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Запропоновано тест�систему, яка базується на культивуванні мікологічного
тест�об'єкта в чітко визначених умовах, що відрізняються лише за одним
фактором — рослинним субстратом з еталонних (чистих) та техногенно
трансформованих середовищ із подальшим визначенням і порівнянням
показників стану прооксидантно�антиоксидантної системи тест�культури. За
допомогою тест�системи проведено біотестування 4 різних за екологічними
умовами локацій.

УДК 582.284: 577.115

Вступ. Сучасний стан забруднення
навколишнього середовища характери*
зується появою нових, стійких до біоде*
градації полютантів та джерел їх надход*
ження [7]. У результаті набуває актуаль*
ності розробка та вдосконалення спосо*
бів тестування стану довкілля. Основ*
ною вимогою до таких способів є не
стільки аналіз наявності тих чи інших
речовин, як виявлення в інтегральній
формі ступеня та інтенсивності їх ком*
плексного впливу на біоту. Саме цим ви*
могам відповідають біологічні методи ін*
дикації та моніторингу екологічного ста*
ну довкілля [11, 12, 13]. 

Доведено можливість використання
в якості біоіндикаторів організмів з різ*
них систематичних груп [9, 17, 20]. Інди*
каторні властивості грибів та їх прак*
тичне застосування інтенсивно вивча*
ються фахівцями різних галузей [6, 21].

Дереворуйнівні гриби — ксилотрофи — є
найважливішою функціональною лан*
кою сталих лісових екосистем, пройшли
тривалу коеволюцію, через що виявля*
ють високу чутливість до змін умов сере*
довища [1]. 

Індикаторні властивості біологічних
об'єктів можуть вивлятися на різних рів*
нях організації біоти — хімічному, мор*
фологічному, фізіологічному, ценотич*
ному [1, 13]. В цьому відношенні пер*
спективним є дослідження прооксидан*
тно*антиоксидантної системи тест*орга*
нізмів. Відомо, що система активації та
інгібування процесів вільнорадикально*
го окиснення є однією з найважливіших
і найчутливіших складових гомеостазу
аеробних організмів. У рамках цієї взає*
модії антиоксиданти підтримують необ*
хідний рівень вільнорадикальних проце*
сів, які є ланкою багатьох метаболічних
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процесів і виконують найважливіші регу*
ляторні функції [3, 23]. Динамічна рів*
новага в системі окиснення*антиокис*
нення визначає фізіологічний стан і
стійкість метаболічних процесів орга*
нізму. Водночас вона характеризує і
впливає на здатність організму до адап*
тації, визначає можливість розвитку па*
тологічних змін, оскільки її порушення є
однією з перших неспецифічних ланок у
розвитку стрес*реакції на фактори дов*
кілля і є тригером інших механізмів за*
хисту [2, 5, 8]. Отже, надзвичайна чутли*
вість рівноваги прооксидантно*антиок*
сидантної системи відкриває перспекти*
ви використання її в багатьох напрям*
ках, зокрема в біоіндикації та біотесту*
ванні стану довкілля.

Мета даної роботи — розробка спосо*
бу та оцінка екологічного стану довкілля
з використанням прооксидантно*анти*
оксидантної активності культур базидіо*
міцетів.

Матеріали та методи дослідження.
Тест�об'єкт. Матеріал дослідження — мі*
целій та культуральний фільтрат (КФ)
тест*культури штаму ксилотрофного ба*
зидіоміцету Pleurotus eryngii (DC.) Quel. 
P*er. Штам P*er відібрано в попередніх
скринінгових дослідженнях за рівнем
процесів перекисного окислення ліпідів
(ПОЛ), для нього розроблено живильне
середовище і спосіб глибинного культи*
вування [15, 19]. 

Штам P*er культивували в два етапи
на модифікованому глюкозо*пептонному
середовищі (ГПС) наступного складу:
глюкоза — 7,5 г; лігносульфонат — 5,0 г;
пептон — 4,0 г; Твін*80 — 1,0 г; розчин мі*
неральних елементів Кірка [22] — 70 мл;
КН2РО4 — 0,6 г; К2НРО4 — 0,4 г; дисти*
льована вода — до 1 л. Водневий показ*
ник середовища становив 6,60 од. На
першому етапі отримували 7*денну чисту
гомогенну посівну культуру штаму P. ery�
ngii P*er. Процедури стерилізації, іноку*

