ЛЕКЦІЇ № 2,3.

Тема : “Історія виникнення біоіндикації”


Давнім  напрямком біоіндикації є агро індикація, яка бере свій початок від Давнього Риму, а саме:

· У роботі Кантона “De re agriculture” відмічав можливість вибору діляноу, які придатні для посіву бобових культур, виходячи з щільності дикої трави, що там росте.

· Юній Колумелла в роботі “De re rustica”вказував як за складом диких рослин вибрати кращі ділянки для висадки винограду.

· Вітрувій Полліон встановив, що наявність ольхи, верби, очерета та рогозу свідчить про близьке розташування ґрунтових вод від земної поверхні.

У ХУІ столітті Агрікола звернув увагу на особливості дерев (а саме на певний колір листя), які ростуть над залежами руди. Пізніше біоіндикація корисних копалин була описана Ломоносовим.


Наукові основи біоіндикації були закладені А. Карпинським (1838). Однак, офіційним засновникам визнано американського ботаніка Ф. Клементе (“Рослинні сукцесії та індикатори”), який показав, що рослинне суспільство є найкращою мірою умов його прозростання. Основи геоботанічної індикації були закладені Л. Раменський.


Наприкінці ХІХ століття В. Докучаєв виказав думку про те, що всі компоненти природи взаємопов’язані між собою, а тому по одному з них можна судити про стан інших.


Так , наприклад, зміна видового складу зообентосу є добрим індикатором газового та хімічного стану водойми, а саме:

· Якщо чисельність личинок поденок  та веснянок падає і водночас росте чисельність личинок красотою і бабок, а у подальшому – личинок хірономід та червів, то це вказує на зміни гідрохімічного режиму у бік підвищення концентрації біогенних речовин та органічної речовини.

· Різке зниження чисельності (до майже повного знищення видів) поденок та веснянок, які є сприйнятливими індикаторами вмісту розчиненого у воді кисню “сигналізує” про погіршення кисневого режиму у водоймі.

Індикаторами сприйнятливості до кисню, є також  деякі види риби  (критична концентрація кисню для рибця – 3,1 –4,2 мг/л, летальна – 1,0 –1,8 мг/л, для окуня –1,8-3,1 та 0,4 –1,1 мг/л, ерша –1,6-2,9 та 0,6 –1,3 мг/л, вусача –1,8 –2,8 та 0,8 –1,2 відповідно ), а також водяні клопи, водяні жуки (гладиш, водолюб, плавунець тощо), поява яких на поверхні водойми вказує на недостачу кисню у вводі (0,5 мл О2 /л та нижче).

А саме, якщо у поверхні знаходиться жук – плавунець, то це означає, що у водоймі виникла заморна для  риби ситуація (тобто концентрація кисню знизилась до 0,2 мл/л), а якщо жук – водолюб – то настав момент загибелі риби від асфіксії (тобто кисню не залишилось зовсім).

Засновниками біоіндикаційних методів аналізу водного середовища вважається Мец (в 1898 році дав санітарно – екологічну характеристику представників флори та фауни прісних водойм), Кольквітц та Марссон (початок ХІХ – століття ), Мюллер та Кон (60-70 – ті роки ХІХ століття).


З
екологічної точки зору більш сприйнятливою вважається класифікація забруднювачів не за забруднювачами чинниками, а за можливостями розкладання забруднювачів мешканцями водойми.


Враховуючи це, в 1908 –1909 році Кольквітц та Марс сон запропонували “живу індикаціну шкалу” (шкалу сапробності), яка знайшла широке використання у санітарно – біологічному контролі якості поверхневих вод і поступово удосконалювалась Г.Долговим (1926), Лібманом (1926), Сладечеком (1965), М. 
Телитченко (1956, 1966) тощо.


Сапробність  (від грецької sapros - гнилий) – це фізіолого – біохімічні якості організму (сапробіонту) , які дозволяють йому пристосуватись до мешкання в середовищі, яке містить певну кількість органічної речовини (головним чином компоненти господарсько - побутової стічної води та стоки тваринницьких комплексів).


Тобто, кожній ступені, рівню забруднення відповідає свій, характерний для цього рівня  біоценоз (суспільство організмів).


