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Forord

| parfumer og andre naturkosmetikprodukter, der benyttes i aromaterapi, indgar
&teriske olier som en vigtig bestanddel af produkterne. De fleste ateriske olier
indeholder ofte allergifremkaldende duftstoffer. Allergisk kontakteksem forarsaget
af naturkosmetikprodukter skyldes derfor ofte disse lavmolekylare naturstoffer fra
de @teriske olier hvilket ogsa afspejler sig ved at i ca. 1/3 af de undersggte tilfelde
af allergi overfor naturkosmetikprodukter kan arsagen henfares til allergifrem-
kaldende duftstoffer.

En sensitiv og simple metode til detektion og kvantificering af potentielle
kontaktallergener og/eller irritative forbindelser fra planter i naturkosmetik-
produkter synes derfor at veere yderst relevant. En sadan metode vil gare det muligt
at give en hurtig og precis bestemmelse af mangden og udbredelsen af disse
naturstoffer i naturkosmetikprodukter samt veere en stor hjelp i sggen efter nye
potentielle kontaktallergener og/eller irritative forbindelser i disse produkter.

Det er projektets formal at finde en velegnet metode til ekstraktion og til
identifikation og kvantificering af potentielle lavmolekylaere kontaktallergener i
naturkosmetikprodukter, herunder produkter der indgar i aromaterapi, der
forarsager kontaktallergi og/eller irritativ kontakteksem. Det er ligeledes projektets
formal at lave en validering af metoden i overensstemmelse med EU’s galdende
regler for metodevalidering (ICH guidelines), saledes at den ogsa kan anvendes i
andre laboratorier.

Projektet er udfgrt af Danmarks JordbrugsForskning, Afdeling for Prydplanter og
Vegetabilske Fgdevarer, Forskningscenter Arslev.



1 Sammenfatning og
konklusioner

1.1 Sammenfatning

Potentielle kontaktallergener i naturkosmetikprodukter er oftest lavmolekylere
naturstoffer med en molekylveegt under 300 amu. En sensitiv, robust og relativ
simple metode til detektion og kvantificering af sadanne naturstoffer i
naturkosmetikprodukter er blevet udviklet. Metoden er baseret pa teknikker som
gaskromatografi (GC) og gaskromatografi-massespektrometri (GC-MS) og
valideret i overensstemmelse med internationale guidelines (ICH, Volume 3A
guidelines fra EU, 1998).

I metodeudviklingen er der fokuseret pa identifikation og kvantificering af en lang
raekke udvalgte lavmolekyleare forbindelser, der alle er pavist at kunne fremkalde
allergisk kontakteksem og/eller irritativ kontakteksem.

Naturkosmetikprodukter indeholdende planteekstrakter og/eller ateriske olier,
herunder olier der bruges i aromaterapi, blev undersggt for almindelige potentielle
kontaktallergener. Potentielle kontaktallergener og/eller irritative forbindelser, der
bestod af monoterpener (f.eks. a-pinen, o-terpinen, linalylacetat og linalool) og
phenoler (eugenol og isoeugenol), blev fundet i 6 ud af 10 undersagte
naturkosmetikprodukter.

1.2 Konklusioner

Udfra valideringen af GC and GC-MS metoden (DIAS ALLERGENS 1, dato
21.12 2001) til detektion og kvantificering af naturligt forekommende
kontaktallergener og/eller irritative forbindelser i naturkosmetikprodukter kan
falgende konklusioner drages.

Metoden giver en relativ god separation af de udvalgte potentielle kontakt-
allergener og/eller irritative forbindelser, hvilket gar det muligt at lave en palidelig
kvantificering af forbindelserne i naturkosmetikprodukter. Den relative hgje grad af
linearitet, ngjagtighed, praecision (repeterbarhed) og robusthed af metoden sikrer en
palidelig kvantificering af forbindelserne. Kvantificeringsgreenserne ligger pa
omkring 0,0002 ug/ml for hovedparten af de undersggte stoffer. Potentielle
kontaktallergener og/eller irritative forbindelser i naturkosmetikprodukter neer
detektions- og kvantificeringsgreen-serne af metoden, menes ikke at have den store
indflydelse pa udviklingen af allergisk kontakteksem eller irritativ kontakteksem da
mangderne er langt under sensibiliseringsgransen.



