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Введение
Биотестирование как способ оценки токсич-

ности объектов окружающей среды включено в 
экологическое законодательство во многих стра-
нах, в том числе в России. В нашей стране широко-
му практическому использованию биотестов спо-
собствовало издание в 2001 г. приказа № 511 МПР 
России «Об утверждении Критериев отнесения 
опасных отходов к классу опасности для окружа-
ющей природной среды». До этого биотестирова-
ние в природоохранной сфере применялось в ос-
новном для оценки качества рыбохозяйственных 
водоемов. Согласно данному документу, при ха-
рактеристике опасности отходов, наряду с расче-
том содержания определенных токсичных компо-
нентов, анализируемых химическими методами, 
проводят экспериментальную оценку токсичности 
объектов на основе реакции гидробионтов. В на-
стоящее время необходимость такой оценки ре-
гламентируется приказом Минприроды России 
от 04.12.2014 № 536 «Об утверждении Критери-

ев отнесения отходов к I-V классам опасности по 
степени негативного воздействия на окружающую 
среду». 

Процедура биотестирования описана в боль-
шом количестве соответствующих международ-
ных стандартов. Наиболее распространенные 
стандартные методики подготовлены Организа-
цией экономического сотрудничества и развития 
(OECD) и Международной организацией по стан-
дартизации (ISO). Наряду с этим стандартные 
методы также регламентированы такими органи-
зациями как Американский центр по испытанию 
материалов (ASTM), Министерство экологии и 
изменений климата Канады (EC), Британский ин-
ститут стандартов (BSI) и Немецкий институт по 
стандартизации (DIN). В России приемы биотести-
рования отражены в государственных стандартах 
и методиках токсикологического анализа, зареги-
стрированных, в частности, в реестре Федераль-
ного информационного фонда по обеспечению 
единства измерений. Ранее для экологического 
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анализа рекомендовались методики, также заре-
гистрированные в федеральных реестрах методик 
выполнения измерений Росстандарта (МВИ ФР) и 
природоохранных нормативных документов (МВИ 
ПНД Ф). 

Широкий спектр методик биотестирования, 
соответствующих отдельным стандартам, на 
практике нередко приводит к сбоям в определе-
нии степени безопасности исследуемых веществ, 
в установлении класса опасности отходов, к раз-
личным несоответствиям при межлабораторных 
сравнительных испытаниях, когда испытания 
проводятся по одной и той же методике в разных 
лабораториях. Причиной этому, как оказалось, в 
большинстве случаев является разнообразие тре-
бований, а нередко несоблюдение условий прове-
дения анализа водных сред. 

Цель работы – привлечь внимание к вопросу 
влияния качества фоновой водной среды при испы-
тании проб на ответные реакции тест-организмов. 
Предпринята попытка проанализировать раз-
нообразие требований к условиям проведения 
биотестов на основе гидробионтов, вычленить и 
систематизировать наиболее значимые и важные, 
которые неукоснительно должны соблюдаться в 
высококачественных исследованиях. 

Требования к качеству природной  
и водопроводной воды при биотестировании

Приемлемость биотестов как эффективных 
аналитических инструментов гарантируется их 
стандартизацией и соответствием метрологи-
ческим характеристикам [1, 2]. Согласно мето-
дическим руководствам OECD [3-6], основными 
условиями биотестирования, которые должны 
быть стандартизованы, являются: а) способы под-
готовки исходных проб и испытуемых растворов 
(разбавлений); б) характеристика и состав куль-
тивационной воды и воды для разбавления проб; 
в) условия экспозиции (температура, режим и ин-
тенсивность освещенности, уровень растворенно-
го кислорода, рН и др.). В российской практике, 
к сожалению, требования к стандартизации усло-
вий не всегда строго выдерживаются, поскольку 
многие лаборатории не оснащены оборудованием 
для обеспечения климат-контроля при культиви-
ровании тест-организмов и проведении биотести-
рования [7].

