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Введение

Развитие  научно-технического  прогресса  сопряжено  с  постоянно усиливающимся  антропогенным  воздействием  на  окружающую  среду (ОС). Поэтому оценка степени антропогенного влияния на природные экосистемы и их сохранение в настоящее время является одной из актуальных задач экологии.

Наиболее подверженными  техногенному  воздействию  являются  экосистемы  городских  ландшафтов  с высокими  показателями  плотности  населения,  интенсивным  использованием  земельных  и водных  ресурсов. Особое  место  в  изучении ОС  городов  принадлежит  выявлению  условий  миграции  и  накопления химических  элементов  в  различных  компонентах  городских  экосистем,  их  воздействию  на развитие  живых  организмов,  функционированию  водных  экосистем.

Особую роль в оценке состояния водных объектов играют биологические тесты. В связи с наличием большого количества химических соединений, влияние которых невозможно оценить химико-аналитическим контролем, все большее значение приобретает биотестирование относительно биологических организмов или систем.

На сегодняшний день многие жители городов и особенно сельской местности используют в питьевых целях воду из источников нецентрализованного водоснабжения (колодцев и родников). Однако данная вода не всегда соответствует нормативным требованиям по санитарно-гигиеническим показателям качества. В связи с этим целями работы являлись: 
1) оценка современного экологического состояния родниковых вод с помощью метода биотестирования;
2) характеристика качества водопроводной воды г. Иваново до и после фильтрования и кипячения.

Глава 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР
1.1. Биотестирование как метод определения экологической и санитарной эффективности обработки водных потоков [1]
Существующая до настоящего времени система контроля качества вод, основанная на дифференцированном определении аналитическими методами концентрации отдельных ингредиентов и сопоставлении их с ПДК, часто не обеспечивает достоверности и надежности результатов. Это обусловлено следующим.

Во-первых, отсутствует полный набор количественных аналитических методов определения всех токсичных соединений, находящихся в воде. Число известных токсичных ингредиентов, способных поступать в водоемы со сточными водами, может достигать 106 наименований. При этом обеспечено надежными методами анализа порядка 10% от общего числа нормируемых соединений.

Во-вторых, составы большинства стоков сложны и непостоянны, а продукты распада и взаимодействия в сточных водах отдельных химических веществ могут быть токсичнее анализируемых исходных соединений (эффект синергизма). В таких случаях установить степень безопасности взаимодействия сточных вод на биоценозы водных объектов, основываясь лишь на информации о соответствии концентраций отдельных ингредиентов их ПДК, вообще невозможно. Это приводит к необходимости разработки комплексных, интегральных методов контроля качества природных и сточных вод, позволяющих оценить возможную опасность тех или иных источников загрязнения для водной флоры и фауны.

Наиболее эффективным инструментом аналитического контроля, с помощью которого можно достичь поставленной выше цели, является метод биотестирования водных объектов. В области контроля загрязнения водной среды такие методы могут обеспечить решение следующих задач: 

 - проведение токсикологической оценки промышленных и городских сточных вод при установившемся режиме их сброса в водные объекты с целью выявления потенциальных источников высокого и экстремально высокого загрязнения этих объектов;

 - проведение оценки степени токсичности вод на разных стадиях для проектирования локальных очистных сооружений;

 - контроль токсичности сточных вод, подаваемых на биологические очистные сооружения, с целью предупреждения поступления токсичных для биоценоза активного ила загрязняющих веществ;

 - оценка состояния природных вод и выявление акваторий с импактным уровнем загрязнения;

 - проведение экологической экспертизы новых технологий, материалов, проектов очистных сооружений, реконструкции и технического перевооружения народнохозяйственных объектов.

Видно, что спектр задач, решаемых с помощью биотестирования достаточно широк, и необходимо скорейшее внедрение этого метода в водоохранную практику.

В соответствии с государственным стандартом [2] под биологическим тестированием воды следует понимать оценку качества воды по ответным реакциям водных организмов, являющихся тест-объектами. Конкретизируя это понятие, следует сказать, что биотестирование – метод экспереметального определения токсичности воды для гидробионтов, основанный на регистрации ответных реакций тест-объектов на суммарное воздействие токсикантов, присутствующих в воде.

 Токсичность воды – свойство воды вызывать патологические изменения или гибель организмов, обусловленное присутствием в ней токсичных веществ.

Степень токсичности характеризует общий (брутто) уровень загрязнения водного объекта, учитывающий присутствие в воде всех токсикантов и их взаимодействие. Это особенно важно и связано с тем, что химические и физико-химические методы анализа дают информацию чаще всего о наличии в воде одного загрязняющего вещества без учета совместного присутствия ингредиентов (эффекты суммации, синергизма и др.)

При использовании методов биотестирования оперируют рядом понятий и определений: под тест-объектом понимают живой организм, используемый в биотестировании; тест-реакция – изменение какого-либо показателя тест-объекта под воздействием токсичных веществ, содержащихся в воде; тест-параметр – количественное выражение тест-реакции; критерий токсичности – значение тест-параметра или правило, на основании которого делают вывод о токсичности воды.

