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摘要:建立了一种采用分光光度计快速测定溶液中微浓度过氧化氢的方法ꎮ 该方法采用 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪在

过氧化氢酶作用下与过氧化氢快速反应生成 ９－羟基－３－异吩嗪酮ꎬ然后于 ５７０ ｎｍ 下完成吸光度测定ꎬ根据吸光度值与过氧
化氢浓度间的线性关系确定溶液中过氧化氢的浓度ꎮ 结果表明ꎬ显色反应的最佳条件为:ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) /
ｎ(Ｈ２Ｏ２)≥５􀆰 ０ꎬ暗反应时长≥８􀆰 ０ ｍｉｎꎻ方法重现性测试的相对标准偏差为 ０􀆰 １６％ꎬ准确性测试的相对标准偏差≤０􀆰 ７８％ꎮ 该
方法具有操作简单、反应灵敏且迅速、稳定性和重现性好及检测准确度高等优点ꎬ不仅适用于工业生产快速分析ꎬ也能满足检测
低浓度过氧化氢的要求ꎮ
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　 　 过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)俗称双氧水ꎬ常温常压下是一

种无色透明液体ꎬ由于具有强氧化性、弱还原性和腐

蚀性等特征ꎬ常被国防、化工、纺织、造纸、食品、生
物、医药以及环保等行业广泛用作助燃剂、漂白剂、
消毒剂和氧化剂等[１]ꎮ 在生产生活中ꎬ若 Ｈ２Ｏ２ 投

加过量ꎬ不但不会带来更高的收益ꎬ反而会给生产和

环境带来压力ꎮ 因此ꎬ为保障 Ｈ２Ｏ２ 在各行各业更高

效安全地应用ꎬ针对低浓度过氧化氢定量分析ꎬ建立

准确、快速且操作简单的测定方法具有重要的意义ꎮ
定量分析溶液中 Ｈ２Ｏ２ 的方法主要有常规滴定

法[２]、分光光度法[３－４]、荧光光度法[５－６]、化学发光

法[７]、色谱法[８－９]、酶化学法[１０－１１] 和电化学分析

法[１２－１３]等ꎮ 其中ꎬ常规滴定法(高锰酸钾法、碘量法

和铈量法)因操作简单而被广泛应用于生产实践ꎬ
但该方法的灵敏度较低ꎬ易受其他因素干扰ꎬ且反应

终点辨识度低ꎮ 虽然荧光光度法、色谱法和化学发

光法等的灵敏度高ꎬ可连续自动操作ꎬ但这些方法依

赖于现代分析仪器ꎬ需要昂贵的设备ꎬ且操作复杂ꎬ
因此这些方法并未得到广泛地应用ꎮ 尽管基于钛

盐、铈盐等的分光光度法操作简单ꎬ但检出限较高ꎻ
而酶法具有高的灵敏度、专一性和较低的检出限ꎮ

笔者将酶法和常规分光光度法相结合ꎬ以 １０－乙
酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪和过氧化氢酶为反应试剂ꎬ
建立了一种采用分光光度计即可快速完成Ｈ２Ｏ２ 浓度

测定的新方法ꎮ 优化了测定波长、试剂剂量比和反应

时间等条件ꎬ并评价了该方法的精度和准确度ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 主要试剂

过氧化氢(３０％)ꎬ国药集团化学试剂有限公司

生产ꎻ１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪(>９８％)、过氧

化氢酶(>２×１０５ ｕｎｉｔ / ｇ)ꎬ上海 ａｌａｄｄｉｎ 试剂有限公司
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生产ꎮ 将 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪和过氧化

氢酶配制成混合液(ｐＨ＝ ７􀆰 ０)并于 ４℃下保存ꎬ控制

溶液中过氧化氢酶浓度为 ２ ｕｎｉｔ / ｍＬꎮ
１􀆰 ２　 主要仪器

岛津 ＵＶ－２６００ 型紫外－可见分光光度计、ＩＫＡ
旋涡混匀器和 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 移液器ꎮ
１􀆰 ３　 测试原理与方法

１􀆰 ３􀆰 １　 测试原理

在含有过氧化氢酶和 Ｈ２Ｏ２ 的反应体系中ꎬ１０－
乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪能被迅速催化反应生成

