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Ниже дается текст Главы 4 из книги «Биологические эффекты при воздействии поверхностно-активных веществ на организм» (Москва, МАКС-Пресс, 2001, 334 c. [это общее число страниц в книге], С.А.Остроумов: in Russian language). В книге эта глава занимает страницы 86-109. 
 (В компьютере автора текст главы представлен в файлах: D:\zBackup\2006 January 16\_Book_ser\Vol_4book_dis\ForFrancis and Taylor\4nonion format as 2newMet edited.doc
; и др.) Дальнейшее развитие результатов и идей, изложенных в книге - см. http://scipeople.com/publication/70283/ (Краткий обзор новых концептуальных разработок). 

Глава 4. Биологическая активность вод, содержащих неионогенные  ПАВ

Неионогенные ПАВ (НПАВ) находятся на следующем месте после АПАВ по объему их производства и поступления в водные экосистемы (Surfactants, 1984; Steinberg et al., 1995; Bailey, 1996, Thiele et al., 1997). Основными классами НПАВ являются алкогольэтоксилаты и оксиды жирных аминов. Общемировое потребление НПАВ из класса алкилфенолэтоксилатов (alkylphenol ethoxylate type) еще в 1988 составило около 360 тыс. т в год (Ahel et al., 1993). Наряду с широким использованием НПАВ в промышленности и других отраслях экономики, вещества этого класса имеют и другие сферы применения: НПАВ ноноксинол-9 (nonoxynol-9,  NP-9) часто используется как интравагинальный спермицид  (Meyer et al., 1988), причем это вещество является обычным компонентом смазки индивидуальных средств защиты от СПИДа. По своей структуре НП-9 является нонилфеноксиполи (этиленокси)9 -этанолом [nonylphenoxy poly(ethyleneoxy)9 ethanol] (Meyer et al., 1988). НПАВ из группы производных алкилфенолов используются также как красители для волос  (Meyer et al., 1988).

Вопросы загрязнения окружающей среды  НПАВ освещались в работах (Ставская и др., 1988; Lewis, 1991; Holt et al., 1992). Cодержание НПАВ в сточных водах достигает весьма значительных величин - до 30 г/л (Ставская и др., 1988). В природных водоемах обнаружены НПАВ в концентрациях до 1 и даже 2,6 мг/л (Holt et al., 1992). Однако, следует подчеркнуть, что ввиду способности НПАВ образовывать комплексы со многими соединениями, значительная часть НПАВ может находиться как бы в “замаскированном” состоянии и не выявляться аналитическим методом. Следовательно, высока вероятность получения заниженных результатов анализа; реальное содержание НПАВ в водных экосистемах может быть еще выше, чем дает анализ воды.

Эффективность очистки вод от НПАВ на сооружениях механической и биологической очистки мала. Около 60 % нонилполиэтоксилатов, которые поступают с загрязненными водами на такие сооружения, проходят их насквозь и выходят в окружающую среду с так называемыми очищенными водами, причем около 85 % этих веществ могут несколько трансформироваться (Ahel et al., 1993), что затрудняет их количественный анализ загрязнения среды НПАВ.

Хотя на некоторых объектах было показаны негативные эффекты НПАВ (см. ниже), в целом к моменту начала наших исследований НПАВ считались сравнительно неопасными веществами (Meyer et al., 1988). Например, констатировалось, что “Неионогенные ПАВ нетоксичны или малотоксичны” (Ставская и др., 1988, стр. 20). Сравнительно невысокая токсичность НПАВ была показана и в работе (Сиренко, 1991). 

Мониторинг содержания НПАВ в природных водах России не осуществляется и данные об уровне загрязнения водоемов России НПАВ практически отсутствуют. Недостатки существующих методик определения НПАВ обсуждаются в работе (Ставская и др., 1988). Большинство из них страдают от слабой воспроизводимости результатов и малой  селективности. На результаты влияет наличие в пробе АПАВ, КПАВ, сульфаты, белки, наличие в воде различных органических и неорганических ионов.

НПАВ являются одним из компонентов многих дисперсантов. Например, корекситы 9527, 7664, 8667, 9660 и 9550 (Сorexits 9527, 7664, 8667, 9660 и 9550) cодержат НПАВ. Корексит 8667 имел низкую величину ЛК50 (т.е. проявлял высокую токсичность) для дафний D. magna - 3 мг/л (48 ч, 5о С) и 0.03 мг/л (48 ч, 20о С) (Bobra et al., 1989). Относительная токсичность этого дисперсанта была приблизительно в 200 раз выше, чем  водорастворимой фракции нефти. Для всех смесей Корекситов и нефти показано, что их токсичность выше, чем токсичность физических дисперсий нефти без Корекситов. В опытах токсичность нефтяного загрязнения возрастала при добавлении в систему НПАВ-содержащих дисперсантов (Bobra et al., 1989).

Одним из важнейших классов НПАВ являются алкилфенолэтоксилаты или оксиэтилированные алкилфенолы. Вещества этого класса поступают в водоемы с загряязненными водами, поскольку 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). НПАВ этого класса используются, в частности, для эмульсификации при производстве целлюлозы. На  1 м3 целлюлозы расходуется около 1,5 кг нонилфенолэтоксилатов (НФЭ). При отмыве краски от перерабатываемой макулатуры по американским технологиям расходуется 2-3 кг алкилфенолэтоксилатов на 1 т бумаги (Kouloheris, 1989).

В исследованиях НПАВ  часто используется неионогенный ПАВ Тритон Х-100 (ТХ100, оксиэтилированный алкилфенол, полиоксиэтиленизоктилфениловый эфир; стандартный препарат с молекулярной массой 624,9) - один из широко применяемых представителей моноалкилфениловых эфиров полиэтиленгликоля (алкиларилполиэфиров). 

Биологическая активность НПАВ ТХ100 изучалась на многих биообъектах. ТХ100 вызывал некоторое повышение степени насыщенности жирных кислот моно- и дигалактозилдиглицеридов красной водоросли Porphyridium purpureum, причем этот эффект оказывали концентрации ТХ100 в диапазоне 5-10 млн-1, т. е. 5-15 мг/л. При концентрации 5-20 мг/л (8-32 мкМ) наблюдали подавление роста клеток водоросли (Nyberg, Koskimies-Soininen, 1984). Эти же авторы показали (Nyberg, Koskimies-Soininen, 1984), что ТХ100 увеличивает степень насыщенности жирных кислот фосфатидилхолина. Это НПАВ изменяло также жирнокислотый состав фосфатидиэтаноламина и понижало соотношение фосфатидихолин : фосфатидидиэтаноламин.

По данным (Rºderer, 1987), ТХ100 (препарат с мол. массой 654, 10 этокси-звеньев) и Тритон Х-405 (препарат с мол. массой 1976, 40 этокси-звеньев) в различных концентрациях свыше 100 мг/л (72 ч) вызывали гибель клеток хризофит Poterioochromonas malhamensis. Изучали действие на планктонные водоросли 3 типов НПАВ  (АЕ - Yamane et al., 1984). Значения ЕС50 составляли 2 - 50 мг/л, что означало более высокую токсичность, чем в случае 5 типов АПАВ. (Yamane et al., 1984). Проведено сравнение действия на Chlorella vulgaris Beijer штамм HPDP-19 НПАВ гидропола, КПАВ и АПАВ  (Паршикова и др.,  1994). Гидропол (10 мг/л) не оказывал существенного воздействия на фотосинтетическое выделение кислорода и на темновое поглощение кислорода клетками водорослей  (Паршикова и др., 1994).

Изучали смертность рыб под воздействием различных НПАВ, в том числе нонилфенолэтоксилатов. ЛК50 технических НФЭ, с 8-10 этокси-звеньями составлял 4-12 мг/л (48 ч), а продукты их биораспада с меньшим числом этокси-звеньев имели ЛК50 1-4 мг/л (Huber, 1985). Таким образом, продукты биораспада этих НПАВ могут представлять более высокую биологическую опасность, чем сами исходные вещества.

