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Введение

Актуальность исследования. Вода и водные экосистемы играют большую роль в жизни человека. В связи усилившимся антропогенным воздействием на реки (промышленные, коммунальные, бытовые и ливневые стоки) качество воды стало ухудшаться. Загрязнение природных пресных вод относится к глобальным экологическим проблемам, так как охватывает весь земной шар. Гидробионты участвуют в цепях питания и загрязнители из воды попадают на разные уровни, в том числе и к человеку. Контроль за качеством вод и их охрана являются важными природоохранными и природопользовательскими задачами, что отражено в цели устойчивого развития «Чистая вода и санитария». Плохое качество пресной воды может привести к массовым заболеваниям, ухудшению качества жизни, проблемам со здоровьем.

Выбор реки Листвянка в качестве объекта исследования неслучайный. Река является коллектором городских и промышленных сточных вод г. Рязани (96%), причем собственные стоки предприятия составляют лишь 20%. Остальная часть - это стоки МП «Водоканал города Рязани», ЗАО «Рязанский «КРЗ», ЗАО «завод «ЗИЛ», хозяйственно-бытовые стоки Южного промузла, также в реку сбрасываются стоки от ОАО «Ново-Рязанская ТЭЦ» и ООО «Гардиан Стекло Рязань». [25, 26]. В связи с этим, отслеживание уровня загрязнения малых водотоков является настоятельной необходимостью. Контролирование состояния вод важно для их дальнейшего рационального использования.

В настоящее время существует несколько подходов к оценке качества водной среды. Наиболее распространенным и достоверным считается химический метод оценки. Однако он не всегда может быть эффективными из-за недостаточной чувствительности. В последние годы активно разрабатываются методы оценки состояния окружающей среды при помощи тест-объектов и биоиндикации. Живые организмы реагируют на весь комплекс негативных факторов и воспринимают даже незначительные отклонения от нормы [2]. Мы решили оценить качество воды в реке Листвянка разными способами, чтобы получить реальную картину ее состояния.

Цель исследования: комплексно оценить качество водной среды реки Листвянки на основе гидрохимических, микробиологических и биоиндикационных показателей.
Задачи:

1. Выбрать и применить биологические и гидрохимические методы оценки качества водных объектов. 

2. Выбрать створы в реке для проведения биоиндикационного, гидрохимического и микробиологического исследований.

3. Провести биоиндикационное исследование по методу С.Г. Николаева.

4. Оценить токсичность воды в р. Листвянки с использованием Daphnia magna.

5. Оценить влияние растворенных веществ в реке на меланоцитотропную систему личинок гладкой шпорцевой лягушки Xenopus laevis.

6. Проанализировать данные гидрохимических исследований качества воды реки.

7. Провести микробиологические исследования. 
8. Дать общую оценку качества воды реки Листвянки.

9. Выявить возможные источники загрязнения реки Листвянка.
В основе исследования лежат следующие методы:

1. Биоиндикация по С.Г. Николаеву, позволяющая идентифицировать 6 классов качества поверхностных вод.

2. Методика определения токсичности на Daphnia magna.

3. Методика оценки качества воды с использованием личинок гладкой шпорцевой лягушки В.А. Голиченкова и С.Г Николаева.

4. Методика определения общего микробного числа и метод мембранных фильтров.

5. Гидрохимические методы: потенциометрический метод, фотоэлектроколориметрия, турбидиметрическим метод, аргентометрическое титрование.
Объект исследования: загрязнение малых рек.

Предмет исследования: изучение экологического состояния реки Листвянка разными методами оценки.

Гипотеза: в связи со сбросом в реку недостаточно очищенных бытовых, канализационных и промышленных стоков, вода в реке будет сильно загрязнена.

Предполагаемый результат:

- проведено биоиндикационное исследование реки Листвянки методом С.Г. Николаева;

- оценена токсичность трех створов реки с использованием дафний;

- в ходе исследования была оценена пригодность использования головастиков гладкой шпорцевой лягушки как тест-объектов для оценки качества воды; 

- проведена оценка реки по гидрохимическим показателям;

- выявлены источники загрязнения реки Листвянка;

- полученные результаты опубликованы, доложены на конференциях и могут быть использованы для рекомендаций по охране реки.

Практическое значение

Полученные данные важны для практики природопользования и охраны окружающей среды. Эти данные окажутся полезными для оценки пригодности вод для рыбохозяйственных и питьевых целей, обнаружению источников загрязнения и их минимизации. Этот небольшой шаг приблизит человечество к осуществлению цели устойчивого развития. Река Листвянка впадает в реку Оку и далее в Волгу. Наше исследование поможет приблизиться к решению проблемы загрязнения более крупных рек ниже по течению.

