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ПРЕДИСЛОВИЕ  

 

Программа практикума 

Цель практикума: изучение теоретических основ и получение 
практических навыков в области экотоксикологического анализа 
почв методами биотестирования. 

Практикум является частью учебных дисциплин для студентов 
факультета почвоведения МГУ, обучающихся по направлениям 
подготовки Почвоведение, а также Экология и природопользова-
ние бакалавриата и магистратуры, включая магистратуру межфа-
культетской научно-образовательной школы, а также для слушате-
лей программ повышения квалификации экологов, в том числе, 
«Технологии биотестирования почв и сопредельных сред», «Биоло-
гический контроль», «Экологическая оценка биологического состо-
яния окружающей среды», «Оценка воздействия на окружающую 
среду», «Технологии биотестирования природных сред и техноген-
ных объектов», «Биотестирование в аккредитованной лаборато-
рии: стандартизация лабораторных тест-культур», нацеленных 
на подготовку специалистов, обладающих фундаментальными зна-
ниями экологии и почвоведения, навыками квалифицированной и 
эффективной оценки результатов взаимодействия живых организ-
мов и различных факторов среды обитания, владеющих современ-
ными методами экологического контроля качества почв с помощью 
лабораторных биотест-систем, а также методологией включения 
полученных сведений о состоянии биоты в интегральную оценку и 
прогнозирование состояния окружающей среды.  
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Задачи практикума: 

• формирование знаний о теоретических основах биодиагно-
стики экологического качества и экотоксикологии почв в целях 
полного и объективного понимания особенностей реакции живых 
систем на присутствие токсикантов, о месте биотестирования 
в программах биодиагностики и экологической оценки почв; 

• приобретение навыков работы в лаборатории экотоксиколо-
гического анализа и использования современных методов биоте-
стирования для решения научных и практических задач; 

• формирование умения обоснованно подбирать тест-сис- 
темы и методы оценки токсичности в соответствии с задачами  
исследования; 

• развитие навыков получать, обрабатывать, критически ана-
лизировать и интерпретировать результаты экотоксикологического 
анализа с использованием методов статистики. 

 



 
 

 

 

1.  ВВЕДЕНИЕ  В  ЭКОТОКСИКОЛОГИЮ  
ПОЧВ  

 

1.1. Исторические аспекты экотоксикологии 

Начало развития почвенной экотоксикологии в мировой прак-
тике связывают с наблюдениями за воздействием пестицидов на 
почвенных беспозвоночных в 1960-х годах. Этот период характе-
ризуется большим вниманием к негативным эффектам популярно-
го пестицида ДДТ и других химических веществ, оказывающим 
разрушительное воздействие на все звенья пищевой цепи в экоси-
стемах. В этой связи вспоминают американскую журналистку Рэй-
чел Карсон, впервые привлекшую внимание публикацией в 1962 г. 
своей книги «Безмолвная весна» (англ. “Silent Spring”) к губитель-
ным последствиям широкого использования синтетических пести-
цидов в послевоенные годы.  

 

 
 
 
 
 

Рэйчел Карсон,  
автор книги  

«Безмолвная весна»  
(Rachel Carson  
“Silent Spring”) 
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Доказательства, приведенные Карсон, оказались достаточными, 
чтобы американские и европейские правительства запретили при-
менение ДДТ в сельском хозяйстве.  

Впервые на законодательном уровне биотестирование было 
включено в оперативный контроль загрязнения вод в США,  
где с целью защиты окружающей среды и здоровья людей было 
создано Агентство по охране окружающей среды (United States 
Environmental Protection Agency; US EPA). Впоследствии такие  
организации, призванные разрабатывать нормы и следить за их ис-
полнением, стали законодательно стимулировать внедрение биоте-
стов в практику и в других странах.  

В 1980-х и 1990-х годах успешно решались вопросы методиче-
ского обеспечения экотоксикологических исследований для оценки 
риска химических веществ. В этот период было разработано нема-
ло тестов на экотоксичность с использованием отдельных видов 
живых организмов. Они были основаны, прежде всего, на инте-
гральной характеристике – выживаемости особей. 

 

1.2. Разнообразие биотест-систем  

Показателем экотоксичности служит степень изменения опре-
деленных параметров живых систем разного уровня организации, 
которая фиксируется различными методами. Это могут быть био-
химические, биофизические методы, визуальный подсчет, разные 
виды микроскопии. 

В конце 1990-х и начале 2000-х годов в почвенной экотоксико-
логии появились стандартизованные международными организа-
циями (OECD – Организация экономического сотрудничества и 
развития и ISO – Международная организация по стандартизации) 
биотесты, основанные на учете показателей смертности и воспро-
изводства энхитреид, дождевых червей и коллембол. Позднее для 
тех же организмов были утверждены поведенческие тесты (избега-
ние), а для дождевых червей и энхитреид еще и тест по биоаккуму-
ляции. Появилась целая серия нормативных документов, регламен-
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тирующих использование высших растений и микроорганизмов 
для оценки токсичности почв и почвоподобных объектов. 

В настоящее время в Российской Федерации использование ме-
тодов биотестирования регулируется несколькими организациями: 
Ростехнадзор, Роспотребнадзор, надзорные органы в сельскохозяй-
ственной сфере. К анализу экотоксичности почв применяются два 
основных подхода – биотестирование водной вытяжки и биотести-
рование почвенного образца как твердого тела. Список аттестован-
ных методик измерений токсичности почв с помощью тест-орга- 
низмов не столь велик по сравнению с методиками анализа содер-
жания химических веществ в почвах. Наиболее часто в аналитиче-
ских лабораториях, аккредитованных на проведение анализов ток-
сичности почв, используются следующие стандартные методы, 
включенные в реестр методик измерений Федерального информа-
ционного фонда по обеспечению единства измерений в РФ: 

• ФР.1.39.2006.02506. ПНД Ф Т 14.1:2:3.13-06 (ПНД Ф Т 
16.1:2.3:3.10-06). Методика определения токсичности отходов, 
почв, осадков сточных, поверхностных и грунтовых вод методом 
биотестирования с использованием равноресничных инфузорий 
Paramecium caudatum Ehrenberg.  

• ФР.1.31.2012.11560 Методика измерений биологической активно-
сти гуминовых веществ методом фитотестирования.  

• ФР 1.39.2006.02505. ПНД Ф Т 14.1:2.14-06 (ПНД Ф Т 16.1:3.11-
06) Методика определения токсичности высокоминерализован-
ных поверхностных и сточных вод, почв и отходов по выживае-
мости солоноватоводных рачков Artemia salina L.  

• ФР.1.39.2007.04104. ПНД Ф Т 16.3.12-07. Методика определения 
токсичности золошлаковых отходов методом биотестирования на 
основе выживаемости парамеций и цериодафний. 

• ФР.1.31.2009.06301; ПНД Ф 14.1:2:4:15-09 (16.1:2:2.3:3.13-09) 
Методика выполнения измерений индекса токсичности почв, 
почвогрунтов вод и отходов по изменению подвижности половых 
клеток млекопитающих in vitrо.  

• ФР.1.37.2010.08619 (ПНД Ф Т 16.1.17-10) Методика выполнения 
измерений интенсивности потребления тест-субстратов микроб-
ными сообществами почв и почвоподобных объектов фотометри-
ческим методом.  
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• ФР.1.39.2014.18039 Методика измерений токсичности почв по ре-
акциям энхитреид.  

• ФР.1.39.2007.03222. Методика определения токсичности воды и 
водных вытяжек из почв, осадков сточных вод, отходов по смерт-
ности и изменению плодовитости дафний.  

• ФР.1.39.2007.03221. Методика определения токсичности воды и 
водных вытяжек из почв, осадков сточных вод, отходов по смерт-
ности и изменению плодовитости цериодафний.  

• ФР.1.39.2007.03223. Методика определения токсичности вод, 
водных вытяжек из почв, осадков сточных вод и отходов по из-
менению уровня флуоресценции хлорофилла и численности кле-
ток водорослей.  

• ПНД Ф Т 14.1:2:3:4.10-04 (ПНД Ф Т 16.1:2.3:3.7-04). Методика 
определения токсичности проб поверхностных пресных, грунто-
вых, питьевых, сточных вод, водных вытяжек из почв, осадков 
сточных вод и отходов по изменению оптической плотности 
культуры водоросли хлорелла (Chlorella vulgaris Beijer).  

• ПНД Ф Т 14.1:2:4.12-06 (ПНД Ф Т 16.1:2:3:3.9-06). Методика 
определения токсичности водных вытяжек из почв, осадков сточ-
ных вод и отходов, питьевой, сточной и природной воды по 
смертности тест-объекта Dаphnia magna Straus.  

• ПНД Ф Т 14.1:2:3:4.11-04 (ПНД Ф Т 16.1:2.3:3.8-04). Методика 
определения токсичности воды и водных вытяжек из почв, осад-
ков сточных вод и отходов по изменению интенсивности бакте-
риальной биолюминесценции тест-системой «Эколюм» на прибо-
ре «Биотокс-10». 

• ПНД Ф Т 16.2:2.2-98. Методика определения токсичности почвы 
и донных осадков по хемотаксической реакции инфузорий. 

 

Актуальность и легитимность этих методик можно отслеживать 
на сайте https://fgis.gost.ru/fundmetrology/registry/16. Их можно 
идентифицировать по кодам регистрации в федеральном реестре 
(ФР), как и в реестре природоохранных нормативных документов 
(ПНД).  

На освоение отдельных методик из этого списка, наиболее вос-
требованных практикой оценки почв, нацелены подробно рассмот-
ренные далее лабораторные задачи. 
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1.3. Cпособы оценки экотоксичности  

Экотоксичность – величина количественная, измерение которой 
осуществляется с помощью нескольких стандартных показателей, 
которые называют токсикометрическими показателями.  

Для характеристики степени экологической опасности отдель-
ных элементов или соединений (в чистом виде в растворах, в воде 
или в почве) определяют ЭК – эффективные (действующие) кон-
центрации (обозначаемые также EC – effective concentration в ан-
глоязычной литературе) или дозы, вызывающие определенные из-
менения тест-функций организмов. Обычно вычисляют такие 
показатели как ЭК50, ЭК10 или ЭК20 – эффективные концентрации, 
вызывающие 50%, 10% или 20%-ное ингибирование изучаемой 
функции тест-организмов соответственно (EC50, EC10, EC20). Если 
подавление тест-функции выражается в гибели тест-организмов, то 
часто эти показатели называют летальными дозами – ЛД50, ЛД10 
или ЛД20 (lethal dose – LD50, LD10 или LD20). 

Для расчета точного значения ЭК50 используют пробит-анализ.  
Для этого строят кривую зависимости «доза-эффект» и графи-

ческим способом или с помощью расчетов по уравнению находят 
искомую величину ЭК. 

Рассмотрим подробнее алгоритм расчета токсикометрических 
показателей с помощью пробит-анализа. 

Допустим, надо определить эффективную концентрацию ЭК50 

модельного токсиканта K2Cr2O7 (бихромата калия), т.е. такую кон-
центрацию, которая вызывает 50%-ное отклонение от контроля  
значений тест-функции в опытной пробе. 

Для начала значения набора концентраций K2Cr2O7 (не менее 
4 проб исследуемого вещества) переводят в десятичные логариф-
мы. Далее в прямоугольной системе координат по оси абсцисс  
откладывают полученные значения десятичных логарифмов кон-
центраций (lgC) исследуемых проб (рис. 1). По оси ординат от-
кладывают значения пробитов, соответствующих процентному 
значению гибели тест-организмов в пробе (относительно кон-
троля), или индексу токсичности (Ит). Соответствие значений 
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пробитов биологическому эффекту, выраженному в процентах, 
регламентировано стандартной таблицей, которая есть в стан-
дартных методиках, а также доступна в сети Интернет (табл. 1). 

Строят кривую зависимости «доза-эффект». Затем на оси орди-
нат (значения пробитов) выбирают точку, соответствующую значе-
нию 5 (50%-ный эффект) и проводят горизонтальную прямую до 
пересечения с построенной кривой, а из точки пересечения этой 
горизонтальной линии с линией графика опускают перпендикуляр 
на ось абсцисс – значение логарифма концентраций модельного 
токсиканта. Место пересечения этого перпендикуляра с осью абс-
цисс Х и есть искомая величина логарифма концентрации ЭК50, по 
которой с помощью антилогарифма легко определить концентра-
цию K2Cr2O7. Для вычислений ЭК используют обычно компьютер-
ные программы (Microsoft Excel и др.). 

 

Рис. 1. Линейная зависимость «доза-эффект», выраженная в логарифмах  
концентраций  (lgC) и значениях тест-функций в пробитах 

Аналогичные расчёты проводятся не только для поиска значений 
действующих концентраций токсикантов, представленных чистыми 
химическими веществами, но и для образцов водной вытяжки почв. 
В таком случае устанавливают долю водной вытяжки почв, которая 
вызывает, например, полулетальный эффект в выборке особей.  
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Таблица 1 
Значения пробитов для экспериментально устанавливаемых  

параметров тест-функций (например, гибели особей) от 1 до 99% 

Гибель, 
%  

0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  

0  –  2,67 2,95 3,12 3,25 3,35 3,45 3,52 3,59 3,66  

10  3,72  3,77 3,82 3,83 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12  

20  4,16  4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45  

30  4,48  4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72  

40  4,75  4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97  

50  5,00  5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 4,20 5,23  

60  5,25  5,28 5,31 5,33 5,36 5.39 5,4  5,44 5,47 5,50  

70  5,52  5,55 5,58 5,61 5,64 5.67 5,71 5,74 5,77 5,81  

80  5,74  5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 5,08 6,13 6,18 6,23  

90  6,28  6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33  

 
Максимальную концентрацию исследуемого вещества, при ко-

торой не наблюдается статистически значимого эффекта, обозна-
чают как МННК – максимальная наблюдаемая недействующая 
концентрация (или NOEC – no observed effect concentration).  

Наименьшую концентрацию анализируемого вещества в иссле-
дуемых объектах (воде, почве), при которой наблюдается статисти-
чески значимое воздействие на тест-организмы, называют мини-
мальной наблюдаемой действующей концентрацией, МНДК (или 
LOEC – lowest observed effect concentration). 

Согласно некоторым нормативным требованиям, в частности 
действующим «Критериям отнесения отходов к I–V классам опас-
ности по степени негативного воздействия на окружающую среду» 
(утв. приказом Минприроды России от 4 декабря 2014 г. № 536), а 
также при определении экологического качества почвы или воды 
определяют БКР10 – безвредную кратность разбавления исследуемо-
го образца (например, водной вытяжки – элюата почв), т.е. находят 
концентрацию, оказывающую 10% ингибирование тест-функции. 
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1.4. Требования к выбору тест-организмов 

Тест-организмы, «перенесенные» из окружающей среды в кон-
тролируемые условия лабораторного культивирования, должны 
соответствовать ряду требований. Они должны быть представлены 
широко распространенными в природных условиях видами, легко 
доступными в течение всего года в больших количествах, способ-
ными представлять генетически максимально однородную популя-
цию, свободными от возбудителей болезней и паразитов.  

Стандартизованные тест-организмы должны обладать стабиль-
ной высокой чувствительностью к токсикантам, которая по требо-
ваниям стандартных методик измерений токсичности должна регу-
лярно контролироваться в лаборатории по реакции на модельные 
токсиканты. При этом измеряется диапазон эффективных концен-
траций (ЭК) модельного токсиканта, который должен удовлетво-
рять требованиям конкретной методики.  

Батареи биотестов. В настоящее время все более популярны-
ми становятся, так называемые, батареи биотестов – серии тест-
систем, основанные на реакциях разных видов живых организмов 
на один и тот же объект воздействия.  

