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Вплив ферментативної 
активності чорнозему 
типового на склад 
і гідрофобно-гідрофільні 
властивості гумінових кислот 
за різного обробітку ґрунту

Мета. Вивчити вплив ферментативної 
активності оксидредуктаз чорнозему 
типового на склад і гідрофобно-гідрофільні 
властивості гумінових кислот (ГК) за різного 
обробітку ґрунту. Методи. Польовий, 
лабораторно-аналітичний, спектрометричний. 
Результати. Зростання поліфенолоксидазної 
активності за 10-річне використання 
нульового обробітку сприяє підвищенню 
гідрофобності ГК завдяки формуванню 
більшої кількості конденсованих неполярних 
ароматичних структур. За оранки відбувається 
переорганізація конформації макроструктури 
ГК, зумовленої формуванням полярніших 
гідрофільних структур ГК через зміну 
напряму оксидредуктазної активності, що 
сприяє більшій рухомості гумусу порівняно 
з нульовим обробітком і перелогом. 
Висновки. Використання нульового 
обробітку сприяє оборотній переорганізації 
функціональної макроструктури ГК завдяки 
зміні напряму оксидредуктазної активності 
у бік формування гідрофобних структур — 
неполярних ароматичних сполук. 
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Ферментативна активність ґрунтів є важ-
ливим чинником формування кількісних та 
якісних показників гумусу. Зміни виявляються 

як у  разі залучення цілинних чорноземів 
у сільськогосподарське виробництво, так і за 
різних способів їх використання. Це впливає, 
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насамперед, на процеси біодеградації сві-
жої органічної речовини, а також на участь 
у формуванні структурних елементів гуму-
сових речовин (ГР), тим самим зумовлюю-
чи склад органічної речовини ґрунту (ОРГ) 
[1]. Трансформація складу гумусу зумов-
лює макроскопічну структурну організацію, 
що визначає функціональні властивості ГР 
до акумуляції та міграції різних елементів 
в екосистемі [2]. Організація макрострукту-
ри ГР — це формування надмолекулярних 
(супрамолекулярних) комплексів, створених 
у результаті самоорганізації щодо менших за 
розміром гетерогенних молекул та їх моле-
кулярних асоціатів, утворених через біоде-
градацію відмерлих органічних решток [3]. 

Самоорганізація зумовлена термодина
мічним процесом відбору найстабільні-
ших органічних структур, характер агре-
гації яких залежить від рН та зумовлює 
гідрофобно-гідрофільні властивості (ам-
фіфільність) ГР [4 – 6]. Стабілізація кон-
формації надмолекулярного комплексу 
зумовлена різними слабкими міжмоле-
кулярними взаємодіями (гідрофобними, 
Ван дер Ваальсовими, π-π, π-СН та ін.), 
які зумовлюють поліфункціональність ГР.  
Сильні ковалентні зв’язки утворюють 
найстійкіші структурні елементи, а  саме 
ароматичні структури, які за молекуляр-
ної гідрофобної π-π асоціації формують 
гідрофобні домени [4, 5]. Установлено, що 
найбільший уміст вуглецю міститься у ко-
валентно спряжених (С=С) ароматичних 
структурах  — низькомолекулярних спо-
луках [2]. За гідрофобної агрегації вони 
формують стійкі неполярні молекулярні 
домени, за гідрофільної — полярні рухомі 
та активні, тому фульвокислоти (ФК) дуже 
активні через гідрофільну організацію [3, 4]. 
Найбільша кількість гідрофобних ароматич-
них доменів мають саме гумінові кислоти 
(ГК), які зумовлюють високий уміст вуглецю 
у чорноземі типовому через активну мікро-
біологічну активність. Гідрофобне конденсо-
ване «ядро» ГР — це слабко конденсовані 
спряжені ароматичні й гетероциклічні струк-
тури (2 – 3  кільця типу нафталену, антра-
цену), на  відміну від висококонденсованої 
структури вугілля поєднані ковалентними 
зв’язками. Формування конденсованих аро-
матичних структур відбувається за вільно 

радикальної реакції окиснення хінонів че-
рез семихінонні (СХ) радикали [2]. Процес 
вільнорадикальної реакції конденсації ка-
талізується поліфенолоксидазами. Це при-
водить до оксидазної полімеризації та утво-
рення ковалентних з’єднань (типу – С – О –, 
– С – С – зв’язки), що формують неполярні 
ароматичні структури [3]. Важливими еле-
ментами конденсованих структур ГР є окси-
геновмісні функціональні групи: карбонільні 
групи кетонів (– С=О) та карбоксильні гру-
пи (– СООН). Метоксильні групи (– ОСН3) 
лігнінових структур ОРГ зазнають процесів 
дегідратації, що впливає на розташування 
(конформацію) та активність оксигеновміс-
них функціональних груп ГК [3 – 5]. 

