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为实现海水亚硝酸盐的快速检测!使测量过程更适用于在线监测!对前期已有的顺序注射分析技

术进行了优化!结合自主研制的
`

型高灵敏度液芯波导样品池和多适应环管器!基于分光光度检测方法!在

不完全显色反应的基础上!建立了一种海水亚硝酸盐快速全自动检测方法"进样技术中高精度注射泵与多

通道选择阀配合!顺序吸入样品和试剂至储液盘管后!再反推至混合盘管!期间发生不完全显色反应!并最

终由注射泵将显色混合溶液缓推过
`

型液芯波导样品池!同步流动检测溶液吸光度变化!结合朗伯比尔定

律最终获取待测亚硝酸盐溶液浓度"为达到稳定且快速分析的目的!分析了测量方法中几个关键参数!如不

完全显色反应时间%检测时流速和盐度对测量结果的影响!寻求最佳的技术及参数组合"不完全显色反应研

究结果表明!在
5*

!

,*'

显色时间范围内!吸光度检测结果的相对标准误差&

c"&

'均不超过
5/,84

!说明

5*

!

,*'

的显色时间对本方法无影响!因此选择
5*'

作为快速检测方法的显色反应时间"通过对不同流速情

况下样品检测结果的分析发现!流速过快会导致检测不稳定!过慢则不利于快速分析!选择吸光度测量较为

稳定的
5*

!

55/,

!

5!

和
5)

%

:

0

'

f5四个流速!对测量结果的稳定性和重复性进行分析!结果表明!上述四个

流速下的线性效果都很好!因此!选择最快的
5)

%

:

0

'

f5作为该方法的检测流速"为验证该方法对盐度的敏

感性!以适应淡水和大范围海水为出发点!研究分析了
*

!
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盐度范围内!三种不同浓度&
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!
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f5

'亚硝酸盐溶液的吸光度变化情况!得到的
c"&

分别为
5/!(4

!

3/*!4

和
5/3.4

!证明盐度对本方

法的吸光度测量基本无影响"对
.*

!

5)*

和
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f5亚硝酸盐标准溶液平行测定
55

次得到的
c"&

分别

为
3/5!4

!

5/*04

和
5/.!4

!说明本方法精密度较好"通过对空白样品进行
5*

次平行样测量!计算得到本

方法检出限为
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'"为验证本方法的可信度!利用该快速检测方法和4海洋调查

规范5标准测量方法对同一批次亚硝酸盐标准溶液制作标准曲线!二者的
$

3 均大于
*/(((

!对同一浓度样品

两种方法得到的测量结果数据拟合线性回归方程为
.

l5/*8,5!f*/**)0

!

$

3

l*/(((,

!说明两种检测方

法结果高度一致!更进一步验证了该研究快速测量方法的可行性和可靠性"亚硝酸盐快速检测方法测样速

率高达
)*

样0

<

f5

!与传统的人工检测和流动注射分析方法相比!亚硝酸盐的测量耗时从十几分钟缩短到
5

2#1

左右!检测分析过程中样品和试剂消耗量极少!测量过程重复性好!整个测量过程全自动进行!操作更

为简单智能!避免了人工介入带来的误差!使得基于分光光度的营养盐要素在线及原位检测系统更加小巧%

快速和低耗!更适用于现场在线及长时间序列监测!具有很广的应用范围和较好的应用前景"
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海洋氮循环在海洋生物和化学研究中起着至关重要的作

用(

5$!

)

"亚硝酸盐作为氮循环中铵盐和硝酸盐的重要中间

物(

!$8

)

!是衡量海水富营养化%评价水质质量的重要指标之

一!对海洋氮循环和生态环境等问题的研究具有重要意

义(

)

)

!因此亚硝酸盐的有效快速分析对近岸水质预警预告及



海洋氮循环研究至关重要"

传统的海水营养盐检测是基于4海洋调查规范5中的人工

操作方法(

,

)

"该方法需要将海水贮存起来!然后在实验室进

行人工测定!样品易污染%测量时间长!难以适用于长时间

序列预警监测及深远海氮循环研究"随着海洋环境监测技术

要求的提高!海水营养盐检测正逐步从实验室向现场在线全

自动化方向转移"流动分析技术的出现和发展从根本上推动

了这一转移过程!从而实现样品预处理的自动化%微型化!

