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　　摘要：探讨了以二乙基氨基二硫代甲酸钠为络合剂，非离子表面活性剂ＴｒｉｔｏｎＸ－１００为萃取剂，测定４种食用野
生菌中铜含量的浊点萃取－光度法联用的新方法。在单因素试验基础上，采用 Ｌ１６（４

５）优化萃取条件，详细探讨溶液

的ｐＨ值、络合剂和非离子表面活性剂的用量、萃取温度和时间对浊点萃取效率的影响。在最优条件下，铜的线性范
围０．０～０．５μｇ／ｍＬ，线性回归方程为Ｄ＝０．１３０６Ｃ＋０．０００４３（ｒ＝０．９９９１），检出限为０．４８μｇ／ｍＬ（ｎ＝１１），相对标准
偏差ＲＳＤ＜３．４％（ｎ＝５），样品加标回收率在９９．２６％～１０１．１５％。该方法操作简单、环保、分析速度快、结果准确，将
该方法用于４种野生菌中铜含量测定，结果令人满意。
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　　云南省野生食用菌资源丰富，产量占全世界食用菌一半
以上，占中国食用菌的２／３。食用野生菌常常含有利于人类
身体健康的物质，在改善人类身体亚健康、防止重大疾病的发

生方面起着重要的作用［１－２］，如荞面菌的子实体提取物对小

白鼠肉瘤１８０及艾氏癌的抑制率为９０％，奶浆菌有健胃、止
咳平喘、祛痰等功效。此外，野生菌还具有味道鲜美的特点，

备受人们喜爱。近年来，国内外学者偏重于研究野生菌抗氧

化清除自由基延缓衰老、免疫调节、抗肿瘤、降血脂的作

用［３－５］，但野生菌中的微量元素可通过与蛋白质和其他有机

基团结合，形成酶、激素、维生素等生物大分子，发挥着重要的

生理生化功能，而到目前为止关于野生菌中的微量元素研究

却鲜见报道。因此，野生菌中微量元素的研究不可忽视，该研

究不仅可以确定其营养水平，还能为野生菌进一步开发和应

用奠定化学基础。食品中铜含量测定的现行国家标准方法有

原子吸收光谱法和二乙基氨基二硫代甲酸钠分光光度法。但

运行成本低、操作简单的二乙基氨基二硫代甲酸钠分光光度

法在操作中使用了四氯化碳有机溶剂，对人体的身体健康有

害，对环境也不友好。因此，对食品中铜含量测定新方法的研

究不容忽视。浊点萃取法是近年来出现的一种新型环保的液

－液萃取技术，目前在微量、痕量及复杂样品的分类分析中已
有研究并取得了满意的结果［６－９］，但用于萃取并测定食用野

生菌中微量铜的研究尚未见报道。本研究探讨了以二乙基氨

基二硫代甲酸钠为络合显色剂，非离子表面活性剂ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００为萃取剂的浊点萃取 －分光光度法测定野生食用荞面
菌、奶浆菌、红蜡蘑、铜绿菌中微量铜的可行性，在单因素试验

的基础上采用正交法优化萃取测定试验条件，并将最佳条件

下测定的结果与国标方法测定的结果进行对比。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
新鲜的奶浆菌、铜绿菌、红蜡蘑、荞面菌均购自云南省曲

靖市当地农贸市场，将块菌洗净，低温干燥再在１０５℃下烘干
后粉碎并过４０目筛，得到干燥菌粉备用。

硫酸铜，二乙基二硫代氨基甲酸钠，ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，盐酸，
氢氧化钠，硝酸，氨水，氯化铵，以上试剂均为分析纯。所有玻

璃仪器在使用前均用稀硝酸浸泡，实验室用水为二次蒸馏水。

ＵＶ－１８１０紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器有
限责任公司）；ｐＨＳ－３Ｃ精密酸度计（上海虹益仪器仪表有限
公司）；ＨＨ－３０６型恒温水浴锅（乐清市姚奥特仪表有限公
司）；ＴＤＬ－５－Ａ低速台式离心机（上海安亭科学仪器厂）。
１．２　试验方法
１．２．１　浊点萃取测定方法　准确移取一定量的试样于
１０ｍＬ的具塞刻度离心管中，分别依次加入４ｍＬ氨－氯化铵
缓冲液，１．５ｍＬ０．４％二乙基二硫代氨基甲酸钠，２．０ｍＬ１０％
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，加水稀释至刻度，恒温水浴一定时间后以
４０００ｒ／ｍｉｎ离心分离，分相后冰水浴５ｍｉｎ移去水相层，用二
次蒸馏水稀释富胶束相定容至３ｍＬ，静止后用紫外分光光度
计在４４０ｎｍ处测定其吸光度值。
１．２．２　样品预处理　采用 ＧＢ／Ｔ５００９．１３—２００３中的试样处
理方法对样品进行处理，准确称取约５ｇ（精确到０．０００１ｇ）
菌粉样品于瓷坩埚中，加５ｍＬ硝酸放置０．５ｈ后小火蒸干，
继续加热炭化，移入马弗炉中，５００℃灰化１ｈ，取出冷却，再
加入１ｍＬ硝酸浸湿灰分，小火蒸干，再移入马弗炉中，５００℃
灰化０．５ｈ，冷却后取出用 １∶１的硝酸溶解灰样，并转入
１００ｍＬ容量瓶中用二次蒸馏水稀释至刻度，摇匀备用（同时
做空白试验）。

