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化妆品中霉菌和酵母菌的检验方法（征求意见稿）
[bookmark: _GoBack]Detection of Mold and Yeast in Cosmetics
[bookmark: _Toc91679062]1  范围
本规范规定了化妆品中霉菌和酵母菌数的检验方法。
本规范适用于化妆品中霉菌和酵母菌数的测定。
[bookmark: _Toc91679063]2  定义
霉菌和酵母菌数  Mold and Yeast Count
化妆品检样经过处理，在一定条件下（如培养基、培养温度和培养时间等）培养后，所得每g（mL）检样中形成的霉菌和酵母菌总数，藉以判明化妆品被霉菌和酵母菌污染的程度及其一般卫生状况。
[bookmark: _Hlk195126021]本方法根据霉菌和酵母菌特有的形态和培养特性，使用卵磷脂-吐温80-孟加拉红琼脂培养基，置25±1℃培养5 d，计算所生长的霉菌和酵母菌数。
3  菌种
	序号
	菌株名称
	菌株编号
	菌株来源

	1
	白色念珠菌
	CMCC(F) 98001，或其他等效标准菌株
	中国医学细菌保藏管理中心

	2
	黑曲霉
	CMCC(F) 98003，或其他等效标准菌株
	中国医学细菌保藏管理中心


[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: _Toc91679064]注：用于适用性试验和检验过程中的质量控制。
4  设备和材料
4.1  恒温培养箱：25±1℃。
4.2  旋涡混合器。
4.3  三角瓶：150 mL、250 mL、500 mL。
4.4  试管：18 mm×150 mm。
4.5  无菌平皿：直径90 mm。
4.6  无菌吸管：1 mL（具0.01 mL刻度）、10 mL（具0.1 mL刻度）。
4.7  量筒：200 mL。
4.8  酒精灯。
4.9  高压灭菌器。
4.10  放大镜或/和菌落计数器。
4.11  恒温水浴箱。
[bookmark: _Toc91679065]5  培养基、冲洗液和试剂
[bookmark: _Hlk195128620]5.1  生理盐水：见微生物检验方法总则中附录。
5.2  卵磷脂-吐温80-孟加拉红培养基
成分：蛋白胨	5.0 g
葡萄糖	10.0 g
磷酸二氢钾	1.0 g
硫酸镁（MgSO4·7H2O）	0.5 g
琼脂	20.0 g
卵磷脂	1.0 g
吐温80	7.0 g
孟加拉红	0.033 g
氯霉素	0.1 g
蒸馏水	1000 mL
制法：将上述各成分加入蒸馏水中，加热溶解，补足蒸馏水至1000 mL，分装后，121℃高压灭菌15 min，避光保存备用。
5.3  pH7. 0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液
成分：磷酸二氢钾                       3.56 g 
无水磷酸氢二钠                   5.77 g
氯化钠                           4.30 g
蛋白胨                           1.00 g
蒸馏水                         1000 mL
制法：称取上述成分，微温溶解，必要时滤过使澄清，分装，121℃高压灭菌15 min，备用。
根据检样的特性，可选用生理盐水、pH 7.0无菌氯化钠-蛋白胨缓冲液或其他经验证的适宜溶液作为冲洗液。如需要，可在上述冲洗液灭菌前或灭菌后加入表面活性剂或中和剂等。
[bookmark: _Toc91679066]6  操作步骤
6.1  样品的稀释