Установлена величина ЛК50 при воздействии НПАВ неонолов на эмбрионы и предличинки вьюна обыкновенного Misgurnus fossilis (Лесюк и др., 1983). Эти величины для неонолов 2В 1317-12, 2В 1315-12 и АФ-14 составили соответственно 35,0, 34,7 и 21,7 мг/л.

Водная среда с НПАВ NP8 в концентрации 1 мкМ ингибировала b-андренэргические реакции жабр радужной форели. Аналогичное действие оказывал алкогольэтоксилат А7 (Stagg, Shuttleworth, 1987).

ТХ100 использовали для так называемого "демембранирования" (demembranation) сперматозоидов радужной форели (Okuno, Morisawa, 1989). Сперматозоиды теряли подвижность после 30 с. инкубации в водной среде, содержавшей 0,04% (масса : объем) ТХ100. Однако в определенных условиях эти демембранированные сперматозоиды восстаналивали свою способность двигаться. 

Проводили также демембранирование сперматозоидов морской звезды Asterina pectinifera, инкубируя их 10 мин. в водной среде, содержащей 0,02% ТХ100. Даже после такой обработки сперматозоиды сохраняли способность к митозу яиц морской звезды (Yamada, Hirai, 1986). 

Воздействие вод, содержащих ПАВ,  на грибы изучено недостaточно. Эмульген 120 (полиоксиэтиленлаурилэфир, ККМ - 0,007%) ингибировал рост гриба Puricularia oryzae  на 50% при концентрации 0,01%. Эмульген 909 (полиоксиэтиленнинолфенолэфир, ККМ - 0,005%) ингибировал рост гриба приблизительно на 90% при концентрации 0,005%. Эмульген 108 (ККМ-0,004%) действовал сходным образом. Комбинированное воздействие фунгицидов полиоксина В и китезина Р совместно с НПАВ эмульгеном 120 приводило к значительному синергизму (Watanabe et al., 1988). Следовательно, НПАВ могут усиливать негативное создействие других веществ, попадающих водную среду. 

4.1. Биологические эффекты НПАВ в системе с бактериями. Биообрастание твердых поверхностей в морской среде, включая гидротехнические сооружения и корпуса судов, представляет серьезную и пока нерешенную проблему. Начальным этапом формирования биообрастаний является колонизация поверхности морскими бактериями. Одно из лидирующих мест в этом процессе занимают морские простекобактерии рода Hyphomonas (Weiner et al., 1985). Клетки этих бактерий после прикрепления начинают отпочковывать от себя дочерние клетки, которые также прикрепляются и процесс нарастает лавинообразно. 
Попытки найти химические вещества, специфически ингибирующие бактерии-образователи биопленки, в том числе Hyphomonas, пока не увенчались успехом. Поэтому продолжется поиск веществ, в той или иной мере способных воздействовать на рост Hyphomonas. Вместе с тем, Hyphomonas представляют интерес еще с одной стороны, поскольку они выполняют важную для экосистем функцию, участвуя в процессах минерализации органического вещества и тем самым внося вклад в самоочищение водной среды. 

Степень чувствительности и устойчивости Hyphomonas к синтетическим ПАВ, в том числе к НПАВ, исследовалась недостаточно. Детальные данные о том, может ли ПАВ ТХ100 негативно воздействовать на Hyphomonas, ранее отсутствовали. Нами впервые проведено исследование того, как ТХ100 воздействует на рост культуры бактерий Hyphomonas двух штаммов, MHS-3 и VP-6. 

Таблица  4.1.        

РостPRIVATE 
 Hyphomonas (штамм MHS-3)  при концентрациях Тритона X-100 (ТХ) от  0 до 10 мг/л  (OD600, 10 мм)

	Вре-

мя

(дни)PRIVATE 

	TX

ìã/ë
	Сосуд

 1
	Сосуд

 2
	Сосуд 

3
	Средн. OD600


	Средн.

OD600

%

	1
	0
	0.145
	0.128
	0.129
	0.134
	100

	1
	1
	0.137
	0.120
	0.125
	0.127
	94.8

	1
	5
	0.113
	0.114
	0.120
	0.116
	86.6

	1
	10
	0.097
	0.118
	0.126
	0.114
	85.1

	2
	0
	0.230
	0.184
	0.163
	0.192
	100

	2
	1
	0.204
	0.172
	0.164
	0.180
	93.8

	2
	5
	0.175
	0.163
	0.175
	0.171
	89.1

	2
	10
	0.156
	0.160
	0.164
	0.160
	83.3

	3
	0 
	0.268
	0.200
	0.180
	0.216
	100

	3
	1
	0.234
	0.190
	0.182
	0.202
	93.5

	3
	5
	0.164
	0.186
	0.197
	0.172
	79.6

	3
	10
	0.196
	0.187
	0.188
	0.190
	88.0

	4
	0
	0.305
	0.231
	0.207
	0.248
	100

	4
	1
	0.280
	0.209
	0.210
	0.233
	94.0

	4
	5
	0.245
	0.215
	0.212
	0.224
	90.3

	4
	10
	0.233
	0.208
	0.168
	0.203
	81.9


Примечание. После инокуляции OD600=0.098. Инкубация: 25°C,  без перемешивания, в полистиреновых  тубах для культур тканей 17x100 мм,  с крышками типа snap caps (Fisher Scientific, Pittsburgh). Начальный объем среды 10 мл на тубу. Инокулянт:  5 % по объему, 1-дневная культура, OD600 = 0.193. После инокуляции OD600=0.098 (с.5). Среда: S-1. После 4 дней инкубации и измерений, была сделана новая добавка стерильного раствора ТХ100 к сосудам с первоначальной концентрацией 1 мг/л, так что конечная концентрация ПАВ стала 51 мг/л.

Показано нарастание ингибирующего эффекта в диапазоне концентраций ТХ100 от 1 до 50 мг/л, что было характерно и для штамма MHS-3 (тaблицы  4.1 и 4.2), и для VP-6 (таблицы  4.3 прилож. и  4.4 прилож.). 

Tаблица 4.2. Рост Hyphomonas (штамм  MHS-3) при концентрациях Tритона X-100 от  0 до 50 мг/л (OD600, 10 мм)

	Время 

(дни)PRIVATE 

	TX100

мг/л
	Сосуд 1
	Сосуд 2
	Сосуд 3
	Среднее OD600


	Средн.

OD600

%

	5
	0
	0.339
	0.286
	0.246
	0.290
	100

	5
	5
	0.262
	0.227
	0.214
	0.234
	80.7

	5
	10
	0.273
	0.237
	0.209
	0.240
	82.8

	5=4 (1 мг/л)+1 (51 мг/л)
	51 (см. прим. ниже)
	0.192
	0.133
	0.140
	0.155
	53.4

	6
	0
	0.375
	0.330
	0.266
	0.324
	100

	6
	5
	0.301
	0.279
	0.268
	0.283
	87.3

	6
	10
	0.314
	0.292
	0.204
	0.270
	83.3

	6=4(мг/л)+2(51 мг/л)
	51(см. прим. ниже)
	0.170
	0.130
	0.130
	0.143
	44.1

	7
	0
	0.460
	0.395
	0.328
	0.394
	100

	7
	5
	0.324
	0.352
	0.282
	0.319
	81.0

	7
	10
	0.407
	0.399
	0.272
	0.359
	91.1

	7=4(1 мг/л)+3(51 мг/л)
	51(см. прим. ниже)
	0.224
	0.164
	0.136
	0.175
	44.3

	9
	0 
	0.615
	0.573
	0.456
	0.548
	100

	9
	5
	0.480
	0.545
	0.460
	0.495
	90.3

	9
	10
	0.580
	0.618
	0.462
	0.553
	100.9

	9=4(1 мг/л)+5(51 мг/л)
	51(см. прим. ниже)
	0.381
	0.319
	0.259
	0.286
	52.2


Примечание. Условия эксперимента см. примечание к предыдущей таблице. Варианты, обозначенные как “TX100 51 мг/л“ содержали вначале, в течение первых четырех дней инкубации, 1 мг/л;  затем была сделана добавка стерильного раствора TX100  (до конечной концентрации 51 мг/л) и инкубация продолжалась.

