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Проведена оценка острого токсического действия про­
мышленно производимого углеродного наноструктурного 
материала (многостенных углеродных нанотрубок) на церио- 
дафний, одноклеточные зеленые водоросли и бактерии. Уста­
новлено, что исследуемый наноматериал относится к III клас­
су опасности для окружающей природной среды (умеренно 
опасные вещества). Организмами, наиболее устойчивыми к 
действию наноматериала, оказались цериодафнии, наименее 
устойчивыми -  микроводоросли и бактерии. Показано, что 
безопасные концентрации углеродного наноматериала в вод­
ной среде лежат в диапазоне ниже 2 мг/л.
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Введение
Н анотехнологии, как одно из главных направлений развития современной нау­

ки и техники, в ближайш ем будущ ем способны принести результаты, сопоставимые с 
теми, что были достигнуты за несколько последних десятилетий [1]. Уж е сейчас в мире 
производятся тысячи тонн обладающ их уникальными свойствами наноструктурных 
материалов, при этом наблюдается устойчивая тенденция к росту их производства.

В то ж е время нарастает угроза со стороны наноматериалов как нехарактерных 
для ж ивой природы мелкодисперсных поллютантов с малоизученными токсикологи­
ческими свойствами [2].

Источниками их поступления в окружающ ую среду являются потребительские 
продукты наноиндустрии, крупнотоннаж ные нанотехнологические производства, а 
также многочисленные экспериментальные производства и научные лаборатории, в 
которых идут синтез и исследование свойств наноматериалов. Кроме того, такие про­
изводственные процессы, как, например, сварка, также сопровождаются значитель­
ным выделением в атмосф еру техногенны х наночастиц [3].

П ромыш ленные наноматериалы могут попасть в окружающ ую среду разными 
путями на протяжении всего ж изненного цикла наносодержащ ей продукции -  полу­
чения, обработки, перевозки, использования и утилизации [4].

После попадания в гидросф еру в составе сточных вод или из воздуха промыш ­
ленные наночастицы в первую очередь могут поступать в организм гидробионтов -  
зоо- и фитопланктона, рыб, донны х беспозвоночных. Н аходясь в основании пищ евых 
цепей, они являю тся важнейш ей категорией организмов, подвергаемых экотоксико- 
логическому воздействию со стороны наноразмерных материалов [5]. М ногочислен­
ные бактерии, участвую щ ие в поддержании стабильности экосистем, также являются

1 НИР проведена в рамках реализации ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры иннова­
ционной России» на 2009-2013 годы (Госконтракты № 14.740.11.0956 от 29.04.2011 г. и № 16.740.11.01-94 
от 24.09.2010 г.)
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потенциальном «группой риска» по отнош ению к промыш ленным наноматериалам, 
зачастую имеющим выраженный антибактериальный эфф ект [6].

Таким образом, для оценки экотоксикологических свойств промыш ленно про­
изводимых наноматериалов представляется оправданным выбор тест-объектов, отно­
сящихся к указанным группам, а именно ракообразны х «фильтраторов» -  цериодаф- 
ний, компонента фитопланктона -  одноклеточных зеленых водорослей и бактерий 
киш ечной палочки, одного из наиболее распространенны х тест-объектов в биологиче­
ских исследованиях.

В последние годы, в свете необходимости управления рисками, связанными с 
производством и оборотом продукции наноиндустрии, появился ряд научных публи­
каций, посвящ енных оценке воздействия наноматериалов, в частности углеродных, на 
ж ивые организмы. Помимо исследований токсических эффектов на клеточных куль­
турах и млекопитающ их [7, 8, 9], проводится биотестирование промыш ленных нано­
материалов на гидробионтах и бактериях.

