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Пиролиз рассматривается как один из перспективных методов переработки сельскохозяйствен-
ных отходов и получения удобрений. Эффективность получаемого биочара в качестве удобрения 
доказана, однако до настоящего времени остаются открытыми вопросы о преимущественных 
путях декомпозиции органических веществ в его составе – биотическом или абиотическом. В на-
стоящей работе пути трансформации биочара, изготовленного из кукурузы – растения с С4-ти-
пом фотосинтеза (с повышенным содержанием 13С) – оценивали с применением твердофазного 
метода CP/MAS 13C ЯМР-спектроскопии. Биочар помещали в верхний слой почвенного моно-
лита серой лесной почвы, в течение 90 сут имитировали режим осадков, характерный для сред-
ней полосы России. На полученных ЯМР-спектрах образцов почвы с биоуглем, пик в области 
129 м.д., характерный для ароматических соединений, увеличивался со временем эксперимента в 
верхнем слое почвы, но не в других слоях. Это говорит о том, что частицы биочара не мигрируют 
вниз по почвенному профилю в течение одного сезона. При этом интенсивность кумулятивно-
го микробного дыхания в присутствии биочара увеличивалась – с 85.0 г СО2/кг в контрольном 
образце до 201.4 г СО2/кг в образце с биоуглем (верхний слой почвы). Согласно ЯМР спектрам 
соли, образованной при минерализации выделившегося из почвы углекислого газа, в нем содер-
жится меченый углерод: на спектрах имеется пик в районе 169 м.д., характерный для карбонатов. 
Кумулятивный объем выделившегося CO2 из почвы с биочаром был в 1.9 раз больше, чем из кон-
трольной. Добавление микроорганизмов-деструкторов привело к дополнительному увеличению 
объема СО2 – в 2.4 раза относительно контроля, что свидетельствует о роли микроорганизмов 
в деструкции органического вещества почвы и биоугля. Однако, основываясь на стабильности 
содержания общего углерода в почве, можно заключить, что лишь незначительная доля компо-
нентов биочара подвержена биотическому разложению.
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ВВЕДЕНИЕ

Биочар (биоуголь, пироуголь), являющийся 
продуктом бескислородного термического разло-
жения биомассы (растений, органических сель-
скохозяйственных, бытовых и промышленных 

отходов), в последние годы привлекает огромное 
внимание как ученых, так и представителей реаль-
ного сектора экономики [25]. Состав биочара пре-
имущественно представлен углеродом и водородом, 
а также кислородом, азотом и серой, доля которых 
зависит от исходного сырья и условий получения 
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биоугля  [31, 35]. Обладая высокой пористостью 
и являясь высокостабильным материалом, био-
уголь может использоваться как сорбент, напри-
мер, в очистке сточных вод [6, 41, 50, 54], а также 
как почвоулучшитель. В последнем случае биочар 
улучшает водо- и воздухообмен почвы, создает эко-
логические ниши для обитания полезных микро-
организмов, привносит дополнительные источни-
ки углеродного и азотного питания растений [51]. 
Важным фактором при принятии решения об ис-
пользовании биочара является и то, что его приме-
нение в качестве мелиоранта позволяет секвестри-
ровать значительное количество углерода в почве, 
что имеет значение для предотвращения глобаль-
ного изменения климата [39, 40].

Несмотря на накопление значительного научно-
го пула результатов, касающихся применения био-
чара в качестве почвоулучшителя, до настоящего 
времени остаются недостаточно охарактеризованы 
процессы, касающиеся путей его трансформации в 
почвенной среде. Известно, что она протекает край-
не медленно по сравнению с другими видами орга-
нических удобрений, например, компостом. Такое 
продолжительное высвобождение соединений угле-
рода и азота позволяет использовать биочар в каче-
стве удобрения не ежегодно, а один раз в несколько 
лет [8, 32, 45]. Открытыми остаются вопросы: какие 
процессы в трансформации биочара являются пре-
валирующими – аэробные или анаэробные [27, 52], 
в какие соединения гумуса, биомассы или газо-
образные вещества трансформируется биочар [52]. 
Отметим, что исследование трансформации биоча-
ра, как и других углеродосодержащих удобрений и 
почвоулучшителей, сопряжено с некоторыми труд-
ностями. Неопределенным является период време-
ни, в течение которого происходит частичная или 
полная трансформация биочара в почве, по отдель-
ным оценкам, этот период может представлять от 
сотен часов до сотен лет [4, 52]. Традиционного счи-
тается, что начальные этапы декомпозиции биочара 
предполагают расщепление легкодоступных, водо-
растворимых фракций, переносящихся из биочара 
в почву под воздействием влажности, расщепле-
ния структуры мелиоранта почвенной биотой и др. 
При этом предполагается, что с течением времени 
происходят изменения в самой структуре биочара 
под воздействием времени – так называемое “ста-
рение биочара” [43]. Но единого мнения у исследо-
вателей об особенностях и природе таких измене-
ний не существует, и стабильность биологического 
угля является характеристикой, зависящей от усло-
вий изготовления биочара и сырья, на основе кото-
рого он изготавливается. До конца не исследована 
роль почвенной биоты, ее состав, разнообразие, ви-
довой состав в деградации биочара, находящегося в 
почве [12, 26].

