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Проведена оценка ферментативной активности чернозема обыкновенного (Haplic Chernozem) 
при загрязнении Ag, Bi, Te и Tl. Проанализирована активность 10 ферментов: каталазы, деги-
дрогеназы, пероксидазы, полифенолоксидазы, аскорбатоксидазы, ферриредуктазы, протеазы, 
фосфатазы, инвертазы и уреазы. По степени ингибирования ферментов тяжелые металлы распо-
лагаются в следующей последовательности: Tl > Ag > Bi > Te. С ростом концентрации тяжелых 
металлов токсическое воздействие на активность ферментов увеличивается. Оксидоредуктазы 
проявили большую чувствительность к загрязнению Ag, Bi, Te и Tl, чем гидролазы. Среди окси-
доредуктаз наибольшая чувствительность была обнаружена у ферриредуктазы, а наименьшая – 
у аскорбатоксидазы. По активности ферментов класса гидролазы наибольшей чувствительностью 
обладает инвертаза, а наименьшей – уреаза. При загрязнении Ag, Bi и Te наибольшей инфор-
мативностью обладает инвертаза, а при загрязнении Tl – уреаза и полифенолоксидаза. Среди 
ферментов класса оксидоредуктазы наибольшая информативность обнаружена у пероксидазы, 
а наименьшая – у аскорбатоксидазы. Среди ферментов класса гидролазы наибольшей информа-
тивностью обладает инвертаза, а наименьшей – фосфатаза. Результаты исследования возможно 
использовать для оценки экологического состояния почв, загрязненных Ag, Bi, Te и Tl.
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ВВЕДЕНИЕ
Существенный вклад в деградацию почвенного 

покрова, снижение урожайности и качества сель-
скохозяйственных культур во всем мире вносит 
загрязнение тяжелыми металлами и металлоида-
ми. Они относятся к  приоритетным поллютан-
там. Однако влияние не всех тяжелых металлов 
исследовано одинаково хорошо. Помимо широко 
изученных тяжелых металлов (Pb, Hg, Cd, Zn, Cu, 
Cr, Ni) есть менее изученные, но не менее ток-
сичные элементы, такие как Ag, Bi, Te и Tl [41, 
48, 49, 56]. Основные источники загрязнения Ag, 
Bi, Te, Tl  включают углесжигающие установки 
на тепловых электрических станциях, нефтепере-
рабатывающие заводы, цементное производство 
[46, 58, 60]. Концентрации Ag, Bi, Te, Tl в неза-
грязненных почвах представлены в табл. 1.

В загрязненных почвах концентрации Ag ва-
рьируют от 8.0 до 35.9 мг/кг [16, 25, 63], вплоть 
до 7000 мг/кг в  почвах рудных месторождений 
[2], Bi от 0.15 до 1891 мг/кг [5, 17]. Содержание 
Te около 0.166 мг/кг [22], 11 мг/кг [46], вблизи 
рудных месторождений достигает 290 мг/кг [23], 
Tl — до 7 мг/кг [20, 26], 19 мг/кг [36].

Загрязнение почв Ag, Bi, Te и Tl негативным 
образом влияет на живые организмы. Установле-
но экотоксическое влияние на растения Ag [51], 
Bi [27], Te [1, 43, 62] и Tl [45, 37]. Существует ряд 
исследований, подтверждающих высокую токсич-
ность для бактерий загрязнения Ag [21, 40], Bi [41], 
Te [48] и Tl [35].

Исследования экологического состояния почв 
после антропогенных воздействий по широкому 
диапазону ферментов встречаются нечасто [7–11, 
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13, 38, 39]. Встречаются исследования, подтверж-
дающие токсическое влияние Te и Tl на активность 
ферментов в различных живых системах [15, 18, 28, 
42, 52]. В отличие от Ag изучению влияния Bi, Te, 
Tl на ферментативную активность почв уделяется 
ограниченное внимание, несмотря на актуальность 
данной проблемы. Существуют лишь единичные 
исследования, касающиеся изучения влияния Bi, 
Te и Tl на ферментативную активность почв [30, 
33, 34, 41, 54]. Таким образом, актуальным пред-
ставляется изучение вопроса, связанного с влияни-
ем Ag, Bi, Te и Tl на ферментативную активность 
почв, в частности сравнение элементов между собой 
по степени экотоксичности.

Цель работы – оценить ферментативную актив-
ность чернозема обыкновенного при загрязнении 
Ag, Bi, Te и Tl.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Для модельного эксперимента использовали 

чернозем обыкновенный – Haplic Chernozem [59]. 
Отбор почвы проводили на территории Ботани-
ческого сада Южного федерального университета 
(Апах 0–10 см) (47°14’17.54″ N; 39°38’33.22″ E). Почва 
характеризуется следующими свойствами: содер-
жание гумуса — 4.4%, рН 7.8, гранулометрический 
состав — тяжелосуглинистый.

Модельный эксперимент. Схема и  этапы про-
ведения модельного эксперимента представлены 
на рис. 1. В каждый вегетационный сосуд помеща-
ли 300 г почвы. Повторность трехкратная. Ag, Bi, 
Tl и Te вносили в почву в форме оксидов (Ag2O, 
Bi2O3, Tl2O3, TeO2) и нитратов (AgNO3, Bi(NO3)3, 
Tl(NO3)3, Te2O3(OH)NO3). Загрязнение почв вы-
ражали в  условно-допустимых концентрациях 
(УДК): 0.5, 1, 3, 10, 30 УДК [31]. Одна УДК приня-
та равной трем фоновым концентрациям элемента 
в почве, поскольку для многих тяжелых металлов 
с этой концентрации проявляется их токсичность. 
Инкубацию проводили в течение 10 сут, поскольку 
предыдущими исследованиями была установлена 
высокая токсичность серебра и висмута на 10 сут 
после загрязнения чернозема [32, 33].

