triguefia)

La comparacion del comportamiento de cada uno de los 12 compuestos (Numeral

3.3.2) durante la evaporacion del perfume aplicado sobre el antebrazo de las
voluntarias de piel morena clara (T1y T2) y la lamina de vidrio (LV) se presenta en

la Grafica 6. Las graficas se construyeron con los valores promedio reportados en

los Anexos 16, 19 y 20.

El limoneno, el a-terpinoleno, el a-terpineol, el nerol, el acetato de linalilo y el

acetato de nerilo presentaron un comportamiento similar, como se observa en las

gréficas, obtenidas para T1 y T2, pero las areas de los picos cromatograficos de
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T2 fueron mayores que los de T1. Se observo en T1 y T2 un descenso rapido en
la concentracion relativa de estos componentes en los primeros 30 min, tiempo
después del cual, la concentracién disminuyd lentamente. Con respecto a la
lamina de vidrio, sélo el limoneno presenta un comportamiento similar, al de la piel
T1y T2. Después de 30 min, la concentracion de los demas compuestos tiende a
decrecer y se asemeja al comportamiento de éstos en el headspace del perfume
aplicado sobre LV. La concentracion relativa de estos compuestos en el
headspace es generalmente mayor en el ensayo realizado con la lamina de vidrio

en comparacion conel de la piel de las voluntarias triguefias.

Lo anterior permite suponer que estos componentes se evaporaron en su mayoria
durante los primeros 30 min después de ser aplicados sobre la piel, por lo tanto,
su concentracion relativa en la fraccion volatil es baja para tiempos de evaporacion
mayores o que estos compuestos fueron absorbidos a medida que se aumento el
tiempo de contacto con la piel. Ellimoneno, por su parte, se presume, que fue el
compuesto que menos interacciono6 con la piel de las voluntarias triguefas.

Se observa para el ftalato de dietilo, el cis-dihidrojasmonato de metilo, el trans-
dihidrojasmonato de metilo, la b-metilionona y el salicilato de 2-etilhexilo un
comportamiento analogo para T1y T2, presentando las concentraciones minimas
a 0, 60 y 120 min y las maximas a 30 y 90 min. No se presentd concordancia
entre las graficas de T1y T2 para estos compuestos y las de LV, por consiguiente,
se deduce que el perfil de evaporacion de estos compuestosse vio afectado por la

interaccion con la piel de las voluntarias, pero en diferente grado para cada una.
El a-santalol presenté un comportamiento similar al de los compuestos anteriores,

pero las concentraciones relativas minimas se encontrarona 0 y 120 min, por lo

tanto, se supone que el proceso de evaporacion fue mas lento.
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Grafica 6. Comportamiento de las areas cromatograficas de algunos compuestos
en funcion del tiempo de la evaporacion del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,

aplicado sobre la piel triguefia.
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Continuacion Grafica 6.
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El comportamiento de los 12 compuestos estudiados (Numeral 3.3.2) fue similar al
de las dos voluntarias de piel morena clara (tipo V), por lo tanto, se observé una

relacion entre el color de la piel y el perfil de evaporaciéon del perfume. Con base
en el parametro estudiado, se pudo deducir, que el factor influyente sobre el

proceso de evaporacion fue el color de la piel.

3.3.2.3 Comportamiento de la fraccion volatil del perfume aplicado sobre la

piel morena

En la Gréfica 7 se presenta la comparacion del comportamiento de cada uno de
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los 12 compuestos monitoreados (Numeral 3.3.2) durante la evaporacion del




perfume aplicado sobre el antebrazo de las voluntarias de piel morena y sobre la
lamina de vidrio. Las graficas se construyeron con los valores promedio

reportados en los Anexos 16, 21 y 22.

Se observd, que el limoneno, el a-terpinoleno, el a-terpineol, el nerol, el acetato de
linalilo y el acetato de nerilo presentaron un comportamiento similar, como se
puede observar en las Gréficas 6 y 7, obtenidas para las voluntarias de piel
morena clara y de piel morena; cabe resaltar, que d a-terpinoleno presento

cambios mas drasticos en la concentracion relativa durante su evaporacion.

Para el ftalato de dietilo, el cis-dihidrojasmonato de metilo, el trans-
dihidrojasmonato de metilo, la b-metilionona y el salicilato de 2-etilhexilo se
observd un comportamiento similar para M1, su concentracionrelativa crecié hasta
60 min, posteriormente disminuyd ligeramente y se mantuvo casi invariable
después de 90 min. EIl a-santalol describe un comportamiento similar, pero el

punto maximo lo alcanza en el ensayo a 90 min de evaporacion.

El talato de dietilo, el cis-dihidrojasmonato de metilo, el a-santalol, el trans-
dihidrojasmonato de metilo, la b-metilionona y el salicilato de 2-etilhexilo
presentaron un comportamiento analogo para M2 vy, a la vez, similar al de T1y
T2, asi como se puede observar en la Grafica 6; sin embargo, el incremento de
las areas cromatograficas fue menos acentuado. No se observd coincidencia
entre las graficas de los compuestos estudiados para M1, M2 y LV. M1y M2 solo
se diferencian en la velocidad de la evaporacion desde la piel, siendo mas lento

este proceso para M1.
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Grafica 7. Comportamiento de las areas cromatograficas de algunos compuestos
en funcion del tiempo de la evaporacion del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,

aplicado sobre la piel morena.
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Continuacion Gréafica 7.
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3.3.2.4 Comparaciéon del comportamiento del perfume, aplicado sobre la piel

blanca, morena claray morena, en funcion del tiempo

En las Graficas 5-7 muestran las tendencias obtenidas para la evaporacion de

cada uno de los 12 compuestos monitoreados (Numeral 3.3.2), a diferentes
tiempos después de la aplicacion del perfume sobre la parte interna del antebrazo
de las 6 voluntarias. En la Grafica 8 se comparan las tendencias de evaporacion

del perfume para cada una de las 6 voluntarias, para algunos de los compuestos
estudiados, a saber: el limoneno, el cis-dihidrojasmonato de metilo, el a-santalol y

la b-metilionona.
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Gréafica 8. Comparacion de las areas promedio de algunos componentes del

pefume “Tendre Kiss” de Lalique, aplicado sobre la piel blanca, morena clara y
morena, en funcion del tiempo.
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Continuacion Grafica 8.
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Como se observa en las Gréaficas 5-7, el limoneno es el compuesto que
“aparentemente” presentd menor variacion durante el proceso de su evaporacion
al entrar en contacto con la piel de las voluntarias (con excepcion de la voluntaria
B2), puesto que el perfil de evaporaciéon fue analogo al observado para la lamina
de vidrio (material, que se supone, posee una superficie relativamente inerte), en
cuanto a brma de la gréafica y las areas de los picos cromatograficos en los

respectivos cromatogramas.

Se observo, que el a-terpinoleno, el a-terpineol, el nerol, los acetatos de linalilo y
nerilo, presentaron un comportamiento similar en los ensayos de evaporacion del
perfume, realizados sobre la piel de las voluntarias, con excepcion de las
voluntarias de piel blanca. Cuando se aplicé el perfume sobre la lamina de vidrio,
la concentracion relativa de estos compuestos en la fraccion volatil fue, en general,
mas alta, con respecto a su concentracion relativa en el headspace del perfume
aplicado sobre la piel de las voluntarias. Esto permite suponer, que los
componentes mencionados se evaporaban, en su mayoria, durante los primeros
minutos después de ser aplicados sobre la piel, por lo tanto, su concentracion en
el headspace disminuia con el tiempo; por otra parte, estos compuestos se
estaban posiblemente absorbiendo a medida que se aumentaba el tiempo de su

contacto con la piel.

En la Gréfica 8 se observa, que el comportamiento del cis-dihidrojasmonato de
metilo, el a-santalol y la b-metilionona fue similar para las voluntarias de piel
triguefia y, en algunas ocasiones, también para la voluntaria M2, lo que permite
sugerir una posible relacion entre el grado de pigmentacion de la piel y la
volatilizacibnde los componentes del perfume. Una tendencia similar se observo
para el ftalato de dietilo, el trans-dihidrojasmonato de netilo y el salicilato de 2-

etilhexilo.
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Cabe resaltar, que el perfil de evaporacion de cada uno de los compuestos
estudiados, presentd un comportamiento caracteristico al interaccionar con pieles
de diferente grado de pigmentacion. Algunos compuestos de alta volatilidad,
como el limoneno (ver Gréafica 8), no mostraron variacién considerable en el
proceso de evaporacion; por otra parte, compuestos menos volétiles como el cis-
dihidrojasmonato de metilo, el a-santalol y la b-metilionona, presentaron perfiles
de evaporacién similares para cada pareja de voluntarias con el mismo tipo de
piel. Por lo tanto, existe una relacion entre el tipo de la piel de estas voluntarias y
el perfil de evaporaciéon de los componentes del perfume; con base en el
parametro estudiado, se puede suponer, que el factor influyente es el color de la
piel. Las pieles de B1 y B2, mostraron un perfil de evaporacion diferente y poco
relacionado con el de las demas voluntarias, por lo que se presume, que existen

otros factores adicionales al color de la piel que influencian este comportamiento.

En general,los compuestos estudiados presentaron dostipos de comportamientos
caracteristicos para cada una de las voluntarias, aunque en algunos casos, se
observaron similitudes en la tendencia de evaporacién entre las voluntarias de piel
triguefia y morena. De acuerdo con la tendencia de las gréficas, los compuestos
se estudiaron en dos grupos. El primer grupo, fue conformado por los
compuestos para los cuales no se observé la influencia pronunciada de la piel
sobre el perfil de evaporacion, a saber: el limoneno, el a-terpinoleno, el a-
terpineol, el nerol, los acetatos de linalilo y nerilo; de los anteriores, el a-
terpinoleno fue el compuesto que presentd menor similitud y homogeneidad

durante el proceso de su evaporacion desde las pieles de diferentes tipos.

El segundo grupo, fue integrado por el ftalato de dietilo, el cis-dihidrojasmonato de
metilo, el a-santalol, el trans-dihidrojasmonato de metilo, la b-metilionona y el

salicilato de 2-etilhexilo. Para estos compuestos se observdé un peffil de

108



evaporacion, que presentd poca similitud con el de la lamina de vidrio, lo que
permitidé suponer, que para estas sustancias ocurria una mayor interaccién con la

piel.

