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 چکیده

 
های بیوشیمیایی و شیمیایی د که بوسیله واکنشنباشهای مختلف میو غیرهمگون با اندازه چیدهپیهای مواد هیومیک مخلوط

ر افزایش استفاده از مواد هیومیک دگردند. در طول فرآیند پوسیدن و تغییر شکل بقایای گیاهی و میکروبی تشکیل می

ق و گذاران برای یافتن روش دقیکنندگان و قانونمندی فزاینده در بین تولیدکنندگان، مصرفعلاقهکشاورزی باعث ایجاد 

بدلیل اینکه هیومیک اسید  سازی هیومیک و فولویک اسید در محصولات تجاری و مواد خام شده است.قابل کاربرد برای کمی

بسیار  سازی دقیق آنکردن یک روش آنالیز برای کمیباشد، پیدا دارای یک تعریف مشخص و ساختار شیمیایی ثابتی نمی

های تجاری برای تخمین مقدار هیومیک و فولویک اسید، باشد. لکن، در حال حاضر چهار روش توسط آزمایشگاهمشکل می

مواد شود. اساس هر چهار روش بر پایه حلالیت ها( استفاده میها و مشتقات هیومیک اسید )برای مثال عصاره هوماتهومات

سنجی کمی که بر اساس روش مهلیچ ها شامل یک روش رنگباشد. این روشهای قلیایی رقیق استوار میهیومیک در محلول

منتشر  44081که در حال حاضر بعنوان استاندارد ملی شماره  ISO 5073 سنجی( توسعه یافته است، روش حجم4891)

بوده ( CDFA)وسعه یافته بوسیله دپارتمان غذا و کشاورزی کالیفرنیا سنجی که یکی از آنها روش تشده است و دو روش وزن

سنجی، سنجی و حجمدر روش رنگ شود.نام برده می "(NSM) دیجد استاندارد روش"و دیگری روشی کمی است که بعنوان 

ها، قندها، اسیدهای چرب و دیگر مواد اسیدها، پروتئینفولویک اسید و دیگر ترکیبات محلول در آب و قلیا شامل آمینو

هیومیکی نیز استخراج خواهند شد، و در نتیجه در این دو روش مقدار هیومیک اسید به تنهایی تخمین زده نخواهد شد و هر 

بر  NSMچه مقدار این ترکیبات در نمونه بیشتر باشد میزان بیش برآورد مقدار هیومیک اسید نیز بیشتر خواهد بود. روش 

باشد که از اصلاح روش کلاسیک بدست آمده است. در روش استخراج هیومیک و فولویک اسید از مواد طبیعی می اساس

ساکاریدها، قندها، آمینواسیدها، پروتئینها، اسیدهای چرب، این روش متمایز کردن فولویک اسید از ترکیباتی مانند پلی

ذیر پمحلول قلیایی قوی همراه با مواد هیومیکی استخراج گردند، امکانکربوهیدراتها، لییدها و غیره که ممکن است توسط یک 

پذیرفته شده و ( HPTA)و انجمن تجارت مواد هیومیک  (IHSS) باشد. این روش توسط انجمن بین المللی مواد هیومیکمی

 گردد.یدر حال حاضر بعنوان یک روش مرجع توصیه م NSMاست. بنابراین روش  ISO 19822استاندارد مبنای 
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 مقدمه
از اجزاء اصلی مواد آلی ( HS)  1مواد هیومیک

های در خاک، آب و همچنین ته نشست( NOM) 2طبیعی

شناسی از قبیل رسوبات دریاچه، پیت، زغال قهوهآلی زمین

پوسیده  گیاهیای بقایای باشند. رنگ قهوهها میای و شیل

بدلیل حضور مواد هیومیکی بوده و آنها در ایجاد رنگ قهوه

سطحی مشارکت دارند. آنها از اجزاء  ای یا سیاه در خاک

-اصلی مواد آلی طبیعی در آبهای سطحی بوده و در غلظت

-بتالاتوانند باعث رنگ سیاه بخصوص در های بالاتر می

ها و نهرها گردند. مواد ، دریاچهایهای آب شیرین قهوه

باشند که بر روی ترکیبات بسیار مهم خاک میاز هیومیک 

ث تأثیر داشته و باعآن ایی و فیزیکی یخصوصیات شیم

 های خاکی ودر سیستمشوند. بهبود حاصلخیزی خاک می

آبی مواد هیومیک شیمی، چرخه و قابلیت دسترسی عناصر 

همچنین انتقال و تخریب مواد سمی و مواد شیمیایی آلی و 

 هایمواد هیومیک مخلوطدهند. را تحت تأثیر قرار می

د که نباشهای مختلف میو غیرهمگون با اندازه پیچیده

 یندآرف های بیوشیمیایی و شیمیایی در طولبوسیله واکنش

 بقایای گیاهی و میکروبی تشکیل پوسیدن و تغییر شکل

شدن گویند. لیگنین  3هوموسی گردند. به این فرآیندمی

تبدیلات آن و  حاصل از تغییر و گیاهی و محصولات

همچنین پلی ساکاریدها، ملانین، کاتین، پروتئین، لیپیدها، 

 اسیدهای نوکلئیک، ذرات ریز زغال ترکیبات مهم مشارکت

انجمن بین المللی مواد هستند )در این فرآیند  کننده

 .(8122هیومیک، 

مواد هیومیک در حال گسترش استفاده از بازار 

شود. این بوده و بعنوان طلای سیاه کشاورزی شناخته می

طور روزافزونی برای استفاده در کشاورزی محبوبیت همواد ب

بر (. مواد هیومیک 2222آسینگ و همکاران، ) اندپیدا کرده

 های استخراج کننده اسیدی یاشان درمحلولاساس حلالیت

یک شوند که شامل: هیومقلیایی به سه جزء اصلی تقسیم می

                                                           
1Humic substances 
2Natural organic matter 
3Humification 
4Leonardite 
5Lignite 

اسیدها که در بر گیرنده جزء محلول در قلیا و غیر محلول 

در اسید، فولویک اسید، جزء محلول در قلیا و محلول در 

که با اسید و قلیای رقیق استخراج  اسید و جزء هیومین

 تلفءمخاجزا .باشدها نامحلول میو در این محیط شودنمی

به  (نیومیه و دیاس کیفولو ،اسید کیومی)ه کیومیمواده

 یعنصر ترکیب بسیاری از خصوصیات شیمیایی نظیر لحاظ

، اکسیژن (N)نیتروژن  (،H) ، هیدروژن(C) )برای مثال کربن

(O)های عاملی و همچنین منبع تولید یکسان (، تنوع گروه

ف های مختلهستند، اما چیزی که باعث تفاوت بین بخش

 ساختمان شود اندازه ذرات در هر بخش،مواد هیومیکی می

ناصر نسبت ع مواد هیومیک )درجه آروماتیکی و آلیفاتیکی(،

  های عاملی است.و کمیت گروه

با ) فولویک اسید ترکیبی با وزن مولکولی پایین

طول و قطر  نیانگیدالتون وم 2222کمتر از  یوزن مولکول

و فعال از نظر  (نانومتر 2و  02 بیها به ترتماکرومولکول

اما در مقابل هیومین شامل  ؛باشدهای عاملی میکمیت گروه

 0222ترکیباتی با وزن مولکولی بالا )وزن مولکولی بیش از 

ت. های عاملی اسدالتون( نسبتاً با فعالیت کم از نظر گروه

که  باشدها میهیومین غالباً آمیخته با مواد معدنی نظیر رس

شود. های عاملی این مواد میاعث بلوکه کردن گروهاین ب

ها شود که هیومین در اکثر محلولاین عوامل باعث می

غیرمحلول باشد. هیومیک اسید خصوصیاتی بینابین این دو 

های عاملی فعال آن نسبت به فولویک گروه را دارد. گروه

اسید کمتر و نسبت به هیومین بیشتر است و از نظر وزن 

 2222با وزن مولکولی بین نیز بین ایندو قرار دارد ) مولوکلی

(. هیومیک و فولویک 1282استیونسون، )(دالتون 0222تا 

شوند که بطور ها استخراج میاسید در مقادیر زیاد از هومات

-های آلی با مواد هیومیک بالا یافت میطبیعی درانواع سنگ

این مواد شامل  .(2221سیمندل و همکاران، شوند )

شناسی اکسید شده از رسوبات زمین 0)لیگنیت 4لئوناردیت
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)برای مثال  1خاص در داکوتای جنوبی(، لیگنیت هوادیده

های و انواع سنگ 2اکسید شده(، زغال سنگ نیمه بیتومینه

 باشندیم 0و سنگ رسی 4، شیل3سنگدار از قبیل گلکربن

ها (. هومات1292؛ کوهانسکی، 1223هافمن و همکاران )

بعنوان مواد خام بوده و عصاره آنها )برای مثال هیومیک و 

فولویک اسید( به بازار عرضه شده و به عنوان کود و بهساز 

ته نکشود. خاک به جوامع کشاورزی و باغبانی فروخته می

هیومیک و فولویک اسیدهای متعلق قابل توجه این است که 

 ،یکسان انواع متعلق به یک منبع حتیبه منابع مختلف و 

توانند از نظر ساختار بطور قابل توجهی با هم اختلاف می

( 9/آلیفاتیکی0داشته باشند )بطور مثال در درجه آروماتیکی

 (.1289ویلسن، )

مواد هیومیکی با وجود اینکه نسبت به تخریب 

بیولوژیکی بسیار مقاوم هستند ولی از نظر شیمیایی بسیار 

ها بر روی هیومیک و باشند. بسیاری از دادهفعال می

فولولیک اسید و هیومین به خصوصیات متوسط و یک 

مولکولی متنوع  وزن و ساختار بزرگ ترکیبات با مجموعه

گردد. ساختار و خصوصیات دقیق یک نمونه ماده بر می

هیومیک بستگی به منبع آب یا خاک و شرایط خاص 

ک هیومی ،یات میانگیناستخراج دارد. با وجود این خصوص

اسید، فولویک اسید و هیومین از منابع مختلف بطور قابل 

انجمن بین المللی مواد هیومیک، ) باشندتوجهی مشابه می

8221). 

