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摘要:分光光度法是常用的定量分析方法之一,被广泛应用于水环境监测实验中。文章以萘乙二

胺分光光度法测定海水中亚硝酸盐氮为例,探索选用不同光程长度的比色皿测定吸光值对物质含

量的影响,并通过数理统计方法对实验数据进行分析。研究结果表明:选用不同光程长度的比色

皿测得水样中的物质含量存在差异,即比色皿的光程长度越小,测得的物质含量越高;在相同实验

条件下,选用光程长度更小的比色皿,实验的准确性和校准曲线的线性均更好。
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Abstract:Spectrophotometryisoneofthecommonlyusedquantitativeanalysismethods.Itis

widelyusedinwaterenvironmentmonitoringexperiments.Inthispaper,thedeterminationofni-

tritenitrogeninseawaterbythenaphthaleneethylenediaminespectrophotometricmethodwasa

casestudy,whichexploredthedifferencesofusingcuvetteswithdifferentopticalpathlengthsto

determinetheconcentrationofsubstances.Theexperimentaldatawasanalyzedbymathematical

statistics.Theresultsshowedthatthecontentofsubstanceinsamplesweredifferentbecauseof

differentopticalpathlengthofcuvettes.Theconcentrationwashigherwhenthecuvettewasshor-

ter.Inthesamecondition,theaccuracyoftheexperimentandthelinearityofthecalibrationcurve

werebetterwhenthecuvettewasshorter.

Keywords:Spectrophotometry,Cuvette,Opticalpathlength,Lightabsorptionvalue,Waterenvi-
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0 引言

分光光度法是最常用的定量分析方法之一,具有

分析成本低、灵敏度高和操作快速便捷等特点,目前

被广泛应用于水环境监测实验。常用的分光光度法

主要包括紫外-可见光分光光度法、红外分光光度法、

荧光分光光度法和原子吸收分光光度法。分光光度

法测定水样中的物质含量通常根据比色液的颜色选

用合适光程长度的比色皿:当比色液的颜色较浅时,

应选用光程长度较大的比色皿(如5cm);当比色液

的颜色较深时,应选用光程长度较小的比色皿(如

1cm或2cm)[1]。一些环境监测类的规范对分光光

度法中比色皿的光程长度进行限定,如《海洋监测规

范》规定荧光分光光度法测定石油类须选用1cm的

比色皿,异烟酸-吡唑啉酮分光光度法测定氰化物须

选用3cm的比色皿,萘乙二胺分光光度法测定海水

中亚硝酸盐氮须选用5cm的比色皿。

目前对分光光度法中比色皿的研究多集中于

比色皿的选用对实验造成的误差以及误差消除等

方面[2-8],也有研究验证朗伯-比尔定律即探讨分光

光度法中比色皿的光程长度与吸光值的关系,但这

些研究均未分析比色皿的光程长度与水样中的物

质含量测定结果之间的关系。本研究以萘乙二胺

分光光度法测定海水中亚硝酸盐氮为例,探索选用

不同光程长度的比色皿进行分光光度法实验测得

水样中物质含量的差异性,以期为实际工作和改进

实验方法提供参考。

1 实验

1.1 基本原理

在酸性介质中,亚硝酸盐与磺胺发生重氮化反应,

其产物再与萘乙二胺偶合,显色生成红色染料;利用紫

外分光光度计,于波长543nm处测定比色液的吸光

值,代入校准曲线可得水样中亚硝酸盐氮的含量。

1.2 仪器设备和试剂

实验采用T6新世纪紫外分光光度计和实验所

需玻璃器皿,配制10g/L磺胺溶液和1g/L盐酸萘

乙二胺溶液。选用2种亚硝酸盐氮标准系列,分别

为自然资源部第二海洋研究所的亚硝酸盐氮标准

系列(GBW08640)和坛墨质检标准物质中心的水

中亚硝酸盐氮标准溶液(BW20002-1000-W-50)。

1.3 误差消除

在人员误差方面,实验人员操作仪器设备的熟练

程度、测定比色液吸光值的个人习惯以及样品比色液

与标准比色液处理流程的差异等原因都可能引起实

验的主观误差。本实验的实验人员具有多年海水营

养盐分析经验,同时严格按照《海洋监测规范第4部

分:海水分析》(GB17378.4—2007)中亚硝酸盐-萘乙

二胺分光光度法的分析步骤进行实验。

在系统误差方面,同时选用1cm、2cm和5cm
的3种光程长度的比色皿,为避免系统误差,选用校

正合格的同一厂家和同一批次的石英比色皿,在测

定比色液的吸光值时,分光光度计的比色皿架卡槽

宽度应与比色皿的光程长度相适应。

1.4 实验方法

1.4.1 差异性验证实验

为验证选用不同光程长度的比色皿进行分光

光度法实验所得水样中物质含量的差异性,采用萘

乙二胺分光光度法,分别于8月4日和11月12日

进行2个批次的独立实验,测定天津近岸海域海水

样品中亚硝酸盐氮的含量,样品数量分别为20个和

12个。采用亚硝酸盐氮标准系列(GBW08640)作

为实验校准曲线,曲线各点的含量分别为0μg/L、

7μg/L、14μg/L、28μg/L和56μg/L。待校准曲

线与水样显色稳定后,分别选用1cm、2cm和5cm
光程长度的比色皿,依次测定校准曲线各点和水样

的吸光值,计算得到水样中亚硝酸盐氮的含量,计

算公式为:

p=(A-A'-a)/b×14 (1)

