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仪器应用

聚Ｎ－异丙基丙烯酰胺硅胶键合相
ＲＰ－ＨＰＬＣ检测化妆品中防腐剂

董　伟　范　旭　曹光群　崔　莹
（江南大学化学与材料工程学院，无锡，２１４１２２）

　　摘　要　以聚Ｎ－异丙基丙烯酰胺硅胶键合相为固定相，建立了化妆品中苯甲酸、对羟基苯甲酸甲酯、对羟基

苯甲酸乙酯、对羟基苯甲酸丙酯和对羟基苯甲酸丁酯５种防腐剂的反相高效液相色谱测定方法。以不锈钢色谱柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）作为分离柱，以甲醇－磷酸盐缓冲液（５５︰４５，ｐＨ ＝２．５）为流动相，流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ，紫

外检测波长２５４ｎｍ。样品先通过氧化铝柱进行分离处理，馏出液用于色谱分析。校正曲线的线性范围分别为：４０

～１０００ｍｇ／Ｌ（苯甲酸），４～１００ｍｇ／Ｌ（对羟基苯甲酸甲酯，一乙酯，一丙酯），８～２００ｍｇ／Ｌ（对羟基苯甲酸丁酯）。回

收率９６．６％～１０６．９％，相对标准偏差０．６０～１．７０％。
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１　前　言

添加防腐剂是预防化妆品受到微生物污染、保
持化妆品质量的主要手段。苯甲酸、对羟基苯甲酸
酯类是化妆品中应用非常广泛的防腐剂，通常根据
化妆品的结构性能，添加上述不同比例配合的防腐
剂。虽然防腐剂对抑制和杀灭化妆品中的各种细菌
有良好效果，但也是引起化妆品性皮炎的因素之
一［１］。国家《化妆品卫生规范》［２］（２００７）规定防腐剂
在化妆品中最大允许浓度为：单一酯０．４％，混合
酯０．８％（质量分数，以酸计）。
分离检测化妆品中防腐剂的方法很多，高效液

相色谱法是最常用的方法之一。国外采用ＢＤＳ氰
丙基柱［３］及毛细管电泳法［４］成功地测定了化妆品中

对羟基苯甲酸酯类防腐剂；国内大都是采用十八烷
基硅胶键合固定相（ＯＤＳ）检测化妆品中对羟基苯甲
酸酯类防腐剂，但是 ＯＤＳ色谱柱的缺点是样品的
保留时间长、峰形对称性不好、相对标准偏差
大［５－９］。本实验室通过柱色谱分离样品，以甲醇－磷
酸盐缓冲液为流动相，以聚 Ｎ－异丙基丙烯酰胺硅

胶键合相（Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ）为固定相 ［１０，１１］，建立了反
相高效液相色谱法测定化妆品中苯甲酸和对羟基苯

甲酸酯类（甲酯 Ｍｅ－、乙酯Ｅｔ－、丙酯Ｐｒ－、丁酯Ｂｕ－
ＰＨＢＡ）等５种防腐剂的方法，能比常规商品柱ＯＤＳ
更迅速、良好地分离分析化妆品中的防腐剂。

２　实验部分

２．１　仪器与试剂
高效液相色谱系统（Ｗａｔｅｒｓ，美国），包括５１５

泵，２４８７双波长紫外吸收检测器和 Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ３２
色谱工作站等；元素分析仪（Ｖａｒｉｏ　ＥＬ　ＩＩＩ，德国）；红
外光谱仪（ＡＢＢ　ＦＴＬＡ　２０００，加拿大）。

Ｎ－异丙基丙烯酰胺（上海物竞化工科技有限公
司，纯度９８％，纯化后使用）；３－巯丙基三甲氧基硅
烷（张家港国泰华荣化工新材料有限公司）；偶氮二
异丁腈（上海试剂四厂，化学纯，经乙醇重结晶后使
用）；ＹＭＣ１２０－Ｓ５硅胶（ＹＭＣ公司，粒径为５μｍ，孔
径１２０μｍ，比表面积３００ｍ

２／ｇ）；甲醇（国药集团化学
试剂有限公司，色谱纯）；水为二次蒸馏水，经０．４５

μｍ微膜过滤；其它试剂均为分析纯。
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标准溶液：称取适量５种防腐剂标准样品，用
甲醇溶解后，置于１００ｍＬ容量瓶，并用甲醇定容，
配成标准原液，工作溶液取原液用甲醇稀释而成。

２．２　键合固定相的制备［１０，１１］

称取Ｎ－异丙基丙烯酰胺１０．０ｇ，置于２５０ｍＬ
圆底三颈烧瓶中，加入甲醇１００ｍＬ，３－巯丙基三甲
氧基硅烷１ｍＬ，偶氮二异丁腈０．１ｇ，在氮气保护下

６５℃反应１０ｈ。产物用丙酮溶解后滴入正己烷中沉
淀，抽滤后真空干燥，即得末端带有活性基团的聚Ｎ
－异丙基丙烯酰胺（ＮＩＰＡＭｎ）。
取上述产物４．０ｇ，置于１００ｍＬ圆底二颈烧瓶

