《口腔清洁护理用品 牙膏中十六烷基氯化吡啶（CPC）的测定 高效液相色谱法》
编制说明
（征求意见稿）
一、工作简况

1、任务来源
本项目是根据工业和信息化部2018年第一批行业标准制修订和外文版项目计划，工信厅科[2018]3号，计划编号2018-0079T-QB，项目名称“口腔清洁护理用品 牙膏中十六烷基氯化吡啶（CPC）的测定 高效液相色谱法”进行制定，主要起草单位：广州薇美姿实业有限公司、广州质量监督检测研究院，计划完成时间为2019年。
2、主要工作过程
（1）起草阶段：2018年1月，广州薇美姿实业有限公司按照全国口腔护理用品标准化技术委员会牙膏分技术委员会，转发的工业和信息化部2018年第一批行业标准制修订和外文版项目计划的要求，成立了标准起草工作组。
工作组在前期对国内外十六烷基氯化吡啶（CPC）在牙膏中应用现状与发展情况进行全面调研，广泛搜集和检索了国内外十六烷基氯化吡啶的分析测试技术资料，并进行了大量的研究分析、资料查证及方法的确认工作，在此基础上，编制出《口腔清洁护理用品 牙膏中十六烷基氯化吡啶（CPC）的测定 高效液相色谱法》的标准草案初稿。于2018年6月形成了标准工作组讨论稿，经组长审核后，分别发到国家轻工业牙膏蜡制品质量监督检测中心、广州质量监督检测研究院、浙江方圆检测集团股份有限公司进行方法的验证工作。
（2）征求意见阶段：经标委会秘书处同意，2018年x月x日，发送到行业有关单位广泛征求意见。截止2018年x月x日，共发函x个单位，收到X个单位回函，其中X个单位提出了X条意见或建议。
（3）审查阶段：通过对这些反馈意见进行分类、归纳、整理和分析，工作组采纳  条，部分采纳X条，未采纳X条，并对标准征求意见稿进行了补充、修改，于2018年x月x日，完成了标准送审稿，提交全国口腔护理用品标准化技术委员会牙膏分技术委员会。全国口腔护理用品标准化技术委员会牙膏分技术委员会于201x年x月x日～x日在x召开了xx会议，会上组织标委会全体到会委员对本标准进行了审查，获得一致通过。
（4）报批阶段：工作组按照会议审查意见对标准送审稿作了进一步的修改、整理和完善，于201x年x月x日，形成了标准报批稿，报标委会秘书处。
3、主要参加单位和工作组成员及其所做的工作等
本标准由广州薇美姿实业有限公司和广州质量监督检测研究院负责起草。
主要成员：
所做的工作：XXX任工作组组长，主持全面协调工作。XXX为本标准主要持笔人，负责本标准的起草、编写。XXX为组员，负责对国内外十六烷基氯化吡啶的分析测试技术的现状与发展情况进行全面调研，进行研究分析、资料查证等工作。
二、标准编制原则和主要内容
1、标准编制原则 
本标准的修订符合产业发展的原则，本着先进性、科学性、合理性和可操作性的原则以及标准的目标、统一性、协调性、适用性、一致性和规范性原则来进行本标准的修订工作。
本标准起草过程中，主要按GB/T 1.1－2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写》和GB/T 1.2－2002《标准化工作导则 第2部分：标准中规范性技术要素内容的确定方法》进行编写。本标准修订过程中，主要参考了以下标准或文件：
GB/T 1.1－2009  标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写
GB/T 1.2－2002  标准化工作导则 第2部分：标准中规范性技术要素内容的确定方法
GB/T 6682-2008  分析实验室用水规格和试验方法
2、标准主要内容
本标准规定了高效液相色谱法测定牙膏中十六烷基氯化吡啶的方法要点、试剂与标准物质、仪器、分析步骤、结果计算、回收率和标准偏差等技术内容。
2.1 主要技术路线

