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日化产品抗菌抑菌效果的评价方法

1 范围

    本标准规定了具有特殊卫生功能的日化产品抗菌、抑菌效果的检测方法及评价标准。

    本标准适用于常见洗涤用品、人体皮肤清洁用品的抗菌、抑菌性能测试，其他日化产品也可根据用

途选择采用。

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过本标准的引用而成为本标准的条款 凡是注日期的引用文件，其随后所有的

修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本标准。然而，鼓励根据本标准达成协议的各方研究
是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本标准。

    QB/T 2739-2005洗涤用品常用试验方法 滴定分析(容量分析)用试验溶液的制备

3 术语和定义

    下列术语和定义适用于本标准。

3.1

    抗菌 antibacterial

    采用化学或物理方法杀灭细菌或妨碍细菌生长繁殖及其活性的过程。

3.2

    抑菌 bacteriostasis
    采用化学或物理方法抑制或妨碍细菌生长繁殖及其活性的过程。

3.3

    载体 carrier
    试验微生物的支持物。

3.4

    生物负载 bioburden

    被测试的一个单位物品上承载活微生物的总数。

3.5

    杀灭率 killing rate
      人R

    在微生物杀灭试验中，微生物数量减少的值?
    注:杀灭率用%表示

3.6

    杀灭时间 killing time
      KT

    用于生物指示物抗力鉴定时，指受试指示物样本，经杀菌因子作用后全部样本无菌生长的最短作用
时间 。

    注:杀灭时间用min表示。
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3. 7

    菌落形成单位 colony forming unit
      cfo

    (单位名称)在活菌培养计数时，由单个菌体或聚集成团的多个菌体在固体培养基_{生长繁殖所形

成的集落，称为菌落形成单位，以其表达活菌的数量。

3. 8

    中和Pal   neutralizer
    在微生物杀灭试验中，用以消除试验微生物与杀菌剂的混悬液中和微生物表面上残留的杀菌剂，使

其失去对微生物抑制和杀灭作用的试剂。

3. 9

    中和产物 product of neutralization
    指中和剂与杀菌剂作用后的产物。

4 检验日化产品抗菌、抑菌效果的实验室及无菌操作的基本要求

4. 1 微生物买验至应米取封闭式布局，建筑应便于清洁、消毒。为避免污染应在相对正压洁净条件下

进行 因特殊需要用致病菌作指示菌时，则应在生物安全柜(负压)内进行。

4.2试验开始前，应以湿式方法清洁台面和打扫室内地面，然后以紫外线或其他方法对实验室内空气
进行消毒。

4.3 实验人员应穿戴工作服、日罩、帽子;进行无菌检验时，应经风淋后进入实验室。然后，正确穿

戴好无菌隔离衣、帽和口罩。

4.4 侮吸取一次小同样液应更换无菌吸管，接种环(针)应在火焰上烧灼灭菌后，方可再次使用。

4.5 除非另有说明，在分析中仅使用确认为分析纯的试剂和蒸馏水或去离子水或相当纯度的水

4. 6 要求无菌的试剂，如蒸馏水、磷酸盐缓冲液、培养基、牛血清白蛋白、标准硬水、中和剂等，均

应灭菌或过滤除菌。

4.7无菌器材和试剂，使用前应检查容器或包装的完整性，有破损者不应使用
4.8 止在使用的无菌器材和试剂不应长时间暴露于空气中。

4.9 移液或接种时，应将试管口和琼脂平板靠近火焰，防止污染。

4. 10 所有用过的污染器材，应立即放入盛有消毒液的容器中，以防止对周围环境和清洁物品造成污染

4. 11 若不慎发生微生物培养物摔碎或其他试验微生物泄漏事故时，不论是否具有致病性，均应立即对

污染及n]能波及的区域进行消毒处理

4.12 全部试验结束后，应按常规对室内空气和环境表面进行消毒处理。

5 样品采集

    为使样品具有良好的代表性，应于同一批号州个运输包装中至少随机抽取 12件最小销售包装样品，

其中4件留样，4件做抑菌或杀菌性能测试，4件做稳定性测试。抽样的最小包装不应有破裂，检验前
不应启开

日化产品抗菌、抑菌效果评价原则

6. 1标准中杀菌试验测定方法用于考核产品的抗菌作用。
6. 2 标准中抑菌试验测定方法用于考核产品的抑菌作用。

6. 3 检验用指示微生物

    依据厂、品执行标准或说明书适用范围进行表 1中试验菌 (由国家级或省级菌种保藏管理中心提供)

的选择检测，也可根据产Q的使用要求增加其他菌种作为检验菌种。
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表1 抗菌、抑菌日化产品试验中微生物的选择

试验菌名称 菌株标准号 抗菌、抑菌日化产品适用范围

  金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)
ATCC 6538或ATCC 27217 手、足、皮肤和乳膜、织物及一般物品表面

  大肠埃希氏菌
(Escherichia coli)

8099或 ATCC 25922

    或ATCC 11229
乎、餐饮具、瓜果和蔬菜、织物及一般物品表面

白假丝酵母菌 (白色念珠菌)

      (Candida albicans)
ATCC 10231 手、足、皮肤和豁膜

铜绿假单胞菌 (绿脓杆菌)

(Pseudomonas aeruginosa)
ATCC 15442 皮肤和豁膜

6.4 作用浓度
    按产品明示的标准要求进行。

6. 5作用时间
    按产品明示的标准要求进行。

6. 6结果报告
    测试结果报告是试验情况和结果的书面表达，结果报告至少应包括:

    a) 试验菌种;

    b) 作用浓度;
    c) 作用时间;

    d) 效果评价结果;

    e) 对测定结果有影响的其他因素。

7 日化产品抗菌、抑菌效果检验方法

7. 1 日化产品抗菌、抑菌效果检验方法分类

    见表 2

                            表2 日化产品抗菌、抑菌检验方法分类

类别 方法名称 表示形式 适用范围 本标准对应章节

杀菌试验
悬液定量法 即时杀菌 抗菌型日化产品 7}2

模拟法 即时杀菌 抗菌型织物类洗涤剂 7.4

抑菌试验

滞留法 长效抑菌 抑菌型人体皮肤清洁产品 7.6

悬液定量法 即时抑菌 抑菌型日化产品 7.3

模拟法 即时抑菌 抑菌型织物类洗涤剂 7 4

抑菌环法 即时抑菌 抑菌型日化产品 7.5

7.2 抗菌型日化产品的杀菌效果检验方法(悬液定量法)

7. 2. 1 设备

    a) 锥形烧瓶;

    b) 平皿(直径9 cm);

    c) 量筒 :
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    d)

    e)

    f)

    g)

    h)

    i)

    J)

    k)

    })

    m)

    n)

    0)

    P)

7.2.2

    a)

  精密PH试纸;
  无菌试管;

  无菌刻度吸管((1.OmL, 5.OmL, IO.OmL);
  恒温培养箱;

  冰箱;

  菌落计数器;

  酒精灯;

  电动混合器;

  恒温干燥箱;

  恒温水浴锅;

  湿热灭菌锅;

  电子天平;

