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Аффинная хроматография с иммобилизированными ионами металлов (IMAC-хроматография) ис-
пользована для фракционирования органических соединений щелочного экстракта из лесных почв
Республики Коми по критерию их способности образовывать комплексные соединения с ионами
меди. На основе подбора условий разделения предложен алгоритм хроматографического фракцио-
нирования веществ на группы молекулярно гомогенных соединений, основанный на последова-
тельном изменении рН и ионной силы элюента. Показано, что соединения щелочного экстракта
содержат три фракции, компоненты которых различаются способностью образовывать комплекс-
ные соединения с медью. Установлено, что гумусовые вещества подзолов (Albic Podzol), подзоли-
стых (Glossic Retisol) и торфянисто-подзолисто-глееватых почв (Histic Retisol) различаются по от-
носительному содержанию лигандообразующих органических соединений. Максимальное содер-
жание (по Сорг) комплексонов меди, характерно для органического вещества лесных подстилок
рассматриваемых почв (14–21 г/кг). Соответствующие значения содержания органического веще-
ства элювиальных горизонтах составляют 0.5–1.5 г/кг. Наиболее высокое содержание соединений
углерода, способных связывать ионы меди, характерно для подзолистых почв, в то время как ком-
поненты органического вещества из подзолов и торфянисто-подзолисто-глееватых почв характери-
зуются несколько меньшей аффинностью к меди. Представленный алгоритм может быть использо-
ван для оценки устойчивости почв к загрязнению тяжелыми металлами.
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ВВЕДЕНИЕ
Почвы являются мощнейшим геохимиче-

ским барьером для загрязняющих компонентов.
Одними из приоритетных загрязнителей служат
тяжелые металлы (ТМ). Поступление поллютан-
тов в окружающую среду связано с различными
типами антропогенной деятельности [13, 19]. От
свойств почв зависит дальнейшая судьба загряз-
нителей – аккумуляция в почве, либо миграция
в геохимически подчиненные ландшафты и водо-
емы. Лидирующую роль в закреплении ТМ играет
почвенное органическое вещество [1, 3, 7, 16, 30].
В настоящее время механизмы аккумуляции и ми-
грации тяжелых металлов в почвах и геохимически
сопряженных ландшафтах в основном исследова-
ны методами потенциометрического титрования
(рН-эффект) и ионообменного равновесия [15].
Показано существенное влияние форм нахожде-
ния тяжелых металлов в почвах на их современное
состояние [9, 14]. Разработка хроматографических

методов, позволяющих проводить фракциониро-
вание органических соединений по критерию их
комплексообразующей способности, позволяет
существенно расширить понимание механизмов
природной химической дифференциации профи-
ля, аккумуляции и миграции загрязняющих ком-
понентов для дальнейшего регулирования и нор-
мирования их содержания.

Развитие инструментальных возможностей
аналитической химии определяет постепенное пе-
реосмысление роли и функций, индивидуальных
органических соединений и групп, обладающих
близкими функциональными свойствами. Одним
из перспективных методов изучения функцио-
нальных свойств органического вещества является
металл-аффинная хроматография [11, 25].

Термин “лиганоднообменная хроматография”
был введен в 1961 г. в коротком сообщении Гель-
фериха [24]. Концепция металл-аффинной хрома-
тографии (IMAX immobilized-metal affinity chroma-
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tography) сформулирована и опубликована Пора-
том [31]. В данном подходе используется свойство
биологических макромолекул связываться с им-
мобилизованными на хроматографической мат-
рице ионами металлов, таких как Сu2+, Zn2+, Ni2+,
Co2+, Fe2+. Специфическое связывание осуществ-
ляется за счет наличия на поверхности молекул
свободных электронодонорных групп. В условиях
IMAX (нейтральные значения pH и высокие кон-
центрации соли) в качестве потенциальных лиган-
дов в органической молекуле могут выступать ими-
дазольная группа гистидина (pK ~ 6.7), тиольная
группа цистеина (pK ~ 8.5) и индольная группа
триптофана (pK ~ 9.41). В таких взаимодействиях
могут принимать участие C-концевые аминокис-
лоты (pK ~ 7.7), а также остатки аспарагиновой и
глютаминовой кислот (pK ~ 3.9). По прочности об-
разуемых комплексов аминокислоты располагают-
ся в ряд: His, Cys > Asp, Glu  другие аминокисло-
ты. Взаимодействие между сорбентом и аналитом
pH-зависимое. В связи с этим связанные вещества
можно элюировать, уменьшая ионную силу буфе-
ра, изменяя рН, или использовать другие хелатиру-
ющие агенты (ЭДТА и др.) [20, 21, 31].

