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М. М. Тимошенко

ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Однією з важливих складових екологічної безпеки України є якість питної води, адже забезпечення населення якісною питною водою є одним з найбільш важливих завдань збереження здоров’я людини (задля забезпечення населення якісною питною водою створена Загальнодержавна програма «Питна вода України» на 2006-2020 роки). При вирішенні цієї проблеми нарівні із зміною інфраструктури водопостачання, яка передбачає виникнення нових форм водозабезпечення, в т. ч. використання популярної на сьогодні бутильованої води,  необхідним є постійний контроль якості питної води на всіх етапах водопідготовки та водопостачання. 


На сьогодні для контролю якості питної води використовують мікробіологічний аналіз та фізико-хімічні методи визначення органолептичних, токсикологічних, фізіологічних показників. При цьому основними критеріями є значення концентрацій домішок, які визначені стандартами, та повноцінність складу води за макро- та мікроелементами.

Вплив води на споживача може варіювати залежно, як від комбінації самих домішок, так і від їх концентрацій, навіть за умов відповідності встановленим нормам (наприклад, сумісна наявність органічних речовин і залишкового вмісту хлору). У воді можуть бути присутні біологічно впливові домішки, які не нормуються, та домішки, які беруть участь у формуванні структури води. Сучасні фізико-хімічні методи аналізу складу води не дають можливості вичерпно оцінювати якість води і прогнозувати комплексний вплив присутніх речовин і структури води на біологічні об’єкти. Отже, оцінка якості води, основана на гідрохімічних показниках, не може бути достатньою.

Таким чином, виникає потреба у розробці і використанні нових методів комплексної оцінки якості води та її можливого впливу на біологічні об'єкти, що зазначено у Державній цільовій соціальній програмі  першочергового забезпечення централізованим водопостачанням сільських населених пунктів,  що користуються привізною водою, на період до 2010 року. Таким методом є біотестування, яке у поєднанні з мікробіологічним аналізом повинно стати першим етапом визначення якості питної води і головним у визначенні можливих наслідків її впливу на живі організми. 

Вищезазначене обумовлює актуальність проблематики роботи, яка присвячена дослідженню методів біотестування в оцінці та контролі якості питної води на прикладі водопровідної та бутильованої.

Зв’язок роботи з науковими програмами (планами, темами).  Наукові положення, розроблені в дисертаційному дослідженні реалізовані в науковому дослідженні Науково-дослідного інституту Державної прикордонної служби України: «Забезпечення продовольством структурних органів Державної прикордонної служби України шляхом залучення структур малого та середнього бізнесу» (шифр «Продовольство» № 207-0003 А). 

Мета і задачі дослідження. Метою роботи є розвиток теоретичних і методологічних підходів та розробка практичних рекомендацій з метою удосконалення системи контролю якості питної води. 

Для досягнення поставленої мети вирішувалися такі задачі:

· дослідити питання стандартизації бутильованої води та контролю якості питної води;

· дослідити теоретичні та практичні основи біотестування питної води (оцінка існуючих методик біотестування);

· обґрунтувати вибір модельних методик та біотестів;

· науково обґрунтувати практичне застосування методів біотестування у системі моніторингу стану екологічної безпеки;

· розробити математичну модель "концентрація домішок – тест-відгук";

· розробити програмне забезпечення для обробки результатів, отриманих при біотестуванні.

Об’єкт дослідження.  Методи біотестування питної та бутильованої води, як елемент моніторингу стану екологічної безпеки. 

Предмет дослідження. Технічні та методологічні особливості біотестування для контролю якості питної води, в тому числі бутильованої.  

Методи дослідження. Теоретичною та методологічною основами дисертаційного дослідження є праці вітчизняних та закордонних вчених у галузі екологічної безпеки, питного водопостачання та біотестування, законодавчі та нормативні акти України щодо питних вод, теоретичні та методологічні розробки наукових установ НАН України, зокрема, метод реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії (ЛДС), що розроблений Власенко В. В., Інститут біоорганічної хімії та нафтохімії НАН України. У дисертаційній роботі були використані загальнонаукові методи дослідження: теоретичні, емпіричні, математичного та комп’ютерного моделювання, математичної статистики, експериментальні.

Наукова новизна одержаних результатів: 

· комплексно вирішена та науково обґрунтована актуальна задача удосконалення системи контролю якості питної води з використанням методу біотестування у моніторингу стану екологічної безпеки об’єктів питного водопостачання; 
· узагальнено методи біотестування на єдиній теоретичній базі, створена універсальна класифікація методів біотестування, яка дає підстави для подальшого розвитку наукових та практичних засад впровадження методів біотестування для оцінки якості природних вод;

· розроблено математичну модель методу біотестування;

· науково обґрунтовано методологічну базу для створення комп’ютерної програми обробки результатів, отриманих при біотестуванні;

· вперше теоретично та експериментально обґрунтована можливість використання методу ЛДС для біотестування питної води у контролі її якості; визначена ефективність використання одноклітинної водорості Pedinomonas teniussima Masyuk; 

· вперше науково обґрунтовано та експериментально підтверджено ефективність використання в експрес-оцінці якості питних вод традиційних тест-об’єктів – медичних п’явок та насіння вищих рослин; досліджено симптомокомплекс медичних п’явок на присутність у питній воді домішок заліза та міді для експрес-прогнозу їх наявності у воді. 