2 Baggrund

Produkter, der péaferes huden, af ikke medicinske arsager, og som indeholder
planteekstrakter, ateriske olier eller pa anden made er produceret udfra ravarer fra
naturen, gar generelt under betegnelsen naturkosmetikprodukter. Ateriske olier
indeholder ofte mange forskellige velduftende stoffer (duftstoffer) og bruges derfor
i stor skala i parfumer, cremer og i produkter, der bruges i aromaterapi. Med
hensyn til planteekstrakter, der ofte er vandekstrakter, er der ikke nogen rationel
forklaring pa hvorfor disse skal inkluderes i naturkosmetikprodukter.
Planteekstrakter tilsattes ofte naturkosmetikprodukterne hovedsageligt for at kunne
hevde at produktet er med ”planteekstrakter”, “gavnlige ekstrakter fra
medicinalplanter” eller indeholder “naturlige ingredienser fra planter”, med det
formal at selge mere. Typisk indeholder naturkosmetikprodukter omkring 0,1%
vandekstrakt. Nogle naturkosmetikprodukter indeholder dog relativt store maengder
planteekstrakter, men dette er mere undtagelsen end reglen. En narmere
beskrivelse over de hyppigst anvendte planteekstrakter i naturkosmetik-produkter
er blevet beskrevet af Nater & de Groot (1985).

Planteekstrakter og/eller @teriske olier indeholder mange forskellige typer af
naturstoffer, hvoraf nogle kan forarsage allergisk kontakteksem (kontakt-allergi)
og/eller irritativt kontakteksem. Planteekstrakter fra forskellige Compo-sitae arter
(kurvblomstret) benyttes ofte i naturkosmetikprodukter, og disse planteekstrakter
kan have et relativt hgjt indhold af steerkt sensibiliserende sesquiterpenlaktoner. Af
velkendte kontaktallergener fra Compositae arter kan navnes sesquiterpen-
laktonerne costunolid og parthenolid (Evans & Schmidt, 1980; Hausen, 1988;
Lovell, 1993). Ogsd mindre sensibiliserende naturstoffer indgar i
naturkosmetikprodukter, herunder duftstoffer som f.eks. eugenol, iso-eugenol,
geraniol, carvon og limonen. Disse stoffer er oftest tilstede i plante-ekstrakter
og/eller &teriske olier tilhgrende andre plantefamilier end Compo-sitae. Velkendte
eksempler er eteriske olier udvundet fra citrusfrugter (berga-motolie), jasmin
(Jasminum arter), mynte (Mentha arter) og lavendel (Laven-dula arter) (Evans &
Schmidt, 1980; Hausen, 1988; Lovell, 1993; Nater & de Groot, 1985).

Pa trods af de store maengder planteekstrakter der benyttes i kosmetik-industrien, er
eksemer blandt forbrugerne forarsaget af naturkosmetik-produkter indeholdende
planteekstrakter relativt sjeeldne, hvilket sandsynligvis kan henfores til de lave
koncentrationer af planteekstrakter, der er i pro-dukterne som fgr omtalt. Alvorlige
eksemer forarsages derimod noget hyppigere af naturkosmetikprodukter, som f.eks.
parfumer og produkter, der benyttes i aromaterapi, hvori relativt store mangder
ateriske olier indgar. Allergisk kontakteksem forarsaget af naturkosmetikprodukter
skyldes ofte duftstoffer fra de ateriske olier hvilket ogsa afspejler sig ved at i ca.
1/3 af de undersggte tilfelde af allergi overfor naturkosmetikprodukter kan arsagen
henfares til allergifremkaldende duftstoffer (Lovell, 1993). For at detektere allergi
overfor duftstoffer benyttes ofte lappeprever med det sakaldte fragrancemix,
kolofonium og perubalsam, der alle kan betragtes som markarer for detektion af
parfumeallergi. Ved brugen af disse markerer er man i stand til at detektere
parfumeallergi i ca. 70-80% af tilfeeldene. Fragrancemix bestdr bl.a. af nogle
hyppigt forekommende lavmolekylare allergener som f.eks. eugenol, isoeugenol,
cinnamylalkohol og geraniol (Lovell, 1993).



