附件 5
牙膏中汞的测定
Determination of Mercury in Toothpaste
第一法  氢化物原子荧光光度法
1  范围
本方法规定了氢化物原子荧光光度法测定牙膏中总汞的含量。
本方法适用于牙膏中总汞含量的测定。
2  方法提要
样品经消解处理后，汞被溶出。汞离子与硼氢化钾反应生成原子态汞，由载气（氩气）带入原子化器中，在特制汞空心阴极灯照射下，基态汞原子被激发至高能态，去活化回到基态后发射出特征波长的荧光，在一定浓度范围内，其强度与汞含量成正比，与标准系列溶液比较定量。
本方法对汞的检出限为0.1 μg/L；定量下限为0.3 μg/L。取样量为0.5 g时，检出浓度为0.002 μg/g，最低定量浓度为0.006 μg/g。
3  试剂和材料
除另有规定外，本方法所用试剂均为分析纯或以上规格，水为GB/T 6682规定的一级水。
3.1 硝酸（ρ20=1.42 g/mL），优级纯。
3.2 盐酸（ρ20=1.19 g/mL），优级纯。
3.3 过氧化氢[ω（H2O2）=30 %]。
3.4 盐酸羟胺溶液：取盐酸羟胺12.0 g和氯化钠12.0 g溶于100 mL水中。
3.5 重铬酸钾溶液：称取重铬酸钾10 g，溶于100 mL水中。
3.6 重铬酸钾-硝酸溶液：取重铬酸钾溶液（3.5）5 mL，加入硝酸（3.1）50 mL，用水稀释至1 L。
3.7 辛醇。
3.8 汞标准溶液制备
3.8.1 汞单元素溶液标准物质[（Hg）=1000 mg/L]：国家标准单元素储备溶液，应在有效期范围内。
3.8.2 汞标准溶液Ⅰ：取汞单元素溶液标准物质（3.8.1）1.0 mL置于100 mL容量瓶中，用重铬酸钾-硝酸溶液（3.6）稀释至刻度。可保存一个月。
3.8.3 汞标准溶液Ⅱ：取汞标准溶液（3.8.2）1.0 mL置于100 mL容量瓶中，用重铬酸钾-硝酸溶液（3.6）稀释至刻度。临用现配。
3.8.4 汞标准溶液Ⅲ：取汞标准溶液Ⅱ（3.8.3）10.0 mL置于100 mL容量瓶中，用重铬酸钾-硝酸溶液（3.6）稀释至刻度。
3.9 氢氧化钾溶液：称取氢氧化钾5 g溶于1 L水中。
3.10 硼氢化钾溶液：称取硼氢化钾（95 %）20 g溶于1 L氢氧化钾溶液（3.9）中。置冰箱内保存一周内有效。
3.11 盐酸[φ（HCl）=10 %]：取盐酸（3.2）10 mL，加水90 mL，混匀。
注：硼氢化钾溶液的配制浓度和配制方式可根据所使用的仪器型号要求进行优化。
4  仪器和设备
4.1 原子荧光光度计。
4.2 所用玻璃器皿均用稀硝酸浸泡过夜，冲洗干净。试管在烘箱105℃烘2 h备用。
4.3 天平。
4.4 具塞比色管，10 mL、25 mL、50 mL。
5  分析步骤
5.1 标准系列溶液的制备
取汞标准溶液Ⅲ（3.8.4）0 mL、0.50 mL、1.25 mL、2.50 mL、3.75 mL、5.00 mL置于25 mL具塞比色管中，加入盐酸（3.2）2.5 mL，用水稀释至刻度，得浓度为0 μg/L、0.20 μg/L、0.50 μg/L、1.00 μg/L、1.50 μg/L、2.00 μg/L的汞标准系列溶液。
5.2 样品处理
5.2.1微波消解法
称取样品0.5 g ~ 1 g（精确到0.001 g）于清洗好的聚四氟乙烯溶样杯内。随同试样做试剂空白。先加入硝酸（3.1）2.0 mL ~ 3.0 mL，充分作用。然后再加入过氧化氢（3.3）1.0 mL ~ 2.0 mL，将溶样杯晃动几次，使样品充分浸没。放入沸水浴或温度可调的恒温电加热设备中100 ºC加热20 min取下，冷却。如溶液的体积不到3 mL则补充水。同时严格按照微波溶样系统操作手册进行操作。把装有样品的溶样杯放进预先准备好的干净的高压密闭溶样罐中，拧上罐盖。表1为一般样品消解时压力-时间的程序。
根据样品消解难易程度可在5 min ~ 20 min内消解完毕，取出冷却，开罐，将消解好的含样品的溶样杯放入沸水浴或温度可调的100 ºC电加热器中数分钟，驱除样品中多余的氮氧化物。
表1  消解时温度时间程序
	温度
	升温时间（min）
	保持时间（min）

