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溴酚蓝作酸碱指示剂分光光度法测定土壤中有效磷
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北京
 

100037)

摘要:
  

测定土壤中有效磷的标准方法及通用方法,通常采用酸或碱溶液浸提样品,调节浸提液 pH 值后用分

光光度法测定。 该方法过滤操作繁琐、酸碱指示剂二硝基酚颜色易受溶液底色干扰且有毒。 对现有方法进

行优化创新,提高检测效率,对土壤有效态分析及土壤质量评价具有重要意义。 本文比较了不同浸提时间、
不同浸提液酸度、不同酸碱指示剂等实验条件对检测结果的影响;采用离心分离代替过滤,使用溴酚蓝作指

示剂调节 pH。 同时对比了溴酚蓝指示剂与标准方法的二硝基酚指示剂的检测结果,吸光度、标准物质准确

度、未知样品检测结果均完全一致。 研究表明使用溴酚蓝作酸碱指示剂,颜色突变更明显,不易受待测液底

色影响,毒性低,测试数据准确。 实验条件优化后的方法适用于酸性、中性及石灰性土壤有效磷的快速测定。
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要点:
 

(1)
 

使用溴酚蓝作为土壤中有效磷测定方法的酸碱指示剂。
 

(2)
 

溴酚蓝作指示剂颜色突变更明显,效果优于标准方法所用的二硝基酚。
(3)

 

浸提时间、土液比、浸提液酸度等影响测定结果。
中图分类号:

 

O657. 32 文献标识码:
 

B

土壤矿物中能够被作物直接吸收利用的部分,
即有效量,以活动态存在于土壤中[1-2] 。 元素对环

境或生物体产生的效应或毒性,在很大程度上取决

于其各形态含量,而不是总浓度[3-4] 。 土壤微量元

素有效量不但影响作物的生长发育,而且影响作物

品质和产量[5-8] 。 因此元素的形态、有效态分析越

来越受到研究人员的重视[9-10] 。 通过土壤有效磷的

测定,有助于了解土壤供应磷的情况,为合理使用磷

肥及提高磷肥利用率提供依据[11-13] 。 通常所谓的

土壤有效磷是指某一特定形态的磷,只是一个相对

指标,但是其可用于说明土壤的供磷水平[14-15] 。
目前,测定土壤有效磷的方法主要有 Olsen 法

和 Bray 法[16] 。 Olsen 法用碳酸氢钠溶液浸提土壤,
Bray 法用氟化铵-盐酸溶液浸提土壤。 方法原理是

浸提土壤后,分取浸提液加入显色剂,使用分光光度

法测定浸提液中的磷含量。 其中 Bray 法对酸性土

壤效果良好,Olsen 法对中性及石灰性土壤效果良

好[17] 。 现行标准方法《土壤检测
 

第 7 部分
 

土壤有

效磷的测定》(NY / T
 

1121. 7—2014)和《森林土壤磷

的测定》 ( LY / T
 

1232—2015)中 Olsen 法和 Bray 法

的应用存在参数差异[18] ,主要差异在于酸性土壤的

浸提时间、振荡温度等。 目前常用的土壤有效态标

准样品中,ASA1 - 6 ( GBW07412)、NSA1 - 6 是依据

GB / T
 

7853—1987 定值,ASA1a 至 ASA6a、ASA-7 至

ASA- 10 是依据 NY / T
 

1121. 7—2006 定值( GB / T
 

7853—1987、NY / T
 

1121. 7—2006 分别已被 LY / T
 

1232—2015、NY / T
 

1121. 7—2014 替代)。 已有文

献报道了使用电感耦合等离子体发射光谱法(ICP -
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OES)测定浸提液中的有效磷[19-22] ,由于 ICP-OES
测定磷的灵敏度低,检出限高,达不到部分土壤样品

