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Аннотация
В данной работе продемонстрировано, что биохимические показатели адаптации водных животных к токсическому воздействию не только зависят от химического состава среды обитания (присутствия в ней тех или иных модельных токсикантов), но также могут служить характеристиками качества воды для биохимического тестирования и экологического мониторинга водных ресурсов.
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Основным индикатором устойчивости экосистем может выступить качество среды обитания, которая в результате интенсивного антропогенного загрязнения испытывает существенные колебания. Современные технологии направлены на всё более эффективное использование природных ресурсов и тем самым приводят к истощению ресурсы окружающей среды. В результате потребительского отношения к природе происходит ее деформация, возникают локальные, региональные и глобальные нарушения.

В связи с активизацией промышленной и хозяйственной деятельности человека происходит утрата первоначального экологического состояния некоторых из рек и озер. Загрязнения природных водных объектов по причине недостаточной очистки сточных вод проявляются в: 

- прогрессирующей эвтрофикации гидросистем; 

- накоплении химических токсикантов в водоемах; 

- снижении репродуктивности гидробиоценозов. 
На некоторых акваториях происходит деградация водных экосистем.

Для предотвращения глобального антропогенного загрязнения необходимо установление непрерывного контроля за состоянием водных экосистем, особенно на территориях, где человек ведет активную хозяйственно-экономическую деятельность. Осуществление такого контроля следует организовать по группам направлений: гидрология, токсикология, гидробиология и др. Использование комплексного экологического мониторинга позволяет с высокой точностью выявлять изменения, происходящие на наблюдаемых территориях по всем параметрам водного объекта.

Повышения надежности определения параметров экосистем можно добиваться использованием в качестве индикаторов биологических объектов изменения состояния некоторых живых организмов от нормы в зависимости от изменений, происходящих в среде обитания. Живые организмы в индивидуальной или групповой форме как объект экологического мониторинга могут быть представлены: 
· отдельными организмами;

· популяциями;

· сообществами.

Загрязнения водной среды, как по количеству компонентов, так и по их качеству, имеют такие масштабы, что это создает угрозу стабильному развитию экосистемы водной среды. Охрана гидросферы становится задачей первостепенной важности. При условиях загрязнения водной среды для установления степени изменения гидробиологических показателей необходимы проведение анализа водных экосистем и оценка состояния водных объектов.

Основным параметром при проведении экологического мониторинга следует считать гидробиологические показатели. Именно они обеспечивают полноценную оценку состояния представителей водных экосистем, на которые в первую очередь влияют антропогенные факторы. 

Основные цели экологического мониторинга по гидробиологическим показателям – контроль, прогноз и оценка изменяющихся параметров водных объектов в результате хозяйственно-экономической деятельности человека; кроме этого, в результате обработки полученных опытных данных – подготовка предложений по минимизации ущерба гидробиоценозу и устранению последствий. 

Использование методики биоиндикации позволяет непосредственно получать информацию о реакции организма на стресс-факторы, а также оптимизирует изучение степени антропогенного влияния на водную среду. 

Жизненный цикл обитателей пресноводных объектов осуществляется в водной среде. Это дает преимущество для непрерывного наблюдения за состоянием водных объектов с помощью живых организмов. Такой мониторинг не представляется возможным другими методами с отбором проб на анализы ввиду периодичности проведения и влияния внешних факторов, препятствующих непрерывному наблюдению.

При неблагоприятных условиях среды обитания на факторы, создающие эти условия, живые организмы отвечают определенными реакциями. Ответные реакции организма направлены на выживание и выражаются либо избеганием влияния фактора, либо включением механизмов адаптации для приспосабливания к новым условиям. Избегание возможно для тех живых организмов, которые могут передвигаться с достаточной скоростью, превосходящей скорость распространения химического фактора. Малоподвижные живые организмы вынуждены использовать адаптационные механизмы для осуществления нормального функционирования организма и осуществления жизнедеятельности, при изменяющихся условиях.

