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Resumen

Hoy en dia todas las personas utilizan algin tipo de producto cosmético, ya sea para
perfumar, limpiar o modificar el aspecto de la piel durante un periodo de tiempo. La composicion
de los cosméticos es variada y, en Espafia se encuentran bajo la regulacion del Real Decreto
1559/1997 del 17 de octubre. Pueden contener conservantes, antioxidantes, colorantes, filtros UV
etc. Un componente comun en estos productos son los metales, que pueden encontrarse tanto en
forma idénica como en forma nanoparticulada. Una nanoparticula es una particula donde al menos
una de las dimensiones que la forman se encuentra entre 1 y 100 nm. En este trabajo se analizaron
tres muestras comerciales de una sombra de ojos, una crema solar de proteccion solar 50+ y un
spray para cuerpo y cabello. Se aplicd un procedimiento de digestion acida en microondas para
una cuantificacion de la concentracion total idnica de los metales seleccionados mediante
espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS);
paralelamente, se prepararon suspensiones de las muestras empleando dodecil sulfato sodico
(SDS) para extraer las nanoparticulas, obteniendo niimero y tamafio de las mismas, mediante
Single-Particle ICP-MS (SP-ICP-MS). Por ultimo, estas se visualizaron mediante microscopio
electronico de transmision (TEM). Las nanoparticulas observadas coincidian en tamafio con
nanoparticulas de aluminio y titanio, aunque para conocer su composicion, se tendria que hacer
otro tipo de pruebas como TEM de alta resolucion o dispersion de rayos X.
Abstract

Nowadays all people use some kind of cosmetic product, either to perfume, clean or
modify the appearance of the skin for a period of time. The composition of cosmetics is varied
and, in Spain are under the regulation of Royal Decree 1559/1997 of 17 October. They may
contain preservatives, antioxidants, dyes, UV filters etc. A common component in these products
are metals, which can be found in both ionic and nanoparticle form. A nanoparticle is a particle
where at least one of the dimensions that form it is between 1 and 100 nm. Three commercial eye
shadow samples, a 50+ sunscreen and a body and hair spray were analyzed. Microwave acid
digestion were performed to quantify the total ionic concentration of the metals selected by means
of inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS); dilutions of the samples were
prepared with a solution of sodium dodecyl sulfate (SDS), obtaining the number and size of the
nanoparticles present by Single-Particle ICP-MS (SP-ICP-MS) and finally, these were visualized
by means of transmission electron microscope (TEM). The nanoparticles observed coincided in
size with aluminum and titanium nanoparticles, although to know their composition, other types

of tests would have to be done such as high resolution TEM or X-ray dispersion.
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1. INTRODUCCION

1.1. Composicion de cosméticos y productos de belleza

Hoy en dia la mayoria de las personas utilizan algun tipo de producto cosmético. Segin
el BOE se considera producto cosmético “a toda sustancia o preparado destinado a ser puesto en
contacto con las diversas partes superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y
capilar, ufias, labios y 6rganos genitales externos) o con los dientes y las mucosas bucales, con el
fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar su aspecto y/o corregir los olores
corporales y/o protegerlos o mantenerlos en buen estado”. También se define el concepto de
cosmético decorativo que “por poseer sustancias coloreadas y por su poder cubriente, se aplican
sobre diferentes zonas del cuerpo para acentuar temporalmente su belleza o enmascarar o
disimular diversas imperfecciones cutaneas” [1].

Estos cosméticos estan formados por una gran diversidad de compuestos, como minerales
(talco, TiO,, ZnO etc.); polvos vegetales (harina de arroz, almidon de maiz etc.); aceites, grasas
y ceras (mantequilla de cacao, vaselina etc.); tintes, colorantes y pigmentos; conservantes; filtros
UV y otros componentes (perfumes, agua, antioxidantes etc.) [2].

Estos compuestos pueden tener efectos sobre la salud humana, por esto en Espafia y en la
Unién Europea existen regulaciones legales donde se establecen los requisitos y limitaciones para
el uso de los mismos.

Esta regulacion se basa en el Real Decreto 1599/1997, del 17 de octubre, donde se definen
los productos cosméticos (las diferentes categorias de productos, una lista de sustancias
prohibidas en la composicion de los productos cosméticos, al igual que una lista con las sustancias
permitidas siempre y cuando no superen cierta concentracion y en condiciones diferentes a las
indicadas), se determinan las condiciones técnico-sanitarias, un control sanitario, los requisitos
de las instalaciones donde se producen, las de importacion de productos que provienen de otros
paises, la regulacion del etiquetado y su publicidad, la inspeccion que puede llevar a infracciones

y sanciones [1]. En la Figura I se muestra un fragmento del Anexo II (1).

ANEXO I (1) 43. Arsénico b\g Islzu: com;iuestos. )
" . s Z 44. «Atropa adonna I» y sus preparaciones.
Lista de sustancias prohibidas en la composicién 45. Atropina, sus sales y derivados.
de los productos cosméticos 46. Bario (sales de) con excepcion de:

Suffato y sulfuro en las condiciones previstas en el
anexo Il (1.* parte). )

Lacas, pifgmentos o sales preparadas a partir de colo-
rantes que figuran con la referencia (3) en el anexo IV.

2-acetilamino-5-clorobenzoxazol.
Acetilcolina y sus sales.
Aceglumato de deanol {a).
Espironolactona (a).

PWN -

Figura 1: Fragmento obtenido del Anexo II (1) del Real Decreto 1599/1997 del 17 de octubre [1], donde se muestra
la «lista de sustancias prohibidas en la composicion de los productos cosméticos». En ella se pueden ver algunos
metales como As
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1.2. Metales en cosméticos

Los productos cosméticos, como se menciona anteriormente, estan formados por muchos
compuestos, algunos de los cuales pueden ser compuestos metalicos o metales puros. Estos
metales pueden estar en forma idnica o en forma de nanoparticulas (NPs).

La mayoria de las sustancias que se encuentran en los cosméticos se han afadido de forma
intencionada para conseguir algun efecto cosmético concreto. Sin embargo, otras sustancias
pueden aparecer de forma no intencional. Por ejemplo, concentraciones bajas de algunos metales
pueden aparecer como contaminaciones de las materias primas, o de forma residual por el
desgaste de partes metalicas del instrumental utilizado durante la produccion.