Исключительная важность качества воды, 
используемой для культивирования тест-культур и 
разведения проб, подчеркивается во многих нор-
мативных документах и научной литературе [3-9]. 
Зарубежными стандартами [3-6, 8, 10] допускает-
ся использование несколько вариантов получения 
водных сред, пригодных для культивирования 
организмов и разведения проб: природная вода 

(поверхностная или подземная), дехлорирован-
ная водопроводная вода и синтетические среды 
(английские варианты: synthetic medias, synthetic 
water, reconstituted water, artificial media, reagent 
water). Природная и водопроводная вода в ан-
глийском варианте объединяются под названиями 
receiving water или acceptable water (далее в тек-
сте «вода приемлемого качества»). Рекомендует-
ся применение одной и то же воды для культиви-
рования и разведения проб.

В российской практике воду для культивиро-
вания и разведения проб (в экспериментах с рако-
образными и простейшими) чаще всего готовят на 
основе питьевой водопроводной воды отстаива-
нием и аэрацией в течение 3-7 суток в стеклянных 
емкостях в присутствии высшей водной раститель-
ности, так называемую, «биологизированную» 
воду. При отсутствии водопроводной воды удов-
летворительного качества допускается использо-
вание бутилированной негазированной питьевой 
воды или поверхностной пресной или грунтовой 
воды, отобранной вне зоны влияния источников 
загрязнения и профильтрованной через мембран-
ный фильтр с размером пор 3,5 мкм [11]. 

Качество воды для биотестов можно оценить 
по ряду основных показателей: минерализация, 
жесткость воды, уровень рН и концентрация рас-
творенного кислорода [12]. Рекомендуемые зна-
чения рН и содержания растворенного кислорода 
в культивационной воде природной и/или водо-
проводной несколько варьируют в методических 
документах разных стран, но в целом уклады-
ваются в диапазоны, указанные в табл. 1. Реко-
мендуемые значения жесткости (CaCO

3
, мг/дм3) 

являются более видоспецифичными и в докумен-
тах различаются в существенно большей степени: 
от 25 [10] до 400 мг/дм3 [6]. Например, уровень 
жесткости в пределах 140-250 мг/дм3 рекомен-
дуется для дафний в международных стандартах 
[3,5]; 80-250 мг/дм3 – для дафний в отечествен-
ной практике [11-13]; 80-100 мг/дм3 – для теста с 
цериодафниями в руководстве ЕРА [8]; 

Наряду с этим подчеркивается необходимость 
контроля и ряда других параметров, в том числе 
количества ионов металлов, органического угле-
рода, хлора и хлорпроизводных соединений. Так, 
количество Al, As, Cr, Co, Fe, Pb, Ni, Zn не должно 
превышать 1 мкг/дм3 каждого; содержание Cd, 
Hg, Ag не должно превышать 100 нг/дм3 каждого 
[3-6, 8, 15]. Согласно этим же документам, содер-
жание общих органических хлорсодержащих пе-
стицидов, включая полихлорированные бифени-
лы, должно быть <50 нг/дм3. При использовании 
воды из природных источников следует контроли-
ровать проводимость и общее содержание орга-
нического углерода (<2 мг/дм3), или химическое 
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потребление кислорода (<25 мг/дм3) [3-6]. При 
использовании дехлорированной водопроводной 
воды желателен анализ хлора (<10 мкг/дм3) 
[3 -6]. В российских методиках [11] указывается 
также на недопустимость присутствия в культива-
ционной воде антагонистических для тест-культур 
организмов и пищевых конкурентов. 

