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Тараса Шевченка, Київ, 2023.

Дисертаційна робота присвячена вивченню ефективності застосування

плейстофітів у фіторемедіації технічних водойм, забруднених наночастинками

металів.

Досліджено здатність Pistia stratiotes, Limnobium laevigatum та Salvinia natans

до вилучення наночастинок металів з водного середовища, а також вплив

наночастинок металів на фізіологічні параметри рослин, які виступають

маркерами стійкості до пошкодження, з метою надання рекомендацій щодо

оптимізації методів фіторемедіації з використанням плейстофітів для очищення

стічних вод промислових підприємств та природних і штучних водойм,

забруднених наночастинками металів. Робота набуває ще більшої актуальності в

зв’язку з воєнним конфліктом внаслідок вторгнення Російської Федерації на

територію України, який спричинює катастрофічне забруднення природних

екосистем, в тому числі водних. Отримані результати досліджень та надані

рекомендації матимуть надзвичайно важливе значення у післявоєнному

відновленні забруднених токсичними сполуками водойм України.

В роботі наведені переваги фіторемедіації, як ефективного методу очищення

водойм, зокрема такі, як висока ефективність очищення, низька вартість

впровадження та екологічна безпека. Зокрема, акцентується увага на здатності

водних рослин до поглинання різних забруднюючих речовин, включаючи

наночастинки металів, з водного середовища.
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Досліджено вплив наночастинок металів на рослинні організми, зокрема

спричинені їхнім впливом зміни на біохімічному рівні (у вмісті фотосинтетичних

пігментів, амінокислот, ацилкарнітинів, терпеноїдів та фенольних сполук,

активності каталази), які сприяли стійкості, чи призводили до порушення

регуляторних процесів.

На основі проведених досліджень по з’ясуванню акумуляційної здатності

досліджуваних рослин по відношенню до наночастинок металів встановлено, що

усі досліджувані плейстофіти (P. stratiotes, S. natans і L. laevigatum) проявили

високу ефективність у видаленні наночастинок таких металів, як Mn, Cu, Zn і Ag.

Однак, вищу акумуляційну здатність по відношенню до досліджуваних

наночастинок металів проявили P. stratiotes та S. natans. Одночасно, відмічено

видоспецифічність ефекту стосовно різних металів. P. stratiotes мала найкращі

результати під час видалення наночастинок Mn (94%) і Zn (65%), S. natans

показала високу здатність до видалення наночастинок Mn (86%) і Cu (69%) і

однаковим був результат по видаленню Ag (76%) у обох видів. Отже, дані види

плейстофітів можуть бути рекомендовані для очищення водойм від наведених

наночастинок.

Досліджені зміни у вмісті хлорофілів, каротиноїдів, фенольних сполук,

терпеноїдів, амінокислот та ацилкарнітинів, активності каталази у водних

рослинах під впливом наночастинок металів виявили загальні прояви токсичного

ефекту. Так, вони спричинили зниження вмісту хлорофілів a та b в досліджуваних

рослинах, але спочатку (на 7-му добу) може спостергатися збільшення вмісту

пігментів у таких видів, як P. stratiotes та S. natans, що є проявом захисної реакції.

Найбільше вміст хлорофілів знижувався у L. laevigatum. Також виявлено, що у P.

stratiotes спостерігалося збільшення вмісту каротиноїдів, які беруть участь у

захисті фотосинтетичної системи, що свідчить про стійкість її фотосинтетичного

апарату до наночастинок металів. У L. laevigatum та S. natans, навпаки,

спостерігалося зниження вмісту каротиноїдів, що свідчить про порушення

фотосинтетичного апарату в цих рослинах. Узагальнюючи, P. stratiotes виявилась

найстійкішим плейстофітом за стабільністю вмісту фотосинтетичних пігментів.
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В результаті досліджень встановлено зниження кількісного вмісту білка у L.

laevigatum та S. natans за впливу наночастинок металів. Це зниження може бути

наслідком порушення метаболізму азоту, який є важливим елементом у живленні

рослин. Зміна вмісту білка може призвести до гальмування процесів росту та

суттєвого зниження продуктивності цих водних рослин. У випадку з P. stratiotes

вміст білка залишився без змін, що свідчить про стійкість системи білкового

метаболізму цього виду до наночастинок металів.

В ході дослідження ми ідентифікували 17 амінокислот, які є складовими

білкових компонентів досліджуваних рослин, і визначили їх кількісний вміст. Під

впливом наночастинок металів в усіх досліджуваних рослинах відбулося

зниження загального вмісту амінокислот. Зокрема, для S. natans цей показник

становив 23%, а для P. stratiotes та L. laevigatum лише 8%. Також був

проаналізований вміст окремих амінокислот, насамперед тих, що беруть

безпосередню участь в механізмах стійкості. У рослин, які мали вищу стікість,

суттєвих змін у вмісті цих амінокислот не спостерігалося.

Досліджено вплив наночастинок металів на ліпідний метаболізм у трьох

досліджуваних плейстофітів. Виявлені зміни у кількісному вмісті ацилкарнітинів

свідчать про змінений метаболізм мітохондрій та можуть слугувати маркерами

стрес-толерантності рослин до впливу наночастинок металів. Виявлено, що у P.

stratiotes не спостерігалося зниження вмісту жодного з ацилкарнітинів, що

свідчить про стійкість цього виду до впливу наночастинок металів. У L.

laevigatum спостерігалося зменшення вмісту семи ацилкарнітинів, а в S. natans -

чотирьох. Одночасно виявлено збільшення вмісту певних ацилкарнітинів у

кожного виду. Зокрема, під впливом наночастинок металів відбулось збільшення

вмісту трьох ацилкарнітинів (С5, С8, С18:1) у S. natans та семи (С0, С2, С3, С4, С6,

С16, С18:1) у P. stratiotes, тоді як у L. laevigatum не відбулось збільшення вмісту

цих сполук. Такі зміни вмісту ацилкарнітинів свідчать про складний процес, який

включає в себе захисні реакції за участю ліпідного обміну для збереження

гомеостазу та життєздатності рослинного організму під впливом наночастинок

металів.
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Проведено аналіз зміни активності каталази (маркерного ферменту щодо

стійкості рослини до стресора, який забезпечує захист рослин від оксидативного

стресу шляхом знешкодження пероксиду водню, кількість якого збільшується за

будь-якого негативного впливу) у P. stratiotes, S. natans, L. laevigatum за впливу

наночастинок металів, які перебували у водному колоїдному розчині. Виявлено,

що у L. laevigatum спостерігалося зниження активності каталази на 17%, а у P.

stratiotes та S. natans, навпаки, підвищення її активності на 19% та 63% відповідно.

Враховуючи інші маркери стійкості рослин, було зроблено висновок, що види, у

яких підвищувалася активність каталази, мали вищу стійкість до пошкоджень,

спричинених наночастинками металів.

Досліджено вміст фенольних сполук та терпеноїдів у водних рослинах.

Виявлено, що рівень накопичення цих сполук значно відрізняється, в залежності

від видових особливостей рослини та змінюється під впливом наночастинок

металів. У P. stratiotes вміст фенольних сполук залишився незмінним, тоді як у

інших видів спостерігалося зниження. Відмічено також зміни вмісту терпеноїдів:

зниження у L. laevigatum та збільшення у P. stratiotes. Одночасно у S. natans

зберігався стабільний рівень впродовж всього експерименту.

Отримані результати свідчать про різну відповідь досліджуваних рослин на

вплив наночастинок металів, що може бути пов'язано зі специфічними

механізмами підтримання гомеостазу і механізмами регуляції захисних систем.

Результати досліджень свідчать, що серед трьох досліджуваних видів P.

stratiotes та S. natans є більш стійкими за фізіологічними та біохімічними

показниками стійкості та одночасно ефективними в поглинанні наночастинок

металів, ніж L. laevigatum.

Проаналізувавши вплив інвазійного виду P. stratiotes на життєздатність

природних для водойм України видів і виявивши негативні наслідки такого

впливу, рекомендовано використовувати P. stratiotes для фіторемедіації з метою

вилучення наночастинок металів виключно у закритих технічних водоймах з

замкнутим водообігом і неможливістю її потрапляння зі стічними водами до

відкритих очисних споруд та природних водних об’єктів. Для відкритих
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технічних та природних водойм придатною для фіторемедіаційних методів

виявилася лише S. natans.

Отримані результати можуть бути використані для розробки зелених

технологій очищення забруднених наночастинками металів технічних та

природних водойм з метою збереження чистоти природних вод та біологічного

різноманіття водних екосистем.

Ключові слова: фіторемедіація, плейстофіти, наночастинки металів,

хлорофіли, каротиноїди, амінокислоти, ацилкарнітини, активність каталази,

терпеноїди, феноли, стрес-толерантність, акумуляція, водні екосистеми
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SUMMARY

Hrechishkina S.V. Potential of pleustophytes for phytoremediation of

technogenically polluted water bodies. – Manuscript.

Thesis for a scientific degree of Doctor of Philosophy in specialty 091 «Biology».

– Taras Shevchenko National University of Kyiv, Ministry of Education and Science of

Ukraine, – Kyiv, 2023.

The thesis focuses on studying the effectiveness of phytoremediation of industrial

water bodies contaminated with metal nanoparticles using pleustophytes, floating

aquatic macrophytes. The ability of Pistia stratiotes, Limnobium laevigatum, and

Salvinia natans to remove metal nanoparticles from the aquatic environment was

investigated, along with the impact of these nanoparticles on plant physiological

parameters. The aim was to provide recommendations for phytoremediation using

higher aquatic plants to purify industrial wastewater and natural/artificial water bodies

contaminated with metal nanoparticles. The research becomes even more relevant due

to the ongoing war conflict resulting from the Russian Federation's invasion of Ukraine,

which causes catastrophic pollution of natural ecosystems, including water bodies. The

obtained research results and recommendations could have high importance in the post-

war restoration of polluted water bodies in Ukraine.

The work highlights the advantages of phytoremediation as an effective method of

water purification, including high efficiency, low implementation cost, and ecological

safety. Specifically, attention is drawn to the ability of aquatic plants to absorb various

pollutants, including metal nanoparticles, from the aquatic environment.

The influence of metal nanoparticles on plant organisms was investigated,

including their effects on cellular changes, biological molecule functions, and disruption

of regulatory processes.

Based on the conducted research, it was established that all studied pleustophytes

(Pistia stratiotes, Salvinia natans, and Limnobium laevigatum) demonstrated high

efficiency in removing metal nanoparticles (Mn, Cu, Zn, and Ag) from colloidal

solutions. However, Pistia stratiotes and Salvinia natans showed higher potential for
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removing water solutions. Pistia stratiotes showed the best results in removing Mn

(94%) and Zn (65%) nanoparticles. Salvinia natans demonstrated high capability in

removing Mn (86%) and Cu (69%) nanoparticles, as well as equal performance for Ag

(76%) in both species. Thus, these pleustophyte species can be recommended for the

purification of water bodies from the mentioned nanoparticles.

Changes in the content of chlorophylls, phenolic compounds, terpenoids, amino

acids, and acylcarnitines in aquatic plants under the influence of metal nanoparticles

were investigated.

It was found that metal nanoparticles led to a decrease in the content of chlorophyll

a and b in the studied plants, but on the 7th day, an increase in pigment content was

observed in Pistia stratiotes and Salvinia natans. The highest reduction in chlorophyll

content was observed in Limnobium laevigatum. It was also discovered that the

carotenoid content increased in Pistia stratiotes, indicating the resilience of its

photosynthetic apparatus to metal nanoparticles. In contrast, Limnobium laevigatum and

Salvinia natans showed a decrease in carotenoid content, indicating the damage of the

photosynthetic apparatus of these plants. In summary, Pistia stratiotes demonstrated the

highest resilience among the studied pleustophytes based on photosynthetic indicators.

The research results demonstrate a decrease in protein content in Limnobium

laevigatum and Salvinia natans under the influence of metal nanoparticles. This

decrease may be a consequence of nitrogen metabolism disruption, which is an essential

element in plant nutrition. Changes in protein content can lead to growth inhibition and

reduced productivity of these aquatic plants. In case of Pistia stratiotes, protein content

remained unchanged, indicating the stability of the protein metabolism system in this

species.

During the experiment, we identified 17 amino acids as components of the protein

content in the investigated plants and determined their quantitative content. Under the

influence of metal nanoparticles, a decrease in the total amino acid content was

observed in all studied plants. Specifically, for Salvinia natans, it decreased by 23%,

while for Pistia stratiotes and Limnobium laevigatum, the amino acid content decreased

by 8%. The content of individual amino acids was also analyzed.
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The impact of metal nanoparticles on lipid metabolism in the three studied

pleustophytes was investigated. Changes in the quantitative content of acylcarnitines

indicate altered mitochondrial metabolism and can serve as markers of plant stress

tolerance to the influence of metal nanoparticles. It was found that Pistia stratiotes did

not show a decrease in the content of any acylcarnitines, indicating the resistance of this

species to the impact of metal nanoparticles. Limnobium laevigatum exhibited a

decrease in the content of seven acylcarnitines, while Salvinia natans showed a decrease

of four acylcarnitines. Simultaneously, an increase in the content of specific

acylcarnitines was observed in each species. Salvinia natans exhibited an increase in the

content of three acylcarnitines (C5, C8, C18:1), and Pistia stratiotes showed an increase

in seven acylcarnitines (C0, C2, C3, C4, C6, C16, C18:1). There was no increase in the

content of acylcarnitines in Limnobium laevigatum. These changes in acylcarnitine

content indicate a complex process involving protective reactions through lipid

metabolism to maintain homeostasis and viability of the plant organism under the

influence of metal nanoparticles.

