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重铬酸钾氧化－分光光度法
测定土壤有机碳含量的研究
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摘要:采用重铬酸钾氧化－分光光度法对影响土壤有机碳含量的测定进行了研究ꎬ得知测定有机碳含量的最佳加热温度是

１４０℃ꎬ加热时间是 ４０ ｍｉｎꎬ测试波长是 ５８９ ｎｍꎬ显色时间是 ０ ｍｉｎꎮ 然后对这些最佳条件进行了方法验证ꎬ计算出方法检出限为

０􀆰 ０３％ꎬ相对标准偏差为 ０􀆰 ８％~３􀆰 ８％ꎬ加标回收率为 １０１％~１１６％ꎮ 与滴定法和重量法相比ꎬ重铬酸钾氧化－分光光度法具有

更高的精密性和准确性ꎮ
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　 　 目前生物圈中最大的有机碳库是土壤有机碳

库ꎬ它在全球碳循环中起着关键的作用[１－２]ꎮ 土壤

有机碳含量是反映土壤肥力的关键因素ꎬ可以认识

到土壤肥力情况ꎬ指导培肥和改土ꎬ它不仅影响农业

的可持续发展[３－４]ꎬ而且对全国固碳减排具有重要

意义[５]ꎮ
Ｒａｗｌｓ 等[６]研究得知土壤持水量与有机碳含量

的关系受质地组分比例的影响ꎻ蔡婷等[７] 研究得知

有机碳含量与多芳香烃的残留总量存在着正相关关

系ꎻ柳沈辉等[８] 研究表明ꎬ有机碳含量会促进嘉宝

果地上部生长量与叶绿素含量的增加ꎻ牛宋芳等[９]

研究表明ꎬ土壤有机碳含量与土壤的颗粒构成与沙

堆大小存在着一定的相关性ꎻ冯锦等[１０] 和吴燕飞

等[１１]研究表明ꎬ土壤全氮、阳离子交换量与有机碳

含量具有正相关性ꎬ土壤 ｐＨ、容重与有机碳含量具

有负相关性ꎮ 由此可见ꎬ作为评估土壤品质关键指

标的土壤有机碳含量ꎬ其变化会对土壤的物理、化学

和生物学特征产生明显的影响ꎮ
提高土壤碳汇是解决全球气候变暖的有效手

段ꎬ作为土壤碳汇来源之一的有机碳起着关键影响ꎬ
土壤有机碳的稳定是生态系统的一个独特特征[１２]ꎮ
查阅相关文献报道ꎬ土壤有机碳含量的测定主要有

滴定法和重量法 ２ 种[１３]ꎬ比如 Ｓｔａｎｉｓｌａｗ 等[１３] 用滴

定法和重量法研究有机碳含量的测定ꎬＣéｃｉｌｅ 等[１４]

用高光谱遥感和野外可见－近红外光谱预测土壤有

机碳ꎬ然而采用分光光度法测定有机碳含量却没有

文献报道ꎮ 因此ꎬ本文中采用重铬酸钾氧化－分光

光度法对土壤有机碳含量测定进行了研究ꎬ探讨了

影响土壤有机碳含量测定的几种因素ꎬ通过实验了

解土壤有机碳的测定原理ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

硫酸(ＡＲ)、硫酸汞(ＡＲ)、重铬酸钾(ＰＴ)、葡萄

􀅰１３２􀅰
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糖(ＡＲ)ꎻＦＡ１００４ 电子天平(宁波市鄞州华丰电子

仪器厂)、ＢＨＷ－０９Ｃ２０ 恒温加热器(上海博通化学

科技有限公司)、ＴＤＺ５－ＷＳ 离心机(湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司)、ＵＶ－１８００ 紫外－可见分光光

度计(上海美谱达仪器有限公司)ꎮ
１􀆰 ２　 实验原理

在高温和强酸的存在下ꎬ土壤中的有机碳成分

被过 量 的 重 铬 酸 钾 溶 液 和 硫 酸 溶 液 氧 化ꎬ 使

Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 中的 Ｃｒ６＋被还原成 Ｃｒ３＋ꎬ而 Ｃｒ３＋含量与土壤