  生物安全柜等微生物试验必备仪器。

试剂

  营养琼脂培养基

  称取蛋白陈IO.Og、牛肉膏5. 0 g.氯化钠5.0g，加蒸馏水1000 ML溶解，调PH至7.27.4,
  然后加入琼脂15.0g加热溶解，分装，于121℃压力蒸汽灭菌20 min后备用。
  沙堡琼脂培养基

  称取葡萄糖40.0g、蛋白膝10.0g,琼脂20.0g、加蒸馏水1000 ML，将上述成分混合后，力「
  热至完全溶解。调PH至(5.6士。.2)，于115℃压力蒸汽灭菌30 min后备用。
  磷酸盐缓冲液(PBS) (0. 03 mol/L )

  称取无水磷酸氢二钠2. 83 g、磷酸二氢钾 1.36g，加蒸馏水 1000 ML，待完全溶解后，调PH
  至7.2 7.4，经 121℃压力蒸汽灭菌20 min后备用。

  标准硬水(硬度342 mg/L)

  称取氯化钙(CaCl2) 0.034 g,氯化镁(MgCl2.6H20) 0.139g，加蒸馏水1000 ML，经121 0C
  力蒸汽灭菌20 min后备用。

  中和剂

  几种常见中和剂:

  1) 硫代硫酸钠5.0 g.蒸馏水1000 ML;

  2) 磷酸二氢钾1.36 g.磷酸氢二钠2.83g、卵磷脂10.0g、甘氨酸10.0g. 30.0g吐温80,
      蒸馏水1000ML;

3) 磷酸二氢钾1.36g、磷酸氢二钠2.83 g,卵磷脂3.0g. 20.0g吐温80.蒸馏水1000 mL;

4)  20.0g吐温80、硫代硫酸钠10.0 g, PBS 1000 niL.
注:D用于氯型杀菌剂;2)、3)用于非氧化型杀菌剂;4)用于氧型杀菌剂。

  菌液制备

  (1) 细菌繁殖体悬液的制备

  1) 取冻干菌种管，在无菌操作下打开，以毛细吸管加入适量营养肉汤，轻柔吹吸数次，使菌

    种融化分散。取含营养肉汤培养基5. 0 ML-10. 0 ML试管，滴入少许菌种悬液，置370C

    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培养基平板上，
    于37℃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370C

    培养18h-24h，即为第3代培养物;

2) 取菌种第3代一第 14代的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物(18h-24h)，用5. O mL吸管

    吸取稀释液3. 0 mL-5. 0 mL加入斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔。随后，用5. 0 mL吸
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            管将洗液移至另一无菌试管中，用电动混合器混合(振荡)20s，或在手掌上振敲80次，

              以使细菌悬浮均匀;

        3)初步制成的菌悬液，先用细菌浓度比浊测定法粗测其含菌浓度，然后以稀释液稀释至所需
            使用的浓度:

        4) 细菌繁殖体悬液保存在4℃冰箱内备用。应当天使用，不应过夜;

        5) 怀疑有污染时，应以菌落形态、革兰染色与生化试验等法进行鉴定。

        (2)白假丝酵母菌(白色念珠菌)悬液制备
        1) 取冻干菌种管，以无菌操作打开，用毛细吸管吸加适量沙堡液体培养基于管中，轻柔吹吸

            数次，使菌种融化分散。取含沙堡液体培养基5. 0 mL-10. 0 mL试管，滴入少许菌种悬液，

            置370C培养18h-24h。用接种环取第1代培养的菌悬液，划线接种于沙堡琼脂培养基平
            板上，于37℃培养18h-24h。挑取上述第2代培养物中典型菌落，接种于沙堡琼脂斜面，

            于37℃培养 18h-24h，即为第3代培养物。将其密封后在4℃保存，时间不应超过6周;

        2) 试验时，取第 3代斜面培养物在沙堡琼脂斜面上连续传代，方法与第3代相同。取第 5

            代或第6代的沙堡琼脂培养基斜面新鲜培养物(18h-24h)，用5. 0 mL吸管吸取PBS稀
            释液3.OmL-5.OmL加入斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔。随后，用5. 0 mL吸管将洗

            液移至另一无菌试管中，用电动混合器混合20s，或在手掌上振敲 80次，以使白色念珠

            菌悬浮均匀;

        3) 菌悬液保存在4℃冰箱内备用，应当天使用，不应过夜;

        4) 怀疑有污染时，应以菌落形态、革兰染色与生化试验等法进行鉴定。菌落形态可直接用显

            微镜观察。菌体形态可在涂片后直接用高倍显微镜观察，也可用墨水阴地法染色(将菌与
            黑墨水在玻片上混匀，推成薄膜)后观察。

7.2. 3 中和剂鉴定试验方法

    为了准确评价所测样品对微生物的杀灭作用，杀菌试验中要求选择适当中和剂。所选中和剂不仅能

及时中止抗菌洗剂对微生物的抑杀作用，且中和剂本身与所测样品的反应产物(即中和产物)对微生物

无抑制或杀灭作用，对培养基无不良影响。

7. 2.3.1 中和剂鉴定试验
    按表3分组进行。

                                      表3 中和剂鉴定试验

试样 处理
组 号

1 2 3 4 5 6

  分别取菌悬液.0.1ML

加入下列各组
试验样品5. 0 mL试验样品5. 0 mL中和产物b 5. O mLPBS 5.0mL 中和剂5. 0 mL

混匀作用 10 min

  分别取混匀液 0. 5 mL

加入 下列各组 〔加入后

总量为 5 mL )

PBS 4.5 mL 中和剂4. 5 mL PBS 4. 5 mL PBS 4.5mL PBS 4.5 mL PBS 5.0mL

  作用 10 min后，取原

液或稀释液0. 5 m[.接种

平板(2个/样本)

适当稀释 适当稀释 适当稀释 适当稀释 适当稀释 原液

然后，倾注平板置 37℃培养48h，计数菌落数，按稀释倍数计算出回收菌数(cfu/mL)

a菌悬液浓度及制备:用PBS将指示菌制成1 X 100cfu/mL-9X 100cfu/mL悬液
b中和产物的配制:先将试验样品1.OmL与中和剂溶液9 mL混介，作用10 min后制成中和产物。
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7. 2.3. 2 中和剂评价规定

    a) 第1组不长菌或明显少于第2组;

    b) 第2组菌数明显少于第3, 4, 5组;

    c) 第3, 4, 5组菌数相似，并且其误差率X15%;

    d) 第6组无菌生长;

    e) 三组平均菌数=(第3组菌数+第4组菌数+第5组菌数)=3;

f) 误差率(%) ({三组平均菌数一第“组菌数卜阵组平均菌数一第4组菌数卜1组平均菌数一第5组菌数I) .3
三组平均菌数

x 100

    符合上述评价的中和剂表明可消除试验样品对指示菌的作用，中和剂与试验样品的中和产物对指示

菌无毒害，判定为该试验样品的中和剂。

7. 2.4 杀菌试验操作步骤

    a) 用PBS液将试验菌悬液[7.2.2 f)]稀释，要求浓度为:取。】mL滴于对照样液((PBS) 5.0mL
      内，回收菌数为1X1了cfu/mL-9 X 100 cfu/mL;

    b) 将试验样品用无菌标准硬水稀释至规定的浓度;

    c)吸取试验样品原液或其稀释液5.OmL放入灭菌试管中，20℃恒温5 min(皂类产品300C )

    d) 吸取试验菌液0.1 ML力口入到含5. 0 mL样品的试管中，迅速混匀，并立即计时;

    e) 作用至设定时间后，取试验菌与样品的混合液0. 1 ML，加入到含5. 0 mL经灭菌的中和剂的试

        管中，混匀;

    f) 中和 10 min后，吸取样液(或作适当稀释后，取其中2-3个稀释度的稀释液 1 mL,置于灭

        菌平皿内，每个样液或稀释液接种两个灭菌平皿。用凉至40'C-45'C的营养琼脂培养基(细菌)

