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Ниже дается текст Главы 2 из книги «Биологические эффекты при воздействии поверхностно-активных веществ на организм» (Москва, МАКС-Пресс, 2001, [общее число страниц в книге -334 c.], С.А.Остроумов). В книге эта глава (глава 2) занимает страницы 37-56. 
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Текст главы (начиная со стр. 37 упомянутой книги) приведен ниже,: 

Глава 2. Организмы и методы.

2.1. Организмы: обоснование выбора и методические аспекты использования. 
В качестве объектов исследования были взяты характерные представители основных трофических уровней и крупных таксонов от  прокариот до эукариотических организмов,  в том числе цианобактерии (Synechococcus Nіg.;  Stratonostoc linckia (Roth) Elenk.,  f. muscorum (Ag.) Elenk. = Nostoc muscorum Ag. и др.), морские бактерии (Hyphomonas (ex Pongratz 1957) Moore, Weiner and Gebers 1984), зеленые водоросли (Scenedesmus quadricauda Bréb., Chlorella vulgaris Beijer, Bracteacoccus minor (Chodat) Petrova и др.), диатомовые водоросли (Thalassiosira pseudonana Hasle et Heimdal), эвглена (Euglena Ehr.; Euglena gracilis Klebs), моллюски  (Unio tumidus Philipsson s. lato, U. pictorum (L.) s. lato, Crassiana crassa (Philipsson) s. lato, Anodonta cygnea (L.) s. lato, Mytilus edulis L., M. galloprovincialis Lamarck, Crassostrea gigas Thunberg, Limnaea stagnalis (L.),   Mercenaria mercenaria), аннелиды (Hirudo medicinalis L.),  макрофиты (Pistia stratiotes L., Elodea canadensis Michaux), проростки покрытосеменных растений (Sinapis alba L., Fagopyrum esculentum Moench, Lepidium sativum L., Oryza sativa L., Camelina sativa (L.) Crantz, Triticum aestivum L. и др.). Эти объекты представляли теоретический и практический интерес в связи с особенностями их экологии, ролью в экосистемах, возможностью использования в качестве биоресурсов. Разнообразный биологический материал способствовал  получению более широких и обоснованных выводов о возможной роли СПАВ как загрязняющих веществ.

Ниже приведены обоснования выбора объектов (организмов) и методические аспекты их использования. Номенклатура цианобактерий дается по работе (Голлербах и др., 1953), морского фитопланктона по (Tomas, 1997). Номенклатура сосудистых растений России и сопредельных государств (территории СССР) дается по (Черепанов, 1995). Номенклатура беспозвоночных дается по (Зацепин, Риттих, 1975; Зацепин и др., 1978).

2.1.1. Прокариоты.

2.1.1.1. Цианобактерии (Сyanobacteria, Cyanophycota). Важнейшая группа фототрофных прокариот, использующих воду в качестве донора электронов и поэтому образующих на свету кислород. Род Synechococcus (класс хроококковые Chroococcophyceae, порядок хроококковые Chroococcales) - один из четырех основных родов морских цианобактерий. Этот род включает также виды, которые встречаются в пресных водах, а также наземных местообитаниях. Synechococcus развивается в эвтрофированных водах, может достигать большой концентрации клеток в морской воде. Важный компонент фитопланктона, участник биогеохимических потоков элементов через морские экосистемы. Способен к азотфиксации и поэтому является одним из основных поставщиков азота в морские воды  (например, Кондратьева и др. 1989; Саут, Уиттик, 1990). В морских экосистемах на цианобактерий может приходиться около 60 % всего хлорофилла в верхних 50 м и около 20 % и более всей первичной продуктивности (например, Sieburth, 1979). В работе изучали, наряду с другими видами цианобактерий,  бактерии сборного рода Synechococcus. Эти одноклеточные цианобактерии (размеры менее 3 мкм) широко распространены в открытых районах морей, причем они были обнаружены также и в морях Арктического бассейна (Мишустина и др., 1994). 
Использовали штаммы рода Synechococcus из коллекции Океанографического института в Вудс-Хоуле (США). Штамм WH7805 (содержание ГЦ в ДНК 59,7 мол.%) - неподвижные клетки розового цвета. Штамм был изолирован Л. Брандом (рейс Океанус-48), образец от 30.6.87. Штамм WH8103 (cодержание ГЦ в ДНК 58,9 мол.%) - подвижные желтоватые клетки; штамм был изолирован Дж. Уотербери из образца от 17.3.81, взятого во время рейса Океанус-92. Штаммы поддерживались в лаборатории Дж. Уотербери на среде SN (см. [18, 20 ] в работе Уотербери, Остроумов, 1994). Культивирование вели при температуре 22°С  и постоянном освещении 20 мкЭйнштейн  м-2 сек-1. Стерилизацию растворов ПАВ, добавляемых в культуры, производили пропусканием этих растворов через стерильные фильтры Acrodisc (Gelman Sciencens) c диаметром пор 0,45 мкм. Для характеристики культур снимали спектры поглощения на спектрофотометре Шимадзу-УФ-3101РС. Наряду с нативными спектрами снимали спектры образцов с добавлением в кювету сахарозы (1,5 г на 3,5 мл супензии клеток), что позволяло уменишить светорассеяние.

 Использовались также штаммы из коллекции лаборатории микробиологии Биологического НИИ Ленинградского университета Anabaena sp. CALU 811, Cylindrospermum sp. CALU 306, Synechococcus sp. CALU 742. Культуры выращивали в конических колбах на 50 мл на жидкой среде (по 20 мл) состава (г/л): KNO3 - 1; K2NPO4 - 0,2; MgSO4 - 0.2; NaHCO3 - 0,2; CaCl2 - 0,05; стандартный раствор микроэлементов 1 мл (среда № 6). Условия роста: 25°С, 2 тыс. люкс. В среду добавляли ксенобиотик НС в концентрациях 0,1, 0.5 и 1 мг/л. О влиянии ксенобиотика на рост культур судили по количеству биомассы клеток, учет которой производили путем высушивания аликвот до постоянной массы при 105 °С. 

Nostos muscorum Ag. Штамм 33 выделен из дерново-карбонатной почвы Кировской области. Штамм 235 выделен из почв, загрязненных нефтью (г. Альметьевск, ТАССР). Культуры выращивали в среде, содержащей в 1 л (г): KNO3 1.0; K2HPO4 0.2; MgSO4.7H2O  0.2, CaCl2  0.15; NaHCO3 0.2, а также 1 мл раствора микроэлементов. Последний содержал в 1 л (г): ZnSO4.7H2O 0.22;  MnSO4 1.81; CuSO4.5H2O 0.079; (NH4)2Mo7O24.4H2O 1.0; FeSO4.7H2O 9.3; CaCl2 1.2; Co(NO3)2H2O 0.08; ЭДТА 10.0; H3BO3 1.989. Использовали дистиллированную воду. В колбы вносили по 1 мл инокулята. Инокулят цианобактерий Nostoc muscorum предварительно гомогенизировали с помощью электромеханического гомогенизатора (5 тыс. об/мин в течение 1 мин). Колбочки для выращивания содержали по 50 мл среды. Каждый вариант был представлен двумя повторностями. Культуры инкубировали при освещенности 3 тыс. лк и комнатной температуре.

2.1.1.2. Морские гетеротрофные бактерии Hyphomonas (ex Pongratz 1957) Moore, Weiner and Gebers 1984, 71VP.  Грамотрицательные плейоморфные бактерии, хемоорганотрофы; требуют присутствия аминокислот в качестве источника углерода (Moore, Weiner, 1989). Входят в группу почкующихся и/или обладающих выростами бактерий (budding and/or appendaged bacteria) (Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 1989, Vol. 3; Определитель бактерий Берджи [перевод], М.: Мир,1997, т. 2, Группа 13, с. 467-474). Относятся к первым организмам, которые заселяют твердые поверхности в морской воде и образуют биопленку. Последняя затем становится основой для колонизации этого биотопа другими организмами биообрастаний. Широко распространены в биопленках на твердых поверхностях в различных морских экосистемах, в биообрастаниях на поверхности гидротехнических сооружениий и днищ судов. Поэтому они имеют большое практическое значение. Имеют своеобразный жизненный цикл, который включает отпочковывание дочерних клеток от кончика гифы (простеки). Материнская клетка закрепляется на твердом субстрате, а отпочковавшаяся дочерняя клетка уносится током воды и оседает на субстрат в другом месте, закрепляется, удлиняется и начинает отпочковывать новое поколение дочерних клеток (Moore, Weiner, 1989). Воздействие СПАВ в целом и конкретно НПАВ и КПАВ на них детально не изучалось.