En sensitiv og simpel metode til detektion og kvantificering af potentielle lav-
molekylere allergener og/eller irritative forbindelser fra planter i naturkosme-
tikprodukter synes derfor at vaere yderst relevant. En sadan metode vil ger det
muligt at give en hurtig og preecis bestemmelse af mangden og udbredelsen af
disse naturstoffer i naturkosmetikprodukter samt veere en stor hjelp i segen efter
nye potentielle allergener og/eller irritative forbindelser i disse produkter.



3 Formal

Formalet med denne instruktion er at beskrive en kvalitativ og kvantitativ GC (=
gaskromatografi) og GC-MS (= gaskromatografi—-massespektrometri)

metode til analyse for potentielle lavmolekylare kontaktallergener og/eller irri-
tative forbindelser i naturkosmetikprodukter indeholdende planteekstrakter og/eller
®teriske olier samt at bestemme validiteten af metoden, med navnet DIAS
ALLERGENS 1, dato 21.12 2001.



4 Validitet, reference og
ansvar

4.1 Validitet

Denne instruktion er gyldig for den kvalitative og kvantitative GC and GC-MS
metode til analyse for naturligt forekommende kontaktallergener og/eller irritative
forbindelser (se Figur 1) i naturkosmetikprodukter indeholdende (i) plante-
ekstrakter og/eller &teriske olier og (ii) olier der benyttes i f.eks. aromaterapi (se
afsnit 5) ved Danmarks JordbrugsForskning, Afdeling for Prydplanter og
Vegetabilske Fgdevarer, Forskergruppe for Fadevarekvalitet og Naturstofkemi,
Forskningscenter Arslev. Den beskrevne GC og GC-MS metode er taenkt benyttet
til rutinemaessig identifikation og kvantificering af forbindelserne 1-18 (Figur 1)
og andre neartbeslegtet naturligt forekommende allergener og/eller irritative
forbindelser. Information om de allergifremkaldende og/eller irritative egenskaber
af 1-18 og beslaegtede forbindelser er angivet i Evans & Schmidt (1980), Hausen
(1988), Hausen et al. (1999), Lovell (1993) og Mitchell & Rook (1979).

4.2 Rererence

Angaende DIAS GC No. 3, DIAS GC-MS No. 1 og DIAS GC Kkapillarkolonner
(DIAS No. 23 og 26) refereres til de respektive kvalitetssikringshandbgger.

4.3 Ansvar

Brugeren af denne instruktion er ansvarlig for at analysen udferes som angivet med
den ngdvendige ngjagtighed og repeterbarhed samt giver den ansvarlige for

analysen besked om eventuelle uregelmassigheder med apparaturet eller selve
analysen.

s & G

a-Pinen (1) B-Pinen (2) a-Phellandren (3)
Limonen (4) o-Terpinen (5 Terpinolen (6)
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Figur 1. Kemiske strukturer af de potentielle kontaktallergener og/eller irritative
forbindelser (1-18) undersggt ved metoden DIAS ALLERGENS 1, dato 21.12

2001.
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5 Metodebeskrivelse

5.1 Afgraensning

Denne metode er en GC og GC-MS metode til kvalitativ og kvantitativ
bestemmelse af potentielle kontaktallergener og/eller irritative forbindelser, med en
molekylvaeegt under 300 amu, i planteekstrakter og ateriske olier, og i
naturkosmetikprodukter indeholdende planteekstrakter og/eller ateriske olier ved
brug af eksterne standarder.