Тестами на токсичность служат многие ответные реакции организмов на внешние воздействия, такие как выживаемость, плодовитость и т.д. Использование тех или иных методов биотестирования зависит от конкретных практических задач. Биотестирование бывает обязательное (на ракообразных: дафнии, цереодафнии); дополнительное (на водорослях: сценедесмус, хлорелла; рыбах: гуппи, данио); прочее (другие рекомендованные методики). Обязательное битестирование подразделяется на кратковременное (на острое токсическое действие – по выживаемости; сточные воды на сбросе) и длительное (на хроническое токсическое действие – по выживаемости или плодовитости; сточные воды – в контрольном створе, природные воды). Дополнительное биотестирование также бывает кратковременным (на острое токсическое действие – по изменению интенсивности  размножения для водорослей, по выживаемости для рыб; сточные воды – на сбросе) и длительным (на хроническое токсическое действие – по изменению интенсивности размножения для водорослей, по выживаемости для рыб; сточные воды – в контрольном створе, природные воды). 

Во многих странах биотестирование уже стало обязательным и общепризнанным элементом системы контроля загрязнения водных объектов токсическими веществами, многие методы стандартизованы [3].
1.2. Место биотестирования в системе экологического маниторинга

Человек, как и всякий живой организм, неразрывно связан с биосферой. Но его воздействие на биосферу принципиально отличается от воздействия других организмов, поскольку обусловлено общественной природой человека, совершается в ходе и в результате, прежде всего трудовой, производственной деятельности. Научно-технический процесс неизбежно приводит к увеличению действия антропогенного фактора на окружающую среду и с особой остротой требует разумного использования природных богатств.

Как было сказано ранее, под биотестированием обычно понимают процедуру установления токсичности среды с помощью тест-объектов, сигнализирующих об опасности независимо от того, какие вещества и в каком сочетании вызывают изменения жизненно важных функций у тест-объектов. В роли тест-объектов выступают организмы, используемые при оценке токсичности химических веществ, природных и сточных вод, почв, донных отложений, кормов и др. Тест-объекты, по определению Л.П.Брагинского - "датчики" сигнальной информации о токсичности среды и заменители сложных химических анализов, позволяющие оперативно констатировать факт токсичности (ядовитости, вредности) среды. Среди животных выделяются группы организмов, положительно или отрицательно реагирующие на различные формы антропогенной трансформации среды (ракообразные, хирономиды, моллюски, личинки ручейников, поденок, веснянок и др.)[2].

  Биологические методы помогают диагностировать негативные изменения в природной среде при низких концентрациях загрязняющих веществ. При этом используемые виды биоиндикаторов должны удовлетворять следующим требованиям:

· это должны быть виды характерные для природной зоны, где располагается данный объект;

· организмы-мониторы должны быть распространены на всей изучаемой территории повсеместно;

· они должны иметь четко выраженную количественную и качественную реакцию на отклонение свойств среды обитания от экологической нормы;

· биология данных видов-индикаторов должна быть хорошо изучена.

С помощью биоиндикаторов принципиально возможно:

· обнаруживать места скоплений в экологических системах различного рода загрязнений;

· проследить скорость происходящих в окружающей среде изменений;

· только по биоиндикаторам можно судить о степени вредности тех или иных веществ для живой природы;

· прогнозировать дальнейшее развитие экосистемы.

Преимуществом метода биотестирования перед физико-химическими методами является интегральный характер ответных реакций организмов, которые:

· суммируют все без исключения биологически важные данные об окружающей среде и отражают ее состояние в целом;

· выявляют наличие в окружающей природной среде комплекса загрязнителей;

· в условиях хронической антропогенной нагрузки биоиндикаторы могут реагировать на очень слабые воздействия в силу аккумуляции дозы;

· фиксируют скорость происходящих в окружающей среде изменений;

· указывают пути и места скоплений различного рода загрязнений в экологических системах и возможные пути попадания этих веществ в организм человека.
Особую значимость имеет то обстоятельство, что биоиндикаторы отражают степень опасности соответствующего состояния окружающей среды для всех живых организмов, в том числе и для человека. Подчеркивая всю важность биоиндикационных методов исследования, необходимо отметить, что биоиндикация предусматривает выявление уже состоявшегося или происходящего загрязнения окружающей среды по функциональным характеристикам особей и экологическим характеристикам сообществ организмов.

Но, отражая степень негативного воздействия в целом, биоиндикация не объясняет, какими именно факторами оно создано. Наиболее эффективно оценка окружающей среды может производиться в сочетании абиотических и биотических параметров. Этот прием все шире входит в практику. Определение ряда биотических показателей, наряду с традиционными абиотическими, уже предусмотрено нормативными природоохранными документами, например, ГОСТ 17.1.3.07-82 «Охрана природы. Гидросфера. Правила контроля воды водоемов и водотоков».

Особенностью экологического мониторинга является то, что эффекты воздействия на экосистемы, малозаметные при изучении отдельных организмов, выявляются при рассмотрении системы в целом [4 – 9].

1.3. Описание тест-объектов  пригодных  для биотестирования

Методы биотестирования водных объектов

с использованием простейших и беспозвоночных

Простейшие микроорганизмы весьма распространены в водоемах, они составляют основную часть гетеротрофного микропланктона. Такие микроорганизмы играют роль индикаторов загрязнения и активно участвуют в очистке воды. Быстрая реакция на токсическое действие загрязняющих веществ и простота культивирования позволяет использовать простейшие при биотестировании качества загрязненных природных водоемов.

