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分 光 光 度 法 和 比 色 法 测 定

具 有 邻 苯 二 酚 结 构 的 药 物 的 含 量

亚
、

儿茶酚胺类药物的测定

韦世秀
,
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提 要

应 用紫外分光光度法和比 色法测定 了儿 茶酚胺类药物多巴
、

多巴胺
、

肾上腺素

尽其制剂的含量
,

并与非水滴定法作 了比较
。

外茶酚胺类药物如多巴
、

多巴胺
、

肾上腺素等
,

它们的分子中既具有氮基
,

又具有邻苯

二酚结构
,

故可用非水滴定法 ( 测定其氨基 )
、

紫外分光光度法和比色法 ( 测定其邻苯二酚

结构 ) 测定其含量
。

在比色法中
,

’

参照有关文献
,

可以用下述三种比色法测定儿茶酚类药物的含量
。

应用4 一氨基安替比林作为显色剂
,

在氧化剂及硷性条件下
,

与邻苯二酚类化合物形成稳

定的红色络合物 c l 艾
一

2 〕 。

反应如下
:
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应用亚硝酸盐一钥酸盐作为显色剂
,

在醋酸酸性条件下
,

与邻苯二酚类俗合物形成稳定

的黄色络合物 〔 2 〕
。

反应如下
:
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应用亚硝酸钠一钥酸钠作为显色剂
,

在硷性条件下
,

色化合物 c 3 〕 c 4 〕 C S 〕 。

反应如下
:
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本文对采用上述第三种方法测定儿茶酚胺类药物的含量的实验条件和结果报告如下
。

实 验 部 分

一
、

仪器和试剂

仪器牌号和试剂规格同前文〔 2 〕 。

二
、

波长选择

精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 ( 0
.

2毫克 /毫升 ) 4 毫升
,

置 50 毫升容量瓶中
,

精密加

醋酸一醋酸钠缓冲溶液 5 毫升
、

显色剂溶液 2
.

5毫升
、

氢氧化钠溶液 ( 6 M ) 2
.

5毫升
,

加水

至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空白
,

置 le m 石英吸收池中
,

在 2 00 ~ 600 o m波长范围
,

测绘吸收

曲线
。

三
、

盐酸酸度对吸收值的影响

精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 2 毫升
,

共 4 份
,

分别置 25 毫升容量瓶中
,

1 号容量瓶

不加盐酸
,

在 2
、

3
、

4 号容量瓶中分别加 I N 盐 酸 0
.

25
、

1
.

25
、

2
.

5毫升
,

使酸度分别为

0
.

01
、

0
.

05
、

0
.

I N
,

加水至刻度
,

摇匀
。

置 cI m 石英吸收池中
,

测绘吸收曲线
。

四
、

硝化反应时间对吸收值的影响

精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 1 毫升
,

六份
,

分别置 6 个 25 毫升容量瓶中
,

各精密加

醋酸一醋酸钠缓冲溶液 3 毫升
、

显色剂 0
.

5 毫升
,

待硝化反应进 行 0
、

5
、

10
、

20
、

30 分

钟后
,

加氢氧化钠 2
.

5毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

以 试 剂 作 空 白
,

置 1e 功 吸 收池中
,

在

4 9 8 士 I n m 处 测吸收值
。

五
、

显色溶液的稳定性

精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 4 毫升
,

置50 毫升容量瓶中
,

精密加酷酸一醋酸钠缓冲

溶液 5 毫升
、

显色剂 2
.

5毫升
、

氢氧化钠液 2
.

5 毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空白
,

置 l o m 吸收池中
,

在波 长 入m ax 士 1处
,

在 O
、

10
、

30
、

40
、

50
、

60
、

90
、

1 20 分钟时
,

侧
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定吸收值
。

六
、

醋酸一醋酸钠缓冲溶液加入量的影响

分别精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 1毫升
, 4 份

,

分别置 4 个 25 毫升容量瓶中
,

精密

加醋酸一醋酸钠 缓 冲 溶液分别为 1
、

3
、

5
、

8 毫升
,

加显色剂 2
.

