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Представлены данные по изотопному составу углерода и химической структуре разных пулов орга-
нического вещества (ОВ) типичного чернозема в контрастных вариантах землепользования (степь
и длительный чистый пар). Прослежена последовательность разложения ОВ в почвах. Выявлено,
что в целинных черноземах под степью при продвижении от свободного к агрегированному ОВ
фиксируются изменения химической структуры, характерные для начальных стадий разложения:
увеличивается степень ароматичности и гидрофобности ОВ, а также степень его микробиологиче-
ской переработки. Продукты микробного разложения агрегированного ОВ адсорбируются на гли-
нистых частицах илистой фракции. Они имеют выраженную алифатическую природу со значитель-
ным вкладом длинноцепочечных алкилов. ОВ ила характеризуется наибольшей степенью разло-
женности и максимальным вкладом полипептидов, что согласуется с наибольшей концентрацией
13C среди всех исследованных пулов ОВ. Химическая структура фракции остатка аналогична тако-
вой илистой фракции, обогащена короткоцепочечными алкилами. Практически полное отсутствие
поступления свежего органического материала в почву в течение длительного функционирования в
режиме чистого пара вызывает резкое увеличение степени микробной переработки имеющегося в
почве органического материала во всех исследованных пулах ОВ, что подтверждается “утяжелени-
ем” их изотопного состава. Уменьшается количество наиболее легкодоступных и энергетически
привлекательных для микробного сообщества фрагментов органического материала (O-Alk), уве-
личивается степень его разложенности и гидрофобности. Увеличение доли ароматических фраг-
ментов и степени ароматичности ОВ свидетельствует о селективном накоплении химически наибо-
лее устойчивых ароматических соединений.
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно современным представлениям, ор-

ганическое вещество (ОВ) почвы представляет
собой сложный гетерогенный континуум матери-
алов и соединений, отличающихся по стабильно-
сти, скорости оборачиваемости и продолжитель-
ности существования [8]. Поступающее в почву
ОВ локализуется в почвенной матрице в соответ-
ствии с преобладающим механизмом стабилиза-
ции, образуя разные пулы: свободное ОВ (ЛФСВ),
локализуемое в межагрегатном поровом про-
странстве, агрегированное ОВ (ЛФАГР), локализу-

емое внутри агрегатов, и ОВ, прочно связанное с
илистой фракцией и фракцией остатка [2, 13, 63].
Особенности количественного и качественного
состава разных пулов ОВ отражают соотношение
процессов образования и разложения ОВ и его вза-
имодействия с элементарными почвенными ча-
стицами и являются функцией всех факторов поч-
вообразования [3].

В настоящее время при изучении ОВ почвы все
более востребованы неразрушающие прямые ана-
литические методы, например, анализ стабильных
изотопов С, твердотельная 13C ЯМР-спектроско-
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пия. Принцип использования методов стабильных
изотопов основан на том, что содержание тяжелых
и легких изотопов (например, 13C и 12C соответ-
ственно) варьирует благодаря изотопной дис-
криминации тяжелого изотопа в соединениях
ОВ при протекании биохимических и/или физи-
ческих процессов [12]. Комбинация физическо-
го фракционирования ОВ почвы и естественной
обогащенности тяжелым изотопом 13C дает воз-
можность оценивать небольшие изменения за-
пасов углерода в почве, которые могут быть зна-
чительными в долгосрочной перспективе, но не
обнаруживаются с помощью традиционных ме-
тодов [23, 32].

Растительные остатки, поступающие в почву,
подвергаются биодеградации и стабилизации, сле-
довательно, общий С почвы должен включать С
разного времени пребывания в почве [33]. Во вре-
мя фотосинтеза растения дискриминируют 13С,
предпочитая более легкий изотоп 12С, то есть для
растений соотношение 13С/12С меньше, чем в
окружающей атмосфере. С другой стороны, био-
химические молекулы/соединения (углеводы,
лигнин, целлюлоза, липиды) могут иметь разные
значения δ13C [53, 64], и дифференциальное на-
копление растительных биомолекул в почвенных
фракциях разной плотности может изменять изо-
топный состав последних.

Так как дискретное ОВ представляет собой ла-
бильный материал относительно недавнего про-
исхождения, можно ожидать, что его изотопный
состав (δ13C) будет близок к таковому текущей рас-
тительности [11, 29]. Тяжелая фракция, представ-
ляющая более старые, аморфные органические со-
единения, должна иметь повышенные значения
δ13C [34].

ЯМР-спектроскопия широко используется для
анализа химической структуры ОВ почвы в миро-
вой практике. 13С ЯМР-спектроскопия в твердом
состоянии с переносом поляризации (СР) и в усло-
виях вращения под “магическим” углом (MAS)
представляет собой мощный и наиболее доступ-
ный экспериментальный подход для сбора инфор-
мации о структурных характеристиках природного
ОВ и его изменении при биодеградации [10, 18, 20].
В России, несмотря на преимущества перед жид-
кофазной ЯМР-спектроскопией, работы, посвя-
щенные химической структуре ОВ разной локали-
зации в почвенной матрице, единичны [5].

Обобщенные результаты работ ряда зарубежных
авторов по 13C ЯМР-спектроскопии ОВ почвы поз-
волили выделить преобладающие структурные
фрагменты в ОВ разных фракций. При этом сте-
пень деградации ОВ при прохождении стадий раз-
ложения зависит от наличия защитных механиз-
мов, способных повысить его биохимическую
стабильность [21]. В ЛФСВ преобладают О-Alk

структуры, химический состав соответствует вы-
сокому содержанию полисахаридов из свежих
растительных остатков и микробной биомассы
(например, целлюлозы, гемицеллюлозы, хитина,
пептидогликана и др.). По мере утилизации этих
лабильных структур селективно накапливаются
ароматические (Aryl) и алкильные (Alk) фрагмен-
ты, инициируются процессы разложения лигни-
на (ЛФАГР), что в дальнейшем приводит к измене-
нию химической структуры – уменьшению коли-
чества Aryl фрагментов. Это характерно для ОВ,
ассоциированного с минеральной матрицей поч-
вы (ил и остаток).

