
76

Вода и экология: проблемы и решения. 2018. № 3 (75)

76

Введение
Если данные об интегральном эффекте со-

вокупного негативного воздействия промыш-
ленности на биоту могут быть получены в ходе 
проведения биомониторинга, то оценить вклад 
влияния конкретного антропогенного фактора на 
живые организмы возможно только при модели-
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Аннотация
Введение: производственная деятельность человека, ее 
влияние на природные компоненты требует изучения и 
разработки научно обоснованных мер по снижению эко-
логических последствий. Особое место занимают вопро-
сы влияния на биоту отходов производства, содержащих 
комплекс поллютантов нового поколения, воздействие 
которого на окружающую среду во многом не изучено. К 
такого рода отходам можно отнести маточные растворы 
СКФ-26 — жидкие отходы производства фторполимеров. 
Сейчас остро стоят вопросы утилизации этих отходов из-
за их химической и биологической инертности. Методы и 
материалы: изучено влияние маточных растворов СКФ-26 
на тест-объекты разных систематических групп. Оценка 
токсичности производилась согласно научным разработкам 
и действующим нормативам в области фитотестирования, 
жизнеспособность клеток цианобактерий изучалась тет-
разольно-топографическим методом.  Также применялись 
анафазно-метафазный метод анализа и микроядерный тест 
микропрепаратов. Результат: показано, что всхожесть се-
мян горчицы белой (Sinapis alba L.), выживаемость Daphnia 
Magna Straus и цианобактерий (Nostoc paludosum Kutz) 
снижаются под воздействием маточного раствора СКФ-26 
при снижении кратности его разбавления. У сосны обык-
новенной (Pinus sylvestris L.) митотическая активность по-
нижается, а доля цитогенетических нарушений повышается 
со снижением степени разбавления указанного маточного 
раствора. Заключение: доказано негативное влияние МР на 
биоту и необходимость утилизации МР, исключающей его 
сброс в окружающую среду. 
Ключевые слова: поллютанты, фторполимеры, маточные 
растворы, биотестирование, цитогенетика, анафазно-тело-
фазный метод.

Abstract
Introduction: man’s production activity, its impact on 
natural components, requires the study and development 
of scientifically based measures to reduce environmental 
consequences. A special place is occupied by questions of 
influence on the biota of industrial wastes containing a complex 
of new generation pollutants, whose impact on the environment 
has not been studied in many respects. To this kind of waste can 
be attributed mother liquor GFR-26 — liquid waste products of 
fluoropolymers. Now the issues of utilization of these wastes 
are acute because of their chemical and biological inertness. 
Methods and materials: the effect of MR SKF-26 on the test 
objects of different systematic groups was studied. The toxicity 
assessment was carried out according to scientific developments 
and the current standards in the field of phytotesting, the 
viability of cyanobacterial cells was studied by the tetrazol-
topographic method. Anaphase-metaphase method of analysis 
and micro-nuclear test of micropreparations were also used. 
Results: it is shown that the germination of white mustard seeds 
(Sinapis alba L.), the survival rate of Daphnia Magna Straus 
and cyanobacteria (Nostoc paludosum Kutz) decrease under the 
influence of the stock solution of SKF-26 with a decrease in the 
dilution ratio. In Scots pine (Pinus sylvestris L.) mitotic activity 
decreases, and the proportion of cytogenetic disorders increases 
with a decrease in the dilution rate of said mother liquor. 
Conclusion: the negative effect of MR on biota and the need 
to recycle MP, which excludes its release into the environment, 
is proved.

Keywords: pollutants, fluoropolymers, mother liquors, 
biotesting, cytogenetics, anaphase-telophase method.

ровании процесса воздействия в лабораторных 
условиях.

В настоящее время среди микрополлютантов, 
таких как СО, SO2, NO2, фтор считается наиболее 
опасным и наиболее фитотоксичным [22]. Один 
из путей поступления фтора в окружающую 
среду — это сброс в водные объекты жидких 
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отходов — маточных растворов СКФ-26, образу-
ющихся в результате производства фторполиме-
ров.

