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Аннотация
Введение: в работе представлена апробация алгоритма выбора 
наиболее чувствительных биотестов на примере загрязнения при-
родных вод минеральными формами азота. Подход отличается 
тем, что сравнивается информативность методов в условиях кон-
кретного загрязнения, а не биологических видов тест-организмов. 
Биодиагностика выбранных токсикантов актуальна для многих 
поверхностных и подземных вод. Наличие ионов аммония в сверх-
нормативных дозах, указывает на свежее загрязнение и близость 
источника загрязнения. Нитраты без нитритов и аммония указы-
вают на давнее загрязнение. Нитрит-ион — это конечный продукт 
окисления азотсодержащих органических веществ. Методы и ма-
териалы: исследование заключалось в биотестировании природ-
ной воды с возрастающими добавками нитритов, нитратов и ионов 
аммония. Тестировали растворы с внесением одного вещества и 
их смеси. Сравнивали чувствительность биотестов по смертности 
Daphnia magna, Ceriodadhnia affinis, хемотаксису Paramecium����� ����cau-
datum, изменению биолюминесценции Escherichia coli. Результа-
ты: добавки 5 и 10 ПДК нитритов и нитратов не вызывали гибели 
D. magna и C. affinis более 50 %, но угнетали плодовитость рачков. 
Максимальный токсический эффект в дозах 5 и 10 ПДК отмечен 
для ионов аммония: плодовитость D. magna снизилась в 4,4 раза 
по сравнению с чистой водой, а для C. affinis эти дозы оказались 
летальными. При дальнейшем повышении концентраций действу-
ющих веществ чувствительность низших ракообразных ранжиро-
вали по времени гибели всех особей. По тест-системе «Эколюм» 
(E. coli) эффекты минеральных форм азота возрастали в ряду
(NO2

–) < (NO3
–) < (NH4

+), причем нитраты стимулировали биолю-
минесценцию во всех испытанных дозах (от 5 до 100 ПДК). Тест 
по хемотаксису инфузорий P. caudatum был чувствительнее бакте-
риального биотеста. При совместном внесении нитритов и ионов 
аммония, а также нитратов и ионов аммония тенденции чувстви-
тельности биотестов сохранились. Показано, что минеральные 
формы азота при совместном присутствии усиливают действие 
друг друга. Заключение: при отдельном загрязнении нитрат- и 
нитрит-ионами, а также комплексном загрязнении нитрат-ионами 
и ионами аммония соблюдается ряд чувствительности: биотест по 
гибели C. affinis > биотест по гибели D. magna > биотест по изме-
нению хемотаксиса P. caudatum > биолюминесцентный биотест по 
тест-системе «Эколюм». При загрязнении ионами аммония, а также 
при комплексном загрязнении нитрит-ионами и ионами аммония 
рекомендуется ориентироваться на биотесты в порядке убывания 
чувствительности: биотест по гибели C. affinis > биотест по гибели 
D. magna > биолюминесцентный биотест по тест-системе «Эко-
люм» > биотест по изменению хемотаксиса P. caudatum.
Ключевые слова: биотестирование, чувствительность биотестов, 
загрязнение воды, нитрат-ион, нитрит-ион, аммоний.

Abstract
The paper presents testing of an algorithm for selecting the most sensi-
tive bioassays based on the example of natural waters pollution with 
mineral forms of nitrogen. The approach is different in that it compares 
the informativeness of methods under the conditions of specific pollu-
tion, rather than biological species of test organisms. Biodiagnostics of 
selected toxicants is relevant for many surface and ground waters. The 
presence of ammonium ions in excess doses indicates fresh pollution 
and the proximity of a source of pollution. Nitrates without nitrites and 
ammonium indicate long-standing pollution. Nitrite ions represent a fi-
nal product of oxidation of nitrogen-containing organic substances. The 
study consisted of a bioassay of natural water with increasing additions 
of nitrites, nitrates and ammonium ions. Solutions with one substance 
(as well as their mixtures) introduced were tested. The sensitivity of bio-
assays by the mortality of Daphnia magna, Ceriodadhnia affinis, che-
motaxis of Paramecium caudatum, changes in the bioluminescence of 
Escherichia coli was compared. Additives of nitrites and nitrates in the 
doses of 5 and 10 MPC (maximum permissible concentrations) did not 
cause the death of more than 50 % D. magna and C. affinis organisms 
but inhibited the fertility of crustaceans. The maximum toxic effect in 
the doses of 5 and 10 MPC was established for ammonium ions: the 
fertility of D. magna decreased by 4.4 times compared to pure water, and 
for C. affinis those doses were lethal. With a further increase in concen-
trations of active substances, the sensitivity of crustaceans was ranked 
by the time of death of all individuals. According to the Ecolum test 
system (E. coli), effects of mineral forms of nitrogen increased in the 
following series: (NO2

