《口腔清洁护理用品 牙膏中赤藓糖醇含量的测定 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计划，计划编号2018-0075T-QB，项目名称“口腔清洁护理用品 牙膏中赤藓糖醇的测定 高效液相色谱法”进行制定，主要起草单位：上海美加净日化有限公司，计划完成时间2019年。

2、主要工作过程

（1）起草阶段：2018年1月，上海美加净日化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，转发的工信和信息化部2018年第一批行业标准制修订计划的要求，成立了标准起草工作组。

工作组对国内外“赤藓糖醇”在牙膏中应用现状与发展情况进行全面调研，同时广泛搜集和检索了国内外赤藓糖醇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 牙膏中赤藓糖醇含量的测定 高效液相色谱法》的标准草案初稿。

3、主要参加单位和工作组成员及其所做的工作等

本标准由上海美加净日化有限公司负责起草。

主要成员：

所做的工作：工作组成员对国内外赤藓糖醇分析测试技术的现状与发展情况进行全面调研，同时广泛搜集和检索国内外赤藓糖醇的分析测试技术资料，并进行研究分析、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赤藓糖醇的方法要点、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
称取牙膏试样→加入水溶液溶解→磁力搅拌萃取→超声提取→离心分离→上清液经微孔滤膜过滤→进行HPLC分析。

2.2 分析条件的选择与优化
2.2.1提取方式的选择

牙膏是由摩擦剂、保湿剂、表面活性剂、粘合剂、香料、甜味剂及其它特殊成分构成。采用离心分离的方式可以将牙膏浆液中不溶于提取溶剂的摩擦剂从溶液中分离出来。离心以后的上清液采用0.45μm水相滤膜过滤，去除溶液中的小颗粒，以避免堵塞色谱柱，造成色谱柱柱压升高。经过滤后的滤液就可以直接经液相色谱仪测定。

2.2.2提取溶剂的选择

赤藓糖醇易溶于水，且牙膏试样在水溶液中经磁力搅拌和超声萃取后，易于分散，故本方法选用纯水溶液作为溶解对照品赤藓糖醇及分散含赤藓糖醇牙膏试样的溶剂。

 (1) 提取时间的确定

本方法采用磁力搅拌的方式将牙膏溶液搅拌至均匀，后放入超声波清洗器中进行超声萃取。用超声萃取5min，10min，20min，30min，60min，测定峰面积。实验结果表明，将试样溶液超声10min后，在本方法色谱条件下，赤藓糖醇的峰面积几乎没有变化，可以达到萃取平衡。

故最终确定超声萃取时间为10min。

 (2) 最终选择的前处理条件

牙膏试样先挤去大约20mm，再称取5g（精确至 0.0001 g）试样于100mL容量瓶中，用水溶解并定容至刻度，磁力搅拌至牙膏分散均匀，超声萃取10 min后，将试样溶液装入离心管中，4000r/min离心分离10min。上清液经0.45µm水相滤膜过滤，备用。

2.2.3色谱柱及柱温的选择

Hypersil GOLD Amino（150 mm×4.6mm，5μm）氨基色谱柱是一款适合牙膏样品中赤藓糖醇分离的色谱柱，性价比较高，对于色谱条件的要求也相对简单，只需要室温条件下乙腈和水作为流动相即可，并且色谱柱的保养和维护相对方便。而一些糖醇类的专用柱（如Waters Sugar-Pak I），不但价格较高，而且是由于用纯水作为流动相，柱温要求较高（80℃），柱压也较高，色谱柱的寿命不长，不利于方法的普及和推广。所以最终选择Hypersil GOLD Amino（150 mm×4.6mm，5μm）氨基色谱柱作为牙膏中赤藓糖醇含量的分析柱。