Полученные значения ЕС50 зависели от периода времени, в течение которого осуществлялась инкубация. При концентрациях ТХ100 1-10 мг/л ингибирование роста составляло 10-20% (таблицы  4.1 и 4.3 прилож.). Повышение концентрации до 50 мг/л значительно увеличивало степень ингибирования. Для штамма MHS-3 значение EC50 (ингибирование роста культуры; инкубация 24 ч и более) составляло около 50 мг/л (таблица 4.2). 


Для штамма VP-6 эффект концентрации 50 мг/л был еще более заметным и ингибирование составляло более 50% (таблица 4.4 прилож.). 


Эти данные показывают, что по своей чувствительности к ТХ100 бактерии Hyphomonas (оба штамма) занимают промежуточное положение между двумя штаммами морских цианобактерий, изученных нами (Уотербери,  Остроумов, 1994). ТХ100 в концентрации 5 мг/л подавлял оба штамма Hyphomonas слабее, чем Synechococcus 7805. При этом оба штамма простекобактерий были более чувствительны к ТХ100, чем другой штамм цианобактерий  Synechococcus 8103, поскольку последний вообще не ингибировался указанной концентрацией.  При сопоставлении воздействия ТХ100 на прокариотические организмы и на фильтрационную активность моллюсков (см. ниже) видно, что последняя значительно более уязвима к сравнительно низким концентрациям НПАВ.


Полученные данные свидетельствуют о дополнительных аспектах экологической опасности загрязнения среды ТХ100 и, вероятно, другими алкилфенолами в ситуациях массированного загрязнения, так как роль бактерий Hyphomonas в формировании биопленки в морских экосистемах весьма значительна, а вещества типа ТХ100 могут попадать в морскую среду при добыче нефти на шельфе, промывке танкеров, внесении химических средств борьбы с разливами нефти, пожаротушении и некоторых видах чрезвычайных или аварийных ситуаций. 


Механизм воздействия ТХ100 на бактериальные клетки требует дальнейшего изучения. Есть основания полагать, что значительная часть молекулярных механизмов взаимодействия ТХ100, как и многих других ПАВ, связана с воздействием на биомембраны (Ставская и др., 1988). С таким предположением согласуются данные некоторых недавних работ. ТХ100 и другие вещества этого класса (молекулы которых имели в качестве компонента структуры 7 - 13 полимеризованных этиленоксидных звеньев) увеличивали чувствительность 22 штаммов Staphylococcus aureus, S. epidermidis и S. sciuri к оксациллину (Suzuki et al., 1997). 

В литературе существует мнение, что НПАВ сравнительно малотоксичны для бактерий, что проявляется в способности многих видов выдерживать значительные концентрации НПАВ (Ставская и др., 1988). Однако, опасность ксенобиотиков для организмов может проявиться и в другой форме. Интересны указания на то, что НПАВ могут вызывать мутации типа сдвига рамки считывания у бактерий Salmonella typhimurium  и Bacillus subtilis (Наумова и др., 1981). Эта работа, проведенная в Казанском госуниверситет, выявила также факт индукции профага из лизогенных бактерий под действием ПАВ как в условиях лабораторного культивирования, так и в процессе биологической очистки сточных вод. Авторы наблюдали высокий титр вирулентных частиц фага уже через 4 часа контакта лизогенных бактерий с исследуемым соединением. Точные названия СПАВ в данной работе не были указаны. Была выявлена прямая корреляция между мутагенной активностью исследованных СПАВ и их способностью индуцировать профаги.
4.2.Биологические эффекты НПАВ при воздействии на фитопланктонные организмы.

Изучали воздействие НПАВ на морские цианобактерии и диатомовые водоросли.

4.2.1.Биологические эффекты НПАВ в системе с цианобактериями. Имеются данные о том, что морские коккоидные цианобактерии вносят значительный вклад в общую биомассу и продуктивность морского фитопланктона. Одноклеточные коккоидные цианобактерии рода Synechococcus часто составляют 20-80% общей биомассы пикопланктона (Sherr, Sherr, 1991; цит. по Уотербери, Остроумов, 1994), а их численность может составлять 10 - 100 тыс клеток/мл. При цветении цианобактерий в эвтрофической части таких крупных эстуариев, как Чезапик-Бэй в США, плотность клеток превышала 5 млн в 1 мл водной среды (Falkenhayn, Haas, 1990; цит. по Уотербери, Остроумов, 1994). Цианобактерии этого рода накапливают такие элементы, как Sn, Hg и Pu  с концентрационным фактором (объем/объем) порядка 1 млн (Fisher, 1985; цит. по Уотербери, Остроумов, 1994), что немаловажно для самоочищения морской воды от некоторых загрязняющих веществ. Для самоочищения морских экосистем может иметь значение концентрация перекиси водорода и в этой связи важно, что цианобактерии Synechococcus  ускорять разложение перекиси водорода, причем более эффективно, чем большинство других изученных видов фитопланктона (Kim et al., 1992; цит. по Уотербери, Остроумов, 1994). 

Ранее воздействие НПАВ на морские цианобактерии было изучено недостаточно. Нами впервые было изучено воздействие НПАВ ТХ100 на штаммы морских Synechococcus, которые отличались пигментами и спектрами поглощения (Уотербери, Остроумов, 1994). Наши эксперименты показали, что (таблицы  4.5 и 4.6 прилож.) в присутствии НПАВ ТХ100 рост цианобактерий изменялся. Характер изменений зависел от исследуемого штамма цианобактерий и от концентрации НПАВ. Один из исследованных штаммов (Synechococcus WH 7805) был более чувствителен, чем другой (Synechococcus WH 8103).  Исследованные штаммы были значительно менее чувствительны к ТХ100, чем фильтрационная активность мидий (см. ниже).

Показанное нами стимулирование роста фитопланктонных цианобактерий согласуется с данными другого автора, изучавшего действие ТХ100 на фитопланктонный организм. В опытах (Wong, 1985) в качестве среды для выращивания Chlorella fusca Shihers et Krauses использовали природную воду из девяти канадских озер, к которой добавляли 10% среды Bristol’s medium. Добавление ТХ (0.4 - 1.0 мМ, т.е. около 240 - 600 мг/л) вызывало стимулирование роста C. fusca. Увеличение роста при воздействии ТХ по сравнению со средой без добавленного ТХ составляло 10-20 раз, т.е. 1000 - 2000% (Wong, 1985).  

4.2.2.Биологические эффекты НПАВ в системе с диатомовыми водорослями.

Большая роль диатомовых в морских экосистемах делает интересным изучение того, как НПАВ действуют на них. В качестве объекта нами был выбран вид Thalassiosira pseudonana Hasle & Heimdal 1970 [= Cyclotella nana Guillard clone 3H (in Guillard & Ryther, 1962)]. Этот вид (Order Biddulphiales, Suborder Coscinodiscinae, Family Thalassiosiraceae) является характерным представителем диатомовых. Семейство Thalassiosiraceae включает как морские, так и пресноводные виды планктонных диатомовых. Род насчитывает более 100 видов.

Подсчет числа клеток в единице объема после определенных периодов культивирования в присутствии ТХ100 показал, что концентрации этого НПАВ 0.1-10 мг/л оказывали негативное воздействие на рост водорослей (Табл. 4.7. прилож.). Показано снижение специфической скорости роста (Табл. 4.8. прилож.).

