附件3：
化妆品中α-氯甲苯的检测方法

（征求意见稿）

1 适用范围

本方法规定了采用气相色谱法测定化妆品中禁用物质α-氯甲苯(CAS：100-44-7)的方法。
本方法适用于洗护发类、膏霜类、乳液类、化妆水类化妆品中α-氯甲苯的测定。
2 方法提要

样品在经过提取后，采用气相色谱仪分离，用氢火焰离子化检测器检测。根据保留时间定性，峰面积定量，以标准曲线法计算含量。必要时，采用气相色谱-质谱（GC-MS）确证。本方法对α-氯甲苯的检出限为0.00038μg，定量下限为0.0012μg。若取2.0g样品，本方法对α-氯甲苯的检出浓度为1.9μg/g，最低定量浓度为6.3μg/g。
3 试剂和材料
除另有规定外，所用试剂均为分析纯。水为一级实验用水。
3.1  高纯氮（99.999%）。
3.2  高纯氢（99.999%）。
3.3  高纯氦（99.999%）。
3.4  无油压缩空气，经装5Å分子筛的净化管净化。
3.5  三氯甲烷（色谱纯）。
3.6  α-氯甲苯，纯度≥99%。
3.7  正己烷（色谱纯）。
3.8  饱和氯化钠溶液：称取40 g 氯化钠，置于250mL磨口锥形瓶中，加入100 mL水，超声15分钟，即得。
3.9  无水硫酸钠。
3.10  α-氯甲苯标准储备溶液：称取α-氯甲苯(3.6)0.1g，精确至0.0001g，置100mL容量瓶中，用三氯甲烷(3.5)溶解并稀释至刻度，摇匀，配成质量浓度为1g/L的标准储备溶液。
3.11  α-氯甲苯标准工作溶液：用三氯甲烷(3.5)将上述标准储备溶液(3.10)分别配成α-氯甲苯浓度为2.5μg/mL、12.5μg/mL、25μg/mL、50μg/mL，100μg/mL的标准工作溶液。
4 仪器

4.1 气相色谱仪：具氢火焰离子化检测器。
4.2 气相色谱-四极杆质谱联用仪（GC-MS）。
4.3 色谱柱：DB-1701P（30m×0.32mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱。
4.4 分析天平：感量0.0001g。
4.5 分析天平：感量0.01g。
4.6 高速离心机：转速不小于5000 r/min。
5 测定步骤

5.1 样品前处理
称取样品约2g，精确至0.0001g，置于100mL具塞锥形瓶中，加入饱和氯化钠溶液（3.8）10mL，振荡溶解后转移至25mL分液漏斗。以三氯甲烷（3.5）10mL分两次萃取，振摇时间30s，必要时离心分离，合并有机相至10mL具塞比色管，补加三氯甲烷（3.5）至刻度，加入适量无水硫酸钠（3.9）干燥，溶液经0.45μm滤膜过滤，取续滤液作为待测溶液，备用。
5.2 测定
5.2.1 气相色谱（GC-FID）参考条件
色谱柱：DB-1701P（30m×0.32mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱；
柱温程序：90℃（10min），10℃/min 升至250℃（10min）；进样口温度：200℃；
检测口温度：250℃；
载气：N2，流速：1.5mL/min；
氢气流量：40mL/min；
空气流量：400mL/min；
尾吹氮气流量：25mL/min；
进样方式：分流进样，分流比5:1；进样量：1μL。
5.2.2  测定方法
按“5.2.1”项下色谱条件，取α-氯甲苯标准工作溶液（3.11）分别进样，进行气相色谱分析，以峰面积为纵坐标，标准溶液浓度为横坐标进行线性回归，建立标准工作曲线。取“5.1”项下处理得到的待测溶液进样，根据测定成分的峰面积，代入标准工作曲线得出α-氯甲苯的质量浓度。按“6 计算”，计算试样中α-氯甲苯的质量分数。
5.3  平行实验
按以上步骤操作，对同一样品独立进行测定获得的两次独立测试结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
5.4 阳性结果确证
测定过程中若有阳性结果，可采用气相色谱-质谱法进一步确证。
在相同的实验条件下，如果样品中检出的色谱峰的保留时间与标准溶液中对应成分一致，所选择的监测离子的相对丰度比与相当浓度标准溶液的选择监测离子相对丰度比的偏差不超过表1规定范围，则可以判定样品中存在对应的待测成分。试样溶液中α-氯甲苯含量较高时，可用三氯甲烷（3.5）稀释制成含α-氯甲苯为0.2μg/mL~12μg/mL的浓度范围进行气相色谱-质谱法测定。
表1  阳性结果确证时相对离子丰度比的最大允许偏差
	相对离子丰度（k）
	k≥50%
	50%＞k≥20%
	20%＞k≥10%
	k≤10%

	最大允许偏差
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


5.4.1气相色谱-质谱（GC-MS）参考条件：
5.4.1.1色谱条件
色谱柱：VF-1701MS（30m×0.25mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱；
柱温程序：90℃（10min），10℃/min 升至250℃（10min）；
进样口温度：200℃；
载气：氦气1.0mL/min；
进样方式：分流进样，分流比5:1；进样量：1μL。
5.4.1.2质谱条件
电离方式：电子轰击源（EI），电离能量为70eV；
离子源温度：220℃；
传输线温度：220℃；
分析器(电子倍增器)电压：1100V；
溶剂延迟时间：4分钟；
扫描方式：采用选择性离子监测（SIM）采集；α-氯甲苯的特征离子为m/z 91、126、65，选择不同的离子通道，以m/z 91作为定量离子，以m/z 91、126、65作为定性鉴别离子，考察各特征离子与m/z 91离子的丰度比。
在以上色谱、质谱条件下，α-氯甲苯的特征离子见表2。
表2  待测成分的定性离子
	待测成分
	分子式
	特征选择离子及丰度比

	α-氯甲苯
	C6H5CH2Cl
	91（100）,126（26）,65(13)


