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Гумусовые кислоты (гуминовые и фульвокислоты,
ГФК) представляют собой природные высокомолекуляр-
ные соединения нерегулярного строения и переменного
состава. В последнее время эти вещества стали объектом
интенсивного исследования в связи с важностью их роли
в процессах детоксикации антропогенных загрязняющих
веществ. Структура ГФК характеризуется сочетанием аро-
матических фрагментов, замещенных алифатическими це-
почками и функциональными группами (главным обра-
зом, карбоксильными и гидроксильными), и обширной
полисахаридно-пептидной периферией [1, 2]. ГФК из раз-
личных источников существенно различаются как по мо-
лекулярной массе, так и по содержанию основных струк-
турных фрагментов. Следствием различий в структуре
ГФК являются их различные химические и физико-хими-
ческие свойства, в частности, реакционная способность и
связывание  экотоксикантов. Из-за  нерегулярности  стро-
ения ГФК, можно говорить лишь об усредненной их
структуре, понимая под этим относительные количества
различных структурных фрагментов, и способы их объе-
динения в молекулу, вследствие чего вопросы количе-
ственного анализа структурных фрагментов ГФК получа-
ют первостепенное значение.
Применение спектроскопии ЯМР 13С позволяет опи-

сать распределение углерода в молекулах ГФК по различ-
ным структурным фрагментам, отличающимся по сдви-
гам составляющих их ядер углерода. Общепринято, что
интегральные интенсивности в спектрах низкомолекуляр-
ных веществ, полученных в обычных условиях, лишь ка-
чественно отражают содержание ядер различных типов в
молекуле. Это связано со значительными различиями в
скоростях релаксации ядер 13С, имеющих различное хими-
ческое окружение. Времена спин-решеточной релаксации
(T1) ядер 

13С для большинства обычных органических мо-
лекул измеряются десятками секунд, достигая для четвер-
тичных атомов, удаленных от протонированной перифе-
рии, > 120 с. Корректное определение  времени релакса-
ции различных типов ядер в препаратах ГФК с использо-
ванием стандартных методик практически неосуществимо
вследствие значительного перекрывания сигналов ядер
различных типов, а также из-за огромных затрат дорого-
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(ГФК). Оптимизированы условия регистрации количественных 13С спектров ЯМР ГФК.
Сопоставлены средние времена релаксации различных типов ядер 13С в структуре ГФК.
Установлено, что для получения спектров 13С ГФК, близких к количественным, необходи-
мо использовать задержку не менее 4 с.

стоящего приборного времени. В то же время, регистра-
ция спектров с использованием больших времен задерж-
ки между импульсами (Td) для осуществления заведомо
полной релаксации, практически неосуществимa вслед-
ствие низкой интенсивности сигналов в спектре ГФК [1].
В связи с этим, как правило, можно говорить лишь об
оценке относительных скоростей релаксации ядер и о вы-
работке приемлемых экспериментальных условий для ре-
гистрации количественных спектров 13C.
Величину T1 можно искусственно уменьшить добавле-

нием в образец парамагнитного вещества (релаксанта), в
качестве которого обычно используют ацетилацетонаты
хрома или железа. Такой метод широко применяют для
анализа нефтей и нефтепродуктов, что позволяет на не-
сколько порядков снизить T1 для наиболее медленно ре-
лаксирующих ядер четвертичных атомов углерода [3]. Од-
нако в водных растворах применение ацетилацетонатов
невозможно, а использование вместо них свободных со-
лей переходных металлов вызывает образование нераство-
римых гуматов вследствие специфического комплексооб-
разования ГФК с  ионами  металлов. В  то же время
особенности спектров ГФК (большое количество слабо-
выраженных сигналов наряду с ненулевой интенсивнос-
тью сигнала во всех областях 13С спектра) накладывают
ограничения на применение углеродсодержащих парамаг-
нитных добавок. Поиск подходящего релаксанта для 13С
ЯМР спектроскопии ГФК представляет собой отдельную
сложную задачу, которая в настоящее время остается не-
решенной.
Специфика ГФК заключается в наличии в самих моле-