В настоящее время разработано большое количество экспресс-методов биотестирования водных объектов, использующих в качестве тест-организмов разнообразных гидробионтов, относящихся к таким группам животных, как простейшие (инфузории, жгутиконосы), кищечнополостные (гидра), черви (планарии, пиявки), ракообразные (дафнии, гаммарусы), моллюски (пластинчатожаберные, брюхоногие), рыбы. Каждый из этих объектов имеет свои преимущества и ограничения при использовании, и ни один из организмов не может служить универсальным "тестером", одинаково чувствительным ко всем загрязняющим веществам. Однако опыт токсикологического нормирования показывает, что при использовании этих видов методом биотестирования может быть охвачено более 80 % подлежащих контролю загрязняющих воду веществ [1, 10].
1.3.1. Битестирование с использованием Daphnia magna
[image: image1.png]



Рисунок 1 - Daphnia Magna
В качестве тест-объекта в этом методе биотестирования используют особи рачка Daphnia magna. Период созревания Daphnia magna до вымета молоди при оптимальной температуре и хорошем питании занимает 5-10 суток. Продолжительность жизни 110-150 суток, при температурах свыше 25°С она может сокращаться до 25 суток.

При оптимальных условиях содержания партеногенетические поколения следуют одно за другим каждые 3-4 суток. У молодых дафний число яиц в кладке 10-15, затем оно возрастает до 30-40 и более, снижаясь до 3-8 и до 0 за 2-3 суток до смерти.

Культуру дафний выращивают в термостатируемом при 18-22°С люминостате (освещенность 400-600 люкс, продолжительность светового дня 12-14 часов). Опыты по биотестированию вод желательно проводить в том же люминостате. Для культивирования дафний используют "биологизированную" аквариумную воду со следующими параметрами: рН 7-8 (граничные значения рН от 6 до 9), жесткость общая 3-4 мг-экв/л, соотношение Ca/Mg 4:1, концентрация растворенного кислорода не менее 6-7 мг/л (граничное значение 2 мг/л).

Критерием токсичности при биотестировании на рачках является гибель 50% и более особей за период 96 часов (дафнии) в тестируемой воде по сравнению с контролем [11, 12].
При биотестировании важно учитывать следующие моменты [13].
- Молодь рачков в 4-5 раз более чувствительна к действию токсикантов, чем взрослые особи.

- Кормление рачков во время острого опыта уменьшает токсичность примерно в 4 раза.

- В мягкой воде токсичность веществ повышается. Ионы магния обычно уменьшают токсичность солей, ионы кальция - снижают токсичность.

- Присутствие комплексообразующих веществ (гуминовые кислоты, аминокислоты и т.п.) увеличивает накопление токсикантов, но снижает их токсичность.

- Дефицит кислорода в воде ускоряет накопление токсических веществ в водной среде.

- Солнечный свет увеличивает токсичность в основном за счет возрастания количества свободных радикалов.
 Биотестовый анализ основан на определении изменения выживаемости и плодовитости дафний при воздействии токсических веществ, содержащихся в тестируемой воде, по сравнению с аналогичными параметрами в контрольной пробе.

Экспериментально определяют значение среднего летального времени (LT50) – периода, в течение которого в анализируемой пробе погибает 50% особей. 

Достоинство известного способа заключается в том, что он является экспресс-способом, т.е. оценка токсичности воды производится в течение 96 ч или 7 суток. А так же дафнии обладают повышенной чувствительностью к ряду основных классов токсикантов, что также является достоинством способа.
Недостатком способа является тот факт, что дафнии не обладают достаточной резистентностью к действию токсикантов. Кроме того, с помощью этого способа определяют токсичность водных проб только в отношении дафний и только по степени их подвижности, не привязывая результаты оценки к действующим на тестируемую воду нормативам.
Таким образом, известный способ, хотя и является международным стандартом, не является унифицированным в том смысле, что не дает возможности использования его для оценки токсичности вод в соответствии с действующими нормативами по токсикологическим показателям для вод разного целевого назначения [12, 14].
1.3.2. Биотестирование с использованием рыб Poecillia Reticulata Peters (Гуппи)
При изучении действия токсических веществ (пестицидов, производственных сточных вод и т. д.) на рыб применяется большое количество критериев различной степени чувствительности от «рыбной пробы», т. е. определения выживаемости до современных методов исследования на молекулярном уровне.

При оценке методик, применяемых для решения задач водной токсикологии, необходимо применять критерии, обеспечивающие биологическую и хозяйственную нормы для основных гидробионтов, полезных человеку, для чего следует определять выживаемость, размножение и плодовитость, качество потомства. Введенные в среду обитания некоторые вредные вещества в концентрациях в десятки раз меньших летальных, при длительном воздействии могут существенно влиять на указанные выше показатели. Такое действие токсических веществ может приводить к уменьшению скорости роста и численности рыб, а следовательно, отражаться на рыбной продуктивности водоема. 

Поэтому основными показателями при оценке влияния токсических веществ и определении ПДК для рыб являются рост, развитие, плодовитость и качество потомства. 

