国家标准《化妆品中阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的测定  液相色谱-串联质谱法》（征求意见稿）编制说明
1、 工作简况
1. 任务来源
本标准是根据国标委发[2023]10号“国家标准化管理委员会关于下达2023年第一
批推荐性国家标准计划及相关标准外文版计划的通知”制定，项目名称《化妆品中阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的测定  液相色谱-串联质谱法》，计划编号：20230285-T-607。起草单位：天津海关动植物与食品检测中心。项目周期：18个月，计划应完成时间为2024年9月。
2. 制定背景
卡因类化合物可能添加于晒后修复、祛斑、祛痘、去角质、去皱、抗衰老等化妆品中，以达到减轻疼痛等皮肤不适的作用，同时具有抗皱、抗衰老作用，但由于其具有中枢神经毒性和心血管毒性，化妆品中的卡因类化合物可以通过皮肤毛细血管被吸收并进入血液循环，对人体健康造成危害，欧盟化妆品法规明确将普鲁卡因等卡因类化合物列为化妆品禁用组分。我国《化妆品安全技术规范》2015年版将阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因等10种卡因类化合物列为禁用物质。目前阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因3种卡因类化合物目前还没有标准检测方法，给行政执法及进出口贸易监管带来不便。因此，建立准确、快速、灵敏、易推广的化妆品中禁用的阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因标准分析方法对于化妆品的实际检测工作和产品质量控制十分必要。
3. 主要工作过程
起草阶段：标准立项前已经开展了卡因类化合物检测方法的文献检索工作，分析比较了国内外文献方法的优缺点，优化了阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的质谱采集参数、色谱流动相等液相色谱-质谱分析条件，并对液态水剂类、霜膏类、乳液类、固态粉类化妆品的样品处理方法进行了优化，形成草案。
2023年3月项目立项后，为了考察方法的适用性，通过对不同基质、不同水平的加标回收试验对检测方法反复论证，考差了方法的线性、检出限、定量限、特异性、回收率、精密度等指标，并邀请长春海关技术中心、上海海关动植物与食品检验检疫技术中心、秦皇岛海关技术中心三个实验室对方法进行实验室间验证，在此基础上于2024年3月形成了征求意见稿及其编制说明。
4. 主要参加单位和工作组成员等
本标准由天津海关动植物与食品检测中心起草。
[bookmark: _Hlk114755537]本标准主要起草人：陈旭艳、马兴、章骅、赵孔祥、常春艳、李淑静。
所做的工作：陈旭艳任起草工作组组长，收集相关标准，确立技术指标和相关检测方法，全面协调标准起草工作，并负责对各阶段标准的审核。起草组其他人员协助收集、分析国内外相关技术文献和资料、对指标和方法提出修改意见，参与标准验证、起草编写标准文本、组织起草小组会议、归纳分析反馈意见及建议、其他材料的编制等。
2、 标准制修原则和主要内容
1 标准的制修原则
本标准按照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》
和GB/T20001.4-2015《标准编写规则第4部分：试验方法标准》给出的规则起草，并参考了国家食品药品监督管理总局发布的《化妆品中禁用物质和限用物质检测方法验证技术规范》。
2 确定各项技术内容的依据
卡因类化合物是临床常用的局部麻醉药，可能添加于晒后修复、祛斑、祛痘、去角质、去皱、抗衰老等化妆品中，以达到减轻疼痛等皮肤不适的作用，同时具有抗皱、抗衰老作用，但由于其具有中枢神经毒性和心血管毒性，化妆品中的卡因类化合物可以通过皮肤毛细血管被吸收并进入血液循环，对人体健康造成危害，欧盟化妆品法规明确将普鲁卡因等卡因类化合物列为化妆品禁用组分。我国《化妆品安全技术规范》2015年版将戊胺卡因、阿米卡因、贝托卡因、布坦卡因、对乙氧卡因、普莫卡因、辛可卡因、利多卡因、普鲁卡因、丁卡因10种卡因类化合物列为禁用物质。
目前，《化妆品安全技术规范》2015版理化检验方法2.23 规定了普鲁卡因胺、普鲁卡因、氯普鲁卡因、苯佐卡因、利多卡因、丁卡因、辛可卡因7种卡因类物质的液相色谱检测方法。SN/T 4147-2015规定了化妆品中利多卡因、丁卡因、辛可卡因的标准检测方法。GB/T 40895-2021规定了化妆品中丁卡因及其盐类的离子色谱标准检测方法。《化妆品安全技术规范》2015版禁用的阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因3种卡因类化合物目前还没有标准检测方法，给行政执法及进出口贸易监管带来不便。化妆品中布坦卡因的测定在现有文献中也没有检索到。因此，建立准确、快速、灵敏、易推广的化妆品中禁用的阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因标准分析方法对于化妆品的实际检测工作和产品质量控制十分必要。
3 检测方法的建立
1 
2 
3 
3.1 质谱条件的优化
3.1.1 质谱采集参数的优化
阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因都属于极性化合物，在电喷雾离子源（ESI）下均有较高响应，因此选用大气压电喷雾离子源（ESI）在多反应监测（MRM）模式下对目标化合物进行分析。阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因浓度均为0.01 µg/mL的混合标准溶液通过蠕动泵注入离子源，分别在正离子和负离子模式下进行全扫描，三个化合物均在正离子模式下响应更高，因此采用电喷雾离子源（ESI）正离子扫描模式，在母离子扫描模式下确定了阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的母离子分别为236.1、255.0和294.1。在子离子扫描模式下，调节碰撞能量，扫描确定母离子产生的响应最高的2~3个子离子。在多反应监测（MRM）模式下，根据前面选出的母离子和子离子组建MRM离子对，对MRM离子对优化去簇电压和碰撞能量，从而获得响应最高的MRM离子对以及最佳去簇电压和碰撞能量。
3.1.2 最终选定的质谱参考条件
a) 离子源：电喷雾离子源（ESI）；
b) 扫描方式：正离子扫描；
c) 检测方式：多反应监测（MRM）模式
d) 电喷雾电压：5500 V；
e) 离子源温度：650 ℃；
f) 气帘气： 40 psi；
g) 喷雾气：55 psi；
h) 辅助加热气：60 psi;
i) 阿米卡因、布坦卡因和普莫卡因的质谱参数及其他参数见表1和表2。
表1 阿米卡因、布坦卡因和普莫卡因的质谱参数
	化合物
	母离子（m/z）
	定性离子（m/z）
	定量离子（m/z）
	去簇电压（V）
	碰撞能量（V）

