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  摘要  在 邻苯二甲酸氢钾 - 盐酸缓冲介质中, 以邻菲 啰啉为活化剂 , 研究了铜( Ⅱ) 催化抗坏血 酸 还原甲基 橙褪

色反应的优化 条件 , 建立了一种测定铜 ( Ⅱ) 的新 方法。方 法的 线性 范围 为 0 ～150 ng / ( 25 mL) , 检 出限为 1. 98 ×

10 - 1 1 g / mL。该 方法可用于痕量铜( Ⅱ) 的测定。

关键词  催化动力学光度法  铜  抗坏血酸  甲基橙  邻菲啰啉

  铜是人体必 需的 微量 元素 之 一, 它和 铁在 机 体
中显示生理协调 作用, 贫 血 等诸 多疾 病也 与铜 在 人

体内的含量有关 ; 它还具有较好的催化活性, 可催化
许多反应。因此 研究铜的测定方法具有一定的实际

意义。催化动力 学光 度法 测定 痕量 铜已 有 报道
[ 1 ]

。

甲基橙是常见的 酸碱 指示 剂, 已 用于 催化 动力 学 光
度分析 [ 2 ] ; 而 在 邻 苯 二 甲 酸 氢 钾 - 盐 酸 缓 冲 体 系

中, 以邻菲啰啉 ( phen) 为活 化 剂, 利 用痕 量 铜 ( Ⅱ )
催化抗坏血酸( VC) 还原 甲 基橙 褪色 的新 催化 体 系

动力学光度法测 定痕量铜尚未见报道。笔者比较了
在有无邻菲啰啉 活化 情况 下对 催 化反 应的 影响, 研

究了催化反应的 缓冲介质、VC 浓度、甲基橙浓度、反
应温度及反应时 间对 实验 灵敏 度 的影 响, 测定 了 催

化和非催化反应 的表观活化能。该方法的检出限为

1. 98 ×10 - 1 1 g /m L, 是 目 前 催 化 光 度 法 测 定 痕 量 铜
( Ⅱ) 灵敏度较高 的方法之一 [ 1 , 3 ～ 6 ] 。

1 实验部分

1. 1 主要仪器与试剂

  紫外可见分 光光 度计: UV - 1700 型, 日本 岛 津

公司;
  电热恒温水 浴锅: DZKW - C 型, 上海 树立 仪 器

仪表有限公司;
  铜( Ⅱ) 标准 储备溶液: 500 mg /L 。国家环保总

局标样所。使用 时 逐级 稀释 至 50 ng /mL 的标 准 工
作液;
  甲 基 橙 溶 液: 1. 00 ×10 - 3 mol /L。 准 确 称 取

0. 163 5g 甲基橙 粉末溶于 50 mL 水中, 加 热至 40 ～

50℃, 待完全溶解 后, 转移至 500 mL 容量瓶中定容;
  邻菲啰 啉 溶 液: 1. 00 ×10 - 3 mol /L。 准 确 称 取
0. 039 6 g 邻菲啰 啉粉末溶解 于 40 mL 无 水乙 醇中,
待粉末完全溶解 后, 用水稀释定容至 200 mL;
  邻苯二甲酸 氢钾储备液: 0. 2 mol / L。准 确称 取

2. 042 2g 邻苯二 甲 酸氢 钾 固体 溶 于水, 稀释 定 容 至

50 mL;
  盐酸储备液: 0 . 2 mol / L。移取 质量浓度为 36 %
～38% 4. 0 mL 浓 盐 酸 于烧 杯 中, 用 水稀 释 定 容 至

250 mL;
  邻 苯 二 甲 酸 氢 钾 - 盐 酸 缓 冲 溶 液: pH = 2. 8。

取 50 mL 的邻苯二甲酸氢钾储备液 和 26 mL 盐酸储
备液于烧杯中混合, 摇匀;
  抗坏血酸溶 液: 0. 20 mol / L。 准确称 取 1. 761 3
g 抗坏血酸粉 末于 烧 杯中, 加 水 ( 经 通 氮除 氧 处理 )
溶解后定容至 100 mL。用时现配;
  所用试剂均为分析纯;
  所用水由纯水机制得( 电导率 < 0. 5 μS / cm ) 。
1. 2 实验方法

  于 25 mL 1 # 比 色管中加 入 2. 5 mL 邻苯 二甲 酸

氢钾 - 盐酸缓冲 溶液、1. 5 mL 甲 基 橙 溶 液, 用 水 稀
释, 定容。

  于 25 mL 2 # 比 色管中加 入 2. 5 mL 邻苯 二甲 酸

氢钾 - 盐酸缓冲溶液、1. 5 mL 甲基 橙溶液及 3. 5 mL
抗坏血酸溶液, 用水稀释, 定容。
  于 25 mL 3 # 比 色管中加 入 2. 5 mL 邻苯 二甲 酸

