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дна из наиболее острых проблем современнос​ти — загрязнение вод​ных экосистем нефтью и про​дуктами ее переработки (бен​зин, керосин, мазут и др.), ко​торые, попадая в водоемы, по​давляют жизнедеятельность флоры и фауны. Растворяю​щиеся в воде фракции нефти являются остро токсичными для подавляющего большин​ства гидробионтов, а образую​щаяся на воде нефтяная плен​ка препятствует прониканию кислорода в толщу воды, на​рушая дыхание водных орга​низмов. При сильном загряз​нении образуются зоны, прак​тически лишенные жизни, ес​ли не считать развивающихся в большом количестве нефте-окисляющих бактерий. Острая токсичность нефти объясняет​ся тем, что составляющие ее углеводороды смачивают по​верхность гидробионтов и, проникая внутрь, растворяют липоидные фракции клеточ​ных оболочек и мембран, раз​рыхляют и изменяют их про​ницаемость. Разрушая липо-протеидные комплексы, вхо​дящие в состав клеток, нефте-образующие углеводороды из​меняют физико-химические свойства цитоплазмы и нару​шают упорядоченность биохи​мических процессов. Установ-

лено негативное воздействие нефти и ее продуктов на гене​тический аппарат гидробион​тов, в частности на содержа​ние в клетках РНК и ДНК.
В практике экологичекого мониторинга загрязненных нефтью водоемов для оценки степени ее воздействия ис​пользуют различные методы. Наиболее простые из них — физико-химические. С их по​мощью можно фиксировать концентрацию нефти в вод​ных образцах. Однако они не позволяют определять кон​центрацию разнообразных метаболитов, образующихся при разложении нефти, ток​сичность которых чаще всего превышает токсичность ис​ходного нефтепродукта.
Более объективным мето​дом оценки загрязнения вод​ной среды нефтью и нефте​продуктами является биотес​тирование, которое позволяет учитывать возможность распа​да исходного вещества на бо​лее токсичные метаболиты, так как в качестве биотеста используется живой организм. Однако наличие у особи за​щитных барьеров, ограждаю​щих ее от вредного воздейст​вия внешней среды, снижает чувствительность метода.
В этом отношении наибо​лее чувствительным является

биохимический метод оцен​ки загрязнения водной сре​ды. Он позволяет не только регистрировать возможность образования более опасных метаболитов токсиканта, но и обойти защитные барьеры организма, так как при его использовании токсикант воздействует непосредствен​но на белковую систему. Именно таким является раз​работанный авторами статьи метод тестирования водной среды на наличие в ней ток​сических веществ (Заявка 2004129244 РФ). Он позво​ляет установить степень за​грязнения природных водо​емов по воздействию отоб​ранных из них водных об​разцов на предварительно приготовленный из мозга животных белковый препа​рат (плазматические мемб​раны), содержащий фермент Mg2+-ATФaзy.
Механизм нейротоксиче-ского действия ароматичес​ких углеводородов на фер​мент заключается в наруше​нии белковых ансамблей ионных каналов нервных клеток. Мg2+-АТФ-гидролаз-ная реакция плазматических мембран, активированных анионами, демонстрирует прямую сопряженность дан​ного    фермента    с    рецеп-
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тор/канальными ансамбля​ми [1], отражает их энерго​зависимость и, кроме того, при воздействии токсичес​ких лигандов изменяет свою активность абсолютно иден​тично изменению скорости ионных потоков.
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Для получения белка, об​ладающего Mg2+-ATФазной активностью, используют мозг животных с различным уровнем организации от бес​позвоночных до позвоночных (моллюски, рыбы, кролики). В мозге животных этот белок содержится в максимальном количестве, он высокочувст​вителен к реагентам и его функциональные свойства легко поддаются регистра​ции. Обогащенный Mg2+-AT-Фазой реагент получают пу​тем гомогенизации мозга жи​вотных с буфером, имеющим физилогическое рН, с после​дующим центрифугировани​ем при скорости 10000 мин1. Надосадочную жидкость от​деляют и повторно центри​фугируют при скорости 40000 мин1. Супернатант отбрасы​вают, а осадок ресуспендиру-ют буфером. Полученный ре​агент представляет собой обогащенный Mg2+-ATФазой белковый препарат [2].
После смешения белково​го препарата мозга живот​ных с пробой водной среды, доведенной до физиологиче​ского рН не содержащим фосфор буфером, получен​ный раствор разделяют на две части: основную и фоно​вую. В основную часть до​бавляют раствор, содержа​щий трис-АТФ, источник ионов магния, а также ис​точник ионов хлора и бикар​боната. В фоновую часть до​бавляют раствор, содержа​щий трис-АТФ и источник ионов магния. Определение токсичности водной среды по содержанию фосфора не​органического проводят с учетом его фонового содер​жания.

Затем вычисляют актив​ность Mg2+-АТФазы по фор​муле
где £onci/Hco. — средняя ариф​метическая экстинкция ис​следуемой пробы воды в при​сутствии Mg2+-АТФазы, акти​вированной ионами хлора и бикарбоната; ЕопМв.алф — сред​няя арифметическая экс​тинкция исследуемой пробы воды для определения фоно​вого содержания фосфора не​органического в присутствии Mg2+-АТФазы; £ко„тс1/нсо; — средняя арифметическая экс-тинция контрольного образца в присутствии Mg2+-ATФазы, активированной ионами хло​ра и бикарбоната; Ешшщ.я<» — средняя арифметическая экс​тинкция контрольного образ​ца для определения фонового содержания фосфора неорга​нического в присутствии Mg2+-АТФазы.
В данной работе в качест​ве исследуемого водного об​разца использовали 10 %-ный водный экстракт бензина, разведенный до концентра​ции 0,01 — 0,2 %. Было обна​ружено, что 0,025 — 0,075 %-ные экстракты бензина по​давляют активность фермен​та, а 0,1 %-ный раствор прак​тически полностью ингиби-рует фермент.

Оценка токсичности водных образ​цов энзиматическим методом
	Активность
	Токсичность

	фермента, %
	образца, баллы

	90- 100
	1

	80-90
	2

	70-80
	3

	60-70
	4

	50-60
	5

	40-50
	6

	30-40
	7

	20 - 30
	8

	10-20
	9

	0-10
	10


Для оценки токсичности природного водного образца удобно пользоваться 10-балль​ной шкалой (см. таблицу). Чем выше балл, тем токсичнее исследуемый образец.
Предлагаемый метод повы​сит достоверность определения токсичности водных объектов при значительном снижении затрат. оп
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