یکی در کشاورزی افزایش استفاده از مواد هیوم

مندی فزاینده در بین تولید کنندگان، باعث ایجاد علاقه

برای یافتن روش دقیق و گذاران و قانون مصرف کنندگان

سازی هیومیک و فولویک اسید در قابل کاربرد برای کمی

بنابراین با توجه به ؛ محصولات و مواد خام شده است

-های مختلف اندازهروشبررسی  ، در ایناهمیت این مسئله

ا و ها تکیه بر مبانی روشبگیری هیومیک و فولویک اسید 

. امید قرار گرفتارزیابی مورد نقاط ضعف و قوت آنها 

                                                           
1Weathered lignite 
2Subbituminous coal 
3Mudstone 
4Shale 

است این تحقیق بتواند در افزایش دانش افرادی که با مواد 

 تولید کنندگان مواد کودی هیومیکی سرکار دارند، بخصوص

و کارشناسان آزمایشگاه که مسئولیت تجزیه این مواد را بر 

 مفید واقع شود. ،عهده دارند

 

 استخراج، جداسازی و خالص سازی مواد هیومیک

-هیومیکی واقعی را اندازهبرای اینکه بتوانیم مواد 

 م.باشیم نیازمند یک روش تجزیه مناسب میگیری نمایی

استخراج، جداسازی روش تجزیه هیومیک شامل سه بخش 

سازی باشد که جداسازی و خالصسازی میو خالص

 ریناپذ ییجدا هایبه عنوان بخش ،یعمومتصوربرخلاف 

بدست آوردن آن باشند که هدف میاستخراج  هایروش

ده و ش ترکیبات هیومیکی واقعی است که از یکدیگر جدا

واقعیت د. نباشها میهمراه یا آلایندهناخالص عاری از مواد 

این است که هنگامی که از یک محلول قلیایی رقیق برای 

 شود، علاوه بر هیومیکاستخراج هیومیک اسید استفاده می

اسید، فولویک اسید و برخی دیگر از ترکیبات محلول در 

ا و هها، اسیدهای چرب، لیگنوسولفوناتنظیر پروتئینقلیا 

ن بنابرای؛ شوندها استخراج میبرخی از انواع کربوهیدرات

کیبات و سایر تر درصورتیکه هیومیک اسید از فولویک اسید

-خالص مناسب له روشنشده و بوسی سازیجدا محلول

 هیومیک اسید حاصله را مخلوط تواننمیسازی نشود، 

لوط به مخ نیز . همانطور که در صنایع شیمیاییتلقی نمود

ویند گفرمیک اسید نمی ،فرمیک اسید و دیگر اسیدهای آلی

شده و به  سازیمگر آنکه این اسید از دیگر اسیدها، جدا

قدر کافی خالص گردد. موفقیت روش استخراج وابسته به 

 .(2214)تن،  باشدمی صحیح گیرعصارهاستفاده از محلول 

 

 8گیرهاعصاره

از  اساااتخراج مواد هیومیک هاای اولیه روشدر 

NaOH  مواد  یبرا آلدهیا یاکاه بعنوان اساااتخراج کننده

5Claystone 
6Aromaticity 
7Aliphalicity 
8Extractants 
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 شرفتیلاکن با پ. شدیم استفاده بود، شده رفتهیپذ کیومیه

 نیامناسااب بودن  سااتم،یدر قرن ب دیاساا کیومیه یمیشاا

 شد دهیکش چالش به دانشمندان از یتعدادتوساط   هاروش

؛ برمنر، 1203 همکاران، و دباخ؛ 1290 همکارن، و گی)فل

 جادیا مورد در که ییهاینگران(. 1242 ناد،ی؛ چاام 1202

وجود داشت  NaOH ریگعصاره توسط یمصنوع راتییغت

 گیرباعث شااد تا یک جسااتجوی جهانی برای یک عصاااره

برای اساااتخراج مواد هیومیک مناسااابتر  جدید که احتمالاً

( 1204براساس نظر وایتد و تینزلی ) ، شاروع شاود.  اشاد ب

های زیر را برای یک حلال مناساااب مواد هیومیک ویژگی

 وثاابت  تیا قطبتوان در نظر گرفات. نخسااات اینکاه   می

 یلکولهامو یپراکندگ رتا د باشد داشته ییبالا کیالکترید

 اءجزا ای مولکول اندازه نکهیکمک کننده باشد. دوم ا باردار

بااشاااد تاا اجزاء حلال بتوانناد به سااااختار     کوچاک آن 

 یوندهایپ شکستن ییتوانا. بعلاوه ندینفوذ نما کیومیمواده

 یبرا نیگزیجااا یهاااگروه جااادیا و موجود یدروژنیااه

 داشاااته راحلال -کیومیه یدروژنیه یوندهایپ لیتشاااک

 یونهایکات کردن رمتحرکیغ ییتوانا دیبا تی. در نهاباشااند

دار اگر به مق هاونیکات نیا رایز؛ داشااته باشااند زیرا ن یفلز

 امدج ذراتپراکندگی  از باشند وجودداشتهدر نمونه  یکاف

(. اساتفاده از حلال مناساب   1280 ز،ی)ه کنندیم یریجلوگ

( 1224) ونساون ی. اسات خواهدکرد کمک کاملبه اساتخراج  

 طیراش یستیبا لآدهیروش استخراج ا کیداشت که  دهیعق

 .باشد رراداشتهیز

بایستی منجر به جداسازی مواد بدون تغییر در  .1

 .آنها گردد

-ناخالصی از مواد هیومیک استخراج شده عاری .2

 د.نهای چند ظرفیتی باشرس و کاتیونهای معدنی از قبیل 

 تا ما مطمئن استخراج کامل یا نزدیک به آن باشد .3

های واد هیومیک استخراج شده شامل جزءشویم که م

 باشد.مختلف از تمام دامنه وزن ملکولی می

 ها باشد.روش قابل کاربرد برای تمام خاک .4

                                                           
1 International Humic Substances Society (IHSS) 
2Soil Science Society of America (SSSA) 

یر غ های آلی و معدنی تقریباًاجتناب از استخراج ناخالصی

ل ستی حسازی بایممکن است. لاکن این موضوع در خالص

-دیگر را میباشد. سه معیار گردد و موضوع استخراج نمی

؛ 1290)فلیگ و همکارن،  توان بصورت زیر خلاصه نمود

 :(1204برمنر، 

واکنشگر نبایستی بر ماهیت فیزیکی و شیمیایی  .1

 مواد هیومیک استخراج شده تاثیری داشته باشد.

واکنشگر بایستی قادر باشد بطور کمی مواد  .2

 هیومیکی را از خاک خارج یا جداسازی نماید.

 ،های معدنیها، تعداد زیادی حلالسالدر طی 

کننده آزمایش چند عامل کمپلکسهای آلی و انواع حلال

ر در حال حاض است کهچندین روش توسعه یافته  و اندشده

ج و جداسازی مواد هیومیک از خاک و سایر برای استخرا

ها شود. از جمله این روشاستفاده میبسترهای این مواد 

ین انجمن ب ای توسعه یافته توسطروش تجزیهبه توان می

، انجمن (1229هیز و همکاران، )  1هیومیکمواد المللی 

(، 1224(، استیونسون )b1282اشنیتز، ) 2علوم خاک آمریکا

. اگر اشاره کردو تعداد زیادی روش دیگر  (1220تن )

مهارت در افزایش های مختلف برای تغییراتی که روش

آنالیز انجام گرفته، نادیده بگیریم، عنصر کلیدی در تمام 

 باشد. مطالعاتی وجودمی NaOHهای فوق هنوز روش

در حد  NaOHدهند روش استفاده از دارند که نشان می

تن و ) هدف مورد نظر می باشدمعینی قابل اعتماد برای 

 ( که1280اورلو ) مشاهدات توسط نای (.1224همکارن، 

را  یکیمحصولات هوم NaOHبا  معتقد است که استخراج

 یفیک یهاو هم از جنبه جبنه کمیهم از  کند کهیم دیتول

 .شده است دییتأ ،است دیتول قابل باز

 

