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Abstract

La presencia de determinados compuestos, como los
conservantes, en los cosméticos puede tener efectos
perjudiciales para la salud de los consumidores. Por este
motivo, el desarrollo de metodologias analiticas rapidas
y sencillas para la determinacién de conservantes es de
gran interés para la sociedad. En este articulo se
muestran las nuevas herramientas desarrolladas en
nuestro grupo de investigacion para la determinacion de
dos de los conservantes mdas utilizados:
metilisotiazolinona (MIT) y alcohol bencilico (AB).
Ambas herramientas se basan en sensores
electroquimicos nanoestructurados con nanoparticulas
de oro (AuNP). Para la modificacién de los sensores se
han evaluado dos vias: sintesis electroquimica in-situ
sobre la superficie del electrodo para la determinaciéon
de MIT y sintesis fotoquimica y posterior modificacion
por drop-casting para la determinacién de AB. Las AuNP
obtenidas se han caracterizado empleando técnicas de
microscopia electrénica (SEM, TEM) y/o espectroscopia
de absorcién atémica, técnica que permite estimar tanto
la concentracién como el tamafio de particula.

1. Conservantes en cosméticos: Importancia, riesgos
y métodos de analisis

La preocupaciéon de la sociedad actual por el cuidado
personal se refleja en un crecimiento constante de la
industria cosmética [1]. El Reglamento Europeo (CE) No
1223/2009 define producto cosmético como “toda
sustancia o mezcla destinada a ser puesta en contacto con
las partes superficiales del cuerpo humano (epidermis,
sistema piloso y capilar, ufias, labios y érganos genitales
externos) o con los dientes y las mucosas bucales, con el fin
exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar
su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o
corregir los olores corporales” [2]. De acuerdo con esta
definicién, el término cosmético, engloba a una gran
variedad de productos de uso diario, desde cosméticos
para el cuidado de la piel (geles, champus, cremas, etc.)
hasta cosméticos decorativos (sombras de ojos,
pintalabios, etc.). Los productos cosméticos estan
formados por compuestos, principalmente de origen
sintético, que desempefian diferentes funciones, como
son los aditivos o correctores que se afladen para evitar
el deterioro del producto y mejorar sus propiedades [3].
El elevado contenido en agua de muchos cosméticos les

convierte en un ambiente ideal para la proliferacion de
microorganismos que pueden alterar las caracteristicas
del producto como olor y/o color, y pueden suponer un
riesgo para la salud del consumidor. Por tanto, la
presencia de los aditivos o correctores en los productos
cosméticos es esencial para garantizar la calidad del
producto y la seguridad del consumidor [3]. Dentro de
este grupo de sustancias se encuentran los conservantes
que se afiaden a las formulaciones cosméticas para
inhibir el crecimiento microbiano. Existe una gran
variedad de familias de conservantes, entre las que
destacan, por su elevado uso en las formulaciones
cosméticas, las isotiazolinonas y alcoholes, asi como sus
derivados [3].

Los conservantes de tipo isotiazolinona se caracterizan
por sus excelentes propiedades antimicrobianas,
antiviricas, antifingicas y antibacterianas, motivo por el
cual no solo se afiaden a cosméticos, si no también, a
pinturas al agua, biodiesel, pegamentos, etc. [4-6]. La
metilisotiazolinona (MIT) es el conservante de tipo
isotiazolinona mas utilizado en los productos
cosméticos [7]. De los conservantes de tipo alcohol y
derivados, cabe destacar el alcohol bencilico (AB), que se
utiliza también como fragancia y, ademdas permite
controlar la viscosidad del medio [8].

A pesar de las enormes ventajas que supone la presencia
de los conservantes en los productos cosméticos, estos
compuestos pueden suponer un riesgo para la salud, ya
que diferentes estudios han demostrado que pueden ser
causa de sensibilizacién o alergia [9, 10]. Por este
motivo, su concentraciéon maxima permitida en los
productos cosméticos esta regulada en el Reglamento
Europeo No 1223/2009 [2, 11]. En la Tabla 1 se
muestran las estructuras de MIT y AB y sus
concentraciones maximas permitidas de acuerdo con la
legislacion vigente. Como se puede ver, la concentracion
maxima permitida para el MIT es menor que para el AB,
debido a la menor toxicidad y capacidad para irritar la
piel de este ultimo.

