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В условиях модельных экспериментов изучено влияние гормоноподобного ксенобиотика нонилфе-
нола на биологическую активность дерново-подзолистой суглинистой почвы (Eutric Albic Retisol
(Abruptic, Loamic, Aric, Ochric)). Объектом исследования являлись верхние горизонты дерново-
подзолистой суглинистой почвы, отобранные в Ленинградской области. Численность почвенной
микробиоты, активность почвенных ферментов и почвенное дыхание определяли общепринятыми в
почвенной микробиологии и биохимии методами. Содержание нонилфенола в почвенных образцах
исследовали методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Установлено, что загрязне-
ние почвы нонилфенолом вызывает время- и дозозависимые изменения в активности пула фермен-
тов азотного, углеводного циклов и окислительно-восстановительных ферментов, приводит к усиле-
нию базального дыхания. Полученные результаты являются важным этапом, необходимым для про-
гнозирования состояния почв, загрязненных алкилфенолами, и могут быть использованы при
разработке методологии ремедиации почв, контаминированных гормоноподобными соединениями.
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ВВЕДЕНИЕ
Нонилфенолы (НФ) являются основными

продуктами неполной деградации нонилфенол-
этоксилатов – неионогенных поверхностно-ак-
тивных веществ, широко используемых в про-
мышленности и быту. В окружающую среду НФ
попадают в основном с бытовыми и промышлен-
ными сточными водами и обнаруживаются во
всех экосистемах: воде, воздухе, почве [9, 15]. Со-
держание НФ в почвах варьирует в широких пре-
делах – от нанограммов до сотен миллиграммов в
1 кг почвы в зависимости от количества внесен-
ных органических удобрений и осадков сточных
вод [15, 16].

При попадании в почву НФ накапливаются в
почвенных организмах и растениях, оказывают
на них токсическое действие [15, 24, 25]. Продви-
гаясь по пищевой цепи, НФ попадают в организм
человека, что представляет серьезную угрозу для
здоровья, поскольку, являясь гормоноподобны-
ми соединениями, вызывают нарушения эндо-
кринных функций организма, а также могут при-
водить к развитию онкологических заболеваний
[20, 30, 31]. В силу этих причин в ряде стран

(США, страны ЕС) введены ограничения на про-
изводство и использование НФ, их содержание в
окружающей среде строго регламентируется [14,
18, 23]. Однако в Российской Федерации и ряде
других стран, в частности в Китае, Индии и стра-
нах Южной Америки, ограничений на его произ-
водство и использование в настоящее время нет.

При загрязнении почв НФ происходят дозо- и
времязависимые изменения численности основ-
ных физиологических групп почвенных микро-
организмов. В присутствии НФ наблюдается зна-
чительное увеличение количества гетеротрофных
и олиготрофных микроорганизмов, а также бак-
терий, толерантных к НФ. Наиболее чувствитель-
ными к НФ являются актиномицеты и спорооб-
разующие бактерии [2]. Под воздействием НФ
отмечено уменьшение видового разнообразия
бактериоценозов в почвах различных типов. В
таксономической структуре микробного сообще-
ства загрязненных НФ почв доминирующим фи-
лумом становится Proteobacteria, доля которого
значительно возрастает по сравнению с кон-
трольными незагрязненными почвами. Измене-
ния филогенетической структуры почвенных мик-
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робоценозов сопровождаются снижением ин-
тенсивности минерализации азотсодержащих
органических веществ, замедлением процессов
иммобилизации азота, увеличением фитотоксич-
ности почвы [2, 21].

При попадании в почву НФ могут имитиро-
вать функции природных микробных ауторегуля-
торов, вмешиваясь в процесс коммуникации
микробных клеток в популяции, что может нега-
тивно сказываться на сукцессии и стабильности
функционирования микробных сообществ [1].

Наряду с воздействием на микробные системы
почв НФ могут оказывать определенное влияние
и на происходящие в них биохимические процес-
сы. Важнейшую роль в сохранении биохимиче-
ского равновесия в почве при ее различных загряз-
нениях играют ферменты системы микроорганиз-
мы–почва. Ферментный пул почв участвует на
всех этапах трансформации поступающих в почву
органических и неорганических веществ, является
важнейшим регулятором биохимического гомео-
стаза почв. Благодаря ферментному пулу метабо-
лизм почвы может сохраняться стабильным, даже
если условия окружающей среды неблагоприятны
для жизнедеятельности микроорганизмов.