В лабораторных исследованиях эффект воз-
действия поллютантов на биологические тест-
объекты оценивается в соответствии с критери-
ями, используемыми в рамках биологического 
мониторинга. Так, в целях биомониторинга изу-
чается ответная реакция тест-организмов на раз-
личные виды совокупного негативного воздейс-
твия различных факторов.

В настоящее время наиболее изучено воздейс-
твие стоков, содержащих маточные растворы 
СКФ-26 (МР), на различные биологические объ-
екты.

Из прокариот наиболее часто используют для 
тестирования маточного раствора цианобакте-
рии [8]. Так, ранее Домрачевой Л.  И. с соавто-
рами оценивалась токсичность МР с использо-
ванием чистой культуры цианобактерий Nostoс 
pаludosum Kütz штамм 18. Было установлено, 
что все концентрации СКФ-26 (маточный рас-
твор и его разведения 1:1, 1:50 и 1:100) для кле-
ток цианобактерий являются токсичными. Ана-
логично СКФ-26 действует на микрофлору почв, 
за исключением концентрации СКФ-26 1:100, 
которая оказывает стимулирующее действие на 
длину мицелия микромицетов [11].

С 90-х годов прошлого столетия в рамках госу-
дарственного и производственного экологическо-
го контроля проводится биотестирование стоков 
с использованием Daphnia Magna Straus [13].

Растения обладают разной устойчивостью 
к высоким концентрациям фтора [22, 25]. Усво-
енные растениями соединения фтора превраща-
ются в вещества, ядовитые или вредные для лю-
дей [22].  В работах Елькиной Т. С. установлено, 
что МР СКФ-26 в любых исследуемых разведе-
ниях, кроме 2-кратного разведения, и без него, 
является безопасным для высших растений. Го-
ворить о пищевой безопасности зерна ячменя, 
выращенного в условиях использования отходов 
производства фторопластов, можно лишь при оп-
ределении содержания фтора в зерне [12].

При оценке токсичности воздействия МР на 
биологические объекты важно использовать 
комплексные исследования. Наряду с изучени-
ем токсичности МР на различных тест-орга-
низмах, целесообразно также изучение влияния 

МР на генетический аппарат клетки с целью 
установления возможных мутаций. С этой точ-
ки зрения удобным объектом являются клетки 
корневой меристемы семян проростков сосны 
обыкновенной, которые хорошо подходят в ка-
честве биомаркера кумулятивного воздействия 
на окружающую среду, где изучается возникно-
вение хромосомных аберраций в стадиях митоза 
[16, 28], потому что хвойные деревья, как прави-
ло, обладают высокой емкостью удерживания. 
Кроме того, хромосомы сосны обыкновенной 
достаточно крупные. Учет хромосомных аберра-
ций в клетках корневой меристемы проростков 
отражает действие техногенных загрязнений на 
растения, а также позволяет изучить динамику и 
тенденцию адаптационных процессов в популя-
циях растений.

Методы и материалы
Целью данной работы является изучение 

влияния МР СКФ-26 на тест-объекты разных 
систематических групп. МР СКФ-26 образуется 
в процессах синтеза, промывки и отжима сопо-
лимера винилиденфторида-гексафторпропилена 
(ВДФ-ГФП) [14].

Было установлено, что помимо фторполимер-
ной дисперсии в количестве до 0,5 % об., в МР 
СКФ-26 присутствуют такие ионы, как Na+/K+ 
(до 0,21 г/л), Pобщ (до 67,7 мг/л), NH4

+ (до 0,17 г/л), 
SO4

2– (до 0,97 г/л), а также ионы F- (до 60 мг/л) и 
следы димера (тримера) окиси гексафторпропи-
лена, фторированные углеводороды предельного 
ряда и их производные, содержащие гидроксиль-
ные, карбонильные, карбоксильные, аминные и 
амидные группы (2,2,3,4,4,4-гексафторобутанол; 
1,2-диоксоциклогексан; n-тетрадекан; n-октоде-
кан; 5-фтор-2-метилбензенамин; 1-трифторасе-
токсидекан). рН МР СКФ-26 составляет 4,6. Раз-
мер частиц дисперсии не превышает 154 нм [14].

