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高效液相色谱法同时测定化妆品中的 9种水溶性着色剂
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摘要 :建立了用高效液相色谱 2二极管阵列检测器 (H PLC 2DAD )同时检测化妆品中 9种水溶性着色剂 (溶剂绿 7、食

品黄 3、食品红 17、酸性黄 1、酸性红 33、食品红 4、食品红 1、橙黄Ⅰ、酸性橙 7)的检测方法。不同种类的化妆品采用

不同的样品前处理方法提取后 ,用 D iam ons il C18色谱柱分离 ,以乙腈 2磷酸二氢钾缓冲溶液 ( pH 6)为流动相进行

梯度洗脱 ,检测波长为 240 nm , 15 m in内可对 9种目标物同时进行检测 ,且各化合物都达到基线分离。经测定 ,该

方法的平均回收率 ( n = 9 )为 85133%～10012%,相对标准偏差 ( RSD )为 3168%～8120%,检出限为 0101～011

m g /L。方法简单、快速 ,能有效地提取、分离和测定化妆品中 9种水溶性着色剂。将该方法用于实际化妆品的检

测 ,结果令人满意。
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S im u lt a n e o u s d e te rm in a t io n o f 9 w a te r2s o lu b le co lo ra n t s in

co sm e t ics b y h igh p e rfo rm a n ce liq u id ch rom a to g rap h y
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, L I Ying, L IU L i, ZHAN G C hen, L I B in, L IAN G Tongw en
( Shen zhen En try2Ex i t In sp ection a n d Q u a ra n tin e B u rea u , Shen zhen 518045, Ch in a )

A b s t ra c t: A n ana ly tica l m e thod based on h igh p e rfo rm ance liqu id ch rom a tograp hy w ith d iode

a rray de tec to r (H PLC 2DAD ) has been es tab lished fo r the s im u ltaneous de te rm ina tion of 9 w a2
te r2so lub le co lo ran ts (So lven t G reen 7, Food Ye llow 3, Food R ed 17, A c id Ye llow 1, A c id R ed

33, Food R ed 4, Food R ed 1, O range Ⅰ, A c id O range 7) in cosm e tics. The d iffe ren t k inds of

sam p les w e re trea ted w ith d iffe ren t p rep a ra tion m e thods. The ob ta ined liqu id sam p les w e re an2
a lyzed by H PLC us ing a D iam ons il C18 co lum n (250 m m ×416 m m , 5μm ). A ce ton itrile2p o tas2
s ium d ihyd rogen p hosp ha te ( KH2 PO 4 ) buffe r so lu tion (pH 6) w as used as the m ob ile p hase fo r

g rad ien t e lu tion. The 9 w a te r2so lub le co lo ran ts w e re w e ll sep a ra ted w ith in 15 m in. The ave rage

recove ries ( n = 9) w e re from 85133% to 10012% w ith the re la tive s tanda rd dev ia tions (RSD s )

be tw een 3168% and 8120%. The lim its of de tec tion (LOD ) w e re in the range of 0101 - 011

m g /L. The m e thod is s im p le, rap id, accu ra te and su itab le fo r the de te rm ina tion of 9 w a te r2so l2
ub le co lo ran ts in cosm e tics.

Ke y w o rd s: h igh p e rfo rm ance liqu id ch rom a tograp hy (H PLC ) ; d iode a rray de tec tion (DAD ) ;

w a te r2so lub le co lo ran ts; cosm e tics

　　在很多化妆品尤其是彩妆产品 (如唇膏、胭脂、

眼影、睫毛膏等 )中大量使用了着色剂。化妆品中

使用的着色剂多数是合成染料 ,长期或过量使用会

对人体健康产生潜在的危害 ,如有的着色剂会引起

人的过敏反应 ,有的着色剂会引起眼睛、口腔等器官

发炎 ,还有的着色剂能透过皮肤被人体吸收 ,有明显

的致突变作用 ,长期使用此类产品甚至可以诱发癌

症。因此 ,世界上很多国家如美国、日本以及欧盟等

纷纷立法对化妆品中着色剂的用量加以限制。我国

GB 7916287《化妆品卫生标准》中也规定了化妆品成

分中暂用着色剂的种类、允许的使用范围及限制条

件。本文测定的 9种水溶性着色剂均为《化妆品卫

生标准》中的暂用着色剂。

　　目前 ,国内外有采用高效液相色谱 2紫外可见检
测法 ( H PLC 2UV ) [ 1 - 4 ]、高效液相色谱 2串联质谱法
(H PLC 2M S /M S ) [ 4 ]及高效液相色谱 2二极管阵列检
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测法 (H PLC 2DAD ) [ 5 - 9 ]检测化妆品中着色剂的文