The catalase activity of Pistia stratiotes, Salvinia natans, and Limnobium

laevigatum under the influence of metal nanoparticles in an aqueous solution was

analyzed. Catalase is an important enzyme that provides protection against oxidative

stress by turning hydrogen peroxide into water and oxygen. It was found that Pistia

stratiotes and Salvinia natans showed an increase in catalase activity by 19% and 63%,

respectively, while Limnobium laevigatum showed a decrease in activity by 17%.

Considering other markers of plant resistance, it can be concluded that the species with

increased catalase activity were more resistant to damage caused by metal nanoparticles.

The content of phenolic compounds and terpenoids in aquatic plants was

investigated. It was found that the level of accumulation of these compounds

significantly differed depending on the plant species and changed under the influence of

metal nanoparticles. The content of phenolic compounds remained unchanged in Pistia

stratiotes, while a decrease was observed in the other species. Changes in the content of

terpenoids were also investigated: an increase in Pistia stratiotes, a decrease in

Limnobium laevigatum, and stable levels in Salvinia natans.
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The obtained results indicate different responses of plants to the influence of metal

nanoparticles, which may be associated with specific mechanisms of regulation. The

results demonstrate that Pistia stratiotes and Salvinia natans are more resistent due to

physiological indicators and effectiveness in absorbing metal nanoparticles.

It is recommended to use pleustophytes for phytoremediation of technogenically

polluted water bodies contaminated with metal nanoparticles, specifically Pistia

stratiotes in closed technical water bodies and Salvinia natans in open natural water

bodies.

The obtained results can be used for the development of green technologies for the

purification of water bodies from metal nanoparticles, aiming to preserve natural waters

and the biodiversity of aquatic ecosystems.

Keywords: phytoremediation, pleustophytes, metal nanoparticles, chlorophylls,

carotenoids, amino acids, acylcarnitines, catalase activity, terpenoids, phenols, stress

tolerance, accumulation, aquatic ecosystems.
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ВСТУП

Актуальність. Надзвичайно важливою задачею сьогоденння є вирішення

проблеми очищення стічних вод, а також вод природних і штучних водойм від

значної кількості забруднюючих речовин.

Ця проблема набуває все більшого значення у зв’язку з повномасштабним

вторгненням Російської Федерації на територію України. Існує низка відомостей

про катастрофічний вплив військової активності на природні екосистеми, в тому

числі і водні. Військовий конфлікт зазвичай пов'язаний з випробуванням,

виробництвом, транспортуванням та використанням військової техніки,

озброєння, оптичних та електронних приладів та засобів захисту. На кожному з

етапів існує потенційна загроза забруднення навколишнього середовища

токсичними речовинами, в тому числі металами [1]. Ступінь впливу на

екосистеми та її складові військових дій, повністю залежить від стійкості

біологічної системи, характеру та тривалості впливу [2].

В сучасному світі все більшого розвитку набувають нанотехнології з метою

отримання наноматеріалів, нанотрубок, наноелектроніки та наносенсорів, що

використовуються у багатьох сферах, зокрема у промисловості, медицині,

сільському господарстві, а також у військовій сфері [3].

Присутність наночастинок металів у природних водоймах може призвести

до небажаних змін у різних гідробіонтів, включаючи водні макрофіти. Оскільки

екологічний вплив наночастинок металів на навколишнє середовище ще не

достатньо вивчений [4, 5], але вже існує певна кількість даних, що вказує на те,

що ці речовини мають цитотоксичний ефект, викликають оксидативний стрес та

запальні реакції в живих організмах [6, 7, 8], необхідно заздалегідь з’ясувати

можливі методи вилучення їх із водного середовища, задля збереження якості

природних вод і біологічного різноманіття водних екосистем. Саме тому,

фіторемедіація технічних водойм забруднених наночастинками металів сьогодні

набуває особливого значення. Забруднення водойм наночастинками металів
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потребує вивчення їх взаємодії з водними рослинами для створення

універсальних комплексних біотехнологій очищення водойм.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота була

виконана на базі кафедри біології рослин Навчально-наукового центру «Інститут

біології та медицини» Київського національного університету імені Тараса

Шевченка у рамках бюджетної теми: «Вирішення проблемних питань

різноманітності та стрес-толерантності представників флори та мікобіоти України

за глобальних змін клімату» (2019-2023 рр № 16 КФ 036-07).

Мета і завдання дослідження. У світовій практиці отримано позитивний

досвід відновлення технічних та природних водойм методами фіторемедіації [9,

10, 11], але в Україні широке застосування водних макрофітів для очистки водойм

стримується відсутністю відповідних розробок і рекомендацій, що пов’язано із

неопрацьованістю багатьох питань з акумуляційної здатності та фізіології самих

рослин в умовах забруднення.

Пошук стійких до забруднення видів водних рослин, здатних вилучати

наночастинки металів, для здійснення фіторемедіації технічних водойм є

важливим завданням сьогодення. Тому, метою нашої роботи було з’ясувати

фіторемедіаційні властивості плейстофітів для вдосконалення технологій

вилучення наночастинок металів із водного середовища.

Відповідно до мети завданнями дослідження були:

1. Визначити здатність плейстофітів (Pistia stratiotes, Limnobium laevigatum,

Salvinia natans) до вилучення наночастинок металів з водних розчинів.

2. Для оптимізації методів фіторемедіації здійснити скринінг рослин-

ремедіантів за фізіологічними маркерами стійкості.

3. З’ясувати вплив наночастинок металів на морфо-фізіологічні параметри

макрофітів (ріст, вміст фотосинтетичних пігментів, білка, амінокислот,

ацилкарнітинів, фенольних сполук, терпеноїдів та активність каталази).
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4. Дослідити фотосинтетичну продуктивність плейстофітів природних

водойм України та зміни гідрохімічних показників води за присутності

інвазійного виду P. stratiotes.
5. З’ясувати екологічні ризики виходу за межі очисних споруд у разі

використання інвазійного виду P. stratiotes для фіторемедіації технічних

водойм.

6. Визначити види плейстофітів придатні для фіторемедіації природних

водойм України.

Об’єкт дослідження: акумуляційна здатність та стресс-толерантність до

наночастинок металів потенційних видів-ремедіантів з екологічної групи

плейстофітів.

Предмет дослідження: неспецифічні реакції плейстофітів на вплив

наночастинок металів.

Методи дослідження: Вміст фотосинтетичних пігментів визначали

спектрофотометричним методом за допомогою спектрофотометра «ShimadzuUV-

1800». Вміст елементів у зразках води та в рослинних тканинах - методом ICP-

спектрометрії на емісійному спектрофотометрі ICAP6300 DuoMEC (США). Вміст

білка - Біуретовим методом. Вміст амінокислот та ацилкарнітинів - методом

тандемної мас-спектрометрії за допомогою мас-спектрометра AB Sciex 2000 з

автосамплером Ultimate 3000 (Dionex). Вміст фенольних сполук та терпеноїдів -

методом високоефективної рідинної хроматографії на приладі Agilent 1100.

Визначення активності каталази - методом Баха і Опаріна.

Вміст кисню у воді за допомогою портативного приладу – Hanna, рівень рН

– за допомогою рН-Meter PH-107, рівень мінералізації води – за допомогою TDS

Meter TDS-2. Візуальне обстеження та обміри рослин класичними

морфологічними методами. Методи статистичної обробки результатів.
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Наукова новизна отриманих результатів. Біоінженерні споруди з

застосуванням водних макрофітів, здатних до ефективного вилучення токсичних

речовин, вже використовуються для очищення стічних вод, забруднених важкими

металами. [12]. Проте важливим та малодослідженим питанням залишається

вилучення саме наночастинок металів шляхом фіторемедіації. За багаторічними

дослідженнями [13, 14, 15, 16, 17], перспективними в цьому плані є плейстофіти –

рослини, метаболізм яких може швидко перебудовуватися у разі зміни чинників

середовища. Тому дослідження стійкості гідромакрофітів за біохімічними та

морфометричними показниками, визначення акумуляційної здатності та

порівняння рослин за переліченими характеристиками дає змогу визначити види,

найпридатніші для фіторемедіації техногенно забруднених водойм від

наночастинок металів.

Практичне значення отриманих результатів: Плейстофіти, що виявились

найкращими акумуляторами наночастинок, при цьому зберігаючи свою

життєздатність в умовах забруднення, можуть бути використані для:

- розробки технології доочищення стічних вод від наночастинок металів;

- створення біологічних ставків для промислових підприємств, які задіяні у

нановиробництві;

- очищення антропогенно забруднених наночастинками металів природних

водойм.

Особистий внесок здобувача. Дисертантом проведено пошук необхідної

інформації, підримувався в акваріумній культурі матеріал дослідження, виконано

експериментальні дослідження, аналіз і статистичну обробку результатів, а також

графічну підготовку результатів до написання та публікації статей. Ідею роботи,

тему, мету та завдання узгоджено з науковим керівником, д.б.н., професором

Мусієнко М. М. Консультаційна підтримка та супровід при проведенні

досліджень, інтерперетації та узагальненні результатів надавались д.б.н,

професоркою, завідуючою кафедри біології рослин Таран Н.Ю. та к.б.н,
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доцентом кафедри біології рослин Ольхович О. П. В обговоренні результатів

брали участь співавтори публікацій.

Апробація матеріалів дисертації. Основні результати дисертаційної

роботи доповідались на наступних наукових конференціях:

1. Шевченківська весна 2016: Біологічні науки. 6-8 квітня. Київ. – 2016;

2. International Research and Practice Conference “Nanotechnology and

Nanomaterials (NANO-2016)” Lviv, August 24-27, 2016;

3. ХІІІ міжнародна наукова конференція студентів та аспірантів «Молодь і

поступ біології». Львів, 25-27 квітня 2017;

4. Біотехнологія: звершення та надії VIІ Міжнародна науково-практична

конференція НУБіП України (29-30 листопада 2018 року, м. Київ);

5. XV Міжнародна наукова конференція “Молодь і поступ біології”, присвячена

135 річниці від дня народження Якуба Парнаса. Львів, Україна, 9–11 квітня 2019

року.;

6. Сучасні аспекти збереження здоров’я людини. ХІІ Міжнародна

міждисциплінарна науково-практична конференція, Ужгород, 2019.;

7. International research and practice conference (NANO-2019), 27-30 August 2019,

Lviv.;

8. XVІІІ Міжнародна наукова конференція студентів та молодих вчених

«Шевченківська весна: досягнення біологічної науки / BioScience Advances» (м.

Київ, 23-25 квітня 2020 р.);

9. 6th International Conference “Nanotechnology” G T U n a n o 2 0 2 1. Georgian

Technical University. Tbilisi. Georgia 4 – 7 October. 2021.

Публікації: За матеріалами дисертаційного дослідження опубліковано 15

наукових праць: 6 статей у міжнародних виданнях , 5 з яких індексуються в

наукометрчній базі даних SCOPUS та 9 тез доповідей у матеріалах наукових

конференцій
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Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається з вступу,

п’яти розділів (огляд літератури, матеріали та методи дослідження, та три розділи

з результатами власних досліджень та їх обговоренням, узагальнення результатів,

висновки, список використаних джерел, що містить 153 джерела. Дисертаційну

роботу викладено на 102 сторінках, в ній представлено 30 рисунків та 6 таблиць.
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РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1. Застосування наночастинок металів у сучасних технологіях

Застосування новітніх технологій сьогодні передбачає використання

металів у формі наночастинок та набуває значної популярності в різних галузях

промисловості, в тому числі в медичній, військовій, сільськогосподарській та

електрониці [18], що підвищує ризик їх потрапляння до навколишнього

середовища та потенційних негативних наслідків [19].

Наночастинками, зазвичай, називають частинки розміром від 1 до 100 нм.

Підвищений інтерес до нанооб’єктів викликаний особливими фізичними та

хімічними властивостями, специфічною біологічною дією, яка часто радикально

відрізняється від властивостей цієї ж речовини у формі суцільних фаз або

мікроскопічних дисперсій. Деякі з них мають покращену теплопровідність та

електропровідність, інші проявляють себе як більш міцні та стійкі матеріали

(залишаючись при цьому легкими), мають покращену каталітичну активність та

високі оптичні властивості [18].

