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ВВЕДЕНИЕ

Обоснование и анализ актуальности выбранной темы. В последние десятилетия, в связи с активной техногенной человеческой деятельностью, в водоемы в огромном количестве поступают нефтяные углеводороды (НУ), что представляет серьезную экологическую проблему. Нефть и нефтепродукты попадают в морскую среду при естественных просачиваниях из нефтеносных пластов, добыче, транспортировке, а также в результате аварий [1, 2, 10]. 
Особую актуальность и значимость проблема нефтяного загрязнения в России приобрела после катастрофы танкеров «Волгонефть-212» и «Волгонефть-239» в Керченском проливе 15 декабря 2024 г. По данным экстренных служб общий объем разлившегося мазута составил около 3,8 тыс. тонн. После этой катастрофы 17 декабря 2024 г. отмечены первые выбросы мазута на побережье Краснодарского края, от Анапы до Темрюкского района. С 21 декабря 2024 нефтепродукты стали попадать на побережье Республики Крым, в том числе было загрязнено нефтепродуктами 1,6 километра побережья на территории природного заповедника «Опукский». В результате наблюдений с 21 декабря по 8 января на территории республики Крым было выявлено 44 случая выброса мазута. 3 января 2025 года выбросы мазута впервые обнаружены на побережье в регионе Севастополя. Столь масштабное по объемам загрязнение и площади пострадавших акваторий в Крыму наблюдается впервые за последние 80 лет, что определяет необходимость проведения долгосрочного регулярного мониторинга состояния морских прибрежных экосистем и исследований отклика биоты на нефтяное загрязнение [19, 20].  
Практически все компоненты нефти в большей или меньшей степени являются токсичными и оказывают отравляющее действие на водные организмы, а некоторые группы НУ могут аккумулироваться в органах и тканях и передаваться по пищевым цепям [1, 2, 10]. 
Степень отравления гидробионтов НУ зависит от многих факторов: концентрации и продолжительности воздействия вещества, температуры среды, освещенности, а также особенностей самих организмов – размера, возраста, пола. В от продолжительности и масштаба загрязнения НУ может наблюдаться широкий диапазон ответных реакций – от физиолого-биохимических, морфологических и поведенческих аномалий на уровне организмов до структурных и функциональных перестроек в популяциях и сообществах [1, 3, 9]. 

При оценке токсического действия загрязнителей на организм гидробионтов наиболее часто используют двустворчатых моллюсков рода Mytilus. По выживаемости представители рода Mytilus обладают высокой устойчивостью к различным загрязнтелям. Широкая распространенность и низкая смертность при изменении абиотических факторов позволяют легко добывать экспериментальный материал и содержать в лабораторных условиях. В то же время повышенная чувствительность физиологических функций к действию токсикантов дает возможность с большой точностью определять пригодность водной среды для жизнедеятельности моллюсков [3, 4, 9, 17, 18]. 
Цель работы - Изучить влияние дизельного топлива на физиолого-биохимические параметры черноморской мидии Mytilus galloprovincialis в условиях токсикологического эксперимента.
На основании цели были поставлены следующие задачи: 
1. Исследовать показатели окислительного стресса и активность ключевых антиоксидантных ферментов в гепатопанкреасе мидии M. Galloprovincialis.
2. Изучить активность аминотрансфераз в гепатопанкреасе мидии M. Galloprovincialis.

3. Проанализировать физиологические индексы мидии M. Galloprovincialis.
4. Выявить параметры, наиболее чувствительные к нефтяному загрязнению.

Объект исследования – биохимические показатели гепатопанкреаса и физиологические индексы средиземноморской мидии.

Предмет исследования – изменение биохимических и физиологических показателей средиземноморской мидии в условиях токсикологического эксперимента.
Районы и сроки проведения исследований: моллюсков отбирали на мидийно-устричной ферме в мае 2024 г.
Методы исследования. Биологический анализ мидий, расчет физиологических индексов, комплекс спектрофотометрических методов определения биохимических показателей, статистический анализ полученных результатов.

Научная новизна полученных результатов. Впервые оценено влияние дизельного топлива «Летнее» на комплекс биохимических показателей гепатопанкреаса и физиологических индексов средиземноморской мидии в условиях токсикологического эксперимента. Выявлены параметры, наиболее чувствительные к нефтяному загрязнению.