Внедрение батарей биотестов считается особенно эффективным 
при анализе смешанного загрязнения окружающей среды. Они  
дают возможность объединить тест-отклики в одну оценку, что 
позволяет классифицировать участки по степени их загрязнения, 
сравнивать воздействие различных коммерческих продуктов при 
выявлении токсичности в образцах со смешанным загрязнением. 
Наряду с батареями биотестов в мировой практике предложены 
интегративные многомаркерные концепции – Multi-Markered 
Bioindication Concept (MMBC). На использовании батареи из двух 
тест-систем с участием организмов разной таксономической при-
надлежности основана, например, и современная эксперименталь-
ная оценка класса опасности отходов в РФ. 

Оптимальным подходом, отражающим экосистемный подход, 
следует считать набор минимум из трех биотестов, включающий 
в качестве тест-видов представителей трех основных трофических 
уровней – продуцентов, консументов и редуцентов. Уровень про-
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дуцентов в спектре биотестов хорошо представлен зелеными рас-
тениями, самое большое представительство имеют виды уровня 
консументов (беспозвоночные животные и др.), и лишь единичные 
виды микроорганизмов (в основном светящиеся люминесцирую-
щие бактерии) представляют уровень редуцентов. 

Некоторые представители из числа наиболее распространенных 
тест-видов, рекомендованных стандартными методиками для оцен-
ки токсичности почв, представлены на рис. 2.  

 

 1  2 

 3  4 

  5  6 

 7  8 

 9  10 

Рис. 2. Животные и растения, используемые при биотестировании экотоксично-
сти почв: ракообразные дафнии (1) и артемии (2), микроводоросли хлорелла (3) 
и сценедесмус (4), простейшие парамеции (5) и тетрахимена (6), дождевые  
черви (7) и энхитреиды (8), горчица белая (9) и овес посевной (10) 
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1.5. Термины, обозначения и определения  
понятий в экотоксикологии 

Биотестирование – лабораторный метод оценки качества объ-
ектов окружающей среды по определенным поддающимся учету 
характеристикам живых организмов в стандартных условиях. 

Выживаемость – способность организмов сохранять свои ха-
рактеристики в условиях воздействия неблагоприятных факторов. 

Гормезис (hormesis) – явление улучшения ответных реакций 
(роста, выживаемости и др.) тест-организмов при малых концен-
трациях химических веществ в исследуемых объектах, но облада-
ющих токсичностью при использовании в больших количествах. 

Интегральная токсичность – токсичность сложных смесей, 
сточных вод, многокомпонентных факторов. 

Критерий токсичности – значение характеристики отклика 
тест-организма на повреждающее действие среды, используемое 
в методиках биотестирования. 

Максимальная наблюдаемая недействующая концентра-
ция, МННК (no observed effect concentration, NOEC) – максималь-
ная концентрация (массовая доля) исследуемого вещества, при ко-
торой не наблюдается статистически значимого воздействия по 
сравнению с контролем. 

Медианная летальная (полулетальная) концентрация пред-
ставляет собой частный случай ЭК50 (или EC50) (см. ниже), когда 
регистрируется летальный эффект – ЛК50 (или LC50). 

Минимальная наблюдаемая действующая концентрация, 
МНДК (lowest observed effect concentration, LOEC) – наименьшая 
исследуемая концентрация (массовая доля) анализируемого веще-
ства в исследуемых объектах (воде, почве), при которой наблюда-
ется статистически значимое воздействие на тест-организмы. 

Полуэффективная концентрация (ЭК50) – концентрация дей-
ствующего вещества, вызывающая 50%-ное отклонение от кон-
троля значение тест-функции за установленное методикой время.   
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Пробит-анализ – статистический анализ зависимости «доза-
эффект», в котором вместо значений биологических откликов 
(тест-функций) используются вероятностные величины «пробиты» 
(probability unitеs – probites). 

Референтная почва (reference soil) – незагрязненная почва, 
отобранная поблизости от загрязненного участка, со свойствами 
(содержание питательных веществ, рН, содержание органического 
углерода и механический состав), близкими к свойствам исследуе-
мой загрязненной почвы.  

Синхронизированная (синхронная) культура – культура, в ко- 
торой клетки находятся на одной стадии развития. 

Стандартная искусственная почва (standard soil, artificial soil) – 
смесь песка, каолинита, торфа и карбоната кальция, применяемая 
как контрольный (референтный) образец сравнения при биотести-
ровании (согласно ИСО 11268-1). Cостав: 10% сфагнового торфа 
(тонко размолотый), 20% каолиновой глины, примерно 69% (в за-
висимости от необходимого количества СаСО3) воздушно-сухого 
промышленного кварцевого песка, 0,3–1,0% карбоната кальция 
(тонкодисперсный СаСО3) для достижения pH 6,0 + 0,5. 

Тест-культура – лабораторная популяция особей, как правило, 
одного вида живых организмов (тест-организмов), искусственно 
поддерживаемая (культивируемая) на питательной среде в стан-
дартных условиях и используемая при оценке токсичности при 
биотестировании. 

Тест-объект – образцы природных или техногенных сред и 
объектов, которые исследуются методом биотестирования. 

Тест-организм – чувствительный организм, используемый для 
оценки токсичности методом биотестирования. 

Тест-реакция – ответная реакция тест-организмов на воздей-
ствие исследуемого объекта, выбранная для анализа в определен-
ной тест-системе. 

Тест-система – пространственно ограниченная среда, которая 
включает чувствительные организмы (тест-организмы) или их эле-
менты и образцы исследуемых объектов (тест-объекты). 
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Тест-функция – исследуемая характеристика тест-культуры 
организмов (выживаемость, размножение, флуоресценция, биолю-
минесценция и др.). 

Токсиканты – химические вещества, ядовитые для живых ор-
ганизмов. 

Токсикометрия – совокупность приемов оценки токсичности 
вещества, техногенных объектов или природных сред (воды, почвы 
и т.п.)  

Токсикорезистентность – сопротивляемость организмов к воз- 
действию токсичных веществ или компонентов исследуемых объ-
ектов. 

Токсикотолерантность – устойчивость организма к повре-
ждающим воздействиям; диапазон толерантности – пределы коле-
баний концентраций токсических веществ, при которых не проис-
ходит нарушений функций организма. 

Токсический эффект – изменение любого показателя жизне-
деятельности или функций тест-организма под воздействием ток-
сиканта. 

Эффективная (действующая) концентрация (ЭК, или EC) – 
концентрация токсиканта, вызывающая определенный количе-
ственно выраженный эффект. 

 



 
 

 

 

ПОДГОТОВКА  ПОЧВЕННЫХ  ПРОБ   
К  БИОТЕСТИРОВАНИЮ  

 

2.1. Условия отбора и хранения почвенных образцов  
для биотестирования 

Отбор и подготовка репрезентативных почвенных проб – этапы 
первичной работы, от правильного выполнения которых во многом 
зависит точность получаемых результатов. Общие правила стан-
дартных процедур отбора, хранения и транспортирования почвен-
ных проб приведены в ряде нормативных документов (их перечень 
дан в приложении А).  

К анализу почв, как и других проб, биологическими методами 
предъявляются особые условия как отбора, так и хранения и транс-
портировки. Эти условия должны обеспечивать получение адек-
ватных представлений об уровне опасности анализируемых проб 
для живых систем.  

Отбор проб почв. Основным требованием, которое должно со-
блюдаться при отборе материала для анализа, бесспорно, является 
репрезентативность пробы. Для экотоксикологических исследова-
ний репрезентативной (от англ. representative – представительный, 
показательный) считается такая проба, которая в максимальной 
степени характеризует качество исследуемого объекта по показате-
лю токсичности. 

Для проведения биотестирования предварительно составляют 
план отбора проб, готовят посуду, необходимое оборудование, ме-
ста для хранения проб, продумывают способ транспортировки ото-
бранных проб. 
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При отборе пробы для анализа в аккредитованной лаборатории 
составляют акт отбора по строгой форме с указанием даты, време-
ни, места отбора, тары, упаковки (пример акта отбора в приложе-
нии Б). Аналогичный документ полезно оформлять и при отборе 
проб для любых лабораторных исследований. Каждая емкость или 
пакет с пробой должны быть маркированы.  

Отбор проб почв проводится с учетом вертикальной структуры, 
неоднородности покрова почвы, рельефа и климата местности, 
а также с учетом особенностей загрязняющих веществ. Отбирают 
пробы на пробных площадках, закладываемых с учетом задач иссле-
дования. При необходимости получения сравнительных результатов 
пробы незагрязненных и загрязненных почв отбирают в идентичных 
естественных условиях (на условно фоновых площадках). 

Пробные площадки на почвах, загрязненных предположительно 
равномерно, намечают по координатной сетке с равными расстоя-
ниями. Пробные площадки на почвах, загрязненных предполо- 
жительно неравномерно, намечают по координатной сетке с нерав-
номерными расстояниями между линиями. Расстояния между  
линиями сетки намечаются с учетом расстояния от источника за-
грязнения и преобладающего направления ветра.  

При локальном загрязнении почв для определения пробных 
площадок применяют систему концентрических  окружностей, 
расположенных на дифференцированных расстояниях от источни-
ка загрязнения, указывая номера окружностей и азимут места отбо-
ра проб. В направлении основного распространения загрязняющих 
веществ систему концентрических окружностей продолжают в ви-
де сегмента, размер которого зависит от степени распространения 
загрязнения. 

Для характеристики загрязнения почвы на определенной пло-
щади отбирают объединенные пробы почвы. Объединенную пробу 
составляют путем смешивания единичных проб почвы, отобранных 
в разных точках данной пробной площадки размером не менее 
10 м2, которая располагается в типичном для данной территории 
месте. Есть конкретные рекомендации по количеству проб и проб-
ных площадок для определенной территории обследования. 
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В частности, на каждые 20 га площади закладывают не менее од-
ной пробной площадки. При обследовании территории менее 0,5 га 
размер пробной площадки будет меньше, он составляет 5 м2. 

Объединенную пробу составляют из 5–10 или 15–20 единичных 
проб (в зависимости от однородности исследуемого участка), рав-
номерно размещенных на пробной площадке.  

Объем единичных проб почвы должен быть одинаков, поэтому 
для пробоотбора используют почвенный щуп. Щуп – узкий метал-
лический желоб, заостренный с одного конца и имеющий рукоятку 
для удобства использования. Примерные размеры щупа: длина 
1,25–1,5 м; диаметр 15–20 мм. Желоб в щупе составляет 3/4 его 
общей длины. 

Взятие смешанного образца проводят следующим образом: 
лопатой делают прикопку на глубину до 30–40 см. Отмечают мощ-
ность и цвет верхнего горизонта или слоя, отмечают изменения 
в цвете и состоянии почвы от поверхности вглубь, после чего со 
стенки берут образец на полную глубину горизонта (слоя) массой  
1–2 кг. Поверхность почвы предварительно очищают от растений. 
Образец поверхностной пробы отбирают до глубины 5–10 см той 
же массы (1–2 кг). 

Единичные пробы ссыпают на крафт-бумагу или клеенку, тща-
тельно перемешивают, затем сокращают объем в 3–4 раза так назы-
ваемым способом квартования. Суть этого способа заключается 
в том, что почву разравнивают на бумаге, выкладывая в форме квад-
рата, делят на четыре части. Две противоположные части отбрасы-
вают, две оставшиеся части перемешивают. Схема сокращения объ-
ема и усреднения почвы дана на рис. 3. Оставшуюся после 
квартования почву делят на 6–9 квадратов, из центра которых отби-
рают примерно одинаковое количество почвы, обеспечивая захват 
всей толщины слоя, и помещают в герметично упаковываемую тару 
или пакет. Таким образом получают объединенную пробу. Масса 
почвы по строгим нормативным требованиям испытательной лабо-
ратории приблизительно 2 кг (1 кг на анализ и 1 кг для хранения 
дубликата). Для иных целей, в том числе учебных, можно сократить 
объем пробы до необходимого для запланированных анализов.  
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Рис. 3. Схема сокращения объема почвенной пробы методом квартования  

 

При транспортировке пробы нельзя перегревать или заморажи-
вать. Рекомендуется оптимальный интервал температуры окружа-
ющего воздуха от (+4) °С до (+28) °С. 

Пробы почв подвергают анализу не позднее 12 ч от момента 
отбора. При невозможности обеспечения данного условия объеди-
ненные пробы в естественно влажном состоянии хранят в холо-
дильнике плотно упакованными не более одной недели при темпе-
ратуре от (+2) °С до (+4) °С. Важное отличие в подготовке проб 
почв для биологического анализа заключается в том, что их катего-
рически не допускается консервировать.  

Определение гигроскопической влажности почв  

В лаборатории почвы, отобранные на токсикологический ана-
лиз, сначала разрыхляют вручную металлическим шпателем и 
освобождают от инородных материалов, затем почву распределяют 
на ровной поверхности слоем толщиной не более 1 см и отбирают 
шпателем из 5-ти точек методом конверта (массой по 40–50 г).  
Затем порции объединяют в одну пробу, которую в свою очередь 
делят на две неравные части – для биотестирования (100–200 г 
в зависимости от необходимого количества для выбранного биоте-
ста) и для определения гигроскопической влажности после высу-
шивания до постоянной массы.  

Ту часть почвы, которая будет направлена на биотестирование, 
нельзя подвергать тепловой обработке.  

Определяют гигроскопическую влажность почв стандартным 
методом. В предварительно взвешенный бюкс помещают среднюю 
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пробу почвы от 8 до 20 г. Обычно пользуются техническими веса-
ми, обеспечивающими точность до 0,01 г. Записывают массу пу-
стого бюкса и бюкса вместе с воздушно-сухой почвой. 

Пробу сушат в сушильном шкафу до постоянной массы при  
100–105 °С в течение 5–8 ч. После сушки пробы помещают в эксика-
тор с CaCl2 на дне, охлаждают 20–30 мин и затем взвешивают. Рас-
хождение в массе после повторной сушки при высокой влажности 
допускается не больше 0,05 г, при средней и низкой влажности – 
0,03 г. В случае невозможности охлаждения пробы в эксикаторе не 
следует затягивать взвешивание после охлаждения и категорически 
не допускается взвешивание на следующий день. 

Данные, полученные при определении влажности, заносят 
в таблицу (приложение Г). Вычисление проводят следующим обра-
зом: количество воды (а) во взятой пробе определяют по разности 
массы стаканчика + сырая почва до и после высушивания. Абсо-
лютно сухую навеску почвы рс вычисляют как разницу массы бюк-
са с почвой после сушки и массы пустого бюкса. Процентное со-
держание влаги рассчитывают согласно формуле: 

W % = a / pc × 100. 

Измеренную характеристику влажности используют для расче-
та массы абсолютно-сухой пробы, предназначенной для приготов-
ления водной вытяжки для биотестирования.  

 

2.2. Водный экстракт почв и измеряемые  
физико-химические параметры 

Водную вытяжку (водный экстракт) из почвы для биотестиро-
вания готовят в соотношении: 1 часть почвы (с учетом влажности 
образца) и 4 части культивационной воды (для некоторых методик 
измерений токсичности рекомендуют использование дистиллиро-
ванной воды). 

Для приготовления водной вытяжки из почвы отвешивают 100–
200 г пробы почвы в нативном состоянии (воздушно-сухом), пере-
считав ее массу на массу абсолютно-сухой. Масса пробы на стадии 
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перед приготовлением водной вытяжки должна быть достаточной 
для получения необходимого объема экстракта для биотестирования 
во всех предполагаемых разведениях. Навеску почвы помещают 
в колбу и приливают 4-х кратное количество культивационной воды. 

Далее, на лабораторном шейкере встряхивают полученную сус-
пензию в течение 2-х ч, после чего отстаивают в течение 30 мин. 
Надосадочную жидкость сифонируют, а затем фильтруют через 
бумажный обеззоленный фильтр «белая лента» или через мембран-
ные фильтры с диаметром пор 3,5 мкм.  

