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SUMMARY

The N-nitrosamine problem in cosmetics has been reviewed on behalf of the Chief Inspectorate of
Health Protection (HIGB). Problem issues that emerge from this review are NDELA (N-
nitrosodiethanolamine) and NMPABAO (2-ethylhexyl 4-(N-nitroso-N-methylamino)benzoate).
Data on the NMPABAO content of Dutch retail samples are lacking and those available for
NDELA date back to the early eighties.

N-nitrosamines pose a potential consumer health risk and these compounds should not be present
in cosmetic products. Since 1992 legal guidelines that restrict the occurrence of N-nitrosamines in
cosmetics are operational in the European Union.

It is advised to analyse a selected number of Dutch retail samples for NDELA and NMPABAO
and to develop an appropriate method of analysis. A combination of capillary gas chromatography
and chemiluminescence detection with a Thermal Energy Analyzer (TEA) is estimated to be best
suitable for this.
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SAMENVATTING

Op verzoek van de HIGB is de N-nitrosamine problematiek in cosmetische produkten in kaart ge-
bracht. Deze spitst zich toe op de verbindingen NDELA (N-nitrosodiethanolamine) en NMPA-
BAO (2-ethylhexyl 4-(N-nitroso-N-methylamino)benzoaat). Gegevens over NMPABAO-gehalten
in cosmetica van de Nederlandse markt ontbreken terwijl de informatie over NDELA-gehalten uit
het begin van de tachtiger jaren stamt.

N-nitrosaminen vormen een potentiéle bedreiging voor de gezondheid van de gebruiker en horen
niet in cosmetica thuis. Sinds 1992 is er een wettelijke regeling van kracht in de Europese Unie
wat het voérkomen van N-nitrosaminen in cosmetica betreft.

Aanbevolen wordt een selectief aantal monsters van de Nederlandse markt te onderzoeken op
NDELA en NMPABAO en de hiervoor benodigde analysemethode te ontwikkelen. De beste basis
hiervoor is capillaire gaschromatografie in combinatie met chemiluminescentiedetectie met be-
hulp van een Thermal Energy Analyzer (TEA).
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1. INLEIDING

In november 1992 verscheen de 15° richtlijn van de Commissie van de Europese Gemeen-
schappen over de aanpassing van de wetgeving in de lidstaten inzake cosmetische produkten
(6.1). Deze richtlijn bepaalt 0.a. dat met ingang van 1 juli 1993 geen cosmetica meer op de markt
mogen zijn waarin N-nitrosaminen (NA) of dialkanolaminen véorkomen. Een uitzondering wordt
gemaakt voor produkten waarin als grondstoffen zijn gebruikt: dialkanolamiden van vetzuren,
monoalkanolaminen en trialkanolaminen, verbindingen die als emulgatoren en oppervlakte actie-
ve stoffen frequent in cosmetica worden gebruikt. Zowel het gebruik als de kwaliteit van deze
grondstoffen is echter aan voorwaarden gebonden in verband met de potenti€le nitrosaminepro-
blematiek van de eindprodukten.

Bepaald wordt dat deze grondstoffen:

- niet mogen worden gebruikt in combinatie met nitroserende agentia,

- niet in verpakkingen (flessen, potten, vaten, enz.) mogen worden bewaard die nitrieten bevat-
ten,

- ten hoogste 50 pg/kg aan N-nitrosodialkanolaminen (NDAA) mogen bevatten, en

- een maximaal gehalte aan dialkanolaminen (gemakkelijk nitroseerbare verbindingen) mogen
bevatten van:

(i) 5% voor dialkanolamiden van vetzuren,

(i) 0,5% voor monoalkanolaminen en trialkanolaminen.

Voor de Hoofdinspectie Gezondheidsbescherming (HIGB) was de publikatie van deze richtlijn
aanleiding opnieuw aandacht te vragen voor de problematiek van de nitrosaminen in cosmetica en
hiervoor onderzoekscapaciteit te reserveren in het Meerjaren Activiteitenprogramma (MAP)
Volksgezondheidsonderzoek van het instituut.

Onderzoek van cosmetica op gehalte aan nitrosaminen en met name N-nitrosodiethanolamine
(NDELA) werd, voor zover bekend, in Nederland voor het eerst in 1980 uitgevoerd (6.2). Aan-
leiding toen waren publikaties uit 1977 en de daaropvolgende jaren van o.a. de Food and Drug
Administration (FDA) in Washington DC/USA over het véérkomen van aanzienlijke hoeveelhe-
den NDELA, tot 130 mg/kg, in cosmetica en hiervoor bestemde grondstoffen (6.3 en 6.4). Mede
omdat van NDELA bekend was dat deze verbinding carcinogeen is voor ratten (6.5) en hamsters
(6.6), is vooral aan het eind van de zeventiger jaren en het begin van de tachtiger jaren internatio-
naal veel onderzoek verricht naar de aanwezigheid, de routes van onbedoelde introductie en de
vorming van nitrosaminen in cosmetica. De hierdoor verkregen kennis over dit probleemveld is
bepalend geweest voor de Europese regelgeving op dit gebied (6.1).

Toen de HIGB haar wens uitte om nitrosaminen in cosmetica te bepalen was ervaring met een
methode die hiervoor geschikt is, en die voldoet aan de huidige kwaliteitseisen voor analyseme-
thoden, niet operationeel. Bovendien was onbekend of naast NDELA ook andere N-nitrosaminen
potentieel in het onderzoek moesten worden betrokken. Omdat van de tot nu toe toxicologische
onderzochte 209 NA een groot aantal (85%) carcinogeen is gebleken (6.7), is voorkomen van NA
in cosmetica ongewenst gezien hun potenti€le gezondheidrisico’s. Dit geldt ook voor die verbin-
dingen van deze groep die tot op heden nog niet dierexperimenteel zijn getest. Besloten werd
daarom een literatuurstudie uit te voeren ten einde het probleemveld goed in kaart te brengen.
Voornaamste uitgangspunten hierbij waren:

- het véorkomen van NA in cosmetica met speciale aandacht, gezien de Europese richtlijn

(6.1), voor de NDAA.

