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Анализ водных палиноморф широко используется для палеоокеанологических реконструкций.
Для извлечения этих микроорганизмов из осадка применяется методика, включающая в себя обра-
ботку осадка соляной (HCl) и фтористоводородной (HF) кислотами и последующую фильтрацию.
Конечная цель такой обработки — удаление из образца минеральной составляющей и получение на
выходе исключительно органики. Однако в готовом препарате нередко сохраняются нераствори-
мые минеральные кристаллы, осложняющие проведение микроскопного анализа. С помощью
электронной микроскопии определено происхождение таких кристаллов. Стандартная методика
обработки проб скорректирована с целью исключения или минимизации их появления. Предложе-
ны решения для предотвращения образования фторидов кальция, калия и алюминия, а также для
удаления остатков разложения кварца и алюмосиликатных минералов.
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ВВЕДЕНИЕ
Для палеоокеанологических реконструкций

основных параметров поверхностных и придон-
ных вод Мирового океана широко применяются
различные микропалеонтологические методы. Сре-
ди них важную роль играет анализ непыльцевых
палиноморф и, в частности, водных палиноморф.
Он очень востребован благодаря современным
данным по систематике и распространению этой
группы микроорганизмов в осадках Мирового
океана.

Видовое и количественное распределение вод-
ных палиноморф в поверхностных морских осад-
ках зависит от современных гидрологических па-
раметров, что позволяет успешно использовать
эти микроорганизмы в палеореконструкциях [14,
16, 18, 20, 25 и др.]. Среди водных палиноморф са-
мыми информативными считаются органостен-
ные цисты динофлагеллят (диноцисты), с их по-
мощью можно восстанавливать температуру и
соленость морских поверхностных вод, распро-
странение различных водных масс, ледовые усло-
вия и т.п. В настоящее время существует и посто-
янно пополняется обширная международная база

данных по диноцистам из поверхностных осадков
практически всех морей земного шара [6, 8, 20, 25
и др.]. В качестве индикаторов речного стока и
изменений его интенсивности используются
пресноводные зеленые водоросли, а также их ко-
личественное соотношение с цистами динофла-
геллят [13 и др.]. В составе водных палиноморф
встречаются также акритархи, органические ча-
сти фораминифер и других водных микроорга-
низмов.

Для извлечения водных палиноморф из осадка
применяется методика, имеющая различные ва-
риации, но в целом включающая в себя три ос-
новных этапа: обработку осадка соляной (HCl) и
фтористоводородной (HF) кислотами и последу-
ющее вымывание лишних фракций путем филь-
трации через сита с диаметром пор 10 мкм и
120 мкм (именно в этом интервале находятся раз-
меры изучаемых нами микроскопических объек-
тов) [7, 15, 19 и др.]. Конечная цель такой пробо-
подготовки – как можно более полное удаление
минеральной составляющей и получение на вы-
ходе образца, обогащенного органическим веще-
ством и содержащего непыльцевые палиномор-
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фы. Вместе с тем иногда приходится сталкиваться
с технической проблемой, осложняющей прове-
дение микроскопного анализа. Так, в готовых
препаратах из проб разного географического и
геологического происхождения, обработанных в
разных лабораториях, нередко в большом коли-
честве встречаются нерастворимые прозрачные
кристаллы разнообразной формы. Их размер со-
ставляет примерно 10–100 мкм, следовательно,
они не могут быть удалены механическим путем
при фильтрации. Наличие этих зерен существен-
но затрудняет, а иногда делает невозможным про-
смотр препаратов и подсчет палиноморф. Оче-
видно, что методика обработки проб на анализ
водных палиноморф должна быть скорректиро-
вана таким образом, чтобы исключить либо све-
сти к минимуму присутствие в препарате нерас-
творимых минеральных остатков.

Целью данного исследования стал выбор наи-
лучшей техники обработки проблемных образцов
с кристаллами различной формы и происхожде-
ния, оставшимися после лабораторного приго-
товления препаратов.