Сьогодні наночастинки металів використовують у промисловості: при

створенні нових каталізаторів для потреб нафтохімічної промисловості (одними з

найбільш перспективних є наночастинки мангану), при виробництві прозорих

покривних покриттів, для створення сплавів, керамік і композитів з покращеними

властивостями, мастильних та абразивних матеріалів, покриттів і захисних

плівок. Нанотехнології набули широкого використання практично у всіх сферах

сільського господарства: рослинництві, тваринництві, птахівництві, ветеринарії,

переробній промисловості, виробництві сільськогосподарської техніки і т.д. [20],

Їх застосовують як нанодобрива, для пришвидшення росту та розвитку культур.

Розчинами з наночастинками металів проводять передпосівну та післязборову

обробку насіння пшениці, буряків, картоплі, що зумовлює підвищеня їх
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урожайності та терміну зберігання [21, 22]. Така обробка підвищує

стресостійкість рослин та поліпшує якість сільськогосподарської продукції.

Наночастинки срібла (Ag) належать до найпоширеніших інженерних

наноматеріалів, що застосовують в медицині, промисловості та сільському

господарстві [23]. В медичній сфері, зокрема, для доставки ліків і діагностики

ушкоджень. Є дані про можливість застосування наночастинок для діагностики та

лікування різноманітних (в тому числі онкологічних) захворювань, а також в

імунохімічних методах. Показано, зокрема, що наночастинки срібла можна

використовуватис для отримання різноманітних матеріалів з бактерицидними

властивостями [24]. На основі наноструктурованих мембран виготовляють

сорбенти з високими адсорбційними характеристиками та фільтри для

очищення рідин. Поширеним матеріалом є оксид цинку (ZnO), який широко

використовують у промисловості при нанесенні композиційних покриттів [25].

Наночастинки металів також активно використовуються в сучасній військовій

сфері, з метою покращення процесів отримання, обробки, зберігання та

відображення інформації (наноелектроніка); властивостей матеріалів

(наноматеріали); і як захист від хімічної та біологічної зброї (наносенсори) [3].

1.2. Проблема забруднення водойм наночастинками металів

У зв’язку зі стрімким залученням продуктів нанотехнологій у різні сфери

виробництва [26, 27, 28], потрапляння їх з промисловими викидами до

природного середовища, насамперед водного, є неминучим.

Потрапляння наночастинок металів у природні водойми може призвести до

небажаних змін [4, 5]. Оскільки вплив наночастинок металів на екосистему

водойм досі не є з’ясованим, він потребує подальшого вивчення.
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1.3. Вплив наночастинок металів на живі організми

Оскільки наночастинки металів мають зовсім інші фізико-хімічні

властивості, ніж основні форми металів, вони по-іншому впливають на живі

організми [29].

Відомо, що наночастинки металів спричинюють зміни на клітинному рівні,

підвищуючи або знижуючи ефективність біохімічних реакцій, що лежать в основі

стійкості рослин до пошкоджуючих факторів. Наночастинки, потрапляючи в

організм, здатні пошкоджувати біологічні мембрани, впливати на функції

біологічних молекул, в тому числі і молекул генетичного апарату клітини та

клітинних органел (мітохондрій, хлоропластів), що призводить до порушення

регуляторних процесів і загибелі клітини. Механізм негативного впливу

нанооб’єктів на живі структури пов’язаний з утворенням за їх присутності

вільних радикалів, в тому числі пергідратів, а також з виникненням комплексів з

нуклеїновими кислотами [30].

Токсичність наночастинок залежить від їх розмірів, площі поверхні,

кількості, середовища, в якому вони знаходяться. Із зменшенням розмірів

токсичність підвищується. Експериментальні дані свідчать про здатність

наночастинок з неймовірною легкістю долати захисні механізми та бар’єри

організму [31]. Проникнувши через мембрани клітин, вони отримують доступ до

ядра, де можуть прямо взаємодіяти з ДНК, спричиняючи пошкодження геному.

Крім того, якщо наноматеріали накопичуються в клітині, не потрапивши до ядра,

вони все ще мають змогу прямо контактувати з ДНК під час мітозу під час

руйнування ядерної мембрани, призводячи до виникнення хромосомних аберацій

[18].

Утворення вільних радикалів є важливим фактором, що підтверджує токсичні

властивості наночастинок. Сучасні дослідження свідчать про те, що більшість

негативних ефектів наноматеріалів на клітини, органи і тканини організму

пов'язані з механізмами вільнорадикального перекисного окислення. Ці процеси

зумовлені АФК, які утворюються на поверхні наночастинок через процеси
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гетерогенного хімічного каталізу. Виявлення каталітичних властивостей у

наночастинок має велике значення при оцінці їхньої потенційної небезпеки [32, 33,

34].

1.4. Фіторемедіація як ефективний метод очищення водойм від

забруднюючих речовин

Фіторемедіація водойм з використанням вищих водних рослин є особливо

перспективним методом. Ефективність її застосування залежить від умов,

біотехнологічного процесу та виду рослини [35]. Рослини-ремедіанти різняться

між собою за інтенсивністю накопичення токсикантів у тканинах і за швидкістю

приросту біомаси [36].

Фіторемедіація відбувається за рахунок таких механізмів як фітоекстракція,

фітостабілізація, фітоволатилізація та ризофільтрація під час поглинання або

накопичення важких металів у рослині [10, 37]. Фітоекстракція, також відома як

фітоакумуляція, передбачає поглинання металів коренями рослини, а потім їх

перенесенням до стебла та листків. Після завершення фітоекстракції рослинну

біомасу можна зібрати і спалити з метою отримання енергії, а також за

необхідності відновити накопичений метал з рослинного попілу [38, 39].

Фітоекстракція є одним з механізмів, що використовують плейстофіти при

вилученні металів з води [40, 41]. Фітостабілізація передбачає використання

рослин для комплексування та дезактивації забруднювачів. Ця технологія в

основному застосовується для очищення ґрунтів [42, 43]. Ризофільтрація - це

метод, що грунтується на здатності рослин створювати мікросередовище, що

сприяє концентрації полютантів навколо кореневої системи та проникненню їх в

рослинний організм [44, 45]. Такі фактори, як зміна pH у ризосфері та кореневі

виділення, сприяють накопиченню важких металів на поверхні коренів. Після

того, як рослина поглине всі забруднення, їх разом з рослиною легко можна

видалити і утилізувати [46]. Рослини для ризофільтрації повинні утворювати

сильно розгалужену кореневу систему. Ризофільтрацію можна використовувати
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для очищення водойм за допомогою водних макрофітів [47, 48].

Фітоволатилізація є процесом, в якому рослина перетворює забруднення на

газоподібні речовини, з подальшим виділенням їх у навколишнє середовище

через продихи рослини [49, 50]. Плаваючі на поверхні води макрофіти

використовують механізми фітоекстракції та ризофільтрації (рис 1.1).

Рис.1.1. Механізми вилучення забруднюючих речовин з водного середовища

плейстофітами

Відомо, що водні рослини здатні до інтенсивного поглинання різних

забруднюючих речовин з води [51, 52, 53]. Фіторемедіація має численні переваги,

серед яких варто відзначити високу ефективність очищення, що не поступається

фізичним та хімічним методам, низьку вартість впровадження, екологічну безпеку,

можливість подальшої екстракції цінних речовин з рослинної біомаси [54, 55] і

можливість моніторингу процесу очищення. Легкість культивування водних

макрофітів, висока продуктивність біомаси, швидкий темп росту та висока

стійкість до несприятливих умов навколишнього середовища, разом з високим

потенціалом акумуляції забруднюючих речовин, роблять їх потенційними

фіторемедіантами [56].
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1.5. Застосування водних макрофітів у фіторемедіації водойм

Фіторемедіація із застосуванням водних макрофітів є економічно

ефективною та ресурсозберігаючою технікою очищення від забруднень [57].

Акумуляція та вилучення важких металів з навколишнього середовища

шляхом фіторемедіації вже широко застосовується. Акумуляція арсену, кадмію та

інших важких металів такими видами як Pteris vittata та Brassica juncea вже добре

вивчена. Є дані про акумуляцію важких металів в листках та коренях Arabidopsis

та Tobacco [58], ефективне поглинання наночастинок оксиду цезію рослинами

кукурудзи [59].

В багатьох дослідженнях була продемонстрована здатність водних

макрофітів ефективно вилучати ВМ з водного середовища [60, 61, 62, 63]. Ця

здатність обумовлена поглинанням токсичних металів і утворенням комплексних

сполук [64, 65].

Водні рослини, зокрема плейстофіти також вже встигли зарекомендувати

себе як ефективні фіторемедіанти: Eichhornia crassipes [66], Salvinia minima [67],

Lemna minor, Spirodela intermedia [68, 69], Pistia stratoites [70], water cress

Nasturtium officinale [71]. Потенціал цих плейстофітів для видалення важких

металів детально вивчається в наступних дослідженнях [72, 73, 74].

Водні рослини не однаково реагують на присутність у середовищі високого

вмісту металів. Є види, які, завдяки особливостям метаболізму, мають переваги в

стійкості по відношенню до токсичного впливу металів і здатні вилучати їх із

водного середовища [75, 76, 77, 78]. У деяких роботах досліджена здатність

різних частин рослин видаляти наночастинки [79, 80].

Біоінженерні споруди з такими рослинами як Pteris vittata та Eichhornia

crassipes вже використовуються для очищення стічних вод, забруднених важкими

металами. Spartina alterniflora та Phragmites australis також показали високу

ефективність у вилученні важких металів із стічних вод у біоінженерних спорудах

[81].
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РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Матеріали досліджень

Для визначення акумулюючої здатності, можливості вилучення наночастинок із

водного розчину, стійкості до ушкодження та перспективності використання

водних рослин як фіторемедіантів технічних водойм були досліджені три види

плейстофітів (плаваючих на поверхні води рослин) – Limnobium laevigatum

(Humb.& Bonpl.Ex Willd.), Pistia stratiotes L., Salvinia natans (L.) All. (Рис 2.1 - 2.3).

Дані рослини були обрані, грунтуючись на результатах наших досліджень [82], в

яких плейстофіти показали значно вищу стійкість до пошкоджуючого впливу

наночастинок металів, ніж гідатофіти (занурені у товщу води макрофіти). Нами

було зроблено припущення, що це пов’язано з відсутністю безпосереднього

контакту фотосинтезуючих частин рослин з наночастинками металів та наявністю

бар’єру між ними та кореневою системою, що лімітує надходження наночастинок

в листки рослин, тим самим захищаючи найважливіші для функціонування

рослини органи.

Pistia stratiotes L. (Пістія тілорізоподібна)

Таксономічне положення:

Царство: Зелені рослини (Viridiplantae)

Відділ: Вищі рослини (Streptophyta)

Надклас: Покритонасінні (Magnoliophyta)

Клас: Однодольні (Liliopsida)

Порядок: Частухоцвіті (Alismatales)

Родина: Ароїдні (Araceae)

Рід: Pistia

Вид: Pistia Stratiotes
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Рис. 2.1. Пістія тілорізоподібна (Pistia stratiotes L.).

Pistia stratiotes є плейстофітом, що має розетку великих, бархатистих листків

блакитно-зеленого кольору. Діаметр розетки може досягати 25 см, а висота - 15 см.

P. stratiotes має добре розвинену кореневу систему, що складається з великої

кількості довгих корінців завдовжки до 25-30 см. Розмножується P. stratiotes

переважно вегетативно за допомогою дочірніх розеток, але також може

самозапилюватися. Утворення заростей відбувається переважно за рахунок

насіннєвого розмноження. Насіння P. stratiotes проростають після кількох тижнів

періоду спокою при температурі не нижче 20°C. Насінини зберігають

життєздатність при температурі до 4°C і можуть пережити короткотривалий

вплив температур нижче -5°C. Оптимальна температура води для дорослих

рослин виду коливається від 24 до 30°C, а рівень pH середовища повинен бути в

діапазоні від 6 до 9. P. stratiotes не стійка до морозу, і при температурах нижче

10°C рослина гине [83].

Salvinia natans (L.) All. (Сальвінія плаваюча)

Таксономічне положення:

Царство: Зелені рослини (Viridiplantae)

Відділ: Папоротеподібні (Polypodiophyta)
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Клас: Папоротеві (Polypodiopsida)

Порядок: Сальвінієві (Salviniales)

Рід: Salvinia

Вид: Salvinia Natans

Рис. 2.2. Зовнішній вигляд рослини Salvinia natans (L.) All.

Salvinia natans - це невелика плаваюча різноспорова папороть. У неї є

горизонтальне стебло завдовжки 3-8 см, яке часто утворює відгалуження, що

можуть відділятися від материнської рослини. Під час розвитку листків у S. natans

два листкові примордії перетворюються на плаваючі ваї, а третій - формує

коренеподібну структуру, яка розсічена на багато сегментів. У рослини відсутня

коренева система. В науковій літературі визнано, що занурені органи у

представників роду Salvinia фактично є видозміненими листками [84, 85].