Перед тем как вылить вытяжку на фильтр, содержимое колбы 
встряхивают. На фильтр стараются перенести всю взвесь. При вы-
ливании струю суспензии направляют на боковую двойную стенку 
бумажного фильтра, но не на дно фильтра, так как при выливании 
на дно бумага может легко порваться. Фильтрацию можно осу-
ществлять и с помощью вакуумного водяного или электрического 
насоса. В таком случае для фильтрации применяют слабый вакуум 
(не более 20 мм рт. ст.). В случае, если первый фильтрат мутный, 
допускается дополнительное фильтрование, поскольку прозрачные 
растворы дают меньшую погрешность при биологических анали-
зах. Для ускорения процесса смесь почвы с водой после перемеши-
вания можно центрифугировать. 

При повышенной мутности водной вытяжки из почв допускает-
ся отстаивание в холодильнике до 5 сут. Затем жидкость над осад-
ком сифонируют. Непосредственно перед началом биотестирова-
ния пробы доводят до температуры 22 ± 2 °С. 

Полученный экстракт исследуют на токсичность. Допускают 
хранение экстракта в холодильнике не более 5 сут. при температу-
ре (+2) – (+4) °С. 

Приготовление разбавлений водных экстрактов  
из образцов почв и определение рН, минерализации  

и содержания кислорода 

Для приготовления разбавлений берут определенные, отмерен-
ные мерной посудой, объемы полученного экстракта культиваци-
онной воды. В качестве мерной посуды для объемов менее 10 мл 
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используют мерные пипетки. Для объемов более 10 мл – мерные 
цилиндры.  

В каждом водном экстракте и разбавлении, которые подготов-
лены для биотестирования, необходимо измерить рН с помощью 
рН-метра, минерализацию кондуктометром (солемером) и содер-
жание кислорода оксиметром (рис. 4). 

 

Рис. 4. Приборы для характеристики обязательных параметров  
водных экстрактов почв (слева направо): рН-метр, оксиметр,  

кондуктометр (солемер)  

Эти параметры важны в первую очередь для выбора тест-видов, 
представленных гидробионтами. От этих параметров зависит вы-
бор пресноводных или морских организмов. Так, для биотестиро-
вания на пресноводных ракообразных приемлемой считается мине-
рализация не более 1 г/л. 

Подготовка посуды для отбора, хранения проб  
и биотестирования 

Особое внимание при подготовке проб и проведении биотести-
рования уделяется качеству и чистоте используемой посуды. 
Обычно используются одноразовые пакеты, посуда из полимерных 
материалов или из стекла. Для мытья посуды нельзя использовать 
обычные порошки и моющие средства, всевозможные синтетиче-
ские поверхностно-активные вещества и органические растворите-
ли, а необходимо промывать стеклянную посуду 10-% раствором 
азотной кислоты, а затем тщательно споласкивать дистиллирован-
ной водой.  
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Вопросы для самоконтроля 

1. В чём заключаются особенности подготовки почвы к био-
тестированию?  

2. Как получить репрезентативную пробу при равномерном 
загрязнении поверхности почвы? Как при неравномерном?  

3. Допустимые средства для мытья посуды, используемой в 
биотестировании? 

4. Для чего определяют гигроскопическую влажность почвы 
при подготовке ее к биотестированию? 

5. В каком соотношении добавляют экстрагент к пробе почвы 
при подготовке водных экстрактов для биотестирования? 

6. Какие характеристики экстракта необходимо получить до 
проведения биотестирования образца? 

7. Каковы допустимые пределы содержания солей в водных 
растворах при проведении биотестирования на пресновод-
ных гидробионтах?  
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Практическая задача 1.  
Приготовление и характеристика водного экстракта почвы  
для биотестирования 

 

Задача работы – подготовить и охарактеризовать водный экс-
тракт почвы для установления пригодности применения пресно-
водных гидробионтов. 

Из маркированного образца (~ 200–400 г) воздушно сухой поч-
вы с известной гигроскопической влажностью методом квартова-
ния необходимо отобрать представительную почвенную пробу для 
предстоящих элюатных видов экотоксикологического анализа.  

В колбу вместимостью 1000 мл поместить навеску 100 г воз-
душно-сухой почвы, пересчитав на ее абсолютно-сухую массу. 
Прилить 400 мл культивационной или дистиллированной воды, 
перемешать и поставить на шейкер на 2 ч., после чего дать от- 
стояться 30 мин. и отфильтровать через бумажный фильтр «белая  
лента». 

Затем в фильтрате определить водный рН, минерализацию 
и содержание кислорода. Сделать вывод о пригодности тест-
системы для пресноводных тест-культур гидробионтов. Форма  
записи результатов характеристики водного экстракта пробы для 
обоснования выбора тест-культуры дана в приложении Д.  



 
 

 

 

3.  ПИТАТЕЛЬНЫЕ  СРЕДЫ   
ДЛЯ  ТЕСТ-КУЛЬТУР  ГИДРОБИОНТОВ 

 

3.1. Культивационная «биологизированная» вода  
для ракообразных 

Качество воды, используемой для культивирования тест-
культур гидробионтов и разведения проб, имеет исключительную 
важность.  

Для культивирования и подготовки проб в экспериментах с ра-
кообразными используют так называемую «биологизированную» 
воду. Это связано с особенностями адаптаций рачков к условиям 
обитания в пресных водах, влиянием физико-химических парамет-
ров среды на выживаемость и размножение. Краткое описание 
морфологического строения и физиологических особенностей даф-
ний (Daphnia magna) и цериодафний (Ceriodaphnia affinis) приво-
дится в приложении В.  

Способ подготовки оптимальной для рачков культивационной 
«биологизированной» воды был предложен сотрудниками лабора-
тории водной токсикологии биологического факультета МГУ име-
ни М.В. Ломоносова и апробирован в лаборатории экотоксиколо-
гического анализа почв (ЛЭТАП) факультета почвоведения МГУ.  

Система подготовки такой культивационной воды включает 
трехступенчатую очистку (три аквариума) и насыщение ее метабо-
литами водных растений («биологизация») (рис. 5).  

Перед заполнением первого аквариума вода проходит очистку 
через бытовой проточный фильтр (например, Гейзер 3ИВС люкс). 
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Рис. 5. Схема системы очистки и «биологизации» воды  
для тест-культур гидробионтов:  

1 – фильтр, 2 – аквариум – отстойник, 3 – аквариум «биологизации»,  
4 – аквариум для хранения подготовленной воды 

В первом аквариуме вода отстаивается и дехлорируется в течение 
двух недель с использованием микрокомпрессора (например, мар-
ки Sera air 550 R plus) для ее принудительной аэрации атмосфер-
ным воздухом. Далее вода из первого аквариума переливается во 
второй с кварцевым песком и высшей водной растительностью, 
необходимой для ее «биологизации». Высшие водные растения  
играют активную средообразующую роль, насыщая воду метабо-
литами макрофитов. Вода во втором аквариуме непрерывно филь-
труется внешним фильтром (типа Tetra EX 600 plus), которой необ-
ходим для очистки воды от мути, перемешивания верхних и 
нижних слоев воды, способствуя газообмену воды аквариума 
с воздухом помещения. Освещение в аквариуме работает 12 ч 
в сутки и регулируется розеткой-таймером. Вода во втором аквари-
уме «биологизируется» в течение двух недель. Далее готовая вода 
переливается в третий аквариум с микрокомпрессором и может 
быть использована для культивирования гидробионтов и разведе-
ния проб в ходе экотоксикологических экспериментов. Во всех  
аквариумах для перелива применяются шланги с помпами (Sera 
FP 350), что обеспечивает более удобную подготовку воды. Полу-
ченная «биологизированная» вода имеет следующие гидрохимиче-
ские показатели, которые варьируют в пределах: рН – 8,0–8,5; соле-
содержание – 0,2–0,3 г/дм3, содержание кислорода – 8–11,5 мг/дм3. 
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3.2. Питательная среда Тамия  
для водорослей Chlorella vulgaris 

Культивируемые в лаборатории водоросли Chlorella vulgaris 
используют как для корма ракообразных, так и в качестве соб-
ственно тест-культуры. Краткое описание хлореллы приводится 
в приложении В.  

Хлореллу культивируют на богатой солями питательной среде 
Тамия. Ее состав включает четыре основные соли и микроэлементы 
(табл. 2), которые растворяют в дистиллированной воде. Если рН 
дистиллированной воды выходит за пределы (7,0–7,5), то для под-
кисления используют раствор HCl с массовой долей 2%, а для 
подщелачивания – NaOH с массовой долей 2%. Отдельно готовят 
раствор из основных солей (табл. 2). Для этого в колбу вместимо-
стью 1000 мл, заполненную до половины дистиллированной водой, 
добавляют навески минеральных солей, согласно последовательно-
сти, приведенной в таблице 2. Затем колбу доливают дистиллиро-
ванной водой до отметки 1000 мл. Полученный раствор стерили-
зуют в автоклаве 30 мин. (при 1 атм. и 120 °С) или кипячением, 
охлаждают.  

После охлаждения для окончательного приготовления среды 
Тамия в колбу с основными солями добавляют микроэлементы – по 
1 мл маточных растворов А и Б (табл. 3). Маточные (концентриро-
ванные) растворы микроэлементов готовят заранее отдельно. Для 
предотвращения ошибок, возникающих при взятии небольших 
навесок, готовят растворы микроэлементов в больших объемах, 
например в 1 л (табл. 3), затем отливают 100 мл, стерилизуют и 
хранят в холодильнике. Каждый сосуд с маточной смесью микро-
элементов должен быть подписан с указанием состава солей, вре-
мени приготовления и плотно закрыт притертой пробкой. 

Использовать приготовленные среды можно в течение месяца 
при температуре от +2 °С до +4 °С. При необходимости готовят 
меньший объем среды Тамия, пропорционально уменьшив вноси-
мые количества минеральных солей и маточных растворов микро-
элементов. 
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Таблица 2 
Состав солей в питательной среде Тамия  

для культивирования водорослей  
(основные компоненты и микроэлементы в 1 л) 

№№ Соли 
Массовая концентрация  
основных солей в среде,  

г/л 

1 KNO3  5,00 
2 MgSO4 × 7H2O 2,50 
3 KH2PO4 1,25 
4 Fe2SO4 × 7H2O 0,009 

Микроэлементы из маточных  
растворов А и Б 

по 1 мл 

 
Таблица 3 

Маточные растворы микроэлементов (А и В)  
для питательных сред Тамия и Успенского-1 

Соли 
Массовая концентрация 
солей микроэлементов 
в маточных растворах  

Массовая концентрация  
микроэлементов в 1 л готовой 

среды после добавления  
по 1 мл маточных растворов  

раствор А 
H3BO3 2,86 г/л 2.86 мг/л 
MnCl2 × 4H2O 1,81 г/л 1,81 мг/л 
ZnSO4 × 7H2O 0,22 г/л 0,22 мг/л 

раствор В 

MoO3 17,64 мг/л 0,0018 мг/л 

NH4VO3 22,96 мг/л 0,0023 мг/л 
 

3.3. Питательная среда Успенского-1  
для водорослей Scenedesmus quadricauda 

Для альготестирования более удобным тест-видом считается 
сценедесмус Scenedesmus quadricaudа – зеленая протококковая во-
доросль (краткое описание вида дано в приложении В). Суспензию 
клеток этих микроводорослей культивируют в менее концентриро-



Практикум по биотестированию экотоксичности почв  

32 

ванной питательной среде Успенского-1, состав которой приведен 
в таблицах 3 и 4. 

В 100 мл дистиллированной воды отдельно готовят в концен-
трированном виде растворы пяти солей из таблицы 4, а также мик-
роэлементы – растворы А и В, как описано выше (табл. 3). Полу-
ченные растворы основных солей стерилизуют в автоклаве 30 мин. 
(при 1 атм. и 120 °С) или кипячением на водяной бане в течение 
30 мин. Хранят подписанные сосуды маточных растворов с указа-
нием состава и времени приготовления, плотно закрытыми притер-
той пробкой, при температуре от +2 °С до +4 °С. Использовать 
приготовленные растворы можно в течение месяца.  

Таблица 4 

Состав питательной среды Успенского-1 – основные компоненты 
(маточные растворы)  

Соли 
Содержание в среде  

для культивирования,  
г/л 

Навеска,  
г на 100 мл  

дистиллированной воды 

KN03 0,025 2,5 

MgS04 × 7H20 0,025 2,5 

KH2P04× 3H20 0,025 2,5 

K2C03 0,0345 3,45 

Ca(N03)2× 4H20 0,144 14,4 

 
Для окончательного приготовления среды Успенского-1 в кол-

бу вместимостью 1000 мл, заполненную до половины дистиллиро-
ванной водой, добавляют по 1 мл каждого приготовленного рас-
твора соли согласно последовательности, приведенной в таблице 4. 
Растворы вносятся с соблюдением условий стерильности (в лами-
нарном боксе над пламенем спиртовки). Затем колбу полностью 
заполняют до отметки 1000 мл. При необходимости готовят мень-
ший объем среды Успенского-1. 
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3.4. Питательная среда  
для инфузорий Paramecium caudatum 

Культуру парамеций Paramecium caudatum выращивают раз-
ными способами. Описание жизненного цикла и особенностей 
строения данного вида инфузорий приводится в приложении В.  

Наиболее простой способ выращивания – использование культи-
вационной воды с добавлением хлебопекарских дрожжей в качестве 
корма. Культиваторами служат обычно чашки Петри (диаметр 9 см), 
которые ставят в термостат при +22±2 °С. Для омоложения культуру 
инфузорий пересевают один раз в 10 дней в новую среду культиви-
рования. Для этого в чистую чашку Петри наливают половину объе-
ма культивационной воды и добавляют приготовленную специаль-
ным образом суспензию дрожжей объемом 1 мл. На крышке чашки 
Петри необходимо отметить дату посева культуры инфузорий.  

Суспензия дрожжей. Для приготовления дрожжевой суспензии 
0,5–1 г свежих или сухих хлебопекарных дрожжей заливают 50 мл 
культивационной воды в емкости на 100 мл. После набухания сус-
пензию тщательно перемешивают. Допускается хранить дрожже-
вую суспензию в холодильнике 1–2 суток. Перед кормлением 
дрожжевую суспензию нужно тщательно перемешать, отстоять 
в течение одной минуты и надосадочную жидкость использовать 
для кормления. Таким образом, содержимое чашек Петри стано-
вится питательной средой для выращивания парамеций. Для об-
новления лабораторной тест-культуры, которую используют в опы-
тах по оценке токсичности проб, в чашку Петри со свежей 
питательной средой переносят небольшой объем суспензии с клет-
ками инфузорий (рекомендуется до одной трети содержимого) из 
чашки Петри со старой средой, равномерно распределяют легким 
покачиванием чашки Петри и помещают в термостат. 

Для культивирования инфузорий и разбавлений проб исполь-
зуют также среду Лозина-Лозинского фиксированного состава 
с добавлением в качестве подкормки дрожжевой суспензии как бы-
ло указано ранее. Среда Лозина-Лозинского готовится на дистил-
лированной воде.  
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Для приготовления концентрата среды Лозина-Лозинского  
в 1 л воды растворяют следующие соли: NaCl – 1,0 г, KСl – 0,1 г, 
MgSO4 – 0,1 г, СаCl2 – 0,1 г, NaHCO3 – 0,2 г. Такой раствор можно 
хранить в холодильнике до 7 суток при температуре 8 ± 4 °С.  

Для работы используется среда Лозина-Лозинского, полученная 
десятикратным разбавлением водой исходного концентрата. Среда 
для культивирования должна обеспечивать выживаемость инфузо-
рии в течение 5 суток. Рабочие концентрации солей в разбавленной 
среде Лозина-Лозинского для культивирования инфузорий в итоге 
будут иметь следующее процентное соотношение: NaCI – 0,01%; 
KCI – 0,001%; СаС12 2-водный – 0,001%; MgCI2 6-водный – 
0,001%; NaHC03 – 0,002%. Разбавленная среда не хранится. 

Вопросы для самоконтроля 

1. Как приготовить «биологизированную» воду для стандар-
тизованной тест-культуры? 