Практичне значення одержаних результатів. Результати проведених досліджень та практичні рекомендації щодо використання біотестування, як першочергового етапу контролю якості питної води, впроваджені у роботу Незалежного центру лабораторних досліджень «Еталон» (м. Хмельницький). На основі виробничих випробувань лабораторією контролю якості питної води міського комунального підприємства «Хмельницькводоканал» дано позитивний висновок щодо впровадження методу біотестування у контроль якості питної води, як першочергового етапу визначення якості питної води.

Матеріали досліджень та комп’ютерна програма обробки результатів біотестування впроваджені в навчальний процес на кафедрі екології Хмельницького національного університету і використовуються при викладанні дисциплін «Основи біотехнологій. Біоіндикація», «Методи очистки та контролю якості води», при виконанні курсового та дипломного проектування зі спеціальності № 8 070801 «Екологія та охорона навколишнього середовища». 

Особистий внесок (здобувача) автора у роботу. Особистий внесок автора в отриманні наукових результатів, викладених в дисертації, є основним і полягає у підборі та опрацюванні літературних джерел, виконанні лабораторних досліджень, статистичній обробці даних, апробації матеріалів дисертації та підготовці до друку наукових праць. Аналіз та обговорення результатів досліджень проведено спільно з науковим керівником. 

Апробація результатів дисертації. Основні результати та положення дисертаційної роботи докладені та обговорені на 21 конференціях різного рівня, з них:

8 міжнародних: Міжнародна науково-практична конференція «Проблеми сучасної екології», (Запоріжжя, 20 – 22. 09. 2000 р.), Міжнародна науково-практична конференції «Екологія. Людина. Суспільство», НТУУ КПІ, (Київ, 2000), Міжнародна науково-практична конференція "Екологічна безпека", (Кременчук, 28 – 30. 09. 2005), Міжнародна науково-практична конференція, «1-ий Всеукраїнський з`їзд екологів», (Вінниця, 4 – 7. 10. 2006),  Міжнародна науково-практична конференція, «Екологічна безпека», (Кременчук, 11 – 14. 10. 2006), ІІІ міжнародна конференція молодих вчених «Розмаїття живого. Екологія. Еволюція. Адаптація»,  (Одеса, 15 – 18. 05. 2007), Международный Водный Форум «АКВА Украина», (Донецк, 25 – 28. 04. 2007); «Біосферно-ноосферні ідеї Вернадського та еколого-економічні проблеми розвитку регіонів", (Кременчук, 14 – 16. 06. 2007).
3 всеукраїнських: Всеукраїнська науково-практична конференція: «Шляхи вирішення екологічних проблем урбанізованих територій: наука, освіта, практика», ХДУ, (Хмельницький,   30 – 31. 10. 2003), Всеукраїнська науково-практична конференція "Дослідження, відтворення та охорона малих річок", (Хмельницький, 4 – 5. 11. 2005), VIII научно-практическая конференция «Вода: проблемы и решения» (Днепропетровск, 22. 03. 2007).

10 науково-практичних конференцій, з яких 9 у Хмельницькому національному університеті за період з 2000 р. по 2008 р. та науково-практична конференція «Збережемо здоров’я нації в сучасних екологічних умовах», (Хмельницький, 20. 04. 2007),

Публікації. За темою дисертації опубліковано 13 друкованих праць, з них 5 – у фахових виданнях, 7 – в матеріалах і тезах конференцій, 1 – у навчально-методичному посібнику. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається із вступу, 5 розділів та висновків, викладених на 119 сторінках, списку використаних джерел (136 найменувань). Повний обсяг дисертації становить 187 сторінок, робота містить  26 таблиць, 45 рисунків та 5 додатків.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

У вступі обґрунтовано актуальність теми дисертаційної роботи, визначено мету, об’єкт, предмет та задачі досліджень. Наведено основні дані про публікації, апробацію, наукову новизну та практичну цінність роботи, особистий внесок здобувача.

У першому розділі подано огляд літератури за темою дисертації. Значну увагу приділено працям вітчизняних (Качинського А. Б., Яцика А. В., Запольського А. Г., Шестопалова В. М., Гончарука В. В.) та закордонних вчених в галузі екологічної безпеки та безпеки питного водопостачання, публікаціям та документам, в яких характеризуються та аналізуються якість питної води та методи контролю якості питної води, відповідні нормативні вимоги, а також якість, стандартизація та контроль якості бутильованих вод. Розглянуто сучасний стан практичного використання методів біотестування у контролі якості питної води, проаналізовано дослідження в галузі біотестування вчених Крайнюкової А. М., Брагінського Л. П. 

У теперішній час біотестування питної води є актуальною темою та перспективним напрямком досліджень. Активним пошуком та розробками методів біотестування питної води займаються вітчизняні (В. В. Гончарук, В. В, Архіпчук) та закордонні (Т. А. Зєрщікова, Л. П. Флоринська – Росія; Джілл Фоджет, Крістіан Блейз – Канада; Гвідо Персун – Бельгія; Джейрід Фіскесжу – Швеція; Такаші Кусуї – Китай) вчені.