Апробированный нами метод биотестирования позволяет достаточно быстро и точно оценить качество воды, выявить наличие загрязнения и соответственно вовремя принять необходимые меры по снижению нагрузки на экосистему, уменьшению объема сброса или проведение дополнительной очистки воды. Предлагаемы нами тест-метод - дешевый и простой прием определения состояния воды, не требующий специальной подготовки, работы со сложным оборудованием, работы высококвалифицированных специалистов. Данная работа может использоваться учителями школ в качестве методического пособия при организации и проведении мониторинговых исследований. Кроме того, данная работа может быть полезна и для всех интересующихся проблемами загрязнения водных объектов.
Благодарности: автор работы выражает благодарность сотрудникам кафедры биологии и методики ее преподавания, и в частности научному консультанту Чельцову Николаю Васильевичу, заведующей аналитической лаборатории Поповой Зое Ивановне за помощь в организации и проведении гидрохимических исследований. 
Глава 1. Проблема загрязнения поверхностных вод
1.1. Основные источники загрязнения поверхностных вод и пути их поступления

Загрязнение окружающей среды – образование новых или привнесение в среду нехарактерных для нее агентов, которые оказывают неблагоприятное действие [9].

Вода поверхностных источников, как и любая природная вода, не является химически чистой и содержит различные примеси. Характер этих примесей зависит от питания источника, почвенно-геологических, климатических и других природных условий, от хозяйственной деятельности человека на данном водоёме и на прилегающих водосборных территориях, разнообразных животных и растительных организмов, что также оказывает влияние на её свойства. [11]

Различают химические, биологические и физические загрязнители. 

Химическое загрязнение — наиболее распространенное, стойкое и далеко распространяющееся. Оно может быть органическим (фенолы, нафтеновые кислоты, пестициды и др.) и неорганическим (соли, кислоты, щелочи), токсичным (мышьяк, соединения ртути, свинца, кадмия и др.) и нетоксичным. 

Среди химических загрязнителей к наиболее распространенным относятся нефть и нефтепродукты, СПАВ (синтетические поверхностно активные вещества), пестициды, тяжелые металлы. [11]

Очень опасны для воды биологические загрязнители. Среди них отдельно выделяют бактериальное загрязнение, которое выражается в появлении в воде патогенных бактерий, вирусов (до 700 видов), простейших, грибов и др. Этот вид загрязнений носит временный характер. [11]
К физическому загрязнению относится радиоактивное, механическое и тепловое. Радиоактивное загрязнение поверхностных вод связано с содержанием ней, даже при очень малых концентрациях, радиоактивных веществ. Наиболее вредны «долгоживущие» радиоактивные элементы, обладающие повышенной способностью к передвижению в воде (стронций-90, уран, радий-226, цезий и др.). Радиоактивные элементы попадают в поверхностные водоемы при сбрасывании в них радиоактивных отходов, захоронении отходов на дне и др. 

Механическое загрязнение характеризуется попаданием в воду различных механических примесей (песок, шлам, ил и др.). Механические примеси могут значительно ухудшать органолептические показатели вод. Применительно к поверхностным водам выделяют еще их загрязнение мусором, промышленными и бытовыми отходами, которые ухудшают качество вод, отрицательно влияют на условия обитания рыб, состояние экосистем. [11]
Значительную опасность представляют газодымовые соединения (аэрозоли, пыль и т. д.), оседающие из атмосферы на поверхность водосборных бассейнов и непосредственно на водные поверхности. [11]
Тепловое загрязнение связано с повышением температуры вод в результате их смешивания с более нагретыми технологическими водами. При повышении температуры происходит изменение газового и химического состава в водах, что ведет к размножению анаэробных бактерий, росту гидробионтов и выделению ядовитых газов — сероводорода, метана. Одновременно происходит загрязнение гидросферы «цветение» воды, а также ускоренное развитие микрофлоры и микрофауны. [9]