１．２．３　试验研究方法　考察试验过程中溶液的酸度、萃取平
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衡时间、平衡温度、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００用量、络合剂用量等５个因
素对测定效果的影响，然后在单因素试验基础上，采用正交试

验Ｌ１６（４
５）设计方法优化测定方法，试验因素及水平见表１，

试验方案及数据处理见表２，试验数据方差分析结果见表３。

表１　浊点萃取的因素及水平

水平 Ａ：ｐＨ值 Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：ＴｒｉｔｏｎＸ－
１００用量（ｍＬ）

Ｅ：络合剂
用量（ｍＬ）

１ ７ ６０ １０ １．０ １．０
２ ８ ７０ １５ ２．０ １．５
３ ９ ８０ ２０ ３．０ ２．０
４ １０ ９０ ２５ ４．０ ２．５

２　结果与分析

２．１　测定波长的选择
按照试验方法以试剂空白为参比，在３６０～６００ｎｍ波长

范围内扫描得到铜络合物的吸收光谱（图１），选择最大吸收
波长为４４０ｎｍ为测定波长。

２．２　单因素试验
２．２．１　ｐＨ值对萃取效果的影响　络合剂二乙基氨基二硫代
甲酸钠的稳定性与溶液酸度密切相关，酸性条件下，二乙基氨

基二硫代甲酸钠易分解为二硫化碳，而碱性条件下又容易水

解，因此，体系的酸度直接影响着络合反应的顺利进行及萃取

效率。本试验考察不同 ｐＨ值对铜萃取率的影响，发现随着
ｐＨ值的增大，萃取效果先增大后减小，溶液酸度 ｐＨ值为
８．０～９．０时，对铜的萃取效果最好（图２）。

２．２．２　平衡时间和温度对萃取效果的影响　通常来讲，较高
的温度有利于反应快速达到平衡，但过高的温度又会影响络

合物的稳定性。因此，适宜的平衡温度对萃取效果、效率影响

较大。在保证萃取完全的条件下，选择较短的平衡时间可以

直接提高分析效率。为此，考察平衡温度与时间对体系吸光

度的影响（图３、图４），由图３可知，平衡温度为７０～８０℃，萃

取效率最高，由图４可知平衡１５ｍｉｎ萃取效果最好。

２．２．３　ＴｒｉｔｏｎＸ－１００用量对萃取效果的影响　非离子表面
活性剂ＴｒｉｔｏｎＸ－１００的用量不仅决定了铜富胶束相体积的大
小，同时还会影响萃取分相过程。试验考察了 ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
用量对萃取效果的影响（图５），发现加入量小于２．０ｍＬ时萃
取不完全从而降低萃取效果，加入量大于２．０ｍＬ时，萃取效
果没有十分明显的变化。

２．２．４　络合剂用量对萃取效果的影响　二乙基二硫代氨基
甲酸钠（ＤＤＴＣ）对铜离子具有较高的生产常数，且生成物二
乙基二硫代氨基甲酸铜具有疏水好的特点，是一种理想的络

合剂，它除了能与试样中的铜离子生成络合物到胶束相中之

外，还起到显色的作用。用量过少导致络合不完全从而使吸

光度偏低，用量过多则会造成浪费，导致成本过高。本试验考

察ＤＤＴＣ用量在０．５～２．５ｍＬ时对萃取效率的影响（图６）。
由图６可知，用量为１．５ｍＬ时萃取效率最好。
２．３　正交试验
　　由表２、表３的分析结果可知，溶液的ｐＨ值、萃取平衡温
度、平衡时间、非离子表面活性剂ＴｒｉｔｏｎＸ－１００用量、二乙基
二硫代氨基甲酸钠用量等５个影响因素中，各因素影响程度
顺序是溶液的ｐＨ值＞平衡温度＞二乙基二硫代氨基甲酸钠
用量＞非离子表面活性剂ＴｒｉｔｏｎＸ－１００用量＞平衡时间。方
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差分析表明，溶液的 ｐＨ值与平衡温度对测定结果有显著影
响。优化工艺条件为：溶液的 ｐＨ值为 ８．０，萃取温度为
７０℃，萃取时间为２０ｍｉｎ，ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（体积分数为１０％）的用
量为２．０ｍＬ，二乙基氨基二硫代甲酸钠（０．４％）为１．５ｍＬ。