5 毫
、

氢氧化钠 2
.

5 毫

升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空白
,

置 cI m 吸收池中
,

在 入m ax 士 I
nm 处

,

测定吸收

值
。

七
、

显色剂加入量对吸收值的影响

精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 1 毫升
,

8 份
,

分别置 8 个 25 毫升容量瓶中
,

各精密加

醋酸一醋酸钠缓冲溶液 5 毫升
、

显 色 剂 溶 液 分 别 为 。 .5
、

。
.

75
、

1
.

0
、

2
.

0
、

2
.

5
、

3
.

.0

5
.

0
、

8
.

0毫升
,

待硝化反应 10 分钟
,

加氢氧化钠液 5 毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空

白
,

置 l o m 吸收池下
,

,

在 、 m a 二 士 1
~ 波长处

,

测定吸收值
。

八
、

氢氧化钠加入量对吸收值的影响

精密吸取儿茶酚胺类化合物溶液 1 毫升
,

6份
,

分别置 6 个 25 毫升容量瓶中
,

精密加醋

酸一醋 酸 钠 溶 液 3 毫升
、

显色 剂 0
.

75 毫升
、

氢氧化钠溶液分别为 1
、

3
、

5
、

7
、

9 毫

升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空白
,

置 l o m 吸收池中
,

在 入m ax 土 l o m 波长处测定吸收

值
。

九
、

焦亚硫酸钠对肾上腺素吸收值的影响

精密吸取肾上腺素标准溶液 2 毫升
,

3 份
,

分别置 3 个 25 毫升容量瓶中
,

分别加 0
.

1%焦

亚硫酸钠溶液 1
、

3
、

5 毫升
,

使含焦亚硫酸钠 0
.

04
、

0
.

12
、

0
.

20 毫克 /毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

置 l o m石英吸收池中
,

以试剂作空白
,

在 2 00 一 6 0 0 n m 波长范围测绘吸收曲线
。

十
、

氯化钠溶液对肾上腺素吸收值的影响

精密吸取肾上腺素标准溶液 2 毫升
, 4 份

,

分别置 4 个 25 毫升容 量瓶中
,

分别加 0
.

8 %

氯化钠溶液适量
,

使含氯化钠 O
、

1
.

6
、

3
.

2
、

6
.

4毫克 /毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

置 cI m石

英吸收池中
,

以试剂作空白
,

在 2 00 一 6 00 ~ 波长范围绘制吸收曲线
。

十一
、

儿茶酚胺类化合物标准溶液的浓度与吸收值的关系
。

分别精密吸取儿茶酚胺类化合物标准溶液 0
.

25
、

0
.

5
、

。
.

75
、

1
.

0
、

1
.

5
、

2
.

。
、

2
.

5 、 3
.

0

毫升
,

分置 25 毫升容量瓶中
,

精密加醋酸一醋酸钠缓冲溶液 5毫升
,

加显色剂0
.

75 毫升
,

待

硝化一定时间后
,

加氢氧化钠溶液 5 毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空 白
,

置 I c m 吸收

池中
,

在 入 m a x 土 I n坦 波长处测定吸收值
。

十二
、

样品测定

1
.

分光光度法和比色法

( 1 ) 取干燥至恒重的儿茶酚胺类化合物适量
,

精密称重
,

按标 准 溶液配制法配制成溶

液
,

精密吸取` 毫升
,

置 25 毫升容量瓶中
,

加醋酸一醋酸钠缓冲溶液 5 毫升
、

显色剂 0
.

75 毫

升
,

待硝化反应完全
,

加氢氧化钠 5 毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

置 l o m 吸收池中
,

以试 剂作

空白
,

在 入m a x 土 I n m 波长处测定吸收值
,

计算含量
。

样品如为制剂
,

可按各剂型常规取样法取样
,

参照原料药品测定法进行操作
。

2
.