Оскільки на поверхні плаваючих вай міститься велика кількість гідрофобних

трихом, вони не змочуються водою. S. natans є гідрофітом з літньо-зеленим

феноритмотипом. Восени, з приходом холодів, вегетативні органи рослини

поступово відмирають. Біля основи стебла формуються зимуючі бруньки, відомі

як туріони, які потім осідають на дно водойми. Навесні вони спливають на

поверхню та розпочинають новий цикл росту. S. natans також розмножується за

допомогою спор, які дозрівають у сорусах восени та випадають на дно водойми.
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Навесні спори проростають і дають початок новим рослинам. Вид є невибагливим

до хімічного складу води, проте вимагає високої температури та яскравого

освітлення. Оптимальна температура води становить 20-28°С, а pH знаходиться у

діапазоні 5.5-9.0.

Limnobium laevigatum (Humb.& Bonpl.Ex Willd.) (Лімнобіум)

Таксономічне положення:

Царство: Зелені рослини (Viridiplantae)

Відділ: Вищі рослини (Streptophyta)

Надклас: Покритонасінні (Magnoliophyta)

Клас: Однодольні (Liliopsida)

Порядок: Частухоцвіті (Alismatales)

Родина: Водокрасові (Hydrocharitaceae)

Рід: Limnobium

Вид: Limnobium laevigatum

Рис. 2.3. Загальний вигляд рослини Limnobium laevigatum (Humb.& Bonpl.Ex

Willd.)

Limnobium laevigatum є водною рослиною з округлою розеткою, утвореною

з плаваючих листків діаметром 2-3 см. Це прісноводна багаторічна рослина. Її
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пагони вільно плавають і не розгалужуються. Листки розташовані на поверхні

води або підняті на черешках. Вони широко еліптичної форми з серцеподібним

або тупим кінцем. Нижня поверхня плаваючого листка має добре розвинену

аеренхіму, а верхня поверхня гладенька, глянцева і вкрита кутикулою. Limnobium

laevigatum легко розмножується за допомогою молодих пагонів. Ця рослина є

однодомною, тобто на одній рослині розвиваються як чоловічі, так і жіночі квітки.

Квітки мають зеленувато-білий або жовтуватий колір. Температура води, в якій

може рости Limnobium laevigatum, коливається від 20 до 30 °C, проте, тривале

перебування в холодній воді сповільнює його ріст. Limnobium laevigatum

потребує інтенсивного освітлення впродовж щонайменше 12 годин на добу [86].

2.1.1. Умови культивування досліджуваних плейстофітів

Культури досліджуваних плейстофітів вирощували в акваріумах місткістю

40-120 л на відстояній водогінній воді за оптимальних умов: освітлення 4000 -

5500 лк, періодичності освітлення – 16 год світла/8 годин темряви, температури

води 17-26°C, рН 6-8.

В експерименті використано колоїдні розчини наночастинок металів, які

були отримані з НУБіП України. Їх було створено на кафедрі технології

конструкційних матеріалів і матеріалознавства способом диспергування гранул

металів імпульсами електричного струму у воді за амплітуди 100-2000 А.

Розділення частинок за розмірами було досить вузьке, при цьому їх максимальний

розмір не перевищував 100 нм [87].

Дослідні рослини (1 г на 100 мл води), вміщували у скляні посудини об’ємом

0,5 л заповнені сумішшю колоїдних розчинів наночасток металів (Mn – 0,75 мг/л,

Cu – 0,37 мг/л, Zn – 0,44 мг/л, Ag+ Ag2O – 0,75 мг/л) і витримували впродовж 14

діб за таких самих умов температури, інтенсивності та періодичності освітлення,

що і під час вирощування (рис 2.4).
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А .

Б

В

Рис 2.4. Загальний вигляд плейстофітів під час експозиції (А – P. stratiotes; Б

– S. natans; В – L. laevigatum).
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На 7-му та 14-ту добу проводили візуальне обстеження рослин, визначення

вмісту пігментів, білка, амінокислот, ацилкарнітинів, фенольних сполук,

терпеноїдів, каталазної активності та вмісту досліджуваних наночастинок у воді, в

якій експонували рослини.

2.2. Методи досліджень

2.2.1. Визначення вмісту фотосинтетичних пігментів

Для визначення вмісту пігментів наважку повітряно-сухої маси рослин (0,1

г) гомогенізували з 0,5 г скляного порошку та 0,5 г Na2(SO4)безв. Гомогенат

переносили в скляну колонку з фільтром, додавали 3 мл ацетону і

відфільтровували. Для визначення вмісту пігментів 100 мкл ацетонового

екстракту переносили в пробірку і додавали 3 мл ацетону. Екстракт пігментів

аналізували на спектрофотометрі «ShimadzuUV-1800» за довжини хвиль 440, 649

та 665 нм.

Кількісний вміст пігментів (мг/мл) розраховували за відповідними

формулами [88]. Вміст пігментів розраховували на 1 г сухої речовини.

2.2.2. Визначення вмісту білка, амінокислот та ацилкарнітинів із однієї

наважки

Для визначення вмісту білка, амінокислот та ацилкарнітинів наважку

повітряно-сухої маси рослини (0,2 г) гомогенізували з 0,5 г скляного порошка та

0,5 г Na2 (SO4) безв. Гомогенат переносили в скляну колонку з фільтром, додавали

3 мл ацетона і відфільтровували.

Вміст білка визначали біуретовим методом [89]. Оптичну щільність при 550

нм вимірювали на спектрофотометрі «Shimadzu UV-1800».
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Визначення вмісту амінокислот та ацилкарнітинів проводили методом

тандемної мас-спектрометрії [90] за допомогою мас-спектрометра AB Sciex 2000 з

автосамплером Ultimate 3000 (Dionex).

2.2.3. Визначення вмісту фенольних сполук та терпеноїдів

Для визначення вмісту вторинних метаболітів, а саме – фенольних сполук та

терпеноїдів 2 г сирої маси рослини (рис 2.5) заморожували при температурі –20°С,

потім ретельно розтирали і заливали метанолом з розрахунку 10 см3 на 1г

сировини. Екстракцію проводили методом мацерації протягом 24 годин [91].

А

Б
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В

Рис. 2.5. Зовнішній вигляд дослідних зразків плейстофітів (А – P. stratiotes; Б

– S. natans; В – L. laevigatum ).

Вміст досліджуваних вторинних метаболітів визначали методом

високоефективної рідинної хроматографії на приладі Agilent 1100. Розділення

проводили на колонці Poroshell 120 EC-C18 2,1x150 мм 2,7 мкм. Ідентифікацію

речовин здійснювали за допомогою діодно-матричного детектора при довжині

хвиль 206, 254, 300, 350 та 450 нм. Для зручності інтерпретації результатів

досліджень, всі значення за досліджуваними показниками було переведено у

відсотки. Відсотковий вміст розраховували за площами піків без використання

поправочних коефіцієнтів. За 100% було прийнято найбільшу кількість певної

досліджуваної сполуки із усіх досліджуваних зразків.

2.2.4. Визначення активності каталази

Активність каталази визначали методом Баха і Опаріна. Цей метод

грунтується на здатності нерозкладеного під дією каталази пероксиду водню,

кількісно взаємодіяти з розчином перманганату у кислому середовищі. Реакція

пероксиду з розчином КМnO4 призводить до зміни його кольору [92].
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Зміну забарвлення вимірювали спектрофотометричним методом.

Концентрацію каталази у зразку визначали за калібрувальною кривою,

побудованою на основі відомих стандартних розчинів каталази.

Розрахунок активності каталази (С, МО/г) проводили за формулою:

,

A – об’єм 0,1 н розчину КМnO4, витраченого на титрування контрольного

зразка, мл; В – об’єм 0,1 н розчину перманганату калію, витраченого на

титрування дослідного зразка, мл; 50 – титр КМnO4 (1 мл 0,1 н розчину

перманганату калію відповідає 50 мкмоль пероксиду водню); V – об’єм водної

витяжки ферменту (100 мл); VAЛ – об’єм аліквоти каталази (20 мл); m – маса

наважки, г; τ – час, хв (30 хв). Для зручності інтерпретації результатів досліджень,

всі значення за досліджуваними показниками було переведено у відсотки.

2.2.5. Визначення вмісту мінеральних елементів у тканинах рослин та воді

Для кількісного визначення мінеральних елементів у тканинах коренів та

листків, рослини попередньо висушували за температури 105°С у сушильній шафі

до досягнення сталої маси. Отриманий сухий матеріал подрібнювали та

озолювали за допомогою азотної кислоти за методикою мікрохвильової

пробопідготовки у Multiwave 3000 AntonPaar (Австрія). Вміст елементів в

рослинних тканинах та зразках води визначали методом ICP-спектрометрії на

емісійному спектрофотометрі ICAP6300 DuoMEC (США).

2.2.6. Вимірювання гідрохімічних показників води

Вміст кисню у воді вимірювали за допомогою портативного приладу –

Hanna, рН – за допомогою рН-Meter PH-107, мінералізацію – за допомогою TDS

Meter TDS-2.
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2.2.7 Статистична обробка результатів

Статистичну обробку результатів досліджень проводили за допомогою

програми Microsoft Office Excel, вони вважалися достовірними (за t-критерієм

Стьюдента) за рівня значущості p≤0,05.

Кількість біологічних повторів та аналітичних повторностей у досліді – не

менше трьох.

2.3. Схема експериментальної моделі для вивчення впливу інвазійного

виду Pistia stratiotes на Salvinia natans та Limnobium laevigatum

Для прогнозування продуктивності фітоугруповань плейстофітів за впливу

інвазійного виду P. stratiotes до скляних ємностей були внесені рослини за

відповідною схемою:

1-ий варіант – 50% площі (S) поверхні води скляної ємності була вкрита P.

stratiotes, 25% площі (S) поверхні води скляної ємності була вкрита S. natans (або

L. laevigatum);

2-ий варіант – 25% площі (S) поверхні води скляної ємності була вкрита P.

stratiotes, 25% площі (S) поверхні води скляної ємності була вкрита S. natans (або

L. laevigatum);

3-ій варіант, або контроль – 25% площі (S) поверхні води скляної ємності

була вкрита S. natans (або L. laevigatum) (рис. 2.6).
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Рис. 2.6. Експериментальна модель для оцінки впливу P. stratiotes на S.

natans та L. laevigatum за сумісної експозиції.
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РОЗДІЛ 3

ВИЗНАЧЕННЯ ЗДАТНОСТІ ПЛЕЙСТОФІТІВ ДО ВИЛУЧЕННЯ

НАНОЧАСТИНОК МЕТАЛІВ З ВОДНОГО СЕРЕДОВИЩА

Оскільки основною метою фіторемедіації є очищення водного середовища від

забруднюючих речовин, важливо було визначити здатнісь до вилучення

плейстофітами наночастинок металів із води [93].

Показано, що різні види плейстофітів мають різну здатність до вилучення

наночастинок металів з водного середовища (Рис. 3.1).
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Рис. 3.1. Вміст елементів у воді після експозиції водних рослин впродовж

7-ми діб (К1 – відстояна водогінна вода, К2 – відстояна водогінна вода з

додаванням колоїдних розчинів наночасток металів (Mn – 0,75 мг/л, Cu – 0,37 мг/л,

Zn – 0,44 мг/л, Ag+Ag2O – 0,75 мг/л)

Усі досліджувані плейстофіти показали високу здатність щодо видалення

наночастинок Mn із суміші колоїдних розчинів досліджуваних елементів. Однак,

за експозиції у водному розчині P. stratiotes видалення елементу відбувалось

найкраще (аж на 94%). Показник вилучення наночастинок Mn двома іншими

плейстофітами виявився не набагато нижчим: S. natans (на 86%) та L. laevigatum

(на 82%).

Щодо такого елементу, як Cu у вигляді наночастинок, найкращий результат

показала S. natans (відбулось вилучення елемента на 69%). Трохи нижчі та схожі

між собою показники виявились у P. stratiotes (на 55%) та L. laevigatum (52%).

Отримано дані щодо вилучення плейстофітами наночастинок Zn з

колоїдного розчину досліджуваних металів. Даний елемент найкраще вилучався

за експозиції P. stratiotes (на 65%).

Кількість такого елементу, як Ag виявилась мінімальною після присутності

у колоїдних розчинах наночастинок P. stratiotes і S. natans (на 76%), однак за

експозиції L. laevigatum показник вилучення Ag виявився не набагато гіршим (на
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71%), отже всі досліджувані види плейстофітів можуть бути рекомендовані для

очищення водойм від даного елемента.

Беручи до уваги усі досліджувані наночастинки металів можна

стверджувати, що кращу здатність до вилучення їх з водного середовища мали

P.stratiotes та S. natans.

Якщо оцінювати потенціал досліджуваних трьох видів плейстофітів щодо

вилучення окремих елементів, найвищу здатність до вилучення Mn та Zn мала P.

stratiotes, до видалення Cu – S. natans, а щодо наночастинок Ag – обидва види P.

stratiotes та S. natans виявились однаково ефективними.

