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Жирные кислоты являются информативной частью неспецифического почвенного органического
вещества. Их состав и содержание отражают особенности многих почвенных процессов и структуру
микробиома почвы. Одним из наиболее простых и быстрых широко используемых методов анализа
жирных кислот является термохимолиз. Однако до сих пор остаются не раскрытыми многие мето-
дические вопросы данного анализа. Цель работы – оценка влияния различных условий термохимо-
лиза на содержание и состав жирных кислот типичного чернозема. Определен метиловых эфиров
жирных кислот (МЭЖК) в зависимости от концентрации метилирующего агента гидроксида тетра-
метиламмония (ТМАГ), температуры пиролиза и времени инкубирования ТМАГ с почвой. Обнару-
жено, что при внесении избыточного количества дериватизирующего агента в условиях высокой
температуры пиролиза уменьшаются выход МЭЖК и относительное содержание мононенасыщен-
ных МЭЖК. Оптимальными условиями для анализа содержания жирных кислот являются темпе-
ратуры 300–500°С с применением 15–40 мкмоль/гС ТМАГ. Показано, что время экспозиции ТМАГ
с почвой перед анализом не влияет на результаты термохимолиза.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из важных компонентов почвы являет-
ся органическое вещество [24]. Оно включает в
себя как органические остатки (ткани растений и
животных), так и отдельные вещества, которые
подразделяются на специфические и неспецифи-
ческие. Специфические вещества – это собствен-
но гуминовые вещества, прошедшие специфиче-
ский процесс гумификации, а неспецифические –
все остальные [6].

Жирные кислоты (ЖК) формируются в живых
организмах как конституционная составляющая
клеточных мембран. При поступлении расти-
тельных остатков в почву ЖК становятся важным
компонентом неспецифического почвенного ор-
ганического вещества. По их совокупности мож-
но судить о направлении трансформации органи-
ческого вещества в почве, а с привлечением дан-
ных высокопроизводительного секвенирования
возможно детальное изучение структуры и состо-
яния микробного сообщества [7, 24, 27].

Традиционный метод определения ЖК в поч-
вах основан на экстракции, дериватизации и хро-

матографировании [5, 30]. Он реализуется в не-
сколько этапов, что обычно занимает несколько
дней. Этот подход, даже с использованием экс-
тракторов [22], требует значительного количества
растворителей. Таким образом, основными недо-
статками метода являются длительность проведе-
ния анализа, его трудоемкость, а также стоимость
анализа. Главными преимуществами – возмож-
ность изучения разных фракций ЖК, а также от-
носительная его доступность, так как он не требует
использования дополнительного оборудования,
кроме газового хроматографа.

Другим подходом для анализа ЖК состава
почв является термохимолиз, его также называют
термогидролиз с метилированием или реакцион-
ным пиролизом. Метод заключается в пиролизе и
дериватизации его продуктов с последующей га-
зовой хроматографией [13]. По тому, когда про-
исходит дериватизация продуктов пиролиза, те-
мохимолиз делят на два типа: on-line и off-line.
Для on-line термохимолиза характерна деривати-
зация в пиролитической ячейке во время пироли-
за, при off-line термохимолизе продукты пироли-
за собирают и дериватизируют отдельно [35].
В последнее время наиболее распространенным
способом становится метод on-line термохимоли-1 К статье имеются дополнительные материалы.
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за, преимуществом которого является экспресс-
ность. При этом основной недостаток заключает-
ся в необходимости использования дополнитель-
ного прибора в виде пиролитической приставки к
газовому хроматографу.