９－羟基－３－异吩嗪酮(如图 １ 所示)ꎬ该生成物对

一定波长范围内的光波均有一定的吸光能力ꎮ 因

此ꎬ根据溶液中生成的 ９－羟基－３－异吩嗪酮对特

定波长光波的吸收值的变化便可测定反应体系中

Ｈ２Ｏ２ 的浓度ꎮ

图 １　 Ｈ２Ｏ２ 光谱法测定原理

１􀆰 ３􀆰 ２　 标准工作曲线绘制

准确量取浓度校正后的 Ｈ２Ｏ２ 配制成稀释液ꎬ
再分别量取不同体积稀释后的 Ｈ２Ｏ２(０􀆰 ０ ~ ５􀆰 ０ ｍＬ)
配制浓度为 ０􀆰 ０ ~ ２０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 的标准溶液ꎮ 将

Ｈ２Ｏ２ 标准溶液与 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪和

过氧化氢酶混合液按体积比 １ ∶１混合ꎬ于暗处显色

后检测反应体系在 ５７０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 于相同实

验条件下ꎬ探讨反应时间和 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基

吩嗪投加量对测定方法的影响ꎮ 最后ꎬ以稳定实

验条件下的最佳检测波长处的吸光度值及 Ｈ２Ｏ２ 浓

度建立标准曲线ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 方法准确性校验

准确量取一定体积的环境地表水(采集自西华

师范大学迎曦湖)ꎬ加入一定量已知浓度的 Ｈ２Ｏ２ 溶

液ꎬ分别采用本方法和钛盐－分光光度法对其进行

测定ꎬ并比较分析结果ꎬ从而确定该方法的准确性和

适用性ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 测试条件确定与优化

２􀆰 １􀆰 １　 最佳检测波长的选择

不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 与 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩

嗪反应产物的吸收光谱曲线如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２
可以看出ꎬ反应产物对 ４５０ ~ ６５０ ｎｍ 内的光波均具

有一定吸收ꎬ在波长 ５７０ ｎｍ 处具有最大吸收值ꎬ且

最大吸收峰值与 Ｈ２Ｏ２ 浓度具有一定正相关关系ꎮ
因此ꎬ为了获得足够的灵敏度和较低的检出限ꎬ选择

５７０ ｎｍ 作为检出波长ꎮ

１—４０ μｍｏｌ / Ｌꎻ２—２０ μｍｏｌ / Ｌꎻ３—８ μｍｏｌ / Ｌ

图 ２　 不同浓度 Ｈ２Ｏ２ 与 １０－乙酰基－３ꎬ７－
二羟基吩嗪反应产物的吸光曲线

２􀆰 １􀆰 ２　 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪投加量确定

过氧化氢酶是一种高效生物催化剂ꎬ实验所采

用的 ２ ｕｎｉｔ / ｍＬ 过氧化氢酶已足够在短时间内完成

催化目标ꎮ 因此ꎬＨ２Ｏ２ 能否被准确、快速地检出取

决于 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪的投加量ꎮ 不

同 ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)反
应体系对 ５７０ ｎｍ 光波的吸收情况如表 １ 所示ꎮ 由

表 １ 可以看出ꎬ随着 ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩

嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)的增加ꎬ于暗处反应 １５ ｍｉｎ 后的体

系对 ５７０ ｎｍ 光波的吸收能力稍有增加ꎬ但当 ｎ(１０－
乙酰基－ ３ꎬ７ －二羟基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)大于 ３􀆰 ０
时ꎬ反应体系的吸光度不再发生显著变化ꎮ 因此ꎬ为
确保测试系统中 Ｈ２Ｏ２ 能被完全检出ꎬ须控制测试

体系中 １０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪与 Ｈ２Ｏ２ 的

摩尔比大于等于 ３􀆰 ０ꎮ
表 １　 不同 ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)

反应体系对 ５７０ ｎｍ 光波的吸收情况

ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟

　 基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)
１ ２ ３ ４ ５

５７０ ｎｍ 处吸光度 / ａ􀆰 ｕ􀆰 ０􀆰 ３２０９ ０􀆰 ３４６７ ０􀆰 ３５８８ ０􀆰 ３６３０ ０􀆰 ３６３１

２􀆰 １􀆰 ３　 反应时间的优化

在 ｎ ( １０ － 乙酰基 － ３ꎬ ７ － 二羟基吩嗪) /
ｎ(Ｈ２Ｏ２)为 ３􀆰 ０~７􀆰 ０ 范围内ꎬ对反应时间进行了优

化ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ随着反应时

间的增加ꎬ反应体系吸光度的平衡时间逐渐缩短ꎮ
当 ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)大
于等于 ５􀆰 ０ 时ꎬ反应平衡时间变化不再明显ꎮ 在同