 3واکنشگرهای معدنی

های معدنی های متمادی حلالدر طول سال

شان در استخراج ترکیبات هیومیک زیادی برای اثربخشی

؛ 1202)اشنیتز و همکاران  اندمورد ارزیابی قرار گرفته

ده کردن ردر برآو آنها و معمولا نتایج (1200استیونسون، 

3 Inorganic Reagents 



 111/  1931/  1/ شماره  7نشریه علمی ترویجی مدیریت اراضی/ جلد 

ده متفاوت بو آلگیر ایدهدو شرط ذکر شده برای یک عصاره

 می بازهای رقیقها، برای مثال . بعضی از واکنشگراست

ند. سازتوانند شرط استخراج کمی جزء هیومیک را بر آورده 

خواص فیزیکی و  همه این بازها مشکوک به تغییرلیکن 

و  فلیگ) باشندیایی مواد هیومیک استخراج شده میشیم

م (. در حال حاضر نیز یکی از موضوعات مه1290همکارن، 

احتمال ایجاد تغییرات مصنوعی توسط استخراج  ،تحقیقات

که برای  باشد. تعدادی از واکنشگرهای معدنیمی هاکننده

آورده شده است.  1شوند در جدول ده میاستخراج استفا

 یعقیده دانشمندان بر این است که از میان واکنشگرها

ورده کردن دو شرط ذکر شده آبرای بر NaOHلیست شده، 

 واد شیمیاییگیر ایده ال نسبت دیگر مبرای یک عصاره

توان را می NaOHباشد. استفاده از لیست شده مناسبتر می

 ها برای استخراج هیومیک اسید بوسیلهتا اولین تلاش

 و دیگر پیشگامان دانش نیر، آچارد، مولدر و برزیلیوسدوبر

 NaOH کننده استخراج .مواد هیومیک دنبال نمود

بطور گسترده  استخراج بعنوان یک روش سالهاست که

مکانیسم عمل  .(2214)تن،  شودو استفاده می پذیرفته شده

گیرهای لیست شده در استخراج مواد هیومیک را عصاره

ها که گیرعصاره از ایتوان به دو شکل توضیح داد. دستهمی

بالا دارند، از طریق افزایش بارهای منفی  pHقلیایی بوده و 

سطح ذرات باعث ایجاد دافعه بین ذرات شده و موجب 

)مواد آلی خاک و در درجات بسیار  شوندمیپراکندگی 

بالاتر مواد هیومیک دارای مقادیر بسیار بالایی بارهای 

بار سطحی این مواد را  pHهستند و افزایش  pHوابسته به 

 تر کردن. غلیظرابر افزایش دهد(ممکن است تا چندین ب

محلول قلیایی برای این منظور کمک کننده خواهد بود اما 

های اکسیداسیونی در ممکن است خطای حاصل از واکنش

این رابطه مسئله مهمی باشد که باید مورد توجه قرار گیرد. 

موجب افزایش  هاگیربعلاوه وجود سدیم در این عصاره

ESP افزایش می 10آن به بیش از  شده و وقتی که مقدار-

یابد به کمک خواهد کرد. بایستی دقت نمود که افزایش 

گیر ممکن است اثر عکس بر داشته باشد. غلظت عصاره

محلول  ECگیر موجب افزایش افزایش غلظت عصاره

-شود و این افزایش باعث انعقاد محلول میگیر میعصاره

پایین بهترین شرایط برای دیسپرس  ECبالا و  ESPشود )

نیسم مکا (.یک سیستم کلوئیدی انعقاد یافته استکردن 

ل ها تشکیکنندهواع کیلیتگیرها مثل انعمل سایر عصاره

های چند ظرفیتی است که بارهای مواد کمپلکس با کاتیون

کنند و آنها را به کلوئیدهای غیر آلی هیومیک را خنثی می

-دهند. واضح است هنگامی که عصارهیها پیوند منظیر رس

ها را بلوکه کند، مواد هیومیک آزاد شده و گیر این کاتیون

 شوند.در محلول معلق می

 

 استفاده شده برای استخراج مواد هیومیک معدنی واکنشگرهای -1جدول 
 اسیدها بازها و نمک ها

0.1 N NaOH 0.025 N HF 

0.5 N NaOH 1% H3BO3 

0.1 M Na2CO3  
0.5 M Na2CO3, pH 10.5  
0.2 M Na citrate, pH 7.0  

0.1 M NaF  
0.1 M Na4P2O7, pH 7.0  

0.1 M Na4P2O7, pH 9–10  
0.2 M Na2-EDTA  
0.1 M Na2B4O7  

Urea  

 

اگرچه برخی اصلاحات مطابق با امروزه 

های جدید در روش اولیه استخراج اتفاق افتاده داستاندار

ت عقیده بر این اس .مانده است بدون تغییرمبانی است ولی 

ر در جداسازی کمی مواد گموثرترین واکنش NaOHکه 

باشد. جداسازی می دیگر ها و سایر موادهیومیکی از خاک

سازی یکی دیگر از در طول فرآیند خالص NaOHآسان 
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باشد. لاکن استفاده از این واکنشگر های آن میمزیت

-سیداسیون خودکار مواد هیومیکی میمشکوک به ایجاد اک

از  NaOHو هیومیک اسید استخراج شده بوسیله  باشد

با هیومیک اسید استخراج شده  Oو  C، N ینظرمحتوا

(. برای 1280هیز، ) بوسیله دیگر واکنشگرها متفاوت است

 تحتشود استخراج می به بر این مشکل، معمولا توصیهغل

؛ b1282؛ اشنیتزر، 1280هیز، ) انجام گیرد 2Nاتمسفر گاز 

های صورت گرفته تلاش. (1209چودری و استیونسون، 

ین المللی مواد هیومیک برای استاندارد کردن بتوسط انجمن 

در روش استفاده از  بوده است.های استخراج مفید روش

NaOH ، استفاده از یک محلولNaOH0.1 M   توصیه

 M NaOH 0.5شده است زیرا این محلول نسبت به 

و به این  (1290؛ پرس و فلبک، 1220)تن،  ضعیفتر بوده

دهد. برای تغییرات مضر را کاهش می احتمال ایجادتیب تر

 21/2 های خیلی ضعیفهای کیفی استفاده از محلولبررسی

باشد. بهتر می M NaOH 0.1نسبت به  مولار 221/2تا 

 NaOHده شناخته شده، هرچه محلول عبعنوان یک قا

ا استخراج می شود، ام یبیشترمواد هیومیک تر باشد، قوی

تغییرات شیمیایی در ماده هیومیک استخراج  احتمال ایجاد

 شده بیشتر خواهد شد.

اگر چه به اندازه  (7O2P4Na) سدیم پیروفسفات

NaOH  باًغالولی ، یی نداردکارادر استخراج مواد هیومیکی 

هایی که محتوای برای استخراج مواد هیومیک از خاک

بر  شود. عقیدههای آنها بالاست استفاده میاکسیدسزکوئی

و دیگر یونهای  Al ،Feشدن فسفات با این است که کلیت

تحریک اکسیدی فلزی انحلال مواد هیومیک را سزکوئی

 دندهرو استخراج آنها را افزایش میو از این  کرده

کننده یلیتهای ک(. همچنین دیگر عامل1201)کونونووا، 

مواد استخراج  برای منظورهای مشابه در EDTAمانند 

 گیرعصاره شوند. برای افزایش کاراییهیومیک استفاده می

پیشنهاد شده  12تا  2 حدود pHبا  یپیروفسفات، محلول

ل بطور قاهب استخراج معمولاً است. با وجود این مقدار

                                                           
1 Decalcifying 
2Schnitzer et al. 

-بدست می NaOHست که با ا ای کمتر از مقداریملاحظه

ات حذف ترکیباستفاده از پیروفسفات اغلب نیاز به  .آید

در صورتیکه این تیمار  ،ندارد آهکی یخاکها در 1کلسیمی

 NaOHروش استخراج به در  ی لازمفرآیندپیشاولیه 

این است  7O2P4Na استخراج با است. یکی از عیوب روش

ماده هیومیک استخراج شده بسیار دشوار  سازیکه خالص

ت زیادی با است. مشخص شده است که فسفات با قدر

یک مطالعه در . دهدتشکیل کیلیت میمواد هیومیک 

در استخراج  7O2P4Naو  NaOHکارایی  ایمقایسه

 ( مورد1282اوریولی و کوروتو ) هیومیک اسید بوسیله

ات روش پیرو فسفنشان داد که ارزیابی قرار گرفت. نتایج 

 به قادر NaOHولی بالا که کلووزن م اسه جزء ب ظاهراً

 گیری نماید.عصارهرا نمی تواند  آن استاستخراج 

و  اشنیتزر که بوسیله HClاستخراج با اسید برای مثال 

قط ی فشده است، بطور تکنیک ( بکاربرده1202) 2همکارن

مواد زیرا تنها جزء ؛ کندفولویک اسید را استخراج می

هیومیک است که در اسید محلول است. طبق تعریف، 

هیومیک اسید در اسید نامحلول بوده و هیومیک اسیدی که 

د انبالا تشخیص داده شده در اشنیتزر و همکاران توسط

یدرولیز بوسیله محصولات تخریب بدلیل ه احتمالاً

 باشد.واکنشگر اسیدی می

 