Практическое значение полученных результатов. Учитывая тот факт, что прибрежные акватории города Севастополя характеризуются высоким уровнем нефтяного загрязнения, оценка влияния НУ на показатели средиземноморской мидии в лабораторных условиях может иметь важное практическое значение. Полученные в эксперименте результаты можно экстраполировать на естественные условия обитания гидробионтов. Результаты работы представляют интерес для разработки мониторинговых программ, в частности для биоиндикации водных объектов, загрязненных НУ, с использованием параметров средиземноморской мидии. 
Личный вклад учащегося. Автор принимал активное участие в постановке и проведении эксперимента. Автором выполнен биологический анализ мидий. Определены биохимические показатели в гепатопанкреасе, рассчитаны физиологические индексы, выполнен статистический анализ полученных данных, проанализированы результаты исследований, подготовлен проект.
РАЗДЕЛ 1

ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Нефтяное загрязнение является одним из ведущих факторов антропогенного воздействия на водные экосистемы. Ежегодно в Мировой океан попадает по разным оценкам от 0,5 до 11 млн. т нефти и нефтепродуктов. Однако вопреки распространенному мнению, аварийные разливы, вызванные добычей и транспортировкой, не являются главным источником загрязнения Мирового океана. Их вклад составляет менее 10% от суммарного потока углеводородов в морскую среду [2, 10].
Нефть является сложной смесью парафиновых, циклопарафиновых, ароматических углеводородов с простыми и разветвленными цепями. Помимо этих основных составляющих, она содержит соединения серы и азота, органические кислоты, микроэлементы. Нефть может также содержать нафтеновые кислоты и фенольные соединения, хлороформенные битумоиды, в составе которых имеются такие экологически особо опасные соединения, как полиароматические углеводороды [5, 7].
Нефтяные компоненты при поступлении в поверхностные воды находятся в различных формах (масляная, растворенная, эмульгированная, адсорбированная). В начальный период 60…70 % поступившей нефти содержится в водной массе в растворенном, эмульгированном, адсорбированном состоянии. Обычно эмульгированных компонентов в 2 раза больше растворенных. Последние состоят на 80…90 % из ароматических углеводородов (бензол, толуол, этилбензол, ксилол и др.), обладающих высокой токсичностью в связи с повышенной способностью к растворению в воде. Поступившая в поверхностные воды нефть вступает в общую цепь сложных и мало исследованных по длительности процессов (испарение, растворение, эмульгирование, окисление, образование агрегатов, седиментация, биодеградация). Эти процессы зависят как от состава и количества нефти в водной среде, так и от условий в водоемах (наличия в воде коллоидов, взвешенных частиц, планктона, температуры, солнечного освещения и т.д.). Известно, что во всех формах миграции происходит накопление устойчивых к биологическому разложению компонентов (смол, асфальтенов, парафинов и др.), причем максимум нефтепродуктов концентрируется в донных отложениях. При хроническом загрязнении водотоков углеводороды накапливаются в донных отложениях на участках с замедленным течением, где активно проходят процессы илонакопления. Размыв загрязненных донных отложений вызывает вторичное загрязнение вод и их перенос далее вниз по течению реки, что зависит от диаметра частиц и скоростей речного потока [5, 7]. 

