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ткани. Дня Со, Ni, Va, Zn и Си не удалось получить однозначных данных о прочности связывания этих ме­
таллов с биомассой растений. Возможно, необходим анализ большего числа проб или использование более 
концентрированной кислоты. Проведенные исследования позволяют оценить прочность связывания тяже­
лых металлов с биомассой растения и сделать предположение относительно их локализации в биомассе по­
груженных макрофитов реки Енисей.
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DISTRIBUTION OF HEAVY METALS IN THE BIOMASS 
OF POTAMOGETON SPECIES OF THE YENISEI RIVER

T.A.Zotina, I.V.Gribovskaya
We investigated the distribution o f metals in the biomass o f four species o f  Potamogeton genera 

from the Yenisei River. As a result ofprotonation o f the oven-dried biomass ofplants with 0.2 M HCl, 
the metals have been sorted in three groups. The largest amount ofK, Na, Ca, Mg, Mn, Cd, Sr was de­
tected in acid solution, consequently, these metals have a relatively week bonds with plants biomass, 
they we desorbed from carbonat incrustations on the plant surface and/or (in case this metal was not 
bound inside the cell) washed out from intracellular compartment o f cells as well. Another group o f 
metals included Fe, Al, Mo and Cr. These metals preferably remained in plant biomass after acid 
treatment. Therefore, they are relatively tightly bound with plant tissues. The distribution o f Co, Ni,
Va, Zn and Си was not uniform in all samples treated.

УДК 574.5(28)

В Л И Я Н И Е  У С Л О В И Я  С Р Е Д Ы  Н А  Ч У В С Т В И Т Е Л Ь Н О С Т Ь  Р А Ч К О В  

DAPН IS I  A M AGNA  К  Т О К С И К А Н Т А М

Т.Л. Шашкова, 
Ю.С. Григорьев, О.А. Березина

Исследована зависимость выживаемости рачков Daphnia magna от условий проведения 
токсикологического эксперимента с тяжелыми металлами. Показано, что токсический эф­
фект этих веществ усиливается при улучшении условий аэрации среды, уменьшении плотно­
сти посадки рачков и снижении связующей способности культивационной воды.

Методы биотестирования при определении острого токсического воздействия на низших ракообразных 
широко применяются для экологического контроля как в России, так и за рубежом [5, 7, 8, 10, 13]. Наиболее 
часто используемым тест-организмом являются рачки Daphnia magna, токсическое воздействие на которых 
оценивается по показателю их выживаемости или смертности в тестируемой воде [4, 6]. Среди достоинств 
этих методов можно указать на простоту выращивания тест-культуры рачков и выполнение токсикологиче-
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ского анализа. Показатель выживаемости рачков дает относительно стабильную и интегральную оценку ка­
чества водной среды [1, 9].

Вместе с тем, для реализации этих методов необходимо выполнить определенные требования по содер­
жанию кислорода в тестируемой среде, а также создать равные световые и температурные условия для всех 
тестируемых проб. Данные требования обусловлены тем, что эти факторы могут повлиять на результаты 
токсикологического анализа. По данным ряда исследований [1,8, 11, 12], дефицит кислорода и экстремаль­
ные температуры могут быть сами причиной гибели тест-организмов. На практике стандартные условия 
проведения токсикологических экспериментов сложно осуществить из-за отсутствия серийно выпускаемого 
технологического оборудования, что затрудняет получение достоверных результатов.

Для решения данной проблемы на кафедре экотоксикологии и микробиологии КрасГУ разработаны уст­
ройство УЭР-03 и климатостат Р2 для экспонирования рачковых тест-организмов во время биотестирования. 
Первое обеспечивает активный газообмен между воздушной и водной средами, а также равные световые и 
температурные условия для всех анализируемых проб. Это происходит благодаря тому, что емкости с водой 
и тест-организмами устанавливаются в наклонном положении во вращающуюся кассету данного устройст­
ва. Само устройство помещается в климатостат, в котором поддерживается постоянная температура и необ­
ходимый световой режим.

С целью определения возможности выполнения рачкового биотеста на этом оборудовании был исследо­
ван характер влияния особенностей содержания в нем тест-организмов на их чувствительность к токсикан­
там.

В качестве тест-объекта использовали ветвистоусых рачков вида Daphnia magna straus. Синхронизиро­
ванное выращивание культуры рачков проводили согласно методике [4]. Кормление тест-организмов при 
выращивании и в эксперименте осуществляли суспензией водоросли Chlorella vulgaris. Биотестирование 
проводили по следующей методике. В специальные пробирки емкостью 100 c m j наливали по 50 см3 тести­
руемого раствора. В качестве контрольной воды использовали отстоянную водопроводную воду. В каждую 
пробирку помещали рачков дафний в возрасте 6-24 часа. Пробирки в количестве до 18 шт. устанавливали 
наклонно во вращающуюся кассету устройства УЭР-03 для экспонирования рачков. Устройства помещали в 
климатостат Р2, в котором поддерживалась температура 20±1 °С. Световое облучение создавалось встроен­
ными люминесцентными лампами дневного света на уровне 500 -  1000 люкс с фотопериодом 12 часов день 
и 12 часов ночь. Токсический эффект определялся по показателю смертности тест-организмов в конце тре­
буемого времени экспозиции в тестируемой воде.