Одним из решающих моментов при оценке действия токсических веществ является выбор объекта, на котором можно проводить испытания. При испытании токсических веществ на промысловых рыбах возникает ряд трудностей, заключающихся в том, что для проведения опытов необходимо иметь хорошо оборудованные экспериментальные базы, обеспечивающие условия для нормального роста, развития и размножения подопытных рыб. Кроме того, проведение таких работ на промысловых рыбах требует много времени, так как большинство из них медленно растут и созревают. Длительное половое созревание заставит проводить трудоемкие морфологические исследования по определению изменений в развитии половых продуктов под действием токсических веществ. Отсутствие ясно выраженных вторичных половых признаков у большинства промысловых рыб затрудняет определение скорости половой дифференцировки. Все это говорит о том, что определение действия токсических веществ на промысловых рыбах займет много времени, потребует много труда и средств. 

Долгие поиски удобного для исследований объекта заставили остановиться на аквариумной рыбке гуппи Poecillia Reticulata Peters. 
Положительными свойствами гуппи являются ее малые размеры, неприхотливость к условиям обитания, короткий цикл развития, рано появляющиеся и четко выраженные вторичные половые признаки, почти 100%-ная выживаемость мальков в обычных аквариальных условиях, легкость разведения и кормления, а также возможность получения массового количества однородного подопытного материала в течение всего года. Все это делает гуппи чрезвычайно удобным объектом для исследования. Общеизвестно, что гуппи хорошо растут и размножаются в аквариумах, создать для них оптимальные условия для роста и размножения не представляет трудностей, этого можно достигнуть в любой лаборатории. Кажущимся отрицательным качеством гуппи является то, что они по сравнению с другими рыбами проявляют большую устойчивость к токсическим веществам. Однако эту большую устойчивость гуппи можно связать с тем, что они при испытании находятся в оптимальных условиях, в то время как другие рыбы, выловленные из водоемов и помещенные в экспериментальные условия, находятся в состоянии «стресса», при котором токсичность будет проявляться в значительно большей степени. Как пример влияния содержания в неблагоприятных условиях можно привести данные Кийера и соавторов (Quilleir, Marti, Capmartin, Secondat, 1965), которые показали, что содержание гуппи в аквариумах без растений уже приводит к нарушениям у них сперматогенеза и задержке развития гоноподия. 

Совершенно очевидно, что многие вопросы водной токсикологии успешно могут решаться при работе на гуппи (изучение механизма действия токсических веществ, определение летальных дозировок, изучение влияния токсических веществ на рост, созревание, развитие, размножение, плодовитость, качество потомства, а также цитоморфологического изменения внутренних органов и др.). 

Живородящая рыбка гуппи является обитателем тропиков. Несмотря на это гуппи выдерживают значительные колебания температуры, однако размножение их возможно при температуре не ниже 18–20° С. Оптимальной температурой для них является 22–24° С. Самки гуппи достигают половозрелости в возрасте 180–200 дней и в дальнейшем в зависимости от условий содержания и кормления мечут мальков через каждые 28–35 дней. Впервые созревающие самки при нормальных условиях содержания мечут от 10 до 20 мальков. С каждым последующим пометом плодовитость самок увеличивается и может достигать до 80 экз. за один помет. 

В опытах необходимо учитывать жесткость воды, что имеет большое значение при определении токсичности. При проведении опытов необходимо наблюдать за состоянием растений, проверять кислородный режим, рН и СО2. Все это необходимо потому, что действие токсического вещества складывается из прямого токсического действия и косвенного за счет неблагоприятных изменений в водоеме, которые оно вызывает. 

При соблюдении указанных условий на гуппи можно проводить испытание токсических веществ по различным показателям. Ниже приводятся примерные схемы постановки опытов по некоторым из них [15, 16]. 

Глава 2. МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА

Методика биотестирования по гибели рыб POECILLIA RETICULATA PETERS [16-23]

2.1. Назначение и область применения

Настоящая методика устанавливает процедуру определения острой летальной токсичности сточных, поверхностных и подземных вод, донных отложений (водных вытяжек), буровых растворов, водных растворов отдельных веществ и их смесей.
2.2. Применение методики

Методика основана на установлении различия между количеством погибших рыб  в анализируемой пробе (опыт) и воде, которая не содержит токсических веществ (контроль). Критерием острой летальной токсичности является гибель 50 % рыб и более в опыте по сравнению с контролем за 96 ч. биотестирования.
2.3. Характеристика и погрешность измерений

Границы, в которых находится относительная погрешность определения токсичности по данной методике с заданной доверительной вероятностью P = 0,95 составляют ± 42 %.

2.4. Средства измерения, вспомогательные устройства, материалы, реактивы

Применяют следующие средства измерений, вспомогательные устройства, материалы, реактивы:

· аквариумы емкостью 50 и 200 дм3;
· микрокомпрессор аквариумный АЭН ТУ 16-064,011;
· рН-метр ГОСТ 25.7416.0171 или аналоги;
· приспособление для термостатирования;

· весы лабораторные по ГОСТ 24104;
· термометр по ГОСТ 112 с ценой деления шкалы 1°С;
·  холодильник, поддерживающий температуру (4 ± 2) 0С;
· колбы мерные по ГОСТ 1770, вместимостью 0,5 и 1,0 дм3 по ГОСТ 1770;
· бумагу фильтровальную по ГОСТ 12026;
· пипетки мерные вместимостью от 1 до 10 см3 по ГОСТ 29227;
· посуду для транспортирования и хранения проб воды вместимостью 5 дм3;

· сачок для отлова рыб;

· стеклянную палочку;

· цилиндры мерные вместимостью 0,1; 0,5 и 1,0 дм3 по ГОСТ 1770;
· воду дистиллированную по ГОСТ 6709;

· воду питьевую по ГОСТ 2874;

-    калий двухромовокислый по ГОСТ 4220.
2.5. Условия выполнения биотестирования

1. Биотестирование проводят в помещении, где не хранят и не работают с химическими веществами, не используют обработку инсектицидами. Используют рассеянный свет, естественный световой период.

