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无定形氧化铁作为嫌气下 N H才
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氧化时
_

电子
_

受体
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的研究
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摘

通过
“ N 示踪试验

,

以及根据嫌气条件下含

下降(损失
一N 约 巧% 儿以及产生

”N 。、
‘

划
:

q

要

, ’
N H 才培养液加无定形氧化铁后全氮回收量

”Nl ,N 0
、

州。
、 ·’

N
,

和
一

‘,
N “ N 等含 N 气体

的研究结果
,

初步证明无定形氧化铁可作为嫌气下 N H才氧化时的电子受体
,

这可能是引起水

田土壤中被态氮肥损失的又一机理
。

目前因无各种含
”N 氧化物标准气体

,

无法对其形成的

含
「,
N 气体组分进行定量

,

这一机理对氮素损失的贡献究竟有多大? 尚需进一步研究
。

关于水稻土中氮素损失的机理
,

有人认为是土壤氧化层还原层的分异
,

促进了硝化作

墨:燕黔窿彝缴黔黔骡:薰淤获
氧化层还原层分异

·

又无水稻根系的影响下 , 结果表明施人的硫酸按仍有 13
·

弓多 的氮素

未能回收田
。

根据水稻土中存在大量无定形高价金属氧化物团
,

设想这些金属氧化物可

能是按氧化时的电子受体
,

在其过程中或许微生物起了催化作用
,

而导致氮素损失
。

本工

作即对此推论进行验证
,

以探明水稻土氮素损失的另一机制
。

、

材 料和 方 法

。鼠粼默馨恐粼森踢器婴
一

澎竿眷半
。

光孔默
即停止加入 蜘o H

‘

如遇 PH 值超过 7. 0,
一

可用稀酸中和
,

但最好加碱不过量
。

~

将上述絮状的褐色悬浮物置玻璃纸半透膜内
·

扎紧膜口
,
于蒸馏水中透析至无 cl

一

反应(用 A州吼

检验
,

无白色沉淀即可)
。

将膜袋内絮状物置大蒸发皿中
,

在低于 60 ℃ 的温度下进行老化干燥
,

磨碎
,

过

犯孔筛
,

备用
。

此即无定形氧化铁(代号 Fe o
叩

,

下同)。 供试之前经
‘口

Co 照射灭菌
,

并测定照射前后

无定形氧化铁的活化度

化度为 9 3
.

5一 9 8
·

0%
。

氧化铁活化度% ~
F

e 。

(无定形铁)
F

e :

(全铁 )

‘ 1“。

)
。

本试验所用无定形氧‘“铁的活

仁 ) 供试土壤和菌株 供试出壤是黄泥土和板浆白土
。

菌株 : (l) 亚硝酸菌富集培养物 ; (幻

反石削七细菌 (p
、e u d o in o n a , flu o r e o e : n : ,

具有 N o 犷还原酶
,

不具 N
Z
o 还原酶)

。
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(三) 培育试验 l. 为了解加 价O O H 后全氮的损失量
,

于盛有 1住毫升培养液
, 、
的 2 , 毫升三角

:

瓶中加入 5 铸 (w / v ) 价O
OH

,

分别接种灭菌的和未灭菌的 打 10 土壤悬液 l 毫升
,

瓶 口塞棉塞
。

三角

瓶置真空千燥器内
,

将其抽真空
,

充人高纯 N
Z ,

以美蓝作指示剂
。

为了除去残余氧
,

干燥器内龚1 ”0一

如o 毫升碱性焦性没食子酸
。

将其置 28 ℃ 恒温下培育
。

定期取出三角瓶
,

分析其中的全氮量
、

PH 和

f e Z + o

2
.

为了测定培养液加 价O O H 后是否形成 N H
3 ,

对所作培育试验
,

设二个处理
。

其一为对照(只有

培养液) : 用灭菌的 5 00 毫升广 口瓶
,

在无菌操作下加人 10 毫升培养液
,

并放入盛有 2 毫升硼酸液的小

三角瓶和加热褪色的美蓝指示剂
,

紧塞具有抽空管的橡皮塞
,

抽真空
,

充人高纯 N
Z ,

恒温培养
。

其二为

培养液力口 F“O OH : 同样于无菌操作下加 氏。 O H 于灭菌的广 自瓶中
,

并放人硼酸吸收液和美蓝指示
4

剂
,

紧塞橡皮塞
,

抽真空
,

充人高纯 N
:

至一大气压
,

最后注人 功 毫升培养液
,

恒温培养
。

定期取出小三

角瓶
,

分析瓶中硼酸液吸收的 NH
,

量
。

3
.

