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Мета. Встановити закономірності змін 
вмісту β-каротину в гемолімфі та гепато-
панкреасі Lymnaea stagnalis (Linnaeus, 1758) 
за дії фенолу у концентраціях 0,0005, 0,002, 
0,005 та 0,01 мг/дм3 за різної тривалості 
експозиції (2, 7, 14 та 21 доба).

Методика. Дослідження проведено на 
статевозрілих однорозмірних молюсках 
виду L. stagnalis. Тварин утримували у роз-
чинах фенолу у концентраціях 0,0005, 0,002, 
0,005 та 0,01 мг/дм3 протягом 2, 7, 14 і 21 
доби. Усі досліди супроводжувались контро-
лем. Вміст β-каротину визначали спектро-
фотометричним методом у гемолімфі та 
гомогенаті гепатопанкреасу після екстрак-
ції гексаном (1:4). Для статистичної оброб-
ки результатів застосовано двофакторний 
дисперсійний аналіз (Two-way ANOVA) та 
апостеріорний тест Тьюкі (Tukey HSD). 

Результати. Двофакторний дисперсій-
ний аналіз показав статистично значущий 
вплив факторів «концентрація фенолу» та 
«тривалість експозиції», а також їхньої вза-
ємодії на вміст β-каротину у гепатопанкре-
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Purpose. To establish the patterns of change 
in the β-carotene content in the hemolymph and 
hepatopancreas of Lymnaea stagnalis under 
the effect of phenol at concentrations of 0.0005, 
0.002, 0.005 and 0.01 mg/dm3 at different expo-
sure durations (2, 7, 14, and 21 days).

Methodology. The study was conducted 
on sexually mature, uniformly sized L.  stag-
nalis (Linnaeus, 1758) mollusks. The animals 
were kept in phenol solutions at concentrations 
of 0.0005, 0.002, 0.005 and 0.01 mg/dm3 for 2, 
7, 14, and 21 days. All experiments were ac-
companied by a control. The β-carotene con-
tent was determined spectrophotometrically in 
the hemolymph and in previously homogenized 
hepatopancreas tissues after extraction with 
hexane (1:4). Two-way analysis of variance 
(two-way ANOVA) and Tukey’s post hoc test 
(Tukey HSD) were used for the statistical pro-
cessing of the results.

Findings. Two-way analysis of variance 
showed a statistically significant effect of the 
factors “phenol concentration” and “exposure 
duration” as well as of their interaction on the 
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β-carotene content in the hepatopancreas (p < 
0.001) and hemolymph (p < 0.001) of the mol-
lusks studied, which indicates the nonlinear and 
time-dependent nature of the response of the 
carotenoid system. In the hepatopancreas of 
L. stagnalis, at the early stage of exposure (2 
days) under the effect of phenol at a concen-
tration of 0.0005 and 0.005 mg/dm3, the β-car-
otene content decreased significantly, by 42.4–
46.8% (p < 0.001–0.01), whereas prolongation 
of the exposure to 21 days was accompanied by 
an increase in this parameter by 31.2–51.5 % 
(p < 0.01–0.05), which indicates a reorganiza-
tion of carotenoid metabolism under conditions 
of prolonged toxic effect. In the hemolymph of 
the mollusks studied, the changes were more 
variable; however, on day 21 of exposure, the 
effect of phenol, irrespective of the concentra-
tion, caused an increase in the β-carotene con-
tent by 15.83–46.95 % relative to the control (p 
< 0.01–0.05). 

Originality. The temporal and tissue-spe-
cific dynamics of β-carotene content in the 
hemolymph and hepatopancreas of Lymnaea 
stagnalis under chronic phenol exposure with-
in the concentration range of 0.0005–0.01 mg/
dm3 were established, and the pattern of these 
changes was shown to depend on the com-
bined effects of phenol concentration and expo-
sure duration.

Practical Value. The results obtained ex-
pand current understanding of the reorgani-
zation of carotenoid metabolism in freshwater 
mollusks under conditions of phenol intoxication 
and substantiate the potential of using β-caro-
tene as a biochemical marker of phenol pollu-
tion in the ecotoxicological monitoring of fresh-
water ecosystems.

Keywords: freshwater mollusks, aquatic 
bioresources, aquatic toxicology, carotenoids, 
ecotoxicological monitoring.

PROBLEM  STATEMENT  
AND  ANALYSIS  OF  LAST  

ACHIEVEMENTS  AND  
PUBLICATIONS

Freshwater mollusks are an important 
component of the bioresources of inland 
water bodies and play a significant role 
in the functioning of natural and artifi-
cial aquatic ecosystems. They participate 
in the transformation of organic matter, 

асі (p < 0,001) та гемолімфі (p < 0,001) до-
сліджуваних молюсків, що свідчить про не-
лінійний і часозалежний характер відповіді 
каротиноїдної системи. У гепатопанкреасі 
L.  stagnalis на ранньому етапі експозиції (2 
доби) за дії фенолу у концентраціях 0,0005 
та 0,005 мг/дм3 вміст β-каротину достовір-
но зменшувався на 42,4–46,8 % (p < 0,001–
0,01), тоді як пролонгація впливу до 21 доби 
супроводжувалася зростанням показників 
на 31,2–51,5 % (p < 0,01–0,05), що свідчить 
про перебудову каротиноїдного обміну за 
умов тривалого токсичного навантаження. 
У гемолімфі зміни були більш варіабельними, 
однак на 21 добу експозиції дія фенолу неза-
лежно від концентрації зумовлювала збіль-
шення вмісту β-каротину на 15,83–46,95 % 
щодо контролю (p < 0,01–0,05). 

Наукова новизна. Встановлено осо-
бливості часової та тканинно-специфічної 
динаміки вмісту β-каротину в гемолімфі та 
гепатопанкреасі L. stagnalis за хронічної дії 
фенолу у діапазоні концентрацій 0,0005–
0,01 мг/дм3 та показано залежність харак-
теру цих змін від поєднаної дії концентрації 
фенолу і тривалості експозиції.

Практична значущість. Отримані ре-
зультати розширюють сучасні уявлення 
про перебудову каротиноїдного обміну у 
прісноводних молюсків за умов фенольної ін-
токсикації та обґрунтовують перспектив-
ність використання β-каротину як потен-
ційного біохімічного маркера фенольного 
забруднення під час екотоксикологічного 
моніторингу прісноводних екосистем.

Ключові слова: прісноводні молюски, 
водні біоресурси, водна токсикологія, каро-
тиноїди, екотоксикологічний моніторинг.

ПОСТАНОВКА  ПРОБЛЕМИ   
ТА  АНАЛІЗ  ОСТАННІХ  

ДОСЛІДЖЕНЬ  І  ПУБЛІКАЦІЙ

Прісноводні молюски є важливим 
компонентом біоресурсів внутрішніх во-
дойм і відіграють істотну роль у функці-
онуванні природних та штучних водних 
екосистем. Вони беруть участь у тран-
сформації органічної речовини, колообі-
гу біогенних елементів, процесах біоло-
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the circulation of biogenic elements, the 
processes of biological self-purification 
of water bodies, and also form the prey 
base for many species of commercial and 
non-commercial fish, influencing the bio-
logical productivity of fishery water bodies 
[1‒3]. Due to their sedentary lifestyle, high 
population size, ability to accumulate pol-
lutants, and relative tolerance to changes 
in environmental conditions, freshwater 
mollusks are widely used as effective bi-
omonitors, bioindicators, and test organ-
isms in ecotoxicological studies [4‒6]. 
Disturbance of the physiological and bio-
chemical state of these animals due to the 
action of xenobiotics can negatively affect 
not only the viability of their populations, 
but also the functioning of food chains, the 
state of the prey base of ichthyofauna, and 
the biological productivity of fishery water 
bodies [2‒4]. In this regard, the study of 
early physiological and biochemical reac-
tions of mollusks to the action of toxicants 
is of great importance for assessing the 
ecological state of water bodies, predicting 
the consequences of anthropogenic pollu-
tion of aquatic ecosystems, and determin-
ing the degree of stability and bioproduc-
tive potential of aquatic bioresources.