注：由于实验被测样品成分较为复杂，实验过程中发现色谱柱使用寿命较短。所以建议使用保护柱以延长色谱柱使用寿命。

另外，实验结果表明，赤藓糖醇的出峰时间随着柱温的升高而提前，为了不使赤藓糖醇的出峰时间过快或过慢，以及延长色谱柱的使用寿命，本方法选择的色谱柱柱温为35℃。

2.2.4检测器的选择

液相色谱连接的检测器有示差检测器、荧光检测器、质谱检测器、紫外检测器等。质谱检测器灵敏度高，定性定量准确，但价格比较昂贵，难以在中小企业得到推广。荧光检测器只适用于具有荧光的有机化合物的检测，也不适合牙膏中赤藓糖醇的检测。另外，由于赤藓糖醇没有紫外吸收，所以紫外检测器同样不适用于本方法。

示差检测器通用性强、操作简单，凡是具有与流动相折光率不同的试样组分，均可使用示差折光检测器进行检测。使用示差折光检测器对牙膏样品中的赤藓糖醇进行检测，灵敏度可以满足实验的要求。同时，在本实验方法采用的液相色谱条件下，目标检测物与杂质峰可以实现分离。

2.2.5 流动相条件的选择

参考相关文献报道及牙膏中赤藓糖醇含量的检测方法，采用乙腈/水作为该方法的流动相。同时，对流动相体系中乙腈和水的比例进行了考察。实验结果表明，随着乙腈浓度的增加，牙膏中赤藓糖醇的分离程度提高，同时，赤藓糖醇的出峰时间延后，当流动相中乙腈和水的比例达到75:25时，分离效果较好且分离时间较短，赤藓糖醇的出峰时间为5.5min左右，约15min就可以分析一个牙膏样品。综合考虑各个因素，最终选择乙腈/水=75:25（V/V），流速为1.0mL/min时，可以达到较理想的分离效果。

2.2.6 最终仪器条件

本方法最终选择的色谱条件如表1所示。
表1 本方法色谱条件
	色谱条件
	参数

	流动相
	乙腈和水按750+250的体积比混合均匀，使用前进行抽滤和超声脱气处理。

	色谱柱
	Hypersil GOLD Amin型氨基色谱柱（4.6mm×250mm, 5μm）及配套保护柱（4.0mm×10mm, 5μm），或相当的色谱柱

	检测器
	示差检测器

	柱温
	35℃

	检测器温度
	35℃

	进样量
	20 µL

	流量
	1.0mL/mL

	运行时间
	15min


2.3方法性能指标

2.3.1方法的线性关系

分别配制浓度为0.05mg/mL，0.10mg/mL，0.20mg/mL，0.40mg/mL，0.50mg/mL，1.00mg/mL，1.50mg/mL，2.00mg/mL，在本方法的色谱条件下进样分析，以赤藓糖醇对照品质量浓度(X)为横坐标，峰面积(Y)为纵坐标作图，同时用最小二乘法进行线性回归，得标准工作曲线及回归方程见表2，图1。实验结果显示，在0.05~2.00mg/mL的浓度范围内，对照品质量浓度与峰面积值具有良好的线性关系。

表2 对照品赤藓糖醇的回归方程、相关系数和线性范围

	物质名称
	回归方程
	相关系数R2
	线性范围（mg/mL）

	赤藓糖醇
	Y=0.6509X+2.7722
	0.9995
	0.05~2.00
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图1 对照品赤藓糖醇标准工作曲线

2.3.2 稳定性实验

配制浓度约为 0.05mg/mL 的赤藓糖醇对照品溶液，考察对照品浓度在13日内的稳定性。实验结果见表3。表3中的实验结果显示，对照品溶液中赤藓糖醇含量13日测定结果的RSD为1.25%，说明对照品溶液存放一周后其赤藓糖醇含量仍然比较稳定。

表3 赤藓糖醇对照品稳定性实验

	进样

时间
	赤藓糖醇
	RSD

(%)

	
	实测浓度

(mg/mL)
	均值(mg/mL)
	

	DAY1
	0.4915 
	0.4849
	1.25

	DAY2
	0.4851 
	
	

	DAY3
	0.4803 
	
	

	DAY6
	0.4873 
	
	

	DAY7
	0.4786 
	
	

	DAY8
	0.4802 
	
	

	DAY9
	0.4809 
	
	

	DAY13
	0.4954 
	
	