极大地提高了整个分析过程的效率和可靠性!降低样品污染

风险和试剂消耗(

0

)

"近些年来!一些科研人员利用流动注射

分析技术&
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\TQ

'对海水营养盐的检测

进行了研究"林坤宁等(

.

)基于自主研发的无阀连续流动分析

系统建立了一种快速的海水硝酸盐检测方法"

\61
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等(

(

)等

采用反向流动注射分析技术&
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A\TQ

'和分光光度法!用
52

的液芯波导&

:-;;

'作为样品

池!研发了海水硝酸盐和亚硝酸盐同步测量系统"

QKEA1@BE

等(

5*

)利用
\TQ

和
:-;;

研制了可测量寡营养海域痕量硝酸

盐及磷酸盐检测设备,,,
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)等采用
\TQ

和分光光度法!对

海水%河口和淡水水体中的硝酸盐进行了测量"流动注射分

析技术基于蠕动泵和电磁阀!系统体积较大%仪器结构及工

作控制过程复杂%样品和试剂的物化混合均匀度和重复性

差%试剂及样品消耗量大"

在流动注射分析基础上发展起来的顺序注射分析&
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)相比流动注射分析具有集

成度高%流动管路少%试剂消耗少及可控度高等优点"目前

国外已有基于
"TQ

的海水营养盐商业化仪器和分析系统!如

OA661C

I

6'

公司
CJE:Q̂ TT

和
RF:Q̂

多通道原位营养盐分

析仪以及
C1b#AE_6J<

公司的
RQ"$!>

原位营养盐分析仪!

但国内对于此方面的研究较少"有研究以
"TQ

和分光光度法

研制了海水硝酸盐*亚硝酸盐原位快速测量仪!在实现原位

测量的同时!测量时间缩短至
82#1

"韩双来等(

5!

)针对环境

监测领域!研制了一种基于
"TQ

的总氮在线分析仪"此分析

仪检测单元简单%生产成本低%测量精度高%试剂消耗和废

液产生量少!适合于环境监测等领域的长时间在线分析"

本工作参考前期对顺序注射进样技术和海水营养盐检测

方法的研究(

58

)

!以提高仪器的集成度!提升营养盐检测速度

为最终目标!优化了顺序注射分析系统!以分光光度法为检

测手段!通过分析不完全显色反应时间%流动检测速度和海

水盐度等参数对检测的影响!在确保数据可靠性的前提下将

检测时间控制到最短&

0*'

'!样品和试剂用量控制到最少&不

超过
52:

'"利用本方法得到的亚硝酸盐检测精密度较高!

不超过
3/)4

"
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!

实验部分

J,J

!

仪器与试剂

进样及检测系统采用的设备如下#
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卤钨光源&美国
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公司'$
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注射泵%

?79.

通道选择阀和
D

型阀&美国
L@2#GBE1

公

司'$夹管阀&美国
ĈTMR

公司'$内径
*/.229_\C

管路和

内径
5

*

5,

英寸硅胶管&中国润泽流体'$自主研发的
!&

打印

环管器$自主研发的
`

型液芯波导样品池&光程长
,J2

'$数

据采集和进样软件采用自主编写的自动进样及检测软件"

研究所用试剂均来自广州化学试剂厂!均为分析纯"实

验用水均为超纯水&电阻率
%
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'"盐酸溶液#量取
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的
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f5浓盐酸稀释至
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"磺胺溶液#

3/)

=

对氨基苯磺酰胺&

RL

3

"M

3

;

,

L

8

RL

3

'溶于
50)2:

上述盐

酸溶液!稀释至
3)*2:

"盐萘溶液#

*/3)

=

5$

奈替乙二胺二

盐酸盐(

;

5*

L

0

RL;L

3

;L

3

RL

3

&

3L;G

')稀释至
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"亚

硝酸盐标准贮备溶液#

1

&
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3f

'

l5/***2

=
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f5

"亚硝酸

盐标准使用溶液#

1

&
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3f

'
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!取
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上

述亚硝酸盐标准贮备溶液稀释至
5**2:

"
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!

方法

检测原理为分光光度法!理论基础为朗伯比尔定律!即

一束单色光通过溶液后!溶液的吸光度与被测物质的浓度和

液层厚度的乘积成正比(

5)

)

"表达式为

O

'

G

=

G

*

G

9

'%

41

式中#

O

为溶液吸光度$

G

*

为入射光强$

G

9

为透射光强$

%

为

溶液的摩尔吸收系数$

4

为液层厚度&单位#

J2

'!研究中为

光程长度$

1

为样品浓度"其中!