Among the wide range of organic pol-
lutants, phenolic compounds pose a par-
ticular danger to aquatic ecosystems, the 
constant influx of which with wastewater 
from petrochemical, coke, woodworking, 
pharmaceutical, and pulp and paper indus-
tries causes chronic pollution of surface 
water bodies even at relatively low con-
centrations [7‒9]. In surface waters, phe-
nolic compounds are found at a wide range 
of concentrations ‒ from submicrogram 
values ​​to tens and hundreds of milligrams 
per dm3, which reflects the different lev-
els of anthropogenic load, the diversity of 
their sources of supply, and the intensity of 
natural degradation processes [9]. 

Phenol is characterized by high solubil-
ity in water, relative chemical stability in 

гічного самоочищення водойм, а також 
формують кормову базу багатьох ви-
дів промислових і непромислових риб, 
впливаючи на біологічну продуктивність 
рибогосподарських водойм [1‒3]. Завдя-
ки малорухливому способу життя, ви-
сокій чисельності популяцій, здатності 
акумулювати забруднювальні речовини 
та відносній толерантності до змін умов 
середовища прісноводні молюски широ-
ко використовуються як ефективні біо-
монітори, біоіндикатори та тест-організ-
ми в екотоксикологічних дослідженнях 
[4‒6]. Порушення фізіолого-біохімічно-
го стану цих тварин за дії ксенобіотиків 
може негативно позначатися не лише 
на життєздатності їхніх популяцій, а й 
на функціонуванні ланцюгів живлення, 
стані кормової бази іхтіофауни та біо-
логічній продуктивності рибогосподар-
ських водойм [2‒4]. У зв’язку з цим, до-
слідження ранніх фізіолого-біохімічних 
реакцій молюсків на дію токсикантів має 
важливе значення для оцінювання еко-
логічного стану водойм, прогнозування 
наслідків антропогенного забруднення 
водних екосистем і визначення ступеня 
стійкості та біопродуктивного потенціа-
лу водних біоресурсів.

Серед широкого спектра органічних 
забрудників особливу небезпеку для вод-
них екосистем становлять фенольні спо-
луки, постійне надходження яких зі стіч-
ними водами підприємств нафтохімічної, 
коксохімічної, деревообробної, фармаце-
втичної та целюлозно-паперової промис-
ловості зумовлює хронічне забруднення 
поверхневих водойм, навіть за відносно 
низьких рівнів концентрації [7‒9]. У по-
верхневих водах фенольні сполуки вияв-
ляються у широкому діапазоні концен-
трації — від субмікрограмових значень 
до десятків і сотень міліграмів на дм3, що 
відображає різний рівень антропогенного 
навантаження, різноманітність джерел їх 
надходження та інтенсивність процесів 
природної деградації [9]. 
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the aquatic environment, and the ability to 
easily be involved in the metabolic process-
es of aquatic organisms due to rapid pene-
tration into tissues, which creates the risk 
of developing its chronic sublethal effects 
[8‒11]. Under conditions of chronic expo-
sure to even low concentrations of phenol, 
animals develop persistent biochemical 
changes that precede the development of 
morphological damage and a decrease in 
the reproductive potential of populations. 
Due to its significant reactivity, phenol 
participates in numerous redox processes 
and exhibits pronounced toxicity, which 
causes an imbalance in the prooxidant-an-
tioxidant system, intensification of the for-
mation of reactive oxygen species and the 
development of oxidative stress [12‒14]. 
In addition, phenol and its derivatives can 
serve as specific metabolic inhibitors, as 
they are able to inhibit enzyme activity, 
adenosine triphosphate (ATP) synthesis, 
uncouple oxidation and phosphorylation 
processes, and cause the development of 
hepatotoxic, mutagenic, and carcinogenic 
effects in the body [11, 15].

In modern ecotoxicology, a system of 
early biomarkers is widely used, which 
capable of detecting disturbances in cellu-
lar metabolism before lethal effects occur. 
The most informative indicators include 
components of the antioxidant system, in 
particular, low-molecular-weight antioxi-
dants, detoxification enzymes, lipid perox-
idation products, and pigment metabolites 
[16–18]. One of the important components 
of the nonspecific antioxidant system (ns-
AOS) are carotenoids, in particular β-car-
otene, which are able to neutralize reactive 
oxygen species, stabilize biomembranes, 
exhibit provitamin A activity, stimulate the 
immune response, and participate in the 
regulation of signaling pathways that me-
diate cellular stress [17, 19‒21].

Фенол характеризується високою 
розчинністю у воді, відносною хіміч-
ною стабільністю у водному середо-
вищі та здатністю легко залучатися до 
метаболічних процесів гідробіонтів че-
рез швидке проникнення в тканини, що 
створює ризик розвитку його хронічної 
сублетальної дії [8–11]. За умов хроніч-
ного впливу навіть низьких концентра-
цій фенолу у тварин формуються стійкі 
біохімічні зміни, які передують розвитку 
морфологічних ушкоджень і зниженню 
репродуктивного потенціалу популяцій. 
Завдяки значній реакційній здатності фе-
нол бере участь у численних окисно-від-
новних процесах і виявляє виражену 
токсичність, що зумовлює дисбаланс 
прооксидантно-антиоксидантної систе-
ми, інтенсифікацію утворення активних 
форм кисню та розвиток оксидативного 
стресу [12‒14]. Окрім цього, фенол і його 
похідні можуть слугувати специфічними 
метаболічними інгібіторами, адже здатні 
пригнічувати активність ензимів, синтез 
АТФ, роз’єднувати процеси окиснення і 
фосфорилювання та викликати розвиток 
гепатотоксичних, мутагенних та канце-
рогенних ефектів в організмі [11, 15].

У сучасній екотоксикології широко 
використовується система ранніх бiомар-
керів, здатних фiксувати порушення клі-
тинного метаболізму до появи летальних 
ефектів. До найінформативних показни-
ків належать компоненти антиоксидант-
ної системи, зокрема, низькомолекуляр-
ні антиоксиданти, ензими детоксикації, 
продукти перекисного окиснення ліпідів 
та пігментні метаболіти [16–18]. Одним 
із важливих компонентів неспецифічної 
антиоксидантної системи (АОС) є каро-
тиноїди, зокрема β-каротин, які здатні 
нейтралізувати активні форми кисню, 
стабілізувати біомембрани, проявляти 
провітамінну А-активність, стимулюва-
ти імунну відповідь та брати участь у 
регуляції сигнальних шляхів, що опосе-
редковують клітинний стрес [17, 19–21].
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HIGHLIGHT  OF  THE  EARLIER  
UNRESOLVED  PARTS  OF  THE  

GENERAL  PROBLEM.  
AIM  OF  THE  STUDY

Despite a significant number of studies 
devoted to the toxic effects of phenol and 
changes in individual indicators of the an-
tioxidant system of aquatic organisms, the 
dynamics of β-carotene content in various 
tissues and organs of freshwater mollusks 
remain poorly understood.