6 计算
w（被测成分）= ρV/m

式中：
w（被测成分） —— 样品中被测成分的质量分数，μg/g；
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—— 从标准曲线中得出的待测溶液中被测成分的质量浓度，μg/mL；
V —— 样品定容体积，mL；
m —— 样品取样量，g。
7 回收率和精密度
多家实验室验证低浓度的平均提取回收率在91.9～104.5%之间，相对标准偏差小于3.8%（n=6）；高浓度的平均提取回收率在92.6～107.8%之间，并且RSD小于3.2%（n=6）。
8 色谱图、质谱图
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图1  α-氯甲苯标准溶液的气相色谱图（α-氯甲苯 TR=7.340min）
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图2  α-氯甲苯的全扫描总离子流图（α-氯甲苯TR=5.71min）
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图3  α-氯甲苯的质谱图
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图4  α-氯甲苯的选择性离子扫描质量色谱图（α-氯甲苯TR=5.70min）
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图5  α-氯甲苯的选择离子扫描质谱图
化妆品中α-氯甲苯的检测方法起草说明
为加强化妆品中禁用物质的监督管理，国家食品药品监督管理局于2010年8月委托辽宁省食品药品检验所（以下简称辽宁所）开展化妆品中α-氯甲苯检测方法的建立工作，现就起草工作有关情况说明如下：
一、起草的必要性
《化妆品卫生规范》2007年版中规定α-氯甲苯为禁用物质。α-氯甲苯作为重要的有机合成中间体，广泛用于医药、农药、香精、染料助剂等方面，在化妆品中存在的微量的α-氯甲苯来源于化妆品原料生产过程。α-氯甲苯具有皮肤刺激性，可经由多种途径进入人体影响身体健康。但是目前我国的化妆品卫生规范没有α-氯甲苯检测方法。本检测方法的制定旨在采用气相色谱法检测有可能被带入化妆品中的α-氯甲苯，并且建立其确证方法，为化妆品中禁用物质的的监管提供快速、准确的检测方法，体现我国化妆品检测的水平和对化妆品监管的力度。
二、起草依据及文献
（一）《化妆品卫生规范》2007年版.

（二）The cosmetic Directive of Council European Communities, 76/768/EEC.

（三）Quantitative gas chromatographic analysis of ternary mixtures of benzyl chloride, benzal chloride and benzotrichloride   Journal of Chromatography A, Volume 16, 1964, Pages 285-292
（四）Gas chromatographic–mass spectrometric identification and quantitation of benzyl alcohol in serum after derivatization with perfluorooctanoyl chloride: a new derivative. Journal of Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, Volume 708, Issues 1-2, 24 April 1998

（五）气相色谱法测定地下水中氯化苄. 中国环境监测，1996，12（5).

（六）气相色谱法测定环境空气中氯化苄和甲苯.环境监测管理与技术，2000，12

（七）气相色谱法测定废水中的氯化苄.环境科学与技术，1999，87（4）.

（八）气相色谱法测定酚醛树脂中的氯化苄.化学研究与应用，2004，16（5）.

（九）中空纤维液相微萃取-气相色谱/质谱联用检测水中的氯化苄.分析化学研究简报，2008，36(11）.

（十）气相色谱法同时测定树脂中氯化苄、苄醇和苯酚.化学研究与应用，2006，18

三、起草原则

本检测方法兼具先进性与可行性，条理清晰，可操作性强的特点，尽量采用目前化妆品检测实验室普遍具备的先进的分析技术，选择准确、可行、便于实际操作的分析条件，保证检测方法的可操作性和重现性。

四、起草过程

国家食品药品监督管理局于2010年8月委托辽宁所开展委托辽宁所开展阳离子表面活性剂羊毛脂酸季铵盐中α-氯甲苯检测方法建立和验证工作。通过查阅国内外相关文献资料等调研工作后，辽宁所开始了实验研究，2011年8月初基本完成了该方法的研究和建立工作。2011年10月17日就该项工作的进展情况向国家食品药品监督管理局食品许可司进行汇报。根据专家意见将课题改为：化妆品中α-氯甲苯检测方法建立和验证工作。
同年，辽宁所就化妆品中α-氯甲苯检测方法建立进行了细致的实验，并与广东省食品药品检验所、上海市食品药品检验所和辽宁省产品质量监督检验院三家验证单位交流和沟通实验室间方法验证的事宜，就该方法的适用范围、原理、试剂材料、仪器设备、测定步骤等内容进行了交流，并交接了验证技术资料、验证用标准品和样品。三家验证单位于12月底陆续将验证材料报送辽宁所，辽宁所将多家实验室方法验证材料进行总结和分析，起草了检测方法和编制说明，并报送国家食品药品监督管理局。

11月16日，国家食品药品监督管理局保健食品化妆品监管司组织相关专家，在北京宣武门商务酒店，召开了专家论证会，听取了专家的意见和建议，对方法进行了进一步修改和完善。
五、重点说明的问题

（一）关于体例。本检测方法的体例主要参照国家食品药品监督管理局已发布化妆品中禁用物质检测方法的体例，便于化妆品检验领域相关检验人员的阅读和实际操作。

（二）关于α-氯甲苯
α-氯甲苯（别名：氯化苄、苄基氯），在通常情况下为无色或微黄色有强烈刺激性气味的液体，有催泪性。与三氯甲烷、乙醇、乙醚等有机溶剂混溶。不溶于水，但可以与水蒸气一起挥发。α-氯甲苯作为重要的有机合成中间体，广泛用于医药、农药、香精、染料助剂等方面，在化妆品中存在的微量的α-氯甲苯来源于化妆品原料生产过程。α-氯甲苯具有皮肤刺激性，可经由多种途径进入人体影响身体健康。故我国化妆品卫生规范将α-氯甲苯列为禁用物质，在欧盟76/768/EEC化妆品指令中，α-氯甲苯也属禁用物质。
（三）关于检测方法的建立和验证。经过对化妆品中α-氯甲苯样品前处理方法的选择，分析条件的优化，最终建立了化妆品中α-氯甲苯的气相色谱检测与气相色谱-串联质谱确证方法。

