附件6
牙膏中可溶氟、游离氟的检验方法（征求意见稿）
Determination of Soluble/Free Fluoride in Toothpastes
第一法  氟离子选择电极法

1  范围

本方法规定了氟离子选择电极法测定牙膏中可溶氟、游离氟的含量。

本方法适用于牙膏中可溶氟、游离氟含量的测定。其中，以单氟磷酸钠或单氟磷酸钠与氟化钠（氟化亚锡、氟化铵、奥拉氟）复合使用为氟源的含氟牙膏适合可溶氟检测方法；以氟化钠、氟化亚锡、氟化铵、奥拉氟为氟源的含氟牙膏适用于游离氟检测方法。
2  方法提要
含氟牙膏能在口腔中释放出氟离子，游离的氟能与牙齿结构中的羟基磷灰石结合，形成氟化钙附着于牙齿表面，以达到防龋的目的。牙膏中的氟化物经过酸处理或溶于水后，能释放出游离态氟离子，用氟离子选择电极测量溶液电位值，并通过标准曲线计算出牙膏中可溶氟或游离氟的含量。
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  盐酸（36% ~38%）。
3.2  氢氧化钠。
3.3  柠檬酸三钠。
3.4  冰乙酸。
3.5  氯化钠。
3.6  盐酸溶液（4 mol/L）：量取172 mL盐酸（36% ~38%）（3.1）用水定容至500 mL。
3.7  氢氧化钠溶液（4 mol/L）：称取160 g氢氧化钠（3.2）用水定容至1000 mL。
3.8  柠檬酸盐缓冲液：100 g柠檬酸三钠（3.3）、60 mL冰乙酸（3.4）、60 g氯化钠（3.5）、30 g氢氧化钠（3.2），用水溶解并稀释到1000 mL，调节pH=5.0~5.5。
3.9  标准品：氟化钠。标准品信息详见附录A。
3.10  氟离子标准溶液：准确称取氟化钠标准物质（3.9）0.1105 g（105°C±2°C，干燥2小时，精确到0.0001 g），置500 mL聚乙烯塑料容量瓶中，用水溶解并定容至500 mL，摇匀，储存于聚乙烯塑料瓶内使用。该溶液浓度为100 μg/mL。也可直接购买氟离子标准溶液稀释后使用。
4  仪器和设备

4.1  氟离子浓度计，配有氟离子选择电极与参比电极，电势测量的分度值不大于0.2 mV。

4.2  分析天平，感量0.0001 g和0.001 g。

4.3  恒温水浴锅：精度±1°C。
4.4  烘箱：精度±2°C。
4.5  离心机。
5  分析步骤

5.1  标准曲线的制备

精确吸取0.5 mL、1.0 mL、2.0 mL、3.0 mL、4.0 mL、6.0 mL的氟离子标准溶液（3.10），分别移入6个50 mL聚乙烯塑料容量瓶中，各加入柠檬酸盐缓冲液（3.8）5 mL，用水稀释至刻度，然后逐个转入50 mL塑料烧杯中，在磁力搅拌下测量电位值E，记录并绘制E-lgC（C为浓度）标准曲线。
5.2  样品处理

准确称取样品5.0 g，精确至0.001 g，置于50 mL聚乙烯塑料烧杯中，逐渐加水搅拌使溶解，转移至50 mL聚乙烯塑料容量瓶中，稀释至刻度、摇匀。将此样品溶液全部转移至离心管中，于离心机（3000 r/min）中离心15 min，其上清液用于检测可溶氟、游离氟含量。
5.2.1  可溶氟的测定

精确吸取按前述方法“5.2”制备的上清液2.0 mL，转移到10 mL聚乙烯塑料试管中，加4 mol/L盐酸溶液（3.6）0.7 mL，聚乙烯塑料试管加塞（盖），50°C水浴10 min，移至50 mL聚乙烯塑料容量瓶中，加入4 mol/L氢氧化钠溶液（3.7）0.7 mL中和，再加5 mL柠檬酸盐缓冲液（3.8），用水稀释至刻度，转入50 mL塑料烧杯中，在磁力搅拌下测量其电位值。在标准曲线上查出其对应的氟浓度，从而计算出可溶氟含量。如果样品中可溶氟含量过高，可根据实际情况适当稀释或减少取用量。
5.2.2  游离氟的测定

精确吸取按前述方法“5.2”制备的上清液2.0 mL，移至50 mL聚乙烯塑料容量瓶中，加入柠檬酸盐缓冲液（3.8）5 mL，用水稀释至刻度，转入50 mL塑料烧杯中，在磁力搅拌下测量其电位值。在标准曲线上查出其对应的氟浓度，从而计算出游离氟含量。如果样品中游离氟含量过高，可根据实际情况适当稀释或减少取用量。
6  计算
按式（1）计算样品中可溶氟或游离氟含量：
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     ……………………（1）
式中：[image: image3.png]


