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Введение. Последствия бесконтрольного использования антибиотиков в сельском хозяйстве – актуальная проблема гигиены окружающей среды. 
Тетрациклин может попадать в почву с уриной домашних животных, угнетать жизнедеятельность почвенных бактериальных штаммов и инги-
бировать процессы ферментативного гидролиза мочевины (карбамида), нарушая глобальный цикл круговорота азота в природе. Отсутствие как 
количественных, так и качественных критериев оценки этого влияния определило актуальность исследований.
Материалы и методы. Исследования выполнены с использованием хроматографической системы «Стайер» с катионными и анионными разделяю-
щими колонками и эксклюзивными методами анализа, разработанными авторами. При моделировании растворов тяжёлых металлов использовали 
атомно-абсорбционный спектрометр МГА-915МД с ЭТА. Объектами исследований являлись модельные растворы карбамида с разным содержанием 
ингибирующих веществ. В качестве источника уреазы и штаммов Nitrobacter и Nitrosomonas использована дерново-подзолистая почва из Учебно-
опытного почвенно-экологического центра «Чашниково» МГУ им. М.В. Ломоносова.
Результаты. Предложен усовершенствованный хроматографический метод анализа мочевины в воде – более быстрый по сравнению с описанным 
авторами ранее. Показано ингибирующее воздействие антибиотика тетрациклина гидрохлорида на процесс биотрансформации нитрита в ни-
трат, обусловленного штаммами Nitrobacter. Значимого влияния антибиотика на биотрансформацию мочевины в аммоний и аммония в нитрит под 
действием штаммов Nitrosomonas не установлено.
Ограничения исследования. Исследования проводили на модельных водных системах, включавших водную фазу, содержащую разные концентрации 
антибиотика, навеску почвы, мочевину, ионы тяжёлых металлов при температуре плюс 30 ○С, рН ~ 6,5. Не изучалось влияние солевого фона, рН, 
температуры на биотрансформацию, что могло бы, не меняя общей картины, выявить нюансы в кинетике протекания основных процессов.
Заключение. Исследования показали отсутствие влияния антибиотика тетрациклина гидрохлорида на кинетику распада мочевины до аммония и 
углекислого газа, обусловленную уреазной ферментативной активностью; отсутствует влияние антибиотика при окислении аммония до нитри-
тов штаммами Nitrosomonas. Обнаружено селективное ингибирующее воздействие антибиотика при окислении нитрита в нитрат, обусловленное 
штаммами Nitrobacter; ингибирование процессов биотрансформации ионами хрома по всей цепочке превращений от мочевины до нитрата, а также 
ингибирующее действие избыточного кислорода на совокупность процессов биотрансформации при барботаже воздуха через водную фазу.
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The effect of the antibiotic tetracycline hydrochloride  
on the biotransformation of urea when exposed to soil nitrifying strains
Centre for Strategic Planning of FMBA of Russia, Moscow, 119121, Russian Frderation

Introduction. The consequences of uncontrolled use of antibiotics in agriculture are an urgent problem of environmental hygiene. Tetracycline can enter the soil with 
the urine of domestic animals, inhibit the vital activity of soil bacterial strains and inhibit the processes of enzymatic hydrolysis of urea (carbamide), disrupting the 
global nitrogen cycle in nature. The lack of both quantitative and qualitative criteria for assessing this influence determined the relevance of the research.
Materials and methods. The studies were carried out using the “Stayer” chromatographic system with cationic and anionic separating columns and exclusive 
analysis methods developed by the authors. When modelling solutions of heavy metals, an atomic absorption spectrometer МГА-915МД with ЭTA was used. 
The objects of research were model solutions of carbamide with different content of inhibiting substances. As a source of urease and strains of Nitrobacter and 
Nitrosomonas, sod-podzolic soil from the Educational and Experimental Soil-Ecological Center “Chashnikovo” of Lomonosov Moscow State University was used.
Results. An improved, more rapid chromatographic method for the analysis of urea in water is proposed compared to the method described by the authors earlier. 
The inhibitory effect of the antibiotic tetracycline hydrochloride on the process of biotransformation of nitrite into nitrate caused by Nitrobacter strains has been 
shown. No significant effect of the antibiotic on the biotransformation of urea into ammonium and ammonium into nitrite under the action of Nitrosomonas strains 
has been established.
Limitations. The studies were carried out on the model of water systems, which included an aqueous phase containing different concentrations of the antibiotic, soil 
suspension, urea, heavy metal ions at a temperature of t = 30 ○C, pH ~ 6.5. The influence of salt background, pH, and temperature on biotransformation has not 
been studied, which could, without changing the overall picture, reveal nuances in the kinetics of the main processes.
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дуктом белкового распада в организме человека и млеко-
питающих [16] и выделяется с мочой (ПДК для водоёмов 
рыбохозяйственного назначения составляет 80 мг/дм3). 
Мочевина попадает в экосистему с отходами животновод-
ческих хозяйств, хозяйственно-бытовыми коллекторными 
стоками, в результате использования карбамида в качестве 
удобрения. В химическом отношении это вещество устой-
чиво, а симметричная молекула карбамида химически 
инертна и не окисляется кислородом воздуха. В природе 
существует процесс ферментативной деградации мочевины 
под действием уреазы в соответствии со схемой реакции:

(NH2)2CO + НОН → CO2 + 2NH3,                  (1)

а сама уреазная активность почвы принята в качестве эта-
лонного показателя, характеризующего экологическое здо-
ровье почвенного покрова того или иного региона [17, 18]. 
Высокая уреазная активность почвы является необходимым 
условием использования карбамида в качестве удобрения, 
так как растения потребляют продукты гидролиза мочевины, 
а не сам карбамид. Реакция (1) является первой стадией про-
цесса экологической минерализации (утилизации) органи-
ческого азотсодержащего отхода, в результате чего нелетучее 
и водорастворимое органическое вещество поллютант (кар-
бамид) трансформируется в летучие продукты – аммиак и 
диоксид углерода. Последние не улетучиваются, а образуют 
карбонат аммония, взаимодействуя между собой в почвен-
ном объёме и запуская последующие биохимические реак-
ции аммонификации и нитрификации с выходом нитритов 
и нитратов. Эти продукты вновь усваиваются растениями и 
микроорганизмами, являясь источником азота для биосин-
теза нуклеиновых кислот, протеинов и других биоорганиче-
ских компонентов. Однако продукты гидролиза мочевины 
на каждой из стадий являются нормируемыми компонента-
ми, а их содержание в питьевой воде регламентируется сле-
дующими значениями ПДК: 2; 3; 45 мг/дм3 для ионов NH4

+; 
NО2

–; NО3
– соответственно1.

Процессы аммонификации и нитрификации мочевины 
[19–21] под действием микроорганизмов можно представить 
следующими схемами биохимических реакций:

1. Образование углекислого газа и аммиака (иона  
аммония) через стадию образования карбаминовой кислоты:

(NH2)2CO + НОН → NH2–COОН + NH3 → CO2 + 2NH3    (2)

Введение
Опасными последствиями бесконтрольного приме-

нения антибиотиков в сельском хозяйстве являются уве-
личение их фоновых концентраций в окружающей среде, 
развитие резистентности у патогенных микроорганизмов, 
а также нарушение функционального состояния почвен-
ного покрова [1]. Проблема контроля антибиотиков не 
в продуктах питания, а в объектах окружающей среды, в 
частности в почве, является новой, и она обусловлена тем, 
что значительные количества препаратов, а именно тетра-
циклина, могут попадать в окружающую среду с биологи-
ческими отходами животноводческих хозяйств. При этом 
носителем как антибиотика, так и мочевины является ури-
на животных, то есть в одном объёме биологической жид-
кости могут одновременно присутствовать два вещества, 
одно из которых (антибиотик) может быть ингибитором 
последующего биохимического разложения другого веще-
ства (мочевины). Применение тетрациклина в животновод-
стве, влияя в целом на здоровье и привес поголовья, может 
оказывать отрицательное воздействие на экосистему из-за 
попадания в неё неразложившегося антибиотика вместе с 
мочой и навозом, так как суточная доза тетрациклина для 
одной единицы крупного рогатого скота может достигать 
12 г [2]. Принимая во внимание подавление тетрациклином 
из-за блокирования синтеза клеточного белка самого ши-
рокого спектра вредных микроорганизмов, например, гра-
мотрицательных Enterobacter spp., можно спрогнозировать 
также и подавление активности уреазных почвенных бак-
терий, а также грамотрицательных штаммов Nitrosomonas 
и Nitrobacter, обеспечивающих глобальный круговорот ор-
ганического и неорганического азота в экосистеме плане-
ты, поскольку активность тетрациклина по отношению и 
к грамположительным, и грамотрицательным бактериям 
в воде проявляется уже в концентрационном диапазоне  
1–25 мг/дм3 [3–6].