В настоящее время IMAC-хроматографию ис-
пользуют при проведении предварительной обра-
ботки образцов для обнаружения наркотиков [10],
для оценки комплексообразующих свойств орга-
нических соединений морских вод [27], фракцио-
нирования и очистки белков и аминокислот при
биохимических исследованиях [2, 8, 18, 32]. В по-
следние десятилетия в международных журналах
появились первые публикации использования ме-
талл-аффинной хроматографии при оценке ком-
плексообразующих свойств смесей органических
соединений водных объектов, гумусовых веществ
(ГВ) и экстрактов из почв [23, 25, 28, 29].

Цель работы – оценка возможностей аффин-
ной хроматографии с иммобилизованными ме-
таллами для изучения комплексообразующих

@

свойств органического вещества лесных почв Ев-
ропейского Севера.

В задачи исследования входило: оценить воз-
можности аффинной хроматографии с иммобили-
зованными ионами металлов для идентификации
комплексообразующих органических соединений
в составе лабильного почвенного органического
вещества; охарактеризовать особенности молеку-
лярно гомогенных фракций органического веще-
ства с использованием индивидуальных органиче-
ских соединений с различными ионогенными
группами; выявить особенности комплексообразу-
ющих свойств ГВ преобладающих почв таежной
зоны методом IMAC-хроматографии.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования были верхние генети-

ческие горизонты типичных почв Республики
Коми: I – подзол иллювиально-железистый разви-
вающийся на песчаных отложениях под сосняком
лишайниковым, средняя тайга [22]; II – подзоли-
стая почва, развивающаяся на покровных суглин-
ках под ельником кустарничковым, средняя тайга,
Южный Тиман [5]; III – торфянисто-подзолисто-
глееватая почва, формирующаяся на моренных
суглинках, под ельником чернично-сфагновым в
северной тайге Приполярного Урала [4].

ГВ экстрагировали из почв 0.1 моль/дм3 NaOH
при соотношении почва : раствор 1 : 10 в течение
20–24 ч. Экстракт ГВ очищали от минеральных
примесей центрифугированием (10000 об./мин,
20 мин). К 0.5 см3 супернатанта добавляли 1.0 см3

стартового раствора (0.02 моль/дм3 фосфатный
буфер с 0.5 моль/дм3 NaCl, pH 7.0).

Хроматографическое фракционирование ГВ
проводили на геле агарозы (рис. 1) c ковалентно-
сшитыми хелатными группами (IMAC Sepharose 6
FF, GE Healhtcare) на колонке 1 × 10 см (Bio-
Rad). Динамическая связывающая емкость геля –

Рис. 1. Структура геля агарозы быстрого потока (А) и схема взаимодействия (зарядки) колонки с ионами меди (Б).
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25 мг (Cu2+)/см3 геля [26]. Реакцию комплексо-
образования можно представить в виде схемы
(рис. 1Б).

Для иммобилизации ионов меди на хромато-
графической матрице через колонку 1 × 10 см
(Bio-Rad) с гелем IMAC Sepharose 6 FF прокачи-
вали при помощи перистальтического насоса
(Econopump) 10 см3 0.5 моль/дм3 раствора CuSO4.
Равномерная голубая окраска геля позволяла ви-
зуально контролировать качественное состояние
колонки (рис. 2).