Сравнение результатов изучения действия ТХ100 на диатомовые и на цианобактерии (см. выше) свидетельствует о том, что одинаковые концентрации НПАВ оказывали совершенно разное воздействие. При концентрации ТХ100  1 мг/л происходило заметное ингибирование диатомовых; с другой стороны, заведомо более высокая концентрация 5 мг/л  не только не ингибировала, но стимулировала рост цианобактерий Synechococcus sp. 8103.

Поскольку реальные альгобактериальные планктонные сообщества включают в свой состав представителей и цианобактерий, и диатомовых, не может не возникать мысль о том, что в условиях возникновения разнонаправленных эффектов при соответствующем уровне загрязнения водной экосистемы имеют место предпосылки для изменения соотношений между различными группами фитопланктона. Изменение состава сообществ и соотношений между видами – один из характерных видов антропогенных нарушений в экосистемах.

В порядке обсуждения результатов изучения действия НПАВ на фитопланктон приведем данные, полученные на других объектах. В опытах (Rºderer, 1987), Тритон Х-100 (препарат с мол. массой 654, 10 этокси-звеньев) и Тритон Х-405 (препарат с мол. массой 1976, 40 этокси-звеньев) в различных концентрациях вызывали гибель клеток хризофит Poterioochromonas malhamensis. В водной культуре водорослей после 72 ч инкубации не обнаружено живых клеток при наличии в среде 124,3 мг/л ТХ100 и при наличии в среде 177,84 мг/л Тритона Х-405. Снижение биологической активности НПАВ при значительном повышении молекулярной массы его молекул согласуется с найденным нами снижением БА ПАВ при переходе от низкомолекулярных ПАВ к высокомолекулярным (на примере СМГА).

Изучали действие на планктонные водоросли 3 типов НПАВ  (АЕ - Yamane et al., 1984). Значения ЕС50 составляли 2 - 50 мг/л, что означало более высокую токсичность, чем в случае 5 типов АПАВ (AS, LAS), изученных в той же работе. Для АПАВ значения ЕС50 составляли 10 - 100 мг/л  (Yamane et al., 1984).

Проведено сравнение действия на Chlorella vulgaris Beijer штамм HPDP-19 КПАВ катамина АБ (алкилметилбензиламмоний хлорида), АПАВ (натриевой соли додецилсульфокислоты) и НПАВ гидропола (Т.В. Паршикова, В.В. Веселовский, Т.В. Веселова, А.Г. Дмитриева, 1994). В концентрации 10 мг/л в условиях опыта  гидропол не оказывал существенного воздействия на фотосинтетическое выделение кислорода и на темновое поглощение кислорода клетками водорослей при их биомассе 79 мг/л и оказывал слабый ингибирующий эффект на оба процесса при биомассе 56 мг/л. При воздействии 5 мг/л гидропола  в течение первых 24 ч роста культуры существенных изменений содержания хлорофилла а  (мкг/л) не наблюдалось; через 48 ч наблюдали небольшое ингибирование (около 2300 мкг/л в контроле и около 1800 мкг/л в варианте с гидрополом) (Паршикова и др., 1994).

4.3.Биологические эффекты  НПАВ при воздействии на высшие эукариоты. 

4.3.1. Биологические эффекты  НПАВ в системах с покрытосеменными растениями. Как отмечалось выше, необходим поиск и апробирование новых систем биотестирования - в целях снижения стоимости работ по биотестированию новых веществ и из гуманных соображений, которые требуют использования систем, альтернативных некоторым традиционным биотестам на животных. В этой связи интересны системы биотестирования с использованием растительных объектов. Информации о воздействии водных сред, содержащих НПАВ, на покрытосеменные растения отдела Angiospermae (Magnoliophyta) в литературе ранее не обнаружено.

Некоторые данные в этой области получены нами на проростках растений. Показано, что в водной среде, содержащей НПАВ ТХ100, ухудшается прорастание семян гречихи Fagopyrum esculentum (Табл. 4.9 прилож.). При обработке результатов опытов использовали коэффициент ингибирования прорастания. Этот коэффициент (КИП) рассчитывали по формуле 

            Mx - M0
КИП = ------- . 100,

               n - M0

где Mx  - число семян, не проросших при данной концентрации x тестируемого ксенобиотика;  M0 - число семян,  не проросших в контроле; n - число семян, взятых для тестирования каждой из концентраций.

В этом же цикле работ показано, что ТХ100 в концентрациях 0,06 мг/мл и выше ингибирует удлинение проростков F. esculentum. В опытах с переносом 21-часовых проростков в тестируемую водную среду средний их прирост  за 22 ч после этого переноса (суммарное время после начала проращивания: 43=21+22) составлял 666,8% при концентрации НПАВ 0,0625 мг/л, а в контроле прирост был 936,4%. Таким образом, наблюдалось ингибирование скорости удлинения проростков, которое закономерным образом  усиливалось при нарастании концентрации ТХ100 (Табл. 4.10 прилож.).

Изучение зависимости того, как концентрация ТХ100 влияла на ингибирование проростков, позволило оценить ЕС50. ЕС50 торможения роста по сравнению с контролем за период 21-26 ч (т.е. первые 5 ч после переноса проростков на раствор НПАВ) составила около 0,36 мкл/мл (т.е. 0,36 мл/л, или 360 мг/л). Сравнительно большое значение ЕС50 наводит на мысль о возможности использования этого вида растений для фиторемедиации.  В последующий период времени величина ЕС50 несколько снижается: за период 26-43 ч (т.е. через 5-17 ч после переноса проростков на раствор НПАВ) ЕС50 величина составила около 0.14 мкл/мл.

Нами показано также ингибирование удлинения проростков других видов растений при воздействии НПАВ ТХ100 – например,  Lepidium sativum (Остроумов, 1999).

В последующих исследованиях нами обнаружено, что наряду с общим торможением роста проростков под действием Тритона Х-100 и других ПАВ происходит нарушение морфогенеза клеток ризодермы, в норме образующих корневые волоски, что приводило к снижению способности проросков закрепляться на субстрате в условиях эксперимента. Ингибирование образования корневых волосков и связанное с этим нарушение способности закрепляться на субстрате наблюдали для различных видов, в том числе для  F. esculentum (Табл. 4.11 прилож.) и S. alba (Табл. 4.12 прилож.). Характерно, что этот эффект наблюдался при концентрациях, которые не оказывали  столь же заметного ингибирующего эффекта на удлинение проростков (S. alba, Табл. 4.13 прилож.). Это свидетельствовало о более высокой чувствительности тест-системы, основанной на регистрации воздействия на образование ризодермой корневых волосков.

Нарушение образования корневых волосков показано при инкубировании в водной среде, содержащей ПАВ, проростков гречихи, пшеницы Triticum aestivum  и других видов. Среди эффектов, обнаруженных в ходе анализа воздействий НПАВ на растения - нарушение способности проростков прикрепляться к субстрату (в эксперименте им служила фильтровальная бумага) и способности удерживать гипокотиль в вертикальном положении. Последний эффект, в частности, для проростков рыжика Camelina sativa (Остроумов, Максимов, 1988).


Наряду с изучением воздействий НПАВ на растения, представляло интерес изучить воздествия НПАВ на представителей животного мира. Учитывая важную роль моллюсков и их фильтрационной активности, мы исследовали воздействия НПАВ на способность двустворчатых моллюсков фильтровать воду и извлекать из нее клетки планктона.

4.3.2. Биологические эффекты НПАВ в системе с моллюсками.  

4.3.2.1.Unio tumidus. Изучали воздействие НПАВ ТХ100 на способность пресноводных моллюсков  Unio tumidus фильтровать воду и извлекать из нее клетки фитопланктона. Были посталены три контроля, где экспериментальная система включала в себя: (1) моллюски, фитопланктон, но без добавления НПАВ; (2) планктон, НПАВ, но без моллюсков; (3) планктон, без моллюсков, без НПАВ. Опыты показали, что  в первой из этих контрольных систем наблюдалась нормальная фильтрация воды, в результате которой из нее изымались клетки фитопланктона и ее оптическая плотность снижалась.