Використання у якості індикаторів організмів – сапробіонтів дозволило класифікувати водойми за рівнем органічного забруднення. Всю класифікацію побудовано на використанні грецьких приставок полі - -багато, мезо – середній та оліго  -мало. Розрізняють чотири ступені сапробності водного середовища:


Полісапробна -  у воді відсутній кисень, багато не розкладеної органічної речовини, висока концентрація Н2S, NH3, CH4  та CO2 , це найбільш брудна вода, яка пахне аміаком і сірководнем, така вода кишить бактеріями (сотні млн.. в 1 мл), в ній мешкає безліч безкольорових джгутиконосців, грибів (стічний гриб, який нагадує білу бороду, деякі види інфузорій, сапробактерії та ниткові бактерії - сферотилус).


Мезосапробна -  у воді відсутні не розкладені білкові речовини і вуглеводи, тому в ній мало Н2S та CO2, концентрація кисню достатня і присутні слабо окислені азотисті сполуки NH3, CH4 , аміно - та амінокислоти, мезосапробна ступінь забруднення води умовно поділяється на α -мезосапробну та β - мезосапробну.


α-мезосапробна  вода все ще містить NH3,  але в ній вже немає (або сильно мало) CH4  та Н2S, мало CO2   і з’являється кисень, у такій воді значно менше бактерій, в ній розвиваються організми, які стійкі до нестачі кисню, присутні коловертки брахіонус, а у мулі мешкають головним чином личинки хірономід, однак риба  в такій воді практично не мешкає.


β – мезосапробна  вода насичена киснем ( в день під час фотосинтезу присутніх в них водоростей можливе навіть пересичення їх киснем, а у нічні години – спостерігається їх дефіцит), в планктоні та бентосі мешкає багато організмів, які мінералізують органічні речовини, бактерії в такій воді значно менше, ніж у попередніх зонах сапробності (тис. клітин в 1 мл.), розвиваються зелені та діатомові водорості (але попередніх більше), причому у такій кількості, що вода цвіте, в ній присутня велика кількість інфузорій, коловерток, дафній та циклопів, а в мулі  - черви, личинки хіріномід, молюски, більшість інфузорій відноситься до черево війчасті, а . серед водоростей багато колоніальних форм – сінура, уроглена, табелярія.


Олігосапробна – вода чиста, в ній відсутні Н2S, мало CO2 , вміст кисню близький до рівня нормального насичення та залишається стабільною у нічні години та вдень, така вода не цвіте, в ній мешкає більше організмів, але чисельність їх не велика (сувійка, нубіліфера, дафнія лонгіспіна, діатомова водорість сінедера), в них мешкаю холодолюбні види риби, якім потрібні високий вміст кисню – форель, краснопірка, сіг, мінус тощо.

ТАБЛИЦЯ- ДЕЯКІ ПОКАЗНИКИ САПРОБНОСТІ ВОДНОГО СЕРЕДОВИЩА

	показник
	Чисті води
	Забруднені води
	Брудні води

	
	Класи сапробності

	
	Ксено-

сапробність
	Оліго-сапробність
	Бета-сапробність
	Альфа-

сапробність
	Полі-

сапробність
	Гіпер-

сапробність

	О2, % насичення води
	95-100
	80-100
	60-125
	30-150
	0-200
	0

	Прозорість води, м 
	3
	2
	1
	0,5
	0,1
	<0,1


Таким чином, чистій, забрудненій воді відповідають 6 класів сапробності (тобто 6 рівнів збагачення води органічною речовиною), для якої характерні певні величини гідрохімічних показників і набір видів-індикаторів.

Необхідно пам’ятати загальне правило по оцінці забруднення водойми органічними речовинами: не можливо визначити клас сапробності тільки за окремими організмами і навіть за окремими видами, необхідно приймати до уваги увесь комплекс організмів – індикаторів.

За наявністю тих або інших груп організмів –мешканців мулу класифікують рівень забруднення водойм:

· Умовно чиста – розвиваються та добре себе відчувають ручейники, личинки двокрилих (крім личинок хірономід та мошок), веснянки та бабки.

· Помірно забруднена – зникають веснянки, бабки та ручейники і замість них з’являються і досягають високої чисельності личинки поденок та мошок.

· Забруднена -  присутні п’явки, хірономіди та олігохети.

· Брудна – присутні тільки хірономіди та олігохети.

Індекс специфічності відповідної реакції зообентосу на дію токсинів дорівнює 0,8, що значно нижче (2,0), бактерій (1,7), зоопланктону (1,6) та фітопланктону (1,0). 


Виходячи з цього, при використанні бентос них організмів при оцінці загальної токсикорезистентності (стійкість до токсичних факторів) водної екосистеми на роль біоіндикатора більш за все підходить показник смертності – основний критерій рівня токсичності середовища.


