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摘  要：为了研究克拉维酸在乙酸乙酯中的稳定性，选用生产中的乙酸乙酯脱色液为研究材料，配制不同水分的克拉维酸乙酸乙酯溶液，在不同温度下进行降解实验，通过数据拟合和动力学、热力学理论分析，获得克拉维酸降解动力学和热力学参数，如降解速率常数、半衰期、反应活化能、焓变和自由能等。结果表明，乙酸乙酯中克拉维酸的稳定性与含水量密切相关，增加含水量会加快降解速率，降解反应是一个吸热非自发反应。
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Stability of Clavulanic Acid in Ethyl Acetate
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Abstract:  Ethyl acetate decoloring liquids from downstream processing of clavulanic acid was used to study clavulanic acid stability in ethyl acetate solution. Degradation of clavulanic acid in ethyl acetate solution under different water contents was studied at different temperatures (0, 5, 20 and 30 ℃) and pH (2±0.5). Parameters of degradation kinetics and thermodynamics such as reaction rate constant, half-life, reaction activation energy, enthalpy change and free energy were obtained through fitting data from degradation experiments and kinetic/thermodynamic analysis. It is concluded that clavulanic acid is more stable in organic solvents than in aqueous solution. Degradation increases with the increase of water content, and the results show that the degradation reaction is an endothermic and no-spontaneous reaction.
Key words:  clavulanic acid;  ethyl acetate;  kinetics;  thermodynamics;  stability

1  前    言
[image: image18.wmf]1000

2000

3000

4000

5000

70

80

90

100

 

d

p

 = 20

 m

m

 

d

p

 = 40

 m

m

 

E 

/ %

[image: image19.wmf]1000

2000

3000

4000

5000

0.5

1.0

1.5

2.0

 

d

p

 = 20 

m

m

 

d

p

 = 40 

m

m

 

克拉维酸(Clavulanic acid)是目前临床上应用最广泛的β-内酰胺酶抑制剂，与阿莫西林钠及替卡西林钠按一定比例制成复合制剂，可显著降低药物的最小抑菌浓度[1]，大大增强其抗菌活性，是解决细菌耐药性最有效的方法之一[2]。
    英国Beecham公司于1976年率先从棒状链霉菌(Streptomyces clavuligerus)发酵液中分离得到克拉维酸[2]，其自身是一种易吸湿的油状物质[3]，产品常以钾盐形式存在。克拉维酸对温度和pH极为敏感，在水溶液中其最适pH值为6.4~6.8[4]。研究表明，克拉维酸在水溶液中的降解反应主要受温度、pH、离子强度的影响，符合一级反应动力学[5~10]；同时还有人研究了克拉维酸在不同分子量、不同浓度的聚乙二醇中的稳定性[11, 12]。实际工业生产中，克拉维酸的生产流程大致经历发酵、膜过滤、有机溶剂萃取、浓缩、脱色、结晶等步骤(如图1所示)，其中除了发酵和膜过滤外，其它操作都是在乙酸乙酯溶媒体系中是在其较稳定的pH条件下进行外，萃取、浓缩、脱色等单元操作则在强酸、低温条件下进行，尤其是浓缩、回收乙酸乙酯工段，降膜蒸发的介质操作温度高至50℃。在这种条件下克拉维酸的降解可直接影响其产品质量，因此研究温度和水分对克拉维酸稳定性的影响对实际操作条件的选取显得尤为重要。
[image: image20.wmf]0.0032

0.0033

0.0034

0.0035

0.0036

0.0037

-8.4

-7.7

-7.0

-6.3

-5.6

-4.9

-4.2

 

 

 

