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Аннотация – Использованы три модельные системы для оценки свойств компонентов водной среды, 
способных обусловливать ее токсичность. Методом УФ-спектроскопии показано образование комплекса 
тиофосфата натрия с ионами двухвалентного железа. Экспериментально показано влияние тиофосфата натрия, 
ионов Fe2+  и  их комплекса на интенсивность спонтанного окисления лецитина в водной среде. Обнаружено, 
что комплекс тиофосфата натрия с ионами Fe2+ вызывает существенный рост интенсивности 
биолюминесценции бактериального препарата «Эколюм». Следовательно, наличие в водной среде ионов 
железа (II), серо- и фосфорсодержащих органических соединений приводит к изменению баланса 
окислительно-восстановительных процессов, играющих важную роль в формировании токсических свойств 
водной среды. 

Ключевые слова: ионы железа(II), тиофосфат натрия, окисление лецитина, стимуляция биолюминесценции, 
модель оценки качества воды. 
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Abstract – Three model systems have been used for evaluating properties of aquatic environment ingredients which are 
capable to cause its toxicity. Formation of complex between sodium thiophosphate and Fe2+ ions has been confirmed by 
means of UV spectroscopy. An effect of sodium thiophosphate, Fe2+ ions and their complex on the intensity of lecithin 
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spontaneous oxidation in aqueous medium has been shown in experimental conditions. The complex of sodium 
thiophosphate with Fe2+ ions has been found to cause a significant increase in bioluminescence intensity of “Ecolum” 
bacterial test system. Thus, the presence of iron(II) ions, sulfur- and phosphorus-containing organic compounds in the 
aqueous medium leads to a change in total redox balance which plays an important role in forming toxic properties of 
aquatic environment. 

Keywords: Fe2+ ions, sodium thiophosphate, lecithin oxidation, bioluminescence stimulation, water quality evaluation 
model. 

ВВЕДЕНИЕ 
Тяжелые металлы и другие загрязнители представляют опасность для 

нормального функционирования биологических объектов с разным уровнем 
организации, что обусловлено их способностью принимать участие в регуляции 
клеточного метаболизма при поступлении в организм [1, 2]. 

В настоящее время общепризнано, что важную роль в регуляции 
метаболизма в системах разной степени сложности играют окислительные 
процессы, как в норме, так и при действии повреждающих факторов [3]. 
Показано, что токсичность природной водной среды обусловлена 
существенными нарушениями внутриводоемного баланса окислительно-
восстановительных процессов при повышении в воде концентрации веществ 
восстановительной природы [4, 5]. Необходимо обратить внимание на 
следующее обстоятельство: даже удаление значительных концентраций 
опасных загрязнителей не гарантирует детоксикацию водной среды в связи с 
непредсказуемостью последствий совместного действия факторов разной 
природы на биологические объекты, особенно в области малых доз и 
интенсивностей [6]. Это обусловливает необходимость разработки 
информативных тестов на основе экспрессных и эффективных модельных 
систем для оценки токсичности водной среды и последствий воздействия 
неблагоприятных экологических факторов на организм. Как показатель 
токсического воздействия компонентов водной среды на состояние клеточных 
мембран часто используется интенсивность биолюминесценции 
бактериального препарата «Эколюм» [7]. 

Целью работы было изучить взаимодействие компонентов водной среды 
разной природы, их влияние на спонтанное окисление лецитина и 
интенсивность биолюминесценции бактериального препарата «Эколюм». 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
В качестве объектов исследования были использованы растворы 

тиофосфата натрия Na3PO3S c чистотой 95% фирмы Sigma (США). Для 
приготовления растворов Fe(II) использовали свежеперекристаллизованную 
соль Мора c чистотой не менее 99,7% (ООО ЗХР «Донецк-реактив», Украина). 
Исходные растворы тиофосфата натрия готовили в анаэробных условиях в 
фосфатном буфере (pH 7,1), используя трижды дистиллированную воду. 
Свежеприготовленные исходные растворы реагентов хранили в атмосфере 
аргона (ос.ч.) в склянках, снабженных резиновой мембраной. Отбор исходных 
растворов для приготовления реакционных смесей осуществляли с помощью 
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шприцев. В качестве источника фосфолипидов (ФЛ) использовали 10%-ный 
раствор соевого лецитина (Харьков, Украина) в этаноле.  