- de gebruikte analysemethoden en hun prestatieckenmerken.
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De resultaten van dit literatuuronderzoek, waarbij de bestanden Medline, Scisearch, Che-
mabs, Biosis en Embase zijn geraadpleegd, zijn gebundeld in dit rapport en bestrijken de periode
1977 tot heden.

2. NOMENCLATUUR

De term "N-nitrosodi-n-alkanolaminen" (NDAA) wordt gebruikt voor een groep van verbin-
dingen met de volgende structuur:

HO—(CH2)m

waarbij m resp. n = 1 zijn.
N—N O Molekuulformule : Cpin Homsons2 N203.

HO_(C Hg)n

De alkoholfunctie kan zowel primair als secundair zijn. De meest bekende, en tergelijkertijd het
vaakst in cosmetica aangetroffen, vertegenwoordiger van deze groep van verbindingen is het N-
nitrosodiethanolamine (NDELA):

HO_C HQ—C H2 .
C4HoN,O;3 waarbijm=n=2.
N—NO CAS-nummer : 1116-54-7.
CA naam : 2,2’ ~(nitrosoimino)bis-ethanol.
HO—C HQ'C H2

Minder bekend, en slechts incidenteel in cosmetische produkten en hiervoor bestemde grondstof-
fen aangetroffen, is het N-nitrosodiisopropanolamine (NDiPLA) met twee secundaire alkohol-
groepen in het molekuul:

OI H
CH;—CH-CH,
N\ C6H14N203 waarbij m=n=23.

N—NO CAS-nummer : 53609-64-6.
CA naam : 1,1’-(nitrosoimino)bis-2-propanol.

CHS—(l:H_C H2
OH

In de literatuur worden voor deze verbinding in plaats van NDiPLA ook wel de afkortingen
NDHPA of NBHPA gebruikt. In dit rapport is gekozen voor NDiPLA omdat deze het meest voor
de hand ligt en het beste aansluit bij de afkorting gebruikt voor andere NA.

Over andere NDAA dan NDELA en NDiPLA werd in geen van de beschikbare publikaties infor-
matie gevonden.
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Sporadisch wordt in de literatuur bericht over N-nitrosodialkylaminen in cosmetica. Het betreft
verbindingen met de basisstructuur:

CH3z—(CHz)m

waarbij m resp. n 2 0 zijn.
N—NO Molekuulformule : Cpine2 Home2nis N2O.

CHz—(CH2)d
Verbindingen uit deze groep die in de literatuur incidenteel worden genoemd (6.8 t/m 6.10) zijn:

-NDMA ; N-nitrosodimethylamine

-NDEA ; N-nitrosodiethylamine

- NDPA; N-nitrosodipropylamine

-NDBA; N-nitrosodibutylamine

-NMDDA; N-nitroso-N-methyldodecylamine
-NMTDA; N-nitroso-N-methyltetradecylamine
-NMODA; N-nitroso-N-methyloctadecylamine

Onvermeld mag hier niet blijven dat sinds 1977 in twee publikaties (6.8 en 6.10) werd gerappor-
teerd over gehalten van N-nitrosomorfoline (NMORY); één van deze publikaties betrof cosmetica-
grondstoffen (6.8). De structuur van deze verbinding is:

O Molekuulformule : C4HgN>Os.

\\//\\ CAS-nummer : 59-89-2
N—NO

Bij marktonderzoeken in 1987 van cosmetica werd door de Food and Drug Administration
(FDA/USA) een tot dan toe onbekende N-nitrosamine aangetroffen in tweederde van de onder-
zochte zonnecrémes (6.8 en 6.11). Het betrof 2-ethylhexyl 4-(N-nitroso-N-methylamino)benzoaat
(NMPABAO); een N-nitrosamine waarvan inmiddels is vastgesteld dat het door de huid van
proefdieren wordt opgenomen (6.8). De structuur van NMPABAO is:

0 Molekuulformule: C;sH4N,0s.

I CAS-nummer : 122021-01-6.
CHz—N C—O0—CH,— CH (CHy)5—CH3 CA naam : 2-ethylhexylester van

| 4-(methylnitrosoamino)benzo€zuur.

NO Csz

Ook bij daaropvolgende marktonderzoeken in 1988, 1991 en 1992 (6.8 en 6.11) werd deze stof in
de meeste monsters aangetroffen.
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3. VOORKOMEN EN VORMING

In 1977 verscheen de eerste publikatie over het véérkomen van een N-nitrosoverbinding in
cosmetica (6.3). Het betrof onderzoekresultaten van monsters lotion, shampoo en huidverzor-
gingsmiddelen die in 1976 waren verzameld op de Amerikaanse markt. In 20 van de 29 onder-
zochte monsters werd NDELA gemeten, een N-nitrosamine waarvan reeds in 1967 de carcino-
geniteit was gemeld (6.5). De gemeten NDELA-gehalten varieerden van 5 pg/kg tot 47 mg/kg, of
ongeveer een factor 10000 (!!), per produkt (6.8). Na deze eerste publikatie is wereldwijd een golf
van onderzoek op gang gekomen naar het véérkomen, de besmetting met en de vorming van N-
nitrosoverbindingen in cosmetische produkten en de hiervoor gebruikte grondstoften. Uit de ge-
publiceerde resultaten blijkt dat daarbij tot nu toe alleen N-nitrosaminen (NA) zijn gevonden;
hoofdstuk 2 geeft een overzicht. Voorts konden de exogene en endogene bronnen voor NA door
gezamenlijke inspanning van industri€éle- en (semi)overheidsinstellingen worden getraceerd (6.8
en 6.11 t/m 6.14) en zijn inmiddels, o.a. in Europa, wettelijke maatregelen ter bescherming van de
consument genomen; hoofdstuk 1 en referentie 6.1.

