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甲亚胺

一 H分光光度法测硼的条件及应用
’

郑 路

(安 t农 学 院 )

国内外有关甲亚胺
一

H分光光度法测硼的报道已有不少
,

但是不同资料对反应酸度
、

光密

度的稳定时间说法不一 ; 有关甲亚胺
一H 浓度

、

反应温度的影响讨论很少
。

本文试对甲亚胺
-

H 的制备及甲亚胺
一
H 浓度

、

酸度
、

温度
、

比色时间和干扰离子等条件进行探讨
,

进而选择适宜

条件用于土城
、

植物中翻的测定
。

一
、

试剂
、

仪器

用分析纯试剂和去离子水
,

所配溶液贮于塑料瓶中
。

1
.

甲亚胺
一
H 需自行制备

,

原料为 H酸钠或 H酸 〔C , 。 H
`
N H

: O H (S O : H )
: , 8一氮基

-

1一蔡酚
一 3

,
6一二磺酸〕和水杨醛〔 C

。
H

;
O H

·

C H O 〕
。

2
.

抗坏血酸
。

3
.

硼标准溶液
:
将 0

.

5 7 1 6克硼酸溶解
,

定容为1 0 0 0毫升
,

此液含 B 10 O p p m
,

用前稀释

为 5 p p m工作液
。

4
.

5 0 % N H ` O A e
溶液

,

用 zN H C I调至 p H 6
.

3 。

5
.

o
.

SM E D T A溶液 , z N H C I ; IN N a
O H

。

所用仪器为 25 型酸度计
; 72 型分光光度计

。

测定波长用 4 2 o n m
。

二
、

甲亚胺一 H的制备

在酸性条件下 H酸与水杨醛很容易反应生成甲亚胺
一 H

。

各资料中 H酸与水杨醛的反应配

比差异很大〔 1
,
2
,

幻
。

据我们试验
,

二者重量比为 3 :1 时合成率最高
。

可直接配制成溶液用或制

成甲亚胺
一 H成品备用

。

( 1) 甲亚胺
一 H 溶液的制备

:
用前配制

,

方法为
:
溶液 A

—
2克抗坏血酸溶于50 毫升水

,

加 1克 H 酸钠
,

微热助溶
,

如有沉淀可过滤 , 溶液 B—
。

.

3毫升水杨醛溶于约 20 毫升 95 %乙

醇
,

加水至 50 毫升 , A与 B混合即得桔色甲亚胺
一
H溶液

。

该液 p H约 2
.

5
,

甲亚胺
一 H 浓度约

1 %
,

2 天内有效
。

低温保存可延长有效期
。

如要制备不同浓度的甲亚胺
一 H 溶液

,

可相应增

减 A 中 H酸钠及 B 中水杨醛的量
。

直接配制甲亚胺
一 H液液简便快速

,

但只能现配现用
,

不同

时候配制的溶液因温度
、

试剂等条件变化
,

浓度会稍有不同
,

故难以准确计算
。

不过只要每

次测定用同一配制液
,

不影响测定
。

( 2) 甲亚胺
一 H成品的合成

:

H酸钠30 克溶于 10。。毫升水
,

稍加温促溶
,

用 1: I H CI 调 p H约

1
.

5
,

边搅边加入 10 毫升水杨醚
,

振荡 2小时
,

放 2一 3天
,

间或摇动
,

得橙黄色沉淀
,

以布氏漏斗抽

*汤 堵闽
,

方素贞
,

陈世 勇
,

肖亚等 同志 参加部分工作
。
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气过滤( 或离心分离 )
,

约 4 5%
。

产品易吸湿
,

用无水乙醇洗 3一 4次
,
10 5℃烘 3 小时

,

得桔色粉状甲亚胺
~
H

,

产率

应保存在干燥处
,

H水溶液
,

夭冷时可微热 ( < 50 ℃ )助溶
,

准确控制
,
保制备麻烦

。

可长期使用
。

用前配成 2 %抗坏血酸
一 1 %甲亚胺

-

36 小时有效
。

甲亚胺
一 H成品使用方便

,

溶液浓度易

三
、

甲亚胺一 H浓度对光密度的影响

经测试
,

在一定 p H条件下
,

甲亚胺
一
H溶液的光密度随浓度增加而增加

,

但二者不成直线

关系 (表 1 )
。

甲亚胺
一 H 与硼反应生成颜色的强度依赖于试剂浓度

,

在一定的p H范围内
,

硼标准溶液

的光密度随甲亚胺
一
H浓度增加而增加 (表

1

1 )
,

这与B o s s on
、

等人的试验结果相一致 〔2 〕
。

甲亚

脸一H浓度不同
,

标准曲线斜率不一样 (图 1 )
,

浓度高
,

曲线斜率大
,

灵敏度较高
。

表 1 不同浓度甲亚胶
一
H翻洛液的光密度

洲、门洲
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1 5
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22 5

从
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4 3 0

0
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72 0

所用甲亚胺
一 H 的浓 度

,

各 资 料 不 一

样 〔` 5
,

幻
。

据我们试验
,

比色液中甲亚胺
一
H

浓度不应低于 0
.