 3واکنشگرهای آلی

ر تغییرات شیمیایی د ایجادتمایل به اجتتناب از 

 های آلیشده، باعث روی آوردن به واکنشگر استخراج مواد

هیومیک شده است. انواع مواددر استخراج و جداسازی 

برخی از آنها در جدول  کهاند های آلی آزمایش شدهحلال

بصورت مخلوط در  یا آمده است. این مواد به تنهایی 2

تا کنون هیچ کدام از اند. های مختلف استفاده شدهغلظت

ز استفاده ا رسدبه نظر می .آنها رضایت بخش نبوده است

دنی مع یهامشکلات بیشتری نسبت به حلالهای آلی حلال

اند نه تنها ثابت کرده( 1292اشنیتزر و خان )کند. ایجاد می

3Organic Reagents 
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هستند بلکه در  یگیرهای ضعیفعصاره های آلیحلال که

که حذفشان  NaOH مقایسه با واکنشگرهای معدنی مانند

-باشد، حذف واکنشگرهای آلی در فرآیند خالصساده می

ا مواد آنها ب کنش برهمباشد. احتمال سازی بسیار مشکل می

یک استخراج شده را جزء هیوم سازی خالص ،هیومیک

جاد ای احتمالسازد. علاوه بر این، نه تنها بسیار مشکل می

ولید ت احتمالیابد بلکه افزایش می تعییرات شیمیایی

مصنوعات بدلیل اتصال واکنشگرهای آلی در ساختار 

( 1280هیز ) یابد.افزایش می نیز مولکولی مولکول هیومیک

کرد که واکنشگرهای آلی مقادیر کمتری مواد  گزارش

کنند. او های معدنی استخراج میهیومیک نسبت به حلال

-یک حلال ضعیف می( EDA) 1آمیندینشان داد که اتیلن

تکرار  EDAباشد و تنها موقعی که استخراج بطور متوالی با 

شده و مواد هیومیک استخراج شده با هم ترکیب گردند 

 M 0.5قابل مقایسه با ماده هیومیک استخراج شده با 

NaOH های او نشان داد که حتی خواهد بود. همچنین داده

بطور قابل ( DMF) 2میتیل فرمامیدسولفواکساید و دیمتیل 

استخراج  EDAمواد هیومیک کمتری نسبت به  یتوجه

ه گیرهای آلی نسبت بدلایل استخراج کمتر عصاره کند.می

ا هاین محلولتوان اینگونه تشریح نمود. انواع معدنی را می

گیرهای ضعیفی هستند و برهمکنش بین ماهیتاً عصاره

ای قوی و ها به اندازهشونده در این سیستمحل -حلال

پرانرژی نیست که بر پیوندهای هیدروژنی بین 

های مواد هیومیک غلبه نماید. در این حالت ماکرومولکول

های بیرونی های آبگریز مواد هیومیک به سمت لبهبخش

دار شده و منجر به منقبض شدن ذره طی فرایند جهت

کن است به خاطر پایین شود. این ضعف ممخشک شدن می

یب الکتریک آنها باشد. ترکبودن خاصیت قطبی و ثابت دی

های دیگر باعث افزایش قدرت ها با محلولاین محلول

 های اینبعلاوه اندازه بزرگ مولکول شود.استخراج آنها می

نها به ساختار داخلی مواد هیومیک که با آها نفوذ حلال

هیز، ) نمایداند را محدود میپیوندهای هیدروژنی پیوند یافته

ر موارد زی شامل آلی معایب واکنشگرهای یبطور کل. (1280

 :می باشد

 .تغییرات شیمیایی در ماده هیومیک استخراج شده .1

نس اسیدهای آلی همانند اسیدهای معدنی، شا .2

 کننده دارند زیرا هیومیککمتری بعنوان واکنشگر استخراج

 نیست.های اسیدی محلول در محیط اسید

 .عیفی هستندضگیرهای عصاره .3

 NaOH در مقایسه با واکنشگرهای معدنی مانند .4

باشد، حذف واکنشگرهای آلی در که حذفشان ساده می

 باشد.سازی بسیار مشکل میفرآیند خالص

برای  3استیل استن کننده آلی مانند کیلیتمل اعو

 زیرا برای؛ باشنداستخراج ماده هیومیک کمتر مناسب می

 استخراج ماده هیومیک از خاک کارایی کمتری دارند

آب تمام شرایط لازم برای یک  .(1224)استیونسون، 

استخراج کننده مناسب را دارد ولی متاسفانه یک حلال و 

 اشدباستخراج کننده بسیار ضعیف برای مواد هیومیک می

 .(1224)استیونسون، 

 

 واکنشگرهای آلی استفاده شده برای استخراج مواد هیومیک -2جدول 
 اسیدها غیر اسیدها

Acetonitrile Acetylacetone Formic acid 

Benzene Chloroform Oxalic acid 

Dichloromethane Dimethylformamide (DMF)  

Dimethylsulfoxide (DMSO) Dioxane  

Dodecylsulfate Ethanol  

Ether Ethylenediamine  

Formamide Hexamethylenetetramine  

Methylisobutyl ketone Phenol  

Pyridine Tetrahydrofuran  

 

                                                           
1Ethylenediamine 
2Dimethylformamide (DMF) 

3Acetylacetone 
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 خالص سازی هیومیک و فولویک اسید

فولویک اسید با و  پس از استخراج هیومیک

ر د گیرهای ذکر شده، ترکیبات نامحلولاستفاده از عصاره

قلیا دور ریخته شده و محلول شفاف تیره رویی که حاوی 

گردد. آوری میجمع باشدمی هیومیک و فولویک اسید

سپس این محلول برای جدا کردن هیومیک اسید با اضافه 

 فولویکگردد. محلول رویی حاوی اسیدی می HClکردن 

 اب( است اسید بوده که از رسوب )که همان هیومیک اسید

د و هم گردد. هم فولویک اسیسانتریفیوژ کردن جدا می

 باشند.سازی میهیومیک اسید نیازمند خالص

رسوب هیومیک اسید با مخلوط خیلی رقیق 

HCl+HF رامی به آ برای کاهش محتوای خاکستر و سیلیس

محلول  ،شود. بعد از سانتریفیوژژ میسانتریفیو تکان داده و

دد. گرهیومیک اسید حفظ میرسوب ولی  رویی دور ریخته

ب سته شده و آسپس این رسوب بطور کامل با آب مقطر ش

-نهایی خالص هبرای مرحل شود.شستشو دور ریخته می

که رسوب هیومیک  نموده است( پیشنهاد 1220سازی، تن )

 حل شده و محلول از ستون NaOHاسید دوباره در محلول 

. محلول داده شودعبور  H+ تبادل کاتیونی اشباع با رزین

د داشت زیرا خواه سهو  دوبین  pHنهایی هیومیک اسید 

این هیومیک اسید به همین صورت باشد. بشدت پروتونه می

مورد استفاده قرار گیرد یا انجماد  تواند برای تجزیهمی

های ای برای استفادهو در یک ظرف قهوه دهیگرد 1خشک

-خالص ردد. بعنوان یک روش جایگزینبعدی ذخیره گ

سازی بدون استفاده از ستون تبادل کننده کاتیونی، می توان 

های آنرا به لوله، HCl+HF بعد از تیمار هیومیک اسید با

دیالیز انتقال و سه یا چهار شب در مقابل آب مقطر دیالیز 

ب ساعت بایستی آ 12تا  0نمود. باید توجه کرد که هر 

گیر وقت . این روش بسیار(1220)سویفت،  تعویض گردد

 باشد.می

رنگی سازی فولویک اسید، محلول برای خالص

 DAX-8باشد از ستون فولویک اسید میحاوی که رویی 

                                                           
1Freeze-dry 

شود. این روش توسط انجمن بین آمبرلایت عبور داده می

توصیه شده است. فولویک  (IHSS) کیومیهمواد  المللی

شود. سپس نگهداشته می DAX-8اسید توسط رزین 

 بوسیله تزریق آب هنگه داشته شده دو بارفولویک اسید 

هایی مانند کربوهیدراتها و مقطر برای خارج کردن ناخالصی

 شود. فولویکشسته می ناخالصیهای همراه فولویک اسید

در  NaOHاسید شسته شده با استفاده از تزریق محلول 

برای  گردد. این محلولاز ستون خارج میجهت عکس 

 H+تبادل کاتیونی اشباع با  از ستون سازی نهاییخالص

شود. فولویک اسید خالص شده به همین عبور داده می

ها مورد استفاده قرار تواند برای انواع تجزیهصورت می

 ظروف تیره و در، وزن شده انجماد خشک گردیدهگرفته یا 

)لامار و  های بعدی نگهداری گرددرنگ برای استفاده

 .(2214همکاران، 

 گیریبایستی توجه داشت که در اندازهه البت

، تعیین مقدار کمی یکودمواد در هیومیک و فولویک اسید 

نظر بوده و بدست آوردن خالص آن برای مطالعات  آن مد

-روش نبنابرای ؛باشدهای بعدی مد نظر نمیکیفی یا استفاده

 که بتوانند مقدار کمی هیومیک و فولویک اسید خالصهایی 

توانند جایگزین هرکدام از رآورد نمایند میرا بطور دقیق ب

گردند. برای مثال بجای عبور هیومیک  ذکر شده مراحل

ای هتبادل کاتیونی برای حذف ناخالصی اسید از ستون

دن روتوان با سوزاندن نمونه در کوره و بدست آکاتیونی می

 میزان خاکستر، مقدار خالص هیومیک اسیدرا محاسبه نمود.

