Лекції № 9, 10.

Тема : “Біотестування”

Поряд з біоіндикацією у екологічних дослідженнях широко використовуються методи біотестування.

БІОТЕСТУВАННЯ – це оцінка рівня токсичності (шкідливості) середовища за зміною фізіологічних, біохімічних, цито - генетичних та інших показників у дослідного тест об’єкту у порівнянні з контролем, тобто біотестування – це фактично тест – реакція дослідного організмі на ту чи іншу концентрацію конкретного забруднювача у строго заданих умовах експерименту.

Таким чином, метод біотестування відрізняється від біоіндикації тим, що остання здійснюється у польових природних умовах, а перша – у штучно створених умовах експерименту.

Біотестування допомагає розробляти нові та коректувати вже існуючі нормативи, які регламентують не безпечні рівні антропогенного забруднення.

А саме, під час біотестування рівня токсичності середовища використовують мутагенний ефект від дії на тест -  організм (звичайно використовують сальмонелу і її штам – тест Еймса) токсичних речовин. При цьому загрозливим для біоти  та людини рівнем забруднення вважається рівень, який викликає у тест – бактерій мутації, частота яких перевищує біше ніж у два рази, частоту їх природних (спонтанних) мутацій.

Біотестування, як і біоіндикація має певні переваги перед фізико –хімічними методами, так як дозволяє:

1. швидко отримати відповідь на питання, чи є токсичність (для попереднього контролю звичайно використовують дафнію –Daphnia magna, а для оперативного і безперервного – реакцію уникнення риб при подачі у дослідний акваріум води з досліджуємої водойми).

2. визначити ефективність очищення стічних вод та промислових викидів.

3. оцінити остаточну токсичність біоматеріалу ( рослинних та тваринних тканин, сільпгоспродукції тощо.), ґрунту та донних відкладень.

До теперішнього часу вже відомо понад 40 біотестів якості природних та стічних вод, з яких найбільш часто використовуються 15.

· Виживання і плодючість Daphnia magna (стічні та природні води).

· Зміна статичного стану медичної п’явки динамічним (стічні та природні води).

· Русальна активність, виживання і темп росту інфузорій (стічні та природні води).

· Реакція біолюмінесценції бактерій, які світяться (стічні та природні води).

· Рівень загальної і повільної флуоресценції водоростей (стічні та природні води).

· Біоелектрична реакція харових водоростей (стічні та природні води).

· Реакція уникнення риб (стічні води).

·  Частота дихання і серцебиття у риб (стічні води).

· Реакція закривання стулок черепашок двостулковими молюсками (стічні води).

· Активність окисних ферментів мікроорганізмів активного мулу (стічні води).

· Ростова реакція бактерій (природні води)

· Виживання і реакція регенерації  гідри (природні води)

· Виживання та зміни  фототаксису коловерток (природні води)

· Активність ферменту холін естерази (природні води).

У деяких випадках використовуються біоелектричні реакції водоростей для оцінки забруднення водного середовища. А саме на основі методу відведення від клітини нітелли (харова водорість)  електричних характеристик було створено установку для експрес – тестування забруднення водойм різноманітними токсикантами.

Таким чином, на відміну від фізико – хімічних методів, біоіндикація та біотестування дозволяють оцінити біологічну повноцінність або біологічну не якісність навколишнього середовища.

НОРМУВАННЯ АНТРОПОГЕННОГО ЗАБРУДНЕННЯ

Система нормативів (стандартів) є правовою формою екологізації діяльності суспільства. Вона підвищує ефективність захисту довкілля від антропогенного забруднення і дозволяє знизити рівень впливу шкідливих чинників на здоров’я людини.

У ідеалі медико – біологічні та екологічні нормативи повинні реалізовувати своє найголовніше призначення – відповідати екологічним та соціально – економічним інтересам, тобто забезпечувати сталість довкілля, раціональне природокористування, екологічну безпеку людей і норму існування живої матерії на всіх рівнях її організації.

При цьому норма для молекулярного та субклітинного рівня – це процеси, які забезпечують існування клітини, а для клітини  - процеси, які забезпечують норману життєдіяльність відповідно тканин, органів і всього організму. У свою чергу, цілісний організм – це система, яка підчиняє собі усі процеси нижніх рівней.

