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海水中低含量铵氮的高灵敏度荧光法测定

余翔翔,郭卫东

(厦门大学 海洋与环境学院, 福建 厦门 361005)

摘要:提出了一种改进的、可测定海水中低含量铵氮的高灵敏度荧光分析方法。其原理是在

硼酸缓冲溶液的作用下,海水中的铵氮与邻苯二甲醛( OPA )发生衍生化反应, 通过测定生成

的荧光产物来确定水体中铵氮的浓度。方法的检测限极低( 0. 002 5 mol/ L ) ,重现性好, 且

水样用量少( 10 mL ) , 适用于海水中溶解有机物的光铵化研究及其他低铵含量水样的测定。
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铵氮( NH +
4 - N )是海水中溶解无机氮的重要组

分之一,其含量受生物的新陈代谢、硝酸盐及亚硝酸

盐的还原、海 气界面及海水 沉积物界面之间的交换

等多种过程的影响。在紫外光照射下,天然溶解有机

物降解释放出铵, 这种在紫外光辐照下产生铵的作

用, 被称为光铵化 ( pho toammonificat ion ) [ 1]。近年

来,光铵化作用作为水环境中活泼氮的一种来源以

及在氮循环中所起的作用越来越受到人们的重视和

关注。准确测定光铵化过程中微小铵含量变化对正

确认识氮循环、评价海区富营养化以及揭示海洋生

态学过程有着极为重要的意义。

测定铵氮的方法通常有靛酚蓝法和次溴酸钠氧

化法,此外还有溶剂萃取、H PLC、气敏电极及阳极溶

出伏安法等特殊的处理手段和分析方法, 但都存在

操作程序繁琐或灵敏度不高等缺点。

具有高灵敏度优点的荧光法在水环境中铵氮测

定方面的应用使准确测定微量铵成为可能。荧光法

的原理是基于邻苯二甲醛( OPA )与铵氮之间的荧光

衍生化反应。

Goyal等[ 2] 较早采用 OPA 2 巯基乙醇试剂组

合,大大提高了铵分析的选择性, 但基体效应显著。

Genfa等[3]随后用亚硫酸钠取代巯基乙醇试剂, 并将

该方法成功运用于淡水。Ho lmes 等[ 4~ 6]将这种基于

亚硫酸钠的荧光测定方法改进、简化,使其适合于高

盐度海水及河口环境铵的分析 。作者对其方法加以

改进,提出了一种操作简便、适合于光铵化研究的小

体积( 10 mL 水样)、可测定低含量铵的荧光分析方

法。

1 材料与方法

在硼酸缓冲溶液的作用下(主要起调节 pH 的作

用) ,水样中的铵与 OPA 和亚硫酸钠发生选择性反

应而形成荧光物质,用荧光光谱分析手段进行检测。

1. 1 仪器与试剂

Var ian Eclipse荧光分光光度计(配 1 cm 的石英

测定池) ;无铵水; 铵标准储备液( 50 mmol/ L ) ; 铵标

准使用液 1 ( 0. 05 mmol/ L ) ; 铵标准使用液 2( 0. 5

mmo l/ mL) ;硼酸缓冲溶液 ( 40 g / L ) ; 亚硫酸钠溶液

( 8 g/ L ) ; OPA 溶液( 40 g/ L ) ; 工作试剂为硼酸缓冲

液:亚硫酸钠溶液: OPA 溶液(体积比) = 200 1 10。

每 10 mL标准或水样加入 2. 5 mL 工作试剂。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 工作曲线的制备

分别取不同体积的标准使用液 1 和标准使用液

2,加入 10 mLMilliQ 水, 配制成浓度为 0 ~ 9. 960

mo l/ L 的工作曲线系列。

1. 2. 2 NH4- N- OPA 衍生物的荧光光谱特征

1. 2. 2. 1 激发光谱

取浓度为2. 499 mol/ L 的铵标准溶液以及一个

海水样品, 设发射波长为 425 nm, 扫描测定其荧光激

发光谱, 扫描范围为 250~ 410 nm。结果表明, 激发

峰的位置均在 361~ 362 nm 之间(图 1) , 最后选取

360 nm 作激发波长( Ex)。
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1. 2. 2. 2 发射光谱

