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РЕФЕРАТ
Кваліфікаційна робота магістра виконана на 60 сторінках друкованого тексту і містить 3 таблиці та 1 рисунок. Перелік посилань нараховує 77 джерел, з яких 58 іноземних видань.
Актуальність роботи обумовлена тим, що сучасний санітарно-гігієнічнй підхід до лімітування шкідливих речовин у середовищі шляхом визначення гранично допустимих концентрацій не гарантує повної відсутності шкідливого впливу на організм. Ситуація загострюється, коли у водному середовищі знаходяться декілька шкідливих речовин у концентраціях, близьких до ГДК, але їх не перевищуючих, отже потрібно враховувати можливий негативний синергічний ефект дії даних забруднювачів. Дослідження даного питання, на рівні сучасного забруднення довкілля є недостатнім.
Об’єкт дослідження – вплив катіонів металів на рухову активність та поведінкові реакції дафній.
Предмет дослідження – вплив на рухову активність та поведінкові реакції дафній катіонів Купруму та Феруму при їх концентрації 0,01, 0,1 та 1ГДК для водойм господарчо-побутового водокористування.
Мета роботи – дослідження поведінкових реакцій дафній при окремій та сполучній дії катіонів Феруму та Купруму, які не перевищують ГДК для водойм господарчо-побутового водокористування на поведінкові реакції дафній.
У роботі досліджено поведінкові реакції дафній при при окремій та сполучній дії катіонів Феруму та Купруму, які не перевищують ГДК для водойм господарчо-побутового водокористування на поведінкові реакції дафній.
Новизна роботи полягає в тому, що вперше було досліджено зміни поведінкових реакцій при сполучному впливі Феруму та Купруму на поведінкові реакції та рухову активність дафній.
ДАФНІЇ, РУХОВА АКТИВНІСТЬ, ПОВЕДІНКОВІ РЕАКЦІЇ, КАТІОНИ ФЕРУМУ ТА КУПРУМУ, ГРАНИЧНО ДОПУСТИМА КОНЦЕНТРАЦІЯ
ABSTRACT
The master's qualifying work is performed on 60 pages of printed text and contains 3 tables and 1 figure. The list of used literature includes 74 references, of which 59 are literary sources from foreign publications.
The urgency of the work is due to the fact that based on the views of modern environmental medicine, the traditional approach to the limitation of harmful substances in the environment by determining the MPC does not guarantee the absence of harmful effects on the body. This situation becomes more acute when in the environment there are several toxicants in concentrations close to the MPC, but not exceeding them. In this case, you need to take into account it’s possible negative synergistic effect. And although this effect is well known, the study of this issue, based on the current level of environmental pollution, is currently insufficient.
The object of research is the influence of heavy metal cations on the motor activity and behavioral responses of daphnia.
The subject of the research is the influence on the motor activity and behavioral reactions of daphnia cations of Cu2+ and Fe2+ at their concentrations of 0.01, 0.1 and 1 MPC for domestic water bodies.
The aim of the work is to study the behavioral reactions of daphnia with separate and binding action of iron and copper cations, which do not exceed the MPC for domestic water bodies for behavioral reactions of daphnia.
The behavioral reactions of daphnia under the separate and connecting action of iron and copper cations, which do not exceed the MPC for domestic water bodies for the behavior of daphnia, are investigated.
The novelty of the work is that for the first time the changes of behavioral reactions at the connecting influence of Iron and Copper on the behavioral reactions and motor activity of daphnia were studied.
DAPHNIA, MOTOR ACTIVITY, BEHAVIORAL REACTIONS, CATIONS OF FERUM AND CUPRUM, MAXIMUM PERMISSIBLE CONCENTRATION
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ВСТУП
Водні екосистеми постійно піддаються впливу джерел забруднення різного масштабу та різного ступеня небезпеки. На якість ґрунтових та поверхневих вод впливають як природні процеси, так і антропогенні фактори, такі як впливи, викликані сільським господарством, використанням добрив, гною та пестицидів, тваринництвом, неефективною іригаційною практикою, обезлісненням лісів, аквакультурою, забрудненням через промислові стоки та побутові стічні води, гірничодобув. Ці антропогенні впливи у тому числі викликають підвищені концентрації важких металів у джерелах питного водопостачання. Господарська діяльність комунальних, промислових та сільськогосподарських підприємств призводить до зменшення та знищення водних живих ресурсів, у тому числі природних кормових організмів. Руйнування біотопів сприяє скороченню абсолютної чисельності гідробіонтів, зокрема зникають деякі види планктону та бентосу [1].
Актуальність роботи обумовлена тим, що виходячі з поглядів сучасної екологічної медицини, традиційний санітарно-гігієнічнй підхід до лімітування шкідливих речовин у середовищі шляхом визначення гранично допустимих концентрацій не гарантує повної відсутності шкідливого впливу на організм. Ця ситуація стає більш госторю, коли у середовищі, у тому числі водному, знаходяться декілька шкідливих речовин у концентраціях, близкьких до ГДК, але їх не перевищуючих. У даному випадку потрібно враховувати можливий негативний синергічний ефект дії даних забруднювачів. І хоча подібний ефект добре відомий, дослідженню даного питання, виходячи із сучасного рівня забруднення довікілля, на даний час приділена недостатня увага [2].
Об’єкт дослідження – рухова активність та поведінкові реакції дафній за несприятливих умов навколишнього середовища.
Предмет дослідження – вплив на рухову активність та поведінкові реакції дафній катіонів Купруму та Феруму при їх концентрації 0,01, 0,1 та 1 ГДК для водойм господарчо-побутового водокористування.
Мета роботи – дослідження поведінкових реакцій дафній при окремій та сполучній дії катіонів Феруму та Купруму, які не перевищують ГДК для водойм господарчо-побутового водокористування на поведінкові реакції дафній.
Для досягнення визначено мети були визначені наступні завдання:
1) визначити рухову активність та поведінкові реакції дафній при дії катіонів Феруму (ІІ);
2) визначити рухову активність та поведінкові реакції дафній при дії катіонів Купруму (ІІ);
3) дослідити вплив на рухову активність та поведінкові реакції дафній сполучної дії катіонів Феруму (ІІ) та Купруму (ІІ).
У роботі досліджено поведінкові реакції дафній при при окремій та сполучній дії катіонів Феруму та Купруму, які не перевищують ГДК для водойм господарчо-побутового водокористування на поведінкові реакції дафній.
Новизна роботи полягає в тому, що вперше було досліджено зміни поведінкових реакцій при сполучному впливі Феруму та Купруму на поведінкові реакції та рухову активність дафній.
1 ОГЛЯД НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ
1.1 Загальна характеристика дафній
Дафнії — це планктонні ракоподібні , які належать до підкласу Phyllopoda (іноді їх називають Branchiopoda), які характеризуються сплюснутими листоподібними ніжками, які використовуються для створення потоку води для фільтруючого апарату. Дафнії належать до гіллястовусих ракоподібних (Cladocera), тіла яких оточені некальцифікованим панциром (рис. 1.1), відомим як карапакс, який подвійну стінку, між якою протікає гемолімфа і яка є частиною порожнини тіла. Панцир в основному складається з хітину. Cladocera мають до 10 пар ніжок, якими є (спереду назад) : антени, антенули (які використовуються для плавання), верхню та нижню мандибули, 5 (як у дафній) або 6 ніжок на тулубі. Ніжки утворюють апарат, який забезпечує харчування і дихання. На кінці черевця є пара кігтів. Довжина тіла Cladocera коливається від 0,5 до 6 мм. Самці відрізняються від самок меншими розмірами, більшими антенулами, зміненим черевцем і передніми ніжками, які озброєні гачком, який використовується для затискання самиці під час спарювання.
Рід Daphnia включає понад 100 відомих науці видів прісноводних планктонних організмів, що зустрічаються по всьому світу. Вони населяють більшість типів стоячих прісних вод, за винятком екстремальних місць проживання, нариклад таких як гарячі джерела. Дафнії усіх вікових категорій є хорошими плавцями і є переважно пелагічними організмами, тобто зустрічаються у відкритих водоймах. Вони переважно існують як організми-фільтратори, але деякі види часто можна знайти прикріпленими до субстрат (переважно водних рослин), або навіть поблизу донних відкладеннь мілководних ставків. Дорослі особини зазвичай мають розмір від 1 мм до 5 мм, причому менші види зазвичай зустрічаються в ставках або озерах з хижою рибою. Екологія роду Daphnia дуже добре досліджена, і тому краще відома, ніж екологія будь-якої іншої групи організмів.
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Рисунок 1.1 – Деякі найбільш росповсюджені представники родини Daphnia : А – Daphnia magna, Б – Daphnia cucullata, В – Daphnia longispina [1]
Популяції дафній можна знайти в різних водоймах, від величезних озер до невеликих тимчасових калюж. Часто вони є домінуючим видом у складі зоопланктону і утворюют важливу частину харчової піраміди в озерах і ставках. У багатьох озерах дафнії дуже часто є основною їжею для планкоїдних риб. Це певним чином обумовлює деякі відмінності між окремими популяціями дафній. Як правило, види дафній, що зустрічаються в озерах з планкоїдними рибами, менші та прозоріші, ніж види, що зустрічаються в водоймах, у яких риба відсутня. Великі за розмірами тіла види, такі як D. magna і D. pulex зазвичай не можуть вижити в умовах інтенсивного хижацтва, тоді як дрібні види, такі як D. galeata, D. cucullata та D. hyalina зазвичай не зустрічаються в водоймах, в яких риба відсутня. Також відомо, що й ряд безхребетних полює на дафнію, найкраще дослідженими з цих видів є личинки комарів роду Chaoborus та клоп – водяний човняр, який належить до роу Notonecta. Полююча риба зазвичай віддає перевагу більшій за розмірами здобичі, а безхребетні можуть навпаки, віддавати перевагу меншій за розмірамі здобиччі, або навіть певному її розміру. Вважається, що ці відмінності в рівнях смертності залежно від розміру є ключовим фактором у еволюції розміру тіла дафній. Висока смертність молодих дафній, спричинена личинками Chaoborus, була запропонована як пояснення причини їх еволюції у напрямку збільшення розмірів тіла при народженні та фенотипово-пластичному коригуванні розмірів новонароджених особин та темпів їх зростання. Навпаки, хижацтво з боку риб призвело до появи менших розмірів і більш раннього віку дозрівання. Була запропонована гіпотеза про те, що у водоймах без тиску з боку хижаків на видову структуру дафній у першу чергу впливає міжвидова конкуренція, при цьому більші за розміром види перевершують менші. 
Якість води в місцях проживання дафній може суттєво відрізнятись. Для більшості видів прийнятний рН від 6,5 до 9,5, а оптимальний — від 7,2 до 8,5. Солоність водойми зазвичай повинна бути нижче 5% морської води (близько 1,5 грама морської солі на літр), але деякі види значно більш толерантні до підвищеної солоності, наприклад. D. magna можна знайти у водоймах, що містять до 20% морської води (6 грамів на літр) [1].
1.1.2 Фізіологія, імунологія та метаболізм дафній