2. Какова роль макрофитов в аквариумной системе «биологи-
зации» воды? 

3. В чем принципиальное отличие состава среды Тамия от 
среды Успенского-1? 

4. Что дает автоклавирование маточных растворов для среды 
Успенского-1? 

5. Почему отдельно готовят растворы основных солей и рас-
творы микроэлементов? 

6. С какой целью рекомендуется последовательность добавле-
ния основных солей при приготовлении питательных сред? 

7. Что служит средой культивирования для инфузорий? 

8. Для каких тест-организмов нужны дрожжи? Как готовят 
суспензию дрожжей? 

9. Какой срок рекомендован для хранения маточных раство-
ров для питательной среды Тамия? 

10. В какой посуде содержат культуру инфузорий? 

11. Как часто обновляют питательную среду для инфузорий? 
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Практическая задача 2.  
Приготовление питательной среды Успенского-1  
для тест-культуры водорослей 

 

Задача работы – приготовить исходные растворы основных со-
лей и микроэлементов, из которых составить питательную среду 
Успенского-1 для микроводорослей.  

В пять сосудов, вмещающих 100 мл жидкости, внести навески 
следующих основных солей: KN03 – 2,5 г; MgS04 × 7H20 – 2,5 г; 
KH2P04 × 3H20 – 2,5 г; K2C03 – 3,45 г и Ca(N03)2× 4H20 – 14,4 г.  
Измерить рН дистиллированной воды. Уровень рН дистиллирован-
ной воды должен быть в диапазоне 7,0–7,5. При необходимости для 
подкисления использовать раствор HCl с массовой долей 2%, для 
подщелачивания – NaOH с массовой долей 2%.  

Соли залить дистиллированной водой, тщательно перемешать и 
простерилизовать (кипячением или автоклавированием). Сосуды 
промаркировать, указав дату приготовления и состав. В дальней-
шем они хранятся в холодильнике (допускается до 1 месяца).  

Для приготовления питательной среды Успенского-1 в колбу 
объемом 1000 мл налить 300–400 мл дистиллированной воды, до-
бавить основные соли по 1 мл из каждого сосуда в указанной в таб-
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лице 4 последовательности, а также по 1 мл из приготовленных 
заранее растворов микроэлементов А и Б (табл. 3).  

Среду тщательно перемешать, измерить рН и солесодержание. 
Данные записать в рабочий журнал и на колбе со средой Успенско-
го-1, в которой будет выращиваться культура водоросли сцене-
десмус S. quadricauda. 

 



 
 

 

 

4.  ПРОВЕРКА  ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ  
ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ  К  МОДЕЛЬНОМУ  

ТОКСИКАНТУ  

 

Чувствительность тест-культур является важным фактором, 
влияющим на определение степени токсичности испытуемой сре-
ды. Поскольку характеристики живых организмов не остаются 
неизменными, а в результате разных внутренних или внешних при-
чин могут изменяться, для получения надежных результатов при 
проведении биотестирования необходимо контролировать чувстви-
тельность лабораторных тест-культур. Такой контроль осуществля-
ется в регулярно проводимых экспериментах, суть которых заклю-
чается в оценке реакции тест-организмов на модельный токсикант 
(токсикант сравнения). В качестве доз модельного токсиканта ис-
пользуют чаще других градиент концентраций соли калий бихро-
мат (K2Cr2O7) (рис. 6). 

 

Рис. 6. Градиент концентраций K2Cr2O7 – модельного токсиканта  
для проверки чувствительности тест-культур 
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Диапазоны чувствительности к модельному токсиканту у раз-
ных тест-видов существенно различаются, однако принцип поста-
новки эксперимента и ход процедуры выполнения измерений один 
и тот же. Суть экспериментальной проверки чувствительности 
тест-культуры заключается в выявлении ЭК50, т.е. концентрации 
токсиканта, вызывающей 50% отклонение от контроля измеряемой 
тест-функции, и сопоставление ее с предписанной стандартной ме-
тодикой. Если концентрация K2Cr2O7, вызвавшая острую токсич-
ность на уровне ЭК50, находится в пределах допустимого методи-
кой интервала, то чувствительность культуры соответствует 
необходимым требованиям, и культуру можно использовать в био-
тестировании. 

 
4.1. Определение чувствительности  

дафний Daphnia magna 

Рассмотрим алгоритм выполнения этой задачи на примере 
определения чувствительности одной из наиболее широко приме-
няемых тест-культур – культуры низших ракообразных дафний 
Daphnia magna. 

Тест-культура дафний считается удовлетворяющей условиям 
методики, если она достаточно чувствительна к модельному токси-
канту. Чувствительность рачков устанавливается по гибели 50% 
особей в выборке, которая у тест-культуры с требуемой характери-
стикой находится в интервале концентраций бихромата калия  
0,9–2,0 мг/л. 

Подготовка растворов модельного токсиканта  
для дафний Daphnia magna 

Для постановки эксперимента по проверке чувствительности 
тест-культуры готовится контрольная культивационная вода  
и серия из 6 растворов соли K2Cr2O7 в следующий концентрациях: 

0,5; 0,9; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 мг/л. 
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На первом этапе готовят маточный раствор бихромата калия. 
Для этого навеску 0,1 г соли K2Cr2O7 помещают в мерную колбу на 
100 мл и доводят до метки. Из этой колбы отбирают 10 мл раствора 
и помещают в другую мерную колбу на 100 мл и также доводят 
до метки, получая 100 мл маточного раствора с концентрацией 
0,1 г/л.  

Из маточного раствора готовят серию разведений в мерных 
колбах на 500 мл, добавляя необходимый объем маточного раство-
ра в соответствующем объеме для достижения нужной концентра-
ции (табл. 5). 

Культивационной водой доводят содержимое каждой колбы до 
метки 500 мл и тщательно перемешивают. Таким образом, в каж-
дой колбе массовая концентрация раствора бихромата калия будет 
составлять соответственно: 0,5; 0,9; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 мг/л. 

Для каждой концентрации и контроля (чистой культивационной 
воды) необходимо приготовить три повторности. Испытуемый рас-
твор разливают по трем экспериментальным стаканам вместимо-
стью 150–250 мл в объеме 100 мл, а также в отдельных трёх стака-
нах – культивационную воду для контроля. 

Таблица 5 
Разведение маточного раствора модельного токсиканта  

для получения испытуемых растворов K2Cr2O7 

Номер 
колбы 

Концентрация  
испытуемых растворов, 

мг/л 

Объем маточного раствора,  
приливаемого в мерную колбу  

на 500 мл, мл 

0 0 0 

1 0,5 2,5 

2 0,9 4,5 

3 1,0 5,0 

4 1,5 7,5 

5 2,0 10,0 

6 2,5 12,5 
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Постановка эксперимента  
по определению чувствительности Daphnia magna 

Из лабораторных стаканов с синхронизированной культурой 
дафний (алгоритм получения описан в разделе 5) в отдельный ста-
кан отсаживают одновозрастных односуточных (в возрасте 6–24 ч) 
рачков. Затем из этого стакана с помощью пипетки перемещают 
по 10 односуточных дафний во все экспериментальные стаканы, 
заполненные на 100 мл опытными и контрольными растворами. 
Посадку рачков начинают с контрольной серии колб, а в исследуе-
мые растворы рачков помещают, начиная с меньших концентраций 
токсиканта. За 2 ч до опыта дафний кормят, далее опыт идет без 
кормления. Экспериментальные стаканы помещают в климатостат 
на 24 ч. 

После прохождения необходимого времени в каждом экспери-
ментальном стакане подсчитывают количество выживших рачков. 
Основной показатель, исследуемый в опыте, – выживаемость рач-
ков. Наступление гибели рачков отмечают по наступлению клини-
ческой смерти или по состоянию неподвижности, так как эта ста-
дия необратима. Неподвижных особей считают погибшими, если 
они не начинают двигаться в течение нескольких секунд после лег-
кого покачивания стакана. Подсчитывают отклонение количества 
выживших рачков в каждом варианте опытных проб от контроль-
ного варианта. Определяют ту концентрацию модельного токси-
канта, которая за 24 ч вызывает гибель 50% рачков. Результаты 
вносят в таблицу (приложение Ж).  

Если концентрация модельного токсиканта, вызвавшая 50% ги-
бель рачков, находится в интервале 0,9–2,0 мг/л, то чувствитель-
ность культуры дафний соответствует необходимым требованиям. 

Результаты эксперимента признают в том случае, если удовле-
творены следующие условия: 

– гибель рачков в контроле дафний не превышает 10%; 
– определенные в конце опыта содержание растворенного 

кислорода составляет не ниже 2,0 мг О2/л, а рН в диапазоне 
7,0–8,5. 
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4.2. Определение чувствительности  
водоросли Scenedesmus quadricaudа 

Приготовление серии растворов модельного токсиканта  
для микроводоросли Scenedesmus quadricaudа 

Для проверки чувствительности культуры Scenedesmus 
quadricaudа и ее пригодности для биотестирования оценивают 
снижение численности клеток водорослей под воздействием токси-
канта в серии растворов, соответствующих концентрации бихрома-
та калия: 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 и 2,0 мг/л.  

Все анализируемые концентрации готовят из одного и того же 
раствора токсиканта с исходной концентрацией 0,1 г/л. Для этого 
с соблюдением условий стерильности в колбы вместимостью 
250 мл вносят исходный раствор калия бихромата (с концентраци-
ей 0,1 г/л) в количестве 0,25; 0,5; 1,25; 2,5 и 5,0 мл соответственно. 
Содержимое каждой колбы доводят до метки питательной средой 
Успенского-1 и перемешивают. Таким образом, в каждой колбе 
массовая концентрация раствора бихромата калия будет состав-
лять, соответственно: 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 и 2,0 мг/л. 

Подготовка и посев  
суспензии клеток водорослей  

Перед посевом культуры водорослей в питательную среду 
с модельным токсикантом рассчитывают аликвоту стоковой  
суспензии для того, чтобы итоговая плотность в каждой колбе 
с определенной концентрацией бихромата калия и в контроле чис-
ленность клеток водорослей была одинаковой. В начале экспери-
мента по проверке чувствительности она должна быть на уровне  
50–100 тыс. кл./мл в контрольной и в опытных колбах.  

Для этого нормально развивающуюся маточную культуру во-
дорослей (суспензия светло зеленого цвета, без желтизны) сгущают 
путем отстаивания или центрифугирования. Определяют исходную 
численность клеток суспензии водорослей с помощью счетной ка-
меры Горяева (рис. 7). 
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Работа с камерой Горяева требует особой аккуратности. Внача-
ле предварительно очищенную и обезжиренную камеру Горяева 
(двух или четырех сеточную) накрывают покровным стеклом 
в центральной части, над сетками. 

.  

Рис. 7. Внешний вид двух и четырех сеточной камеры Горяева 

Покровное стекло плотно притирают к трапециевидным высту-
пам, расположенным справа и слева от счетных сеток камеры,  
до образования радужных колец интерференции. Затем по желобам 
в камере Горяева под покровное стекло пипеткой аккуратно вносят 
аликвоту пробы (около 400–500 мкл), чтобы избежать сдвига по-
кровного стекла и образования пузырьков воздуха (рис. 8).  

 

 
Рис. 8. Заполнение камеры Горяева суспензией клеток водорослей (слева)  
и микрофотография счетной области камеры Горяева с суспензией клеток  

водорослей (справа) 

Все сетки – счетные области камеры Горяева – должны быть 
равномерно заполнены суспензией клеток водорослей. Избыток 
жидкости осторожно удаляется фильтровальной бумагой.  
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Производят подсчет числа клеток водорослей в каждой сетке 
в камере Горяева под микроскопом (при увеличении ×10–40). 
В зависимости от плотности клеток подсчет производится либо по 
всему полю камеры (при малой численности), в 25 больших квад-
ратах (при средней численности), или по диагонали в 16 больших 
квадратах (при высокой численности). Пример приведен на рис. 9. 

 

 
 
 
 

Рис. 9. Деления счетной области  
камеры Горяева, с отмеченным 

«большим» квадратом 

  

Расчет числа клеток проводят по формуле:  ܰ = 1000 × ݊ܵ × ℎ 	, 
где N – количество клеток в 1 мл; 1000 – коэффициент пересчета 
мм3 в см3; n – количество просчитанных клеток в определенном 
секторе камеры Горяева; h – глубина счетной камеры 0,1 мм;  
S – площадь сектора (при площади «большого» квадрата 0,04 мм2).  

Например, в 16 больших квадратах в среднем насчитывается 
64 клетки. Тогда N = 1000×64/16×0,04×0,1 = 1 млн кл./мл. 

Затем рассчитывают необходимый объем аликвоты суспензии 
для добавления в контрольные и опытные колбы, чтобы достичь 
численности водорослей в начале эксперимента 50–100 тыс. кл./мл. 
Расчет выполняют по формуле: ܸд = ܰт × пܰݒ 	,	 
где Vд – объем необходимой добавки водорослей культуры в ис-
следуемые и контрольные колбы, мл; Nп – плотность клеток водо-
рослей в суспензии маточной культуры, кл./мл; Nт – необходимая 
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начальная плотность клеток водорослей в контрольных и опытных 
растворах, кл./мл; v – объем исследуемого раствора.  

Например, если в исходной суспензии численность была 
2,5 млн кл./мл, то для достижения концентрации водорослей 
50 тыс. кл./мл, к 250 мл приготовленной питательной среды необ-
ходимо добавить 5 мл исходной суспензии. 

Рассчитанные аликвоты маточной суспензии водорослей вносят 
в пять подготовленных колб с растворами модельного токсиканта и 
одну колбу с равным объемом среды Успенского-1 для контроля. 

Далее содержимое контрольных и опытных колб после предва-
рительного перемешивания стерильно разливают по 50 или 100 мл 
(в зависимости от вместительности колбы на 100 или 250 мл) для 
создания необходимого количества повторностей. Колбы помеща-
ют в люминостат или климатостат, избегая прямых солнечных  
лучей, на 72 ч. 

Учет результатов альготестирования  
прямым счетом клеток при микроскопировании  

По окончании экспозиции (через 72 ч.) просчитывают числен-
ность клеток водорослей в контроле (без токсиканта) и в опытных 
колбах с бихроматом калия в концентрациях 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 
и 2,0 мг/ л.  

Для расчета точного значения ЭК50 используют пробит-анализ 
(см раздел 1.3). 

Тест-культура водорослей считается удовлетворяющей услови-
ям методики измерений токсичности, если 50%-ное снижение чис-
ленности клеток водорослей фиксируется в диапазоне концентра-
ций бихромата калия 0,2–2,0 мг/л за 72 ч. Эксперимент считается 
успешным, если численность водорослей в контроле увеличилась 
в 10 раз за 72 ч экспозиции, а отклонение водного рН в конце экс-
перимента не превышает 1,5 первоначального значения. 
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4.3. Определение чувствительности  
инфузорий Paramecium caudatum 

Для проверки чувствительности инфузорий Paramecium cauda-
tum и их пригодности для биотестирования используют растворы 
бихромата калия в культивационной воде следующих концентра-
ций: 0,3; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 г/л.  

Для эксперимента потребуются микроаквариумы – иммуноло-
гические планшеты из органического стекла с лунками диаметром 
10 мм и плоским или с U-образным профилем дна, позволяющими 
вместить не менее 1,0 мл жидкости с/без крышки (рис. 10 А); ка-
пиллярные пипетки для биотестирования (рис. 10 Б) и микроскоп 
стереоскопический биологический универсальный типа МБС-1, 
МБС-2 (бинокуляр) (рис. 10 В). 

 

 

А 

 

 

 

Б 

 

В 

Рис. 10 

А – планшет с лунками для  
биотестирования на инфузориях;  
Б – пипетка для перемещения  
инфузорий в лунки планшета;  
В – бинокуляр с планшетом для  
подсчета живых особей 
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Для оценки чувствительности парамеций отбирают из чашки 
Петри пипеткой под стереомикроскопом и перемещают в лунки 
микроаквариума с растворами бихромата калия исследуемых кон-
центраций и в контрольные с культивационной водой. В каждую 
лунку помещают 8–12 особей. Всего не менее 30 особей на каждый 
вариант, т.е. три повторности. Действующую концентрацию эта-
лонного токсиканта определяют через 24 ч по количеству выжив-
ших особей. 

