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土壤中有机酸比色法测定的研究

刘修才 莫饭勋
(中国科学院南京土壤研究所 )

摘 要

对 M on tg o m er y (1 9 6 2) 比色法测定有机酸总量的方法作了若干改进
。
根据化学反应的平

衡关系
,
将欲测试的土壤提取液水浴蒸干脱水

,
大大提高了有机酸的醋化程度

,
也就提高了测

定的准确度
。

由于提取液浓缩至干
,
故测定一般可不受吸取的提取液体积和其中有机酸浓度

高低的影响
。

结合温度
、

时间
、

pH 等条件试验得到了侧定的最佳条件
。
乙酸和丁酸的回收率

分别可达 ”% 和 10 2 %
。

几种有机肥料淹水培育 10 天用气相色谱测定的乙酸含量为本文提

出的比色法测定总量的 86 %
。

采用这一方法测定土壤有机酸的量
,

可以在一定程度上反映有

机物在土壤中腐解时产生有机酸的实际情况
。

我国水稻土面积 占世界四分之一
,

不仅分布广而且类型多
。

在水稻生产中往往采用

俺水和施用各种有机肥料的措施
。

在地形部位
、

土壤特性
、

排灌系统以及气候等因素的影

响下
,

稻田中水分的渗透
,

更新
,

地下水的补给有很大不同
。

水分不仅是那些冷浸田
、

锈

水田的特征性低产原因
,

也对一般稻田的土壤肥力和水稻生育产生种种直接或间接影响
。

有机物在稻田中的各种嫌气分解产物 曾经是 日本水稻土肥力研究中的一个活跃领域
。
日

本稻田面积仅及我国十分之一
,

可这方面的研究本世纪初就已开始
,

五十至七十年代工作

更为深人
,

积累了大最资料
。

我国水稻土中这方面的问题引起过人们的注意
,

但以往由于

缺乏测试手段
,

工作开展受到限制
。

为了推动这方面的研究
,

我们对土壤有机酸总量测定

的比色法进行了摸索
,

现将所得结果整理如下
。

一
、

土壤中有机酸测定的意义及方法回顾

据日本如
, 、

英国
【4] 、

印度
「8]
等国科学家研究

,

渍水条件下大量有机物分解形成各种有

机酸
,

一般说来
,

其中以挥发性的低级饱和脂肪酸如乙酸最多
,

其次为丁酸
、

丙酸等
。

在排

水不良或低温条件下
,

尤其大量施用新鲜绿肥或未经腐熟的有机肥料时
,

这些酸积累达到

一定浓度
,

就会对水稻产生毒害
。

除此以外
,

一般植物在生长过程中其根系的分泌物
,

包

括有机酸或其他有机化合物
,

不仅对土壤
,

也对与其间作的作物产生影响
。

国外称之为

Al lel 叩at hy[5J
。

关于这方面的研究更是有着长远历史
。 T ,

kij im
o t6] 在六十年代采用柱色谱

分离鉴定土壤有机酸
,

该法步骤繁多
,

时间冗长
。

纸谱或薄板层析 t1] 一般只能半定量且不 .

易掌握
。

随着仪器分析技术的进展
,

国外广泛采用气相色谱或高效液相色谱等方法进行

有机 酸等有机化合物的分离鉴定
。

但 目前我国色谱分析设备尚 不 普 遍
。

M on tgn m er}
‘11
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争
19 6 2 年报道了测定废水及污泥水液中有机酸的比色法

。

该法虽不能提供个别有机 酸的

数量情况
,

但可用来测定土壤中有机酸产生的总量
,

对其毒害作物的程度作出一定的估

计
。

根据 Mon tgo m er y 的试验
,

比色法测定挥发性有机酸比滴定法和蒸馏法更为便利和

准确
。

印度 G ov ind as a m 产
〕 用此法研究了稻草在土城中腐解产生的有机酸

,

得到的结果

表明
,

施用 0
.

5多 的稻草于土壤
,

淹水分解
,

产生有机酸的量以 10 毫升上壤渗漏液计
, 5

天达 0
.

33 毫分子
,

巧 天达高峰为 1
.

