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Аннотация

Получены и охарактеризованы с помощью элементного и технического анализа образцы нативных и мо-
дифицированных пероксидом водорода и н-бутанолом гуминовых кислот (ГК), выделенных из бурых углей. 
С использованием методов 13С ЯМР-, ИК-, ЭПР-спектроскопии показаны изменения структурных параметров 
и содержания парамагнитных центров (ПМЦ) модифицированных ГК. Методом фитотестирования на при-
мере семян сортовой пшеницы “Ирень” проведена оценка биологической активности нативных и модифици-
рованных ГК. Обнаружена тенденция к снижению биологической активности ГК при уменьшении содержания 
ПМЦ. Наблюдается повышение биологической активности с увеличением параметра Ф

1
, отражающего соот-

ношение гидрофильных и гидрофобных элементов структуры ГК.
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ВВЕДЕНИЕ

Гуминовые кислоты (ГК) – природные вы-
сокомолекулярные соединения нерегулярного 
строения, которые содержатся в торфе, бурых 
и окисленных каменных углях, почве, донных 
отложениях. Полученные из разных источников 
ГК различаются по элементному составу, сте-
пени конденсированности, замещенности аро-
матических ядер, соотношению гидрофильных 
и гидрофобных фрагментов. В состав макромо-
лекул ГК входят различные функциональные 
группы: карбонильные, карбоксильные, гидрок-
сильные. Благодаря уникальности своего строе-
ния ГК способны вступать в окислительно-вос-
становительные реакции, реакции комплексо-
образования и ионного обмена с катионами 
металлов, что в свою очередь определяет широ-
кий спектр их применения [1]. Как сорбенты 
катионов различных металлов ГК применяют-

ся для борьбы с химическими загрязнениями, 
очистки промышленных стоков, детоксикации 
загрязненных почв и т. д. Они используются 
для ремедиации и рекультивации деградиро-
ванных почв, улучшая их структуру и повышая 
плодородие [2]. Известны положительные ре-
зультаты применения солей ГК (гуматов) в рас-
тениеводстве, птицеводстве, животноводстве [3]. 
В последнее время возрос интерес к примене-
нию ГК и препаратов на их основе в сельском 
хозяйстве в качестве стимуляторов роста рас-
тений. Известно, что при воздействии ГК в рас-
тениях активизируется синтез белка, нуклеино-
вых кислот, фосфорсодержащих соединений – 
переносчиков энергии. Гуминовые кислоты 
оказывают влияние на ферментативную дея-
тельность растительной клетки, усиливают фо-
тохимические процессы, транспорт электро-
нов, фосфорилирование в хлоропластах [4]. 
При этом увеличивается проницаемость кле-
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точной мембраны, что облегчает проникновение 
питательных веществ и микроэлементов внутрь 
клетки и ускоряет дыхание растений [3]. В ре-
зультате сокращаются сроки созревания, повы-
шается урожайность культур, резистентность к 
заболеваниям и устойчивость к неблагоприят-
ным условиям окружающей среды, снижается 
поступление тяжелых металлов и радионукли-
дов в растения. В настоящее время накоплен 
большой экспериментальный опыт, свидетель-
ствующий о положительном влиянии гумино-
вых веществ на урожайность и качество сель-
скохозяйственных культур [5]. Однако взгляды 
на природу биологической активности ГК неод-
нозначны и противоречивы. Существует точка 
зрения, что биологическая активность ГК опре-
деляется способностью участвовать в окисли-
тельно-восстановительных реакциях в расти-
тельной клетке и зависит от содержания фе-
нольных и хиноидных групп [6, 7]. Показано, 
что билогическая активность ГК растет с увели-
чением значения структурного параметра “сте-
пень ароматичности f

a
” [6, 8]. Обнаружена взаи-

мосвязь биологической активности и содержания 
парамагнитных центров (ПМЦ) [9], а также со-
отношения гидрофильных и гидрофобных фраг-
ментов в структуре ГК [10, 11]. Более высокая 
степень конденсированности, ароматичности, 
парамагнетизма, а также более высокое содер-
жание функциональных групп, в частности хи-
ноидных, обес печивает более высокую биологи-
ческую активность ГК, выделенных из бурых 
углей, по сравнению с ГК торфа [12]. 