–) < (NO3
–) < (NH4

+), with nitrates stimulating 
bioluminescence in all tested doses (from 5 to 100 MPC). The assay 
for chemotaxis of infusorians P. caudatum was more sensitive than the 
bacterial bioassay. Mixtures of nitrites and ammonium ions, as well as 
nitrates and ammonium ions have confirmed those trends. It is shown 
that mineral forms of nitrogen enhance the effect of each other in the 
joint presence. A series of bioassay sensitivity was built for separate pol-
lution with nitrate and nitrite ions, as well as integrated pollution with ni-
trate ions and ammonium ions: bioassay for the mortality of C. affinis > 
bioassay for the mortality of D. magna > bioassay for changes in che-
motaxis of P. caudatum > bioassay to reduce bioluminescence using the 
Ecolum test system. Upon pollution with ammonium ions or integrated 
pollution with nitrite ions and ammonium ions, it is recommended to 
use the following series of bioassays in order of decreasing sensitivity: 
bioassay for the mortality of C. affinis > bioassay for the mortality of 
D. magna > bioassay to reduce bioluminescence using the Ecolum test 
system > bioassay for changes in chemotaxis of P. caudatum.

Keywords: bioassay, bioassay sensitivity, water pollution, nitrate ion, 
nitrite ion, ammonium.
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Введение
Огромное разнообразие используемых для 

диагностики состояния окружающей среды ме-
тодов биотестирования как аттестованных, так 
и научно-исследовательских не решает пробле-
му их выбора при планировании экологических 
исследований. На практике при выборе методов 
биотестирования (биотестов) всегда отталкива-
ются от тех культур организмов, которые есть в 
наличие у лаборатории или исследовательского 
коллектива. При этом необходимо иметь сведе-
ния о специфической чувствительности не толь-
ко выбранных тест-организмов к предполагаемо-
му приоритетному загрязнению водной среды, 
но и чувствительности конкретных биотестов, 
основанных на учете строго определенных реак-
ций организмов. 

Для решения этой практической задачи в ра-
боте [6] нами был предложен алгоритм выбора 
биотестов для экологических исследований. 
В наиболее кратком изложении он сводится 
к следующему:

1) установление нелетальных и летальных 
доз токсиканта по базовому биотесту (гибели 
D. magna);

2) выбор иных доступных биотестов и тести-
рование с их помощью нелетальных и летальных 
доз для D. magna;

3) дополнение исследований при необходи-
мости опытами на установление хронических 
токсических воздействий; например, необходи-
мость может возникать при загрязнении среды 
биогенными элементами или иными вещества-
ми, обладающими эффектами стимуляции в «ос-
трых» опытах;

4) сопоставление полученных результатов по 
разным биотестам и распределение их в ряду 
чувствительности к интересующему токсиканту.

Представленная работа посвящена апробации 
алгоритма выбора биотестов для экологических 
исследований территорий, природные воды кото-
рых регулярно загрязняются минеральным тех-
ногенным азотом. К этим поллютантам относят 
нитраты, нитриты, ионы аммония. По положени-
ям глобальной системы мониторинга окружаю-
щей среды (ГСМОС/GEMS) нитраты и нитриты 
входят в план-программы обязательного наблю-
дения за химическим составом питьевых вод, 
а также относятся к наиболее важным показате-

лям степени загрязнения и трофического статуса 
природных водоемов [15].

Самыми распространенными антропогенны-
ми источниками поступления минерального азо-
та в окружающую среду, в частности природные 
водоемы и водотоки, являются заводы по произ-
водству минеральных удобрений, а также те объ-
екты химической промышленности, которые ис-
пользуют азотную кислоту как сырье. Например, 
в Кировской области данная проблема свойст
венна поверхностным водным объектам зоны 
воздействия комплекса предприятий г. Кирово-
Чепецка Кировской области. Отходы и сточные 
воды этих предприятий химической отрасли вли-
яют на качество воды в притоках Вятки — основ-
ной водной артерии Кировской области [3].

Растениеводство как главный потребитель 
азотных удобрений на фоне промывного ре-
жима почв является основным антропогенным 
источником соединений азота в водных объек-
тах. В европейских странах отмечается высокая 
опасность загрязнения подземных вод из-за по
требностей сельского хозяйства в минеральных 
азотных удобрениях [16]. По сей день наиболее 
эффективной мерой предотвращения чрезмерно-
го загрязнения поверхностных и подземных вод 
минеральными формами азота является сохране-
ние естественных геохимических барьеров, на-
пример, водно-болотных угодий [20].