Изучению уреазной активности почвы посвящено боль-
шое количество работ [7–12], при этом следует отметить, что 
процесс биотрансформации мочевины изучают не только в 
почве, но и в водных объектах, так как продукты её гидро-
лиза (аммоний, нитриты, нитраты), образующиеся под дей-
ствием бактериальных штаммов, оказывают существенное 
многофакторное влияние на экологию [13–15] и являются 
нормируемыми компонентами для вод различного назначе-
ния. Так, ПДК для водопроводной воды по аммиаку, нитри-
там и нитратам составляет 2,5; 3,5; 45 мг/дм3.

Мочевина (карбамид, амид карбаминовой кислоты), 
химическая формула (NH2)2CO, является конечным про-

Conclusion. Studies have shown the absence of the effect of the antibiotic tetracycline hydrochloride on the kinetics of the decomposition of urea to ammonium and 
carbon dioxide due to urease enzymatic activity; there is no effect of the antibiotic on the oxidation of ammonium to nitrites by Nitrosomonas strains. It was found: 
selective inhibitory effect of an antibiotic during the oxidation of nitrite to nitrate, due to Nitrobacter strains; inhibition of biotransformation processes by chromium 
ions along the entire chain of transformations from urea to nitrate; and the inhibitory effect of excess oxygen on the totality of biotransformation processes during 
air bubbling through the aqueous phase.
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пользовали водный раствор метансульфоновой (а не метано-
вой) кислоты 0,9 мМоль/дм3 (удельная электропроводность 
λ ≈ 100 мкS/см). Скорость элюирования 0,85 см3/мин, объём 
петли дозатора 250 µl. Время выхода пика карбамида ~ 5 мин. 
В отличие от методологии, описанной в [22], применяли 
кондуктометрическое, а не амперометрическое детектиро-
вание без подавления фона. Этот вариант анализа в итоге 
оказался менее трудоёмким и менее затратным по времени 
при хорошей форме хроматографического пика карбамида 
(рис. 1). Предел обнаружения без концентрирования пробы 
при прямом вводе составил 5 мг/дм3.

Для обеспечения оптимального режима работы разде-
ляющей колонки использовалась (как и в [22]), по мере не-
обходимости, пробоподготовка, которая включала удаление 
солевого фона с использованием сорбента смешанного дей-
ствия Пьюролайт МВ 400 (100 мг сорбента на 20 см3 пробы, 
условия сорбции статические, время сорбции 0,5 ч). При-
менение сорбента смешанного действия позволило удалить 
не только неорганические компоненты, но и природные гу-
миновые и фульвокислоты из водной фазы перед введени-
ем аликвоты в хроматограф. В таком случае возможно кон-
центрирование пробы за счёт упаривания до 10 раз, а предел 
обнаружения карбамида в этом варианте анализа составляет 
0,5 мг/дм3.

На рис. 1 представлена хроматограмма, иллюстрирую-
щая вышесказанное. Пик мочевины соответствует смодели-
рованной концентрации 100 мг/дм3 на фоне водопроводной 
воды; проба не подвергалась предварительной пробоподго-
товке, вводилась в хроматографическую систему прямым 
вводом.

Поскольку пик натрия (первый из катионного ряда) 
при таких условиях элюирования выходит на ~ 65 мин, 
для водных образцов с содержанием аммонийного иона 
менее 5 мг/дм3 применялся следующий алгоритм проведе-
ния анализа по определению мочевины: последовательное 
введение ~ 10 образцов для получения пиков мочевины 
на одном файле. Затем выполняется промывка колонки  
5 мМоль/дм3 НNO3 в течение 25 мин, после чего можно 
проводить следующий цикл измерений с использованием 
раствора метансульфоновой кислоты в качестве элюента. 