Previous studies established dose- and 
tissue-specific dynamics of changes in the 
content of β-carotene in the body of fresh-
water mollusks under different durations of 
exposure to toxicants of different chemical 
nature, in particular ammonium chloride, 
phenol, and heavy metal ions, which indi-
cates the complex nature of the interaction 
between the nature of the toxicant and the 
physiological and biochemical state of their 
body [22–25]. At the same time, the pat-
terns of the temporal dynamics of the con-
tent of β-carotene in the hepatopancreas and 
hemolymph of L. stagnalis under chronic 
exposure to phenol in a wide range of con-
centrations remain insufficiently understood. 
In this regard, a comparative study of the 
hepatopancreas as the main organ of metab-
olism, deposition and biotransformation of 
xenobiotics and hemolymph, which provides 
transport of substances between organs and 
reflects systemic changes in the body, is im-
portant. Analysis of the temporal dynamics 
of β-carotene in these functionally different 
components of the body allows deepening 
our understanding of the peculiarities of the 
tissue-specific compensatory and adaptive 
response of freshwater mollusks under con-
ditions of phenol intoxication.

Given the above, the aim of the study 
was to establish the patterns of changes in 
the content of β-carotene in the hemolymph 
and hepatopancreas of Lymnaea stagnalis 
under the action of phenol at concentra-
tions of 0.0005, 0.002, 0.005 and 0.01 mg/
dm3 for different durations of exposure (2, 
7, 14 and 21 days).

ВИДІЛЕННЯ НЕВИРІШЕНИХ 
РАНІШЕ ЧАСТИН ЗАГАЛЬНОЇ 

ПРОБЛЕМИ. МЕТА РОБОТИ

Незважаючи на значну кількість до-
сліджень, присвячених токсичній дії 
фенолу та змінам окремих показників 
антиоксидантної системи гідробіонтів, 
особливості динаміки вмісту β-кароти-
ну у різних тканинах та органах пріс-
новодних молюсків залишаються недо-
статньо вивченими.

У попередніх дослідженнях нами вста-
новлено дозо- та тканиноспецифічну ди-
наміку змін вмісту β-каротину в організмі 
прісноводних молюсків за різнотривалої 
дії токсикантів різної хімічної природи, 
зокрема хлориду амонію, фенолу та іонів 
важких металів, що вказує на складний 
характер взаємодії між природою токси-
канту та фізіолого-біохімічним станом 
організму [22–25]. Водночас, особливості 
часової динаміки вмісту β-каротину у ге-
патопанкреасі та гемолімфі L. stagnalis за 
хронічної дії фенолу в широкому діапазо-
ні концентрації залишаються недостатньо 
з’ясованими. У зв’язку з цим, актуальним 
є порівняльне дослідження гепатопан-
креаса як основного органа метаболіз-
му, депонування та біотрансформації 
ксенобіотиків і гемолімфи, яка забезпе-
чує транспорт речовин між органами та 
відображає системні зміни в організмі. 
Аналіз часової динаміки β-каротину в 
цих функціонально різних компонентах 
організму дає змогу поглибити уявлен-
ня про особливості тканиноспецифічної 
компенсаторно-адаптаційної відповіді 
прісноводних молюсків за умов феноль-
ної інтоксикації.

Зважаючи на викладене, метою до-
слідження було встановлення законо-
мірностей змін вмісту β-каротину в ге-
молімфі та гепатопанкреасі L. stagnalis 
за дії фенолу у концентрації 0,0005; 
0,0020; 0,0050 та 0,0100 мг/дм3 за різ-
ної тривалості експозиції (2, 7, 14 та 21 
доба).
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МАТЕРІАЛИ  ТА  МЕТОДИ

Матеріалом для дослідження слугу-
вали 200 екз. однорозмірних L. stagnalis 
(висота черепашки — 37,94 ± 2,04 мм; 
маса тіла — 4,78 ± 0,81 г), зібраних у 
жовтні–листопаді в басейні р. Тетерів 
поблизу с. Дриглів Житомирської об-
ласті. Токсикологічному дослідженню 
передувала 14-добова аклімація тварин 
до лабораторних умов. У токсиколо-
гічних дослідженнях використовували 
фенол кваліфікації ч.д.а. у концентрації 
0,0005; 0,0020; 0,0050 та 0,0100 мг/дм3, 
що відповідали 0,5; 2,0; 5,0 і 10,0 ГД-
Крибогосп. Контролем слугували молюски, 
яких утримували у дехлорованій водо-
провідній воді без додавання токсикан-
ту. Експозиція становила 2, 7, 14 та 21 
добу. Молюсків контрольної та дослід-
них груп утримували по 10 екз. в акварі-
умах об’ємом 5 л з відстояною протягом 
доби аерованою водопровідною водою 
за стабільних температур, рН та вмісту 
розчиненого кисню (t = 18–20°С; рН = 
7,3–7,7; вміст кисню = 8,5–8,9 мг О2/
дм3). Для кожного варіанта досліду ви-
користовували окремий акваріум. Після 
завершення експозиції кожну особину 
аналізували окремо (n = 10). Для до-
тримання чистоти експерименту, під-
тримання заданих рівнів концентрації 
фенолу та запобігання накопиченню 
екзометаболітів воду та розчини в ак-
варіумах щодоби замінювали на свіжі. 
Для підгодівлі молюсків використову-
вали мацероване листя капусти. Раціон 
та режим годівлі були однаковими для 
всіх досліджуваних груп.

Після завершення відповідного тер-
міну експозиції у молюсків контрольної 
та дослідних груп методом прямого зне-
кровлення відбирали гемолімфу, після 
чого тварин препарували й вилучали ге-
патопанкреас. Для виключення впливу 
трематодної інвазії на досліджуваний 
показник використовували лише неін-
вазованих особин. 

MATERIALS  AND  METHODS

The material for the study were 200 
individuals of uniformly sized Lymnaea 
stagnalis (Linnaeus, 1758) (shell height – 
37.94 ± 2.04 mm; body weight – 4.78 ± 
0.81 g), collected in October–November in 
the Teteriv River basin near the village of 
Dryhliv, Zhytomyr region. The toxicolog-
ical study was preceded by a 14-day ac-
climation of animals to laboratory condi-
tions. Phenol of analytical grade was used 
at concentrations of 0.0005, 0.002, 0.005 
and 0.01 mg/dm3, which corresponded to 
0.5; 2; 5 and 10 MPC for fisheries water 
bodies. The control were mollusks kept in 
dechlorinated tap water without the addi-
tion of toxicant. The exposure was 2, 7, 
14 and 21 days. Mollusks of the control 
and experimental groups were kept in 10 
individuals in 5-liter aquariums with aer-
ated tap water that had been settled for 24 
hours at stable temperature, pH, and dis-
solved oxygen content (t = 8–20°C; pH 
= 7.3–7.7; oxygen content = 8.5–8.9 mg/
dm3). A separate aquarium was used for 
each experiment variant. After exposure, 
each individual was analyzed separately (n 
= 10). To maintain the purity of the exper-
iment, maintain the specified phenol con-
centrations, and prevent the accumulation 
of exometabolites, the water and solutions 
in the aquariums were replaced with fresh 
water daily. Macerated cabbage leaves 
were used to feed the mollusks. The diet 
and feeding regimen were the same for all 
study groups.