Оценка токсичности производилась согласно 
научным разработкам и действующим норма-
тивам в области фитотестирования. Токсичные 
свойства МР определялись при помощи методов 
биотестирования с использованием в качестве 
тест-объектов: семян высших растений сосны 
обыкновенной (Pinus sylvestris L.) и горчицы бе-
лой (Sinapis alba L.) (с нормой всхожести репро-
дукционных семян товарного назначения 85  % 
[24]); зоопланктона на примере мелких ракооб-
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разных Daphnia Magna Straus L [18] и цианобак-
терий (Nostoc paludosum Kütz) штамм 18.

Применялись разные варианты разведения 
МР. На горчице белой и дафниях: МР использо-
вался: без разведения, 1:1, 1:25, 1:50, 1:100, конт-
роль (артезианская вода). На сосне обыкновенной 
применяли другие соотношения при разведении: 
МР без разведения, 3:1, 1:1, 1:3, контроль (дисти-
лированная вода), так как тест на цитогенетичес-
кие изменения в меристеме корешков проростков 
семян сосны обыкновенной менее чувствителен 
к концентрации МР, чем другие тест-объекты.

Жизнеспособность клеток цианобактерий 
изучалась тетразольно-топографическим мето-
дом [8].

Для проведения исследований атомного со-
става образца цианобактерий использовался ска-
нирующий (растровый) электронный микроскоп 
JEOL JSM-6510 LV (Япония), укомплектованный 
рентгеновским энергодисперсионным спектро-
метром с кремний-дрейфовым безазотным де-
тектором. Диапазон анализируемых элементов 
от B до U, разрешение <=133 эВ [14].

С целью выявления влияния МР на наследс-
твенность проведен цитогенетический мони-
торинг меристемы корешков проростков семян 
сосны обыкновенной. Семена собирались в эко-
логически чистой зоне. Шишки брали со средней 
части кроны модельных деревьев с одной и той 
же стороны света. В качестве модельных деревь-
ев использовали деревья 1-й категории [1]. Семе-
на хранили в условиях, соответствующих стан-
дартам, принятым в лесном семеноводстве [26]. 
Семена проращивались в чашках Петри на филь-
тровальной бумаге при 26 ºС и поливались 5-ю 
разными концентрациями МР в соответствии 
с выше указанными вариантами разведения.

Фиксация и хранение корешков проростков 
семян осуществлялись по общепринятой мето-
дике [9, 20, 26].

Приготовление давленых микропрепаратов 
и окрашивание ацетогемотоксилином проводи-
лось по общепринятой методике [10, 17, 27].

Затем применялись анафазно-метафазный 
метод анализа и микроядерный тест микропре-
паратов [21] с использованием микроскопа би-
нокулярного Микромед 1 с увеличением в 400 и 
в 1000 раз. В каждом препарате подсчитывалось 
количество клеток: в интерфазе, в разных фазах 

митоза, с патологиями митоза, с микроядрами. 
Всего было просмотрено 6867 клеток. Каждое 
поле зрения анализировалось отдельно, что ис-
пользовалось в дальнейшем при статистической 
обработке данных.

Статистическая обработка проводилась с по-
мощью программы Microsoft Office Excel. По вы-
живаемости дафний и всхожести семян горчицы 
белой применялся критерий Фишера. По выжи-
ваемости цианобактерий применялось среднее 
арифметическое и ошибка среднего арифмети-
ческого. С помощью критерия χ2 [6] рассчитыва-
лись статистически значимые различия средних 
митотических активностей и средних сумм числа 
клеток с цитогенетическими нарушениями, срав-
нивая попарно контроль и группы с разведениями 
МР.