 

 روشهای تجزیه

بدلیل اینکه هیومیک اسید دارای یک تعریف 

ک باشد، پیدا کردن یواضح و ساختار شیمیایی ثابتی نمی

اشد. بسازی دقیق آن بسیار مشکل میروش آنالیز برای کمی

های لکن، در حال حاضر چهار روش توسط آزمایشگاه

تجاری برای تخمین مقدار هیومیک و فولویک اسید، 

هیومیک اسید )برای مثال عصاره ها و مشتقات هومات
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ها( پیشنهاد شده است. اساس هر چهار روش هومات

. قلیایی رقیق می باشد هایحلالیت هیومیک اسید در محلول

 این روشها شامل:

 بر  بوده وکمی  روشیک که  سنجیروش رنگ

 .( توسعه داده شده است1284اساس روش مهلیچ )

  یسنجروش حجم ISO 5073 (2213 که در )

( 1322) 11224حال حاضر بعنوان استاندارد ملی شماره 

 .منتشر شده است

 بوسیله دپارتمان غذا و که  سنجیروش وزن

 .توسعه یافته است( 2222) (CDFA) 1کشاورزی کالیفرنیا

  روش  " بعنوان مقالهیک روش کمی که در این

شود که براساس نام برده می" 2(NSM) دیجداستاندارد 

( تشریح کرده 1220) 3باشد که سویفتاصلاح روشی می

 .است

 

 سنجیروش رنگ

سنجی مستلزم یک استخراج قلیایی با روش رنگ

مولار  222/2مولار سدیم هیدروکسید، 2/2محلول مرکب از 

-الکل می %2و ( DTPA)اسید استیکپنتاآمینتریاتیلندی

ا هباشد. این محلول برای استخراج مواد هیومیکی از هومات

گردد. این روش تلاش دارد ها استفاده میآنیا مشتقات 

مقدار مواد هیومیکی را بوسیله مقایسه شدت رنگ تولید 

شده بوسیله عصاره با مقدار استاندارد هیومیک اسید 

 0/2 به بطور خلاصه در این روش تخمین بزند. 4آلدریچ

الن در یک بگرم نمونه )بسته به میزان هیومیک اسید(  2الی 

ضافه ا استخراج کنندهلیتر محلول میلی 122 لیتری،میلی 222

ساعت به حال خود  18الی  10زده و به مدت کاملاً هم و

، وردبهم بخ نمونه. سپس بدون آنکه شودگذاشته میباقی 

لیتری منتقل و میلی 02به بالن  روئی لیتر از محلولمیلی 12

تهیه منحنی برای د. وشمیبا آب مقطر به حجم رسانیده 

 022و  422، 202، 222، 122، 02، 20، 2استاندارد مقادیر 

ا های ب)محلول گرم از هیومیک اسید آلدریچ وزن کردهمیلی

                                                           
1California Department of Food andAgriculture 
2New Standardized Method (NSM) 
3Swift 

و  اشند(بسازی نیز قابل تهیه میغلظت پایین از طریق رقیق

-میلی 22، منتقلدار بدر لیتریمیلی 02سانتریفیوژ  لوله در

 12و به مدت  هر لوله ریخته کننده درلیتر محلول استخراج

 22، بعد از یک ساعت، شودداده میثانیه بشدت تکان 

ه و به آن اضافه کرد کنندهلیتر دیگر محلول استخراجمیلی

به حال مخلوط را تکان داده و سپس به مدت یک شب 

. پنج میلی لیتر از محلول روئی بدون بهم گرددرها میخود 

لوله میلی لیتر آب مقطر در یک  32خوردن برداشته و به 

ط کاملا بهم زده و مخلوبا دست  و تمیز اضافه پلی اتیلنی

. بعد از تکان دادن میزان جذب برای هر کدام از گرددمی

نانومتر با استفاده  002های استاندارد در طول موج محلول

دن شود. برای بدست آورگیری میفتومتر اندازه اسپکترواز 

ابل مقمنحنی استاندارد، وزن اولیه هیومیک اسید آلدریچ در 

)لامار و تالبوت،  گرددنانومتر رسم می 002جذب در 

در این روش فولویک  (.2212؛ شهبازی و همکاران، 2222

اسید و دیگر ترکیبات محلول در آب و باز شامل آمینو 

 ها، قندها، اسیدهای چرب، مواد هیومیکها، پروتئیناسید

و در نتیجه  نیز استخراج خواهند شد (2222)هیز و گراهام، 

در این روش مقدار هیومیک اسید به تنهایی تخمین زده 

نخواهد شد و هیومیک اسید، فولویک اسید و ترکیبات 

محلول در باز که از نظر طیفی در طول موج بکار رفته برای 

لامار و ) آزمایش فعال هستند اندازه گیری خواهند شد

 .(2222تالبوت، 

می  0لامبرت -قانون بیربر اساس سنجی اساس روش رنگ

 باشد:
Log(I0/I)=kcd                                                        (1) 

 :که در آن

 0I  ،شدت نور تابشیI  ،شدت نور عبوریk ضریب جذب 

هیومیک اسید(، ) مورد آنالیز ماده یا ضریب جذب کنندگی

c و  غلظت ماده در محلولd  طولی که نور از )طول نمونه

 باشد. ضریب جذبکند( میمیان ماده در محلول عبور می

(k،) اده )کوئت مورد استف ول مورد استفادهوقتی که طول سل

4Aldrich 
5Beer-Lambert’s Law 
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ول متر و غلظت ماده یک میک سانتی در اسپکتروفتومتری(

 باشددر لیتر باشد، مساوی با چگالی نوری یا جذب می

(/I0logI .)های معادل، ضریب جذب مواد برای غلظت

، (C) هیومیکی با افزایش در وزن مولکولی، درصد کربن

در حلقه های آروماتیک به کربن  و نسبت کربن درجه تراکم

(. 1282یونسون، استیابد )در ساختار آلفاتیک افزایش می

بدین ترتیب، اگر تمام ترکیبات هیومیکی دارای وزن 

-سنجی میمولکولی و ساختار مشخصی بودند، روش رنگ

واد م هیومیک اسید در ظتلتوانست برای تخمین دقیق غ

هیومیکی بکار برده شود. لکن، مواد هیومیکی استخراج شده 

د از توانناز منابع مختلف، یا حتی از یک منبع یکسان، می

 بتنس و نظر توزیع وزن مولکولی، درجه تراکم، مقدار کربن

درجه آروماتیکی به آلیفاتیکی بشدت متفاوت باشند 

(. بعلاوه، استاندارد استفاده شده در 1282استیونسون، )

. بر طبق 1باشدسنجی هیومیک اسید آلدریچ میروش رنگ

ت آمده آلدریچ، هیومیک اسید آنها از معدنی در آلمان بدس

و  های در حال تجزیه گیاهان، پیتو مخلوطی از قسمت

باشد. به احتمال زیاد هیومیک اسید آلدریچ از زغال نرم می

برای )اشد بی ثابت نمییفیک بچ به بچ دیگر از نقطه نظر ک

مثال از نظر توزیع وزن مولکولی( و نماینده هیومیک 

 ؛نیستهای مختلف اسیدهای استخراج شده از ته نشست

 باشد.بنابراین یک استاندارد ضعیف می

-یک ماده، قانون بیر (c) برای تعیین دقیق غلظت

باشد که ضریب جذب )جذب لامبرت متکی به این می

مولکولی( نمونه مساوی مقدار آن در استاندارد باشد. بدین 

سنجی ممکن است با تولید ترتیب، صحت روش رنگ

ام تا حدودی اصلاح استاندارد برای هر منبع هومات خ

گردد. همچنین اگر فولویک اسید و دیگر ترکیبات فعال از 

نظر طیفی در طول موج مورد استفاده، پیش از تجزیه حذف 

گردند بطوریکه تنها هیومیک اسید در محلول عصاره باقی 

-تر گردد. این عمل میبماند این روش ممکن است دقیق

 ،pH<2 صاره بهتواند به راحتی با اسیدی کردن محلول ع

                                                           
1Aldrich Chemical Company, Milwaukee, Wisc. 

حل  و جداسازی رسوب هیومیک اسید با سانتریفیوژ کردن

 کردن دوباره آن انجام گیرد.

