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摘 要

本文利用酒精分级沉淀法
,

将胡敏酸分成 12 个级分
,

并对各级分的结构进行了表征
。

结果

表明
,

随着溶液中乙醇浓度的增大
,

各级分胡敏酸的腐殖化程度大体上逐渐由强变弱
,

分子量

逐渐变小
,

全氮
,

水解性总氮和氨基酸氮的含量逐渐增大
,

而氨基塘氮和按态氮逐渐减少
。
同

时还讨论了本法与凝胶分级法所获得的结果不同的可能原因
。

关祖词 胡敏酸
,

酒精分级沉淀法
,

氮素形态分布

腐殖酸是一种高分子聚合物
,

具有高聚物所共有的多分散性
。

同时
,

由于起始物质和

形成条件的多样性
,

它还具有高度的非均质性
,

后者由于在提取过程中非腐殖物质的进人

而更甚
。

经过精制的胡敏酸和富里酸样品在化学性质和分子量上都是多种分 子 的 混 合

物
。

因此
,

在研究腐殖酸的性质和结构时
,

获得较为均一的级分就成为首要且重要的 .可

题
。

现有的腐殖酸的分级方法很多
,

包括沉淀分级法
,

溶解分级法
,

层析分级法
,

电泳分级

法等
,

但各有其优缺点
。

应用 Sch ul : 最早提出的酒精分级沉淀法
, K yu m a

曾成功地把

土壤胡敏酸分成了不同的级分山、该法操作简便
,

适宜于制备性分级之用
,

且可按需要将

样品分成更均一的级分
。 K u m a

da 和 K a w a m ur
a 用此分级法对不 同种类的胡敏酸进行

分级
,

发现原胡敏酸的腐殖化程度越高
,

得到最大沉淀部分所 用的乙醇量越少til]
。

但是
,

根据 Kyu m a 的材料
,

用该法得到的各级分
,

其 C / N 比值随胡敏酸分子量的变小而变

窄山
, 。 这和用层析法得到的结果恰恰相反

。

层析分级法得到的结果表明
,

分子量较大的

级分中通常总是含 N 量较高氏
月·“叨

。

上述不同原理的分级法为何导致了如此不同的结果

是一个值得弄清楚的问题
。

我们设想
,

研究各级分中氮素的形态和组成或可有助于此间

题的解决
。

本文利用酒精分级沉淀法
,

把胡敏酸分成了 12 个级分
,

对各级分的特性
,

特别是其含

氮组分用化学方法和物理方法进行了研究
,

并根据所获结果
,

对各级分胡敏酸的含 N 量随

分子量的降低而增多的原因进行了探讨
。

一
、

材 料 与 方 法

(一) 供试样吕 供分级用的胡敏酸样品是从长白山暗棕壤中按 《土壤有机质研究法》
t 沼 ’

中的提

取和纯化方法制备而得的
。

(二) 胡敏酸分级 称取精制胡敏酸 7
.

, 克溶于 I。。0 毫升 。
.

2 m ol / L N a o H 溶液中
,

加无水乙

醇于 N o o H 溶液中
,

使乙醇浓度 (v / v ) 从 , 00 m l/ L 逐次增加到 3 0 6 , m l/ L (乙醇 浓 度分 别 为 5 0 。
、
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‘5 0
、
8 0 0

、
1 0 0 0

、
1 2 0 0

、
1 5 0 0

、
1 8 0 0

、
2 3 0 0

、
2 6 7 , 和 3 0 6 5 tn l/ L )得到 1 0 个级分

。

每个级分用离心法
,
把沉淀

从乙醇 一N a 0 H 溶液中分离出来
,

溶于蒸馏水中
,

进行电渗析
,

然后在 50 ℃条件下烘干
。
级分 11 为分

离级分 10 后的溶液放置 8 天后在底部产生的沉淀
。
将分离上述 11 个级分后的溶液在 , 。℃ 水浴上蒸

干
,
将此固形物再溶于水

,

进行电渗析
,

烘千后即得级分 1 2 。

(三 ) 分析方法 胡敏酸各级分的氮素形态分布根据 Br
e m ne 产

】
法测定

。
样品用 6 m ol / L H cl

回流水解 1 2 小时
。
酸解残渣 用 3 3 0 9 / L H : o

:
+ 6 m o l/ L H c l 酸解 1 2 小时

。

氨基酸组成用 日立 8 3 5 一 , 0

型高速氨基酸分析仪测定
。
具体方法为吸取一部分上述胡敏酸的水解液

,

在 50 ℃ 水浴上反复蒸千以除

去盐酸
,

再溶解于 0
.