Например, показано проникновение и накопление многостенны х углеродны х 
нанотрубок в пищ еварительныом тракте ракообразного D aphnia m agna  [10]. Имеются 
данные об адгезии наночастиц фуллерена С60 на поверхности тела ракообразных- 
паразитов A cartia tonsa [11]. При этом наблюдались наруш ения поведения и физиоло­
гии испытуемых организмов: особи сталкивались со стенками посуды, плавали круга­
ми на поверхности, изменялась частота ударов сердца, снижалось количество потом­
ства, задерж ивалась линька. Высказываются предположения о связи этих явлений с 
адгезией наночастиц [12]. Показано, что функционализация наночастиц фуллерена 
С60, вводимого в среду обитания рачков Daphnia pulex, способствует активации у  по­
следних антиоксидантных ферментов глутатион^-трансф еразы  и каталазы, что сви­
детельствует о развитии окислительного стресса [13]. М одификация многостенных уг­
леродны х нанотрубок полиэтиленимином, повыш ающ им их диспергируемость в воде, 
также способствовала повыш ению смертности ракообразных [14].

Развитием окислительного стресса авторы исследования [15] объясняют повре­
ж дение клеток мозга рыб M icropterus salm oides фуллеренами. На ры бах Pim ephales 
prom elas показано значительное уменьш ение содержание пероксисомного белка ли ­
пидного транспорта PM P70 после введения в среду обитания фуллерена С60, что мо­
ж ет указывать на наруш ение липидного обмена [12]. В работе [16] показана задержка 
развития эмбрионов рыб Danio rerio при введении в среду неочищ енных одностенных 
и двустенны х углеродны х нанотрубок. Токсический эфф ект авторы связывают с дей­
ствием остатков кобальто-никелевого катализатора на нанотрубках.

Известны исследования токсичности наночастиц на водорослях. Так, в работе 
[17] на пресноводной зеленой водоросли Pseudokirchneriella subcapitata  показан ток­
сический эфф ект наночастиц TiO2, зависящ ий от размера частиц и повыш ающ ийся в 
присутствии ионов кадмия, что может указы вать на синергетический эфф ект двух ток­
сикантов.

Значительное количество работ посвящено антибактериальному действию на­
номатериалов, в частности, углеродны х нанотрубок, поскольку это может найти прак­
тическое применение в создании бактерицидных поверхностей, фильтров и т.п. [18, 
19, 20]. В исследовании [21] на культуре Escherichia coli показана зависимость анти­
бактериального эффекта углеродны х нанотрубок от диаметра, при этом одностенные 
нанотрубки оказались токсичнее многостенных. П охожие результаты получены в ра­
боте [22]: оценка цитотоксичности четы рех углеродны х наноматериалов: одностенных 
и многостенных углеродны х нанотрубок, фуллерена C60 в водной фазе и коллоидного 
графита продемонстрировала, что для монокультур Escherichia coli, Pseudom onas ae­
ruginosa, Bacillus subtilis и Staphylococcus epiderm is, а также для разнообразны х мик­
робных сообществ речных и сточных вод наиболее токсичными являю тся одностен­
ные углеродные нанотрубки.

Отмечается зависимость антибактериального эффекта одностенных углерод­
ных нанотрубок от длины  [23], физико-химической модификации, включая окисле­
ние, функционализацию и прокаливание, а также степени диспергированности в рас­
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творе [24]. Интересные результаты  продемонстрированы в работе [25]: авторами уста­
новлено, что электронная структура одностенной углеродной нанотрубки (т.е. тип 
проводимости -  металлический или полупроводниковый) является фактором, опре­
деляю щ им антибактериальную  активность. Наблю далось снижение ж изнеспособно­
сти бактерий Escherichia coli с увеличением фракции «металлических» одностенных 
углеродны х нанотрубок.

Среди предполагаемых механизмов цитотоксичности углеродны х нанотрубок -  
мембранный стресс, то есть, прямой контакт нанотрубки с бактерией, приводящ ий к 
повреждению мембраны и выходу наружу внутриклеточного содержимого, а также 
развитие окислительного стресса [25].