Ook wat betreft de samenstelling van cosmetische produkten zijn er door de fabrikanten
maatregelen genomen. Zo let men scherp op de zuiverheid van de grondstoffen en probeert men
door toevoeging van stoffen die de vorming van NA voorkomen of remmen, zogenaamde
“scavengers”, het probleem te beheersen.

NA zijn gevonden in een grote verscheidenheid van cosmetische produkten. Zij kunnen
hierin terecht komen door besmetting van de grondstoffen of het eindprodukt of kunnen hierin
ontstaan uit een nitroserend agens en een nitroseerbare verbinding, de zogenaamde “precursors”.
In de literatuur worden van slechts 5 studies resultaten vermeld van het onderzoek van cosmeti-
sche grondstoffen op N-nitrosaminen (6.8). Het aantal geteste monsters was kleiner dan 10 met
uitzondering van een studie waarin 99 monsters werden bestudeerd (6.15). In deze laatste studie
werd in 30% van de grondstoffen NDELA gemeten tot 1 mg/kg. Andere NA aangetroffen in
grondstoffen zijn: NDiPLA en NMOR. Worden de NA-gehalten van grondstoffen vergeleken met
het besmettingsniveau van de cosmetische produkten dan blijkt dat de grondstoffen hieraan
slechts een ondergeschikte bijdrage kunnen leveren en dat de voornaamste besmettingsbron voor
de vorming in het eindprodukt van NA dus de “precursors” moeten zijn.

Ook de besmetting met NA van de kant en klare produkten via de omgeving, b.v. de verpak-
king of de lucht, is verwaarloosbaar (6.15). De belangrijkste bronnen voor de potenti€le vorming
van NA in cosmetica zijn, zo blijkt uit de literatuur, de volgende groepen van stoffen: alkanolami-
nen, amiden, vetzure alkanolamiden, aminen (secundair, tertiair en quaternair), amine N-oxiden,
aminozuren, peptiden, proteinen, ureum en ureiden (6.11). Ondanks dit grote potentieel van nitro-
seerbare verbindingen, betroffen de meeste publikaties een zéér beperkt aantal NA met als voor-
naamste verbindingen NDELA en, sinds 1987, NMPABAO. Slechts één onderzoeker (6.10) vond
tot nu toe in cosmetica de vluchtige N-nitrosamines: NDMA, NDEA, NDPA en NDBA. Hij on-
derzocht 145 monsters, van 11 verschillende soorten, en vond in 50 produkten NDMA-gehalten
tot 24 ng/kg. Positief op respectievelijk NDEA, NDPA of NDBA, waren drie monsters met geme-
ten gehalten van resp. 15, 35 en 15 pg/kg. Overigens kon de bron voor deze verbindingen niet
worden geidentificeerd. Van de 145 monsters bleken er tevens 26 positief op NMOR met gehalten
tot maximaal 640 pg/kg. NMOR-gehalten variérend van 48-1240 pg/kg werden naderhand even-
eens door de FDA gerapporteerd. Hun onderzoek betrof 9 monsters verzameld in de periode
1984-1987 (6.8). Bron voor deze NA is zeer waarschijnlijk het gebruik van morfoline als pH-
verbeteraar in badprodukten.
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Drie andere N-nitrosodialkylaminen i.e. NMDDA, NMTDA en NMODA zijn tot op heden
uitsluitend gevonden in haarverzorgingsmiddelen zoals shampoos en conditioners. Als zé€ér waar-
schijnlijke bron voor deze NA werden geidentificeerd de in deze produkten veelgebruikte amine
N-oxiden en quaternaire aminen (quats); voorbeelden: lauramine oxide [N,N-dimethyl-
dodecylamine oxide], stearamine oxide [N,N-dimethyloctadecylamine oxide] en stearalkonium
chloride [N-benzyl-N,N-dimethyl-octadecylammonium chloride]. De gemeten gehalten waren:

Tabel 1: Enkele literatuurgrenzen over het voorkomen en het gehalte van NMDDA (N-nitroso-N-
methyldodecylamine), NMTDA (N-nitroso-N-methyltetradecylamine) en NMODA {(N-nitroso-N-
methyloctadecylamine) in haarverzorgingsmiddeien.

Monsters haarverzorgingsmiddel Gehalte ; pg/kg Referentie
N-nitrosamine aantal onder- aantal positief (bereik)
zocht
NMDDA 13 12 11 - 873 6.9
NMTDA 13 11 8 - 254 6.9
NMODA 53 11 28 - 969 6.16

Bij de screening van cosmetica op totaal NA-gehalte door de FDA in 1986/1987 werd in het
chromatogram van sommige zonnecrémes, die het UV-filter Padimate O [2-ethylhexyl 4-(N,N-
dimethylamino)benzoaat] bevatten, een grote piek van een onbekend NA ontdekt. Nader onder-
zoek leerde dat het om NMPABAO ging, een NA dat zeer waarschijnlijk door nitrosering ontstaat
van het secundaire amine 2-ethylhexyl 4-(N-methylamino)benzoaat, dat tot 3% als verontreiniging
kan voorkomen in Padimate O. Het tertiaire amine Padimate O blijkt bij nitrosering echter zelf
ook als NMPABAO bron te kunnen fungeren (6.8). Bij vervolgonderzoek van de FDA van cos-
metica waarin potentieel Padimate O als grondstof (UV-filter) wordt gebruikt werd in meer dan
45% van deze produkten NMPABAO aangetroffen in gehalten tot 20 mg/kg. In het onderstaande
overzicht zijn de FDA-meetresultaten samengevat:

Tabel2:  Enkele literatuurgrenzen over het véérkomen en het gehalte van NMPABAO (2-ethylhexyl 4-(N-
nitroso-N-methylamino)benzoaat) in cosmetische produkten.