Для удаления ионов меди, не прореагировав-
ших с гелем, колонку промывали 40 см3 дистил-
лированной воды и 20 см3 стартового буфера
(0.02 моль/дм3 фосфатный буфер с 0.5 моль/дм3

NaCl, рН 7.0). Повышение ионной силы буфера
за счет NaCl минимизирует неспецифические
ионные взаимодействия гумусовых веществ с аф-
финной матрицей. Разделение проводили на хро-
матографической системе BioLogic LP (USA). Де-
тектирование оптической плотности при 280 нм.
Скорость подачи элюэнтов – 2 см3/мин.

В колонку, уравновешенную стартовым рас-
твором, вводили 440 мкл раствора ГВ. Компонен-
ты пробы, не вступающие в реакцию взаимодей-
ствия с ионами меди, элюируются в составе пер-
вой хроматографической фракции. Ослабление

аффинных взаимодействий органических соеди-
нений с матрицей геля осуществляли понижени-
ем рН элюента. Фракцию 2 слабосвязанных ор-
ганических соединений элюировали раствором
0.05 моль/дм3 ацетатного буфера с 0.5 моль/дм3

NaCl (рН 4). Фракцию 3 (прочносвязанные орга-
нические соединения) элюировали раствором
0.2 моль/дм3 NaOH с 0.5 моль/дм3 NaCl (pH 12). По-
сле завершения фракционирования ионы меди Cu2+

удаляли с колонки 0.2 моль/дм3раствором ЭДТА.
Для регенерации гель переносили на воронку

Бюхнера и промывали последовательно 15–20 мл:
дистиллированная вода, 25% пропанол → 50% про-
панол → 100% пропанол → 100% бутанол → 50%
пропанол → 25% пропанол → дистиллированная
вода. Регенерированный гель загружали в хромато-
графическую колонку и насыщали ионами меди.
Все используемые растворы фильтровали через
мембранные фильтры с размером пор 0.22 мкм, на
установках Millipor, дегазировали и контролиро-
вали значения рН. В качестве стандартов исполь-
зовали ряд индивидуальных соединений: глицин
(0.5 моль/дм3), щавелевую кислоту (0.5 моль/дм3),
гистидин солянокислый (0.1 моль/дм3), аспара-
гиновую кислоту (0.1 моль/дм3), фенилаланин
(0.1 моль/дм3) и др. Интегрирование и вычисле-
ние площадей хроматографических фракций
осуществляли в программе Мультихром 2.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Подробные описания морфологических и фи-

зико-химических свойств почв опубликованы ра-
нее [4, 5, 22]. В табл. 1 приведены наиболее общие
физико-химические свойства исследуемых почв.
Для рассматриваемых почв характерны близкие
физико-химические свойства. Почвы кислые –
значения pH водных вытяжек изменяются от 3.3 в
органогенном горизонте торфянисто-подзоли-
сто-глееватой почвы до 4.3 в подстилке подзола.
Для почв характерна низкая степень насыщенно-
сти основаниями. В органогенных горизонтах ха-
рактерно накопление грубогумусированного ор-
ганического вещества. При этом органическое
вещество подзолистых и торфянисто-подзоли-
сто-глееватых почв в большей степени обогащено
азотом по сравнению с иллювиально-железисты-
ми подзолами. Содержание соединений углерода,
извлекаемых децинормальным раствором щело-
чи, изменяется от 67–102 г/кг почвы в органоген-
ных горизонтах до 1.3–4.5 г/кг почвы в минераль-
ных горизонтах. Доля щелочнорастворимых со-
единений от Собщ составляет 17–25% в подстилках
и 18.4–32.5% в верхних минеральных горизонтах.
Максимальная доля Сщел (относительно Собщ) ха-
рактерна для горизонтов с морфологическими
признаками миграции органического вещества в
торфянисто-подзолисто-глееватой почве. Со-

Рис. 2. Внешний вид колонки с IMAC-Sepharose 6FF
до (А) и после (Б) “зарядки” катионами меди.

