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概要

ワルファリン、ワルファリン関連化合物 A、およびプロピルパラベンを、ワルファリンナ
トリウム錠剤の米国薬局方 (USP) 分析に従って分析しました。表面多孔質 Agilent
Poroshell 120 カラムを使用することで、USP 推奨の 5 µm カラムを使用した場合よりも
純度分析と定量分析の効率改善ができました。Poroshell 120 カラムを使用して、各メ
ソッドを USP Chapter 621 のガイドライン内で調整し、時間の短縮と溶媒の削減を可能
にしました。性能が向上した表面多孔質カラム分析では、すべてのクロマトグラフィー

システム要件が満たされました。

はじめに

大きい 5 µmの全多孔質粒子から表面多孔質粒子への LCメソッドの変換が大きな注目を
集めています。表面多孔質粒子の高い効率は 2 µm 未満の全多孔質粒子と類似してい
ます。これは、主に短い質量移動距離と狭い粒子サイズ分布によるものです。さらに、
粒子サイズが大きいと背圧が低くなり、これらのカラムをほとんどすべての LC システ
ムに設置できるようになります。粒子サイズの大きいカラムからの変換の利点は、時間
短縮とコスト削減が非常に大きいことです。これは、表面多孔質粒子が速い流量で最適
に動作し、非常に短いカラム長で同様の解像度を達成するからです [1、2]。

このアプリケーションノートでは、推奨の 5 µm カラムから短い 2.7 µm 表面多孔質
Agilent Poroshell 120 カラムに変換した、ワルファリンナトリウム錠剤分析用の 2 つの
USPメソッドについて説明します。分析でカラム安定性を確保するための USPのクロマ
トグラフィーシステム要件と各分析を比較しました。すべてのメソッド変更は USP
Chapter 621 で許可されています。
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実験方法

Agilent 超低拡散キット (p/n 5067-5189) の内径 0.075 mm の短い
キャピラリーと Agilent LC システムラック (p/n 5001-3726) を使
用して、カラム外容量ができる限り小さくなるように機器の設
定を最適化しました [3]。分析メソッドパラメータは USPで指定
されたものと同じです。

ワルファリンおよびプロピルパラベンは Sigma-Aldrich Corp. から
購入し、ワルファリン関連化合物 A は USP から入手しました。
アセトニトリルは Honeywell International Inc. から購入しました。
水は 18 Mohm.cmのMilli-Qを使用しました。

結果と考察

ワルファリンナトリウム錠剤の USP法での純度
分析
図 1 に、ワルファリンナトリウム錠剤の USP 法での純度分析
クロマトグラムを示します。上のクロマトグラムは、USPの指定
に従い、L10 が充填された 4.6 × 250 mm、5 µmカラム (この場合
は ZORBAX Eclipse XDB-CN カラム) で実行した分析を示してい
ます。この 2 つの化合物は約 16 分間で容易に分離されました。

条件
カラム : Agilent Poroshell 120 EC-CN、3.0 × 100 mm、2.7 µm (p/n 695975-305)

Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CN、4.6 × 250 mm、5 µm (p/n 990967-905)
サンプル : ワルファリン (6 µg/mL)、ワルファリン関連化合物 A (6 µg/mL)
溶離液 : A = 0.1 % CH3COOH水溶液

B = CH3OH
注入量 : 4.6 × 250 mmカラムで 20 µL、

3.0 × 100 mmカラムで 3.5 µL
流量 : 4.6 × 250 mmカラムで 1.5 mL/min、

3.0 × 100 mmカラムで 0.64 mL/minまたは 0.85 mL/min
アイソクラティック : 32 % B
温度 : 25 °C
検出器 : 260 nm
機器 : Agilent 1290 Infinity LC

図 1. Agilent ZORBAX Eclipse XDB-CNおよび Agilent Poroshell 120 EC-CNカラムを使用した
ワルファリンナトリウム錠剤の USP 法での純度分析クロマトグラム。下のクロマトグラムは、
最適な流量で使用した Agilent Poroshell 120 EC-CNカラムを示します。

分2 4 6 8 10 12 14 16

mAU

0
5

10

分2 4 6 8 10 12 14 16

mAU

0
5

10

2 4 6 8 10 12 14 16

mAU

0
5

10

分

Agilent Poroshell 120 EC-CN

Agilent Poroshell 120 EC-CN

Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C

溶出順序
1. ワルファリン (6 µg/mL)

2. ワルファリン関連化合物 A (6 µg/mL)
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USP Chapter 621 のガイドラインに従って、4.6 × 250 mm、5 µm
の分析を 3.0 × 100 mm、2.7 µm Agilent Poroshell 120 EC-CNカラ
ムに変換できます。これを図 1 の中央のクロマトグラムに示し
ます。下のクロマトグラムは、同じ Poshell 120 EC-CN カラムを
最適な流量で使用した場合です。ここでは希望の分離を 3 分間
で達成しています。