——牙膏中可溶氟或游离氟的含量，%；
C——从氟离子标准曲线得到待测样品中氟离子的浓度，μg/mL； 
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——样品取样量，g。
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%。
第二法  离子色谱法

1  范围

本方法规定了离子色谱法测定牙膏中可溶氟、游离氟的含量。

本方法适用于牙膏中可溶氟、游离氟含量的测定。
2  方法提要
样品中的氟化物经水溶解提取后，氟化钠、氟化铵、氟化亚锡和奥拉氟游离出氟离子，单氟磷酸钠游离出单氟磷酸根离子，用离子色谱仪分离氟离子与单氟磷酸根离子，电导检测器检测，以保留时间定性，峰面积定量。
本方法可溶氟、游离氟的检出限均为0.1 µg/mL，定量下限均为0.3 µg/mL；当取样量为0.5 g时，本方法可溶氟、游离氟的检出浓度均为0.002%, 最低定量浓度均为0.006%。
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  标准品：氟化钠、单氟磷酸钠。标准品信息详见附录A。

3.2  氟离子标准储备溶液：准确称取氟化钠标准物质（3.1）0.2210 g（105°C±2°C，干燥2小时，精确到0.0001 g），置100 mL聚乙烯塑料容量瓶中，用水配制成浓度为1000 μg/mL的氟离子标准储备溶液，也可直接购买1000 μg/mL的氟离子标准溶液。
3.3  单氟磷酸根离子标准储备溶液：称取单氟磷酸钠标准物质（3.1）0.0380 g（105°C±2°C，干燥2小时，精确到0.0001 g），置25 mL聚乙烯塑料容量瓶中，用水超声溶解，并定容至刻度，配制成浓度为1520 μg/mL的标准储备溶液，该溶液以氟计的浓度为200 μg/mL。
4  仪器和设备

4.1  离子色谱仪，配有抑制性电导检测器。

4.2  分析天平，感量0.0001 g。

4.3  涡旋振荡器。
4.4  超声波清洗器。
5  分析步骤

5.1  标准系列溶液的制备

准确量取氟离子标准储备液（3.2）1.0 mL和单氟磷酸根离子标准储备溶液（3.3）5.0 mL置于50 mL聚乙烯塑料容量瓶中，用水稀释并定容至刻度，此溶液中氟离子浓度为20 μg/mL、单氟磷酸根离子浓度为152 μg/mL（以氟计浓度为20 μg/mL）。用水将该溶液逐级稀释得到氟离子浓度、单氟磷酸根离子（以氟计）浓度均为1 μg/mL、2 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL、20 μg/mL的标准系列溶液。
5.2  样品处理

准确称取样品0.5 g（精确到0.0001 g），置于100 mL聚乙烯塑料容量瓶中，加入约80 mL的水，在涡旋振荡器上充分振荡使样品分散，超声波清洗器超声15 min，静置至室温，加水定容至刻度，混匀。取适量溶液于3000 r/min下离心10 min，取上清液经0.45 μm水相滤膜过滤，待测。
5.3  仪器参考条件

色谱柱：阴离子交换柱AS18（250×4 mm）与保护柱AG18（50×4 mm），或等效色谱柱；  
柱温：30°C；
淋洗液：KOH淋洗液自动发生器。梯度淋洗条件如表1；
流量：1.0 mL/min；
抑制器：电化学阴离子抑制器（4 mm），抑制电流为149 mA或仪器推荐值；
检测器：电导检测器，检测池温度35°C；

进样量：10 µL。

表1 梯度淋洗条件
	时间（min）
	KOH浓度（mM）

	0.0
	3.0

	5.0
	3.0

	5.1
	14.0

	21.0
	14.0

	21.1
	60.0

	26.0
	60.0

	26.1
	3.0

	30.0
	3.0


5.4  测定

在“5.3”测定条件下，取标准系列溶液“5.1”分别进样，记录色谱图，以标准系列溶液浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
取“5.2”项下的样品待测溶液进样，记录色谱图，测得峰面积，根据标准曲线得到样品待测溶液中氟离子、单氟磷酸根离子（以氟计）的浓度。如果样品待测液中氟离子或单氟磷酸根离子（以氟计）的浓度超出标准曲线的线性范围，则可进行适当稀释。
6  计算
样品中氟的含量按照式（1）计算：  
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   …………………………………（1）
式中：
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——牙膏中可溶氟或游离氟的含量，%；当[image: image10.png]


＝0时，[image: image11.png]


为游离氟（氟化钠、氟化铵、氟化亚锡、奥拉氟等，以氟计），当[image: image12.png]


≠0时，[image: image13.png]


为可溶氟（单氟磷酸钠及单氟磷酸钠与前述四种氟源复合使用，以氟计）；
[image: image15.png]


——从氟离子标准曲线得到待测样品中氟离子的浓度，μg/mL； 

[image: image17.png]


