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STRUKTURA SUBSTANCJI HUMUSOWYCH
W SWIETLE SPEKTROMETRII MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO

Jerzy Pacha
Katedra Mikrobiologii US1, Katowice

Kwasy humusowe i fulwowe sg gXéwnymi skradnikami materii or -
ganiczne] gleby i1 stanowig 70-80% tej frakcji [?4]. Ze wzgledu na
wysokg reaktywnosSé i1 wxasciwoscl sorpcyjne substancje te sg odpo-
wiedzialne w gidwnej mierze, obok mineratéw ilastych, za utrzymy-
wanie homeostazy gleby [4]. Zwigzki te biorg udziax w caiym sze-
regu reakcji przebiegajgcych w glebie. Oddziazyjg one nie tylko
z metalami, ich tlenkami i wodorotlenkami, mineratami ilastymi,
lecz takze ze zwlgzkami organicznymi, takimi jak alkany,kwasy tZu-
szczowe, weglowodany, peptydy, biazka, pestycydy czy herbicydy.
Dzigki wigzaniu metali ciezkich przez humus ich toksycznosé jest
obnizona, natomiast wzajemne oddziatywanlie humusu ze zwigzkami or-
ganicznymi powoduje, zZe stajg si¢ one bardziej odporne na rozkzad
przez enzymy glebowe [éﬂ .

Substancje humusowe 83 wynikiem biotycznego i abiotycznego
rozktadu reszt pochodzenia roslinnego i zwierzecego oraz syntezy
prowadzonej de novo przez mikroorganizmy glebowe [9]. Mimo tek
wielkiego znaczenia substancji humusowych dla wielu procesédw
przebiegajacych w glebie niewiele jednak wiemy o ich budowie che-
micznej i strukturze. Bardzo trudno jest bowiem oddzielié zwigzki
humusowe sensu stricto od resztek roslinnych i zwierzecych czes -
ciowo zhumufikowanych,a gleba jest poza tym Srodowiskiem otwartym,
podatnym na wpiywy klimatyczne, chemiczne i biologiczne i dlatego
zaden model czysto statyczny nie moze oddaé struktury humusu [1{L
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W badanich struktury substancji humusowych stosowane sg meto-
dy chemiczne i fizyczne. Czgsteczka humusu jest zbyt duza do prze-
prowadzenia bezposredniej analizy chemicznej, dlatego tez najpierw
poddaje sig¢ jg procesowl degradacji, najczesciej utlenianiu za po-
mocg nadmanganianu potasu w Srodowisku zasadowym, kwasu nadocto -
wego w Srodowisku kwasnym lub tlenku miedzi w Srodowisku zasado-
wym w temperaturze 170°C, hydrolizie zasadowe] w temperaturze
170°C, rozkradowi hydrotermicznemu w temperaturze 170°C, czy tez
dziaraniu ultradiwiekéw. Produkty degrsdacji ekstrahuje sie¢ roz-
puszczalnikami organicznymi a nastepnie identyfikuje poprzez ich
widma mesowe i widma podczerwieni oraz przy uszycin chromatografii
gazowej. Degradac)a za pomocg réznych metod prowadzi do powstawa-
nia mniej wigcej tych samych produktéw, zawierajgcych te same
sk?radnlkl gzasadnicze a ewentualne réznice miedzy frakcjami humusu
wynikejg, jak sig¢ wydaje, mniej z ich skladu chemicznego,a wigce}
2z rodzajn wigzan, dzig¢ki ktérym z podjednostek tworzone 8sg wiek-
sze Jjednostkl strukturalne zwigzkdéw humnsowych [35].

Produktami degradacji chemicznej substancji humusowych sg:

1/ kwasy alifatyczna, przede wszystkim dwu- i tréjkarboksylo-

we,
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2/ kwasy fenolowe, giéwnie zawierajgce 1-3 grupy OH oraz 1-5
grup COQH,
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3/ kwasy benzenokarboksylowe, zwtaszcza tréj-, cztero-, pie-
cio- i szesciokarboksylowe,

CO2H COH CO,H
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COoH COH 2 2
HO,C COH
2
HO,C COH  HO,C CO,H
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4/ wolne alkany, kwasy ttuszczowe i ftalany dwualkilowe.

