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正交试验优化分光光度法测定森林土壤有机质
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摘要! 为实现快速准确测定森林土壤有机质! 以土壤标准物质为试验对象! 在外加热条件下! 以重铬酸钾氧化土

壤中有机质! 铬%

!

&被还原为铬%

"

&! 用分光光度计测定铬%

"

&吸光度! 与标准系列比较定量即可得出有机质质

量分数' 基于正交试验! 考察不同消解温度( 消解时间( 硫酸用量等消解条件对测定结果的影响' 结果表明$ 消

解温度为
/%5 $

! 消解时间为
6- 7+4

! 硫酸用量为
6 78

为样品消解的最佳参数! 测定有机质质量分数在标准认定

值范围内! 相对标准偏差"

%96

&为
/.%%

! 相对误差为
&-.6%

! 加标回收率为
&5.#:'&0.6:

! 方法检出限
6

;<

9-.5 7=

)

=

&/

! 与现行林业行业标准方法的测定结果进行比较! 经
4

检验! 无显著性差异' 该方法可以满足批量森林土壤有机

质的测定要求' 表
"

参
//

关键词! 森林土壤学* 有机质* 正交试验* 分光光度法

中图分类号!
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!

"

"

HB3 )EDEA7+4E) MK 3JECDA*JI*D*7EDAKR B4) DIE ABDE *F *A=B4+C 7BDDEA HB3 `QB4D+#
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6- 7+4R B4) DIE B7*Q4D *F 3QGFQA+C BC+) HB3 6 78. ^IE )EDEA7+4E) 7B33 FABCD+*43 *F *A=B4+C 7BDDEA +4 DIE 3*+G

HEAE +4 B=AEE7E4D H+DI DIE CEAD+F+E) *4E3 H+DI B AEGBD+aE 3DB4)BA) )Ea+BD+*4

!
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!
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cB3E) *4 DIE 4 DE3DR BGG AE3QGD3 )EDEA7+4E) H+DI DI+3 4*aEG 7EDI*) HEAE 4*D 3+=4+F+CB4DGK )+FFEAE4D FA*7 DIE 3DB4#

)BA) F*AE3DAK 7EDI*). ^I+3 +4aE3D+=BD+*4 7EDI*) HB3 3+7JGER BCCQABDER B4) C*QG) 7EED DIE AE`Q+AE7E4D3 F*A E_#

DE43+aE BJJG+CBD+*4 HIE4 )EDEA7+4+4= *A=B4+C 7BDDEA +4 F*AE3D 3*+G3.

%

\IR " DBM. // AEF.
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)*+ ,-%.#( F*AE3D 3*+G 3C+E4CEd *A=B4+C 7BDDEAd *ADI*=*4BG E_JEA+7E4Dd 3JECDA*JI*D*7EDAK

有机质是森林土壤的重要组成成分# 其含量水平是衡量土壤肥力的重要指标之一# 对土壤物理' 化

学和生物学性质有着深刻的影响# 对重金属' 农药等各种有机' 无机污染物有固定作用# 是全球碳平衡

过程中非常重要的碳库%

/

&

( 土壤有机质测定方法主要有干烧法' 核磁共振法' 近红外光谱法' 稀释热比
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色法和容量法等! 干烧法的测定结果虽然比较准确" 但工序繁琐" 需要特殊的仪器设备" 很费时间" 普

通实验室无法采用该法#

!

$

! 稀释热比色法受土壤类型和环境温度影响较大" 准确度低" 应用受到限制#

'

$

!

核磁共振法和近红外光谱法可以对有机质的种类% 成分等进行定性和定量分析" 也需特殊的仪器设

备#

%!(

$

" 成本昂贵! 容量法为国家行业标准法#

)!$

$

" 操作简单" 被广泛采用" 但该法也有一些不足之处&

!

存在安全隐患" 在
#$&"#*" #

的高温油浴消解样品过程中" 导热油会分解挥发一些有害气体" 有损实

验员的健康" 同时剧烈沸腾的高温消解液可能溅出伤人'

"

批量检测时" 若土质类型不同则沸腾时间难

以同时达到标准所规定的
( +,-

" 从而影响测定结果" 有试验表明土样消解沸腾
% . ( +,-

" 沸腾
(.)