В связи с вышеуказанными трудностями при ис-
следовании трансформации углеродосодержащих 

объектов применяется метод исследования ста-
бильных или радиоактивных изотопов  [15]. 
Как можно видеть из литературы [26, 47], приме-
нение стабильных изотопов – эффективный ин-
струмент современных экологических исследо-
ваний, который позволяет определить основные 
этапы полного цикла трансформации углерода в 
системе почва–растение–атмосфера. Примене-
ние изотопномеченных образцов биочара, содер-
жащих 13C и/или 14C изотопы, позволяет отследить 
пути декомпозиции удобрения в почве благодаря 
различному изотопному содержанию в почве и в 
образцах биочара  [52]. При  этом для получения 
изотопномеченных образцов угля используют сы-
рье растительного происхождения с повышенным 
содержанием изотопов, например 13С изотопов [47]. 
Получить такое сырье можно, выращивая растения 
в 13С среде, когда большая часть СО2 в атмосфере 
замещено на 13СО2. В этом случае все процессы по-
глощения углерода растениями из воздушной фазы 
реализуются с изотопномеченным вариантом СО2, 
благодаря чему получаемое растительное сырье 
содержит в своем составе до 99% изотопа 13С [47]. 
Данный метод сопряжен с большими технически-
ми трудностями, значительными временными и 
финансовыми затратами, поэтому наряду с расти-
тельным сырьем, полученным указанным методом, 
применяют С4-растения, для которых характерно 
накопление 13С в зеленой массе в естественной сре-
де обитания и нормальных условиях. В литературе 
имеются примеры применения С4-растений, чаще 
всего кукурузы, для исследования трансформации 
удобрений и биочара в почве  [26, 52]. В данном 
случае доля углерода, замещенного на его изотоп, 
не является постоянной и по разным оценкам со-
ставляет от 1.1 до 6 вес. % [47], а также зависит от 
целого ряда условий. Применение С4-растений как 
сырья для изготовления биочара не гарантирует 
замещения углерода в составе биочара на необхо-
димом уровне, что требует дополнительных иссле-
дований. Тем не менее, описанный подход зареко-
мендовал себя в качестве успешного и эффектив-
ного в подобного рода исследованиях.

Несмотря на то, что ЯМР является эффектив-
ным методом, позволяющим изучать структур-
но-динамические свойства широкого класса объек-
тов и систем, исследования биочара с его помощью 
носят единичный характер [22, 29, 47]. Например, в 
работе [7] представлены спектры CP/ MAS 13C ЯМР 
образцов биочара, изготовленных из разного сы-
рья (куриного помета, хвойных деревьев и тополя) 
и при разных условиях (пиковая температура пи-
ролиза). Эти спектры состоят из одного широкого 
сигнала, находящегося в области от 100 до 160 м.д., 
с центром в 126 м.д. Согласно [24, 34], область меж-
ду 110 и 160 м.д. обычно относится к ароматиче-
ским системам или графитоподобным микрокри-
сталлитам.
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Такая схожесть спектров CP/MAS 13C ЯМР 
объясняется тем, что согласно литературным дан-
ным [3, 9, 13], с повышением температуры пиро-
лиза в диапазоне 250–450°C увеличивается сигнал 
ароматического углерода, т.е. повышение темпера-
туры пиролиза приводит к превращению исходной 
биомассы в ароматический уголь. Стоит отметить, 
что несмотря на структурную схожесть образцов, их 
физико-химические свойства отличаются [7, 21].

