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响
。

初步观察表明
�

当 � � � �
�

�时
,

内标和

药物有较高的回收率
� 当� � � � 时

,

苯 巴

比妥
、

苯妥英的回收率升高
,

卡马 西 平 下

降 � 当� � � �
�

�时
,

苯巴比妥
,

苯妥英回收

率下降
,

卡马西平 回收率稍有上升
。

结果与

卓海通等 �“� 报道基本一致
。

因此
,

我们 选

择在� �
� �

�

�的磷酸盐缓冲液中进行提取
。

本文在采用 乙睛沉淀和� �
� �

�

�的条件

下
,

考察了 常 用 的 提 取 溶 剂 � �
�
� �

� ,

� � � �
� ,

乙醚
、

醋酸乙醋等的提取效果
,

确

定了氯仿一乙醚 � � � � � 二元溶剂为提取

液
。

从而兼顾了提高提取率
,

克服血清内源

性组分干扰
,

减少乳化
,

便于操作
、

缩短蒸

干时程等诸项要求
、

结果满意
。

二
、

色谱条件选择

�
�

流动相
�

许多
、

文献 �’一 � � 报道都 采

用乙睛和磷酸盐缓冲液 �� � � 一 � � 作 为

流动相组分
。

我们认为
�

这种组成除分析成

本高外
,

盐类的使用还对管路和柱的清洗提

出了较高的要求
,

因而大大延长了非分析 占

机时间
。

经实验
,

我们采 用 的 甲 醇 一 水

�� � � � �
�
� � � 流动相既克服了上述缺点

,

又获得了理想的分析效果
。

�
�

色谱柱
� � �� � � �等 �� 认为甲基硅

烷键合相对巴比妥类药物的分离效 果 优 于

�
。

或 �
� 。

柱
。

据此
,

我们考察了�
� 、

� , 。 、

� � �对三种药物及内标的分离效果
,

以� � �

柱的分离效果和分析时间最为满意
。

�
。

检测波长
�

国外报道的检测波长大

都 在 � � �� � � � � �� � � � � � �‘�
。

我 们 对

� � �
、

� � �
、

� � �
、

� � �
、

� � � � � 几个波长进行

了考察
,

结果表明 � �  � � 以下处
,

基线不够

平稳
,

血清空白值较大 � � �  � � 处检出灵敏

度较低
。

因而选择 � � �
� � 做为检测波长

。

三
、

样 品稳 定性 考察表明
�

药 物 血 清

工
、

亚
、

�
、

� 在 一 �� ℃保存 �� 小时各药平

均回收率 分别是
�
�� ��

�

�� 士 �
�

��  
,
�� �

� �  
�

� � 士 �
�

� � �
,

� � � � �
�

� � 士 �
�

� � � � ��

小时
、

�� 小时测定 结果
,

回收率下降
。

因此

取样后应置于 一 �� ℃冰箱内
,

并于�� 小时内

完成测定
。

叠
匕妥哎苍己

图 � 线性关系回线
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� � �  � � � �� � � � � � � � � � � � � � � � ,

�� �
,

� �  

轻乙基淀粉及其注射液的分光光度测定法

总后卫生部药品仪器检验所 刘志郑

经乙基淀粉属多糖类化合物
,

其注射液

有增加并维持血液胶体渗透压
、

增加血浆容

量
、

维持血压等作用
。

临床上用于治疗出血

性休克
、

创伤性休克及烧伤休克等
。

原料药
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品没有含量测定方法
,

其注射 液的 含 量 测

定
,

我国地方 标准大都采 用重 量 法 �“ � � ,

专属性差
,

且费时
、

费事
。

国外很早就报道

用蕙酮显色反应对多糖进行定性与定量测定
�“ � ,

国内的教科书记载了用蕙酮比色法测定

糖的含量 �‘� ,

并应用于复方制剂中经乙基淀

粉的含量测定 �� �
。

因蕙酮比色法测定经乙基

淀粉注射液含量的影响因素较多
,

经试验觉

得文献 �” � 的试验条件还可进一步完善
,

故对

其实验条件重新作 了探索
,

并将方法作了适

当改进
,

现报告如下
。

一
、

药品试荆与仪器

药 品�
轻 乙基淀粉

,

四川乐山制药厂

试剂
�

蕙酮
,

化学纯
,

北京化工厂

硫酸
,

分析纯
,

北京化工厂

仪器
�

岛津� � 一 �� �紫外分光光度计
。

岛津� � 一 �� �紫外分光光度计
。

日立 � ��
一
�� 紫外分光光度 计

。

二
、

实验条件选择

�
�

吸收光谱 图
�

按测定方法 项 下 操

作
,

用岛津 � � 一� �� 紫外 分 光 光 度 计 从

� �� 一� � �� � 扫描
,

其最大吸收波长为 � �� 士

� � 二
,

见图 �
。

判
一

“

理�
‘”“

�
忍� 。。

�
�

夕�”

