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苏打盐清土中有机酸的提取方法
*

周 惠 民
(中国科学院林业土褒研究所)

土壤中的有机物质
,

尤其是碳水化合物
,

在分

解趁程中
,

将产生各种低分子的有机酸
,

视有机物

质的组成
、

土壤条件 (好气
、

嫌气
、

温度
、

土攘 p H

等 )等的不同
,

这些低分子有机酸的种类和数量:亦

将不同
,

从而它们对土壤肥力和作物生长的影响

亦各异 [1, 2,3 )
。

田间试验的结果表明
,

施用有 机

肥料
,

对苏打盐演土的改良和水稻的增产均有显

著的效果
。

为了探明有机肥料改良苏打盐土的作

用实质
,

我们研究了该类土壤中有机酸的组成和

含量
,

详细结果将于另处发表‘)
。

木文报道我们

在上述工作中关于有机酸的两种提取方法的比较

研究结果
。

冷凝管的连接处均用石蜡密封 ; 冷凝管的上端井

装有氧化钙干燥管
,

以免水汽侵入〕
。

2
.

硫酸提取法
—

取供试土样 5一 10 克
,

如

上述加入适量的 4 N (或 ‘N )硫酸并经放置约 1 小

时后
,

按 1 :5 的土浸提液比例加入 2 5
.

0一5 0
.

0 毫

升的 。
.

5 0 N H Zs场
,

在冰水浴中用搅拌机搅拌半

小时
,

离心
,

将上清液移入容量瓶中
,

赊存于 6一

10 ℃ 温度下(冰箱 )待侧
。

分析方法 : 乙醚法提取出的有机酸总量按下

述方法测定
。

将连续抽取一定时间后所得的抽提

液中的乙酚去除净尽
,

滴加 2一4 滴混合指示剂s),

样 品 和 方 法

土样 : 供试土样采 自中度苏打盐溃土的表层

(荒地)
。

将采集的土样立郎阴干
,

在阴干过程中
,

挑去土中粗的植物残体
。

待土样的含水量 约 为

巧一20 % 时
,

移入瓷研钵中磨细
,

过 1 毫米筛孔
,

然后混匀
,

移入磨 口瓶内
,

盼存在 6一 10 ℃ 温度下

(冰箱)备用
。

提取方法 : 分别用乙醚法和硫酸法提取有机

酸
。

1
.

乙醚提取法
—

取供试土样 10 一巧 克
,

管
1 00 毫升烧杯中

。

自滴定管中徐徐加入4 N (或 6 N )

硫酸(约 ,一8 毫升)
,

并不断搅拌土样值至无 C仇

产生吐为止
。

放置约 1 小时后(放置期间
,

须不时

搅拌上样
,

同时土缓的酸度宜维持在 p H I一2 间
,

若室温高于20 ℃ ,

上述操作均应在冰水浴中进行
,

以免有机酸损失 )
,

徐徐加入一定量的无游离酸的

硅胶粉
2 ) ,

以吸收土缓中趁多的水分
。

加硅胶粉

时
,
须不断搅拌

,

使与土样混匀
。

然后将此土样

(此时呈粉状物)定量的移入滤纸筒内(30 x 1 00 毫

米)
,

置于索氏抽提器中于 50 土 l℃ 下用乙酚进行

提取〔在抽提器的接受瓶中
,

除乙醚外
,

偷加有准

确量度的一定量的(3一5 毫升) 。
.

Z o o N Na o H 溶

液
,

用以吸收抽提出的有机酸 ;抽提器与接受瓶及

*
本工作在刘期松同志指导下进行

,

特此致谢
。

l) 陈恩凤
、

刘期松等 : 苏打盐演土中有机质矿化与

脱盐脱碱和保持肥力的关系
。

1 9 63 年
。

(未刊稿 )
2 ) 吸湿性弱的硅胶粉的制备 : 将国产 (上海试剂厂)

无色硅酸粉碎
,

过 10 。孔筛
,

用中胜热蒸馏水反复

浸泡
,

洗潞
,

直到洗滤液呈中性反应为止
,

在10 。℃

烘干水分后
,

再继续在 1 10 ℃烘 8 小时左右
,

取出

置干燥器中冷却
,

保存备用
。

这种硅酸粉的吸水

能力较差
。

吸湿性弦的硅酸粉的制备 : 将工业用 水 玻

璃(比重约 1
.