При этом форма и параметры ЯМР спектров 
биочара сильно зависят от типа сырья, его влаж-
ности, наличия включений и примесей, вида пиро-
лизной обработки, параметров и режима пироли-
за, например пиковой температуры пиролиза и его 
длительности и др. [17, 29, 47]. Поэтому среди ис-
следователей существуют различные точки зрения 
на природу формы и параметров ЯМР-спектров. 
Тем  не менее, в большинстве опубликованных 
работ [17, 22] содержится информация о наличии 
вклада в области 120–130 м.д. в CP/MAS 13C ЯМР 
спектрах биочара и почвы с биочаром, характерной 
для ароматических соединений. В работах [37, 38] 
подчеркивается вклад пиролизованного органи-
ческого материала в формирование сигнала от ал-
кильных групп и ослабевание арильных в изолиро-
ванном органическом веществе почв при экспери-
ментах по внесению биочара в почву.

Метод меченых изотопов крайне редко применя-
ется для изучения поведения биочара в окружающей 
среде, прежде всего, в почве, которая характеризу-
ется многообразием одновременно происходящих 
биотических и абиотических процессов [2, 19].

Цель работы – исследование трансформации 
в почве биочара на основе растительных остатков. 
В задачи входили оценка возможности миграции 
частиц биочара, внесенного в верхний слой почвы, 
по почвенному профилю, а также анализ степени 
декомпозиции биочара в почве до СО2 и роли ми-
кроорганизмов почвы в таком процессе. Экспери-
мент проводили в интактных почвенных колонках, 
трансформацию биочара оценивали с использова-
нием метода меченых изотопов.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Наработка и проверка биочара с повышенным 
содержанием изотопа 13С. Для создания биочара с 
повышенным содержанием изотопа 13С использо-
вали фитомассу растений с С4-циклом фотосин-
теза – кукурузу (Zea mays). Пиролиз проводили на 
экспериментальной установке роторного типа при 
400⁰С в течение 2 ч. В качестве контроля исполь-
зовали биочар, изготовленный из субстрата без 
повышенного содержания изотопа 13С – куриного 
помета. Для очистки пиролизной камеры от сле-
довых количеств продуктов разложения куриного 
помета перед собственно наработкой партии био-
чара с повышенным содержанием 13С проводили 

предварительные прожиги трех партий при 400°С. 
Согласно данным элементного анализа, произве-
денного согласно ISO 13878:1998 и ISO 10694:1995, 
используемый в эксперименте биоуголь содержал 
56.97 ± 0.08% общего углерода при доле изотопа 
13C 7.0 ± 1.0 от общей массы биочара и 1.09 ± 0.02% 
общего азота от общей массы биочара. После пи-
ролиза биоуголь представлял собой порошок, ко-
торый вносили в почву без предварительного 
фракционирования. Размер частиц в порошке оха-
рактеризовали методом лазерной дифракции на 
анализаторе частиц Bluewave (Microtraс, США) со-
гласно ISO 13320:2020. В порошке присутствовали 
частицы от 3 до 700 мкм с преобладанием фрак-
ций 1–500 мкм (что составляет 96 об. %). Для про-
ведения съемки твердофазных спектров спектров 
CP/ MAS 13C ЯМР отбирали 1 г биочара, дополни-
тельной гомогенизации не проводили.

Эксперимент с интактными почвенными колонками. 
Ненарушенные почвенные монолиты отбирали из 
почвенного разреза, заложенного на опытном участ-
ке ТатНИИСХ КазНЦ РАН, расположенном в Лаи-
шевском районе Республики Татарстан, относящем-
ся к лесостепной зоне Российской Федерации [1]. 
Перед началом эксперимента были охарактеризо-
ваны почвы колонок. Тип почвы – пахотная серая 
лесная (Phaeozem). Коэффициент фильтрации со-
ставил 43.2 мм/мин, полная влагоемкость пахотно-
го слоя – 35.2%, наименьшая влагоемкость – 25.7%. 
Исследуемая почва характеризовалась среднесугли-
нистым механическим составом с преобладанием 
иловато-крупнопылеватой фракции. Отбор поч-
венных монолитов осуществляли почвенными ко-
лонками из нержавеющей стали, представляющими 
собой квадратные в сечении призмы, одна из граней 
которых отсутствовала, а в процессе эксперимента 
ее закрывали полимерной пленкой. Распределение 
частиц почвы по размеру охарактеризовано на ла-
зерном дифрактометре Bluewave (Microtraс, США) 
и представлено диапазоном от 0.5 до 500 мкм с пре-
обладанием частиц 2–100 мкм (что составляет 88 об. 
%) [44]. Размер почвенных монолитов, извлеченных 
из разреза, составлял 10 × 10 × 50 см.