ВОЗМОЖНОСТИ И ОГРАНИЧЕНИЯ 
РАЗНЫХ МЕТОДИК ИЗВЛЕЧЕНИЯ

ИЗ ОСАДКА ОРГАНИЧЕСКИХ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

Группу водных палиноморф объединяет одно
важное свойство: их оболочки представляют
собой органические соединения. Оболочка цист
динофлагеллят состоит из устойчивого биополи-
мера, называемого диноспорином. По составу он
близок к спорополленину (материалу оболочек
пыльцы и спор наземных растений), поэтому
считается, что водные палиноморфы могут быть
определены в палинологических препаратах [9].
Это действительно так, и палинологи нередко об-
наруживают, идентифицируют и подсчитывают
диноцист в своих пробах. Однако методики приго-
товления препаратов для этих двух видов анализа
во многом отличаются. Для извлечения пыльцы и
спор из осадочных пород традиционно применя-
ется сепарационный метод В.П. Гричука, извест-
ный еще с начала прошлого века [1, 4] и не поте-
рявший своей актуальности и сегодня. Его суть
заключается в разделении пробы на две фракции
при помощи тяжелой жидкости (например, йоди-
стого кадмия, жидкости Туле, бромоформа, поли-
вольфрамата натрия и др.). При смешивании осад-
ка с жидкостью с удельным весом, большим, чем у
пыльцы и спор, органические частицы всплыва-
ют, а минеральные тонут. Кроме этого метода, в
спорово-пыльцевом анализе допускается кипя-
чение породы в 10% растворе едкой щелочи
(КОН или NaOH) и в 10% соляной кислоте для
диспергирования и удаления карбонатов соответ-
ственно. Для проб, богатых органикой, использу-

ется ацетолиз — обработка уксусным ангидридом
и серной кислотой. Все эти методические подхо-
ды, используемые в разных сочетаниях, позволя-
ют получить практически безупречного качества
препарат, пригодный и удобный для микроскоп-
ного исследования, а благодаря использованию
тяжелой жидкости проблемы наличия в препара-
те большого количества крупных нерастворимых
минеральных зерен в спорово-пыльцевом анали-
зе не существует.

Методика, принятая для анализа четвертич-
ных водных палиноморф, отличается от палино-
логической и, к сожалению, имеет ряд ограниче-
ний. Одно из самых существенных заключается в
том, что тяжелая жидкость для разделения проб
по фракциям может использоваться лишь в ис-
ключительных случаях. Дело в том, что многие
цисты динофлагеллят относятся к так называемо-
му хоратному типу — имеют сильно развитые вы-
росты, шипы или иную орнаментацию разной
формы и размеров. Выросты часто сложно вет-
вятся, срастаются основаниями или вершинами,
образуют гребни или сетчатую внешнюю оболоч-
ку. Такие выросты, густо покрывающие поверх-
ность цисты, могут собирать на себя минераль-
ные частицы и вместе с ними опускаться в тя-
желой жидкости на дно [7, 20, 21, 24 и др.].
Следовательно, использование тяжелой жидко-
сти может приводить к потерям диноцист и
ошибкам в статистических подсчетах [7, 21, 24].

Кроме того, из-за риска разрушения или по-
вреждения цист динофлагеллят невозможно ис-
пользование ацетолиза, KOH и кипячения в кис-
лотах [15, 17]. Например, обработка колонок дон-
ных осадков из моря Лаптевых (PS51/080-13 и
PM9482-2) с использованием стандартной мето-
дики для анализа водных палиноморф [3] и мето-
дики с применением KOH и тяжелой жидкости
[22] показала очевидную разницу в итоговом ко-
личестве диноцист. В первом случае они стабиль-
но присутствовали во всех образцах в статистиче-
ски достаточном количестве, а во втором в боль-
шинстве проб обнаружены не были. Вероятно,
диноцисты растворились в щелочи и/или были
потеряны при разделении с тяжелой жидкостью.