Одними из наиболее удачных объектов для использования в биохимических тестах, на наш взгляд, являются моллюски как малоподвижные организмы, в адаптационных механизмах которых к изменяющимся условиям среды ведущую роль играют процессы, происходящие на уровне клеточного и тканевого метаболизма [1]. При этом предпочтение следует отдавать широко распространенным эвритопным видам, таким как хорошо изученная нами живородка речная (Viviparus viviparus L.) – брюхоногий моллюск, ареал обитания которого включает Европу, Закавказье и Малую Азию [2]. Ввиду особенностей размножения (яйцеживорождение) и образа жизни (находится постоянно в составе бентоса) этот моллюск не способен к дальним миграциям, при этом встречается практически в любых водоемах, вне зависимости от силы антропогенной нагрузки на них [3]. Это позволяет рассматривать данный вид как обладающий широким адаптивным потенциалом к гидрохимическому режиму среды обитания.

Важнейшим направлением в исследовании механизмов адаптации является изучение реакций организмов на токсическое воздействие, что является особенно актуальным в связи с постоянно усиливающимся антропогенным прессингом на окружающую среду. 

Исследованиями функциональной активности гидролаз у пресноводных гидробионтов, выявилена высокая отзывчивость кислых фосфатаз (КФ), ДНКаз на острую интоксикацию in vivo тяжелыми металлами. Отмечено, что реакция КФ и ДНКаз моллюсков на токсическое воздействие имеет фазный характер, совпадающий с биологическими фазами адаптации  («общий адаптационный синдром» Г.Селье) [4, 5]. 
В качестве токсикантов были использованы катионы Co2+, Ni2+ и Cu2+, которые могут попадать в открытые водоемы в результате хозяйственной деятельности человека.

Важнейшими источниками загрязнения окружающей среды данными токсикантами являются сточные воды с предприятий горнорудной промышленности, цветной металлургии, металлообрабатывающих и топливоперерабатывающих производств. Поступление в водоемы, их подвижность и миграция связаны с физико-химическими свойствами ионов и соединений, с различными химическими и биологическими факторами. Согласно литературным данным, активными адсорбентами никеля, кобальта и меди в пресных водах являются гидроксиды железа, марганца, алюминия, благодаря чему они способны накапливаться в донных отложениях. Наибольшее их содержание отмечено в поверхностном слое ила [3]. 

Растворимость многих соединений этих металлов в воде обусловливает возможность накопления их гидробионтами, в результате чего концентрация в водоеме снижается. Отмечено, что из клеток выводится только незначительное количество (до 6%) данных соединений [6-7], а большая их часть прочно связывается внутриклеточными структурами. Даже небольшие концентрации данных катионов в воде (около 0,03 мг/л; для сравнения – ПДК никеля и кобальта для водной среды составляет 0,1 мг/л, для меди 0,01 мг/л) [6-7] снижают способность гидробионтов к воспроизведению, более высокое содержание приводит к гибели водорослей, ракообразных, моллюсков и рыб в течение нескольких суток. Повышенную токсичность вышеперечисленные катионы проявляют в умягченной воде, а в жесткой возможно частичное связывание с карбонат-анионами, что снижает токсическое действие поллютантов [6-7].

В качестве токсикантов использовали 6-водный хлорид никеля в концентрации 0,1 мг/л, 7-водный сульфат кобальта в концентрации 0,1 мг/л и 5-водный сульфат меди в концентрации 0,01 мг/л, что соответствует величине около 10 ПДКрыб. (ПДКрыб. для Ni2+, Со2+ равна 0,01 мг/л, для Сu2+ – 0,001 мг/л). 
Экспозиция опыта составляла (в часах): 
	1
	2
	4
	6
	12
	24
	36
	48
	60
	72
	84
	96


Контролем служили особи, отобранные из аквариума непосредственно перед опытом (при экспозиции, равной 0 ч), а также содержавшиеся в воде без токсиканта при прочих равных условиях в течение тех же временных интервалов. На протяжении эксперимента моллюски сохраняли свою активность, гибели животных не наблюдалось.