中有机碳含量正相关ꎬ在某一波长处测定吸光度ꎬ按
照 Ｃｒ３＋的含量计算有机碳的含量ꎮ 过程化学反应原

理如下:
２Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ ＋ ３Ｃ ＋ ８Ｈ２ＳＯ４ →

２Ｋ２ＳＯ４ ＋ ２Ｃｒ２(ＳＯ４) ３ ＋ ３ＣＯ２(ｇ) ＋ ８Ｈ２Ｏ

１􀆰 ３　 实验步骤

１􀆰 ３􀆰 １　 校准曲线的绘制

准备 ６ 支 ５０ ｍＬ 具塞消解玻璃管ꎬ依次准确加

入 ０􀆰 ００、０􀆰 ５０、１􀆰 ００、２􀆰 ００、４􀆰 ００、６􀆰 ００ ｍＬ 葡萄糖标

准使用液(１０􀆰 ００ ｇ / Ｌ)ꎬ然后分别加入 ０􀆰 １ ｇ ＨｇＳＯ４

和 ５􀆰 ００ ｍＬ Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 溶液ꎬ混合ꎬ继续慢慢小心加入

７􀆰 ５ ｍＬ 浓硫酸溶液(注意防止浓硫酸沸腾而飞溅)ꎬ
轻轻混匀ꎮ 最后放入恒温加热器中ꎬ设置加热温度

为 １３５℃ꎬ加热时间为 ３０ ｍｉｎꎮ 加热结束冷却至室

温ꎬ分别倒入 １００ ｍＬ 比色管中ꎬ并用纯水清洗

５０ ｍＬ 具塞消解玻璃管至少 ３ 次ꎬ全部倒入 １００ ｍＬ
比色管中ꎬ再用纯水定容至 １００ ｍＬ 刻度线ꎬ混匀ꎮ
最后在测试波长 ５８５ ｎｍ 处ꎬ用 １０ ｍｍ 比色皿ꎬ以水

为参比ꎬ分别测定吸光度ꎮ 有机碳校准曲线操作步

骤如图 １ 流程所示ꎮ

图 １　 有机碳校准曲线流程

１􀆰 ３􀆰 ２　 试样测定

在 ５０ ｍＬ 具塞消解玻璃管中加入已知质量的土

样(１０ 目)ꎬ根据 １􀆰 ３􀆰 １ 的操作步骤依次加入试剂ꎬ
进行加热、冷却和定容ꎮ 然后取适量溶液倒入

１００ ｍＬ 离心管中ꎬ以 ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心分离 １０ ｍｉｎꎬ

最后取离心后的溶液测定吸光度ꎮ 同时在具塞消解

玻璃管中不加入土样做空白实验ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 加热温度和加热时间

为了探讨加热温度对有机碳含量测定的影响ꎬ
分别采用 ０􀆰 ５０、１􀆰 ００、２􀆰 ００、４􀆰 ００、６􀆰 ００ ｍＬ 葡萄糖标

准使用液做实验ꎬ即有机碳质量分别为 ２􀆰 ００、４􀆰 ００、
８􀆰 ００、１６􀆰 ０、２４􀆰 ０ ｍｇꎮ 设置温度分别是 １２０、１２５、
１３０、１３５、１４０、１４５、１５０℃ꎬ对应的其他条件是加热时

间 ３０ ｍｉｎꎬ５８５ ｎｍ 波长测试ꎬ立即显色测试ꎮ 测定

结果如图 ２(ａ)所示ꎬ随着加热温度的增加ꎬ有机碳

含量也随之增加ꎬ当达到 １４０℃时ꎬ有机碳含量达到

最大ꎬ而后随着加热温度的增加ꎬ有机碳含量在减

少ꎮ 当达不到加热温度时ꎬ由于有机碳氧化不充分ꎬ
会使被还原的 Ｃｒ３＋含量偏低ꎬ从而导致检测出的有

机碳含量也偏低ꎬ而当加热温度过高时ꎬ原本被还原

的 Ｃｒ３＋会由于高温和硫酸的存在而被氧化成 Ｃｒ６＋ꎬ
也导致检测出的有机碳含量偏低ꎬ因此最佳加热温

度是 １４０℃ꎮ
然后继续探讨加热时间对有机碳含量测定的影

响ꎬ同样用 ２􀆰 ００、４􀆰 ００、８􀆰 ００、１６􀆰 ０、２４􀆰 ０ ｍｇ 有机碳

质量做实验ꎮ 设置加热时间分别是 １５、２０、２５、３０、
３５、４０、４５ ｍｉｎꎬ对应的其他条件是加热温度 １４０℃ꎬ
５８５ ｎｍ 波长测试ꎬ立即显色测试ꎮ 测定结果如图 ２
(ｂ)所示ꎬ随着加热时间的增加ꎬ有机碳含量也随之