 І все ж, серед багатьох критеріїв (ознак) біологічної норми найбільш об’єктивним і фундаментальним визнано існування виду, або “якщо вид існує, то існує і відповідність його умовам середовища, а це і є відображенням єдності якості та кількості.”(М.Строганов).

Біологічна норма складає основу господарської норми, основним критерієм якої є відповідність вимогам людини.

Часто людина зацікавлена, щоб і біологічна норма відповідала його потребам, але без врахування біологічної норми неможливо ефективно вирішувати завдання раціонального природокористування, яке вимагає вміння регулювати біологічні процеси в екосистемах.

Традиційним показником якості середовища є медична норма – гранично припустима концентрація (ГПК) забруднювача. Звичайно використовують два види ГДК : середньодобова і одноразова.

Середньодобова ГДК – це гранична концентрація забруднювача, тривала дія якої на організм людини не викликає у ньому яких – не будь патологічних змін та захворювань.

Максимальна одноразова ГДК -  це  норматив, який допускає єдино разовий (в межах 20-30 хвилин)  вплив більш високих рівней забруднювача на організм людини, але яке не викликає патологічних змін та захворювань. Було запропоновано введення третього  виду ГДК – гранично припустиме перевищення максимальних одноразових доз ГДК або повтореність випадків перевищення ГДК упродовж року.

Розробка ГДК має майже 100-річну історію. Вперше в 1896 році Хірт запропонував використання для атмосферного кисню у якості ГДК хлористого  водню величину 160 мг/м3 . І хоч  у наш час ГДК складає 0,5 мг/м3 , тобто у 320 разів менше запропонованої Хіртом, все ж це була перша спроба регламентувати забруднення довкілля.

На початку 60-х років СРСР було єдиною державою у світ, ГДК мало законодавчу силу. Пізніше (1968 році) такі стандарти були офіційно прийняті у 8-ми, а до 1973 року – у 22 державах.

Однак, у всіх країнах розробники ГДК “не вспівають” за темпами утворення нових речовин. Крім того, розробка ГДК вимагає значних матеріальних затрат (наприклад США отримання ГДК однієї речовини займає 3-5 років і обходиться  від 300 до 600 тис.$).

До теперішнього часу в Україні дії ГДК для більш ніж 320 речовин, які забруднюють атмосферу, для понад 600 речовин, які забруднюють воду, і для деяких десятків речовин, які забруднюють грунт. Зроблені перші кроки у розробці сумарних (для суміші речовин) ГДК, які отримані вже для 40 комбінацій деяких ксенобіотиків.

Що стосується ГДК для донних відкладень і мулів, то таких нормативів не має не тільки в Україні, але й у інших країнах ( іноді замість них використовуються ГДК для ґрунтів, що зовсім не припустимо). Необхідно відмітити, що хоч у Нідерландах і є ГДК для деяких токсичних компонентів мулу, але ці нормативи ще далекі від досконалості, т. я. отримані головним чином розрахунковим шляхом. 

Не дивлячись на те, що ГДК є поки що єдиним інструментом, за допомогою якого здійснюється контроль за якістю довкілля, продуктів харчування людини, кормів для домашньої худоби тощо, однак вони мають низку недоліків а тому повинні роздивлятись як тимчасове явище.

Не досконалість ГДК привела до того, що у другій половині ХХ століття людство вже переступило межу, яка відокремлює припустимий рівень забруднення довкілля від не бажаного, про що свідчить загострення екологічних проблем, пов’язаних  з хімічним забрудненням навколишнього середовища – зростання захворювань людей, підсилення “парникового ефекту”, кислотні дощі, зниження біотичного різноманіття, перехід від локального до глобального забруднення біосфери тощо.

Розглянемо найбільш істотні недоліки ГДК:

По перше ГДК є санітарно –гігієнічним нормативом, головний пріоритет якого – охорона здоров’я людини.

Серед тих критеріїв безпечності, на яких базується ГДК –токсична дія на організм людини, вплив на органолептичні якості середовища (для води – запах, привкус, кольор, мутність; для повітря –головним чином - запах)  і вплив на загальний санітарний режим джерел водопостачання, повітряного середовища і ґрунту, лише останній віддалено нагадує екологічний норматив.