47 毫分子
,

随后下降
。

为了寻求一个一般化验室均可

应用的化学方法
,

我们也采用了 Mon tgo m er y 的比色法
。

该法的显色反应具有特征性
,

且

操作简便
,

试剂易得
,

但经试验
,

直接吸取土液用该法测定不仅有机酸的回收率低而且误

差大
,

为此我们就此法进行了摸索
、

改进
。

二
、

有机酸显色测定的原理

有机酸显色反应经历醋化
、

形成经肪酸和形成铁络合物三个化学反应步骤l,J :

1
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浅红色

原法控制醇与样品水溶液的体积比为 2
.

5 :l 进行醋化反应
。

从以上醋化反应式可以推 导

出平衡时的醋浓度 :

k 一 1塑丝坦 _

[酸 It醇 I

L醋 ] [水 1

(C o . 一 L酉旨1)[醇 ]

因而得到

〔醋 1 ~ k
〔醇 ]

走水 ] 十 k [醇 1
C o . = k

‘ ·

C o -

奄 此处 k 为醋化反应的平衡常数 ; C o . 为有机酸的起始浓度
。

而

k
,

~ k
· [醇 ]

L水 } + k
·

[醇 ]
(4 )
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色

M以时 g

~
ry 采用的醉水体积比为 2. 5: 1 ,

测得 乙 酸的 k
’

为 0. 69
,

即 乙 酸 的 醋 化 度 为 ,

6 9 肠
。

(4 )式表明
,
k

‘

是 [醉 1
·

[水 ]和 k 的函数
,

即

k
‘

~ f ([醉 ]
·

I水 1
·

k )

因此醋化反应时的醉水比以及有机酸酶化平衡常数 k 均影响有机酸的醋化度
。

三
、

水分对有机酸醋化反应影响的研究

以上是从化学反应的平衡关系推导了水分对有机酸醋化的影响
,

下面通过买验加以

证实
。

1
.

不同量的水分对有机酸醋化的影响 在 0. 01 毫当量乙酸的钠盐中 加人 不 同量

80604(l20

洲有班娜邵歌

认1书‘召工岌性
。。̂一:1.目

的水 (o
、

l
、

2
、

3 毫升 )
,

分别与 2
.

5 毫升酸

性乙二醇混合
,

在 80 ℃ 水浴上醋化后显

色测定
,

得到的结果如图 1 所示
。

从图

看出
,

若以样品在无水情况下醋化测得

的光密度为 1 00 多
,

则有 1 毫升水存在

时光密度只有 “ %
,

水分更多光密度更

低
。

结果符合上一节(4 )式的函数关系
。

2
.

水分的存在对不同有机酸醋化的

影响 同一浓度的不同有机酸在醇水

休积比 2
.

5 :l 时醋化
,

则显色后得到的光

密度不同
。

如 0
.

02 N 的乙酸与 0
.

o lN 的

丁酸混合液测得的光 密度 为 0
.

3 65
,

而

。川N 乙酸与 0
.

02 N 丁酸混合液测得的

光密度却 为 0. 31 9 ,

二者相 差达 14 %
。

总浓度相同而光密度不同
,

这样测出的

水 (m l)
W 扭te r

图 l 水分对有机酸酣化的影响

F 19一 T h e effe e t o f w a te r o n the

e ste r ifie a tio n o f o r g a n ic a eid s

结果
,

在样品之间失去了相互比较的意义
。

表 1 列出了几种低级饱和有机酸的显色情况
,

从表看出
,

丁酸样液经蒸干后再醋化
,

光密度为相同浓度乙酸的 ” 多 ; 二竣酸
、

三叛酸约

为等当量 (以狡基为单位 ) 乙酸的 67 一84 多
,

比有水存在时明显提高
。

这是因为如上节

(4 )式所示
,

在有水存在的情况下
,

不同有机酸的不同醋化平衡常数 k 导致了 k’ 的差异
。

农 1 有机酸的显色比较

T a b le 1 c o m p a r iso n o f th e e o lo u r d e v elo p m e n t o f rh e o r
四

n ie a e sd s

醉醉 :水水 乙酸酸 丁酸酸 草酸酸 苹果酸酸 玻铂酸酸 柠根酸酸
GGG lye o l: w a 比 rrr A e e‘ie a e iddd Bu ty rie a e iddd O x a lie a eiddd Ma lie a e iddd S u cc in ie a e 记记 C二廿ie ac iddd

222
。

5 : lll 10 000 8 lll 3 8 ..... 6 4 ... 17 ...