02 m o l/ L H cl 中
,

离心
,

取上清液供上机用
。

胡敏酸各级分的元素组成在 2 4 oC 型

元 素分析仪上测定
。

光密度在 7 21 型分光光度计上测定
,

样品浓度为 0
.

13 6 m g C / m l
,
溶剂为 。

·

0 2 m “IZL

的 N
“
H C O

, 。
紫外光谱在 日立 2 2 0 A 分光光度计上测定

,

样品浓度为 。
.

0 1 3 6 m g c/ rnl
。
红外光谱用 IR 一 4 4 。

红外光谱仪测定
。
取约 2 00 m g K Br 粉末和 Z m g 胡敏酸样品

,
磨细

,
混匀后压片

,

扫描时间为 8 分钟
,

室

温下测定一次
,
1 50 ℃ 加热 24 小时后再进行第二次测定

。

二
、

结 果

(一 ) 胡教酸各级分的收率

表 1 列人了用酒精分级沉淀法得到的 12 个级分胡敏酸的收率
。

从表可见总回收率

为 70 多
,

其中级分 3
、

级分 4 的量最多
,

两者之和达原样重的 32 外
,

约占总分离量的一半
。

在分离过程中观察到
,

各个级分的颜色依次变浅
,

从黑褐色
一

淡棕色
。

在级分 8 后都有白

色晶状物质出现
,

且随级分数的增加
,

此类物质的量逐渐增多
,

而深色物质减少
,

但白色晶

状物质一旦溶于水又变成棕色或淡棕色物质
。

表 l 胡敏酸各级分的回收率
l

‘

a 卜le 1 Yie ld o f h u m ie a c id f r a e t io n s

古刁敏酸原样

级分 l

级分 2

级分 3

级分 呜

级分 ,

级分 ‘

级分 7

级 分 8

级 分 ,

级分 10

级手卜1 1

级分比

总计

级级 分分 乙醇 /N a o H m l/ LLL 回收率 (Y ie ld )))

FFF r a e t io nnn E : h a n o l/N a o H m l/ LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL
((((( V / V ))) 重量 (m g ))) %

。 , 。r i

鳃咒
m i。 . ‘、ddd

WWWWWWW
e ig h ttttt

古古刁敏酸原样样 5 0 000 7 5 0 000 0
.

1 333

级级分 lll 6 5 000 l 000 3
。

6 000

级级分 222 8 5 000 2 7 000 16
.

8 000

级级分 333 10 0 000 12 6 000 15
.

0 777

级级分 呜呜 12 0 000 1 1 3 000 6
。

5 333

级级分 ,, 15 0 000 4 9 000 7
。

2 000

级级分 ‘‘ 18 0 000 , 4 000 4
。

5 333

级级分 777 2 3 0 000 3 4 000 4
。

9 333

级级 分 888 2 6 7 555 3 7 000 0
。

6 777

级级 分 ,, 3 0 6 555 5 000 2
。

0 000

级级分 1000 3 0 6 555 1 5 000 0
。

4 000

级级手卜1 11111 3 000 7
。

8 777

级级分比比比 5 9 000 6 9
。

7 333

总总计计计 5 2 3 00000

5 0 0

6 5 0

8 5 0

10 0 0

12 0 0

15 0 0

18 0 0

2 3 0 0

2 6 7 5

3 0 6 5

3 0 6 5

(二 ) 胡敏酸各级分的性质
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(l) 元素组成 胡敏酸各级分的元素组成和光密度值列于表 2 。 各级分 C 含量变

动在 50
.

1一56
.

5 % 之间
,

级分之间差异较小
,

且无一定的变化规律
。

H
、

N 含量有依级分

1 到级分 12 序列逐渐增加 的趋势
。 H 含量从级分 3 的 3

.

8 % 增加到级分 12 的 6
.

2沁
,

N

含量从级分 2 的 2
.

8多 增到级分 11 的 5. 2外
,

两者各级分之间的差异都较大
。

级分 1
、

2 有

些例外
。

o 十 S 量变动在 32
.

3一44
.

8务 之间
,

无规律可循
。

C /H 和 C / N 比值依级分 1一

12 的序列逐渐下降
,

而 C / O 比值的变化无规律
,

从 C / H 比值的大小可 以粗略了解胡敏

酸分子中芳香族和脂肪族组分的相对含量
,

比值小表明脂肪族组分较多
,

比值大意味着芳

香族组分含量较高
。

据此
,

可以认为
,

随着级分数目的增大
,

胡敏酸中芳香族组分含量逐

渐减少
,

脂肪族组分含量逐渐增加
。

表 2 胡敏酸各级分的元素组成(无灰千基 ) , E
.

