颗粒有机碳、矿物结合态有机碳测定


六偏磷酸钠提取-重铬酸钾-浓硫酸外加热法
   德国普兰德Titrette滴定仪
1、土壤颗粒有机碳含量测定
    土壤颗粒有机碳的测定，部分采用六偏磷酸钠提取法进行提取测定。将采集土样剔除石砾与植株残茬在自然条件下风干，过2mm孔径筛待测。称取待测土样(10g左右)至于50ml塑料瓶中，并加5g/L的六偏膦酸钠溶30ml,摇匀后置于摇床上振荡18h,将分散液和土壤全部置于53μm和250μm 筛上，清水冲至水流清晰不含细土颗粒为止。筛上大于53um的土壤转移到事先称好质量的铝盒中，放置于60°C恒温烘箱中烘干并称重，计算烘干后土样重占整个土样的比例，即为土壤颗粒组分比例。

将筛上物按照筛网大小分为粗颗粒态有机碳（>250 μm，在本实验中没有粗颗粒态有机碳），只有细颗粒态有机碳（53-250μm），然后在60℃下烘干称重。测定各粒级有机碳含量（C g/kg），乘以各粒级所占土壤的百分比计算细颗粒有机碳的含量（Cg/kg全土）（Cambardella and Eliott 1993），该土也可用来测定颗粒全氮。

矿物结合态有机碳（MAOC，<53μm）∶ 在测定颗粒态有机碳的过程中，将筛下部分（<53 μm）的有机质在 60℃条件下烘干，称重，测定有机碳含量（C g/kg），乘以各粒级所占土壤的百分比计算出矿物结合态有机碳含量（Cg/kg全土）（Cambardella and Ellitt E1993），该土也可用来测定矿物结合态全氮。

2、操作步骤
烘干的样品经过研磨，称取研细的样品0.1~1 g(精确到0.0001 g)，放入一干燥的硬质试管中，用移液管准确加入0.8000 mol·L-1 (1/6 K2Cr2O7)标准溶液5 mL，再加入浓H2SO4  5mL充分摇匀。将试管盛于铁丝笼中（每笼中均有1~5个空白试管和标样），放入温度为185~190℃的石蜡油浴锅中，要求放入后油浴锅温度下降至170~180℃左右，以后必须控制电炉，使油浴锅内温度始终维持在170~180℃，待试管内液体沸腾发生气泡时开始计时，煮沸5 min，取出试管（用油浴法，稍冷，擦净试管外部油液）。
冷却后，将试管内容物倾入250 mL三角瓶中，使三角瓶内溶液总体积为60~70 mL，保持混合液中（1/2H2SO4）浓度为2~3 mol·L-1，邻啡罗啉指示剂，加指示剂2~3滴，溶液的变色过程中由橙黄→蓝绿→砖红色即为终点，记取FeSO4滴定mL数（V）。
计算公式为:

颗粒有机碳的计算：
WPOC=M1/M0*100%
式中，WPOC为颗粒有机物所占土壤质量的比例(%)，

M0为待测土样的重量(g)，

M1为过筛后的烘干土壤重量(g)。


Ct-POC = CPOC*（WPOC/100）
式中，Ct-POC为供试土壤中颗粒态有机碳的含量(g.kg-1),

CPOC为土壤颗粒组分中有机碳的含量(g.kg-1)。
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式中：c——0.8000 mol·L-1(1/6K2Cr2O7)标准溶液的浓度；