增加ꎬ当达到 ４０ ｍｉｎ 时ꎬ有机碳含量达到最大ꎬ而后

随着加热时间的增加ꎬ有机碳含量在减少ꎮ 这种变

化的趋势跟加热温度的影响很相似ꎬ由于加热时间

不够ꎬ有机碳氧化不充分或者加热时间过长ꎬ原本被

还原的 Ｃｒ３＋ 会由于高温和硫酸的存在而被氧化成

Ｃｒ６＋ꎬ都会导致检测出的有机碳含量偏低ꎬ因此最佳

加热时间是 ４０ ｍｉｎꎮ
橙色 ６ 价铬与绿色 ３ 价铬之间的转化可以用图

２( ｃ) 形象地描述出来ꎬ图 ２ ( ｃ) 左边是橙色的

Ｋ２Ｃｒ２Ｏ７ 晶体结构ꎬ属于三斜晶系ꎬ空间群是 Ｐ － １
(２)ꎬ每个 Ｃｒ 原子与临近 ４ 个氧原子形成配位四面

体ꎮ 图 ２(ｃ)右边是绿色的 Ｃｒ２(ＳＯ４) ３ 晶体结构ꎬ属
于三方晶系ꎬ空间群是 Ｒ－３(１４８)ꎬ每个 Ｃｒ 原子与

临近 ６ 个氧原子形成配位八面体ꎮ 在高温和强酸存

在下ꎬ橙色 Ｃｒ６＋被有机碳还原成绿色 Ｃｒ３＋ꎬ而当加热

温度过高或加热时间过长时ꎬ绿色 Ｃｒ３＋又被氧化成

橙色 Ｃｒ６＋ꎮ
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(ａ)不同加热温度下的有机碳吸光度值

　 　

