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ВВЕДЕНИЕ

Древесина, будучи погребенной в насыщен-
ной влагой почве или в водной среде, разлага-
ется бактериями. Так называемые «эрозионные» 
бактерии (Björdal et al., 1999) – распространен-
ная группа бактерий, разрушающих древесину 
в условиях недостатка кислорода. Эти бакте-
рии вызывают разрушение оболочек клеточных 

стенок, подвергая биоконверсии углеводный 
комплекс древесинного вещества – целлюлозу 
и гемицеллюлозы. Разложение древесины про-
исходит медленно в радиальном направлении от 
заболони к ядру. Скорость разложения зависит 
не только от продолжительности экспозиции, но 
и от условий окружающей среды и древесной 
породы (Blanchette, 2000; Babiński et al., 2002; 
Helmsa et al., 2004; Björdal, 2012). В результате 
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Исследована древесина сосны обыкновенной после 100–600-летней экспозиции в анаэробных условиях. Об-
разцы извлечены из грунта при археологических раскопках в г. Великом Новгороде. Установлено, что разру-
шение вторичных оболочек клеточных стенок, в основном слоя S2, трахеид в заболонной древесине происхо-
дило после 100-, а в ядровой – после 400-летней экспозиции в грунте. Археологическая древесина содержала 
примеси минеральных частиц, преимущественно состоящих из нерастворимых в воде соединений железа и 
калия. Результаты термогравиметрии свидетельствуют об изменении относительного содержания гемицеллю-
лоз, целлюлозы и лигнина в образцах археологической древесины. При длительной экспозиции в анаэробных 
условиях (400 и 600 лет) в древесине на 8–13 % снизилась доля гемицеллюлоз и целлюлозы и увеличилась 
на 6–9 % доля лигнина по сравнению с образцами 100- и 200-летней экспозиции. Это подтверждается также 
данными химического анализа. Окислительная термодеструкция как углеводного комплекса, так и лигнина на-
чиналась при более низких температурах, что свидетельствует о снижении термической стабильности основ-
ных компонентов древесинного вещества. Все исследованные образцы древесины характеризовались заметно 
более высокой долей остаточной массы после термического разложения по сравнению со свежесрубленной, 
что указывает на повышенное содержание минеральных веществ. Суммарный тепловой эффект окислитель-
ной термодеструкции углеводной и ароматической составляющих древесинного вещества был больше (13.1 и 
12.6 кДж · г–1) для образцов 400- и 600-летней экспозиции по сравнению с образцами 100- и 200-летней экс-
позиции (8.9 и 10.8 кДж · г–1). В древесине обнаружены моно-и сесквитерпены, а также наиболее устойчивый 
к биологической деградации дитерпен 18-норабиетан, на долю которого приходится от 30 до 64 % в составе 
летучих органических веществ. Полученные результаты указывают на значительные изменения в составе и 
структуре древесины сосны обыкновенной после 400-летней экспозиции в анаэробных условиях.
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образуется пористая и хрупкая структура с не-
большим количеством полисахаридов, состоя-
щая в основном из остаточного лигнина, кото-
рый легко разрушается в процессе высыхания 
(Colombini et al., 2009; Tamburini et al., 2015). 

Древесина сосны обыкновенной Pinus syl
vestris L. является основным строительным ма-
териалом на Русском Севере. Интерес к ее раз- 
рушению в анаэробных условиях возрос в нача- 
ле XXI в., когда широкомасштабное исследова-
ние свайных фундаментов, проведенное в рам-
ках проекта Европейского союза BACPOLES 
(Klaassen, 2005), выявило, что древесина сосны 
в этих конструкциях не удовлетворяет современ-
ным требованиям по эксплуатации в анаэробных 
условиях, и в настоящее время в Швеции ее за-
прещено использовать для свайных фундаментов.