+,-

之间" 测定结果均值存在显著性差异#

/

$

'

#

消解管外壁的油污不易清洗'

$

滴定法测定效率不高"

不适应现代林业检测技术的批量快速要求! 分光光度法测定土壤有机质的影响因素有& 消解温度% 消解

时间% 硫酸用量及重铬酸钾溶液用量! 消解温度直接影响有机质的氧化率" 消解温度低" 有机质氧化反

应不完全" 致使结果偏低' 温度过高时" 可能促使重铬酸钾自我分解" 导致测定值偏高! 同理" 消解时

间过短" 氧化不完全" 致使结果偏低" 消解时间过长" 重铬酸钾会自我分解" 会使结果偏高! 硫酸在该

反应体系中提供酸性环境" 以保证有机质氧化完全" 硫酸用量不足氧化不完全" 结果偏低" 用量过多"

造成浪费! 本研究以标准土样为实验对象" 采用正交试验" 确定消解时间% 消解温度% 硫酸用量及重铬

酸钾溶液用量等实验技术参数" 并对该方法进行验证" 从而建立分光光度法测森林土壤中有机质含量的

测定方法!

#

材料与方法

!"!

材料! 仪器及主要试剂

标准土壤样品
012 &$%(/

(土壤有效态成分分析标准物质
$

黑龙江黑土" 中国地质科学院地球物理地

球化学勘查研究所)& 有机质质量分数认定值范围为(

'%3( % #3'

)

+4

*

4

!#

' 实验室留存森林土壤样品
'

个

(代表有机质质量分数低% 中% 高)!

电子天平(精度
&3# +4

)"

$!#

可见分光光度计" 电热恒温干燥箱" 具塞玻璃消解管(具有
#&& +5

刻

度线)" 油浴消化装置" 常用实验玻璃器皿!

葡萄糖% 重铬酸钾% 硫酸等均为分析纯! 重铬酸钾溶液"

!

(

6

!

78

!

&

$

)

9*&3&& 4

*

5

!#

& 称取
*&3&& 4

重铬

酸钾" 加蒸馏水溶解" 移于
# 5

容量瓶中" 定容! 葡萄糖标准溶液"

!

(

7

)

:

#!

;

)

)

9#'3& 4

*

5

!#

& 准确称

#'3&&& & 4

葡萄糖(

*/"#&& &

烘
! <

)" 加蒸馏水溶解" 无损地移于
# 5

容量瓶中" 加入
! +5

硫酸" 定容!

!"#

方法

#3!3#

方法原理 分光光度法& 在外加热条件下" 土壤样品中的有机质被过量重铬酸钾
$

硫酸溶液氧化"

重铬酸钾中的铬(

%

)被还原为铬(

&

)" 铬(

&

)质量分数与样品中有机质的质量分数成正比" 用分光光度

计于
(/( -+

波长处测定铬(

&

)吸光度#

*!#&

$

! 在一定范围内" 吸光度与样品中有机质的质量分数成正比"

与标准系列比较定量求得有机质质量分数 ! 反应方程式为
!6

!

78

!

;

$

= /:

!

>;

%

= '7 ! !6

!

>;

%

=

!78

!

(

>;

%

)

'

= '7;

!

" = /:

!

;

!

#3!3!

土壤有机质测定 分别采用容量法和分光光度法进行测定! 容量法& 按照
5?@A B!'$!B***

+森林

土壤有机质的测定及碳氮比的计算,进行测定#

)

$

! 分光光度法& 根据有机质质量分数范围" 准确称取过

B&&

目筛的风干土样
&3B&& &'&3(&& & 4

(有机质高于
(& +4

*

4

!B的土样称
&3B 4

" 有机质为
!&"'& +4

*

4

!B的

土样称
&3' 4

" 有机质低于
!& +4

*

4

!B的土样称
&3( 4

)于
B&& +5

消解管底部" 加入
*&3&& 4

*

5

!B重铬酸钾

溶液
$3& +5

" 沿消解管内壁缓缓加入
) +5

硫酸" 放入已预先加热至
B'( &

的电热恒温干燥箱中" 于

(

B'( ( B

)

