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抗生素 YL
一
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(中国药科大学抗生素研究室
,

南京 2 1 0 0 0 9 ;

,

中国人民解放军总后勤部药品检定所
,

北京 1 0 0 0 7 1)

摘 要 根据抗生素 L Y
一

92 与显色剂反应呈色
,

建立了用分光光度法测定其化学效价的方法
。

以碱性苦味酸钠盐溶液为络合剂与抗生素 L Y
一

92 形成黄色的络合物
。

紫外光谱证明其在 3 77
n m 处

有最大吸收
,

测定其吸收度
,

用标准曲线法计算 L Y
二

92 的浓度
。

本法简便
,

测定速度快
,

产物在 5 ~

1 2 0 m in
稳定

,

灵敏度高 (表观吸收系数
: 。3 ; 7

一 1
.

7 5 又 1 0
`

m o一 ’
·

e m 一 ’ ·
L )

。

线性范围 0 ~ 3 7
.

6 昭 /

m l
。

用该法测定抗生素 L Y
一

92 的发酵菌丝体原液
、

洗脱液
、

吸附液
、

粗品
、

精品等样品的化学效价
,

适

合生产过程中的质量控制
。

关键词 抗生素 L Y
一

92
;
苦味酸钠

;
效价

;

紫外分光光度法

抗生 素 L Y
一

92 是 由金黄色链霉 菌产生

的
,

属大环多内醋类抗生素
。

是类似于四活菌

素的化合物
。

其传统的效价测定法是微生物

二剂量法
,

此法花费时间长
,

且操作手工化
。

我 们参考了大 量关 于 四 活菌 素 的理 化 特

性 之̀ 一 3〕
,

研究了一种速度快
、

灵敏度高的化学

分析法
。

用碱性苦味酸钠为络合剂与抗生素

L Y
一

9 2 形 成稳定的络 合物
,

呈现淡 黄色
,

于

3 7 7 n m 处用分光光度法测定 L Y
一

92 含量
,

浓

度在 0一 37
.

6 阳 / m l 的范围内呈线性关系 (
;

一 0
.

9 9 9 8 )
。

本法专属性好
,

很多无机干扰离

子如 F e ,十 ,
C a , + ,

M g Z + ,

N H才在 2 0 卜g 内对测

定结果无显著影响
,

操作简单
,

适宜生产单位

推广使用
。

由于适于发酵菌丝体原液
、

吸附

液
、

粗品等各种样品的测定
,

故适合于对生产

过程中的中间体各个环节的质量控制
。

材料和方法

1
.

1 仅器和试剂

72 1 型分光光度计 (上海 第三分析仪器

厂 ) ; 苦味酸 ( A R
,

广东台山化工厂 ) ; 二氯 甲

烷 ( A R
,

宜兴市化学试剂 厂 ) ; 无水硫酸钠 及

其它试剂 (南京化学试剂厂 ) ; 抗生素 L Y
一

92

( 自制 )
。

旋转薄膜蒸发仪 (中国药科大学玻璃

房 )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 试剂配制

4 0 0 尽g / m x 的标准杭生 素 L Y
一

9 2 溶液

精密称取干燥的 L Y
一

92 固体 .0 0 2 0 0 9
,

置于 50 m l 容量瓶 中
,

c H Z

cl
:

试剂定容至刻

度
。

2 3 4 咫 / m l 浓度的 苦味酸钠溶液 精密

称取苦味酸干燥固体 0
.

0 21 4 9
,

用 50 ml 蒸

馏水溶解
,

再用 0
.

2 m of / L N a 0 H 液滴定至中

性
,

添加 N a o H 0
.

4 9
,

转移至 1 0 0 m l 容量瓶

中
,

定容 到刻度
,

得 0
.

1 m of / L 碱性苦 味酸

钠
。

4 15 0 5 /二 l 的苦味 酸钠溶液 精密称取

苦 味酸 0
.