实验室内验证结果表明，本方法在2.5～100 μg/mL浓度范围内呈线性（相关系数＞0.99），α-氯甲苯的检出限为0.00038(g；定量下限0.0012(g。当取样量为2.0g时，α-氯甲苯的检出浓度为1.9μg/g；最低定量浓度为6.3μg/g。空白基质对α-氯甲苯的测定无干扰，低浓度提取回收率为93.0%~103.2%，相对标准偏差小于3.4%，高浓度的平均提取回收率为94.7 %~103.0%，相对标准偏差小于2.0%。结果证实，本方法可以满足化妆品中α-氯甲苯的检测要求，并最终确定采用外标标准曲线法计算样本中α-氯甲苯的含量。

三家实验室验证在2.5～100 μg/mL浓度范围内呈线性（相关系数＞0.99），多家实验室验证低浓度的平均方法回收率为91.9%~104.5%，相对标准偏差小于3.8 %，高浓度的平均方法回收率为92.6%~107.8%，相对标准偏差小于3.2%。多家实验室验证证实所建立方法可作为化妆品中α-氯甲苯的检测方法。
化妆品中α-氯甲苯的检测方法编制说明

第一部分 基本信息

1 简介

α-氯甲苯（别名：氯化苄、苄基氯），在通常情况下为无色或微黄色有强烈刺激性气味的液体，有催泪性。与三氯甲烷、乙醇、乙醚等有机溶剂混溶。不溶于水，但可以与水蒸气一起挥发。α-氯甲苯作为重要的有机合成中间体，广泛用于医药、农药、香精、染料助剂等方面，在化妆品中存在的微量的α-氯甲苯来源于化妆品原料生产过程。α-氯甲苯具有皮肤刺激性，可经由多种途径进入人体影响身体健康。故我国化妆品卫生规范将α-氯甲苯列为禁用物质，在欧盟76/768/EEC化妆品指令中，α-氯甲苯也属禁用物质。
2  属性信息

中文名：α-氯甲苯
英文名称：benzyl chloride

分子式：C6H5CH2Cl

分子量：126. 58 

CAS号：100-44-7

结构式：
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3  禁用标准： 2007版《化妆品卫生规范》表2（1）化妆品禁用组分3。

第二部分  方法选择与优化
1 分析方法及其条件的选择与优化

1.1 提取方法的选择

样品前处理是基于α-氯甲苯可与三氯甲烷、乙醇、乙醚等有机溶剂混溶，几乎不溶于水，且α-氯甲苯密度大于水的特点来确定的。根据此性质我们选择先用饱和氯化钠溶液溶解水溶性化妆品基质，再用密度大于水的有机相三氯甲烷萃取的前处理方案。在最终的供试液中加入无水硫酸钠以达到脱水目的。化妆品根据功能不同使用不同的基质和成分，给目标物的提取、分离、纯化和检测带来了较大的困难。本标准适用范围中涉及洗发露、护发素、洗面奶类化妆品，在最初方案中采用水为溶剂溶解化妆品基质，再用三氯甲烷萃取的处理方案时，上述三类化妆品乳化现象严重，改用饱和氯化钠溶液作为溶剂溶解化妆品基质，再用三氯甲烷萃取α-氯甲苯时，产生盐析作用，消除乳化现象，使有机相与水相分层，氯化钠作为电解质，其离子的水化作用可使溶液中水分子的活度减小，从而降低了被萃取物与水分子结合的能力，有利于萃取的进行。在前处理方案确定过程中，选择典型膏霜类化妆品，在其中添加1mg的α-氯甲苯，分别对三氯甲烷的萃取次数和萃取时间进行了考察，最终确定萃取次数为2次，每次三氯甲烷用量5mL，萃取时间30s。
1.2分析方法的选择
α-氯甲苯的检测方法主要有气相色谱法、气相色谱—质谱法等，其残留检测涉及到地下水、污水、空气环境、树脂等。化妆品样品由于基质复杂，分析技术难度较大，目前尚无的化妆品中α-氯甲苯的测定方法报道。α-氯甲苯为较强极性化合物，采用反相液相色谱法测定α-氯甲苯在色谱柱上不易保留，所检索到的文献均采用气相色谱法测定该物质，因此决定采用气相色谱及气质联用技术建立α-氯甲苯的检测方法，在α-氯甲苯分析方法研究过程中分别对样品前处理方法、气相色谱分析条件进行了选择和优化，建立了快速、简便、灵敏度高的化妆品中残留的α-氯甲苯的检测方法。
1.2.1色谱柱的选择
为了能在同一色谱条件下将待测化妆品基质成分与α-氯甲苯达到较好的分离效果，实验先后考察了弱极性的HP-5（30m×0.32mm×0.25μm）、中等极性的DB-225ms（30m×0.32mm×0.25μm）和DB-1701P色谱柱（30m×0.32mm×0.25μm）、极性的DB-WAX（30m×0.32mm×0.25μm）4种毛细管色谱柱对α-氯甲苯的分离效果。实验发现α-氯甲苯在弱极性的HP-5毛细管柱上保留时间短，与化妆品基质不易分离；采用DB-WAX毛细管柱化妆品基质中的强极性成分不易洗脱；最后，根据α-氯甲苯的结构特点，具有一个吸电子基团，具有较强极性，选择了中等极性色谱柱：DB-1701P（30m×0.32mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱。
1.2.2升温程序的选择
在选择的最佳气相色谱柱后，先后试验了多种柱温程序进行比较，结果选择柱温，90℃保持10min（用于检测α-氯甲苯），10℃/min 升至250℃保持10min（用于洗脱样品中可能含有的重组分）。
1.2. 3检测器参数确定
对FID检测器参数进行优化，最后确定温度检测口温度250℃，高纯氢气40mL/min，压缩空气400mL/min。
最后确定气相色谱条件如下：
色谱柱：DB-1701P（30m×0.32mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱。
温度：进样口温度200℃，检测口温度250℃，柱温，90℃（10min），10℃/min 升至250℃（10min）；
气体流量：高纯氮气1.5mL/min，尾吹氮气25mL/min，高纯氢气40mL/min，压缩空气400mL/min；
进样方式：分流进样，分流比5：1； 进样量：1μL
1.3 气相色谱-四极杆质谱联用分析条件的建立
当检测的样品测得的目标物质，以保留时间定性后，含量超过最低检出限，且色谱图中成分较多，相应位置可能存在干扰，无法判定时可采用气相色谱-质谱法进一步确证。
扫描方式采用了选择性离子监测（SIM）模式，参考了欧盟96/23/EC指令中关于质谱确认方法的规定，当采用选择性离子监测（SIM）模式（非全扫描技术）测量时，96/23/EC指令附录Ⅰ中B组物质的确认需要最少3个识别点。α-氯甲苯属96/23/EC指令附录Ⅰ中规定的B组物质，并且α-氯甲苯结构较简单，其一级质谱中特征碎片较少，故根据特征离子的选择原则，选择了丰度大，质量数较高，在样品中干扰较少的m/z 91、126、65作为其特征离子；以m/z 91作为定量离子，以m/z 91、126、65作为定性鉴别离子。
最终确定的气相色谱-质谱条件为：
色谱条件：
色谱柱：VF-1701MS（30m×0.25mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱；
柱温程序：90℃（10min），10℃/min 升至250℃（10min）；
进样口温度：200℃；
载气：氦气1.0mL/min；
进样方式：分流进样，分流比5：1; 进样量：1μL。
质谱条件：
电离方式：电子轰击源（EI），电离能量为70eV；
离子源温度：220℃；
传输线温度：220℃；
分析器(电子倍增器)电压：1100V；
溶剂延迟时间：4分钟；
扫描方式：采用选择性离子监测（SIM）采集；α-氯甲苯的特征离子为m/z 91、126、65，选择不同的离子通道，以m/z 91作为定量离子，以m/z 91、126、65作为定性鉴别离子，考察各特征离子与m/z 91离子的丰度比。
第三部分  验证
1 实验室内验证
实验室内验证，选择了五个空白化妆品样品作为验证的基质，分别编号为空白基质1（顺爽深层养护型护理洗发露，丝宝精细化工（武汉）有限公司生产）、空白基质2（LEO游离子护发素，广州诗丹丽化妆品厂生产）、空白基质3（大宝SOD蜜，北京大宝化妆品有限公司生产）、空白基质4（相宜本草美白乳液，上海相宜本草化妆品有限公司生产）、空白基质5（妮维雅丝柔美白爽肤水，妮维雅（上海）有限公司生产）。