Para controlar el contenido de MIT y AB en los productos
cosméticos es prioritario el desarrollo de metodologias
de andlisis adecuadas y fiables. La cromatografia de
liquidos de alta eficacia con detectores de diodo-array
(HPLC-DAD) y masas (HPLC-MS) son las técnicas por
excelencia para el andlisis de MIT y AB en cosméticos
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[12, 13]. A pesar de las ventajas de las técnicas
cromatograficas, éstas se caracterizan también por
elevados tiempos de analisis, necesidad de tratamiento
de muestra, empleo de instrumentacién costosa y
necesidad de personal cualificado, principalmente en
HPLC-MS. Las técnicas electroquimicas se han
convertido en wuna alternativa frente a las
cromatograficas debido a su bajo coste, apropiada
sensibilidad, facil uso y rapidez, lo que permite una toma
rapida de decisiones. Ademas, la posibilidad de
modificar la superficie de los electrodos ad-hoc al analito
de interés, convierte a las técnicas electroquimicas en
herramientas muy ttiles para obtener informacion
analitica de calidad. La presencia de grupos
electroactivos en las moléculas de conservantes como
MIT y AB, hace posible el desarrollo de metodologias de
analisis basadas en sensores electroquimicos.

Tabla 1. Estructuras quimicas y concentraciones
maximas permitidas de MIT y AB en los productos

cosméticos de acuerdo con el Reglamento No
1223/2009.
Concentracion
Estructura P .
Conservante P maxima permitida
quimica (% p/p)
i
Metilisotiazolino N
na (MIT) Oﬁ 0.0015
Alcohol bencilico OH 1.0
(AB) )

2. Desarrollo de sensores electroquimicos basados
en nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas metdlicas se encuentran entre los
materiales mas utilizados en la modificacién de la
superficie del electrodo de trabajo de los sensores
electroquimicos. El gran interés en el desarrollo de
sensores nanoestructurados con estos materiales se
debe a su facil integracién en los soportes electrédicos,
y a las mejoras observadas en la conductividad de las
superficies modificadas y en la respuesta de los
dispositivos, como por ejemplo un aumento de la
sensibilidad.

Entre las nanoparticulas metdlicas mas utilizadas,
destacan las nanoparticulas de oro (AuNP) debido a sus
excelentes propiedades electrénicas y cataliticas, su
buena respuesta, biocompatibilidad y mayor ventana de
potencial para la oxidacion respecto a otros metales
[14]. Estas nanoparticulas pueden presentar diferentes
formas, cargas y tamaiios influyendo en sus propiedades
y por ende en las del sensor desarrollado. La sintesis de
AuNP es, por tanto, una etapa fundamental para obtener
nanoparticulas con unas propiedades determinadas.
Existen diferentes métodos de sintesis de AuNP como
los sonoquimicos, electroquimicos, fotoquimicos o los
métodos basados en el uso de un reductor quimico [15].

En nuestro grupo de investigacién, se han evaluado
diferentes modos de sintesis de AuNP mas sostenibles
que los basados en el uso de reductores quimicos, como
son las sintesis electroquimica y fotoquimica. Estos dos
métodos de sintesis evitan el uso de reactivos toxicos y
disminuyen la generacién de residuos. En la Fig. 1 se
muestra un esquema de los dos modos de sintesis
optimizados en nuestro grupo de investigaciéon para el

desarrollo de sensores electroquimicos para la
determinacién de MIT y AB.
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Fig. 1. Modos de sintesis de AuNP optimizados por nuestro grupo de investigacion.
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En el caso de la sintesis electroquimica, la formacién de
las AuNP se produce in-situ sobre la superficie del
electrodo tras la reduccién electroquimica del precursor
tetracloruro de oro (AuCls’) incorporado en la superficie
del electrodo de trabajo de electrodos serigrafiados de
carbono (SPCE) mediante intercambio idnico. Como se
puede ver en la Fig. 1, en un primer paso los SPCE se
modifican, mediante drop-casting, con una disolucion
acuosa del polimero catiénico cloruro de poli
dialildimetilamonio =~ (PDDA). Las interacciones
electrostaticas entre el agente precursor y el PDDA
favorecen una distribuciéon homogénea de los centros de
nucleacion, evitando de esta manera la formacion de
agregados [16].

