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紫外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

l 原儿茶酸及原儿茶醛的含量测定
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【提要 】应 用紫外分光 光度法和比色法浏定 了原儿 茶酸和原儿茶醛的含量和吸

习文系数
。

原儿茶酸及原儿茶醛广 泛存在于中草药中
。

例如
,

原儿茶酸存在于四季青〔 ’ 〕 、

节麻〔 2 〕等

中药中
,

其制剂制备
、

抗菌作用和临床应用亦有报导 〔 ” 〕〔 4 〕〔 ” 〕; 又如
,

原儿茶醛存 在 于四

季青 〔 “ 〕、

丹参
〔 7 ” 等中药中

,

其增加冠脉血流量和减少心肌耗氧量等作用也有报导 〔 8 〕 。

中

国药典 1 977 版已将原儿茶酸
、

原儿茶醛的显色反应和紫外吸收c9 〕 列为鉴别这些中药制剂的

方法
。

E
.

E m er so 证 ’ 。 “
研究了酚类和 4 一

氨基安替比 林 ( 简称 4 一 A A P ) 的缩合显 色反应
。

T
.

;.\ L ar v e
等〔 ” 〕 应用 4 一 A A P 与儿茶酚类化合物的缩合显色反应

,

进行了儿茶酚 类 化

合物分光光度法测定
,

但实验条件和方法的准确度未详细报导
。

P
.

M
,

N ia
r
等〔 ’ 2 〕 报导用

亚硝酸钠一钨酸钠比色法测定原儿茶酸的含量
。

D
.

W
.

B a

llr
u w 的实验表明钨酸钠不如铝酸

钠
〔 ` 3 〕

。

我 们参考上述和其他有关文献资料 〔 ’ 4 〕 以及以前报导 〔 ’ 5 〕〔 ’ 6 〕 ,

对原儿茶酸及原

儿茶醛的紫外分光光度法
、

亚硝酸钠一铂酸钠比色法和原儿茶酸的 4 一人 A P 比色法的各种实

验条件以及方法的准确度进行了探索
。

实 验 部 分
一

、

仪器和试剂

( 一 ) 仪器 同以前报导
〔 , 5 〕〔 , 6 〕 。

( 二 ) 试剂 除另有说明外均为分折纯
。
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1
.

原儿茶酸对照品 试剂经重结晶精制
,

熔点
、

纸层析及紫外光谱检 查
,

符 合 要求
。

10 5℃干燥至恒重备用
。

2
.

原儿条醛对照品 同上要求
,
、

但在干燥器冲室温于燥 2 4小时
、
。

·

3
.

原儿茶酸标准溶液 精密称取已于燥至恒重的对照品 12
.

5毫克
,

加 95 % 乙醇 5 毫升

使溶解
,

加 1 N H o1 5 毫升
,

加永适量稀释
,

转移室勃毫升容量瓶中
,

加水稀释至刻线
,

摇

匀
。

·

一

4
.

原儿茶醛标准溶液 精密称取己千燥至恒重的对照品 l’0 毫克
,

按原儿茶酸标准济液配

制法配制 ( 原儿茶醛易溶于水
,

不用乙醇溶解 )
。

5
.

亚硝酸钠一铝酸钠溶液 取亚硝酸钠 10 克
,

钥酸钠 15 克
,

如水使溶解并稀释至 1 00 毫

升
,

摇匀
。

-

6
.

4 一 A A P 溶液 取 4 一 A 入 P 3 克挤于 100 毫升水中
,

置冷暗处
, 一 周内稳定

。

7
.

过硫酸钱济液 。
.

01 %溶液置冷暗处
,

一周内稳定
。

二
、

紫外分光光度法

( 一 ) 吸收曲线的测绘

精密吸取原儿茶酸 ( 或原儿茶醛
」

)
,

标准挤液 1 毫升
,

、

置匆毫升容 量瓶中
,

加 1 N H丈」l

25 毫升
,

加水稀释至刻度
,

摇匀
,

以试剂作空白
,

用 l 厘米石英吸收池在分光光度计上
,

2 0 0一 4 00 n m波长范围测绘吸收曲线
。

,

一
、

。
,

二 , `
, 。 1%

、

从
` 、 。涌 ,

*
、 — , 份尺

.公( 力之戈义 气 刀
1 。
一 ,

`

l且 口习拙勺2七
1 飞矛【」 皿

分别精密吸取原儿茶酸 (或原儿茶醛 )标准溶液 l 毫升
,

置 25 毫升和助毫升容量瓶中
,

分

别加 1 N H C I 12
.

