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摘要：在pH值为9．0的Britton—Robinson缓冲溶液中，以四羧基钴酞菁作为过氧化物模拟酶催化过氧化氢与

邻苯二胺的反应，建立一种测定微量过氧化氢的新方法。结果显示，反应的产物2，3一二氨基吩嗪在421nm处

有一最大吸收峰，其吸光度值随过氧化氧加入量的增加而增加，吸光度差值与过氧化氢浓度在o～2．07×

10“mol／L范围内呈线性关系，检出限为1．36×10一mol／L。该方法简单，适用于微量过氧化氢含量的测定。
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Abstract：In Britton—Robinson buffer solution of pH 9．0，the reaction between O—

phenylenediamine(OPDA)and hydrogen peroxide was catalyzed by tetracarboxy cobalt

phthalocyanine，which provided a new method for the determination of hydrogen peroxide．The

maximum absorption of product(2，3-Diaminophenazine)is 421 nm．As the amount of hydrogen

peroxide is increase，the intensity of absorption increased．The calibration graphs of hydrogen

peroxide determination was 1inear over the range of O～2．07×10-4mol／L with a detection 1imit

of 1．36 X 10一tool／L．The method is simple and can be applied to determine samples containing

microamount of H202。

Key words：hydrogen peroxide，o-phenylenediamine，tetracarboxy cobalt phthalocyanine，

spectrophotometry

过氧化氢(H。O。)是一种重要的化合物，作为一

种强氧化剂可用作漂白剂、消毒剂、脱氧剂、液体燃

料推进剂等。大气中的过氧化氢可将4价的硫氧化

为6价的硫从而导致酸雨的产生，此外生物体内许

多物质也能通过某些反应产生过氧化氢，因此过氧

化氢的检测在环境分析、生物分析和临床诊断等领

域中都具有重要的意义。目前定量测定过氧化氢的

常用方法如分光光度法、荧光光度法和化学发光法
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常需要使用过氧化物酶——辣根过氧化物酶

(HRP)。然而天然辣根过氧化酶不但价格较高，且

不容易长期保存，容易失活或活性降低，为了保持它

的活性，实验条件和储存环境都很苛刻。为了克服

HRP的这些不足，人们开始研究用其模拟酶来替代

HRP。目前已见报道的过氧化物模拟酶主要是金属

卟啉类化合物，如氯化血红素[1]、血红蛋白∽、锰

(I)、铁(Ⅲ)、钴(Ⅲ)等的卟啉络合物[3“]。金属酞菁

类化合物的结构与卟啉极其相似，分子中具有四氮

杂四苯并卟啉结构，也是过氧化物酶的优良模拟体，

近年来利用水溶性的磺酸基取代金属酞菁的过氧化

物模拟酶特性对HzOz进行定量测定已有一些报
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道[5’6]。