Дафнії є фільтраторами і харчуються дрібними зваженими у воді частинками. Їжа збирається за допомогою фільтруючого апарату, що складається з філоподіїв, які є сплюснутими листоподібними ніжками, які створюють потік води. Напрям цього потоку спрямований від переднього відділу тіла до заднього, і у такий спосіб дафнії збирають частинки, які за допомогою спеціальних щетинок переносяться у харчову канавку. І хоча цей апарат настільки ефективний, що може зібрати навіть бактеріальні клітини, раціон дафній зазвичай складається переважно з планктонних водоростей. Дафнії зазвичай споживають частинки розміром від 1 мкм до 50 мкм, хоча частинки діаметром до 70 мкм можуть інколи трапляються в кишечнику великих особин.
Динаміка поглинання їжі відповідає першому типу функціональної реакції. Нижче певної концентрації їжі (початкового граничного рівня) поглинання їжі з води (швидкість годування) пропорційна концентрації їжі, а швидкість фільтрації (кількості відфільтрованої води за одиницю часу) є максимальною. Вище цього рівня швидкість годування є постійною, оскільки швидкість фільтрації зменшується зі збільшенням концентрації їжі у воді. Для паразитів, які потрапляють у організм господаря разом із частинками їжі, рівень зараження залежить від концентрації їжі у воді. Найвищі показники зараження спостерігаються, коли показники фільтрації максимальні.
Травна система дафній трубчаста з трьома частинами: стравохід, середня кишка і задня кишка. Є дві невеликі травні сліпі дивертикули, які розташовані у головному відділі середньої кишки. Середня кишка вистелена епітелієм і містить мікроворсинки. Перистальтичні скорочення стінки кишки пропускають їжу через кишку, але перитрофічна мембрана містить їжу і перешкоджає її потраплянню в сліпу кишку. Епітеліальні клітини не фагоцитують частинки їжі, а поглинають молекули. рН становить від 6 до 6,8 в передній частині середньої кишки і від 6,6 до 7,2 - в її задній частині. Їжа видаляється із задньої кишки шляхом перистальтичного руху, але також вимагає тиску часток їжі, які нещодавно потрапили до травного каналу. Колір дафній змінюється відповідно до характеру їжі, яка переважає в їхньому раціоні. Дафнії, які харчуються зеленими водоростями, є або прозорими, або ж мають зелений або жовтий відтінок, тоді як ті, що живляться бактеріями, будуть мати біле або лососево-рожеве забарвлення. Вгодовані тварини характеризуються більш інтенсивним забарвленям, ніж голодні.
Дафнії мають незамкнену кровоносну систему. Серце розташоване на спині та спереду від виводкової камери. При 20ºC воно скорочується із частотою приблизно 200 разів на хвилину, сповільнюючись при зниженні температури. Через прозоре тіло дафній добре видно клітини крові, оскільки вони швидко рухаються через порожнину тіла. Транспорту кисню у дафнії здійснює гемоглобін; у цих тварин існує щонайменше чотири гена гемоглобіну. Організм дафній має тенденцію виробляти більше гемоглобіну, щоб збільшити поглинання кисню з води. У відповідь на зміни навколишнього середовища (концентрація кисню, температура) концентрація гемоглобіну у дафній може змінюватись приблизно у 20 разів. Оксигемоглобін, форма, яка насичена киснем, має червоний колір і тому надає прозорим тваринам червонуватий колір. Оскільки деякі паразити також викликають почервоніння гемолімфи цих ракоподібних, тому неможливо легко визначити причину червоного кольору лише візуально. Однак низький рівень кисню зазвичай охоплює забарвлення усієї популяції, тоді як паразитарна інвазія призводить до зміни забарвлення лише у частини популяції.
Дафнії мають звичайні проблеми осморегуляції, які є характерними для більшості прісноводних тварин, яка полягає у занадто великій кількості води і занадто малій концентрації розчинених речовин. Вони здатні поглинати іони за допомогою хлорид-поглинаючих залоз. Особлива верхньощелепна залоза дафній може брати участь у процесах екскреції та/або осморегуляції.
Нервова система характеризується мозковим ганглієм, який розташований близько до кишечника і біля ока. Молоді та дорослі дафнії мають одне велике складне око, тоді як у ембріонів є дві коричневі плями, які зливаються під час останньої фази розвитку. Складне око допомагає орієнтуватися тварині під час плавання. Невелике утворення, яка має назву наупліарне око, розташована між ротом і складним оком у верхній частині мозкового ганглія [4].
Велика кількість безхребетних, у тому числі й ракоподібні, мають добре розвинену вроджену імунну систему, яка включає меланізацію шляхом активації системи, що активує профенолоксидазу, процес згортання крові, фагоцитоз, інкапсулювання чужорідного матеріалу, антимікробну дію та аглютинацію клітин. З цих механізмів у дафній виявлено лише систему меланізацію шляхом активації системи, що активує профенолоксидазу, та фагоцитоз, хоча немає підстав сумніватися, у тому що й інші вищезазначені механізми наявні у дафній. Система меланізації є не тільки системою захисту від паразитів, але також бере участь у загоєнні ушкоджень кутикули. Фермент, який бере участь в утворенні меланіну, був виявлений в крові багатьох членистоногих, у тому числі D. magna. Меланін — це коричневий пігмент, який також використовується для пігментації карапакса у деяких дафній, зокрема дафній у високих районах Арктики, де темний пігмент захищає їх від інтенсивного та тривалого сонячного випромінювання (усунення пошкодження від ультрафіолету можливе лише в темряві). У цілому вважається, що набутий імунітет у безхребетних відсутній; однак було запропоновано гіпотезу про наявність механізму передачу штам-специфічного імунітету від матері до потомства у D. magna [5].
1.1.3 Поведінкові реакції дафній у природних умовах існування
Англійська назва дафнії - водяна блоха, походить від їх поведінки, схожої на стрибки, яку вони демонструють під час плавання. Така поведінка пов’язана з рухом великих антен, якими вони спрямовують тіло через товщу води. Швидкий низхідний рух спрямовує дафнію вгору, тоді як відносно висока щільність тіла цих тварин обумовлює занурення у глибину води; саме тому нерухомі дафнії швидко опускаються на дно.
Друга добре відома поведінка дафній — вертикальна міграція у шарі води, при якій вони мігрують до верхніх шарів водойми у нічний час, а вдень знову повертаються до більш глибоких шарів. Така поведінка, ймовірно, виникла як стратегія уникнення хижаків. У світлий час дафнії переховуються від риб, переміщаючись на глибину де вони менш примітні, тоді як вночі вони живляться планктонними водоростями у добре освітлених верхніх шарах водойм. 
Одна зі складових поведінкового репертуару дафній, яка є ключовою для їх вертикальної міграції, — це фототаксис. Клони D. magna сильно відрізняються за своєю фототаксичною поведінкою. Фототаксично-позитивні генотипи проводять багато часу у верхньому шарі води, тоді як фототактично-негативні генотипи проводять більшу частину свого часу поблизу донних покладів. На фототаксичну поведінку також впливає присутність риби. Якщо дафнії відчувають, що у воді присутні риби, їх поведінка стає більш фототактично-негативною.
Відомо також, що дафнії також мігрують і у горизонтальному напрямку - до або від берегів ставків чи озер. Знову, найбільш вірогідним поясненням такої поведінки є стратегія уникнення хижаків.
Деякі види дафній, наприклад D. magna, зрідка чіпляються до рослин або інший субстрат. Крім того, вони можуть обстежувати поверхню субстрату, щоб зібрати з нього дрібні частинки. Така поведінка є більш вираженою за умов недостатньої кількості доступної їжі, та, імовірно, збагачує раціон дафній. Перемішування води дафніями перетворює дрібні частинки, наявні на субстраті, в суспензію, яка потім поглинається шляхом звичного для дафній фільтрування [6].
1.2 Значення дафній у класичних та сучасних екотоксикологічних дослідженнях
На початку минулого століття Ернест Уоррен використав дафній, зокрема D. magna Straus, як модель для вивчення токсичності хлориду натрію як стресового фактору навколишнього середовища, заклавши основу того, що зараз називають «екотоксикологією». Велика кількість наявних літературних даних щодо використання дафній, насамперед D. magna та D. pulex у якості біоіндикаторів пов’язана з тим, що вони розглядаються як високочутливі аналітичні інструменти для скринінгу токсичності поширених хімічних речовин у навколишньому середовищі та моніторингу стічних та забруднених вод [7, 8, 9, 10].
Крім того, легкість культивування ракоподібних Daphnia, їх добре вивчена біологія, а також короткий час розвитку та великий розмір розплоду роблять їх одніми з найстаріших модельних організмів для токсикологічних досліджень [11, 12].
У «традиційному» тесті на екотоксичність такі показники як ріст, розмноження, знерухомлення та смертність дафній добре вивчені та можуть бути використані як кількісні параметри стану її організму; отримані дані про дозу-відповідь можуть допомогти передбачити наслідки впливу несприятливого фактору не тільки на інших рівнях доз і на інших етапах життя, а й навіть в інших видів або у сприйнятливих осіб.
Різні забруднювачі, включаючи у тому числі й таку складну групу як «виникаючі забруднювачі», хімічні речовини, що руйнують ендокринну систему, фармацевтичні препарати та засоби особистої гігієни, важкі метали та органофосфати, широко присутні в навколишньому середовищі та можуть суттєво погіршити стан екосистем та здоров’я людини. Таким чином, подібний моніторинг може допомогти захистити природне середовище та здоров’я людей [13, 14].
Наприклад, важкі метали - забруднювачі, стійкість яких у навколишньому середовищі була підтверджена численними дослідженнями, для оцінки токсичності були проаналізовані із використанням D. magna за такими показниками як смертність, розмір розплоду, довжиною тіла та руховою активністю [15].
У ряді досліджень було продемонстровано, що низькі концентрації (пг/л) важких металів (кадмію), були причиною збільшення рівня смертності та зниження виживання, продуктивності відтворення потомства. У інших роботах оцінювали токсичність купруму, суміші плюмбуму та цинку для Ceriodaphnia dubia та D. carinata, виходячи із припущення, що при вивченні впливу хімічних речовин на живі організми зазвичай недооцінюють загальний ефект впливу суміші, і що комбінація забруднювальною речовини в менших концентраціях може викликати адитивний та синергетичний ефект [16, 17].
Значна кореляція іммобілізації D. magna спостерігалася зі збільшенням рівня забруднення інсектицидами та рідкоземельними елементами вод струмків і річок [18, 19].
Також необхідно зазначити, що окрім традиційних методів оцінки токсичності, розглядалися інші показники, наприклад, співвідношення статей потомства та зниження біотрансформації/елімінації стероїдних гормонів [20].
В останнє десятиліття D. magna також використовували як водну модель для дослідження впливу наночастинок і покривних агентів [21, 22]. 
У дослідженнях з нанотоксикології були отримані інтегровані набори даних від дафній та інших організмів, включаючи клітини людини. Досліджувалась потенційна токсична дія наночастинок Ag і CeO2 на D. magna, Cyprius carpio (карп), лінії гепатоцитів і клітин кишківника людини та гепатоцити риби. Це міжвидове порівняння показало спільність токсичності цих типів наночастинок для різних таксонів, і, таким чином, було запропоновано міжвидову екстраполяцію для майбутнього тестування токсичності наночастинок [23].