Известно, что на ферментативную активность
почв существенное влияние оказывают различные
поллютанты как неорганической, так и органиче-
ской природы: тяжелые металлы, нефтепродукты,
пестициды и др. Воздействие поллютантов на ак-
тивность почвенных ферментов разнонаправлено,
характер и степень влияния зависят от типа фер-
мента, природы поллютанта и его содержания в
почве, типа почвы и продолжительности инкуби-
рования контаминированных почв [3, 10, 12, 17, 32].

Однако вопрос о влиянии на активность поч-
венных ферментов алкилфенолов, в частности
НФ, в настоящее время остается открытым.

Цель настоящего исследования – изучение
влияния гормоноподобного ксенобиотика но-
нилфенола на биологическую активность дерно-
во-подзолистой суглинистой почвы Ленинград-
ской области.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали верхние горизонты (0–

20 см) дерново-подзолистой суглинистой почвы
(Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic, Aric, Ochric)),
отобранной с опытного поля Санкт-Петербург-
ского государственного аграрного университета
(г. Пушкин). Воздушно-сухую почву просеивали
через сито с диаметром отверстий 2 мм и увлаж-
няли до 60% от полной влагоемкости.

Для обработки почвенных образцов в модель-
ном эксперименте технический нонилфенол
(CAS: 84852-15-3, Sigma-Aldrich (США)) предва-
рительно растворяли в ацетоне и добавляли к 10 г

стерильного кварцевого песка. После выпарива-
ния ацетона (в течение 1 ч) обработанный НФ
кварцевый песок смешивали с увлажненной поч-
вой (60% от полной влагоемкости), создавая кон-
центрации НФ 30 и 300 мг/кг абсолютно сухой
почвы (а. с. п.). В качестве контроля использова-
ли дерново-подзолистую суглинистую почву с до-
бавлением кварцевого песка (с предварительно
выпаренным ацетоном, не содержащим НФ).
Почвенные образцы инкубировали при комнат-
ной температуре в течение 90 сут и влажности
почвы 60% от полной влагоемкости.

Численность целлюлозоразрушающих бакте-
рий и микромицетов определяли общепринятыми
в почвенной микробиологии методами на стан-
дартных питательных средах: Гетчинсона и Чапека
соответственно [5]. Для десорбции микроорганиз-
мов с почвенных частиц водно-почвенные сус-
пензии обрабатывали ультразвуком (частота
40 КГц) в ультразвуковой ванне DA-963 (КНР) в
течение 10 мин, а затем встряхивали на шейкере
Certomat BS-1 (180 об./мин) в течение 10 мин.

Уреазную активность почвенных образцов
определяли колориметрически по методу, осно-
ванному на измерении количества аммиака, об-
разующегося при гидролизе мочевины за 24 ч.
Интенсивность окраски образующихся продук-
тов реакции аммиака с реактивом Несслера опре-
деляли на спектрофотометре Genesys 10uv scan-
ning (Thermo Spectronic, США) при длине волны
400 нм. В качестве контрольных вариантов ис-
пользовали реактивы без почвы и с почвами без
субстрата (мочевины). Уреазную активность вы-
ражали в миллиграммах N–NH4/г а. с. п. [8].

Уровень протеолитической активности оце-
нивали методом, основанном на способности
протеолитических ферментов почвы расщеплять
белковый субстрат до аминокислот с последую-
щим определением их количества с помощью
нингидрина. В качестве субстрата использовали
желатин. По количеству образующихся за 24 ч из
желатина аминокислот судили о протеолитиче-
ской активности почвы, которую выражали в мг
глицина/г а. с. п. [8].

Уровень амилазной активности оценивали по
количеству редуцирующих сахаров, образующих-
ся при гидролизе крахмала в почве за 24 ч [8]. Со-
держание редуцирующих сахаров определяли ан-
троновым методом [15] с использованием спек-
трофотометра Genesys 10uv scanning (Thermo
Spectronic, США). Амилазную активность выра-
жали в миллиграммах мальтозы/г а. с. п.

Целлюлазную активность определяли колори-
метрически по количеству глюкозы, образую-
щейся при гидролизе целлюлозы в почве за 24 ч, и
выражали в мг глюкозы/г а. с. п. [8].

Уровни дегидрогеназной активности опреде-
ляли по интенсивности окрашивания трифенил-
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формазана (ТФФ) при 540 нм на спектрофото-
метре Genesys 10uv scanning (Thermo Spectronic,
США) и выражали в мг ТФФ/10 г а. с. п. [8].

Каталазную активность определяли с исполь-
зованием пермангатометрического титрования и
выражали в мл 0.1 н. KMnO4/г а. с. п. [8].

Почвенное дыхание определяли с использова-
нием модифицированного адсорбционного мето-
да по интенсивности выделения почвой углекис-
лого газа и выражали в мг СО2/100 г а. с. п. [11].

