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响应面法优化超声辅助提取
C

原子荧光法快速测定茶叶痕量汞

熊春红!彭康年!谢明勇"

南昌大学!食品科学与技术国家重点实验室!江西 南昌
!

!!##>.

摘
!

要
!

研究了一种使用超声波辅助提取"

P9\

#

-

原子荧光法测定茶叶痕量汞的快速方法$采用
W&61Y022-

RC3J67

设计从
?

个影响汞提取率的因素中筛选出
!

个显著因素0超声时间
/2

!超声温度
<

和
F(;

!

d

F

*

;

*

"

"d"

!

,

#体积
9*

!并采用中心组合设计和响应面法优化参数$结果表明!最优提取条件为!浸泡时间

?J:7

!

/2@'"J:7

!

<

'

.#'+h

!

9*

'

>'>JO

!称样量
!##J

[

$以
VRZ"##"?

茶叶为标准参考物质!与微波

消解"

E9I

#法对比$优化条件的
P9\

法对
VRZ"##"?

的测定值与标准值符合良好!加标回收率
,>'*f

!

"#*'#f

!检测限
#'##.@

"

[

-

O

e"

!重复测定的相对标准偏差小于
"#f

$该方法应用于
?!

个茶鲜叶样品和

十种商品茶叶的测定!

P9\

法与
E9I

法结果无显著差异!汞含量"干基#在
>'?

!

".'!

"

[

-

Y

[

e"之间!未

超过
(a?+,

0

*##!

限量标准$

关键词
!

超声辅助提取&响应面法&原子荧光光谱法"

9B/

#&痕量汞&茶叶

中图分类号!

;?+.'!

!!

文献标识码!

9

!!

!"#

!

"#'!,?>

"

K
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#

*#""

$
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!
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!

基金项目!国家自然科学基金项目"

*#>?*##+

#资助

!

作者简介!熊春红!女!
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年生!南昌大学生命科学与食品工程学院副教授
!!
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'

M%7
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C
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#
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"

通讯联系人
!!

0-J6:&

'

J

5

_:0

#

71C'08C'17

!

_J

5

71

#

"?!'1%J

引
!

言

!!

除水以外!茶是世界消费最广的饮料$然而!随着环境

污染的加剧!人们不得不更加关注茶叶中汞的累积污染!汞

的灵敏测定关系到茶消费者食用安全及饮用风险分析的准确

监测$汞也是我国.

(a?+,e*##!

茶叶中镉铬汞砷及氟化物

限量/的检测控制指标之一!影响茶叶贸易$但茶叶中存在

的汞不仅痕量而且极易挥发损失!检测难度大$

按照.

VR

,

A+##,'".e*##!

食品中总汞及有机汞的测

定/!茶叶消解主要有高压%微波%回流等方法$但这些方法

均耗时长%耗试剂多或有高压操作安全隐患$对此!有研究

对环境和生物样品尝试采用不同的混酸%氧化剂结合超声波

进行重金属提取或称拟消解"

)

40C8%-8:

[

042:%7

#!如人发%海

产品(

"

)

%污水污泥(

*

!

!

)

%土壤(

>

)

$超声波波长短%频率高且穿

透力强!有特殊的搅拌%冲击破碎等作用(

+

!

?

)

!能显著提高

固体物料中组分的提取效率!简化提取步骤%降低溶剂消耗

及污染(

.-""

)

$少量报道也在发酵培养基(

"*

)

%蔬菜和谷物(

"!

)中

采用此类方法$但由于原料差异!报道的试验条件各不相

同!而且多为对诸多因素一一测试!费时费力且可能对因素

交互作用考虑不够全面$本文首次采用
W&61Y022-RC3J67

设

计法筛选影响茶叶汞提取率的主要因素!继而用响应面法对

主要因素优化得出最佳提取条件!方法更全面%经济$本研

究可以为茶叶痕量汞的测定提供更便捷%准确的测定方法!

并可适用于其他植物组织痕量汞测定$

"

!

实验部分

$%$

!

仪器和试剂

Ŝ**##\

型超声波清洗仪"昆山市超声仪器有限公司#!