Методы оценки ферментативной активности. 
Для оценки экологического состояния почв 
после внесения Ag, Bi, Tl  и Te  анализирова-
ли активность 10 ферментов: 6 ферментов клас-
са оксидоредуктазы (каталазы, дегидрогеназы, 

Таблица 1. Диапазон фонового содержания Ag, Bi, Te, 
Tl в почвах

Элемент Концентрация, мг/кг Ссылка 

Ag 0.010–1.000 [14, 24]

Bi 0.200–1.120 [14, 25]

Te 0.008– 0.690 [19, 43]

Tl <1 [44]

Рис. 1. Схема и этапы модельного эксперимента.
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пероксидазы, полифенолоксидазы, аскорбаток-
сидазы, ферриредуктазы) и 4 фермента класса ги-
дролазы (протеазы, фосфатазы, инвертазы и уре-
азы) (табл. 2). Именно эти два класса ферментов 
играют основную роль в биологическом кругово-
роте веществ в почве [12].

Для комплексной оценки ферментативной ак-
тивности почвы использовали интегральный по-
казатель ферментативной активности (ИПФА). 
Он  был рассчитан по  всем ферментам (кроме 
аскорбатоксидазы в  связи с  ее низкой чувстви-
тельностью), отдельно для класса оксидоредуктаз 
и гидролаз, разных элементов, оксидов и нитратов.

Для расчета ИПФА почвы за 100% принимали 
активность фермента в контроле (незагрязненной 
почве). Относительные значения этого показате-
ля выражали для других вариантов опытов фор-
мулой:

	 B
B

B
х

1 100� =
max

%, 	 (1)

где B1 — относительный балл фермента; Bх — фак-
тическое значение биологического показателя; 
Bmax — максимальное значение фермента (кон-
троль).

Таблица 2. Методы измерения ферментативной активности почв

Фермент Методика Ссылка 

Класс оксидоредуктаз

Активность каталазы  
(Н2О2 : Н2О2-оксидоредуктаза, 
КФ 1.11.1.6.)

По объему выделенного кислорода при разложении перекиси 
водорода, мл О2 в 1 г почвы за 1 мин (по А.Ш. Галстяну)

[12] 

Активность дегидрогеназ  
(субстрат : НАД (Ф) – оксидо-
редуктазы, КФ 1.1.1)

По восстановлению солей тетразолия в формазан,  
мг трифенилформазана в 1 г почвы за 24 ч (по А.Ш. Галстяну 
в модификации Ф.Х. Хазиева) 

[12]

Активность ферриредуктазы 
(НАД (Ф)·H2 : Fe2O3 –  
оксидоредуктазы. КФ 1.6.99)

По количеству восстановленного трехвалентного железа, 
мг Fe2O3 в 100 г за 48 ч (по А.Ш. Галстяну, Н.А. Оганесяну)

[12]

Активность полифенолоксидазы 
(О-дифенол : кислород –  
оксидоредуктаза. КФ 1.10.3.1)

По окислению гидрохинона до хинонов, мг 1,4-бензохинона  
в 1 г почвы за 30 мин (по Л.А. Карягиной, Н.А. Михайловой)

[12]

Активность пероксидазы  
(донор : Н2О2 – оксидоредук
таза. КФ 1.11.1.7)

По окислению гидрохинона до хинонов в присутствии переки-
си водорода, мг 1,4-бензохинона в 1 г почвы за 30 мин (по Л.А. 
Карягиной, Н.А. Михайловой)

[12] 

Активность аскорбатоксидазы 
(L – аскорбат: кислород- 
оксидоредуктаза. КФ 1.10.3.3)

По разнице между количеством остаточной аскорбиновой 
кислоты и количеством образующейся дегидроаскорбиновой 
кислоты (ДГАК), мг ДГАК в 1 г почвы за 1 ч (по А.Ш. Галстяну, 
Л.Г. Марукяну (1973))

[12] 

Класс гидролаз

Активность β-фруктофурано-
зидазы (инвертазы, сахаразы, 
КФ 3.2.1.26)

По количеству глюкозы при гидролизе сахарозы, колориметри-
чески с помощью реактива Феллинга, мг глюкозы в 1 г почвы 
за 24 ч (по Ф.Х. Хазиеву (2005))

[12] 

Активность уреазы  
(карбамид – амидогидролаза, 
КФ 3.5.1.5.)

По количеству аммиака с реактивом Несслера, при гидролизе 
карбамида, мг NH3 в г почвы за 24 ч (по Ф.Х. Хазиеву (2005))

[12] 

Активность фосфатазы  
(фосфогидролазы моноэфиров 
ортофосфорной кислоты.  
КФ 3.1.3.1-2)

По изменению содержания нитрофенолов с образованием  
органического фосфора и минеральных субстратов,  
мкг п-нитрофенола в 1 грамме почвы за 1 ч (по Tabatabai  
и Dick (2002)) 

[55] 

Активность протеазы 
(пептид – гидролазы. КФ 3.4.4)

По количеству аминокислот при протеолизе казеина, мг глицина 
в 1 г почвы за 24 ч (по А.Ш. Галстяну (1978))

[12] 
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Затем суммировали относительные значения 
изучаемых биологических показателей, и  для 
каждого варианта рассчитывали средний балл 
по формуле:

	 Bcp =
+ + +B B B

N
n1 2 . ...