Пять колонок относили к опытным (B), пять 
других – к контрольным (К). В верхний слой опыт-
ных колонок вносили биочар в дозе 8% (от массы 
почвы в слое 0–5 см). Дополнительно заложили ко-
лонки D, в верхний слой которых, кроме биоугля, 
добавляли водную вытяжку из компостов с содер-
жанием микроорганизмов. Внесение осуществля-
ли в объемной концентрации 100 мл/кг, при этом в 
вытяжке содержалось 1 × 107 копий 16S рРНК генов.

Далее имитировали выпадение осадков в апре-
ле–июне, т.е. в период снеготаяния и последующие 
2 мес. [23, 53]. Для того, чтобы оценить режим и 
объем полива экспериментальных почвенных ко-
лонок использовали следующие статистические 
метеорологические данные: среднее накопление 
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твердых осадков за холодный период (с октября 
по март) для территории Республики Татарстан 
составляет 165.2 мм, средняя сумма атмосферных 
осадков – 170.7 мм. Суммарный объем осадков раз-
делили на 30 сут длительности эксперимента. Ко-
лонки инкубировали при температуре 20–22°C, от-
носительной влажности 70–75%.

Отбор проб производили на 3, 7, 30, 60 и 90 сут 
от начала эксперимента. Пробы отбирали при де-
лении монолита послойно: верхние 4 слоя по 5 см 
(для опытных колонок – BT1a, BT1b, BT2a, BT2b, 
для контрольных – KT1a, KT1b, KT2a, KT2b, для 
колонками с микроорганизмами  – DT1a, DT1b, 
DT2a, DT2b), далее – 3 слоя по 10 см (для опыт-
ных колонок – BM1, BM2, BL, для контрольных 
колонок – KM1, KM2, KL, для колонок с микро-
организмами – DM1, DM2, DL) (рис. S1).

В образцах десятисантиметровых слоев кон-
трольных образцов почвы KT1, KT1, KM1, KM2 
и KL и образцов с добавлением биочара BT1, BT1, 
BM1, BM2 и BL определяли содержание обще-
го азота и общего углерода на автоматическом 
CN‑анализаторе Vario Max Cube (Elementar, Гер-
мания) согласно ISO 13878:1998 и ISO 10694:1995, 
респираторную активность почвенных микроорга-
низмов – согласно ISO 16072:2002, путем инкуби-
рования почвенных образцов в закрытых сосудах 
и последующего титриметрического определения 
выделившегося СО2 после его улавливания щело-
чью. Физиологический профиль микробного сооб-
щества почвы оценивали методом мультисубстрат-
ного тестирования системой Biolog Ecoplate, из тех 
образцов почвы, которые были послойно отобраны 
на 90 сут для определения общих С и N. Из этих 
образцов готовили суспензии (1 : 1000), которые 
раскапывали по 140 мкл в 96-луночные планшеты 
Biolog Ecoplate (Biolog, Int, США). Планшеты инку-
бировали при 25°С в течение 5 сут (до прекращения 
роста степени окрашенности ячеек), измерения оп-
тической плотности производили с периодичностью 
в 24 ч на планшетном ридере Multiskan FC (Thermo 
Fisher Scientific, США). По средней интенсивности 
окрашивания среды в ячейках (31 ячейка для каж-
дого образца), просуммированной за 5 сут (AWCD), 
судили об интенсивности потребления субстрата 
и общей метаболической активности микроорга-
низмов. Для оценки микробного функционально-
го разнообразия рассчитывали индекс Шеннона 
(по 31 субстрату для каждого образца) [43].

Образцы почвы, а также смесь растворов ще-
лочи и карбоната натрия, образовавшуюся по-
сле улавливания СО2, отбирали и готовили для 
ЯМР-спектроскопии.

ЯМР-спектроскопия. СP/MAS 13C ЯМР-спек-
троскопию осуществляли для следующих твердых 
образцов: биочар, почва слоя 0–5 см, твердый оса-
док после выпаривания смеси растворов щелочи 

с карбонатом натрия. Подготовка биоугля заключа-
лась в отборе репрезентативной пробы массой 1.0 г 
непосредственно после окончания пиролиза и ох-
лаждения. Подготовка почвенных образцов заклю-
чалась в их сушке в течение 12 ч при температуре 
105°С. Такая подготовка позволила нивелировать 
влияние влажности на ЯМР-данные и удовлетво-
рить требованиям, предъявляемым к физическим 
свойствам образцов для твердотельного ЯМР-экс-
перимента с вращением в датчике под магическим 
углом специального ротора. Подготовка твердо-
го осадка заключалась в следующем: отбирали 
аликвоту раствора, содержащего остатки щелочи 
NaOH и карбонат натрия, в объеме 5 мл. Раствор 
выпаривали при температуре 105°С в течение 12 ч 
и анализировали кристаллические образцы.