        或沙氏琼脂培养基〔酵母菌)15 mL作倾注，转动平[m，使其充分均匀，琼脂凝固后翻转平FF ,

        (35士2)℃培养48h(细菌)或72h(酵母菌)后，做活菌菌落计数;
    g) 以PBS代替试验样品，同时按以上步骤操作，作为对照样品;

    h) 实验重复三次，求其平均值。
7. 2. 5 计算公式 。

杀菌率(%)=1二兰x 100
                      I

式中:

I— 对照样品平均菌落数
P— 试验样品平均菌落数。

    结果保留整数

7.2.6活菌计数中误差评价

    活菌计数中平板间菌落数误差率、稀释度间菌落数误差率不宜超过 10%，对误差率的自检，

式(2)一式((7)计算。

(1)

可按

平板 间菌落平均 数
各平板菌落数之和

平板总数
(2)

平板 间菌落数 平均差 =
(平板间菌落平均数一各平板菌落数)的绝对值之和

平板总数
(3)

平板间菌落数误差率=
平板间菌落数平均差

平板 间菌落平均数
x100 (4)
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稀释 度间菌落平均数 =
各稀释度平均菌落数之和

稀释度 数
(5)

稀释度 间菌落数平均差 =
(稀释度间菌落平均数一各稀释度菌落数)的绝对值之和

稀释度数
(6)

稀释 度间菌落数误差率 =
稀释度间菌落数平均差

稀释度间菌落平均数
x100 (7)

7. 2. 7 抗菌型日化产品的抗菌效果评价

表4 杭菌效果评价

试验菌种” 作用时间/mm 作用浓度

效 果 评 价

  (杀 菌率/%)

A,级
(多90)

  Az级
(90>^50)

A级、
仁<之50夕

“试验菌一栏填入具体的测试菌种，对丁多个菌种的测定结果，分别进行效果评价。

7. 3抑菌型日化产品的抑菌效果检验方法(悬液定量法)

7. 3. 1 设备

    同7.2.1。

7.3.2 试剂

    同7.2.2

7. 3. 3 抑菌试验操作步骤

    a) 用PBS液将试验菌悬液[7.2.2 f)]做适当稀释，要求浓度为:取0.1mL滴十对照样液(PBS)

        5. 0 mL内，回收菌数为I X I00 cfu/mL̂  9 X l0' cfu/mL;
    b) 将试验样品用无菌标准硬水稀释至规定的浓度;

    。) 吸取试验样品原液或其稀释液5. 0 mL放入灭菌试管中，200C恒温5 min 皂类产品300C );

    d) 吸取试验菌液0. 1 ml加入到含样品5. 0 mL的试管‘}，，迅速混匀，并立即计时;

    e) 作用至设定时间后，取试验菌与样品混合液。1 mL，加入到含5. 0 mL经灭菌的PBS的试管中，

        充分混匀;

    f) 放置 10 min后，吸取样液(或作适当稀释后，取其中2-3个稀释度的稀释液)1 mL,置十灭

        菌平皿内，每个样液或稀释度接种两个灭菌平皿。用凉至40'C-45℃的营养琼脂培养基(细菌)

        或沙氏琼脂培养基(酵母菌)15n止作倾注，转动平皿，使其充分均匀，琼脂凝固后翻转平皿，

        (35士2)℃培养48h(细菌)或72h酵母菌)后，做活菌菌落计数;
    B) 以PBS代替试验样品，同时按以卜步骤操作，作为对照样品;

    h) 实验重复三次，求其平均值。
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7.3.4 计算公式

一
抑菌率(%)=I_-dIX100

    式中:

    I— 对照样品平均菌落数;
    fl— 试验样品平均菌落数。
    结果保留整数。

7. 3.5 误差评价

    同 7.2.60

7.3. 6 抑菌型日化产品的抑菌效果评价

表5 抑菌效果评价

试验菌种“ 作用时间/mm 作用浓度

效 果 评 价

  (抑菌率/%)

B,级
(1-90)

  Bz级
(90>-50)

B，级、
C<{勺U)

“试验菌一栏填入具体的测试菌种，对于多个菌种的测定结果，分别进行效果评价。

7.4 抗菌或抑菌型织物类洗涤剂抗菌或抑菌效果检验方法(模拟法)
7.4. 1 原理

    本方法通过模拟洗衣机的洗衣过程，检测洗衣粉(剂)等织物类洗涤产品的抗菌或抑菌效果。

7.4.2 设备

    a) 不锈钢转轴(由一条直径0. 16 cm不锈钢丝制成，见图1);

如 5,. c }m     -N                                                                          E0Èm'0
                俯视图 侧面图

                          图1缠绕测试布条的不锈钢转轴

b) 有金属螺盖的玻璃罐(容积为470 mL，可高压灭菌，并可放入转轴的广日罐)，将罐口覆盖牛
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  皮纸，加盖，于121℃灭菌25 min各用;

转动速度为45r/min-60r/min的滚动摇床;

  可调恒温水浴箱;

  吸管((1ML, 5mL, IOML);

  培养皿:

铺有滤纸的玻璃培养皿;
细菌保存管:

细菌培养箱;

  涡流振荡器;

棉布((32支纱//cm X 32支纱//cm平织棉布);

别针、镊子、无菌手套、3mm-5mm玻璃珠、秒表、载体布片2. 5 cm-3. 8 cm(见测试棉布
  制备)。

试剂

营养琼脂【同7.2.2 a)];
营养琼脂A

在营养琼脂中另加入1.5%的琼脂:
胰蛋白陈大豆肉汤培养基((TSB)

称取胰蛋白陈15.0g，大豆蛋白炼5.0g,氯化钠5.0g，加蒸馏水I OOO ML溶解，调节pH为
  (7.2士0.2)，经121℃压力蒸汽灭菌后备用:

牛血清白蛋白溶液((3%)

称取牛血清白蛋白3.0g，加蒸馏水100 ML,溶解后用微孔滤膜(孔径为。.45 Wm)过滤除菌，
冰箱保存各用;

标准硬水〔同7.2.2 d)];
非离子浸湿剂

称取烷基酚聚氧乙烯醚5. 0 g,碳酸钠5.0g，加蒸馏水1000 ML溶解;
洗涤液

移取非离子浸润剂〔7.4.3 f)] 1.5 g,碳酸钠1.5g，加蒸馏水3 000 mL溶解:
中和剂(经中和剂鉴定试验合格，同7.2.3);
吐温80(过滤除菌)。