Для дериватизации пиролизатов почвенного
органического вещества обычно применяют алки-
лирующие (гидроксиды тетраметил,-этил,-бути-
ламмония, гидроксид триметилсульфония, ацетат
тетраэтиламмония) и силилирующие (гексаметил-
дисилазан, триэтилсилилдиэтиламин, триметил-
силилимидазол) реагенты [35]. В зависимости от
исследуемых соединений подбирают необходи-
мый дериватизирующий агент. Самым распро-
страненным дериватизирующим агентом явля-
ется гидроксид тетраметиламмония (ТМАГ, te-
tramethylammonium hydroxide, TMAH), который
метилирует кислотные функциональные группы
молекул, делая их менее полярными и более ле-
тучими. ТМАГ является сильным основанием
(pKb 4.2) и может применяться при температурах
термохимолиза до 600°С. Эти свойства делают его
универсальным дериватизирующим агентом. Ис-
пользование ТМАГ и ацетата тетраметиламмония
(ТМАА), который обладает менее основными
свойствами, для изучения ЖК в составе гумусо-
вых кислот показало, что ТМАГ дериватизирует
как свободные, так и связанные ЖК. В то время
как ТМАА позволяет изучать только свободные
ЖК. Таким образом, применение этих двух дери-
ватизирующих агентов позволяет разделить ЖК
по связи с гумусовыми кислотами [17, 38].

ТМАГ широко применяется для изучения поч-
венного органического вещества. Помимо опре-
деления состава ЖК, его используют для оценки
содержания лигнина, сахаров, таннинов, амино-
кислот [19]. Однако в исследованиях часто опус-
кают методические аспекты применимости: не
обозначают объем, концентрацию дериватизирую-
щего агента, не аргументируют выбор температуры
пиролиза [10, 14, 16, 22, 36–39]. При изучении ЖК
в составе бактерий Pseudomonas putida показано, что
повышение температуры термохимолиза c ТМАГ
до 500°С увеличивает выход МЭЖК, последующее
повышение температуры уменьшает выход МЭЖК.
Подобная закономерность – наличие оптимума –
наблюдается при увеличении концентрации ТMAH
[32]. При исследовании состава восков применяют
температуру около 500°С [9], а для изучения лигни-
на и таннина оптимальная температура 500–
600°С [23, 26, 27].

Другим фактором, который может повлиять на
результаты анализа, является время инкубирова-
ния изучаемого образца вместе с ТМАГ. Время
инкубирования ТМАГ с лигнином повышает вы-
ход некоторых его пиролизатов [23]. В другом ис-
следовании инкубирование образцов криоконита
с 25%-ным раствором ТМАГ приводило к суще-
ственному варьированию содержания МЭЖК в
зависимости от продолжительности инкубирова-

ния [40]. Напротив, в аналогичном эксперименте,
проводимом для ЖК молока, содержание МЭЖК
не зависело от времени инкубирования пробы с
ТМАГ [33].

Методические аспекты термохимолиза почвы
для изучения ЖК состава практически не изуча-
лись, подобные исследования с черноземами Цен-
тральной России не проводили.

Цель работы – изучить влияние условий тер-
мохимолиза: температуры, концентрации ТМАГ
и времени экспозиции ТМАГ с почвой – на со-
держание и состав ЖК.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Отбор и подготовка образцов. В работе использо-
вали образцы типичного чернозема (Haplic Cherno-
zem) [3, 20], отобранные на участке многолетнего
опыта “Ежегодно косимая степь” Центрально-
Черноземного государственного биосферного
заповедника им. В.В. Алехина (Курская область,
51°34.207 N, 36°05.444 E). Отбор образцов прово-
дили из верхнего горизонта 0–15 см, методом кон-
верта. Почву высушивали до воздушно-сухого
состояния. В работе использовали смешанную
пробу почвенных агрегатов 2–1 мм из трех инди-
видуальных образцов. Для исследования брали
пробу смешанного образца около 100 г, которую
перетирали в агатовой ступке и пропускали через
сито 0.25 мм. Содержание общего углерода и азо-
та (по данным сухого сжигания) составило 5.3 и
0.52% соответственно.

