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Лаборатория энерго- и массообмена в почвах и экосистемах
Аннотация 

Результаты  13С ЯМР-спектроскопии, впервые полученные для органического вещества некоторых почв Русской равнины, горных аридных экосистем Тянь-Шаня и гумидных экосистем Северного Кавказа, а также Fe-Mn ортштейнов, погребенных, глеевых горизонтов почв в разных биоклиматических зонах  позволили идентифицировать органические соединения в почвах в целом, и в железисто-марганцевых конкрециях в частности. Получены новые данные о происхождении и структурных свойствах молекул гуминовых кислот и металл-гумусовых комплексов.  Молекулярное строение гуминовых кислот конкреций существенно отличается от структур почвенного гумуса увеличением ароматичности молекул, практически полным отсутствием алифатической части. Дренаж приводит к деградации конкреций и трансформации молекулярной структуры почвенного гумуса. Глеевые и погребенные горизонты исследуемых почв значительно отличаются от дневных почв по строению гуминовых кислот. 
С помощью количественного анализа  лигниновых фенолов и 13С-ЯМР-спектроскопии доказывается, что лигнин высших растений принимает участие в формировании специфических соединений гумуса почв, входя структурными фрагментами в алифатическую часть (пики при 56 ррm),  так и в ароматическую часть молекул гуминовых кислот (пики при 147 ppm). Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  в гумусовых горизонтах почв гумидных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в алифатической  части   13C-ЯМР-спектра  при 56 ppm – 0,94; в ароматической  части   13C-ЯМР-спектра  при 147 ppm – 0,93.

Сравнение 13C-ЯМР-спектров нативных препаратов лигнина выделенных из разных пород древесных и травянистых растений со спектрами молекул гуминовых кислот исследуемых позволило  впервые обнаружить, что, во-первых, количество пиков, наследуемых гуминовой кислотой  от растительной ткани значительно больше. Они отчетливо диагностируется  при 102, 115, 119, 131, 151-152, 160, 166  ррm. Во-вторых,  набор пиков разнороден в спектрах разных растений и, соответственно в молекулах гуминовых кислот разных почв он тоже должен быть разным.       В-третьих, лигнин древесных растений  южной тайги становится источником более развитых пространственно вытянутых с развитой  алифатической частью  молекулы гуминовой кислоты (мощные хорошо вытянутые пики), а феруловые и кумариловые фенолы степных  растений формируют пространственно компактные структуры гуминовых кислот черноземов.
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Введение

В настоящее время наблюдается  интерес к изучению гуминовых кислот, в частности,  посредством применения 13С  ЯМР-спектроскопии, с помощью которой можно количественно изучать строение гуминовых веществ в целом, и в гуминовых кислотах  (ГК) в частности (Ковалева, Ковалев, 2003; Ковалевский и др., 2000; Перминова, 2000; Чуков, 2001).  Появились обобщающие работы по теоретическим основам  методов спектроскопии и расшифровки спектров органических соединений с помощью 13С  ЯМР-спектроскопии (Сильверстейн Р., Вебстер Ф., Кимл Д., 2012).  ЯМР-спектроскопию активно используют при обсуждении гипотез образования ГК: поликонденсационной (полимерной),    супрамолекулярной и смешанной модели образования ГК. Новые данные по ЯМР-спектроскопии  выдвигаются в качестве веских аргументов доминирования той или иной модели.  Смешанная модель образования ГК предполагает интеграцию конденсационно-полимеризационных моделей (Александрова, Драгунов, Кононова, Орлов, Стивенсон, Шультен и Шнитцер, Фляйг) предусматривающих наличие ковалентных связей в ГК   и  супрамолекулярными представлениями, где доминируют гидрофобные взаимодействия, силы Ван-дер-Ваальса, водородные, π- π, электростатические связи. Но все модели учитывают в составе ГК  продукты разложения лигнина. Более того, Попов, (2004) предполагает гетеротрофное питание растений за счет использования растениями гумусовых соединений в качестве аллохтонного источника фенилпропановых мономеров (лигнина).
Лигнины характеризуются чрезвычайной сложностью химической структуры, неоднородностью по мономерному составу и типам межмономерных связей (Фрейденберг, 1968, 2003; Манская, Кодина, 1975), что затрудняет расшифровку строения макромолекулы. Сложилось представление о лигнине не как об индивидуальном соединении, а как о группе веществ, объединяющих природные полимеры близко родственной структуры с общим типом строения (Пересыпкин, Романкевич, 2010). Еще Тюрин, (1937) писал: «лигнин высокомолекулярное вещество по Фрейденбергу, или, лучше сказать, смесь очень близких по своей природе веществ, которые будучи построены по одному типу практически бесконечных цепей, как в целлюлозе, могут в известных пределах варьировать по составу и свойствам отдельных элементов цепи».  Неслучайно сведений о содержании и структуре лигниновых компонентов в составе почвенного органического вещества, по-прежнему, крайне мало. Как следствие, современные взгляды на пути и механизмы гумификации с участием лигнина, зачастую расходятся из-за недостаточной изученности этого феномена природы. Невыясненным остается главный вопрос биосинтеза лигнина: каким образом осуществляется упорядочивание мономерных фрагментов и их внутримолекулярная сборка. Хотя пути биосинтеза лигнина окончательно не  выяснены, установлено, что исходным продуктом для биосинтеза является D-глюкоза, непосредственными предшественниками транс-конифериловый, транс-синаповый и транс-кумаровый спирты (Freidenberg, 2003). Образование лигнина из этих спиртов происходит в результате дегидрогенизационной полимеризации через ароксильные (промежуточные) радикалы под действием ферментных систем, которые способны упорядочить мономеры и создать устойчивую конечную структуру (Lignin biosynthesis, 1995; Whetter, Sedoroff, 1995; Matsui, Chen, Yasuda et al., 2000). Вероятно, такой механизм создания устойчивой структуры, выработанный  в процессе длительной эволюции растительного мира, окажется близким и по формированию гуминовых кислот.
С позиций гумификации лигнин интересен не только как структурный компонент растительного опада (в процессе фотосинтеза ежегодно образуется около 200 млр. тонн растительной биомассы, 70-90 % сухого веса которой составляют лигноцеллюлозы – лигнин заполняет промежутки между рядами целлюлозы), обладающий относительной устойчивостью к разложению, но и тем, что химически он представляет собой нерегулярный трехзамещенный биополимер большого молекулярного веса, построенный из фенилпропановых звеньев и обладающий коллоидными свойствами, а также склонностью к конденсации за счет образования устойчивых С-С связей  вещество. Это свойство  лигнина наряду с его высокой устойчивостью к разложению резко выделяет его среди природных полимеров и во многом определяет его поведение в биохимических процессах, в том числе и в образовании гуминовых кислот. Здесь уместно сказать о путях трансформации органического вещества: гумификации и гумусообразовании. Нами (Ковалева, Ковалев, 2009) был показан трансформационный ряд продуктов разложения лигнина: ткани растений – подстилка (опад) – почва – гуминовая кислота – гуминовая кислота погребенных почв. В данном ряду увеличивается количество кислот по сравнению  с альдегидами независимо от объекта исследования разных биоклиматических зон и природных экосистем, что свидетельствует о наращивании карбоксилирования и фрагментарных реакций конденсации, в которые вступают его фенилпропановые звенья. Органическое вещество, пройдя стадию гумификации на этапе ткани растений – опад (подстилка) под действием беспозвоночных  и ферментов почвенной биоты в дальнейшем участвует в процессе гумусообразования. Установленный трансформационный ряд продуктов разложения лигнина является фактом,  подтверждающим образование в почвах унифицированных гуминовых веществ  специфической природы, в формировании которых наряду с прочими ароматическими соединениями, участвует лигнин высших растений. Наличие лигниновых структур в молекулах гуминовых кислот индентифицируется  и на 13С-ЯМР-спектрах (Ковалева, Ковалев, 2003, 2009).   Была установлена положительная корреляция между содержанием лигнина (VSC)  в гумусовых горизонтах почв гумидных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в алифатической  части   13C-ЯМР-спектра  при 56 ppm –  r = 0,94, а коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  в гумусовых горизонтах почв семиаридных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в ароматической  части   13C-ЯМР-спектра  при 147 ppm –  r = -0,93 (Kovalev, Kovaleva, 2012).

