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检测分析

靛酚蓝分光光度法测定高浓度氨氮的低吸光度

反常分析

吴宁安，王瑞瑞，刘金利，房维洁，杜　川
（清华大学 天津高端装备研究院，天津　３００３０４）

［摘　要］　目前靛酚蓝分光光度法的研究与应用多集中于氨浓度１μｇ／ｍＬ左右的测试，而实际生产活
动中，涉及氨氮生产、氨氮固废处理的场所氨氮浓度较高，使用该方法测试时易存在检测误差。本文采

用靛酚蓝分光光度法测定不同氨浓度溶液的氨氮吸光度，发现在０～１００００μｇ／ｍＬ的氨浓度范围内，吸
光度先增加后降低：当氨浓度为０～１００μｇ／ｍＬ时，氨含量与吸光度呈线型正相关；当氨浓度为０～
３００μｇ／ｍＬ时，氨含量与吸光度呈线型正相关，曲线斜率降低；当氨浓度为３００～７００μｇ／ｍＬ时，氨含
量与吸光度仍呈正相关，但斜率进一步降低；当氨浓度为７００～１００００μｇ／ｍＬ时，氨含量与吸光度呈负
相关，且随着氨浓度的增加，氨反应量出现降低现象；进一步，发现１００００μｇ／ｍＬ高氨浓度时氨反应量
甚至低于氨浓度为０５０μｇ／ｍＬ时。通过进行分析和试验研究，推测出上述反常现象原因：当氨浓度过
高时，亚硝基铁氰化钠一方面会使反应转化率降低，另一方面，过量的氯胺可能会与亚硝基铁氰化钠的

氰基发生化学反应，导致催化剂失活，进而影响催化反应活性。
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０　引言
１９１８年，德国化学家弗里茨·哈伯使用氮气和

氢气的混合气体为原料，在高温、高压和催化剂存在

条件下合成了氨气，在 ＢＡＳＦ公司的工程师博施的
协作下，实现了氨气的工业化生产，这种人工固氮技

术被后世称之为哈伯－博施法［１］。氮肥的大量使用

大大提升了农作物的产量，有效缓解了人口激增导

致的粮食危机［２］。此外，氨气作为化工原料，广泛

应用于硝酸、铵盐等产品的合成［３］，同时，还被应用

于储氢材料、清洁燃料和冷冻液等行业［１］。然而，

氨氮和铵盐极易溶于水中，侵入环境水体中的高浓

度氨氮和铵盐可导致水体富营养化，致使藻类等浮

游生物大量繁殖，进而死亡的浮游生物不断被好氧

菌和厌氧菌分解，消耗水中的溶解氧，产生恶臭物

质，严重破坏了水生生态系统［４］。同时，水体中的

铵盐可被氧化成硝酸盐和亚硝酸盐，这２种致癌物
会对人的身体健康造成严重影响。另外，氨气具有

强烈的刺激性气味，仅仅００５‰ ～０１‰体积浓度
的氨气就会灼伤人的眼睛、皮肤，危害人的呼吸系

统［５］。

氨氮和铵盐的控制和检测受到了人们广泛的关

注，包括中国、英国、美国、澳大利亚在内的众多国家

制定了针对氨氮和铵盐排放的相关标准。其中，相

关的检测方法包括靛酚蓝分光光度法［６］、纳氏试剂
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分光光度法［７］、荧光分析法［８］、离子选择电极法［９］、

气敏电极法［４］、离子色谱法［１０］、生物酶检测法［１１］

等。分光光度法以其低廉的检测成本、便捷的操作

流程而得到广泛应用，其中以靛酚蓝分光光度法和

纳氏试剂分光光度法最为常见。纳氏试剂分光光度

法利用纳氏试剂与氨溶液发生化学反应生成黄色化

合物，这种黄色化合物溶液的吸光度与氨浓度成正

比［７］。纳氏试剂分光光度法具有操作简便，快捷等

优点，但是纳氏试剂分光光度法在检测过程中使用

了剧毒物质ＨｇＣｌ２或ＨｇＩ２，存在安全风险，因此纳氏
试剂分光光度法的应用受到了一定程度的限制［１２］。

１８５９年，Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ等［１３］将氨、苯酚和次氯酸盐

相混合发生了化学反应，生成了一种蓝绿色化合物。

在此Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ反应过程中，氨在碱性条件下与次氯
酸盐反应生成氯胺，然后氯胺与苯酚反应生成蓝绿