	阿米卡因
	236.1
	114.1
	114.1
	60
	17

	
	
	85.0
	
	60
	40

	布坦卡因
	255.0
	86.1
	86.1
	80
	17

	
	
	57.0
	
	80
	46

	普莫卡因
	294.1
	100.0
	100.0
	90
	35

	
	
	128.1
	
	90
	28


表2 阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因中英文名称、CAS号、分子式、相对分子质量和结构式
	中文名称
	英文名称
	CAS号
	分子式
	相对分子质量
	结构式

	阿米卡因
	amylocaine
	644-26-8
	C14H21NO2
	235.32
	[image: ]

	布坦卡因
	butanilicaine
	3785-21-5
	C13H19ClN2O
	254.76
	[image: ]

	普莫卡因
	pramocaine
	140-65-8
	C17H27NO3
	293.40
	[image: ]


3.2 液相色谱条件的建立
3.2.1 流动相的选择
     对比了甲醇-0.1%甲酸水溶液、乙腈-0.1%甲酸水溶液作为流动相时阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因3个化合物的响应以及峰形。甲醇-0.1%甲酸水溶液和乙腈-0.1%甲酸水溶液作为流动相时3个化合物的峰形都是对称的，但乙腈-0.1%甲酸水溶液作为流动相时3个化合物的峰高都略高于甲醇-0.1%甲酸水溶液作为流动相时的峰高，因此选用乙腈-0.1%甲酸水溶液作为流动相。
3.2.2 标准物质定容溶剂的选择
     阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因3个化合物在甲醇和乙腈中都有很好的溶解性，但乙腈作为定容溶剂时阿米卡因、布坦卡因的色谱峰明显前伸，因此选用甲醇作为标准物质定容溶剂。乙腈或醇作为标准物质定容溶剂时阿米卡因和布坦卡因选择离子对色谱图见图1、图2。
[image: ]
图1 乙腈或甲醇作为标准物质定容溶剂时阿米卡因选择离子对色谱图
[image: ]图2乙腈或甲醇作为标准物质定容溶剂时布坦卡因选择离子对色谱图
3.2.3 最终选的的液相色谱参考条件
a) 色谱柱：C18，100 mm×2.1 mm(内径)，1.9 μm（粒径）或相当者；
b) 流动相：A：乙腈，B：0.1 %甲酸水溶液，梯度洗脱，梯度洗脱程序见表3；
c) 柱温：30 ℃；
d) 流速：0.3 mL/min；
e) 进样量：10 μL。
表3 液相色谱梯度洗脱程序
	时间/min
	A/%
	B/%

