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凯氏定氮法测定土壤中水解性氮样品处理条件的

三维响应曲面优化
马怡飞，柯艳，康文贵，李婧，王贝

（西安西北有色地质研究院有限公司，西安　710054）

摘要　利用三维响应曲面法优化 LY／T 1228—2015 测定土壤中水解性氮含量的实验条件。为了缩短反应时间，

提高检测效率，使用三维响应曲面法对碱解蒸馏法的蒸馏条件进行优化，并据此建立凯氏定氮仪直接测定土壤中水

解性氮含量的方法，优化后的实验条件：NaOH 溶液的浓度为 2.7 mol／L，蒸汽比率为 100%，蒸馏时间为 5 min。测

定结果的相对标准偏差为 1.76%～2.64%(n=5），优于碱解扩散法（2.66%～3.61%）。对 3 个国家一级标准物质进行测

定，测定结果与推荐值相符。与标准方法相比，该方法成本低，可操作性强，特别适用于土壤环境质量评价、地区土壤

抽样调查等大批量土壤样品分析。
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Optimization of sample pretreatment conditions with three-dimensional response surface methodology
for determination of hydrolytic nitrogen content in soil by kjeldahl’s azotometer

MA Yifei, KE Yan, KANG Wengui, LI Jing, WANG Bei
(Xi’an Northwest Geological Institute for Nonferrous Metals Co., Ltd., Xi’an　710054, China)

Abstract　The conditions for determining hydrolytic nitrogen content in soil by LY／T 1228–2015 was opimized 

by three-dimensional response surface methodology. In order to shorten the reaction time and improve detection 
efficiency, the distillation conditions of alkali distillation method were optimized by using three-dimensional response 
surface methodology, and the method for determination of hydrolytic nitrogen content in soil by kjeldahl’s azotometer 
was established. The optimized experimental conditions: the concentration of NaOH solution was 2.7 mol／L, the steam 
ratio was 100% and the distillation time was 5 min. The relative standard deviation of the detection results was 1.76%–
2.64%(n=5), which was better than that by the method of alkali diffusion(2.66%–3.61%). Three certified reference materials 
were used to evaluate this method, the results were in confirming with the recomnended value. This method is low in cost 
and more operable than the standard method, and it is especially suitable for soil environmental quality assessment, regional 
soil sampling, etc. large quantities of soil sample analysis.
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土壤中水解性氮含量的测定，对于研究土壤肥

力、实施测土施肥、控制农田面源污染具有重大意

义［1–3］。目前，土壤水解性氮的测定方法主要有酸

水解法、碱解扩散法和碱解蒸馏法等［4］。其中，酸水

解法适用于有机质含量较高的土壤，但对有机质缺

乏的土壤测定结果不太理想［5］。土壤中有效氮变化

比较大，我国一般用碱解扩散法测定水解性氮［6–9］，

此法检测时间长，操作繁琐，要用碱性胶液清洗，较

为费时费力，且由于玻璃板和扩散皿之间可能因密

封不严而致氨气逸出，造成内外室之间污染，测定结

果重现性差。而碱解蒸馏法则能避免这些问题，可

提高分析速度和检测数据的精准度［10］。

使用碱解蒸馏法测定土壤中的水解性氮已有

文献报道，且目前多使用半自动定氮仪和全自动定
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氮仪测定［11–15］，研究的主要方面在于碱度和蒸馏时