值和 E
,

/ E
.

比值

T a ble 2 E le m e n t a l c o m p o s it io n (d r y
,

a s h f r e e b a s is )
.

E
. a n d E

一

/ E
。

r a t io s o 全 h u m 一e a e id f r a c t io n s

级级分 F r a e t io nnn C%%% H %%% N %%% O + 5%%% C / HHH C INNN C / 000 E
...

胡胡敏酸 原样样 5 0
。

8 222 4
。

5888 3
。

8 333 咭0
。

7 777 1 1
。

lll 1 3
。

333 l
。

333 l
。

0 888

级级 分 111 5 1
。

4 222 3
。

9 777 3
。

8 ,, 呼0
。

7 222 1 2
。

999 1 3
。

222 1
。

333 l
。

布222

级级分 222 5 0
。

2 999 3
。

9 略略 2
。

8 111 4 2
。

9 666 ! 2
。

888 l,
。

999 l
。

222 1
。

4 000

级级分 333 4 8
。

3 777 3
。

8 333 3
.

0 333 4呜
。

7 777 12
。

666 16
。

000 l
。

lll l
。

2 555

级级分 斗斗 , 1
。

0 333 4
。

1000 3
一

3 666 4 1
。

5 111 1 4
。

555 1 5
。

222 l
。

222 l
。

1000

级级 分 ,, 5 2
。

1 333 4
。

1666 3
。

5 ,, 嘴0
。

1 444 1 2
。

,, 14
。

666 l
。

333 0
。

9 444

级级 分 ‘‘ 5 2
。

5 666 4
。

5 222 3
。

8 333 3 9
。

0 999 1 1
。

666 13
。

777 1
.

333 0
。

7 888

级级 分 777 5 3
。

4 999 碍
。

7 555 4
一

呼666 3 7
。

3 000 1 1
。

333 1 2
。

000 l
。

444 0
。

, 222

级级分 888 5 0
。

1444 4
。

6666 4
。

7 333 4 0
。

4 777 10
。

888 10
。

666 l
。

222 0
。

4 000

级级分 ,, 5 2
。

8 000 5
。

2333 5
。

0 333 3 6
。

9 444 10
。

111 10
。

555 l
。

444 0
。

8 111

级级分 1000 5 0
。

6 111 5
。

0 000 5
。

0000 3 9
。

3 999 10
一

lll 10
。

lll l
。

333 0
。

3 333

级级分 1111 5 1
。

1 333 4
。

9 999 5
。

2222 3 8
。

‘666 10
。

222 ,
。

888 l
。

333 0
。

l,,

级级分 1222 5 6
。

5 000 ‘
。

2 444 4
。

9 222 3 2
。

3 444 9
。

lll 1 1
。

555 l
。

77777

表 3

T . ‘le 3 N it r o g e n

胡敏酸各级分的氮紊形态分布(占全 N% )

d is t r ib u tio n i n hu m ie a e id fr a e t io n s ( p e r c e n r a g e o f t o t . I N )

水解性氮 H yd r o ly : a b le N

级 分

F r a c t io n
总撼

T o t a l N

N H才
一N

“一氨基酸N

住一 a n 】I n o

a c id
一
N

氨基 箱 N

人m in o

s u g a r 一N

未知态N

U n id e n r i fie d
一

N

非酸解性N

N o n hyd r o l萝
-

z a b le
一
N

胡敏酸原样 7 ,
。

8

’

{
3 6

.

1

1
;

.

7

{
: 2

.

,

}

级分 2

级分 3

级分 4

级分 6

级分 8

级 分 1 0

级分 12

7 1
。

1 18
。

,

14
。

l

14
。

3

l峪
。

2

13
。

1

13
。

‘

12
一

2

}

3 1
。

3 :::
碍

。

4

3
。

0

2
。

2

2 4
。

4

2 1
。

7

2 6
。

6

2 5
。

3

3 1
。

,

2 9
。

呼

2 8
。

9

2 9
。

3

2 7
.

,

2 0
。

l

2 0
。

2

15
。

1

1 0
。

8

�吕4
1,」曰

.

⋯
月,�班甘.才口O由j.J.j遴

.