Algunos metales que pueden encontrarse comunmente en productos cosméticos son el
cromo (Cr), hierro (Fe), cobre (Cu), o aluminio (Al) [3]. El cromo en forma de 6xido de cromo
se utiliza como pigmento inorgdnico verde [4]. Para su utilizaciéon debe estar exento del ion
cromato [5]. El hierro en forma de 6xido de hierro se utiliza como colorante en diferentes tonos
como pueden ser el negro, amarillo o rojo [6]. Para su utilizaciéon como pigmento amarillo no
debe tener menos del 60% del hierro total, expresado en hierro, mientras que para los colorantes
rojo y negro, no debe tener menos del 68% [7]. El cobre es usado gracias a sus propiedades
antinflamatorias y cicatrizantes [8] ademas de ser imprescindible para algunas enzimas y para la
fabricacion de la hemoglobina [9].

Los metales pesados como el plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni), arsénico (As) o
mercurio (Hg) estan totalmente prohibidos en la composicion de los productos cosméticos por su
toxicidad. Por ello, su presencia debe ser controlada a muy bajos niveles de concentracion.

Elementos en forma idnica como niquel (Ni) y cromo (Cr) se acumulan en el estrato
corneo (capa mas superficial de la epidermis [10]) pudiendo causar dermatitis. Mientras que
mercurio (Hg), plomo (Pb), cadmio (Cd) y aluminio (Al) pasan a través de las capas de la piel
hasta los vasos sanguineos, donde se transportan hacia los o6rganos y se acumulan causando
efectos toxicos. Aunque la absorcion a través de la piel de este tipo de metales es mucho menor

que mediante via gastrointestinal o inhalacion [3].
1.3. Cuantificacion de metales en productos cosméticos

Hay diferentes técnicas con las que cuantificar la concentracion iénica de metales en los
productos cosméticos. Una de ellas es espectroscopia de absorcion atomica de llama (FAAS). Es
una técnica muy sensible (limites de deteccion del orden de ppb) y especifica ya que las lineas de
absorcion atomica son estrechas, del rango de 0.002 nm a 0.005 nm. Ademas, las energias de
transicion electronicas son Unicas para cada elemento. Consiste en un haz emitido por una fuente
de radiacion, que puede ser monocromatica o policromatica, que atraviesa el sistema de

atomizacion, donde se encuentra la muestra en estado de gas atomico. El haz llega al
7
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monocromador, el cual deja pasar al detector la radiacion absorbida. Esta es procesada y
amplificada [11].

Otra técnica es la espectrofotometria de absorcion atomica con horno de grafito (GFAAS) que
al igual, que FAAS, se basa en la longitud de onda a la cual un elemento especifico absorbe la luz,
pero en este caso la atomizacion de la muestra tiene lugar en un tubo de grafito [12].

Otro tipo de espectrometrias para cuantificar la concentracion idnica de metales en
cosméticos es la espectroscopia de emision atomica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-
OES). La sensibilidad de esta técnica puede llegar al orden de ppb y se pueden cuantificar todos
los elementos, a excepcion de carbono (C), nitrogeno (N), oxigeno (O), hidrogeno (H), fluor (F),
gases nobles y algunos elementos poco comunes. Las muestras se introducen en forma liquida y,
mediante el nebulizador, se forman pequefias gotas y se excitan con un plasma de argon. Las
emisiones de los atomos que son excitados van a un policromador con detectores y, de esta forma

se obtienen los espectros de emision [13].
1.4.Nanoparticulas: Definicion y toxicologia

Recientemente, en la industria cosmética se ha comenzado a utilizar nanoparticulas. Las
nanoparticulas se definen como particulas donde al menos una de las dimensiones que la forman
esta entre 1 y 100 nm, las cuales tienen diferentes caracteristicas dependiendo del tamafio y
funcionalidades superficiales, que son diferentes a las propiedades de la misma materia en forma
no nanoparticulada [14].

Las nanoparticulas se utilizan en la industria cosmética, ya que aportan una mejor
proteccion frente a los rayos UV, mejor penetracion de los productos en la piel, mayor estabilidad
de los diferentes principios activos que forman los productos y aumenta el color y calidad final
de los mismos [3].

Las nanoparticulas pueden clasificarse en naturales o antropicas, estas tltimas, ademas,
se dividen en dos grupos: accidentales o manipuladas. Las NPs accidentales son resultado de las
actividades del hombre, normalmente sus tamafios y formas estan mal controlados y pueden ser
una mezcla de varios elementos. En cambio, las NPs manipuladas son intencionales. Pueden ser
poliméricas, orgénicas e inorganicas, y estan disefiadas y sintetizadas por seres humanos [15].

Las NPs también pueden clasificarse segiin su composicion. Puede ser organicas,
fabricadas con proteinas, carbohidratos, lipidos etc., a base de carbono, contienen solamente
atomos de carbono o, inorganicas que no contienen carbono ni materiales organicos.

Otra forma de clasificacion es segin propiedades fisicoquimicas. Pueden tener
propiedades mecanicas, relacionadas con resistencia, dureza, plasticidad etc., propiedades

termales, relacionadas con conductividad térmica, capacidad calorifica etc., propiedades
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magnéticas, electrénicas y Opticas, relacionadas con absorcién lineal, emision de
fotoluminiscencia etc. y, propiedades cataliticas, relacionadas con reactividad y selectividad [16].

La toxicidad de las NPs depende de la via de suministracion o exposicion. La exposicion
a las NPs puede ocurrir por su ingesta, mediante inyeccidn, inhalacion o contacto con la piel. En
productos cosméticos, la exposicion a nanoparticulas puede ser intencional, buscando una
penetracion a través de la piel para la realizacion de alguna funcién aunque, también puede ser
accidental, por ejemplo al entrar por una via no deseada en el organismo (inhalacion pulmonar)
[14].