Однак у цьому випадку пріоритет надано не загальним інтересам людини та природи, а медицині, оскільки ГДК орієнтовно на підпороговий рівень дії токсину, який встановлюється експериментально: спочатку визначається залежність “доза - ефект”, а потім на його основі встановлюється поріг шкідливості (тобто мінімальний токсичний ефект) і після того – підпороговий рівень шкідливості (максимальна не діюча на організм концентрація токсинів).

При переході від нормативів, які отримано експериментально на лабораторних тварин, до ГДК (дозам) для людини встановлюють деякий коефіцієнт запасу (коефіцієнт безпечності). Цей коефіцієнт повинен забезпечити  безпечність ГДК у зв’язку з труднощами екстраполяції на людину результатів, які отримано на тваринах.

Іншими словами, коефіцієнт запасу дозволяє  виключити негативні наслідки, які пов’язані з можливістю не точного визначення граничних доз і концентрацій у хронічному досліді на тваринах, з недостатньою інформацією про можливі наслідки дії речовини або з підозрою на наявність у цієї речовини яких – не будь незнайдених до того часу шкідливих для людини якостей.

Коефіцієнт запасу розраховують за формулою К.К.Сидорова, яка враховує видову сприйнятливість організму (К1) (К1 =ЛД50 (max):ЛД50 (min)) , де max та min відносяться до відповідно до найменш і найбільш сприйнятливого за відношенням до певної речовини виду тварини), кумулятивні якості речовини і його окремі ефекти впливу на організм.

По – друге, ГДК  не враховує здатність токсину до перетворення у навколишньому середовищі, а тому не дозволяє оцінити реальний вплив його на біоту та людину, яке залежить від багатьох підсилювальних і послаблених факторів, в тому числі – температури та форми, в якій токсин присутній у навколишньому середовищу.

Наочним прикладом тому, служить важкі метали: в одних випадках їх токсичність може знижуватись (при переході у форму халатів, після абсорбції на детриті і частицях ґрунту тощо), а в інших – підсилюється (у ході реакцій гідратировання , метилування тощо). Для тваринних організмів одним з головних чинників, які визначають токсичний ефект солей важких металів, є температура.

Реальна токсичність металів може знижуватись при збільшенні жорсткості та мінералізації водного середовища, підвищенні вмісту комплексуючих агентів (фульво - та гумінових кислот, амінокислот тощо), звішених (сорбуючих) речовин, сумарного вмісту хлорофілу (показник збагачення водойми поживними елементами). У останньому випадку ця залежність має наступний вигляд:

КП=0,75+0,008exp (Хл);

КП=0,91+1,3 lg (Хл),

Де Хл – концентрація хлорофілу, мкг/л; КП – коефіцієн персистентності (відношення кінцевої токсичності розчинів до початкової їх токсичності, яку оцінюють за відносним показником LT50)/

З метою екологізації ГДК водо джерел було запропоновано використовувати у якості цього нормативу концентрацію забруднювачів у умовно чистій зоні (екологічне благополуччя), яку визначають шляхом прямого хімічного аналізу або методом розрахунку. Останній основане на відомих залежностях, які описують процес розбавлення забруднюваних речовин по мірі їх віддаленню від джерела.

По – третє, ГДК  не враховує зональні та регіональні особливості біотичного та абіотичного складу ландшафтів, так як має статут загальнодержавного нормативу.

Для виправлення цього недоліку пропонувалося, наприклад, оцінювати стан ґрунту за рівнем хімічного забруднення ґрунтової вологи, з використанням ГДК речовин для поверхневих і підземних вод.

А саме, було показано, що переорієнтована ГДК нітратів для ґрунту (130 мг/кг) на ГДК нітратів у ґрунтовій вологі (50мг/ кг)дозволить отримати сільгосппродукцію , яка буде вільна від нітратів, та попередити міграцію цих забруднювачів у підземні води.

У випадку використання традиційних ГДК виникає ситуація, коли культури вирощуються фактично на землях, ґрунтова волога яких містить від 1500 до 4600 мг/л нітратів, в наслідок чого їх вміст у врожаї  досягає відповідно 2700 мк/кг (кіндза та інші культури) та 4500 мг/кг (коренеплоди цукрового буряка тощо).

Запропоновано також використовувати у якості ГДК токсичного елемента його подвійний кларк або подвійний фоновий вміст у ґрунті.