的有效磷含量,因此分光光度法仍是测定土壤中有

效磷的最优选择。 该技术存在以下问题:①现有测

定方法需浸提后过滤得到澄清待测液,过滤操作繁

琐,且有些土壤沉淀颗粒细,极易穿透滤纸,速度慢

效率低。 ②浸提液显色前必须先将 pH 调至指定

值,再加钼锑抗显色剂才能发生特定显色反应。 且

该方 法 常 使 用 二 硝 基 酚 ( 变 色 范 围 为 无 色

pH
 

2. 4 ~ 4. 0 黄色) 作指示剂,由黄色调至恰变浅

黄,而土壤浸提液多略带黄色的底色,尤其是有机质

含量高的土壤,浸提滤液易呈现黄或褐色[23-25] ,导
致调 pH 时颜色无法判断;且二硝基酚属于易制爆

试剂,毒性强[26] 。
针对以上问题,本文采用离心分离代替过滤;

比较了不同浸提时间、不同浸提液酸度、不同酸碱指

示剂等实验条件对检测结果的影响;使用溴酚蓝作

指示剂调节 pH,对比了溴酚蓝指示剂与标准方法的

二硝基酚指示剂的检测结果。 拟通过对现有方法进

行优化创新,提高检测效率。

1　 实验部分
1. 1　 仪器及工作条件

分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公

司,型号 T9CS),离心机(天津广丰科技有限公司,
型号 TD6M),恒温振荡培养箱(苏州培英实验设备

有限公司,型号 HZQ-X100)。
1. 2　 材料和主要试剂

磷标准溶液 1000mg / L(国家有色金属及电子材

料分析测试中心)。
溴酚蓝指示剂:称取 0. 20g 溴酚蓝溶于 100mL

乙醇中。
盐酸(北京化学试剂研究所,BⅧ级);盐酸(国

药集团化学试剂有限公司,光谱纯);氟化铵( Strem
 

Chemicals,ACS);氟化铵(上海麦克林生化科技有限

公司,ACS)。
酸性土壤: 土壤有效态成分分析标准样品

GBW07416、GBW07412(中国地质科学院地球物理

地球化学勘查研究所);未知样 A(野外采集,测定

pH<6. 5)。
中性及石灰性土壤:土壤有效态成分分析标准

样品 GBW07413、 GBW07414、 GBW07414a ( 中国地

质科学院地球物理地球化学勘查研究所);未知样 B
(野外采集,测定 pH>6. 5)。

其他试剂参考标准方法《土壤检测
 

第 7 部分
 

土壤有效磷的测定》(NY / T
 

1121. 7—2014)配制,均
采用市售分析纯。
1. 3　 实验条件

参考标准方法《土壤检测
 

第 7 部分
 

土壤有效

磷的测定》(NY / T
 

1121. 7—2014)。
酸性土壤: ① 待测液的制备: 称取酸性土壤

5. 00g 于 200mL 塑料浸提瓶中, 加氟化铵 ( 0. 03
mol / L) -盐酸(0. 025mol / L)浸提液 50. 0mL,25℃ 以

160r / min 恒温振荡 60min 后,5000r / min 离心 5min。
② 移取上清液 10mL 于 50mL 比色管中, 加 入

5. 00mL 硼酸 ( 30g / L),加水,加入溴酚蓝指示剂

2 滴,用 2mol / L 盐酸和 2mol / L 氨水调节至试液刚

呈黄色。 ③测定:加 5. 00mL 钼锑抗显色剂,定容至

50mL,摇匀,25℃ 以上放置 30min 后用分光光度计

在 700nm 或 880nm 处进行吸光度测定,绘制标准曲

线,计算出待测样品中有效磷含量。
中性或石灰性土壤:①待测液的制备:称取中性

或石灰性土壤 2. 50g 于 200mL 塑料浸提瓶中,加

50. 0mL 碳酸氢钠浸提液(42g / L),25℃ 以 160r / min
恒温振荡 30min 后,5000r / min 离心 5min。 ②移取

上清液 10mL 于 50mL 比色管中,加入溴酚蓝指示剂

2 滴, 用 0. 5mol / L 硫酸调节至试液刚呈黄色。
③测定:加 5. 00mL 钼锑抗显色剂,定容至 50mL,摇
匀,25℃以上放置 30min 后用分光光度计在 700nm
或 880nm 处进行吸光度测定,绘制标准曲线,计算