色化合物，生成化合物的色度与氨的浓度成正

比［４］，可据此用来检测氨氮成分。但是由于苯酚有

很强的毒性，人们使用水杨酸、百里香酚、１萘酚、愈
创木酚和邻氯苯酚等进行了替换，其中以水杨酸的

应用较为广泛。另外，Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ反应耗时较长，人们
在此反应体系中加入亚硝基铁氰化钠作为催化剂，

极大地加快了反应速率［１４］。靛酚蓝分光光度法是

基于Ｂｅｒｔｈｅｌｏｔ反应而建立的检测氨氮和铵盐的基本
方法，被广泛应用于水和空气中氨氮和铵盐的检

测［１３］。然而，目前靛酚蓝分光光度法的研究与应用

多集中于配制成氨浓度低于１μｇ／ｍＬ的溶液进行
测试［６－７，１５－１６］，而在实际生产活动中，特别是涉及

氨氮生产、氨氮固废处理的场所，氨氮浓度较高，使

用靛酚蓝分光光度法测试时易存在检测误差，因此，

针对高浓度氨氮溶液的靛酚蓝分光光度法进行检测

分析对于实际生产活动具有一定的参考价值。本文

使用靛酚蓝分光光度法对配制的一系列不同氨浓度

（００５～１００μｇ／ｍＬ）溶液进行吸光度测试，发现了
高氨浓度情况下的低吸光度反常现象，并进行了分

析研究，同时对此催化反应机理进行了推测。

１　试验部分
１１　仪器与试剂

试验仪器：紫外可见分光光度计，上海仪电分析

仪器有限公司；分析天平，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ；ｐＨ计，上
海仪电科学仪器有限公司；１５立方密封舱，天津中
科锦析科技有限公司；空气采样器，盐城市紫光电子

仪器有限公司。

试剂：硫酸，分析纯，福晨（天津）化学试剂有限

公司；水杨酸，分析纯，福晨（天津）化学试剂有限公

司；柠檬酸钠，分析纯，天津市恒兴化学试剂制造有

限公司；氢氧化钠，分析纯，天津市风船化学试剂科

技有限公司；亚硝基铁氰化钠，分析纯，福晨（天津）

化学试剂有限公司；氨水，分析纯，２５％～２８％，上海
麦克林生化科技有限公司；氯化铵，优级纯，福晨

（天津）化学试剂有限公司。

１２　试验方法
１２１　标准曲线的绘制

按照 ＧＢ／Ｔ１８２０４２—２０１４［６］ 配 制 吸 收 液
（ｃ（Ｈ２ＳＯ４）＝０００５ｍｏｌ／Ｌ）、水杨酸溶液（５０ｇ／Ｌ）、
亚硝基铁氰化钠溶液（１０ｇ／Ｌ）、次氯酸钠溶液
（００５ｍｏｌ／Ｌ）、氨标准溶液（１００ｍｇ／Ｌ），然后分别
吸取 ０００、０５０ｍＬ、１００ｍＬ、３００ｍＬ、５００ｍＬ、
７００ｍＬ和１０００ｍＬ氨标准溶液于具塞比色管中，
加吸收液至１０ｍＬ，各具塞比色管中氨浓度分别为：
０、００５ μｇ／ｍＬ、０１０ μｇ／ｍＬ、０３０ μｇ／ｍＬ、
０５０μｇ／ｍＬ、０７０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ，即氨含量
分别为：０、０５０μｇ、１００μｇ、３００μｇ、５００μｇ、
７００μｇ和１０００μｇ。然后分别加入０５ｍＬ水杨酸
溶液、０１ｍＬ亚硝基铁氰化钠溶液和０１ｍＬ次氯
酸钠溶液，混匀后室温放置６０ｍｉｎ，使用１０ｍｍ比色
皿，在６９７５ｎｍ处，使用纯水作为参比，测定各具塞
比色管中溶液的吸光度。然后以氨含量为横坐标，

吸光度为纵坐标，绘制标准曲线。

１２２　样品测定
将一定量的氯化铵经过１０５℃干燥６０ｍｉｎ，称

取３１４２ｇ，使用少量纯水溶解后倒入１００ｍＬ容量
瓶中，然后使用吸收液稀释至刻度，此溶液氨浓度为

１０００ｍｇ／ｍＬ，然后用吸收液将其稀释成氨含量
１００００μｇ／ｍＬ的溶液。进一步，将溶液用吸收液稀
释成氨浓度范围为 ３００～１００００μｇ／ｍＬ的溶液。
分别取１０００ｍＬ氨溶液倒入各具塞比色管中，在其
中分别加入水杨酸溶液０５０ｍＬ或１００ｍＬ、亚硝基
铁氰化钠溶液 ０１０～０５０ｍＬ、次氯酸钠溶液
０１０ｍＬ或 ０２０ｍＬ。将各溶液混匀后室温放置
６０ｍｉｎ，使用１０ｍｍ比色皿，在６９７５ｎｍ处，使用纯
水作为参比，测定各具塞比色管中溶液的吸光度，然