При изучении археологической древеси-
ны традиционно используется метод микро-
скопии (Hoffmann, Jones, 1990). Вместе с тем 
в настоящее время ведется поиск других мето-
дов исследования процесса деструкции архе-
ологической древесины, деревянных свайных 
фундаментов и гидросооружений, архитектур-
ных памятников. Свою эффективность показали 
спектроскопия ядерного магнитного резонан-
са (ЯМР-спектроскопия), газовая хроматогра-
фия, масс-спектрометрия, гель-хроматография 
(Modugno et al., 2008; Colombini et al., 2009). 
Подходы, основанные на использовании методов 
термического анализа в окислительной и инерт-
ной средах при программировании температуры 
нагрева, также достаточно информативны при 
изучении древесины различного происхождения 
(Emandi et al., 2011; Tamburini et al., 2014). До-
стоинствами современных систем термического 
анализа являются их высокая точность, скорость 
измерений и высокая воспроизводимость, с од-
ной стороны, а также простота подготовки об-
разца и малое количество материала, требуемого 
для анализа, – с другой.

Цель данного исследования – оценка из-
менений, произошедших в древесине сосны 
обыкновенной после длительной экспозиции в 
анаэробных условиях, с помощью комплекса со-
временных физико-химических методов анали-
за материалов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследовали образцы древесины, извлечен-
ной из грунта при археологических раскопках 
в г. Великом Новгороде. Хорошая сохранность 

образцов позволила с помощью методов ден-
дрохронологии установить их принадлежность 
к XIV, XVI и XIX вв. 

Для оценки изменения структуры и физико-
химических свойств древесины использовали 
следующие методы: сканирующую электронную 
микроскопию (СЭМ/ЭДС), термогравиметрию 
(ТГ), дифференциальную сканирующую кало-
риметрию (ДСК), хромато-масс-спектрометрию 
(ГХ/МС, вариант парофазного пробоотбора), 
общепринятые в химии древесины методы опре-
деления содержания целлюлозы и лигнина.

Для микроскопического исследования образ-
цы (заболонь и ядровую древесину) вымачивали 
в течение 1 ч в дистиллированной воде. Срезы 
толщиной 80÷100 мкм изготавливали с помо-
щью санного электронного микротома (MSE, 
Россия). Полученные образцы помещали на 
двухсторонний проводящий углеродный скотч, 
высушивали в сушильном шкафу с вентиляци-
ей при температуре 105 °С в течение 2 ч, затем 
анализировали с помощью сканирующего элек-
тронного микроскопа ТМ-1000 (HITACHI, Япо-
ния), совмещенного с энергодисперсионным 
спектрометром.

Термический анализ выполнен на приборах 
TG 209 F1 и DSC 204 F1 (NETZSCH, Германия). 
Образцы древесины предварительно измельчи-
ли, затем проанализировали в атмосфере возду- 
ха при следующих условиях. ТГ: скорость нагре-
ва 10 °С · мин–1 от 25 до 750 °С, скорость потока 
защитного и продувочного газов 20 мл · мин–1, 
масса образца 4.60–7.68 мг, тигель платиновый. 
ДСК: скорость нагрева 10 °С · мин–1 от 25 до 590 
°С, скорость потока защитного и продувочного 
газов 20 мл · мин–1, масса образца 0.36–0.53 мг, 
тигель алюминиевый с перфорированной крыш-
кой, эталон – пустой алюминиевый тигель. Об-
работка результатов измерений осуществлялась 
с помощью пакета программ, поставляемого с 
приборами «NETZSCH Proteus Thermal Analysis 
4.8.4».

Определение компонентного состава лету-
чих веществ, испаряющихся из древесины при 
100 °С, проведено с помощью хромато-масс-
спектрометра «Agilent 5975С-7890А» (Agilent, 
США) с использованием парофазного пробоот-
борника Head Space Sampler G 1888. Герметич-
ные виалы с измельченными образцами поме-
щали в парофазный пробоотборник. Параметры 
парофазного пробоотборника: температура 
термостата 100 °С, температура петли 110 °С, 
температура HS-интерфейса 115 °С, время вы-
держки образца в термостате пробоотборника 7 
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мин. Газохроматографические условия: колонка 
30-метровая кварцевая НР-5 (сополимер 5 %-ди-
фенил-95 %-диметилсилоксан) с внутренним 
диаметром 0.25 мм; температурная программа: 
начальный изотермический участок 50 °С (10 
мин), затем подъем температуры со скоростью 
4 °С · мин–1 от 50 до 200 °С; температура ис-
парителя 280 °С; газ-носитель – гелий с посто-
янным потоком 1.1 мл · мин–1. Идентификацию 
компонентов проводили методом сравнения по 
наличию и соотношению характеристичных 
ионов-фрагментов с использованием базы дан-
ных стандартных образцов из библиотеки масс-
спектров «NIST05а. L» и значениям линейных 
индексов удерживания, используя программу 
обработки данных AMDIS (The Automated Mass 
Spectral Deconvolution and Identification System).

