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[bookmark: _Toc179451117][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由江苏省轻工协会提出并归口。
本文件起草单位：南京市产品质量监督检验院（南京市质量发展与先进技术应用研究院）。
本文件主要起草人：
[bookmark: BookMark4]

化妆品中对苯二胺等40种染发剂测定
高效液相色谱-串联质谱法
[bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc179451118][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc179446738][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc179450965][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26648465]范围
[bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233326]本文件规定了化妆品中对苯二胺等40种染发剂测定的测定方法。 
本文件适用于化妆品中对苯二胺等40种染发剂测定的高效液相色谱-串联质谱法的测定。
[bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc179446739][bookmark: _Toc179451119][bookmark: _Toc179450966][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531]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
[bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc179451120][bookmark: _Toc179446740][bookmark: _Toc179450967]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc179450968][bookmark: _Toc179451121]原理
试样经甲醇-2g/L亚硫酸氢钠水溶液超声提取、离心后用10%甲醇稀释，0.22μm的滤膜过滤，滤液注入高效液相色谱质谱仪检测，基质空白标准曲线外标法定量。
仪器与试剂
试剂
水，GB/T 6682，一级。
甲醇（CH3OH）：色谱纯。
乙腈：色谱纯。
乙酸铵：质谱纯。
亚硫酸氢钠：分析纯。
试剂配剂
10%甲醇溶液：量取100mL甲醇溶液至1L容量瓶中，用纯水定容至刻度线。
10mmol/L乙酸铵溶液（pH=8）：精确称量 0.7708g 乙酸铵固体，950mL纯水溶解，用氨水调节pH=8，转移至1L容量瓶，用纯水定容至1L。
2g/L亚硫酸氢钠水溶液：精确称量 0.2000g 亚硫酸氢钠固体，用纯水溶解，并定容至100mL。
甲醇-2g/L亚硫酸氢钠水溶液（体积比1:1）：量取50mL甲醇溶液至100mL容量瓶中，用2g/L亚硫酸氢钠水溶液定容。
标准品
40种染料的标准品：纯度大于95%，名称、CAS号、分子式、相对分子质量见附录A中表1。
标准溶液配制
40种染发剂的标准储备溶液：分别准确称取标准品20mg,精确至0.001mg，于20mL的棕色容量瓶中，用甲醇-2g/L亚硫酸氢钠水溶液（体积比1:1）（5.2.4)溶解并定容至刻度，即得质量浓度为1000mg/L的标准储备液。4℃冰箱冷藏可保存24h，宜现配现用，每次取用前需超声助溶5min。
仪器和设备
高效液相色谱-质谱联用仪：配有电喷雾离子源（ESI）。
涡旋振荡器。
移液枪：50μL、200μL、1000μL。
分析天平：感量 0.0001g。
具塞离心刻度试管：15mL或50mL。
离心机：转速≥8000r/min。
超声振荡器：功率不小于500W，频率53kHz。
0.22μm滤膜针式过滤器。
[bookmark: _Toc179450969][bookmark: _Toc179451122]试验步骤
样品处理
供试品溶液：精密称取样品2 g，置于10 mL试管中，加入10 mL 70 %甲醇溶液，涡旋混匀后，用70 %甲醇定容至刻度；超声提取20 min，经0.22 μm滤膜过滤，收集续滤液作为供试品储备液，避光于-20 ℃保存。
精密量取供试品储备液1 mL，置于10 mL容量瓶中，用20 %甲醇溶液定容至10 mL，混匀得到供试品溶液，用于测定。若稀释后样品中染料成分浓度超出线性范围上限，需用对应溶剂进一步稀释。
测定参考条件
液相色谱测定参考条件
色谱柱：Poroshell 120 Bomus-RP （2.1 mm×100 mm，2.7 μm），或性能相当者；
流动相：A:10mmoL/L乙酸铵溶液（pH=8）,B:乙腈，梯度洗脱步骤见表1；
流速：0.2mL/min；
柱温：40℃；
进样量：2μL。
后运行：2 min
液相色谱梯度洗脱条件
	t/min
	A/%
	B/%

	0
	100
	0

	2
	100
	0

	8
	80
	20

	15
	30
	70

	15.1
	5
	95

	18
	5
	95

	18.1
	100
	0



质谱测定参考条件如下
a) 电离方式：电喷雾电离。
b) 离子源接口电压:2.0kV(正离子模式)，一2.5kV(负离子模式)； 
c) 鞘气温度：400 ℃; 
d) 鞘气流量：12 L/min; 
e) 干燥气温度：350 ℃； 
f) 干燥气流量：11 L/min； 
g) 扫描模式：多反应监测（MRM)，定量、定性离子，预杆偏差电压和碰撞能量见表2。
质谱参数
	序号
	名称
	母离子m/z
	定量、定性离子m/z
	保留时间min
	碎裂电压V
	碰撞能V
	ESI模式