试验准备

M试棉布的制备

将测试棉布约300g加入洗涤液【7.4.3 g)] 3L，加热煮沸1h。取出棉布，在煮沸的去离子水中
清洗5 min。然后放入凉的去离子水中5 min，以去除残留的洗涤液，最后将棉布晾干:

测试棉布和转动支架的准备

取处理过的棉布，剪成宽5cm，质量(巧士1)g的布条，将其一端插入固定在测试转动支架的
水平方向的外边，然后在3条水平支架间以足够的张力缠绕12个整圈，将布条的另一端用不

锈钢别针固定在前一圈布条上。最后以121℃压力蒸汽灭菌15 min,备用;

细菌悬液的制备

用PBS液将试验菌悬液〔7.2.2 f)]稀释，要求浓度为1 X 10' cfu/ML-9 X 10' cfu/mL，然后加

入等体积的牛血清白蛋白溶液((3%);

染菌载体的制备

每片载体布片((7.4.2.1)接种20 pL菌悬液，放回培养皿中，加盖，于(35士2)℃培养箱中干
燥20 min:
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7.4. 5

    a)

测试样品的制备

试验开始前20 min，将盛有265 mL硬水的玻璃罐放入水浴中恒温至测试温度(25士功℃，然
后将被测试样品按规定的浓度(即抗菌、抑菌试验的作用浓度)加入混合溶解，保持该溶液的

温度与测试温度(25士1)℃ 致。
杀菌或抑菌试验操作步骤

将两片染菌载体〔7.4.4 d)]放入转动支架的第6层和第7层布条之间，将第3片放入第7层和

第8层布条之间;
  以无菌操作方式将转动单元(支架、布条和染菌载体)放入含有测试样品的玻璃罐中，加盖:

玻璃罐固定在摇床上，滚动旋转洗涤至设定时间(即抗菌、抑菌试验的作用时间)，取下玻璃

罐:

以无菌操作方式，取出转动单儿，取下3片染菌载体，放入到含有中和剂30 mL(在测试抑菌

产品的抑菌作用时，以含0.5%吐温8。的PBS 30 mL代替中和剂，其他操作步骤均与测试抗

  菌产品试验相同)的试管「1" 在振荡器中混合loso然后振打200次，用PBS做 10倍系列稀

释，并选择适宜稀释度样液接种TSB平板。每个稀释度接种两个平板;
以含0.5%吐温80的PBS代替试验样品，同时按以上步骤操作，作为对照样品组;

将试验组、对照组平板倒置于(35士2)℃培养箱中，培养((48土4) h，计数菌落数;

试验重复一次，求其平均值

计算公式

目

切

的

    e)

    f)

    g)

7. 4. 6

杀菌率或抑菌率(%)=旱 x100 ·····················⋯⋯(9)
式中:

I— 刘照样品平均菌落数;

d— 试验样品平均菌落数。

    结果保留整数

7. 4 7 抗菌型或抑菌型织物类洗涤illiij的抗菌或抑菌效果评价

    抗菌效果评价同表4，抑菌效果评价同表50

7. 5 抑菌型日化产品的抑菌效果检验方法(抑菌环法)

7.5. 1 原理

    利用抑菌剂不断溶解经琼脂扩散形成不同浓度梯度，以显示其抑菌作用。试验通过抑菌环大小以p.

断其是否只有抑菌能力

7.5.2 设备

    a) 刻度吸管((1.OmL, 5.OnIL);
    b) 抑菌剂载体((5 mm直径圆形新华一号定性滤纸片，经压力蒸汽灭菌处理后，置1200C烤干2h,

        保存备用);
    c) 电动混合器;

    d)微量移液器(5 pL-50 IaLs可调式);
    e) 游标卡尺。

7-5. 3 试剂

    a)营养琼脂培养基〔同7.2.2 a)或b)];
    b)菌恳液「同7.2.2 f)]。

7.5.4 抑菌试验操作步骤
    a) 抑}zI片的制各

        对液体抑菌试验样品，取无菌}燥滤纸片，每片滴加实际使用浓度的抑菌试验样品溶液20匹，



QB/T 2738一2005

        然后将滤纸片平放于清洁的无菌平皿内，开盖置恒温箱((370C)中烘干，或置室温下自然干燥

          后备用;

    b)对照样的制备

        取无菌干燥滤纸片，每片滴加无菌蒸馏水20匹，干燥后备用;
    c) 试验菌的接种

        用无菌棉拭子蘸取浓度为1 X 100cfu/ML_9 X 100cfU/mL的试验菌悬液，在营养琼脂培养基平

        板表面均匀涂沫3次。每涂抹1次，平板应转动600，最后用棉拭子绕平板边缘涂抹一周。盖
        好平皿，置室温干燥smm;

    d) 抑菌试验样片贴放

        侮次试验贴放1个染菌平板，侮个平板贴放4片试验样片，1片对照样片，共计5片。川无菌

        镊子取样片贴放于平板表面，各样片中心之间相距25 mm以土，与平板的周缘相距 15 mm以

        上。贴放好后，用无菌镊子轻压样片，使其紧贴于平板表面。盖好平皿，置 37̀C恒温箱，培

        养16h-18h后观察结果。用游标卡尺测量抑菌环的直径(包括贴片)并记录。试验重复三次。

        测量抑菌环时，应选均匀而完全无菌生l的抑菌环进行。测量其直径应以抑菌环外沿为界。

7. 5. 5 抑菌效果评价

    抑菌环直径大于7 mm者，属于表5中B2级以上级。

    抑菌环直径小于或等于7mm者，属于表5中B3级以下级。
7.5.6 注意事项

    a) 侮次试验均应设置对照组，不可省略。在报告中亦必须将对照组的结果列出;

    b) 接种用细菌悬液的浓度应符合要求。浓度过低，接种菌量少，抑菌环常因之增大;浓度过高，

        接种量过多，抑菌环则叮减小;
    c) 应保持琼脂浓度的准确性，否则可影响抑菌环的大小;

    d) 培养时间不应超过1811 培养过久，部分细菌可恢复生长，抑菌环变小;

    e) 抑菌环f.径可受抑菌剂的量、抑菌性能和干湿度影响。故抑菌剂滤纸片应在试验当天制备。

7. 6抑菌型人体皮肤清洁类产品抑菌效果检验方法(滞留法)
7. 6. 1 原理

    本试验通过模拟适合细菌生长、繁殖和可能产生感染的皮肤条件下，使用随机性、双盲的、配对比

较的方法检测人体皮肤清洁类产AL'I在一定时间内作用于人体皮肤上的滞留抑菌效果
7. 6. 2 设备

    a) 恒温箱;

    b) 金属筒(直径2. 2 cm、高度3 cm);
    c) 一次性接种环(直径4mm);
    d) 小塑料碗(直径2.2 cm,高2.5 mm);

    e) 胶带;

    f) 尼龙刮菌棒;
    9) 玻璃弯棒。

7. 6.3 试剂

    a)胰蛋白膝大豆肉汤培养基(TSB)「同7.4.3 c习;
    b) 胰蛋白陈大豆琼脂培养基(TSA)

