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화장품 관련 검사방법 제•개정 요약표
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해당 챕터
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4.9 트리클로카반
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4.11 살리실릭애씨드 등 5종 성분
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4 화장품의 방부제 검사방법
Determination of preservatives in cosmetics

본 부분은 화장품의 방부제 검사방법을 규정한다. 각 시험 대상 성분과 <화장품 안전기술규범 (2015년판)> 사용허용 방부제(제3장 표 4)의 대응 관계 및 이용한 검사방법에 관한 상세 내용은 표 1을 참조한다. 각 검사방법이 포함하는 시험 대상 성분에 관한 상세 내용은 표 2를 참조한다.
표 1 <화장품 안전기술규범(2015년판)> 사용허용 방부제와 검사방법 대조표
	<화장품 안전기술규범(2015년판)>
사용허용 방부제(제3장 표 4)
순번과 명칭
	시험 대상 성분
	검사방법

	1
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	4.1

	2
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	4.1

	3
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	4.7

	4
	알킬(C12-C22)트리메틸암모늄 브로마이드 또는 클로라이드
	도데실트라이메틸암모늄
	4.3

	5
	벤잘코늄클로라이드, 벤질도데실다이메틸암모늄 브로마이드물, 벤잘코늄사카리네이트
	벤잘코늄클로라이드 벤잘코늄클로라이드
	4.3

	
	
	미리스탈코늄클로라이드
	

	
	
	세탈코늄클로라이드
	

	6
	벤제토늄클로라이드
	벤제토늄클로라이드
	4.3

	7
	벤조익애씨드 및 그 염류와 에스터류
	벤조익애씨드
	4.1

	
	
	벤조익애씨드메틸
	4.2

	
	
	에틸벤조에이트
	4.1

	
	
	프로필벤조에이트
	4.1

	
	
	아이소프로필벤조에이트
	4.1

	
	
	페닐벤조에이트
	4.1

	
	
	부틸벤조에이트
	4.7

	
	
	아이소부틸벤조에이트
	4.7

	8
	벤질알코올
	벤질알코올
	4.1

	10
	브로모클로로펜
	브로모클로로펜
	4.2

	11
	클로르헥시딘 및 디글루코네이트 클로헥시딘다이아세테이트
	클로르헥시딘
	4.3

	12
	클로로부탄올
	클로로부탄올
	4.7

	13
	2-벤질-4-클로로페놀
	2-벤질-4-클로로페놀
	4.2

	14
	클로로자일레놀
	클로로자일레놀
	4.2

	15
	클로페네신
	클로페네신
	4.1

	16
	클림바졸
	클림바졸
	4.2

	17
	디하이드로아세틱애씨드 및 그 염류
	디하이드로아세틱애씨드
	4.1

	20
	다이클로로벤질알코올
	2,6-다이클로로벤질알코올
	4.2

	
	
	2,4-다이클로로벤질알코올
	

	21
	다이메틸옥사졸리딘
	다이메틸옥사졸리딘
	4.7

	24
	포믹애씨드 및 그 나트륨염
	포믹애씨드
	4.7

	25
	글루타르알데하이드
	글루타르알데하이드
	4.7

	26
	헥사미딘 및 그 염류(헥사미딘다이이세티오네이트와 헥사미딘파라하이드록시벤조에이트 포함)
	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트
	4.3

	27
	헥세티딘
	헥세티딘
	4.5

	30
	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	4.2

	31
	메틸아이소티아졸리논
	메틸아이소티아졸리논
	4.1

	32
	메틸클로로이소티아졸리논, 메틸아이소티아졸리논과 메칠이소치아졸리논과 마그네슘클로라이드 마그네슘나이트레이트의 혼합물
	메틸클로로이소티아졸리논
	4.1

	33
	o-사이멘-5-올
	o-사이멘-5-올
	4.2

	34
	o-페닐페놀 및 그 염류
	o-페닐페놀
	4.2

	35
	p-하이드록시벤조익애씨드 및 그 염류와 에스터류
	p-하이드록시벤조익애씨드
	4.1

	
	
	아이소부틸파라벤
	

	
	
	아이소프로필파라벤
	

	
	
	부틸파라벤
	

	
	
	메틸 4-하이드록시벤조에이트
	

	
	
	에틸파라벤
	

	
	
	프로필파라벤 
	

	
	
	페닐파라벤
	

	
	
	벤질파라벤
	

	
	
	펜틸파라벤
	

	36
	p-클로로-m-크레졸
	p-클로로-m-크레졸
	4.2

	37
	페녹시에탄올
	페녹시에탄올
	4.1

	38
	페녹시이소프로판올
	페녹시이소프로판올
	4.2

	39
	피록톤 및 피록톤 올아민
	피록톤 올아민
	4.2

	40
	폴리아미노프로필바이구아나이드
	폴리아미노프로필바이구아나이드
	4.4

	41
	프로피오닉애씨드 및 그 염류
	프로피오닉애씨드
	4.7

	42
	살리실릭애씨드 및 그 염류
	살리실릭애씨드
	4.2

	43
	페닐수은의 염류, 페닐머큐릭보레이트 포함
	페닐머큐릭보레이트
	4.6

	46
	소르빅애씨드 및 그 염류
	소르빅애씨드
	4.2

	47
	티메로살
	티메로살소듐
	4.2

	48
	트리클로카반
	트리클로카반
	4.2

	49
	트리클로산
	트리클로산
	4.2

	50
	언데세노익애씨드 및 그 염류
	언데세노익애씨드
	4.7

	51
	징크피리치온 
	징크피리치온
	4.2


표 2 검사방법에 포함된 시험 대상 성분 정보표
	순번
	검사방법 명칭
	시험 대상 성분

	4.1
	메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분
	메틸아이소티아졸리논

	
	
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올

	
	
	p-하이드록시벤조익애씨드

	
	
	메틸클로로이소티아졸리논

	
	
	벤질알코올

	
	
	페녹시에탄올

	
	
	벤조익애씨드

	
	
	메틸 4-하이드록시벤조에이트

	
	
	클로페네신

	
	
	디하이드로아세틱애씨드

	
	
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산

	
	
	에틸파라벤

	
	
	아이소프로필파라벤

	
	
	프로필파라벤

	
	
	페닐파라벤

	
	
	아이소부틸파라벤

	
	
	부틸파라벤

	
	
	벤질파라벤

	
	
	에틸벤조에이트

	
	
	펜틸파라벤

	
	
	아이소프로필벤조에이트

	
	
	프로필벤조에이트

	
	
	페닐벤조에이트

	4.2
	징크피리치온 등 19종 성분
	징크피리치온

	
	
	살리실릭애씨드

	
	
	소르빅애씨드

	
	
	페녹시이소프로판올

	
	
	2,6-다이클로로벤질알코올

	
	
	벤조익애씨드메틸

	
	
	아이오도프로피닐부틸카바메이트

	
	
	p-클로로-m-크레졸

	
	
	2,4-다이클로로벤질알코올

	
	
	o-페닐페놀

	
	
	o-사이멘-5-올

	
	
	클로로자일레놀

	
	
	클림바졸

	
	
	2-벤질-4-클로로페놀

	
	
	피록톤 올아민

	
	
	트리클로카반

	
	
	트리클로산

	
	
	브로모클로로펜

	
	
	티메로살소듐

	4.3
	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분
	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트

	
	
	클로르헥시딘

	
	
	도데실트라이메틸암모늄

	
	
	벤잘코늄클로라이드

	
	
	벤제토늄클로라이드

	
	
	미리스탈코늄클로라이드

	
	
	세탈코늄클로라이드

	4.4
	폴리아미노프로필바이구아나이드
	폴리아미노프로필바이구아나이드

	4.5
	헥세티딘
	헥세티딘

	4.6
	페닐머큐릭보레이트
	페닐머큐릭보레이트

	4.7
	포믹애씨드 등 9종 성분
	포믹애씨드

	
	
	프로피오닉애씨드

	
	
	클로로부탄올

	
	
	아이소부틸벤조에이트

	
	
	부틸벤조에이트

	
	
	언데세노익애씨드

	
	
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘

	
	
	다이메틸옥사졸리딘

	
	
	글루타르알데하이드


4.1 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분
Methylisothiazolinone and other 22 kinds of components

[bookmark: _Toc400804730]1. 범위
[bookmark: _Hlk216858028]본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류, 분말류, 왁스류 화장품의 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분 함량 측정에 적용한다.
본 방법의 23종 성분에 메틸아이소티아졸리논, 2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올, p-하이드록시벤조익애씨드, 메틸클로로이소티아졸리논, 벤질알코올, 페녹시에탄올, 벤조익애씨드, 메틸 4-하이드록시벤조에이트, 클로페네신, 디하이드로아세틱애씨드, 5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산, 에틸파라벤, 아이소프로필파라벤*, 프로필파라벤, 페닐파라벤*, 아이소부틸파라벤*, 부틸파라벤, 벤질파라벤*, 에틸벤조에이트, 펜틸파라벤*, 아이소프로필벤조에이트, 프로필벤조에이트, 페닐벤조에이트를 포함한다. 
주: *성분은 <화장품 안전기술규범(2015년판)> 사용허용 방부제 성분에 속하지 않는다.
[bookmark: _Toc400804731]2. 방법 개요
[bookmark: _Toc400804732]메틸알코올을 용매로 샘플 중 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분을 추출하고, 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리하여 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량하여 표준 곡선법으로 함량을 계산한다. 
본 방법 중 각 성분의 검출 한계, 정량 한계와 샘플 채취량이 1g일 때의 검출 농도, 최저 정량 농도는 표 1을 참조한다.
표 1 23종 성분의 검출 한계, 정량 한계, 검출 농도와 최저 정량 농도
	순번
	성분명칭
	검출 한계
(ng)
	정량 한계
(ng)
	검출농도
(μg/g)
	최저 정량 농도(μg/g)

	1
	메틸아이소티아졸리논
	0.20
	0.60
	0.20
	0.60

	2
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	5.0
	15
	5.0
	15

	3
	p-하이드록시벤조익애씨드
	0.70
	2.0
	0.70
	2.0

	4
	메틸클로로이소티아졸리논
	0.20
	0.60
	0.20
	0.60

	5
	벤질알코올
	10
	30
	10
	30

	6
	페녹시에탄올
	7.0
	20
	7.0
	20

	7
	벤조익애씨드
	1.7
	5.0
	1.7
	5.0

	8
	메틸 4-하이드록시벤조에이트
	0.40
	1.0
	0.40
	1.0

	9
	클로페네신
	1.0
	3.0
	1.0
	3.0

	10
	디하이드로아세틱애씨드
	1.0
	3.0
	1.0
	3.0

	11
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	8.0
	25
	8.0
	25

	12
	에틸파라벤
	0.80
	2.5
	0.80
	2.5

	13
	아이소프로필파라벤
	0.80
	2.5
	0.80
	2.5

	14
	프로필파라벤
	0.80
	2.5
	0.80
	2.5

	15
	페닐파라벤
	1.0
	3.0
	1.0
	3.0

	16
	아이소부틸파라벤
	1.0
	3.0
	1.0
	3.0

	17
	부틸파라벤
	1.0
	3.0
	1.0
	3.0

	18
	벤질파라벤
	1.0
	3.0
	1.0
	3.0

	19
	에틸벤조에이트
	2.0
	6.0
	2.0
	6.0

	20
	펜틸파라벤
	2.0
	6.0
	2.0
	6.0

	21
	아이소프로필벤조에이트
	2.0
	7.0
	2.0
	7.0

	22
	프로필벤조에이트
	2.0
	7.0
	2.0
	7.0

	23
	페닐벤조에이트
	2.7
	8.0
	2.7
	8.0



3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.3 다이메틸설폭사이드, 분석용 크로마토그래피 
3.4 포스포릭애씨드(85%, V/V), 분석용 시약
3.5 포스포릭애씨드 수용액: 포스포릭애씨드(3.4) 1.2mL에 물을 1000mL까지 더하고 고르게 혼합한다. 
3.6 혼합표준 저장용액: 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분의 표준품 적정량을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 동일한 메스플라스크에 넣는다. 먼저 다이메틸설폭사이드 2mL로 용해한 후 아세토나이트릴로 눈금까지 정용 하여 고르게 섞고 4℃ 냉장고에서 냉장 보관한다. 각 성분 농도는 표 2를 참조한다.
표 2 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분 혼합표준 저장용액 농도
	순번
	성분명칭
	혼합표준 저장용액 농도(g/L)

	1
	메틸아이소티아졸리논
	0.60

	2
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	15

	3
	p-하이드록시벤조익애씨드
	2.0

	4
	메틸클로로이소티아졸리논
	0.60

	5
	벤질알코올
	30

	6
	페녹시에탄올
	20

	7
	벤조익애씨드
	5.0

	8
	메틸 4-하이드록시벤조에이트
	1.0

	9
	클로페네신
	3.0

	10
	디하이드로아세틱애씨드
	3.0

	11
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	25

	12
	에틸파라벤
	2.5

	13
	아이소프로필파라벤
	2.5

	14
	프로필파라벤
	2.5

	15
	페닐파라벤
	3.0

	16
	아이소부틸파라벤
	3.0

	17
	부틸파라벤
	3.0

	18
	벤질파라벤
	3.0

	19
	에틸벤조에이트
	6.0

	20
	펜틸파라벤
	6.0

	21
	아이소프로필벤조에이트
	7.0

	22
	프로필벤조에이트
	7.0

	23
	페닐벤조에이트
	8.0



4. 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 혼합표준 계열용액 조제
혼합표준 저장용액(3.6) 적정량을 메틸알코올로 희석하여 혼합표준 계열용액을 얻는다. 각 성분 표준 계열용액 농도는 표 3을 참조한다. 혼합표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제해야 한다.
표 3 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분 표준 계열용액 농도
	성분명칭
	혼합표준 계열용액 농도(μg/mL)

	메틸아이소티아졸리논
	0.060
	0.3
	1.5
	7.5
	15
	30

	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	1.5
	7.5
	37.5
	187.5
	375
	750

	p-하이드록시벤조익애씨드
	0.20
	1.0
	5.0
	25
	50
	100

	메틸클로로이소티아졸리논
	0.060
	0.30
	1.5
	7.5
	15
	30

	벤질알코올
	3.0
	15
	75
	375
	750
	1500

	페녹시에탄올
	2.0
	10
	50
	250
	500
	1000

	벤조익애씨드
	0.50
	2.5
	12.5
	62.5
	125
	250

	메틸 4-하이드록시벤조에이트
	0.10
	0.50
	2.5
	12.5
	25
	50

	클로페네신
	0.30
	1.5
	7.5
	37.5
	75
	150

	디하이드로아세틱애씨드
	0.30
	1.5
	7.5
	37.5
	75
	150

	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	2.5
	12.5
	62.5
	312.5
	625
	1250

	에틸파라벤
	0.25
	1.25
	6.25
	31.25
	62.5
	125

	아이소프로필파라벤
	0.25
	1.25
	6.25
	31.25
	62.5
	125

	프로필파라벤
	0.25
	1.25
	6.25
	31.25
	62.5
	125

	페닐파라벤
	0.30
	1.5
	7.5
	37.5
	75
	150

	아이소부틸파라벤
	0.30
	1.5
	7.5
	37.5
	75
	150

	부틸파라벤
	0.30
	1.5
	7.5
	37.5
	75
	150

	벤질파라벤
	0.30
	1.5
	7.5
	37.5
	75
	150

	에틸벤조에이트
	0.60
	3.0
	15
	75
	150
	300

	펜틸파라벤
	0.60
	3.0
	15
	75
	150
	300

	아이소프로필벤조에이트
	0.70
	3.5
	17.5
	87.5
	175
	350

	프로필벤조에이트
	0.70
	3.5
	17.5
	87.5
	175
	350

	페닐벤조에이트
	0.80
	4.0
	20
	100
	200
	400


주: 실험실은 실제 상황에 따라 적합한 표준 계열용액 농도 범위를 조정할 수 있다.


5.2 샘플 처리
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확하게 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고 메틸알코올(3.1) 8mL를 더한 후 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출(작동 주파수 20～43KHz, 200W)하고 메틸알코올(3.1)로 10mL까지 정용하고 섞은 후 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액은 0.22μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험용액으로 한다. 분말류 샘플은 먼저 물 1mL를 더하고, 왁스 샘플은 테트라하이드로퓨란 1～2mL를 먼저 더해 샘플이 고르게 분산되도록 한 후 메틸알코올(3.1)을 더해 추출한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(5μm, 4.6×250mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 포스포릭애씨드 수용액(3.5), 용액B: 아세토나이트릴(3.2), 기울기 용출 프로그램은 표 4를 참조한다. 
표 4 이동상 기울기 용출 절차
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00
	90
	10

	5.00
	90
	10

	29.0
	50
	50

	41.0
	65
	35

	52.0
	35
	65

	57.0
	5
	95

	62.0
	90
	10

	67.0
	90
	10


유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 10μL
검출 파장: 메틸아이소티아졸리논, 메틸클로로이소티아졸리논, 페녹시에탄올, 디하이드로아세틱애씨드의 측정은 280nm를 이용하고, p-하이드록시벤조익애씨드, 벤질알코올, 메틸 4-하이드록시벤조에이트, 에틸파라벤, 아이소프로필파라벤, 프로필파라벤, 페닐파라벤, 아이소부틸파라벤, 부틸파라벤, 벤질파라벤, 펜틸파라벤의 측정은 254nm를 이용하며, 2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올, 벤조익애씨드, 클로페네신, 5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산, 에틸벤조에이트, 아이소프로필벤조에이트, 프로필벤조에이트, 페닐벤조에이트의 측정은 230nm를 이용한다. 디하이드로아세틱애씨드의 측정 역시 310nm를 선택할 수 있다.
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 혼합표준 계열용액 (5.1)을 취해 각각 샘플을 주입하여 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 작성한다.
“5.2” 항목의 시험용액을 주입하여 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼을 근거로 정성하여 피크 면적을 측정하여 구하고, 표준 곡선에 근거하여 시험용액 중 각 측정 성분의 농도를 구한 후 “6”에 따라 샘플 중 각 시험 대상 성분의 함량을 계산한다.
주: (1) p-하이드록시벤조익애씨드와 4-하이드록시벤조에이트의 머무름 시간은 일치하고 벤조익애씨드와 벤조에이트의 머무름 시간이 일치한다. 디하이드로아세틱애씨드와 디하이드로아세테이트의 머무름 시간이 일치하며, 측정 결과는 모두 산으로 계산한다. (2) 부틸파라벤과 아이소부틸파라벤은 이성질체고 아이소부틸파라벤과 벤질파라벤은 <화장품 안전기술규범(2015년판)> 사용허용 방부제 성분에 속하지 않는다. 샘플 중 아이소부틸파라벤 또는 벤질파라벤이 검출된 경우 부틸파라벤과의 분리도에 주의해야 하며, 공백선 분리(baseline separation)에 도달하지 못하면 피크 밸리 분할을 이용한 적분 방식을 권장한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율이 80.0%～115.0%이고, 상대 표준 편차는 9.7% 이하다. 기타 농도 회수율은 81.9%～114.6%이고, 상대 표준 편차는 9.5% 이하다.

7 크로마토그램
[image: ]
[image: ]
[image: ]
그림 1 표준용액 HPLC 참조 크로마토그램
(1. 메틸아이소티아졸리논, 2. 2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올, 3. p-하이드록시벤조익애씨드, 4. 메틸클로로이소티아졸리논, 5. 벤질알코올, 6. 페녹시에탄올, 7. 벤조익애씨드, 8. 메틸 4-하이드록시벤조에이트, 9. 클로페네신, 10. 디하이드로아세틱애씨드, 11. 5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산, 12. 에틸파라벤, 13. 아이소프로필파라벤, 14. 프로필파라벤, 15. 페닐파라벤, 16. 아이소부틸파라벤, 17. 부틸파라벤, 18. 벤질파라벤, 19. 에틸벤조에이트, 20. 펜틸파라벤, 21. 아이소프로필벤조에이트, 22. 프로필벤조에이트, 23. 페닐벤조에이트)



부록 A (규범성 부록)
메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분 정보
	순번
	표준품
	상대분자질량
	순도/%
	CAS
	분자식

	1
	메틸아이소티아졸리논
	115.06
	95.0
	2682-20-4
	C4H5NOS

	2
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	199.98
	98.0
	52-51-7
	C3H6BrNO4

	3
	p-하이드록시벤조익애씨드
	138.12
	99.0
	99-96-7
	C7H6O3

	4
	메틸클로로이소티아졸리논
	149.56
	99.0
	26172-55-4
	C4H4ClNOS

	5
	벤질알코올
	108.13
	100.0
	100-51-6
	C7H8O

	6
	페녹시에탄올
	138.16
	99.0
	122-99-6
	C8H10O2

	7
	벤조익애씨드
	122.1
	100.0
	65-85-0
	C6H5COOH

	8
	메틸 4-하이드록시벤조에이트
	152.15
	99.0
	99-76-3
	C8H8O3

	9
	클로페네신
	202.63
	98.0
	104-29-0
	C9H11ClO3

	10
	디하이드로아세틱애씨드
	168.15
	98.0
	520-45-6
	C8H8O4

	11
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	212
	98.0
	30007-47-7
	C4H6BrNO4

	12
	에틸파라벤
	166.2
	99.0
	120-47-8
	C9H10O3

	13
	아이소프로필파라벤
	180.2
	99.0
	4191-73-5
	C10H12O3

	14
	프로필파라벤
	180.2
	100.0
	94-13-3
	C10H12O3

	15
	페닐파라벤
	214.2
	99.0
	17696-62-7
	C13H10O3

	16
	아이소부틸파라벤
	194.2
	99.0
	4247-02-3
	C11H14O3

	17
	부틸파라벤
	194.2
	99.0
	94-26-8
	C11H14O3

	18
	벤질파라벤
	228.25
	98.0
	94-18-8
	C14H12O3

	19
	에틸벤조에이트
	150.17
	100.0
	93-89-0
	C9H10O2

	20
	펜틸파라벤
	208.25
	97.0
	6521-29-5
	C12H16O3

	21
	아이소프로필벤조에이트
	164.2
	99.0
	939-48-0
	C10H12O2

	22
	프로필벤조에이트
	164.2
	99.0
	2315-68-6
	C10H12O2

	23
	페닐벤조에이트
	198.22
	99.0
	93-99-2
	C13H10O2





부록 B (자료성 부록)
메틸아이소티아졸리논 등 23종 성분의 결과 확증
액체 크로마토그래피 방법 중 검출 결과에 불확실한 요소가 존재할 경우 액체 크로마토그래피-질량 분석 또는 가스 크로마토그래피-질량 분석을 이용해 확증할 수 있다. 동일한 시험 조건에서, 샘플에서 검출된 크로마토그래피 피크의 잔류 시간이 표준용액 중 대응 성분과 일치하고, 선택한 모니터링 이온쌍의 상대 존재비가 상당한 농도의 표준용액의 이온쌍 상대 존재비와의 편차가 표 1 규정 범위를 초과하지 않으면 샘플 중 해당하는 시험대상 성분이 존재하는 것으로 판단할 수 있다.
표 1 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대 이온 존재비(K)
	K＞50%
	50%≥K＞20%
	20%≥K＞10%
	K≤10%

	허용 최대 편차
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


B.1 액체 크로마토그래피-질량분석 확증
B.1.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(2.7μm, 4.6×100mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 5mmol/L 암모늄아세테이트-수용액, 용액B: 5mmol/L 암모늄아세테이트-메틸알코올 용액
표 2 양이온 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00 
	95
	5

	1.00 
	95
	5

	3.00 
	40
	60

	6.00 
	5
	95

	12.00 
	5
	95

	12.10 
	95
	5

	15.00 
	95
	5





표 3 음이온 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00 
	95
	5

	4.00 
	95
	5

	8.00 
	50
	50

	16.00 
	10
	90

	20.00 
	5
	95

	20.10 
	95
	5

	24.00 
	95
	5


유속: 0.45mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 2μL
B.1.2 참조 질량 분석 조건
이온원: 전기 분무 이온원 (ESI)
모니터링 모드: 양·음 이온 다중 반응 모니터링 모드. 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정은 표 4를 참조한다.
에어커튼 가스 유속: 10L/min
충돌 가스 유속: 12L/min
이온원 가스1 유속: 50L/min. 이온원 가스2 유속: 50L/min
이온원 가열 온도: 500℃
이온화 전압: -4500 V(음이온 모드), 5500 V(양이온 모드)
표 4 질량 분석 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정표
	순번
	성분명칭
	모이온
(m/z)
	생성 이온
(m/z)
	DP
(V)
	CE
(eV)
	모니터링모드

	1
	메틸아이소티아졸리논
	116
	100.9
	80
	26
	양이온

	
	
	
	84.9
	80
	32
	

	2
	메틸클로로이소티아졸리논
	150
	86.9
	90
	47
	

	
	
	
	58
	90
	31
	

	3
	2-브로모-2-나이트로프로판-1,3-디올
	170
	87.9
	100
	25
	음이온

	
	
	
	80.8
	100
	15
	

	4
	p-하이드록시벤조익애씨드
	136.7
	92.9
	100
	21
	

	
	
	
	65.1
	100
	40
	

	5
	아이소부틸파라벤*
	193
	92.1
	90
	30
	

	
	
	
	136.1
	90
	23
	

	6
	부틸파라벤* 
	193
	92
	90
	30
	

	
	
	
	136
	90
	23
	

	7
	아이소프로필파라벤*
	179.2
	92.1
	85
	27
	

	
	
	
	137
	85
	20
	

	8
	프로필파라벤*
	179.2
	92.1
	85
	27
	

	
	
	
	137
	85
	20
	

	9
	에틸파라벤
	165
	92
	83
	26
	

	
	
	
	137.2
	83
	19
	

	10
	메틸 4-하이드록시벤조에이트
	150.7
	92
	75
	24
	

	
	
	
	135.8
	75
	18
	

	11
	벤조익애씨드
	121
	120
	130
	30
	

	
	
