
                         微生物量碳氮磷的测定
一个样品需要的新鲜土壤：碳氮40g+磷10g=50g
原理：土壤经氯仿熏蒸处理以后，微生物被杀死，细胞破裂后，细胞内容物释放到土壤中，导致土壤可提取碳、氨基酸、氮磷大幅度增加。通过测定浸提液中全碳、全氮、磷的含量可计算土壤微生物量碳、氮磷。
1、 前期培养（三个指标都一样）
    新鲜土壤应立即处理或保存于4℃冰箱中，测定前先仔细除去土壤中可见植物残体（如根、茎和叶）及土壤动物（如蚯蚓等），过筛（孔径< 2mm）并混匀。如果土壤过湿，应在室内适当风干，并经常翻动，以避免局部干燥，至土壤含水量约为田间持水量（Water-holding capacity，WHC）的40%（以手感湿润疏松但不结块为宜）。如果土壤过于干燥，用蒸馏水调节含水量至田间持水量的40%。将土壤置于密封的塑料桶内，在25℃下预培养7～15d，桶内有适量水以保持相对湿度为100%，并在桶内放一小杯1mol L-1NaOH溶液以吸收土壤呼吸产生的CO2。这些过程是为了消除土壤水分限制对微生物的影响，以及植物残体对测定的干扰。经预培养的土壤应立即分析，否则，应置于4℃下保存，但分析前需在上述条件下至少再培养24h。

取70克左右的土放在白色塑料瓶内，瓶口用保鲜膜包裹，并扎7-8个小孔，然后将塑料瓶放入培养箱中进行培养。培养温度25摄氏度，视培养箱实际情况调整。同时，培养箱内需要放置氢氧化钠溶液和蒸馏水，每层都要放置，最下面再放上蒸馏水，用来吸收微生物释放的碳并保持土样湿度。

2、 试剂配置

A. MBC(微生物量碳)

浸提：1.0.5M硫酸钾，0.5mol/L
   称取87克试剂加入1L大烧杯中，加水至700ml，用电炉加热溶解。然后用1L容量瓶定容。一个样需要称4份10g（两个熏蒸，两个未熏蒸），每个10g需要40ml,即一个样需要160ml硫酸钾来浸提其中的有机碳。
2.氢氧化钠溶液（1mol/L）
   20g左右放入500ml烧杯中，加水至500ml，比较粗糙，不需要容量瓶定容，视样品多少来配置。
熏蒸：3.氯仿

   熏蒸前半小时进行氯仿提纯，若需要80ml，则在分液漏斗加入100ml氯仿，再加入等量的蒸馏水，提纯三四次，然后放入小烧杯中，并加入一勺无水氯化钙和7-9颗防爆沸珠；同时再放入一小烧杯氢氧化钠。（可以再放几张湿润滤纸，保持土壤水分）
市售氯仿一般含有少量乙醇作为稳定剂，所以，使用前必须将其中的乙醇去掉。方法是量取适量的分析纯氯仿，按1：2（v : v）的比例与蒸馏水或去离子水一起放入分液漏斗中，充分摇动1min，慢慢放出底层氯仿于烧杯中，如此洗涤3次。得到的无乙醇氯仿中加入无水氯化钙，以除去氯仿中的水分。纯化后的氯仿置于暗色试剂瓶中，在低温（4℃）、黑暗状态下保存。注意：氯仿具有致癌作用，所有操作必须在通风橱中进行。

4.滤纸

11cm定量滤纸，提前折好，每个样4张。

B. MBN(微生物量氮)

1.碱性过硫酸钾溶液

称15g氢氧化钠，40g过硫酸钾，溶解定容到1L。每个样品5ml，一个土样四个样品，21个土样，共需要5×4×21=420ml
   2. 1:9的盐酸溶液（根据需要处理的样品多少来量取、配置）

   3. 0.5M硫酸钾（跟微生物量碳的硫酸钾一样配法）

C. MBP（微生物量磷）

  1. 0.5M碳酸氢钠浸提液：溶解42g碳酸氢钠于800ml水中，以0.5M氢氧化钠溶液调节PH至8.5，再蒸馏水定容至1 L（可加植物油保存，塑料瓶比玻璃瓶易保存，超过一个月要检查其PH是否改变）
30×4×21=2520ml
  2. 无磷活性炭（可以直接买到）

如果活性碳含磷，应先用1:1盐酸浸泡12h以上，然后放在平板漏斗上抽气过滤，用水淋洗5次，再用浸提剂碳酸氢钠浸泡12h以上，在平板漏斗上抽气过滤，用水洗尽碳酸氢钠，直至无磷为止，烘干备用。

3.  钼锑储备液：10克钼酸铵溶于300ml约60摄氏度的水中，冷却。另取181ml硫酸缓缓注入约800ml水中，搅匀，冷却。然后将稀硫酸注入钼酸铵溶液，随时搅匀；再加入100ml酒石酸氧锑钾溶液（将0.3克酒石酸氧锑钾溶于100ml水），最后用水稀释到2L，充分摇匀，贮于棕色瓶保存。