Наличие лигниновых структур  на 13С- ЯМР-спектрах гуминовых кислот  в ароматической части молекулы и в области резонирования фрагментов алифатической части молекулы предполагается и другими авторами (Перминова,  2000;  Чуков, 2001; I.K(gel et. al., 1992;  G.E. Maciel et. al., 1981;   J.O. Skjemstad et. al., 1983). Однако вопросы о географических закономерностях распространения лигнинов в почвах и погребенных почвах  (вторых гумусовых горизонтах), о содержании и механизмах трансформации лигнинов в различных  почвенных типах, о конкретных формах вхождения лигниновых структур в гуминовые кислоты почв разных природных экосистем до сих пор остаются открытыми. Поэтому применение 13С-ЯМР-спетроскопии  для определения лигниновых структур в гуминовых кислотах почв разных природных экосистем является целью наших исследований.    Более того, использование метода ядерно-магнитного резонанса (ЯМР) формирует новый взгляд на природу почвенного гумуса, открывает новые возможности в идентификации органических соединений в почвах, позволяет получить новые данные о происхождении и структурных свойствах молекул гуминовых кислот и металл-гумусовых комплексов, о природе взаимодействий органического вещества с поверхностями оксидов и гидроксидов металлов железа и марганца.


В настоящей работе представлены результаты  13С ЯМР-спектроскопии, впервые полученные для органического вещества некоторых почв, погребенных, а также Fe-Mn ортштейнов, глеевых горизонтов почв разных биоклиматических зон. 

Объекты исследования.  Серые лесные почвы (по Классификации почв, 1977) , образующие  типичные геохимические катены в Московской и Брянской обл.        Светло-серые  лесные почвы Коломенского ополья  (Ступинский район Московской области) разной степени оглеения характеризуются одинаковыми причинами заболачивания (поверхностные воды), сформированы на близких или тождественных по гранулометрическому составу породах ( крупнопылевато-иловатом легком суглинке с низкими и средними величинами коэффициента водопроницаемости.  При этом  в исследование включены также и осушенные с 1987 г.  светло-серые глееватые почвы экспериментально-мелиоративного полигона Коломенского ополья. Подробное описание объекта исследований  представлено ранее [Ковалев, Сарычева, 2007].  Изученные ряды почв Трубчевского ополья (Брянская обл.) представлены агросерыми почвами (по классификации почв, 2004) водораздельных микроповышений, их оподзоленными разностями   в верхних частях склонов и в блюдцеобразных понижениях на водоразделах и глеевыми  (по классификации 1977 г.– темно-серая глеевая почва)   – у подножия склонов и в выраженных депрессиях (Ковалев, Ковалева, 2011, 2012).  Отметим, что в зоне широколиственных лесов и лесостепи  площади автоморфных серых лесных почв практически полностью распаханы.    Объектами исследования также послужили: типичный чернозем (Кисловодская котловина); аридные экосистемы вертикальных природных зон Тянь-Шаня:  степь на горных черноземах, можжевеловое редколесье на горных коричневых почвах, орехово-плодовый лес на горных черно-коричневых почвах, сосновый лес и  субальпийский луг на горных черноземовидных и горно-луговых субальпийских почвах и альпийский луг на горно-луговых альпийских почвах (Ковалева, 2009). В гумидных экосистемах на Северном Кавказе исследования выполнены в степном поясе горных черноземов, в буково-грабово-каштановых лесах на бурых лесных почвах и субальпийских лугах на горно-луговых субальпийских почвах, на альпийских лугах с горно-луговыми альпийскими почвами (Карачаево-Черкесия) (Ковалева, 2009). 

       Методы исследования.     Метод ЯМР-спектроскопии дает возможность исследовать состав и структуру органического вещества почв. В основе метода лежит измерение частоты ядерного магнитного резонанса, зависящий от электронного окружения ядра 13С, то есть от характера связи атома углерода с соседними атомами.  Препараты гуминовых кислот выделяли  из исследуемых почв, в том числе и Fe-Mn ортштейнах  светло-серых оглеенных почв трехкратной экстракцией 0.1 н. NaOH/ 0.4 M NaF из декальцированных 0.05 н. H2SO4 образцов.  После отделения коллоидов центрифугированием (2500 грамм, 15 мин.; (Beckman, Model J – 6))  осуществляли очистку препаратов гуминовых кислот  от минеральных солей электродиализом (MWCO 12 000 – 14 000). Отдиализованные и высушенные вымораживанием препараты гуминовых кислот  (50 мг) растворяли в 0,6 мл 0.3 М  NaOD/D2O. Съемка спектров достигалась в 5 мм трубочке (ампула) с пробой на ЯМР-спектрометре Bruker Avance DRX 500 при 290 К   с частотой 25,18 МГц. Относительное содержание отдельных форм соединений в гуминовых кислотах оценено интегрированием интенсивности полученных на спектрах сигналов, то есть, доли площади поверхности соответствующего химического сдвига (ppm) (м.д.). Интерпретацию выполняли на основании литературных данных.

