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RP-HPLC法同时测定苯甲酸原料药中有关物质苯甲醛和甲苯的含量
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摘 要 目的：建立测定苯甲酸原料药中有关物质苯甲醛、甲苯含量的方法。方法：采用反相高效液相色谱法。色谱柱为Won-

dasilTM-C18，流动相为甲醇-0.02 mol/L乙酸铵（pH 4.0）溶液（80 ∶20），流速为0.5 ml/min，检测波长为254 nm。结果：在建立的色谱条

件下，苯甲酸色谱峰能与苯甲醛、甲苯完全分离，苯甲醛及甲苯检测质量浓度线性范围分别为2.0～7.2（r＝0.999 5）、1.75～6.30 μg/ml

（r＝0.998 9），检测限分别为 0.05、0.2 μg/ml，平均加样回收率分别为 100.57％（RSD＝0.99％，n＝9）、99.58％（RSD＝0.86％，n＝

9）。结论：该方法灵敏、准确，可用于苯甲酸原料药中有关物质苯甲醛、甲苯的检查。
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Simultaneous Determination of Related Substances Benzaldehyde and Toluene in Benzoic Acid Crude Drug
by RP-HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of related substances benzaldehyde and toluene in benzoic

acid crude drug. METHODS：RP-HPLC method was adopted. The determination was performed on WondasilTM-C18 column with mo-

bile phase consisted of methanol-0.02 mol/L ammonium acetate（pH 4.0）（80 ∶ 20）at the flow rate of 0.5 ml/min. The detection

wavelength was set at 254 nm. RESULTS：Benzoic acid，benzaldehyde and toluene could be separated completely. The linear range

of benzaldehyde and toluene were 2.0-7.2 μg/ml（r＝0.999 5）and 1.75-6.30 μg/ml（r＝0.998 9）respectively. The detection limits

were 0.05 μg/ml and 0.2 μg/ml. The average recoveries were 100.57％（RSD＝0.99％，n＝9）and 99.58％（RSD＝0.86％，n＝9），

respectively. CONCLUSIONS：This method is sensitive and accurate，and it can be used for the simultaneous determination of relat-

ed substances benzaldehyde and toluene in benzoic acid crude drug.

KEY WORDS RP-HPLC；Benzoic acid；Benzaldehyde；Toluene；Related substances；Content determination；Limit

进行了干扰试验，结果表明，供试品原液对试验无干扰作用，

本品可采用细菌内毒素检查法替代热原检查法。由于本品限

值较低，凝胶法可供选择的鲎试剂灵敏度范围很窄，采用动态

浊度法，可以通过设定标准曲线的范围，提高样品检测的浓度

选择，也体现了动态浊度法的优越性。

进行细菌内毒素检查时，含内毒素的供试品溶液的配制，

一般采用 2倍浓度的供试品溶液和细菌内毒素溶液等比混合

的方法。但由于本品限值小，需采用供试品原液进行试验，只

能采用供试品原液稀释内毒素的方法。为保证干扰试验时B

液和C液采用同一支内毒素标准品，可采用供试品原液对高浓

度的内毒素水溶液进行稀释的方法。

最终确定本品细菌内毒素检查法标准为：“【检查】细菌内

毒素 取本品，依法检查（2010年版《中国药典》二部附录Ⅺ

E），每1 ml中含内毒素量应＜0.03 EU”。
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苯甲酸是羧基直接与苯环碳原子连接形成的最简单的芳

