化妆品防腐挑战测试方法​

1 范围

本标准规定了化妆品防腐效能的试验方法。

本标准适用于化妆品防腐效能评价。​
2 规范性引用文件

    GB/T 6682   分析实验室用水规格和试验方法

GB 19489    实验室生物安全通用要求

GB 4789.28   食品安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量要求

QB/T2738    日化产品抗菌抑菌效果的评价方法

消毒技术规范

化妆品安全技术规范（2015 版）

  3 术语和定义

3.1  防腐效能
化妆品在人为接种特定微生物（如金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、白色念珠菌等）后，通过定期检测存活菌量变化，判断其防腐体系能否在保质期内有效控制微生物增殖的能力。

3.2  中和剂

在防腐剂挑战试验中，用以消除女品中抑菌或杀菌成分，便其失去

对微生物抑制和杀灭作用的试剂。

4 仪器和设备

4.1 生物安全柜

4.2 高压蒸汽灭菌锅

4.3 恒温培养箱：36℃±1℃、25℃±2℃

4.4 电子天平：感量为0.1g

4.5 水浴锅：55℃±1℃。

4.6 移液器

4.7 无菌吸管：10mL、1mL

4.8 灭菌平皿：直径90mm

4.9 均质器

4.10 三角瓶

4.11 玻璃试管

4.12 显微镜

4.13 pH计或精密pH试纸

4.14 比浊仪

4.15 涡旋振荡器

4.16 计时器

5 试剂和材料

除另有规定外，所有试剂均为分析纯或生化试剂。

5.1 实验用水：应符合 GB/T 6682 中一级水的规格。

5.2 生理盐水

5.3 卵磷脂吐温-80营养琼脂培养基

5.4 孟加拉红琼脂培养基

5.5 营养琼脂培养基（NA）

5.6 沙氏葡萄糖琼脂培养基（SDA）

5.7 Eugon LT 100 肉汤

5.8 D/E 中和肉汤（Dey/Engley 中和肉汤）

5.9 改良 Letheen 肉汤

5.10 营养肉汤（NB）

5.11 沙氏液体培养基

5.12 试验菌株：金黄色葡萄球菌（ATCC 6538或CMCC(B) 26003或其他等效试验菌株）、大肠埃希氏菌（8099或CMCC(B) 44102或其他等效试验菌株）、铜绿假单胞菌（ATCC 15442或CMCC(B) 10104或其他等效试验菌株）、白色念珠菌（ATCC 10231或CMCC(F) 98001或其他等效试验菌株）、黑曲霉菌（ATCC 16404或CMCC(F) 98003或其他等效试验菌株），试验菌株从专业菌种保藏机构获得，也可根据需要增加其他相关细菌或真菌作为测试菌株。

注：原则上试验菌种传代不超过 5 代，若验证时数量超过 5 代，需提供相关说明及验证数据。以上培养基可选用商品化干粉或预制培养基。
6 操作步骤

6.1 供试品微生物检测

所采集的样品，应具有代表性，一般视每批化妆品数量大小，随机抽取相应数量的包装单位。检验时应从不少于2个包装单位的取样中共取 10g 或 10mL。包装量小于 20g 的样品，采样时可适当增加样品包装数量。依据《化妆品安全技术规范》第五章微生物检验方法中微生物检验方法总则、菌落总数、霉菌和酵母菌检验方法对样品进行检测，检测结果应符合《化妆品安全技术规范》中的限值规定。供试品微生物检测的结果记作Nf。