4. 显色剂：临用当天，称取抗坏血酸0.5g溶于100ml钼锑抗混合液中，混匀，即为钼锑抗试剂，此试剂有效期在室温为24h，在2-8摄氏度冰箱可贮存7天。

5. 磷标准贮备溶液（100ppm：100mg/L）：准确称取在105摄氏度烘箱里烘干5-6h的磷酸二氢钾（分析纯）0.4394g，溶解在200ml水中，加浓硫酸5ml（防止长霉菌，以长期保存），转入1L容量瓶定容。此溶液为100mg/L的P标准溶液，此贮备液可长期保存。

6. 磷标准工作溶液（c=5mg/L）：吸取上述磷标准溶液，用浸提剂准确稀释20倍，即为5mg/L磷标准工作溶液，此溶液不宜久存。

3、 实验步骤

   A、微生物量碳、氮

     1.熏蒸：每个样称取两个10g分别放入两个铝盒里，然后放入真空干燥箱里。同时再干燥箱里放入提纯好的氯仿（烧杯内放入放爆珠）和氢氧化钠溶液以吸收熏蒸期间释放出来的CO2（氯仿放在方便观察的地方），干燥器底部还应加入少量水以保持湿度。连接好抽气泵的排气管并将排气管口放到窗外，先将抽气泵打开，关上放气阀，再打开真空干燥箱开关，指针到0.08Mpa左右，氯仿沸腾2-3分钟，先关上真空干燥箱开关，再关抽气泵。于25℃黑暗条件下熏蒸24h后，取出土壤和氯仿（氯仿到回贮存瓶，可再使用），将装土壤的烧杯

转入清洁真空干燥器，同上反复抽真空直到土壤无氯仿味为止；否则，残留在土壤中的氯仿将影响分析结果。将熏蒸好的土样分别放入小绿瓶中。

     熏蒸后步骤：打开放气阀---气压为0时关闭----打开抽气泵---打开干燥箱开关----等指针到0.04----关闭干燥箱开关---关闭抽气泵---打开放气阀（如此循环操作4、5次才能打开干燥箱取土）

2.未熏蒸：每个样称2个10g放入小绿瓶。

3.加液过滤：用加液器在每个小绿瓶加入40ml硫酸钾，180转速震荡30-40分钟，然后静置30min,再用11cm定量滤纸过滤，过滤后如果不及时测定就冰冻（-18°C）保存。

4.测定：浸提液分两份，分别测碳氮。

    微生物量碳测定--用TOC测定；（直接用浸提液测定）
微生物量氮测定：

浸提好的样品吸取2ml--加水8ml至10ml---加5ml硫酸钾（浸提剂）---加5ml碱性过硫酸钾，体系共20ml。或者（浸提好的样品吸取5ml--加硫酸钾5ml至10ml---加10ml碱性过硫酸钾，体系共20ml）---将具塞试管盖紧，用压力1.1-1.4kg/cm2,，温度123摄氏度，保持45min后停止加热--- ----在275nm和220nm处测定吸光度。（并做两个空白对照）

标准曲线绘制：
（1）100ml/L硝态氮储备液配制：

将硝酸钾放在105~110℃烘箱中干燥3小时，在干燥其中冷却后，称取0.7218g溶于蒸馏水中，定容至1L。在0~10℃暗处保存。
（2）标准液配制：
取储备液0，0.3,  0.5，1,  1.5， 2， 3 ml, 用硫酸钾（浸提剂）定容至50ml。

（标准液浓度为：0， 0.6， 1， 2， 3， 4， 6 mg/L）

（3）工作液配制

取标准液10ml + 水10ml
（工作液浓度：0， 0.3， 0.5， 1， 1.5， 2， 3mg/L）
5.测定含水率：培养完得土样含水率，铝盒装土，入烘箱105摄氏度，8h后取出，记得提前称盒重。

B.微生物量磷

    分别称取熏蒸（和测微生物碳氮一样处理）和未熏蒸的土样5g，即一个样品称4个2g，用碳酸氢钠浸提，（一个5g需50ml浸提剂，土：水=1:10），再加入一勺无磷活性炭，盖好小绿瓶，在往复震荡机上震荡30min，立即用定量滤纸过滤。吸取滤液10ml，然后加入钼锑显色剂5ml，分数次充分摇匀，逐净二氧化碳。在室温放置30min，用700（有条件用880nm）波长进行比色。以空白溶液（10ml浸提剂代替滤液，同上处理）为参比液调节分光光度计零点。空白液的浓度为0，测出待测液的吸收值。

   标准曲线：在土样测定的同时，分别准确吸取5mg/L的P标准工作溶液0、1.5、2.5、5、10、15、20、25ml,分别置于50ml容量瓶内，并用浸提剂定容。标准系列溶液的浓度依次为0、0.15、0.25、0.5、1、1.5、2、2.5mg/L,吸取标准系列溶液各10ml,同上处理显色，测定吸光度。