	
	77
	130
	15
	

	12
	디하이드로아세틱애씨드
	166.6
	82.9
	38
	24
	

	
	
	
	123
	37
	14
	

	13
	벤질파라벤
	226.6
	135.7
	77
	20
	

	
	
	
	91.9
	78
	34
	

	14
	페닐파라벤
	213.4
	65
	64
	66
	

	
	
	
	93.1
	65
	50
	

	15
	펜틸파라벤
	207.1
	136
	100
	22
	

	
	
	
	92
	100
	41
	


주: *는 이성질체로 효과적으로 분리해야 한다. 여러 질량 분석 측정기기를 이용할 때 측정기기 파라미터에 차이가 존재할 수 있으므로 측정 전에 질량 분석 파라미터를 최적화해야 한다.
B.2 가스 크로마토그래피-질량 분석 확증
B.2.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: 6% 시아노프로필페닐- 94% 다이메틸폴리실록산(30m×250µm×1.4µm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
프로그램 승온: 초기 온도 40℃를 1분 동안 유지하다가 40℃/min로 80℃까지 올리고 20℃/min로 150℃까지 올린다. 15℃/min로 170℃까지 올린 후 1.7분 동안 유지한다. 10℃/min로 260℃까지 올리고 5분 동안 유지한다.
캐리어 가스: 헬륨가스, 순도 99.999% 이상, 유속: 1.0mL/min, 주입구 온도: 250℃, 주입 방식: 분할 주입, 분할비: 5:1, 주입량: 1μL
B.2.2 참조 질량 분석 조건
이온화 방식: 전자충격 이온원 (EI), 이온화 에너지: 70eV, 전송선 온도: 250℃, 이온원 온도: 230℃, 사중극자 온도: 150℃, 용매 지연 시간: 5분, 모니터링 방식: 선택 이온 모니터링(SIM). 각 성분의 참조 특성 이온은 표 5를 참조한다.
표 5 각 성분의 질량 분석 참조 특성 이온
	순번
	성분명칭
	특성이온(m/z)

	1
	벤질알코올
	108
	79
	107
	77

	2
	페녹시에탄올
	94
	138
	77
	107

	3
	클로페네신
	128
	130
	202
	

	4
	5-브로모-5-나이트로-1,3-디옥산
	135
	137
	107
	85

	5
	에틸벤조에이트
	105
	77
	122
	150

	6
	아이소프로필벤조에이트
	105
	77
	123
	164

	7
	프로필벤조에이트
	105
	164
	59
	77

	8
	페닐벤조에이트
	105
	77
	51
	198





4.2 징크피리치온 등 19종 성분
Zinc pyrithione and other 18 kinds of components

1. 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 징크피리치온 등 19종 성분 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류, 분말류, 왁스류 화장품의 징크피리치온 등 19종 성분 함량 측정에 적용한다.
본 방법의 19종 성분에 징크피리치온, 살리실릭애씨드, 소르빅애씨드, 페녹시이소프로판올, 2,6-다이클로로벤질알코올*, 벤조익애씨드메틸, 아이오도프로피닐부틸카바메이트, p-클로로-m-크레졸, 2,4-다이클로로벤질알코올, o-페닐페놀, o-사이멘-5-올, 클로로자일레놀, 클림바졸, 2-벤질-4-클로로페놀, 피록톤 올아민, 트리클로카반, 트리클로산, 브로모클로로펜, 티메로살소듐이 포함된다.
주: *성분은 <화장품 안전기술규범(2015년판)> 사용허용 방부제 성분에 속하지 않는다.
2. 방법 개요
샘플 추출 후 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리하고 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼을 이용해 정성하고 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법 중 각 성분의 검출 한계, 정량 한계, 샘플 채취량이 1g(징크피리치온 샘플 채취량은 0.5g)일 때의 검출 농도, 최저 정량 농도는 표 1을 참조한다.
표 1 19종 성분의 검출 한계, 정량 한계, 검출 농도와 최저 정량 농도
	순번
	성분 명칭
	검출 한계
(ng)
	정량 한계
(ng)
	검출 농도
(μg/g)
	최저 정량 농도
(μg/g)

	1
	징크피리치온
	6.0
	20
	60
	200

	2
	살리실릭애씨드
	3.0
	10
	3.0
	10

	3
	소르빅애씨드
	0.60
	2.0
	0.60
	2.0

	4
	페녹시이소프로판올
	0.60
	2.0
	0.60
	2.0

	5
	2,6-다이클로로벤질알코올
	6.0
	20
	6.0
	20

	6
	벤조익애씨드메틸
	1.2
	4.0
	1.2
	4.0

	7
	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	18
	60
	18
	60

	8
	p-클로로-m-크레졸
	1.5
	5.0
	1.5
	5.0

	9
	2,4-다이클로로벤질알코올
	6.0
	20
	6.0
	20

	10
	o-페닐페놀
	1.8
	6.0
	1.8
	6.0

	11
	o-사이멘-5-올
	1.8
	6.0
	1.8
	6.0

	12
	클로로자일레놀
	6.0
	20
	6.0
	20

	13
	클림바졸
	6.0
	20
	6.0
	20

	14
	2-벤질-4-클로로페놀
	1.8
	6.0
	1.8
	6.0

	15
	피록톤 올아민
	6.0
	20
	6.0
	20

	16
	트리클로카반
	0.60
	2.0
	0.60
	2.0

	17
	트리클로산
	1.8
	6.0
	1.8
	6.0

	18
	브로모클로로펜
	1.8
	6.0
	1.8
	6.0

	19
	티메로살소듐
	3.0
	10
	3.0
	10



3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.3 다이소듐하이드로젠포스페이트(NaH2PO4•2H2O), 분석용 시약
3.4 에틸렌디아민테트라아세틱애씨드(EDTA-2Na), 분석용 시약
3.5 트리에틸아민, 분석용 크로마토그래피
3.6 포스포릭애씨드(85%), 분석용 시약
3.7 다이메틸설폭사이드, 분석용 크로마토그래피
3.8 아세토나이트릴+메틸알코올(95+5): 아세토나이트릴(3.2) 95mL를 메틸알코올(3.1) 5mL를 더하고 고르게 혼합한다.
3.9 다이소듐하이드로젠포스페이트 용액(pH=3.80): 다이소듐하이드로젠포스페이트(3.3) 3.9g을 칭량하여 에틸렌디아민테트라아세틱애씨드(3.4) 0.186g을 500mL 비커에 넣은 다음 물을 더해 용해한 후 1000mL 메스플라스크로 옮긴다. 트리에틸아민(3.5) 2mL를 정확히 취하여 동일한 1000mL 메스플라스크로 옮긴 후 물로 눈금까지 정용 하여 고르게 혼합하면 다이소듐하이드로젠포스페이트 용액(0.5mmol/L EDTA-2Na 함유)을 얻는다. 포스포릭애씨드(3.6)로 pH를 3.80까지 조절한다.
3.10 혼합표준 저장용액: 티메로살소듐과 징크피리치온을 제외한 17종 성분 표준품 적정량(0.0001g까지 정확히 칭량)을 정밀하게 칭량하여 동일한 메스플라스크에 넣고 메틸알코올로 용해하고 눈금까지 정용 하여 고르게 섞으면 17종 성분의 혼합표준 저장용액을 얻는다. 각 성분 농도는 표 2를 참조한다.
표 2 살리실릭애씨드 등 17종 성분 표준 저장용액 농도
	순번
	중문명
	혼합표준 저장용액 농도
(g/L)

	1
	살리실릭애씨드
	3.0

	2
	소르빅애씨드
	0.60

	3
	페녹시이소프로판올
	0.60

	4
	2,6-다이클로로벤질알코올
	6.0

	5
	벤조익애씨드메틸
	1.2

	6
	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	18

	7
	p-클로로-m-크레졸
	1.5

	8
	2,4-다이클로로벤질알코올
	6.0

	9
	o-페닐페놀
	1.8

	10
	o-사이멘-5-올
	1.8

	11
	클로로자일레놀
	6.0

	12
	클림바졸
	6.0

	13
	2-벤질-4-클로로페놀
	1.8

	14
	피록톤 올아민
	6.0

	15
	트리클로카반
	0.60

	16
	트리클로산
	1.8

	17
	브로모클로로펜
	1.8


3.11 징크피리치온 단일표준 표준 저장용액: 징크피리치온 표준품 20mg을 정밀하게 칭량하여(0.0001g까지 정확히 칭량) 20mL 메스플라스크에 넣는다. 먼저 4mL 다이메틸설폭사이드(3.7) 4mL를 더해 용해한 후 메틸알코올로 눈금까지 정용하고 고르게 섞어 징크피리치온이 1g/L인 단일표준 표준 저장용액을 조제한다.
3.12 티메로살소듐 단일표준 표준 저장용액: 티메로살소듐 표준품 30mg을 정밀하게 칭량하여 (0.0001g까지 정확히 칭량) 10mL메스플라스크에 넣고 메틸알코올로 용해하고 눈금까지 정용 하여 고르게 섞어 티메로살소듐이 3g/L인 단일표준 표준 저장용액을 조제한다.
4. 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 표준 계열용액의 조제
혼합표준 저장용액(3010)과 징크피리치온 단일표준 표준 저장용액(3.11) 적정량을 메틸알코올(3.1)로 희석하여 18종 성분의 혼합표준 계열용액을 얻는다. 티메로살소듐 단일표준 표준 저장용액(3.12) 적정량을 메틸알코올(3.1)로 희석하여 티메로살소듐 단일표준 계열 용액을 얻는다. 각 성분 표준 계열용액 농도는 표 3을 참조한다. 표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제하고 즉시 측정한다.
표 3 징크피리치온 등 19종 성분 표준 계열용액 농도
	명칭
	혼합표준 계열용액 농도(μg/mL)

	징크피리치온
	2.0
	10
	50
	100
	200

	살리실릭애씨드
	1.0
	5.0
	25
	50
	100

	소르빅애씨드
	0.20
	1.0
	5.0
	10
	20

	페녹시이소프로판올
	0.20
	1.0
	5.0
	10
	20

	2,6-다이클로로벤질알코올
	2.0
	10
	50
	100
	200

	벤조익애씨드메틸
	0.40
	2.0
	10
	20
	40

	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	6.0
	30
	150
	300
	600

	p-클로로-m-크레졸
	0.50
	2.5
	12.5
	25
	50

	2,4-다이클로로벤질알코올
	2.0
	10
	50
	100
	200

	o-페닐페놀
	0.60
	3.0
	15
	30
	60

	o-사이멘-5-올
	0.60
	3.0
	15
	30
	60

	클로로자일레놀
	2.0
	10
	50
	100
	200

	클림바졸
	2.0
	10
	50
	100
	200

	2-벤질-4-클로로페놀
	0.60
	3.0
	15
	30
	60

	피록톤 올아민
	2.0
	10
	50
	100
	200

	트리클로카반
	0.20
	1.0
	5
	10
	20

	트리클로산
	0.60
	3.0
	15
	30
	60

	브로모클로로펜
	0.60
	3.0
	15
	30
	60

	티메로살소듐
	1.0
	5.0
	25
	50
	100


주: (1) 티메로살소듐은 살리실릭애씨드, 징크피리치온 등 물질과 킬레이트 작용을 발생시키므로 티메로살소듐은 표준 계열용액을 단독 배합해야 한다. (2) 실험실은 실제 상황에 따라 적합한 표준 계열용액 농도 범위를 조정할 수 있다.
5.2 샘플 처리
5.2.1 징크피리치온 외 18종 성분 측정
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확하게 취하여 50mL 마개가 있는 비색관에 넣는다. 메틸알코올(3.1) 8mL를 더하여 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한 후 20분 동안 초음파 추출한다(작동 주파수 20～43KHz, 200W). 메틸알코올(3.1)로 10mL까지 정용 하여 고르게 섞은 후 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험용액으로 한다. 분말류 샘플은 물 1mL를 먼저 더하고, 왁스 샘플은 테트라하이드로퓨란 1~2mL를 먼저 더해 샘플이 고르게 분산되도록 한 다음 메틸알코올을 넣어 추출한다.
5.2.2 징크피리치온 측정
샘플 0.5g을 0.001g까지 정확하게 칭량하여 50mL 마개가 있는 비색관에 넣는다. 아세토나이트릴+ 메틸알코올(95+5)(3.8) 40mL를 더하고 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출하고(작동 주파수 20~43KHz, 200W) 아세토나이트릴+메틸알코올(95+5)(3.8)로 50mL까지 정용 한 후 고르게 섞고 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험 샘플 용액으로 준비한다. 분말류는 칭량한 샘플에 물 1mL를 먼저 넣고 추출 용매를 넣어 초음파 추출한다.
주: (1) 살리실릭애씨드는 금속 이온과 쉽게 합성되므로 배합 중 티타늄디옥사이드 또는 산화철을 함유한 제품은 살리실릭애씨드 함량 측정 시 추출 용매 메틸알코올에 0.5mmol/L의 EDTA-2Na를 가할 것을 권장한다. (2) 살리실릭애씨드, 피록톤 올아민, 클림바졸을 비듬 제거제로 사용할 때 5.2.2를 이용해 샘플 용액을 조제할 수 있다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(5μm, 4.6×250mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 포스포릭애씨드 수용액(3.5), 용액B: 아세토나이트릴(3.2), 기울기 용출 프로그램은 표 4를 참조한다.
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(5μm, 4.6×250mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 다이소듐하이드로젠포스페이트 용액(pH=3.80)(3.9), 용액B: 메틸알코올 (3.1), 기울기 용출 프로그램은 표 4를 참조한다.
표 4 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.0
	80
	20

	5.0
	55
	45

	15.0
	55
	45

	32.0
	30
	70

	47.0
	15
	85

	54.0
	15
	85

	55.0
	55
	45

	60.0
	55
	45

	60.1
	80
	20

	65.0
	80
	20


유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 10μL
검출 파장: 징크피리치온, 살리실릭애씨드, 소르빅애씨드, 페녹시이소프로판올, o-사이멘-5-올, 클로로자일레놀, 트리클로카반, 트리클로산의 측정은 280nm를 이용한다. 2,6-다이클로로벤질알코올, 벤조익애씨드메틸, 아이오도프로피닐부틸카바메이트, p-클로로-m-크레졸, 2,4-다이클로로벤질알코올, o-페닐페놀, 클림바졸, 2-벤질-4-클로로페놀, 피록톤 올아민, 브로모클로로펜, 티메로살소듐의 측정은 230nm를 이용한다. 징크피리치온은 340nm를 이용해 측정할 수도 있다. 피록톤 올아민은 300nm를 이용해 측정할 수도 있다.
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 혼합표준 계열 용액(5.1)을 각각 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표로 하고 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 제작한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하여 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼에 따라 정성하여 피크 면적을 측정하여 구한다. 표준 곡선에 따라 시험용액 중 각 측정 성분의 농도를 구하고 “6”에 따라 샘플 중 각 시험 대상 성분의 함량을 계산한다.
주: (1) 고농도의 징크피리치온 표준용액은 저온일 때 쉽게 추출되므로 주입판 온도를 20℃ 이상으로 제어해야 한다. (2) 티메로살소듐은 2,6-다이클로로벤질알코올, 벤조익애씨드메틸 공백선과 분리해야 한다. (3) 페녹시이소프로판올과 페녹시프로판올은 이성질체로 두 물질을 효과적으로 분리해야 한다. (4) 살리실릭애씨드와 살리실레이트의 머무름 시간이 일치하고 소르빅애씨드와 소르베이트의 머무름 시간이 일치한다. 측정 결과는 모두 산으로 계산한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 징크피리치온 등 19종 성분의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 징크피리치온 등 19종 성분의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면 정량 한계 농도 부근 회수율은 80.1%～115.0%, 상대 표준 편차는 8.9% 이하다. 기타 농도 회수율은 81.6%～114.6%, 상대 표준 편차는 6.4% 이하다.


7 크로마토그램
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그림 1 표준용액 HPLC 참조 크로마토그램
(1. 징크피리치온, 2. 살리실릭애씨드, 3. 소르빅애씨드, 4. 페녹시이소프로판올, 5. 2,6-다이클로로벤질알코올, 6. 벤조익애씨드메틸, 7. 아이오도프로피닐부틸카바메이트, 8. p-클로로-m-크레졸, 9. 2,4-다이클로로벤질알코올, 10. o-페닐페놀, 11. o-사이멘-5-올, 12. 클로로자일레놀, 13. 클림바졸, 14. 2-벤질-4-클로로페놀, 15. 피록톤 올아민, 16. 트리클로카반, 17. 트리클로산, 18. 브로모클로로펜, 19. 티메로살소듐)
[image: ]
그림 2 페녹시이소프로판올 표준용액HPLC참조 크로마토그램
(a. 페녹시프로판올, b. 페녹시이소프로판올)

부록 A (규범성 부록)
징크피리치온 등 19종 성분 정보
	순번
	표준품
	상대분자질량
	순도/%
	CAS
	분자식

	1
	징크피리치온
	317.7
	96.0
	13463-41-7
	C10H8N2O2S2Zn

	2
	살리실릭애씨드
	138.12
	99.0
	69-72-7
	C7H6O3

	3
	소르빅애씨드
	112.13
	99.5
	110-44-1
	C6H8O2

	4
	페녹시이소프로판올
	152.19
	98.0
	770-35-4
	C9H12O2

	5
	2,6-다이클로로벤질알코올
	177.03
	99.0
	15258-73-8
	C7H6OCl2

	6
	벤조익애씨드메틸
	136.15
	99.5
	93-58-3
	C8H8O2

	7
	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	281.09
	97.0
	55406-53-6
	C8H12INO2

	8
	p-클로로-m-크레졸
	142.58
	99.0
	59-50-7
	C7H7ClO

	9
	2,4-다이클로로벤질알코올
	177.03
	99.0
	1777-82-8
	C7H6OCl2

	10
	o-페닐페놀
	170.21
	98.0
	90-43-7
	C12H10O

	11
	o-사이멘-5-올
	150.22
	99.0
	3228-02-2
	C10H14O

	12
	클로로자일레놀
	156.61
	99.0
	88-04-0
	C8H9ClO

	13
	클림바졸
	292.76
	98.0
	38083-17-9
	C15H17ClN2O2

	14
	2-벤질-4-클로로페놀
	218.68
	95.0
	120-32-1
	C13H11OCl

	15
	피록톤 올아민
	298.42
	97.0
	68890-66-4
	C16H30N2O3

	16
	트리클로카반
	315.58
	98.0
	101-20-2
	C13H9Cl3N2O

	17
	트리클로산
	289.54
	97.0
	3380-34-5
	C12H7Cl3O2

	18
	브로모클로로펜
	426.92
	95.0
	15435-29-7
	C13H8Br2Cl2O2

	19
	티메로살소듐
	404.81
	97.0
	54-64-8
	C9H9HgNaO2S





부록 B (자료성 부록)
클림바졸 등 17종 성분의 결과 확증
액체 크로마토그래피 방법 중 검출 결과에 불확실한 요소가 존재할 경우 액체 크로마토그래피-질량 분석법 또는 가스 크로마토그래피-질량 분석법을 이용해 확증할 수 있다. 동일한 시험 조건에서, 샘플에서 검출된 크로마토그래피 피크의 머무름 시간이 표준용액 중 대응 성분과 일치하고, 선택한 모니터링 이온쌍의 상대 존재비가 상당한 농도의 표준용액의 이온쌍 상대 존재비와의 편차가 표 1 규정 범위를 초과하지 않으면 샘플에 해당하는 시험대상 성분이 존재한다고 판단할 수 있다.
표 1 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대 이온 존재비(K)
	K＞50%
	50%≥K＞20%
	20%≥K＞10%
	K≤10%

	허용 최대 편차
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


B.1 액체 크로마토그래피-질량분석 확증
B.1.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(2.7μm, 4.6×100mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 5mmol/L 암모늄아세테이트-수용액, 용액B: 5mmol/L 암모늄아세테이트-메틸알코올 용액
표 2 양이온 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00 
	95
	5

	1.00 
	95
	5

	3.00 
	40
	60

	6.00 
	5
	95

	12.00 
	5
	95

	12.10 
	95
	5

	15.00 
	95
	5





표 3 음이온 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00 
	95
	5

	4.00 
	95
	5

	8.00 
	50
	50

	16.00 
	10
	90

	20.00 
	5
	95

	20.10 
	95
	5

	24.00 
	95
	5


유속: 0.45mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 2μL
B.1.2 참조 질량 분석 조건
이온원: 전기 분무 이온원(ESI)
모니터링 모드: 양·음 이온 다중 반응 모니터링 모드. 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정은 표 4를 참조한다.
에어커튼 가스 유속: 10L/min
충돌 가스 유속: 12L/min
이온원 가스1 유속: 50L/min. 이온원 가스2 유속: 50L/min
이온원 가열 온도: 500℃
이온화 전압: -4500V(음이온 모드), 5500V(양이온 모드)
표 4 질량 분석 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정표
	순번
	성분명칭
	모이온
(m/z)
	생성 이온
(m/z)
	DP
(V)
	CE
(eV)
	모니터링모드

	1
	클림바졸
	293
	197
	90
	22
	양이온

	
	
	
	69.1
	90
	27
	

	2
	아이오도프로피닐부틸카바메이트
	281.6
	165
	87
	19
	

	
	
	
	57.1
	87
	15
	

	3
	2,6-다이클로로벤질알코올*
	180.1
	163.2
	10
	10
	

	
	
	
	107
	16
	14
	

	4
	2,4-다이클로로벤질알코올*
	180.1
	163.1
	13
	10
	

	
	
	
	107
	22
	14
	

	5
	티메로살소듐
	405.2
	121.2
	12
	31
	

	
	
	
	105.2
	10
	24
	

	6
	o-페닐페놀
	169.1
	115.1
	100
	35
	음이온

	
	
	
	93
	100
	46
	

	7
	브로모클로로펜
	424.8
	207
	100
	34
	

	
	
	
	204.8
	100
	34
	

	8
	클로로자일레놀
	155.1
	118.8
	70
	16
	

	
	
	
	34.9
	70
	51
	

	9
	2-벤질-4-클로로페놀
	216.9
	181.2
	10
	38
	

	
	
	
	34.9
	30
	45
	

	10
	p-클로로-m-크레졸
	140.9
	35.2
	100
	35
	

	
	
	
	105.3
	100
	24
	

	11
	트리클로카반
	312.9
	159.8
	90
	19
	

	
	
	
	125.8
	90
	31
	

	12
	트리클로산
	289
	35.1
	80
	39
	

	
	
	
	35.1
	150
	38
	

	13
	살리실릭애씨드
	136.9
	92.9
	30
	20
	

	
	
	
	65
	30
	37
	

	14
	o-사이멘-5-올
	149
	133.2
	40
	22
	

	
	
	
	116.9
	40
	58
	


주: *는 이성질체로 효과적으로 분리해야 한다. 여러 질량 분석 측정기기를 이용할 때 측정기기 파라미터에 차이가 존재할 수 있으므로 측정 전에 질량 분석 파라미터를 최적화해야 한다.
B.2 가스 크로마토그래피-질량 분석 확증
B.2.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: 6% 시아노프로필페닐- 94% 다이메틸폴리실록산(30m×250µm×1.4µm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
프로그램 승온: 초기 온도 40℃를 1분 동안 유지하고 40℃/min로 80℃까지 올린다. 20℃/min로 150℃까지 올린 후 15℃/min로 170℃까지 올려 1.7분 동안 유지한다. 10 ℃/min로 260℃까지 올리고 5분 동안 유지한다.
캐리어 가스: 헬륨가스, 순도 99.999% 이상, 유속: 1.0mL/min, 주입구 온도: 250℃, 주입 방식: 분할 주입, 분할비: 5:1, 주입량: 1μL.
B.2.2 참조 질량 분석 조건
이온화 방식: 전자충격 이온원 (EI), 이온화 에너지: 70eV, 전송선 온도: 250℃, 이온원 온도: 230℃, 사중극자 온도: 150℃, 용매 지연 시간: 5분, 모니터링 방식: 선택 이온 모니터링(SIM). 각 성분의 참조 특성 이온은 표 5를 참조한다.
표 5 각 성분의 질량 분석 참조 특성 이온
	순번
	성분명칭
	특성이온(m/z)

	1
	페녹시이소프로판올
	94
	152
	108
	77

	2
	소르빅애씨드
	97
	112
	67
	

	3
	벤조익애씨드메틸
	105
	77
	136
	51





4.3 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분
Hexamidine Diisethionate and other 6 kinds of components

1. 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류, 분말류, 왁스류 화장품의 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분 함량 측정에 적용한다.
본 방법의 7종 성분에 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트, 클로르헥시딘, 도데실트라이메틸암모늄, 벤잘코늄클로라이드, 벤제토늄클로라이드, 미리스탈코늄클로라이드, 세탈코늄클로라이드가 포함된다.
2. 방법 개요
샘플을 추출 용매로 추출한 후 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리하고, 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법 중 각 성분의 검출 한계, 정량 한계와 샘플 채취량이 1g일 때의 검출 농도, 최저 정량 농도는 표 1을 참조한다.
표 1 7종 성분의 검출 한계, 정량 한계, 검출 농도와 최저 정량 농도
	순번
	성분 명칭
	검출 한계
(ng)
	정량 한계
(ng)
	검출 농도
(μg/g)
	최저 정량 농도
(μg/g)

	1
	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트
	10
	20
	10
	20

	2
	클로르헥시딘
	10
	30
	10
	30

	3
	도데실트라이메틸암모늄
	150
	400
	150
	400

	4
	벤잘코늄클로라이드
	40
	100
	40
	100

	5
	벤제토늄클로라이드
	40
	100
	40
	100

	6
	미리스탈코늄클로라이드
	40
	100
	40
	100

	7
	세탈코늄클로라이드
	40
	100
	40
	100



3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.3 포믹애씨드, 분석용 크로마토그래피
3.4 트리플루오로아세틱애씨드, 분석용 크로마토그래피
3.5 에틸렌디아민테트라아세틱애씨드 (EDTA-2Na), 분석용 시약
3.6 노말 헥산, 분석용 크로마토그래피
3.7 다이메틸설폭사이드, 분석용 크로마토그래피
3.8 트리플루오로아세틱애씨드 용액(0.1%): 트리플루오로아세틱애씨드(3.4) 1mL를 취하고, 에틸렌디아민테트라아세틱애씨드(3.5) 0.0067g을 정확히 칭량하여 물로 희석하고 1000mL까지 정용 한 후 고르게 섞는다.
3.9 다이메틸설폭사이드아세토니트릴 용액: 다이메틸설폭사이드(3.7) 20mL에 아세토나이트릴을 더한 후 100mL까지 정용하고 고르게 섞어서 구한다.
3.10 포믹애씨드 용액(1%): 포믹애씨드(3.3) 10mL를 물로 1000mL까지 정용하고 고르게 섞는다.
3.11 추출 용매: 1%의 포믹애씨드 용액(3.10) 500mL를 정확히 취하고 메틸알코올(3.1) 500mL를 정확히 더하여 잘 섞어서 얻는다.
3.12 혼합표준 저장용액: 7종 성분 표준품 적정량을 정밀하게 칭량하여(0.0001g까지 정확히 칭량) 메틸알코올로 용해하여 혼합표준 저장용액을 조제한다. 각 성분 농도는 표 2를 참조한다.