Cosmetica monsters * NMPABAO-gehaite; ug / kg
Jaar aantal NA positief gemiddeld bereik
1987 29 19 674 60 - 2820
1988 8 6 543 170 - 1300
1991 38 18 3426 160 - 20520
1992 14 14 2132 780 - 5050

* Overwegend zonnecrémes
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Veel vaker, en veelal in hogere concentraties dan de tot nu toe besproken verbindingen, wordt
N-nitrosodiethanolamine (NDELA) aangetroffen in cosmetica. De verklaring hiervoor is overi-
gens voor de hand liggend omdat de grondstoffen die een potenti€le bron (“precursors™) voor
NDELA vormen op grotere schaal en in een veel breder assortiment van produkten toegepast
worden. Als precursors voor NDELA gelden met name mono- en trialkanolaminen en vetzure
mono- en dialkanolamiden (6.8 en 6.17); grondstoffen die veelvuldig als niet-ionogene oppervlak-
te-aktieve stoffen worden gebruikt. De recente Europese regelgeving, genoemd in de inleiding, is
met name dan ook op deze grondstoffen geént en stelt grenzen aan de verontreiniging van deze
produkten met de zeer gemakkelijk nitroseerbare dialkanolaminen (6.1).

Door de FDA worden, sinds de eerste publikatie 1977 over NDELA, vrijwel jaarlijks cosme-
tica van de Amerikaanse markt op deze NA onderzocht (6.8, 6.11 en 6.12). Dit in tegenstelling tot
Europa waar sinds het eind van de tachtiger jaren de belangstelling voor NA in cosmetica sterk
geluwd is. Tot het begin van de tachtiger jaren werden regelmatig hoge uitschieters, incidenteel
tot 120 mg/kg, voor NDELA gemeten (6.11). Nadien kwamen zulke uitschieters niet meer voor
mede doordat, op basis van het verkregen inzicht in de bronnen van besmetting en vorming van
NA, de nodige maatregelen ter beheersing van de problematiek konden worden genomen. Toch
zijn nog regelmatig NDELA-gehalten tot enkele mg/kg (ppm’s) gevonden zoals blijkt uit het on-
derstaande overzicht van resultaten van marktmonsters verzameld in de periode 1986 / 1992
(6.11,6.17 en 6.18):

Tabel 3:  Literatuurgegevens over het voéérkomen en het gehalte van NDELA (N-nitrosodiethanolamine)
in cosmetische produkten

Jaar van Cosmetica monsters NDELA gehalte; Referentie
bemonsteren aantal NA-positief bereik in pg/kg

1986 2 0 * 6.11

44 18 7 - 2000 6.17

20 8 7 - 2000 6.18
1987 127 16 10 - 235 6.17

6 0 * 6.11
1989 2 0 * 6.11
1991 8 5 120 - 1080 6.11
1992 12 8 210 - 2960 6.11

* Onder de bepalingsgrens van de analysemethode

In Nederland is onderzoek naar NA in cosmetica op beperkte schaal uitgevoerd in de tachti-
ger jaren (6.2 en 6.19). Het betrof hier uitsluitend onderzoek op NDELA en NDiPLA. De resulta-
ten die hierbij werden verkregen zijn samengevat in het onderstaande overzicht en liggen geheel
in het verlengde van recente gegevens uit andere landen; zie voorgaand overzicht.
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Tabel 4:  Gegevens over het voorkomen en het gehalte van NDELA (N-nitrosodiethanolamine) en
NDIPLA (N-nitrosodiisopropanolamine) in cosmetische produkten van de Nederlandse markt.

Verbinding Cosmetica monsters Gehalte; Referentie
aantal NA positief bereik in pg/kg
NDELA 26 7 200 - 1000 6.2
NDELA 26 10 130 - 1150 6.19
NDIiPLA 26 1 600 6.19

Naast een nitroseerbare verbinding is voor de vorming van NA de aanwezigheid vereist van

een nitroserend agens. NA ontstaan vrij gemakkelijk in waterig milieu uit secundaire amines en
nitriet als nitroserend agens. Het optimum van deze reactie ligt bij een pH van 3,4; tertiaire amines
reageren een factor 10 tot 100 langzamer en primaire amines niet (6.14). Alhoewel cosmetica
praktisch neutraal zijn kan er ook bij deze pH onder ongunstige omstandigheden, b.v. bij aanwe-
zigheid van nitriet (50 mg/kg) in een 1% diethanolamine emulsie (pH 6,8), NA vorming optreden
(6.17).
Nitriet komt via de grondstoffen in cosmetica terecht. Bij een uitgebreid inventariserend onder-
zoek werden in 14% van de 114 grondstoffen nitrietgehalten gemeten groter dan 50 pg/kg (6.15).
Evaluatie van deze gegevens leidde echter tot de conclusie dat deze gehalten en nitroseringsbron
niet bepalend kunnen zijn voor de NA-problematiek in cosmetica. Andere nitroseringsbronnen en
-mechanismen moeten dus een grotere rol spelen. Bij studies hiernaar zijn als potentiele nitrose-
ringsbronnen geidentificeerd:

- alkylnitrieten (6.20), en vooral

- nitroverbindingen als Bronopol en Bronidox (6.17 en 6.21)

Bronopol (2-bromo-2-nitropropaan-1,3-diol) en Bronidox (5-bromo-5-nitro-1,3-dioxaan) zijn
konserveermiddelen die regelmatig in cosmetica gebruikt worden. Zij fungeren hierin als formal-
dehyde depdtverbinding, dwz. dat zij geleidelijk ontleden onder vorming van formaldehyde en
andere ontledingsprodukten waaronder nitriet. Uit de literatuur kan worden opgemaakt dat wan-
neer deze konserveermiddelen in een cosmetisch produkt zijn gebruikt, naast vetzure alkanolami-
den en/of alkanolaminen, hierin vaak NDELA of incidenteel een ander N-nitroso-alkanolamine
wordt gemeten.