Una vez las nanoparticulas han sido absorbidas por el organismo, estas pueden ser
distribuidas a través de la circulacion sanguinea y acumularse, con consecuencias variables, en
diferentes 6rganos en funcion de sus caracteristicas fisicoquimicas. A continuacion, se expondran
algunos efectos de algunos de los tipos de nanoparticulas metalicas que mas frecuentemente

pueden encontrarse en productos cosméticos.
1.4.1. NPsdeoro

En el caso de las NPs de Au tienen propiedades antibacterianas, antifungica y
antiinflamatoria. El oro no muestra propiedades antimicrobianas por si mismo, sino que tiene que
incorporarse con otras biomoléculas para poder emplearse en aplicaciones biomédicas. Estas
nanoparticulas se entrecruzan con colageno de manera que pueden integrase en moléculas como
polisacaridos, factores de crecimiento o péptidos, mostrando propiedades como
biocompatibilidad y biodegradabilidad, siendo util en regeneracion de heridas. Sus dos posibles
mecanismos consisten en, entrar en la célula bacteriana alterando su potencial de membrana e
inhibiendo la ATP sintasa, reduciendo asi los niveles de ATP que llevan a un colapso en el
metabolismo energético y por tanto, la muerte celular y, segundo, provocar la muerte en bacterias
resistente a distintos fArmacos usando mecanismos independientes de las especies reactivas del

oxigeno (ROS) [17].
1.4.2. NPs de oxido de aluminio

Las NPs de 6xido de aluminio se puede presentar en diferentes fases cristalinas siendo la
alfa mas estable. Se utilizan como agente abrasivo, por ejemplo, en dentifricos. También puede
actuar como agente absorbente sobre la piel, por ejemplo, en forma de desodorante, tapando los
poros de las glandulas sudoriparas; en bases de maquillaje y correctores, ya que difumina la luz y

disimula las arrugas [18], [19].
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1.4.3. NPs de dioxido de titanio y 6xido de zinc

Las NPs de didxido de titanio y 6xido de zinc pueden aparecer como particulas dispersas
con un diametro entre 5 y 20 nm pero, debido a su tendencia a agregarse, es frecuente que se
encuentren agregados, de entre 30 y 150 nm o, aglomerados, que pueden llegar a ser mayores de
1000 nm [20].

Estas NPs con un tamafio de 20 nm se utilizan en protectores solares como filtros de rayos
UV. Ademas, se sugiere que las NPs de dioxido de titanio son mas efectivas en la exposicion
frente a los rayos mas perjudiciales, los UVB (310 nm) que a los de UVA (400 nm) [3].

Estas nanoparticulas no se consideran dafiinas, aunque existe una cierta controversia.
Algunos estudios han encontrado que los agregados en contacto con la piel mantienen su
estructura, evitando la liberacion de particulas primarias, y por tanto siendo inofensivas [15]. Sin
embargo, otros estudios [21] apuntan a que estas nanoparticulas pueden presentar efectos toxicos
en funcion de la dosis, tamafio y fase en la que se encuentran. Por ejemplo, para TiO, en fase
anatasa se vio mas toxicidad que en rutilo. Ademas, estos productos pueden sufrir modificaciones
en contacto con el agua, humedad, temperatura, radiacion UV y abrasion con la arena [22]. Otros
estudios [23] aseguran que el principal problema es la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) bajo radiacion UV. Para solucionar esto, las NPs de TiO, se recubren con materiales de

magnesio, silice, alimina o circonio [2].
1.5.0BJETIVOS

El objetivo de este trabajo es estudiar la composicion elemental de diferentes muestras de
productos cosméticos mediante espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) y caracterizar las posibles nanoparticulas metalicas que puedan
encontrarse en ellos mediante Single-Particle ICP-MS (SP-ICP-MS) y corroborar el diametro
calculado a partir de las intensidades obtenidas, observando las muestras al microscopio

electronico de transmision (TEM).
2. MATERIALY METODOS
2.1. Muestras

En este trabajo se han analizado tres muestras de productos cosméticos: una crema de
proteccion solar, una sombra de ojos y un liquido en forma de spray para cabello y cuerpo. A
continuacion, se especifican los productos utilizados y la composicion declarada por el fabricante:
- Crema solar en forma de spray 50+ Solar Line de Mercadona con composicion: Aqua,

octocrylene, alcohol, C12-15 alkyl benzoate, glycerin, butyl methoxybenzoymethane,

ethylhexyl salicylate, phenylbenzimidazole sulfonic acid, propylheptyl caprylate,

10
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vp/hexadecene copolymer, triacontanyl pvp, bis-ethylhexyloxyphenol methoxyphenyl
triazine, panthenol, microcrystalline cellulose, parfum, tocopheryl acetate, sodium hydroxide,
acrylates copolymer, acrylates/C10-30 alkylacrylate crosspolymer, caprylyl glycol,
ethylhexylglycerin, galactoarabinan, disodium edta, cellulose gum, linalool, benzyl alcohol,
limonene, benzyl salicylate, eugenol, citronellol, coumarin, geraniol, tocopherol.

- Sombra de ojos numero 74 “Walking in the sand” de Sephora con composicion: talc, mica,
calcium sodium borosilicate, CI 77891 (titanium dioxide), dimethicone, octyldodecyl stearoyl
stearate, dimethiconol stearate, diisostearyl malate, CI 77491 (iron oxides), maltodextrin,
caprylyl glycol, CI 77492 (iron oxides), phenoxyethanol, lauroyl lysine, hexylene glycol, CI
77499 (iron oxides), tin oxide, Camellia sinensis leaf extract.

- Spray para cabello y cuerpo “Minnie shimmer hair and body mist” de Primark con
composicion: aqua (water), peg-40 hydrogenated castor oil, parfum (fragrance), butylene
gycol, phenoxyethanol, ammonium acryloyl dimethyltaurate/carboxyethyl acrylate
crosspolymer, ethylhexylglycerin, synthetic fluorphlogopite, hydrolyzed corn strarch,
titanium dioxide (CI 77891), Beta vulgaris (beet) root extract, ppg-26-buteth-26, silica,
ethylhexyl methoxycinnamate, lactic acid, butyl methoxydibenzoylmethane, ethylhexyl
salicylate, tin oxide, p-anisic acid, geraniol, citronellol, linalool, eugenol, citral, CI 42090

(blue 1), CI1 17200 (red 33), CI 19140 (yellow 5).

2.2. Cuantificacion de la concentracion total ionica mediante ICP-MS

La espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) es
una técnica muy sensible (con limites de deteccion del orden de ppt), capaz de cuantificar casi
todos los elementos de la tabla periddica con un potencial de ionizaciéon menor que el potencial
de ionizacion del argon [24].