2. Окисление аммиака под действием бактерий 
Nitrosomonas и превращение в нитрит:

2NH3 + 6[O] → 2NО2
– + 2Н+ + 2НОН                (3)

3. Окисление нитрита в нитрат под действием бакте-
рий Nitrobacter:

2NО2
– + 2[O] → 2NО3

–.
Окончательное образование нитрата как продукта транс-

формации в результате процесса (биохимического) окисле-
ния мочевины можно представить реакциями:

(NH2)2CO + 8[О] → 2НNО3 + CO2 + НОН              (4),
НNО3 + NаHСО3 → NаNО3 + 2НОН + CO2,

что возможно при достаточной щёлочности почвы, нейтра-
лизующей кислоту (например, присутствие бикарбонатного 
или карбонатного аниона, чернозёмов).

5. Наконец, возможно протекание процесса биотранс-
формации (условного окисления) мочевины с ограничен-
ным количеством кислорода по схеме:

(NH2)2CO + 4[О] → NH4NО3 + СО2                 (5).
Этот механизм может реализоваться в том  случае, если в 

реакционном объёме существует дефицит вспомогательных 
ионов (например, бикарбоната натрия). Тогда синтез конеч-
ного вещества и соблюдение материального баланс происхо-
дят за счёт «химического материала» мочевины.

Бактериальные штаммы, участвующие в переработ-
ке мочевины, являются грамотрицательными, при этом 
Nitrosomonas размножаются бинарным делением в отличие 
от Nitrobacter, размножающихся почкованием.

С учётом вышесказанного представляло интерес оценить 
ингибирующее воздействие наиболее широко применяемого 
в животноводстве антибиотика – тетрациклина гидрохло-
рида – на один из важнейших процессов, обеспечивающих 
круговорот азота в природе, – биотрансформацию мочеви-
ны и изучить его влияние на сопряжённые процессы аммо-
нификации и нитрификации. Располагая разработанными 
новыми эксклюзивными [22, 23] хроматографическими ме-
тодами контроля самой мочевины и продуктов её гидролиза 
(нитрита), мы получили возможность установить в количе-
ственном отношении ингибирующее влияние тетрациклина 
на процесс биотрансформации карбамида, используя мето-
дические подходы, базирующиеся на количественном ана-
лизе продуктов гидролиза во времени на всех стадиях пре-
вращения мочевины: от исходного вещества до конечного 
продукта – нитрат-иона. Такая методология сравнительного 
анализа продуктов гидролиза во времени позволяет в при-
сутствии ингибиторов дифференцированно оценить био-
химическую активность штаммов бактерий, ответственных 
за ту или иную стадию превращения веществ. Или, другими 
словами, оценить устойчивость соответствующих почвен-
ных штаммов к тетрациклину. При этом сама почва, ото-
бранная в достаточном количестве в одном и том же месте, 
рассматривается в качестве усреднённого источника уреазы 
и штаммов Nitrosomonas и Nitrobacter для получения воспро-
изводимых результатов, без чего на сегодняшний день невоз-
можно объективно судить об актуальности самой проблемы 
химического контроля тетрациклина в почве, других объек-
тах окружающей среды и перспективе разработок методов 
контроля этого вещества.

Материалы и методы
Контроль содержания мочевины. Концентрацию моче-

вины в водной фазе определяли эксклюзивным способом, 
разработанным авторами. В литературе отсутствуют данные 
о применении хроматографии для определения мочевины за 
исключением [22].

В развитие метода, описанного в [22], при применении 
катионной колонки «Аквилон» С1 в качестве элюента ис-

Рис. 1. Хроматографический пик мочевины (С = 100 мг/дм3), получен-
ный на колонке С1 «Аквилон», элюент – метансульфоновая кислота 
0,9 мМоль/дм3, детектирование кондуктометрическое.

Fig. 1. Chromatographic peak of urea (C = 100 mg/dm3) obtained on 
column C1 “Aquilon”, eluent – 0.9 mMol/dm3 methanesulfonic acid, 
conductometric detection.
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Контроль концентрации ионов свинца и хрома. Контроль 
концентрации ионов хрома и свинца осуществляли методом 
атомно-абсорбционной спектрометрии с электротермиче-
ской атомизацией (ЭТА) с использованием атомно-абсорб-
ционного спектрометра МГА-915 МД.