Термохимолиз. Навеску почвы от 2 до 3 мг по-
мещали в чашечки для пиролиза объемом 80 мкл,
добавляли 20 мкл раствора нонадекановой кисло-
ты в ацетоне концентрацией 0.03 мг/мл (внутрен-
ний стандарт), чашечки высушивали в токе азота,
после этого добавляли 20 мкл метилирующего
агента, чашечки снова высушивали в токе азота,
после чего проводили пиролиз в течение 1 мин
при трех температурах: 300, 400 или 500°С, доби-
ваясь увеличения интенсивности процессов тем-
пературной деструкции органических молекул.
Для метилирования использовали 25%-ный по
массе раствор ТМАГ (SigmaAldrich) в метаноле,
из данного раствора готовили 4 рабочих раствора
TMAГ с концентрациями 0.5, 1, 2.5, 5%. Объем ра-
бочего раствора ТМАГ, который добавляли в ча-
шечку с почвой был 20 мкл, что в пересчете на коли-
чество ТМАГ составляет 0.95, 1.9, 4.75, 9.5 мкмоль
соответственно. Данный диапазон выбран таким
образом, чтобы включал концентрации ТМАГ,
которые чаще всего применяют в аналитическом
пиролизе другие исследователи [19]. Нужно отме-
тить, что раствор ТМАГ в метаноле обладает низ-
ким поверхностным натяжением, поэтому может
формировать тонкую липкую пленку на поверх-
ности чашечки для пиролиза и ее подставке. Сле-
довательно, чтобы избежать потерь ТМАГ после
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его добавления, нужно избавиться от метанола
путем высушивания.

Для проверки времени экспозиции ТМАГ с
почвой в 21 чашечку вносили 4.75 мкмоль ТМАГ
после чего в течение 40 ч каждые 2 ч анализирова-
ли по одному образцу при температуре 300°С.

В работе использовали пиролизер Frontier Lab
Multi-Shot Pyrolizer EGA/PY 3030D, оснащенный
автосемплером AS1020E и подключенный к газо-
вому хроматографу с масс-детектором Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra. Параметры хроматографи-
рования: температура инжектора 300°С, капил-
лярная колонка GsBP-5MS длиной 30 м, газ-но-
ситель гелий, скорость потока 1 мл/мин, темпе-
ратурный режим: начальная температура 100°С,
без градиента 1.5 мин, затем температуру повы-
шали со скоростью 5 град/мин до 300°С, далее
температуру задерживали 7 мин при 300°С, воз-
буждение молекул проводили электронным уда-
ром с энергией электронов 70 эВ, диапазон детек-
тируемых m/z 47–600.

Идентификацию МЭЖК осуществляли с по-
мощью библиотек масс-спектров NIST11, Library
FAMEs, а также стандартного раствора МЭЖК
C8-C24 (Supelco, CRM18918). Интегрирование
хроматографических пиков проводили по ионам
с m/z 55 и 74, которые являются основными для
МЭЖК [4]. Для количественной оценки содержа-
ния МЭЖК применяли два способа: по нормиро-
ванным значениям площадей хроматографиче-
ских пиков относительно внутреннего стандарта,
а также методом внутренней нормализации.

Для оценки влияния времени экспозиции ме-
тилирующего агента с почвой, его концентрации,
а также температуры пиролиза изучали метило-
вые эфиры ненасыщенных ЖК: пальмитолеино-
вой (16 : 1ω7 по омега классификации) и олеино-
вой (18 : 1ω9), насыщенных ЖК: пальмитиновой
(16 : 0), стеариновой (18 : 0), а также определяли
сумму всех идентифицированных МЭЖК.

Статистическую обработку данных проводили
с помощью дисперсионного анализа [2].