В –четвертих, ГДК  не враховує сезонну динаміку процесів самоочищення і асиміляційну ємність екосистем (тобто, кількість токсину, яку екосистема може знезаразити у ході мінералізації, депонування і виведення за її межі).

А саме, на прикладі Запорізького водосховища можна показати, що рівень забруднення дніпровської води такими елементами як Mn, Cd та Pb , у ряді випадків досяг асиміляційних можливостей екосистеми, а Ca та Zn – вже перевищили їх, а отримані орієнтировочні ЕДК для Cd, Pb та Fe складають відповідно 0,0002, 0,04 та 0,04 мг/л, що нижче прийнятих в Україні ГДК для рибогосподарських водойм.

Ведучими українськими токсикологами запропоновано використовувати замість традиційних ГДК якісний біологічний критерій – інтегральну токсичність води (Ті) , яка  за їх думкою відображає відповідь біоти на вплив токсинів у конкретній водоймі і є величиною, яка зворотна коефіцієнту розбавлення забрудненої води (1/КР), тобто розбавлення токсичних речовин до рівня, при якому у тест - об’єктів упродовж 48 годин не спостерігається токсичного ефекту. Показник КР виражається співвідношенням 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 1:100, а  Ті - цілими числами 1, 2, 5, 10, 100, 1000 (тобто балами інтегральної токсичності).

Крім того, про неприпустимість використання єдиних ГДК для забруднених і чистих регіонів, необхідно також додати, що:

· Подібна “універсальність” ГДК суперечить з природоохоронним призначенням цього нормативу, оскільки , з одного боку, вона націлює на стабілізацію, а не на оздоровлення екологічної ситуації, тому, що не забороняє розбавлення викидів у навколишньому середовищі (повітрі, воді), дозволяючи тим самим не повне очищення викидів і збросів.

· У відносно чистих регіонах не радиві господарі отримують можливість забруднювати довкілля до рівней, які встановлені ГДК, тобто не порушуючи законодавство, можуть діяти екологічний злочин.

Враховуючи, що біологічна активність катіонів та аніонів взаємопов’язана і не є константою, при розробці регіональних ГДК, наприклад, для металів, було запропоновано використання сульфатні, хлоридні та карбонатні солі, які характерні для регіонального “фону” і на основі яких побудовано природну класифікацію поверхневих вод О.А.Алекіна.

По п’яте,  традиційна ГДК далека від екологічно виправданого (реального)  нормативу, так як розробляються відносно штучні норми – лабораторного контролю, який за його завданням  бажають його наблизити до санітарних норм (тільки це його і виправдовує).

ГДК для систем водокористування не враховує природну якість (норму) води, а лише має на увазі нормативну якість питної, технічної а також води, яку використовують для зрошування, рекреації та рибного господарства.

Не відповідність лабораторного контролю природній нормі пояснюється і постійними уточненнями, затверджених у різний час ГДК. Наприклад, ГДК бензолу і аніліну, які діяли на території ехСРСР, передивлялись протягом 40 років і врешті решт були знижені проти початкових в 40 і 1000 разів відповідно.

З метою “екологізації” існуючих санітарних нормативів були запропоновані три рівня регламентації ГДК, які відповідають трьом головним  становищам природних екосистем: стаціонарне, зворотнє і не зворотнє антропогенними факторами.

При цьому приймається, що ГДК першого рівня гарантує збереження стаціонарного стану екосистеми, в той час, коли перевищення ГДК третього рівня попереджує про можливе зруйнування екосистеми, тобто екологічне благополуччя екосистеми може бути гарантовано тільки за умови збереження її стаціонарного стану, коли концентрація токсичних речовин не виходить за межі ГДК першого рівня. Нормування ж ГДК другого, а тим більше – третього рівня, повинно бути короткочасним.

Необхідність екологічного нормування стало очевидним 35 років тому назад, коли загострились проблеми, що пов’язані з антропогенним забрудненням довкілля.

