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纳氏试剂分光光度法测定土壤阳离子交换量
拉毛吉  王玉功  张 榕  曾豪杰

(国土资源部兰州矿产资源监督检测中心，兰州 730050)

摘  要  乙酸铵离心交换法测定酸性和中性土壤阳离子交换量(CEC)是经典方法，但此方法的蒸馏过程繁琐、时间长、效率低。引用纳氏试剂分光光度法测定土壤CEC值，并将结果与乙酸铵离心法常用的几种传统测定方法进行了实验对比和总结。通过对国家标准样品及实际土壤样品的CEC值测定，纳氏试剂分光光度法相对标准偏差(RSD)在1.5%~3.4%，准确度与经典方法一致。与传统滴定法比较，取代了蒸馏的步骤，测定方法简单，干扰少，结果可靠，可操作性强。
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Determinate of Cation Exchange Capacity in Soil Using Nessler's Spectrophotometry
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Abstract The determination of Cation Exchange Capacity (CEC) in acidic and neutral soils by ammonium acetate centrifugation is a classical method, but the distillation of this method is tedious, requires long time, with low efficiency. In this paper, the CEC value in soil was measured by Nessler's spectrophotometry, and the results were compared with several commonly used traditional methods. Through the determination of CEC values of national standard samples and actual soil samples, the precision of Nessler's spectrophotometry method was obtained between 1.5%—3.4%, and the accuracy was consistent with the classical method. Compared with the classical titration method, the Nessler's spectrophotometry method’s distillation step was substituted, the method was simple, with less interference, and results were reliable. 
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前言
土壤阳离子交换量(Cation Exchange Capacity，即CEC) 是指土壤胶体所能吸附各种阳离子的总量，其数值以厘摩尔每千克来表示，即cmol/kg。土壤阳离子交换量的大小可以作为评价土壤保肥能力的指标，其结果的测定在农业生产上有重要的参考价值[1-4]。近年来，国际国内对农业、土壤、环境、污染等方面的重视，提升了土壤阳离子交换量测定的重要性和必要性。由于不同地区土壤的组成和酸碱度大不相同，测定土壤阳离子交换量的方法也相应不同。一般来说，测定石灰性土壤阳离子交换量常采用乙酸钙离心交换法；测定酸性和中性(pH<7.5)土壤阳离子交换量常采用乙酸铵离心交换法[5-6]。本文主要针对经典的乙酸铵离心交换法提出了探讨和改进。乙酸铵离心交换法优点是土壤中铵的含量少，且在离心洗涤时土壤不易分散，测定结果重现性好，但实验中最后的蒸馏步骤操作复杂，耗时长，且遇到特殊的有机质较高的土壤样品结果测定不准确。虽有部分文献[7-10]提出了使用凯氏定氮仪蒸馏来代替传统蒸馏法，提高准确度和精密度，在实际操作中也有一定的意义，但凯氏定氮仪每次只能蒸馏一个样品，遇到批量样品，效率过低。本文引入分光光度法代替最后一步蒸馏法，即样品经过乙酸铵交换和乙醇洗涤后，将NH4+用酸化氯化钠(10%)溶液中的Na+进行置换 (酸化氯化钠中游离H+有利于NH4+交换完全)，再使用纳氏试剂对溶液中NH4+显色并用分光光度计测定。纳氏试剂分光光度法在测定CEC值时干扰少，操作步骤简单，避免了原方法蒸馏过程中所产生的各种系统误差，提高了测定结果的准确度和精密度，且适合对批量土壤样品的测定。采用三种方法(纳氏试剂分光光度法、凯氏定氮仪蒸馏法、传统蒸馏法)分别对国家标准样品及随机土壤样品进行CEC值的测定并进行了对比，实验结果证明纳氏试剂分光光度法相对其它两种方法结果更可靠，可操作性更强。同时，对三种方法测定土壤阳离子交换量的结果和土壤pH值、有机质、全氮之间的关系进行了比较分析，发现土壤pH值、有机质和全氮的高低对分光光度法测定结果无明显影响，进一步证明了分光光度法的准确性。
1实验部分
1.1主要仪器
普析 TU-1950可见分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司)。
KDY-9820 凯氏定氮仪(北京瑞邦兴业科技有限公司)。 
凯特TD5B型离心机(盐城市凯特实验仪器有限公司)：转速3 000~4 000 r/min。