표 2 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분 혼합표준 저장용액 농도
	순번
	중문명
	혼합표준 저장용액 농도
(g/L)

	1
	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트
	0.40

	2
	클로르헥시딘
	0.60

	3
	도데실트라이메틸암모늄
	8.0

	4
	벤잘코늄클로라이드
	2.0

	5
	벤제토늄클로라이드
	2.0

	6
	미리스탈코늄클로라이드
	2.0

	7
	세탈코늄클로라이드
	2.0


4. 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 혼합표준 계열용액의 조제
혼합표준 저장용액(3.12)을 추출 용매(3.11)로 희석하여 혼합표준 계열용액을 얻는다. 각 성분 농도는 표 3을 참조한다. 혼합표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제한다.
표 3 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분 혼합표준 계열용액 농도
	명칭
	혼합표준 계열용액 농도(μg/mL)

	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트
	2.0
	5.0
	10
	20
	40
	80

	클로르헥시딘
	3.0
	7.5
	15
	30
	60
	120

	도데실트라이메틸암모늄
	40
	100
	200
	400
	800
	1600

	벤잘코늄클로라이드
	10
	25
	50
	100
	200
	400

	벤제토늄클로라이드
	10
	25
	50
	100
	200
	400

	미리스탈코늄클로라이드
	10
	25
	50
	100
	200
	400

	세탈코늄클로라이드
	10
	25
	50
	100
	200
	400


주: 실험실은 실제 상황에 따라 적합한 표준 계열용액 농도 범위를 조정할 수 있다.
5.2 샘플 처리
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확히 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고 추출 용매(3.11) 8mL를 더하여 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매(3.11)가 충분히 섞이도록 한다. 30분 동안 초음파 추출하고(작동 주파수20～43 KHz, 200W) 추출 용매(3.11)로 10mL까지 정용하고 고르게 섞는다. 노말 헥산(3.6) 2mL를 더하여 60초 동안 볼텍싱하여 10000 r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상층 노말 헥산층은 버리고 상층 용액을 0.22μm 여과막으로 여과하여 여과액을 시험용액으로 한다. 분말류 샘플은 물 1mL를 먼저 더하고 왁스는 테트라하이드로퓨란 1~2mL를 먼저 더해 샘플이 고르게 분산되도록 한 후 추출용매(3.11)를 더해 초음파 추출한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(5μm, 4.6×250mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 트리플루오로아세틱애씨드 용액(3.8), 용액B: 아세토나이트릴(3.2), 기울기 용출 프로그램은 표 4를 참조한다.
표 4 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00
	90
	10

	40.0
	10
	90

	43.0
	10
	90

	43.1
	90
	10

	48.0
	90
	10


유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 10μL
검출 파장: 210nm, 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트, 클로르헥시딘은 270nm를 이용할 수 있다.
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 혼합표준 계열 용액(5.1)을 각각 주입하여 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 제작한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하여 피크 면적을 측정하여 얻는다. 표준 곡선에 따라 시험용액 중 각 측정 성분의 농도를 구하고 “6”에 따라 샘플 중 각 측정 성분의 함량을 계산한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율은 84.7%～118.2%, 상대 표준 편차는 5.4% 이하다. 기타 농도 회수율은 83.3%～115.0%, 상대 표준 편차는 5.3% 이하다.
7 크로마토그램
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그림 1 표준용액 HPLC 참조 크로마토그램
(1. 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트, 2. 클로르헥시딘, 3. 도데실트라이메틸암모늄, 4. 벤잘코늄클로라이드, 5. 벤제토늄클로라이드, 6. 미리스탈코늄클로라이드, 7. 세탈코늄클로라이드)

부록 A (규범성 부록)
헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분 정보표
	순번
	표준품
	상대분자질량
	순도/%
	CAS
	분자식

	1
	헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트1
	606.71
	95
	659-40-5 
	C22H32N4O6S

	2
	살리실릭애씨드
	138.12
	99.0
	69-72-7
	C7H6O3

	3
	클로르헥시딘2
	505.45
	98
	55-56-1
	C22H30Cl2N10

	4
	도데실트라이메틸암모늄3
	308.34
	95
	1119-94-4
	C15H34N·Br

	5
	벤잘코늄클로라이드
	339.99
	95
	139-07-1
	C21H38N·Cl

	6
	벤제토늄클로라이드
	448.08
	97
	121-54-0
	C27H42ClNO2

	7
	미리스탈코늄클로라이드
	368.04
	95
	139-08-2
	C23H42N·Cl


주: (1) 헥사미딘은 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트, 헥사미딘파라하이드록시벤조에이트와 머무름 시간이 일치하여 측정 결과는 상대분자질량에 따라 환산해야 한다. (2) 클로르헥시딘은 클로르헥시딘 및 그 디글루코네이트, 클로헥시딘다이아세테이트과 머무름 시간이 일치하여 측정 결과는 모두 클로르헥시딘으로 계산한다. (3) 샘플에 도데실트리 메틸클로라이드암모늄이 있는 경우, 측정 결과는 상대분자질량에 따라 환산해야 한다.


부록 B (자료성 부록)
헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트 등 7종 성분의 결과 확증
고성능 액체 크로마토그래피 방법 중 검출 결과에 불확실한 요소가 존재할 경우 액체 크로마토그래피-질량 분석법을 이용해 확증할 수 있다. 동일한 시험 조건에서, 샘플에서 검출된 크로마토그래피 피크의 머무름 시간이 표준용액 중 대응 성분과 일치하고, 선택한 모니터링 이온쌍의 상대 존재비가 상당한 농도 표준용액의 이온쌍 상대 존재비와의 편차가 표 1 규정 범위를 초과하지 않으면 샘플 중 해당하는 시험대상 성분이 존재한다고 판단할 수 있다.
표 1 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대 이온 존재비(K)
	K＞50%
	50%≥K＞20%
	20%≥K＞10%
	K≤10%

	허용 최대 편차
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


B.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(2.7μm, 4.6×100mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: ① 헥사미딘과 클로르헥시딘 측정: 용액A: 0.1% 트리플루오로아세틱애씨드 수용액, 용액B: 아세토나이트릴
② 기타 5종 성분 측정: 용액A: 5mmol/L 암모늄아세테이트-수용액, 용액B: 5mmol/L 암모늄아세테이트-메틸알코올 용액
표 2 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00 
	95
	5

	1.00 
	95
	5

	3.00 
	40
	60

	6.00 
	5
	95

	12.00 
	5
	95

	12.10 
	95
	5

	15.00 
	95
	5


유속: 0.45mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 2μL


B.2 참조 질량 분석 조건
이온원: 전기 분무 이온원 (ESI)
모니터링 모드: 양이온 다중 반응 모니터링 모드. 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정은 표 3을 참조한다.
에어커튼 가스 유속: 10L/min
충돌 가스 유속: 12L/min
이온원 가스1 유속: 50L/min, 이온원 가스2 유속: 50L/min
이온원 가열 온도: 500℃
이온화 전압: 5500V
표 3 질량 분석 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정표
	순번
	성분명칭
	모이온
(m/z)
	생성 이온
(m/z)
	DP
(V)
	CE
(eV)

	1
	벤잘코늄클로라이드
	248
	90.9
	80
	48

	
	
	
	156.1
	80
	25

	2
	벤제토늄클로라이드
	412.4
	320
	110
	37

	
	
	
	91.1
	110
	75

	3
	미리스탈코늄클로라이드
	332
	91.1
	100
	59

	
	
	
	240.2
	100
	30

	4
	세탈코늄클로라이드
	360
	91
	100
	63

	
	
	
	58.1
	100
	63

	5
	헥사미딘*
	355.2
	120.2
	100
	55

	
	
	
	137.2
	100
	40

	6
	클로르헥시딘
	505.3
	336.4
	100
	27

	
	
	
	170.1
	100
	51

	7
	도데실트라이메틸암모늄
	228.3
	60.2
	100
	27

	
	
	
	57.2
	100
	38


주: 헥사미딘은 헥사미딘(2-하이드록시에탄설포닉애씨드) 다이이세티오네이트의 유리 상태(free state)다. 여러 질량 분석 측정기기를 이용할 때 측정기기 파라미터에 차이가 존재할 수 있으므로 측정 전에 질량 분석 파라미터를 최적화해야 한다.


4.4 폴리아미노프로필바이구아나이드
Poly (aminopropylbiguanide)

1. 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 폴리아미노프로필바이구아나이드 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류, 분말류, 왁스류 화장품의 폴리아미노프로필바이구아나이드 함량 측정에 적용한다.
2. 방법 개요
혼합 용매로 화장품의 폴리아미노프로필바이구아나이드를 추출하고 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리한 후 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량 한 후 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법에서 폴리아미노프로필바이구아나이드의 검출 한계는 30ng, 정량 한계는 100ng이고, 샘플 채취량이 1g일 때 폴리아미노프로필바이구아나이드 검출 농도는 15μg/g, 최저 정량 농도는 50μg/g이다.
3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.3 글레이셔아세틱애씨드, 분석용 크로마토그래피
3.4 포스포릭애씨드(85%), 분석용 시약
3.5 암모늄아세테이트, 분석용 크로마토그래피
3.6 다이암모늄하이드로젠포스페이트, 분석용 시약
3.7 노말 헥산, 분석용 시약
3.8 0.02mol/L 암모늄아세테이트(pH=4.8): 암모늄아세테이트(3.5) 1.54g을 칭량하고, 물을 1000mL까지 더해 고르게 혼합한다. 글레이셔아세틱애씨드(3.3)로 pH=4.8로 조절한다.
3.9 0.1mol/L 다이암모늄하이드로젠포스페이트수용액(pH=2.45): 다이암모늄하이드로젠포스페이트(3.6) 11.5g을 칭량하고 물을 1000mL까지 더한 후 포스포릭애씨드(3.4)로 pH 2.45까지 조절하고 고르게 섞는다.
3.10 추출 용매: 0.1mol/L 다이암모늄하이드로젠포스페이트 수용액(pH=2.45) (3.9) 900mL를 정확히 취하여 아세토나이트릴(3.2) 100mL를 더한 후 고르게 섞는다.
3.11 표준품: 폴리아미노프로필바이구아나이드, 순도 95% 이상.
3.12 표준 저장용액 (ρ=25 g/L): 폴리아미노프로필바이구아나이드 표준품 500mg을 0.0001g까지 정확하게 칭량하여 20mL 메스플라스크에 넣는다. 추출 용매(3.10)로 용해하고 눈금까지 정용 하여 잘 섞는다.
4. 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 표준 계열용액 조제
표준 저장용액(3.12) 적정량을 추출 용매(3.10)로 희석하여 5μg/mL, 10μg/mL, 50μg/mL, 100μg/mL, 500μg/mL, 1000μg/mL의 계열농도 표준용액을 구한다. 표준용액은 사용하기 직전에 조제한다.
5.2 샘플 처리
샘플1.0g을 0.001g까지 정확히 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고 추출 용매(3.10) 8mL를 더하여 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매(3.10)가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출하고(작동 주파수 20~43KHz, 200W) 추출 용매(3.10)로 10mL까지 정용 하여 고르게 섞는다. 노말 헥산(3.7) 2mL를 가하여 30초 동안 섞고 볼텍싱하고 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 노말 헥산(3.7)층은 버리고 아래층 용액을 0.22μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험용액으로 한다. 분말류 샘플은 물 1mL를 먼저 더하고, 왁스 샘플은 테트라하이드로퓨란 1~2mL를 먼저 더하여 샘플이 고르게 분산되도록 한 후 추출 용매(3.10)를 더해 추출한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(5μm, 4.6×250mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 0.02mol/L 암모늄아세테이트(pH=4.8) (3.8), 용액B: 메틸알코올(3.1), 등용매 용출(A+B=60+40)
유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 20μL
검출 파장: 236nm
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 표준 계열용액(5.1)을 각각 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 작성한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하여 피크 면적을 측정하여 얻는다. 표준 곡선에 따라 시험용액 중 각 측정 성분의 농도를 구하고 “6”에 따라 샘플 중 각 측정 성분의 함량을 계산한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼을 근거로 정성하여 피크 면적을 측정하여 구하고, 표준 곡선에 근거하여 시험용액 중 폴리아미노프로필바이구아나이드의 농도를 구한 후 “6”에 따라 샘플 중 폴리아미노프로필바이구아나이드의 함량을 계산한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 폴리아미노프로필바이구아나이드의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 폴리아미노프로필바이구아나이드의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율은 84.7%～118.2%, 상대 표준 편차는 5.4% 이하다. 기타 농도 회수율은 83.3%～115.0%, 상대 표준 편차는 5.3% 이하다.
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율은 85.8%～112.8%, 상대 표준 편차는 4.4% 이하다. 기타 농도 회수율은 90.0%～112.1%, 상대 표준 편차는 3.6% 이하다.
7 크로마토그램
[image: ]
그림 1 폴리아미노프로필바이구아나이드 표준용액 HPLC참조 크로마토그램
(1. 폴리아미노프로필바이구아나이드)

부록 A (규범성 부록)
폴리아미노프로필바이구아나이드 표준품 정보표
	표준품
	순도/%
	CAS
	분자식

	폴리아미노프로필바이구아나이드
	95.0
	133029-32-0
	(C5H11N5)x





4.5 헥세티딘
Hexetidine

1. 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 헥세티딘의 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류, 분말류, 왁스류 화장품의 헥세티딘 함량 측정에 적용한다.
2. 방법 개요
메틸알코올을 용매로 하여 화장품의 헥세티딘을 추출하고, 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리하고, 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법에서 헥세티딘에 대한 검출 한계가 30ng, 정량 한계가 100ng, 샘플 채취량이 1g일 때, 헥세티딘의 검출 농도는 30μg/g, 최저 정량 농도는 100μg/g이다.
3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.3 포스포릭애씨드(85%), 분석용 시약
3.4 다이암모늄하이드로젠포스페이트, 분석용 크로마토그래피
3.5 0.02mol/L 다이암모늄하이드로젠포스페이트(pH=7.0): 다이암모늄하이드로젠포스페이트 (3.4) 2.64g을 칭량하여 물을 1000mL까지 더하고 충분히 섞는다. 포스포릭애씨드(3.3)로 pH=7.0까지 조절한다.
3.6 표준품: 헥세티딘, 순도 95% 이상
3.7 표준 저장용액(ρ=25g/L): 헥세티딘 표준품 500mg을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 20 mL 메스플라스크에 넣고 메틸알코올(3.1)로 용해한 후 눈금까지 정용 하여 고르게 섞는다.
4. 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 표준 계열용액의 조제
표준 저장용액(3.7) 적정량을 메틸알코올(3.1)로 희석하여 10μg/mL, 50μg/mL, 100μg/mL, 500μg/mL, 1000μg/mL의 표준 계열용액을 구한다. 표준용액은 사용하기 직전에 조제한다.
5.2 샘플 처리
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확하게 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고 메틸알코올(3.1) 8mL를 더해 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 메틸알코올(3.1)이 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출(작동 주파수 20~43KHz, 200W)하고 메틸알코올로(3.1) 10mL까지 정용 한 후 고르게 섞는다. 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험용액으로 한다. 분말류 샘플은 물 1mL를 먼저 더하고, 왁스류 샘플은 테트라하이드로퓨란 1~2mL를 먼저 더하여 샘플이 고르게 분산되도록 한 후 메틸알코올(3.1)을 더해 추출한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: CN(시아노)컬럼(5μm, 4.6×250mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 0.02mol/L 다이암모늄하이드로젠포스페이트(pH=7.0)(3.5), 용액B: 아세토나이트릴 용액(3.2), 등용매 용출(A+B=30+70)
유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 10μL
검출 파장: 215nm
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 표준 계열 용액(5.1)을 각각 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 작성한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼을 근거로 정성하여 피크 면적을 측정하여 구하고, 표준 곡선에 근거하여 시험용액 중 헥세티딘의 농도를 구한 후 “6”에 따라 샘플 중 헥세티딘의 함량을 계산한다.
6 분석 결과의 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 헥세티딘의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 헥세티딘의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율은 88.8%～113.0%, 상대 표준 편차는 3.6% 이하다. 기타 농도 회수율은 86.0%～103.0%, 상대 표준 편차는 3.5 이하다.


7 크로마토그램
[image: ]
그림 1 헥세티딘 표준용액 HPLC참조 크로마토그램
(1. 헥사티딘)

부록 A (규범성 부록)
표준품 정보표
	표준품
	상대분자질량
	순도/%
	CAS
	분자식

	헥세티딘
	339.60
	95.0
	141-94-6
	C21H45N3





부록 B (자료성 부록)
헥세티딘의 결과 확증
고성능 액체 크로마토그래피 방법 중 검출 결과에 불확실한 요소가 존재할 경우 액체 크로마토그래피-질량 분석법을 이용해 확증할 수 있다. 동일한 시험 조건에서, 샘플에서 검출된 크로마토그래피 피크의 머무름 시간이 표준용액 중 대응 성분과 일치하고, 선택한 모니터링 이온쌍의 상대 존재비가 상당한 농도 표준용액의 이온쌍 상대 존재비와의 편차가 표 1 규정 범위를 초과하지 않으면 샘플 중 해당하는 시험대상 성분이 존재한다고 판단할 수 있다.
표 1 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대 이온 존재비(K)
	K＞50%
	50%≥K＞20%
	20%≥K＞10%
	K≤10%

	허용 최대 편차
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


B.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(2.7μm, 4.6×100mm), 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 5mmol/L 암모늄아세테이트-수용액, 용액B: 5mmol/L 암모늄아세테이트-메틸알코올 용액
표 2 기울기 용출 프로그램
	시간(min)
	A(%)
	B(%)

	0.00 
	95
	5

	1.00 
	95
	5

	3.00 
	40
	60

	6.00 
	5
	95

	12.00 
	5
	95

	12.10 
	95
	5

	15.00 
	95
	5


유속: 0.45mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 2μL


B.2 참조 질량 분석 조건
이온원: 전기 분무 이온원 (ESI+)
모니터링 모드: 다중 반응 모니터링 모드. 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정은 표 3을 참조한다.
에어커튼 가스 유속: 10L/min
충돌 가스 유속: 12L/min
이온원 가스1 유속: 50L/min, 이온원 가스2 유속: 50L/min
이온원 가열 온도: 500℃
이온화 전압: 5500V
표 3 질량 분석 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정표
	성분명칭
	모이온
(m/z)
	생성 이온
(m/z)
	DP (V)
	CE (eV)

	헥세티딘
	341.3
	156.1
	90
	27

	
	
	168.3
	90
	32

	
	
	200.2
	90
	24


주: 여러 질량 분석 측정기기를 이용할 때 측정기기 파라미터에 차이가 존재할 수 있으므로 측정 전에 질량 분석 파라미터를 최적화해야 한다.


4.6 페닐머큐릭보레이트
Phenylmercury borate

1. 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 페닐머큐릭보레이트의 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류, 분말류, 왁스류 화장품의 페닐머큐릭보레이트 함량 측정에 적용한다.
2. 방법 개요
메틸알코올을 용매로 화장품의 페닐머큐릭보레이트를 추출하고, 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리하고 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법에서 페닐머큐릭보레이트에 대한 검출 한계가 0.15ng, 정량 한계가 0.5ng이고, 추출량이 1g일 때 페닐머큐릭보레이트의 검출 농도는 0.03μg/g, 최저 정량 농도는 0.1μg/g이다.
3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.3 다이메틸설폭사이드, 분석용 크로마토그래피
3.4 표준품: 페닐머큐릭보레이트, 순도 95% 이상
3.5 표준 저장용액(ρ=1g/L): 페닐머큐릭보레이트 표준품 20mg을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 20mL 메스플라스크에 넣고 다이메틸설폭사이드(3.3) 2mL를 더한 후 아세토나이트릴(3.2)로 용해하고 눈금까지 정용 하여 고르게 섞는다.
4. 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 표준 계열용액의 조제
표준 저장용액(3.5) 적정량을 메틸알코올(3.1)로 희석하여 0.1μg/mL, 0.5μg/mL, 1μg/mL, 2μg/mL, 5μg/mL, 10μg/mL의 표준 계열용액을 얻는다. 표준용액은 사용하기 직전에 조제한다.
5.2 샘플 처리
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확히 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣는다. 메틸알코올(3.1) 8mL를 더하고 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출(작동 주파수 20~43KHz, 200W)한 후 메틸알코올(3.1)로 10mL까지 정용 하여 고르게 섞는다. 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험용액으로 한다. 분말류 샘플은 물 1mL를 먼저 더하고, 왁스류 샘플은 테트라하이드로퓨란 1~2mL를 먼저 더하여 샘플이 고르게 분산되도록 한 후 메틸알코올(3.1)을 더해 추출한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: HILIC 크로마토그래피 컬럼(5μm, 4.6×100mm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 0.02mol/L 다이암모늄하이드로젠포스페이트(pH=7.0)(3.5), 용액B: 아세토나이트릴 용액(3.2), 등용매 용출(A+B=30+70)
이동상: 용액A: 물, B: 아세토나이트릴(3.2), 등용매 용출(A+B=15+85)
유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 5μL
검출 파장: 220nm
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 표준 계열용액(5.1)을 각각 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 작성한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하고 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼을 근거로 정성하여 피크 면적을 측정하여 구하고, 표준 곡선에 근거하여 시험용액 중 페닐머큐릭보레이트의 농도를 구한 후 “6”에 따라 샘플 중 페닐머큐릭보레이트의 함량을 계산한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 페닐머큐릭보레이트의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 페닐머큐릭보레이트의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율은 85.2%～114.8%, 상대 표준 편차는 4.9% 이하다. 기타 농도 회수율은 85.9%～111.2%, 상대 표준 편차는 4.1% 이하다.
7 크로마토그램
[image: ]
그림 1 페닐머큐릭보레이트 표준용액 HPLC참조 크로마토그램
(1. 페닐머큐릭보레이트)

부록 A (규범성 부록)
페닐머큐릭보레이트 정보표
	표준품
	상대분자질량
	순도/%
	CAS
	분자식

	페닐머큐릭보레이트
	434.58
	95.0
	102-98-7
	C6H7BHgO3





부록 B (자료성 부록)
페닐머큐릭보레이트의 액체 크로마토그래피-유도 결합 플라즈마 질량 분석 확증
액체 크로마토그래피 방법 중 검출 결과에 불확실한 요소가 존재하는 경우 액체 크로마토그래피-유도 결합 플라즈마 질량 분석법으로 확증할 수 있다.
B.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: HILIC크로마토그래피 컬럼 (5μm, 4.6×100mm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 용액A: 물, B: 아세토나이트릴(3.2), 등용매 용출(A+B=15+85)
유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 20μL
B.2 참조 유도 결합 플라즈마 질량 분석 조건
표준용액으로 측정기기 각 지표를 조정하여 측정기기 정밀도, 산화물, 이중 전하, 분해능 등 지표가 요건에 도달하도록 한다.
주파수 출력: 1550W, 캐리어 가스: 0.6L/min, 보조가스 유량: 0.25mL/min, 반응 가스: 아르곤-산소 혼합 가스 (V(Ar): V(O2)=4:1), 반응 가스 비율: 20%, 샘플 채집 모드: 시간 적분, 모드: 충돌 반응 모드, 검출 원소 질량수: B(11), Hg(202)


4.7 포믹애씨드 등 9종 성분
Formic acid and other 8 kinds of components

1. 범위
본 방법은 가스 크로마토그래피를 이용해 측정한 화장품의 포믹애씨드 등 9종 성분 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 젤류, 오일류 화장품의 포믹애씨드 등 9종 성분 함량 측정에 적용한다.
본 방법의 9종 성분에 포믹애씨드, 프로피오닉애씨드, 클로로부탄올, 아이소부틸벤조에이트, 부틸벤조에이트, 언데세노익애씨드, 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘, 다이메틸옥사졸리딘, 글루타르알데하이드가 포함된다.
2. 방법 개요
샘플 추출 후 가스 크로마토그래피기로 분리하고 불꽃 이온화 검출기로 검출한다. 머무름 시간에 따라 정성하고 피크 면적으로 정량 한 후 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법 중 각 성분의 검출 한계, 정량 한계, 추출량이 1g일 때의 검출 농도, 최저 정량 농도는 표 1을 참조한다.
표 1 포믹애씨드 등 9종 성분의 검출 한계, 정량 한계, 검출 농도, 최저 정량 농도
	순번
	성분명칭
	검출 한계
(ng)
	정량 한계
(ng)
	검출농도
(μg/g)
	최저 정량 농도(μg/g)

	1
	포믹애씨드
	4.0
	12
	40
	120

	2
	프로피오닉애씨드
	2.0
	6.0
	20
	60

	3
	클로로부탄올
	2.0
	6.0
	20
	60

	4
	아이소부틸벤조에이트
	2.0
	6.0
	20
	60

	5
	부틸벤조에이트
	1.0
	3.0
	10
	30

	6
	언데세노익애씨드
	2.0
	6.0
	20
	60

	7
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	2.0
	6.0
	20
	60

	8
	다이메틸옥사졸리딘
	5.0
	15
	50
	150

	9
	글루타르알데하이드
	5.0
	15
	50
	150



3. 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 시약은 모두 분석용 시약 또는 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세톤, 분석용 크로마토그래피
3.3 트리클로로아세틱애씨드, 분석용 시약
3.4 에틸렌디아민테트라아세틱애씨드(EDTA-2Na), 분석용 시약
3.5 트리클로로아세틱애씨드 혼합액: 트리클로로아세틱애씨드(3.3) 37.50g과 에틸렌디아민테트라아세틱애씨드(3.4) 0.50g을 칭량하여 물을 더해 500mL까지 용해한다.
3.6 메틸알코올-트리클로로아세틱애씨드 혼합액: 메틸알코올(3.1) 20mL를 트리클로로아세틱애씨드 혼합 용액(3.5)으로 100mL까지 희석한다.
3.7 6종 성분 혼합표준 저장용액: 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘, 다이메틸옥사졸리딘, 글루타르알데하이드를 제외한 6종 성분 표준품 적정량을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 10mL 메스플라스크에 넣고 메틸알코올(3.1)로 용해하고 눈금까지 정용 하여 6종 성분 혼합표준 저장용액을 조제한다. 각 성분 농도는 표 2를 참조한다.
3.8 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준 저장용액: 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준품 적정량을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 10mL 메스플라스크에 넣고 메틸알코올(3.1)로 용해하고 눈금까지 정용 하여 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준 저장용액을 조제한다. 농도는 표 2를 참조한다.
3.9 다이메틸옥사졸리딘 표준 저장용액: 다이메틸옥사졸리딘 표준품 적정량을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 10mL 메스플라스크에 넣고 메틸알코올(3.1)로 용해하고 눈금까지 정용 하여 다이메틸옥사졸리딘 표준 저장용액을 조제한다. 농도는 표 2를 참조한다.
3.10 글루타르알데하이드 표준 저장용액: 글루타르알데하이드 표준품 적정량을 0.0001g까지 정확히 칭량하여 10mL 메스플라스크에 넣고 메틸알코올(3.1)로 용해하고 눈금까지 정용 하여 글루타르알데하이드 표준 저장용액을 조제한다. 농도는 표 2를 참조한다.