Во второй системе не было заметного снижения оптической плотности, что свидетельствовало о том, что в течение эксперимента исследуемая концентрация НПАВ не вызывала заметной  деструкции пигментного аппарата клеток и снижение оптическо плотности в опыте можно связывать именно с фильтрационной активностью. В третьей контрольной системе также не происходило существенных изменений оптической плотности, что свидетельствоало о том, что за время эксперимента концентрация клеток фитопланктона в воде (при отсутствии воздействия фильтраторов) оставалась на достаточно стабильном уровне. Таким образом, результаты наблюдения всех вариантов подтверждают вывод о том, что именно воздействие НПАВ на фильтрационную активность моллюсков было причиной снижения оптической плотности воды, наблюдавшееся в эксперименте. 

В опыте, представленном на  рис. 4.1, в систему вносили зеленые водоросли (S. quadricauda). В последующем опыте (рис. 4.2.)  использовали цианобактерии. 
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Показательно, что основные закономерности сохранялись независимо от того, какие фитопланктонные организмы были представлены в системе – зеленые водоросли  – зеленые водоросли (Рис.  4.1) или цианобактерии (Рис.  4.2). Автор благодарит Н.Н.Колотилову за помощь в проведении этих опытов.

[image: image3.wmf]Рис. 4.1. Воздействие ТХ100 (5 мг/л) на фильтрацию воды Unio tumidus 
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4.3.2.2.Mytilus edulis. Воздействие НПАВ на скорость фильтрации мидиями ранее не была изучена. Наши эксперименты показали, что присутствие НПАВ Тритона Х-100 в среде инкубации мидий вызывало существенное снижение скорости фильтрации воды. Ингибирование скорости фильтрации зависело от концентрации НПАВ. При концентрации 0.5 мг/л различие между контролем и опытом едва наметилось через 30 мин экспозиции (Табл.4.15 прилож.). В последующие периоды веремени(через 60 и 90 мин экспозиции) различие между контролем и опытом увеличилось (4.16 прилож.  и 4.17 прилож.).

При концентрации 1 мг/л различие между контролем и опытом сталоо более заметным. Можно рассчитать, что воздействие ТХ100 на эффективность изъятия (ВЭИ, см. главу 3) составило через 30 мин 163.1% (рассчитано на основе данных Табл. 4.18 прилож.), через 60 мин  236.2% (по данным Табл. 4.19 прилож.), а через 90 мин  309.4% (по данным Табл. 4.20).

Аналогичным образом, можно рассчитать возрастающие значения ВЭИ при повышении концентрации до 2 мг/л. Через 30 мин экспозиции ВЭИ составило 193.9% (рассчитано по данным Табл. 4.21 прилож.), через 60 мин  302.7 %, через 90 мин  474.0% (по данным Табл. 4.22 прилож.  и Табл. 4.23 прилож.).

Еще более увеличилось воздействие НПАВ при увеличении его концентрации до 4 мг/л. Рассчитанные величины ВЭИ составили 818.9% при экспозиции 60 мин, 1505.6% при экспозиции 90 мин и 2191.1 через 120 мин (по данным Табл. 4.24 прилож., Табл. 4.25 прилож.  и   Табл. 4.26 прилож.).

Проведена оценка статистической значимости различий между контролем и опытом. При концентрации 0.5 мг/л различие становится статистически значимым (при уровне значимости 95%) после 90 мин экспозиции (р <  0.05); при меньшем времени экспозиции различие еще не достигает уровня статистической значимости. При более высоких концентрациях различие значимо (уровень значимости 99% и выше) при всех длительностях экспозиции (Табл. 4.27).

Обращает на себя внимание то, что величина стандартной ошибки была больше в сосудах, куда был добавлен ТХ100. Так, при концентрации 0.5 мг/л величина стандартной ошибки была: через 30 мин экспозиции – 567.6 (в контроле 230.7), т.е. превышение в 2.5 раза; через 60 мин экспозиции – 457.1 (в контроле 121.6), т.е. превышение в 3.8 раза; через 90 мин – 298.3 (в контроле – 48.9), т.е. превышение в 6.1 раза.

Эта же особенность сохранялась при более высоких  концентрациях от 1 до 4 мг/л. Так, через 90 мин экспозиции стандартная ошибка составляла 464.7 (в контроле 21.5), т.е. превышение в 21.6 раза. При концентрации 2 мг/л также через 90 мин экспозиции стандартная ошибка составляла 174.7 (в контроле 70.6), т.е. превышение в 2.5 раза. При концентрации 4 мг/л (тоже через 90 мин экспозиции) стандартная ошибка составляла 746.4 (в контроле 86.5; Табл. 4.25 прилож.), т.е. превышение в 8.6 раза. Повышение стандартной ошибки в сосудах с НПАВ может отражать повышение вариабельности в скоростях фильтрации особями M. edulis (по сравнению с контролем). Это значит, что часть особей, подвергнутых воздействию СПАВ, фильтрует воду значительно медленнее, чем получаемое в опыте среднее значение (которое само по себе меньше, чем в контроле).

Результаты расчета  скорости фильтрации в л/мин приведены в Табл. 4.28. В контрольных сосудах  скорость фильтрации составляла в среднем 1.8-5.2 л/мин, всегда превышая скорость фильтрации в сосудах, содержащих НПАВ. Коэффициент ингибирования закономерно увеличивался с ростом концентрации НПАВ в диапазоне от 1 до  4  мг/л. Так, при концентрации 1 мг/л (первый 30-мин период) коэффициент ингибирования был 22.75%, что приводило к значительному воздействию на изъятие водорослей из воды. Величины воздействия на эффективность изъятия взвеси даны в Табл. 4.29.

Табл. 4. 20. 

Число клеток водорослей Isochrysis galbana в сосудах с мидиями Mytilus edulis после 90-минутного периода фильтрации воды моллюсками при воздействии 1 мг/л неионогенного ПАВ Тритона Х-100

	 № сосуда
	Наличие или отсутс-твие Тритона Х-100, 

1 мг/л


	Число клеток водорослей в 0,5 мл 
	Среднее число клеток водорос-лей

в 0,5 мл

	1
	+
	2713; 2550; 2569
	2610.7

	3
	+
	1273; 1288; 1349
	1303.3

	5
	+
	744; 722; 706
	724.0

	7
	+
	543; 543; 607
	564.3

	1,3,

5,7
	Среднее число клеток для  четырех сосудов c ПАВ ТХ-100 (№ 1, 3, 5, 7)


	1300.6

(станд. ошибка 464.7)

	2
	-
	-
	-

	4
	-
	403; 484; 451
	446.0

	6
	-
	442; 417; 454
	437.7

	8
	-
	350; 419; 364
	377.7

	4,6,

8
	Среднее число клеток для трех  контрольных сосудов (№ 4, 6, 8)
	420.4

(станд. ошибка 21.5


Примечание. Оценка значимости различия средних в контроле и опыте: p=0.002; различие значимо (уровень значимости >99%).

Условия опыта: Начальная концентрация клеток 18260.7 на 0,5 мл (станд. ошибка 43.6). Суммарный сырой вес мидий составлял (с раковиной), г: сосуд 1 - 17.7; 3 - 18.4; 4 - 17.9; 5 - 17.3; 6 - 18.2; 7 - 17.9; 8 - 18.35. (Остальные условия эксперимента как в опыте при 0.5 мг/л и  экспозиции 30 мин).

Табл. 4. 27. 

Статистическая значимость эффекта воздействия ПАВ TX100 на эффективность фильтрации воды мидиями Mytilus edulis (различия между вариантом с ПАВ и контролем). 