Определение содержания целлюлозы и лиг-
нина в образцах древесины проводили по ме-
тодам Кюршнера и Комарова соответственно 
(Оболенская и др., 1991).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты микроскопического анализа по-
казали, что заметное разрушение клеточных 
стенок заболонной древесины наблюдается 
уже после 100-летней экспозиции. Разложение 
вторичной оболочки клеточной стенки, в ос-
новном слоя S2, особенно хорошо заметно в 
поздней древесине. В заболонной части кле-
точные стенки истончены и наряду с разры-
вами клеточных стенок видны небольшие от-
слоения клеточных стенок трахеид. При 400- и 
600-летней экспозиции разрушения клеточных 
оболочек наблюдаются как в заболонной, так и 
в ядровой древесине. Клетки ядра и заболони 
значительно деформированы, вторичные обо-
лочки клеточных стенок трахеид разрушены, 
отмечается расслоение рядов (рис. 1). Получен-
ные данные согласуются с результатами других 
исследований (Hoffmann, Jones, 1990; Fengel, 
1991). Можно сделать вывод о том, что при 

Деструкция древесины сосны обыкновенной после длительной экспозиции в анаэробных условиях

Рис. 1. Разрушение клеточных стенок археологической древесины после 600 лет экспозиции в грунте. А – за-
болонь, Б – ядро. Продольные (слева) и поперечные (справа) срезы.
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всем многообразии археологических образцов 
и условий их экспозиции разрушение древе-
сины различных хвойных пород происходит 
сходным образом. Как отмечалось выше, в 
анаэробных условиях бактериями разруша-
ются вторичные оболочки клеточных стенок. 
Деструкция начинается с заболонной части 
древесины. Ядровая часть может сохранять 
свою структуру на протяжении длительного 
времени – до 300–400 лет. 

На снимках (рис. 2) видно присутствие ми-
неральных частиц в исследуемых образцах дре-

весины. Установлено, что они состоят из нерас-
творимых в воде соединений железа и калия. 

Накопление минеральных веществ (фосфа-
тов, силикатов, минералов кальция) в древеси-
не отмечалось и другими авторами (Blanchette, 
2000; Cavallaro et al., 2011).

Термическое разложение древесины сосны 
различной по продолжительности экспозиции в 
анаэробных условиях проходило в 3 стадии. Об-
разцы различались между собой по форме кри-
вых ТГ и ДТГ (рис. 3) и по параметрам термо-
деструкции (табл. 1).

Рис.  2. Энергодисперсионные спектры элементного состава археологической древесины 
100-летней экспозиции.
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На первой стадии (25÷160 (190) °С) потеря 
массы (6.2–8.1 %) обусловлена в основном ис-
парением влаги и удалением легколетучих орга-
нических соединений.

Вторая стадия (160 (190) ÷ 359 (370) °С) пре-
имущественно связана с термическим разложе-
нием углеводного комплекса (гемицеллюлоз и 
целлюлозы). Отмечена меньшая термическая 
стабильность древесинного вещества образцов 
400- и 600-летней экспозиции, которые харак-
теризовались более низкой температурой (на 
10–30 °С) начала разложения гемицеллюлоз и 
целлюлозы по сравнению с образцами 100- и 
200-летней экспозиции. При этом потеря массы 
образцами более длительной экспозиции в ана-
эробных условиях оказалась на 8–13 % меньше. 
На ДТГ-кривых образцов 400- и 600-летней экс-
позиции пики, соответствующие термодеструк-
ции углеводной составляющей древесинного 
вещества, отражают максимальную скорость 

потери массы, которая была заметно ниже (7.85 
и 9.19 % · мин–1 соответственно), чем для образ-
цов 100- и 200-летней выдержки в грунте (12.37 
и 14.31 % · мин–1). Из результатов термограви-
метрии следует, что пребывание древесины в 
анаэробных условиях 400 лет и более привело к 
потере наиболее термолабильных компонентов 
(гемицеллюлоз) и частичной деполимеризации 
и деградации целлюлозы.

