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摘 要

本文介绍了用2
.

5 % H O A c 作提取荆时
,

用 5 一cl
一P A D A B 试剂直接 比 色测定土 鲤 有效枯 的方法和条件

,

以及用 E D T A 乙醋盐缓冲液作提取荆时
,

以 Z n 取代 出被 络合 的 C o( l)
,

然后 用 5一 C卜 PA D A B 试 荆显色测定

C o (1 ) 的方法
.

钻是人和动物的必需营养元素
,

也是豆科植物和藻类固氮的必需营养元素
。

世界各地分

布有许多缺钻的上壤
,

从而导致一些地区反自动物不能正常生长
。

土壤中有效钻含量是衡量

土壤中钻丰缺状况的一个重要指标
。

但土壤中有效钻含量很低
,

一般只 占全钻的 3 一 20 %
,

约在 < 。
.

似一 s m g k g一 `
之间 ( 2

.

5 % H O A 。
提取 )

。

因此
,

给直接测定带来了很多困难
。

S h i b a 士a
等在 60 年代末

,

研究了一系列 P A N与 P A R 的衍生物
,

提出用 5 一
C卜 P A D A B

{ 4一 〔( 5~
氯

一 Z n比陡 )偶氮〕一 1 , 3二氨基苯 }作为测定钻的试剂 〔` )
。

此试剂 目前是比色法测定钻

的最灵敏的试药之一
,

克分子消光系数
C 二 1

。
1 3 又 10

5 ,

仅 F e ( l )
,

F 。 (助和 C r
( 硕 )对测定

有干扰
。

我国曾对该试剂用于比色法测定钻的显色条件和午扰离子的排除等方面作过较深入

的研究 2t,
“ 〕 。

5
一

lC
一 P A D A B 也被用作地球化学标准参考样研制时分光光度法 测钻的显色

剂 〔们 ,

但用 于土壤有效钻的比色测定还未见报道
。

鉴于 2
.

5 % H O A 。 ( p H 2
.

5) 和 E D T A 是

二种最常用的提取土壤中有效钻的试剂〔的 ,

故本文介绍这二种提取土壤有效钻的比色测定方

法
。

一
、

试剂及仪器

5一 CI
一

P A D A B (北京化工厂产品 )
: 0

.

05 % 乙醇溶液
;

2
.

5 % H O A c ( p H 2
.

5)
:

用水 乙酸配制
;

E D T A 乙醋盐缓冲液
: o

.

02 m ol / L E D T A 十 o
.

s m ol / L H O A c + o
.

s m ol / L N H 4 O A 。

( p H 4
.

7 6 ) ;

磷酸盐缓冲液
: 。

.

s m ol / L K H Z P O 4
溶液与 o

.

s m ol / L N a : H P O 4
溶液混合

;

标准钻溶液
:

准确称取除去所有结晶水的 C o
cl

: ( A R ) 溶 于水后定容
,

稀释至 l m g k g
一 `

待用
。

吸收曲线由日产日立 22 0 A 分光光度计 自动波长扫描测定
,

比色用一般分光光度计
。

二
、

.2 5%醋酸作为提取剂的比色测定

2
.

5 % H O A c
(P H 2

.

5) 是最常用的提取土壤有效钻的试剂
。

,

一般认为
,

若 2
.

5 % H O A c
所

2 7 8



提取的钻量 < 0
.

5 2一 。
.

3 mg k g “
时

,

则食用生长于该土壤上牧草的反当动物很可能 出 现 缺

钻症状
。

但是
,

在石灰性土壤中
,

由于 H O A 。与碳酸盐发生中和反应后
,

其提取钻的能力很

弱
。

该提取剂一般不适宜于 p H > 6的土壤
。

蕊 (一 )实验方法

吸取一定量的土壤提取液于 2 5 m l 容量瓶中
,

加 s m l磷酸盐缓冲溶液
, 1滴 0

.

2 %对硝基

酚溶液
,

用 6 m 。
1/ L N a 0 H 调节至溶液呈黄色

,

加 l m l 0
.

0 5 % 5一 c 卜 P A D A B 乙醇溶 液
,

放

置数分钟
,

加 5 m 1 85 %磷酸酸化
,

定容
。

在 5 6 7 n m处对试剂空自用 4 。 m 比色槽测定吸光度
。

(二 )结果与讨论
’

据报道
,

在磷酸盐的缓冲溶液中
,

溶液 p H 在 4 一 10 之间时
,

可以定量地生成钻与试剂

的络合物
。

加酸酸化后
,

只要酸的浓度在 2
.

4一 4
.

色m ol / L之间
,

溶液的颜色无明显的变 化山
。

表 1 用不同波长测定钻的吸光度 1
·

吸收曲线
。

从表 1 可以 看 出
,

试剂

5 6 8
}
“ 6 9

{
7 0 0

·

2 2 3 1}0
·

2 2 2 0}0
·

2 2 03

粼
波 长

吸光度 *

5 65

.