Дафнії також широко використовувалися для аналізу фармакологічних ефектів і шляхів дії різноманітних лікарських засобів [24, 25, 26]. Оскільки фармацевтичні препарати призначені для впливу на метаболічні або сигнальні шляхи у людини або тварин, коли вони вводяться в організм, або потрапляють у навколишнє середовище, вони можуть впливати на однакові або схожі метаболічні та сигнальні шляхи у ссавців і безхребетних, які мають гомологічні фармакологічні мішені [27].
Було виявлено, що D. pulex має ортологи до 61% лікарських засобів людини, та передбачають гомологію механізмів транспорту серотоніну з людьми на рівні 49% [28].
Повідомлялося про збереження фармакологічних мішеней міконазолу, прометазину, левоноргестрелу у D. magna. У цій роботі наголошено про врахування збереження фармакологічних мішеней лікарських засобів при оцінці екологічного ризику фармацевтичних препаратів [29] .
Було зроблено припущення, що потенційний механізм токсичності у дафній після тривалого впливу ібупрофену подібний до механізму дії у ссавців, оскільки цей препарат пригнічував біосинтез ейкозаноїдів як у ссавців, так і у дафній [30].
Попри те, що ссавці та ракоподібні мають достатньо різні шляхи впливу, органи-мішені та токсикологічні механізми, дафнії можуть бути важливим організмом для тестування препаратів до безпосереднього тестування на ссавцях. До того, цей модельний організм може допомогти у прогнозуванні фармакокінетики та фармакодинаміки певних лікарських засобів у людини [31].
1.3 Фізіологічні дослідження із використанням дафній
Повідомлялося, що серце дафній реагує на багато кардіоактивних препаратів, які впливають на частоту серцевих скорочень і ритм у людей [32]. Щоб зрозуміти роль деяких речовин у захворюваннях людини, наприклад, непереносності лактози, пов’язаної із системними симптомами та аритмією, Було досліджено вплив лактози на серце дафнії, припускаючи, що ефекти можуть бути подібні до тих, що спостерігалися у людей. У цьому дослідженні також були перевірені ефекти кофеїну (1-10 мМ), пропранололу (100 мкM), адреналіну (10-1000 мкM), ізопротеронолу (100 мкM) і карбахолу (100 мкM) для встановлення валідності модельної системи. Лактоза в концентраціях, характерних для молочних продуктів, спричиняла різке зниження частоти серцевих скорочень у дафній і викликала важку аритмію. Автори у висновку підкреслили роль дафній як унікальної модельної системи в біології та медицині [33].
Уабаїн, метапротеренол і метопролол (серцево-активні препарати) виявляли у дафній фармакологічні ефекти, аналогічні тим, які спостерігалися у людей, ймовірно, через наявність Na, K-АТФази у серці ракоподібних, тоді як верапаміл викликав прискорення серцевого ритму при низькій концентрації, на відміну від серця людини. Досліджувався вплив холінергічних лігандів, атропіну (антагоніст) і карбамілхоліну (агоніст) на серцевий ритм дафній і виявили, що ці препарати спричиняли протилежний вплив на частоту серцевих скорочень [32, 34].
У іншому дослідженні було показано, що муміє (багата мінералами комплексна органічна сполука, що використовується в аюрведичній медицині) чинить на серце дафній негативний хронотропний ефект при низьких концентраціях і позитивний хронотропний ефект при більш високих концентраціях. Цей ефект може бути пов’язаний з імітацією адреналін- та норадреналіноподібного ефекту або зміною рівня Ca2+ [35].
Серце дафнії не схоже на серце ссавців, тому зміни в частоті серцевих скорочень не можуть передбачити подібні зміни в серці ссавців за тих же умов. Однак, схожість реакцій на велику кількість фармакологічно активних речовин можна використати для надання корисної інформації про механізми дії ліків на метаболічні процеси.
Відомо ще одне дослідження, у якому порівнювали спричинене важкими металами продукування активних видів кисню у дафній і людей, а також порівняння перекисного окислення ліпідів у безхребетних і хребетних [36, 37].
Універсальність дафнії як біологічної моделі привела до дослідження окисного стресу, який бере участь у процесі старіння та деяких хронічних захворюваннях. Повідомлялося про спричинені сукралозою зміни активності ацетилхолінестерази – ферменту, який руйнує нейромедіатор ацетилхолін, та окислювального статусу. У людей активність ацетилхолінестерази зазвичай зростає з віком; крім того, підвищена активність ацетилхолінестерази впливає на розвиток нейродегенеративних захворювань. Було виявлено, що тип холінестерази, виділеної від дафнії, більше схожий на тип людської псевдохолінестерази, тоді як останній більше схожий на непрямий інгібітор активності антихолінестерази. Дійсно, сукралоза може індукувати зміни неврологічних та окислювальних механізмів в інших тварин [38].
D. magna використовували для первинної оцінки токсичності та ефективності реактиваторів фосфорильованої ацетилхолінестерази (оксимів) для використання людиною при лікуванні фосфаторганічних отруєнь [39].
Було встановлено, що новий тип антиоксиданту, SkQ, похідного пластохінону, уповільнює три моделі прогерії, рідкісного генетичного стану прискореного старіння. При вивченні впливу SkQ1 на мишей, дрозофіл та дафній було визначено зниження вікової смертності. Ці дані можуть сприяти дослідженням на людях, де SkQ може пригнічувати розвиток таких захворювань, як остеопороз, катаракта та ретинопатія [40].
У іншій роботі досліджувався вплив дофамінового нейротоксину на D. magna і призвів до зменшення руху, що вказує на роль дофаміну в русі дафній. Тому D. magna було запропоновано використовувати як простий та інформативний тест-об’єкт для моделювання дефіциту дофамінергічної передачі та для первинного скринінгу різних речовин з метою фармакологічної корекції порушень передачі дофаміну. Було також показано, що дофамін відіграє важливу роль у локомоторній функції хребетних, і втрата дофамінергічних нейронів у чорній субстанції ущільненої частини призводить до моторних симптомів, включаючи ригідність, брадикінезію та тремор, які є характерними ознаками хвороби Паркінсона [41].
1.4 Механізми впливу важких металів на живі організми
Метали — речовини, які характеризуються високою електропровідністю, пластичністю та блиском, які втрачаючи електрони утворюють катіон. Метали зустрічаються в земній корі, їх склад варіюється залежно від географічного розташування місцевості, що призводить до просторових варіацій наявних концентрацій. Розподіл кожного конкретного металу в у довкіллі обумовлений як властивостями даного металу, так і різними факторами навколишнього середовища [42]. 
Важкими металами зазвичай називають ті метали, які мають питому щільність більше 5 г/см3 і негативно впливають на навколишнє середовище та живі організми. Але деякі із цих металів у дуже низьких концентраціях є надзвичайно важливими для підтримки різноманітних біохімічних та фізіологічних функцій у живих організмах, однак стають шкідливими, коли перевищують певні порогові концентрації. Хоча визнано, що вплив важких металів має багато несприятливих наслідків для здоров’я, концентрація важких металів у довкіллі невпинно зростає. Важкі метали є значними забруднювачами навколишнього середовища, і їх токсичність є проблемою, яка стає все більш актуальною з екологічних, еволюційних, аліментарних та інших причин [43]. 
Найпоширеніші важкі метали у стічних водах це миш’як, кадмій, хром, купрум, плюмбум, нікель і цинк, які загрожують як здоров’ю людини, так і навколишньому середовищу [44]. Важкі метали потрапляють в навколишнє середовище природним шляхом і в результаті діяльності людини. Різні джерела важких металів включають до себе такі процеси як ерозія ґрунту, природне вивітрювання земної кори, видобуток корисних копалин, промислові та побутові стоки, використання засобів боротьби зі шкідниками або хворобами сільськогосподарських культур тощо [45]. 
Хоча ці метали виконують біологічні функції в живих організмах, іноді їх хімічні та окислювально-відновні властивості надають їм можливість уникнути таких механізмів контролю компартменталізація та зв’язування з необхідними компонентами клітини. Ці метали можуть утворювати зв’язки із ділянками білкових молекул, які не призначені для них, витісняючи при цьому катіони інших металів з їхніх природних ділянок зв’язування, що спричиняє порушення функціонування клітин і, зрештою, обумовлює токсичність. Попередні дослідження показали, що окисне руйнування біологічних макромолекул відбувається насамперед через зв’язування важких металів з ДНК і ядерними білками [46].
1.4.1 Біологічне значення та феруму механізм його токсичного впливу на живі організми
Ферум є другим за поширеністю металом у земній корі, і займає 26-е місце в періодичній системі. Ферум є найважливішим елементом для процесі життєдіяльності майже всіх живих організмів [47]. 
Це один із життєво-важливих хімічних елементів, необхідних для таких ферментів, як цитохроми і каталаза, а також білків, що транспортують кисень, таких як гемоглобін і міоглобін [48]. 
Важливе біологічне значення феруму обумовлено його властивостями взаємоперетворення між іонами (Fe2+) та (Fe3+), що робить його дуже вдалим вибором у якості учасника різних біологічних окислювально-відновних процесів [49]. 
Джерело заліза в поверхневих водах має антропогенне походження і пов’язане у першу чергу із гірничодобувною діяльністю. Виробництво сірчаної кислоти та виділення заліза (Fe2+) відбувається за рахунок окислення залізного колчедану (FeS2), поширеного у вугільних пластах [47]. 
Концентрація розчиненого заліза в глибинах океану зазвичай становить 0,6 нМ або 33,5 × 10-9 мг/л. У прісній воді концентрація дуже низька - 5 мкг/л, тоді як у підземних водах концентрація розчиненого заліза дуже висока – 20 мг/л. У деяких країнах, нариклад у Литві, багато людей зазнали впливу підвищеного рівня заліза через питну воду, оскільки підземні води, які використовували для водопостачання, перевищували допустиму межу, встановлену Директивою Європейського Союзу 98/83/EC про якість питної води [50].
Пряма і непряма дія забруднення залізом значною мірою впливає на перифітон, донних безхребетних та велику кількість видів риб, у тому числі й внаслідок того, що осад заліза чинить закупорюючу дію на клітини епітелію зябер та у такий спосіб перешкоджає диханню риб [48]. 
Коли поглинене залізо не зв’язується з протеїнами, утворюється широкий спектр шкідливих вільних радикалів , що, у свою чергу, значно впливає на концентрацію заліза в клітинах і біологічних рідинах. Це циркулююче незв’язане залізо чинить шкідливу дію на шлунково-кишковий тракт і біологічні рідини. Вільні катіони феруму проникають в клітини серця, печінки і мозку, де через порушення ним процесів окисного Fe2+ перетворюється на Fe3+, яке у свою чергу вивільняє іони водню, збільшуючи таким чином метаболічну кислотність. Вільні катіони феруму також можуть призвести до перекисного окислення ліпідів, що призводить до серйозного пошкодження мітохондрій, мікросом та інших клітинних органел. Токсичність феруму для клітин призводить до опосередкованого ним пошкодження тканини за участю клітинних окислювально-відновлювальних механізмів та наступного пошкодження внутрішньоклітинних органел, таких як мітохондрії та лізосоми. Широкий спектр вільних радикалів, які, як вважають, можуть викликати потенційне пошкодження клітин, утворюється саме внаслідок надлишкового надходження феруму до організму. Вільні радикали, що виробляються за участю катіонів феруму, атакують ДНК, що призводить до пошкодження клітин, мутацій та злоякісних новоутворень, які, у свою чергу, викликають низку захворювань [49, 50].