Relacje migedzy zidentyfikowanymi produktami degradacji chemi-
cznej substancji humusowych a ich strukturg sg jednak trudne do
uchwycenia, gdyz podczas degradacji czesé¢ czgsteczki humusu moze
ulegaé destrukcji lub zmianom chemicznym, dlatego tez relacje
strukturalne migdzy poszczegdélnymi grupami produktéw degradacji,
zwraszcza zas miedzy czesScig alifatyczng a aromatyczng pozostajg
wcigz przedmiotem dyskusji [?g]. Czes¢é badaczy przypuszcza[ﬁ, 3@,
ze substancje humusowe zbudowane sg z aromatycznego rdzenia z do-
czepionymi do niego kwasami fenolowyml, weglowodanami, polipepty-
dami i metalami. Anderson i wspdéipracownicy uwazaja, 2e zwigzki
humusowe strukturalnie przypominajg raczej kwas polimaleinowy [1,
35] .
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Rys. 1. Struktura kwasu humusowego - Cheshire
i wepdéxpr. | 5

Najlepszg sposSréd fizycznych, niedestrukcyjnych metod badania
struktury zwigzkdéw chemicznych, w tym substancji humusowych jest,
obok empirycznej spektroskopii w podczerwieni, NMR - spektrome -
tria magnetycznego rezonansu jgdrowego [7, 17]. Badania substan-
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"
L

cji humusowych z uzyciem NMR nastreczaly poczgtkowo trudnosci ze
wzgledu na niskg czutosé¢ tej metody oraz nierozpuszczalnosé  1lub
stabg rozpuszczalno$éé humusu w wiekszoSci niewodnych rozpuszczal-
nikéw stosowanych w tej technice i dlatego tez uzyskiwane poczgt-
kowo widme nie dostarczaly wartoSciowych informacji o strukturze
zwigzkéw humusowych. Technike t¢ zastosowali po raz pierwszy do
badania humusu Barton 1 Schnitzer[:jj,,ktérzy wykonali widma pro-
tonowe metylowanych kwaséw fulwowych oraz otrzymanych z nich frak-
cji. W badanych preparatach wykryto 4 rodzaje protondéw,tj. 2z OCH3
metylowanych grup OH, 002H oraz grup polimetylenowych 1 metylo -
wych na kodcach karicuchéw metylenowych. Nie stwierdzono jednak sy-
gnatéw pochodzacych z pierscieni aromatycznych. Autorzy ci uwaza-
1i, ze ich brak mégt byé wynikiem podstawienia pierscieni aroma -
tycznych przez atomy inne niz woddr lub tez interferencji sygna -
xéw NMR z wolnymi rodnikemi, wystepujacymi w do$é duzej ilosSci w
kwasach fulwowych i frakcjach z nich pochodzgcych.

Dopiero wprowadzenie techniki Fourierowskiej oraz zastosowa-
nie NaOD jako rozpuszczalnika w spektroskopii NMR substancji hu -
musowych pozwoli%o na otrzymanie juz w peini informacyjnych widm
protonowych i weglowych. Pierwsze takie informacyjne widma 1H kwa-
géw humusowych otrzymali Luedemann 1 wspdéipracownicy /rys.2/ oraz
Lentz 1 wspdipracownicy [}1, 1?].