В последнее время большой интерес иссле-
дователей вызывает химическое модифициро-
вание ГК, что дает возможность получать пре-
параты на их основе с ценными свойствами, 
превосходящими свойства исходных ГК. С по-
мощью направленного химического модифи-
цирования за счет изменения функционально-
группового состава можно регулировать окисли-
тельно-восстановительные свойства, повысить 
сорбционную способность, биологическую актив-
ность [13, 14]. Для модифицирования применяют-
ся различные реакции, например: окислительно-
восстановительные, гидролиз, алкилирование, 
ацилирование и т. д. Показано [15], что ГК, 
окисленные перманганатом калия, а также ал-
килированные метилом, являются наиболее эф-
фективными для стимулирования роста расте-
ний по сравнению с исходными ГК. В настоящее 
время повышение урожайности и качества сель-
скохозяйственной продукции невозможно без ис-
пользования передовых технологий, в том числе 

и применения биологически активных субстан-
ций. Изменяя структурно-групповой состав в ре-
зультате воздействия химическими методами на 
макромолекулу ГК, можно прогнозировать био-
логическую активность. 

Цель настоящей работы – исследование био-
логической активности нативных и модифици-
рованных пероксидом водорода и н-бутанолом 
гуминовых кислот, выделенных из бурых углей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

Для получения ГК использовали образцы бу-
рого угля Тюльганского месторождения Южно-
Уральского бассейна (БУТ), Тисульского место-
рождения Канско-Ачинского бассейна (БУТС) и 
его окисленной в пласте формы (БУТСО). Гуми-
новые кислоты выделяли из угля обработкой 
раствором гидроксида натрия и последующим 
осаждением соляной кислотой [16]. Характери-
стики образцов исследуемых бурых углей и по-
лученных из них ГК приведены в табл. 1. Окис-
ленный уголь (БУТСО) отличается более вы-
сокой степенью ароматичности (соотношение 
С/Н = 1.72) и более высоким выходом ГК.

Методики исследования

Модифицирование ГК пероксидом водорода 
проводилось следующим образом: к определен-
ному объему растворов, содержащих 5 г гумата 
натрия (ГумNa), при постоянном перемешивании 
на магнитной мешалке из бюретки добавляли по 
каплям с одинаковой скоростью пероксид во-
дорода (концентрация 32 %, объем V = 5, 10, 
15 мл). После добавления Н

2
О

2
 перемешивали 

еще 5 мин и осаждали ГК соляной кислотой. 
Полученные осадки отфильтровывали, промыва-
ли до pH дистиллированной воды, высушивали 
при температуре 70 °С до постоянной массы.

Для алкилирования навеску ГК (5 г) раство-
ряли в 100 мл н-бутилового спирта, подкисляли 
соляной кислотой до рН 2–3 и кипятили 3 ч при 
температуре кипения бутанола с последую-
щим охлаждением до комнатной температуры. 
Полученную смесь разбавляли двумя литра-
ми дистиллированной воды. Выпавший осадок 
фильтровали на воронке Бунзена, промывали 
большим количеством воды и сушили до по-
стоянной массы.

