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СодержаниеСодержание
• Применение спектроскопии ЯМР на ядрах 13С
для исследования гуминовых веществ

• Выбор количественных условий измерения
13С ЯМР спектров

• Подвижные и скелетные протоны
• Определение распределения протонов по
структурным фрагментам ГВ – ПМР

• Принципы двумерной спектроскопии ЯМР и ее
применение для исследования ГВ

• Достоинства и недостатки одномерной и
двумерной ЯМР: области применимости
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ДОСТОИНСТВА ПМР И 13С ЯМР-
СПЕКТРОСКОПИИ ГВ



Основные структурные группы, выделяемые в
углеродном распределении гуминового каркаса:

C=O, COO, CArO, CAr, OCO, CAlkO, CAlk

220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0

С=O

COO

CArO

CAr

OCO

CAlkO

CAlk

ppm

ТИПИЧНЫЙ СПЕКТР ЯМР 13C
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ОТНЕСЕНИЯОТНЕСЕНИЯ ВВ ПМРПМР-- ИИ 1313СС ЯМРЯМР--СПЕКТРАХСПЕКТРАХ
ГУМИНОВЫХГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВВЕЩЕСТВ (0.1 (0.1 ММ NaODNaOD))

кетонные и хинонные группы187-220-С=О
Карбокс. гр. и их производные167-187-СОО-Н,C
О, N-замещенные аром. Фр.145-167 -Ar-О,N

Н-, С-замещенные аром. фр.108-1456.0-10.0Ar-Н,С

Аномерные Алиф. Фр., дважды
замещенные гетероатомами

90-1084.7-6.0O-CH-O,N

Метоксильные фрагменты
O- и N-замещенные
Алифатические Фрагменты
(“карбогидратные”) 

48-58
58-64
64-90

3.1-4.7CH3-O
СH2-O,N
CH-O,N

Алиф. фр. в α - положении к
электроотр. группе / ар. кольцу

1.95-3.1α-СH
Н-, С-замещенные Алиф. фр.5-480.5-1.95CH-Н,С

13С ЯМРПМР
ОписаниеИнтервал, м.д.Фрагмент
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ВЫБОР УСЛОВИЙ РЕГИСТРАЦИИ
КОЛИЧЕСТВЕННЫХ 13C ЯМР СПЕКТРОВ

• Определение времени задержки (Td), обеспечивающего
полную релаксацию третичных и четвертичных атомов С

0.5

0.7

0.9

1.1

1

1.3

2

1.5

3 4 5 6 7 8

C=O
COO
CArO
CAr

OCO
CAlkO
CAlk

Td, s

IT/I1
Td = 4 сек



ИНТЕГРИРОВАНИЕИНТЕГРИРОВАНИЕ 1313СС ЯМРЯМР СПЕКТРОВСПЕКТРОВ ГВГВ

I = 100%
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C=O

COO -
ArCOH

ArC*-C,H

AlkC-O
AlkC*-C,H

I

IAlkC

IAlkCO

IArC

IArCO
ICOO

IOCO

ICO

ICO + ICOO + IArCO + IArC + IOCO + IAlkCO + IAlkC = I = 100%
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1313СС ЯМРЯМР СПЕКТРЫСПЕКТРЫ ГВГВ РАЗЛИЧНОГОРАЗЛИЧНОГО ГЕНЕЗИСАГЕНЕЗИСА

ГФК вод

ГК почв

ГФК торфа

ГК угля

200 150 100 50 0 ppm

C=O COO СArO СAr OCO CHnCAlkO
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ПРОБЛЕМЫ СПЕКТРОСКОПИИ ЯМР 13C
ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ

•Ограниченная растворимость ГФК

•Перекрывание спектральных областей

•Различие во временах релаксации ядер углерода
различных типов

•Большие затраты времени на получение спектра
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1313СС ЯМРЯМР СПЕКТРСПЕКТРЫЫ ФРАКЦИЙФРАКЦИЙ ГВГВ ТОРФАТОРФА
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1313СС ЯМРЯМР СПЕКТРСПЕКТРЫЫ ФРАКЦИЙФРАКЦИЙ ГВГВ ПОЧВПОЧВ
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1313СС ЯМРЯМР СПЕКТРСПЕКТРЫЫ ФРАКЦИЙФРАКЦИЙ ГВГВ ПОЧВПОЧВ
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ВОСПРОИЗВОДИМОСТЬВОСПРОИЗВОДИМОСТЬ РЕЗУЛЬТАТОВРЕЗУЛЬТАТОВ
СПЕКТРОСКОПИИСПЕКТРОСКОПИИ ЯМРЯМР 1313СС

0

0.1

0.2

0.3

0.4
C

=O

C
O

O

A
rO

A
r-

C
,H

O
-C

-O

C
H

O

C
H

2O

C
H

3O

C
al

k

SHA-Pg94
SHA-Pg96
SHA-Pg98

С, отн.ед.

0

0.1

0.2

0.3

C
=O

C
O

O

A
rO

A
r-

C
,H

O
-C

-O

C
H

O

C
H

2O

C
H

3O

C
al

k

SFA-Pw96

SFA-Pw98

С, отн.ед.

ГК ПОЧВ

ФК ПОЧВ



LOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITYLOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITY

1313СС ЯМРЯМР ии ПМРПМР СПЕКТРЫСПЕКТРЫ ГГK K ТОРФАТОРФА ВВ
0.1 0.1 ММ NaODNaOD

ppm

а)

б)

ppm

13C 

1H 
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ПМР-СПЕКТР ГУМИНОВЫХ
ВЕЩЕСТВ В D2O

HDO
ГК ЧЕРНОЗЕМА



ПМРПМР--СПЕКТРЫСПЕКТРЫ ГВГВ ВВ АПРОТОННОМАПРОТОННОМ
РАСТВОРИТЕЛЕРАСТВОРИТЕЛЕ

HAlkHCH-O + HROHHAr + HArOHHCOOH

DMSO

•Пик растворителя закрывает часть спектра
•Значительное уширение сигналов
•Перекрывание подвижных и скелетных протонов
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РЕГИСТРАЦИЯРЕГИСТРАЦИЯ ПОДВИЖНЫХПОДВИЖНЫХ ПРОТОНОВПРОТОНОВ ГВГВ

а)

б)

в)

18 14 12 10 8 6 4 2 ppm

DMSO-d6

DMSO-d6+
CF3COOD

0.1 M NaOD

CAlk-H
α-CH

CHn-O
O-CHn-O

CAr-OH +CAr-HCOOH



LOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITYLOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITY

РАСЧЕТРАСЧЕТ СОДЕРЖАНИЯСОДЕРЖАНИЯ ПРОТОНОВПРОТОНОВ ВВ ГВГВ
Спектр в D2O Спектр в DMSО +CF3COODСпектр в DMSО

ArH
CHn–O
CAlk–H

ArH + Ar–OH
CHn–O + R–OH
часть CAlk–H

COOH

Нормирование на область
0 – 2.05 м.д.

ArH
CHn–O 

часть CAlk–H

ArH
Ar–OH
CHn–O
R–OH

COOH, ArH, Ar–OH, CHn–O, R–OH, CAlk–H

Нормирование на сигнал
DMSО

ArH + Ar–OH
CHn–O + R–OH

CAlk–H
COOH



LOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITYLOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITY

РАСПРЕДЕЛЕНИЕРАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОТОНОВПРОТОНОВ
ВВ ГВГВ ТОРФАТОРФА ИИ УГЛЯУГЛЯ

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

35.0

40.0

СООН ArOH ArH AlkOH HCO a-CH CH

T5 T6
T7 T10
HTL TTL
HTO

H,%

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

СООН ArOH ArH AlkOH HCO a-CH CH

AGK
AHA

H,%

ГВ ТОРФА

ГК УГЛЯ

Отсутствие
спиртовых ОН –
нет сахаров

Очень много
сахаров

Эфирные
связиМного Ar-H
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ПМРПМР СПЕКТРСПЕКТРЫЫ ГВГВ ИЗИЗ ВОДВОД ИИ ПОЧВПОЧВ