6.2 试验菌液制备

6.2.1 细菌悬液的制备

取冻干菌种管，在无菌操作下打开，加入适量营养肉汤，轻柔吹吸数次，使菌种融化分散。取含5.0mL~10.0mL营养肉汤培养基试管，滴入少许菌种悬液，置36℃±1℃培养18h～24h。用接种环取第1代培养的菌悬液，划线接种于营养琼脂平板上，于36℃±1℃培养18h～24h。挑取上述第2 代培养物中典型菌落，接种于营养琼脂斜面，于36℃±1℃培养18h～24h，即为第3代培养物。取菌种第3代~5代的营养琼脂斜面新鲜培养物，吸取适量的无菌生理盐水加入斜面试管内，反复吹洗，洗下菌苔。将洗液转移至另一无菌试管中，涡旋混匀20s。用无菌生理盐水将其稀释成约1.0×107 CFU/mL~1.0×108 CFU/mL的菌悬液。制备好的菌悬液应在2h内使用，或在 2℃~8℃保存不超过 24 h。

6.2.2 白色念珠菌菌液的制备

取冻干菌种管，以无菌操作打开，吸取适量沙氏液体培养基于管中，轻柔吹吸数次，使菌种融化分散。取含5.0mL~10.0mL沙氏液体培养基试管，滴入少许菌种悬液，置36℃±1℃培养18h~24h。用接种环取第1代培养的菌悬液，划线接种于沙氏琼脂培养基平板上，于36℃±1℃培养18h~24h。挑取上述第2代培养物中典型菌落，接种于沙氏琼脂斜面，于36℃±1℃培养18h~24h，即为第3代培养物。将其密封后在4℃保存，时间不得超过6周。吸取适量的无菌生理盐水加入斜面试管内，反复吹洗，洗下菌苔。将洗液转移至另一无菌试管中，涡旋混匀20s。用无菌生理盐水将其稀释成约1.0×106 CFU/mL~1.0×107 CFU/mL的菌悬液。制备好的菌悬液应在2h内使用，或在2℃~8℃保存不超过24 h。

6.2.3 黑曲霉孢子悬液的制备

取冻干菌种管，以无菌操作打开，吸取适量沙氏液体培养基于管中，轻柔吹吸数次，使菌种融化分散。取含5.0mL~10.0mL沙氏液体培养基试管，滴入少许菌种悬液，置25℃±2℃培养5d~7d。用接种环取第1代培养的菌悬液，划线接种于沙氏琼脂培养基平板上，于25℃±2℃培养5d~7d。挑取上述第2代培养物中典型菌落，接种于沙氏琼脂斜面，于25℃±2℃培养5d~7d，即为第3代培养物。将其密封后在4℃保存，时间不得超过9周。吸取适量的无菌生理盐水加入斜面试管内，刮洗黑曲霉分生孢子于溶液中。将孢子悬液转移至另一无菌试管中，用无菌生理盐水将其稀释成约1.0×106 CFU/mL~1.0×107 CFU/mL的孢子悬液。制备好的孢子悬液应当天使用，或在2℃~8℃保存不超过7d，使用前混合均匀并在显微镜下观察是否有孢子出芽，若有孢子出芽，则弃之不用。

6.3 中和剂鉴定试验

6.3.1 将6.2中准备的菌液10倍系列稀释至浓度为1.0×103CFU/mL的菌悬液，用于中和鉴定试验。每种测试菌株的中和剂鉴定试验应分别进行。

6.3.2 中和剂的选择

为了中和化妆品中的防腐剂，多采用D/E中和肉汤、Eugon LT 100液体培养基或者改良LETHEEN肉汤。若中和效果不理想，可根据产品中添加的防腐剂类型进行选择。

6.3.3 中和剂试验分组

试验分为以下三组，按如下方法进行染菌。

（1）试验组(Nvf)：将1 g(mL)供试品加入9 mL中和剂中，混匀，室温放置30min±15min，使其充分作用；

（2）中和剂对照组(Nvn)：将1 mL稀释液加入9 mL中和剂中，混匀，室温放置30min±15min；

（3）菌液对照组(Nv）：10 mL稀释液。

在以上三组中，分别加入6.3.1中制备的工作菌悬液各1mL。分别对三组进行稀释计数，吸取最终样液 1.0ml接种于平皿中，每个稀释度接种2块平皿，然后倒入相应培养基进行平板计数。细菌培养基为NA，于36℃±1℃培养48h±2h；白色念珠菌培养基为SDA，于于36℃±1℃培养48h±2h；黑曲霉培养基为SDA，于25℃±2℃培养5~7d。 
6.3.4结果判定