本文首次以四羧基钴酞菁作为过氧化物模拟

酶，催化H：0。与邻苯二胺反应，产物2，3一二氨基吩

嗪在421 nm处有最大吸收峰，据此建立检测微量

过氧化氢的分光光度分析法。该反应如下所示。q湍攀卫嗽：⋯
1 实验部分

I．I仪器与试剂

TU—1901紫外可见分光光度计(北京普析通用

仪器有限责任公司生产)；pHS一3C型酸度计(上海

雷磁仪器厂生产)。

H。0。(广州化学试剂二厂生产)：取2ml 30％

H：O。稀释至250ml，用高锰酸钾法标定得准确浓度

为3．977×lO～mol／L，作为储备液，将储备液用水

稀释得1．591×10-3mol／L的工作液。邻苯二胺

(OPDA，江阴市华亚化工有限公司生产)：准确称取

0．80129邻苯二胺固体溶解于水中，定容到100ml

容量瓶中，得到浓度为I．0×i0-2 mol／L 0PDA溶

液。四羧基钴酞菁(CoC。Pc)：依文献合成并纯化，经

紫外光谱、红外光谱表征与文献相符。称取0．14989

CoC。Pc用50ml 0．2mol／L NaOH溶液溶解，用水定

容至100ml，配成2．004×10_4mol／L贮备液，工作

液用水稀释至4．008×10_6mol／L；Britton—Robinson

(B—R)系列缓冲溶液：pH值2．0～11．8，用

0．04mol／L的混合酸(磷酸、乙酸、硼酸的浓度均为

0．04mol／L)和0．2mol／L NaOH溶液配制；所用试

剂均为分析纯，实验用水均为二次蒸馏水。

1．2实验方法

在10 ml比色管中，分别加入pH值9．0的B—R

缓冲溶液1．5 ml，4．008×10-6mol／L的四羧基钴酞

菁0．8 m1，1．0×10卅mol／L邻苯二胺溶液1．5 m1，

H。0：工作液1．0 ml，以不加过氧化氢溶液为空白，

用水定容到刻度，摇匀。在100U水浴中加热10

rain，冷却至室温后在TU一1901双光束紫外可见分

光光度计上，以水为参比，用lcm比色皿，在421nm

处分别测量加有过氧化氢溶液的吸光值A和试剂

空白溶液的吸光值A。，求出差值甜(AA=A—
A。)。

2结果与分析

2．1吸收光谱

分别扫描不同反应体系的吸收光谱，结果(图

1)发现在波长421 nm处，OPDA本身的吸收较弱

(曲线a)，加入H。O。后，其氧化产物在此处的吸收

增强(曲线b)，而四羧基钴酞菁对H。O：氧化OPDA

的反应有较强的催化作用，加入CoC。Pc后吸收明

显增强(曲线d)。随着H。O：浓度的增加吸收也增

大，并且在一定范围内成线性关系，据此可建立定量

测定过氧化氢的新方法。
O
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图1吸收光谱

a．OPDA+B—R；b．OPDA+B—R+H202；c．CoC4Pc+

OPDA+B—R；d．CoC。Pc+OPDA+B—R+H202。

2．2温度对体系的影响

分别在不同的温度下进行试验，结果发现，温度

低于60C时体系基本不反应，从60℃开始，们随
着温度的升高而增大，100。C时似最大，故选择
100’C水浴进行反应。

2．3反应时间对体系的影响

在i00℃条件下对反应时间进行试验，结果发

现反应时间在10～30rain内△A值较大且变化较

小，考虑到加热时间太久过氧化氢会分解，因此选择

反应10rain后进行测定。

2．4不同缓冲溶液的影响

分别试验了硼砂一氢氧化钠、B—R和NH。一NH。CI

3种缓冲溶液对体系△A的影响，结果表明在B—R

缓冲溶液中，体系的反应现象较明显，△A值最大，

灵敏度最高。同时试验了不同pH值的系列B—R缓

冲溶液对体系的影响，结果表明当pH值为9．0时

AA最大，故选择pH值为9．0的B—R缓冲溶液为反

应介质。

2．5 B—R缓冲溶液用量的影响

对B—R缓冲溶液用量的影响进行了试验，结果

表明，当B—R缓冲溶液的用量在0．5～1．5ml时，

△A值随缓冲溶液用量的增大而增大，用量为1．5ml

时AA值最大，大于1．5ml后，△A值随缓冲溶液用

量的增大而减小，所以选择B—R缓冲溶液的加入量

为1．5ml。

2．6 四羧基钴酞菁用量的影响

随着CoC。Pc加入量的增加，AA也随着增大，
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从0．6ml开始增大的幅度不大，考虑到CoC。Pc溶液

的颜色比较深，加入的量过多会影响测定，且随着

CoC。Pc量的增加试剂空白的吸光值A。也会随着增

大，经过综合考虑选择测定时加入0．8ml CoC。Pc。

2．7邻苯二胺用量的影响

邻苯二胺用量试验显示，当邻苯二胺的用量在

0．5～1．5ml时，鲋值随其用量的增大而增大，用
量为1．5ml时体系的△A值最大，大于1．5ml后，

△A值随其用量的增大而减小，所以选择邻苯二胺

用量为1．5ml。

2．8工作曲线

在最佳反应条件下，过氧化氢的浓度在0～

2．07×10_4mol／L范围内与差值△A有线性关系，

其线性回归方程为：AA一2310．4C+0．001(C的

单位为mol／L)，相关系数r一0．9965。平行测定9

次试剂空白求得标准偏差S一0．0105，求得检出限

为1．36×10一mol／L。

2．9干扰物质的影响

当H：02的浓度为1．59×10_4mol／L时，考察

了常见的金属离子、阴离子对本方法的干扰情况。当

相对误差≤士5％时，共存物质的允许量见表1(以

／_g／ml计)。
表1不同干扰物质的影响

干扰物质淼 干扰物质 镒
Ca2+0．I NH+4．072

M92+ 7．25 Cr20；一 2．0

Fe3+0．0013 C20i一0．2

CUZ+0．006 s0；一0．04

A13+0．02 c0；一 10

ZnZ+0．04 vc 6．O

Ni2+0．918

2．10样品分析

分别取两个厂家生产的1．0 ml过氧化氢消毒

液(广东南国药业有限公司3％H：Oz和江门市恒健

药业有限公司2．5％～3．5％HzOz)于500 ml容量

瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，得到待测液。取

0．5ml待测液，按实验方法测定其中的过氧化氢含

量；同时对待测液进行标准加入回收实验(加入

0．5ml待测液和0．5mlH：O。标准溶液)，平行测定5

次，平均回收率分别为95．3％、95．8％(见表2)。

表2样品分析结果(腮=5)

14：广东南国药业有限公司样品#24：江门市恒健绚业有限公司样品。

3 结束语

以CoC。Pc为过氧化物模拟酶，OPDA为氢供

体底物，建立了酶催化分光光度法测定H。O。的新

体系。该方法简单，适用于微量H。O。含量的测定，

与以往的酶分析方法相比，避免了酶的失活，有一定

实用价值。
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