用灭菌吸管吸取1:10的检液1 mL注入到9 mL 稀释液（灭菌生理盐水或其他适宜的稀释液）中（注意勿使吸管接触液面），充分混匀，制成1:100检液。样品至少需进行1:10和1:100稀释，如样品含菌量高，还可再稀释成1:1000、1:10000、……等，每个稀释度应更换1支吸管。
6.2  平板计数方法
6.2.1 平板倾注法
用灭菌吸管吸取上述不同稀释度的检液各2 mL，分别注入2个灭菌平皿内，每皿1 mL。将融化并冷却至44~48℃的卵磷脂-吐温80-孟加拉红培养基倾注到平皿内，每皿15～20 mL，使检液与培养基充分混合均匀。待琼脂凝固后，翻转平板，倒置于25±1℃培养箱内培养，逐日观察并记录培养至第5 d的结果。
6.2.2 薄膜过滤法
抑菌性较强的样品，若性质允许，可采用薄膜过滤法进行计数。薄膜过滤法操作步骤见微生物检验方法总则中5.2.3.2。冲洗完成后，将滤膜取出，过滤面朝上贴于卵磷脂-吐温80-孟加拉红培养基平板上，翻转平板，倒置于25±1℃培养箱内培养，逐日观察并记录培养至第5 d的结果。
以稀释液代替检液，按照相应计数方法的规定进行阴性对照试验。
6.3  菌落计数
6.3.1 观察并记录稀释倍数及相应的霉菌和酵母菌数，必要时可用放大镜或菌落计数器辅助观察。计数结果以菌落形成单位（colony-forming units，CFU）表示。
6.3.2 选取菌落数在15～150 CFU之间、无蔓延菌落生长的平板，根据菌落形态计数霉菌和酵母菌总数。菌落蔓延生长覆盖整个平板的可记录为菌落蔓延。
7  结果与报告
7.1  计算方法
7.1.1 若只有一个稀释度的两个平板菌落数在适宜计数范围内，计算同一稀释度的两个平板菌落数的平均值，再将平均值乘以相应稀释倍数，即为每g（mL）样品中所含的霉菌和酵母菌数。
7.1.2 若有两个连续稀释度的平板菌落数在适宜计数范围内时，则按照“菌落总数检验方法”的相应规定进行计算。
7.1.3 若所有稀释度的平板上菌落数均大于150 CFU，则对稀释度最高的平板进行计数，其他平板可记录为多不可计，结果按平均菌落数乘以最高稀释倍数计算。
7.1.4 若所有稀释度的平板菌落数均小于15 CFU，则应按稀释度最低的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
7.1.5 若所有稀释度平板均无菌落生长或平均菌落数小于1时，则以小于1乘以最低稀释倍数计算。
7.1.6 若所有稀释度的平板菌落数均不在15～150 CFU之间，其中一部分小于15 CFU或大于150 CFU时，则以最接近15 CFU或150 CFU的平均菌落数乘以稀释倍数计算。
7.1.7 薄膜过滤法适宜计数范围和计算方法同平板倾注法。
7.2  结果报告
7.2.1 霉菌和酵母菌数小于100 CFU时，按实有数值以整数报告。
7.2.2 霉菌和酵母菌数大于或等于100 CFU时，第三位数字采用“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字，后面用0代替位数；也可用10的指数形式来表示，按“四舍五入”原则修约后，采用两位有效数字。
7.2.3 若阴性对照平板上有菌落生长，则此次检验结果无效。
7.2.4 称重取样以CFU/g为单位报告，体积取样以CFU/mL为单位报告。


化妆品中霉菌和酵母菌的检验方法（征求意见稿）
起草说明
为加强化妆品的监督管理，进一步提高化妆品使用安全性，国家药监局化妆品标准化技术委员会组织开展了化妆品中霉菌和酵母菌检验方法的研究和修订工作。现就工作有关情况说明如下：
一、起草原则
标准修订遵循“先进性、实用性、统一性、规范性”的原则，在《化妆品安全技术规范（2015年版）》（以下简称《规范》）霉菌和酵母菌检验方法的基础上，参照国内外相关标准及文献，对标准中的主要技术指标进行了比对研究和验证试验。根据研究结果，并充分考虑标准方法的可操作性以及保持与《规范》中原方法和要求的连续性，形成修订后的标准方法草案。
二、起草过程