Тем не менее, тяжелая жидкость в некоторых
случаях все же используется. Ее можно приме-
нять при необходимости отделить минеральную
часть пробы и оценить наличие любых палино-
морф в полевых условиях (например, на борту
судна), когда работы с фтористоводородной кис-
лотой невозможны по соображениям безопасно-
сти. Кроме того, использование тяжелой жидко-
сти допускается при подготовке препаратов для
таксономических наблюдений, фотографирова-
ния видов и систематических описаний. Однако
важно понимать, что при такой обработке в об-
разце не сохраняются все диноцисты: некоторые
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из них, содержащие минеральные частицы в по-
лости или на выростах, могут осесть. Таким об-
разом, при палеоэкологических исследованиях,
предполагающих подсчет разных видов палино-
морф, определение концентраций и состава ассо-
циаций, использования тяжелой жидкости при-
нято избегать [7, 17].

Общепринятая стандартная методика приго-
товления препаратов для анализа водных палино-
морф выглядит следующим образом [7, 15, 19 и др.].
Вначале образцы высушиваются в лиофильной
сушилке. Навеска массой около 5 г помещается в
центрифужную пробирку объемом 50 мл. С целью
последующего определения концентраций пали-
номорф в образец добавляются таблетки со спо-
рами плаунов Lycopodium clavatum [23]. Для удале-
ния карбонатов проба на время от часа до суток
заливается соляной кислотой (10%), затем цен-
трифугируется и промывается дважды дистилли-
рованной водой. Далее для растворения кремне-
содержащих частиц используется фтористоводо-
родная кислота (40%). Обычно проба находится в
этой кислоте в среднем около суток, после чего
также дважды промывается дистиллированной
водой. Далее образец фильтруется через сито с
диаметром пор 7–10 мкм. Делается это с помо-
щью специальной воронки и вакуумной помпы
либо путем кратковременного погружения филь-
тра в ультразвуковую ванну. При необходимости
проба фильтруется и через сито 120 мкм. Отфиль-
трованный осадок, содержащий палиноморфы,
помещается в пробирку объемом 10–15 мл, зали-
вается глицерином и в дальнейшем может неод-
нократно использоваться для приготовления вре-
менных препаратов (существует также методика
изготовления постоянных препаратов при помо-
щи глицеринового желе и парафина).

Описанный метод представляет собой уста-
новленный протокол для обработки образцов,
богатых неорганическими частицами (силиката-
ми и карбонатами). Но допускаются различные
варианты этой методики [7, 19]. Разные лаборато-
рии обычно адаптируют ее под свои задачи и воз-
можности. Могут меняться размер исходной на-
вески, число циклов отмывания, продолжитель-
ность обработки ультразвуком, количество этапов
фильтрации. Используются сита из разных мате-
риалов, и в известных пределах варьирует размер
ячеек. Можно нагревать пробу в кислоте для уско-
рения реакции или же оставлять ее холодной, при-
менять центрифугу либо декантацию для отмыва-
ния осадка, менять время, последовательность и
число повторов кислотной обработки [15].

Наличие в некоторых из наших препаратов
минеральных зерен, затрудняющих микроскоп-
ный анализ, говорит о том, что используемая на-
ми стандартная методика также нуждается в кор-
рекции в рамках допустимых вариаций. Эта про-

блема весьма актуальна, так как минеральные
зерна могут встречаться в образцах разного воз-
раста и литологического состава. В случае высо-
ких концентраций микроводорослей проблема
может быть частично решена путем дополнитель-
ного разбавления препарата. Но если концентра-
ции невысоки, то присутствие минеральных
остатков значительно усложняет методику, мно-
гократно увеличивает время, затрачиваемое на
анализ проб, а иногда делает его полностью невы-
полнимым.

МАТЕРИАЛ ИССЛЕДОВАНИЯ, 
ТЕСТИРОВАНИЕ МЕТОДИКИ 

И ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Минеральные кристаллы встречены в разных
образцах, в числе которых, например, пробы
верхнеплейстоценовых и голоценовых осадков с
континентального склона моря Лаптевых, образ-
цы из голоценовых колонок и поверхностных
донных осадков Белого, Баренцева и Карского
морей, поверхностных осадков Восточно-Сибир-
ского моря, а также из верхнеплейстоценовых
осадков Кумо-Манычской впадины и Среднего
Поволжья и другие. Кристаллы могут обнаружи-
ваться на отдельных интервалах глубин колонок и
скважин в образцах различного гранулометриче-
ского состава.