—CHPOH  ={CHy)+-

Rys. 6. Widmo 3¢ xwasu humusowego
- Newman i wspéipr. [14]

Ci ostatni badali substancje organiczng z warstw A i B i1 wy-
kazali réznice w widmach obydwéch ekstraktéw. W warstwie B /rys.
3/ wodory pochodzace z pierscieni aromatycznych stanowity 34% ,
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natomiast w warstwie A /rys. 4/ ich odsetek zalezat od pH roztwo-
ru ekstrahujacego: w pH 14 wynosit on 19%, zas w pH 4,5 35%. Na-
tomiast plerwsze wartosciowe widma 130 dwéch kwaséw humusowych 1
Jednego fulwowego otrzymali Gonzalez Vila i wspétpracownicy [GJ

/rys. 5/. Zaobserwowano w nich 3 grupy sygnaléw: 200-170 ppm/gru-
Py karboksylowe/, 160-100 ppm /wegle aromatyczne/,100-10 ppm /weg-

le alifatyczne/. Widmo 130 kwasu humusowego otrzymanego przez New-
mana 14 przedstawia rysunek 6, natomiast rysunek 7 ilustruje

widmo 1H kwasu humusowego wykonane przez Wilsona i wepéipracowni-
kéw [}é]

IWIAZKI AROMATYCZNE H o IWIAZKI ALIFATYCZNE

Rys. 7. Widmo Ty kwasu humusowego - Wilson i wspélpr.[32]
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Rys. 8. Widmo 3¢ kwasu fulwowego -Wilson i Goh [33}

Wilson i Goh [} badajgc kwasy humusowe i fulwowe za pomocg
spektrometrii H i C nie wykryli jednak sygnaiéw z wegll aroma-
tycznych /rys. 8/, dlatego tez przychylili sie do opinii,ze sub-
stancje humusowe nie majg charakteru silnie aromatycznego i1 ze
chociaz cz¢$¢ rdzenia substancji humusowych moze mieé charakter
aromatyczny, jest jednak humus raczej przypadkowg mieszaning wy-
sokoczgsteczkowych polimeréw ze stosunkowo matrg zawartoscig zwigz-
kéw o charakterze aromatycznym.,

|
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Sciacovelli i wspéipracownicy otrzymali widma1H orag 3¢ frak-
cji materii organicznej otrzymanej dzieki ekstrahowaniu rozpusz -
czalnikami organicznymi o réznej polarnosci [?8, QQ], Ruggiero i
wapéipracownicy wykonali widma L kwaséw humusowych 1 fulwowych
oraz produktéw ich degradacji =za pomocg kwasu nadoctowego [jéb
frakcji materii organicznej otrzymanych za pomocg chromatografii
zelowe] [ﬁ?] oraz metylowanych nie metylowanych kwagéw fulwo -
wych [éi]; autorzy ci akcentowali istotnosé struktur aromatycz -
nych w kwasach humusowych 1 fulwowych [2@] oraz podkreslali szcze-
gélng uzytecznosé widm H w okredleniu ich roli [?1].

Ostatnie udoskonalenia techniki NEMR, tj. wprowadzenie polary-
zacji krzyzowej, zwigkszajgcej czuXos¢ metody, odsprzegania pro -
tonu, redukujacego poszerzenie 1linii i zwickszajgcego czuzosé o-
raz wprowadzenie szybkiej rotacji badanej prébki o osi ustawione}]
pod tzw. katem magicznym /54,7°/ w stosunku do zewngtrznego pola
magnetycznego pozwolilo na otrzymanie wysokiej rozdzielczosci widm
substancji humusowych w stenie stalym[:Z, 14, 26, 31, 32, 3{].
Poxgczenie tych udoskonalen, czyli wprowadzenie techniki CPMAS,
zapoczatkowalo badania pordéwnawcze struktury substancji humuso -
wych z réznych ¢rédet /rys. 9/.