2. Объем пробы воды (водной вытяжки), буровых растворов, водных растворов отдельных веществ и их смесей для определения острой летальной токсичности должен быть не менее 30 дм3.
3. Температура анализируемой пробы должна быть (25 ± 1) 0С, концентрация растворенного кислорода не менее 4 мг/дм3, если она меньше, то пробу аэрируют микрокомпрессором. Воздух должен подаваться равномерно.

4. Плотность посадки гуппи в возрасте 24 − 48 ч. в опыте и контроле должна быть 10 экземпляров рыб на 5дм3. Повторность трехкратная.

5. Результаты учитывают если при биотестировании концентрация растворенного кислорода была не менее 4 мг/дм3, температура составляла (25 ± 1) 0С, количество погибших рыб в контрольной пробе не превышало 10 %, ЛК50 за 24 часа калия двухромовокислого (K2Cr2O7) находилась в диапазоне 106 − 175 мг/дм3.

2.6. Подготовка к выполнению биотестирования

1. В качестве тест-объектов используют мальков гуппи в возрасте не более 2 суток (от 24 до 48 ч).

Для получения тест-объектов выбирают рыб не старше 2 лет (продолжительность жизни гуппи 3 − 3,5 года), без каких-либо признаков заболевания.

Отобранных самцов и самок рекомендуется содержать в отдельных аквариумах. При совместном содержании самцы растут медленнее и имеют меньшие размеры. Половозрелые гуппи имеют четко развитые половые признаки, что облегчает их сортировку. Самцы, как правило, мельче (3 − 4 см) и имеют более яркую окраску, чем самки. У них преобладают серовато-коричневые тона с очень яркими красными, голубыми зелеными и черными пятнами. Самки больше самцов, до 6 см в длину, чаще желто-зеленые. Анальный плавник у самок округлый. У молодых самцов он имеет ту же форму, но со временем, в период полового созревания, он начинает удлиняться и превращается в подвижный гоноподий.

Для содержания производителей пригодны любые термостатируемые аквариумы, которые обеспечивают температуру воды  (25 ± 1) 0С.
Плотность посадки самцов 1 − 2 дм3 воды на экземпляр, самок – не менее 4 дм3. Перед размещением рыб аквариумы засаживают растениями без жестких, режущих кромок. Предпочтение следует отдать густым мелколистным и, обязательно, плавающим растениям (риччия, сальвиния). В аквариуме должно быть свободное пространство для плаванья.

Аквариумы освещают верхним светом не менее 8 ч в сутки. В качестве источника света используют обычные лампы дневного света.

Для содержания производителей используют питьевую воду, которую отстаивают в течение 7 суток. Воду аэрируют, фильтруют и термостатируют (25 ± 1) 0С. Содержание растворенного в воде кислорода должно быть не менее 4 мг/дм3. Один раз в месяц 1/3 часть воды меняют на свежую. Добавление воды должно быть той же температуры, что и в аквариуме. Вместо испарившейся воды добавляют дистиллированную воду.

Кормят производителей гуппи 3 − 5 раз в день живым кормом. Корм дается в таком количестве, чтобы рыбы съедали все без остатка за 3 − 5 минут.

      Для получения тест-объектов самок и самцов помещают в один аквариум для совместного содержания. Гуппи относятся к рыбам с внутренним развитием икры, способными к нересту полностью оформившихся мальков. Готовность самок к нересту определяется наличием хорошо заметного темного пятна  перед анальным плавником. При этом форма брюшка приближается к прямоугольной и оно становиться намного шире спины. 

Самку, готовую к нересту, помещают в отдельную нерестовую посудину, вместимость не менее 4 дм3 с большим количеством мелколистных растений. Нерестовые посудины наполняются водой такого же качества, как и для содержания производителей, и термостатируют при температуре  (25 ± 1) 0С. Самок после нереста удаляют, т.к. они поедают мальков.

Мальков рекомендуется кормить «пылью», состоящей из инфузорий, эвгден, коловраток, молоди ветвистоусых рачков, и науплиусов веслоногих  рачков. При отсутствии «пыли» молодь гуппи можно кормить перетертой сухой дафнией или каким-либо другим сухим кормом. На 100 рыб его необходимо не более 1 г в сутки. По мере того, как растут рыбы, в их рацион вводят резаный трубочник, мотыль, коретру и другие живые корма. Одно-, двухдневных мальков кормят по 5 раз в день, более взрослых – 2-3 раза.

Мальков сортируют, чтобы избежать неравномерности развития, и постепенно переводят из нерестовых посудин в аквариумы вместимостью 50 дм3, а далее 200 дм 3. Аквариумы заполняют водой такого же качества, как и для производителей гуппи.

2. Тест-организмы (возрастом 1 − 2 суток) перед серией экспериментов проверяют на пригодность для биотестирования.