4. BEPALINGSMETHODEN
4.1 Algemeen

Voor onderzoek van cosmetische produkten op individuele NA worden in de literatuur ver-
schillende analysemethoden aanbevolen die, met name wat betreft de toegepaste meetmethode,
nogal uiteenlopen. In een uitvoerig overzichtsartikel uit 1990 worden de gepubliceerde werkwij-
zen systematisch geinventariseerd (6.12). Globaal kunnen deze worden ingedeeld naar methoden
voor vluchtige en niet-vluchtige verbindingen. Voor vluchtige NA worden methoden gebruikt
waarbij gaschromatografische (GC) scheiding wordt gecombineerd met detectie via vlamionisatie
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(FID), massaspectrometrie (MS), chemiluminescentie (CL), electronen invang detectie (ECD),
enz. Niet vluchtige NA worden vloeistofchromatografisch (HPLC) gescheiden en vervolgens ge-
meten met detectietechnieken als spectrometrie (UV/VIS), electrochemie, fluorescentie, MS en
CL. Voorafgaande aan de scheiding en detectic moeten de NA door extractie uit cosmetica wor-
den geisoleerd waarna het extract verder wordt bewerkt om dit zoveel mogelijk te ontdoen van
meege€xtraheerde matrixbestanddelen en om de NA te concentreren.

In het algemeen zijn de HPLC-scheidingstechnieken en meetmethoden minder gevoelig voor
het bepalen van NA dan de GC-scheidings en detectie combinaties. Een uitzondering hierop zijn
de combinaties HPLC-CL met een Thermal Energy Analyser (TEA) als detector en HPLC-MS. In
de praktijk is het bedrijfszeker koppelen en functioneren van HPLC met de TEA- of MS-detector
echter een moeilijk oplosbaar technisch probleem (6.22 t/m 6.24) dat tot nu toe een te grote hin-
dernis vormt voor het toepassen van deze combinaties voor grote aantallen praktijkmonsters.

Om ook voor niet-viuchtige NA de vaak in de praktijk gewenste grotere meetgevoeligheid te
bereiken kan een aantal van deze verbindingen, waaronder met name diegene die relevant zijn
voor cosmetica, worden omgezet in vluchtige NA. Silylering geniet hier verre de voorkeur waarbij
met name als derivatiseringsreagens wordt gebruikt MSHFBA (N-methyl-N-trimethylsilyl-hepta-
fluorobutyramide). Incidenteel wordt niet gesilyleerd maar b.v. gehydrochloreerd met thionyl-
chloride (SOCI,) in combinatie met oxideren van de N-nitroso-groep tot een N-nitro-groep met
behulp van peroxitrifluorazijnzuur (6.25).

Bij de bepaling van NA moet rekening worden gehouden met de potentiéle vorming van deze
verbindingen omdat in de monsters nog nitroserende en nitroseerbare verbindingen aanwezig
kunnen zijn. Om dit risico te verkleinen worden bij het begin van de opwerking ammoniumsulfa-
maat of natriumascorbaat toegevoegd. Deze stoffen reageren veel sneller dan nitroseerbare ver-
bindingen met eventueel aanwezige nitroserende agentia en blokkeren zo de NA vorming.

Meer dan driekwart van de gepubliceerde gegevens over NA in cosmetica werd verkregen
met een analysemethode waarbij chemiluminescentie (CL) als detectiemethode is gebruikt. Als
detector wordt hiervoor gebruikt een zogenaamde Thermal Energy Analyser (TEA) die, met uit-
zondering van MS, specifieker en gevoeliger is dan de andere voor NA aanbevolen detectoren
(6.12).

De selectiviteit van de TEA detector is gebaseerd op de volgende reactie:

R:NNO —2 5 .NO—2 3 NO»* —"2 5 NO>

In de pyrolysebuis van de TEA-detector worden de NA, bij ca. 500°C en lage druk, thermisch ge-
splitst onder vorming van nitrosylradicalen (\NO). Nadat in een serie van koude vallen of adsorp-
ticbuizen de begeleidende organische resten en verbindingen uit de gasstroom zijn verwijderd,
wordt deze in een onder vacuum staande reactieckamer geleid. Het nitrosylradicaal wordt hier met
ozon omgezet in elektronisch geéxciteerd stikstofoxide (NO,*). Bij de terugval in de grondtoe-
stand van het geéxciteerde stikstofdioxide wordt licht uitgezonden van een karakteristieke golf-
lengte dat met een fotomultiplier wordt gedetecteerd en dat proportioneel is met de nitrosylcon-
centratie in de gasstroom.

Alhoewel de TEA-detector een hoge selectiviteit en gevoeligheid (1-5 ng per NA) heeft voor
NA is bekend, en goed gedocumenteerd, dat ook sommige andere verbindingen een TEA-signaal
geven. Voor cosmetica zijn hiervan met name van belang enkele organische nitroverbindingen,
die als synthetische muskus geurstoffen worden gebruikt (muskus keton, musk ambrette, musk
mosken, musk tibeten, musk xyleen) ter vervanging van het zéér kostbare natuurlijke muskus.
Muskus geurstoffen worden o.a. gebruikt in shampoo en bad- en doucheprodukten.
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Bestaat de indruk dat een TEA-signaal niet afkomstig is van NA dan kan dit echter vrij ge-
makkelijk worden gecontroleerd door het betreffende extract met UV-licht te bestralen en vervol-
gens opnieuw te injecteren. NA ontleden (fotolyse) bij bestralen onder UV-licht en geven dus bij
herinjectie geen TEA-signaal meer; organische nitroverbindingen vertonen dit gedrag niet. Inte-
ressant in dit verband is overigens dat één van de koppelingen van de TEA-detector met de
HPL.C-scheiding van NA is gebaseerd op deze fotolyse.

