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Вольтамперометрическим методом показано, что гуминовые кислоты (ГК) разного происхожде-
ния, извлеченные из почв, сапропелей, торфов и бурых углей, проявляют выраженные антиокси-
дантные свойства. По результатам корреляционного анализа показано, что антиоксидантная актив-
ность ГК зависит от содержания фенольных гидроксилов и карбоксильных групп в области рН 10–5.5.
Максимальной антиоксидантной активностью характеризуются ГК торфов.
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ВВЕДЕНИЕ

Природные антиоксиданты (АО) широко рас-
пространены в биосфере и оказывают влияние на
процессы биохимической трансформации орга-
нического вещества, обеспечивая устойчивость к
окислению. К наиболее эффективным ингибито-
рам окисления относятся соединения с функ-
циональной группой, имеющей подвижный атом
водорода (фенолы, ароматические амины, ами-
нофенолы, пигменты и другие вещества), способ-
ные переводить свободные радикалы в неактив-
ную форму [1–4]. Соединения, имеющие сравни-
тельно слабые –OH- и –NH-связи вступают во
взаимодействие с пероксидными радикалами,
обрывая основную цепь окисления [5].

Гуминовые кислоты (ГК), представляющие
собой гетерогенные редокс-активные органиче-
ские макромолекулы, способны регулировать
окислительно-восстановительные процессы. Осо-
бой характеристикой ГК является их антиокси-
дантная способность, влияющая на концентра-
цию и продолжительность жизни активных форм
кислорода в почвах и водных системах [6]. Гуми-
новые кислоты могут также выполнять защитные
функции в экосистемах, прерывая радикальные
реакции и предотвращая повреждение клеточных
мембран и биологических макромолекул [7, 8].

Было установлено, что при заданных значени-
ях рН и Еh электронодонорная способность ГК

в окислительных условиях хорошо коррелирует
с содержанием фенольных фрагментов [6]. Фе-
нольные фрагменты, образующиеся из более
сложных молекул-предшественников, таких как
лигнин и дубильные вещества, были предложены
в качестве основных электронодонорных фраг-
ментов ГК, обеспечивающих их антиоксидант-
ную способность.

По результатам сравнительного анализа ин-
дексов реакционной способности модельной
структуры ГК разработаны критерии оценки ан-
тиоксидантной способности по величине энер-
гии адсорбции молекулярного кислорода гидрок-
сильной группой [9].

Значения рН оказывают важное влияние на
восстановительную способность АО. В кислых
условиях восстановительная способность может
быть ограничена за счет протонирования антиок-
сидантных соединений, тогда как в основных
условиях протонная диссоциация фенольных со-
единений увеличила бы восстановительную спо-
собность образца [10]. Антиоксидантная актив-
ность ГК в кислой области рН в основном связана
с присутствием азотсодержащих групп, таких как
пептиды и аминокислотные остатки [11–13].

При определении антиоксидантной активно-
сти широко применяют различные методы: хеми-
люминесценцию [14], спектрофотометрию [15],
электрохимические [16, 17], газометрические [18]
и т.д. Достаточно удобным для определения АО и
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их активности является вольтамперометрический
метод, весьма чувствительный к наличию в среде
кислорода и его активных радикалов.

Цель данной работы – исследование антиок-
сидантной активности ГК различного происхож-
дения в зависимости от молекулярной структуры
и рН среды.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе исследовались гуминовые кислоты,

выделенные из чернозема (ЧП), дерновоподзоли-
стой (ДП), подзолистой (ПЗ) почвы, сапропелей
органического (ОР), органожелезистого (ОЖ) и
карбонатного (КР) типа, верхового торфа фускум
(ТВФ), верхового древесно-травяного (ТДТ) и
низинного древесного (ТД) из района Васюган-
ской природной провинции. Источником ГК бо-
лее преобразованных каустобиолитов служили
окисленные угли месторождений Чуй-Кэнул
(ОУ, Китай), Баганур (ОУ1, Монголия) и бурые
угли месторождений Чинг-Чай (БУ, Китай) и
Барандатского месторождения Канско-Ачинско-
го угольного бассейна (БУ1). В качестве стандар-
тов использовали ГК фирмы “Merk” (Германия)
и нефракционированную смесь гуминовых и
фульвокислот ГФК фирмы “Sigma Aldrich” (США).