非水滴定法

取已干燥至恒重的儿茶酚胺类化合物约 40 一 50 毫克
,

精密称定
,

置小烧杯中
,

加 甲酸 1

毫升 ( 多巴 ) 或醋酸汞冰醋酸溶液 2 毫升 ( 卤氢酸盐 )
,

加冰醋酸 10 毫升
,

使样品溶解
,

加



结晶紫指示 J #1一 2滴
,

在 PH 计上 以 玻 璃一甘汞电极
,

丽
高氯酸标准溶液滴定

,

开

始时每加 1 毫升标准液
,

读取一次毫伏值
,

近终点时
,

每加入0
.

10 毫升读取一次毫伏值
,

并

观察指示剂的颜色变化
。

终点后继续滴定
,

至电位变化很小时为止
。

作滴定曲线并计算结果
。

结 果 与 讨 论

一
、

分光光度法和比色法的实验条件

(一 ) 波长选择

多巴
、

多 巴胺及肾上腺素显色液的吸收曲 线 见 图 I
。

由图 I 可见
,

它们在可见光区的

入 m a 盆
分别为

:

化合物

多 巴

多巴胺

肾上腺素

入m a x
( n

刀n )

4 9 8

5 0 1

5 0 2

图 1 多巴
、

多巴胺及肾上腺素显色液的吸收曲线

( 二 ) 盐酸酸度对吸收值的影响

在溶液中
,

儿茶酚胺类化合物在酸性条件下比较稳定
,

因为儿茶酚胺类化合物是较强的

还原剂
,

如多巴
、

肾上腺素的氧化还原 电位分别为
一 0

.

8 00 伏
、 一

0
.

8 09 伏
,

在溶液中很容易被

氧化
。

反应如下
:
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加盐酸也可增加溶解度
。

在高 p H时不稳定
,

因为儿茶酚胺类化合物在 p H低的溶液中氧化是



2 2

可逆性的
,

在 p H 高的溶液中氧化因发生后继反应而是不可逆的
。

如肾上腺素
:
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我们在配制儿茶酚胺类化合物溶液时都加入一定量的盐酸
,

使溶液呈酸性
。

盐酸对吸收值有

否影响
,

以肾上腺素为例
,

实验结果见图 I
。

从图 I 中看出
,

0
.

ol N
、

0
.

OS N
、

0
.

10 N 盐酸

对吸收值几乎没有影响
,

对 入m a二 也未移动
。
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图 I 盐酸浓度对肾上腺素 吸收值及 入m ax 的影响

(三 ) 硝化反应时间对吸收值的影响

儿茶酚胺类化合物显色溶液 ( 红色 ) 的颜色深浅
,

取决于硝化时间
,

因而吸收强度也取

决于反应时间
。

以多巴为例
,

实验结果见图 兀
。

从图 l 中可以看出
,

硝化时间在 O ~ 5 分钟

时吸收值稍有增高
,

5 ~ 3 0分钟吸收值稳定
。

所 以我们在多巴的实验中采取的硝化时间为 1 0

分钟
,

与文献一致
。 .

肾上腺素
、

多巴胺的硝化时间也都经实验选定
。

化 合 物 硝化时间 (分 l) 缓冲溶液 p H

ù

US八U
JlJl
,通

巴胺

巴

多多

肾 上 腺 素

5
。

1

5
.

2

4
.

2

o, 2

O I

o , s
’

刃
J

污
左应时闻 (a’)

图 l 化硝反应时间对吸收值的影响

( 四 ) 显色溶液的稳定性

实验结果见图开
。

从图 F 中看出
,

儿茶酚胺类化合物
,

以多 巴为例
,

显色溶液从 O ~ 6 0

分钟吸收值稳定
,

60 ~ 90 分钟吸收值微有降低 ( 约降低 0
.