Існує багато даних щодо ефективності видалення досліджуваних

наночастинок металів (Mn, Cu, Zn, Ag) плейстофітом P. stratiotes [14, 15, 94, 95] та

S. natans [13, 96] в іонній формі.

У наукових роботах показаний негативний вплив металів на водні рослини

у концентраціях, які є вищими за порогові значення для того, чи іншого виду.

Відбуваються негативні зміни у фотосинтетичній системі, ушкодження

різноманітних клітинних структур, зниження вмісту фізіологічно активних

речовин (хлорофілу, білку, вільних амінокислот, РНК та ДНК). Це слід брати до

уваги при рекомендації того, чи іншого виду для фіторемедіаційних заходів. Тож

дослідження резистентності водних рослин до різних концентрацій металів,

зокрема визначення їх порогових показників набуває особливого значення і все

активніше досліджується науковцями [97, 98, 99, 100].



45

РОЗДІЛ 4

ВПЛИВ НАНОЧАСТИНОК МЕТАЛІВ НА ФІЗІОЛОГІЧНИЙ СТАН

ПЛЕЙСТОФІТІВ

4.1. Оцінка морфологічних параметрів для визначення впливу наночасток

металів на окремі органи плейстофітів.

Під час експозиції рослин в розчинах наночастинок металів відбувалися

чіткі зміни морфології коренів та забарвлення листків. Виявлено відмінності між

станом рослин на 7-му та 14-ту добу. У P. stratiotes спостерігалися суттєві зміни

лише на 14-ту добу (Рис. 4.1). У L. laevigatum – виявлено різку зміну пігментації

листків і на 7-му і на 14-ту добу (Рис. 4.2). Щодо S. natans – стан плейстофіта

залишився майже без змін на 7-му та на 14-ту добу (Рис. 4.3).
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Рис. 4.1. Морфологічні зміни P. stratiotes за дії наночастинок металів (Mn,

Cu, Zn, Ag) на 7-му та 14-ту добу.

Рис. 4.2. Морфологічні зміни L. laevigatum за дії наночастинок металів (Mn,

Cu, Zn, Ag) на 7-му та 14-ту добу.
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Рис. 4.3. Морфологічні зміни S. natans за дії наночастинок металів (Mn, Cu,

Zn, Ag) на 7-му та 14-ту добу.

Відбулися значні морфологічні зміни кореневої системи рослин, що росли

за присутності наночастинок. Коренева система усіх рослин у контрольних

варіантах була гарно розвинена, мала світло-зелене забарвлення, на відміну від

дослідних варантів, де спостерігалося суттєве зменшення розмірів, і відповідно

маси коренів, та зміна забарвлення зі світлого на темно-буре (рис. 4.4).
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Рис 4.4. Морфологічні зміни кореневої ситеми S. natans за дії наночастинок

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 14-ту добу, А – контроль, В – дослід.

Відомо, що розвиток кореневої системи водних рослин пов'язаний з

забезпеченням субстрату або водного розчину поживними речовинами. Нестача

поживних елементів в контрольних варіантах стимулював ріст коренів.

Наночастинки металів, в перші дні експерименту до 7-ї доби, на нашу думку,

відігравали роль поживних елементів, гальмуючи ріст кореня, а вже на 14 добу,

відмічався негативний ефект пов'язаний з пошкодженням коренів.

4.2. Фотосинтетичні параметри, як показники стрес-толерантності до

наночастинок металів

Оскільки було виявлено морфологічні зміни та в деяких випадках суттєві

зміни у забарвленні рослин, доцільним було провести аналіз вмісту хлорофілів та

каротиноїдів всіх досліджуваних об’єктів, щоб встановити взаємозв’язок між

змінами у морфології та станом фотосинтетичної системи плейстофітів для

визначення видів, які є найбільш життєздатними та стійкими до наночастинок

металів. Отримано дані щодо зміни вмісту хлорофілу а (рис. 4.5), хлорофілу b

(рис. 4.6) та каротиноїдів (рис. 4.7) на 7-му та 14-ту добу.
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Рис. 4.5. Вміст хлорофілу а у досліджуваних плейстофітів за впливу суміші

колоїдних розчинів наночасток металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му та 14-ту добу.
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Рис. 4.6. Вміст хлорофілу b у досліджуваних плейстофітів за впливу суміші

колоїдних розчинів наночасток металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му та 14-ту добу.
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Рис. 4.7. Вміст каротиноїдів у досліджуваних плейстофітів за впливу суміші

колоїдних розчинів наночасток металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му та 14-ту добу.

Наночастинки металів спричинювали зменшення вмісту хлорофілу a та b в

усіх досліджуваних рослин на 14-й день. Проте на 7-му добу у P. stratiotes та S.

natans, навпаки, спостерігалося збільшення вмісту пігментів (хлорофілу а – на

18% та 11% відповідно, хлорофілу b – на 72% у P. stratiotes та 33% у S. natans). У

L. laevigatum відбулося різке зниження вмісту хлорофілів a та b за дії наночасток

металів: на 7-му добу – приблизно на 25% та 40% на 14-ту. Найменших змін

зазнала P. stratiotes: вміст пігментів не знижувався більше ніж на 15% навіть на

14-ту добу.
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Як правило, коли пошкодження та негативні зміни у вмісті хлорофілів є

незначними, можна спостерігати підвищення кількісного вмісту каротиноїдів. У

нашому випадку, цей ефект можна спостерігати у P. stratiotes, в якої вміст

каротиноїдів збільшився більш ніж на 20%, що свідчить про стійкість

фотосинтетичного апарату даного плейстофіта до досліджуваних наночастинок

металів. Каротиноїди відіграють важливу роль в організмі рослин – перш за все,

вони є активними учасниками процесу фотосинтезу, а також задіяні в ростових

процесах, беруть участь в морфогенезі та розмноженні. Будучи допоміжними

пігментами фотосинтетичної системи, розширюють спектр поглинання квантів

двома піками в синьо-фіолетовій та синій областях спектра (420...490 нм) і

незначною мірою в зеленій (490...550 нм). Таким чином, каротиноїди покращують

ефективність фотосинтезу, поглинаючи до 20% енергії сонячних квантів,

приблизно 50 % якої поглинається в області, що є короткохвильовою і є зоною

високих енергій. Поглинаючи світло, каротиноїди передають енергію свого

електронно-збудженого стану хлорофілу а.

Показано, що вплив наночастинок металів спричинив зниження вмісту

каротиноїдів у L. laevigatum (на 7%) та S. natans (на 22%). Це свідчить про

порушення всього фотосинтетичного апарату у цих рослин.

Отже, беручи до уваги отримані дані, найстійкішим плейстофітом за

фотосинтетичними показниками виявилась P. stratiotes.

4.3. Оцінка вмісту білка та амінокислот у водних макрофітів за дії

наночастинок металів для з’ясування ступеня пошкодження основних

метаболічних систем цих рослин

Білковий обмін відіграє важливу роль у підриманні життєздатності рослин,

адже велика кількість білкових сполук бере активну участь у захисних реакціях

рослинного організму на несприятливі фактори навколишнього середовища.

Вміст білка у рослин залежить від видових особливостей. А також, ми

припустили, що під негативним впливом наночастинок металів загальний вміст
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білкових сполук, так як і їх амінокислотний склад, буде змінюватись. Зокрема за

кількісним вмістом цих сполук можна визначити ступінь пошкодження та

можливість адаптації до несприятливих умов. Зміна загального вмісту білка під

дією наночастинок металів представлена на рис. 4.8.

Рис. 4.8. Вміст білка у досліджуваних плейстофітах за сумісної дії

наночасток металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу.

Результати дослідження [101, 102] показали, що за дії наночастинок металів

відбулось зниження кількісного вмісту білка у L. laevigatum та S. natans.

Зменшення вмісту білкових сполук може бути наслідком порушення

метаболізму азоту, спричиненого негативним впливом наночастинок на вказані

вище плейстофіти. Враховуючи той факт, що азот є одним з найважливіших

елементів у мінеральному живленні рослин та бере участь в утворенні ряду

сполук, таких як нуклеїнові кислоти, коферменти, амінокислоти, то зміна вмісту

даної речовини буде спричиняти гальмування росту та погіршення

продуктивності водних рослин [103]. Щодо P. stratiotes, то вміст білка

залишився без змін, що вказує на стійкість системи білкового метаболізму

даного виду.

Щоб дослідити механізми захисту досліджуваних плейстофітів, в яких

задіяний саме білковий метаболізм, нами було ідентифіковано 17 амінокислот
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(5Охо-Рro – 5-оксипролін, Ala – аланін, Arg – аргінін, Asp – аспарагінова кислота,

Cit – цитрулін, Glu – глутамінова кислота, Gly – гліцин, His – гістидин, Leu –

лейцин, Met – метіонін, Orn – орнітин, Phe – фенілаланін, Pro – пролін, Ser – серин,

Trp – триптофан, Tyr – тирозин, Val – валін), також визначено їх кількісний вміст.

Проведена порівняльна оцінка вмісту та співвідношення амінокислот, які є

складовими білкових компонентів досліджуваних плейстофітів, після експозиції у

суміші колоїдних розчинів наночастинок металів та в контрольних умовах (рис.

4.9-4.11).

Рис. 4.9. Вміст амінокислот у P. stratiotes за сумісної дії наночастинок

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу.
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Рис. 4.10. Вміст амінокислот у L. laevigatum за сумісної дії наночастинок

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу.

Рис. 4.11. Вміст амінокислот у S. natans за сумісної дії наночастинок

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу.

Під впливом суміші колоїдних розчинів наночастинок металів у всіх

досліджуваних плейстофітів відбулось зниженння загального вмісту амінокислот.

Для S. natans цей показник становив 23% (вміст зменшився з 90,08 мкМ/г до 69,59

мкМ/г), а для P. stratiotes та L. laevigatum відсотковий показник виявився
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однаковим, вміст амінокислот зменшився на 8% (з 210,65 мкМ/г до 193,77 мкМ/г

у P. stratiote та з 155,0 мкМ/г до 142,60 мкМ/г у L. laevigatum).

Оскільки у кожного плейстофіта відбулось зниження вмісту певного числа

досліджуваних амінокислот, доцільним було проведення аналізу отриманих даних,

щоб з’ясувати наскільки знизився вміст та яких саме амінокислот для кожного

плейстофіта.

Вміст найменшого числа амінокислот (5-ти) зменшився у P. stratiotes. Ними

були: 5-оксопролін, аргінін, аспарагінова кислота, лейцин та серин, не змінився у

3-х амінокислот, таких як гліцин, гістидин та пролін. Збільшення вмісту зазнали 6

амінокислот, а саме аланін, цитрулін, глутамінова кислота, метіонін, орнітин та

фенілаланін.

У S. natans знизився кількісний вміст шести амінокислот, таких як 5-

оксопролін, аргінін, аспарагінова кислота, глутамінова кислота, лейцин та

триптофан, найбільше знизився вміст аргініну (у 3 рази), глутамінової (у 3 рази)

та аспарагінової (у 2 рази) кислот, і, навпаки, підвищився вміст 9-ти амінокислот,

а саме, аланіну, цитруліну, гліцину, гістидину, орнітину, фенілаланіну, проліну,

серину та валіну. Підвищення вмісту амінокислот внаслідок негативної дії на

плейстофіт наночастинок металів, може відбуватись внаслідок активації у рослині

механізмів захисту, що супроводжується утворенням нових білкових сполук.

Вміст найбільшого числа амінокислот (9-ти) знизився у L. laevigatum,

найзначніше – аргініну (в 10 разів). Вміст аспарагінової кислоти та метіоніну

зменшився в 3 рази, глутамінової кислоти та триптофану в 2 рази та фенілаланіну

в 1,7 раз. Вміст гліцину та тирозину залишився незмінним. Вміст шести інших

амінокислот зменшився: найзначніше цитруліну - в 8 разів, 5-оксипроліну - в 2,4

рази, аланіну - в 2,1 рази, лейцину - в 1,7 рази, гістидину та серину - в 1,2 рази.

Проаналізувавши зміни вмісту окремих амінокислот виявили, що у L.

laevigatum та S. natans внаслідок дії наночастинок металів підвищується вміст

гістидину. Існують дані, що ця амінокислота активно синтезується в рослинах

гіперакумуляторах металів [104]. Саме тому, можна зробити припущення, що дані

види матимуть високий потенціал до акумуляції металів і у формі наночастинок.
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Наші дослідження підтвердили, що підвищення вмісту гістидину в рослинах

сприяє акумуляції більшої кількості металу. Відомо, що концентрація гістидину у

рослин збільшується у відповідь на підвищення концентрації металу в

навколишньому середовищі, утворюючи комплекси, наприклад є відомості про

Zn-гістидиновий комплекс [105], та подібний до нього, комплекс з аспарагіновою

кислотою [106]. Проте у наших дослідженнях відбувалося зниження вмісту цієї

амінокислоти у L. laevigatum в 3 рази, а у S. natans в 2 рази. У P. stratiotes вміст

аспарагіну залишався сталим.