,
‘自JO叮O口OJ月‘

:⋯
70对””8984
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表 4

T a b le 4

胡敏酸各级分及其酸解残渣的氮基酸组成 (“
一
氨基酸 N x l。。/总氨基酸 N )

D is t r ib u t io n o f a m in o a c id 3 in h u m ie a e id f r a c tio n s

r e s
id u e s (。

一 a m in o a e id N X 1 00 / T o t a l a m in o

a n d t h e ir o o n h yd r o ly z a b le

a c id N )

级级分 F r a e t io nnn

}
胡敏酸各级”” 胡敏酸各级分的酸解残渣渣

}}}}}
H u m , c ““d ‘r a c , ‘o nnn N o n h yd r o l萝z a b le r e s id u e o fff

hhhhhhh u m ic a e id f r a e r io nnn

胡胡胡敏酸原样样 级分 333 级分 1222 胡敏酸原样样 级分 333 级分 1222

00000 r ig in a lll F r a e t io nnn F r a c t io nnn 0 r g in a !!! F r a e tio nnn F r a e t io nnn

hhhhh u m ie a e iddd 333 l222 hu m ie a e iddd 333 1 222

酸酸性性

{
天门冬。。

1 7
。

4 888 19
。

2 999 1,
。

7 999 1 2
。

6 111 9
。

6 999 13
。

3 444

氨氨基基 { 谷氨酸酸 1 0
。

9 777 12
。

4 333 10
。

3 222 7
。

3 000 4
。

, 999 8
。

7 555

酚酚酚 } 总 量量 28
。

4 555 3 1
。

7 222 2 6
。

1 111 1 9
。

9 111 14
。

2 888 2 2
。

0 999

中中中 苏氨酸酸 6
。

9 777 弓
.

1 222 6
。

9 111 3
。

3333 2
。

2 222 4
。

3月月

性性性 丝氨酸酸 6
。

8 444 5
。

4 222 5
。

4 111 1
。

7 666 2
。

7 222 3
。

5999

氨氨氨 肺 氨酸酸 7
。

8 555 6
。

9 111 8
。

7666 3
。

8斗斗 2 6
。

, lll 6
。

3 888

基基基 甘氨酸酸 15
。

6 999 16
。

2 111 1 3
。

6 555 17
。

3 999 8
。

3 222 12
。

7 斗斗

酸酸酸 丙氨酸酸 1 1
。

今222 1 0
。

9 111 1 1
。

3 222 7
。

3222 7
。

9 000 8
。

8 777

撷撷撷氨酸酸 7
。

1222 6
。

8 222 8
。

2 555 1 2
。

2 666 2
。

2 444 12
。

1222

异异异亮氨酸酸 夕
。

9 111 4
。

0 111 3
。

8 444 2
。

4 666 3
。

1 666 5
。

2 888

亮亮亮氨酸酸 3
。

, ,, 4
。

1 888 8
。

2 222 3
。

6 000 5
。

3 888 9
。

8夕夕

酩酩酩氨酸酸 幻
。

3444 0
。

4 777 3
。

0 333 2
。

0777 5 8
。

8 555 1
。

0 333

苯苯苯丙氨酸酸 6 3
。

1333 6 0
。

0 555 6 9
。

3 999 5 峪
。

033333 0
。

4 333

总总总量量量量量量量 6 4
。

6 555

含含矽矽 肤氨酸酸 0
。

2 444 0
。

0 000 0
。

2 666 0
。

4 666 O
。

8 333 0
。

3 666

萎萎基基 甲硫氨酸酸 0
。

2 44444 0
。

2 111 0
一

4 666 0
。

8 333 0
。

3666

酸酸酸 总量量量量 0
。

4 777777777

碱碱性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性性
氨氨基基 赖氨酸酸 4

。

2 555 3
。

5 444 2
。

5 111 2 1
。

2 111 2 2
。

2 111 10
。

5 333

酸酸酸 组氨酸酸 l
。

8 333 2
。

1 111 l
。

5 222 2
。

3 111 l
。

4 111 0
。

3 555

精精精氨酸酸 2
。

1000 2
。

5 888 4
。

0 333 2
。

0 777 2
。

4 222 2
。

0 444

总总总 量量 8
。

1888 8
。

2 33333 2 5
。

5 999 2 6
。

0 444 12
。

9 222

(2 ) 氮素形态分布 部分级分的氮素形态分布结果列于表 3 。 由表 3 可见
,

从级

分 2 到级分 1 2
,

水解性总氮和氨基酸氮含量逐渐增加
,

且各级分间差异较明显
,

前者从级

分 2 的 71
.

1 务 增加到级分 12 的 8 9. 2外
,

后者从 25
.

1多 增加到 4 6
.