05 %
,

否则光密度很低
。

适

宜的浓度为 0
.

08 一 0
.

15 %
,

常用。
.

10 %
。

为

了提高灵敏度可适当提高甲亚胺
一
H 的浓度

,

。 一
’

斌厂
’

斌每
一

斌『 一旅厂甲九
:娜 ( p p m )

图 i 不同浓度甲亚胺
一
H的硼标准曲线

甲亚胶一 H浓度
:
( a )。 .

1亏%
,
( b ) 0

.

2 0%
,
( e ) 0

.

0 5%
.

但不 应超过。
,

20 %
,

过高则空白吸收过大
,

曲线弯曲
,

有的比色液会出现浑浊
,

不能测定
。

四 、
酸度的影响

甲亚胺
一 H溶液不论浓度高低

,

表 2

其颜色都随 p H不同而有规律地变化
,

不同酸度甲亚脸
`

H溶液的颜色变化
` 州 ~ , , 州咚

一
户 , , 于

,

护 ~ ,
~

洲, 月尸
一

, 二 , . . , . ` , . . 目月, , ,

p H 1 .2 5 .3 5

}

{

撅 色 } 枯红
1

枯黄
! {

}

4一 …
5 一
i:

_

5
·

、

{
6

一
_

…
~

竺竺竺
_

上竺
_ _

…一竺
一

止了
, , 。 ,

二
布占红

一 *

不同浓度甲亚胺
一 H 溶液的光密度均随p H上升呈规律性变化

。

经测定
,

甲亚胺
一 H 溶液在

p H 4
一
6光 密度低

,

变化率小 ( 图 2 )
。

此低光密度区域随甲亚胺
一
H 浓度增加而缩小并稍右移

。

州 6
.

5以上光密度急剧上升
,

至 p H S
.

。以上趋于稳定
。

几 翻标准溶液 的光密度在 p H S
,

0以下随 p H增加而增加
。

不同酸度条件的标准曲线如 图 3
。

p H低于 4 ,

光密度很低 ; 低于 2 ,

不显色
。

随 p H
一

仁升
,

曲线斜率增加
,

在 p H S
一 6范围内

,

曲

线线性好
,

斜率相 同
,

扣除空白吸收后曲线重合
,

重现性也好
,

这是比色测定的最佳 p H 范
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4

0
。
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PH 8
.

0

PH 6
.

5

PH 6
.

0

pH S
.

8

H P S
.

0

PH 4
.

l

PH 2
.

1

0
.

2 0
。

4 0
.

6 0
.

8 1
.

0

翻 (p p m)

图 3不同酸度条件下的硼标准曲线

图 2不同酸度甲亚胺
一
H洛液的光密度

甲亚肢一 H浓度
:

A ) ( 0
。

05 %
,

( B ) 0
。
10%

,

( C ) 0
.

15%
。

围
。
p H 6

。

5以上甲亚胺
一
H 空白吸收大

,

曲

线弯曲
,

至 p r IS
.

0时成为与浓度轴平行的

线
,

不能用于测定
。

不 同资料报道比色溶液的最适酸度很

不一致
,

如 p H 6
.

3 5
, p H S

.

1〔1〕 , p H 6
.

7

一 7
.

0〔5〕
, p H 4一 5〔7〕等

。

之所以有这些差

异
,

是因为不仅甲亚胺
一
H 溶液的光密度大小影响测定酸度

,

而且甲亚胺
一
H 的浓度

、

所用缓冲

剂类型等也影响测定酸度
,

这些条件的变化
,

可使得最适酸度在一定范围内变动
。

用 。
.

ZPP m

确试验
,

甲亚胺
一
H 浓度为。

.

10 %时
, p H 6

.

2以上光密度剧升 ; 浓度为 0
.

12 %时
, p H S

.

8以上

剧升
。

甲亚胺
一 H 浓度高

,

适测 p H范围较低
。

甲亚胺
一
H 浓度相同时

,

用 N a :

H P O
`

一 K l
一

{
:
P O

`

作缓冲液
,

适测酸度比用 N H `
O人

。
约高 o

.