	1
	对苯二胺
	109.2
	92.1*/65.2
	2.151 
	135
	21/31
	+

	2
	对氨基苯酚
	110.0
	93.0*/65.1
	2.503 
	115
	22/28
	+

	3
	N,N-双(2-羟乙基)对苯二胺硫酸盐
	197.1
	121.1*/152.2
	7.920 
	95
	22/36
	+

	4
	间氨基苯酚
	109.9
	65.1*/92.9
	3.674 
	135
	22/28
	+

	5
	4-氨基-2-羟基甲苯
	124.0
	109.0*/77.0
	9.459 
	95
	26/35
	+

	6
	4-氨基间甲酚
	124.0
	109.2*/77.2
	4.714 
	95
	26/35
	+

	7
	甲苯-2,5-二胺硫酸盐
	123.0
	108.2*/77.0
	3.836 
	95
	24/40
	+

	8
	苯基甲基吡唑啉酮
	175.2
	133.0*/65.1
	11.962 
	115
	25/42
	+

	9
	2-氨基-3-羟基吡啶
	111.1
	94.0*/66.2
	2.150 
	115
	25/30
	+

	10
	2,4-二氨基苯氧基乙醇盐酸盐
	169.1
	124.1*/108.1
	4.489 
	95
	25/27
	+

	11
	2,6-二氨基吡啶
	110.0
	93.0*/66.1
	3.065 
	115
	33/30
	+

	12
	2-氯对苯二胺硫酸盐
	143.1
	108.1*/80.1
	6.424 
	95
	25/36
	+

	13
	2-硝基对苯二胺
	154.0
	119.1*/92.1
	6.540 
	70
	22/33
	+

	14
	6-氨基间甲酚
	124.1
	106.0*/77.1
	10.887 
	95
	22/36
	+

	15
	对甲基氨基苯酚硫酸盐
	124.0
	109.1*/80.1
	7.303 
	95
	43/24
	+

	16
	间苯二胺
	109.0
	92.1*/65.1
	3.018 
	135
	31/22
	+

	17
	邻苯二胺
	109.0
	92.0*/65.2
	5.174 
	135
	33/22
	+

	18
	N-苯基对苯二胺
	185.1
	108.1*/93.1
	14.011 
	115
	29/31
	+



	19
	N,N-二乙基对苯二胺硫酸盐
	165.1
	121.0*/136.2
	12.045 
	115
	21/24
	+

	20
	N,N-二乙基甲苯-2,5-二胺盐酸盐
	179.1
	150.1*/135.0
	12.711 
	135
	23/36
	+

	21
	甲苯-3,4-二胺
	123.0
	106.0*/77.1
	10.150 
	95
	37/22
	+

	22
	4-硝基邻苯二胺
	154.0
	137.0*/107.0
	8.215 
	70
	19/28
	+

	23
	6-羟基吲哚
	134.0
	107.1*/77.1
	12.035 
	135
	28/42
	+



	24
	邻氨基苯酚
	110.0
	92.1*/65.1
	5.993 
	115
	30/22
	+

	25
	2,7-萘二酚
	159.0
	130.0*/102.0
	12.836 
	135
	33/33
	-

	26
	1,5-萘二酚
	159.0
	115.0*/131.0
	12.191 
	135
	25/27
	-

	27
	4-氨基-3-硝基苯酚
	153.0
	123.0*/122.0
	9.076 
	135
	14/25
	-

	28
	 1-萘酚
	143.0
	115.0*/41.1
	14.804 
	95
	34/49
	-

	29
	4-氯间苯二酚
	143.0
	79.0*/107.0
	11.606 
	95
	19/16
	-

	30
	2-甲基间苯二酚
	123.0
	55.0*/79.0
	6.617 
	95
	34/17
	-

	31
	对苯二酚
	109.0
	109.0*/108.0
	12.041 
	135
	10/21
	-

	32
	间苯二酚
	109.0
	65.0*/67.0
	5.224 
	135
	17/19
	-

	33
	2-氨基-4-羟乙氨基茴香醚
	183.1
	123.0*/95.0
	12.032 
	70
	25/43
	-

	34
	2,6-二羟乙基氨甲苯
	211.1
	135.1*/107.0
	12.510 
	115
	27/39
	-

	35
	羟乙基3,4亚甲二氧基苯胺盐酸盐
	182.1
	137.0*/106
	14.398 
	135
	18/19
	-

	36
	2-甲基-5-羟乙氨基苯酚
	168.1
	122.0*/77.0
	11.504 
	135
	31/48
	-

	37
	4-羟丙氨基-3-硝基苯酚
	213.1
	123.1*/148.1
	12.022 
	70
	14/17
	-

	38
	羟乙基-2-硝基对甲苯胺
	197.1
	121.1*/94.0
	11.738 
	95
	16/22
	-

	39
	5-氨基-6-氯-邻甲酚
	158.0
	123.1*/104.1
	9.830 
	135
	20/23
	-

	40
	3-硝基对羟乙氨基酚
	199.1
	151.1*/123.1
	11.881 
	70
	13/13
	-

	*表示定量离子


标准工作溶液的配制
混合标准溶液：分别按表3取不同量的标准储备液（5.8)于100mL的棕色容量瓶中，用甲醇定容，每次取用前需超声助溶5min，现配现用。
混合标准溶液和基质空白标准工作溶液的浓度
	名称
	配制混合标准溶液时的移取量/mL
	混合标准溶液的质量浓度/mg/L
	基质空白标准工作溶液的质量浓度梯度
/mg/L

	对苯二胺
	0.0125
	0.25
	0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125，0.00390625

	对氨基苯酚
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	N,N-双(2-羟乙基)对苯二胺硫酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	间氨基苯酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	4-氨基-2-羟基甲苯
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	4-氨基间甲酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	甲苯-2,5-二胺硫酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	苯基甲基吡唑啉酮
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	2-氨基-3-羟基吡啶