Экстракцию НФ из лиофильно высушенных
почвенных образцов проводили гексаном по ме-
тодике, описанной ранее [2].

Анализ содержания НФ проводили методом
высокоэффективной жидкостной хроматографии
на приборе HP1090 (“Hewlett-Packard”, США) с
диодно-матричным детектором при длине волны
278 нм с разрешением 1.2 нм. Условия хромато-
графирования: колонка Discovery HS C18 (7.5 см ×
× 2.1 мм, 3 мкм) производства Supelco (США),
температура колонки – 35°С, скорость потока
элюента – 0.4 мл/мин, объем пробы – 200 мкл. В
качестве элюента использовали 70%-ный водный
раствор ацетонитрила, содержащий 0.1% три-
фторуксусной кислоты. Степень извлечения НФ
из почвенных образцов составляла 98 ± 1%.

Полученные данные представлены как сред-
нее значение ± стандартное отклонение трех не-
зависимых повторов каждого варианта с тремя
параллельными повторностями в каждом. Значи-
мость различий между вариантами выявляли при
использовании критерия Стьюдента. Различия
считались значимыми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Внесение НФ в почву вызывает время- и дозоза-

висимые изменения в активности пула ферментов
азотного (уреазной и протеазной активностей), уг-
леводного (амилазной и целлюлазной активно-
стей) циклов и окислительно-восстановительных
ферментов (дегидрогеназной и каталазной актив-
ностей).

Через сутки после начала инкубирования в об-
разцах почвы, загрязненных НФ в концентрации
30 и 300 мг/кг а. с. п., происходила стимуляция
уреазной активности на 40% (рис. 1, А).

При дальнейшем инкубировании (до 30 сут)
активность фермента в почвенных вариантах, со-
держащих 30 мг НФ/кг почвы, снизилась до уров-
ня незагрязненной почвы и в дальнейшем не от-
личалась от контрольного варианта. Однако в вари-
анте, загрязненном НФ в высокой концентрации
300 мг НФ/кг почвы, после 30 сут инкубирования
происходило значительное – до 72% ингибирова-
ние активности фермента. Причем восстановление
уреазной активности в этом варианте до контроль-
ного уровня не происходило и после 90 сут экспери-
мента.

На протеолитическую активность почвы НФ в
концентрации 30 мг/кг почвы оказывал анало-
гичное влияние: через сутки инкубирования НФ
стимулировал протеазную активность на 30%,
при последующем инкубировании – до 30 и далее
до 90 сут активность протеаз в этом варианте не
отличалась от таковой в контрольной, не обрабо-
танной ксенобиотиком почве. Внесение в почву
повышенной дозы НФ (300 мг/кг почвы) в тече-

Рис. 1. Влияние нонилфенола на активность гидролитических ферментов азотного цикла: А – уреазная активность,
Б – протеазная активность. Исходное содержание НФ в почве: 1 – контроль, 2 – 30, 3 – 300 мг/кг а. с. п.
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ние 30 сут не приводило к каким-либо изменени-
ям в протеолитической активности. Однако через
90 сут инкубирования отмечалось значительное
(в 1.7 раза) уменьшение активности протеаз по
сравнению с контрольным вариантом (рис. 1, Б).

Характер и степень воздействия НФ на карбо-
гидразы (амилазы, целлюлазы) – гидролитические
ферменты, участвующие в круговороте углерода и
расщепляющие углеводы различной природы – за-
висят от типа фермента и содержания НФ.

На активность амилаз, осуществляющих гид-
ролиз крахмала, входящего в состав органических
остатков, попадающих в почву, НФ в концентра-
ции 30 мг/кг почвы не оказывал влияния на про-
тяжении всего периода инкубирования. При за-
грязнении почвы НФ в дозе 300 мг/кг уже через
сутки активность амилаз была ингибирована на
40%. Причем ингибирующий эффект нарастал с
течением времени, достигая максимума 63% че-
рез 30 сут инкубирования. Однако через 90 сут на-
блюдалось восстановление амилазной активно-
сти до контрольного уровня (рис. 2А).

Следует отметить, что наибольшая степень ин-
гибирования уреазной, протеолитической и ами-
лазной активностей в загрязненных НФ образцах
почвы выявлена после значительного (более чем
на 50%) снижения содержания поллютанта вслед-
ствие его биодеструкции, а именно после 15 и
23 сут инкубирования – периодов полуразложе-

ния НФ в концентрации 30 и 300 мг/кг почвы со-
ответственно (рис. 3).