Бактерии Hyphomonas выращивали на предложенной нами среде S-1. Состав среды: к 1 л среды Marine Broth 2216 (пептон 0,5%, дрожжевой экстракт 0,1%, на стерильной морской воде - Difco Laboratories, Detroit) добавляли 1 л раствора NaCl (22 г/л). Преимуществами этой среды по сравнению с теми средами, которые использовались ранее, является ее экономичность и удобство ее применения для опытов, в которых ведется регистрация роста бактерий с помощью измерения оптической плотности. Добавка ТХ100 предшествовала добавке инокулята. Инокулятом (5% по объему) служила 1-дневная культура, выращенная на той же среде (S-1). Оптическая плотность (600 нм, оптический путь 10 мм) после посева была около 0,05. Культивирование и инкубацию проводили в термостатируемой комнате при 25 °С, без перемешивания. Плотность культуры во всех экспериментах измеряли спектрофотометрически при 600 нм. Добавки ТХ100 стерилизовали пропусканием через бактериальный фильтр Sterile Acrodisc (Gelman Sciences), 0,2 микрон. Опыт проводили в трех  повторностях, если не указано иное. 

2.1.1.3. Другие объекты. Бактерии Rhodospirillum rubrum были любезно предоставлены группой проф. В.Д.Самуилова (МГУ, каф. клеточной физиологии).

2.1.2. Эукариоты

2.1.2.1. Диатомовые водоросли. Thalassiosira pseudonana Hasle et Heimdal (=Cyclotella nana Guillard clone 3H in Guillard & Ryther) (Class Bacillariophyceae, Order Biddulphiales, Suborder Coscinodiscineae, Family Thalassiosiraceae [9 родов]) (по другой классификации: класс Центрические диатомеи  Centrophyceae, порядок Косцинодисковые Coscinodiscales, семейство талассиозировые Thalassiosiraceae - 11 родов, преимущественно в морском планктоне). Виды рода Thalassiosira Cleve (около 80 современных и ископаемых видов) широко представлены во всех географических зонах - в планктоне морей и солоноватых водоемов. Характерный представитель типичных и массовых видов морских диатомовых,  одной из доминирующих групп в морском планктоне,  весьма важной как кормовой ресурс для многих видов промысловых рыб. Диатомовые вносят большой вклад в глобальные процессы фиксации углерода атмосферы и выделении кислорода, участвуют в процессах самоочищения водоемов, используются при оценке санитарного состояния вод. 

Выращивали на среде f/2 (Guillard, Ryther, 1962) без FeCl3  и EDTA. Для приготовления среды вода предварительно фильтровалась через поликарбонатный фильтр (Nucleopore 0.2 микрон). Клетки подсчитывались в гемацитометре Фишера после предварительной фиксации добавлением раствора Люголя 50 мкл на 1 мл культуры водорослей. Начальная плотность культуры была 3 ·104 кл/мл во всех вариантах. Для инокуляции использовали культуру на стационарной фазе. Режим освещения при культивировании: свет 14 ч, темнота 10 ч, интенсивность освещенности 254 мкЭйнштейн м-2 сек-1. Температура 17°С.

2.1.2.2. Зеленые водоросли.
Включают в себя 5 классов, в том числе Класс Протококковые (Protococcophyceae), который иногда рассматривается как порядок. Протококковые многообразны экологически: входят в состав планктона, бентоса, нейстона, перифитона (эпифитные и эпизойные формы), обычны также в наземных местообитаниях и почве. Представлены во многих типах водоемов, в том числе в рыбоводных прудах, отстойниках некоторых типов, биологических прудах, картах полей фильтрации городских очистных сооружений - тем самым они активно участвуют в самоочищении воды экосистемами. Большинство протококковых эвригалинны и эвритермны. Виды родов Scenedesmus и Chlorella стали классическими объектами и моделями растительной клетки, на которых изучены многие аспекты биохимии и физиологии. Протококковые активно изучаются для использования в целях интенсификции очистки загрязненных вод, получения белкового и витаминизированного корма. По своей роли в природных экосистемах и биогеохимических процессах биосферы могут уступать (не всегда) лишь диатомовым (Голлербах, 1977; Матвиенко, 1977; Кондратьева и др. 1989; Саут, Уиттик, 1990). 
Bracteacoccus minor (Chodat) Petrova. Штамм 200 получен из БИН (в коллекции БИН № 867-1). Штамм 219 выделен из вулканического пепла , собранного на пепловом плато без растительности в окрестностях вулкана Тятя (о. Кунашир). Водоросли выращивали в среде, содержащей в 1 л (г): KNO3 1.0; K2HPO4 0.2; MgSO4.7H2O  0.2, CaCl2  0.15; NaHCO3 0.2, а также 1 мл раствора микроэлементов. Последний содержал в 1 л (г): ZnSO4.7H2O 0.22;  MnSO4 1.81; CuSO4.5H2O 0.079; (NH4)2Mo7O24.4H2O 1.0; FeSO4.7H2O 9.3; CaCl2 1.2; Co(NO3)2H2O 0.08; ЭДТА 10.0; H3BO3 1.989. Использовали дистиллированную воду.

Колбочки для выращивания содержали по 50 мл среды. Каждый вариант был представлен двумя повторностями. Культуры водорослей инкубировали при освещенности 3 тыс. лк и комнатной температуре.

Scenedesmus quadricauda Breb. Культуры выращивали на питательной среде Успенского № 1 в люминостате при температуре 24-25° С и освещенности 2000 лк. Источниками освещения служили лампы дневного света ЛБ-40. Для выращивания использовали конические колбы Эрленмейера (250 мл). Численность клеток определяли  методом прямого счета в камере Горяева. В опытах с ДСН исходнаяя плотность клеток составляла 3,16 млн/мл (опыт 1) и 2,47 млн/мл (опыт 2).

В опытах с почвенными культурами использовали дерново-подзолистую почву из Кировской области (место сбора - опытное поле Кировского сельхозинститута), мелко измельченную. Почва имела следующую агрохимическую характеристику: pHсол - 4.6; P2O5 - 37.3 мг/100 г; K2O - 3.2 мг/100 г; гумуса - 1.2 %. В чашках Петри помещали по 30 г почвы и вносили по 10 мл водного раствора ТДТМА (на дистиллированной воде) в концентрациях 0.1 и 0.05 мг/мл. В контрольные чашки добавляли по 10 мл дистиллированной воды. Образцы почвы инкубировали на свету при комнатной температуре и влажности 70 % от полной влагоемкости (полив по весу дистиллированной водой).


Численность водорослей в почвенных культурах определяли общепринятым методом прямого счета клеток в почвенной суспензии с использованием светового микроскопа. Автор благодарит проф. Э.А. Штину за консультирование и помощь при проведении этой части работы. В экспериментах использовали и другие водоросли, для выращивания которых применяли стандартные среды, упомянутые в соответствующих разделах работы и тех статьях, которые были нами опубликованы.

2.1.2.3. Эвглены. Эвгленовые (Euglenophyta, около 1000 видов, в России и быв. республиках СССР- около половины из них) - повсеместные обитателями континентальных внутренних водоемов. Обладают всеми основными типами питания: автотрофным, сапрофитным, голозойным (анимальным); способны к миксотрофии. Участвуют в самоочищении водоемов, вода которых содержит много органических веществ. Виды рода Euglena обладают способностью к массовому развитию в водоемах, что может вызывать цветение воды. Излюбленный объект для культивирования в лабораториях с целью изучения воздействия различных факторов. Перспективны для использования в целях очистки загрязненных вод и для культивирования в фотоавтотрофном звене систем жизнеобеспечения (Сафонова, 1977; Кондратьева и др. 1989). 