%

和
4

为常数"

亚硝酸盐检测方法采用重氮偶氮法!即将水样在酸性介

质中与显色试剂磺胺和盐酸萘乙二胺混合!生成红色偶氮染

料!于
)8!12

波长处进行分光光度检测"

基于顺序注射分析的亚硝酸盐进样及分光检测系统基本

结构如图
5

所示"自动进样系统由夹管阀%

D

型选择阀%高

精度注射泵%多通道选择阀&多通阀'%储液盘管和混合盘管

组成!其中储液盘管和混合盘管均通过自主研发的环管器环

绕
9_\C

管路而成"分光光度检测系统主要由光源%

`

型液

芯波导样品池和光谱仪构成"开始进样前!首先启动夹管阀

和注射泵吸入空气排空管路!然后通过注射泵和多通阀配合

以较快速度顺序吸取水样和试剂到储液盘管中!此后利用注

射泵将储液盘管中的溶液按照一定速度推入反应盘管!再将

反应盘管中的混合液缓推经
`

型液芯波导样品池排出"在混

合溶液流经样品池时同步启动光谱仪按照一定频率对流动中

图
J

!

基于顺序注射分析的亚硝酸盐

快速检测系统流路图
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的混合溶液进行吸光度检测"

!!

快速检测原理基于样品的不完全显色反应"图
5

所示系

统中!多通阀和注射泵配合工作!按照一定顺序和体积吸入

样品和试剂到储液盘管后再将其反推入反应盘管!最后将其

缓推流经样品池进行检测"在这一过程中!样品和试剂区带

之间由于径向扩散和轴向对流作用而互相穿透引起相互渗透

和混合!形成反应产物溶液堆栈区带(

5,

)

!如图
3

&

@

'所示"图

3

&

X

'和&

J

'所示为堆栈区带缓慢流经样品池时获取显色渐变

的混合反应产物
9

的光谱情况和特征波段的吸光度变化"

图
K

!

2

"

!

顺序注射分析的混合过程

c

#试剂$

"

#水样$

9

#混合产物

*#

+

,K

&

2

'

!

=#V#6
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13/.''34"IE

c

#
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=

61B

$

"

#

"@2

W

G6

$

9

#

9AEKFJB

图
K

!

>

"

!

实验获取显色渐变混合产物特征波段光谱数据

*#

+

,K

&

>

'

!

"
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+

12C#.60/51383

+

.6#/1.2/0#36

图
K

!

/

"

!

与图
K

!

>

"对应的显色渐变混合产物吸光度变化
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/

'
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E>'31>26/./526
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/51383

+

.6#/1.2/0#36

!

!

结果与讨论

L,J

!

亚硝酸盐检测参数的优化

实验在室温下进行!样品和试剂的进样速度均保持为

5**

%

:

0

'

f5

!水样%磺胺溶液和盐萘溶液的体积比例为
8*m

5m5

!优化实验的样品采用
3**

%

=

0

:

f5的亚硝酸盐试样"

储液盘管和反应盘管长度分别为
3/5

和
5/,2

!内径均为

*/.22

"分析过程中!为实现不完全反应条件下样品的最优

化快速测量!对直接影响测量速度和精度的进样速度%显色

反应时间进行最优化测试和选取!进样速度%进样量%显色

反应时间及流动检测速度等关键参数均可通过软件进行调

节"所有样品至少测定
!

次"

!/5/5

!

不完全显色反应时间

注射泵将储液盘管中的样品和试剂按照一定速度从储液

盘管推至反应盘管的过程中!样品和试剂发生显色反应"不

同的推进速度下!样品和试剂的物理混合和显色反应时间均

不同!形成显色渐变的反应产物溶液堆栈区带吸光度也不相

同"保持样品和试剂浓度不变!流动检测速度为
5*

%

:

0

'

f5

!分析不同显色时间对吸光度的影响"

图
!

&

@

'为显色时间在
5*

!

5)

!

!*

!

!)

!

8*

!

8,

!

)*

!

))

和

,*'

的情况下吸光度随时间的变化结果!图
!

&

X

'为上述不同

显色时间下吸光度处理结果"可以看出!显色时间从
5*'

到

,*'

的变化过程中!吸光度的相对标准误差&

c"&

'为

5/,84

!基本无变化"因此!在确保测量精度的前提下!为

图
L

!

2

"

!

不同显色时间下吸光度随时间的变化

*#

+

,L

&

2

'

!