After the appropriate exposure peri-
od, hemolymph was collected from the 
mollusks of the control and experimen-
tal groups by direct exsanguination, after 
which the animals were dissected and the 
hepatopancreas was removed. To exclude 
the influence of trematode invasion on the 
studied parameter, only uninfested individ-
uals were used. 

The carotenoid content was determined 
spectrophotometrically in terms of β-caro-
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tene. Samples of biological material were 
homogenized at a ratio of 1:3, after which 
the accompanying lipids were saponified 
(10 N KOH, 70 °C) and the carotenoids 
were extracted with hexane. The optical 
density of the hexane fraction was deter-
mined at a wavelength of 450 nm, using 
pure hexane as a blank. The calculation 
was performed using the specific absorp-
tion coefficient of β-carotene E1cm

1% = 2500. 
The content of carotenoids in the hepato-
pancreas and hemolymph was expressed 
in mg/g of fresh weight, normalizing the 
result to the weight of the corresponding 
sample. A total of 800 biochemical deter-
minations were performed.

For statistical analysis of the results, the 
Statistica 10.0 software package was used. 
Given the structure of the experiment (the 
influence of two independent variables: the 
time factor and the toxicant concentration 
factor), a two-way analysis of variance 
(Two-way ANOVA) was applied. Com-
parative analysis of β-carotene content be-
tween the control and experimental groups 
at different exposure times (2, 7, 14 and 21 
days) was carried out using Post-hoc anal-
ysis using the Tukey HSD test. Differences 
were considered statistically significant at 
p < 0.05. Correlation analysis using Pear-
son’s correlation coefficient (r) was used 
to assess the relationship between phe-
nol concentration, exposure duration, and 
β-carotene content in the hepatopancreas 
and hemolymph.

 

STUDY  RESULTS  
AND  THEIR  DISCUSSION

To assess the dynamics of β-caro-
tene content in the hepatopancreas and 
hemolymph of L. stagnalis under condi-
tions of phenol intoxication, a two-factor 
analysis of variance was used. A statistical-

Вміст каротиноїдів визначали спек-
трофотометричним методом у перера-
хунку на β-каротин. Зразки біологіч-
ного матеріалу гомогенізували у спів-
відношенні 1:3, після чого проводили 
омилення супутніх ліпідів (10Н KOH, 
70°C) та екстрагували каротиноїди 
гексаном. Оптичну густину гексанової 
фракції визначали за довжини хвилі 450 
нм, використовуючи чистий гексан як 
холосту пробу. Розрахунок проводили 
з використанням питомого коефіцієнта 
поглинання β-каротину E1см

1% = 2500. 
Вміст каротиноїдів у гепатопанкреасі та 
гемолімфі виражали у мг/г сирої маси, 
нормуючи результат на масу відповід-
ної проби. Усього виконано 800 біохі-
мічних визначень.

Для статистичного аналізу результа-
тів використовували програмний пакет 
«Statistica 10.0». З огляду на структуру 
експерименту (вплив двох незалеж-
них змінних: фактор часу та фактор 
концентрації токсиканту), застосова-
но двофакторний дисперсійний аналіз 
(Two-way ANOVA). Порівняльний ана-
ліз вмісту β-каротину між контрольною 
та дослідними групами у різні терміни 
експозиції (2, 7, 14 та 21 доба) здійсню-
вали з використанням Post-hoc-аналізу 
за критерієм Тьюкі (Tukey HSD test). 
Статистично достовірними вважали 
відмінності за p < 0,05. Для оцінки вза-
ємозв’язку між концентрацією фенолу, 
тривалістю експозиції та вмістом β-ка-
ротину у гепатопанкреасі й гемолімфі 
застосовано кореляційний аналіз із ви-
користанням коефіцієнта кореляції Пір-
сона (r).

РЕЗУЛЬТАТИ  ДОСЛІДЖЕНЬ  
ТА  ЇХ  ОБГОВОРЕННЯ

Для оцінки динаміки вмісту β-каро-
тину в гепатопанкреасі та гемолімфі L. 
stagnalis за умов фенольної інтоксикації 
застосовано двофакторний дисперсій-
ний аналіз. Встановлено статистично 
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ly significant relationship between the fac-
tors “phenol concentration” and “exposure 
duration” was found both in the hepatopa-
ncreas (F(12, 180) = 5.67; p < 0.001) and 
in the hemolymph (F(12, 180) = 8.52; p < 
0.001) of the studied mollusks (Fig. 1). 

This indicates the phase and time-de-
pendent nature of changes in the studied 
parameter, in which the effect of phenol 
is determined by the combined effect of 
its concentration and duration of expo-
sure. The results of the post hoc analysis 
using the Tukey HSD test also confirmed 
the presence of statistically significant dif-
ferences between individual experimental 
variants (p < 0.05).

It was found that after 2 days of expo-
sure, the effect of phenol caused a decrease 
in the content of β-carotene in the hepato-
pancreas of L. stagnalis, the severity of 
which depended on the toxicant concentra-
tion (Fig. 2).

At the same time, the largest deviation 
from control (by 42.4–46.8% (p < 0.001–
0.01)) was recorded under the action of 
phenol at concentrations of 0.0005 and 
0.005 mg/dm3, which corresponded to 0.5 
and 5 MPC.

The observed decrease in β-carotene 

значущу взаємодію факторів «концен-
трація фенолу» та «тривалість експози-
ції» як у гепатопанкреасі (F(12, 180) = 
5,67; p < 0,001), так і в гемолімфі (F(12, 
180) = 8,52; p < 0,001) досліджуваних 
молюсків (рис. 1). 

Це вказує на фазовий і часозалежний 
характер змін досліджуваного показни-
ка, за якого ефект фенолу визначається 
сукупною дією його концентрації та 
тривалості експозиції. Результати апо-
стеріорного аналізу за критерієм Тьюкі 
(Tukey HSD) також підтвердили наяв-
ність статистично значущих відміннос-
тей між окремими варіантами досліду 
(p < 0,05).

З’ясовано, що вже через 2 доби екс-
позиції дія фенолу викликала зниження 
вмісту β-каротину в гепатопанкреасі L. 
stagnalis, вираженість якого залежала 
від концентрації токсиканту (рис. 2).

При цьому найбільше відхилення 
від контролю (на 42,4–46,8% (p < 0,001–
0,01)) зафіксовано за дії фенолу в кон-
центрації 0,0005 та 0,0050 мг/дм3, що 
відповідало 0,5 та 5,0 ГДК.

