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  Sodium benzoate is a kind of preservatives in cosmetics and is nominated as the restricted ingredients in cosmet-
ics in Japanese Pharmaceutical Affairs Act. So the analytical method for sodium benzoate was investigated by
HPLC. After adding 5 ml of tetrahydrofuran to 0.05 g of the lotions or creams with 0.1 or 1.0 % sodium benzoate
and dissolving them, that mixture was made up to 50 ml with methanol. If necessary, the mixture was filtrated with
a membrane filter (0.45 μm). The testing solution of 20 μ l was analyzed by HPLC using the ODS column
(CAPCELL PAK C18 column, 4.6x250 mm), the mixture of 50 mmol/l phosphate buffer(pH5.5) and acetonitrile
(7:3) and the detection wavelength of 227nm. The working curve from 1.0 to 12.0μ g/ml showed a linear line
between the concentrations of sodium benzoate and the peak area. There was no interference of peak of sodium
benzoate from the lotion and cream.
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１．緒　言

　平成13年 4月 1日より，化粧品の承認・許可に当たって

の規制緩和が行われ，化粧品に使用される成分のポジティブ

リスト，ネガティブリストの採用および製品に用いられた全

成分の表示が義務付けられた．化粧品基準第4条の別表31）

に化粧品に使用することのできる防腐剤が定められている．

この中で安息香酸ナトリウム(SB)は化粧品100 g中に1gま

で使用することが認められている．食品中のSBおよびソル

ビン酸カリウムの液体クロマトグラフ法2） ，口腔トニック

中の水溶性ビタミン，カフェインおよび防腐剤の液体クロマ

トグラフ法3），去痰剤中の dextromethorphan hydrobromide，

guaifenesinおよび SBの液体クロマトグラフ法4)などが報告

されている．

　今回，著者らは，化粧品に使用が認められているSBの化

粧水およびクリーム中での分析法としてCAPCELL PAK C18

カラムを用いた液体クロマトグラフ法を検討したので報告

する．

２．実　験

２．１　装置

　液体クロマトグラフ(HPLC)装置は，島津製 LC-10A型ポ

ンプ，島津製CTO-10A型カラムオーブン，島津製 SPD-6AV

型紫外可視検出器，島津製 L-10AXL型オートサンプラーお

よび島津製C-R6A型クロマトパックを連結して用いた．SB

の吸収スペクトルの測定には，島津製UV-260型紫外可視分

光光度計を用いた．

２．２　試薬および試液

　SB，フェノキシエタノール（PE）およびメチルパラベン

（MP）は和光純薬製のものを用いた．液体クロマトグラフ用

カラムのCAPCELL PAK C18は資生堂より購入した．化粧水

およびクリームは SB1.0% および0.1% を含む製品をカネボ

ウ株式会社で試作し，試験に供した．

　SB標準溶液：SB25.0 mgを水に溶かし50.0mLとした．(0.

5 mg/mL)

PE標準溶液：PE25.0 mg を水に溶かし，正確に50.0 mLと

した．この液2mLを正確に量り，水を加えて正確に100mLと

した．（10μg/mL）
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MP標準溶液：MP25.0 mgを水に溶かし，正確に50.0 mLと