α-氯甲苯对照品购买于Acros Organics公司（批号：A0269165，纯度99.5%）。
1.1 方法特异性
将α-氯甲苯标准溶液加入到具有代表性的空白基质中，分别按标准方法处理空白基质和加标基质后，观测所得色谱图（图3.1-3.13），发现基质成分没有对α-氯甲苯的测定造成干扰。
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图3.1 α-氯甲苯标准溶液GC-FID色谱图
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图3.2 空白基质1 GC-FID色谱图[image: image10.png]



图3.3空白基质1加标准溶液 GC-FID色谱图
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图3.4空白基质2 GC-FID色谱图
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图3.5空白基质2加标准溶液 GC-FID色谱图
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图3.6空白基质3 GC-FID色谱图
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图3.7空白基质3加标准溶液 GC-FID色谱图
[image: image15.png]



图3.8空白基质4 GC-FID色谱图
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图3.9空白基质4加标准溶液 GC-FID色谱图
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图3.10空白基质5 GC-FID色谱图
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图3.11空白基质5加标准溶液 GC-FID色谱图
1.2 线性及线性范围

1.2.1标准曲线
以三氯甲烷为溶剂，精密配制浓度分别为2.5μg/mL、12.5μg/mL、25μg/mL、50μg/mL和100μg/mL的系列α-氯甲苯标准工作溶液。
在本方法所确定的色谱条件下，对上述α-氯甲苯标准工作溶液进行色谱测定，记录相应的峰面积，以系列α-氯甲苯标准工作溶液的浓度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y）绘制溶液标准曲线，进行相关性分析。
1.2.2 基质标准曲线
称取空白基质约2g，精确至0.0001g，5份，分别置于100mL具塞锥形瓶中，分别加入相应的α-氯甲苯标准工作溶液（100μg/mL）0.25mL 、1.25mL及α-氯甲苯标准储备溶液（1000μg/mL）0.25mL、0.5mL、1mL，然后经过确定的前处理方法，制成浓度分别为2.5μg/mL、12.5μg/mL、25μg/mL、50μg/mL和100 μg/mL的基质标准溶液。
在本方法所确定的色谱条件下，对上述基质标准溶液进行色谱测定，记录相应的峰面积，以系列基质标准溶液中α-氯甲苯的浓度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y）绘制基质标准曲线，进行相关性分析。
1.2.3 线性范围
表3.1 GC-FID法中α-氯甲苯的线性范围、线性方程和相关系数
	标准曲线名称
	线性方程
	相关系数（r）
	线性范围（μg/mL）

