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［摘　 要］ 　 建立 ＨＰＬＣ 法测定二氧化氯乳头消毒剂中乳酸的含量并研究此方法的耐用性。 采用

ＨＰＬＣ 法，色谱柱为资生堂 Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ ＭＧ（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为 ０． １％磷酸水溶

液 －乙腈（９７． ５∶ ２． ５，Ｖ ／ Ｖ），检测波长为 ２１５ ｎｍ，流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３５ ℃，进样量为 ２０ μＬ。
结果表明：乳酸在 ２００ ～ １０００ μｇ ／ ｍＬ 内线性关系良好（Ｒ２ ＝ ０． ９９９９），检测限为 ５ μｇ ／ ｍＬ，定量限为

１３ μｇ ／ ｍＬ，精密度试验峰面积 ＲＳＤ 均符合标准，平均回收率为 ９８． ５０％ ，供试品工作液在 ２４ ｈ 内稳

定。 耐用性试验结果显示，在测试范围内，检测波长、流速、柱温、流动相比例和色谱柱对样品中乳

酸的含量测定均无影响，且分离度符合要求。 此方法操作简易，可靠性高，可以用作该乳头消毒剂

中乳酸的质量控制。
［关键词］ 　 二氧化氯乳头消毒剂；乳酸；含量测定
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Ｓｈｉｓｅｉｄｏ Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ ＭＧ （２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ， ５ μｍ）． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ０． １％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ
ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ － ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （９７． ５ ∶ ２． ５， Ｖ ／ Ｖ）． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２１５ ｎｍ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １
ｍＬ ／ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３５ ℃ ． Ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ２０ μＬ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｈａｄ ａ
ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ （Ｒ２ ＝ ０． ９９９９） ｗｉｔｈｉｎ ２００ ｔｏ １０００ μｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ５ μｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ １３ μｇ ／ ｍＬ． Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔｉｎｇ， ａｌｌ ｐｅａｋ ａｒｅａ ＲＳＤ ｍｅｅｔｓ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ ｗａｓ ９８． ５０％ ． Ａ ｓａｍｐｌｅ ｗｏｒｋｉｎｇ ｆｌｕｉｄ ｗａｓ ｓｔａｂｌｙ ｉｎ ２４ ｈ． Ｔｈｅ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ， ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒａｎｇｅ， ｔｈｅ
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ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ， ｆｌｏｗ ｒａｔｅ， ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｈａｄ ｎｏ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ．
Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｉｐｐｌｅ ｄｉｓｉｎ⁃
ｆｅｃｔａｎｔ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｈｌｏｒｉｎｅ ｄｉｏｘｉｄｅ ｎｉｐｐｌｅ ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ； ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ；ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 乳酸是一种天然的有机酸，是重要的抗菌化合

物［１］，属于消毒防腐类药，是公认安全的 ＧＲＡＳ
（Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ ａｓ ｓａｆｅ，ＧＲＡＳ）添加剂［２］，广
泛应用于饮食业、化妆品业、医药业和畜牧业等行

业中［３］。 乳酸主要有三种构型［４］，分为 Ｄ 型、Ｌ 型

和 ＤＬ 型，由于 Ｄ － 乳酸、ＤＬ － 乳酸对人体有一定

的毒副作用，所以与饮食业相关的乳酸构型为 Ｌ
型。 乳酸能抑制真菌的生长［５］，有助于农副产品的

保存。 有研究表明［６ － ８］，乳酸对部分革兰氏阳性

菌、部分革兰氏阴性菌和部分真菌都有杀灭和抑制

作用，其对致病菌主要是通过延长代时和破坏正常

细胞膜电位来达到抑菌及杀菌作用［９］。 乳酸作为

原料药收录于 ２０２０ 版《中国药典》中［１０］，与水溶液

显酸性，含量测定方法为滴定法，范围为 ８５％ ～
９２％ （ｇ ／ ｇ）。 文献报导的乳酸的含量测定方法有高

效液相色谱法［１１］、液质联用技术［１２］、离子色谱

法［１３］、气相色谱法［１４］等。 液质联用技术、离子色谱

法和气相色谱法测定乳酸均具有局限性，与高效液

相色谱法相比操作复杂且成本较高。 乳酸具有热

不稳定性，在高温下易分解 ［１５］ ，用气相色谱法测

定时，需将极性强的乳酸衍生化为极性弱的酯化

物 ［１６］ ，处理过程较为复杂且耗时较长。 本文拟

建立 ＨＰＬＣ 法测定二氧化氯乳头消毒剂中乳酸

的含量，并对其色谱条件进行耐用性试验，验证

其可靠性，可作为该乳头消毒剂中乳酸的含量测

定方法。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与试剂　 高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ ２６９５，
配 ２４８７ 紫外检测器），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；超纯水一