后使用标准曲线计算氨反应量。使用 ｐＨ计测试溶
液的ｐＨ值。
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分别称取３５０ｇ氨水倒入５００ｍＬ烧杯中，用纯
水稀释至１００ｍＬ，然后将绑有医用脱脂纱布的玻璃
棒直立放入烧杯中，再将烧杯放入１５立方密封舱
中，开启风扇搅拌６０ｓ后关闭风扇，密封放置２４ｈ。
使用装有 １０００ｍＬ吸收液的气泡吸收管，以
０５Ｌ／ｍｉｎ的抽气速率采样０２５～２００Ｌ，使用靛酚
蓝分光光度法检测溶液吸光度，再使用标准曲线计

算氨反应量。

２　结果与讨论
２１　标准曲线的绘制

图１为氨含量－吸光度关系图，从图中可以看出
在氨含量０～１０００００μｇ时，即在０～１００００μｇ／ｍＬ
的氨浓度范围内，随着氨含量的增加，吸光度先增加

后降低。当具塞比色皿中氨含量为 ０～１０００μｇ
时，即氨浓度在０～１００μｇ／ｍＬ范围内，氨含量与吸
光度呈线性正相关，标准曲线斜率为００８２７７（标准
曲线：ｙ＝００８２７７ｘ＋００２９８３），符合 ＧＢ／Ｔ
１８２０４２—２０１４中 规 定 的 标 准 曲 线 斜 率 范 围
（０００８１±０００３）［６，１７］，此曲线的吸光度与靛酚蓝
浓度即氨反应量有关，因此可用此标准曲线计算各

氨浓度下的氨反应率；当具塞比色皿中氨含量为０～
３０００μｇ时，即氨浓度在０～３００μｇ／ｍＬ范围内，即
氨含量与吸光度仍然呈线性正相关，标准曲线斜率

有所降低，为００７６４５，与 ＧＢ／Ｔ１８２０４２—２０１４中
规定的标准曲线斜率范围（０００８１±０００３）较为接
近。因此当氨浓度在０～３００μｇ／ｍＬ范围内时，可
认为氨已经基本完全反应生成靛酚蓝。

当具塞比色皿中氨含量为３０００～７０００μｇ，即
氨浓度为３００～７００μｇ／ｍＬ时，氨含量与吸光度仍
呈正相关，但斜率进一步降低，为００２８０，这表明溶
液中的氨未反应完全。当具塞比色皿中氨含量为

７０００～１０００００μｇ，即氨浓度为７００～１００００μｇ／ｍＬ
时，氨含量与吸光度呈负相关。即其他条件不变的

情况下，随着氨含量的增加，氨反应量不但没有增加

或者保持不变，反而出现反常的降低现象。甚至当

氨浓度为１００００μｇ／ｍＬ时的吸光度（０３８８）低于
氨浓度为０５μｇ／ｍＬ时的吸光度（０４２９），这表明
高浓度的氨溶液中氨的反应受到了抑制。

图２为１０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ氨浓度时的氨
反应率对比图，从图中可以看出在第 １ｈ时，
１０μｇ／ｍＬ氨溶液的氨反应率为３１７％，即当具塞比

图１　氨含量－吸光度关系
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｄｉａｇｒａｍｏｆ

ａｍｍｏｎｉａａｂｓｏｒｂａｎｃｅ
　

图２　１０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ氨溶液的
氨反应率对比

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ
１０μｇ／ｍＬａｎｄ１００μｇ／ｍＬａｍｍｏｎｉａｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

　

色皿中氨含量为 １００μｇ时，氨反应量为 ３１７μｇ。
而１００μｇ／ｍＬ氨溶液的氨反应率为０４３３％，即当
具塞比色皿中氨含量为 １０００μｇ时，氨反应量为
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４３３μｇ，远低于 １０ｇ／ｍＬ氨溶液的反应量。表明
１００μｇ／ｍＬ氨溶液的氨反应速率降低，氨反应受到
抑制。１０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬ氨溶液随着反应时
间的延长，其氨反应率也随之增加，第５ｈ相对于第
１ｈ时的氨反应量增加率分别为１４３％、８９３％，表
明１００μｇ／ｍＬ高浓度氨溶液在第１ｈ时氨反应受到
抑制的程度要高于１０μｇ／ｍＬ的氨溶液。高浓度氨
溶液的氨反应受到抑制的原因可能是氨过多加入对