１—２􀆰 ００ ｍｇꎻ２—４􀆰 ００ ｍｇꎻ３—８􀆰 ００ ｍｇꎻ４—１６􀆰 ０ ｍｇꎻ５—２４􀆰 ０ ｍｇ

(ｂ)不同加热时间下的有机碳吸光度值

(ｃ)Ｃｒ６＋与 Ｃｒ３＋之间的转化

图 ２　 加热温度和加热时间对有机碳含量测定的影响及 Ｃｒ６＋与 Ｃｒ３＋之间的转化机理

２􀆰 ２　 测试波长和显色时间

为了探讨测试有机碳含量的最佳波长ꎬ同样用

２􀆰 ００、４􀆰 ００、８􀆰 ００、１６􀆰 ０、２４􀆰 ０ ｍｇ 的有机碳质量ꎬ设
置测试波长分别是 ５７５、５７９、５８１、５８３、５８５、５８７、５８９、
　 　 　 　 　 　 　

(ａ)不同测试波长下的有机碳吸光度值

(ｂ)不同显色时间下的有机碳吸光度值

１—２􀆰 ００ ｍｇꎻ２—４􀆰 ００ ｍｇꎻ３—８􀆰 ００ ｍｇꎻ４—１６􀆰 ０ ｍｇꎻ５—２４􀆰 ０ ｍｇ

图 ３　 测试波长和显色时间对有机碳含量

测定的影响

５９１、５９３、 ５９５ ｎｍꎬ对应的其他条件是加热温度

１４０℃ꎬ加热时间 ４０ ｍｉｎꎬ立即显色测试ꎮ 测定结果

如图 ３(ａ)所示ꎬ随着测试波长的增加ꎬ有机碳含量

也随之增加ꎬ当达到 ５８９ ｎｍ 时ꎬ有机碳含量达到最

大ꎬ而后随着测试波长的增加ꎬ有机碳含量在减少ꎬ
因此最佳测试波长是 ５８９ ｎｍꎮ

继续探讨测试有机碳含量的最佳显色时间ꎬ同
样用 ２􀆰 ００、４􀆰 ００、８􀆰 ００、１６􀆰 ０、２４􀆰 ０ ｍｇ 的有机碳质

量ꎬ设置显色时间分别是 ０、１０、２０、３０ ｍｉｎꎬ对应的其

他条件是加热温度 １４０℃ꎬ加热时间 ４０ ｍｉｎꎬ测试波

长 ５８９ ｎｍꎮ 测定结果如图 ３(ｂ)所示ꎬ随着显色时

间的增加ꎬ有机碳含量在不断减少ꎬ很有可能是因为

３ 价铬氧化成 ６ 价铬所致ꎬ因此最佳显色时间是立

即显色ꎮ

３　 方法验证

为了验证上述最佳条件实验方法的可靠性ꎬ对
样品的前处理、测量的精密度、准确度进行了方法

验证[１５－１６]ꎮ
３􀆰 １　 校准曲线

按照 １􀆰 ３􀆰 １ 校准曲线的操作步骤ꎬ绘制了校准

曲线如图 ４ 和表 １ꎬ校准曲线为 ｙ ＝ ０􀆰 ０１８ ８ｘ＋０􀆰 ００４
４ꎬ相关系数为 ０􀆰 ９９９ ５ꎬ符合实验要求ꎮ

􀅰３３２􀅰
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图 ４　 土壤有机碳校准曲线

表 １　 土壤有机碳校准曲线

　 １ ２ ３ ４ ５ ６

含量 / ｍｇ ０􀆰 ００ ２􀆰 ００ ４􀆰 ００ ８􀆰 ００ １６􀆰 ０ ２４􀆰 ０

吸光度 １ ０􀆰 ０２５ ０􀆰 ０７１ ０􀆰 １０２ ０􀆰 １７９ ０􀆰 ３４３ ０􀆰 ４５０

吸光度 ２ ０􀆰 ０２５ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 １０４ ０􀆰 １７８ ０􀆰 ３４４ ０􀆰 ４７６

吸光度 ３ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 １０６ ０􀆰 １７８ ０􀆰 ３４２ ０􀆰 ４７８

平均吸光度 ０􀆰 ０２５ ０􀆰 ０７２ ０􀆰 １０４ ０􀆰 １７８ ０􀆰 ３３５ ０􀆰 ４７８

减去空白后吸光度 ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ０７９ ０􀆰 １５３ ０􀆰 ３１０ ０􀆰 ４５３

工作曲线 ｙ＝ ０􀆰 ０１８８ｘ＋０􀆰 ００４４

相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９５

３􀆰 ２　 方法检出限和定量下限

按照 １􀆰 ３􀆰 ２ 试样测定的操作步骤ꎬ做了 ７ 个实

验ꎬ根据美国 ＥＰＡ ＳＷ－８４６ 规定ꎬ加标平行测定 ７
次ꎬ分别以 ＭＤＬ ＝ ３􀆰 １４３×ＳꎬＲＱＬ ＝ ４ＭＤＬ 计算出方

法检出限 ＭＤＬ 和方法定量下限 ＲＱＬ 如表 ２ 所示ꎬ
方法检出限 ＭＤＬ 为 ０􀆰 ０３％ꎬ方法定量下限 ＲＱＬ
为 ０􀆰 １２％ꎮ
表 ２　 土壤有机碳方法检出限 ＭＤＬ 和方法定量下限 ＲＱＬ

测定次数 吸光度 减去空白后吸光度 检测值 / ％

　 　 １ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ３１

　 　 ２ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０２８ ０􀆰 ３３

　 　 ３ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０２８ ０􀆰 ３４

　 　 ４ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ３２

　 　 ５ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ３１

　 　 ６ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ３２

　 　 ７ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ３２

标准偏差 — — ０􀆰 ０１１

ＭＤＬ — — ０􀆰 ０３

ＲＱＬ — — ０􀆰 １２

３􀆰 ３　 精密度

按照试样同样测定的操作步骤ꎬ做了 １８ 个实

验ꎬ分别配制 ３ 个不同浓度的含量 １ 样品、含量 ２ 样

品及含量 ３ 样品ꎬ做 ６ 次平行实验得到精密度ꎬ结果

如表 ３ 所示ꎬ３ 个不同含量样品的相对标准偏差分

别是 ３􀆰 ８％、 ０􀆰 ８％、 １􀆰 ５％ꎬ均满足实验质量控制

要求ꎮ

表 ３　 土壤有机碳精密度

　 测定次数
含量 １ 样品 含量 ２ 样品 含量 ３ 样品

吸光度 减去空白吸光度 检测值 / ％ 吸光度 减去空白吸光度 检测值 / ％ 吸光度 减去空白吸光度 检测值 / ％

　 　 　 １ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ３１ ０􀆰 １５４ ０􀆰 １２９ １􀆰 ６９ ０􀆰 １２０ ０􀆰 ０９５ １􀆰 ２５

　 　 　 ２ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０２８ ０􀆰 ３３ ０􀆰 １５４ ０􀆰 １２９ １􀆰 ６９ ０􀆰 １２４ ０􀆰 ０９９ １􀆰 ２６

　 　 　 ３ ０􀆰 ０５３ ０􀆰 ０２８ ０􀆰 ３４ ０􀆰 １５３ ０􀆰 １２８ １􀆰 ６６ ０􀆰 １１６ ０􀆰 ０９１ １􀆰 ２２

　 　 　 ４ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ３２ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １２５ １􀆰 ６８ ０􀆰 １２１ ０􀆰 ０９６ １􀆰 ２６