勺用水稀释(1 :4 )后搅匀
,

静置沉淀
4一 6天

,

虹吸取其上清液
,

搅匀后再静置 4一 6 天
,

除去绝大部分夹杂物
,

虹吸取出上清液
,

加浓盐

酸(化学纯)边加边搅井
,

待硅胶沉淀完全后
,

再

加适当量的浓盐酸
,

浸没所得沉淀物
,

搅匀
,

静置

24 小时
,

虹吸除去上层黄色的酸液
,

用水洗二次
,

再加人适量的浓盐酸浸泡
。

如此反复多次
,

直到

无铁离子为止
。

而后用水洗碟沉淀物
,

至洗滤液

呈中性
,

再用热中胜蒸馏水洗 6一7 次
,

滤出沉淀

物
,

烘千过 80 一1 0 0 孔筛
,

再在 1 10 ℃ 将硅胶粉

烘 8 小时
,

取出于千燥器中冷却保存备用
。

此种

硅胶粉的吸水能力很弦
,

约能吸收自身重量二倍

的水
。

3 ) p H 4一 10 混合指示剂配方如下 : (甲)称 。
.

32 克

澳暴香草酚蓝溶于 3 20 毫升 95 % 乙醇中
。

(乙 )

称 0
.

02 克暴香草酚蓝溶于 20 毫升 95 % 乙醇中
。

(丙)称取。
.

1 克甲基红溶于10 0毫升9 5 % 乙醇中
。

(丁)称取。
.

6克酚酞溶于 60 毫升95 % 乙醇中
。

将

分别配制的溶液混合在一起
,

用 0
.

IN N a 0 H 调

节成墨释色
,

于棕色瓶中保存备用
。
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用标准 。
,

IN H ZS叭滴定剩余的碱 (滴定终点为草

绿色)
,

根据消耗的酸量
,

计算出土样中有机酸的

总量
。

乙醚提取液中各别有机酸的含量用柱层析法

分离测定
。

将测定有机酸总量的有机酸钠盐溶液

用定量滤纸过滤入50 毫升烧杯中
,

滴加 1 N N aO H

使溶液呈碱性 (p H 10 左右 )
,

然后置真空干燥器

中于 35 ℃ 以下进行减压浓缩
,

值至溶液浓缩近糊

状时为止
。

然后取出
,

用 0
.

, N H Zs o 斗酸化样品

(p H l一2 )
,

立郎加入一定量的层析用硅胶粉
,

将

硅胶粉与样品混匀呈略潮湿的粉状物 (在低温下

进行)
。

将此粉状物完全地移入已准备好的硅胶

层析的上端
。

移入毕
,

用一薄层脱脂棉盖在样品

上
,

随后用不同比例的正丁醇
一
苯溶液 (0

、
2
、
斗
、

1 0
、

1 5
、

2 0 及 3 0 % )各 5 0 毫升依次洗脱
。

于收集

的各洗脱液中分别加入一定量的重蒸细水后
,

用

标准(。
.

o 5 N ) 碱液直接滴定或用水提取出洗脱液

中的有机酸后 (借助于分液漏斗)
,
用标准碱液滴

定
。

根据碱液的消耗量
,

计算各有机酸的含量
。

硫酸法提取出的有机酸量用柱层析法分离测

定 : 吸取提取液(上清液) 25 毫升置 50 毫升烧杯

中
,

用 4 N N a o H 调节溶液 p H 至 10 左右 (上述操

作在冰水浴中进行 )
,

然后如上述进行低温减压浓

缩
、

酸化与与硅胶粉混匀后
,

移到柱上进行柱层析

分离和测定
。

如提取液中有机酸含量较多
,

亦可

不经趁浓缩
,

而直接将一定量的提取液 (上清液
3一5 毫升) 与硅胶粉混匀后

,

如上述进行柱层析

分离和测定
。

表 1 乙醚抽提时简对收率的影响*( % )

抽提时}可(小时) 甲甲酸酸 乙酸酸 丙酸酸 丁酸酸

9997
.

