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NO 3- N 的水杨酸比色法快速测定
Ξ
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　　[摘　要 ]　探讨了水杨酸比色法测定NO 3- N 的基本原理与影响因素, 确定了测定的线性范围, 并用土壤及

水体样品进行了标定。结果表明, ①水杨酸比色法测定NO -
3 的吸收峰为 410～ 420 nm , 检出极限可达0. 1 m göL , 比

标准的酚二磺酸比色法灵敏 2～ 5 倍; ②水杨酸比色法测定NO -
3 , 颜色稳定性强, 加盖情况下可保存15 d而无显著

变化; ③改进后的方法适应 pH 范围大 (pH > 2) , 可掩蔽高达 0. 2 mo löL C l- 及 2 m göL NO -
2 的干扰。研究认为, 改

进水杨酸比色法测定NO 3- N 简便、快速, 结果准确。
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　　NO 3- N 是土壤中无机氮的主要存在形式, 可

直接为植物吸收利用。NO 3- N 易随水淋失, 进入水

体, 污染环境。农产品中NO 3- N 含量过高, 人畜摄

入后会形成具有致癌作用的亚硝酸盐, 危害人畜健

康。因此, 监控土壤、水体中的NO 3- N 含量具有重

要意义。测定水、植物和土壤中NO 3- N 的方法很

多[1～ 8 ], 如离子色谱法、蒸馏法、电极法和比色法。其

中酚二磺酸比色法是最常用的标准方法[8 ]。但该方

法冗长费时, 干扰因素多。因此, 探寻一种简便、快

速、准确的NO 3- N 测定方法是土壤及环境科技工

作者值得深入研究的问题。

有关水杨酸法测定水、植物和土壤中NO 3 - N

含量的方法已有一些研究[4 ] , 但操作繁琐, 不适合大

批量样品分析。Yang 等[1 ]曾对水杨酸比色法进行了

改进。本研究在其前人研究的基础上, 进一步探讨了

水杨酸比色法的影响因素及条件, 旨在进一步完善

并确定快速简便的NO 3- N 测定方法。

1　材料与方法

1. 1　仪器与试剂

　　仪器设备　烘箱、分光光度计等。

试剂　 (1) 100 m göL NO 3- N 标准贮备液。称

取一定量的分析纯级 KNO 3 试剂, 置于 105 ℃烘箱

中烘 6 h, 取出冷却。然后称取 0. 721 8 g KNO 3 定容

于 1 L 容量瓶中。 (2)水杨酸钠混合试剂。称取 1 g

水杨酸钠 (或 0. 86 g 水杨酸+ 0. 25 g N aOH ) , 0. 2 g

N aC l, 0. 1 g 氮磺酸铵, 用 0. 01 mo löL N aOH 定容

于 100 mL 容量瓶中。 (3) 其他试剂: 0. 5 mo löL
H 2SO 4, 0. 01 mo löL N aOH , 质量分数 30% N aOH。

1. 2　方　法

吸收曲线的绘制　在 360～ 620 nm 选择 18 个

不同的波长, 测定质量浓度为 4 m göL 的标准

NO 3- N 溶液的吸光值, 绘图法确定吸收峰并选择

实验比色波长。

线性范围的确定　在选择的灵敏波长下, 比色

测定 0～ 10 m göL NO 3 - N 标准溶液的吸光值, 重

复 6 次。对测定结果进行线性回归, 确定线性范围及

重现性, 计算检出限。

颜色稳定性　4 m göL 的标准工作液显色后, 分

别在 0. 25, 1, 4, 18, 31, 48, 72, 360 h 时测定其吸光

值, 研究颜色稳定性。重复 2 次。

pH 影响　逐级稀释 0. 5 和 0. 01 mo löL 的

N aOH 溶液, 配制成 pH 分别为 1. 0, 1. 5, 2. 0, 3. 0,

4. 0, 5. 0, 6. 0, 7. 0, 8. 0, 9. 0, 10. 0, 11. 0 的 3 m göL
的NO 3- N 标准工作液, 测定消光值, 确定不同 pH