Виявлене зниження вмісту β-каро-
тину може відображати його можливе 
залучення до неферментативної ланки 

Fig. 1. Relationships of the factors “phenol concentration” and “exposure du-
ration” on the content of β-carotene in Lymnaea stagnalis: A – hepatopancreas; B 
– hemolymph
Note. Vertical bars correspond to the 95% confidence interval (95% CI).
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антиоксидантного захисту на початко-
вому етапі токсичного впливу. Згідно із 
сучасними уявленнями, фенол здатний 
індукувати утворення активних форм 
кисню, тому зменшення вмісту β-ка-
ротину, ймовірно, пов’язане з його ви-
користанням у процесах нейтралізації 
прооксидантів і підтримання структур-
но-функціональної цілісності клітин-
них мембран. Подібне зниження вмісту 
низькомолекулярних антиоксидантів у 
літературі пов’язують із початковими 
етапами розвитку прооксидантно-ан-
тиоксидантного дисбалансу [13, 14, 
21]. Подібну закономірність описано у 
прісноводного черевоногого молюска 
Pomacea canaliculata, у якого за дії нее-
сенціальних елементів розвиток окис-
ного дисбалансу супроводжувався спо-

content may reflect its possible involve-
ment in the non-enzymatic link of antiox-
idant defense at the initial stage of toxic 
exposure. According to modern ideas, phe-
nol is capable of inducing the formation 
of reactive oxygen species, therefore, the 
decrease in β-carotene content is probably 
associated with its use in the processes of 
neutralizing prooxidants and maintaining 
the structural and functional integrity of 
cell membranes. A similar decrease in the 
content of low molecular weight antioxi-
dants is associated in the literature with 
the initial stages of the development of 
prooxidant-antioxidant imbalance [13, 14, 
21]. A similar pattern has been described 
in the freshwater gastropod Pomacea can-
aliculata, in which the development of 
oxidative imbalance under the influence 

Fig. 2. Dynamics of the β-carotene content in the hepatopancreas of Lymnaea 
stagnalis under the effect of different phenol concentrations (M ± SE; n = 10): A – 2 
days; B – 7 days; C – 14 days; D – 21 days; * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001 
compared with the control (Tukey HSD test)
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of non-essential elements was accompa-
nied by the consumption of β-carotene as 
a component of non-enzymatic antioxidant 
protection [26].

At the same time, under the action of 
phenol at concentrations corresponding to 
2 and 10 MPC, no statistically significant 
changes in the content of β-carotene were 
detected compared to the control, which 
may indicate a change in the nature of 
the organism’s reaction depending on the 
toxicant concentration. The lack of pro-
portional enhancement of the effect with 
increasing phenol concentration indicates 
a non-monotonic nature of the response of 
the carotenoid system to toxic load. 

Presumably, this pattern may be due to 
a change in the ratio between the processes 
of utilization and recovery of β-carotene at 
different intensities of toxic effects [27]. 

When the exposure duration increased 
to 7 days, a further decrease in β-carotene 
content by 32.2% (p < 0.01) was recorded 
under the effect of a subthreshold phenol 
concentration, however, increasing the dose 
load to the level of 2–10 MPC did not cause 
statistically significant differences between 
the samples. Such dynamics may indicate a 
partial stabilization of the parameter in indi-
vidual experimental groups, while differenc-
es between experimental variants indicate a 
dependence of the reaction on the level of 
toxic load. In addition, the restoration of the 
parameter to the control level after its initial 
decrease under the action of phenol at a con-
centration of 0.005 mg/dm3, on the one hand, 
may indicate a temporary stabilization of the 
carotenoid pool and compensatory changes, 
and on the other hand, indicates a change in 
the body’s metabolic response compared to 
the initial stage of intoxication.

The turning point of the experiment 
was the 14-day exposure of animals to 
a poisoned environment, during which 
no statistically significant differences in 
β-carotene content in most experimental 
groups were found compared to the con-

живанням β-каротину як компонента 
неферментативного антиоксидантного 
захисту [26].

Водночас, при дії фенолу за рівнів 
концентрації, що відповідали 2 та 10 
ГДК, статистично значущих змін вміс-
ту β-каротину порівняно з контролем не 
виявлено, що може свідчити про зміну 
характеру реакції організму залежно від 
концентрації токсиканту. Відсутність 
пропорційного посилення ефекту зі 
збільшенням концентрації фенолу свід-
чить про немонотонний характер відпо-
віді каротиноїдної системи на токсичне 
навантаження. 

Імовірно, така закономірність може 
бути зумовлена зміною співвідношення 
між процесами використання та віднов-
лення β-каротину за різної інтенсивнос-
ті токсичного впливу [27]. 

При збільшенні тривалості експо-
зиції до 7 діб зареєстровано подальше 
зменшення вмісту β-каротину на 32,2% 
(p < 0,01) за дії допорогової концен-
трації фенолу, проте збільшення дозо-
вого навантаження до рівня 2–10 ГДК 
не викликало статистично достовір-
них відмінностей між вибірками. Така 
динаміка може свідчити про часткову 
стабілізацію показника в окремих до-
слідних групах, тоді як відмінності між 
варіантами досліду вказують на залеж-
ність реакції від рівня токсичного на-
вантаження. Окрім цього, відновлення 
показника до контрольного рівня після 
його початкового зниження за дії фено-
лу в концентрації 0,0050 мг/дм3, з одно-
го боку, може свідчити про тимчасову 
стабілізацію каротиноїдного пулу та 
компенсаторні зміни, а з іншого — вка-
зує на зміну метаболічної відповіді ор-
ганізму порівняно з початковим етапом 
інтоксикації.

Переломним етапом експерименту 
стала 14-добова експозиція тварин у 
затруєному середовищі, за якої у біль-
шості дослідних груп статистично зна-
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trol, and a tendency to its increase was ob-
served in some cases. The largest deviation 
was recorded under the action of phenol at 
a concentration of 0.005 mg/dm3 (5 MPC), 
at which the β-carotene content exceeded 
the control by 37.6% (p < 0.05). Such dy-
namics may indicate a transition from the 
initial stress response to the compensato-
ry-adaptive phase. Such restoration, and 
in some cases exceeding the control level 
of antioxidant components, is considered 
as one of the possible manifestations of 
adaptive restructuring during chronic toxic 
exposure and is discussed in the context of 
non-monotonic dose-time responses char-
acteristic of hormetic effects [27].

When increasing the dose load of phe-
nol to 0.01 mg/dm3, no statistically sig-
nificant differences from the control were 
found. The changes obtained may be asso-
ciated with different intensity of β-carotene 
involvement in metabolic and protective 
processes at different stages of exposure, 
in which at the initial stage of intoxication, 
the use of β-carotene in protective reac-
tions probably prevailed, and after 14 days 
of exposure, a tendency was observed to 
restore its content, and in some groups ‒ an 
increase in values relative to the control.

With an increase in the time spent by 
the studied animals in the poisoned en-
vironment up to 21 days, an increase in 
the content of β-carotene was observed 
in the vast majority of experimental vari-
ants. Thus, under the influence of phenol 
in the concentration range of 0.002–0.01 
mg/dm3, an increase by 31.2–51.5% (p < 
0.01–0.05) was recorded, which may be 
associated with the adaptive response of 
the body to prolonged toxic load and, in 
particular, with changes in carotenoid me-
tabolism. One possible explanation for this 
increase is a change in the intensity of en-
zymatic biotransformation of β-carotene in 
the hepatopancreas, an organ involved in 
digestion, metabolism, and nutrient depo-
sition in mollusks. It is known that diox-

чущих відмінностей вмісту β-каротину 
порівняно з контролем не виявлено, а в 
окремих випадках спостерігалася тен-
денція до його підвищення. Найбільше 
відхилення зареєстровано за дії фенолу 
у концентрації 0,0050 мг/дм3 (5 ГДК), 
за якої вміст β-каротину перевищував 
контрольний на 37,6% (p < 0,05). Така 
динаміка може свідчити про перехід від 
початкової стресової відповіді до ком-
пенсаторно-адаптаційної фази. Подіб-
не відновлення, а в окремих випадках і 
перевищення контрольного рівня анти-
оксидантних компонентів, розглядають 
як один із можливих проявів адаптивної 
перебудови за хронічного токсично-
го впливу та обговорюють у контексті 
немонотонних дозо-часових реакцій, 
характерних для горметичних ефектів 
[27].