 Культуру Euglena gracilis Klebs var Z. Pringsheim выращивали фотоорганотрофно в колбах объемом 100 мл при температуре 26° C и освещенности 1.5-2 тыс. лк. Использовали среду следующего состава (г/л): NaCl - 0.1; MgSO4.7H2O - 0.4; KH2PO4 - 0.4; CaCl2.6H2O - 0.05; глюкоза - 10.0; L-глютаминовая кислота - 2.0; (NH4)2SO4 - 1.0; витамин B1 - 0.2 мл 0.2 %-ного раствора; витамин B12 - 0.2 мл 0.01 %-ного раствора; растворы I и II по 1 мл на 1 л среды. Для приготовления раствора I брали 695 мг FeSO4.7H2O и 930 мг Na2 ЭДТА, растворяли в теплой бидистиллированной воде, доводили pH с помощью NaOH  и добавляли воду до 100 мл. Для приготовления раствора II на 1 л бидистиллированной воды брали (г): ZnSO4.7H2O - 10.0; MnSO4.4H2O - 2.2; H3BO4 - 12.2; Co(NO3)2.6H2O - 1.0; NaMoO4.2H2O - 1.2; CuSO4.5H2O - 0.001. Использовали штамм E. gracilis, полученный из коллекции водорослей университета Геттингена (ФРГ), № штамма 1224-5/25. 

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðîâ è ñðåäû áðàëè áèäèñòèëëèðîâàííóþ âîäó. Îáúåì èíîêóëÿòà, êîòîðûé áðàëè â ñåðåäèíå ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà, ñîñòàâëÿë â íà÷àëå êóëüòèâèðîâàíèÿ 5 ìë.
2.1.2.4. Проростки растений. Рекомендованы как один из приоритетных объектов для биотестирования в области исследования качеств вод (Унифицированные методы исследования качества вод. Часть 3. Методы биологического анализа вод. Ред. З. Губачек. М. 1975). Используются в методическом арсенале Агентства по охране окружающей среды США (US EPA, 1982) и других ведомств США (US Food and Drug Administration, 1987),  европейской Организации по экономической кооперации и развитию (Organization for Economic Cooperation and Development, 1984). Метод высокоэкономичен и эффективен с точки зрения соотношения объема полученной информации и затрат на проведение биотеста. Проростки растений  могут использоваться в таких лабораториях (на производстве, в химических институтах), где не выживают более высокочувствительные организмы. Поэтому метод лишен того недостатка, которым оборачиваются достоинства высокочувствительных тест-объектов-последние не всегда способны жить в условиях заводских лабораторий, где воздух может быть загрязнен химическими веществами.


Являются альтернативой тестированию на животных, что важно с гуманной точки зрения и ввиду официальных рекомендаций Международного союза токсикологии (IUTOX). В 1985 г. исполнительный комитет (Executive Committee) IUNOX опубликовал официальное заявление, что ”повсеместно в мире должны быть приняты (после их всесторонней научной проверки) альтернативные методики тестирования, которые не требуют использования животных” (см. Телитченко, Остроумов,1990, стр. 227). Высокая экономичность этого биотеста важна для России в современных условиях финансированиия науки. 
Биотестирование на проростках растений проводилось рядом авторов - в том числе в России в лабораториях В. Б. Иванова (Иванов, 1974; 1986; Ivanov, 1982, 1983, 1992), Н. В. Обручевой (Obroucheva, 1992) и зарубежных лабораториях (напр., Wang, 1987; Wang, Williams, 1990; Davies, 1991; Davies et al., 1991).    Метод с успехом использовался в лаборатории, руководимой проф. В.Б.Ивановым, для оценки широкого класса БАВ, в том числе соединений, важных для фармакологии. (Автор глубоко благодарен В.Б.Иванову и всем сотрудникам лаборатории за многочисленные  консультации и обсуждение результатов).   В работах, проводимых под руководством проф. В.Н. Максимова, метод применялся для оценки токсического воздействия металлов. Метод успешно применялся также на факультете почвоведения МГУ для оценки токсичности различных  биологических препаратов.   Этот же метод является одним из основных при изучении аллелопатических веществ. Подробнее о этом направлении исследований БАВ мы писали в  главе 3 книги (Остроумов, 1986). Метод культивировался в  Центральном ботаническом саду АН Украины (А.М. Гродзинский, Э.А. Головко и другие сотрудники; автор благодарен им за предоставление семян кресс-салата). Метод применялся также в Институте гидробиологии (Киев) для оценки качества воды (Сиренко, Козицкая 1988).  Хотя этот метод был рекомендован Агентством по Окружающей среде США (U.S. Environmental  Protection Agency, 1982),  он сравнительно мало использовался в США.   Использованный нами вариант методики был более продвинут методически по сравнению с упомянутыми работами  Уанга, а также Дэвиса и соавторов в том отношении, что  они не использовали информацию о воздействии испытуемых химических веществ на соотношение проросших и непроросших семян. Введение нами интегрального морфогенетического показателя, объединяющего вместе информацию о воздействии тестируемого вещества или загрязненной воды на оба процесса - прорастание семян и удлинение проростка - было усовершенствованием в методическом плане.

Применяли различные растительные тест-объекты (Остроумов, 1990, табл. 1). Были апробированы традиционные методики и некоторые менее традиционные варианты и подходы . Перечень некоторых основных эффектов, на основе которых проводили оценку БА веществ - различных ПАВ и некоторых пестицидов (Максимов и др., 1988), приведены в (Остроумов, 1990, табл. 2). Отметить следующие особенности некоторых из апробированных нами вариантов методик (Горюнова, Остроумов, 1986; Нагель и др., 1988; Остроумов, Максимов, 1988; и др.).

1. Методика оценки биологической активности веществ и загрязнения водной среды по их воздействию на семена (в условиях 100%-го прорастания) и дальнейший рост проростков. При 100%-м прорастании семян для оценки БА вещества или водной среды соответствующий водный раствор (обычно 7, 10 или 15 мл) наливают в чашку Петри (диаметром 10 см), где на фильтровальной бумаге предварительно семена тест-объектов. В контрольные чашки наливают тот же объем дистиллированной (ДВ) или отстоянной водопроводной воды (ОВВ). Проводят инкубацию в темноте при комнатной температуре или при 26-28°С. Через интервал времени t1 измеряют длину проростков (т.е. гипокотиль+корень) или корней; проводили дальнейшие измерения в моменты t2, t3 и т.д. Результаты измерений обрабатывали статистически с использованием непараметрических методов (см. ниже). Использовали расчёты средней скорости удлинения и процента ингибирования  (Иванов, 1974). Использование данной группы методик проведено на  горчице белой Sinapis alba, гречихе Fagopyrum esculentum, огурце Cucumis sativus, кресс-салате Lepidium sativum и других объектах. В сводной таблице (Остроумов, 1990, табл. 1) методики обозначены: 1, 4, 5, 7, 8.

2. Методика оценки биологической активности веществ и загрязнения водной среды по воздействию на удлинение преинкубированных проростков. В случае, когда необходимо избавиться от воздействия тестируемого вещества на начальный этап прорастания семян (на всхожесть) и целью поставлено изучение эффекта вещества на собственно удлинение проростков, опыт ставили следующим образом (см.: Иванов, 1974). Семена вначале подвергают преинкубации в ДВ или ОВВ. Затем отбирают проростки (претмущественно определённой длины) и переносят в чашки Петри с тестируемым раствором в разных концентрациях. Во всех чашках находятся разные объёмы растворов (обычно 7, 10 или 15 мл) и равное число проростков. Контрольные проростки переносят в новые чашки Петри с той водой, на которой готовили тестируемые растворы. Измеряют длину проростков в начале инкубации (t1). Затем ведут инкубацию в темноте и измеряют вторично (t2, t3 и т.д.). Удлинение проростков в тестируемых растворах сопоставляют с развитием контрольных проростков. Результаты подвергают статистической обработке. Этот метод имеет следующие ограничения: преинкубация в ДВ или ОВВ может приводить к некоторому сглаживанию эффекта и снижению чувствительности метода по сравнению с группой методик пункта 1. Апробация методик биотестирования на проростках проведена в большом цикле работ В.Б.Иванова (например: Иванов, 1974), а также нами на гречихе, рисе и других объектах. В сводной таблице (Остроумов, 1990, табл. 1) методики обозначены: 1б, 5б, 5в, 6.

