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前  言
本标准按照GB/T 1.1‒2009规则起草。
本标准使用翻译法等同采用ISO 14240-2：1997《土壤质量 土壤微生物生物量的测定 第2部分：熏蒸提取法》（英语）。
为了便于使用，本标准做了编辑性修改：
——将标准名称改为《土壤土壤微生物生物量的测定 蒸提取法》。
本标准由中华人民共和国农业部提出。
本标准由全国土壤质量标准化技术委员会（SAC/TC404）归口。
本标准起草单位：中国科学院亚热带农业生态研究所，湖南永清环保研究院有限责任公司，中国科学院南京土壤研究所，江苏省标准化研究院。
本标准主要起草人： 
土壤微生物生物量的测定－熏蒸提取法
1　 范围
本标准详细描述一种通过提取经熏蒸杀死的新鲜土壤微生物中总的有机生物量物质，估算土壤微生物生物量的方法。本方法适用于估算土壤微生物生物量氮及微生物茚三酮反映的氮，但本标准仅仅描述了测定可提取的有机碳的方法。熏蒸提取法（FE）适用土壤pH值范围广泛的好氧和厌氧（淹水，稻田）土壤。本标准也适用于包含易分解有机底物和硫酸钾溶液过饱和土壤生物量的测定。
注： 氯仿熏蒸也影响土壤动物，但其对土壤有机碳贡献一般小于5％，通常可以被忽略不计。
2　 规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
ISO 10381-6: 1993 土壤质量-采样-第6分：实验室中测定好氧微生物过程的土壤的采集、处理及贮存指南（ISO 10381-6: 1993,Soil quality-Sample-Part 6: Guidance on the collextion, handing and storage of soil for the assessment of aerobic microbial processes in the laboratory）。
ISO 10694: 1995 土壤质量-土壤有机质和总碳的测定－干烧法（元素分析）(ISO 10694: 1995,Soil quality-Determination of organic and total carbon after dry combustion (elementary analysis))。
ISO 11465: 1993 土壤质量-土壤的干重和水含量的测定—重量法（ISO 11465: 1993，Soil quality –Determination of dry matter and water content on a mass basis-Gravimetric method）。
3　 术语和定义
下列的术语和定义适用于本文件。
土壤微生物生物量 soil microbial biomass
土壤中活体微生物细胞的质量。
注： 这一指标可通过测定这些细胞中碳或氮的含量，或者测定对添加碳源矿化能力来估算。如采用碳或氮含量分析，则可能包括死细胞或者细胞碎片；如测定土壤呼吸，则仅能测到活体细胞。
4　 原理
新鲜土壤经氯仿熏蒸后，活体微生物细胞被裂解，释放出微生物有机质。熏蒸对非活体的土壤有机质无显著影响。土样经氯仿熏蒸24h, 土壤有机碳能够被0.5mol L-1 K2SO4溶液定量提取并被地测定出来，根据熏蒸土样与不熏蒸土样测定的有机碳的差值，可以估计土壤微生物生物量碳。本方法通常被定义为熏蒸提取法。
5　 试剂和材料
5.1　 土壤
土样应遵守土壤采集、处理及贮存指南（ISO 10381-6）。土样过筛（孔径 < 2mm）并混匀，在室内适当风干至土样含水量约为田间持水量的40%。
土壤田间持水量测定见附录A。
土壤样本的含水量宜高于30％田间持水量，为确保氯仿均匀分布和有效熏蒸。本方法特别要注意潮湿土壤的板结。淹水的土壤样品在分析之前不必进行干燥处理。
5.2　 试剂