	120
	5
	3

	160
	5
	3

	180
	5
	20


注：可根据微波消解仪型号优化硝酸、过氧化氢加入量以及微波消解程序。
将样品移至10 mL具塞比色管中，用水洗涤溶样杯数次，合并洗涤液，加入盐酸羟胺溶液（3.4）0.5 mL，用水定容至10 mL，备用。
5.2.2浸提法
称取样品1 g（精确到0.001 g）于50 mL具塞比色管中。随同试样做试剂空白。加入硝酸（3.1）5.0 mL、过氧化氢（3.3）2.0 mL，混匀，如出现大量泡沫，可滴加数滴辛醇（3.7）。于沸水浴中加热2 h。取出，加入盐酸羟胺溶液（3.4）1.0 mL，放置15 min ~ 20 min，用水定容至25 mL，备用。
5.3 仪器参考条件
光电倍增管负高压300 V，汞元素灯电流15 mA，原子化器温度300，高度8.0 mm；氩气流速：载气300 mL/min 、屏蔽气700 mL/min；测量方式：标准曲线法；读数方式：峰面积，读数延迟时间2 s，读数时间为12 s；测试样品进样量与硼氢化钾溶液（3.10）加液量（两者比例为1：1）可设定在0.5 mL ~ 0.8 mL之间。
注：可根据仪器型号优化测量条件。
5.4 测定
按“5.3”设定的仪器条件，输入相关的参数，包括样品稀释倍数和浓度单位。预热，待仪器稳定后，取适量消解定容样品（2 mL ~ 5 mL），用盐酸（3.2）稀释至10 mL，摇匀，编号后放入仪器进样架上，在同一条件下先测定标准系列溶液，后测定样品。
6  计算
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式中：—样品中总汞的质量分数，mg/kg；
      1—测试溶液中总汞的浓度，μg/L；
      0—空白溶液中总汞的浓度，μg/L；
      V—样品消化液总体积，mL；
      m—样品取样量，g。
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。
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20%。


第二法  汞分析仪法
1  范围
本方法规定了直接汞分析仪法测定牙膏中总汞的含量。
本方法适用于牙膏中总汞的测定。
2  方法提要
直接称取样品于样品舟中，经自动进样器导入干燥分解炉中，进行干燥、分解、热分解的产物进入催化管催化、汞蒸气进行金汞齐反应，随后高温解析，最后在254 nm 处以冷原子光谱法测得的荧光值与汞含量做标准曲线，以标准曲线法计算含量。
本方法对汞的检出限为0.1 ng，定量下限为0.3 ng；取样量为0.1 g 时，检出浓度为0.001 μg/g，最低定量浓度为0.003 μg/g。
3  试剂
除另有规定外，本方法所用试剂均为分析纯或以上规格，水为 GB/T 6682 规定的一级水。
3.1 重铬酸钾。
3.2 硝酸，优级纯。
3.3 饱和重铬酸钾溶液：称取200 g重铬酸钾（3.1）溶于 1 L 水中。用于吸收废气汞。或采用汞蒸气回收管（活性炭搜集管）吸收废气汞。
3.4 1%硝酸溶液：取10 mL硝酸（3.2）用水稀释至1 L。
3.5 汞标准溶液
3.5.1 汞单元素溶液标准物质[（Hg）=1000 mg/L]：国家标准单元素储备溶液，应在有效期范围内。
3.5.2 汞标准储备溶液：取汞标准溶液（3.5.1）1.0 mL置于100 mL容量瓶中，用1%硝酸溶液（3.4）稀释至刻度，混匀。
3.6 高纯氧气，纯度不低于99.95%。
4  仪器
4.1 直接汞分析仪。
4.2 天平。
4.3 样品舟包括镍舟和石英舟，使用前于650 ℃马弗炉中灼烧大约1小时，使本底荧光值降至0.0030以下。
5  分析步骤
5.1 标准系列溶液的制备
5.1.1 低浓度标准系列：由汞标准储备溶液（3.5.2）用1%硝酸（3.4）依次稀释成0、1.0、5.0、10.0、25.0、50.0 ng/mL标准系列。
5.1.2 中浓度及高浓度标准系列：由汞标准储备溶液（3.5.2）用1%硝酸（3.4）依次稀释成0、50、100、150、200及250、500、750、1000、1500 ng/mL标准系列。
注：可根据仪器型号选择适宜的标准曲线范围和拟合方式。
5.2 仪器参考条件：
表 1	干燥及分解的时间与温度程序表
	时间（s）
	温度（℃）

