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　Dete 血   atio1 隆 of 　D ・and 　L・DOP 旦8 量且 ph   ceu ・
t董Ul 　preparations 　by　higb　pe面 mance 　liquヨd
chmm 飢 09 畑 pby 　with 　d削 mob 韻e 　ph 毘 se ．　Yukio
Aso

，　Sumie　YosH 匸oKA
，
　Toshio　SH 田 AzAKI 　and 　Mitsuru

UcHIYAMA 　（National　 Institute　 of 　Hygienic 　 Sc三ences
，

1−18−1，Kamiyoga ，
　Setagaya −ku

，
　Tokyo 　 158）

　The 　 high　pe  formance 　liquid　 chromatography 　 using

chiral 　mobi1e 　phase　contai 皿 ing　I・−phenylalanine −coPPer
（II）complex 　was 　evaluated 　for　purity　tcst　and 　stab 皿ity
test　 of レ Dopa 　preparations．　The 　 influences　 of 　 thc

complex 　 concentration 　 and 　 methanol 　 content 　 in　 the

mobile 　phase　on 　the　separation 　of 　D − and 　L −Dopas 　were
studied ．　 The 　 comp ［ex 　 concentration 　 had　little　 in−
Huence 　on 　the 　separat 量on

，
　while 　the 　decrease　in　Inetha −

nol 　 content 　increased　 the 　 retention 　 time 　 and 　 the 　 re −
solution ．　 The 　detection　iimits　 obtained 　 with 　UV
detector　 and 　 electrochemical 　detcctor　 were 　compared

，

and 　 it　 was 　 fbund 　 that 　 electrochemical 　 detector　 could

detect　 much 　 less　 D −Dopa 　 in　 the　 presence　 of 　L −Dopa
than 　UV 　 detector．　 D − and 　 L−Dopas　 in　tablets　 were

determined 　simultaneously 　by　connecting 　a 　UV 　detector
and 　an 　clectrochemical 　detector　in　series ．

　　　　　　　　　（Receivcd　Septelnber　30，　1985）

　　Keuword
、ρhJxzses

determination　 of 　 D − and レ Dopas 　 in　 pharmaccutical

　preparations；　L三gh 　perfbrrnance　liquid　chro1 皿 ato −

　graphy 　 using 　 chiral　 mobile 　 phase　 containing 　正．

　phenylalanine　and 　copper （II）complex ；dctection　with
　 ultraviolet 　 and 　 clectrochemical 　detectors．