222 9斗 888 9 1
.

888 10 1
.

888

999 8
.

555 1 0 1
.

777 9 2
.

666 10 2 666

11107 000 1 0 0 444 9 7
。

66666

戊酸

10 3
.

634印

7 2 }‘07 。 }
‘0 0 ” }9 7

·

6 }‘0 2 6 }10 1
·

‘

*
土样 , 克

,

土样中原有 。
.

06 毫当量有机酸
,

加入的有

机酸量分别为 : 甲酸一。
.

38 6 毫当量 ; 乙酸一。
.

斗02

毫当量 : 丙酸一0
.

39 2 毫当量 ; 丁酸一0
.

朽 5 毫当量 :

戊酸一0
.

38 7 毫当量
。

结 果 和 讨 论

为 了确定苏打盐土中有机酸的提取条件
,

我

们进行了乙醚提取法和硫酸提取法的提取条件试

验
。

1
.

挥发性脂肪酸的提取 : 乙醚不同抽提时间

的试验结果列于表 1
。

由表 1 可见
,

连续抽提 34

小时
,

各挥发性脂肪酸的收率均在 92 % 以上
。

随

着抽提时间的增加牧率亦略有提高 ;抽提夕2小时
,

可以将挥发性脂肪酸相当完全的提取出来
。

考虑到苏打盐土中一般有机酸含量较低
,

进

行该项测定时
,

必须取较多量的土样
,
因此

,

我们

曹将一定量的各种有机酸
,

分别加入不同量的土

样中
,

然后按上法测定其收率
。

试验结果表明
,

只

耍在提取前已使有机酸自士攘及其盐类中充分游

离出来以及将土样装入滤纸筒后
,

使滤纸筒仍留

有 1一 1
.

5 厘米的室处
,

以利在抽提过程中经常保

持一定数量的乙醚层浸渍土样
,

则取用的土样量

虽增多
,

仍能提取完全
。

用硫酸法提取时
,

各有机酸的收率常较乙醚

法为低
,

一般仅在 89 一9 7 % 之间
。

看来
,

收率较

低
,

井非由于硫酸法提取不完全
,

而是由于其他原

因所致
。

例如
,

在用硫酸法提取的过程中
,

需耍机

械搅拌 30 分钟
,

而此时浸取液又呈强酸性
,

这样

就为达些酸的挥发提供了方便的条件
,

从而收率

较低
。

这种损失以在室温高于 2 , ℃ 时较为明显
,

但郎使在冰水浴上操作也难于避免
。

此外
,

挥发

性脂肪酸的硫酸提取液调节至 p H 约为 10 后
,

在

低温减压浓缩过程中
,

有机酸的损失较为显著 (乙

醚提取液在同样的浓缩过程中
,

有机酸的损失较

不明显
,

通常用柱层析法测得的收率与用 总酸度

法测得的很相接近)
,

浓缩的程度愈甚
,

损失也愈

多(表 2 )
。

这是用硫酸法浓缩液进行测定时收率

较低的另一个原因
。

表 2 硫酸法提取液的浓缩程度对收率的影响
*

(% )

浓缩程度

未浓缩

甲酸 乙酸 丙酸

⋯
百11乡,、口

�n�Q曰
9 3

8 1

7 7

9 6
.

6

9 0
.

8

5 5
.

3

⋯巡}竺
{
”,

·

‘

1
”,

·

8

}
”9

·

。

}
”z

·

“

}5 5
·

5 }7 6
·

5

状涸糊干

* 土嚷中有机酸的加入量分别为 : 甲酸一0
.

7 73 毫当量 ;

乙酸一0
.

8 0 5毫当量 ;丙酸一0
.

8 09 毫当量 : 丁酸一 1
.

肠

毫当量; 戊酸一0
.