, � (2)

где Bср — средний оценочный балл показателей; 
B1… Bn — относительный балл показателя; N — ко-
личество показателей.

Итог расчета ИПФА представлен формулой:

	 cp

ref
ИПФА 100%,

B

B
= � (3)

где Вср — это средний оценочный балл активности 
фермента; Вref — значение контроля, усредненное 
по всем биологическим показателям.

Чувствительность ферментов оценивали по сте-
пени снижения значений активности фермента 
в вариантах с загрязнением по сравнению с кон-
тролем.

Информативность ферментов оценивали 
по  соотношению между активностью фермента 
и количеством загрязняющего элемента в почве 
по коэффициентам корреляции Спирмена (r).

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку данных проводили с помощью пакетов 
Statistica 12.0 и Python 3.6.5 Matpolib. Определяли 
статистику вариаций (средние значения, диспер-
сию) и устанавливали надежность различных выбо-
рок с помощью дисперсионного анализа (критерий 
Стьюдента).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Активность оксидоредуктаз. Активность катала-
зы и дегидрогеназ зависела от химической формы 
(оксиды или нитраты) и концентрации элементов 
(рис. 2a, 2b). Серебро в форме оксида при 0.5 УДК 
достоверно не оказывало влияния на активность 
каталазы и  дегидрогеназ. При повышении кон-
центрации от 1 до 30 УДК наблюдали ингибиро-
вание активности каталазы на 9–45%, а дегидроге-
наз – 7–32%. Нитраты серебра уже при 0.5 УДК 
ингибировали активность каталазы и дегидрогеназ 
на 20 и 17% соответственно. При повышении кон-
центрации от 1 до 30 УДК ингибирование каталазы 
составило от 33–50%, а дегидрогеназ – 18–32%.

Висмут в форме оксида так же, как у серебра 
на  активность каталазы, не  оказывал воздей-
ствия относительно контроля при 0.5, 1 и 3 УДК, 
а  активность дегидрогеназ при 0.5 УДК была 

ингибирована на 10%. При росте концентрации 
оксида висмута до 10 и 30 УДК наблюдали инги-
бирование активности на 36 и 42% соответствен-
но. Нитраты висмута по сравнению с оксидами 
при низких дозах более токсичны: уже при 0.5 и 
1 УДК ингибирование активности на 26 и 32%. 
При повышении дозы до 3–30 УДК ингибирова-
ние активности каталазы составило 36–40%, деги-
дрогеназ – 21–31%.

Оксид таллия ингибировал активность катала-
зы и дегидрогеназ при дозе 0.5 УДК на 15%, при 
повышении концентрации теллура от 1 до 30 УДК 
ингибирование каталазы составило 39–53%, а де-
гидрогеназ, в большей степени устойчивых к за-
грязнению таллием, – 24–39% относительно кон-
троля. Нитрат таллия так же, как висмут, был бо-
лее токсичен, чем оксид этого элемента: при 0.5 
УДК ингибирование активности каталазы и деги-
дрогеназ на 29 и 22% соответственно. Повышение 
концентрации с 1 до 30 УДК активность каталазы 
была ингибирована на 36–76%, дегидрогеназ – на 
28–65% соответственно.

Теллур в форме оксида 0.5 УДК снижал актив-
ность каталазы и дегидрогеназ на 12 и 9% соответ-
ственно. При повышении до 1 и 3 УДК степень 
ингибирования каталазы составила 19–23%, а де-
гидрогеназ – 15–17%. При большей концентра-
ции теллура 10 и 30 УДК ингибирование каталазы 
было более выраженным 41–53%, а  дегидроге-
наз – 21–29% соответственно. Нитраты теллура 
более токсично воздействовали на почву, ингиби-
руя активность каталазы и дегидрогеназ уже при 
0.5 УДК на 23–24%. При повышении концентра-
ции от 1 до 30 УДК активность каталазы была ин-
гибирована на 25–75%, дегидрогеназ – на 42–68% 
соответственно.

Активность пероксидазы и полифенолоксида-
зы при загрязнении чернозема обыкновенного ок-
сидами и нитратами Ag, Bi, Tl и Te представлена 
на рис. 2c, 3a. Серебро в форме оксида 0.5 УДК 
не оказывает влияния на активность пероксида-
зы. При повышении концентрации от 1 до 30 УДК 
установлено снижение активности фермента на 
7–29% относительно контроля. Нитрат серебра 
при дозах 0.5, 1 и 3 УДК достоверно не отличался 
от контроля и только при дозе 10 и 30 УДК актив-
ность пероксидазы снизилась на 5 и 8% соответ-
ственно.

Висмут в форме оксида 0.5, 1 и 3 УДК оказывал 
стимулирующее воздействие на активность перок-
сидазы на 18, 13 и 7% относительно контроля со-
ответственно. Только при повышении дозы до 10 
и 30 УДК установлено ингибирование активности 
фермента на 11 и 17% относительно контроля. Ни-
трат висмута так же, как оксида, не оказывал ин-
гибирующего воздействия на активность перокси-
дазы при 0.5, 1 и 3 УДК. При повышении дозы до 
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10 и 30 УДК снижение активности составило на 7 
и 6% относительно контроля соответственно.

