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分光光度法测定阿奇霉素的改进
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摘　要　通过对阿奇霉素显色反应过程中硫酸浓度,反应时间, 反应温度的研究, 优化了分光光度法

测定阿奇霉素含量的方法。结果表明, 阿奇霉素在 11. 26—45. 03mg·L - 1浓度范围内,显色溶液在 482nm

处吸光度与其浓度具有良好的线性关系, 线性回归方程为 A = 0. 0172C( mg·L - 1 ) + 0. 0504, 平均回收率

为 99. 1% ( n= 9)。该方法简单,比传统光度法更灵敏、准确, 适合于阿奇霉素含量的快速测定。
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1　引言
阿奇霉素( Azithromycin, AM )作为第一个 15元大环内酯类抗生素,具有理想抗生素的基本条

件。已报道的浓度检测的方法主要有微生物效价法[ 1]、HPLC
[ 2]、荧光法 [ 3]、高效毛细管电泳法及电

化学分析法[ 4]等, 但是这些方法中最为简单的是紫外分光光度法。阿奇霉素无共轭结构,只在紫外

末端吸收,检测灵敏度低,但可以通过其与硫酸发生显色反应来测定。虽然 2010年版中国药典规定

阿奇霉素溶出度检测方法为 HPLC,但通过显色反应来测定阿奇霉素的含量却更方便,易普遍使

用,同时也可作为 HPLC方法的有益补充。据文献报道这种方法的重复性很高,但是不同文献报道

的结果却存在一定的差距[ 5—8]。阿奇霉素与硫酸的反应式见图 1。

图 1　阿奇霉素在硫酸存在条件下的降解

其显色机理基于在强酸性条件下发生水解,红霉支糖的脱离改变了大环内酯的共轭性质,从而

使体系在482nm 显色
[ 8]。研究发现, 阿奇霉素的显色反应与很多的反应条件有关,尤其是硫酸的用



量和显色反应的温度对显色溶液的吸光度影响很大。传统的分光光度法使用 75%的硫酸, 或只在

室温下显色,硫酸浓度的不确定性以及反应温度的不稳定(硫酸加入引起体系温度波动)必然给实

验带来很大的误差。但在目前关于紫外分光光度法测定阿奇霉素报道的方法中,却未见对这些因素

的研究,本文通过对这些因素的研究使得实验的灵敏度和稳定性大大提高,在线性范围内,当阿奇

霉素的浓度变化为 5mg·L
- 1时, 显色溶液的吸光度变化值达到 0. 086,目前未见更好的报道结果。

2　实验部分

2. 1　试剂与仪器

无水乙醇;浓硫酸;磷酸二氢钾; 磷酸氢二钾;所用试剂均为分析纯。实验用水为二次蒸馏水;阿

奇霉素原料药(含量 92. 5%, 江苏先声药业有限公司) ;阿奇霉素标准品(百分含量 92. 2%,中国药

品生物制品检定所)。

TU -1810紫外可见光谱仪(北京普析通用仪器有限责任公司)。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　阿奇霉素储备液的配制

准确称取阿奇霉素标准品适量, 加适量乙醇溶解后置于 100mL 容量瓶中 (每 2mg 加乙醇

1mL ) , 用 pH6. 0的磷酸盐缓冲液稀释至刻度, 摇匀(得到浓度分别为 497. 88mg·L
- 1
的储备液 1

和浓度为 562. 88mg·L
- 1的储备液 2)。储备液 1用于显色反应条件的研究和确定,储备液 2用于

阿奇霉素校准曲线的绘制和加标回收率的测定。

图 2　显色溶液的 UV-Vis 谱

2. 2. 2　最大吸收波长的选定

不同反应条件下的显色溶液的最大吸收波长均在

482nm 处(图 2)。

2. 2. 3　硫酸与阿奇霉素显色反应

5mL 阿奇霉素储备液 1置于 50mL 容量瓶中, 加入

适量的二次蒸馏水,冰水浴( 5—6℃)中缓慢加入不同量

的浓度为 9. 760mol·L
- 1的硫酸溶液, 中速摇匀, 取出

放置室温 10min后用二次蒸馏水定容。UV-Vis谱图显

示,在 482nm 处无吸收,说明此时样品几乎没有发生水

解反应,这为研究溶液不同温度下的显色反应提供可

能。将样品置于不同温度的恒温水浴中,每隔一段时间取样,用冰水浴快速冷却至室温,在 482nm

处测定其吸光度。

3　结果与讨论

3. 1　温度和硫酸用量对显色反应的影响

实验结果表明, 当硫酸溶液(浓度为 9. 760mol·L
- 1 )用量为 35mL, 显色温度为 60℃时, 吸光

度到达最大值,此时水解反应最完全。60℃下不同时间溶液的吸光度与硫酸用量的关系见图 3。

在 60℃反应条件下, 尽管硫酸用量不同,但所有的显色反应在 30min时, 吸光度均达到最大

值。随着硫酸用量的逐渐增大,体系吸光度的最大值呈现一个先上升后下降的结果。说明硫酸用量

过低,水解不充分,过高则会导致显色基团降解。当硫酸用量为 35mL 时,显色最完全,吸光度为最

大。从图中还可以发现,当硫酸量很少时( 20、25mL) , 体系吸光度到达一个最高值后逐渐下降。但当
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硫酸用量为大于 30mL 时,体系的吸光度到达最高值后能够在 2h基本不变。此实验现象目前未见