Nadelen van de TEA-detector zijn:

- kostbaar in aanschaf, gebruik en onderhoud;

- ongeschikt voor andere verbindingen dan NA.

Op ruime afstand van de TEA staat als tweede de massaspectrometer op de schaal van meest
gebruikte detectoren bij het NA onderzoek. De MS detector wordt echter vrijwel altijd naast een
andere detector gebruikt, b.v. de TEA, ter bevestiging van bestaande en identificatie van nieuwe
NA.

Naast de bepalingsmethoden voor individuele NA zijn twee werkwijzen ontwikkeld voor het
onderzoek van cosmetica op totaal NA-gehalte; zogenaamde screeningsmethoden (6.12 en 6.26).
Bij de methode ontwikkeld door de FDA (6.26) worden, na een eenvoudige voorbewerking van
het monster, de NA met een oplossing van broomwaterstof / azijnzuur of joodwaterstof / azijn-
zuur / zwavelzuur chemisch gedenitroseerd waarbij stikstofmonoxide (NO) ontstaat. Dit wordt
met een spoelgas in de TEA-detector geleid en gemeten. De tweede screeningsmethode is een
colorimetrische methode ontwikkeld in opdracht van de Amerikaanse Cosmetic, Toiletry and Fra-
grance Association (CTFA). Ook hierbij wordt chemische denitrosering van NA toegepast, nu
echter in combinatie met de Griess-kleuringsreactie voor nitriet, gevolgd door HPLC-scheiding en
bepaling van de gevormde kleurstof.

Wat betreft beide screeningsmethoden kan worden opgemerkt dat:

- de colorimetrische methode storingsgevoelig is en feitelijk alleen geschikt is voor screening

van bepaalde grondstoffen, en dat

- de FDA-methode, gepubliceerd in 1987, buiten deze instelling nog geen toepassing heeft

gevonden.
Eén van de redenen hiervoor is zéér waarschijnlijk dat de combinatie van denitroseringsappara-
tuur / TEA-detector omslachtig in het gebruik is.

4.2 N-nitrosodiethanolamine (NDELA) en 2-ethylhexyl 4-(N-nitroso-N-methylamino)benzoaat
(NMPABAO).

Uit de beschouwingen in het vorige hoofdstuk komt duidelijk naar voren dat, van de NA
waarover tot nu toe in de literatuur is gepubliceerd, NDELA het vaakst in cosmetica wordt gevon-
den in hoeveelheden die vanuit volksgezondheidsoogpunt bedenkelijk zijn. Sinds de publikatie
(6.8) van de resultaten van het FDA-onderzoek van monsters zonnebrandmiddel uit 1987 en de
daarop volgende jaren, moet NMPABAO hieraan worden toegevoegd. Daarom werd de litera-
tuurstudie toegespitst op deze verbindingen. De methoden van onderzoek beschreven voor beide
NA zijn samengebracht in Bijlage I. De accenten zijn bij deze bundeling gelegd bij: soort matrix,
monstervoorbewerking, scheiding en detectie.
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4.2.1 NDELA

Voor de NDELA bepaling worden HPLC-TEA- en GC-TEA-werkwijzen het meeste aanbe-
volen, gevolgd door HPLC-UV-technieken en incidenteel HPLC-polarografie, GC-ECD en GC-
ELCD. Voor bevestiging en structuur opheldering wordt GC-MS gebruikt. Opvallend is dat de
GC-TEA publikaties overwegend van méér recente datum zijn dan de werkwijzen die HPLC-
TEA beschrijven.

Bij de HPLC-TEA-werkwijzen wordt overwegend normale fase of “straight phase” chroma-
tografie op silicagel kolommen toegepast. Voordeel hiervan is dat met tamelijk a-polaire (niet
waterige) loopvloeistoffen kan worden gewerkt zoals bv.isooctaan / ethanol (80:20 ; V/V), debiet 2
ml/min (6.32). Dit is belangrijk omdat in de pyrolysebuis, die zich tussen de HPLC-kolom en de
onder vacuum staande reactickamer van de TEA-detector bevindt, grotere hoeveelheden van de
analytische kolom komende loopvloeistoffen, typisch 1 a 2 ml, snel moeten verdampen om ver-
volgens via koelvallen achter de pyrolysebuis te worden verwijderd. Dit is qua bedrijfsvoering een
moeizame en storingsgevoelige stap.

Vanwege het hoge kookpunt van NDELA wordt bij GC-methoden, op één publikatie (6.35)
en applicatie na (6.42), NDELA voor de GC-scheiding omgezet in een vluchtiger derivaat. Ge-
woonlijk wordt NDELA hiertoe gesilyleerd waarbij MSHFBA het meest wordt toegepast. Wordt
niet gederivatiseerd, dan moet contact met metalen oppervlakken of koele delen van de meetop-
stelling worden vermeden in verband met potenti€le staartvorming van het meetsignaal. Ook moet
de koppeling van de GC-kolom en de pyrolysebuis extra worden verwarmd en moet de pyrolyse-
buis-temperatuur op 500 a 600°C worden gehouden.

De NDELA-isolatiemethoden variéren van mengen van het monster met water (suspenderen)
tot meer uitgebreidere werkwijzen waarbij twee of meer chromatografiekolommen voor extractie
worden gebruikt. Opvallend is dat hierbij vaak wordt gekozen voor de Extrelut-kolom, meestal
nog gevolgd door verdere zuivering over een silica- of Sep-Pak-kolom. Verder worden ook ex-
tractiemethoden beschreven waarbij uitsluitend via silica-, Celite- of ionenwisselaarkolommen
wordt gewerkt.