2.3.3方法的最低检出浓度和最低定量浓度的确定

将对照品溶液稀释进样，测定峰高信噪比为10∶1时赤藓糖醇浓度确定为方法的定量下限；测定峰高信噪比为3∶1时添加的赤藓糖醇浓度确定为方法的检出限。
向不含赤藓糖醇的阴性牙膏试样中定量添加标准溶液，按照前处理方法处理后，测定峰高信噪比为10∶1时赤藓糖醇浓度确定为方法的最低定量浓度；测定峰高信噪比为3∶1时添加的赤藓糖醇浓度确定为方法的检出浓度。

以上测定结果如表4所示。

表4 方法的检出限、定量限、检出浓度和定量浓度

	物质名称
	检出限

mg/mL
	定量限

mg/mL
	检出浓度

mg/kg
	定量浓度

mg/kg

	赤藓糖醇
	0.005
	0.015
	100
	300


2.3.4系统适用性实验

精密吸取同一浓度为 0.5mg/mL 的赤藓糖醇对照品溶液，连续7次进样，测定其峰面积及保留时间。如表5所示，赤藓糖醇对照品的峰面积的RSD为0.19%，保留时间的RSD为0.27%。
表5 赤藓糖醇对照品精密度实验
	进样次数
	峰面积(mAU)
	保留时间(min)

	1
	1.4244
	4.777

	2
	1.4280
	4.798

	3
	1.4304
	4.780

	4
	1.4249
	4.765

	5
	1.4220
	4.785

	6
	1.4269
	4.802

	7
	1.4269
	4.792

	峰面积RSD%
	0.19
	

	保留时间RSD%
	
	0.27


精密称取某含赤藓糖醇的牙膏试样6份，每份约5g（精确至0.0001g），按前处理条件处理后，连续 6次进样，测定目标峰其峰面积及保留时间。如表6所示，牙膏中赤藓糖醇峰面积的RSD为0.52%，保留时间的RSD为0.14%。
表6 牙膏试样精密度实验
	进样次数
	峰面积(mAU)
	保留时间(min)

	1
	0.7656
	5.353

	2
	0.7575
	5.362

	3
	0.7562
	5.343

	4
	0.7541
	5.347

	5
	0.7594
	5.347

	6
	0.7585
	5.358

	RSD%
	0.52
	

	
	
	0.14


2.3.5方法的精密度
精密称取某含赤藓糖醇的牙膏试样6份，每份5g（精确至0.0001g），按前处理条件处理后，按本方法确定的色谱条件进行测定，测得试样中赤藓糖醇的平均含量为5.400mg/g，RSD为1.35%，实验结果见表7。

表7 某牙膏试样中赤藓糖醇的测定结果（n=6）
	试样

编号
	牙膏样品中

赤藓糖醇的含量
(mg/g)
	均值

（mg/g）
	RSD

（%）

	1
	5.415
	5.400
	1.35

	2
	5.405
	
	

	3
	5.370
	
	

	4
	5.395
	
	

	5
	5.295
	
	

	6
	5.520
	
	