6% )
,

90 ~ 120 分钟吸收值降低约

1
.

2%
。

所以在吸收值的测定中
,

都应在加氢氧化钠溶液 1 小时内完成
。



图丁 显色液的稳定性

(五 ) 缓冲溶液加入量对吸收值的影响

实验结果见图 V
。

从图 V中看出
, 当加入缓冲溶液 卫~ 3 毫升时

,
吸 收 值稍有增高

,

.( 约 1
.

2% )
, 3 一 5 毫升时

,

吸收值降低约。
.

7%
,

5 ~ 8 毫升时吸收值 稳 定
。

因此
.

我们

在实验中加入缓冲溶液为 5 毫升
。

J 了

图 V 缓冲溶液加入量对吸收值的影响

(六 ) 显色剂加入量对吸收值的影响

实验结果见图班
。

从图可中看出
,

当加入显色剂 0
.

5毫升时
,

吸收值稍低
,

加入 0
.

75 毫

升时
,

吸收值最高
,

加入 1 ~ 5 毫升时
,

吸收值逐渐降低
。

; 耐 J J

图班 显色剂加入量对吸收值的影响

(七 ) 氢氧化钠加入量对吸收值的影响

实验结果见图皿
。

从图姐中看出
,

当加入氢氧化钠溶液 1~ 3毫升时
,

吸收值增高约 4%
,

加入 3 ~ 7 毫升时
,

吸收值稳定
,

加入 7 ~ 11 毫升时
,

吸收值又有增高
。

我们在实验中加入

氢氧化钠溶液 5 毫升
。
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( /、 )焦亚硫酸钠 对肾上腺

素吸收值的影响

由于肾上腺素在空气中易被

氧化
,

故在盐酸肾上腺素注射液

的配方中
,

加入焦亚硫酸钠作抗

氧剂
,

以防止肾 上 腺 素 氧化变

色
。

实验结果见图现
。

从图孤中

看出
,

加入焦亚硫酸钠的量越增

大
,

吸收值就越高
。

因此
,

焦亚

硫酸钠对测定有干扰
,

增加了测

定误差
。

故在测定中应 以同样量

的焦亚硫酸钠溶液作空白
,

以消

除一部分误差
。

氢氧化钠加入量对吸收值的影响

式加夕少 `汹喻
,今

2

初
,

粗鱼亚翩减翻
J

, 侃
矛

之加夕妥减澎洲沛 万呼痴 l

图班 焦亚硫酸钠量对肾上腺素吸收值的影响

(九 ) 氯化钠加入量对肾上腺素吸收值的影响

由于盐酸肾上腺素注射液中加有氯化钠
,

所以做了氯化钠加入量对吸收值的影响实验 `

实验结果见图 l
。

从图互中看出
,

加入氯化钠的量从 1
.

6 一 6
.

4毫克 /毫升对吸收值都没有影
响

。

减

.O J

图 l 氯化钠对肾上腺素吸收值的影响



(十 )浓度与吸收值的关系
’

了

实验结果见图 X
。

从图 X看出
,

儿茶酚胺类化合物的浓度在 2 ~ 24 微克 /毫升范围
,

浓

度与吸收值成直线关系
。 :

1
· ,

,

一
丫

图X 多巴
、

多巴胺及肾上腺素的浓度— 吸收值曲线

用回旧法可得直线方程
,

如下所示
:

化 合 物 直线方程

多 巴 A = 0
.

0 0 1 + 0
.

0 5 6 C

多 巴 胺 A
.

一 0
.

001 + O
.

O59 C

肾上腺素 A 一 0
.

021 干 O
.

O42 C

A 为校正吸收值
,

C 为标准溶液浓度
。

其校正吸收值如下表所示
。

表 1
.