Главной особенностью содержания рачков в наших условиях было непрерывное вращение тест-культуры 
во время экспонирования. Поэтому в первую очередь было изучено влияние скорости вращения кассеты 
устройства УЭР-03 на выживаемость тест-организмов. Исследования показали, что рачки дафний при плот­
ности посадки до 10 особей в 50 мл культивационной воды в присутствии небольшого количества водорос­
ли хлореллы сохраняли свою жизнеспособность в течение 96 часов при варьировании скорости вращения в 
диапазоне 5 - 1 5  оборотов в минуту. При этом рачки в этих условиях активно питались, полностью погло­
щая к концу экспозиции все внесенные клетки водоросли. Таким образом, фактор вращения не оказывает 
существенного стресс-воздействия на рачков дафний.

В то же время при экспонировании проб с тест-организмами в УЭР-03 повышалась их чувствительность 
к токсикантам, вероятно, из-за большей активности рачков в хорошо аэрируемых пробах (рис.1). Так, в ва­
риантах без вращения выживаемость на уровне 50 % (LC50) наблюдалась при концентрации бихромата калия
1,5 мг/л, а при вращении пробирок значение LC50 смещается в сторону меньшей концентрации этого токси­
канта. Из этого следует, что вращение проб воды с тест-организмами при их экспонировании не только 
обеспечивает 100 %-ю выживаемость в контроле, но и повышает чувствительность биотеста к загрязняю­
щим веществам.

Благодаря созданию активного газообмена и устранению часто возникающей проблемы недостатка ки­
слорода в среде становится возможным использовать большее число особей в единице объема, что необхо­
димо для повышения достоверности получаемых результатов. Однако увеличение плотности посадки оп­
равдано только до определенных пределов, поскольку при большом количестве особей во флаконе на каж­
дого рачка приходится меньшее количество токсиканта, что может снижать чувствительность биотеста. 
Справедливость данного предположения была подтверждена проведенными экспериментами, результаты 
которых представлены в табл. 1. Полученные данные убедительно свидетельствуют, что при увеличении 
числа тест-организмов на единицу объема выживаемость рачков возрастает, а смертность как показатель 
токсичности снижается. При этом близкие значения выживаемости рачков наблюдаются в вариантах опыта, 
в которых 3-кратному повышению концентрации токсиканта соответствует 3-кратное увеличение плотности 
посадки. Этот факт указывает на то, что в определенных условиях концентрация токсиканта и плотности 
посадки рачков могут рассматриваться как взаимозаменяемые факторы при установлении дозы токсическо­
го воздействия на данные тест-организмы. С учетом этих обстоятельств была принята как оптимальная 
плотность посадки 10 рачков на 50 см3 тестируемой воды.
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Рис. 1. Влияние бихромата калия на выживаемость дафний в неподвижно установленных стаканах 
и пробирках, помещенных в УЭР-03. Объем среды -  50 мл, количество рачков -  по 10 шт.

В л и я н и е  п л о т н о с т и  п о с а д к и  н а  в ы ж и в а е м о с т ь  д а ф н и й  (в  % )  в с р е д е  
с р а з л и ч н ы м и  к о н ц е н т р а ц и я м и  м о д е л ь н о г о  т о к с и к а н т а .  О б ъ е м  с р е д ы  -  5 0  мл

Таблица 1

Количество посаженных особей, шт. Концентрация бихромата калия, мг/л
0,9 0.3 0.1

2 6.2 31.2 75,0
6 25.0 50.0 88.8
18 55.5 72.2 100

Кроме плотности посадки на чувствительность биотеста может оказывать влияние наличие в исследуе­
мых растворах клеток водоросли, которые поглощают часть токсиканта из среды и делают его недоступным 
для рачков [2]. Проведенные исследования показали (рис. 2), что добавление хлореллы, необходимой для 
обеспечения жизнедеятельности рачков в ходе 96-часового эксперимента, существенно снижает чувстви­
тельность тест-организмов к токсиканту. Смертность рачков на уровне 50 % при концентрации ионов меди 
0,025 мг/л в варианте без водоросли отмечается к 48-му часу экспозиции, в то время как в присутствии хло­
реллы этот эффект достигается только через 96 часов эксперимента. При этом в обоих случаях выживае­
мость рачков в контроле сохраняется на уровне 100 %. Подобный эффект наблюдался и в опытах с другими 
токсикантами (CdS04x5H20 , CuS04x7H20).