Лецитин является смесью природных липидов, доля ФЛ в составе 
которых превышает 50%. После предварительной отгонки водного этанола 
готовили растворы лецитина в хлороформе или дистиллированной воде. 
Качественный и количественный состав ФЛ лецитина определяли методом 
тонкослойной хроматографии [8], используя хлороформный раствор лецитина, 
стеклянные пластины 90 × 120 мм и силикагель типа G (Sigma, США). В 
качестве подвижной фазы использовали смесь хлороформ : метанол : ледяная 
уксусная кислота : дистиллированная вода в соотношении 12,5 : 7,5 : 2 : 1 (v/v). 
Проявление пластин проводили в парах йода. Количественный анализ фракций 
ФЛ проводили на спектрофотометре ПЭ 5400-ВИ («ЭКРОС», Россия) при 
длине волны 815 нм по образованию фосфорно-молибденового комплекса в 
присутствии аскорбиновой кислоты. Подробности методики изложены в работе 
[9]. Спонтанное окисление водных растворов лецитина проводили при 
температуре 20°С. Содержание продуктов окисления, реагирующих с  
2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК-активные продукты, ТБК-АП), определяли 
методом [10] при длине волны 532 нм на спектрофотометре ПЭ-5400-ВИ 
(«ЭКРОС», Россия). УФ-спектры регистрировали на спектрофотометре 
Shimadzu UV-1700 PharmaSpec (Shimadzu, Япония). 

Структурная формула фосфатидилхолина, основного компонента 
фосфолипидов лецитина, и тиофосфата натрия представлены в таблице 1. 

 
Таблица 1. Структурные формулы используемых реагентов 
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Для определения интегральной токсичности водной среды использовали 
лиофилизованные светящиеся бактерии в виде препарата «Эколюм», 
интенсивность биолюминесценции которого регистрировали 
биолюминометром марки 8801 (СКТБ «Наука», Россия). Биотестирование 
проводили в 1,5%-ном растворе NaCl в дистиллированной воде (pH 7,1). 
Количественную оценку параметра тест-реакции выражали в виде 
безразмерной величины, равной отношению 100(Io - I)/Io, где Io и I – 
интенсивность биолюминесценции контрольной и опытной пробы, 
соответственно, спустя 30 мин после начала экспозиции исследуемого раствора 
с тест-объектом. Экспериментальные данные обрабатывали стандартными 
методами вариационной статистики, используя Microsoft Оffice Excel. 
Результаты представлены в виде среднеарифметических величин с указанием 
их средних квадратичных ошибок (M ± m). 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В природных водах наряду с ионами металлов переменной валентности 

присутствуют серосодержащие соединения, одним из источников которых 
являются донные отложения. Среди органических соединений особое место 
занимают фосфорсодержащие вещества как природного (фосфолипиды – одни 
из основных структурных компонентов биологических мембран), так и 
техногенного происхождения (например, пестициды и гербициды, попадающие 
в водоемы с поверхностными дождевыми стоками и подземными водами). Как 
следует из рис. 1, спектр УФ-поглощения тиофосфата натрия в присутствии 
ионов двухвалентного железа в эквимолярных концентрациях достоверно 
отличается от суммы спектров компонентов, что свидетельствует об 
образовании комплекса состава 1 : 1 между ионами Fe(II) и тиофосфатом 
натрия.  

Рис. 1. УФ-спектры эквимолярных водных растворов в концентрациях 3,87∙10-5 
моль/л: 1 - Fe2+, 2 - тиофосфат натрия, 3 – после смешения реагентов; 4 - 
арифметическая сумма УФ-спектров 1 и 2.  

Присутствие в реакционной смеси лецитина вызывает существенные 
изменения характера УФ-спектров ее компонентов, что свидетельствует об 
образовании комплексов лецитина с каждым из компонентов среды. На 
рисунке 2 приведены УФ-спектры лецитина и его смесей с комплексом, 
образованным ионами Fe(II) и  тиофосфатом натрия. Аналогичные результаты 
получены и для других вариантов экспериментов. 

Окисление индивидуальных органических соединений представляет 
собой сложный многостадийный процесс, подробно изученный сотрудниками 
школы академика Н.М. Эмануэля и характеризующийся большим количеством 
промежуточных стадий. Предложенная ими кинетическая схема процесса 
окисления [11] широко используется для описания процесса перекисного 
окисления липидов в биологических системах. 
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Рис. 2. УФ-спектры: 1 - лецитин (1), 2 - комплекс [Fe(II) + тиофосфат натрия] 
(2), 3 - смесь лецитина с комплексом [Fe(II)  + тиофосфат натрия]; 4 - 
арифметическая сумма спектров 1, 2. Конечная концентрация всех компонентов 
3,87∙10-5 моль/л. 
 

Однотипность функционирования системы регуляции перекисного 
окисления липидов на разных уровнях организации биообъектов [12] позволяет 
предложить использование в качестве модельной системы спонтанное 
низкотемпературное окисление лецитина в водной фазе для выявления 
способности компонентов среды участвовать в процессах окисления. Липидная 
компонента любых природных объектов чрезвычайно лабильна, что 
обусловливает значительную вариабельность состава ФЛ коммерческих 
препаратов [13]. 