표 2 포믹애씨드 등 9종 성분 표준 저장용액 농도
	성분명칭
	포믹애씨드
	프로피오닉애씨드
	클로로부탄올
	아이소부틸벤조에이트
	부틸벤조에이트
	언데세노익애씨드
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	다이메틸옥사졸리딘
	글루타르알데하이드

	표준용액농도
(g/L)
	4.0
	2.0
	2.0
	2.0
	1.0
	2.0
	2.0
	5.0
	5.0


4. 측정기기와 장비
4.1 가스 크로마토그래피기, 불꽃 이온화 검출기(FID)
4.2 초음파 세척기
4.3 0.22µm 여과막
4.4 원심 분리기
4.5 볼텍스 믹서
4.6 저울
5. 분석 절차
5.1 혼합표준 계열용액 조제
5.1.1 포믹애씨드 등 6종 성분 혼합표준 계열용액의 조제
6종 성분 혼합표준 저장용액(3.7) 적정량을 메틸알코올(3.1)로 희석하여 혼합표준 계열용액을 조제한다. 각 성분 표준 계열용액 농도는 표 3을 참조한다. 혼합표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제해야 한다.
5.1.2 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준 계열용액의 조제
7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준 저장용액(3.8) 적정량을 아세톤(3.2)으로 희석하여 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준 계열용액을 조제한다. 표준 계열용액 농도는 표 3을 참조한다. 표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제해야 한다.
5.1.3 다이메틸옥사졸리딘 표준 계열용액의 조제
다이메틸옥사졸리딘 표준 저장용액(3.9) 적정량을 메틸알코올(3.1)로 희석하여 다이메틸옥사졸리딘 표준 계열용액을 조제한다. 표준 계열용액 농도는 표 3을 참조한다. 표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제해야 한다.
5.1.4 글루타르알데하이드 표준 계열용액의 조제
글루타르알데하이드 표준 저장용액(3.10) 적정량을 메틸알코올-트리클로로아세틱애씨드(3.6)로 희석하여 글루타르알데하이드 표준 계열용액을 조제한다. 표준 계열용액 농도는 표 3을 참조한다. 표준 계열용액은 사용하기 직전에 조제해야 한다.
표 3 포믹애씨드 등 9종 성분 표준 계열용액 농도
	명칭
	혼합표준 계열용액 농도(μg/mL)

	포믹애씨드
	12
	20
	100
	200
	400

	프로피오닉애씨드
	6.0
	10
	50
	100
	200

	클로로부탄올
	6.0
	10
	50
	100
	200

	아이소부틸벤조에이트
	6.0
	10
	50
	100
	200

	부틸벤조에이트
	3.0
	5.0
	25
	50
	100

	언데세노익애씨드
	6.0
	10
	50
	100
	200

	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	6.0
	10
	50
	100
	200

	다이메틸옥사졸리딘
	15
	25
	125
	250
	500

	글루타르알데하이드
	15
	25
	125
	250
	500


주: 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘은 아세톤으로 용해해야 한다. 다이메틸옥사졸리딘, 글루타르알데하이드 및 기타 성분 혼합저장용액은 혼합 시 안정적으로 존재할 수 없으므로 표준 계열용액을 단독으로 조제해야 한다.
5.2 샘플 처리
5.2.1 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘, 글루타르알데하이드를 제외한 7종 성분의 측정
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확히 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고, 메틸알코올(3.1) 8mL를 더해 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출(작동 주파수 20～43KHz, 200W)하고 메틸알코올(3.1)로 10mL까지 정용 하여 고르게 섞는다. 10000r/min로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하여 여과액을 시험용액으로 한다.
주: 다이메틸옥사졸리딘은 오일류 화장품만 측정한다.
5.2.2 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘의 측정
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확히 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고 아세톤(3.2) 8mL를 더해 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출하고(작동 주파수 20～43KHz, 200W) 아세톤(3.2)으로 10mL까지 정용 한 후 고르게 섞는다. 10000r/min으로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하여 여과액을 시험용액으로 한다.

5.2.3 글루타르알데하이드의 측정
샘플 1.0g을 0.001g까지 정확히 칭량하여 마개가 있는 비색관에 넣고 메틸알코올-트리클로로아세틱애씨드 혼합액(3.6) 8mL를 더하고 30초 동안 볼텍싱하여 시험 샘플과 추출 용매가 충분히 섞이도록 한다. 20분 동안 초음파 추출한 후(작동 주파수 20～43KHz, 200W) 메틸알코올-트리클로로아세틱애씨드 혼합액(3.6)으로 10mL까지 정용하고 고르게 섞는다. 10000r/min으로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액을 0.22μm 여과막으로 여과하여 여과액을 시험용액으로 한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: HP-FFAP(30m×0.25mm×0.25μm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
컬럼 온도 프로그램: 초기 온도 40℃를 1분 동안 유지하고 50℃/min의 속도로 100℃까지 승온하여 1분 동안 유지한다. 다시 5℃/min의 속도로 200℃까지 승온하여 3분 동안 유지한다. 50℃/min의 속도로 240℃까지 승온하여 15분동안 유지한다. 실제 상황에 따라 계단식 승온 프로그램을 조정할 수 있다.
주입구 온도: 220℃
검출기 온도: 250℃
캐리어 가스: N2
유속: 1.0mL/min
수소 가스 유량: 30mL/min
공기 유량: 300mL/min
보조 기체 질소 유량: 25mL/min
주입 방식: 분할 주입, 분할비 5:1
주입량: 1μL
5.4 측정
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 혼합표준 계열 용액(5.1)을 각각 주입하고 크로마토그램을 기록한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표로 하고, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 9종 성분 표준 곡선을 작성한다.
“5.3” 참조 크로마토그래피 조건에서 샘플 유형에 따라 “5.2”의 시험대상 샘플 용액을 선택해 주입하고 크로마토그램을 기록한다. 머무름 시간으로 정성하고 피크 면적을 측정하여 구한 다음 표준 곡선에 따라 시험 용액 중 각 측정 성분의 농도를 구하고 “6”에 따라 샘플 중 각 측정 성분의 함량을 계산한다.
주: 포믹애씨드와 소듐포메이트, 프로피오닉애씨드와 프로피오네이트, 언데세노익애씨드와 언데세노에이트의 머무름 시간은 일치하며 측정 결과는 모두 산으로 계산한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——샘플 중 포믹애씨드 등 9종 성분의 함량, μg/g
ρ——시험 샘플 용액 중 포믹애씨드 등 9종 성분의 농도, μg/mL
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우 1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
다수 실험실 검증에 따르면, 정량 한계 농도 부근 회수율은 82.0%～111.9%이고, 상대 표준 편차는 8.7% 이하다. 기타 농도 회수율은 91.1%～114.6%이고 상대 표준 편차는 8.3% 이하다.
7 크로마토그램
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그림 1 포믹애씨드 등 6종 성분 표준용액 참조 크로마토그램
(1. 포믹애씨드, 2. 프로피오닉애씨드, 3. 클로로부탄올, 4. 아이소부틸벤조에이트, 5. 부틸벤조에이트, 6. 언데세노익애씨드)
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그림 2 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘 표준용액 참조 크로마토그램
(1. 7-에틸바이사이클로옥사졸리딘)
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그림 3 다이메틸옥사졸리딘 표준용액 참조 크로마토그램
(1. 다이메틸옥사졸리딘)
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그림 4 글루타르알데하이드 표준용액 참조 크로마토그램
(1. 글루타르알데하이드)


부록 A (규범성 부록)
포믹애씨드 등 9종 성분 정보표
	순번
	표준품
	상대분자질량
	순도/%
	CAS
	분자식

	1
	포믹애씨드
	46.03
	98.5
	64-18-6
	CH2O2

	2
	프로피오닉애씨드
	74.08
	98
	79-09-4
	C3H6O2

	3
	클로로부탄올
	109
	98
	6001-64-5
	C4H7Cl3O

	4
	아이소부틸벤조에이트
	178.23
	99.8
	120-50-3
	C11H14O2

	5
	부틸벤조에이트
	178.23
	98
	136-60-7
	C11H14O2

	6
	언데세노익애씨드
	184.28
	98
	112-38-9
	C11H20O2

	7
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	143.18
	98.4
	7747-35-5
	C7H13NO2

	8
	다이메틸옥사졸리딘
	101.147
	95
	51200-87-4
	C5H11NO

	9
	글루타르알데하이드
	100.12
	50
	111-30-8
	C5H8O2






부록 B (자료성 부록)
가스 크로마토그래피-질량 분석 결과 확증
가스 크로마토그래피 방법 중 검출 결과에 불확실한 요소가 존재할 경우 가스 크로마토그래피-질량 분석법으로 확증할 수 있다. 동일한 시험 조건에서, 샘플에서 검출된 크로마토그래피 피크의 머무름 시간이 표준용액 중 대응 성분과 일치하고, 선택한 모니터링 이온쌍의 상대 존재비가 상당한 농도 표준용액의 이온쌍 상대 존재비와의 편차가 표 1규정 범위를 초과하지 않으면 샘플 중 해당하는 시험 성분이 존재한다고 판단할 수 있다.
표 1 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대 이온 존재비(K)
	K＞50%
	50%≥K＞20%
	20%≥K＞10%
	K≤10%

	허용 최대 편차
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%


B.1 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: 6% 시아노프로필페닐 -94% 다이메틸폴리실록산(30m×250µm×1.4µm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
승온 프로그램: 초기 온도 40℃를 1분 동안 유지하고, 40℃/min로 80℃까지 승온한다. 20℃/min로 150℃까지 승온한 후 15℃/min로 170℃로 승온하여 1.7분 동안 유지한다. 10℃/min로 260℃까지 승온하고 5분 동안 유지한다.
캐리어 가스: 헬륨 가스, 순도 99.999% 이상, 유속: 1.0mL/min, 주입구 온도: 250℃, 주입 방식: 분할 주입, 분할비: 5:1, 주입량: 1μL
B.2 참조 질량 분석 조건
이온화 방식: 전자충격 이온원(EI), 이온화 에너지: 70eV, 전송선 온도: 250℃, 이온원 온도: 230℃, 사중극자 온도: 150℃, 용매 지연 시간: 5분, 모니터링 방식: 선택 이온 모니터링(SIM). 각 성분의 참조 특성 이온은 표 2를 참조한다.


표 2 각 성분의 질량 분석 참조 특성 이온
	순번
	성분명칭
	특성이온(m/z)

	1
	포믹애씨드
	46
	45
	29
	

	2
	클로로부탄올
	59
	125
	77
	161

	3
	언데세노익애씨드
	55
	69
	83
	96

	4
	7-에틸바이사이클로옥사졸리딘
	113
	114
	143
	83

	5
	다이메틸옥사졸리딘
	71
	86
	58
	100

	6
	글루타르알데하이드
	82
	72
	57
	

	7
	프로피오닉애씨드
	73
	57
	45
	

	8
	아이소부틸벤조에이트
	105
	77
	56
	

	9
	부틸벤조에이트
	105
	77
	56
	






별첨 3
화장품의 보릭애씨드와 보레이트 검사방법
Determination of boric acid and borate in cosmetics

1 범위
본 방법은 이온 크로마토그래피 방법으로 측정한 화장품의 보릭애씨드와 보레이트의 함량을 규정한다.
본 방법은 액제류, 크림류, 유액류, 분말류, 젤류 등 화장품의 보릭애씨드와 보레이트 함량 측정에 적용한다.
2 방법 개요
샘플 처리 후 이온 크로마토그래피 시스템을 이용해 분석하고 보릭애씨드와 만니톨이 결합하여 생성한 1가 착화합물의 전기 응답값을 측정하고, 머무름 시간에 따라 정성하고 전기 응답값 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
샘플 1.0g을 취할 때 본 방법의 보릭애씨드에 대한 검출 농도는 0.005%, 최저 정량 농도는 0.02%다.
3 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 그 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 보릭애씨드 표준물질(분자식: H3BO3), 순도 99% 이상
3.2 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.3 무수 소듐카보네이트, 분석용 시약
3.4 하이드로클로릭애씨드, 특급 시약
3.5 메탄설포닉애씨드, 분석용 크로마토그래피
3.6 만니톨, 분석용 시약
3.7 테트라메틸암모늄하이드록사이드, 분석용 시약
3.8 메틸알코올 용액: 메틸알코올(3.2) 900mL에 물 100mL를 더하고 고르게 섞는다.
3.9 소듐카보네이트 용액: 무수 소듐카보네이트(3.3) 1g을 칭량하고 물 100mL를 더하여 용해한다.
3.10 하이드로클로릭애씨드 용액: 하이드로클로릭애씨드(3.4) 100mL에 물 900mL를 더하고 고르게 섞는다.
3.11 보릭애씨드 표준 저장용액: 보릭애씨드 표준 물질(3.1) 20mg을 정밀하게 칭량하여(0.0001g까지 정확하게 칭량) 20mL 플라스틱 메스플라스크에 넣고 물로 용해하고 눈금까지 정용 하여 농도가 1mg/mL인 보릭애씨드 표준 저장 용액을 조제한다.
4 측정기기와 장비
4.1 이온 크로마토그래피기, 화학 억제형 전도 검출기
4.2 저울
4.3 원심 분리기
4.4 볼텍스 믹서
4.5 미세공 여과막(0.45μm, 수상)
4.6 RP컬럼(충진물은 폴리스티렌/다이비닐벤젠 고분자물질, 1cc)
4.7 고온로
4.8 Ag컬럼(Ag충진물은 Ag형 강산성 양이온 교환수지, 1cc)
4.9 H컬럼(충진물은 H형 강산성 양이온 교환수지, 1cc)
5 분석 절차
5.1 표준 계열용액의 조제
보릭애씨드 표준 저장용액(3.11) 적정량을 정밀하게 취하여 물을 이용해 농도 2.0μg/mL, 5.0μg/mL, 20μg/mL, 50μg/mL, 100μg/mL, 200μg/mL 표준 계열용액으로 희석한다.
5.2 샘플 처리
5.2.1 보릭애씨드와 가용성 보레이트
5.2.1.1 분말류: 샘플 1.0g을 칭량하여 (0.0001g까지 정확히 칭량) 100mL 플라스틱 마개가 있는 비색관에 넣고 물 50mL를 가한 후 밀폐하고 1분 동안 볼텍싱한다. 물로 100mL까지 정용하고 고르게 섞은 후 10000rpm으로 5분 동안 원심 분리하고 상청액을 0.45μm 미세공 여과막(4.5)으로 여과하여 1차 여과액을 버리고 2차 여과액을 시험 용액으로 한다.
5.2.1.2 액제류, 크림류, 유액류, 젤류: 샘플 1.0g을 칭량하여(0.0001g까지 정확히 칭량) 10mL 플라스틱 마개가 있는 비색관에 넣고 메틸알코올 용액(3.8) 7mL를 가하여 1분 동안 볼텍싱 처리한다. 메틸알코올 용액(3.8)으로 10mL까지 정용하고 고르게 섞은 후 10000rpm으로 5분 동안 원심 분리한다. 상청액 1mL를 10mL의 플라스틱 메스플라스크에 넣고 물로 눈금까지 희석한 후 고르게 섞는다. RP 컬럼(4.6)을 통해 처음 3mL 유출액을 버리고 후속 유출액을 수집해 시험용액으로 한다.
RP 컬럼(4.6)사용 전에 순차대로 10mL의 메틸알코올, 10mL의 물을 이용해 활성화하고 20분 동안 정치한 후 사용해야 한다.
5.2.2 보릭애씨드와 보레이트 총량
샘플 1.0g을 칭량하여(0.0001g까지 정확히 칭량) 30mL의 자기 증발접시에 넣고, 소듐카보네이트 용액(3.9) 10mL를 가하여 수조에 넣고 증발하여 건조시킨다. 그 후 전기로로 옮겨 탄화한 후 고온로로 옮겨 500℃에서 5시간 동안 회화한다. 냉각 후 회분에 하이드로클로릭애씨드 용액(3.10) 20mL를 더해 용해시킨 후 100mL 플라스틱 메스플라스크로 옮겨 물로 눈금까지 정용하고 고르게 섞는다. 순서대로 Ag 컬럼(4.8), H 컬럼(4.9)을 통과시키고 처음 유출액 3mL은 버리고 후속 유출액을 수집해 시험용액으로 한다.
Ag 컬럼(4.8), H 컬럼(4.9) 사용 전에 물 10mL로 활성화하고 20분 동안 정치한 후 사용한다.
5.3 크로마토그래피 참조 조건
크로마토그래피 컬럼: IonPac ICE Borate(9mm×250mm) 이온 배제 분석 컬럼 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
억제기: 배제형 음이온 미세막 억제기(ACRS-ICE 500 9mm) 또는 등가 억제기
용출액: 3mmol/L 메탄설포닉애씨드(3.5) +60mmol/L 만니톨(3.6)
화학억제 재생액: 25mmol/L 테트라메틸암모늄하이드록사이드(3.7) +15mmol/L 만니톨(3.6)
용출액 유속: 1.0mL/min
재생액 유속: 1.0mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 25µL
검출기: 화학 억제형 전도 검출기
5.4 측정
“5.3” 크로마토그래피 조건에서, “5.1”의 보릭애씨드 표준 계열 용액을 각각 주입하고 이온 크로마토그래피 분석을 실시한다. 표준 계열용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 작성한다.
“5.2”의 시험용액을 주입하여 머무름 시간에 따라 정성하고 피크 면적을 측정하여 구한다. 표준 곡선에 근거하여 시험용액 중 보릭애씨드의 농도를 구한다. “6”에 따라 샘플 중 보릭애씨드의 함량을 측정한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산
6.1.1 보릭애씨드와 가용성 보레이트(보릭애씨드로 계산)

보릭애씨드

식에서: (보릭애씨드, H3BO3)——샘플 중 보릭애씨드와 가용성 보레이트(보릭애씨드로 계산)의 함량, %
m——샘플 채취량, g
——표준 곡선에 대입하여 계산한 샘플 중 보릭애씨드와 가용성 보레이트(보릭애씨드로 계산)의 질량 농도, μg/mL
100——부피, mL
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.1.2 보릭애씨드와 보레이트 총량(보릭애씨드로 계산)

보릭애씨드

식에서: (보릭애씨드, H3BO3)——샘플 중 보릭애씨드와 보레이트 총량(보릭애씨드로 계산)의 함량, %
m——샘플 채취량, g
——표준 곡선에 대입하여 계산한 샘플 중 보릭애씨드와 보레이트 총량(보릭애씨드로 계산)의 질량 농도, μg/mL
100——부피, mL
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
회수율은 85%～115%, 상대 표준 편차는 10%(n=6) 미만이다.


7 크로마토그램
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그림 1 보릭애씨드(H3BO3) 표준용액 크로마토그램
(1. 보릭애씨드)



부록 A (규범성 부록)
보릭애씨드 표준물질 기본 정보표
	표준물질
	영문명칭
	상대분자질량
	CAS
	분자식

	보릭애씨드
	boric acid
	61.8
	10043-35-3
	H3BO3





부록 B (자료성 부록)
보릭애씨드의 결과 확증
이온 크로마토그래피-유도 결합 플라즈마 질량 분석법을 이용해 확증한다.
B.1 유도 결합 플라즈마 질량 분석 참조 조건
표준용액을 이용해 측정기기 각 항목 지표를 조정하여 측정기기 정밀도, 산화물, 이중 전하, 분해능 등 지표가 요건에 도달하도록 한다.
주파수 출력: 1550w
플라즈마 아르곤 가스 유속: 14L/min
무화기 아르곤 가스 유속: 0.8mL/min
샘플 추출 깊이: 5mm
무화기: Barbinton
무화실 온도: 2.7℃
샘플 추출콘과 절단콘 유형: 니켈 콘
모드: 일반 모드
검출 원소 질량 수: B(11)
B.2 표준용액
“5.1”의 보릭애씨드(H3BO3) 준용액을 물로 0.5µg/mL까지 희석한다.
B.3 샘플 처리
“5.2”의 시험용액을 물을 이용해 용액의 보릭애씨드(H3BO3)농도가 약 0.5µg/mL이 될 때까지 희석한다.
B.4 정성
산(H3BO3) 표준용액(B.2) 및 샘플 용액(B.3)을 분석한다. 동일 시험 조건에서 샘플 중 표준용액 중 머무름 시간과 일치하는 크로마토그래피 피크가 나타나면 샘플 중 보릭애씨드가 존재한다고 판단할 수 있다.
B.5 검출 농도
샘플 1.0g을 취할 때 본 방법의 보릭애씨드에 대한 검출 농도는 0.00005%다.
B.6 크로마토그램
[image: ]보릭애씨드

보릭애씨드 표준용액의 이온 크로마토그래피-유도 결합 플라즈마 질량 분석도



별첨 4
화장품의 p-페닐렌디아민 등 32 종 성분 검사방법
Determination of p-Phenylenediamine and other 32 kinds of components in cosmetics

1 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 p-페닐렌디아민 등 32종 성분 함량을 규정한다.
본 방법은 염모류 화장품의 p-페닐렌디아민 등 32종 성분 함량 측정에 적용한다.
화장품의 염료 성분은 설페이트, 하이드로클로라이드 등 다양한 형식으로 존재한다. 여러 형식이 동시에 존재할 경우 그 중의 한 형식으로 표시해야 한다.
본 방법의 32종 성분은 염료로 p-페닐렌디아민, p-아미노페놀, 2,5-디아미노톨루엔설페이트, m-아미노페놀, O-페닐렌디아민, 2-클로로p-페닐렌디아민설페이트, 0-아미노페놀, 레조시놀, 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민, 3,4-디아미노톨루엔, 4-아미노-2-하이드록시톨루엔, 2-메틸레조시놀, 6-아미노-m-크레솔, 페닐메틸피라졸론, N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드, 4-아미노-3-나이트로페놀, M-페닐렌다이아민, 하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올, 하이드로퀴논, 4-아미노-m-크레솔, 2-아미노-3-하이드록시피리딘, N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트, 4-(메틸아미노)페놀 설페이트, p-나이트로-o-페닐렌디아민, 2,6-디아미노피리딘, N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트, 6-하이드록시인돌, 4-클로로레조르시놀, 2,7-디하이드록시나프탈렌, N-페닐p-페닐렌디아민, 1,5-디히드록시나프탈렌, 1-나프톨이 포함된다.
32종 성분이 동일 액상 조건에서 분리되지 않고 일부 성분에 간섭 상황이 존재하면 5.4의 참조 액상 조건2 중의 분리 크로마토그램은 부록 A를 참조한다.
샘플이 상호 간섭하는 성분을 동시에 함유하는 등 32종 이외의 기타 염모 성분이 본 방법의 검사를 간섭하는 경우, 이동상 을 조정해 간섭을 배제하거나 질량 분석 확증을 통해 확증해야 한다. 5.4의 참조 크로마토그래피 조건2(1그룹 이동상과 2그룹 이동상으로 나눔) 중 32종 이외의 기타 염모 성분의 간섭 상황은 다음과 같다. 2-아미노-4-하이드록시에틸아미노아니솔설페이트와 페닐메틸피라졸론(R14), 하이드록시벤조모르폴린과 페닐메틸피라졸론(R14)은 1그룹 이동상 조건과 2그룹 이동상 조건에서 모두 간섭이 있다. 비스-2,6-N,N-(2-하이드록시에틸)디아미노톨루엔과 4-아미노-3-나이트로페놀(R16), 하이드록시에틸-3,4 메틸렌디옥시아닐린하이드로클로라이드와 4-클로로레조르시놀(R28), 4-하이드록시프로필아미노-3-나이트로페놀과 4-클로로레조르시놀(R28), 5-아미노-6-클로로-오르토크레졸과 6-하이드록시인돌 (R27), 5-아미노-6-클로로-오르토크레졸과 1,5-디히드록시나프탈렌(R31) 은 1그룹 이동상 조건에서 간섭이 있고, 2그룹 이동상 조건에서 간섭을 배제할 수 있다. 비스-2,6-N,N-(2-하이드록시에틸)디아미노톨루엔과 6-아미노-m-크레솔(R13)은 2그룹 이동상 조건에서 간섭이 있고, 1그룹 이동상 조건에서 간섭을 배제할 수 있다.
2 방법 개요
샘플 추출 후 고성능 액체 크로마토그래피기로 분리하고 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
본 방법의 p-페닐렌디아민 등 32종 성분에 대한 검출 한계, 정량 한계 및 샘플 채취량이 0.5g일 때의 검출 농도 및 최저 정량 농도는 표 1을 참조한다.
표 1 32종 성분의 검출 한계, 검출 농도, 정량 한계, 최저 정량 농도
	순번
	성분 명칭
	검출한계/ 
µg
	검출농도/ 
(µg/g)
	정량 한계/ 
µg
	최저정량농도/ (µg/g)