Длительность экспонирования Длительность экспонирования

■ с хлэреллэй □ без хлорыгы И с хлореллой Рбез хлореллы * с  хлореллой CJoei хлореллы

Рис. 2. Выживаемость дафний в среде с тяжелыми металлами в присутствии 
и отсутствие клеток водоросли .хлореллы. Начальная оптическая плотность суспензии хзорезлы 

в среде составляла 0,02 (кювета 1 см, длина волны 670 нм)

Таким образом, не вводя в тест-культуру рачков суспензию клеток водоросли, можно сократить время 
проведения биотестирования в 2 раза, не уменьшая при этом чувствительности метода к загрязнителям. Со­
кращение времени проведения эксперимента позволяет не только повысить оперативность метода, но и по­
лучить более корректный результат, благодаря снижению возможности изменения свойств исследуемой во­
ды в период анализа ее токсических свойств [5].

Известно, что чувствительность дафний к токсическим веществам зависит от состава культивационной 
(разбавляющей) воды [11, 12]. В качестве таковой в России обычно рекомендуется использовать отстоянную 
водопроводную воду [4, 6]. Вместе с тем хорошо известно, что ее химический состав сильно варьирует в 
разных городах и даже в пределах одного города. В результате этого чувствительность биотеста может ока­
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заться различной в воде из разных районов (городов). С этой целью нами были проведены токсикологиче­
ские эксперименты с использованием водопроводной воды, взятой из разных районов города Красноярска 
(рис. 3). Для оценки различий ее качественного состава в каждую пробу был добавлен бихромат калия в 
концентрации 1 мг/л. Оказалось, что действие этого токсиканта в водах из разных районов города сущест­
венно различается. Наименьший эффект бихромат калия оказывал в водопроводной воде из Советского рай­
она, снабжаемого из инфильтрационного водозабора, а наибольший - в воде из поверхностного водозабора 
на р.Енисей (район КрасГУ). Это явление обусловлено тем, что природные воды содержат разнообразные 
вещества, способные образовывать комплексы тяжелыми металлами, в составе которых они становятся не­
доступными для тест-организмов. Проблема связывания токсикантов в зарубежных методиках решается 
путем использования искусственной солевой среды для выращивания и проведения биотестирования на 
рачках [13]. Однако применение такой среды требует дополнительных затрат на ее приготовление и дли­
тельной адаптации к ней культуры рачков.

□ вода □ вода+бихромат калия

Рис. 3. Выживаемость рачков дафний в водопроводной воде, 
взятой из разных районов города Красноярска, 

до и после добавления бихромата калия (1 мг/л)

Для корректировки состава культивационной (разбавляющей) воды нами был опробован более простой 
способ. С целью уменьшения связующей способности водопроводной воды она разбавляется дистиллиро­
ванной водой до уровня, при котором сохраняется 100 %-я выживаемость дафний в контрольном варианте, а 
чувствительность к модельному токсиканту будет соответствовать установленной норме. Эксперименталь­
ная проверка показала (рис. 4), что в исходной водопроводной воде из артезианской скважины бихромат 
калия в концентрации 1 мг/л не оказывает какого-либо токсического эффекта на рачков дафний. При раз­
бавлении этой воды дистиллированной действие модельного токсиканта значительно усиливается, что по­
зволяет достигнуть требуемого уровня чувствительности биотеста. При этом во всех контрольных вариантах 
данного опыта выживаемость оставалась на уровне 100 %.

доля исследуемой воды,%

Рис. 4. Действие различных концентраций бихромата ка тя на выживаемость дафний в водопроводной воде, 
взятой из артезианской скважины, при ее разбавлении дистиллированной водой

Таким образом, проведенные исследования позволили определить характер действия основных факторов 
внешней среды, влияющих на результаты токсикологического эксперимента, выполняемого на рачках даф­
ний в устройствах УЭР-03. На основе полученных результатов была разработана и аттестована новая более
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оперативная методика биотестнрования токсичности различных вод по показателю смертности дафний, ре­
комендованная для государственного экологического контроля [3].
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INFLUENCE ENVIRONMENTAL CONDITIONS ON SENSITIVITY 
DAPHNIA M AGNA  TO TOXIC SUBSTANCES

T.L.Shashkova,
J.S.Grigorjev, O.A. Berezina

The dependence o f survival rate o f Daphnia magna under different environmental conditions in 
the presence o f heavy metals was investigated. It is shown, that the toxic effect o f heavy metals in­
crease under improvement o f aeration conditions o f cultivation medium, reduction o f organisms quan­
tity in volume and decrease o f binding ability o f aquatic environment.