 

ln

k

 water content 0.68%

 water content 1.50%

 water content 2.50%


    已有研究表明克拉维酸降解生成多种产物[13,14]，其中与克拉维酸钾相关的产物A-G已被欧洲药典收录[15]，而杂质E(结构式如图2)是影响克拉维酸钾产品质量的主要杂质[16]，也是重要的质控指标之一。因此本文将从克拉维酸在分离过程中的降解产物—杂质E的分析入手，着重探讨克拉维酸在乙酸乙酯中的降解动力学和热力学，为改进生产工艺提供理论依据。
2  实验(材料与方法)
2.1  实验材料与仪器
2.1.1  实验材料
岛津2010A高效液相色谱仪、梅特勒卡尔费休水分分析仪，乙酸乙酯脱色液为克拉维酸浓度在36~45 g(L(1，pH=2±0.2的浓缩液，甲醇等其它试剂均为分析纯，购自中国国药集团有限公司。

2.2  分析方法
    克拉维酸的浓度由高效液相色谱测定，具体条件为：流动相：称取3.3953 g硫酸氢四丁基胺溶于1 L水中，使用0.5 mol(L(1的NaOH溶液调节pH值至6.00±0.05，加入130 mL乙腈，混合均匀后用0.45 μm有机滤膜过滤，超声脱气，待用。色谱仪为岛津LC-2010A，色谱柱为ODS Hypersil(5 μm，4.6 mm×100 mm)(Thermo Fisher Scientific) ，检测器为紫外可见吸收检测器(UVD)，流速1.0 mL(min(1，进样量20 μL，柱温33℃，检测波长210 nm。克拉维酸降解产物--杂质E的测定采用高效液相色谱法，其方法参照《中华人民共和国药典》[17]，因无标准品，按峰面积计算其相对含量。乙酸乙酯脱色液中含水量由梅特勒卡尔费休水分分析仪测定，水分含量符合测定范围。

2.3  克拉维酸的降解及其产物测定
检测图1各步骤所得产品中克拉维酸及杂质E的浓度或百分含量，其中结晶步骤包括铵盐和钾盐两步。并向图1中的乙酸乙酯脱色液中加水配成不同含水量的样品，然后放在不同温度的水浴中保温7h，分别测定克拉维酸的浓度和杂质E的相对含量，杂质E的相对百分含量由公式(1)得出，克拉维酸的降解百分率D(%)由式(2)计算得，
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3  实验结果与讨论
3.1  各生产单元中杂质E的相对含量变化
在克拉维酸钾的生产过程中，杂质的含量是产品质量和纯度的重要指标，其中杂质E是克拉维酸降解的典型产物。如图3所示，杂质E的相对含量在生产的各个步骤都有所变化，其中乙酸乙酯萃取在克拉维酸提取过程中发挥了重要作用，可以将发酵液中绝大多数水溶性杂质除去，但萃取操作必须在低pH和低温下进行，同时加入4倍体积的萃取剂，才能确保产物的收率和稳定性。即便如此，乙酸乙酯萃取过程中仍有新的杂质形成(图3B)，而回收乙酸乙酯过程中则使杂质E成倍增加(图3C)。后续结晶操作则大大减少，但仍有少量残余，影响产品的纯度。

    有研究表明，杂质E是克拉维酸水解后形成的二聚体[16]，如图4所示。在酸性水溶液中，杂质E的形成主要受克拉维酸浓度和温度的影响，克拉维酸浓度或温度越高，杂质E的生成量越多。尽管有关克拉维酸在水溶液中稳定性已比较清晰[10]，但它在乙酸乙酯中的稳定性未有研究报道。除了温度和pH外，含水量无疑是影响乙酸乙酯中克拉维酸稳定性的重要参数，因此有必要对不同含水量的乙酸乙酯中克拉维酸的稳定性做进一步探讨。