Тест-культура, помещенная в культивирова-
ционную воду, не должна проявлять признаков 
стресса и хорошо воспроизводиться. Тип воды 
может зависеть от цели исследования [8]. Доку-
мент [18] предлагает следующие типы воды для 
различных водных образцов: для стоков, элюатов 
и фильтратов – вода приемлемого качества или 
синтетические среды; для природной воды – син-
тетические среды или вода, отобранная на стан-
ции отбора проб, расположенной выше по тече-
нию; для модельных токсикантов – синтетические 
среды; для химикатов – вода приемлемого каче-
ства или синтетические среды.

К качеству природной воды предъявляются 
особые требования в связи с тем, что состав при-
родных вод может значительно меняться в зави-
симости от сезона и региона [19]. Поэтому в пе-
риод экспериментальных испытаний необходимо 
следить за тем, чтобы вода соответствовала за-
данным химическим характеристикам и была по-
стоянного качества. Состав природной, а также 
водопроводной, воды и ее пригодность для биоте-
стов, рекомендуется оценивать, по крайней мере, 
дважды в год или когда есть подозрение, что ее 
характеристики могут значительно измениться 
[8]. Вода может быть адаптирована до оптималь-
ных условий обитания с помощью особых про-
цедур, например, фильтрованием, дехлорирова-

нием, подщелачиванием или подкислением и т.п. 
В отдельных случаях для культивирования рыб 
успешно использовали водопроводную воду, про-
фильтрованную с помощью активированного угля 
(в английском варианте – charcoal filtered water) 
[20]. В отсутствии доступной природной или водо-
проводной воды приемлемого качества возмож-
ны следующие варианты получения качественной 
среды для культивирования и разбавления. 

Описание системы подготовки  
биологизированной воды в аквариумах
В лаборатории водной токсикологии биоло-

гического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова 
предложена система подготовки лаборатор-
ной воды, состоящая из трехступенчатой очистки 
и ее биологизации [21]. В лаборатории экотокси-
кологического анализа почв МГУ им. М.В. Ломо-
носова (ЛЭТАП) апробирована данная система, и 
предложен вариант для непрерывной производ-
ственной работы лаборатории, представляющий 
собой две независимые системы, размещенные 
на стеллаже и состоящие из трех аквариумов 
каждая. Перед заполнением первого аквариума 
каждого из ярусов вода проходит трехступенча-
тую очистку через бытовой проточный фильтр 
(Гейзер 3ИВС люкс). В первом аквариуме вода 
отстаивается и дехлорируется в течение двух не-
дель с использованием микрокомпрессора (Sera 
air 550 R plus) для ее принудительной аэрации 
атмосферным воздухом. Далее вода из первого 
аквариума переливается во второй с кварцевым 
песком и высшей водной растительностью, необ-
ходимой для ее биологизации. Многочисленные 
данные свидетельствуют об активной средообра-

Таблица 1 
Некоторые показатели культивационной воды, рекомендованные разными нормативными  

документами для биотестирования

Показатель
Методи-
ки [3,5]

Методика [8]  
Вода средней жесткости

Стандарты и методические 
рекомендации РФ [11-13, 16-17]

pH 6-9 7,4-7,8 7,0-8,5

Жесткость по CaCO
3
, мг/дм3 <400 80-100 80-250

Кислород, мг/дм3 ≥ 3 - ≥ 6,0

Взвешенные частицы, мг/дм3 <20 - -

Общий органический углерод, мг/дм3 <2 - -

Неионизированный аммиак, мкг/дм3 <1 - -

Остаточный хлор, мкг/дм3 <10 -

Общие органические фосфоросодер-
жащие пестициды, нг/дм3 <50 <50 -

Общие органические хлорсодержащие 
пестициды, включая полихлорирован-
ные бифенилы, нг/дм3