Інтенсивний обробіток чорноземів під-
силює мінералізаційний процес в ОРГ, що 
призводить до дегуміфікації, яка зумовлена 
необоротною переорганізацією надмоле-
кулярного комплексу ГК з подальшим роз-
падом функціональної саморегулювальної 
макроструктури гумусу [1, 7]. З огляду на це 
в практику землеробства було введено ре-
сурсоощадні технології обробітку ґрунту, які 
сприятимуть відновленню біорізноманіття, 
родючості та поліпшенню екологічного ста-
ну загалом [7]. Серед таких технологій, які 
успішно використовують у  різних західних 
країнах для підвищення вмісту, якості гуму-
су та глобальної стабілізації СО2, є нульова 
система обробітку (no-till) [1].

Тому вивчення зміни складу структурних 
компонентів у макроструктурі ГК та їх амфі-
фільних властивостей, зумовлених зміною 
ферментативних процесів за умов різного 
обробітку, є актуальним і доцільним. 

Мета досліджень — виявити вплив різ-
ного обробітку через зміну оксидредуктаз-
ної активності чорнозему типового на вміст 
ароматичних структур і амфіфільні власти-
вості ГК.

Матеріали та методи досліджень. 
Відбір ґрунтових зразків проводили на екс-
периментальному полі кафедри землероб-
ства Харківського національного аграрного 
університету імені В.В. Докучаєва. Схема 
досліду: 1 — контроль (40-річний переліг); 
2  — оранка на  глибину 20 – 22 см; 3  — 
чизель (20 – 22 см) після 10-річного викори-
стання no-till. Зразки ґрунту для біохімічного 
аналізу відбирали за загальноприйнятою 
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методикою з 0 – 20 см шару [8]. Визначення 
активності оксидредуктаз (поліфенолоксидаз 
і дегідрогеназ) проводили за методикою [8]. 
Екстрагування ГК з ґрунтових зразків прово-
дили за ДСТУ 7606:2014 [9].

Інфрачервону Фур’є-спектроскопію про-
пускання (ІЧ Фур’є-спектроскопія трансмі-
сії) ГК проводили на  спектрометрі Agilent 
Technologies Cary 630 у стандартній області 
вимірювання 500 – 4000 см – 1 (у пресованих 
таблетках з КBr). Дослідження електронного 
парамагнітного резонансу (ЕПР) ГК прово-
дили в кварцових ампулах фірми JEOL за 
допомогою спектрометра JES-ME-3x, який 
працює в 3-сантиметровому діапазоні дов-
жин хвиль (X-band) з  частотою модуляції 
100 кГц. Як стандарт під час визначення 
спінової та орбітальної взаємодій (g-фак-
тора) та інтенсивності ЕПР спектра вико-
ристовували полікристалічний зразок ДФПГ 
(дифенілпікрилгідразил), середнє значення 
g-фактора якого дорівнює значенню вільно-
го електрона 2,0036±0,0003. Концентрацію 
СХ радикалів установлювали методом по-
рівняння відносних амплітуд сигналів (Гаус), 
для  яких g-фактор однаковий із вільним 
електроном (~2,00). Проникну гель-хрома-
тографію проводили на  сефадексі Г-200.
Елюцію (вихід фракцій за розмірами) про-
водили розчином 0,1 н NaOH. Реєстрацію 
молекулярних фракцій проводили за погли-
нання спектра ароматичними структурами 
та їх оксигеновмісними функціональними 
групами за довжини хвилі 465 нм.

Результати досліджень. Активність 
оксидредуктаз чорнозему типового свідчать 

про зниження активності поліфенолоксидаз 
після інтенсивного обробітку ґрунту (оранки) 
порівняно з перелогом (рис. 1).

Установлено, що за оранки на експери-
ментальному полі відбувається зменшення 
вмісту гумусу через посилення мінералізацій
ного процесу [10]. Підвищення активності 
біодеградації ОРГ зумовлено перемішу-
ванням глибших шарів ґрунту, що призво-
дить до  зменшення поліфенолоксидазної 
активності, але підвищення активності де-
гідрогеназ (рис. 2) через розклад свіжого 
ОРГ в умовах кращої аерації 0 – 20 см шару 
ґрунту, які відщеплюють водень від субстра-
ту, деблокуючи оксигеновмісні ланцюги ГР. 