кулах этих веществ парамагнитных центров, преимуще-
ственно семихинонов, а также ионов железа [2, 4]. В ра-
боте [5] отмечалось, что локализация этих центров вблизи
наиболее медленно релаксирующих ядер 13C оказывает
нивелирующее воздействие на релаксационные характери-
стики различных типов ядер 13С в ГФК. Помимо этого
величина T1 всех типов ядер в структуре ГФК снижается
благодаря низкой подвижности макромолекул этих соеди-
нений. Эти факторы делают возможным получение коли-
чественных спектров 13С ЯМР ГФК без добавок релаксан-
та. При этом определяющим фактором, влияющим на ко-
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личественность получаемых данных остается время задер-
жки между импульсами.
В настоящий момент не существует единого мнения

относительно величины оптимального времени задержки
между импульсами, позволяющего получать количествен-
ные спектры 13С ГФК с высоким соотношением сигнал/
шум при разумных затратах времени на регистрацию
спектра. Так, согласно работе [6], для получения количе-
ственного спектра 13С достаточно использование Td = 1 с.
В то же время существует мнение, что для получения
корректного спектра времена задержки должны состав-
лять 4–8 с и более [4]. На рис. 1 приведена статистика ис-
пользования различных времен задержки (56 работ за
1978–1996 гг.) Как видно из данного рисунка, подавляю-
щее большинство исследователей используют времена за-
держки 2 с и менее, в то время как весь интервал приме-
няемых времен задержки крайне широк. Это существенно
затрудняет сопоставление данных, полученных различны-
ми авторами.

 В связи с вышеизложенным, целью настоящей работы
являлось исследование влияния выбора времени задержки
на количественность получаемой структурной информа-
ции для установления оптимальных условий регистрации
спектров ГФК.

Экспериментальная часть

Образцы для регистрации спектров ЯМР 13С готовили
растворением навески 100 мг твердого препарата ГФК в
3.5 мл 0.1М NaOH в D2O. Регистрацию спектров проводи-
ли в десятимиллиметровой ЯМР-ампуле на спектрометре
«VXR-400» фирмы Varian при рабочей частоте 100 МГц.
Ширина развертки спектра составила около 26000 Гц, вре-
мя регистрации сигнала спада свободной индукции (ССИ)
0.6 с, интервал между импульсами (Td) от 1 до 4 с, при
ширине импульса 45°, длительность накопления спектра
8–12 ч. В качестве внутреннего стандарта использовали
DSS (натриевую соль 3-триметилсилил-1-пропансульфо-
кислоты).
Фурье-преобразование выполняли с предварительным

экспоненциальным взвешиванием сигнала ССИ с констан-

той времени, эквивалентной уширению линий 20 Гц.
Препараты гумусовых кислот. В работе использовали

12 препаратов гумусовых кислот, выделенных из почвы и
торфов по нижеперечисленным стандартным методикам.
Препараты гуминовых кислот (ГК) образцов  HBW и

HBWN были выделены из дерново-подзолистых почв эк-
стракцией 0.1M NaOH; затем подкислением HCl до pH 2
были выделены гуминовые кислоты [7].
Препараты фульвокислот (ФК) дерново-подзолистых

почв FA1N и FA3N были выделены согласно [7] путем
сорбции на амберлитовой смоле XAD-2 после осаждения
гуминовых кислот из щелочного экстракта.
Препараты ГФК торфа T5, T6, T7, T10, HTL, TTL были

выделены экстракцией 0.1M NaOH из торфов, предвари-
тельно проэкстрагированных смесью этанол/бензол 1:1 [8].
Препарат FIX-8 был получен в районе р. Истры с ис-

пользованием амберлитовой смолы XAD-8 в соответствии
с методикой [8].
В работе также был использован коммерческий препа-

рат ГК производства фирмы Aldrich (AHA).
Все препараты были обессолены пропусканием через

катионообменные смолы КУ-2-8 в H+-форме и выделены
в твердом виде упариванием на роторном испарителе.

Результаты и их обсуждение

В силу химической гетерогенности ГФК окружение
атомов углерода, входящих в их структуру, крайне разно-
образно. Вследствие этого, сигналы, соответствующие
каждому типу ядер, характеризуются широким диапазо-
ном химических сдвигов и плохо разрешены между со-
бой. Типичный спектр 13С ЯМР ГФК приведен на рис. 2.