2 2 1 7

* 3卜 g C。
/ 2 5 m l对 试剂白空 的吸收曲线

,

c1 甲比色植
。

与钻形成的络合物其吸收峰 在 56 7一 56 如二

之间
。

因此
,

我们选用波长 5 6 7 n m 作为测定

波长
。

试剂对蒸馏水 ( 空白 ) 的吸收曲线表明
,

在波长 5 67 n m处
,

试剂本身有一定吸收
,

所以加入的试剂量必须精确
。

2
.

显色温度和时间对络合物形成的影响
。

试验表明
,

在室温 ( 15 ℃ ) 下
,

钻与 5 一 lC
一 P

A D A B迅速显色
,

而无需加热 (表 2 )
。

3
.

干扰试验
。

S h i b a t a 等〔 4〕的研究表明
,

F e ( l )和 C r ( 砚 ) 对 5一 C I一 P A D A B测定钻有

严重的干扰
。

从表 3 可以看 出
,

以磷酸盐作掩蔽剂时
,

可以消除 F e ( l ) 的干扰
,

但对高量

表 2 显 色 时 间 和 温 度 对 络 合 物 形 成 的 影 响

服 度 室 温 ( 1 5℃ ) 水浴 ( 80一 9 0 ℃ )

显 色时 间

吸光度*

` 。`

1
3 。

`

·

2 6 6
{

。
·

“ 68

111

2 6 4

l h 3 0 ,

0
_

2 6 6

5 ,

2 6 1

* x卜g OC / 2 5 m l
,

4c m 比色摺
。

表 3 磷 酸 盐 作 掩 蔽 剂 时 干 扰 离 子 的 影 响

千扰离子 F e ( l ) J N i ( I ) , C r (砚 )

加入盈 (卜 g )

侧得钻盆 (卜 g》

1 0 0

2
.

9 5

1 0

2
.

8 4

C u ( I )

1 0 0

2
_

9 2

一

竺一…
, ~

.

里哩-

, 。。。

1
2

·

” 3
}

”
·

。 o

表 4 回 收 率 试 验

土类
提取液 中钻

(卜g )

加入 l p g钻后
(卜g )

回 收 率
( % )

的 C
r ( 硕 )的掩蔽作用不大

,

仍有一定程度的

干扰
。

不过
,

土壤中 2
.

5 % H O A 。
提取的铬

即使全铬含量很高的蛇纹岩发育的土壤中也

不足 1 m g k g一 困
。

因此
,

磷酸盐 作掩蔽剂时
,

可以满足测定的需要
。

在操作中
,

如果发现

络合物颜色不稳定
,

则应考虑是否有 C r
( 砚 )

的干扰
。

4
,

回收率试 验
。

此法测定钻的回收率
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在9 6一 109 %之间 (表 4 )
,

可以满足土壤中有效钻的测定
。

三
、

E O T A缓冲液作为提取剂时的比色测定

(一 )实验方法

吸取一定量土壤 E D T A缓冲液提取液于 2 5 m l容量瓶中
,

加 3 m l o
。

Z m ol / L Z n S O , ,

放入

80 一 90 ℃烘箱中加热 15 分钟
,

充分冷却后加 l m l o
.

05 % 5 一 C l一 P A D A B 乙醇溶液
,

放置数分

钟
,

加 1 :1 磷酸 10 m l酸化
,

定容后在波长 5 6 7 n m处对试剂空白用 4 c m 比色槽测定吸光度
。

(二 )结果与讨论

在含 E D T A或 D T P A 的溶液中
,

钻与 E D T A或 D T P A 络合
,

不能再与 5一 C l一 P A D A B

络合显色
。

因此
,

要测定被 E D T A三络合的钻
,

首先必须把钻释放出来
。

这可以 采 用 破 坏

E D T A 或者选用适当的其它离子把被络合的钻置换出来
。

由于前者操作手续较 繁
,

故 本文

选用后者
。

Z n( U 既不干扰 5一 1C
一

P A D A B测定钻
,

而且它与 E D T A 的络合稳定常数略大于 C 。 ( 1)

E D T A 的络合稳定常数
。

因此
,

Z n( U 有可能把被 E D T A络合的 C o( l ) 置换出来
。

另一方面
,

由于 F e ( l ) E D T A 有更大的络合稳定常数
,

所 以
,

Z n( 助不破坏 E D T A 本身对 F e( ! ) 的掩

蔽作用
。

在这样的体系中无需再使用其它的掩蔽剂
。

1
.

Z n S O
4

加入量
。

表 5 表明
,

在 l om l o
.

o Z m o l / L E D T A 乙酸盐缓冲溶液中
,

加入 Z m l或

3 m l o
.