Постановка эксперимента. При проведении опытов 
навеска тетрациклина гидрохлорида растворялась в биди-
стиллированной воде (С = 1; 10; 50; 100; 200 мг/дм3); на-
веска (m = 200 мг) синтетического карбамида растворялась 
в этих же объёмах (С0 = 200 мг/дм3; V = 1 дм3). В экспери-
ментах использовали объём раствора V = 0,4 дм3, в который 
в качестве источника уреазы и микробиологической среды 
помещали 10 г почвы. Соотношение твёрдой и жидкой фаз 
равнялось 1 : 40.

Как источник микробиологической среды была ис-
пользована дерново-подзолистая почва из Учебно-опыт-
ного почвенно-экологического центра «Чашниково»  
МГУ им. М.В. Ломоносова (УО ПЭЦ МГУ «Чашниково», 
Экспериментальный плодовый сад и питомник растений). 
Почва этой местности слабо минерализована, и переход 
неорганических компонентов в водную фазу при её ис-
пользовании незначителен. Почва имеет слабокислую ре-
акцию, что существенно для устойчивости тетрациклина, 
который сохраняет активность в кислой среде лучше, чем 
в щелочной [3].

Для сопоставления ингибирующей активности тетраци-
клина и тяжёлых металлов аналогичные опыты параллельно 

Ограничение по иону аммония связано с сильным уходом 
нулевой линии вниз в присутствии аммонийного иона сра-
зу после выхода свободного объема и её длительным подъ-
ёмом, что сильно искажает или полность маскирует пик мо-
чевины при мешающих концентрациях [NH4

+] > 5 мг/дм3.
Контроль содержания ионов аммония. При анали-

зе ионов аммония использована разделяющая колонка  
Shodex IC YS-50 150/4,6, Japan. Элюент – 2,5 мМоль/дм3  
метансульфоновой кислоты; скорость потока – 0,75 см3/мин; 
детектирование кондуктометрическое без подавления 
фона, температура колонки плюс 30 ○C, объём петли доза-
тора 10 мкл, давление 5,5 MPa.

Контроль содержания нитрат-ионов. При определении 
нитрата применялась разделяющая колонка Phenomenex Star-
Ion A 300 100/4.6, USА. Элюент – 1,8 мМоль/дм3 Na2CO3 +  
+ 1,7 мМоль/дм3 NaHCO3; скорость потока – 1 см3/мин; де-
тектирование кондуктометрическое со стандартным капил-
лярным подавлением фона, температура колонки плюс 30 ○C; 
объём петли дозатора 5 мкл; давление 2,4 MPa.

Контроль содержания нитрит-ионов. При определе-
нии нитрита была использована разделяющая колон-
ка Phenomenex Star-Ion A300 100/4.6, USА; элюент – 
1,8 мМоль/дм3 Na2CO3 + 1,7 мМоль/дм3 NaHCO3; скорость 
потока – 1 см3/мин; детектирование амперометрическое 
с капиллярным эксклюзивным подавлением фона [20], 
Uанодное = +1,05 V; температура колонки плюс 30 ○C; объём 
петли дозатора 5 мкл; давление 2,4 MPa.

Рис. 2. Кинетика биоразложения мочевины (а) и образования аммония (б). Кривые 1, 2, 3, 4, 5, 6 – содержание тетрациклина гидрохлорида: 0, 
1, 10, 50, 100, 200 мг/дм3. Кривые 1’, 2’, 3’, 4’ – содержание тетрациклина гидрохлорида: 0, 10, 50, 150 мг/дм3. Опыты проведены при барботаже 
воздуха через водную фазу. Кривые 1” – содержание ионов свинца – 1 мг/дм3; 2” – содержание ионов хрома – 1 мг/дм3.

Fig. 2. Kinetics of biodegradation of urea (а) and formation of ammonium (б). Curves 1, 2, 3, 4, 5, 6 – tetracycline hydrochloride content: 0, 1, 10, 50, 100, 
200 mg/dm3. Curves 1’, 2’, 3’, 4’ – tetracycline hydrochloride content: 0, 10, 50, 150 mg/dm3. The experiments were carried out with air bubbling through 
the water phase. Curves 1” – lead ion content – 1 mg/dm3; 2” – chromium ion content – 1 mg/dm3.
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были поставлены с растворами ионов свинца и хрома с кон-
центрацией С0 = 1 мг/дм3.