CP/MAS 13C ЯМР-спектроскопию проводили 
на спектрометре Bruker Avance III, с величиной 
магнитного поля 9.4 Тл, оснащенным 4-миллиме-
тровым MAS-зондом. Поддерживали постоянную 
температуру 25.0 ± 0.1°С. Частота вращения цир-
кониевого ротора под магическим углом состав-
ляла 7000 ± 1 Гц, время повторения – 4 с, время 
контакта – 1 мс, количество сканов – 10 000. Срав-
нение спектров образцов биочара, полученного 
из кукурузы, и биочара сравнения, полученного 
из куриного помета и подготовленного к анализу 
аналогичным образом, подтвердило, что пиролиз 
фитомассы кукурузы позволяет получить биоуголь 
с повышенным содержанием изотопа 13С (рис. 1).
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Рис. 1. Спектры CP/MAS 13C ЯМР образцов биоча-
ра, полученного из куриного помета (1), и биочара, 
полученного из кукурузы (2): при температуре пиро-
лиза 400ºС и длительности удерживания 2 ч.
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Статистическая обработка результатов. Каждое 
измерение производили в трехкратной повторно-
сти. Статистический анализ данных выполняли в 
пакете Statistica. Для определения статистической 
значимости использовали однофакторный ана-
лиз ANOVA и множественный ранговый критерий 
Манна–Уитни, различия считались значимыми 
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние биочара на содержание общего азота и 
общего углерода в почве. На рис. 2 представлены 
данные об изменении содержании общего угле-
рода и общего азота в почве. Видно, что в кон-
трольной колонке содержание обоих элементов 
было высоким и равным в слоях KT1, KT2, KM1 – 
2.52–2.68% для С и 0.20–0.22% для N и не изме-
нялось во времени. Далее содержание элементов 
уменьшалось вниз по профилю, составив в образце 
KL 1.18–1.58% для С и 0.08–0.11% для N.

Внесение биочара в дозе 8% привело к повы-
шению содержания азота и углерода в слое BT1 – 
в 1.8 раз для С и 1.4 для N. Колебания содержания 
обоих элементов во времени в слое BT1 можно 
объяснить изначальной неравномерностью распре-
деления биоугля в почве и, соответственно, невоз-
можностью получить гомогенные образцы, а так-
же увеличением равномерности распределения во 
времени. Следует отметить, что изменения содер-
жания общего азота и общего углерода в опытных 
колонках по сравнению с контрольными зареги-
стрировано лишь для верхнего слоя BT1, в кото-
рый и был внесен биочар. Несмотря на интенсив-
ный полив и фильтрацию значительных объемов 
воды вниз по почвенному профилю, содержание 
общего азота и общего углерода в указанных слоях 
не зарегистрировано, что свидетельствует об отсут-
ствии процессов миграции основной части биоугля 
и его компонент в нижележащие горизонты почвы. 
С  практической точки зрения это означает, что 
биочар следует вносить сразу на всю глубину кор-
необитаемого слоя с целью обеспечения питания 
растений и микроорганизмов ризосферы.

В колонках D, в которые вносили биочар и мик
роорганизмы, содержание общих углерода и азота 
достоверно не отличалось от таковых в колонках 
B (табл. S1, S2). Действительно, внесение микро-
организмов может влиять на такие параметры, как 
содержание растворимого органического углерода 
и легкогидролизуемого азота, но не интегральные 
параметры как содержание общего азота и общего 
углерода [14, 49].

Содержание меченого углерода в почвенных ко-
лонках. Рассмотрим изменения, наблюдаемые в 
ЯМР-спектрах образцов почвы. На рис. 3 представ-
лены спектры для слоя BT1a на 3 и 7 сут экспери-
мента опытных колонок. Для сравнения приведен 

спектр для контрольного образца KT1а (без внесе-
ния биочара), отобранный на 3 сут эксперимента: 
данный спектр не содержит разрешенных пиков, 
пригодных для идентификации и последующего 
анализа. Отметим, что спектр контрольных образ-
цов для всех суток отбора и всех почвенных слоев 
имеет аналогичный вид, что является ожидаемым 
результатом, так как контрольные образцы не со-
держат биочар, и, соответственно, не имеют повы-
шенного содержания 13С. Видно, что интегральная 
интенсивность пиков для карбоксильных групп и 
алифатических соединений близка по значению в 
пределах ошибки эксперимента для образцов, ото-
бранных на 3 и 7 сут, при этом пик, характерный 
для ароматических соединений, растет со време-
нем эксперимента.