19 8 5 9
,

以后步骤 同前
,

最后添加

N a o H 2 9
,

定容于 5 0 0 m l 容量瓶中
。

1
.

2
.

2 样品 处 理及刚定方法 将不同样 品

溶液置于梨形瓶中
,

水浴温度控制在 50 C 以

下
,

用旋转薄膜蒸发仪将溶剂蒸干
,

然后
,

以

c H 2

0
2

溶解样品
,

转移至容量瓶中定容
。

取适

收稿 日期 1 9 9 5一 0 4一 0 4
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量加入装有 5 ml 碱性苦味酸钠的刻度管内
,

以 C H
Z
1C

2

定容至 15 m l
,

密塞后剧烈振 荡 1

m in
,

静置 1 m in
,

取下层有机相
,

无水 硫酸钠

脱水
,

过滤
,

10 m in 后
,

在 7 21 型分光光度计

于 3 77 n m 处测定吸收度 A 37 7

值
。

T a b 1
.

0 叫m u m P r o OP r t i o n 比 t w e e n s
od i u m P j e r a et a n d a n t i b i o t -

i e L Y一
9 2 ( 1 m l )

V O IU州n e o f s司 i u m

Picr a t e ,

m l

A , 7 7

1 2 3 A

2 实验结果

2
.

1 最佳实验条件的选择

2
.

2
.

1 最大吸收波长的确定 按测定方法

在 72 1型分光光度计上分别测定抗生素 L Y
-

92
、

苦味酸钠及两者的络合物的二氯 甲烷溶

液在 35 0一 46 0 n m 之间的吸收度
,

绘出其吸

收光谱图 (图 1 )
。

0
.

1 7 0

0
.

2 2 0

0
.

2 3 1

0
.

3 2 0

0
.

3 6 1

0
.

4 0 0

0
.

4 4 1

0
.

4 9 0

0
.

4 9 9

0
.

5 0 9

0
.

5 0 9

0
.

5 0 9

0
.

1 7 1

0
.

2 2 1

0
.

2 3 0

0
.

3 2 0

0
.

36 0

0
.

40 0

0
.

4 4 0

0
.

4 9 1

0
.

4 9 9

0
.

5 0 9

0
.

5 0 9

0
.

5 0 9

0
.

1 7 0

0
.

2 2 1

0
.

2 3 0

0
.

3 2 0

0
.

3 6 0

0
.

4 0 0

0
.

4 4 0

0
.

4 9 0

0
.

4 9 9

0
。

5 0 9

0
.

5 0 9

0
.

5 0 9
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,1,曰叮̀nUJÌ, J, `弓口,亡dl̀Jló口n甘nùnUC甘nUnUóU八UnnUóUn,立丹̀J甘弓亡一bn月ó”仙八Uno
ù11n仙八UCù八Uǐnnùnù,二山勺IU工b价丹内了123456789101112

3 5 0 3 7 0 4 00 4 10

入 / n m

加
,

大 于 s ml 则其吸收值保持不变
,

达到一

个平台期
。

可见
,

加入 s ml 的苦味酸钠溶液
,

能使抗生素完全络合
。

2
.

1
.

3 稳定性实验 抗生素 L Y
一

92 与苦味

酸钠络合后的络合物存在于有机相 C H Z

cl
Z

中
,

由于碱性溶 液下 的苦 味酸钠与抗 生素

L Y
一

9 2 生成一个 多元鳌合物
,

结构稳定
,

且保

持时间长
,

在测定时
,

由于二氯甲烷极 易挥

发
,

故要在比色池上加盖
。

从图 2 可见络合物

在 1 2 0 m in
内 A 37 7

很稳定
。

F ig 1
.

A b s o r P t i o n e u r v e

1
.

A n ri b i o t i e L Y
一

9 2
一 s

od i u
m Pi e r a t e e o m Pl e x ; I

.