В результате указанных источников загрязне-
ния поверхностные и подземные воды нередко 
содержат минеральный азот выше регламен-
тированных природоохранных норм. Вместе с 
фосфатами минеральные соли азота становятся 
пусковым механизмом эвтрофикации водоемов. 
Поступление в воды минеральных азотных удоб-
рений приводит к размножению наиболее нега-
тивной для водоемов флоры — цианобактерий, 
выделяющих специфические токсины [14]. Так-
же при исследовании водных объектов Ямало-
Ненецкого автономного округа было показано, 
что в воде озер, не имеющих прямого поступле-
ния в них сточных и фильтрационных вод, сни-
жается уровень рН вследствие кислотных осад-
ков, формирующихся под влиянием выбросов 
азота и серы [1]. В поверхностных водных объек-
тах минеральные формы азота далее накаплива-
ются в донных отложениях, влияя на бентосные 
организмы [18].
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При токсикологическом анализе природных 
и сточных вод, загрязненных минеральными 
солями азота в различных сочетаниях могут на-
блюдаться проблемы с трактовкой получаемых 
результатов. Азот, как биогенный элемент, в от-
носительно низких дозах вызывает стимуляцию 
оцениваемых реакций живых организмов. При 
дальнейшем же повышении концентрации неми-
нуемо наступают эффекты угнетения тест-функ-
ций. Такая инверсия ответных реакций требует 
одновременного использования нескольких тест-
организмов, обладающих разной чувствитель-
ностью к обсуждаемому загрязнению. Следова-
тельно, установление ответных реакций и рядов 
чувствительности наиболее распространенных 
биотестов является актуальным исследованием.

Целью работы были испытания четырех ат-
тестованных биотестов для ранжирования их по 
степени чувствительности к загрязнению при-
родных и техногенных вод минеральными фор-
мами азота. 

Методы и материалы
В большинстве аккредитованных лабораторий 

наибольшей популярностью пользуются биотес-
ты по смертности низших ракообразных, а также 
так называемые экспресс-биотесты, в которых 
оцениваются различные реакции микроорганиз-
мов. Согласно этой тенденции и для достижения 
цели работы нами были выбраны следующие ме-
тоды биотестирования:

- биотест по смертности и плодовитости 
Daphnia magna Straus (1820) [10];

- биотест по смертности и плодовитости Ceri-
odaphnia affinis Lilljeborg (1900) [9];

- биотест по оценке хемотаксиса Paramecium 
caudatum Ehrenberg (1838) [11];

- биолюминесцентный биотест с использо-
ванием препарата «Эколюм» на основе условно 
непатогенного штамма Escherichia coli Migula 
(1895) [7].

Два вида низших ракообразных выбраны на-
меренно: в силу физиологических особенностей 
и различного предпочтения к уровню сапробнос-
ти водоемов их чувствительность к загрязнению 
может различаться. Тесты с использованием 
водорослей не были включены в этот список, 
поскольку для растений усвоение минеральных 
форм азота является биологической потребно
стью.

Для установления чувствительности указан-
ных биотестов проводили модельные опыты. 
В артезианскую воду питьевого качества вносили 
нитрат натрия, нитрит натрия и хлорид аммония 
в разных концентрациях и сочетаниях. Экспери-
менты проводились в два этапа. Во-первых, были 
протестированы воды с добавками нелетальных 
и летальных доз выбранных токсикантов в усло-
виях их индивидуального внесения. Затем прове-
ли аналогичные модельные эксперименты с сов-
местным внесением нитратов и ионов аммония, 
а также нитритов и ионов аммония. При расчете 
добавок содержание природных азотных форм 
учитывалось.

Указанные соли в качестве модельных ток-
сикантов были выбраны не случайно. В приро-
доохранных нормативах указано, что ПДКрх 
(рыбохозяйственный норматив) для нитратов 
40 мг/дм3, у нитритов и ионов аммония зна-
чительно ниже, то есть строже — 0,08 мг/дм3

и 0,5 мг/дм3 соответственно, а для натрия и хло-
рид-ионов допустимо высокое содержание — 
120 и 350 мг/дм3 соответственно [8]. Следова-
тельно, после диссоциации испытуемых солей 
действие азотных форм на живые организмы 
будет превышать эффекты сопутствующих им 
ионов.

Утвержденные ПДК для различных форм ми-
нерального азота в водах были ориентиром для 
выбора действующих концентраций.

Результаты и обсуждение
Моделирование индивидуального токсичес-

кого действия азотсодержащих минеральных 
веществ. В первую очередь тестировались от-
носительно низкие дозы загрязнения, не оказы-
вающие летального действия на тест-организ-
мы. Добавки производились в чистую воду до 
ее загрязнения на уровне 5 и 10 ПДК в расчете 
на действующий ион. Контрольной средой была 
исходная вода без добавок. Расчеты основыва-
лись на ПДК для водоёмов рыбохозяйственного 
назначения, так как план исследования включал 
биотестирование на гидробионтах, а также био-
люминесцентной тест-системе «Эколюм» [8].

Низшие ракообразные D. magna и C. affinis, 
несмотря на близкое видовое родство, прояви-
ли разную чувствительность к минеральному 
азоту. Наиболее яркая разница наблюдалась при 
тестировании воды, загрязненной ионами ам-



7373

Экология

мония. Для цериодафний концентрации равные 
5 и 10 ПДКрх оказались летальными, поэтому 
опыт с исследованием действия ионов аммония 
(NH4

+) на C. affinis был продолжен с уменьшени-
ем доз до 1 и 2,5 ПДКрх. Поскольку соединения 
азота — одно из наиболее распространенных 
видов загрязнения биогенными элементами, то 
биотесты по смертности ракообразных D. magna 
и C. affinis сразу же были дополнены испытани-
ями на хроническую токсичность с фиксацией 
плодовитости и некоторых других тест-функций 
(табл. 1, 2).