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	2,4-二氨基苯氧基乙醇盐酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	2,6-二氨基吡啶
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	2-氯对苯二胺硫酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	2-硝基对苯二胺
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	6-氨基间甲酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	对甲基氨基苯酚硫酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	间苯二胺
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	邻苯二胺
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	N-苯基对苯二胺
	0.05
	1
	1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625

	N,N-二乙基对苯二胺硫酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	N,N-二乙基甲苯-2,5-二胺盐酸盐
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	甲苯-3,4-二胺
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	4-硝基邻苯二胺
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	6-羟基吲哚
	0.025
	0.5
	0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125

	邻氨基苯酚
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	2,7-萘二酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	1,5-萘二酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	4-氨基-3-硝基苯酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	1-萘酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	4-氯间苯二酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	2-甲基间苯二酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	对苯二酚
	0.1
	2
	20，10，5，2.5，1.25，0.625，0.3125

	间苯二酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	2-氨基-4-羟乙氨基茴香醚
	0.025
	0.5
	0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125

	2,6-二羟乙基氨甲苯
	0.025
	0.5
	0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125

	羟乙基3,4亚甲二氧基苯胺盐酸盐
	0.1
	2
	2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125

	2-甲基-5-羟乙氨基苯酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	4-羟丙氨基-3-硝基苯酚
	0.2
	4
	4，2，1，0.5，0.25，0.125，0.0625

	羟乙基-2-硝基对甲苯胺
	0.025
	0.5
	0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125

	5-氨基-6-氯-邻甲酚
	0.025
	0.5
	0.5，0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125

	3-硝基对羟乙氨基酚
	0.0125
	0.25
	0.25，0.125，0.0625，0.03125，0.015625，0.0078125，0.00390625




空白试验
空白试验是指除不加试样外，采用完全相同的分析步骤、试剂和用量，进行上机检测。
[bookmark: _Toc179451123][bookmark: _Toc179450970]分析结果的表述
定性判定
在相同试验条件下，试样中待测物质的保留时间与标准溶液中对应的保留时间偏差在±2.5%之内：且试样中各组分定性离子的相对丰度与浓度接近的标准溶液中对应的定性离子的相对丰度进行比较，若偏差不超过表4规定的范围，可判定为试样中含有对应的待测物。40种染发剂的标准物质色谱图见附录A中图A.1。
定性离子相对丰度的最大允许偏差
	离子相对丰度K/%
	K＞50
	50≥K＞20
	20≥K＞10
	K≤10

	最大允许偏差/%
	±20
	±25
	±30
	±50



定量测定
本文件采用外标校准曲线法定量测定。以各染发剂的基质空白标准工作溶液浓度为横坐标，各自 定量离子的峰面积为纵坐标，进行线性回归得到标准曲线方程。所测样品中染发剂的峰面积应在仪器 的线性范围内，从标准曲线可计算得样品溶液中各染发剂的含量，如超过线性范围则用10%甲醇溶液适当稀释后重新测定。
实验数据处理
12试样中染发剂的含量（质量分数）按公式（1)计算： 
 …………………(1） 
式中： w——试样中染发剂的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）； 
P——从标准曲线中计算出的染发剂质量浓度，单位为毫克每升（mg/L)； 
Po——空白试验得到的空白值，单位为毫克每升（mg/L）； 
V——试样溶液的定容体积，此处为50，单位为毫升（mL)； 
m——试样质量，单位为克（g)； 
k——稀释倍数。 
计算结果以两次平行测定结果的算术平均值表示，保留三位有效数字。
[bookmark: _Toc179451124][bookmark: _Toc179450971]回收率
在不同添加浓度的范围内，回收率在80%~115%之间。
精密度
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%。
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（资料性）
表1 40种染发剂标准品信息