En ICP-MS, la muestra se introduce en forma liquida a través de un sistema de
introduccion, formado generalmente por un nebulizador, que genera un aerosol que, a
continuacion, es filtrado en una camara de nebulizacion. Solo las gotas mas pequeias de este
aerosol son capaces de salir de esta camara e introducirse directamente en el centro del plasma de
argén, donde se vaporizan, se atomizan y se ionizan. Los iones monoatémicos generados, la
mayoria de ellos con una tnica carga positiva, se separan en el analizador de masas en funcion de
su relacion masa/carga (m/z), para finalmente ser detectados [25].

Uno de los problemas que pueden aparecer en ICP-MS son las interferencias poliatomicas
que se pueden formar por la combinacion de atomos del analito con los de elementos
atmosféricos, Asi, por ejemplo, la medida del is6topo mayoritario del titanio (*3Ti) puede verse
afectada por la interferencia resultante de la combinacion de un atomo de azufre (S) con una de

oxigeno (*’S'°0") que tiene la misma masa nominal que la de **Ti". Para resolver este problema

11
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sin utilizar un analizador de masas con una resolucién mucho mayor, se utilizan sistemas que, o
bien rompan la interferencia en sus especies atdmicas por colisién con un gas inerte como el helio
(He), o bien utilicen un gas reactivo, como el oxigeno, para que el analito forme una nueva especie
con una masa diferente. Asi, en el caso de a medida de *®Ti puede utilizarse oxigeno para formar
el dimero #*Ti'°0", cuya m/z es 64, diferente de la de interferencia *2S'°O",

Para todas las medidas, se utilizo6 un ICP-MS de triple cuadrupolo, modelo iCAP TQ de
Thermo Fisher Scientific. Este instrumento tiene una configuracidon que incluye tres cuadrupolos
que permiten, el primero de ellos, seleccionar la masa de interés. El segundo puede funcionar
como una celda de reaccion o colision con un gas reactivo o inerte, respectivamente. En el tercer
cuadrupolo, se selecciona la masa final de interés libre de interferencias. Este sistema puede
funcionar en modo triple cuadrupolo o, cuadrupolo sencillo, en el que el primer cuadrupolo,
funcionaria solo como una guia de iones. Ademads, puede utilizar diferentes gases en la celda de
reaccion/colision.

Los metales seleccionados para las medidas fueron Al, Zn, Au y Ti. Para la cuantificacion del
contenido total de estos metales se monitorizaron los isétopos 27Al, ®*Zn, ¢6Zn, 1°7Au, **Ti y
*8Tj. Los isotopos de Al, Zn y Au pueden medirse directamente por no estar interferidos por
ninguna especie poliatomica. Sin embargo, los isdtopos de Ti estan interferidos por las especies
328160* y 2SN, entre otras. Por lo tanto, en el caso de la medida de Ti se decidi6 utilizar O,
como gas de reaccion para monitorizar la especie **Ti'°O",

Antes de utilizar el ICP-MS, se hace una optimizacion de los parametros de la interfase y de
la celda de colision/reaccion, incluyendo el flujo de oxigeno en la misma. Los parametros

obtenidos se muestran en las Tablas 1 y 2.

Parametros Valor
Velocidad de la bomba peristaltica 40.00 rpm
Energia del plasma 1550.00 W
Flujo auxiliar 0.80 L/min
Flujo del nebulizador 1.00 L/min

Tabla 1: Condiciones de ICP-MS y SP-ICP-MS durante las medidas

Parametros Valor

Flujo O, 0.35 mL/min

Tabla 2: Condiciones del flujo de 0, para medir *°Ti y *®Ti en ICP-MS y SP-ICP-MS

Una vez el equipo esta optimizado, se prepararon las disoluciones de calibrado. Estas serviran

para calcular las concentraciones de los elementos estudiados en las muestras.
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2.3.Preparacion de los patrones de calibracion para la medida por ICP-MS

Para el calibrado se utilizaron stocks de 1000 ppm de los elementos Al, Ti, Zn y Au. Para
conseguir las diferentes concentraciones en cada punto, primero se hizo una disolucion intermedia
para cada elemento de 1 ppm. Se hicieron cinco puntos con las concentraciones mostradas en la

Tabla 3, de cada uno de ellos.

Punto Al (ppb) Ti (ppb) Zn (ppb) Au (ppb)
1 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.25 5.00 3.75 5.00
3 0.50 10.00 7.50 10.00
4 0.75 15.00 11.25 15.00
5 1.00 20.00 15.00 20.00

Tabla 3: Resumen de las concentraciones del calibrado para medir la concentracion ionica de cada elemento en las
muestras estudiadas

2.3.1. Preparacion de la muestra

Para la medida del contenido elemental total en las muestras, estas deben mineralizarse para
poner en disolucion todos los elementos de la matriz y los analitos. Para ello, se optdé por una
digestion en el horno microondas Ethos 1 de Milestone, utilizando insertos de pequefio volumen
que se colocan dentro de las bombas, de forma que se minimiza el consumo de muestra y acidos
y, se aumenta el rendimiento, ya que se pueden digerir tres muestras independientes en cada

bomba [26].
2.3.1.1. Limpieza del microondas

Previamente a la digestion de las muestras y, entre diferentes digestiones, el microondas
debe ser limpiado para evitar posibles contaminaciones y eliminar cualquier impureza. Para la
limpieza se afiadieron a cada microinserto 500 uL. de HNO3 al 65% (v, v), 500 uL de H,0, al 30%
(v, v) y 1 mL de H,0 miliQ.

El programa de temperaturas utilizado consistio en una rampa de 10 minutos hasta

alcanzar 150°C. Se mantuvo 10 minutos a esta temperatura y, por ultimo, 1 hora para enfriar.

2.3.1.2. Digestion

Para la digestion de las muestras se llevo a cabo por triplicados, pesando 0,1g de muestra
en cada réplica. También se digieren tres blancos de reaccion. Después se afiadieron 500 pL de
HNO3 al 65% (v, v) y 500 uL de H,0, al 30% (v, v) a cada microinserto.