Z m o l / L Z n S O `即可把 E D T A 络合的 C o ( I )全部置换出来
。

此时
,

Z n ( ! )与 E D T A 的

浓度比为 2 : 1或 3 : 1
。

实验中选用 3 m l o
.

Z m o l / L Z n S O
` 。

2
.

温度对 Z n ( U 置换 C o( U 的影响
。

在室温下
,

Z n( )I 对 C o( U 的置换过程非常缓慢
,

提

高温度可以加速置换过程 (表 6 )
。

为此
,

建议在 8 ,一 90 ℃的烘箱中加热巧分钟
。

3
。

干扰试验
。

表 7 结果说明 E D T A能有效地掩蔽 F e
( 工 )的干扰

。

只有当 F。 ( U 达 1 0 0

m g k g ~ 时
,

才略显干扰
。

但一般土壤中 F e ( U 含量不可能如此之高
。

由于 F e ( U 容易氧化成

F e ( l )
,

所 以其干扰也易消去
。

表 5 2 公 5 0 `
加入量对测定结果的影响

*

表 6 Z n ( I )置换 C o ( I )时温度的影响
*

Oó

八O口UO`

nó
…
l

呼̀

óUon比h。Z n S O
` ( m l )

侧得 钻 (卜g ) 7 1 { 0
.

9 9

温度 (℃ )

阅得钻 (件g )

1 6 (室温 )

0 73

* 1 ) o
.

Z m o l / L E D T A 乙 酸盐缓冲液 i o m l , 2 ) 钻实

际含量 1协 9 . 3 )在 80一 90 ℃洪 箱加热 1 5分钟
。

* 1 ) 实际钻含量 1卜 g , 2 ) 加热 1 5分钟 , 3 ) Z n S O `

3 m l
。

表 7 几 种 离 子 的 干 扰 试 验

干扰离子 F e (互) F e ( I ) C a ( I ) 实际 钻量

如入盘 (卜g )

浏得钻 (卜g )

` 。。

!
2。。

}
5” 。

1
·

” 3 j l
·

。 5 { 1
·

0 6 ;
。

:
4

:
。

;:

在测定中还发现
,

如果显色剂和 Z
n

( 1) 同时加入
,

然后加热
,

这样上述离子的干扰不能

消除
,

特别是不能消除 F e ( l ) 的干扰
。

所以显色剂必须在加热并经充分冷却后再加入
。

在含有大量 C
a

C O 。
的土壤中

,

测定土壤全钻和有效钻时
,

如用磷酸盐作掩蔽剂均会产

刁8 0



表 8

访
壤

回 收 试 验 的 结 果

提取液钻 !加入 1卜g 钻后
吸卜g ) 一 (卜g )

回 收 率
( % )

1
.

10

0
.

5 9

1 0 8

0
.

63

0
`

2 7

2
.

0 3

1
.

5 9

2
.

0 0

1
.

5 7

1
.

3 0

93

1 0 0

92

94

1 0 3

0
.

2 1 1
.

1 1 90

0
.

3 71
.

2 9 92

生磷酸钙沉淀
,

并形成凝胶状
,

使测定结果

偏低
。

用 Z n( l ) E D T A作掩蔽剂
,

在测土壤

全钻时适当加大 E D T A 浓度
,

可以 避免这

一问题
,

铁的干扰也可消除
。

4
.

回收率试验
。

此法测有效 钻 的回收

率在 9 〕一 10 0 % 之间 (表 8 )
。

值得丫 提 的 是
,

Z n
( U 只能 置 换 被

E D T A 络合的二 价 钻
,

而 不 能 置 换 被

E D T A 络合的三价钻
。

土壤中普遍存在三价

攘壤壤壤壤土土红钙砖红红棕黄黑栗

钻
,

E D
`

f A 可同时提取二价和三价钻
。

采用上述方法
,

测出的钻是被 E D T A 乙酸盐缓冲液

提取的二价钻
,

而不会将对植物有效性尚不确定的三价钻也测出来
。
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( 上接 第 2 77 灭

P的有效性
,

也很难认识 C a
一 P化合物在石灰性土壤中的作用

。

所以蒋的新分级体系把 C a
一 P

进而区分为 C a :

一 P
、

C a 。

一 P和 C a : 。

一 P是该体系的重要贡献
。

2
.

各级形态无机磷与土壤有效磷 ( O l s
en 一 P )测定值间相关性的比较

在蒋的分级方法中
,

O l se 。法测得的有效磷与 C a Z

一 P
、

C a 。

一 P和 A I一 P间均呈极显著正

相关 , 而张的分级方法中只有 N H
`

cl 一 P和 A l一 P与 O l s
en 一 P呈极显著正相关

。
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