Wygnaty pochodzgce od wegll aromatycznych moga byé w technice
CPMAS wyraznie odréznione od sygnaiéw pochodzgcych z grup karbo -
ksylowych, eterowych i metoksylowych. Spektrometria NMR pozwolizla
skorygowac niektére dane analityczne, przede wszystkim za$ zawar-
todé grup funkcyjnych w kwasach humusowych [30]. Wegle zwigzane 2
grupami fenolowymi, ktdére w przesztosci uwazano za integralne
sk¥adniki blokéw budujacych kwasy humusowe z gleby nie s§ waznymi
skYadnikami widm NMR. Byé moze metody chemicznego okreslania ich
liczby dajg wyniki zawyzone, zwiaszcza ze liczbe grup OH oblicza
sie jako rdéznice miedzy catkowitg kwasowo$cig a liczba grup kar -
boksylowych, przy czym bledy mogg ulegaé zwielokrotnienmiu 2z tego
wzgledu, ze okreslenie catkowitej kwasowo$ci oraz liczby grup kar-
boksylowych za pomocg metod chemicznych w strukturach tak zZozo-
nych jak substancje humusowe nie moze byé doktadne 1  sprawa ta
wymaga dalszych badaf. Zawartosé grup karboksylowych w kwasach
humusowych okreslana za pomocg NMR jest natomiast wieksza /5,9~
-11%/ nis liczba tych grup wyznaczona za pomoc§ metod chemicznych
/3,1-9,1%/ . Liczba tych grup okreslona metodg NMR jest réwna caz-
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Rys. 9. Widma 13¢ kwaséw humusowych /a, b/ i kwasu
fulwowego /c/ wykonane technikg CPMAS [ 26

kowitej kwasowosSci, co wskazuje ze catkowita kwasowos$é odnosi sie
przede wszystkim do zawarto$ci grup karboksylowych a grupy feno-
lowe wydajg si¢ nie odgrywaé w tym przypadku wigkszej roli.

Za pomocg CPMAS mozna réwniez bez trudu okreslid aromatycz -
nosé¢ preparatu humusowego, tj. odsetek wegli wystepujgcych jako
aromatyczne, a nastepnie otrzymane wyniki poréwnaé z aromatycz-
noscig okreslong innymi metodemi, np. za pomocg oksydacji chemi -
cznej. Badania wykonane za pomocg CPMAS wykazaty, ze kwasy humu -
sowe majg wysoky aromatycznosé, wahajgacq sie migdzy 35 a 92%, z
tym jednak, ze okresSlone za pomocg tej metody wartosci sg znacz-
nie nizsze od otrzymanych dla tych samych preparatéw metodami che-
micznymi [39]. Wydaje si¢ w zwigzku 'z tym, ze metody degradacji
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wych z osadéw morskich (9] sowych z osaddéw morskich [9]

chemicznej, zwtaszcza zas utlenianie za pomocg KMnO4, prowadzg do
intensywnego utleniania struktur alifatycznych, Jjak to wynika z
aromatycznos$ci preparatéw, ktére w przypadku okreslania za pbmocq
degradacji chemicznej osiggajg wyzsze wartosci niz w przypadkn
wartodci obliczonych za pomocg spektrometrii NMR. Metody degrada-
cji chemicznej nie dostarczajg wigc informacji co do natury struk-

tur alifatycznych i wydaje sig, ze w przesztosci te] czesci humu-
su poswiecono zbyt mato uwagi [9, 10, 27].
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Spektrometria NMR, przede wszystkim zas$ badania  poréwnawcze
kwaséw numusowych glebowych i morskich, dostarczyty réwniez nieco
wiece] danych na temat pochodzenia i syntezy substancjl humuso-
wych [8, Q]. Ligniny oraz produkty degradacji resztek roslinnych
i zwierzecych uwazene sg za giéwne substancje wyjSciowe do synte-
2y zwigzkdéw humusowych w glebach, natomiast melanoidyny, produkty
kondensacji weglowodanowo-biatkowej przyjmuje si¢ jako  produkty
wyjSciowe kwaséw humusowych w osadach morskich [9]. |