У розділі детально вивчено та визначено основні проблеми питного водопостачання України, проведено аналіз діючої системи контролю якості питної води (в тому числі бутильованої) та її основних недоліків. На основі аналізу теоретичних та практичних основ біотестування, як інтегрального показника, що враховує комплексний вплив сукупності речовин, присутніх у питній воді обґрунтовано необхідність введення біотестування у контроль якості питних вод, в тому числі бутильованих. 

Біотестування необхідно використовувати, як першочерговий етап контролю якості питної води разом з визначенням мікробіологічного складу.  

При такому підході біотестування стає одним з необхідних етапів моніторингу якості питної води, а, отже, і моніторингу стану екологічної безпеки, головним завданням якої є забезпечення здоров’я населення України (рис. 1). 
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Рис. 1. Біотестування питної води як елемент моніторингу 

стану екологічної безпеки

У другому розділі обґрунтовано вибір методів біотестування питної води, в тому числі бутильованої, який оснований на визначенні найбільш чутливих тест-об’єктів серед недостатньо вивчених методів (реєстрація параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії) та методів, що застосовують для визначення якості стічних вод (зміна статичного стану медичної п’явки на динамічний) та ґрунтових витяжок (біотестування по схожості насіння вищих рослин (крес-салат, редис, гірчиця) та умовній середній довжині кореня проростків цих рослин). Наведено стислу характеристику та аналіз чутливості тест-об’єктів, а саме: медичних п’явок, насіння вищих рослин та мікроскопічних водоростей. Викладено методологічні принципи обраних методів біотестування питної води. 

В третьому розділі проведено розробку методологічних підходів та методики математичного моделювання методів біотестування, розроблено комп’ютерну програму обробки результатів біотестування.

Розроблено узагальнену класифікацію методів біотестування та їх складових за всіма можливими ознаками, що дозволяє оптимізувати систему практичного застосування методів біотестування, в тому числі при визначенні якості води поверхневих водойм. Узагальнена класифікація методів біотестування полягає у врахуванні всіх можливих ознак класифікації, а саме: за тест-об’єктом, за тест-системою, за тест-реакцією, за ступенем прояву тест-реакції, за тест-критерієм, за тривалістю біотестування, за засобом реалізації методу.

За тест-об’єктом методи біотестування можна поділити на: популяційно-видовому, організменному, органотканинному, клітинному, субклітинному та генетичному рівнях:

- тести на організменному рівні (тест-організми: бактерії, мікроорганізми, водорості, безхребетні, молюски, риби, вищі рослини, які поділяються за систематичним найменуванням);

- тести на органотканинному рівні (мембранні системи);

- тести на клітинному рівні (органели клітин);

- тести на субклітинному рівні (ферментативні системи);

- тести на генетичному рівні (мутагенність). 
В залежності від тест-об’єкту, який знаходиться в тест-системі, останні можна поділити на ряд рівнів: молекулярний, субклітинний, клітинний, органотканинний, організмений, популяційно-видовий.

Тест-реакцією можуть бути такі зміни стану організму: генетичні, біохімічні, фізіологічні, анатомічні, морфологічні, поведінкові, біоритмічні.

За ступенем прояву тест-реакції біотести поділяють на:

- тести на гостру токсичність (загибель організмів або зміна поведінки протягом 5 діб);

- тести на слабку токсичність ( у довгостроковому досліді у організмів знижуються основні біологічні функції, вони погано ростуть, гірше розмножуються, менш життєздатні); 

- тести на нетоксичність (відсутність прояву токсичного ефекту навіть у ряді поколінь). 

В залежності від рівня тест-системи розрізняють: токсичність (організм), цитотоксичність (клітина), генотоксичність (генетичні показники).

В якості тест-критеріїв можуть використовуватись такі ознаки: виживаність, плодючість, аномальні відхилення  у ранньому ембріональному розвитку, ступінь синхронності подрібнення яйцеклітин, рухливість, поведінкові реакції та періодичність їх повторюваності (для вищих організмів); загибель клітин, зміни чисельності клітин в культурі, коефіцієнт поділу клітин, середня швидкість росту, добовий приріст культури (для культур одноклітинних водоростей та інфузорій); енергія проростання насіння, схожість, довжина первинного кореня, зміна морфофізіологічних (або фізіолого-біологічних) показників (для вищих рослин).

За тривалістю біотестування тести поділяють на: експресні методи (визначення гострої токсичної дії) та довгострокові методи (визначення хронічної токсичної дії).

За засобом реалізації методу: без застосування приладів (візуальні спостереження) та за допомогою приладів (мікроскоп, люменометр, флуорометр, електрокардіограф або електроенцефалограф, фотоелектрокалориметр, спектрометр, спектрофотометр, поєднання приладів з комп’ютером). 

Такий підхід дозволяє обрати методику в залежності від задачі дослідження (яку воду необхідно оцінити, за якими ознаками, з яким ступенем точності) за схемою, що наведена на рис.2. Отже, наведена класифікація дає підстави для подальшого розвитку наукових та практичних засад впровадження методів біотестування для оцінки якості природних вод.

[image: image2]
Рис. 2. Схема вибору методики біотестування відповідно 

до узагальненої класифікації

Розроблено математичну модель «концентрація домішок – тест-відгук», яка є математичним відображенням принципу біотестування. Розроблено методику та систему комп’ютерної обробки результатів біотестування отриманих при використанні методу реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою ЛДС. 

