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铬黑T光度法测定粮食中的微量铜
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摘   要：建立光度法测定粮食中微量铜(Ⅱ)的新方法。研究表明，pH 10.0 硼酸 - 氯化钾 - 氢氧化钠缓冲介质中，

铜(Ⅱ)与铬黑 T 发生灵敏的显色反应，生成桃红色的配合物，当显色时间 20min，显色剂用量达 2.5mL 时为最佳条

件。配合物最大吸收波长为 540nm，表观摩尔吸光系数(ε)为 2.99 × 104L/(mol·cm)，铜(Ⅱ) 在 0～1.2μg/mL 范围

内遵循比尔定律。样品测定结果与原子吸收分光光度法的测定结果一致。
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Abstract ：A new spectrophotometric method was developed for the determination of trace Cu (Ⅱ) in food grains based on

the fact that eriochrome black T (EBT) can form a pink color complex with Cu (Ⅱ) in the presence of H2B4O7-KCl-NaOH

medium at pH 10.0. The best color development results were obtained by allowing the reaction to proceed for 20 min in the

presence of 2.5 mL of the color developer. The formed complex showed maximum absorption at 540 nm and an apparent molar

absorption coefficient of 2.99 × 104 L/(mol·cm). Over the range of 0－1.2μg/mL Cu (Ⅱ) solution obeyed Beer,s law. The

results obtained for Cu (II) content by this method were in agreement with those obtained by atomic absorption spectrophotometry.
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铜是人体必须的微量元素之一，它具有促进造血机

能，维护心血管与骨骼的健康，促进生长发育，保证

内分泌正常等多种生理功能[1-2]。缺铜可引起冠心病发病

率的提高、皮肤脆弱、思维迟钝等后果，但如果铜在

人体内积累过多会引起中毒[3-4]。我国国家标准中规定粮

食中铜含量不得高于 10mg/kg。因此，粮食及食品中铜

元素含量测定非常重要。目前测定微量铜的方法不断涌

现[5-11]，其中常用的二乙基二硫代氨基甲酸钠法测定食

品中的铜，操作繁锁、费时 [ 1 2 ]；用国家标准方法原子

吸收分光光度法测定，仪器昂贵，难以推广应用 [ 1 3 ]。

分光光度法因具有仪器简单，操作简便，测定快，准

确度高等优点而被广泛采用[14-15]。本实验采用分光光度

法测定粮食中铜的含量，并与原子吸收分光光度法

(atomic absorption spectroscopy，AAS)的测定结果进行

比 较 。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

玉米、大米、糯米样品   市售。

铬黑 T(EBT)、乙醇、CuCl 2·2H 2O、硼酸 - 氯化

钾 - 氢氧化钠均为分析纯，实验用水为超纯水。

722N 可见分光光度计、pHS-25 数显 pH 计    上海

精密科学仪器有限公司。

1.2 溶液的配制

1 × 10-3mol/L EBT 溶液：称取 0.2307g 的 EBT，用

无水乙醇溶解，移入 500mL 容量瓶，用无水乙醇稀释
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至刻度定容摇匀，浓度为 1 × 10-3mol/L。

铜(Ⅱ)标准储备液(1.0g/L)：称取 0.6659g CuCl2·

2H 2O，加入蒸馏水使其溶解，移入 250mL 容量瓶中，

以水稀释至刻度，摇匀。

铜(Ⅱ)标准工作溶液(10μg/mL)：移取 2.5mL 铜(Ⅱ)
标准储备液(1.0g/L)于 250mL 容量瓶中，以水稀释至刻

度 ， 摇 匀 。

硼酸 - 氯化钾 - 氢氧化钠缓冲溶液：取 25mL 0.1mol/L
NaOH 溶液，43.9mL 0.2mol/L 硼酸 - 氯化钾溶液定容至

100mL，得 pH10.0 的缓冲溶液。

1.3 方法

1.3.1 标准曲线的绘制

准确移取适量铜(Ⅱ)标准工作液于 25mL 容量瓶中，

依次加入 2.5mL 10-3mol/L EBT溶液，2.5mL pH10.0硼酸 -
氯化钾 - 氢氧化钠缓冲溶液，定容于 25mL 容量瓶，摇

匀。20min 后，用 1cm 比色皿，于 540nm 波长处，以

试剂空白为参比，测定溶液的吸光度。

1.3.2 样品测定方法

取干净的玉米、大米、糯米样品 2 g (准确称量)于
250mL 的锥形瓶中，加入 20mL 浓硝酸放置过夜，加 5mL
浓高氯酸，于沸水浴加热 1 h，取出后在电炉上暗火加

热至冒白烟，当白烟基本消退时，冷却至室温，加 5mL
HNO3-HClO4(4:1，V/V)混合液，在电炉上暗火加热至冒

白烟，当白烟消退时，冷却至室温，加水，用 N a O H
调节至近中性，定量转移至 250mL 容量瓶，摇匀、用

超纯水定容，待测。

2 结果与分析

2.1 吸收光谱

分别向 25mL 容量瓶中加入 1.0 mL 10μg/mL 铜(Ⅱ)
标准工作液、2.5mL 10-3mol/L EBT 溶液和 2.5mL pH10.0
硼酸 - 氯化钾 - 氢氧化钠缓冲溶液，用水稀释至刻度，

