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摘要  目的: 建立显色反应分光光度法测定阿奇霉素晶体的含量。方法: 利用硫酸与阿奇霉素酮基质子化可发生显色反应,

该反应溶液在 483 nm处具有最大吸收值。可用分光光度法对阿奇霉素进行定量分析, 并采用正交实验设计优化了测定方法。

结果: 阿奇霉素浓度在 18~ 72 Lg# mL- 1范围内, 显色溶液吸收度同阿奇霉素浓度具有良好的线性关系, 线性回归方程为 C

( Lg# mL- 1 ) = - 121 01+ 851 27A, r= 01 9997,平均回收率为 9911%。结论:该方法简单、灵敏、准确, 适合于阿奇霉素晶体含量

的快速测定。
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Spectrophotom etry determ ination of the

contents of azithromycin crystal
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Abstract Objec tive: To establish a spectrophotometricmethod fo r the determ ination o f azithromyc in crysta,l based

on co lor reaction. Method: Based on the protonat ion reaction of sulfur ic ac id and ketone g roup o f azithromyc in, the

max imum absorption va luew as obta ined at 483 nm. The quant itat ive analysis of azithromyc in w as carr ied by spectro-

photom etric method, wh ich w as optim ized by orthogonal design. Results: The linear equation w asC (Lg# mL- 1
) =

- 12101+ 85127A, relat ion coeff icient w as 019997 in the range of 18- 72 Lg# mL
- 1
. The average recovery w as

9911%. Conclusion: The method is simple, sensitive, accurate, and suitab le for the rapid de term ination of azithro-

mycin crysta.l

Key words: azithromycin; spectrophotometry; sulfuric ac id; co lor react ion; o rthogona l design

  阿奇霉素 ( azithromycin)是具有十五元氮杂内

酯环的半合成大环内酯类抗生素, 在酸性环境中具

有较高的稳定性,具有吸收好、生物利用度高、毒性

低及耐受性好等优点。已报道的分析方法有微生物

效价法
[ 1]
、高效液相色谱 ( HPLC )法

[ 2 ]
、薄层色谱

法
[ 1, 3]
、可见光分光光度法

[ 4~ 6]
, 其中微生物法灵敏

度低, 速度慢; 美国药典
[ 2]
和欧洲药典

[ 7]
采用高效

液相色谱法,需要用到安培电化学检测器 ( ED)和紫

外吸收检测器 (UV ) ,该检测器对设备要求太高;液

相色谱 - 质谱联用
[ 8]
, 操作烦琐, 不适合快速定量

测定; 薄层色谱法定量较困难; 电子荷移分光光度法

抗干扰能力差。本文采用阿奇霉素晶体与硫酸发生

显色反应,建立起一种新的分光光度检测阿奇霉素

的方法,并通过优化各种影响因素,提高其检测的准

确度和回收率。应用本方法测定了溶析结晶所得到

的阿奇霉素晶体含量,实验结果表明该方法简便、准

确。

1 主要实验仪器和试剂

Lambda 25紫外可见分光光度计 (美国 Perk in

E lmer公司 )。KQ - 400DB数控超声波清洗器 (昆

山超声仪器有限公司 )。

阿奇霉素原料 (上海现代制药股份有限公司 ),

阿奇霉素标准品 ( S igma公司 ) ,浓硫酸 (国药集团化

学试剂有限公司, 分析纯 ) , 其他试剂均为市售分析

纯。
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2 实验方法
211 硫酸显色原理的初探  阿奇霉素可见光分光