86 2毫当量
。

由上述可 见
,

无论乙醚法或硫酸法都能将土

壤中的挥发性脂肪酸提取完全
。

乙醚法抽提时是

在一个密封系统中进行
,

提取出的有机酸较快地

被碱液吸收而以盐的状态固定下来
,

因而防止了

它们挥发损失的机会 ;它的抽提时间虽较长 (约需

60 一72 小时)
,

但其提取液的浓缩过程较短
,

所以

它具有显著的优点
。

硫酸法虽然提取省时 (约半

天左右)
,

但提取过程中易导致酸的挥发损失
。

另
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外
,

由于它的提取液中某些金属离子 (如铁离子 )

较多
,

这些金属离子 的存在
,

不但为下一步中和后

的浓缩趁程增加了困难 ‘中和后郎有较多量的胶

状物质出现 )
,

浓缩费时很多
,

但亦易导致酸的损

失
。

因此
,

总的着来
,

我们认为在提取苏打盐土中

的挥发性脂肪酸时
,

以朵用乙醚法较为适宜
。

当

然
,

在某些条件下
,

例如在土集中挥发性脂肪酸量

较多的情况下
,

可以不经浓缩而道接取 3一 , 毫升

提取液进行柱层析时
,

硫酸法也有其优点
,

但是在

一般情况下
,

土样中挥发性脂肪酸含量不多
,

如不

经浓缩
,

则或因试液取量有限
,

致使测定不准确
,

甚至有漏检的可能
,

或者试样取量在 5 毫升以上
,

又将给柱层析带来一定困难
。

2
.

不挥发性脂肪酸的提取 : 10 种常见的不

挥发性脂肪酸的回收试验表明
,
用乙醚法提取时

,

各种酸的收率虽均随抽提时间的增加而增大
,

但

总的来说
,

它们比挥发性脂肪酸的收率耍低一些

(表3 )
。

例如
,

抽提时间仅为 34 小时
, 5 种挥发

表 3

目 } 草酸 ⋯

用乙醚法提取苏打盐土中的不掷发性脂肪酸 (5克土样)

酒石酸 }柠檬酸 }苹果酸 }玻拍酸 }鸟头酸 } 乳酸 】延胡索酬 丙酮酸
a 酮戊
二酸

提 取 铭 小 时

力口入酸量(毫当量)
⋯

o
·

4 6 8

⋯
。

·

‘3‘

{
“

·

‘, ,

{
0

·

, 9‘

⋯
”

·

‘“4

⋯
0

·

“3‘

⋯
。

·

63 5

}
一

4
一

{
-

柳}得量‘毫当量) }
。

·

0 20
}
。

·

‘8 0

}
。

·

2 斗O

}
。

·

3 4 6
}
“

·

4 ‘4

{
0

·

3 9 5
}
。

·

4 9 0
1 一 { 一 { 一

取率(% ) } 4
·

“ 14 ,
·

7 }5 5
·

2
}8 7

·

“ }”5
·

“
}”‘

·

“ }7 7
·

3 } 一 } 一 } 一

提 取 72 小 时

:鬓到
2

:
一

判
6

州
5

汗:

⋯
9

:
一

到
1。

:纠
1。

)眯
一

川
1。

洲
9

:
·

到
1

三井
性脂肪酸的收率郎已高达 92 % 以上

,

而 7 种不挥

发性脂肪酸的收率
,

郎使在抽提时间为 铭 小时的

条件下
,

亦仅在 4
.

3一 9 ,
.

6 % 间
。

这种差异
,

显然

和它们在乙醚中的溶解度 (不挥发性脂肪酸的溶

解度 )较之挥发性脂肪酸为小不同有关
。

抽提时

间增为 72 小时时
, 7 种不挥发性脂肪酸的收率可

达 90 % 以上
,

但草酸
、

酒石酸和柠檬酸的收率仍

很低 (2 9
.

5一“
.

, % )
。

后一现象看来主耍是由于

这三种酸具有很强的络合金属离子的能力
,

因而

不易被提取所致
。

这一点可以用我们在操作过程

中的观察到的下述现象来证实 : 我们注意到
,

将

草酸
、

酒石酸或柠檬酸加入苏打盐土中后
,

在用硫

酸酸化使之游离出来以前
,

其间若相隔的时间愈

久
,

则它们的收率也将愈低(表 4 )
。

表 4 有机酸与土盛作用时简对收率的影响(% )

放置时}可(分钟)

⋯器⋯}
“,

·

“
1

酒石酸

1 0一 15

9 0一 12 0

6 5
.