Каустобиолиты предварительно измельчались
в дезинтеграторе Nossen 8255 до размера частиц
1–3 мм.

Гуминовые кислоты выделяли из каустобио-
литов 0.1 н NaОН при температуре 20°С и переме-
шивании в течение 1 ч. Щелочную экстракцию
повторяли трижды. Гуминовые кислоты в щелоч-
ном растворе осаждали 4%-ной НCl до значения
рН 2. Бурый аморфный осадок ГК отделяли цен-
трифугированием, затем отмывали дистиллиро-
ванной водой до значения рН 7 и высушивали в
чашке Петри в вакуумном шкафу до постоянной
массы.

Методом потенциометрического титрования
определяли содержание кислых ионогенных
групп. Во время титрования ГК ионную силу рас-
твора поддерживали на постоянном уровне насы-
щенным раствором хлорида натрия. На получен-
ных кривых титрования выделяли три четких
перегиба в области рН 10–11 (фенольные гидрок-
силы CArOH), рН 5.5–8.5 (карбоксильные группы
при ароматическом кольце CArСOOH), рН 2.5–
5.0 (карбоксильные группы при углеводородных
цепочках CAlkCOOH). Расчет точки эквивалент-
ности проводили с помощью численной интер-
поляции.

Элементный состав ГК определяли на эле-
ментном анализаторе Vario El Cube (Германия).

Регистрацию ИК-спектров ГК проводили на
ИК-Фурье-спектрометре Nikolet 5700 c Raman-
модулем (корпорация “Thermo Electron”, США) в

таблетках с KBr при соотношении 1:300 соответ-
ственно в интервале значений частоты от 400 до
4000 см–1 c компенсацией сигналов адсорбиро-
ванной воды. Для количественной оценки интен-
сивности полос поглощения применен метод
базовых линий и относительных оптических
плотностей (D) с использованием компьютерной
программы. Содержание структурных групп
рассчитывали в виде отношения значений опти-
ческой плотности в максимуме характеристи-
ческой полосы поглощения (п.п.) и реперной
п.п. 1465 см–1.

Фрагментный состав ГК анализировали мето-
дом 13С-ЯМР-спектроскопии на радиоспектро-
метре фирмы Bruker 300 (Германия), имеющем
рабочую частоту по углероду 125 МГц, с исполь-
зованием Фурье-преобразования с накоплением.
Время накопления изменялось от нескольких ча-
сов до суток. Обработку спектров проводили с ис-
пользованием программы WINNMR фирмы
Bruker. Кроме регистрации спектров ЯМР осу-
ществляли запись интеграла, что позволило опре-
делить относительное содержание магнитных
ядер углерода, принадлежащих к той или иной
группе атомов.

Вольтамперометрическим методом катодного
восстановления кислорода с использованием
ртутного пленочного электрода (“Антиоксидант
АОА”) определяли антиоксидантные свойства ГК
[17]. Ошибка измерений не превышает 10%. Фо-
новым электролитом являлся фосфатный буфер
(рН 6.8) и боратный буфер (рН 9.18). Концентра-
ция ГК в ячейке изменялась от 0.5 ⋅ 10–5 г/мл до
2.0 ⋅ 10–5 г/мл. По результатам определений стро-
ился график зависимости функции (1 – I/I0) от
времени (t). Данный график обрабатывался мето-
дом наименьших квадратов. По линейной части
кривой d(1 – I/I0)/dt определяли тангенс угла на-
клона и рассчитывали кинетический критерий К,
мкмоль/л·мин:

где I – ток электровосстановления (ЭВ О2) в при-
сутствии ГК в растворе, мкА; I0 – ток ЭВ О2 в от-

сутствие ГК в растворе, мкА; – исходная кон-
центрация кислорода в растворе, мкмоль/л; t –
время протекания процесса, мин.