1.4.2 Біологічне значення купруму та механізм його токсичного впливу на живі організми
Купрум міститься в різних клітинах і тканинах з найвищими концентраціями в печінці та мозку. Цей хімічний елемент у значній мірі присутній в біологічних системах у формі катіону Cu2+, часто у формі зв'язаній із протеїнами, у складі деяких ферментів. Наприклад, фермент його містить фермент лізилоксидаза, необхідний для зшивання колагену та еластину. Білок церулоплазмін, або фероксидаза I, який забезпечує транспортування феруму до місць зберігання та еритропоезу, також містить катіони купруму. Купрум необхідний для утворення і стабілізації мієліну, захисного шару, що покриває нейрони, і бере участь у формуванні пігменту меланіну в шкірі, волоссі та очах. Купрум є компонентом цитохромоксидази, яка каталізує відновлення кисню до води, що є важливим етапом клітинного дихання, і є входить до складу цинк-супероксиддисмутази (Cu, Zn-SOD), яка знешкоджує вільні радикали. Неспецифічне зв’язування Cu2+ з тіоловими ферментами може змінювати каталітичну активність монооксигенази цитохрому P450 [51]. 
Крім того, купрум є складовою частиною дофамін-бета-гідроксилази, важливого ферменту в шляху біосинтезу катехоламінів. Саме тому порушення нормального функціонування ферментів, до складу яких входить даний хімічний елемент, сприяють розвитку печінкових, неврологічних та інших розладів. По суті, весь Cu в організмі пов’язаний з простетичними групами ферментів або утворює ковалентний зв’язок з купрум-транспортними білками або білками-шаперонами. Шаперони, які містять купрум, допомагають мінімізувати ймовірність участі незв’язаного (вільного) купруму в небажаних окислювально-відновлювальних реакціях та забезпечують доставку катіонів Cu2+ до конкретних цільових протеїнів. Купрум, який може абсорбуватись із перевищенням метаболічних потреб організму, зазвичай виводиться з жовчю. Кількість купруму, що споживається з їжею та водою, відносно низька, і організм за нормальних умов здатний контролювати надлишок її надходження шляхом зменшення абсорбції або збільшення виведення. Оскільки жорсткий контроль гомеостазу купруму запобігає надмірному накопиченню його в організмі, гостра та хронічна токсичність даного мікроелементу є відносно рідкісним явищем. Однак подібна токсичність може бути результатом впливу надлишкового надходження до організму, викликаного нещасним випадком, професійними ризиками, забрудненням навколишнього середовища, а також недостатністю надниркових залоз, вродженими вадами метаболізму купруму та іншими факторами. Нещодавні дослідження, у яких було досліджено яким чином розвивається дисбаланс обміну купруму та до яких змін метаболічних функцій це призводить, дозволили краще зрозуміти патофізіологію, а також стратегій лікування та профілактики проблем, пов’язаних із токсичністю купруму для живих організмів [52].
Майже усі організми мають механізми регульованого імпорту, секвестрації та експорту для захисту від токсичної дії металалів. Ці механізми здійснюються за допомогою білків, що зв’язують метали, та регулюються на транскрипційному, трансляційному та ферментативному рівнях. Як вже згадувалось вище, наявність складної системи транспортерів катіонів металів і білків-шаперонів для регулювання гомеостазу купруму забезпечує потребу в цьому мікроелементі, не викликаючи при цьому пошкодження клітин. Порушення гомеостазу купруму пов’язано із пошкодженням тканин і рядом захворювань. На додаток до безпосередньої взаємодії з основними макромолекулами та мінеральними речовинам, для пояснення цитотоксичності купруму було запропоновано кілька механізмів, зокрема окислювальне пошкодження, викликане вільними радикалами [53].
Катіони перехідних металів, такі як ферум та купрум, здатні залучатись до окислювально-відновних реакцій і сприяють утворенню активних форм кисню. У ряді досліджень токсичність купруму була пов’язана зі схильністю її катіонів брати участь у формуванні активних форм кисню, які змінюють структуру та/або функцію основних біомолекул. У присутності супероксиду або відновників, таких як аскорбінова кислота або глутатіон, Cu2+ можна відновити до Cu+, який здатний каналізувати утворення гідроксильних радикалів з перекису водню за допомогою реакції Габера-Вайса. Оскільки для відновлення Cu2+ потрібен лише один електрон, інший електрон може брати участь у синтезі гідроксильних радикалів. Гідроксильний радикал є найпотужнішим з усіх окисних радикалів, які можуть виникнути в біологічних системах. Він здатний ініціювати окислювальне пошкодження шляхом відокремлення водню від вуглецю, що містить аміногрупу, з утворенням білкового радикала і з ненасиченої жирної кислоти з утворенням ліпідного радикала, а також може індукувати розрив ланцюгів ДНК та призводити до окислення основ. Крім того, пероксинітрит, продукт реакції оксиду азоту та супероксиду, може сприяти вивільненню катіонів міді з такого білкового комплексу, як церулоплазмін. Основний механізм дії іонів перехідних металів може включати утворення супероксиду, гідроксильного радикала та інших активних форм кисню з подальшим утворенням малонового діальдегіду, 4-гідроксиноненалю та інших екзоциклічних аддуктів ДНК [54].
Результати ряду експериментальних досліджень підтверджують думку про те, що окисне пошкодження, спричинене активними формами кисню, відіграє важливу роль у токсичності купруму. Наприклад, було показано, що цей мікроелемент включає окислювальну модифікацію ліпопротеїнів низької щільності і сприяє атерогенезу, посилюючи трансформацію макрофагів у пінисті клітини та сприяти вникненню у тих судинозвужувальних та протромботичних властивостей [55]. 
Надлишок купруму може призвести до перекисного пошкодження ліпідів мембранн через реакцію ліпідних радикалів та кисню з утворенням пероксирадикалів. Щури, які зазнавали дії купруму у надлишкових концентраціяї, на фоні підвищення рівня цього мікроелементу в печінці, мали окислювальне пошкодження, включаючи зниження рівня глутатіону таі α-токоферолу в у тканині печінки, підвищення рівня продуктів перекисного окислення ліпідів у мітохондріях та зниження активності комплексу IV (цитохромоксидази) [56].
Роль окисного стресу в токсичності купруму підтверджується захисним ефектом хелаторів металів, таких як тетратіомолібдат амонію та етилендіамінтетраоцтова кислота, які запобігають загибелі нейронів щурів, викликану внутрішньогіпокампальними ін’єкціями сульфату міді [57]. 
У людей порушення нормального всмоктування та виведення купруму пов’язане з двома важкими захворюваннями: хворобою Менкеса та хворобою Вільсона. Наслідки недостатнього постачання купруму, характерного для хвороби Менкеса, пов’язані з інактивацією ключових метаболічних ферментів, хоча можуть бути залучені й інші неферментні процеси. На відміну від цього, наслідки накопичення купруму при хворобі Вільсона, як правило, пов’язані з Cu-індукованим пошкодженням, опосередкованим кисневими радикалами. Хвороба Вільсона може проявлятися переважно печінковими або неврологічними проявами. Пацієнти з хворобою Вільсона мають ознаки перекисного окислення ліпідів у мітохондріях печінки та зниження концентрації вітаміну Е в печінці та крові [58].
Хронічна токсичність купруму у вигляді цирозу печінки та пошкодження інших органів спостерігається при генетичних аномаліях метаболізму даного мікроелементу (хвороба Вільсона) і в екологічно-обумовленому захворювання – індійському дитячому цирозі, який вірогідно був спровокований вживанням молока, яке зберігалося в корозійних посудинах посудинах із металічного купруму або його сплаву (латуні), хоча не можна повінстю відхилити й генетичну схильність до цього захворювання [59]. 
Купрум також бере участь у патогенезі таких поширених нейродегенеративних захворювань, як хвороба Альцгеймера, Паркінсона та Хантінгтона, а також бічного аміотрофічного склерозу. Хвороба Альцгеймера характеризується дегенерацією нейронів, підвищенням концентрації купруму, феруму та цинку та збільшенням відкладень білка амілоїду-β в мозку. При хворобі Альцгеймера молекула білка-попередника амілоїду, яка є безпосереднім маркером ранніх формам даного захворювання, має Cu-зв’язуючу ділянку , а зв’язування білка амілоїду-β із купрумом та цинком може сприяти утворенню активних форм кисню у тканині головного мозку [60].
2 МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1 Підготовка культиваційної води
Культиваційну воду, яка використовували для культивування дослідної культури дафній, у якості контрольного середовища при біотестуванні та для розбавлення досліджуваних вод або речовин, готували наступним чином: звичайну водопровідну воду спускали впродовж 10-15 хвилин, після чого набирали необхідний об’єм, відстоювали у прозорій скляній тарі у який знаходились представники вищої водної рослинності (кушир занурений (Ceratophyllum demersum)) впроджовж 7 діб при безперервному аєруванні з об’ємом повітряного потоку 20-25 літрів на хвилину із підтриманням постійної температури у діапазоні 18-22 оС. Після закінчення терміну підготовки перевіряли рН води за допомогою універсального індикаторного папіру та впевнювались що даний показник знаходиться у діапазоні від 7 до 8 [61].
2.2 Підготовка дафній до біотестування
Для визначення впливу катіонів металів на поведінкові реакції дафній використовували синхронізовану одновікову культуру дафній, отриману від однієї самиці маточної культури шляхом ациклічного партеногенезу в третьому поколінні, оскільки така культура генетично однорідна, а дафнії, що її складають, характеризуються близькими рівнями стійкості до токсичних речовин.
Для отримання синхронізованої культури відбирали з маточної лінії одну самицю середніх розмірів з виводкою камерою, заповненою ембріонами, і поміщали у хімічний стакан, заповнений культиваційною водою. Новонароджену молодь переносили у невисокий скляний кристалізатор із розрахунку 25 особин на 1 л води. Наступна отримана генерація дафній є синхронізованою культурою, яку використовували для проведення досліджень [62, 63]. 
2.3 Підготовка контрольних та дослідних середовищ
У якості контрольного середовища використовували культуральну воду. Для приготування дослідних середовищ до 100 мл культуральної води додавали: 
- 1% водний розчин сульфату купруму (CuSO4 · 5H2O) із розрахунку, щоб кінцева концентрація катіонів Cu2+ у 1000 мл середовища становила 0,001 мг (0,01 ГДК); 0,01 мг (0,1 ГДК) та доводили об’єм культуральною водою до відмітки 100 мл;
- 1% водний розчин сульфату феруму (FeSO4 · 7H2O) із розрахунку, щоб кінцева концентрація катіонів Fe2+ у 1000 мл середовища становила 0,003 мг (0,01 ГДК); 0,03 мг (0,1 ГДК) та доводили об’єм культуральною водою до відмітки 100 мл;
- подібним чином готували середовище в яке додавали як 1% розчин сульфату купруму так і 1% розчин сульфату феруму, щоб концентрація суміші становила 0,01, 0,1 та 1 ГДК купруму та феруму d культиваційній воді.
Таблиця 2.1 – Схема дослідження впливу катіонів феруму та купруму на поведінкові реакції дафній
	Група
	Концентрація катіонів (мг/л)