Результаты и обсуждение
1. Результаты тестирования на токсичность 

МР при различных разведениях с использова-
нием семян горчицы белой и результаты оценки 
выживаемости дафний и клеток цианобактерий 
в среде МР СКФ-26 представлены на рис. 1.

Как видно из рис. 1, при поливе МР без раз-
ведения семена горчицы белой не взошли. При 
разбавлении МР 1:1, 1:25 и 1:50 всхожесть семян 
горчицы достоверно была меньше на 8,75 % по 
сравнению с контролем (р ≤ 0,05) (артезианс-
кая вода), при этом они существенно не отлича-
лась между собой. Всхожесть при разбавлении 
МР 1:100 не имеет статистически значимых от-
личий по сравнению с контролем. 

Смертность дафний снижалась с увеличением 
доли разбавления МР. В растворе МР без разве-
дения наблюдалась 100%-я гибель дафний. При 
разведении МР 1:1 выживаемость дафний ниже, 
чем в контроле, почти в 6 раз (р ≤ 0,05). При раз-
ведении 1:25 и 1:50 смертность дафний досто-
верно не различается между собой (р > 0,05). 
При разведении 1:100 выживаемость дафний 
аналогичная контролю (100 %). При этом нор-
ма токсичности — выживаемость 50 % Daphnia 
Magna Straus.

Установление среднего эффективного (ле-
тального) разбавления ЭР50 (ЛР50) для Daphnia 
Magna Straus осуществлялось графическим спо-
собом, для чего была построена зависимость де-
сятичного логарифма величины разведения МР 
от процента изменения гибели тест-объектов по 
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отношению к контролю, переведенного в про-
битную величину. ЭР50 (ЛР50) устанавливается 
при 50 %-й гибели тест-объектов, что соответ
ствует пробитной величине, равной 5.

Таким образом, для МР СКФ-26 ЭР50 (ЛР50) 
составляет 1:29,41. 

Критерием жизнеспособности цианобактерий 
служило образование в живых клетках кристал-
лов формазана. Из рис. 1 видно, что без разведе-
ния МР СКФ-26 и при его разведении 1:1 обнару-
жена 100 %-я гибель клеток ЦБ. Только при раз-
ведении МР 1:100 жизнеспособность клеток циа-
нобактерий достоверно не отличается от контроля 
(р > 0,05). Влияние МР СКФ-26 на рост и жизне-

Рис. 1. Влияние разведений МР СКФ-26 на всхожесть семян горчицы белой, 
выживаемость дафний и на жизнеспособность клеток цианобактерий

Таблица 1
Элементный состав цианобактерий (весовой, %)

Среда С О Na Mg Ca F
Артезианская вода 56,42 37,72 5,86 –* – –

МР СКФ-26 
при разведении 1:100

57,90 33,49 4,84 1,35 2,43 –

МР СКФ-26 
при разведении 1:50

45,56 42,89 7,33 0,85 3,37 –

МР СКФ-26 
при разведении 1:1

47,82 38,79 7,69 2,12 3,58 –

МР СКФ-26 
без разведения

47,90 34,14 7,32 2,73 3,54 4.38

* Статистически достоверные отличия по сравнению с контролем.

деятельность цианобактерий отражается также 
в изменении элементного состава их клеток.

Как видно из табл. 1, под влиянием МР СКФ-
26 в клетках цианобактерий происходит накопле-
ние химических элементов Na, Mg и Ca, а в слу-
чае воздействия МР СКФ-26 без разведения вы-
явлено также присутствие фтора.

2. Результаты тестирования на токсичность 
МР при различных разведениях с использова-
нием семян сосны обыкновенной представлены 
в табл. 2.