 

 ISO 5073سنجی روش حجم

 ابتدا( ISO 5073) سنجیدر روش حجم

 سدیم پیروفسفات قلیایی محلول توسط نمونه استخراج

ید )هیومیک اسید اسید کل( یا سدیم هیدروکس )هیومیک

 استخراج هایعصاره کربن در سپس گیرد،می صورت آزاد(

دی ادامه در و شوداکسید می کروماتدی باپتاسیم شده

 سولفاتفرو آمونیوم استاندارد بامحلول کرومات اضافی

گیری کربن برای بدست پس از اندازه شود.می سنجی حجم

در نسبت هیومیک  مقدار کربنآوردن مقدار هیومیک اسید، 

بلاً این ضریب بایستی ق) گردداسید به کربن آلی ضرب می

 با استفاده از روش مناسب تعیین شده باشد(.

گرم از نمونه توزین و به ارلن  2/2در این روش 

گیر )محلول سدیم لیتر از محلول عصارهمیلی 102منتقل و 

 اگیری هیومیک اسید کل یپیروفسفات قلیایی جهت اندازه

گیری هیومیک اسید محلول سدیم هیدروکسید جهت اندازه

گردد. سپس یک قیف میآزاد( به آن اضافه و مخلوط 

ای روی ارلن گذاشته شده و در حمام آب جوش به شیشه

ساعت حرارت داده می شود. در طول این مدت  دومدت 

ارلن مایر مرتب تکان داده شده و پس از خنک شدن، 

لیتری منتقل و با میلی 222محتویات ارلن به بالن حجمی 

شود. سپس محلول صاف شده میآب مقطر به حجم رسانده 

یتر لمیلی پنجلیتر از محلول صاف شده همراه میلی پنجو 

 202کرومات پتاسیم به ارلن مایر یمولار د 4/2محلول 

لیتر اسید سولفوریک میلی 10لیتری منتقل می گردد. میلی

 32غلیظ به ارلن اضافه شده و در حمام آب جوش برای 

دقیقه حرارت داده شده و پس از خنک شدن، با آب به 

شود. محتویات ارلن با لیتررسانده میمیلی 122حجم 

مولار )که قبلاً توسط  1/2سولفات فرو محلول آمونیوم

مولار استاندارد شده است(  1/2کرومات پتاسیم محلول دی

فنانترولین تا رسیدن به رنگ ارتو 12-1در حضور شناساگر 
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مراحل فوق برای محلول شاهد  گردد.میقرمز آجری تیتر 

 . (ISO, 2013)می شودنیز انجام 

 در این روش نیزشود همانطور که مشاهده می

فولویک اسید و دیگر ترکیبات محلول در آب و باز شامل 

ها، قندها، اسیدهای چرب و سایر پروتئین آمینو اسیدها،

و در نتیجه مقدار  واهند شدمواد هیومیکی استخراج خ

 د. هر چه مقداروشنمیهیومیک اسید به تنهایی تخمین زده 

این ترکیبات در نمونه بیشتر باشد میزان بیش برآورد مقدار 

هیومیک اسید نیز بیشتر خواهد بود. البته دامنه کاربرد این 

ها تعیین شده ای و لیگنیتهای قهوهاستاندارد تنها زغال

کاربرد برای محصولات تجاری که ممکن است است و قابل 

حاوی ترکیباتی آلی محلول در آب و باز همانند آمینو 

 اسیدها، پروتئین ها، قندها، اسیدهای چرب باشند نیست

ولی با این حال بعضی از  .(2222)لامار و تالبوت، 

آزمایشگاه های تجاری بخصوص در کشورهای اروپایی از 

ک اسید در مواد کودی استفاده این روش برای تعیین هیومی

 کنندمی

 

 CDFAروش 

 وزن مشخصی از نمونه )تقریباً روش در این

 122 گرم هیومیک اسید( به لوله سانتریفیوژ 0/2حاوی 

به آن اضافه  N NaOH0/2لیتر میلی 02لیتری منتقل و میلی

ساعت  0/1گردد. درب آن محکم بسته شده و به مدت می

های مایع بر دقیقه برای نمونه 32و های جامد برای نمونه

ون شود. سپس سوسپانسیروی شیکر مکانیکی تکان داده می

محلول  سانتریفیوژ و rpm2222دقیقه در دور 22به مدت 

سانتریفیوژ از پیش توزین شده دیگری منتقل  رویی به لوله

یک  NaOH لیتر محلولمیلی 12گردد. در مرحله بعد می

درصد به لوله سانتریفیوژ اول اضافه و با دست به شدت هم 

ریفیوژ سانت شود. محلول رویی به لولهمیزده و سانتریفیوژ 

دوم منتقل و به مقدار کافی اسید کلریدریک غلیظ اضافه تا 

1pH≤   22تنظیم گردد. سپس سوسپانسیون برای مدت 

د زرگردد. محلول میسانتریفیوژ  rpm2222دقیقه با سرعت

 شستشوی املاحشود. برای میشفاف رویی به دقت خالی 

لیتر آب مقطر اسیدی میلی 20مانده اضافی به رسوب باقی

1pH≤  با(HClاضافه و ) ه از ت با تکان دادن شدید رسوب

 گردد. این مرحله یکمیلوله جدا شده و سپس سانتریفیوژ 

 سانتریفیوژ حاوی هیومیک بار دیگر تکرار و در نهایت لوله

برای یک  درجه سانتی گراد 122-112 اسید در آون با دمای

های بیشتری شب قرار داده می شود )در صورت نیاز زمان

 اهبرای خشک کردن نمونه قابل استفاده است(. سپس لوله

در دسیکاتور خنک شده و توزین می گردد و با استفاده از 

ک اسید نهایی درصد هیومیک وزن اولیه نمونه و وزن هیومی

 .(CDFA, 2009)شودمیاسید محاسبه 

مقدار  عمدتاً CDFAبدین ترتیب در روش 

گردد )خاکستر گیری میخالص هیومیک اسید اندازهنا

فرض بر این است که شستشو به مقدار  و ؛حذف نمی شود(

)شهبازی  نمایدخارج میرا زیادی از املاح موجود در نمونه 

ها از منابع وماتلکن، مقدار خاکستر ه. (2212و همکاران، 

اوزدبا و باشد )مختلف بطور قابل توجهی متفاوت می

جزء معدنی )(. در تحقیقی مقدار خاکستر 2221همکاران، 

-کمپلکس شده بوسیله هیومیک و فولویک اسید( هومات

های خام از شش منطقه جغرافیایی متفاوت شامل هومالیت 

ت از جنوب شرقی ساسکاچوان از آلبرتای کانادا، لئوناردی

های و داکوتای شمالی؛ زغال گلسنگ هوازده و شیل کانادا

کربنی از وایومینگ و نیومکزیکو؛ و شیل های کربنی از 

(. مقدار 2221اوزدبا و همکاران، )ایداهو ارزیابی شدند 

برای شیل  %9/84برای هومالیت آلبرتا تا  %1/11خاکستر از 

وش بدین ترتیب، بدلیل اینکه در ر کربنی آیداهو تغییر کرد.

CDFA شود، مقدار هیومیک اسید خاکستر حذف نمی

 ها و مشتقات هیومات را بالاتر تخیمین خواهد زد.هومات

 

 NSMروش 

استاندارد  ( روش2214همکاران )لامار و 

جدیدی برای تعیین مقدار هیومیک اسید و فولویک اسید 

 مایع، پیت، خاکامد و در محصولات هیومیکی تجاری ج

 .نمودندومات ارائه یشناسی حاوی ههای زمینو ته نشست

این روش بر اساس روش استخراج هیومیک و فولویک 
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باشد. این روش همانند روش می استوار اسید از مواد طبیعی

سویفت، از اصلاح روش کلاسیک که جزئیات آن توسط 

( توضیح داده شده بدست آمده است. 1224استیونسون )

روش کلاسیک برای استخراج هیومیک اسید و فولویک 

یک باز قوی  ،اسید )مواد محلول در قلیا( از هوموس خاک

ن ترکیبات نامحلول، برد و بعد از جدا کردبکار می

 گردد تا هیومیکاسیدی می سوسپانسیون قلیایی حاصل

مواد  (1230. واکسمن )(1)شکل  اسید رسوب نماید

مانده در محلول بعد از تیمار قلیایی و اسیدی را فولویک باقی

اسید نامید. سویفت برای جداسازی فولویک اسید )بعنوان 

های بیولوژیکی ترکیبی با آبگریزی بالا( از مولکول

ترکیباتی با آبدوستی بالا( در عصاره فولویک اسید، مرحله )

، سویفتجذب در ستون را به روش کلاسیک اضافه نمود )

ر دو بعنوان یک روش (. روش کلاسیک و سویفت ه2201

و  اندبندی مواد آلی خاک توسعه یافتهمقدماتی برای جزء

های تجزیه کمی برای اهداف برای استفاده بعنوان روش

 شوند.تجاری در نظر گرفته نمی

 
 جزء بندی مواد آلی خاک و مواد هیومیک -1شکل 

 