Для определения количественного содержания структурных фрагментов лигнина (VSC) использовали метод мягкого щелочного гидролиза органического вещества оксидом меди в азотной среде с последующим использованием хроматографии тонкого слоя и газового хроматографического разделения. Процедура мягкого окисления позволяет получить простые продукты деградации лигнина, которые сохраняют важнейшие химические свойства структурных единиц исходного полимера  [Ковалева, Ковалев, 2009].

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ.
     Данные 13С ЯМР-спектроскопии, полученные для  24 препаратов гуминовых кислот наиболее типичные из которых представлены  на рис. 1, 2, 3, 4 указывают, на существенную трансформацию углеродного скелета макромолекул в процессе гумусообразования.
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Рис. 1. 13С ЯМР-спектры препаратов гуминовых кислот светло-серых оглеенных почв (Коломенское ополье): а) – глубокоогленная (на микроповышении),  b) – глееватая (в микропонижении),  c) – ортштейны глееватой почвы,  d) – ортштейны глееватой осушенной почвы.
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Рис. 2.   13С ЯМР-спектры препаратов гуминовых кислот агросерых почв Брянского ополья

е) – агросерая почва, гор. Ар 0-30 см;

f) – темно-серая со вторым гумусовым горизонтом, гор А[hh] 33-63 см;

g) – серая лесная глеевая почва, гор. G 54-80 cм
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Рис. 3.    13С ЯМР-спектры в препаратах гуминовых кислот почв Северного Кавказа

А) – чернозем, гор. А 8-27 см;

Б) – субальпийская луговая почва, гор.  А 10-25 cм
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Рис. 4.   13С ЯМР – спектры разновозрастных гуминовых кислот почв Тянь-Шаня: а) – дневного горизонта и б) погребенного горизонта горно-луговой субальпийской черноземовидной почвы; в) дневного и г) погребенного горизонтов коричневой почвы.
Таблица 1.  Распределение углерода  в молекулах гумусовых кислот (по данным ЯМР- спектроскопии), % от площади спектра

	Почва, горизонт, глубина, см
	Углерод алифатических структур,  CAl      
	Углерод ароматических структур, CAr
	Углерод карбоксильных структур,

СCOOH
	Ароматич-ность, %     

      Ar__100

    Ar   +   Al     


	∑   Ar  
∑   Al 


	СAlk
CAlk-O

	
	Углерод алкильных групп, СAlk
	Углерод карбогидра-тов, первичных спир-тов, ацеталей, СAlk-O
	
	
	
	
	

	
	0-35 ppm
	35-52ppm
	52-60 ppm
	60-106 ppm
	106-142 ppm
	142-160 ppm
	160-200 ppm
	
	
	

	Коломенское ополье
	

	Светло-серая  (глубокооглеенная), Ар 0-20
	11,83
	9,70
	4,77
	37,18
	17,14
	3,28
	16,09
	24,34
	0,32
	0,51

	Светло-серая глееватая,  Ар 0-20
	13,59
	7,47
	5,05
	37,74
	14,83
	2,87
	18,45
	21,69
	0,27
	0,49

	Конкреции из светло-серой  глееватой почвы, Ар (0-10)        
	9,60
	8,46
	2,43
	13,76
	31,16
	4,34
	30,25
	50,92
	1,04
	1,11

	Конкреции из светло-серой  глееватой (осушенной) почвы, Ар (0-10)
	9,27
	9,82
	3,37
	19,67
	25,28
	4,03
	28,55
	41,01
	0,70
	0,83

	Брянское ополье
	

	Серая, Ар 0-30 (микроповышение)
	10,49
	5,29
	3,79
	25,69
	30,93
	4,90
	18,91
	44,18
	0,80
	0,53

	Темно-серая, А 0-33 (микрозападина)
	13,65
	7,94
	3,24
	21,54
	28,05
	5,48
	20,10
	42,00
	0,72
	0,87

	Серая  глеевая,     G 54-82 
	10,97
	9,47
	4,02
	29,48
	20,83
	4,33
	20,90
	31,80
	0,47
	0,61

	Северо-Западный Кавказ
	

	Чернозем,  А 8-27
	11,25
	7,67
	3,80
	31,18
	24,96
	4,83
	16,30
	53,30
	1,14
	0,54

	Субальпийская горно-луговая, А 10-25
	11,69
	8,5
	4,20
	31,90
	20,60
	3,30
	19,40
	29,80
	0,42
	0,56

	Северный Тянь-Шань
	

	Чернозем:  А 12-38

                    АВ[hh] 38-44                      
	10,49

11,26
	6,73

7,57
	3,15

3,42
	26,62

27,69
	26,76

26,05
	5,85

4,91
	20,39

19,10
	40,97

38,27
	0,69

0,62
	0,58

0,64

	Черноземовидная лугово-степная: А 10-33

                                   A[hh] 33-47
	12,73

9,24
	7,44

6,15
	3,33

2,62
	28,31

27,55
	23,20

27,90
	4,00

5,05
	20,98

21,47
	34,42

41,97
	0,52

0,72
	0,64

0,51

	Субальпийская луговая:  А 5-35

                                       A[hh] 35-50
	15,02

6,76
	7,61

2,39
	3,37

1,48
	15,80

8,21
	30,39

50,86
	6,23

8,05
	21,59

22,24
	46,70

75,83
	0,88

3,13
	1,18

0,94

	  Коричневая почва: А  0-23

                     A[hh] 35-64

                       B[hh]120-180
	11,10

8,44

14,90
	8,20

6,09

9,70
	4,10

2,35

4,10
	33,10

27,29

25,20
	20,30

31,11

17,20
	4,70

5,03

3,30
	18,20

19,68

25,50
	30,60

45,00

27,50
	0,44

0,82

0,38
	0,52

0,51
0,83

	Горно-луговая альпийская, А 3-20
	10,47
	8,01
	3,72
	39,29
	19,07
	3,49
	15,96
	26,84
	0,37
	0,43


Спектры исследованных препаратов гуминовых кислот имеют контрастные наборы характеристических полос, различающихся по интенсивности и ширине. R.B. Newman  et. al., (1985) продемонстрировали, что области резонансных сигналов различных диапазонов воспроизводимы и могут быть рассчитаны с точностью до нескольких процентов. Более 20 пиков наблюдается на 13С ЯМР-спектрах экстрагированных из почв гуминовых веществ. Итак,  во всех спектрах  гуминовых кислот почв были ясно диагностированы 5 главных областей резонанса, выделяемых  F.J. Vila et. al., (1972), M.A. Wilson, (1981), M. Schnitzer,  (1982) и другими исследователями и принадлежащих протонам различных молекулярных фрагментов молекул гуминовых кислот. 