Средние доли клеток с патологиями в метафа-
зе и телофазе не имели статистически значимых 
отличий по сравнению с контролем и варьирова-
ли от 0 до 0,32 % (табл. 2).
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Таблица 2
Цитогенетические характеристики меристемы корней проростков семян сосны 

обыкновенной в контроле и при разных разведениях МР

Цитогенетические 
характеристики

Сравнение между контролем и разведениями МР
Без разведения МР 3:1 1:1 1:3

χ2 P≤ χ2 P≤ χ2 P≤ χ2 P≤
Патологии в метафазе 3,73 0,10 2,12 0,25 1,69 0,25 2,00 0,25
Патологии в анафазе 2,14 0,25 7,39 0,01* 4,91 0,05* 3,08 0,10
Патологии в телофазе 0,67 0,50 1,93 0,25 1,38 0,25 2,95 0,10
Суммы патологий в митозе 0,62 0,50 4,10 0,05* 5,96 0,03* 1,04 0,50
Микроядра 2,83 0,10 2,06 0,25 6,31 0,03* 3,09 0,10
Митотический индекс 5,43 0,03* 11,93 0,001* 4,61 0,05* 4,33 0,05*

Примечание: жирным шрифтом выделены изменения в большую сторону по сравнению с контролем; * — статистически 
достоверные отличия по сравнению с контролем.

Рис. 2. Клетки меристемы корешков проростков. Ув.: об.∙100, ок. ∙10, окраска ацетогемотоксилином: 
а — интерфаза; б — профаза; в — мост в анафазе; г — фрагмент в анафазе; д — формирование микроядра;

е — микроядро в интерфазе

В анафазе средние доли клеток с патология-
ми составили: МР без разведения — 0,95 %, при 
разведении МР: 3:1 — 0,95 %; 1:1 — 0,1 %; 1:3 — 
0,53 %; в контроле — 0,24 %. При этом количес-
тво патологий в анафазе больше, чем в контроле 
при разведении 3:1 (р ≤ 0,01), а при разведении 
1:1 патологий статистически меньше, чем в кон-
троле (р ≤ 0,05). При воздействии МР в разве-
дении 1:3 и без него не приводит к численному 
изменению патологий. В анафазе наблюдались 
отставания хромосом от веретена деления, а так-
же мосты между хромосомами (рис. 2, в, г).

Средние доли клеток с микроядрами состави-
ли 0,05–0,41 % (рис. 2, д, е). У растений, поливае-
мых МР в разведении 1:3 и в контроле микроядра 

не обнаружены. Больше всего микроядер выяв-
лено при разбавлении МР 1:1 (р ≤ 0,025).

Средний митотический индекс варьировал 
в пределах 4,45–8,47  % и имел статистически 
значимые отличия между всеми группами. При 
этом МР без разбавления и его разведение 3:1 
вызывают увеличение митотического индекса по 
сравнению с контролем, а при разбавлении 1:1 
и 1:3 — его понижение (табл. 2).

Заключение
Изучая воздействие МР при разных вариантах 

разведения на биологические объекты, установ-
лено разнообразие их откликов.  

Среди исследованных биологических тест-
объектов наиболее чувствительными к воздейс-

а)   б)   в) 

г)   д)   е) 
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твию МР являются цианобактерии. Выявлено, 
что при воздействии МР происходит угнетение 
их жизнеспособности. Возможно, это связано 
как с компонентами МР, так как установлено, что 
фтор непосредственно проникает в клетки циано-
бактерий, так и с кислой рН, так как оптимальная 
для цианобактерий рН 7,5–10 [5]. Отмечающееся 
увеличение накопления металлов и фтора в циа-
нобактериях в присутствии МР свидетельствует 
о росте подвижности катионов и их транспорта 
через стенки клеточных мембран в результате 
благоприятной сольватации.

Выявлено, что при увеличении разведения 
МР СКФ-26 смертность дафний понижается, 
среднее эффективное (летальное) разбавление 
ЭР50(ЛР50) составило для МР СКФ-26 1:29,41. 
Возможно, гибель дафний происходит в резуль-
тате закупорки дыхательных путей дисперсными 
частицами МР и достаточно низким значением 
рН дисперсии.