Також важливу роль в акумуляції металів відіграють такі амінокислоти, як

гліцин та глутамінова кислота, вони задіяні в утворенні ряду сполук, що здатні

зв’язувати метали, такі як глутатіон і фітохелатини [107]. Збільшення вмісту

гліцину внаслідок впливу наночастинок металів відбулось лише у S. natans, а

глутамінової кислоти – у P. stratiotes.

Існують відомості, що за участі аргініну відбувається синтез поліамінів -

сполук, яким притаманні сигнальні та антиоксидантні властивості [107], але в

жодного з досліджуваних нами плейстофітів не відбувалось підвищення вмісту

аргініну під дією наночастинок металів.

Є дані про ще одну амінокислоту, яка відіграє важливу роль у захисті

рослинного організму. Пролін - це амінокислота, що синтезується з глутамату чи

орнітину, яка може слугувати акцептором вільних радикалів, стабілізатором

макромолекул [108] а також хелатором [107]. Відомо, що рослини інтенсивно

накопичують пролін у відповідь на несприятливі умови, такі як, наприклад,

низька або висока температура, водний дефіцит, підвищена солоність, вплив

підвищених концентрацій важких металів [109, 110, 111]. Збільшення вмісту

проліну під дією наночастинок металів відбувалось у S. natans та L. laevigatum, а

орнітину – у S. natans та P. stratiotes

Дані, що отримані в результаті дослідження, свідчать, що для захисту від

надмірних конценрацій наночастинок металів активується ряд механізмів,

внаслідок чого змінюється кількісний вміст окремих амінокислот. Отримані нами

результати щодо синтезу окремих амінокислот узгоджуються з вже існуючими
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даними стосовно взаємодії рослин з металами в іонній формі. В обох випадках

відбувається активний синтез певних амінокислот, необхідних для захисту від

негативного впливу металів, який проявляється у підтримці гомеостазу та

включенні механізму репарації рослинного організму з метою збереження його

життєздатності [76].

Таким чином, найстійкішою за показниками білкового обміну в умовах

вливу наночастинок досліджуваних металів виявилась P. stratiotes. Здатність

даного плейстофіту ефективно вилучати з водного середовища такі важкі метали

як As, Cd, Cu, Ni, Zn, Pb, Cr, Mn, Co доведена в ряді праць інших дослідників,

однак за високих концентрацій може відбуватись пошкодження органів рослини,

внаслідок зниження вмісту важливих фізіологічно активних сполук: хлорофілів,

білка, вільних амінокислот та РНК [14, 112, 113, 114].

Найчутливішим до досліджуваних наночастинок металів за показниками

білкового метаболізму виявилась S. natans, хоча згідно з існуючими даними цей

вид здатний до ефективної акумуляції [115], та вже успішно використовується з

метою видалення важких металів [75, 76, 96]. Отже даний вид вартий подальшого

вивчення та може бути використаний з метою фіторемедіації водойм,

забруднених наночастинками металів.

4.4. Аналіз змін вмісту ацилкарнітинів як показник стійкості ліпідного

метаболізму

Ліпідний метаболізм може відігравати роль маркера стрес-толерантності

рослин до пошкоджуючого впливу наночастинок металів, оскільки відіграє

важливу роль у формуванні механізмів стійкості рослин. Здатність швидко

адаптуватись до несприятливих умов на рівні мембран мітохондрій, забезпечує

сталість енергетичного обміну рослини. Ацилкарнітини є етерами L-карнітину та

жирних кислот. За допомогою ацилкарнітинів відбувається включення

довголанцюгових ЖК у процес β-окислення (рис 4.12).
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Рис. 4.12. Схематичне зображення процесу β-окислення ЖК

Вони відіграють роль переносників, транспортуючи активовані жирні кислоти до

мітохондрій для подальшого β-окислення та надання енергії для клітинних

процесів [116, 117]. Значне збільшення чи зменшення кількісного вмісту

ацлкарнітинів та зміна їх складу є невід’ємними ознаками зміненого метаболізму

мітохондрій [118].

Після експозиції досліджуваних плейстофітів у контрольних умовах та за дії

наночастинок металів ми ідентифікували та визначили кількісний вміст

наступних 11-ти ацилкарнітинів: C0 (вільний карнітин), C2 (ацетилкарнітин), C3

(пропіонілкарнітин), C4 (бутирилкарнітин), C5 (ізовалерилкарнітин), C6

(гексаноїлкарнітин), C8 (октаноїлкарнітин), C10 (деканоїлкарнітин), C16

(пальмітоїлкарнітин), C18:1 (олеїлкарнітин) та C18:2 (лінолеїлкарнітин).

Отримані дані щодо вмісту ацилкарнітинів у досліджуваних водних рослин

вказують як на зменшення одних, так і на збільшення вмісту інших окремих

ацилкарнітинів (рис. 4.13-4.15).
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Рис. 4.13. Вміст ацилкарнітинів у P. stratiotes за сумісної дії наночасток

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу

Рис. 4.14. Вміст ацилкарнітинів у L. laevigatum за сумісної дії наночасток

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу
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Рис. 4.15. Вміст ацилкарнітинів у S. natans за сумісної дії наночасток

металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 7-му добу

У P. stratiotes не спостерігалося зменшення вмісту жодного з

ацилкарнітинів. У L. laevigatum знизився вміст семи ацилкарнітинів:

С0,С2,С5,С6,С8,С16,С18:2. У S. natans – чотирьох: С2,С4,С16,С18:2. Тим часом, у

кожного з досліджуваних плейстофітів відмічено збільшення вмісту певних

ацилкарнітинів. За впливу наночастинок металів відбулось збільшення вмісту

трьох ацилкарнітинів (С5, С8, С18:1) у S. natans та семи (С0,С2,С3,С4,

С6,С16,С18:1) у P. stratiotes, у L. laevigatum взагалі не відбувалося збільшення

вмісту ацилкарнітинів.

Вміст вільного карнітину (С0) зменшувався у L. laevigatum, в той час як у P.

stratiotes, він навпаки, збільшувався.

Вільний карнітин (С0) є амонійною четвертинною сполукою і відіграє

важливу роль у транспортуванні жирних кислот в клітинах організму [119].

Зниження вмісту вільного карнітину у L. laevigatum зумовлює порушення процесу

перетворення карнітину в ацилкарнітини, що і є причиною їх зниженого вмісту у

даного плейстофіта.

Отже, отримані дані вказують на складний процес, що включає в себе

захисні реакції за участі ліпідного обміну з метою підтримання гомеостазу та
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збереження життєздатності рослинного організму за умов пошкоджуючого

впливу наночастинок металів. Згідно з отриманими даними, можна зробити

висновок, що під негативним впливом наночастинок металів, порушується

мембранний транспорт жирних кислот всередині мітохондрій, внаслідок чого

відбувається зниження інтенсивності дихання і погіршення ефективності

енергетичного метаболізму клітини.

Серед трьох досліджуваних плейстофітів найбільш стійкими видами за

показниками ліпідного обміну виявились P. stratiotes та S. natans.

4.5. Аналіз змін активності каталази

Для визначення стійкості плейстофітів до стресових умов, спричинених впливом

суміші наночастинок металів у водному розчині, була проаналізована зміна

активності каталази досліджуваних видів. Фермент каталаза є важливим

компонентом захисної реакції рослин, захищаючи рослинну клітину від

пошкоджень спричинених оксидативним стресом, перетворюючи пероксид

водню на воду та молекулярний кисень [120].

Було виявлено підвищення активності каталази у двох досліджуваних видів:

на 19% у P. stratiotes та на 63% у S. natans. У L. laevigatum, навпаки, відбулось

зниження активності фермента на 17%. За візуальним спостереженням та беручи

до уваги інші досліджені в даній роботі маркери стійкості рослин, можна

стверджувати, що види, у яких підвищувалась активність каталази були більш

стійкими до пошкоджуючого впливу наночастинок металів.

Отже, за показником активності даного ферменту, найбільш стійким видом

серед досліджуваних плейстофітів до суміші розчинів наночастинок металів,

можна вважати S. natans.
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4.6. Оцінка стресостійкості рослин за зміною вмісту фенольних сполук та

терпеноїдів

Оскільки терпеноїди та фенольні сполуки є важливими речовинами

вторинного метаболізму водних рослин і відіграють важливу роль у регулюванні

життєвих процесів, було проведено визначення вмісту цих сполук у

досліджуваних плейстофітів за впливу суміші колоїдних розчинів наночастинок

Mn, Cu, Zn, Ag.

Терпеноїди беруть участь у ключових обмінних процесах, фотохімічних

реакціях, регуляції проникності мембран, трансформації енергії, біосинтезі різних

речовин, сприяючи захисту рослинного організму та його адаптації до

несприятливих умов. Вони зменшують концентрацію активних форм кисню, тим

самим запобігаючи пошкодженням ДНК та білків у клітинах, а також беруть

участь в механізмах відновлення [121,122, 123, 124].

Відомо, що видам гіперакумуляторам важких металів притаманні високі

показники вмісту фенольних сполук [125, 126, 127]. За рахунок присутності

карбоксильних та гідроксильних груп, феноли можуть утворювати нестабільні

комплекси (хелати) з іонами важких металів. Це дозволяє знизити токсичність цих

металів та знизити ступінь окисних пошкоджень клітин шляхом зменшення

концентрації активних форм кисню [128]. Отже, маючи дані щодо ролі

терпеноїдів та фенольних сполук у захисті рослин від металів у іонній формі,

доцільним було дослідити вміст даних сполук у плейстофітів за дії наночастинок.

В усіх дослідних рослин було виявлено присутність фенолів та терпеноїдів, у

кількостях, які мають аналітичне значення. Результати досліджень [129]

представлено на рис. 4.16 - 4.17.
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Рис. 4.16. Вміст фенольних сполук у плейстофітів за впливу суміші колоїдних

наночастинок металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 14-ту добу

Результати аналізу свідчать, що серед трьох рослин, які були об'єктом

дослідження, найвищі концентрації фенольних сполук і терпеноїдів були знайдені

у контрольному зразку L. laevigatum.

Виявлені відмінності в накопиченні вторинних метаболітів між

контрольними зразками та початковим вмістом у рослинах досліджуваних

плейстофітів були значними і залежали від виду.

У контрольних зразках P. stratiotes і S. natans вміст фенольних сполук був

значно нижчим у порівнянні з L. laevigatum. Вплив наночастинок металів не
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призвів до змін у вмісті фенольних сполук у P. stratiotes, тоді як в інших видів

спостерігалось зменшення цих метаболітів. У результаті впливу наночастинок

металів вміст фенольних сполук залишався на рівні контролю у P. stratiotes та S.

natans. Однак, в L. laevigatum спостерігалося зниження вмісту фенольних сполук

на 26%.

Слід зауважити, що P. stratiotes та S. natans вважаються пріоритетними

рослинами-ремедіантами порівняно з L. laevigatum. Це пов'язано з тим, що

фенольні сполуки цих рослин впливають на різні процеси росту і розвитку рослин,

проявляючи як стимулюючий, так і інгібуючий ефекти. Крім того, ці сполуки

можуть індукувати апоптоз-подібні процеси, що додатково підсилює їхню

позитивну дію [130, 131, 132].

Фенольні сполуки відіграють важливу роль у захисних реакціях рослин.

При пошкодженні в рослинних клітинах відбувається активація таких ферментів,

як фенілаланінаміак-ліаза, 4-гідроксилаза транс-коричної кислоти, пероксидаза та

інші, що сприяють швидкому утворенню фенольних сполук. Ці сполуки

взаємодіють з клітинними стінками, зокрема з целюлозами та геміцелюлозами, і

сприяють їх зміцненню. Це забезпечує більшу стійкість клітин до проникнення

чужорідних речовин, включаючи наночастинки металів, а також зменшує

неконтрольовану втрату води. Збільшення процесів лігніфікації є однією зі

стратегій, які рослина використовує для адаптації до стресових факторів. Крім

того, фенольні сполуки входять до складу β-інгібіторного комплексу, який

відповідає за фізіологічний спокій рослин, під час якого рослина стає більш

стійкою до негативних впливів [133, 134].

Фенольні сполуки також відіграють важливе фотопротекторне значення,

оскільки вони взаємодіють з активними формами кисню і здатні їх нейтралізувати,

що зменшує шкідливі ефекти від фотоокиснення. Таким чином, фенольні сполуки

допомагають захищати клітини від ушкоджень, які можуть виникнути в

результаті фотоокисного стресу [133]. Також вони є компонентами електрон-

транспортних ланцюгів дихання і фотосинтезу, тому відіграють важливу роль в

окисно-відновних реакціях [131, 132, 134].
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Рис. 4.17. Вміст терпеноїдів у плейстофітів за впливу суміші колоїдних

наночастинок металів (Mn, Cu, Zn, Ag) на 14-ту добу

Виявлено, що контрольні зразки рослин мали різні рівні накопичення

терпеноїдів. Найвищий вміст терпеноїдів був виявлений у L. laevigatum, що

перевищував вміст терпеноїдів у P. stratiotes в 3,7 рази та у S. natans в 7 разів.