	0.0
	10
	90

	0.1
	10
	90

	2
	80
	20

	5
	80
	20

	6
	10
	90

	7
	10
	90


在上述色谱质谱条件下阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因标准溶液（0.01µg/mL）的MRM总离子流色谱图和选择离子色谱图见图3-图6。
[image: ]
注：1—布坦卡因（3.59 min），2—阿米卡因（3.70 min），3—普莫卡因（3.94 min）
图3阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因标准溶液（0.01µg/mL）的MRM总离子流色谱图
[image: ]图4阿米卡因的标准溶液（0.01µg/mL）MRM选择离子色谱图
[image: ]图5布坦卡因的标准溶液（0.01µg/mL）MRM选择离子色谱图[image: ]
图6普莫卡因的标准溶液（0.01µg/mL）MRM选择离子色谱图
3.3 提取溶剂的选择
甲醇、乙腈以及甲醇或乙腈与水的混合溶液都是常见的提取溶剂。甲醇或乙腈与水的混合溶液作为提取溶剂时，霜膏类以及乳液类化妆品的提取液粘稠，难以过滤；乙腈作为提取溶剂时，蛋白类物质沉淀效果最好，提取液过滤膜最为顺畅，但液相色谱-质谱检测时阿米卡因、布坦卡因的色谱峰明显前伸，因此最终采用甲醇作为提取溶剂
3.4 基质效应的考察
分别称取爽肤水、保湿乳、面霜、散粉、润肤油样品各1 g，爽肤水、保湿乳、面霜、散粉样品经10 mL甲醇超声提取20 min，润肤油样品加四氢呋喃3 mL，涡旋振荡器使基质均匀分散后用甲醇定容至10 mL，超声提取20 min，各样品提取液于5000 r/min下离心5 min后的上清液经0.22 μm有机滤膜过滤作为基质空白溶液。取6个5mL容量瓶，每个容量瓶中加入阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因浓度分别为0.3 µg/mL、2 µg/mL、0.1 µg/mL的混合标准工作溶液50µL，分别用爽肤水、保湿乳、面霜、散粉、润肤油基质空白溶液溶液和甲醇定容至刻度，混匀，各溶液中阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因浓度分别为0.003 µg/mL、0.02 µg/mL、0.001 µg/mL。各溶液经液相色谱—串联质谱仪测定发现，各化合物在浓度相同的情况下在爽肤水、保湿乳、面霜、散粉、润肤油五种不同的基质空白溶液和甲醇溶液中的响应存在明显差别，即存在明显的基质效应。
基质效应在液质检测方法中普遍存在，消除基质效应的方法主要是同位素内标定量法、基质加标标准曲线法及优化前处理方法。通过多种渠道都没有买到阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的同位素内标，因此无法采用同位素内标定量法消除基质效应对定量的影响。取爽肤水、保湿乳、面霜、散粉、润肤油样品的提取液2mL分别经过PSA、C18和HLB固相萃取柱净化，分别用净化后的基质空白溶液和甲醇稀释混合标准工作溶液，各溶液经液相色谱—串联质谱仪测定，各化合物在浓度相同的情况下在不同的基质空白溶液和甲醇溶液中的响应仍然存在明显差别，上述净化方法在不考虑回收率的情况下仍未能有效消除基质效应。最终采用基质加标标准曲线法消除基质效应对定量结果的影响。
3.5 方法的线性
分别准确吸取阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因混合标准储备溶液（阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因浓度分别为30 µg/mL、200 µg/mL、10 µg/mL）0.01 mL、0.02 mL、0.05 mL、0.10 mL、0.20 mL、0.50 mL，于10 mL容量瓶中，用甲醇定容，配制成混合标准系列工作溶液。混合标准系列工作溶液中阿米卡因浓度分别为0.03 µg/mL、0.06 µg/mL、0.15 µg/mL、0.30 µg/mL、0.60 µg/mL和1.50 µg/mL；布坦卡因浓度分别为0.20 µg/mL、0.40 µg/mL、1.00 µg/mL、2.00 µg/mL、4.00 µg/mL和10.00 µg/mL；普莫卡因浓度分别为0.01 µg/mL、0.02 µg/mL、0.05 µg/mL、0.10 µg/mL、0.20 µg/mL和0.50 µg/mL。
分别称取6份空白样品1 g（精确到 0.01 g）于6只15 mL带刻度离心管中，分别准确加入上述阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因混合标准系列工作溶液0.10 mL，按照试样处理方法操作，配制基质加标标准系列工作溶液。溶液中阿米卡因浓度分别为0.3 ng/mL、0.6 ng/mL、1.5 ng/mL、3.0 ng/mL、6.0 ng/mL和15.0 ng/mL；布坦卡因浓度分别为2.0 ng/mL、4.0 ng/mL、10.0 ng/mL、20.0 ng/mL、40.0 ng/mL和100.0 ng/mL；普莫卡因浓度分别为0.1 ng/mL、0.2 ng/mL、0.5 ng/mL、1.0 ng/mL、2.0 ng/mL和5.0 ng/mL。按照上述色谱质谱条件对基质加标标准系列工作溶液进行测定，以定量离子的峰面积为纵坐标，以溶液浓度为横坐标作图，绘制基质标准工作曲线。阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因在不同基质中的基质加标标准工作曲线和相关系数见表4，阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因在不同基质中的相关系数均大于0.99，线性范围分别为0.3-15 ng/mL，2-100 ng/mL，0.1-5 ng/mL。
表4阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因在不同基质中的基质加标标准工作曲线和相关系数
	化妆品基质
	阿米卡因
	布坦卡因
	普莫卡因

	爽肤水
	y = 2.35×104x-2.73×104
(r=0.9984)
	y = 7.97×103 x -5.03×104
(r=0.9991)
	y= 7.43×104 x -3.37×104
(r=0.9988)

