附件9：

化妆品中氯苯甘醚的检测方法

（征求意见稿）

1
适用范围

本方法规定了测定液体类、膏霜乳类、固体粉类化妆品中氯苯甘醚的高效液相色谱法。

本方法适用于液体类、膏霜乳类、固体粉类化妆品中氯苯甘醚的含量测定。
本方法中氯苯甘醚的检出限为3ng、定量下限为10ng；取0.5g样品时的检出浓度为6(g/g，最低定量浓度为20(g/g。

2  方法提要

   氯苯甘醚在280nm处有特征吸收，可用高效液相色谱分离，并根据保留时间和紫外光谱图定性，峰面积定量。
3  试剂

水为一级实验用水。

3.1  甲醇，色谱纯。
3.2  氯苯甘醚，对照品，纯度99.5%。

3.3  标准溶液（(＝1000mg/L）：称取氯苯甘醚约0.05g（精确到0.0001g）于小烧杯中，加入甲醇，超声溶解后转移至50mL容量瓶中，甲醇定容至刻度，摇匀，配成浓度约为1000mg/L的标准溶液。
3.4 标准溶液（(＝50mg/L）：移取标准溶液（3.3）5.00mL至100mL容量瓶中，甲醇定容至刻度，摇匀，配成浓度约为50mg/L的标准溶液。
3.5 标准系列：分别移取氯苯甘醚标准溶液（3.4）0.20mL、1.00mL、2.00mL、10.0mL和标准溶液（3.3）1.00mL 、2.50mL、5.00mL于10mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀。此时溶液中组分的浓度分别为 1 mg/L、5 mg/L、10mg/L、50 mg/L、100 mg/L、250 mg/L和500 mg/L。
4  仪器和设备

4.1  高效液相色谱仪，具有二极管阵列检测器，配色谱工作站。

4.2  超声波清洗器。

4.3  离心机。
4.4  天平，感量0.0001g。
5  分析步骤

5.1  样品预处理

称取样品约0.5g（精确至0.0001g）于10mL具塞比色管中，加入少量流动相，涡旋振摇1min，补流动相至刻度，超声提取30min，浑浊样品需高速离心。经0.45(m滤膜过滤，滤液作为待测样液备用。

5.2  测定

5.2.1  色谱参考条件

    色谱柱： C18 柱（250mm×4.6mm，5(m）；
    流动相：甲醇+水=55+45；
    流速：1.0mL/min；

检测器：二极管阵列检测器，检测波长为280nm。
柱温：25℃。
5.2.2  校准曲线的制备

在设定色谱条件下，分别取氯苯甘醚标准系列（3.5）10(L进行高效液相色谱分析。根据标准系列质量浓度和峰面积，绘制校准曲线。

5.2.3  样品测定

在设定色谱条件下，进10(L待测样液进行高效液相色谱分析。色谱图检出的物质，经与该物质对照品的保留时间和紫外光谱图比较确证后，根据峰面积，从校准曲线上获取相应组分的质量浓度。若待测溶液中氯苯甘醚的质量浓度超过了校准曲线线性范围的上限，需对待测溶液进行适当稀释。

6  平行实验

    按步骤5.2，做两份样品的平行测定。在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两次测定值的算术平均值的10%。
7  计算

                           D ( ( ( V

w（氯苯甘醚）= —————— ×10-4    

                             m

式中：w（氯苯甘醚）——化妆品中氯苯甘醚的质量分数，%；

( —— 从校准曲线上查得的待测溶液中氯苯甘醚的质量浓度，mg/L；

V —— 样品定容体积，mL；

m —— 样品用量，g；

D —— 稀释倍数（不稀释则取1）。

8  回收率和精密度

经多家实验室验证，氯苯甘醚的方法加标回收率在85%～105%之间，相对标准偏差在0.2%～2.2%之间。

9  色谱图
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图1  氯苯甘醚标准溶液色谱图(7.116min)