El programa de temperaturas utilizado consisti6é en una rampa de 30 minutos hasta llegar

a los 150°C, donde se mantuvo 1 hora. Para finalizar, se dejo enfriar 1 hora.
13
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2.3.1.3. Diluciones de las muestras

Una vez finalizado el proceso de digestion, el contenido de los insertos se vertio en tubos,
previamente pesados y se enrasd con HNO3 al 2% hasta llegar a los 10 mL aproximadamente, ya
que después se corregiria por pesada.

Dado que no se conocian de antemano las concentraciones de los diferentes elementos, se
llevo a cabo una optimizacion de las diluciones necesarias para cada una de las muestras, de forma
que estuviesen en el rango lineal del calibrado. Se determinaron las siguientes diluciones para
cada muestra, que se llevaron a cabo por pesada y utilizando HNO; al 2% para el enrase.

- Parala crema solar: 1/10

- Parala sombra de ojos: 1/10000

- Parael spray de cabello y cuerpo: 1/100

Tras las digestiones, se observo que, en el caso de la sombra de ojos y el spray quedaba un
residuo solido brillante, similar a la purpurina que contenian las muestras que no se habia digerido
en las condiciones utilizadas. Probablemente, este material esta constituido por alguna especie
quimica, como Si0,, que necesitaria la presencia de HF para poder ser digerida. Sin embargo,
este acido no es compatible con las partes de vidrio y cuarzo del sistema de introduccion de
muestras, por lo que se decidio eliminar los residuos s6lidos mediante filtrado con filtros de
jeringa de PVDF hidrofilico con un tamafio de poro de 0,22 ym o 0,45 um OlimPeak de

Teknokroma.
2.4.Cuantificacion de nanoparticulas mediante SP-ICP-MS

Gracias a la alta sensibilidad del ICP-MS esta técnica permite, bajo ciertas condiciones,
el analisis de nanoparticulas individuales. Cuando se introduce una suspension de nanoparticulas
suficientemente diluida, cada nanoparticula individual genera una nube de iones al llegar al
plasma, que alcanza el detector en un periodo de tiempo muy corto. Si el tiempo de integracion
utilizado en la medida es lo suficientemente corto, el ICP-MS es capaz de detectar cada una de
las nubes de iones que provienen de cada una de las nanoparticulas individuales de la muestra
como un pico muy intenso de muy corta duracidon, que se denomina evento o “spike”. La
frecuencia de estos eventos es proporcional a la concentracion en nimero de nanoparticulas en la
muestra. La intensidad de cada uno de estos eventos es proporcional a la masa del elemento en
cada particula. La intensidad del fondo continuo es proporcional a la concentracion del elemento
en la muestra en forma idnica (no nanoparticulada).

La proporcionalidad entre la intensidad de los eventos y la masa de elemento por
nanoparticula se establece mediante una recta de calibrado utilizando patrones del elemento de

concentracion conocida. Para ello, es necesario saber la cantidad de elemento que llega al plasma
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de cada patron. Dado que el transporte de los patrones se ve afectado por la eficacia de trasporte,
el valor de esta debe ser calculado y corregido [27].

La eficiencia de transporte se calcula analizando un stock de nanoparticulas de oro con
una concentracidon conocida. Se hacen 3 diluciones seriadas, donde la tiltima es la que se introduce
en el ICP-MS. Se miden triplicados de la dilucion preparada, cuya concentracion final es de 30000
NPs de Au/mL. En la Figura 1 se exponen los pasos seguidos para preparar la dilucién que se

mide.

10 pL de stock con un n° Enrasar con 10 mL de
o

conocido de NPs de Au H,0 miliQ
l . - Enrasar con 10 mL de
10 pL de la disolucion }—' H,0 miliQ

Enrasar con 5 mL de

’ 1 mL de la disolucion ’—» B il
2

Figura 2: Pasos seguidos para la preparacion de la disolucion para la medida de la eficiencia de transporte

En primer lugar, se realizaron medidas de los elementos Al, Zn, Au y Ti. En esta primera
aproximacion, solo se encontraron eventos de Al y Ti, por lo que fueron estos los elementos
elegidos para la caracterizacion.

Para la preparacion de los patrones de calibrado se prepararon disoluciones intermedias de
los stocks de 1000 ppm de cada elemento, y se diluyeron a 1 ppm. Las concentraciones de cada
elemento en los cuatro puntos se muestran en la 7abla 4. Se filtr6 previamente el stock de Ti con
un filtro de 3KDa de Sigma Aldrich, ya que tras un screening inicial se observo que contenia un
gran niamero de eventos por si solo, por lo que las concentraciones que se recogen en la tabla para

este elemento son aproximadas.

Punto Al (ppb) Ti (ppb)
1 0.00 0.00
2 0.10 5.00
3 0.17 10.00
4 0.25 15.00

Tabla 4: Resumen de las concentraciones del calibrado para medir las NPs de las muestras estudiadas

En la recta de calibrado se comparan las intensidades (CPS) que devuelve el SP-ICP-MS
con los femtogramos de los puntos del calibrado preparados a partir de las disoluciones
intermedias de cada elemento. La pendiente del calibrado se emplea para convertir la intensidad
de cada elemento obtenido por SP-ICP-MS en la masa del elemento por NP a través de la

Ecuacion 1 [28].

15



s Carlotta Giacobone Casadidio
/}@A =M Trabajo Fin de Grado
Grado en Biotecnologia — Curso 2022/2023

_r].f.dt.]
m="p

Ecuacion 1: Ecuacion empleada para calcular la masa del elemento por NP

Siendo n es la eficiencia de transporte, f'es el flujo de introduccion de la muestra, dt es el
tiempo de integracion (dwell time), I es la intensidad neta del evento y b es la pendiente de la recta
de calibrado.

Una vez obtenido estos datos (fg/NP) mediante la Ecuacion 2 [28] y asumiendo que las

particulas son esféricas, se puede estimar el didmetro de las mismas.

Ecuacion 2: Ecuacion que relaciona diametro de la NPs con su masa y densidad del elemento

Siendo d,, el didmetro de la particula en nanémetros, m,, la masa de las particulas en

femtogramos y p la densidad de la particula en g/cm3.