	
	Cu2+
	Fe2+

	Контроль
	-
	-

	Дослід (вплив купруму)
	0,001; 0,01; 0,1
	-

	Дослід (вплив феруму)
	-
	0,003; 0,03; 0,3

	Дослід (вплив поєднаної дії феруму та купруму)
	0,001; 0,01; 0,1
	0,003; 0,03; 0,3


2.4 Оцінка впливу купруму та феруму на рухову активність та поведінкові реакції дафній
Визначення та оцінку токсичного ефекту у дафний проводили за Брагінським , за комплексом вірогідних візуальних симптомів: 
1) показники летального наслідку (імобілізація, осідання на дно ємності, судоми, загибель; даний ефект може проявлятись у різний термін – від 20 хвилин до 48 годин;
2) рефлекторно-поведінкові реакції:
- переход от звичних для дафній стрибкоподібних рухів до невпорядкованих, хаотичних обертаннь навколо власної осі – поведінкова реакція обертання, або «перекидання»; 
- уповільнення взмахів антен та частоти сердечних скорочень;
- викид яєць або ембріонів (аборт) — реакція абортування яєць; даний ефект виявляється через декілька хвилин, або навіть секунд, і дуже добре простежується під збільшувальним склом або мікроскопом.
Імобілізацію або загибель встановлювали за наступним критерієм: якщо особина не спливала з дна ємності через 15 секунд після його легкого погойдування її вважали імобілізованою (загиблою).
Вищезазначені поведінкові реакції визначали у контрольних та дослідних групах через 15, 30 та 60 хвилин після початку дослідження, а також через 6 та 24 години.
З метою кількісної оцінки тест-реакції, яка може охарактеризувати токсичну дію, проводили шляхом візуального підрахунку кількості перетинів дафніями ліній сітки із розміром вічка 5 × 5 мм, яка була нанесена на спостережуване поле зору (50 × 50 мм) протягом 5 хвилин. Досліджуваний параметр визначали як кількість перетинів ліній за період спостереження. У 25 мл середовища, що тестується переносили по 3 дафнії з кожної паралелі дослідження; всього було досліджено 5 паралельних визначень для кожного варіанту концентрацій катіонів металів через 15 і 60 хвилин та 6 і 24 години [62].
2.5 Статистична обробка експериментальних даних
Отримані дані дослідження обробляли із використанням методів описової статистики. Обчислювали середнє арифметичне та стандартне відхилення. Для встановлення наявності статистично значимої різниці між між контрольною та дослідними групами використовували критерій Стьюдента, відмінності вважали статистично значимими, якщо показник статистичної значимості (р) був менше 0,05. Усі розрахунки проводили із використанням програми Microsoft Excel 2016 [64].
3 ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА
3.1 Визначення характеру змін поведінкових реакцій дафній при наявності катіонів феруму у водному середовищі
Перше завдання роботи полягало у визначенні впливу катіонів феруму на рухову активність та поведінкові реакції. Досліджувані концентрації феруму у середовищі становили 0,003, 0,03 та 0,3 мг/л, що відповідно дорівнює 0,01, 0,1 та 1 ГДК феруму у воді водойм господарчо-побутового призначення. 
Нами було встановлено (табл. 3.1), що найнижча концентрація Fe2+ у культуральному середовищі, яка дорівнювала 0,003 мг/л або 0,01 ГДК, призводила до підвищення рухової активності дафній на 15 хвилин досліджень і була більшою за показники контрольної групи на 5,1% (р < 0,05). За характером змін рухової активності відмічався більш хаотичний та невпорядкований рух дафній дослідної групи. Але у подальших контрольних точках спостереження на 60 хвилині та на 6 й 24 годині показники рухової активності дафній дослідної групи відповідали показникам контрольної групи, характер рухів також не відрізнявся від характеру руху дафній контрольної групи. 
При концентрації Fe2+, яка дорівнювала 0,03 мг/л або 0,1 ГДК у дафній на 15 та 60 хвилинах дослідження також спостерігались зміни поведінкових реакцій, а саме: збільшення рухової активності (на 9,7% (р < 0,001) та на 14,4% (р < 0,001) більше, ніж у дафінй контрольної групи), а рухи були не тільки хаотичними, а й мали більшу амплітуду стрибків, ніж у тварин контрольної групи. Але на 6 годині дослідження рухова активність дафній при зазначеній концентрації катіонів Fe2+ у середовищі вже не відрізнялась від поведінки дафній контрольної групи. Аналогічна картина спостерігалась і на 24 годині дослідження.
Таблиця 3.1 – Зміни рухової активності дафній при різних концентраціях катіонів Fe2+ у середовищі
	Концентрація Fe2+, мг/л
	Рухова активність дафній, ум.од.