	标准品标准溶液
	y=2.3956x+0.0455
	0.9999
	2.5～100

	基质1标准溶液
	y=2.3033x-0.0768
	0.9997
	2.5～100

	基质2标准溶液
	y=2.3562x+0.0089
	0.9996
	2.5～100

	基质3标准溶液
	y=2.3721x+0.1115
	0.9998
	2.5～100

	基质4标准溶液
	y=2.3993x-0.1247
	0.9996
	2.5～100

	基质5标准溶液
	y=2.3962x+0.0497
	0.9999
	2.5～100


1.3 检出限和定量下限
稀释并检测α-氯甲苯标准溶液，测定峰高信噪比为10∶1时α-氯甲苯的浓度确定为本方法的定量下限0.0012(g；测定峰高信噪比为3∶1时α-氯甲苯的浓度确定为本方法的检出限为0.00038(g。
1.4 检出浓度和最低定量浓度
称取不含α-氯甲苯的空白基质2.0g，精确至0.1mg，定量添加α-氯甲苯标准溶液，按标准处理方法处理后，测定峰高信噪比为10∶1时添加的α-氯甲苯的量确定本方法的最低定量浓度为6.3μg/g；测定峰高信噪比为3∶1时添加的α-氯甲苯的量确定本方法的检出浓度为1.9μg/g。
1.5 精密度
1.5.1 日内精密度
在本方法条件下，高低两种不同浓度标准溶液室温放置，连续测定六次的精密度见表3.2
表3.2 标准溶液（高低浓度）日内精密度试验结果
	对照品溶液浓度（μg/mL）
	测定值（峰面积）
	RSD（%）

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	平均值
	

	2.52
	6.02
	6.06
	6.15
	5.97
	6.21
	6.05
	6.08
	1.4%

	100.7
	246.42
	245.62
	244.52
	244.3
	240.81
	245.35
	244.5
	0.8%


1.5.2 日间精密度
在本方法条件下，高低两种不同浓度标准溶液室温放置，连续三天每天测定六次的精密度见表3.3
表3.3 标准溶液（高低浓度）日间精密度试验结果
	对照品溶液浓度（μg/mL）
	测定值（峰面积）
	RSD（%）

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	平均值
	

	1天
	2.52
	6.02
	6.06
	6.15
	5.97
	6.21
	6.05
	6.10 
	1.3%

	2天
	
	6.08
	6.11
	6.08
	6.01
	6.17
	6.27
	
	

	3天
	
	6.21
	6.08
	6.12
	6.01
	6.09
	6.12
	
	

	1天
	100.7
	246.42
	245.62
	244.52
	244.3
	240.81
	245.35
	240.93 
	1.3%

	2天
	
	242.35
	241.8
	240.7
	239.49
	239.84
	239.68
	
	

	3天
	
	236.94
	239.37
	237.93
	236.27
	236.95
	238.43
	
	


从表3.2～表3.3可见，日内精密度和日间精密度的RSD均小于5%。本法日内精密度及日间精密度均符合《化妆品及其原料中禁限用物质检测方法验证技术规范》的要求（规定RSD（%）不应超过5%）。
1.6 回收率
在不含α-氯甲苯的基质中加入不同浓度的标准溶液，按本方法处理后，采用标准曲线法计算出样品中α-氯甲苯的浓度与实际加入量之比的百分数为回收率。
表3.4 不同基质中α-氯甲苯的加标回收率
	基质种类
	添加浓度（μg/mL）
	测定浓度
（μg/mL）
	提取回收率
（%）
	提取回收率
均值（%）
	rsd（%）

	基质1
	2.55
	2.63
	93.0%
	94.1%
	0.6%

	
	2.55
	2.66
	94.2%
	
	

	
	2.55
	2.65
	93.9%
	
	

	
	2.55
	2.67
	94.7%
	
	

	
	2.55
	2.65
	94.0%
	
	

	
	2.55
	2.67
	94.5%
	
	

	
	101.9
	97.02
	95.2%
	96.5%
	2.0%

	
	101.9
	98.38
	96.5%
	
	

	
	101.9
	96.47
	94.7%
	
	

	
	101.9
	97.66
	95.8%
	
	

	
	101.9
	98.29
	96.5%
	
	

	
	101.9
	97.81
	100.2%
	
	

	基质2
	2.52
	2.54
	100.8%
	99.7%
	2.7%

	
	2.52
	2.41
	95.6%
	
	

	
	2.52
	2.55
	101.2%
	
	

	
	2.52
	2.52
	100.0%
	
	

	
	2.52
	2.6
	103.2%
	
	

	
	2.52
	2.46
	97.6%
	
	

	
	100.7
	101.6
	100.9%
	101.7%
	1.0%

	
	100.7
	102.8
	102.1%
	
	

	
	100.7
	103.7
	103.0%
	
	

	
	100.7
	103.2
	102.5%
	
	

	
	100.7
	102.2
	101.5%
	
	

	
	100.7
	100.9
	100.2%
	
	

	基质3
	2.52
	2.56
	101.6%
	98.4%
	3.4%

	
	2.52
	2.47
	98.0%
	
	

	
	2.52
	2.53
	100.4%
	
	

	
	2.52
	2.36
	93.7%
	
	

	
	2.52
	2.4
	95.2%
	
	

	
	2.52
	2.55
	101.2%
	
	

	
	100.7
	101.5
	100.8%
	100.1%
	0.5%

	
	100.7
	100.8
	100.1%
	
	

	
	100.7
	101.1
	100.4%
	
	

	
	100.7
	100.4
	99.7%
	
	

	
	100.7
	100.7
	100.0%
	
	

	
	100.7
	100
	99.3%
	
	

	基质4
	2.55
	2.54
	99.5%
	98.3%
	1.4%

	
	2.55
	2.53
	99.0%
	
	

	
	2.55
	2.53
	99.4%
	
	

	
	2.55
	2.48
	97.3%
	
	

	
	2.55
	2.51
	98.4%
	
	

	
	2.55
	2.45
	96.0%
	
	

	
	101.9
	102.94
	101.0%
	100.5%
	0.3%

	
	101.9
	102.08
	100.2%
	
	

	
	101.9
	102.24
	100.3%
	
	

	
	101.9
	102.42
	100.5%
	
	

	
	101.9
	102.18
	100.3%
	
	

	
	101.9
	102.75
	100.8%
	
	

	基质5
	2.55
	2.48
	97.2%
	97.1%
	0.6%

	
	2.55
	2.48
	97.3%
	
	

