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两种过氧化氢检测方法的对比研究
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摘要!制备了辣根过氧化物酶[聚乙烯醇缩丁醛[碳纳米管修饰玻碳电极的过氧化氢生物传感器# 以对苯二酚为电子媒介$

采用电流时间法考察了该传感器对L

'

@

'

的催化性能$并将其与紫外分光光度法检测过氧化氢进行对比研究# 结果表明$过氧

化氢电化学传感器制备方法简便"操作简单"检测快速"线性范围宽"检出限低$而紫外分光光度法在重现性"稳定性及抗干扰性

能上存在优势#

关键词!生物传感器%辣根过氧化物酶%紫外分光光度法%过氧化氢
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HH过氧化氢作为一种常用的化学试剂广泛用于工

业规模的无机和有机化工产品的生产# 在环保领

域$过氧化氢用于水处理"气体洗涤和土壤整治# 在

人们日常生活中$如洗涤剂"去污剂"彩妆品等都有

过氧化氢的存在# 过氧化氢对生命体代谢"物质结

构性能和环境等都有着重要影响# 因此$常常需要

对过氧化氢溶液的浓度作出标准的测定# 如何检测

过氧化氢一直是科研工作者研究的热点# 目前$过

氧化氢的检测方法主要有滴定法())

"光谱法(')

"化

学发光法(!)

"色谱法(")

"电化学法(;)等# 这些检测

方法各有优缺点#

近年来$采用辣根过氧化物酶&L=<'修饰的过

氧化氢传感器得到了迅速发展# 该种传感器用于检

测过氧化氢具有检测快速"灵敏度高的特点# 笔者

首次以多壁碳纳米管&*EZC'和聚乙烯醇缩丁醛

&<?T'作为复合固酶基质$以对苯二酚为电子媒介

体$制备了过氧化氢生物传感器# 并将其与碘蓝紫

外分光光度法检测过氧化氢作对比研究#

#@试验部分

#F#@仪器与试剂

/L6X((/电化学工作站$上海辰华仪器公司生

产$工作电极为修饰玻碳电极$铂电极为对电极$参

比电极为#M[#M/5&! 1+5[Re/5'电极%B?F';;( 紫

外可见分光光度计$日本岛津公司生产%PTFW( 超声

清洗仪$宁波新芝生物科技股份有限公司生产#

辣根过氧化物酶&L=<$>/D)D))D)DV$';( B[1M'$

国药集团化学试剂有限公司生产%多壁碳纳米管

&*EZC'$深圳纳米港公司生产$在 'DX 1+5[R

LZ@

!

中回流 )( 0%聚乙烯醇缩丁醛&<?T'$上海楷

洋生物技术有限公司生产%对苯二酚$成都科龙化工

试剂厂生产%碘化钾&e6'$重庆化学试剂厂生产%盐

酸&L/5'$重庆化学试剂厂生产%淀粉$天津瑞金特

化学品有限公司生产%氯化钠&Z4/5'$成都科龙化

工试剂厂生产%过氧化氢 &L

'

@

'

$质量分数为

!(\'$成都科龙化工试剂厂生产%其他试剂均为分

*;X)*
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析纯%试验用水均为二次蒸馏水# (D) 1+5[R磷酸盐

缓冲溶液&<TP'由 e

'

L<@

"

"eL

'

<@

"

配制%L

'

@

'

现

配现用$实验前对其进行标定#

#F!@过氧化氢生物传感器的制备

将直径为 ! 11的玻碳电极用金相砂纸抛光$

再在稠布上用 (D!

)

1和 (D(;

)

1粒度的
!

F#5

'

@

!