Рис. 1. Содержание МЭЖК (среднее, стандартное отклонение, n = 3) в зависимости от температуры и количества ТМАГ.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние температуры пиролиза и концентрации
ТМАГ. На рис. 1 представлены данные содержа-
ния МЭЖК (отношение площади хроматографи-
ческого пика анализируемого вещества к площа-
ди пика внутреннего стандарта) в зависимости от
температуры термохимолиза и количества ТМАГ.
Двухфакторный дисперсионный анализ показал,
что на содержание МЭЖК достоверно влияет кон-
центрация ТМАГ, а также взаимодействие факто-
ров концентрации и температуры (табл. S1, S2).
Видно, что увеличение концентрации добавляе-
мого ТМАГ приводит к увеличению содержания
МЭЖК, что закономерно. Влияние температуры на
содержание МЭЖК тесно связано с концентрацией
ТМАГ. При низких концентрациях ТМАГ высокая
температура термохимолиза приводит к более эф-
фективному метилированию ЖК. Для варианта c
внесением 4.75 мкмоль ТМАГ эффективность ме-
тилирования не зависела от температуры. При
бóльших концентрациях ТМАГ – температура, на-
против, уменьшала выход МЭЖК. Вероятно, это
связано с тем, что при низких концентрациях веще-
ства высокая температура термохимолиза сдвигает

химическое равновесие в сторону продуктов реак-
ции, а при высокой температуре и высоких концен-
трациях ТМАГ, химическое равновесие сдвигается
в сторону исходных веществ [18, 31].

Для оценки состава ОВ почвы по данным пи-
ролиза обычно используют метод внутренней
нормализации, получая относительное содержа-
ние (relative abundance) каждого компонента от-
носительно суммы всех компонентов пробы [42].
На рис. 2 представлены данные по относительно-
му содержанию МЭЖК в почве, где видно, что
температура и концентрация дериватизирующего
агента оказывают влияние на долю обеих рас-
сматриваемых ненасыщенных МЭЖК. В то же
время относительное содержание насыщенных
МЭЖК практически не зависит от этих факторов.
На примере оценки относительного содержания
метилпальмитолеата и метилолеата следует отме-
тить, что способность мононенасыщенных ЖК к
дериватизации неоднородна. Это хорошо заметно
по выходу мононенасыщенных МЭЖК при темпе-
ратуре термохимолиза 500°С. Вероятно, этот факт
связан с различиями в константах диссоциации не-
насыщенных ЖК: пальмитолеиновая кислота об-

Рис. 2. Относительное содержание МЭЖК (среднее, стандартное отклонение, n = 3) в зависимости от температуры и
количества ТМАГ.
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ладает более выраженными кислотными свойства-
ми по сравнению с олеиновой, поэтому при низ-
ких концентрациях ТМАГ эффективнее с ней
взаимодействует [1]. При высоких концентраци-
ях ТМАГ доля ненасыщенных МЭЖК одинаково
уменьшается. Из литературных источников из-
вестно, что избыток ТМАГ приводит к изомери-
зации полиненасыщенных ЖК, уменьшая долю
каждого изомера, а для мононенасыщенных ЖК
подобной закономерности не наблюдается [12,
15, 41]. В нашем случае уменьшение доли мононе-
насыщенных МЭЖК, видимо, связано с гидри-
рованием двойной связи. Об этом может свиде-
тельствовать увеличение доли метилпальмитата,
который образуется при гидрировании метил-
пальмитолеата. Однако остается непонятным,
почему этот процесс выражен при высоких кон-
центрациях дериватизирующего агента.

В эксперименте показано, что наибольшее вли-
яние на результаты термохимолиза оказывает из-
быток ТМАГ. Поэтому для его проведения следует
рекомендовать использование концентрации 1.9–
4.75 мкмоль ТМАГ, что в пересчете на углерод поч-

вы составляет 15–40 мкмоль/г. Точную оценку дать
невозможно, так как доля липидов в почвенном
органическом веществе сильно варьирует в зави-
симости от состава растительных остатков, типа
почвы, горизонта и других факторов. Стоит отме-
тить, что для предотвращения отрицательного
влияния избытка ТМАГ в анализируемую пробу
можно вносить метилацетат или уксусную кисло-
ту [11, 12].