洲�
‘

“

欢户即 � 、浏产

和。
一

伽 初 加一万毛
�

移�氏
呵

图 � 吸 以光谱图

�
�

浓度与吸收度的关系
�

从不同量的

轻乙基淀粉溶液
,

按测定方法项下操作
,

在

� � � 士 � � � 波长处测定吸收度
,

结果见表�
。

表 � 不 同 浓 度 测 得 的 吸 收 度

�
一

一

忑厄厂
�

…
…二二

, , �

�
�

�
“二�泛严

浓度 � 卜� � � ��

���
。

� ��� �
。
� ��� �

。
� ��� ��� � �

。

� ���
�������������

���
。
� �    �

。
� � ��� �

。

� � ���  
。

� �    �
。
� �    

� 所列数据均为四次测定结果的平均值

对表 � 数据进行一元线性回归
,

得回归

方程
�

� � �
�

� � � � � � �
�

� � � �  �
。

相 关 系 数
� � �

�

� � � �
。

可见经乙基淀粉水溶浪与茸酮试剂呈色

后
,

浓度在�
�

��  � �
�

�� � � � � �范围内
,

与吸

收度定良好的线性关系
。

�
�

试剂的加入量
�
按测定方法项下操

作
,

加入不同量试剂进行试验
,

结果如表 �
。

表 � 试 剂 的 加 入 量 对 测 定 结 果 的 影 响

�� ��

水

�� � �� ��
…
总

�

…
…
�

�� ��
� �

�

�
�

�
�

�
鲤

一
一

�

�
�

� �
�

一里一
一

沙
�

兰
试样

号

�

�
。

�

�
。

8

0

。

8

0

。

9

0

。

9

淡黄色澄明液体

白色混浊溶液

黄色有轻徽乳光的溶依

黄色澄明溶液

黄色有轻徽乳光的溶液

黄色澄明溶液

0

无 法 测 定

0 。

3 2 9

0

。

6 1 5

0

。

4 3 2

O

。

6 1 2

6A
�

566
t了

O山八乙,目11

.

…

今白乃舀,翻
1
9自
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从表 2 看出
,

管 2
、

管 4 因有 轻 微 乳

光
,

光密度值偏低
; 管 3

、

管 5 光密度值较

高且接近
,

但管 3 试剂用量少
,

故采用第 3

管
。

4

.

试剂的存放时间
:
按测定方法项下

操作
,

考察试剂存放时间对测定的影响
,

结

果如 表 3
、

图 2
。

表 3 试 剂 存 放 时 间
.
对 测 定 结 果 的 影 响

存 放 时 间

立 即 2 小 时 4 小 时 6 小 时 1 5 小 时 } 24 小 时

光 密 度 0 。

6 0 7 0

。

6 0 3 0

。

5 9 9 0

。

5 9 4 { 0

。
5 8 9 } 0

。

5 4 4…
一

好
。

考虑到二者相差甚微
,

而自来水冷却简

单易 行
,

故采用自来水冷却
。

6

.

反应时间
:
按测定方法项下操作

,

考察反应不同时间对测定的影响
,

结果反应

3 分钟
,

其光密度值最高
,

故认为在沸水浴

中反应 3 分钟为最好
。

以O 管为空白
,

将反 应 l分 钟
、

3 分

钟
、

9 分钟
、

1 5 分钟管从400一700
n m 扫描

。

结果如图 3
。

眨脱岌

a.700咖咖咖嘟咖栅

图 2 试剂存放时间对吸收度的影响

从表 3 看出
,

试剂在 8 小时内 基 本 稳

定
,

故所配试剂应当天使用
,

最好临用时配

带11
。

从图 2 可看出
,

随着试剂存放时间的延

长
,

主峰(626
nm )逐渐降低

,

而侧峰 (424
nm )

逐渐升高
。

5

.

冷却条件
,

按测定方法项下操作
,

考

察不同冷却条件对测定的影响
,

结果如表 4
。

表 4 冷却条件对测定结果的影响

飞仃才

可
..
……

\ 召七价 石讨 乙即 二切

图 3 反应时间对吸收度的影响

:
波际

州)

室室 温温 自 来 水水

光 密 度 0 。

5 8 5 一 0 。

6 1 5 } 0

。

6 1 7

从表 4 可看出
,

自来水与冰浴 冷 却 较

从 图 3 可 见
,

应 3 分 钟 管
,

主 峰

(626nm ) 最高
。

随看反应时间 的增长
,

主

峰越来越低
,

而侧峰 (510nm
、

4 2 4 n
m ) 越

来越高
。

7

.