 دراسید بعنوان فولویک  محصولاتی که اخیراً

شوند اغلب حاوی های کشاورزی فروخته میدهنده بهبود

باشند. در دوست میآب جزء فولویک همراه با ترکیبات

همانند روش سویفت، فولویک اسید بعنوان  NSM روش

با  1ماکرپورن غیریونی اکریلیک استر ای که با رزیماده

-( پیوند میDAX-8پایین )مانند  pHدر  قطبیت متوسط

؛ تومان و مالکولم 2223لینهر و کرو، گردد )تعریف می ،شود

تر جایگزین تعریف (. این تعریف سختگیرانه1281

شود که تمام مواد آلی استخراج کلاسیک فولویک اسید می

د باشمیشده با باز قوی که هم در اسید و هم در باز محلول 

تر گیرانهداند. این تعریف سخترا فولویک اسید می

 ولویک اسید آبگریز را از ترکیباتف تمایزفولویک اسید، 

                                                           
1Nonionic macroporous acrylic ester resin 

مانند پلی کلاسیک ) اسید آبدوست در جزء فولویک

ساکارید ها، آمینو قندها، آمینو اسیدها، پروتئینها، اسیدهای 

 که ممکن است بوسیله (چرب، کربوهیدراتها، لییدها و غیره

باز قوی همراه با مواد هیومیکی استخراج گردند را تسهیل 

 .(1224؛ استیونسون، 2222)هیز و گراهام،  نمایدمی

این روش، تکنیک کلاسیک را به این صورت 

( انجام عصاره گیری اولیه تحت اتمسفر 1: تغییر داده است

2N. 2 تر. خاکس( تعیین کمی مواد هیومیکی بر اساس حذف

 یونی. بعلاوه، این روشرزین غیر ( جذب فولویک اسید بر3

یک پروتوکل برای متمایز کردن فولویک اسید از مواد غیر 

عی هیومیکی واق بعنوان ترکیبات هیومیکی معین که ظاهراً

براساس این روش  نماید.ایجاد می ،گرددبه بازار عرضه می



 113/  1931/  1/ شماره  7نشریه علمی ترویجی مدیریت اراضی/ جلد 

هیومیک اسید گرم  0/2مقداری از نمونه کود )که دارای 

های مایع گرم برای نمونه 0/2-2/2های جامد و برای نمونه

مایر یک لیتری منتقل نموده و با باشد( را توزین و به ارلن

ه بد. وشمیلیتر رسانده به حجم یک  N NaOH1/2محلول 

سفر اتم ،های اکسیداسیونیمنظور به حداقل رساندن واکنش

با  ستافیلم پوشیده شده بالای محلول داخل ارلن که با پارا

شد. این محلول به کمک همزن خواهد جایگزین   2Nگاز 

های ساعت برای نمونه 18الی  10مغناطیسی، به مدت 

ود. شمیزده های مایع همساعت برای نمونه یکجامد و 

 g×به منظور جدا کردن مواد غیر محلول، در  سوسپانسیون

 گردیده و محلول روییوژ دقیقه سانتریفی 12به مدت  3222

مولار روی  HCl0آن با  pHمایر دیگری منتقل،به ارلن

. درب ارلن را با پارافیلم پوشانده شودمیتنظیم  1 ± 20/2

 محلول pHزده و مجدداً ساعت دیگر هم کیو به مدت 

غلیظ یا  HClو در صورت نیاز با استفاده از  شودمیکنترل 

NaOH 1/2  و به مدت  هتنظیم شد 1 ± 20/2نرمال، در

الکترود در داخل  ،pHدقیقه برای اطمینان از ثبات  پنج

 pH شدنشد. پس از ثابت خواهد محلول نگهداشته 

ساعت بدون هم خوردن به  چهارسوسپانسیون برای مدت 

 . تا هیومیک اسید رسوب نمایدگذاشته حال خود 

محلول رویی را با دقت خالی کرده و مخلوط 

لیتری از قبل میلی 02های سانتریفیوژ ر لولهباقیمانده د

به مدت نیم ساعت  g3222×توزین شده ریخته و با دور 

تا رسوب هیومیک اسید جدا گردد. در  شودمیسانتریفیوژ 

های بیشتر قابل استفاده است. ها و زمانصورت نیاز سرعت

های سانتریفیوژ ولوله کردهبا دقت خالی  را محلول رویی

قرار  22℃هیومیک اسید در آون در دمای حاوی رسوب

تا هیومیک اسید خشک شده و به وزن ثابت شوند میداده 

های سانتریفیوژ در ساعت(. سپس لوله 24برسد )معمولا 

گردند و از تفاضل وزن میدسیکاتور خنک شده و توزین 

+رسوب، وزن رسوب هیومیک اسید  لوله از وزن لوله

-. همچنین در مورد نمونهآمد خواهد استخراج شده بدست

های جامد، درصد رطوبت نمونه به روش استاندارد تعیین 

                                                           
1Spatula 

و با تاثیر درصد رطوبت بر روی وزن اولیه، وزن ه گردید

کرده تا مقدار هیومیک اسید در محاسبه را خشک نمونه 

لامار و همکاران ) شدوزن خشک نمونه قابل محاسبه با

له میک اسید بوسیبرای تعیین مقدار خاکستر، هیو (.2214

ها و انتهای لوله سانتریفیوژ کاملاً کاردک( از کناره) 1اسپاتول

شود. این ظرف داده میخارج و در یک ظرف سرامیکی قرار 

ساعت در  دوبه مدت  022 ℃را قبل از استفاده در دمای

آون خشک کرده و پس از خنک شدن تا دمای اتاق در 

پس از یادداشت وزن ظرف همراه  شود.وزن می دسیکاتور،

اسید خشک، برای تعیین مقدار خاکستر، آن را هیومیک با 

درجه  022ساعت در دمای  هشتبه مدت  2در آون مافل

هنوز گرم است، ظرف  کهیزمان سلسیوس قرار می دهیم.

-سرامیکی را از کوره خارج کرده و در دسیکاتور قرار می

رف و خاکستر را ظ پس از خنک شدن، دهیم تا خنک شود.

ن کرده و درصد خاکستر را تعیین می کنیم. وزن نهایی یوزت

خالص را با کم کردن درصد خاکستر از  هیومیک اسید

لامار و ) میکنتعیین می هیومیک اسید استخراج شده

 .(2212؛ شهبازی و همکاران، 2214همکاران 

فولویک اسید بوسیله جذب انتخابی آن بر رزین 

از دیگر ترکیبات  (Supelite DAX-8مانند )آبگریز 

گردد. بدلیل اینکه دیگر اجزاء محلول در اسید جدا می

توانند حذف شوند، میآبگریز در محلول اسیدی جذب نمی

 42×202ای گردند. این عمل با استفاده از یک ستون شیشه

های که طبق دستورالعمل DAX-8 نیرزمتر حاوی میلی

گیرد. محلول است انجام میکارخانه سازنده آماده شده

حاوی فولویک اسید را از بالای ستون با استفاده از یک 

-یمپمپ پریستالتیک، تحت فشار پائین از میان ستون عبور 

سپس ستون را با آب مقطر شسته و عمل شستشو را  دهند.

 طول جذب در محلول خروجی از ستون درمیزان تا زمانیکه 

نانومتر، مساوی مقدار جذب در آب مقطر بکار  302 موج

یابد. آب مقطر از طرف میرفته برای شستشو شود، ادامه 

بالای ستون با استفاده از پمپ پریستالتیک تحت فشار کم 

2Muffle oven 
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-ریخته میمحلول خروجی دور و از میان ستون عبور داده 

 گاهدست شود. از آب مقطر به عنوان شاهد )برای صفر کردن(

یله فولویک اسید بوس تروفتومتر استفاده می گردد.اسپک

گردد واجذب می 0.1N NaOHشستشوی برگشتی با 

شود(. این محلول ورودی از طرف پایین وارد ستون می)

-یممحلول توسط پمپ پریستالتیک به داخل ستون پمپ 

زمانیکه میزان جذب محلول خروجی مساوی با میزان  شود.

جذب محلول ورودی گردید، تمام فولویک اسید واجذب 

برای شستشو  0.1N NaOHشده است. از آنجا که محلول 

)برای صفر شود، از این محلول بعنوان شاهد استفاده می

پس س اسپکتروفتومتر استفاده می گردد.دستگاه کردن( 

ای موجود هیا بعبارتی کاتیون شودمی فولویک اسید پروتونه

. (1)خاکستر زداییشود در آن با یون هیدروژن جایگزین می

به ابعاد ) را از میان یک ستون تبادل پروتون برای این کار آن

 Amberlite IR120حاوی رزین تبادلی  متر(سانتی 02×0

hydrogen  دایت تا زمانیکه هراعبور می دهند. این عمل

زیمنس بر متر گردد، با استفاده میکرو 122کمتر از الکتریکی 

پس  .(C< 120 µS mE-1) از نیروی جاذبه تکرار می شود

از آخرین عبور، ستون با آب مقطر تا زمانیکه مقدار جذب 

نانومتر مساوی مقدار جذب برای  302محلول خروجی در 

ه ب . آب شستشوی خروجیشوده میدادآب گردد، شستشو 

و . شستششودمیمحلول خالص شده فولویک اسید اضافه 

 یمشوشود که مطمئن با آب مقطر برای این منظور انجام می

 تمام فولویک اسید از رزین خارج شده است. 