Загрязнение воды на уровне, достаточно час-
то встречающемся в поверхностных водах (5 и 
10 ПДК), привело к ярким ответным реакциям 
D. magna. Особенно показательны эффекты в от-
ношении плодовитости организмов: несмотря на 
биогенную природу азота в большинстве вариан-
тов наблюдалось снижение фертильности рачков 
(табл. 1). Нитрат-ионы оказывали наименьший 
эффект: доза в 5 ПДКрх угнетала размножение, 
но данные оказались недостоверны. На втором 
месте по влиянию на плодовитость расположи-
лись нитрит-ионы, снизившие показатель в 2,6 
(5 ПДКрх) и 2,2 (10 ПДКрх) раза. К максималь-
ному подавлению размножения D. magna приве-
ли добавки ионов аммония.

В качестве дополнительных показателей со-
стояния тест-организмов D. magna в течение 
эксперимента фиксировали количество абортив-
ных яиц и мертворожденной молоди. Данные 
эффекты не были массовыми в вариантах опыта, 
поэтому приводим учтенные факты в целом на 
вариант (сумма по трем параллельным опреде-
лениям). Количество мертворожденной молоди 

было единичным во всех вариантах либо не на-
блюдалось. Наибольшее количество абортивных 
яиц отмечено при загрязнении воды ионами ам-
мония (NH4

+).
В биотесте по ответным реакциям цериодаф-

ний учитывали только гибель (табл. 2).
Как было сказано выше, C. affinis оказа-

лись чувствительнее ко всем формам азота, чем 
D. magna. Максимальный эффект ионов аммо-
ния сохранился и в этой серии экспериментов. 
Минимальная тестируемая концентрация аммо-
ния (1 ПДК) не оказала влияния в хроническом 
опыте по показателю снижения плодовитости, но 
наблюдалась высокая смертность взрослых осо-
бей. Она достигла критического уровня в 20 %, 
что в соответствии с используемой методикой 
интерпретируется как хронический токсический 
эффект по показателю гибели. Повышение дозы 
аммонийного азота до 2,5 ПДК уже приводило к 
достоверному угнетению способности к размно-
жению цериодафний в 1,7 раза (p<0,05) в срав-
нении с контролем, но смертность оставалась на 
уровне случайной — 10 %.

C. affinis по сравнению с D. magna прояви-
ли большую чувствительность к нитрат-ионам, 
чем к нитритам. Количество молоди в расчете на 
одну самку при воздействии (NO3

-) снижается в 
3,8 (5 ПДКрх) и 3,1 (10 ПДКрх) раза, тогда как 
негативный эффект (NO2

–) ниже, — не более чем 
в 2 раза без достоверных различий между доза-
ми.

Полученные результаты свидетельствуют 
о повышенной чувствительности C. affinis к ми-
неральным формам азота. Это подтверждается 
и литературными сведениями. Имеются данные 

Таблица 1
Реакции D. magna на загрязнение вод нитрат-, нитрит-ионами и ионами аммония

Показатели
Вариант

Контроль
Нитрат ион (NO3

–) Нитрит ион (NO2
–) Ион аммония (NH4

+)
5 ПДКрх 10 ПДКрх 5 ПДКрх 10 ПДКрх 5 ПДКрх 10 ПДКрх

Смертность, % 
к контролю**

0 5 5 7,5 0 2,5 5

Плодовитость, 
шт./1 самку.

9,3±0,7 7,3±1,1 5,7±0,1* 3,6±1,1* 4,2±0,1* 2,9±0,5* 2,1±0,2*

Абортивные яйца, 
шт./вариант

0 5 1 8 6 4 12

Мертвая молодь, 
шт./вариант

0 1 4 0 1 1 0

* Различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05); ** погрешность в пределах норматива методики [10].
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о целесообразности использования C. affinis для 
контроля различного загрязнения вод, в том чис-
ле эфвтрофицированных водоемов [2, 17].

Эксперимент был продолжен с использовани-
ем экспресс-биотестов, в которых оцениваются 
предлетальные тест-функции. Тестировались 
растворы с добавками солей азота, концентра-
ции которых не были летальными для дафний 
(табл. 3, 4).

Согласно биотесту с использованием бакте-
риального препарата «Эколюм» токсичность ми-
нерального азота возрастала в следующем ряду: 
(NO2

–) < (NO3
–) < (NH4

+). В ответ на действие 
нитрат- и нитрит-ионов наблюдалась стимуляция 
биолюминесценции, что отражено в табл. 3 отри-
цательными значениями индексов токсичности. 
При биотестировании природных вод с богатым 
минеральным составом такие эффекты крайне 
сложно интерпретировать. Именно поэтому не-
обходимо ориентироваться на ответные реакции 
нескольких организмов в конкретных биотестах, 
основываясь на фактах о чувствительности и ус-
тойчивости каждого из них.