出待测样品中有效磷含量。

2　 结果与讨论
2. 1　 酸性土壤浸提时间及土水比实验结果

用土壤有效态国家标准物质 GBW07416 开展

条件实验,改变酸性土壤浸提时间及水土比,其他条

件参考标准方法《土壤检测
 

第 7 部分
 

土壤有效磷

的测定》(NY / T
 

1121. 7—2014)。 结果如图 1 所示,
氟化铵-盐酸偏提取酸性土壤时,随着浸提液比例

降低,测定结果降低;随着提取时间增加,提取出的

有效磷逐渐减少,与文献报道结果一致。 王荣辉

等[18]提出,可能是由于土壤体系自身缓冲作用,浸
提时间延长,土壤体系 pH 升高,导致

 

F- 对
 

Fe3+ 和
 

Al3+的配合能力减弱,Fe-P
 

和
 

Al-P
 

的释放量减少

而引起。 用 GBW07416 标准物质研究氟化铵-盐酸

浸提时间与 pH 关系,结果如图 2 所示,与文献[18]
结论一致,且与不同浸提时间的测定结果一致。

本实验中使用标准方法的土水比 1 ∶ 10 时,需
—412—
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图 1　 不同土水比及浸提时间条件下采用氟化铵-盐酸

偏提取酸性土壤中有效磷检测结果的比较

Fig. 1　 Comparison
 

of
 

analytical
 

results
 

of
 

available
 

phosphorus
 

in
 

acid
 

soil
 

extracted
 

by
 

NH4 F-HCl
 

with
 

different
 

ratio
 

of
 

clay
 

to
 

water
 

and
  

extraction
 

time.

浸提 60min,才得到标样值结果。 而中性及石灰性

土壤可依据标准方法的实验条件测得相应的

标样值。

表 1　 使用不同 pH 指示剂测定土壤中有效磷结果对比

Table
 

1　 Comparison
 

of
 

analytical
 

results
 

of
 

available
 

phosphorus
 

in
 

soil
 

extracted
 

by
 

different
 

pH
 

indicator

不同酸碱性土壤
待测液调节

pH 指示剂
实验样品 吸光度

溶液中有效磷浓度

(μg / 50mL)
样品中有效磷测定值

(μg / g)
有效磷标准值

(μg / g)