对颜色生成的影响。

C l- 的影响　配制 0～ 1 mo löL 的C l- 标准工作

液 (含 NO 3 - N 4 m göL ) , 分别称取 0. 585 及

1. 755 g N aC l, 用 5 mL 2 mo löL 的N aC l 溶液及 5

mL 蒸馏水定容于 10 mL 容量瓶中, 配制 2 及 4
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mo löL 的N aC l 标准工作液, 测定C l- 对颜色生成的

干扰作用。

NO -
2 的影响　称取 0. 123 2 g N aNO 2, 定容于

50 mL 容量瓶, 即为 500 m göL 溶液。逐级稀释配制

NO -
2 质量浓度为 0, 0. 001, 0. 002, 0. 005, 0. 1, 0. 2,

0. 5, 1, 2, 5, 8, 10 m göL , NO -
3 浓度为 3 mo löL 的标

准工作液, 测定NO -
2 对颜色生成的干扰, 并用质量

分数 0. 1% 的氨磺酸铵作掩蔽剂。

操作步骤　吸取 1 mL 标准工作液于试管中,

加入 0. 5 mL 水杨酸钠混合试剂, 摇匀。置于 180 ℃

烘箱中烘干 ( t∝ S 0öH 0。本试验条件下约需 1. 5～ 2

h ) , 取出, 稍冷却, 加入 1 mL 浓 H 2SO 4, 摇动, 使浓

H 2SO 4 与所有残渣接触, 静置 5 m in。然后沿管壁缓

慢加入 5 mL 蒸馏水, 摇匀冷却。再加入 5 mL 质量

分数 30% 的N aOH 水溶液, 摇匀冷却。410 nm 波长

下用 1 cm 比色皿测定消光值。

1. 3　土样及水样中NO 3- N 含量的测定

土壤样品分别采自 18 个不同的地区, 4 个水样

分别采自渭河、后河、高干渠和渭惠渠的杨陵段。土

壤样品风干后, 粉碎, 过 1 mm 筛。每个土样称取

25. 0 g, 置于 250 mL 三角瓶中, 加入 0. 5 mo löL
K 2SO 4 100 mL 浸提, 振荡 30 m in, 过滤。水样加入少

量活性炭, 振荡, 以吸附有机色素等杂质, 然后过滤。

滤液分别用改进水杨酸比色法 (M SSP )、酚二磺酸

比色法 (HBSSP) 及流动分析仪 (FA ) 测定NO 3 - N

含量, 分析各方法间的相关性。

2　结果与讨论

2. 1　水杨酸比色法测定NO 3- N 的基本原理

　　在一定条件下, 水杨酸盐与氮氧阳离子 (NO +
2 )

发生亲电芳香取代反应[1 ] , 生成硝基酚类化合物

(C 6H 3 (OH ) (NO 2)COON a)。该物质在碱性条件下

呈稳定的黄色, 颜色的深浅在一定范围内与NO -
3

的浓度成正比。

HNO 3+ H 2SO 4→H 2NO +
3 + H SO -

4 ;

H 2NO +
3 →H 2O + NO +

2 ;

H SO -
4 + H 3O + ←H 2SO 4+ H 2O →H 2SO 4·nH 2O ;

C 6H 4 (OH )COON a+ NO +
2 →

C 6H 3 (OH ) (NO 2)COON a+ H + ;

H + + HNO 3→H 2NO +
3 。

然而,NO -
3 中的N 原子没有亲电能力[1 ]。因此,

NO -
3 必须在一定条件下 (浓H 2SO 4 介质中并加热)