Установлено, что высшие растения видоспе-
цифичны и менее восприимчивы к действию МР, 
чем цианобактерии и дафнии. МР негативно вли-
яет на всхожесть семян горчицы белой. Вероят-
но, этому способствует образование на поверх
ности растений непроницаемой для внешней 
среды пленки, препятствующей проникновению 
необходимых веществ для их роста и развития.

На проростки семян сосны обыкновенной МР 
влияет иначе: при воздействии МР разных степе-
ней разведения в большинстве случаев не было 
обнаружено патологий митоза, что, возможно, 
свидетельствует о том, что компоненты МР не 
проникли внутрь клетки. Однако выявлены ци-
тогенетические отклонения. Так, наибольшее ко-
личество цитогенетических отклонений, по срав-
нению с контролем, выявлено при разведении 
МР 3:1 и 1:1. В этих группах изменения разно-
направлены. При разведении 3:1 наибольшие из-
менения выявлены в анафазе митоза, а при 1:1 — 
наибольшее число микроядер. В анафазе обнару-
жены основные патологии митоза: фрагменты и 
мосты. Они возникают в результате повреждения 
хромосом мутагенами. Фрагменты хромосом слу-
чайным образом могут воссоединяться своими 
концами, что приводит к инверсиям, делециям, 
транслокациям хромосом. Хромосомные мосты 
возникают в результате фрагментации хромосом 
и формирования у них липких участков. В тело-

фазе мосты рвутся из-за растягивания дицентри-
ческих хромосом между митотическими центра-
ми. Образование мостов приводит к генетической 
разнородности дочерних ядер, нарушает течение 
завершающих стадий митоза, углубляя его пато-
логию [2].  Фрагменты хромосом могут попасть в 
одно из дочерних ядер, резорбироваться, образо-
вать дополнительное микроядро. Цитогенетичес-
кие изменения связаны не только с повреждением 
ДНК хромосом, но и с изменением цитоплазмати-
ческой ДНК, локализованной в хлоропластах, так 
как ряд исследователей считают, что фториды в 
значительных количествах накапливаются в них 
[22].

Выявленные генетические нарушения в про-
ростках семян сосны обыкновенной, возможно, 
вызывают вещества МР, содержащие активные 
функциональные группы, а именно 2,4-диметил-
имидазол, 2,2,3,4,4,4-гексафторбутанол, 1-фтор-
метилпиперазин, 5-фтор-2-метилбензиламин, 
а также, вероятно, и величина рН. Изменение рН 
может приводить к существенному изменению 
конформации двойной спирали ДНК и даже к ее 
полной денатурации при экстремально кислых 
рН (до 2,6) (кислотная денатурация) [7]. Исходя 
из этого можно предположить, что фториды на-
рушают структуру хромосомной ДНК, а следо-
вательно, и процесс синтеза белка. Данные пока-
зывают, что условия среды влияют на митотичес-
кую активность ткани, т. е. на отношение числа 
клеток, находящихся в митозе, к общему числу 
клеток исследуемой ткани. Его можно выразить 
через митотический индекс [19]. Большинство 
загрязнителей окружающей среды ингибируют 
митотическую активность клеток растительных 
объектов [3, 4, 9, 15, 21]. 

Таким образом, достоверное понижение всхо-
жести горчицы белой, увеличение смертности 
дафний и цианобактерий, рост количества цито-
генетических нарушений сосны обыкновенной 
при снижении степени разведения маточных рас-
творов СКФ-26 говорят о негативном влиянии 
МР на биоту и необходимость утилизации МР, 
исключающей его сброс в окружающую среду. 
Основная цель утилизации — предотвращение 
гибели диких организмов, исключение нару-
шений геномов и появления вредных мутаций 
в природной среде.
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