GBW07412 0. 245 22. 305 22. 30 21. 2±3. 6
二硝基酚 未知样 A 0. 099 8. 568 8. 57 /

酸性土壤
空白溶液 0. 009 0. 153 / /

GBW07412 0. 266 23. 648 23. 65 21. 2±3. 6
溴酚蓝 未知样 A 0. 104 8. 458 8. 46 /

BK 0. 006 -0. 070 / /
GBW07414a 0. 140 14. 721 29. 44 29±3

二硝基酚 未知样 B 0. 049 6. 286 12. 57 /
空白溶液 -0. 017 0. 263 / /

中性或石灰性土壤
GBW07414a 0. 116 14. 248 28. 50 29±3

溴酚蓝 未知样 B 0. 024 5. 790 11. 58 /
空白溶液 -0. 020 0. 013 / /

2. 2　 溴酚蓝指示剂的对比实验

配制标准曲线 0、1、5、10、20、30μg / 50mL 点,并
选用国家标准物质 GBW07412、GBW07414a、未知土

壤样品 A、未知土壤样品 B 及流程空白溶液,调节浸

提液 pH 时分别使用二硝基酚和溴酚蓝作指示剂,
用 1cm 比色池,比较两种方法的吸光度和检测结

果。 通过比较酸性土壤和中性、石灰性土壤标准曲

线点的吸光度,结果表明用这两种指示剂调节 pH
后,加入显色剂,显色吸光度没有明显差异。 表 1 是

分别用酸性土壤方法、中性和石灰性土壤方法分析

对应的土壤未知样、标准物质、空白对比实验结果,

图 2　 氟化铵-盐酸浸提时间与 pH 关系

Fig. 2　 Relationship
 

between
 

extraction
 

time
 

of
 

NH4 F-HCl
 

and
 

pH.
 

可见使用溴酚蓝替代二硝基酚,检测结果完全一致,
标准物质结果符合要求,说明本文优化方法可以适

用于酸性、中性和石灰性土壤。 使用溴酚蓝(变色

范围黄色 pH
 

3. 0 ~ 4. 6 蓝色)作指示剂调至适宜 pH
值时颜色为黄色,磷酸根与钼锑抗显色剂形成蓝色

配合物,两种颜色波长差异非常大,不干扰后续显色

的测定。 而且钼锑抗显色剂呈强酸性,加入后不会

使待测液 pH 值向碱性变化而导致溴酚蓝显色剂变

色影响实验结果。
 

由于土壤样品的复杂性,偏提取得到的待测溶液

可能含有未知物质,由于偏提取过程中化学反应的复

杂性,土壤中的未知物有可能会干扰所用指示剂溴酚

蓝的使用效果,但现有方法所用指示剂二硝基酚也存

在这种未知性,本方法应用中尚未见不适用情况。
2. 3　 浸提液 pH 的影响

标准方法《土壤检测
 

第 7 部分
 

土壤有效磷的
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测定》(NY / T
 

1121. 7—2014)中碳酸氢钠浸提液配

制后,需用氢氧化钠溶液调节 pH 至 8. 5,并定期监

测浸提液 pH 值。 选用两个标准物质,配制后直接

使用并与调节 pH 后的浸提液分别测定,有效磷结

果见表 2,碳酸氢钠浸提液 pH 值对结果影响很大,
配制后溶液 pH 为 8. 22,其浸提检测结果明显偏低。

表 2　 碳酸氢钠浸提液 pH 对有效磷检测结果的影响

Table
 

2 　 Effect
 

of
 

NaHCO3
 extraction

 

with
 

different
 

pH
 

on
 

analytical
 

results
 

of
 

available
 

phosphorus
 

标准物质

编号

有效磷测定值(μg / g)

未调节 pH 调节 pH 至 8. 5

有效磷标准值

(μg / g)