Основным источником возникновения данных видов загрязнений являются сбрасываемые неочищенные сточные воды. Основной вклад в загрязнение поверхностных вод вносят предприятия промышленности (15%) и жилищно-коммунального хозяйства (76%). По данным предприятий г.Рязани объем сбросов сточных вод на территории города в 2015 г. составил около 74,075 млн. куб.м, в том числе не очищенных - 1,26 млн.куб м. По данным Управления Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека по Рязанской области за период 2014-2017 гг. в водах Рязани обнаружены следующие загрязнители: нефтепродукты, соединения азота, органические вещества, фенолы, спав, железо, бор, фтор, свинец, медь, цинк, марганец, хром [25, 26]. Материально-техническое состояние очистных сооружений на территории области с каждым годом ухудшается, оборудование устаревает. Особенно остро данная проблема стоит в сельских поселениях, что связано с банкротством и изменением формы собственности сельскохозяйственных предприятий. По большей части вредные вещества попадают в водоемы без какой-либо очистки, а поэтому имеют высокую концентрацию органического вещества, биогенных элементов и других загрязнителей.
Таким образом, поверхностные воды представляют собой сложную систему и могут быть весьма разнообразны по составу и свойствам, что говорит о необходимости проведения исследований, определяющих ее пригодность для гидробионтов и человека. Качество водных объектов области требует принятия срочных мер по улучшению их экологического состояния.
1.2. Экологические последствия загрязнения водных экосистем 
Загрязнение водных экосистем представляет огромную опасность для всех живых организмов и, в частности, для человека. 

Установлено, что под влиянием загрязняющих веществ в пресноводных экосистемах отмечается падение их устойчивости, вследствие нарушения пищевой пирамиды и ломки сигнальных связей в биоценозе, микробиологического загрязнения, эвтрофирования и других крайне неблагоприятных процессов. Они снижают темпы роста гидробионтов, их плодовитость, а в ряде случаев приводят к их гибели. [1]

В современных условиях эвтрофикация, т.е. насыщение водоёмов биогенными элементами, протекает в значительно менее продолжительные сроки — несколько десятилетий и менее. Ускоренная, или так называемая антропогенная, эвтрофикация связана с поступлением в водоемы значительного количества биогенных веществ — азота, фосфора и других элементов в виде удобрений, моющих веществ, отходов животноводства, атмосферных аэрозолей и т.д. [11]
Антропогенное эвтрофирование весьма отрицательно влияет на пресноводные экосистемы, приводя к перестройке структуры трофических связей гидробионтов и резкому возрастанию биомассы фитопланктона. Благодаря массовому размножению синезеленых водорослей, вызывающих «цветение» воды, ухудшается ее качество и условия жизни гидробионтов (к тому же выделяющих опасные для человека токсины). [9]

Экспертами ВОЗ установлено, что 80% всех болезней в мире связано с неудовлетворительным качеством питьевой воды и нарушениями санитарно-гигиенических норм водоснабжения. В целом от болезней, связанных с водой, страдает половина человечества — около 2 млрд. человек. Особенно опасная обстановка складывается в сельских районах, где только треть жителей имеют доступ к безопасным системам водоснабжения и лишь 13% обеспечены канализацией. 

Для здоровья человека неблагоприятные последствия при использовании загрязненной воды, а также при контакте с ней (купание, стирка, рыбная ловля и др.) проявляются либо непосредственно при питье, либо в результате биологического накопления подлинным пищевым цепям типа вода - планктон - рыбы - человек или вода - почва - растения - животные - человек и др. 

Человек, контактируя с загрязненной водой, может заразиться различными паразитами, которые могут проникнуть в его организм через кожу и вызвать тяжелые заболевания, например, лямблиоз и амебную дизентерию. 
В современных условиях из-за ухудшения качества воды увеличивается опасность возникновения и таких эпидемических заболеваний, как холера, брюшной тиф, и др.

Всё это говорит о важности исследований, направленных на установления уровня загрязнения пресноводных водоемов и их пригодности в использовании человеком.

Глава 2. Аналитический обзор литературных источников 
В основном в литературных источниках встречаются данные о состоянии таких водоемов города Рязани, как Ореховое озеро, Борковские карьеры, река Трубеж, Лыбедь, Павловка, Плетенка, Ока [3, 4, 17, 18, 24 и др.].

Данные о состоянии реки Листвянки в литературе малочисленны. Известны данные по общему микробному числу (ОМЧ) реки в 2013 году. Было выявлено 330 000 КОЕ/мл, примерно столько же было обнаружено в р. Ока (350 000). Параллельно проводилось исследование этих рек на фитотоксичность по длине проростка редиса сорта «Красный великан». Была установлена прямая корреляционная зависимость между значениями ОМЧ и фитотоксичностью [4].