Влияние времени взаимодействия с ТМАГ. В ис-
следовании для подачи проб в пиролизер исполь-
зовали автосемплер. Поэтому после внесения де-
риватизирующего агента пробы попадали в пиро-
литическую ячейку по очереди примерно через
каждые 2 ч. Таким образом, экспозиция почвы c
ТМАГ до анализа увеличивалась по мере увеличе-
ния номера образца в автосемплере. Для оценки
влияния времени экспозиции ТМАГ с почвой про-
вели последовательный анализ по одному образцу
при температуре 300°С 21 одинаковой пробы поч-
вы с добавлением 4.75 мкмоль ТМАГ в течение 40 ч
каждые 2 ч. Результаты этого эксперимента пред-
ставлены на рис. 3. Видно, что тренд на уменьшение

Рис. 3. Изменение содержания МЭЖК в зависимости от времени экспозиции ТМАГ с почвой.
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или увеличение содержания МЭЖК отсутствует.
Однофакторный дисперсионный анализ показал,
что содержание МЭЖК не зависит от времени
нахождения почвы вместе с ТМАГ (табл. S3).
Поэтому можно сделать вывод, что до проведе-
ния термохимолиза почвенное органическое ве-
щество не реагирует с ТМАГ с образованием
МЭЖК. Коэффициенты вариаций (CV) значе-
ний содержания МЭЖК в случае расчета отно-
сительно площадей пиков с нормированием на
навеску и внутренний стандарт не превышали
20%, а при использовании метода внутренней
нормализации 10% (табл. S4). Это говорит о при-
емлемой сходимости полученных данных [25].
В случае использовании метода внутренней нор-
мализации коэффициенты вариации закономер-
но меньше, так как роль стандарта формально иг-
рает совокупность всех регистрируемых на хро-
матограмме компонентов [29].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования показано влияние темпе-
ратуры и концентрации ТМАГ на результаты тер-
мохимолиза при изучении ЖК состава почвы. Вы-
явлено, что оптимальными условиями термохи-
молиза для анализа содержания ЖК являются
температуры 300–500°С и 15–40 мкмоль/гС ТМАГ.
Показано, что время экспонирования почвы с
ТМАГ не оказывает влияния на результаты тер-
мохимолиза. Хорошая сходимость (CV < 10%) ре-
зультатов термохимолиза в совокупности с простой
пробоподготовкой и коротким временем анализа,
который может длиться около 10 мин в случае ис-
пользования метода быстрой хроматографии, дела-
ет термохимолиз одним из перспективных мето-
дов для получения большого объема данных о
ЖК почвы.
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Methodological Aspects of the Determination of Fatty Acids 
in Soil by Thermochemolysis

Yu. R. Farkhodov1, 2, *, N. V. Yaroslavtseva1, and V. A. Kholodov1

1Dokuchaev Soil Science Institute, Moscow, 119017 Russia
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Fatty acids (FAs) are one of the most informative parts of nonspecific soil organic matter (SOM). Their com-
position and content reflect the features of many soil processes and the structure of the soil microbiome. One
of the simplest and fastest methods to analyze FAs is thermochemolysis. Thermochemolysis is widely used to
assess the content and composition of soil FAs, but has many methodological poorly covered issues. The aim
of our work was to study the influence of various conditions of thermochemolysis on the obtained results on
the composition of fatty acids using an example of a typical chernozem. The yield of fatty acid methyl esters
(FAMEs) was estimated depending on the concentration of the methylating agent tetramethylammonium hy-
droxide (TMAH), the pyrolysis temperature, and the incubation time of TMAH with soil. It was found that
when an excessive amount of the derivatizing agent is applied under conditions of high pyrolysis temperature,
the yield of FAMEs and the relative content of monounsaturated FAMEs significantly decrease. The most
optimal conditions for the analysis of the content of the FAs are the temperature range of 300–500°C and the
use of 15–40 mmol/g C TMAH. It is shown that the exposure time of TMAH with the soil before analysis
does not affect the results of thermochemolysis. Comparison of the extraction method for FAs analysis and
the thermochemolysis showed that the use of extraction leads to an increase in the proportion of isolated me-
dium-chain FAs.

Keywords: pyrolysis, lipids, chernozem
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