Cabe anotar, que el criterio para sugerir una posible interaccion entre los
compuestos del perfume con la piel de los diferentes tipos, se basé en la
comparacion de los perfiles de evaporacion del perfume, aplicado sobre la piel del
antebrazo de las voluntarias (superficie activa), y sobre la lamina de vidrio
(superficie, que se supone posee menor actividad). No se realizaron andlisis
complementarios de la piel, para establecer los tipos de interaccion entre ésta y el
perfume, debido a que en este trabajo solo se pretendié evaluar el efecto del
grado de pigmentacién de la piel sobre el proceso de evaporacién de los
compuestos de un perfume aplicado sobre ésta, por medio del monitoreo del
headspace con SPME, usando como “fijos” diferentes parametros operacionales
(temperatura, humedad, tiempo de exposicion, tipo del perfume, recubrimiento de
la fibra, etc.).

3.4 ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE MASAS DE ALGUNOS
COMPUESTOS VOLATILES DEL PERFUME “TENDRE KISS” DE LALIQUE

La identificacion de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,
presentes en la solucibn de diclorometano-perfume y en su headspace, fue
realizada con la ayuda de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC/MS). A continuacion, se muestran los espectros de masas, obtenidos
para algunos componentes mayoritarios del perfume, junto con sus rutas de

fragmentacion.
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a-Terpineol. El espectro de masas de este compuesto de olor floral y las rutas de

su fragmentacion se presentan en laFigura 27.

En el espectro de masas del a-terpineol aparece el ion Cs3H,0" en m/z 59 (100 %),
pico de base, que se produce por ruptura del enlace GC proximo al atomo de
oxigeno (ruptura a), acompafiado de la pérdida del radical metilciclohexénico. La
posterior pérdida del CHs’del fragmento m/z 59 genera el i6n acilo CH;CO* en m/z
43 (32 %). El i6bn molecular M, se registr6 en m/z 154 con una muy baja
intensidad; ademas, se presentan los iones caracteristicos (M-CHs)" en m/z 139
(17 %), (M-H,0)"en m/z 136 (47 %) y (M-CHz-H,O)" en m/z 121 (56 %), que
permiten la confirmacion del peso molecular y la presencia del grupo -OH. El

fragmento en m/z 136, producto de la deshidratacion del ion molecular, se disocia
posteriormente eliminado los radicales CHs’, C3Hs’y H “con formacion de los iones

(M-CHg-H20)+ en m/z 121 (56 %) y (M-HzO-C3H5-2H)+ en m/z 93 (49 %),

respectivamente.

El cation-radical CsHg™en m/z 68 (21%) surge durante el rompimiento RDA del
fragmento (M-H,O)"; enm/z 136. La ocurrencia de la ruptura RDA en la molécula
de a-terpineol confirma la presencia y localizacion del doble enlace. Por otro lado,
la aparicion en el espectro de masas de los iones (M-H,0)"; (M-H,O-CHs)" vy

C3H;O" confirma la presencia y posicién del grupo —OH en la molécula [124-126].
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Figura 27. Espectro de masas del a-terpineol y rutas de formacion de sus iones
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d-Cadineno. EIl espectro de masas de este sesquiterpeno biciclico y su ruta de

fragmentacién se muestran en la Figura 28.
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Figura 28. Espectro de masas del d-cadineno y rutas de formacién de sus iones
fragmento caracteristicos.
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El ion molecular del d-cadineno en m/z 204 (56 %) es de intensidad alta debido a
gue el tnico modo de ruptura de sus anillos es del tipo retro Diels-Alder. El pico
de base enm/z 161 (100%) corresponde al fragmento (M-C3H;)", que se forma por

la pérdida del radical isopropilo a partir del ibn molecular.

La posicion del enlace doble en el ciclo A se comprueba por la aparicion de un ién
en m/z 134 (54 %), producto de la reaccién monomolecular de RDA del ién M’y
del fragmento (M-CsH;)*. El fragmento en m/z 134, posteriormente, sufre
reordenamientos y pérdida de los radicales CHs y CoHs? para formar los iones en
m/z 119 (66 %) y m/z 105 (40 %), respectivamente [124-126].

Ftalato de dietilo. El espectro de masas obtenido para esta molécula, usada
como fijador en la fabricacion de perfumes, y su ruta de fragmentacion, se

presentan en laFigura 29.

El i6n molecular en m/z 222 (3 %), sufre ruptura simple de un enlace O-alquilico
con transposicion doble de hidrégeno y genera el cation en m/z 195 (<1 %), el cual
experimenta reordenamiento tipo McLafferty con pérdida de una molécula de
eteno y una posterior deshidratacion, dando lugar al ién, pico de base,en m/z 149
(100 %), que corresponde a un anhidrido protonado, caracteristico de los ésteres
del &cido ftalico. Se confirma la presencia de picos tipicos de ésteres en m/z 177
(28 %), 164 (1%), 149 (100 %) y 76 (7 %), correspondientes a los iones (M-
C2Hs0)", (M-2C5Hs)*, (M-COOC 7Hs)" y (M-2COOC ;Hs)" [124-126].
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cis-Dihidrojasmonato de metilo. El espectro de masas y la ruta de

fragmentacién del compuesto mayoritario, identificado en una solucion de

perfume inyectada directamente, se muestran en la Figura 30.
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El ién molecular en m/z 226 (3 %) sufre ruptura a con pérdida del radical CHsO’,

generando el catién en m/z 195 (2%). Este ultimo, por desprendimiento de CO,

produce el cation enm/z 167.

El ion, pico de base, en m/z 83 (100 %), se forma por reordenamiento tipo
McLafferty y pérdida de penteno a partir del i6n (M-C3HsO,)*, registrado en m/z
153 (26 %). La eliminacion de una molécula de CO del cation CsH;O"en m/z 83
genera el i6n C4H;", que se registra en m/z 55 (17 %). Por reordenamiento de
McLafferty, el i6n molecular produce el cationradical en m/z 156 (28 %), por
eliminaciéon de una molécula de penteno. A su vez, el ibn en m/z 156 elimina
C,H40,, generando el cation radical en m/z 96 (10 %) [124-126].

Galaxolida. El espectro de masas obtenido para este compuesto, caracteristico
por poseer notas almizcladas, y su ruta de fragmentacién se presentan en la
Figura 31.

El ion molecular en m/z 258 (21 %) sufre pérdida de un radical metilo, generando
el ién, pico de base, en m/z 243 (100%). En este ultimo ocurre la reaccion retro
Diels-Alder y se produce un fragmento en m/z 213 (28%). Este dultimo,
experimenta el desprendimiento de una molécula de C3Hg, dando origen al i6n en
m/z 171 (9 %).

El fragmento en m/z 228 (3 %), producto de la reaccion RDA del i6n molecular,
sufre pérdidas consecutivas de CH3z*y dos noléculas de eteno, dando lugar a la
formacién de los iones en m/z 213 (28 %), en m/z 185 (6 %) y en m/z 157 (5 %),
respectivamente [124-126].
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4. CONCLUSIONES

1. En el perfume “Tendre Kiss” de Lalique, analizado por GC/MS, se detectaron 74
componentes, de los cuales se logré identificar 67, con base en los espectros de
masas (ionizacion electronica, 70 eV) y los indices de Koévats, calculados para
cada una de las columnas empleadas (DB-1 y HP-5), asi como por comparacion
de los espectros de masas obtenidos con los de las bases de datos NBS75K,
Wiley 138 y NIST98. Entre los componentes mayoritarios (>1%) figuraban los
siguientes: el cis-dihidrojasmonato de metilo, el brasilato de etileno, el ftalato de
dietilo, la galaxolida, el miristato de isopropilo, el trans-dihidrojasmonato de metilo,
la muscolactona, el 4-metoxicinnamato de 2-etilhexilo, la tonalida y el benzoato de

bencilo.

2. Se comprobd, que SPME es una técnica adecuada, relativamente rapida y
practica, para realizar el monitoreo de compuestos volatiles del perfume. Las
mejores condiciones de trabajo, que permitieron extraer el mayor namero de
compuestos del headspace del perfume, en una cantidad relativa suficiente para
ser detectados e identificados, se obtuvieron, empleando la fibra de PDMS/DVB
(65 um), con un tiempo de exposicion de 15 min, a 37 °C. La extraccion HS-
SPME de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique y su posterior
analisis por GC-MS permitieron la deteccién de 44 compuestos, de los cuales se
identificaron 41. Entre los compuestos mayoritarios (>3%) en el headspace se
encontaron el limoneno, los acetatos de nerilo y linalilo, el sabineno, el a-

terpineol, el nerol, el b-pineno, el b-terpineol y el b-mirceno, entre otros.

3. En el andlisis de las notas del perfume “Tendre Kiss” de Lalique por HS-
SPME/GC-MS se encontrd, que los componentes mayoritarios de las notas de
salida fueron representados por el limoneno, el sabineno, el b-pineno y el b-
mirceno; las notas medias estaban constituidas por acetatos de nerilo y linalilo y a-

terpineol, entre otros; estos compuestos presentan olores florales y herbales. Las
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notas de fondo correspondieron al acetato de (E)-4-tetradecenilo, el brasilato de
etileno, el salicilato de 2-etilhexilo y la galaxolida. Estas sustancias poseen un
aroma almizclado y a especias, y se usan también como fijadores y aditivos en los

perfumes.

Se aplico el perfume “Tendre Kiss” de Lalique sobre una lamina de vidrio y el
antebrazo de 6 voluntarias de diferentes tipos de piel y se estudié el perfil de
evaporacién de 12 compuestos, a saber: a-terpinoleno, a-terpineol, nerol, acetatos
de linalilo y nerilo, ftalato de dietilo, cis-dihidrojasmonato de metilo, a-santalol,
trans-dihidrojasmonato de metilo, b-metilionona y salicilato de 2-etilhexilo. Los
compuestos mas volatiles, siguieron un perfil de evaporacién similar para las
voluntarias y la lamina de vidrio y solo se diferenciaron en las cantidades relativas.
Por su parte, los compuestos menos volatiles presentaron para cada voluntaria un
perfil de evaporacién diferente al observado para la lamina de vidrio, lo que
permiti6 suponer, que el proceso de evaporaciéon de estos compuestos fue
afectado en mayor grado por su interaccion con la piel. Estos resultados
concuerdan con lo encontrado por Vuilleumier y col. [127], en su estudio sobre el

comportamiento de ingredientes del perfume, aplicado sobre la piel.