为研究在含 NH 才培养液中加入 Fe 0 0 H 后培育过程形成的中间产物和气休产物
,
于 50 毫升血

倩瓶内睿 10 毫升培养液
2 ’
(p H 调至 2

.

6
,

以免加 Fe o o H 后 p H 上升引起氨挥发)
,

加入 5 % Fo o 0 H
,

分别接种菌株和不接种
,

塞紧双重橡皮塞
,

将瓶抽真空
,

充人高纯 N
Z 。

定期分析血清瓶内气相中的 N
: (〕

和培养液中的 N O 厂一 N 。

斗
,

用标记
”N 的硫酸钱作嫌气培育试验

,

检测加入 }‘e U O H 后是否形成含
‘’
N 气体

,

并分 析残留
, ’
N

.

共设 , 个处理 : (l) pH 6
.

4 的含 “ N H才培养液 + Fo 0 0 H
。

为避免 F e o OH 加入培养液后 p H 上升

可能形成的阳
” 在抽真空时损失至犬气中

,

首先在无菌操作下加 0
.

。克 价O O H 于空的灭过菌的 ”

毫升血清瓶中
,

塞紧双重橡皮塞
,

将其抽真空
,

再注入 10 毫升培养液
,

最后充入高纯 N
:

至一大气压
。

(2 ) p H 6
.

牛的含
‘’

阳才 培养液
1 ’+ F e O OH 。

作法同 (l)
。

(3 ) pH Z
.

6 的含
‘’
N H 岁培养液

‘) + F e o o H
。

在 , 。毫升血清瓶内盛
一

10 毫升培养液
,

塞上棉塞
,

灭菌
。

无菌操作下加人 。
.

弓克 Fe O Q H ,

换塞双重橡

皮塞
,

将其抽真空
,

再充人高纯 N Z

至一大气压
。

(钓 与 (3 )相同的培养液加入 Fe 。。H 和土壤
。

作法同

(3 )
,

加人 Fe

O( 〕H 后再接种 1 :
10 土悬液 l 毫升

。
了5) 与 (3 )相同的培养液加入 凡o o H 并接种菌株

。

作法同 (3 )
,

加人 R 0 0 H 后再接种亚硝酸菌富集培养物和反硝化菌 (P
,

,

flu
o re sce 。

,

代号 2 ‘4 )
。

上述各处理于恒温下培育
,

定期分析
。

(四 ) 分析方法 (l) 全氮用常规凯氏法测定
。

(2 ) ” N 比率用 Z H T 一

13 。型质谱计测定
。

(3 )

辫熊资燕蔗臀我)样熬机上振荡 2 小时
。

根据 F e

含量
,

吸取若干毫升上清液置 50 毫升容量瓶
,

加水定容
。

其余步骤同 (5)
。

(幻 N
Z
o 用 sP 一 , 01 型气相色谱仪检测

。

气相色谱条件 : 电子捕获鉴定器
,

检温 17 , ℃
,

柱温 6 , ℃ ,

% ra Pa k Q 柱
,

载气为高纯 N
: ,

流速 80 毫升/分
。

(9 ) N O 了用 IC 一
16 型离子色谱仪测定

。

(10 ) 含 ”N

气体组分用 z A B 一H S 型有机质谱仪分析
。

二
、

结 果 与 讨论

授一 ) 凡O O H 对全氮回收量的影响

l) (N H
4

)
2 5 0

; 2 9 ,
K

Z
H P O

; ] g , K H
ZP o

4 z g M g s o
4 ·

7 H
Z
o 0

.

2 9 。 葡萄糖 , g ,
、

蒸馏水 l0 0 0 m 一, p H 6
.

4
。

2 ) 组成同 1)
。

3 ) 组成同 l )
,

氮源改用
‘’

N 丰 度为 2 4
.

