
УДК 613.634

Эрдниев Л.П., Гусев Ю.С., Кузянов Д.А., Кошелева И.С., 

Мамонова И.А., Чекмизов В.А.,  Микеров А.Н.

Методические аспекты применения зелёных водорослей Chlorella

vulgaris при оценке токсического действия тетрациклина на

промышленных объектах

Саратовский медицинский научный цент гигиены Федерального

бюджетного учреждения науки «Федеральный научный центр медико-

профилактических технологий управления рисками здоровью населения»,

410022 Россия, Саратовская область, Саратов, ул. Заречная, зд. 1А, стр. 1

Резюме. 

Введение.  Избыточное  и  бесконтрольное  употребление  антибиотиков

тетрациклинового  ряда  в  животноводстве  и  птицеводстве  является

причиной  их  токсического  воздействия  на  организм  работников

предприятия. 

Цель  исследования.  оценить  методические  возможности  для

биомониторинга антибиотиков тетрациклиновой группы в разных средах

методом биотестирования с применением в качестве тест-объекта зеленой

водоросли Chlorella vulgaris.

Материалы  и  методы. Рассмотрены  основные  методические  аспекты

определения токсического действия антибиотика тетрациклиновой группы

тетрациклина гидрохлорида методом биотестирования с использованием в

качестве  тест-объекта  зелёной  водоросли  Chlorella vulgaris.  Критерием

токсичности  являлось  изменение  оптической  плотности  культуры

водоросли  в  течение  суток.  Обоснованы  критериальные  возможности

применения Chlorella vulgaris в методологии биотестирования при оценке

токсического  действия  концентраций  тетрациклина  гидрохлорида

содержащегося в воде и воздухе. 

Результаты. Токсикологические исследования показали весьма высокую

корреляционную  связь  (R=0,99;  R2=0,98;  А=0,23,  р=0,045)  между
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показателем оптической плотности культуры водоросли и концентрацией

тетрациклина  гидрохлорида  в  воде  в  диапазоне  от  0,005  до  0,1  мг/мл.

Показаны  методические  возможности  биотестирования  тетрациклина

гидрохлорида в воздухе на уровне ПДК (0,1 мг/м3) и выше.

Ограничения  исследования.  Оценка  токсичности  антибиотиков

тетрациклинового ряда ограничена ростовой реакцией колонии  Chlorella

vulgaris.  Указанные  ограничения  позволяют  спланировать  дальнейшие

исследования и расширить представления по данной проблеме.

Заключение. Проведенное  исследование  показало,  что  ростовая

реакция  культуры  зеленой  водоросли  Chlorella  vulgaris  на  воздействие

тетрациклина гидрохлорида позволяет разработать методический аппарат

для  оценки  токсичности  антибиотика  в  концентрациях,  создаваемых  в

рабочих зонах на объектах животноводства и птицеводства.
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Современный мир немыслим без  использования  антибиотиков.  Их

избыточное  и  порой бесконтрольное  применение  в  областях  медицины,

ветеринарии  и  сельского  хозяйства  позволяет  говорить  о  сохранении

актуальности проблемы их накопления в различных объектах окружающей

среды:  воде,  воздухе,  почве.  Кроме  того,  применение  антибиотиков  в

различных  секторах  животноводства  неизбежно  приводит  к

профессиональному  воздействию  исследуемых  веществ  на  работников

ферм  и  животноводческих  предприятий,  что  подтверждается  наличием

антибактериальных  препаратов  в  моче  сотрудников  птицефабрик  в

концентрациях,  превышающих  допустимые  суточные  дозы  [1-4].

Животные и птицы выделяют часть антибиотика в неизмененном виде с

пометом, далее препарат с пылью возгоняется в воздух рабочей зоны [5-7].

При  этом  большую  часть  фона  на  объектах  животноводства  и

птицеводства составляют антибиотики тетрациклинового ряда [8-12]. Для

оценки  биологического  действия  антибиотиков  в  концентрациях,

создаваемых  в  воздухе  рабочей  зоны,  необходим  поиск  биологических

объектов  с  высоким  порогом  чувствительности  (до  10  ПДК).  В

токсикологической  практике  наиболее  чувствительными  являются  тест-

объекты  с  наименее  развитой  системой  детоксикации.  Это  культуры

клеток  животных  или  растений.   Относительно  культуры  клеток

животного  происхождения  следует  отметить,  что  это  финансово  и

организационно  затратный  инструмент  биомониторинга  антибиотиков  в

воздухе  рабочей  зоны  [13].  Невозможность  обеспечения  стерильности

воздушных  проб  позволяет  исключить  данный  метод  из  системы

мониторинга  биологической  токсичности  антибиотиков  на  объектах

животноводства.  В противоположность животным клеточным культурам,

применение  растительных  клеток  не  требует  соблюдения  стерильности

проб, что позволяет использовать их для биомониторинга антибиотиков на

объектах животноводства. Наиболее распространенным представителем в
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области  экологии  и  токсикологии  является  одноклеточная  водоросль