Управление Роспотребнадзора по Рязанской области ежегодно проводит наблюдение за санитарным состоянием водных объектов питьевого, хозяйственно-бытового и рекреационного водопользования [25]. Однако в их сводках отсутствуют конкретные данные о состоянии реки Листвянка. 
В средствах массовой информации периодически появляется информация о состоянии реки. Река стабильно относится к загрязненным водным объектам. В 2014 году в устьевом створе Листвянка характеризовалась как загрязненная (по данным «РНПК»). Среднегодовые концентрации примесей в этот период составили (в ПДК): аммонийный азот – 1,7; азот нитритов – 6,3; железо – 5,2; фосфаты – 1,4; БПК5 – 1,3. Характерными загрязняющими веществами являлись фосфаты (повторяемость концентраций выше ПДК 100%), азот аммонийный и БПК5 (87%), сульфаты (87%), нитраты (60%), нефтепродукты (53%), железо (100%), азот нитритов (повторяемость выше ПДК 20%, выше 10 ПДК 80%) [30]. 

В 2014 году появилась информация о попадании в реку неочищенных стоков из-за поломки канализационного коллектора в районе деревни Хамбушево. Виновным признали рязанский нефтезавод и обязали провести очистку сточных вод, что было осуществлено в 2016 году [27]. 

Таким образом, литературных данных по состоянию реки Листвянка очень мало, особенно за последние годы. А проводить мониторинг качества воды этой малой реки очень важно, так как она является местом сброса всех сточных вод Рязани и впадает в Оку.

Глава 3. Материал и методы исследования

3.1. Материал исследования. Нами были проведены биоиндикационные исследования по методу С.Г. Николаева в трех створах реки. Отловлено 10 беспозвоночных – в 1 створе, 14 - во 2 створе и 6 – в 3 створе. В лабораторных условиях проведен эксперимент в трех повторностях на выявление токсичности воды в трех створах реки с использованием дафний и с использованием личинок гладкой шпорцевой лягушки. В лаборатории эволюционной экологии РГУ имени С.А. Есенина проведены микробиологические исслдедования.
Совместно с З.И. Поповой в аналитической лаборатории РГУ имени С.А. Есенина были проведены исследования гидрохимических показателей (14 пунктов) в трех створах реки. 

Нами были проанализированы полученные результаты по всем направлениям исследования реки Листвянки. 
3.2. Описание района исследований
Исследования проводились в сентябре-ноябре 2018- 2019 гг. на реке Листвянке. 

Река Листвянка, левый приток реки Оки, имеет длину 34,4 км. Река Листвянка берет начало в километре к югу от поселка Никуличи. От истока до устья она протекает по территории Рязанского района Рязанской области. Основную массу воды реки составляют сточные воды, поступающие в ее верховьях из очистных сооружений г. Рязани. Сток Листвянки в верхнем течении зарегулирован системой прудов очистных сооружений г. Рязани у пос. Строитель и прудов иного назначения в устьях мелких притоков. Ширина реки в основном не превышает 10 м, глубина составляет 1-2 м, скорость течения - 0,5 м/с. В среднем и нижнем течении к реке подходят сельскохозяйственные угодья: поля, пастбища и луга. [10]

Нами были выбраны для взятия проб 3 створа (рис. 1). Створ №1 – левый берег реки Листвянки рядом с селом Редкино (рис. 1. Приложения 5). Ширина водотока – 12 м, глубина на середине не более 1 м, вода мутная, желтоватого цвета. Источники загрязнения – сточные, промышленные, бытовые и дорожные стоки.
Берег реки у этого створа пологий, поросший прибрежной растительностью. Недалеко от берега растут ивы. Рядом проходит дорога. У берега произрастают рогоз, осока. Грунт в узком месте – каменистый, в расширении - песчаный с растительными остатками.

Створ № 2 находится на правом берегу около моста через трассу М5 недалеко от деревни Марьино 2 (рис. 2. Приложения 5). Ширина водотока – 7 м, глубина на середине более 1 м. Вода мутная, имеет запах. Источники загрязнения – сточные, бытовые, промышленные и дорожные стоки.

Берег данного створа пологий, травяной покров не нарушен, но захламлен бытовым мусором. У берега растут рогоз, осока. Грунт заиленный. В воде есть большое количество водных растений (элодея канадская, рдест).
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Рис. 1. Расположение трех створов на реке Листвянка. 




Рис. 2. Расположение мест забора воды на реке для микробиологических исследований.
Створ № 3 - левый берег реки Листвянки, располагается недалеко от моста трассы, ведущей в деревню Лужки (рис. 3. Приложения 5). Ширина водотока 8 м, глубина на середине более 2 м, вода мутная. Берег пологий, травяной покров не нарушен, на берегу растет ветла. Грунт – илистый, плотный, под мостом у берега - каменистый. Источники основных загрязнений данного створа те же.
Забор воды для микробиологических исследований мы проводили в районе сброса очищенных сточных вод РНПК: при этом 1 забор производили в 500 метрах до сброса воды, в самих прудах отстойниках и в 500 м после прудов-отстойников (рис.2).
3.3. Методы исследования
Для комплексной оценки состояния реки Листвянка мы использовали разные виды методов: биоиндикации, биотестирования, органолептические и химические, микробиологические. 
3.3.1. Биоиндикационный метод С.Г. Николаева 
Из биоиндикационных методик мы выбрали широко распространенный метод С.Г. Николаева, позволяющий выявить класс качества воды в реке по индикаторным таксонам. [15]. 

