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キ ャ ピラ リー電気泳動 を用 い る製剤 中の 塩化 ベ ル ベ リン の

定量

赤田　良信
 
，石井　信之，中根　徳人

＊

（tg92年 1 月 9 日受理）

1 緒
雪

口

　キ ャ ピ ラ リ
ー

電気泳動法 〔CZE ） は，高い 分離能を

もつ 分離分析法 と し て 知 られ て お り，特 に フ リ
ーゾー

ン

で 泳動 させ た 場合，製剤 の よ うな 複雑 な マ トリ ッ ク ス を

もつ 試料中の 分析対象物質を， 前処理する こ となくイオ

ン 性物質 に 限定 す る こ とが で き る利点 が あ る．

　・一
方，塩 化ベ ル ベ リ ン （5，6・dihydro−8，

9−dimethoxy−1，3−

dioxe−6a−azonianindeno ［5，
6−a］anthracene 　 chloride ，　Ber．）

の 分析 に は，吸光 度測定法u2），薄層 ク ロ マ トグ ラ フ

ィ
ー：渕

， 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーh）

一一7 ｝
な ど 種 々 の

方法 が 報告され て い る．しか し ， 製剤中の Bcr．を CZE

に よ り分析 し た 報告 は な い ．そ こ で，著 者 ら は，Bcr．

が，四 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 の 構造 を もつ 塩 基性物質 で あ る

こ と に 着 凶 し
，
CZE 法 に よ る 分 析 の た め の 基 礎 条 件 を

検討 し，次 い で ，本法 を，市販 製 剤中 の Ber．の 定量 に

適用 し た．

2 方 法

　2 ・ 1　装置及 び試 薬

　装置 は
， Waters　Quanta　4000　System を用 い ，分 離 用

キ ャ ピ ラ リ
ー

は，75Fm × 60　cm （有 効 長 55・cm ）の ウ

t
一

タ
ーズ製 ア キュ セ ッ プキ ャ ピラ リーを使用 した．検

出 は
， 装置 に 内蔵 の 紫外部吸収検出器 を用 い ，オ ン カ ラ

ム 検出法 に よ り行 い ，214　nm を 検出波長 と し た．

　2 ・2 標 準 品 ， 試 薬及 び試料

　Ber．標準品 は，和光純薬工 業 よ り購 人 の 生薬定量用

標準品を使用 した．そ の 他 の 試薬 は，和光純薬工業よ り

購 入 の 試 薬 特級 を そ の ま ま 用 い た．

　試料は
， 市販 の カ プセ ル 剤 1 種及 び錠 剤 2 種 を用 い

＊
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た ．

　2・3　標準溶液及び試料液 の 調製

標準溶液 は ，標準品約 2mg を 精密に量 り，0」％ 塩

酸 メ タ ノ
ー

ル 液 に 溶 か して 50ml と し た もの を使用 し

た，

　試料溶液 は，カ プ セ ル 剤 は そ の ま ま，錠剤 は 細粉と

し
，
Ber．と し て 約 2mg に 対 応 す る 量 を 精密 に 量 り，

0．1％ 塩酸 メ タ ノ ール 液 40ml を加 え ，超 音波抽出 し た

後，0，1％ 塩酸 メ タ ノ ール 液 で 50ml と し，遠 心 分離 し

て 得 ら れ た 上 澄 み 液 を，前 処 理 す る こ とな く そ の ま ま用

い た，

　 2・4 分析条件

　泳動緩衝液 は ，50mM リ ン 酸 二 水素
一

カ リ ウ ム 水溶

液 に，リ ン 酸水溶液 を加 え て pH 　5．  に 調製 し た リ ン 酸

緩衝液を使用 し た．又 ， 泳動電圧 は，10．00kV と し

た ．標準溶 液 及 び 試 料 溶 液 の 注 入 は ，陽極 か ら 落差法

（10s ）で 行 っ た．定 量 は
，

ピー
ク 高 さ を 基 に し て 作 成

した絶対検量線法 に より行 っ た．

3 結果及 び考察

　3 。1　泳動緩衝液の検討

　緩衝液 と し て ，リ ン酸緩衝液，クエ ン 酸緩衝液及 び リ

ン 酸 ホ ウ酸緩衝液 に つ い て 検討 し た が ，分離能，ピー
ク

の 再現性 及 び対称性 は
， リ ン 酸緩衝液が 最 も良か っ た．

　3 ・2　泳動緩衝液の pH の 検 討

　リン 酸緩衝液 の pH を 4〜8 ま で 変化させ
， 泳動緩衝

液 の pH が Ber、の 泳動 時間 の 変動 に及 ぼ す 影響を検討

し た．Fig．1 に 示 した よ う に ，　 pH 　6 ま で は，緩衝液中

の 水素 イ オ ン 濃 度 の 減少に 従 い，直線的 に 泳 動 時 閥 は短

く な る が，pH 　6 以．ヒで は，あ ま り そ の 影響 を受 け な い
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Fig ．1　Reiationship　 between　pH 　 of 　the 　phosphatc
bu肝ヒr　and 　migration 　time 　of 　berberine
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Fig．2　Relationship　 be【ween 　 sait　 concentration 　 of

