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カル ボキシル 基を持つ 医薬品の ジシク ロ ヘ キシル カル ボジイミ ド

による吸光光度定量

松田 りえ子  
， 武 田　 寧 ， 石橋無味雄

内 山　 充
＊

， 鈴木　政雄 ，　滝谷　昭司
＊＊

（1985 年 10 月 2 日 受理 ）

　塩 化 チ オ ニ ル と塩 酸 ヒ ド卩 キ シ ル ア ミ ン を 用 い て ヒ ド 戸 キ サ ム 酸 を 生 成 さ せ ， 鉄 （III） イ オ ソ を 加 え

発色 さ せ る方法 に 代 え て ，
Kasai らに よ り報告 さ れ た一

段階 反 応 で の カ ル ボ ン 酸 か ら の ヒ ド ロ キ サ ム 酸

生 成 を 含 む 発 色法 を 医 薬 品 の 製 剤 分 析 へ 応用 し た ．カ ル ボ ン 酸 は ジ シ ク P ヘキ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ドの 存

在 下 で 過 塩 素 酸 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ソ と 反 応 し て， ヒ ド ロ キ サ ム 酸を 生 じ る．こ れ に 過塩素酸 の ＝ タ ノ ー

ル 溶液 中で 過塩素酸 鉄 （III）を 加 え る と鉄
一

ヒ ドロ キ サ ム 酸錯体 を生 成す る． イ ブ ブ ロ フ ェン ，
パ ル プ

卩 酸 ナ ト リウ ム ，メ フ ェナ ム 酸 に つ い て 最適 な 反 応条件 ， 安定性 に つ い て 検討 し ， 定量法 を 確 立 し た，

検量 線 は 2〜10mM の 範囲 で 直線性 を 示 し，標準 溶 液 （5　mM ）を 測 定 し た と き の 相対標準 偏 差 は 1％

以 下 ， 製剤 で は 1〜 1．5％ で あ っ た ． 14 種 類 の 薬物 に つ い て こ の 方法 の 適 用 を検討 し，添加物 の 影響

な ど に つ い て も検 討 し た ．

＼

1 序 言

　 カ ル ボ キ シ ル 基 IC特有な発色反応の
一

つ とし て ，塩化

チ オ ニ ル を加 えて カ ル ボ ン 酸を酸塩化物 と した 後 エ タ ノ

ール と反応 させ て エ ス テ ル とし，塩酸 ヒ ドロ キ シ ル ア ミ

ソ に よ り ヒ ドロ キ サ ム 酸を 生成 さ せ ， 更 に 鉄 （III）イ オ

ソ を 加え て キ レ ー
トを作 り発色 させ る 方法 が 用 い られ て

い る．Kasai ら
・） は，こ れ らの 試薬に代えて

， 過塩素酸

ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン （HAP ） 及 び rv
，
　N 「一ジ シ ク ロ ヘ キ

シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （DCC ） と の 反応を利用 し た ，カ ル

ボ キ シ ル 基を持つ 物質 の 比色定量法に つ い て報告 して い

る． こ の 反応の 機構は Fig．1 に 示 す とお り で ，　 Dcc

を脱水剤 と し て ，
カ ル ボ ン 酸 と HAP を直接反応させ て

RC ・ ・H ・ NH ・
・ H ・ 〈一〉

−N ・ C ・N −〈
一

〉

　　− RC ・ NH ・ H ・ 〈一〉
−NHgi・H ＜一＞

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 O

Fig．　 l　Reaction 　of 　carboxylic 　acid ，　 hydrox ）
rl−

　　　　amine 　 perchlorate　（HAP ）　 and 　NIN ，−

　　　　diCyclohexylcarbodiimide （DCC ）

＊
厚 生 省国立 衛 生 試験 所 薬 品 部 ： 158　東 京都世 田 谷

生成 した ヒ ドロ キ サ ム 酸を ，過塩素酸酸性下 で 過塩素酸

鉄 （III）を加え て紫〜青紫色 に 発色 させ る もの で あ る．

こ の 方法 で は 塩化 チ オ ニ ル を 用 い る よ りも緩和な 1段階

の 反応 に よ りヒ ドロ キ サ ム 酸を 生成す る た め ，操作 も簡

単 で ある．こ の 方法を薄 層ク 巨 マ ト グ ラ フ ィ
ー2 ＞

， 高速

液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーS） に お け る カ ル ボ ン 酸 の 特異的