5 %
。

钱态氮和氨基糖

氮则呈现减小的趋势
。

(3 ) 氨基酸组成 表 4 由列人了胡敏酸原样
,

级分 3 和级分 12 的酸解液及其酸解

残渣氧化酸解后的酸解液的氨基酸组成
。

胡敏酸原样及级分 3 的氨基酸组成与一些文献

中报道的非常相似tl4]
。

级分 12 与它们相比
,

氨基酸组成有所不 同
,

前者中的中性氨基酸含

量较高
,

碱性氨基酸则显著较少
,

还不到胡敏酸原样和级分 3 的一半
。

另外
,

中性氨基酸

中的亮氨酸
、

苯丙氨酸等的相对含量彼此间也明显不同
。

酸解残渣的氧化酸解液中的氨

基酸组成二者间也呈现大体上与此相似的差别
。

(4 ) 紫外光谱 紫外光谱结果表明
,

各级分在 2 8 0 n m 处的肩峰随级分数的增大而

越益明显(图 一)
。 K o n o n o v a 和 ^ le x a n d r o v a 认为

,

在 Zso n m 处的吸收峰是木素来源的

芳香化合物的反映 [9]
。

这表明
,

级分数较大的级分中芳环的缩合程度较级分数较小的级
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分为低
,

结构较简单
。

(5 ) 可见光谱 大量的材料表明
,

胡敏酸的光密度值 (E
;
和 E. /E’ ) 在一定程度上

0.s“翻城米婆

曰uojO任.oU已召脚。‘一一鱿曰

可以反映其腐殖化程度和分 子 量 大小 t7. 10] 。

E 。

值较小或 E. / E
.
值较大

,

表明其腐殖化 程

度较高
,

分子量较大 ; 反之 E
。

值较大或 E. / E
‘

值较小则表明其腐殖化程度较低
,

分子量较

小
。

从表 1 可知
,
E
。

值随着级分数的增加而

逐渐减小
,

只有级分 8 和 10 有些例外 ; E ;

/ E
‘

比值的变化刚好与 E ;

相反
,

大体上依级分 2

到级分 12 的序列逐次增大
。

这说明
,

随着级

分 2 到级分 12 的序列
,

胡敏酸的腐殖化程度

逐渐减弱
,

分子量逐渐降低
。

(6 ) 红外光谱 胡敏酸原样及其各级

分在室温和 1 50 ℃ 加热处理后的红外光谱分

别示于图 2 ,

图 3 。 胡敏酸各级分的 红 外 光

谱很相似
,

也和其它土壤胡敏酸相似 [l, 川 ,

它

们均有以下一些吸收带 : 3 4 0 0 c m 一‘ (各种带

氢键的轻基 )
, 2 9o oc m 一‘ , 2 8 50 c m 一’ (月旨肪族

C 一 H 的伸缩振动)
, 2 6 0 0 o m 一‘

(分子中位置

相近的梭基 以氢键缔合引起的 )
, 17 2 0一 17 0 0

。m 一 ,

(梭基和酮基中的 C ~ 0 的伸缩振动)
,

彼长

W a v ‘]e n 皿lh(n m )

图 1 胡敏酸各级分的紫外光谱

Fig
.

1 U v s p e e t r a o f b u m ie a c id f r a e t io n s

16 5 0 。m 一 ,

(拨酸盐的 C== 0
,

酞胺 I
、

芳香族的

C = C )
,

16 0 0 c m 一 ,

(芳香族 C 一 C 及 C一O
,

苯环 )
, 1 5 1 0 。m 一 ‘(酞胺 11)

, 1 4 0 0一 13 9 0 em 一 ,

(酚

类化合物的 C 一 。键振动
、

酚经基的变形振动
,

一 C 0 0 一 的不对称振动 )
,

13 8 0c m 一 ,

(脂肪族

末端的 C H
3

)
,

1 2 , 。一 12 2 Oc m 一‘
(狡基中 C ~ 0 键伸缩振动和 OH 的变形振动 )