E>'31>26/./526

+

.'B#050#8.34

C#44.1.608#V#6

+

0#8.

图
L

!

>

"

!

不同显色时间对吸光度的影响

*#

+

,L

&

>

'

!
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+
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达到快速检测的目的!选择
5*'

作为系统的显色时间"

!/5/3

!

检测时的流速

在混合溶液流经样品池的过程中!需要对其进行流动过

程中的光谱检测"图
8

为不同检测流速下吸光度的检测效

果"可以看出!流速过快会造成检测的不稳定"因此!为达

到稳定且快速检测的目的!选择
5*

!

55/,

!

5!

和
5)

%

:

0

'

f5

进行流速分析"在上述流速下!对浓度梯度为
*

!

)*

!

5**

!

5)*

!

3**

!

3)*

!

!**

和
!)*

%

=

0

:

f5的亚硝酸盐标准溶液进

行测量!分析不同检测流速时的测量效果"表
5

为不同流速

下标准溶液的标准工作曲线%

$

3 和
c?"C

"由表
5

可以看

出!各流速下标准工作曲线线性效果都很好!为最大限度的

缩短检测时间!选择
5)

%

:

0

'

f5的流速作为检测速度"

图
N

!

不同流速下的吸光度检测效果

*#

+

,N

!

E>'31>26/.C.0./0#36.44./020C#44.1.60473B'

-

..C

表
J

!

各流速下的标准曲线及相关性

;2>7.J

!

"026C21C/A1M..

b

A20#3626C/311.720#36

20C#44.1.60473B'

-

..C

流速*&

%

:

0

'

f5

' 方程
$

3

c?"C

5)

.

l*/3!3(!j*/***( */(((, */**3)

5!

.

l*/3!0!!j*/*5*! */(((8 */**3.

55/,

.

l*/3,.0!f*/**,. */(((8 */**!*

5*

.

l*/3!(*!j*/**)) */((0( */**))

L,K

!

测量效果

!/3/5

!

盐度的影响

为研究盐度对本快速测量方法的影响!配置盐度为
*

!

)

!

5*

!

5)

!

3*

!

3)

!

!*

!

!)

的人工海水!以上述盐度的人工

海水作为基底!配置浓度为
5)*

!

3)*

和
!)*

%

=

0

:

f5的亚硝

图
O

!

2

"

!

不同盐度下三种不同浓度亚硝酸盐

标准溶液吸光度随时间的变化

*#

+

,O

&

2

'

!

E>'31>26/./526

+

.'B#050#8.34051../36/.60120#36'34

6#01#0.'026C21C'37A0#36#6C#44.1.60'27#6#0

G

酸盐标准溶液"图
)

&

@

'所示为不同盐度下!浓度分别为
5)*

!

3)*

和
!)*

%

=

0

:

f5亚硝酸盐标准溶液不完全显色条件下吸

光度变化!图
)

&

X

'为上述标准溶液吸光度随盐度的变化图"

表
3

所列为不同盐度下上述各浓度亚硝酸盐溶液吸光度值及

c"&

"由图
)

&

X

'及表
3

可以看出!盐度对所使用的快速检测

方法基本没有影响!由此可以推断该本方法可适用于湖泊%

江河及海水等不同水体中亚硝酸盐的高精度快速分析"

图
O

!

>

"

!

不同盐度对吸光度的影响

*#

+

,O

&

>

'

!

E>'31>26/./526

+

.'B#05C#44.1.60'27#6#0

G

表
K

!

不同盐度下各浓度亚硝酸盐标准溶液吸光度和
@"&

;2>7.K

!

E>'31>26/.26C@"&34C#44.1.60/36/.60120#3634

6#01#0.'026C21C'37A0#36#6C#44.1.60'27#6#0

G

盐度
浓度*&

%

=

0

:

f5

'

5)* 3)* !)*

* 5/*** 5/!,! 5/(55

) */((3 5/8*5 5/(30

5* 5/*55 5/!8. 5/(03

5) 5/**3 5/838 5/(58

3* 5/*5* 5/!)8 5/()!

3) */(0* 5/8*) 5/(83

!* 5/**8 5/8*, 5/.(,

!) */(., 5/!(, 5/(!8

c"&

*

4 5/!( 3/*! 5/3.

!/3/3

!

精密度!测样速率和检出限

对
.*

!

5)*

和
3)*

%

=

0

:

f5的亚硝酸盐标准溶液分别平

图
!

