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抑制动力学荧光法测定食品中草酸的含量

宋少飞，张　庆，周福林
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摘　　　要：在硫酸介质中，草酸能抑制溴酸钾氧化罗丹明 Ｂ，使体系降低的荧光恢复并增强，且荧光增强
程度与草酸浓度成正比，据此建立了抑制动力学荧光法测定草酸的新方法．以２６５ｎｍ为激发波长，５９５ｎｍ为荧
光发射波长，研究了反应的适宜条件．在最优化条件下，草酸浓度在０．５～３０ｍｇ／Ｌ范围内与荧光度呈良好的线性
关系，方法的检出限为２×１０－２ｍｇ／Ｌ．对浓度为０．５ｍｇ／Ｌ的草酸标准溶液进行１１次平行测定，得相对标准偏差
（ＲＳＤ）为２．０％．该法简单、快速，已用于菠菜和啤酒中草酸的含量测定，回收率为９６．２％～１０２％，结果令人满意．
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０　引言

荧光分析法由于具有设备简单、选择性强、分

析灵敏度高等优点［１－２］，已在临床诊断、环境监测、

食品工业等众多领域得到了广泛的应用［３－５］．荧光
法的种类比较多，主要包括直接荧光法［６］、光诱导

电子转移法［７］、荧光共振能量转移分析法［８］、荧光

偏振分析法［９］和时间分辨荧光分析法［１０］等．其中，
直接荧光法体系最为简单，它是根据不同物质的特

征激发或发射波长的位置不同，以及荧光强度的大

小与该物质的含量呈正比关系，从而对目标物进行

定性或定量分析的方法．
草酸广泛存在于食品、植物和动物中，很容易

与钙、镁结合而形成难溶盐［１１］．高含量的草酸会导
致结石的形成，对人体的健康造成很大的危害［１２］．
因此，准确检测草酸对健康危害、合理饮食与管理

研究，以及结石的诊断与预防有很重要的意义［１３］．
目前，测定草酸的方法主要有气相色谱法［１４］、

液相色谱法［１５］、光谱法［１６］、毛细管电泳法［１７］和电

化学法［１８］等．但是，这些方法存在一些不足之处，
比如高的成本、低的灵敏度等．而荧光分析法用于
草酸的检测，目前报道较少［１９－２０］．在酸性条件下，
草酸对溴酸钾氧化罗丹明 Ｂ有较强的抑制作用，
据此，建立了抑制动力学荧光法测定食品中草酸的

新方法．该法操作简便，灵敏度高，选择性好，可用
于实际样品中草酸的测定．

１　实验部分

１．１　仪器与试剂
Ｆ４６００型荧光分光光度计（日本日立公司）；

ＨＨＳ型电热恒温水浴锅（天津市华北实验仪器有
限公司）；ＦＡ１１０４型分析天平（上海恒平科技仪器
有限公司）；８０２型离心机（成都市苏净科学器材
有限公司）．

草酸标准溶液：１００．０ｍｇ／Ｌ，用时逐级稀释；罗
丹明 Ｂ溶液：１．０×１０－２ｍｏｌ／Ｌ；Ｈ２ＳＯ４溶液：０．５
ｍｏｌ／Ｌ；ＫＢｒＯ３溶液：０．１ｍｏｌ／Ｌ；过氧化氢：３０％；活
性炭；实验所用试剂均为分析纯，所用水均为二次

蒸馏水．
１．２　实验方法

取两支２５ｍＬ比色管，其中一支加入一定量的
草酸标准溶液，另一支不加作为空白，然后分别依

次加入１．２０ｍＬ硫酸溶液、０．７０ｍＬ罗丹明Ｂ溶液
和０．６０ｍＬ溴酸钾溶液，用二次蒸馏水稀释到刻
度，摇匀．于６５℃的恒温水浴中加热１０ｍｉｎ．流水
冷却５ｍｉｎ至室温后，以２６５ｎｍ为激发波长，５９５
ｎｍ为发射波长，测定溶液的荧光强度为 Ｉ，同时空
白溶液荧光强度为Ｉ０，计算ΔＩ＝Ｉ－Ｉ０．
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２　结果与讨论