5.2 Udstyr, kemikalier og materialer
5.2.1 Gaskromatografi (GC)

GC bruges primert til kvantificering af allergener/irritative forbindelser. GC
analyserne bliver udfart pa en Hewlett-Packard 5890 Series Il Plus chromatograph
(Hewlett-Packard, Wilmington, USA) udstyret med:

e Hewlett-Packard autosampler (GC System Injector).
e Flameioniseringsdetektor (FID).
e En WCOT (Wall Coated Open Tubular) kapillarkolonne (50 m x 0,25 mm

i.d., filmtykkelse DF = 0,2 um: CP-Wax 52 CB, Cat. No. 7723 (DIAS No.
18), Middleburg, Holland).

Instrumenterne styres fra en PC udstyret med en Hewlett-Packard (HP)
ChemStation.

5.2.2 Gaskromatografi-massespektrometri (GC-MS)

GC-MS benyttes primeert til identifikation af nye eller kendte forbindelser og til
endelig verifikation af tilstedevaerelsen af de respektive allergener/irritative
forbindelser i de undersggte produkter. GC-MS bliver udfart pa en Varian Saturn
2000 ion trap massespektrometer tilkoblet en Varian Star 3400 CX gaskromatograf
(Varian Chromatography Systems, Californien, USA) udstyret med en Rtx-20
kapillarkolonne (30 m x 0,25 mm i.d., filmtykkelse DF = 0,25 um: katalog no.
10323 (DIAS No. 23), Restek Corporation, Bellefonte, PA, USA). Masse-
spektrerne genereres ved et ioniseringspotentiale pa 70 eV.

Instrumenterne kontrolleres via en PC udstyret med en Saturn GC-MS
arbejdsstation, version 5.2.1.
5.2.3 Kemikalier og materialer

e Dobbelt destilleret dichloromethan (CH,Cl,) (Super Purity Solvent, Romel Ltd,
Chr. Gerner-Jensen, Danmark).

e Forbindelserne 1-17 blev leveret fra Aldrich (Steinheim, Tyskland) eller Fluka
Chemie AG (Buchs, Schweiz). Parthenolid (18) blev isoleret fra matrem

12



(Tanacetum parthenium (L.) Sch.-Bip.) ved sgjlekromatografi og praeparativ
TLC som beskrevet tidligere (Christensen et al., 1999; Hausen, 1991) og
identificeret ved massespektrometri og NMR spektroskopi.

Nitrogen (evt. urenheder fjernet via aktivt kul filter).

Helium (evt. urenheder fjernet via aktivt kul filter).

Hydrogen.

Malekolber (5 ml).

GC proveglas (Sample vials 1,5 ml, clearglass, art. no. 18081 Merck

(Darmstadt, Tyskland) og Vial, glass 12/BX (300 ul), part no. 5080-8779
Hewlett-Packard (Amsterdam, Holland)).

5.2.4 Undersggte naturkosmetikprodukter

Tabel 5.1 er en liste over de 10 produkter, der blev undersggt. Miljastyrelsen er
bekendt med alle produktnavne og firmaer som prgverne stammer fra.

Tabel 5.1

De analyserede produkter

MST Reg. Nr. Produktbeskrivelse
Al Handcreme

A2 Ansigtscreme - nat
A3 Massageolie

A4 Ansigtscreme - dag
Bl Bergamotolie

B2 Jasminolie

B3 Mynteolie

B4 Afslappende olie

C1 Hand- og kropscreme
C2 Hudrensecreme

5.3 Klarggring af GC-MS udstyr

Installer en Rtx-20 kapillarkolonne (30 m x 0,25 mm i.d., filmtykkelse DF =
0,25 um) i GC-MS instrumentet.