      称取胰蛋白豚15.0g，大豆蛋白膝5.0 g,氯化钠5.0g,琼脂16.0 g,加蒸馏水1 000 mL，调
      节pH至((7.2士0.2)，经121℃压力蒸汽火菌后使用;

    c) 磷酸盐缓冲液(0. 03 mol/L )[同7.2.2 c)];
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    d) 乙醇溶液(70%);

    e) 羊血 ;

    f) 月旨肪醇聚氧乙烯醚(AEO-9)
    9) 外用抗生素软膏。

7.6.4 样品

    试验品按顺序编号分为25组。每组2个，一个为按规定的作用浓度配制的测试样品，另一个为不

含抑菌剂的对照样。

7.6.5 抑菌试验操作步骤

    a) 调整阶段

        试验开始前7d至14d，受试者使用不含抗菌、抑菌成分的日化产品进行日常的肤发的清洁。
        此阶段持续至少7d，但不超过14 d;

    b) 清洗阶段

        清洗阶段共3d，受试者侮天用抑菌样品清洗一侧前臂，用对照品清洗另一侧前臂，清洗过程
        如下 :

        1) 先清洗左臂，用流动水(水温应保持在350C ̂-370C)打湿前臂内侧;

        2) 用样品从手腕至臂肘上下摩擦 15 s;

        3) 用手在涂有样品的手臂上上下摩擦泡沫45 s;

        4) 用流动的清水冲洗前臂15s，不应搓擦;

        5) 用纸巾沾干前臂，不应搓擦;
        6) 重复以上步骤清洗右臂;

        7) 按上面所描述的试验步骤每日清洗前臂3次，每次间隔至少1h，记录最后一次清洗时间。

            然后按规定的作用时间间隔要求，进行滞留效果检测 第9次清洗前臂以后，受试者不应

            洗澡、沐浴或洗净前臂，直到试验结束。清洗前后每组试样的质量及受试者完成清洗的情
            况，应记录下来;

    c) 试验阶段

        清洗阶段的第四天的最后一次清洗，间隔一定时间(此为抑菌试验的作用时间)后，在受试者

        每只前臂上划出一个试验区并进行接种、封包和回收存活细菌，具体步骤如下:

        1)将金黄色葡萄球菌(ATCC 27217)连续转种3代，取第3代培养物接种于胰蛋白陈大豆肉

            汤培养基(TSB)中，在(35士2)℃的条件下培养((20士2)h。然后用胰蛋白陈大豆肉汤适

          当稀释菌悬液，使菌悬液浓度约为1 X 100cfu/ML_9 X 100cfu/ML;
        2) 细菌接种

            在受试者的每只前臂中间部位(不要在手腕和肘皱褶处)，用带有印墨直径为3. 0 cm的玻

          璃量筒扣在皮肤上，划分出一个试验区。使用加样器取10,.L上述菌悬液，接种于前臂试
            验区。用一次性接种环，把接种物涂成一圆形，使其与试验区边缘应有4 mm -5 mm 的距

            离;

        3) 封包

            细菌接种后立即用小塑料碗扣于染菌区上面，再用胶带将小塑料碗固定弃户肤上，记录封

            包的时间:

        4) 回收存活细菌

            接种后2h士5 min对前臂上接种的区域进行取样。将金属筒放置于试验区中间部位，不要
            接触到盖有印墨的边缘。将含0.1 % AEO-9的磷酸盐缓冲液((0.03mol/L) 1 mL吸移至金

            属筒内，用尼龙刮菌棒刮洗金属筒罩住区域内的皮肤60s，将筒内液体吸移至试管内，再
            加含0.1 % AEO-9的磷酸盐缓冲液((0. 03 mol/L) 1 mL，对该区域内的皮肤进行第2次刮
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            洗30s，将第2次擦洗的液体，注入含第1次刮洗液体的试管中:
        5) 试验区试验后的消毒处理

            一个试验区采样之后，需用乙醇溶液(70 )对试验区进行消毒。然后对另一个试验区以

            同样方法进行采样，采样结束后，先用乙醇溶液(70 )对试验区进行消毒，然后用皮肤

            消毒剂对两只前臂进行消毒处理，处理后用清水冲洗，擦千，再涂少量的抗生素软膏;

        6) 平皿接种与培养

            对每一个取样进行平皿接种，以磷酸盐缓冲液(PBS) (0. 03 mol/L)对样品进行10倍系列

            稀释。选适当稀释度取0.1 ML接种于2个含羊血5%的TSA平皿表面，用玻璃弯棒涂匀，

            在((35士2)℃的培养箱中培养((48士4)h，计数菌落数。

7. 6.6 计算公式

抑菌率〔%)=竺上兰x100
                        I

(10)

式中:

I— 对照样品平均菌落数;

万— 试验样品平均菌落数。

    结果保留整数。

7. 6. 7抑菌型人体皮肤清洁类产品抑菌效果评价
    同表 5。

7.6.8 试验要求

    a) 试验人次不应少于16人次。

    b) 受试者录用标准

        1) 年龄介于18岁至65岁的男性或女性的身体健康者;
        2) 前臂应完好无损且没有皮肤病及其他皮肤问题;

        3) 同意在整个试验期间，避免使用抗菌、抑菌洗液和乳膏、局部固醇类药物和全身或局部使

            用抗生素;

        4) 同意在清洗阶段使用非药物香皂或洗液洗澡和淋浴，但受试者不应清洗前臂。在第9次洗
            完前臂后，不洗澡、淋浴或洗净前臂，直到试验结束。

    c) 排除受试者的标准

        如果受试者有下列情况之一，不应被录用参加试验。

        1) 同时参加另外一个临床试验;

        2) 在过去的14天中，参加过任何一种形式的关于清洁手或手臂的试验;
        3) 对香皂、去污剂、香水或青霉素过敏;

        4) 怀孕妇女;

        5) 诊断患有糖尿病、肝炎、艾滋病(HIV阳性)、器官移植者。

    d)其他试验限制
        1) 受试者不应使用其他清洁用品:

        2) 受试者应避免洗热水盆浴和游泳;

        3) 受试者应避免接触未干的油漆、涂料或者其他溶剂;

        4)受试者应避免在手腕处和前臂上喷洒香水。

    e) 在试验完成后的48h-72h内，需检查前臂上有无小脓疙、水疤，隆起的红色痒疙。出现这些

        J清况的受试者应尽快通知检验单位。
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日化产品抗菌、抑菌效果稳定性检验方法

  测试条件

8.1.1 目然留样

    将原包装样.异置室温(150C-300C)下至少1年，每半年进行抑菌或杀菌性能测试。

8.1.2 加速试验

    将原包装样品置54'C-57℃恒温箱内14天或37'C-40'C恒温箱内3个月，保持相对湿度大于75%,

进行抑菌或杀菌性能测试。

82 检验方法

8.2.1 微生物法
    采用表2中相对应的方法。

8. 2. 2 抗菌剂含量的测定法

    采用附录A中A.1 -A. 8中相应的方法。

8.3 评价标准

8.3. 1 产品经自然留样，其杀菌率或抑菌率达到规定的指标值，产品的杀菌或抑菌作用有效期为自然

留样时间。

8.3.2产品经540C-57℃恒温箱内放置14天的加速试验，其杀菌率或抑菌率达到规定的指标值或杀
菌剂含量下降不超过 10%，产品的杀菌或抑菌作用有效期为 一年