Используемые нами экспресс-методики био-
тестирования позволяют ранжировать токсич-
ность в зависимости от значений индексов ток-
сичности. В биотесте по тест системе «Эколюм» 
действие нитрит- и нитрат-ионов характеризова-

лось ���������������������������������������     I��������������������������������������      группой токсичности (пробы не токсич-
ны), а ионов аммония — III группой токсичности 
(пробы сильно токсичны).

Общие тенденции в ответных реакциях ин-
фузорий P. caudatum на загрязнение водной сре-
ды минеральными формами азота сохранились 
(табл. 4).

Инфузории, как и бактериальный препарат 
«Эколюм», отреагировали стимуляцией на до-
бавки нитрат- и нитрит-ионов в концентрациях 
равных 5 и 10 ПДКрх. Это объяснимо тем, что 
многие простейшие, в том числе P. caudatum, яв-
ляются обитателями водоемов с высоким индек-
сом сапробности, свидетельствующем об отно-
сительной насыщенности воды органическими 
веществами, способными поставлять при разло-
жении, кроме прочего, и минеральный азот [4]. 
Снижение способности к хемотаксису наблюда-
лось в воде с аммонийным загрязнением. Однако 
эффект оказался слабее, чем при тестировании 
с помощью бактериальной тест-системы «Эко-
люм». В итоге растворы соли аммония были от-
несены ко �������������������������������������II����������������������������������� группе токсичности из трех возмож-
ных — «умеренная степень токсичности».

Далее решали задачу по поиску доз, леталь-
ных для низших ракообразных. Для этого тес-
тировали растворы с изучаемыми веществами в 
диапазоне доз от 25 до 100 ПДКрх. Эти же рас-

Таблица 2
Реакции C. affinis на загрязнение вод нитрат-, нитрит-ионами и ионами аммония

Показатели
Вариант

Контроль
Нитрат ион (NO3

–) Нитрит ион (NO2
–) Ион аммония (NH4

+)
5 ПДКрх 10 ПДКрх 5 ПДКрх 10 ПДКрх 2,5 ПДКрх 1 ПДКрх

Смертность, 
% к контролю**

0 10 0 0 0 10 20

Плодовитость, 
шт./ 1 самку

25,3±3,4 6,7±2,2* 8,3±3,5* 13,3±5,7* 12,7±5,9* 14,6±4,3* 24,7±8,0

* Различия достоверны по сравнению с контролем (р<0,05); ** погрешность в пределах норматива методики [9].

Таблица 3
Влияние минеральных форм азота на бактериальную тест-систему «Эколюм»

Концентрация 
действующего вещества 

(ПДКрх)

Вариант

Нитрат-ион (NO3
–) Нитрит-ион (NO2

–) Ион аммония (NH4
+)

5 (–2,3) ± 1,1 
I группа

(–155,2) ± 8,8
I группа

66,1 ± 1,9
III группа

10 (–15,3) ± 5,7 
I группа

(–181,3) ± 10,8
I группа

70,9 ± 2,3
III группа

Примечание: I группа — образец не токсичен, II — образец токсичен; III группа — образец сильно токсичен [7].
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творы оценили с помощью экспресс-биотестов 
(табл. 5).

Загрязнение воды минеральным азотом в кон-
центрациях от 25 до 100 ПДК по действующим 
ионам в большинстве вариантов опыта оказа-
лось летальным для дафний D. magna и C�������. �����affi-
nis. В одном варианте — 25 ПДКрх по нитрат-
иону — в конце 96-часового опыта несколько 
рачков D. magna остались живы. В остальных 
тестируемых вариантах варьировало только 
время наступления 100 %-ной гибели рачков, 
указанное в табл. 5. Наблюдалось закономерное 
уменьшение экспозиции, приводящее к полной 
гибели подопытных дафний, в ответ на увеличе-
ние концентрации действующих веществ.

У C. affinis также учитывали время наступ-
ления гибели всех особей. При сравнении ле-
тальных экспозиций C. affinis и D. magna под-
твердилась большую чувствительность C. affinis 
к загрязнению минеральными формами азота 
(табл. 5).

Инфузории и бактерии проявили большую 
устойчивость в условиях азотного загрязнения. 
В биотесте по реакции «Эколюм» эффект стиму-
ляции при воздействии нитрат-ионов сохранялся 
в диапазоне доз от 25 до 100 ПДКрх, а также при 
дополнительном тестировании растворов, содер-
жащих 150 и 200 ПДК. Этот эффект сохранялся 
и при внесении загрязнения в дистиллирован-
ную воду (в основном опыте растворы готовили 
на артезианской воде). Дополнительный опыт с 
дистиллированной водой подтвердил, что эффект 
стимуляции в ответ на нитраты — это специфи-
ческая реакция используемой тест-системы, а не 
эффекты совместного действия веществ, прису-
щие природным водам. Отметим, что добавки 
(NO3

–) в дистиллированную воду, аналогичные 
сделанным в природную воду, в дистилляте вы-
зывали еще более усиленную стимуляцию све-

чения бактерий. Например, показатель токсич-
ности при тестировании раствора, содержащего 
100 ПДКрх нитрата, в дистиллированной воде 
был равен (–244,6) ± 27,7, а в питьевой воде 
(–113,9) ± 10,3.