Используемые материалы: NaOH (х.ч., “Реа-
химприбор”), НCl (х.ч., ООО “ХИМТОРГ”), NaCl
(х.ч., ООО “ХИМТОРГ”), фосфатный буфер
(100-кратный концентрат, рН 6.8, “Абрис+”), бо-
ратный буфер (рН 9.18, “ЛенРеактив”).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Гуминовые кислоты относятся к ароматиче-

ским оксиполикарбоновым кислотам, перифери-
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ческая часть макромолекулы которых обогащена
кислородсодержащими группами. Как показано
в [8], количество функциональных групп в пере-
счете на одну макромолекулу ГК составляет: –
СООН – 50, –ОН – 25.

В табл. 1 и 2 приведены физико-химические
характеристики ГК, выделенных из почв, сапро-
пелей, торфов и углей. Исследованные ГК суще-
ственно различались по своим структурно-моле-
кулярным характеристикам. Самые высокие зна-
чения атомного отношения H/C характерны для
ГК из сапропелей и торфов, что свидетельствует о
большей насыщенности молекулярной структу-
ры водородом и преобладанием алифатических и
ациклических фрагментов. Низкими значениями
H/C отличаются ГК из почв и углей. Последние
характеризуются более конденсированными струк-
турами с меньшей долей в них водорода. Преоб-
разование органического вещества (ОВ) в про-
цессе гумификации в системе “торф–уголь” со-
провождается конденсацией молекул и приводит
к снижению атомного отношения H/C в ГК.

В процессе трансформации ОВ в структуре ГК
уменьшается не только доля водорода, но и азота.
Содержание азота в молекулах ГК изученных
объектов снижается в ряду: почвы > сапропели >
> торф > окисленный уголь > бурый уголь. Вто-
рым по количеству элементом в молекулах ГК по-
сле углерода является кислород, что определяет
содержание кислых функциональных групп.
Максимальные значения атомных отношений О/С
характерны для ГК из сапропелей, почв и торфов,
снижающихся для ГК окисленных и бурых углей.
В ГФК “Aldrich” отношение О/С достигает значе-
ний 0.71.

По результатам потенциометрического титро-
вания содержание фенольных CArOH и карбок-
сильных групп CArCOOH в ГК торфов и ГФК
“Aldrich” выше по сравнению с ГК углей (табл. 1).

Данные ИК-спектроскопии свидетельствуют
о более высокой доле алкильных заместителей
D2910/D1465, гидроксильных групп D3350/D1465 и кар-
бонильных групп D1720/D1465 и D1270/D1465 в макро-
молекулах ГК из торфов и сапропелей, чем в ГК
из углей (табл. 2).

Структурно-молекулярная характеристика ГК
дана на основании показателей, рассчитанных по

Таблица 1. Физико-химическая характеристика гуминовых кислот

Образец ГК
Атомное отношение Содержание функциональных групп, мг-экв/г

Н/С О/C C/N СAlkCООН СArCOOH СArOH

Чернозем ЧП 0.86 0.51 14.8 Не определено Не определено Не определено
ДП 1.01 0.50 16.4 – – –
Подзолистая 1.08 0.56 11.9 – – –
Сапропель ОР 1.36 0.62 21.5 – – –
Сапропель ОЖ 1.61 0.57 13.6 – – –
Сапропель КБ 1.89 0.77 17.0 – – –
Торф ТВФ 1.24 0.66 29.7 3.2 ± 0.1 7.5 ± 0.1 10.2 ± 0.3
Торф ТДТ 1.22 0.48 35.4 3.1 ± 0.2 6.5 ± 0.1 9.2 ± 0.2
Торф ТД 1.21 0.50 28.1 3.1 ± 0.1 6.8 ± 0.1 8.5 ± 0.2
ОУ Чуй-Кэнул 1.20 0.46 37.3 1.6 ± 0.1 6.1 ± 0.2 8.4 ± 0.1
ОУ1 Баганур 1.19 0.45 41.3 2.0 ± 0.1 5.8 ± 0.2 8.3 ± 0.1
БУ Чинг-Чай 1.10 0.39 72.3 2.4 ± 0.1 5.1 ± 0.2 8.1 ± 0.1
БУ1 Барандатское 1.13 0.38 71.9 0.8 ± 0.1 4.7 ± 0.2 8.0 ± 0.2
ГФК “Aldrich” 1.15 0.71 39.7 2.3 ± 0.1 6.1 ± 0.3 8.7 ± 0.2

Таблица 2. Структурно-групповой состав ГК по дан-
ным ИК-Фурье-спектроскопии

Образец ГК

Содержание струк-
турных групп, о. е.