被激活为具有强亲电能力的氮氧阳离子 (NO +
2 ) , 反

应才能进行。在反应过程中, 必须除去水, 然后NO +
2

导致苯环的硝基化[2, 5 ]。含水的 HNO 32H 2SO 4 体系

中的平衡移动引起 H SO -
4 的形成, 从而导致NO +

2

浓度降低。O lah 等[2 ]报道, 浓 H 2SO 4 介质浓度<

90% 时硝化速率迅速下降。这从上述的反应过程中

可以得到很好的解释。反应H 2NO +
3 →H 2O + NO +

2

是不可逆的[1, 5 ] , 因此, 温度越高, 除去水的速度就越

快, 生成NO +
2 的反应进行得就越快。

2. 2　水杨酸测定吸收峰

不同波长下, 测定了 4 m göL 的NO 3 - N 标准

工作液, 绘制了A～ Κ曲线, 如图 1 所示。结果表明,

在本试验条件下, 水杨酸测定NO 3- N 的最大吸收

峰为 410～ 420 nm。

图 1　水杨酸比色法测定NO 3- N 的

吸收曲线与吸收峰

F ig. 1　A bso rbance curve and apex of

NO 3- N determ ined by Salicyla te2
Spectropho tom etric analysis

2. 3　水杨酸测定NO 3- N 的线性范围与重现性

水杨酸法测定NO 3 - N 的线性范围为 0～ 7

m göL。6 次重复经回归、检验无显著差异, 故可回归

为 1 个方程, 且经检验 b0 不显著。其回归方程为

y = 0. 070 7 x , r= 0. 988 63 3 (n= 42)

这表明, 该方法具有很好的重现性。

试验结果计算表明, 水杨酸法与酚二磺酸法测

定NO 3- N 的摩尔吸光系数[9 ]分别为

Ε水杨酸= 5. 23×104±3. 6×103,

Ε酚二磺酸= 1. 90×104±8. 0×103。

显然, 水杨酸法较酚二磺酸法灵敏 2～ 5 倍。若

以A = 0. 005 为最小检出值, 水杨酸法的检出限为

0. 1～ 0. 3 m göL。
2. 4　水杨酸测定NO 3- N 颜色稳定性

研究结果 (表 1) 表明, 水杨酸法测定NO 3 - N
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生成的黄色物质具有很高的稳定性。加盖情况下, 显 色液至少可以稳定保存 15 d 而无显著变化。
表 1　水杨酸比色法测定NO 3- N 含量生成颜色的稳定性

T able 1　T he stab ility of co lo rs in the determ ination of n itra te determ ined