3. Методика оценки биологической активности вещества и загрязнения водной среды по воздействию на степень прорастания (всхожесть). Некоторые (но не все) испытуемые вещества существенно снижают долю прорастающих семян. Оценить эту долю наиболее просто в том случае, когда в контроле прорастает 100% семян. Если же в контроле часть семян не прорастает, для оценки эффекта тестируемого вещества использовали формулу:

                                  Е=[(Mo-Mk) / (N-Mk)]  100%,

где N, Mк Mо- числа семян, взятых для тестирования в каждой из концентраций; не проросших в контроле и не проросших при испытуемой концентрации вещества соответствено. Биологический смысл приведённой формулы в том, что она даёт алгоритм, в определённой мере выявляющий, какая доля семян не прорастает именно в результате действия тестируемого вещества. Подход был апробирован в опытах по изучению действия ПАВ на F. esculentum, Allium cepa. Подобный подход возможен в любом опыте, где в контроле прорастают не все семена.

4. Методика оценки биологической активности веществ и загрязнения водной среды по воздействию на условную среднюю длину проростков. Некоторые вещества могут замедлять удлинение проростков без большого снижения всхожести семян, в то время как другие вещества могут ингибировать оба процесса. Поэтому представляет интерес создание такой методики биотестирования и обработки результатов, при которой учитываются и интегрируются влияния веществ и на скорость роста, и на прорастание семян. Нами была предложена и апробирована следующая методика. Семена раскладывали в чашки Петри с тестируемым раствором. Затем измеряли длину проростков, регистрируя также число не проросших семян. При дальнейшей обработке и вычислении средней длины проростков непроросшие семена включали в обрабатываемый массив данных как проростки с условной длиной, равной нулю. Получаемую при усреднении данных величину называли условной средней длиной (УСД) проростков. Рассчитанный таким образом показатель объединял информацию о воздействии вещества как на длину проростков, так и на всхожесть семян. Подобный подход был апробирован на F. esculentum и Oryza sativa. В сводной таблице (Остроумов, 1990, табл. 1) соответствующие методики обозначены: 1а и 5а.

Среди других вариантов апробированных методик отметим методики, основанные на нарушении ориентации гипокотилей проростков, находящихся под действием тех или иных биологически активных веществ (БАВ). В этих опытах ориентация гипокотилей регистрируется визуально. На определенной стадии развития подавляющее большинство гипокотилей Camelina sativa ориентированы вертикально. Пример подобной работы приведён в главе о НПАВ.
Обработка результатов экспериментов с проростками: после получения первичных результатов необходима их статистическая обработка. Использовали пакет статистических программ  "Статграфикс". После вычисления средней длины (или условной средней длины) проростков  в ряде опытов целесообразно вычисление скорости удлинения (V) и процента ингибирования I по формулам 

V=[ x(t2 )  - x(t1 )]/ (t2 - t1  )
I = (1- xоп/ xконтр   ) 100% = [ (xконтр  - xоп ) / xконтр ] 100%

где x(t1 ) , x(t2 )  - средняя длина проростков в моменты времени t1 и t2;  xоп- средняя длина проростков в варианте, где действуют БАВ или тестируемая (загрязнённая) водная среда; xконтр - средняя длина проростков в контроле.

Для оценки статистической значимости различий между  xоп и xконтр  использовался t-критерий (критерий Стьюдента). Использовали также непараметрические критерии, такие как критерий Вилкоксона и критерий Колмогорова - Смирнова. Использование этих критериев предусмотрено возможностями пакета статистических программ "Статграфикс". Однако ограничение этого пакета заключается в том, что "Статграфикс" может сравнивать по критерию Вилкоксона и Колмогорова - Смирнова лишь выборки одинакового объёма, хотя на практике выборки могут иметь разный объём. Этого недостатка лишён пакет статистических программ "Статис", разработаный на биофаке МГУ А.П.Кулаичевым.

5. Методика опытов по воздействию на клетки ризодермы. Семена гречихи F. esculentum, горчицы белой S. alba или мягкой пшеницы Triticum aestivum раскладывали на чашках Петри на фильтровальной бумаге. В чашки добавляли по 7-15 мл раствора НПАВ Тритона Х-100 (Schuchardt) в дистиллированной воде и проводили инкубацию в темноте. В контрольные чашки добавляли такой же объем дистиллированной воды и вели инкубацию.

Опыты с F. esculentum Шатиловская-5 были поставлены в двух вариантах.

Вариант I. В чашку Петри помещали 17-20 семян и вносили 10 мл тестируемого раствора. Инкубацию вели при 27°С.  При увеличении концентрации ПАВ снижалось число проросших семян, что приводило к уменьшению общего числа проростков. Число незакрепившихся проростков регистрировали через 45 ч.

Вариант II. Семена замачивали не в растворе ПАВ (как в варианте I), а в дистиллированной воде и инкубировали. Через 21 ч проростки средней длины переносили в новые чашки Петри с растворами Тритона Х-100. В каждую чашку помещали по 10 проростков. Число незакрепившихся проростков регистрировали через 43 ч от начала замачивания семян в дистиллированной воде. В опытах с S. alba ВНИИМК в чашку помещали 15 семян и вносили 7 мл тестируемого раствора. Инкубацию вели при 18°С.  

В опытах с T. aestivum в чашку Петри помещали по 3-4 семени или проростка озимой пшеницы (сорт Заря) и вносили 7-15 мл раствора Тритона Х-100 в дистиллированной воде или равный объем дистиллированной воды. В одном из вариантов опыта проростки помещали на перфорированные диски, а корни, пропущенные через отверстия, полностью погружали в водную среду. Инкубацию вели при 27°С в темноте. 

2.1.2.5. Моллюски. 

Использовались пресноводные и морские моллюски. Пищевая роль моллюсков велика - и как объектов промысла, и объектов марикультуры. Общий вылов морских двустворчатых моллюсков превышает вылов всех остальных групп беспозвоночных, вместе взятых. В стоимостном отношении роль беспозвоночных (и моллюсков в том числе) более значительна, чем в весовых показателях (Моисеев, 1985). Двустворчатые моллюски имеют  большое значение как обрастатели. Некоторые двустворчатые моллюски стали опасными интродуцентами (например, Dreissena polymorpha). Двустворчатые моллюски входят в число видов Красных книг России и других бывших республик СССР. (См. также The IUCN Invertebrate...1985).  Используется номенклатура по (Зацепин, Риттих 1975; Зацепин и др., 1978).

2.1.2.5.1. Пресноводные моллюски. В работе иcпользовали Unio pictorum (L.) s. lato (перловица обыкновенная), Unio tumidus Philipsson s. lato (перловица клиновидная), Crassiana crassa (Philipsson) s. lato  (=Unio  crassus) (перловица овальная (толстая)), Anodonta cygnea (L.) s. lato (беззубка обыкновенная) - Сем. Unionidae.  Отр. Actinodontida. Подкл. Schizodonta. (=Palaeheterodonta). Кл. Bivalvia. 

Организмы были собраны в верховьях р. Москвы, на каменисто-песчаном заиленном дне, с глубины 40-60 см.

Скорость фильтрации определяли по снижению оптической плотности среды инкубации в результате вызванного фильтрацией изъятия из воды предварительно добавленных клеток водорослей, цианобактерий или Saccharomyces cerevisiae. Автор благодарит Н.Н.Колотилову и Е.А.Кузнецова за помощь.