3.2   克拉维酸的降解动力学
在相同的克拉维酸浓度和pH2.0条件下，提高温度将导致克拉维酸降解率显著增加(图5)，并且可以看出含水量越大，其降解就越多，尤其是在较高温度下更明显。如图5中30℃下，含水量2.50%的乙酸乙酯脱色液中，克拉维酸的降解率是含水量0.68%的1.8倍。水在乙酸乙酯中的溶解度(25℃下为2.94%)随着温度升高而增大，因此温度越高、水分越多，克拉维酸降解量越大、稳定性越差。
    乙酸乙酯中克拉维酸的降解仍然遵从一级反应动力学(图5)，用方程(4)对降解数据进行线性拟合，得到降解速率常数k和半衰期t1/2(表1)。拟合相关系数R2表明，温度越高，降解反应符合一级动力学的线性越好。结合图6和表1数据得出，相同含水量条件下，温度越高，其降解速率常数越大；而相同温度下，含水量越大，降解速率常数也越大。




    已有的研究报道表明，水溶液中克拉维酸的降解主要受到温度、pH、离子强度的影响[5~8]，同时水分子参与了杂质E的形成[16](图4)。上述实验结果再次表明，在乙酸乙酯中克拉维酸的降解不仅与温度等因素相关，而且含水量也至关重要。根据Bersanetti等的实验结果[18]可以计算出20℃、pH2.0条件下水溶液中克拉维酸的降解速率常数约为0.501 h(1。从表1可以看出，同样条件下，不同含水量的乙酸乙酯中克拉维酸的降解速率常数在0.00445~0.00732 h(1。二者相比差异显著，说明乙酸乙酯对克拉维酸的稳定性起到保护作用，那么控制含水量对提高克拉维酸的稳定性就显得尤为重要。温度的作用是显而易见的，降解速率常数随温度的升高而增大，这与克拉维酸在水溶液中的降解趋势一致[19]；如表1中含水量2.5%的情形下，0℃与30℃的克拉维酸半衰期相差18.6倍。这个事实说明乙酸乙酯萃取在低温下操作是必要的，同时也能解释乙酸乙酯回收阶段杂质E显著增加(图3C)的原因。
3.3  克拉维酸降解热力学
根据Arrhenius方程(式(6))的变换形式(式(7))，对表1中的降解速率常数和温度进行重新拟合，求得相应的活化能Ea与指前因子A，如图7和表2。从表2可以看出，克拉维酸降解反应的活化能随含水量的增加而减小，说明水含量越大，克拉维酸降解反应越易进行，即克拉维酸越不稳定，使得形成的杂质越多，那么克拉维酸的分离纯化就越困难。
在吸附干燥实验装置上测定薰衣草干燥特性曲线；考察干燥介质温度、相对湿度和空速对干燥后薰衣草(简称“干燥薰衣草”)主要药效成分(总黄酮、芹菜素和木犀草素)的影响；采用正交试验优化吸附干燥薰衣草的工艺条件；对薰衣草干燥特性曲线进行回归分析，研究薰衣草吸附干燥过程动力学特性。
根据中国药典有关总黄酮含量分析[18]方法，采用U-3310紫外可见分光光度仪(日本株式会社日立高新技术)测定薰衣草干燥试样中总黄酮含量[17]，检测波长为350 nm。

    同样地，以T(1为横坐标，ln(k(T(1)为纵坐标进行线性拟合，如图8所示；从中可求得相应的ΔS和ΔH，再通过公式(9)求得吉布斯自由能ΔG，如表3。

4  结    论
(1) 克拉维酸钾的整个生产工艺中，杂质E主要产生于浓缩操作单元。

(2) 不同含水量乙酸乙酯中克拉维酸的降解动力学研究表明，在相同pH、温度、克拉维酸浓度条件下，含水量对克拉维酸的稳定性有显著影响，含水量越大，克拉维酸降解的越多，如2.50%的乙酸乙酯脱色液中克拉维酸的降解率是含水量0.68%的1.8倍。

    (3) 降解热力学分析表明，含水量增大，反应活化能降低，在乙酸乙酯中克拉维酸的降解反应是一个吸热非自发反应。研究结果对克拉维酸下游生产工艺的改进具有重要的指导意义。
符号说明：
	B
	( 模型参数，K
	α
	(  NRTL方程非随机参数