Значний початковий вміст терпеноїдів у L. laevigatum може свідчити про

його потенційну стійкість до різних факторів навколишнього середовища,

включаючи наночастинки металів. Це пов'язано з тим, що терпеноїди вважаються

потужними антиоксидантами та стимуляторами захисних систем клітин та

організму. Вони допомагають знижувати рівень активних форм кисню,

зменшують ступіть пошкодження ДНК та білків у клітинах, а також можуть

впливати на механізми, що сприяють відновленню подібних ушкоджень [121, 131,

134].

На 14-й день експерименту спостерігалися різні ефекти впливу

наночастинок металів на вміст терпеноїдів у різних досліджуваних видів рослин.

У P. stratiotes вміст терпеноїдів збільшився на 6%, що може свідчити про

стимуляцію їх синтезу або збільшення накопичення. У L. laevigatum вміст

терпеноїдів зменшився на 25%, що може вказувати на зниження їх синтезу або

перетворення на інші сполуки. У S. natans вміст терпеноїдів залишився без змін,

що свідчить про стабільний рівень їх накопичення. Отже, реакція різних видів
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рослин на вплив наночасток металів виявилася різною і може бути пов'язана зі

специфічними механізмами регуляції синтезу терпеноїдів у кожного виду.

Відомо, що терпеноїди відіграють важливу роль в процесах обміну рослин у

багатьох біохімічних реакціях. Вони беруть участь у біосинтезі різних сполук,

регулюють активність генів, забезпечують стабільність мембран і є ключовими

проміжними продуктами для синтезу різних речовин, включаючи фітогормони,

ферменти і вітаміни [135].

Тому зниження загального вмісту терпеноїдів у L. laevigatum на 25% може

свідчити про значне пошкодження плейстофіта. Це означає, що рослина може

бути менш стійкою до стресових факторів, включаючи наночастки металів. Таке

зниження вмісту терпеноїдів може вказувати на те, що L. laevigatum як

фіторемедіант, ймовірно, буде менш ефективним, порівняно з іншими видами

рослин.

Отже, зважаючи на ці факти, використання L. laevigatum в якості

фіторемедіанту для очищення води забрудненої наночастками металів може бути

неефективним або менш ефективним, а більш придатними можуть бути

альтернативні види водних рослин, такі як P. stratiotes та S. natans, у яких за

впливу наночастинок металів вміст терпеноїдів залишився сталим.

Внаслідок впливу наночастинок металів протягом 14 днів виявлено такі

зміни показників порівняно з контролем: вміст фенольних сполук у L. laevigatum

зменшився на 26%, а в P. stratiotes та S. natans залишився незмінним; вміст

терпеноїдів у P. stratiotes збільшився на 6%, у L. laevigatum зменшився на 25%, а в

S. natans зменшився на 4,4%.

Аналіз результатів досліджень дозволив оцінити чутливість досліджуваних

видів плейстофітів до наночастинок металів за кількісними змінами вмісту

вторинних метаболітів, а саме терпеноїдів та фенольних сполук: найбільш

чутливим виявився L. laevigatum, у якого вміст фенольних сполук знизився на

26%, а терпеноїдів – на 25%. Дещо іншою була реакція S. natans, у якої вміст

фенольних сполук і терпеноїдів залишився на рівні контролю. На P. stratiotes за

усіма досліджуваними показниками вплив наночастинок виявився найменшим.
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Результати досліджень дозволили оцінити чутливість різних видів

плейстофітів до наночастинок металів на основі змін у вмісті терпеноїдів та

фенольних сполук. Найменш стійким виявився L. laevigatum, оскільки вміст

фенольних сполук у нього зменшився на 26%, а терпеноїдів – на 25%. У S. natans

вміст фенольних сполук та терпеноїдів залишився незмінним. P. stratiotes

виявилась найбільш стійкою до наночастинок металів за всіма визначеними

показниками.
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РОЗДІЛ 5

ОЦІНКА РИЗИКУ ВИКОРИСТАННЯ ІНВАЗІЙНОГО ВИДУ PISTIA

STRATIOTES ДЛЯ ОЧИСТКИ ТЕХНІЧНИХ ВОДОЙМ СТОСОВНО

ПРИРОДНИХ ВИДІВ

5.1. Використання фотосинтетичних параметрів для прогнозування

продуктивності фітоугруповань плейстофітів водойм України за впливу

інвазійного виду P. stratiotes

Для вивчення впливу інвазійного виду P. stratiotes на інші плейстофіти, ми

провели дослідження [136] змін вмісту фотосинтетичних пігментів у двох видів

рослин - L. laevigatum та S. natans. Ці види також є плаваючими на поверхні,

тому знаходяться поруч з P. stratiotes і конкурують за ресурси, зокрема елементи

живлення. Експеримент проводився протягом 14 діб, під час яких рослини були

експоновані разом з P. stratiotes. Одночасно було оцінено зміни параметрів води,

таких як вміст кисню, мінералізація та рівень рН.

На 14-й день експозиції спостерігалися зміни у вмісті пігментів в

досліджуваних рослинах. Візуально було помічено пожовтіння листків у L.

laevigatum, і навпаки, навіть більш інтенсивне зелене забарвлення листків у S.

natans, які були експоновані разом протягом 14 діб. Дані спостережень

представлені на рисунку (Рис 5.1).
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Рис 5.1. Морфологічні зміни плейстофітів (S. natans, L. laevigatum та P. stratiotes)

після 14-ти діб спільного культивування в лабораторних умовах.

За результатами наших досліджень, на 14-й день експерименту вплив P.

stratiotes призвів до зниження вмісту хлорофілу а та хлорофілу b у L. laevigatum.

У варіанті з покриттям поверхні води P. stratiotes на 25% площі, вміст

зменшився з 0,01 мг/г до 0,008 мг/г, а варіант з покриттям на 50% площі показав

зниження з 0,01 мг/г до 0,009 мг/г. Вміст каротиноїдів залишався стабільним на

рівні 0,004 мг/г під час всього періоду експозиції (рис. 5.2). Незважаючи на

зниження вмісту, співвідношення хлорофілу а до хлорофілу b залишалося

більше 2, що свідчить про нормальний стан пігментного апарату та оптимальну

життєздатність водних рослин.
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Рис. 5.2. Вміст пігментів у L. laevigatum за впливу P. stratiotes на 14-ту добу

За результатами наших досліджень, на 14-й день експерименту вплив P.

stratiotes на вміст пігментів у S. natans призвів до неочікуваних змін. При

покритті поверхні води P. stratiotes на 25% площі, вміст хлорофілу а збільшився

вдвічі, а хлорофілу b зменшився вдвічі. При покритті на 50% площі, вміст

хлорофілу а збільшився на 1,5 рази, а хлорофілу b вдвічі. Вміст каротиноїдів

залишився незмінним при покритті на 25% площі, але збільшився в 1,5 рази при

покритті на 50% площі P. stratiotes (Рис 5.3). Ці зміни свідчать про активацію

захисних механізмів, пов'язаних з каротиноїдами, при збільшенні площі

покриття води P. stratiotes. У випадку покриття на 25% площі, захисні механізми

не були задіяні, ймовірно, через недостатній вплив P. stratiotes для активації

репараційних механізмів. Тому цей вплив можна вважати незагрозливим для

досліджуваного виду.

Зафіксоване збільшення загального вмісту хлорофілу у S. natans під

впливом P. stratiotes свідчить про позитивну взаємодію між цими рослинами.

Цей ефект був найвиразнішим при меншій кількості P. stratiotes, а зі

збільшенням її біомаси він зменшувався, що підтверджується збільшенням

вмісту каротиноїдів. S. natans, хоча не вимоглива до складу води, має високу

вимогу до освітлення. Ймовірно, навіть незначне затінення цього виду
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присутністю P. stratiotes призвело до значного збільшення вмісту основного

фотосинтетичного пігменту - хлорофілу а. Цей цікавий ефект може бути також

обумовлений змінами показників води, таких як вміст кисню, рівень рН та

мінералізація.

Рис. 5.3. Вміст пігментів у S. natans за впливу P. stratiotes на 14-ту добу

Отримані дані щодо кількісного вмісту пігментів свідчать про те,що P.

stratiotes також зазнає змін під впливом L laevigatum і S. natans (рис. 5.4; 5.5). В P.

stratiotes спостерігається зменшення загального вмісту хлорофілів, а також

вмісту кожного окремо хлорофілу а і хлорофілу в, тоді як вміст каротиноїдів,

навпаки, збільшується. При більшій кількості P. stratiotes вплив інших видів на

неї стає сильнішим. Ймовірно, у даному випадку збільшення біомаси P. stratiotes

призводить до конкуренції за ресурси живлення, що негативно впливає на даний

плейстофіт.
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Рис. 5.4. Вміст пігментів у P. stratiotes ( 25% площі покриття) за впливу S.

natans та L laevigatum на 14-ту добу.

Рис. 5.5. Вміст пігментів у P. stratiotes ( 50% площі покриття) за впливу S.

natans та L laevigatum на 14-ту добу.

Враховуючи те, що S. natans є рідкісною рослиною в природних водоймах

України і занесена до Червоної книги, її стійкість до впливу P. stratiotes та навіть

збільшення продуктивності в присутності P. stratiotes є несподіваною.

Результати наших досліджень підтверджують, що в умовах тривалої конкуренції
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за ресурси живлення можлива зміна видового складу фітоценозу на користь S.

natans. Це не можна вважати негативним наслідком впливу P. stratiotes, оскільки

ця рідкісна для України рослина має важливе значення у збереженні

біорізноманіття природних водних екосистем.

5.2. Оцінка змін гідрохімічних показників при сумісному зростанні

інвазійного виду P. stratiotes з L. laevigatum та S. natans

Ми провели дослідження гідрохімічних показників, щоб зрозуміти, як P.

stratiotes впливає на якість води і її придатність для росту і розвитку інших видів

плейстофітів. Для цього ми виміряли рівень розчиненого кисню, визначили рН

середовища та оцінили ступінь мінералізації води. Ці показники дозволяють

оцінити, наскільки сприятливим є середовище для розвитку рослин, а також які

зміни можуть відбуватися в екологічних системах за присутності P. stratiotes.

5.2.1. Зміни вмісту кисню у воді

Кисень, розчинений у воді, є необхідним компонентом для виживання

більшості водних організмів, включаючи макрофіти. Концентрація кисню у воді

впливає на життєздатність гідробіонтів і визначає спрямованість біохімічних та

гідробіологічних процесів. Коли поверхня водойми вкрита рослинністю або

хімічною плівкою, а водна маса має обмежену циркуляцію, відбувається

стагнація, що призводить до зміни видів та спрощення видового різноманіття

водойм.

Рослини, що плавають на поверхні водойми, відносно кількості світла,

мають переваги порівняно з зануреними видами, оскільки вони знаходяться

ближче до джерела світла і мають доступ до усього спектру фізіологічно

активної радіації. Також ці рослини, які швидко розростаються і покривають

велику площу водної поверхні, можуть перешкоджати доступу кисню з

атмосфери та затіняти не тільки занурені види, що ростуть під ними, але і ті, що

знаходяться на поверхні водойми, поруч з цими видами. Це може знижувати
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інтенсивність фотосинтезу і загальну продуктивність водойми. Покриття

поверхні плейстофітами також призводить до дефіциту кисню у водоймі.

З іншого боку, плейстофіти активно фотосинтезують і, ймовірно,

насичують воду киснем. Однак розташування продихів, через які відбувається

виділення кисню, на верхній стороні листка, що має прямий контакт з

атмосферою, а не з водою, уповільнює цей процес. В будь-якому випадку,

збільшення або зменшення вмісту кисню у воді, що призводить до позитивного

або негативного ефекту, порушує рівновагу водойми і може мати неочікувані

наслідки.

Ми провели дослідження, щоб визначити, як зміниться режим кисню у воді,

де ростуть плейстофіти за наявності нового інвазійного виду - P. stratiotes.

Результати наших досліджень представлені в таблицях 5.1 та 5.2.

Таблиця 5.1.

Вміст кисню у воді при експозиції S. natans (25% площі покриття) за присутності

P. stratiotes.
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Таблиця 5.2.

Вміст кисню у воді при експозиції L. laevigatum (25% площі покриття) за

присутності P. stratiotes.

5.2.2. Зміни рівня рН води

Показник рН визначає рівень кислотності або лужності, що має важливе

значення для розвитку водних організмів. Водний розчин може бути кислим,

лужним або нейтральним в залежності від концентрації іонів водню (Н+) і

гідроксидних (ОН-) у розчині [137]. У хімічно чистій воді, на кожні 10 000 000

молекул, припадає один іон Н+ і один іон ОН-, що забезпечує рівновагу

концентрацій кислотних та лужних компонентів.