Jak widac¢ z rysunkéw 10 i 11 sygnary pochodzace z wegli para-
finowych /0-2,5 ppm w widmach '8 oraz 0-40 ppm w widmach 3¢/ sg
wyraznym sktadnikiem kwaséw humusowych z gleby [9]. Sygnaty pocho-
dzgce od protondéw i wegli aromatycznych /odpowiednio 6,5-8 oraz
110-160 ppm/ wystepuja takze,lecz w réznej ilosci. Struktury pa-
rafinowe w widmach '8 oraz 13¢ mozna rozdzielié¢ na kilka wyraZnie
réznigcych sie pikéw, a ilosSciowe podobienstwo miedzy nimi we wszy
stkich preparatach kwaséw humusowych przemawia za ich bliskim po-
krewienstwem strukturalnym, tj. wystepowaniu wspélnego skXadnika
parafinowego. Chociaz zwigzki alifatyczne obserwowano w kwasach
humusowych pochodzgcych z réznych Zrdédet jednak dopiero spektro -
metria NMR wykazata, ze sktadnlk ten odgrywa bardziej istotng ro-
le w strukturze substancji humusowych z gleby niz to dotychczas
przypuszczano. Jak mozna zaxozyé, metody degradacji chemiczne],
stosowane do badan strukturelnych, dostarczyty zawyzonych wynikdw
co do ilosci zwigzkéw aromatycznych, a tym samym przesadnych in-
formacji o roli struktur aromatycznych w kwasach humusowych.

W kwasach humusowych z osadodw morskich struktury alifatyczne
dominujg i to zardéwno w widmach 1H,jak 1BC /rys. 12 i 13/, ponad-
to widoczna jest staba aromatycznos¢ preparatdw [8]. Jest rzeczg
charakterystyczng, ze piki alifatyczne w kwasach humusowych mors-
kich podobne sg do pikéw humusowych z gleby.Wyrazne piki, w wid-
mach wgglowych prazy 10, 18, 22, 25, 30, 37 oraz 40 ppm, wskazujg
na specyficzng i powtarzajgca sie konfiguracje¢ a nie tylko przy-
padkowg mieszaninge struktur parafinowych. We wszystkich widmach
dominuje wyrazny pik przy 30 ppm. Ta wartosé przesunigecia chemi -
cznego jest charakterystyczna dla weglowodoréw o diugich Zancu =-
chach oraz cyklicznych weglowodoréw alifatycznych.Hatcher i wspéz-
pracownicy'[9] wykazali, ze wegle parafinowe w morskich  kwasach
humusowych sg mocno rozgaxg¢zione i usieciowane z racji stosunku
H/C=1,5 oraz wystgpowania silnego rezonansu w widmach 1H, pocho -
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ppm

Rys. 14, Widma 3¢ lignin [9]

dzgcego z grup metylowych. Jak widaé, kwasy humusowe z osadéw mor-
skich jako takie charakteryzujg si¢ obecnoscig z}ozonych struktur
parafinowych i ze podobne struktury sg takze istotnymi skradnika-
mi kwaséw humusowych z gleby. Mozna wigc przyjaé, ze podobne sy-
tuacje wyjSciowe oraz podobne mechanizmy odpowiedzialne sg za two-
rzenie kwaséw humusowych w obydwéch Srodowiskach. Gxéwng réznics

miedzy kwasami humusowymi glebowyml a morskiml Jest wyste¢powanie
w tych pierwszych wyraZznego skXadnika aromatycznego, pochodzgcego
jak mozna sgdzié z lignin. Jednak, mimo 2e niektdére struktury w
kwasach humusowych glebowych pochodzg prawdopodobnie z aromatycz-
nych reszt ligninowych, wystepowanie struktur parafinowych nie mo-

%e byé wyjasnione na bazie ich pochodzenia z tego Zrédta [36].