称样→加溶剂→涡旋震荡分散→超声提取→取上清液滤膜过滤→进行HPLC分析。

2.2 样品前处理条件的选择与优化

2.2.1 分散方式的选择
由于牙膏中含有羧甲基纤维素、黄原胶、卡拉胶等大分子量胶体，加入有机溶剂后，牙膏中胶体与固体摩擦剂迅速凝固成较硬的块体，采取磁力搅拌器以及超声处理，很难实现有效萃取。当采用纯水溶剂时，虽然可使膏体较好分散，但牙膏中大分子胶体溶解在水中，增加了过滤难度。
较多方法将牙膏直接称入容量瓶中，然后加入溶剂进行分散，然而该方法在实际称量操作中存在诸多不便，且将磁子加入容量瓶搅拌分散较慢，在样品量较多时影响检测效率。
综上考虑，我们采取有机溶剂+水的溶剂组合，兼顾膏体分散及后续过滤操作，另外，将膏体直接称入离心管中，加入一定量溶剂后，加入玻璃珠涡旋震荡，可快速、有效实现膏体分散，在此基础上进一步超声萃取，对目标成分进行有效提取。
2.2.2 提取溶液浓度的确定
由于牙膏含有大量的增稠剂，用水分散时，若水比例较大，一些增稠剂溶入水中，不利于膜过滤；水比例太小，牙膏结块较硬，又不利于膏体分散均匀。
按照样品的处理过程，分别考察60%、70%、80%、90%的甲醇浓度对牙膏中十六烷基氯化吡啶的提取效果比较，其结果如表1所示，结果显示，当甲醇的用量为80%时，能达到较好的提取效果。
表1 不同浓度的甲醇对十六烷基氯化吡啶提取效率的比较
	提取液
	60%甲醇
	70%甲醇
	80%甲醇
	90%甲醇

	CPC检测含量
	4500 mg/kg
	4800 mg/kg
	4900 mg/kg
	4700 mg/kg


2.2.3 提取时间的确定
称取一定量牙膏样品，加入80%甲醇溶液，涡旋震荡，充分分散，然后用超声萃取0 min、5 min、10 min、15 min、20 min，过有机滤膜，测定峰面积，发现样品在超声萃取10 min后检测，峰面积几乎没有变化，因此，最终确定超声萃取时间为10 min，以保证目标物被有效萃取。
2.2.4 称样量的确定
在样品测试过程中发现，牙膏称样量对目标物的加标回收率影响较大，因此，进一步考察称样量的影响，确定最佳称样量，结果如表2所示，称样量为0.5 g时，样品加标回收率较高，因此，确定最佳称样量为0.5g。
表2 样品称样量对加标回收率的影响（n=6）
	称样量（g）
	0.5
	1.0
	1.5
	2.0