Een aantal publikaties beschrijft de isolatie van NDELA uit cosmetica in combinatie met
vloeistof / vloeistof-extractie, eventueel in combinatie met verdere zuivering via een silica of en
Sep-Pak-kolom (6.19, 6.25 en 6.29). Vloeistof / vloeistof-extractie is echter vaak tijdrovend en
bewerkelijk, 0.a. in verband met emulsievorming, en vergt doorgaans aanzienlijke hoeveelheden
oplosmiddel.

Slechts één van de NDELA-analysemethoden is getest in een ringonderzoek (6.43). Het be-

treft de GC-TEA-methode beschreven door Sommer et al. (6.18) die door 10 Duitse en 1 Engels
laboratorium gemeenschappelijk is bestudeerd. De deelnemers waren daarbij vrij in de keuze van
de GC-kolom, de interne standaard en het reagens voor het vormen van het trimethylsilylderivaat
van NDELA. De overige analyse-omstandigheden waren zoals beschreven in 6.138.
Een emulsie, een douchegel en de cosmetica grondstof trimethylamine werden gemeenschappelijk
onderzocht; alle monsters waren verrijkt met 50 pg/kg NDELA. Het gemiddeld gemeten gehalte
en de daarbij behorende standaarddeviatie bedroeg 50 + 9 pg/kg voor de emulsie, 53 = 8 pg/kg
voor de douchegel en 47 + 10 pg/kg voor de grondstof. Op één deelnemer na gaven de laboratoria
als ondergrens van bepaalbaarheid op 10 pg/kg.

Bij slechts één van de gepubliceerde GC-methoden wordt gebruik gemaakt van een capillaire
kolom voor de scheiding van NDELA van de rest van de begeleidende matrixbestanddelen (6.36).
Alle andere GC-kolommen zijn van het gepakte type. Dit is zeer opmerkelijk omdat bij sporenon-
derzoek met behulp van GC de laatste jaren bij voorkeur gebruik gemaakt wordt van capillaire
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kolommen vanwege hun veel hoger scheidend vermogen en de smallere piekbreedte, en dus grote-
re gevoeligheid, in vergelijking met gepakte kolommen. Zowel voor het gebruik van capillaire
kolommen bij NA onderzoek in het algemeen als voor de bepaling van NDELA met GC-TEA is
interessant, dat recent een Rtx®-5 amine capillaire kolom is geintroduceerd (6.44) waarmee mono-,
di- en triethanolamine kunnen worden bepaald, zonder voorafgaande omzetting in meer vluchtige
verbindingen. Opmerkelijk in dit verband is verder dat recent eveneens commercieel verkrijgbaar
is een capillaire kolom die inwendig is gecoat met een film van Carbowax-20M/KOH. Dit is een
capillaire variant van de gepakte Carbowax-20M/5% KOH kolom die zéér veel wordt gebruikt bij
de bepaling van vluchtige en minder-vluchtige NA met GC-TEA.

4.2.2 NMPABAO

Over de bepaling van NMPABAO zijn tot nu toe twee publikaties verschenen (6.21 en 6.41).
Echter, uit het overzichtsartikel van Havery et al. (6.11) blijkt dat ook de FDA een analysemetho-
de heeft ontwikkeld waarvan het manuscript in 1994 is aangeboden voor publikatie in J. Assoc.
Off. Anal. Chem. Verschenen is deze publikatie tot op heden echter nog niet.

Eén artikel (6.22) beschrijft twee werkwijzen: HPLC-TEA en HPLC-MS. In beide gevallen
wordt een “particle beam interface” gebruikt voor de koppeling met de detector. Met deze speciale
koppeling kunnen grotere hoeveelheden HPLC-eluens worden verwijderd waardoor omgekeerde
fase of “reversed phase” chromatografie met oplosmiddelen als methanol, water of acetonitril
mogelijk wordt. Beschreven worden de resultaten voor drie verschillende “reversed phase” ko-
lommen waarbij zowel isocratisch als met gradiént wordt gewerkt.

Het tweede artikel beschrijft eveneens een HPLC-TEA-methode waarbij nu echter “straight

phase” chromatografie wordt toegepast (6.41). Het hart van de HPLC-TEA-koppeling vormt een
schakelkraan die de kolom met de detector alleen verbindt op het moment dat de NMPABAO-
fractie elueert. Voor een goede scheiding van NMPABAO van de meegeisoleerde matrixbestand-
delen worden twee HPLC-kolommen in serie geschakeld. Verder bevindt zich tussen de schakel-
kraan en de HPLC-kolom nog een UV-detector waarvan de golflengte is ingesteld op 280 nm.
Mede op basis van het signaal van deze detector kan de schakelkolom op tijdbasis worden geacti-
veerd.
De auteurs geven als detectiegrens op 30 pg/kg waarbij deze grens is gedefinieerd als die hoe-
veelheid NMPABAO die een signaal/ruis-verhouding geeft van 2. Voor lotion werden terugwin-
ningsexperimenten uitgevoerd op het niveau van 500 en 2000 pg/kg. De gemiddelde gemeten te-
rugwinning bedroeg resp. 85% (N =6; CV =5%) en 92% (N = 6; CV = 2%).
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5.  CONCLUSIES EN AANBEVELINGEN

Het beeld dat uit deze inventarisatie van de NA-problematiek in cosmetische produkten op
doemt is er een dat zich toespitst op de verbindingen NDELA en NMPABAO waarvan hoeveel-
heden tot het mg/kg niveau in deze produkten zijn gevonden. Beide verbindingen horen niet in
cosmetica thuis en vormen een potentieel risico voor de gezondheid van de gebruiker. Volgens de
vigerende regelgeving mogen in de Europese Unie géén cosmetica op de markt worden gebracht
die NA bevatten. Een uitzondering wordt gemaakt voor NDAA zoals NDELA. Voor deze groep
van NA worden grenzen gesteld aan het gehalte dat voor cosmetica bestemde grondstoffen ten
hoogste mogen bevatten.

In de meeste produkten die NDELA bleken te bevatten waren als grondstoffen alkanolaminen
of vetzure alkanolamiden verwerkt naast Bronidox, Bronopol of formaldehyde als konserveer-
middel.