     Редко описываемая исследователями область   –50 ррm ( 0 ppm (м.д.)  ( это резонансы протонов  полигалогенизированного углерода, которые наблюдаются только на спектрах гуминовых кислот, экстрагированных из почв. Вследствие слабости сигналов в этой области спектра пики не интегрированы. Их природа неясна. По-видимому, это соединения типа CH3J, CBr4 и т.д.

     Область спектров от 0 до 52 ppm ( это резонансы протонов углерода алифатических структур (Wilson, 1981). Изучая данную область спектра, P.G. Hatcher et. al., (1981), F. Ziegler, (1987) отмечают, что она наименее исследована и слабо подтверждена результатами других физико-химических и химических методов. Наличие сигналов углерода алифатических фрагментов молекул связывается с продуктами жизнедеятельности водорослей и микроорганизмов (Hatcher, 1981) или обусловлено значительным вкладом продуктов растительного происхождения – фосфолипидов, воска, кутина, жирных кислот (Zech, 1990). Именно в данной области спектра сосредоточены основные пики резонирования протонов гуминовой кислоты из плейстоценовой погребенной почвы (24,6 %), которой обычно свойственно и максимальное в профиле количество липидов, и максимальные величины отношения C:N:S, диагностирующие низкую микробную активность (Ковалева, 2009).  Однако, идентификация пиков в этой области спектра, особенно для таких соединений как кутин, сиберин и т.д. нуждается в дальнейших исследованиях.      

В обсуждаемой области спектра проинтегрированы 2 диапазона: 0 ( 35 ppm  (углерод алкилов – наиболее подвижные и активные алкильные структуры) и 35 ( 52  ppm (углерод наиболее устойчивых соединений алкильной природы).  Диапазон  0 ( 35 ppm объединяет пики 18 , 23, 26 и 29 ppm, идентифицируемые как резонансы протонов углерода алкилов (Calk). Алкильные боковые цепочки ароматических структур также вносят вклад в эту область спектра, по данным  J.O. Skjemstad et.al., (1983). Но отсутствие корреляции между площадью пиков ароматических фрагментов и пиков углеводородных цепочек позволило автору предположить, что степень развития периферической части молекул не зависит от структуры ароматического ”ядра”. 

     Работами I. K(gel, (1992) и E.A. Webster, (2000) показано, что генезис органических соединений лесных почв, резонирующих в диапазоне СAlk  обусловлен не столько продуктами микробного метаболизма, сколько накоплением растительных структур.


Обнаруженные нами в спектрах гуминовых кислот почв сигналы при 18 ррm относятся к –CH3–группам алифатических цепочек. Этот пик, по данным J.O. Skjemstad et. al., (1983), обусловлен углеродом метиловых групп в высокоразветвленных алифатических фрагментах. P.G. Hatcher et. al., (1981) также обнаружили при 18 ppm пик большой интенсивности в гумусовых кислотах морских осадков и отнес его к наличию высокоразветвленных алифатических фрагментов молекулы. В нашем случае, наибольшей интенсивностью пика, а значит, и большей разветвленностью обладают молекулы гуминовых кислот из дневных гумусовых горизонтов горной лугово-степной черноземовидной почвы (разрез № 12) и  субальпийской луговой почвы, а также гидроморфных (светло-серых лесных глееватых) почв Коломенского ополья. В гуминовых кислотах ортштейнов этот пик отсутствует, следовательно,  отсутствуют и разветвленные молекулы. В гидроморфных почвах, в целом, все сдвиги более контрастны, а в органическом веществе железисто-марганцевых ортштейнов  полосы алифатической части спектра теряют свою интенсивность по сравнению с органическим веществом вмещающих горизонтов.

        Отчетливые пики в области 23, 26 и 29 ppm (рис. 1) показывают наличие длинных линейных цепочек углеводородов в гуминовых кислотах почв, как показано работами [Newman R.B., Tate K.R. (1980); Ogner G. (1979); Vila F. J., Lentz, H. and Ludemann, H. 1972]. В нашем случае наиболее развиты эти цепочки оказались в гидроморфных почвах, например глееватых почв Коломенского ополья и агросерых почв микрозападин Брянского ополья по сравнению со светло-серыми и агросерыми почвами микроповышений, а также  в черноземовидных и в молодых луговых почвах. Наименее выражено – в Fe-Mn ортштейнах (конкреционных новообразованиях) и в полноголоценовых черноземах, а также и в древних плейстоценовых горизонтах.  W. Zech et. al., (1987) методом инфракрасной спектроскопии также подтвердили наличие в области 30 ppm резонанса протонов углерода растянутых в длину алифатических структур, содержащих полиметиленовые группы.
Второй диапазон области резонанса алифатического углерода (35-50 (52) ppm) обусловлен протонами углерода  коротких и разветленных алифатических цепочек с концевыми СН3 группами, по М.A.Wilson, (1981). Общая площадь пиков в диапазоне 0 ( 35 ppm для гидроморфных почв Коломенского ополья составила 13,6 %, для автоморфных – 11,8 %, для Fe-Mn ортштейнов – 9,3-9,6 %; в диапазоне 35– 52 ppm ( 7,5-9,7 % для почв,  8,5-9,8 % для ортштейнов, соответственно (таблица 1). Интересно отметить, что и в агросерых почвах Брянского ополья, сформированных на лессовых отложениях также  с усилением степени увлажненности (микроповышение ----> микропонижение) увеличивается площадь спектра углерода алкильных групп: с 10,5 до 13,65 % в диапазоне 0-35 ppm  и с 5,29 до 7,94 % в диапазоне 35-52 ppm.  К микропонижениям приурочены агросерые почвы со вторым гумусовым горизонтом, испытывающие кратковременное переувлажнение (Ковалев, Ковалева, 2008, 2012). Таким образом, алифатические фрагменты молекул обладают наибольшей разветвленностью и более длинными углеводородными цепочками в гидроморфных почвах по сравнению с автоморфными.  Важно подчеркнуть, что как в железисто-марганцевых ортштейнах, так в глеевых горизонтах агросерой почвы Брянского ополья наблюдаются близкие значения площади спектра в области диапазонов 0-35 и 35-52 ppm (м.д.). 
В Fe-Mn ортштейнах накапливаются гуминовые кислоты, имеющие  менее развитую алифатическую часть по сравнению с гуминовыми кислотами вмещающего горизонта. Действительно отношение Ar/Al составило 0,70-1.04 – в ортштейнах и 0,32 – в почвах (таблица 1). Наибольшая ароматичность  (0,80) также свойственна агросерым почвам, сформированных на лёссе в Брянском ополье (Трубчевском) и в черноземах Северо-Западного Кавказа (до 1,14). Алифатические фрагменты молекул обладают наибольшей разветвленностью и более длинными углеводородными цепочками и в гумусовых горизонтах почвах субатлантического возраста по сравнению со среднеголоценовыми аналогами, что является, по-видимому, отражением резкого масштабного изменения климата на рубеже позднего голоцена (Ковалева, 2009). Общая площадь пиков в диапазоне 0 ( 50 ppm для дневных горизонтов горно-луговых почв, возраст которых 200-300 лет, составила до 18 %,  для вторых гумусовых горизонтов (5000 лет) – 19 %, для  плейстоценовых почв –  25 %.     
В диапазоне 52–106 ppm, как следует из работ  Vila et. al., (1976),  Wilson, (1981),  Skjemstad  et. al., (1983), резонируют протоны карбогидратов, спиртов, эфиров и (- и (-углеродные атомы аминокислот. Узкие полосы резонанса в области 50-60 ppm, свойственны, по мнению  Breit-Maier  и  Voelter, (1974) углероду аминокислот. Однако, есть данные о том, что в этой же области резонируют алифатические части лигниновых молекул  - прежде всего, сирингиловых структур (Лодыгин  и др., 2001). Наличие продуктов деградации кумарового,  синапового и кониферилового спиртов предполагается и другими авторами (Кечайкина и др., 2011).   В спектре лигнина, выделенного по Класону, G. Maciel и др., (1981)  описывает отчетливый пик при 56 ppm, обусловленный протонами метоксильного углерода. Мы также обнаружили высокую корреляцию между величиной площади пика при 56 ppm и содержанием идентифицирующих лигнин ароматических структур (параметр VSC) (Kovalev, Kovaleva, 2012), а также между площадью пика и отношением “ванилиновые кислоты/ванилин”, отражающим, согласно I.K(gel, (1986),  степень окисленности боковых цепей фенилпропановых единиц в молекуле лигнина (Ковалева, Ковалев, 2009). 