Таким образом, токсическое действие наноматериалов на гидробионты и бак­
терии в значительной степени зависит не от химической природы материала, а от раз­
нообразных структурных особенностей. В связи с этим, определение степени опасно­
сти наноматериалов по аналогии с уже изученными образцами может дать искаж ен­
ные результаты и привести к негативным последствиям для окружающ ей среды и 
здоровья человека в ходе производства, транспортировки, хранения, эксплуатации и 
утилизации продукции наноиндустрии. П оэтому необходимой представляется экоток- 
сикологическая оценка каждого из промы ш ленно-производимы х наноматериалов.

Объекты и методы исследования

Объект исследования -  углеродный наноматериал «Таунит» (УНМ  «Таунит», 
многостенные углероды е нанотрубки), производимый в промыш ленных масш табах 
ООО «НаноТехЦентр» (г. Тамбов). Данный материал представляет собой одномерные, 
наномасш табные, нитевидные образования поликристаллического графита, цилинд­
рической формы с внутренним каналом, в виде сыпучего порош ка черного цвета. Гид- 
рофобен, химически инертен, чистота -  более 98%. Гранулы УН М  микрометрических 
размеров имеют структуру спутанных пучков многостенных трубок, способ получения -  
газофазное химическое осаждение на металлическом катализаторе (ГФХО) или CVD- 
процесс. «Таунит» является перспективным материалом для авиационной, атомной, 
космической промыш ленности, медицины, фармацевтики, для производства супер­
компьютеров, видеотехники, плоских экранов, мониторов, фильтров ш ирокого назна­
чения. Добавка УН М  «Таунит» улучш ает качество смазок, конструкционных компози­
тов, строительны х материалов. Гранулы «Таунита» могут служить носителями ката­
лизаторов или лекарственных препаратов, также в качестве адсорбентов, источников 
холодной эмиссии электронов [26]. В таблица 1 представлена характеристика иссле­
дуемого углеродного наноматериала.

Т аб л и ц а 1
Характеристика 

углеродного наноматериала «Таунит»

Характеристика Значение
Наружный диаметр, нм 10-60
Внутренний диаметр, нм 10-20

Длина, цм (микрометров) 2 и более

Общий объем примесей (%), до 1.5
в т.ч. аморфный углерод 0.3-0.5
Насыпная плотность, г/см3 0.4-0.5
Удельная геометрическая поверхность, м2/г 120 и более

Термостабильность (°С) до 700

Средний объем пор, см3/г 0.22

Средний размер пор, А 70

В качестве методик 
исследования были вы­
браны распространенные 
в экотоксикологии мето­
ды определения токсич­
ности по изменению по­
казателей смертности и 
плодовитости цериодаф- 
ний, одноклеточных
зеленых водорослей и 

геномодифицированных 
бактерий кишечной па­
лочки [27, 28, 29]. Кроме 
того, методика биотести­
рования по гибели рако­
образных Ceriodaphnia 
affinis [30] рекомендована 
для оценки безопасности 
наноматериалов.
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К ультивационны е среды  для биотестирования готовили согласно соответст­
вую щ им м етодикам , при этом получение устойчивы х коллоидны х растворов угл е­
родного наном атериала нуж ны х концентраций дости галось при помощ и ул ьтра­
звуковой ванны.

Измерение интенсивности биолюминесценции осущ ествляли с помощью при­
бора «Биотокс-10».

Для поддержания постоянных условий культивации цериодафний и микрово­
дорослей использовали климатическую камеру.

За окончательный результат принимался класс опасности, выявленный на тест- 
объекте, проявивш ем более высокую чувствительность к анализируемому токсиканту. 
Класс опасности устанавливался по кратности разведения водной вытяжки, при кото­
рой не выявлено воздействие на тест-объекты в соответствии с установленными диа­
пазонами кратности разведения (таблица 2).

Таблица 2 
Критерии отнесения токсикантов 

к классам опасности

Класс
опасности

Кратность разведения водного раствора 
тестируемого материала, при котором 
вредное воздействие на тест-объекты 

отсутствует
I >10000
II от 10000 до 1001
III от 1000 до 101
IV <100
V 1

Примечание: приводится по [31].