	Конц-я мг/л


	Время, 

мин


	p-

значение


	Вывод о значимости эффекта


	Уровень 

значи-

мости



	0.5
	30
	0.158
	-
	95 %

	
	60
	0.061
	-
	95 %

	
	90
	0.044
	+
	95 %

	1
	30
	0.0006
	+
	>99.9%

	
	60
	0.0007
	+
	>99.9%

	
	90
	0.002
	+
	>99%

	2
	30
	4 x 10-9
	+
	>99.9%

	
	60
	3 x 10-9
	+
	>99.9%

	
	90
	7 x 10-9
	+
	>99.9%

	4
	60
	3 x 10-10
	+
	>99.9%

	
	90
	7 x 10-8
	+
	>99.9%

	
	120
	5 x 10-7
	+
	>99.9%


Таблица 4.28.

Скорость фильтрации и коэффициент ингибирования при воздействии НПАВ Тритона Х-100 

	ТХ100 мг/л
	Вре-мя,

мин
	Скорость фильт-

рации, л/час
	Cкорость фильт-

рации в контроле
	% от конт-роля
	Коэффициент ингибиро-вания, 

%

	1
	0-30
	2.65; 3.67; 4.85; 4.97; cредн. 4.04
	4.30; 6.16; 5.15; 5.31; средн. 5.23
	77.25
	22.75

	
	30-60
	3.07; 4.55; 6.06; 6.14; средн. 4.95
	5.64; 6.75; 6.09; 6.03; средн. 6.13
	80.75
	19.25

	
	60-90
	2.76; 2.64; 5.15; 4.41; средн. 3.74
	4.88; 4.35; 4.05; 3.69; средн. 4.24
	88.21
	11.79

	2
	0-30
	2.57; 1.27; 1.27; 1.95; средн. 1.765
	3.11; 5.38; 4.31; 5.11; средн. 4.48
	39.42
	60.58

	
	30-60
	3.21; 3.08; 2.33; 2.47; средн. 2.77
	3.84; 5.09; 4.94; 4.73; средн. 4.65
	59.62
	40.38

	
	60-90
	2.73; 3.31; 2.52; 2.89 средн. 2.86
	4.42; 4.67; 4.74; 4.97 средн. 4.72
	60.85
	39.15

	4
	60-90
	0.42; -0.01; 0.06; 1.25;  средн. 0.43
	4.18; 3.56; 2.34; 1.98 средн. 3.02
	14.24
	85.76

	
	90-120
	0.98; 0.13; 0.40; 0.85; средн. 0.59
	0.78; 2.21; 2.04; 2.31; средн. 1.84
	32.06
	67.94


Таблица 4.29.

Воздействие  ТХ100 на эффективность изъятия (ВЭИ) из воды клеток водорослей  Isochrysis galbana мидиями Mytilus edulis (для сравнения приведены коэффициенты ингибирования скорости фильтрации)

	Концентрация ПАВ, мг/л
	Период фильтрации, мин 
	ВЭИ, %

ТХ100
	Коэффициент ингибирования скорости

фильтрации л/ч (в скобках – период времени)

	1
	30
	163.1
	22.75 (0-30)

	
	60
	236.2
	19.25 (30-60)

	
	90
	309.4
	11.79 (60-90)

	2
	30
	193.9
	60.58 (0-30)

	
	60
	302.7
	40.38 (30-60)

	
	90
	474.0
	39.15 (60-90)

	4
	60
	818.9
	-

	
	90
	1505.6
	85.76 (60-90)

	
	120
	2191.1
	67.94 (90-120)


Примечание.

ВЭИ - воздействие на эффективность изъятия взвешенных частиц при фильтрации воды. 

ВЭИ = А/В, где А,В - концентрации клеток водорослей в сосудах после истечения периода изъятия клеток в ходе фильтрации воды: А - в присутствии вещества, ингибирующего фильтрацию (ДСН); В - в контроле.

Отметим, что значения ВЭИ более наглядно показывают биологический эффект НПАВ в данной системе, чем традиционный показатель – коэффициент ингибирования скорости фильтрации (в л/час, Табл. 4.29). Это дает основание и в дальнейшей работе при анализе экспериментальных результатов использовать расчет величины ВЭИ.

Имеется явно недостаточно информации о концентрации НПАВ в природных водоемах (внимание приковывают к себе опасные продукты их биодеградции – см. в конце главы, раздел 4.4.). Полезно обратить внимание на то, что во многих регионах поступление НПАВ в окружающую среду лишь немногим уступает поступлению АПАВ (ежедневно от одного жителя ФРГ поступает в среднем 6.71 г АПАВ и 4.07 г НПАВ; Steinberg et al., 1995) и при этом НПАВ хуже разрушаются в очистных сооружаниях и относительно устойчивее в водной среде. Поэтому прогнозируемая или ожидаемая концентрация НПАВ будет вряд ли намного уступать концентрациям АПАВ, которые, как известно, достаточно высоки (см. главу 3). 

Неудивительно, что в природных водоемах НПАВ обнаружены в концентрациях до 1 и даже 2,6 мг/л (Holt et al., 1992), что превышает те минимальные концентрации, при которых в наших опытах было показано подавление фильтрационной активности моллюсков и снижение изъятия ими взвеси из воды.

Как уже отмечалось, роль фильтрации воды гидробионтами, в том числе двустворчатыми моллюсками, в экосистемах весьма велика (см. главу 3, раздел 3.1.2; Воскресенский, 1948; Кондратьев, 1977; Заика и др., 1990; Алексеенко, Александрова, 1995; и др.). Фильтрация воды оказывает существенное воздействие на многие аспекты структуры и функционирования экосистем, в том числе на содержание в воде взвешенных частиц, проникновение в толщу воды  видимого света и УФ-радиации, образование моллюсками пеллет фекалий и псевдофекалий, которые оседают на дно и участвуют в накоплении органического вещества донными осадками и т.д. (напр., Остроумов и др., 1997; Остроумов, 2000 г). Значимость фильтрации воды моллюсками для формирования важных параметров экосистем в природных условиях недавно была выявлена в результате анализа последствий инвазии в водные экосистемы моллюска с высокой фильтрационной активностью (Strayer et al., 1999). Следовательно, нарушение процессов фильтрации означает нарушение или изменения во многих сторонах структуры и функционирования водной экосистемы. 

4.3.2.1.Mercenaria mercenaria (Linne). 
Мы проводили наблюдения поведения личинок моллюсков в среде, содержащей различные концентрации ТХ100. При концентрации 1 мг/л через 4 часа инкубации наблюдали изменение характера движения части личинок - вместо обычного движения  (часто по дуге) наблюдалось хаотичное движение с кувырканием. При концентрации 5 мг/л уже через 30 мин после начала инкубации большинство личинок опустилось на дно и оставались там до конца опыта. Характерным для них в последнем случае (5 мг/л) замедление движений по сравнению с контролем. Через 4 дня в вариантах с  ТХ100 (1  мг/л) часть личинок на дне были полностью иммобилизованы (2.87%); в варианте с 0.5 мг/л были полностью иммобилизованы 1.06% - по сравнению с 0 % в контроле. При наблюдении личинок выявилось, что ориентация (положение в толще воды) личинок было неодинаковым и часть из них – особенно в присутствии ТХ100 принимали ненормальную ориентацию и как бы заваливались на бок. 


На шестой день эксперимента только часть личинок во всех вариантах (0, 0.5 и 1 мг/л) поддерживали нормальную ориентацию, плавая в толще воды - значительная часть личинок приняли ненормальное (латеральное) положение. Процент личинок с нормальной ориентацией был снижен в вариантах с ПАВ по сравнению с контролем. Так, доля таких личинок по сравнению с контролем составляла 49.3% в варианте с 0.5 мг/л и 19.8 % в варианте с 1 мг/л. При концентрации ТХ100 5, 10 и 25 мг/л  личинок с нормальным положением в воде вообще не было.


Думается, что наблюдение поведения позволяет получить некоторую дополнительную информацию о неблагоприятных воздействиях сублетальных концентраций СПАВ.


