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Recherche des colorants organiques artificiels
dans les produits cosmétiques

III. Identification des pigments anioniques par chromatographie
en phase liquide a haute performance

Analysis of Artificial Organic Colours in Cosmetics

[1I. Identification of Anionic Pigments using High Performance
Liquid Chromatography

A. Etournaud et J.-D. Aubort

Laboratoire cantonal, Epalinges-Lausanne

Introduction

Dans la catégorie des pigments anioniques sont classés les colorants azoiques
acides sulfoniques et/ou acides carboxyliques, utilisés généralement sous forme
de sels de calcium, strontium ou baryum insolubles dans I’eau (1). Les représen-
tants les plus importants sont la litholrubine BK (C.I.* 15850), le rouge perma-
nent BB (C.I. 15865), le lithol Bordeaux R (C.I. 15880) et la laque rouge C
(C.I. 15585). Les sels de sodium de I’orange II (C.1. 15510) et de la roccelline (C.I.
15620), dont le comportement chromatographique est analogue a celui des pig-
ments anioniques, peuvent étre rattachés a cette catégorie.

Bien que ces matieres colorantes soient couramment utilisées pour la pigmen-
tation des produits cosmétiques, notamment les rouges a lévres, les fards et les
vernis a ongles (2—5), les méthodes d’identification décrites jusqu’a présent ne
sont guere satisfaisantes. En chromatographie sur couche mince (1, 3, 6), les cou-
leurs des spots sont pratiquement identiques, et les éluants proposés n’opérent
qu’une séparation médiocre. En cas d’incertitude, ou en présence de mélanges de
pigments anioniques, la chromatographie sur couche mince des produits de ré-
duction (7, 8), délicate a réaliser, n’apporte qu’une aide limitée. Les informations

*  Colour index, 3eme édition, 1971, Society of Dyers and Colourists, Bradford, England et
American Assoc. of Textil Chemists and Colorists, Lowell, Mass., USA.
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fournies par le spectre dans le visible, méme avec I’enregistrement de la dérivée
seconde, sont insuffisantes pour une identification stre, et cette technique est
inutilisable pour I'examen de mélanges de matiéres colorantes.

La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC), largement
développée ces derniéres années, permet de résoudre aisément un tel probléme.
Des diverses techniques utilisables pour la séparation de composés organiques
acides, la chromatographie de paires d’ions en phase inversée offre une alternative
intéressante aux techniques en phase inversée en milieu tamponné ou sur co-
lonnes d’échangeurs d’ions (9). Ce procédé a déja été utilisé avec succes pour la
séparation et I'identification des colorants hydrosolubles acides a usage alimen-
- taire (10—14).

Le présent travail propose une méthode de séparation des pigments anioni-
ques par chromatographie HPLC de paires d’ions en phase inversée, avec élution
en régime isocratique. Tout en permettant une identification stre de ces pig-
ments, cette technique offre la possibilité de les doser, ce qui peut s’avérer utile
lorsque les législations imposent des restrictions quantitatives pour la coloration
de certains produits cosmétiques (15).

Partie expérimentale
Réactifs

Méthanol pour la chromatographie liquide (Merck no 6007).

Réactif «PIC A» (Waters no 85101), a utiliser selon les indications du fabricant.

Un réactif de propriétés équivalentes peut étre préparé a partir d’hydroxyde de té-

tra-n-butylammonium, selon Lawrence et coll. (13).

Colorants de référence:

(N. B.: on peut utiliser indifféremment, comme standards de référence, les pig-

ments anioniques sous forme d’acides libres ou de sels de sodium, calcium, stron-

tium ou baryum)

— Orange II (Acid Orange 7, C.I. 15510): sel de sodium de ’acide (hydroxy-2
naphtyl-1 azo)-4 benzénesulfonique (Fluka no 75370).

— Rouge permanent NCR (Pigment Red 68, C.I. 15525): sel de calcium de
Pacide chloro-2 (hydroxy-2 naphtyl-l1 azo)-5 sulfo-4 benzoique (Hoechst,
Frankfurt, RFA). Il peut étre synthétisé par sulfonation de I'acide amino-5
chloro-2 benzoique et diazocopulation de I’acide amino-5 chloro-2 sulfo-4
benzoique ainsi formé avec le naphtol-2.

— Rouge lithol RMT extra (Pigment Red 51, C.1. 15580): sel de baryum de I’acide
(hydroxy-2 naphtyl-1 azo)-4 méthyl-2 benzénesulfonique, synthétisé par dia-
zocopulation de I'acide amino-4 méthyl-2 benzénesulfonique avec le naph-
tol-2.

— Laque rouge C (Pigment Red 53, C.I. 15585): sel de baryum de [’acide chloro-
5 (hydroxy-2 naphtyl-1 azo)-2 méthyl-4 benzeénesulfonique, synthétisé par dia-
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zocopulation de I’acide amino-2 chloro-5 méthyl-4 benzeénesulfonique avec le
naphtol-2.