　 　 　 ５ ０􀆰 ０５１ ０􀆰 ０２６ ０􀆰 ３１ ０􀆰 １５１ ０􀆰 １２６ １􀆰 ６７ ０􀆰 １１７ ０􀆰 ０９２ １􀆰 ２２

　 　 　 ６ ０􀆰 ０５２ ０􀆰 ０２７ ０􀆰 ３２ ０􀆰 １５０ ０􀆰 １２５ １􀆰 ６７ ０􀆰 １２１ ０􀆰 ０９６ １􀆰 ２５

均值 / ％ — — ０􀆰 ３２ — — １􀆰 ６８ — — １􀆰 ２４

标准偏差 / ％ ０􀆰 ０１２ ０􀆰 ０１３ ０􀆰 ０１９

相对标准偏差 / ％ ３􀆰 ８ ０􀆰 ８ １􀆰 ５

３􀆰 ４　 准确度

按照试样同样测定的操作步骤ꎬ依旧做了 １８ 个

实验ꎬ分别在空白中加入一定量标准溶液ꎬ并配制成

３ 个不同浓度、各 ６ 个样品ꎬ结果如表 ４ 所示ꎬ３ 个不

同加标含量样品的加标回收率分别是 １１６％、１０１％、
１０３％ꎬ均满足实验质量控制要求ꎮ
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表 ４　 土壤有机碳准确度

　 测定次数
含量 １ 样品 含量 ２ 样品 含量 ３ 样品

吸光度 减去空白吸光度 检测值 / ｍｇ 吸光度 减去空白吸光度 检测值 / ｍｇ 吸光度 减去空白吸光度 检测值 / ｍｇ

　 　 　 １ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １１３ ５􀆰 ８６ ０􀆰 ２０３ ０􀆰 １７８ ９􀆰 ３４ ０􀆰 ３６３ ０􀆰 ３３８ １７􀆰 ９

　 　 　 ２ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １１３ ５􀆰 ８６ ０􀆰 ２０５ ０􀆰 １８０ ９􀆰 ４４ ０􀆰 ３５９ ０􀆰 ３３４ １７􀆰 ７

　 　 　 ３ ０􀆰 １３８ ０􀆰 １１３ ５􀆰 ８６ ０􀆰 ２０３ ０􀆰 １７８ ９􀆰 ３４ ０􀆰 ３５８ ０􀆰 ３３３１ １７􀆰 ６

　 　 　 ４ ０􀆰 １４０ ０􀆰 １１５ ５􀆰 ９７ ０􀆰 ２０２ ０􀆰 １７７ ９􀆰 ２８ ０􀆰 ３６０ ０􀆰 ３３５ １７􀆰 ７

　 　 　 ５ ０􀆰 １３９ ０􀆰 １１４ ５􀆰 ９１ ０􀆰 ２０３ ０􀆰 １７８ ９􀆰 ３４ ０􀆰 ３６０ ０􀆰 ３３５ １７􀆰 ７

　 　 　 ６ ０􀆰 １４０ ０􀆰 １１５ ５􀆰 ９７ ０􀆰 ２０４ ０􀆰 １７９ ９􀆰 ３９ ０􀆰 ３６３ ０􀆰 ３３８ １７􀆰 ９

平均吸光度 / ％ — — ５􀆰 ９０ — — ９􀆰 ３６ — — １７􀆰 ８

加标量 / ｍｇ ４􀆰 ００ ８􀆰 ００ １６􀆰 ０

加标回收率 / ％ １１６ １０１ １０３

　 　 通过校准曲线、方法检出限和定量下限、精密度

及准确度的数据可知ꎬ按照加热温度 １４０℃ꎬ加热时

间 ４０ ｍｉｎꎬ测试波长 ５８９ ｎｍꎬ显色时间 ０ ｍｉｎ 的条件

测定有机碳含量ꎬ满足实验质量控制要求ꎮ

４　 结论

用重铬酸钾氧化－分光光度法研究影响土壤有

机碳含量测定的几种因素ꎬ研究结果表明ꎬ测定有机

碳含量的最佳加热温度是 １４０℃ꎬ 加热时间是

４０ ｍｉｎꎬ测试波长是 ５８９ ｎｍꎬ显色时间是 ０ ｍｉｎꎮ 然

后进行方法验证ꎬ最终结果表明ꎬ校准曲线、方法检

出限、精密度和准确度均满足实验质量控制要求ꎮ
与滴定法和重量法相比ꎬ重铬酸钾氧化－分光光度

法因具备校准曲线和加标的质量控制手段ꎬ以及依

靠仪器测试避免人为主观误差ꎬ而具有更高的精密

性和准确性ꎮ
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