超声频率
!+YFX

&

9B/-*!#\

双道原子荧光光度计"北京海

光仪器公司#&

E:&&:-S

#

91680J:1

超纯水系统"美国
E:&&:

)

%30

公司#&

Zc->###

型微波消解仪"上海屹尧分析仪器有限公

司#!仪器工作程序'首先加热使消解罐内温度达到
"+#h

!

压力控制在
"'@EW6

!保持
>J:7

&继续加热使消解罐内温度

达到
"@#h

!压力控制在
*'>EW6

!保持
>J:7

$

所用试剂纯度均为优级纯!超纯水电阻率为
"@'*E

$

-

1J

$所有实验器皿洗净后置于
"#f

的硝酸中浸泡
>@M

以上!

然后用超纯水冲洗
+

次以上!晾干备用$

载流液
F(;

!

溶液"

"d,

!

,

#'取
+#JOF(;

!

!缓缓倒

入
>+#JO

水中!混匀$

还原剂
R̂F

>

溶液"

+

[

-

O

e"

#'称取
+'#

[

R̂F

>

!溶于

+'#

[

-

O

e"的
;̂F

溶液中!并稀释至
"###JO

!混匀!现

用现配$



汞标准储备液
"##J

[

-

O

e"

!质控标样'

VRZ"##"?

茶

叶!汞含量"

!'@i#'@

#

"

[

-

Y

[

e"

!购自国家标准物质中心$

$%&

!

样品预处理

采集江西省
+

个主要茶区
""

个市县的
?!

个茶鲜叶样

本!其中高山"海拔
!##J

以上#样
!?

个!公路边"含居民区

边#样
*.

个&以及鲜叶样品当地生产的对应品牌商品茶叶十

种$茶鲜叶经自来水轻柔清洗!超纯水清洗
!

次&干燥箱
"!#

h

杀青
+J:7

后于
@#h

烘干!取出摊凉$所有茶叶样以及

VRZ"##"?

均用玛瑙研钵研磨!尼龙筛过筛!取粒径
A

+@

"

J

"过
*+#

目#样!双层聚乙烯塑料袋包装!袋夹层内放标

签$

$%?

!

消解方法

"'!'"

!

超声波辅助提取#

C&2364%C78-644:42080_23612:%7

'

P9\

$法

试验设计考察的因素及水平见表
"

$

(9@12$

!

Y9-*9@1279.A12D217<72A43-852,19/B288CL<-:9.

A27*

+

.9.A278*:982A2442/8734:9*.D9-*9@127

因素 符号
水平 效应 显著性

低值"

e

#高值"

l

#

<

值
L

浸泡时间,
J:7 W42 * "# #',! #'!,>

超声时间,
J:7 /2 * "# >'>. #'##.

超声温度,
h < ># @# ?'#> #'##*

F(;

!

,

JO 9" * + #'," #'>#>

F(;

!

dF

*

;

*

"

"d"

!

,

#,

JO 9* * + >'+, #'##?

称样量,
J

[

/E *## >## #'*" #'@>"

!!

试验中!茶标样采用
?

个平行样!其他茶叶样为
!

个平

行样$按表
"

中设置的高值"

l

#和低值"

e

#以及表
*

试验组

分别精确称量茶标样于
*+JO

聚四氟乙烯器皿中!加入酸溶

液!室温浸泡!超声提取后!加超纯水定容至
"#JO

!

!###

3

-

J:7

e"离心
+J:7

$上清液转入聚乙烯管于
e>h

冷藏备

用$同时做空白对照$其余茶叶样则根据茶标样
W&61Y022-

RC3J67

试验及响应面优化后的条件进行
P9\

法处理$

"'!'*

!

微波辅助消解#

J:13%̀6]0-644:42088:

[

042:%7

'

E9I

$

法

采用
VR

,

A+##,'".e*##!

中的微波消解方法!作为标

准对照方法$与同组
P9\

法称取同样重量样品于聚四氟乙

烯的高压消解罐中!加浓
F(;

!

>JO

!静置
&M

后!按微波

消解仪程序分阶段消解%冷却!开罐后为无色或浅黄绿色透

明溶液!用
F(;

!