Сопряженное изучение химической структуры
и изотопного состава пулов ОВ разной локализа-
ции в почвенной матрице расширит наши пред-
ставления о процессах гумификации, гумусооб-
разования и трансформации ОВ в почве. Позво-
лит узнать механизмы физической стабилизации
ОВ, обеспечивающей его пространственную не-
досягаемость микроорганизмам и ферментам, а
также инактивирования редуцентов условиями
влажности и газообмена, регулируемыми сложе-
нием почвы.

Цель работы – изучение изотопного состава и
химической структуры пулов ОВ чернозема в
условиях контрастного землепользования.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования – типичный чернозем в

условиях контрастных видов использования: степь
(Центрально-Черноземный государственный био-
сферный заповедник “Стрелецкая степь” Курская
область) и длительный (52 года) чистый бессмен-
ный пар без удобрений (Курский НИИ агропро-
мышленного производства) (51°34′ N, 36°06′ E).
Территория исследованных участков типична для
Центрально-Черноземного региона. Климат уме-
ренный. Среднегодовая температура составляет
4.8–5.3°С. Среднегодовое количество осадков
равно 540 мм. Почвы – среднесуглинистый ти-
пичный чернозем [6], согласно международной
классификации Haplic Chernozem [65] на лёссо-
вых отложениях с содержанием ила (<1 мкм)
18.4–22.9%, пыли (50–1 мкм) 69–70%, песка (50–
2000 мкм) 8–12%, Сорг 2.6–4.8%, pH H2O 6.8–6.9.
Образцы отбирали с каждого варианта опыта в
трехкратной повторности.

Для выделения разных пулов ОВ применяли
модифицированный вариант грануло-денсимет-
рического фракционирования, полная схема ко-
торого представлена ранее [2]. Модификация за-
ключается в исключении плотности 2.0 г/см3 из
схемы фракционирования, поскольку сопряжен-
ное исследование фракции 1.8–2.0 г/см3 в режиме
построения карты распределения элементов с
электронной микроскопией выявило практиче-
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ски полное преобладание частиц кварца, покры-
тых глинистыми минералами с единичными фи-
толитами [9]. С помощью бромоформ-этанольной
смеси выделяли свободное (неагрегированное) ОВ
(ЛФСВ), локализованное в межагрегатном про-
странстве почвы – легкие фракции (плотность
<1.8 г/см3). Далее агрегаты разрушали с помо-
щью ультразвукового озвучивания и выделяли
илистую фракцию – ил (<1 мкм). После удаления
илистых частиц из образца с помощью тяжелой
бромоформ-этанольной смеси выделяли агреги-
рованное ОВ (локализованное внутри микроаг-
регатов (ЛФАГР)) – легкие фракции (плотность
<1.8 г/cм3). Все процедуры выделения выполняли
в трехкратной повторности.

Схема позволяет выделить 4 пула ОВ: неагре-
гированное, свободное (ЛФСВ); агрегированное
(ЛФАГР); ил и остаток.

Содержание C и N в грануло-денсиметриче-
ских фракциях определяли методом каталитиче-
ского сжигания на анализаторе ТОС Analyzer
(Shimadzu, Japan). Все измерения выполняли в
трехкратной повторности.

Измерение изотопного отношения тяжелого
изотопа к легкому (13С/12С) проводили на ком-
плексе оборудования, состоящем из элементного
CHNS анализатора (vario ISOTOPE select Elemen-
tar, Германия) и изотопного масс-спектрометра
(precision IRMS Elementar, Великобритания) в
ЦКП “Лаборатория радиоуглеродного датирова-
ния и электронной микроскопии” Института
географии РАН.

Изотопный состав углерода ОВ выражали в
тысячных долях отклонения от международного
эталона (vPDB), δ(‰):

где Х – это элемент (С), а R – молярное соотно-
шение изотопов в анализируемом образце и эта-
лоне. В эталонах δ13С = 0. Образцы анализирова-
ли относительно референтного газа (CO2), отка-
либрованного по стандартам МАГАТЭ.

Твердотельные CP-MAS 13C-ЯМР спектры об-
разцов регистрировали на спектрометре Bruker
Avance-II 400 WB (США) на частоте 100.4 МГц с
использованием 4 мм датчика. Образцы помеща-
ли в циркониевый ротор диаметром 4 мм и вра-
щали под “магическим” углом с частотой 12 кГц.
Для записи спектров использовали импульсную
последовательность с линейным изменением ам-
плитуды радиочастотного поля при переносе по-
ляризации, линейным снижением мощности 1Н-
канала от 100 до 70% и временем контакта 2 мс.
Время задержки между импульсами 2 с. Шкала
химических сдвигов построена относительно сиг-
нала СН2-группы твердого адамантана (38, 48 м.д.),

δ = ×образец образец стандарт стандарт [( – 1000,) ]X R R R

который использовали в качестве вторичного
внешнего стандарта.

Выделили области, соответствующие следую-
щим химическим типам С: алкильный Alk-C (0–
47 м.д.), О-алкильный О-Alk-C (47–113 м.д.), аро-
матический Ar-C (113–160 м.д.) и карбоксильный
и карбонильный (160–214 м.д.). Рассчитывали
следующие показатели ОВ:

DI = Alk/ΣO-Alk – интегральный показатель
разложенности/переработки [18, 20],

ARI = ΣAr/ΣAlk + O-Alk + ΣAr – степень аро-
матичности [42],

HI = ((Alk + Ar)/(О-Me + ∑O-Alk + Carboxyl +
+ Carbonyl + Phenolic)) – индекс гидрофобно-
сти [66].

Рассчитывали относительные вклады основ-
ных биомолекул в структуру стабильного ОВ ис-
следованных пулов. Для расчета вклада углерода
полипептидов в ОВ исследованных фракций ис-
пользовали формулу из работы [46]:

где R – доля N в полипептидах от общего Nорг в
почве, использовали среднюю величину интерва-
ла 85–90% [47], равную 87.5%. (C/N)полипептидов =
= 3.125 – С/N для средневзвешенного аминокис-
лотного состава HCl-гидролизата почв [52].

