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Массовое использование антибактериальных препаратов в сельскохозяйственном производстве вызывает загряз-
нение окружающей среды и оказывает влияние на микробные сообщества экосистем, а также на выполняемые ими 
функции. Уреаза, участвующая в цикле азота, способствует расщеплению мочевины до аммиака, который является 
источником азотного питания растений и микроорганизмов. Объектами исследования являлись суглинистые дерново-
подзолистая (Umbric Albeluvisols Abruptic) и серая лесная (Greyic Phaeozems Albic) почвы сельскохозяйственного 
назначения. В качестве поллютантов использовали антибиотики различных групп, отличающиеся по спектру 
воздействия и физико-химическим характеристикам: тилозин, бензилпенициллин, окситетрациклин. Уреазная 
активность дерново-подзолистой почвы без внесения антибиотиков составляла 0,951 г NH

3
/10 г почвы за 24 ч, серой 

лесной – 1,178 г NH
3
/10 г почвы за 24 ч. Результаты исследования демонстрируют преимущественно токсическое 

влияние антибиотиков на уреазную активность. Воздействие препаратов зависит как от их концентраций и свойств, 
так и от свойств и типа почв. Уреазная активность серой лесной почвы выше, чем дерново-подзолистой, и является 
более устойчивой к воздействию антибактериальных препаратов. Наибольшее токсическое влияние на уреазную 
активность дерново-подзолистой почвы оказала тройная смесь антибиотиков, серой лесной – тилозин, однако эти 
воздействия не являлись дозозависимыми (p > 0,05). Установлены достоверные отрицательные корреляционные 
зависимости активности уреазы в дерново-подзолистой почве от концентрации окситетрациклина и его смеси с ти-
лозином, в серой лесной – от концентрации бензилпенициллина и смеси окситетрациклина с тилозином (p < 0,05).
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Study of the effect of antibiotics on the urease activity
of sod-podzolic and gray forest soils

© 2022. A. G. Kosmacheva1 
ORCID: 0000-0002-1988-8615,

S. M. Chesnokova1
 ORCID: 0000-0001-5126-1786, T. A. Trifonova1, 2 

ORCID: 0000-0002-1628-9430,
1Vladimir State University named after

Alexander Grigorievich and Nikolai Grigorievich Stoletovs,
87, Gorky St., Vladimir, Russia, 600000,

2M. V. Lomonosov Moscow State University,
1, Leninskie Gory, Moscow, Russia, 119991,

e-mail: hijadelaluna@mail.ru

Environmental pollution with antibacterial drugs is associated with their massive use, and can affect the microbial 
communities of ecosystems and their functions, which determines the relevance of the study of such effects. Urease par-
ticipates in the nitrogen cycle, promotes the breakdown of urea to ammonia. Ammonia, in turn, is a source of nitrogen 
nutrition for plants and microorganisms. The objects of research were sod-podzolic (Umbric Albeluvisols Abruptic) and 
gray forest (Greyic Phaeozems Albic) agricultural soils. Antibiotics of various groups were used as pollutants, differing 
in the spectrum of action and physicochemical characteristics: tylosin, benzylpenicillin, oxytetracycline. The urease activ-
ity of the sod-podzolic soil without antibiotics was 0.951 g NH

3
/10 g soil/24 hours, gray forest soil – 1.178 g NH

3
/10 g 

soil/24 hours. The results of the study demonstrate the predominantly toxic effect of antibiotics on urease activity. The 
effect of drugs depends both on their concentrations and properties, and on the properties and type of soil. The urease 
activity of gray forest soil is higher than that of sod-podzolic soil, and is more resistant to the effects of antibacterial 
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drugs. A triple mixture of antibiotics had the greatest toxic effect on the urease activity of the sod-podzolic soil. Tylosin 
had the greatest toxic effect on the urease activity of the gray forest soil. However, these effects were not dose-dependent 
(p > 0.05). Significant negative correlations were established for dependences of the urease activity of sod-podzolic soil 
on the concentration of oxytetracycline and its mixture with tylosin, and the urease activity of gray forest soil on the 
concentration of benzylpenicillin and a mixture of oxytetracycline with tylosin (p < 0.05).

Keywords: antibiotics, urease activity, sod-podzolic soil, gray forest soil.

