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Гуминоподобные вещества из компоста в начале и через 130 дней компостирования исследовали с по-
мощью комплекса аналитических методов, включающих аналитический электрофорез в 10%-ном по-
лиакриламидном геле в присутствии денатурирующих агентов, абсорбционную спектроскопию и
эксклюзионную хроматографию на сефадексе G-75. Показано, что трансформация органических
остатков в процессе компостирования сопровождается уменьшением весовой доли фракций наи-
большего молекулярного размера и формированием значительного количества фракций наимень-
шего молекулярного размера с одновременным увеличением доли ароматических компонентов в
препарате компостных гуминоподобных веществ. Использованный комплекс аналитических мето-
дов можно применять для оценки эффективности различных процессов компостирования органи-
ческих бытовых и промышленных отходов. Одновременно такой подход может быть полезным при
решении задач восстановления почвенного плодородия.
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ции, спектры поглощения, коэффициенты удельной экстинкции и цветности
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ВВЕДЕНИЕ
На современном этапе развития цивилизации

во всех странах (особенно с развитой экономи-
кой) интенсивное возделывание почв приводит к
заметной потере плодородия. В то же время в
процессе человеческой деятельности существен-
но увеличивается количество отходов различного
происхождения, в том числе органических [20,
24]. Утилизация отходов – одна из наиболее ост-
рых экологических проблем, с которыми столк-
нулось человечество в XXI в. Промышленные и
бытовые органические отходы несут серьезную
опасность для экосистем и здоровья человека, по-
этому требуются эффективные методы их перера-
ботки. Наиболее перспективным решением насто-
ящих проблем является природоподобная (зеле-
ная) технология переработки методами бытового
или промышленного компостирования органиче-
ских отходов в продукт с повышенным содержани-
ем минеральных компонентов: калия, фосфора и
азота. В процессе компостирования наряду с ак-

тивной минерализацией происходит гумифика-
ция некоторой части органических отходов, при-
водящая к образованию компостных гуминопо-
добных веществ (КГВ) [24]. Внесение продукта
компостирования в почву позволяет частично
восстановить в ней содержание минеральных
компонентов и органического вещества. Несмот-
ря на широкое использование компостов в сель-
ском хозяйстве, вопрос о молекулярных механиз-
мах формирования КГВ остается открытым. Объ-
яснение этих механизмов создаст теоретическую
основу для разработки оптимальных экологиче-
ски чистых технологий компостирования и, без-
условно, может внести вклад в решение задач
восстановления почвенного плодородия и охра-
ны окружающей среды.

Формирование КГВ происходит в течение зна-
чительно более короткого периода времени по
сравнению с почвенными гуминовыми вещества-
ми [1, 3, 5, 7, 24, 26]. Для оценки качества КГВ
предложено множество методов, таких как эле-
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ментный и функциональный групповой анализ,
исследование спектров поглощения и флуорес-
ценции, эксклюзионная хроматография, а также
1H- и 13С-ЯМР [3, 7, 9, 14, 16, 22, 25, 29, 30]. Для
сравнения КГВ различных сроков созревания так-
же применяются электрофоретические методы:
изоэлектрофокусирование [6, 12] и электрофорез в
полиакриламидном геле (ЭПАГ), основанный на
разделении смеси ГВ по таким важнейшим пара-
метрам, как электрический заряд, молекулярный
размер и пространственная конфигурация [19, 28].
Быстрые, эффективные и сравнительно дешевые
аналитические электрофоретические методы раз-
деляют КГВ различного происхождения на не-
сколько четких естественно окрашенных зон, поз-
воляя использовать электрофореграммы в качестве
фингерпринтов [6, 8, 12, 15, 17–19, 23]. Однако та-
кой фингерпринт способен демонстрировать лишь
наличие/отсутствие качественных изменений ор-
ганического вещества в процессе компостирова-
ния, но не позволяет получить количественную
информацию о молекулярных механизмах транс-
формации КГВ. Необходим комплексный подход,
отражающий не только качественные, но и количе-
ственные различия КГВ в процессе их созревания.
Ранее нами был разработан эффективный метод
фракционирования почвенных гуминовых кис-
лот, основанный на сочетании препаративной
эксклюзионной хроматографии (ЭХ) на колонке с
сефадексом G-75 с аналитическим ЭПАГ [28].
Фракционирование почвенных гуминовых кислот
осуществляли с помощью ЭХ, затем хроматогра-
фический профиль тестировали ЭПАГ, на осно-
ве которого вели отбор индивидуальных ста-
бильных электрофоретических фракций. Соче-
тание ЭХ–ЭПАГ впервые позволило получить из
почвенных гуминовых кислот различного генези-
са препаративные количества фракций, суще-
ственно различающихся по молекулярному раз-
меру, электрофоретической подвижности, опти-
ческим свойствам и другим физико-химическим
характеристикам [4].