5毫升
,

加水稀释至刻度
,

摇匀
。

以试剂作空白
,

置 1 厘米石英吸收池中
,

在波长 2 59 土 1 n m处 ( 原儿茶酸 ) 或2 30 士 1 o m处 ( 原儿茶醛 ) 测定吸收值
。

( 三 ) 样品测定

取 1 05
。

干燥至恒重的原儿茶酸 ( 或在室湿干燥器
,扣干燥 24 小时 的原儿茶醛 ) 约 10 毫克

,

精密称定
,

加 95 % 乙醇 5 毫升使落解 ( 如为原儿茶醛不加 乙醇
,

加水溶解 )
,

置 50 毫升容量

瓶中
,

加 1 N H 1C 5 毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

置 1 厘米石英吸收池中
,

以试剂作 空 白
,

在波长 2 5 9 士 1 拼
n处 ( 原儿茶酸 ) 或波

一

长2 3 0 士 1 扒 n 。
处 ( 原 几茶醛 ) 测定吸收值

,

计算百分

含量
。

三
、

亚硝酸钠一相酸钠比色法

( 一 ) 标准曲线

原儿茶酸

精密吸取原儿茶酸标准溶 液适量
,

分别置 5 个 2 5毫升容童瓶中
,

使各瓶中原儿茶酸浓度

分别为 2
、

4
、

6
、

8
、

10 微克 /毫升
,

各加 6 N H门 。
,

4毫升
,

显色剂 l 毫升
,

1 N N : O H
一

济 液

5 毫升
,

置 1 厘米比色池中
,

在波长 5 00 士 1 n m 处
,

测定吸收位
。

以浓度 对 吸 收佰作图
。

原儿茶醛

同原儿茶酸操作
,

但使原儿茶醛的浓度为 5
、

10
、

1 5
、

20
、
2 5微克 /毫升

( 二 ) 样品测定

精密称取样品约 8
.

00 毫克
,

置 50 毫升容量瓶中 ( 如为原几茶酸
,

加 9 5 % 乙醇 5 毫升 )
,

加 I N 月 C 1 5 毫升
,

加水至刻度
,

摇匀
。

再精密吸取济液 1 毫升
,

置 2 5 毫升容量瓶中
,

然



后按标准曲线项下 自
“
各加 6 N HC I0

.

4毫升
”
起

,

依法操作
。

四
、

4一氨基安替比林比色法

( 一 ) 标准曲线

精密吸取原儿茶酸标准溶液适量
,

分别置于六个 2 5毫升容量瓶中
,

使每瓶中原儿茶酸浓

度为 0
.

5
、

1
.

0
、

1
.

5
、

2
.

0 、 2
.

5
、

3
.

0微克 /毫升
。

分别加 1 N N a 0 H溶液 0
.

3毫升
,

20 %碳酸

钠溶液 1
.

5毫升
, 4 一人 A P 溶液 5 毫升

,

过硫酸按溶液。
.

2毫升
,

加水至刻度
,

在空气中室温

20 ~ 25 ℃放置 1 小时
,

然后在波长 5 10 士 l o m处测定吸收值
,

以浓度对吸收值作图
。

( 二 ) 样品测定

取干燥至恒重的样品约 10 毫克
,

精密称定
,

加 95 % 乙醇 5 毫升使溶解
,

置 2 00 毫升容量

瓶中
,

加 1 N H 1C 20 毫升
,

加水稀释至刻度
。

吸取溶液 1 毫升
,

置 25 毫升容量瓶中
,

按标

准曲线项下
,

自
“ 加 1 N N a O H 溶液 0

.

3毫升
” 起

,

依法操作
。

结 果 与
.

讨 论

一
、

紫外分光光度法

( 一 ) 吸收光谱

在 U v 二 3 00 型 分光光度计上分别绘制原儿茶酸 ( 图 I ) 和原儿茶醛 ( 图 I ) 的吸收曲

线
。

由图 I 可见
,

原儿茶酸 ( 0
.