化妆品标准化技术委员会于2023年11月委托开展了《规范》霉菌和酵母菌检验方法的修订工作。前期准备工作包括文献查阅、国内外相关标准比较、研究方案设计、化妆品样品筛选、霉菌和酵母菌试验菌株收集、试验用培养基的质控和中和剂的筛选。在方法修订的过程中开展了不同种类计数培养基、培养温度、培养时间和计数方式等关键技术指标的比较研究，根据研究结果对原检验方法进行了修订。对修订后的方法，开展了实验室内方法学验证和实验室间的协作验证，经数据汇总分析后，形成了验证报告。2025年3月12日，检验检测分技委召开初审会议，专家评审结论为修改后通过。
三、与我国已有标准体系的关系
目前，在我国现行有效的各类标准中，仅《规范》收录了针对化妆品的霉菌和酵母菌的检验方法。
四、与《规范》中原方法的对比情况
标准修订过程中，针对现有标准方法存在的问题，结合国内外化妆品霉菌和酵母菌检验方法标准的不同规定，选择20种不同性状和不同防腐体系的代表性化妆品及20株不同来源和种属的霉菌和酵母菌代表菌株，开展了计数培养基、中和剂、培养温度、培养时间、计数方式等关键技术指标试验研究，并根据研究结果对原方法进行了修订。与《规范》中原霉菌和酵母菌检验方法相比，主要修订内容如下：
1. 修改了霉菌和酵母菌计数培养基的名称和配方，将原“孟加拉红培养基”修改为“卵磷脂-吐温80-孟加拉红培养基”；
2. 修改了霉菌和酵母菌的培养温度范围，将原“28±2℃”修改为“25±1℃”；
3. 增加了方法适用性试验的标准菌株；
4. 在计数方法中新增“薄膜过滤法”；
5. 修改了适宜的菌落计数范围，将原标准中规定的“5～50 CFU”修改为“15～150CFU”。
五、国际相关标准情况
国际上主要的化妆品霉菌和酵母菌检验标准方法包括：国际标准化组织（ISO）方法（ISO 16212:2017《Cosmetics-Microbiology-Enumeration of yeast and mould》）和美国食品药品监督管理局《细菌学分析手册》（FDA BAM）方法（Chapter 23 Microbiological Methods for Cosmetics）。目前，国际相关标准在培养基、稀释液、中和剂、计数方式、培养温度、培养时间、方法适用性要求和菌数报告原则等方面均存在差异。
1. ISO 16212:2017《Cosmetics-Microbiology-Enumeration of yeast and mould》对计数方法的适用性提出了明确要求，规定检验方法应能消除样品中抑菌性成分的影响。该方法使用含中和剂的稀释液和培养基；可选用平板倾注法、平板涂布法和薄膜过滤法进行计数；培养条件为25±2.5℃，培养3～5 d；适宜计数范围为15～150CFU，并详细规定了不同情况下的数据处理方式和菌数计算公式；
2. FDA BAM Chapter 23 Microbiological Methods for Cosmetics中霉菌和酵母菌计数使用含中和剂的稀释液和培养基；规定使用平板涂布法进行计数；培养条件为30±2℃，培养5～7d；适宜计数范围为10～150CFU，但未规定不同情况下的数据处理方式和菌数计算公式。
六、实验室方法验证情况
起草单位综合参考中国食品药品检验研究院起草的《化妆品微生物检验方法验证指导原则》和GB 4789.45-2023《食品安全国家标准 微生物检验方法验证通则》，按照定量方法验证的参数要求，对修订后的方法开展了实验室内和实验室间方法验证。实验室内方法验证包含专属性、准确度和方法适用性验证，各参数的验证结果均符合要求。实验室间方法验证包含准确度和方法适用性验证，4家外部实验室各参数的验证结果均符合要求。
七、其他应予以说明的事项
本方法的体例主要参照《规范》的微生物检验方法，以规范和统一书写，方便化妆品检验领域相关检验人员的阅读和使用。
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