В типичном опыте, если не указано иное, в сосуды с 1.5 л отстоенной водопроводной воды (ОВВ) помещали по 8 моллюсков U. pictorum. В варианте А (контроль,  без ПАВ) находилось 8 моллюсков весом от 20.8 до 30.4 г (средний вес 24.3 г, сырой вес с раковиной), в варианте В (ПАВ) находилось 8 моллюсков с весом от 21.4 до 36.7 г (средний вес 26.1 г). В обоих вариантах в воду была заранее добавлена суспензия клеток S. cerevisiae (САФ-Момент, S. I. Lesaffre, 59703 Marcq, France), конечная концентрация (по сухому весу) 263.1 мг/л. Кроме того, ставили дополнительный контроль (вариант С). В варианте С сосуды содержали ОВВ с суспензией S. cerevisiae, но без моллюсков. В варианте С ПАВ не вносили. Сосуды всех трех вариантов инкубировали при температуре 17(С. Из сосудов отбирали аликвоты и измеряли оптическую плотность при 500 нм (спектрофотометр Hitachi 200-20, оптический путь 10 мм). Эксперименты с U.tumidus ставились аналогично. В ряде опытов в качестве суспензии планктонных клеток, отфильтровываемых моллюсками, использовали S. quadricauda, Synechocystis sp. 6803, и  S. cerevisiae (штамм из коллекции кафедры микробиологии МГУ)(любезно предоставленные Н.Н.Колотиловой). Культура S. cerevisiae из коллекции кафедры микробиологии МГУ выращена в стеклянных качалочных колбах при 26-28(C и постоянной интенсивной аэрации на качалке (180-200 об/мин) в течение 96 ч. Среда для выращивания культур, г на 1 л: (NH4)2SO4 5.0;  KH2PO4 1.2; KСl 0.15; MgSO4 •7H20 0.2; CaCl2  0.05; дрожжевой автолизат 50 мл; pH (исходный) 6.0. В качалочные колбы (объем колб 0.75 л) вносили по 150 мл среды и стерилизовали. Перед посевом в колбы вносили стерильный раствор глюкозы из расчета 2 % по массе. Посевной материал вносили в количестве 3-4 мл. Посевной материал выращивали в пробирках на скошенном сусло-агаре в течение 2 сут при 30 (С. Биомассу смывали стерильной водой и использовали для посева. Оптическую плотность при 500 нм измеряли на спектрофотометре Hitachi 200-20, при длине оптического пути 10 мм.

В ряде опытов использовали Lymnaea  stagnalis (L.) (=Limnaea stagnalis) (обыкновенный прудовик) – Сем. Lymnaeidae, Отр. Basommatophora, Подкл. Pulmonata (Легочные моллюски). 
Организмы были собраны из эвтрофного пруда в пойме верховьев р. Москвы. Для содержания моллюсков во время опыта использовали пластиковые сосуды, приготовленные из стандартных бутылей для безалкогольных напитков путем отрезания верхней части бутыли. Достоинством этих сосудов является их форма: (1) благодаря соотношению высота: площадь основания они занимают сравнительно мало места на столах лаборатории; (2) благодаря особой форме дна последнее имеет углубления, в которых концентрируется осадочный материал (пеллеты), благодаря чему его удобно количественно отбирать для последующего анализа. Взвешивание образцов фитомассы и пеллет и их элементный анализ проведено М. П. Колесниковым. Методики анализа см. Остроумов, Колесников, 2000, ДАН, Т. 373, № 2, С. 278-280). В сосуды помещали по 5-10 животных. Если не указано иное, общая биомасса моллюсков в одном сосуде составляла в большинстве случаев 10-14 г (в опыте с ТДТМА сырой вес с раковиной в среднем 11.72 г). В качестве корма использовали листья кубышки желтой Nuphar lutea (L.) Smith, взятые из р. Москве (с глубины 1.5 м) в июне. В ряде опытов использовали листья Taraxacum officinale Wigg. Из листьев удаляли центральную жилку и разделяли на две половины, одна из которых поступала в качестве корма для моллюсков в сосуды с ПАВ ТДТМА, другая в контрольные сосуды. Объем воды в каждом сосуде (отстоенная водопроводная вода) составлял 1 л. В течение опыта ежедневно заменяли весь объем воды на новый раствор ТДТМА указанной в тексте концентрации.

2.1.2.5.2. Морские моллюски. 

(а) Mytilus edulis. Подкл. Filibranchia (=Pteromorphia). Отр. Arcoida (=Neotaxodonta) (по одной из систем классификации отр. Dysodonta). Сем. Mytilidae. Съедобная мидия (Mytilus edulis) является одним из наиболее широкораспространенных  видов двустворчатых моллюков. Обитает в Тихом, Атлантическом, Северном Ледовитом океанах. Эвригалинный вид, обычен и у побережий, и в эстуариях. Плотность поселений достигает нескольких тыс экземпляров, биомасса может достигать значительно более 1 кг на 1 м2. Эвритермна, выносит значительные колебания температуры. С каменного века имеет большое пищевое значение для человека. Ежегодно в мире добывается более 600 тыс т (напр., 1980 - 628, 2 тыс т) мидий (M. edulis и другие виды этого рода), т.е. около 19,5 % общего мирового вылова донных моллюсков (без головоногих) (Моисеев, 1985). Запасы мидий у Черноморского побережья России и Украины ранее оценивались около 65 млн т (сейчас значительно снизились),  в Белом море только у Карельского и Поморского берегов около 3 тыс т. Марикультура мидий дает  около 8 (в некоторых случаях значительно выше - до 150 т) высокоценного мяса с 1 га или свыше 1 т мидий со 100 м2 специальных плетней (“бушо”), стоящих в воде, куда переносят молодь мидий. За счет марикультуры получают более 80% мировой добычи мидий. Мясо мидий содержит около 10% белков, 1 % жиров, 0,5 % углеводов (Зацепин, Филатова, 1968). Добыча мидий (в основном культивируемых) составляет (тыс т): в Нидерландах около 80-120, Испании - 65-95, Франции 50-70, Дании 45-90, Германии 11-23, Великобритании 7-11 тыс т. Источник ценных химических веществ. Используются для мониторинга загрязнения водной среды (Бурдин, 1985), поскольку накапливают загрязняющие вещества (Безносов и др., 1987; Donkin, 1994). Благодаря активной фильтрации воды (Алимов, 1981) являются одним из эдификаторов водных экосистем (Заика и др., 1990). Личинки мидий (стерробластулы, конхостомы, трохофоры, велигеры) - важный компонент зоопланктона и пищевой ресурс многих видов рыб. 

Животные для проведения экспериментов были собраны с крупнопесчаного дна эстуария Эксмуса (Exmouth) на юге Англии и содержались в танках с автоматической имитацией прилива и отлива. Моллюски вручную очищались от обрастаний усоногих раков. 

Эксперименты проводили в сосудах емкостью 2 л, снабженных магитными мешалками. Сосуды инкубировали в термостатируемой комнате при температуре 16 o С. Морскую воду брали на расстоянии 15 км от береговой линии Плимута и фильтровали через нитратцеллюлолозные фильтры типа WCN с размером пор 0.45 мкм (Whatman, Maidstone, England). 

Обычно в экспериментах использовали 16 животных, из которых 8 подвергали воздействию ксенобиотика и 8 других служили в качестве контроля. ПАВ добавляли в экспериментальные сосуды за 1,5 часа перед началом эксперимента. Концентрация ПАВ, указанная в таблицах и упоминаемая в тексте при обсуждении данных всегда является начальной концентацией в момент добавления данного ксенобиотика в сосуд. В добавление к восьми сосудам, где содержали попарно 16 животных, использовали также девятый сосуд с те же объемом воды (2 л); во все девять сосудов одновременно добавляли одинаковый объем суспензии водорослей. 