Полученные результаты могут свидетельство-
вать о том, что ингибиторами уреазной, протеаз-
ной и амилазной активностей в почве является не
только сам НФ, но и, возможно, продукты его де-
градации в почве, в частности алкилрезорцины.
Известно, что алкилрезорцины, а именно гексил-
резорцин, являющийся химическим аналогом
ауторегуляторных факторов микроорганизмов,
обладают свойствами посттрансляционной мо-
дификации структуры ферментных белков за счет
образования межмолекулярных водородных свя-
зей, ионных и гидрофобных взаимодействий, что
сопровождается ингибированием их каталитиче-
ской активности [4, 6].

Изучение влияния НФ на целлюлазную ак-
тивность показало, что в концентрации 30 и
300 мг/кг а. с. п. через 30 сут инкубирования он
вызывал увеличение целлюлазной активности
более чем на 30%, которое сохранялось в вариан-
те, содержащем 300 мг/кг, до 90 сут (рис. 2Б).

Известно, что целлюлазная активность корре-
лирует с численностью грибной и бактериальной
популяции в почве [22]. Возможно, повышение
целлюлазной активности при содержании НФ в
почве 30 и 300 мг/кг через 30 сут эксперимента
связано со значительным (на 90 и 110% соответ-
ственно) увеличением численности целлюлозо-
разрушающих бактерий (рис. 4А), в то время как

Рис. 2. Влияние нонилфенола на активность почвенных карбогидраз: А – амилазная активность, Б – целлюлазная ак-
тивность. Исходное содержание НФ в почве: 1 – контроль, 2 – 30, 3 – 300 мг/кг а. с. п.
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повышение целлюлозолитической активности
после 90 сут инкубирования коррелирует с ро-
стом числа микромицетов (в 1.4 раза по сравне-
нию с контрольной почвой) (рис. 4Б).

В обмене веществ и энергии в почве важное ме-
сто принадлежит окислительно-восстановитель-

ным ферментам. Известно, что ферменты окисли-
тельно-восстановительной системы вовлечены в
процессы микробиологической деструкции ал-
килфенолов и являются элементом системы защи-
ты клеток от алкилфенольного стресса [1, 28, 29].

Влияние НФ на активность окислительно-
восстановительных ферментов дерново-подзоли-
стой почвы – дегидрогеназную и каталазную ак-
тивности – носит однотипный характер (рис. 5):
под воздействием НФ в изученных концентраци-
ях в течение 30 сут инкубирования не наблюда-
лось статистически достоверных различий. Одна-
ко через 90 сут при повышенном содержании ксе-
нобиотика 300 мг/кг почвы выявлена стимуляция
дегидрогеназой и каталазной активности на 66 и
14% соответственно.

Так как дегидрогеназная и каталазная актив-
ности тесно связаны с общей численностью поч-
венных микроорганизмов и их активностью [13],
повышение активности этих окислительно-вос-
становительных ферментов в варианте с 300 мг
НФ/кг а. с. п. через 90 сут инкубирования, воз-
можно, вызвано значительным (до 5 раз) увеличе-
нием численности гетеротрофных бактерий, в
том числе толерантных к НФ, выявленным нами
ранее [2], и ростом количества микромицетов.

В результате изменения активности фермен-
тов и численности микроорганизмов в почве про-
исходит изменение скорости эмиссии СО2 [27].
Так как скорость выделения CO2 с поверхности
почвы интегрально характеризует интенсивность
продукционных (дыхание автотрофов) и деструк-
ционных (дыхание гетеротрофов) процессов,
почвенное дыхание широко используется как для
оценки продуктивности экосистем, так и для ана-
лиза активности почвенного микробоценоза [7].

Рис. 3. Деструкция НФ в дерново-подзолистой сугли-
нистой почве: 1 – 30, 2 – 300 мг/кг а. с. п.
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Изучение влияния НФ на дыхание дерново-под-
золистой почвы показало отсутствие достоверно
значимых различий в интенсивности выделения
СО2 между контрольным вариантом и загрязнен-
ными НФ образцами почвы (30 и 300 мг/кг) через
сутки инкубирования. После 30 сут в почвах, за-
грязненных НФ, выявлено увеличение эмиссии
СО2 на 30% по сравнению с контрольной почвой,
сохранявшееся до конца эксперимента (90 сут).

Так как количество выделенного из почвы СО2
зависит от количества микроорганизмов и интен-
сивности обмена веществ, можно предположить,
что установленное в нашем исследовании увели-
чение эмиссии углекислого газа в присутствии
НФ связано со значительным (в 1.8–5 раз) ростом
численности гетеротрофных микроорганизмов [2].