水杨酸、亚硝基铁氰化钠、次氯酸钠或者 ｐＨ值产生
了影响。

２２　不同条件下的氨反应率
图３为不同条件下１００μｇ／ｍＬ氨溶液的氨反应

率、ｐＨ值关系对比图。图中样品水杨酸＋亚硝基铁
氰化钠 ＋次氯酸钠添加量分别为 １＃：０５ｍＬ＋
０１ｍＬ＋０１ｍＬ；２＃：１０ｍＬ＋０１ｍＬ＋０１ｍＬ；３＃：
０５ｍＬ＋０２ｍＬ＋０１ｍＬ；４＃：０５ｍＬ＋０１ｍＬ＋
０２ｍＬ；５＃：１０ｍＬ＋０２ｍＬ＋０１ｍＬ；６＃：０５ｍＬ＋
０２ｍＬ＋０２ｍＬ；７＃：１０ｍＬ＋０１ｍＬ＋０２ｍＬ；８＃：
１０ｍＬ＋０２ｍＬ＋０２ｍＬ。

图３　不同条件１００ｇ／ｍＬ氨溶液的氨反应率、
ｐＨ值关系对比

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄ
ｐＨｏｆ１００μｇ／ｍＬａｍｍｏｎｉａｓｏｌｕｔｉｏｎｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　

从图３可以看出，各不同条件下１００μｇ／ｍＬ氨
溶液的 ｐＨ 值在 １２５０左右，而在氨浓度为
１００μｇ／ｍＬ时的ｐＨ值为１２５３，各浓度溶液体系的
ｐＨ值基本相同，可见ｐＨ值对此低吸光度反常现象
的影响较小。

当水杨酸添加量分别为０５ｍＬ、１０ｍＬ，亚硝
基铁氰化钠 ＋次氯酸钠的添加量分别取０１ｍＬ＋

０１ｍＬ、０２ｍＬ＋０１ｍＬ、０１ｍＬ＋０２ｍＬ、０２ｍＬ
＋０２ｍＬ时，氨反应量增加率分别为：３１６％、
３５６％、２４７％、１１４％，平均增加率为２５８％。当
亚硝基铁氰化钠添加量分别为０１ｍＬ、０２ｍＬ，水
杨酸＋次氯酸钠的添加量分别取０５ｍＬ＋０１ｍＬ、
１０ｍＬ＋０１ｍＬ、０５ｍＬ＋０２ｍＬ、１０ｍＬ＋０２ｍＬ
时，氨反应量增加率分别为：１４７５％、１５５１％、
１４１９％、１１６１％，平均增加率为１４０２％。当次氯
酸钠添加量分别为０１ｍＬ、０２ｍＬ，水杨酸 ＋亚硝
基铁氰化钠添加量分别取０５ｍＬ＋０１ｍＬ、１０ｍＬ
＋０１ｍＬ、０５ｍＬ＋０２ｍＬ、１０ｍＬ＋０２ｍＬ时，氨
反应量增加率分别为：２９１％、２２４％、２６２％、
３７％，平均增加率为 ２０４％。可见亚硝基铁氰化
钠对氨反应率的影响最大，其次为水杨酸，然后是次

氯酸钠。

图３中１＃～８＃溶液第２ｈ相对于第１ｈ时氨反
应量 增 加 率 分 别 为：３１３％、２４０％、２８７％、
１１３％、１９０％、８０％、１５％、０３％。根据以上可
推断当氨浓度在１００００μｇ／ｍＬ时，氨未反应完全，
反应受到抑制，导致此范围的曲线斜率呈负值。

图 ４为不同亚硝基铁氰化钠添加量的
１００μｇ／ｍＬ氨溶液的氨反应率对比图。保持水杨酸
和次氯酸钠添加量不变，分别为０５ｍＬ和０１ｍＬ，
１＃～５＃亚硝基铁氰化钠添加量分别为 ０１ｍＬ、０２
ｍＬ、０３ｍＬ、０４ｍＬ和０５ｍＬ。