Полулетальная (медианная) действующая концентрация, вызы-
вающая гибель 50 % выборки парамеций, должна быть в интервале 
(0,5–0,9) г/л. Если концентрация K2Cr2O7, вызвавшая острую ток-
сичность на уровне ЛК50-24, находится в пределах допустимого ин-
тервала, то чувствительность культуры парамеций соответствует 
необходимым требованиям, т.е. культуру можно использовать 
в  биотестировании.  

Если концентрация модельного токсиканта, вызвавшая острую 
токсичность, не находится в указанном интервале, то проверяют 
сначала точность приготовления исследуемых растворов, условия 
проведения опыта. Если ошибки при проведении испытаний ис-
ключены, то необходимо взять новую партию тест-организмов. 

Вопросы для самоконтроля  

1. Что такое чувствительность тест-культуры? 
2. Является ли чувствительность тест-культуры постоянной 

характеристикой? 
3. Что такое модельный токсикант и в чем смысл его приме-

нения? 
4. Какой модельный токсикант используется для определения 

чувствительности дафний, инфузорий и водорослей? 
5. Расскажите алгоритм получения серии разбавлений мо-

дельного токсиканта. 
6. Вспомните допустимый интервал концентрации модельно-

го токсиканта, вызвавшей острую токсичность, для дафний. 
7. Что необходимо сделать, если концентрация модельного 

токсиканта, вызвавшая острую токсичность, не находится в 
указанном интервале? 



4. Проверка чувствительности тест-культуры к модельному токсиканту 

47 

Литература 

1. Терехова, В. А., Гершкович, Д. М., Гладкова, М. М., Ипатова, В. И., 
Исакова, Е. Ф., Николаева, О. В., Рахлеева, А. А., Федосеева, Е. В. Биоте-
стирование в экологическом контроле / Под ред. В. А. Тереховой. – 
Москва: ООО «Издательство ГЕОС», 2017. – 70 с. ISBN 978-5-89118-755-9. 

2. Федосеева, Е. В., Сапункова, Н. Ю., Терехова, В. А. Практическая 
экотоксикология: оценка чувствительности биотест-культур: Учебное 
пособие / Под ред. В. А. Тереховой. – Москва: ГЕОС, 2016. – 54 с. ISBN 
978-5-89118-723-8. 

3. Филенко, О., Михеева, И. Основы водной токсикологии. – Москва: 
Колос, 2007. – С. 144. 

 
 

Практическая задача 3.  
Определение чувствительности инфузорий  
Paramecium caudatum к бихромату калия 

 
Задача работы – определить чувствительность Paramecium cau-

datum к бихромату калия, рассчитав эффективную концентрацию 
ЭК50. 

Испытания проводят на растворах K2Cr2O7 в диапазоне от  
0,3–1,0 г/л. Для начала необходимо приготовить исходный раствор 
бихромата калия – K2Cr2O7. В мерную колбу на 1000 мл добавить 
1 г K2Cr2O7, довести культивационной водой до метки и переме-
шать. Затем приготовить серию исследуемых растворов: 0; 0,3; 0,5; 
0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 г/л. В мерные колбы объемом 100 мл добавить 
0; 30; 50; 60; 70; 80; 90; 100 мл исходного раствора соответственно 
концентрациям исследуемых растворов и довести культивационной 
водой до метки. 

Получив от преподавателя культуру инфузорий в чашке Петри, 
используя бинокуляр, надо разместить инфузорий капиллярной 
пипеткой по лункам планшета в количестве 10 ± 5 экземпляров на 
одну лунку, в трехкратной повторности на один испытуемый рас-
твор (одна серия лунок). Объем жидкости при переносе инфузорий 
в лунки планшета не должен превышать 0,02 мл. В бланке биоте-
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стирования (приложение Е) указать точное количество инфузорий, 
размещенное в каждой лунке. 

Затем залить пронумерованные серии лунок с инфузориями ис-
пытуемыми растворами бихромата калия заданных концентраций. 
Одну серию лунок залить культивационной водой в качестве кон-
троля. Оставить планшет на 24 ч.  

Через сутки провести количественный учет инфузорий в лунках 
планшета и указать значения числа живых особей для соответ-
ствующих лунок в бланке биотестирования.  

Для оценки процента гибели парамеций (А, %) использовать 
следующую формулу: 

A 100%t

i

X

X
= ⋅ , 

где Xt – количество погибших особей в тестируемой воде через 
24 ч; Xi – исходное количество особей. 

 
Воспользовавшись пробит-анализом, определить ЭК50, сделать 

вывод о соответствии или несоответствии чувствительности тест-
культуры парамеций требуемым показателям.  

 



 
 

 

 

5.  БИОТЕСТИРОВАНИЕ  
ВОДНЫХ  ЭКСТРАКТОВ  ПОЧВ   

ПО  РЕАКЦИЯМ  ГИДРОБИОНТОВ 

 

5.1. Определение острой токсичности  
на культуре Daphnia  

Низшие ракообразные широко используются в биотестирова-
нии с начала ХХ века. Сегодня многие из них закреплены в каче-
стве стандартных тест-культур во многих международных и рос-
сийских документах по оценке качества водных сред. Это 
представители класса Branchiopoda – ветвистоусые (Daphnia 
magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia, Ceriodaphnia affinis) и 
аностраки (Thamnocephalus platyurus и Artemia salina); а также 
представители класса Ostracoda – Heterocyprisin congruens. Самыми 
распространенными тест-организмами, несомненно, являются 
представители рода Daphnia. Основу для этого в 1933 году заложил 
известный шведский гидробиолог Э. Науманн в работе «Daphnia 
magna Strausals Versuchtiere». Наряду с дафниями широко исполь-
зуются представители рода цериодафния – Ceriodaphnia. Цикл раз-
вития вида Ceriodaphnia affinis в два раза короче, чем у дафний. 
Эксперименты с более мелкой цериодафнией компактны: требуют 
меньшие объемы растворов и посуды. Однако на более крупных 
рачках – дафниях удобнее вести наблюдения. Дафнии и цериодаф-
нии используются для оценки качества пресноводных сред. Для 
биотестирования высокоминерализованных водных сред исполь-
зуют ракообразных, характерных для солоноватых вод – вид 
Artemia salina (Linnaeus, 1758). Подробное описание и культивиро-
вание дафний и цериодафний приведено в приложении В. 
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5.1.1. Получение синхронизированной культуры Daphnia magna 
для проведения экспериментов по биотестированию 

Синхронизированной является одновозрастная культура, полу-
ченная от одной самки путем ациклического партеногенеза в треть-
ем поколении. Такая культура генетически однородна. Рачки, ее 
составляющие, обладают близкими уровнями устойчивости к ток-
сикантам. Из маточной культуры отбирают одну самку средних 
размеров с выводковой камерой со сформированными эмбрионами 
и помещают в лабораторный стакан емкостью 250 мл, заполненный 
культивационной водой на 200 мл. 

Появившуюся молодь переносят в отдельный лабораторный 
стакан (25 особей на 1 л) и культивируют в условиях, описанных в 
Приложении В. 

На стакане необходимо регистрировать дату появления молоди 
и номер поколения (генерации) (рис. 11).  

 

Рис. 11. Получение синхронизированной культуры Daphnia magna  

Полученное третье поколение (генерация) является синхрони-
зированной культурой и может быть использовано для биотестиро-
вания в возрасте 6–24 ч.  

5.1.2. Постановка эксперимента и учет  
результатов выживаемости дафний 

Для определения острой токсичности на культуре D. magna го-
товят анализируемые пробы водного экстракта почвенных образ-
цов из исходного экстракта серией разбавлений в 10, 100, 1000 раз. 
Для разбавлений используют культивационную «биологизирован-
ную» воду.  
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Для каждого разбавления экстракта и контроля (культивацион-
ная вода) необходимо приготовить три повторности. Для этого со-
держимое каждой колбы с разбавлением разливают по трем экспе-
риментальным стаканам емкостью 150–250 мл в объеме 100 мл. 
Аналогично в трех повторностях разливается чистая культиваци-
онная вода для контроля.  

Из лабораторных стаканов с синхронизированной культурой 
дафний в отдельный стакан отсаживают одновозрастных односу-
точных (в возрасте 6–24 ч.) рачков.  

Во все экспериментальные стаканы, заполненные на 100 мл 
опытными и контрольными растворами экстрактов, помещают 
(с помощью пипетки) по 10 односуточных дафний.  

Рачков за 2 ч. до опыта кормят, далее опыт идет без кормления. 
Посадку рачков начинают с контрольной серии. В опытные ста- 
каны рачков помещают, начиная с больших разбавлений водной  
вытяжки. Для работы с серией контроля должна быть отдельная 
пипетка.  

Экспериментальные стаканы помещают в климатостат (рис. 12). 
При проведении экспериментов по определению острого (кратко-
срочного) токсического действия длительность экспозиции состав-
ляет 96 ч. (для определения хронического (долгосрочного) токси-
ческого действия – 24 сут.). 

По окончании экспозиции в каждом экспериментальном ста-
кане и контрольных подсчитывают количество выживших рачков. 
Наступление гибели рачков отмечают по состоянию неподвижно-
сти – по иммобилизации. Неподвижных особей считают погибши-
ми, если они не начинают двигаться в течение нескольких секунд 
после легкого покачивания стакана. Затем сравнивают выживае-
мость в контрольных и опытных вариантах и процент выживших.  

В конце подсчетов рачков в пробах измеряют содержание кис-
лорода, рН и минерализацию. 

Результаты эксперимента признают в том случае, если удовле-
творены следующие условия: гибель рачков в контроле не превы-
шает 10%; содержание растворенного кислорода составляет не ни-
же О2 2,0 мг/л, а рН водн. в диапазоне 7,0–8,5. 
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А 

 

Б 

 

В 

 

Рис. 12. Культивирование рачков в климатостате:  
А – внешний вид камеры климатостата, Б и В – внешний вид сосудов с водными 

экстрактами образцов тестируемых почв (в разбавлениях)  

 

Вопросы для самоконтроля  

1. В чем различия между острой и хронической токсично-
стью?  

2. Какие виды ракообразных применяются для оценки высо-
коминерализованных проб?  

3. Для чего проводится синхронизация лабораторной тест-
культуры ракообразных? 

4. Какое поколение дафний можно использовать в биотести-
рованиии? 
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5. Какую воду используют для культивирования дафний и 
проведения экспериментов по биотестированию? 

6. Сколько рачков помещают в отдельный эксперименталь-
ный стакан? 

7. Для чего экспериментальные стаканы оставляют для экспо-
зиции в климатостат? 

8. Сколько длится экспозиция при проведении биотестирова-
ния на дафниях? 
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Практическая задача 4.  
Определение острой токсичности водного экстракта почвы  
по выживаемости дафний 

 

Для определения острой токсичности на культуре D. magna  
готовят анализируемые пробы водного экстракта почвенных об-
разцов из исходного экстракта почвенного образца серией разбав-
лений в 10, 100, 1000 раз. Для разбавлений используют культива-
ционную «биологизированную» воду. 

В каждый вариант разбавления и в контрольную культивацион-
ную воду требуется пересадить одновозрастных (в возрасте 24 ч) 
мальков по 10 особей в каждую из трех повторностей. Подготов-
ленные стаканы переместить в климатостат на 96 ч. 
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По истечении срока экспозиции в каждом экспериментальном 
стакане и в контрольной воде подсчитать количество выживших 
рачков. Затем оценить отклонение количества выживших рачков 
в каждом варианте опытных проб от контрольного варианта. 

Результаты эксперимента признают в том случае, если удовле-
творены следующие условия: гибель рачков в контроле не превы-
шает 10%; определенные в конце опыта содержание растворенного 
кислорода составляет не ниже 2,0 мг О2/л, а рН водн. в диапазоне 
7,0–8,5. 

Результаты эксперимента представить в таблице (Приложе- 
ние Ж). 

 
5.2. Определение экотоксичности  

по реакции микроводоросли Scenedesmus quadricaudа  

Водоросли, как и высшие водные растения, представляют 
в водных экосистемах группу организмов-продуцентов. Им при-
надлежит ведущая роль в синтезе органического вещества, а также 
в формировании качества природных вод, что определило их ши-
рокое применение для оценки токсичности веществ различных 
классов (тяжелых металлов, хлора, фосфоро- и хлороорганических 
соединений, поверхностно-активных веществ и др.). Все эти фак-
торы обусловили включение водорослей в число обязательных 
объектов исследований для оценки класса опасности почв (отхо-
дов) по реакции на водные экстракты из твердофазных объектов. 

5.2.1. Подготовка тест-культуры и постановка эксперимента  
по альготестированию 

Метод биотестирования с применением культуры водорослей 
(или альготестирование) основан на определении изменения сле-
дующих характеристик: 

а) прироста численности клеток в суспензии; 
б) интенсивности флуоресценции хлорофилла. 
Для обоих способов процедуры подготовки суспензии клеток 

водорослей и посева в контрольные и опытные пробы идентичны. 
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Они включают несколько важных этапов и подробно описаны 
в разделе 4.2. «Определение чувствительности водоросли Sce- 
nedesmus». 

Подготовка почвенных проб к биотестированию на водорослях 
производится согласно алгоритму, описанному ранее в разделе 2. 
«Подготовка почвенных проб к биотестированию». 

5.2.2. Определение экотоксичности  
по реакции микроводоросли Scenedesmus quadricaudа  

методом микроскопирования 

Анализируемые пробы водного экстракта почвенных образцов 
получают серией разбавлений исходного экстракта в 2, 4 и 10 раз. 
Для разбавлений используют питательную среду Успенского-1 для 
водорослей. В колбы с вариантами разбавлений экстракта и кон-
тролем (питательная среда) равного объема вносится рассчитанная 
аликвота маточной культуры водорослей. Для всех эксперимен-
тальных вариантов необходимо приготовить три повторности. Для 
этого после тщательного и бережного перемешивания содержимое 
каждой колбы с разбавлением разливают по трем эксперименталь-
ным колбам емкостью 100 мл в объеме 50 мл. Аналогично в трех 
повторностях разливается чистая питательная среда для контроля. 
В каждой колбе подсчитывается численность клеток водорослей до 
начала экспозиции. Колбы помещают в люминостат или климато-
стат, избегая прямых солнечных лучей, на 72 ч. Каждую колбу 
накрывают алюминиевой фольгой с небольшими отверстиями 
(рис. 13). Регулярно колбы необходимо взбалтывать для улучшения 
аэрации. 

 

 

Рис. 13 

Внешний вид проб  
при альготестировании с помощью 

Scenedesmus quadricaudа  
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Подсчет численности клеток водорослей производят в каждом 
контрольном и опытном варианте в камере Горяева согласно алго-
ритму, описанному в разделе 4.2. Эксперимент считается успеш-
ным, если численность водорослей в контроле увеличилась в 10 раз 
за 72 ч экспозиции, а отклонение водного рН в конце эксперимента 
не превышает 1,5 раза первоначального значения. 

Результаты вносят в таблицу, форма которой приведена в при-
ложении З. Далее производят статистическую обработку получен-
ных результатов и заполняют остальные столбцы таблицы. 

5.2.3. Учет результатов альготестирования экотоксичности 
почв по изменению флуоресценции хлорофилла водорослей 

Для изучения фотосинтетических показателей водорослей  
в лабораторной культуре и природного фитопланктона широко  
используются флуориметры (рис. 14). С помощью этих приборов 
измеряют многие характеристики флуоресценции, интенсивность 
фотохимического и нефотохимического тушения флуоресценции.  