杰瑞尔HY-6双层振荡器(金坛市杰瑞尔电气有限公司)：振荡频率(220±20) r/min。

1.2 主要试剂
乙酸铵溶液(1 mol/L，pH=7.0) [4]，硼酸吸收液[11]，灼烧后氧化镁[4]，盐酸标准溶液(0.05 mol/L)。
酸化氯化钠溶液(10%)：100 g氯化钠溶于1 L水中，加0.4 mL浓盐酸。
氯化铵：基准(NH4Cl的质量百分数为99.5%~100.1%)，天津市光复精细化工研究所。
铵标准溶液(100 µg/mL)：准确称取0.074 14 g固体氯化铵，用去离子水溶解后定容到250.00 mL容量瓶中，摇匀。

铵标准溶液(20 µg/mL)：准确吸取5.00 mL铵标准溶液(100 µg/mL)，用去离子水定容到100.00 mL容量瓶中，摇匀。
纳氏试剂：二氯化汞-碘化钾-氢氧化钾[12-13]。

所用的盐酸标准溶液、铵标准溶液和纳氏试剂均由国土资源部兰州矿产资源监督检测中心标准室提供。

所有试剂均为分析纯。

1.3实验方法

1.3.1纳氏试剂分光光度法测定酸性和中性土壤阳离子交换量
称取通过2 mm孔径筛的风干试样2 g(精确到0.01 g)，放入250 mL离心杯中,乙酸铵溶液(1 mol/L)交换过程和乙醇(95%)洗涤过程同中性土壤阳离子交换量的测定[4,14]方法一致。
向离心杯中加入60 mL 左右酸化的氯化钠溶液(10%)，用振荡器振荡5 min，经粗天平平衡后放入离心机中，离心5 min，将离心液小心移入250 mL容量瓶中。如此反复操作4次，最后以酸化的氯化钠溶稀(10%)释至刻度并摇匀。

在9个25.00 mL比色管中加入0.00、10.0、20.0、30.0、40.0、50.0、60.0、80.0、100.0 µg的铵标准溶液。另取比色管，吸入2.00 mL容量瓶中已制备好的样品，同时吸取2.00 mL酸化的氯化钠溶液(10%)作为参比空白，并随机对其中一个样品，加入20.0 µg铵标准溶液做回收(双份)，计算回收率。所有曲线和样品用蒸馏水稀释至20.00 mL左右，准确加入1.0 mL纳氏试剂，用蒸馏水定容至25.00 mL，摇匀，用分光光度计在420 nm波长下用1 cm石英比色皿进行比色，使用公式（1）计算测定样品CEC结果。
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(1-wi) ×0.1            （1）         
式中     
          c(CEC)—阳离子交换量，cmol/kg；
m—试样测定结果，µg；
m0 —空白测定结果，µg；


           250.0 —酸化氯化钠溶液(10%)定容容量瓶体积，mL；
           M —称取样品质量，g；
           V —容量瓶中吸取样品体积，mL；
           18.039 —NH4+ 的分子量，g/mol；
           wi —土壤的含水率，%；     

           0.1—单位换算系数。

1.3.2传统蒸馏法测定酸性和中性土壤阳离子交换量
称取通过2 mm孔径筛的风干试样5 g(精确到0.01 g)，乙酸铵溶液(1 mol/L)交换过程和乙醇(95%)洗涤过程同1.3.1中方法一致，蒸馏步骤选择凯氏瓶传统蒸馏法[4,14]。待接收瓶内收集好溶液后，用盐酸(0.05 mol/L)标准溶液进行滴定，同时进行空白实验。
1.3.3凯氏定氮仪蒸馏测定酸性和中性土壤阳离子交换量
称取通过2 mm孔径筛的风干试样5 g(精确到0.01 g)，乙酸铵溶液(1 mol/L)交换过程和乙醇(95%)洗涤过程同1.3.1中方法一致。
用去离子水冲洗离心杯外壁，再向离心杯中加入少量去离子水，用振荡器振荡3 min，用去离子水将泥浆全部转入凯氏定氮仪专用消化管中，洗入去离子水的体积应控制在50 mL左右，加入1 g左右氧化镁，立即把消化管安装在凯氏定氮仪上。
将盛有20 mL硼酸吸收液的接收瓶放入凯氏定氮仪接口中进行蒸馏；待蒸馏体积达到100 mL后，取下接收瓶，用盐酸(0.05 mol/L)标准溶液进行滴定，同时进行空白实验。
2 结果与讨论
2.1 分光光度法标准曲线浓度范围的选择
纳氏试剂分光光度法前处理结束后收集的溶液显弱酸性，组分较简单，主要为最终交换出的NH4+、剩余的Na+ 和Cl-，因此比色条件主要参考水质中氨氮的测定[11]。铵标准溶液曲线最大浓度在100 µg/mL时，使用1 cm石英比色皿比色，吸光值小于1.000。土壤取样量为2.00 g，交换后取2.00 mL的溶液时，测定CEC值的最大浓度值为35 mg/L。土壤CEC值的大小一般在10~20 cmol/kg[15]，曲线浓度范围满足大部分土壤的测定，对特殊的CEC值较高的土壤可减少取样量，或对交换后溶液进行稀释再进行测定。
2.2 分光光度法测定CEC值方法的准确度和精密度
选取pH<7.5的两种国家标准物质GBW07412a、GBW07415a。按实验方法1.3.1对两个样品进行了CEC值测定，测定值见表1。为验证本方法的重现性，在一个月内的不同时间段对两个样品做了4次实验，每次每个样品平行5份测定CEC值。如表1所示，4次实验结果的精密度在1.5%~3.4%，测定值与标准值基本一致，精密度和准确度都较高。同时，也对两个样品用传统蒸馏法和凯氏定氮仪蒸馏法分别进行了平行5份的CEC值测定。与分光光度法相比，其它两种方法的精密度也较高，没有明显差异，但传统蒸馏法测得样品GBW07415a的CEC值结果会相对偏高。

