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Screening quali-quantitativo di aIIergeni da contatto in fragranze per 'industria cosmetica

b

Le potenzialita della cromatografia bidimensionale comprehensive basata su modulatore a flusso

Introduzione

Nel 1999, il “Scientific Committee on
Cosmetic Products and Non-Food
Products” ha pubblicato una lista di 24
sostanze identificate come allergeni da
contatto. A distanza di quattro anni, la
Direttiva Europea 2003/15/EC ha
regolato tali sostanze per le quali
diventa necessaria l'indicazione in
etichetta qualora esse superino, nel
cosmetico finito, la soglia dello 0.01%
(prodotti con risciacquo) o dello
0.001% (prodotti che rimangono a
contatto con la pelle).

Il metodo multi-target di quantificazione
via GC-MS messo a punto da IFRA
(International Fragrance Association),
prevede un range operativo tra i 10 ed
i 100 ppm; tale metodo e stato oggetto
di numerose prove interlaboratorio
coordinate dal Centre Européen de
Normalisation — CEN, ed & attualmente
incluso, nella sua versione finale, nella
norma europea EN 16274:2012.

“Nel 201 | il *Scientific Committee on
Consumer Safety” ha riconsiderato la
lista di allergeni da contatto normati
precedentemente estendendola a pit di
60 composti singoli e circa 30 estratti
naturali.

La prospettiva che si delinea oggi per le
aziende produttrici e/o utilizzatrici di
fragranze, nel quadro della formulazione
di cosmetici e prodotti per la cura
personale, & quella di dover monitorare
sistematicamente un pill ampio numero
di specie chimiche (sia naturali che di
sintesi, inclusi molti isomeri), oltre a
doverne determinare con accuratezza le
concentrazioni. Il metodo recentemente
approntato dalla International Fragrance
Association (IFRA) prevede I'utilizzo della
gascromatografia accoppiata alla

spettrometria di massa a singolo
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Nella presente Nota Applicativa vengono

illustrate alcune potenzialita della
Gascromatografia bidimensionale
comprehensive (GCxGC), basata su

modulatori a flusso ed accoppiata a

rilevatori FID/MSD, per lo screening quali/

quantitativo esteso a 57 allergeni peri
quali, nel'ambito della Commissione
Europea, si & trovato un accordo per
I'inclusione nella lista di prossima

regolamentazione.
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La tecnica GCxGC basata su modulatore
termico (loop-type thermal modulator -
Zoex), accoppiata al singolo quadrupolo, &
stata utilizzata come tecnica di riferimento
per la determinazione quantitativa degli
allergeni regolamentati dalla Direttiva
2003/15/EC; la validazione di tali metodiche
¢ stata oggetto di pubblicazioni scientifiche

su riviste internazionali.




Nell'ottica di ampliare lo spettro di
molecole monitorate, evitando
contemporaneamente ['utilizzo di azoto
liquido, i recenti modulatori a flusso
sviluppati da Agilent Technologies,
consentono lo screening di tutti i 57
allergeni della lista estesa senza
necessita di lavorare con fluidi
criogenici. Il sistema proposto prevede
['utilizzo di un “‘reverse-inject” flow
modulator ed un doppio rivelatore FID/
MSD. (Fig. 4)

Gli analiti separati in uscita dalla colonna

di prima dimensione entrano nel

modulatore riempiendone il loop di
raccolta; terminata la fase di
caricamento, un flusso di gas ausiliario
indirizza il contenuto del loop di
caricamento nella direzione opposta
(reversed fill-flush). La frazione di
campione viene quindi inviata per la
separazione nelle due colonne di
seconda dimensione collegate a FID e
Spettrometro di Massa (Fig. 2).