По истечении экспозиции отбирали по 5-6 особей животных, препарировали их для извлечения пищеварительной железы, из которой получали экстракт водорастворимых белков [4]. Концентрацию белка в полученных экстрактах определяли по методу Лоури [8]. Активность кислой фосфатазы (КФ) определяли методом спектрофотометрии, используя в качестве субстрата р-нитрофенилфосфат [9]. За единицу активности фермента (Е) принимали такое его количество, которое катализирует накопление 1 моля продукта за 1 секунду. Активность ДНКазы определяли методом флуориметрии, используя в качестве субстрата синтетический олигонуклеотидный фрагмент ДНК, меченый парой флуорофоров: сигнального красителя и тушителя флуоресценции, аналогично зондам типа TaqMan [5]. За единицу активности фермента принимали такое его количество, которое приводит к увеличению флуоресценции в реакционной смеси на 1 единицу за 1 минуту. Выражали активность ферментов в единицах на 1 мг белка (Е/мг белка).

В результате проведенного эксперимента было выявлено, что каждый катион-токсикант оказывает значительное влияние на активность КФ и ДНКазы живородки речной по сравнению с контрольными значениями (рис. 1-2).
Рис. 1 показывает, что все три токсиканта вызывают значительное увеличение активности кислой фосфатазы на протяжении практически всего времени экспозиции, за исключением незначительного (по отношению к контролю) спада активности к 60 часам. Важно отметить, что максимальные значения активности под воздействием токсиканта превышают контрольные примерно в 4 раза для катионов меди и никеля и в 3 раза для катионов кобальта в интервале экспозиции от 36 до 60 часов.

[image: image1.png]400

w

@

~

200

=

100

OTHOCHTeNIbHOE H3MeHeHie AKTHBHOCTH, %

)
n
1\
/)
i
AR
l,/\ \
l, K ‘\ o
- = .
N /1 \ : >
o Y -
. ~ P 1 \\ /
\. 1 »\\ R
. 1 \ 4
/ / \ A/ ) ’
! N/, b
= 4 s
1 \L7
L v
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

BPEMSA IKCNO3UUMK, 4

100

—_=Co

Konmons




Рис. 1. Изменение активности кислой фосфатазы живородки речной

под воздействием катионов Co2+, Ni2+ и Cu2+
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Рис. 2. Изменение активности ДНКазы живородки речной

под воздействием катионов Co2+, Ni2+ и Cu2+
Анализируя данные рис. 2, можно сделать заключение, что катионы меди и никеля в целом вызывают угнетение активности ДНКазы, а катионы кобальта приводят к незначительному увеличению активности в интервале экспозиции с 0 до 24 часов и с 48 часов до окончания экспозиции. Следует отметить, что все три выбранных токсиканта вызывают резкий скачок активности в промежутке экспозиции с 24 до 48 часов, при этом максимальное значение активности превышает контрольные данные примерно в 17 раз под воздействием катионов кобальта и никеля и в 10 раз для катионов меди.
Результаты наших исследований позволили выделить живородку речную в качестве наиболее перспективного тест-объекта, обладающего высокой чувствительностью гидролитических ферментов к загрязнению и характеризующегося легкостью сбора в природных условиях и простотой содержания в лаборатории. 
На основании данного модельного эксперимента можно сделать заключение о том, что гидробионты испытывают острый токсический стресс при попадании поллютантов в окружающую среду, являющуюся для подопытных животных естественной. В связи с этим стоки с промышленных предприятий необходимо подвергать многоступенчатой очистке перед сбросом в открытые водоемы, чтобы минимизировать ущерб, наносимый природным гидробиоценозам.

«Водные технологические среды (ВТС) включают в себя целый спектр водных сред, которые подвергаются технологическому воздействию с целью очистки, обеззараживания и контроля состава. Состав сточных вод с различных производств должен соответствовать перед сбросом в коллектор требованиям, которые регламентируются нормативными документами. В настоящее время в России создана и функционирует Единая государственная система экологического мониторинга (ЕГСЭМ). В связи с этим был принят государственный стандарт определения понятия «мониторинг окружающей природной среды» – это система наблюдения и контроля, проводимых регулярно по определенной программе для оценки состояния окружающей среды, анализа происходящих в ней процессов и своевременного выявления тенденций ее изменения» [10, 11].