NMPABAO werd met name aangetroffen in zonnecrémes die als UV-filter Padimate O be-
vatten. Begin tachtiger jaren zijn voor het eerst, en meteen ook voor het laatst, cosmetica van de
Nederlandse markt onderzocht op NDELA en NDiPLA. De gehalten die daarbij werden gevonden
lagen op hetzelfde niveau als elders in Europa en de Verenigde Staten werd gemeten. In het licht
van de in 1992 afgekondigde EU-regeling voor NA in cosmetica ligt het voor de hand de situatie
in Nederland voor NDELA opnieuw te inventariseren en daarbij dan ook met name NMPABAO
te betrekken, omdat informatie over dit NA in monsters van de Nederlandse markt ontbreekt. Het
verzamelen van de voor dit onderzoek benodigde monsters moet in nauwe samenwerking met de
IGB te Enschede worden uitgevoerd en moet met name op die monsters worden gericht waarin
grondstoffen zijn verwerkt waaruit NDELA en/of NMPABAO kan ontstaan.

Voor de detectie van NA wordt overwegend de TEA detector gebruikt vanwege zijn hoge ge-
voeligheid en selectiviteit. Voor de NDELA-bepaling wordt deze gecombineerd met HPLC- of
GC-scheiding en voor NMPABAO tot nu toe alleen met HPLC-scheiding van de componenten.
Valt de keuze op een GC-TEA-methode dan wordt, voorafgaande aan de GC-scheiding, NDELA
meestal eerst gesilyleerd. GC-TEA-bepaling is echter ook mogelijk zonder voorafgaande derivati-
sering van NDELA. Aanbevolen wordt met name deze laatste mogelijkheid te exploreren voor
zowel NDELA als NMPABAO in combinatie met het gebruik van capillaire kolommen, ontwik-
keld voor de GC-scheiding van aminen en alkanolaminen.

Bij de isolatie van NDELA uit cosmetische produkten wordt veel gebruik gemaakt van chro-
matografiekolommen van het type Extrelut. Deze wijze van isoleren wordt gecombineerd met
verdere opwerking van de extracten via Sep-Pak- of silicakolommen. Vloeistof / vloeistof-
extractie wordt eveneens beschreven voor de NDELA-isolatie maar is veel minder aantrekkelijk.

Op grond van de evaluatie van de NDELA en NMPABAO analysemethoden lijken de mon-
stervoorbewerkingen beschreven in 6.18 en 6.38 het beste uitzicht te bieden op een succesvolle
operationalisering in combinatie met GC-TEA-scheiding en detectie. Met name de werkwijze be-
schreven in 6.43 is interessant omdat dit de enige methode is die, zij het slechts gedeeltelijk, getest
is in een ringonderzoek.

Samenvattend wordt aanbevolen om:
- in opdracht van de HIGB, en in nauwe samenwerking met de IGB te Enschede voor de be-

monstering, onderzoek uit te voeren naar het gehalte van NDELA en NMPABAO in een se-
lectief aantal cosmetica monsters van de Nederlandse markt.
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- een analysemethode te ontwikkelen voor de bepaling van NDELA en NMPABAO met behulp
van GC-TEA. De aandacht hierbij moet met name worden gericht op de mogelijkheid om
NMPABAO en NDELA, deze laatste zonder voorafgaande derivatisering, te chromatograferen
op een capillaire kolom. Voor de monstervoorbewerking kan het beste worden gemikt op iso-
latie van de analyten via een Extrelut-kolom en een verdere zuivering en concentratie via ande-
re chromatografiekolommen.
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Bijlage IL

Overzicht van afkortingen frequent gebruikt voor instellingen, detectoren, scheidings- en
detectietechnieken en chemische verbindingen

Afkorting Volledige naam in de oorspronkelijke taal

ACS American Chemical Society (USA)

Ac,O Acetic acid anhydride

t-BuDMCS tertiair-butyldimethylchlorosilane

Bronidox 5-bromo-5-nitro-1,3-dioxaan

Bronopol 2-bromo-2-nitropropaan-1,3-diol

BSA N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide

BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide

CA Chemical Abstracts

CAS Chemical Abstracts Service

CTFA Cosmetic, Toiletry and Fragrance Association (USA)

ECD Electron Capture Detector

ELCD Electrolytic Conductivity Detector

EU Europese Unie

FDA Food and Drug Administration (USA)

GC Gas Chromatography

HIGB Hoofdinspectie Gezondheidsbescherming

HPLC High Performance Liquid Chromatography or
High Pressure Liquid Chromatography

IARC International Agency for Research on Cancer (France)

IGB Inspectie Gezondheidsbescherming

MAP Meerjaren Activiteiten Programma

MS Mass Spectrometry

MBTFA N-methylbistrifluoroacetamide

MSHFBA N-methyl-N-trimethylsilylheptafluorobutyramide

MSTFA N-methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamide

NA N-nitrosamine

NDAA N-nitrosodialkanolamine

NDBA N-nitrosodi-n-butylamine

NDEA N-nitrosodiethylamine

NDELA N-nitrosodiethanolamine

NDiPLA N-nitrosodiisopropanolamine

NDMA N-nitrosodimethylamine

NDPA N-nitrosodi-n-propylamine

NMDDA N-nitroso-N-methyldodecylamine

NMODA N-nitroso-N-methyloctadecylamine

NMOR N-nitrosomorpholine

NMPABAO 2-ethylhexyl 4-(N-nitroso-N-methylamino)benzoate

NMTDA N-nitroso-N-methyltetradecylamine

Padimate O 2-ethylhexyl 4-(N,N-dimethylamino)benzoate

PTFA Peroxitrifluoroacetic acid

TEA Thermal Energy Analyzer

Uv Ultraviolet (light / detection)

VIS Visible (light / detection)