Процедура измерения показателей флуоресценции на флуорате. 
После включения прибора выбирают необходимую функцию флу-
ориметра для регистрации флуоресценции. Возбуждение флуорес-
ценции хлорофилла производится в диапазоне 400–500 нм, реги-
страция флуоресценции хлорофилла – в диапазоне 650–750 нм.  

 

Флуориметр (марка «Флуорат-02»)  Кюветы для измерений 

Рис. 14. Внешний вид флуориметра и кювет  
для измерения флуоресценции хлорофилла водорослей 

Опытные и контрольные колбы поочередно выдерживают 
3 минуты в темноте. Далее колбу перемешивают, ее содержимое 
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выливают в 2 кюветы, поочередно помещают в камеру прибора. 
Фиксируют и записывают в таблицу (Приложение И) значения 
уровня флуоресценции хлорофилла. 

Содержимое кювет выливают обратно в соответствующую  
колбу. Далее производят статистическую обработку полученных 
результатов и заполняют остальные столбцы таблицы. Результа- 
ты эксперимента признают в том случае, если уровень флуо- 
ресценции в контроле возрос в 16 и более раз за 72 ч. экспози- 
ции. Увеличение рН в конце эксперимента не должно составлять 
более 1,0 (Жмур, 2009). 

5.2.4. Статическая обработка результатов и расчет  
50%-ной ингибирующей концентрации токсиканта 

По итогам подсчета численности клеток водорослей и интен-
сивности флуоресценции необходимо выполнить приведенные да-
лее расчеты.  

Расчет среднего арифметического значения тест-параметра по 
каждой повторности (отдельно для всех вариантов опытных проб и 
контроля). Среднее арифметическое определяется по формуле: തܺ = 	∑ ܺ݅ୀଵ݊ 	,	 
где Xi – индивидуальное значение тест-параметра каждой повтор-
ности; X̅ – среднее арифметическое значение тест-параметра по 
всем повторностям, n – объем выборки (количество повторностей). 

Оценка разброса полученных экспериментальных данных 
определяется с помощью такого показателя, как среднеквадратиче-
ское (стандартное) отклонение. Среднеквадратическое отклонение 
для средних арифметических значений всех вариантов опытных 
проб и контроля в общем случае рассчитывается по формуле: 

δ	 = ඨ∑ ሺܺ݅ − ܺ̅ሻଶୀଵ݊ − 1 	,	 
где Xi – индивидуальное значение тест-параметра каждой повтор-
ности; X̅– среднее арифметическое значение тест-параметра по 
всем повторностям, n – объем выборки (количество повторностей). 
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Подсчет относительного отклонения значений тест-параметра, 
полученных в опытных пробах, от значений таковых в контроле по 
формуле: Ит = ܺк − ܺопܺк × 100%,	 
где Xк – среднее арифметическое значение тест-параметра в кон-
троле, Xоп – среднее арифметическое значение тест-параметра 
в  опытном образце. 

Значения тест-параметров в опытных образцах, откорректиро-
ванные подобным образом со значениями таковых в контроле, 
можно назвать индексами токсичности (Ит) пробы (вещества 
в определенной концентрации). Индексы токсичности можно выра-
зить в процентах или долях.  

В заключении требуется рассчитать точное значение ЭК50 гра-
фическим способом, используя пробит-анализ по алгоритму, при-
веденному в разделе 1.3.  

В таблице 6 приведен пример статистической обработки резуль-
татов. Токсичность почвенной вытяжки, приготовленной в разведе-
ниях 1, 2, 4 и 10, оценивали по ингибированию численности клеток 
водорослей. Получили следующие индексы токсичности (%): 98, 60, 
45, 2, соответственно для разведений 1, 2, 4 и 10. Ни одно из разве-
дений не вызывает 50% ингибирование, поэтому необходимо его 
рассчитать путем построения линейной зависимости (рис. 15). 

Таблица 6 
Значения десятичных логарифмов для исследованных разведений 
почвенной вытяжки и пробитное значение от экспериментально 

установленного процента ингибирования (пример) 

Разведение 
почвенной 
вытяжки, 

разы 

Процентная 
концентрация, 

% 

Десятичный 
логарифм  

концентрации, 
lgC 

Процент 
ингибирования 
численности 
водорослей, 

(индекс  
токсичности) 

Значение  
пробитов  

для %  
ингибирования 
численности 

1 100 2 98 7,05 

2 50 1,7 60 5,25 

4 25 1,4 45 4,87 

10 10 1 2 2,95 
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Весьма удобным является способ вычисления с помощью ком-
пьютерной программы Microsoft Excel. В программе Microsoft Excel 
строим точечную диаграмму, добавляем линию тренда с указанием 
уравнения регрессии (рис. 15).  

По данному уравнению регрессии вычисляем точное значение 
ЭК50, подставляя вместо y значение пробита 5 (50%-ный эффект): 

5 = 3,853x – 0,8428, 
х = (5 + 0,8428)/3,853, 
х(lgC) = 1,5164, 
C = 32,84% или разведение 3,05. 
Подобным образом рассчитывается 20% эффективная концен-

трация (ЭК20). При этом в уравнение регрессии вместо у вносит 
значение пробита 4,16.  

 

Рис. 15. Линейная зависимость пробитного значения ингибирования  
численности водорослей от логарифма концентрации исследуемого вещества 

Безвредная концентрация веществ 

В некоторых случаях требуется определение безвредной крат-
ности разбавления (БКР) вод, водных вытяжек или безвредной 
концентрации отдельных веществ, вызывающую не более чем  
20%-ное подавление уровня флуоресценции хлорофилла и не более 
чем 20%-ное снижение численности клеток водорослей за  
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72-часовую экспозицию (БКР20-72). В случае приведенного примера 
БКР20-72 составляет 10-кратное разведение.  

Критерии оценки токсичности в анализе по флуоресценции 

Оценка степени токсичности производится на основании при-
нятых характеристик (таблица 7).  

Таблица 7 
Характеристики степени токсичности  
испытуемого водного экстракта почв* 

Отклонение от контроля, % Оценка пробы 

до 20 нетоксичная 

от 50 и более острая токсичность 

*По (Жмур, Орлова, 2007) 
 

При установленном снижении уровня флуоресценции хлоро-
филла или снижении численности клеток водорослей в диапазоне 
между 21% и 49% проба не считается безвредной, однако уровень 
такой токсичности не достигает критического значения для уста-
новления острой токсичности. 

Вопросы для самоконтроля  

1. Какие виды водорослей используются обычно для биоте-
стирования? 

2. Какие существуют способы для оценки реакций водорослей 
на воздействие токсиканта? 

3. Что такое маточная культура водорослей и какими характе-
ристиками она должна обладать? 

4. Какова необходимая изначальная плотность культуры во-
дорослей в контрольных и опытных образцах? 

5. Опишите алгоритм подсчета численности клеток водорос-
лей в суспензии с помощью камеры Горяева. 

6. Опишите алгоритм измерения интенсивности флуоресцен-
ции хлорофилла водорослей на флуориметре. 

7. Что такое ЭК20 и ЭК50 и как они рассчитываются? 
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8. Что такое безвредная кратность разбавления? 

9. Назовите показатели степени токсичности испытуемой 
пробы воды и/или водной вытяжки.  

10. Какими преимуществами обладает биотестирование на во-
дорослях (альготестирование) перед другими видами био-
тестов? 
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Практическая задача 5.  
Рассчитать безвредную кратность разбавления (БКР20) водного 
экстракта почв по изменению интенсивности флуоресценции 
хлорофилла водорослей Scenedesmus quadricaudа 

 
Прежде всего, готовят серии разбавлений полученного экстрак-

та почвенного образца в 2, 4, 10 раз. Для разбавления используют 
питательную среду Успенского-1. Чистая питательная среда слу-
жит контролем.  

В маточной культуре водорослей подсчитывают количество 
клеток водорослей. Производят расчет аликвоты маточной культу-
ры, которую необходимо внести в каждый вариант разбавлений 
экстракта почвенного образца и чистую питательную среду для 
достижения концентрации 50–100 тыс. кл./мл. Далее каждый вари-
ант разбавлений экстракта почвенного образца и чистую питатель-
ную среду разливают равными объемами (50 мл) в три колбы вме-
стимостью 100 мл. В каждой колбе с помощью флуориметра 
регистрируют начальную интенсивность флуоресценции хлоро-
филла.  

Все экспериментальные колбы, закрывают неплотно алюмини-
евой фольгой (или кусочками чистой ваты) и помещают в климато-
стат на 72 ч. Колбы необходимо периодически взбалтывать (в иде-
але каждые 12 ч экспозиции).  

Через 72 ч регистрируют результаты биотестирования. Для это-
го опытные и контрольные колбы поочередно выдерживают 3 мин 
в темноте. Далее колбу перемешивают, ее содержимое выливают 
в 2 кюветы, поочередно помещают в камеру флуориметра. Фикси-
руют значения уровня флуоресценции хлорофилла. Производят 
статистическую обработку полученных результатов и определяют 
безвредное разведение почвенного экстракта, вызывающего не бо-
лее чем 20 %-ное подавление уровня флуоресценции хлорофилла 
(БКР20-72). Результаты эксперимента необходимо представить в 
таблице (Приложение И). 
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5.3. Определение экотоксичности водных экстрактов почв 
по выживаемости инфузорий  

Методика определения экотоксичности почвенных экстрактов 
с помощью Paramecium caudatum основана на определении смерт-
ности инфузорий при воздействии токсических веществ, присут-
ствующих в исследуемой водной среде (пробе), по сравнению 
с контролем. 

При определении острой токсичности можно устанавливать как 
летальные концентрации, так и безопасные концентрации (разбав-
ления) водных экстрактов почв. В частности, такие как средняя  
летальная (или полулетальная) концентрация (ЛК50-24) отдельных 
веществ, вызывающую гибель 50% тест – организмов за 24 ч экс-
позиции, или безвредная концентрация (БК10-24) отдельных ве-
ществ, вызывающую гибель не более 10 % тест-организмов за 24 ч 
экспозиции. 

На этом принципе разработана и внедрена в практику экологи-
ческого контроля «Методика определения токсичности отходов, 
почв, осадков сточных, поверхностных и грунтовых вод методом 
биотестирования с использованием равноресничных инфузорий 
Paramecium caudatum Ehrenberg». Методика включена в реестр ме-
тодик выполнения измерений (ФР МВИ) Федерального информа-
ционного фонда по обеспечению единства измерений РФ в раздел 
«Токсикологические методы контроля» с присвоением кода реги-
страции», ФР.1.39.2006.02506. 

5.3.1. Подготовка тест-культуры и постановка эксперимента  
по оценке острой токсичности для инфузорий 

Описание строения и условий обитания в природе пресновод-
ной инфузории Paramecium caudatum Ehrenberg приведено в при-
ложении В. Это относительно легко культивируемые и доступные 
тест-организмы. Культуру инфузорий готовят путем омоложения 
в результате обновления среды культивирования. Пересевают 
культуру инфузорий один раз в 10 дней. 
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Для биотестирования используют планшет с лунками. Распо-
ложив чашку Петри с культурой инфузорий на предметном столике 
стереомикроскопа, глядя в микроскоп отлавливают несколько осо-
бей капиллярной пипеткой и переносят в лунки планшета. Поме-
щают по 10–12 особей в каждую лунку. В сумме выборка инфузо-
рий для каждого варианта должна насчитывать не менее 30 особей. 
При помещении тест-организмов количество культуральной жид-
кости в лунке не должно превышать 0,02 мл. После помещения ин-
фузорий в планшет в контрольные лунки наливают по 0,6 мл куль-
тивационной воды, в опытные – по 0,6 мл тестируемой пробы. 
Отмечают время начала биотестирования и подсчитывают под 
микроскопом количество особей в каждой лунке. В процессе экс-
позиции ни в контрольных, ни в опытных лунках кормление тест-
организмов не осуществляется. Планшет с заполненными лунками 
помещают в термостат и выдерживают в течение 24 ч при темпера-
туре 22±2 °С.  

5.3.2. Определение выживаемости инфузорий  
методом микроскопирования 

По истечении 24 ч производят подсчет выживших и погибших 
особей под микроскопом. Выжившими считаются инфузории, ко-
торые свободно перемещаются в толще воды. Обездвиженных осо-
бей относят к погибшим. Результаты наблюдений заносят в рабо-
чий журнал. После того, как результаты эксперимента учтены, всех 
парамеций выбрасывают, микроаквариумы промывают водой, про-
тирают ваткой, смоченной в спирте, промывают дистиллированной 
водой. 

Острое токсическое действие исследуемой пробы на парамеций 
определяют по их смертности (летальности) за определенный пе-
риод экспозиции. При определении острой токсичности исследуе-
мых проб, а также их разбавлений устанавливают: 

– среднюю летальную кратность разбавления пробы, вызы-
вающую гибель 50% тест-организмов за 24 ч – ЛКР 50-24 

(или полулетальную концентрацию ЛК 50-24 , (LC50-24)); 
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– безвредную кратность разбавления пробы, вызывающую 
гибель не более 10% за 24 ч – БКР 10-24 (или безвредную 
концентрацию БК10-24). 

Для оценки острой токсичности пробы рассчитывают процент 
погибших парамеций (А, %):  

A = Xt /Xi × 100%, 

где Xi – среднее арифметическое количество исходных особей;  
Xt – среднее арифметическое количество погибших особей в тести-
руемой воде через 24 ч. 

 

В том случае, когда экспериментально не удается получить 
точного значения кратности разбавления, вызывающего 50%-ную 
гибель парамеций за 24 ч экспозиции, для получения точного зна-
чения ЛКР50-24 без выполнения дополнительных экспериментов ис-
пользуют графический метод определения с помощью пробит-
анализа (раздел 1.3). 

 

Вопросы для самоконтроля  

1. Опишите систематическое положение парамеций 
Paramecium caudatum. 

2. Какие преимущества дает применение парамеций в биоте-
стировании? 

3. Как часто необходимо омолаживать культуру парамеций 
в лабораторных условиях? 

4. Опишите алгоритм распределения парамеций по лункам 
планшета в начале экспозиции проб. 

5. Как производится учет погибших и выживших особей  
парамеций в конце экспозиции проб с тест-культурой? 

6. Каковы критерии острой токсичности при биотестировании 
на парамециях? 

7. О чем свидетельствуют результаты биотеста, если гибель 
выборки парамеций в контроле превысила 10%? 
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Практическая задача 6.  
Рассчитать эффективную концентрацию (ЭК50)  
и безвредную кратность разбавления (БКР10) и водного  
экстракта почв  

 

В биотестах с использованием парамеций безвредной (неток-
сичной) считается проба, в которой гибель особей составляет менее 
10%. Эффективная (действующая) концентрация ЭК50 устанавлива-
ется по гибели 50 % выборки тест-организмов. Для расчета точных 
значений ЭК50 и безвредной кратности разбавления (БКР10) пробы 
применяется пробит-анализ.  

Задача заключается в установлении ЭК50 и БКР10 на примере 
предоставленных экспериментальных данных оценки экотоксично-
сти водных экстрактов почвенных образцов.  

В результате биотестирования проб водного экстракта почв 
в серии разведений получены определенные значения гибели пара-
меций, представленные в таблице 8. Концентрации водного экс-
тракта переведены в десятичные логарифмы, а отклики тест-
системы представляют пробитные значения от экспериментально 
установленного процента гибели парамеций.  
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Таблица 8 
Результаты оценки выживаемости парамеций  

при разных концентрациях испытуемого экстракта почвы  
для пробит-анализа зависимости «доза-эффект» 

Концентрация 
водного  

экстракта  
С, % 

Десятичный  
логарифм  

концентрации, 
lg C 

Токсичность  
(количество  
погибших  

парамеций), % 

Значение 
пробитов  

для % гибели 

3,12 0,494 0 – 

6,25 0,796 6 3,45 

12,50 1,097 28 4,42 

25,0 1,398 58 5,2 

50,00 1,699 86 6,08 

100,00 2,000 100 – 

 
По значениям десятичных логарифмов концентраций и проби-

тов от экспериментально полученных данных необходимо постро-
ить график зависимости «доза-эффект». По оси абсцисс – значения 
логарифмов процентных концентраций исследуемых образцов, по 
оси ординат – пробиты значений процента гибели парамеций. По 
полученным значениям в системе координат строят кривую зави-
симости гибели от концентрации.  