D
33

50
/

D
14

65

D
29

10
/

D
14

65

D
17

20
/

D
14

65

D
12

70
/

D
14

65

Сапропель ОР 0.88 0.91 0.86 0.83
Сапропель ОЖ 0.87 0.89 0.89 0.85
Сапропель КР 0.86 0.90 0.82 0.82
Торф ТВФ 0.89 0.82 1.02 0.85
Торф ТДТ 1.05 0.88 0.93 0.82
Торф ТД 0.85 0.86 0.89 0.82
ОУ Чуй-Кэнул 0.83 0.75 0.88 0.78
ОУ1 Баганур 0.80 0.71 0.82 0.72
БУ Чинг-Чай 0.76 0.69 0.84 0.78
БУ1 Барандатское 0.72 0.63 0.81 0.75
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результатам ЯМР 13С-спектрометрии (табл. 3)
[19]. Отношение СalkО/Calk, характеризующее ко-
личество атомов гетероалкильного углерода к ал-
кильному, снижается в ГК почв в ряду: черно-
зем > дерновоподзолистая > подзолистая. Наи-
большая степень окисленности алкильных
фрагментов отмечается в молекулах ГК из сапро-
пелей и торфов. Степень окисленности алкиль-
ных фрагментов заметно уменьшается в ГК в про-
цессе трансформации органического вещества
при переходе от торфов к окисленным и бурым
углям.

Существенные отличия в ГК наблюдаются в ко-
личестве ароматических фрагментов ΣCArO+CArCH
(табл. 3). В макромолекулах ГК, выделенных из
чернозема и углей, от 43.9 до 50 отн. % углерода
принадлежит ароматическим фрагментам. Тор-
фяные, сапропелевые и ГК “Merk” характеризу-
ются близкими значениями степени ароматич-
ности. В ГК торфов ТВФ и ТДТ, дерновоподзо-
листой почве отмечается низкая степень
окисленности ароматических фрагментов, рас-
считанная как CArO/(СArH,C + CArO), сравнимая
со степенью окисленности данных фрагментов в
ГК “Merk”.

В табл. 3 приведены значения кинетического
критерия К антиоксидантной активности гуми-
новых кислот, отражающего количество кисло-
рода и активных кислородных радикалов, проре-
агировавших с антиоксидантом за 1 мин при
рН 10. Как полагают в работах [5–8], антиокси-
дантную активность ГК определяют фенольные
фрагменты, образованные из более сложных мо-
лекул-предшественников растений, таких как
лигнин и дубильные вещества. Для ГК из торфов

и сапропелей отмечаются максимальные значе-
ния К и минимальные – для ГК из почв ДП и ПЗ
и ГФК “Aldrich”.

Благодаря присутствию в ГК широкого спек-
тра функциональных групп разной природы их
антиоксидантные свойства могут проявляться во
всем диапазоне рН. На рис. 1 показано влияние
рН в области 10–5.5 на величину критерия К для
гуминовых кислот, выделенных из торфов и уг-
лей. В основных условиях протонная диссоциа-
ция фенольных соединений увеличивает восста-
новительную способность ГК, а в кислых услови-
ях восстановительная способность может быть
ограничена из-за протонирования антиоксидант-
ных фрагментов [10]. При рН 10 максимальной
антиоксидантной способностью характеризуют-
ся ГК из верхового торфа ТВФ. Для ГК из бурых
углей отмечается наименьшее значение К. Сни-
жение рН до 6.5 приводит к уменьшению крите-
рия К для всех образцов ГК. В этой области рН
диссоциируют карбоксильные группы.