Для установления связи “структурный пара-
метр – биологическая активность” проведены 
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тесты (фитотестирование) [17, 18] с использова-
нием сортовых семян пшеницы “Ирень”. Опре-
деление биологической активности ГК в виде 
гуматов натрия (концентрации 0.01, 0.005 и 
0.0005 %), полученных как из исходных, так и 
модифицированных пероксидом водорода и бу-
танолом образцов ГК (ГК-Н

2
О

2
 и ГК-Bu соот-

ветственно) проводили согласно ГОСТ 12038–84 
и ГОСТ 54221–2010 [19, 20]. Для этого семена 
проращивали при постоянной температуре 20 
°С в темноте в специальных растильнях (лот-
ках). Биологическую активность нативных и мо-
дифицированных ГК оценивали по величине 
интегрального индекса фитоактивности (ИФ) с 
учетом трех тест-функ ций: энергии прораста-
ния семян (ЭП), длины корня (ДК) и высоты 
проростка (ВП). Индекс фитоактивности явля-
ется обобщающим показателем, величина кото-
рого отражает отклонения от контроля и вы-
числяется как среднее арифметическое сум-
мы показателей ЭП, ДК и ВП, выраженное в 
долях единицы:

ИФ =
ЭП + ДК + ВП

3•100
где ЭП, ДК и ВП – средние величины по трем 
лоткам.

Повторность эксперимента трехкратная: по 
50 семян в каждом лотке для каждого вида ГК 
и столько же для контроля. Для контрольного 
теста использовалась дистиллированная вода. 
Показатели ЭП, ВП и ДК, а также количество 
корней (КК) замеряли на 5-е сут. Относитель-
ная ошибка во всех экспериментах составляла 
3–5 % для уровня значимости α = 0.05. 

Методы исследования

Спектры ЭПР исследуемых образцов реги-
стрировали при комнатной температуре с по-
мощью ЭПР-спектрометра EMX-m40X (Bruker, 

Германия) на частоте 9.86 ГГц при уровне мощ-
ности 1.8–1.9 мВт и частоте модуляции 100 кГц. 
Для определения количества органических па-
рамагнитных центров (ПМЦ) в качестве стан-
дарта использовали ионы Mn2+ в MgO. Харак-
теристики спектров ЭПР рассчитывали с помо-
щью программы BrukerWinEPR.

Спектры ЯМР 13С высокого разрешения в 
твердом теле регистрировались на приборе 
AVANCE III 300 WB (Bruker, Германия) на ча-
стоте 75 МГц с использованием стандартной 
методики кросс-поляризации и вращением под 
магическим углом (CPMAS). 

Запись ИК-спектров проводилась на спектро-
метре с Фурье-преобразованием “Инфралюм-
ФТ 801” (Россия) в таблетках с КBr. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Гуминовые кислоты характеризуются типич-
ными полосами поглощения ИК-спектров раз-
личной интенсивности [21]. Широкая полоса с 
максимумом поглощения ~3400 см–1 указывает 
на наличие гидроксильных групп, связанных 
водородной связью. Полосы 2940–2920 и 2860–
2840 см–1 соответствуют валентным колебаниям 
групп СН

3
 и СН

2
; 1630–1610 см–1 – валентным 

колебаниям сопряженных двойных связей С=С 
и ароматических фрагментов; 1370–1450 см–1 – 
деформационным колебаниям связи С–Н в али-
фатических группах СН

3
 и СН

2
; 1280–1240 см–1 – 

связи С–О карбоновых кислот, сложных эфи-
ров, связи О–Н фенолов; 1100–1030 см–1 – связи 
С–О циклических и алифатических эфиров и 
спиртов; 800 см–1 – связи С=С и С–Н аромати-
ческих колец. Для всех образцов исследуемых 
исходных ГК проявляются полосы различной 
интенсивности в области 1720–1710 см–1 – ва-
лентные колебания связи С=О карбоновых кис-