, 10 3 0 。。一‘

(多糖或多糖类似物的 C 一 。键以及硅酸盐杂质的 si 一 O 键的伸缩振动 )
。

从图 2 可知
,

依级分 1 到级分 12 的序列
, 2 9 0 0c m 一 , , 2 8 5 Oc m 一 ,

处的吸收强度逐渐增

加
, 1 6 o oc m 一‘处吸收强度逐渐减小

,

说明随着级分数 目的增大
,

脂肪族结构所占比重有所

增力口
,

而芳香族结构所占的比重有所下降
,

这与各级分的 C / H 比值变化所得到的结论相

一致
。

从级分 2 到级分 1 2 ,

在 1 6 , o c m 一‘

及 15 1o c m 一 ‘

处的吸收强度增加
,

说明越是后面

的级分
,

其酞胺态氮的含量也越高
,

这与各级分的元素组成和氮素形态分布的结果相吻

合
。

级分 1
、

2 在 1 7 2 0 c m 一 ,

和 1 4 0 0一 13 9 0c m 一‘处吸收强度比其它级分强
,

说明这两个级

分中含有较高的狡基和酚轻基
。

和加热前的样品相比
,

在胡敏酸各级分加热处理后的红外光谱图上
,

除了由于加热消

除了吸湿水的干扰
,

原有的 3 4 O0 o m 一‘处的最大吸收峰移至 3 2 0 Oc m 一 ‘

处
,

且强度显著减

弱
,

成了一个宽平峰外
,

胡敏酸原样及各级分在 2 3。。。m 一‘处的吸收均增强
,

在 6 弓oc m 一 ‘处

均出现了新的吸收峰
,

这些都是由于 CO :

吸收所引起
,

表明在加热过程中胡敏酸各级分发

生了脱梭反应
。

级分 12 无这两个峰的出现
,

其原 因不详
。

此外
,

胡敏酸各级分在 1 8拍
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4 3 fK I0 2》 乃(x 主。、
波数

Fr equ en ey(e m
一I)

波 数
F r e q u e n e y(cm 一)

图 2 胡敏酸各级分的红外光谱图(室温)

Fig
.

2 IR s Pe c t r a o f h u m ie a ‘id f r a c t io n *

(r o o m t e m P e r a t u r e )

图 3 胡敏酸各级分的红外光谱图(巧。℃
,

24 小时)

Fig
.

3 IR sP e e t r a o f h u m ie a c id f r a c t io n s

(15 0℃ , 2 4 h r * )