Определение ЭК50 Пробитное значение 5 будет соответствовать 
50%-ной гибели парамеций (см. табл. 1). Из точки пересечения ко-
ординаты пробитного значения 5 и проведенной прямой нужно 
опустить перпендикуляр на ось абсцисс, точка пересечения будет 
являться логарифмом концентрации исследуемой пробы, вызвав-
шей гибель 50% парамеций за 24 ч. экспозиции. Затем, найденный 
логарифм концентрации исследуемого образца необходимо переве-
сти в процентную концентрацию.  

Сделать вывод об установленном значении ЭК50 – действующей 
концентрации пробы, вызывающей гибель 50 % тест-организмов 
в конце эксперимента. 
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Определение БКР10. Пробитное значение 3,72 будет соответ-
ствовать 10%-ной гибели парамеций (см. табл. 1). Из точки пересе-
чения координаты пробитного значения 3,72 и проведенной прямой 
нужно опустить перпендикуляр на ось абсцисс, точка пересечения 
будет являться логарифмом концентрации исследуемой пробы, вы-
звавшей гибель 10% парамеций за 24 ч. экспозиции. Затем, найден-
ный логарифм концентрации исследуемого образца необходимо 
перевести в процентную концентрацию.  

Сделать вывод об установленном значении безвредной кратно-
сти разбавления исследуемой пробы, вызывающей гибель 10% 
тест-организмов в конце эксперимента 



 
 

 

 

6.  ФИТОТЕСТИРОВАНИЕ  ПОЧВ  

 

Фитотестирование с использованием высших растений широ-
ко применяется для определения как фитостимулирующих эффек-
тов, так и для установления токсичности природных и техногенных 
сред, различных материалов, химических веществ, промышленных 
отходов. Особенно востребованы фитотесты при исследовании 
почв, так как почвы являются естественной средой обитания выс-
ших растений.  

Фитотестирование проводится в контролируемых условиях 
лабораторного или вегетационного эксперимента на тест-растениях 
(наиболее часто используются овёс посевной, горчица белая, редь-
ка масличная, кресс-салат) по известным и поддающимся учету 
характеристикам.  

В зависимости от масштаба и цели заложенного эксперимента, 
выделяют лабораторный, вегетационный (в сосудах) и микроделя-
ночный (на экспериментальных площадках) способы фитотестиро-
вания. В зависимости от времени проведения эксперимента выде-
ляют острые фитотесты, которые длятся 24–96 ч., и хронические 
фитотесты, которые длятся от 7 сут. до всего вегетационного  
периода растений (до стадии цветения или созревания семян в кон-
трольных вариантах). Как правило, в вегетационных и микроделя-
ночных экспериментах проводят оценку хронической фитотоксич-
ности, а в лабораторных – острой фитотоксичности. 

Фитотестирование острой токсичности проводят либо в чашках 
Петри (рис. 16 А), либо более удобным способом – в пластиковых 
планшетах (рис. 16 Б) 
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А   

Б   

Рис. 16. Варианты фитотестирования проб:  
(А) – в чашках Петри, (Б) – в планшетах  

Методика измерений позволяет проанализировать действие ис-
следуемых объектов на проростки семян, как в виде водных рас-
творов и экстрактов (элюатный способ), так и при контакте семян 
с твердой массой образца (аппликатный способ). Однако при вы-
боре формы постановки фитотестирования целесообразно отдавать 
предпочтение субстрату в твердом виде, а не водным экстрактам, 
так как существует большое количество нерастворимых загрязня-
ющих веществ (в частности, нефтепродукты). Кроме того, в зави-
симости от типа почв, в экстракты будет переходить разное коли-
чество поллютантов. 
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6.1. Оценка пригодности семян тест-растений  
по всхожести 

Для поверки пригодности семян растений к использованию 
в биотестах проводят оценку их всхожести. Для этого семена в ко-
личестве 50 шт. замачивают в воде в течение 15–18 ч (на ночь) при 
температуре 20 °С, а свежесобранные семена – при температуре  
10–15 °С в течение такого же времени. Допускается изменять срок 
замачивания семян. После замачивания семена раскладывают на 
увлажненной фильтровальной бумаге, сложенной в два-три слоя 
(фильтр белая лента) в чашках Петри в количестве 25 шт. на 1 чаш-
ку. Для увлажнения добавляют 5 мл дистиллированной воды на 
1 чашку Петри. Чашки Петри с семенами помещают в термостат 
с температурой 20–23°С на 7 суток. После подсчитывают количество 
проросших семян и вычисляют процент от общего числа проинку-
бированных семян, всхожесть которых должна быть не менее 95%. 

В качестве стандартизированной тест-культуры используют 
представителей однодольных – овёс посевной (Avena sativa L.) и 
двудольных – горчицу белую (Sinapis alba L.) и редьку посевную 
(Raphanus sativus L.). 

 
6.2. Элюатный способ фитотестирования почв 

Элюатный способ фитотестирования можно реализовывать как 
в чашках Петри, так и в пластиковых планшетах. 

Чашки Петри с вложенными в них кружочками фильтровальной 
бумаги стерилизуют в сушильном шкафу и охлаждают. Элюат 
(водную вытяжку) из почвенных образцов готовят экстракцией ди-
стиллированной водой (соотношение 1:4), встряхивают колбы 
в течение 2 ч. и фильтруют через бумажный фильтр «белая лента».  

В каждую чашку Петри размещают по 10-30 сухих семян. 
В опытные чашки вносят по 5 мл экстракта или его разведений, 
в контрольные – 5 мл дистиллированной воды. Все образцы поме-
щаются в термостат (20–23 °С) на 96 ч. По окончании экспозиции 
регистрируют параметры семян по длине корней (Lк) и длине рост-
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ков (Lр), (единицы измерения – мм), а также фиксируют количество 
проросших семян, штук, в каждом планшете. Результаты вносят 
в таблицу, представленную в приложении К. У двудольных расте-
ний линейкой измеряют главный корень, выделяющийся толщиной 
и длиной среди придаточных и боковых корней. У однодольных 
растений линейкой измеряют длину самого длинного корня. Кон-
тролем служат проростки семян в планшетах на фильтровальной 
бумаге, смоченной дистиллированной водой. 

Фитотестирование в планшетах имеет ряд преимуществ по 
сравнению с чашками Петри 

Размер пластикового контейнера (планшета) составляет 
13,5×8,5×0,8 см (длина×ширина×высота, соответственно). Нижний 
отсек предназначен для роста корней, а верхний – для роста побегов. 
Семена растений раскладывают по 10–12 штук в каждый планшет. 

Двухкамерные пластиковые планшеты, заполненные семенами, 
устанавливают вертикально с помощью держателя. Корни пророст-
ков семян, как и ростки, развиваются вертикально в естественном 
положении и не скручиваются, что делает анализ более простым и 
удобным при измерении тест-параметров. 

Подготовка элюата для планшетов проводится аналогичным 
способом, что и для чашек Петри. Полученным элюатом (объемом 
8 мл) смачивают фильтровальную бумагу, помещенную в нижнюю 
камеру пластикового двухкамерного планшета. Повторность каж-
дого варианта трёхкратная. Закрытые планшеты с семенами поме-
щают в термостат с температурой 20-23°С на 96 ч., после чего из-
меряют те же тест-параметры семян, что и на чашках Петри. 

 
6.3. Аппликатный способ фитотестирования почв 

Аппликатный способ применяется для анализа твердых образ-
цов почв или субстратов. Почву измельчают, просеивают через  
сито с диаметром ячеек 2 мм и высыпают в нижнюю камеру план-
шета. В качестве модельной почвы используют стандартную поч-
венную смесь согласно ИСО 11268-1, состоящую из каолина, торфа 
и песка в объемном соотношении 20:10:70. Для увлажнения 90 см3 
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почвы добавляют 30 см3 дистиллированной воды. Повторность ва-
рианта трёхкратная.  

Воздушно-сухие образцы (субстраты, отходы) измельчают 
в ступке (максимальный размер частиц не должен превышать в диа-
метре 0,5 см). Субстрат или почву высыпают на дно чашки Петри 
слоем высотой 1 см, либо в нижнюю камеру планшета, накрывая 
фильтровальной бумагой. Семена раскладывают в количестве  
от 10 до 30, в зависимости от размера на одну чашку Петри, либо  
от 9 до 15 семян в верхней части нижней камеры планшета на рав-
ном расстоянии. Закрытые чашки Петри или планшеты с семенами и 
почвой помещают в термостат с температурой 20–23 °С на 96 часов. 
По окончании экспозиции регистрируют параметры семян по длине 
корней (Lк) и длине ростков (Lр), (единицы измерения – мм), а также 
фиксируют количество проросших семян, шт., в каждом планшете, 
аналогично как при элюатном фитотестировании. 

Расчет значений тест-функций – энергию прорастания, среднее 
значение длины корней и ростков рассчитывают аналогично – как 
при элюатном способе (рис. 16). 

Фитоэффекты (ФЭ) оценивают по изменению тест-параметров 
относительно контроля (холостой опыт). Расчёт для чашек Петри и 
планшетов аналогичен (рис. 17). 

 

Рис. 17. Блок-схема сбора результатов и обработки данных  
при фитотестировании 
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Энергию прорастания E, %, для каждого варианта рассчитыва-
ют по формуле: ܧ = ܯ݉ · 100, 
где m – число проросших семян, штук, M – общее число семян, ис-
пользованных для анализа, штук. 

Среднее арифметическое значение xi для i-ого тест-параметра 
(длина корня или ростка) из трех планшетов рассчитывают по 
формуле: ݔపഥ = ,݊ݔ∑ , 
где хi,j – значение i-ого тест-параметра (длина корня или ростка), 
ni – количество значений тест-параметров из трех планшетов,  
j – номер планшета. 

 

Фитоэффект ФЭi, %, для каждого среднеарифметического зна-
чения i-ого тест- параметра (длина корня или ростка) рассчитывают 
по формуле: ФЭ = ݔ̅ − ௫ݔ௫̅ݔ̅ · 100, 
где ̅ݔ,  -௫ – среднее арифметическое значение i-ого тест-параݔ̅
метра в опыте и в холостом опыте, соответственно. 

Если значение фитоэффекта положительное, то наблюдают  
эффект стимуляции. Если значение фитоэффекта отрицательное, то 
наблюдают эффект ингибирования. 
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Вопросы для самоконтроля  

1. Какие параметры растений анализируют при оценке фито-
токсичности?  

2. В чем отличие элюатного способа измерений фитоэффекта 
пробы почвы от аппликатного? 

3. Какие образцы могут служить контролем при аппликатном 
методе фитотестирования почв? 

4. Какие требования предъявляются к качеству семян, исполь-
зуемых в фитотестах? 

5. Какова рекомендуемая продолжительность экспозиции се-
мян растений в пластиковых планшетах для оценки фито-
эффекта?  
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Практическая задача 7.  
Сравнение фитоэффектов почвенного образца  
при элюатном и аппликатном фитотестировании в планшетах 

 
Задача работы: провести элюатное и аппликатное фитотестиро-

вание на семенах овса посевного (Avena sativa L.) и сравнить ре-
зультаты двух методов. 

Взять 400 г исследуемого почвенного образца, измельчить 
в ступке и просеять через сито с диаметром ячеек 2 мм.  

Для элюатного фитотестирования взять 100 г из просеянной 
почвы и пересыпать в колбу вместимостью 1000 см3, затем прилить 
4-кратное количество дистиллированной воды. Далее на аппарате 
для встряхивания жидкости перемешать полученную смесь в тече-
ние 2-х часов, после чего отстаять в течение 30 мин. Надосадочную 
жидкость сифонировать, а затем профильтровать через бумажный 
обеззоленный фильтр «белая лента» с помощью воронки Бюхнера. 
На фильтр стараться перенести всю взвесь. 

В нижнюю камеру трёх пластиковых планшетов (повторности) 
вложить фильтровальную бумагу (2–3 слоя) и увлажнить объемом 
8 мл полученного почвенного экстракта. Еще в трех планшетах 
фильтровальную бумагу увлажнить дистиллированной водой. Это 
будет контроль для эксперимента с элюатным фитотестированием. 

Для аппликатного фитотестирования разложить в три план-
шета, в их нижнюю камеру, по 90 г просеянной почвы и смочить 
30 мл дистиллированной воды. В качестве контроля в три планшета 
высыпать стандартную почвенную смесь, состоящую из каолина, 
торфа и песка и также увлажнить. Закрыть нижнюю камеру план-
шета с почвой фильтровальной бумагой. 

В верхней части нижней камеры планшетов на равном расстоя-
нии разложить по 10 семян овса посевного. Закрыть прозрачной 
крышкой, маркировать в правом нижнем углу с указанием даты 
постановки эксперимента и вида семян.  

Первые сутки планшеты лучше выдержать в горизонтальном 
положении, чтобы семена не ссыпались в нижнюю часть камеры и 
были достаточно увлажнены исследуемыми растворами. Затем 
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планшеты можно установить вертикально в коробки и экспониро-
вать при температуре (22±2) °С в термостате в течение 96 ч.  

По прошествии 3–4 суток снимают измерения длины самого 
длинного корешка и ростка, а также энергии прорастания и рассчи-
тывают фитоэффект исследуемого образца. Результаты вносят в 
таблицу, пример которой приведён в приложении К.  

Сравнить результаты, полученные при элюатном и аппликат-
ном фитотестировании и сделать выводы. 



 
 

 

 

ПРИЛОЖЕНИЯ 

 

Приложение А (справочное) 

Стандарты, регламентирующие отбор проб почв и грунтов: 

• ГОСТ 17.4.3.01-83 (СТ СЭВ 3847-82) «Охрана природы. 
Почвы. Общие требования к отбору проб». Стандарт уста-
навливает требования к отбору проб почвы при общих и 
локальных загрязнениях. В ГОСТе указано требуемое коли-
чество пробных площадок в зависимости от исследуемой 
площади, а также виды почвенных проб. 

• ГОСТ 28168-89 «Почвы. Отбор проб». Стандарт распро-
страняется на отбор проб с пахотных земель, почв сеноко-
сов, пастбищ, лесных питомников и устанавливает методы 
их отбора при агрохимическом обследовании. В ГОСТе да-
ны рекомендации по отбору проб в зависимости от эконо-
мических районов, почвенных контуров, эродированности 
почв, наличия дренажных систем и орошения. 

• ГОСТ 27753.1-88 «Грунты тепличные. Методы отбора 
проб». Стандарт распространяется на тепличные грунты из 
естественных улучшенных почв, насыпных органомине-
ральных и органических грунтов и регламентирует отбор 
проб для агрохимического анализа. Стандарт не распро-
страняется на гидропонные субстраты. 

• ГОСТ 12071-2000 «Грунты. Отбор, упаковка, транспортиро-
вание и хранение образцов». Стандарт распространяется на 
все грунты и устанавливает требования к отбору, упаковке, 
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транспортированию и хранению проб грунтов при производ-
стве инженерно-геологических изысканий для строительства. 
В ГОСТе имеются указания по отбору проб в зависимости от 
сложения, типов грунтоноса, целей отбора. 