した．この液2mLを正確に量り，水を加えて正確に100mLと

した．（10μ g/mL）

　リン酸水素二ナトリウム試液：リン酸水素二ナトリウム

7.10 gを水1000 mL に溶かした．（50 mmol/L）

　リン酸二水素カリウム試液：リン酸二水素カリウム6.80

gを水 1000 mLに溶かした．（50 mmol/L）

　50 mmol/L リン酸塩緩衝液（pH 5.5）：リン酸二水素カリ

ウム試液500 mLにリン酸水素二ナトリウム試液を加え，pH

を5.5 に調整した．

２．３　定量法

　試料約0.05  gを精密にはかり，テトラヒドロフラン5 mL

に溶かし，メタノールを加えて50.0 mLとする．不溶物があ

る場合は，さらにメンブランフィルター（0.45 μｍ）でろ

過を行い，これを試験溶液とする．試験溶液20μ Lを高速

液体クロマトグラフに注入し，得られたクロマトグラムの

ピーク面積をはかり，別に作成した検量線から試験溶液中の

安息香酸ナトリウムの濃度Ａ（μg/mL）を求め，次式によ

り試料100 g中の含有量を算出した．

  試料 100 g中の安息香酸ナトリウム含有量（mｇ）＝

　（Ａ × 50）/試料採取量×1/10

  検量線の作成：SB標準溶液をメタノールで希釈し，1 mL

当たり SB5.0，10.0および15.0 μ gを含む標準系列をつく

り，各20 μ Lを高速液体クロマトグラフに注入し，得られ

たそれぞれのピーク面積と濃度から検量線を作成した．

操作条件

　検出器：紫外吸光光度計（測定波長：227 nm）

　カラム：CAPCELL PAK C18（4.6 x 250 mm）

　移動相：50 mmol/L リン酸塩緩衝液（pH 5.5）／アセト

　ニトリル混液（97:3）

　カラム温度：35℃付近の一定温度

　流量：1 mL/min

３．結果および考察

　検討に用いた試料溶液は，SB標準溶液の一定量を水で希釈

し，1 mL当たり10μgの濃度に調製し，試料溶液とした．

３．１　紫外部吸収スペクトル

　試料溶液を用いて紫外吸収スペクトルを測定し，その結果

を Fig.1に示した．

　測定した SBの吸収極大波長は227nmであった．この波長

を検出波長とすることにした．

３．２　アセトニトリルの影響

　以下の液体クロマトグラフ法での条件検討では，試料溶液

20μ Lを用いた．

　移動相として，50 mmol/L リン酸塩緩衝液(pH6.0)/ アセ

トニトリル混液(100:0)～(95:5)を用い，アセトニトリルの

影響について検討した．その結果を Fig.2に示した．

　Fig.2に示したように，50 mmol/Lリン酸塩緩衝液(pH6.0)/

アセトニトリル混液(100:0)～(95:5) を用いた時，SBの保

持時間（ｔR）は13.7～ 7.1分に変化した．この結果より，

ｔR 8.7分を示した50 mmol/Lリン酸塩緩衝液(pH6.0)/アセ

トニトリル混液(97:3)を用いることにした．

３．２　pHの影響

　50 mmol/Lリン酸塩緩衝液/アセトニトリル混液(97:3)に

用いられているリン酸塩緩衝液の pHを4.5～7.0に変化さ

Fig.1   UV spectrum for sodium benzoate at 10μ g/ml

       Fig.2  Effect of acetonitrile on retention time of sodium

       benzoate
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せて検討し，その結果を Fig.3に示した．

　リン酸塩緩衝液の pHが4.5～ 6.0に変化するに従い，

ｔRは21.0 ～ 8.7分に変化した．しかし，pHが6.0～ 7.0

では，ｔRはほとんど変化しなかった．これらの結果より，

50 mmol/Lリン酸塩緩衝液(pH7.0)/アセトニトリル混液(97:

3)を用いることを考えたが，クリーム中の SBの測定に応用

したとき，クリームの溶解に用いたテトラヒドロフランに由

来するピークが安息香酸のピークと一致した．そこで，化粧

水およびクリームの測定には，50 mmol/L リン酸塩緩衝液

(pH5.5)/ アセトニトリル混液(97:3)を用いることにした．

３．３　リン酸塩緩衝液のイオン強度及びカラム温度

　リン酸塩緩衝液のイオン強度を25～100 mmol/Lに変化さ

せた．安息香酸の保持時間はほとんど変化がなかった．ま

た，カラム温度を25～40℃に変化させた．保持時間は僅か

に低下した．この結果より，50 mmol/L リン酸塩緩衝液

(pH5.5)/アセトニトリル混液(97:3)及び35℃を用いること

にした

３．４　SBのクロマトグラムおよび検量線

　1%の SBを含有するクリームを用い，２．３の定量法で調

製した試料溶液を用い，HPLCの操作条件で得られたクロ

マトグラムを Fig.4に示した．

　Fig.4から分かるように，今回検討した SBは試作したク

リーム中の成分の影響もなく測定できることが明らかに

なった．クロマトグラムを示さなかったが，化粧水の場合に

も同様の結果を得た．

　SBの1.0～ 12.0μg/mLを含む溶液を調製し，この液20

μlを用い，検量線を作成した．得られた回帰一次方程式は

y=5.082×10４x＋2962 (r2=0.997)であった．SB濃度とピー

ク面積の間には良好な直線関係が成立した．SB1.0μ g/mL

及び10.0μg/mLの溶液20μLを用い，6回の繰り返し注入

を行い，そのピーク面積を求めた．それらの平均値は，それ

ぞれ，51552 及び502353 であり，それらの相対標準偏差は

4.30及び 0.62%であった．

　化粧品には防腐剤として，PEおよびMPが一般に用いら

れている．PEおよびMPとの分離を考え，PEおよびMPの

標準溶液20μLを用いて検討した．PEおよびMPの保持時

間は，それぞれ，約20分および約44分であった．

３．５　化粧品への応用

　クリームの場合，基材から SBを完全にメタノール，エタ

ノールで溶媒抽出することは困難である．そこで，一定量の

クリームを5ｍLのテトラヒドロフランに溶かし，次に，メ

タノールで一定濃度にして測定することを検討した．1.0%の

SBを含むクリーム0.5gを5mLテトラヒドロフランに溶かし，

メタノールで正確に50.0mLにメスアップした．この液5.0mL

を正確に量り，メタノールにて正確に50.0mLとし，試料溶

液にした．この液20μ Lを用い，液体クロマトグラフ法を

行った．6回の繰返実験から得られた回収率の平均値および

RSD(%)は，それぞれ，87.7%および2.68%であった．次に，

1.0%のSBを含むクリーム0.05gを5mLテトラヒドロフラン

に懸濁させ，メタノールで正確に50.0mL にメスアップし，

試料溶液にした．この液20 μ Lを用い，液体クロマトグラ

フ法を行った．6回の繰返実験から得られた回収率の平均値

およびRSD(%)は，それぞれ，102.6%および1.46%であった．

この結果より，クリーム0.05gを用いた２．３の定量法を確

立した．

　試作した1.0% および0.1% の SBを含む化粧水およびク

リームを用い，2.3の定量法で操作したときに得られた測定

結果を Table 1-1～ 1-4に示した．

　Table 1-1～1-4から分かるように化粧水およびクリーム

中のSBは今回確立した測定法で十分に測定できることが明

らかになった．

   Fig.3   Effect of pH of the mobile phase on retention time of

   sodium benzoate

　　

Fig4.  HPLC chromatogram for a cream containing 1.0% sodium

benzoate
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Table 1-4 Amount of sodium benzoate in the cream
          containing 0.1% sodium benzoate

  Table 1-3 Amount of sodium benzoate in the cream containing
  1.0% sodium benzoate

  Table 1-2 Amount of sodium benzoate in the lotion containing
  0.1% sodium benzoate

  Table 1-1 Amount of sodium benzoate in the lotion containing
  1.0% sodium benzoate
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