Инфузории P. caudatum в эксперименте с нит-
ратами проявили большую чувствительность по 
сравнению с тест-системой «Эколюм». Хемотак-
сис простейших закономерно угнетался в ответ 
на добавки в воду 50 ПДКрх нитрата натрия и 
больших доз. Положительные индексы токсич-
ности интерпретировать гораздо проще, потому 
при нитратном загрязнении инфузории оказыва-
ются более предпочтительными, чем бактериаль-
ная тест-система.

Ответные реакции на нитрит-ионы у инфу-
зорий P. caudatum и бактериального препара-
та «Эколюм» оказались близкими. Наблюдал-
ся закономерный рост индексов токсичности в 
ответ на повышение концентраций токсикан-
тов, однако модельные растворы, содержащие 
25–100 ПДКрх, относились по классификации 
используемых методик к �������������������  I������������������   группе токсичнос-
ти. При биотестировании проб с добавками 
150 и 200 ПДКрх токсичность возросла до II 
группы токсичности для «Эколюм» (24,9±7,1 и 
26,0±2,5 соответственно). В эксперименте с ис-
пользованием инфузорий ���������������������  II�������������������   группой характери-
зовался только раствор с 200 ПДКрх нитритов 
(0,44±0,06). Наибольшее снижение оцениваемых 
ответных реакций организмов регистрировалось 
при биотестировании растворов соли аммония. 
Большинство образцов характеризовались III 
группой токсичности для обоих тест-организмов.

Сравнение реакций низших ракообразных 
D. magna и C. affinis в биотестах по их гибели и 
ответов микроорганизмов по методикам с оцен-
кой предлетальных функций показало, что тес-
ты с использованием дафний чувствительнее к 

Таблица 4
Влияние минеральных форм азота на хемотаксис инфузорий P. caudatum 

Концентрация действующего 
вещества (ПДКрх)

Вариант
Нитрат ион (NO3

–) Нитрит ион (NO2
–) Ион аммония (NH4

+)
5 (–0,21) ± 0,08

I группа
(–0,16) ± 0,05

I группа
0,44 ± 0,02 
II группа

10 (–0,29) ± 0,03 
I группа

(–0,11) ± 0,04 
I группа

0,53 ± 0,03 
II группа

Примечание: �������������������������������������������������������������������������������������������������������������������I������������������������������������������������������������������������������������������������������������������ группа — допустимая степень токсичности, ������������������������������������������������������������������������II���������������������������������������������������������������������� группа — умеренная степень токсичности, �����������������������������III�������������������������� — высокая степень токсич-
ности [11].
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азотному загрязнению, чем P. caudatum и тест-
система «Эколюм». Наиболее опасным загрязня-
ющим агентом оказался аммоний, — этот факт в 
литературе подтверждается и на других гидроби-
онтах [21]. Ряды информативности испытанных 
биотестов и другие выявленные закономерности 
действия минеральных форм азота на гидроби-
онты приведены в заключении.

Далее эксперименты были продолжены в на-
правлении исследования комплексного воздейст
вия разных ионов минерального азота. Комплек-
сное загрязнение в целом характерно для совре-
менного антропогенного воздействия. Однако 
именно для минеральных форма азота — эта 
проблема наиболее актуальна, поскольку благо-
даря реакциям окисления и деятельности бакте-
рий при загрязнении одной формой минераль-
ного азота можно ожидать появления в водной 
системе и других форм.

Моделирование токсического действия 
комплекса азотсодержащих минеральных ве-
ществ. Для определения острого и хроническо-
го токсического действия готовились модельные 
растворы нитратов и нитритов совместно с ионом 
аммония в концентрациях 5 и 10 ПДК в расчете 
на каждый ион. Выбор диапазона анализируе-
мых концентраций для приготовления растворов 
связан с тем, что такие превышения нормативов 
встречаются при исследовании поверхностных 
и подземных водных источников [5, 12].

Эксперименты были проведены по схеме 
опыта, аналогичной предыдущим исследовани-
ям. Результаты определения интегральной ток-
сичности по гибели и плодовитости D. magna 
и C. affinis представлены в табл. 6 и 7.

Установлено, что в опыте с нитратами и иона-
ми аммония смертность D. magna по истечении 
24 суток составила 40–42,5 %, тогда как в опыте 
с нитритами и ионом аммония — 100 % по срав-
нению с контролем. Поскольку факты гибели 
особей были зафиксированы на 9 сутки (вариант 
10 ПДКрх) и на 22 сутки (5 ПДКрх), то эти про-
бы следует признать не оказывающими острого 
токсического действия, но обладающими хро-
ническим токсическим эффектов по показателю 
смертности взрослых особей более 20 %.