	[bookmark: BookMark6]序号
	名称
	CAS号
	分子式
	相对分子质量

	1
	对苯二胺
	106-50-3
	C6H8N2
	108.14

	2
	对氨基苯酚
	123-30-8
	C6H7NO
	109.13

	3
	N,N-双(2-羟乙基)对苯二胺硫酸盐
	54381-16-7
	C10H16N2O2·H2SO4
	294.33

	4
	间氨基苯酚
	591-27-5
	C6H7NO
	109.13

	5
	4-氨基-2-羟基甲苯
	2835-95-2
	C7H9NO
	123.15

	6
	4-氨基间甲酚
	2835-99-6
	C7H9NO
	123.15

	7
	甲苯-2,5-二胺硫酸盐
	615-50-9
	C7H12N2O4S
	220.25

	8
	苯基甲基吡唑啉酮
	89-25-8
	C10H10N2O
	174.2

	9
	2-氨基-3-羟基吡啶
	16867-03-1
	C5H6N2O
	110.11

	10
	2,4-二氨基苯氧基乙醇盐酸盐
	66422-95-5
	C8H14CL2N2O2
	241.11

	11
	2,6-二氨基吡啶
	141-86-6
	C5H7N3
	109.13

	12
	2-氯对苯二胺硫酸盐
	61702-44-1
	C6H9CLN2O4S
	240.67

	13
	2-硝基对苯二胺
	5307-14-2
	C6H7N3O2
	153.14

	14
	6-氨基间甲酚
	2835-98-5
	C7H9NO
	123.15

	15
	对甲基氨基苯酚硫酸盐
	55-55-0
	C14H20N2O6S
	344.39

	16
	间苯二胺
	108-45-2
	C6H8N2
	108.14

	17
	邻苯二胺
	95-54-5
	C6H8N2
	108.14

	18
	N-苯基对苯二胺
	101-54-2
	C12H12N4
	184.24

	19
	N,N-二乙基对苯二胺硫酸盐
	6283-63-2
	C10H18N2O4S
	262.33

	20
	N,N-二乙基甲苯-2,5-二胺盐酸盐
	2051-79-8
	C11H18N2·HCL
	214.74



	21
	甲苯-3,4-二胺
	496-72-0
	C7H10N2
	122.17

	22
	4-硝基邻苯二胺
	99-56-9
	C6H7N3O2
	153.14

	23
	6-羟基吲哚
	2380-86-1
	C8H7NO
	133.15

	24
	邻氨基苯酚
	95-55-6
	C6H7NO
	109.13

	25
	2,7-萘二酚
	582-17-2
	C10H8O2
	160.17

	26
	1,5-萘二酚
	83-56-7
	C10H8O2
	160.17

	27
	4-氨基-3-硝基苯酚
	610-81-1
	C6H6N2O3
	154.12

	28
	 1-萘酚
	90-15-3
	C10H8O
	144.17

	29
	4-氯间苯二酚
	95-88-5
	C6H5CLO2
	144.56

	30
	2-甲基间苯二酚
	608-25-3
	C7H8O2
	124.14

	31
	对苯二酚
	123-31-9
	C6H6O2
	110.11

	32
	间苯二酚
	108-46-3
	C6H6O2
	110.11

	33
	2-氨基-4-羟乙氨基茴香醚
	94158-14-2
	C9H11NO3·(HCL)
	217.65

	34
	2,6-二羟乙基氨甲苯
	92952-1-3
	C9H12N2O4
	212.20

	35
	羟乙基3,4亚甲二氧基苯胺盐酸盐
	100418-33-5
	C9H12N2O3
	196.2

	36
	2-甲基-5-羟乙氨基苯酚
	65235-31-6
	C8H10N2O4
	198.18

	37
	4-羟丙氨基-3-硝基苯酚
	84540-50-1
	C7H8CLNO
	157.60

	38
	羟乙基-2-硝基对甲苯胺
	149330-25-6
	C11H18N2O2
	210.27

	39
	5-氨基-6-氯-邻甲酚
	83763-47-7
	C9H14N2O2
	182.22

	40
	3-硝基对羟乙氨基酚
	55302-96-0
	C9H13NO2
	167.21
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图1  40种染发剂标准物质质谱图
[image: Fig. 3-4 优化后图谱2-1dmrm_3][image: Fig. 3-4 优化后图谱2-1dmrm_4]
image1.png




image2.png




image3.jpeg
ceesooo o2

+/~EST TIC MRM (%% —> %K) 40.d

8 9 10
Counts vs. SRH4M (A (min)




image4.jpeg
—





image5.jpeg