	
	15 хв
	60 хв
	6 год
	24 год

	Контроль (n = 15)
	98,4 ± 4,7


	100,8 ± 7,8
	94,9 ± 8,2
	99,7 ± 6,4

	0,003 (0,01 ГДК) (n = 15)
	103,4 ± 6,6
 *
	102,7 ± 5,1
	95,4 ± 6,9
	96,4 ± 4,9

	0,03 (0,1 ГДК) (n = 15)
	107,9 ± 3,7 ***
	115,3 ± 9,3 ***
	98,1 ± 6,2
	96,0 ± 7,5

	0,3 (1 ГДК) (n = 15)
	120,4 ± 2,7 ***
	124,0 ± 5,8 ***
	90,1 ± 7,5
	85,4 ± 7,3 ***


Примітка : * – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – р < 0,001 порівняно із контролем
При максимальній досліджуваній концентрації катіонів феруму у середовищі, яке дорівнювало 0,3 мг/л або 1 ГДК на 15 та 60 хвилинах також спостерігалося збільшення рухової активності дафній і було відповідно вище за показники контрольної групи на 22,4% (р < 0,001) та 23,0% (р < 0,001), а характер рухів також характеризувався хаотичністю переміщень та більшою амплітудою рухів. На 6 годині дослідження показники рухової активності дафній не відрізнялись від показників контрольної групи. На 24 годині дослідження показник рухової активності був навпаки, достовірно нижчим, ніж у контрольної групи на 14,3% (р < 0,001). Змінився також і характер рухової активності – у всіх тварин дослідної групи відзначалося уповільнення взмахів антен, а у деяких – відзначалася поведінкова реакція обертання, або «перекидання», що свідчить на ознаки вираженого токсичного впливу на організм дафній даної концентрації феруму при тривалій (24 години) експозиції.
Отримані результати свідчать про те, що підвищений вміст феруму у водному середовищі, який не перевищує 1 ГДК у цілому не чинить летальної дії на дафній. Але потрібно зазначити, що при концентрації, близької до гранично допустимої тривалість стрес-реакції дафній, яка визначається за підвищенням їх рухової активності і обумовлена необхідністю дафній покинути зону середовища із несприятливими параметрами середовища є більш тривалою. При концентрації феруму, яка дорівнює гранично-допустимому, навіть не вважаючи на відносно низьку токсичність феруму, порівняно із іншими важкими металами, на пізньому етапі дослідження можна визначити пригнічення рухової активності дафній, що на нашу думку можна пояснити пригніченням процесів життєдіяльності дафній, спричиненої несприятливими біохімічними змінами в організмі та розвитком хронічної фази стрес-реакції.
3.2 Визначення характеру змін поведінкових реакцій дафній при наявності катіонів купруму у водному середовищі
Друге завдання роботи полягало у визначенні впливу катіонів купруму на рухову активність та поведінкові реакції дафній при концентрації даного хімічного елементу у середовищ, яка дорівнює 0,001, 0,01 та 0,1 мг/л, що є концентрацією еквівалентною 0,01, 0,1 та 1 ГДК відповідно. 
Нами було встановлено (табл. 3.2), що навіть найнижча концентрація Сu2+ у середовищі, яка дорівнювали 0,001 мг/л, призводила до більш виражених та тривалих змін поведінкових реакцій у дафній, ніж були визначені при впливу катіонів феруму. При даній концентрації рухова активність дафній порівняно із тваринами контрольної групи зростала на 25,5% (р < 0,001) на 15 хвилині, на 60 хвилині була більшою на 30,1% (р < 0,001), через 6 годин на 6,9% (р < 0,01) більшою, і лише на 24 годині статистично значимих відмінностей за цим показником у дослідній та контрольній групах визначено не було. 
Таблиця 3.2 – Зміни рухової активності дафній при різних концентраціях катіонів Cu2+ у середовищі
	Концентрація Cu2+, мг/л
	Рухова активність дафній, ум.од.

	
	15 хв
	60 хв
	6 год
	24 год

	Контроль
	94,6 ± 5,5
 
	97,1 ± 6,1
	96,4 ± 4,8
	92,9 ± 7,1

	0,001 (0,01 ГДК)
	118,7 ± 4,3 ***
	126,3 ± 4,7 ***
	103,1 ± 7,2 **
	94,4 ± 6,3

	0,01 (0,1 ГДК)
	133,5 ± 2,7 ***
	92,0 ± 3,6 **
	80,1 ± 4,2 ***
	63,2 ± 3,9
***

	0,1 (1 ГДК)
	135,1 ± 3,3 ***
	87,3 ± 4,2 ***
	30,9 ± 2,1 ***
	0 
(іммобілізація)


Примітка: ** – р < 0,01; *** – р < 0,001 порівняно із контролем.
При концентрації катіонів Cu2+ у середовищі, яка дорівнювала 0,01 мг/л у дафній на 15 хвилині визначалося суттєве зростання рухової активності на 41,1% (р < 0,001), а на 60 хвилині дослідження навпаки, спостерігалось зниження даного показника порівняно із тваринами контрольної групи на 5,3% (р < 0,01). Тенденція до зниження рухової активності при даній концентрації купруму зберігалась до кінця дослідження, адже через 6 годин експозиції рухова активність дафній дослідної групи була нижчою за показники контрольної групи на 16,9% (р < 0,001), а через 24 години – на 40,0% (р < 0,001). Також необхідно зазначити, що вже починаючи із 60 хвилини експозиції у деяких дафній почалася відзначатися реакція обертання, а на 24 годині рухи усіх тварин мали переважно характер хаотичних обертань. 
При максимальній досліджуваній концентрації купруму, яка була еквівалентною 1 ГДК у тварин на 15 хвилині дослідження визначалося суттєве (на 42,8%, р < 0,001) зростання рухової, а вже починаючи із 60 хвилини – суттєве її пригнічення. У даний час рухова активність дафній характеризувалася хаотичними обертаннями навколо осі і була нижчою ніж у контролі на 10,1% (р < 0,001). На 6 годині дослідження рухова активність дафній вже на 67,9% (р < 0,001) нижче, ніж у контролі. Тварини знаходились переважно у нижньому шарі води, взмахи антен та амплітуда рухів були дуже невеликими. На 24 годину дослідження у даній групі тварин відзначалась повна відсутність рухової активності, 100% тварин були імобілізованими.
Незважаючи на те, що купрум є есенціальним мікроелементом, у високих концентраціях він має значно більш виражену токсичність, порівняно із ферумом [65]. І хоча біологічна роль феруму та купруму полягає у тому числі, що вони є необхідними учасниками окснювально-відновлювальних реакцій в організмі за вмістом в організмі вони суттєво відрізняються. Так вміст феруму в організмі людини становить у середньому 4000 мг, а вміст купруму – лише 70 мг, тобто є меншим майже у 57 разів.
Отримані результати свідчать про те, що навіть концентрація купруму, яка дорівнює 1/100 ГДК для водойм господарсько-побутового призначення призводила до тривалих (до 6 годин) змін рухової активності. Однак на піздньому терміні дослідження рухова активність вже не відрізнялась від контролю, що може бути обумовлено активацією компенсаторних механізмів та адаптацією дафній до підвищеного вмісту курпуму у середовищі.
Концентрація купруму, яка становила 1/10 ГДК призводила до значно більших змін поведінкових реакцій дафній. Підвищення рухової активності було відносно нетривалим і визначалось лише на 15 хвилині дослідження. У подальшому було визначено не відновлення цього показника, а його прогресуюче пригнічення впродовж усього терміну дослідження. Це дозволяє нам зробити припущення про те, що дана концентрація вже перевищувала адаптаційні можливості дафній до підвищеного вмісту купруму у середовищі і фаза гострого збудження перейшла до фази пригнічення. Однак варто зазначити, що імобілізації дафній у даному випадку визначено не було.
Подібні, але більш виражені зміни були визначені при концентрації купруму, що дорівнював 1 ГДК. У даному випадку вже можна констатувати наявність гострої токсичної дії купруму яка призвела до іммобілізації (загибелі) усіх дафній впродовж 24 годин. Відомо, що катіони купруму жорстко лімітуються у водоймах риборозвідного призначення, оскільки даний мікроелемент є надзвичайно токсичним для гідробіонтів. Одним із пояснень токсичної дії, окрім спотворення біохімічних реакцій окиснення-відновлення, є те, що порогові концентрації купруму у водному середовищі збільшують втрати натрію з організму, але не впливають на обмін кальцію та магнію, що пояснюється конкурентними відносинами між купрумом та та кальцієм за кальцієві насоси у зяберному епітелії гідробіонтів [66].
3.3 Визначення характеру змін поведінкових реакцій дафній при сполученій дії катіонів феруму та купруму
Наступне завдання роботи полягало у визначенні сполученої дії на поведінкові реакції та рухову активність дафній катіонів феруму та купруму при концентрації останніх у водному середовищі, що дорівнює 0,01, 0,1 та 1 ГДК. Проблема визначення ефектів сполучної дії речовин, концентрації яких у середовищі знаходяться у межах гранично-допустимих, є важливим завданням не тільки екотоксикології, а й медичної екології. Відомо, що окремі сполуки можуть вступати як в антогоністичні так і синергічні взаємовідносини, або утворювати так звані суперекотоксиканти [67, 68, 69, 70]. Так, на даний час було визначено антагонізм між (Zn и Cu; Fe и Cr, Zn и Cr) та сінергізм (Fe и Ni) при розвитку мікроелементозів людини [71].
Було визначено (табл. 3.1), що при найнижчих концентраціях Fe2+ та Cu2 у культуральному середовищі, яка дорівнювали 0,01 ГДК для кожного з металів, призводили до підвищення рухової активності дафній на 15 та 60 хвилинах дослідження і була більшою за показники контрольної групи на 27,9% (р < 0,001) та 36,1% (р < 0,001). У подальшому – на 6 та 24 годину дослідження, навпаки, спостерігалось зменшення рухової активності на 11,3% (р < 0,001) та 40,0% (р < 0,001), порівняно із контрольною групою. У більшості дафній, на 6 годину дослідження визначалась реакція перекидання, а на 24 годину – тварини були малорухливими, амплітуда рухів антен була значно зменшеною і більшість дафній знаходились у придонному шарі води.
Таблиця 3.3 – Зміни рухової активності дафній при різних концентраціях катіонів Fe2+ та Cu2+ у середовищі
	Концентрація Fe2+ : Cu2+, мг/л
	Рухова активність дафній, ум.од.