В следующей серии экспериментов использованная партия лецитина 
содержала долю ФЛ в составе общих липидов 58,9 ± 4,1, а относительное 
содержание основной фракции ФЛ большинства клеточных мембран 
фосфатидилхолина составляет 83,6 ± 0,6%. Среди минорных фракций ФЛ 
преобладал фосфатидилэтаноламин (6,30 ± 0,55%). Было обнаружено, что сразу 
после добавления тиофосфата натрия количество ТБК-активных продуктов в 
водном растворе лецитина уменьшается практически на 50%, достоверно не 
отличается от контрольного уровня в присутствии ионов Fe(II) и возрастает в 
1,4 раза в присутствии их комплекса с тиофосфатом натрия (рис. 3). При этом 
рост интенсивности окисления смеси лецитина с комплексом 
[Fe(II) + тиофосфат натрия] сопровождался уменьшением полосы поглощения в 
области длины волны 240–250 нм, характерной для полосы поглощения 
комплекса [Fe(II) + тиофосфат натрия] в анаэробных условиях [14]. 
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Рис. 3. Влияние ионов Fe(II) (2), тиофосфата натрия (3) и комплекса 
[Fe(II) + тиофосфат натрия] (4) на содержание ТБК-активных продуктов в 
водном растворе лецитина (1); концентрация всех компонентов 4,3∙10-5 моль/л, 
температура окисления 20°С. 

Столь существенные изменения в качественном составе водной среды 
сопровождаются изменениями в интенсивности биолюминесценции 
бактериального препарата «Эколюм» в присутствии изученных компонентов 
среды. Масштаб эффекта может зависеть не только от концентрации 
компонентов (рис. 4), но и от интенсивности окислительных процессов в среде, 
поскольку в литературе имеются данные о том, что интенсивность 
биолюминесценции бактериальной люциферазы обусловлена  продуктами Fe2+-
индуцированного перекисного окисления липидов [15]. Как видно из данных, 
представленных на рисунках 3 и 4, в отсутствие инициатора ионы Fe(II) 
практически не оказывают влияния на интенсивность ни спонтанного 
окисления лецитина в первые минуты процесса, ни биолюминесцентной 
реакции. При этом рост содержания продуктов окисления лецитина в 
реакционной среде в присутствии комплекса ионов Fe(II) с тиофосфатом натрия 
сопровождается интенсификацией биолюминесценции бактерий при 
увеличении его концентрации. 

Рис. 4. Интенсивность биолюминесценции суспензии бактерий «Эколюм» в 
контроле (1), в присутствии ионов Fe(II) в концентрациях 10-6 моль/л (2) и 5∙10-6 
моль/л (3), комплекса [Fe(II) + тиофосфат натрия] в концентрациях 10-6 моль/л 
(4) и 5∙10-6 моль/л (5). Время экспозиции 30 мин.
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Влияние лецитина на интенсивность биолюминесценции определяется 
также степенью его окисленности. В экспериментах использовали партию 
лецитина, содержащую 64,1 ± 2,7% ФЛ в составе общих липидов, 80,9 ± 0,8% 
фосфатидилхолина в составе ФЛ. Среди минорных фракций ФЛ преобладали 
лизоформы ФЛ (3,66 ± 0,04%), сфингомиелин (4,47 ± 0,36%) и 
фосфатидилэтаноламин (3,90 ± 0,36%). После 30 мин экспозиции препарата 
«Эколюм» в присутствии лецитина при концентрации ТБК-активных продуктов 
окисления 2,7 нмоль/мг лецитина интенсивность свечения возрастала на 32%, в 
то время как уменьшение продуктов окисления до 1,45 нмоль/мг липидов не 
оказывало достоверного влияния на интенсивность свечения. 

 
ВЫВОДЫ 

1. Методом УФ спектроскопии обнаружено образование комплекса 
[Fe(II) + тиофосфат натрия] состава 1 : 1. 

2. Показано, что тиофосфат натрия и его комплекс с ионами железа(II) 
участвуют  в регуляции спонтанного низкотемпературного автоокисления 
лецитина в водной среде.  

3. Экспериментально установлено увеличение интенсивности 
биолюминесценции суспензии бактерий «Эколюм» при концентрации 
комплекса Fe(II)-ТФ 5∙10-6 М. 

4.  Использование физико-химических модельных систем для оценки качества 
водной среды позволяет достаточно быстро следить за происходящими в 
ней процессами и минимизировать негативные последствия для 
биообъектов, основываясь на понимании механизма появления токсичности 
среды. 

 
Работа выполнена в рамках гос. задания 46.10. Физико-химические 

основы рационального природопользования и охраны окружающей среды.  
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