Цель работы – применение комплексного
подхода, включающего сочетание ЭХ–ЭПАГ, для
исследования молекулярных механизмов форми-

рования КГВ в процессе созревания с параллель-
ным анализом спектров поглощения.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования были препараты
КГВ, выделенные из компостной смеси в начале
(КГВ-0) и после 130 дней созревания (КГВ-130).
Компостирование смеси муниципальных орга-
нических остатков (50% канализационных отхо-
дов + 25% виноградных косточек и 25% расти-
тельных отходов после обрезки насаждений в
парках и скверах округа Эмилия-Романия, Ита-
лия) проводили при температуре +60°С с посто-
янным перемешиванием на промышленной фирме
“Кавиро”, специализирующейся на переработке
органических отходов различного происхождения
в сельскохозяйственные удобрения. Сухие препа-
раты КГВ-0 и КГВ-130, выделенные однократной
экстракцией 0.5 М раствором NaOH с последую-
щим осаждением соляной кислотой, были любез-
но предоставлены сельскохозяйственным фа-
культетом университета г. Болоньи.

Элементный состав образцов КГВ-0 и КГВ-
130 в пересчете на сухое беззольное вещество
представлен в табл. 1. Элементный состав опреде-
ляли на приборе Carlo Erba Model EA 1108 Ele-
mental Analyzer (Italy) в трех повторностях. Спек-
тры поглощения в УФ и видимой областях света
получали на спектрофотометре Cary 3 (Varian) в
кварцевой кювете длиною 1 см. Препараты ком-
постных ГВ растворяли в 0.1 М NaOH до концен-
трации 100 мг/л для расчета коэффициента цвет-
ности Е4/Е6, представляющего соотношение по-
глощений при 465 и 665 нм. Для получения спектра
поглощения в УФ и видимой областях света рас-
творы разбавляли до концентрации 20 мг/л. Коэф-
фициенты удельной экстинкции (  и )
на длинах волн 270 и 465 нм для КГВ-0 и КГВ-130,
а также коэффициенты цветности Е4/Е6 приведе-
ны в табл. 1.

Cочетание препаративной ЭХ низкого давле-
ния на колонке с сефадексом G-75 в 7 М мочеви-
не с аналитическим ЭПАГ в 10%-ном полиакрила-
мидном геле использовали для получения стабиль-

0.002%
270E 0.002%

465E

Таблица 1. Элементный состав (мас. %) в пересчете на сухое беззольное вещество, коэффициенты удельной экс-
тинкции на длинах волн 270 ( ) и 465 нм ( ) и цветности (E4/E6) компостных ГВ в начале (КГВ-0) и
через 130 дней созревания (КГВ-130). Показаны средние значения после трех измерений ± стандартные откло-
нения

Препарат
Элементный состав, % Оптические свойства

С Н N E4/E6

КГВ-0 44.5 ± 0.8 5.8 ± 0.2 5.9 ± 0.1 0.27 ± 0.01 0.031 ± 0.002 5.7
КГВ-130 44.2 ± 0.7 5.5 ± 0.1 5.1 ± 0.1 0.39 ± 0.01 0.046 ± 0.003 8.3
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465E
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ных электрофоретических фракций из препаратов
КГВ-0 и КГВ-130 согласно ранее разработанной
методике [28]. По 10 мг компостных гуминовых
веществ растворяли в 1 мл 7 М мочевины и нано-
сили на стеклянную колонку (1.5 × 100 см) с сефа-
дексом G-75 (Pharmacia, Швеция), уравновешен-
ным тем же раствором. Свободный и общий объ-
ем колонки составлял 42 и 158 мл соответственно.
Элюент с колонки собирали в виде аликвот по 2 мл,
каждую третью аликвоту анализировали с помо-
щью ЭПАГ. Аликвоты, формирующие индиви-
дуальные электрофоретические зоны в матрице
полиакриламидного геля с аналогичной элек-
трофоретической подвижностью, объединяли,
диализовали против дистиллированной воды в
течение 7 дней в диализных мешках с номиналь-
ным размером пор 10 кДа, лиофилизировали и
взвешивали на аналитических весах. Из каждого
образца получили по три индивидуальных ста-
бильных электрофоретических фракций, назван-
ных А (объем элюции 42–54 мл), В (55–80 мл) и
C + D (105–150 мл), а также смесь фракций В и
C + D (81–104 мл). На основании времени выхода
фракций из колонки и калибровки колонки с по-
мощью стандартных глобулярных белков опреде-
ляли номинальный молекулярный размер (МР)
фракций: МР фракции А < 100 кДа, фракции В
находится в пределах 100–30 кДа, фракции C + D –
30–10 кДа, то есть МРА > МРВ > МРC + D. Для каж-
дого образца КГВ провели по три независимых
фракционирования, в трех повторностях разброс
выхода одноименных фракций не превышал 10%.
Средние значения весового содержания фракций
для исследованных образцов КГВ представлены в
табл. 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены электрофореграммы