色泽稳定性
:
按测定方法 项 下 操

作
,

考察呈色液的稳定性
,

结果如表 5
。
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表 5
丫J.

王‘
............

目口
…
色 液
1 刁

、
’

时
}
2

性
4 刁

、
时 …
6 刁、 时 } 8 小 时一时

定一
、

稳一…一时

光 密 度 」 0
.607 0。

6 0 1

。
.
5 。。

…0。 5 9 0 { 0

。

5 8 5 一 0
。

5 7 4 一 0
。

5 6 3

从表 5 可看 出
,

呈色液的光 密度
,

每小时

约降低0
.
005 ,

呈色液在 3 小时内基本稳定
。

三
、

方法与结果

l
。

测 定方法

经乙基淀粉的精制
:

取经 乙基淀粉
,

加蒸溜水加热使溶解
,

用湿润的滤纸趁热过滤
,

放冷使成 饱 和 溶

浓
。

取此饱和溶液缓缓加入无水乙醇中
,

边

加边搅拌
,

即产生大量经乙基淀粉沉淀
。

冰

箱放置过夜
,

倾出上清液
,

沉淀置乳钵中
,

加入无水乙醇研磨使成细小颗粒
,

4 号玻璃

垂熔漏斗抽滤
,

用无水乙醇洗涤 3 次
。

如此

精制两次
。

羚乙基淀粉溶液的制备
:

精密称取经105 ℃干燥至恒重的精 制 品

约25 m g
,

置250 m l容量瓶中
,

用蒸溜 水 溶

解并稀释至刻度
,

使成o
.
lm g/ m l溶液

。

蕙酮试剂的配制
:

称取蕙酮 0
.
49

,

溶于 10 m l水与 190 m l硫

酸的混合液中
,

振摇使溶
,

放冷备用
。

测定方法
:

取上述经乙基淀粉溶液0
.
8 m l, 置 20 m l

具塞玻璃试管中
,

用蒸溜水 加 至 Z m l, 摇

匀
,

加入蕙酮试剂 6 m l, 立即密 塞 摇 匀
,

置沸水浴中准确煮沸 3 分钟
,

取出
,

放入 自

来水中冷却
,

并同时作空白试验
。

将空白与

样品分置 I C m 吸收池中
,

在 626 士 I n m 波

长处测定吸收度
。 、

2

.

吸收 系数 (E
llc 粉

的测 定 ‘6 一

取经 乙基淀粉溶液 0
.
4m l和 0

.
8m l, 按

测定方法项下操作
,

分另11用三台不同型号的

紫外分光光度计
,

在62 6士 1 n m 波长处测定

吸收度
,

计算百分吸收系数

见表 6
。

( E

鑫欺
, 结果

表 6 不 同 仪 器 测 得 的 吸 收 系 数 (七汽锐)
- ~ , · ·

一
·

·

-

····
-

一
厂

’

一
」

一蕊局二
’

一
” ”

’ L ’

…
一”

‘

”一流
。g
、/m

l

一仪 器 型 号 I

—
{
—

——
一
-

一—一一

一
-
—书二干土共一兰一…一生 二一l竺 …一生-匕些

岛 律U
卜
2‘。

…
60‘’

。

…
6‘2 ‘

。

}

6 0‘
’

。 , 62 2
’

。

…
508’ 。
一
606‘ 。

J

6 0 6
’

叫
62。’

0

岛 律U ‘一26“

{

5 9‘
’

。

}

6 0 8
’

。

{

5。“ 0

1

612 ’

。

{

5 9 3
’

O

…
603’ 。

!

5 0 9
’

。

一
6‘8 ’

0

日立 E p U 一ZA 】
“0 0

·
0

4

“‘0
·

o

}

“0 0
·

0

】
6‘6 ·

0

…
“0 0

·

o

…
“‘o

·

0

1

“00
·

0

…
“2 0

·

0

平 均 值 606。 2 1
,

标 准 差 5.6726 ,

变异系数 (% ) 1
.43 。

二。
:二 , \ , 二 、* 。 , 扮、*

。六撤。。、
:、* 11。 、 口。 二 1 %

。 。 。 _
_ 二

。 八 。

毖j 竺吮兀 卜} 夕〕 门7 1 , 牛州矛匕 , 工 ‘‘J 口七 刁刀 ,J 、 十口 f认
~习 六弓气目l川 ‘从 , 「U ;」二 匕乙 , 口 目梦 ‘

1 。
~

U ‘ V U
l l止

/ 习O U O
1 ‘ 11 1

3
.