ляції, культивування та контролю чисто*
ти інокулюму проводили згідно розроб*
ки [14]. На другому етапі — у тест*систе*
мі, де глюкозу в ГПС було замінено на
рослинний субстрат у кількості, еквіва*
лентній за вмістом вуглецю в глюкозі.
ГПС інокулювали 10% за об'ємом посів*
ною культурою штаму. Термін культиву*
вання глибинним методом складав 6 діб.
Після закінчення терміну культивуван*
ня, міцелій відділяли від культуральної
рідини за допомогою щільної капроно*
вої тканини, таким чином отримуючи
КФ. Після цього міцелій при +3±2°С три*
чі промивали дистильованою водою та
підсушували фільтрувальним папером. 

Частину міцелію використовували
для приготування водної витяжки, гомо*
генізуючи його за +3—2°С. Залишок міце*
лію зважували у відкаліброваних бюксах
і висушували при 105°С до постійної ма*
си. Визначали абсолютно суху біомасу
(АСБ) для встановлення вологості міце*
лію та перерахунку вмісту продуктів
ПОЛ на суху масу. 

Рослинний субстрат. В якості рослин*
ного субстрату для ГПС у тест*системі
використовували листя клена ясенепо*
листого (Acer negundo L.),  широко роз*
повсюдженого в регіоні досліджень інва*
зійного виду. Листки збирали у другій
частині вегетації, після завершення ак*
тивного росту і до початку листопаду.
Для досліду обирали окремо стоячі се*
редньовікові рослини, що ростуть у схо*
жих за рівнем освітленості, вологості,
ґрунтом, рельєфом тощо умовах. Збір ма*
теріалу проводили в суху погоду. Для дос*
ліджень зривали 3—4*ті листки одноріч*
ного приросту бічних гілок на рівні під*
нятої руки із максимальної кількості дос*
тупних гілок по всьому периметру крони
(з південної, північної, східної та захід*
ної частин). Листки відбирали одного,
середнього розміру, здорові, неушкодже*
ні, без значного забруднення, ознак хло*
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розу чи обприскування хімікатами. Збір
матеріалу проводили з 8—10 дерев у кож*
ній точці для отримання середньозміша*
ної проби.

Поверхню досліджуваних листків
обережно очищали і промивали дисти*
льованою водою. Матеріал просушували
спочатку за кімнатної температури,  по*
тім — у сушильній шафі за 50±5°С до пос*
тійної ваги. Сухий субстрат гомогенізу*
вали до стану муки і використовували  як
компонент ГПС.

Методи визначення стану прооксидан�
тно�антиоксидантної системи. Інтенсив*
ність процесів ліпідної пероксидації виз*
начали модифікованим методом за вміс*
том продуктів ПОЛ, активних до тіобар*
бітурової кислоти (ТБК*АП) [18]. Для
встановлення рівня самочинної інтен*
сивності процесів ПОЛ (ПОЛсі) 1,5 мл
водної витяжки міцелію відбирали в
пробірку. В контрольній пробі викорис*
товували дистильовану воду; в пробі з
культуральним фільтратом — 0,5 мл КФ.
Подальша обробка контрольної проби
та проби з КФ проходила так само, як і
дослідної з міцелієм. Додавали розчини
трихлороцтової кислоти (ТХО) та ТБК
до кінцевих концентрацій в реакційній
суміші — 0,61 та 0,37 моль/л відповідно;
ретельно перемішували, переносили в
центрифужну пробірку та кип'ятили
протягом 15 хв на водяній бані. Після ін*
кубації проби швидко охолоджували до
кімнатної температури і центрифугува*
ли 15 хв за 3000 об/ хв. Відбирали супер*
натант у сухі  пробірки. Екстинкції дос*
лідної проби вимірювали проти кон*
трольної на спектрофотометрі при дов*
жинах хвиль 532 нм і 590 нм. Розрахунок
ПОЛсі (Ас) проводили за формулою: 

(1)
де Е532 і Е590 — показники екстинкції

дослідної проби при 532 і 590 нм; 106 —
фактор розмірностей; V — об'єм реакцій*

ної суміші (мл); K — коефіцієнт перера*
хунку на абсолютно суху масу міцелію
(для КФ — не враховується); 1,56 · 105 —
молярний коефіцієнт екстинкції; Р —
кількість матеріалу — сирого міцелію (г)
чи КФ (мл). Вміст ТБК*АП виражали в
нмоль/ г АСБ міцелію (мл КФ).