光度法按原理分主要有电子荷移法、氧化法、沉淀

法,对于硫酸显色的机理目前还在研究中,可能机制

为阿奇霉素的酮基与硫酸发生质子化反应, 使阿奇

霉素结构中含有一个 C
+
原子,然后与 HSO

-
4 作用显

橙色
[ 9]
。

图 1 显色原理示意图

F ig 1 The d iagram of color p rincip le

212 测定方法  精确称取阿奇霉素标准品适量,置
50 mL量瓶中, 加乙醇 20 mL使其溶解后以盐酸 -

磷酸二氢钾混合溶液 (缓冲溶液 )定容, 配制成 50

Lg# mL
- 1
阿奇霉素溶液,精确量取 510 mL, 加入不

同浓度的硫酸溶液适量, 振摇混匀, 恒温放置, 至反

应完全。以缓冲溶液为空白, 在 350~ 650 nm波长

范围内扫描,该显色反应溶液在 483 nm处有最大吸

收值, 且缓冲溶液在此处无吸收干扰。

213 测定方法的优化  检测方法的灵敏性和准确
性取决于缓冲溶液的选择、缓冲溶液的 pH、显色剂

硫酸的浓度及用量、显色反应的温度、显色反应的时

间。本文采用正交实验设计方案, 筛选出影响该方

法灵敏度和准确度的主要因素,通过优化,得到了最

佳的测定条件。

3 结果与讨论

311 缓冲溶液的选择  阿奇霉素具有二碱价双亲
的特性

[ 10]
,在酸中溶解, 且稳定。分别对比磷酸缓

冲溶液、硼酸缓冲溶液、稀盐酸,发现磷酸缓冲溶液

的浓度对结果影响显著,稳定性差;硼酸缓冲溶液易

与糖类物质结合,测量误差较大; 采用稀盐酸, 测量

结果偏高; 采用 011 mo l# L
- 1
稀盐酸与 011 mo l#

L
- 1
磷酸二氢钾溶液的混合物作为缓冲溶液,稳定性

和重复性较好,测量误差小。两者混合的比例决定

了该缓冲溶液的 pH。

312 各因素对检测方法的影响  通过单因素实验,

初步确定测定条件为: 缓冲溶液的 pH为 310, 反应
显色温度为 20 e ,显色剂硫酸的浓度为 70% ,硫酸

的用量为待显色溶液的 1倍, 反应时间为 2 h (图

2)。通过 L9 ( 3
4
)正交实验设计,分析了缓冲溶液的

pH、反应显色的温度 T ( e )、硫酸的浓度 C (% )及

硫酸的用量 U(% )对测定方法的线性回归系数 r,

稳定性,重复性及平均回收率的影响, 优化测定条

件。

通过四因素对线性回归系数 ( r ), 稳定性相对

标准偏差 ( RSD st ), 重复性相对标准偏差 ( RSDrep )及

平均回收率 ( Rrec )的极差分析表 (表 2)和因素效应

曲线图 (图 3)可以看出: 缓冲溶液的 pH 对线性回

归系数 ( r) , 检测方法稳定性、重复性、平均回收率

影响均显著, 且 pH 有进一步降低的趋势, 但过低,

阿奇霉素在溶液中易变质, 故选取最佳测定 pH 为

115;温度对检测方法的稳定性有一定的影响, 在 20

e 下测定稳定性最好,对其他因素影响不大,为了操
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图 2 吸收值与反应时间之间的关系

Fig 2 Variation of absorbance w ith tim e

作方便,选择在常温下测定;硫酸的浓度对检测方法

的稳定性影响显著, 主要因为硫酸浓度过高会使显

色太深,过低又会使显色太淡, 测量误差较大, 灵敏

度也相应下降, 选取浓度为 50%较为合适; 硫酸的

用量为待显色溶液的 60% ~ 140%影响均不显著,

考虑到硫酸放热和试剂的成本,选取显色剂的用量

为待显色溶液的 016倍较为合适。
表 1 因素的水平及对应值

Tab 1 Leve l and correspond ing value of factors

因素 /水平数

( fa cto r / leve l figure)
1 2 3

pH 115 3 415

T ( e ) 10 20 30

C (% ) 30 50 80

U(% ) 60 100 140

表 2 极差分析表
Tab 2 The tab le of range analysis

极差 ( range)