. Se observo, que el grado de pigmentacién de la piel si posee influencia sobre el
proceso de evaporacion de los 12 compuestos tipicos estudiados; las pieles con
mayor grado de pigmentacién (tipo 1V-V) mostraron perfiles de evaporacion
similares, mientras que para la piel blanca (tipo I-I1l), el perfil de evaporacion fue
muy individual para cada voluntaria. El grado de pigmentacion de la piel afecta el
perfil de evaporacion de los compuestos estudiados, por ende, si puede conducir a

cambios en el aroma del perfume después de su aplicacion.
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5. RECOMENDACIONES

Es conveniente modificar la programacion de la temperatura del horno o utilizar una
columna de mayor longitud, para obtener una mejor separacién y por lo tanto, una
identificacion mas completa de los componentes del perfume. Aungue con los métodos
cromatograficos utilizados se logr6 una caracterizacion aceptable del perfume “Tendre
Kiss” de Lalique, la cuantificacibn no es viable debido a la coelucién de varios
compuestos, ésto se refleja en los coeficientes de variacion, relativamente altos, de las
cantidades relativas.

Es importante estudiar la evaporacion del perfume desde la ldmina de vidrio a las
condiciones de temperatura y ventilacion mas cercanas posibles a la evaporacion del
perfume desde la piel, de modo que se pueda establecer una relacion mas acertada entre
el proceso realizado sobre una superficie considerada “inerte” y una activa, bajo las

mismas condiciones.

Se sugiere implementar un sistema de flujo de aire al dispositivo empleado en este
estudio, que permita realizar la evaporacion del perfume aplicado sobre el antebrazo en
condiciones controladas de ventilacion.

Es necesario efectuar una caracterizacion de la piel de las voluntarias (pH, textura, color,
nivel lipidico, entre otros) con el fin de conocer algunos de los parametros que pueden
afectar el proceso de evaporacion de los componentes de los perfumes aplicados sobre la
piel y mantenerlos dentro de un mismo rango para las voluntarias, de modo que el color

de la piel sea la variable que juega el papel mas importante en el estudio.
Para establecer con mayor certeza el efecto de la piel sobre la evaporacion del perfume,

se deben estudiar mas fragancias en una poblacion representativa que permita realizar un

tratamiento estadistico de los datos obtenidos.
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Anexo 1

Formato de la encuesta realizada a las voluntarias para la clasificacion de su piel.

Fecha:

Nombre de la voluntaria:

De acuerdo con el comportamiento de su piel frente a las radiaciones solares a lo

largo de su vida, responda las siguientes preguntas:

1. Se quema facilmente?

Siempre Con frecuencia Rara vez Nunca

2. Presenta oscurecimiento o pigmentacion inmediata?

No Leve Moderada Intensa

3. Se broncea:

Nunca Con dificultad Gradualmente Uniformemente
Profundamente Siempre
Comentarios:
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Anexo 2. lIdentificacion por HRGC/MSD (columna DB-1) de los compuestos

presentes en el perfume “Tendre Kiss” de Lalique.

NO

_ Identificacion Ik catcutado Ik tesrico
pico

1 a-Pineno - 942

2  Sabineno - 976

3 b-Pineno - 981

4  Glicerol trimetil éter + a-Felandreno - - /1002

5 Dipropilenglicol + Dibutilenglicol 1011 -

6  Etilal 1017 -

7  DP-Careno 1019 1013

8  Limoneno 1019 1024

9 ¢gTerpineno 1047 1056
10 Alcohol b-feniletilico 1081 -
11 Oxido de linalool 1084 1082
12 Nerol* 1166 1097
13  Acetato de linalilo 1179 1218
14 trans-b-Cariofileno 1240 1240
15  2,3-dihidro-5,6-dimetoxi-3-metil1l-H-inden-1-ona 1412 1417
16  Buitilhidroxitolueno (BHT) 1474 -
17 d-Cadineno + Elemicin + Elemol 1530 1524-1540
18 Ftalato de dietilo 1550 -
19 b-Metilionona 1592 -
20 9-Dodeciltetradecahidro antraceno* 1597 -
21 N.L 1607 -
22 cis-Dihidrojasmonato de metilo 1619 -
23 N.L 1635 -
24  trans-Dihidrojasmonato de metilo 1642 -
25 N.L 1655 -
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Continuacion Anexo 2.

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48

N.I.
2,2,8-Trimetil-biciclo[4,2,0]oct-1(6)-eno-1-penteno*

Isocurcumenol

a-Santalol*

Benzoato de bencilo

Benzoil indol*

Derivado de la carvona

N.I.

Salicilato de 2 -etilhexilo

6,7-Dietil-1, 1, 4, 4 -tetrametil tetralina*
1,11,13-Hexadecatrieno*

Acetato de (E)-4-tetradecenilo
Muscolactona

Miristato de isopropilo
3-Metil-4-ciclopentadecenona
7-Acetil-6-€til-1, 1, 4, 4-tetrametiltetralina*
4, 4-Dimetoxidifenilamina*

Derivado de la tretalina*

Galaxolida

Galaxolida + 6-Metoxi 8,8-dimetil-2H, 8H-benzo-
[1, 2-b:3, 4-b’]dipiran-2-ona
Oxacicloheptadec-8-en-ona

Brasilato de etileno

N.l. + 4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo

1664
1669

1675
1712
1719
1738

1739
1781
1783
1787
1791
1796
1806
1813
1814
1824
1835
1850
1855
1864
1900
1971
2076
2278

* Compuestos identificados tentativamente
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Anexo 3. ldentificacion por HRGC/MSD (columna HP-5) de los compuestos

presentes en el perfume “Tendre Kiss” de Lalique.

N° pico Identificacion K calculado I teérico
1 a-Pineno - 939
2 Sabineno - 976
3 b-Pineno - 980
4 a-Felandreno 1000 1005
5 D3-Careno 1006 1011
6 Metoxitrietilenglicol 1022 -

7 Dipropilenglicol 1023 -

8 Limoneno 1026 1031
9 N.I. + Dibutilenglicol 1039 -

10 Dibutilenglicol 1044 -

11 g-Terpineno 1054 1062
12 Linalool 1099 1098
13 Alcohol b-feniletilico 1110 1110
14 trans-b-Terpineol 1179 1163
15 a-Terpineol 1192 1189
16 Nerol 1227 1228
17 Acetato de linalilo 1248 1257
18 Aminobenzoato de linalilo 1254 -

19 a-Copaeno 1372 1376
20 trans-b-Cariofileno 1412 1418
21 Santakeno 1416 1420
22 Dehidroaromadendrano 1438 1459
23 Butilmetoxidibenzoilmetano 1453 -

24 b-Metilionona 1488 1479
25 Germacreno D 1489 1480
26 Butilhidroxitolueno (BHT) 1510 1512
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Continuacion Anexo 3.

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Elemol

Elemicin

d-Cadineno

Longipinanol

Ftalato de dietilo

N.I.

9-Dodeciltetradecahidro antraceno*
cis-Dihidrojasmonato de metilo
N.I. (m/z = 234)

Salicilato de hexilo

a-Santalol
trans-Dihidrojasmonato de metilo
Derivado de p-cimen-7-0l*
Farnesol

Curcufenol*

Ambrox

Benzoato de bencilo

2-Ciclohexil ciclohexanona

6,7-Dietil-1, 1, 3, 4, 4-pentametil tetralina*

Salicilato de 2-etilhexilo
3-Benzoil indol
1,11,13-Hexadecatrieno*
Muscolactona

Acetato de (E)-4-tetradecenilo
Miristato de isopropilo
Tonalida*

Acetato de farnesilo + N.I.*

1539
1545
1547
1562
1583
1621
1643
1649
1652
1673
1674
1679
1682
1689
1714
1753
1786
1790
1793
1796
1798
1805
1810
1817
1824
1831
1836

1549
1554
1559

1561

1654

1675
1678
1680

1713
1715

1756
1762

1843/
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Continuacion Anexo 3.

54

55
56
57
58
59
60

6-Metoxi 8,8-dimetil-2H, 8H-

benzo[1, 2-b:3, 4-b’]dipiran-2-ona
7-Acetil-6-etil-1, 1, 4, 4-tetrametiltetralina*
Galaxolida

Ftalato

Oxacicloheptadec-8-en-ona

Brasilato de etileno

4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo

* Compuestos identificados tentativamente
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Anexo 4. Estudio de la repetitividad de las cantidades relativas (%) de los

compuestos presentes en el perfume “Tendre Kiss” de Lalique.

NO
Pico

Identificacion

Cantidad

relativa
(%)

Cantidad
relativa prom.

(%)

CV%

10

11

12

13

14

a-Pineno

Sabineno

b-Pineno

a-Felandreno

Metoxitrietilenglicol

Dipropilenglicol

Limoneno

N.l. + Dibutilenglicol

Dibutilenglicol

gTerpineno

Linalool

Alcohol b-feniletilico

trans-b-Terpineol

a-Terpineol

0,140
0,138
0,189
0,043
0,040
0,041
0,155
0,148
0,163
0,060
0,064
0,065
0,046
0,051
0,054
1,230
1,393
1,542
0,712
0,745
0,778
0,134
0,121
0,098
0,139
0,133
0,135
0,068
0,073
0,089
0,201
0,218
0,212
0,296
0,303
0,311
0,208
0,213
0,223
<0,010
<0,010

0,16

0,041

0,155

0,063

0,050

1,4

0,74

0,12

0,14

0,08

0,210

0,303

0,215

<0,010

0,029

0,002

0,008

0,003

0,004

0,156

0,033

0,018

0,003

0,011

0,009

0,008

0,008

18,555

3,695

4,832

4,200

8,029

11,240

4,430

15,493

2,252

14,308

4,099

2,474

3,558
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Continuacion Anexo 4.

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Nerol

Acetato de linalilo

Aminobenzoato de linalilo

a-Copaeno

trans-b-Cariofileno

Santaleno

Dehidroaromadendrano

Butilmetoxidibenzoilmetano

Germacreno D

Butilhidroxitolueno (BHT)

Elemol

Elemicin

Longipinanol

Ftalato de dietilo

0,326
0,339
0,344
0,336
0,341
0,312
0,291
0,307
<0,010
<0,010
<0,010
0,085
0,092
0,069
<0,010
<0,010
<0,010
0,054
0,059
0,048
<0,010

<0,010
<0,010
<0,010
<0,010
0,044
0,065
0,061
0,058

0,047
0,039
0,051
0,046
0,096
0,083

8,934
9,150
9,247

0,335

0,33

0,30

<0,010

0,08

<0,010

0,056

<0,010

<0,010

0,06

0,052

0,045

0,090

9,1

0,009

0,016

0,011

0,012

0,004

0,011

0,008

0,006

0,009

0,160

2,763

4,702

3,784

14,378

6,258

19,677

14,816

13,296

10,271

1,759
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Continuacion Anexo 4.