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

35.0

40.0

1 2 3 4 5 6 7

FMX-8
FIX-8
FG1FA
HO10FA

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

СООН ArOH ArH AlkOH HCO a-CH CH

HBW
HBWNd
HMG
FA1N
FA3N

H,%

Много спиртовых Н

Много Ar-H

ГВ ВОД

ГВ ПОЧВ



ПРЕИМУЩЕСТВА И НЕДОСТАТКИ
ОДНОМЕРНЫХ ЯМР - ЭКСПЕРИМЕНТОВ

Преимущества:
• количественная оценка содержания ядер с данным
химическим окружением в составе ГВ

• Возможность использования соответствующих
содержаний в качестве численных дескрипторов
(Сar, Calk, Har, Halk и т.д.) для построения
корреляционных взаимосвязей структура - свойства

Недостатки:
• низкая разрешающая способность из-за сильного
перекрывания пиков в спектре. Поэтому для
увеличения возможностей идентификации
используют двумерный ЯМР



ДВУМЕРНАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ
ЯМР

• Идея двумерной (2-D) спектроскопии основана на
том, что после возбуждения сигнала ЯМР начальным
(первым) импульсом, сигнал спада “живет” какое-то
время. В течение этого времени сигнал изменяется или, 
иначе говоря, претерпевает эволюцию. 

• Если теперь подвергнуть спиновую систему второму
импульсу, то полученный после импульса спад сигнала
свободной индукции (интерферограмма) может
содержать информацию о том, что же происходило
между первым и вторым импульсом. 



Обобщенная импульсная
последовательность для экспериментов
корреляционной 2-D ЯМР спектроскопии

.

Сигнал детектируется во время выборки, t2, и модулируется по
инкрементам по времени t1. Таким образом в 2-D спектре
возникают кросс-пики Это означает, что две частоты (два сигнала) 
как то связаны друг с другом
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ТИПЫТИПЫ СПИНОВЫХСПИНОВЫХ СИСТЕМСИСТЕМ ИИ
ДВУМЕРНЫХДВУМЕРНЫХ ЭКСПЕРИМЕНТОВЭКСПЕРИМЕНТОВ
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НАБОРНАБОР ДВУМЕРНЫХДВУМЕРНЫХ ЭКСПЕРИМЕНТОВЭКСПЕРИМЕНТОВ,, 
НАИБОЛЕЕНАИБОЛЕЕ ИНФОРМАТИВНЫХИНФОРМАТИВНЫХ ДЛЯДЛЯ ГВГВ

Для NOM/HS сопровождаются
химическим обменом

Пространственно
близкие H…H и
H…X взаим-вия

NOESY, 
HOESY

Дальние X-H взаимодействия
(наиболее информативен для
Х=13С и 15N)

nJ(H,Х)HMBC

Прямые X-H взаимодействия
(наиболее информативен для
Х=13С)

1J(H,Х)HSQC, 
HMQC

Вицинальные и более
высокого порядка (n=2-6) 
протонные взаимодействия

nJ(H,H)TOCSY

Геминальные протоны23J(H,H)COSY
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ЭКСПЕРИМЕНТЭКСПЕРИМЕНТ COSYCOSY
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11H,H,1313СС HSQC HSQC СПЕКТРСПЕКТР ПОЧВЕННЫХПОЧВЕННЫХ ФКФК

-O-CH-X (anomerics)H
-CarH (aromatics)I

-O-CH- (bound to O)G

-OCH3 (esters & ethers)F

-(C=O)NH-CH- (amides)E

C-N(H)-CH- (al. amines)D

-X-CH- (bound to X)C

-Cf-CH- (β to X - peptides)B

-C-CH3 (bound to alk)A

Credit to: Hertkorn and Kettrup, 2005

AHBH

EH

GH

HHIH

CH
DH
FH



LOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITYLOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITY

11H,H,11H COSY H COSY СПЕКТРСПЕКТР ПОЧВЕННЫХПОЧВЕННЫХ ФКФК

BC

CC

DC

EC

FCGC

HC

AC

-CarH-CarH-H

-CH=CH-G

-O-CH(O)H-CHF

-CH(O,N)-CH-CfE

-CH(O)-CH(O)-D

-Cf-CH-CfH-C-C

-C-CH-CH-OB

-C-CH-CH3A

Credit to: Hertkorn and Kettrup, 2005
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ACD/2D NMRACD/2D NMR -- SOFTWARESOFTWARE



H,H COSY H,H COSY СПЕКТРСПЕКТР ФЕНИЛАЛАНИНАФЕНИЛАЛАНИНА
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РАССЧИТАННЫЙРАССЧИТАННЫЙ HSQC HSQC СПЕКТРСПЕКТР ФУКОЗЫФУКОЗЫ

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
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Group nH Value Error
2a 1 4.87 0.25
3a 1 3.46 0.23
4a 1 3.73 0.07
5a 1 3.88 0.30
6a 1 3.89 0.39

7,8,9,10 1 4.92 1.54
11 3 1.49 0.21

Carbon No. CHn Value Error
2 C 95.16 -
3 C 72.04 -
4 C 72.79 -
5 C 73.52 -
6 C 70.51 -
11 CH3 17.54 -
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CH311
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РАСЧЕТНЫЙРАСЧЕТНЫЙ HSQC HSQC СПЕКТРСПЕКТР ФУКОЗЫФУКОЗЫ

O

OH

OH

OH

OH

CH3

1H 13C

5.066 94.646
4.419 98.685
4.069 68.796
3.725 71.758
3.672 73.374
3.679 74.316
3.639 70.546
3.619 73.912
3.507 75.393
3.322 74.181
1.136 17.905
1.103 17.905
1.057 17.905
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HH--C CARBOHYDRATES HSQC SBASE (C CARBOHYDRATES HSQC SBASE (BruckerBrucker))
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РАСЧЕТНЫЕРАСЧЕТНЫЕ 11НН,,1313СС--HSQC HSQC СПЕКТРЫСПЕКТРЫ СМЕСЕЙСМЕСЕЙ
АМИНОКИСЛОТАМИНОКИСЛОТ ИИ УГЛЕВОДОВУГЛЕВОДОВ ((SBASE)SBASE)
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РАСЧЕТНЫЕРАСЧЕТНЫЕ HH--H COSYH COSY СПЕКТРЫСПЕКТРЫ СМЕСЕЙСМЕСЕЙ
УГЛЕВОДОВУГЛЕВОДОВ ИИ АМИНОКИСЛОТАМИНОКИСЛОТ ((SBASESBASE, , BruBruссkerker))
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РАСПОЗНАВАНИЕРАСПОЗНАВАНИЕ ОБРАЗОВОБРАЗОВ



РАСПОЗНАВАНИЕРАСПОЗНАВАНИЕ ОБРАЗОВОБРАЗОВ
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В ЧЕМ СХОДСТВО И РАЗЛИЧИЕ
ГУМИНОВЫХ И ФУЛЬВОКИСЛОТ?

В ЧЕМ СХОДСТВО И РАЗЛИЧИЕ
ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ НИЗИННОГО И

ВЕРХОВОГО ТОРФА?

ЧЕМ РАЗЛИЧАЮТСЯ КАРКАСНЫЕ И
ПЕРИФЕРИЧЕСКИЕ ФРАГМЕНТЫ? 



LOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITYLOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITY

11H,H,1133СС HSQCHSQC СПЕКТРЫСПЕКТРЫ ФКФК ИИ ГКГК ТОРФАТОРФА
1) Пептидные боковые цепи (пики в

области Ан): много в ГК, в ФК –
практически нет;

2) Длинноцепочечные метиленовые
мостики и дезоксисахара (Aн1): хорошо
видны в ГК, практически нет в ФК;

3) Сα пептидов в области Вн: много в ГК и
мало – в ФК;

4) Алиф. СН при -NH- группе (область Вн1) 
– аминосахара: 
есть в ГК, нет в ФК;

5) Интенсивные пики аномерных СН в
области Сн: есть в ГК и ФК, присутствие
циклических сахаров;

6) Два пика в области ароматики (Dн): 
6.8/116 м.д – О-замещение в орто-
положение; и 7.15/130 м.д – алкильное
замещение в орто-положение: 
в ФК превалирует о-О-замещение и есть
карбонилы в пара-положении,
в ГК много орто-О, но есть и много
орто-алкильных заместителей.



11H,H,11HH COSYCOSY СПЕКТРЫСПЕКТРЫ ФКФК ИИ ГКГК ТОРФАТОРФА

1) В области Ас для ФК
отсутствуют пики
метилированных сахаров, 
есть в ГК

2) Для ФК много пиков в
области Сс2, которых
практически нет в ГК: это
окисленные боковые цепи
сложных и простых
эфиров

3) Hα-Hβ пептидов (пики в
области Сс1): есть в ГК и
в ФК;

4) Dc1 и Dc2 – циклические
сахара: есть в ГК и ФК;

5) Ес – мало пиков от
протонов заместителей в
вицинальном положении –
высокая степень
замещения кольца: в ГК и
ФК
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СТРОЕНИЕСТРОЕНИЕ ГУМИНОВЫХГУМИНОВЫХ МАКРОМОЛЕКУЛМАКРОМОЛЕКУЛ: : 
КАРКАСКАРКАС ИИ ПЕРИФЕРИЯПЕРИФЕРИЯ
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Строение структурной ячейки ГВ (Орлов. 1990)
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ГВГВ ВЕРХОВОГОВЕРХОВОГО ИИ НИЗИННОГОНИЗИННОГО ТОРФАТОРФА: : КАРКАСКАРКАС ИИ ПЕРИФЕРИЯПЕРИФЕРИЯ

1H,13C HSQC спектр ГК
верхового торфа PHA-T7Н98

1H,13C HSQC спектр
гидролизуемой части
ГК PHA-T7Н98

1H,13C HSQC спектр ГК
низинного торфа PHA-T10L98

1H,13C HSQC спектр
гидролизуемой части ГК
верхового торфа PHA-T7Н98

1H,13C HSQC спектр
гидролизуемой части ГК
низинного торфа PHA-T10L98
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ГВГВ ВЕРХОВОГОВЕРХОВОГО ИИ НИЗИННОГОНИЗИННОГО ТОРФАТОРФА: : КАРКАСКАРКАС ИИ ПЕРИФЕРИЯПЕРИФЕРИЯ

1H,13C COSY спектр ГК
верхового торфа
PHA-T7Н98

1H,13C HSQC спектр
гидролизуемой части
ГК верхового торфа
PHA-T7Н98

1H,13C COSY спектр ГК
низинного торфа
PHA-T10L98

1H,13C COSY спектр
гидролизуемой части
ГК низинного торфа
PHA-T10L98



LOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITYLOMONOSOV  MOSCOW  STATE  UNIVERSITY

ВЫВОДЫВЫВОДЫ
1. Основной проблемой спектроскопии ПМР гуминовых

веществ является регистрация подвижных протонов.
2. Содержание протонов и углеродов с разным химическим

окружением может быть использовано в качестве
дескрипторов строения ГВ

3. Для более детальной идентификации структур, 
присутствующих в ГВ, необходимо применение
двумерной спектроскопии ЯМР

4. Количественные данные по распределению углерода и
водорода могут быть использованы для классификации и
выяснения генетической взаимосвязи различных классов
гуминовых веществ, данные двумерной ЯМР – для
изучения структурной организации супрамолекулярного
ансамбля ГВ