М етод биотестирования 
по гибели цериодафний 
(СвпойарЬт а affinis Lilljeborg, 
1900) основан на установлении 
различия между количеством 
погибш их цериодафний в ана­
лизируемой пробе, содержащей 
наноматериалы, (опыт) и куль­
тивационной воде (контроль).

Критерием острой ле­
тальной токсичности являлась 
гибель 50% цериодафний и бо­
лее в опыте по сравнению с 
контролем за 48 часов биотес­
тирования, при условии, что в

контроле гибель не превыш ала 10%. Для биотестирования использовали емкости объ­
емом 30 мл, заполненные наполовину исследуемой ж идкостью , в которые помещали 
по одной цериодафнии из синхронизированной культуры возрастом не более двух су­
ток. Определение токсичности проводили в 10 емкостях для каждой из исследованных 
концентраций. Тем пературу поддерживали на уровне 22-24 °С , освещ енность состав­
ляла 90 0 -10 0 0  Лк. Содержание растворенного в воде кислорода в конце эксперимента 
составляло не менее 4 мг/дм3, уровень pH находился в пределах 7 .0 -7 .3 . Цериодафний 
кормили водорослевой суспензией, приготовленной согласно методике [27] перед на­
чалом эксперимента, а затем ежесуточно по одному разу. Учет смертности в опытной и 
контрольной группах проводили каждый час до конца первого дня опыта, а затем два 
раза в сутки до окончания эксперимента. Н еподвиж ных особей считали погибш ими, 
если они не начинали двигаться в течение 15 секунд после покачивания стакана. Рас­
чет полулетальных (ЛК50-48) и безвредных (БК10-48) концентраций вели с использова­
нием пробит-анализа.

М етодика определения токсичности на культуре зеленых протоккоковых водо­
рослей (Scenedesm us quadricauda  (Turpin) Brebisson, 1835) основана на регистрации 
темпа роста (снижения численности) клеток водорослей под воздействием токсиче­
ских веществ, (опыт) по сравнению с контрольной культурой в пробах, не содержащ их 
токсических веществ (контроль). Устанавливалась острая токсичность или ингиби­
рующая ингибирующ ая кратность разбавления (ИКР50-72) водных вытяжек, вы зы ваю ­
щая снижение численности клеток водорослей на 50 % и более по сравнению с кон­
тролем за 72 часа экспозиции; безвредная (не вызывающ ую эффекта острой токсично­
сти) кратность разбавления (БКР20-72) водных вытяжек, вызываю щ их снижение чис­
ленности клеток водорослей не более чем на 20% по сравнению с контролем за 72 часа 
экспозиции.

Об угнетении водорослей в опыте по сравнению с контролем судили по сниж е­
нию численности клеток водорослей через 72 часа от начала биотестирования.
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Для биотестирования использовали альгологически чистую культуру водорос­
лей Scenedesm us quadricauda, находящ уюся в экспоненциальной стадии роста (3 -5  
суток после пересева). В стеклянные плоскодонные колбы вместимостью 250 см3 на­
ливали по 100 см3 контрольной (дистиллированной воды с р Н  7 .0 -7 .5) и исследуемой 
жидкости. П овторность двукратная. Затем в каждую колбу пипеткой стерильно, над 
пламенем горелки добавляли по 0.1 см3 раствора реактивов, согласно методике [28]. 
Содержимое колб перемеш ивали. Затем во все колбы добавляли равные объемы сус­
пензии водорослей, с учетом того, чтобы численность клеток в них составила 2 5 -3 5  
тыс. кл./см3. После внесения водорослей колбы вновь перемеш ивали. Затем произво­
дили подсчет клеток водорослей в камере Горяева во всех контрольных и испытуемых 
пробах. В каждой колбе дваж ды  подсчитывали численность клеток. Содержимое колб 
вновь перемеш ивали, закрывали стерильными ватно-марлевыми пробками и устанав­
ливали в лю миностат при температуре от +22°С до +25°С, освещ енности 300 0 -10 0 00  
Лк, световой период -  24 часа. Клетки водорослей поддерживали во взвеш енном со­
стоянии в колбах путем встряхивания 1 -2  раза в сутки, чтобы  улучш ить газообмен и 
сократить колебания водородного показателя за счет выделяющ егося углекислого газа 
водорослями в исследуемых растворах.