<50 <50 -

Общий органический хлор, нг/дм3 <25 - -



47

ВОДНЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ РЕСУРСЫ

Бюллетень «Использование и охрана природных ресурсов в России», 2016, № 4

зующей роли высших водных растений, насыще-
нием воды метаболитами макрофитов [22]. Вода 
во втором аквариуме непрерывно фильтруется 
внешним фильтром (Tetra EX 600 Plus), которой 
необходим для очистки воды от мути, перемеши-
вания верхних и нижних слоев воды, способствуя 
газообмену воды аквариума с воздухом помеще-
ния. Освещение в аквариуме работает 12 часов 
в сутки, регулируется розеткой-таймером. Вода 
во втором аквариуме биологизируется в течение 
14 дней, далее готовая вода переливается в тре-
тий аквариум с микрокомпрессором. Затем вода 
используется для культивирования гидробионтов 
и разведения проб в ходе экотоксикологических 
экспериментов. Во всех аквариумах для перелива 
применяются шланги с помпами (Sera FP 350), что 
обеспечивает более удобную подготовку воды.

Полученная биологизированная вода имеет 
следующие гидрохимические показатели воды, 
которые варьируют в пределах: рН – 8,0-8,5; 
солесодержание – 0,2-0,3 г/дм3, содержание 
кислорода – 8-11,5 мг/дм3. Адаптация гидро-
бионтов Daphnia magna и Ceriodaphnia affinis к 
биологизированной воде дала воспроизводимый 
результат по определению чувствительности тест-
культур к модельному токсиканту – дихромату 
калия. Согласно методикам биотестирования для 
дафний [13] и цериодафний [14], эффективные 
(действующие) концентрации модельного токси-
канта (калий дихромат), при действии которого 
в течение 24 часов гибнет 50% особей, лежит в 
диапазоне 0,9-2,0 мг/дм3 [13]. В ЛЭТАП по полу-
ченным квартальным исследованиям полулеталь-
ная концентрация дихромата калия ЛК

50-24
 находи-

лась в диапазоне 0,96-1,33 мг/дм3 для дафний и 

0,91 -1,65 мг/дм3 для цериодафний. Это говорит о 
том, что биологизированную воду можно исполь-
зовать для целей культивирования гидробионтов 
и биотестирования, с учетом контроля качества 
исходной водопроводной воды.

Пресноводные синтетические среды
Наиболее успешные для культивирования 

различных беспозвоночных организмов и приме-
няемые сегодня синтетические среды представ-
лены в табл. 2.

Состав сред M4 and M7 достаточно сло-
жен. Помимо питательных макроэлементов 
(указанных в табл. 2), в данные среды включа-
ют следовые количества H

3
BO

3
, MnCl

2*4H
2
O, 

LiCl, RbCl, SrCl
2*6H

2
O, NaBr, Na

2
MoO

4*2H
2
O, 

CuCl
2*2H

2
O, ZnCl

2
, CaCl

2*6H
2
O, KI, Na

2
SeO

3
, 

NH
4
VO

3
, Na

2
EDTA*2H

2
O, FeSO

4*7H
2
O, а также 

витамины – тиамин гидрохлорид, цианокобала-
мин (B12), биотин. Причем, среда M4 является 
более жесткой, и микроэлементы (кроме ZnCl

2
, 

CaCl2*6H
2
O, KI, Na

2
SeO

3
, NH

4
VO

3
) в ее составе со-

держатся в 4-кратном количестве по сравнению 
со средой М7. Среда M4 впервые была описана 
ученым Б.П. Элендтом в 1990 г., тем не менее, се-
годня она готовится согласно описанию 1990 г. 
двух авторов, Элендта и Биаса [23]. 