&

保温
)& +,-

后取出" 冷却" 加蒸馏水定容" 加塞摇匀" 用中速定量滤纸过滤! 滤液用分光

光度计于波长
(/( -+

处" 用
B& ++

比色皿" 测量吸光度! 同时做标准曲线" 即分别准确吸取
&3&&

"

&3(&

"

B3&&

"

!3&&

"

'3&&

"

%3&&

"

(3&& +5

葡萄糖标准溶液于具塞消解玻璃管中" 其对应有机碳质量分别

为
&3&&

"

!3)&

"

(3!&

"

B&3%

"

B(3)

"

!&3/

和
!)3& +4

! 其他过程同土样测定" 同时进行空白试验及土样含

水率测定! 分光光度法结果计算公式&

!9

#(

"!"

&

!#

)

@

(

$)%)&

)$

)B3$!%

! 其中&

!

为土壤样品中有机质质

量分数"

+4

*

4

!B

'

"

为土壤样品溶液吸光度'

"

&

为空白试验溶液吸光度'

'

为校准曲线的截距'

$

为校准

曲线的斜率"

+4

!B

'

%

为土壤样品称取量"

4

'

&

为风干土壤样品质量换算成烘干土样质量的水分换算系

!%&
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表
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正交试验结果及极差分析

$%&'( # )(*+',* -. -/,0-1-2%' ,(*, %23 /%21( %2%'4*5*

实验号

因素与水平
6!!!67

!

81

"

1

!9

#

实验号

因素与水平
6!!!67

!

81

"

1

!9

#

:

消解温度
7"

;

消解时

间
7852

<

硫酸用量
7

8=

:

消解温度
7"

;

消解时

间
7852

<

硫酸用

量
78=

9 9#> "? > #@# A 9"> >? > 9@B

# 9#> >? C 9@? B 9"> C? C ?@#

! 9#> C? D ?@D "

9

9@!?? ?@BCD 9@"!!

" 9!> "? C ?@9 "

#

?@>CD 9@"!! ?@"!!

> 9!> >? D 9@" "

!

?@B?? ?@!CD ?@B??

C 9!> C? > ?@# # ?@D!! 9@?CD 9@???

D 9"> "? D ?@C

数$

9@D#"

为将有机碳换算有机质的系数%

"#$

数据统计

重复测定
C

次"样品!9

& 各平行数据以
E/+&&*

检验法剔除异常值& 其算术平均值为测定结果% 分光

光度法与容量法'

C

(的测定数据根据
FGH(' #??D

软件用
$

检验法检验
#

种方法的显著性差异%

#

结果与分析

!#"

消解溶液颜色稳定性试验

将
9

个标准土样和
9

个土壤样品按分光光度法消解后& 放置
9##" 0

测定滤液吸光度!表
9

#& 考查

在该溶液体系中铬!

!

#颜色稳定性% 由表
9

可见) 在
#" 0

内测定的吸光度差异很小!

!?@??!

#& 表明在

此期间内铬!

!

#颜色稳定性好%

表
"

颜色稳定性试验

$%&'( 9 <-'-/ *,%&5'5,4 ,(*,

$I0

吸光度
$J0

吸光度

标准溶液 土壤样品溶液 标准溶液 土壤样品溶液

9 K@#K# K@9KA A K@#K9 K@9KD

! K@#K# K@9KB #" K@#KK K@9KC

> K@#K9 K@9KA

!#!

实验技术参数的选择

外加热重铬酸钾氧化
$

分光光度法测定森林土壤有机质的主要影响因素有) 重铬酸钾用量* 消解温

度* 消解时间和硫酸用量%

本方法需用过量的重铬酸钾氧化有机质% 根据文献'

C!D

(要求) +在滴定时样品消耗硫酸亚铁量不

小于空白用量的
97!