9

6 2
。

7
⋯器} 5 2. 4

和挥发性脂肪酸不同
,

硫酸法用于苏打盐土

中不挥发性脂肪酸的提取时
,

其效果显著较乙醚

法为优
,

除了草酸的收率较低(65 % )外
,

其余 9 种

酸的收率都可以认为是令人满意的 (表 5 )
。

草酸

的收率较低与其在冷水中的溶解度较小有关
,

如

表 5 用硫酸法提取苏打盐土中的不栩发性脂肪酸 (l 。克土样)

草酸

加入酸量 (毫当量)

测得量(毫当量)

收率(% )

0
.

9 3 7

0
.

6 1 0

6 5
.

1

酒石酸

0
.

8 7 9

0
.

7 7 7

8 8 4

柠檬酸

0
.

9 1 1

0
.

8 7 5

9 6 3

苹果酸

0
.

7 9 5

0
。

8 3 8

10 5
.

4

唬泊酸

0
.

8 6 9

0
.

8 7 0

1 0 0
.

1

鸟头酸

0
。

8 3 0

0
.

7 9 9

9 6
.

3

乳酸 延胡索酸

1
.

2 7

1
.

3 3

10 4
.

7

0
.

4 4 0

0 4 3 2

9 8
.

2

丙酮酸

0
.

6 9 7

0
.

6 9 0

9 9
.

0

a 酮戊
二酸

0
.

2 9 3

0
.

3 0 3

10 3
.

5

果增加抽提次数
,

每次按 1 :1
.

2 , 或 1 : 2
.

, 的土与

浸提取的比例
,

抽提 2一3 次
,

则其收率可提高到

8 5一9 1 %
o

不挥发性脂肪酸的挥发性虽较弱
,

但其硫酸

法提取液 (p H 一 1 0) 在低温减压浓缩社程中
,

仍因

酸本身及浓缩程度的不同
,

而有不同程度的损失

(表 6 )
。

可见
,

硫酸法的提取液
,

郎使是不挥发性

脂肪酸
,

也不能浓缩过甚
。

一般来说
,

为了便于进

行定量柱层析
,

提取液的浓缩是必不可少的
,

我们

建议
,

在这种情况下
,

可以将提取液浓缩到 3一5



3 2 8 土 壤 学 报 1 3 卷

表 6 硫酸法提取液的浓精程度对收率(% )的影响

项 目

未浓缩

浓缩到 2一3 毫升

浓缩到干涸

} 一 _ ‘
! _ _

_ 、
1

.

二
,

一 _ 、
! ~ _ _ 、

l
卜
一_ 、

} ~
、 ,

~ 、
} ‘

,
_ 、

}一 ~ 一 _ 」 _ _

一
, ‘

} a 酮 戊

卜星暨二}
‘

燮竺
~

{
,

工犷堡暨
一

{
一

竺型竺{兰茎兰些墨
一

⋯兰竺鳖⋯三些1 哗{翌竺望赞阵缨竺1二韭i;二

⋯
“5

·

‘
{

8 8

州
”6

·

3
}
‘0 5

州
‘0 0

·

‘
⋯
”6

·

3
⋯
‘0斗

·

7 1 ”8
·

2
⋯
”9

·

7
}
‘0 3

·

5

⋯
“,

·

‘
}
“9

·

‘
⋯
”3

·

,
{
”5

·

4
1
”‘

·

”
⋯
”4

·

o
⋯
’0 0

·

2
{

9 3
·

8
⋯

86
·

‘

}
‘0 0

·

‘

} 5 2
·

3 } 5 5
·

7 } 6 3
·

4 } 8 7
·

8 】5 9
·

7 } 9 1
·

6 } 89
·

9 } 84
·

3 } 59
·

。 } , 9
·

”

宜
。

至于不挥发性脂肪酸
,

则以采用硫酸法为宜
。
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