ТАБЛИЦА 1

Технический и элементный анализ исследуемых образцов углей и гуминовых кислот, %

Образец Wa Ad Vdaf Элементный состав на daf С/Н атом. (HA)
t
daf

C H (O + N +S), по разности

БУТС 8.0 6.1 48.1 64.3 4.7 31.0 1.1 21.3

ГК БУТС 4.9 9.2 – 59.1 4.9 36.1 1.0 –

БУТСО 13.5 46.6 90.8 55.1 2.7 42.3 1.7 60.9

ГК БУТСО 7.0 15.2 – 61.6 5.4 33.1 1.0 –

БУТ 9.1 21.5 64.4 63.7 5.9 30.4 0.9 38.5

ГК БУТ 0.7 13.4 – 53.2 10.5 36.3 0.4 –

Примечание. 1. Wa – влага аналитическая; Ad – зольность на сухую пробу; Vdaf – содержание летучих 
веществ; C, H, O, N, S – содержание элементов; (НА)

t
daf – выход гуминовых кислот; daf – сухое беззоль-

ное состояние образца. 2. Прочерк – не определялось.
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лот. На ИК-спектрах модифицированных пе-
роксидом водорода ГК серии БУТС и БУТ уве-
личиваются интенсивности полос 1710, 1260, 
1100–1030 см–1. Спектры ГК БУТСО отлича-
ются снижением интенсивности полосы, харак-
теризующей связь С=О карбоксильных групп. 
На ИК-спектрах ГК, модифицированных 
н-бутанолом, наблюдается увеличение (в раз-
ной степени) интенсивностей полос 2930 и 2870, 
1450 и 1380, 1240 см–1. 

В табл. 2 приведены экспериментальные дан-
ные по определению биологической активности 
ГК посредством фитотестирования, в процессе 
которого были установлены не только эффекты, 
стимулирующие развитие растений, но и подав-
ляющие те или иные тест-функции. Одним из 
факторов, влияющих на биологическую актив-
ность, является концентрация используемых 
гуматов. При концентрации 0.005 % наблюдает-
ся наибольшее значение ИФ для всех исследуе-
мых образцов (см. табл. 2). В контрольном опыте 
с водой ИФ = 1. Следует отметить положитель-
ное влияние ГК на ЭП, ДК и ВП. Более высокая 
биологическая активность свойственна гуматам, 
полученным из естественно-окисленной формы 
бурого угля (ГумNa БУТСО), применение кото-
рого приводит к максимальному увеличению 

значений ВП и ДК (+38 и +23 % к контролю, 
соответственно).

Химическое модифицирование пероксидом 
водорода и н-бутанолом изменяет функцио-
нально-групповой состав ГК и оказывает влия-
ние на биологическую активность ГК. Действи-
тельно, применение модифицированных перок-
сидом водорода ГК приводит к уменьшению 
значений тест-функ ций и ИФ для всех иссле-
дуемых образцов по сравнению с нативными 
(см. табл. 2). При этом наблюдается незначи-
тельное уменьшение КК. При обработке семян 
препаратами ГумNa БУТС(10), ГумNa БУТС(15), 
ГумNa БУТСО(15) (в скобках указан применяе-
мый для модифицирования объем (мл) Н

2
О

2
) 

значения ИФ ниже, чем в контрольных опытах 
с водой. Величины всех тест-функций ДК, ВП 
и ЭП в этих опытах также ниже контрольных. 
Индекс фитоактивности модифицированных 
н-бутанолом гуматов превышает аналогичный 
показатель нативных препаратов и составляет 
1.24 (+24 % прироста к контролю) для ГумNa 
БУТС; 1.27 (+27 %) для ГумNa БУТСО и 1.39 
(+39 %) для ГумNa БУТ. Применение алкили-
рованных н-бутанолом препаратов оказывает 
положительное влияние на ВП (+37 % для 
ГумNa БУТС; +45 % для ГумNa БУТСО; +42 % 