	1
	p-페닐렌디아민
	1.210-2
	48
	3.510-2
	140

	2
	4-아미노페놀
	6.510-3
	26
	2.010-2
	80

	3
	2,5-디아미노톨루엔설페이트
	2.010-2
	80
	6.010-2
	240

	4
	m-아미노페놀
	6.510-3
	26
	2.010-2
	80

	5
	O-페닐렌디아민
	8.010-3
	32
	2.510-2
	100

	6
	2-클로로p-페닐렌디아민설페이트
	1.510-2
	60
	5.010-2
	200

	7
	2-아미노페놀
	6.510-3
	26
	2.010-2
	80

	8
	레조시놀
	8.010-3
	32
	2.510-2
	100

	9
	2-나이트로-1,4-페닐렌디아민
	5.010-3
	20
	1.510-2
	60

	10
	3,4-디아미노톨루엔
	8.010-3
	32
	2.510-2
	100

	11
	4-아미노-2-하이드록시톨루엔
	6.510-3
	26
	2.010-2
	80

	12
	2-메틸레조시놀
	1.310-2
	52
	4.010-2
	160

	13
	6-아미노-m-크레솔
	1.010-2
	40
	3.010-2
	120

	14
	페닐메틸피라졸론
	2.010-2
	80
	6.010-2
	240

	15
	N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드
	2.010-2
	80
	6.010-2
	240

	16
	4-아미노-3-나이트로페놀
	6.510-3
	26
	2.010-2
	80

	17
	M-페닐렌다이아민
	8.010-3
	32
	2.510-2
	100

	18
	하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올
	8.010-3
	32
	2.510-2
	100

	19
	하이드로퀴논
	3.010-3
	12
	1.010-2
	40

	20
	4-아미노-m-크레솔
	8.010-3
	32
	2.510-2
	100

	21
	2-아미노-3-하이드록시피리딘
	1.310-2
	52
	4.010-2
	160

	22
	N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트
	2.510-2
	100
	7.510-2
	300

	23
	4-(메틸아미노)페놀 설페이트
	1.010-2
	40
	3.010-2
	120

	24
	p-나이트로-o-페닐렌디아민
	1.510-2
	60
	5.010-2
	200

	25
	2,6-디아미노피리딘
	1.510-2
	60
	5.010-2
	200

	26
	N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트
	2.510-2
	100
	7.510-2
	300

	27
	6-하이드록시인돌
	3.010-3
	12
	1.010-2
	40

	28
	4-클로로레조르시놀
	5.010-3
	20
	1.510-2
	60

	29
	2,7-디하이드록시나프탈렌
	3.010-3
	12
	1.010-2
	40

	30
	N-페닐p-페닐렌디아민
	2.510-3
	10
	8.010-3
	32

	31
	1,5-디히드록시나프탈렌
	5.010-3
	20
	1.510-2
	60

	32
	1-나프톨
	3.010-3
	12
	1.010-2
	40


3 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 그 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 무수 에탄올
3.2 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.3 아세토나이트릴, 분석용 크로마토그래피
3.4 소듐바이설파이트
3.5 십이수화인산이수소나트륨, 분석용 시약
3.6 인산이수소칼륨, 분석용 시약
3.7 소듐헵탄설포네이트(C7H15SO3Na) 분석용 시약
3.8 포스포릭애씨드 용액: 포스포릭애씨드(ρ20=1.69g/mL) 10mL에 물 90mL를 더하여 고르게 혼합한다.
3.9 삼수화인산이수소칼륨, 분석용 시약
3.10 소듐헵탄설포네이트를 함유한 포스페이트 완충액: 십이수화인산이수소나트륨(3.5) 1.8g, 인산이수소칼륨 (3.6)2.8g, 소듐헵탄설포네이트(C7H15SO3Na)(3.7) 1.0g을 칭량하여 물로 1L까지 희석하고 고르게 섞어 소듐헵탄설포네이트(1g/L)를 함유한 포스페이트 완충액을 조제한다. 인산 용액(3.8)으로 pH6까지 조절하고, 0.45µm미세공 여과막을 사용해 여과하여 여과액을 준비한다.
3.11 포스페이트 완충액: 삼수화인산이수소칼륨(3.9) 4.56g을 칭량하여 물 1L를 가해 용해하고 고르게 섞어 20mmol/L의 포스페이트 완충액을 조제한다. 인산 용액(3.8)으로 pH7.5까지 조절하고 0.45μm 미세공 여과막으로 여과하여 여과액을 준비한다.
3.12 표준 저장용액: 각 염료 대조품 0.1g을 칭량하여(0.0001g까지 정확히 칭량) 각각 10mL 메스플라스크에 넣고 2g/L소듐바이설파이트 수용액과 무수 에탄올(3.1) (1+1)의 혼합 용액으로 용해하고 10mL까지 정용 하여 농도 약 10g/L인 각 염료 표준 저장 용액을 조제한다. 다음의 염료는 상기 용매에서의 용해성이 비교적 떨어져 각각 다음과 같은 조치를 취할 수 있다. 2,5-디아미노톨루엔설페이트와2-클로로p-페닐렌디아민설페이트 2종 성분은 2g/L의 소듐바이설파이트 수용액을 직접 이용해 용해하고 정용 한다. 3,4-디아미노톨루엔은 무수 에탄올(3.1)을 직접 이용해 정용 한다. 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민과 p-나이트로-o-페닐렌디아민은 샘플 칭량 양을 25mg로 줄여(0.00001g까지 정확히) 무수 에탄올(3.1)로 정용하고 약 2.5g/L의 용액을 조제한다. 저장용액은 0℃～4℃ 냉장고에 보관하고 48시간 안에 사용해야 한다.
4 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 저울
4.3 정밀 pH미터
4.4 초음파 세척기
4.5 원심 분리기
4.6 볼텍스 믹서
5 분석 절차
5.1 혼합표준 계열용액의 조제
크로마토그램1~크로마토그램3 또는 크로마토그램4~크로마토그램5를 참조하여 32종 염료 성분의 그룹을 나누고 그룹에 따라 표준저장 용액(3.12) 적정량을 10mL 메스플라스크에 넣고 무수 에탄올(3.1)로 눈금까지 희석하여 농도 500mg/L의 혼합표준용액을 조제한다. 혼합 표준용액 적정량을 무수 에탄올(3.1)로 희석하고 농도 10mg/L, 25mg/L, 50mg/L, 100mg/L, 250mg/L, 500mg/L인 혼합표준 계열 용액을 조제한다. 사용하기 직전에 조제한다.
5.2 샘플 처리
샘플 0.5g을 칭량하여(0.001g까지 정확히 칭량) 10mL 마개가 있는 비색관에 넣고 무수 에탄올(3.1) + 물(1+1)의 혼합 용액을 10mL 눈금까지 가하고 1분 동안 볼텍싱한 후 수조에서 15분 동안 초음파 추출한다. 혼탁 용액일 경우 적정량을 5분 동안 원심 분리하고(5000rpm) 상청액을 0.45µm 미세공 여과막으로 여과하고 여과액을 시험용액으로 한다. 48시간 안에 검출을 완료한다.
5.3 참조 크로마토그래피 조건1
크로마토그래피 컬럼: RP-AMIDE C16컬럼(250mm×4.6mm×5m) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
크로마토그래피 보호 컬럼: RP-AMIDE C16보호 컬럼(20mm×4.0mm×5m) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 이동상Ⅰ: 아세토나이트릴 (3.3)+소듐헵탄설포네이트를 함유한 포스페이트 완충액(3.10)= 10 + 90
이동상Ⅱ: 메틸알코올(3.2)+소듐헵탄설포네이트를 함유한 포스페이트 완충액(3.10)= 10 + 90
이동상Ⅲ: 아세토나이트릴(3.3)+소듐헵탄설포네이트를 함유한 포스페이트 완충액(3.10)= 40 + 60
유속: 1.0mL/min
검출 파장: 280nm
컬럼 온도: 25℃
주입량: 5µL
5.4 참조 크로마토그래피 조건2
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(250mm ×4.6mm, 5μm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
크로마토그래피 보호 컬럼: C18보호 컬럼(20mm×4.0mm×5m) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: 두 그룹으로 나눠 기울기 용출을 진행하며, 이동상 구성과 기울기 용출 프로그램은 표 2와 표 3을 참조한다.


표 2: 1그룹 이동상 기울기 용출 프로그램
A: 포스페이트 완충액(3.11)   B: 메틸알코올(3.2)   C: 아세토나이트릴(3.3)
	Time(min)
	A(%)
	B(%)
	C(%)

	0
	96
	2
	2

	15
	96
	2
	2

	22
	90
	5
	5

	35
	50
	10
	40

	50
	50
	10
	40

	50.1
	96
	2
	2

	55
	96
	2
	2


표 3: 2그룹 이동상 기울기 용출 프로그램
A: 포스페이트 완충액(3.11)   B: 메틸알코올(3.2)
	Time(min)
	A(%)
	B(%)

	0
	92
	8

	8
	92
	8

	35
	50
	50

	45
	50
	50

	45.1
	92
	8

	50
	92
	8


주: 그룹 분할에 대한 선택은 참조용으로만 제공하며 실제 분리 상황과 샘플 검출 상황에 따라 조정할 수 있다. 참조 크로마토그래피 조건2에서 두 그룹 액상 조건의 32종 성분의 분리와 간섭 상황은 부록 A를 참조한다.
유속: 1.0mL/min
검출 파장: 280nm
컬럼 온도: 25℃
주입량: 5µL
5.5 측정
“5.3” 또는 “5.4” 크로마토그래피 조건에서 염료 혼합표준 계열용액(5.1)을 각각 주입하고 상기 이동상 시스템을 이용해 각각 분석한다. 혼합표준 계열 용액 농도를 가로 좌표, 피크 면적을 세로 좌표로 하여 표준 곡선을 작성한다. 
“5.2”의 시험 용액을 주입하고 머무름 시간과 자외선 스펙트럼에 따라 정성하고 피크 면적을 측정하여 구한다. 표준 곡선을 근거로 시험용액 중 각 성분의 농도를 구한다. “6”에 따라 샘플 중 각 성분의 함량을 계산한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ω——화장품의 p-페닐렌디아민 등 32종 성분 질량 분율, %
——표준 곡선에서 구한 시험 대상 성분의 질량 농도, mg/L
V——샘플 정용 부피, mL
m——샘플 채취량, g
D——희석 배수(희석하지 않은 경우1)
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
32종 염료 성분의 추출 회수율은 82%～115% 사이이며, 방법 회수율은 86%～114% 사이이고, 상대 표준 편차는 1.1%～9.9% 사이이다.



7 크로마토그램
[image: ]
그림 1 참조 크로마토그래피 조건 1, 이동상Ⅰ 혼합 표준용액 크로마토그램
1. p-페닐렌디아민(4.958min) 2. 4-아미노페놀(5.471min)
3. 2,5-디아미노톨루엔설페이트(6.213min) 4. m-아미노페놀(6.694min)
5. O-페닐렌디아민(7.268min) 6. 2-클로로p-페닐렌디아민설페이트(8.391min)
7. 2-아미노페놀(9.166min) 8. 레조시놀(10.848min)
9. 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민(11.149min) 10. 3,4-디아미노톨루엔(13.547min)
11. 4-아미노-2-하이드록시톨루엔(14.072min) 12. 2-메틸레조시놀(16.359min)
13. 6-아미노-m-크레솔(17.915min) 14. 페닐메틸피라졸론(21.117min)
15. N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드(24.136min) 16. 4-아미노-3-나이트로페놀(25.506min)

[image: ]
그림 2 참조 크로마토그래피 조건 1, 이동상Ⅱ 혼합표준용액 크로마토그램
1. M-페닐렌다이아민(5.710min) 2. 하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올(7.296min)
3. 하이드로퀴논(8.745min) 4. 4-아미노-m-크레솔(10.217min)
5. 2-아미노-3-하이드록시피리딘(11.447min) 6. N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트(12.618min)
7. 4-(메틸아미노)페놀 설페이트(15.010min) 8. p-나이트로-o-페닐렌디아민(22.369min)
9. 2,6-디아미노피리딘(23.385min) 10. N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트(34.325min)

[image: ]
그림 3 참조 크로마토그래피 조건 1, 이동상 크로마토그래피 조건1, 이동상Ⅱ 혼합 표준용액크로마토그램 혼합표준용액 크로마토그램
1. N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드(4.012min) 2. 페닐메틸피라졸론(5.361min)
3. 6-하이드록시인돌(6.454min) 4. 4-클로로레조르시놀(7.482min)
5. 2,7-디하이드록시나프탈렌(8.589min) 6. N-페닐p-페닐렌디아민(11.781min)
7. 1,5-디히드록시나프탈렌(12.541min) 8. 1-나프톨(22.142min)

[image: 一组-20种]
그림 4 참조 크로마토그래피 조건 2, 제1그룹 혼합표준용액 크로마토그램 
21. 2-아미노-3-하이드록시피리딘(4.9min) 1. p-페닐렌디아민(6.0min) 2. 4-아미노페놀 (7.7min) 25. 2,6-디아미노피리딘(9.7min) 3. 2,5-디아미노톨루엔설페이트(11.6min) 18. 하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올(12.7min) 4. m-아미노페놀(13.4min) 20. 4-아미노-m-크레솔(15.6min) 8. 레조시놀(21.0min) 6. 2-클로로p-페닐렌디아민설페이트 (22.8min) 22. N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트(24.7min) 12. 2-메틸레조시놀(25.5min) 9. 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민(26.3min) 14. 페닐메틸피라졸론 (29.6min) 11. 4-아미노-2-하이드록시톨루엔(30.6min) 16. 4-아미노-3-나이트로페놀 (31.6min) 28. 4-클로로레조르시놀(33.7min) 27. 6-하이드록시인돌 (34.5min) 31. 1,5-디히드록시나프탈렌(35.5min) 32. 1-나프톨(43.4min)

[image: 二组-12种]
그림 5 참조 크로마토그래피 조건 2, 제2그룹 혼합표준용액 크로마토그램
17. M-페닐렌다이아민(8.3min) 19. 하이드로퀴논(9.7min) 5. O-페닐렌디아민 (14.4min) 7. 2-아미노페놀(16.8min) 23. 4-(메틸아미노)페놀 설페이트 (18.2min) 24. p-나이트로-o-페닐렌디아민(22.1min) 10. 3,4-디아미노톨루엔 (24.7min) 13. 6-아미노-m-크레솔(26.9min) 29. 2,7-디하이드록시나프탈렌(35.2min) 26. N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트(36.2min) 15. N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드(40.9min) 30. N-페닐p-페닐렌디아민(43.2min)



부록 A
액상 조건2의 32 종 성분의 분리와 간섭 상황
32종 성분이 동일 액상 조건에서 분리되지 않은 경우, 참조 액상 조건2에서 이 성분들의 제1 그룹과 제2그룹의 액상 조건에서의 분리 크로마토그램과 피크 출현 시간은 그림 A.1과 그림A.2와 같다. 제1그룹의 조건에서 분리가 완전히 이루어지지 않은 10종 성분은 다음과 같다. 2,6-디아미노피리딘(R25)과 M-페닐렌다이아민(R17), 2-아미노페놀(R7)과 레조시놀(R8), 4-(메틸아미노)페놀 설페이트(R23)와 N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트(R22), 3,4-디아미노톨루엔(R10)과 p-나이트로-o-페닐렌디아민(R24), 1,5-디히드록시나프탈렌(R31)과 2,7-디하이드록시나프탈렌(R29)이다. 그 중 2-아미노페놀(R7)과 레조시놀(R8)은 액체 크로마토그래피-질량 분석법으로 확증해야 하는 것 외에 나머지 8종 성분은 모두 제2그룹 액상 조건에서 완전히 분리할 수 있다.
아래의 분리와 피크 출현 시간은 참조용으로만 제공하며, 실제 측정기기 조건과 샘플의 실제 검출 상황에 따라 조정할 수 있다.
[image: 一组方法]3. 2그룹 중 12종 성분
2. 1그룹 중 20종 성분
1. 32종 성분

그림 A.1 1그룹 액상 조건의 32종 성분의 분리 크로마토그램
21. 2-아미노-3-하이드록시피리딘(4.9min) 1. p-페닐렌디아민(6.0min) 2. 4-아미노페놀 (7.7min) 25. 2,6-디아미노피리딘(9.7min) 17. M-페닐렌다이아민(9.8min) 19. 하이드로퀴논 (10.8min) 3. 2,5-디아미노톨루엔설페이트(11.6min) 18. 하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올 (12.7min) 4. m-아미노페놀(13.4min) 20. 4-아미노-m-크레솔(15.6min) 5. O-페닐렌디아민 (17.8min) 7. 2-아미노페놀(21.0min) 8. 레조시놀(21.0min) 6. 2-클로로p-페닐렌디아민설페이트(22.8min) 23. 4-(메틸아미노)페놀 설페이트 (24.5min) 22. N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트(24.7min) 12. 2-메틸레조시놀 (25.5min) 9. 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민(26.3min) 14. 페닐메틸피라졸론(29.6min) 11. 4-아미노-2-하이드록시톨루엔(30.6min) 10. 3,4-디아미노톨루엔(31.1min) 24. p-나이트로-o-페닐렌디아민(31.1min) 16. 4-아미노-3-나이트로페놀(31.6min) 13. 6-아미노-m-크레솔(32.1min) 28. 4-클로로레조르시놀(33.7min) 27. 6-하이드록시인돌 (34.5min) 31. 1,5-디히드록시나프탈렌(35.5min) 29. 2,7-디하이드록시나프탈렌(35.6min) 26. N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트(36.1min) 15. N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드(38.1min) 30. N-페닐p-페닐렌디아민(41.2min) 32. 1-나프톨(43.4min)

[image: 二组方法]1. 32종 성분
2. 1그룹 중 20종 성분
3. 2그룹 중 12종 성분

그림 A.2 2그룹 액상 조건의 32종 성분의 분리 크로마토그램
21. 2-아미노-3-하이드록시피리딘(4.8min) 1. p-페닐렌디아민(5.0min) 2. 4-아미노페놀 (6.8min) 17. M-페닐렌다이아민(8.3min) 25. 2,6-디아미노피리딘(8.7min) 19. 하이드로퀴논(9.7min) 3. 2,5-디아미노톨루엔설페이트(9.9min) 4. m-아미노페놀 (11.2min) 18. 하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올(11.2min) 20. 4-아미노-m-크레솔(13.2min) 5. O-페닐렌디아민(14.4min) 7. 2-아미노페놀(16.8min) 8. 레조시놀(16.8min) 6. 2-클로로p-페닐렌디아민설페이트(17.8min) 9. 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민 (18.0min) 22. N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트(18.0min) 23. 4-(메틸아미노)페놀 설페이트(18.5min) 12. 2-메틸레조시놀(19.0min) 14. 페닐메틸피라졸론(21.3min) 24. p-나이트로-o-페닐렌디아민 (22.1min) 11. 4-아미노-2-하이드록시톨루엔 (23.7min) 16. 4-아미노-3-나이트로페놀(24.4min) 10. 3,4-디아미노톨루엔(24.7min) 13. 6-아미노-m-크레솔 (26.9min) 28. 4-클로로레조르시놀(29.0min) 27. 6-하이드록시인돌(29.9min) 31. 1,5-디히드록시나프탈렌(32.9min) 29. 2,7-디하이드록시나프탈렌(35.2min) 26. N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트 (36.2min) 15. N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드(40.9min) 30. N-페닐p-페닐렌디아민 (43.2min)



부록 B
p-페닐렌디아민 등 32종 성분 양성 결과의 확증
32종 성분이 검출 결과와 화장품 라벨 성분이 일치하지 않는 등 동일 크로마토그래피 조건에서 완전한 분리가 구현되지 않은 경우, 액체 크로마토그래피-질량 분석법을 이용하여 결과를 확증해야 한다.
B.1 샘플 전처리 과정은 5.2를 참조한다.
B.2 참조 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(2.1mm×100mm,3.0μm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: A: 5mmol/L 암모늄아세테이트 수용액(양이온 모드), 5mmol/L 아세틱애씨드 수용액(음이온 모드), B: 아세토나이트릴. 기울기 용출 프로그램은 표 B.1을 참조한다.
표 B.1 이동상 기울기 용출 프로그램
	Time(min)
	A(%)
	B(%)

	0
	95
	5

	4
	95
	5

	11
	80
	20

	16
	30
	70

	17
	5
	95

	19
	5
	95

	19.1
	95
	5

	23
	95
	5


유속: 0.3mL/min
컬럼 온도: 30℃
주입량: 2μL
주: 검출 정밀도를 제고해야 한다면 분리 조건을 충족하는 상황에서 양이온 모드를 아세틱애씨드 수용액을 이동상으로 사용하는 조건으로 바꿀 수 있다.
B.3 참조 질량 분석 조건
이온원: 전기 분무 이온원 (ESI)
모니터링 모드: 양·음 다중 반응 모니터링 모드. 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정은 표 B.2를 참조하며 측정기기 실제 상황에 따라 두 모니터링 이온쌍을 선택할 수 있다.
무화 가스 유속: 3L/min
건조 가스 유속: 15L/min
탈용매관 온도: 250°C
이온원 가열 온도: 400°C
충돌 가스: Ar, 230kpa
표 B.2 32종 성분의 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정표
	순번
	명칭
	분자량
	이온화모드
	모이온
(m/z)
	생성 이온
(m/z)
	충돌 에너지 
(CE)
	시간
(min)

	1
	p-페닐렌디아민
	108.14
	+
	109.2
	65.2
	31
	2.68

	
	
	
	
	
	92.1
	26
	

	2
	4-아미노페놀
	109.13
	+
	110.0
	65.1
	28
	3.75

	
	
	
	
	
	93
	38
	

	3
	2,5-디아미노톨루엔설페이트
	220.27
	+
	123.1
	108.2
	24
	9.95

	
	
	
	
	
	77.1
	40
	

	4
	m-아미노페놀
	109.13
	+
	109.9
	65.1
	28
	6.33

	
	
	
	
	
	92.9
	22
	

	5
	O-페닐렌디아민
	108.14
	+
	109.0
	65.2
	33
	7.98

	
	
	
	
	
	92.1
	22
	

	6
	2-클로로p-페닐렌디아민설페이트
	240.66
	+
	143.1
	108.1
	25
	9.65

	
	
	
	
	
	80.1
	36
	

	7
	2-아미노페놀
	109.12
	+
	110.0
	65.1
	30
	9.06

	
	
	
	
	
	92.1
	22
	

	8
	레조시놀
	110.11
	_
	109.1
	65.0
	17
	8.88

	
	
	
	
	
	67.0
	19
	

	
	
	
	
	
	41
	23
	

	9
	2-나이트로-1,4-페닐렌디아민
	153.14
	+
	154.0
	119.1
	22
	11

	
	
	
	
	
	135.8
	13
	

	
	
	
	
	
	108.2
	17
	

	
	
	
	
	
	91.1
	29
	

	10
	3,4-디아미노톨루엔
	122.17
	+
	123.0
	77.1
	37
	13.6

	
	
	
	
	
	106.0
	22
	

	
	
	
	
	
	108.1
	21
	

	11
	4-아미노-2-하이드록시톨루엔
	123.15
	+
	124.0
	109.0
	26
	13.2

	
	
	
	
	
	77.1
	35
	

	12
	2-메틸레조시놀
	124.14
	_
	123.0
	55.0
	34
	10.6

	
	
	
	
	
	79.0
	17
	

	13
	6-아미노-m-크레솔
	123.15
	+
	124.1
	106.0
	30
	14.2

	
	
	
	
	
	77.1
	36
	

	14
	페닐메틸피라졸론
	174.20
	+
	175.2
	133.0
	26
	14.7

	
	
	
	
	
	65.0
	46
	

	15
	N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드
	214.73
	+
	179.1
	150.0
	23
	15.2

	
	
	
	
	
	135.1
	36
	

	16
	4-아미노-3-나이트로페놀
	154.12
	_
	153.2
	123.0
	14
	14.1

	
	
	
	
	
	122.0
	25
	

	17
	M-페닐렌다이아민
	108.14
	+
	109.2
	65.2
	31
	4.6

	
	
	
	
	
	92.1
	22
	

	18
	하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올
	241.11
	+
	169.1
	124.1
	25
	6.2

	
	
	
	
	
	108.0
	27
	

	19
	하이드로퀴논
	110.11
	_
	109.0
	108.0
	21
	5.2

	
	
	
	
	
	81.0
	16
	

	
	
	
	
	
	53.0
	21
	

	20
	4-아미노-m-크레솔
	123.15
	+
	124.0
	109.2
	31
	7.4

	
	
	
	
	
	77.2
	35
	

	21
	2-아미노-3-하이드록시피리딘
	110.11
	+
	111.1
	94.0
	25
	2.7

	
	
	
	
	
	66.2
	39
	

	22
	N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트
	294.32
	+
	197.1
	121.1
	36
	9.4

	
	
	
	