4% 的 (”N H
一

)
2
5 0

‘。

4 ) 组成同 3 )
,

但在加人 Fe o o H 前 p H 调节至 2. 6
。
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假设在嫌气条件下无定形氧化铁可作为 N H 之氧化时的电子受体
,

则相继经微生物作

用或其它作用会造成氮素损失
。

为此
,

分析了加
一

Fe o o H 前后培养液中的全氮含量
,

厂

计

算其损失狱袭 l)o
一

‘
几 l

: , 一
.

少
.

〕、 _

表 1

T a b 且。 1

Fe 0 0 H 对全氨回收量的影响

既倪 ct
一

。f F e
0 OH o n N

一r饥 。 v er y

处
·

理

T re at 血e n t

培养液

培
:

养液十 P
e

O O H (对照 )
_
厂

培养液+ F “O QH 十 灭菌士

培养液 十 F e

Q日H 十未灭菌上 一
注: 培养液含 N H才

一
N ; 嫌气培养

。

表 戮 加人 F, QpH 的培养液中 p H 的变化和 F‘十

含量

T庙le Z C h二n g o s 。舌 p H : ‘。 d F e Z + e o 刀 , 。n t o f m
e
d i拜m t r 。且 t棍尽 w

it h F 尹 o o H

’’
·

培养时间 小万“ba ti ‘。 八过 e

) 一一

333

芜芜
6 矢矢

一 9 夫
「「

。 周周
一

2 周
---

333 da ”
,,

石 d
a 了sss g d 钟

sss } w e 号kkk 2
叭以

么么

777 、

7333
‘ 一

7
.

7 222 7
。

74
---

) 22 9
〕

士0. 习2111 1. 9D 士0. 6999

777
,

7
〕

。。
一

7 ·

印
「「

孚, 6 aaa 。
‘

5招士0. 10 于于 h O6士 0
.

3111

苏苏
。

7 444 6
.

0999 6
0

3孕
i

:::

1毋 2士小8888 6
,

25 士 l. ””

培养液
「

甲F e 0 O H

培养液十严
eO O H 十 灭菌土

培养液十 F o 0 0 H + 未灭菌土

注 :
培养液的原有争H 值为公气

L
一

_

倔想棘钾案解舞
6外

。
-

情况

了培

养液的哪及形成的 Fe 件(表 刀甲
- - 几

由表 2 看出
,

管种未灭菌土的处理
,

由于微生物的作用和哪 的影响
,

形成的 Fe
, 十

远

多于其它两处理‘ 至于 p H 的变化
,

对照和接种灭菌土的处理在培育 3一 9 天内困 值都

在 7
.

7 左右
。

根据 M ill s 等‘刀的报道
, pH 值在 7

.

2 以上即产生氨挥发
。 ⋯

因此
,

该两处理
-

的氮素回收量下降
,

或许与此有关
。

可是接种未灭菌土壤的处理
,

其 娜值都在 7. 0 以下
-

(表 2 )
,

似乎氮素损失来源于氨挥发的可能胜术大
。

但是
,

从另一方面分析
,

根据铁锰氧

化物的胶体吸附特性
,
在反应体系中进行配位体交换时

,

氧化物胶体表面正电荷降低
,

体

系的 pH 值上升川
。

因此
,

是否在第 3 天测定 pH 之前
,

接种末灭菌土的处理其 p H 值亦曾

上升至 7一以上? 为此、 我们在加入 凡。附 当时和每隔数小时测定一次培养液的 泌

断
口残留全氮量

·

观察其动态变化(表 3 )o
- -

-

试验过程发现
,

原培养液 (p H 6
.

4 )在加人 Fe o o H 后
,

其 pH 值立即上升至 久 16 。
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表 3

t a b le 3 C 五a n g e s

培养液加人 Fe O O H 后 p H 的变化与氮素损失
o f p H a n d n it

r o g e n 1 0 5 5 f r o m m e d iu m t r e a t e d w ir h F e o o f l

%

处 理 培育时间(小时)

T r e a t m e n t

In c u b a t io n t im e

(h o u r )

残 留 氮
R e s id u a l N

(m g / 1o m l)

损 失 %
o f N , 0 5 5

nrl
,
6c八n]46lr

月, ,、�通
.

d2
.