中，加入硅胶４．０ｇ，干燥异丙醇５０ｍＬ，８０℃下反应

１６８ｈ。抽滤后依次用苯、丙酮、甲醇淋洗数次，真空
干燥即得白色粉末状键合相（Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ），其红
外光谱的表征结果如图１所示。

图１　ＹＭＣ硅胶（ａ）和Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ（ｂ）的红外光谱图

图１为聚Ｎ－异丙基丙烯酰胺键合硅胶前后的
红外光谱图。通过对比发现，键合相在２８５７ｃｍ－１～
２９５０ｃｍ－１之间出现了 ＣＨ３ 和 ＣＨ２ 伸缩振动峰，

１４５８ｃｍ－１处 出 现 了 Ｃ—Ｈ 键 的 弯 曲 振 动 峰；

１６３６ｃｍ－１处出现了酰胺Ⅰ峰（即 ＶＣ－Ｏ），１５５８ｃｍ－１

处出现了酰胺Ⅱ峰（即δＮ－Ｈ＋ＶＣ－Ｎ）。根据特征峰
的出现可以判断，聚 Ｎ－异丙基丙烯酰胺已成功键
合在硅胶上。
对Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ的元素分析结果为：Ｃ　１２．５８％，

Ｈ　２．１９％，Ｓ　１．５３％。
委托大连依利特分析仪器有限公司将 Ｓｉｌ－

ＮＩＰＡＭｎ填充入不锈钢柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ）作为色
谱柱。

２．３　氧化铝柱的准备
将中性氧化铝于马弗炉中５００℃活化４ｈ，冷却

后加入少量去离子水，使之部分失活，置于干燥器中
平衡２４ｈ，用湿法装柱（３００ｍｍ×１５ｍｍ）。

２．４　化妆品的处理
称取市售某品牌护手霜、隔离霜、洗面奶、沐浴

露各０．５０００ｇ，加入１０ｍＬ甲醇－磷酸盐缓冲液（ｐＨ
＝２．５），超声震荡３０ｍｉｎ，以１００００ｒ／ｍｉｎ的速度离
心１０ｍｉｎ，吸取上清液２ｍＬ。然后通过氧化铝柱，用
甲醇淋洗，馏分经０．４５μｍ有机滤膜过滤后作为液
相色谱分析样品。

２．５　色谱条件
流动相为甲醇－磷酸盐缓冲液（５５︰４５，ｐＨ＝

２．５）（使用前过滤），流速０．５ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长

２５４ｎｍ；进样量２０μＬ。

３　结果与讨论

３．１　提取时间
考察了１０～６０ｍｉｎ不同时间段超声波的提取

率。随提取时间的增加，提取率明显增大，但３０ｍｉｎ
以上提取率没有明显改善，所以，本实验选择３０ｍｉｎ
为超声提取时间。

３．２　分离效果
在选定的色谱条件下，标准混合物和化妆品样

品的色谱图如图２和图３所示。由图可见，对于混
合标准溶液，Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ基本可以达到基线分离。

与ＯＤＳ［５］相比，样品保留时间大大缩短。这主要是
由于Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ柱的聚合物主链与侧基中的异
丙基是疏水性的，对样品的洗脱顺序与ＯＤＳ柱相一
致，说明Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ 柱具有反相液相色谱性能；
但是酰胺键的存在大大改善了Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ 柱的
亲水性，从而削弱了Ｓｉｌ－ＮＩＰＡＭｎ 与样品分子间的
疏水作用力，使得样品被迅速洗脱，减小了峰拖尾现
象，峰形得到较大改善。

图２　混合标准溶液色谱分离图

１．苯甲酸　２．Ｍｅ－ＰＨＢＡ　３．Ｅｔ－ＰＨＢＡ　４．Ｐｒ－ＰＨＢＡ

５．Ｂｕ－ＰＨＢＡ
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图３　实际样品色谱分离图

１．苯甲酸　２．Ｍｅ－ＰＨＢＡ　３．Ｅｔ－ＰＨＢＡ　４．Ｐｒ－ＰＨＢＡ　５．Ｂｕ－ＰＨＢＡ

３．３　流动相ｐＨ值的选择
流动相的ｐＨ值对５类防腐剂的保留时间、分

离度和灵敏度能产生一定影响。本实验考察了以磷
酸盐缓冲液将ｐＨ值调节为２．５、３．０和４．０时流动
相对分离效果的影响。结果表明，在ｐＨ为２．５时，
各组分的分离度好。