 Для количественной интерпретации спектр 13С ЯМР
разбивали на интервалы интегрирования, отвечающие
следующим типам ядер углерода в структурных фрагмен-
тах ГФК:

0 – 48 м.д. (сигналы алифатических атомов углерода);
48 – 90 м.д. (сигналы алифатических атомов углерода,

связанных простой связью с гетероатомом (кислородом
или азотом), в основном, принадлежащие фрагментам

Рис.1. Статистика использования различных вре-
мен в 13С ЯМР ГФК задержки (56 работ за 1978–
1996 годы) [1,3,4,5,6 и цитируемая литература]

Интервал Спектральная
область

Доверительный
интервал*

I 0−48 3

II 48−90 3

III 90−108 14

IV 108−145 4

V 145−167 2

VI 167−185 2

VII 185−220 20

Т а б л и ц а  1

Влияние фазирования на результаты интегрирова-
ния различных областей спектра ГФК (среднее для
17 спектров, 7-кратное независимое фазирование)

* α = 0.1, n = 7, в % от величины.
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карбогидратов);
90–108 м.д. (сигналы ацетальных атомов углерода, свя-

занных простыми связями с двумя атомами кислорода,
представленные в структуре ГФК, в основном, в цикли-
ческих полисахаридах);
108–145 м.д. (сигналы С- и Н-замещенных ароматичес-

ких атомов углерода);
145–167 м.д. (сигналы О-замещенных ароматических

атомов углерода);
167–185 м.д. (сигналы атомов углерода карбоксильных,

сложноэфирных и амидных групп);
185–220 м.д. (сигналы атомов углерода кетонных и хи-

нонных групп).
В связи с отсутствием в спектре ГФК выраженных пи-

ков, однозначное его фазирование провести сложно. В то
же время влияние искажений нулевой линии, связанных с
фазированием, сильно влияет на величину получаемых
интегралов. Нами использовалось 7-кратное независимое
фазирование измеренных спектров с последующим ус-
реднением полученных значений интегралов. Влияние
процедуры фазирования на результаты интегрирования
различных спектральных диапазонов продемонстрировано
в табл. 1.
Как видно из табл. 1, ошибка, вызываемая фазировани-

ем, может составлять около 5% от получаемой величины

Рис. 2. Типичный спектр ЯМР 13С ГФК торфа

в случае интервалов I, II, IV, V и VI, и более 20% для ин-
тервалов III и VII в связи с низкой интенсивностью сигна-
лов в этих областях.
Влияние ядерного эффекта Оверхаузера на количе-

ственность получаемой информации было оценено при
помощи регистрации спектра препарата HBW при пол-
ном отсутствии ядерного эффекта Оверхаузера (без раз-
вязки от протонов) и сопоставления его со спектром, по-
лученным в рекомендуемых  в  литературе  условиях (ге-
нератор развязки включен при считывании сигнала и
выключен на период релаксационной задержки, импульс-
ная последовательность INVGATE). При сопоставлении
этих спектров не было выявлено различий в интенсивнос-
тях всех спектральных областей. Полученные данные сви-
детельствуют, что использование импульсной последова-
тельности INVGATE позволяет полностью устранить влия-
ние ядерного эффекта Оверхаузера.
Для выбора времени задержки Тd, позволяющего полу-

чать количественную информацию о структуре ГФК,
нами были зарегистрированы спектры препаратов ГФК с
задержкой между импульсами 1, 3 и 4 с. При этом для
каждой спектральной области рассчитывали изменения
относительной интегральной интенсивности (IT) по отно-
шению к спектру с Td = 1 c. Такой подход дает возмож-
ность обобщить для всех препаратов ГФК изменения,
происходящие в спектрах при увеличении времени задер-
жки. Результаты интегрирования спектров при Td = 4 с и
расчетов I4/I1 приведены в табл. 2 и проиллюстрированы
на рис. 3.
Как видно из табл. 2, при увеличении времени задерж-