5 N H C I 溶液 ) 在紫外区有两个吸峰
,

其一 在 2 59 土 1 n m

处
,

另一在 293
士 I n

、
,

在 2

591
1
~ 处的是最大吸收峰

。

其 E

}盏为
6 3 5

.

1 ( 见后 )
,

克

分子吸收系数为 9
.

7 87
X 10 ”

。

由图 I 可见
,

原儿茶醛 ( 0
.

5 N 月…C I 溶液 ) 在紫外区有三个吸

收峰
, 2 30 士 I n m

, 2 7 9 士 l o m , 3 0 9 士 I n m
,

其中以 2 30 土 I n m 处的吸 收 峰 为 最强
。

廿
1 , 1% 、

。 八 。 n , 。 。
、

* 八二 。
:

涛安黔本
, 。 , , 、 , 。 4

其 E至益 为” 。“
·

” ( 见后 )
,

克分子吸收系数为 1
·

“ 44
又 10

“ 。
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图 I 原儿茶酸紫外吸收光谱 图 I 原儿茶醛吸收 曲线

乙醇浓度和盐酸浓度对吸收峰峰位和吸收强度的影响与以前报导〔 ’ 5 〕〔 , 6 〕的它种邻苯二

酚类药物相似
。

( 二 ) 吸收系数
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原儿茶酸及原儿茶醛吸收系数测得值及数据处理见表 l 及表 2
。
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表 2 原儿茶醛吸收系数 E (蚤竺
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2 3 0 = ” 。”

·

` 士 `
·

7` E

}盏
2 3。 一 ” 0 0

·

` 士 “
·

”

平 均 值 E

}盖23 。 = 9 0 0
。

7 + 9 0 0
。

8

2
= 9 0 0

。

8

( 三 ) 样品测定

应用上述吸收系数进行了原儿茶酸和原儿茶醛样品豹含量测定
。

结果列于表 3 。



表 3 样品测定结果

样品名称

原儿茶酸

编 号 } 含量 ( % ) } 平均值 ( % ) } 偏差 ( % )

1 0 1
.

2

1 0 1
.

5

1 0 0
.

9

1 0 0
.

1

1 0 1
。

9

1 0 2
.

0

1 0 2
.

4

1 0 1
。

4

10 0
.

5

1 0 2
.

0

10 2
.

4

1 0 2
.

1

1 0 3
.

1

1 0 2
.

6

9 9
.

2 1

98
,

7 3

9 8
.

9 7

{ 7 }
1 0 0

·

”
1 10 0

·

9

{ } 1 0 1
·

5 }
,

原儿茶酸 1 0 0
。

1

1 0 0
.

2

10 0
、

2

10 0
.

6

1 0 1
。

7

1 0 2
.

0

1 0 2
.

1

1 0 1
.

7

10 1
.

3

10 1
。

6

1 0 0
.

2

10 0
.

4

10 1
.

9

1 0 1
.

9

10 1
.

5

由表 3 中的结果可以看出
,

原儿茶酸测定的偏差未超过 0
.

60 % ;
原儿茶醛测定的偏差未

超过 0
.

20 %
。

二
、

亚硝酸钠一相酸钠比色法

( 一 ) 波长选择

实验结果见图 l
。

图 l 表明
,

原儿茶酸显色溶液在可见光区的吸收峰在 5 0 0 士 1 n m处
,

~ 。 1%
二 , _ 、 r 。 _ ` _

一
, 、

~ 一
t , _

一 ,
` ,

~
, _ 。 _ ` _ 。

~
. :

一 _
,

~ 。 一
、

一一 _ 。
、 , .

_
, ,

_
. ,

其 E :点约为 20 1
.

8 ,

克分子吸收系数约为 3
.

23
丫 10 3

。

原儿茶醛显色溶液在可见光区的吸收z
、
一 I c

m
` J , J 一 ` 声 . ” ’ J ` 夕子 J

一
’

认月 、

~
沂 , / J ~ 一

~ ” 占 甘 。
月

、 / LJ 小 肚 ~ 。
’
汀

’
认

’

一儿 J / ` 2 `
一

’“ ,

认认
峰也在 50 。 土 : 。 m 处

,

峰较平坦
,

其 E (熟约为
1 6 8

.