 对各组进行计数，当Nvn / Nv 接近（如0.5 ≤ Nvn / Nv ≤ 2），并且(Nvf – Nf)/ Nvn ≥ 0.5时，判定中和剂有良好的中和效果，中和剂试验通过。
6.4 防腐剂挑战试验

6.4.1 每种试验菌株的杀菌试验应分别进行。

6.4.2 接种：取0.2 mL 6.2中制备的菌液，加入到装有20g或20mL样品的无菌三角瓶中，彻底混合均匀。细菌的染菌浓度为105 CFU/mL~106 CFU/mL，真菌的染菌浓度为104 CFU/mL~105 CFU/mL。染菌后的样品置于25℃±2℃避光培养，分别在1、7、14和28天检测其中的存活菌数，分别计作Nx（X=1，7，14，28）（详见6.4.4中对时间点的规定）。取样前，需将样品在涡旋振荡器上充分混匀，确保所取样品具有代表性。​

6.4.3 计数：培养至特定时间后（1，7，14，28天），取1mL或1g接种后的样品，加入含有9mL无菌中和剂的试管中，充分涡旋混匀。（若中和剂鉴定试验中，对样品进行百倍稀释后测定了中和剂的有效性，则接种后的样品进行计数时也应进行百倍稀释。）室温下与中和剂作用30±15 min后，分别吸取1.0 mL样液于2个无菌平皿中进行平板计数。如平板上生长菌落数较多，可进行10倍系列稀释，选择合适的稀释度进行平板计数。细菌在36℃±1℃培养48h±2h；白色念珠菌在36℃±1℃培养48h±2h；；黑曲霉菌在25℃±2℃培养5-7d。培养结束后，选取菌落数在30-300 cfu（细菌和白色念珠菌）或者15-150 cfu（黑曲霉）的平板进行计数。

6.4.4 计算方法
化妆品防腐效能评价以供试品中存活菌量常用对数减少值（Rx）作为评价指标，计算方式见式（1）：

Rx=lgN0 - lgNx………………………………………（1）

式中：N0——供试品初始染菌量。

Nx——培养特定时间下，供试品中存活菌量。

6.4.5 结果判定

表1 化妆品防腐挑战结果判定原则
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	判定标准A
	≤5c
	≥3
	≥3且NI d
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	判定标准B
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	a. 在防腐效能测试中，可接受偏差范围为0.5 log；

b. 仅驻留类供试品需在T1时间点测试，任一细菌的测试结果满足≤5即认为符合T1时间点的评价要求；

c. T7、T14和T28时间点除表皮葡萄球菌外，需所有测试菌株均满足表中相应要求；

d. NI：与上一时间点的计数结果相比，差异未超过0.5 log；

e. Nx与初始染菌量N0相比，差异未超过0.5 log时，Rx=0;
f. “–”表示无需进行测试。


—判定标准A，适用于不考虑其它控制因素条件下，产品配方能有效防止可能会对消费者构成潜在安全风险微生物增殖的产品。

—判定标准B，适用于除产品组方因素外，对微生物污染采取了经风险评估有效的其他控制方式的产品，如采用特定包装等手段控制微生物污染。

7 检验报告

检验报告应包括但不限于以下内容：

样品信息；

检测标准；

试验菌株；

样品处理过程：包含接种量、染菌浓度等；

试验结果；

试验结论：明确样品是否通过防腐挑战试验，即所有测试菌株防腐挑战结果是否都符合表1的判定要求。

8 评估频次

化妆品新品上市前，除豁免微生物防腐挑战试验的均可参照该文件对化妆品防腐挑战进行测试评估。
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