Необходимо отметить, что в случае ожидае-
мого взаимодействия между ионами жесткости 
и тестируемым веществом, рекомендуется ис-
пользование воды меньшей жесткости, поэто-
му применение среды M4 весьма нежелательно 
[3, 5-6]. Документ [8] также предусматривает 
приготовление синтетических сред с градацией 
жесткости: очень мягкая, мягкая, средней жест-

Таблица 2 
Состав некоторых синтетических сред для культивирования водных беспозвоночных животных

Питательные элементы

* Стандартная пресная вода 
на деионизированной воде 
согласно [8] Вода средней 

жесткости

** Стандартная пресная 
вода на деионизированной 

или дистиллированной воде 
согласно [10] (ISO medium)

*** Среды M4 и M7 
согласно стандар-

там [3,5-6]

Концентрация, мг/дм3

NaHCO
3

96 67,75 64,8

CaCl
2*2H

2
O 120 294 293,8

MgSO
4*7H

2
O 123 123,25 123,3

KCl 4 5,75 5,8

NaSiO
3*9H

2
O - - 10,0

NaNO
3

- - 0,274

KH
2
PO

4
- - 0,143

K
2
HPO

4
- - 0,184

Примечания: 
*  для коловраток и ракообразных, кроме дафний 
**  для дафний
*** для ракообразных и личинок хирономид.
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кости, жесткая, очень жесткая. Однако наиболее 
распространенной является синтетическая среда 
средней жесткости (в английском варианте – 
moderately hard water).

В ЛЭТАП был поставлен эксперимент по 
адаптации культуры D. magna к синтетической 
среде, согласно требованиям [10] – ISO medium. 
После адаптации нескольких поколений дафний 
полулетальная концентрация дихромата калия 
ЛК50 -24 составляла для дафний 1,41 мг/дм3. То 
есть чувствительность культуры дафний находи-
лась в допустимом диапазоне для ее использо-
вания в биотестировании. Следует отметить, что 
до этого культура дафний, культивируемая на бу-
тилированной негазированной воде, оказалась 
более чувствительной относительно допустимого 
диапазона. Это свидетельствует о возможности 
адаптации D. magna к данной синтетической сре-
де, хотя литературные данные свидетельствуют 
о более успешном применении сред M4 и M7. 
Отмечают, что выживаемость и репродуктив-
ность D. magna является наилучшей в среде M4 и 
среде Ааченера для дафний (Aachener Daphnien 
Medium – ADAM), приготовленной на основе син-
тетических морских солей и аналитически чистых 
химических соединений [19]. В работе других ав-
торов синтетическая среда согласно [10] успеш-
но использовалась для инкубации цист пресно-
водных коловраток Brachionus сalyciflorus [24]. 

Заключение
Обобщая сказанное, можно заключить, что 

получение воспроизводимых результатов био-
тестирования требует использования стандарт-
ной культивационной воды как среды обитания 
гидробионтов в лабораторных условиях, а также 
среды для приготовления водных вытяжек и раз-

бавления проб. Надежность тест-культур прове-
ряется по чувствительности к модельному токси-
канту, который растворяется в культивационной 
воде. Реакция гидробионтов на модельный ток-
сикант в большой степени зависит от качества 
среды, в которой они культивируются и, следова-
тельно, проводятся испытания. 

Состав синтетических питательных сред для 
культивирования микроводорослей, которые 
используются в биотестировании, легко контро-
лировать приготовлением навесок химических 
реагентов. Однако в биотестах с применением 
ракообразных такие синтетические среды ис-
пользуются редко. 

Как правило, для культивирования тест-
культур ракообразных, как и для разбавления 
анализируемых проб, используется природная 
и водопроводная вода, требования к которым 
изложены в разных вариантах национальных 
и международных стандартов. Именно не-
большие различия в составах вод и могут быть 
причиной неудовлетворительных результатов 
межлабораторных испытаний и количествен-
ных оценок степени опасности анализируемых 
проб, включая установление класса опасности 
отходов. Возможный выход из таких сложных 
ситуаций мы видим в более полном анализе хи-
мического состава воды, которая идет на приго-
товление проб и выращивания тест-организмов, 
в уточнении требований стандартов качества 
культивационной воды и их неуклонное выпол-
нение.  

Работа выполнена при поддержке гранта 
РНФ 14-50-00029 , проект «Научные основы 
создания банка депозитария живых систем»
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