式中:p 为水样中亚硝酸盐氮的含量;A 为水样的

吸光值;A'为分析空白的吸光值;a 为校准曲线的

截距;b为校准曲线的斜率。

计算结果如表1和表2所示。

1.4.2 准确度对比实验

以相对误差作为判定实验准确度的依据。实

验步骤为:①用1000mg/L的亚硝酸盐氮标准溶

液(BW20002-1000-W-50)配制标准系列,其含量分

别为0μg/L、20μg/L、40μg/L、60μg/L、80μg/L、

100μg/L、120μg/L、140μg/L、160μg/L和180μg/L,

按照萘乙二胺分光光度法实验步骤显色,分别选用
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表1 第一批水样中亚硝酸盐氮的含量 μg/L

样品编号
比色皿光程长度

1cm 2cm 5cm

101 57.1 56.3 55.8

102 48.8 47.9 47.2

103 52.0 51.2 50.7

104 53.9 53.3 52.7

105 73.5 72.7 72.0

106 54.2 53.1 52.3

107 50.5 49.5 48.9

108 59.6 58.9 58.1

109 56.8 55.8 55.2

110 52.2 50.5 50.1

111 46.9 46.1 45.8

112 39.8 38.1 37.7

113 38.4 36.7 36.3

114 24.8 23.1 22.6

115 36.7 34.9 34.5

116 34.7 33.1 32.8

117 31.8 29.9 29.5

118 27.9 26.2 25.6

119 49.4 47.9 47.5

120 46.3 44.1 43.5

表2 第二批水样中亚硝酸盐氮的含量 μg/L

样品编号
比色皿光程长度

1cm 2cm 5cm

201 13.3 12.8 12.6

202 18.4 18.0 17.7

203 24.4 24.1 23.7

204 32.6 32.2 31.7

205 35.5 34.2 33.7

206 30.7 30.2 29.8

207 34.6 34.2 33.7

208 35.5 35.0 34.5

209 31.5 30.9 30.5

210 33.2 32.6 32.2

211 41.2 40.4 39.9

212 42.3 41.7 41.2

1cm、2cm和5cm光程长度的比色皿依次测定标

准系列各点的吸光值,每个点测量3次,得到亚硝酸

盐氮标准系列的实测吸光值(表3),并绘制各光程

长度比色皿对应的校准曲线;②以已知亚硝酸盐氮

含量为60μg/L、80μg/L、100μg/L、120μg/L和

140μg/L的水样作为内控样,经上述实验步骤测定

吸光值后,代入相应校准曲线,得到内控样在不同

光程长度比色皿测定下的含量实测值;③计算内控

样实测值与真值的相对误差。

表3 亚硝酸盐氮标准系列的实测吸光值

含量/

(μg·L-1)

1cm比色皿 2cm比色皿 5cm比色皿

Abs1 Abs2 Abs3 Abs1 Abs2 Abs3 Abs1 Abs2 Abs3

0 0.001 0.001 0.001 0.003 0.003 0.003 0.006 0.006 0.006

20 0.071 0.071 0.071 0.141 0.141 0.141 0.351 0.350 0.351

40 0.140 0.140 0.140 0.279 0.279 0.280 0.695 0.695 0.695

60 0.207 0.207 0.207 0.412 0.412 0.412 1.001 1.000 1.000

80 0.257 0.257 0.257 0.500 0.500 0.500 1.243 1.243 1.243

100 0.334 0.334 0.334 0.664 0.666 0.666 1.611 1.613 1.612

120 0.391 0.391 0.390 0.778 0.778 0.778 1.884 1.886 1.885

140 0.455 0.454 0.454 0.904 0.904 0.904 2.187 2.187 2.187

160 0.524 0.525 0.524 1.040 1.040 1.040 2.448 2.448 2.447

180 0.588 0.588 0.588 1.167 1.165 1.165 2.722 2.722 2.724

1.4.3 校准曲线的不确定度分析实验

由式(1)可知,对实验结果产生影响的因子即

不确定度来源于温度、水样和分析空白的吸光值以

及校准曲线的拟合情况。由于实验已进行过误差

消除,保证相同批次水样由相同实验人员在相同实

验条件下测定,水样和分析空白吸光值的不确定度

对于实验结果的影响可忽略不计,实验设计仅考虑

对校准曲线的影响。实验步骤同准确度对比实验。
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2 实验结果与讨论