。m 一 ,
和 1 7 8 0 c m 一 ,

处出现了两个新的肩峰
,

前者较弱
,

后者较强
,

它们分别是梭酸醉的反

对称祸合和对称祸合引起的
,

表明在加热过程中邻位梭基脱水形成了环醉
。 2 6 0 0 c m

一‘

处

肩峰显著减弱证实了这一点
。

加热后级分数大的级分在 1 6 50 c m 一 ‘

和 15 1 oc m 一 ‘

处吸收强

度明显增强
,

特别是级分 9
、

10
、

1 1 和 1 2 。 根据 G o u ld e n
和 Je n k in s o n 〔8 , ,

此处主要是由

于肤键中的酞胺吸收引起的
,

说明随着级分数目增大
,

氨基酸态氮量明显增大
,

这和各级

分的氮素形态分布的结果是一致的
。

三
、

讨 论

本工作的结果表明
,

随着溶液中乙醇浓度的增加
,

胡敏酸各级分的分子量(颖粒量)和

芳香族组分的相对含量逐渐减小
,

腐殖化程度逐渐降低
,

而其全氮量
,

水解性总氮
、

氨基酸

氮及脂肪族组分的相对含量逐渐增大
。

这说明
,

酒精分级沉淀法是一种能将胡敏酸样品

按其分子量
、

腐殖化程度和氮素形态分布分成较均一的不同级分的较有效的方法
。

一般根据凝胶分级法得到的不同分子量大小的级分中
,

分子量大的级分不仅全氮量
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高
,

而且酸解性氮
、

氨基酸氮的相对含量也高 [4] 。 。

但用酒精分级沉淀法得到的各级分中
,

除级分 l外
,

分子量大的级分不仅其全氮量低
,

而且其水解性氮
、

氨基酸氮的相对含量也

低
。

同为分子量大的级分
,

为何其含氮量及氮素形态分布却截然不同
。

对此
,

我们认为这

可能是由于通常的胡敏酸制品是两种不同的缩聚物的同系物之混合物
,

因而 当用两种不

同原理的分级方法时得到了不同的结果
。

已经知道
,

用酚
、

蚁酸等可以从胡敏酸中分离出

富含蛋白质的部分 ; 另外
,

胡敏酸通过氢型阳离子交换树脂时
,

其氮含量将显著减少
。

这

说明
,

通常的胡敏酸制品中除胡敏酸本身外
,

还含有较富含氨基酸氮的组分
,

它们可能系

通过氢键与胡敏酸相结合
【,.1 ,] 。

凝胶分级法是根据分子的大小
、

形状进行分级的
。

蛋白质或多肤为长链化合物
,

它们

或者以氢键与胡敏酸结合
,

或者少量单独存在
,

这些都为大分子
,

因此分子量较大的级分

中全氮量
、

氨基酸态氮含量都高 ;而分子量小的级分中
,

与胡敏酸结合的只是一些较短的

肤链
,

因此分子量小的级分中不仅全氮量低
,

而且氨基酸态氮含量也低
,

而未知态氮的相

对含量较高
。

酒精分级沉淀法是根据同一聚合物 中不同分子量部分加人沉淀剂后临界沉

淀点不1司进行分级
。

由于胡敏酸的碱溶液中加人 了无水乙醇
,

使氢键遭到破坏
,

因而通过

氢键相连的多肤同真正的胡敏酸部分分离
。

胡敏酸的碱
一

醇体系是多种物质的混合体系
,

在有乙醇存在的情况下
,

由于乙醇的脱水作用及根据相似相溶的原理
,

颗粒量大
,

芳环缩

合度高
,

结构复杂的真正胡敏酸部分以及少量长链多肤
,

在碱
一
醇的水溶液体系中的溶解

度将变小或发生了凝聚作用而优先沉 淀
。

随着乙醇浓度增大
,

分子量较小
,

含脂肪族组分

较多
,

链较短的多肤及含有孤立苯环的多肤也逐渐沉淀出来
。

脂肪族组分含量高及少量

与孤立苯环相连的多肤 由于其在乙醇中溶解度大
,

最后仍留在溶于乙醇的部分中
。

级分

12 的氨基酸组成与胡敏酸原样和级分 3 存在着差异的事实也支持这一点
。

因此
,

用酒精

分级沉淀法得到的胡敏酸各级分
,

分子量较大的级分中氮含量较低
,

而分子量较小的级

分
,

氮含量较高
。

应当指出
,

由于混杂物的存在
,

上述无论哪一种分级方法得到的结果均不能反映真实

胡敏酸各级分中氮素分布状况的实际情况
,

包括氮素的含量及其变异规律
。

张德和和刘

登良曾报道
,

利用溶剂梯度淋洗法得到的不同级分的风化煤富里酸中
,

其含氮量大体上随

级分分子量的增大而增多
【31 。

该富里酸在分级前已经过甲基化处理
,

即已排除其它含氮

化合物与富里酸通过氢键相结合的可能性
。

土壤真正胡敏酸分子量不同的各级分中氮素

的分布规律如何还有待于进一步研究
。

参 考 文 献

卜 文启孝
、

彭福泉
、

林心雄 , 19 8贬 土壤有机质 , 中国土壤
, 3 90 一 ”9 页 , 科 学出版社

。

2
.

文启孝 等 , l, 8七 土壤有机质研究法
。

农业 出版社
。

3
.

张德和
、

刘登良 , ”81 ; 吐鲁番风化煤黄腐酸的结构表征
。

燃料化学学报
, 第 10 卷 2 期

, 1 21 一 1 28 页
。

今
.

A n d e r 3 o n ,

H
.

A
. , a n d H e p b u r n , A

.

, 19 7 7 : F r a e t io n a t io n o J h u m l c a ‘id b y g e l Pe r m e a [ io n

e h r o m a r o g r a P h y
.

J
.

5 0 11 S e i
.

2 8
:
6 3 4一 6 4 4

.

,
.

B ie d e rb e ek
,

V
.

0
.

a n d Pa u l
,

E
.

A
. ,

一9 7 3 : F r a e rio n a t i o n o分 5 0 11 h u m a t e w l t士飞 P匕e . 名又ie s o lv e n t -

a o d p u r ifie a t io n o f th e n it r o g e n r ie h p o r o io n w : t h p o ly v in g lP r o lid o n o
.

5 0 11 S e i一 1 5 (5 ) : 3 5 7一 3 6 6
.

l) 彭福泉等 , l , 84: 全 国第 三次腐殖酸化学学术讨论会论文集
,



2 , 8 土 墩 学 报 3 1 卷

6
.

B r e m n e r
,

J
.

M
. ,

1 9 6 5 : T he f o r m s o f o r g a n ie n io r o g e n
,

in “ M e , h o d s o f 5 0 11 A n a l萝5 15 ” (B la ek
,

C
·

A
.

e d
.

)
,

A m
.

S o e
.

o f A g r o ,

Pp
.

12 2 8 一王2 5 5
,

W is e o n s in
,

U SA
.

7
.

C h e n
,

Y
. ,

S e n e 。1
.

N
. ,

a n d s‘h n it z e r ,

M
. ,

19 7 7 : In f o r口 a t io n p r o v
ie d o n h u o ie s u b s t a n e e s by E

一

/ E
-

r a t e s
.

5 0 11 S c i
.

S o e
.

A m J
. ,

今1 (2 ) : 3 , 2一 3 5 8
.

8
.

G o u ld e n
.

J
.

D
.

5
.

a n d J e n k is o n
,

D
.