Jak widaé z widm 1°C lignin /rys. 14/, rezonans dotyczy tylko
atoméw wegli aromatyczaych oraz wegli podstawionych grupaml meto-
ksylowymi lub tlenem, nie obserwuje si¢ natomiast przesunigcia
chemicznego 0-50 ppm, charakterystycznego dla nie podstawionych
wegli alifatycznych. Mozna wigc przyjaé, ze czesé alifatyczna kwe-
séw humusowych pochodzi z innych Zrédex niz ligniny.Przyjmuje sie
w zwigzku z tym, Ze w szczegélnosSci substancje tworzone de novo
przez mikroorganizmy glebowe oraz lipldy zyjgcych w glebie glondw
mogg byé Zrédiem struktur alifatycznych w humusie glebowym.[33] .
Brak lignin w érodowiskach wodnych moze byé natomiast powodem nie-
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obecnosci struktur aromatycznych w kwasach humusowych z osadéw
morskich. Tak wigc z tego wzgledu, ze Zrédtem kwasdéw humusowych w
tych osadach sg przede wszystkim reszty pochodzace z glondéw i bak-
terii, kwasy te majg bardziej homogenny, giéwnie alifatyczny cha-
rakter, natomiast kwasy humusowe w glebach pochodzg co najmniej z
dwéch Zrédex, tj. podobnie jak kwasy humusowe morskie z reszt po-
chodzgcych z glonéw i bakterii /sktadnik alifatyczny/ oraz z lig-
nin /cze¢sé aromatyczna/, dlatego tez majg charakter bardziej he-
terogenny, alifatyczno-aromatyczny.
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Exn Iaxa
CTpDyKTypa T'yMyCHHX BEUlECTB B CBETE CIIEKTPOMET PHU
MarHeTU4YeCKOI'0 ANEPHOI'0 Pe30HaHGCa
Peswowme
CNeKTPOCKOMAA MATHETMYECKOTO ANEPHOTO pe3oHaHca /NMR / sBiser—

CA ONHOU M3 CaMHX JyYWMX MCCIENOBATEJhCKIX TEXHUK, [PUMEHAEMHX B
MCCIENOBAHNAX XUMAYECKOA CTPYKTYDH OPLaHMdecKAX COSNMHEHMI, [lepBue
BIIOJIHE WHPOPMATABHHE CIEKTpH % IPYMAHOBHX M (QYJIEBOBHX KUCJOT OHJIN
mosyyeHn I'oH3anecom Buua, JeHTieMm # JoIeMaHHOM B 1976 r., mpuuem
TeXHlMKa NMR UCIOJb30BaJaCh yK€ DAHbUlE B UCCJENOBAHUAX CTPYKTYpPH I'y-
MyCHEX BEWeCTB, OLHAKO BBUIY TOLQ, YTO B HAQYaJe MCHOJL30BAIA B Ka-
HeCTBe DacTBOPATEJEN OpraHMyeckne CoexmHeHud, NoJIy4yaJsil HeyIoBJETBO—~
PUTEJIbHHE GHEKTPH IYMAHOBHX KACJOT 'h N3 IOYBN IIpA MCIOJIb30BaHMHI
NaOD B kauecTse pacTBOpuTeaH. 3T CIEKTPH CHJIA YK€ ITOJHOCTBI0 MHPOP—
MATABHEMA ¥ MOXHO OHJIO B HMX YETKO DA3JMYATh [1POTOHH [Iponcxoasime
KaK M3 aJupaTUYECKON Tak M apoMaTHUECKOH YacTei I'YMAHOBOA RUGJOTH,
Brarozaps HoBoll Tak HaswBaeMO# TEXHAKE CPMAS /cross polarization
magic~-angle spinning/ MOXHO IOJYYaTh BHCOKOM Pa3geJbHOCTH CHOEKTPH
PyMyCHHX BEWECTB B TBEDAOM COCTOAHUM, YKA3aHHWA METOL MOXET WUCIOJb—