儿茶酚胺类化合物的吸收测得值与校正值的比较

化 合 物 } 多 巴 ! 多 巴 胺 肾 上 腺 素

标 准 液

〔微克 /毫升 )
测得值 校正值 ! 测得值 { 校正值 } 测得值 1校正值

0
.

1 0 6

0
.

2 2 3

0
.

3 3 0

0
.

4 4 4

0
.

6 7 6

0
.

8 9 2

1
.

1 1 0

1
.

3 3 0

0
.

1 1 2

0
.

2 2 3

0
.

3 3 4

0
.

4 4 6

0
.

6 6 8

0
.

8 9 0

1
.

1 1 3

1
.

3 3 0

0
.

1 1 7

0
。

2 3 7

0
。

3 5 5

0
.

4 7 0

0
。

7 1 0

0
。

9 4 1

1
.

2 0 0

1
.

4 0 0

0
.

1 1 9

0
.

2 3 7

0
。

3 5 5

0
。

4 7 2

0
.

7 0 8

0
.

9 4 3

1
.

1 7 9

1
。

4 1 0

0
.

0 6 4

0
。

1 4 7

0
.

2 3 0

0
.

30 9

0
.

4 8 4

0
.

6 6 0

0
.

8 2 3

0
.

9 8 0

0
.

0 6 3

0
.

江4 7

0
。

2 3 0

0 ` 3 5 1

0
.

4 8 3

0
.

6 5 1

0
.

8 1 9

0
。

9 8 7

1
.

!
一

l
一

…
l
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二
、

肾上腺素吸收系数值 ( E

襟 50 2 ) 的测定

在三台不同牌号的分光光度计上进行了测定
。

所得数据与前文 ` 2 〕同样方法处理
,

得到
肾上腺素的吸收系数的平均值为 E

圣盆50 2一 38 2
.

2

三
、

非水滴定

儿茶酚胺类分子中都具有氨基
,

在酸性溶剂冰醋酸中显较强的硷性
,

故可用 H C I 0 4
标

准溶液滴定
。

滴定曲线见图 万
。

其半中和 电位
、

突跃范围及指示剂的终点颜色见表 2
。

胎白二 , ~ 需匀 、
, 硼 匀匀 ,

一

zCH朋
`

哟

图】 多巴
、

多巴胺及肾上腺素的滴定曲线

化化 合 物物 式式 半中和电位 ( m v ))) 突跃范围 (m v ))) 指示剂剂
终终终终终终点色色

多多 巴巴 H
夕、、 4 4 444 4 7 8~ 5 6 444 兰 绿绿

多多 巴 胺胺 H气尹
一 C H Z一

gH
一 c
oo HHH 3 7 777 4 4 2 or 6 1 555 兰 绿绿

肾肾 上 腺 素素 N H ZZZ 3 7 555 4 1 2~ 6 1 000 兰 绿绿

只只只
夕、、、、、

HHHHH
气尹

一 C H :

CH
:

NH
,

·

CH
,,,,,

丫丫丫、、、、、
HHHHH O气 少一 C H一 C H , N H

o

U H 兔兔兔兔兔

、、、 / ,,,,,

OOOOOHHHHHHHHH

四
、

样品测定

儿茶酚胺类药品
,

多巴
、

多 巴胺及肾上腺素用非水滴定法
、

比色法及分光光度法测定了

含量
。

原料药的测定结果见表 3
。



表 3 多巴
、

多巴胺及肾上腺素的测定结果

样品名称
分光光度法 (% )

测得值 }平均值

比 色 法 (% ,

1
平均值

非水滴定法 (% )

, “得值 …平均值
与非水法的偏差

(% )

分光法 }比色法

316670537034189580472350”9997989798999998989999
,上
0只9

J198SQ0口odQ

9 8
.

9 1

9 7
.

6 0

9 8
.

6 0

9 8
.

9 0

9 9
.

6 0

1 0 0
。

3

1 0 1
。

4

9 8
.