Оксид таллия 0.5 и 1 УДК не оказывал досто-
верного воздействия на активность пероксидазы. 
При росте дозы от 3 до 30 УДК установлено сни-
жение активности фермента на 10–15% относи-
тельно контроля соответственно. Нитрат таллия 
уже при 0.5 УДК был ингибирован на 15% отно-
сительно контроля. При повышении дозы от 1 до 
30 УДК ингибирование активности пероксидазы 
составило 19–87% относительно контроля соот-
ветственно.

Теллур в форме оксида в дозе 0.5, 1, 3 и 10 УДК 
не оказывал достоверного воздействия на актив-
ность пероксидазы, и  только при дозе 30 УДК 
установлено ингибирование активности на 14% 
относительно контроля соответственно. Нитрат 
теллура уже при 0.5 УДК ингибировал активность 
пероксидазы на 67%. С ростом концентрации от 1  
до 30 УДК нитрата теллура активность фермента 
была ингибирована на 84–94%.

При внесении оксида серебра в дозе 0.5 УДК 
активность полифенолоксидазы снизилась на 
16%. С повышением дозы оксида серебра от 1 до 
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Рис. 2. Изменение активности ферментов класса оксидоредуктазы при загрязнении чернозема обыкновенного ок-
сидами и нитратами Ag, Bi, Tl и Te: a – каталаза (в мл О2/(г 1 мин)); b – дегидрогеназы (мг ТФФ/(г 24 ч)); c – пе-
роксидаза (мг 1, 4 бензохинона/(г 30 мин)).
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30 УДК активность полифенолоксидазы снизилась 
на 20–33% относительно контроля. Нитрат серебра 
в дозе 0.5 УДК по сравнению с оксидом был менее 
токсичен и не оказывал воздействия на активность 
полифенолоксидазы. С ростом дозы от 1 до 30 УДК 
нитрата серебра активность фермента была инги-
бирована на 8–21% относительно контроля соот-
ветственно.

Оксид висмута уже при 0.5 УДК ингибиро-
вал активность полифенолоксидазы на 18%. При 
увеличении концентрации от 1 до 30 УДК оксида 
висмута активность фермента была ингибирована 
на 23–27% относительно контроля. Нитрат висму-
та в дозе 0.5 УДК ингибировал активность фермен-
та на 8% относительно контроля. При повышении 

дозы от 1 до 30 УДК нитрат висмута ингибировал 
активность на 9–14% относительно контроля со-
ответственно.

Оксид таллия при дозе 0.5 УДК не оказывал до-
стоверного воздействия на активность фермента. 
С повышением дозы от 1 до 30 УДК токсичность 
увеличивалась на 8–25% относительно контроля 
соответственно. Нитрат таллия при дозе 0.5 УДК 
не отличался от контроля. С повышением дозы от 
1 до 30 УДК активность полифенолоксидазы была 
ингибирована на 25–84% относительно контроля 
соответственно.

Теллур в форме оксида дозы 0.5, 1, 3 и 10 УДК 
не оказывал достоверного воздействия на активность 
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Рис. 3. Изменение активности ферментов класса оксидоредуктазы при загрязнении чернозема обыкновенного ок-
сидами и нитратами Ag, Bi, Tl и Te: a – полифенолоксидаза (мг 1, 4 бензохинона/(г 30 мин)); b – аскорбатоксидаза 
(мг ДГАК/(г ч)); c – ферриредуктаза (мг Fe2O3/(100 г 48 ч)).
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полифенолоксидазы. Только при дозе 30 УДК ин-
гибирование составило 17% относительно контро-
ля. Нитрат теллура ингибировал уже с малой дозы 
0.5 УДК на 38%. С повышением концентрации ни-
трата теллура активность снизилась на 38–86% от-
носительно контроля соответственно.

Изменение активности аскорбатоксидазы 
и  ферриредуктазы при загрязнении чернозема 
обыкновенного оксидами и нитратами Ag, Bi, Tl 
и  Te  представлено на  рис. 3b, 3c. Оксиды и  ни-
траты Ag, Bi, Tl и Te при всех дозах загрязнения 
не оказывали достоверного воздействия на актив-
ность аскорбатоксидазы почвы относительно кон-
троля. Активность ферриредуктазы чернозема при 
загрязнении оксидом серебра 0.5 и 1 УДК досто-
верно не отличалась от контроля. При повышении 
дозы от 3 до 30 УДК установлено ингибирование 
активности на 11–17% относительно контроля. 
Нитрат серебра уже при дозе 0.5 УДК ингибировал 
активность ферриредуктазы на 35%. С повышени-
ем концентрации от 1 до 30 УДК активность фер-
мента была ингибирована на 44–75% относительно 
контроля соответственно.

Висмут в форме оксида в дозе 0.5 УДК не оказы-
вал достоверного воздействия на активность фер-
риредуктазы. С увеличением дозы от 1 до 30 УДК 
активность была ингибирована на 11–48% относи-
тельно контроля соответственно. Нитрат висмута 
при 0.5 УДК ингибировал активность ферриредук-
тазы на 40%. С повышением дозы от 1 до 30 УДК 
активность фермента была ингибирована на 47–
65% относительно контроля.