Тест-відгук (Р) залежить від концентрації домішок. Досліджувати такий зв’язок доцільно на модельних розчинах. Математична модель, що описує такий взаємозв’язок, має вигляд:


[image: image3.wmf](

)

C

F

P

1

=

,



   
(1)

де F1- функція, яка описує кореляцію між відгуком тест-об’єкту та концентрацією (С) домішок.

Дослідні дані, отримані при біотестуванні можна представити графічно (рис.3).
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Рис. 3 – Залежність тест-відгуку від проби води

Проаналізувавши отриманий графік можна підібрати рівняння, що буде описувати взаємозв’язок відгуку та концентрації домішок (кожна проба води характеризується певним складом та концентрацією домішок).

Для вод, що містять певну сукупність домішок, можна використати відповідну модель:
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Для визначення кореляції між впливом домішок та відгуком тест-об’єкту розроблено математичну модель. Для створення цієї математичної моделі ми використали метод однофакторного дисперсійного аналізу результатів серії дослідів. Дослідження (біотестування) проводилися по реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою ЛДС. Тест-відгуками за цим методом біотестування є такі параметри руху мікроорганізмів: середня швидкість поступального руху клітини, доля рухливих клітин, середня частота обертання тіла клітини, відносні енергозатрати на рух у в’язкому середовищі.

Математична модель, що описує кореляцію між впливом домішок та відгуком тест-об’єкту за результатами вищеописаного методу біотестування має вигляд:
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(3)

де, Yp, Yч, Yшв, Yен – результати спостережень за, відповідно: долею рухливих клітин, середньою частотою обертання клітини, середньою швидкістю поступального руху клітини та відносними енергозатратами на рух у в’язкому середовищі; μ – сумарний ефект у всіх дослідах;     di – ефект фактору А на і-тому рівні (і=1, 2, ..., k); ε ij – похибка вимірювання на і-тому рівні.

Для кожного тест-відгуку ми прийняли таку нульову гіпотезу: дисперсія результатів обумовлена впливом домішок. Вибір однофакторного дисперсійного аналізу обумовлений тим, що досліди проводяться у стандартних умовах, тому інші фактори впливу (температура, освітленість і т. ін.)  вважаємо постійними, тобто такими, що не викликають дисперсії результатів. 

Для кожного виразу проводилося 12 спостережень (дослідження 12 проб води). На кожному рівні фактору проведені розрахунки при рівному числі дослідів. Результати біотестування представлені у вигляді матриці:
	39,48
	27,703
	47,639
	31,356
	29,689
	28,918
	41,991
	44,133
	36,924
	41,584
	43,411
	30,526

	7,619
	8,616
	2,886
	8,38
	7,844
	8,742
	8,138
	7,816
	9,499
	8,678
	9,388
	8,312

	64,764
	73,237
	24,533
	71,227
	66,67
	74,306
	69,169
	66,44
	80,744
	73,766
	79,797
	70,652

	22,895
	20,53
	3,959
	22,037
	18,323
	22,053
	27,752
	26,962
	33,391
	31,340
	38,333
	21,075


За результатами дисперсійного аналізу зроблено висновок, що дисперсія отриманих відгуків залежить від складу та концентрації домішок (нульова гіпотеза приймається). Отже, показано наявність кореляції між впливом домішок на тест-об’єкт та його поведінкою-відгуком.

Обробка результатів біотестування отриманих при використанні методу ЛДС полягає у кількісній оцінці дії питних вод, що тестуються на тест-об’єкт у порівнянні із контролем.

Кількісну оцінку можна проводити за відсотком інгібірування (стимулювання) відгуку тест-об’єкту (І) та за індексом токсичності (ІТ).

Відсоток інгібірування (стимулювання) відгуку тест-об’єкту визначається за формулою: 

І = 100% - (К1 · 100 % / К2), 
                             (4)

І – відсоток інгібірування тест-відгуку тест-об’єкту (%), 

K1 – середнє значення тест-відгуку тест-об’єкту у досліді, 

К2 – середнє значення тест-відгуку тест-об’єкту у контролі. 

Для отримання порівнюваних результатів за підсумками тестування розраховували індекс токсичності питних вод для кожної тест-функції по формулі: 
ІТФ = ( ТФ0 / ТФк), 

  


(5)

ТФ0 – значення тест-відгуку, що реєструється в досліді; 

ТФк – значення тест-відгуку, що реєструється у контролі.

Величина ІТФ змінюється від 0 до М, де М - будь-яка позитивна величина. 

Середнє значення індексу токсичності питних вод для кожної проби розраховували по формулі: 

ІТ = (ІТФ1 + ІТФ2 + ... + ІТФn) / n, 



(6)

ІТФ1, ІТФ2, ІТФn – індекси токсичності, розраховані для кожної тест-функції; 

n – кількість тест-відгуків, задіяних в експерименті для конкретної проби води. 

Дані отримані при інших методах біотестування також можна обробляти за даною методикою. 

Проба вважається токсичною для даного тест-об'єкту, якщо величина тест-відгуку в досліді вірогідно нижче такої у контролі. Проби, що тестуються мають стимулюючі властивості, наприклад, прискорення розвитку, якщо величина тест-функції в досліді вірогідно вище такої у контролі. 