5——重铬酸钾标准溶液加入的体积（mL）；

V0——空白滴定用去FeSO4体积（mL）；

V——样品滴定用去FeSO4体积（mL）；

3.0——
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1

碳原子的摩尔质量（g·mol·L-1）；

10-3——将mL换算为L；

1.1——氧化校正系数；

m——烘干土样质量（g）；

k——将风干土换算成烘干土的系数（即为1-W%,W%:风干土样含水量）。

矿物结合态有机碳的计算：
WMAOC =100-WPOC
式中，WMAOC为矿物结合有机碳所占土壤质量的比例(%)。

Ct-MAOC = CMAOC*（WMAOC/100）
式中，Ct-MAOC为供试土壤中矿物结合有机碳的含量(g.kg-1),

CMAOC为土壤矿物结合有机碳组分中有机碳的含量(g.kg-1)，同颗粒组分中有机碳的含量。

颗粒全氮、矿物结合态全氮测定

全氮
凯氏法消解
半自动凯氏定氮仪或全自动凯氏定氮仪

一、方法原理  

样品在加速剂的参与下，用浓H2SO4消煮时，各种含氮有机化合物，经过复杂的高温分解反应转化为氨，其与硫酸结合形成硫酸铵。碱化后蒸馏出来的氨用硼酸吸收，以标准酸滴定，求出土壤全氮含量（不包括全部硝态氮）。

在高温下硫酸是一种强氧化剂，能氧化有机化合物中的碳，生成CO2，从而分解有机质。

2H2SO4 + C→2H2O + 2SO2↑+ CO2↑高温
样品中的含氮有机化合物，如蛋白质在浓H2SO4的作用下，水解成为氨基酸，氨基酸又在H2SO4的脱氨作用下，还原成氨，氨与硫酸结合成为硫酸铵留在溶液中。

Se的催化过程如下：

2H2SO4 + Se→H2SeO3 + 2SO2↑+ CO2

亚硒酸   

H2SeO3→SeO2 + H2O

SeO2 + C→Se + CO2

由于Se的催化效能高，一般常量法Se粉用量不超过0.1~0.2g，如用量过多则易引起氮的损失。

(NH4)2SO4 + H2SeO3→(NH4)2SeO3 + H2SO4

3(NH4)2SeO3→2NH3 + 3Se + 9H2O + 2N2↑

以Se作催化剂的消煮液，也不能用于氮磷联合测定。硒是一种有毒元素，在消化过程中，放出H2Se。H2Se的毒性较H2S更大，易引起人中毒。所以，实验室要有良好的通风设备，方可使用这种催化剂，为了安全，也可以不加硒。

CuSO4的催化作用如下：
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褐红色                          蓝绿色

当土壤中有机质分解完毕，碳质被氧化后，消煮液则呈现清澈的蓝绿色即“清亮”，因此硫酸铜不仅起催化作用，也起指示作用。同时应该注意凯氏法刚刚清亮并不表示所有的氮均已转化为铵，有机杂环态氮还未完全转化为铵态氮，因此消煮液清亮后仍需消煮一段时间，这个过程叫“后煮”。

消煮液中硫酸铵加碱蒸馏，使氨逸出，以硼酸吸收之，然后用标准酸液滴定之。

蒸馏过程的反应：

(NH4)2SO4+2NaOH→Na2SO4+2NH3+2H2O

NH3+H2O→NH4OH

NH4OH+H3BO3→NH4·H2BO3+H2O

滴定过程的反应：

2NH4·H2BO3+H2SO4→(NH4)2SO4+2H3BO3

二、主要仪器 

1．消煮炉。
2．半自动凯氏定氮仪或全自动凯氏定氮仪。

3．微量滴定管（10 mL）。

4．50 mL或100 mL消煮管。

三、试剂

1．硫酸：ρ=1.84 g·mL-1，化学纯。

2．10 mol·L-1NaOH溶液：称取固体NaOH 400 g，于硬质玻璃烧杯中，加无CO2蒸馏水溶解，不断搅拌，以防止烧杯底角固结，冷却后加无CO2蒸馏水至1 L，转移到塑料瓶或直接倒入凯氏定氮仪所带的塑料桶中，加盖橡皮塞。

3．甲基红—溴甲酚绿混合指示剂：0.5 g溴甲酚绿和0.1 g甲基红溶于100 mL乙醇中（注1）。

4．20 g·L-1 H3BO3-指示剂溶液：20 g H3BO3（化学纯）溶于1 L水中，每升H3BO3溶液中加入甲基红—溴甲酚绿混合指示剂5 mL并用稀酸或稀碱调节至微紫红色，此时该溶液的pH为4.8。指示剂用前与硼酸混合，此试剂宜现配，不宜久放。