应使用公认的分析纯试剂，包括：
硅脂（中等粘度）。
去乙醇氯仿。
注： 在光照下,去乙醇氯仿迅速降解,形成碳酰氯（COCl2）气体，具有无色无味和高毒性。
硫酸钾溶液，c(K2SO4)=0.5 mol·L-1 （ρ＝87.135 g/l）。
碱石灰。
6　 仪器
6.1　 室温，（25±2）℃培养。
6.2　 防爆干燥机。
6.3　 滤纸1）。
6.4　 玻璃烧杯。
6.5　 有盖培养皿。
6.6　 塑料瓶 （250 ml）。
6.7　 抽真空装置（水泵或电泵）。
6.8　 水平或架空摇床。
6.9　 冰箱15℃到-20℃。
6.10　 防爆沸颗粒。
7　 熏蒸和提取
7.1　 熏蒸
将干燥器底部平铺湿润滤纸后再进行土样的熏蒸。
称取经前处理（5.1）相当于25～50.0g烘干基的新鲜土样3份，置于玻璃烧杯（6.4）或有盖培养皿（6.5）中。将烧杯或培养皿放入真空干燥器中，并放置盛有25 ml去乙醇氯仿（5.2.2）的烧杯1只，烧杯内放入少量防瀑沸的颗粒（6.10），同时放入一小烧杯碱石灰溶液。抽真空使氯仿剧烈沸腾约2 min。关闭干燥器抽真空阀门，将其在（25±2）℃暗室孕育22～24h。
如果没有足够的土壤，使用较小的样品规模提供土壤与提取剂的比例保持不变（土水比为1 : 4；w : v）。为获得最大的提取物质，土壤有机质含量超过20％时（有机质含量的测定见ISO10694）增加土壤与提取液的比例（当土壤有机质含量超过95％时，最大比例是1：30，例如土壤L－layer）。记录使用土壤的质量。
熏蒸结束后，从干燥器中取出含氯仿的烧杯和滤纸。干燥器反复抽真空（6次，每次2min）直到土壤无氯仿味为止。熏蒸好的土壤以备提取用。
另称取不熏蒸土样（50.0g烘干基的新鲜）3份，置于塑料瓶作为对照土样。见2方法，立即用200 ml的K2SO4（5.2.3）进行提取。
7.2　 提取
为提取有机碳,将熏蒸土样无损地转移到聚乙烯塑料瓶（6.6）中，加入200mlK2SO4(5.2.3)，用水平振荡器(6.8)振荡30min（200r min-1），或用立式振荡器振荡45min（60r min-1），提取液用滤纸(6.3)过滤到塑料瓶中。未熏蒸的对照土壤用同样的方法提取和过滤。
若未即时分析，将熏蒸和未熏蒸的土样在–15℃到-20℃的冰箱中保存。取样分析前在室温下解冻并充分摇匀。
注1： 土壤提取液特别是低温下保存的土壤提取液，解冻后会出现一些白色沉淀（CaSO4结晶），对有机碳测定没有影响，不必除去，但取样前应充分摇匀。
注2： 幼嫩活根的细胞膜也会影响氯仿熏蒸的效果。若土壤中含有大量活根，参照附录B进行提取预处理。
8　 提取物中碳的测定
土样中微生物有机碳含量可被分析测定，也可以进行土壤样本之间的比较。微生物生物量的确定需要乘以转换系数，此系数是通过添加已知碳含量的微生物细胞后进行熏蒸提取分析，然后换算而得。所有的转换系数都与这个初使数值相关。
碳含量的测定使用重铬酸钾氧化容量法（8.1）或仪器分析法（8.2）。
8.1　 微生物生物量碳－重铬酸钾法
原理
强酸条件下，有机质被氧化同时Cr5+被还原为Cr3+，剩余的重铬酸钾用来滴定，从所消耗的重铬酸钾量，计算碳的含量。
附加试剂
重铬酸钾，c(K2Cr2O7)=0.0667 mol·L-1 （1L水中溶解19.6125 g烘干的重烙酸钾）。
注： 重铬酸钾是一种有毒物质，使用和最终处置时应当十分谨慎。
磷酸（H3PO4），ρ＝1.71 g/l。
硫酸 （H2SO4），ρ＝1.84 g/l。
硫酸亚铁铵滴定液，c［(NH4)2Fe (SO4) 2·6H2O］=0.040 mol·L-1。
15.69g硫酸亚铁铵溶于去离子水，缓缓加入20ml浓硫酸（8.1.2.3），用去离子水定容至1000 ml。
1,10-邻菲罗啉硫酸混合液，0.025 mol·L-1 。
酸混合液：2倍体积的浓硫酸（8.1.2.3）与1倍体积的磷酸混合（8.1.2.2）。