образцов КГВ-0 и КГВ-130, выделенных из ком-
поста в начале и после 130 дней его созревания.
Компостные гуминовые вещества различного
срока созревания образуют в полиакриламидном
геле три узкие естественно окрашенные коричне-
вые зоны, сходные по электрофоретической по-
движности и обозначенные А (стартовая зона, не
входящая в поры 10% полиакриламидного геля),
В (узкая зона в середине геля) и С + D (зона в
нижней части геля, состоящая из нескольких по-
лос с близкими электрофоретическими подвиж-

ностями). Следует отметить, что после 130 дней
созревания интенсивность естественной окраски
электрофоретических зон В и С + D в образце
КГВ-130 стала более яркой по сравнению с образ-
цом КГВ-0, выделенным в начале процесса компо-
стирования, а интенсивность окраски стартовой
зоны А снизилась. Таким образом, аналитический
электрофорез в 10%-ном полиакриламидном геле
позволяет зафиксировать трансформацию КГВ
уже через 130 дней созревания компоста. Следует
отметить, что элементный состав КГВ меняется не-
значительно после 130 дней созревания и соответ-
ственно не может служить надежным критерием
изменений КГВ в процессе компостирования.

Спектры поглощения исследованных ком-
постных препаратов гуминовых веществ моно-
тонно убывают по мере увеличения длины волны
и не имеют четких максимумов поглощения, од-
нако содержат небольшое спектральное плечо в

Таблица 2. Весовое соотношение (%) полученных сочетанием ЭХ-ЭПАГ фракций А, В и C + D различного МР
в компостных ГВ в начале (КГВ-0) и через 130 дней созревания (КГВ-130), %

Препарат Фракция А 
наибольшего МР

Фракция В
среднего МР

Смесь фракций
В и C + D

Фракция C + D 
наименьшего МР

КГВ-0 51 ± 4.9 19 ± 1.8 25 ± 2.2 3 ± 0.2
КГВ-130 27 ± 2.5 17 ± 1.6 43 ± 3.6 14 ± 1.1

Рис. 1. Электрофорез в 10% полиакриламидном геле
0.2 мг компостных ГВ в начале (КГВ-0) и через 130 дней
созревания (КГВ-130).

КГВ-130 КГВ-0

С + D

B

A
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области 260–280 нм (рис. 2). После 130 дней ком-
постирования оптическая плотность КГВ увели-
чилась приблизительно в 1.5 раза как в УФ, так и
в видимой областях. В табл. 1 представлены коэф-
фициенты удельной экстинкции в УФ и видимой
областях света (  и  соответственно) и
цветности (E4/E6) компостных препаратов КГВ-0
и КГВ-130. Увеличение коэффициента удельной
экстинкции  препарата КГВ-130 в видимой
области спектра по сравнению с КГВ-0 соответ-
ствует увеличению интенсивности естественной
окраски электрофоретических зон В и С + D.

Сравнивая данные 13С-ЯМР и коэффициент
удельной экстинкции на длинах волн 260–280 нм,
некоторыми авторами показано, что увеличение
этого коэффициента коррелирует с увеличением
содержания ароматических компонентов в соста-
ве гуминовых веществ различного генезиса [4, 21,
27], так как в этом районе находятся максимумы
поглощения основных ароматических компонен-
тов (лигнинов, фенолов и др.). Основываясь на
увеличении в 1.5 раза коэффициента  пре-
парата КГВ-130 по сравнению с КГВ-0 можно
предположить, что уже в первые 130 дней транс-
формация компостных гуминовых веществ про-
исходит в направлении увеличения содержания
ароматических компонентов.