化妆品中氯苯甘醚的检测方法起草说明
为进一步完善化妆品中禁用和限用物质检测方法标准体系，加强化妆品中禁用和限用物质的监督管理，国家食品药品监督管理局于2012年6月委托中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所开展化妆品中氯苯甘醚检测方法的建立工作，现就起草工作有关情况说明如下：

1  起草的必要性
氯苯甘醚对真菌和细菌具有广谱的抗菌作用，常常在化妆品中作为防腐剂使用。近年来在全球范围内屡有文献报道消费者因为使用含有氯苯甘醚的化妆品而引发皮炎。氯苯甘醚还可使骨骼肌松弛，抑制中枢神经系统并引起呼吸困难。在我国，氯苯甘醚作为限用防腐剂使用，鉴于由其引发的各种健康安全问题，加强监管非常重要。关于氯苯甘醚的检测方法，早期的国外文献中有报道使用气相色谱法、光谱法。近年来的文献报道多使用液相色谱法，但资料不多。目前国内有研究使用液相色谱法检测药品中的氯苯甘醚，还未见化妆品中氯苯甘醚检测方法的文献报道。因此，建立化妆品中氯苯甘醚的检测方法，对维护消费者的健康权益具有重要意义。
2  起草依据及文献
（1）《化妆品卫生规范》（2007年版）
（2）化妆品及其原料中禁限用物质检测方法验证技术规范
（3）Eunyoung Lee, Susun An, etc. Comparison of objective and sensory skin irritations of several cosmetic preservatives. J Contact Dermatitis 2007: 56: 131–136

(4) Ikarashi Y, Miyazawa N, Shimamura K, Sato N, Yoshizawa K, Hayashi M, Takano K, Miyamoto M, Kojima T, Sakaguchi H, Fujiio M. Detection of the preservative chlorphenesin in cosmetics by high-performance liquid chromatography. Kokuritsu Iyakuhin Shokuhin Eisei Kenkyusho Hokoku. 2009;(127):50-3.

(5) 苏立强，张磊 ，高玉玲. 高效液相色谱手性添加剂法拆分氯苯甘醚对映体[J]. 理化检验-化学分册, 2010, 46：1163-1167

3  起草原则

    本检测方法灵敏、准确可靠、操作简单、实用性强。采用普及的液相色谱测定，便于实际操作分析，保证检测方法的准确性和重现性。

4  起草过程

国家食品药品监督管理局于2012年6月委托中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所开展化妆品中氯苯甘醚检测方法的建立工作。我们通过查阅国内外相关文献资料，进行了大量的方法实验研究和样品前处理研究，建立起了化妆品中氯苯甘醚的液相色谱检测方法。同时我们还考察了13种其他防腐剂在方法条件下的出峰情况，结果显示它们基本不形成干扰。通过大量的样品检测和多家检验机构验证，最终形成了《化妆品中氯苯甘醚的检测方法》研究报告。

5  重点说明的问题

    （1）关于体例。本检测方法的体例主要参照《化妆品卫生规范》（2007年版）的卫生化学检验方法的体例，便于化妆品检验领域相关人员的阅读和实际操作。

    （2）关于检测方法的建立和验证。

通过对色谱分离条件的优化研究，以及样品前处理方法的研究，建立了化妆品中氯苯甘醚的检测方法。方法简单、实用性较强，有利于方法的推广应用。本项目中氯苯甘醚的方法检出限小于3 ng，精密度相对标准偏差在0.2%～2.2%之间，高、中、低不同浓度的方法加标回收率在 85%～105%之间，在1mg/L～500mg/L的浓度范围内线性关系良好（r>0.999）。三家实验室验证结果表明，校准曲线、检出限、精密度、回收率等指标符合检测要求。