附加仪器
8.1.3.1 李比希式冷凝器（冷凝水）。
8.1.3.2 250 ml 圆底烧瓶。
8.1.3.3 酸式滴定管，10ml，以0.05ml 刻度标记。
8.1.3.4 吸管，2ml。
程序
吸收8ml的过虑提取液（7.1）（PS）于圆底烧瓶(8.1.3.2)中，用吸管（8.1.3.4）加入2ml 的重铬酸钾（8.1.2.1）(PD)和15ml的酸混合液（8.1.2.6）。通过冷凝器（8.1.3.1）轻轻地回流混合液30分钟，用20到25 ml水冲洗来使其冷却和稀释。
用同样的方法消化含8ml的硫酸钾溶液（5.2.3）的重复空白样。
注： 消化的空白样也被称之为”回流空白”。
加入几滴邻啡罗啉硫酸混合液（8.1.2.5）作为指示剂，用硫酸亚铁铵溶液（8.1.2.4）回滴（8.1.3.3）过剩的重铬酸钾来测定。
结果计算
有机碳含量的计算按照公式（1）和（2）
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(1)
式中：
VS——样品消耗的滴定体积，单位ml；
VH ——回流空白消耗的滴定体积，单位ml；
VC——未回流空白消耗的滴定体积，单位ml；
M ——重铬酸钾的浓度，单位mol/L；
PD——添加的重铬酸钾溶液的体积，单位ml；
PS——添加的样本的体积，单位ml；
E ——有机碳转换为CO2的转换系数，取值3；
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(2)
式中：
PK——提取物的质量，单位g；
DW——样本烘干重（按照ISO11465的标准测定），单位g；
SW——土壤水（水重（g）/烘干土重（g））（按照ISO11465的标准测定）；
微生物生物量碳BC的计算按照公式（3）：
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(3)
式中：
EC=熏蒸土样提取有机碳的质量‒不熏蒸土样提取有机质的质量；
kE=0.38。
注： 系数kEC是由熏蒸培养法和熏蒸提取法分别测定12个土壤的关系计算而得。
8.2　 微生物生物量碳－碳光谱分析法
原理
提取的土壤有机碳在过硫酸钾（K2S2O8）溶液中能够氧化为二氧化碳，二氧化碳可以通过红外(IR)或紫外(UV)光谱分析测定。
附加试剂
过硫酸钾溶液（K2S2O8）。
磷酸（H3PO4）（见8.1.2.2）。
聚合偏磷酸钠［(NaPO3)n］，超级纯。
过硫酸钾试剂。
20.0g的过硫酸钾（8.2.2.1）溶于900ml的去离子水，用磷酸（8.2.2.2）调节至pH2.0，最后用去离子水定容至1L。
聚合偏磷酸钠试剂。
50.0g聚合偏磷酸钠(8.2.2.3)溶于900ml去离子水，用磷酸（8.2.2.2）调节至pH2.0，最后用去离子水定容至1L。
附加仪器
碳－自动分析仪（红外检测法）或连续流动分析仪（比色法检测）。
本标准这部分目的是基于紫外活化过硫酸氧化有机碳测定微生物生物量碳。
程序
对于自动化的紫外过硫酸氧化方法，需取5ml硫酸钾土壤提取液（7.1）与5ml聚合偏磷酸钠溶液（8.2.2.5）混合。这个过程可以将土壤提取液中CaSO4沉淀溶解。过硫酸钾试剂(8.2.2.4)被自动送入紫外氧化室，在这里由紫外光激活使有机碳氧化为CO2，通过红外线吸收光谱或紫外光谱测定CO2的含量。
结果计算
计算提取土壤有机碳含量使用公式（4）
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(4)
式中：
V——样本C浓度，单位µg / ml；
DV——磷酸钠稀释样本的体积，单位ml；
B ——空白C浓度，单位µg / ml；
DB——磷酸钠稀释空白的体积，单位ml；
PK——见公式2；
DW——见公式2；
SW——见公式2。
计算生物量BC使用公式（5）