B l a n k r e a g e n t

由图可见
,

空白对照液的吸收光谱近似

一条直线
,

且吸收度很小
。

苦味酸钠
一

抗 生 素 L Y
一

92 的 络 合物 在

37 7 n m 处有最大吸收峰
,

且波峰很 明显
,

从

而确立对抗生素 L Y
一

92 进 行化学定量测定

是可行的
。

2
.

1
.

2 苦味酸钠与杭生 素 L Y
一

92 最佳配比

的选择 精 密吸取苦 味酸钠 溶 液 ( 浓度为

2 3 4 件g / m l ) 0
.

1
,

0
.

2
,

0
.

3
,

0
.

5 … … 6
.

0
,

7
.

0

m l
,

加入到刻度管 内
,

定量加入 1 m l 4 0 0 林g /

m l 的抗生素 L Y
一

9 2 液
,

下层二氯甲烷加至 10

m l 定容
,

旋塞振荡
,

静置分层
,

取下层干燥测

吸收值 aA
7 7 ,

结果见表 1
。

由表 l 可知
,

用连续摩尔比法测定最佳

配比
,

加入苦味酸钠从 0
.

1~ 1
.

0 m l
,

吸收值

A 37 7

呈线性增加
,

1
.

0~ 5
.

o m ! 时 A 37 7

缓慢增

0
.

3 5 0

众 0
.

3 4 0
<

0
.

3 3〔

3 0 6 0 9 0 1 2 0 1 5 0

F 19 2
.

S at b l e t i m e o f e o l o u r

2
.

2 工作 曲线的绘帝乡

2
.

2
.

1 标准 曲线的绘制 分别精吸 O
,

0
.

1
,

0
.

2
,

0
.

3
,

0
.

4
,

0
.

5 m l 浓度为 4 0 0 0 9 / m l 抗生

素 L Y
一

92 标准溶液
,

放入加有 4 15 陀 / ml 的

苦味酸钠 5 m l 的刻度管中
,

用 c H
Z

1C
2

定容至

1 5 m l
,

按上述测定方法测定 A
3了 7 ,

以吸收 度

为纵坐标
,

浓度 ( C ) 为横坐标
,

作标准 曲线
,

结果见表 2
。

回归直线方程 Y一 0
.

0 2 0 2 3 c +

6
.

5 X 1 0
一 “ , 尹 = 0

.

9 9 9 8 ( n = 8 )
。
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Ta b 2
.

Pe ra P ra tio no fs a t n da r de u r ve

Vo lu m e o fS c x」 iu m
NO

.

i Pe a r te ,

m l

C o n e
.

o f L Y
一

9 2
,

, g / m l

附树脂能吸附非极性抗生素 L Y
一

92 始漏点

出现得较迟
,

说明吸附能力是很理想的
。

1 5 4 0
.

15 8

2 5 8 0
.

1 7 7

3 5 12 0
.

2 5 5

4 5 1 6 0
.

3 3 2

5 5 2 0 0
.

4 1 7

6 5 2 4 0
.

4 8 8

2
.

2
.

2 线性范围的确定 线性范围的确定 己

见表 3
。

e t e r m i n a t i o n o f l i n e a r

V o l u m e o f s (心 i u m

Pi c r a t e , m l

C o n e
。

of L Y 一

9 2

p g / m l
V / m l

0
.

0 0 5

0
.

19 5

0
.

3 3 0

0
.

4 6 8

0
.

59 8

0
.

72 0

F i g 3
.

C u r v e o f ad s o r p t i o n

解吸液 的含 量浏 定 选用丙酮进行 解

析
,

从 图 4 可知
,

解吸液峰形集中
,

效果较佳
,

未见拖尾现象
,

解吸率达到 82
.

3 %
。

O,̀
`月一bn己八UnU亡Jnù七dnU一h

……
内U月了仁nJǹU内I
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回归线性方程
: Y = 0

.