Вода в природних водоймах класифікується як кисла, нейтральна або

лужна залежно від значень показника рН. Кислими вважаються води з рН від 3,4

до 6,95, нейтральними - з рН від 6,95 до 7,3, а лужними - з рН вище 7,3. У

водоймах, протягом доби, рівень рН може змінюватися на 2 одиниці. Вночі вода

підкислюється через виділення вуглекислого газу в процесі дихання, а вдень

підвищується лужність, внаслідок поглинання СО2 рослинами. Показник рН має

важливе екологічне значення, оскільки він впливає на водно-сольовий обмін у
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водних організмів. Концентрація водневих іонів визначає межі поширення

водних організмів і впливає на їхню життєдіяльність [138].

Ми провели дослідження, щоб встановити зміни рН води при експозиції

плейстофітів за присутності інвазійного для водойм України виду- P. stratiotes.

Результати досліджень представлені в таблицях 5.3 та 5.4.

Таблиця 5.3.

рН води за експозиції S. natans (25% площі покриття) за присутності P. stratiotes.

Спостереження підтверджують, що за впливу процесів життєдіяльності

рослин, зокрема фотосинтезу та дихання, рівень pH води змінювався з

початкового значення 7,7 до діапазону 8,3-8,6 протягом тижня. Проте, не було

виявлено значущої різниці впливу P. stratiotes окремо чи разом з S. natans на

зміну pH середовища води. Можна зробити висновок, що P. stratiotes не має

впливу на S. natans шляхом зміни рівня pH у воді.
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Таблиця 5.4.

рН води при експозиції L. laevigatum (25% площі покриття) за присутності P.

stratiotes.

Під час експозиції L. laevigatum також спостерігалися подібні процеси.

Рівень pH у воді, яка використовувалася для вирощування рослин, змінювався з

початкового значення 7,7 до діапазону 8,2-8,4 протягом 7 днів і залишався

стабільним протягом наступного тижня. Це свідчить про те, що рослини,

включаючи L. laevigatum, споживали CO2 під час фотосинтезу і сприяли

підлужнюванню водного середовища.

Не було виявлено суттєвої різниці між різними варіантами досліду, що

означає, що P. stratiotes не впливає на зміни pH середовища незалежно від

наявності S. natans або L. laevigatum.

5.2.3. Зміни показників мінералізації

Солі, розчинені у воді, відіграють важливу роль у житті гідробіонтів.

Показники, такі як іонний склад води і солоність, мають значення для водних

організмів. Основна частина мінерального складу природної води складається з
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наступних іонів: НСО3-, Сl-, SO42-, Ca2+, Mg2+, Na+ і K+ [139]. Прісна та

солона води відрізняються у співвідношенні цих іонів. У прісних водах

гідрокарбонати становлять приблизно 60% загальної кількості солей, а хлориди -

менше 10%. Мінеральні іони мають різне значення у житті гідробіонтів. Рослини

потребують біогенних елементів, таких як азот, фосфор, калій, кремній і залізо,

які обмежують їх ріст і розвиток. Сумарна концентрація іонів впливає на

тонічність оточуючого середовища та умови осморегуляції водних організмів.

Рівень мінералізації води є важливим показником стану водних систем та

можливості існування певних видів гідробіонтів в них. Зі збільшенням

мінералізації води зростають її щільність та в'язкість, що впливає на плавучість

гідробіонтів та умови їх руху.

Нами були визначені зміни рівня мінералізації води, коли досліджувані

плейстофіти зростають разом. Результати наших досліджень наведені в таблицях

5.5 та 5.6.

Таблиця 5.5.

Мінералізація води при експозиції S. natans (25% площі покриття) за присутності

P. stratiotes.
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У контрольному варіанті, де S. natans росте без P. stratiotes, спостерігався

поступовий ріст мінералізації протягом двох тижнів. Початковий рівень

мінералізації становив 240 мг/л, на 7-й день він збільшився до 270 мг/л, а на 14-й

день досягнув значення 313 мг/л.

У дослідних варіантах, де була присутня P. stratiotes з покриттям 25% або

50% площі, спостерігалися інші зміни мінералізації. На 7-й день експозиції

мінералізація збільшилася на 14 мг/л у випадку 25% покриття та на 20 мг/л у

випадку 50% покриття. Проте, на 14-й день експозиції в обох дослідних

варіантах спостерігалося різке зниження мінералізації. Значення зменшилося на

7 мг/л у випадку 25% покриття та на 13 мг/л у випадку 50% покриття, порівняно

з початковим значенням 240 мг/л.

Таким чином, в результаті експерименту виявлено значне зниження

мінералізації в дослідних варіантах залежно від рівня покриття поверхні води

плейстофітом P. stratiotes. Це може свідчити про інтенсивне поглинання

мінеральних елементів інвазивним видом та S. natans, який має високий

ростовий потенціал
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Таблиця 5.6.

Мінералізація води при експозиції L. laevigatum (25% площі покриття) за

присутності P. stratiotes.

Наші дослідження підтверджують, що рівень мінералізації води залежить

від присутності різних видів рослин, зокрема S. natans, L. laevigatum та P.

stratiotes. У випадку з L. laevigatum, спостерігалося збільшення рівня

мінералізації на 7-й день на 18 мг/л, але до 14-го дня він повернувся до

початкового значення (239 мг/л). За своєю чергою, P. stratiotes впливала на

зниження рівня мінералізації, і чим більша була площа покриття P. stratiotes, тим

сильніше було зниження. Наприклад, при 25% площі покриття P. stratiotes,

рівень мінералізації зменшився на 6 мг/л, а при 50% площі покриття - на 19 мг/л.

Загальною тенденцією було те, що контрольний варіант без P. stratiotes мав

найвищий рівень мінералізації на 14-й день (239 мг/л), тоді як при 50% площі

покриття P. stratiotes рівень мінералізації був найнижчим (221 мг/л).

Таким чином, результати наших досліджень підтверджують, що різні види

рослин, такі як S. natans, L. laevigatum та P. stratiotes, можуть впливати на рівень

мінералізації води. У випадку S. natans та L. laevigatum ми не зафіксували

значних змін у рівні мінералізації, в той час як P. stratiotes призводила до

зниження цього показника.
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УЗАГАЛЬНЕННЯ

Оскільки перспективна для використання з метою фіторемедіації рослина

повинна мати високий ступінь стрес-толерантності, значну поглинальну

здатність, акумулювати великі кількості потенційно токсичних елементів та мати

високу швидкість росту задля накопичення біомаси [140], ми провели

визначення найважливіших фізіологічних показників та акумуляційну здатність

трьох видів плейстофітів.

Вплив наночастинок металів на водні макрофіти спричинив різноманітні

фізіологічні зміни. Такі види, як P. stratiotes, S. natans та L. laevigatum, реагували

по-різному на присутність наночастинок металів.

У досліджуваних плейстофітів виявлено зміни вмісту фотосинтетичних

пігментів, білка, амінокислот, ацилкарнітинів, фенольних сполук та терпеноїдів

під впливом наночастинок металів. У чутливих видів спостерігалося зниження

вмісту фотосинтетичних пігментів, білка та амінокислот, що свідчить про

гальмування росту та погіршення продуктивності рослин, а отже погану

стресостійкість. У стійких видів збільшувався синтез каротиноїдів та окремих

амінокислот, що беруть участь в захисних реакціях. Отримані нами результати

щодо збільшення окремих амінокислот узгоджуються з вже існуючими даними

стосовно взаємодії рослин з металами в іонній формі. В обох випадках

відбувається активний синтез певних амінокислот, необхідних для захисту від

негативного впливу металів, який проявляється у підтримці гомеостазу та

включенні механізму репарації рослинного організму з метою збереження його

життєздатності. Зміни вмісту ацилкарнітинів опосередковано свідчать про зміни

ліпідного метаболізму та характеризують стійкість видів за іншим механізмом,

який відбувається на рівні жирних кислот. Рівень накопичення фенольних

сполук та терпеноїдів залежав від виду рослини та впливу наночастинок металів.

P. stratiotes та S. natans проявили більшу стійкість та здатність до поглинання

наночастинок металів, зберігаючи вміст більшості досліджених сполук на

стабільному рівні. У L. laevigatum, натомість, спостерігався негативний вплив

наночастинок металів на метаболічні процеси. Відомо, що фенольні сполуки
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відіграють важливу роль у захисних реакціях рослин, а при пошкодженні

рослинних клітин відбувається активація ферментів (фенілаланінаміак-ліаза, 4-

гідроксилаза транс-коричної кислоти, пероксидази, каталази тощо), крім того

фенольні сполуки взаємодіють з целюлозами та геміцелюлозами клітинних

стінок і сприяють їх зміцненню, що забезпечує більшу стійкість клітин до

проникнення наночастинок металів, а також зменшує неконтрольовану втрату

води. Вважають, що саме збільшення процесів лігніфікації є однією зі стратегій,

які рослина використовує для адаптації до стресових факторів. Цікавим в плані

стресостійкості є також β-інгібіторний комплекс, який відповідає за

фізіологічний спокій рослин, під час якого рослина стає більш стійкою до

негативних впливів.

Серед досліджених видів рослин за показниками, які вивчали на

потенційних ремедіантах, P. stratiotes проявила себе найефективнішим

фіторемедіантом по відношенню до наночасток металів, продемонструвавши

хорошу здатність до вилучення, зберігаючи при цьому основні життєві

показники первинного і вторинного метаболізму [102, 129, 141]. Результати

наших досліджень добре узгоджуються з іншими даними, стосовно

рекомендацій використовувати цю рослину для вилучення інших забруднень.

[142, 143, 144, 145, 146 ,147,148]. Однак P. stratiotes належить до чужорідних не

типових для водойм України видів рослин, її навіть вважають небезпечним

інвазійним видом [149], тому P. stratiotes можна рекомендувати для

фіторемедіації лише закритих технічних водойм.

Отримані нами дані [101] щодо придатності для фіторемедіації водойм,

забрудненихнаночастинками металів, плейстофіта S. natans, узгоджуються з

отриманими даними інших дослідників. Окрім акумулюючої здатності та високої

стійкості, цей вид відповідає більшості критеріїв придатності для фіторемедіації:

його легко ідентифікувати, він інтенсивно нарощує біомасу, за сприятливих

умов швидко поширюється у водоймі і його легко збирати і вилучати із водойми

[13, 150, 151].
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Більше того, S. natans належить до аборигенних видів, та охороняється на

національному та на міжнародному рівні, а отже не створює загрози для інших

природних видів України. Даний плейстофіт включений в усі видання "Червоної

книги України" (1980, 1996, 2009 рр.), до Додатку І Бернської конвенції, списку

Міжнародного союзу охорони природи, а також Європейського червоного

списку. Тому її можна рекомендувати для використання навіть у відкритих

природних водоймах [152, 153 ].
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ВИСНОВКИ

1. Встановлено високу здатність рослин з екологічної групи плейстофітів (Pistia

stratiotes, Limnobium laevigatum, Salvinia natans) до фіторемедіації водойм

забруднених наночастинками металів. Переваги по вилученню

досліджуваних наночастинок металів мали P. stratiotes та S. natans.

Вилучення наночастинок Mn найкраще відбувалося P. stratiotes (90%); Cu –

S. natans. (60%); Zn – P. stratiotes (70%), Ag – S. natans. та P. stratiotes (на

76%).

2. Здійснено скринінг рослин-ремедіантів за фізіологічними маркерами

стійкості. Високу стійкість мали P. stratiotes та S. natans і низьку L.

laevigatum.

3. З’ясовано вплив наночастинок металів на морфо-фізіологічні параметри

макрофітів. Вони спричинювали: зміни швидкості росту та активності

ферменту каталази; зменшення вмісту хлорофілів і збільшення вмісту

каротиноїдів; зменшення кількості білку; збільшення вмісту 9 з 17

амінокислот, причому 6 з них, а саме аланін, гліцин, гістидин, орнітин,

пролін та фенілаланін є амінокислотами, які безпосередньо беруть участь в

захисних реакціях рослини на стрес; зменшення вмісту 7-ми у L. laevigatum

та 4-х у S. natans з 11 ацилкарнітинів; зменшення загального вмісту

фенольних сполук та терпеноїдів.

4. Зміни фотосинтетичної продуктивності плейстофітів природних водойм

України за присутності P. stratiotes мали негативні тенденції. У разі

поширення P. stratiotes водоймами вона, завдяки високій

конкурентоспроможності може витіснити корінні види і погіршити якість води

(зменшити вміст кисню, змінити рН та мінералізацію води).

5. P. stratiotes є небезпечним інвазійним видом, вихід якого за межі очисних

споруд до природних водойм є небажаним, тому її можна рекомендувати для

фіторемедіації лише закритих технічних водойм.
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6. Рекомендуємо S. natans, яка має високий ремедіаційний потенціал і є не

агресивним для фітобіоти природних водойм України видом для

впровадження у зелені технології очищення техногенно забруднених

наночастинками металів природних вод.
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