4 0

9 8
.

4 0

1 0 0
。

1

1 0 0
.

1

测得值

1 0 0
.

0

9 9
.

8 5

9 8
.

0 0

1 0 1
。

7

9 8
.

3 0

9 9
.

5 0

9 9
.

9 3

9 9
.

8 5

9 8
.

9 0

1 0 0
.

8

9 8
.

4 0

1 0 0
.

1

1 0 0
。

8

1 0 0
.

8

1 0 1
,

3

1 0 1
.

9

1 00
.

8

1 0 1
.

6

1上234
、

石6巴

l

别
es

到一川川州川|州
1
1

41
eel

川州|61 ,

多 巴 胺 9 7
.

7 4

9 7
.

0 1

9 8
.

1 3

1 0 0
.

0

9 7
.

3 8

9 9
.

0 6

9 8
.

7 4

9 6
.

2 5

10 0
。

0

1 0 1
。

3

9 7
.

4 9

1 0 0
.

6

9 6
。

9 7

9 7
.

1 0

9 8
.

9 7

9 8
.

1 0

肾上腺素 1 0 0
。

2

1 0 0
.

2

1 0 2
,

5

1 0 1
。

5

9 8
.

8 2

1 0 2 9 9
.

4 2

1 0 0
.

2 1 0 1

10 2
.

0

9 8
.

8 0

9 9
.

5 8

9 9
.

4 2

9 8
.

8 2

999了
.

0 333 +
.

0
.

3 555 十 0
.

4 666

999 8
。

5 444 + 0
.

5 111 + 2
.

0 666

999 9
.

4 222 + 0
.

7 888 + 2
.

0 888

999 9
.

1 999 + 2
.

8 11111

999 9
.

4 222 一 0
.

6 00000

l

il]日一日曰川山一

制剂的含量测定

分光光度法和比色法测定儿茶酚胺类药物制剂的结果见表 4 。

表 4 制剂的测定结果

当周、户一一UnJ
`

别朋/0一nJO口仑耘了几
、

一nU,l

样 品 名 称
编 }

分 光 光 度 法 }
比 色 法

平均值
( % )

极差 ( % ) 平均值
( % ) 极差 ( % )

多 巴 1 0 5
.

0

1 0 5
.

1 0
.

1 0

1 0 5
.

7

1 0 5
.

0 1 0 5
.

4

9 5
.

6 3

9 5
.

3 3

0
.

6 6

0
.

3 1

,ǔ一匀

:
5
nJ00

口亏上

................

9 3
.

99

9 3
.

1 1 0
.

94 9 5
.

4 8

J12片
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408790901730979694949594

88040..

…
nU一UQ曰32000

ó
UCU

jll一曰1jldl勺』`

纂
上腺

裘

………
9 7

。

8 1

9 7
.

5 0

9 9
.

3 8

100
.

0

9 8
.

7 4

1 0 0
.

0

999 7
.

3 888

999 4
.

5 888

999 3
.

6 111

0
.

5 4 0
。

2 4

1
.

0 5 0
.

8 4

0
。

1 4 0
。

6 3

01747739邢46949794979393

0
.

0 0 } 3
.

1 4

1
.

3 6 } 3
。

0 1

2
.

6 3

多巴和多巴胺的含量测定
,

中国药典采用非水滴定法
。

我们采用非水电位滴定法测定多

巴
、

多巴胺和肾上腺素的含量
。

滴定的突跃范围肾上腺素最大
,

多巴胺次之
,

多巴为最小
。

但都能获得满意结果
,

指示剂终点很锐敏
。

原料药品的含量测定
,

分光光度法与非水滴定法

结果偏差的最大值为 2
.

81 %
,

比色法与非水滴定法结果偏差的最大值为 2
.

11 %
。

制剂测定分

光光度法与比色法二者的偏差最大为 3
.

14 % ( 肾上腺素注射液 )
。
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