从图４可以看出，随着亚硝基铁氰化钠添加量
的增加，相同时间内氨反应率也随之增加，第 １ｈ
时，相对于１＃，样品２＃～５＃氨反应量增加率分别为
１４７５％、４１４８％、５５８５％和７１１６％。１＃～５＃样品
均随着反应时间的增加氨反应率增加，第５ｈ相对
于第１ｈ时氨反应量增加率分别为８９３％、８３４％、
５０８％、４２５％和２８３％。可见随着亚硝基铁氰化
钠添加量的增加，氨反应率大幅度增加，与图３结论
相符，这表明随着亚硝基铁氰化钠添加量的增加，高

浓度氨对亚硝基铁氰化钠的抑制作用降低。

２３　１５立方舱测试
图５为１５立方舱采样溶液－吸光度与标准曲

线的对比图，共采样４组，图中从左到右采样体积分
别为０２５Ｌ、０５０Ｌ、１Ｌ和２Ｌ。从图中可以看出随
着采样量的增加，吸光度先增加后降低。其中，采样

０２５Ｌ和０５０Ｌ时的吸收液吸光度分别为 １９８４
和３６８０，对应于０～７００μｇ／ｍＬ标准曲线氨浓度
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图４　不同亚硝基铁氰化钠添加量的１００μｇ／ｍＬ
氨溶液的氨反应率对比

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆ
１００μｇ／ｍＬａｍｍｏｎｉａｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｍｏｕｎｔｓｏｆｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅ
　

范围内的吸光度；而采样０２５Ｌ吸收液吸光度对应
于０～３００μｇ／ｍＬ标准曲线氨浓度范围内。表明采
样０２５Ｌ时，溶液中的氨完全反应，计算溶液中的
氨浓度为 ２５３μｇ／ｍＬ，即具塞比色皿中氨含量为
２５３μｇ。因此，采样０５０Ｌ、１Ｌ和２Ｌ时吸收液的氨
浓度为 ５０６μｇ／ｍＬ、１０１２μｇ／ｍＬ和２０２４μｇ／ｍＬ，
检测吸光度分别为３６８０、３５０和１８８５。这４个点
的吸光度与标准曲线相吻合，再次验证前文所述

结论。

图５　采样溶液吸光度与标准曲线对比
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｎｄｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｄｉａｇｒａｍ
　

２４　机理推测
根据上文，对高浓度氨溶液中的催化反应机理

进行了推测，如图６所示，首先，氨与次氯酸钠反应
生成氯胺，然后氯胺与水杨酸反应生成氨基水杨酸，

进而发生异构化反应生成醌亚胺。正常情况下，醌

亚胺在亚硝基铁氰化钠的催化作用下，在碱性条件

下，与水杨酸反应生成靛酚蓝［１５，１８］。但是当氨浓度

过高时，一方面会使反应转化率降低，另一方面，过

量的氯胺可能会与亚硝基铁氰化钠的氰基发生化学

反应，导致催化剂失活，进而影响催化反应活性。

图６　催化反应机理
Ｆｉｇ．６　Ｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　

３　结论
本文使用靛酚蓝分光光度法对配制的一系列不

同氨浓度的溶液（００５～１００μｇ／ｍＬ）进行吸光度测
试，发现了高浓度情况下的低吸光度反常现象，并进

行了分析研究，得出以下结论。

１）使用靛酚蓝分光光度法测定氨氮吸光度，发
现在０～１００００μｇ／ｍＬ的氨浓度范围内，吸光度先
增加后降低。当氨浓度为０～１００μｇ／ｍＬ时，氨含
量与吸光度呈线型正相关，标准曲线斜率为

００８２７７；当氨浓度为０～３００μｇ／ｍＬ时，氨含量与
吸光度呈线型正相关，曲线斜率降低，为００７６４５；
当氨浓度为３００～７００μｇ／ｍＬ时，氨含量与吸光度
仍呈正相关，但斜率进一步降低，为００２８００；当氨
浓度７００～１００００μｇ／ｍＬ时，氨含量与吸光度呈负
相关，斜率为 －０００３２４，即其他条件不变的情况
下，随着氨浓度的增加，氨反应量出现降低现象。

２）发现１００００μｇ／ｍＬ高氨浓度时氨反应量低
于氨浓度为０５０μｇ／ｍＬ时氨反应量。通过对这种
反常现象研究发现，亚硝基铁氰化钠对于氨反应效

率具有较大的影响，其次是水杨酸，然后是次氯酸

钠。其他条件保持一致，亚硝基铁氰化钠添加量增

加一倍，氨平均反应量增加１４０２％。
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３）对此催化反应机理进行推测，当氨浓度过高
时，一方面会使反应转化率降低，另一方面，过量的

氯胺可能会与亚硝基铁氰化钠的氰基发生化学反

应，导致催化剂失活，进而影响催化反应活性。
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