В зависимости от продолжительности и масштаба загрязнения нефтью может наблюдаться широкий диапазон ответных реакций — от физиолого-биохимических, морфологических и поведенческих аномалий на уровне организмов до структурных и функциональных перестроек в популяциях и сообществах [1]. Действие НУ проявляется на организменном, популяционном, биоценотическом и экосистемном уровне. В конечном счете, происходит деградация экосистем – ухудшение их как среды обитания, обесценивание в хозяйственном отношении [1, 2, 10, 17, 18].
Важным аспектом проблемы является влияние НУ на организм на субклеточном уровне, поскольку молекулярные эффекты могут быть связаны с неблагоприятными последствиями для организмов в будущем. Химический стресс в биологических системах в настоящее время определяют с помощью так называемых молекулярных биомаркеров – количественных показателей, измеряемых в полостных жидкостях, клетках или тканях, которые на биохимическом или клеточном уровне указывают на присутствие загрязнителя и  величину ответных реакций организма [1, 3, 9]. 
В современных исследованиях биомаркеры являются в первую очередь инструментом прогнозирования состояния биоты под влиянием тех или иных факторов среды. Рыбы и моллюски признаны удобными и репрезентативными объектами для биомониторинга с использованием молекулярном биомаркеров. Кроме того, многие виды являются объектами промысла и используются в пищу человеком, и изучение влияния загрязнений на их метаболизм имеет практическое значение [1, 3, 9]. 
В основе химической адаптации животных к действию большинства органических поллютантов лежат реакции трансформации последних в мембранных структурах клетки. Производные НУ, попавшие в организм, претерпевают 2 фазы метаболизма. Первая – монооксигеназное окисление, в ходе которого исходные вещества приобретают реакционноспособные группы (гидроксильные, эпоксидные и другие). Во второй фазе биотрансформации происходит реакции, связанные с конъюгацией окисленных химических веществ. В результате образуется в высокомолекулярные гидрофильные соединения, которые удаляются из организма с продуктами выделительной системы. Однако некоторые реакции приводят к образованию продуктов, более токсичных, чем исходная. Этот процесс известен как биоактивация. Данный путь превращения промежуточных метаболитов, как показано во многих исследованиях, вызывает канцерогенное, мутагенное и тератогенные эффекты [1].
Таким образом, несмотря на то, что биологические эффекты нефти у водных организмов изучаются уже более века [1], интерес к изучению ответных реакций гидробионтов на нефтяное загрязнение существенно возрастает в связи с массовыми случаями аварийных ситуаций, крушений танкеров, особенно после катастрофы в Керченском проливе 15 декабря 2024 г.
РАЗДЕЛ 2

ОПИСАНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТА, МАТЕРИАЛ
И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

2.1 Описание эксперимента
Моллюсков собирали в мае 2024 г. с коллекторов мидийно-устричной фермы в акватории бух. Карантинная (г. Севастополь). (рис. 2.1). [image: image16.png]
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Рисунок 2.1. Район отбора проб
Рис. 2.1 – Район отбор проб

Для эксперимента были отобраны одноразмерные мидии со средней длиной раковины 62,6±0,62 мм. Моллюсков помещали в стеклянные аквариумы из расчета пять литров на одну особь для акклиматизации к лабораторным условиям в течение 7 дней перед экспериментом при постоянной аэрации при температуре 20-22°С. Кормление мидий не проводили, чтобы избежать специфического влияния пищи [3]. Концентрации дизельного топлива (ДТ), при которых наблюдалось воздействие на мидий в аквариумах, составляли 0,5 мг/л (10 ПДК) (I опытная группа) и 1 мг/л (20 ПДК) (II опытная группа). Контрольные образцы содержались в чистой морской воде. Воду меняли каждые 24 часа в течение периода воздействия. После трех и пяти дней воздействия мидий отбирали для дальнейших исследований. По окончании опыта проводили биологический анализ моллюсков. Из контрольной и экспериментальных групп отбирали по 15 экземпляров. Выбор концентраций ДТ был обусловлен тем, что в летний период в некоторых районах севастопольской акватории содержание НУ в воде достигает 0,5 мг/л (10 ПДК) и выше [11].
2.2 Методы определения биохимических параметров

Для биохимических исследований использовали гепатопанкреас. Гепатопанкреас несколько раз промывали холодным 0.85% физиологическим раствором, после чего гомогенизировали. Для получения супернатантов гомогенаты центрифугировали 15 мин при 10000 g и температуре 0–4˚С в рефрижераторной центрифуге MPW-352R (MPW Med. Instruments, Польша) (рис. 2.2). 
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Рисунок 2.2 - рефрижераторная центрифуга MPW-352R

Все биохимические показатели определяли в супернатантах. В качестве биохимических параметров в супернатанте анализировали активность антиоксидантных ферментов супероксиддимутазы (СОД) и каталазы (КАТ), показатели окислительного стресса – уровень окислительной модификации белков (ОМБ) и концентрацию ТБК-реактивных продуктов (ТБКРП) – конечных продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ), активность аминотрансфераз (аспартатаминотрансферазы (АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ)) методами, описанным в работе [16]. Все определения проводили на спектрофотометре СФ-2000 (Россия) (рис. 2.3).