献报道 , 且大多采用固相萃取 [ 9, 10 ]、薄层色谱

法 [ 11, 12 ]、微波萃取法 [ 13 ]等样品前处理方法。但尚未

见国内外同时检测本文所述的 9种水溶性着色剂的

相关文献及成果的报道。本文根据化妆品的种类和

基体的复杂程度 ,采用液 2液萃取、超声萃取等更为
简单易行的不同样品前处理方法提取后 ,用 H PLC 2
DAD对 9种目标物同时进行检测。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

　　漩涡混合仪 (M S2,德国 H e ido lp h公司 ) ,离心

机 (RO T INA35,德国 H ETT ICH公司 ) , pH计 (D EL 2
TA320A,瑞士梅特勒公司 ) ,纯水机 ( Syne rgy UV,

美国 M illip o re公司 ) ,高效液相色谱仪 (1200H PLC,

美国 A gilen t公司 ) , 配 G1329A 自动进样器和

G1315C二极管阵列检测器。

　　分析纯三氯甲烷 (用于样品溶解或分散 )由广

州化学试剂厂提供 ;色谱纯乙腈 (用于色谱分析 )由

美国 F ishe r公司提供 ;分析纯氢氧化钠 (用于调节

pH值 )由广州化学试剂厂提供 ;分析纯磷酸二氢钾

(用于配制缓冲溶液 )由汕头市化学试剂厂提供 ;分

析纯醋酸及醋酸铵 (用于配制缓冲溶液 )均由国药

集团化学试剂有限公司提供 ;水为去离子水 ,由美国

M illip o re Syne rgy UV纯水机制得。9种着色剂标

准品 :溶剂绿 7 (So lven t G reen 7 )、食品黄 3 ( Food

Ye llow 3 )、食品红 17 ( Food Red 17 )、酸性黄 1

(A c id Ye llow 1)、酸性红 33 (A c id Red 33)、食品红

4 ( Food Red 4 )、食品红 1 ( Food Red 1 )、橙黄 Ⅰ

(O range Ⅰ)、酸性橙 7 (A c id O range 7)。

　　样品 :市售各类化妆品包括口红、眼影、腮红、粉

饼、化妆水、卸妆液等各类国内外化妆品 49种。

1. 2　标准溶液、工作溶液及缓冲溶液的配制

1. 2. 1　标准溶液的配制

　　准确称取一定量的上述 9种着色剂标准品 , 分

别用去离子水配制 1 g /L水溶液。避光保存。

1. 2. 2　工作溶液的配制

　　准确称取一定量的上述 9种着色剂标准品 , 分

别用去离子水配制成一定浓度的标准储备液。吸取

适量的标准储备溶液 , 配制成适当浓度的工作溶液。

1. 2. 3　磷酸二氢钾缓冲溶液的配制

　　称取 2. 0 g磷酸二氢钾置于烧杯中 , 加水溶解

并定容至 1 000 m L, 用 10 g /L的氢氧化钠溶液调

节 pH值至 6。

　　所用溶剂和溶液分析前过 0145μm 滤膜并用

超声脱气。

1. 3　样品前处理方法

1. 3. 1　唇膏等蜡状样品

　　准确称取 011～015 g唇膏样品均匀地涂于 50

m L旋盖离心管中 ,加入 10 m L三氯甲烷 ,旋紧管

盖 ,用漩涡混合仪将样品溶解或分散均匀 ,再加入

10 m L水 ,经漩涡混合仪混匀后高速离心 ,取上层清

液过 0145μm滤膜后供 H PLC分析。

1. 3. 2　粉饼、眼影等粉状样品

　　称取样品 011～210 g于 50 m L旋盖离心管中 ,

加入甲醇 2水 (体积比为 1∶1 ) 10 m L,置于超声波清

洗器中超声 ,水浴 (70 ℃)提取 15 m in后离心 (2 300

r /m in) 10 m in,取上清液过 0145μm滤膜后待测。

1. 3. 3　漱口水、眼部化妆去除液等液体样品

　　该类样品过 0145μm滤膜后直接测定。

1. 4　H PL C测定条件

　　色谱柱 : D iam ons il C18柱 , 250 m m ×416 m m ,

5μm ;柱温 30 ℃;进样量 20μL;检测波长 240 nm ;