２．１　激发和发射光谱
以图１所示条件配制不同组分溶液，并按实验

方法在激发、发射波长下分别测定荧光强度 Ｉ，以
荧光强度为纵坐标，波长为横坐标绘制荧光光谱

图．可见４条曲线的最大激发和最大发射波长，都
没有产生位移，但峰高有所降低．曲线１表明罗丹

明Ｂ有一定的荧光强度，曲线２表明草酸本身对
罗丹明Ｂ没有作用，曲线３表明ＫＢｒＯ３对罗丹明Ｂ
有氧化褪色作用．当在反应体系中加入草酸时（曲
线４），曲线荧光强度反而增大，说明草酸对溴酸钾
氧化罗丹明 Ｂ的褪色反应有抑制作用，说明建立
的抑制动力学荧光法测定草酸的方法是可行的．体
系的最大激发波长和发射波长分别是 ２６５ｎｍ和
５９５ｎｍ．

１—Ｈ２ＳＯ４＋罗丹明Ｂ；２—Ｈ２ＳＯ４＋罗丹明Ｂ＋草酸；３—Ｈ２ＳＯ４＋罗丹明Ｂ＋ＫＢｒＯ３；４—Ｈ２ＳＯ４＋罗丹明Ｂ＋ＫＢｒＯ３＋草酸．

图１　荧光激发与发射光谱

２．２　反应条件的选择
２．２．１　波长的选择

由图１，几种体系溶液的最大激发波长和最大
发射波长均在２６５ｎｍ和５９５ｎｍ处．因此，选择最
大激发波长和最大发射波长分别为 ２６５ｎｍ和
５９５ｎｍ．
２．２．２　硫酸浓度的影响

笔者比较了体系在硫酸、盐酸及磷酸介质中的

反应情况．结果表明，硫酸介质中的灵敏度高于盐
酸和磷酸介质，且荧光强度稳定．并且考查了１２～
３２ｍｍｏｌ／Ｌ范围内不同浓度硫酸对荧光强度的影
响（图２），当其浓度为２４ｍｍｏｌ／Ｌ时，体系的ΔＩ最
大．故实验选择硫酸的最佳浓度为２４ｍｍｏｌ／Ｌ．

图２　硫酸浓度的影响

２．２．３　罗丹明Ｂ浓度的影响
考查了８～３６μｍｏｌ／Ｌ范围内不同浓度罗丹明

Ｂ对荧光强度的影响．结果如图３所示，ΔＩ随着浓
度的增加而增大，但当浓度超过２８μｍｏｌ／Ｌ时，ΔＩ
基本不变．因此，选择罗丹明 Ｂ的最佳浓度为 ２８
μｍｏｌ／Ｌ．

图３　罗丹明Ｂ浓度的影响

２．２．４　溴酸钾浓度的影响
笔者对 ＫＢｒＯ３浓度进行了选择，结果如图 ４

所示．当 ＫＢｒＯ３溶液的浓度为 ２．４ｍｍｏｌ／Ｌ时，ΔＩ
最大．因此，选择 ＫＢｒＯ３溶液的最佳浓度为 ２．４
ｍｍｏｌ／Ｌ．
２．２．５　反应温度的影响

笔者对反应温度进行了考查．结果表明，当温
度为６５℃时，ΔＩ达到最大值（图５）．所以，选择工
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作条件为６５℃．

图４　溴酸钾浓度的影响

图５　反应温度的影响

２．２．６　反应时间的影响
最后，对反应时间进行了选择．如图６所示，ΔＩ

随着反应时间的增加而增大，但２０ｍｉｎ后，ΔＩ基本
保持不变．所以，本实验的最佳反应时间为２０ｍｉｎ．

图６　反应时间的影响
２．３　标准曲线

按１．２节的实验方法，在最优化实验条件下，
对不同浓度的草酸标准溶液进行测定．草酸浓度在
０．５～３０ｍｇ／Ｌ范围内与ΔＩ呈良好的线性关系（图
７），回归方程为：ΔＩ＝６．５９８Ｃ＋４９９．０（Ｃ：ｍｇ／Ｌ），
ｒ＝０．９９４０．