设定激发波长为 360 nm,扫描上述样品的荧光

发射光谱, 光谱扫描范围为 365 ~ 510 nm。结果表

明,荧光发射峰的位置均在 423 ~ 425 nm 之间 (图

1b) , 选取 425 nm 作发射波长( Em )。

1. 2. 2. 3 仪器参数设定

根据光谱扫描结果, 仪器参数设置如下: Ex / Em

为 360/ 425;激发和发射单色器的狭缝宽度均设为 5

nm,光电倍增管电压设为 560 V , 采用单点测量模式

( Simple Mode)。每个样品连续读取 5 次, 取其平均

值作为测定值。

图 1 铵标准溶液和海水样品的 OPA 衍生物的激发和发射光谱

Fig. 1 Excitat ion emiss ion spectra of OPA of ammonium standard s olut ion and seaw ater sam ple

A:激发光谱; B发射光谱; st d1是浓度为 2. 499 mo l/ L 的铵标准溶液; sw1 是海水样品

A: excitat ion spect rum; B: emission spectrum; std1: ammonium st andard solution( 2. 499 mol/ L) ; sw1: seaw ater

2 结果与讨论

2. 1 样品加入工作试剂后反应时间的选取

分别测定浓度为 4. 995 mol/ L 的铵标准溶液

( std2)以及一个海水样品( sw2)加入工作试剂后 0,

0. 5, 1, 1. 5, 2, 2. 5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 24h 的荧光

强度,以此绘制反应过程曲线 (图 2)。从图中可见,

铵标准和海水样品呈现相同的反应过程特征, 在最

初 3 h 内, 荧光强度都急剧上升,之后趋于稳定, 因此

选取加入工作试剂后 3~ 10 h 进行测定。为避免不

同批次样品反应时间不一致带来的影响, 每批样品

都同步制备工作曲线, 并与样品同步测定, 保证二者

与工作试剂的反应时间和条件一致。

2. 2 标准工作曲线

于配置后的0,3, 6, 12, 24, 36, 48, 60和 72 h 测定工

作曲线。在72 h 内工作曲线斜率变化很小(图 3) ,其相

对标准偏差小于3% ,表明本方法稳定可靠。此外,实验

测得的工作曲线线性范围可达 0~ 10 mol/ L。

2. 3 背景荧光( background f luo rescence,简

称 BF)

背景荧光由样品中自身存在的荧光物质产生 ,

通过往样品中加入硼酸缓冲溶液进行测定。因为荧

光效率与 pH 有关, 所以加入缓冲溶液的主要作用是

调节 pH。一个海水样品及其稀释 2倍和 4 倍后的背

景荧光, 以及与 MilliQ 空白的背景荧光比较见表 1。

从表 1可见, 海水的背景荧光值很低, 不及 MilliQ 水

空白的 10%。

图 2 反应时间曲线

Fig. 2 Reaction t ime curve

St d2为浓度为 4. 995 mol/ L 的铵标准溶液, SW2 为海水样品。

St d2: ammonium standard so lut ion( 4. 995 mo l/ L ) ; SW2: seawat er.
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图 3 72 h内工作曲线的斜率

Fig. 3 Variabilit y of slope of calibrat ion cur ve w ithin 72 h

表 1 海水样品与 Mil liQ 的背景荧光比较

Tab. 1 Comparison of background fluorescence between sea

water samples and Mill iQ blank

样品名称 稀释倍数
荧光值

平均值 标准偏差

F blank/

Fs ample ( % )

sw 1 1 1 0. 926 0. 427 7. 67

sw 1 2 2 0. 494 0. 125 4. 09

sw 1 4 4 0. 276 0. 037 2. 29

Mil liQ 空白 12. 074

2. 4 基体校正( matrix effect ,简称 ME)

海水中存在的盐分、溶解有机物等大量基体物

质与 OPA 竞争, 使得海水样中铵 OPA 衍生物的荧

光强度低于纯水中同浓度铵的 OPA 衍生物的荧光

强度,这种现象称为基体效应。该效应可通过同时往

样品和某一标准溶液中添加相同浓度的铵标准溶液

来校正[6]。以浓度为 0. 250 mol/ L 的标准溶液作参

比,加标量为 0. 5 mol/ L , 6 个海水样品校正后的回

收率接近 100% , 而未校正的回收率只有 93% ~

97%。

2. 5 方法检测限、精密度和重现性

在最佳条件下,对 M illiQ 水空白和浓度为 2. 499

mol/ L 的铵标准溶液连续测定 10次, 由荧光信号标

准偏差的 3 倍与工作曲线斜率之比,得到检测限分别

为 0. 002 0 mo l/ L 和 0. 002 5 mol/ L。对 8 个不同

的海水样品连续取样测定 10 次, 相对偏差 ( RSD )