По – шосте, прийняті ГДК для радіонуклідів фактично не виправдовують себе, так як  сьогодні майже не можливо встановити норму додаткового (до природного фона) забруднення за наступними причинами: 

1. радіоактивний фон змінюється на поверхні Землі від 0,8 до 3,0 мЗв/рік (прийнята норма опромінювання людини за рахунок природного фону складає у середньому за рік 1 мЗв, а упродовж життя – не більше 0,1 Зв);

2. показники фону природних радіонуклідів підвищується в наслідок добування і використання природних ресурсів, використовуємих мінеральних добрив облицювання  житлових та інших приміщень будматеріалами мінерального походження тощо (наприклад, у будовах із каміння і цеглі доза опромінювання людей, що перебувають у них в середньому на 20 % вища у порівнянні з природним радіаційним фоном).

Ці та інші чинники призвели до того, що у промислово розвинених країнах світу середня індивідуальна доза опромінювання населення вже досягла 4 мЗв/рік. В Україні вона ще вища – 4, 86 мЗв/рік, в тому числі за рахунок внутрішнього β –опромінювання – 0,2 мЗв (4%), космічного опромінювання –0,28 мЗв (6%), природнього гамма – фону –0,15 мЗв (3%), U-234, U-226 i  Rn-226, який присутній у воді –0,17 мЗв (5%), природної активності будматеріалів – 0,26 мЗв (3% ) і Rn-222, які присутні у повітрі приміщень – 3,8 мЗв (78 % ).

Дослідження останніх років привели до висновку про відсутність яких –не будь нижніх безпечних порогів дії канцерогенних, мутагенних та радіоактивних речовин , так як навіть не значне перевищення їх природного фону генетично не безпечне для людини та інших організмів.

Д.Гродзинський вказував, що офіційно прийняті в Україні малі дози опромінення здатні придушувати процеси оновлення ДНК. Він назвав екологічним злочином штучне завищення урядом ехСРСР після аварії на ЧАЕС гранично припустимого рівня  (ГПР) 
забруднення продуктів харчування. Наприклад, для молока ГПР радіонуклідів був встановлений як 2*10-6 мКи/л (до 1986 року це був показник  ГПР для ради активних викидів!), а припустима індивідуальна доза для учасників  - ліквідаторів аварії на ЧАЕС – на рівні 250 мЗв в той час, як основні дози опромінювання , які були отримані населенням постраждалих районів у перші тижні та місяці після аварії, у більшості  випадків складали 350 мЗв (тобто близько 30% учасників – ліквідаторів фактично приречені на загибель від рака).

По - сьоме, сумарне  ГДК не відображає норму ефекту, яка викликана сполученням впливу тих же токсичних речовин (елементів) на організм людини, оскільки вони розраховуються математичним шляхом, виходячи із співвідношень спостерігаємої концентрації забруднювача та прийнятим для нього ГДК:

С1         +С2             +     +Сn               .< 1,

ГДК1        ГДК2             ГДКn

Де С1 С2      Сn  - концентрація кожного із токсинів, а ГДК – гранично припустимі концентрації тих же токсинів.

Для виправлення цього недоліку пропонують використовувати узагальнюючий показник токсичності середовища (УП) та інтегральну токсичність середовища (ІТС):

Де УП – узагальнений показник забруднення води набором концентрацій шкідливих речовин С, N – фіксована нормуюча речовина, n – кількість параметрів.

ІТС = 1-lgM : lgn,
Де М- середня сума концентрацій окремих речовин, як частка їх ефективних концентрацій, які визначаються за стандартною відповіддю організму, тобто ЛК50 (летальна концентрація у 50%, n –кількість речовин у суміші). Приймається, що величина ІТС =0,1-1- часткова адитивність дії, ітс =1 – адитивна дія,  ІТС >1 – с верх адитивна дія.

По –восьме. Кількість точок прикладання токсиканту у клітині, яка відповідає за зміни у обміні речовин, дуже велика і може досягати десятків тисяч. Тому спроби деяких дослідників встановити ГДК токсиканту за зміною їх вмісту або активністю у  організмі малоймовірно. Особливо це стосується речовин із слабкою вибірковою токсичністю, а також складних і багатокомпонентних сумішей токсиканту, з яких частіше всього складаються промислові викиди. У багатьох випадках не відомий істинний хімічний склад цих отрутних сумішей, які складно діють то синергічно, то антагоністично, змінюються з часом під впливом абіотичних факторів.

