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化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸的检验方法
高效液相色谱法
1 范围
本文件描述了使用高效液相色谱法测定化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的仪器和设备、试剂和材料、操作步骤。
[bookmark: _Hlk45301151]本文件适用于化妆品中四氢甲基嘧啶羧酸含量的测定。
2 规范性引用文件
本文件没有规范性引用文件。下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
3 [bookmark: _Hlk213171882]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
4 基本信息
中文名称：四氢甲基嘧啶羧酸
别称：依克多因
INCI名称：ection
分子式：C6H10N2O2
CAS号：96702-03-3
相对分子质量：142.16
5 方法提要
待测样品中的四氢甲基嘧啶羧酸经甲醇或甲醇与四氢呋喃混合溶液提取后，用0.45 μm滤膜过滤，得到待测液。经高效液相色谱仪分离，根据保留时间定性，峰面积定量，以外标法计算含量。
该方法的检出限不低于1.60 μg/mL，定量限不低于5.00 μg/mL。
6 仪器和设备
除理化实验室常规灭菌设备外，其他仪器和设备如下： 
a）高效液相色谱仪；	
b）电子天平：精密度0.0001 g；
c）超纯水机；
d）pH计；
e）真空抽滤装置；
f）0.45 μm薄膜过滤头；
g）一次性注射器；
h）高速离心机；
i）涡旋震荡器；
j）超声振荡器；
k）容量瓶；
l）冰箱；
m）10 mL具塞比色管；
7 试剂和材料
除另有规定外，本方法所用试剂均为分析纯或以上规格，水为GB/T 6682 所规定的一级水。
a）甲醇：色谱纯；
b）磷酸二氢钠：分析纯，分子量为119.96 g/mol；	
c）1-庚烷磺酸钠：色谱纯，分子量为202.25 g/mol；
d）磷酸：分析纯；
e）四氢呋喃：分析纯；
f）四氢甲基嘧啶羧酸标准品：纯度应大于99.0%；
g）四氢甲基嘧啶羧酸标准储备溶液：称取四氢甲基嘧啶羧酸标准品100 mg(精确到0.1 mg)于100 mL容量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，制成浓度为1000 μg/mL的四氢甲基嘧啶羧酸标准储备液，于4℃避光保存。使用时稀释至浓度为5，20，50，100，200和500 μg/mL的四氢甲基嘧啶羧酸标准系列溶液。（可根据待测样品浓度适当调整浓度范围。）
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8 操作步骤
8.1 标准系列溶液制备
取四氢甲基嘧啶羧酸标准储备溶液（7试剂和材料 g）），按照表1配制四氢甲基嘧啶羧酸标准系列溶液。
表1 四氢甲基嘧啶羧酸标准系列溶液配制
	溶液
	溶液初始浓度
	量取体积
	定容终体积
	标准系列溶液终浓度

	标准系列溶液1
	100.0μg/mL
	0.5 mL
	10 mL
	5.0 μg/mL

	标准系列溶液2
	100.0μg/mL
	2.0 mL
	10 mL
	20.0 μg/mL

	标准系列溶液3
	100.0μg/mL
	5.0 mL
	10 mL
	50.0 μg/mL

	标准系列溶液4
	1000.0μg/mL
	1.0 mL
	10 mL
	 100.0 μg/mL

	标准系列溶液5
	1000.0μg/mL
	2.0 mL
	10 mL
	200.0μg/mL

	标准系列溶液6
	1000.0μg/mL
	5.0 mL
	10 mL
	500.0μg/mL

	标准系列溶液7
	1000.0μg/mL
	1.0 mL
	1 mL
	1000.0μg/mL


8.2 样品处理
常规待测样品前处理：称取待测样品1.0 g（精确到0.0001 g，如待测样品中四氢甲基嘧啶羧酸含量较高或较低可适当调整称样量为0.5 g-2.0 g）于10 mL具塞比色管中，加甲醇至10 mL刻度，涡旋震摇使待测样品分散，超声提取20min。取出冷却至室温，补足甲醇至刻度，经离心机以10000 r/min转速离心10min，取上清液经0.45 μm滤膜过滤，滤液待测。
蜡质待测样品前处理：称取待测样品1.0 g (精确至0.0001g，如待测样品中四氢甲基嘧啶羧酸含量较高或较低可适当调整称样量为0.5 g-2.0 g)于10 mL具塞比色管中，加入2 mL四氢呋喃，涡旋，将蜡基质待测样品分散，加甲醇至10 mL刻度，涡旋混合均匀。超声提取20min，取出冷却至室温，补足溶液至刻度，经离心机以10000 r/min转速离心10 min，取上清液用0.45μm滤膜过滤，滤液待测。
8.3  色谱条件
色谱柱：C18色谱柱,4.6 mm× 250 mm,粒径5 μm,或同等性能的色谱柱。
检测器：二极管阵列检测器或紫外检测器。
流动相A：称取4.80 g 磷酸二氢钠和2.02g 1-庚烷磺酸钠，加水至1 L，配置40 mmol/L磷酸二氢钠和10 mmol/L 1-庚烷磺酸钠水溶液，再用磷酸调pH=3.0。 
流动相B:甲醇。
流速：1.0 mL/min。
检测波长：210 nm；
柱温：30 ℃；
进样量：1 L。
梯度洗脱程序见表2. 
表2 梯度洗脱程序
	时间/min
	流动相A/%
	流动相B/%

	0
	95
	5

	7
	95
	5

	7.5
	30
	70

	10
	30
	70

	10.5
	95
	5

	15
	95
	5


8.4  测定
在8.3色谱条件下，取混合标准系列溶液（8.1）分别进样，记录色谱图，以溶液浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
取样品待测溶液（8.2）进样，记录色谱图，以保留时间和紫外光谱图定性，色谱图及光谱图见附录A。测得峰面积后，根据标准曲线得到待测溶液中四氢甲基嘧啶羧酸的质量浓度，按下式计算含量：
10-6
式中：
四氢甲基嘧啶羧酸——样品中四氢甲基嘧啶羧酸的含量，%；
m——待测样品的取样量，g；
——从标准曲线算得四氢甲基嘧啶羧酸的质量浓度，μg/mL；
V——待测样品定容体积，mL。
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
方法回收率应在90-110%，相对标准偏差小于5%（n=7）。
[bookmark: _Toc260821138][bookmark: _Toc260820701][bookmark: _Toc260820742][bookmark: _Toc260821153]
附 录 A
（规范性附录）
四氢甲基嘧啶羧酸标准品高效液相色谱图及紫外光谱图
四氢甲基嘧啶羧酸标准品高效液相色谱图见图A.1。
[image: ]
图A.1 浓度为510 μg/mL四氢甲基嘧啶羧酸标准品高效液相色谱图
四氢甲基嘧啶羧酸标准品紫外光谱图见图A.2。
[image: C:\Users\yuanzhuo\AppData\Roaming\LarkShell\sdk_storage\06e8c9ad57f7249bc444fb17d24d7996\resources\images\img_v3_02q1_e81b9ebe-5bcf-42ec-80f3-2e7eca83220g.jpg]
图A.2 四氢甲基嘧啶羧酸标准品紫外光谱图

________________________

4		

image1.png
o)

$68¢%

g8 Y

]
£

"





image2.jpeg
mAl

KFEH - 4.518 (STOT-HARIEHS. dx)

306

2 H

200 230 240 260 280 300 320 310 360 380 400