Биохимические показатели пересчитывали на 1 мг белка сырой массы ткани, концентрацию которого определяли с использованием стандартного набора реагентов “ОЛЬВЕКС ДИАГНОСТИКУМ” (Россия).
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Рисунок 2.3 - Спектрофотометр СФ-2000
 2.3  Расчет физиологических индексов

В качестве морфофизиологических индикаторов рассчитывали индекс гепатопанкреаса (ИГП), индекс жабр (ИЖ), выход мяса (ВМ) и упитанность (Упит) по общепринятым методикам [14]:
                 ВМ, %  = (Р сырой ткани*100)/Р целой мидии  (1)
                 ИЖ, % = (Р жабр/Р сырой ткани)*100  (2)
                 ИГП, % = (Р гепатопанкреаса/Р сырой ткани)*100  (3).

2.4  Статистическая обработка данных
Результаты обрабатывали статистически [8]. Вычисляли среднее арифметическое (М), стандартное отклонение (σ), ошибку среднего арифметического (m). Достоверность различий между выборками оценивали с применением U-критерия Манна–Уитни. Различия между сравниваемыми рядами считали достоверными и статистически значимыми при р ≥ 0,05.
РАЗДЕЛ 3

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1 Влияние дизельного топлива на выживаемость средиземноморской мидии
Во время эксперимента мидии проявляли высокую устойчивость к воздействию дизельного топлива. Выживаемость животных в контроле и эксперименте составила 100% (рис. 3.1).

[image: image3]
Рис. 3.1 – мидии в экспериментальных аквариумах
3.2 Влияние дизельного топлива на биохимические показатели средиземноморской мидии
Прооксидантно-антиоксидантная система включает генерацию активных форм кислорода (АФК), инициирующих свободнорадикальные процессы, и антиоксидантную защиту посредством низкомолекулярных соединений и ферментов, функции которых заключаются в восстановлении продуктов перекисного окисления и поддержании концентрации АФК на низком, оптимальном для организма уровне. Баланс процессов свободнорадикального окисления и антиоксидантной защиты отражает адаптационные возможности и позволяет оценить ответные реакции организмов на неблагоприятные условия среды, а его смещение приводит к патологическим изменениям, повреждению молекулярных и клеточных структур [12, 13, 15, 16].

Повышение активности АО ферментов под воздействием неблагоприятных факторов часто рассматривают как показатель развития адаптивных изменений и усиления защитных реакций АО комплекса, направленных на снижение интенсивности свободнорадикального окисления (СРО). Снижение АО активности и повышение показателей окислительного повреждения липидов (содержание ТБК-реактивных продуктов) и белков (уровень ОМБ), напротив, свидетельствует о сдвиге баланса про- и антиоксидантных реакций в сторону процессов СРО и ослаблению АО защиты [12, 13, 15].

Универсальным показателем окислительного стресса при действии отдельных токсикантов и комплексном загрязнении акваторий является увеличение в тканях гидробионтов уровня перекисного окисления липидов и окислительной модификации белков [12, 13]. В наших исследованиях концентрация ТБКРП в гепатопанкреасе мидий во всех экспериментальных группах было достоверно выше по сравнению с контролем (рис. 3.1).
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Рис. 3.1 - Концентрация ТБК-реактивных продуктов в гепатопанкреасе мидий

Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем
Уровень альдегидных продуктов нейтрального характера (D356) в двух экспериментальных группах и альдегидопроизводных основного характера (D430) у экземпляров из 2-й экспериментальной группы был достоверно выше по сравнению с контролем на 5-е сутки. Для остальных форм окисленных белков достоверных различий не обнаружено.
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Рис. 3.2 - Уровень окислительной модификации белков в гепатопанкреасе мидий

Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем

Активность СОД при концентрации 1 мг/л на 5-е сутки была достоверно выше, чем в контроле и у экземпляров 1-й экспериментальной группы (рис. 3.3).
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Рис. 3.3 - Активность супероксиддисмутазы в гепатопанкреасе мидий
Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем и I экспериментальной группой
Для КАТ отмечено достоверное снижение активности на 5-е сутки во 2-й экспериментальной группе (1 мг/л) по сравнению с контролем, 1-й экспериментальной группой (0,5 мг/л) и 3-м днем эксперимента (рис. 3.4).

[image: image10]
Рис. 3.4 - Активность каталазы в гепатопанкреасе мидий
Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем и I экспериментальной группой
Обнаруженное в наших исследованиях повышение содержания ТБКРП и уровня альдегидных продуктов нейтрального и основного характера (D356, D430) в гепатопанкреасе экспериментальных животных свидетельствует о том, что НУ при заданных концентрациях инициируют развитие окислительного стресса путем интенсификации процессов перекисного окисления липидов и белков. В то же время увеличение активности ключевого антиоксидантного фермента СОД на 5-й день эксперимента при максимальной концентрации (1 мг/л) может свидетельствовать о компенсаторном характере адаптивной ответной реакции на воздействие токсиканта, направленной на подавление интенсивности свободнорадикального окисления. Однако снижение активности КАТ на фоне повышения активности СОД может свидетельствовать об ингибировании фермента.