Через 72 часа от начала биотестирования проводили подсчет численности кле­
ток в камере Горяева в контрольных и опытных колбах. Численность водорослей в 
контроле увеличивалась не менее чем в 10 раз за 72 часа экспозиции. И зменение р Н  в 
конце эксперимента составляло не более 1.5.

При определении острого токсического действия для каждого разведения по 
результатам двух параллельных определений вычисляли среднее значение численно­
сти клеток по формуле:

где X  -  среднее значение тест-параметра (уровня флуоресценции или численности 
клеток); X i -  значения тест-параметра в i-том параллельном определении; n  -  количе­
ство параллельных определений.

Рассчитывали относительное (в %) изменение численности клеток водорослей 
для каждого разведения по сравнению с контролем (Г):

г хк-х 0

где Х ;, -  среднее значение тест-параметра в контроле, Х.0 -  среднее значение тест- 
параметра в опыте.

Характеристики степени токсичности испытуемой среды приведены в таблице 3.
Стимуляцию (противо­

положная угнетению реакция 
тест-объектов на воздействие 
токсикантов) до уровня 30% по 
сравнению с контролем считали 
как нетоксичное действие испы­
туемой воды на тест-объект.

Значения ИКР50-72 и БКР20-72 рассчитывали с помощью пробит-анализа.
Исследование острой токсичности с использованием биосенсора «Эколюм» 

(культура лю минесцентны х генноинж енерных бактерий Escherichia coli, 1885, М-17) 
основано на определении изменения интенсивности биолюминесценции бактерий 
при воздействии токсикантов. Острое токсическое действие исследуемой пробы на 
препарат «Эколюм» определяли по гаш ению биолюминесценции за 30-минутный пе­
риод экспозиции. Для разбавления использовали дистиллированную  воду, температу­
ра которой составляла 20°С, уровень p H  находился в пределах 7 .0 -7 .2 . На 0.1 мл сус­
пензии бактерий в кювету лю минометра добавляли 0.9 мл тестируемого раствора или 
дистиллированной воды (контроль). На протяжении периода экспозиции в помещ е­
нии поддерживали следующ ие условия: температура воздуха 20°С, относительная 
влажность воздуха не более 80%. Определение эфф ективной токсической концентра­

Таблица 3 
Характеристики степени токсичности 

испытуемого раствора

Отклонение от контроля, % Оценка
до 20 нетоксичная

от 50 и более острая токсичность
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ции (ЭЛКд0) и безвредной концентрации (ЭБК20) вели по показаниям прибора «Био- 
токс-10».

Результаты и их обсуждение

По результатам биотестирования углеродного наноструктурного материала 
«Таунит» на тест-объекте -  цериодафнии установлено, что водная вытяжка из угле­
родного наноматериала «Таунит» оказывает токсическое действие на тест-объект- 
цериодафний без разведения и в разведении в 10 раз. При разведении в 100 раз (кон­
центрация 1%) водная вытяжка не оказывает токсического действия. Безвредная крат­
ность разведения < 100 раз, следовательно, испытуемый материал относится к IV 
классу опасности для окружающ ей природной среды (ОПС).

Биотестирование углеродного наноструктурного материала «Таунит» на тест- 
объекте -  Scenedesm us quadricauda  показало, что наноматериала оказывает токсиче­
ское действие на тест-объект Scenedesm us quadricauda в концентрациях 100% и 1%; в 
концентрации 0,1% (разведение в 1000 раз) водная вытяжка не оказывает токсическо­
го действия на тест-объекты. Безвредная кратность разведения водной вытяжки нахо­
дится в интервале 10 1-10 0 0  раз, что позволяет отнести испытуемый материал к III 
классу опасности для ОПС.