Средний диаметр илистых частиц определяли
методом динамического светорассеивания на
анализаторе NanoBrook Omni (Brookhaven Instru-
ments Corporation, USA).

Статистическую обработку результатов вы-
полняли с помощью статистического пакета Mi-
crosoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, Red-
mond, WA, USA) и Origin Pro 8 (Origin Lab Corpora-
tion, Northampton, MA, USA). Уровень значимости
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Масса органических и органо-минеральных фрак-

ций. Функционирование типичного чернозема в
режиме чистого пара в течение 52 лет вызвало рез-
кие изменения в распределении органических и
органо-минеральных фракций: количество ЛФСВ
уменьшилось в 12 раз, ЛФАГР – в 3.5 раза, илистой
фракции увеличилось в 1.2 раза на фоне отсут-
ствия изменений содержания фракции остатка
(табл. 1). Все различия статистически значимы.
Подробное описание разных пулов ОВ при дли-
тельном функционировании в режиме чистого
пара представлено ранее [7].

Распределение С и N. На рис. 1 представлена
концентрация C и N, а также отношение C/N.
Видно, что величина отношения C/N повсемест-
но больше в варианте пар. Это противоречит об-
щепринятым представлениям об уменьшении

=полипептидов полипептидов почвы фракцииC (C N) (C N) ,R
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Рис. 1. Величины концентрации C и N, а также вели-
чина отношения C/N в типичном черноземе кон-
трастных вариантов землепользования.
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Cтепь ПарC/N в более зрелом ОВ, которое предполагается в
варианте пар из-за отсутствия поступления све-
жего ОВ в течение длительного времени (52 года)
и может быть следствием различий в источниках
и механизмах формирования ОВ в почвах ради-
кально различающихся вариантов землепользо-
вания (степь и пар).

Изотопный состава углерода. Анализ изотопно-
го состава разных пулов ОВ почвы показал не-
значительные различия между значениями δ13C
(рис. 2), что являются общим фактом [15, 38, 55].
Разница в степени обогащенности тяжелым изо-
топом С, как правило, связана с различиями со-
става пулов ОВ [38].

Величины δ13C для разных пулов ОВ в вариан-
те степь (почва в целом) варьировали от –26.86 до
–25.58, что свидетельствует о селективном сохра-
нении некоторых биохимических соединений в
отдельных пулах ОВ [36]. Видно, что области дис-
кретного (ЛФ) и минерально-ассоциированного
ОВ (ил и остаток) не перекрываются и разнесены
далеко друг от друга. Это демонстрирует высокую
степень гомогенности выделенных фракций по
качественному составу.

Значения δ13C для дискретного ОВ укладыва-
лись в диапазон, характерный для биомассы на-
земных С3-растений (22–32‰), и близки к
средним значениям δ13C (–27‰), но несколько
превышают величину δ13С для почвы в целом (на
0.9–1.0‰). Дискретное ОВ (ЛФСВ и ЛФАГР) было
обеднено 13C по сравнению с почвой в целом и
фракциями большей плотности (>1.8 г/см3) (ил и
остаток). Как правило, по мере увеличения степе-
ни ассоциации ОВ с минеральной матрицей поч-
вы повышается степень его микробной перера-
ботки, что отражается в росте значения δ13C [17,
31, 32, 38, 49]. Однако аналитические данные по-
казали, что ЛФАГР характеризуется меньшей ве-
личиной δ13C по сравнению с ЛФСВ: –26.86 про-
тив –26.77‰ соответственно. Это не согласуется
с предполагаемой большей степенью микробной
переработки органического материала ЛФАГР по
сравнению с ЛФСВ [17, 41].

Таблица 1. Распределение органических и органо-минеральных фракций (среднее (M) + стандартная ошибка (SE))
и критерий Стьюдента (t), определяющий степень различия между средними значениями параметров в типичном
черноземе контрастных вариантов землепользования, %

Примечание. Критерий Стьюдента приведен для p < 0.05, жирный шрифт характеризует статистически значимые различия.

Ценоз
ЛФСВ ЛФАГР Ил Остаток

M + SE t M + SE t M + SE t M + SE t

Степь 0.48 ± 0.05
15.6

4.63 ± 0.78
8.29

18.40 + 0.46
7.07

76.49 ± 1.09
0.36

Пар 0.04 ± 0.02 1.32 ± 0.03 22.43 + 1.02 76.22 ± 0.99
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Следует отметить, что данные по обогащенно-
сти 13С дискретного ОВ разной локализации в
почвенной матрице противоречивы. Наряду со
сведениями о более тяжелом изотопном составе
ЛФАГР по сравнению с ЛФСВ, встречаются и дан-
ные о его облегчении [17, 45, 56, 61]. Есть сведе-
ния о том, что ЛФСВ, хотя и состоит из хорошо
узнаваемого растительного материала, имеет
промежуточный химический состав и не всегда
является самым свежим и неразложившимся ма-
териалом [57]. Предполагается, что “утяжеле-
ние” изотопного состава углерода ЛФСВ может
происходить за счет селективного сохранения
углей или устойчивых биомолекул, а также ути-
лизации растительных или микробных липидов,
которые обычно являются изотопно более лег-
кими [14, 45, 53, 56].

Изотопный состав углерода ОВ, локализован-
ного в органо-минеральных фракциях (ил и оста-
ток), значительно отличается от такового дис-
кретного ОВ. ОВ ила и остатка было обогащено
13C по сравнению с почвой в целом и дискретным
ОВ. Это согласуется с литературными данными
об “утяжелении” изотопного состава С по мере
увеличении степени ассоциации с минеральной
фазой почвы [15, 17, 30, 32, 34, 38, 49, 62]. Учиты-
вая, что ОВ этих фракций имеет преимуществен-
но микробное происхождение, большее содер-
жание 13С в данных фракциях по сравнению с

дискретным ОВ свидетельствует об увеличении
степени дискриминации 13С по мере продвиже-
ния разложения ОВ [16, 34, 37].