При збільшенні дозового наванта-
ження фенолом до 0,0100 мг/дм3 ста-
тистично достовірних відмінностей від 
контролю не встановлено. Отримані 
зміни можуть бути пов’язані з різною 
інтенсивністю залучення β-каротину 
до метаболічних і захисних процесів на 
різних етапах експозиції, за якої на по-
чатковому етапі інтоксикації, ймовірно, 
переважало використання β-каротину в 
захисних реакціях, а після 14 діб експо-
зиції спостерігалася тенденція до від-
новлення його вмісту, а в окремих гру-
пах — збільшення показників відносно 
контролю.

При збільшенні часу перебування 
досліджуваних тварин у затруєному 
середовищі до 21 доби відмічено збіль-
шення вмісту β-каротину у переваж-
ній більшості варіантів досліду. Так, 
за дії фенолу у діапазоні концентра-
ції 0,0020–0,0100 мг/дм3 зафіксовано 
зростання показника на 31,2–51,5% (p 
< 0,01–0,05), що може бути пов’язане 
з адаптивною відповіддю організму 
на тривале токсичне навантаження та, 
зокрема, зі змінами метаболізму каро-
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ygenase enzymes play an important role 
in the metabolism of β-carotene, which 
catalyze its oxidative cleavage with the 
formation of retinoids [28]. Therefore, 
it can be assumed that under conditions 
of prolonged toxic exposure to phenol, a 
change in the activity of these enzymes 
may be accompanied by a slowdown in the 
biotransformation of β-carotene and, ac-
cordingly, its accumulation in the hepato-
pancreas. A likely concomitant mechanism 
is the development of oxidative stress, de-
scribed under the action of phenol and oth-
er toxicants in aquatic organisms [18, 20]. 
In particular, in L. stagnalis, under the ac-
tion of tebuconazole, a time- and concen-
tration-dependent increase in the levels of 
reactive oxygen species and malondialde-
hyde was found against the background of 
a decrease in the total antioxidant capacity, 
which indicates a violation of the prooxi-
dant-antioxidant balance [29]. Under such 
conditions, β-carotene, as a lipophilic anti-
oxidant, is likely involved in neutralizing 
reactive oxygen species and maintaining 
the structural integrity of biomembranes, 
and its increased content in the hepatopan-
creas may reflect an enhanced antioxidant 
response of the organism.

Unlike the hepatopancreas, in which 
a consistent change in β-carotene content 
was observed ‒ from initial depletion to 
subsequent recovery and increase in the 
level, the hemolymph was characterized 
by a more variable response, which is 
probably due to the functional features of 
the hemolymph, which provides transport 
of metabolites between organs, while the 
hepatopancreas is the main site of depo-
sition and metabolism of carotenoids [4]. 
Such variability in hemolymph values 
clearly reflects its sensitivity to current 
systemic changes in the body depending 
on the combination of concentration and 
time factors.

At the initial stage of the experiment 
(exposure – 2 days), a decrease in the 

тиноїдів. Одним із можливих пояснень 
такого підвищення є зміна інтенсив-
ності ферментативної біотрансформації 
β-каротину в гепатопанкреасі — органі, 
що бере участь у травленні, метаболіз-
мі та депонуванні поживних речовин 
у молюсків. Відомо, що важливу роль 
у метаболізмі β-каротину відіграють 
ферменти діоксигенази, які каталізують 
його окисне розщеплення з утворенням 
ретиноїдів [28]. Тому можна припусти-
ти, що за умов тривалого токсичного 
впливу фенолу зміна активності цих 
ферментів може супроводжуватися упо-
вільненням біотрансформації β-кароти-
ну та, відповідно, його накопиченням 
у гепатопанкреасі. Імовірним супутнім 
механізмом є розвиток оксидативного 
стресу, описаний за дії фенолу та інших 
токсикантів у водних організмів [18, 20]. 
Зокрема, у L. stagnalis за дії тебуконазо-
лу встановлено часо- та концентрацій-
нозалежне підвищення рівнів активних 
форм кисню та малонового діальдегіду 
на тлі зниження загальної антиокси-
дантної ємності, що свідчить про пору-
шення прооксидантно-антиоксидантної 
рівноваги [29]. За таких умов β-каротин 
як ліпофільний антиоксидант, імовірно, 
залучається до нейтралізації активних 
форм кисню та підтримання структур-
ної цілісності біомембран, а його підви-
щений вміст у гепатопанкреасі може ві-
дображати посилення антиоксидантної 
відповіді організму.

На відміну від гепатопанкреасу, в 
якому простежувалася послідовна змі-
на вмісту β-каротину — від початково-
го виснаження до подальшого віднов-
лення і підвищення рівня, гемолімфа 
характеризувалася більш варіабельною 
відповіддю, що, ймовірно, пов’язано з 
функціональними особливостями гемо-
лімфи, яка забезпечує транспорт мета-
болітів між органами, тоді як основним 
місцем депонування та метаболізму 
каротиноїдів є гепатопанкреас [4]. Така 



164
PHYSIOLOGY  AND  BIOCHEMISTRY

DYNAMICS  OF  β-CAROTENE  CONTENT  IN  THE  HEMOLYMPH  AND  HEPATOPANCREAS  
OF  LYMNAEA  STAGNALIS  (LINNAEUS,  1758)  UNDER  CHRONIC  PHENOL  EXPOSURE

content of β-carotene was observed in 
the hemolymph of L. stagnalis at all test-
ed phenol concentrations compared to the 
control (Fig. 3)

Under the effect of low concentrations 
(0.5 and 2 MPC), the content of β-caro-
tene decreased by 24.01–32.04%, howev-
er, these changes had a trend character (p 
> 0.05), while increasing the dose load of 
phenol to the level of 5 and 10 MPC was 
accompanied by a statistically significant 
decrease by 39.11 and 41.94%, respec-
tively (p < 0.05). The detected changes 
may reflect an early rearrangement of the 
systemic distribution of carotenoids in re-
sponse to the toxic effects of phenol and 
are probably associated with changes in 
their metabolism, deposition and redistri-
bution in the mollusk body [4, 17].

With an increase in the duration of ex-

варіабельність показників у гемолімфі 
чітко відображає її чутливість до поточ-
них системних змін в організмі залежно 
від поєднання концентраційного та ча-
сового факторів.

На початковому етапі експерименту 
(експозиція — 2 доби) у гемолімфі L. 
stagnalis за всіх досліджуваних рівнів 
концентрації фенолу спостерігалося 
зниження вмісту β-каротину порівняно 
з контролем (рис. 3).