5
. ,

19 , 9 : S t u d ie s o n rh e o r g a n c m a t t e r e x t r a c te d f r o m 5 0 1 15

a n d e o m P o , r
.

J
.

5 0 11 S e i
.

2 0 : 2 64 一 2 7 0
.

9
·

K o n o n o v a
.

M
.

M
.

a n d A le x a n d r o v a
,

1
.

V
.

1 9 7 3 : F o r m a t io n o f h u m ie a e id s d u r i n g p la n r r e s id u e

h u m ifie a 〔io n a n d th e i r n a t u r e
.

G e o d e r m a
.

9 : l, 7一 16 4
.

1 0
.

K u m a d a
,

K
. ,

1 9 6 5 : S t u d ie s o n th e e o lo u r o f h u m ic a e id 二 5 0 11 S e i
.

Pla n : N u t r
. ,

1 1 (4 ) : 1 1一1 6
·

1 1
·

K u m a d a
,

K
.

a n d K a 钾 a m u r a .

Y
. , 19 6 8 : o n th o f ra c tio n a t io n o f hu m i e a c id s by a f r a c rio n a l

P r e c ip it a t io n t e e h n iq u e
.

1 4(5 )
: 1 98一 2 0 0

.

12
·

K yu m a ,

K
. , 19 64 : A f r a c t io n a l p r e c ip it a tio n t o e h n iq u e a p p lie d t o . o il h妞 m sc s u b s t a n e e s

·

5 0 11

S ei
.

Pla n t N u t r
.

10 : 3 3一3 5
.

13
.

s e h n it : e r ,

M
.

a n d sk in n e r 5
.

1
.

M
. , l, 6 8 : e el filt r a t io n o f fu lv ie a e id

, a 5 0 11 b u m ic e o m p o u n d
·

In “ Is o t o p e . a n d R a d ia rio n in 5 0 11 o r g a r 二 e M . t t e r . s t u d ie 一 p p
.

碍一, 5
.

In t e r n a t io n a l A ro m ic

E n e r g 萝 A g e n e y
.

V ie n n a
.

l呜
·

5 I e v e n s o n
.

F
·

J
. ,

1 , 8 2
:
o r g : n ic fo r m s o f 0 0 11 n it r o g e n

,
“ In H u m u s C h e m is t r y

.

” p p
.

, 5一8 9
·

N e .

Y o t k
.

15
·

s , 1ft
,

R
·

5
.

a n d Po 一n e r ,

A
.

M二 l, 7 2 : N it r o g e n
.

p h o s p h o r u s a n d s u 功 h u r e o n t o n r 一 o f hu m ic

a c id s f r a c ri o n e d 份itb r e o p e c t t o rn o le e u la r w e i g h t
.

J
.

5 0 11 s c i
·

2 3 : 5 0一 , 7
·

FR A C T IO N A T IO N O F H U M IC A C ID B Y FR A C T IO N A L

PR EC IPIT A T 10 N T E C H N IQ U E

Z hu o S u n e n g a n d W e n Q ix ia o

(1 . , r it . , , 0 1 5 0 11 5 ‘ie 。‘, .

才‘a d , 二 , a s i. ie 。
,

N o , 护‘. 君
,

z 一0 0 0 8 )

S u m m a r y

A h u m ie a e id e x tr a e ted fr o m d a r k b r o w n 50 11 w a s fr a e t io n a t ed b y th e fr a c t io n al

Pr e c iPit a t io n te c h n iqU
e in t o 12 fr a e t io n s w h ic h w e r e c h a r a e te r iz e d b y v a r io u s m e th

-

o d s
.

R e s u lts sh o w e d th a r w ith th e in c r e a s e o f a le o ho l c o n c e n tr a t io n
,

t h e d e g re e o f

h u m ific a t io n a n d m o le c u la r w e ig ht o f h u m ic a c id f r a c t io n s thu s o b ta in e d sh o w e d a

te n d e n ‘y t o d e e r e a se g r a d u a lly
,

to t a 1 N
, th e r ela t iv e e o n te n ts o f t o t al hyd r o ly : a ble

N a n d a m in o a c id N in e r e a s e d p r o g r e ss iv ely b u t th e a m in o s u g a r N a n d N H才一N

d e c r e a s e d
·

T h e p o ss ib le r e a s o n fo r c a u s in g the d iffe r e n e e b e t w e e n the r e s u lts g o t b萝

th is m e th o d a n d the g e l filtr a t io n m e t ho d 15 d is c u ss e d
.

Ke 了 w o r d . H u m ie a c id
,

F r a e t io n a l p r e e ip ita tio n t e c hn iq u e
,

N itr o g . n d io t
-

r ib u tio n