Для прискорення обробки результатів, отриманих при біотестуванні створена комп’ютерна програма обробки результатів біотестування: «Визначення індексу токсичності за результатами біотестування».

Програма дає можливість швидко і зручно: розрахувати індекс токсичності проб води (або будь-якого іншого досліджуваного середовища); побудувати діаграми за значеннями індексу токсичності по пробах; побудувати діаграми динаміки індексів токсичності; побудувати діаграми за значеннями індексів токсичності за всіма тест-функціям; побудувати діаграми динаміки індексів токсичності за всіма тест-функціями. Програма здатна «вести діалог» з користувачем, що полегшує роботу з нею. Події в програмі ініціюються: діями користувача; повідомленнями, які надходять від системних або інших додатків; додатками, що використовуються.

Головний інтерфейс програми «Визначення індексу токсичності за результатами біотестування» (перше діалогове вікно) зображено на рис. 4.
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Рис. 4. Головний інтерфейс програми «Визначення індексу токсичності 

за результатами біотестування»

Вказана програма може бути використана для інших методів біотестування, результати яких передбачають кількісну оцінку тест-відгуку. 

У четвертому розділі наведені результати експериментальних досліджень - біотестування питної води м. Хмельницького та бутильованої води найбільш поширених марок. Попередньо було проведено визначення якості води за органолептичними, фізико-хімічними та бактеріологічними показниками до подачі у розподільну мережу (на водонасосній станції) та безпосередньо у споживача (досліджували два напрямки трубопроводів). В результаті дослідження було виявлено перевищення у споживача:

- загальної жорсткості (1,2 ГДК та 1,3 ГДК),

- вмісту нітритів (1,1 ГДК та 3,9 ГДК).

Отже, проаналізовані проби не відповідають вимогам ГОСТ 2874-82 по вмісту нітритів та загальної жорсткості.

Біотестування проб питної води (в тому числі і бутильованої найбільш розповсюджених марок) проводили за допомогою насіння гірчиці (Sinapis alba), редису (Raphanus stivus) та крес-салату (Lepidium sativum). Тест-функції, за якими проводили визначення: схожість насіння, умовна середня довжина кореня, швидкість росту кореня тест-культури. Статистичну обробку результатів біотестування проводили за середнім квадратичним відхиленням.

За результатами біотестування проводили визначення індексу токсичності проб питної води за формулами 5 і 6. Проаналізувавши отримані дані, зроблені наступні висновки:

· чутливим до забруднення водопровідної води виявилося насіння гірчиці (спостерігається достовірне інгібірування розвитку відносно контролю),

· чутливими до складу бутильованої води виявилися всі тест-культури (спостерігається достовірне стимулювання розвитку відносно контролю),

· цей метод не потребує складного та дорогого обладнання, що полегшує його проведення та робить його більш доступним.

Біотестування за допомогою медичних п’явок проводили для водопровідної води різної за органолептичними показниками якості. В якості контролю використовували відстояну протягом трьох діб воду із органолептичними показниками, що відповідають ГОСТ 2874-82. Тест-відгук – зміна статичного стану медичних п’явок на динамічний. Спостереження проводяться протягом      3 годин. У контрольній пробі майже всі медичні п’явки приймають статичний стан вже за 50 хвилин, в той час як у досліджуваних пробах води лише за 2 – 3 години. Через 3 години майже   100 % тест-об’єктів переходять у статичний стан.

За результатами експерименту зроблено висновок, що біотестування за зміною статичного стану медичних п’явок на динамічний є досить чутливим методом для визначення якості водопровідної води. 

В роботі проведено дослідження впливу розчинів міді та заліза на поведінку медичних п’явок. Визначено основні фази поведінки медичної п’явки, їх послідовність і тривалість (активність при внесенні у розчин (викликана в першу чергу механічним подразненням); виділення слизу; нерухомість, що змінюється із слабкою активністю; висока активність (повторна), причому ця фаза може бути відсутня; нерухомий стан (іноді із скручуванням); загибель. Результати даного дослідження можливо використовувати для створення “карт біотестування” (залежність симптомокомплексу та фаз поведінки від типу речовини та її концентрації). Такий підхід створює підстави для використання методу біотестування за поведінкою медичної п’явки не лише для визначення токсичності, а і для визначення наближених концентрацій речовин. 

У п’ятому розділі проведено аналіз можливості використання методу реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії (ЛДС) для визначення якості питної води.

На підставі наших аналітичних досліджень, ми рахуємо, що найбільш прийнятним біологічним методом визначення якості питної води є метод реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії (ЛДС).

Цей метод оснований на визначенні рухливої активності мікроорганізмів (у проведених дослідженнях - одноклітинної прісноводної водорості Pedinomonas teniussima Masyuk). Тест-об’єкт є одночасно і клітиною і організмом, а тому дозволяє дослідити вплив як на клітинному, так і на організменному рівнях. Проводиться облік параметрів руху водорості (доля рухомих мікроорганізмів, кількість  клітин у одиниці об’єму, середня швидкість поступового руху клітин, відносні енерговитрати популяції на рух, зміна чутливості клітин до зовнішнього впливу). 