粉末抛光# 抛光后的电极经二次水洗净后$依次在

乙醇"二次水中超声各 ' 12.# 把处理好的玻碳电极

放入 (D) 1+5[R$LVD( 的 <TP 进行循环伏安扫描

直至电极稳定# 取出用氮气吹干备用#

L=<[<?T[*EZC电极的制备!将 !(

)

R) 1M[1R

*EZC悬液和 ';

)

R'D; 1M[1RL=<溶液混合$) 0

后取 (D' 1R); 1M[1R<?T无水乙醇溶液于混合

液中并搅拌均匀# 取 ;

)

R混合液滴加到玻碳电极

上$室温晾干$制得 L=<[<?T[*EZC修饰电极#

制得的电极不用时置于<TP中 "k保存#

#F$@紫外分光光度法溶液配制

取 W 只具塞比色管$分别加入 ;")(");";("

)(("'(("!((";((

)

R)D( 11+5[RL

'

@

'

溶液$分别

加水定容至 ); 1R$分别依次加入 ) 1R体积分数为

)(\的 L/5溶液" (DV; 1R'(( M[RZ4/5溶液"

(D! 1R)( M[Re6溶液"(D' 1R)( M[R淀粉溶液$配

成L

'

@

'

浓度系列# 摇匀$避光反应 !( 12.#

#FA@检测方法

传感器检测方法!#M[#M/5电极为参比电极$铂

丝电极为对电极$酶电极为工作电极# 以 $LVD("

(D) 1+5[R的磷酸盐缓冲溶液&<TP'为测试底液$

"D' 11+5[R对苯二酚为电子媒介$采用 'F)曲线探

讨电极对L

'

@

'

的响应# 'F)曲线实验在电磁搅拌

的<TP溶液中进行$测试工作电位为 F(D'; ?# 待

背景电流稳定后加入不同质量分数的L

'

@

'

$并记录

其稳态还原电流# 所有的测量都在室温条件

&';k'下进行# 测试前向溶液中通氮气 )( 12.$以

除去溶液中的溶解氧# 酶电极不用时$保存于 "k

<TP溶液中#

紫外分光检测方法!将配制的不同浓度 L

'

@

'

系列避光反应 !( 12. 后测量吸光度值# 每个浓度

重复测定 ! 次取平均值$以吸光度对 L

'

@

'

的浓度

&

)

1+5[R'绘制曲线#

!@结果与讨论

!F#@传感器检测过氧化氢原理探讨

玻碳电极&Q/>'是一类性能较好"制作相对简

便的固态电极$笔者用其作为固定酶的基础电极#

在玻碳电极表面形成一层稳定的碳纳米管复合物

膜# 酸活化的*EZC带负电$具有高比表面积的带

负电荷的 *EZC与表面带正电荷的 L=<&等电点

$LWDG'产生静电吸附作用(X)

$有效地防止酶从膜

中泄漏$同时也保持了酶的活性(V)

$有利于提高检

测灵敏度# <?T具有良好的黏性$也可以很好地固

定酶$制备得到性能良好的电化学生物传感器#

在对苯二酚媒介体的作用下$该生物传感器对

过氧化氢表现出良好的电催化活性$如图 ) 所示#

底液!X 1R(D) 1+5[R<TP&$LVD(' g"D( 11+5[R

对苯二酚溶液%工作电位! F';( 1?

图 )H传感器对连续加入 (D)( 11+5[RL

'

@

'

的

电流响应

其响应机理如下!

L=<&U-

!g

' gL

'

@

())

'

化合物&

,

' gL

'

@

化合物&

,

' gAL

())

'

化合物&

(

' gAL*

化合物&

(

' gAL

())

'

L=<&U-

!g

' gAL*gL

'

@

'AL*g'L

g

())

g'- 'AL

'

其中$U-

! g为 L=<的辅因子$化合物&

,

' &氧化价

态 g;'和化合物&

(

' &氧化价态 g"'分别代表

L=<的中间产物%AL

'

代表电子媒价体对苯二酚$

为电子供体%AL*代表对苯二酚的氧化形式#L<=

被L

'

@

'

氧化$失去 ' 个电子生成化合物&

,

'$该中

间体由含氧铁&U-

" g

j@'和 ) 个卟啉阳离子组成%

随后化合物&

,

'从第 ) 个电子供体 AL

'

得到 ) 个

电子$被还原为化合物&

(

'$化合物&

(

'又从第 )

个电子供体 AL

'