La sintesis fotoquimica de AuNP se basa en la
fotoreduccion del agente precursor. En nuestro grupo de
investigacion, (ver Fig. 1), se emplea un sistema de
irradiacion para llevar a cabo la fotoreduccion y, se
afiade al medio de reaccidon el polimero PDDA que actta
como agente estabilizante para evitar la formacién de
agregados. En presencia de este polimero, ademas, se
observa un mayor rendimiento de la reaccién y una
disminucién del tiempo de irradiacién necesario para
generar las AuNP, debido a que el PDDA estd
involucrado en el proceso de reduccion. A diferencia de
la sintesis electroquimica en la que las AuNP se obtienen
in-situ sobre la superficie del electrodo, para obtener los
sensores electroquimicos modificados con las AuNP
generadas fotoquimicamente, la superficie del electrodo
se modifica con la dispersion de AuNP mediante el
método de drop-casting [17].

3. Caracterizacion de las AuNP

Para evaluar el tamafio, forma, y concentracién de las
AuNP se pueden utilizar distintas técnicas
instrumentales. La microscopia electrdénica de barrido
(SEM) y la microscopia electronica de transmision
(TEM) se utilizan habitualmente para determinar el
tamafio y forma de las NP, mientras que la resonancia de
plasmén superficial y la dispersiéon dindmica de luz
(DLS) se utilizan habitualmente para determinar el
tamafio y/o evaluar la polidispersidad de las AuNP. Para
determinar el contenido de Au y tamafio de las
nanoparticulas pueden emplearse técnicas atdmicas
como la espectroscopia de absorcion atémica con
camara de grafito (GFAAS) o la espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) [18].

En nuestro caso, se ha empleado la Microscopia de
Barrido de Emision de Campo (FESEM) para la
caracterizacion de las AuNP obtenidas
electroquimicamente sobre la superficie del electrodo
de trabajo. En la Fig. 2 se muestra la imagen FESEM
obtenida, donde se pueden ver las AuNP con un tamafio
promedio de 19 * 6 nm. Ademads, cabe destacar la
ausencia de agregados en la superficie del electrodo
debido, probablemente, a las interacciones
electrostaticas que se establecen entre el agente
precursor y el PDDA.
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Fig. 2 Imagen FESEM de la superf1c1e del electrodo de
trabajo del transductor AuNp-EC-SPCE.

La morfologia y el tamafio de la suspensién de AuNP
obtenidas fotoquimicamente se han determinado
mediante TEM y DLS. La Fig. 3 muestra la imagen TEM
obtenida en las condiciones 6ptimas de concentraciéon
de precursor, porcentaje de PDDA, y tiempo de
irradiacién [17]. En este caso, las AuNP sintetizadas
presentan una distribucién de tamafos estrecha, forma
esférica y un tamafno promedio de 13 * 2 nm. El
potencial zeta obtenido mediante DLS para esta
suspension (+24 + 2 mV) indica que las suspensiones
son estables en el tiempo y que las nanoparticulas estan
recubiertas del polielectrolito catiénico, PDDA, lo que
demuestran la efectividad del PDDA como agente
estabilizante de las suspensiones.

40 nm

Fig. 3. Imagen TEM de la suspensién de AuNP obtenidas
fotoquimicamente. Condiciones de sintesis: disolucion
de AuCls 7.20%x10-4 mol L-1 en PDDA al 1.7%, 18 minutos
de irradiacion.
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Las suspensiones de AuNP obtenidas fotoquimicamente
también se han caracterizado empleando
espectroscopia de absorcién atémica de fuente continua
y alta resolucién en cidmara de grafito (HR-CS-GFAAS)
para no solo estimar el tamafio de las AuNP sino también
para cuantificar el contenido de Au en las nanoparticulas
y diferenciar entre especies de oro (iones y NP) y asi
conocer el rendimiento de la reaccion.