体化系统，美国 Ｐａｌｌ 公司；电子天平（万分之一），德
国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公 司； 针 式 过 滤 器 （ 有 机 系 ）
（０． ２２ μｍ），天津市津腾实验设备有限公司；微孔

过滤膜（有机系） （０． ２２ μｍ），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；二
氧化氯乳头消毒剂（其中乳酸含量 ２． ４％ ），中国农

业科学院饲料研究所国家饲料药物基准实验室自

主研发；乳酸原料药（含量 ８５％ ），国药集团化学试

剂有限公司；乳酸对照品 （含量 ８９． ９％ ），德国

Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ 公司；磷酸为分析纯，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；乙腈为色谱级纯，美国

Ｆｉｓｈｅｒ 公司。
１． ２　 色谱条件 　 色谱柱：资生堂 Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８

ＭＧ （２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：０． １％磷酸

水溶液 －乙腈 ＝ ９７． ５∶ ２． ５，Ｖ ／ Ｖ；检测波长：２１５ ｎｍ；
流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；进样量：２０ μＬ。
１． ３　 溶液配制　 对照品溶液的配制：精密称取乳

酸对照品适量，加水溶解并稀释制成质量浓度为 １０
ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，作为对照品储备液。 精密移取乳酸

对照品储备液适量，加水稀释制成 ５００ μｇ ／ ｍＬ 的乳

酸溶液，作为对照品工作液。
供试品溶液的配制：取充分混匀后的本品适量

（约相当于乳酸 ５０ ｍｇ），精密称量，置 １０ ｍＬ 量瓶

中，加入甲醇至刻度线，振荡提取 １ ｍｉｎ。 精密移取

１ ｍＬ 提取液置 １０ ｍＬ 量瓶中，用水稀释至刻度，摇
匀，作为供试品工作液溶液。
１． ４　 方法参数考察和耐用性试验 　 参照 ２０１５ 版

《中国兽药典》附录 ０５１２，对系统适应性、线性、灵
敏度、精密度、准确度、溶液稳定性及方法耐用性试

验进行了考察和研究。
２　 结果与分析

２． １　 系统适应性　 如图 １ 所示，对照品和供试品

乳酸保留时间分别为 ４． ３１３ 和 ４． ３１８ ｍｉｎ，对照品

工作液中乳酸主成分峰与相邻色谱峰完全分离，
ＵＳＰ 拖尾因子为 １． ０５，ＵＳＰ 理论塔板数为 １８７３９，连
续进样 ６ 针后，主峰峰面积 ＲＳＤ 为 ０． ３５％ ，小于

·２４·
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２％ ，符合标准。

图 １　 色谱图（５００ μｇ ／ ｍＬ 乳酸对照品（Ａ）；

５００ μｇ ／ ｍＬ 乳酸供试品（Ｂ）；

空白辅料（Ｃ）；空白辅料 －５００ μｇ ／ ｍＬ 乳酸对照品（Ｄ））

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ５００ μｇ ／ ｍＬ Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ （Ａ）； ５００ μｇ ／ ｍＬ Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｆｏｒ ｔｅｓｔ （Ｂ）；

Ｂｌａｎｋ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ （Ｃ）； Ｂｌａｎｋ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ －５００ μｇ ／ ｍＬ ｌａｃｔｉｃ

ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ （Ｄ）

２． ２　 线性关系考察 　 精密移取对照品储备液适

量，用水稀释成 ２００、４００、５００、６００、８００、１０００ μｇ ／ ｍＬ
的系列浓度溶液，按 １． ２ 项下色谱条件进样，以浓

度为横坐标，乳酸峰面积为纵坐标，得出标准曲线回

归方程为：Ｙ ＝５３６Ｘ ＋３２８０，决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９９，显
示该方法的线性良好。 乳酸标准曲线如图 ２ 所示。

图 ２　 乳酸峰面积 －浓度标准曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ － ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ

２． ３　 灵敏度 　 采用逐步稀释的方法，按信噪比

Ｓ ／ Ｎ≥３，得出检测限为 ５ μｇ ／ ｍＬ；按信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥
１０，得出定量限为 １３ μｇ ／ ｍＬ。
２． ４　 精密度