３．４　工作曲线
在实验条件下分别对配制的５种防腐剂工作溶

液进样分析，平行测定３次，以浓度（ｘ，ｍｇ／Ｌ）对峰
面积（ｙ）绘制工作曲线，并按信噪比（Ｓ／Ｎ＝３）计算
检出限，结果见表１。

３．５　精密度试验
用标准原液配成低浓度和高浓度两种标准系列

溶液，以此计算各防腐剂的保留时间和峰面积的相

表１　防腐剂的线性回归方程、相关系数及检出限

防腐剂 回归方程 Ｒ２
检出限
（μｇ）

苯甲酸 ｙ＝１２．６６９　ｘ＋０．１３７　 ０．９９９４　 ０．０８０

Ｍｅ－ＰＨＢＡ　 ｙ＝２３２．３３　ｘ＋０．２６５８　 ０．９９９１　 ０．００８

Ｅｔ－ＰＨＢＡ　 ｙ＝１８０．５　ｘ＋０．００１３　 ０．９９９９　 ０．００８

Ｐｒ－ＰＨＢＡ　 ｙ＝１７９．２２　ｘ－０．０６０２　 ０．９９９９　 ０．００８

Ｂｕ－ＰＨＢＡ　 ｙ＝１６２．９１ｘ－０．１２７　 ０．９９９９　 ０．０１６

对标准偏差（ＲＳＤ），确定该分析方法的精密度，结果
见表２（６次测定平均值）。由表可见，不论是低浓
度还是高浓度标准系列溶液，ＲＳＤ值均在０．３４％～
１．８４％之间，说明该方法的分析精密度较好。

表２　五种防腐剂精密度试验结果（ｎ＝６）

防腐剂

低浓度

浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＲＳＤ（％）

保留时间 峰面积

低浓度

浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＲＳＤ（％）

保留时间 峰面积

苯甲酸 １　 ０．６８　 １．５０　 １０　 １．３０　 １．８４

Ｍｅ－ＰＨＢＡ　 ０．１　 ０．４０　 ０．８０　 １　 １．５０　 １．７６

Ｅｔ－ＰＨＢＡ　 ０．１　 １．２０　 ０．９６　 １　 ０．５８　 １．２０

Ｐｒ－ＰＨＢＡ　 ０．１　 ０．６０　 ０．８４　 １　 ０．８６　 １．６０

Ｂｕ－ＰＨＢＡ　 ０．２　 ０．３４　 １．２０　 ２　 ０．９４　 １．３８

３．６　稳定性试验
取防腐剂混合标准液放置０、２、８、１２、２４ｈ后进

样，记录各峰面积，并计算 ＲＳＤ，分别为：２．６４％，

１．８３％，２．７５％，０．９５％和１．７８％，表明标准品溶液

在２４ｈ内稳定性良好。

３．７　回收率试验
在化妆品中外加标样进行回收率试验，结果见

表３。
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表３　防腐剂回收率的测定
（ｎ＝６）

防腐剂
加入量
（ｇ／ｍＬ）

检出量
（μｇ／ｍＬ）

回收率
（％）

ＲＳＤ
（％）

苯甲酸 １０　 １０．０２　 １００．２　 １．２０

Ｍｅ－ＰＨＢＡ　 １０　 １６．９０　 １０６．９　 ０．６０

Ｅｔ－ＰＨＢＡ　 １０　 ９．６６　 ９６．６　 ０．９０

Ｐｒ－ＰＨＢＡ　 １０　 １３．５７　 １０３．８　 １．３０

Ｂｕ－ＰＨＢＡ　 １０　 １０．１４　 １０１．４　 １．７０

＊　表示６次测定平均值

　　由表３可知，各种防腐剂的回收率在９６．６％～
１０６．９％之间，ＲＳＤ在０．６０％～１．７０％之间。分析
实验中，分析对象回收率一般在９０％～１１０％之
间，回收效果较为理想。

３．８　实际样品分析
用此方法检测了超市出售的隔离霜、护手霜、洗

面奶、沐浴露，结果见表４。结果表明，样品中５类
防腐剂检出率比较高的是对羟基苯甲酸甲酯和对羟

基苯甲酸丁酯，对羟基苯甲酸乙酯检出率较低，被测
样品所含防腐剂量全部符合国家标准。

表４　样品测定结果

样品
防腐剂含量（ｗｔ，％）

苯甲酸 Ｍｅ－ＰＨＢＡ　 Ｅｔ－ＰＨＢＡ　 Ｐｒ－ＰＨＢＡ　 Ｂｕ－ＰＨＢＡ

隔离霜 ０．１９　 ０．００４ － ０．００１　 ０．００６

护手霜 ０．１６　 ０．００７ － － ０．００３

洗面奶 ０．０３６　 ０．００３　 ０．０１５　 ０．００２　 ０．０１８

沐浴露 － ０．０４４　 ０．０１３　 ０．００９　 ０．０１５

“－”表示未检出

４　结　论

聚Ｎ－异丙基丙烯酰胺硅胶键合相反相高效液
相色谱法能够用于化妆品中苯甲酸和４种对羟基苯
甲酸酯类化合物的定量分析，色谱峰形明显优于

ＯＤＳ柱，提高了检测的准确性。聚 Ｎ－异丙基丙烯
酰胺硅胶键合相与常规商品ＯＤＳ柱相比，保留时间
大大缩短，峰形明显改善，为实现样品的快速分离分
析提供了可能，因此具有潜在的实际应用价值。
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