Oltre ad essere caratterizzato da una
notevole semplicita di utilizzo e da
bassissimi costi di gestione, il

modulatore a flusso presenta anche una

elevata riproducibilita: in Tab. | vengono
riportati i valori di RSD% relativamente
ad aree cromatografiche (volumi) e
tempi di ritenzione per molti degli
allergeni previsti nella nuova lista
estesa .
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Fig. 4 — Modulatore a flusso, Agilent Technologies e schema differential flow modulation with“reverse fill/flush*

Retention |l Percent Response
Mean RSD % Mean RSD % Mean RSD % Mean RSD %
2.58 1.06 091 0.6l 1.0l 529 2.32 5.07
3.0 |.61 1.02 |.57 0.16 1025 222 733
4.04 0.34 [.13 0.36 1.07 1.40 2.26 1.96
5.11 0.27 [.25 0.21 0.36 0.57 0.82 0.69
8.81 0.15 1.23 0.3l 091 0.69 2.08 1.06
8.83 0.00 0.73 0.83 0.34 1.50 0.78 0.94
9.30 0.00 0.87 0.43 0.80 0.64 |.84 0.74
Linalyl acetate 9.57 0.00 1.33 0.34 0.70 |41 161 |.78
rans-Caryophyllene 1047 0.00 2.00 022 l.16 0.70 2.06 0.66
Menthol 10.97 0.12 093 0.59 0.86 0.50 1.97 0.46
Methyl Octinoate .13 0.00 1.00 0.38 0.67 0.36 1.53 0.74
[1.53 0.00 0.70 0.37 0.39 1.0l 091 [.13
[1.70 0.00 [.13 0.23 0.72 041 1.65 0.55
11.97 0.00 0.88 0.36 1.26 0.54 1.89 0.61
12.37 0.00 0.83 0.3 1.00 0.00 0.00 0.00
12.60 0.00 1.02 4.84 0.17 ['1.84 .1 12.68
12.60 0.00 [.10 378 1.20 15.34 .65 12.26
13.10 0.00 .21 0.35 0.74 0.68 [.71 0.86

Geranyl acetate
B-Citronellol 1320 0.00 0.82 0.64 0.76 [2.70 1.74 12.80




Retention | Retention |l Volume Ratio Percent Response

5-Damascone 13.23 0.00 129 0.25 0.99 152 227 203
Methyl salicylate 13.26 013 08l 0.39 039 1632 072 19.61
DMBCA 13.27 0.00 1.05 0.26 071 134 .63 117
x-Damascone 13.67 0.00 130 035 071 0.74 163 0.89
B-Damascone 14.08 0.2 132 029 122 213 281 267
B-Damascenone 14.13 0.00 118 0.32 077 279 |77 258
14.17 0.00 0.87 036 11 198 156 .45

1453 0.00 075 0.34 1.00 083 231 .03

14.67 0.00 148 0.17 075 0.64 173 074

14.90 0.00 0.55 0.50 0.67 073 153 091

1521 0.09 113 049 085 114 195 | 64

15.77 0.00 1,07 0.19 079 413 | 81 452

Fp— 16.10 0.00 0.82 0.39 0.60 545 138 6.06
Cinnamaldehyde 17.53 0.00 073 072 039 222 091 276
Amyl Salicilate 17.64 0.08 11 0.74 0.37 13.62 .59 1321
Lilial 17.77 0.00 1.09 045 139 0.74 320 0.64
Iso E Super Isomer | 18.07 0.00 150 0.30 093 043 213 095
19.00 0.00 0.74 027 1.05 1.05 242 0.84

19.50 0.00 0.66 0.57 063 0.69 | 44 0.66

Acetyl Cedrene | 2060 0.00 142 0.18 083 283 .90 340
Eligenyllacetats 2086 0.08 0.79 122 06l 228 121 3.83
Amyl cinnamic aldehyde 2090 0.00 1.00 032 1.09 473 251 5.30
Anisyl alcohol 2107 0.00 0.55 0.50 0.30 496 1.0l 5.05
2117 0.00 0.57 073 486 261 232 2.00
21.20 0.00 137 038 044 8.66 023 11.90

2183 0.00 130 0.16 2.18 5.96 111 382

2193 0.00 129 029 226 432 107 134

2197 0.00 0.89 0.50 197 5.69 097 243

2207 0.00 0.64 0.66 163 1.2 138 495

22 0.08 0.87 073 343 691 .08 0.94

Farnesol Isomer Il 2235 0.08 0.89 0.96 223 6.52 1.00 5.64
Hexyl cinnamic aldehyde 237 0.00 103 048 6.00 12.20 293 599
Hexadecanolactone 2257 0.06 |47 0.26 303 272 |49 521
[ p— 2317 0.00 0.77 053 340 6.86 .67 1.06
2333 0.00 0.86 037 213 366 0.80 391