Cкорость фильтрации определяли по убыли концентрации клеток морских фитофлагеллят Isochrysis galbana Parke (штамм CCAP 927/1) (Класс Haptophyceae Christensen 1962, переименован Prymnesiophyceae Hibberd 1976, part of Chrysophyceae; Order Isochrysidales Pascher 1910, Family Isochrysidaceae Pascher 1910). Штамм был получен из коллекции NERC Culture Collection of Algae and Protozoa, Dunstaffnage Marine Laboratory, P.O. Box 3, Oban, Argyll, PA34 4AD, Scotland, UK). Водоросли выращивали при постоянной аэрации струей воздуха в 20-литровых сферических стеклянных сосудах при постоянном освещении. 

Состав среды для выращивания водорослей, г/л фильтрованной морской воды: ЭДТА, динатриевая соль 4,5: NaNO3 100; NaH2PO4 •12 H2O 20; MnCl2 •4H2O 0,36; FeCl3 1.3. Добавляли раствор витаминов в дозировке 0,1 мл на 1 л среды: в 200 мл дистиллированной воды Aneurin-HCl (витамин В1, тиамин) 0,2 г, цианкобаламин  (витамин В12) 0,01 г. Добавляли раствор микроэлементов (Остроумов и др., 1997).

Концентрацию водорослей измеряли, используя Сoulter counter (Coulter Electronics, модель Industrial D). 

Для расчета скорости фильтрации СR (л/час) использовали формулу (Donkin et al., 1997): 

СR = V (ln C1 - ln C2)/(t 2- t1 ), 

где V - объем воды в сосуде (2 л), C1 - концентрация клеток в начале интервала времени, C2- концентрация клеток в конце интервала времени, t2 –t1 - длительность интервала времени (в часах). Сходная формула рекомендована (Филенко, 1988). Автор благодарит Dr. P. Donkin и Mr. F. Staff за помощь.

Для оценки статистической значимости различий между  количественными величинами в опыте и контроле  использовался t-критерий (критерий Стьюдента). Рассчитывали величину стандартной ошибки по общепринятой формуле. Для проведения статистического анализа данных использовали Microsoft Excel 2000.

(б) Mytilus galloprovincialis Lam.

На данном объекте изучали воздействие ДСН, ТДТМА и некоторых смесевых препаратов (1999 г). Моллюски получены в аквакультурном хозяйстве ИНБЮМ НАНУ (бухта Казачья) в августе (автор приносит благодарность А.В.Пирковой, В.И.Холодову и другим сотрудникам ИНБЮМ). Возраст моллюсков 2 месяца. Личинки использованных в опыте моллюсков получены от группового скрещивания (8 женских и 5 мужских особей возраста 1.5-2 года). Стимуляция нереста проводилась температурной стимуляцией (охлаждение до 18 oС, затем резкое повышение температуры до 22 oС). Личинки выращивали в морской воде, взятой с глубины 60 м и профильтрованной через фильтр 20 микрон (газ из синтетического волокна). Температура воды при выращивании 18-25 oС. Кормили личинок смесью водорослей (Thalassiosira sp., Monochrysis lutheri, Dunaliella viridis), выращенных на среде Провасоли (Гродзинский А.М., Гродзинский Д.М., 1973) при круглосуточном освещении 10-12 тыс. люкс. 
В сосуды помещали около 500 животных. Общая биомасса моллюсков в  сосуде составляла  0.5 г (сырой вес с раковиной). Использовали несколько вариантов методики. Вариант методики с использованием Pavlova lutheri (Droop) Green 1975 (=Monochrysis lutheri Droop 1953) (Класс Haptophyceae Christensen 1962, переименован Prymnesiophyceae Hibberd 1976, part of Chrysophyceae; Order Pavlovales Green 1976; Family Pavlovaceae Green 1976). Если не указано иное, в сосуды вносили моллюски, наливали по 25 мл морской воды, затем добавляли 25 мл суспензии водорослей Pavlova lutheri (=Monochrysis lutheri) (12 млн клеток/мл), так что  конечная концентрация водорослей составляла 6 млн клеток/мл. Время добавки суспензии водорослей принималось за начало инкубациии. Конечный объем среды инкубации в каждом сосуде 50 мл. 

Вариант методики с использованием Dunaliella viridis (Chlorophyceae, Order Volvocales Oltmanns 1904; Family Dunaliellaceae Christensen 1967) (например, при изучении воздействия ДСН). Водоросли были выращены на среде Провасоли (Гродзинский А.М., Гродзинский Д.М., 1973). Если не указано иное, в экспериментальные сосуды вносили 30 мл суспензии водорослей при начальной концентрации клеток около 3 ( 106 клеток/мл. Одновременно измеряли OD в трех вариантах, из которых два служили контролем. В экспериментальный сосуд вносили мидии (0.5 г сырого веса с раковинами, всего около 500 моллюсков), затем добавляли суспензию водорослей и ПАВ. Контроль 1: сосуд содержал мидии, водоросли, без ПАВ. Контроль 2: сосуд содержал водоросли, ПАВ, без мидий. Контроль 3: сосуд содержал только водоросли, без мидий, без ПАВ. Измеряли OD при 658 нм (оптический путь 10 мм) на спектрофотометре СФ-26 (ЛОМО).

В некоторых опытах использовали S. cerevisiae (САФ-Момент, S.I.Lesaffre, 59703 Marcq-France). Инкубацию проводили, если не указано иное, при 25.8 oС. Оптическую плотность среды измеряли при 650 нм (оптический путь 10 мм) на спектрофотометре СФ-26 ЛОМО. В ряде опытов регистрировали время констатации визуальных различий (степени мутности среды) между контролем и опытом. Достоинством методик, использующих S. cerevisiae, является возможность использования их в полевых условиях и при лимитировании в обеспеченности лабораторным оборудованием.

(в) Crassostrea gigas Thunberg. 

Подкласс Filibranchia (=Pteromorphia). Отряд Pectinida (=Monomyaria). Сем. Ostreidae. Моллюски получены в аквакультурном хозяйстве ИНБЮМ НАНУ и Государственного Океанариума Украины (бухта Казачья) в августе (автор приносит благодарность А.В.Пирковой, В.И.Холодову и другим сотрудникам ИНБЮМ). Возраст моллюсков 1 год. Оседание личинок проведено в лабораторных условиях. Затем моллюсков перенесли в садки и выращивали год в открытом море. Скорость фильтрации определяли по снижению оптической плотности среды при 550 нм в результате вызванного фильтрацией изъятия из морской воды предварительно добавленных клеток S. cerevisiae. Концентрация клеток S. cerevisiae  (САФ-Момент, S.I.Lesaffre, 59703 Marcq-France) обычно составляла 100 мг/л (по сухому весу). Температура указана в таблицах. Оптическая плотность измерялась на СФ-26 ЛОМО при длине оптического пути 10 мм.  Средний вес использованных устриц и объем среды инкубации указан в примечаниях к таблицам. 

(г) Mercenaria mercenaria (Linne).

Сем. Veneridae (более 400 видов). Подотряд разнозубых (Heterodonta). Отряд настоящие пластинчатожаберные (Eulamellibranchia). Моллюск  (до 10-12 см длиной) является главным промысловым объектом из  венерид; большинство венерид съедобно, многие их виды являются промысловыми, некоторые разводятся). Венериды добываются в Японии (свыше 1 млн центнеров в год), США, Китае, Франции, Испании и других странах.


В нашей работе использовали личинок в возрасте 4 дней. Личинок получали в аквакультурном хозяйстве (hatchery) Bluepoints Co., Inc. (Mr. Chris Pranis, P.O.Box 8, Atlantic Avenue, West Sayville, Long Island, NY 11796;  (516)589-0123.
Для кормления использовали фитофлагеллят Isochrysis galbana. Соленость используемой воды 26 промилле. Личинок инкубировали в планшетках для культуры тканей (6-well, flat-bottom, tissue culture plates, Multiwell;  Becton Dickinson and Co.). Объем лунок  10 см. Наблюдения лунок осуществляли, используя бинокулярную лупу (dissecting microscope Nicon). Автор выражает благодарность проф. Н. Фишеру (SUNY) за предоставление возможностей его лаборатории для проведения этой работы. Частичное спонсирование этих исследований осуществили USIA и  International Programs SUNY.

2.1.2.6. Аннелиды. Пиявка медицинская Hirudo medicinalis.