Антибиотики широко используются в ме-
дицине, ветеринарии и сельском хозяйстве 
для лечения и профилактики заболеваний, 
стимулирования роста и продуктивности 
животных. До 90% вводимых в организм 
антибактериальных препаратов выделяются с 
экскрементами, поступая в почвы вследствие 
применения навоза, сточных муниципальных 
вод и их осадков для удобрения и орошения 
сельскохозяйственных земель [1–3]. Концен-
трации антибиотиков в наземных экосистемах 
варьируются от нескольких нг/кг до сотен  
мг/кг и зависят от свойств и продолжитель-
ности использования [1–5].

При попадании в окружающую среду 
антибиотики способны оказывать воздействие 
на микробные сообщества экосистем благо-
даря своим бактерицидным и бактериоста-
тическим свойствам. К настоящему времени 
исследовано воздействие антибактериальных 
препаратов различных групп на структурное, 
функциональное, генетическое разнообразие 
и обилие почвенных микроорганизмов (МО), 
а также на осуществляемые ими процессы 
[2–13].

В связи с тем, что ключевую роль в под-
держании гомеостаза почвы играют энзима-
тические процессы, осуществляющие круго-
ворот веществ и энергии и определяющие её 
биологическую активность, активность фер-
ментов используется в диагностике состояния  
и экологическом мониторинге почв, является 
важным биоиндикатором реакции МО на воз-
действие антибиотиков [2, 14]. Наибольшее 
значение для исследований представляют 
ферменты классов гидролаз и оксидоредук-
таз, особенно связанные с циклами углерода 
и азота [14].

Уреаза (карбамид-аминогидролаза) –  
фермент, участвующий в цикле азота, рас-
щепляющий связи между углеродом и азотом 
мочевины с образованием аммиака и уг-
лекислого газа, а также предотвращающий 
изомеризацию карбамида в цианат аммония, 
токсичный для растений. Мочевина поступает 
в почву в составе азотных удобрений, навоза, 
растительных остатков и образуется в про-
цессе биохимических превращений. Аммиак, 
в свою очередь, является источником азотного 

питания растений и МО. Активность уреазы 
служит диагностическим показателем спо-
собности почвы накапливать минеральный 
азот. Высокая активность фермента может 
приводить к повышению реакции почвен-
ной среды из-за накопления ионов аммо-
ния, следствием чего являются потери азота  
в составе аммиака [14, 15]. Уровень уреазной 
активности и распределение по профилю за-
висят от генетических особенностей почвы, 
её химических и физических свойств, меха-
нической обработки [14].

В настоящее время опубликованы ис-
следования о влиянии антибиотиков окси-
тетрациклина, хлортетрациклина, сульфа-
пиридина, сульфаметазина, сульфадиазина, 
смеси сульфаниламидных антибиотиков 
(сульфадиметоксина, сульфаметоксазола, 
сульфаметазина), тилозина и ампициллина на 
уреазную активность различных почв [6–12]. 
Показано, что изменения активности уреазы 
в почвах, обработанных окситетрациклином, 
соответствовали изменению микробной био-
массы. Культивируемые растения снижали 
токсический эффект антибиотиков [6]. По-
вышение уреазной активности при обработке 
антибиотиками демонстрировало возможность 
почвенной микрофлоры использовать внесён-
ные препараты в качестве источника углерода 
[8]. Установлено, что растворённое органи-
ческое вещество навоза и хлортетрациклин 
оказывали противоположное воздействие на 
уреазную активность почвы: органическое 
вещество стимулировало активность фермен-
та, добавление антибиотика ингибировало его 
[7]. Более устойчивой к воздействию суль-
фаметазина оказалась почва, имеющая более 
высокую уреазную активность, величину pH, 
содержание органического углерода и азота, 
численность МО [9]. Добавление сульфанил-
амидов ингибировало уреазную активность 
почв [11].

В ранее опубликованных нами работах 
установлено токсическое воздействие тило-
зина, ампициллина и их смеси на уреазную 
активность дерново-подзолистой супесчаной 
слабоокультуренной почвы в модельном ла-
бораторном эксперименте [12], а также бен-
зилпенициллина (концентрация 200 мг/кг),  
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окситетрациклина, тилозина на уреазную 
активность дерново-подзолистой легкосугли-
нистой пахотной почвы [13].

Целью данной работы являлось изучение 
и сравнение воздействия антибиотических 
препаратов разных групп (тилозина, оксите-
трациклина, бензилпенициллина) в широком 
диапазоне концентраций (50–700 мг/кг) на 
уреазную активность дерново-подзолистой и 
серой лесной суглинистых почв методом мо-
дельных лабораторных исследований.