SP H单位
。

甲亚胺
一 H 浓度及溶液酸度是影响灵敏度和测定范围的主要因素

。
p H 和甲亚胺

一
H 浓 度

高则灵敏度高而测定范围小 , 反之
,

可扩大测定范围
,

但灵敏度降低
。

一般分析工作中可根

据样品含 B多少
,

在 p H 4 一 6
.

5
,

甲亚胺
一
H 浓度 0

.

08 一 0
.

1 5% 范围内调节酸度和甲亚胺
一 H 浓

度
,

使测定范围为。一 1
.

o PP m或。一 4
.

o pp m
。

五
、

温度的影响

不同温度条件下的多次测定都表明
,

甲亚胺
一 H 空白溶液及姗标准溶液的光密都是随温度

升高而降低
。

变幅大小与溶液光密度大小相关
。

硼标准曲线的斜率随温度升高而降低 ( 图 4 )
,

温度低
,

灵敏度高
,

但测定范围变小
。

室温下均可测定
,

以 15 一 25 ℃为好
。

六
、

反应速度及稳定时间

比色溶液光密度的稳定期
,

不同资料差异很大 〔” 〕〔 7〕
。

据浅有妇式验
,

显色快慢及稳定期的

长短与溶液 p H
、

甲亚胺
一
H 浓度

、

介质条件和保存方式等关系很大
,

不可一概而论
。

p H 由低而高
,

显色速度加快
。

据 F
.

J
.

K r
吧等报道〔们 ,

在 p H S
.

O达最大吸收值要 2 小时
,

在 p H 7
.

3时只甩 2 分钟
。

我有1的多次试验表明
,

在 p H S一 6 ,

既能较快完成反应
,

又有很长的

稳定时间
。

表现为 。一 2小时光密度上升
,

达最大值后
,

略微下降
,

然后至少稳定 1 0小时
,

有

的可稳定 2 4小时以上
。

p H低于 4 时
,

显色很慢
。
p H高于 6

.

5时
,

显色很快
,

但光密度稳定性

1 5 5



很差 (图 5 )
。

所以
,

在 p H S一 6
,

反应放置 2小时后
,

在 10 小时内比色测定为好
。

在某些情况下

(如流动注射分析 )
,

需要反应速度快
,

可用高p H (P H 6
.

5一 p H 7
.

3) 和较低 浓度 甲 亚 胺
一
H

( 0
.

0 5% )进行测定〔们
,

此时比色侧定时间和溶液酸度必须准确控制
。

,
·

-s1
、

乍题
P H S 6 p Pm B

. . . . . . . . . .
.

. . . . . . . .

色
篆

”
P H S

.

8 0
.

4 PP m B
侧米扣

p H 5
.

s o p p m B

.

4 0
。

6

翩 ( p pm )

图 4 不同温度杀件下的硼标准曲线 图 5

光密度稳定时间的长短与温度
、

容器
、

保存方式有关
。

2 4 6 8 l p

时间 (小时 )

光密度一时间曲线

甲亚胺
一 H易氧化

,

适当增加溶液

中抗坏血酸的爱有助于增加稳定性
。

小 口容器密封保存
,

稳定时间较长
。

低温可延长稳定时

间
.

,

在一组对照试验中
,

25 ℃时光密度稳定1 0小时 ` 。℃时稳定48 小时
。

七
、

千扰离子

经试验
,
5 0

` 艺一 、

N O 3一

浓度在 o
.

ZM 以下
,

lC
一

在 0
.

5M 以下时不 影 响 测 定
。

5 0
` 2 一 、

N O : 一

浓度高时可使曲线向浓度轴弯曲
。

含N H
`
O A

c
与不含 N H

`
O A

。
溶液的光密度不一样

。

作为缓冲剂的N H
`
0 人

c
由于浓度高且用量相同

,

可使影响程度一致
。

用磷酸盐作缓冲剂
,

要准

确控制用量一致
,

否则会引起较大误差
。

经测试
,
F e “ 令

达 1 0 p p m即干扰
,
50P p m时严重干扰

,

加
、

E D T A 可消除千扰
。

A l
“ 令

的干

扰超过 F
e a 十 ,

量少时可用 E D T A或 N
a
F掩蔽

。

M n Z+

达 40 0 p p m
、

C
a 名+ 、

M g Z 十 、

K
十 、

N a 十达

Z0 0 0 p pm也无影响
.