Визначення рівня індукованої інтен*
сивності процесів ПОЛ (ПОЛіі) міколо*
гічного матеріалу проводили таким чи*
ном. Для створення умов індукції ПОЛ
використовували інкубацію мікологічно*
го матеріалу з розчинами сірчанокислого
заліза та аскорбінової кислоти. Для цього
до встановленої кількості мікологічного
матеріалу додавали 1·10*3 моль/л розчин
сірчанокислого заліза та 1·10*2 моль/л ас*
корбінової кислоти. Інкубацію проводи*
ли за 40°C протягом 90 хв. Потім визнача*
ли вміст продуктів ПОЛ у пробі аналогіч*
но до встановлення рівня самочинної ін*
тенсивності процесів ПОЛ. 

Загальну антиоксидантну активність
(АОА) мікологічного матеріалу оцінюва*
ли за інтенсивністю гальмування накопи*
чення продуктів перекисного окиснення і
визначали за допомогою моделі перекис*
ного окиснення ліпідів — реакції окиснен*
ня Твін*80 киснем повітря [16]. Для цього
до підготовленого мікологічного матеріа*
лу додавали 1·10*3 моль/л розчин сірчано*
кислого заліза, 1·10*2 моль/л аскорбінової
кислоти та 1% водний розчин Твін*80. У
контрольний розчин замість мікологічно*
го матеріалу вносили дистильовану воду.
Інкубацію проводили в герметичних єм*
ностях об'ємом 100 мл за температури
40°С протягом 24 год. Далі проводили виз*
начення продуктів ПОЛ у реакційній сумі*
ші аналогічно до встановлення рівня са*
мочинної інтенсивності процесів ПОЛ.
АОА розраховували за формулою [16]:

(2)
де Aк, Aд — вміст ТБК*АП в контроль*

ному і дослідному зразках відповідно.
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За отриманими даними розраховували
показник прооксидантної активності
(ПОА), який характеризує активність про*
оксидантної складової прооксидантно*ан*
тиоксидантної системи за формулою:

(3)
де Ас — самочинна інтенсивність ПОЛ,

що оцінюється за вмістом ТБК*АП, Аі — ін*
дукована активність ПОЛ проби. 

Показник резерву субстратів пере*
кисного окиснення (СПО), зокрема по*
ліненасичених жирних кислот, вказує на
можливість індукції ПОЛ за умов дії фак*
торів середовища і певною мірою харак*
теризує стан антиоксидантної системи.
СПО розраховували за формулою:

(4)  
Коефіцієнт рівноваги прооксидан*

тно*антиоксидантної системи (КРПАС)
розраховували за формулою:

(5)
При переважанні прооксидантних

процесів значення КРПАС знижується
до 0 і може набувати від'ємних значень.
В іншому випадку показник КРПАС є
більш високим. 

Досліди проводились у 3*кратній пов*
торності. Отримані експериментальні
дані оброблялись за допомогою  прог*
рам для статистичної обробки результа*
тів біологічних експериментів. 

Результати та їх обговорення. Для
оцінки екологічного стану довкілля зап*
ропоновано тест*систему, яка базується
на культивуванні конкретного тест*об'єк*
та в чітко визначених умовах, що відріз*
няються лише за одним фактором — рос*
линним субстратом з еталонних (чис*
тих) та техногенно трансформованих
середовищ із подальшим визначенням і
порівнянням показників стану проокси*
дантно*антиоксидантної системи тест*
культури. Це дозволяє позбавитися зай*

вих факторів середовища і дослідити від*
повідь тест*культури за одним фактором
— "забруднення". 

Здатність рослин до біоакумуляції еко*
токсикантів, зокрема важких металів, є
широко відомою і на цьому засновано
процеси фіторемедіації забруднених сере*
довищ [10]. На відміну від грибів, які аку*
мулюють токсиканти переважно з субс*
трату, та мохів і лишайників — з атмосфе*
ри, судинні рослини здатні  накопичувати
хімічні елементи одночасно з декількох
середовищ. Отже, рослини виступають
особливими концентраторами екотокси*
кантів [4] і виправданим є створення тест*
систем на основі рослинних субстратів та
ксилотрофів, що виокремлюють факто*
ри, пов'язані з субстратом, від інших фак*
торів довкілля з метою спрощення інтер*
претації відповіді тест*організму.