Метод реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою ЛДС відповідає всім вимогам, які висуваються до біотестування, а саме: висока швидкість проведення досліду (за кілька секунд визначаються параметри від сотень до десятків тисяч клітин), отримання точних та відтворюваних результатів (облік ведеться за допомогою комп’ютерної програми, з побудовою графіків та таблиць), присутність тест-об’єкту у великій кількості і з однорідними властивостями (причому використовуються рухливі клітини різного еволюційного рівня – від простіших та мікроводоростей до гамет ссавців), діапазон погрішності при реєстрації параметрів складає 1-2 %. Такі високі показники методу обумовлюють перевагу перед іншими методами біотестування і дозволяють використовувати його для визначення токсичності будь-якого водного середовища, навіть для визначення якості питних (в тому числі бутильованих) вод, де концентрації домішок досить низькі.

За допомогою методу ЛДС за одиниці секунд реєструються усереднені по декільком тисячам клітин такі показники, як: доля рухливих клітин (%); середня швидкість поступального руху клітин (мкм/сек); відносні енерговитрати на рух у в’язкому середовищі (ум.од.).

При дослідженні було виявлено, що динаміка змін параметрів за часом по пляшкованим водам, дистильованій воді та культурі однакова (приклади представлені на рисунку 5).
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Рис. 5 – Динаміка зміни параметрів руху клітин за часом 

(а – чиста культура, б – бутильована вода марки «BONAQUA»)

Різко відрізняється поведінка водорості Pedin. T. M. у  водопровідній воді. У водопровідній воді різко втрачається швидкість обертання та енергія, знижується частота обертання та рухливість клітин, причому з часом негативний вплив водопровідної води лише посилюється (приклади представлені на рисунку 6).
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Рисунок 6 - Динаміка зміни частоти обертання (а) та енергозатрат 
на рух (б) клітин за часом


Таким чином, метод реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії (ЛДС) є зручним та чутливим для визначення якості бутильованої та водопровідної води. Результати отримані при біотестуванні за цією методикою є відтворювані, достовірні, дають можливість визначити якість питної води, в тому числі бутильованої, у короткі строки. Біотестування по реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою ЛДС дає можливість визначення віддалених наслідків впливу води на живі організми. 

Опираючись на вищенаведені висновки ми рекомендуємо проводити аналіз відповідності якості питної води вимогам ДСанПіН 383 «Вода питна. Гігієнічні вимоги до якості води централізованого господарсько-питного водопостачання» методом біотестування за реєстрацією параметрів руху мікроорганізмів за допомогою ЛДС. Цей метод дозволяє у короткі строки (до 5 хвилин) отримати дані щодо якості питної води. 

Забір води для біотестування слід проводити до хлорування, щоби виключити токсичний вплив домішок хлору на тест-об’єкт. В якості контролю використовуються дані отримані при біотестуванні проби води, що відповідає вимогам за результатами хімічного та органолептичного аналізу. Оскільки біотестування проводиться у стаціонарних умовах, потреби у щоденному біотестуванні контрольної проби немає. Схема водопостачання з використанням біотестування у контролі якості питної води наведена на рис. 7.
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Рис. 7  – Схема водопостачання з використанням біотестування у контролі якості питної води: 1 – забір води, 2 – водоочисна станція, 3 – контроль якості води – біотестування, 4 – резервуар чистої води, 5 – водонасосні станції другого підйому, 6 – водогони, 7 – водопровідна мережа, 8 – об’єкт водопостачання. 

Введення біотестування у контроль якості питної води передбачає два етапи: попередній – для визначення контрольної проби та основний – визначення якості питної води за допомогою біотестування.

Алгоритм проведення оцінки якості питної води на попередньому етапі включає такі кроки:

1 – відбір проб питної води;

2 – визначення якості питної води фізико-хімічними методами для виявлення проби, яка чітко відповідає вимогам ДСанПіН 383 «Вода питна. Гігієнічні вимоги до якості води централізованого господарсько-питного водопостачання», проба з найкращими показниками є контролем для подальшого біотестування;

3 -  проведення біотестування проб питної води методом реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою ЛДС;

4 – визначення індексу токсичності (ІТ) проб, що аналізуються за допомогою комп’ютерної програми розрахунку;

5 – оцінка якості питної води за значеннями індексу токсичності;

6 – визначення мікробіологічного складу води;

7 – оцінка якості питної води за результатами біотестування та мікробіологічного складу.

На основному етапі алгоритм контролю якості питної води включає такі кроки:

1 – відбір проб питної води;

2 – проведення біотестування проб питної води;

3 – визначення індексу токсичності проб води з використанням в якості контролю проби із найкращими показниками, яка визначена на попередньому етапі введення біотестування;

4 - оцінка якості питної води за значеннями індексу токсичності;

5 - визначення мікробіологічного складу води;

6 - оцінка якості питної води за результатами біотестування та мікробіологічного складу.

При значенні індексу токсичності в межах від 0,91 до 1,1 – вода не має токсичного впливу, а отже відповідає вимогам ДСанПіН 383. 

При значеннях ІТ > 1,1 та IT < 0,9 вода має токсичний вплив, тому такі проби направляються на подальший фізико-хімічний аналіз для визначення концентрацій домішок, що викликали токсичність.