В каждом створе производится отлов зообентоса сачком или сбор донных беспозвоночных, определение пойманных объектов. Для определения водных беспозвоночных мы пользовались определителем [23]. Далее выделяются среди гидробионтов индикаторные организмы, и составляется список обнаруженных индикаторных таксонов.

Определение уровня загрязнения реки (класса качества воды) в кон​кретном створе проводится по Шкале классов качества вод (табл. 1. Приложение 1). В левой ее части помещен «Перечень индикаторных таксонов». В правой части таблицы отмечено нахождение индикаторных таксонов в определённых классах качествах воды, отмеченных знаком "♦". В самой нижней горизонтальной строке дана индивидуаль​ная индикаторная значимость таксонов в составе определенного класса, принятая для данного метода.
Последовательность определения класса качества воды: по каждому створу создаётся вспомогательная таблица, в левой части которой располагались индикаторные таксоны (табл. 2 Приложения 1). В каждом классе качества воды делаются отметки обнаружения индикаторных таксонов (но не число пойманных особей) с учетом диапазона существования. По каждому классу качества воды вычисляется суммарная индикаторную значимость путем умножения величины индивидуальной классовой значимости на количество отловленных индикаторных таксонов в конкретном классе. Итоговый класс качества определяется по максимальной суммарной значимости. Если в ряду два соседних класса имеют близкие по величине значения, то качество воды рассматривается как переходное между этими классами. Если полученный ряд имеет наибольшие суммарные значимости в двух не соседних классах, это свидетельствует о неполном выявлении ин​дикаторных таксонов и требует проведения повторного обследования дан​ного участка реки [15].
С.Г. Николаев выделяет 6 классов чистоты поверхностных вод [15]:
1 класс - очень чистые воды (родники, холодные реки с подземным питанием). 
2 класс - чистые воды (небольшое количество эвтрофирующих веществ природного происхож​дения на бета-мезотрофном уровне). 

3 класс - воды удовлетворительной чистоты (продуктивные экосистемы бета-мезотрофного уровня).

4 класс - загрязненные воды (значительная антропогенная на​грузка, богаты биогенами на уровне альфа-мезотрофии и эвтрофии).

5 класс - грязные воды (много органических ве​ществ антропогенного происхождения и техногенных поллютантов, низкое видовое разнообразием, интенсивное «цветение», низкая самоочищаемость).

6 класс - очень грязные воды (мертвые воды). Не содержат макроорганизмов, могут быть использованы только в технических целях после глу​бокой очистки. [15]

3.3.2. Определение токсичности вод с помощью тест-объекта Daphnia magna
В качестве тест-объекта использовали культуру дафний, взятую в лаборатории эволюционной экологии РГУ имени С.А. Есенина. Исследования проводили в октябре-ноябре 2018 года с использованием методических рекомендаций Министерства природных ресурсов Российской Федерации [16].
Дафний содержали в банках объемом 1 л с бутилированной водой, которые размещались в хорошо освещенном месте. Раз в 7-10 суток добавлялась вода, удалялся осадок и отсаживалась часть рачков. Кормление дафний осуществляли дрожжами, во время эксперимента не кормили [21]. 
В стакан объемом в 100 мл вносили по 100 мл раствора воды из реки и помещали по 10 рачков возрастом 1-2 дня. Фиксировали время начало опыта и гибели особей. Время гибели рачков отмечали по наступлению неподвижности (иммобилизации). Живыми считали дафний, свободно передвигающихся в толще воды, или всплывающих со дна сосуда не позднее 15 с после его легкого покачивания. Если гибло 50% и более дафний, биотестирование прекращали. Опыт проводили в 3-х повторностях. Подсчитывали среднюю арифметическую скорость гибели рачков в каждой пробе [21].
Наблюдения проводили в течение 4 дней: непрерывно в течение первого часа, через каждые 15 мин в продолжение второго часа, затем через 4 часа до конца первого дня наблюдений, а в последующие сутки 1 раз в день. После 4 дней фиксировали хроническую, до 4 дней - острую токсичность [21].
3.3.3. Методы биотестирования с использованием головастиков гладкой шпорцевой лягушки
Головастики гладкой шпорцевой лягушки могут менять окраску хвоста в зависимости от освещенности. В темноте покровы тела головастиков темнеют, под действием света – светлеют. Особенно интенсивно изменяется окраска задней трети хвоста. В отличие от многих других головастиков, они ведут планктонный образ жизни и, по-видимому, из-за этого приспособились менять окрас в зависимости от освещенности. Этот процесс регулируется гормональной системой. Меланоцитостимулирующие гормоны, вырабатываемые гипофизом, вызывает распределение гранул меланина по меланофору и, соответственно, потемнение. Вырабатываемый эпифизом мелатонин, напротив, стимулирует агрегацию меланина, что выражается в посветлении. Использование головастиков шпорцевой лягушки в биоиндикации основано на способности различных веществ влиять на скорость данной физиологической реакции. 