А Б
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гласно ранее проведенным исследованиям [6], за-
пасы углерода в рассматриваемых почвах на глу-
бину 1 м составляют, кг/м2: 2.9 для подзолов;
9.2 для подзолистых почв; 12.1 для торфянисто-
подзолисто-глееватых почв. Несмотря на при-
надлежность к бореальным лесам, рассматривае-
мые почвы имеют ряд различий по условиям фор-
мирования, аккумуляции и разложения органи-
ческого вещества. В качестве опорных были
выбраны по два горизонта (нижняя часть под-
стилки и верхний минеральный горизонт), по-
скольку в большинстве случаев именно они под-
вергаются наиболее интенсивному воздействию
при химическом загрязнении.

Методическая работа по выбору алгоритма
фракционирования носила поисковый характер.
Использовали различные комбинации условий
фракционирования ГВ щелочного экстракта на
молекулярно гомогенные фракции, в основе ко-
торых лежали приемы, используемые в лигандно-
обменной хроматографии белков:

– лигандный обмен при помощи гистидина,
имидазола, хлорида аммония, или другими веще-
ствами, образующими более устойчивые ком-
плексы с ионами металла (т.е. имеющими срод-
ство к хелатированным ионам металла);

– разрушение хелатных соединений сильным
хелатирующим агентом (ЭДТА), приводящее к
освобождению соединений и десорбции металла;

– градиент рН элюента (линейный или ступен-
чатый), обеспечивающий протонирование донор-
ных групп ГВ.

Для сложных смесей, которыми являются ще-
лочные экстракты ГВ, в случае первых двух вариан-
тах фракционирования наблюдалась низкая вос-
производимость и неоднозначность интерпретации

результатов. Вероятно, подходы с лигандным обме-
ном и разрушением хелатных соединений ЭТДА
применимы к более однородным по молекулярно-
му составу смесям и требуют предварительной
очистки и удаления низкомолекулярных органиче-
ских соединений.

Высокую воспроизводимость результатов по-
казал вариант разделения ГВ c градиентом рН:
10 мин буфер 1 – 0.02 моль/дм3 фосфатный буфер
с 0.5 моль/дм3 NaCl, pH 7; 15 мин буфер 2 –
0.05 моль/дм3 ацетатный буфер с 0.5 моль/дм3

NaCl, рН 4; 20 мин буфер 3 – 0.2 моль/дм3 NaOH
с 0.5 моль/дм3 NaCl, pH 12. Примеры хромато-
грамм приведены на рис. 3 и 4.

Таблица 1. Физико-химические и химические свойства исследуемых почв

* Гидролитическая кислотность.
** Степень насыщенности основаниями.

Горизонт Глубина, 
см

рН Нг*

Обменные 
катионы V** Cобщ Nобщ

Сщел, %
Са2+ Mg2+

H2O KCl смоль (экв)/кг %

Подзол (I)
O(H) 1–3 4.3 3.3 45.9 8.8 1.4 18 43.7 0.69 54 7.48 17.1
E 3–13 4.2 3.3 3.6 0.3 0.1 10 0.87 0.02 37 0.16 18.4

Подзолистая (II)
O(H) 6–8 4.0 2.9 73.7 11.4 3.0 16 35.8 1.58 26 6.67 18.6
EL 8–11 3.9 2.9 14.9 0.6 0.3 6 2.2 0.15 17 0.45 20.4

Торфянисто-подзолисто-глееватая (III)
O(H) 7–13 3.3 4.2 82.5 2.1 1.2 4 40.2 1.56 29 10.2 25.4
ELhi,g 13–30 3.8 5.0 7.8 0.3 0.1 5 0.4 0.03 15 0.13 32.5
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Рис. 3. Условия IMAC фракционирования 0.1 моль/дм3

NaOH экстракта ГВ: 1 – оптическая плотность, 2 – рН
элюента; А – 0.02 моль/дм3 фосфатный буфер с
0.5 моль/дм3 NaCl, pH 7; B – 0.05 моль/дм3 ацетатный
буфер с 0.5 моль/дм3 NaCl, рН 4; С – 0.2 моль/дм3