2.3.6方法的加标回收率

选取三种具有代表性的阴性牙膏试样，分别进行低、中、高三个添加水平的加标回收率试验，按照本方法的前处理条件及色谱条件进行测定，计算回收率，实验结果见表8。

从表8中的数据可以发现，赤藓糖醇在添加浓度2~8mg/g范围内，回收率在95.67%~100.18%之间。

表8 阴性膏试样加标回收率试验结果
	牙膏名称
	添加水平
(mg/g)
	实际加标量
(mg/g)
	测得量
(mg/g)
	平均

回收率
(%)
	RSD(%）

	
	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	
	

	阴性牙膏试样①
（碳酸钙基质）
	10.00
	9.92
	10.10
	10.18
	9.57
	9.72
	9.70
	96.01
	0.64

	
	20.00
	20.01
	20.00
	20.03
	19.69
	19.64
	19.61
	98.01
	0.38

	
	40.00
	39.90
	39.86
	39.88
	39.99
	39.98
	39.89
	100.18
	0.14

	阴性牙膏试样②（二氧化硅基质）
	10.00
	10.14
	10.12
	10.08
	9.66
	9.61
	10.20
	97.15
	3.61

	
	20.00
	19.98
	19.88
	19.92
	19.22
	19.13
	18.84
	95.67
	0.99

	
	40.00
	39.86
	40.02
	40.60
	38.48
	38.75
	38.68
	96.33
	0.86

	阴性牙膏试样③（磷酸氢钙基质）
	10.00
	10.00
	10.00
	9.99
	9.82
	9.63
	9.66
	97.02
	1.05

	
	20.00
	20.01
	20.00
	20.00
	19.82
	20.14
	20.05
	100.00
	0.85

	
	40.00
	39.92
	40.01
	39.90
	39.93
	39.74
	39.66
	99.58
	0.38


2.3.7牙膏试样实测情况

使用本项目建立的分析方法，对市场上有代表性的40种牙膏产品进行检测，检测结果见表9所示。
表9市售牙膏样品中赤藓糖醇含量测定结果

	牙膏编号
	摩擦剂
	赤藓糖醇测得量（mg/g）

	样品1
	磷酸氢钙二水合物
	N.D.

	样品2
	磷酸氢钙二水合物
	N.D.

	样品3
	磷酸氢钙二水合物
	N.D.

	样品4
	磷酸氢钙二水合物
	N.D.

	样品5
	水合硅石
	N.D.

	样品6
	水合硅石
	N.D.

	样品7
	水合硅石
	N.D.

	样品8
	水合硅石
	N.D.

	样品9
	水合硅石
	N.D.

	样品10
	水合硅石
	N.D.

	样品11
	水合硅石
	N.D.

	样品12
	水合硅石
	N.D.

	样品13
	水合硅石
	N.D.

	样品14
	水合硅石
	0.4678

	样品15
	水合硅石
	0.8776

	样品16
	水合硅石
	N.D.

	样品17
	水合硅石
	N.D.

	样品18
	水合硅石
	N.D.

	样品19
	水合硅石
	N.D.

	样品20
	水合硅石
	N.D.

	样品21
	水合硅石
	N.D.

	样品22
	水合硅石
	N.D.

	样品23
	水合硅石
	N.D.

	样品24
	水合硅石
	N.D.

	样品25
	水合硅石
	N.D.

	样品26
	水合硅石
	N.D.

	样品27
	水合硅石
	N.D.

	样品28
	水合硅石
	N.D.

	样品29
	水合硅石
	N.D.

	样品30
	水合硅石
	N.D.

	样品31
	水合硅石
	N.D.

	样品32
	水合硅石
	N.D.

	样品33
	水合硅石
	N.D.

	样品34
	水合硅石
	N.D.

	样品35
	水合硅石
	N.D.

	样品36
	水合硅石
	N.D.

	样品37
	水合硅石
	N.D.

	样品38
	碳酸钙
	N.D.

	样品39
	碳酸钙+水合硅石
	N.D.

	样品40
	碳酸钙+水合硅石
	N.D.


主要试验（或验证）情况

本方法邀请了上海市质量监督检验技术研究院、广州质量监督检测研究院、国家轻工业牙膏蜡制品检测中心3家权威检测机构及上海美加净日化有限公司分别进行了方法验证工作。结果见验证报告。
验证结果显示，在重复性实验条件下，四家实验室标准工作曲线的线性良好，R2在0.9995~0.9999之间；回收率均能满足标准文本的回收率要求，赤藓糖醇在添加浓度10mg/g～20mg/g范围内，本标准方法的回收率在95.7%~103.8%之间；方法的精密度良好，相对标准偏差（n=6）在1.16%~2.19%之间；对于同一款牙膏样品（含赤藓糖醇），四家实验室检测结果的相对标准偏差为4.06%；

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，解决了牙膏中赤藓糖醇含量的测定问题。QB2966-2008《功效型牙膏》标准在实施过程中，遇到了很多产品有功效宣传而检测标准缺失的问题。为规范功效性牙膏市场，加强对产品过度宣传的控制，相继出台了一些法律法规。为了使该标准更好的与国家相关法律法规、标准相协调。本次报批的《口腔清洁护理用品 牙膏中赤藓糖醇的测定 高效液相色谱法》，是对功效型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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