	保湿乳
	y = 6.43×103x-7.11×103
(r=0.9988)
	y = 8.78×103 x +9.15×104
(r=0.9972)
	y=2.21×104 x+2.17×103
(r=0.9979)

	面霜
	y = 2.77×104x-8×103
(r=0.9998)
	y = 8.91×103 x+2.53×104
(r=0.9997)
	y=4.17×104 x -1×104
(r=0.9999)

	散粉
	y = 8.98×104x-2.06×104
(r=0.9998)
	y = 1.02×104 x -5.82×104
(r=0.9998)
	y= 8.43×104 x -3.27×104
(r=1.0000)

	润肤油
	y = 9.18×104x-8.85×104
(r=0.9987)
	y = 6.14×103 x +1.18×103
(r=0.9991)
	y= 9.68×104 x -5.64×104
(r=0.9992)


3.6 方法的检出限和定量限
在空白样品中添加一定浓度的阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因混合标准工作溶液，测定样品中各化合物信噪比，以信噪比S/N=3/1为检出限（LOD），信噪比S/N=10/1为定量限（LOQ），通过计算，并综合考察实际样品加标的情况，得到阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的方法检出限分别为1g/kg、6g/kg和0.3g/kg，定量限分别为3g/kg、20g/kg和1g/kg。
3.7 方法的准确度和精密度
对液态水剂类、乳液类、霜膏类、固态粉类、油剂类化妆品分别进行1倍定量限、2倍定量限、10倍定量限三个水平加标试验，每个水平设6个平行，分析样品并计算每个样品中阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因的浓度。根据公式计算回收率（%回收率=100×测得含量/添加水平），并由每个水平6个平行样品测试结果计算相对标准偏差RSD。结果见表5、表6、表7。由表5可知，阿米卡因在3个不同添加水平（3µg/kg、6µg/kg、30µg/kg），5种不同基质中的平均回收率均在81.00%-119.17%之间，相对标准偏差在2.62%-9.09%之间；由表6可知，布坦卡因在3个不同添加水平（20µg/kg、40µg/kg、200µg/kg），5种不同基质中的平均回收率均在80.00%-119.50%之间，相对标准偏差在1.64%-8.65%之间；由表7可知，普莫卡因在3个不同添加水平（1µg/kg、2µg/kg、10µg/kg），5种不同基质中的平均回收率均在80.50%-119.50%之间，相对标准偏差在2.68%-8.39%之间。
表5阿米卡因在不同基质化妆品中的准确度和精密度试验结果（n=6）
	加标基质
	加标
水平 (µg/kg)
	阿米卡因

	
	
	回收率（%）
	平均回收率（%）
	相对标准偏差RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	液态水剂类
	3
	110.67 
	110.33 
	116.33 
	113.00 
	118.00 
	116.00 
	114.06 
	2.80 

	
	6
	90.00 
	95.50 
	102.17 
	92.33 
	99.50 
	93.67 
	95.53 
	4.78 

	
	30
	97.33 
	92.33 
	92.33 
	88.00 
	90.33 
	95.67 
	92.67 
	3.68 

	乳液类
	3
	111.67 
	112.33 
	101.33 
	113.00 
	105.67 
	98.33 
	107.06 
	5.84 

	
	6
	106.00 
	113.50 
	115.83 
	119.17 
	119.00 
	111.67 
	114.19 
	4.37 

	
	30
	107.67 
	108.67 
	112.67 
	109.33 
	99.33 
	98.67 
	106.06 
	5.39 

	霜膏类
	3
	106.00 
	106.33 
	110.00 
	97.33 
	104.00 
	111.00 
	105.78 
	4.63 

	
	6
	97.17 
	98.00 
	102.50 
	94.67 
	89.83 
	99.67 
	96.97 
	4.50 

	
	30
	91.67 
	98.67 
	96.33 
	96.00 
	91.00 
	98.00 
	95.28 
	3.38 

	固态粉类
	3
	102.33 
	90.00 
	84.67 
	84.00 
	82.33 
	81.00 
	87.39 
	9.09 

	
	6
	96.00 
	101.83 
	103.50 
	91.00 
	90.50 
	100.83 
	97.28 
	5.80 

	
	30
	108.33 
	101.33 
	102.67 
	105.33 
	107.67 
	106.00 
	105.22 
	2.62 

	油剂类
	3
	111.33 
	99.33 
	94.67 
	98.33 
	93.67 
	89.33 
	97.78 
	7.71 

	
	6
	109.67 
	105.67 
	106.50 
	111.50 
	102.00 
	90.50 
	104.31 
	7.21 

	
	30
	93.33 
	85.67 
	95.00 
	86.33 
	85.00 
	81.33 
	87.78 
	6.00 


表6布坦卡因在不同基质化妆品中的准确度和精密度试验结果（n=6）
	加标基质
	加标
水平 (µg/kg)
	布坦卡因

	
	