Следует учитывать, что фракцию остатка мож-
но рассматривать как очень гетерогенную по сте-
пени разлагаемости. Вероятно, она содержит оба
компонента: с высокой скоростью оборота и co
cтабильным ОВ [15]. Именно этим можно объяс-
нить незначительное “облегчение” изотопного
состава С по сравнению с илистой фракцией.
При этом изотопный состав С илистой фракции в
целом, показывая его обогащение 13С, отражает
доминирование более старого ОВ относительно
более молодого.

Значение δ13C для почвы в целом (–25.89‰)
укладывается в диапазон, характерный для почв
умеренного климата: от –24 до –29‰ [15]. Следует
учитывать, что изотопный состав С в почве скла-
дывается из изотопного состава С органических
материалов во всех пулах ОВ почвы с учетом их ко-
личественного вклада (массы). Фракция остатка
наиболее представительная по массе, и изотопный
состав ОВ в почве преимущественно будет опреде-
ляться ее изотопным составом (рис. 3).

Влияние варианта землепользования на изотоп-
ный состав углерода. Анализ изотопного состава
углерода ОВ почвы в целом (вариант пар) показал
незначительные отличия по сравнению с вариан-

Рис. 2. Величина δ13C в разных пулах ОВ и в почве в целом контрастных вариантов землепользования.
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том степь (∆δ13C = 0.27‰): –25.7 против –25.9‰
соответственно. Аналитические данные идентич-
ны полученным ранее (–25.6‰) [51].

Величины δ13C для разных пулов ОВ также де-
монстрируют незначительное, но последователь-
ное увеличение относительно таковых варианта
степь (рис. 2). При этом различия более выраже-
ны для дискретного ОВ (ЛФАГР), что еще раз под-
черкивает его бόльшую чувствительность к изме-
нению экологических условий по сравнению с
фракциями с бóльшей степенью ассоциации с
минеральной фазой (ил и остаток). Исключение
отмечено лишь для ЛФСВ, здесь изотопный состав
С оказался “легче” в варианте пар по сравнению
с вариантом степь.

По-видимому, из-за отсутствия постоянного
поступления свежего растительного материала в
течение длительного времени изотопный состав
С будет все больше смещаться в сторону “утяже-
ления” за счет субстратного эффекта, то есть ис-
тощения биохимических компонентов с легким
составом, сопровождающимся изотопной дис-
криминацией в процессе жизненного цикла
микроорганизмов [25, 44, 59]. В том числе ана-
плеротической повторной ассимиляция C из
мертвого микробного материала на поздних ста-
диях разложения [34, 43]. Это согласуется с выво-
дами Меничетти с соавт. [51], которые исследова-
ли изменения изотопного состава (δ13C) в пяти
европейских многолетних экспериментах с чи-
стым паром, включая объект наших исследова-
ний. Авторы настаивают, что последовательное
увеличение δ13C обусловлено потерями С, обед-
ненного 13C, а возможные причины – это мик-
робный метаболизм и субстратные эффекты [51].

Исследование химической структуры ОВ су-
щественно дополнило данные по изотопному со-
ставу.

Свободное ОВ почвы (ЛФСВ) (ЛФ с плотностью
<1.8 г/см3). Относительные доли разных типов С
в ЛФСВ, полученные интегрированием спектров
ЯМР (рис. 4), приведены в табл. 2. Максималь-
ный вклад в общую интенсивность спектра ЛФСВ
вносят O-Alk фрагменты (>34% общей интенсив-
ности), что указывает на присутствие большого
количества полисахаридов [24, 40]. Учитывая пре-
имущественно растительное происхождение орга-
нического материла в данном пуле ОВ, можно
предполагать, что присутствующие в нем углево-
ды в основном представлены целлюлозой, что со-
гласуется с литературными данными [36].

Второй по значимости вклад (30%) в общий
интеграл вносят ароматические (ΣAr) фрагменты,
главным образом, лигнинового происхождения.

Заметное долевое участие Alk-С (20.7%) в ЛФСВ
указывает на обогащенность поступающего орга-
нического материала жирными кислотами, липи-

дами и воскообразными растительными веще-
ствами, такими как кутин и суберин [24, 40].

Суммарный вклад С карбоксильных и карбо-
нильных групп превышает 15%, что согласуется с
литературными данными об их количестве в ЛФСВ
[36, 48, 60].

Спектры ЯМР ЛФСВ в изученных почвах очень
схожи со спектрами, полученными для подстилок
и растительного материала [36, 60]. Растительное
происхождение ЛФСВ также подтверждается дан-
ными электронно-микроскопического анализа,
показавшими, что этот пул ОВ состоит преиму-
щественно из грубых, неизмененных раститель-
ных остатков [4, 36]. Это предполагает, что при-
сутствующие в нем углеводы в основном пред-
ставлены целлюлозой [36].

Таким образом, ЛФСВ содержит относительно
лабильные компоненты, такие как углеводы и со-
единения N [36, 60], что повышает восприимчи-
вость ЛФСВ к микробной атаке. При отсутствии за-
щитных механизмов это объясняет быстрое разло-
жение данного пула ОВ в почве. Соответственно
разложение ЛФСВ контролируется, главным об-
разом, его химическим составом.

Спектры ЛФСВ варианта пар мало отличаются
от таковых варианта степь. Величины колебаний
в разных вариантах землепользования незначи-
тельны ~1.1 раза. Исключение отмечено лишь
для полипептидов, вклад которых уменьшается в
1.3 раза, свидетельствуя о снижении микробной
активности в данном пуле в условиях практиче-
ски полного отсутствия поступления свежего ОВ
и сопровождается заметным увеличением степе-
ни ароматичности органических материалов (в
1.2 раза) и менее значительным увеличением сте-
пени разложенности ОВ (в 1.1 раза). Снижение
доли Alk фрагментов хорошо согласуется с умень-
шением доли липидов в ЛФСВ в варианте пар.