30BaThCA B CPaBHUATEJBHHX KOJMYECTBEHHHX AccJuenoBaHuaX rymyca u3s pas-
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HHX MCTOYHAKOB, 3HEYEHAS] apOMATHYHOCTA I'yMUHOBHX KACJIOT, OIpexeJiie-
MHE C [TOMOWBH CPMAS , I'Opa3lo HMAXE 3HAYEHUA MOJIYYASMHX DABHHMA XAMA—
YeCKMMM MEeTOoIaMi, KOTODHE, OCOOEHHO Herpafalis C TOMOWBI KMn0,
IPNBOIAT K CHUJILHOMY OKMCJECHAN QHAJM3MPYEMHX aJAPaATHUYECKAX CTPYKTYD.
[losToMy METOIH XAMAYECKOM merpamanud He UHGOPMADYT O [pApoLe ajd-
GaTMYECKNX CTPYKTYP B I'yMAHOBHX KHACJOTAxX M, MOXHO IOyMaTb, 3TUM BaE-
HHM KOMIIOHEHT@M I'yMyCca yAeJAJ¥ MpexIe CJMUKOM MaJo BHAMAHWA, JIJIEpO—
IH, CBSI3aHHHE C (PEHOJBHHMA IpyIamd, KOTODPHE paHbUle CUMTAJACH MHTE-
TpPaJbHHMA COCTABHHMA GJOKOB, CTPOWUMX I'yMAHOBHE KACJOTH [OYBH, [IpEI-
CTaBJIANTCA HE OCOGEHHO BaRHHMA 3JEMEHTaMdl CIEKTPoB NMR. ComepxaHue
KapOOKCHJIOBHX CPyNO B I'YMAHOBHX KMCJOTaX, ONpenessaeMoe C IIOMOWbBI

NMR . BHilE, YeM YACJO 3TUX I'pylI, olpeneJgdemoe XUMAYECKAMA MEeTOoIoaMiu,

/4 DpaBHO OCuledl KMCJIOTHOCTH, U3 UYEro CJEeHNyeT, 4TO oluas KUCJIOTHOCTH
OTHOCUTCH, [PEXNe BCEro, K COAEPXaHMH0 KapOOKCHUJOBHX IDyNI, a (PeHOo—
JbHHE [pyIINH He MrpawT, KaK KakeTcda B JaHHOM cJayvae, OOJee 3HaudTe-
JBHOA DOJIA,

XoTa ajupaTHyeCKUe COeIMHEeHMA OHJM MICHTAQUIMDOBAHH B I'yMUHOBHX
KNGC.I0TaX, [IPONCXONAUAX U3 DAa3HHX MCTOYHMUKOB, TO JMAUD CIEKTPOMETDPAA
NMR mokaszaJja, 4YTO OHU IPEICTAaBJANT COOOA O4YeHb CyWeCTBEHHHA KOMIO-
HEeHT oTUX BemecTB, C NOMOWbBX CPABHATEJbHHX MCCJAEJOBAHAA T'yMAHOBHX
KUGJIOT 43 [IOYBHW A MOPCKMX OTJIOXSHAA MOXHO TAKke OHJIO KOHCTATAPOBATH,
4yT0 napauHOBHE CTDPYKTYPH MI'PAnT Copasjo 0oJiee CyWeCTBEHHYW pPOJb B
IPYMIHOBHX KMCJOTaX, 4YeM MPeAnoJaraJJoch IO CUX MOp. XapakTepHHM OpU3-—
HaKoM IyMAHOBHX KACJOT M3 MOPCKMX OTJOKEHMA ABIAETCA HaMUuMe B HUX
KOMILIEKCHHX [apa@uHOBHX GTPYKTYD, ABIANWAXCA OLHOBPEMEHHO COCTaBHH-
MA TYyMAHOBHX KHUCJIOT U3 [OYBH, OTO HACJWIEHAE MO3BOJAET NPEANOJararh,
yTO NMONOOHHE MEXaHN3MH ABJIANTCA OTBETCTBEHHHWMA 32 OODA30BaHUE I'yMid—
HOBHX KHUGCJOT B 0CeMX cpedaX. OCHOBHHM pasJ/dydeM MEexNy BOLOHHMA W ITOY—
BEHHHMM TYMAHOBHMA KMCJOTAMH ABAAETCA HaJNAYMEe B MMOCJAENHAX AapOMAaTH—

YECKUX CTPYKTYP, [NPOMCXOIAUMX M3 JUTHUHOBHX OGCTATKOB, HesawmelleHHHE
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aJAPATUIECKAE CTPYKTYPH B MOPCKAX TI'yMAHOBHX KACJOTaX CXOJHH C TaR-
M X€ CTPYKTypamd, HACJOLAEMHMA B CIEKTPaX NMR DYMAHOBHX KHACJOT M3
I0YBH, [IpHHATO, UTO MCXOLHHMA BEUeCTBAMA B CHHTE3E€ MOPCKMAX I'yMAHO—
BHX KACJOT ABIANTCA OCTATKMA aJbI' N GakTepuit, a TakXe BO3MOXHO, 4TO