Використання біотестування як першочергового етапу контролю якості питної води дає можливість спрощення процедури контролю якості (аналіз якості питної води скорочується у строках та витратах на хімічні реагенти, і полягає у біотестуванні та мікробіологічному аналізі). 

При такому підході біотестування стає одним з необхідних етапів моніторингу якості питної води, а, отже, і моніторингу стану екологічної безпеки, головним завданням якої є забезпечення здоров’я населення України. 

Висновки

1.  Розроблено узагальнену класифікацію методів біотестування та їх складових за всіма можливими ознаками (тривалістю, тест-об’єктом, тест-відгуком, засобом реалізації методу). 

2. Науково обґрунтовано систему практичного застосування методів біотестування як засобу експресної оцінки якості питної та бутильованої води в системі моніторингу стану екологічної безпеки.

3. Розроблено схему вибору методики біотестування відповідно до узагальненої класифікації, що дозволяє обрати методику біотестування поверхневих вод залежно від задачі дослідження, в т.ч. враховуючи категорію джерел водопостачання, необхідну точність та термін визначення. Універсальна класифікація дає підстави для подальшого розвитку наукових та практичних засад впровадження методів біотестування для оцінки якості природних вод.

4. Визначено, що метод біотестування за поведінкою медичної п’явки є ефективним і доцільним при визначенні якості питної води. Досліджений симптомокомплекс дає можливість здійснювати експрес-прогноз щодо наявності у воді катіонів заліза та міді. 

5. Визначено, що метод реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою Лазерної Допплерівської Спектрометрії є чутливим при аналізі якості бутильованої та водопровідної води. Доведено, що точність даного методу з використанням Pedinomonas teniussima Masyuk є достовірною. Лабораторне визначення є експресним та простим у реалізації. 

6. Створена математична модель «концентрація домішок – тест-відгук», яка реалізує залежність тест-відгуку від наявності забруднювача, виключаючи вплив інших факторів навколишнього середовища.

7. Розроблено систему обробки результатів біотестування отриманих при використанні методу реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії (ЛДС), яку також можна використовувати для обробки результатів за іншими методами біотестування (при кількісній реєстрації тест-відгуків).

8. Створена комп’ютерна програма «Визначення індексу токсичності за результатами біотестування» для обробки результатів отриманих при біотестуванні. Програма дозволяє швидко обраховувати дані експерименту, отримувати графічні залежності, що прискорює процес визначення якості води. Програма є універсальною для методів біотестування, які передбачають кількісну реєстрацію кількох тест-відгуків.

9. На основі результатів досліджень розроблені рекомендації щодо використання біотестування у практичній діяльності природоохоронних організацій та установ.
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Особистий внесок здобувача в опублікованих працях


У друкованих працях, написаних у співавторстві, автору належать: експериментальне доведення можливості використання методу біотестування за зміною статичного стану медичної п’явки на динамічний для оцінки токсичності та визначення наближених концентрацій речовин, за якими створюються карти біотестування [1, 9]; наукове обґрунтування та експериментальне доведення можливості використання лазерної допплерівської спектрометрії для біотестування бутильованих вод [2, 12]; обґрунтування необхідності введення біотестування у контроль якості питних вод, в тому числі бутильованих, на основі аналізу сучасного стану практичного застосування біотестування [3]; стратегія вирішення проблеми якості питної води шляхом забезпечення населення якісною питною бутильованою водою, окреслено основні проблеми стандартизації бутильованих вод, які спричинюють низьку її якість [4, 7, 13]; математична модель принципу біотестування, методика та комп’ютерна програма обробки результатів біотестування [5]; аналіз вимог до біотестів та основні методологічні аспекти біотестування водних розчинів за допомогою насіння вищих рослин, вищих водних рослин, медичної п’явки [6]; визначення особливостей застосування біотестування для об’єктів урбанізованих територій [10]. 
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Комплексно вирішена та науково обґрунтована актуальна задача удосконалення системи контролю якості питної води з використанням методу біотестування у моніторингу стану екологічної безпеки об’єктів питного водопостачання. В роботі проведено узагальнення методів біотестування на єдиній теоретичній базі, створена універсальна класифікація методів біотестування. Науково обґрунтовано та експериментально підтверджено ефективність використання в оцінці якості питних вод традиційних тест-об’єктів – медичних п’явок та насіння вищих рослин; досліджено симптомокомплекс медичних п’явок на присутність у питній воді домішок заліза та міді для експрес-прогнозу їх наявності у воді. Теоретично та експериментально обґрунтовано можливість використання методу реєстрації параметрів руху мікроорганізмів за допомогою лазерної допплерівської спектрометрії (ЛДС) для біотестування питної води у контролі її якості; визначена ефективність використання одноклітинної водорості Pedinomonas teniussima Masyuk. Розроблено математичну модель методу біотестування та науково обґрунтовано методологічну базу для створення комп’ютерної програми обробки результатів, отриманих при біотестуванні. Створена комп’ютерна програма дозволяє швидко обраховувати дані експерименту, отримувати графічні залежності, що прискорює процес визначення якості води. На основі результатів досліджень розроблені рекомендації щодо використання біотестування у практичній діяльності природоохоронних організацій та установ. 