图７　标准曲线

２．４　精密度与检出限
按实验方法对浓度为０．５ｍｇ／Ｌ的草酸标准溶

液进行 １１次平行测定，得 ΔＩ的相对标准偏差
（ＲＳＤ）为２．０％．根据ＩＵＰＡＣ建议（Ｓ／Ｎ＝３），计算
出该方法的检出限：２×１０－２ｍｇ／Ｌ．
２．５　共存离子的影响

在最佳实验条件下，考查了常见干扰离子对草

酸的干扰．对相同浓度的草酸（１．０ｍｇ／Ｌ）进行测
定，相对误差≤ ±５％时，对１０００倍的 Ｋ＋、Ｂｒ－、
ＮＯ－３，５００倍的 ＣｌＯ

－
３、ＮＨ

＋
４，２００倍的 ＳＯ

２－
４ 、ＣＯ

２－
３ 、

Ｚｎ２＋，１００倍的 Ｎａ＋、Ｃｌ－，５０倍的 Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、
Ａｌ３＋、Ｃｕ２＋，３０倍的苹果酸进行不干扰测定．
２．６　样品分析

笔者分别对菠菜和啤酒中的草酸进行了测定．
准确称取新鲜菠菜２００ｇ，洗净并晾干，用研钵

破碎后过滤取汁，得到新鲜原汁６５ｍＬ，在其中加
入活性炭１５ｇ，常温下脱色３０ｍｉｎ，然后用８０２型
离心机在转速３０００ｒ／ｍｉｎ下分离活性炭（时间为
１５ｍｉｎ）．随后，用同样方法进行二次脱色，待其溶
液呈无色或略呈乳白色为止，制备的样品溶液冷藏

备用．测定时，准确移取３ｍＬ样品溶液按实验方法
进行操作，同时做加标回收实验．

啤酒呈淡黄色且其中草酸浓度较低，不利于

草酸的测定，因此要进行脱色与浓缩．在３００ｍＬ
啤酒中加入２０ｇ活性炭，于６０℃恒温水浴中加
热３０ｍｉｎ并充分搅拌，抽滤得脱色后的清液．将
清液在７０℃恒温下减压蒸发，将３００ｍＬ清液啤
酒蒸发浓缩至１００ｍＬ，冷藏备用．测定时，取浓缩
后的啤酒３ｍＬ，按实验方法进行操作，同时做加
标回收实验．结果如表 １所示，该法测定草酸的
加标回收率为 ９６．２％ ～１０２．０％，６次测定的相
对标准偏差为１．８％ ～４．５％，方法可用于实际样
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品的测定．
表１　食品中草酸的测定结果（ｎ＝６）

样品 编号 ΔＩ
测得值／
（ｍｇ／Ｌ）

ＲＳＤ／
％

加入量／
（ｍｇ／Ｌ）

测得总量／
（ｍｇ／Ｌ）

回收

率／％

１ ５２０．８ ３．３ ５．０ ８．１ ９６．２

菠菜 ２ ５２２．１ ３．５ ４．５ ６．０ ９．３ ９６．７

３ ５２０．１ ３．２ ７．０ １０．０ ９７．１

１ ５３６．７ ５．７ １．０ ６．７ １００．０

啤酒 ２ ５３５．９ ５．６ １．８ ３．０ ８．５ ９６．７

３ ５３５．３ ５．５ ５．０ １０．６ １０２．０

３　结论

笔者根据草酸对溴酸钾氧化罗丹明 Ｂ的抑制
作用，建立了抑制动力学荧光法测定草酸的新方法．
该方法的检出限为２×１０－２ｍｇ／Ｌ，有灵敏度高、选择
性好、操作简便等优点，常见离子在一定范围内不干

扰测定，适用于菠菜和啤酒中痕量草酸的测定．
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