超 臨界 流体抽 出 1超 臨界 流 体 ク ロ マ ト

ラ グ フ ィ
ー直接導入法 に よる ビ タ ミ ン

K の 分 析

本堂敏信 
， 斎 藤宗雄 ， 千 田正 昭

＊

（1985 年 9 月 30 日 受理 ）

1 緒 言

　 超臨界流体 が よ く物を 溶 か す と い う 性質は ， 既 に 約

100 年前 か ら Hannay ら
1） に よ り知 られ て い た が ，実

用的 な超 臨 界流 体抽 出 （Supercritical　 Huid　 exu
’
ac −

tion ：SFE）の 手法 は，　 Zosel ら
2）に よ っ て わ ずか 20 年

ほ ど前 に始め られ た に すぎな い ． そ の 後，
SFE は 主 と

し て 工 業的規模 の 抽出の 手法 と して 発展し た が
， 分 析的

な応用 は ほ とん ど報告が な か っ た．著者 らは ，分析規

模で の SFE を 行い ，そ の 抽出物を直接 ， 超臨界流体 ク

卩 マ ト グ ラ フ ィ
ー　（Supercritical　 fluid　 chromatogra −

phy ： SFC）系 に 導 入す る 新 し い 分 析手法 （SFEISFC ）

に つ い て既 に 報告 した
S）4）．又，そ の 手法を 用い ，

コ ーヒ

ー中の カ フ ェイ ン ， レ モ γ 果皮中の フ レ
ーバ ー

成分，小

麦 は い 芽中 の ビ タ ミ
’
一　E ，塩化 ビ ニ ル シ

ー
ト 中の 可塑剤

な どの 分析に つ い て も報告し た 4）h7）．　 SFE ／SFC の 手法

を 用 い る と通 常 の 溶媒 に は 溶け に くい サ ソ プ ル で あ っ て

も固体 あ る い は 粉末の ま ま分析で き る た め ， 単に SFE

に お け る 抽出条件 の 検討に と ど ま らず，新 し い 分離分析

手法と し て 種 k の 応用が 期待 され る．こ の 手法は ，複雑

な前処理 が 必 要な脂溶性成分，ペ プ チ ドな ど 通常 の 溶媒

に は 溶け に くい 成分 の 分画及 び 分析へ の 応用 が 考 え られ

る．しか し，超臨界流体は 液体 に 比べ て 極 め て 圧縮性 が

高 く， わ ずか な 温度 ， 圧力変化 に よ り密度が大幅に変わ

り，従 っ て 溶媒強 度 が 大 きく変化す る た め ，従来 の 高速

液体 ク ロ v ト グ ラ フ 装置 を 流用 し た シ ス テ ム で は ，SFE ，

SFC い ずれ の 分析手法 とし て も十分な 再現性を 得る こ

と が 困難 で あ っ た ．今 回 ，著者 ら は SFE ／SFC 専用機

と し て 新 た に 開発 され た 日本分光 SUPER −100 型 SFE／

SFC シ ス テ ム を用 い て，脂溶性 ビタ ミ ン の
一

種 で あ る

ビ タ ミ ン K の 分析を 試み た． そ の 結果 ，
SFE 抽出物を

直接 SFC に導入 し た場合 に お い て も良好 な再現性 が 得

られ た。

＊
日 本分光工 業 株 式 会 社 ： 192　東京都八 王 子 市 石 川

　町 2967−5
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2　実 験

　2・1 試 　薬

　 ビ タ ミ ン K1
，
　 Ks 標品 は 和光純薬 工 業製，ビ タ ミ ン Kz

標 晶 は 日清化 学 製 の も の を 用 い た，

　2・2 装 置

　装置 の 詳細 に つ い て は ， 既 に 報告 し た
s）4）．Fig．1 に

流路 シ ス テ ムを 示 す ．ボ ン ペ か ら供 給 さ れ ボ ソ ブ （2）

に よ り加 圧 さ れ た 液化二 酸化炭棄 は ，抽 出 カ ー ト リ ッ ジ ，

イ ン ジ ェ ク タ
ー，必 要 に 応 じ て 分離 カ ラ ム を 通 り， 検出

器 ， ト ラ ッ ブ カ ラ ム ，
バ

ッ ク プ レ ッ シ ャ
ー

レ ギ ュレ ータ

ー
， フ ロ

ーメ ータ ーを 経 て 排 出 さ れ る ．ボ ソ プ （3） は

抽 出 エ ソ ト レ ーナ ーあ る い は SFG に お け る モ デ ィ フ ァ

イ ヤ ー溶 媒 を 加 圧 送 液 す る ．抽 出 カ
ー

ト リ ッ ジ，分離 カ

ラ ム ， イ ソ ジ ェ ク タ
ーな ど は オ

ーブ ン に 収容 さ れ ， 抽 出

あ る い は ク ロ マ F グ ラ フ ィ
ーに 必要な温度 に 保 た れ る．

温

Fig．　1　Hydraulics 　of 　direct置y　coupled 　supercritical

　　　 fluid　extract 量on ／supercritical 　Huid　 chroma −

　　　 tography 　（SFE ／SFG ）

　　　　1carbon 　dioxide　cylinder ； 2　pump 　for　de旺一

　　　　veri   lique丘ed 　carbOn 　dioXide；　3　pump 　for
　　　　deliverying　 modi 丘e： sol ▽ ent ； 46 −

way 　 valve ；

　　　　5　eXtraction 　camidge ，　 thermostated　in　oven ；

　　　　66 −way 　 valve ； 7eXtraCt　trap　loop； 86 −way

　　　　valve ； 9injector　 valve ； 10　chromatographic

　　　　separati 。 n 　c。lumn　 in　 o▽ en ； 11　multiwavelen ・

　　　　gth 　UV 　detector； 12　data　pr   essor ； 13　pre−

　　　　ssure 　gauge 　for　 monito τing　back　pressure ； 14

　　　　pressure 　regulator

　本 装 置 に 用 い た 日 本 分 光 MULTI −・320 型多波長紫外

吸収検 出 器 は ， 抽 出物あ る い は 分離 カ ラ ム か ら の 溶出物

の 紫外吸収 ス ペ ク トル を リア ル タ イ ム で CRT 上 に 表示

す る こ とが で き る．

3 結果及び 考察

　Fig．2 に ビ タ ミ ソ K 標品の SFEISFC に よ る三 次元

ク ロ マ ト グ ラ ム を 示す・ エ タ ノ ール に 溶解 した ピタ ミ ソ

K1 ，　 K2，　 Ks の標品各 100　nmol を炉紙に しみ こ ま せ
，
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Fig．2　Three −dimensional　SFC 　chromatogram 　of