По итогам биотестирования углеродного наноструктурного материала «Тау­
нит» на тест-объекте -  биосенсор «Эколюм» установлено, что водная вытяжка из на­
номатериала оказывает токсическое действие на тест-систем у «Эколюм» в концентра­
циях 100%, 10%, 1%, 0.5%, в концентрации 0.1% (разведение в 1000 раз) водная вы­
тяжка не оказывает токсического действия. Безвредная кратность разведения водной 
вытяжки находится в интервале 101-100 0  раз, следовательно, испытуемый материал 
относится к III классу опасности для ОПС.

Сводные результаты  экспериментов отраж ены в таблице 4.
Таблица 4

Оценка воздействия углеродного наноматериала на тест-объекты

Тест-объект
Концентрация коллоидного раствора наноматериала (%); в 

скобках указана кратность разведения раствора водой
Класс

опасно­
сти100 (1х) 10 (10х) 1 (100хх) 0.1 (1000х) 0.01 (10000Х)

Цериодафнии 0 0 1 1 1 IV
Scenedesmus
quadricauda 0 0 0 1 1 III

Тест-система
«Эколюм» 0 0 0 1 1 III

Примечание: 0 -  гибель организмов, 1 -  организмы выжили.

Таким образом, по результатам комплексного биотестирования установлено, 
что углеродный наноматериал «Таунит» относится к III классу опасности для ОПС 
(умеренно опасные вещества). Это соответствует классу опасности такого распростра­
ненного природного углеродного наноструктурного материала, как сажа. Относително 
низкая токсичность многостенных углеродны х нанотрубок согласуется с результатами 
других исследований [21, 22]

М еханизмами токсического действия наноматериала может служить повреж ­
дение мембран клеток, окислительный стресс [25] или механическое воздействие аг­
ломератов наноматериала на органы дыхания в случае цериодафний [32].

Были проведены расчеты полулетальных и безвредных концентраций для исполь­
зуемых тест-объектов. При этом наименее чувствительными к действию наноматериала 
оказались цериодафнии, а наиболее чувствительными -  бактерии и водоросли. Установ­
лено, что безопасная для наиболее чувствительного из тест-объектов -  микроводоросли 
Scenedesmus quadricauda концентрация углеродного наноматериала «Таунит» в водной 
среде составляет 2 мг/л.
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Заключение

Таким образом, проведена оценка острого токсического действия промы ш лен­
но производимого углеродного наноструктурного материала (многостенных углерод­
ных нанотрубок) на цериодафний, одноклеточные зеленые водоросли и бактерии. У с­
тановлено, что исследуемый наноматериал относится к III классу опасности для окру­
жающ ей природной среды (умеренно опасные вещества). Организмами, наиболее ус­
тойчивыми к действию наноматериала, оказались цериодафнии, наименее устойчивыми -  
микроводоросли и бактерии. Показано, что безопасные концентрации углеродного нано­
материала в водной среде лежат в диапазоне ниже 2 мг/л.

П олученные результаты могут быть учтены при разработке норм безопасности 
при производстве, хранении, транспортировке, эксплуатации и утилизации продук­
ции, содержащ ей углеродны е наноматериалы.
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ECOTO XICOLOGICAL RESEARCH OF CARBON NANOM ATERIAL
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A J. Godymchuk 3 D.V. Kuznetsov4

The estimation of acute toxic action of industrially 
made carbon nanomaterial (multiwalled carbon nanotubes) on 
Gteriodaphnia affinis, Scenedesmus quadricauda, Escherichia 
coli is obtained. It is established that the investigated nanoma­
terial belongs to the III class of danger to the natural environ­
ment (moderately dangerous substances). Gteriodaphnia affinis 
appeared to be the most resistant to the toxic influence of the 
nanomaterial, microalgae and bacteria -  the least resistant. It is 
shown that safe concentration of carbon nanomaterial in water 
medium lie in the range below 2 mg/l.
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