Рис. 3. Долевое участие компонентов ОВ водоустойчи-
вых структурных отдельностей в общей величине δ13С.
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Рис. 4. Спектры твердофазной 13С ЯМР-спектроскопии, полученные для разных пулов ОВ (ЛФСВ, ЛФАГР, Ил, Оста-
ток) в контрастных вариантах землепользования: вариант степь прорисован черным цветом; вариант пар – серым.
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В целом ЛФСВ варианта пар можно охарактери-
зовать как более окисленное, более ароматичное и
гидрофобное по сравнению с таковым варианта
степь. Отмеченный более “легкий” изотопный со-
став С ЛФСВ в варианте пар по сравнению с вари-
антом степь согласуется с данными 13С ЯМР-спек-
троскопии, которые свидетельствуют об уменьше-

нии в варианте пар относительно варианта степь
доли карбоксильных групп (обогащенных 13С):
11.7 против 12.7 соответственно. В то же время от-
меченное уменьшение степени разложенности
ЛФСВ в варианте пар по сравнению с вариантом
степь сопровождается увеличением степени его
гидрофобности. Можно предположить, что в ЛФСВ
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варианта пар селективно сохраняются наиболее
трудноразлагаемые и гидрофобные компоненты
растительного происхождения, имеющие более
легкий изотопный состав С.

Агрегированное ОВ почвы (ЛФАГР) (ЛФ с плот-
ностью <1.8 г/см3). Спектры ЛФАГР отличаются от
таковых ЛФСВ, прежде всего, снижением вклада
O-Alk фрагментов до 40% общей интенсивности
(в 1.3 раза). В углеводной области спектра наибо-
лее выражен пик ~74 м.д., что указывает на количе-
ственное доминирование полисахаридов в ЛФАГР,
аналогично ЛФСВ. При этом количество ΣAr фраг-
ментов увеличивается в 1.3 раза, что свидетельству-
ет о более глубокой степени микробной переработ-
ки органического материала ЛФАГР по сравнению с
ЛФСВ и согласуется с данными электронной мик-
роскопии [4, 36].

Интересно, что в ЛФАГР доля Alk-фрагментов,
содержащихся в трудноразлагаемых липидах и
восках, снижается в 1.6 раза по сравнению ЛФСВ,
что противоречит литературным данным [37].
Мы предполагаем, что попадание в ЛФАГР твер-
дого растительного материала определяется, во-
первых, их размером: по-видимому, бόльшая
часть липидов и восков ассоциирована с твер-
дым растительным материалом крупного разме-
ра (>100 мкм), во-вторых, их гидрофобность (за
счет обогащенности липидами и восками) может
ограничивать колонизацию микробным сообще-
ством. Однако хорошо выраженный пик ~30 м.д.,
обусловленный сигналами метиленовых групп
длинноцепочечных алифатических соединений,
указывает на присутствие в ЛФАГР воскообразных
компонентов растительного и животного проис-
хождения [46, 48].

Суммарный вклад карбоксильных и карбо-
нильных групп при переходе от ЛФСВ к ЛФАГР уве-
личивается в 1.4 раза, что может быть следствием
накопления в данном пуле ОВ продуктов окисли-
тельной деполимеризации лигнина, а также делиг-
нификации клеточных стенок растительного ма-
териала [58]. Это сопровождается уменьшением в
1.2 раза доли метоксильных групп (О-Ме) (дан-
ные не приведены), основными носителями ко-
торых являются лигнины, так как деметоксили-
рование – один из механизмов превращений лиг-
нина под действием энзимов базидомицетов.

Таким образом, в ЛФАГР фиксируются измене-
ния химической структуры по сравнению с ЛФСВ,
характерные для начальных стадий разложения
ОВ, что подтверждается микроскопическими ис-
следованиями. Это находит отражение в увеличе-
нии содержания ΣAr фрагментов и обусловлено
селективной утилизацией О-Alk фрагментов [19].
На начальных стадиях разложения органических
материалов, когда относительно свежая частица
ОВ инкрустируется минеральными частицами,
О-Alk в значительной степени минерализуются
до СО2, а остаток утилизируется микроорганиз-
мами и превращается в микробную биомассу и
метаболиты, которые адсорбируются глинисты-
ми минералами, покрывающими органическую
частицу. Таким образом, микробная минерализа-
ция и ассимиляция обусловливают снижение со-
держания О-Alk-С в ЛФАГР. Уменьшение О-Alk-С
и увеличение Aryl-C при переходе от ЛФСВ к ЛФАГР
предполагают, что разложение органического ма-
териала в ЛФАГР продвинулось гораздо дальше,
что согласуется с его большей стабильностью [37].

Выше отмечалось, что ЛФАГР характеризуется
более “легким” изотопным составом С по сравне-

Таблица 2. Относительная интенсивность сигналов в 13С ЯМР спектрах, С/N, DI (Alk/ΣO-Alk) – степень разло-
женности ОВ, ARI (ΣAr/ΣAlk + O-Alk + ΣAr) – степень ароматичности ОВ, HI ((ALK +AR)/(О-Me + ΣO-Alk +
+ Carboxyl + Carbonyl + O-Ar)) – индекс гидрофобности свободного ОВ, а также количество липидов и пепти-
дов, % общей интенсивности

Фракция
Alk ΣO-Alk Ar О-Ar

ΣAr
COOH CHO

DI ARI HI С/N Липиды Полипептиды
0–47 47–113 113–141 141–160 160–188 188–214

Степь
ЛФСВ 20.7 34.2 22.0 8.0 30.0 12.7 2.4 0.60 0.35 0.74 16.1 13.9 17.0
ЛФАГР 12.5 25.9 29.2 11.1 40.3 17.1 4.2 0.48 0.51 0.72 14.1 5.6 17.6
Ил 26.5 34.7 16.1 5.3 21.4 16.7 0.8 0.76 0.26 0.74 9.4 16.0 26.4
Остаток 19.0 32.3 21.7 7.8 29.4 17.4 1.9 0.59 0.36 0.68 9.9 10.4 21.6