   （3）干扰试验。考察了《化妆品卫生规范》（2007版）中已有检验方法的甲基氯异噻唑啉酮、2-溴-2-硝基丙烷-1,3-二醇，甲基异噻唑啉酮、苯甲醇、苯氧乙醇、羟苯甲酯、苯甲酸、羟苯乙酯、羟苯异丙酯、羟苯丙酯、羟苯异丁酯、羟苯丁酯12种防腐剂和苯氧异丙醇共13种防腐剂，结果显示前12种防腐剂对氯苯甘醚不形成干扰，苯氧异丙醇中的微量杂质在与氯苯甘醚相近的保留时间处出峰，但在相同的浓度下响应面积低，面积比约为1比16，且二者的紫外光谱图有差异，故基本可排除干扰。
化妆品中氯苯甘醚的检测方法编制说明
1  任务来源

受国家食品药品监督管理局保健食品化妆品监管司委托，根据食药监保化函[2012]75号《关于委托组织开展化妆品中氨基己酸等禁用物质或限用物质检测方法标准研究的函》和《化妆品中限用物质氯苯甘醚检测方法标准研究》项目委托协议书的要求，开展化妆品中氯苯甘醚的检测方法研究，建立化妆品中氯苯甘醚快速、准确、灵敏的色谱检测方法。
2  研究背景
氯苯甘醚对真菌和细菌具有广谱的抗菌作用，常在化妆品中被作为防腐剂使用。近年来在全球范围内屡有文献报道消费者因为使用含有氯苯甘醚的化妆品而引发皮炎[1-3]。氯苯甘醚还可使骨骼肌松弛，抑制中枢神经系统并引起呼吸困难。在我国，氯苯甘醚作为限用防腐剂在化妆品中使用。《化妆品卫生规范》（2007版）规定，氯苯甘醚属限用防腐剂，化妆品中最大允许使用浓度为0.3%。鉴于由其引发的各种健康安全问题，建立化妆品中氯苯甘醚的检测方法，可对化妆品的监督管理和保护消费者健康权益起到重要作用。

3  研究现状

关于氯苯甘醚的检测方法，早期的国外文献中有报道使用气相色谱法[4]，光谱法[5]，近年来的文献报道多使用液相色谱法[6]，但资料不多。目前国内有研究使用液相色谱法检测药品中的氯苯甘醚[7]，还未查阅到化妆品中氯苯甘醚检测方法的文献报道。

本研究建立了化妆品中氯苯甘醚快速、准确、灵敏的液相色谱检测方法。
氯苯甘醚的基本信息见表1。

表1  氯苯甘醚的基本信息

	名称
	英文
	CAS号
	分子式
	分子量
	结构式

	氯苯甘醚
	Chlorphenesin
	104-29-0
	C9H11ClO3
	202.64
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4  项目完成情况

   根据食药监保化函[2012]75号《关于委托开展化妆品中氨基己酸等禁用物质或限用物质检测方法标准研究的函》和《化妆品中限用物质氯苯甘醚检测方法标准研究》项目委托协议书的要求，方法研究充分考虑了方法的灵敏性、准确性和实用性。对测定方法的特异性、线性及线性范围、检出限和定量下限、检出浓度和最低定量浓度、精密度、准确度、回收率和实验样品检测等内容分别进行实验研究，建立了化妆品中氯苯甘醚的检测方法。
    具体情况如下：

    （1）建立了液体、膏霜乳、固体粉等常见剂型化妆品中氯苯甘醚的液相色谱检测方法。本项目中氯苯甘醚的方法检出限小于3 ng，精密度相对标准偏差在0.2%～2.2%之间，高、中、低不同浓度的方法加标回收率在 85%～105%之间，在1mg/L～500mg/L的浓度范围内线性关系良好（r>0.999），满足分析检测要求。

    （2）本方法由中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所研究并起草，参与验证的单位有广东省疾病预防控制中心、北京市疾病预防控制中心和深圳宝安区疾病预防控制中心。本方法主要起草人为朱英、朱会卷、张卫强、杨艳伟，参加起草人为钟志雄、罗志彬、朱炳辉、柳玉红、吴大南、付斌。验证结果满足《化妆品及其原料中禁限用物质检测方法验证技术规范》相关要求。