by Salicyla te2Spectropho tom etric analysis

时间öh
T im e

吸光值A bso rbance

重复 1
Repeat 1

重复 2
Repeat 2

平均
A verage

标准差
Standard
difference

变异
系数ö%

V ariab ility
coefficien t

时间öh
T im e

吸光值A bso rbance

重复 1
Repeat 1

重复 2
Repeat 2

平均
A verage

标准差
Standard
difference

变异
系数ö%

V ariab ility
coefficien t

0. 25 0. 279 0. 284 0. 282 0. 003 5 1. 26 31 0. 278 0. 288 0. 283 0. 007 1 2. 50

1 0. 280 0. 278 0. 279 0. 001 4 0. 51 48 0. 279 0. 285 0. 282 0. 004 2 1. 50

4 0. 277 0. 286 0. 282 0. 006 4 2. 26 72 0. 277 0. 283 0. 280 0. 004 2 1. 52

18 0. 283 0. 276 0. 280 0. 004 9 1. 77 360 0. 286 0. 284 0. 285 0. 001 4 0. 49

2. 5　pH 的干扰

研究结果 (图 2) 表明, 水杨酸测定NO 3 - N 的

临界pH 值约为 2。当pH < 2 时, 颜色的生成受到强

烈抑制; 当 pH > 2 时, pH 对颜色的生成无影响。有

研究指出[1 ] , 按上述方法配制的水杨酸钠混合试剂

的 pH 值约为 9. 8, 如果样品最初的 pH 值> 3, 则样

品与水杨酸钠混合试剂混合后, pH 值被缓冲为

9. 6, 但如果样品最初pH < 2, 则混合后样品的pH <

3. 3。这说明, 配制水杨酸钠混合试剂与传统的水杨

酸法相比, 其适应 pH 范围大 (因为水杨酸钠混合试

剂具有缓冲性)。因此, 用水杨酸法测定NO 3 - N

时, 除强酸浸提液外, 无需用碱中和待测样品。

图 2　pH 对水杨酸比色法测定NO 3- N 结果的影响

F ig. 2　Effect of pH on the values of n itra te concen tra t ion

determ ined by Salicyla te2Spectropho tom etric analysis

2. 6　C l- 的干扰

结果 (表 2) 表明, 在外加C l- 含量低的情况下,

C l- 几乎无干扰作用。但当 C l- 浓度达 0. 1 mo löL
时, 消光值开始下降; 达到 0. 2 mo löL 时, 其干扰作

用已达到 5%。以后随着C l- 浓度的增大, 生成颜色

的强度显著减小。

试验中观察到, 当介质中 C l- 浓度达到 0. 1～

0. 2 mo löL 时, 向烘干的残渣中加入浓 H 2SO 4 时有

刺 激 性 白 色 雾 状 物 产 生。 Scheuber [4 ] 指 出,

1 500 m göL (约= 0. 02 mo löL ) C l- 的干扰可以忽

略。高浓度的C l- 可与NO -
3 反应, 生成亚硝酰氯及

其他含氯气体, 从而消耗NO -
3

[6～ 8 ]。试验还发现, 单

独的C l- 在 410 nm 处几乎无吸收, 而且显色后加入

C l- 亦无影响。可见C l- 是在烘干或加入浓H 2SO 4 过

程中参与了反应。Yang 等[1 ] 报道, 含 2 m göL 的

NO 3- N 标准溶液在 1 mo löL KC l 介质下仍能保持

良好的线性关系, 而 KC l 达 2 mo löL 则不然。因此,

建议在用水杨酸法测定NO 3- N 时, 最好用低浓度

的 KC l (如 1 mo löL ) 或其他中性盐及蒸馏水浸提,

并且水杨酸钠混合试剂中 C l- 浓度也应保持在

0. 03～ 0. 05 mo löL。

表 2　C l- 对水杨酸比色法测定NO 3- N 含量的影响

T able 2　Effects of C l- on the resu lts of NO 3- N concen2

t ra t ion determ ined by Salicyla te2Spectropho tom etric m ethod

C l- 浓度ö
(mo l·L - 1)
Concen tra2
t ion of C l-

吸光值A bso rbance

重复 1
Repeat 1

重复 2
Repeat 2

平均
A verage

0 0. 278 0. 283 0. 280

0. 000 05 0. 274 0. 280 0. 277

0. 000 1 0. 280 0. 282 0. 281

0. 002 0. 280 0. 287 0. 284

0. 005 0. 288 0. 271 0. 280

0. 01 0. 312 0. 276 0. 294

0. 02 0. 288 0. 281 0. 284

0. 05 0. 270 0. 297 0. 284

0. 1 0. 265 0. 275 0. 270

0. 2 0. 267 0. 266 0. 266

0. 5 0. 247 0. 261 0. 254

1 0. 224 0. 217 0. 220

2 0. 205 0. 195 0. 200

4 0. 173 0. 175 0. 174

2. 7　NO -
2 的干扰

测定NO -
3 的各种比色法中, NO -

2 都是严重的

干扰因子[6, 7 ] , 需要使用各种方法破坏之[6 ]。本研究

结果 (表 3)表明, 在水杨酸钠混合试剂中加入 1 göL
的氨磺酸铵 (掩蔽剂) 可以有效抑制高达 2 m göL
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NO -
2 的干扰, 而不加掩蔽剂时, 很微量的NO -

2 都会 产生严重干扰。

表 3　NO 2- N 对水杨酸比色法测定NO 3- N 含量的干扰

T able 3　 In terferences of NO 2- N on the con ten t of NO 3- N determ ined by Salicyla te2Spectropho tom etric m ethod

NO -
2 浓度ö

(mo l·L - 1)
Concen tration

of NO -
2

消光值A bso rbance

不加氨磺酸铵
W ithou t ammonium

su lfam ate

加氨磺酸铵
W ith ammom ium

su lfam ate

NO -
2 浓度ö

(mo l·L - 1)
Concen tration

of NO -
2

消光值A bso rbance

不加氨磺酸铵
W ithou t ammonium

su lfam ate

加氨磺酸铵
W ith ammom ium

su lfam ate

0 0. 235 0. 238 0. 5 0. 842 0. 238

0. 001 0. 244 0. 239 1 - 0. 242

0. 002 0. 257 0. 230 2 - 0. 248

0. 005 0. 325 0. 235 5 - 0. 386

0. 1 0. 525 0. 243 8 - 0. 531

0. 2 0. 683 0. 231 10 - 0. 615

2. 8　改进水杨酸比色法对土壤及水体样品的标定

结果 (图 3) 表明, 水杨酸法和酚二磺酸法、流动

分析仪的分析结果间具有很好的一致性。3 种方法

测定的结果之间的回归方程为

y = 1. 054 7x + 1. 688 1, r
2 = 0. 963 53 3 (n =

22) ;