Для водойм, які забруднені токсичними речовинами, що потрапляють до водойми зі стічними водами, поверхневим стоком, в тому числі зі стоком з сільськогосподарських угідь (нітрати, пестициди тощо), а також від інших антропогенних джерел, забрудненість води і донних відкладень недостатньо оцінювати тільки за шкалою сапробності.


У таких випадках для уточнення використовують фізіологічні показники, зміни спадкових ознак та інші індикаторні параметри організмів.


Наприклад, за зовнішнім виглядом круговій частих інфузорій – сувоєк і опекуларій – можна не тільки дізнатись, досить чині у воді кисню, але судити про те, чи потрапили до водойми токсичні речовини: якщо інфузорії зжаті майже у кулю, їх устя і війки не видні, це означає, що в воді мало кисню або у водойму потрапили органічні речовини.


Крім того, про хронічний дефіцит кисню у водоймі і при потраплянні у нього токсичних речовин свідчать особливості у поведінці сувоєм, а саме утворення ними так званих “бродяжок”. При достатній кількості кисню і відсутності токсиканту інфузорія спокійно сидить на своїй ніжці і працює війками, захоплює бактерій, при дефіциті кисню і під впливом шкідливих речовин сувійка починає шукати більш сприйнятливе місце. Такі зміни супроводжуються рядом морфологічних змін: на задньому кінці інфузорії відростає вінчик війок, ніжка відпадає та вона перетворюється на бродяжку, яка за розмірами більша і пересувається за допомогою війок з великою швидкістю.


В 1982-1984 році було розроблено індекс біологічної якості верхнього шару донних відкладень. Для розрахунку цього показнику використовували загальну кількість видів олігохет і відносна чисельність тубіфіцид, які не виділяють секрет (тільки Tubifex tubifex не виділяє секрет):

L0 =10*ST-1

Де L0 – індекс якості; S – кількість видів олігохет у пробі (за один або декілька сезонів), T -%  тубіфіцид, які не виділяють секрет (молоді та дорослі особини), від загальної кількості у пробі.


Самі низькі значення L0  відповідають найбільшій концентрації NH+4 , CL- , NO3- , PO43+  у шарах води, які безпосередньо знаходяться над мулом, або на ділянках акваторії, які забруднені стічними водами (а саме важкими металами).

Цей індекс використовували при складанні шкали загального забруднення верхнього шару донних відкладень річок, ця шкала має наступні характеристики:

· Надзвичайне  забруднення (донні відкладення сильно токсичні для олігохет, присутні тільки олігохети, які не виділяють секрет): індекс дорівнює 0,1-0,9; в зоні контакту мулу з придонними  шарами води концентрація амонійних солей складає 0,48 мг/л, нітратів – 5,6 мг/л, фосфатів – 2,9 мг/л, хлоридів –17-57, концентрація амонійних солей у муловій воді – 20 мг/л.

· Дуже сильне забруднення ( донні відкладення сильно токсичні для олігохет): індекс дорівнює 1,0-1,9, у зоні контакту мулу з придонними шарами води концентрація амонійних солей складає 0,29 мг/л, нітратів – 8,9 мг/л, фосфатів – 0,47 мг/л, хлоридів – 44-550 мг/л, концентрація солей у муловій воді – 10 мг/л.

· Сильне забруднення (донні відкладення токсичні для олігохет): індекс дорівнює 2,0-2,9, в зоні контакту мулу з придонними шарами води концентрація амонійних солей складає 0,12 мг/л, нітратів – 8,,6 мг/л, фосфатів – 0,38 мг/л, хлоридів , 9-17 мг/л, концентрація амонійних солей у муловій воді – 4 мг/л.
· Середній рівень забруднення ( донні відкладення слабо токсичні для олігохет): індекс дорівнює 3,0-4,9.
·  Легке забруднення (токсичні речовини відсутні, присутні головним чином органічні речовини): індекс дорівнює 5 та вище.
У водній токсикології все ширше використовується один з напрямків біоіндикації – ензимоіндикація, тобто індикатором служать ферменти та їх активність. А саме, за активністю таких ферментів водних рослин, як поліфенолоксидаз, пероксидаза, каталази (відносно легко руйнують феноли та ароматичні аміни до стадії не шкідливих метаболітів, які потім практично повністю використовуються клітинами рослин на власні потреби) і бета-ціаноаланінсинтетаза (руйнує ціаніди та сполучення меркаптанового ряду, які потрапили до рослинних клітин), судять про рівень забруднення природних і стічних вод відповідними забруднювачами.