Пар
ЛФСВ 18.2 32.4 24.9 10.5 35.4 11.7 2.2 0.56 0.41 0.76 21.3 13.1 12.9
ЛФАГР 9.4 13.3 45.5 12.6 58.2 15.4 3.8 0.71 0.72 1.22 20.4 4.5 12.4
Ил 21.4 25.5 25.7 8.3 33.9 18.4 0.7 0.84 0.42 0.89 9.35 12.7 22.0
Остаток 16.0 21.3 32.5 9.5 42.0 17.8 2.8 0.75 0.53 0.94 12.7 10.4 14.3
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нию с ЛФСВ. Наши аналитические данные под-
тверждают гипотезу о том, что “утяжеление” изо-
топного состава углерода ЛФСВ может происхо-
дить за счет селективного сохранения устойчивых
биомолекул [14, 45, 56]. Учитывая, что в ЛФАГР
доля Aryl-С повышается в 1.3 раза по сравнению с
ЛФСВ, можно предполагать сохранение наиболее
стойких лигниновых материалов, следовательно,
“облегчение” изотопного состава углерода ЛФАГР
при переходе от ЛФСВ [38]. По нашему мнению, это
не единственная причина. Более “легкий” изотоп-
ный состав углерода ЛФАГР по сравнению с ЛФСВ
может быть следствием физической защиты ЛФАГР
в микроагрегатах внутри структурных отдельно-
стей почвы [54, 61].

Спектр ЛФАГР в значительно бóльшей степени
отличается от такового варианта степь по срав-
нению с ЛФСВ. В первую очередь это выражается
в значительном уменьшении доли O-Alk (почти
в 2 раза) и Alk фрагментов (в 1.3 раза), а также рез-
ком увеличении суммарного вклада ΣAr фрагмен-
тов (в 1.4 раза), которые становятся преобладаю-
щими (более 58% общей интенсивности). Это со-
провождается более заметным увеличением
степени разложенности (в 1.5 раза) и ароматично-
сти органических материалов (в 1.4 раза). И хоро-
шо согласуется с фактором физической защиты
ЛФАГР в составе неустойчивых в УЗ-поле микроаг-
регатов. В почве быстрое разложение фрагментов
твердого органического материала, богатого угле-
водами, замедляется, когда оно защищено/покры-
то минеральными частицами. По мере протека-
ния процессов разложения, с уходом наиболее
лабильных компонентов (углеводов и соедине-
ний N), степень ассоциации дискретного ОВ и
минеральных частиц будет уменьшаться, физиче-
ская защита дискретного ОВ будет слабеть. В ре-
зультате оно будет фрагментироваться, и размер
частиц твердого органического материала будет
уменьшаться. Как следствие, в дискретном ОВ
меньшего размера (ЛФАГР) будут относительно на-
капливаться более химически устойчивые структу-
ры (например, ароматические структуры лигни-
нового происхождения) [21]. Соответственно в
ЛФАГР будет возрастать доля микробно перерабо-
танных органических материалов.

Очень резкое повышение гидрофобности ЛФАГР
в варианте пар (в 1.7 раза) отрицательно отражается
на его способности к адгезии.

Снижение доли полипептидов (в 1.4 раза) сви-
детельствует о резком уменьшении микробной
активности в варианте пар.

Таким образом, агрегированное ОВ демонстри-
рует бóльшую чувствительность к варианту земле-
пользования по сравнению со свободным ОВ.

ОВ илистой фракции (ил) (размер <1 мкм, плот-
ность >1.8 г/см3). Илистая фракция визуально

представляет собой ламеллярные частицы, уложен-
ные параллельно друг другу по базальным плоско-
стям [9]. Материал органо-глинистых комплексов
(<1 мкм) представляет физико-химически стаби-
лизированный пул ОВ почвы [22, 27, 61].

Спектры ОВ ила отличаются от таковых
ЛФАГР, прежде всего, увеличением вкладов Alk-C
и О-Alk-С: в 2 и 1.3 раза соответственно. О-Alk
фрагменты становятся преобладающими – почти
35% общей интенсивности. Это сопровождается
резким уменьшением доли ΣAr фрагментов (по-
чти в 1.9 раза) и незначительным увеличением
суммарной доли карбоксильных и карбонильных
групп (в 1.2 раза).

Резкое уменьшение доли Aryl-С и увеличение
вклада О-Alk-С при переходе от ЛФАГР к фракции
ила указывают на то, что ΣAr-структуры разлага-
ются микроорганизмами, и происходит превра-
щение растительного производного О-Alk-С в
микробный О-Alk-С [39]. Органические материа-
лы, связанные с глиной, считаются потенциально
лабильными из-за значительного количества уг-
леводов в этой фракции [50]. А их преимуще-
ственно микробное происхождение во фракции
ила увеличивает привлекательность для микроб-
ного сообщества. Наши аналитические данные
подтверждают эту гипотезу. Наибольшие потери
концентрации С и N зафиксированы именно во
фракции ила: С (% во фракции): ЛФСВ (в 1.1раза) <
< ЛФАГР (в 1.2 раза) < остаток (в 1.7 раза) ≤ ил (в
1.8 раза) и N (% во фракции): ЛФАГР (в 1.1 раза) <
< ЛФСВ (в 1.3 раза) < остаток (в 1.3 раза) ≤ ил (в
1.8 раза).

Перечисленные структурные изменения сви-
детельствуют о алифатической природе С, ассоци-
ированного с илом [28, 37, 50]. Увеличение доли Alk
фрагментов обусловлено бόльшим содержанием
полипептидов (26.4 против 17.6 соответственно).
При этом в Alk фрагментах ОВ фракции ила преоб-
ладают длинноцепочечные структуры, являющие-
ся наиболее гидрофобной составляющей частью
ОВ: интенсивность сигнала при 30 м.д. очень вы-
сока, а сигнал в более сильном поле (~20 м.д.), ко-
торый дают короткоцепочечные структуры, на-
много слабее, но хорошо различим.

Резкое увеличение содержания Alk-С во фрак-
ции ила, а также доли полипептидов (в 1.5 раза),
по-видимому, обусловлено присутствием про-
дуктов жизнедеятельности и распада новосинте-
зированной микробной биомассы с высокий до-
лей Alk фрагментов [18, 37, 47]. Данные электрон-
ной микроскопии показали, что обломки клеток
(клеточные стенки и слизь), часто бывают непо-
средственно связаны с минеральными частицами
[26, 35].