Оксид таллия в дозе 0.5 УДК ингибировал ак-
тивность ферриредуктазы на 18%. При увеличении 
концентрации от 1 до 30 УДК активность фермента 
была ингибирована на 38–60% относительно кон-
троля соответственно. Нитрат таллия 0.5, 1 и 3 УДК 
не оказывал достоверного воздействия на актив-
ность почвенного фермента. Только при повыше-
нии концентрации от 10 и 30 УДК нитрата таллия 
установлено значительное ингибирование актив-
ности фермента на 79 и 92%.

Теллур в форме оксида дозы 0.5 УДК ингибиро-
вал активность ферриредуктазы на 22%. При повы-
шении дозы 1–30 УДК активность фермента была 
ингибирована на 34–73% относительно контроля 
соответственно. Нитрат теллура при 0.5 и 1 УДК 
не оказывал достоверного воздействия на актив-
ность фермента. При росте дозы от 3 до 30 УДК 
ингибирование активности ферриредуктазы соста-
вило 80–98% относительно контроля.

Установлено, что активность оксидоредуктаз 
больше всего чувствительна к загрязнению ни-
тратами теллура и таллия. Среди ферментов наи-
большее изменение активности относительно 
контроля отмечено по активности ферриредуктазы 
и каталазы.

Активность гидролаз. Активность ферментов 
класса гидролаз, участвующих в  течении цикла 
углерода и азота, представлена на рис. 4. Актив-
ность инвертазы при загрязнении почвы оксидом 
серебра 0.5 и 1 УДК достоверно не  отличалась 
от контроля (рис. 4а). При повышении концен-
трации от 3 до 30 УДК активность инвертазы была 
ингибирована на 11–46% относительно контроля. 
Нитрат серебра 0.5 УДК также не оказывал до-
стоверного воздействия на активность фермен-
та. С повышением концентрации от 1 до 30 УДК 
установлено ингибирование активности на 7–24% 
относительно контроля.

Оксид висмута 0.5 УДК ингибирует активность 
инвертазы на 7%. При повышении концентрации 
от 1 до 30 УДК ингибирование активности со-
ставило 9–20% относительно контроля. Нитрат 
висмута в дозах от 3 до 30 УДК снижал активность 
инвертазы на 7–72% относительно контроля.

Оксид таллия 0.5 УДК ингибирует активность 
инвертазы на 14%, при повышении концентрации 
от 1 до 30 УДК на 15–22%. Нитрат таллия в дозах 
10 и 30 УДК ингибировал инвертазу на 22 и 60% 
относительно контроля.

Оксид теллура в дозах от 1 до 30 УДК ингибиро-
вал активность инвертазы на 9–23% относительно 
контроля. Нитрат теллура при дозах 0.5, 1 и 3 УДК 
не оказывали достоверного воздействия на актив-
ность фермента, а при повышении концентрации 
нитрата теллура до 10 и 30 УДК на 54 и 78% отно-
сительно контроля.

Активности уреазы при загрязнении оксидом 
серебра 0.5 УДК достоверного воздействия не об-
наружено (рис. 4b). При повышении концентрации 
от 1 до 30 УДК установлено ингибирование актив-
ности уреазы на 8–19% относительно контроля. 
Нитрат серебра 0.5, 1, 3 и 10 УДК не оказывал до-
стоверного воздействия на активность фермента. 
Только при дозе 30 УДК нитрата серебра установ-
лено ингибирование уреазы на 6% относительно 
контроля.

Оксид висмута в дозах от 3 до 30 УДК ингибиро-
вал уреазу на 7–21% относительно контроля. Ни-
трат висмута 0.5 и 1 УДК оказывал стимулирующее 
воздействие на активность уреазы на 12 и 7% соот-
ветственно. С ростом концентрации от 3 до 30 УДК 
установлено ингибирование активности на 8 и 10% 
относительно контроля.

Только при 30 УДК оксида таллия установле-
но снижение активности фермента на 11% отно-
сительно контроля. Содержание нитрата теллу-
ра в дозах 0.5, 1 и 3 УДК достоверно не влияет 
на активность уреазы. Похожая закономерность 
проявилась и при изучении воздействия нитрата 
теллура – только при 10 и 30 УДК установлено 
ингибирование активности на 7 и 12% относи-
тельно контроля.
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Оксид теллура при дозах 0.5 и 1 УДК оказывали 
стимулирующее воздействие на активность уреазы 
на 12 и 10% относительно контроля. При повы-
шении дозы от 3 до 30 УДК достоверного отличия 
от контроля не обнаружено. Нитрат теллура в дозах 
10 и 30 УДК ингибируют активность уреазы на 7 
и 10% соответственно.

Оксид серебра при дозе 0.5 УДК ингибировал 
активность протеазы на 8% относительно контро-
ля (рис. 5a). При повышении дозы от 1 до 30 УДК 
установлено ингибирование активности на 13–31% 
относительно контроля соответственно. Нитрат 
серебра 0.5 УДК ингибировал активность протеа-
зы на 25% относительно контроля. С повышени-
ем концентрации нитрата серебра от 1 до 30 УДК 
ингибирование увеличивалось на 28–60% относи-
тельно контроля.

Оксид висмута 0.5 УДК ингибировал актив-
ность протеазы на 19%. С повышением концентра-
ции от 1 до 30 УДК активность была ингибирована 

на 22–39% относительно контроля. Нитрат висму-
та вызывал ингибирование активности протеазы 
на 34% ниже, чем в контроле. С ростом концен-
трации нитрата висмута от 1 до 30 УДК активность 
фермента была ингибирована на 38–55% относи-
тельно контроля.