В целях достижения этой задачи необходимы создание универсальных процессов и аппаратов для различных методов обработки воды и интеграция их в единые технологические схемы [11].
Учитывая многообразие факторов, влияющих на формирование сточных вод промышленных предприятий, характер и степень их загрязнения минеральными и органическими компонентами различного происхождения, в качестве приоритетных показателей, на которые следует ориентироваться при выборе технологической схемы очистки стока, нами рекомендуется использование бароэлектрохимических (БЭХ) модулей (аппаратов) для различных технологий очистки, обеззараживания и контроля состава водных технологических сред [12].
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Лист1

		Белок (100 мкл разб.в 10 раз + 400 воды + 2,5 мл В + 250мкл Фолина)   (мг/мл)

		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96

		Контрольные

		4,84±0,71		2,11±0,13		3,67±0,06		3,77±0,06		3,53±0,14		4,86±0,06		3,53±0,14		3,25±0,21		3,91±0,13		4,49±0,07		7,06±0,26		4,44±0,1

		Cu

		3,64±0,09		3,31±0,23		3,31±0,1		4,1±0,09		1,53±0,26		3,87±0,11		2,54±0,17		2,82±0,08		3,46±0,06		3,37±0,07		5,61±0,16		4,52±0,24

		Ni

		3,24±0,22		4,63±0,12		3,81±0,11		3,8±0,13		3,34±0,17		3,6±0,27		3,73±0,11		2,98±0,28		2,77±0,05		4,06±0,2		5,23±0,16		4,73±0,11

		Co

		6,81±0,23		4,28±0,18		4,87±0,14		6,39±0,11		5,5±0,23		4,76±0,06		4,74±0,11		7,98±0,17		4,93±0,11		4,28±0,14		5,8±0,21		6,64±0,25

		Фосфатаза (50 мкл разб. В 10 раз + 1,450 мкл буфера+2 мл NaOH)             (∆Е)

		Контрольные

		0,17±0,004		0,24±0,007		0,37±0,004		0,26±0,004		0,37±0,005		0,35±0,002		0,27±0,003		0,37±0,002		0,24±0,003		0,28±0,003		0,50±0,003		0,39±0,0003

		Cu

		0,19±0,003		0,24±0,01		0,6±0,002		0,26±0,004		0,19±0,008		0,27±0,005		0,17±0,006		0,08±0,002		0,32±0,003		0,15±0,01		0,35±0,001		0,2±0,002

		Ni

		0,13±0,002		0,26±0,009		0,14±0,006		0,25±0,003		0,16±0,004		0,24±0,007		0,26±0,01		0,09±0,006		0,07±0,003		0,19±0,008		0,19±0,006		0,17±0,002

		Co

		0,17±0,004		0,22±0,005		0,2±0,001		0,36±0,002		0,24±0,004		0,2±0,007		0,17±0,007		0,3±0,004		0,45±0,005		0,12±0,005		0,16±0,004		0,25±0,001





Лист2

																														Примечания:

		Белок в исхдн.экстракте, мг/мл

		Экспозиция, ч		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96				Разбавление экстракта для определения концентрации было 1:10

		Контроль		48.4		21.1		36.7		37.7		35.3		48.6		35.3		32.5		39.1		44.9		70.6		44.4

		Cu		36.4		33.1		33.1		41		15.3		38.7		25.4		28.2		34.6		33.7		56.1		45.2

		Ni		32.4		46.3		38.1		38		33.4		36		37.3		29.8		27.7		40.6		52.3		47.3

		Co		68.1		42.8		48.7		63.9		55		47.6		47.4		79.8		49.3		42.8		58		66.4

		Белка на реакцию, мг																												Брали 50 мкл экстракта, разбавленного 1:10, что равно 5 мкл или 0,005 мл неразбавленного экстракта

		Экспозиция, ч		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96

		Контроль		0.242		0.1055		0.1835		0.1885		0.1765		0.243		0.1765		0.1625		0.1955		0.2245		0.353		0.222

		Cu		0.182		0.1655		0.1655		0.205		0.0765		0.1935		0.127		0.141		0.173		0.1685		0.2805		0.226

		Ni		0.162		0.2315		0.1905		0.19		0.167		0.18		0.1865		0.149		0.1385		0.203		0.2615		0.2365

		Co		0.3405		0.214		0.2435		0.3195		0.275		0.238		0.237		0.399		0.2465		0.214		0.29		0.332