Las masas de las particulas se obtienen mediante un procedimiento iterativo que consiste en
seleccionar todos los puntos obtenidos por SP-ICP-MS que son tres veces la desviacion estandar
por encima de la media. La media previamente se calcul6 con el conjunto completo de datos. Los
datos restantes se someten de nuevo al mismo procedimiento y, asi sucesivamente hasta que no

queden valores por encima de la media més tres veces la desviacion estandar [29].
2.4.1. Preparacion de las muestras para SP-ICP-MS

Para el analisis de nanoparticulas se prepard una disolucion 0,1% de SDS [2], pesando
0,5g de SDS y se enras6 con H,0 miliQ hasta los 50 mL. Esta disolucioén se filtré utilizando un
tamafio de poro 3 KDa con los filtros “Centrigugal Filter Units for concentration and purification
of biological solutions” de Sigma Aldrich, con ayuda de una centrifuga durante 5 minutos a 10000
rpm.

A continuacion, se pesaron triplicados de 0,2 g de la muestra de spray y 0,1 g de la muestra
de sombra de ojos, enrasando hasta 10 mL con la disolucidén de SDS. Estos tubos se llevaron a

sonicar durante 30 minutos en un bafio de ultrasonidos de Selecta.

2.4.2. Diluciones de las muestras

Las muestras seleccionadas para el andlisis de las nanoparticulas fueron el spray y la sombra
de ojos, ya que tras hacer un screening no se observaron cambios significativos en la crema solar
respecto al blanco. Antes de introducirlas al SP-ICP-MS se prepararon las siguientes diluciones,

enrasando con H, 0 miliQ.
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- Parael spray 1/1000
- Parala sombra de ojos 1/10000

2.5. Microscopio electronico de transmision (TEM)

Como confirmacion de los resultados obtenidos por SP-ICP-MS, el tamafio y la morfologia
de las NPs se estudidé mediante un microscopio electronico de transmision (TEM). Este
microscopio utiliza un haz de electrones que van a alta velocidad. Estos electrones atraviesan la
muestra, la cual se encuentran en condiciones de alto vacio. En funcion de la transparencia a este
haz, las diferentes estructuras presentes en una muestra absorberan y/o dispersaran mas o menos
los electrones, haciendo que la imagen sea mas oscura en las zonas donde se transmiten menos,
como, por ejemplo, donde haya una nanoparticula, permitiendo asi su visualizacion. [15], [30]

Para la preparacion de las muestras que se observaron al TEM el procedimiento fue igual que
para la extraccion de las nanoparticulas y, en este caso no se prepararon diluciones, sino que se

utilizaron las muestras obtenidas tras sonicar y filtrar.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Concentracion total ionica

3.1.1. Optimizaciones de las condiciones de la digestion
- Temperatura

Primeramente, el proceso se intentd como estd descrito en el articulo [2], pero una de las
muestras, en concreto la de sombra de ojos, la digestion no se llegd a completar del todo, quedando
restos solidos y un color marréon (debido a los 6xidos de hierro que contiene [3]) y por tanto,
causando la obstruccion del sistema de introduccién de muestra. Por ello, se intent6 otro programa
con temperaturas mas altas. Para la sombra de ojos se obtuvo un liquido de color blanquecino, un
poco turbio y con la purpurina aun sin digerir, para la crema solar un liquido amarillento y para

el spray un liquido incoloro con purpurina sin digerir.

- Filtracion de las muestras

Como se menciona en el apartado anterior, la purpurina de las muestras no lograba
solubilizarse por completo con los reactivos empleados, ya que su composicion principal,
seguramente sea 6xido de silicio y este solo se digiere con acido fluorhidrico. Se decidié no
utilizar este acido, ya que podia dafiar el sistema de introduccion de muestra del [CP-MS, por lo
que se incluy6 un paso de filtrado para eliminar el residuo sélido en estas muestras. Este paso
implica que puedan perderse algunas nanoparticulas en el proceso, aunque la intencion de este

trabajo no era obtener resultados cuantitativos.
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3.1.2. Calibrado

Se calcularon las ppb reales de Al, Ti, Zn y Au en cada punto de calibrado, teniendo en
cuenta las diluciones realizadas.
El ICP-MS devuelve intensidades (CPS), comparando las CPS con las concentraciones reales

de cada elementos en los puntos se obtienen las rectas de calibrado, mostradas en la Tabla 5.

Elemento Ordenada en el origen Sensibilidad R2
(CPS) (ppb/CPS)
Al -2925.51 610631.11 0.96
Ti -6052.30 61931.00 0.99
Zn +66867.00 86813.00 0.99
Au -78028.00 96124.00 0.98

Tabla 5: Parametros de las rectas de calibrado para los distintos elementos

Una vez se tuvieron las ecuaciones de los calibrados, para calcular las concentraciones reales
de cada elemento, se sustituyeron las CPS obtenidas para cada muestra en la respectiva ecuacion
de calibrado y teniendo en cuenta las diluciones realizadas anteriormente, se obtuvo la
concentracion total ionica en la muestra. El blanco de reaccion se tuvo en cuenta para corregir la

contribucion de los reactivos a las medidas.
3.1.3. Aluminio

Las concentraciones obtenidas para el aluminio se muestran en la Tabla 6.

Media (ppm) Desviacion estandar (ppm)
Spray 15.52 +1.46
Crema solar 0.18 +0.03
Sombra de ojos 3191.98 +182.52

Tabla 6: Concentraciones de Al obtenidas por totales en ICP-MS en las muestras estudiadas

El aluminio de la sombra de ojos probablemente provenga de la mica y la concentracion
sea tan alta ya que el aluminio actiia como agente absorbente, dando un aspecto mas liso y regular
al parpado, propiedad muy importante al hablar de este tipo de productos.

El spray tiene también cierta cantidad de aluminio que probablemente proceda de la

fluorflogopita sintética, es decir la mica sintética [31].
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La mica son minerales que forman parte de un grupo numeroso de silicatos de alumina,
hierro, calcio, magnesio y minerales alcalinos que se caracterizan por su facil descamacion en
finas laminas flexibles, elasticas y brillantes [32].

El aluminio de la crema solar probablemente provenga o del agua que forma el propio
producto o de la matriz en la que estan preparadas las disoluciones, ya que el aluminio no forma

parte de ninguno de sus ingredientes.
3.14. Titanio

Las concentraciones obtenidas para el titanio se muestran en la Tabla 7.