Tilslut GC-MS instrumentet som beskrevet i instruktionerne for DIAS (GC-
MS No. 1) og varm kolonnen op til en hgj temperatur (300 °C) og hold den
temperatur i ca. 3 timer.

Flow (baeregas, helium): 1,0 ml/min (10 psi);

Injektionsvolumen: 1 pl;

Split vent: 50 ml/min;

Septum purge: 3,5 ml/min;

Injektionstemperatur: 250 °C; Analysetid: 86 min;

Temperaturprogram (se nedenfor).

Tydelig navn pad preven indskrives i proveskemaet i Saturn GC-MS
arbejdsstation sammen med metoden ”Allergens 1” der benyttes ved analysen.
Temperaturprogram og andre betingelser er givet i metoden ”Allergens 1”.
Efter at kolonnen er blevet kalibreret og GC-MS’en programmeret, injiceres en
blindprgve (100% CH,CIl,) far man starter pa analysen af de egentlige praver.
Blindpraven analyseres efter det programmerede temperaturprogram. Fglgende
temperaturprogram er benyttet til GC-MS analysen pa en Rtx-20 kapillar-
kolonne (DIAS No. 23):

13



Temperaturprogram:
Starttemperatur: 35 °C. “Initial time™: 2,50 min

hastighed (°C/min) temperatur ("C) “holding time” (min)
2,00 120 1,00
8,00 280 20,00

5.4 Klarggring af GC udstyr

e Installer en WCOT Kkapillarkolonne (50 m x 0,25 mm i.d., filmtykkelse DF =
0,2 um: CP-Wax 52 CB) i GC instrumentet.

e Forsyn autosampleren med CH,CI, til renggring af injektionssprajten.

e Tilslut GC instrumentet som beskrevet i instruktionerne for DIAS (GC No. 3)
og varm kolonnen op til en hgj temperatur (250 °C) og hold den temperatur i
ca. 3 timer.

e Flow (baregas, helium): 1,30 ml/min (21 psi);

Injektionsvolumen: 2 pl;

Split vent: 54,1 ml/min;

Septum purge: 3,4 ml/min;

Injektionstemperatur: 200 °C.;

Detektortemperatur: 230 °C;

Analysetid: 117 min;

Temperaturpro-gram (se nedenfor); Prgverne (glasnumre) der skal
analyseres programmeres i HP ChemStation.

e Glasnummer for den enkelte prave og et tydelig navn for praven indskrives i
preveskemaet i HP ChemStation sammen med metoden “Allergens 2” der
benyttes ved analysen. Temperaturprogram og andre betingelser er givet i
metoden ”Allergens 2”.

e [Efter at kolonnen er blevet kalibreret og GC instrumentet programmeret,
injiceres en blindpreve (100% CH,Cl,) fgr man starter pa analysen af de
egentlige pregver. Blindprgven analyseres efter det programmerede
temperaturprogram. Fglgende temperaturprogram er benyttet til GC analysen
pa en CP-Wax 52 CB kapillarkolonne (DIAS No. 26).

Temperaturprogram:

Starttemperatur: 32 °C; “Initial time”: 0,00 min

hastighed (°C/min) temperatur (°C) “holding time” (min)
1,50 80 0,00

2,00 220 15,00

5.5 Klarggring af prgver til GC og GC-MS analyse
5.5.1 Klarggring af eksterne standardoplgsninger

Lav minimum 10 ml af en oplgsning af S-pinen (2), linalylacetat (10), eugenol (16)
og parthenolid (18) med en koncentration pa 1,0 ul/ml i dobbelt destilleret CH,Cl..
Disse standardoplgsninger opbevares i en fryser (-24 °C) indtil de skal bruges, og
vil fra nu af blive omtalt som henholdsvis ekstern standardoplgsning 1, 2, 3 og 4
(ESD-oplgsning 1 osv). Fra disse ESD-oplgsninger, laves standardkurver, der
benyttes i kvantificeringen af forbindelserne 1-18 i de undersggte prgver. De
udvalgte forbindelser repraesenterer de forskellige typer af forbindelser: S-pinen:
ikke-oxiderede monoterpener 1-7; linalylacetat: oxiderede monoterpener 8-13;
eugenol: fenolske forbindelser 14-17.