— Roccelline (Acid Red 88, C.I. 15620): sel de sodium de I'acide (hydroxy-2
naphtyl-1 azo)-4 naphtalénesulfonique-1 (BASF, Ludwigshafen, RFA).

— Rouge lithol (Pigment Red 49, C.I. 15630): sel de baryum de I’acide (hydro-
xy-2 naphtyl-1 azo)-2 naphtalénesulfonique-1, synthétisé par diazocopulation
de P’acide amino-2 naphtalénesulfonique-1 avec le naphtol-2.

— Laque rouge brillante R (Pigment Red 64, C.I. 15800): sel de calcium de
I’acide hydroxy-3 phénylazo-4 naphtoique-2, synthétisé par diazocopulation
de I'aniline avec ’acide hydroxy-3 naphtoique-2.

— Litholrubine BK (Pigment Red 57, C.I. 15850): sel de calcium de I’acide hy-
droxy-3 (méthyl-4 sulfo-2 phénylazo)-4 naphtoique-2 (standard de référence
OESD).

— Rouge permanent BB (Pigment Red 48, C.I. 15865): sel de calcium de I’acide
(chloro-5 méthyl-4 sulfo-2 phénylazo)-4 hydroxy-3 naphtmque -2, synthétisé
par sulfonation de I'amino-4 chloro-2 toluéne, puis dlazocopulatlon de
I’acide amino-2 chloro-4 méthyl-5 benzenesulfomque ainsi formé avec I’acide
hydroxy-3 naphtoique-2.

— Laque Bordeaux B (Pigment Red 63, C.I. 15880): sel de calcium de I’acide hy-
droxy-3 (sulfo-1 naphtyl-2 azo)-4 naphtoique-2, synthétisé par diazocopula-
tion de ’acide amino-2 naphtalénesulfonique-1 avec ’acide hydroxy-3 naph-
toique-2.

Solutions de standards de référence pour la chromatographie HPLC: solutions

0,05 a 0, mg/ml dans I’éluant utilisé pour la HPLC.

Equipement

Chromatographe HPLC: pompe Spectra-Physics, modele 8700, injecteur Rheo-
dyne, modele 7125 avec loop de 20 ul, détecteur spectrophotométrique Perkin-
Elmer, modéle LC-75, enregistreur potentiométrique Metrohm, modéle E 478.
Colonne HPLC: voir sous «Conditions chromatographiques».

Agitateur type «Vortex».

Mode opératoire

Préparer I’extrait contenant les colorants acides et les pigments anioniques selon
les méthodes décrites pour la recherche des colorants artificiels dans les rouges a
léevres et les fards (4) et dans les vernis a ongles (5).

Evaporer cet extrait a sec sous vide, reprendre le résidu avec 0,2 a 0,5 ml
d’éluant utilisé pour la HPLC, en agitant au «Vortex» et en chauffant légerement,
s1 nécessaire.

Injecter successivement les extraits des échantillons examinés et les standards
de référence sur le chromatographe HPLC, dans les conditions décrites ci-apres.
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Comparer les temps ou volumes de rétention. Pour confirmer I'identité d’un co-
lorant, il peut étre utile de comparer les réponses obtenues en faisant varier la
longueur d’onde du détecteur.

Conditions chromatographiques

Colonne HPLC: Spherisorb RP-18 10 um, longueur 250 mm, diameétre intérieur
4,6 mm (Brownlee Labs).

Eluant pour la HPLC: méthanol-eau 65:35 (v/v) avec réactif «PIC A».
Longueur d’onde de détection: 480 nm, en regle générale.

Débit d’élution: 2 ml/min.

Résultats et discussion

L’avantage de la chromatographie liquide haute performance sur la chromato-
graphie sur couche mince, pour la séparation des pigments anioniques, apparait
clairement en comparant le chromatogramme illustré a la figure 1 et les valeurs
de R; obtenues avec deux éluants distincts, rassemblées dans le tableau 1.

1

1Y e

I -
0 b 10 15 20 min

=4
|
|

Fig. 1. Séparation par chromatographie HPLC de paires d’ions en phase inversée de C.1.
15525 (1), C.1. 15850 (2), C.1. 15510 (3), C.1. 15880 (4), C.1. 15865 (5), C.I. 15800
(6), C.1. 15580 (7), a la concentration de 0,05 mg/ml chacun, et C.I. 15620 (8),
C.1. 15630 (9), C.I. 15585 (10) a la concentration de 0,1 mg/ml chacun.
Conditions chromatographiques: voir «Partie expérimentale»

Avec la chromatographie sur couche mince, une distinction nette entre les co-
lorants C.I. 15510, 15580, 15620 et 15800, ou entre C.I. 15585 et 15630, ou encore
entre C.1. 15850 et 15865, n’est pratiquement pas réalisable. Avec la technique de
chromatographie HPLC proposée, il est possible de séparer de maniére satisfai-
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sante 10 pigments anioniques en moins de 20 minutes, sans avoir recours a un
gradient d’élution.