	10
	200

	60
	200

	90
	650

	90
	650


最低测量温度250℃，吹扫时间60 s，汞齐化时间12 s，记录时间30 s，载气高纯氧气压力为0.4 Mpa。
注：可根据仪器型号优化测量条件。
5.3  测定
5.3.1 依次取低浓度标准系列（5.1.1）各100 μL于石英舟中进行测定，100 μL标准溶液中汞含量分别为0、0.1、0.5、1.0、2.5、5.0 ng。以荧光值为纵坐标，汞含量为横坐标绘制低浓度标准曲线。依次取中浓度及高浓度标准系列（5.1.2）各100 μL于石英舟中进行测定，100 μL标准溶液中汞含量分别为0、5、10、15、20及25、50、75、100、150 ng。以荧光值为纵坐标，汞含量为横坐标绘制中浓度及高浓度标准曲线。
5.3.2 称取样品0.1 g（准确至0.0001 g）于事先处理好的样品舟（4.3）中，由自动进样器导入干燥分解炉中，按（5.2）仪器参考条件进行测定。测量时首选低浓度标准曲线，如果超出线性范围，再选择中浓度或高浓度标准曲线。
6  计算
测量结果由数据处理终端直接读取或通过以下公式计算
	x=
	y-b

	
	a


式中：x——样品中汞的质量，ng；
y——测定的荧光值； 
a——标准曲线的斜率； 
b——标准曲线的截距。

	ω=
	x  10-6

	
	m  10-3


式中：ω——样品中汞的质量分数，mg/kg；
m ——样品取样量，g。
以重复性条件下获得的两次独立测定结果的算术平均值表示，结果保留两位有效数字。
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20%。