因素 ( factor)
pH

T

/e

C

/%

U

/%

r 01 169 01 023 01041 01016

RSDst 01 562 01 243 01456 01057

RSD rep 01 365 01 018 01009 01026

R re c 01 125 01 087 01019 01013

  通过对极差和因素效应图的综合分析, 确定了
最优化的检测条件:缓冲溶液为 pH 115的稀盐酸与
磷酸二氢钾的混合溶液, 显色剂硫酸的浓度为

50%,显色剂用量为待显色溶液体积的 016倍, 反应
测量温度均为常温,反应时间为 2 h。由于硫酸显色

反应时,放出大量的热量,硫酸的加入需缓慢, 这样

能够使热量均匀散出,确保测量样品的一致性。

313 标准曲线的绘制  精确配制每 1mL含阿奇霉

素标准品 1810, 2710, 3610, 4510, 5410, 6310 , 7210
Lg的溶液,分别量取溶液 10mL加 50%硫酸 6mL,

图 3 因素效应曲线图

F ig 3 The curve d iagram of factorial effect

摇匀,静置反应 2 h,至常温。以缓冲溶液为空白,在

350~ 650 nm波长段扫描,显色反应溶液在 483 nm

处有最大吸收值。将浓度 C 和相应吸收值 A 进行

线性回归,可得到阿奇霉素在 18~ 72 Lg# mL
- 1
浓

度范围内的线性回归方程:

C = - 12101+ 85127A  r= 019997 ( n= 7)
314 精密度测定  精确配制 20, 40, 60 Lg# mL

- 1
3

种浓度的标准品溶液,依次在 1d内, 5d内测定其显

色反应溶液吸收值 6次。3种浓度显色反应溶液吸

收值的日内 RSD均小于 01098% ( n = 6) ,日间 RSD

均小于 01113% ( n = 5) ,表明该检测方法精密度良

好。

315 稳定性测定  精确配制浓度为 50 Lg# mL
- 1

的对照品溶液,显色后放置 2, 4, 8, 12, 18, 24, 32, 40

h,在 350~ 650 nm波长内扫描测定最大吸收值, 结

果表明最大吸收值的 RSD为 010449% ( n = 12), 吸

收波长稍有下降 ( ? 0105 nm ) ,说明了阿奇霉素显
色反应溶液在 40 h内稳定性良好。

316 重复性试验  配制浓度为 50 Lg# mL
- 1
的对

照品溶液,依法重复测定 6次, 得到最大吸收值的

RSD为 01163% ( n = 6),表明此方法的重复性良好。

317 回收率测定  精确称取阿奇霉素标准品适量,

分别配制高、中、低 3种浓度的标准品溶液, 按上述

方法测定阿奇霉素含量,计算回收率,结果见表 3。

表 3 回收率实验结果
Tab 3 Exper im en tal re su lt of recovery

C cal

/L g# mL - 1

C t rue

/L g# mL - 1

回收率

( recovery) /%

RSD

/%

64144 631 99 9913 01353

46103 451 66 9912 01324

27161 271 26 9817 01298

注 ( note) :C ca l:计算浓度 ( ca lcula ting concentra tion); C t rue: 实测浓度 ( measured

concentra tion)

  实验结果表明平均回收率为 9911% , 表明该方
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法在不同浓度条件下的回收率均良好。

318 样品含量测定  取上海现代制药厂生产的阿

奇霉素作为原料, 选用乙醇 ( A )、正丙醇 ( B )、丙二

醇 ( C)、四氢呋喃 ( D) 4种溶剂, 溶析结晶得到的 4

种晶型的阿奇霉素晶体, 分别采用微生物效价

法
[ 1]
、HPLC法

[ 11 ]
与本法测定各自含量, 测定结果

几乎一致,见表 4。

表 4 晶体纯度测定结果 (%, n= 5)

Tab 4 Resu lt of determ ination pur ity of crysta l

晶体类型

( crystal

type)

本方法

( th is

method)

微生物法

( m icrobio log ica l

m ethod)

HPLC法

( HPLC

method)

原料药 ( raw 9613 9610 9616

medicine)

A 9910 9915 9910

B 9915 9819 9910

C 9812 9812 9816

D 9817 9817 9910

4 结论

411 本文通过正交实验设计并进行因素分析, 优化
显色反应条件,建立了阿奇霉素显色反应分光光度

法的检测方法。

412 初步探讨了硫酸对阿奇霉素的显色原理。
413 通过优化后的分光光度法测定阿奇霉素的含

量,对比 2005年版中国药典的微生物效价法和高效

液相色谱法,测量结果相近, 且该法灵敏度高, 操作

简单, 快速, 结果准确, 适合于阿奇霉素晶体含量的

快速检测,为进一步研究阿奇霉素多晶型奠定了基

础。
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