Chlorella vulgaris [14-16].  Однако,  в  литературе  отсутствуют  данные  о

возможности  применения  одноклеточных  зелёных  водорослей  Chlorella

vulgaris для биомониторинга антибиотиков в воде и воздухе. 

Целью  данной  работы  являлось  оценить  методические

возможности для биомониторинга антибиотиков тетрациклиновой группы

в разных средах методом биотестирования с применением в качестве тест-

объекта зеленой водоросли Chlorella vulgaris.

Материалы и методы.  Исследования проводились в лабораторных

условиях.  В  работе  использовался  модельный  антибиотик

тетрациклиновой  группы  –  тетрациклина  гидрохлорид  (ТГХ).  Создание

заданных концентраций ТГХ в воде осуществлялось методом разведения, в

воздухе  –  путём  распыла  5%  водного  раствора  компрессионным

генератором  аэрозоля  при  температуре  22оС  в  ингаляционной  камере

объемом 0,2 м3 и относительной влажности воздуха 46% на момент начала

эксперимента и 78% по его  окончании.  Относительный объем раствора,

распыляемого аэрозольным генератором, составил 0,34±0,02 мл/мин (n=6).

Отбор проб воздуха осуществлялся аспиратором «ПУ-4Э» со скоростью

0,5 л/мин. Калибровка концентрации ТГХ в пробах осуществлялась за счёт

изменения отбираемых объёмов воздуха в диапазоне от 1 до 10 литров, что

не  превышало  общий  отбираемый  объём,  равный  15  литрам  (7.5%).

Сорбция  ТГХ  при  заборе  проб  воздуха  осуществлялась  методом

барботирования  через  три  последовательно  соединенных  поглотителя

Петри  (малый).  Выбор  дистиллированной  воды  в  качестве

поглотительного  раствора  позволил  избежать  комбинированного

воздействия  компонентов  растворителя  и  ТГК  на  тест-объект  Chlorella

vulgaris. Расход при испарении поглотительного раствора за время отбора

проб составил 1,5±0,5 мл.

Для  дальнейшей  стандартизации  исследований  каждая  проба

поглотительного  раствора  доводилась  до  объема  70  мл.  Определение
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концентрации  ТГХ  в  поглотительном  растворе  осуществлялось

химическим  методом  в  соответствии  с  МУ  2243-80  «Методические

указания  на  фотометрическое  определение  тетрациклина  в  воздухе».

Концентрацию  ТГХ  в  воздушных  пробах  рассчитывали  исходя  из

суммарной массы вещества в пробе и объёма воздуха, прошедшего через

раствор.  Биоиндикация  ТГХ в  поглотительном растворе  осуществлялась

методом биотестирования по показателю оптической плотности суспензии

культуры  водоросли.  В  качестве  тест-объекта  использовался

термофильный штамм одноклеточной зеленой водоросли Chlorella vulgaris

Beijer  («Европолитест»,  г.  Москва,  свидетельство  на  тест-объект  от

01.02.2022 г.). Биотестирование проводилось на комплексе оборудования

«Лаборатория биотестирования вод» в соответствии с требованиями ПНД

Ф Т 14.1:2:3:4.10-04 (Т 16.1:2:2.3:3.7-04).

Статистическая  обработка  результатов  приводилась  при  помощи

пакета  программ  Statistica 10.0.  Для  описания  данных  использовали

следующие  показатели:  средняя  арифметическая  (М),  ошибка  средней

арифметической (m) и уровень достоверности (р). Оценку различий между

выборками  проводили  с  использованием  t-критерия  Стьюдента,  так  как

переменные  соответствовали  нормальному  распределению. Уровень

достоверности отличий считали значимым при (p˂0,05).