ТАБЛИЦА 2 

Величины тест-функций и интегральный индекс фитоактивности гуминовых препаратов

Образец Концентрация, % КК ДК ВП ЭП ИФ ПМЦ•10–18, 
спин/г (ГК)% к контролю

ГумNa БУТС 0.005 115 118 109 115 1.14 7.57

ГумNa БУТС 0.0005 102 96 108 107 1.04 –

ГумNa БУТС 0.01 102 94 100 93 0.96 –

ГумNa БУТС-Н
2
О

2
(5) 0.005 113 104 118 112 1.11 3.77

ГумNa БУТС-Н
2
О

2
(10) 0.005 107 91 88 93 0.91 3.12

ГумNa БУТС-Н
2
О

2
(15) 0.005 103 83 78 101 0.87 2.72

ГумNa БУТС-Bu 0.005 106 125 137 110 1.24 4.40

ГумNa БУТСО 0.005 104 123 138 106 1.22 0.87

ГумNa БУТСО 0.0005 – 101 103 108 1.04 –

ГумNa БУТСО-Н
2
О

2
(5) 0.005 101 101 125 103 1.10 0.56

ГумNa БУТСО-Н
2
О

2
(10) 0.005 99 105 120 98 1.08 0.29

ГумNa БУТСО-Н
2
О

2
(10) 0.0005 – 101 103 108 1.04 –

ГумNa БУТСО-Н
2
О

2
(15) 0.005 101 85 79 107 0.90 0.28

ГумNa БУТСО-Bu 0.005 102 130 145 106 1.27 1.93

ГумNa БУТ 0.005 – 125 149 107 1.27 0.31

ГумNa БУТ 0.0005 – 112 149 107 1.22 –

ГумNa БУТ-Н
2
О

2
(10) 0.005 – 122 147 112 1.27 0.47

ГумNa БУТ-Н
2
О

2
(10) 0.0005 – 116 134 108 1.19 –

ГумNa БУТ-Bu 0.005 – 151 142 124 1.39 1.42

Примечание. 1. Прочерк – не определялось. 2. Здесь и в табл. 3: в скобках указано количество 
Н

2
О

2
 (мл), применяемое при модифицировании образца; Bu – образец, модифицированный н-бутанолом.
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для ГумNa БУТ по отношению к контролю) и ДК. 
Максимальное увеличение ДК (в 1.5 раза) на-
блюдается при применении ГумNa БУТ. Таким 
образом, модифицирование пероксидом водоро-
да приводит к уменьшению ИФ, модифицирова-
ние н-бутанолом – к увеличению ИФ в ряду: 
ГК-Bu > ГК > ГК-Н

2
О

2
(5) > ГК-Н

2
О

2
(10) > ГК-

Н
2
О

2
(15).

Данные табл. 2 свидетельствуют о снижении 
значений ИФ с понижением содержания ПМЦ 
в процессе модификации ГК пероксидом водо-
рода. Оценивая связь биологической активности 
ГК с парамагнитными свойствами, следует от-
метить, что прямолинейная зависимость ИФ от 
содержания ПМЦ имеет довольно низкие коэф-
фициенты корреляции: 0.77 (для ГК БУТС) и 
0.83 (для ГК БУТСО) (рис. 1). Модифицирование 
ГК н-бутанолом, как отмечено выше, приводит 
к повышению ИФ для всех образцов. При этом 
для ГК серии БУТСО и БУТ наблюдается по-
вышение содержания ПМЦ, а для ГК БУТС – 
снижение. Вероятно, связь между содержанием 
ПМЦ и биологической активностью ГК не явля-
ется простой и однозначной. Есть мнение, что па-
рамагнетизм ГК обусловлен синергическим эф-
фектом взаимодействия ароматических систем 
полисопряжения и водородных связей, образо-
ванных функциональными группами, прежде 
всего карбоксильными [12]. Хиноидные группы и 
фенольные гидроксилы, способные образовывать 
стабильные свободные радикалы, также могут 
быть причиной парамагнетизма ГК [7]. 