流动相 :乙腈 (A )和磷酸二氢钾缓冲溶液 ( pH 6 )

(B ) ;流速 110 m L /m in;台阶梯度洗脱程序 : 0→510

m in, 78% A; 510→810 m in, 78% A线性降至 55% A;

810→1210 m in, 55% A; 1210→1710 m in, 55% A线

性降至 25% A; 1710→2210 m in, 25% A。

2　结果与讨论

2. 1　色谱条件的选择

　　9种目标化合物都是水溶性的钠盐化合物 , 其

化学性质相似。为了能够在最短的时间内达到基线

分离 , 以 C18柱为分离柱 , 分别以甲醇 2磷酸二氢钾
缓冲液、乙腈 2磷酸二氢钾缓冲液体系作流动相对 9

种目标物的分离效果进行了考察。结果表明乙腈 2
磷酸二氢钾缓冲液体系对混合标准品的分离最有

利。同时还对缓冲溶液的 pH值为 4, 5, 6, 7时的

灵敏度及分离情况进行考察 , 发现当 pH值为 6时 ,

灵敏度及分离效果均最好。故最终确定流动相为乙

腈 2磷酸二氢钾缓冲溶液 ( pH 6 )。在此条件下 , 9

种着色剂混合标准溶液的色谱图见图 1。

2. 2　样品前处理条件的选择

2. 2. 1　唇膏等蜡状样品

　　由于唇膏基体多是脂溶性的 ,易溶于有机溶剂 ,

而 9种待测物为水溶性的 ,为了减少操作步骤 ,获得

尽可能高的提取效率 ,且有效避免唇膏基体等其他

杂质的干扰 ,采取用有机溶剂溶解或分散样品后再

用水作萃取溶剂的液 2液萃取方式对样品进行前处
理。比较了甲醇、甲醇 2水、三氯甲烷、正己烷、四氢
呋喃、环己烷等提取溶剂对实际唇膏样品的溶解或

分散情况。结果表明 ,只有三氯甲烷不仅能完全溶
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图 1　9种着色剂混合标准溶液的色谱图
F ig. 1　C h rom a to g ram o f th e m ix e d s ta n d a rd

so lu t ion o f 9 w a te r2so lu b le co lo ra n ts

　Peaks: 1. So lven t G reen 7; 2. Food Ye llow 3; 3. Food Red

17; 4. A c id Ye llow 1; 5. A c id Red 33; 6. Food Red 4; 7. Food

Red 1; 8. O range I; 9. A c id O range 7.