,& 即重铬酸钾所需总量为参与氧化反应的重铬酸钾的
9@>

倍以上% 采用单因素多水

平实验法& 选用
BK@KK 1

"

=

!9重铬酸钾溶液
>@K

&

C@K

&

D@K 8=

分别进行测定& 依据反应方程式& 以称量

K@9 1

计& 其测定上限分别为
!9D

&

!AK

&

""! 81

"

1

!9

% 中国森林土壤有机质含量范围很广& 低者只有
9K#

#K 81

"

1

!9

& 高者如东北的黑土有机质可达
"KK 81

"

1

!9

& 因此
""! 81

"

1

!9的测定结果能够满足中国森林土

壤有机质的测定上限要求& 故将
BK@KK 1

"

=

!9重铬酸钾溶液用量选定为
D@K 8=

%

其余影响因素& 消解温度* 消解时间和硫酸用量采用
!

因素
!

水平
%

B

!

!

"

#正交试验& 通过对标准土

样
E;LKD">A

进行有机质测定& 重复测定
C

次"实验组合!9

& 得其测量值的算术平均值
!

& 将
!

与标准土

样的认定值!

!M!"@> 81

"

1

!9

#比对分析& 以结果的绝对误差!

6!!!6

#作为响应值进行数据分析&

6!!!6

数值越

小即越接近认定值& 以确定消解样品的最佳实验技术参数!消解时间* 消解温度* 硫酸的用量#% 正交试

验结果和极差分析见表
#

% 由极差分析结果可知) 各因素影响由大到小的顺序是)

&

!消解时间#＞'

!硫酸

用量#＞(

!消解温度#& 实验参数优化组合为)

:#;!<#

& 即消解温度
9!> "

& 消解时间
CK 852

& 硫酸用

量
C 8=

% 方差分析结果表明& 各因素对测定结果均无显著性影响!表
!

#%

辜忠春等) 正交试验优化分光光度法测定森林土壤有机质
#"9
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表
!

容量法与分光光度法实验结果!

!"#

"

'()*+ , -(.(/012 3+1456 (76 8.+/195.45153+190/ 3+1456

!

!:;

"

样品名称
容量法 分光光度法

"<

!

3=

#

=

!#

"

#

>?

<@ "<

!

3=

#

=

!#

"

#

>?
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B!DG GDF BED; GD,

质控样
E%DG GD% E%DE GDE

表
$

方差分析结果

'()*+ E H(90(7/+ (7(*2808 9+8I*18

因素 偏差平方和 自由度
$ $

&D&,

!

!J!

"

%

显著性

K "DB"F ! GD!"F GFD"" ＞"D",

不显著

L GD$G; ! !D,;, GFD"" ＞"D",

不显著

- GD,"! ! !D!%, GFD"" ＞"D",

不显著

误差
"D;$ !

表
%

标准土壤样品的优化组合验证测定结果

'()*+ % M.103I3 /53)07(1057 5N 81(76(96 850* 8(3.*+8 15 O+90N2 14+ 9+8I*18

重复

次数
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相对标准

偏差
<@

相对误

差
<@
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"D",J,

"

G E%DG F;D! E%DE "D%,F GDE !"D; GD";$ !D,$G

! E%DB FBDG

E E%D% F,D!

% EED$ FBD;

, E%DG F;DE

; E%DF F;DF

&'$

验证实验

由于优选的实验技术参数组合不在正交

表的上述
F

组试验中$ 故还需进行验证试验

!表
%

"% 结果表明&

;

次重复测定结果均在标

准土样的认定值!

E%D, " GDE

"

3=

#

=

!G 范围内$

平均值对标准土样认定值的相对误差
!"D;@

$

相对标准偏差
GDE@

$ 加标回收率为
F,D!@#

FBD;@

%

'

检验结果表明 $

':GD";$

$ 故
'＜

'

!

"D",J,

"

:!D,$G

$ 即与
!

之间无显著性差异$ 可见采用优化组合的分光光度法$ 没有引起系统误差%

&'%

标准工作曲线# 检出限

以确定的参数优化组合最佳实验参数实

验条件下测定标准系列$ 以葡萄糖标准溶液

的有机碳质量为横坐标$ 以对应的
"

质量浓

度校正吸光度为纵坐标$ 绘制校准工作曲线%

结果表明& 有机碳质量浓度在
"#!;"D" 3=

#

A

!G

与溶液吸光度呈良好线性关系$ 标准工作曲

线回归方程&

( :"D"GF" Q &D&&#

$ 相关系数
)

:&DFFF $

% 重复
$

次空白实验$ 将各测定结果

换算为有机质的质量分数$ 分别计算
$

次平

行测定的标准偏差$ 参照文献'

##

(中的公式

检出限
*

R?

