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摘要
在本应用简报中，参考《化妆品安全技术规范（2015 版）》及《化妆品相关检验方法制
修订概况表》的相关规定，开发出一种基于在线固相萃取及超高效液相色谱 (UHPLC) 的
快速在线净化及分析方法，用于分析化妆品中的氯苯甘醚。对该方法的检测限 (LOD)、定
量限 (LOQ)、重现性、回收率等进行了考察，并对典型化妆品样品进行了检测。结果显
示，所开发的在线固相萃取-超高效液相色谱法在特异性，灵敏度等方面完全满足国标的
相应要求，线性、重现性良好，并解决了化妆品基质所可能导致的柱压升高和色谱柱污
染的问题，极大地提升了方法稳定性并延长了色谱柱使用寿命。

使用安捷伦在线固相萃取系统测定 
化妆品中的氯苯甘醚
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前言
氯苯甘醚在《国际化妆品原料字典和手册》中作为化妆品杀菌剂
使用，可有效抵御革兰氏阳性及阴性菌，尤其对黑曲霉及嗜松青
霉有较强的杀菌活性，并对白色念珠菌和酿酒酵母具有良好的抑
制作用。十几年来，氯苯甘醚被广泛用于洗发产品、护肤产品、
指甲油及香皂、肥皂的制造中。

《化妆品安全技术规范（2015 版）》（下文简称《规范》）中规定
了使用高效液相色谱法测定化妆品中氯苯甘醚的含量，该方法适
用于液态水基类、膏霜乳液类和粉类化妆品中氯苯甘醚的含量测
定。在《规范》中，针对这类样品的前处理方法使用超声提取及
低速离心等手段，但是对于某些类型的基质，很难彻底去除干扰
组分。这些干扰组分除影响目标物的检测以外，还容易导致色谱
柱污染，引起柱压升高，从而严重影响分离效果和效率并显著缩
短色谱柱使用寿命。

针对上述问题，我们开发了一种基于在线固相萃取和超高效液相
色谱 (UHPLC) 的快速在线净化及分析方法。该方法使用在线净化
技术，可有效降低基质中的干扰物质对分离结果的影响，并解决
柱压升高的问题。同时由于使用 UHPLC 分析方法，包含在线样
品前处理的整体分析时间也没有额外增加。该方法在保证分析效
率的同时，提高了数据质量，降低了色谱柱成本。

实验部分

试剂和样品
甲醇为 HPLC 级，购于迪马公司；所用实验用水为美国 Millipore 
公司  Mil l iQ 超纯水系统制备的超纯水；氯苯甘醚标准品购于 
Sigma 试剂公司。

含有氯苯甘醚的洗面奶样品购于本地超市。

仪器和设备
采用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统。该系统按照在线固相
萃取系统进行配置（见图 1），包括以下模块：

在线固相萃取部分：

四元泵，部件号 G7111B

自动进样器，部件号 G7129C

二位六通阀，部件号 G4231A（内置于柱温箱内）

超高效液相分析部分：

四元泵，部件号 G7111B

多功能柱温箱，部件号 G7116A（含内置阀驱动）

高灵敏度 DAD 检测器，部件号 G7117C（配备 10 mm 光程流通池） 
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图 1. 在线固相萃取系统配置流路示意图

标准品制备
依据《规范》中的方法，用甲醇制得浓度为 1 mg/L、5 mg/L、 
10 mg/L、50 mg/L、100 mg/L、250 mg/L 和 500 mg/L 的氯苯
甘醚标准系列溶液。

样品前处理
参照《规范》中的操作，称取样品 0.5 g（精确到 0.001 g）于 10 mL 
具塞比色管中；向其中加入少量流动相，涡旋振摇 1 min；然后
用流动相定容至刻度；超声提取 30 min 后，取 2 mL 置于离心管
中，以 10000 rpm 离心 5 min；过 0.22 μm 滤膜，将滤液作为待
测溶液。

分析条件
SPE 部分：

在线固相萃取柱： Agilent InfinityLab Poroshell HPH C18  
(4.6 × 5 mm, 2.7 μm)，部件号 820750-928

进样量： 3 μL
流速： 见梯度表
柱温： 30 °C
流动相： A：水；B：甲醇
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梯度表：

时间 (min) A (%) B (%) 流速 (mL/min)