Підвищення активності дегідрогеназ 
пов’язано із біодеградацією свіжої ОРГ та 
вузьким співвідношенням вуглецю і  азо-
ту [10]. За оранки відбувається зміна на-
прямів трансформації ОВР, що зумовлено 
активними дегідратаційними процесами 
в ОРГ, та зменшенням поліфенолоксидаз-
ної активності, що визначає зменшення 
відбору стійких сполук, але збільшення 
швидкості біологічної мінералізації менш 
стійких.

За результатами ІЧ Фур’є-спектроскопії, 
на  усіх спектрах досліджуваних солей ГК 
(рис. 3) чітко виявляються структурні еле-
менти ГК, які відрізняються відносною амп-
літудою поглинання. У короткохвильовій 
області одержаних спектрів є широка сму-
га поглинання з максимумом за 3450 см – 1.  
Її наявність пов’язана з  гідроксильними 
та фенолгідроксильними групами (– ОН), 
що беруть участь у  міжмолекулярних 
Н-зв’язках. Дуплет смуг за 2900 та 2800 см – 1  
зумовлений валентними коливаннями С – Н 
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Рис. 1. Активність поліфенолоксидаз 
у чорноземі типовому за різного його об-
робітку:   — переліг;   — чизель no-till;  

 — оранка (для рис. 1 і 2)
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Рис. 2. Активність дегідрогеназ у чорно-
земі типовому за різного його обробітку
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у СН2- та СН3-групах і підтверджується на-
явністю смуг деформаційних коливань ме-
токсильних іонізованих груп за 1440 і 1375 
см – 1. Оксигеновмісні функціональні групи 
виявляються за 1710 – 1725 см – 1, що зумов-
лено коливаннями С=О у  карбоксильних 
групах – СООН.

Широкий діапазон від 1800 до 2500 см – 1 
вважають не інформативним, але його на-
хил і форма зумовлені молекулярно-масови-
ми параметрами ГК [11]. Ароматичні струк-
тури зумовлені чіткою смугою за 1625 см – 1,  
що зумовлена коливаннями спряжених вуг-
лецевих атомів циклічних і гетероциклічних 
сполук.

Форма ІЧ спектрів свідчить про подібність 
у макроструктурі усіх досліджуваних ГК, але 
відрізняється амплітудами поглинань, нахи-
лом лінії спектра від 1800 до 2500 см – 1, ін-
тенсивністю смуг за 1440, 1375 та 1330 см – 1,  
а  також амплітудою коливань спряжених 
ароматичних сполук за 1625 см – 1. Обробіток 
чорнозему типового призвів до  зменшен-
ня інтенсивності поглинань аліфатичних 
структур, порівняно з  перелогом, особли-
во після оранки на  смузі 2800 см – 1, що 
пов’язано з  відщепленням аліфатичних 
гідрофільних груп. За no-till відбувається 
збільшення амплітуди поглинань арома-
тичних спряжених сполук, що пов’язано 
з  підвищенням активності поліфенолокси-
даз, але спектр від 1800 до 2500 см – 1 має 
подібну направленість з оранкою, що свід-
чить про різницю у  молекулярно-масових 

властивостях порівняно з  перелогом. За 
оранкою чітко виявляються смуги 1440, 
1375 та 1330 см – 1, що зумовлено метиль-
ними та метоксильними групами. Це, віро-
гідно, пов’язано з підвищенням активності 
дегідрогеназ і  перебудови розташування 
функціональних груп.

На рис. 4, а наведено спектри радіочас-
тотної ЕПР спектроскопії виділених ГК 
з чорнозему типового за різного обробітку 
ґрунту.

Спектри ЕПР мають величину g-фактора 
2,0036, близьку до g-фактора ДФПГ, та ши-
року нероздільну лінію між точками переги-
ну кривої поглинання близько 0,1 Тесла. Це 
зумовлено наявністю хелатних металокомп-
лексів із залізом (III), утворених у результаті 
електронної перебудови спряженої системи 
та усуспільнення делокалізованого елек-
трона під час екстрагування ГК (рис. 4, б). 
У районі g-фактора ДФПГ 2,0036 спосте-
рігається вузьке «плече», що відповідає 
сигналу СХ радикалів в області 0,33 – 0,35 
Тесла (рис. 4, б), які виявляються у вигляді 
вузького сигналу (рис. 4, в).

Форма ліній сигналу СХ радикалів ма-
ють однакову форму, але різну амплітуду 
(рис. 5), що пов’язано з концентрацією різ-
них циклічних ароматичних структур у ГК 
(хінонових поліконденсатів). Амплітуда сиг-
налу СХ радикалів зменшується за оранки, 
на  якій зменшується поліфенолоксидазна 
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активність, що також підтверджується ІЧ-
спектрами. За використання no-till відбува-
ється збільшення амплітуди СХ радикалів, 
що зумовлено підвищенням поліфенолокси-
дазної активності чорнозему типового. Це 
характеризується збільшенням ковалентних 
зв’язків і гідрофобних доменів у макрострук-
турі ГК.