5  方法概述

5.1  仪器

    Agilent1100高效液相色谱仪（美国Agilent公司）；T214型万分之一分析天平（北京赛多利斯有限公司）；Branson超声波清洗器(中国上海)；Sigma I-6型离心机（德国Sigma公司）；MS3型旋涡振荡器（中国广州）。
5.2  试剂

    氯苯甘醚（对照品，纯度99.5%，Dr. Ehrenstorfer GmbH），甲醇为色谱纯，水为一级实验用水。

5.3  方法

5.3.1  色谱条件
色谱柱： C18 柱（250mm×4.6mm，5(m）；
    流动相：甲醇+水=55+45；
    流速：1.0mL/min；

检测器：二极管阵列检测器，检测波长为280nm。
柱温：25℃。
5.3.2 校准曲线的制备
标准溶液（(＝1000mg/L）：称取氯苯甘醚约0.05g（精确到0.0001g）于小烧杯中，加入甲醇，超声溶解后转移至50mL容量瓶中，甲醇溶液定容至刻度，摇匀，配成浓度约为1000mg/L的标准溶液。
标准溶液（(＝50mg/L）：移取标准溶液（(＝1000mg/L）5.00mL至100mL容量瓶中，甲醇溶液定容至刻度，摇匀，配成浓度约为50mg/L的中间工作标准溶液。
标准系列：分别移取氯苯甘醚标准溶液（(＝50mg/L）0.20mL、1.00mL、2.00mL、10.0mL和标准溶液（(＝1000mg/L）1.00mL 、2.50mL、5.00mL于10mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀。此时溶液中组分的浓度分别为 1 mg/L、5 mg/L、10mg/L、50 mg/L、100 mg/L、250 mg/L和500 mg/L。
校准曲线的绘制：在设定色谱条件下，分别取10(L进行HPLC分析，并根据标准系列质量浓度和峰面积绘制校准曲线。图1为氯苯甘醚标准溶液的色谱图。
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图1  氯苯甘醚标准溶液色谱图(7.116min)

5.3.3  样品预处理

称取样品约0.5g（精确至0.001g）于10mL具塞比色管中，加入流动相至刻度，涡旋振摇1min，超声提取30min，浑浊样品需高速离心。经0.45(m滤膜过滤，滤液作为待测样液备用。在设定色谱条件下，取10μL待测样液进行HPLC分析。

5.3.4  计算

根据峰面积，于校准曲线得出组分的质量浓度，样品中的含量应在此浓度上乘稀释倍数。

6  方法研究

6.1  色谱柱

选取不同型号的4种C18色谱柱，Agilent SB C18（250mm×4.6mm，5μm），Diamonsil C18 （250mm×4.6mm，5μm），Agilent HB-C18 (4.6×250mm, 5µm) 和Inertsil ODS-3 C18 (4.6×250mm, 5µm)，按相同的色谱条件进行实验。结果显示，四种C18色谱柱均能得到良好的峰形。图2为氯苯甘醚在不同型号色谱柱上分离的色谱图。
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图2 不同型号色谱柱上氯苯甘醚的分离色谱图

(1)Agilent SB C18 (4.6×250mm, 5µm)，(2)Diamonsil C18（250mm×4.6mm，5μm），(3)Agilent HB-C18 (4.6×250mm, 5µm)，(4)Inertsil  ODS-3 C18 (4.6×250mm, 5µm)
6.2  流动相
考察了甲醇和乙腈两种有机相和水配比时氯苯甘醚的出峰情况，结果显示两种有机相下均能得到良好的峰形。考虑到乙腈的毒性较甲醇大，最终方法选择甲醇作为有机相。考察了甲醇和水不同配比时氯苯甘醚的出峰情况，结果见图3。考虑到样品中的基质出峰及分析效率，最终选择甲醇+水= 55+45作为方法流动相。
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图3 不同甲醇水配比时氯苯甘醚的分离色谱图