5．混合加速剂：K2SO4:CuSO4=100:10:即100 g K2SO4（化学纯）、10 g CuSO4·5H2O（化学纯）混合研磨，通过0.25 mm筛充分混匀（注意戴口罩），贮于具塞瓶中。消煮时每mL H2SO4加0.37 g混合加速剂。

6．0.02 mol·L-1(1/2H2SO4)标准溶液：量取H2SO4（化学纯、无氮、ρ=1.84 g·mL-1）2.83 mL，加水稀释至5000 mL，然后用标准碱或硼砂标定之。

7．0.01 mol·L-1(1/2H2SO4)标准溶液。将0.02 mol·L-1（1/2H2SO4）标准液用水准确稀释一倍。

8．高锰酸钾溶液：25 g高锰酸钾（分析纯）溶于500 mL无离子水，贮于棕色瓶中。

9．1:1硫酸：硫酸（化学纯、无氮、ρ=1.84 g·mL-1）与等体积水混合。

10．还原铁粉：磨细通过孔径0.15 mm（100号）筛。

11．辛醇。

四、测定步骤

1．所使用的样品同颗粒和矿物有机碳（通过0.25 mm筛）的土，称取0.5××× g（含氮约1 mg），同时测定土样水分含量。
2．土样消解。

将土样送入干燥的消煮管底部，加少量去离子水（0.5~1 mL）湿润土样后，加入加速剂1.85 g和浓硫酸5 mL，摇匀，将消煮管插入消煮炉用小火加热，待管内反应缓和时（10~15 min），加强火力使消煮的土液保持微沸，温度过高而使铵盐受热分解，氮素损失，消煮的温度以硫酸蒸汽在管上部1/3处冷凝回流为宜。待消煮液和土粒全部变为灰白稍带绿色后，再继续消煮1 h。消煮完毕，冷却，待蒸馏。在消煮土样的同时，做两份空白测定，除不加土样外，其他操作皆与测定土样相同。

3．氨的蒸馏。

（1）蒸馏前先检查凯氏定氮仪是否正常，所用溶液装入仪器固定的容器内，并进行最少两次空蒸，通过水的馏出液将管道洗净。

（2）待消煮液冷却后，用少量去离子水将消煮液定量地全部转入仪器本身的消煮管中，（洗涤4~5次，总用水量不超过30~35 mL）。若用凯氏定氮仪自身的消煮管消解，不需要转移，可直接将消煮管上机蒸馏。

（3）将干净的150 mL锥形瓶放在仪器托盘上。根据样品含量设置加硼酸—指示剂混合液的体积，加入酸、碱体积的量由设置时间确定，一般提前计算好1秒钟加入酸、碱的体积，再根据实际需要量来设置加入酸、碱的时间。按【启动】键进入蒸馏状态，蒸馏结束后报警，取下三角瓶，进行下一样品的测定。

（4）用0.01 mol·L-1(1/2H2SO4)或0.01 mol·L-1HCl标准溶液滴定馏出液由蓝绿色至刚变为紫红色。记录所用酸标准溶液的体积（mL）。空白测定所用酸标准溶液的体积，一般不得超过0.4 mL。

五、结果计算

土壤颗粒和矿物结合态全氮（N）含量（g·kg-1）=
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式中：V——滴定试液时所用酸标准溶液的体积（mL）；

V0——滴定空白时所用酸标准的体积（mL）；

c ——0.01 mol·L-1(1/2H2SO4)或HCl标准溶液浓度；

14.0 ——氮原子的摩尔质量（g·mol-1）；

10-3 ——将mL换算为L；

m ——烘干土样的质量（g）。

两次平行测定结果允许绝对相差：土壤含氮量大于1.0 g·kg-1时，不得超过0.005 %；含氮1.0~0.6 g·kg-1时，不得超过0.004 %；含氮＜0.6 g·kg-1时，不得超过0.003 %。
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