Третья стадия (359 (370) ÷ 424 (520) °С) от-
ражает термическое разложение основной массы 
ароматической составляющей (лигнина) и сго-
рание угля, образовавшегося в процессе термо-
окислительного разложения образца. Термоде-
струкция лигнина древесины 400- и 600-летней 
экспозиции в анаэробных условиях начиналась 
при более низкой температуре (на 5–11 °С), тем-
пература максимальной скорости термодеструк-
ции лигнина была ниже на 11–22 °С, а потеря 
массы – выше на 6–9 % по сравнению с древеси-

Рис. 3. ТГ- и ДТГ-зависимости от температуры (времени) термического анализа образцов древеси-
ны разной экспозиции в анаэробных условиях: 1 – 100, 2 – 200, 3 – 400, 4 – 600 лет; 5 – температура.

Таблица 1. Стадии термического разложения археологической древесины

Экспозиция, 
лет

Темп. инт.
tпика, °С ПМ, % Темп. инт.

tпика, °С ПМ, % Темп. инт.
tпика,°С

ПМ ОМ
%

100 25–190
39 8.09 190–370

326 61.55 370–500
434 26.41 3.75

200 25–180
52 6.17 180–369

330 63.41 369–520
437 25.60 4.04

400 25–160
63 7.19 160–359

322 50.30 359–424
415 34.17 5.86

600 25–170
56 7.06 170–364

325 53.10 364–478
423 32.90 5.91

Примечание. Темп. инт. – температурный интервал, ПМ – потеря массы, ОМ – остаточная масса.

Деструкция древесины сосны обыкновенной после длительной экспозиции в анаэробных условиях
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ной 100- и 200-летней экспозиции. Более низкая 
температура начала разложения и максималь-
ной скорости потери массы лигнина указывает 
на бόльшую термолабильность основной массы 
ароматической компоненты древесинного веще-
ства, что обусловлено изменением его структуры 
и состава.

На ДТГ-кривых образцов древесины 400- и 
600-летней экспозиции также зафиксированы 
слабовыраженные пики (плечо) при 447–493 
и 614 °С с соответствующей потерей массы от 
0.52 до 1.51 и 0.06 % (в табл. 1 эти данные не 
представлены), что может быть связано как с до-
горанием угля, так и с гетерогенностью арома-
тической компоненты древесинного вещества. 

Биодеструкция углеводного комплекса в об-
разцах древесины длительной экспозиции в ана-
эробных условиях привела к смещению процес-
са термического разложения лигнина в область 
более низких температур, а также к увеличению 
его массовой доли в составе древесинного веще-
ства по сравнению с образцами 100- и 200-лет-
него пребывания в грунте.

Для всех исследуемых образцов древесины 
доля остаточной массы после термодеструкции 
была значительно выше, чем для свежесрублен-
ной древесины этой породы (0.26 %) (Лоскутов 
и др., 2015). Это указывает на повышенное со-
держание минеральных веществ. Для образцов 

древесины 400- и 600-летней экспозиции этот 
показатель был наибольшим (см. табл. 1). Ре-
зультаты термогравиметрии подтверждаются 
данными о содержании целлюлозы и лигнина, 
определение которых выполнено традиционны-
ми химическими методами (табл. 2). 

Установлено, что содержание целлюлозы в 
древесине 400- и 600-летней экспозиции было 
на 7.1–19.3 % меньше, а лигнина – на 8.6–18.7 
% больше по сравнению с образцами 100- и 
200-летнего пребывания в грунте в анаэробных 
условиях.

На рис. 4 представлены результаты диффе-
ренциальной сканирующей калориметрии об-
разцов археологической древесины. Термиче-
ское разложение древесины в атмосфере воздуха 
проходило в две последовательные стадии, ко-
торые сопровождались поглощением и выделе-
нием тепла. На ДСК-кривых всех исследуемых 
образцов древесины отмечался эндотермиче-

Таблица 2. Массовая доля (%) целлюлозы и лигнина 
в образцах древесины различной экспозиции 
в анаэробных условиях

Вещество
Экспозиция в почве, лет

100 200 400 600

Целлюлоза 49.17 52.87 42.09 33.60
Лигнин 30.80 29.32 39.39 48.04

Рис. 4. ДСК-кривые термодеструкции образцов древесины различной экспозиции в анаэробных 
условиях: 1 – 100, 2 – 200, 3 – 400, 4 – 600 лет.
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ский процесс, обусловленный удалением гигро-
скопической воды и легколетучих органических 
соединений (при температуре до 150 (180 °С)), и 
экзотермический процесс окислительной термо-
деструкции древесинного вещества.