За дії низьких рівнів концентрації 
(0,5 та 2,0 ГДК) вміст β-каротину зни-
жувався на 24,01–32,04%, однак ці змі-
ни мали характер тенденції (p > 0,05), 
тоді як підвищення дозового наванта-
ження фенолом до рівня 5,0 та 10,0 ГДК 
супроводжувалося статистично досто-
вірним зниженням показника на 39,11 
та 41,94% відповідно (p < 0,05). Виявле-

Fig. 3. Dynamics of the β-carotene content in the hemolymph of Lymnaea stagna-
lis under the effect of different phenol concentrations (M ± SE; n = 10): A – 2 days; 
B – 7 days; C – 14 days; D – 21 days; * – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001 
compared with the control (Tukey HSD test)
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posure to 7 days, the nature of the metabol-
ic response changed, since under the action 
of phenol at concentrations of 0.0005 mg/
dm3 and 0.005 mg/dm3, a decrease by 
34.96–61.47% (p < 0.01–0.05) was re-
corded. At the same time, the effect of the 
toxicant at a concentration of 0.01 mg/dm3 
was accompanied by a statistically signif-
icant increase in the content of β-carotene 
by 15.55% (p < 0.01), while at a phenol 
concentration of 0.002 mg/dm3 there was a 
tendency to increase by 24.75% compared 
to the control (p > 0.05).

Presumably, such an increase may be 
a consequence of increased intertissue 
transport of carotenoids or changes in the 
characteristics of their metabolism under 
conditions of more intense toxic load. It 
cannot be ruled out that at high concen-
trations of phenol, there is a disruption of 
the structural and functional state of cell 
membranes, which may contribute to the 
redistribution of carotenoids between tis-
sues and hemolymph [17, 21]. 

On the 14th day of exposure, the effect 
of phenol at concentrations of 0.0005–
0.005 mg/dm3 caused an increase in the 
content of β-carotene in the hemolymph of 
L. stagnalis by 33.58–69.65% (p < 0.01–
0.05) compared to the control. An excep-
tion to the general dynamics was the ten-
dency to decrease the carotenoid content 
(by 15.49%), recorded under the influence 
of the maximum phenol concentration 
used in the study (10 MPC). During the 
longest exposure (21 days), the content of 
β-carotene in the hemolymph of mollusks 
increased by 15.83–46.95% compared to 
the control. A statistically significant in-
crease was found under the influence of 
phenol at concentrations of 0.0005–0.005 
mg/dm3, while at a concentration of 0.01 
mg/dm3 only a tendency to its increase was 
observed. Such dynamics may indicate the 
participation of hemolymph in maintaining 
systemic carotenoid homeostasis, which is 
consistent with its transport function [30]. 

ні зміни можуть відображати ранню пе-
ребудову системного розподілу кароти-
ноїдів у відповідь на токсичний вплив 
фенолу та, ймовірно, пов’язані зі зміна-
ми їхнього метаболізму, депонування та 
перерозподілу в організмі молюсків [4, 
17].

За збільшення тривалості експозиції 
до 7 діб характер метаболічної відповіді 
змінювався, адже за дії фенолу у кон-
центрації 0,0005 мг/дм3 та 0,0050 мг/дм3 
зафіксовано зниження показників на 
34,96–61,47% (p < 0,01–0,05). Водночас, 
вплив токсиканту в концентрації 0,0100 
мг/дм3 супроводжувався статистично 
достовірним збільшенням вмісту β-ка-
ротину на 15,55% (p < 0,01), тоді як за 
концентрації фенолу 0,0020 мг/дм3 спо-
стерігалася тенденція до підвищення 
цього показника на 24,75% порівняно з 
контролем (p > 0,05).

Імовірно, таке зростання може бути 
наслідком посилення міжтканинного 
транспорту каротиноїдів або зміни осо-
бливостей їх метаболізму за умов інтен-
сивнішого токсичного навантаження. Не 
можна також виключати, що за високих 
рівнів концентрації фенолу відбувається 
порушення структурно-функціонально-
го стану клітинних мембран, яке може 
сприяти перерозподілу каротиноїдів між 
тканинами та гемолімфою [17, 21]. 

На 14 добу експозиції дія фенолу у 
концентрації 0,0005–0,0050 мг/дм3 ви-
кликала збільшення вмісту β-каротину 
у гемолімфі L. stagnalis на 33,58–69,65% 
(p < 0,01–0,05) порівняно з контролем. 
Виняток із загальної динаміки станови-
ла тенденція до зменшення вмісту каро-
тиноїду (на 15,49%), зафіксована за дії 
максимальної використаної нами кон-
центрації фенолу (10 ГДК). За найтри-
валішої експозиції (21 доба) вміст β-ка-
ротину в гемолімфі молюсків збільшу-
вався на 15,83–46,95% відносно контр-
олю. Статистично значуще підвищення 
показника встановлено за дії фенолу у 
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Since the two-factor analysis of vari-
ance showed that the duration of exposure 
is one of the determining factors in the 
change in β-carotene content, a correlation 
analysis was conducted to quantitatively 
assess this effect. A statistically signifi-
cant positive correlation was established 
between the duration of exposure and the 
content of β-carotene in the hepatopancre-
as and hemolymph of L. stagnalis. At the 
same time, this relationship in the hepato-
pancreas had a moderate strength (r = 0.31; 
p < 0.05), while it was more pronounced in 
the hemolymph (r = 0.56; p < 0.05). At the 
same time, correlation analysis showed a 
weak positive statistically significant rela-
tionship between phenol concentration and 
β-carotene content in the hepatopancreas 
(r = 0.15; p < 0.05), while no significant 
correlation was found in the hemolymph (r 
= –0.05; p > 0.05). The results obtained do 
not indicate the presence of a simple lin-
ear dependence of the “dose–effect” type, 
which may be associated with the deter-
mining effect of the duration of exposure 
and the development of compensatory and 
adaptive reactions [16, 27, 31].

It should also be taken into account that 
the content of carotenoids in the body of 
mollusks may depend on their intake with 
food. In this study, all experimental groups 
were maintained on the same feeding reg-
imen (macerated cabbage leaves), which 
minimized the influence of this factor on 
intergroup differences, but does not allow 
us to completely exclude its possible con-
tribution to the temporal dynamics of the 
studied indicator.

Thus, a comparative analysis of the 
temporal dynamics of β-carotene con-
tent showed that the hepatopancreas and 
hemolymph differ not only in magnitude, 
but also in the nature of the response to 
the action of phenol. In the hepatopancre-
as, a consistent change in the dynamics of 
β-carotene was observed ‒ from its initial 
decrease to a further increase in its content, 

концентрації 0,0005–0,0050 мг/дм3, тоді 
як за 0,0100 мг/дм3 спостерігалася лише 
тенденція до його збільшення. Така ди-
наміка може свідчити про участь гемо-
лімфи у підтриманні системного каро-
тиноїдного гомеостазу, що узгоджуєть-
ся з її транспортною функцією [30]. 

Оскільки проведений двофакторний 
дисперсійний аналіз показав, що трива-
лість експозиції є одним із визначальних 
чинників зміни вмісту β-каротину, для 
кількісної оцінки цього ефекту прове-
дено кореляційний аналіз. Встановле-
но статистично значущий позитивний 
кореляційний зв’язок між тривалістю 
експозиції та вмістом β-каротину у ге-
патопанкреасі й гемолімфі L. stagnalis. 
При цьому у гепатопанкреасі цей зв’я-
зок мав помірну силу (r = 0,31; p < 0,05), 
тоді як у гемолімфі був вираженішим (r 
= 0,56; p < 0,05). Водночас, кореляційний 
аналіз виявив слабкий позитивний ста-
тистично значущий зв’язок між концен-
трацією фенолу та вмістом β-каротину у 
гепатопанкреасі (r = 0,15; p < 0,05), тоді 
як у гемолімфі достовірної кореляції не 
виявлено (r = –0,05; p > 0,05). Отрима-
ні результати не вказують на наявність 
простої лінійної залежності типу «доза 
— ефект», що може бути пов’язано з ви-
значальним впливом тривалості експо-
зиції та розвитком компенсаторно-адап-
таційних реакцій [16, 27, 31].