２． ４． １　 重复性　 供试品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ）按照

１． ２ 项下色谱条件连续进样 ６ 次，计算主峰峰面积

相对标准偏差（ＲＳＤ）。 结果表示，ＲＳＤ 为 ０． １１％ ，
重复性良好。
２． ４． ２ 　 方法精密度 　 配制 ６ 份供试品工作液

（５００ μｇ ／ ｍＬ）按照 １． ２ 项下色谱条件进样，计算主

峰峰面积 ＲＳＤ。 结果表明，ＲＳＤ 为 ０． ２３％ ，方法精

密度良好。
２． ４． ３　 中间精密度　 同一人员，不同时间另配制 ６
份供试品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ），按照 １． ２ 项下色谱

条件进样，计算主峰峰面积 ＲＳＤ，以及与方法精密

度平均结果的相对偏差（ＲＤ）。 结果表明，中间精

密度主峰峰面积 ＲＳＤ 为 ０． １４％ ，与方法精密度平

均结果的相对偏差为 ０． １７％ ，小于 ２． ０ ％ ，该方法

重现性良好。
２． ５　 准确度 　 空白辅料中分别加入乳酸对照品

３１８． ３５、２６５． ４５、２１２． ５６ ｍｇ 各三份，制成高、中、低
三个浓度（１２０％ 、１００％ 、８０％ ）的样品。 分别取充

分混匀后的上述样品适量，按 １． ３ 项条件下配制为

供试品工作液，按照 １． ２ 项下色谱条件进样检测，
另取乳酸对照品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ） 进样检测。
记录峰面积并计算回收率及 ＲＳＤ。 结果如表 １ 所

示，平均回收率为 ９８． ５０％ ，ＲＳＤ 为 ０􀆰 ３２％ ，准确度

良好。
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表 １　 乳酸准确度（回收率）试验结果

Ｔａｂ １　 Ａｃｃｕｒａｃｙ （ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ） ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ
浓度 ／ ％ 样品编号 添加量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１２０

１００

８０

１ － １

１ － ２

１ － ３

２ － １

２ － ２

２ － ３

３ － １

３ － ２

３ － ３

３１８． ３５

３１８． ３５

３１８． ３５

２６５． ４５

２６５． ４５

２６５． ４５

２１２． ５６

２１２． ５６

２１２． ５６

３１３． ５５

３１４． ５４

３１３． ３５

２６１． ５０

２６１． ４６

２６２． ８７

２０９． ５８

２０８． ３５

２０８． ５１

９８． ４９

９８． ８０

９８． ４３

９８． ５１

９８． ４９

９９． ０３

９８． ６０

９８． ０２

９８． ０９

９８． ５０ ０． ３２

２． ６　 溶液稳定性试验　 供试品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ）
室温条件下放置 ２４ ｈ，分别于 ０、２、４、６、８、１０、２４ ｈ

按照 １． ２ 项下色谱条件进行测定，计算放置不同时

间下乳酸的含量并与 ０ ｈ 初始值峰面积比较。 结

果表明，放置 ２４ ｈ 后峰面积为初始值的 １００． ０２％ ，
乳酸含量 ＲＳＤ 为 ０． ０９％ ，表明该溶液在 ２４ ｈ 以内

具有很好的稳定性。
２． ７　 耐用性

２． ７． １　 检测波长考察　 取供试品工作液及对照品

工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ）适量，考察在 ２１０ ～ ２２０ ｎｍ 范

围内不同检测波长对乳酸含量测定的影响。 结果

表明，主成分乳酸含量 ＲＳＤ 为 ０． １１％ ，表明在检测

波长在 ２１０ ～ ２２０ ｎｍ 之间样品中主成分乳酸的含

量能准确测定。
２． ７． ２　 检测流速的考察　 取供试品工作液及对照

品工作液 （ ５００ μｇ ／ ｍＬ） 适量， 考察 ０． ８ ～ １． ２
ｍＬ ／ ｍｉｎ范围内不同检测流速对乳酸含量测定的影

响。 结果表示，主成分乳酸含量 ＲＳＤ 为 ０． ０７％ ，表
明在检测流速在 ０． ８ ～ １． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ 之间样品中主

成分乳酸的含量能准确测定。
２． ７． ３　 检测柱温的考察　 取供试品工作液及对照

品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ）适量，考察 ３０ ～ ４０ ℃范围

内不同检测柱温对乳酸含量测定的影响。 结果表

示，主成分乳酸含量 ＲＳＤ 为 ０． ４０％ ，表明在检测柱

温 ３０ ～ ４０ ℃之间样品中主成分乳酸的含量能准确

测定。

２． ７． ４　 不同流动相组成比例的考察　 取供试品工

作液及对照品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ）适量，考察不同

流动相组成比例（表 ２）对乳酸含量测定的影响。
结果表示，主成分乳酸含量 ＲＳＤ 为 ０． ３４％ ，表明在

此 ５ 组不同流动相比例样品中主成分乳酸的含量

能准确测定。
表 ２　 五组不同流动相比例

Ｔａｂ ２　 Ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｐｈａｓｅ ｒａｔｉｏ
流动相比例 乙腈 ０． １％磷酸水