検 出法 と して 使 っ た報告もあ る．滝谷 ら
4＞ は ，こ の 反応

を利用 し た カ ル ボ キ シ ル 基を有す る局方医薬品 の 確認試

験法 に つ い て 報告 して い る，こ の 確認試験法 は 第十
一改

正 日本薬局方 で は ， イ ブ プ ロ フ ェソ 及 び イ ン ドメ タ シ ソ

の ， カ ル ボ キ シ ル 基 の 確認に 採用 され る予定 で あ る．医

薬品中 に は 解熱鎮痛消炎 薬を は じめ カ ル ボ キ シ ル 基 を 持

つ もの が多くあ る が，Kasai ら
1） の 方法 で は 定量 で きな

い もの もあ っ た た め ，多 くの 薬物 に 共通な分析法を作る

こ とを 目的 と し ， 反応条件 に つ い て検討を加え た ．そ の

結果，多数の 医薬品 の 製剤 に 適用 で ぎる定量法を確立 し

た の で報告する．

2　実 験

　 区 上 用 賀 1−18−1
＊＊

東京理 科 大 学薬学部

　 河 原町 12

： 162　東京都 新 宿 区 市 ケ 谷船

2 ・1 試薬及 び装置

　メ タ ノ ール （特級），
エ タ ノ ール （特級）， 過 塩 素 酸

（70％ ， 特級），
HAP 液 及 び 過 塩 素 酸鉄 （III） は 関 東化

学製 の カ ル ボ ン 酸 分 析 用 試薬 ，
DCG は 和光純 薬工 業 製，

1 級 の も の を 用 い た ．

　HAP 液 は エ タ ノ
ール で 希 釈 し て O．3M の 溶液 と し ，
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DCC は O．25　M エ タ ノ ール 溶液 と した ．過塩 素酸鉄

（III）溶 液 は 過 塩 素 酸鉄 （III） を 0，2M 過 塩 素酸 エ タ

ノ
ー

ル 溶液 に 溶 か し ， 0．02M の 濃 度 と し た ．

　試料と し た 薬物 は 各社 の 自社規格 品を そ の ま ま 用 い

た 。

　吸収 ス ペ ク トル の 測定 は 島津製作所製 UV −260 自記

分光光度 計 に よ り行 っ た ・

　 2・2　操作法

　 2・2・ 1 薬物原末　 試料の 5mM 　＝ タ ノ
ール 溶液 l

ml に O・3M の HAP エ タ ノ
ール 溶液及 び 0 ．25　M の

DCC エ タ ノ
ー

ル 溶液をそれ ぞれ lml ずつ 加 え，50 °C

の 水 浴中で 20 分間反応 さ せ た後，過塩素酸鉄 （IH ）溶

液 1　ml を加 え エ タ ノ
ー

ル を加 え て 正確 に 10　m1 とし ，

エ タ ノ
ール lm ユ を 同様 に 操作 し た か ら試験溶液 を 対照

と し て 吸収極大波長で 吸光度を 測定する．

　 2・2・2　ブ ラ ン ク製剤　 乳糖 1・lg， カ ル ボ キ シ メ チ

ル セ ル P 一
ス （CMC ） 又 は カ ル ポ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー

ス ナ ト リ ウ ム （CMC −Na） 0 ．4g ， ト ゥ モ ロ コ シ デ ン プ

ン 0・49 ，ポ リ ビ ニ ル ピ P リ ドン O・Ig を混和 し ， そ の

300mg に エ タ ノ
ール 50　rn1 を 加 えて 振 り混 ぜ ，遠 心 分

離 した上 澄み lml を採 り，2 ・2・1 の 方法 に 従 い 操作す

る．

　 2・2。3 製 剤 錠剤 20 個 の 重量を 量 り，粉砕 し た

後，勦 0 ・5   ol 闢 応す る 量 を ひ ょ う取 し エ 〃
一

ル 100ml を加 え て 抽出する．こ の 液 1皿 1 に つ い て ，

2・2・1 の 方法 に 従 い 操作す る．顆粒剤 は 2g を粉砕 し，

以 下錠剤 の 操作法 に 従 う．

3 結 果

　 3・ 1　反応条件の 検討

　鎮痛消炎薬の イ プ プ ロ フ ェン 　（IB）， メ フ ェ ナ ム 酸

（MF ）及 び 抗 て ん か ん薬の パ ル プ 卩 酸 ナ ト リ ウ ム （VA ）

の エ タ ノ ール 溶液 （5mM ） を 試料 と し て 反応条件 の 検

討を行 っ た 。

　3・1・lDCC 及び HAP ．濃度 の 影響　　HAP 濃度

0 ・1〜O ・3M
，　DCC 濃度 O・1−−O・4M の 範囲 で 試薬濃度

の 影響 に つ い て 調 べ た．Fig・2〜4 に 結果を示 す．ど の

試料 で も DCC と HAP の 濃度 が 0・2〜0 ．3M の 範囲

で 吸 光度 が 最大 と な っ た ．VA に つ い て 発色液の ス ペ ク

トル へ の 試薬濃度の影響を Fig．5 に 示す．　 DCC 過剰

の とき （Fig・5A ） に は 短波長側で か ら試験液 の 吸光度

が 大 きくな り，こ の 条件 で は誤差が大 きくな る と思 われ

る ・HAP 過剰 の 場合 （Fig・5C ＞ は 試料， か ら試験液

と も低 い 吸光度 と な っ た．試薬の濃度は い ずれ の 試料 に

つ い て も よい 結果を得た （［DCC ］＝O ．25　M
， ［HAP ］＝

O．5
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Fig．3　Effect　 of 　concentration 　of 　HAP 　 and 　DCG

　　　　on 　reaction 　 of 　 sodium 　 valproate （VA ）

　　　　Symbols 　 are 　 same 　 as 　in　Fig．2．
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Fig．4　Effect　 of 　concentration 　 of 　HAP 　 and 　DGC

　　　　on 　reaction 　 of 　mefenamic 　acid （MF ）

　　　　Symbols 　 are 　 as　in　Fig．2．

0．3M とした）．

　3・1 ・2 反 応 温 度及び反応時間 の 影響　 IB 及 び VA

に つ い て，40 °C
， 50°C ， 60QC の 水浴中 で 反応させ た結

果を Fig ・6，7 に 示 す・IB に つ い て は 40QC で は 反応

の 進行が 遅 く，60 分 ま で徐 々 に 吸光度 が 増加 し た．50 °
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Fig．6　Effect　of 　temperature 　 on 　reaction 　of 　IB

　　　　−
： 40℃ ；

一一
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一一一
二60℃

　　　　　　　　　 Absorbance　obtained 　with

Wavelength ／　　　　 iron（IID　PerChlorate
　 　 nm 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