表1纳氏试剂比色法准确度和精密度结果及对比

Table 1 The comparison and results of accuracy and precision of Nessler colorimetric method(n=5)
	样品      编号
	CEC标准值    /(cmol•kg-1)
	pH
	实验方法
	时间/d
	CEC测定值                      /(cmol•kg-1)
	均值/(cmol•kg-1)
	RSD       /%  

	
	
	
	
	
	
	
	

	GBW07412a
	21.6±1.4
	6.80±0.06
	纳什试剂比色法
	1
	22.3 
	21.9 
	21.1 
	21.4 
	3.1

	
	
	
	
	
	20.9 
	20.8 
	　
	
	

	
	
	
	
	7
	22.6 
	22.4 
	21.3 
	22.0 
	2.4

	
	
	
	
	
	21.9 
	21.7 
	　
	
	

	
	
	
	
	12
	21.1 
	22.7 
	21.3 
	21.9 
	3.2

	
	
	
	
	
	22.5 
	21.8 
	　
	
	

	
	
	
	
	24
	22.6 
	22.7 
	21.8 
	22.2 
	2.0 

	
	
	
	
	
	22.2 
	21.7 
	　
	
	

	
	
	
	凯氏定氮仪蒸馏法
	
	22.5 
	22.0 
	21.7 
	22.1 
	1.5

	
	
	
	
	
	22.0 
	22.4 
	　
	
	

	
	
	
	传统蒸馏法
	
	22.7 
	22.2 
	21.7 
	22.2 
	2.3

	
	
	
	
	
	22.6 
	21.6 
	　
	
	

	GBW07415a
	21.6±1.4
	6.08±0.06
	纳什试剂比色法
	1
	19.5 
	19.2 
	19.2 
	19.0 
	2.3 

	
	
	
	
	
	18.7 
	18.4 
	　
	
	

	
	
	
	
	7
	19.4 
	19.1 
	18.8 
	18.9 
	2.0 

	
	
	
	
	
	18.5 
	18.6 
	　
	
	

	
	
	
	
	12
	19.3 
	19.3 
	18.3 
	19.1 
	2.5 

	
	
	
	
	
	18.9 
	19.5 
	　
	
	

	
	
	
	
	24
	18.3 
	19.9 
	19.4 
	19.2 
	3.4

	
	
	
	
	
	19.6 
	18.7 
	　
	
	

	
	
	
	凯氏定氮仪蒸馏
	
	19.4 
	19.5 
	18.7 
	19.1 
	1.9

	
	
	
	
	
	18.8 
	19.3 
	　
	
	

	
	
	
	传统蒸馏法
	
	20.7 
	20.4 
	20.9 
	20.5 
	1.5

	
	
	
	
	
	20.1 
	20.5 
	　
	
	


2.3纳氏试剂分光光度法测定实际样品CEC值
     随机选取pH<7.5[16]的14份西藏土壤样品进行CEC值测定，测定值见表2。对随机样品，同样在一个月内的四个时间段进行了4次实验。为验证分光光度法测定随机样品CEC值结果的准确性，用传统蒸馏法和凯氏定氮仪蒸馏法也对样品进行了CEC值测定，同时也对14份土壤样品进行了土壤有机质[17-18]和土壤全氮[11]的测定。用三种方法测定的结果大多相对偏差都在5%以内，但用传统蒸馏法测定有机质和全N较高土壤时，CEC值结果会偏高很多。土壤pH值对三种方法结果均无明显影响。结果表明分光光度法测定CEC值的方法对pH<7.5的各种土壤有很好的适用性，结果准确度和精密度都较高。
表2 三种方法准确度对比
    Table 2 Comparison of accuracy results among three methods 