	
	152.2
	22
	

	23
	4-(메틸아미노)페놀 설페이트
	172.19
	+
	124.0
	77.1
	43
	9.9

	
	
	
	
	
	109.1
	31
	

	24
	p-나이트로-o-페닐렌디아민
	153.14
	+
	154.0
	137.0
	19
	13.6

	
	
	
	
	
	107.0
	28
	

	
	
	
	
	
	108.2
	17
	

	25
	2,6-디아미노피리딘
	109.13
	+
	110.0
	66.1
	33
	4.6

	
	
	
	
	
	93.0
	30
	

	26
	N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트
	262.33
	+
	165.10
	121.0
	21
	14.3

	
	
	
	
	
	136.2
	28
	

	27
	6-하이드록시인돌
	133.15
	+
	134.0
	107.1
	28
	15.7

	
	
	
	
	
	77.1
	42
	

	
	
	
	
	
	106.2
	25
	

	28
	4-클로로레조르시놀
	144.55
	_
	143.2
	79.0
	19
	15.3

	
	
	
	
	
	107.0
	16
	

	29
	2,7-디하이드록시나프탈렌
	160.17
	_
	159.1
	130.0
	33
	15.9

	
	
	
	
	
	102.2
	33
	

	30
	N-페닐p-페닐렌디아민
	184.24
	+
	185.1
	93.1
	29
	17.4

	
	
	
	
	
	108.1
	31
	

	31
	1,5-디히드록시나프탈렌
	160.17
	_
	159.1
	115.1
	25
	15.8

	
	
	
	
	
	131.0
	27
	

	32
	1-나프톨
	144.17
	_
	143.1
	115.1
	34
	17.8

	
	
	
	
	
	41.0
	49
	

	
	
	
	
	
	148.0
	26
	


B.4 정성
액체 크로마토그래피-삼중 사중극자 질량 분석기로 정성한다. 샘플 중 시험 대상 성분의 크로마토그래피 피크 머무름 시간이 농도에 근접한 표준 작업 용액과 일치하고(변화 범위 ±2.5% 이내), 백그라운드 제거 후 샘플의 질량 분석 스펙트럼에서 선택한 모니터링 이온이 모두 나타나며, 선택한 이온쌍 상대 존재량이 표준 작업 용액의 이온쌍 상대 존재량과 서로 일치하고, 상대 존재량 편차가 표 B.3 요건에 부합하면 샘플에 해당 시험 대상 성분이 존재한다고 판단할 수 있다.
표 B.3 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대 이온 존재비(K)
	k>50%
	50%≥k>20%
	20%≥k>10%
	k≤10%

	허용 최대 편차
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%




B.5 검출 한계
이 확증 방법에서 하이드로퀴논의 검출 한계는 1ng, 나머지 각 성분의 검출 한계는 0.05ng다. 샘플 채취량이 0.5g, 희석 배수가 10mL일 때 하이드로퀴논의 검출 농도는 10μg/g, 나머지 각 성분의 검출 농도는 0.5μg/g다.
[image: 质谱正离子模式图谱]
그림 B.1 혼합표준용액 LC-MS 크로마토그램 (양이온 모드)
1. p-페닐렌디아민 2. 4-아미노페놀 3. 2,5-디아미노톨루엔설페이트 4. m-아미노페놀 5. O-페닐렌디아민 6. 2-클로로p-페닐렌디아민설페이트 7. 2-아미노페놀 9. 2-나이트로-1,4-페닐렌디아민 10. 3,4-디아미노톨루엔 11. 4-아미노-2-하이드록시톨루엔 13. 6-아미노-m-크레솔 14. 페닐메틸피라졸론 15. N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드 17. M-페닐렌다이아민 18. 하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올 20. 4-아미노-m-크레솔 21. 2-아미노-3-하이드록시피리딘 22. N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트 23. 4-(메틸아미노)페놀 설페이트 24. p-나이트로-o-페닐렌디아민 25. 2,6-디아미노피리딘 26. N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트 27. 6-하이드록시인돌 30. N-페닐p-페닐렌디아민

[image: 质谱负离子模式图谱]
그림 B.2 혼합표준용액 LC-MS 크로마토그램 (음이온 모드)
8. 레조시놀 12. 2-메틸레조시놀 16. 4-아미노-3-나이트로페놀 19. 하이드로퀴논 28. 4-클로로레조르시놀 29. 2,7-디하이드록시나프탈렌 31. 1,5-디히드록시나프탈렌 32. 1-나프톨



부록 C
표 C.1 각 성분의 이화학 파라미터
	순번
	성분명칭
	화학식
	CAS번호
	상대분자량

	1
	p-페닐렌디아민
	C6H8N2
	106-50-3
	108.14

	2
	4-아미노페놀
	C6H7NO
	123-30-8
	109.13

	3
	2,5-디아미노톨루엔설페이트
	C7H10N2·H2SO4
	615-50-9
	220.27

	4
	m-아미노페놀
	C6H7NO
	591-27-5
	109.13

	5
	O-페닐렌디아민
	C6H8N2
	95-54-5
	108.14

	6
	2-클로로p-페닐렌디아민설페이트
	C6H7ClN2·H2SO4
	61702-44-1
	240.66

	7
	2-아미노페놀
	C6H7NO
	95-55-6
	109.12

	8
	레조시놀
	C6H6O2
	108-46-3
	110.11

	9
	2-나이트로-1,4-페닐렌디아민
	C6H7N3O2
	5307-14-2
	153.13

	10
	3,4-디아미노톨루엔
	C7H10N2
	496-72-0
	122.17

	11
	4-아미노-2-하이드록시톨루엔
	C7H9NO
	2835-95-2
	123.15

	12
	2-메틸레조시놀
	C7H8O2
	608-25-3
	124.14

	13
	6-아미노-m-크레솔
	C7H9NO
	2835-98-5
	123.15

	14
	페닐메틸피라졸론
	C10H10N2O
	89-25-8
	174.20

	15
	N,N-다이에틸톨루엔-2,5-디아민하이드로클로라이드
	C11H18N2·하이드로클로라이드
	2051-79-8
	214.73

	16
	4-아미노-3-나이트로페놀
	C6H6N2O3
	610-81-1
	154.12

	17
	M-페닐렌다이아민
	C6H8N2
	108-45-2
	108.14

	18
	하이드로클로릭애씨드2,4-디아미노페녹시에탄올
	C8H12N2O2 2하이드로클로라이드
	66422-95-5
	241.11

	19
	하이드로퀴논
	C6H6O2
	123-31-9
	110.11

	20
	4-아미노-m-크레솔
	C7H9NO
	2835-99-6
	123.15

	21
	2-아미노-3-하이드록시피리딘
	C5H6N2O
	16867-03-1
	110.11

	22
	N,N-비스(2-하이드록시에틸)-p-페닐렌디아민 설페이트
	C10H16N2O2·H2SO4
	54381-16-7
	294.32

	23
	4-(메틸아미노)페놀 설페이트
	C7H9NO·1/2H2SO4
	55-55-0
	172.19

	24
	p-나이트로-o-페닐렌디아민
	C6H7N3O2
	99-56-9
	153.14

	25
	2,6-디아미노피리딘
	C5H7N3
	141-86-6
	109.13

	26
	N,N-다이에틸-P-페닐렌디아민 설페이트
	C10H16N2·H2SO4
	6283-63-2
	262.33

	27
	6-하이드록시인돌
	C8H7NO
	2380-86-1
	133.15

	28
	4-클로로레조르시놀
	C6H5ClO2
	95-88-5
	144.55

	29
	2,7-디하이드록시나프탈렌
	C10H8O2
	582-17-2
	160.17

	30
	N-페닐p-페닐렌디아민
	C12H12N2
	101-54-2
	184.24

	31
	1,5-디히드록시나프탈렌
	C10H8O2
	83-56-7
	160.17

	32
	1-나프톨
	C10H8O
	90-15-3
	144.17





별첨 5
화장품의 레티노익애씨드 등 8종 성분 검사방법
Determination of Tretinoin and other 7 kinds of components in cosmetics

1 범위
본 방법은 고성능 액체 크로마토그래피를 통한 화장품의 레티노익애씨드 등 8종 성분 함량을 규정한다.
본 방법은 화장품의 레티노익애씨드 등 8종 성분 함량 측정에 적용한다.
2 방법 개요
샘플을 메틸알코올을 통해 초음파 추출 후 고성능 액체 크로마토그래피기를 이용해 분리하고 포토 다이오드 어레이 검출기로 검출한다. 머무름 시간과 자외선 스펙트럼으로 정성하고 피크 면적으로 정량 하며 표준 곡선법으로 함량을 계산한다.
샘플 0.5g을 취할 때 본 방법의 레티노익애씨드 등 8종 성분에 대한 검출 한계, 정량 한계, 검출 농도, 최저 정량 농도는 아래 표를 참조한다. 
표 1 레티노익애씨드 등 8종 성분 검출 한계, 정량 한계, 검출 농도, 최저 정량 농도
	순번
	성분명칭
	검출한계
(mg/L)
	검출 한계 농도
(mg/kg)
	정량 한계
(mg/L)
	최저정량농도
(mg/kg)

	1
	타칼시톨
	0.08
	1.6
	0.2
	4

	2
	타자로틴
	0.02
	0.4
	0.05
	1

	3
	아시트레틴
	0.02
	0.4
	0.05
	1

	4
	이소트레티노인
	0.02
	0.4
	0.05
	1

	5
	레티노익애씨드
	0.02
	0.4
	0.05
	1

	6
	에트레티네이트
	0.02
	0.4
	0.05
	1

	7
	비아미네이트
	0.02
	0.4
	0.05
	1

	8
	아다팔렌
	0.04
	0.8
	0.08
	1.6


3 시약과 재료
별도의 규정이 있는 경우를 제외하고, 본 방법에 사용하는 시약은 모두 분석용 시약 또는 그 이상 규격이며, 물은 GB/T 6682에 규정한 1급수다.
3.1 메틸알코올, 분석용 크로마토그래피
3.2 아세틱애씨드, 특급 시약
3.3 테트라하이드로퓨란, 분석용 크로마토그래피
3.4 이동상의 조제:
이동상A: 0.5% 아세틱애씨드 용액: 아세틱애씨드(3.2) 5mL에 물을 더하여 1000mL까지 희석한다.
이동상B: 메틸알코올(3.1)
3.5 표준 저장용액: 타자로틴, 아시트레틴, 이소트레티노인, 레티노익애씨드, 에트레티네이트, 비아미네이트 각 10mg을 칭량하여(0.00001g까지 정확히 칭량) 10mL 갈색 메스플라스크에 넣고 메틸알코올로 용해하고 눈금까지 정용 한 후 고르게 섞는다(아시트레틴, 에트레티네이트는 용해가 비교적 어려우므로 먼저 소량의 테트라하이드로퓨란으로 용해한 후 메틸알코올을 더해 눈금까지 희석한다). 아다팔렌 10mg을 칭량하여(0.00001g까지 정확히 칭량) 25mL갈색 메스플라스크에 넣고 소량의 테트라하이드로퓨란으로 용해 후 메틸알코올을 더해 눈금까지 희석한다. 타칼시톨 10mg을 칭량하여(0.00001g까지 정확히 칭량) 50mL 갈색 메스플라스크에 넣고 메틸알코올을 더해 용해하고 눈금까지 정용 한다.
3.6 혼합 표준용액: 표준 저장용액(3.5) 각 5mL를 50mL 갈색 메스플라스크에 각각 정확히 넣고 메틸알코올을 더해 눈금까지 희석하고 고르게 섞어 혼합 표준용액으로 한다. 사용하기 직전에 조제한다.
4 측정기기와 장비
4.1 고성능 액체 크로마토그래피기, 포토 다이오드 어레이 검출기
4.2 저울
4.3 원심 분리기
4.4 볼텍스 믹서
4.5 초음파 세척기
5 분석 절차
5.1 혼합표준 계열용액 조제
혼합표준 계열용액(3.6) 0.10, 0.50, 1.00, 2.00, 5.00, 10.00mL를 10mL 갈색 메스플라스크에 정확히 옮기고 메틸알코올(3.1)로 눈금까지 희석하여 혼합표준 계열 용액을 조제한다. 사용하기 직전에 조제한다.
표 2 레티노익애씨드 등 8종 성분 혼합표준 계열
	순번
	성분명칭
	혼합표준 계열용액(mg/L)

	
	
	Std1
	Std 2
	Std 3
	Std 4
	Std 5
	Std 6

	1
	타칼시톨
	0.2
	1
	2
	4
	10
	20

	2
	타자로틴
	1
	5
	10
	20
	50
	100

	3
	아시트레틴
	1
	5
	10
	20
	50
	100

	4
	이소트레티노인
	1
	5
	10
	20
	50
	100

	5
	레티노익애씨드
	1
	5
	10
	20
	50
	100

	6
	에트레티네이트
	1
	5
	10
	20
	50
	100

	7
	비아미네이트
	1
	5
	10
	20
	50
	100

	8
	아다팔렌
	0.4
	2
	4
	8
	20
	40


5.2 샘플 처리
샘플 0.5g을 칭량하여(0.0001g까지 정확히 칭량) 10mL 마개가 있는 비색관에 넣고 적정량의 메틸알코올(3.1)을 더하여 1분 동안 볼텍싱 처리한다. 다시 메틸알코올(3.1)을 더하여 눈금까지 정용하고 고르게 섞은 후 15분 동안 초음파 추출하고 5분 동안 4000r/min로 원심 분리한다. 상청액을 0.45μm 여과막으로 여과하고 여과액을 시험 용액으로 한다. 바로 측정한다.
5.3 크로마토그래피 참조 조건
크로마토그래피 컬럼: C18 컬럼(250mm×4.6mm×5μm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
표 3 이동상 기울기 용출 프로그램
	시간/min
	이동상A(%)
	이동상B(%)

	0
	20
	80

	15
	20
	80

	20
	15
	85

	30
	0
	100

	31
	20
	80

	40
	20
	80


유속: 1.0mL/min
검출 파장: 355nm (타칼시톨, 아다팔렌 검출 파장은269nm이며, 간섭이 있다면 아다팔렌은 검출 파장 320nm를 선택할 수 있다.)
컬럼 온도: 35℃
주입량: 10µL
5.4 측정
“5.3” 크로마토그래피 조건에서 “5.1”의 계열 표준용액을 각각 주입하고 액체 크로마토그래피 분석을 실시한다. 계열표준용액 농도를 가로 좌표로 하고 피크 면적을 세로 좌표로 하여 선형 회귀를 실시하고 표준 곡선을 작성하여 회귀 방정식을 구한다.
“5.2”대로 처리하여 구한 시험 용액을 주입하여 크로마토그래피 분석을 실시한다. 머무름 시간에 따라 정성하고 피크 면적을 측정하여 구하고 표준 곡선에 근거하여 시험 용액 중 각 성분의 농도를 구한다. “6”에 따라 샘플 중 각 성분의 함량을 측정한다.
6 분석 결과 설명
6.1 계산


식에서: ——화장품의 시험 대상 성분 함량, mg/kg
m——샘플 채취량, g
——표준 곡선에 대입하여 계산한 샘플 중 각 성분의 질량 농도, mg/L
V——정용 부피, mL
반복성 조건에서 구한 2회 독립 테스트 결과의 절대 차이값은 산술 평균값의 10%를 초과하면 안된다.
6.2 회수율과 정밀도
회수율은 85%～115%, 상대 표준 편차는 10%(n=6) 미만이다.


7 크로마토그램
[image: ]25.271 / 이소트레티노인
24.282 / 아시트레틴
14.499 / 타자로틴
28.083 / 레티노익애씨드
31.561 / 에트레티네이트
32.062 / 비아미네이트

그림 1 표준용액 크로마토그램(λ=355nm)
1. 타자로틴(14.499min) 2. 아시트레틴(24.282min) 3. 이소트레티노인(25.271min)
4. 레티노익애씨드(28.083min) 5. 에트레티네이트(31.561min) 6. 비아미네이트(32.062min)
[image: ]12.116 / 타칼시톨
35.683 / 아다팔렌

그림 2 표준용액 크로마토그램(λ=269nm)
1. 타칼시톨(12.116min) 2. 아다팔렌(35.683min)
[image: ]35.683 / 아다팔렌

그림 3 표준용액 크로마토그램(λ=320nm)
1. 아다팔렌(35.683min)


부록 A
(규범성 부록)
화장품의 레티노익애씨드 등 8종 성분 검사 결과의 확증
샘플 검출이 양성이면 필요 시 액체 크로마토그래피-질량 분석법을 이용해 결과를 확증할 수 있다.
A.1 측정기기 참조 조건
A.1.1 크로마토그래피 조건
크로마토그래피 컬럼: C18컬럼(50mm×2.1mm×1.8μm) 또는 등가 크로마토그래피 컬럼
이동상: A: 0.1％ 포믹애씨드 수용액, B: 메틸알코올(0.1％ 포믹애씨드 함유)
이동상 기울기 용출 프로그램:
	시간/min
	V(이동상A)/%
	V(이동상B)/%

	0
	30
	70

	4
	10
	90

	5
	10
	90

	7
	5
	95

	7.1
	30
	70

	10
	30
	70


유속: 0.3mL/min
컬럼 온도: 40℃
주입량: 2μL
A.1.2 질량 분석 조건
이온원: 전기 분무 이온원(ESI원)
모니터링 모드: 양·음이온 다중 반응 모니터링 모드, 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정은 표 1을 참조한다.
무화 가스 유속: 3L/min, 건조 가스 유속: 10L/min, 탈용매관 온도: 500℃, 이온원 전압: 4000V


표 1 각 성분의 모니터링 이온쌍 및 관련 전압 파라미터 설정표
	순번
	모니터링 모드
	성분명칭
	모이온(m/z)
	생성 이온(m/z)
	CE(V)

	1
	양이온
	타칼시톨
	418.0
	400.7
	12

	
	
	
	
	382.6
	15

	2
	
	타자로틴
	352.2
	324.1
	28

	
	
	
	
	294.0
	45

	3
	
	에트레티네이트
	354.9
	308.8
	14

	
	
	
	
	204.8
	13

	4
	
	비아미네이트
	448.3
	282.9
	17

	
	
	
	
	161.1
	24

	5
	음이온
	아시트레틴
	325.1
	281.1
	10

	
	
	
	
	266.0
	13

	6
	
	이소트레티노인
	299.2
	255.3
	15

	
	
	
	
	119.1
	25

	7
	
	레티노익애씨드
	299.1
	255.3
	15

	
	
	
	
	119.1
	25

	8
	
	아다팔렌
	411.2
	367.3
	24

	
	
	
	
	352.1
	43


A.2 정성
동일한 액체 크로마토그래피-질량 분석 시험 조건에서, 샘플 중 크로마토그래피 피크의 머무름 시간이 표준용액 중 대응 성분이 일치하고, 선택한 모니터링 이온쌍의 상대 존재비가 상당한 농도 표준용액의 상대 존재비와의 차가 표 2 규정 범위를 초과하지 않는 경우, 샘플 중 해당하는 측정 성분이 존재한다고 판단할 수 있다.
표 2 결과 확증 시 상대 이온 존재비의 최대 허용 편차
	상대이온 존재량(k)
	
	k>50%
	50%≥k>20%
	20%≥k>10%
	k≤10%

	허용 최대 편차
	
	±20%
	±25%
	±30%
	±50%





A.3 크로마토그램
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그림 1 시험 대상 성분 질량 스펙트럼



부록 B
레티노익애씨드 등 8종 성분의 중문·영문 명칭, CAS 번호, 분자식, 분자량 정보표
	순번
	중문명칭
	영문명칭
	CAS등록번호
	분자식
	분자량

	1
	타칼시톨
	Tacalcitol
	57333-96-7
	C27H44O3
	416.64

	2
	타자로틴
	Tazarotene
	118292-40-3
	C21H21NO2S
	351.46

	3
	아시트레틴
	Acitretin
	55079-83-9
	C21H26O3
	326.43

	4
	이소트레티노인
	Isotretinoin
	4759-48-2
	C20H28O2
	300.44

	5
	레티노익애씨드
	Tretinoin
	302-79-4
	C20H28O2
	300.44

	6
	에트레티네이트
	Etretinate
	54350-48-0
	C23H30O3
	354.48

	7
	비아미네이트
	Viaminate
	53839-71-7
	C29H37NO3
	447.62

	8
	아다팔렌
	Adapalene
	106685-40-9
	C28H28O3
	412.53





별첨 6
체외 포유류 세포 미소핵 시험
Determination of boric acid and borate in cosmetics

1 범위
본 방법은 체외 포유류 세포 미소핵 시험의 범위, 시험 목적, 정의, 시험 기본 원칙, 시약과 재료, 시험 절차, 결과 판정 표준을 규정한다.
본 방법은 화장품 원료 또는 제품의 돌연변이 유발성 검사에 적용한다.
2 시험 목적
이 시험은 체외 배양하는 포유 동물 세포 염색체 손상과 비정배수체 변이 검사에 이용하여 시험 물질의 돌연변이 유발 가능성을 평가하는데 목적이 있다.
3 정의
3.1 미소핵 micronuclei
염색 분체 또는 염색체의 무동원체 절편 또는 방추체 손상을 입어 소실된 전체 염색체로 세포 분열 후기 양극으로 이전되지 않아 세포질 안에 남겨진다. 말기 이후 한 개 또는 여러 개의 규칙이 있는 차핵을 형성하고, 딸 세포의 세포질 내에 포함되어 주핵보다 작아 미소핵이라 부른다.
3.2 동원체 centromere
염색체 중 두 자매 염색 분체를 결합하는 DNA 구역
3.3 비정배수체 aneuploidy
이배체 염색체 그룹 중 한 개 또는 약간의 완전한 염색체가 결핍되거나 추가된 변이 유형
3.4 비정배수체 유발물질 aneugen
세포 유사 분열 또는 감수 분열 주기에 작용하여 세포 분열 이상을 초래하고 비정배수체를 유발하는 물질 
3.5 염색체 절단 chromosome breakage
염색체 벽에 길이가 염색체 벽 넓이보다 큰 균열이 출현한 경우
3.6 클라스토젠 clastogen
염색체 절단을 유발하는 물질
3.7 세포 독성 cytotoxicity
세포 구조 또는 기능에 대한 유해한 효과로 최종적으로 세포의 사망을 초래할 수 있다.
3.8 변이원성 mutagenicity
유전자 또는 염색체 구조 중 유전될 수 있는 DNA 염기쌍 서열 변화를 초래할 수 있는 능력
4 시험 기본 원칙
체외 포유류 세포 미소핵 시험은 포유동물 세포가 시험 물질 처리 후 미소핵의 변이원성이 발생하는지 검사하는 방법이다. 본 방법은 유사 분열 세포가 시험 물질에 노출되는 기간 또는 그 후 염색체 단절과/또는 비정배수체를 유발하는 능력에 적용한다. 단기(3 h～6 h) 처리 시험 결과가 음성 또는 불명확할 경우 대사 활성화 시스템이 없는 장기 처리 시험을 실시해야 한다(시험 물질로 세포의 1.5～2.0개 정상 세포 주기 처리).
시험은 액틴 중합 저해제 사이토칼라신 B(CytochalasinB, cytoB)를 사용하거나 사용하지 않는 두 방법으로 나뉜다. 방법1: 세포가 시험 물질 처리를 거친 후 유사 분열 전에 cytoB를 사용한 후 이미 1차 유사 분열을 완료한 세포(이핵 세포) 소핵 빈도를 관찰 및 분석한다. 방법 2: cytoB를 사용하지 않는 방법으로, 세포의 시험 물질 처리 후 세포 소핵 빈도를 관찰 및 분석한다. 인간 림프구를 선택할 경우 방법 1을 권장한다. 출처마다 세포 주기가 다르며 모든 세포가 다 피토헤마글루티닌(PHA)에 반응이 있는 것은 아니기 때문이다. 만일 시험 물질이 cytoB의 활성을 간섭하거나 cytoB가 세포의 생장에 영향을 줄 수 있다는 증거가 있다면(생쥐 림프종 세포주 등)방법2를 권장한다.
5 시약과 재료
5.1 세포주: 중국 햄스터 폐 세포주(V79 또는CHL), 중국 햄스터 난소 세포주(CHO), 생쥐 림프종 세포주(L5178Y), 인간 림프 모세포주(TK6) 또는 1차 배양 세포를 선택할 수 있다. 세포는 사용 전에 염색체 수 안전성과 마이코플라즈마 오염 여부를 검사해야 한다.
5.2 배지: 세포 유형에 따라 적절한 배지를 선택한다. V79, CHL 또는 CHO 세포의 경우 보통 MEM(Eagle) 배양액에 10% 소 태아 혈청과 적정량의 항균제(페니실린 100IU/mL, 스트렙토마이신 100μg/mL사용 가능)를 더한다. L5178Y 또는 TK6 세포의 경우, RPMI 1640 배양액에 10% 말 혈청과 적정량의 항균제(페니실린 100IU/mL, 스트렙토마이신 100μg/mL 사용 가능)를 더한다.

5.3 용액의 조제
5.3.1 활성화 시스템: 통상적으로 S9혼합물(S9mix)을 사용한다. S9는 효소 유도제(Aroclor 1254 또는 페노바르비탈소듐과 β-나프토플라본 함께 사용)를 통해 처리한 설치류 동물 간장에서 구한다. S9의 조제는 세균을 이용한 유전자 돌연변이 시험과 동일하다. S9의 사용 농도는 1%～10%(최종 농도)다. S9 mix에 더해지는 보조 인자의 양은 각 실험실에서 자부피로 결정한다. 다만 S9 mix의 활성을 보장해야 하며, 반드시 양성 대조 물질을 뚜렷하게 활성화할 수 있어야 한다. 또한 아래 방법을 이용해 조제할 수도 있다.
	S9
	0.125mL

	MgCl2(0.4mol/L)
	0.02mL

	KCl(1.65mol/L)
	0.02mL

	글루코스-6-포스페이트
	1.791mg

	보조 효소Ⅱ(산화형, NADP)
	3.0615mg

	무혈청 MEM 배양액으로 1mL까지 보충한다.