	回收率（%）
	平均回收率（%）
	相对标准偏差RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	液态水剂类
	20
	118.00 
	116.50 
	119.50 
	118.00 
	116.00 
	114.00 
	117.00 
	1.64 

	
	40
	103.00 
	102.75 
	107.25 
	103.00 
	105.50 
	104.50 
	104.33 
	1.71 

	
	200
	100.00 
	94.00 
	92.00 
	98.00 
	92.00 
	99.50 
	95.92 
	3.85 

	乳液类
	20
	89.00 
	98.50 
	85.50 
	93.00 
	91.50 
	92.50 
	91.67 
	4.74 

	
	40
	80.00 
	82.25 
	84.75 
	83.25 
	93.75 
	83.75 
	84.63 
	5.62 

	
	200
	111.50 
	113.50 
	108.50 
	110.00 
	104.00 
	106.00 
	108.92 
	3.23 

	霜膏类
	20
	88.00 
	95.50 
	90.00 
	83.00 
	88.00 
	95.00 
	89.92 
	5.27 

	
	40
	95.25 
	94.75 
	96.25 
	89.50 
	85.25 
	97.00 
	93.00 
	4.97 

	
	200
	98.50 
	102.50 
	98.50 
	103.00 
	92.50 
	103.50 
	99.75 
	4.20 

	固态粉类
	20
	118.00 
	110.50 
	104.50 
	106.50 
	99.00 
	104.00 
	107.08 
	6.09 

	
	40
	107.75 
	111.50 
	115.75 
	101.00 
	99.75 
	110.50 
	107.71 
	5.80 

	
	200
	110.00 
	102.50 
	99.50 
	106.50 
	105.50 
	106.50 
	105.08 
	3.46 

	油剂类
	20
	86.50 
	91.00 
	92.50 
	95.00 
	88.00 
	92.50 
	90.92 
	3.47 

	
	40
	85.50 
	84.00 
	89.00 
	86.75 
	81.50 
	103.00 
	88.29 
	8.65 

	
	200
	94.50 
	89.00 
	102.00 
	105.00 
	95.00 
	100.50 
	97.67 
	6.02 


表7普莫卡因在不同基质化妆品中的准确度和精密度试验结果（n=6）
	加标基质
	加标
水平 (µg/kg)
	普莫卡因

	
	