phosphate　buffer　and 　migration 　time　of 　berberine

こ とが 分 か っ た．そ こ で ，製剤中 の き ょ う 雑成分 と の 分

離状態 及 び 泳 動時間 を 考慮 し，泳 動 緩 衝 液 の pH は 5

と した．

　3 ・S　泳動緩衝液の イ オ ン 強度の 検討

　Fig．2 に ，リ ン 酸緩衝液の イオ ン 強度を 25　mM か ら

100mM ま で 変化 さ せ た と き の 泳動時間 の 変動 を 示 し

た ．75mM ま で は，イオ ン 強度 の 増加 と共 に 泳 動 時 間

は 長 く な り ， 75mM 以上で は，ほ ぼ 淀 と な っ た．し

か し，あ ま り イオ ン 強度 の 大 きな 緩衝液 を 用 い る と，泳

動電流も増加 す る の で ，分析時間及 び泳 動電 流値 を考慮

し，緩 衝 液 の イ オ ン強度 を 50mM と し た，

3・4　泳動電圧 の検討

Fig．3 に ，泳 動 電 圧 を 2 か ら 18kV ま で 変化 さ せ た

」 ＿＿＿亠 ＿＿＿＿＿」　　L ＿＿＿＿＿＿亠＿＿＿＿
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Fig．4　Electropherograms　efberberine

（a ）st ・ 「ida・d　b・ ・b・・i・ e ・hl・・id・； （b）・・ t… t ・f　p・e−

paration　2

と き の ，泳動時間の 変動 を 示 した．泳動電圧 の 増加 と共

に ，製剤中の き ょ う雑成分 と の 分離度 は 変化 し な い が，
泳動時間 は短 縮 さ れ る こ と が 分 か っ た．しか し，泳動電

圧 の 増加 と 共 に
， 泳動電流 が増加 す るの で ， 泳動電圧 は

10　kV と した．こ の 分析条件 で の 泳動電流は，40 μA で

あ り，】 サ イ クル の 分析時聞 は 20 分 以 内で あ っ た ．

　F｝g．4 に
， 著者 ら が設定 した CZE 条件 で 得られ た電

気泳動図 を示 し た ．Flg．4 の （a ）は，　 Ber．標準品 で あ

り，（b）は，試料 2 の 電気泳 動 図 で あ る．

　3 ・5 定量精度

　標準溶液中の Ber．濃度 と 得 ら れ た 電 気 泳 動 図 の ピー

ク 高 さ の 間 に は ，且0〜IOO　− g／ml の 範囲で ，良好 な 直線

関 係 け ＝ 0．999）が 認 め ら れ た．又 ， 各ピーク高 さ の 再

現性 は，ピーク 高 さが ト 10　cm の 範 囲 で 相対標準偏差

が 約 1％ 以内 （n ＝ 5）と な り，満足の い く精度 で 定量

で き る こ と が 分か っ た．
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Table　 lDctermination 　of 　berberine　chloride 　in　va −

rious 　pharmaceuticz旦preparations

Sample
　No ．

Content，％

CZE 　methodHPLC 　 method

い て の Ber，の 定量結果 を Table　1 に 示 した．い ずれ の

試料 に つ い て も，定量値 の 変動 は 1％ 前後 で あ っ た．

又，別途 に 行 っ た HPLC に よ る 定 量 値 と 良 い
一

致 が 認

め られ た．

123 10．435
．296
．7且

IO．485
．326
．64

4 結 論

Sample　l ： capsulc ；Sample　2，3 ： tab 量et

　Ber．の CZE に よ る 簡便 な 分析法を確立 し た．本法 に

よ り，製剤中の Ber．が，前処理 な ど の 必要 は な く，短

時間 に 十分な 精度 で 定量 で き る こ とが 分 か っ た．

　3 ・6　抽出溶媒の検討

水，O．1％ 塩酸，メ タ ノ
ー

ル 及び O．1％ 塩酸 メ タ ノー

ル 液 に つ い て，そ の 抽 出 さ れ や す さ に つ い て 検討 し た

が ， O．1％ 塩酸 メ タ ノ
ー

ル 液を用 い る の が最 も良 い こ と

が分 か っ た．

　3。7　添加回収実験

　試料 に ，標準品 の
一

定量 を添加 し，回収率 の 検討 を行

っ た が
，

い ずれ の 製剤 に つ い て も，ほ ぼ 100％ の 回収

率が得 られ，そ の 相対標準偏差 も定量精度の 値 と大差 が

なか っ た．

3 。8　製剤中の Ber．の定量

著者 らが 用 い た 3 種 の 塩化 ベ ル ベ リ ン 含有製剤 に つ
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　Determination ・f　berberine　chloride 　in　pharmaceut 量cal 　preparati・ns 　by　capillary

electrophoresis ．　Yoshinobu　AKADA，　Nobuyuki　Is田 and 　Yoshito　NAKAN 凪 （Faculty　of

Pharmaceutical　Scienccs，　Tokushima 　Bunri　University
，
180

，
　Nishihamabouji，　Yamashlro −

cho ，　Tokushima −shi
’
，
　Tokushima 　770）

　Determination 　of 　berberine　chloride 　in　pharmaceutical　preparations　was 　investigated　by
capillary 　 electrophoresis ，　Free　zone 　capillary 　e 垂ectrophoresis 　in　phosphate　buffer　at 　pH
5．O　gavc　complete 　separation 　of 　berberinc　from　accompanying 　substances 　within 　20　min ．

Asample 　solution 　 was 　introduced　by　hydrostatic　method 　and 　the 　on −column 　detection

was 】〕erft ）rmed 　at 　214　nm ．　 Thc　ca 監ibration　curves 　of　berberine　chloride 　gave　good、1inear−

ity　over 　the　concentration 　range 　of 　lO〜100μg　m 「
1
．　Berberine　chloride 　in　various 　pre．

parations　was 　determined　w 虻h　good　reproducibility ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceivcd　January　9，1992）
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