14



Desuden benyttes ESD-oplgsningerne til at bestemme detektions- og
kvantificeringsgreenser (se afsnit 7.2), linearitet (se afsnit 7.3), ngjagtighed (se
afsnit 7.4) og precision (repeterbarhed) (se afsnit 7.5) for metoden DIAS
ALLERGENS 1, dato 21.12 2001.

5.5.2 Klarggring af standardoplgsning indeholdende potentielle
kontaktallergener

En standardoplgsning indeholdende forbindelserne 1-18 laves til brug for kontrol
af kolonnen og andre faktorer der kan have indflydelse pa selve analysen. Overfar
10 ul af standardoplgsninger af 1-18 med en koncentration pa 1,0 ul/ml i dobbelt
destilleret CH,Cl, til et 1,5 ml GC prgveglas.

5.5.3 Klarggring af naturkosmetikprodukt prgver indeholdende
planteekstrakter og/eller aeteriske olier

Cremer: Ca. 500 mg af en creme afvejes precist i en 5 ml malekolbe og 4 ml
CH.CI, tilsxttes. Malekolben forsegles med en glasprop og oplgsningen omrystes
grundigt i ca. 5 min og placeres i mgrke ved 5 °C. Efter 16 timer filtreres
oplgsningen og koncentreres under en svag strgm af nitrogen til 300 ul, som
derefter overfgres til et GC praveglas, der er markeret tydeligt med prevens
nummer og navn.

Olier: 10 pl af en olie overfares til et 1,5 ml GC praveglas og der tilsattes 1,0 ml
CH,CI,. Glasset forsegles med en glasprop og oplgsningen omrystes grundigt i ca.
1 min og 200 ul af denne oplgsning overfares til et GC praveglas (300 ul), der er
markeret tydeligt med prgvens nummer og navn.

5.5 Identifikation af potentielle kontaktallergener og/eller irritative
forbindelser i naturkosmetikprodukter

Nogle af forbindelserne 1-18 (Figur 1) blev identificeret i A3,B1,B2,B3,B4 og
C1 ved at sammenligne deres massespektre og GC retentionstider med dem fra
autentiske standarder (Tabel 5). | de resterende undersggte naturkosmetikprodukter
Al,A2,A4 og C2 blev ingen af forbindelserne 1-18 detekteret ej heller
nertbeslaegtet forbindelser (se Tabel 5).
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6 Godkendelse af analysen

Analysen kan generelt godkendes hvis den er gennemfart som beskrevet i denne
instruktion og hvis der ikke er forekommet nogle uregelmassigheder/
fejimeddelelser under analysen.

6.1 Godkendelse af den analyserede prgve

Analysen af den analyserede prgve kan godkendes hvis:

e Forbindelserne 1-18 (Figur 1) er separeret og kan kvantificeres.

e Profilen af GC og GC-MS kromatogrammerne er ikke signifikant forskellige
fra dem vist i henholdsvis Figur 2 og 3.

e Potentielle allergener og/eller irritative forbindelser i en prave er separeret fra
andre forbindelser og kan kvantificeres. Dette kan varierer da de analyserede
praver indeholder forskellige typer af forbindelser og det kan derfor i enkelte
tilfeelde veere ngdvendigt at optimere det originale temperaturprogram.

Retentionstid (min)

Figur 2. GC kromatogram af en standardoplgsning indeholdende forbindelserne
1-18. Forbindelserne er separeret pa en CP-Wax 52 CB kapillarkolonne.
Parthenolid (18) elueres ikke ud pa denne type kolonne.
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Retentionstid (min)

Figur 3. GC-MS kromatogram af en standardoplgsning indeholdende
forbindelserne 1-18. Forbindelserne separeret pa en Rtx-20 kapillarkolonne.