溶液"

"d,

!

,

#定容至
"#JO

!待测!同时

做空白对照$

$%G

!

原子荧光光谱法分析汞含量

仪器条件'光电倍增管负高压
*@#$

!灯电流
!#J9

!

原子化器温度
*##h

!原子化器高度
@JJ

!载气流量
>##

JO

-

J:7

e"

!屏蔽气流量
"###JO

-

J:7

e"

!读数时间
"#4

!

延迟时间
*4

!重复次数
!

次!注入量
"'#JO

!测量方法为

标准曲线法!读数方式为峰面积法!标准曲线的配制方式为

手工配制$

配置浓度为
#'###

!

#'#*+

!

#'#+#

!

#'"##

!

#'*##

!

#'>##

和
#'@##

"

[

-

O

e"的汞标准系列溶液!测荧光强度!绘制标

准曲线$文中所有汞含量测定值均为干基含量$

*

!

结果与讨论

&%$

!

,19/B288CL<-:9.

#

,L

$试验设计确定各因素的主要效应

WR

试验设计主要用于筛选显著性影响因素(

">

)

!试验设

计及测定结果见表
"

和表
*

$表
*

中
"

!

"*

组的汞提取率

"

0_23612:%73620%DJ031C3

5

!

\QE

#

f

均为
?

个平行茶标样测

定结果的平均值$利用
E:7:26<"+

软件处理数据$

汞提取率
\QE

"

f

#

U

(

P9\

法测得的汞含量),(

E9I

法测得的汞含量)

T"##f

L

$

#'#+

说明因素影响显著!

L

$

#'#"

说明影响高度显

著$其中
<

!

9*

和
/2

这
!

个因素对汞提取率的影响高度显

著!而
W42

和
/E

则影响不显著$其结果用
W6302%

图"见图

"

#表示可以看出!影响汞提取率的因素重要性排序依次为'

<

'

9*

'

/2

$因此!选用
<

!

9*

和
/2

这
!

个因素进一步做响

应面分析!以确定它们的最优水平$

(9@12&

!

,19/B288CL<-:9.A27*

+

.43-8527*

+

.*4*/9.8

D9-*9@12A282-:*.98*3.

"

5_I

#

序号
W42 /2 < 9" 9* /E

汞提取率
"

,

f

" l e l e e e >*'+i"'>

* l l e l e e >#'#i*'#

! e l l e l e ,"'.i"'?

> l e l l e l ?#'@i"'+

+ l l e l l e .*'?i*'#

? l l l e l l @,'#i*'+

. e l l l e l .!'+i"'.

@ e e l l l e ?>'#i"'.

, e e e l l l !@'@i"'"

"# l e e e l l >+'"i"'@

"" e l e e e l !*'.i"',

"* e e e e e e *!'*i"'#

!!"

平均值
i

标准偏差"

J067i/I

#

)*

+

%$

!

,9-283/59-834852789.A9-A*V2A2442/83.

2E8-9/8*3.-98234:2-/<-

6

"

#

_T%TH

#

&%&

!

响应面优化试验设计及结果分析

根据中心组合设计"

107236&1%J

)

%4:20804:

[

7

!

HHI

#原

理!结合
WR

筛选的
!

个显著因素"

/2

!

<

!

9*

#!进行响应面

优化试验!共
*#

组试验$其余非显著因素根据便于操作的原

>>@*
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则!固定取恰当的数值试验'

W42U?J:7

!

/EU!##J

[

$

HHI

设计的因素%水平及结果见表
!

$

(9@12?

!

!27*

+

.9.A-27<18734/2.8-91/3:

0

37*82

A27*

+

.43-;8

!

N9.A'&

"

5_I

#

序号
/2

,

J:7 <

,

h 9*

,

JO

汞提取率
"

,

f

" * ># * >,'#i"'.