5.3.2 cytoB 용액: 다이메틸설폭사이드(DMSO)로 적절한 농도의 저장액을 조제하고 빛을 피해 냉동 보관한다. cytoB의 최종 농도는 보통 3μg/mL～6μg/mL이며, 실험실은 각종 세포계에 따라 cytoB의 적절한 최종 농도를 선택해 이상적인 이핵 세포 출현 빈도에 도달하도록 해야 한다.
5.3.3 0.075mol/L 마그네슘클로라이드 용액: 마그네슘클로라이드 5.59g에 증류수를 1000mL까지 더한다.
5.3.4 고정액: 메틸알코올∶ 글레이셔아세틱애씨드가 3∶1(V/V)이며, 사용하기 전에 조제한다.
5.3.5 김사(Giemsa) 염색액: 김사 염료 3.8g을 막자사발에 넣고 소량의 메틸알코올을 더해 간다. 메틸알코올을 조금씩 더해 375mL까지 넣고 완전히 용해될 때까지 기다린 후 글리세린 125mL를 더하여 37℃ 인큐베이터에서 48시간 보온한다. 보온 시 수 회 흔들어 충분히 용해되도록 한다. 꺼내어 여과한 후 실온에서 보관하다 2주 뒤에 김사 염색액 원액으로 사용한다. 사용 시 김사 염색액 원액 1개 단위를 1/15mol/L 포스페이트 완충액(pH 6.8) 9개 단위와 혼합하여 응용액으로 조제한다. 사용하기 직전에 조제한다.
포스페이트 완충액(1/15mol/L, pH 6.8) 조제 방법은 다음과 같다.
a) 제1액: 인산이수소나트륨(Na2HPO4) 9.47g을 탈이온수1000mL에 녹여서 1/15mol/L용액을 만든다.
b) 제2액: (KH2PO4) 9.07g 인산이수소칼륨(KH2PO4) 9.07g을 탈이온수 1000mL에 녹여서 1/15mol/L 용액을 만든다.
c) 제1액 50mL를 제2액 50mL에 더해 고르게 혼합하면 pH6.8인 1/15mol/L 포스페이트 완충액이다.
5.4 용매의 선택: 용매는 반드시 돌연변이 유발 물질이 아니어야 하며 시험 물질과 화학 반응이 일어나지 않고 세포 생존과 S9활성에 영향을 주어서는 안된다. 첫 번째로 선택하는 용매는 배양액(혈청 미함유) 또는 포스페이트 완충액이다(PBS). 시험 물질이 배양액이나 PBS에 녹지 않을 때 DMSO를 용매로 선택할 수 있지만 최종 농도는 0.5% 이하여야 한다.
5.5 시험 물질의 농도 선택 및 조제
5.5.1 시험 물질 농도 설정
5.5.1.1 용량 설정: 분석에 제공할 용량 최소 3개를 설정해야 한다. 시험 물질에 세포 독성이 없을 경우 최고 용량에서 하향으로 최소 2개의 용량을 설정하고, 일반 상황에서 간격 계수는 2～3이다. 시험 물질에 세포 독성이 있을 경우 그 용량 범위는 50%～60%의 세포 독성에서 세포 독성이 거의 없는 범위까지 포괄해야 한다.
5.5.1.2 최고 용량의 선택: 최고 용량을 결정하는 요소는 세포 독성, 시험 물질의 용해도, pH값, 삼투압이다. 시험 물질에 세포 독성이 있을 경우 최고 용량은 50%～60%의 세포 독성을 유발할 수 있어야 한다. 세포 독성이나 침전이 없는 경우 최고 용량은 5μL/mL, 5mg/mL 또는 0.01mol/L이어야 한다.
용해도가 낮은 물질의 경우, 농도가 최대 용해도에 도달할 때 여전히 독성이 없으면 최고 용량은 최종 배양액 중 용해도 한계값 이상의 한 농도이어야 한다. 특정 상황에서 침전이 보이는 농도를 한 개 이상 사용해야 하며, 용해성은 육안으로 감별이 가능해야 하지만 침전이 관찰에 영향을 주어서는 안된다.
5.5.1.3 세포 독성의 확정: S9가 존재하거나 존재하지 않는 두 조건에서 세포 완전성과 생장 상황의 지표에 따라 세포 독성을 정한다.
방법 1: cytoB를 사용한다. 세포 독성의 확정은 복제 지수(Replication Index, RI) 또는 세포질 분열 차단 증식 지수(Cytokinesis Block Proliferation Index, CBPI)에 근거할 수 있다.이핵세포 수T + 2x 다핵세포 수T



이핵세포 수C + 2x 다핵세포 수


식에서, 500은 세포 총수, T=시험 물질군, C=음성 대조군
세포 독성 = 100 – RI


단핵세포 수+2x이핵세포 수+3x다핵세포 수

식에서, CBPI=1은 100%세포 생장 억제와 동일, 500은 세포 총수

세포독성

식에서, T=시험 물질군, C=음성 대조군
방법 2: cytoB를 사용하지 않는다. 세포 독성의 확정은 상대세포 증가수(Relative Increase in Cell Counts, RICC) 또는 상대증식 배수(Relative Population Doubling, RPD)에 근거할 수 있다.

음성대조군 세포 증가수(시험 후-시험 전)
시험물질군 세포 증가수(시험 후-시험 전)

세포 독성 = 100 – RICC

음성대조군 세포 배증수
시험물질군 세포 배증수

식에서, 2배 수량=log(시험 후 세포 수/시험 전 세포 수)/log2
세포 독성 = 100 - RPD
5.5.2 시험 물질의 조제2: 고체 시험 물질은 용해하거나 적합한 용매에 부유해야 하며, 적절한 농도로 희석해야 한다. 액체 시험 물질은 직접 사용하거나 적절한 농도로 희석할 수 있다. 기체 또는 휘발성 시험 물질은 밀폐식 용기나 세포실 이용 등 적당한 방법을 이용해야 한다. 시험 물질은 무균상태 이어야 하며 사용하기 직전에 조제한다. 그렇지 않으면 저장 상태가 안정성에 영향을 주지 않는지 확인해야 한다.
5.6 대조물의 선택
5.6.1 양성 대조 물질: 양성 대조 물질에 클라스토젠과 비정배수체제가 포함된다. S9을 더할 때 클라스토젠은 사이클로포스파마이드(CAS번호: 50-18-0)와 벤조피렌(CAS번호: 50-32-8)을 선택할 수 있다. S9을 더하지 않을 때 클라스토젠은 시타라빈(CAS번호: 147-94-4), 미토마이신 C(CAS번호: 50-07-7), 메틸메탄설포네이트(CAS번호: 66-27-3), 4-나이트로퀴놀린(CAS번호: 56-57-5)을 선택할 수 있다. 비정배수체제는 S9을 더하지 않을 때에만 사용할 수 있으며, 콜히친(CAS번호: 64-86-8), 빈블라스틴(CAS번호: 143-67-9)을 선택할 수 있다.
단기 처리 시험 방안이 S9이 존재하거나 존재하지 않는 두 조건에서 모두 클라스토젠을 양성 대조 물질로 선택하는 경우 장기 처리 시험 방안은 비정배수체제를 양성 대조 물질로 선택해야 한다. 선택한 세포 자체가 대사 능력을 지니고 있다면 별도로 S9을 첨가할 필요 없다. 양성 대조물은 클라스토젠과 비정배수체제를 동시에 사용해야 한다.
5.6.2 음성 대조 물질: 음성 대조물(용매), 즉 시험 물질군과 동일한 용매만 함유하고 시험 물질은 함유하지 않았으며 기타 처리와 시험 물질군은 완전히 동일한 물질을 설정해야 한다. 그 밖에 선택한 용매가 변이원성을 지니지 않는다고 실증할 수 없었고, 용매 대조물이 본 실험실 공백 대조물 배경 자료와 뚜렷한 차이가 존재하면 공백 대조물을 설정해야 한다.
6 시험 절차
6.1 세포 준비: 일정 수량의 세포를 배양접시(병)에 접종한다. 세포 수확 시 배양접시(병)의 세포가 다 자라지 않은 상태를 기준으로 하며, 부착 세포는 일반적으로 약 85%까지 생장하였을 때가 최적의 상태다.
6.2 시험 물질 처리
6.2.1 방법1: cytoB 사용
배양액을 흡입제거하고 포스페이트 완충액(PBS)으로 세포를 세척한 후 무혈청 배양액 및 일정 농도의 시험 물질을 첨가해(대사 활성화가 필요한 경우 S9mix 동시 첨가) 배양기에서 3시간~6시간 보관한다. 종료 후 시험 물질을 함유한 배양액을 흡입제거하고 PBS로 세포를 2회 이상 세척하고 10% 혈청을 함유한 신선한 배양액과 cytoB를 첨가해 1.5～2.0개 정상 세포 주기(시험 물질 첨가부터 계산)까지 계속 배양한 후 세포를 수집한다.
림프구의 경우, 가장 효과적인 방법은 유사 분열원(PHA 등)을 자극하고 44시간~48시간 후에 시험 물질을 처리하는 것이다. 이 때 세포가 분열 주기에 진입하기 시작한다.
단기(3시간~6시간) 처리한 시험 결과가 음성 또는 불명확할 경우, S9이 없는 장기 처리 시험을 실시해야 하며, cytoB와 시험 물질로 세포를 1.5～2.0개 정상 세포 주기 동안 처리하고, 처리를 마친 후 세포를 수집한다.
시험 물질(뉴클레오사이드류 물질 등)이 세포 주기(특히 P53 활성 세포)에 영향을 준다고 알고 있거나 의심되는 경우 세포 수확 시간은 1.5～2.0개 정상 세포 주기를 더 연장해야 한다.
6.2.2 방법: cytoB 미사용
6.2.1 처리 방법과 동일하며 cytoB만 첨가하지 않는다.
6.3 세포 수확과 표본 제작: 매회 배양할 때마다 세포를 단독으로 수확하고 표본을 제작해야 한다.
6.3.1 소화: 부착 세포는 0.25% 트립신 용액으로 소화하고 세포가 탈락된 후 10% 소 태아 또는 소 혈청이 함유된 배양액을 첨가해 트립신의 작용을 중지하고 고르게 섞는다. 원심 분리관에 넣어 800r/min～1000r/min의 속도로 5분 동안 원심 분리하고 상청액은 버린다. 부유 세포는 소화할 필요가 없어 바로 원심 분리한다.
6.3.2 저장성(hypotonic): 0.075mol/L 마그네슘클로라이드 용액 2mL를 첨가하고 스포이트로 세포를 가볍게 넣어 고르게 섞은 후 37℃에서 1분~5분 동안 저장성 처리한다. 세포 혼합액의 분산도가 양호하면 저장성 처리를 할 필요 없다.
6.3.3 고정: 고정액 2mL를 첨가하여 고르게 섞은 후 5분 이상 고정한다. 800r/min～1000r/min의 속도로 5분 동안 원심 분리하고 상청액은 버린다. 같은 절차를 1회 반복한다.
6.3.4 드롭 슬라이드 제작: 수 방울의 고정액을 첨가해 고르게 섞는다. 혼탁액으로 드롭 슬라이드를 제작하고 자연 건조한다.
6.3.5 염색: 김사 염색(5%～10% 김사 염색액, 15분~20분)을 권장하며 DNA 특이성 형광 염료를 이용할 수도 있다(예: 아크리딘오렌지 또는 Hoechst 33258). 클라스토젠과 비정배수체 유발물질을 구분해야 하는 경우 형광제자리부합법(FISH) 또는 PRINS(Primed in situ labeling) 등 방법을 이용할 수 있다.
6.4 슬라이드 판독
6.4.1 미소핵의 판단 기준
미소핵은 일반적으로 원형 또는 타원형이다. 직경은 주핵의 1/3을 초과하지 않는다. 주핵과 하나의 초점 평면에 있고, 주핵의 색상, 구조 특징 및 굴절성과 일치한다. 주핵간 연결된 핵물질이 없고 주핵과 경계가 중첩될 수 있지만 각각의 핵막을 확인할 수 있다.
6.4.2 방법 1: cytoB 사용
각 용량군이 최소 2000개의 이핵 세포를 분석하여 미소핵 세포율을 계산한다(한 개의 이핵 세포의 미소핵 보유 개수와 상관없이 한 개의 미소핵 함유 세포로만 계산한다). 1회 배양에 제공하는 수를 셀 수 있는 이핵 세포가 2000개 미만인 경우, 다 회 세포 배양 또는 평행 배양을 이용해 분석할 충분한 세포를 얻어야 한다. 불규칙적인 이핵 세포(두 핵 크기 차이가 큰 경우 등)와 핵이 두 개 이상인 세포는 분석하지 않는다.
6.4.3 방법 2: cytoB 미사용
각 용량군은 최소 2000개의 세포를 분석하여 미소핵 세포율을 계산한다. 1회 배양에 제공하는 셀 수 있는 세포 수가 2000개 미만인 경우 다회 세포 배양 또는 평행 배양을 해야 한다.
6.5 통계 처리
데이터는 여러 용량에 따라 표를 작성한다. 지표에 세포 독성, 관찰 세포 수, 미소핵 함유 세포 수 및 미소핵 세포율을 포함한다. 시험 물질 각 용량군과 음성 대조군(용매 대조군), 양성 대조군의 미소핵 세포율은 적절한 통계학 방법(χ２검사 등)을 이용해 처리한다.
6.6 결과 판정
아래 상황 중 하나에 부합하면 시험 물질이 이 시험 시스템에서 양성 결과로 판정할 수 있다.
a) 시험 물질이 미소핵 세포율의 증가를 유발하는데 통계학적 의미가 있으며 용량과 상관 있다.
b) 시험 물질이 어떠한 용량 조건에서도 유발하는 미소핵 세포율의 증가에 통계학적 의미가 있으며 반복성이 있다.
7 결과 해석
양성 결과는 시험 물질이 해당 시험 조건에서 포유동물 세포 염색체 손상 또는 비정배수체 변이를 유발했다는 의미다. 음성 결과는 해당 시험 조건에서 시험 물질이 포유동물 염색체 손상 또는 비정배수체 변이를 유발하지 않았다는 의미다.


별첨 7
화장품 색소침착 제거 및 미백 효능 시험방법
Test Method for Efficacy Measurement of Skin Whitening Cosmetic Products
제1방법 자외선 유도 인체 피부 흑화 모델 색소침착 제거 및 미백 효능 테스트법

1 범위
본 방법은 자외선을 통한 인체 피부 흑화 유발 모델의 화장품 색소침착 제거 및 미백 효능에 대한 시험방법을 규정한다.
2 정의
2.1 최소홍반량(Minimal erythema dose, MED): 피부에 뚜렷하게 보이는 홍반을 유발하며, 그 범위가 조사점 대부분 영역에 필요한 자외선 조사 최저 용량(J/m2) 또는 최단 시간(s)
2.2 개체 유형 각(individual type angle, ITA°): 피부 색도계 또는 반사 분광 광도계를 통해 피부 L*a*b* 색공간 데이터를 측정해 인체 피부 색상을 나타내는 파라미터, 계산 공식은 다음과 같다.


2.3 멜라닌 지수(melanin index，MI): 피부 표면 특정 파장 스펙트럼에 대한 흡수 측정을 통해 피부 중 멜라닌 함량을 나타내는 파라미터
3 시험 방법
3.1 시험대상자 선택
선발과 배제 기준에 따라 적합한 시험대상자를 선택하여 각 테스트 존에서 최종적으로 완료한 유효 사례 수가 30인 이상이 되도록 보장한다.
3.1.1 선발 기준
3.1.1.1 18~60세의 건강한 남성 또는 여성
3.1.1.2 테스트 부위 피부색 ITA°값이 20°~41°인 자
3.1.1.3 알러지성 질병이 없고 화장품 또는 기타 외용제제 알러지 이력이 없는 자
3.1.1.4 과거 광과민성 질병 이력이 없고 최근 광과민성에 영향을 주는 약물을 사용하지 않은 자
3.1.1.5 시험 부위의 피부는 색소 침착, 염증, 흉터, 색소 모반, 다모 등 현상이 없어야 한다.
3.1.1.6 테스트 영역 피부에 인공 광원을 이용한 태닝을 받을 수 있는 자
3.1.1.7 테스트 과정을 이해하고 시험에 자발적으로 참가하며 서면 동의서에 서명한 자
3.1.2 배제 기준
3.1.2.1 임산부 또는 수유중인 여성 또는 최근 임신 계획이 있는 자
3.1.2.2 건선, 습진, 아토피 피부염, 심각한 여드름 등 피부병 이력이 있는 자
3.1.2.3 최근 1개월 안에 코르티코스테로이드류 호르몬 등 항염 약물을 복용하거나 외용한 자
3.1.2.4 최근 2개월 안에 피부 색상에 영향을 줄 수 있는 모든 제품 또는 약물을 복용하거나 외용한 자(하이드로퀴논 제제 등)
3.1.2.5 최근 3개월 안에 동종 시험에 참가하였거나 3개월 전에 동종 시험에 참가한 적이 있지만 시험 부위 피부 흑화 자국이 완전히 사라지지 않은 자
3.1.2.6 최근 2개월 안에 기타 임상 시험에 참여한 자
3.1.2.7 기타 임상 평가에서 시험 참가 부적격으로 판단된 자
3.2 시험 물질
3.2.1 시험 제품: 색소침착 제거 및 미백 화장품
3.2.2 음성 대조: 흑화존 공백 대조
3.2.3 양성 대조: 부록 I 배합에 따라 조제한 7% 아스코빅애씨드(비타민C) 제품(4℃ 냉장, 알루미늄관에서 차광하여 보관)
3.2.4 시험 물질 도포
작업자가 무작위 표의 해당하는 테스트 존에 시험 물질을 도포한다. 샘플 도포 면적은 6cm2 이상이어야 하며, 샘플 도포량은 2.00±0.05mg/cm2이다. 각 테스트 존 간의 간격은 1.0cm 이상이어야 한다. 제품 사용 빈도는 제품 사용 설명서에 근거해야 하며, 매일 수회 도포해야 하는 경우 매회 도포 간격 시간은 4시간 이상이다.
3.3 시험 부위: 등 부위를 시험 부위로 우선적으로 선택한다. 허벅지, 위팔 등 빛에 노출되지 않는 부위를 선택해도 된다. 각 흑화 테스트 존 면적은 0.5cm2 이상이어야 하며, 각 샘플 도포 영역 내에 위치해야 한다.
3.4 시험 측정기기
3.4.1 일광 시뮬레이터: 연속성 분광 복사에너지를 지니고, UVA+UVB 파장 자외선을 발생시킬 수 있는 제논 아크 램프 일광 시뮬레이터다. 290nm 이하의 파장은 적절한 필터 시스템으로 제거해야 하며, 출력 스펙트럼은 계량을 통해 검정하거나 교정해야 한다.
3.4.2 피부 색도계: 국제조명위원회(CIE)가 제정한 L*a*b* 색공간 데이터를 측정할 수 있는 측정기기
3.4.3 피부 멜라닌 검사기: 광 스펙트럼 흡수 원리로 피부 MI값을 검사하는 측정기기
3.5 환경 조건
시험 과정 중 시각적 평가, 측정기기 테스트 부분은 온도 21±1℃, 상대 습도 50±10% RH인 환경에서 실시해야 하며 시각적 평가는 일정 조광(색온도 5500~6500K인 형광등관 또는 LED 조광) 조건에서 실시해야 한다. 시험대상자는 이 환경 조건에서 최소 30분 적응한 후 평가와 테스트를 실시할 수 있다.
3.6 시험 프로세스
3.6.1 요건에 따라 그룹에 들어갈 자원 시험대상자를 모집하고 서면 동의서에 서명한다. 그룹에 들어가기 전에 선발과 배제 기준 등에 따라 시험대상자의 일련의 질병 이력, 건강 상태 등 문제를 상담하고 시험 부위 피부에 적합성 평가와 피부색 테스트 스크리닝을 하고 기록한다.
3.6.2 합격한 시험대상자는 인체 피부 흑화 모델 구축 단계에 들어선다. 먼저 각 시험대상자 시험 부위의 MED를 정해야 한다. 그런 후에 시험 부위에 각 테스트 존을 정하고 일광 시뮬레이터로 동일 조사점에 0.75배의 MED 용량에 따라 매일 1회, 연속 4일 조사한다.
3.6.3 조사 종료 후의 4일은 피부 흑화기로 어떠한 처리도 하지 않는다.
3.6.4 조사 종료 후 5일째, 각 테스트존 피부색에 대해 시각적 평가와 피부 색도계를 이용한 검사를 실시한다. 일치성이 떨어지는 테스트존(ITA°값이 테스트존 전체 평균값과의 차이가 5이상인 구역)은 삭제한다. 당일 각 흑화 테스트 존에 무작위 표에 따라 상응하는 시험 물질을 바른다.
3.6.5 시험 물질을 최소 4주 연속 도포하고, 도포 후 1주, 2주, 3주, 4주에 피부 색상에 대해 시각적 평가와 측정기기 검사를 실시하고 기록해야 한다.
3.6.5.1 시각적 평가
피부과 의료진의 도움을 받아 연한 피부색에서 진한 피부색까지의 색 카드를 활용해 각 테스트존 피부색을 각각 평가하고 즉시 점수를 기록한다.
3.6.5.2 피부 색도계 측정
각 방문 관찰 시점에 피부 색도계로 각 테스트 영역의 L*, a*, b* 값을 측정한다. 영역마다 3회 테스트하며 ITA°값을 기록하고 계산한다. ITA°값이 클수록 피부색은 연하고 반대의 경우 피부색이 진하다.
3.6.5.3 피부 멜라닌 검사기 측정
각 방문 관찰 시점에 피부 멜라닌 검사기로 각 테스트 영역의 MI값을 측정한다. 테스트 존마다 3회 테스트하고 기록한다. MI값이 작을수록 피부 멜라닌 함량이 낮고 반대의 경우는 피부 멜라닌 함량이 높다.
3.7 데이터 분석
통계 분석 소프트웨어로 데이터의 통계를 분석한다. 계량 자료에서, 평균값±표준차에 정상 분포 검사를 실시하여 정상 분포 요건에 부합하면 자체 전후의 비교는 대응 표본 t 검정을 이용하고, 그렇지 않으면 두 관련 샘플의 순위 합 검정을 이용한다. 등급 자료 사용 전후의 비교는 두 관련 샘플 순위 합 검정을 이용한다. 동시에 각 파라미터 실시간 변화의 회귀 계수(기울기 k값)를 계산한다. 유의성 수준은 모두 P<0.05다.
3.8 시험 결론
시험 제품 도포 전후 임의의 시점의 피부색 시각 점수 차이값 또는 ITA° 차이값이 음성 대조와 비교하였을 때 현저하게 개선되었거나(P<0.05) 회귀 계수를 통해 분석하고 전부피로 판단한 결과 시험 제품이 음성 대조와 비교하여 피부 흑화가 현저하게 개선되었을 때(P<0.05) 시험 제품에 색소침착 제거 및 미백 기능성을 지닌다고 인정하며, 그렇지 않으면 시험 제품은 색소침착 제거 및 미백 효능이 없다고 판단한다.
4 검사 보고
검사 보고서에 샘플 번호, 명칭, 생산 로트 번호, 생산 및 송검 기관, 샘플 물질 상태 서술 및 검사 시작 시간과 종료 시간 등, 검사 항목, 재료와 방법, 검사 결과, 결론이 포함되어야 한다. 검사 보고서에 위임 서명인의 서명이 있어야 하며, 분류 및 보존 보고서는 검사자, 교정인, 위임 서명인 각자의 서명이 있어야 하고 모두 시험 기관 검사 검출 전용 도장 또는 공인을 찍어야 한다. 그 중 검사 결과는 아래 표 1~2와 같이 도표 형식으로 제출해야 한다.


표 1 시험 제품 및 대조 검사 결과
	시험물질
	시험대상자 
번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	1주
	2주
	3주
	4주

	
	
	
	
	
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	음성대조
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	양성대조
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


주: 계량 자료 데이터 결과표

표 2 시험 제품 및 대조 검사 결과
	시험물질
	시험대상자 번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	1주
	2주
	3주
	4주

	
	
	
	
	
	시각평가 피부색등급
	시각평가
피부색등급
	시각평가
피부색등급
	시각평가
피부색등급
	시각평가
피부색등급

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	
	

	음성대조
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	
	

	양성대조
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	
	


주: 등급자료 데이터 결과표

부록 I 7% 아스코빅애씨드(비타민C) 양성 대조물질의 조제 방법
1. 자외선 유도 인체 피부 흑화 모델 색소침착 제거 및 미백 효능 시험에서 표 3 배합에 따라 조제한 양성 대조 물질을 동시에 측정해 시험 품질 제어 참조용으로 해야 한다.
2. 양성 대조물은 7% 아스코빅애씨드(비타민C) 제품이다.
3. 양성 대조물질의 배합과 조제 방법은 아래 표 3을 참조한다.
표 3 7% 아스코빅애씨드(비타민C)의 조제
	
	성분
	중량비%

	A상:
	
	

	A1
	물(water)
	8.65

	
	글리세린(glycerin)
	23.00

	
	프로필렌 글라이콜(propylene glycol)
	6.00

	
	메틸파라벤(methylparaben)
	0.20

	
	다이소듐이디티에이(disodium EDTA)
	0.05

	A2
	물(water)
	13.93

	
	아스코빅애씨드(비타민C) (ascorbic acid)
	7.00

	
	수산화 포타슘(potassium hydroxide)
	4.07

	B상:
	
	

	B1
	피이지/PPG-18/18 다이메티콘(피이지/PPG-18/18 dimethicone)
	20.00

	
	다이메티콘/비닐 다이메티콘 크로스 폴리머
(dimethicone (and) dimethicone/vinyl dimethicon crosspolymer)
	5.00

	
	페닐 트라이메티콘(phenyl trimethicone)
	4.00

	B2
	살구씨 오일(prunus armeniaca(appicot) kernel oil)
	3.00

	
	프로필파라벤(propylparaben)
	0.10

	C상:
	
	

	
	나일론-12(nylon-12)
	5.00


주: 1. 조제 방법: A1와 B2를 각각 65~70°C 로 가열하여 완전히 용해한 후 실온으로 식힌다. A2를 A1에 첨가하고 고르게 섞는다(혼합물 pH값은 대략6.0이어야 한다). B1을 B2에 첨가하고 실온에서 2000~2500rpm의 회전 속도로 5분 동안 교반 하여 균질화 한다. A, B상이 각각 균질화 된 후 3000~4000rpm으로 A상을 B상에 첨가하고 다시 8000rpm으로 5분 동안 교반 하여 유화한다. 유화 된 후 실온 조건에서 C상을 첨가하고 8000~10000rpm으로 10분 동안 교반하고 균질화 하여 완성한다.
2. 조제한 물질을 알루미늄관에 나눠 담고 4°C에서 보관한다. 보존 기한은 6개월이다.
3. 이 배합의 조제 물질은 시험 용도로 제한되며 상업 목적으로 이용할 수 없다.