　　　 Vitamin　K1
，
　K

：
and 　K3 　standards 　by　dire・

　　　 ctly 　couplcd 　SFE ／SFG

　　　 SFE 　conditions − pressure 　 ：200　bar，　temPera ・

　　　 tロ e ： 40℃
，

time ： 2，5 皿 in．　 SFC 　 condit 玉ons

　　　 − mobile 　phase 　： supercritical 　carbOn 　dioXide／
　　　 acetonlt ・rire（100　F1／min ），　 t。tal　 flow　 rate ：

　　　 2．Ol／皿 in　 as 　 gas ，
　 colunln ：JASCO 　 Finepak

　　　 SIL 　（4，6 皿 皿 i．d．x250 皿 m ）； temperature ：

　 　 　 40°C

暗所 で 十分乾燥 した後そ の 炉紙を抽出 カ
ー

ト リ ッ
ジ た入

れ バ
ッ チ SFE を行 っ た．抽出は ，40°C

，
　 rOO　bar の 超

臨界二 酸化炭素を用 い て 2・5 分間 行 っ た． こ の 抽出物

を
，

バ ル ブ の 操作 に よ っ て 超臨界流体状態を保 っ た まま

保持ル ープ に 移 し， 直接 SFG 装置 に 導入 し た，

　SFC 条件 は ，カ ラ ム に Finepak　SIL シ リ カ ゲ ル カ

ラ ム ，移動相と し て 40°C ，120bar （カ ラ ム 出 口 圧） の

二 酸化炭素を用 い ， 流量 は 大気圧気体換算 で 2 ．01 ！min

と し た．更に ア セ ト ニ ト リ ル を 流量 O・1　ml／min で 送

液 ， 混合 し モ デ ィ フ
ァ イ ヤー と した ． こ の 条件下 ，

ビ

タ ミ ン Kl
，
　 Kz 及 び Ka の 保持 時間 は そ れぞれ 2・95，

4．09，4．45 分で あ っ た ・

　Fig．3 に は ，
　 Fig，2 の ク ロ マ ト グ ラ ム か ら得られ た

ビ タ ミ ソ K1 ，　 Kz，　 Ks そ れぞれ の ピーク ト ッ プ 吸収 ス

ペ ク トル を 示 した ，本 SFC 条件下 に お い て ビ タ ミ ソ

K
，，K2 ，　 Kt は 4．5 分以内 に 完全 に 分離す る こ と が で

きた．分析時 間が こ の よ うに 短 い の は ，超臨界流体が ，

通常の溶媒 に 比 べ 粘性が 1／IO 以下で
， 拡散係数 も 100

倍 ぐらい 高い た め，移動相線速度 が 約 10mm ／s と ， 通

常の 高速液体 ク PV ト グ ラ フ ィ
ーeこ比 べ て 4〜5 倍の 高

い 値を 用い る こ とが で き る た め で あ る． ビ タ ミ ン K
， の

直前 （2・6 分） の ピーク は K
、 の シ ス 体 で あ る と考え ら

れ る，

　 ビ タ ミ ソ K
且 標品 の 抽出 の タ イ ム コ

ース を Fig・4 に

示す．こ の 結果か ら炉紙 に 吸着さ せ た ビ タ ミ ソ K
、 は ，

約 15 秒以 内に 超臨界二 酸化炭素中 へ の 溶解が 平衡に 達

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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る こ と が 分 か っ た。

　 こ れ ら ビ タ ミ ン K 標品 を 用 い た 実験 か ら，本装置を用

い て の SFE ／SFC 直接導入法 で の 再現性を 調べ た とこ

ろ ，保持時間に 対す る 再現性 は ， 相対標準偏差値 と して

1・5％ 以内 ， 又 ピ ー
ク面積に 対す る 再現性 は ，や や 悪 く

8％ 以内 で あ っ た （n ＝ 10）． しか し，抽出 を 行わ ず に

SFC の み か ら得 られ る ピー
ク 面積 の再現性は ，

10 回の

実験 で 2・0％ 以内 で あ り，前述 し た 再現性 は ，SFE に

強 く依 存し て い る こ と が 分 か る．

　 ヒ ト血 清 0 ・2ml を炉紙に しみ こ ませ ，暗所で十分に

乾燥 さ せ た 後 ビ タ ミ ソ K 標品 と同様 に ，炉紙 を抽出 カ ー

ト リ ッ ジ に 入れ 2・5 分間抽出を 行 っ た後 ，
SFC 系1こ 直

接導入 し て得た ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ．5 に 示す．短波

200　　　250　　　300　　　350nm

Fig．3Chromatogram 　 and 　 absorption 　 spcctra 　 of

vitamin 　Ks

Chromatogram 　monitored 　 at　250　nm 　was 　data−
reduced 　 from　 the　 three −dimensinal　 chroma ・
togram 　in　Fig，2．　 UV 　 sp   tra　 were 　taken 　 at