	
	2.55
	2.5
	97.8%
	
	

	
	2.55
	2.46
	96.5%
	
	

	
	2.55
	2.49
	97.7%
	
	

	
	2.55
	2.46
	96.3%
	
	

	
	101.9
	103.92
	102.0%
	100.9%
	1.0%

	
	101.9
	104.34
	102.4%
	
	

	
	101.9
	102.12
	100.2%
	
	

	
	101.9
	102.32
	100.4%
	
	

	
	101.9
	102.00 
	100.1%
	
	

	
	101.9
	102.13
	100.2%
	
	


由表3.4可见，采用本法，低浓度提取回收率为94.1%~99.7%，相对标准偏差小于3.4%，高浓度提取回收率为96.5 %~101.7%，相对标准偏差小于2.0%。符合《化妆品及其原料中禁限用物质检测方法验证技术规范》的要求（规定为85%～115%）。
1.7 稳定性
1.7.1  日内稳定性试验
在本方法条件下，在护发素、润肤膏霜中加入高低两种不同浓度标准溶液，依照本法制备供试液后，室温放置，分别于0h、4h、8h、12h、16h、20h时测定。所得峰面积响应值带入标准曲线，计算得到的浓度RSD，表明该物质24小时稳定。结果见表3.5。
表3.5 空白样品添加标准溶液（高低浓度）日内稳定性结果
	基质种类
	空白样品添加标准溶液（μg/mL）
	测定浓度
	RSD（%）

	
	
	0h
	4h
	8h
	12h
	16h
	20h
	平均值
	

	基质2
	2.52
	2.59 
	2.57 
	2.55 
	2.53 
	2.59 
	2.50 
	2.56 
	1.4%

	
	105.7
	103.5 
	102.2 
	101.5 
	102.5 
	103.3 
	100.4 
	102.2 
	1.1%

	基质3
	2.52
	2.55 
	2.49 
	2.49 
	2.59 
	2.52 
	2.51 
	2.53 
	1.5%

	
	105.7
	105.9 
	105.8 
	105.7 
	105.7 
	105.4 
	105.4 
	105.7 
	0.2%


1.7.2 日间稳定性试验
在本方法条件下，在护发素、润肤膏霜中加入高低两种不同浓度标准溶液，依照本法制备供试液后，室温放置，分别于0h、12h、24h、36h、48h、50h时测定。所得峰面积响应值带入标准曲线，计算得到的浓度的RSD，表明该物质三日内稳定。结果见表3.6。
表3.6空白样品添加标准溶液（高低浓度）日间稳定性结果
	基质种类
	空白样品添加标准溶液（μg/mL）
	不同时间测定值（峰面积）
	RSD（%）

	
	
	0h
	12h
	24h
	36h
	48h
	60h
	平均值
	　

	基质2
	2.52 
	2.59 
	2.53 
	2.58 
	2.54 
	2.51 
	2.51 
	2.54 
	1.4%

	
	105.7 
	103.5 
	102.5 
	102.9 
	100.5 
	106.3 
	102.6 
	103.1 
	1.8%

	基质3
	2.52 
	2.55 
	2.59 
	2.55 
	2.56 
	2.52 
	2.51 
	2.55 
	1.1%

	
	105.7 
	105.9 
	105.7 
	105.0 
	105.4 
	102.8 
	101.9 
	104.5 
	1.6%


1.8 实际样品检测
采用本法，选取取具有代表性化妆品基质的样品，按照确定的样品前处理方法处理后，进样检测分析。结果见表3.7。
表3.7 代表性样品α-氯甲苯检测结果
	序号
	类别
	批次
	α-氯甲苯检测结果

	1
	洗发露
	5批次
	均未检出

	2
	护发素
	26批次
	均未检出

	3
	润肤霜
	23批次
	均未检出

	4
	乳液
	润肤乳液5批次；洗面奶5批次
	均未检出

	5
	化妆水
	5批次
	均未检出


1.9  气相色谱-质谱确证方法验证
当检测的样品测得的目标物质，以保留时间定性后，含量超过最低检出限，且色谱图中成分较多，相应位置可能存在干扰，无法判定时，用气相色谱-质谱确证。
根据以下3.9.1 气相色谱-质谱条件，进行GC-MS方法进行验证。
1.9.1 气相色谱-质谱条件
色谱条件：色谱柱：VF-1701MS（30m×0.25mm×0.25μm）或相当极性的毛细管色谱柱；柱温程序：90℃（10min），10℃/min 升至250℃（10min）；进样口温度：200℃；载气：氦气1.0mL/min；进样方式：分流进样，分流比5：1；进样量：1μL。
质谱条件：
电离方式：电子轰击源（EI），电离能量为70eV；离子源温度：220℃；传输线温度：220℃；分析器(电子倍增器)电压：1100V；溶剂延迟时间：4分钟；
扫描方式：采用选择性离子监测（SIM）采集；α-氯甲苯的特征离子为m/z 91、126、65，选择不同的离子通道，以m/z 91作为定量离子，以m/z 91、126、65作为定性鉴别离子，考察各特征离子与m/z 91离子的丰度比。
1.9.2 方法的线性范围
1.9.2.1溶液标准曲线：本方法采用外标法定量。用三氯甲烷为溶剂，精密配制浓度分别为0.2μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、7μg/mL、10μg/mL、12μg/mL的系列α-氯甲苯标准工作溶液。在本方法所确定的色谱条件下，对上述α-氯甲苯标准工作溶液进行GC-MS测定，记录相应的峰面积，以系列α-氯甲苯标准工作溶液的浓度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y）绘制溶液标准曲线，进行相关性分析。
1.9.2.2 基质标准曲线：称取空白基质约2g，精确至0.0001g，置于100mL具塞锥形瓶中，分别加入相应的α-氯甲苯标准工作溶液，然后经过确定的前处理方法，制成浓度分别为0.2μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、7μg/mL、10μg/mL、12μg/mL的基质标准溶液。在本方法所确定的色谱条件下，对上述基质标准溶液进行色谱测定，记录相应的峰面积，以系列基质标准溶液中α-氯甲苯的浓度为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y）绘制基质标准曲线，进行相关性分析。
1.9.2.3 线性范围
表3.8  GC-MS法中α-氯甲苯的线性范围、线性方程和相关系数
	标准曲线名称
	线性方程
	相关系数（r）
	线性范围（μg/mL）