氢钾 - 盐酸 缓冲溶 液、1. 5 mL 甲基 橙溶 液、1. 0 mL
邻菲啰啉溶液及 3. 5 mL 抗坏 血酸 溶液, 用 水稀 释,
定容。
  于 25 mL 4 # 比 色管中加 入 2. 5 mL 邻苯 二甲 酸

氢钾 - 盐酸 缓冲溶 液、1. 5 mL 甲基 橙溶 液、3. 5 mL
抗坏血酸溶液及一定 体积 的铜 标 准 工 作液, 用 水 稀
释, 定容。

  于 25 mL 5 # 比 色管中加 入 2. 5 mL 邻苯 二甲 酸

氢钾 - 盐酸 缓冲溶 液、1. 5 mL 甲基 橙溶 液、1. 0 mL
邻菲啰啉溶液及 3. 5 mL 抗坏血酸 溶液, 一定体积的

铜标准工作液, 用水稀释, 定容。
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  将上述 5 支 比 色 管 摇 匀 后 放 入 沸 水 浴 中 加 热
10 min, 流水冷却 至室 温, 溶液 放置 在 室温 中至 少 4
h 不褪色。以水 为参比, 用 1 cm 比色皿在 400 ～600
nm 可见光区扫 描 吸 收 光 谱, 得 到 波 长 505 nm 处 5
支比色管中溶液 吸光度 A 1 ～A5 值, 并 计算 ΔA = ( A 3
- A5 ) 的值。

2 结果与讨论

2. 1 吸收光谱

  按 实验 方 法 扫 描溶 液得 到吸 收 光谱 图见 图 1。
从图 1 可以看出 , 在 邻苯 二甲 酸氢 钾 - 盐 酸缓 冲 溶

液中, 抗坏血酸能 还原甲基橙褪色, 在最大吸收波长
505 nm 处, 吸 光 度 从 1. 724 ( 曲 线 1 ) 下 降 到 1. 462
( 曲线 2 ) ; 曲线 2 和曲线 3 重合, 说明邻菲 啰啉不 能
使甲基橙褪 色 且 对抗 坏 血 酸 还 原 甲 基 橙 无 催 化 作

用。加入铜( Ⅱ) 标准工 作溶 液后 吸光下 降到1. 291
( 曲线 4 ) , 说 明 铜 ( Ⅱ ) 对 该还 原 反 应 有 催化 作 用,
加入邻菲啰啉溶 液和铜( Ⅱ) 标准工 作溶 液, 吸光 度
下降到 0 . 370 ( 曲 线 5 ) , 说 明 邻 菲 啰啉 对 铜 催 化 抗

坏血酸还原甲基 橙 褪色 起 活化 作用。 此外, 在 测 定
条件下邻苯二甲 酸氢 钾和 邻菲 啰啉 在 505 nm 处 几

乎无可见光吸收 , 因此它们对测定没有干扰。

1—2. 5 mL 缓 冲 溶 液 + 1. 5 mL 甲基 橙 ; 2—1 + 3. 5 mL VC;
3—2 + 1. 0 mL 邻 菲啰啉 ; 4 —2 + 100 ng Cu( Ⅱ ) ;