Увеличение эмиссии углекислого газа из поч-
вы в присутствии НФ может указывать на сниже-
ние эффективности усвоения углерода почвен-
ной микробиотой, так как микроорганизмам за-
грязненных ксенобиотиками почв в отличие от
неконтаминированных почв требуется больше
энергии для выживания в неблагоприятных усло-
виях, вследствие чего большая часть потребляемо-
го углерода выделяется в виде CO2, а меньшая – ас-
симилируется в органические компоненты [26].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Загрязнение дерново-подзолистой почвы НФ
приводит не только к значительным сдвигам в со-
ставе почвенного микробного сообщества, но и к
существенным изменениям ее биологической ак-
тивности.

Внесение НФ в почву вызывает время- и дозо-
зависимые изменения в активности пула фермен-
тов азотного, углеводного циклов и окислительно-
восстановительных ферментов. Наибольшие из-
менения ферментативной активности выявлены
при высоком содержании НФ в почве 300 мг/кг.

Через сутки после внесения НФ в загрязнен-
ных образцах почвы отмечена стимуляция актив-
ности ферментов азотного цикла (уреазной и про-
теазной активностей), а при дальнейшем инкуби-
ровании в почве, содержавшей 300 мг НФ/кг,
наблюдалось уменьшение активности этих фер-
ментов по сравнению с контрольной почвой до 3.6
и 1.7 раз соответственно.

Характер и степень воздействия НФ на карбо-
гидразы – гидролитические ферменты, участвую-
щие в круговороте углерода и расщепляющие уг-
леводы различной природы – зависят от типа
фермента и содержания НФ. На амилазную ак-
тивность НФ в концентрации 30 мг/кг почвы не
оказывал влияния, а в высокой концентрации
(300 мг/кг почвы) вызывал ее уменьшение с мак-
симальной степенью ингибирования – на 63% че-
рез 30 сут инкубирования. C течением времени
(после 90 сут инкубирования) наблюдалось вос-
становление ферментативной активности до кон-
трольного уровня.

В отличие от активностей ферментов азотного
цикла и амилазной активности целлюлазная ак-
тивность почвы при внесении НФ возрастала, что
положительно коррелировало с увеличением в за-
грязненной почве численности целлюлозоразру-
шающих бактерий (после 30 сут инкубирования)
и микромицетов (после 90 сут инкубирования).

Рис. 5. Влияние нонилфенола на активность окислительно-восстановительных ферментов в дерново-подзолистой
суглинистой почве: А – дегидрогеназная активность; Б – каталазная активность. Исходное содержание НФ в почве:
1 – контроль, 2 – 30, 3 – 300 мг/кг а. с. п.
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Повышение дегидрогеназной и каталазной ак-
тивности, а также базального дыхания загрязнен-
ных НФ почв, возможно, обусловлено поступле-
нием дополнительного источника углерода и зна-
чительным (до 5 раз) увеличением численности
гетеротрофных микроорганизмов за счет разви-
тия толерантных к НФ микроорганизмов.

Полученные результаты являются важным эта-
пом, необходимым для прогнозирования состоя-
ния почв, загрязненных алкилфенолами, и могут
быть использованы при разработке методологии
ремедиации почв, контаминированных гормоно-
подобными соединениями.
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Impact of Nonylphenols on the Biological Activity of Soddy-Podzolic Loamy Soil
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M. V. Chugunova1, and N. G. Medvedeva1

1Institution of Russian Academy of Sciences Saint-Petersburg Scientific-Research Centre for Ecological Safety RAS,
St. Petersburg, 197110 Russia
*e-mail: zaytseva.62@list.ru

The effect of the hormone-like xenobiotic nonylphenol on the biological activity of soddy-podzolic loamy soil
(Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic, Aric, Ochric)) was studied under the conditions of model experiments.
The upper horizons of soddy-podzolic loamy soil selected in the Leningrad region were the object of this study.
The number of soil microbiota, the activity of soil enzymes and soil respiration were determined by methods
commonly used in soil microbiology and biochemistry. The content of nonylphenol in soil samples was deter-
mined by high-performance liquid chromatography It has been established that soil contamination with nonyl-
phenol causes time- and dose-dependent changes in the activity of the pool of nitrogen, carbohydrate and redox
enzymes and leads to an increase in basal respiration. The results obtained are an important stage necessary for
risk assessment of soil contamination with alkylphenols, and can be used in the development of a remediation
methodology of soils contaminated with hormone-like compounds.

Keywords: soddy-podzolic loamy soil (Eutric Albic Retisol (Abruptic, Loamic, Aric, Ocric)), nonylphenol,
activity of soil enzymes, soil respiration
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