Результаты.  Обоснование  возможности  количественной

биоиндикации  антибиотиков  тетрациклиновой  группы  методом

биотестирования  проводилось  исходя  из  токсического  действия  водных

растворов ТГХ на зелёную микроводоросль  Chlorella vulgaris.  Для этого

была  определена  ростовая  реакция  культуры  водоросли  по  показателю

оптической  плотности  при  воздействии  водных  растворов  ТГХ  в

концентрациях от 0,005 до 0,1 мг/мл (таблица 1).

Таблица 1 –Показатели токсичности ТГХ для Chlorella vulgaris. 
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Концентрация ТГХ
в водном растворе,

мг/мл

Ростовая реакция культуры 
водоросли 

Chlorella vulgaris

Показатель оптической
плотности суспензии 

водоросли 
Chlorella vulgaris 

относительно контрольных
значений M±m, %

 (n=6)
Контроль 100±5

0,005
отличий

от контроля нет
94±4

0,01

угнетение роста культуры

87±3 
* p=0,05

0,05
57±2

* p˂0,01

0,1
31±2

* p˂0,01
Примечание: n — количество образцов. Указана достоверность по 
сравнению с контрольной группой (*p).

Полученные результаты показали, что тест-реакция Chlorella vulgaris

на  воздействие  ТГХ  имеет  дозозависимый  характер  в  диапазоне

концентраций от 0,005 до 0,1 мг/мл. Характеристики уравнения линейной

регрессии  (уравнение  1),  описывающее  дозозависимый  токсический

эффект  ТГХ  по  шкале  Чеддока  [18],  подтверждают  весьма  высокую

корреляционную связь между концентрацией ТГК в водном растворе (Стхг,

мг/мл) в указанном диапазоне  и показателем оптической плотности  (ОП,

%), при этом средняя ошибка аппроксимации составляет 23 %.

Стгх=0,14343−0,00153· ОП (1)

    R = 0,994; R2 = 0,988; А=0,23; р=0,045

Для  определения  концентрации  ТХГ  в  воздухе  ингаляционной

камеры  проводился  отбор  проб  воздуха  на  1,  5  и  15  минутах  после

окончания  распыла  водного  раствора  антибиотика,  при  этом  объёмы

отбираемого  воздуха  в  каждой  пробе  составили  1,  5  и  10  литров

соответственно.  Далее  проводилась  оценка  токсического  действия

поглотительных  растворов  ТГХ  по  изменению  оптической  плотности

суспензии водоросли  Chlorella vulgaris и определение концентрации ТГХ
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химическим  методом.  По  показателям  оптической  плотности  были

рассчитаны  концентрации  в  соответствии  с  уравнением  линейной

регрессии. Результаты оценки представлены в таблице 2.

Таблица 2– Определение концентрации ТГХ в водных растворах проб. 

Объём 
отбираемого 

воздуха в
пробе, л

Оптическая
плотность суспензии 
водоросли Chlorella

vulgaris относительно
контрольных

значений M±m, %

Концентрация ТХГ определенная в
водном растворе пробы M±m, мг/мл
биотестирование 

(расчетная по
показателю ОП,%) 

(n=6) 

химический
анализ 
(n=6)

1 84±3 0,015±0,0035 0,012±0,0006
5 90±2 0,006±0,0014 0,004±0,0002
10 89±2 0,007±0,0016 0,005±0,0003

Примечание: n — количество образцов.

Отсутствие  достоверных  различий  между  расчетными  значениями

концентраций ТГХ в поглотительных растворах и данными, полученными

в  результате  химического  анализа,  подтверждают  эффективность

применения уравнения линейной регрессии.

В  дальнейшем  по  результатам  определения  концентраций  ТХГ  в

водных растворах была рассчитана масса антибиотика в пробах на объём

70  мл  и  определена  концентрация  исследуемого  вещества  в  воздухе

ингаляционной камеры с учетом объема отбираемого воздуха в образцах

(таблица 3).

Таблица  3  –  Определение  концентрации  ТХГ в  воздухе  ингаляционной
камеры. 

Масса ТГХ в пробе 70 мл
M±m, мг

Объём 
отбираемог

о 
воздуха в
пробе, л

Концентрация ТГХ в воздухе 
ингаляционной камеры M±m, мг/

л
биотестировани

е
(n=6)

химический
анализ
(n=6)

биотестирование
(n=6)

химический 
анализ
(n=6)

1,05±0,240 0,84±0,042 1 1,050±0,240 0,840±0,0420
0,42±0,097 0,28±0,014 5 0,084±0,019 0,056±0,0028
0,49±0,113 0,35±0,018 10 0,049±0,011 0,035±0,0018

Примечание: n — количество образцов.