Готовые для анализа водных палиноморф об-
разцы представляют собой пробирки объемом
10–15 мл, содержащие органическую часть про-
бы, заполненную сверху глицерином. В такой
пробирке после центрифугирования минераль-
ный осадок остается на дне, а верхний слой пред-
ставляет собой нужную нам для анализа орга-
нику. Количество минеральной части может быть
незначительным, но нередко занимает до 90%
объема препарата (рис. 1а, 1б). Размер всех кри-
сталлов одинаков и составляет примерно 10–
100 мкм, что соответствует средним размерам
изучаемых нами органических объектов. Все ча-
стицы большего либо меньшего размера заведомо
удалены из пробы при финальной фильтрации.

Для коррекции лабораторной методики необ-
ходимо установить происхождение и состав ми-
неральных зерен. Для этой цели были повторно
изучены препараты, подготовленные для анализа
водных палиноморф и содержащие минеральные
кристаллы, из коллекций лаборатории новейших
отложений и палеогеографии плейстоцена гео-
графического факультета МГУ имени М.В. Ломо-
носова и лаборатории физико-геологических ис-
следований имени А.П. Лисицына Института
океанологии имени П.П. Ширшова РАН.

Мы предполагали единый облик и происхож-
дение минеральных частиц во всех пробах, одна-
ко предварительный анализ с помощью светового



318

ОКЕАНОЛОГИЯ  том 62  № 2  2022

КЛЮВИТКИНА, НОВИЧКОВА

микроскопа Axio Imager.A2 Zeiss с цифровой ка-
мерой AxioCam (305 color) при увеличении Х400
показал, что кристаллы представлены двумя ти-
пами. Кристаллы первого типа (рис. 2а, 2в) встре-
чены в пробах, например, из Белого и Баренцева
морей и имеют правильную прямоугольную или
кубическую форму со скругленными углами.
Кристаллы второго типа (рис. 2б, 2г) представля-
ют собой исключительно остроугольные обломки
произвольной формы и обнаружены в пробах из
Карского моря, Кумо-Манычской впадины и
Среднего Поволжья. В некоторых образцах (на-
пример, из моря Лаптевых) встречены кристаллы
обоих типов.

Для отработки методики была отобрана новая,
тестовая партия из 12 образцов морских осадков
из разных регионов. Ранее в этих образцах уже
были обнаружены минеральные кристаллы. В те-
стовую партию вошли три пробы из колонок дон-
ных осадков Белого моря, три пробы из поверх-
ностных осадков Карского моря и шесть проб из
скважины, пробуренной в центральной части Ку-
мо-Манычской впадины. Химическая обработка
и изготовление препаратов выполнены по стан-
дартной методике в ИО РАН. Во всех готовых
препаратах, как и ожидалось, обнаружены мине-
ральные зерна. В беломорских пробах встречены
кристаллы первого типа, а в осадках Карского мо-
ря и Кумо-Манычской впадины – второго.

Из трех разных препаратов минеральные зерна
были отобраны, отмыты от органической части и
проанализированы на сканирующем электрон-
ном микроскопе VEGA-3 TESCAN (Чехия) с си-
стемой рентгеноспектрального микроанализа
Oxford INCA Energy 350 (Великобритания).

В результате установлено, что кристаллы пер-
вого типа (Белое море) представляют собой соли –
новообразованные малорастворимые соединения

металлов с кислотными остатками. По литератур-
ным данным известно, что в пробе после обработ-
ки ее соляной кислотой остаются свободные
катионы, которые впоследствии вступают в ре-
акцию с фтористоводородной кислотой, в ре-
зультате чего и появляются кристаллы солей. На-
пример, наличие в осадке иона Ca2+ может приве-
сти к осаждению фторида кальция (CaF2) [15].
Однако, для Белого моря характерно практиче-
ски полное отсутствие карбонатов в осадках.
Установлено, что обнаруженные в беломорских
пробах кристаллы состоят из фторидов алюминия
и калия (рис. 3а). В данном случае высвобожде-
ние ионов Al3+ и K+, вероятно, произошло вслед-
ствие воздействия фтористоводородной кислоты
на глинистую составляющую осадка [2].