色谱柱：Agilent SB C18 （250mm×4.6mm，5μm）
6.3  检测波长

根据光谱图，氯苯甘醚在228nm和280nm处有特征吸收。考虑到样品基质可能带来的干扰，方法选择280nm作为检测波长；对于氯苯甘醚含量低的样品，可选择228nm。氯苯甘醚的光谱图见图4。
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图4 氯苯甘醚的光谱图

6.4  样品预处理条件的选择

对液体、乳液、膏霜和固体粉等四种不同基质类型的化妆品分别考察了甲醇和流动相两种提取方法，试验结果显示两种处理方法的回收率都能满足要求，无显著性差异。实际检测中，可根据具体情况选择不同的提取溶剂。

6.5  检出限和定量下限
在设定色谱条件下，将标准溶液逐级稀释，进样10µL。检出限以噪音的3倍计算，定量下限以噪音的10倍计算。方法中氯苯甘醚的检出限、定量下限及取0.5g样品时的检出浓度和最低定量浓度见表2。
表2  氯苯甘醚的检出限、定量下限、检出浓度和最低定量浓度
	检出限（ng）
	定量下限（ng）
	检出浓度（(g/g ）
	最低定量浓度（(g/g）

	3
	10
	6
	20


6.6  线性和线性范围 

在设定的色谱条件下，测定不同浓度的标准溶液，以所测目标物的质量浓度为横坐标（ρ）以所测目标物的峰面积为纵坐标（A），建立标准曲线，并进行相关性分析得到线性方程和相关系数r。

同时，对含标准系列的四种不同基质标准溶液进行检测分析，记录相应的面积响应值，以所测目标物的质量浓度为横坐标（ρ），以所测目标物的峰面积为纵坐标（A）建立基质标准曲线。

实验结果显示，氯苯甘醚在1～500mg/ L范围内呈现良好的线性关系，且不同基质条件和标准溶液线性方程差异不大，详细数据见表3。因此标准方法中可直接使用溶液标准曲线。

表3  氯苯甘醚的线性范围、回归方程和相关系数

	标准曲线类型
	线性方程
	相关系数（r）
	线性范围（mg/L）

	溶液标准曲线
	A =3.77ρ+0.265
	1.0000
	1～500

	基质标准曲线
	水剂
	A =3.73ρ+0.674
	1.0000
	1～500

	
	乳液
	A =3.75ρ-0.311
	1.0000
	1～500

	
	膏霜
	A =3.75ρ+0.909
	1.0000
	1～500

	
	粉状
	A =3.74ρ+1.08
	1.0000
	1～500


6.7  精密度
用5mg/L、100mg/L和250mg/L高、中、低三种浓度的氯苯甘醚标准溶液进行精密度试验，日内分析6次，连续测定6天，日内和日间精密度结果见表4、表5。

表4 不同质量浓度氯苯甘醚的日内精密度

	质量浓度
	5mg/L
	100mg/L
	250mg/L

	面积响应值
	17.1
	347
	864

	
	17.5
	349
	865

	
	17.4
	349
	866

	
	17.4
	348
	866

	
	17.3
	350
	868

	
	17.4
	350
	867

	平均值
	17.4
	349
	866

	SD
	0.138
	1.17
	1.41

	RSD(%)
	0.80
	0.34
	0.17


表5 不同质量浓度氯苯甘醚的日间精密度

	质量浓度
	5mg/L
	100mg/L
	250mg/L

	第一天
	17.4
	349
	866

	第二天
	17.3
	351
	870

	第三天
	17.4
	351
	874

	第四天
	17.7
	350
	869

	第五天
	17.3
	350
	884

	第六天
	17.4
	351
	897

	平均值
	17.4
	350
	877

	SD
	0.147
	0.816
	11.8

	RSD(%)
	0.85
	0.24
	1.4


由表4和表5可知，以峰面积作为评价指标，本方法中氯苯甘醚日内精密度的相对标准偏差为0.17%～0.80%，日间精密度为0.24%～1.4%，均小于5%，满足技术规范要求。