NaOH с 0.5 моль/дм3 NaCl, pH 12.
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С помощью выбранного алгоритма проведено
фракционирование щелочнорастворимого орга-
нического вещества исследуемых почв (рис. 5) и
выполнена оценка относительной доли отдель-
ных фракций (табл. 2). Предложенный алгоритм
позволил разделить ГВ на три молекулярно гомо-
генные фракции по их способности вступать во
взаимодействия с ионами меди. По содержанию
относительной доли было установлено, что ми-

нимальной способностью связывать ионы меди в
органогенном горизонте характеризовалась тор-
фяно-подзолисто-глееватая почва, а максималь-
ной – подзолистая почва. Для минеральных гори-
зонтов, наибольшая доля органических соедине-
ний, вступающих в реакцию с ионами меди,
выявлена для ГВ торфянисто-подзолисто-глеева-
той почвы, минимальная – для подзолистой почвы.

Оценка содержания отдельных фракций с уче-
том содержания углерода в щелочной вытяжке и
относительного содержания хроматографиче-
ских фракций приведена в табл. 3. Среди органо-
генных горизонтов минимальным содержанием
второй и третьей фракций характеризовался под-
зол – 14.4 г/кг почвы, близкие значения получены
для подстилки торфянисто-подзолисто-глееватой
почвы. Содержание углерода cвязаных и прочно-
связанных соединений в подзолистой почве со-
ставляет 21 г/кг почвы, при минимальном содер-
жании углерода, извлекаемого щелочной вытяж-
кой. На первый взгляд комплексообразующая
способность компонентов ГВ из минеральных го-
ризонтов существенно меньше. Максимальное со-
держание соединений второй и третьей фракции
выявлено для подзолистой почвы, в то время как
для подзола и торфянисто-подзолисто-глееватой
почвы оно в 2–3 раза меньше. Отчасти это связано
с меньшим количеством органического углерода в

Рис. 4. Зависимость сигнала детекторов от времени:
оптическая плотность (1), электропроводность (2)
элюата.
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горизонте. С другой стороны, необходимо учиты-
вать, что в составе щелочного экстракта из элюви-
альных горизонтов подзолов до 50% ГВ находится
в составе устойчивых комплексных соединений с
железом и алюминием [6, 12], не способных всту-
пать во взаимодействия с иммобилизованной мат-
рицей геля.

Для возможной аппроксимации результатов на
свойства почв в табл. 4 представлены константы
устойчивости (pKa) с ионами меди индивидуаль-
ных соединений с различными функциональными
группами. Исходя из полученных хроматограмм и
приведенных логарифмов констант устойчивости,
можно предположить, что в первый хроматографи-
ческий пик попадают вещества, которые либо не
вступают во взаимодействие с ионами меди на по-
верхности геля, либо слабо взаимодействуют с им-
мобилизованным на матрице лигандом. Вслед-
ствие чего они элюируются во время прохождения
через систему стартового буфера. Диапазон значе-

ний pKa индивидуальных соединений, которые
элюировались со временем удерживания, попа-
дающим в значения интервала первой фракции,
составляет pKa 4.4–8.6 (табл. 3). При этом индиви-
дуальные соединения, попадающие в первую фрак-
цию, несколько отличаются по времени удержива-
ния (рис. 6). Можно предположить, что в первый
пик входят вещества со свойствами, схожими с ща-
велевой, аспарагиновой кислотами и глицином. В
эту фракцию преимущественно входят низкомоле-
кулярные соединения с амино- (–NH2) и карбо-
ксильными (–COOH) функциональными группа-
ми. Время элюирования фракций органических со-
единений, которые не вступали во взаимодействие
с ионами меди, соответствовало времени элюиро-
вания модельных веществ.

Вторая хроматографическая фракция содержит
органические соединения, связанные с медью,
элюирование которых с колонки происходит в
присутствии ацетатного буфера с низким рН. Диа-

Таблица 3. Содержание углерода в составе 0.1 моль/дм3 NaOH экстракта и хроматографических фракциях, г/кг

Примечание. Допущения при расчете: все органические соединения щелочного экстракта элюируются с колонки, поглоща-
ют при λ = 280 нм, не различаются по коэффициентам экстинкции.