Кристаллы второго типа (Карское море и Ку-
мо-Манычская впадина) представлены остатка-
ми разложения кварца и алюмосиликатных мине-
ралов, богатых кремнеземом, близких по составу
к полевым шпатам и амфиболам (рис. 3б), т.е. ча-
стицами кремнезема, не растворившимися в кис-
лоте. Тем не менее, сравнение кварцевых зерен из
исходного осадка с кристаллами после химиче-
ской обработки показало, что во втором случае
они оказались более потравленными. По-види-
мому, в этом случае сократить их количество по-
может увеличение времени обработки пробы
фтористоводородной кислотой. Для проверки
этой гипотезы часть пробы, содержащей кварц,
отделили, залили кислотой и оставили на дли-
тельный срок. В общей сложности проба просто-
яла во фтористоводородной кислоте 48 суток.
По прошествии этого времени оказалось, что ко-
личество кристаллов в пробирке значительно со-
кратилось. Однако такой срок нахождения пробы
в кислоте выходит за рамки всех возможных вари-

Рис. 1. Пробирки с готовыми препаратами из осадков колонок и скважин Белого моря (а) и Кумо-Манычской впади-
ны (б). Белыми стрелками показана минеральная часть пробы, черными – органическая.

(a) (б)
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аций лабораторной методики [15] и применен, на
наш взгляд, быть не может.

Таким образом, в новую лабораторную мето-
дику предлагается внести следующие изменения
(рис. 4а, 4б). Для предотвращения образования
кристаллов первого типа, т.е. любых солей и,
главным образом, солей кальция (при обработке

высококарбонатных осадков), необходимо более
тщательно отмывать пробу дистиллированной
водой после обработки соляной кислотой, чтобы
исключить сохранение катионов, способных
вступить в реакцию с фтористоводородной кис-
лотой. Проба должна промываться не два раза, а
до тех пор, пока значение pH не станет нейтраль-

Рис. 2. Минеральные зерна в поле зрения светового (а, б) и сканирующего электронного (в, г) микроскопа: а, в – кри-
сталлы первого типа (Белое море, колонка ПШ6066, глубина 111–112 см), б, г – кристаллы второго типа (Кумо-Ма-
нычская впадина, скважина OL-1, глубина 440–450 см).

(a) (б)

(в) (г)

20 �m

200 �m 200 �m

20 �m

Рис. 3. Секторные диаграммы элементного состава (в %) кристаллов первого (а) и второго (б) типов по данным ска-
нирующей электронной микроскопии.

(а) (б)
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ным (проверяется индикаторной бумагой). Уста-
новлено, что в пробирке объемом 50 мл такой ре-
зультат достигается после четырехкратного про-
мывания. При работе с низкокарбонатными
осадками (например, из арктических морей) для
избавления от солей алюминия и калия следует
дополнительно промывать осадок через сито 10 мкм
с целью удаления пелита перед использованием
фтористоводородной кислоты.

Для того чтобы ускорить и упростить удаление
из пробы кристаллов второго типа, т.е. остатков
разложения кварца и алюмосиликатов, предлага-
ются два решения. Во-первых, нужно сократить
объем материала, заливаемого фтористоводород-
ной кислотой. Сделать это можно, так же как и в
случае с солями алюминия и калия, путем добав-

ления дополнительного этапа фильтрации пробы
через 10 мкм после отмывания от соляной кисло-
ты. При фильтрации объем осадка в пробирке
в среднем сокращается более чем в два раза
(рис. 5а, 5б), и последующая реакция с кислотой
проходит быстрее и эффективнее. Кроме того,
этот подход имеет еще одно преимущество: уда-
ление пелитовой фракции позволяет минимизи-
ровать такое неприятное явление, как интенсив-
ное кипение образца во фтористоводородной
кислоте. Во-вторых, время нахождения в кислоте
пробы, содержащей большое количество кварце-
вых кристаллов, предлагается увеличить до 3–
4 суток.