Другой вывод о направлении трансформации
КГВ следует из увеличения значений коэффи-
циента цветности E4/E6 с 5.7 до 8.3 в процессе со-
зревания компоста. Соотношение E4/E6 связано
не только с изменением цвета [2], но и с измене-
нием среднего МР препаратов гуминовых ве-
ществ различного происхождения. Рядом авторов
показана обратная зависимость между значения-
ми E4/E6 и средним МР [10, 11, 13, 30]. Таким об-
разом, обнаруженное увеличение значения E4/E6

0.002%
270E 0.002%

465E

0.002%
465E

0.002%
270E

после 130 дней созревания компоста с большой
долей вероятности отражает уменьшение средне-
го МР препарата КГВ в процессе компостирова-
ния. Для экспериментального доказательства дан-
ного предположения нами впервые был применен
метод ЭХ-ЭПАГ с анализом весового соотношения
электрофоретических фракций различного МР в
препаратах КГВ-0 и КГВ-130. Из образцов КГВ-0 и
КГВ-130 получены препаративные количества
стабильных электрофоретических фракций А, В и
C + D. Согласно времени выхода фракций с хро-
матографической колонки, их МР уменьшаются
в последовательности МРА > МРВ > МРC + D. В
табл. 2 представлены данные о весовом содержа-
нии каждой фракции в препаратах КГВ-0 и
КГВ-130. Оказалось, что в процессе созревания
компоста наряду с почти двукратным уменьше-
нием весового содержания фракции А наиболь-
шего МР происходит почти пятикратное увели-
чение весовой доли фракции C + D наименьше-
го МР и в 1.5 раза увеличивается весовая доля
смеси фракций В и C + D, подтверждая достовер-
ное снижение среднего МР компостного ГВ по-
сле 130 дней созревания. Таким образом, с помо-
щью нескольких независимых аналитических ме-
тодов удалось экспериментально показать, что
процесс трансформации органического вещества
в компостные ГВ в первые 130 дней происходит в
направлении уменьшения среднего МР и увели-
чения содержания ароматических компонентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Совокупность данных, полученных с примене-

нием комплекса аналитических методов, включа-
ющих ЭПАГ в присутствии денатурирующих аген-
тов, сочетание препаративной ЭХ и ЭПАГ и иссле-
дование спектров поглощения в УФ и видимой
областях, впервые позволила экспериментально
выявить некоторые молекулярные механизмы
трансформации органических остатков в гумино-
подобные вещества в процессе компостирования.
Показано, что трансформация органических остат-
ков сопровождается уменьшением весовой доли
фракций наибольшего МР и формированием зна-
чительного количества фракций наименьшего МР
с одновременным увеличением доли ароматиче-
ских компонентов в препарате КГВ. Использо-
ванный в настоящей работе комплекс аналитиче-
ских методов можно с успехом применять для
оценки эффективности различных процессов
компостирования. С другой стороны, такой под-
ход может быть полезным при решении задач
восстановления почвенного плодородия и охра-
ны окружающей среды.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ
Работа выполнена в рамках бюджетного финанси-

рования.

Рис. 2. Спектры поглощения в УФ и видимой обла-
стях света компостных ГВ в начале (КГВ-0) и через
130 дней созревания (КГВ-130).
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Analysis of the Molecular Mechanisms of Compost Organic Waste Transformation
by Using the Combination of Electrophoresis, Size Exclusion Chromatography

and Absorption Spectroscopy
O. A. Trubetskoy1 and O. E. Trubetskaуа2, *

1 Institute of Fundamental Problems of Biology of the Russian Academy of Sciences, Pushchino, 142290 Russia
2 Filial of the Institute of Bioorganic Chemistry named after Academicians M.M. Shemyakin and Yu.A. Ovchinnikov RAS, 

Pushchino, 142290 Russia
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Humic-like substances from compost at the beginning and after 130 days of transformation were studied using
a set of analytical methods, including analytical electrophoresis in 10% polyacrylamide gel in the presence of
denaturing agents, absorption spectroscopy and size exclusion chromatography on Sephadex G-75. It has
been shown that the transformation of organic residues during composting is accompanied by a decrease of
portion of highest molecular size fraction and the formation of a significant pert of fractions of the lowest mo-
lecular size with a simultaneous increasing of aromatic components in the humic-like substances sample. The
complex of analytical methods used in this work can be successfully applied to assess the efficiency of various
composting processes for organic household and industrial waste.

Keywords: compost humin-like substances, stable electrophoretic fractions, molecular size, absorption spec-
tra, specific extinction and chromaticity coefficients
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