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

N.1.

9-Dodeciltetradecahidro antraceno

cis-Dihidrojasmonato de metilo

N.L

a-Santalol

trans-Dihidrojasmonato de metilo

Derivado de p-cimen-7-ol

Farnesol

Curcufenol

Ambrox

Benzoato de bencilo

2-Ciclohexilciclohexanona

6,7-Dietil-1, 1, 4, 4tetrametil tetralina

Salicilato de 2-etilhexilo

3-Benzoil indol

0,168
0,113
0,155
0,123
0,124
0,115
22,789
22,849
22,903
0,190
0,183

0,354
0,343
0,382
7,298
6,574
6,936
1,615
1,624
1,607
0,323
0,316
0,341
<0,010
<0,010
0,300
0,309
0,313
1,353
1,380
1,426

0,390

0,382
0,191
0,204
0,188
0,574
0,406
0,523

0,155

0,146

0,14

0,121

22,85

0,187

0,36

6,9

1,615

0,33

<0,010

0,307

1,39

0,386

0,19

0,50

0,16

0,029

0,005

0,057

0,005

0,020

0,362

0,008

0,013

0,007

0,034

0,006

0,008

0,086

0,013

19,779

4,088

0,250

2,654

5,591

5,219

0,526

3,948

2,166

2,662

1,466

4,376

17,192

8,640
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Continuacion Anexo 4.

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

1,11,13-Hexadecatrieno

Muscolactona

Acetato de (E)-4-tetradecenilo

Miristato de isopropilo

Tonalida

Acetato de farnesilo + N.I.

6-metoxi 8,8-dimetil-2H, 8H-
benzo[1, 2-b:3, 4-b’ldipiran-2-ona

7-Acetil-6-etil-1, 1, 4, 4tetrametiltetralina

Galaxolida

Ftalato

Oxacicloheptadec-8-en-ona

Brasilato de etileno

4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo

0,511
0,522
0,517
4,384
4,251
4,326
4,745
4,827
4,293
7,738
7,773
7,752
3,445
3,361
3,653
0,318
0,305
0,321
0,388
0,365
0,374
0,083
0,090
0,087
9,008
8,085
8,926
0,385
0,392
0,376
0,744
0,736
0,751
14,352
14,049
14,702
3,956
4,282
4,321

0,517

4,32

4,6

7,75

3,5

0,315

0,38

0,087

8.7

0,384

0,744

13,2

4,2

0,006

0,067

0,288

0,018

0,150

0,008

0,012

0,004

0,511

0,008

0,008

0,282

0,200

1,066

1,543

6,222

0,227

4,312

2,703

3,085

4,052

5,890

2,087

1,009

2,134

4,788
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Anexo 5. Estudio de la repetitividad de los tr y los tgr de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique.

e Tiempo de retencion (min) Tiempo de retencién prom. s CV (%)
Identificacion
tr trista™ e 1 tre tr tr
_ 13,94 29,65 0,47
a-Pineno 13,96 29,66 0,47 13,95 0,47 0,011 0,08
13,94 29,65 0,47
_ 15,50 29,65 0,52
Sabineno 15,49 29,66 0,52 15,49 0,52 0,006 0,04
15,49 29,65 0,52
_ 15,77 29,65 0,53
b-Pineno 15,78 29,66 0,53 15,77 0,53 0,015 0,10
15,75 29,65 0,53
16,79 29,65 0,56**
a-Felandreno 16,78 29,66 0,56 16,79 0,56 0,010 0,06
16,80 29,65 0,57
\ 16,89 29,65 0,57
D-Careno 16,88 29,66 0,57 16,89 0,57 0,006 0,03
16,89 29,65 0,57
o . 17,01 29,65 0,57
Metoxitrietilenglicol 17,00 29,66 0,57 17,01 0,57 0,015 0,09
17,03 29,65 0,57
o _ 17,38 29,65 0,59%**
Dipropilenglicol 17,38 29,66 0,58 17,38 0,58 0,006 0,03
17,37 29,65 0,58
_ 17,67 29,65 0,60
Limoneno 17,66 29,66 0,60 17,67 0,60 0,006 0,03
17,67 29,65 0,60
L _ 17,93 29,65 0,60
N.I. + Dibutilenglicol 17,92 29,66 0,60 17,93 0,60 0,010 0,06
17,94 29,65 0,60
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Continuaciéon Anexo 5.

Dibutilenglicol

g-Terpineno

Linalool

Alcohol b-feniletilico

trans-b-Terpineol

a-Terpineol

Nerol

Acetato de linalilo

Aminobenzoato de

linalilo

18,21
18,20
18,22
18,73
18,74
18,74
20,16
20,14
20,15
20,75
20,75
20,75
22,94
22,91
22,93
23,38
23,40

24, 40
24,45
24,42
25,08
25,08
25,07
25,86
25,87

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

0,61
0,61
0,61
0,63
0,63
0,63
0,68
0,68
0,68
0,70
0,70
0,70
0,77
0,77
0,77
0,79
0,79

0,82
0,82
0,82
0,84
0,84
0,84
0,87
0,87
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18,21

18,74

20,15

20,75

22,93

23,39

24,42

25,08

25,87

0,61

0,63

0,68

0,70

0,77

0,79

0,82

0,84

0,87

0,010

0,006

0,010

0,000

0,015

0,014

0,025

0,006

0,007

0,05

0,03

0,05

0,00

0,07

0,06

0,10

0,02

0,03



Continuacion Anexo 5.

a-Copaeno

trans-b -Cariofileno

Santaleno

Dehidroaromadendrano

Butil-

metoxidibenzoilmetano

b-Metilionona

GermacrenoD

Butilhidroxitolueno (BHT)

Elemol

29,27
29,29
29,28
30,43
30,44
30,44
30,62
30,60
30,59
30,92
30,91
30,90
31,45
31,40
31,44
31,79
31,80
31,79
32,28
32,30
32,29
32,59
32,58
32,56
32,71

32,69

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

0,99
0,99
0,99
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,03
1,04
1,04
1,04
1,06
1,06
1,06
1,07
1,07
1,07
1,09
1,09
1,09
1,10
1,10
1,10
1,10

1,10

29,28

30,44

30,60

30,91

31,43

31,79

32,29

32,58

32,70

0,99

1,03

1,03

1,04

1,06

1,07

1,09

1,10

1,10

0,010

0,006

0,015

0,010

0,026

0,006

0,010

0,015

0,014

0,03

0,019

0,05

0,03

0,08

0,18

0,03

0,05

0,04
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Continuacion Anexo 5.

Elemicin

d-Cadineno

Longipinanol

Ftalato de dietilo

N.I.

9-Dodeciltetradeca-hidro
antraceno
cis-Dihidrojasmonato de

metilo

N.I.

Salicilato de hexilo

33,59
33,61
33,62
33,78
33,80
33,81
33,93
33,94

34,82
34,81
34,81
35,58
35,60
35,59
35,73
35,73
35,73
36,46
36,48
36,45
36,74
36,72

36,82
36,84
36,80

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

113
1,13
1,13
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,14
1,17
1,17
1,17
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,20
1,23
1,23
1,23
1,24
1,24

1,24
1,24
1,24

33,61

33,80

33,94

34,81

35,59

35,73

36,46

36,73

36,82

1,13

1,14

1,14

1,17

1,20

1,20

1,23

1,24

1,24

0,015

0,015

0,007

0,008

0,010

0,000

0,006

0,014

0,02

0,04

0,04

0,02

0,02

0,03

0,00

0,02

0,04

0,05

144



Continuacion Anexo 5.

a-Santalol

trans-Dihidrojasmonato
de metilo

Derivado de p-cimen-7-

ol

Farnesol

Curcufenol*

Ambrox

Benzoato de bencilo

2-Ciclohexil
ciclohexanona
6,7-Dietil-1, 1, 3, 4, 4-

pentametil tetralina

Salicilato de 2 -etilhexilo

36,95
36,97
36,95
37,06
37,03
37,02

37,51
37,50
37,52
37,72
37,73
37,69
37,84

37,86
37,93
37,95
37,95
39,42
39,44
39,43
39,64

39,61
39,86
39,83
39,85
40,06
40,05
40,07

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,25
1,26
1,26
1,26
1,27
1,27
1,27
1,28

1,28
1,28
1,28
1,28
1,33
1,33
1,33
1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,35

1,35
1,35

36,96

37,04

36,93

37,71

37,85

37,94

39,43

39,62

39,85

40,06

1,25

1,25

1,26

1,27

1,28

1,28

1,33

1,34

1,34

1,35

0,012

0,020

0,015

0,021

0,014

0,011

0,010

0,020

0,015

0,010

0,03

0,06

0,04

0,05

0,04

0,03

0,02

0,05

0,04

0,02

145



Continuacion Anexo 5.

3-Benzoil indol

1,11,13-Hexadecatrieno

Muscolactona

Acetato de (E)-4-
tetradecenilo

Miristato de isopropilo

Tonalida

Acetato de farnesilo +
N.I.

6-metoxi 8,8-dimetil-2H, 8H-
benzo[1, 2-b:3, 4-b’]

dipiran-2-ona

40,26

40,25
40,60
40,58
40,61
40,73
40,69
40,72
40,98
40,96
40,97
41,05
41,06
41,04
41,12
41,15
41,15
41,31
41,33
41,33

41,46
41,44
41,43

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

29,65
29,66
29,65

1,36

1,36
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,37
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,38
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39
1,39

1,40
1,40
1,40

40,26

40,60

40,71

40,97

41,05

41,14

41,32

41,44

1,36

1,37

1,37

1,38

1,38

1,39

1,39

1,40

0,007

0,015

0,021

0,010

0,010

0,017

0,011

0,015

0,02

0,04

0,05

0,02

0,02

0,04

0,03

0,04
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Continuacion Anexo 5.