222
。

5 : 000 10 000 9 999 8 444 { }}} 7 333 6 777
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.
引自 M o n tg o : 、, e r , 。
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诊 当L水 ]《 L醇 1时
, k’~ 1 ,

这时 [醋 1 ~ c o . 。

理论上有机酸全部转化为醋
。

在这种情况下
,

不同有机酸最终光密度的一些差异很可能是由于分子的结构不同
,

使形成的铁络合物显

色强度有了差异
。

土壤中有机酸通常以乙
、

丁酸含量较高
,

因此样品蒸干测得的有机酸总

量准确度显著提高
,

更接近于土壤实际情况
。

四
、

有关的测定条件试验

1
.

醋化温度与时间 原法系将盛试液的试管放在沸水浴中保持 3 分钟进 行 醋 化
,

但沸水浴温度可以相差很大
。

我们用水浴控制 60 ℃
、

70 ℃
、

80 ℃
、

90 ℃ 四种温度
,

醋化 8

分钟
。

所得结果如图 2 所示
。

在 80 ℃ 时
,

醋化度最高
,

70 ℃ 下醋化度只有 80 七 时的

90 % ; 温度再高 (90 ℃ )可能产物有所分解
。

因此水浴温度控制在 80 ℃ 能得到较好的侧

定结果
。

朋外叻
⋯

妇测时家生翅毕

含一明u召一.习云‘。̂一-月�。民

图 2

Fi二 2 E ft ec t o *

7 0 8 0 沙O

温度 ( ℃ )
T e m 叶

r a一ur e
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te n 一Pe r a tu r e o n t h e e s比r if 一e a ti o o

1 1 IJ I舀

叶|赫
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图 3 时间对醋化的影响

以正ec r o t ti m e 0 0 t h e e 皿 e r ific a tio n

图 3 是 80 ℃ 时的醋化时间曲线
。

结果表明
,

80 ℃ 水浴下保持 8一 9 分钟醋化 度 最

高
。

其他温度 ( 6 0 。 、

7 0 “ 、

9 0℃ ) 的醋化时 间曲线趋势与此相同
,

不一一列出
。

2
.

显色的时间与温度 上节所列反应式 ( 3 ) 中形成的铁络合物具有一种特定的红

色
,

在 5 0 0n m 波长下消光率最高
。

图 4 为 22 ℃ 时显色反应的时间曲线
。

显色开始阶段

呈极不稳定的鲜红色
,

至 20 分钟时
,

出现较为稳定的浅红色
,

在以后半小时 内光密度只

下降 4 汤
。

若室温为 10 ℃
,

显色稳定时间为半小时
,

以后 l 小时内光密度下降一般不超过

2外
。

3
.

p H 的影响 铁络合物的形成是在酸性条件下进行的
。

表 2 是按本文的操作程

序测定的不同 p H 对显色反应的库响
。

加 11 毫升酸性 Fe cl
,

溶液时
,

试液 p H 为 2. 22
,

出现不正常的鲜红 色
,

最大吸收波长小于 soon m
,

且有很高的空白值
。 p H 越低

,

形成的

颜色越稳定
。

但 p H 低于 1
.

6 时
,

显色反应受抑制
。

在酷化反应之前
,

样品溶液蒸干去掉水分时
,

应调节为碱性
。

若直接将土壤溶液蒸

全 干
,

有机酸挥发损失可达 9一23 形
。

每毫升土壤溶液加 2一 3 滴 0. 2N N a 0 H 溶液
,

蒸干过

程中有机酸挥发损失极少
。

乙酸和丁酸(均为钠盐 )的回收率分别为 ”务 和 1 02 关
。

峪
.

最低检测量和灵敏度 本文提供的方法最低检测量 (相当于空 白标准偏差的 之
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lllOOO 2
.

6 000 沉淀淀 沉淀淀 棕 色色

llllll 2
.

2222 0
.

1 8 000 0
。

2 2 555 鲜红色色

lll222 1
.

6 555 0
.

2 9 000 0
.

0 6222 浅红色色

.

. 以水为零
。

倍 )为 0
.

, 做当最乙酸(或 30 微克乙酸 )
。

桑格尔灵敏度 S ~ 0
.

0 8 7 6 微克 /平方厘米

五
、

测 定 步 骤

1
.

试荆配制

酸性乙二醉 : 47 毫升乙二醉
,
加人 3 毫升浓硫酸

,

搅匀
。
现用现配

。

10 % 盐酸径胺 : 称取 10 克盐酸经胺溶于 100 毫升水中
。
现用现配

。

酸性 F心C I,

溶液 : 称取 40 克 价c l, ·
6 H 夕 放人 1。。。毫升烧杯中

,

加入约 8 00 毫升蒸馏水
,

加人

,0 毫升浓 H
: 5 0

; ,
待溶液冷却后

,

转移至 10 。。毫升容量瓶中
,

定容至刻度
。

,
.