Крім того, необхідно враховувати, що вид (за рідким виключенням) , згідно  І.Шмальгаузена, у цілому пристосований до навколишнього середовища не в одній своїй формі , а в двох або декількох формах, і не до певного сезону або біотопу, а до декількох. Тому у природі спостерігається відхилення від видових констант, однак вони не ведуть до змін сутності цих констант.

Виходячи з цього, деякі дослідники вважають, що діапазон коливань якої – не будь реакції, виявлений на одному з біологічних видів, характерний тільки для конкретного виду і не може бути використаний навіть на різних формах одного й того ж виду.

Всі ці недоліки ГДК, стали причиною пошуку інтегральних (комплексних) еколого – гігієнічних характеристик, які дозволяють адекватно оцінити стан середовища, біоти ті чинник ризику (наприклад, генетичного) , який є найважливішим моментом екологічної експертизи.

З одного боку, такі характеристики виключають елемент штучності, який властивий ГДК , тому що вона переносить норму із середнього дослідного тест – організму на “середню” людину, тобто не враховує генетичні та індивідуальні особливості людської популяції. З іншого боку, еколого – гігієнічний підхід до нормування якості середовища дозволяє об’єднати екологічний та гігієнічний принцип, які якщо їх використовувати окремо суперечать одне одному, а якщо розглядаються разом – ефективно доповнюють одне одного, враховуючи їх головні завдання:

· завдання екологічного нормування – захистити біосферу і її складові, при такому підході одиничні втрати особин у популяції не беруться до уваги (якщо таке припустимо для екосистеми і біосфери у цілому, то по відношенню до популяції людини – абсолютно не годиться).

· Завдання санітарно – гігієнічного нормування -  забезпечити  не безпеку кожної людини, що не гарантує захист екосистеми і біосфери у цілому від антропогенного впливу.

В Україні у різні роки приймались спроби створити системи комплексної екологічної оцінки (класифікації) якості прісних водойм, однак вони дуже об’ємні, оскільки включають багато показників. 

ГДК , які прийняті в Україні, є одним з критеріїв при проведенні екологічної експертизи проектів.

На їх основі був офіційно затверджений Перелік виробництв і видів діяльності, які є найбільш загрозливими  (1 клас загрози ) для людини і навколишнього середовища, в які безпосередньо увійшли:

1. атомна енергетика і атомна промисловість

2. біохімічне, біотехнологічне і фармакологічні виробництва

3. збір, обробка, складування, поховання та утилізація всіх видів промисловості та побутових викидів.

4. нафтяна, газова, хімічна, металургійна, вугільна, горнодобуваюча, целюлозно – паперова та дерево - оброблювальна галузі промисловості.

5. виробництво цементу, асфальтово бетону, азбесту, скла, харчових продуктів

6. автотранспорт, ТЕС, ТЕЦ, очисні споруди

Що стосується біотехнологій, які включають біохімічні та мікробіологічні стадії виробничого процесу, то їх потенційна загроза для людини була встановлена відносно не давно.

А саме було доведено, що бактерії у максимально сприятливих умовах, які штучно підтримуються  у промислових біореакторах, здатні у найвищому ступеню проявляти потенційні можливості, які у природних умовах заблоковані дією багатьох чинників і , в першу чергу – найменшими коливаннями температури у бік  оптимальної (наприклад, у відсутності стримуючих факторів один холерний вібріон всього за 1,75 діб міг би утворити органічну масу, яка дорівнює масі земної кори, або 1025 г, а одній діатомовій водорості на це знадобилось би 24,5 діб).

Така активність мікроорганізмів може мати негативні наслідки для робітників біотехнологічних виробництв.

Наприклад, штам Trichoderma lignorum, який використовують для отримання засобу захисту рослин – спорового препарату триходерміну (віднесений до 1 класу загрози, ГДК у повітрі – 0,1 мг/м3), який здатний в умовах біореактору виробляти окрім названого токсину ще  не менш 6, у число яких входить глікотоксин (сильна отрута та іммунодепресант).

Таким чином, біотехнології утворюють передумови для забруднення промислової та суміжних територій антибіотиками, як передбаченими, так і не передбаченими технологіями, тобто запроектована токсичність таких виробництв не співпадає з реальною.

Крім того, необхідно зазначити, що дія біотоксинів на організм людини залежить від рівня загального забруднення навколишнього середовища.