the　 chrotographic 　peak 　t（Ps 　 of 　vitarnins 　K1 ，
Kl 　 and 　K8 ．

21 ・05b

曽
f
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Fig．4　Effect　 of 　 time 　 on 　 extracted 　 amount 　 of

　　　　vitamin 　 K
且

　　　　SFE 　was 　perfo   ed 　 at　40℃ ，200　bar　for　in・

　　　　dicated　periods 　 of 　time ．

す る と考え られ る．抽出圧力 の 抽出量 に 対す る 影響 は ，

抽出温度を 40QC
， 抽出時間を 2 ・5 分 に 固定 し ， 抽出圧

力を 100〜200bar まで 変化 さ せ て 抽出量 を SFC 分析

に よ っ て 測 定 し た．抽出量 は こ の 実験範囲で は ，150　bar

以上 で は ほ ぼ
一

定値を 示 し た．

　以 上 の 結果 か ら ビ タ ミ ソ K の 測 定 に は ，少 く と も 15

秒以上 の 抽出時間 ，
150bar 以上 の 抽出圧 力が 必要で あ

0．08

ABU

0002

亀 2

O．00 2　　　　　 　　4

Time ／min

550

Fig．5　Three −dimensional　 SFG 　 chromatogram 　 of

　　　　serum 　 obtained 　by　SFEISFG

　　　　Two 　 hundred　 microliters 　 of 　 human 　 serunl

　　　　were 　deposited　 on 　a　pi   e　of 　filter　paper 　 and

　　　　dried　under 　dark．　 The エ1　the 丘lter　paper　applid

　 　 　 　to　SFE ／SFC 　 system ．　SFE 　 was 　carried 　 out 　 at

　　　　40DC，200　bar　 for　 2 ．5 皿 in．　 SFC 　 was 　perfo ・

　　　　mned 　 under 　the　 same 　conditions 　as 　in　Fig，2．
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　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 20

Amount　 of　 vitamin 　Wnmol

K1

Recoveries　of 　 vitamin 　Ks 　 added 　 to　human

serum
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長 に の み 吸収を もつ 成分 が 多 く分離され て い る が ，ビ タ