间条件的优化。笔者首次将蒸汽比率纳入影响测定

结果的因素中，并使用三维响应曲面法对影响土壤

中水解性氮测定结果的因素进行优化，建立了检出

限更低，稳定性更好的实验方法。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

全自动凯氏定氮仪：K1100 型，山东海能科学

仪器有限公司；

电子天平：(1)AL204 型，梅特勒—托利多仪器

（上海）有限公司，(2)JM–B6002 型，余姚市纪铭称重

校验设备有限公司；

NaOH 溶液：2.7 mol／L ；

混合指示剂：1 份溶解于乙醇的 0.1% 甲基红乙

醇溶液和 5 份溶解于乙醇的 0.1% 溴甲酚绿乙醇溶

液混合，临用现配；

硼酸溶液：20 g／L，使用时按硼酸溶液与混合

指示剂体积比 100∶1 加入混合指示剂；

硫酸标准滴定溶液：0.02 mol／L，用基准无水

碳酸钠标定；

锌–硫酸亚铁还原剂：取50.0 g磨细并通过0.25 
mm 筛孔的硫酸亚铁，与 10.0 g 锌粉混匀，贮于棕色

瓶中；

土壤有效态成分分析标准物质：标准物质编号

分别为 GBW 07416a，GBW 07459，GBW07415a，中
国地质科学院地球物理地球化学勘查研究所；

实验所用其它试剂均为分析纯；

实验用水为去离子水。

1.2　仪器工作条件

蒸汽比率：100% ；消化管加入 NaOH 溶液体积：

10 mL ；接收杯加入硼酸溶液体积：20 mL ；蒸馏时

间：5 min。
1.3　实验步骤

称取2.000 0 g(精确至0.000 1 g)试样和1.0 g锌–
硫酸亚铁还原剂于 250 mL 消化管中，在 1.2 仪器工

作条件下蒸馏，然后用硫酸标准滴定溶液自动滴定，

并进行空白试验。

2　结果与讨论

2.1　响应曲面试验设计

响 应 曲 面 法 (Response surface methodology，
RSM) 也称回归设计。回归设计是在多元线性回归

的基础上，主动收集数据获得相关性较好的回归方

程的一种试验设计方法。响应曲面回归模型的出现

是统计、数学和计算机科学紧密联系的结果。由于

该法考虑因素多，运算繁杂，人力运算难以完成。而

利用计算机运算可以实现模型的建立。该法建立的

复杂多维空间曲面较接近实际情况，因此响应曲面

回归模型逐渐推广应用。与正交实验优化法相比，

响应曲面法不仅能获得更佳的工艺参数，更能全面

考察各因素之间的相互影响。笔者在单因素试验

的基础上，选取 NaOH 溶液的浓度（x1，mol／L）、蒸
馏时间（x2，min）、蒸汽比率（x3，%）3 个影响水解性

氮回收率（y，%）的主要因素，各因素选取高、中、低

３个水平进行试验，见表１。采用响应曲面法中的

Box-Behnken Design 设计方案（BBD）选取标准物

质（编号为 GBW 07415a），按 1.3 步骤进行试验，测

定数据见表２。
表 1　响应曲面试验设计因素与水平

水平
因素

x1／(mol · L–1) x2／min x3／%
–1
0
1

2
4
6

1
3
5

50
80

100

表 2　BBD 试验设计和试验结果

序号 x1／(mol · L–1) x2／min x3／% y／%

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

4
4
4
2
4
6
2
4
4
6
2
4
4
2
6
6
4

1
3
5
3
1
3
3
3
3
3
5
3
3
1
5
1
5

50
80
50

100
100
100
50
80
80
50
80
80
80
80
80
80

100

10.13
86.77

102.95
76.54
41.83
103.3
57.74
86.77
86.77
90.48
85.07
86.77
86.77
9.96

117.21
36.99
114.41

以水解性氮回收率为响应值，对试验结果进行

分析，建立二次多项式数学模型如式 (1) ：
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式中：y——水解性氮的回收率响应值，% ；

βi——xi 的线性效应；

βij——xi 和 xj 之间的线性交互作用；

βii——xi 的二次效应；

ε——误差。

2.2　响应曲面结果及分析

采用 Design-expert 软件进行数据分析，以水
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解性氮的回收率为响应值，得到多元二次回归模型