На профілі молекулярного розподілу за 
розміром молекул ГК (рис. 6) за цього об’є-
му елюції наведено бімодальний розподіл 
фракцій.

Більшого розміру молекули, які зумов-
люють елюцію першої фракції, характе-
ризуються полярними ароматичними та 
гетероциклічними структурами з  більшою 
кількістю функціональних оксигеновмісних 
груп, що за агрегації утворюють розгалу-
жені гідрофільні домени, які стабілізують-
ся Н-зв’язками. Друга фракція пов’язана 
з меншим розміром молекул (також низь-
комолекулярними сполуками) — це непо-
лярні ароматичні поліконденсати з  кова-
лентними зв’язками меншого розміру, які 
асоціюються за допомогою гідрофобних 
міжмолекулярних взаємодій та зумов-
люють гідрофобний характер фракції. 
Профіль ГК перелогу свідчить про наяв-
ність більшої кількості неполярних гідро-
фобних структур завдяки найінтенсивнішо-
му поглинанню спектра за довжини хвилі 
465 нм другою фракцією та слабким погли-
нанням першою.

За оранки відбувається зміна об’єму 
елюції та інтенсивності поглинання за 
довжини хвилі 465 нм, що свідчить про 
молекулярну переорганізацію конформа-
ції та зміну амфіфільних властивостей 

ГК, зумовлену зміною складу ароматич-
них структур ГК. За оранки відбувається 
збільшення поглинання першої гідрофіль-
ної фракції, але зменшення поглинання 
за об’єму елюції гідрофобної фракції. Це 
пов’язано з переорганізацією неполярних 
низькомолекулярних гідрофобних сполук 
чорнозему типового у  гідрофільні моле-
кулярні асоціати більшого розміру, які 
активно вступають в  реакції з  металами, 
утворюючи металокомплекси типу хелатів 
[4, 5, 10]. Підвищення реакційної здатності 
завдяки гідрофільній переорганізації пов’я-
зано з підвищенням дегідрогеназної актив-
ності через деблокування оксигеновмісних 
груп ароматичних структур, що збільшує 
рухомість гумусу та активне відщеплення 
бокових аліфатичних груп ГК. Тому втрата 
вуглецю після оранки пов’язана зі  змен-
шенням низькомолекулярних ароматичних 
гідрофобних доменів через їх переорга-
нізацію у  рухомі гідрофільні домени, які 
відщеплюються у вигляді гідрофільних алі-
фатичних груп [1, 2, 6, 7, 10]. За 10-літнє 
використання no-till профіль елюції свід-
чить про підвищення кількості гідрофобних 
структур і збільшення швидкості елюції. Це 
зумовлено оборотною переорганізацією 
конформації ГК у  бік формування гідро-
фобних доменів через збільшення кількості 
формування ковалентних зв’язків під час 
оксидазної полімеризації хінонів (полікон-
денсації), що каталізується поліфенолокси-
дазами. 
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Рис. 5. Інтенсивність сигналу СХ радикалів 
ГК за різного обробітку чорнозему типово-
го:  — переліг;	  — no-till;  — оранка
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Рис. 6. Профіль молекулярного розподі-
лу за розмірами молекул ГК залежно від 
обробітку чорнозему типового (D, % — ін-
тенсивність поглинання за довжиною хвилі 
465 нм; V — об’єм елюції):  — переліг; 

 — оранка;  — no-till
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Інтенсивний обробіток чорнозему типо-
вого призводить до зміни оксидредуктаз-
ної активності через підвищення біологіч-
ної мінералізації та зменшення стійкості 
гумусової системи, зумовлене зменшен-
ням стійких до  розкладу ароматичних 
неполярних поліциклічних структур ГК. 
За no-till відбувається підвищення поліфе-
нолоксидазної активності, що приводить 
до збільшення числа ковалентних зв’язків 
у  спряжених поліциклічних ароматичних 
структурах через оксидазну полімериза-
цію (конденсацію), що зумовлює збільшення 

неполярних гідрофобних і стійких ГК. 
Активність дегідрогенази збільшується 

за оранки через деблокування оксигено-
вмісних функціональних груп, зумовлене 
активною мінералізацією свіжої органічної 
речовини. За no-till збільшення ампліту-
ди сигналу СХ радикалів, інтенсивності 
поглинання спряжених ароматичних вуг-
лецевих структур свідчить про збільшен-
ня ароматичних гідрофобних структур 
ГК. Установлено, що використання no-till 
спричиняє оборотну переорганізацію функ-
ціональної макроструктури ГК.
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