r『 t
　　　　　　 O．01M † O．02MO ．03MO ．04MO ．〔｝5M

Ibuprofen

　 583　　　　 0 ．424
Sodium 　valporate

　 538　 　 　 　 0．441

0．468

0．441

0，469 　　　0．454　　0．040

0．442　　0．444　 0．446

C で は 5〜20 分の 間ほ ぼ
一

定 の 吸光度 を 与えた ．又

60°C で は 最初 の 5分付近 で 吸光度 は 最大 と な っ た 後，

徐 々 に 低下 し た．こ れ は 生 成 した ヒ ド 卩 キ サ ム 酸が 分解

して い る もの と思わ れ る．VA も同様の 結果が得 られ た

が ，
60°C に おけ る吸光度 の 低下は小さか っ た．MF は

60 °C
，

10 分以後は 過塩素酸鉄 （III） を 加 え る と 緑色 を

発した ．こ の 結果か ら，反応温度及 び 時間は 50 °C で

20 分間 と した ．

　3・1・3 過塩素酸鉄（皿 ）濃度の 影響　 Table 　 l に 過

† Fe （ClO ‘）s　concentration ； 匚Sample コ＝5mM ， 匚HAP ］

＝・O．3M ，［DCC ］＝ o．25　M ，50
°C，20　min

塩素酸鉄 （III）濃度 の 影響を示す．0 ・02−−O・OS　M の 範

囲で 吸光度の 変化 は ほ と ん どみ られ な い た め 過塩素酸鉄

（III）濃度は 0・02　M と した ・

　3。 1・4　過塩素酸濃度の 影響　　Tab 且c　2 に 過塩素酸

鉄 （III｝溶液中の 過塩素酸濃 度 の 影響 を 示 す．　 IB
，　VA

で は 過塩素酸鉄 （m ）溶液中の 過塩 素酸の 濃度が 0・2〜

3M で は 吸光度は 変化 し な い が， 0 ・1M 以下 で は や や

低下 した ．MF で は ，0・2M で 最大の 吸光度 を 示 し た

が ，
3・1・5 で 述 べ る よ うに ， 過塩素酸濃 度が 高い 範囲 で

は MF の 発色 は 不 安定 で ある．従 っ て過塩素酸濃度は

0．2M と し た ．以 上 の 条 件 に よ り発色 さ せ た 溶液 の 吸

収極大 は ，IB，　 VA は 538　nm ，　MF は 607　nm で あ っ

た ．そ れぞれ の 発色液 の 吸 収 ス ペ ク トル を Fig、8 に 示

Table　2　Effect　of 　perchloric　acid 　concentration

Sample Wavelength／
　 　

nm
　 　 　 　o ．01　M †

Absorbance　obtained 　with 　Perchloric 　 acid

0．IM 0．2M 0．5M 1M 3M

Ibuprofen

Sodium　 valproate

Mefenamic 　 acid

538538607 0 ．4720
．3180
．417

0．4850
，3250
．424

0．5000
．3470
．440

0．5040
，3390
．443

0．4950
．3410
．428

0．4990
．3480
，424

† HCIO ‘ Concentration： 匚Sample ］＝5mM ， ［HAP ］＝0．3M ，［DCC ］＝0．25　M ，50℃ ，20　min ，［lron（HI）

　 perChlorate ］≡O ，02　M
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Fig．8　Absorption　spectra 　of 　ferric　 hydroxamates
　　　　of 　IB，　VA 　 and 　MF

　 　 　 　
−

：IB ；
一

：VA ；
一一一

： MF

す・又 VA の メ タ ノ ール 溶液に つ い て も検討 した が ， 同

様の 吸収極大，吸 光度 を 与えた．従 っ て ，メ タ ノ
ー

ル 抽

出 で も定量 は 可 能 で あ る．水溶液 に つ い て は ，
DCC が

析出す る た め 他 の 条件を検討す る 必要があ る．又発色液

中 の 水 分が増加 す る と，吸 収極大波長 が 短波長 に シ フ ト

し ， 吸光度が低下する こ とが安息香酸に つ い て 報告され

て い るが ，
IB

，　VA に つ い て も同様 の 結果が 得 られ た の

で ， 試料 の 溶媒 も エ タ ノ
ー

ル 又 は メ タ ノ ール が 適当と思

わ れ る．

　3・ 1・5　発 色 の 安 定 性　 上 記 の 条件 で 反応させ た後 ，

室温 で 放置 した ときの 吸光度の 変化を Fig・9 に 示す．

IB
，　VA は 60 分間安定 で あ っ た が

，
　 MF は や や 不安定

で あ っ た．MF の 発色 の 安定性 は 過塩素酸 の 濃度 に 依存

し て お り ， 高濃度 で よ り不 安定 で あ る．過塩素酸鉄 （III）

溶液中の 過塩 素酸濃度を 0 ・05M とす る とか な り安定 と

な っ た が ，
こ の 条件 で は 0・2M の と き よ り も 吸 光度 は

低 下 した．MF に つ い て は，過塩素酸濃度 を 0 ・05　M と

し た 過塩素酸鉄 （IH ）溶液 を用 い ， 試薬を加 え た 後速や

か に 測定す る注 意が必要 で あ る・
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Fig・9　Stability　of 　color 　of 　ferric　hydroxamate 　at

　 　 　 　room 　 temperature

　　　　◆ ：IB ； 鹽 ：VA ； ▲ ：MF ； Absorbance 　 was

　　　　measured 　at 　538　nm （for　IB　 and 　VA ） or 　607
　 　 　 　 nm （for　MF ），

　3。 1・6 検量線　 IB，　 VA ，　 MF の 2 〜10mM の 範

囲 の 検量線 は 原点を通 る直線 とな り，相関係数 も 0．999

以上 で，十分定量 に 利用 で きる もの で あ っ た．

　3・ 1・7　反応 の 再現性　 IB，　VA の エ タ ノ
ー

ル 溶液に

つ い て、5 回 測定 し 反応 の 再現 性 を 検討 し た （Table 　3）．

相対標準偏差 は i％ 以下で よ い 再現性を示 し た．

　3・1 ・8　添加物 の 影響　 医薬品製剤中 に は多数の 添加

物が含まれ て い るが ，中 で も CMC は ， 比較的配合量

も多 く，使用頻度 も高 い もの で ある．CMC の ヵ ル ボ キ

シ ル 基 が 定量 の 妨 害と な る 可能性 が あ る の で こ れ を 確 か

め る た め に ，乳糖，ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ドン ， ト ウ モ ロ コ