제2방법 인체 개방 사용 색소침착 제거 및 미백 효능 테스트법
1 범위
본 방법은 화장품 색소침착 제거 및 미백 효능에 대한 인체 개방 사용 시험의 시험방법을 규정한다.
2 정의
2.1 개체 유형 각(individual type angle, ITA°): 피부 색도계 또는 반사 분광 광도계를 통해 피부 L*a*b* 색공간 데이터를 측정해 인체 피부색을 나타내는 파라미터, 계산 공식은 다음과 같다.


2.2 멜라닌 지수(melanin index, MI): 피부 표면 특정 파장 스펙트럼에 대한 흡수 측정을 통해 피부 중 멜라닌 함량을 나타내는 파라미터
3 시험 방법
3.1 시험대상자 선택
시험대상자 선발과 배제 기준에 따라 적합한 시험대상자를 선택하고 무작위 표에 따라 시험군과 대조군을 나눈다. 시험 부위 좌우 양 옆 색소 침착이 대칭된 상황에서 시험 제품 측과 대조 제품 측으로 나눠 최종적으로 유효 사례 수 30인/군(측) 이상을 확보한다.
3.1.1 선발 기준
3.1.1.1 18~60세의 건강한 여성 또는 남성
3.1.1.2 시험 부위에 최소 1개의 주위 근접 피부와의 ITA° 차이값이 10°이상인 뚜렷한 색소 침착이 있어야 하며, 직경은 3mm 이상이어야 한다(임상에서 외용 제제를 사용하여 개선하기 어려운 주근깨, 색소 모반이면 안된다).
3.1.1.3 알러지성 질병이 없고, 화장품 및 기타 외용 제제 알러지 이력이 없어야 한다.
3.1.1.4 과거에 광과민성 질병 이력이 없고 최근에 광과민성에 영향을 주는 약물을 사용하지 않았다.
3.1.1.5 시험 부위 피부는 선천성 모반, 염증, 흉터, 다모 등 현상이 없어야 한다.
3.1.1.6 시험 과정을 이해하고 시험에 자발적으로 참가하며 서면 동의서에 서명한 자
3.1.2 배제 기준
3.1.2.1 임신 중이거나 수유중인 여성, 또는 임신 계획 중인 자
3.1.2.2 건선, 습진, 아토피 피부염, 심각한 여드름 등 피부 질환 이력이 있는 자. 또는 기타 만성 계통성 질병이 있는 자
3.1.2.3 최근 1개월 안에 코르티코스테로이드류 호르몬 등 항염 약물을 복용하거나 외용한 자
3.1.2.4 최근 2개월 안에 AHA, 살리실릭애씨드 등 피부색에 영향을 주는 제품 또는 약물(하이드로퀴논 제제 등)을 사용한 적이 있는 자
3.1.2.5 최근 3개월 안에 시험 부위에 트레티노인 제제를 사용했거나 화학적 박리, 레이저, 펄스 광선 등 미용 치료를 받은 자
3.1.2.6 장시간 일광 노출을 피할 수 없는 자
3.1.2.7 최근 2개월 안에 기타 임상 시험에 참여한 자
3.1.2.8 기타 임상 평가에서 시험 참가 부적격으로 판정된 자
3.1.3 시험대상자 제한
3.1.3.1 시험 기간에 시험 부위는 시험 기관이 제공한 시험 제품 또는 대조 제품을 사용해야 하며, 기타 모든 색소침착 제거 및 미백 효능이 있거나 테스트 결과에 영향을 줄 수 있는 제품을 사용할 수 없다.
3.1.3.2 시험 기간에 직사광선에 노출되는 상황이 있으면 안되며 시험 부위의 광선 차단 작업을 해야 한다.
3.2 시험 물질
3.2.1 시험 제품: 색소침착 제거 및 미백 화장품
3.2.2 대조 제품: 색소침착 제거 및 미백 효능 성분이 함유되지 않은 상응하는 시험 제품 기질의 배합 제품으로 시험 제품과 평행 테스트한다.
3.2.3 사용 방법: 작업자가 무작위 표에 따라 시험 제품과 대조 제품을 지급하고 사용 설명서에 따라 시험대상자를 대상으로 사용 지도를 하여 시험대상자가 정확하고 연속적으로 제품을 8주 동안 사용하도록 보장한다. 시험 부위를 좌우 임의로 나눠 시험 제품과 대조 제품을 사용할 경우 시험대상자가 양측 테스트 제품과 대조 제품을 정확하게 구분할 수 있는 모니터링 조치를 확보해야 하며(시험 기관 작업자의 지도, 감독 하에 사용 등) 시험 보고서에 제품에 사용된 모니터링 방식을 설명해야 한다. 시험대상자에게 사용 시간 및 사용 과정 중의 모든 불편감과 부작용 증상을 기록하도록 요구한다.
3.3 시험 부위: 제품 사용 설명서에 따라 색소침착 제거 및 미백 화장품을 사용해야 하는 시험 부위를 정한다(안면 부위 등).
3.4 측정기기 장비
3.4.1 피부 색도계: 국제조명위원회(CIE)가 제정한 L*a*b* 색공간 데이터를 측정할 수 있는 측정기기
3.4.2 피부 멜라닌 검사기: 광 스펙트럼 흡수 원리로 피부 MI값을 검사하는 측정기기
3.4.3 표준 영상 촬영 장비: 정면, 좌측, 우측 안면 부위 또는 기타 시험 부위 영상을 촬영할 수 있고 가시광/편광 필터가 있는 촬영 장치
3.5 환경 조건
시험 결과 관찰은 온도 21±1°C, 상대 습도 50±10% RH인 고정 환경에서 해야 하며, 시각 평가는 일정 조광 조건(색온도 5500~6500K인 형광등관 또는 LED 조광)에서 실시해야 한다. 또한 모든 시험대상자는 이 환경 조건에서 최소 30분 적응 후 평가와 테스트를 실시할 수 있다.
3.6 시험 프로세스
3.6.1 요건에 따라 그룹에 참여할 자발적인 시험대상자를 모집하고 서면 동의서에 서명한다. 그룹에 참여하기 전에 선발과 배제 기준 등에 따라 시험대상자와 일련의 질병 이력, 건강 상태 등 문제를 상담하고 시험 부위 색소 침착 등 피부 상태에 대해 적합성 평가와 피부색 테스트 스크리닝을 하고 기록한다.
3.6.2 그룹에 참여하는 합격 시험대상자를 대상으로 제품 사용 전 시각적 평가, 측정기기 테스트, 표준 영상 촬영 등 피부 기초값 평가와 테스트를 진행하고 기록한다. 제품 사용 후 2주, 4주, 8주에 동일한 평가와 테스트를 다시 한 번 진행한다.
3.6.2.1 시각적 평가
각 방문 관찰 시점에 교육을 받은 피부과 의료진의 도움을 받아 연한 피부색에서 진한 피부색까지의 색 카드를 이용해 각 시험 부위 색소 영역에 대해 평가하고 점수를 기록한다.
3.6.2.2 피부 색도계 측정
각 방문 관찰 시점에 피부 색도계를 이용해 시험군(측) 및 대조군(측) 시험 부위 색소 침착 영역 피부의 L*, a*, b* 수치를 각각 측정하며, 각 테스트 존에서 3회 테스트하여 기록하고 ITA°값을 계산한다. 테스트 피부 영역 ITA°값이 클수록 피부색이 연하고 반대의 경우 진해진다.
3.6.2.3 피부 멜라닌 검사기 측정
각 방문 관찰 시점에 피부 멜라닌 검사기로 시험군(측) 및 대조군(측) 시험 부위 색소 침착 존 피부의 MI값을 각각 측정한다. 각 테스트 존은 3회 테스트하고 기록한다. 테스트 존 MI값이 작을수록 피부색은 연하고 반대의 경우 진해진다.
3.6.2.4 영상 촬영과 분석
각 방문 관찰 시점에서 피부 영상 촬영 장치를 이용해 표준 영상을 촬영한다. 영상 분석 소프트웨어로 시험 부위 여러 방문 관찰 시점 관련 파라미터(색소침착 광 밀도 평균값, 색소 침착 면적 점유율)를 분석하고 기록한다. 시험 부위 영상 색소침착 광 밀도 평균값이 작을수록 피부색이 연하다.
3.7 데이터 통계
통계 분석 소프트웨어로 데이터 통계를 분석한다. 계량 자료에서, 평균값±표준차에 정상 분포 검사를 실시하여 정상 분포 요건에 부합하면 자체 전후의 비교는 대응 표본 t 검정을 이용하고 그렇지 않으면 두 관련 샘플의 순위 합 검정을 이용한다. 등급 자료 사용 전후의 비교는 두 관련 샘플의 순위 합 검정을 이용한다. 시험 제품과 대조군 사이의 비교는 독립 샘플 t 검정 또는 순위 합 검정을 이용한다. 상기 통계 분석은 모두 양측 검정이며, 유의성 수준은 α=0.05이다.
3.8 시험 결론
시험군(측) 사용 제품 전후 어느 한 방문 관찰 시점의 시각적 평가, 측정기기 테스트 또는 영상 분석 관련 파라미터 중 어느 한 파라미터의 변화 결과 차이가 뚜렷하거나(P<0.05), 샘플 사용 후 테스트값 결과가 대조군(측) 결과보다 현저히 우수할 때(P<0.05) 시험 제품에 색소침착 제거 및 미백 효능이 있다고 판정하며 그렇지 않으면 시험 제품에 색소침착 제거 및 미백 효능이 없다고 판단한다.
4 검사 보고
검사 보고서에 샘플 번호, 명칭, 생산 로트 번호, 생산 및 송검 기관, 샘플 물리적 상태 서술 및 검사 시작 시간과 종료 시간 등, 검사 항목, 재료와 방법, 검사 결과, 결론이 포함되어야 한다. 검사 보고서에 위임 서명인의 서명이 있어야 하며, 분류 및 보존 보고서는 검사자, 교정인, 위임 서명인 각자의 서명이 있어야 하고 모두 시험 기관 검사 검출 전용 도장 또는 공인을 찍어야 한다. 그 중 검사 결과는 아래 표 1~3와 같이 도표 형식으로 제출해야 한다.


표 1 시험 제품 및 대조 검사 결과
	시험물질
	시험대상자
번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	2주
	4주
	8주

	
	
	
	
	
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI
	ITA°
	MI

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	대조제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


주: 계량자료 데이터 결과표


표 2 시험제품 및 대조 검사 결과
	시험물질
	시험대상자
번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	2주
	4주
	8주

	
	
	
	
	
	색소침착광밀도평균값
	색소침착면적점유율
	색소침착광밀도평균값
	색소침착면적점유율
	색소침착광밀도평균값
	색소침착면적점유율
	색소침착광밀도평균값
	색소침착면적점유율

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	대조제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


주: 계량자료 데이터 결과표


표 3 시험제품 및 대조검사 결과
	시험물질
	시험대상자
번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	2주
	4주
	8주

	
	
	
	
	
	시각평가
피부색등급
	시각평가
피부색등급
	시각평가
피부색등급
	시각평가
피부색등급

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	

	대조제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	


주: 등급자료 데이터 결과표


별첨 8
화장품 탈모방지 효능 시험방법
Test Method for Efficacy Measurement of Anti-hair Loss Cosmetic Products

1 범위
본 방법은 화장품 탈모방지 효능에 대한 시험방법을 규정한다.
2 검사방법
2.1 시험대상자 선택
선발과 배제 기준에 따라 적합한 시험대상자를 선택하고 무작위 표에 따라 시험군과 대조군으로 나누고 최종 유효 사례 수 30인/군 이상을 확보한다.
2.1.1 선발 기준
2.1.1.1 18~60세의 건강한 남성 또는 여성. 시험대상자 연령과 성별 비율은 구부피인 시험 제품 사용 설명서에 서술된 소비 대상에 상응하도록 정한다.
2.1.1.2 두발 길이 5~40cm
2.1.1.3 탈모 진행이 많이 된 경우나 머리 숯이 적으면 곤란하며 60회 빗질법(부록 I 참조)에 따라 탈락된 모발 개수가 10개 이상, 2주 휴약기 후 여전히 10개 이상인 자
2.1.1.4 최근 1개월 내 염색, 펌, 두발 고정 등 특수 미용처리를 하지 않은 자
2.1.1.5 시험 과정을 이해하고 시험에 자발적으로 참가하며 서면 동의서에 서명한 자
2.1.2 배제 기준
2.1.2.1 임신 중이거나 수유중인 여성, 또는 임신 계획 중인 자
2.1.2.2 중증 안드로겐성 탈모, 원형 탈모, 염증성 반흔 탈모 또는 기타 두피/모발 질환 환자
2.1.2.3 정신 또는 심리 질환자, 또는 장기 수면, 정서 제어 장애자
2.1.2.4 최근 3개월 안에 탈모방지 효능이 있는 화장품이나 기타 해당 종류 효능이 있거나 발모 효능이 있는 제품을 사용한 자
2.1.2.5 최근 6개월 안에 모발 성장에 영향을 주는 약물을 복용하거나 국부적으로 사용한 자
2.1.2.6 모발 이식 치료를 받은 적이 있는 자
2.1.2.7 모발이 곱슬인 자
2.1.2.8 체질이 극도로 민감한 자
2.1.2.9 최근 2개월 안에 기타 임상 시험에 참여한 자
2.1.2.10 임상 평가에서 시험 참가 부적격으로 판정 받은 자
2.1.3 시험대상자 제한
2.1.3.1 시험대상자 스크리닝과 시험기간 매회 방문 관찰 전 48±4 시간 안에 머리를 감을 수 없으며 매회 방문 관찰 전 머리를 감지 않는 시간은 기본적으로 일치해야 한다. 방문 관찰 당일 스스로 머리를 빗을 수 없다.
2.1.3.2 시험 기간 매회 방문하여 평가하기 전 2주 안에 머리를 자르지 않는다.
2.1.3.3 시험 기간에 모든 모발 케어와 미용을 할 수 없으며, 모든 탈모, 발모 치료를 받을 수 없다.
2.1.3.4 시험 기간에 기존의 생활 습관을 유지하고 감정의 기복이 커지지 않도록 한다.
2.2 시험 물질
2.2.1 시험 제품: 탈모방지 화장품
2.2.2 대조 제품: 탈모방지 효능 성분이 없는 상응하는 시험 제품 기질의 배합 제품으로 시험 제품과 평행 테스트한다.
2.2.3 휴약기 제품: 대조 제품과 동일하며 휴약기 내 시험군과 대조군 모두 대조 제품을 사용한다.
2.2.4 사용 방법: 작업자가 무작위 표에 따라 시험 제품과 대조 제품을 지급하고 사용 설명서에 따라 시험대상자를 대상으로 제품 사용을 지도하고 시험대상자가 시험 주기 내에 시험 물질을 정확히 사용하도록 보장한다. 시험 물질은 최소 12주 사용하며, 시험 기간에 시험대상자가 사용 시간 및 사용 과정 중의 모든 불편감과 부작용 증상을 기록하도록 요구한다.
2.3 시험 기자재
2.3.1 전용 디지털 카메라: 1500만 화소 이상으로, 전체 시험 과정에서 조리개 크기, 감광도(ISO) 및 초점 거리 등 파라미터가 일치성을 유지해야 한다.
2.3.2 영상 촬영 지지대: 시험대상자의 머리 위치를 고정할 수 있고 정수리와 카메라 렌즈가 수직을 유지하도록 해야 한다. 전문 디지털 카메라와 함께 정수리를 중심으로 모발 전체 사진을 촬영한다.
2.3.3 피부 확대경: LED 램프 광원, 파장 450~750nm, 색온도 6500~8000K, 조도 540 lx 이상, 확대 배수 20배 이상, 검사 직경 1.0cm 이상 또는 면적 0.8cm2이상
2.3.4 빗: 빗살 밀도가 알맞고(빗살 간격 0.9~1.1mm), 빗살 길이 2.0~3.0cm, 빗 길이 10cm 이상(빗 손잡이 미포함), 전체 시험 과정에서 동일 규격과 재질의 빗을 사용해야 한다. 매회 사용 후 <의료기관소독기술규범>(WS-T 367-2012)의 관련 요건에 따라 소독해야 한다.
2.4 환경 조건
시험 결과 관찰은 온도 21±1℃, 상대 습도 50±10% RH인 환경에서 실시해야 하며 시각적 평가는 일정 조광 조건(색온도 5500~6500K인 형광등관 또는 LED 조광)에서 실시해야 한다. 시험대상자는 이 환경 조건에서 최소 30분 적응 후 평가와 테스트를 실시해야 한다.
2.5 시험 프로세스
2.5.1 요건에 따라 그룹에 참여할 자발적인 시험대상자를 모집하고 서면 동의서에 서명한다. 그룹에 참여하기 전에 선발과 배제 기준 등에 따라 시험대상자와 일련의 질병 이력, 건강 상태 등 문제를 상담하고 60회 빗질법을 이용해 탈락 모발 수를 세고 기록한다.
2.5.2 합격한 시험대상자는 2주간의 휴약기를 진행한다. 휴약기 사용 제품은 2.2.3을 참조한다. 휴약기 종료 후 60회 빗질법을 다시 실시하며, 탈락 모발 수가 여전히 10개 이상인 자만 정식 시험에 돌입할 수 있다.
2.5.3 정식 시험에 선발된 시험대상자는 층별 무작위 배정법에 따라 시험제품군과 대조제품군으로 나누고 시험 결과에 영향을 줄 수 있는 중요 요소(성별, 연령, 두발 길이, 탈모 심각도 등)의 균형을 확보한다.
2.5.4 선발 시험대상자에 대해 제품 사용 전 모발 탈모 계수, 모발 밀도 평가, 영상 촬영 등 기초값 평가를 실시하고 기록한다. 제품 사용 후 4주, 8주, 12주에 동일 평가와 테스트를 다시 진행한다.
2.5.4.1 탈락 모발 수 세기: 시험대상자가 매회 방문 시 교육을 이수한 작업자가 60회 빗질법을 이용해 시험대상자의 모발을 정리하고 탈락한 모발의 수를 세고 기록한다.
2.5.4.2 모발 밀도 평가: 모발 밀도 평가에 전체 모발 밀도 평가와 국부 모발 밀도 평가가 포함되며, 구부피인 방법은 다음과 같다.
2.5.4.2.1 전체 모발 밀도
시험대상자 정수리 모발에서 양쪽으로 대칭이 되도록 머리를 엉킴 없이 원활하도록 빗는다. 매회 방문 평가에 동일한 모발 유형을 유지해야 하며(처음 1회 촬영한 머리 전체 모발 사진 참조) 표 1의 0~7급 평가 척도표를 이용해 정수리 영역 모발 밀도를 평가한다. 전체 모발 밀도 평가에 임상 평가와 영상 평가가 포함되며 양자의 평균값을 계산하여 전체 모발 밀도로 정한다.
시각적 평가: 매회 방문 시 피부과 의료진이 현장에서 모발 밀도를 평가하고 점수 등급을 기록한다.
영상 평가: 매회 방문 시 모발 전체 사진을 촬영한다. [구부피인 조작 절차: 시험대상자는 검은색의 반사광이 없는 머플러를 착용하고 모발을 엉킴이 없도록 정리한다(매회 머리 모양이 일치해야 하며, 촬영은 전 회차 촬영 사진을 참조한다). 아래턱을 촬영 지지대를 놓고 디지털 카메라 촬영 파라미터를 고정한다. 정수리를 중심으로 모발 전체 사진을 촬영한다. 매회 촬영 시 시험 번호, 시험대상자 번호, 방문 시간이 포함된 라벨을 붙이고 표준 색상판을 설치한다(최소 검은색, 흰색, 회색 포함)]. 방문 관찰이 종료된 후 피부과 의료진이 촬영한 사진에 대해 모발 밀도 평가를 하고 점수 등급을 기록한다.
표 1 모발 밀도 등급 점수표
	등급
	설명

	0
	모발 없음

	1
	극히 희소하며 두피가 선명하게 보임

	2
	희소하며 두피를 쉽게 볼 수 있음

	3
	희소한 편이며 두피를 볼 수 있음

	4
	중등 밀도, 소량의 두피가 보임

	5
	촘촘한 편, 극소량의 두피가 보임

	6
	촘촘함, 두피가 희미하게 보임

	7
	두피가 거의 보이지 않음



2.5.4.2.2 국부 모발 밀도
시험대상자 머리 부위에 최소1.5cm1.5cm의 모발 커트 영역을 정하여(정수리에 가까운 관자놀이 쪽) 매번 방문때마다 모발을 제거한 영역이 일치하도록 보장한다. 모발을 자른 후 남은 길이는 1mm를 초과하지 않는다. 영상 채집 과정에서 조작자는 시험대상자가 편안한 자세를 갖도록 하며, 피부 확대경을 모발 제거 구역 정중앙에 놓고 국부 모발 영상 촬영을 한다. 촬영 시 피부 확대경 렌즈와 두피가 완전히 접합하고 수직을 유지해야 하며, 촬영 영상의 선명도를 검사한다. 영상 분석 소프트웨어나 수동 계수 방법으로 국부 모발 수량과 밀도를 세고 기록한다.
2.6 데이터 분석
통계 분석 소프트웨어로 데이터의 통계를 분석한다. 계량 자료에서, 평균값±표준차에 정상 분포 검사를 실시하여 정상 분포 요건에 부합하면 자체 전후의 비교는 대응 표본 t 검정을 이용하고 그렇지 않으면 두 관련 샘플의 순위 합 검정을 이용한다. 등급자료 사용 전후의 비교는 두 관련 샘플 순위 합 검정을 이용한다. 시험 제품과 대조군의 비교는 독립 샘플 대응 표본 t 검정과 순위 합 검정을 이용한다. 상기 통계 분석은 모두 양측 검정으로 유의성 수준은 α=0.05이다.
2.7 시험 결론
데이터 분석 결과에 근거하여, 시험 기간 모든 방문 시점에 시험 제품 사용 전후 모발 탈락 수에 현저한 증가가 없거나 전후 모발 탈락 수 차이값이(제품 사용 후 어느 한 방문 시점의 모발 탈락 수-제품 사용 전의 모발 탈락 수) 대조군보다 현저하게 낮은 경우(P<0.05), 또는 모발 밀도(전체 모발 밀도 또는 국부 모발 밀도)에 현저한 감소가 없거나 전후 모발 밀도 차이값(제품 사용 후 어느 한 방문 시점의 모발 밀도-제품 사용 전의 모발 밀도)이 대조군보다 현저하게 높은 경우(P<0.05) 시험 제품에 탈모방지 효능이 있는 것으로 판단하며, 그렇지 않으면 시험 제품에 탈모방지 효능이 없는 것으로 판단한다.
3 검사 보고
검사 보고서에 번호, 명칭, 생산 로트 번호, 생산 및 송검 기관, 샘플 물리적 상태 설명 및 검사 시작 시간과 종료 시간 등, 검사 항목, 재료와 방법, 검사 결과, 결론이 포함되어야 한다. 검사 보고서에 위임 서명인의 서명이 있어야 하며, 분류 및 보존 보고서는 검사자, 교정인, 위임 서명인 각자의 서명이 있어야 하고 모두 시험 기관 검사 검출 전용 도장 또는 공인을 찍어야 한다. 그 중 검사 결과는 아래 표 2~3와 같이 도표 형식으로 제출해야 한다.


표 2 시험 제품 및 대조 검사 결과
	시험물질
	시험대상자
번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	4주
	8주
	12주

	
	
	
	
	
	탈락 모발 수
	국부모발밀도
	탈락 모발 수
	국부모발밀도
	탈락 모발 수
	국부모발밀도
	탈락 모발 수
	국부모발밀도

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차 SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	대조제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……

평균값
표준차 SD
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


주: 계량자료 데이터 결과표



표 3 시험제품 및 대조검사 결과
	시험물질
	시험대상자
번호
	성명
(이니셜)
	성별
	연령
	사용 전
	사용 후

	
	
	
	
	
	
	4주
	8주
	12주

	
	
	
	
	
	시각평가모발밀도
	영상평가모발밀도
	시각평가모발밀도
	영상평가모발밀도
	시각평가모발밀도
	영상평가모발밀도
	시각평가모발밀도
	영상평가모발밀도

	시험제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	대조제품
	01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
……
최소값 Min
중간값 Median
최대값 Max
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


주: 등급자료 데이터 결과표


부록 I 60회 빗질법

1. 시험대상자는 매회 방문 전 48±4 시간 내에 머리를 감을 수 없으며 방문 당일 아침 머리를 빗을 수 없다.
2. 매회 시험 기관에 도착하여 환경에 적응한 후 교육을 받은 동일 기술자가 동일 규격의 빗(2.3.4 참조)을 이용하여 왼쪽 앞에서 오른쪽 뒤로, 오른쪽 앞에서 오른쪽 뒤의 순서로 균일한 속도로 60회(좌우 각 30회) 빗질한다.
3. 탈락한 모발을 수집하여 수를 센다.
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