USP クロマトグラフィーシステム要件と、図 1 に示した 3 つの
各クロマトグラムの測定値を表 1 に示します。5 µm カラムだけ
ではなく、2.7 µm Poroshell 120 カラムもこの分析に適していま
した。さらに、Poroshell 120 カラムを最適な流量で使用すると、
元の分析と比較して大幅な時間の短縮と溶媒の削減が可能にな
り、生産性が向上すると同時に大幅なコスト削減が実現します。

表 1. ワルファリンナトリウム錠剤の純度分析に関する USPクロマトグラフィーシステム要件および測定値
(Wはワルファリン、Aはワルファリン関連化合物 Aの測定値を示す)

USPのクロマトグラフィーシステム要件 5 µm (1.5 mL/min) 2.7 µm (0.64 mL/min) 2.7 µm (0.85 mL/min)

ワルファリンとワルファリン関連化合物 Aの
間の分離能は 3 以上

Rs (W、A): 8.3 Rs (W、A): 7.1 Rs (W、A): 7.1

繰り返し注入の相対標準偏差は 5.0 % 以下 W: 0.10 % 
A: 0.10 % 

W: 0.10 % 
A: 0.10 % 

W: 0.94 % 
A: 0.10 %

ワルファリンおよびワルファリン関連化合物 A
の相対リテンションタイムは 1.0 および約 1.2

W: 1.0 
A: 1.3

W: 1.0 
A: 1.3 

W: 1.0 
A: 1.3 



4

ワルファリンナトリウム錠剤の USP法での定量
分析
図 2 に、プロピルパラベンを内部標準としたワルファリンナト
リウム錠剤の USP 法での定量分析クロマトグラムを示します。
上のクロマトグラムは、USPで指定された 4.6 × 250 mm、5 µm L7
(ZORBAX StableBond SB-C8) カラムを使用して得られたものです。
下のクロマトグラムは、4.6 × 100 mm、2.7 µm Poroshell 120 SB-C8
カラムに直接変換したものです。この分析では、Poroshell 120 カ
ラムは圧力制限のために最適な流量では使用できませんでした。
ただし、この制約にもかかわらず、これらの 3 つの化合物の分析
時間は Poroshell 120 カラムの使用により 10 分から 3.5 分未満ま
で短縮されました。

溶出順序
1. プロピルパラベン (10 µg/mL)

2. ワルファリン (5 µg/mL)

3. ワルファリン関連化合物 A (5 µg/mL)
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条件
カラム : Agilent Poroshell 120 SB-C8、4.6 × 100 mm、2.7 µm (p/n 685975-906)

Agilent ZORBAX StableBond SB-C8、4.6 × 250 mm、5 µm (p/n 880975-906)
サンプル : ワルファリン (5 µg/mL)、ワルファリン関連化合物 A (5 µg/mL)、プロピルパラベン (10 µg/mL)
溶離液 : A = 0.1 % CH3COOH水溶液

B = CH3OH
注入量 : 4.6 × 250 mmカラムで 15 µL、

4.6 × 100 mmカラムで 5 µL
流量 : 1.4 mL/min
アイソクラティック : 64 % B
温度 : 30 °C
検出器 : 280 nm
機器 : Agilent 1290 Infinity LC

図 2. Agilent ZORBAX StableBond SB-C8 と Agilent Poroshell 120 SB-C8 カラムを使用した
ワルファリンナトリウム錠剤の USP法での定量分析クロマトグラム
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表 2 に示すように、すべてのクロマトグラムは USP のクロマト
グラフィーシステム要件を満たしています。表面多孔質
Poroshell 120 カラムを従来の 5 µmカラムの代わりに使用するこ
とで、容易にコストを削減し、生産性を向上することができま
す。

USPのクロマトグラフィーシステム要件 5 µm (1.4 mL/min) 2.7 µm (1.4 mL/min)

プロピルパラベンおよびワルファリンの相対リテンションタイムは
約 0.75 および約 1.0

P: 0.63 
W: 1.0

P: 0.67 
W: 1.0

プロピルパラベンとワルファリンの間の分離能は 2.0 以上 Rs (P、W): 12.0 Rs (P、W): 12.5

繰り返し注入の相対標準偏差は 2.0 % 以下 P: 0.26 % 
W: 0.26 % 
A: 0.16 %

P: 0.10 % 
W: 0.73 % 
A: 0.97 %

表 2. ワルファリンナトリウム錠剤の定量分析に関する USPクロマトグラフィーシステム要件および測定値
(Pはプロピルパラベン、Wはワルファリン、Aはワルファリン関連化合物の測定値を示す)

結論

ワルファリンナトリウム錠剤の USP クロマトグラフィー純度お
よびアッセイ分析で、従来の 5 µmカラムの代わりに表面多孔質
Agilent Poroshell 120 カラムを使用することに成功しました。
サイズの小さい Poroshell 120 カラムを使用すると、大きい 5 µm
カラムよりも生産性が向上し、時間が短縮され、コストが削減
されると同時に、クロマトグラフィーシステムのすべての USP
要件を満たすことができました。
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