报道,可能因为,一方面过量的硫酸对显色物质有降解作用,另一方面,适量的硫酸对显色物质又有

一定的稳定作用[ 8]。这需要进一步的研究。

图 3　60℃下硫酸用量对吸光度的影响 图 4　温度对溶液吸光度的影响

图 4为硫酸用量为 35mL,不同温度下发生显色反应, 溶液吸光度随反应时间的变化规律。当

反应温度为 30℃和 40℃时, 在 2h 内体系的吸光度一直增加, 说明体系未水解完全, 50℃和 60℃

时,体系的吸光度到达最大值的时间分别为 60min和 30m in,此后在反应 2h 内基本不变,反应温度

升高到 70℃和 80℃时,到达平衡的时间缩短为 20min, 但随后吸光度逐渐下降。由此可见温度过低

会导致水解不充分,过高显色基团会发生降解反应。所有样品室温放置后均有很好的稳定性, 4d后

测试结果与反应结束时的吸光度相比相差不超过 2% ,说明显色溶液在室温下稳定性良好。

3. 2　校准曲线的绘制

准确量取不同体积的阿奇霉素储备液 2( 562. 88mg·L
- 1
) ,依 3. 1节中所示最优方法进行显色

反应, 测定吸光度。结果表明,阿奇霉素在 11. 26—45. 03mg·L
- 1浓度范围内,吸光度与浓度呈良

好的线性关系,回归方程为: A= 0. 0172C( mg·L
- 1
) + 0. 0504, r= 0. 9995( n= 7)。

3. 3　阿奇霉素原料的含量测定

参 照 2. 2. 1 节准确称取 0. 2670g 阿奇霉素原料药配制 成 500mL 溶 液 (浓 度为

493. 95mg·L
- 1
)。准确量取 2. 0, 2. 5, 3. 0, 3. 5, 4. 0, 4. 5, 5. 0mL 7份不同体积的溶液,依照 3. 1中

方法进行测定,根据校准曲线计算原料含量,结果分别为 92. 4% , 92. 6%, 93. 3%, 92. 4%, 91. 8%,

91. 7% , 90. 7%, RSD为 0. 9% ,平均含量为 92. 1% ,与实际百分含量 92. 5%( HPLC 测定)很接近,

表明该方法用于含量测定效果良好, 可以作为 HPLC方法的补充。

3. 4　回收率的测定

采用加标回收法, 分别移取浓度为 493. 95mg·L
- 1
的阿奇霉素原料药溶液各 1. 5, 2. 0, 2. 5mL

于 50mL 的量瓶中,各加入 1. 5mL 阿奇霉素储备液 2配制成样品 1, 2, 3, 按上述显色及测定方法,

测定阿奇霉素总量,每组平行测定 3次,求平均值,并计算回收率, 结果见表 1。

表 1　加标回收实验结果

样品编号
原样品量

( mg)

加标量

( mg)

加标测定值

(m g)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

RSD

( % )

1 0. 741 0. 844 1. 581 99. 5

2 0. 988 0. 844 1. 826 99. 3 99. 1 0. 4

3 1. 235 0. 844 2. 067 98. 6
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4　结论
通过合理设计实验优化了分光光度测定阿奇霉素含量的方法。采用乙醇和 pH6. 0的磷酸盐缓

冲液作溶剂, 检测波长为 482nm , 冰水浴条件下缓慢加入硫酸溶液 ( 硫酸最终浓度为

6. 832mol·L
- 1
) , 60℃恒温水浴槽中显色 30min, 冷却至室温测定吸光度。结果表明该方法简便快

速、专属性强,在一定浓度范围内线性良好, 灵敏度高,重现性和回收率好, 可用于阿奇霉素原料药

及其各种制剂的含量的快速测定。
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Determination of Azithromycin by Modified Spectrophotometry

HU Fang　L IU Li　M ENG Wei

( D epart ment of Physical Chemistry, China P harmaceutical Univ ersit y, N anj ing 211198, P. R. China )

Abstract　The spectrophotometric method for determ inat ion of azithromycin based on the color

react ion of sulfuric acid and azithromycin w as optimized and all variables reaction conditions such as

sulfuric acid concentration, heat ing t ime, temperature w ere carefully studied. The result showed the

maximum absorbance at 482nm is linear to concentrat ion of azithromycin with

A = 0. 0172C( mg·L
- 1 ) + 0. 0504 in the range of 11. 26—45. 03mg·L

- 1 . The average recovery w as

99. 1% ( n = 9) . T his optimized method is simple, sensit ive, accurate, and suitable for the rapid

determinat ion of azithromycin.
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