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导 读

总氮是各种无机态氮（硝酸盐氮、亚硝酸盐氮、氨氮）和有机态氮（蛋白质、氨基酸、有机胺）的总量，它是衡量水质的重要指标。
目前，比较常用的总氮检验方法是碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法(HJ636－2012)。
但很多水友反应该方法不好做，其中代表性问题有:
· 氨氮高于总氮的测定结果；
· 空白的校正吸光度太高，大于0.030。

01空白吸光值过高
空白值偏高是影响总氮测定准确度的主要因素，HJ636－2012要求空白实验的校正吸光度A（A=A220－2A275）＜0.030。
在总氮测定中，实验空白值常与玻璃器皿的洁净度、实验用水、过硫酸钾试剂纯度、碱性过硫酸钾溶液的温度与保存时间等因素密切相关。
1、玻璃器皿的洁净度对测定结果的影响
相关研究显示，常规氮玻璃器皿的洗涤标准无法满足实际需要。
因此，用于总氮测定的器皿在常规洗净后，还需在盐酸溶液（1体积盐酸倒入9体积水）中浸泡24h，然后再用无氨水进行涮洗。
如下表实验结果所示，实验所用玻璃器皿在去污粉清洗的条件下空白吸光度均大于标准要求的0.030，此时应检查器皿的污染状况。
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玻璃器皿不同洗涤方法下空白样平行值
而在对照实验中，用去污粉清洗后再用盐酸浸泡24h，空白吸光度完全符合HJ 636—2012 的质控要求。
综上所述，为防止总氮测定准确度出现偏差，建议每次测定后，所有的玻璃器皿在清洗干净后，直接浸泡到盐酸溶液中。每次使用前，最好再用新鲜制备的超纯水冲洗数次并立即使用。
2、实验用水对测定结果对影响
虽然HJ636—2012对实验用水明确要求为“无氨水”，但在相同实验条件下，超纯水的空白值最小，且超纯水机是多数实验室的常规设备，方便做到现用现制备。
如下表所示，用超纯水和无氨水测定的空白值比去离子水小，超纯水的空白值最小，三者均满足总氮测定要求。
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不同实验用水的空白值
从实际经验来看，空白值越低，对总氮测定准确度越有利，尤其是测试总氮含量较低的样品。因此，建议有条件的实验室使用超纯水。
3、过硫酸钾试剂纯度对测定结果的影响
HJ636—2012要求过硫酸钾试剂的含氮量应不超过0.0005%，但不同厂家、不同批次生产的过硫酸钾质量存在差异。
对于一些纯度不高的过硫酸钾可以进行提纯以达到HJ636—2012质控要求。
但由于实验室条件限制以及过硫酸钾对50 ℃以上温度的不稳定性，建议优先选用合格的国药集团化学试剂或进口过硫酸钾。
不过从成本角度看，国药集团化学试剂相比于进口的更加物美价廉，所测数据也完全满足HJ636—2012质控要求。

过硫酸钾纯度对空白值对影响
4、过硫酸钾温度及贮存对测定结果的影响
HJ636—2012中碱性过硫酸钾溶液配制方法：40.0g过硫酸钾溶于600mL水中，另取15.0g氢氧化钠溶于300mL水中。待氢氧化钠溶液温度冷却至室温后，混合两种溶液定容至10 00mL。
过硫酸钾常温下不易完全溶解，为促进其溶解往往需要加热。
需特别注意的是，过硫酸钾在60℃甚至50℃就会分解，因此在实际工作中加热温度最好控制在50℃以内。这样既利于促进过硫酸钾溶解，又可减少高温对过硫酸钾氧化能力的损失。
同时，过硫酸钾和氢氧化钠最好分别配制，待氢氧化钠溶液冷却至室温后再混合定容。这是由于氢氧化钠在溶解过程中会放出大量热而导致配制过程中过硫酸钾氧化能力的损失。
配制好的碱性过硫酸钾溶液保存于聚乙烯瓶中，其放置天数对空白值有重要影响。
相关研究表明，空白值随着碱性过硫酸钾放置时间的延长而逐渐增大，用新配制的碱性过硫酸钾测得空白值最低。

碱性过硫酸钾放置时间对空白值的影响
如上表所示，7日内空白值差别不大，在保存30日后所测得的空白值仍能满足试验要求。
因此，配好的碱性过硫酸钾最好在“7日保鲜期”内使用，若保存条件良好，可延长放置时间在30日左右。
5、其他因素对测定结果的影响
实际工作中还发现，总氮测定中还有不少因素也会导致结果准确度降低，如消解时间及冷却时间、水样的酸碱度等。
按HJ636—2012要求，总氮样品消解需在高压蒸汽灭菌器中压力为1.1～1.4kg/cm2，保持温度在120℃～124℃之间30min。另外有实验表明，消解完成后延长降温冷却时间，待温度下降到低于50℃再开阀放气取出比色管冷却，测定结果较好。
同样的，当水样pH值在5～9这个范围内的测定结果较好，且数据波动性较小; 超出此范围数据波动性较大，准确度降低，且无明显规律。
02总氮含量低于氨氮含量的现象
按道理来说，氨氮包含于无机氮，而无机氮包含于总氮中。
但在实际测定中，氨氮>总氮的情况还是很常见的。
对于这种现象来说，一般看法是样品中氨氮含量较高时，加入碱性过硫酸钾，在碱性条件下形成氨水，氨水挥发生成氨气，从比色管中释放出来，导致测定的总氮量只包含了部分氨氮，从而低于氨氮含量。
因此，利用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法处理样品时，可以在所有样品都加入过硫酸钾溶液后，统一加盖。这样就给氨氮含量较高的样品中氨氮以氨气形式挥发出来创造了时间。
当然，也有操作人员采用双管消解法。即将样品加入比色管用无氨水稀释至10mL后，将碱性过硫酸钾加入另一小试管中，再将装有碱性过硫酸钾的小试管放入比色管中，小试管顶部的高度应超出比色管中的试样液面以避免样品处于碱性环境，盖上比色管盖后，再进行比色管内两种液体的混合。
但双管法在实际操作过程中过于繁琐，测试结果也不是很理想。
其实，针对氨氮>总氮这个问题应该如HJ636－2012的征求意见稿所说，“不应该仅仅停留在总氮测定本身上，而是应该从测定总氮和氨氮两者之间存在的一些联系上查找原因”，“在不断完善总氮测定的过程中，还应同步完善氨氮测定中包括实验用水、器皿、试剂和实验环境，使两者同步远离氮的污染，才能保证测定结果的正确性。”
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