	加标回收率（%）
	99.58
	90.38
	87.10
	86.99


2.2.5 最终样品前处理条件
称取牙膏0.5 g（精确至0.001g）于50 mL离心管中，加入3~4颗玻璃珠，再加入20 mL80%甲醇水溶液，涡旋震荡至膏体充分分散，再超声提取10 min，取上清液过0.45 μm有机相滤膜。
2.3 仪器分析条件的选择和优化
2.3.1 色谱柱的选择
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图1 十六烷基氯化吡啶分子结构图
由于十六烷基氯化吡啶是含有疏水性直链烷基的阳离子表活，具有较强的极性，相关文献报道中主要采用C8色谱柱、CN柱以及C18色谱柱。前期工作中，我们首先采用C18色谱柱进行检查，C18色谱柱在多次优化流动相后，色谱峰仍存在严重拖尾，较难得到对称性良好的峰形。近年来，亲水作用色谱逐渐得到更多的应用，对分离强极性物质具有较好的效果，因此，我们尝试采用Waters ACQUITY BEH Amide柱进行检测。Waters ACQUITY BEH Amide色谱柱能达到很好分离，且在初始检测中可以得到对称性良好的色谱峰，但随着进样次数增多及使用时间延长，该色谱柱柱效下降明显，色谱峰拖尾因子增加，影响与牙膏中其他物质分离。进一步，我们采用氰基柱进行检测，在优化流动相条件后，该色谱柱可较好实现目标物与牙膏中其他物质分离，出峰较快，响应值高，且峰形良好。因此，最终选择氰基柱进行检测
2.3.2 检测波长的确定
在相关文献报道中有提出，十六烷基氯化吡啶的最大吸收波长在260 nm左右，为进一步确定该条件，以甲醇为溶剂配制一定浓度的十六烷基氯化吡啶标准溶液于TECAN酶标仪上进行吸光度扫描，吸收光谱图如图2所示，其最大吸收波长为λmax=260nm。
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图2 十六烷基氯化吡啶吸收光谱图
2.3.3 流动相的确定
流动相的选择和配比决定了目标物的分离和检测时间。前期工作中，我们采用甲醇和水做为流动相，目标物保留时间长导致严重拖尾。根据相关文献报道，进一步采用25 mM四甲基氢氧化铵溶液（乙酸调pH5.0）和甲醇做流动相，通过调整流动相比例，以保留时间、理论塔板数以及能否与牙膏样品中干扰物分离等参数为指标，筛选最佳流动相比例，结果见表2。 
表2 不同比例流动相条件下色谱峰参数
	流动相比例
	保留时间（min）
	USP理论塔板数
	USP拖尾
	牙膏样品中峰分离否

	甲醇（%）
	25 mM四甲基氢氧化铵（%）
	
	
	
	

	70
	30
	6.56
	4888
	2.13
	是

	80
	20
	3.63
	7516
	1.82
	是

	90
	10
	3.19
	10005
	1.56
	是


从表中可以看出，在流动相条件90%甲醇/10%四甲基氢氧化铵（25mM）时，具有较优的理论塔板数，且保留时间合适，利于目标峰同牙膏中干扰峰分离。不同流动相条件下十六烷基氯化吡啶对照品色谱图如图3a，阳性牙膏试样色谱图如图3b。
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图3a十六烷基氯化吡啶对照品色谱图
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图3b 牙膏样品中十六烷基氯化吡啶色谱图
2.3.4 优化后的仪器条件
由于本实验室方法开发使用仪器为超高效液相色谱仪，所优化后条件为UPLC适用条件，考虑方法适用性，由广州质量监督检测研究院完成UPLC条件向HPLC色谱条件转换。其中，方法前处理条件不变，主要对流动相流动相比例进行调整，根据HPLC仪器常规流速及进样量进行设置，并对该条件进行方法验证，详细参数设定如下表3：
表3 UPLC与HPLC条件下色谱峰参数
	仪器参数
	UPLC条件
	HPLC条件

	色谱柱
	Waters ACQUITY UPLC®HSS CYANO 1.8 μm, 2.1mm ×100 mm
	具有同等分离效果氰基柱

	流动相
	甲醇:25mM四甲基氢氧化铵=90/10（V:V）
	甲醇:25mM四甲基氢氧化铵=80/20（V:V）

	流速（mL/min）
	0.3
	1.5

	进样量（μL）
	5
	20

	检测波长（nm）
	260
	260

	柱温（℃）
	30
	30


3 分析方法的性能考核
3.1 方法的线性关系
配制2.5 μg/mL、6.25 μg/mL、12.5 μg/mL、25 μg/mL、50 μg/mL、100 μg/mL、200 μg/mL的十六烷基氯化吡啶标准溶液系列，然后进样分析。考察十六烷基氯化吡啶的峰面积和浓度的线性关系，如表4所示。可见十六烷基氯化吡啶浓度2.5～200 μg/mL范围内，呈现良好的线性关系。
表4对照品十六烷基氯化吡啶的回归方程、相关系数