5—3 + 100 ng Cu( Ⅱ )
图 1 吸 收光谱

2. 2 反应介质

  试 验 了多 种 介 质, 包 括稀 酸 体系 ( 硫 酸、盐 酸、

磷酸) 和缓冲体系 ( 柠檬 酸 - 柠檬 酸钠、乙酸 - 乙 酸

钠、邻苯二甲酸氢 钾 - 盐 酸) 。结 果表 明, 反应 介 质

对 ΔA 有一 定 影 响, 以 在 邻苯 二甲 酸 氢钾 - 盐 酸 缓

冲溶液中催 化效 果较好。 pH 值 在 2. 6 ～3. 2 之 间、

缓冲溶液用 量在 2. 0 ～3. 0 mL 之 间, ΔA 最 大 且 稳

定, 因此实验中选 择移取 pH 2. 8 的邻苯二甲酸氢钾

- 盐酸缓冲溶液 2 . 5 mL。

2. 3 抗坏血酸溶液用量

  随着抗坏血 酸溶 液用 量的 增 大, 催化 和非 催 化

甲基橙褪色的反应速 率均 增大, 但 两 者的 增大 程 度
不同, 抗 坏 血酸 溶 液用 量 在 3. 0 mL 时两 者 差 别 最

大, 且在 3. 0 ～4. 0 mL 之间基本稳 定不变, 因此选择

抗坏血酸溶液用量为 3 . 5 mL。

2. 4 甲基橙溶液用量

  在一定用量范围 内, 随 着甲 基 橙 溶液 用量 的 增

加, ΔA 值亦增加, 同 时非 催 化反 应 体 系的 吸光 度 也
明显增加, 但体系吸 光度 值 太大 时 引 起的 误差 也 增

大 [ 7 ] , 且考虑 到仪 器 最 大 吸 光 度 值 的 限 制, 选 用 移
取 1 . 5 mL 甲基橙溶液。

2. 5 邻菲啰啉溶液用量

  抗 坏 血 酸 还 原 甲 基 橙 褪 色 反 应 若 单 独 加 入

铜( Ⅱ) , 甲基橙褪色程度较小, 在铜 ( Ⅱ) 、邻菲啰 啉
同时存在下, 反应速率明显增大, 邻 菲啰啉起活化作

用。邻菲啰啉在反应 中作 为活 化 剂 , 对方 法的 灵 敏
度影响较大。随着邻菲啰啉溶液用 量的增大, ΔA 随

之增大, 但 达 到 0. 8 mL 后再 增 大 用 量, ΔA 变 化 不
大, 因此选择邻菲啰啉溶液用量为 1. 0 mL。

2. 6 反应温度

  反应温度对反应 速率 影响 较 大 , 室温 下该 反 应

几乎不进行, 20°C 催化和非催化反 应溶液 的吸光 度
4 h 内均不发生 变化, 提高 反应 温度 , 催化 和非 催 化

反应速率均增大, 但 催化 反 应速 率 要 比非 催化 反 应
速率增加幅 度 要 大, 当 温 度 在 85 ～100℃ 之 间, ΔA
与 T ( ℃) 成 良 好 线 性 关 系, 为 了 便 于 控 温, 选 择
100 ℃沸水加热。

2. 7 反应时间

  改 变 反 应时 间, 测 定 ΔA。 结 果表 明, 前 2 min
内, ΔA 随反应时间延长增 大缓慢, 在 3 ～10 min 内,
ΔA 明显增 大, 且 ΔA 与 加 热 时 间 呈 良 好 的 线 性 关

系, 随着反应时间 继续 延长, 反 应 深 度 继续 增大, 但
ΔA 略呈降低趋势, 特 别在 铜浓 度 较 高 时, 这种 下 降

趋势更明显。可能原 因是 随着 反 应 的 进行, 甲 基 橙
浓度降低, 反应速率也下降, 考虑到 分析的灵敏度和

测定铜的线性范围, 选择加热时间 为 10 min。
2. 8 反应表观活化能的测定

  由 Arrhenius 公 式 可得 lnΔA = K - E a / RT, 式 中

K 为常数, E a 为反 应的 表观 活化能 , T 为 绝对温 度,
R 为理想气 体常 数, ΔA 为 反 应 10 min 前 后 溶 液 吸
光度之差。固定反应 其它条 件, 在 85、90 、95、100 ℃

时分别测定非催化和催化体系的 ΔA , 得到线性回 归
方程 f 分别为: lnΔA = 43. 26 - 9 . 59 ×10 3 /T 和 lnΔA
= 31. 72 - 5. 91 ×10 3 /T , 相 关系 数 分 别 为 0 . 993 和
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0. 995。
  求得非 催 化 反应 和 催 化 反 应 的 活 化 能 分 别 为

79. 73 kJ / mol 和 49. 14 kJ / mol。由 此 可 见, 反 应 需

要较高的活化 能 , 加 热 是必 要 的, 铜 ( Ⅱ) 的 存 在 显

著降低了反应活 化能。

2. 9 线性范围、检出限和精密度

  固定其它实 验条 件, 移 取铜 标准 工作 液分 别 为

0、0. 50、1. 00、1 . 50 、2. 00、2 . 50、3. 00 mL 于 7 支 25
mL 比色管中, 按 实 验方 法 测 定 其 ΔA 值, 绘 制 标 准

曲线, 铜在 0 ～150 ng / ( 25 mL) 范 围内 服 从 比 耳 定

律, 其 线 性 回 归 方 程 为 ΔA = 1. 091 ×10 - 2 c +
0. 001 27, 式 中 c 为 25 mL 铜 标 准 工 作 溶 液 中 Cu
( Ⅱ) 的质 量 ( ng ) , 相 关 系 数 为 0. 997。对 100 ng /
( 25 mL) 铜标准 工作溶液 6 次测定结果见表 1, 对未