Актуальность работы обусловлена тем, 
что изменение активности уреазы при загряз-
нении антибиотиками может быть причиной 
нарушения азотного цикла почвы и может 
привести к потере плодородия основных 
пахотных почв Владимирской области – 
дерново-подзолистых и серых лесных. 

Объекты и методы исследования

Объектами исследования являлись су-
глинистые дерново-подзолистая (����������Umbric Al-
beluvisols Abruptic) (56o4,783′N, 40o34,850′E) 
и серая лесная (Greyic Phaeozems Albic) 
(56o25,83′N, 40o23,17′E) почвы [16], образцы 
которых отобраны в соответствии с ГОСТ 
17.4.4.02-84 на сельскохозяйственных участ-
ках во Владимирской области. Выбор типов 
почв обусловлен преобладанием их на сель-
скохозяйственных угодьях во Владимирской, 

а также в соседних Ивановской и Ярославской 
областях. В целом на пашне Верхневолжского 
региона на них приходится 305 тыс. га [14]. По-
скольку наиболее высокие значения актив-
ности изучаемого фермента были выявлены  
в гумусовом горизонте [14], образцы от-
бирали из верхнего слоя почвы с глубины 
0–20 см.

В качестве поллютантов использовали 
антибиотики различных групп, отличающиеся 
по спектру воздействия и физико-химическим 
характеристикам.

Тилозин, относящийся к группе макроли-
дов, подавляет развитие грамположительных и 
некоторых грамотрицательных бактерий, ока-
зывая бактериостатическое действие, способен 
проявлять бактерицидные свойства в высоких 
концентрациях [17]. В эксперименте тилозин 
применялся в лекарственной форме раствора 
для инъекций с концентрацией действующего 
вещества 200 мг/см3. Окситетрациклин, отно-
сящийся к группе тетрациклиновых антибио-
тиков, имеет широкий спектр действия против 
грамположительных и грамотрицательных 
бактерий, проявляет бактериостатическое 
действие, при увеличении концентрации спо-
собен оказывать и бактерицидное действие. 
Бензилпенициллин, относящийся к группе 
β-лактамных антибиотиков, эффективен 
против грамположительных организмов, про-
являя бактерицидные и бактериостатические 

Таблица 1 / Table 1
Агрохимические показатели исследуемых почв 

Agrochemical indicators of the studied soils 
Показатели, единица измерения
Indicators, unit of measurement

Значения показателей
Values of indicators

Методика 
исследования

Method 
of determination

дерново-
подзолистая 

почва
sod-podzolic

 soil

серая лесная 
почва

gray forest
 soil

Кислотность солевой вытяжки, pH
KCl

Acidity, pH
KCl

5,6±0,2 6,8±0,2 ГОСТ 26483-85
GOST 26483-85

Органическое вещество (гумус), %
Organic matter, %

2,4±0,5 4,0±0,6 ГОСТ 26213-91
GOST 26213-91

Азот аммиачный, мг/кг
N-NH

4
+, mg/kg

0,0 0,48±0,07 ГОСТ 26489-85
GOST 26489-85

Азот нитратный, мг/кг
N-NO

3
-, mg/kg

10,1±1,5 2,4±0,7 ГОСТ 26951-86
GOST 26951-86

Cодержание физической глины, %
Physical clay, %

30,2±3,0 35,5±3,6 ГОСТ 12536-2014
GOST 12536-2014
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свойства [17]. Используемые препараты 
окситетрациклина гидрохлорид и бензил-
пенициллина натриевая соль представляли 
собой порошки для приготовления инъекци-
онного раствора в количестве 1 г, содержащие 
1000000 ЕД активного вещества. Рабочие 
растворы антибиотиков для исследования го-
товили путём разбавления исходных препара-
тов в дистиллированной воде. В эксперименте 
использовали концентрации антибиотиков  
в дозах, соответствующих 50, 100, 150, 200, 300, 
400, 500, 600, 700 мг/кг почвы, выбранные на 
основании литературных данных [4–5].

Уреазную активность почвы определяли 
фотоколориметрическим методом по учёту 
количества аммиака, образующегося при ги-
дролизе вносимой мочевины [15]. Контролем 
служила почва, стерилизованная в течение 
3 ч при 180 оС и субстрат без почвы (3% рас-
твор мочевины). Количество аммиака рас-
считывали по предварительно составленной 
калибровочной кривой. Активность уреазы 
рассчитывали по формуле:

,

где A – активность уреазы, мг NH
3
/10 г 

почвы; a – количество аммиака в пробе по гра-
фику, мг; b – количество аммиака в контроле 
по графику, мг; n – навеска воздушно-сухой 
почвы, г; p – разведение [15].