Образцы древесины 400- и 600-летней экс-
позиции отличались заметно более низкой вели-
чиной эндоэффекта (табл. 3). 

Расчет теплопоглощения, отнесенного к еди-
нице массы воды (Qисп, кДж · (моль Н2О)–1), пока-
зал, что все образцы, за исключением древеси-
ны 200-летней экспозиции, характеризовались 
меньшей теплотой испарения, чем «свободная» 
вода (рис. 5). 

Это свидетельствует о вкладе легколетучих 
органических соединений, теплота испарения 
которых значительно меньше удельной теплоты 
испарения воды. Другими словами – величина 
эндоэффекта определяется соотношением свя-
занной воды и летучих органических веществ в 
образце древесины.

Газохроматографический анализ по мето-
дике парофазного пробоотбора показал, что в 
образцах археологической древесины действи-

тельно присутствовали летучие органические 
вещества, в составе которых доминировал ди-
терпен 18-норабиетан (рис. 6).

Это соединение характерно для расте-
ний, относящихся к семейству сосновых (Otto, 
Simoneit, 2001; Дучко, 2016). Следует отметить, 
что состав летучих органических веществ в це-
лом представлен малым числом индивидуаль-
ных соединений, при этом на долю 18-норабие-
тана приходится от 30 до 64 % (табл. 4).

В составе летучих соединений образца древе-
сины 100-летней экспозиции обнаружены также 
наиболее легколетучие соединения – монотер-
пены и их производные, 400-летней экспозиции 
– сесквитерпены. Присутствие 18-норабиетана 
в составе летучих органических веществ даже 
после 600-летней экспозиции древесины в грун-
те свидетельствует о его устойчивости к биоде-
градации в анаэробных условиях.

Наиболее существенные различия тепло-
выделения при окислительной термодеструк-
ции образцов наблюдаются в температурном 
диапазоне от 160 до 590 °С. На кривой ДСК в 
температурном диапазоне термического разло-
жения углеводного комплекса образцов 100- и 
200-летней экспозиции в грунте четко выражен 
пик экзотермы, в то время как для образцов 400- 
и 600-летней экспозиции в этом температурном 
диапазоне на кривой ДСК регистрируется почти 
«плато». Пик термической деструкции лигни-
на четко выражен у всех образцов, но его тем-
пература значительно ниже у образцов 400- и 
600-летней экспозиции. Кроме того, эти образцы 
характеризуются дополнительным пиком (пле-
чом) на кривой ДСК в высокотемпературной об-
ласти, что может свидетельствовать и о догора-
нии угля, образовавшегося в процессе нагрева, 
и о гетерогенности ароматической части древе-

Таблица 3. Результаты дифференциальной сканирующей калориметрии образцов 
археологической древесины

Продолжительность 
экспозиции, лет t1, °С –Q1, Дж/г

t2 t3 Q(t2, t3), кДж/г
°С

100 50.0 133.8 345.5 460.6 8.9
200 49.1 176.0 347.8 450.5 10.8
400 42.6 79.1 339.0 437.3 13.1
600 52.0 109.0 348.9 443.5 12.6

Примечание. t1 – температура пика испарения влаги и легколетучих органических соединений, t2  – температура пика 
деструкции углеводного комплекса (гемицеллюлоз и целлюлозы), t3  – температура пика термического разложения лигни-
на, Q1  – тепловой эффект испарения влаги, Q(t2, t3)  – суммарный экзотермический эффект окислительной термодеструкции 
древесины.

Рис. 5. Тепловой эффект испарения влаги, отнесен-
ный к единице массы воды.
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Рис. 6. Хроматограмма летучих веществ ископаемой древесины 100-летней экспозиции и масс-спектр 
18-норабиетана.