	标准品标准溶液
	y=9.310×106x+1.377×106
	0.9996
	0.2～12

	基质1标准溶液
	y=9.023×106x+1.222×106
	0.9992
	0.2～12

	基质2标准溶液
	y=9.116×106x+1.555×106
	0.9994
	0.2～12

	基质3标准溶液
	y=9.205×106x+1.290×106
	0.9996
	0.2～12

	基质4标准溶液
	y=9.304×106x+1.394×106
	0.9994
	0.2～12

	基质5标准溶液
	y=9.353×106x+1.299×106
	0.9997
	0.2～12


1.9.3检出浓度、最低定量浓度
向不含α-氯甲苯的2.0g空白基质中定量添加α-氯甲苯标准溶液，按标准处理方法处理后，测定峰高信噪比为10∶1时添加的α-氯甲苯的量，确定本方法的最低定量浓度为50ng/g；测定峰高信噪比为3∶1时添加的α-氯甲苯的量确定本方法的最低检出浓度为15ng/g。
1.9.4 方法的回收率、精密度
在不含α-氯甲苯的基质中加入不同浓度的标准溶液，按本方法进行处理，每一水平分别做6份平行试验，用标准曲线法计算出样品中α-氯甲苯的浓度与实际加入量之比的百分数为回收率，同时计算相对标准偏差（RSD）。提取回收率均值及RSD见表3.9。结果表明，本法提取回收率在92.1%～100.3%，日内精密度的RSD均小于5%，符合《化妆品及其原料中禁限用物质检测方法验证技术规范》的要求（规定为提取回收率：85%～115%；日内精密度RSD（%）不应超过5%）。
表3.9 回收率及精密度结果表
	基质种类
	添加浓度（μg/mL）
	提取回收率均值（%）
	RSD（%）

	基质1
	1
	92.1%
	2.6%

	
	10
	96.7%
	2.0%

	基质2
	1
	93.7%
	3.1%

	
	10
	99.80%
	1.9%

	基质3
	1
	94.4%
	2.6%

	
	10
	97.2%
	1.8%

	基质4
	1
	93.3%
	3.4%

	
	10
	98.7%
	1.0%

	基质5
	1
	95.1%
	2.8%

	
	10
	100.3%
	1.8%


1.9.5基质效应
1.9.5.1 基质效应：将空白基质按确定的前处理方法进行样品处理，在续滤液中加入对照品作为待测样品，将待测样品的峰面积与相应浓度对照品溶液测得的峰面积相比，计算方法的基质效应。α-氯甲苯在2个质控浓度水平1μg/mL和10μg/mL的基质效应见表3.10。结果表明：在 2个浓度水平上α-氯甲苯的基质效应在98.2%~101.3%之间，表明化妆品基质对α-氯甲苯的测定影响较小。
表3.10 基质效应考察表（
[image: image19.wmf]x

±s，n=6）
	基质种类
	添加浓度（μg/mL）
	基质效应（%）

	基质1
	1
	100.1±1.0

	
	10
	100.2±1.3

	基质2
	1
	100.1±2.0

	
	10
	101.3±1.6

	基质3
	1
	100.1±2.0

	
	10
	100.4±1.3

	基质4
	1
	99.5±2.2

	
	10
	99.4±0.5

	基质5
	1
	98.2±2.3

	
	10
	99.4±0.8


1.9.5.2基质对离子丰度的影响：取1.9.5.1项下制备的不同基质不同浓度水平的试验溶液，采用选择性离子监测（SIM）采集，以m/z 91、126、65作为定性鉴别离子，考察各碎片离子与m/z 91离子的离子丰度比，与标准溶液的相同离子丰度比的允许偏差范围。结果表明所测定离子丰度比偏差均满足标准“5.4 阳性结果确证”中表1“阳性结果确证时相对离子丰度比的最大允许偏差”中的规定。不同基质不同浓度水平的α-氯甲苯特征选择离子及丰度比结果见下表3.11及图3.12-图3.16。
表3.11 不同基质不同浓度添加水平的α-氯甲苯特征选择离子及丰度比
	基质种类
	添加浓度（μg/mL）
	特征选择离子及丰度比

	基质1（洗发露）
	1
	91（100）,126（26.5）,65(11.7)

	
	10
	91（100）,126（25.8）,65(12.9)

	基质2（护发素）
	1
	91（100）,126（26.6）,65(12.6)

	
	10
	91（100）,126（25.3）,65(13.2)

	基质3（润肤霜）
	1
	91（100）,126（25.8）,65(12.4)

	
	10
	91（100）,126（27.0）,65(12.4)

	基质4（乳液）
	1
	91（100）,126（26.2）,65(11.8)

	
	10
	91（100）,126（25.2）,65(13.1)

	基质5（化妆水）
	1
	91（100）,126（26.9）,65(11.9)