Процесс гидролиза карбамида проводили при температу-
ре плюс 30 ○С, выход продуктов контролировали ионохрома-
тографическим методом с двумя детекторами (амперометри-
ческим и кондуктометрическим) с катионными и анионными 
колонками. В ходе эксперимента определяли концентрацию 
мочевины и промежуточных продуктов гидролиза: аммония, 
нитритов и нитратов. Поскольку штаммы, обусловливаю-
щие биотрансформацию карбамида, являются аэробными, 
исследования проводили при двух факторах: с принудитель-
ной аэрацией водной фазы (барботажем воздуха) и без аэра-
ции. Таким образом, кинетику биохимических превращений 
изучали при нескольких внешних факторах воздействия: на-
личии ингибиторов (тетрациклин, металлы) и наличии (от-
сутствии) принудительной аэрации. Результаты усреднялись 
по трём сериям повторных опытов.

Результаты
Полученные результаты представлены на рис. 2–4. Ис-

следования показали, что тетрациклин оказывает выбо-
рочное влияние на микробиологическую активность ор-
ганизмов, обусловливающих постадийное биохимическое 
окисление мочевины и промежуточных продуктов её гидро-
лиза в зависимости от концентрации антибиотика в реакци-
онной зоне.

Из рис. 2 следует, что замедляющее действие на процесс 
биотрансформации на начальном этапе оказывают ионы 
тяжёлых металлов (свинца и хрома), воздействие же анти-
биотика на уреазные бактерии отсутствует, так как кинети-
ка уменьшения концентрации мочевины, а также кинетика 
выхода ионов аммония сравнимы для холостых водных рас-
творов и для растворов, содержащих тетрациклин в концен-
трациях от 1 до 200 мг/дм3. При этом воздействие хрома (см. 
рис. 2, кривая 2”) на кинетику снижения концентрации кар-
бамида и кинетику образования аммония более значимо, чем 
воздействие свинца (см. рис. 2, кривая 1”), что объяснимо 
меньшим произведением растворимости карбоната свинца 
(и соответственно выведением его из реакционной зоны в 
виде осадка), чем гидроксида хрома [24].

Рис. 3 и рис. 4 иллюстрируют ингибирующее влияние 
тетрациклина гидрохлорида на активность бактериальных 
штаммов Nitrobacter, обусловливающих биохимическое 
окисление нитрита до нитрата. Кривые 1, 2, 3 (см. рис. 3) 
иллюстрируют меньшее накопление нитрита в случае холо-
стого опыта и опытов с малым содержанием антибиотика (0; 
1; 10 мг/дм3) по сравнению с кривыми 4, 5, 6, показываю-
щими накопления нитрита (см. рис. 3) при концентрации 
антибиотика 50; 100; 200 мг/дм3. Для больших концентраций 
тетрациклина содержание накопившегося нитрита (не пере-
работанного Nitrobacter) выше в ~ 2 раза, и кинетика его рас-
пада медленнее на ~ 10–15 дней (медленнее ~ в 2 раза), что 
полностью коррелирует с кинетическими кривыми образо-
вания конечного продукта – нитрата, сдвиг кривых образо-
вания которого составляет порядка 13–15 дней для больших 
концентраций антибиотика (см. рис. 4, кривые 4, 5, 6) по 
сравнению с холостым опытом и малыми концентрациями 
(см. рис. 4, кривые 1, 2, 3).

При принудительном барботаже воздуха на этих стади-
ях превращений также наблюдается общее ингибирующее 
действие избытка кислорода, что выражено в более высоких 
концентрациях накопившегося нитрита и временном сдвиге 
кривых образования нитрата (см. рис. 3, 4, кривые 1’, 2’, 3’, 4’).

Представляет интерес характер самих кривых накопле-
ния и распада нитрита, а также вид кривых выхода нитрата. 
Резкое падение концентрации нитрита после прохождения 
максимума (см. рис. 3), коррелирующее со скачкообразным 
подъёмом кривых образования нитрата (см. рис. 4), может 
свидетельствовать о резком скачкообразном размножении 
бактерий штамма Nitrobacter. Опыты по определению време-
ни устойчивости тетрациклина в водной фазе показали, что 

Рис. 3. Кинетика биотрансформации нитрита. Кривые 1, 2, 3, 4, 5, 6 – 
содержание тетрациклина гидрохлорида: 0, 1, 10, 50, 100, 200 мг/дм3.  
Кривые 1’, 2’, 3’, 4’ – содержание тетрациклина гидрохлорида:  
0, 10, 50, 150 мг/дм3. Опыты проведены при барботаже воздуха через 
водную фазу. Кривые 1” – содержание ионов свинца – 1 мг/дм3;  
2” – содержание ионов хрома – 1 мг/дм3.