SN N a 0 H : 称取 9 0 克 N a o ll ,

溶于 5 0 0 毫升燕馏水中
。

2
.

样品制备

淹水培育或田间水分饱和的土坡湿样(淹水时水层须倾去
,
旱地土堆可加定量水提取 )

,

迅速搅匀
,

取若干(不一定称t )放人 50 一 10 。毫升离心管离心 (,0 。。转/ 分 ) lu 分钟
,
将上清液经滤纸过滤于三角

瓶中
。

估计土坡中有机酸含t 高低
,

准确吸取一定t 土坡滤液于 50 毫升烧杯中
,

加 2一3 滴 0
.

2 N Na 叭
溶液

,

在沸水浴上燕干
,

侧定时若烧杯壁附有水汽
,

应放人供箱
,

稍加热以供去水汽
.

毋
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诊
3

.

测定

在经过水浴蒸干含有机酸(盐)的烧杯中
,

加人 2
.

5 毫升酸性乙二醉
,

搅动使盐溶解
。

放入 80 ℃水浴

中加热 8 分钟
,

取出后立即放入冷水中冷却至室温
,

加入 10 % 盐酸径胺 1 毫升
,
斗

.

SN N a 0 H 斗毫升
,

摇

匀
,

用蒸馏水将其洗入50 毫升容最瓶中
,

约 3 分钟后加入 12 毫升酸性 介Cl
,

溶液
,

用燕馏水定容至刻度
,

摇匀
,

打开瓶塞让气体逸出
。

室温在 20 ℃ 时约20 分钟显色稳定
。
温度升高或降低

,
根据显色的稳定情

况
,

显色时间应适当缩短或延长
。
然后在光电比色计上用兰绿色簿光片 (波长 50 O n m )进行比色测定

。

标准系列 : 吸取 0
.

ol N 乙酸或乙酸钠溶液。
、
0

.

5
、
1
、
1

.

5
、
2
、
2

.

5毫升
,

按上述步骤同时进行测定
。

测定结果可用毫当最 / 100 毫升土液表示
,

也可通过测定土壤水分表示为毫当最八00 克土(烘干)
。

1 ~

/ 、 、 方法应用举例

图 5 为几种未经腐解的有机肥料施人土壤(浙江金华红壤性水稻土 )后
,

在 20 一 22 ℃

下淹水培育过程中有机酸形成的动态情况
。

试验结果表明
,

有机物质在淹水土壤中腐解
,

在一定时间内产生有机酸
。

稻草产生的有机酸量较少
,

猪粪在一定时间内
,

有机酸可累积

在毒害水平
,

但其高峰期维持时间不长
。

土壤中加人 0
.

34 外 紫云英粉末
,

淹水培育第 5

天有机酸就达 1
.

26 毫当量八00 毫升土壤溶液
,

高峰期维持近 20 天
。

用气相色谱 (上海

产
, 1 0 3 型

,

不锈钢柱
,

担体为加了 l多 H
, p o .

的 6 0一 8 0 目 Chr o m os o r b w [经酸洗
,

硅烷

化 〕
。

固定液为 10 汤 FFA P。

氢焰检测器分离测定证明
,

加人 2
.

25 % 新鲜紫云英于土坡

.

a 鲜稻草 (!% )

b : 鲜堵粪 (l% )

c :
紫云英 (粉末0

.

34 % ,

一乐一,5s

一三8一�g任�召�减
。笼.巴O

遂坪澎

食
N u m b e r o f d a ys

有机物加人土壤天数
a f记 r a d d i一io n o f o rg a n ie m a 一te r s r o 50 1!

图 5

A 川o u r 一r o t

几种有机物在淹水土壤中产生的有机酸
F ig 。r g a r: 一e a e 一d ‘ 一” 比e w a te r lo g g ed so i l w 一山 。r g a 一, 一‘ m 二让 r -
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中保持 15 ℃ 淹水培育 10 天
,

产生的低级饱和脂肪酸以乙酸为主
,

其含量为 1
.

69 毫当量 , ‘

100 毫升土掖
,

为上述比色法测定总里的 86 沁
。

.
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