GBW07413 14. 20 17. 49 18. 3±2
GBW07414 10. 26 12. 71 13. 8±2. 3

氟化铵-盐酸浸提液的 pH 在标准方法中未作

强调,部分文献[27]中偶见 pH
 

1. 5 ~ 2. 0。 如 2. 1 章

节所述,由于本研究中的浸提时间与行业标准方法

《土壤检测
 

第 7 部分
 

土壤有效磷的测定》 ( NY / T
 

1121. 7—2014) 不一致, 且碳酸氢钠碱性浸提液

pH 对实验结果有主要影响,为了了解酸性浸提液

pH 的影响程度,实验中尝试用不同厂家的氟化铵及

盐酸试剂,按标准方法配制的酸性浸提液 pH 值为

2. 7 ~ 3. 2,测定结果没有明显差异。 实验表明将氟

化铵-盐酸浸提液 pH 调节至 2 后,浸提出大量的

磷,明显不适用于有效磷的测定,因此氟化铵-盐酸

浸提液配制后可直接使用。 实验中发现,氟化铵-
盐酸浸提液放置一个月,pH 值由 2. 72 略升高至

2. 79,其浸提 GBW07416 一小时后溶液 pH 值为

5. 04,也比现配的溶液浸提后的 pH 值(4. 90) 高。
虽检测结果未见明显差异,但浸提液的 pH 值可能

会影响浸提能力,最好每周配制。
以上实验表明,碳酸氢钠浸提液配制后必须调

节 pH 至 8. 5,氟化铵-盐酸浸提液配制后可直接

使用。
2. 4　 已浸提溶液的存放时间

《森林土壤
 

有效磷的测定》 ( LY / T
 

1233—
1999)提到浸提后溶液的保存时间,需 24h 之内测

定。 本研究测定了两个不同含量水平的酸性土壤样

品,结果见表 3,有效磷含量在 2μg / g 左右的样品,
浸提液滤液放置 3 天检测结果下降约 7. 57%,放置

5 天检测结果下降约 9. 17%;有效磷含量在 15μg / g
左右的标准样品 ( GBW07416),浸提液滤液放置

3 天检测结果下降约 0. 43%,放置 5 天检测结果下

降约 13. 20%。 可见浸提液久置后有效磷会损失,
其含量下降程度与样品及含量有关,最好在浸提当

天完成检测。

表 3　 已浸提溶液的存放时间对有效磷检测结果的影响

Table
 

3　 Effect
 

of
 

extracted
 

solution
 

with
 

different
 

storage
 

time
 

on
 

analytical
 

results
 

of
 

available
 

phosphorus
 

样品

放置不同时间有效磷
测定值(μg / g)

有效磷测定值
下降比例(%)

0d 3d 5d 3d 5d

未知样品 2. 54 2. 34 2. 30 -7. 57 -9. 17
GBW07416 17. 05 16. 98 14. 80 -0. 43 -13. 20

2. 5　 方法检出限和精密度

选用酸性土壤有效态标准物质 GBW07416 和

碱性土壤有效态标准物质 GBW07414,分别平行偏

提取 7 份,检测结果见表 4。 GBW07416 检测结果平

均值为 17. 2μg / g, GBW07414 检测结果平均值为

12. 5μg / g,均在标准值范围内,准确度和相对标准

偏差符合要求。 依据《环境监测
 

分析方法标准制修

订技术导则》(HJ
 

168—2010)附录 A. 1. 2,使用 3cm
比色皿时,与 0. 01 吸光度对应的浓度值作为检出

限,对应曲线浓度点约为 0. 5μg / 50mL。 称样量为

5. 0g 分取 10mL 浸提液时,检出限为 0. 5μg / g;称样

量为 2. 5g 分取 10mL 浸提液时,检出限为 1. 0μg / g。

表 4　 方法精密度

Table
 

4　 Precision
 

tests
 

of
 

the
 

method

参数 GBW07416 GBW07414

有效磷测定平均值(μg / g) 17. 2 12. 5
有效磷标准值(μg / g) 14. 8±3. 1 13. 8±2. 3

标准偏差(n= 7) 0. 5907 0. 2323
相对标准偏差(%,n= 7) 3. 44 1. 86

3　 结论
本研究探讨了测定土壤中有效磷标准方法中的

实验条件对检测结果的影响,以及酸性土壤浸提时

间及土水比对测定结果的影响。 结果表明,酸性土

壤在 1 ∶ 10 土水比条件下,需浸提 60min 可得到标

样值结果,而碱性土壤可依据标准方法实验条件得

到标样值结果;同时探讨了浸提液 pH 的影响,碳酸

氢钠浸提液需调 pH 至 8. 5,否则结果明显偏低,氟
化铵-盐酸浸提液不可调 pH 且不可久置;对于已浸

提溶液的存放时间,最好在浸提当天完成检测。
—612—

第 1 期
　 岩　 矿　 测　 试　

http:∥www. ykcs. ac. cn
2023 年



本研究采用溴酚蓝指示剂替代标准方法的二硝

基酚指示剂,标准方法使用的二硝基酚指示剂颜色

突变不明显,易受浸提液底色影响,且易制爆、毒性

强;而溴酚蓝指示剂调节 pH 时突变明显,不受浸提

液底色干扰,优于标准方法的二硝基酚指示剂。 基

于两种指示剂的吸光度和检测结果完全一致,表明

溴酚蓝指示剂可适用于土壤中有效磷的测定。
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HIGHLIGHTS
(1)