Тип почв С0.1NaOH
Хроматографическая фракция

Сумма 2–3
1 2 3

Подстилка
I 75 60.8 2.4 12.0 14.4
II 67 46.0 3.8 17.3 21.0
III 102 87.7 4.5 10.2 14.7

Элювиальный горизонт
I 1.6 1.0 0.0 0.6 0.6
II 4.5 3.0 0.2 1.2 1.5
III 1.3 0.8 0.1 0.4 0.5

Таблица 2. Относительное содержание фракций в составе 0.1 моль/дм3 NaOH экстракта органогенного и мине-
рального горизонтов (среднее из трех измерений), %

Примечание. Здесь и в табл. 3: 1 – слабосвязанные органические соединения; 2 – связанные органические соединения; 3 –
прочносвязанные с ионами меди органические соединения; почвы: I – подзол иллювиально-железистый; II – подзолистая;
III– торфянисто-подзолисто-глееватая.

Тип почв
Хроматографическая фракция*

Сумма 2–3
1 2 3

Подстилка
I 81 ± 6 3.2 ± 0.4 16 ± 5 19.2
II 68.7 ± 0.9 5.6 ± 0.6 25.8 ± 1.4 31.4
III 86 ± 3 4.4 ± 0.9 10.0 ± 2.4 14.4

Элювиальный горизонт
I 60.8 ± 3.0 3.0 ± 0.9 36.3 ± 2.0 39.3
II 65.9 ± 3.5 5.5 ± 0.5 27 ± 3 32.5
III 60 ± 7 10 ± 4 30 ± 3 40
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пазон значений логарифмов констант устойчиво-
сти таких индивидуальных соединений можно оце-
нить от 8.6 до 10.2 (рис. 7). Время элюирования вто-

рой фракции ГВ щелочного экстракта из почвы
также совпадает со временем элюирования инди-
видуальных веществ: гистидина солянокислого и

Рис. 6. IMAC-хроматограммы индивидуальных органических соединений по используемому в работе  алгоритму фрак-
ционирования.
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Таблица 4. Органические вещества, используемые в работе, и их константа устойчивости, при рН 7 и 25°С (по [17])

Вещество Структурная формула
рКа комплексных 

соединений
с ионами меди

Время 
элюирования, 

мин

ЭДТА
18.8
15.5
16.5

–

8-Оксихинолин 12.2
23.4

19.0
32.5

Гистидин солянокислый 10.2
18.3

18.2
32.6

Аспарагиновая кислота 8.6
15.4

5.3
32.4

Фенилаланин 8.3
14.7

6.0
32.5

Глицин 8.1
15.2

4.5
32.3

Щавелевая кислота 4.4 4.4
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8-оксихинолина. Возможно, в этой фракции при-
сутствуют соединения, содержащие N-гетероцик-
лические ароматические структуры.

На основании времени элюирования пика 8-
оксихинолина, можно предположить, что диапа-
зон значений pKa органических соединений проч-
носвязанных с ионами меди составляет более 12.2.
Учитывая, что катионы меди полностью элюиру-
ются с колонки раствором 0.2 моль/дм3 ЭДТА,
верхний предел их константы устойчивости, веро-
ятно, ограничен 18. На основании исследования
хроматографического поведения индивидуальных
органических соединений можно предположить,
что по комплексообразующим характеристикам
(схожесть ионогенных групп) они аналогичны ГВ
почв. Третий пик на хроматограммах модельных
соединений связан со вторыми константами
устойчивости, которые описаны для большинства
исследуемых индивидуальных веществ. Вероятно,
именно соединения, входящие в третью фракцию,
играют наиболее существенную роль в длитель-
ной стабилизации катионов меди. Возможно, это
наиболее сложные молекулярные структуры, со-
держащие в основе как ароматические структуры,
так и карбоксильные группы. Можно предполо-
жить, что компоненты данной фракции представ-
лены наиболее высокомолекулярными специ-
фичными для почв биополимерами.

По сравнению с модельными органическими
веществами хроматограммы образцов почвенно-
го раствора демонстрировали более широкие пи-

ки, что указывает на смешанный состав близко-
родственных лигандов с очень схожим сродством
к меди.