加铜标准工作溶 液的空白溶液平行测定 10 次, 计 算

标准偏差为 0 . 0 01 8, 由空白溶液 的 3 倍标 准偏差 除

以标准 曲 线 的 斜 率 求 得 检 出 限 为 1. 98 ×10 - 1 1 g /
mL, 平 行 6 次 测 定 100 ng /( 25 mL) 铜 标 准 工 作 溶

液, 结果列于表 1。
表 1  精密 度试 验结果 ( n = 6)

测 定值 / ng· ( 25 mL) - 1 平均 值 / ng· ( 25 mL ) - 1 RSD /%
97 101 99  102  98 101 99. 7 2. 0

2. 10 共存离子的影响

  固定其它实 验条件, 测定 25 mL 溶液中含 50 ng
铜( Ⅱ) 体 系, 分 别加 入 不 同倍 数 的 干 扰离 子, 将 结

果误差控制在不 大 于 ±5 % 。以 下倍 数的 离子 不 干

扰 测 定: K + 、Na + 、SO4
2 - 、NO3

- 、F - 、Cl - 、Br -

( ≥3 000倍, 未做 最高限) , Ca2 + 、Cd2 + 、Mg2 + 、Mn 2 + 、

Bi3 + 、Co2 + ( 500 倍 ) , Ag + 、Zn2 + 、Hg2 + 、Cr3 + ( 250
倍) , Fe3 + 、Al 3 + ( 50 倍) 。

2. 11 回收试验

  称取茶叶样品 1 . 000 0 g 于 50 mL 烧杯中, 加入

10 mL 硝酸、6 mL 高氯酸, 盖 上表 面 皿于 通风 橱中,
12 h 后低温加热消解至近干, 冷却 后 转移至 500 mL
容量瓶 中, 用 NaOH 溶 液 调 节 pH 近 中 性。 取 2. 0
mL 溶液按实验方法测定 铜( Ⅱ ) 的 量。测定 结果 作

为本底值做加标回收试验, 结果见 表 2。
表 2 茶 叶样品 回收试 验结 果

样品 本底 值 / ng 加标量 / ng 测得 值 / ng 回收 率 / %

1 # 60. 4
30 . 0
50 . 0
70 . 0

8 8. 7
109
132

94. 3
97. 2

103. 3

2 # 41. 6
30 . 0
50 . 0
70 . 0

7 0. 2
9 2. 1

1 10. 0

95. 3
101. 0
97. 7

3 结论

  通过对催化反应 条件 的考 察, 建 立了 在邻 苯 二
甲酸氢钾 - 盐酸介质中, 以邻菲啰 啉为活化剂, 铜催
化抗坏血酸还原甲基 橙褪 色 来测 定 痕 量铜 的方 法。
该方法选择性好, 受干扰少, 可直接 用于测定样品中
的痕量铜。
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DETERMINATION OF TRACE COPPER ( Ⅱ) BY CATALYTIC KINETIC SPECTROPHOTOMETRY
Wang Wenlei, Ding Botao, Qiu Xiaoguo

( Shandong Provincial Environmental Mo nitoring Centre, J inan 250013 , China)
  ABSTRACT  A new catalytic kinetic spectrophotometric method for determination of trace Cu( Ⅱ) based on catalytic effect of
Cu( Ⅱ) on the dec olorizing reaction was investigated. The reaction resulted from the reduction of methyl orange with ascorbic acid in
an acid buffer medi um and phenanthroline as activator. The linear range of measurement was 0 - 150 ng / ( 25 mL) . The limit of detec-
tion of Cu( Ⅱ) was 1. 98 ×10 - 11 g / mL. The method can be used for the determination of trace Cu( Ⅱ) .

KEYWORDS  catalytic kinetic spectrophotometry, copper, ascorbic acid, methyl orange, phenanthroline

巨细胞病毒检测试剂盒在欧洲上市
  据报道 , 德国 Qiagen 公司 最 近推 出定 量 检测 巨细 胞 病

毒( CMV) 分子诊断 检测方 法, 该 CMV 多聚酶 链反应 ( PCR)
检测试剂盒已经获 得了 CE 标记 , 在欧 洲已投 入使用。免 疫

抑制的患者容易患严重的 CMV 感染 , 危 及生 命。Artus CMV
PCR 检测试剂盒能够早期检测 CMV。该 试剂盒 能够快速 定

量检测 CMV DNA, 可 以用 于 Abi Prism、LightCycler 和 Rotor
- Gene3000 检测系统。
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