• ГОСТ 17.4.4.02-84 «Охрана природы. Почвы. Методы отбо-
ра и подготовки проб для химического, бактериологическо-
го, гельминтологического анализа». Стандарт предназначен 
для контроля общего и локального загрязнения почв в рай-
онах воздействия промышленных, сельскохозяйственных, 
хозяйственно-бытовых и транспортных источников загряз-
нения, при оценке качественного состояния почв, а также 
при контроле состояния плодородного слоя, предназначен-
ного для землевания малопродуктивных угодий. ГОСТ не 
распространяется на контроль загрязнений в результате 
аварийных выбросов. В ГОСТе имеются пояснения по от-
бору проб с учетом розы ветров, при загрязнении поверх-
ностно- распределяющимися веществами и т.д. 
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Приложение Б (рекомендуемое) 

Форма акта отбора проб  
для анализа в лаборатории биотестирования 

1. Данные по объекту 

Место отбора образца, пробы  

Наименование объекта, пробы: 

№ пробы, сведения о пробе 
 

Объём, масса пробы, количество 
параллельных проб 

 

2. Данные по отбору 

Дата, время отбора  

НД, регламентирующий отбор  

Должность, ФИО лиц, проводив-
ших отбор и присутствующих 

 

Окружающая среда при отборе, 
физико-химические показатели 

 

3. Данные по доставке 

Дата, время доставки  

Консервация  

Определяемые показатели оценка экотоксичности  
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Приложение В (справочное)  

Характеристика и особенности культивирования тест-культур, 
наиболее часто используемых в биотестировании 

 

  Daphnia magna  
 
Рачки Daphnia magna Straus, представители ветвистоусых низ-

ших ракообразных (семейство Daphniidae, отряд Cladocera), обитают 
в стоячих и слабопроточных водоемах, особенно часто во времен-
ных лужах; распространены повсеместно на территории России.  

 
Строение особей дафний этого вида приведено на рисунке ниже. 

 

Строение Daphnia magna Straus: 
a – самка: 1 – антенна, 2 – сложный глаз, 3 – антеннула, 4 – грудные ножки, 5 – яич-
ник, 6 – створки панциря, 7 –каудальные когти, 8 – постабдомен, 9 – хвостовые 
щетинки, 10 – выводковая камера, 11 – сердце, 12 – кишечник, 13 – печеночные 
выросты; б – самец; в – внешний вид эфиппиума 
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Рост дафний связан с периодическими линьками: первые три – 
ювенильные – следуют через 20, 24, 36 ч, четвертая – созревание 
яиц в яичнике и пятая – откладывание яиц в выводковую камеру – 
следуют с интервалом 2–3 сут., начиная с шестой, каждая линька 
сопровождается откладыванием яиц. При хорошем питании разме-
ры молодых дафний после каждой линьки удваиваются. С момента 
рождения до наступления половозрелости дафний проходит  
7–9 суток при средней температуре 20 °С. После наступления  
половой зрелости рост замедляется. Молодь рачков в длину  
0,7–0,9 мм, к моменту половозрелости самки достигают 2,2–2,4 мм, 
самцы 2,0–2,1 мм. Максимальная длина тела самок может дости-
гать 6,0 мм при сыром весе 7–10 мг. 

При культивировании и проведении токсикологических экпе-
риментов необходимо поддерживать непрерывное партеногенети-
ческое размножение рачков, учитывая особенности биологического 
цикла развития. 

Особенности культивирования 

Культуру дафний содержат в климатостате при соблюдении 
следующих условий культивирования: температура +20±2 °С, 
освещенность от 500 до 1000 люкс, режим освещенности со сменой 
дня и ночи 16:8 часов (Жмур, 2007). 

Для выращивания маточной культуры дафний удобно ис- 
пользовать лабораторные стаканы емкостью 1–3 л (из расчета  
20–25 рачков на 1 л). Стаканы неплотно прикрывают пластинами 
из стекла или оргстекла от попадания пыли и для уменьшения ис-
парения. Ежедневно с поверхности воды в сосудах стерильной 
марлевой салфеткой снимают дрожжевую и бактериальную пленку, 
воду с рачками переливают в чистый стакан, убирая при этом обра-
зовавшийся осадок на дне, и доливают чистую порцию культива-
ционной воды. Один раз в неделю осуществляют пересадку дафний 
(с помощью пипеток) в новую культивационную воду. Появившу-
юся молодь в необходимом количестве отсаживают в следующие 
сосуды от поколения к поколению. Когда вновь народившиеся рач-
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ки начинают размножаться, материнские особи удаляют. Каждое 
поколение маркируют и ставят дату рождения. Одновременно 
в лаборатории содержат культуры двух поколений дафний. Не до-
пускается использование молоди маточной культуры для биотести-
рования. 

Культивационную воду готовят из питьевой отстаиванием и 
аэрацией в течение 3–7 суток в стеклянных емкостях в присутствии 
высшей водной растительности. Культивационная вода должна со-
ответствовать следующим требованиям: рН – 7,0–8,5; общая жест-
кость от 80 до 250 мг/л (выраженная в CаCO3); концентрация рас-
творенного кислорода 7–8 мг O2/л, не менее 6 мг мг/л; отсутствие 
токсических соединений (органических загрязняющих веществ, 
хлора, углекислого газа, метана и пр.), сине-зеленых водорослей 
(антагонистов) и пищевых конкурентов (простейших и многокле-
точных). Данные требования к культивацонной воде связаны с фи-
зиологическими особенностями дафний.  

Питание дафний комбинированное дрожже-водорослевое. Сус-
пензию водорослей (Scenedesmus quadricaudа или Chlorella 
vulgaris) для кормления готовят центрифугированием и отстаива-
нием в холодильнике при температуре +2 – +4 °С в течение 7 су-
ток. Приготовленную суспензию хранят в холодильнике при тем-
пературе +2 – +4 °С в течение 14 сут. Дрожжевую суспензию 
готовят из 0,5 г сухих хлебопекарных дрожжей, которые заливают 
100 мл дистиллированной воды. После набухания суспензию тща-
тельно перемешивают. Для кормления используют слабомутную 
(верхний слой после отстаивания) дрожжевую суспензию. Хранят 
в холодильнике при температуре +2 – +4 °С не более двух суток. 
На каждый 1 л культивационной воды добавляется по 3 мл дрож-
жевой суспензии и 7 мл концентрированной суспензии водорослей. 
Водорослевой суспензией маточную и синхронизированную куль-
туры дафний кормят ежедневно один раз в сутки. 1–2 раза в неде-
лю добавляют дрожжевую суспензию. 
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  Ceriodaphnia affinis  
 
Рачки Ceriodaphnia affinis Lilljeborg – ближайшие родственни-

ки дафний, обитающие преимущественно в небольших, неглубо-
ких озерах, прудах, реках с замедленным течением (β-мезо- 
сапробный вид). Встречаются реже, чем другие виды цериодаф-
ний, в основном в литоральном планктоне – на открытых местах 
или между зарослями тростника и погруженными растениями, над 
заиленным дном. 

Цериодафнии имеют более мелкие размеры, чем дафнии: по-
ловозрелые самки 1,5 мм, самцы – 0,8 мм, что позволяет в опытах 
манипулировать с меньшими объемами воды и более компактны-
ми емкостями. Биологический цикл развития от рождения до по-
ловозрелости у цериодафний вдвое короче, чем у дафний, при оп-
тимальных условиях развития. Так, при температуре 23°С 
созревание наступает на 3–4 сутки от рождения, время первого 
помета – на 4–5 сутки, а за срок 10 суток у рачков получают 3 по-
мета. Численность молоди у рачков в первом помете невелика – 
по 2–6 особей, а начиная с третьего помета – до 20 особей на сам-
ку. Максимум полового периода размножения приходится на ав-
густ-сентябрь, самки образуют эфиппиум с одним яйцом. В лабо-
раторных условиях самцы появляются при недостаточном 
освещении, снижении температуры, концентрации растворенного 
кислорода, голодании. 
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Внешний вид и основные органы 
Ceriodaphnia affinis Lilljeborg: 

a – самка,  
б – самец, 
в – постабдомен самца,  
г – постабдомен самки  

(1 – конусовидный  
абдоминальный вырост) 

 

Особенности культивирования 

Условия лабораторного содержания цериодафний во многом 
идентичны условиям содержания дафний, но для их содержания 
требуется меньший объем воды: 20 см3 на особь. Рекомендуется 
содержать культуру цериодафний в кристаллизаторах объемом  
0,5–1 дм3, которые заполняют водой наполовину. 

Каждые 15-20 сут культуру цериодафний обновляют. Для этого 
отбирают 20-30 особей молоди и помещают в сосуды для культи-
вирования, заполненные водой из расчета 20–30 см3 на одну особь. 
Через 5 сут, когда новое поколение начинает размножаться, старую 
культуру выбрасывают. Культивирование цериодафний идет бла-
гоприятно, если в течение 10 суток после рождения гибель рачков 
не превышает 20%, а численность молоди в первых трех пометах 
в пересчете на самку составляет не менее 15 особей. Отклонения от 
этих параметров свидетельствуют о нарушении условий культиви-
рования – качества воды и/или корма. 

Ежедневно цериодафний кормят суспензией зеленых водорос-
лей, раз в неделю – суспензией хлебопекарных дрожжей. 

Для биотестирования используют молодых особей в возрасте 
4–24 ч после рождения. Разница в возрасте молоди цериодафний 
одной выборки не должна превышать 8 ч. За два часа до начала 
опыта молодь кормят. 

 

в
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  Chlorella vulgaris 
 
Хлорелла – Chlorella vulgaris Beijerinck относится к однокле-

точным зеленым водорослям. Широко распространенный вид 
в планктоне пресных водоемов, особенно южных широт. Клетки 
хлореллы шаровидные с тонкой оболочкой, без слизи. Хроматофор 
чашевидный, с пиреноидом. Размножение автоспорами, образую-
щимися по 4-8, реже по 16 внутри материнской клетки и освобож-
дающимися через разрыв ее оболочки.  

Особенности культивирования 

Хлореллу выращивают на питательных средах со специально 
подобранным для разных систематических групп минеральным 
составом (обычно на средах Успенского № 1 или Тамия). 

Культивирование проводят в стеклянных конических колбах 
емкостью 100–250 см3 (с полезным объемом 50–100 см3, соответ-
ственно). В эти колбы вносят среды с культурами клеток и поме-
щают в люминостат при освещенности 3,5 тыс. люкс со сменой дня 
и ночи (12:12 ч.).  

Оптимальный режим предусматривает культивирование при 
температуре 20±2 °С в люминостате или климатостате. Для обога-
щения культуры углекислым газом (необходимым для нормального 
протекания процесса фотосинтеза), уменьшения оседания клеток 
водорослей и их прилипания к стенкам сосуда содержимое колб 
перемешивают два раза в сутки (или на качалке). Поскольку при 
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повышении температуры до 25 °C градусов токсичность веществ 
повышается, а при понижении до 12–15 °C, наоборот, уменьшается, 
то одной из рекомендаций при проведении токсикологического 
эксперимента на водорослях является создание термостатируемых 
условий (по возможности). 

Водоросли рекомендуется один раз в 5–10 дней пересевать. Для 
этого в чистую простерилизованную колбу со свежей средой над 
пламенем спиртовки приливают верхний слой из колбы ранее 
культивируемых водорослей до появления зеленоватого оттенка. 
При этом получают начальную плотность клеток в колбе примерно 
200-300 тыс.кл/мл. Колбу закрывают ватномарлевым тампоном или 
фольгой, перемешивают, подписывают на колбе название культу-
ры, дату посева и ставят в люминостат. 
  



Практикум по биотестированию экотоксичности почв  

88 

 
 

  Scenedesmus quadricaudа 
 
Зеленые водоросли Scenedesmus quadricaudа (Turpin) Bréb. 

(Desmodesmus communis (E. Hegew.)) относятся к планктонным  
ценобиальным организмам. Ценобии 2-, 4-, реже 8, 16-клеточные, 
в виде плоских пластинок. Клетки удлиненно-овальные, с закруг-
ленными концами. Краевые клетки сценедесмус имеют два отогну-
тых наружу рога. Оболочка гладкая. Хроматофор периферический 
с одним боковым пиреноидом, ядро центральное. Оболочка глад-
кая. Размножение при помощи автоспор. При размножении в мате-
ринской клетке образуются 2-4 автоспоры, которые при выходе 
слагаются в ценобии. Иногда при неблагоприятных условиях (осо-
бенно в условиях культуры) вместо ценобиев образуются отдель-
ные клетки. Вид широко распространен в разнообразных биотопах, 
главным образом, в планктоне пресных водоемов. 

Особенности лабораторного культивирования для биотестиро-
вания сходны с таковыми как у Chlorella vulgaris (см. выше). 
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  Paramecium caudatum 
 
Простейшие Paramecium caudatum Ehrenberg – ресничные ин-

фузории, (домен Eukaryota, Alveolata, тип Ciliophora, класс Oligo-
chymenophorea, отряд Peniculida, семейство Parameciidae) представ-
ляют массовый вид. Простейшие этого вида из-за формы тела, 
получившие название «инфузория-туфелька», обитают в пресной 
воде с высоким содержанием органических веществ. В сточной во-
де вид является часто основным. Простейшие, в том числе реснич-
ные инфузории, играют весьма значительную роль в функциониро-
вании экосистем и жизни человека. В водоемах они питаются 
бактериями и гниющими органическими остатками, очищая воду 
(санитарная роль), сами же являются пищей для многих беспозво-
ночных животных. Строение инфузории-туфельки приведено на 
рисунке ниже.  

Внешний вид и строение  
Paramecium caudatum Ehrenberg:  

1 – реснички; 
2 – пищеварительные вакуоли; 
3 – микронуклеус; 
4 – вестибулюм; 
5 – цитофаринкс; 
6 – цитопрокт (порошица); 
7 – резервуар сократительной вакуоли; 
8 – собирательные каналы сократительной  

вакуоли; 
9 – макронуклеус. 
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Paramecium caudatum представляют собой одноклеточный ор-
ганизм размером 180–300 мкм, имеющий тело сигарообразной или 
веретенообразной формы, покрытое плотной оболочкой (пеллику-
лой). Передний конец тела закруглен, задний заострен. Реснички 
одинаковой длины, равномерно покрывают все тело инфузории, 
лишь на заднем конце они несколько длиннее остальных. Питание 
осуществляется через рот (цитостом), расположенный на дне кле-
точной глотки (цитофаринкс). Под оболочкой по всей поверхности 
тела имеются многочисленные трихоцисты, выполняющие защит-
ную функцию. В состав ядерного аппарата входят два вида ядер: 
макронуклеус и микронуклеус. Макронуклеус, имеющий бобовид-
ную форму, расположен в центре тела. В его выемке находится ша-
ровидный микронуклеус. В разных концах тела расположены две 
пульсирующие вакуоли, регулирующие водный баланс. Также 
имеются пищеварительные вакуоли, количество которых непосто-
янно и зависит от количества пищи.  

Бесполое размножение осуществляется поперечным делением 
на две дочерние особи. Половое размножение происходит по типу 
конъюгации, т.е. временного соединения двух особей для обмена 
частями ядерного аппарата. 

Оптимальная температура для развития парамеций 24–28 °С, 
оптимальная концентрация солей во внешней среде 600–1400 мг/л. 
Для парамеций характерно быстрое размножение: при наличии 
благоприятных условий и достаточного количества пищи происхо-
дят 2–4 деления в сут, в отсутствии же питания или в неблагопри-
ятных условиях парамеции не размножаются.  
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Workshop on biotesting of soil ecotoxicity : Textbook. – Moscow: MAKS 
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The textbook is devoted to the theoretical and practical aspects of biotesting, gives 

an idea of the place of laboratory analysis in the biodiagnostics of the ecological quality 
of soils, introduces the principles of organizing test systems and test organisms that are 
in demand in the practical environmental monitoring of soil safety. The manual contains 
methods, practical tasks, tables, calculation formulas and reference applications neces-
sary for performing analyzes. 

The textbook was written in accordance with the programs of a number of disciplines 
for students of the Faculty of Soil Science of Moscow State University, studying in the 
areas of study “Soil Science”, “Ecology and Nature Management” of the bachelor's and 
master's programs, including the master's program of the interfaculty scientific and edu-
cational school, as well as for students of advanced training programs for ecologists. 
It may be useful for graduate students and teachers of environmental specialties from 
other universities. 
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