Метод исследования с использованием головастиков основан на том, что на скорость потемнения оказывают влияние вредные примеси, загрязняющие воду: чем сильнее загрязнена вода, тем медленнее изменяется окраска хвоста. В ходе опыта окраску хвоста сравнивали со стандартной шкалой, предложенной Д.С. Николаевым и О.С. Половецкой [14].
Метод исследования разработан учеными МГУ им. М.В. Ломоносова В.А. Голиченковым с соавторами [5]. Использовать визуальное сравнение плотности черного цвета задней трети хвоста со стандартной шкалой предложено Д.С. Николаевым и О.С. Половецкой [14]. Для эксперимента нельзя использовать потомство лягушек-альбиносов.

Головастиков возрастом 44 дня помещали в пробу воды из Листвянки и в чистую воду (контроль). Опыт проводился в шестикратной повторности по каждому створу. После проведения световой экспозиции в течение часа емкости с личинками были перенесены в недоступное для света место. Через каждые 10 минут вынимали оттуда один контрольный и один опытный стакан и быстро определяли плотности черного цвета задней трети хвоста по стандартной шкале. Полученные данные усреднялись.
3.3.4.  Гидрохимические исследования

Отбор проб для определения гидрохимических показателей воды реки Листвянка осуществлялся 28 сентября 2018 г. в тех же створах, что и биоиндикационное исследование в соответствии с ГОСТ [7, 20]. 

Химические исследования проводились по общепринятым методикам на базе лаборатории химического анализа РГУ имени С.А. Есенина (лаборатория аккредитована в системе аккредитации аналитических лабораторий № РОСС RU. 0001.513813).

При оценке состояния воды реки Листвянка учитывались следующие показатели: водородный показатель, концентрация хлорид-, фосфат-, нитрит- и нитрат-ионов, сульфат- и аммоний-ионов, концентрация железа, цинка и меди, общая жесткость, общая минерализация, содержание взвешенных частиц.

Водородный показатель (pH) определяли потенциометрическим методом, фотоэлектроколориметрия использовалась для определения аммиака с реактивом Несслера, нитритов – с реактивом Грисса после восстановления в кадмиевом редукторе, фосфатов – с молибденом аммония в кислой среде, сульфатов – турбидиметрическим методом. Для обнаружения наличия в воде хлоридов использовалось аргентометрическое титрование. Микроэлементы определялись на атомно-абсорбционном спектрометре МГА-915 [17,18].
Загрязнение водных объектов оценивалось на основе установления  превышения измеренных концентраций отдельных элементов и веществ к их ПДК для рыбохозяйственных водоемов [16].
3.3.5. Микробиологические исследования

Для оценки санитарного состояния воды мы использовали следующие микробиологические методики: определение общего микробного числа (ОМЧ) и количества общих колиформных (ОКБ) и термотолерантных колиформных бактерий (ТКБ) методом мембранных фильтров, используя рекомендации ГОСТ [6, 22]. 

Отбор проб осуществляется в соответствии с требованиями ГОСТа Р 53415-2009 "Вода. Отбор проб для микробиологического анализа". 

Был проведен отбор проб воды из 3 створов реки: в 500 м до сброса сточных вод, в пруде отстойнике и в 500 м после пруда. Пробы отбирались с глубины 20–25 см от поверхности воды в стеклянную стерильную посуду 500 мл с резиновой пробкой. Глубина водного объекта составляла более 0.6 м. 

ОМЧ - это количество колоний, вырастающих на среде в чашках Петри после определённого срока инкубации при той или иной температуре из 1 мл исследуемого материала (КОЕ/мл). 