7-Acetil-6-etil-1, 1, 4, 4-

tetrametiltetralina*

Galaxolida

Ftalato

Oxacicloheptadec-8-en-

ona
Brasilato de etileno

4-Metoxicinnamato de 2-

etilhexilo

41,93
41,93
41,93
42,27
42,29
42,27
45,74
45,73
45,76
46,70
46,68
46,71
47,38
47,38
47,36
50,35
50,37
50,36

29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65
29,65
29,66
29,65

1,41
1,41
1,41
1,42
1,42
1,42
1,54
1,54
1,54
1,58
1,58
1,58
1,60
1,60
1,60
1,70
1,70
1,70

41,93

42,28

45,74

46,70

47,37

50,36

141

142

1,54

1,58

1,60

1,70

0,000

0,012

0,015

0,015

0,012

0,010

0,00

0,03

0,03

0,03

0,02

0,02

* 1R ista Promedio = 29,65; Sistg = 0,006; CVisiq (%) = 0,02

La desviacién estandar y el coeficiente de variacion para los tiempos de trg SONn iguales a cero con excepcién de:

** trr promedio = 0,56; s = 0,006; CV (%) = 1,02
*** Rr promedio = 0,58; s =0,006; CV (%) = 0,99
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Anexo 6. Estudio de la repetitividad de las areas de los componentes volatiles del

perfume “Tendre Kiss” de Lalique, extraidos por HS-SPME de usando la fibra de

PDMS/DVB (65 um).

NO
pico

Identificacion

Area A
(cuentasx10™)

Area prom.
(cuentasx10™)

sx10*

CV%

1

10

11

12

13

14

a-Pineno

Sabineno

b-Pineno

b-Mirceno

a-Felandreno

a-Terpineno

p-Cimeno

Limoneno

a-Terpineol

Linalool

Nerol

Acetato de linalilo

Acetato de nerilo

Geranil acetato

14,51
18,27
14,87
16,37
18,93
16,88
3,83
4,74
3,92
13,35
15,01
13,79
4,51
5,09
4,56
0,94
1,07
0,88
1,74
1,77
1,76
86,67
90,66
90,30
9,92
9,43
10,02
1,28
1,09
1,08
1,43
1,57
1,48
2,21
2,17

1,00
0,89
0,70

16

17

4,2

14,1

4,7

1,0

1,76

89

9,8

1,2

1,49

2,19

0,94

0,70

2,07

1,36

0,50

0,86

0,32

0,10

0,02

2,21

0,32

0,11

0,07

0,03

0,08

13,06

7,79

12,04

6,12

6,81

10,08

0,87

2,47

3,22

9,80

4,75

1,29

8,23
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Continuacion Anexo 6.

15 a-Santaleno

16 trans-Metldihidro jasmonato

17 Brasilato de etileno

18 4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo

1,22
1,21
1,19
0,70
0,69
0,66
1,67
1,59
1,28
0,83
0,76
0,96

1,21

0,68

1,5

0,9

0,02

0,02

0,21

0,10

1,26

3,05

13,61

11,94
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Anexo 7. Estudio de la repetitividad de las areas de los componentes volatiles del

perfume “Tendre Kiss” de Lalique, extraidos por HS-SPME, usando la fibra de
PDMS (100 pm).

NO
pico

Identificacion

Area

(cuentasx10™)

Area
prom
(cuentasx10™)

sx10

CV%

10

11

a-Pineno

Sabineno

b-Pineno

b-Mirceno

a-Felandreno

a-Terpineno

p-Cimeno

Limoneno

a-Terpineol

Linalool

b-Terpineol

9,24
9,61
8,66
10,74
11,34
10,13
2,72
2,90
2,53
9,13
9,71
8,61
2,84
3,05
2,71
0,68
0,74
0,64
1,33
1,47
1,28
57,86
62,27
54,58
6,64
7,26
6,18
0,75
0,85
0,71
0,51
0,52
0,68

9,2

10,7

2,7

9,2

2,9

0,69

1,4

58

6,7

0,77

0,6

0,48

0,61

0,19

0,55

0,17

0,05

0,10

3,86

0,54

0,07

0,10

5,22

5,63

7,19

6,01

5,98

7,33

7,24

6,62

8,10

9,36

16,74
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Continuacion Anexo 7.

12

13

14

15

16

Nerol

Acetato de linalilo

Acetato de nerilo

a-Santaleno

trans-Dihidrojasmonato de metilo

0,57
0,60
0,62
0,81
0,87
0,83
1,70
1,79
1,65
1,09
1,03
1,12
1,70
1,44
1,39

0,60

0,84

1,71

1,08

1,5

0,02

0,03

0,07

0,04

0,17

4,22

3,65

4,14

4,24

11,02
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Anexo 8. Estudio de la repetitividad de las areas de los componentes volatiles del

perfume “Tendre Kiss” de Lalique, extraidos por HS-SPME, usando la fibra de PA

(85 um).

Area
prom sx10™
(cuentas)

N’ Identificacién Area
pico (cuentasxlO"')

CV%

) 4,77

1 aPineno 4,54 4,7 0,12
4,71
. 6,66

2  Sabineno 6,49 6,6 0,11
6,69
_ 1,64

3  Db-Pineno 1,63 1,63 0,01
1,62
. 5,61

4 bMirceno 5,54 5,58 0,04
5,58
1,67

5 a-Felandreno 1,63 1,66 0,03
1,68
. 1,08

g PCimeno 1,12 1,09 0,02
1,08
36,85

7  Limoneno 37,20 36,8 0,43
36,35
4,56

8 a-Terpineol 4,77 4,6 0,23
4,31
0,50

9 Linalool 0,52 0,50 0,02
0,47
0,93

10 b-Terpineol 1,10 0,99 0,09
0,95
1,16

11 Nerol 1,45 1,3 0,15
1,38
0,70

12 Acetato de linalilo 0,67 0,73 0,07
0,81

2,55

1,63

0,61

0,63

1,59

2,11

1,16

5,06

5,07

9,35

11,38

10,14
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Continuacion Anexo 8.

13  Acetato de nerilo

14 a-Santaleno

15 cis-Metldihidro jasmonato

16 trans-Metldihidro jasmonato

2,08
2,79
2,28
0,76
0,81
0,56
0,96
1,14
1,09
3,038
3,19
4,18

2,4

0,7

1,06

3,5

0,37

0,13

0,09

0,62

15,36

18,63

0,74

17,97
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Anexo 9.

Repetitividad de las areas de algunos componentes del perfume

“Tendre Kiss” de Lalique, extraidos por HS-SPME con la fibra de PDMS/DVB (65

um), en funcion del tiempo.

t exp-
(min)

Identificacién

Area

Area prom
(cuentasxlo"') (cuentasx10'4)

sx10™

CV%

Sabineno

Limoneno

Acetato de nerilo

cis-Metldihidro jasmonato

Acetato de farnesilo

6,32
6,11
6,20
19,96
20,78
20,67
2,94
3,17
2,98
1,90
2,21
2,18
0,89
0,86
0,92

6,2

20,5

3,0

2,1

0,89

0,10

0,44

0,12

0,17

0,03

1,70

2,17

4,05

8,15

3,37

10

Sabineno

Limoneno

Acetato de nerilo

cis-Metldihidro jasmonato

Acetato de farnesilo

7,58
7,89
7,66
27,17
27,52
27,63
3,81
4,21
4,16
5,84
541
6,03
1,23
1,17
1,29

7,7

27,4

4,06

5,8

1,23

0,16

0,24

0,22

0,32

0,06

2,09

0,88

5,37

5,51

4,88

15

Sabineno

Limoneno

Acetato de nerilo

cis-Metldihidro jasmonato

Acetato de farnesilo

8,39
8,54
8,51
28,61
28,83
28,75
4,56
4,72
4,55
6,74
7,11
6,86
1,99
2,07
2,13

8,48

28,7

4,6

6.9

2,06

0,08

0,11

0,10

0,19

0,07

0,94

0,39

2,07

2,73

3,40
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Continuacion Anexo 9

30

Sabineno

Limoneno

Acetato de nerilo

cis-Metldihidro jasmonato

Acetato de farnesilo

8,02
7,86
7,52
28,12
28,45
28,39
3,89
4,18
4,17
8,03
8,27
7,84
2,07
2,14
1,98

7,8

28,3

4,1

8,1

2,06

0,26

0,18

0,16

0,22

0,08

3,27

0,62

4,03

2,68

3,89

60

Sabineno

Limoneno

Acetato de nerilo

cis-Metldihidro jasmonato

Acetato de farnesilo

7,76
7,61
8,04
31,09
30,25
30,94
3,12
2,96
3,25
9,47
9,63
9,61
3,34
3,42
3,28

7,8

30,8

3,1

9,57

3,35

0,21

0,45

0,14

0,09

0,07

2,80

1,45

4,67

0,91

2,10

120

Sabineno

Limoneno

Acetato de nerilo

cis-Metldihidro jasmonato

Acetato de farnesilo

7,46
7,57
7,93

34,37

34,52

34,46
3,09
2,84
2,91

10,07

10,45
9,99
4,28
4,43
4,35

7,6

34,45

3,0

10,2

4,35

0,24

0,08

0,13

0,24

0,08

3,21

0,22

4,38

2,42

1,72
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Anexo 10. Estudio de la repetitividad de los tr y los trr de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique,
aislados y analizados por HS-SPME/GC/FID.