0.00 70 30 1

0.75 70 30 1

1.05 45 55 1

1.06 45 55 2

1.50 0 100 2

3.50 0 100 2

3.51 70 30 2

5.00 70 30 2

6.00 70 30 1

阀切换时间表：

时间 (min) 位置（参考图 1） 说明

0.00 A SPE 柱上样和净化

0.75 B 将待测物从 SPE 柱冲至分析柱

1.05 A SPE 柱冲洗和平衡

超高效液相分析部分：

色谱柱：  Agilent InfinityLab Poroshell 120 SB C18  
(4.6 × 75 mm, 2.7 μm)，部件号 687975-902

流速： 1 mL/min
柱温： 30 °C
流动相： 水:甲醇 = 45:55，等度洗脱
检测波长： 280 nm

结果与讨论

氯苯甘醚净化及分离结果
按照上述样品前处理步骤和分析方法，对 100 mg/L 标样及洗面奶样品进行在线固相萃取-超高效液相色谱分析。结果如图 2 所示。从图中
可以看出，在线固相萃取过程可以有效去除基质中的干扰物质，目标化合物分离及保留良好，此方法可以用于氯苯甘醚的定性定量分析。
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图 2. 氯苯甘醚的净化及分离结果：上图，标样；下图，洗面奶样品
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线性范围
将 7 个浓度的标准曲线混合溶液按浓度由低到高的顺序进样分析，每个浓度的标样平行进样 2 次，取每个浓度点的峰面积平均值进行
计算。所得到的色谱图及校准曲线如图 3 所示。结果表明，氯苯甘醚在 1–500mg/L 范围内具有良好的线性相关性，相关系数 R2 大于 
0.999。
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图 3. 氯苯甘醚线性范围考察结果

重现性、灵敏度及回收率
将标样 (100 mg/L) 和洗面奶样品分别重复进样 86 次考察保留
时间及峰面积重复性，保留时间相对标准偏差  (RSD) 均小于 
0.53%，峰面积相对标准偏差均小于 0.82%。同时也对方法进行
了加标回收率及 LOD/LOQ 的考察，洗面奶样品中加标回收率 
101%，满足《规范》中的回收率要求，并且证明样品提取及在
线净化过程对氯苯甘醚测定没有影响。方法 LOD 为 0.55 ppm，
LOQ 为 1.25 ppm，按照《规范》中的称样量及处理方法折算，可
以完全满足要求。

在线净化方法与直接进样方法的比较
使用《规范》推荐的等度条件对样品进行分析，结果如图 4 所
示。该方法清洗能力较弱，且容易导致色谱柱污染。在目标物
出峰后采用高比例有机相冲洗色谱柱，结果仍然冲洗出很多污
染物。按照原等度条件，这些污染物会污染色谱柱。而且我们发
现，虽然经过高比例有机相冲洗，但是在样品不经 SPE 净化的情
况下，柱压仍然随进样次数增加而显著升高。
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图 4. 样品按照《规范》方法提取后直接进样，并采用高比例有机相进行冲洗
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经过在线净化之后，同样在目标物出峰后采用高比例有机相冲洗（6.5 min 以后使用 100% B 相冲洗），以考察 SPE 净化效果。结果如图 5 
所示。从图中可以看到，分析柱上无明显的污染物峰被冲出，表明所有污染物均在 SPE 柱冲洗再生阶段被洗脱。另外，在连续运行 32 个
实际样品后，无论是分析柱还是 SPE 柱的压力均无显著增加；并且采用高比例有机相冲洗色谱柱和 SPE 柱时，未观察到大量残留污染物
被冲出，也证明在线净化取得了良好的效果。
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图 5. 在线净化效果考察：上图，UHPLC 色谱图；下图，SPE 柱净化色谱图

结论

从上述实验结果及数据可以看出，此方法可以很好的将被测样品
基质中的污染去除并准确测定目标物氯苯甘醚，从而极大的降低
污染，提高数据质量，延长色谱柱使用寿命。同时，由于使用了
超高效液相色谱分析，可以在不增加分析时间及溶剂消耗的情况
下，完成样品的分析，对于提升此类化妆品的检测效率，降低样
品检测成本提供了很大帮助。

所述方法使用 Agilent Poroshell 系列表面多孔色谱柱。这类色谱
柱具有柱效高而反压低的优势，并具有优异的抗污染、抗堵塞能
力，尤其适用于复杂基质样品的高通量检测。
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