Аналогичную тенденцию можно наблюдать 
с увеличением времени эксперимента (рис. 3a): 
в  образцах из верхнего почвенного слоя BT1a, 
в  который непосредственного вносили биочар, 
в  ЯМР-спектрах присутствуют основные пики, 
представленные в спектре биоугля с повышен-
ным содержанием 13С. При этом имеется тенден-
ция к росту уровня сигнала для основных пиков, 
но достоверное увеличение интегральной интен-
сивности сигнала регистрируется только для пика 
с максимумом в области 128 м.д., приписываемого 
графитоподобным структурам. Поскольку 90% ре-
гистрируемого ЯМР-сигнала, в том числе в дина-
мике эксперимента принадлежит ароматическим 
группам, а с увеличением времени эксперимен-
та не наблюдается уменьшение уровня данного 
ЯМР-пика, можно предположить, что основная 
часть биочара не подвергается трансформации 
при его взаимодействии с почвой в течение 90 сут. 
Иными словами, наблюдается скорее перераспре-
деление между компонентами биочара различной 
химической природы, а точнее уменьшается сиг-
нал от карбоксильных и алифатических групп и 
повышается от ароматических, что можно наблю-
дать при сравнении формы ЯМР-спектров, харак-
терных для начального состояния биоугля при его 
смешении с почвой. Предположительно, измене-
ния структуры биочара во времени связаны с про-
цессами его микробной трансформации.

Микробное дыхание почвы почвенных колонок. 
Микроорганизмы являются основными агента-
ми разложения органического вещества в почве. 
Внесенный в почву биочар, являющийся органи-
ческим веществом, может по-разному повлиять на 
микроорганизмы почвы. С одной стороны, он мо-
жет стать для них дополнительным источником пи-
тания, в таком случае их активность при внесении 
биоугля увеличится, что может привести не толь-
ко к быстрому разложению внесенного удобрения, 
но и к изменению скорости трансформации орга-
нического вещества самой почвы [10]. Это будет 
выражаться на увеличении активности ферментов, 
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особенно задействованных в цикле углерода, уве-
личении почвенного дыхания. В случае, если ком-
поненты биочара будут использованы в катабо-
лических процессах, в составе СО2, выделяемого 
из почвы, будет присутствовать меченый углерод. 
Если же биоуголь будет применен для синтеза но-
вых органических соединений, меченый углерод 
будет регистрироваться в почве при ЯМР-спек-
троскопии, в составе характерных для данного 
почвоулучшителя, а также новых пиков. С другой 

стороны, биочар может ингибировать активность 
микроорганизмов из-за наличия в нем токсичных 
компонент. В таком случае будет отмечено умень-
шение активности микроорганизмов, выражающе-
еся в снижении уровня почвенного дыхания, фер-
ментативной активности и т.д.

На основании вышеизложенного оценивали 
выход СО2 (респирация) и наличия меченого угле-
рода в слоях ВT1a и КT1a опытных и контроль-
ных образцов. Кривые кумулятивной респирации 
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Рис. 2. Содержание общего углерода (a) и азота (b) в контрольных и опытных колонках (с изотопномеченным био-
чаром).
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из опытных и контрольных колонок представле-
ны на рис. 4b. Дополнительно, для подтвержде-
ния микробной составляющей в разложении ор-
ганических соединений биоугля, продублировали 
эксперимент с почвенной колонкой и биочаром, 
к которому добавили водную вытяжку из ком-
постов, предполагая, что такая вытяжка богата 