Опыты проводили в трёх повторностях для 
каждой концентрации антибиотика.

Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использованием про-
граммы Statistica 7.0. Был проведён корре-
ляционный анализ зависимости показателя 
уреазной активности почвы от концентрации 
антибиотика (p < 0,05), рассчитан коэффици-
ент корреляции Пирсона. В качестве погреш-
ности указаны значения стандартной ошибки 
среднего. Построение графиков осуществляли 
в программе Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение

Установлено, что уреазная активность 
дерново-подзолистой почвы без внесения 
антибиотиков составляла 0,951 г NH

3
/10 г поч-

вы за 24 ч, серой лесной – 1,178 г NH
3
/10 г 

почвы за 24 ч, что характеризует обе иссле-
дуемые почвы как очень бедные по степени 
обогащённости уреазой [18].

Результаты корреляционного анализа 
зависимости уреазной активности дерново-
подзолистой и серой лесной почв от концентра-
ции антибиотиков представлены в таблице 2.

Полученные результаты демонстрируют 
уменьшение уреазной активности дерново-
подзолистой почвы при внесении антибиоти-
ков. Наибольшее снижение наблюдалось при 
воздействии тройной смеси антибактериаль-
ных препаратов, наименьшее – при внесении 
смеси окситетрациклина и тилозина (рис. 1, 
2). Установлены достоверные отрицательные 
корреляционные зависимости активности 

Таблица 2 / Table 2
Результаты корреляционного анализа зависимости уреазной активности почв 

от концентрации антибиотиков / Results of the correlation analysis of the dependence 
of the urease activity of soils on the concentration of antibiotics

Антибиотики
Antibiotics

Коэффициент корреляции Пирсона (r)
и критерия значимости (p)

Pearson correlation coefficient (r),
 significance criteria value (p)

дерново-подзолистая 
почва / sod-podzolic soil

серая лесная почва
gray forest soil

Бензилпенициллин / Benzylpenicillin r = -0,3337; p = 0,346 r = -0,6983; p = 0,025
Окситетрациклин / Oxytetracycline r = -0,7525; p = 0,012 r = -0,1625; p = 0,654
Тилозин / Tylosin r = -0,4443; p = 0,198 r = -0,3536; p = 0,316
Окситетрациклин + Бензилпенициллин
Oxytetracycline + Benzylpenicillin

r = -0,5670; p = 0,087 r = -0,1594; p = 0,660

Бензилпенициллин + Тилозин
Benzylpenicillin + Tylosin

r = -0,2160; p = 0,549 r = -0,0798; p = 0,827

Окситетрациклин + Тилозин
Oxytetracycline + Tylosin

r = -0,7121; p = 0,021 r = -0,7240; p = 0,018

Окситетрациклин + Бензилпенициллин + Тилозин
Oxytetracycline + Benzylpenicillin + Tylosin

r = -0,5432; p = 0,105 r = -0,0673; p = 0,853
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Рис. 1. Зависимость уреазной активности дерново-подзолистой почвы 
от концентрации внесённых антибиотиков при индивидуальном воздействии

Fig. 1. Dependence of the urease activity of the sod-podzolic soil
 on the concentration of introduced antibiotics under individual exposure
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Рис. 2. Зависимость уреазной активности дерново-подзолистой почвы 
от концентрации внесённых антибиотиков при комбинированном воздействии

Fig. 2. Dependence of the urease activity of the sod-podzolic soil 
on the concentration of introduced antibiotics under combined exposure
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Рис. 3. Зависимость уреазной активности серой лесной почвы 
от концентрации внесённых антибиотиков при индивидуальном воздействии

Fig. 3. Dependence of the urease activity of the gray forest soil 
on the concentration of introduced antibiotics under individual exposure

Рис. 4. Зависимость уреазной активности серой лесной почвы 
от концентрации внесённых антибиотиков при комбинированном воздействии

Fig. 4. Dependence of the urease activity of the gray forest soil 
on the concentration of introduced antibiotics under combined exposure
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фермента от концентрации окситетрациклина 
и его смеси с тилозином (табл. 2).