Точки (локації) збору рослинного
субстрату визначили в місцях з ймовірно
високим техногенним тиском: інтенсив*
на транспортна розв'язка на площі Кому*
нарів (локація №1) та ділянка проспекту
Лагутенка навпроти терикону шахти
Центрально*заводська поблизу Донець*
кого металургійного заводу (локація
№2) у м. Донецьку. В якості контрольних
точок було обрано відносно чисті райо*
ни — широколистяний ліс біля с. Дронів*
ка (локація №3) та смт. Райгородок (ло*
кація №4) Донецької області.

Результати біотестування 4*х різних
за екологічними умовами локацій за до*
помогою запропонованої тест*системи
для екологічної індикації стану довкілля
за показниками прооксидантно*антиок*
сидантної системи культур базидіоміце*
тів наведено в таблиці.

Результати досліду показали, що тест*
культура однаково добре росте на усіх
модифікаціях середовища з рослинними
субстратами.

При аналізі показників прооксидантно*
антиоксидантної системи тест*культури —
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штаму P. eryngii P*er видно, що при зростанні
на середовищах з субстратом із місць з висо*
ким техногенним тиском, достовірно підви*
щується самочинна інтенсивність процесів
ПОЛ у міцелії. Це призводить до збільшен*
ня ПОА міцелію і, відповідно, зменшення
незадіяних СПО. На середовищі з субстра*
том 1 локації, відбувається незначне підви*
щення АОА міцелію, що дозволяє культурі
зберегти оптимальний баланс прооксидан*
тних та антиоксидантних процесів, на це
вказує значення КРПАС, яке не відрізняєть*
ся від контрольних.

На середовищі з 2 локації компенсатор*
ного підвищення АОА в міцелії не відбува*
ється, що значно зміщує показник КРПАС у
бік прооксидації. При зростанні тест*куль*
тури на середовищах із субстратом з 1 та 2
локацій, відбувається підвищення синтезу
позаклітинних антиоксидантних речовин,
особливо на першому  середовищі. На ос*
танньому середовищі це призводить до змі*
щення коефіцієнта рівноваги прооксидан*
тно*антиоксидантної системи (КРПАС) у
бік антиоксидантної складової, що може
розглядатися як явище надкомпенсації та
вказує на стійкість гомеостазу тест*об'єкта
за даних умов.

Висновки
Оцінка екологічного стану довкілля з

використанням прооксидантно*антиок*
сидантної активності культур базидіомі*
цетів надає інформацію про істинний
стан тест*організму в умовах дії факторів
середовища з урахуванням його захисно*
го та адаптивного потенціалів, що обу*
мовлює реакції компенсації або надком*
пенсації негативних впливів.

Запропонований та апробований спо*
сіб біотестування довкілля за допомогою
тест*системи за показниками прооксидан*
тно*антиоксидантної системи культур ба*
зидіоміцетів є достатньо простим для ви*
конання у лабораторній практиці та від*
повідає вимогам об'єктивності, високої
чутливості та інформативності.
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Чайка А.В., Федотов О.В. Оценка эколо3
гического состояния окружающей среды с ис3
пользованием прооксидантно�антиоксидан3
тной активности культур базидиомицетов
// Биоресурсы и природопользование. — 2014.
— 6, № 1—2. — С. 5—11.

Предложена тест�система, основанная
на культивировании микологического тест�
объекта в четко определенных условиях, ко�
торые отличаются только одним фактором
— растительным субстратом из эталонных
(чистых) и техногенно трансформирован�
ных сред с последующим определением и срав�
нением показателей состояния прооксидан�
тно�антиоксидантной системы тест�куль�
туры. С помощью тест�системы проведено
биотестирование 4 различных по экологичес�
ким условиям локаций.

АННОТАЦИЯ

А. Chaika, О. Fedotov.  Evaluation of the
environment ecological state using the prooxi�
dant�antioxidant activity of Basidiomycetes cul�
tures// Biological Resources and Nature Mana3
gement. — 2014. — 6, № 1—2. — Р. 5—11.

The test system  based on the mycological test
object cultivation under clearly defined condi�
tions, which differ in the only one factor — the
plant substrate of the standard (pure) and tech�
nologically transformed environments with fol�
lowing determination and comparison of prooxi�
dant�antioxidant system indicators of test culture
has been proposed. Biological testing of 4 loca�
tions with different environmental conditions
was conducted using test�system.

SUMMARY