Для определения пригодности рыб для биотестирования устанавливают среднюю летальную концентрацию раствора эталонного вещества − K2Cr2O7 за 24 ч. биотестирования (ЛК50 за 24 ч). Для этого готовят известный раствор K2Cr2O7 концентрацией 10 г/дм3, используя дистиллированную воду. Далее из исходного раствора готовят серию растворов с концентрациями K2Cr2O7 от 100 до 200 мг/дм3 с интервалом 25 мг/дм3, используя культивационную воду. Биотестирование этих растворов проводят продолжительностью 24 ч в соответствии с процедурой изложенной в п. «Выполнение биотестирования». На основании полученных результатов строят график зависимости «% погибших рыб – время». По графику находят ЛТ50 двухромовокислого калия.
На основании полученных результатов рассчитывают ЛК50 за 24 ч K2Cr2O7. Если полученная величина ЛК50 K2Cr2O7 за 24 ч находится в экспериментально установленном диапазоне реагирования тест-объектов 106 − 175 мг/дм3, гуппи пригодны для биотестирования.

Если ЛК50 за 24 ч K2Cr2O7 не находится в указанном диапазоне реагирования, то проверяют условия культивирования тест-объекта, чтобы выяснить причины ухудшения состояния культуры.
2.7. Выполнение биотестирования

При выполнении биотестирования проводят следующие операции.

1. Приготовленные пробы воды (водной вытяжки), буровых растворов и растворы с различными концентрациями вещества (смеси веществ) наливают в сосуды по 5 дм3 (опыт). Другие сосуды наполняют таким же образом дехлорированной питьевой водой (контроль). Повторность в опыте и контроле трехкратная.

2. В каждый из опытных и контрольных сосудов помещают по 10 экземпляров гуппи в возрасте от 24 до 48 ч.

3. Продолжительность биотестирования составляет 96 ч. Во время биотестирования рыб не кормят.

4. Ежедневно подсчитывается количество живых рыб и удаляют погибших. Погибшими считают рыб, которые не подают признаков движения и дыхания при прикосновении к ним стеклянной палочкой.

2.8. Обработка и оценка результатов

1. На основании результатов трех параллельных определений количества живых рыб в контроле и опыте находят среднее арифметическое количество живых рыб в контроле (опыте) по формуле:
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где: Хk(оп)i – результат i-го измерения количества жи​вых рыб в контроле (опыте);

i –  номер измерения количества живых рыб в кон​троле (опыте); i=i,…,I;

I –  количество параллельных измерений количества живых рыб в контроле (опыте); I = 3. 
Экспериментально определяют значение среднего летального времени (ЛТ50) – периода, в течение которого в анализируемой пробе погибает 50 % особей.
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Рассчитывают в процентах количество погибших рыб в опыте по отношению к контролю по формуле:
2. Вывод о наличии или отсутствии острой летальной токсичности пробы воды (водной вытяжки) делают на основании величины А. Если величина А составляет 50 % и более, то считают, что анализируемая проба проявляет острую летальную токсичность, если менее 50 % (ЛТ50 больше 96 ч) − делают вывод об отсутствии острого токсического действия исследуемой пробы на тест-организмы. 

Чем меньше ЛТ50, тем токсичнее исследуемая вода [17].
Глава 3. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Для биотестового анализа были выбраны три источника, находящиеся на территории г. Иваново (прил.1).

Родник № 1 расположен в г. Иваново на пер. Челышева (в долине р. Уводь). Он находится на урбанизированной территории, в зоне повышенного антропогенного влияния, а именно в 550 м от АЗС, в 60 м от автодороги и в непосредственной близости к местам неорганизованного хранения бытовых отходов в частном секторе.

Родник № 2 расположен в г. Иваново, парке отдыха «Харинка» (в долине р. Харинка). Он находится в зоне пониженного антропогенного влияния, а именно в рекреационной зоне г. Иваново. Источник  расположен в 650 м от селитебной территории и в 180 м от ближайшей автомобильной дороги.
Пробы родниковой воды отбирались в сентября 2011 г. При отборе пробы не замораживали и не проводили консервирование химическими веществами. Параллельно проводился биотестовый анализ воды из системы водопровода г. Иваново, после кипячения и фильтрования с использованием фильтра «Барьер». 
В работе был использован метод биотестирования по гибели пресноводных рыб Poecillia Reticulata Peters  (гуппи).
Представленные методы позволяют установить наличие или отсутствие острой летальной и хронической токсичности воды. Для анализа использовались мальки рыб гуппи в возрасте от 24 до 48 ч. Проводилось три параллельных определения. Начальная посадка тест-объектов для каждого опыта составляла 10 шт. В каждом опыте в течение определенного времени подсчитывалось количество выживших организмов. Продолжительность биотестирования составляла 96 ч (при определении острой летальной токсичности) и 7 суток (при определении хронической интоксикации).

Пригодность культур к биотестированию определялась чувствительностью тест-объектов к стандартному токсиканту К2Сr2О7 (который продолжительное время сохраняет первоначально внесенную концентрацию, стабилен в растворах и относится к классу сильнотоксичных веществ). С этой целью было установлено среднее значение величины летального времени – ЛТ50, которое должно находиться в пределах 24 ч. Полученные калибровки позволяют сделать вывод о хорошей чувствительности используемых тест-организмов (табл. 3.1, рис. 3.1).