Media (ppm) Desviacion estandar (ppm)
Spray 29.60 +2.03
Crema solar 0.31 +0.19
Sombra de ojos 284.05 +7.18

Tabla 7: Concentraciones de Ti obtenidas por totales en ICP-MS en las muestras estudiadas

El titanio se encuentra en siete isotopos (44, 45, 46, 47, 48, 49, 50), siendo el 48 el mas
abundante con un 73.94%, seguido del 46 con un 7.93% [33].

Tanto en la sombra de ojos como en el spray en la etiqueta se indica que contienen TiO,,
por eso se puede explicar sus concentraciones mas elevadas respecto a la crema solar, que apenas
contiene titanio y no figura entre sus ingredientes. En estos productos el didxido de titanio se
puede utilizar como tinte blanco. Aunque hay estudios que afirman que en el caso tanto de polvos
sueltos, como es la sombra de ojos y en aerosoles como el spray, que al ser inhalado puede
provocar toxicidad e inflamacion pulmonar, incluso cancer [34]. El Comité cientifico de
Seguridad de los Consumidores (CCSC) adopté medidas en cuanto al dioxido de titanio inhalable
en polvo con una concentracion del 1% o mas en particulas con un tamaio inferior o igual a 10
um. Se dictd que es seguro en productos faciales en forma de polvos sueltos hasta una
concentracion maxima del 25% y en productos del cabello en forma de spray con una
concentracion maxima del 1,4%. En cuanto al uso profesional en forma de spray del mismo, es
seguro en una concentracion maxima del 1,1% [35].

En cuanto a la crema solar, el titanio quiza provenga o del agua del propio producto o de

la matriz con la que se prepararon las disoluciones.
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Las concentraciones obtenidas para el zinc se muestran en la Tabla 8.

Media (ppm) Desviacion estandar (ppm)
Spray 190.10 +4.09
Crema solar 1.00 +0.09
Sombra de ojos 3859.90 +641.12

Tabla 8: Concentraciones de Zn obtenidas por totales en ICP-MS en las muestras estudiadas

El zinc tiene 11 isotopos, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 69, 70, y 72, siendo el mas
abundante el 64 con un 48.6%, seguido del 66 con un 27.9% [36].

La alta concentracion de zinc en la sombra de ojos se puede explicar ya que contiene
extracto de raiz de Camelia sinensis, planta de la cual provienen tés como el negro, verde, oolong
y blanco. Se compone de catequinas, cafeina, L-teanina y entre otros el zinc [37]. Esta planta en
cosmética se utiliza como antioxidante y ademas de combatir los radicales libres inducidos por
las radiaciones UV, también actiia como antiinflamatorio, inhibiendo la accion de la colagenasa,
ayudando a mantener la firmeza y elasticidad de la piel [38].

En el caso del spray la concentracion de zinc quizas provenga del extracto de raiz de Beta
vulgaris (remolacha) ya que esta contiene hierro, calcio, fosforo, potasio, sodio y zinc [39]. La
remolacha actua como un humectante natural, la cual hidrata de manera inmediata y a largo plazo
la piel [40].

En el caso de la crema solar el zinc tiene una concentracion muy baja por lo que puede
que provenga del agua del propio producto o de la matriz con la que se prepararon las

disoluciones.
3.1.6. Oro

Las concentraciones obtenidas para el oro se muestran en la 7abla 9.

Media (ppm) Desviacion estandar (ppm)
Spray 6.23 +1.05
Crema solar 0.73 +0.03
Sombra de ojos 777.41 +36.11

Tabla 9: Concentraciones de Au obtenidas por totales en ICP-MS en las muestras estudiadas

En cuanto al oro solo tiene un isdtopo estable, el 197 y, 36 radioisotopos sintetizados [41]. En

este caso, sorprende la elevada concentracion de oro obtenida, especialmente, en la sombra de

0jos, ya que en ninguno de los productos estudiados se menciona como ingrediente el oro ni
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ningiin compuesto con él. Sin embargo, el oro, o alguna sal durea, podrian estar presentes en el
caso de la sombra de ojos como parte de los pigmentos que no se especifican en la composicion.
En cualquier caso, convendria repetir las medidas para confirmar este resultado.

Por lo tanto, como vemos en todas las tablas, las muestras donde el elemento estudiado viene
indicado en sus ingredientes contienen una mayor concentracion del mismo, a excepcion del oro.
Destaca la sombra de ojos en cuanto a la elevada concentracion en todos los elementos, esto quizas

se deba a que, al ser un producto en polvo, los compuestos se encuentren mas concentrados.
3.2. Extraccion y caracterizacion de nanoparticulas

En el apartado anterior, se estudi6 el contenido total de los elementos sin poner atencion a su
estado fisico, ya que se llevo a cabo una digestion total de las muestras previa a la medida. En
este caso, se estudid la presencia de nanoparticulas formadas por los mismos metales que se

cuantificaron previamente, y solo fue posible detectar nanoparticulas conteniendo Al y Ti.
3.2.1. Optimizaciones de las condiciones de extraccion

- Filtracion de la disolucion de SDS y stock de titanio

Al llevar a cabo las primeras pruebas con el protocolo de referencia [2], se observd que tanto
la disolucion de SDS como el patron de titanio tenian una elevada contaminacion en forma de
nanoparticulas de titanio. Por ello, se afiadi6 un paso de filtracién para ambos reactivos como se

detalla en el apartado de “Material y Métodos”.
3.2.2. Eficacia de transporte y calibrado

Para la eficacia de transporte se obtuvo un valor de 42.94% + 7.55% y las rectas de

calibrado se muestran en la Tabla 10.