микроорганизмами-деструкторами (колонки D, 
слой DT1a) Прием, когда сообщество микроорга-
низмов-деструкторов добавляют к некоему суб-
страту, а затем измеряют увеличение эмиссии СО2, 
чтобы показать долю именно биологической со-
ставляющей в минерализации субстрата, достаточно 
широко используется исследователями [16, 20, 35].
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Рис. 3. 13C CPMAS ЯМР-спектры образца почвы: (a) – слоя BT1а на 3 сут (1) и 7 сут (2) из колонок с биочаром и на 
3 сут из контрольной колонки KT1а (3), (b) – слоя BT1a отобранных из колонок с биочаром на 3 сут (1), 7 сут (2), 
30 сут (3), 60 сут (4), и 90 сут (5), (c) – слоев BT1a (1), BT1b (2), BT2a (3), BT2b (4), отобранных из колонок с био-
чаром на 30 сут эксперимента.
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Рис. 4. (a) – Кумулятивная респирация почвы верхнего слоя контрольных почвенных колонок (КT1a) (1), колонок 
с биочаром (ВT1a) (2), колонок с биочаром и внесенными микроорганизмами деструкторами (DT1a) (3); (b) – 13C 
ЯМР-спектры уловленного щелочью СО2, выделившегося из верхнего почвы слоя, контрольных почвенных коло-
нок КT1a (1), колонок ВT1a с биочаром (2), колонок DT1a с биочаром и внесенными микроорганизмами деструк-
торами в течение 3 сут (3).
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Видно, что объем выделившегося 13CO2 из поч
вы с биочаром был больше, чем из контрольной 
почвы: на 90 сут эксперимента разница составила 
1.9 раз. Добавление микроорганизмов-деструкто-
ров привело к дополнительному увеличению объ-
ема выделившегося из почвы СО2 в 2.4 раза от-
носительно контроля, что свидетельствует о роли 
микроорганизмов в деструкции органического ве-
щества почвы и биочара. Для того, чтобы опреде-
лить, является ли выделившийся СО2 продуктом 
разложения удобрения (а не только органического 
вещества почвы), после завершения эксперимента 
проанализировали смеси щелочи и карбонатной 
соли, полученной при улавливании СО2. На рис. 4b 
для примера представлены результаты ЯМР-спек-
троскопии кристаллической фазы, полученной 
при выпаривании раствора щелочи и карбоната 
на 3 сут эксперимента по оценке респираторной 
активности почв слоев KT1a, BT1a и DT1a. Вид-
но, что на отдельных участках спектра имеется еди-
ничная узкая линия в районе 169 м.д. Данный пик 
характерен для карбонатсодержащих минераль-
ных фаз  [46]. Наличие сигнала от контрольного 
образца обусловлено естественным содержанием 
13С, повышенный уровень от образца с биочаром 
подтверждает факт превращения его компонент в 
СО2. Сигнал образца, содержавшего как биоуголь, 
так и внесенные микроорганизмы-деструкторы 
еще выше, что свидетельствует о роли микроор-
ганизмов в разложении органического вещества 
биочара. Следует отметить, что количество 13С 

углерода, перешедшего в состав СО2 из биоугля, 
значительно меньше, чем количество углерода 13С, 
оставшегося в почве, но подвергшегося трансфор-
мации. Это говорит о том, что в основном микроб-
ная трансформация биочара направлена на синтез 
новых соединений. Количество почвоулучшителя, 
не претерпевшего трансформации при инкубиро-
вании в почве в течение 90 сут, еще больше, что 
подтверждает данные о стабильности данного ве-
щества и его способности к секвестрации углерода 
в почве [18, 31].

Физиологический профиль микробных сообществ 
почвенных колонок. Кроме микробного дыхания, в 
почвенных колонках оценивали изменения функ-
ционирования микробных сообществ под влия-
нием биоугля. Для этого в образцах контрольной 
почвы и почвы с биочаром анализировали спо-
собность сообществ разлагать различные углерод-
содержащие субстраты с использованием метода 
Biolog Ecoplate на 90 сут эксперимента. Для харак-
теристики изменения метаболической активности 
почвенного сообщества использовали показатель 
средней окрашенности ячеек (AWCD) (рис. 5), для 
характеристики изменения биологического разно-
образия почвенного сообщества – индекс Шенно-
на (рис. 6).

Согласно полученным данным, в контроль-
ных образцах метаболическая активность (AWCD) 
уменьшалась от верхнего слоя почвы KT1 (2.84) 
к нижнему KL (0.97). Данная тенденция соответ-
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Рис. 5. Метаболическая активность почвенных микроорганизмов в контрольных образцах почвы и образцах из 
монолитов с биочаром, отобранных на 3, 7, 30, 60 и 90 сут эксперимента.
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ствует литературным данным и отражает различа-
ющиеся общее количество и активность микроор-
ганизмов в почвенных слоях [5]. Внесение биочара 
не привело к достоверным изменениям метаболи-
ческой активности микроорганизмов в образцах, 
отобранных в соответствующих слоях. Аналогич-
ное отсутствие достоверных различий контрольных 
образцов от таковых с мелиорантом наблюдалось 
и для индекса Шеннона. Действительно, биочар, 
в отличие от других видов органических удобрений, 
таких как компост, не приводит к взрывообразно-
му изменению активности почвенных микроорга-
низмов, напротив, он является медленнодейству-
ющим мелиорантом, приводящим к постепенному 
сдвигу в составе сообществ, но не изменяющим его 
кардинально. Такое мягкое воздействие биоугля на 
микробные сообщества на фоне стимулирующе-
го эффекта на рост и развитие растений, а также 
возможность секвестрации углерода оценивается 
исследователями как его преимущество по сравне-
нию с другими видами удобрений [28, 30, 38, 55].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование процессов трансформации био-
чара с повышенным содержанием изотопа 13С в 
почве проводили в почвенных колонках. Показано, 
что внесенный в верхний слой биочар полностью 
остается в нем, и не мигрирует вниз по почвенному 
профилю. На основании CP/MAS 13C ЯМР-спек-
тров почвенных образцов биоугля с повышенным 