回收率试验

一杰三一一一一旦一逃一遗粼赢曳一然一才氯一通
一
二一 …

即
.

“
一
~

’

~

一

~

’

试 验 编 号 ! 投入量 林g / m l l 测得量 林g / m l { 回 收 率 (% ) 一平 均 值 (% )

1

…
3一5
…
‘

3

一 …
101
一 …2 {一 5

’

0 0

一
5’ 0 3

一
‘0 0

’

6 0

“
一

“
’

2 5

…
6‘ 4 0

」
‘0 2

’

‘。 ! ‘。o
·

7 5

4
}

7

‘

5 0

…
7’ 4 8

…
“9

·

7 3

1

5

一
_
“

’

7 5

…
_8’ 7 6 ‘0 0 “‘

一
二_

二 ‘ .

6

.

匕
1。
二
。

.?..

, 「

{

二
r
‘。

’

。‘
.

一
_‘
i竺

’

3

全
‘

.

_

土
__
_
_ .

_
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取不同浓度的经 乙基淀粉溶液
,

照测定

、、裕二、 、
_
蹄

, 、

、 二 1 %
。 。 。

_
_ 。 八 。

方法项下操作
,

按公式 E llc 盆
““6 n m = ”““

计算
,

结果见表 7
。

来 :
所列数据为 4 次试验的平均值

。

精密取样品适量
,

用蒸溜水稀 释 使成
0.lrn g/m l的溶液

,

照测定方法项下操作
,

在

62 6士 1 n m 波长处测定吸收度
,

按E
1 %
ICm

S D = 0
.
973 0 ,

C V
= 0

.

9 7
%

。

4

。

样品测定

60 6计算含量
。

同时按文献 (
‘
) 及 文 献

‘
a )进

行重量法及旋光法测定
,

结果见表 8
:

表 8 样 品 测 定 结 果
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. 为塑料袋装注射液
。

四
、

讨 论

1
。

本法的原理是糖与硫酸先脱水生成

经 甲基吠喃醛
,

然后再与蕙酮缩合成蓝 色化

合物
,

其呈色强度与溶液中糖的浓 度 成 正

比
,

故可用于糖类的含量测定
。

因葱酮试剂

及蕙酮与糖缩合生成的化合物在硫酸中不甚

稳定 (参见图 2
、

图 4 )
,

故蕙酮试剂应临

用时配制
,

而且应严格控制测定条件
,

以免

影响结果的准确性
。

2

.

本法所选择的实验条件与上海市药

品标准 (80 年) 是不同的
,

主要 表 现 在
:

1 ) 试剂的加入量
:
上海药 品标准 (8 o年)

方法与表 2 的第 4 管相同
,

溶液有 轻 微 乳

光
,

虽样品加入量大
,

而 光 密 度 却 只 有

0
.
432; 本法采用第 3 号管

,

溶液 澄 明
,

虽

样品加入量少
,

而光密度却为0
.
615。说明本

法与上海法的结果是有差另lJ的
,

其原 因在于

上海法加入水量较大
。

2
) 测定波长

:
上海

法为62o
nm ,

本法 为 626nm
。

3 ) 反 应 时

间
:
上海为 5 分钟

,

本法为 3 分钟
。

4
) 冷

却条件
:
上海法未指明怎样冷却

,

本法为冷

水
,

从表 4 可见
,

自然冷却与冷水冷却
,

结

果是不同的
。

3

.

在样品测定结果 的 表 8 中
,

批
一

号

85202 022为塑料袋装
,

其重量法测定结果比

本法测定结果偏高约 5 %
,

而本法与旋光法
(“) 测定结果却是一致的

。

作者认 为
,

重 量

法测定结果偏高是塑料袋填充物溶出所致
,

这正是重量法专属性差的表现
,

确认本法与

旋光法较好
。

4

。

上海市药品标准 (80) 要用经乙基

淀粉对照品
,

因我国 目前尚无羚乙基淀粉标

准 品 (或对照 品)
,

即使经乙基淀粉原料一

般单位也没有
,

故上海法不便于推广应用
。

作

者用经乙基淀粉原料经精制后
,

测出吸收系

、
, 。 1 %

、 ,
、 二、 , 、

。

、 。
,

t

~

。二 。

数 (E 介袱)
,

省去经乙基淀粉对照 品
,

一

般单位 都可依法测定
。
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