8.3.3产品经37'C-40'C恒温箱内放置3个月的加速试验，其杀菌率或抑菌率达到规定的指标值或杀

菌剂含量「降不超过 10 %，产品的杀菌或抑菌作用有效期为二年
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            附 录 A

          (资料性附录)

抗菌、抑菌有效成分含量的测定方法

    有效成分指具有抗菌、抑菌作用的化学物质成分。所测含量在产品有效期内，不得低于企业标准下
限值。复方剂测其抗菌、抑菌主要成分的含量。植物类和用其提取物配制的产品可不测定有效成分

A. 1 有效氯含量的测定

A.1.1 试剂

    a) 硫酸(GB/T 625)溶液(2 mol/L);

    b)碘化钾(GB/T 1272)溶液(100 g/L);
    c)淀粉指T液(5 g/L),

    d)硫代硫酸钠(GB/T 637)标准滴定溶液[c (NaISz0,)一0.1 mol/L]
A.1.2 操作步骤

    称取含氯抗菌试样适量，置于100 mL容量瓶内，加蒸馏水至刻度，溶解混匀。

    向碘量瓶内分别加入硫酸溶液「A.1.1 a)] lOmL,碘化钾溶液[A.1.1b)] 10mL，再分别加入试样溶

液l O. O mL,盖好摇匀，用蒸馏水封口，置暗处放5 min(一式止份)

    用硫代硫酸钠标准滴定溶液[A.1.1 d)]滴定游离碘，边摇边滴定，当颜色变成黄色时加入几滴淀粉
指示液[A.1.1 c)]，继续滴定至蓝色消失，记录消耗硫代硫酸钠标准溶液的体积(mL)o
A.1.3 计算

    有效氯含量L以质量分数计，数值以%表示，按式(A.1)计算:

L(% )=
Vcm x100 VCM

111从

                          (A. 1)
m x 1000

式中 :

V— 滴定消耗的硫代硫酸钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(n,L);

。— 硫代硫酸钠标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L);

  M— 氯的摩尔质量，单位为克每摩尔(g/mol) [M = 35. 45];
    m— 试验份的质量，单位为克(g).
    以两次平行测定的算术平均值表小至小数点后一位作为测定结果。

A.1.4 重复性和再现性
    在贡复性条件下获得的两次独立X9试结果的绝对差值不大十这两个测定值的算术平均值的1.3%,

以大于1.3%的情况不超过5%为前提

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5D，以

大于5%的情况不超过5%为前提。

A2 活性氧含量的测定

A. 2. 1 试剂

  a)硫酸铝+八水合物[A12(SO4),· 18H20] (HG/T 3442);
    6) 含锡和锰的硫酸溶液

      溶解硝酸秘五水合物[Bi(NO,),t 5H20]2g和硫酸锰一水合物(MnSO,-H20) (GB/T 15899) 4g
      「或相当量的四或五水合物(MnSO, 4H,0或MnSO. 5H,0)]于硫酸溶液(5mol/L) 1000mL
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        中;

    c) 高锰酸钾(GB/T

A. 2.2 操作步骤

643)标准滴定溶液[c(会KMnO,) = 0.1 mol/L]。

    称取试样约log(精确到0. 01 g)，准确加入35 0C -40℃的水1000 ML，用搅拌器激烈搅拌3 min
使试样溶解(此为溶液A) (可能存在有少量不溶性的硅酸盐等可不必除去)。

    移取含铭和锰的硫酸溶液〔A.2.1 b)] 50mL于500 mL锥形瓶中，在不停的摇动下，逐滴加入高锰
酸钾标准滴定溶液〔A.2.1 c)]，直到出现不褪的淡粉红色。

    用移液管移取100 ML溶液A至上述锥形瓶中。用高锰酸钾标准滴定溶液[A.2.1 c)」滴定至淡粉红
色，至少los不褪。记录消耗高锰酸钾标准滴定溶液的体积。

    注1:若终点不明显时，可以加硫酸铝「A.2.1 a)] 1 g重新测定

    注 2:在试样溶解后应尽快进行测定。

A.2.3 计算

    活性氧含量 Y以质量分数计，数值以%表示，按式(A.2)计算:

                            Y(/)_兰些丝. ........................... (A.2)

式中:

V— 滴定耗用高锰酸钾标准滴定溶液的体积，单位为毫升(ML);

c— 高锰酸钾标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L) ;

，。— 试验份的质量，单位为克(g).
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A.2.4 重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的1.3%,

以大于1.3%的情况不超过5%为前提。

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5%，以

大于5%的情况不超过5%为前提。

A.3 有效碘含量的测定

A. 3. 1 试剂

    a) 硫酸(GB/T 625)溶液(2. 0 mol/L );

    b) 硫代硫酸钠(GB/T 637)标准滴定溶液(0. 1 mol/L );

    c) 淀粉指示液((5g/L)o
A. 3. 2 操作步骤

    准确称取含碘试样5.00g精确到0.001 g)置碘量瓶内，同时加硫酸溶液[A.3.1 a)] 5 mL，摇匀。
用硫代硫酸钠标准滴定溶液「A.3.1 b)]滴定至淡黄色，加入淀粉指示液【A.3.1c)〕数滴，摇匀，呈蓝色，

继续用硫代硫酸钠标准滴定溶液滴定至蓝色消失，记录消耗硫代硫酸钠标准滴定溶液的体积(rnL) a

A.3.3 计算

    有效碘含量D以质量分数计，数值以%表示，按式(A.3)计算:

D(%)- vcmx1卫旦
          % x 1000

vcm
10脚。

(A.3)

式中

v —

c —

消耗硫代硫酸钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(ML);
硫代硫酸钠标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L);
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M— 碘的摩尔质量，单位为克每摩尔(g/moll [M二126.91
。。— 试验份的质量，单位为克(g).
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A. 3.4 重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的1.3%>
以大于 1.3%的情况不超过5%为前提

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5%，以

大于5%的情况不超过5%为前提。

A. 4 阳离子表面活性剂含量的测定

A. 4. 1 试剂

    a) 三氯甲烷(GB/T 682);

    b)月桂基硫酸钠标准滴定溶液[c (C,,Hz5SO,Na) = 0. 004 mol/L1
        按QB/T 2739-2005中4.23配制;

    c) 酸性混合指示剂溶液

        按QB/T 2739-2005中5.16配制。
A. 4.2 操作步骤

    称取含阳离子活性物0. 002 mol-0. 003 mol的足够试样，精确到。.001 g。用水溶解试验份并转移至
1000 ML单刻度容量瓶中，用水稀释至刻度，混合均匀。此即试液Ao

    用移液管移取25. 0 mL试液A至100 ML具塞量筒中。用量筒加酸性混合指示剂溶液10ML, r氯
甲烷15 mL，去离子水 10 ML，充分摇动。

    用月桂基硫酸钠标准滴定溶液滴定，开始时每次滴加1mL-2mL后加塞，充分摇动。开始时三氯

甲烷层呈蓝色，当接近终点时，摇动而形成乳浊液，此时极易破乳。继续逐滴滴定并反复猛烈摇动直到

蓝色褪去，三氯甲烷层为淡灰一粉红色即达终点。

    记录滴定所消耗月桂基硫酸钠标准滴定溶液的体积。

A. 4.3 计算

    阳离子活性物含量W以质量分数计，数信以%表示，按式(A.4)计算:

W (% )=
Vcm xloo

m} X
25
1000

x 1000

_VcA业生 ...............⋯⋯(A.4)
        功n

    式 中:

    V— 滴定消耗月桂基硫酸钠标准滴定溶液的体积，单位为毫升(ML);

    。— 月桂基硫酸钠(C,2H2,SO,Na)标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升(mol/L) ;

  M— 阳离子表面活性剂的摩尔质量，单位为克每摩尔(g/moll;
  MO— 试验份的质量，单位为克(g).
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A. 4.4重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的15%，

以大于1.5%的情况不超过5%为前提。

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的3%，以

大于3%的情况不超过5%为前提。
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A. 5 溶菌酶中蛋白质含量的测定— (Folin-酚法)

A. 5. 1试剂

    a) 标准蛋白质溶液

        牛血清白蛋白(100 [Lg/mL);
    b)   Folin-酚试剂
        试剂A:

        1) 碳酸钠(GB/T 9856)溶液(409/L);
        2) 氢氧化钠(GB/T 629)溶液(0. 2 mol/L );

        3)硫酸铜(GB/T 665)溶液(10 g/L) ;

        4) 酒石酸钾钠(GB/T 1288)溶液(209/L)o
        临用前将1)和2)等体积配制成碳酸钠一氢氧化钠溶液，将3)和4)等体积混合成硫酸铜一酒石

        酸钾钠溶液。然后将这两种试剂按50:1的比例混合，即成Folin-酚试剂A。此试剂临用前配

        制，一天内有效。

        试剂B:

      称钨酸钠(Na2WO,-2H20) 1009,车目酸钠(Na 2Mo0,.2H,O)25g置2 000 mL磨口回流装置内，
        力11蒸馏水700 mL,磷酸(GB/T 1282)溶液(85%) 50mL和浓盐酸(GB/T 622) 100 mL，充分

      混匀，使其溶解·小火加热回流10h，再加入硫酸铿(Li2S0,· 2H2O)50g,蒸馏水50 mL,
        嗅(99%) (GB/丁1281)数滴。在通风橱中升口煮沸15 min，以除去多余的澳。冷却后定容至

        1000 mL，过滤即成Folin-酚试剂B贮存液，此液应为金黄色，置棕色瓶中，冰箱内保存

A. 5. 2 仪器

    752型分光光度计

AS.3 操作步骤

A. 5. 3. 1 制备Folin-酚法标准曲线
    取14支试管，分两组按表A.1平行操作。

表 A 1

试剂处理
试管编号

1 2 3 4 5 6 7

标准蛋白溶液八nL 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

含标准蛋白质质量/NB 0 10 20 40 60 80 100

蒸馏水/mL 1.0 09 0.8 0.6 0.4 0.2 0

Folin-酚试剂(试剂 A)/mL 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0

棍匀，手200C -25℃放置 15 min

Folin-酚试剂(试剂 B)/mL 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

    加入Folin-酚试剂(试剂B)后迅速混匀，于30℃水浴保温30 min，以蒸馏水为空白，在640 nm处

比色 以吸光度A}4。为纵坐标，标准蛋白质质量为横坐标，绘制标准曲线。
A. 5. 3. 2 测定试样蛋白质浓度
    取4支试管，分两组按表A.2平行操作
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表 A. 2

试剂处理
试管编号

1 2

试样溶液/mL 0 0.2

蒸馏水/mL 1.0 0.8

Folin-酚试剂 (试剂A)/mL 5.0 5.0

混匀，于20 0C -25 0C放置 15 min

FoGn-酚试剂(试剂 B)/mL 0.5 0.5

    加入Folin-酚试剂(试剂B)后迅速混匀，于30℃水浴保温30min，以蒸馏水为空白，在640 nm处

比色 。

A. 5.4 计算

    蛋白质含量P,数值以微克每毫升试样(wg/mL)表示，按式(A.5)计算:

P (4g/mL试样)=As.对应标准曲线的蛋白质质量(jig)
测定时用稀释试样的体积(ML)

x试样稀释倍数 ⋯ (A.5)

    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A.5.5 重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的3%，以

人于3%的情况小超过5%为前提

    在再现性条件 卜获得的两次独立测试结果的绝对差值不大十这两个测定值的算术平均值的5%，以

大于5%的情况不超过5%为前提。

    讨几:Folin-酚试剂(试剂 B)在酸性条件下较稳定，而Folin-酚试剂(试剂A)在碱性条件 下与蛋白质作用生成碱性的

        铜一蛋白质溶液。当Folin-酚试剂(试剂B)加入后，应迅速摇匀，加一管摇一管，使还原反应产生在磷相酸一磷

        钨酸试剂被破坏之前。

    木法可测定范围是25 gĝ-250 pg蛋白质。试样稀释倍数应使蛋白质含量在标准曲线范围之内，若
超过此范围需将试样酌情稀释。

A.6  N-(4葡苯基)N-(3,4一二氯苯基)脉含量的测定

    英文名Triclocarban(简称TCC)

A. 6. 1液相色谱法
A.6.1.1 试剂

    a)  TCC对照品(纯度较高且已知浓度的TCC);

    b) 甲醇:色谱纯。

A.6.1.2 仪器

    a) 高压液相色谱仪;

    b) 紫外检测器;

    c) 色谱工作站;

    d) 色谱柱:Shim-pack CLC-ODS(150mmX6.OmmID)o
A.6.1.3 操作条件

    a) 扫温:室温:



QB/T 2738一2005

    b) 流动相:甲醇一水(体积比80:20)

    c)进样量:20匹:
    d) 检测波长:265 nn;

    e)保留时间:约12 min.
    可根据仪器的特点，对上述参数作适当调整，以获得最佳效果。

A.6.1.4 溶液的配制

    a) 对照品溶液

        准确称取对照品20 mg(精确到0. 0001 g)于100 ML的容量瓶中，加甲醇50 mL使其溶解，用
        流动相稀释、定容、摇匀、脱气。从中移取5. 0 mL于50 ML的三角瓶中，再加流动相25. 0 mL,

        摇匀、脱气即可。

    b)试样溶液
        准确称取试样20 mg(精确到0. 0001 g)于100 ML的容量瓶中，加甲醇50 mL使其溶解，用流
        动相稀释、定容、摇匀、脱气。从中移取5. 0 mL于50 mL的三角瓶中，再加流动相25. 0 mL,

        摇匀、脱气即可。

A.6.1.5 测定及计算
    在操作条件下，等待仪器基线平稳后，分别注入对照品溶液和试样溶液，记录峰面积。

    TCC含量X以质量分数计，数值以%表示，按式(A.6)计算:

                          X(%)= A,xm xX .一.一一......⋯⋯(A.6)
                                                孔xm

    式中:

    次— 试样溶液中TCC的峰面积;
    人— 对照品溶液中TCC的峰面积;

    m,— 试样的质量，单位为克(g);
  m,— 对照品的质量，单位为克(9);
  X — 对照品的含量，%。
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A.6.1.6 重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的2.5%,