Для понимания взаимосвязи антиоксидант-
ных свойств и структурных особенностей ГК был
проведен корреляционный анализ данных эле-
ментного состава, ЯМР 13C, потенциометриче-
ского титрования с содержания АО. На рис. 2, а
приведена зависимость критерия К от атомного
отношения О/С в макромолекулах ГК, характе-
ризующаяся положительной линейной связью с
высокой степенью аппроксимации, что объясня-
ется наличием в структуре ГК кислых функцио-
нальных групп. На основании анализа данных
ЯМР 13С-спектроскопии ГК установлена взаимо-
связь показателя степени окисленности алкиль-

Таблица 3. Структурно-молекулярная характеристика гуминовых кислот

Образец ГК САlkO/CАlk ƩCArO + CArCH CArO/CArO + CArCH К, мкмоль/л · мин

Почва ЧП 0.67 43.9 0.27 0.32
Почва ДП 0.56 39.6 0.17 0.24
Почва ПЗ 0.38 35.5 0.35 0.25
Сапропель ОР 1.0 33.5 0.32 0.77
Сапропель ОЖ 0.95 32.4 0.22 0.59
Сапропель КР 0.91 28.4 0.20 0.89
Торф ТВФ 0.91 20.8 0.11 0.91
Торф ТДТ 0.89 32.7 0.17 0.73
Торф ТД 0.88 28.4 0.56 0.62
ОУ Чуй-Кэнул 0.57 44.5 0.29 0.41
ОУ1 Баганур 0.67 50.0 0.25 0.39
БУ Чинг-Чай 0.47 50.0 0.35 0.32
БУ1 Барандатское 0.38 45.6 0.28 0.27
ГК “Merk” 0.67 35.8 0.11 0.43
ГФК “Aldrich” 0.68 43.8 0.24 0.49
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ЮДИНА и др.

ных фрагментов СAlO/CAl в ГК с критерием К
(рис. 2, б).

На рис. 3, а показана взаимосвязь между со-
держанием фенольных групп СArOH в ГК, опре-
деляемых потенциометрическим титрованием, и
кинетическим критерием К при рН 10. Наиболь-
шее содержание фенольных групп установлено в
ГК торфа ТВФ, наименьшее – в ГК из бурого уг-
ля, что отразилось на значении их антиоксидант-
ной активности. Величина достоверности ап-
проксимации удовлетворительная.

Зависимость критерия К при рН 6.5 от содер-
жания СArCOOH-групп в ГК торфов и углей при-
ведена на рис. 3, б. При снижении содержания
карбоксильных групп в ряду “ГК торф > ГК окис-
ленный уголь > ГК бурый уголь” уменьшается их
антиоксидантная активность с достаточно высо-
кой степенью достоверности.

Реакционная способность однотипных групп
в макромолекуле ГК зависит от их простран-
ственного расположения. В зависимости от рас-
положения карбоксильных групп антиоксидант-
ная активность фенольных гидроксилов может
снижаться за счет удаления электронной плотно-
сти из фенольного кольца, а при их депротониро-
вании при рН 6.5 повышает антиоксидантную ак-
тивность фенольных гидроксилов [20].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Антиоксидантная активность ГК зависит от их
молекулярной структуры, определяемой проис-
хождением. Макромолекулы ГК, выделенные из
почв, характеризуются низкой насыщенностью
водородом и высоким содержанием азота. В со-
ставе ГК торфов и сапропелей, обогащенных во-
дородом и кислородом, преобладают алифатиче-
ские и ациклические фрагменты и кислые функ-
циональные группы.

Антиоксидантную активность ГК в зависимо-
сти от рН среды определяют соединения, включа-
ющие –OH- и –NH-связи. Значения критерия
антиоксидантной активности К для торфяных и
угольных ГК снижаются с уменьшением основ-
ности с рН 10 до рН 5.5. Установлена положитель-
ная линейная зависимость критерия антиокси-

Рис. 1. Влияние рН среды на антиоксидантную ак-
тивность ГК торфов и углей.
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Рис. 2. Зависимость критерия К от атомного отношения О/С (а) и СAlO/CAl (б) в гуминовых кислотах.
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дантной активности ГК от содержания феноль-
ных гидроксилов при рН 10 и от содержания
карбоксильных групп при рН 6.5.
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