2.1 实验结果的差异性

由表1和表2可以看出,不同光程长度的比色

皿测得的水样中亚硝酸盐氮的含量不同,含量由高

到低所对应的比色皿光程长度依次为1cm、2cm
和5cm。为进一步分析不同光程长度的比色皿测

得亚硝酸盐氮含量的差异性,采用Z-score对实验

结果进行标准化。Z-score是以标准差为尺度,可改

变原始指标离散程度的信息(图1和图2)。

图1 第一批水样中亚硝酸盐氮含量的Z-score

图2 第二批水样中亚硝酸盐氮含量的Z-score

经标准化可以看出,不同光程长度比色皿的测

定结果之间存在一定程度的离散,即测定结果存在

差异。其中,1cm与2cm比色皿测定结果的差异

性大于5cm与2cm比色皿测定结果的差异性。

计算实验获得的32组数据的相对标准偏差:

RSD=
s
x

×100%=

 


m

i=1
(xi-x)2

m-1
x

×100% (2)

式中:RSD为相对标准偏差;s为标准偏差;x 为每

组数据的平均值;xi 为实测值;m 为每组数据的个

数,m=3。

计算结果如表4所示。

表4 实验结果的相对标准偏差

样品编号 RSD/% 样品编号 RSD/%

101 1.13 117 4.19

102 1.73 118 4.44

103 1.24 119 2.10

104 1.19 120 3.30

105 1.00 201 2.70

106 1.80 202 2.11

107 1.64 203 1.37

108 1.27 204 1.51

109 1.46 205 2.66

110 2.22 206 1.41

111 1.22 207 1.35

112 2.88 208 1.40

113 2.99 209 1.66

114 4.94 210 1.58

115 3.28 211 1.52

116 2.98 212 1.34

由表4可以看出,各组数据的相对标准偏差均

不小于1%。可见当实验选用的比色皿光程长度不

同时,测得水样中的物质含量也存在明显差异。

2.2 实验结果的准确度

经不同光程长度的比色皿测定,并将吸光值代

入相应的校准曲线得到内控样的实测值,计算内控

样实测值与真值的相对误差:

δ=
Δ
L ×100% (3)

式中:δ 为相对误差;Δ为实测值与真值之差;L 为

真值。

计算结果如图3所示。

图3 相对误差的实验结果
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由图3可以看出,较小光程长度的比色皿测得

结果的相对误差较小,即实验的准确度更高。

2.3 校准曲线的不确定度

以1cm比色皿测定的亚硝酸盐氮标准系列吸

光值为例,以各点吸光值的平均值与空白吸光值的

差值为纵坐标、以亚硝酸盐氮含量为横坐标,绘制

校准曲线:

y=0.0032x+0.0051,R=0.9997

  由此得到校准曲线的残余标准偏差:

S1cm=

 


n

i=1
[yi-(Bxi+A)]2

n-2 =0.00627

式中:S 为残余标准偏差;yi 为xi 点的实测吸光

值;B 为曲线斜率;A 为曲线截距;n 为测量校准系

列的总次数,n=30。

同理,2cm比色皿测定得到的校准曲线及其残

余标准偏差为:

y=0.0064x+0.0092,R=0.9995

S2cm=0.01164

  5cm比色皿测定得到的校准曲线及其残余标

准偏差为:

y=0.0150x+0.0559,R=0.9992

S5cm=0.03634

  因此,在相同实验条件下,选用光程长度更小

的比色皿测定比色液的吸光值,可使校准曲线的线

性更好。

在校准曲线拟合的影响下,某水样经实验所得

结果的不确定度为:

u(c0)=
S
B

 

1
P +

1
n +

(c0-c)2


n

i=1
(ci-c)2

式中:u为实验结果的不确定度;c0为水样中的物质

含量;S 为校准曲线的残余标准偏差;B 为曲线斜

率;P 为测量水样的次数;n 为测量标准系列的总次

数,n=30;c为标准系列含量的平均值;ci为由实测

吸光值反算得到的标准系列含量。

假设某水样经实验测定2次吸光值(P=2),得
到其亚硝酸盐氮的含量为70μg/L。①若选用1cm
光程长度的比色皿测定,其不确定度为1.44μg/L;

②若选用2cm光程长度的比色皿测定,其不确定度

为1.33μg/L;③若选用5cm光程长度的比色皿测

定,其不确定度为1.78μg/L。

3 结语

本研究采用分光光度法,选用3种光程长度的

比色皿测定同一比色液中的物质含量。①实验结

果存在差异,即比色皿的光程长度越小,测得的物

质含量越高,且1cm与2cm比色皿测定结果之间

的差异性大于5cm与2cm比色皿测定结果之间的

差异性;②由较小光程长度的比色皿测得结果的相

对误差较小,实验的准确度更高;③在相同实验条

件下测定校准曲线的吸光值,选用光程长度更小的

比色皿的曲线线性更好;④以某水样中亚硝酸盐氮

的含量为70.0μg/L为例,若由光程长度分别为

1cm、2cm和5cm的比色皿测定,其不确定度分别

为1.44μg/L、1.33μg/L和1.78μg/L。

与此同时,本实验仍存在局限性,如实验次数

和数据量较少、水样中物质含量的区间较小以及计

算校准曲线的残余标准偏差时吸光值的测量次数

较少,应在今后的研究中改进。
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