		Активность КФ, мкМ р-НФ/мин

		Экспозиция, ч		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96

		Контроль		0.17		0.24		0.37		0.26		0.37		0.35		0.27		0.37		0.24		0.28		0.5		0.39

		Cu		0.19		0.24		0.6		0.26		0.19		0.27		0.17		0.08		0.32		0.15		0.35		0.2

		Ni		0.13		0.26		0.14		0.25		0.16		0.24		0.26		0.09		0.07		0.19		0.19		0.17

		Co		0.17		0.22		0.2		0.36		0.24		0.2		0.17		0.3		0.45		0.12		0.16		0.25

		Активность КФ, Ех10-9																												Е - это М р-НФ/сек, т.е. мкМ рНФ/мин нужно поделить на 60 (чтоб перевести мин в сек) и умножить на 10-6 (чтоб перевести мкМ в М)

		Экспозиция, ч		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96				Чтоб разрядность числа была с целыми числами, а не 0,00…, перенесем запятую вперед еще на 3 порядка и припишем не 10-6, а 10-9

		Контроль		2.8333333333		4		6.1666666667		4.3333333333		6.1666666667		5.8333333333		4.5		6.1666666667		4		4.6666666667		8.3333333333		6.5

		Cu		3.1666666667		4		10		4.3333333333		3.1666666667		4.5		2.8333333333		1.3333333333		5.3333333333		2.5		5.8333333333		3.3333333333

		Ni		2.1666666667		4.3333333333		2.3333333333		4.1666666667		2.6666666667		4		4.3333333333		1.5		1.1666666667		3.1666666667		3.1666666667		2.8333333333

		Co		2.8333333333		3.6666666667		3.3333333333		6		4		3.3333333333		2.8333333333		5		7.5		2		2.6666666667		4.1666666667

		Удельная активность КФ, Е/мг белка х 10-9

		Экспозиция, ч		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96				Е/мг белка получается, когда Е делим на количество белка на реакцию (мг)

		Контроль		11.7079889807		37.9146919431		33.6058128974		22.9885057471		34.9386213409		24.0054869684		25.4957507082		37.9487179487		20.4603580563		20.7869339272		23.6071765817		29.2792792793

		Cu		17.3992673993		24.16918429		60.4229607251		21.1382113821		41.394335512		23.2558139535		22.3097112861		9.4562647754		30.8285163776		14.8367952522		20.7961972668		14.7492625369

		Ni		13.3744855967		18.7185025198		12.2484689414		21.9298245614		15.9680638723		22.2222222222		23.2350312779		10.067114094		8.4235860409		15.5993431856		12.1096239643		11.9802677942

		Co		8.3210964268		17.1339563863		13.6892539357		18.779342723		14.5454545455		14.0056022409		11.9549929677		12.5313283208		30.4259634888		9.3457943925		9.1954022989		12.5502008032

		Изменение активности по отношению к контролю, %																												Значения получаются, если Е контроля делить на Е опыта и умножить на 100%

		Экспозиция, ч		0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96				Контроль, соответственно, это 100%

		Контроль		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		Cu		67.2901261418		156.8720379147		55.6176203451		108.7533156499		84.4043536604		103.2235939643		114.2809531745		401.3076923077		66.368286445		140.1039346696		113.5167948199		198.5135135135

		Ni		87.5397329943		202.5519504192		274.3674581549		104.8275862069		218.8031161473		108.024691358		109.729788625		376.9572649573		242.8936792108		133.2551869652		194.9455792456		244.3958664547

		Co		140.7024793388		221.2839293408		245.4904632153		122.4137931034		240.2030217186		171.3991769547		213.264455924		302.8307692308		67.2463768116		222.4201930215		256.7280453258		233.2972972973

																																						Динамика активности КФ во всем диапазоне экспозиций

																																						Изменение активности КФ через каждые 12 ч экспозиции

																																						Изменение активности КФ через каждые 2 ч экспозиции
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				0		2		4		6		12		24		36		48		60		72		84		96

		контроль		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100		100

		Cu		52		58		48		86		53		5.3		1034		36		48		17		62		49

		Ni		3.3		12		52		80		45		38		1724		293		4.2		11		99		97

		Co		42		59		377		104		147		7.3		1655		243		288		66		209		84
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