6.2 Godkendelse, registrering og indskrivning af resultaterne

Rapporten indeholdende resultaterne fra GC og GC-MS analysen, inklusiv
kromatogrammer, gives videre til den ansvarshavende VIP, der godkender/afviser
analysen af den pageldende prave. VIP’en fastsla resultatet i den relevante journal
og gemmer de relevante dokumenter og rapporten indeholdende resultaterne.
TAP’en der har wudfert analysen bekrefter resultatet af analysen i
laboratoriejournalen.
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7 Validiteten af GC og GC-MS
metoden

GC and GC-MS metoden DIAS ALLERGENS 1, dato 21.12 2001 er blevet
valideret med hensyn til fglgende parametrer: 1. robusthed (kolonne, flow og
temperatur), 2. detektions- og kvantificeringsgreenser, 3. linearitet, 4. ngjagtighed
0g 5. pracision (repeterbarhed).

7.1 Robusthed
7.1.1 Kolonne

Separation af forbindelserne i Figur 1 kunne opnas pa meget forskellige typer
kapillarkolonner: ikke-poleer Rtx-20 kolonne og poler CP-Wax 52 CB kolonne. Se
GC kromatogram 11 (~ Figur 2) og GC-MS kromatogram 12 (~ Figur 3).
Retentionstiderne for de enkelte forbindelser er dog forskellige pa de to typer
kolonner pga. kolonnernes forskellige polaritet. Sesquiterpenlaktoner, som f.eks.
parthenolid, elueres kun ud pa den ikke-poleaere Rtx-20 kapillarkolonne.

7.1.2 Flow
Et henholdsvis lavere flow (1,20 ml/min)) og hgjere flow (1,40 ml/min),
sammenlignet med det normale flow pa 1,30 ml/min, farte ikke til nogen

signifikante a&ndringer i separationen af forbindelserne 1-18 (Figur 1). Disse
undersggelser blev udfart pa en WCOT kapillarkolonne (CP-Wax 52 CB).

7.1.3 Temperatur

Sma e@ndringer i temperaturprogrammet farte ikke til signifikante endringer i
separationen af forbindelserne 1-18 (Figur 1).

Flow = 1,30 ml/min. Kolonne: CP-Wax 52 CB.

Temperaturprogram.

Starttemperatur: 32 °C; “Initial time”: 0,00 min

hastighed (°C/min) temperatur ("C) “holding time” (min)
2,00 80 0,00

2,00 220 15,00

Flow = 1,0 ml/min. Kolonne: Rtx-20.

Temperaturprogram.

Starttemperatur: 35 °C; “Initial time”: 2,50 min

hastighed (°C/min) temperatur (°C) “holding time” (min)
1,50 120 1,00

8,50 280 20,00
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7.2 Detektions- og kvantificeringsgraenser

Detektions- og kvantificeringsgraenser blev bestemt ved visuel evaluering. For at
bestemme detektions- og kvantificeringsgreenserne for forbindelserne 1-18 (Figur
1), blev ESD-oplgsningerne fortyndet helt op til en faktor 6000. Baseret pa disse
undersggelser blev fglgende detektions- og kvantificeringsgraenser bestemt (se
Tabel 1).

Tabel 1. Detektions- og kvantificeringsgreenser for forbindelserne 1-18.

Forbindelser Detektionsgreenser (pg/ml) Kvantificeringsgreenser (pg/ml)
1-7 ~0,00010 ~0,0002
8-13 ~0,00010 ~0,0002
14-17 ~0,00010 ~0,0002
18 ~0,00100 ~0,0050

7.3 Linearitet

Praverne til bestemmelse af linearitet blev lavet udfra de enkelte ESD-oplgsninger
ved at fortynde en bestemt volumen af ESD-oplasningerne med CH,CI, (laveste
fortynding ~ fortyndingsfaktor 0, se Tabel 2 og 3). Linearitet blev fundet for alle
ESD-oplgsninger. For overskuelighedens skyld er lineariteten kun vist for
henholdsvis ESD-1 (#pinen) og ESD-3 (eugenol) (Figur 4 og Figur 5).