Учитывая, что сублетальные концентрации СПАВ (и некоторых других поллютантов) нарушают нормальную скорость фильтрации воды моллюсками (см выше, а также главу об АПАВ), можно полагать, что общий эффект сублетальных концентраций на популяцию складывается из нескольких компонент. В их число могут входить, наряду с другими, снижение возможностей для получения питательных веществ для роста и образования молоди (в результате снижения скорости фильтрации воды) и снижение скорости развития личинок (в результате нарушения ориентации и поведения, снижения локомоторной активности). Суммирование нескольких даже небольших негативных эффектов может создавть угрозу угасания популяции.

4.4.Биологические эффекты НПАВ и опасность НПАВ для водных экосистем. Молекулярные механизмы эффектов НПАВ на организмы, по-видимому, связаны с их влияием на мембраны (Isomaa, Hіgerstrand, 1988) и белок - белковые взаимодействия (Weiner, Rudy, 1988).

Информация, важная для понимания молекулярных аспектов взаимодействия НПАВ с биомембранами в водной   среде, получена с на пигмент-белковых комплексах тилакоидов гороха Pisum sativum (Murphy, Woodrow, 1984). Инкубация тилакоидов в водной среде с 1 мг/л Тритона Х-100 приводила к резкому уменьшению пика эмиссии флуоресценции при 735 нм (при 77 К). Инкубация тилакоидов в водной среде с еще более высоким содержанием Тритона Х-100 приводила к полному исчезновению этого пика, хотя пик эмиссии при 680 нм сохранялся. Вероятно, НПАВ вызывает диссоциацию пигмент-белковых комплексов LHCP-I и LHCP-II (Light-harvesting-chlorophyll-protein-complex) и фотосистем PSI и PSII. В результате диссоциации, по-видимому, нарушается перенос энергии между комплексами. Аналогичные нарушения могут происходить в клетках фотосинтезирующих гидробионтов.

Имеются дополнительные данные о неоднозначном характере воздействия НПАВ на биообъекты (Eilenberg et al., 1989; Trіgner, Csordas, 1987; King et al., 1988). Так, в (Eilenberg et al., 1989) описано благотворное воздействие 0,2% ТХ100 на активность микросомального формента скваленэпоксидазы в микросомах, предварительно обработанных дигитонином, который ингибировал этот фермент. 

Исследуя поведение эритроцитов в водной среде, содержащей НПАВ Тритон Х-45, австрийские ученые Д. Трэгнер и А. Чордас обнаружили необычный эффект. Этот НПАВ, в отличие от других октилфеноксиполиоксиэтиленэфиров, не оказывал гемолитического действия даже при высокой концентрации, например, 1%. Более того, он защищал клетки от осмотического разрушения (Tragner, Csordas, 1987). Отсутствие токсичности НПАВ плуроника Ф-68 для клеток водной культуры дрожжей Saccharomyces cerevisiae показано в (King et al., 1988). Количество жизнеспособных клеток в единице объема водной среды с 10% этого ПАВ, блок-сополимера полиоксиэтилен-полиоксипропиламина с 75 оксиэтиленовыми звеньями не уменьшалось. Эти данные еще раз подтверждают подтверждают необходимость дополнительного анализа неоднотипного, достаточно сложного характера биологического воздействия НПАВ.

Биологическая активность амфотерных ПАВ в отношении ряда бактерий и грибов были изучены японскими авторами C. Осанаи и сотр. (Osanai et al., 1989). Минимальная ингибирующая концентрация (МИК, мкг/л) привоздействии N-додецилированных аминосульфокислот на E. coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa и Aspergillus niger превышает 200, для Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus lutea, Candida albicans, S. cerevisial, Trichophyton interdigital, Microsporium gypseum и Penicillium chrysogenum МИК варьировала и составляла в ряде случаев 25. МИК N-алкилированных аминокислот для T. interdigital и M. gypseum варьировала от 5 до 100, а для S. typhi и P. aeruginosa была более 200; для остальных тест-организмов варьировала от 10 до 200 и выше.
Для обсуждения гидробиологической значимости наших опытов по воздействию НПАВ на моллюски представляют интерес работы, содержащие информацию о действии НПАВ на других гидробионтов-биофильтраторов. К гидробионтам с таким типом питания относятся личинки некоторых насекомых, в том числе Simuliidae. В одной из работ изучали воздействие линейного алкогольэтоксилата С14-15АЕ-7 на водных беспозвоночных в условиях мезокосмов в текучих водах (Gillespie et al., 1996). В опытах, которые длились 28 и 30 суток, при концентрации этого НПАВ 0,16 мг/л и выше снижалась плотность популяции личинок мошек Simuliidae; увеличивалось их количество в дрифте. Значимого влияния этого ПАВ на плотность копепод, кладоцер, хирономид, нематод и аннелид при концентрациях ниже 0,55 мг/л не обнаружено. Авторы заключили, что в условиях их опытов недействующая концентрация на водных беспозвоночных составляла 0.08 мг/л,  а минимальная действующая - 0,16 мг/л (Gillespie et al., 1996). Высокая чувствительность личинок этой группы гидробионтов-фильтраторов к НПАВ согласуется с нашими опытами на другой группе фильтраторов.  Отметим, что личинки Simuliidae имеют немалое значение в изъятии взвеси органического вещества из воды, что было подтвержено в работе (Wotton et al., 1998), где определили плотность личинок в воде, достигавшую 6 ·105 экз/м2. Личинки изымают значительные количества взвешенного органического вещества, часть которого оседала на дно в виде фекальных пеллет. В этой связи снижение плотности популяции при воздействии НПАВ, установленное Gillespie et al. (1996), представляется немаловажным воздействием на водную экосистему.

Таким образом, литературные и экспериментальные данные подтверждают существование широкого круга эффектов, характеризующих биологическую активность водных сред, содержащих НПАВ.

Для анализа проблем в области охраны окружающей среды в приложении к морским и водным экосистемам важно то, что именно НПАВ входят в состав эмульгаторов и диспергирующих агентов, применяемых для очистки от нефти днища, палубы и машинного оборудования судна, а также для борьбы с разливами нефти и удаления разлитой нефти с песчаных, каменистых и галечных берегов. Ряд применявшихся эмульгаторов содержат 8 - 50% (в среднем 20%) главным образом неионных ПАВ (Нельсон-Смит, 1977). НПАВ входят в состав такого препарата, как МЛ-72 (Нестерова, 1989),  предназначенного для  химико-механизированной и струйной очистки  нефтеналивных емкостей, резервуаров, цистерн, грузовых  и топливных танков судов от остатков нефтей, нефтепродуктов, животных и растительных жиров.

Другой важный аспект, связанный с загрязнением среды НПАВ, касается применения НПАВ в составе технических пестицидных препаратов. Они могут содержать 1 - 20%  неионогенных выпускаемых промышленностью ПАВ - так называемых ОП-7 и ОП-10 (Химические средства защиты растений, 1979). Такой препарат, как бутифос (дефолиант хлопчатника), может содержать около 30%  ОП-7 или ОП-10.

Таким образом, синтетические НПАВ могут действительно в существенных количествах попадать и в наземные, и в водные экосистемы. Значение НПАВ как загрязнителей среды увеличивается тем фактом, что они медленнее разрушаются в окружающей среде, чем многие другие ксенобиотики. Коэффициент скорости биохимического окисления препаратов ОП-7 и ОП-10 в природной воде при температуре 20°С составлял 0.007 и 0.006 соответственно (Каплин, 1979). Это значит, что биодеградация этих веществ идет медленнее, чем алкилсульфатов, глюкозы, фенола, фурфурола, формальдегида, хлорного сульфонола, керосинового алкилсульфоната, м-крезола, п-крезола, лигносульфонатов, триметилалкиламмоний хлорида (17-20°С) (Каплин, 1979). Биодеградация НПАВ может порождать новые проблемы.