香酸，又称安息香酸，其在医药、食品、化工等方面应用十分广

泛，可用于合成制备多种药物、防腐剂以及生产苯酚等。

苯甲酸收录于2010年版《中国药典》（二部）[1]、《欧洲药典》

（EP）7.0版、《美国药典》（USP）34-《国家处方集》（NF）29版、

《英国药典》（BP）2010年版以及《日本药局方》（JP）16版中，但

各国药典均未对苯甲酸有关物质进行检查，也尚未见文献报

道苯甲酸有关物质的测定方法。

苯甲酸的工业生产方法主要为甲苯液相空气氧化法[2]，此

外，还有三氯甲苯水解法以及邻苯二甲酸酐脱羧法等[3]。以甲

苯为原料合成苯甲酸，其杂质主要为副产物苯甲醛以及残留

反应物甲苯等。目前，文献报道的苯甲醛的检测方法主要有

气相色谱法[4-5]、电位滴定法[6]和分光光度法[7]等；甲苯的检测方

法主要为气相色谱法[4]。近年来，已有文献报道采用高效液相

色谱（HPLC）法检测苯甲醛[8]以及甲苯[9]。在前人工作基础上，

笔者参考文献资料[10-11]，建立了反相（RP）HPLC法同时测定苯

甲酸有关物质的方法。结果表明，所建立的方法简便、快捷、

结果准确，能有效控制药品质量。

1 材料
1.1 仪器

LC-15C HPLC仪，配有SPD-20AT紫外检测器（日本岛津

公司）；XS-205型分析天平（瑞士梅特勒-托利多仪器有限公

司）；KQ2200B/ FL0016-01超声波清洗器（昆山市超声仪器有

限公司）。

1.2 药品与试剂

苯甲酸对照品（批号：100419-200301，纯度：100％）、苯甲

醛对照品（批号：111650-200802，纯度：100％）均来源于中国食

品药品检定研究院；甲苯对照品（美国Sigma-Aldrich公司，纯

度：99.8％）；药用级苯甲酸（湖南尔康制药股份有限公司，批

号：20110601195、20110701195、20110801195）；工业级苯甲酸

（市售，批号：20110601、20110602、20110603）；乙腈为色谱纯，

醋酸铵、冰醋酸均为分析纯，水为重蒸水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：WondasilTM-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：

甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵溶液（pH 4.0）（80 ∶ 20），流速：0.5 ml/

min；检测波长：254 nm；进样量：20 μl。

取“2.2”项下苯甲酸、苯甲醛、甲苯对照品溶液及系统适用

性溶液进样分析，色谱见图1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液的制备。分别取苯甲酸、苯甲醛、甲苯对照

品适量，加流动相制备成质量浓度分别为 4.0 mg/ml、4.0 μg/

ml、3.5 μg/ml的对照品溶液。

2.2.2 供试品贮备液的制备。精密称取苯甲酸原料药适量，

加流动相稀释制成质量浓度约为8 mg/ml的溶液，摇匀，即得。

2.2.3 系统适用性溶液的制备。即“2.2.1”项下 3种对照品的

混合溶液。

2.3 方法学考察

2.3.1 检测波长的选择。分别取制备的苯甲酸（20 μg/ml）、苯

甲醛（20 μg/ml）和甲苯（1.0 mg/ml）对照品溶液适量，紫外扫

描，结果苯甲酸、苯甲醛和甲苯最大吸收波长分别为225、245、

260 nm，光谱见图2。

为灵敏检测苯甲酸有关物质，所选波长需使3种物质均有

较强吸收。参考已有文献[7-9]，取系统适用性溶液适量，分别选

择检测波长为230、250 、254 nm进行试验，各物质峰面积结果

见表1。

表1 不同检测波长下3种物质峰面积值结果

Tab 1 Peak areas of 3 kinds of substances at different detec-

tion wavelength

检测波长，nm

230

250

254

峰面积
苯甲酸

97 203 989

37 525 320

30 342 688

苯甲醛
59 588

359 919

397 521

甲苯
未检出
6 735

9 141

由表 1可知，检测波长为 230 nm时，苯甲酸峰面积最大，

苯甲醛峰面积较小，甲苯未检出；检测波长为 250、254 nm时，

苯甲酸峰面积减小，苯甲醛、甲苯峰面积均增大。为灵敏检测

图1 适用性试验高效液相色谱图
A.苯甲酸对照品溶液；B.苯甲醛对照品溶液；C.甲苯对照品溶液；D.系

统适用性溶液；1.苯甲酸；2.苯甲醛；3.甲苯

Fig 1 HPLC chromatograms of applicability tests
A. benzoic acid control solution；B. benzaldehyde control solution；C.

toluene control solution；D. system suitability solution；1. benzoic acid；

2. benzaldehyde；3. toluene
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图2 紫外吸收光谱图
1.苯甲酸；2.苯甲醛；3.甲苯

Fig 2 UV absorption spectrum
1. benzoic acid；2. benzaldehyde；3. toluene
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图3 破坏性试验高效液相色谱图
A.未破坏溶液；B.酸破坏溶液；C.碱破坏溶液；D.氧化破坏溶液；E.光照

破坏溶液；F.高温破坏溶液；1.苯甲酸；2.过氧化氢

Fig 3 HPLC chromatograms of destructive test
A. solution undestroyed；B. solution destroyed by acid；C. solution de-

stroyed by alkali；D. solution destroyed by oxidation；E. solution de-

stroyed by light；F. solution destroyed by high temperature；1. benzoic

acid；2. hydrogen peroxide
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苯甲醛和甲苯，故选择检测波长为254 nm。