6.8  准确度

在本方法条件下，向液体类、膏霜乳类和固体粉类四种不同基质类型的空白化妆品中分别添加高、中、低三种浓度水平的标准溶液，按照确定的样品预处理方法处理，每个水平平行测定6次，计算加标回收率和相对标准偏差，结果见表6。

表6  氯苯甘醚的回收率

	样品性状
	5mg/L
	100mg/L
	250mg/L

	
	提取回收率(%)
	方法回收率(%)
	RSD

(%)
	提取回收率(%)
	方法回收率(%)
	RSD

(%)
	提取回收率(%)
	方法回收率(%)
	RSD (%)

	液体类
	101
	100
	0.44
	101
	102
	0.90
	101
	102
	0.14

	乳液
	100
	103
	0.69
	101
	101
	0.51
	100
	101
	0.05

	膏霜
	101
	99.4
	0.74
	101
	102
	0.67
	101
	102
	0.37

	固体粉类
	102
	99.0
	1.2
	100
	101
	0.19
	100
	101
	0.13


本方法中，氯苯甘醚的高、中、低浓度的提取回收率在100%～102%之间，方法回收率在99.0%～103%之间，相对标准偏差≤1.2%，满足技术规范要求。

6.9  稳定性

取高、中、低三种浓度水平的氯苯甘醚标准溶液，于室温分别放置0h、2h、4h、8h、12h、24h和多天，考察氯苯甘醚标准溶液的日内稳定性和日间稳定性。具体结果见表7和图5，表8和图6。

表7 氯苯甘醚标准溶液的日内稳定性

	次数
	放置时间
	5mg/L
	100mg/L
	250mg/L

	
	
	检测值（mg/L）
	相对误差（%）
	检测值（mg/L）
	相对误差（%）
	检测值（mg/L）
	相对误差（%）

	1
	0h
	4.85
	-3.00
	101
	1.00
	250
	0

	2
	2h
	4.96
	-0.800
	101
	1.00
	251
	0.400

	3
	4h
	4.93
	-1.40
	101
	1.00
	251
	0.400

	4
	8h
	4.93
	-1.40
	101
	1.00
	251
	0.400

	5
	12h
	4.90
	-2.00
	101
	1.00
	252
	0.800

	6
	24h
	4.93
	-1.40
	101
	1.00
	251
	0.400

	相对标准偏差（%）
	0.77
	0
	0.25
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图5 氯苯甘醚标准溶液的日内稳定性

表8 氯苯甘醚标准溶液的日间稳定性

	次数
	放置时间
	5mg/L
	100mg/L
	250mg/L

	
	
	检测值（mg/L）
	相对误差（%）
	检测值（mg/L）
	相对误差（%）
	检测值（mg/L）
	相对误差（%）

	1
	1d
	4.93
	-1.40
	101
	1.00
	251
	0.400

	2
	2d
	4.90
	-2.00
	102
	2.00
	252
	0.800

	3
	3d
	4.93
	-1.40
	102
	2.00
	253
	1.20

	4
	4d
	5.02
	0.400
	101
	1.00
	252
	0.800

	5
	5d
	4.91
	-1.80
	101
	1.00
	256
	2.40

	6
	6d
	4.93
	-1.40
	102
	2.00
	260
	4.00

	相对标准偏差（%）
	0.87
	0.54
	1.4
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图6 氯苯甘醚标准溶液的日间稳定性