方 程：y=–102.061+17.194x1+57.478x2+0.185 5x3–0
.104x2x3–1.222x1

2–4.893x2
2+0.003 3x3

2，根据模型方程

绘制响应曲面图，见图１。

蒸馏时间／min

(a)NaOH 溶液浓度和蒸馏时间对水解性氮回收率响应曲面图

蒸汽比率／%

(b)NaOH 溶液浓度和蒸汽比率对水解性氮回收率响应曲面图

蒸汽比率／%

(c) 蒸汽比率和蒸馏时间对水解性氮回收率响应曲面图

图 1　水解性氮回收率的响应曲面优化图

该模型的回归分析结果见表 3。
表 3　RSM 分析拟合回归方程的方差分析结果

方差来源 平方和 均方 F P 自由度

回归模型 17 195.91 2 456.558 604.528 1 <0.000 1 7
x1 1 760.321 1 760.321 433.192 9 <0.000 1 1
x2 12 940.94 12 940.94 3 184.603 <0.000 1 1
x3 699.006 1 699.006 1 172.016 6 <0.000 1 1

x2 · x3 110.645 8 110.645 8 27.228 55 0.000 6 1
x1

2 100.631 1 100.631 1 24.764 04 0.000 8 1
x2

2 1 613.186 1 613.186 396.984 8 <0.000 1 1
x3

2 16.548 5 16.548 5 4.0723 78 0.074 4 1

回归模型的显著性水平 P<0.000 1，由于当 P 小

于 0.05 时存在显著性相关，表明实验所选用的二次

多项模型极显著，可以准确描述各因素与响应值之

间的关系，可用该回归方程确定最佳条件。结果表

明，x1，x2，x3，x2 x3，x12，x22 均对测定结果有极显著影

响（P<0.01）。
2.3　响应曲面分析及优化

由图 1 可知，蒸馏时间对水解性氮回收率的影

响最大，其次是 NaOH 溶液的浓度，再次是蒸汽比

率。考虑到使用的定氮仪蒸汽比率只有 50%，80%，

100% 3 档可调，蒸馏时间也只能选择整数，目标水

解性氮回收率的响应值为 (100±0.5)%，在此基础上

共有 7 种实验条件可以满足要求，见表 4。
表 4　测定水解性氮的备选条件

条件编号 x1／(mol · L–1) x2／min x3／%

1
2
3
4
5
6
7

3.5
4.6
3.2
3.7
2.7
3.0
4.5

5
4
5
4
5
4
3

50
50
80
80

100
100
100

2.4　最终实验条件的确定

按表 4 中 7 种实验条件，分别称取 5 份标准物

质［标准物质编号为 GBW 07415a，水解性氮含量为

(165±10)mg · kg–1］，测定水解性氮回收率和方法精

密度，结果见表 5。
表 5　不同条件下的水解性氮回收率和方法精密度

条件编号 测定值／(mg · kg–1) RSD／% 回收率／%

1
2
3
4
5
6
7

158
162
157
168
164
160
166

2.11
2.44
2.18
2.39
1.75
2.31
2.56

95.76
98.18
95.15

101.81
99.39
96.97

100.61

由表 5 可知，7 种条件下测定水解性氮回收率

的响应值并未全部在 (100±0.5)% 范围内，曲面优

化的结果和实际样品测定结果之间出现了一定的偏

差，但是水解性氮的测定值全部满足标准的要求［6］，

这说明三维曲面优化对使用凯氏定氮仪测定水解性

氮的方法优化是有效的，结果是令人满意的。本实

验中，7 种条件的方法精密度相差并不大，但是总体

趋势表现为 NaOH 溶液的浓度越小精密度越好，这

应该是 NaOH 溶液浓度增加导致难水解蛋白质水

解造成的。本实验使用的凯氏定氮仪蒸馏时以蒸汽

加热，随着蒸馏的进行，消化管中的水量逐渐增大，

相当于对 NaOH 溶液进行稀释，初始 NaOH 溶液的

浓度越高，NaOH 溶液稀释速度越小，难水解蛋白质
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水解的可能性就越大，从而造成测量精密度的下降。