シ デ ン プ ン に CMG 又 は CMC −Na を 加えた プ ラ ソ ク

試料 に つ い て，2・2・2 の 操作法に 従 っ て 操作 して ，吸光

度を測定 し た．そ の 結果，対照溶液 と同等 の 値を得 た の

で ，CMC は 妨害 とな ら ない と思 わ れ る．又 ， シ 卩
ッ プ

剤中な ど に ，矯味剤，pH 調整剤 と し て ク エ ン 酸又 は ク

エ ソ 酸塩が 配合 され て い る場 合は 定量 の 妨害 と な る の で

注意が必要 で あ る．

　3・2 製剤の 定量

　IB 製剤 （100　mg 錠剤，20％ 顆粒剤），　 VA 製剤 （200

mg フ ィ
ル ム コ ート錠） に つ い て ，

2・1・3 の 方法に 従 い

Table 　3　Repeatability　 of 　the 　 rcaction

S 。、np1 。
　 Wavel ・・gth／

　 　 　 　 　 　 nm

Absorbance

］＿ 2 3 4 5
−

Mean 　 R ．S．D ．，％

田

齢

538538

晰

0．4370
．3780
．425

0，430　　　　　　0．434
0 ．378　　　　　　　0．376
0．428　　　　　　　0．429

0，432　　　　　　　0、432
0 ．373 　　　　　　 0．373
0，430　　　　　　 0，423

0，4330
．3760
，427

0，550
．670
．68

［Sa皿 Ple］＝・5mM
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Table　4　AnalytiCal　 resultS 　 of 　the 　formulations