据报道
,

其它如 c
。 、

z n
、

s
。 、

H g
、

M o 、

C
r
等也会有干扰

,

可加 E D T A ( 5 % )

及 N T A掩蔽“ 〕〔7〕 ,

掩蔽剂应于显色前加
。

一般待浏样品中干扰离子含量很少
,

不致影响
。

八
、

土壤
、

植物样品中硼的测定

土壤有效硼的提取按常用的土水比 1 : 2
, 5分钟煮沸提取法操作

。

植物样品。
.

5克用 50 0℃

干灰化法处理〔幻
。

对种子
,

尤其是油料作物种子
,

可加少许 C a
( O H )

2

拌和后灰化
,

防止 B

挥发损失
。

灰分用 3 毫升。
。
IN H CI 溶解

,

移入 50 毫升量瓶中定容
。

如浑浊
,

则澄清或离心

取清液测定
。

同时做空白
。

操作步骤如下
:

标准曲线 , 2 5毫升容量瓶中
,

分别加入 SPP m 标准硼溶液 。
、

1
、

2
、

3
、

4
、

5 毫升
,

各加

d H 6
.

3 5 0% N H
`
O A e

溶液 2
.

5毫升
,
o

.

SM E D T A i 毫升
,

加水至近 2 0毫升
,

摇匀
,

加 2 %

抗坏血酸
一 1 %甲亚胺

一
H溶液 2

.

5 毫升
,

定容
,

放置 2小时后 以试剂空白为零点比色测定
。

此比色液 p H为 5
。

8
。

翻浓度为 。
、
0

.

2
、

O
。

4
、

0
.

6
、

0
。
8

、
1

.

OPP m
。

每次样品测定都须同时制作标

J S右



准曲线
。

样品测定
:

吸取 5一 0 1毫升土壤浸提液或 1一 5毫升植物样品液
,

置于 25 毫升容量瓶中
,

与

标准曲线同样操作
。

儿种土壤和植物样品的测定结果见表 3
。

用砂姜黑土进行了回收试验
.

回收率为 9 5 一 1 0 6%
。

有的土壤浸提液有机色素较多
,

干扰

测定
。

可用活性炭
、

H
Z O : 、

K M n O
` 一 H : C : 0 `

等吸附或氧化脱色
,

但都有 B 损失
,

误差大
。

实际测定时若浸提液颜色浅
,

影响不大
。

若色深时
,

可扣除空白
,

’

减少误差
。

九
、

小 结

甲亚胺
一
H 可预先合成为成品

,

长期使用
,

亦可在临用前直接配制为溶液
。

溶液不稳定
,

应在 1一2天内使用
。

同批测定应该用同一甲亚胺
一
H 溶液

。

该法适用酸度范围是 p H 4一 6
.

5 ,

以 p H

5一 6为最佳
。

甲亚胺
一
H 浓 度 适 宜 范 围 是

0
.

0 8一。
.

15 %
,

常用。
.

10 %
。

在上述范围内

可视样品含硼多少适当调节酸度 和 甲 亚 胺
一
H 浓度

,

使测定范围为。一1
.

o PP m或 o 一 4
.

0

PP m
。
p H 高

,

甲亚胺
一 H 浓度高

,

则反应较

快
,

灵敏度较高
,

测定范围较小 , p H低
,

甲

亚胺
一 H 浓度低

,

则反应较慢
,

灵敏度较低
,

而测定范围较大
。

该法要求测定溶液的 p H
、

甲亚胺
一 H 浓度

、

温度条件一致
,

必须注意顺

次准确地加入各试剂
.

溶液中的干扰离子可

表 3 几种土壤和作物的硼含最 (pp m )

样 品

砂姜黑土 A

砂姜黑 土

砂姜黑土

黄 棕 雄 A

黄 棕 城

油 莱 花

油菜茎叶

洲烈
一

答弩
{

。 ·
4 0
}

” ·
3 3
1

”
·
02 一 5 · 1

一
” ·

3 2 { “ ·
3 3
一

”
·
0 , 1 3 · 0

{ 0
·
2 9 } 0

·
3 0 1 0

’
0 1 } 3 · 3

十 0
_

3 3 { 0
。

3 2
}

O
。
0 1 3

。
0

.

4 7
.

6 4 7
.

2
1

0
.

4 0 1 0
·
8

’
2 0

·
5

.

: 2 0
.

0 0
· ` 0

.

2
一`

注 ,
样品 A 为 2 个皿复的平均值

,

其它样品为 3 个盆

复的平均值
。

用 E D T A掩蔽
,

光密度稳定时间在 10 小时以上
,

应在定容后放置 1一 2小时
,

10 小时内比色测

定完
,

该法操作简便
,

设备要求不高
,

只要控制好反应条件可获得准确结果
。

尤其适用于大批

样品的分析工作
。
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