Tabel 2. Eksperimentelle parametrer til bestemmelse af lineariteten for Spinen
(ESD-oplgsning 1).

Koncentration af pinen (ug/ml) Fortyndingsfaktor
0,1144 0
0,0572 2
0,0286 4
0,0143 8

Tabel 3. Eksperimentelle parametrer til bestemmelse af lineariteten for eugenol
(ESD-oplgsning 3).

Koncentration af eugenol (ug/ml) Fortyndingsfaktor
0,1421 0
0,0711 2
0,0355 4
0,0178 8
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1800000 -
1600000 -
1400000 -
1200000 -
1000000 -
800000 -
600000 -
400000 -
200000 -

0 \ \ \

Linearitet - ESD-oplgsning 1 (#-pinen)

y = 1.374E+07x
R? = 9.998E-01

0 0.05 0.1 0.15

Koncentration (ug/ml)

Figur 4. Bestemmelse af linearitet for S-pinen (ESD-oplgsning 1).

Areal

1200000 -

1000000 -

800000 -

600000 -

400000 -

200000 -

0

Linearitet - ESD-oplgsning 3 (eugenol)

y = 7.249E+06x
R? = 9.950E-01

0

0.05 0.1 0.15

Koncentration (ug/ml)

Figur 5. Bestemmelse af linearitet for eugenol (ESD-oplgsning 3).
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7.4 Ngjagtighed

Prover til bestemmelse af ngjagtighed blev lavet udfra en fortyndet ESD-oplasning
2 ved at tilseette en kendt mengde af linalylacetat til den fortyndede ESD-
oplasning 2 (se Tabel 4) .

Tabel 4. Eksperimentelle parametrer til bestemmelse af ngjagtighed ved at til-sa&tte
en kendt mangde linalylacetat (LA) til en fortyndet ESD-oplgsning 2.

Tilsat mengde | Maengde LA (ug) i Bestemmelse af LA | Genfinding i
af LA (ng) preven (ug) i preven procent
0,000 0,015 0,013 86,7
0,015 0,030 0,027 90,0
0,105 0,120 0,116 96,7

7.5 Preecision (repeterbarhed)

Repeterbarheden blev bestemt ved to koncentrationsniveauer (med hver 4
replikationer) for B4. De to koncentrationsniveauer er angivet ved den totale
mangde potentielle allergener, som er:

koncentrationsniveau 1 = 0,144 ug/ml;

koncentrationsniveau 2 = 0,036 pg/ml.

Praverne ved de to koncentrationsniveauer blev lavet ved at fortynde stamop-
lgsningen (se afsnit 5.4.3) pa 144,0 ug/ml med CH,CI, med henholdsvis en faktor
1000 og 4000.

Figur 6. Bestemmelse af repeterbarheden af metoden ved to koncentrationsniveauer af B4.
Middelverdien af 4 replikationer + standardafv.

Koncentrationsniveau 1: RSD = 3,5%.

Koncentrationsniveau 2: RSD = 5,0%.

Preaecision - potentielle allergener i afslappende
olie (4 replikationer ved 2
koncentrationsniveauer)

2000000 -

1500000 -

1000000 -

500000 [

Areal (potentielle allergener)

Koncentrationsniveau
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8 Koncentration af
kontaktallergener |
naturkosmetikprodukter

Koncentrationen af forbindelserne 1-18 blev bestemt i forskellige naturkosmetik-
produkter indeholdende planteekstrakter og/eller eteriske olier ved at benytte
standardkurver for ESD-oplgsningerne 1-4. Koncentrationerne angivet i Tabel 5 er
middelvaerdien af to bestemmelser med en variation pa mindre end 3% .
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