表２　野生食用菌中铜测定条件的正交试验结果

编号 Ａ Ｂ
（℃）

Ｃ
（ｍｉｎ）

Ｄ
（ｍＬ）

Ｅ
（ｍＬ） 吸光度

１ ７ ６０ １０ １ １．０ ０．１８８
２ ７ ７０ １５ ２ １．５ ０．２３５
３ ７ ８０ ２０ ３ ２．０ ０．２４０
４ ７ ９０ ２５ ４ ２．５ ０．２２０
５ ８ ６０ １５ ３ ２．５ ０．２６０
６ ８ ７０ １０ ４ ２．０ ０．３２０
７ ８ ８０ ２５ １ １．５ ０．２７８
８ ８ ９０ ２０ ２ １．０ ０．２８３
９ ９ ６０ ２０ ４ １．５ ０．２５２
１０ ９ ７０ ２５ ３ １．０ ０．２８５
１１ ９ ８０ １０ ２ ２．５ ０．３０５
１２ ９ ９０ １５ １ ２．０ ０．２６５
１３ １０ ６０ ２５ ２ ２．０ ０．２１５
１４ １０ ７０ ２０ １ ２．５ ０．２５０
１５ １０ ８０ １５ ４ １．０ ０．２３５
１６ １０ ９０ １０ ３ １．５ ０．２０１
ｋ１ ０．２２１ ０．２２９ ０．２５４ ０．２４５ ０．２４８
ｋ２ ０．２８５ ０．２７２ ０．２４９ ０．２６０ ０．２４１
ｋ３ ０．２７７ ０．２６４ ０．２５６ ０．２４６ ０．２６０
ｋ４ ０．２２５ ０．２４２ ０．２４９ ０．２５７ ０．２５９
极差 ０．０６４ ０．０４３ ０．００７ ０．０１５ ０．０１９

表３　野生食用菌中铜测定条件的方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 Ｆ临界值 Ｆ值
Ａ ０．０１４ ３ ２１．０ ３．８６

Ｂ ０．００５ ３ ７．５ ３．８６

Ｃ ０．０００ ３ ０．０ ３．８６
Ｄ ０．００１ ３ １．５ ３．８６
Ｅ ０．００１ ３ １．５ ３．８６
误差 ０ ９

２．４　分析特性
在最优试验条件下以不同浓度（０．０、０．１、０．２、０．３、０．４、

０．５μｇ／ｍＬ）铜标准溶液按照试验方法进行测定，结果显示，
在０～０．５μｇ／ｍＬ范围内，吸光度与铜浓度之间存在良好的
线性关系，线性回归方程为 Ｄ＝０．１３０６Ｃ＋０．０００４３，相关系
数ｒ＝０．９９９１，检出限为０．４８μｇ／ｍＬ（ｎ＝１１）。
２．５　样品分析

在最佳试验条件下分别测定荞面菌、奶浆菌、红蜡蘑、铜

绿菌中的铜，并进行加标回收试验（表４），由表４可知，样品

加标回收率在 ９９．２６％ ～１０１．１５％，相对标准偏差均小于
３．４０％。对照国标法与本试验方法测定的结果（表５），可知
本试验所用测定方法可靠。

表４　样品中铜含量的分析结果及回收率试验（ｎ＝５）

样品
测定值

（ｍｇ／ｇ）
加入量

（ｍｇ／ｇ）
回收量

（ｍｇ／ｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

荞面菌 ０．０８１ ０．２００ ０．２７９ ９９．２９ ３．４０
荞面菌 ０．０７０ ０．２００ ０．２７１ １００．３７ ２．７０
红蜡蘑 ０．０７１ ０．２００ ０．２６９ ９９．２６ ２．６０
铜绿菌 ０．０６０ ０．２００ ０．２６２ １０１．１５ ２．９０

表５　不同测定方法样品中铜含量的分析结果（ｎ＝５）

方法
铜含量测定值（ｍｇ／ｇ）

荞面菌 荞面菌 红蜡蘑 铜绿菌

本试验方法 ０．０８１ ０．０７０ ０．０７１ ０．０６０
国标（ＧＢ／Ｔ５００９．１３—２００３） ０．０８９ ０．０６８ ０．０６８ ０．０６９

３　结论

建立二乙基氨基二硫代甲酸钠为络合剂、非离子表面活

性剂ＴｒｉｔｏｎＸ－１００为萃取剂测定４种食用野生菌中铜含量的
浊点萃取－光度法联用的新方法。得出最佳试验条件为 ｐＨ
值８．０，萃取温度７０℃，萃取时间２０ｍｉｎ，ＴｒｉｔｏｎＸ－１００（体积
分数为１０％）的用量 ２．０ｍＬ，二乙基氨基二硫代甲酸钠
（０４％）１．５ｍＬ，在最优条件下，铜的线性范围 ０～
０．５μｇ／ｍＬ，线性回归方程为 Ｄ＝０．１３０６Ｃ＋０．０００４３（ｒ＝
０．９９９１），检出限为０．４８μｇ／ｍＬ（ｎ＝１１），相对标准差ＲＳＤ＜
３．４％（ｎ＝５），样品加标回收率在９９．２６％ ～１０１１５％。研究
结果表明，该方法与现行国标法相比更环保，操作简单、分析

速度快、结果准确。将该方法用于４种野生菌中铜含量测定，
结果令人满意。本研究的测定结果可以为４种野生菌进一步
开发和应用奠定化学基础。
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