	OF
	( 目标函数
	γ
	( 活度系数

	p
	( 体系总压力，Pa
	上标
	

	pis
	( 组分i的饱和蒸汽压，Pa
	*
	( 表示与另一相平衡的状态

	Δp 
	( 压差，Pa
	下标
	

	T
	( 温度，K
	cal
	( 计算值

	x
	( 液相摩尔分数
	exp
	( 实验值

	y
	( 汽相摩尔分数
	1,2,i,j
	( 组分
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备注（1）：（下文如有公式比例设置如下）
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备注（2）：（如文中表格与符号说明中有有公式比例设置如下）
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若是文章中有其它类形的图，请去参照本刊网站下载中心（制图表要求文档中类似图示例进行修改）
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图内英文、数字，图题均为word7.5号
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Clavulanate potassium





图1  克拉维酸的生产流程图


Fig. 1  Production flowsheet of clavulanic acid





图2   克拉维酸钾和杂质E的分子结构式(左为克拉维酸钾，右为杂质E)


Fig.2   Molecular structures of Clavulanate potassium and the related substance E
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Temperature / ℃





图5  温度和水分对克拉维酸降解的影响


Fig.5   Effects of temperature and water content on clavulanic acid degradation
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图4  杂质E的生成路径


Fig.4  Formation pathway of the related substance E
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(a) Extraction efficiency








qv /( mL(min(1)


(b) Mass transfer coefficient
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图4  液滴直径对萃取的影响


Fig.4  Effect of droplet diameter on extraction


 (w = 50%, φk = 20%)
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图内英文、数字，图题均为word7.5号








图的框线，刻度点，曲线打印出效果如表格线0.5磅的粗与细与黑，图形请做成可以激活的，如此图





表2  Arrhenius方程中的指前因子A和活化能Ea


Table 2  Pre-exponential factors and activation energies of Arrhenius equation studied under different conditions


Water content / %�
R2�
A / h(1�
Ea / kJ(mol(1�
�
0.68�
0.985�
1.41×1011�
76.292�
�
1.50�
0.982�
2.07×1010�
71.261�
�
2.50�
0.997�
7.59×109�
67.603�
�
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图7  不同含水量乙酸乙酯脱色液中克拉维酸的


Arrhenius方程拟合


Fig.7  Arrhenius equation fitting of clavulanic acid degradation in ethyl acetate under different water contents
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表内7.5号





中文8号黑体，数字、英文8号加粗





表3  不同含水量乙酸乙酯脱色液中克拉维酸降解的热力学参数


Table 3  Thermodynamic parameters of clavulanic acid degradation in ethyl acetate under different water contents and temperatures


Water content /


%�
T / K�
R2�
ΔH /


（kJ(mol(1�）�
ΔS /


（J(mol(1(K(1）�
ΔG /


（kJ(mol(1）�
�
0.68�
273.15�
0.983�
73.907�
(39.520�
84.702 �
�
�
278.15�
�
�
�
84.899 �
�
�
293.15�
�
�
�
85.492 �
�
�
303.15�
�
�
�
85.887 �
�
1.50�
273.15�
0.981�
68.875�
(55.427�
84.015 �
�
�
278.15�
�
�
�
84.292 �
�
�
293.15�
�
�
�
85.123 �
�
�
303.15�
�
�
�
85.677 �
�
2.50�
273.15�
0.997�
65.217�
(63.792�
82.642 �
�
�
278.15�
�
�
�
82.961 �
�
�
293.15�
�
�
�
83.918 �
�
�
303.15�
�
�
�
84.556 �
�
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图8  不同含水量乙酸乙酯脱色液中克拉维酸


的Eyring方程拟合�Fig.8  Eyring fitting curves of clavulanic acid degradation in ethyl acetate under different water contents
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全文变量符号用斜体





元素符号用正体





上、下标中数字用正体，i, j等变量用斜体





全文公式比例设置为：�


对齐方式见文中公式
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