Оксид таллия в диапазоне доз от 1 до 30 УДК 
ингибировал протеазу на 34–52% относительно 
контроля. Нитрат таллия 0.5 УДК также не ока-
зывал достоверного воздействия на  активность 
фермента. С ростом дозы от 1 до 30 УДК сниже-
ние активности составило 10–43% относительно 
контроля.

Оксид теллура в концентрации 0.5 УДК ингиби-
ровал активность фермента на 13%. С повышением 
концентрации от 1 до 30 УДК активность проте-
азы была ингибирована на 31–54% относительно 
контроля. Нитрат теллура 0.5 УДК не оказывал до-
стоверного воздействия на активность протеазы. 
Только при повышении концентрации от 1 УДК 
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Рис. 4. Изменение активности ферментов класса гидролазы при загрязнении чернозема обыкновенного оксидами 
и нитратами Ag, Bi, Tl и Te: a – инвертаза (мг глюкозы/(г 24 ч)); b – уреаза (мг NH3/(г 24 ч)).
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и до 30 УДК установлено ингибирование активно-
сти на 10–46% относительно контроля.

Оксид серебра при 0.5 УДК вызывал ингибиро-
вание активности фосфатазы на 26% относитель-
но контроля (рис. 5b). При повышении дозы от 1 
до 30 УДК ингибирование активности фермента 
составляет 39–41% относительно контроля. Ак-
тивность фосфатазы при загрязнении нитратом 
серебра 0.5 и 1 УДК достоверно не изменяется. 
При повышении концентрации от 3 до 30 УДК 
установлено ингибирование активности на 6–20% 
относительно контроля.

Оксид висмута в дозах от 1 до 30 УДК ингибиро-
вал фосфатазу на 12–31% относительно контроля. 
Нитрат висмута в дозах от 1 до 30 УДК ингибиро-
вал активность фермента на 38–58% по отношению 
к контролю.

Оксид таллия при дозах от 1 до 30 УДК досто-
верно снижал активность фермента на 10–20% от-
носительно контроля. Нитрат таллия 0.5 УДК ин-
гибировал активность почвы на 23%. При повыше-
нии концентрации нитрата таллия от 1 до 30 УДК 
ингибирование активности составило 47–84% от-
носительно контроля.

Оксид теллура только при повышении до 10 
и  30 УДК достоверно ингибировал фосфатазу 
на 12 и 17% относительно контроля. Нитрат таллия 
0.5 УДК ингибировал активность почвы на 50%. 
При повышении концентрации нитрата таллия от 
1 до 30 УДК ингибирование активности составило 
53–94% относительно контроля.

По активности ферментов класса гидролазы уста-
новлено, что наибольшее токсическое воздействие 
на активность ферментов оказывают нитраты теллура 
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Рис. 5. Изменение активности ферментов класса гидролазы при загрязнении чернозема обыкновенного оксидами 
и нитратами Ag, Bi, Tl и Te: a – протеаза (мг глицина/(г 24 ч)); b – фосфатаза (мкг п-нитрофенола/(г ч)).
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и таллия. Наиболее чувствительной к загрязнению 
оказалась активность протеазы и фосфатазы.

Интегральный показатель ферментативной ак-
тивности чернозема. В  результате расчета инте-
грального показателя ферментативной активности 
(ИПФА) было установлено, что оксидоредуктазы 
реагируют на загрязнение Ag, Bi, Tl и Te иначе, чем 
гидролазы (рис. 6). Серебро и висмут в форме ок-
сидов оказывают менее выраженное токсическое 
воздействие с ростом дозы от 0.5 до 30 УДК на ин-
тегральную активность оксидоредуктаз (ИПФАокс), 
чем гидролаз (ИПФАгидр). Таллий и теллур в фор-
ме оксида, напротив, оказывают менее токсическое 
воздействие на интегральную активность гидро-
лаз (ИПФАгидр), чем оксидоредуктаз (ИПФАокс): 
разница составляет на 85–88% и 79–84% соот-
ветственно. Ряд токсичности тяжелых металлов 
по воздействию на активность почвенных фермен-
тов может быть представлен следующим образом: 
Tl > Ag > Bi > Te.

Нитраты серебра оказывает более выраженное 
токсическое воздействие на активность фермен-
тов класса оксидоредуктазы (79% ниже контроля), 

чем класса гидролазы (86% ниже контроля), а ни-
траты висмута оказывают более выраженное ток-
сическое воздействие только на активность гидро-
лаз – 26% ниже контроля. Нитраты таллия и тел-
лура оказывали более токсическое воздействие 
на активность ферментов класса оксидоредуктазы 
(37 и 36% ниже контроля), чем класса гидролазы 
(24 и 29% ниже контроля).

Оценка чувствительности ферментов. Результаты 
расчета чувствительности ферментов для разных 
химических форм (оксидов, нитратов), по каждому 
элементу (Ag, Bi, Tl и Te), для оксидоредуктаз и ги-
дролаз представлены в табл. 3.

Таким образом, среди оксидоредуктаз наиболь-
шая чувствительность по отношению к исследуе-
мым соединениям Ag, Bi, Te и Tl была обнаружена 
у ферриредуктазы, а наименьшая – у аскорбатокси-
дазы. По гидролазам наибольшей чувствительно-
стью обладает инвертаза, а наименьшей – уреаза.