	回收率（%）
	平均回收率（%）
	相对标准偏差RSD（%）

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	
	

	液态水剂类
	1
	113.00 
	109.00 
	118.00 
	115.00 
	116.00 
	114.00 
	114.17 
	2.68 

	
	2
	100.50 
	100.50 
	106.50 
	106.00 
	107.50 
	106.50 
	104.58 
	3.06 

	
	10
	111.00 
	101.00 
	102.00 
	104.00 
	101.00 
	108.00 
	104.50 
	3.96 

	乳液类
	1
	87.20 
	113.00 
	107.00 
	102.00 
	102.00 
	105.00 
	102.70 
	8.39 

	
	2
	119.50 
	113.50 
	119.00 
	110.50 
	118.00 
	112.50 
	115.50 
	3.30 

	
	10
	95.00 
	108.00 
	112.00 
	109.00 
	98.00 
	95.00 
	102.83 
	7.47 

	霜膏类
	1
	111.00 
	117.00 
	115.00 
	104.00 
	114.00 
	119.00 
	113.33 
	4.69 

	
	2
	103.50 
	106.50 
	114.00 
	102.50 
	99.50 
	108.00 
	105.67 
	4.79 

	
	10
	91.90 
	97.50 
	96.60 
	95.10 
	90.10 
	99.00 
	95.03 
	3.60 

	固态粉类
	1
	115.00 
	112.00 
	110.00 
	113.00 
	108.00 
	106.00 
	110.67 
	3.01 

	
	2
	107.50 
	113.50 
	112.50 
	101.00 
	100.00 
	110.00 
	107.42 
	5.36 

	
	10
	96.20 
	96.00 
	102.00 
	98.10 
	106.00 
	108.00 
	101.05 
	5.07 

	油剂类
	1
	110.00 
	99.00 
	98.00 
	91.00 
	100.00 
	92.00 
	98.33 
	6.95 

	
	2
	93.00 
	91.00 
	91.50 
	95.00 
	87.50 
	89.00 
	91.17 
	2.96 

	
	10
	88.40 
	83.00 
	91.40 
	81.40 
	81.40 
	80.50 
	84.35 
	5.31 


3.8 方法的特异性
为了验证方法的特异性，分析液态水剂类、乳液类、霜膏类、固态粉类、油剂类化妆品五种代表性空白样品，检查在阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因出现区域是否有干扰（信号或峰等），然后在代表性空白样品中添加一定浓度的目标化合物，看其是否不受干扰具有典型分离。五种代表性空白样品在定量限浓度加标样品选择离子色谱图见图7-图11.[image: ]
图7液态水剂类化妆品空白样品在定量限浓度加标样品选择离子色谱图
[image: ]
图8乳液类化妆品空白样品在定量限浓度加标样品选择离子色谱图
[image: ]
图9霜膏类化妆品空白样品在定量限浓度加标样品选择离子色谱图
[image: ]
图10固态粉类化妆品空白样品在定量限浓度加标样品选择离子色谱图
[image: ]
图11油剂类化妆品空白样品在定量限浓度加标样品选择离子色谱图
3.9 稳定性
3.9.1 日内稳定性
称取1.00 g空白样品（面霜）于15 mL带刻度离心管中，加入0.1 mL混合标准工作溶液（阿米卡因0.30 µg/mL、布坦卡因2.00 µg/mL、普莫卡因0.10 µg/mL），加入甲醇8 mL，涡旋振荡器1 min使基质均匀分散，用甲醇定容至10 mL，在超声波水浴内超声提取20 min，混匀，于5000 r/min下离心5 min，上清液经0.22 μm有机滤膜过滤，滤液4 ℃保存，每间隔4小时进行1次液相色谱—串联质谱仪测定，比较各化合物的峰面积考察阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因在空白样品中的日内稳定性。日内稳定性测定结果见表8-表10。
表8阿米卡因的日内稳定性
	时间（h）
	0
	4
	8
	12
	16
	20
	24
	RSD(%)

	峰面积
	8.12×105
	7.91×105
	8.13×105
	7.79×105
	7.58×105
	7.93×105
	8.08×105
	2.53


表9布坦卡因的日内稳定性
	时间（h）
	0
	4
	8
	12
	16
	20
	24
	RSD(%)

	峰面积
	1.84×106
	1.79×106
	1.86×106
	1.73×106
	1.83×106
	1.77×106
	1.87×106
	2.83


表10普莫卡因的日内稳定性
	时间（h）
	0
	4
	8
	12
	16
	20
	24
	RSD(%)

	峰面积
	3.92×105
	3.96×105
	3.75×105
	3.93×105
	3.88×105
	3.78×105
	4.03×105
	2.54


3.9.2 日间稳定性
将上述样品考察日内稳定性的样品于4 ℃保存，连续测定3天，计算峰面积相对标准偏差，考察阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因在空白样品中的日间稳定性。日间稳定性测定结果见表11-表13。
表11阿米卡因的日间稳定性
	时间（天）
	0
	1
	2
	3
	RSD(%)

	峰面积
	8.12×105
	8.08×105
	7.69×105
	7.44×105
	4.16


表12布坦卡因的日间稳定性
	时间（h）
	0
	1
	2
	3
	RSD(%)

	峰面积
	1.84×106
	1.87×106
	1.69×106
	1.75×106
	4.62


表13普莫卡因的日间稳定性
	时间（h）
	0
	1
	2
	3
	RSD(%)

	峰面积
	3.92×105
	4.03×105
	3.78×105
	3.63×105
	4.52


3.9.3 标准品保存实验
标准储备溶液在4 ℃下避光保存，分别在1个月、2个月、3个月后取出部分溶液，稀释成标准工作溶液（阿米卡因3.0 ng/mL、布坦卡因20.0 ng/mL、普莫卡因1.0 ng/mL），并用新配置的标准工作曲线定量，计算回收率，考察阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因标准品的稳定性。标准品稳定性结果见表14。
表14标准品稳定性
	时间（月）
	1
	2
	3
	RSD(%)

	阿米卡因
	98.3%
	104.3%
	102.7%
	3.04

	布坦卡因
	102.0%
	97.5%
	104.5%
	3.50

	普莫卡因
	98.7%
	97.9%
	103.0%
	2.75


4、解决的主要问题
本研究通过优化目标化合物的色谱分析参数，以及对不同类型样品的前处理方法进行摸索，最终建立了一套标准性的检测方法，解决的主要问题包括：
（1） 确立了液相色谱仪的检测参数，包括色谱柱、流动相的选择；
（2）确立了质谱的采集参数，包括离子源、检测方式，气源参数、化合物锥孔电压和碰撞能量等参数；
（3）确定了前处理方法，包括萃取溶剂、提取条件和净化方式的考察；
（4）完成了方法学的考察，包括线性范围、方法检出限和定量限、回收率和精密度等；
（5）完成了方法的适用性试验，对市售的液态水剂类、油剂类、霜膏类、乳液类、固态粉类化妆品样品进行了检测；
5、修订标准时应列出与原标准的主要差异和水平对比
该标准属首次起草，无与原标准的主要差异和水平对比。
三、主要试验（或验证）情况分析、综述结论，技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
1、主要试验（或验证）情况分析、综述结论
本检验方法标准经长春海关技术中心、上海海关动植物与食品检验检疫技术中心、秦皇岛海关技术中心三个单位验证，验证了液态水剂类、乳液类、霜膏类、固态粉类、油剂类化妆品中三个不同添加水平的阿米卡因、布坦卡因和普莫卡因的添加回收率。表15可知三个实验室对三个不同水平的阿米卡因（3µg/kg、6µg/kg、30µg/kg）在5种不同基质中的回收率81.67%～119.67%，相对标准偏差 3.57%～9.11%。布坦卡因（20µg/kg、40µg/kg、200µg/kg）在5种不同基质中的回收率81.50%～116.00%，相对标准偏差4.12%～9.08%。普莫卡因（1µg/kg、2µg/kg、10µg/kg）在5种不同基质中的回收率83.10%～118.50%，相对标准偏差 2.81%～9.11%。
表15三个实验室的验证数据
	待测化合物
	样品基质
	添加
水平(µg/kg)
	回收率（%）
	平均回收率（%）
	相对标准偏差RSD（%）