У оцінці токсичності довкілля все ширше використовують показник антиоксисної активності (АОА) ліпідів у клітинах і тканинах організму, що обумовлено наступним. Природна якість зовнішнього та внутрішнього середовища організму підтримується двома типами окисних процесів: окислення за участю ферментів та окислення за участю вільних радикалів (тобто не ферментативний процес).


У останньому випадку утворюються високотоксичні продукти – перекиси, альдегіди, кетони, і епоксиди. Їх кількість контролюється речовинами антиокислювачами (біоантиоксидантами), функції яких подавляються як з підвищенням рівня забруднення середовища, так і з порушенням обміну речовин у хворому (ураженому) організмі.


Однією з відповідних реакцій організму на підвищення токсичності  середовища  є зміни в ньому пулу (набору) деяких амінокислот (або суми зв’язаних і вільних амінокислот).


На цьому засновано методологію (Корабльов А.І., 1987-1993), яка дозволяє використовувати амінокислоти РОВ у якості біохімічного індикатору якості водного середовища в водоймах інтенсивного комплексного використання: за співвідношенням концентрацій гліцину, метіоніну, проліну та глютамінової кислоти в РОВ у період розкладання синьо – зелених водоростей фіксується початок загострення токсикологічної ситуації (в першу чергу, при забрудненні водойми на важкі метали), при чому на 2-3 роки раніше, ніж традиційними альго - фізіологічними методами. 


У дослідженнях і розробках високо сприйнятливої вимірювальної техніки для біотехнологій, медицини та екології на значне місце посідають біосенсори – унікальні пристрої, які включають біологічні компоненти, у тому числі і живі організми.

За останні 40 років описано велику кількість біосенсорних систем, які складаються із біологічного елементу розпізнання забруднюючої речовини (наприклад, у природних та стічних водах) і вимірювальні прилади (електрохімічні, транзистори, фотомножетелі,  фотоціоди, термістори тощо).

Біосенсори мають два головних елементи: біологічний, який розпізнає аналізуєму речовину та інструментальний, який забезпечує передавання сигналу. Відповідно  до класифікації Г.А.Рехнитцема, біосенсори поділяють на дві групи:

1. Хеморецепторні біосенсори. Вони включають хеморецепторні структури ракоподібних та риб. Ці  організми використовують свої хімічні відчуття (пам’ять) для пошуку їжі, самця (самки), для визначення території, попередження загрози або прояву інших форм активності, основаних на виявленні певних хімічних ознак, якими можуть бути солі, цукри, амінокислоти, а також комплексні молекули, включаючи стероїди.

Було , наприклад, показано, що частинки сприйнятливих вусиків голубого краба можуть діяти як елементи розпізнавання молекул. Шляхом приєднання таких хемосприйнятливих нервових волокон до мікроскопічного електроду Г.А.Рехнітцем було створено біосенсор, який отримав назву “рецептод”. При взаємодії біомолекул з хеморецепторними ділянками  на сенсорних структурах виникає сигнал, який складається з електричних імпульсів, частота яких є функцією концентрації біомолекул. Сигнали реєструються осцилографом і обробляються за допомогою мікропроцесору.


У 300-500 рецепторних клітинах може знаходитись до 8 тисяч сприйнятливих кінців. Вивчення поведінки цих крабів показало, що вони реагують на концентрацію у воді амінокислот, яка дорівнює менше 10-15 М.


Для дослідження використовуються також ізольовані рецептори (нікотиновий ацетілхоліновий рецептор), які виділені, наприклад, з електричних вугрів та інших видів риб. Так в Японії було створено біосенсор, в якому ліпідний шар з таким рецептором наносили на уніполярний транзистор, який сприйнятливий до хлорид – іонів. Цей біосенсор дуже сприйнятливий до ГАМК, барбітуратів і бензодіазофенам.

2. Імунологічні біосенсори. В таких сенсорах роль елементу розпізнавання відіграють антитіла, які здатні селективно приєднати антигени. У останні роки використовуються моноклоніальні антитіла, що дозволяє істотно розширити діапазон речовин, які аналізують.

У якості перетворювача сигналів, які виникають при взаємодії у системі антитіло – антиген, у США, наприклад використовуються п’єзоелектрики, які дозволяють знайти газові домішки, а саме – пари паратіону. У цьому випадку біосенсор представляє собою п’єзоелектричний кристал, на поверхню якого було нанесено шар, який містить антитіла, а для іммобілізації використовують сивороточний альбумін. Такий біосенсор сприйнятливий у діапазоні концентрацій від 1 до 10-3 млн-1 із швидкістю дії 2-3 хвилини та часом функціонування більше 2 тижнів.