Оценка информативности ферментов. Информа-
тивность показателей сравнивали по коэффициен-
там корреляции Спирмена (r) между содержанием 
элемента в зависимости от концентрации Ag, Bi, 
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Рис. 6. Изменение интегрального показателя ферментативной активности чернозема обыкновенного при загряз-
нении оксидами и нитратами Ag, Bi, Tl и Te: a – класс оксидоредуктазы; b – класс гидролазы.
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Te и Tl и значения ферментативной активности 
почв (табл. 4).

Наибольшей информативностью среди всех 
ферментов при загрязнении оксидами Ag, Bi, Te 
и Tl обладают пероксидаза и каталаза, а при внесе-
нии нитратной формы исследуемых элементов — 
инвертаза и протеаза. В оценке информативности 
ферментов при загрязнении каждым элементом (Ag, 
Bi и Te) установлена наибольшая чувствительность 
инвертазы, а для Tl – активность уреазы и полифе-
нолоксидазы. Среди оксидоредуктаз лучшая инфор-
мативность обнаружена у пероксидазы а худшая – 
по активности у аскорбатоксидазы. По ферментам 
класса гидролазам наибольшей чувствительностью 
обладает инвертаза, а  наименьшей  – активность 
фосфатазы.

В предыдущих исследованиях установлено 
ингибирование активности ферментов класса 

оксидоредуктазы (каталазы и дегидрогеназ) при 
загрязнении почв разного гранулометрическо-
го состава оксидами Ag, Bi, Te и Tl [31, 33–35, 
54]. Отмечено ингибирующее влияние Bi на ак-
тивность дегидрогеназ в  бурых лесных почвах 
(Eutric Cambisol) и  коричневых почвах (Eutric 
Fluvisol) [41]. Активность уреазы и  фосфатазы 
снижалась сильнее под влиянием наночастиц се-
ребра, чем нитрата серебра [50]. Существуют ис-
следования, подтверждающие более сильное ин-
гибирование активности почвенных ферментов 
(каталазы и дегидрогеназ) под влиянием нитрата 
серебра [33], чем под влиянием наночастиц се-
ребра [34].

При оценке экотоксичности металлов, неметал-
лов и  металлоидов на  биологические показатели 
чернозема обыкновенного (в том числе активность 
каталазы и дегидрогеназ) за 15 лет (2005–2020 гг.) 

Таблица 3. Оценка чувствительности ферментов1 в черноземе обыкновенном при загрязнении почв оксидами 
и нитратами Ag, Bi, Tl и Te, 

Параметр Акат Адг Апер Апфо Афер Ааск Апр Афос Аинв Аур ИПФА3

Контроль (абсолютные 
значения)2 7 25 0.7 1.0 2.2 6.5 193 191 35 3 –

Химические формы4,%

Оксиды 77 84 96 86 74 103 76 85 87 97 85

Нитраты 65 70 73 72 58 101 74 65 84 99 76

Элементы5, %

Ag 74 85 93 85 73 103 77 81 88 96 83

Bi 78 82 100 86 68 104 71 76 85 96 82

Tl 63 69 79 74 66 102 78 73 85 98 76

Te 67 70 65 71 56 101 75 71 84 102 73

Классы ферментов6, %

Оксидоредуктазы 71 77 84 79 66 102 – – – – 80

Гидролазы – – – – – – 75 75 85 98 79

1Оценка чувствительности проведена по среднему значению 5ти концентраций Ag, Bi, Tl и Te.
2Абсолютные значения активности почвенных ферментов, единицы измерения представлены в примечании. 
3В расчете интегрального показателя ферментативной активности почв не использовали активность аскорбатоксидазы, 
как нечувствительного и неинформативного фермента.
4Данные представлены по среднему значению для 4-х химических элементов (Ag, Bi, Tl и Te). 
5Данные представлены по среднему значению по двум химическим формам (оксидам и нитратам). 
6Данные представлены по среднему значению по 4-м элементам (Ag, Bi, Tl и Te) и двум формам (оксидам и нитратам). 
Примечание. Акат – активность каталазы (мл О2/(г 1 мин)); Адг – активность дегидрогеназ (мг ТФФ/(г 24 ч)); Апер – актив-
ность пероксидаз (мг 1, 4 бензохинона/(г 30 мин)); Апфо – активность полифенолоксидаз (мг 1, 4 бензохинона/(г 30 мин)); 
Афер – активность ферриредуктазы (мг Fe2O3/(100 г 48 ч)); Ааск – активность аскорбатоксидазы (мг ДГАК/(г ч)); Апр – 
активность протеазы (мг глицина/(г 24 ч)); Афос – активность фосфатазы (мкг п-нитрофенола/(г ч)); Аинв – активность 
инвертазы (мг глюкозы/(г 24 ч)); Аур – активность уреазы (мг NH3/(г 24 ч)).
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исследования было установлено, что к I классу опас-
ности относится ряд элементов: Te, Ag, Se, Cr, Bi, 
Ge, Sn, Tl, Hg, Yb, W, Cd [29]. Среди самых опасных 
элементов авторы выделили токсичность элементов 
по степени убывания: Tl > Bi > Ag > Te. При этом 
токсичность теллура составляла более 70% по сравне-
нию с незагрязненным вариантом. Высокая токсич-
ность для микробиоты была выявлена при сравнении 
токсичности 28 тяжелых металлов, металлоидов и не-
металлов, содержащихся в отходах предприятий гор-
ной промышленности, по степени снижения общей 
численности бактерий в бурой лесной слабоненасы-
щенной почве [3]. Было установлено, что наиболее 
опасными токсикантами для бактерий в бурой лес-
ной почве являются Cr, Se, Te и Ag.