牙膏中汞的测定
起草说明
为加强牙膏的监督管理，进一步提高牙膏使用安全性，中国食品药品检定研究院组织开展了牙膏中汞的测定检测方法的研究制定工作。现就工作有关情况说明如下：
一、起草原则
本方法修订时，遵循先进性、科学性、合理性和可操作性的原则。在保证先进性和科学性的基础上，尽量采用目前化妆品实验室普遍具有的分析仪器，以便于方法的推广、执行；同时，方法条理清晰，操作性强，选择准确、可行、便于实际操作的分析条件，保证了检测方法的可操作性和重现性。
二、起草过程
2023年9月，中国食品药品检定研究院承担了《牙膏中汞的测定》的起草工作。起草过程如下：
2023.9.5 ~ 2023.9.10  完成文献查阅、实验方案的设计、开题会议和与协作单位的分工；
2023.9.12 ~ 2023.9.15  检测方法的确定，样品采集，编写验证方案等工作；
2023.9.18 ~ 2023.10.20  实验室内检测方法的法学考察（包括线性范围、精密度、回收率、稳定性、检出限和定量限实验），及实验室间验证的实施等工作；
2023.10.23 ~ 2023.10.31  实验室间比对数据的汇总和计算，根据各实验室提出的意见和建议对标准文本进行修改，形成标准征求意见稿初稿；提交相关资料。
三、与我国已有相关标准的关系
目前国内用于化妆品中汞的测定标准采用 《化妆品安全技术规范》中的第四章1.2方法。该法规定了氢化物原子荧光光度法、汞分析仪法等测定化妆品中汞含量的检测方法。2020年6月16日，国务院发布《化妆品监督管理条例》，规定牙膏参照有关普通化妆品的规定进行管理。然而现有化妆品安全技术规范未涵盖牙膏基质，亟需制定方法适用范围包含牙膏的检测方法。本方法针对汞物质的物理化学性质和牙膏样品的原料特性进行深入研究，旨在为牙膏中汞的测定提供准确的检测方法，以解决《化妆品安全技术规范》中原方法适用性的问题，满足行业实际检测工作需求，有力的支撑牙膏的科学监管。
四、国际相关标准情况
目前国外未见公开发布的相关标准。
五、与《规范》中原方法的对比情况
本方法相比《化妆品安全技术规范》中原方法，将方法适用范围扩展到了牙膏样品，同时删去原第三法 冷原子吸收法。第一法 氢化物原子荧光光度法中，删去了原方法样品处理“湿式回流消解法”、“湿式催化消解法”。根据检测仪器行业的发展情况，将方法中对于仪器相关参数设定、有关试剂配制等内容设置为了推荐性要求，可由方法使用者根据自身仪器配置情况合理修改。增加了分析结果表述中对于结果的修约和重复条件下两次独立测定结果偏差的要求。
六、实验室验证情况
本实验室内部验证，通过了第一法 氢化物原子荧光光度法：样品经微波消解法、浸提法处理后，采用原子荧光光度计测定的方法学实验；第二法 汞分析仪法：样品直接采用汞分析仪测定的方法学实验。包括对方法的线性、检出浓度、最低定量浓度、精密度、回收率、稳定性等指标进行了验证。实验结果均能满足《化妆品中禁用物质和限用物质检测方法验证技术规范》（国食药监许[2010]455号）的要求。
[bookmark: _GoBack]外部实验室验证，第一法通过了中国食品药品检定研究院、山东省食品药品检验研究院、湖南省药品检验研究院、北京海光仪器有限公司、北京普析通用仪器有限责任公司5家实验室验证。5家实验室分别对添加3个浓度水平汞的牙膏检测方法的线性、检出浓度、最低定量浓度、精密度、回收率等指标进行了验证。结果表明，该方法线性良好，相关系数均大于0.99。检出浓度、最低定量浓度、精密度等参数均能满足拟定方法的要求。回收率在88.8%~106%，RSD值均小于10%。
第二法通过了中国食品药品检定研究院、山东省食品药品检验研究院、湖南省药品检验研究院、北京海光仪器有限公司4家实验室验证。4家实验室分别对添加3个浓度水平汞的牙膏检测方法的线性、检出浓度、最低定量浓度、精密度、回收率等指标进行了验证。结果表明，该方法线性良好，相关系数均大于0.99。检出浓度、最低定量浓度、精密度等参数均能满足拟定方法的要求。回收率在82.7%~109%，RSD值均小于10%。
七、其他需说明的问题
（一）关于体例。
本检测方法的体例主要参照《化妆品安全技术规范》的理化检验方法的体例要求，并参考国家药品监督管理局2021年第28号文 《化妆品补充检验方法研究起草技术指南》的编写规则，便于化妆品检验领域相关检验人员的阅读和实际操作。
（二）关于检测方法的建立和验证
本方法规定了采用氢化物原子荧光光度法和汞分析仪法测定牙膏中的汞。通过对分析仪器的测试条件和前处理方法进行系统优化，建立了微波消解法、浸提法等样品处理方法。采用多种方法学验证关键技术点，对本方法进行了充分的验证，证明了方法准确、可靠，能满足实际样品的测试需求。