При биотрансформации и биодеградации ряда НПАВ образуются персистентные продукты, в том числе нонилфенол (НФ) (Granmo et al., 1989; Ekelund et al., 1990; Ahel et al., 1993; см. Главу 1). ЛК50 НФ для  Mytilus edulis L. (использовали и семистатичную, и проточную тест-систему) составила 3 мг/л (96 часов), 0.5 мг/л (360 часов), 0.14 мг/л (850 часов) (Granmo et al., 1989). Такие сублетальные эффекты, как уменьшение прочности биссуса и уменьшение SFG (scope for growth), проявлялись при концентрации 0,056 мг/л (Granmo et al., 1989). НФ (0.01 – 10 мкг/л; 24-48 ч; 25°С и 28°С) подавлял оседание и колонизацию субстрата циприсовидными личинками Balanus amphitrite (Billinghurst et al., 1998).

В воде, прошедшей обработку на очистных сооружениях (treated wastewater), находили НФ в концентрациях от 2 до 4000 мкг/л, т.е. до 4 мг/л (Giger et al., 1981; Etnier, 1985, цит. по Ekelund et al., 1990). В макрофитных водорослях Cladophora glomerata из ручья Chriesbach  в долине Glatt на севере Швейцарии было обнаружено до 38 000 мкг НФ на кг сухого веса, при том, что средняя концентрация НФ в воде этого ручья была, казалось бы, незначительной - 3.9 мкг/л (Ahel et al. 1993). Концентрация другого продукта распада НПАВ - нонилфенолмоноэтоксилата  (nonylphenol monoethoxylate, NP1EO) в той же водоросли из реки Глатт была еще выше, достигая 80 000 мкг/кг сухого веса  при концентрации в воде реки 16 мкг/л (Ahel et al. 1993). Концентрация еще одного продукта распада НПАВ - NP2EO (нонилфенолдиэтоксилата) в последнем случае составляла 29 000 мкг/кг. Биоконцентрационные (BCF) факторы  для NP1EO составляли 3 500 - 5 000, а для НФ  от 6 600 до 10 000 (Ahel et al. 1993). Для Mytilus edulis L. биоконцентрационный фактор составлял около 3400 (Ekelund et al., 1990), что значительно больше, чем сообщалось раньше - см. McLeese et al., 1981, цит. в работе Ahel et al., 1993. Разброс данных о величине BCF (bioconcentration factor) характеризуют следующие цифры: 10 (NP; M. edulis); 320 (NP; M.edulis); 100 (NP, Cragon cragon); 1250 (NP, Gasterosteus aculeatus); 280 (NP; Salmo salar); 271-344 (NP, Pimephales promelas); для нескольких видов рыб в Швейцарии (р. Глатт): 13-408 (NP), 3-300 (NP1EO), 3-326 (NP2EO) (Thiele et al., 1997). Суммарная концентрация НФ, NP1EO и NP2EO в съедобных частях  (мышцах) рыб Barbus barbus  L. достигала 5.8 мг/кг сухого веса,   диких уток (Anas boscas) свыше 3.6 мг/кг (Ahel et al., 1993).

В водных экосистемах найдены следующие максимальные концентрации продуктов разрушения и биотрансформации НПАВ: в реках Японии до 50-70 мкг/л (NPEO; 1982), Швейцарии - до 116 (NPEC, 1987), Великобритании - до 180 (НФ, 1995); в донных осадках концентрации были на 1-3 порядка выше и максимальные значения составили (мкг/кг сух.в.): в Канаде до 41 100 (НФ, 1995), в Германии (Бавария)- до 10 000 (НФ, 1997), в Испании- до 6 600, в Швейцарии (река Glatt) до 13 100 (НФ, 1990), в США  (Висконсин)- до 1 040 (НФ, 1996), в Италии (в Венецианской лагуне)- до 6 600 (NP2EO, 1990) (Thiele et al., 1997).

В активном иле (анаэробно стабилизированном) содержание продуктов разрушения и биотрансформации НПАВ достигало (мкг/кг сух.в.): Торонто, Канада- до 470 000 (НФ, 1995); Германия - до 1300 000 (НФ; 1997); Швеция 1200 000 (НФ; 1990); Швейцария - до 410 000 (NP1EO; 1997) и  2530 000 (НФ; 1984); Великобритания-до 824 000 (НФ; 1994); Лос-Анжелес, США -до 370 000 (НФ; 1994) (Thiele et al., 1997).

Таким образом, опасность НПАВ для водных экосистем многообразна и делает актуальным накопление новой информации о биологических эффектах этих веществ. Сопоставление относительной чувствительности организмов, представляющих различные трофические уровни экосистемы, к АПАВ проведено в итоговой Таблица  4.30. 

Таблица  4.30.   Качественное сопоставление уровней  общей чувствительности организмов к НПАВ. Общая оценка чувствительности (при ингибирующих эффектах) к АПАВ: Н- низкая, У-умеренная, В- высокая; С- стимулирующий эффект. 

	Организмы
	Оценка 

чувстви-тельности 
	Ссылки/комментарии

	Бактерии Hyphomonas 

sp. MHS-3
	Н
	Раздел 4.1; Вайнер, Остроумов, 1998

	Hyphomonas 

sp. VP-6
	Н
	Раздел 4.1

	Различные гетеротрофные бактерии
	Н
	Общая оценка НПАВ как сравнительно малотоксичных веществ (Ставская и др., 1988)

	Цианобактерии

Synechococcus
	Н,С
	Раздел 4.2.1; Уотербери, Остроумов, 1994

	Chlorella fusca Shihers et Krauses.
	Н,С
	 Wong, 1985

	Диатомовые Thalassiosira pseudonana
	В
	Раздел 4.2.2; Фишер, Маертц-Уэнте, Остроумов, 1996

	Проростки Fagopyrum esculentum, Sinapis alba, Lepidium sativum,  и др.
	Н
	Раздел 4.3.1; Сравнительно низкая чувствительность делает возможным использование этих организмов для фиторемедиации (Остроумов 2000)

	Моллюски (пресноводные)

Unio sp.; другие фильтраторы (Simuliidae)
	В
	Раздел 4.3.2.1; Gillespie et al., 1996; Сравнительно высокая чувствительность создает опасность нарушения баланса в трофической цепи (Остроумов 2000)

	Моллюски (морские)

Mytilus edulis
	В
	Раздел 4.3.2.2; Аналогичным образом, порождается опасность нарушений баланса в трофической цепи (Остроумов и др.1998)

	Моллюски (морские)

Mercenaria mercenaria
	В
	Раздел 4.3.2.3; Опасность нарушения нормального цикла воспроизводства популяции


Сопоставляя результаты изучения биологических эффектов при воздействии представителя  НПАВ ТХ100 на различные организмы в условиях проведенных опытов, можно ранжировать использованные тест-системы и констатировать порядок организмов в ряду нарастания толерантности. При использованных условиях экспериментов, по степени увеличения толерантности к воздействию ТХ100 организмы располагаются в следующий ряд: Thalassiosira pseudonana < Mytilus edulis < Hyphomonas sp., Synechococcus sp. < Fagopyrum esculentum.

Сравнительно более толерантные организмы могут быть использованы для целей фиторемедиации. 

Результаты опытов на пресноводных и морских моллюсках подтверждают высказанную нами в главе 3 гипотезу о том, что НПАВ могут ингибировать фильтрационную активность моллюсков. Чувствительность фильтрационной активности моллюсков к НПАВ (что согласуется с данными о высокой чувствительности к НПАВ  других гидробионтов-фильтраторов - Gillespie et al., 1996) наводит на мысль о потенциальной экологической опасности этих веществ в плане того, что биологические эффекты этих веществ могут нарушать процессы, важные для самоочищения воды. Выявление аналогий в характере биологических эффектов АПАВ и НПАВ ставит вопрос о целесообразности проверки воздействия на организмы  катионных ПАВ (КПАВ); в качестве рабочей гипотезы логично предположить, что КПАВ также будут оказывать ингибирующее воздействие на фильтрацию воды моллюсками и изъятие ими взвесей из объема воды. Результаты опытов по проверке этой гипотезы будут изложены в следующей главе.
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