	
	15 хв
	60 хв
	6 год
	24 год

	Контроль
	97,6 ± 4,9
 
	95,3 ± 5,8
	98,7 ± 6,6
	95,8 ± 6,1

	0,003 : 0,001 (0,01 ГДК)
	124,8 ± 3,9 ***
	129,7 ± 4,1 ***
	87,5 ± 5,8
***
	60,4 ± 4,7
***

	0,03 : 0,01 (0,1 ГДК)
	130,0 ± 3,3 ***
	59,0 ± 5,8 ***
	32,7 ± 6,2
 ***
	0 (імобілізація)

	0,3 : 0,1 (1 ГДК)
	145,1 ± 2,9 ***
	27,4 ± 3,9 ***
	0 (імобілізація)
	0 (імобілізація)


Примітка: *** – р < 0,001 порівняно із контролем.
При концентрації катіонів феруму та купруму у середовищі, які дорівнювали 0,1 ГДК на 15 хвилині дослідження спостерігалось суттєве збільшення (на 33,2 % (р < 0,001) більше, ніж в контрольній групі) рухової активності дафній. На 60 хвилині спостерігалось суттєве пригнічення даного показнику, який був меншим ніж в контролі на 38,1% (р < 0,001); подібна тенденція зберігалась і на 6 годині дослідження, адже показник рухової активності дафній у цей час був на 66,9% (р < 0,001) менше, ніж в контролі. На 24 годину визначалась іммобілізація усіх тварин дослідної групи.
Максимальна досліджувана концентрація катіонів Fe2+ та Cu2+ у середовищі, яка становила 1 ГДК для кожного з катіонів виявилась надзвичайно токсичною для дафній. Про це свідчить той факт, що після короткого періоду збільшення рухової активності на 15 хвилині дослідження (на 48,7% біьше, ніж в контролі), яка характеризувалася хаотичними обертаннями, відбулось суттєве її пригнічення, і на 60 хвилині дослідження цей показник був меншим, ніж у контрольної групи на 71,2%. Дафнії були зосереджені у придоному шарі води, а рухова активність проявлялась у поодиноких низькоамплітудних рухах. На 6 годину дослідження була визначена повна іммобілізація усіх тварин дослідної групи.
Отже, порівнюючи ступінь впливу окремої дії катіонів феруму і купруму із їх сполучною дією (рис. 3.1) можна визначити, що сполучна дія призводила до значно більш вираженого токсичного ефекту на організм дафній, що ймовірно обумовлено синергізмом їх дії.
Важливою є не тільки якісна, а й кількісна оцінка поведінкових реакцій дафній. Однією із таких реакцій є реакція обертання тіла дафній навколо своєї осі. Дана реакція вірогідно пов'язана з ураженням нервових вузлів та порушенням координації рухів. Достовірно такий ефект виявлено при впливі на дафній пестициду дихлордифенілтрихлоретану та деяких інших пестицидів, а також важких металів, але є підстави для припущення про її універсальність – у визначальній таблиці токсичної дії речовин та фізіологічного стану дафній дана реакція визначається як недостатність корму. Справа тут не в хімічній природі токсиканту, а в тому, що кожен організм здатний реагувати на вплив стрес-факторів тільки так, як дозволяють його структурно-функціональна організація та генетична програма.

	Речовина
	Концентрація у середовищі, ГДК
	Експозиція

	
	