	
	
	
	长春海关技术中心
	上海海关动植物与食品检验检疫技术中心
	秦皇岛海关技术中心
	
	

	阿
米
卡
因
	液态水剂类
	3
	105.33 
	109.33 
	117.33 
	113.33 
	108.67 
	106.67 
	110.11 
	4.06 

	
	
	6
	99.83 
	94.17 
	104.33 
	102.00 
	96.50 
	94.67 
	98.58 
	4.19 

	
	
	30
	92.67 
	97.33 
	89.00 
	91.33 
	102.00 
	98.33 
	95.11 
	5.16 

	
	乳液类
	3
	113.33 
	117.00 
	119.67 
	116.00 
	109.00 
	104.33 
	113.22 
	5.00 

	
	
	6
	109.83 
	102.17 
	109.83 
	102.83 
	116.17 
	117.67 
	109.75 
	5.89 

	
	
	30
	100.67 
	106.33 
	98.00 
	105.33 
	114.33 
	115.33 
	106.67 
	6.59 

	
	霜膏类
	3
	104.67 
	103.33 
	110.00 
	107.33 
	110.33 
	113.67 
	108.22 
	3.57 

	
	
	6
	99.67 
	106.17 
	110.33 
	105.83 
	94.83 
	96.33 
	102.19 
	6.04 

	
	
	30
	98.00 
	105.33 
	92.00 
	96.33 
	108.67 
	104.67 
	100.83 
	6.31 

	
	固态粉类
	3
	103.33 
	107.00 
	94.67 
	91.33 
	104.00 
	98.67 
	99.83 
	6.03 

	
	
	6
	98.83 
	103.17 
	106.17 
	111.67 
	115.33 
	97.33 
	105.42 
	6.73 

	
	
	30
	113.67 
	110.33 
	108.33 
	104.33 
	101.33 
	97.67 
	105.94 
	5.62 

	
	液态油剂类
	3
	82.33 
	81.67 
	97.67 
	102.67 
	90.33 
	92.00 
	91.11 
	9.11 

	
	
	6
	93.17 
	94.17 
	98.83 
	95.67 
	104.50 
	106.33 
	98.78 
	5.59 

	
	
	30
	92.67 
	87.67 
	102.33 
	106.00 
	88.33 
	92.00 
	94.83 
	7.99 

	布
坦
卡
因
	液态水剂类
	20
	114.00 
	106.50 
	98.50 
	96.50 
	115.50 
	111.50 
	107.08 
	7.52 

	
	
	40
	107.75 
	105.50 
	112.75 
	101.75 
	116.00 
	102.25 
	107.67 
	5.32 

	
	
	200
	89.50 
	92.50 
	106.50 
	102.50 
	102.00 
	101.50 
	99.08 
	6.64 

	
	乳液类
	20
	103.50 
	94.50 
	81.50 
	88.00 
	96.50 
	103.00 
	94.50 
	9.08 

	
	
	40
	102.00 
	91.75 
	83.75 
	87.25 
	93.50 
	89.75 
	91.33 
	6.84 

	
	
	200
	106.50 
	104.50 
	93.50 
	88.50 
	110.00 
	110.50 
	102.25 
	8.93 

	
	霜膏类
	20
	94.50 
	86.50 
	90.50 
	93.50 
	104.50 
	107.00 
	96.08 
	8.35 

	
	
	40
	82.00 
	86.50 
	98.25 
	95.50 
	93.50 
	96.75 
	92.08 
	6.98 

	
	
	200
	90.50 
	96.00 
	87.50 
	91.50 
	102.00 
	99.00 
	94.42 
	5.85 

	
	固态粉类
	20
	107.50 
	101.50 
	89.00 
	91.00 
	90.50 
	88.50 
	94.67 
	8.35 

	
	
	40
	97.25 
	99.25 
	105.25 
	108.00 
	100.75 
	97.25 
	101.29 
	4.37 

	
	
	200
	106.50 
	104.50 
	99.00 
	93.00 
	103.50 
	102.00 
	101.42 
	4.76 

	
	液态油剂类
	20
	83.00 
	91.00 
	89.50 
	93.50 
	86.50 
	89.50 
	88.83 
	4.12 

	
	
	40
	92.25 
	93.25 
	86.75 
	88.00 
	86.75 
	83.00 
	88.33 
	4.33 

	
	