Таблица 3.1

Калибровка чувствительности тест-объекта (гуппи) на стандартном токсиканте К2Сr2О7 с концентрацией 175 мг/дм3
	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24

	Количество выживших мальков гуппи, шт.
	проба № 1
	10
	10
	10
	9
	8
	8
	7
	6
	4
	4
	4
	3

	
	проба № 2
	10
	10
	10
	10
	8
	8
	7
	6
	5
	4
	4
	4

	
	проба № 3
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	8
	7
	5
	5
	4
	4

	Среднее количество выживших мальков гуппи, шт.
	10
	10
	10
	9
	8
	8
	7
	6
	5
	4
	4
	4

	Количество погибших мальков гуппи, %
	0
	0
	0
	10
	20
	20
	30
	40
	50
	60
	60
	60
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Рис. 3.1. Зависимость количества погибших мальков гуппи от времени при биотестировании на К2Сr2О7 (175 мг/дм3)

Результаты биотестирования считаются достоверными, если гибель тест-объектов в контрольной пробе (культивационной воде) за весь период наблюдений не превышает 10 %. Это условие выполнялось (табл. 3.3).
Таблица 3.3

Исследование контрольной пробы воды с использованием гуппи
	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24
	48
	72
	96

	Количество выживших тест-объектов, шт.
	№ 1
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	№ 2
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	№ 3
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Среднее количество выживших тест-объектов, шт.
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Количество погибших тест-объектов, %
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0


Если в течение 96 ч биотестирования гибнет ≥ 50 % тест-организмов, считают, что исследуемая проба оказывает острое токсическое действие; если < 50 %, то делают вывод об отсутствии острого токсического действия исследуемой пробы воды на тест-организмы. Чем меньше ЛТ50, тем токсичнее исследуемая вода.

Соответственно, если в течение 7 суток погибает ≥ 20 % тест-объектов, считают, что исследуемая проба оказывает хроническое токсическое действие; если < 20 %, то делают вывод об отсутствии хронической интоксикации.

Результаты исследований проб родниковой и водопроводной воды представлены в табл. 3.4 – 3.8 и на рис. 3.3 – 3.7
Таблица 3.4

Исследование пробы родниковой воды из источника № 1 (г. Иваново, пер. Челышева)

	Острое токсическое действие
	Хроническое действие

	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24
	48
	72
	96
	120

(5 суток)
	144

(6 суток)
	168

(7 суток)

	Количество выживших гуппи, шт.
	проба № 1
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9

	
	проба № 2
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	проба № 3
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9

	Среднее количество выживших гуппи, шт.
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9

	Количество погибших гуппи, %
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	10
	10

	Экспериментально установлено отсутствие острого токсического действия родниковой воды из источника № 1 на тест-организмы Гуппи, а в течение 7 суток погибло 10 % тест-объектов (< 20 %), что указывает и на отсутствие хронической интоксикации.


	

	
	


Таблица 3.5

Исследование пробы родниковой воды из источника № 2 (г. Иваново, парк «Харинка»)

	Острое токсическое действие
	Хроническое действие

	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24
	48
	72
	96
	120 

(5 суток)
	144 

(6 суток)
	168 

(7 суток)

	Количество выживших гуппи, шт.
	проба № 1
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	8
	8

	
	проба № 2
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	проба № 3
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9

	Среднее количество выживших гуппи, шт.
	
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	Количество погибших гуппи, %
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	10
	10
	10
	10
	10
	10


Как и в случае с родниковой водой из источника № 1, источник № 2 так же показывает отсутствие как острого токсического действия, так и  хронической интоксикации (в течение 7 суток погибло 10 % тест-объектов (< 20 %)). Однако, при сравнении результатов эксперимента (источники №№1-2) видно, что при исследование данной пробы (№ 2) на острое токсическое действие гибель 10 % тест-объектов - 48 ч.
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	Рис. 3.3. Зависимость количества погибших дафний от времени при биотестировании родниковой воды из источника № 1.
	Рис. 3.4. Зависимость количества погибших дафний от времени при биотестировании родниковой воды из источника № 2.


Таблица 3.6

Исследование пробы водопроводной воды (г. Иваново)
	Острое токсическое действие
	Хроническое действие

	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24
	48
	72
	96
	120 

(5 суток)
	144 

(6 суток)
	168 

(7 суток)

	Количество выживших гуппи, шт.
	проба № 1
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	8
	8
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	6

	
	проба № 2
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	
	проба № 3
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	8
	8
	8
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	Среднее количество выживших гуппи, шт.
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	8
	8
	8
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	Количество погибших гуппи, %
	0
	0
	0
	0
	0
	10
	10
	10
	10
	20
	20
	20
	30
	30
	30
	30
	30
	30


Результаты эксперимента показали, что вода из системы водопровода оказывает хроническое токсическое действие на гуппи.
Таблица 3.7
ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОБЫ ВОДОПРОВОДНОЙ ВОДЫ ПОСЛЕ КИПЯЧЕНИЯ

	Острое токсическое действие
	Хроническое действие

	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24
	48
	72
	96
	120 

(5 суток)
	144 

(6 суток)
	168 

(7 суток)

	Количество выживших гуппи, шт.
	проба № 1
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	8

	
	проба № 2
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	
	проба № 3
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9

	Среднее количество выживших гуппи, шт.
	