上得到 ) 个电子被还原为 L=<

&U-

! g

'$至此L=<被还原为初始状态%接着$AL*从

电极快速获得)个电子$又被还原为AL

'

#

!F!@传感器的线性范围测定

经优化实验条件&<TP $LVD($对苯二酚溶液浓

度为 "D( 11+5[R$工作电位为F';( 1?'后$用电流

时间法测定传感器对 L

'

@

'

的电流响应校正曲线$

如图 ' 所示# 试验结果表明$L

'

@

'

浓度在 )DXV q

)(

FV

]WDG( q)(

F"

1+5[R范围内与响应电流呈线性

关系$线性回归方程为 9&

)

#' j;DX!CF(D)($相关

系数为 (DGG'$检出限为 ;D;; q)(

FW

1+5[R&4T$j!'#

*XX)*
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图 'H传感器检测L

'

@

'

的标准曲线

!F$@传感器的重现性"稳定性及抗干扰性

用 (D)( 11+5[RL

'

@

'

考察了传感器的重现性

及稳定性# 用同一支电极对 L

'

@

'

重复测定 W 次$

相对标准偏差为 !D('\# 当酶电极不使用时置于

<TP中 "k保存# ; ,后$该生物传感器的响应下降

约 "D!\%'( , 后$该生物传感响应下降约 '(\%

;( ,后$传感器的响应下降为最初的 ;(\#

测定了L

'

@

'

浓度为 (D)( 11+5[R时传感器的

抗干扰情况# 加入 '( 倍的葡萄糖"乙醇"乙酸"柠檬

酸"甘氨酸均无明显干扰$; 倍的抗坏血酸存在一定

的干扰$这是由于抗坏血酸在试验电位范围内具有

电化学活性$与L

'

@

'

发生了氧化还原反应$使L

'

@

'

浓度降低的结果# 由于抗坏血酸在碱性条件下不稳

定(W)

$在测定前可将样品调成碱性$放置一段时间$

待抗坏血酸分解后再进行测定$可排除干扰#

!FA@紫外分光光度法检测原理

溶液中过氧化氢在稀 L/5中可使碘化钾氧化

产生碘$碘与淀粉溶液反应生成碘蓝# 不同浓度的

过氧化氢生成颜色深浅不同的碘蓝(G)

# 其吸光度

与过氧化氢的浓度在一定范围内呈线性关系# 其反

应式为!

'e6g'L/5gL

'

@

())

'

'e/5g'L

'

@g6

'

6

'

g

())

淀粉 碘蓝

!FB@紫外分光光度法线性范围测定

经实验$L

'

@

'

浓度在 XDXV q)(

FV

])D!! q

)(

F;

1+5[R范围内与吸光度值呈线性关系$吸光度

/与L

'

@

'

浓度+的关系为 /j(D((! G+F(D(')$线

性相关系数Mj(DGGG !$如图 ! 所示#

图 !H过氧化氢浓度与吸光度的关系

!FL@重现性及抗干扰实验

利用本方法对人工配制的含 L

'

@

'

(D!")D("

)(

)

1+5[R! 个浓度的样品进行重现性实验$! 个浓

度对应的 M4,分别为 )DG)\")D(!\")D"(\# !

个浓度样品的 M4,均符合检测方法要求# 表明该

方法的重现性较好#

实验研究了过氧化氢检测过程中可能存在的干

扰情况# 经证实$样品中含有过硫酸铵"碘酸钾"溴

酸钾等氧化剂 );

)

1+5[R时$对过氧化氢测定无

干扰#

$@结论

以对苯二酚为电子媒介$聚乙烯醇缩丁醛为固

酶基质$将多壁碳纳米管与辣根过氧化物酶复合物

固定在电极表面制备了一种过氧化氢生物传感器#

将其与碘蓝紫外分光光度法进行对比研究表明$该

传感器制备方法简单$易行$检测灵敏$有较好的电

流响应和较低的检测下限# 较紫外分光光度法线性

范围宽$检出限低$检测快速$但该传感器在重现性"

稳定性及抗干扰性方面还存在欠缺#
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