Tiempo de retencion (min) Tiempo de S CV (%)
Identificacion retencion prom.
tR tRistd* 1:RR tR tRR tR tRR tR tRR

10,97 24,46 0,45
_ 10,97 24,44 0,45
a-Pineno 11,02 24,63 0,46 11,05 0,45 0,09 0,01 0,81 1,21
11,15 24,55 0,45
11,14 24,58 0,45
12,41 24,46 0,51
_ 12,41 24,44 0,51
Sabineno 12,45 24,63 0,51 12,44 0,51 0,03 0,00 0,26 0,00
12,48 24,55 0,51
12,47 24,58 0,51
12,99 24,46 0,53
_ 12,99 24,44 0,53
b-Pineno 13,04 24,63 0,53 13,02 0,53 0,03 0,00 0,22 0,00
13,03 24,55 0,53
13,05 24,58 0,53
13,36 24,46 0,55
_ 13,36 24,44 0,55
b-Mirceno 1340 24,63 0,55 13,39 0,55 0,03 0,00 0,25 0,00
13,39 24,55 0,55
13,44 24,58 0,55
1353 24,46 0,55
1353 24,44 0,55
a-Felandreno 1357 24,63 0,55 13,56 0,55 0,03 0,00 0,23 0,00
1358 24,55 0,55
13,60 24,58 0,55

156



Continuacion Anexo 10.

a-Terpineno

p-Cimeno*

Limoneno

g-Terpineno

a-Terpinoleno

13,76
13,75
13,79
13,80
13,82
14,03
14,02
14,06
14,08
14,12
14,19
14,19
14,21
14,20
14,25
14,47
14,46
14,51
14,51
14,53
14,78
14,78
14,82
14,80
14,86

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

0,56
0,56
0,56
0,56
0,56
0,57
0,57
0,57
0,57
0,57
0,58
0,58
0,58
0,58
0,58
0,59
0,59
0,59
0,59
0,59
0,60
0,60
0,60
0,60
0,60

13,78

14,06

14,21

14,50

14,81

0,56

0,57

0,58

0,59

0,60

0,03

0,04

0,02

0,03

0,03

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,21

0,29

0,18

0,20

0,23

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
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Continuacion Anexo 10.

a-Terpineol

Linalool

b-Terpineol

d-Elemene*

Nerol

15,08
15,07
15,11
15,11
15,15
15,95
15,94
15,98
15,99
16,06
16,34
16,33
16,37
16,36
16,40
17,14
17,13
17,17
17,18
17,21
18,61
18,60
18,64
18,63
18,72

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

0,62
0,62
0,62
0,62
0,62
0,65
0,65
0,65
0,65
0,65
0,67
0,67
0,67
0,67
0,67
0,70
0,70
0,70
0,70
0,70
0,76
0,76
0,76
0,76
0,76

15,10

15,98

16,36

17,17

18,64

0,62

0,65

0,67

0,70

0,76

0,04

0,05

0,03

0,03

0,05

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,24

0,30

0,17

0,19

0,25

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
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Continuacion Anexo 10.

Acetato de linalilo

Acetato de nerilo

N.I.

a-Copaeno

Geranil acetato

18,95
18,94
18,98
19,00
18,93
20,47
20,47
20,50
20,51
20,55
22,76
22,75
22,78
22,78
22,84
22,84
22,84
22,87
22,86
22,90
23,23
23,25
23,28
23,30
23,29

24.46
24.44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24.46
24.44
24,63
24,55
24,58
24.46
24,44
24,63
24,55
24,58

0,77
0,77
0,77
0,77
0,77
0,84
0,84
0,83
0,84
0,84
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,93
0,95
0,95
0,95
0,95
0,95

19,96

20,50

22,78

22,86

23,27

0,77

0,84

0,93

0,93

0,95

0,03

0,03

0,03

0,02

0,03

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,15

0,16

0,15

0,11

0,11

0,00

0,53

0,00

0,00

0,00
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Continuaciéon Anexo 10.

b-Cariofileno

a-Santaleno

a-Humuleno

b-Santaleno

Farneseno

24,59
24,54
24,65
24,66
24,70
24,66
24,65
24,77
24,77
24,81
25,01
24,96
24,96
24,98
25,06
25,10
25,06
25,01
25,01
25,15
25,16
25,19
25,27
25,25
25,30

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

1,00
1,01
1,00
1,00
1,00
1,01
1,01
1,01
1,01
1,01
1,02
1,02
1,01
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,02
1,038
1,04
1,038
1,038
1,038

24,63

24,73

24,99

25,07

25,23

1,00

1,01

1,02

1,02

1,03

0,06

0,07

0,04

0,06

0,06

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,26

0,30

0,16

0,24

0,23

0,45

0,00

0,44

0,00

0,33
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Continuacion Anexo 10.

d-Amorfeno

N.I.

d-Cadineno

Ftalato de dietilo

9-Dodeciltetradecahidro

antraceno

25,26
25,30
25,39
25,41
25,53
25,47
25,51
25,50
25,50
25,60
26,38
26,40
26,46
26,45
26,51
28,31
28,31
28,38
28,40
28,59
28,70
28,71
28,86
28,86
28,92

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

1,038
1,038
1,038
1,04
1,04
1,04
1,04
1,03
1,04
1,04
1,08
1,08
1,07
1,08
1,08
1,16
1,16
1,15
1,16
1,16
1,17
1,17
1,17
1,18
1,18

25,4

25,52

26,44

28,4

28,8

1,03

1,04

1,08

1,16

1,17

0,11

0,05

0,05

0,11

0,10

0,01

0,00

0,00

0,00

0,01

0,44

0,19

0,19

0,40

0,34

0,53

0,43

0,41

0,39

0,47
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Continuacion Anexo 10.

cis-Dihidrojasmonato de

metilo

a-Santalol

trans-Dihidrojasmonato de

metilo

b-Metilionona*

Salicilato de 2 -etilhexilo

29,52
29,53
29,64
29,70
29,55
29,62
29,62

29,64
29,75
29,82
29,82
29,91
30,03
30,11
29,93
29,93
30,01
30,00
30,14
30,03
30,03
30,08
30,09
30,18

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

1,21
1,21
1,20
1,21
1,20
1,21
1,21

1,21
1,21
1,22
1,22
1,21
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,22
1,23
1,23
1,23
1,22
1,23
1,23

29,59

29,66

29,9

30,00

30,08

121

1,21

1,22

1,22

1,23

0,08

0,06

0,13

0,09

0,06

0,01

0,00

0,00

0,00

0,01

0,26

0,21

0,43

0,29

0,20

0,45

0,00

0,37

0,36

0,41
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Continuacion Anexo 10.

Pentadecenal*

Miristato de isopropilo

Acetato de (E)-4-

Tetradecenilo

Acetato de farnesilo

Galaxolida

30,28
30,28
30,34
30,32
30,41
30,41
30,41
30,47
30,50
30,49
31,67
31,67
31,71
31,72
31,81
32,62
32,62
32,66
32,65
32,70
32,78
32,78
32,83
32,83
32,95

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

1,24
1,24
1,23
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,24
1,29
1,30
1,29
1,29
1,29
1,33
1,33
1,33
1,33
1,33
1,34
1,34
1,33
1,34
1,34

30,33

30,46

31,72

32,65

32,83

1,24

1,24

1,29

1,33

1,34

0,05

0,04

0,06

0,03

0,07

0,00

0,00

0,01

0,00

0,00

0,18

0,14

0,18

0,10

0,21

0,36

0,00

0,35

0,00

0,33
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Continuacion Anexo 10.

Ciclodecanolida*

N.I.

Brasilato de etileno

4-Metoxicinnamato de 2-
etilhexilo

32,86
32,86
32,91
32,89
33,06
32,99
32,99

33,12

33,36
33,34
33,40
33,40
33,58

36,20
36,23

36,41

24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58
24,46
24,44
24,63
24,55
24,58

1,34
1,34
1,34
1,34
1,34
1,35
1,35

1,35
1,36
1,36
1,36
1,36
1,37
1,47
1,48

1,48

32,92

33,03

33,4

36,3

1,34

1,35

1,36

1,48

0,08

0,08

0,10

0,11

0,00

0,00

0,00

0,01

0,25

0,23

0,28

0,31

0,00

0,00

0,33

0,39

* 1R ista pPromedio = 24,53; Sistg = 0,08; CVistq (%) = 0,33
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Anexo 11. Estudio de la repetitividad de las cantidades relativas (%) de los

compuestos presentes en el perfume “Tendre Kiss” de Lalique, por HS-

SPME/GC/FID.

No

Pico Identificacion

Cantidad
relativa

(%)

Cantidad
relativa prom.
(%)

S

CV%

1 a-Pineno

> Sabineno

3 b-Pineno

4 b-Mirceno

5 a-Felandreno

g a-Terpineno

7 p-Cimeno

g Limoneno

0,82
0,89
0,75
0,60
0,76
4,92
4,81
4,95
4,73
4,70
3,36
3,47
3,44
3,51
2,99
3,15
3,02
3,20
2,86
2,94
1,67
1,59
1,93
1,75
1,48
0,26
0,22
0,24
0,21
0,19
0,94
0,90
1,11
1,18
0,86
24,49
24,01
24,41
23,75
23,46

0,8

4.8

3,4

3,0

1,7

0,22

1,0

24,0

0,11

0,11

0,21

0,14

0,17

0,03

0,14

0,44

14,05

2,31

6,28

4,67

10,09

12,06

13,96

1,81
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Continuacion Anexo 11.

9

10

g-Terpineno

a-Terpinoleno

0,30
0,26
0,29
0,21
0,27
2,29
2,38
2,51
2,13
2,35

0,27

2,3

0,04

0,14

13,18

5,94

11

a-Terpineol

4,06
3,87
4,12
3,80
4,19

4,0

0,17

4,15

12

Linalool

1,81
1,93
2,05
1,86
1,81

1,9

0,10

5,34

13

b-Terpineol

3,34
3,25
3,39
3,17
3,46

3,3

0,11

3,44

14

d-Elemeno

2,30
2,09
2,11
2,47
2,29

2,2

0,16

6,94

15

Nerol

3,89
4,17
3,72
3,69
4,00

3.9

0,20

5,12

16

Acetato de linalilo

5,06
5,18
4,92
4,99
5,68

5,2

0,30

5,86

17

Acetato de nerilo

5,19
5,03
5,15
4,97
5,73

5,2

0,30

5,79

166



Continuaciéon Anexo 11.

18

19

20

21

22

23

24

25

26

N.I.

a-Copaeno

Geranil acetato

b -Cariofileno

a-Santaleno

a-Humuleno

b-Santaleno

Farneseno

d-Amorfeno

2,14
1,97
2,19
2,15
2,39
1,88
2,01
1,74
1,63
2,16
1,68
1,54
1,47
1,81
2,03
1,82
2,11
2,00
1,75
1,81
1,06
0,85
1,13
1,07
1,23
0,93
1,09
1,12
0,86
0,94
0,24
0,31
0,26
0,33
0,30
1,72
1,83
1,71
1,93
1,64
0,74
0,81
0,63
0,89
0,74

2,2

1,9

1,7

1,9

11

1,0

0,29

1,8

0,8

0,15

0,21

0,22

0,15

0,14

0,11

0,04

0,11

0,10

6,92

11,18

13,10

7,95

13,05

11,30

12,85

6,46

12,64
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Continuacion Anexo 11.