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9
	9

	Количество погибших гуппи, %
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	10
	10
	10
	10
	10
	10


Таблица 3.8
ИССЛЕДОВАНИЕ  ПРОБЫ ВОДОПРОВОДНОЙ ВОДЫ ПОСЛЕ ФИЛЬТРОВАНИЯ ЧЕРЕЗ ФИЛЬТР «БАРЬЕР»

	Острое токсическое действие
	Хроническое действие

	Время, ч
	0
	1
	5
	6
	9
	11
	14
	16
	18
	20
	22
	24
	48
	72
	96
	120 

(5 суток)
	144 

(6 суток)
	168 

(7 суток)

	Количество выживших дафний, шт.
	проба № 1
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	
	проба № 2
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9

	
	проба № 3
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Среднее количество выживших дафний, шт.
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9
	9
	9

	Количество погибших дафний, %
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	10
	10
	10
	10
	10
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	Рис. 3.5 – 3.7. Зависимость количества погибших тест-объектов от времени при биотестировании:

а) водопроводной воды г. Иваново; б)  водопроводной воды после кипячения; в) после фильтра «Барьер».
	


 Результаты эксперимента показали отсутствие хронической интоксикации (< 20 %) воды из системы водопровода после кипячения и после фильтрования через фильтр «Барьер». 

Таким образом, результаты биотестового анализа исследуемых проб воды на тест-объектах (пресноводные рыбы Poecillia Reticulata Peters - Гуппи) показали, что родниковая вода не оказывает как острое токсическое действие, так и отсутствие хронической интоксикации на тест-организмы (рис. 3.3 – 3.4). При этом водопроводная вода г. Иваново оказывает хроническое токсическое действие (рис. 3.5), однако после её обработки (кипячения и фильтрования), вода не обладала ни острым, ни хроническим действием (рис. 3.6 – 3.7).
Так же в данной работе были использованы поведенческие показатели, в данном случае критериями оценки качества воды кроме гибели тест-организмов, использовались такие как движение, реакция на внешний раздражитель (сачок), нахождение в аквариуме и питание (табл. 3.9). Результаты исследований родниковой и водопроводной воды на мальках гуппи представлены в табл. 3.10. 

Таблица 3.9
Критерии ранжирования поведения мальков пресноводных  рыб Гуппи 

	№ п/п
	Критерий
	Балл
	Описание 

	1
	Движение
	3
	активное

	
	
	2
	медленное

	
	
	1
	мальки неподвижны в течение нескольких секунд, потеря координации

	2
	Реакция на внешний раздражитель (сачок)
	3
	быстро расплываются в разные стороны

	
	
	2
	реагируют значительно медленнее

	
	
	1
	беспрепятственно поддаются отлову

	3
	Нахождение в аквариуме
	2
	мальки плавают во всем объеме аквариума

	
	
	1
	плавают вдоль стенок аквариума и/или ближе к поверхности воды

	4
	Питание (при определении хронической интоксикации)
	2
	съедают норму корма за 3 − 5 минут (при условии кормления 3 раза в день) 

	
	
	1
	съедают 30 − 60 % от нормы за 5 − 7 минут (при условии кормления 3 раза в день)


Таблица 3.10
РЕЗУЛЬТАТЫ ПОВЕДЕНЧЕСКОГО АНАЛИЗА НА РЫБАХ ГУППИ
	№ п/п
	Критерий
	Балл

	
	
	Водопроводная вода 
	Водопроводная вода после кипячения
	После фильтрования «Барьер»
	Родниковая вода из источника

	
	
	
	
	
	№ 1
	№ 2

	1
	Движение
	1
	2
	3
	3
	2

	2
	Реакция на внешний раздражитель (сачок)
	2
	3
	3
	3
	3

	3
	Нахождение в аквариуме
	2
	2
	2
	2
	2

	4
	Питание (при определении хронической интоксикации)
	1
	2
	2
	2
	1

	Сумма баллов
	6
	9
	10
	10
	8

	Ранг
	IV
	II
	I
	I
	III


РАНЖИРОВАНИЕ ВОДЫ ПО УРОВНЮ ТОКСИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА НА ТЕСТ-ОРГАНИЗМЫ гуппи
 (в порядке снижения токсического действия)
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Выводы:

1) наибольшим токсическим действием на тест-организмы обладала вода из системы водопровода, при этом после применения дополнительных методов очистки воды в домашних условиях (кипячения и фильтрования) данная вода токсическим действием не обладала;

2) при сравнении результатов биотестирования прокипяченной и профильтрованной водопроводной воды можно отметить, что наиболее эффективным способом доочистки является фильтрование;
3) вода из родников, расположенных на урбанизированных территориях (в городах, вблизи автотрасс и хозяйственной деятельности) не оказывает острое токсическое действие на тест-организмы, и не обладает хронической интоксикацией.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1 

Карта-схема расположения источника № 1 

(г. Иваново, пер. Челышева)
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Карта-схема расположения источника № 2
(г. Иваново, парк отдыха «Харинка»)
[image: image10.jpg]



приложение 2
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	Определение чувствительности культуры Poecillia Reticulata Peters 

к стандартному токсиканту К2Сr2О7 С = 175 мг/дм3


�EMBED Equation.3���





Родник № 1


(г. Иваново)





После фильтра «Барьер»








Водопроводная вода после кипячения








Родник № 2 


(парк «Харинка»)








Водопроводная вода  
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