Во всех вариантах полученных нами спектров гуминовых кислот светло-серых почв ширина  полосы в области 52-60 ppm  в два раза больше, чем в спектрах гуминовых кислот ортштейнов: 4,77–5,05 % – в почвах, 2,43 – 3,37 % – в ортштейнах (табл. 1.).  Нами раннее было показано, что содержание индентифицирующих лигнин фенольных структур в почвах в 10 раз больше, чем в ортштейнах. Так, содержание продуктов окисления лигнина в светло-серых глееватых почвах составило 11,91 мг/г Сорг., в железисто-марганцевых ортштейнах 1,34 мг/г Сорг.; в глубокооглеенных почвах – 10,90 и 1,30 мг/г Сорг., соответственно (Ковалев, Ковалева, 2008).  В почвах лесостепи Брянского ополья  ширина полосы в области 52-60 ppm (м.д.) показывает меньшие значения по сравнению с площадью спектра  светло-серых лесных почв  южной тайги Коломенского ополья, что свидетельствует о наибольшей трансформации лигниновых фенолов и прежде всего кумариловых и феруловых по сравнению с ванилиновыми (гваяциловыми) фенолами (Ковалев, Ковалева, 2008) в условиях повышенной биологической активности почв, то есть ПБА по Д.С. Орлову, (1995).
         В спектрах гуминовых кислот вторых гумусовых горизонтов горных почв ширина  полосы в области 52-60 ppm  в два раза меньше, чем в спектрах гуминовых кислот дневных почв: 1,48-2,62 % – в гор. A[hh]  и 3-5 % – в А горизонтах. Содержание индентифицирующих лигнин фенольных структур в погребенных почвах также меньше, чем в дневных. В области 61-62 ppm идентифицированы сигналы углерода спиртовых групп. В области 71 ppm зафиксирован один из самых интенсивных сигналов, свойственный, по W. Zech [37], протонам полисахаридов.   Из-за наложения сигналов протонов углерода боковых цепочек лигнина, О-алкильного углерода эфиров и спиртовых групп отдельно пик полисахаридов не интегрирован, хотя именно его величина определяет конечную цифру относительного содержания углерода карбогидратов: до 37,2 % в светло-серых почвах и до 39,2 % в горных почвах.  I. K(gel, (1986) показала, что молекулы фульвокислот состоят преимущественно из полисахаридов. Данный факт находит отражение в преобладании фракции фульвокислот, определяемой в групповом составе гумуса светло-серых оглеенных почв  методом Тюрина (Ковалев, 1994). Также вслед за увеличением фульватности гумуса увеличивается и площадь обсуждаемого пика в горно-луговых альпийских  и плейстоценовых погребенных почвах.   В области 103  ppm наблюдается сигнал углерода ацеталей, но меньшей интенсивности, который, по мнению W.Zech  et. al., (1987),  также обусловлен атомами углерода полисахаридов. Так, подобный факт преобладающего содержания карбогидратов в молекулах гуминовых кислот отмечается также J. Skjemstad et. al., (1983) для гумусовых кислот краснозема и красной ферралитной почвы Австралии  и  W. Zech et. al., (1987) для подстилок ели и сосны. В последнем случае авторами показано, что по мере разложения подстилки интенсивность пика уменьшается.   


Таким образом, площадь пиков карбогидратных структур, которые принадлежат гексозам, протеиновым материалам (60 – 106 ppm) максимальна в гуминовых кислотах из всех исследованных почв.

     В качестве индикатора разложенности органического материала принято (Webster, 2000) использовать величину отношения площадей пиков в диапазоне 0-52 к диапазону 52-108 (CAlk/CAlk-O). Чем выше значение отношения, тем выше степень разложенности органических остатков, а значит, выше микробная активность. В нашем случае, величина упомянутого отношения в 2 раза (до 1,11) возрастает в гуминовых кислотах железисто-марганцевых ортштейнов светло-серых оглеенных (глубокооглеенных и глееватых) почв Коломенского ополья,  Данный показатель имеет повышенные значения в погребенной почве плейстоцена и вторых гумусовых горизонтах черноземовидных почв, диагностируя большую степень минерализации гумуса и высокую микробную активность, но минимальные значения (0,43)  – в оторфованном горизонте горно-луговой альпийской почвы.