Слід також враховувати, що вміст 
каротиноїдів в організмі молюсків може 
залежати від їх надходження з кормом. 
У цьому дослідженні всі експеримен-
тальні групи утримувалися за однако-
вого режиму годівлі (листя мацерованої 
капусти), що мінімізувало вплив цього 
чинника на міжгрупові відмінності, 
проте не дає змоги повністю виключити 
його можливий внесок у часову динамі-
ку досліджуваного показника.

Таким чином, порівняльний аналіз 
часової динаміки вмісту β-каротину по-
казав, що гепатопанкреас і гемолімфа 
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while in the hemolymph, the changes were 
more variable and were characterized by 
short-term fluctuations of the indicator at 
intermediate stages of the experiment. Such 
differences are probably due to the func-
tional specialization of the studied tissues 
of the body, since the hepatopancreas per-
forms metabolic, depositional and detox-
ification functions, while the hemolymph 
provides transport of substances between 
organs and tissues [3]. The results obtained 
indicate the tissue-specific nature of the 
restructuring of carotenoid metabolism 
under conditions of chronic phenol intoxi-
cation and confirm the decisive importance 
of the duration of exposure in the develop-
ment of this response.

CONCLUSION  AND  
PERSPECTIVES  OF  FURTHER  

DEVELOPMENT

It was established that chronic expo-
sure to phenol at the studied concentration 
range of 0.0005–0.01 mg/dm3 caused pro-
nounced tissue-specific and time-depend-
ent changes in the content of β-carotene in 
the body of L. stagnalis. Two-factor anal-
ysis of variance confirmed a statistically 
significant relationship between the fac-
tors of phenol concentration and duration 
of exposure (p < 0.001), which indicates 
the phase nature of the restructuring of ca-
rotenoid metabolism under conditions of 
chronic phenol intoxication.

Differences in the nature of the meta-
bolic response of the studied tissues (or-
gans) to the action of phenol were estab-
lished. In the hepatopancreas, the dynam-
ics of β-carotene was characterized by a 
consistent transition from initial depletion 
of its pool to subsequent accumulation 

відрізняються не лише величиною, а й 
характером відповіді на дію фенолу. У 
гепатопанкреасі простежувалася послі-
довна зміна динаміки β-каротину — від 
його початкового зниження до подаль-
шого підвищення вмісту, тоді як у ге-
молімфі зміни були варіабельнішими 
та характеризувалися короткочасними 
коливаннями показника на проміжних 
етапах експерименту. Такі відмінності, 
ймовірно, зумовлені функціональною 
спеціалізацією досліджених тканин 
організму, адже гепатопанкреас вико-
нує метаболічну, депонувальну та де-
токсикаційну функції, тоді як гемолім-
фа забезпечує транспорт речовин між 
органами і тканинами [30]. Отримані 
результати свідчать про тканиноспе-
цифічний характер перебудови кароти-
ноїдного обміну за умов хронічної фе-
нольної інтоксикації та підтверджують 
визначальну роль тривалості експозиції 
у формуванні цієї відповіді.

ВИСНОВКИ  ТА  ПЕРСПЕКТИВИ  
ПОДАЛЬШОГО  РОЗВИТКУ

Встановлено, що хронічний вплив 
фенолу у дослідженому діапазоні кон-
центрації (0,0005–0,0100 мг/дм3) зу-
мовлює виражені тканиноспецифічні 
та часозалежні зміни вмісту β-каротину 
в організмі L. stagnalis. Двофакторний 
дисперсійний аналіз підтвердив ста-
тистично значущу взаємодію факторів 
концентрації фенолу та тривалості екс-
позиції (p < 0,001), що свідчить про фа-
зовий характер перебудови каротиноїд-
ного обміну за умов хронічної феноль-
ної інтоксикації.

Встановлено відмінності у характе-
рі метаболічної відповіді досліджених 
тканин (органів) на дію фенолу. У гепа-
топанкреасі динаміка β-каротину харак-
теризувалася послідовним переходом 
від початкового виснаження його пулу 
до подальшого накопичення за трива-
лої експозиції, тоді як у гемолімфі зміни 
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with prolonged exposure, while in the 
hemolymph, changes were more variable 
and reflected its transport function in ca-
rotenoid metabolism. Correlation analysis 
confirmed a statistically significant posi-
tive relationship between the duration of 
exposure and the content of β-carotene 
in both the hepatopancreas (r = 0.31; p < 
0.05) and hemolymph (r = 0.56; p < 0.05), 
which indicates the determining role of the 
duration of exposure in the formation of 
the adaptive response of the mollusk body.

The results obtained expand current 
understanding of the pecularities of carot-
enoid metabolism restructuring under con-
ditions of phenolic intoxication and sub-
stantiate the feasibility of using β-carotene 
as a potential biochemical marker of suble-
thal toxic load under controlled conditions 
during ecotoxicological monitoring of 
freshwater ecosystems. Given the impor-
tant role of L. stagnalis in the functioning 
of aquatic ecosystems and the formation of 
the food base of many fish species, early 
detection of carotenoid metabolism disor-
ders can be used to assess the ecological 
state and biological productivity of fisher-
ies water bodies.

A promising direction for further re-
search is a comprehensive study of tis-
sue-specific dynamics of β-carotene in 
other organs and tissues of L. stagnalis, 
as well as establishing the relationship be-
tween changes in carotenoid metabolism, 
lipid peroxidation processes, and the ac-
tivity of the enzymatic antioxidant system 
under conditions of prolonged exposure to 
phenol.
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були варіабельнішими та відображали її 
транспортну функцію у каротиноїдно-
му обміні. Кореляційний аналіз підтвер-
див статистично значущий позитивний 
зв’язок між тривалістю експозиції та 
вмістом β-каротину як у гепатопанкре-
асі (r = 0,31; p < 0,05), так і в гемолім-
фі (r = 0,56; p < 0,05), що свідчить про 
визначальну роль тривалості експозиції 
у формуванні адаптаційної відповіді ор-
ганізму молюсків.

Отримані результати розширю-
ють сучасні уявлення про особливос-
ті перебудови каротиноїдного обмі-
ну за умов фенольної інтоксикації та 
обґрунтовують доцільність викори-
стання β-каротину як потенційного 
біохімічного маркера сублетального 
токсичного навантаження за контр-
ольованих умов під час екотоксико-
логічного моніторингу прісноводних 
екосистем. З огляду на важливу роль 
L. stagnalis у функціонуванні водних 
екосистем і формуванні кормової бази 
багатьох видів риб, раннє виявлен-
ня порушень каротиноїдного обміну 
може бути використане для оцінюван-
ня екологічного стану та біологічної 
продуктивності рибогосподарських 
водойм.

Перспективним напрямом подаль-
ших досліджень є комплексне вивчен-
ня тканиноспецифічної динаміки β-ка-
ротину в інших органах і тканинах L. 
stagnalis, а також встановлення взаємо-
зв’язку між змінами каротиноїдного об-
міну, процесами пероксидного окиснен-
ня ліпідів і активністю ферментативної 
антиоксидантної системи за умов три-
валого впливу фенолу.
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