Хотя исследуемые ГК имеют общий тип 
строения, что подтверждается наличием сиг-
налов ЯМР в одних и тех же областях, но раз-
личаются значениями интегральных интенсив-

ностей этих сигналов. Анализируя данные 
табл. 3, можно предположить, что изменения 
структурно-группового состава при модифици-
ровании ГК зависит от природы исходного сы-
рья. Например, ГК, выделенные из окисленного 
угля БУТСО, отличаются от ГК БУТС более вы-
соким содержанием карбоксильных групп, ко-
торое снижается в процессе окисления Н

2
О

2
, 

вероятно, из-за реакций декарбоксилирования. 
Для ГК БУТС наблюдается обратная тенден-
ция – в процессе окисления содержание карбок-
сильных групп повышается. Реакция этерифи-
кации карбоновых кислот в процессе алкилиро-
вания [22] приводит к снижению их содержания 
во всех образцах ГК. Низкое содержание хино-
идных групп (менее 1 %) не позволяет выявить 
зависимость ИФ от их содержания. 

В табл. 3 приведен комплексный структур-
ный параметр Ф

1
, который характеризует от-

ношение в ГК количества активных функцио-
нальных групп и C

alk
O-фрагментов к величине 

ароматической составляющей и вычисляется по 
данным спектроскопии ЯМР 13С: Ф

1 
= (СООН + 

C
ar
O + C

alk
O)/С

ar
C,H [11]. Этот параметр также 

определяет соотношение гидрофильных и гидро-
фобных свойств макромолекулы ГК. Практичес-
ки для всех исследуемых образцов ГК, модифи-
цированных н-бутанолом, возрастает интенсив-
ность ЯМР-сигналов в области 160–140 м. д. 
(С

ar
O) и 106–54 м. д. (С

alk
O), что вызывает зна-

чительное увеличение параметра Ф
1
 для алки-

лированных образцов и повышение ИФ. 
Полученные результаты позволяют сделать 

вывод: модифицирование пероксидом водорода 
и н-бутанолом существенно изменяет струк-
турно-групповой состав ГК, содержание ПМЦ, 

Рис. 1. Зависимость индекса фитоактивности (ИФ) от содержания парамагнитных центров (ПМЦ) нативных и 
модифицированных пероксидом водорода гуминовых кислот, полученных из бурых углей БУТС (а) и БУТСО (б).
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гидрофильно-гидрофобные свойства и, как след-
ствие, биологическую активность. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В опытах с семенами пшеницы установлено, 
что индекс фитоактивности гуминовых кислот, 
выделенных из бурых углей, повышается на 
14–27 % по сравнеиию с контрольным тестом и 
зависит от концентрации применяемых гуматов. 
Наибольший эффект проявляется при концен-
трации 0.005 %. В результате химического моди-
фицирования изменяется структурно-групповой 
состав и биологическая активность гуминовых 
кислот. Гуминовые кислоты, модифицирован-
ные пероксидом водорода, проявляют более 
низкую, а модифицированные н-бутанолом, – 
более высокую биологическую активность по 
сравнению с нативными образцами. Обнаруже-
на тенденция к уменьшению индекса фитоак-
тивности гуминовых кислот при снижении со-
держания парамагнитных центров в процессе 
модифицирования пероксидом водорода, однако 
наблюдается увеличение этого показателя с по-
вышением гидрофильно-гидрофобного фактора 
Ф

1
 в процессе модифицирования н-бутанолом.

Работа выполнена в рамках государственного 
задания ИУХМ ФИЦ УУХ СО РАН (проект 
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поддержке Российского фонда фундаментальных ис-

следований (грант ¹ 18-55-91033) с использованием 
оборудования ЦКП ФИЦ УУХ СО РАН.
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Образец Химический сдвиг, м. д. Ф
1

220–187 186–180 179–165 164–140 140–106 106–54 54–0

C=О C
хин

COOH C
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O C
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C,H C
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O C
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2
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Примечание. Обозн. см. табл. 2.
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