7 ,

克分子吸收系数约为 2
.

3 x l 。 3 。

一

十 ~ 一
一

” 一 ` 一一 ~
’ 一

十~
’

~
, 7 、

一 I c
m

尹 J / J ` ” “ .

” 夕 ` / J J

一
`

认 J/ 、

~
z J / J 一

.

一
` ”

( 二 ) 显色剂的用量

实验结果见图 万
。

图 万表明
,

在同样条件下
,

在 25 毫升显色溶液中
,

加入显色剂 1 毫升

和 3 毫升所得显色溶液的吸收值无明显差别
,

而加 5 毫升显色剂时
,

则显色溶液的吸收值有

显著的降低
。

在放置过程中
,

加 3 毫升显色剂的显色液不如加 1 毫升 显色剂 的显色溶 液稳

定
。

因此
,

以加入 1 毫升显色剂为宜
。

这时
,

原儿茶酸和原儿茶醛的浓度分别为 6
.

5 x 1o一 S M

和 5
.

8 “ 1丁 S M
。

而 N a N O :
和 N a Z

Mb O 4
.

2 H ZO 的 浓 度 分别为 5
.

8 只 1 0一 ” M 和 2
.

s x l o一你丁
。
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了功 l显色刻
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势
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育

图 l 原儿茶酸
、

原儿茶醛显色液吸收曲线

(三 )显色溶液稳定性

实验结果见图 V
。

实验结果表明
,

显色溶液在一小时内是稳定的
。

放置八

十分钟吸收值约下降 8 %
。

( 四 ) 浓度范围
口

实验结果见图 硬
、

图班
。

从图中可以

看出
,

原儿茶酸浓度在 2~ 10 微克 /毫升

( 即 i
.

3 x l o丁5一 6
.

4 X l o一 S M )
,

原儿

口口分
一一

一

了
一

下
,

~
一丽一一万万荡

图 V 显色溶液的稳定性

茶醛浓度在 1一 15 微克 /毫升 (即 7
.

2 又 1 0
一 6 M~ 1

.

08
又 1 0一 4 M ) 范围浓度和吸收值成正比关

系
,

符合比尔定律
。

( 五 ) 样品测定

1
.

标准 曲线在可见光区范围内
,

有色化合物的最大吸收波长为 5 00 士 I n m
,

原儿 茶酸在

2 ~ 10 微克 /毫升范围内
,

原儿茶醛在 1 一 15 微克 /毫升范围内测定吸收值
,

用回归分折法制

备标准曲线
,

其方程为
:

原儿茶酸 A 二 0
.

0 4 6 3 C + 0
.

0 2 5 0

原儿茶醛 A 二 o
.

0 2 78 C 十 0
.

0 2 0 6

式中 A
`

为吸收值
,

C为浓度 ( 微克 /毫升 )
。

2
.

样品测定结果见表 4
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由表 4 可以看出
,

亚硝酸钠一钥酸钠比色法测定原儿茶酸或原儿茶醛的含量最大偏差分

别为 1
.

09 和 0
.

40 ; 与紫外分光光度法结果比较
,

相差未超过 2 %
。

三
、

4 一氨基安替比林比色法

( 一 ) 显色反应

根据 E
.

E m er so n 的报告〔 ’ 。〕 , 4 一 A A P 与原儿茶酸的反应
,

可能以式表示
:

C 《〕0 一

C H s 一 C = C 一 N H :

cH
3 一

女 志
一 。

CO O H
I

\ N /

!

+

县
一眼

\ o H

( N H 4 ) : 5 2 0 5 c H 3 -

一
一知

硷性 c H 3 -

勃
}

尹 \

气夕

+ Z H Z O

二
Nc|N\

红色

经实验观察
,

原儿茶醛在同样条件下
,

不与 4 一 A A r 形成有色缩合物
,

可能是由于其分

子中的
一 0 H 0 基与 4 一 A A P 分子中的

一 N H ,基缩合形成式 S ih ffs
尹

硷所致
,

可以下式 表示
:

e |c\
=N
·C|N

, 、

C H 3 一 C

!
C H 3 一 N

\

一 N H Z

二 O 十 0 = O H ( N H 4 ) 2 5 2 0 5 C H 3 -

—
—

一
~ 今

!
沪 \

气夕

硷性 C H 3 -

C|C\一一

勃
虽然在相同条件下

,

原儿茶醛不能利用同 4 一
A A

一

P 比色法测定含量
,

别
,

测定原儿茶酸和原儿茶醛混合物中原

J L茶酸的含量
。

无色

但可以利用这一差

( 二 ) 波长选择

图硬是 4 一 A A P 原儿茶酸缩合物在可

见光 区的吸收曲线
。

由曲线可以看出
,

其

。 一。
,

二 、 二 , 。 _ _
: 、 , 、 : 。 二 1% 从 、

最大吸收在 51 0 n m波长处
。

其 E 才段约为~
, 、
一 ` 协

一 ` ’ -

一 ~ 价~
“ 沪 、

一 l e m
产砂

月

3 3 5 ,

克分子吸收系数约为 4
.

8 6 x l 0 3
。

( 三 ) 温度变化对显色反应的影响

原儿茶酸与 4 一 A A P 的显色反应进行

慢
,

除 4 一 A A P
、

硷以及 ( N H 4 ) 2 价 0 8的

加入量要控制外
,

温度对反应影响也较大
。

图 l 是温度变化对显色 反 应 影 响的实验

结果
。

从图中曲线可以看出
,

在其它实验

条件不变时
,

在室温 20 一 25 ℃之间反应一

啊 0 4B O 公口 拓口 东万功

图飞 4 一 A A P 一原儿茶酸吸收曲线



小时
,

有一段较平稳的吸收值 3 只要在平行条件下进行标准品和样品分折下 在室温 20 一 25 ℃

之间反应一小时
,

还是可行的
。 -

. `

( 四 ) 显色溶液的稳定性

结果见图 X
。

由图 X可 以看出
,

显色液在 70 分钟内是稳定的
。

( 五 ) 浓度范围

.0 3

`

.02

八

.0 l

“ 挤
卜

二
_ _

l 产

一
一一卜一

一
一一

,

A “ 。 「

似QI

。
一

细 助 9口 0// 分

口卜一一
~

—
叫

一
一

一
一0/

。

2口 凡乃 廿力口八 图 X 显色溶液的稳定性

图 双 温度对反应的影响

买验结果见图 皿
。

从图中曲线可以看出
,

与吸收值成直线关系
,

符合比尔定律
。

( 六 )
」

样品测定

1
.

标准曲线 在可见光区内
,

有色

化合物的最大吸收波长为 5 10 士 1 ” m
,

在原儿茶酸 0
.

5 ~ 3 微克 /毫升范围内测

定吸收值
,

用回归分析法制备标准曲线
,

{

其方程为
`

A = 0
.

0 7 l l C + 0
.

0 0 8 0 0

2
.

样品测定结果见表 5
。

由表 5 可以看出
, 4 一 A A P 比色法

与紫外法比较
,

二法相差未超过 2
.

0了%
。

但 4 一 A A P 比色法对反应温 度和时间以

及氧化剂用量要求较严格
,

不如亚硝酸

钠一铂酸钠法简便
。

原儿茶酸在 0
.

5 ~ 3 微克 /毫升浓度范围
,

浓度

民扣

产
a加

口 叮 刃 巧 .2口 幼 , o 助

琳
,

图宝 原儿茶酸浓度范围



表 5 4一 A AP 比色法与紫外法测定原儿茶酸含 t结果比较

样样品名称称 编号号 4一 A A卫比色法法
·

紫外法 (% ))) 二法相差 (% )))

含含含含量 (%
:

))) 平均值 (% )))偏差 (% )))))))

原原儿茶酸酸 111 9 9
.

7 999 9 9
.

3 3330
.

4999
,

1 0 1
.

444 一 2
.

0 777

2222222 …9 5
·

8 666 1 0 0
.

555 0
.

5 000 1 0 0
.

555 0
.

0 000

3333333 9 9
.

9 999 1 0 0
.

888 1
.

1333 1 0
. 。

000 一 1
.

2 000

4444444 1 0 0
.

999 1 0 1
.

333 0
.

888 1 0 2
.

444 一 1
。

1000

9999999 9
.

6 55555555555

1111111 0 1
.

99999999999

1111111 0 2
.

11111111111

1111111 0 0
.

55555555555
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