	15 хв
	60 хв
	6 год
	24 год

	Ферум
	(0,01 ГДК)
	-
	-
	-
	-

	
	(0,1 ГДК)
	-
	-
	-
	-

	
	(1 ГДК)
	-
	-
	-
	±

	Купрум
	(0,01 ГДК)
	-
	-
	-
	-

	
	(0,1 ГДК)
	-
	±
	±
	+

	
	(1 ГДК)
	-
	+
	+
	ІМ

	Ферум
+
Купрум
	(0,01 ГДК)
	-
	-
	+
	+

	
	(0,1 ГДК)
	-
	+
	+
	ІМ

	
	(1 ГДК)
	+
	+
	ІМ
	ІМ


Примітка.
  – реакція обертання відсутня;
  – реакція обертання відзначається лише у окремих особин;
  – реакція відзначається у всіх особин;
  – імобілізація дафній.
Рисунок 3.1 – Поведінкова реакція обертання у дафній при наявності у середовищі катіонів феруму та купруму різної концентрації
Оскільки поведінкові реакції проявляються до смерті особин, передуючи їх імобілізації, чутливість таких показників вища, ніж показники смертності. Вони можуть бути охарактеризовані часом відгуку (ефективного часу), який зазвичай обчислюється хвилинами і секундами [72].
4 ОХОРОНА ПРАЦІ
Практична частина моєї дипломної роботи на тему: «Зміни поведінкових реакцій daphia spp. При забрудненні води катіонами купруму (ІІ) та феруму (ІІ)» проводилась у лабораторії № 109 кафедри фізіології, імунології і медицини з курсом цивільного захисту та медицини, яка обладнана централізованим водопостачанням та водовідведенням, системою централізованого опалення та вентиляції. В процесі проведення досліджень застосовувались методи з використанням електричного устаткування, скляного посуду, оптичних приладів, розчинних солей важких металів, легкозаймистих матеріалів. У лабораторії забороняється працювати наодинці, тому всі досліди я проводила в присутності викладача або лаборанта [73].
Перед початком роботи зі мною був проведений інструктаж з охорони праці та пожежної безпеки моїм науковим керівником за інструкцією № 63 з охорони праці. Основні небезпечні виробничі фактори при виконанні роботи пов’язані зі зміною показників мікроклімату в лабораторії (відносна вологість повітря, температура повітря, швидкість руху повітря, атмосферний тиск), ураження електричним струмом, отруєння або травми різного характеру , які можуть виникати внаслідок невмілого використання приладів та інструментів [74].
На всі види робіт, що являли собою потенційну небезпеку була підготовлена документація, що узгоджувалась з керівником робіт. Для запобігання виникнення нещасних випадків, пожеж і вибухів чітко дотримувалась правил з техніки безпеки, виробничої санітарії й пожежної безпеки. Дослідження проводила акуратно, уважно після попереднього ознайомлення із приладами, інструментами, властивостями речовин і правилами безпеки. Під час підготовки до виконання дослідів та безпосередньо під час них використовувала засоби індивідуального захисту: халат, окуляри, маска, рукавички, в залежності від виду роботи. 
Всі прилади, які використовуються в лабораторії були заземлені. Площа, що відводилась на одного працюючого становила щонайменше 4,5 м². У лабораторії проводилось вологе прибирання і регулярне провітрювання впродовж робочого дня. 
Для обробки експериментальних даних та оформлення кваліфікаційної роботи використовувалась без комп'ютерна техніка. Вмикання комп'ютерів до електричної мережі здійснювалось тільки через спеціально встановлені електричні розетки із заземленням. При опрацюванні матеріалів роботи мною були враховані наступні шкідливі фактори, що мають місце при роботі на комп’ютері: навантаження на зір, опорно-руховий апарат. Площа, що припадає на одного працюючого за монітором комп'ютера, повинна бути не менше 6,0 м2, відстань між робочими місцями повинна бути не менше 1,5 м в ряду, і не менше 1,25 м між рядками. Відстань від очей до екрану дисплея повинна становити 50-70 см, кут зору 10-20о, але не більше 40о. Тривала робота з комп’ютером призводить до іонізації приміщення позитивними та негативними іонами, через кожну годину треба робити 20 хвилинні перерви. Після закінчення робіт необхідно від’єднати апаратуру від електромережі [73]. 
Перед початком роботи у лабораторії потрібно: переодягтися у спеціальний одяг і отримати дозвіл на виконання роботи, ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментом. Перевірити захисне заземлення (занулення) на приладах, що будуть використані під час провдення робіт. Не дозволяється знаходитись в лабораторії у верхньому одязі. Упевнитись в наявності засобів гасіння вогню і надання першої долікарської допомоги. 
У робочій зоні лабораторії повинні дотримуватися визначені параметри температури, вологості, освітлення, швидкість переміщення повітря, усе повинно відповідати вимогам ДНАОП 0.03-15-86. У лабораторії я ніколи не працювала самостійно, так як наявність другої особи необхідна для надання допомоги при нещасних випадках. Працювала у зручному одязі (індивідуальний бавовняний халат і гумові рукавички).
Дослідницькі роботи можуть здійснюватися під керівництвом відповідального за виконання роботи викладача. Перед початком роботи уважно ознайомитись із правилами безпеки робіт, обладнанням, матеріалами та інструментами та отримати дозвіл викладача розпочати роботу. 
Не можна користуватися несправними приладами, а також залишатися в лабораторії одному. Під час роботи в лабораторії треба підтримувати тишу, порядок, чистоту, не допускати квапливості, неохайності. З метою запобігання займання електропроводки слідкувати за цілістю ізоляції. 
Після закінчення робіт в лабораторії необхідно привести в порядок робоче місце, зачинити вікна, перевірити чи закриті водопровідні крани, вимкнути вентиляцію та освітлення. Після виконання роботи викладач обов'язково оглядає приміщення, вимикає електроживлення [73]. 
Охорона праці займає одне з провідних місць в організації виробництва, проведенні наукових досліджень. Правила з охорони праці спрямовані на попередження професійних захворювань, травм, смерті у випадку нещасних випадків [75].
Техніка безпеки поряд з виробничою санітарією є частиною охорони праці. У разі виникнення екстремальної ситуації треба негайно повідомити керівника робіт. При попаданні під дію електричного струму, треба негайно вимкнути напругу. У разі виникнення напруги на корпусах обладнання, треба вимкнути мережу чи прилад. Вміти використовувати вуглекислотний або порошковий вогнегасники, та різні підручні засоби при виникненні пожежі. Мої дослідження були пов'язані з використанням електричного обладнання, потрібно вчасно та правильно надати допомогу при враженні електричним струмом.
У всіх випадках виникнення екстремальних ситуацій треба надати першу долікарську допомогу.
Треба систематично слідкувати за справністю електричної апаратури, самостійний ремонт електрообладнання забороняється. 
Необхідно припинити роботу на електрообладнанні при:
– появі диму або специфічного запаху, характерного для ізоляції, що горить;
– появі навіть слабої дії електроструму;
– появі підвищеного шуму, стуку, вібрації тощо;
– при раптовому припиненні роботи електроустаткування (зникнення напруги, заклинення частин приладу, що рухаються (центрифуга тощо), воно повинно бути вимкнено вимикачем.
Електроопік невеликих розмірів буває в місцях входу та виходу струму (знаки току) і має вигляд темних плям. Загальне ураження організму струмом може викликати різні розлади: від незначних больових відчуттів до сильного скорочення м'язів, коли потерпілий не може розігнути руку і звільнитися від дроту, розладу психіки, нервової системи, дихання і серцевої діяльності 
Рятування потерпілих від впливу електричного струму залежить від швидкості звільнення його від струму, а також від швидкості та правильності надання йому допомоги. Зволікання може зумовити загибель потерпілого. При ураженні електричним струмом смерть часто буває клінічною, тому ніколи не слід відмовлятися від надання допомоги потерпілому і вважати його мертвим через відсутність дихання, серцебиття, пульсу. Вирішувати питання про доцільність або непотрібність заходів з оживлення та винести заключения про його смерть має право лише лікар. Якщо потерпілий при свідомості і не жаліється, то все ж слід пам'ятати, що дія електричного струму на організм може проявитися не зразу, а через деякий час. Саме тому потерпілого необхідно терміново доставити в лікарню. При відсутності пульсу і дихання терміново приступають до штучного дихання і масажу серця.
Якщо потерпілий при свідомості та стійке дихання і є пульсом, але до цього втрачав свідомість, його слід покласти на підстилку з одягу, розстебнути одяг, котрий утруднює дихання, забезпечити приплив свіжого повітря, розтерти і зігріти тіло та забезпечити повний спокій, дати понюхати нашатирний спирт, сполоснути обличчя холодною водою. Якщо потерпілий, котрий знаходиться без свідомості, прийде до тями, слід дати йому випити 15-20 краплин настоянки валеріани і гарячого чаю. Ні в якому разі не можна дозволяти потерпілому рухатися, а тим більше продовжувати роботу, оскільки відсутність важких симптомів після ураження не виключає можливості подальшого погіршення стану. Лише лікар може робити висновок про стан здоров'я потерпілого. Якщо потерпілий дихає рідко і судорожно, але у нього не намацується пульсу необхідно відразу зробити йому штучне дихання.
За відсутності дихання та пульсу у потерпілого внаслідок різкого погіршення кровообігу мозку розширюються зіниці, зростає синюшність шкіри та слизових оболонок. У таких випадках допомога повинна бути спрямована на відновлення життєвих функцій шляхом проведення штучного дихання та зовнішнього (непрямого) масажу серця. Потерпілого слід переносити в інше місце лише в тих випадках, коли йому та особі, що надає допомогу, продовжує загрожувати небезпека або коли надання допомоги на місці не можливе. Для того, щоб не втрачати час, не слід роздягати потерпілого. Не обов'язково, щоб при проведенні штучного дихання потерпілий знаходився в горизонтальному положенні, необхідно відразу розпочати проведення штучного дихання та масажу серця і робити це до появи самостійного дихання і відновлення діяльності серця або передачі потерпілого медичному персоналу [76].
Пожежна безпека об'єкту регламентується Законом України «Про пожежну безпеку» від 17.12.93 року. Правилами пожежної безпеки України, затвердженими 14.06.95 року наказом № 400 МВС України та інструкціями. Пожежна безпека повинна забезпечуватися системою запобігання пожежі та системою пожежного захисту.
В лабораторіях та кабінетах необхідно розміщати тільки необхідні меблі, прилади, обладнання, речі та інше, які повинні зберігатись в шафах та стаціонарно установлених стійках. Заборонено використання побутових електрокип’ятильників, прасок. Всі електроустановки повинні мати захист від струму короткого замикання та інших відхилень від нормальних режимів роботи, що можуть привести до виникнення пожежі. Настільні лампи, радіоприймачі, обчислювальні машини і т.п. дозволяється включати в мережу за допомогою штепсельних з’єднань промислового виробництва. Забороняється користуватись відкритим вогнем та легкозаймистими матеріалами. Всі роботи, пов'язані з можливістю виділення токсичних і пожежо-вибухонебезпечних пару і газу, повинні проводитись тільки у витяжних шафах, обладнаних вентиляцією. Не допускається розміщати папір, одяг і інші горючі матеріали на нагрівальні прилади та системи опалення. Палити в приміщенні лабораторії забороняється. У разі виявлення пожежі (ознак горіння) кожен зобов'язаний негайно повідомити про це пожежно-рятувальну службу з телефоном «101», вказати при цьому точну адресу, кількість поверхів, місце виникнення пожежі, наявність людей, а також своє прізвище [77].
ВИСНОВКИ
1. Концентрація Fe2+ у культуральному середовищі, яка дорівнювала 0,003 мг/л призводила до підвищення рухової активності дафній на 15 хвилин досліджень на 5,1% (р < 0,05). Відмічався більш хаотичний та невпорядкований рух дафній дослідної групи. Але у подальшому, на 60 хвилині та на 6 й 24 годині спостереження, показники рухової активності та характер рухів дафній відповідали показникам контрольної групи. При концентрації Fe2+ 0,03 мг/л у дафній на 15 та 60 хвилинах дослідження спостерігались: збільшення рухової активності (на 9,7% (р < 0,001) та на 14,4% (р < 0,001), а рухи були не тільки хаотичними, а й мали більшу амплітуду стрибків, ніж у тварин контрольної групи. На 6 годині дослідження рухова активність дафній при зазначеній концентрації катіонів Fe2+ у середовищі не відрізнялась від поведінки дафній контрольної групи. При концентрації катіонів феруму 0,3 мг/л на 15 та 60 хвилинах спостерігалося збільшення рухової активності дафній на 22,4% (р < 0,001) та 23,0% (р < 0,001), а характер рухів характеризувався хаотичністю переміщень та більшою амплітудою рухів. На 6 годині дослідження показники рухової активності дафній не відрізнялись від показників контрольної групи. На 24 годині дослідження показник рухової активності був достовірно нижчим, ніж у контрольної групи на 14,3% (р < 0,001). У всіх тварин дослідної групи відзначалося уповільнення взмахів антен, а у деяких – відзначалася поведінкова реакція обертання, або «перекидання».
2. При концентрації Сu2+ у середовищі, яка дорівнювала 0,001 мг/л, рухова активність дафній порівняно із тваринами контрольної групи зростала на 25,5% (р < 0,001) на 15 хвилині, на 60 хвилині була більшою на 30,1% (р < 0,001), через 6 годин на 6,9% (р < 0,01) більшою, і лише на 24 годині статистично значимих відмінностей за цим показником у дослідній та контрольній групах визначено не було. При концентрації катіонів Cu2+ у середовищі 0,01 мг/л у дафній на 15 хвилині визначалося суттєве зростання рухової активності. Через 6 годин експозиції рухова активність дафній дослідної групи була нижчою за показники контрольної групи на 16,9% (р < 0,001), а через 24 години – на 40,0% (р < 0,001). При концентрації купруму, яка була еквівалентною 1 ГДК у тварин на 15 хвилині дослідження визначалося суттєве (на 42,8%, р < 0,001) зростання рухової активності, а вже починаючи із 60 хвилини – суттєве її пригнічнення. У даний час рухова активність дафній характеризувалася хаотичними обертаннями навколо осі і була нижчою ніж у контролі на 10,1% (р < 0,001). На 6 годині дослідження рухова активність дафній вже на 67,9% (р < 0,001) нижче, ніж у контролі. Тварини знаходились переважно у нижньому шарі води, взмахи антен та амплітуда рухів були дуже невеликими. На 24 годину дослідження у даній групі 100% тварин були імобілізованими.
3. При концентраціях Fe2+ та Cu2+, які дорівнювали 0,01 ГДК для кожного з металів, спостерігалося підвищення рухової активності дафній на 15 та 60 хвилилнах дослідження і цей показник був більшим за показники контрольної групи на 27,9% (р < 0,001) та 36,1% (р < 0,001). У подальшому – на 6 та 24 годину дослідження, навпаки, спостерігалось зменшення рухової активності на 11,3% (р < 0,001) та 40,0% (р < 0,001), порівняно із контрольною групою. У більшості дафній, на 6 годину дослідження визначалась реакція перекидання, а на 24 годину – тварини були малорухливими, амплітуда рухів антен була значно зменшеною і більшість дафній знаходились у придоному шарі води. При концентрації катіоноів феруму та купруму у середовищі, які дорівнювали 0,1 ГДК на 15 хвилині дослідження спостерігалось суттєве збільшення (на 33,2 % (р < 0,001) більше, ніж в контрольній групі) рухової активності дафній. На 60 хвилині спостерігалось суттєве пригнічнення даного показнику, який був меншим ніж в контролі на 38,1% (р < 0,001); подібна тенденція зберігалась і на 6 годині дослідження, адже показник рухової активності дафній у цей час був на 66,9% (р < 0,001) менше, ніж в контролі. На 24 годину визначалась імобілізація усіх тварин дослідної групи.
При концентрації катіонів Fe2+ та Cu2+ у середовищі після короткого періоду збільшення рухової активності на 15 хвилині дослідження (на 48,7% біьше, ніж в контролі), яка характеризувалася хаотичними обертаннями, відбулось суттєве її пригнічнення, і на 60 хвилині дослідження цей показник був меншим, ніж у контрольної групи на 71,2%. Дафнії були зосереджені у придоному шарі води, а рухова активність проявлялась у поодиноких низькоамплітудних рухах. На 6 годину досліження була визначена повна імобілізація усіх тварин дослідної групи.
ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
На основі результатів оцінки впливу катіонів металів на поведінкові реакції дафній можна рекомендувати застосування даного методу у програмах контролю якості навколишнього середовища.
Отримані в роботі результати можуть використовуватись для викладання навчальних дисциплін «Медична екологія та ендоекологія», «Гідробіологія», «Загальна екологія та неоекологія».
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