Несмотря на установленный уровень смерт
ности рачков, среднее количество потомства в 
опытных образцах примерно в два раза выше, 
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Для сравнения чувствительности тест-орга-
низмов аналогичные опыты были проведены с 
цериодафниями. В первую очередь установили, 
что для данных тест-организмов добавки по 5 и 
10 ПДК двух разных форм минерального азота 
в тестируемую среду являются летальными. По-
этому далее было принято решение тестировать 
смеси веществ в разбавлении до 2,5 и 1 ПДК 
каждого из действующих ионов. Результаты экс-
перимента отражены в табл. 7.

Дозы в 2,5 ПДКрх по двум действующим 
ионам оказались для цериодафний токсичными 
как по показателю гибели взрослых особей, так 
и по угнетению плодовитости. В этих вариантах 
рачки не смогли оставить потомство. Снижение 
концентрации до 1 ПДКрх позволило 80% осо-
бей выжить в обоих тестируемых вариантах, 
а также оставить потомство. Количество потомс-
тва было достоверно ниже, чем в контроле, то 
есть эффект стимуляции плодовитости комплек-
сом минеральных форм азота у цериодафний не 
проявился. Это также делает их более предпоч-
тительными тест-организмами для оценки ток-
сичности водных сред, потенциально загрязнен-
ных минеральным азотом.

чем в контроле. Причиной этого может быть 
повышенная смертность взрослых особей в ис-
следуемых пробах, увеличение жизненного про-
странства, что стимулирует размножение дафний 
даже при условии коррекции объёма корма. Вли-
яние плотности посадки дафний на их основные 
тест-функции показано в работе [19].

Наличие эффекта стимуляции рождаемости 
молоди отличает воздействие комплекса азотсо-
держащих веществ от влияния растворов с од-
ним действующим ионом. С одной стороны, сти-
муляция в установленных пределах может быть 
диагностическим признаком такого комплекс-
ного загрязнения. С другой стороны, явления 
стимуляции всегда крайне сложно интерпрети-
ровать, так как наличие органического вещества 
в пробах, микроэлементов, природных колоний 
водорослей (некоторые виды которых проника-
ют через фильтр «белая лента») могут приводить 
к увеличению потомства.

В этом случае наличие таких патологических 
отклонений, как абортивные яйца и мертворож-
денная молодь, отмеченные только в опытных 
образцах, могут помочь в диагностике загрязне-
ния.

Таблица 6
Реакции D. magna на загрязнение вод комплексом азотсодержащих веществ (экспозиция 24 дня)

Показатели
Вариант

Контроль Нитрат-ион и ион аммония Нитрит-ион и ион аммония
5 ПДКрх 10 ПДКрх 5 ПДКрх 10 ПДКрх

Смертность дафний 
в опыте, в % к контролю

0 40 42,5 100 100

Среднее количество 
потомства, шт./ 1 самку.

17,1±0,2 31,8±4,1* 48,0±2,4* 36,6±1,5* 0

Абортивные яйца, 
шт./вариант

0 6 8 10 0

Мертворожденные особи, 
шт./вариант

0 3 4 5 0

Различия достоверны в сравнении с контролем (р<0,05); ** погрешность показателя в пределах норматива методики [10].

Таблица 7
Реакции C. affinis на загрязнение вод комплексом азотсодержащих веществ (экспозиция 12 дней)

Показатели
Вариант

Контроль Нитрат-ион и ион аммония Нитрит-ион и ион аммония
2,5 ПДК 1 ПДК 2,5 ПДК 1 ПДК

Смертность дафний 
в опыте, в % к контролю

0 70 20 60 20

Среднее количество 
потомства, шт./ 1 самку.

14,7±2,9 0 8,1±1,4* 0 6,5±0,9*

* Различия достоверны в сравнении с контролем (р<0,05), ** погрешность в пределах норматива методики [9].
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Согласно принятой схеме эксперимента далее 
тестировались концентрации, оказывающие ле-
тальный эффект на низших ракообразных, в био-
тестах по P. caudatum и тест-системе «Эколюм» 
(табл. 8).

При воздействии на организмы смеси нит-
рат-ионов и ионов аммония в биотесте по тест-
системе «Эколюм» наблюдали инверсию ответ-
ной реакции: дозы веществ, равные 1 и 2,5 ПДК 
действующих ионов оказывали стимулирующий 
эффект на биолюминесценцию, тогда как дозы 5 
и 10 ПДК вызывали угнетение свечения бакте-
рий. Выше отмечалось, что инверсия ответных 
реакций нежелательна, так как усложняет интер-
претацию результатов биотестирования. В то же 
время реакция на аналогичные растворы P������. ����cau-
datum находится в прямой корреляционной зави-
симости от возрастающих доз (r = 0,92). По этой 
причине по чувствительности к обсуждаемой 
смеси веществ выигрывает биотест по измене-
нию хемотаксиса P. caudatum.

Смесь действующих веществ нитрита натрия 
и хлорида аммония не вызывала инверсии ответ-
ной реакции у тест-системы «Эколюм». Напро-
тив, реакция бактериального теста оказалась бо-
лее выраженной по сравнению с P. caudatum: при 
добавке 1 ПДК проба была отнесена ко II группе 
токсичности, а последующие возрастающие кон-
центрации — к ������������������������������   III���������������������������    группе токсичности. Анало-
гичные растворы в биотесте на инфузориях от-
носились только к I и II группе, поэтому в ряду 
чувствительности биотестов при данном сочета-
нии веществ биолюминесцентный тест оказыва-
ется предпочтительней.