	线性方程
	相关系数R
	线性范围（μg/mL）

	Y=3436.7X-1821.3
	0.9999
	2.5-200


3.2 方法检出限、定量限的确定
向不含十六烷基氯化吡啶的空白牙膏基质中添加十六烷基氯化吡啶标准溶液，按照标准处理方法处理后，测定峰高信噪比为10∶1时添加的十六烷基氯化吡啶的量，确定本方法的最低定量限为0.7 μg/mL；测定峰高信噪比为3∶1时添加的十六烷基氯化吡啶的量，确定本方法的最低检出限为0.2 μg/mL。

表4 十六烷基氯化吡啶的检出限、定量限、检出浓度和定量浓度
	目标物
	检出限μg/mL
	定量限μg/mL
	检出浓度mg/kg
	定量浓度mg/kg

	十六烷基氯化吡啶
	0.2
	0.7
	8
	28


3.3 方法的回收率
对3种不同空白基质牙膏，进行加标回收试验，每个添加浓度按照确定的分析方法做6次平行测定，并计算回收率和相对标准偏差（即精密度）。结果表明十六烷基氯化吡啶的回收率在92.7%～99.7%之间，相对标准偏差RSD在0.73%～3.60%之间，方法重现性良好。
	加标回收率
	二氧化硅
	碳酸钙
	磷酸氢钙

	添加浓度(mg/kg)
	100
	700
	1500
	100
	700
	1500
	100
	700
	1500

	测定结果（mg/kg）
	1
	97.3
	700.6
	1496.4
	96.3
	680.6
	1488.1
	89.3
	690.1
	1478.2

	
	2
	98.6
	705.1
	1506.7
	99.6
	694.1
	1470.9
	90
	673.3
	1471.2

	
	3
	99.1
	695.4
	1504.2
	95.1
	675.8
	1496.2
	92.4
	674.8
	1488.5

	
	4
	96.5
	688.8
	1480.1
	94.5
	684.6
	1481.3
	93.5
	684.4
	1465.5

	
	5
	97.4
	694.7
	1494.6
	93.4
	697.7
	1498.4
	92.4
	687.2
	1463.4

	
	6
	99.8
	701.2
	1482.3
	97.8
	670.5
	1515.2
	98.7
	671.9
	1487.2

	平均值mg/kg
	98.1
	697.6
	1494.1
	96.1
	683.9
	1491.7
	92.7
	680.3
	1475.7

	平均回收率(%)
	98.1
	99.7
	99.6
	96.1
	97.7
	99.4
	92.7
	97.2
	98.4

	RSD(%)
	1.28
	0.83
	0.73
	2.37
	1.54
	1.03
	3.60
	1.16
	0.73


3.5 同一样品检测重复性
取牙膏样品，做6平行，测定方法重复性。
	序号
	样品CPC含量(mg/kg)
	平均值(mg/kg)
	相对标准偏差(%)

	1
	4720
	4680
	1.70

	2
	4530
	
	

	3
	4710
	
	

	4
	4.67
	
	

	5
	4670
	
	

	6
	4760
	
	


通过实验，样品的十六烷基氯化吡啶含量在4680 mg/kg,相对偏差为1.70%，结果表明方法重复性好。
5 实际样品的测试
	样品
种类
	序号
	样品名称
	十六烷基氯化吡啶含量%