содержанием изотопов 13С, отобранных в динами-
ке эксперимента, установлено доминирование в 
составе биочара химических групп ароматической 
природы, наиболее вероятно относящихся к про-
тяженным ароматическим структурам или графи-
топодобным микрокристаллитам, составляющим 
углеродистую пористую основу удобрения, а так-
же увеличение доли ароматических и снижение 
доли карбоксильных и алифатических групп со 
временем эксперимента. Кумулятивная респира-
ция за 90 сут эксперимента из верхнего пятисан-
тиметрового слоя почвы при внесении мелиоранта 
выросла почти вдвое. В составе выделившегося из 
почвы СО2 присутствовали меченые изотопы угле-
рода 13С, что свидетельствует об их происхожде-
нии из биоугля. Доказана роль микроорганизмов 
в минерализации биочара. Установлено, что боль-
шая часть удобрения остается неизменной в поч-
ве, основной путь трансформации меньшей части 
связан с отщеплением концевых функциональных 
групп от углеродистой основы и синтезом новых 
органических соединений. Полученные результаты 
позволяют предположить, что с практической точ-
ки зрения биочар улучшает сельскохозяйственные 
характеристики почвы, в частности содержание в 
ней углерода и азота, не приводит к ингибирова-
нию почвенных микробных сообществ, при этом 
в малой доле включается в процессы микробной 
трансформации в почве. Основная же масса био-
угля длительно сохраняется в почве, что позволя-
ет предположить возможность его использования 
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Рис. 6. Индекс Шеннона, рассчитанный для 120 ч инкубирования в контрольных образцах почвы и образцах с 
биочаром, отобранных на 3, 7, 30, 60 и 90 сут эксперимента.
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в качестве удобрения с периодичностью один раз 
в несколько лет, а кроме того, свидетельствует о 
его потенциале в качестве секвестратора углерода. 
Для  разработки практических рекомендаций по 
использованию данного почвоулучшителя в ука-
занных целях необходимо проведение мелкоделя-
ночных и долгосрочных полевых экспериментов с 
биочаром на основе С4-растений.
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Transformation of Biochar from Plant Biomass in Soil: 
Evaluation by Isotopic Labelling Method
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Pyrolysis is considered as one of the promising methods for processing agricultural waste and producing 
fertilizers. The effectiveness of the resulting biochar as a fertilizer has been proven, but to this day 
questions remain open about the preferential ways of decomposition of organic substances in its 
composition – biotic or abiotic. In this work, the transformation pathways of biochar made from corn – 
a plant with the C4 type of photosynthesis (with an increased content of 13C) – were assessed using 
the solid-phase CP/MAS 13C NMR spectroscopy method. The biochar was placed in the top layer 
of a soil monolith of gray forest soil, and for 90 days the precipitation regime characteristic of central 
Russia was simulated. In the obtained NMR spectra of soil samples with biochar, the peak at 129 ppm, 
characteristic of aromatic compounds, increased with the time of the experiment in the upper soil 
layer, but not in other layers. This suggests that biochar particles do not migrate down the soil profile 
during one season. At the same time, the intensity of cumulative microbial respiration in the presence of 
biochar increased – from 85.0 g CO2 kg–1 in the control sample to 201.4 g CO2 kg–1 in the sample with 
biochar (top soil layer). According to the NMR spectra of the salt formed during the mineralization of 
carbon dioxide released from the soil, it contains labeled carbon: the spectra have a peak at 169 ppm, 
characteristic of carbonates. The cumulative volume of CO2 released from the soil with biochar was 
1.9 times greater than from the control soil. The addition of decomposer microorganisms led to an 
additional increase in the volume of CO2 – 2.4 times relative to the control, which indicates the role of 
microorganisms in the destruction of soil organic matter and biochar. However, based on the stability 
of the total carbon content in the soil, it can be concluded that only a small proportion of biochar 
components is susceptible to biotic decomposition.

Keywords: carbon, biochar, isotope label, particle migration, respiratory activity
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