时考虑测试时间和试剂消耗量的条件下ꎬ采用 ｎ(１０－
乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)＝ ５􀆰 ０ꎬ并于

暗处反应 ８􀆰 ０ ｍｉｎ 作为本测定方法反应时间ꎮ

􀅰２３２􀅰
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图 ３　 不同 ｎ(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) /
ｎ(Ｈ２Ｏ２)下各反应体系吸光度随时间的变化

２􀆰 ２　 标准曲线

按 ２􀆰 １ 部分所确定的各测试条件建立 Ｈ２Ｏ２ 浓

度为 ０􀆰 ０~１０􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ 的标准工作曲线ꎬ结果如图

４ 所示ꎮ 经分光光度计测得待测溶液在 ５７０ ｎｍ 处

的吸光度值后ꎬ拟合得到标准曲线方程:[Ｈ２Ｏ２] ＝
２７􀆰 ８１Ａｂｓ.－０􀆰 １６０ ２ꎬＲ２

Ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９９９ ６(ｎ ＝ １０)ꎬ可计算出

溶液中 Ｈ２Ｏ２ 的浓度ꎮ 方程式中ꎬＨ２Ｏ２ 浓度单位为

μｍｏｌ / ＬꎻＡｂｓ.为溶液在优化条件下测得的吸光度值ꎮ

图 ４　 过氧化氢浓度检测标准曲线

２􀆰 ３　 方法稳定性及准确性验证

为确定该方法的稳定性ꎬ向超纯水中投加一定

量的标准 Ｈ２Ｏ２ 溶液ꎬ采用已建立的方法和标准曲

线对其进行 ５ 次重复测定并计算 Ｈ２Ｏ２ 的浓度ꎮ 结

果表明ꎬ该方法的相对标准偏差为 ０􀆰 １６％ꎬ如表 ２ 所

示ꎮ 因此ꎬ该方法具有相当高的稳定性ꎬ测试结果重

现性较高ꎬ能满足工业生产的分析测试要求ꎮ
表 ２　 方法稳定性验证

测试次数 １ ２ ３ ４ ５ 平均值
相对标准

偏差 / ％
测定浓度 /

(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
５６􀆰 ６ ５６􀆰 ８ ５６􀆰 ５ ５６􀆰 ４ ５６􀆰 ２ ５６􀆰 ４ ０􀆰 １６

为了进一步验证该测试方法的准确性ꎬ测定了

一组投加标准 Ｈ２Ｏ２ 溶液的地表水ꎬ并将测定结果

与钛盐－分光光度法进行比较ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ
从表 ３ 中可以看出ꎬ该方法的测定结果与钛盐－分
光光度法的测定结果基本一致ꎬ其标准偏差≤
０􀆰 ７８％ꎮ 因此ꎬ建立的快速测定 Ｈ２Ｏ２ 的方法的准确

性也可满足工业生产的分析测试要求ꎮ

表 ３　 方法准确性验证

样品

编号

Ｈ２Ｏ２ 浓度 / (μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)

钛盐－分光光度法 本文方法

相对标准

偏差 / ％

１ ３０􀆰 ４ ３０􀆰 ７ ０􀆰 ２１
２ ５０􀆰 １ ５１􀆰 ２ ０􀆰 ７８
３ ８０􀆰 ５ ７９􀆰 ８ ０􀆰 ４９
４ １００􀆰 ２ １００􀆰 ７ ０􀆰 ３５
５ １５０􀆰 ３ １５１􀆰 ２ ０􀆰 ６４

３　 结论

建立了一种采用分光光度计快速测定溶液中过

氧化氢浓度的方法ꎮ 该方法的最佳反应条件为:ｎ
(１０－乙酰基－３ꎬ７－二羟基吩嗪) / ｎ(Ｈ２Ｏ２)≥５􀆰 ０ꎬ
暗反应时长≥８􀆰 ０ ｍｉｎꎮ 该方法具有操作简单、反应

灵敏且迅速、稳定性和重现性好以及检测准确度高等

优点ꎬ可用于工业生产快速分析溶液中的过氧化氢ꎮ
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