１ ２． ３ ９７． ７

２ ２． ４ ９７． ６

３ ２． ５ ９７． ５

４ ２． ６ ９７． ４

５ ２． ７ ９７． ３

２． ７． ５　 不同色谱柱的考察　 取供试品工作液及对

照品工作液（５００ μｇ ／ ｍＬ）适量，考察相同类型不同

品牌的色谱柱（表 ３）对乳酸含量测定的影响。 结

果显示，主成分乳酸含量 ＲＳＤ 为 ０． ５１％ ，表明使用

相同类型不同品牌的色谱柱样品中主成分乳酸的

含量能准确测定。
表 ３　 三根不同色谱柱

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｃｏｌｕｍｎｓ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

色谱柱 名称 厂家 批号

１ Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ＭＧ 日本资生堂 ＡＫＡＤ ２２４１７

２ ＸＢｒｉｄｇｅＴＭ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８ 美国 Ｗａｔｅｒｓ ０１２０３１３５６１３６ １４

３ ＸＴｅｒｒａ ＲＰ１８ 美国 Ｗａｔｅｒｓ ０１２６３２００４１３８ ５５
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２． ８　 样品含量测定　 取二氧化氯乳头消毒剂五批

（ ＹＬ２００５０７、 ＹＬ２００５１２、 ＹＬ２００５１５、 ＹＬ２１１０２０、
ＹＬ２１１０２１），按 １． ３ 项条件下配制为供试品工作液，
按照 １． ２ 项条件下色谱进行检测，五批样品的含量

分别为 １０２． ３８％ 、１０３． ９５％ 、１０４． ４３％ 、１００． ９４％ 、
１００． ０９％ 。
３　 讨论与结论

３． １　 样品前处理的优化　 二氧化氯乳头消毒剂为

本实验室自主研发，用于挤奶后消毒的消毒产品，
分为 Ａ 剂（主要成分为乳酸）和 Ｂ 剂（主要成分为

亚氯酸钠）两部分，使用时两部分混合，亚氯酸钠和

乳酸发生歧化反应产生的二氧化氯为消毒作用的

主要成分。 为达到持续消毒的效果，本产品中含有

增稠剂、稳定剂和着色剂等辅料，滴定法等方法既

无法测定 Ａ 剂中辅料是否对乳酸含量有影响也无

法测定混合后产品中乳酸的余量。
对二氧化氯乳头消毒剂样品进行前处理，主要

目的是排除增稠剂、稳定剂和着色剂等辅料对检测

结果的影响。 样品用超纯水稀释提取后，工作液浑

浊，不易过 ０． ２２ μｍ 的滤膜，需多次过滤，上机检测

时，主峰与杂质峰分离度较差，且杂质峰过多。 样

品用乙腈和乙醇提取时，主峰峰型分叉。 样品用甲

醇提取时，提取液易过膜，主峰响应高且与杂质峰

完全分离，故选用甲醇作为提取液。 由于甲醇中有

羟基，微量乳酸与之反应，乳酸在水溶液中稳定性

好，样品用甲醇提取后加水稀释为供试品工作液，
此溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
３． ２ 　 色谱条件的选择 　 根据相关文献报道［１５］ 及

全波长（２１０ ～ ４００ ｎｍ）扫描结果，乳酸的响应随着

波长增大而减弱，在 ２１５ ｎｍ 处有良好的吸收且峰

型及分离度较好，故选用 ２１５ ｎｍ 作为检测波长。
根据已经发表的文献［１７ － ２０］，流动相中水相相比有

机相所占比例较大，大部分流动相都是含盐流动

相，此类流动相易堵塞仪器，需要耗费时间维护仪

器，故选用不含缓冲盐的流动相。 流动相分别考察

了乙腈 － ０． １％磷酸水、乙腈 － ０． １ 甲酸水溶液、甲
醇 － ０． １％磷酸水等，结果以乙腈 － ０． １％磷酸水为

流动相时，乳酸峰型及分离度最好。 分别对表 ３ 中

的三根色谱柱进行考察，含量测定选用乳酸峰型及

分离度最好的色谱柱，即 Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ ＭＧ 色

谱柱。
本文建立了 ＨＰＬＣ 法测定二氧化氯乳头消毒

剂中乳酸的含量方法，该方法线性关系良好，精密

度高，准确度良好，溶液稳定性和耐用性好，且操作

简便、可靠性好，可以用作该乳头消毒剂中乳酸的

质量控制。
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