均< 1% ,表明方法的重现性很好。

2. 6 光铵化实验样品测定

从 Skagerr ak 海 200 m 水深处采集 5 L 海水样

品, 先后经 0. 7 mGF/ F和 0. 2 m 聚碳酸酯滤膜过

滤, 并将采集的水样分成暗处对照和 UV A 照射两

组。于实验开始及其后 6, 12, 24, 48, 72 和 96 h 取

样, 测定两组样品的铵含量, 结果见图 4。从图 4 可

见, 即使是铵浓度很低( 0. 14 mol/ L )的深海样品,该

方法也能准确测定。与对照组相比,可以观测到虽然

小( ~ 0. 2 mo l/ L)但却十分明显的由紫外光降解溶

解有机氮( DON)导致的铵含量的增加。这充分显示

了荧光法测定低铵海水样品的极大优越性。

图 4 光降解过程中铵浓度随时间变化曲线

Fig. 4 Content t ime curve of amm onium in ph otoammonif i

cat ion experimen t

2. 7 几种铵分析方法的比较

表 2对几种铵分析方法进行了比较,其中次溴酸

钠氧化法和靛酚蓝法的资料分别引自文献[ 7, 8]。

从表 2可以看出, 荧光分析法是一种测定海水中

铵含量的极具灵敏性的手段。由于其检测限很低,可

适用于寡营养海区极低铵含量水样的海上现场测

定[ 4]。此外, 该方法重现性好, 空白低, 操作简便, 所

用试剂无毒, 稳定, 易保存。如果改变海水样与试剂

的比例, 该方法也可测定高浓度铵的海水样品, 因此

具有广泛的适用性[ 6]。

39



海洋科学/ 2007年/第 31卷/第 4期

表 2 几种铵分析方法的比较

Tab. 2 Comparison of several methods for ammonium determination

参数与条件
方法

次溴酸钠氧化法[ 7] 靛酚蓝法[8] 荧光法

检测下限( mol/ L) 0. 03 0. 05 0. 002 5

精密度( % )  7. 0( 1. 00 mol/ L)

 3. 0( 7. 0 mol/ L)

 4. 0( 0. 70 mol/ L)

 2. 5( 3. 20 mol/ L)

 1

选择性 受到氨基酸、尿素等含

氮组分的影响

单一铵分析 单一铵分析

试剂保存 溴酸钾 溴化钾溶液,

1 萘替乙二胺二盐酸盐

溶液需低温保存

苯酚亚硝基铁氰化钠

混合试剂,低温保存

常温暗处。OPA需存放

于冰箱中,在配制过程

中需避光

工作试剂稳

定期

次溴酸钠氧化剂溶液需

临用前配制,在 35 ! 以

下稳定 8 h

次氯酸钠碱性溶液,需低

温保存,有效期为 2星期。

单一混合试剂,常温暗

处可稳定 6个月

测定方式 间接测定。需同时测定

水样的亚硝酸盐浓度,

并予以扣除

直接测定 直接测定

测定仪器 分光光度计 分光光度计 荧光光谱仪

3 结论

作者改进的铵氮荧光分析方法, 工作曲线线性

范围可达 0~ 10 mo l/ L, 72 h 内测定的工作曲线斜

率变化不大, 表明方法稳定可靠。由 MilliQ 水空白

和浓度为 2. 499 mol/ L 的铵标准溶液得到的检测限

分别为 0. 002 0 mo l/ L 和 0. 002 5 mol/ L ,方差均小

于 1%。海水样品的基体效应可方便地通过加标法

得到校正。实验结果表明,这种取样量小( 10 mL)的

荧光检测方法精密度高、重现性好, 非常适用于光铵

化研究及其他低铵含量海水样品的测定。
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Abstract: T his paper prov ided a r evised sensitiv e spectr ofluo romet ric method for determinat ion o f low am

monium o f seaw ater samples. T he pr inciple of the method is to det ect the fluor ometr ic product fr om reaction

betw een o rthophthaldialdehyde and ammonium in bor ic acid buffer solution. The detect ion limit is 0. 0025

mol/ L and the r epeatability is low er than 1% . T his method, w hich r equired only a small vo lume ( 10 mL) of

seaw ater samples, is suitable for pho toammonification study o f dissolved or ganic matt er and determination of

other low ammonium seaw ater samples.
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