ミ ソ K と思わ れ る吸収 ス ペ ク トル を もつ ピ ーク は 見い だ

せ な か っ た． Fig．5 に み られ る 多 くの ピ ークは 脂肪酸

あ る い は ，脂肪類 で あ ろ うと推測され る・ Fig．6 は ，

Fig．5 に 示 した 血清 0 ．2ml に 対 し て 20　nmol 及 び

10n ・nol の ビ タ ミ ン K を添加 し て
， 回収試験 を 行 っ た 結

果で あ る．2D   ol 添加 して 得 られ た 各 ビ タ ミ ン K の ピ

ーク 面積 は 10nmQl 添加 し て 得 られ る そ れぞれ の ピ ー

ク に 対 して 2倍の 値を 示 し た．

　　　　　　　　 4　結　　　語

　実験室規模 で の SFEfSFC 技術を 用 い る こ と に よ っ

て ，特別な前処理 をす る こ と な く血 清に添加 し た ビタ ミ

ソ K の 抽 出を行 い
， そ の SFC ク ロ マ トグ ラ ム を容易に

得 る こ とが で きた． ビ タ ミ ソ K は ，7 ル カ リや 紫外線に

対 して 不安定 で あ る が ，SFE ／SFC 技術を用 い る こ とに

よ っ て，前処理 を含め た 分析時間 が短縮で き，又 二 酸化

炭素が ビ タ ミ ソ K に 不活性 で あ り分析中の 分解を少な く

で きる．血 清中の ．ビ タ ミ ソ K は ，非常に 微量 で あ るた

め ， 今後 ， 蛍光検 出法な どよ り検出感度の 高 い 方法 を 応

用す る こ とに よ っ て ，血 清中濃度 の 測定も可能 に な る と

思わ れ る．

　超臨界流体に お い て は物質移動速度 が 液体 に お け るそ

れ に 比 ぺ て 速 い た め， SFC で は カ ラ ム 効 率を 低下 させ

る こ と な く分析時間を短縮す る こ とが で き る・更に 超臨

界二 酸化炭素は ， 2DO　nm 付近 の 短 い 波長 に お い て も

紫外線の 透過が極め て 良 く，短波 長側の よ り強 い 吸収 を

用 い て 高感度 に 物質を 測定 で き る利点 が あ る・更 に実験

室規模 で の SFEISFC 手法 を 用 い る こ とに よ っ て ，固

体，液体 などあ らゆ る性状の 試料か ら特別 な前処理 を す

る こ とな く 目的成分の 抽出を 行 い ， SFC ク ロ マ ト グ ラ

ム を容易に 得 る こ と が で き， 分析を迅速 に 行 うこ と がで

き る．

　実際 の SFE で は ， 非常に 多 くの 成分が抽出さ れ る た

め ，ク 卩 マ ト グ ラ ム 上 の ピーク の 同定 に は ，そ の ス ペ ク

ト ル を高感度 で 得られ る MULTI −320 型検出器 が 有効

で あ る．又 SFEISFC に お い て 比較的再現性 の 良い デ

ー
タ の 得 られ る こ と が分か っ た の で ，今後定量分析へ の

応用 も可能 に なる と思 わ れ る．

　 本 研 究 を 進 め る 過程で 適 切 な 御 忠 告，御指導 を い た だ

き ま し た 慶 応 義塾 大 学 医 学部薬化学研究 所 の 星 野 忠夫博

士 ， 又 ビ タ ミ ン K
： 標 品 を 御 提 供 い た だ き ま し た 三 共

（株）生 産技術 研 究 所 の 妹 尾 節哉博 士 に 深 謝 い た し ま す ．
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　A コ旧dysis　of 　vit 日コ塾 五且 　K 　by 　directry　co ロpled
sope 「 critiCal 　皿u 置d　extractionlsupercritica1 　皿Uld
chromatogr 叩 hy．　 T （rshinobu 　HoNDo ，　Muneo 　SAm

and 　Masaaki 　 sENDA （Japan　 Spectroscopic　co ・，　Ltd・，
2967−5，Ishikawa−cho ，

　Hachi（’ji−shi ，
　Tokyo　l92）

　We 　 have　 already 　 reported 　 the 　 new 　double−stage
separation 　metbod 　which 　combines 　supercritical 　fluid

extract め n （SFE ）directly　with 　supercritical 　fluid　chro −

matography （SFG ）．　 The　new 　SFE ／SFG 　method 　in−

corporates 　SFE 　as　the 　first　separa 廿on 　step 　and 　SFG
as 　the　second 　separation 　step ，　 This　arrangement 　a1−

lows　thc 　analyst 　to　apply 　raw 　and 　solid 　samples 　directly
to　the 　system ．　 In　addition ，

　the 　use 　of 　SFEISFC 　ena −

bles　tme 　SFC 　which 　is　not 　affected 　by　the 　solven ら that

often 　plays　 a 　 role 　 of 　 modi 丘er 　 only 　fbr　 early 　 eluting

peaks，　uscd 　fbr　diSsolving　samples ．　 Here ，　application

of 　this　method 　to　the　analySis 　of 　Vita皿 in　Ks　is　described．
Asoludon 　of 　vitamins 　K1，　K2 　 and 　K3 　were 　dried　on

apiece 　 of 　f｝lter　paper ，
　then 　apPlied 　to　the　sFEISFc

system ．　 Stopped−How　 extraction 　was 　performed 　 at 　40
0C

　with 　200　bar　press皿 e 長）r　2．5 皿 in，　then 山 e　extract

was 　 djrectly　 introduced　 into　 the　 SFG 　 s獅 tem ．　 All

the 　 three 　 Vitamins　 were 　 completely 　 scparated ・ n 　 a

silica 　 gel　 column 　 within 　 4，5　min 　 us 血 g　 s叩 ercritical

carbon 　dioxide（2．O　I〆m 洫 ） with 　acetonitrile 　（O．1mll

min ） as 　a　modifier ．　 The 　relative 　standard 　deviation
ofthe 　retention 　times 　was 置ess　than 　2．0％ fbr　ten 　consecu −

nve 　runs 眇
　　　　　　　　　 （Received 　Scptember　30，

1985＞

　　Keu 四 叨 d 　phrzzs88

vitamhe 　K 　in　 human 　 serlm ； supercritical 　 flUid　 ex −

　traction ； supercTitical 　fluid　chromatography ・

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