Тестовая партия образцов была обработана
повторно с учетом предложенных изменений в

Рис. 4. Схематическое изображение стандартной методики обработки проб на анализ водных палиноморф (а) и мето-
дики с учетом предлагаемых изменений (б).
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методике. Последующий микроскопный анализ
показал, что проблема образования солей в пре-
парате успешно решена (рис. 6а, 6б). Количество
кварца в большинстве проб сократилось до не-
значительного количества, либо до значений,
позволяющих вести определение и подсчет пали-
номорф. Тем не менее, в некоторых пробах, изна-
чально содержавших большое количество песча-
ной фракции, минеральные кристаллы в препа-
рате сохранились. В таких случаях, если просмотр
и подсчет по-прежнему невозможны, для отдель-
ных проб допускается применение тяжелой жид-
кости. Использоваться может, например, поли-
вольфрамат натрия с удельным весом 2.4 [5, 12].
В некоторых лабораториях тяжелую жидкость
применяют для песчаных осадков [10–12], однако
обработанные таким образом пробы должны

быть специально помечены, а к полученным ре-
зультатам нужно относиться с осторожностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведен анализ методических подходов, ис-

пользуемых для извлечения из осадка органиче-
ских микроводорослей. Существующая стандарт-
ная методика обработки проб для анализа водных
палиноморф была скорректирована с целью ис-
ключения или минимизации появления в препа-
рате нерастворимых минеральных зерен. Предло-
жены следующие решения:

Для того чтобы избежать образования кри-
сталлов фторида кальция, необходимо более
тщательное отмывание (не менее чем четырех-
кратное) пробы от соляной кислоты дистиллиро-

Рис. 5. Среднее количество осадка в пробирке до (а) и после (б) дополнительного этапа фильтрации через 10 мкм.

(a) (б)

Рис. 6. Поле зрения светового микроскопа (Белое море, колонка ПШ6066, глубина 111–112 см) до (а) и после (б) кор-
рекции методики и решения проблемы образования солей.

(a) (б)100 �m 100 �m
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ванной водой перед добавлением в нее фтористо-
водородной кислоты.

Количество кристаллов фторида калия и алю-
миния, а также остатков разложения кварца и
алюмосиликатов возможно сократить, добавив
дополнительный этап фильтрации пробы через
сито с диаметром пор 10 мкм после обработки со-
ляной кислотой и увеличив время нахождения
пробы во фтористоводородной кислоте до 3–4 су-
ток. В исключительных случаях, при большом ко-
личестве песка и невозможности выполнения
микроскопного анализа, допустимо использова-
ние тяжелой жидкости.

Таким образом, очевидно, что универсальной
методики подготовки проб для анализа водных
палиноморф не существует. Тем не менее, многие
возникающие технические трудности возможно
преодолеть, корректируя лабораторные процеду-
ры и меняя их последовательность.
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Laboratory Processing in the Aquatic Palynomorph Analysis: Problems and Solutions
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Aquatic palynomorph analysis is widely used for paleooceanological reconstructions. The preparation meth-
od used for extraction aquatic palynomorphs from the sediment includes the treatment with hydrochloric (HCl)
and hydrofluoric (HF) acids and filtration. The goal of such processing is to remove the mineral component
from the sample and obtain exclusively organic matter. However, on the microscopic slides often retains in-
soluble mineral crystals, which complicate microscopic analysis. The origin of such crystals has been deter-
mined using electron microscopy. Standard methodology for the extraction of palynomorphs has been ad-
justed to eliminate or minimize their occurrence. Ways are proposed to prevent the formation of calcium, po-
tassium and aluminum fluorides, as well as to remove the residues of quartz and aluminosilicate minerals.

Keywords: non-pollen palynomorphs, aquatic palynomorph analysis, laboratory processing, dinoflagellate
cysts
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