以大于2.5%的情况不超过5%为前提。

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5%，以

大于5%的情况不超过5%为前提。

A.6.2 分光光度法

A. 6. 2. 1 试剂

    a) 二甲基甲酞胺(GB/T 17521);

    b) 乙醇(95%) (GB/T 679);

    c) 氨水(GB/T 631)0

A. 6.2.2 仪器

    分光光度计。

A. 6. 2. 3 溶液的配制
    a) 对照品溶液

      称取TCC约。.04g(ms)(精确到0.001 g)，用乙醇溶解，定量转移至1L的容量瓶中，用乙
        醇加至刻度混匀，移取此液4 mL到 100ML容量瓶中，加氨水4. 0 mL，用乙醇加至刻度混匀

          (式)。
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    b) 试样溶液

      称取试样约Ig(m,)(精确到0.001g)，置于50 mL烧杯中，加入二甲基甲酞胺10 ML充分混
        合，用烧结玻璃漏斗抽滤。将 3 mL滤液在蒸汽浴或电热板上蒸干，将剩余物用乙醇10 ML

        20 mL溶解并定量转移到100 mL容量瓶中，用乙醇加至刻度并混匀，移取此液4.OmL到另一

        100 ML容量瓶中，加入浓氨水4. 0 rnL，用乙醇加至刻度，摇匀(叹)。
    c) 空白溶液

      将浓氨水4.OmL加入100 ML容量瓶中，用乙醇加至刻度混匀(凡)·
A. 6.2.4 测定及计算

    用分光光度计在264 run处测定试样溶液(从)，对照品溶液(凡)和空白溶液(凡)的吸光度。
    TCC含量X以质量分数计，数值以%表示，按式(A.7)计算:

X(% )=
(A一Ab)xmsx100
3x(人一凡)x M,

                          (A 7)

    式中:

    A— 试样溶液的吸光度;
    Ab— 空白溶液的吸光度;

    A— 对照品溶液的吸光度:
  m,— 对照品的质量，单位为克(g);

  舰、— 试样的质量，单位为克(g).
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A.6.2.5 重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的2.5%,

以大于2.5%的情况不超过5%为前提。

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5%，以

大于5%的情况不超过5%为前提。

A.7 毗陡硫酮锌含量的测定

A. 7.1 试剂

    a)氧化锌基准物(GB/T 1260);
    b) 盐酸(GB/T 622)溶液(1+2);

    c) 硫酸(GB/T 625);

    d) 六次甲基四胺(GB/T 1400)溶液(300g/L);
    e) 二甲酚橙指示液((2g/L);
    f) 乙二胺四乙酸二钠 (GB/T 1401)标准滴定溶液[c(EDTA二钠)= 0. 02 mol/L] o

A. 7.2 操作步骤
    a) 总锌测定

        称取含毗淀硫酮锌0.1g的足够试样(精确到0.0001 g)于25 mL的增塌中，缓缓加热至完全炭
        化，放冷。加浓硫酸0. 5 mL使湿润，低温加热至硫酸蒸气除尽后，放进高温炉中，在700℃一

        800℃灼烧 2h。取出，冷却，连增祸一起放入 250 mL烧杯中，加盐酸溶液((1+2)3mL、水

        100 mL、二甲酚橙指示剂3滴，再加六次甲基四胺缓冲液至溶液变紫红色后再多加4 mL，用

        EDTA二钠标准溶液滴定至恰好紫红色消失即为终点，记录消耗EDTA二钠的体积。

    b) 游离锌测定

        称取含毗睫硫酮锌1"的足够试样(精确到。.0001助于250 mL的锥形瓶中，加水100 mL、二
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        甲酚橙指示液3滴，再加六次甲基四胺缓冲液至溶液变紫红色后再多加4 mL，川EDTA二钠
        标准滴定溶液滴定至恰好紫红色消失即为终点，记录消耗EDTA 钠的体积

A73 计算

    毗咤硫酮锌含量Z以质量分数计，数值以%表示，按式(A.8)计算:

Z(、。一{V,一V2Icmx100
        又rre, M2 )

二 (A S)

式中:

    V— 总锌测定时EDTA二钠的体积，单位为毫升 (ML);

    二，— 总锌测定时试样的质量，单位为克(g);
    V,— 游离锌测定时EDTA二钠的体积，单位为毫升 (mL)

  m2— 游离锌测定时试样的质量，单位为克 (g);
    c - EDTA二钠标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔每升 (mol/L);

  M— 毗咙硫酮锌的摩尔质量，单位为克侮摩尔(g/moll [M = 317.7]
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后一位作为测定结果。

A. 7.4重复性和再现性

    在重复性条件F获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的1.3%,
以大手1.3%的隋况不超过5%为前提。

    在再现性条件 万获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5%，以

大于5%的情况小超过5%为前提

A. 8 三氯轻基二苯醚含量的测定— 液相色谱法

    英文名Triclosan(简称三氯新)

A.81 试剂

    a) 甲醇:色谱纯;

    b) 三氯tS基二苯醚(含量不少于99.0%,  A已知)。

A82 仪器

    a)  F1i效液相色谱仪;

    b) 紫外检测器;

    c) 十八烷基硅烷键合硅胶填充柱。

A. 8.3操作条件

    a) 柱温:室温;

    b) 流动相:甲醇溶液(75+25);

    C)进样量:10 pL;
    d) 检Alli波长:270 nmo

    可根据仪器的特点，对上述参数作适当调整，以获得最佳效果。

A. 8.4 溶液的配制

    a) 对照Ilp溶液(需新鲜配制)

      准确称取三氯羚基二苯醚[A.8.1 b)]约250 mg(精确到。.I mg)，置于50 mL容量瓶中，加入
        甲醇至刻度，摇匀，精确移取稀释液ImL手100 mL容量瓶中，加入甲醇稀释至刻度，摇匀，

        经。.45 lxm微孔滤膜过滤，即得侮1 mL含一氯轻基 一苯醚约50 gg o
    b) 试样溶液

        称取试样约 1 g,加入甲醇溶解，置50 mL容量瓶，}，，用甲醇稀释至刻度，摇匀，先用普通滤



QB/T 2738一2005

        纸过滤，再经0. 45 pm微孔滤膜过滤，即得。
A. 8.5 测定及计算

在操作条件下，等待仪器基线平稳后，分别注入对照品溶液和试样溶液各10}L，记录峰面积。
三氯新含量S以质量分数计，数值以%表示，按式(A.9)计算:

城
-凡

S(% )二
xX,x50

xm,x10'
x 100                           (A.9)

    式中:

    4— 试样的峰面积或峰高;
  X,— 对照品的浓度，单位为微克每毫升(99八nL);
  A— 对照品的峰面积或峰高;
    m,— 试样的质量，单位为克(9)。
    以两次平行测定的算术平均值表示至小数点后二位作为测定结果。

A. 8.6 重复性和再现性

    在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的2.5%,
以大于2.5%的情况不超过5%为前提。

    在再现性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不大于这两个测定值的算术平均值的5%，以
大于5%的情况不超过5%为前提。

    注:亦可参照A.6.2分光光度法测定试样中的三氯新含量。
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