Данный показатель весьма эффективно отражает экологическое состояние водоемов, характеризуя уровень сапробности [8]. Градации сапробности: олигосапробная зона (чистые воды), β-мезосапробная зона (соединения азота в форме солей аммония, нитритов и нитратов, кислорода обычно много), α-мезосапробная зона (условия среды полуанаэробные), полисапробная зона (в воде разлагающиеся белки, условия среды анаэробные). Численность сапрофитных микроорганизмов в водоемах разных типов сапробности представлена в таблице 16. Приложения 5.

Из каждой пробы делались посевы 3-4 раза в различные чашки Петри. При этом исследуемую воду разводили дистиллированной водой. Готовили последовательно разведения 1:10 (1 мл пробы и 9 мл дистиллированной воды), используя для каждого разведения новую стерильную пипетку. Процедуру повторяли до получения нужного разведения. По 1 мл искомого разведения вносили в две или три стерильные чашки Петри, затем заливали их расплавленным и остуженным до 45–50ºС МПА на 3-4 мм от дна чашки Петри, который тщательно перемешивался. Затем среде давали застыть. Посевы разделялись на две группы чашек, одна из которых инкубировалась при 37ºС в течение суток, а другая – 3 суток при 21 ºС. Затем подсчитывалось количество выросших на поверхности и в глубине среды колоний (видимых невооруженным глазом и при увеличении в 2-5 раз) и вычислялось ОМЧ воды – количество микроорганизмов в 1 мл [13, 28].

Далее рассчитывали индекс мезофильных аэробных и факультативных анаэробных микроорганизмов (МАФАнМ):

                                        МАФАнМ [image: image2.png]OMi21%C
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. 
ОКБ (общие колиформные бактерии) – показатель давнего фекального загрязнения. Это грамотрицательные микроорганизмы, обладающих конфигурацией палочек, проживающих преимущественно в нижнем участке пищеварительного тракта человека и животных. В воду поступают при фекальном загрязнении.

ТКБ (термофильные колиформные бактерии) – показатель свежего фекального загрязнения. К ним относятся род Escherichia, (E.coli - кишечная палочка), в меньшей степени виды Klebsiella, Enterobacter и Citrobacter.

Для выделения ОКБ использовался метод мембранной фильтрации с применением среды Эндо (ГОСТ 31955.1-2013 (ISO 9308-1:2000) [6]. Сущность метода заключалась в фильтровании проб воды заданного объема через мембранные фильтры, инкубации отфильтрованных микроорганизмов, идентификации выросших колоний и их количественной оценке.

Выделенные штаммы инкубировались при температуре +37°C и поддерживались на мясо-пептонном агаре (МПА).

Согласно СанПиН 2.1.5.980-00. 2.1.5 численность ОКБ не должна превышать 1000 КОЕ/100 мл, ТКБ – 100 КОЕ/100 мл (табл. 10 Приложения 5) [22] 

3.3.6. Статистическая обработка данных

Для средних значений мы подсчитывали стандартное отклонение. Для сравнения полученных данных с контролем и выявлении статистически значимых различий мы использовали непараметрический U-критерия Манна-Уитни, который позволяет сравнивать маленькие выборки (n ≥ З) и не требует наличия нормального распределения сравниваемых совокупностей. Значение U-критерия Манна-Уитни по формуле:
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где n1 - количество элементов в первой выборке, n2 - количество элементов во второй выборке, Tx – большая из двух ранговых сумм, nx- наибольшая из объемов выборок n1 и n2. [31].
Глава 4. Результаты и их обсуждение
4.1. Результаты исследований качества воды реки Листвянка методом биоиндикации
Исследования проводились в сентябре 2018-2019 гг. на трех створах реки Листвянка. Результаты биоиндикационных исследований каждого створа приведены ниже. 
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Рис. 3. Показатели класса качества воды р. Листвянка в трех створах в 2018 году.
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Рис. 4. Показатели класса качества воды р. Листвянка в трех створах в 2019 году.