JIAMTAIH aJIbT A Oamepmﬁ ABJIAKNTCA TAKEE OTBETCTBEHHHMU 38 HaJM4Hhe

annpaTHYeCRAX OTPYKTYP B ITIOUBEHHHX T'yMHHOBHX KMCJIOTaX. OTCyTCTBME
%€ JIETMHOB B BOIHO# Cpele MOXeT SABIATHCA IIPUYAHOZ OTCYTCTBAA apoMa—

THUYECKNX CTPYKTYP B I'YMAHOBHX KACJOTAX U3 MOPCKUX OTJOXKEHMi,
Jerzy Pacha

STRUCTURE OF HUMIC SUBSTANCES IN THE LIGHT
OF NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE

Summary

Nuclear magnetic resonance spectroscopy /NMR/ is a most va -
luable technique for elucidating the chemical structure or orga -
nic molecules. Prior to the first definitive report on 13C NMR
spectra. of humic and fulvic acids by Gonzalez Vila, Lentz and Lue-
demann in 1976, a few reports appeared on 130 spectra of these
compounds, however, reports on organic solvent extracts of humic
substances and the NMR results were disappointing. Lentz, Luede-
mann and Ziechmann in 1977 reported on 1H NMR spectra of soil hu-
mic acids obtained in NaOD solutions. The spectra were quite in-
formative as both aromatic and aliphatic protons were clearly pre-
sented. A new technique called ,cross polarization, magic-angle
spinning /CPMAS/" makes possible to obtain high resolution of 13¢
NMR spectra of solid samples. This method can be used for the quan-
titative structurel analysis of humic materials from widely diffe-
ring sources. Aromaticities for humic acids examined by the CPMAS
method are significantly lower than those previously calculated by
chemical degradation methods, which, especially the KMnO4 oxida-
tion, appear to result in extensive oxidation of aliphatic etruc-
tures. Therefore, chemical degradation provide no information as
to the nature of the aliphatic structures of humic acids and that
these significant components of humic acids have been rather igno-
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red in the past. Phenolic carbons, which previously were consi-
dered to be integral building blocks of soil humic acids, do not
appear to be important contributors to signals in NMR spectra. The
carboxyl contents of humic acids, as calculated from NMR spectra,
are greater than those calculated by wet chemical methods,sugges-
ting that the latter may have been underestinated. However, the
former measurements for carboxyl groups are consistent with the
values for total acidities. This suggests that total acidity of
humic acids is related almost entirely to their carboxyl contents
and that phenolic carbons are not major contributors to total aci-
dities. ‘

Although aliphatic moieties have been identified in various
soil humic acids, the relatively large quantities indicated by the
NMR spectra have not been recognized previously. Mounting evi -
dence, based on comparative NMR spectra of marine and soil humic
acids, suggests that paraffinic structures have a more conspicuous
structural role in the formation of the various terrestrial humic
acids. Marine humic acids are characterized by complex paraffinic
structures and similar structures are also major components in
some terrestrial humic acids. This observation strongly suggests
that similar suorce materials and/or mechanisms are involved in
the formation of humic acids from both environments. The only ma-
jor difference between terrestrial and agquatic humic acids is the
existence of aromatic structures most likely derived from 1lignin
residues in the former case. Unsubstituted aliphatic structures of
marine humic acids are similar to those of terrestrial systems in
NMR spectra. As marine humic acids are thought to be derived pre-
dominantly from marine algal or bacterial residues and as unsub -
stituted aliphatic gtructures predominate, it appears likely that
algal or possihle bacterial lipids are also responsible for ali-
phatic structures in terrestrial humic acids. The absence of
lignin in aquatic systems accounts for the paucity of aromatic che-
mical structures in marine humic acids.