2.3.2 流动相的确定。取系统适用性溶液适量，选择甲醇与

乙酸铵（0.02 mol/L，pH 4.0）溶液比例分别为 90 ∶ 10、80 ∶ 20、
70 ∶ 30进行试验。结果，苯甲酸、苯甲醛和甲苯保留时间及分

离度见表2。

表2 不同比例流动相及不同流速下3种物质保留时间和分离

度结果

Tab 2 Retention time and separation rates of 3 kinds of sub-

stances with different proportion of mobile phase at different

flow rates

条件

甲醇-乙酸铵溶液比例

流速，ml/min

90 ∶10

80 ∶20

70 ∶30

0.6

0.5

0.4

保留时间（tR，min）

苯甲酸
6.814

7.766

9.542

6.512

7.766

9.749

苯甲醛
7.537

8.872

11.268

7.439

8.872

11.154

甲苯
9.836

14.699

25.420

12.355

14.699

15.428

分离度
（R 苯甲酸/苯甲醛）

1.694

3.043

3.962

3.001

3.043

3.284

由表 2可知，随着流动相中乙酸铵比例的增加，各物质保

留时间随之增加，苯甲酸和苯甲醛的分离度也随之增加。当

改变流动相比例从80 ∶20到70 ∶30，分离度增加不明显，但甲苯

保留时间明显延长。为获得良好的分离度，并缩短色谱分析

时间，选择甲醇-乙酸铵溶液（80 ∶20）作为流动相。

2.3.3 流速的确定。流速的大小对各物质保留时间以及分离

度有较大影响，本文考察了流速分别为 0.4、0.5、0.6 ml/min时

对保留时间及分离度的影响，结果见表2。

由表2可知，随着流速的减慢，各物质保留时间随之延长，

苯甲酸和苯甲醛的分离度也随之增加。为获得良好的分离

度，并缩短色谱分析时间，选择流速为0.5 ml/min。

2.3.4 专属性考察。（1）未破坏溶液的配制：精密量取供试品

贮备液5 ml，加流动相稀释定容至10 ml，备用。

（2）酸（碱）破坏性试验：精密取供试品贮备液5 ml，置于试

管中，加 1 mol/L HCl（NaOH）溶液 2 ml，摇匀，置于 85～90 ℃

水浴中加热 4 h，放冷至室温，用 1 mol/L NaOH（HCl）溶液中

和，加流动相稀释定容至10 ml，滤过，取续滤液作为酸（碱）破

坏溶液。

（3）氧化破坏试验：精密取供试品贮备液 5 ml，置于试管

中，加30％双氧水溶液2 ml，摇匀，放置2 h，加流动相稀释定容

至10 ml，滤过，取续滤液作为氧化破坏溶液。

（4）光照破坏试验：精密取供试品贮备液 5 ml，置于 4 700

lx强光下照射 24 h，放冷至室温，加流动相稀释定容至 10 ml，

滤过，取续滤液作为光照破坏溶液。

（5）高温破坏试验：精密取供试品贮备液 5 ml，置于 85～

90 ℃水浴中加热 4 h，放冷至室温，加流动相稀释定容至 10

ml，滤过，取续滤液作为高温破坏溶液。

取上述6种溶液进样分析，色谱图结果表明该色谱条件下

方法专属性较好，详见图3。

2.3.5 线性关系与检测限试验。取苯甲醛、甲苯对照品制备

成为质量浓度分别为 4.0、3.5 μg/ml的溶液，再制备成相应的

50％、80％、100％、120％、180％的系列溶液，进样。以峰面积

积分值（y）为纵坐标、质量浓度（x）为横坐标，得回归方程分别

为苯甲醛：y＝94 295x－20 763（r＝0.999 5）；甲苯：y＝2 462.9x－

482.74（r＝0.998 9）。结果表明，苯甲醛、甲苯检测质量浓度线

性范围分别为 2.0～7.2、1.75～6.30 μg/ml。信噪比为 3时得苯

甲醛及甲苯的检测限分别为0.05、0.2 μg/ml。

2.3.6 精密度试验。取“2.3.5”项下 100％溶液 20 μl重复进样

6次，记录色谱图及峰面积积分值。结果，苯甲醛、甲苯对应峰

面积积分值的RSD分别为1.5％、1.3％，表明仪器精密度良好。

2.3.7 稳定性试验。分别于制备后 0、2、4、6、8 h取“2.3.5”项

下 100％溶液适量 20 μl，注入色谱仪，记录色谱图及峰面积积

分值。结果，苯甲醛、甲苯峰面积的RSD分别为0.97％、1.02％

（n＝6），表明溶液在8 h内基本保持稳定。

2.3.8 加样回收率试验。精密吸取供试品贮备液 9份各 5.0

ml，分别置于 25 ml量瓶中，3份 1组，分别添加苯甲醛及甲苯