!

不同浓度亚硝酸盐标准溶液平行样

测量吸光度随时间的变化

*#

+

,!

!

E>'31>26/./526

+

.'B#050#8.34C#44.1.60

6#01#0.'026C21C'37A0#36

-
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-
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行测定
55

次!其吸光度测量结果如图
,

所示"不同浓度下的

吸光度及其标准差和
c"&

如表
!

所示"可以看出!此快速检

测方法测量精密度较好"

表
L

!

各浓度平行样测量吸光度值

;2>7.L

!

(21277.7'28

-

7.'2>'31>26/.34C#44.1.60

6#01#0.'026C21C'37A0#36

次数
浓度*&

%

=

0

:

f5

'

.* 5)* 3)*

5 */8)8 */((! 5/!!8

3 */8,3 */(.8 5/!03

! */80) */(,8 5/!,,

8 */8,, */((. 5/!,5

) */800 */((( 5/!.!

, */808 */((! 5/!*8

0 */80* 5/**! 5/!5)

. */8,5 */((* 5/!).

( */8,0 */(.. 5/!85

5* */8). */((, 5/!)0

55 */888 */((8 5/!,,

标准差
*/**(( */*5*, */*380

c"&

*

4 3/5! 5/*0 5/.!

!!

每一次样品测量从开始进样到测量结束仅需要
0*'

左

右!测样速率高达
)*

样0

<

f5

"对空白样品平行测量
5*

次!

以空白检测值的标准偏差
!

倍除以标准曲线斜率为检出限!

在光程为
,J2

时!计算得到本方法检出限为
!0

%

=

0

:

f5

&约

*/)

%

2EG

0

:

f5

'"

L,L

!

方法的验证

将此亚硝酸盐快速检测方法与4海洋调查规范5中亚硝酸

盐测定方法&采用
96A]#1CG26A

公司的
:@2XK@,)*'

紫外*可

见光分光光度计'进行对比以验证方法的可靠性和准确性"

标准曲线均采用浓度为
*

!

)*

!

5**

!

5)*

!

3**

!

3)*

!

!**

和

!)*

%

=

0

:

f5的亚硝酸盐标准溶液测定!两种方法&方法
5

为

4海洋调查规范5中的亚硝酸盐测定方法!方法
3

为本文的快

速检测方法!下同'得到的标准曲线分别为
.

l*/3!5*!f

*/**5!

&

$

3

l*/(((.

!

c?"Cl*/**50

'和
.

l*/30*8!f

*/*!*3

&

$

3

l*/(((0

!

c?"Cl*/**3*

'"利用两种方法对

不同浓度的亚硝酸盐溶液进行比测!结果如表
8

所示"图
0

为两种方法得到的浓度进行线性拟合的结果!可以看出!两

种检测方法结果基本相同"

图
9

!

方法
J

与方法
K

测量结果比较

*#

+

,9

!

@.'A70'/38

-

21#'36348.053CJ26C8.053CK

表
N

!

两种方法下不同浓度亚硝酸盐标准溶液测量结果

;2>7.N

!

=.2'A1.8.601.'A70'34C#44.1.606#01#0.

'026C21C'37A0#36B#050B3C#44.1.608.053C'

浓度*&

2

=

0

:

f5

'

测量值

方法
5

测量值 方法
3

测量值

*/*. */*.** */*0(3

*/5! */53(5 */53(,

*/5. */5.*3 */5.30

*/3! */3!58 */3!30

*/3. */308, */3.33

*/!! */!38( */!!,*

8

!

结
!

论

!!

建立了一种基于顺序注射分析的海水亚硝酸盐分光光度

快速检测方法"该方法流路简单%体积小%试剂消耗少!且

不受盐度影响"在对不完全显色反应的时间%流动检测的流

速进行优化后!整个检测过程耗时缩短至约
0*'

!测量速率

高达
)*

样0

<

f5

"该方法精密度高&不超过
3/)4

'!测量误

差小!光程为
,J2

时其检测下限可达
*/)

%

2EG

0

:

f5

"与传

统4海洋调查规范5中的测定方法相比!测量结果高度一致!

亚硝酸盐的测量耗时从十几分钟缩短到
52#1

左右!微流量

管路使得整个检测分析过程样品和试剂消耗量极少!整个测

量过程全自动进行!避免了人工介入带来的误差!使得采用

分光光度法营养盐要素在线及原位检测系统更加小巧%快速

和低耗"
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