Fig. 3. Kinetics of nitrite biotransformation. Curves 1, 2, 3, 4, 5, 6 – tetracycline 
hydrochloride content: 0, 1, 10, 50, 100, 200 mg/dm3. Curves 1’, 2’, 3’, 4’ – 
tetracycline hydrochloride content: 0, 10, 50, 150 mg/dm3. The experiments 
were carried out with air bubbling through the water phase. Curves 1” – lead 
ion content – 1 mg/dm3; 2” – chromium ion content – 1 mg/dm3.

Рис. 4. Кинетика образования нитрата. Кривые 1, 2, 3, 4, 5, 6 – содер-
жание тетрациклина гидрохлорида: 0, 1, 10, 50, 100, 200 мг/дм3. 
Кривые 1’, 2’, 3’, 4’ – содержание тетрациклина гидрохлорида: 0, 
10, 50, 150 мг/дм3. Опыты проведены при барботаже воздуха через 
водную фазу. Кривые 1” – содержание ионов свинца – 1 мг/дм3; 2” – 
содержание ионов хрома – 1 мг/дм3.

Fig. 4. Kinetics of nitrate formation. Curves 1, 2, 3, 4, 5, 6 – tetracycline 
hydrochloride content: 0, 1, 10, 50, 100, 200 mg/dm3. Curves 1’, 2’, 3’, 4’ – 
tetracycline hydrochloride content: 0, 10, 50, 150 mg/dm3. The experiments 
were carried out with air bubbling through the water phase. Curves 1” – lead 
ion content – 1 mg/dm3; 2” – chromium ion content – 1 mg/dm3.
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можно добавить, что процесс поглощения антибиотика по-
чвой является сложным, обусловленным химическим взаи-
модействием между активными (гуминовыми) веществами 
почвы и аминными группами тетрациклина. Количествен-
ная десорбция целевого вещества из почвенных образцов и 
его инструментальное определение в методическом плане 
представляются в дальнейшем решаемыми, но достаточно 
трудоёмкими задачами – химической и аналитической.

Заключение
Представленные результаты позволяют сделать следую-

щие выводы.
1. В отличие от ионов тяжёлых металлов (хрома, см. 

рис. 2–4, кривая 2”), ингибирующих все стадии биотранс-
формации мочевины от распада исходного вещества до об-
разования ионов нитрата, антибиотик тетрациклина гидрох-
лорид ингибирует жизнедеятельность почвенных штаммов 
Nitrobacter, обеспечивающих биотрансформацию нитрита в 
нитрат. Следствием угнетения штаммов Nitrobacter, в частно-
сти, может быть накопление в окружающей среде нитрит-ио-
нов (для которых ПДК в воде рыбохозяйственного значения, 
например, составляет всего 0,08 мг/дм3) – наиболее токсич-
ного из всех веществ, образующихся в процессах трансформа-
ции мочевины и продуктов её гидролиза. Как было показано 
в [22], рост концентрации нитрит-ионов в воде различных во-
дных объектов, включая системы городского водоснабжения, 
на сегодняшний день можно считать установленным фактом. 
По данным авторов, полученным в марте 2022 г., содержа-
ние аммония, нитритов и нитратов в воде после аэротенков  
Курьяновских очистных сооружений составили соответ-
ственно 20; 2,2; 140 мг/дм3. Поэтому добавление ещё одно-
го фактора загрязнения окружающей среды в виде тетраци-
клина, который потенциально способен замедлять кинетику 
биоразложения нитритов и обусловливать их концентрирова-
ние в окружающей среде, однозначно можно охарактеризо-
вать как негативное явление, а разработку методов контроля  
тетрациклина в почве признать востребованной.