Необходимо отметить, что градация соедине-
ний, входящих в отдельные фракции, с логариф-
мами констант устойчивости (pKa) является
условной, поскольку в зависимости от значений
рН и электропроводности числовые значения
констант могут несколько изменяться. Ранее
проведенные работы [28] показали, что pKa со-
единений металлов с индивидуальными веще-
ствами имеют незначительное влияние на удер-
живающую способность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Опробованы различные приемы разделения
гумусовых веществ на молекулярно гомогенные
фракции по сродству к взаимодействию с ионами
меди. Наиболее эффективным приемом IMAC
признано последовательное изменение pH элю-
ента, приводящее к протонированию донорных
групп. Предложенный алгоритм разделения ще-
лочного экстракта ГВ позволяет выделить три
фракции ГВ, компоненты которых различаются
по способности связывать ионы меди (слабосвя-
занные органические соединения; связанные ор-
ганические соединения; прочносвязанные с
ионами меди органические соединения). На ос-
новании использования индивидуальных ве-
ществ с известными функциональными группа-

Рис. 7. IMAC-хроматограмма 0.1 моль/дм3 NaOH экстракта из подстилки подзолистой почвы: 1 – слабосвязанные ор-
ганические соединения, 2 – связанные органические соединения, 3 – прочносвязанные с ионами меди органические
соединения.
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ми и значениями pKa с ионами меди выявлено,
что в первую фракцию ГВ попадают низкомолеку-
лярные соединения не связывающие ионы меди, а
также характеризуемые низкими показателями
pKa (до 8.6), обусловленными низкомолекулярны-
ми соединениями с амино- и карбоксильными
функциональными группами, во вторую фрак-
цию – соединения, содержащие N-гетероцикли-
ческие ароматические структуры. К третьей
фракции прочносвязанных органических соеди-
нений отнесены наиболее высокомолекулярные
соединения с pKa > 12.2.

По данному алгоритму фракционирования про-
анализированы ГВ подстилок и элювиальных гори-
зонтов подзолов иллювиально-железистых, подзо-
листых почв и торфянисто-подзолисто-глееватых.
Количественная оценка вклада углерода отдельных
фракций показала, что наибольшей способностью
связывать ионы меди, обладают ГВ подзолистой
почвы. Опробованный вариант фракционирования
может быть использован для оценки устойчивости
почв к загрязнению тяжелыми металлами.
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IMAC-Chromatography Use to Asses the Complex-Forming Properties
of Soil Organic Matter (with the Example of Copper Ions)

A. A. Dymov1, * and E. Yu. Milanovskii2, 3

1Institute of Biology, Komi Scientific Center, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Syktyvkar, 167982 Russia
2Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

3Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, 119017 Russia
*e-mail: aadymov@gmail.com

Affinity chromatography with immobilized metal ions (IMAC chromatography) was used to fractionate or-
ganic compounds of an alkaline extract from forest soils of Komi Republic by their ability to form complex
compounds with Cu2+. Based on the selection of separation conditions, an algorithm for chromatographic
fractionation of substances into groups of molecularly homogeneous compounds is proposed, based on a se-
quential change in pH and ionic strength of the eluent. The compounds of the alkaline extract are shown to
contain three fractions, which components differ in their ability to form complex compounds with Cu2+. It
was established that humus substances of Albic Podzol, Glossic Retisol and Histic Retisol differ in the relative
content of ligand-forming organic compounds. The maximum content (by Corg) of copper complexones is
recorded in the organic matter of forest litters of soils studied (14–21 g/kg). The corresponding OM values of
the eluvial horizons are 0.5–1.5 g/kg. The highest content of carbon compounds capable of binding copper
ions is characteristic of Glossic Retisol, while the components of organic matter from Albic Podzol and Histic
Retisol are characterized by somewhat lower affinity for copper. The presented algorithm can be used to as-
sess soil vulnerability to heavy metal pollution.

Keywords: forest soils, soil organic matter, SOM fractionation methods
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