          Широкий спектр при 106-160 ppm  объединяет сигналы типичные для ароматических структур. Область ароматических структур на спектрах делится на два самостоятельных пика: 106-142 ppm – это углерод замещенных ароматических фрагментов, и, по-видимому, незамещенные бензолы; 142-160 ppm –  их замещенные  группами (ОН, (NH2, (OCH3 аналоги.  Пики 128 и 137 ppm, регистрируемые разными авторами, обусловливают и в нашем случае  главный вклад в зоне ароматического резонанса ароматических структур. Чуков, (2001) полагает, что пик 128 ppm связан с углеродом Н- и С-замещенных ароматических структур, возможно по типу замещенного фенилпропана. Это чаще всего одиночные ароматические кольца, связанные с остальной частью макромолекулы через алифатические цепочки или мостики и обладающие хорошей подвижностью. Ароматические структуры такого типа по С.Н. Чукову, (2001) можно назвать «рассеянными» или одиночными.   При этом, в голоценовых почвах (   ) доминирует пик 128 ppm, а в плейстоценовой - 135 ppm (25-31%). В светло-серых оглеенных почвах Коломенского ополья доминирует пик 128 ppm (14-17%), а в ортштейнах 135 ppm (25-31%). Сравнение молекулярных структур гуминовых кислот автоморфной (глубокооглеенной) и глееватой почв обнаруживают относительное уменьшение ароматичности на 3%. Важно отметить, что молекулярные структуры гуминовых кислот светло-серых оглеенных почв обладают в целом очень низкой ароматичностью (21-24%), близкой дерново-подзолистым почвам (19-21%, по данным С.Н. Чукова,(2001). Подобная низкая ароматичность, по мнению J. Skjemstad et. al., (1983), вплоть до полного отсутствия ароматических структур, обычно типична для условий умеренно-холодного климата, замедляющего гумификацию. Очевидно, что продолжительность периода биологической активности в рассматриваемой зоне светло-серых лесных почв ближе к таковой бореальной зоны, а не лесостепи.   М.А. Анисимова и др., (1998) также указывают, что значимых различий по относительному вкладу ароматических фрагментов у молекулы гуминовых кислот дерново-подзолистых и серых лесных почв зоны широколиственных лесов ими не обнаружено. Но уже для серых лесных (агросерых) почв Брянского ополья (табл. 1), сформированных на лёссовых отложениях значения ароматичности увеличиваются в два раза (до 42-44 %), что характерно и для черноземов. 
     Наибольшие различия зафиксированы для молекулярных структур гуминовых кислот железисто-марганцевых ортштейнов по сравнению с гуминовыми кислотами почв. Молекулы гуминовых кислот ортштейнов имеют в два раза большую ароматичность, достигающую 51 % (табл. 1).   Полученные данные позволяют наблюдать разрушительную трансформацию молекул гуминовых кислот при осушении светло-серых глееватых почв Коломенского ополья. Прежде всего, обращает на себя внимание уменьшение доли ароматичности гумусовых кислот в конкрециях осушенных почв на 10 % при одновременном нарастании объема  периферической части молекул (табл. 1). При этом доля всех классов алифатических протонов увеличивается. При конкрециообразовании, по-видимому, в условиях периодической смены увлажнения происходит отщепление периферической части  молекул гуминовых кислот. В результате накапливаются более устойчивые фрагменты, сосредоточенные в “ядрах” молекул. Уменьшение доли ароматических протонов в ортштейнах осушенных почв (на 10-й год после строительства дренажа)  может быть связано либо с отщеплением периферических  бензольных колец, либо с увеличением степени их замещенности.  Кроме того, может происходить микробная деструкция ароматических фрагментов, сопровождающая раскрытием бензольных колец и увеличением количества протонов олефиновых групп. В железисто-марганцевых конкрециях в два раза нарастает окисленность молекул гуминовых кислот, что свидетельствует о высоком общем уровне их биохимической активности.

      Значительные изменения ароматичности наблюдаются и в рассматриваемом хроноряду горных почв.  Максимальная ароматичность – до 75 % - обнаружена во втором гумусовом горизонте черноземовидной почвы, сформированной в предморенном понижении. В остальных случаях величина ароматичности гуминовых кислот в 40 %, характерная для горного чернозема, повторяется и во вторых гумусовых горизонтах черноземовидных почв, что свидетельствует об отсутствии значительных диагенетических изменений этих соединений и об их едином происхождении.  Минимальная величина ароматичности закономерно свойственна гуминовым кислотам горно-луговых почв (26,8 %) и коричневых почв, погребенных в лёссе (27,0 %).

        Второй диапазон ароматической части спектра (142-160 ppm) и наблюдения   J. Skjemstad, (1983), I. K(gel, (1986) не оставляют сомнений в том, что ароматичность гуминовых кислот предопределяется присутствием или отсутствием ароматических предшественников, таких как лигнин. Сравнение ЯМР-спектров  лигнина и гуминовых кислот почвы обнаруживают много общего. Два главных пика в спектре лигнина 56 и 147  ppm обусловлены наличием метоксильного и метокси- и фенолзамещенного ароматического углерода, соответственно (Maciel et. al., 1981). 

      В целом, доля ароматического углерода фенольных групп (142-160 ppm) невысока – всего 3 – 4 %. Площадь пика значительно уступает площади резонанса ароматического углерода С–Н групп, которая составляет 15 –17 % в экстрактах органического вещества из светло-серых почв Коломенского ополья, и 25 – 31 % –  из ортштейнов.  В почвах Брянского ополья доля ароматического углерода фенольных групп увеличивается до 5,5 %. Однако высокая величина коэффициента корреляции между цифрами площадей пиков СОR–групп, и особенно величинами ароматичности  и степенью окисленности молекул лигнина (Ковалев, Ковалева, 2008) позволяет сделать вывод о том, что доля ароматического углерода зависит от содержания лигнина и степени деструкции его молекул.

В горных почвах доля ароматического углерода фенольных групп также невысока – всего 3-6 %, также площадь пика значительно уступает площади резонанса ароматического углерода С–Н групп. Вместе с тем, обращает на себя внимание тот факт, что в коричневых (как древних, так и современных), а также в горно-луговых почвах, доля фенольных ароматических фрагментов выше или равнозначна в периферической части молекулы, по сравнению с ароматической,  а в гуминовых кислотах голоценовых почв – преобладает в ароматической части молекулы в 2 раза по сравнению с алифатической. 

    Ароматичность изучаемых гуминовых кислот возрастает во времени, достигая 75 % в А[hh]-горизонте, но лишь в пределах одного типа фотосинтеза – С3.   