2. Влияние тетрациклина на уреазную биотрансфор-
мацию самой мочевины, а также на процессы дальнейшего 
биоразложения образовавшихся промежуточных продуктов 
(аммония) в пределах погрешности эксперимента (~ 20%) 
можно считать несущественными. Устойчивость к тетра-
циклину Nitrosomonas по сравнению с Nitrobacter в условиях 
проведения эксперимента может быть обусловлена рядом 
различий между ними. Одним из известных различий между 
штаммами является способ размножения: Nitrosomonas – 
делением, Nitrobacter – преимущественно почкованием. 
Nitrosomonas представлены большим количеством видов, 
приспособленных к определённым условиям жизни [27], 
но все они потребляют аммоний. Nitrobacter сосуществуют 
с другими бактериями, обеспечивающими процессы кру-
говорота азота, а энергия преобразования нитрита в нитрат 
невысока. Nitrobacter реализуют более «тонкие» механизмы 
использования этой энергии по сравнению с другими штам-
мами [28–30], что может влиять и на их размножение, и на 
устойчивость к негативному внешнему воздействию, в дан-
ном случае – к воздействию тетрациклина гидрохлорида.

его активность в отношении широко известных грамотри-
цательных штаммов бактерий Salmonella и Е. coli [25, 26] со-
храняется от 30 до 45 дней, что коррелирует с полученными 
результатами по почвенным штаммам.

Обсуждение
Эксперименты с ионами тяжёлых металлов были по-

ставлены для сравнения воздействия общеизвестных пол-
лютантов (ионов свинца и хрома) и тетрациклина на про-
цесс биотрансформации мочевины в идентичных условиях. 
Ингибирующее действие ионов свинца носит ограничен-
ный кинетический характер из-за осаждения карбоната 
свинца и проявляется только на стадии 1 гидролиза моче-
вины (концентрация ионов свинца после первой недели 
эксперимента составляет ~ 5 мкг/дм3 при исходной кон-
центрации 1 мг/дм3), а ингибирующее действие ионов хро-
ма прослеживается по всей цепочке превращений от моче-
вины до нитратов (концентрация ионов хрома ~ 0,6 мг/дм3  
и постоянна в течение 5 нед эксперимента, исходная кон-
центрация также равна 1 мг/дм3). Из этого можно сделать 
вывод о том, что биохимические процессы протекают в  
водной фазе, а не на твёрдой поверхности почвы.

Неожиданным и интересным стал факт ингибирующего 
действия избыточного кислорода на процесс биотрансфор-
мации. Поскольку штаммы почвенных бактерий являются 
аэробными, изначально предполагалось, что аэрация долж-
на увеличить скорость протекания биохимических процес-
сов, однако замедляющий эффект от избытка кислорода 
был отмечен для всех стадий в цепи превращений от моче-
вины до нитрата, за исключением кинетики образования 
аммония, который является промежуточным продуктом. 
По-видимому, его «приход» и «расход» менее зависимы от 
концентраций других компонентов. Иными словами, чем 
меньше «приход» аммония, тем меньше его «расход», а чем 
больше «приход» аммония, тем больше и его «расход».

Основным результатом проведённых исследований яв-
ляется установление факта селективного ингибирующего 
действия тетрациклина гидрохлорида на почвенные бакте-
риальные грамотрицательные штаммы Nitrobacter, обуслов-
ливающие биотрансформацию нитрита в нитрат, что с вы-
сокой степенью вероятности можно считать доказанным. 
В отношении остальных почвенных штаммов (уреазных 
или Nitrosomonas) воздействия тетрациклина гидрохлорида, 
существенно влияющего на процессы биотрансформации 
веществ, не выявлено. Учитывая эксклюзивность авторских 
методик физико-химического анализа (хроматографический 
контроль содержания мочевины и ионов нитрита и включа-
ющий эти методы сам подход по комплексному контролю во 
времени всех стадий биотрансформации мочевины от исход-
ного вещества до нитрат-ионов), в методическом отношении 
работа является новой и не имеющей аналогов.

Представляет интерес проведение на основе этой методо-
логии более широкой оценки воздействия антибиотика при 
варьировании условий проведения эксперимента: рН, со-
левой фон, характер почвы (включая щелочные почвы). Эти 
параметры дальнейших экспериментов обсуждались выше 
в разделе «Ограничения исследований». К вышесказанному 
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