..

⋯
‘.

‘J勺山d
.

q
�
n,�n。n曰,j6dl今�、廿6911帝

:
食.

⋯

培养液十 F e 0 O H

培养液十 F e O O H 十 未灭菌土

培养液十 F 0 0 0 H

培养液 十 F e O O H 十 未灭菌土

培养液 + F
e
0 0 H

培养液 十 F
e
0 O H 十 未灭菌土

培养液 十 F
0
0 0 H

培养液 十 F e 0 O H + 未灭菌土

培养液十 F
e
0 O H

培养液 + F e O O H 十 未灭菌土

培养液十 F e 0 O H

培养液 十 F e O O H 十 未灭菌土

l 丫厂
一

贾节⋯下下厂⋯下一
7

l l

1 l

15

15

2 4

24

3 3

1 4
。

9
1

16
。

l

18
.

2

2 0
。

1

1 9
。

吞

2 1
。

8

18
。

7

履 : 培养液 中加入的 N 量为 4
.

23 毫克210 毫升
。

由表 3 亦观察到只加 F e o o H 不接种土壤的处理
,

其 pH 值随培养时间而继续上升
,

培育

至 33 小时 p H 值达 夕
.

7 。 再结合表 2 来看
,

培养时间继续延长
,

其 PH 值一般亦稳定在 7
.

7

左右
。

接种未灭菌土的处理
,

其 pH 值在 15 小时前是逐渐上升的
,

亦曾达到 7
.

59
,

其氮

素损失为 16
·

1一23
·

2 务
。

随着微生物的生长繁殖
,

使培养液中的碳源 (葡萄糖 )发酵产酸
,

培育至 24 小时时 p H 已下降至 6
.

9 8 ,

至 33 小时时下降至 6. 23
。

由此看来该处理损失的

氮素也不能完全排除氨的挥发
。

(二 ) Fe 0 O H 引起的氨挥发损失

为探明前述损失的氮素是否确实来源于氨的挥发
,

进行了用硼酸液吸收挥发性 N 月
,

的培育试验
,

结果列人表 斗。 由表 4 看出加入 Fe 0 0 H 后确有少量 N H
*

逸出
。

但是挥发

的 N H
3 一
N 只 占加人氮量的 1 外 以下

。

表 4 加人 F e o o H 的培养液中 N H ,

的挥发 (培育 3 天 )

T a b le 4 A m o u ll t o f N H
3 v o

‘
a t i止i艺 a t i o n fr o m m e d i u m t r e a t e d w i t h

F e 0 0 H ( I n c u b a t i o n fo r 3 d a y s )

释放的 N H
3 一
N

N H 3 一
N ( m g / 1o m , )

占加入 N的 %
% o 至 N a p p li e d

培养液 + F e 0 0 H 0
.

0 3 5士 0
.

0 2 1

如果将加人 Fe 0 O H 后损失的氮素仅仅归因于 Fe O OH 在介质中经配位体交换使

介质 PH 上升
,

而导致 N凡 挥发
,

这不是本研究的 目的 ; 更何况测得的 N H J

挥发量远低于

全氮损失量
。

于是除了从全氮回收率和氨的挥发量进行分析外
,

又检测了培育过程形成

的中间产物和最终气体产物
。

(三 ) Fe O O H 对形成中间产物 ( N O 动 和气体产物 ( N
2

0 ) 的作用
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如果说在嫌气下 Fe O O仟 对 N H才的氧化起电 子受体作用
,

则中间物应该出现 N O 子

(或 N氏 )
,

相继最终产物会产生 N刀
、

N ;