Тип Annelides. Класс Пиявки Hirudinea, Подкласс Настоящие пиявки Euhirudinea,   Отряд Челюстные пиявки (Бесхоботные пиявки) Gnathobdelliformes (по другим системам классификации Gnathobdellea;  Arhynchobdellea), Сем. Hirudinidae (Челюстные пиявки Gnathobdellidae). Используется для лечения. Вырабатывает ценные для медицины вещества, напр., гирудин, ценный для лечения тромбофлебита и гипертонии. В год используется (в основном для медицинских целей) около 12 000 кг пиявок (The IUCN Invertebrate Red Data Book, 1983, p. 207). Вид включен в Красные Книги Международного Союза Охраны Природы и многих стран (Яблоков, Остроумов, 1983; 1985), включая Россию и другие бывшие республики СССР. Правительство России еще в 1848 г. установило повышенный триф на экспорт пиявок и ввиду угрозы истощения ресурсов этого вида запретило их сбор в водоемах с мая по июль. Вид является моделью для изучения важной в экологическом отношении группы пиявок- энергичных и активных хищников и тем самым регуляторов водных экосистем. Пиявки как класс (около 400 видов) обитают во всех типах водных экосистем (пресноводных и морских) и живут за счет всех классов позвоночных, моллюсков, ракообразных, водных насекомых, червей и т. д. (Лукин, 1968).

Для биотестирования на пиявках по методике (Методические указания..., 1986) использовали молодых особей H. medicinalis, полученных на биофабрике Главного аптекоуправления г. Москвы. Особи были в возрасте 6 мес, весом ~80 - 200 мг (сырой вес), последнее их кормление проводилось за 40 дней до начала опыта. Животные были посажены по три экземпляра в чашки Петри диаметром 10 см с добавленным тестируемым раствором (20 - 30 мл) или отстоенной водопроводной водой (ОВВ) в том же объеме. Действие ПАВ при каждой из концентраций (1, 5, 10 , 25, 50, 250 мг/л) исследовалось на девяти особях, т.е. для каждой из концентраций брали три чашки Петри). Температура воды при инкубации - 20°C, все растворы ПАВ были приготовлены на ОВВ. Эта же вода была и в контроле.

Для тестирования всех животных помещали на несколько минут в чистую ОВВ. Это начальное предварительное инкубирование проводили в чашках Петри. В каждую чашку Петри помещали по три особи и вносили по 20 - 30 мл ОВВ. Животные быстро успокаивались и принимали статичное состояние. Затем из всех чашек воду сливали и помещали в эти же чашки растворы ПАВ или ОВВ (в контрольные варианты). С этого момента вели отсчет времени экспозиции. Через 10 мин начинали регистрировать состояние подопытных животных. В течение первых 50 мин состояние животных в каждой из чашек Петри наблюдалось каждые 2 мин (число наблюдений составило для каждой концентрации 9 . 25=225). Регистрировали, в частности, состояние покоя, локомоторную активность ("динамичные состояния"), характерные позы, связанные с интоксикацией (Лапкина, Флеров, 1979; Методические указания..., 1986). Автор благодарит Б.А.Флерова и Л.Н.Лапкину за консультации и помощь.

2.1.2.7. Другие объекты и методы. Культура морских фитофлагеллят Olisthodiscus luteus N. Carter 1937 (Отдел Chromophyta,  класс Raphidophyceae Сhadefaud ex Silva 1980 = класс Chloromonadophyceae Papenfuss 1955) была любезно предоставлена Л.В.Ильяш (МГУ, каф. гидробиологии). Этот вид распространен в соленых маршах в Европе и Японии (Tomas, 1997).

Характеристика электрографической реакции обонятельной луковицы Cyprinus carpio проводилась  А. Я. Капланом на разработанной и созданной им установке по авторской методике (Каплан, 1987, 1988). Методика позволяла количественно охарактеризовать функциональную активность обонятельной луковицы и поступление сигнала с ее рецепторов при стимуляции водными растворами, содержащими низкие концентрации адекватных химических стимулов (природные вещества, наприер, аминокислоты), а также нарушение нормальной функциональной активности при действии химических веществ.

2.2. Использованные вещества

2.2.1. АПАВ


2.2.1.1. Додецилсульфат натрия (ДСН, лаурилсульфат натрия, формула С12Н25 SO4 Na, молекулярная масса 288.5) является одним из широко применяемых представителей первичных алкилсульфатов. Свойства: растворим в воде, хлороформе, метаноле, бутаноле, не растворим в диэтиловом эфире, бензоле, диоксане (до 40 С); ККМ (критическая константа мицеллообразования) 8,1 ммоль/л; ГЛБ (гидрофильно-липофильный баланс)=42,0. Широко применяется как пенообразователь, эмульгатор, солюбилизатор, смачиватель, диспергатор. ЛД50=2,7 г/кг (белые крысы, внутрибрюшинно). Аналог выпускается в Германии (фирма BASF) под названием Waschrohstoff 818 Teig. 

2.2.1.2. Сульфонол. Использовали сульфонол, произведенный в Сумгаите (1984 г.). Содержание: алкилбензолсульфонаты  натрия 45% (С12 - С18 ), сульфат натрия 10%, несульфированные углеводороды до 3%, остальное Н2О. Для препарата с  80% ПАВ ККМ = 1,88 г/л; ГЛБ = 11,0 - 11,7. Область применения: основа композиций для очистки сырой шерсти, крашения тканей, очистки поверхностей металлов, промывки машин, пенообразующий агент, первичный эмульгатор при эмульсионной полимеризации,  смачиватель. Считается малотоксичным. Для препарата с 80% ПАВ ЛД50 = 5,45 г/кг (белые крысы, внутрижелудочно). Аналоги выпускаются в Германии, Бельгии, США, Англии под другими названиями (Абрамзон, Гаевой, 1979, стр. 284). Близкие вещества применяются также как флотореагенты в горнорудной промышленности, пластификаторы бетонов и цементов, ингибиторы коррозии и многих других областях. В СМС “Лотос” содержание сульфонола 20% (допуск 19%-22%).

2.2.2. НПАВ

2.2.2.1. Тритон Х-100 (ТХ100, оксиэтилированный алкилфенол, полиоксиэтиленизоктилфениловый эфир с молекулярной массой 624,9) является одним из широко применяемых представителей моноалкилфениловых эфиров полиэтиленгликоля (алкиларилполиэфиров). Бесцветная прозрачная вязкая жидкость. Свойства: растворим в мягкой и жесткой воде, этаноле, бензоле. ККМ (критическая константа мицеллообразования) 0,24-0,9 ммоль/л; аггрегационное число 140, средний мицеллярный вес 90 000 (у фракций с разной температурой кипения мицеллярный вес различен). Вещества этого класса (оксиэтилированные алкилфенолы) широко применяются как эмульгаторы, солюбилизаторы, смачиватели, диспергаторы, компоненты моющих и обезжиривающих композиций; используются в нефтеперерабатывающей, нефтехимической, газовой и во многих других областях промышленности (Абрамзон, Гаевой, 1979). ТХ100 широко применяется в биомедицинских исследованиях, а также в некоторых препаратах, применяемых в генной инженерии. ЛД50 некоторых технических препаратов, содержащих ТХ100 и его гомологи, около 1,6 г/кг (белые крысы, внутрибрюшинно). Аналоги выпускаются в США и Англии под различными названиями. Среди веществ этого класса - NP-4, Triton X-207, Triton N-101 и другие. 