Итак с помощью количественного анализа  лигниновых фенолов и 13С-ЯМР-спектроскопии доказывается, что лигнин высших растений принимает участие в формировании специфических соединений гумуса почв, входя структурными фрагментами в алифатическую часть молекулы (пики при 56 ррm),  так и в ароматическую часть молекул гуминовых кислот (пики при 147 ppm).

   Из таблицы  1, видно, что площади пиков лигниновых структур, одинаковы в ароматической и алифатической частях молекул горно-луговых альпийских почв.  В почвах зональных рядов  ароматические фрагменты лигнинового происхождения преобладают  в алифатической части спектра  светло-серых почв Коломенского ополья, и оглеенных почв аккумулятивных позиций ландшафта. 

Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  в гумусовых горизонтах почв гумидных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в алифатической  части   13C-ЯМР-спектра  при 56 ppm – 0,94 (P = 0,95).
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Рис. 3.   Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)    и   % от площади 13C-ЯМР-спектра  при 56 ppm.

  В гуминовых кислотах  почв лесостепи, сформированных на лессе, а также в черноземах вклад ароматических лигниновых фрагментов в 2 раза больше в ядерной, чем в периферийной частях молекулы. Подобное распределение площади пиков характерно и для Fe-Mn  ортштейнов, в том числе, и в осушенных вариантах. В погребенных горизонтах площадь пиков соединений лигниновой природы в ядерной части молекул гуминовых кислот в 5 раз превышает их площадь спектра для гуминовых кислот дневных горизонтов, что подтверждает теорию керогенообразования.    Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  в гумусовых горизонтах почв семиаридных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в ароматическую  части   13C-ЯМР-спектра  при 147 ppm –  -0,93.
Особенность гуминовых кислот оглеенных горизонтов в том, что в них площади пиков лигниновых структур, одинаковы в ароматической и алифатической частях молекул ГК. Неслучайно, имеются указания о фульватно-гуматном или гуматно-фульватном характере гумуса в почвах гидроморфного ряда в зависимости от степени оглеения (Кауричев, 1967; Урусевская и др., 1975; Ковалев, 1994). 
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Рис.4. Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)    и   % от площади 13C-ЯМР-спектра  при 147 ppm.
Широкий сигнал в области 160-200 ppm объединяет сигналы протонов, карбонатов и фенолятов, а также карбонильных, карбоксильных, амидных, кетонных и хинонных групп.     ЯМР-спектроскопия в настоящей стадии развития не может эффективно дифференцировать карбоксилы, эфиры или амидные группы в смеси, так как их резонансы накладываются друг на друга. Тем не менее, J.O. Skjemstad et al (1983) а также P.G. Hatcher et al, (1981)  отмечают корреляцию ширины пиков и величины  рН почвенного раствора. По нашим данным, количество карбоксильных структур в плейстоценовой почве (погребенный горизонт  В[hh] 120-180 см коричневой почвы) оказалось выше (25 %), чем во всех остальных исследованных горизонтах и минимально – в горно-луговой альпийской почве. По-видимому, именно карбоксильные фрагменты гуминовых кислот и повышают долю ГК-1 в групповом составе гумуса. Интересно отметить, что количество карбоксильных структур в ортштейнах в два раза выше, чем в гумусе вмещающего горизонта светло-серых оглеенных (глубокооглеенных и глееватых) почв. По-видимому, именно эти фрагменты гуминовых кислот и повышают долю фульвокислот в групповом составе гумуса железисто-марганцевых ортштейнов, определенном по методу Тюрина  [Добровольский, Терешина, 1977; Ковалев, 1994], хотя подобное явление также заслуживает отдельного самостоятельного исследования.
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Рис.  5.  13С ЯМР-спектры нативных препаратов лигнина злаковых культур (Кочева, 2008):   

1 – ячмень,  2 – пшеница,  3 – овес
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Рис.  6.  13С ЯМР-спектры в  нативных препаратах лигнина древесных культур (Карманов, 2003):    1 – акация;  2 – лиственница

Сравнение 13C-ЯМР-спектров нативных препаратов лигнина выделенных из разных пород древесных и травянистых растений со спектрами молекул гуминовых кислот позволило  впервые обнаружить, что, во-первых, количество пиков, наследуемых гуминовой кислотой  от растительной ткани значительно больше. Они отчетливо диагностируется  при 102, 115, 119,  131, 151-152, 160, 166  ррm (Таблица 2).
Во-вторых,  набор пиков разнороден в спектрах разных растений и, соответственно в молекулах гуминовых кислот разных почв он тоже должен быть разным.  Так, например, для злаковых культур (Кочева, 2008), сигналы с химическим сдвигом 53,5 и 53,8 ррm свидетельствует  о наличии кумарановых  и пинорезинольных структур (мономерные звенья в макромолекуле  соединены связями β-5 (фенилкумаран) и β-β (пинорезинол). Для лигнинов злаков характерно наличие двух резонансных сигналов ОСН3-групп – 55,7 ррm и 55,9 ррм (сирингильная структура).  Сигналы в области 100-160 ррm обусловлены наличием ароматических структурных единиц. Эту область можно подразделить на четыре интервала: 100-117 ррm – сигналы третичных ароматических атомов углерода, которые содержат в орто-положении С-атомы с кислородной функцией (С-2 и С-5) в неконденсированных гваяциловых (ванилиновых) единицах, или С-2 и С-6  сирингиловых-единицах).      117-125 ррm – сигналы третичных ароматических атомов углерода, которые не содержат в орто-положении С-атомы с кислородной функцией (С-2/С-6 в п-оксифенилпропановых единицах и С-6 в гваяциловых (ванилиновых) единицах.    125-142 ррm – сигналы ароматических четвертичных углеродных атомов, в основном С-1 С-5;   142-160 ррm – сигналы, обусловленные этерифицированными атомами углерода ароматического кольца. На 13С ЯМР-спектрах  наблюдаются характеристические сигналы с ХС 152,1--152,4 ррm,  которые обусловлены  С-3 и С-5 атомами, связанными с ОСН3-группами. Незамещенные атомы углерода С-2 и С-6 в сирингильных единицах препаратов лигнина вызывают появление сигналов с ХС 102-104 ррm. Сигналы при 119  ррm  указывают на наличие ваниловых (гваяциловых) единиц (С-6).  
Таблица 2.   Фрагменты биополимера лигнина в составе гуминовой кислоты (по данным ЯМР- спектроскопии)

