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1. Descripcion del entregable

En este informe se incluye una descripcidén de la metodologia desarrollada para determinar la
migracion de formaldehido simulando las condiciones de exposicién “reales” de la piel del pie
al entrar en contacto directo y prolongado con un material de cuero durante el uso de calzado.

2. Trabajo realizado

Se han realizado matrices de experimentos para establecer las condiciones 6ptimas de
liberacién de formaldehido utilizando como simulante soluciones de sudor artificial a distintos
pH y composicién. La metodologia desarrollada ha sido validada para garantizar la fiabilidad
del método de analisis.

3. Resultados

Metodologia: Determinacion de la migracion de formaldehido desde cuero en las
condiciones de uso de calzado

1. OBJETO Y CAMPO DE APLICACION

Esta norma especifica un método de ensayo para determinar la liberacién de formaldehido
desde cuero en las condiciones de uso de calzado.

2. PRINCIPIO DEL METODO

Se extrae la muestra de cuero mediante una solucién de sudor artificial a pH 6,5. El extracto
filtrado el extracto filtrado se mezcla con 2,4-dinitrofenilhidracina, la cual reacciona con los
aldehidos y cetonas presentes en el mismo dando lugar a las hidrazonas correspondientes.
Estas se separan mediante HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) en fase reversa y se
detectan y cuantifican a 360 nm.

3. REACTIVOS

3.1 Solucion madre de formaldehido, 1000 mg/| en agua.
3.2 Sudor artificial a pH 6,5, con la siguiente composicion:
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Compuesto Féormula mg/L
Urea CH;N,0O 1000
Cloruro de sodio  NaCl 5000
Acido lactico C3HgO; 1000

3.3. Acetonitrilo

3.4. Agua, de grado HPLC.

3.5. Solucién de dinitrofenilhidracina (DNPH), compuesta por 0,3 g de DNPH (2,4-
dinitrofenilhidracina) disuelta en 100 ml de acido o-fosférico concentrado (al 85 % fraccién en
masa).

4. APARATOS Y MATERIALES
Se emplea material de laboratorio habitual y en concreto, el siguiente:

4.1 Balanza analitica, con una apreciacién de 0,1 mg.

4.2 Sistema HPLC, con detector UV

4.3 Columna de separacion, con fase estacionaria C18 con la precolumna correspondiente.
4.4 Baio de agua con agitacion

4.5 Filtro de membrana, de poliamida de 0,45 um.

5. PROCEDIMIENTO OPERATORIO

5.1. Preparacion de muestras

Se trocean las muestras a estudio con un tamafio de 3-5 mm?®.
5.2. Extraccién

Se pesa (1 £ 0,01) g de muestra en un matraz erlenmeyer de 100 ml. Se pipetean 20 ml de
sudor artificial (3.2) y se afiaden a la muestra. Se extrae la muestra a 40 °C en un bafio de agua
con agitacion a 75 rpm (4.4) durante 3 h £ 5 min.

Tras la extraccidn, se filtra el extracto con filtro de membrana (4.5) en un recipiente.

5.3. Reaccidon con DNPH

En un matraz aforado de 10 ml se pipetean 4,0 ml de acetonitrilo, una alicuota de 5,0 ml del
extracto filtrado y 0,5 ml de la solucién de DNPH (3.5). El matraz aforado se enrasa con agua
desmineralizada hasta la marca y se agita a mano brevemente para mezclar los componentes.
Se deja reposar al menos 60 min, sin sobrepasar un maximo de 180 min. Tras la filtracion a
través del filtro de membrana en un vial se analiza la muestra mediante HPLC. Si la
concentracidén esta fuera del rango de calibracion, se deben tomar alicuotas mas pequefias.
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5.4. Condiciones del HPLC

Las condiciones cromatograficas para el analisis se exponen a continuacion:

. Columna de separacién: columna de fase inversa C18 con precolumna (1 cm, RP18)
) Caudal: 1 ml/min.

o Fase movil: acetonitrilo/agua

. Gradiente: 60:40

. Deteccién UV: 355 £ 5 nm.

. Volumen de inyeccién 20 pl.

5.5. Calibrado

Se prepara una solucidén patrén intermedia de 2 mg/| a partir de la solucion madre de 1000
mg/l (3.1).

Posteriormente, en seis matraces aforados de 10 ml se afladen 4 ml de acetonitrilo y a
continuacién, se afade una serie de volumenes de 0,5 ml; 1,0 ml; 2,0 ml; 3,0 ml; 4,0 mly 5,0
ml, respectivamente, de la solucién patrén de 2 ppm. Inmediatamente después de la adicién
de la solucién de formaldehido, se agita cada matraz y se afiaden 0,5 ml de soluciéon de DNPH.
Se enrasan los matraces hasta la marca con agua destilada y se agitan de nuevo. Tras haber
transcurrido un minimo de 60 min y sin superar un maximo de 180 min, se deben analizar las
muestras mediante HPLC después de filtrarlas con el filtro de membrana. La curva de calibrado
se efectla representando un gréfico del area del pico del derivado de formaldehido frente a la
concentracién en microgramos por 10 ml.

5.6. Calculo del contenido de formaldehido en las muestras de piel

x F
w, =2 xF

m
donde
wF es la concentracion de formaldehido en la muestra en miligramos por kilogramo
(mg/kg) redondeada a 0,01 mg/kg;
pS es la concentracion de formaldehido obtenida del grafico de calibrado en pg/10 ml;
F es el factor de dilucién en mililitros (ml);
m es la masa de piel pesada expresada en gramos (g).
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