2.2.3. КПАВ

2.2.3.1. Четвертичные аммониевые соединения (ЧАС). Использовали тетрадецилтриметиламмоний бромид (ТДТМА), этоний (см. ниже) и бензетониум хлорид (бензилдиизобутилфеноксиэтокси-этоксидиметиламмоний хлорид).   ЧАС имеют широкую область применения. КПАВ из класса ЧАС содержатся в сточных водах таких отраслей промышленности, как нефтяная (бурение и эксплуатация нефтяных скважин, добыча, транспорт и хранение нефти), нефтехимическая (производство латексных изделий), газовая (бурение газовых скважин), химическая (производство удобрений, синтетических смол и пластмасс, химволокон, лаков и красок, кинофотоматериалов и магнитных лент), автомобильная, авиационная, машиностроение (механическая обработка металлов), целлюлозо-бумажная (варка целлюлозы, получение и облагораживание бумаги), строительная (изготовление асфальтобитумных смесей), текстильная, мясомолочная, медицинская и биотехнологическая, в кожевенном производстве; ЧАС применяются в сельском хозяйстве и различных видах транспорта (водный, авиация, автомобильный). Важный пример соединений этого класса - алкилтриметиламмоний  хлорид (АТМ-хлорид), применение которого включает использование его для защиты материалов от биоповреждений (Ильичев и др., 1985). Основа соединений ниртан, дезан. Ниртан испытан для дезинсекции объектов здравоохранения и животноводческих комплексов, для защиты металлического оборудования нефтепромыслов от микробиологической коррозии. В концентрации 25 мг/л подавляет сульфатредуцирующие бактерии и на 25 % снижает скорость коррозии. АТМ-хлорид в виде препарата  Катионат-10 (до 2%) используется при реставрационных работах для антисептической обработки красочного слоя произведений старинной живописи. АТМ-хлорид в смеси с другими ЧАС рекомендован для защиты от поражения микроорганизмами нефтяных дистиллятных топлив. Эффективная концентрация в топливе до 0.1%. ЛД50 = 870 мг/кг (крысы), 900 мг/кг (мыши) (Ильичев и др., 1985).

Этоний. 1,2- N,N-бис(диметил)-N,N'-бис(децилацетат) этилендиаммо-ний дихлорид. ККМ 3,2 ммоль/л, ЛД50 55 мг/кг, ЛД100 70 мг/кг (белые крысы, внутримышечно). Термически устойчив до 170о С, устойчив в кислых средах и в присутствии солей жесткости. Область применения: эмульгатор, гидрофобизатор, мягчитель тканей, стабилизатор дисперсий, флотореагент, упрочитель глинистых суспензий, антистатик, в фармацевтической промышленности для приготовления мазей, эмульсий, растворов; перезарядчик полимерных покрытий, глин, эпоксидных смол. Он используется также в фармацевтической промышленности для приготовления мазей, эмульсий, растворов (Абрамзон, Гаевой, 1979, с. 294).

Величины ККМ для некоторых СПАВ приведена в Табл. 2.1 (по Абрамзон, Гаевой, 1979, выборочно; использованы также каталоги нескольких фирм-производителей и поставщиков ПАВ).

2.2.4. Смесевые препараты - синтетические моющие средства (СМС) и пеномоющие средства (ПМС). 

СМС и ПМС, наряду с СПАВ, содержат другие компоненты, в том числе фосфор-содержащие соли, силикаты, бикарбонаты, оптические отбеливатели и др. Состав некоторых СМС и ПМС, изучавшихся в работе, приведен в Таблицах  2.2-2.4. Ниже приведена информация об использованных препаратах, включая производителя и доступную информацию о составе (по неполным сведениям, содержащимся в маркировке препарата).

Лотос-Экстра. ТУ 6-39-1-89 (Винницкое ВО "Химпром" 287100 Винница, Фрунзе 4). Рекомендуемая концентрация при использовании 5-7 г/л.

Лоск-Универсал (Henkel). ТУ 2381-007-04831040-96 (ОАО "Эра" 187020 г. Тосно Ленинградской области, Московское шоссе 1). Состав: ПАВ, энзимы, оптический отбеливатель, сода, сульфат, фосфаты, силикат, полимеры, цитрат натрия, отдушка. Рекомендуемая концентрация в жесткой (6-9 мг-экв/л) воде 5-12 г/л.

OMO Intelligent Automat (Unilever Polska S.A. Oddzial Detergentow I Kosmetykow, ul. Kraszewskiego 20, 85-954 Bydgoszcz). АПАВ 5-15%; НПАВ менее 5%; фосфат 15-30%.

Дени-Автомат. ТУ 2381-011-04831040-98 (ОАО "Эра", 187000, г. Тосно Ленинградской обл., Московское шоссе 1; ООО "Хенкель-Юг", 413116 г.Энгельс, Саратовской обл., пр. Строителей 48). Рекомендуемая концентрация 6-7 кг/л.
Весна-деликат. ТУ 2381-001-00336496-98. (ОАО Косметическая фирма Весна, 443036 Самара, ул. Неверова 33). Состав: ПАВ, триполифосфт натрия, карбонат натрия, сульфат натрия, силикат натрия, специальные смягчающие компоненты; отдушка, КМЦ, оптический отбеливатель.

Lanza Automat (Benckiser) (113054 Москва, Космодамианская наб. 52/11).

IXI Bio-Plus (Cussons Polska S.A.; ul. Krakowska 112/116, 50-427 Wroclaw, Poland); состав: НПАВ <5% , АПАВ 5-15%, отбеливающий агент, фосфат >15%, сульфат, карбонаты, силикат, КМЦ, энзим, оптический осветлитель, отдушка. В маркировке отмечено: препарат прошел дерматологическое тестирование (tested dermatologically).

Avon Herbal Care. (Normal hair shampoo [lavender and honey with milk proteins]) Состав: вода, натрия лауретсульфат, аммония лаурилсульфат, кокамидопропилгидроксисультаин, лаурамид МЭА, бензиловый спирт, кокамид MIPA, ароматизатор, метилпарабен, натрия хлорид, кватерний-80, динатриевая соль этилендиаминтетрауксусной кислоты, натрия фосфат, натрия цитрат, пропиленгликоль, бензойная кислота, мед, кватерний-79, гидролизат молочных протеинов, глицерин, фосфорная кислота, масло лаванды, спирт денатур., феноксиэтанол, натрия бензоат, пропилпарабен, CI 420990, CI 14700, CI 60730 (Avon Cosmetics, NN1 5PA England; New York, Lisboa, London etc.).

ПМС (пеномоющее средство) “Вербена” (Красногорский опытно-экспериментальный  завод бытовой химии, 1987), в состав рецептуры входит масло фенхеля.

Fairy (dish washing liquid; Procter&Gamble Ltd; Essex RM16 1AL, United Kingdom; АК Новомосковскбытхим, 301670 Новомосковск, Комсомольское шоссе, 64, Россия). Состав: ПАВ, ароматические добавки, цветовые добавки (зеленый пигмент), вода и др.

Е Lemon (dish washing liquid; Made for Cussons International Ltd.; England; Cussons Polska S.A. / Poland). Состав: биоразлагающиеся ПАВ; краситель (желто-лимонный); консервант; ароматизатор.

Концентрированное средство для мытья посуды (Мила). ТУ 2381-001-51102363-99. (НПК Химаком, Москва, 2-я Песчаная ул., д.6., корп. 57). Состав: АПАВ, НПАВ, пищевой краситель (желтый), ароматизатор, консервант.

Дополнительная информация о использованных в работе организмах и веществах содержится в опубликованных нами работах и приведенных в них библиографических источниках.

В последующих главах приведенные в таблицах и в тексте цифры, характеризующие концентрации СПАВ, относятся к стартовым концентрациям в начале опыта. Выбор использованных в опытах концентраций веществ были сделан на основе (1) поиска минимальных концентраций, оказывающих заметный биологический эффект; (2) существующих сведений о реальных концентрациях СПАВ, выявленных в природных, загрязненных и сточных водах (для некоторых категорий СПАВ подобная информация в отношении водоемов РФ отсутствует); (3) поиска высоких значений концентраций с целью использования результатов для целей ремедиации загрязненных водных экосистем; (4) проведения предварительных опытов, т. е. используемые концентрации сами по себе являются результатом научного исследования; (5) опыта предшествующей работы с аналогичными веществами и тест-системами.

Методические вопросы были проанализированы и освещены в  (Остроумов, 1990, Вестник МГУ; Остроумов, Хорошилов, 1992; Остроумов и др., 1997; Остроумов, 2000, ДАН).
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