Tablean 1. Chromatographie sur couche mince des pigments anioniques avec
deux systemes distincts, selon (1)

C.I No Couleur dis sgot Valeurs indicatives de Ry
Systeme 1 Systéme 2
15510 orange 0,3 tr 0,34
155235 rouge-orange 0,62 0,08
15580 rouge-orange 0,2 tr 0,38
15585 rouge-orange 0,1 tr 0,58
15620 rouge ’ 0,1 tr 0,41
15630 rouge-orange 0,03 0,52
15800 rouge 0,2 tr 0,39
15850 rouge 0,50 0,14
15865 rouge 0,39 0,19
15880 rouge 0,11 0,16

tr = trainée

Systeme 1: Eluant: 1 ml d’é¢thanolamine dans 100 ml de solution aqueuse de
Na,EDTA 0,005 mol/l.
Adsorbant: couche de cellulose de 0,1 mm sur feuille plastique
(Merck no 5577).

Systéme 2: Eluant: 100 ml d’acétate d’éthyle + 30 ml de diméthylformamide +
5 ml d’ammoniaque 25% + 7 ml d’eau.
Adsorbant: couche de gel de silice de 0,2 mm sur feuille plastique
(Merck no 5748).

La longueur d’onde de détection choisie (480 nm) est proche des maxima
d’absorption des pigments anioniques en solution dans I’éluant utilisé pour la
HPLC. Cependant, de bons résultats peuvent aussi étre obtenus a la longueur
d’onde de 500 et méme 520 nm.

L’application de cette technique chromatographique aux extraits de colorants
isolés a partir de produits cosmétiques ne présente aucune difficulté. Les sépara-
tions obtenues avec les extraits d’un rouge a leévres et d’un vernis a ongles sont il-
lustrées aux figures 2 et 3. Pour tous les échantillons examinés, I'identification
des pigments anioniques a été réalisée sans probleme. Les colorants hydrosolu-
bles acides éventuellement aussi présents n’interférent pas, leurs volumes de ré-
tention étant nettement inférieurs a ceux des pigments anioniques.

Pour réaliser une appréciation guantitative, en comparant les hauteurs ou les
surfaces des pics des extraits d’échantillons et des standards de référence, il doit
étre tenu compte du poids de la prise d’échantillon, de la fraction d’extrait dépo-
sée sur la micro-colonne de polyamide et du volume final de ’extrait examiné par
chromatographie HPLC.
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Fig. 2. Chromatographie HPLC de Fig. 3. Chromatographie HPLC de ’ex-
’extrait obtenu a partir d’un trait obtenu a partir d’'un vernis a
rouge a levres (selon la métho- ongles (selon la méthode (5)),
de (4)), contenant C.I. 15850 contenant C.I. 15850 (1), C.L
(1) et C.I. 15585 (2). 15880 (2) et C.I. 15865 (3).
Conditions chromatographi- Conditions chromatographiques
ques identiques a celles de la identiques a celles de la figure 1
figure 1

Résumé

Les colorants qui appartiennent au groupe des pigments anioniques, isolés des produits
cosmétiques tels que les rouges d leévres, les fards et les vernis a ongles, sont identifiés par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) de paires d’ions, en phase
inversée. Une séparation satisfaisante et rapide est obtenue en régime isocratique, en utili-
sant comme éluant un mélange méthanol-eau 65:35 avec le réactif «PIC A» (tétrabutylam-
monium). -

Cette technique permet également une appréciation quantitative.

Zusammenfassung

Anionische Pigmentfarbstoffe aus Kosmetika wie Lippenstifte, Make-ups und Nagellak-
ke werden durch lonenpaar-Umkehrphasen-HPLC nachgewiesen. Eine befriedigende und
schnelle Trennung wird unter isokratischen Bedingungen mit Methanol-Wasser 65:35 als
Eluierungsmittel mit «PIC A» (Tetrabutylammonium) als Reagenz erreicht.

Diese Technik erlaubt ebenfalls eine mengenmissige Beurteilung.

Summary

Anionic pigment dyes, i1solated from cosmetic products, e. g. lipsticks, make-up and
nail lackers, are identified using ion pair high-performance liquid chromatography on re-
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versed phase. A satisfactory and rapid separation is obtained by elution with methanol-wa-
ter 65:35 and «PIC A» (tetrabutylammonium) reagent.

10.

11.

12:

13.

14.

5

This technique allows a quantitative appreciation.
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