Степень разложенности ОВ ила по сравнению
с ЛФАГР в 1.6 раза больше. Это свидетельствует,
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что разложение ОВ в почвах следует континууму
от свежих и частично разложенных органических
материалов в ЛФСВ и ЛФАГР, до значительно/пол-
ностью переработанных – в иле: степень ароматич-
ности снижается в 2 раза, а степень гидрофобности
ОВ увеличивается незначительно (0.74 против 0.72
соответственно).

ОВ фракции по сравнению с ЛФАГР более али-
фатично и менее ароматично и характеризуется
большей степенью разложенности. Это подтвер-
ждается резким увеличением количества Alk и О-
Alk на фоне уменьшения доли фенольных и аро-
матических структур. Доля продуктов микробного
происхождения в составе ОВ ила намного больше
таковой ЛФАГР: отмечено резкое увеличение доли
полипептидов (в 1.5 раза).

Спектры ОВ ила варианта пар отличаются от
варианта степь, прежде всего, резким увеличе-
нием вклада ΣAr фрагментов (в 1.6 раза) на фоне
уменьшения доли Alk фрагментов (в 1.2 раза) и
О-Alk (в 1.4 раза).

Следует отметить уменьшение количества
пептидов в ОВ ила (в 1.2 раза), свидетельствую-
щее о снижении микробной активности в услови-
ях резкого недостатка энергетических и питатель-
ных ресурсов.

Степень разложенности ОВ в варианте пар по
сравнению с вариантом степь повышается незна-
чительно (в 1.1 раза) в отличие от степени арома-
тичности, которая увеличивается в 1.6 раза.

Резкое увеличение доли ΣAr фрагментов на
фоне уменьшения доли О-Ме групп (в 1.3 раза)
свидетельствует, что во фракции ила, аналогично
ЛФАГР, варианта пар остаются более гидрофоб-
ные ароматические соединения. На это указывает
увеличение в 1.2 раза индекса гидрофобности.
Предполагая, что степень гидрофобности ОВ ила
является определяющим фактором для агрегато-
образования, можно ожидать, что размер или-
стых микроагрегатов в варианте пар будет меньше
такового варианта степь. Действительно, анали-
тические данные выявили тенденцию к уменьше-
нию величины среднего диаметра илистых мик-
роагрегатов размером <1 мкм в варианте пар по
сравнению с вариантом степь (434 против 417 нм,
соответственно).

ОВ фракции остатка. В состав фракции остатка
входит крупнозернистый минеральный компо-
нент (преимущественно первичные минералы),
устойчивые в УЗ-поле микроагрегаты с незначи-
тельной примесью лигнино- и углеподобных ве-
ществ [9, 37].

Исходя из того, что органическая составляю-
щая фракции остатка, как и ила, преимуществен-
но представлена ОВ микроагрегатов илистых ча-
стиц (в данном случае, устойчивых в УЗ-поле),
следует ожидать, что ОВ фракции остатка во мно-

гом будет аналогично фракции ила. Действитель-
но, спектры ОВ остатка близки таковым илистой
фракции, но имеют отличия.

В спектре ОВ остатка, как и во фракции ила,
О-Alk количественно доминируют (32% общей
интенсивности), хотя их доля меньше в 1.1 раза.
Это сопровождается незначительным увеличени-
ем суммарного вклада карбоксильной и карбо-
нильной групп (в 1.1 раза). Отличие спектра
фракции остатка от ила состоит в увеличении до-
ли ∑Ar-С (в 1.4 раза) на фоне снижения (в 1.4 раза)
доли Alk-С, что согласуется с немногочисленны-
ми данными по химической структуре ОВ пыле-
ватых и песчаных фракций [50].

Уменьшение количества Alk-С во фракции
остатка по сравнению с илом связано с меньшим
вкладом как липидов (в 1.5 раза), так и полипеп-
тидов (в 1.2 раза), что свидетельствует о снижении
по сравнению с илом, доли ОВ микробного про-
исхождения. Следует отметить, что Alk-С во
фракции остатка не только количественно, но и
качественно отличается от фракции ила. В спектре
фракции ила интенсивность сигнала при 30 м.д.
очень высока, а 20 м.д. проявляется лишь в виде
плеча. Тогда как в спектре фракции остатка их ин-
тенсивности уже сопоставимы, что свидетельству-
ет о меньшем вкладе длинноцепочечных компо-
нентов (30 м.д.) и о меньшей степени гидрофобно-
сти ОВ остатка по сравнению с илом, что находит
подтверждение в снижении индекса гидрофобно-
сти (в 1.1 раза).

Для спектра ОВ фракции остатка варианта пар
отмечены аналогичные ОВ ила тенденции: резко
повышается доля ∑Ar фрагментов (в 1.4 раза) на
фоне снижения доли О-Alk (в 1.5 раза) и Alk (в
1.2 раза) фрагментов.

Степень разложенности ОВ в варианте пар по
сравнению вариантом степь повышается почти в
1.3 раза на фоне более значительного увеличения
степени ароматичности ОВ (в 1.4 раза). Это со-
провождается ростом степени гидрофобности ОВ
фракции остатка: в 1.4 раза по сравнению с тако-
вой варианта степь.

Таким образом, можно утверждать, что ОВ
фракции остатка по сравнению с илом имеет ана-
логичную хорошо выраженную алифатическую
природу, но с меньшим преобладанием длинно-
цепочечных соединений. Как и во фракция ила
оно менее алифатично и более ароматично, харак-
теризуется меньшей степенью разложенности и
гидрофобности. Доля продуктов микробного про-
исхождения в составе фракции остатка меньше
таковой фракции ила, что подтверждается сокра-
щением доли полипептидов. По-видимому, отме-
ченные отличия ОВ фракции остатка от фракции
ила обусловлены бόльшей степенью гетерогенно-
сти состава первого. В частности, присутствием в
остатке фракции микроагрегатов плотностью 1.8–
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2.0 г/см3, которая, согласно схемам фракциониро-
вания, относится к легким фракциям [1, 37].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые проведенные сопряженные исследо-

вания изотопного состава и химической структу-
ры пулов ОВ типичного чернозема позволили
проследить последовательность разложения ОВ в
почвах, которое следует континууму от свежих и
частично разложенных растительных остатков в
дискретном ОВ до значительно/полностью пере-
работанных – в органо-минеральных фракциях.