6.10  样品测定

利用本法，对标识含有氯苯甘醚的7个化妆品样品进行测定，结果见表9，典型样品图见图7。

表9 化妆品样品中氯苯甘醚的检出情况

	序号
	样品名称
	标识值（%，w/w）
	检测值（%，w/w）
	相对误差（%）

	1
	清爽啫喱
	0.012
	0.012
	0

	2
	保湿润体乳
	0.25
	0.254
	1.60

	3
	润透保湿霜
	0.25
	0.254
	1.60

	4
	眼影
	0.1
	0.114
	14.0

	5
	倍润粉饼
	0.20
	0.196
	-2.00

	6
	轻透粉饼
	0.1
	0.082
	-18.0

	7
	修护精华液
	0.0375
	0.190
	407


由表可知，7种标识中含有氯苯甘醚的样品均能检出目标物，定性符合率为100%。通过比较检测值和标识值之间的相对误差评价定量结果的准确度。以相对误差小于20%定为符合，7种样品中有6种含量与标识相符，1种含量与标识不符。含量不符的1种样品性状是液体，向该样品中分别加入高、中、低三种浓度的标准溶液进行加标回收试验，回收率在96.6%～105%之间，实验经过双人多次平行测定，检测值基本一致，故基本上可排除基体干扰、回收率低的可能，判断为配方标识有误。由上可见，本法可对样品中的氯苯甘醚进行很好地定性和定量分析。
图7 某一样品的典型色谱图，检测波长280nm

6.11  干扰试验

    考察了《化妆品卫生规范》（2007版）中已有检验方法的甲基氯异噻唑啉酮、2-溴-2-硝基丙烷-1,3-二醇，甲基异噻唑啉酮、苯甲醇、苯氧乙醇、羟苯甲酯、苯甲酸、羟苯乙酯、羟苯异丙酯、羟苯丙酯、羟苯异丁酯、羟苯丁酯12种防腐剂和苯氧异丙醇共13种防腐剂，结果显示前12种防腐剂对氯苯甘醚不形成干扰，苯氧异丙醇中的微量杂质在与氯苯甘醚相近的保留时间处出峰，但在相同的浓度下响应面积低，面积比约为1比16，且二者的紫外光谱图有差异，故基本可排除干扰。
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图8  13种防腐剂的混标溶液色谱图，检测波长280nm
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图9  13种防腐剂加氯苯甘醚的混标溶液色谱图，检测波长280nm

7  验证结果评价

本方法经3家实验室验证，检出限、检出浓度、最低定量浓度、相对标准偏差、加标回收率、回归方程的相关系数等指标符合检测要求，结果见表10。
表10  4个实验室对方法特性指标的测定结果

	
	检出限 （ng）
	检出浓度 （μg/g）
	最低定量浓度（μg/g）
	相对标准偏差（%）
	方法加标回收率（%）
	相关系数r

	研制
单位
	2
	4
	12
	0.17～1.4
	99.0～103
	>0.999

	验证1
	2
	4
	12
	0.73～2.2
	84.6～105
	>0.999

	验证2
	3
	6
	20
	0.35～0.84
	93.2～103
	>0.999

	验证3
	2
	4
	12
	0.20～1.6
	96.6～104
	>0.999


利用本法，对7种标识含有氯苯甘醚的化妆品进行测定，测量结果见表11。4个单位测定结果基本一致。

表11  样品中氯苯甘醚的测定结果比较（%，w/w）

	样品名称
	研制单位
	验证单位1
	验证单位2
	验证单位3

	清爽啫喱
	0.012
	0.015
	0.014
	0.012

	保湿润体乳
	0.254
	0.255
	0.218
	0.243

	润透保湿霜
	0.254
	0.274
	0.210
	0.240

	眼影
	0.107
	0.085
	0.090
	0.082

	倍润粉饼
	0.196
	0.187
	0.176
	0.171

	轻透粉饼
	0.082
	0.086
	0.080
	0.069

	修护精华液
	0.190
	0.186
	0.176
	0.179


8  结论

本研究建立的高效液相色谱法测定化妆品中的氯苯甘醚方法特异性强，样品前处理操作简便，回收率高，色谱峰重现性好，分离速度快，适合化妆品中氯苯甘醚的定性定量分析 。
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 (3) Agilent HB-C18 (4.6×250mm, 5µm)





 (4) Inertsil  ODS-3 C18 (4.6×250mm, 5µm)
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