Sample
Content，％

Mean 　　 R ，S．D ．， ％

IB　tablet†

IB　granule

VA 　 tablett†

99．6102
．6101
，9

99．5102
．P99
．3

99．2102
．699
．5

99．1102
．5101
．5

101．5100
．998
．5

811990200　

11
0．9820
．6931
．471

†　S  ar 　 coated 　tablet；　 ††　Film　 coated 　tablet

Table 　5　Absorption 　maxima 　for　drugs　containing

　　　　 carbox ）
・lic　group

10mM の 範囲 の 検量線 は 相関係数 0・999 以上 の 直線性

を示 した．

Drug，5mM Solvent 2max／nm

AJcofenac
Diclefenak　 sodium

Fhlfenamic　 acid

Ibufenac
Ketoprofe皿
Naproxen
Tolfenamic　acid

Captopril
Chno丘br鼠te
FUIQsemide

r．Amino・β・hydroxy・
　 butyric　acid
Iodamide

Levodopa
Tra 皿 exa 皿 ic　acid

ethanolethanolethanoIethano

工

ethanolethanolethanolethanolethanolethanolwaterethanolwaterwater

534516568537534537576528498575

523

定量を行 っ た ．5 回測定 した 結果を Table 　4 に 示 し た ．

定量値， 相対標準偏差 ともに よ い 値を得，こ の 方法 は 製

剤 の 分析に 十 分応 用 可能 で あ る と思わ れ る．

　 3・3　他の薬物 へ の 適用

　カ ル ボ キ シ ル 基を有す る薬物 14 種類 に つ い て ， 上 述

の 定量法 に 従 い 反応 させ た ，得 られ た 吸収極大波長を

Table 　5 に 示 す． ト ラ ネ キ サ ム 酸， レ ポ ドパ ，　 r一ア ミ

ノ
ーβ一ヒ ド ロ キ シ 酪酸 は エ タ ノ

ー
ル に 溶 け な い た め，水

溶液を試料溶液と し た．水溶液を用 い る と DCC が 析出

する た め ，HAP
，　DCC 溶液は 倍に 希釈 し そ れぞ れ 2ml

を 加えた ． レ ボ ドパ は黄色か ら徐 々 に緑色 に変化 した．

これ は， レ ボ ドパ の フ ェ ノ
ー

ル 性水酸基 が 鉄 （HI） イ オ

ソ と反応 した もの で あろ う・ ヨ
ーダ ミ ド， γ

一
ア ミ ノ

ーβ昌ヒ

ド ロ キ シ 酪酸は 発色 し な か っ た ． ヨ
ー一ダ ミ ドに お い て

は ， カ ル ボ キ シ ル 基に 隣接 し て 2 個の ヨ ウ素 原子 が あ

り ，
こ れ らが 立体障害とな っ て い る と考え られ る．

　 こ の 他の ll 種類 の 薬物 に つ い て は IB などと同様に

発色 した ．フ ロ セ ミ ド
，

フ ル フ ェ ナ ム 酸 の よ うに，芳香

族 カ ル ボ キ シ ル 基を持つ もの の 吸収極大 は 脂肪族 の もの

よ り も長波長側 で あ っ た ．これ ら の 薬物に つ い て の 2〜

　以上検討した 結果，こ の DCC 及 び HAP を 用 い る

カ ル ボ キ シ ル 基 の 発 色 反応を ， 医薬品製剤 の 定量 に応用

で ぎる こ とが 示 され た ．こ の 反応 は，操作 も簡単 で 多く

の 試料を短時 間 に 処 理 で き， 自動分析 に も取 り入 れ る こ

と が 可能で あ る．又 ，
パ ル プ P 酸 ナ ト リ ウ ム ，カ プ ト プ

リル ， ク リ ノ フ ィ ブ ラ ート の よ うに，有効な紫外吸収を

持 た ず ， 吸光光度法 で 定量 の 困難な薬物 に つ い て は，特

に 有用 な方法 と思わ れ る．

）1

）2

）3

）4

　 SpectrophotOmenic
  ontai 皿 i皿 g　carbO 竃 y黽c　greup 　using 　dヨ　 clo 』e　 l
carbOtliimide ．
Mumio 　lsmBAsH 匸，　Mitsuru 　UcHrv ！田 A

率

，
　 Masao 　SuzuKI

and 　Shouji　TAKITANI髄

　　（＊National　IIlstitute　of
Hyg 量enic 　 Sciences，1−18一且

，
　 Kamiyoga

，
　 Setagaya −ku，

Tokyo 　l　58 ；
零 群 Faculty　of 　PharmaceuticaE 　 Sciences，

Science　Un 三versity 　of 　Tokyo ，　 i2，　Ichigaya　funagawa ．
ramachi

，　Shinjuku −ku
，
　Tokyo 　 162）

　The　coloration 　method 　with 　one 　step 　fbmlation　of

llydroxamate　from 　carboxylic 　acid 　was 　applied 　to　the
spectrophotometrEc 　determination 　of 　dnlg 　formulations．
Carboxylic 　acid 　was 　reacted 　with 　hydroxylamine
perchlorate　（HAP ） to　fbnn 　hydroxamic 　 acid 　 by 　tlle
aid 　of　 dicyclohexylcarbodiimide　（DCC ）．　 The 　iron
hydro跏 ate 　 was 　 formed 　 with 　 ir。 n （III）perchlorate
in

　ethanolic 　solution 　of 　perchloric　acid ．　 The　optimum

condition 　was 　 studied 　for　 ibuprofen　（IB），　 sodium

valproate （VA ） and 　 mefenamic 　 acid 　（MF ）．　 The
establiShed 　 procedure 　 is　 as 　 follows．　 The 　 drug 　 was

extracted 　witli 　ethanol 　from　the 　formulation　and 　diluted
to　about 　5　mM 　with 　ethanol ，　 To 　l　ml 　of 　the 　solution

werc 　added 　l　ml 　of 　O．3　M 　HAP 　ethanolic 　solutlon 　and

lml 　 of 　O．3　M 　DCC 　cthanolic 　 solution ．　 The 　mixture
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was  reacted  at  500C  for 20 min.  After cooling  1 ml
of  O.02M  iron {III) perchlorate ethanolic  solution

containing  O.2 M  perchloric acid  was  added,  and  ethanol

was  added  to adjust  the  total  volume  to 10 ml.  The

absorbance  was  measured  at  538 nm  for IB  and  VA,
and  at  608 nm  for MF,  The  calibration  curves  were

linear in the  range  of  2 mM  to 1,O mM,  and  relative

standard  deviation was  1ess than  1%  forthestandard

solutions  and  INI.5%  for the  preparations (n=5).
The  applicability  of  this method  was  studied  on  14

drugs.
(Received October 2, 1985)
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spectrophotometric  deterrnination of  drug  formulation;
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