[image: image8.wmf]CCEC

B= E/ k


(5)
式中：
EC=熏蒸土样提取的有机碳的质量‒不熏蒸土样提取的有机质的质量；
kEC=0.45
注1：转换系数kEC值，是根据熏蒸培养与熏蒸提取法测定23种土壤微生物生物量碳的统计学回归关系间接获得的。
注2：它使熏蒸提取法结合使用的14C标记进行有机质的分解的研究成为可能。
9　 精度
附录中总结了实验室检测该方法的精度的详细信息。该实验室试验所得的值仅适应于附录C提供的土壤所示的浓度范围。

附　录　A 
（规范性附录）
土壤田间持水量的测定
A.1　 范围
本方法是适合获得土壤田间持水量的值，但这个值在应用中不是关键的。
A.2　 原理
底部带孔圆筒充满泥土，加盖浸泡在水中，沥干。通过称重测定土壤持水量，105℃烘干至恒重再称重。
A.3　 仪器
圆筒，体积一定，长大约50-150mm，直径50-100mm，底部带孔。
水浴（室温）。
托盘，带有一个排水孔，装有厚度20-50mm湿的精石英砂。
烘箱，能够保持105℃±2℃的温度。
天平，称重的精度为±0.01g。
A.4　 程序
用滤纸覆盖底部带孔的圆筒（A.3.1），并称重。将土壤填到圆筒中，并加盖。室温下，在水浴中浸泡圆筒2h后，从水中取出圆筒放置在含砂子的托盘（A.3.3）中，根据土壤类型的差异沥干2h-24h。称带土的圆筒重，取出土，并将其在105℃烘干至恒重，称烘干土重。
A.5　 计算
田间持水量（WHC）的计算，用％表达，如下：
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式中：
S——水饱和土壤+圆筒+滤纸的重，单位g；
T——毛重，即圆筒+滤纸的重量，单位g；
D——土壤烘干重，单位g。
A.6　 结果的表达
土壤田间持水量（WHC）以占土壤烘干重的百分比表达。

附　录　B 
（资料性附录）
含有大量活性根的土壤微生物生物量的估算－预提取过程
B.1　 附加试剂
硫酸钾溶液，c(K2SO4)=0.05 mol/l(8.714 g/l 超级纯的硫酸钾)。
附加仪器。
离心机。
B.2　 程序
取湿土（相当于25-50g干土）到250ml玻璃瓶中，用100ml硫酸钾溶液的以200 r/min 振荡预提取20 min后过筛（耕作土过2mm的孔，草地土过3mm的孔）。另外添加75ml的硫酸钾溶液(B.1.1)仔细筛洗根和小石头，当土壤中完全无根和石头时烘干和称重。离心（B.2.1）土壤悬浮液，15min，转速大约500g。倒掉上清液，在土壤中加入3滴氯仿（5.2.2），按照7.1的程序进行熏蒸。
B.3　 评价
采用上述方法处理含有活性根的土壤对于土壤微生物生物量碳的测定非常关键。另外，此处理可降低土壤中无机氮的背景值，对于土壤微生物生物量氮的测定更容易。它也降低了测量干燥土壤中微生物生物量的问题，因此非常适合测量年内土壤微生物生物量碳和氮的波动。微生物生物量在此预提取过程中不会被提取出来。
附　录　C 
（资料性附录）
实验室的试验结果
本方法在德国的11个试验室进行了重复测试。选用黄土和黑土2种耕作土壤进行试验。表C.1所示的结果是未熏蒸和熏蒸土壤的有机碳含量及EC。EC指熏蒸土壤与未熏蒸土壤提取的有机碳含量的差值。土壤微生物生物量的计算是EC除以转换系数kEC。
表A.1　 德国实验室重复测试土壤微生物生物量的结果－熏蒸提取法
	参数
	平均值（µg/g）
	CV1）（％）
	SE2）

	黄土
	
	
	

	未熏蒸样品提取的碳
	71
	21
	6.7

	熏蒸样品提取的碳
	207
	15
	7.4

	EC3）
	136
	23
	9.2

	黑土
	
	
	

	未熏蒸样品提取的碳
	85
	18
	5.4

	熏蒸样品提取的碳
	265
	11
	7.1

	EC3）
	180
	15
	8.6

	1）CV=变异系数

	2）SE=4个重复平均值的标准误

	3）熏蒸土壤与未熏蒸土壤有机碳含量的差值
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