或其它含氮气体
。

为了避免 N H
,

挥发的影响
,

翼犷絮纂巍
有意将原培养液的 p H 调节至 2. 6, 加人 Fe o O H 后 pH 上升也只达

种亚硝酸菌富集培养物和反硝化菌或不接种菌
,

嫌气培养
,

定期分析

培养液中形成的 N O 至和气相中的 N
ZO (表 5 )o

表 5 F e 0 O H 对含 NH 才培养液形成 N 。万和 N
:
o 的影响

T a b 足e s E f fe e r o 麦

Pr o d u e t

F 已0 0 H o n f o r m a t lo n o
f

一n m e d i
t】
m t r e a t e d w it h

一n t e r m e d ia t 七 a n d e n d

F e O O H

处处 理理 N 氏
·

和 N
2
0 的含量量

TTT r c a t m e n ttt A m
o u n [ o 士 N O 歹

a : 、d N
:
0 a ft e rrr

OOOOO 天天 l 天天 2 天天 3 天天
OOOOO d a VVV 1 ({ a vvv Z d a y sss 3 ( la y ,,

NNNNN O jjj N O 万万 N
Z
OOO N O 于于 N

2
000 N O 牙牙 N

2
000

(((((p p rn ))) ( p p 二n 、、
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.
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培培养液液 O
。
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匆匆 6
‘

4 全全 1
.

3 丘丘 5
,

9 888 0. 3 666 4
、

g aaa

水水+ F eO O HHH O
。

3 777777777777777

培培养液+ F万0 0 什什 0
.

2 布布布布布布布布

培培养液平外0 0 H
一

十 菌菌 0
.
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表 5 表明各处理均出现 冈0 孚和
一

N刀
,

其中以接种菌的处理含 N O子 低子不接种菌

者
,

而形成的 N力 又以接种菌的处理略多于不接种菌者
,

二者相差虽然不大
,

但也说明微

生物有‘走作用
,

使 N o ; 还原为 N p
。

可是根据培育前作口零天)各处理中 N O ; 的侧定

值来看(表 5)
,

F c o 0 H 和培养液各组分都带入微量 N O 如 因此
,

尚不能确定培育后各

处理中出现的 N 。、和 N
店。 来自加人的硫酸按

,

必须进行
1 ,
N 示踪试验

。

关四 F沁O H 弓随的各种含
15 N 气体组分

-

为了验证上述试验中出现的 N刀 是否来源于所加人的硫酸钱? 以及除 N
Z

o 外是否
.

还有其他含氮气体 ? 于是将原培养液中的氮源改用
‘

叹 丰度为 2 4. 4 务的 (
‘

孜H
;

)
25 0 40

嫌气培养 5 天后检测培养瓶内气柑中的气体组分并分析残留
15 N

,

结果表明 (表 6 )
,

含

N H才(无论是标记的还是未标记的 )培养液加入 Fe O O H 后
,

无论接种或不接种土壤都出

现氮素 (
’,
N

, 14 N ) 损失 ; 同时各处理都产生质鼻
_

盯(l, N q )
、

斗6(l
,
N

Z

O)
、

叮(
‘,

Nl 叩O)
、

si(
‘

叹甲 ; 3
_

o(l5 N
Z

卜 城
‘,

Nl’N ) 等各种含
15 N 气体组分(表 7 )o 综合上述全部结果来

看
,

初步证明无定形氧化铁于嫌气下对 N H 才的氧化起电子受体作用
,

造成氮素损失
。

由

于培养液和 F’e 0 0 H 都经过灭菌处理
,

并检查其不含微生物
。

因此
,

其损失机理主要是

化学作用
。

但是
,

有微生物共同作用时
,

氮素损失更多一些
。

值得提出的是用非标记的硫

酸钱加 Fe O O H 的处理 (l)
,

亦形成各种含
‘,
N 气体组分

,

这可能与硫酸铁含有自然丰度

的
场N 有关

,

其中的
巧
瓦同样经 R o o H 作电子受体的作用而形成含 15 N 气体

,

在有机质

谱仪上即定性地显示出质量不同的各种图谱
一

峰
几,

但是
,

该处理形成的各
”N 气体组分的相

对峰高
,

均低于用标记
‘

叹 硫酸钱处理 归)所形成的相应
‘,
N 气体组分的峰高(表 7 )

。

需

要讨论的是
,

争H 2
.