7



Обсуждение. Результаты,  полученные  в  ходе  проведённого

исследования,  показали,  что  чувствительность  Chlorella  vulgaris  к

действию ТГХ начинается с его концентрации в водном растворе 0,005 мг/

мл  и  проявляется  в  виде  угнетения  роста  культуры  на  6%,  однако

достоверно  отличное  от  контрольных  значений  подавление  роста

клеточной  суспензии  начинается  при  воздействии  0,006  мг/мл,  что

характеризуется  90%  показателем  оптической  плотности  относительно

контрольного значения. 

Сформированная  закономерность  легла  в  основу  методического

инструмента при определении концентраций ТГХ в воздухе. Зависимость

концентрации  ТГХ  в  поглотительном  растворе  от  объёма  отбираемого

воздуха  и  времени  отбора  позволило  сформулировать  основные

критериальные  представления  о  возможности  применения

биотестирования для количественной индикации ТГХ в воздухе. 

Экспериментально  подтверждено,  что  сходимость  данных  между

биологическим и химическим методами проявляется при определении ТГХ

в воздушных пробах при концентрациях в водных растворах от 0,005 до

0,012 мг/мл. За оптимальный был выбран диапазон концентраций от 0,006

до 0,007 мг/мл. 

Как  известно,  одним  из  методических  аспектов  при  отборе  проб

воздуха  для  количественной  индикации  веществ  является  обоснование

такого  параметра  как  объём  отбираемого  воздуха,  необходимый  для

создания минимальной рабочей концентрации в растворе, подвергаемому

дальнейшему  химическому  анализу  [19-20].  В  данном  случае  для

определения  концентрации  ТГХ  в  воздухе  оптимальная  концентрация

антибиотика в поглотительном растворе должна составлять 0,0065±0,0005

мг/мл. 

Ограничения  исследования.  Оценка  токсичности  антибиотиков

тетрациклинового ряда ограничена ростовой реакцией колонии  Chlorella
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vulgaris. Предполагается, что чувствительность одноклеточных водорослей

обусловлена  конкуренцией  антибиотика  с  водорослью  за  ионы  магния,

которые  образуют  нерастворимые  в  воде  хелатные  комплексы  с

тетрациклином  [21].  Повышение  концентрации  антибиотика  в  воде

приводит к снижению содержания магния в среде культивирования и, как

следствие, подавлению роста культуры водоросли.

Заключение. Таким  образом,  с  методической  точки  зрения

достоверная  токсикологическая  оценка  ТГХ  в  водном  растворе  может

проводиться лишь при угнетении роста  Chlorella vulgaris в диапазоне от

5%  до  70%  от  контрольного  значения.  Иными  словами,  показатель

оптической  плотности  должен  находиться  в  диапазоне  от  30%  до  95%

относительно контрольного значения. В этом случае при супрессии роста

культуры  микроводорослей  можно  с  достоверностью  (R =  0,994;  R2 =

0,988; А=0,23) определить биологическую активность ТГХ в исследуемом

водном растворе в диапазоне от 0,005 до 0,1 мг/мл.

При  этом  экспериментально  апробированная  методология

определения  концентраций  ТГХ  в  воздухе  позволяет  оценить  его

токсическое воздействие на тест-объект Chlorella vulgaris в пределах ПДК

(0,1  мг/м3)  и  выше  методом биотестирования  по  изменению показателя

оптической плотности суспензии водорослей в диапазоне от 84 до 90%.

Проведенное исследование показало, что ростовая реакция культуры

зелёной  водоросли  Chlorella  vulgaris  на  воздействие  тетрациклина

гидрохлорида позволяет сформировать методический аппарат для оценки

токсичности антибиотика в концентрациях, создаваемых в рабочей зоне на

объектах  животноводства  и  птицеводства.  Предполагается,  что

чувствительность  одноклеточных водорослей  обусловлена  конкуренцией

антибиотика  с  водорослью  за  ионы  магния,  которые  образуют

нерастворимые  в  воде  хелатные  комплексы  с  тетрациклином  [21].

Увеличение концентрации антибиотика приводит к снижению содержания
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магния в  среде  культивирования,  и,  как  следствие,  и  подавлению роста

культуры водоросли.
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