综合考虑，选择条件 5 作为最终蒸馏条件。

2.5　样品检测

分别使用本方法和碱解扩散法［6］对三种国家

土壤标准物质分别进行 5 次重复测定，测定结果见

表 6。由表 6 可知，本方法测定结果与标准值相符，

测定结果符合国家林业标准［6］，且测定结果的准确

度和精密度均优于碱解扩散法。
表 6　比对试验结果

样品
标准值／
(mg · kg–1)

本方法 碱解扩散法

测定值／(mg · kg–1) 平均值／(mg · kg–1) RSD／% 测定值／(mg · kg–1) 平均值／(mg · kg–1) RSD／%
GBW 07416a 44±4 42.7，44.6，43.2，42.8，43.5 43.4 1.76 42.2，40.4，43.6，41.8，44.3 42.5 3.61
GBW 07459 53±5 51.4，54.6，53.1，52.3，51.2 52.5 2.64 51.1，49.6，50.4，49.7，52.9 50.7 2.66
GBW 07415a 155±12 155，150，154，151，149 152 1.71 147，153，157，149，146 150 3.03

3　结语

建立了凯氏定氮仪测定土壤中水解性氮含量

的方法，并使用三维曲面优化法优化了蒸馏的条件。

该方法成本低，分析速度快，可操作性强，测定结果

稳定，准确度和检测精度均符合行业标准，应用前景

良好，特别适用于土壤环境质量评价、地区土壤抽样

调查等批量大、速度要求高的土壤分析工作。
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餐饮有关政策法规发布　检测仪器守护食品安全
前不久，国家市场监管总局 2018 年第 12 号公告发布

了新修订的《餐饮服务食品安全操作规范》，该《规范》将从

2018 年 10 月 1 日起正式施行。

新《规范》特别注重绿色环保，新增加了“鼓励餐饮服务

提供者降低一次性餐饮具的使用量”。还为餐饮服务场所、

设施、设备及工具的清洁等提出了推荐性方法等，全力保障

餐饮行业的食品安全，让人民群众吃得安全、营养且健康。

餐饮食品安全一直受到人们的关注，食材不新鲜、保存

不当会受到细菌微生物的污染，而市场上出现的微生物检测

仪器能够很快地检测细菌，可从源头有效地防止受污染的食

材流入餐桌。另外，食材上的农药残留也是食品安全的一大

隐患，农药残留分析仪的使用能够快速检测出多种农药残留

成分，操作简单、方便，在机构、生产基地、农贸市场、餐饮等

领域得到广泛的应用。

曾因餐饮后厨的“脏乱差”被曝光的企业不在少数，设

施、设备的使用及工具的清洁对餐食的安全至关重要。目前

市场上出现了调理设备、洗刷设备、消毒设备，具体有残食

台、切配台、汤桶、洗碗机、消毒机、污碟台等等，这些设备的

使用不仅使后厨看起来干净、整洁、规范，同时还能保证餐食

加工安全、卫生。

近年来，世界卫生组织 (WHO) 呼吁全球各国正视民众

健康，希望杜绝食品中的人工反式脂肪。据悉，台湾食品药

物监管部门将于 7 月 1 日起全面禁止食品使用不完全氢化

油，违者可重罚 300 万元新台币。氢化植物油是一种人工油

脂，包括人们熟知的奶精、植脂末、人造奶油、代可可脂等，其

大多出现在蛋糕、甜点、面包、饼干等烘焙食品中，包括酥皮、

酥油、菠萝面包等食物。但是氢化植物油不等于反式脂肪酸，

同时不完全氢化的氢化植物油才对人体有危害。

随着人们对反式脂肪危害的认识加强，一些餐饮企业也

在改进，如 KFC 放弃氢化植物油，而选择较为安全的脂肪如

棕榈油等，当然，也不排除有些企业仍然使用反式脂肪。我

国反式脂肪酸检测方法有气相色谱法、红外光谱法、气相色

谱质谱法等，其中气相色谱法可以有效分离各种 TFA 并准

确测定其含量，且实验费用低，目前应用较多。

（中国食品机械设备网）