6 的培养液加人 Fe O O H 的处理 (3 )所产生的含
‘, N 气体组分中没有

质量 竹(l, N q )的峰
,

原因尚不清楚; 将处理 (2 )和 归)进行比较
,

说明介质中的 pH 对
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表 6 含

T a b le 6

‘’
N H才培养液加人 F e o O H 后损失的 ”N %

处 理

T r o a t m e n t

含
‘咭
N H 才培养液

同上 十 F e O O H

含
’,
N H 才培养液

同上 + Fe O O H

含 ”N H 士培养液十 F e O O H 十未灭菌土

,
N

‘0 5 5 in m ed iu m t r e a t e d w it h F e0 O H

}
1 ,

N 损 失量

{-

—
竺竺兰竺⋯

一

华兰竺—一_
_

} 残 留
L , N } 。 N 捐 生 肚

I J _ _ : _ 下
_

, . t‘、 1 1 店 , J 乡峡 尹、 了口

I t 、 r 己 I L 毛U 0 1 孟 、 l 产J 户 , 月 、 下

1 /
_

_ _ _ , 八
_

、

} v/e
o t

一
’

洲 ‘0 万 、

⋯
一花一⋯一一

表 了 含
‘’

N H 洁培养液加人 F e o o H 后形成的含
‘’

N 气体组分

T a b le 7 G a ‘e o u s fr a c t i o n s o t ‘ ,
N

I n m e d fu m t r e a t e d w i t h F e O O H
。两

~
. ~

一
.

一
. . . . . . . . . . . . . . . . 口. . . . . . . . . , 口 . . . . . . . . . . . . . . . . . 润 . 口. . . 叫. . . .

-
. . . . . 州曰 葱,

~

口士一⋯* 注人气体样品为 1 00 拜 瞬 表中值为质谱图峰高(毫米 )
。

* * 括号内数字为气体质量
。

Fe O O H 在形成含氮气体组分上有较大影响
。

处理 (钓 (培养液加未灭菌土 ) 所形成的
‘

叹 气体组分
,

除质量 朽 外
,

其余组分的相对峰高均高于处理 (l )
、

(2 )
、

(3 )
,

说明前者是

化学的和生物的共同作用的结果
。

但是
,

处理 (5 ) (培养液接种纯菌)中各
‘,
N 组分又都

低于处理 (4 )
,

这或许与处理 (5 )的微生物种类不及处理 (4 ) 复杂有关
。

试验中测得的含氮气体
,

是否由于以下反应
:

N H 才+ SF
e

(O H )
,

十 14 H
+

一
N O 至+ SFe

Z +
+ 2 IH刀 (孙

还是别的什么反应 ? 从热力学考虑
,

在嫌气下
,

上述反应式是否成立 ? 都有待讨论
。

根据

H a er tl (19 63 ) 的工作
,

N O 孚和 N O牙的还原作用与 Fe 有关
,

而且硝化细菌的硝化过程
取决于 Fe 的存在[6] 。

其后 Cho (19“ ) 的研 究亦表明
,

Fe 的氧化和还原作用造成无机

氮转化的复杂情况
。

在酸性溶液中
,

N O 子可被 F e Z十
还原为 N

Z ,

中间物有 N O矛
、

N o 和

N
2 0

,

这些顺序产物与生物反硝化过程出现的相似
。

在碱性基质中
,

由于 F。

的氧化和还

原作用引起氮素转化的部分反应式为
〔习 :

ZN H
2 0 H 十 4 Fe

(o H )
,

~ N
二O 十 4F c

(O H )
2
十 SH

JO
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ZN H户H + 2F e( 公H
「

玉~ N
、
+ ZF

e

(O H )
2
+ 4 H

ZO

N O 歹 + Fe (O H ) + H
2 0 一 N O 十 F e

(O H )
3
十 O H -

ZN O 十 2凡(O H )
2
+ H

ZO 一 N
ZO + ZF e

(O H )
3

在我们的试验中 亦曾出现 Fe 的氧化还原过程
,

并形成了一定数量的 Fe
Z十

(表 2 )
,

这是否

意味着前
蘸

定反应式 (I) 有可能存在
。
显然

,
一 旦 由 NH 才形成了 No ;

、
一

No
、一和

N H刀H
,

则进一步经化学的和生物的反硝化作用
,

必然产生各种含氮气体
,

导致氮素损

失
。

关于活性氧化锰在嫌气下是否有同样的氧化作用
,

亦值得探讨
。
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