Elemento Ordenada en el origen (CPS) | Sensibilidad (fg Al) R2
Al +76.34 4808.90 0.91
Ti -107.23 1009.10 0.99

Tabla 10: Parametros de las rectas de calibrado

3.2.3. Aluminio

En el estudio de las NPs de aluminio, la densidad del Al,05 es de 3,97 g/cm3. En este
caso solo se vieron NPs en las muestras de sombra de ojos y spray. En el caso de la crema solar,
el blanco de reaccion tenia un nimero de eventos muy similar por lo que se concluye que no
contiene nanoparticulas de aluminio o que no son detectables con el sistema empleado por la
contribucion de los blancos [42]. En las Figuras 2 y 4 se muestran las sefiales sin tratar obtenidas

de las muestras de sombra de 0jos y spray respectivamente, mientras que en las Figuras 3y 5, se
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muestran los histogramas donde se representa la frecuencia con la que se repiten los diametros de
las nanoparticulas frente a los didmetros en nm para las muestras de sombra de ojos y spray

respectivamente.
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Figura 3: Sefiales sin tratar de aluminio para la muestra de sombra de ojos (dilucion 1/10000)
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Figura 4: Histograma del diametro de NPs de aluminio en la muestra de sombra de ojos (dilucion 1/10000)
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Figura 5: Seniales sin tratar de aluminio para la muestra de spray (dilucion 1/1000)
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Figura 6: Histograma del diametro de NPs de aluminio en la muestra de spray (dilucion 1 /1000)

En ambas gréficas, tanto para la sombra como para el spray el didmetro de las NPs
observadas es muy similar. Para el caso de la sombra de ojos la media de los didmetros es de 22
nm + 12.70 nm. Para el caso del spray, la media es de 32 nm + 22.38 nm. Los resultados obtenidos

concuerdan con la bibliografia donde se indica que el didmetro esta entre 20-120 nm [43].
3.24. Titanio

En el estudio de las NPs de titanio, la densidad del TiO, es de 4,1 g/cm3. Solo se pudo
detectar la presencia de las mismas en las muestras de sombra de ojos y spray. Al analizar los
eventos tanto del blanco de reaccién como la crema solar se vio que el nimero de eventos era
muy similar, por lo que se concluye la ausencia de NPs de titanio en esta muestra [44]. En las
Figuras 6 y 8 se muestran las sefiales sin tratar obtenidas de las muestras de sombra de ojos y
spray respectivamente, mientras que en las Figuras 7 y 9, se muestran los histogramas de los

didmetros obtenidos para las muestras de sombra de 0jos y spray respectivamente.
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Figura 7: Sefiales sin tratar de titanio para la muestra de sombra de ojos (dilucion 1/10000)
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Figura 8: Histograma del diametro de NPs de titanio en la muestra de sombra de ojos (dilucion 1 /10000)
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Figura 9: Sefiales sin tratar de titanio para la muestra de spray (dilucion 1/1000)
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Figura 10: Histograma del diametro de NPs de titanio en la muestra de spray (dilucion 1 /1000)

Para el caso de la sombra de ojos la media de los diametros de las NPs es de 47 nm +

17.61 nm. En la muestra del spray los diametros de las NPs de titanio tienen una media de 49 nm

+17.48 nm.

Segtin el tamafio obtenido y relacionandolo con la bibliografia encontrada las NPs podrian

encontrarse en forma de agregados, a pesar de los pasos de sonicacion aplicados durante la
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extraccion. En el articulo [19] se menciona que los agregados es la forma fisica mas comtin en la

que podemos encontrar estas particulas.
3.3. Microscopio electronico de transmision (TEM)

En la Figura 11 a la izquierda con un escala de 1 um, se observa que el tamafio de las
nanoparticulas aisladas esta en torno a 50 nm, las cuales podrian corresponder segtin los resultados
obtenidos para el titanio en SP-ICP-MS y en la misma figura a la derecha con una escala de 50
nm, las NPs aisladas observadas tienen un diametro aproximadamente de 25 nm las cuales segun
tamafio determinado por SP-ICP-MS, podrian corresponderse con NPs de aluminio. A pesar de la
coincidencia de tamafios, que podrian permitir asignarlas a cada uno de los elementos, se puede
observar que ambas tienen una tendencia a agregarse, siendo poco frecuente encontrar
nanoparticulas aisladas.

Lo mismo ocurre en la Figura 12 que corresponde a la muestra de sombra de ojos, a la
izquierda con una escala de 50 nm, se observan NPs aisladas de un didmetro aproximadamente
de 20 nm que segun el tamafio corresponderian con NPs de aluminio. A la derecha con una escala
de 50 nm en la parte superior, se observan NPs de mayor diametro y en la parte inferior unas de
menor diametro que segun el tamaiio podrian ser de titanio y aluminio respectivamente.

Ademas, se observa que la mayoria se encuentran formando agregados, la cual es la forma
fisica mas comun en la que los podemos encontrar [19].

No se puede asegurar que estas nanoparticulas sean efectivamente de titanio y aluminio, para
ello, se tendria que realizar mas pruebas como TEM de alta resolucion, que ademas de dar
informacion sobre el tamafio de las mismas, también se puede proporcionar informacidn sobre su

composicion mediante la dispersion de rayos X.

Figura 11: A la izquierda nanoparticulas en la muestra de spray con 100000X aumentos con una escala de 1 um; a

la derecha nanoparticulas en la muestra de spray con 200000X aumentos con una escala de 50 nm
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Figura 12: A la izquierda nanoparticulas en la muestra de sombra de ojos con 2000000X aumentos con una escala
de 50 nm; a la derecha nanoparticulas en la muestra de sombra de ojos con 200000X aumentos con una escala de 50

nm

4. CONCLUSIONES

Como conclusion de este trabajo se confirma la presencia de algunos metales en muestras
cosméticas como el Al, Ti, Zn o Au a nivel de trazas que pudieron ser detectados con la técnica
ICP-MS después de la dispersion acida de la misma. Es de destacar que solo parte de la muestra
pudo ser puesta en disolucion sin el empleo de HF que es un acido altamente corrosivo. Se pudo
observar que parte de estos metales se encuentran en forma de nanoparticulas como se pudo ver
mediante SP-ICP-MS. No se puede asegurar que estas nanoparticulas detectadas por TEM
correspondan exactamente a las de los metales propiamente estudiados. Para ello, se tendria que
hacer otro tipo de pruebas como el TEM de alta resolucion para conocer la composicion de las
mismas.

Es importante que este tema se siga estudiando y controlando de una manera cuidadosa, los
productos que salen al mercado. Por ejemplo, en la etiqueta de la muestra de spray se indica que
contiene didxido de titanio, pero no que estén en forma de nanoparticulas y, al ser un producto
tanto como para cuerpo como para cabello, estas podrian llegar a los pulmones. Aunque como se
menciona anteriormente, al no superar la concentracion considerada peligrosa no supondria un

riesgo para la salud de las personas.
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