ки относительная интегральная интенсивность сигналов в
областях V и VI, соответствующих сигналам четвертичных
(ароматических О-замещенных и карбоксильных) атомов
углерода, значительно возрастает. В то же время относи-
тельная интегральная интенсивность сигналов в областях I
и II (алифатические и карбогидратные атомы С), суще-
ственно снижается. Этот эффект обусловлен тем, что
средние времена релаксации четвертичных атомов угле-
рода в ГФК превышают таковые для обогащенных водо-
родом атомов С алифатических и карбогидратных фраг-
ментов. Промежуточное положение занимают аромати-
ческие C- и H-замещенные (IV) и ацетальные (III) атомы
С, для которых количество связей С–Н составляет в сред-
нем величину < 1.
Относительно высокая скорость релаксации ядер ке-

тонных и хинонных четвертичных атомов C (область VII) ,
по-видимому, объясняется тем, что на этих фрагментах
локализуется парамагнитность ГФК. В связи с этим уско-
рение релаксационных процессов за счет взаимодействия
с неспаренными электронами в наибольшей степени вы-
ражено для таких ядер.
Следует отметить, что согласно полученным данным,

карбогидратные атомы углерода в структуре ГФК харак-
теризуются меньшими временами Т1 по сравнению с
алифатическими, несмотря на большую, в среднем, сте-
пень гидрогенизированности последних. Это противоре-

Рис. 3. Зависимость относительной интег-
ральной интенсивности сигнала различных
спектральных областей от времени задержки
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I4 для спектрального интервала, м.д.
Препарат

220−185 185−167 167−145 145−108 108−90 90−48 48−5

HBW 0.9 17.1 12.5 32.4 2.1 16.5 18.6

HBWN 1.0 14.2 14.0 33.9 3.3 13.3 20.3

T5 1.3 12.1 16 24.6 1.2 22.1 22.7

T6 2.3 13.4 14.2 37.5 0.9 17.5 14.2

T7 4.7 15.1 15.8 33.1 2.4 14.2 14.8

T10 2.1 16.1 15.4 33.1 1.3 15.7 16.4

TTL 1.5 13.7 15.4 30.1 5.0 16.1 18.1

HTL 0.7 15.3 14.5 28.9 2.7 17.7 20.2

FA1N 2.7 19.6 12.1 23.2 2.1 16.6 23.7

FA3N 2.9 18.2 11.8 29.1 2.0 17.0 19.0

FIX-8 2.1 18.1 11.9 25.8 3.0 19.1 20.0

AHA 0.9 15.0 13.1 43.1 0 6.7 21.2

I 4 / I 1

1.13 0.75 1.33 1.1 1.11 0.7 0.85
Среднее

±0.15 ±0.14 ±0.22 ±0.08 ±0.21 ±0.1 ±0.08

Т а б л и ц а  2

Интегральные интенсивности сигнала различных областей спектров ГФК при Td = 4 с (I4) и их
изменение по сравнению с Td = 1 с

чит общим соображениям об относительных скоростях ре-
лаксации ядер 13С в органических соединениях, протекаю-
щих преимущественно по диполь-дипольному механизму.
С нашей точки зрения, в случае ГФК такой эффект может
быть обусловлен меньшей подвижностью карбогидратных
фрагментов в связи с образованием внутримолекулярных
водородных связей, в то время как концевые, чисто алифа-
тические группы испытывают свободное вращение вокруг
σ-C–C-связей. Для обычных температур и вязкостей ра-
створа снижение подвижности, как правило, приводит к
уменьшению времен релаксации ядер.
На рис. 3 проиллюстрированы изменения интеграль-

ных интенсивностей различных областей спектра при уве-
личении времени задержки. Как видно из рис. 3, все кри-
вые IT/I1(t) практически выходят на плато при Td = 4 c.
Это дает основание предполагать, что в таких условиях
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спектры ГФК близки к количественным. Использование
меньших времен задержки, по всей видимости, вызывает
переопределение доли алифатических и карбогидратных
фрагментов и недоопределение четвертичных О-замещен-
ных ароматических и карбоксильных атомов углерода.

Выводы

Средние времена релаксации для различных типов
ядер 13С в структуре ГФК можно расположить в следую-
щий ряд:

CAlk-O < CAlk < CAr ≅  CС=О ≅  CO-Alk-O < CArOH < CCOOH.
Для получения спектров 13С ГФК, близких к количе-

ственным, необходимо использование времени задержки
не менее 4 с. Для повышения достоверности результатов
интегрирования рекомендуется проведение многократного
независимого фазирования спектров ГФК.
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