y = 0. 86x - 0. 674, r
2= 0. 953 13 3 (n= 22)。

从方程的系数可以看出, 水杨酸比色法测定的

结果比酚二磺酸比色法测定的结果高, 而比流动分

析仪测定的结果低, 其结果更接近实际值。

图 3　水杨酸比色法与酚二磺酸比色法、流动分析仪测定土壤及水体样品中NO 3- N 含量间的相关性

F ig. 3　Co rrela t ion betw een the resu lts of NO 3- N con ten t determ ined by Salicyla te2Spectropho tom etric m ethod and

Pheno lisu lhoneacid2Sperctropho to M etric m ethod and flow ing analyzer

3　结　论

1)试验从 6 个方面研究了测定NO 3- N 的快速

水杨酸法。结果表明, 快速水杨酸法可有效地测定土

壤及水体中的NO 3- N。经过简化改进, 避免了冗长

的水浴过程, 掩蔽了一定浓度C l- , NO -
2 的潜在干

扰。该法适应 pH 范围广 (pH > 2) , 试剂用量少, 灵

敏度高, 重现性好, 且无需昂贵的仪器。水杨酸法测

定结果与酚二磺酸法、流动分析仪结果具有很高的

一致性, 可作为测定NO 3 - N 含量的一种简便方

法。

2) 推荐操作步骤: ①吸取 1 mL (含 0～ 7 m g

NO 3- N )待测液置于 15 mL 试管中, 然后向试管中

加入 0. 5 mL 水杨酸钠混合试剂, 摇匀, 置于 180 ℃

烘箱中蒸干, 取出, 稍微冷却; ②用 1 mL 浓 H 2SO 4

润湿残渣, 摇动, 使浓H 2SO 4 与所有残渣全部接触,

静置 5 m in; ③沿管壁向试管中缓慢加入 5 mL 蒸馏

水, 摇匀, 静置并冷却 (在加入质量分数 30% N aOH

前必须摇匀、冷却) ; ④沿管壁加入 5 mL 质量分数

30% N aOH 溶液, 摇匀, 冷却, 410 nm 波长用厘米

比色皿测定吸光值; ⑤绘制工作曲线, 吸取 5 mL

100 m göL 的NO 3 - N 标准贮备液, 定容于 50 mL

容量瓶中, 即为 10 m göL 标准液。分别吸取 0, 1, 2,

3, 4, 5, 6, 7 mL 10 m göL 的NO 3 - N 标准液, 定容

于 10 mL 容量瓶中, 然后按照步骤①～ ④操作, 绘

制工作曲线。
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D eterm ina t ion of n it ra te u sing a rap id and m odifed

Salicy la te2Spectropho tom etric m ethod

D UAN J ian - jun1, ZHOU J ian -bin1,W ANG Guo-dong2, HU Pu-hui3,L IU Yan -feng3

(1 Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t, 2 Colleg e of L if e S ciences,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

3 Y ang ling V oca tiona l and T echnology Colleg e, Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Facto rs such as pH , C l- , NO 2 affect ing the determ inat ion of n it ra te w ith sa licyla te are d is2
cu ssed in th is paper, and the linearity is a lso ascerta ined. T he resu lt of th is study show s that: (1) T he apex

of the ab so rbance cu rve is 410- 420 nm , even n it ra te of 0. 1 mo löL can be detected. It is abou t 2- 5 t im es

sen sit ive than; (2) T he stab ility of the co lo r is h igh, and co lo r in ten sity has no strik ing changes even after

15 days under a p lug2covered condit ion s; (3) T he crit ica l pH of modif ied m ethod is over 2, below w h ich co l2
o r developm en t w as strongly inh ib ited. A nd it can screen ing the in terference of mo re that 0. 1 mo löL C l-

and 2 m göL NO -
2 . T he imp roved m ethod of determ inat ion of n it ra te w ith sa licyla te is simp le, rap id and ac2

cu ra te, and can be u sed fo r the analysis of NO -
3 in so ils and w ater.

Key words: determ inat ion of n it ra te; determ in ing m ethod; sa licyla te2spectropho tom etric m ethod
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