У Женеві було розроблені оптичні біосенсори, в яких використовується волокнисті світловоди. Такий тип біосенсорів використовують, наприклад, для вимірювання концентрації лікарських препаратів (метотрексата).

На особливу увагу заслуговує можливість перетворення в імуносенсорних електрохімічних перетворювачах не електричних сигналів на електричні. Наприклад, дослідники Токійського університету показали, що антитіла на антиген Вассермана можуть бути іммобілізовані на ацетат целюлозній мембрані. При додаванні до зразка сироватки з позитивною реакцією на сифіліс спостерігається зміна сигналу.

В 1978 році було запропоновано один з електрохімічних методів – потенціометрія для знаходження реакцій антиген –антитіло. Принцип дії такого біосенсору з мембранними електродами доволі простий: якщо антиген може зв’язуватись з іоном, то реакція повинна модулювати ефект іонної проводимості , тобто супроводжуватись зміною потенціалу.

Такі біосенсори  придатні для багаторазового використання і мають дві важливі переваги: 1)антитіла (біологічний компонент сенсору) залишаються в середині сенсорного ловила, що дозволяє багаторазово і економно використовувати такі дорогі препарати, як моноклональні антитіла. 2) завдяки наявності такого ловила, проба може бути витягнута для повторних аналізів. Подібні іммуносенсори придатні для аналізів антигенів з низькою молекулярною вагою (наприклад, дінітрофенола, глюкози тощо).

Біокаталітичні сенсори. В них використовується так звані ферментативні електроди. При цьому підбирають ферменти з порівняно доброю селективністю і стійкістю. Вже створено біосенсор на основі ферментів лактази, холін естерази, амілази, креатінкенази тощо.

У біокаталітичних сенсорах використовуються різноманітні типи перетворювачів – електрохімічні, терморезистори, оптичні світловоди тощо. Так, в Японії було створено біосенсор з іммобілізованими ксантиноксидазним  ферментом для вимірювання гіпоксантину -  речовини, яка визнана надійним індикатором не свіжих рибних продуктів.

 
Один із напрямків у створенні таких сенсорів – використання клітинного матеріалу . При цьому іммобілізовані або напилені  клітини  бактерій використовують у якості елементів розпізнавання аналізуємо речовини. В певних умовах клітини бактерій синтезують вільні ферменти (екзоферменти) , що дозволяє утворювати біосенсори з різною селективністю (вибірковістю).


Спочатку у біокаталітичних біосенсорах використовували клітини бактерій та грибів, потім їх замінили на спеціальні тканини вищих рослин і тварин, які мають більший біокаталітичний потенціал. Останні більш ефективні ще й тому, що їх використання спряжено з великим ресурсом часу –30 –60 діб.


За допомогою біокаталітичних сенсорів, які основані на використанні тканин рослин та тварин, що нанесені  на електрод, розрізняють наступні речовини.:

· Суспензія тканин банану: вимірювання концентрації допаміну за  поглинанням кисню у біохімічній реакції перетворення допаміну у меланін.

· Зріз тканин кори надпочечнику  свині: дуже сприйнятливий сенсор до зміни складу спинномозкової рідини.

· Зріз пелюстка магнолії: сприйнятливий до газів і використовується також для аналізу амінокислот.

· Лист огірка з видаленим шаром кутикули: при приєднанні його до потенціометру проводять вимірювання концентрації цистеїну.

· Зріз м’язів кролика: для знайдення нуклеотид-5- моно фосфату.

· Зріз січового міхура жаби: для аналізу вазопресину.

· Листя капусти – знайдення вітаміну С.

· Тканин соєвих бобів – знайдення мітрибузину.

Біосенсори, які основані на використанні бактерій частіше всього використовуються в екологічних дослідженнях. Так, для визначення хлорованих вуглеводів та інших токсичних компонентів у стічних водах використовують біосенсор, який вимірює біолюмінесценцію бактерій. Час проведення такого аналізу – 90 хвилин, такі методи можна використовувати для аналізу донних відкладень, ґрунту, освітленого шламу та інших субстратів.

У Японії було створено перший бактеріальний сенсор для скринінга мутагенів у навколишньому середовищу.

Біосенсори є перспективними для сільського господарства, харчової промисловості та інших галузей господарства. Вони широко використовуються у контролі систем життя забезпечення, а саме на підводних човнах.