Свободное ОВ (ЛФСВ) представлено в основ-
ном хорошо различимыми визуально фрагмента-
ми растительного материала, локализующимися
в межагрегатном поровом пространстве макро-
агрегатов. Это наименее разложенное ОВ пред-
ставлено грубыми, малоизмененными расти-
тельными остатками. В химическом составе до-
минируют О-Alk фрагменты (целлюлоза). Для
ЛФСВ характерно наиболее широкое отношение
C/N, что определяется растительным происхож-
дением органического материла в его составе. Изо-
топный состав углерода, выраженный как δ13С,
близок к таковому растительности.

Агрегированное ОВ (ЛФАГР) – продукт фраг-
ментации и гумификации ЛФСВ. Для него харак-
терна значительная степень деградации расти-
тельных остатков. В ЛФАГР по сравнению с ЛФСВ
фиксируются изменения химической структуры,
характерные для начальных стадий разложения
ОВ: увеличивается вклад ароматических фраг-
ментов, том числе фенолов, а также степень аро-
матичности и гидрофобности, уменьшается вели-
чина C/N. Его более “легкий” изотопный состав
по сравнению с ЛФСВ обусловлен сохранением
наиболее стойких лигниновых материалов, об-
легченных 13С, также его физической защитой в
микроагрегатах внутри структурных отдельно-
стей почвы.

Органо-глинистые комплексы (ил) – продукты
микробного разложения ЛФАГР, которые, наряду с
белковыми структурами, адсорбируются на глини-
стых частицах. ОВ фракции ила имеет выражен-
ную алифатическую природу со значительным
вкладом длинноцепочечных алкилов, характери-
зуется наибольшей степенью разложенности, что
согласуется с наименьшей наблюдаемой величи-
ной отношения C/N. Доля продуктов микробного
происхождения намного больше таковой ЛФАГР,
что подтверждается резким увеличением доли по-
липептидов. Изотопный состав С – наиболее “тя-
желый” среди всех исследованных пулов ОВ.

Фракция остатка содержит устойчивые в УЗ-по-
ле микроагрегаты пылеватого и илистого размера
(50–1 мкм) с незначительной примесью углепо-

добных веществ. Устойчивые микроагрегаты
включают глинистые минералы, адсорбирован-
ные микробные метаболиты, а также микробную
биомассу. Химическая структура фракции остат-
ка сходна с фракцией ила, обогащена полинена-
сыщенными короткоцепочечными алкилами.

Устойчивые в УЗ-поле микроагрегаты пылева-
того и илистого размера (50–1 мкм), наряду с уг-
леподобными веществами, представляют наибо-
лее стабильное (инертное) ОВ. Тем не менее, изо-
топный состав С фракции остатка несколько
“легче” таковой фракции ил, по-видимому, за счет
присутствия фракции плотностью 1.8–2.0 г/см3.
Бóльшая степень гетерогенности состава фрак-
ции остатка по сравнению с фракцией ила обу-
словливает бóльшую величину отношения C/N.

При длительном функционировании почвы в
режиме чистого пара происходят изменения изо-
топного состава и химической структуры ОВ.
Практически полное отсутствие поступления све-
жего органического материала в почву вызывает
резкое увеличение степени микробной переработ-
ки имеющегося в почве органического материала
во всех исследованных пулах ОВ, что подтвержда-
ется “утяжелением” их изотопного состава С.
Уменьшается количество наиболее легкодоступ-
ных и энергетически привлекательных для мик-
робного сообщества фрагментов органического
материала (О-Alk фрагментов). Это способствует
селективному накоплению/сохранению химиче-
ски наиболее устойчивых ароматических соеди-
нений. Увеличивается степень разложенности
ОВ и его гидрофобность.
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Natural 13C Abundance and Chemical Structure of Organic Matter
of Haplic Chernozem under the Contrast Land Use

Z. S. Artemyeva1, *, N. N. Danchenko1, E. P. Zazovskaya2, Yu. G. Kolyagin3,
N. P. Kirillova4, and B. M. Kogut1
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3Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
4Soil Science Faculty, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: artemyevazs@mail.ru

Natural 13C abundance and chemical structure of different organic matter (OM) pools of Haplic Chernozem
in contrasting variants of land use (steppe and long-term bare fallow) were studied. The sequence of OM de-
composition in soils was traced. Under the natural conditions (steppe), changes in the chemical structure of
OM characteristic of the initial stages of decomposition take place: the degree of the occluded OM aromatic-
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ity and hydrophobicity increases, as well as the degree of its microbial processing in the direction from the
free (LFfr) to the occluded (LFocc) OM. The products of microbial decomposition of LFocc adsorbed on clay
particles are concentrated in the clay fraction (Clay). The clay-bound OM has a pronounced aliphatic nature
with a significant contribution of long-chain alkyls and is characterized by the highest degree of decomposi-
tion and the maximum contribution of polypeptides, which is consistent with its “heaviest” isotope signature
among all the studied OM pools. The chemical structure of the residue fraction (Res) is, in many respects,
similar to that of the Clay enriched in short-chain alkyls of predominantly microbial origin. The almost com-
plete absence of the input of fresh organic material over a long period (52 years) to the soil of the bare fallow
causes a sharp increase in the degree of microbial processing of the organic material in all the studied OM
pools, which is confirmed by their “heaviest” isotope signature. The amount of the most easily available and
energetically attractive fragments of organic material (O-Alk) for the microbial community decreases, where-
as the degree of OM decomposition and its hydrophobicity increase. An increase in the share of aromatic
fragments and in the degree of OM aromaticity indicates the selective accumulation of the most chemically
stable aromatic compounds.

Keywords: granulodensimetric fractionation, δ13C, 13C NMR-spectroscopy, average diameter of clay particles
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