Заключение 
При моделировании загрязнения природной 

воды питьевого качества минеральными форма-
ми азота (ионы аммония, нитрат-ионы, нитрит-
ионы) в условиях их индивидуального внесения, 
а также сочетания выявлено:

● 5 и 10 ПДКрх всех исследуемых форм азо-
та при индивидуальном внесении не оказывали 
острого токсического действия на D. magna, но 
достоверно угнетали плодовитость особей спус-
тя 25 дней опыта. Эти же дозы веществ действо-
вали на C. affinis сильнее: отмечено угнетение 
плодовитости C. affinis до 3,8 раз по сравнению 
с контролем, а влияние ионов аммония в дозах 5 

и 10 ПДКрх оказалось для цериодафний леталь-
ным;

● в интервале летальных доз по действующе-
му иону (25–100 ПДКрх) биотесты на двух видах 
низших ракообразных ранжировали по времени 
наступления гибели, которое для C. affinis в каж-
дой серии опытов было меньше, чем для D������. ����mag-
na. Например, время гибели всех особей D������. ����mag-
na при воздействии на них 25 ПДКрх ионов ам-
мония 2 часа, а цериодафний — всего 15 минут;

● для бактерий «Эколюм» 5 и 10 ПДК нитрат- 
и нитрит-ионов оказывали стимулирующее дейс-
твие на биолюминесценцию, и только действие 
ионов аммония значительно угнетало тест-фун-
кцию (����������������������������������������III������������������������������������� группа токсичности). Дальнейшее уве-
личение тестируемых доз подтвердило, что сила 
воздействия минеральных форм азота для «Эко-
люм» возрастала в ряду: (NO2

–) < (NO3
–) < (NH4

+);
● реакция инфузорий P. caudatum на загряз-

нение водной среды ионами аммония также ока-
залась наиболее значительной (�����������������II��������������� группа токсич-
ности для 5 и 10 ПДК);

● в итоге при индивидуальном воздействии 
минеральных форм азота на гидробионты были 
построены 2 ряда уменьшения чувствительности 
биотестов:

1) при загрязнении нитрат- и нитрит-ионами 
соблюдается ряд:

биотест по гибели C. affinis > биотест по гибе-
ли D. magna > биотест по изменению хемотакси-
са P. caudatum > биолюминесцентный биотест по 
тест-системе «Эколюм»;

2) при загрязнении ионами аммония выявлен 
следующий ряд:

биотест по гибели C. affinis > биотест по гибе-
ли D. magna > биолюминесцентный биотест по 
тест-системе «Эколюм» > биотест по изменению 
хемотаксиса P. caudatum;

● при исследовании комплексного воздейс-
твия нитрит-ионов и ионов аммония, а также 
нитрат-ионов и ионов аммония основные зако-
номерности подтвердились с усилением токсич-
ного влияния веществ в смеси. Как и при ана-
лизе индивидуального действия исследуемых 
веществ, было составлено два ряда уменьшения 
чувствительности биотестов:

1) при комплексном загрязнении нитрат-иона-
ми и ионами аммония соблюдается ряд:
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Таблица 8
Результаты экспресс-биотестов вод, загрязненных комплексом азотсодержащих веществ

Биотест
Вариант

Нитрат-ион и ион аммония, ПДКрх Нитрит-ион и ион аммония, ПДКрх
1 2,5 5 10 1 2,5 5 10

Изменение хемотаксиса
P. caudatum, у.е. / группа 
токсичности

0,19±0,07
I группа

0,22±0,05
I группа

0,56±0,10
II группа

0,65±0,12
II группа

0,32±0,09
I группа

0,45±0,11
II группа

0,72±0,2
III группа

0,81±0,15
III группа

Биолюминесценция 
«Эколюм», у.е. / группа 
токсичности

0
(–25,8±7,9)

I группа

0
(–8,4±1,6)
I группа

6,0±8,7
I группа

12,1±1,0
I группа

25,7±5,1
II группа

60,9±9,2
III группа

97,9±0,5
III группа

97,7±0,4
III группа

Примечание: обозначение групп токсичности указано в примечаниях к таблицам 3 и 4.

биотест по гибели C. affinis > биотест по гибе-
ли D. magna > биотест по изменению хемотакси-
са P. caudatum > биолюминесцентный биотест по 
тест-системе «Эколюм»;

2) при комплексном загрязнении нитрит-
ионами и ионами аммония соблюдается ряд:

биотест по гибели C. affinis > биотест по гибе-
ли D. magna > биолюминесцентный биотест по 
тест-системе «Эколюм» > биотест по изменению 
хемотаксиса P. caudatum.

Таким образом, диагностику загрязнения био-
генными элементами необходимо дополнять ме-
тодами биотестирования с предварительным вы-
явлением наиболее чувствительных биотестов.
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