27

28

29

30

31

32

33

34

35

N.I.

d-Cadineno

Ftalato de dietilo

9-Dodeciltetradecahidro

antraceno

cis-Dihidrojasmonato de metilo

a-Santalol

trans-Dihidrojasmonato de metilo

b -Metilionona

Salicilato de 2-etilhexilo

0,83
0,70
0,76
0,98
0,91
2,52
2,84
2,36
2,28
2,37
1,03
0,97
1,18
1,24
0,91
0,94
1,26
1,13
1,00
1,16
0,92
0,79
0,91
0,84
1,12
0,86
0,75

0,71
0,93
1,64

1,63
1,69
1,81
1,18
1,24
1,05
1,01
1,26
1,04
1,18
1,22
0,93
0,87

0,8

2,5

1,1

1,1

0,9

0,8

1,7

1,2

11

0,11

0,22

0,14

0,13

0,13

0,10

0,11

0,11

0,15

13,44

8,98

13,11

11,67

13,74

12,40

6,34

9,80

14,52
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Continuacion Anexo 11.

36

37

38

39

40

41

42

43

44

Pentadecenal

Miristato de isopropilo

Acetato de (E)-4-Tetradecenilo

Acetato de farnesilo

Galaxolida

Ciclodecanolida

N.I.

Brasilato de etileno

4-Metoxicinnamato de 2-etilhexilo

0,74
0,81
0,90
0,74
0,66
1,41
1,36
1,43
1,27
1,35
1,93
2,04
2,11
1,92
1,84
0,76
0,69
0,61
0,74
0,82
1,08
0,93
0,91
1,10
1,19
0,73
0,60
0,84
0,71
0,86
0,76
0,69

0,84

1,19
1,27
1,06
0,99
1,42

0,76
0,79
0,73
0,98

0,77

1,36

2,0

0,72

1,0

0,8

0,76

1,2

0,8

0,09

0,06

0,11

0,08

0,12

0,11

0,08

0,17

0,11

11,69

4,57

5,42

10,90

11,42

14,13

9,83

14,37

13,83
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Anexo 12. Areas promedio de los componentes de las notas del perfume “Tendre
Kiss” de Lalique, extraidos por HS-SPME (PDMS/DVB, 65 pum).

5 seg 3 min

Identificacion Area* Area* Area* Area*
(cuentas) prom. (cuentas) prom.

a-Pineno 1,32 4,07
1.41 1,36 418 413

Sabineno 1,33 5,01
141 1,37 4.89 4,95

b-Pineno ) i 1,46
1.31 1,39

b-Mirceno 1,15 4,19
1,05 1,10 427 4,23

a-Felandreno . . 141
1.35 1,38

a-Terpineno - - - -

-Cimeno ) ) 0,74
p 079 0,77

) 6,00 26,75
Limoneno 6.06 6,03 26.43 26,59
a-Terpineol 82‘3 0,67 ggg 3,35
Linalool - - 83’; 0,46

o 0,41
Acetato de linalilo - - 0.63 0,52

) 0,86
Acetato de nerilo - - 072 0,79

* Area en Cuentas x 10
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Continuacion Anexo 12

10 min 30 min 60 min ] 2h __12h
Identificacién Area* Area* Area* Area* Area* Area* Area* Area* Area* Area*
(cuentas) prom. (cuentas) prom. (cuentas) prom. (cuentas) prom. (cuentas) prom.

e 3 se 29 sw h s -
Sabinero coa 62 gps 682 g 7L g 4se -
s B s 1% e MEoae 0% om
SR s S em R ew 3% am 0% ow
a-Felandreno 1% 1,76 igi 1,88 282 2,04 igg 1,74 - -
a-Terpineno 822 0,53 822 0,56 O’fw 0,47 - - - -
p-Cimeno é:gg 0,99 1:22 1,09 %gg 1,02 8:2471 0,41 i .
Limoneno a1 3706 3530 3966 550 4229 jfoe 1762 yoi 406
a-Terpineol jzgg 471 j:;g 4,81 gcl)g 5,07 gzjg 8,47 ﬁgg 12,59
Linalool 8:23 0,56 8:22 0,61 8:2(1’ 0,61 iég 4,19 gg:gg 24,41
Acetato de linalilo ggi 0,48 8;8 0,66 1%2 1,09 22(7) 3,58 ;ggg 20,36
Acetato de nerilo gg; 1,00 132 1,09 12; 1,44 gg? 5,93 ggéé 22,31
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Continuacion Anexo 12.

b-Cariofileno

cis-Dihidrojasmonato
de metilo

a-Santalol
trans-Dihidrojasmonato

de metilo

b-Metilionona

Salicilato de 2 -
etilhexilo

Pentadecenal

Miristato de isopropilo

Acetato de (E)-4-
Tetradecenilo

Acetato de farnesilo
Galaxolida
Ciclodecanolida

Brasilato de etileno

0,81
0,88

1,15
0,82

2,13
2,14

1,05
1,12

1,18
1,06
0,67
0,75

3,21
3,15

2,59
2,67

1,12

0,71

3,18

2,63

3,59
3,23
14,00
14,29
14,62
14,49

27,03
26,20

22,08
22,26
5,61
5,65
3,22
3,15
1,51
1,47
4,53
4,05
3,20
3,13
2,54
2,68
3,51
3,22
2,75
2,90

3,41
14,14

14,56

26,62

22,17
5,63
3,18
1,49
4,29
3,16
2,61
3,36

2,82

Area en Cuentas x 10



Anexo 13. Graficas de area cromatografica (cantidad relativa) Vs tiempo de
evaporaciéon de algunos componentes de las notas de salida, extraidos por HS-

SPME.
a-Pineno Sabineno
o x
[2]
g g 10
c e
s 3 S5
39 3g ®
S 0 —— T} ——
< 0 120 240 360 480 600 720 < 0 120 240 360 480 600 720
Tiempo (min) tiempo (min)
b-Pineno b- Mirceno
X
g 2 :
c 6
ey
ggt g
g O v T T T T T 1 2
< 0 120 240 360 480 600 720 o 120 220 %0 250 600 120
tiempo (min) tiempo (min)
a-Felandreno a- Terpineno
X
g 3 0,6
S
% 3 2 04
Eal 02
P :
9 O v T T T T T v
< 0 o— T .
0 120 240 360 480 600 720 120 240 260 480 600 720
tiempo (min) tiempo (min)
p-Cimeno Limoneno
x
(2]
g 15
55 1
83 05
§ oe T T T : T >
< 0 120 240 360 480 600 720 0 120 240 360 480 600 720
tiempo (min) tiempo (min)
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Anexo 14. Gréaficas de area cromatografica (cantidad relativa) Vs tiempo de

evaporacion de algunos componentes de las notas medias extraidos por HS-
SPME.

a- Terpineol Linalool
S
x 9
2 =
g 33
2 LA
g 0 T T T T T 1 8 T T T T T 1
< 0 120 240 360 480 600 720 < 0 120 240 360 480 600 720
tiempo (min) tiempo (min)
Acetato de linalilo Acetato de nerilo
x
%) 30
o
c ~ 20
ey
gg 10
o 0 T T T ]
0 120 240 360 480 600 720 P -10 200 400 600 800
tiempo (min) tiempo (min)
b- Cariofileno cis-Dihidrojasmonato de metilo
x x
3 4 g 4
= ST
3g?2 3g?
g (VR 4 T T T T T 1 g (VR 4 T T T T T 1
< 0 120 240 360 480 600 720 < 0 120 240 360 480 600 720
tiempo (min) tiempo (min)

Metilionona

trans- Dihidrojasmonato de metilo

; x
0
g S 30
c
T & T 20
=] 3o
L a L = 10
©
() T T T T T ! 8 0 T T T T 1
S —_
<< <

0 120 240 360 480 600 720 0 120 240 360 480 600 720

tiempo (min) tiempo (min)
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Anexo 15. Gréficas de area cromatografica (cantidad relativa) Vs tiempo de
evaporacion de algunos componentes de las notas de fondo extraidos por HS-
SPME.

a- Santalol Etilhexilsalicilato
x x
g 20 3 6
3T T T4
3g 10 / 39 2
g 0 > T T T T 1 g 0 < T T T T 1
<< 0 120 240 360 480 600 720 < 0 120 240 360 480 600 720

tiempo (min) tiempo (min)
Isopropil miristato Pentadecenal

g T T T T 1 \ 4 T T T T 1

0 120 240 360 480 600 720 ) 0 120 240 360 480 600 720

Area (cuentas x
10-4)
o [
Area (cuentas x
10-4)
o N

tiempo (min) tiempo (min)

Tetradecenil acetato

v T T T T 1

0 120 240 360 480 600 720

Area (cuentas x
10-4)
OoONPMO

tiempo (min)
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Anexo 16. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre una lamina de vidrio.

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Identificacion Area* Area*  Area* Area* Area* Area* Area* Area* Area* Area*
(cuentas) prom. (cuentas) prom. (cuentas) prom. (cuentas) prom. (cuentas) prom.
Limoneno 50,11 7,33 5,20 4,87 2,59
4952 49,82 769 7,51 5.23 5,36 476 4.82 290 2,74
a-Terpinoleno 4,48 6,44 5,31 2,92 1,07
4,22 4,35 6.50 6,47 524 5,28 310 3,01 0.79 0,93
b-Terpineol 6,99 3,12 - _ - - -
p 6.63 6,81 286 2,99 047 0,47
Nerol 8,15 5,31 2,30 0,96 0,35
808 8,12 514 5,22 2.05 2,18 0.88 0,92 ) 0,35
Acetato de linalilo 0,99 7,63 3,84 1,55 0,50
115 1,07 8.07 7,85 3,58 3,71 168 1,62 0.76 0,63
Acetato de nerilo 1,21 6,59 2,80 0,43 i i
0.85 1,03 6.27 6,43 311 2,96 0.47 0,45
Ftalato de dietilo 3,94 0,61 0,83 1,03 1,87
3.76 3,85 0.89 0,75 0.75 0,79 0.59 0,81 161 1,74
cis-Dihidrojasmonato 3,13 1,46 1,74 2,01 5,52
de metilo 3,01 3,07 1,72 1,59 1,97 1.86 1,78 1,90 5,41 546
2,67 0,49 0,69 0,47
a-Santalol 239 2,53 - - i 0,49 0.56 0,62 059 0,53
trans- 4,85 4,23 3,65 5,93 3,77
D|h|_dr01asmonato de 489 4,87 436 4,30 3,82 3,74 6.08 6,00 402 3,90
metilo
. 2,41 1,22 0,60 1,55 0,55
_ * ’ ’ ’ 1 1
b-Metilionona 233 2,37 0.87 1,04 022 0,41 1.50 152 083 0,69
Salicilato de 2 - 3,59 0,71 1,64 1,07
etilhexilo 3,30 3,44 0,63 0.67 1,41 1,52 0,79 0.93 i i

* Area en Cuentas x 10
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Anexo 17. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre el antebrazo de la voluntaria de piel blanca B1.