Наибольшая чувствительность ферриредуктазы 
по сравнению с другими оксидоредуктазами была ра-
нее показана в работе [6]. Высокая активность фер-
риредуктазы дает представление о доступности же-
леза растениям [4]. Возможно, что при загрязнении 
почвы оксидами и нитратами Ag, Bi, Te и Tl доступ 
к закисному железу растениям ограничен.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По степени ингибирования активности поч-
венных ферментов исследуемые элементы можно 
расположить в следующей последовательности: Tl 
> Ag > Bi > Te. С ростом концентрации тяжелых 
металлов увеличивалось токсическое воздействие 
на активность всех ферментов, кроме аскорбаток-
сидазы. Оксиды металлов оказали менее выра-
женное токсическое действие на активность поч-
венных ферментов, чем нитраты. Окидоредуктазы 
(кроме аскорбатоксидазы) проявили большую чув-
ствительность к загрязнению Ag, Bi, Te и Tl, чем 
гидролазы. Все исследованные ферменты, кроме 
аскорбатоксидазы, рекомендуется использовать 
в биодиагностике загрязнения почв Ag, Bi, Te и 
Tl в связи с их высокой чувствительностью и ин-
формативностью. Самым чувствительным фермен-
том по отношению к изученным металлам является 
активность ферриредуктазы, а наиболее информа-
тивной – активность инвертазы, что позволяет ре-
комендовать использование этих ферментов в пер-
вую очередь.

Таблица 4. Коэффициенты корреляции Спирмена между относительной активностью ферментов и УДК за-
грязняющего элемента (n = 6)

Показатель Акат Адг Апер Апфо Афер Ааск Апр Афос Аинв Аур ИПФА*

Химические формы

Оксиды –0.81 –0.78 –0.82 –0.74 –0.78 –0.52 –0.76 –0.68 –0.81 –0.81 –0.84

Нитраты –0.69 –0.67 –0.75 –0.75 –0.72 –0.40 –0.82 –0.79 –0.96 –0.80 –0.82

Элементы

Ag –0.74 –0.80 –0.88 –0.79 –0.75 –0.85 –0.70 –0.94 –0.80 –0.83 –0.74

Bi –0.70 –0.65 –0.77 –0.56 –0.75 –0.66 –0.70 –0.90 –0.80 –0.82 –0.70

Tl –0.73 –0.72 –0.81 –0.82 –0.78 –0.79 –0.79 –0.81 –0.91 –0.84 –0.73

Te –0.82 –0.72 –0.69 –0.81 –0.73 –0.83 –0.76 –0.89 –0.70 –0.82 –0.82

Классы ферментов

Оксидо-
редуктазы –0.75 –0.72 –0.79 –0.74 –0.75 –0.46 –0.75

Гидролазы –0.79 –0.74 –0.88 –0.80 –0.83

* В расчете интегрального показателя ферментативной активности почв не использовали активности аскорбатоксидазы, 
как нечувствительного и неинформативного фермента.
Примечание. Акат – активность каталазы; Адг – активность дегидрогеназ; Апер – активность пероксидаз; Апфо – активность 
полифенолоксидаз; Афер – активность ферриредуктаз; Ааск – активность аскорбатоксидазы; Апр – активность протеазы; 
Афос – активность фосфатазы; Аинв – активность инвертазы; Аур – активность уреазы.
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Assessment of Enzymatic Activity  
of Haplic Chernozem Soils Contaminated with Ag, Bi, Te, and Tl

T. V. Minnikova1, *, S. I. Kolesnikov1, N. A. Evstegneeva1,  
A. N. Timoshenko1, N. I. Tsepina1, and K. Sh. Kazeev1

1Ivanovsky Academy of Biology and Biotechnology, Southern Federal University, Rostov Region,  
Rostov-on-Don, 344090 Russia

*e-mail: tminnikova@sfedu.ru

Enzymatic activity of soils is the most important diagnostic indicator of the ecological state of soils 
under various types of anthropogenic impact. The aim of the study was to evaluate the enzymatic activity 
of common chernozem (Haplic Chernozem) under Ag, Bi, Te, and Tl contamination. 10 enzymes 
(catalase, dehydrogenase, peroxidase, polyphenol oxidase, ascorbate oxidase, ferrireductase, protease, 
phosphatase, invertase and urease) were analyzed. According to the degree of inhibition of enzymes, 
heavy metals form the following sequence: Tl > Ag > Bi > Te. With an increase in the concentration 
of heavy metals, the toxic effect on the activity of enzymes increases. The oxidoreductases showed 
greater sensitivity to Ag, Bi, Te, and Tl contamination than hydrolases. Among oxidoreductases, 
the highest sensitivity was found for ferrireductase, and the lowest for ascorbate oxidase. According 
to the activity of enzymes of the hydrolase class, invertase is the most sensitive, and urease is the least 
sensitive. When contaminated with Ag, Bi, and Te, invertase has the highest informative value, and 
when contaminated with Tl, urease and polyphenol oxidase are the most informative. Among the 
enzymes of the oxidoreductase class, the highest informativeness was found in peroxidase, and the 
lowest in ascorbate oxidase. Among the enzymes of the hydrolase class, invertase is the most sensitive, 
and phosphatase is the least sensitive. The results of the study can be used to assess the ecological state 
of soils contaminated with Ag, Bi, Te and Tl.

Keywords: soil, oxidoreductases, hydrolases, information content, sensitivity, integral indicator of enzy-
matic activity
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