 

Using
 

bromophenol
 

blue
 

as
 

an
 

acid - base
 

indicator
 

was
 

first
 

proposed
 

in
 

the
 

determination
 

of
 

available
 

phosphorus
 

in
 

soil.
(2)

 

Bromophenol
 

blue
 

showed
 

more
 

obvious
 

mutation
 

as
 

a
 

better
 

acid -base
 

indicator
 

than
 

dinitrophenol
 

in
 

this
 

method.
(3)

 

Extraction
 

time,
 

soil-liquid
 

ratio,
 

acidity
 

of
 

the
 

extraction,
 

and
 

other
 

experimental
 

conditions
 

were
 

studied.

ABSTRACT
BACKGROUND:

 

Standard
 

and
 

common
 

methods
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

available
 

phosphorus
 

in
 

soil
 

are
 

usually
 

spectrophotometry
 

methods.
 

Before
 

measurement,
 

the
 

sample
 

is
 

extracted
 

by
 

an
 

acid
 

or
 

base
 

solution,
 

and
 

the
 

pH
 

of
 

the
 

extracted
 

liquid
 

is
 

regulated.
 

The
 

existing
 

methods
 

include
 

complex
 

operation
 

steps
 

such
 

as
 

filtration,
 

and
 

the
 

acid-base
 

indicator
 

dinitrophenol
 

is
 

highly
 

toxic.
 

Most
 

of
 

all,
 

the
 

color
 

of
 

dinitrophenol
 

is
 

easily
 

altered.
OBJECTIVES:

 

To
 

optimize
 

the
 

existing
 

method
 

and
 

improve
 

detection
 

efficiency,
 

and
 

then
 

use
 

the
 

method
 

for
 

soil
 

available
 

state
 

analysis
 

and
 

soil
 

evaluation.
METHODS:

 

Different
 

experimental
 

conditions
 

such
 

as
 

extraction
 

time,
 

acidity
 

of
 

the
 

extraction
 

and
 

acid -base
 

indicator
 

type
 

were
 

compared.
 

Centrifugal
 

separation
 

was
 

used
 

instead
 

of
 

filtration,
 

and
 

bromophenol
 

blue
 

was
 

first
 

used
 

as
 

the
 

acid-base
 

indicator.
 

Detection
 

results
 

of
 

bromophenol
 

blue
 

and
 

dinitrophenol
 

were
 

compared.
RESULTS:

 

Comparing
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

the
 

bromophenol
 

blue
 

indicator
 

and
 

dinitrophenol
 

indicator,
 

the
 

absorbance,
 

accuracy
 

of
 

national
 

standard
 

substance
 

and
 

unknown
 

sample
 

detection
 

results
 

were
 

completely
 

consistent.
 

With
 

bromophenol
 

blue
 

as
 

the
 

acid-base
 

indicator,
 

color
 

mutation
 

was
 

obvious
 

without
 

any
 

interference
 

of
 

bottom
 

color.
CONCLUSIONS:

 

Bromophenol
 

blue
 

has
 

low
 

toxicity
 

with
 

accurate
 

detection
 

results.
 

This
 

improved
 

method
 

is
 

appropriate
 

for
 

rapid
 

determination
 

of
 

available
 

phosphorus
 

in
 

acid,
 

neutral
 

and
 

carbonate
 

soils.

KEY
 

WORDS:
 

soil;
 

available
 

phosphorus;
 

spectrophotometry;
 

acid-base
 

indicator;
 

dinitrophenol;
 

bromophenol
 

blue;
 

experimental
 

condition
 

optimization
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