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Identificacion Arear AT prege AR e AR grge  ATERT e AR
(cuentas) prom (cuentas) prom (cuentas) prom (cuentas) prom (cuentas) prom
(cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas)
Limoneno Sel g 1 aar DR g 2 0gs 0% asa
a-Terpin0|en0 10,13 0,93 4,26 0,53 3,02
10.10 10,12 0.82 0,88 417 4,22 0.39 0,46 293 2,98
b-terpineol 12,69 0,58 1,24 0,45 i ]
12,71 12,70 0,67 0,62 1,35 1,30 0,42 0,44
Nerol o1y 2813 00 103 ol 165 . . . .
Acetato de linalilo gggz 39,52 igg 1,98 34213 238 8% 0,19 - -
Acetato de nerilo gggg 39,68 822 0,52 288 1,04 . ] . ]
Ftalato de dietilo oo 946 1050 1093 2% 1505 S 1211 1990 1488
cis-Dihidrojasmonato 22,36 26,25 43,91 39,91 45,58
de metilo 22,22 22,29 26,17 26,21 43,87 4389 39,95 39,93 45,80 45,69
a-Santalol ggg 561 gzg 5.61 ) _ ) _ ] ]
trans-Dihidrojasmonato 45,34 491 49,68 34,72 44,01
de metilo 4558 A0 45 488 4963 4986 556 3469 4399 43,96
b-Metilionona 10,71 1,17 11,97 8,60 10,87
1102 10,86 1,30 1,24 12,13 12,05 8.67 8,64 10.79 10,83
- : . 5,24 572 7,31 6,51 7,42
Salicilato de 2-etilhexilo 5.36 5,30 5.80 5,76 735 7,33 6.36 6,44 7'34 7,38

* Area en Cuentas x 10
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Anexo 18. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre el antebrazo de la voluntaria de piel blanca B2.

30 min 60 min 90 min 120 min
Identificacion Arear A8 frear AR fregr  ATEAT fregr AT frear AR
(cuentas) (cStraonTas) (cuentas) (ch%Tas) (cuentas) (cE[aonTas) (cuentas) (05;?1213) (cuentas) (cE[a%Tas)

Limoneno gii 17,25 ig:gg 10,07 ;:;g 7.78 fﬁgi 3,96 gf’é’ 2,50
a-Terpinoleno igﬁg 20,03 ﬁ:;‘l‘ 11,82 g:% 5,07 g:% 5,65 %Zgg 251
b-terpineol g:gi 3,96 igg 1,41 1:(1)3 1,10 - i - .
. N
Acetato de linalilo 12:2% 16,48 ﬁgz 11,30 8:3? 043 8:82 0,76 - -
Acetato de nerilo ;gg 731 igg 4,97 23(75 6.82 ] ] ] ]
Ftalato de dietilo gg; 12,65 ;:gg 8,04 2157)421 6,83 ;% 7,80 g:gg 3,90
Gometio U G415 23 lgge 1886 ggr 1595 ooy 1893 g 926
a-Santalol vee 48 T 405 20 3y SO0 a7 o0 LTl
meonimne. S0 g 3 i B w0 BB aw L2 s
b vetlonona are 80 7ap TS0 g 625 gpg 67 g 2
Salicilato de 2-etilhexilo 3;32 281 g:gg 3,89 j:gc?) 4,64 2% 5,21 ;gg 2,30

* Area en Cuentas x 10
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Anexo 19. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre el antebrazo de la voluntaria de piel triguefia T1.

30 min 60 min 90 min 120 min
Identificacion Area* 'Srrgri* Area* ';‘:g‘:: Area* ';‘:gf: Area* g‘{gf: Area* g‘;gf:
(cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas)
Limoneno 38,11 475 3,04 225 0,94
37.79 37,95 471 4,73 318 311 213 2,19 1,00 0,97
a_Terpin0|en0 8,23 3,11 3,20 251 1,25
8.27 8,25 3,04 3,08 331 3,26 247 2,49 108 1,16
b-terpineol 6,82 6.74 ] ] ) ) . ) . )
6,65 ’
Nerol g-gﬁ 12,61 g"z‘g 2,35 ; ; ; ; ; ;
Acetato de linalilo 1222 18,57 j:ii 4,48 ) ] ] ] ] ]
Acetato de nerilo ﬁgg 11,68 823 0,74 ) ] ] ] ] ]
Ftalato de dietilo 2,33 11,45 8,05 13,23 6,81
237 2,35 1137 11,41 8.22 8,14 13,08 13,16 717 6,99
a-Santalol igé 115 jgg 461 21573 318 i _ ggg 264
2,75 ’ 9,96 ’ 6,15 ’ 9,24 ’ 4,54 '
Salicilato de 2-etilhexilo 046 8,15 5,03 5,99 3,49
0,46 8,03 8,09 4.94 4,98 6.07 6,03 325 3,37

* Area en Cuentas x 10
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Anexo 20. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre el antebrazo de la voluntaria de piel triguefia T2.

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min

Identificacion Area* Areat  fregr AR frear Areat - freqr  Ared Arear ~ Area
(cuentas) (cStraonTas) (cuentas) (CSL%Tas) (cuentas) (cE[aonTas) (cuentas) (05;?1213) (cuentas) (cE[a%Tas)

B2 e T w3 sw IF am I8 i
a-Terpinoleno g:gi 9,12 g:;g 5,77 g:éi 6,07 j:gé 4,73 }:;21 1,63
b-terpineol ggi 897 ) ) ) ] . ] . ]
Nerol ﬁgg 15,28 j:gg 4,15 i:gg 1,61 - i - .
Acetato de linalilo %gg 21,82 ;é(lj 7.06 ggé 208 ) _ ) ]
Acetato de nerilo %j:gg 14,69 125 1.34 0.8 048 ] ] ] ]
Ftalato de dietilo ggg 3,06 ;?i’ 7,98 gg; 5,95 gcl)g 9,11 g;g 6,24
a-Santalol ig% 1,59 g:;’g 5,07 g:;g 283 i : igg 1,13
v onaomman 55 gy BT mu 58 mw 52 ww 22 e
b-Metilionona 2:22 3,57 ﬂ:gi 11,71 2:2‘1‘ 5,88 gf_j 8,62 2(2)% 5,14
Salilato de 2-efihexio 138130 208 s16 282 274 ML 512 4% 4s

* Area en Cuentas x 10
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Anexo 21. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre el antebrazo de la voluntaria de piel morena M1.

30 min 60 min 90 min 120 min
Identificacion Area* 'Srrgri* Area* ';‘:gri Area* ';‘:gf: Area* g‘{gf: Area* g‘;gf:
(cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas)

Limoneno j‘;gg 44,79 j’% 413 g’gcl’ 5,86 - : Toe 45T
b-terpineol 7,61 756 ) ) ) ] . ] . ]

7,50 ’
Nerol 1233 1537 168 1,49 043 0,58 - . - i

12,41 ' 1,30 ' 0,72 ’
Acetato de linalilo 1223 18,39 g;i 2.77 éécz) 0.96 ) _ ) ]
Acetato de nerilo ggg 17.96 ) _ 0.53 053 ] ] ] ]
Ftalato de dietilo ggg 2,61 gi? 6,23 ggg 8,97 jgg 4,71 22? 4,38
cis-Dihidrojasmonato 5,32 15,45 19,14 15,07 13,98
de metilo 5,35 534 15,28 15,36 19,76 1945 15,49 15,28 13,53 13,76
trans-Dihidrojasmonato 1é,99 2é,91 2é,73 17,,23 15,89
de metilo 12,58 12,78 26,22 26,56 28,85 28,79 17,52 17,38 15,12 15,50
b-Metilionona 3,05 5,96 7,15 4,81 4,45

300 307 g1 804 ggr POy AT 45 44
Salicilato de 2-etilhexilo 12? 1,27 g;i 2,86 Zgg 3,99 ggg 2,96 gé% 3,09

* Area en Cuentas x 10
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Anexo 22. Estudio de areas y areas promedio de los componentes del perfume “Tendre Kiss” de Lalique aplicado
sobre el antebrazo de la voluntaria de piel morena M2.

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Identificacion Arear AT prege AR e AR grege  ATERT e AR
(cuentas) prom (cuentas) prom (cuentas) prom (cuentas) prom (cuentas) prom
(cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas) (cuentas)
Limoneno 41,37 1,10 3,62 i ] 2,26
40,74 41,06 1,05 1,08 3,49 3,56 2,20 2,23
a-Terpinoleno 7,40 0,99 1,65 ) i 1,07
7,22 731 0,74 0.66 1,80 L7z 1,31 1,19
b-terpineol 8,39 031 ] _ . ] . ]
8,47 8,43 0,35 0.33
Nerol et 1374 7% 113 P20 100 . . . .
Acetato de linalilo gii 19,32 %22 2,08 133 1,81 - - - -
Acetato de nerilo ggg 12,97 0 ;12 0,42 - - - - - -
Ftalato de dietilo gg? 293 ;gg 7,62 ggg 5,00 243% 5,37 jgg 4,52
cis-Dihidrojasmonato 5,15 19,34 11,07 13,65 10,73
de metilo 524 220 1950 1942 1793 L0 g59s 1380 g 1068
a-Santalol o 1,16 g;g 322 291 21 g'gg 2,06 }’gi 1,75
trans-Dihidrojasmonato 11,31 26,21 18,37 16,28 14,63
de metilo 11,15 11,23 26,25 26,23 18,40 18,38 16,34 1631 14,62 14,62
b-Metilionona 2,60 6,03 4,29 3,95 3,56
274 287 g9 Bl g3 433 3y 391 3y 349
Salicilato de 2-etilhexilo 01%5 1,04 gig 3,49 g (1)2 210 3'4318 244 %gg 101

’

* Area en Cuentas x 1074
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