:'

!

!!#J &DFF

"

$+

计算方法检出限
*

R?

!即能够被检出并在被分析物质量分数大于
&

时能以
FF%

置信

度报告的最低质量分数"$

*

R?

:&D, 3=

#

=

!#

!按样品称量
&D, =

计算"$ 可见该方法检出限较低$ 测定上限为

%%E 3=

#

=

!#

!以样品称量
&D# =

计算"$ 能满足森林土壤有机质的检测要求$ 因而具有广泛的应用范围%

&'!

样品测定

为进一步考察优选的实验方法的适用范

围$ 检验其可靠性$ 分别选取代表有机质质

量分数较低!砂质土$ 样品编号
A

#

"$ 有机质

质量分数中等!黄壤$ 样品编号
A

,

"$ 有机质

质量分数较高!棕壤$ 样品编号
A

F

"的实验室

留存森林土样各
#

个进行测试$ 以标准土样

SLT&$%,B

为质控样$ 分别以本法和容量法'

;

(

同时测定有机质$ 各方法重复
;

次#样品!#

$

结果的平均值
"

$ 相对标准偏差
#

>?

见表
,

%

对
A

#

样品的
!

种方法测定结果用
UV/+* !""$

软件进行数据分析% 方差齐性检验结果见表
;

$

,

检

验的单尾
%:"D%E＞"D",

$ 表明
!

种方法测定值的精密度无显著性差异%

'

检验结果!表
$

"双尾
%:"D!"＞

"D",

$ 表明
!

种方法的测定结果无显著性差异% 依照此法$

A

,

和
A

F

质控样的
'

检验的双尾
%

值分别为

"DG"

$

"DGG

$

"D%E

!表格略"$ 均大于
"D",

$ 表明采用新方法后$ 没有引起系统误差% 由此可见& 分光光

度法对有机质质量分数从低到高的土壤样品测定具有较好的精密度和准确度%

E

结论与讨论

应用外加热重铬酸钾氧化
&

分光光度法测定森林土壤有机质$ 通过正交优化试验$ 确定实验技术参

数% 所需设备简单$ 仅为实验室常用的分光光度计等$ 无需特殊设备$ 操作过程简便) 快捷% 通过与行

标容量法比对测定$ 测定结果经
'

检验无显著性差异$ 标准土样验证实验的准确度和精密度较为满意$

同时检出限低$ 测定范围广% 本研究以标准土样为实验对象进行正交试验$ 测定结果与标准土样的认定

值相比有高有低$ 因而不便于以测定的有机质质量分数直接进行数据分析$ 而以测定结果的绝对误差

!%!
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表
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样品有机质测定结果
!

检验!双样本方差分析"
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项目 平均值
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#
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" 方差 观测值 自由度
!

值
"

!

#!$

" 单尾
!

单尾临界

容量法
=># ?>?") @ ) A 7>7)) @ ?>"!" B A>?A? !

分光光度法
=>? ?>?"? ? ) A

表
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#

样品有机质测定结果
$

检验!双样本等方差假设"
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平均值

<

!

14

#
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方差 观测值 合并方差
假设平

均差
自由度
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值
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单尾临

界
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#!$
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双尾
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双尾临

界

容量法
=># ?>?") @ ) ?>?"! ! ? 7? 7>!=) = ?>?B@ = 7>=7# A ?>7BA @ #>##= 7

分光光度法
=>?

辜忠春等$ 正交试验优化分光光度法测定森林土壤有机质

!

C%!!C

"作响应值进行数据分析是可行的%

C%!!C

数值越小!即越接近认定值"为优& 分光光度法会受到土壤

中二价铁和氯离子等因素干扰% 除去这些干扰的方法与容量法中去干扰的方法相同'
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