АЛТ и АСТ высокочувствительны к влиянию природных и антропогенных факторов и принимают участие в ответных реакциях организма на загрязнение окружающей среды. Аминотрансферазы могут выступать в качестве биомаркеров стресса и тканевого повреждения [14, 16]. В наших исследованиях активность аминотрасфераз в гепатопанкреасе мидий в течение эксперимента не изменялась, что указывает на отсутствие влияния заданных концентраций НУ на ключевые звенья углеводного и белкового метаболизма.
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Рис. 3.4 - Активность аминотрансфераз в гепатопанкреасе мидий
3.3 Влияние дизельного топлива на физиологические индексы средиземноморской мидии

Индексы органов гидробионтов отражают их физиологическое состояние как ответную реакцию на воздействие различных факторов и могут характеризовать состояние стресса. Величина индексов в значительной степени зависит от условий обитания, наличия в среде химических веществ, инфекционных заболеваний. Установлена четкая зависимость между уровнем загрязнения и индексами органов рыб и моллюсков, характеризующих состояние как самих особей, так и среды их [6, 14]. 
В результате эксперимента было отмечено увеличение ИЖ у экспериментальных моллюсков по сравнению с контрольными, что может свидетельствовать об интенсификации обменных процессов и напряженном функционировании органа в условиях нефтяного загрязнения (рис. 3.4).
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Рис. 3.4 – Индекс жабр мидий
Примечание: *- различия достоверны по сравнению с контролем, ** - I экспериментальной группой

ИГП не отличался в контроле и эксперименте (рис. 3.5), несмотря на выявленные отличия показателей прооксидантоно-антиоксидантной системы в гепатопанкреасе (рис. 3.1-3.4), что может свидетельствовать о компенсаторном механизме ответных реакций на молекулярном уровне, нивелирующих изменения на более высоком уровне биологической организации.

[image: image14]
Рис. 3.5 – Индекс гепатопанкреаса мидий

Выход мяса – физиологический индекс, широко используемый в аквакультуре при оценке качества товарной продукции [14]. В данном исследовании выход мяса не отличался у контрольных и экспериментальных моллюсков, однако был ниже на 5-е сутки эксперимента по сравнению с 3-ми, что может быть связано с тем, что моллюсков в течение эксперимента не кормили. Можно заключить, что данный показатель в большей степени зависит от условий питания мидий.
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Рис. 3.6 – выход мяса
Примечание: ^ - различия достоверны по сравнению с 3-м днем эксперимента

Таким образом, результаты исследований позволили установить, что показатели прооксидантно-антиоксидантной системы гепатопонкреаса и индекс жабр демонстрируют высокую чувствительность к ДТ и могут использоваться наряду с другими рекомендованными параметрами для оценки функционального состояния моллюсков в условиях нефтяного загрязнения среды обитания.
ВЫВОДЫ
1. Выживаемость мидий в контроле и эксперименте составила 100%.

2. Дизельное топливо при заданных концентрациях не оказывало влияние на активность аспартатаминотрансферазы и аланинаминотрансферазы в гепатопанкреасе мидий. 

3. Дизельное топливо стимулировало развитие окислительного стресса путем смещения проокисдантно-антиоксидантного баланса в сторону интенсификации процессов перекисного окисления липидов и окислительной модификации белков в гепатопанкреасе мидий.

4. При концентрации 1 мг/л дизельное топливо вызывало активацию супероксиддимутазы и ингибирование активности каталазы в гепатопанкреасе мидий. 

5. Индекс жабр был выше у опытных моллюсков по сравнению с контролем, тогда как индекс гепатопанкреаса и выход мяса не отличались в опыте и контроле.

6. Показатели прооксидантно-антиоксидантной системы гепатопонкреаса и индекс жабр демонстрируют высокую чувствительность к ДТ и могут использоваться наряду с другими рекомендованными параметрами для оценки функционального состояния моллюсков в условиях нефтяного загрязнения среды обитания.
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