对照品溶液适量，加流动相稀释并定容至刻度，摇匀。进样，

记录色谱图，计算加样回收率，结果详见表3。

2.4 苯甲醛、甲苯限度的确定

为进一步控制苯甲酸原料药的质量，对原料药中有关物

质苯甲醛、甲苯进行控制，结合2010年版《中国药典》（二部）对

有关物质的限度要求，建立药用级苯甲酸中有关物质苯甲醛、

甲苯的测定方法，方法如下：

供试品溶液的制备：精密称取苯甲酸原料药适量，加流动
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表3 回收率测定结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝9）

组分

苯甲醛

甲苯

加入量，
μg/ml

3.16

3.16

3.16

4.01

4.01

4.01

4.79

4.79

4.79

3.47

3.47

3.47

4.43

4.43

4.43

5.52

5.52

5.52

实际测得量，
μg/ml

3.17

3.18

3.18

4.01

4.00

4.02

4.81

4.82

4.81

3.42

3.49

3.44

4.47

4.39

4.38

5.49

5.47

5.55

回收率，
％

99.05

100.63

100.95

100.75

101.00

101.50

98.75

101.46

101.04

98.56

100.58

99.14

100.90

99.10

98.87

99.46

99.09

100.54

平均回收率，
％

100.57

99.58

RSD，
％

0.99

0.86

相稀释制成质量浓度约为4 mg/ml的溶液，摇匀，即得。

杂质对照溶液：分别精密称取苯甲醛、甲苯对照品适量，

置于同一量瓶中，加流动相稀释制成含苯甲醛4.0、甲苯3.5 μg/

ml的混合溶液，摇匀，即得。

HPLC条件：色谱柱为C18；检测器为紫外检测器；流动相为

甲醇-0.02 mol/L 乙酸铵（pH 4.0）＝80 ∶ 20，流速为 0.5 ml/min；

检测波长为254 nm。

限度规定：供试品溶液中苯甲醛、甲苯的峰面积不得大于

杂质对照溶液的峰面积（即苯甲醛、甲苯的限度分别为0.10％

和0.087 5％）。

2.5 样品中有关物质测定

分别吸取对照品溶液和供试品溶液 20 μl注入色谱仪，记

录保留时间及峰面积积分值，外标法计算即得。对3批市售工

业级及3批药用级苯甲酸样品进行了检测，结果详见表4。

表4 6批样品中苯甲醛及甲苯含量测定结果（n＝3）

Tab 4 Content determination results of benzaldehyde and

toluene in 6 batches of samples（n＝3）

样品级别
工业级
工业级
工业级
药用级
药用级
药用级

批号
20110601

20110602

20110603

20110601195

20110701195

20110801195

苯甲醛，％
0.13

0.16

0.14

未检出
未检出
未检出

甲苯，％
未检出
未检出
未检出
未检出
未检出
未检出

由表4可见，3批工业级样品中苯甲醛的含量均超出规定

的限度，甲苯未检出；药用级样品中均未检出苯甲醛、甲苯，符

合药用要求。

3 讨论
孙远华等[4]采用气相色谱法同时测定甲苯氧化产物中的

甲苯及苯甲醛。该法需用NaOH 处理样品以除去苯甲酸，再

用气相色谱法分析甲苯和苯甲醛的含量，操作不便，且NaOH

会影响苯甲醛的测定。阚显文等 [6]采用现场电位滴定法，用

NaOH 标准溶液作为滴定剂同时测定苯甲醛和苯甲酸的含

量。该法是基于酸碱反应的原理进行测定，专属性差，酸性物

质对测定结果会产生较强的干扰。康全影等[7]采用紫外法同

时检测苯甲醛、苯甲酸，其混合物在234 nm 波长处的吸光度值

只与两者总浓度有关，250 nm 波长处的吸光度值与苯甲醛浓

度成正比，两者相互影响较大。本文建立了苯甲酸原料药中

有关物质苯甲醛、甲苯的检查方法，并规定苯甲醛、甲苯的的

含量不得过 0.10％和 0.087 5％，与已有方法相比，该方法简

便、灵敏、专属性强，能同时测定 3种物质，且各物质之间未见

干扰，测定结果准确。此外，苯甲酸在《中国药典》标准中没有

设立有关物质苯甲醛、甲苯检查项，故本法的建立有利于药品

质量的有效控制。
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