Выявлено снижение уреазной актив-
ности серой лесной почвы при загрязнении 
бензилпенициллином, тилозином, смесями 
окситетрациклина с тилозином, окситетра-
циклина с бензилпенициллином и тройной 
комбинации препаратов. Окситетрациклин,  
а также смесь бензилпенициллина с тилози-
ном проявляли незначительное, как стиму-
лирующее, так и ингибирующее воздействие 
в зависимости от применяемой концентрации 
(рис. 3, 4). Наибольшее токсическое влияние 
проявлялось при внесении тилозина, однако 
оно не являлось дозозависимым (табл. 2). 
Достоверная отрицательная корреляционная 
зависимость уреазной активности от концен-
трации препарата была установлена для бен-
зилпенициллина и смеси окситетрациклина 
с тилозином (табл. 2).

Установленная уреазная активность серой 
лесной почвы превышает данный показатель 
дерново-подзолистой почвы, что может быть 
связано с более высоким содержанием аммоний-
ного азота (табл. 1), и, как следствие, с большим 
количеством почвенных МО, осуществляющих 
процесс разложения карбамида [14].

Результаты исследования демонстрируют 
преимущественно ингибирующее воздей-
ствие антибиотиков на уреазную активность 
дерново-подзолистой и серой лесной почв, 
что совпадает с опубликованными данными 
[6–13]. Согласно ранее проведённым иссле-
дованиям структуры микробиома дерново-
подзолистой почвы, загрязнённой 200 мг/кг 
бензилпенициллина, окситетрациклина и ти-
лозина, ингибирование уреазной активности 
может быть связано с изменением содержания 
архей семейства Nitrososphaeraceae, которые 
способны использовать мочевину в качестве 
субстрата [13, 19].

Незначительное повышение активности 
уреазы серой лесной почвы при загрязнении 
окситетрациклином и смесью бензилпеницил-
лина с тилозином соответствует литературным 
данным [6, 8] и может быть связано с возмож-
ностью почвенной микрофлоры использовать 
внесённые препараты в качестве источника 
углерода [8].

Наиболее сильное токсическое влияние 
на уреазную активность дерново-подзолистой 
почвы оказала тройная смесь, серой лесной – 
тилозин, однако эти воздействия не являлись 
дозозависимыми (табл. 2).

Достоверные отрицательные корреля-
ционные зависимости значения активности 

уреазы от концентрации препаратов были 
установлены для окситетрациклина при 
добавлении к дерново-подзолистой почве, 
бензилпенициллина – к серой лесной, смеси 
окситетрациклина и тилозина – к обеим ис-
следуемым почвам.

Сравнение результатов воздействия 
антибиотиков на исследуемые дерново-
подзолистую и серую лесную почвы демон-
стрирует различный ответ на влияние пре-
паратов. Уреазная активность серой лесной 
почвы выше и менее подвержена воздействию 
вносимых препаратов, что может быть связано 
с более высокими значениями pH, содержа-
нием органического углерода и аммиачного 
азота (табл. 1) и соответствует литературным 
данным [9].

Ингибирование активности уреазы может 
привести к снижению содержания мине-
рального азота, увеличению концентрации 
фитотоксичного цианата аммония, а повы-
шение – к потерям азота из почвы в составе 
аммиака [14], поэтому результаты данного 
исследования имеют важное теоретическое  
и практическое значение.

Заключение

Впервые изучено влияние антибиотиков 
тилозина, окситетрациклина, бензилпени-
циллина в широком диапазоне концентраций 
(50–700 мг/кг почвы) на уреазную активность 
суглинистых дерново-подзолистой и серой 
лесной почв, как при индивидуальном, так и 
при комбинированном воздействии.

Результаты исследования демонстрируют 
преимущественно токсическое воздействие 
антибиотиков на уреазную активность иссле-
дуемых почв. 

Наибольшее токсическое влияние на уре-
азную активность дерново-подзолистой почвы 
оказала тройная смесь антибиотиков, серой 
лесной – тилозин, однако эти воздействия не 
являлись дозозависимыми.

Установлены достоверные отрицательные 
корреляционные зависимости активности 
уреазы в дерново-подзолистой почве от кон-
центрации окситетрациклина и его смеси  
с тилозином, в серой лесной – от концентрации 
бензилпенициллина и смеси окситетрацикли-
на с тилозином.

Ингибирование активности уреазы может 
привести к снижению содержания минераль-
ного азота, увеличению концентрации фито-
токсичного цианата аммония, а повышение –  
к потерям азота из почвы в составе аммиака. 
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Воздействие антибактериальных препаратов 
зависит от их свойств и концентраций, а также 
от типа и свойств почв. Уреазная активность 
серой лесной почвы выше, чем дерново-
подзолистой, и является более устойчивой к 
воздействию антибиотиков. 
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