并配制相应的不含铜(Ⅱ)的试剂空白溶液。反应 20min

后，以水为参比，分别对待测溶液和试剂空白溶液进

行波长扫描并绘制吸收曲线，结果如图 1 所示。从图 1
可以看出，在碱性条件下(pH10.0)，试剂 EBT 最大吸收

峰在 620nm 处，该试剂与 Cu2+ 形成桃红色配合物，配

合物最大吸收峰在 540nm 处，对比度Δλ＝ 80nm，故

选 540nm 为配合物测定波长。

2.2 酸度及缓冲溶液用量

在选定波长(540nm)下，考察不同酸度的硼酸 - 氯化

钾 - 氢氧化钠缓冲体系对 EBT 与铜(Ⅱ)显色反应的影响。

结果表明，在 pH9.4～10.6 的缓冲溶液中，加入的缓冲

溶液的体积在 2.0～5.0mL 时，体系的吸光度最大且稳

定，如图 2、3 所示。选用 pH10.0 的 H2B4O7-KCl-NaOH
缓冲溶液，用量为 2 . 5 mL。

2.3 显色剂用量

1.试剂空白 / 水；2.Cu(Ⅱ)-EBT/ 试剂空白。

图 1 吸收光谱

Fig.1   Absorption spectra of Cu(Ⅱ)-EBT complex and blank sample
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图 4 EBT 用量对显色反应的影响

Fig.4    Effect of EBT dosage on color development reaction
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图 2 酸度对显色反应的影响

Fig.2    Effect of pH on color development reaction
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图 3 缓冲溶液用量对显色反应的影响

Fig.3    Effect of buffer dosage on color development reaction
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选用 pH10.0 的 H2B4O7-KCl-NaOH 缓冲溶液用量为

2.5mL 条件下，改变 EBT 溶液的加入体积，考察 EBT 用

量对吸光度的影响，结果如图 4 所示。实验表明，EBT
溶液的用量小于 2mL 时，吸光度随着 EBT 体积的增加而

增加，说明反应不完全。EBT 用量在 2.0～3.5mL 范围

内，配合物的吸光度达到最大且稳定，所以本实验选

用 2.5mL 显色剂。

2.4 显色时间及配合物的稳定性

在以上优化条件下，考察反应时间对体系吸光度的

影响，结果如图 5 所示。实验证明按实验顺序加入试

剂：Cu2+ → EBT → H2B4O7-KCl-NaOH →稀释至刻度，在

室温条件下该体系 20min 可显色稳定，有色配合物至少

可稳定 1.5h 以上。本实验选择反应 20min 后进行测定。

2.5 工作曲线及灵敏度

准确吸取一定量的铜(Ⅱ)标准工作液于 25mL 容量瓶

中，按实验方法操作，以相应试剂空白作参比，测定

溶液的吸光度，以吸光度(A )为纵坐标、铜(Ⅱ)质量浓

度(C ) / (μg/25mL)为横坐标，绘制工作曲线。其线性

回归方程为：A ＝ 0.0120C ＋ 0.0676，线性相关系数 r
＝ 0.9999；表观摩尔吸光系数ε＝ 2.99 × 104L/(mol·
cm)。Cu(Ⅱ)在 0～1.2μg/mL 范围内遵循比尔定律。

2.6 干扰离子的影响

在选定条件下，测定 25mL 显色液中 10μg Cu(Ⅱ)，
相对误差不大于± 5 % 时可允许下列离子共存( 以μg
计)：K +、N a +、A s 3 +、C l -、S O 4 2 -、N O 3 - 等对测定无

干扰。实验结果表明，以下干扰离子对 E BT 溶液与铜

(Ⅱ)的显色反应的影响程度不同，Ca 2+、Mg 2+、S r 2+、

Zn 2+、Ni 2+、Hg 2+、Pb 2+、Fe 3+、A l 3+、Sn 4+、Mn 2+、

Co 2+、Ag + 等属于此情况。除 Mn 2+、Co 2+ 能被草酸掩

蔽，Fe3+、Al3+ 能用三乙醇胺掩蔽，其他阳离子能被柠

檬酸溶液掩蔽，允许较多量存在。

2.7 样品分析

样品按照 1.3.2 节方法处理，按标准曲线绘制方法

测定样品溶液的吸光度，然后按照标准曲线的回归方程

计算样品中铜的含量，将测定结果与原子吸收分光光度

法进行比较，同时进行加标回收实验，结果如表 1 所

示，加标回收率在 98 .0%～104.0%，效果较好。

样品
本法测定

RSD/%
AAS 法测定 标准加入 回收量 / 回收

值 /(μg/g) 值 /(μg/g) 量 /(μg/g) (μg/g) 率 /%
大米 4.60 2.01 4.59 0.2 0.208 104.0
玉米 5.17 0.93 5.21 0.2 0.199 99.5
糯米 7.25 1.12 7.22 0.2 0.196 98.0

表 1 样品分析结果(n=9)
Table 1   Results obtained for determination of Cu (Ⅱ) content in three

types of food grains (n=9)

3 结  论

本实验确定了铬黑 T 光度法测定食品中铜的最佳条

件，并在最佳条件下对粮食中的微量铜含量进行了测

定，该方法的加标回收率在 98.0%～104.0%，说明方法

具有较好的准确度。干扰实验结果表明方法具有较好的

选择性。同时采用了简单操作的分光光度计和常用的分

析试剂，使得该方法易于普及，具有较好的应用前景。
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图 5 显色时间对显色反应的影响

Fig.5    Effect of reaction time on color development reaction
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