	样品编号
	pH
	有机质/(g·kg-1)
	全氮/(g·kg-1)
	CEC测定值/(cmol•kg-1)

	
	
	
	
	纳氏试剂分光光度法
	凯氏定氮仪蒸馏法
	传统蒸馏法

	
	
	
	
	1 d
	7 d
	12 d
	24 d
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1#
	6.54
	29.7 
	1.90 
	15.3 
	15.2 
	15.5 
	15.8 
	15.9 
	15.2 

	2#
	6.64
	62.7 
	2.74 
	17.4 
	17.0 
	17.2 
	17.6 
	17.4 
	18.5 

	3#
	6.70 
	70.2 
	3.37 
	20.3 
	20.1 
	19.8 
	20.4 
	20.1 
	23.4 

	4#
	6.88
	88.8 
	4.11 
	20.8 
	20.1 
	20.5 
	20.3 
	20.5 
	22.1 

	5#
	6.05
	75.8 
	2.74 
	17.3 
	16.9 
	17.3 
	17.6 
	17.3 
	19.4 

	6#
	6.38
	29.3 
	1.23 
	7.90 
	7.63 
	7.55 
	7.75 
	7.71 
	8.20 

	7#
	6.88
	74.5 
	2.79 
	27.6 
	27.4 
	27.6 
	27.9 
	27.8 
	30.2 

	8#
	5.98
	53.4 
	2.05 
	16.8 
	16.5 
	16.7 
	17.2 
	16.4 
	16.3 

	9#
	6.98
	32.3 
	1.82 
	11.2 
	11.0 
	11.2 
	11.4 
	10.7 
	10.6 

	10#
	6.64
	38.5 
	2.37 
	11.9 
	11.7 
	11.5 
	11.7 
	11.2 
	11.1 

	11#
	6.81
	27.3 
	1.58 
	9.74 
	9.65 
	9.72 
	9.98 
	9.78 
	9.86 

	12#
	6.25
	34.2 
	1.62 
	9.73 
	9.68 
	9.97 
	9.61 
	9.70 
	9.78 

	13#
	6.98
	74.8 
	3.23 
	16.4 
	16.0 
	16.0 
	16.5 
	16.2 
	17.5 

	14#
	6.97
	45.0 
	1.34 
	8.53 
	8.64 
	8.42 
	8.64 
	8.44 
	8.32 


3结论
    通过大量实验，可以看到纳氏试剂分光光度法测定CEC值的方法准确度和精密度都较高，在实际操作中，相对以往的传统蒸馏法和凯氏定氮仪蒸馏法，其适用性更强，且操作步骤简便。传统蒸馏法测定有机质和全N较高的土壤时，需用电热炉进行高温蒸馏，但电热炉控温较差，使部分有机质高温蒸馏时水解，令有机质N和部分全N被同时蒸馏出来，导致结果偏高；蒸馏时有机质含量较高或较黏重的土壤，即使在蒸馏前加入液体石蜡，也时常会产生大量泡沫，若不及时摇动凯氏瓶，控制蒸气流，泡沫很容易冲过定氮球，进入冷凝管，导致样品作废。凯氏定氮仪法在进行蒸馏时，蒸馏温度稳定，不会导致测定结果偏高，且产生大量泡沫也对样品测定结果影响不大，但其缺点是每次只能蒸馏一个样品，耗时较长，若有大量样品则效率较低。纳氏试剂分光光度法减少了蒸馏的步骤，降低了蒸馏过程中引起的系统误差。用分光光度法进行测定时，最终收集在容量瓶中的溶液阳离子主要为被Na+置换出的NH4+和过量的Na+，在比色时没有其它阳离子(如Ca2+、Mg2+)干扰，不必加入掩蔽试剂；为避免余氯的影响，吸取的样品需先进行稀释，再加入纳氏试剂，冲至刻度即可进行比色；用酸化的氯化钠(10%)溶液做空白参比，吸光值小于0.003，空白结果稳定且较低，对测定结果影响较小；测定样品结果的精密度在1.5%~3.4%。风光光度法测定CEC值的方法试剂加入简单，操作方便，不受土壤有机质和全N的影响，结果相对更准确，且分光光度法可对批量样品进行测定，效率更高。但此方法若遇到某些样品最终收集在容量瓶的溶液不够清亮，则需用无铵滤纸先进行过滤，再吸取溶液测定。
实验结果表明，三种方法各有优缺点，纳氏试剂分光光度法测定酸性和中性土壤中土壤阳离子交换量的方法准确度和精密度较高，试剂成本低，测定方法简单，适合实际操作且同时可以测定批量样品，生产效率较高，相对其它两种方法结果更可靠，可操作性更强。
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