	漱口水
	1
	xx双重薄荷漱口水
	0.050

	
	2
	xx清心绿茶漱口水
	0.075

	
	3
	xx护龈晶盐漱口水
	0.050

	
	4
	xx冰爽薄荷漱口水
	0.048

	
	5
	xx鲜果薄荷漱口水
	0.074

	
	6
	xx草本盐爽漱口水
	0.069

	
	7
	xx全效漱口水
	0.070

	
	8
	xx士漱口水
	0.072

	
	9
	xx草莓味漱口水
	0.010

	
	10
	xx护理漱口水
	0.048

	牙膏
	11
	xxcheck up儿童牙膏
	0.008

	
	12
	xx 米菲儿童牙膏
	0.010

	
	13
	xx香草薄荷牙膏
	0.042

	
	14
	xx草本薄荷牙膏
	0.041

	
	15
	xx西瓜霜卓效亮白牙膏
	未检出

	
	16
	xx四味中药牙膏
	未检出

	
	17
	xx抗敏感牙膏
	未检出

	
	18
	xx清火牙膏
	未检出

	
	19
	xx固齿牙膏
	未检出

	
	20
	xx亮齿白牙膏
	未检出


三、主要试验（或验证）情况
本方法邀请了3家有资质的检测机构质检科分别进行了方法验证工作，验证报告见附件。

验证结果显示，在重复性实验条件下，三家实验室标准工作曲线的线性良好，线性相关系数R在0.9999以上；不同基质、高中低三种浓度回收率均能满足标准文本的回收率要求，平均回收率在93.8%～100.2%之间；数据的精密度良好，相对标准偏差在0.49~3.03%以内。
实验室间样品测试情况见下表，三个样品不同实验室测试值相对标准偏差在5.0%以内，方法的精密度高。
	样品名称
	国家轻工业牙膏蜡制品检测中心
	广州质量监督检测研究院
	浙江方圆检测集团股份有限公司
	平均值
	RSD
(%)

	xx牙膏（香草薄荷）（mg/kg）
	478.1
	492.3
	519.4
	496.6
	4.2

	xx米菲儿童牙膏（水果味）（mg/kg）
	106.7
	99.5
	109.0
	105.1
	4.7

	xx 漱口水（清心绿茶）（mg/kg）
	744.3
	729.6
	738.2
	737.4
	1.0


四、标准中涉及专利的情况
本标准不涉及专利问题。
五、预期达到的社会效益、对产业发展的作用等情况
本标准为制定项目，采用先进的高效液相色谱技术，解决了牙膏中十六烷基氯化吡啶含量的测定问题。十六烷基氯化吡啶是一种高效广谱杀菌剂，广泛应用于各类牙膏和漱口水中，有效抑制口腔中厌氧菌等细菌，能够帮助抑制牙菌斑的积累和牙龈发炎。虽然十六烷基氯化吡啶在牙膏中的使用没有限量要求，但十六烷基氯化吡啶具有一定毒性，牙膏产品中过量添加CPC可能给消费者健康带来隐患。目前，国内口腔护理产品中西吡氯铵的检测尚无相关地方或行业标准，本次报批的《口腔清洁护理用品 牙膏中十六烷基氯化吡啶的测定 高效液相色谱法》，是对牙膏中有效成分检测方法的重要补充。通过制订该标准，可以更好地为行业、企业服务，有利于产业结构调整和升级。
六、与国际、国外对比情况
本标准没有采用国际标准。
本标准制定过程中未查到同类国际、国外标准。
本标准水平为国内先进水平。
七、在标准体系中的位置，与现行相关法律、法规、规章及标准，特别是强制性标准的协调性
本专业领域标准体系框图如下图。
本标准属于口腔清洁用品标准体系“牙膏”小类，“口腔护理用品”组，“方法标准”系列。
本标准与现行相关法律、法规、规章及相关标准协调一致。
标准体系框图
八、重大分歧意见的处理经过和依据
无。
九、标准性质的建议说明
建议本标准的性质为推荐性行业标准。
十、贯彻标准的要求和措施建议
建议本标准批准发布6个月后实施。
建议本标准由全国口腔护理用品标准化技术委员会牙膏分技术委员会组织宣贯实施，企业可按照行业标准的规定和要求对企业内部标准进行修订，或根据行业标准实施时间要求拟订企标整改过渡措施。
十一、废止现行相关标准的建议
无。
十二、其他应予说明的事项
无。
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