	
	10
	91（100）,126（26.6）,65(12.5)
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图3.12 A基质1选择性离子扫描    B基质1中添加10ug/mL α-氯甲苯   C基质1中添加1ug/mL α-氯甲苯
质量色谱图                      选择离子扫描质谱图                 选择离子扫描质谱图
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图3.13 A基质2选择性离子扫描      B基质2中添加10ug/mL α-氯甲苯   C基质2中添加1ug/mL α-氯甲苯
质量色谱图                        选择离子扫描质谱图                 选择离子扫描质谱图
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图3.14 A基质3选择性离子扫描  B基质3中添加10ug/mL α-氯甲苯  C基质3中添加1ug/mL α-氯甲苯
质量色谱图                      选择离子扫描质谱图                 选择离子扫描质谱图
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图3.15 A基质4选择性离子扫描  B基质4中添加10ug/mL α-氯甲苯  C基质4中添加1ug/mL α-氯甲苯
质量色谱图                      选择离子扫描质谱图                 选择离子扫描质谱图
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图3.16 A基质5选择性离子扫描   B基质5中添加10ug/mL α-氯甲苯     C基质5中添加1ug/mL α-氯甲苯
质量色谱图                       选择离子扫描质谱图                 选择离子扫描质谱图
1.9.6实际样品检测
利用本法，取具有代表性化妆品基质的样品，按照确定的样品前处理方法处理后，进样GC-MS检测分析。结果见表3.12。
表3.12 代表性样品α-氯甲苯检测结果(GC-MS法)
	类别
	α-氯甲苯检测结果(GC-MS法)

	洗发露
	未检出

	护发素
	未检出

	润肤膏霜
	未检出

	润肤乳液
	未检出

	化妆水
	未检出


2多家实验室方法比对验证

2.1 检测单位

（1）广东食品药品检验所，简称A。

（2）上海食品药品检验所，简称B。

（3）辽宁省产品质量监督检验院，简称C。

2.2验证内容
2.2.1 特异性
按照已建立的分析条件，分析了空白溶剂、空白样品、空白样品加α-氯甲苯标准品的样品，三家验证单位的分析结果表明所建立方法中典型化妆品基质对α-氯甲苯的测定均无干扰。
2.2.2线性范围
三家验证单位的结果表明，α-氯甲苯的浓度在2.5～100μg/mL，线性关系良好。
表4.1 多家实验室验证线性曲线及线性范围
	验证单位
	线性曲线
	线性范围
	相关系数（r）

	A
	y = 2751.2x -954.35
	2.5μg/mL～100μg/mL
	0.9998

	B
	y = 2.403x + 0.0359
	2.5μg/mL～100μg/mL
	0.9995

	C
	y = 2.378x + 0.0413
	2.5μg/mL～100μg/mL
	0.9996


2.2.3 精密度考察
经复核，三家验证单位结果表明，精密度RSD均小于5%。
表4.2 多家实验室验证精密度
	验证单位
	标准溶液浓度（2.5μg/mL）RSD（%）
	标准溶液浓度（100μg/mL）RSD（%）

	A
	1.2
	0.3

	B
	1.4
	0.6

	C
	1.1
	0.4


2.2.4 回收率考察
经复核，三家验证单位结果表明，低浓度提取回收率为91.9%~104.5%，相对标准偏差小于3.8%，高浓度提取回收率为92.6%~107.8%，相对标准偏差小于3.2%。由表4.3可见，采用本法，符合《化妆品及其原料中禁限用物质检测方法验证技术规范》的要求（规定为85%～115%）。
表4.3 多家实验室验证加标提取回收率
	验证单位
	基质类型
	加标量（ug/mL）
	提取回收率（%）
	RSD（%）

	A
	基质1
	2.5
	93.5
	0.8

	
	
	100
	95.9
	2.2

	
	基质2
	2.5
	104.5
	1.4

	
	
	100
	107.8
	0.8

	
	基质3
	2.5
	95
	0.9

	
	
	100
	105.6
	1.6

	
	基质4
	2.5
	97.7
	1.6

	
	
	100
	99.9
	0.5

	
	基质5
	2.5
	96.5
	0.8

	
	
	100
	100.3
	1.2

	B
	基质1
	2.5
	91.9
	0.4

	
	
	100
	92.6
	0.8

	
	基质2
	2.5
	99.5
	3.2

	
	
	100
	97.6
	0.3

	
	基质3
	2.5
	94.5
	0.4

	
	
	100
	96.1
	1.8

	
	基质4
	2.5
	94.4
	1.3

	
	
	100
	96.5
	3.2

	
	基质5
	2.5
	93.2
	1.2

	
	
	100
	96.9
	0.1

	C
	基质1
	2.5
	98.7
	2.7

	
	
	100
	103.7
	1

	
	基质2
	2.5
	98.3
	2.8

	
	
	100
	100.1
	1.2

	
	基质3
	2.5
	97.2
	3.8

	
	
	100
	99.5
	0.9

	
	基质4
	2.5
	94.1
	1.4

	
	
	100
	96.5
	2

	
	基质5
	2.5
	96.4
	3.4

	
	
	100
	98.1
	0.6


2.2.5 检出浓度和最低定量浓度
当取样量为2g时，得到本方法的最低定量浓度为2.1μg/g～9.0μg/g。
当取样量为2g时，得到本方法的检出限浓度为0.8μg/g～3.0μg/g。
表4.4 多家实验室验证检出浓度和最低定量浓度
	验证单位
	检出浓度(ug/g)
	最低定量浓度(ug/g)

	A
	0.8
	2.1

	B
	1.5
	4.9

	C
	2.7
	9


2.2.6 多家实验室验证样品的检测
表4.5多家实验室验证样品的检测结果
	验证单位
	类别
	结果

	A
	洗发露、护发素、润肤膏霜、润肤乳液、化妆水（各1批）
	均未检出

	B
	洗发露、护发素、润肤膏霜、润肤乳液、化妆水（各1批）
	均未检出

	C
	洗发露、护发素、润肤膏霜、润肤乳液、化妆水（各1批）
	均未检出


2.2.7  多家实验室样品检测（气相色谱-质谱法）
三家实验室均对α-氯甲苯标准溶液和5类化妆品进行检测，结果表明5类化妆品中均未检出α-氯甲苯，5类化妆品基质对α-氯甲苯GC-MS检测无干扰。
2.3 结论
各实验室方法验证结果表明：经复核，所建立的化妆品中α-氯甲苯检测方法满足方法验证的技术要求，表明所建立方法可以作为化妆品中α-氯甲苯的检测方法。
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