0 1 7 s 9e + 0
.

0 5 1 5
,

, = 0
.

9 9 9 4 (。 = 4 )
。

其中 C 为 件g / m l
,

Y 为吸收

度
。

通过 吸收值的测定
,

37
.

6 件g / m1 的标准

品 1
·

2 m l
,

其 A
3 : 7

大于 0
.

8
,

给测量结果带来

一定误差
,

故线性 范围在 o一 37
.

6 昭 / mI
,

在

此范围 内测定样 品
,

满足线性关 系
,

代入方

程
,

可求出化学效价
。

2
.

3 样品 的 .N] 定

.2 .3 1 样 品测定前处理 将发酵菌丝体原

液
、

吸附废液
、

洗脱液等各种样品溶液置于梨

形瓶中
,

水浴温度 50 C 以下
,

在真空条件下
,

用旋转薄膜蒸发仪蒸干
,

待用
。

2
.

3
.

Z .N] 定 操作步骤按测定方法进行
。

H
一

1 03 大孔吸附树脂吸附废液 的 含量测

定 由图 3 中可见
,

前两管的含量近似 0
,

从

第 3 管开始含量才逐渐增大
。

非极性大孔吸

F 18 4
.

C u r v e o f d e s o r P r i o n

杭生 素粗品和精品效价测定 精称干燥

粗 品 0
.

0 0 9 6 9
,

10 m l 容量瓶中以 C H Z
e l :

定

容
。

精称干燥精品 0
.

01 30 9 于 25 m l 容量瓶

中
,

以 C H Z

1C
2

定容
,

以下步骤按标准 曲线项

进行
,

数据见表 4
。

T a b 4
.

D e r e r m i n a t i o n o f sa m Pl e s

S a m Pl e
V o l一 m e o f S e心 i u m P i e r a te

,

m 】

V o l u m e o f s a m P! e ,

m l

Po t e n e y d ,

0
.

4 7 1

0
.

4 7 0

0
.

4 7 0

0
.

1 9 8

0
.

1 9 7

0
.

1 9 8

0
.

47 0

u

/ m g

4 8 5
.

0

0
.

19 8 9 1 0
.

2

.

C h e m i口 1 P o t e n e y
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计算结果表明
,

从原发酵液得到的粗品

( A ) 的效价还很低 ( 48 5
.

6 u/ m g )
,

但从半成

品经过 H
一

1 03 吸附树脂 的吸附
,

洗脱
,

浓缩

得 到的粗 品 ( B )
,

其效价相当高 ( 9 1 0
.

Z u/

m g)
,

与标准品相接近
。

2
.

4 回 收 率的 汉」定

采用标准添加法测定 回收率
,

分别在样

品中添加 80
、

1 60 阳 的标准样品液
,

按工作

曲线项 下进 行测定
,

计算回收率
,

结果见表

5
。

T a b 5
.

R e e o v e r y t es st o f t h e sa m P l es

A d d曰
S a m Pl e

F o u n d ,

p g

7 7
.

1 2

7 9
.

09

7 8
.

1 0

R e c o v er y ,

%

R
。

%

掀召刀 ,

%

9 6
。

40

9 8
.

86

9 7
.

63

9 7
.

6 3

昭一8080

2 16 0 1 6 0
.

6 6 10 0
.

4 1 9 9
.

6 8 0
.

8

16 0 1 5 9
.

6 4 9 9
.

78

16 0 1 5 8
.

1 4 9 8
.

8 4

测 得的 回收率在 9 7
.

0 % ~ 10 0
.

0 %
,

且

相对标准偏差小
,

表明本方法的本底干扰小
,

结果可靠
。

3 讨 论

究证实的阁
,

在络合反应中
,

氢氧化钠加速络

合反应达到平衡
,

且抑制苦味酸的形成
,

苦味

酸在 3 77 n m 处有吸收
,

如果在酸性或中性条

件下
,

测定的吸收值除有络合物的吸收外
,

还

包括苦味酸的吸收
,

其结果将不能正确反应

A 37 7

与抗生素浓度间的线性关 系
,

故选择强

碱性条件是十分重要的
。

3
.