	200
	91.00 
	89.50 
	95.50 
	94.50 
	100.50 
	101.50 
	95.42 
	5.10 

	普
莫
卡
因
	液态水剂类
	1
	109.00 
	113.00 
	111.00 
	113.00 
	102.00 
	104.00 
	108.67 
	4.30 

	
	
	2
	106.50 
	100.50 
	103.50 
	105.50 
	108.00 
	101.50 
	104.25 
	2.81 

	
	
	10
	102.00 
	107.00 
	112.00 
	109.00 
	106.00 
	97.60 
	105.60 
	4.86 

	
	乳液类
	1
	87.80 
	83.10 
	105.00 
	102.00 
	92.40 
	89.60 
	93.32 
	9.11 

	
	
	2
	106.50 
	108.50 
	103.00 
	103.50 
	118.50 
	113.00 
	108.83 
	5.50 

	
	
	10
	97.30 
	101.10 
	112.30 
	105.00 
	99.80 
	96.40 
	101.98 
	5.79 

	
	霜膏类
	1
	103.00 
	107.00 
	110.00 
	113.00 
	109.00 
	104.00 
	107.67 
	3.51 

	
	
	2
	101.00 
	103.50 
	107.00 
	105.50 
	109.50 
	111.00 
	106.25 
	3.51 

	
	
	10
	97.80 
	93.40 
	102.00 
	95.70 
	108.00 
	102.00 
	99.82 
	5.28 

	
	固态粉类
	1
	104.00 
	109.00 
	112.00 
	116.00 
	105.00 
	109.00 
	109.17 
	4.07 

	
	
	2
	107.00 
	110.50 
	103.50 
	104.50 
	100.50 
	103.00 
	104.83 
	3.33 

	
	
	10
	103.00 
	97.90 
	94.30 
	91.60 
	98.70 
	94.60 
	96.68 
	4.17 

	
	液态油剂类
	1
	112.00 
	107.00 
	95.20 
	94.30 
	99.20 
	109.00 
	102.78 
	7.33 

	
	
	2
	93.00 
	88.00 
	104.50 
	107.00 
	99.00 
	91.00 
	97.08 
	7.89 

	
	
	10
	92.10 
	87.90 
	102.00 
	89.60 
	90.30 
	92.70 
	92.43 
	5.41 


2、实际样品检验
取市售的5批化妆品（芦荟水、婴儿润肤油、水嫩高保湿清润柔肤乳、高保湿清润精华霜、定妆粉）进行检测分析，按照样品前处理方法制备样液，按优化后的色谱质谱条件进样分析，5批次样品中均未检出阿米卡因、布坦卡因和普莫卡因。
3、技术经济论证，预期的经济效益、社会效益和生态效益
我国《化妆品安全技术规范》2015年版将戊胺卡因、阿米卡因、贝托卡因、布坦卡因、对乙氧卡因、普莫卡因、辛可卡因、利多卡因、普鲁卡因、丁卡因10种卡因类化合物列为禁用物质。其中阿米卡因、布坦卡因和普莫卡因目前还没有标准检测方法，化妆品中布坦卡因的测定在现有文献中也没有检索到。因此，建立准确、快速、灵敏、易推广的化妆品中禁用的阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因标准分析方法对于化妆品的实际检测工作和产品质量控制十分必要。
本标准建立了高效液相色谱-质谱/质谱法测定化妆品中的阿米卡因、布坦卡因、普莫卡因，该标准可以准确、快速的测定化妆品中的阿米卡因、布坦卡因和普莫卡因，可以为化妆品质量控制和行业监管提供技术支持，促进行业健康发展，保护消费者合法权益。
[bookmark: _Toc467530449][bookmark: _Toc7464]四、采用国际标准和国外先进标准情况，与国际、国外同类标准水平的对比情况，国内外关键指标对比分析或与测试的国外样品、样机的相关数据对比情况
据查证，目前尚无该产品国际标准或国外先进标准。
五、以国际标准为基础的起草情况，以及是否合规引用或者采用国际国外标准，并说明未采用国际标准的原因
据查证，目前尚无相关国际标准或国外先进标准。
六、与现行相关法律、法规、规章及相关标准，特别是强制性标准的协调性
本标准技术指标符合我国现行相关法律、法规、规章及相关标准要求。
七、重大分歧意见与处理经过与依据
本标准在征求意见过程和审定过程中未出现重大分歧意见。
八、涉及专利的有关说明
本标准不涉及专利。
九、实施国家标准的要求，以及组织措施、技术措施、过渡期和实施日期的建议等措施建议
建议本标准以推荐性国家标准的形式发布。建议本标准于发布日期6个月后实施。全国香料香精化妆品标准化技术委员会负责组织该项标准的宣贯工作。该标准属首次起草，无废止现行相关标准的建议。
十、其它应予说明的事项
[bookmark: _Hlk114755913]无。
[bookmark: _Hlk112686423]标准起草工作组
2024年3月11日
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