解或分散唇膏样品 ,且密度比水大而与水不互溶 ,离

心后水萃取层在上层 ,可有效避免其他杂质对测定

造成的干扰 ,从而达到液 2液萃取的目的 ,因此 ,本文

最终选用三氯甲烷作唇膏样品的提取溶剂。

　　此外 ,还对萃取溶剂 (水 )的体积进行了优化 ,

实验结果表明 ,水萃取体积在 5～15 m L范围内 ,提

取效率基本一致。但是考虑到唇膏中的基质主要由

蓖麻油、酯类等脂蜡组成 ,且不同品牌的唇膏脂蜡组

成不同 ,造成其密度、致密性、黏度等不同 ,经三氯甲

烷溶解、分散后 ,为了能完全萃取唇膏中的着色剂 ,

我们选用 5～15 m L的中间体积 10 m L。

2. 2. 2　粉饼、眼影等粉状样品

　　对于粉状样品采用超声方式对样品进行提取 ,

分别考察了乙醇、甲醇、三氯甲烷、正己烷、四氢呋

喃、乙腈、异丙醇、异丙醇 2水、乙醇 2水、乙腈 2水、甲
醇 2水以及四氢呋喃 2水等多种提取溶剂对含有着色
剂食品红 4的阳性眼影实际样品测定结果的影响。

结果表明 ,甲醇 2水 (体积比为 1∶1 )、四氢呋喃 2水
(体积比为 1∶1 )体系的待测物峰面积最大 ,且两者

提取效率相当。考虑到四氢呋喃毒性较大 ,最终选

择甲醇 2水 (体积比为 1∶1)为最佳提取溶剂。

　　对同一阳性眼影样品用超声方式进行提取 ,优

化提取温度和提取时间 ,发现在 70 ℃下提取 15

m in时的效果最好。

2. 3　方法的线性关系和检出限

　　分别配制 9种着色剂 11个不同质量浓度

( 0105, 011, 012, 015, 110, 510, 1010, 1215, 2510,

5010, 10010 m g /L ) 的混合工作溶液 ,在最佳实验条

件下进行分析 ,以质量浓度 X (m g /L )为横坐标、峰

面积 Y为纵坐标绘制标准曲线。实验结果表明 ,在

0105～10010 m g /L范围内 , 9种着色剂的质量浓度

与相应的峰面积呈良好的线性关系。线性方程、相

关系数和方法的检出限见表 1。

表 1　9种水溶性着色剂的线性方程、相关系数及检出限
T a b le 1　R e g re s s io n e q u a t io n s, co r re la t io n co e ff ic ie n ts

( r ) a n d lim it s o f de te c t ion (LOD s ) o f 9 w a te r2
so lu b le co lo ra n ts

A na lyte Regress ion equa tion3 r LOD / (m g /L )

So lven t G reen 7 Y = 35. 438X + 2. 9362 0. 9999 0. 01
Food Ye llow 3 Y = 55. 194X + 4. 9499 0. 9999 0. 01
Food Red 17 Y = 45. 334X - 2. 5019 0. 9999 0. 01

A c id Ye llow 1 Y = 15. 344X - 2. 821 0. 9996 0. 05
A c id Red 33 Y = 29. 645X - 2. 7084 0. 9998 0. 05

Food Red 4 Y = 54. 739X - 5. 823 0. 9997 0. 01
Food Red 1 Y = 13. 367X - 4. 8234 0. 9986 0. 05
O range Ⅰ Y = 10. 316X - 7. 0278 0. 9976 0. 1

A c id O range 7 Y = 43. 172X - 3. 3054 0. 9999 0. 01

3 Y: p eak a rea; X: m ass concen tra tion, m g /L; linea r range:

0105 - 10010 m g /L fo r each ana lyte.

2. 4　精密度与回收率

　　采用在空白样品中加标的方法进行精密度和回

收率试验。称取空白样品 (膏状、固态、水剂各 1

种 ) 015 g,分别加入质量浓度为 5, 50, 500 m g /L

3个添加水平的 9种着色剂混合标准溶液 1 m L,充

分混匀 ,按照 113节所述方法处理后上机测定 ,每个

添加水平下的每个样品平行测定 3次 ,其回收率为

85133%～ 10012%, 相对标准偏差为 3168% ～

8120%。

2. 5　实际样品的检测

　　采用本方法对 49种国内外各类化妆品进行测

定 ,其中有 4种样品检出食品红 17,其他各类化妆

品未检出所测 9种目标物。图 2为其中一种阳性眼

影样品的色谱图及相关光谱图。

图 2　 ( a )食品红 17阳性样品的色谱图、( b )阳性样品中食
品红 17的光谱图及 ( c )食品红 17标准品的光谱图

F ig. 2　 ( a ) C h rom a to g ram o f a p os it ive sam p le a n d

sp e c t ra o f ( b ) F o o d R e d 17 in a p os it ive

sam p le a n d ( c ) s ta n da rd so lu t io n
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3　结语

　　本文建立了化妆品中 9种水溶性着色剂同时测

定的 H PLC方法。通过对实验条件进行选择和优

化 ,确定了色谱条件 ,在 15 m in内 9种目标物可完

全达到基线分离。方法的线性相关系数、回收率、相

对标准偏差等各项参数表明 ,方法的灵敏度和精确

度均满足实际样品检测的需要。通过对 3种状态、

不同品牌的化妆品进行检测 ,在粉状眼影中检出着

色剂食品红 17;其他种类的化妆品均未检出所测 9

种目标物。该方法的样品前处理技术简单易行 ,分

析快速 ,对化妆品中 9种水溶性着色剂能有效地提

取、分离和测定 ,结果良好。
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