3 脱水剂的选择

苦味酸钠与抗生素 L Y
一

9 2 络合产物存

在于有机相中
,

如不脱水直接测 A 37 7 ,

则很不

稳定
,

且出现混浊现象
,

影响测定结果
。

选择

无水硫酸钠脱水
,

不增加干扰离子
,

使结果测

定准确
,

实验证明加入 3写脱水剂即可
。

3
.

4 常见离子对浏定结果的影响

自来水中存在许多微量的无机离子
,

如

eF +3
,

ca +2
,

gM
, + ,

z n +2 等
,

可见发酵原液中

的微量干扰离子对测定不会带来很大影响
。

在实验 条件相同的情况 下
,

分别 加入 20 咚

的无机离子 M g
, + 、

aC
Z+ 、

N H才
、

z n , + 测量偏差

皆低
,

在 3% ~ 5 %之间
。

所以
,

这些干扰离子

在 2 0 昭 范围内对测定结果无大影响
。

3
.

1 络合原理的推测

大环多内醋类抗生素如单活菌素
、

二活

菌素
、

三活菌素
、

四活菌素
,

它们与碱金属离

子能形成络合物
,

X
一

Ray 的结构分析已得到

证明
[ ` ] 。

抗生素 L Y
一

92 属大环多内醋类抗生素
,

它是由四个相同的内酷结构组成的非极性化

合物
,

在与苦味酸钠络合以前
,

空间结构 比较

平坦闹
; 络合之后

,

立体结构发生明显变化
,

将 N +a 包围在其中
,

抗生素 L Y
一

92 中的内酷

8 个 氧与苦味酸钠络合
,

形 成稳定的多元鳌

合物
,

鳌合物 以离子对形式被萃取到有机相

中 e[]
。

通过有机相中鳌合物的吸收值的测定
,

从而确立 A 3 7 7

与抗生素 L Y
一

92 浓度的线性关

系
。

3
.

2 杭生 素 L Y
一

9 2 与碱性苦味酸钠络合

这是通过络合物 晶体结构的 X
一

Ray 研
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应用酶工程技术生产 L
一

苯丙氨酸

由 吴梧桐教授主特的国家科委
“
八五

”
攻关项 目研究组应用基因工程技术构建高效表达芳

香族氛墓酸转氛晦的 CT B Z 工程 菌
,

再经 固定化
,

用于从 L
一

苯丙酮酸转化 生产 --L 苯丙 氮酸工

程菌发酵收率 > 2
.

5 %
,

菌休酶活 力 > 20 00 u / g
·

h
一 ` ,

底物转化率 90 %
,

固定化细 胞使用半衰

期> 4 0 d
,

产品纯度> 98
.

5 %
,

其他质童指标均符合药品标准
,

并已取得药品生 产批 准文号
。

本

工艺技米水平 与国际土报道的同类工艺研究水平相 当
,

填补 了我国应用 固定化基 因工程菌生

产氛基酸的空 白
。

本研究还通过筛选获得 L
一

苯丙氛酸氛解酶的高产菌株 R
.

” 止u C P U 9 01 1
,

菌体发酵收 率>

3
.

0 %
,

菌体酶活 力 1 0 8 0 U / g
·

h 一 ` ,

固定化细胞晦活 力 > 58 O u / g
·

h
一 ’ ,

底物转化率 65
.

10 %
,

固定化细 胞使用半衰期 21 天
,

产品 纯度> 98
.

5写
,

质量符合药品标准
。

本项 目于 1 9 9 6 年 2 月通过 国家医药管理局组织 的科技成果鉴定
。