Таблица 4. Химический состав летучих органических соединений ископаемой древесины

Вещество
Экспозиция в анаэробных условиях, лет 

100 200 400 600

Монотерпены и их производные
п-цимен 6.162* − − −
п-цимен-8-ол 11.073 − − −
Вербенон 18.296 − − −

Сесквитерпены
Лонгифолен − − 2.057 −
Каламенен − − 6.677 −
Кадалин − − 1.833 −

Дитерпены
18-норабиетан 55.235 49.178 63.632 30.339

Примечание. *Доля от общего содержания летучих органических соединений, %; прочерк – вещество 
не обнаружено.
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синного вещества. Термическая деструкция об-
разцов 400- и 600-летней экспозиции протекала 
со значительно бόльшим тепловым эффектом по 
сравнению с образцами 100- и 200-летней экс-
позиции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Использование современных методов 
электронной сканирующей микроскопии, со-
вмещенной с энергодисперсионной спектро-
метрией, термического анализа, хромато-масс-
спектрометрии с парофазным пробоотбором и 
традиционного в химии древесины определения 
содержания целлюлозы и лигнина позволило 
установить ряд показателей свойств древесины 
сосны обыкновенной после различной по дли-
тельности экспозиции в анаэробных условиях.

Обнаружены изменения формы трахеид и 
структуры клеточных стенок. Такая картина ха-
рактерна для древесины заболони после 100-лет-
ней, а ядровой – после 400-летней экспозиции 
в анаэробных условиях. В зонах максимальной 
деградации древесной ткани присутствует по-
вышенное (не характерное для натуральной дре-
весины) содержание минеральных включений с 
преобладанием нерастворимых в воде соедине-
ний железа и калия. Отмечено различное по со-
держанию и компонентному составу присутствие 
в древесине летучих органических веществ (тер-
пенов), среди которых обнаруживаются монотер-
пены, сесквитерпены и 18-норабиетан, превали-
рующий во всех исследованных образцах.

Результаты термогравиметрии свидетель-
ствуют о снижении доли углеводного комплек-
са (гемицеллюлоз и целлюлозы) и об увеличе-
нии доли лигнина в образцах древесины 400- и 
600-летней экспозиции в грунте, что подтверж-
дается данными химического анализа. «Разрых-
ленность» древесинного вещества, обусловлен-
ная его энзиматическим разложением, привела 
к уменьшению термостабильности древесины, 
выражающейся в понижении температуры тер-
модеструкции основных полимерных компонен-
тов, изменению тепловых эффектов в условиях 
термоокислительного разложения и увеличению 
доли остаточной массы после завершения тер-
мического разложения древесины.
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The wood of Scots pine after 100–600-year exposure to anaerobic conditions was studied. The samples were taken from 
the soil during archaeological excavations in the city of Veliky Novgorod. It has been established that the destruction 
of the secondary wall layers (mainly S2 layer) of tracheids in the sapwood and heartwood occurred after 100 and 
400 years of exposure, respectively. Archaeological wood contained mineral particles consisting of water-insoluble 
compounds of iron and potassium. The results of thermogravimetry showed the changes in the relative content of 
hemicelluloses, cellulose and lignin in the samples of archaeological wood. The proportion of hemicelluloses and 
cellulose in wood decreased by 8–13 % and the proportion of lignin increased by 6–9 % under the prolonged exposure 
to anaerobic conditions (400 and 600 years) compared to the samples of 100 and 200-year exposure. This was also 
confirmed by chemical analysis data. The oxidative thermal decomposition of the carbohydrate complex, as well as 
lignin started at lower temperatures indicating lower thermal stability of the main components of the wood substance. 
All the studied wood samples were characterized by a significantly higher proportion of residual mass after thermal 
decomposition compared to sound wood. This fact also suggested higher content of mineral substances. The total 
thermal effect of oxidative thermal decomposition of carbohydrate and aromatic components of the wood substance 
was noticeably higher (13.1 and 12.6 kJ · g–1) for the samples of 400 and 600-year exposure compared to those of 
100 and 200-year exposure (8.9 and 10.8 kJ · g–1). Mono-and sesquiterpenes were found in wood, as well as diterpen 
18-norabietan, the most resistant one to biological degradation, which accounted for 30–64 % of the total content of 
volatile organic substances. The obtained results indicated significant changes in the composition and structure of 
Scots pine wood after 400 years of exposure to anaerobic conditions.
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