 برای صفر کردن دستگاه آب مقطر بعنوان شاهد

مام شود. برای کمک به خروج تاسپکتروفتومتر استفاده می

ی بلند اتواند بوسیله یک میله شیشهمیفولویک اسید، رزین 

فولویک اسید بوسیله تبخیر  چندین مرتبه بهم زده شود.

تا حجم درجه سلسیوس  00تحت فشار پایین در  2آرام

فولویک اسید تغلیظ شده  .گرددمی تغلیظ ml2±10تقریبی 

 00لیتری منتقل و در دمای میلی 02به یک لوله سانتریفیوژ 

تا به  می گردددرجه سلسیوس در آون خشک کن خشک 

 طریق از تواندفولویک اسید می همچنینبرسد.  یثابت وزن

                                                           
1De-ashed 
2Rotovapping 

طور همان) شدناز خشک  پس شود. خشک 3انجماد خشک

توضیح داده شد(، لوله در  که در بالا برای هیومیک اسید

 وله به اضافهتا خنک شود. وزن ل یک دسیکاتور قرار داده

 و وزن فولویک اسید گردیدهفولویک اسید خشک یاداشت 

-می شده . این فولویک اسید استخراجآیدمیخشک بدست 

 اجاستخر گیری مقدار خاکستر در محلولرای اندازهب باشد.

ا و هاز کناره فولویک اسید بوسیله اسپاتولشده رسوب 

تر . مقدار خاکسشودمیانتهای لوله سانتریفیوژ کاملاً خارج 

باقیمانده فولویک اسید به روشی که برای هیومیک اسید 

شده و با استفاده از وزن خاکستر توضیح داده شده تعیین 

)لامار و  گردددرصد فولویک اسید خالص محاسبه می

 .(2214همکاران، 

گیری هیومیک اسید در های متنوع اندازهروش

رار قمورد تحقیق و ارزیابی  خاک و آبتحقیقات موسسه 

های روش NSMروش  که نسبت بهنتایج نشان داد گرفتند. 

CDFA  وISO 5073 گیری هیومک اسید کمدر اندازه-

سنجی داشتند ولی روش رنگ درصد( 0/1و  8/13) برآورد

وجود مواد  درصد هیومیک اسید را کمتر برآورد نمود. 04

یش ها باعث بپروتئینها و آلی محلول از قبیل کربوهیدرات

 شودمی ISO 5073سنجی و های رنگبرآورد در روش

روشی  ISO 5073روش  .(2212)شهبازی و همکاران، 

ر دگیری هیومیک اسید مناسب برای اندازهسریع بوده و 

باشد که این اطمینان منابع معدنی از قبیل لئوناردایت می

 ناچیز است.وجود دارد که وجود مواد آلی محلول در آنها 

اما روشی  روشی دقیق و تکرارپذیر است NSMروش 

روشی نسبتا سریع بوده  CDFAروش گیر می باشد. وقت

م ها کاما در بعضی از نمونهبرخودار است و از دقت بالایی 

های با درصد ها عمدتا شامل نمونهبرآورد دارد. این نمونه

بت بردن نس. در این مواد بالاتر بالای هیومیک اسید بودند

مقدار باعث افزایش گیر به نمونه و زمان همزدن عصاره

)شهبازی و  گرددگیری شده میهیومیک اسید اندازه

گیری فولویک اسید نسبت هیومیک اندازه (.2212همکاران، 

؛ اشدبو دارای منابع خطای بیشتری میتر بوده پیچیدهاسید 

3 Freeze dry 
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ها و چربیها، زیرا مواد آلی محلول از قبیل کربوهیدرات

ها رفتاری مشابه فولویک داشته و عدم لیگنوسولفونات

قابل جداسازی صحیح آنها ممکن است منجر به خطایی 

 های متفاوتی ماننداز مکانیسم گیری آن شود.توجه در اندازه

برای جدسازی فولویک اسید از این مواد مختلف از جمله 

یت از قابلهیومین و هیومیک اسید )رسوب دادن با استفاده 

ا و ه، لیگنوسوفوناتهای اسیدی و قلیایی(انحلال در محیط

که خاصیت  DAX 8بقیه مواد آلی محلول )عبور از ستون 

جذب انتخابی نسبت به فولویک اسید دارد( و مواد معدنی 

 ود.ش)عبور از ستون تبادل کاتیونی( استفاده میمحلول 

 

 گیرینتیجه

 مولکولی نسبتاًزن مواد هیومیک یک گروه با و

همگن روشن تا سیاه، پلیمرهای آلی غیر ایبالا، رنگ قهوه

ه بوسیله واکنشهای سنتزی ثانویو کمپلکس تشکیل شده 

های این مواد بر اساس حلالیتشان درمحلول باشند.می

کننده اسیدی یا قلیایی به سه جزء اصلی تقسیم می استخراج

گیرنده جزء  شوند که شامل: هیومیک اسیدها که در بر

زء ، جهامحلول در اسید، فولویک اسیدمحلول در قلیا و غیر

ا اسید که ب محلول در هم قلیا و هم در اسید و جزء هیومین

شود. استفاده از مواد هیومیک و قلیای رقیق استخراج نمی

ش بعنوان کود، بهبود دهنده رشد و بهساز خاک در بخ

باشد و با توجه به کشاورزی بسرعت در حال گسترش می

امکان عرضه محصولات تقلبی یا محصولات با کیفیت 

که بتواند  و کاربردی یک روش دقیق وجودپایین، لزوم 

مقدار هیومیک و فولویک اسید را در  بصورت کمی

-یین نماید هر روز بیشتر احساس میتع تجاری محصولات

سنجی شامل روش رنگ شود. در حال حاضر چهار روش

توسعه داده شده  (1284اساس روش مهلیچ ) کمی که بر

که در حال حاضر  ISO 5073است، روش حجم سنجی 

منتشر شده است و دو  11224شماره  بعنوان استاندارد ملی

سنجی که یکی از آنها توسعه یافته بوسیله روش وزن

بوده و یک  (CDFA) 1دپارتمان غذا و کشاورزی کالیفرنیا

 دیجدروش استاندارد  "کمی بعنوان روش  روش

(NSM)"، های تجاری برای عمده توسط آزمایشگاه بطور

ود. ربکار می و مواد خام تعیین هیومیک اسید در محصولات

 این سنجیحجمسنجی و رنگبا توجه به مبانی روشهای 

مایز محصولات تقلبی نبوده و مقدار تعیین تها قادر به روش

ها بیشتر از مقدار واقعی خواهد بود. شده توسط این روش

 2214که توسط لامار و همکاران در سال  NSMروش 

ارائه گردید، بر اساس مبانی روش کلاسیک بوده و طوری 

اصلاح گردیده تا بتواند مقدار واقعی هیومیک اسید و 

خام تعیین مواد محصولات تجاری و در فولویک اسید را 

توسط انجمن بین  ،از ارائهنماید. این روش بلافاصله بعد 

و انجمن تجارت مواد  (IHSS) المللی مواد هیومیک

مورد پذیرش قرار گرفت. این روش  (HPTA) 2هیومیک

مبنای ارائه روش استاندارد در سازمان بین الملی 

 1324گردید. از سال  (ISO 19822) سازیاستاندارد

آزمایشگاه خاک و آب موسسه تحقیقات خاک و آب از این 

روش برای ارزیابی مواد کودی حاوی هیومیک اسید و 

 نماید.میاستفاده  فولویک اسید
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Abstract 

 

Humic substances (HS) are complex and heterogeneous materials with different 

sizes produced through decomposition and transformation of plant and microbial 

residues by chemical and biochemical processes. HS producers, consumers and also 

regulators have a great interest to find a precise and accurate method for 

quantification of HS due to increasing use of them in agriculture.  Since there is no 

distinct definition and consistent chemical structure for HA, an accurate 

quantification method has not been developed. There are four laboratory methods 

for determination of HA, FA, humates, and HA derivations (e.g. humate extracts) 

in commercial fertilizers. These methods include; ISO 5073 titrimetric method that 

has been published as national standard 11094, a colorimetric method that has been 

developed according to Mehlich method (1984), and two gravimetric methods that 

one of them has been developed by California Department of Food and Agriculture 

(CDFA) and other one is called New Standardized Method (NSM). All of these 

methods are based on the solubility of HS in dilute alkali solutions.  Moreover, FA 

and other alkali soluble materials e. g. amino acids, proteins, sugars and fatty acids 

are extracted and measured in colorimetric and titrimetric methods as HA, hence 

these methods overestimate HA content. The NSM method has obtained by 

modification of classical method and is based on extraction of HA and FA from 

natural substances. In this method the separation of FA from other strong base 

extractable substances such as polysaccharides, amino acids, proteins, and lipids is 

possible. Also, the NSM method has been accepted by International Humic 

Substances Society (IHSS) and Humic Products Trade Association (HPTA) and it 

is the base of standard method that has been developed by International 

Organization for Standardization (ISO 19822). Therefore, the NSM method is 

recommended as a reference method. 
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