	Почва, горизонт, глубина, см
	53,5-53,8 ppm
кумараны,

пинорезинолы
	55,7 ppm

вани
лины (гваяцилы)
	55,9 ppm
сирингилы
	102-104 ppm
сирингилы

С2, С6
	115,5 ppm
С2, С5
	119,1 ppm
гваяцилы,С6
	131,4-131,5 ppm
С2, С6 n-кумарилов
	151,0-152,0 ppm

C3, C5-ОСН3
	160,1 ppm

С4-эфиры
	166,7 ppm
Сβ -кумарилы

	Коломенское ополье

	Светло-серая глееватая,  А 0-20 
	+
	+
	+
	+
	+
	_
	+
	+
	-
	+

	Светло-серая глубокооглеенная,А 0-20 
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	-
	-

	Брянское ополье

	Серая,  А 0-30
	следы
	следы
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-

	Темно-серая: А 0-30

G 54-82
	+

+
	+

+
	+

+
	+

+
	+

+
	+

+
	+

следы
	+

-
	-

-
	-

-

	Северо-Западный Кавказ

	Чернозем,  А 8-27 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	следы
	+

	Субальпийская горно-луговая,  А 10-25 
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	следы
	_

	Северный Тянь-Шань

	Чернозем:  А 12-38                        

                     А  [38-44] 
	+

+
	+

+
	+

+
	+

+
	-

-
	+

+
	+

+
	+

+
	+

+
	следы

следы

	Черноземовидная: 

            А 15-25

            [А] 37-50
	+

+
	++

++
	+

+
	+

+
	+

-
	+

-
	+

+
	+

-
	+

-
	+

+

	Горно-луговая субальпийская: А 5-35

                       [А] 35-50
	+

-
	+

-
	+

-
	-

-
	следы

следы
	следы

следы
	+

-
	+

+
	+

+
	+

-

	Коричневая почва: А 0-23
                        АВ 37-50
	+

следы
	+

следы
	+

следы
	+

+
	+

-
	+

-
	+

-
	+

-
	+

-
	+

-

	Горно-луговая альпийская,  А 3-20
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	-


К сигналам, характерным для п-кумаровых единиц, относятся пики с величиной ХС 131,4-131,5 ррm (С-2, С-6 в п-оксифенилпропановых единицах), а также сигналы с величиной ХС 160,1 и 166,7  ррm, связанные с С-4 атомами и С-β-атомами в эфирах п-кумаровых структур, соответственно.

       Для хвойных пород характерен предельно простой композиционный состав (Карманов, 2003). В спектре хвойного лигнина  пики 152,2 и 152,5 ррm, обусловленные атомами С-3 и С-5, связанными с ОСН3-группами  – отсутствуют.    Но наблюдается наличие значительного числа углеродных атомов С-5 (ХС -115,6 ррm) в неконденсированных единицах хвойного лигнина.    Наличие сигнала  в районе 170 ррм свидетельствует  об алифатическом характере  СООН-групп.

       Таким образом результаты анализа ЯМР-спектров по химическим сдвигам резонансных сигналов свидетельствует о том, что различия в химическом строении лигнина хвойных и  лиственных пород, злаковых и травянистых растений заключаются не только в количественном содержании основных типов межмономерных связей β-О-4,  β-5,  β-β, Саром-С, но и в композиционном составе макромолекул, то есть в соотношении трех типов мономерных звеньев гваяцилового (ванилинового), сирингильного и п-кумарового  (V:S:C) (Ковалева, Ковалев, 2009).

       В-третьих, лигнин древесных растений  южной тайги становится источником более развитых пространственно вытянутых с развитой  алифатической частью молекулы гуминовой кислоты (мощные хорошо вытянутые пики), а феруловые и кумариловые фенолы степных  растений формируют пространственно компактные структуры гуминовых кислот черноземов (табл. 2).

Данный факт подтверждает образование в почвах унифицированных гуминовых веществ  специфической природы, в формировании которых наряду с прочими ароматическими соединениями, участвует лигнин высших растений. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ.

1. Применение 13С ЯМР-спектроскопии, для исследования органического вещества (ГК) светло-серых почв южной тайги, серых почв лесостепи Русской равнины, горных аридных экосистем Тянь-Шаня и гумидных экосистем Северного Кавказа, а также железисто-марганцевых конкреций, погребенных и глеевых горизонтов почв в разных биоклиматических зонах  позволило получить новые данные о происхождении и структурных свойствах молекул гуминовых кислот и металл-гумусовых комплексов, идентифицировать органические соединения в них. 
2. С помощью количественного анализа  лигниновых фенолов и 13С-ЯМР-спектроскопии доказано, что лигнин высших растений принимает участие в формировании специфических соединений гумуса почв, входя структурными фрагментами в алифатическую часть молекулы (пики при 56 ррm),  так и в ароматическую часть молекул гуминовых кислот (пики при 147 ppm). Коэффициент корреляции между содержанием лигнина (VSC)  в гумусовых горизонтах почв гумидных ландшафтов и площадью пика лигнинового происхождения в алифатической  части   13C-ЯМР-спектра  при 56 ppm – 0,94; в ароматической  части   13C-ЯМР-спектра  при 147 ppm –  -0,93 при Р = 0.95.

3. Сравнение 13C-ЯМР-спектров нативных препаратов лигнина выделенных из разных пород древесных и травянистых растений со спектрами молекул гуминовых кислот почв разных природных экосистем позволило  впервые обнаружить, что, во-первых, количество пиков, наследуемых гуминовой кислотой  от растительной ткани значительно больше. Они отчетливо диагностируются  при 102, 115, 119, 131, 151-152, 160, 166  ррm. Во-вторых,  набор пиков разнороден в спектрах разных растений и, соответственно в молекулах гуминовых кислот разных почв он тоже должен быть разным.       В-третьих, лигнин древесных растений  южной тайги становится источником более развитых пространственно вытянутых с развитой  алифатической частью  молекулы гуминовой кислоты (мощные хорошо вытянутые пики), а феруловые и кумариловые фенолы степных  растений формируют пространственно компактные структуры гуминовых кислот черноземов.

4. Глеевые и погребенные горизонты исследуемых почв значительно отличаются от дневных почв по строению гуминовых кислот. Под влиянием оглеения происходит трансформация углеродного скелета макромолекул гуминовых кислот почв: уменьшается их ароматичность, увеличивается окисленность, разветвленность и растянутость алифатических структур в длину. В погребенных горизонтах площадь пиков соединений лигниновой природы в ядерной части молекул гуминовых кислот в 5 раз превышает их площадь спектра для гуминовых кислот дневных горизонтов, что подтверждает теорию керогенообразования.   
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