2340 0.00 0.68 0.30 2.14 10.80 .05 444

2373 0.00 0.82 025 .74 5.57 2.00 154

Lyral minor Isomer 2390 0.00 08l 032 4,60 592 0.85 179
Amylcinnamic alcohol 2467 0.06 072 095 2,08 5.78 .02 374
anillin 2490 0.00 0.56 046 241 5.84 118 145
6-Methyl coumnarin 2507 0.00 071 036 2.89 3.86 .14 336
Benzyl benzoate 2582 0.07 076 |34 326 1001 120 11.60
Benzyl salicylate 27.77 0.00 0.77 04 233 3.88 .14 415
2997 0.00 0.80 073 1.00 0.00 0.00 0.00

S 31.73 0.00 1.00 0.26 242 212 119 7.65
Benzyl cinnamate 3210 0.00 082 050 231 253 .14 761

Tab. | Valori di RSD% aree cromatografiche (volumi) e tempi di ritenzione



Nell'ambito dell'analisi di fragranze complesse (cfr Fig. 5), risulta evidente come la capacita separativa del sistema permetta di
minimizzare I'incidenza delle co-eluizioni, aprendo cosi alla possibilita di utilizzare il canale FID per I'analisi quantitativa mediante fattori
di risposta relativi. La contemporanea presenza del canale di acquisizione in massa consente inoltre la conferma dell'identita degli

analiti, nonché l'identificazione di sostanze incognite.
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Fig. 5 — Fragranza grezza per ammorbidente diluita 1/5 (cfr protocollo IFRA) Accuracy %
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L'accuratezza quantitativa del metodo di screening degli allergeni & | Limonene

Hexyl acetate

stata validata analizzando il campione rappresentato in Fig. 2 e ;
a-Terpinolene

confrontando i risultati ottenuti utilizzando i due modulatori disponibili | Camphor
. . S - + Linalool
per le piattaforme Agilent: modulatore a fluidi criogenici (loop-type | Linalyl acetate
thermal modulator) e reverse-inject flow modulator. Prendendo come | Isobormyl acetate
o . . . L | Verdox Isomer Il
riferimento la quantificazione con la piattaforma classica, I'errore | trans-Caryophyllene
Menthol

e o
assoluto non eccede mai il 15 % (Fig. 6). Citronelyl acetate
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Limpiego del modulatore a flusso per I'analisi di miscele complesse, | Terpinyl acetate
nella sua configurazione “reverse-inject” accoppiata a detector FID/ | ISTD 1
| Geranyl acetate
MSD, consente di ottenere risultati estremamente soddisfacenti in | B-Citronellol
L litativi o | a-Damascone
termini qualitativi e quantitativi. | Anethole
Inoltre, I'assenza di fluidi criogenici unitamente all'estendibilita ad un | Benzyl alcohol
. e . N . o . | B-lonone
range di volatilita pit ampio, lo rende piu versatile e di pit immediato | Hydroxy citronellal
utilizzo rispetto al modulatore termico, garantendo al contempo la i Lilial !
| Isopropyl myristate
corrispondenza in termini di accuratezza e precisione con la metodica | Iso E Super Isomer |
Co | Majantol
di riferimento. -
| Eugenol
| Hedione
. T . e X | Musk G Isomer |
Si ringrazia il Dipartimento di Scienza e Tecnologia del Farmaco - | Musk G Isomer Il
Universita degli Studi di Torino, nelle persone della Prof.ssa Chiara Cordero ! ge“o”a'_
. Coumarin
e del Prof. Carlo Bicchi, per aver messo a disposizione i dati utilizzati nella | Vanillin

presente nota applicativa e per averne contribuito alla stesura.
Fig. 6 — Comparazione quantitativa della tecnica “Flow” rispetto al

riferimento “Thermal”
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