——从单氟磷酸根离子标准曲线得到待测样品中单氟磷酸根离子（以氟计）的浓度，μg/mL；

m——样品取样量，g；

V——定容体积，mL；
d——稀释倍数（不稀释则取1）。
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%。
7  图谱
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图1 标准溶液离子色谱图

氟离子（6.720 min）  单氟磷酸根离子（21.367 min）
附录 A
表 A.1氟化钠及单氟磷酸钠标准品信息表
	序号
	中文名称
	CAS号
	分子式
	相对分子量
	纯度（%）

	1
	氟化钠
	7681-49-4
	NaF
	41.99
	＞98.0

	2
	单氟磷酸钠
	10163-15-2
	Na2PO3F
	143.95
	＞98.0


牙膏中可溶氟、游离氟的测定（征求意见稿）
起草说明
为了加强对牙膏的监督管理，进一步提高牙膏使用安全性，中国食品药品检定研究院（以下简称“中检院”）组织开展了“牙膏中可溶氟、游离氟的测定”检验方法的研究制定工作，现就工作有关情况说明如下：

—、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

课题组查阅国内外相关文献资料，了解目前牙膏中氟检测方法相关情况，同时明确了氟化钠、氟化铵、氟化亚锡、奥拉氟和单氟磷酸钠的物理化学性质；调研市场占比大的牙膏生产企业的生产工艺流程、含氟牙膏产品和质量控制等情况，考察市场上含氟牙膏中使用的氟源种类和含量等情况，通过上述文献检索、市场调研等方式进一步完善了项目实施方案。在此基础上，结合《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）和国家药品监督管理局《化妆品补充检验方法研究起草技术指南》的要求开展方法研究，通过反复试验、多次方法调整、数据分析和大量的样品检测，研究建立了新的牙膏中可溶氟、游离氟的检测方法。
三、与我国已有相关标准的关系

目前国内用于牙膏中可溶氟、游离氟的测定标准釆用国家标准GB/T 8372-2017牙膏，其具体的检测方法是采用氟离子选择电极法。其中，游离氟主要针对氟化钠、氟化铵、氟化亚锡，可溶氟主要针对单氟磷酸钠。总的来说，该方法主要适用于以氟化钠和单氟磷酸钠为代表的无机氟，而随着行业的发展，市场上出现了以奥拉氟为代表的有机氟源为活性成分的防龋材料，作为有机氟原料，需要重新考察原方法的适用性以及对氟离子选择电极法的进一步优化等问题。

另外，在优化氟离子选择电极法的基础上，新增离子色谱法作为方法二纳入“牙膏中可溶氟、游离氟的检测方法”，可以满足同时检测游离氟和可溶氟，离子色谱法具有更高的准确性和抗干扰能力，能更好地满足目前行业的检测需求，有利于支撑化妆品（牙膏）的科学监管。
四、与国家标准GB/T 8372-2017《牙膏》中原方法的对比情况
修订后的方法适用范围由原方法（氟离子选择电极法）的无机氟，扩展至无机氟和有机氟源。新增离子色谱法作为方法二，能够同时检测可溶氟和游离氟。进一步规范了方法文本。
五、国际相关标准情况

目前国外未见公开发布的相关标准。
六、实验室验证情况

本实验室内部验证，包括对方法的特异性、基质效应、线性及线性范围、检出浓度和定量下限、精密度、准确度和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）和国家药品监督管理局《化妆品补充检验方法研究起草技术指南》（2021年第28号文）的要求。
外部实验室验证，通过了四川省药品检验研究院（四川省医疗器械检测中心）、浙江省食品药品检验检测研究院、深圳市药品检验研究院三家实验室验证。三家实验室分别对添加三个浓度水平的氟化钠（以氟计）和单氟磷酸钠（以氟计）的钙盐（磷酸氢钙、碳酸钙等）、水合硅石、氢氧化铝为摩擦剂的三种牙膏基质的检测方法的特异性、基质效应、线性及线性范围、检出浓度和定量下限、精密度、准确度和稳定性等指标进行了验证。结果表明，该方法线性良好，相关系数均大于0.99。检出浓度和定量下限、精密度和稳定性参数均能满足拟定方法的要求。方法一（氟离子选择电极法）的平均回收率在93.4%～112.2%，RSD值均小于5.4%，方法二（离子色谱法）的平均回收率在85.97%～105.68%，RSD值均小于4.9%。
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《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
本方法规定了采用氟离子选择电极法（方法一）和离子色谱法（方法二）测定三种基质牙膏中的可溶氟、游离氟。通过对分析仪器的测试条件、前处理方法和定量方法进行系统优化，氟离子选择电极法针对可溶氟和游离氟的不同特性，建立了水提取（游离氟）、盐酸溶液（可溶氟）提取两种前处理方法的测试方法，离子色谱法建立了水提取的前处理方法的测试方法。釆用空白溶液加标、阳性样品两种方式进行了充分的验证，证明了方法准确、可靠，能满足实际样品的测试需求。
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