Ключові слова: екологічна безпека, питна вода, бутильована вода, питне водопостачання, контроль якості питної води, біотестування.
Аннотация
Ефремова О. О. Биотестирование питьевой воды в мониторинге состояния экологической безопасности. - Рукопись.
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Диссертация посвящена вопросам контроля качества питьевой воды, как составной части обеспечения надежности и эффективности функционирования системы управления экологической безопасности в области водоснабжения населения Украины.

Одной из важных составляющих экологической безопасности Украины является качество питьевой воды, поскольку обеспечение населения качественной питьевой водой – одна из наиболее важных задач сохранения здоровья человека (по данным ВООЗ более 80 % всех проблем со  здоровьем человека связаны с качеством питьевой воды). При решении этой проблемы наравне со сменой инфраструктуры водоснабжения, которая предусматривает возникновение новых форм водоснабжения, в том числе и использование бутылированной воды, необходим постоянный контроль качества питьевой воды на всех этапах водоподготовки и водоснабжения. 


Сегодня для контроля качества питьевой воды используют микробиологический анализ и физико-химические методы определения органолептических, токсикологических и физиологических показателей. При этом основным критерием является значение концентраций примесей, соответствующих стандартам, и полноценность состава воды по макро- и микроэлементам. 

Влияние воды на потребителя может варьировать в зависимости, как от комбинации самих примесей, так и от их концентраций, даже при условии соответствия установленным стандартам. Современные физико-химические методы анализа не дают исчерпывающую оценку качества питьевой воды и не позволяют прогнозировать комплексное влияние присутствующих веществ и структуры воды на биологические объекты. Итак, оценка качества воды, основывающаяся на гидрохимических показателях, не может быть достаточной. 

Таким образом, возникает необходимость в разработке и использовании новых методов комплексной оценки качества питьевой воды и её возможного влияния на биологические объекты. Именно таким методом и является биотестирование, которое в совокупности с микробиологическим анализом должно стать первым этапом определения качества питьевой воды и главным в определении возможных последствий её влияния на живые организмы. 

В диссертации разработано обобщенную классификацию методов биотестирования и их составляющих по всем возможным параметрам. Научно обосновано практическое применение методов биотестирования, как метода экспрессной оценки качества питьевой и бутылированной воды в системе мониторинга состояния экологической безопасности. В соответствии с обобщенной классификацией разработана схема выбора методов биотестирования для определения качества поверхностных и питьевых вод. Определено, что метод биотестирования по поведению медицинской пиявки является эффективным и целесообразным при определении качества питьевой воды. Исследовано симптомокомплекс медицинской пиявки, по которому возможно провести экспресс-прогноз наличия в воде катионов железа и меди. В работе определено, что метод регистрации параметров движения микроорганизмов с помощью Лазерной Допплеровской Спектрометрии (ЛДС) является чувствительным при анализе качества питьевой бутылированной и водопроводной воды. Создана математическая модель «концентрация примесей – тест-ответ», которая реализует зависимость тест - ответа от наличия загрязнителей, исключая влияние других факторов окружающей среды. Разработана система обработки результатов биотестирования полученных при использовании метода регистрации параметров движения микроорганизмов с помощью ЛДС, которую также можно использовать для обработки результатов по другим методам биотестирования. Создана компьютерная программа «Определение индекса токсичности по результатам биотестирования» для обработки результатов полученных при биотестировании. На основании результатов исследования разработаны рекомендации относительно использования биотестирования в практической деятельности природоохранных организаций. Комплексно решена и научно обоснована актуальная задача усовершенствования системы контроля качества питьевой воды с использованием метода биотестирования для мониторинга состояния экологической безопасности объектов питьевого водоснабжения. 

Ключевые слова: экологическая безопасность, питьевая вода, бутылированная вода,  питьевое водоснабжение, контроль качества питьевой воды, биотестирование. 
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The dissertation is devoted to questions of quality assurance of potable water, as to a component of maintenance of reliability and efficiency of functioning of a control system of ecological safety in the field of water supply of the population of Ukraine. In the dissertation it is developed the generalized classification of methods of biotesting and their components on all possible parameters. Practical application of methods of biotesting, as method of an express estimation of quality drinking and packed up waters in system of monitoring of a condition of ecological safety is scientifically proved. According to the generalized classification the scheme of a choice of methods of biotesting is developed for definition of quality superficial and potable water. It is certain, that the method of biotesting on behavior of the medical bloodsucker is effective and expedient at definition of quality of potable water. It is investigated a complex of symptoms of the bloodsucker on which probably to lead the express train-forecast of presence in water of ions of iron and copper. In work it is certain, that the method of registration of parameters of movement of microorganisms by means of Laser Spectrometry is sensitive at the analysis of quality of potable water. The mathematical model «concentration of impurity - the test-answer» which realizes dependence the test-answer from presence, excepting influence of other factors of an environment is created. The system of processing of results of biotesting is developed at use of a method of registration of parameters of movement of microorganisms by means of Laser Spectrometry which also can be used for processing results on other methods of biotesting. The program "Definition of an index of toxicity by results of biotesting» for processing results received is created at biotesting. The program is universal for methods of biotesting which provide quantitative registration the several test-answers. On the basis of results of research recommendations concerning use of biotesting in practical activities of the nature protection organizations are developed.

Keywords: ecological safety, drinking water supply, quality assurance of potable water, biotesting.
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