* "# ># * +@'.i*'#

! * @# * ?"'+i"',

> "# @# * .+'!i"'+

+ * ># + ?#'?i*'"

? "# ># + .!'+i"'@

. * @# + @"'@i*'#

@ "# @# + ,@'+i"'"

, e#'.*.* ?# !'+ ??'.i"'#

"# "*'.*.* ?# !'+ @@'*i"'*

"" ? *?'!?>" !'+ +"'#i"',

"* ? ,!'?!+, !'+ @!'?i"'+

"! ? ?# #',..! +.'>i"'!

"> ? ?# ?'#**. @@'.i"'!

"+ ? ?# !'+ ,?'@i"'?

"? ? ?# !'+ ,?'.i"'>

". ? ?# !'+ ,+'"i"'+

"@ ? ?# !'+ ,.'"i"'*

", ? ?# !'+ ,+'+i"'#

*# ? ?# !'+ ,.'*i"'"

!!"

平均值
i

标准偏差"

J067i/I

#

*'*'"

!

模型的建立及其显著性检验

以汞提取率为响应值!根据表
!

的试验结果!运用

E:7:26<"+

软件进行回归分析$经过回归拟合后!各试验因

素对响应值的影响可用如下函数表示'

!

@Ue,.',@l+'?@'Cl!'!*Al*.'>@D*e#'>!?'C

*

e

!

#'#!<

*

e!'.,D*

*

l#'#"'CTAl#'#.ATD*

式中'

a

为汞提取率的预测值&

<

!

/2

!

9*

分别为各自的未

编码值$

进一步进行方差分析来验证回归模型及各参数的显著

度$失拟项
L

值为
#'*.*

!大于
#'#+

!表明回归拟合的模型

成立$另外方程中
/2

!

<

!

9*

!

/2

*

!

<

*

!

9*

*

!

/2T<

!

<T9*

对
@

值的影响均高度显著!表明试验因素对响应值的影响不

是简单的线性关系!交互项和二次项同时都有显著影响$

*'*'*

!

汞提取率响应面优化

根据上述回归方程!运用
E:7:26<"+

软件作出响应曲面

图"图
*

#!并对响应面进行优化分析!得到
P9\

法提取汞最

佳工艺条件为'

/2U@'"J:7

!

<U.#'+h

!

9*U>'>JO

&

W42

为
?J:7

!

/E!##J

[

时!汞提取率的理论最大值为

"#!'+f

$

)*

+

%&

!

K27

0

3.727<-49/2753F*.

+

852*.82-9/8*D2

2442/834D9-*9@1273.QK=

"

6

#'

9*678/2

&"

<

#'

9*678<

*'*'!

!

汞提取率的验证试验

采用上述最优提取条件进行超声波辅助提取
VRZ"##"?

汞试验!所得汞提取率为
"##'#f

"见表
>

#!理论预测值与实

测值非常接近!相对偏差
!'+f

!说明得到的二次回归模型

适合本试验!提取条件准确可靠!具有使用价值$

&%?

!

O'Q

法的检出限)准确度)精密度

按
"'>

步骤绘制的标准曲线!回归方程为
4

U"*.+'**A

e"?'!.

!相关系数
/U#',,,+

!线性范围在
#

!

+

"

[

-

O

e"

!

测得检出限"

&:J:2%D802012:%7

!

O;I

#为
#'##.@

"

[

-

O

e"

$

"

O;IU!4

-

J

e"

!其中
+

为连续
""

次全程序空白试验的标

准偏差!

\

为标准曲线的斜率#$从表
>

数据分析显示'

VRZ"##"?

茶叶!平行测定
?

次!测定值与标准值符合良好!

测定值的相对标准偏差为
.'.f

$应用本方法对样品进行加

标回收实验!回收率在
,>'*f

!

"#*'#f

$本法重现性较好!

精密度理想$

!

(9@12G

!

!282-:*.98*3.34:2-/<-

6

*.789.A9-A-242-2./2:982-*917829129D27

"

SLU$TT$I

#"

&

+

-

B

+

$̂

#"

5_I

#

元素 标准值
E9I

测定值" 相对误差,
f

P9\

测定值" 相对误差,
f

实测汞提取率,
f

汞
!'@i#'@ !',i#'> *'? !',i#'! *'? "##'#

!!"

平均值
i

标准偏差"

J067i/I

#

&%G

!
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