La capacidad de esta técnica para discriminar entre
especies de Au y estimar tamafos de particula de AuNP
se basa en la diferente energia térmica que requieren
dichas especies para su atomizacion, lo que produce
cambios apreciables en la cinética de atomizacién y en el
tiempo de aparicion del maximo de las sefiales de
absorbancia [19]. Como ejemplo, en la Fig. 4 se muestra
como el aumento de tamafio de las AuNP produce un
desplazamiento del maximo de las sefiales de
absorbancia hacia tiempos mas largos.
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= 20 nm Au NPs
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Fig. 4. Perfiles del pico de absorcién atémica para

disoluciones acuosas de 5.0 pg L1 de Au3* y para AuNP

de diferentes tamafios.

4. Determinaci6én de MIT y AB.

Los sensores nanoestructurados desarrollados se han
empleado para la determinaciéon de los conservantes
MIT y AB. Los sensores electroquimicos modificados con
las AuNP obtenidas electroquimicamente (AuNP-EC-
SPCE) se han utilizado para la determinacion de MIT. La
respuesta electroquimica de este conservante se ha
evaluado en NaOH 0.1 mol L1, observando un pico de
oxidacién debido al MIT a +0.45 V. En estas mismas
condiciones se ha observado un pico anddico a +0.36 V
debido a la oxidacion de las AuNP. En la Fig. 5, se
muestran los voltamperogramas de barrido lineal
obtenidos a diferentes concentraciones de MIT donde se
puede ver el aumento de la intensidad del pico anddico
a +0.45 V con la concentracién del conservante.

En el caso del AB, se ha evaluado su respuesta sobre los
sensores electroquimicos modificados con las AuNP
generadas fotoquimicamente (AuNP-UV-SPCE). Este
conservante, en KOH 0.1 mol L, presenta un pico
anddico a +0.017 V, y al igual que se ha observado para
el MIT, la sefial an6dica aumenta con la concentraciéon de
alcohol bencilico (Figura 6)

Figura 5. Voltamperogramas de barrido lineal de
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disoluciones de MIT de concentraciones crecientes
obtenidos sobre AuNP-EC-SPCE en NaOH 0.1 mol L.

Con las metodologias desarrolladas basadas en el uso de
sensores electroquimicos modificados con AuNP se han
obtenido unos limites de detecciéon (LOD) de 2.6 mg L1
para el MIT sobre AuNP-EC-SPCE y de 2.8 mg L-1para el
AB sobre AuNP-UV-SPCE. Los LODs obtenidos para
ambos compuestos son adecuados para llevar a cabo el
andlisis en cosméticos de acuerdo con las
concentraciones maximas permitidas (Tabla 1).

20

[ABImg L"

Intensidad (nA)
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E vs. Ag (V)
Figura 6. Voltamperogramas de barrido lineal de
disoluciones de AB de distintas concentraciones
obtenidos sobre AuNP-UV-SPCE en KOH 0.1 mol L-1.

La selectividad de ambos sensores en la determinacion
de MIT y AB también se ha evaluado, estudiando el
efecto de diferentes sustancias interferentes en la senal
analitica. En el caso del MIT, la presencia de otros
conservantes como fenoxietanol u otros alérgenos como
eugenol podrian interferir en la determinacién de este
conservante. En el caso del AB también se observan
interferencias en presencia de algunos compuestos
presentes en los cosméticos como el &cido ascorbico o el
linalool.
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La aplicabilidad del sensor AuNP-UV-SPCE para la
determinacion de AB se ha demostrado mediante el
analisis del conservante en un producto cosmético
obteniendo resultados comparables a los obtenidos
mediante un método de HPLC-DAD. Estos resultados
demuestran una adecuada selectividad del sensor para
el analisis de AB en cosméticos.

Los resultados obtenidos para MIT y AB sobre los dos
sensores nanoestructurados desarrollados demuestran
la aplicabilidad de estos dispositivos en el analisis de
conservantes en cosméticos, convirtiéndose en
herramientas prometedoras.

5. Conclusiones

Se ha comprobado la capacidad de los métodos
electroquimico y fotoquimico para la sintesis de AuNP
con un tamafio y distribucion adecuados para la
preparacion de sensores amperomeétricos.

Los sensores se han empleado con éxito en el desarrollo
de métodos de andlisis de conservantes que no son
electroactivos sobre otros materiales de electrodo. Las
metodologias presentan adecuados limites de deteccion,
intervalos lineales y selectividades para Ila
determinacion de MIT y AB en cosméticos.
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