Результаты в 2018 и в 2019 году получились сходными. В первом створе в 2018 году было обнаружено четыре индикаторных таксона: плоские пиявки (улитковая пиявка), червеобразные пиявки (малая ложноконская пиявка), мотыль, водяные ослики (табл. 3. Приложения 2). Наибольшая суммарная классовая значимость соответствует 5 классу качества воды и равна 40 единицам, т.е. вода грязная (рис. 3). В 2019 году помимо перечисленных выше таксонов были обнаружены личинки мошки. Однако на класс качества воды это не сильно повлияло. Все равно наибольшая суммарная значимость выявлена в 5 классе качества воды (табл.4 Приложения 2). Вода в 2019 году не сильно изменилась и оценивается как «грязная». Однако суммарная значимость в 4 классе качества немного повысилась.
Во втором створе в 2018 году было обнаружено шесть индикаторных таксонов: губки, плоские пиявки (улитковая пиявка), червеобразные пиявки (малая ложноконская пиявка), мотыль, водяные ослики, личинки стрекозы дедки. Наибольшая суммарная классовая значимость соответствует 5 классу качества (40 единиц), немного меньше в 4 классе (35 единиц). Вода в этом створе оценивается как грязная. В 2019 году мы не обнаружили во 2 створе губок, показателей чистой воды, остальные индикаторные таксоны были теже. Вода в этом году осталась грязной (рис. 4, табл.6. Приложения 2). 
В третьем створе, как в 2018, так и в 2019 году было обнаружено три индикаторных таксона: червеобразные пиявки (малая ложноконская пиявка), мотыль и водяные ослики. Наибольшая суммарная классовая значимость соответствует 5 классу (40 единиц), т.е. вода грязная (рис. 3,4, табл.7,8 Приложения 2).

Таким образом, методом биоиндикации во всех трех створах реки Листвянка выявлен 5 класс качества воды, что свидетельствует о значительном загрязнении воды на протяжении всей реки. Немного лучше состояние воды во втором створе. О чем свидетельствует близкие значения суммарной классовой значимости и большее разнообразие отловленных здесь беспозвоночных (14 объектов во 2 створе, 10 – в 1 створе и 6 – в 3 створе). В 2019 году состояние реки не изменилось.
4.2. Результаты определения токсичности воды реки Листвянка на Daphnia magna
В первый день эксперимента все дафнии пробах были живы. На второй день, через 20 часов после начала эксперимента, нами была зафиксирована гибель 20,0% дафний в пробах из 2 створа и 36,7% дафний в пробах из 3 створа. Дафнии в воде из 1 створа и в контроле были живы и активны (рис. 5, табл. 9. Приложения 3). В течение последующих четырех часов в воде из 2 створа погибло еще 30,0% рачков, а из 3 створа – еще 26,6%, в контроле и в 1 створе все дафнии были живы. На следующий день, через 48 часов, мы наблюдали гибель 23,3% дафний в воде 1 створа, 63,3% дафний - во 2 створе и 83,3% - в 3 створе, в контроле все рачки оставались живыми и активными. На третий день, через 72 часа, все рачки во 2 и 3 створе погибли, а в 1 створе погибло только 50,0% дафний. Через 96 часов, мы зафиксировали гибель 66,7% дафний, а через 120 часов - 70% дафний в воде из первого створа. В контроле все рачки были живы и активно плавали в толще воды (рис. 5).

Время гибели всех особей во 2 и 3 створах составило 72 часа, а в 1 створе 3 дафнии остались живы и через 120 часов. Различия между 1 и 2 створами, а также между 1 и 3 створами оказались статистически значимыми (1 створ-2 створ, U=65,5; P≤0,01; 1 створ-3 створ, U=39,0; P≤0,01). Однако данные 2 и 3 створа оказались близкими, различия между ними статистически не значимы (2 створ-3 створ, U=144,5; P≥0,05).  Анализ времени гибели 50% особей показал, что наиболее токсична вода в третьем створе, а наименее – в 1 створе (рис. 5, 6). В 3 створе 50% дафний погибло через 22 часа, во 2 створе – через 24 часа, а в первом – через 80 часов в 2018 г. и через 72 часа в 2019 г. 
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Рис.5. Среднее время гибели дафний в разных створах реки в 2018 году.
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Рис. 6. Изменение времени гибели 50% особей в разных створах реки Листвянка в 2018 г.
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Рис. 7. Изменение времени гибели 50% особей в разных створах реки Листвянка в 2019 г.
В 2019 году результаты получились примерно такие же (рис. 7). Гибель 50% особей во 2 и 3 створах наблюдалась даже быстрее, чем в 2018 году. Однако, закономерность токсичности воды при продвижении от 1 створа к 3 осталась та же. Вода в 3 створе оказалась самая токсичная.
Таким образом, биотестирование воды с помощью дафний показало, что при продвижении вниз по течению реки острая токсичность воды увеличивается (от первого створа к третьему). 
4.3. Анализ результатов биотестирования на личинках гладкой шпорцевой лягушки
Исследование проводили только в 2018 году, так как наши головастики еще не выросли и не дают потомства.

Тестирование с помощью головастиков шпорцевой лягушки в 2018 году показало, что вещества, содержащиеся во всех трёх створах реки, замедляют максимальное почернение хвостового плавника личинок на 15-25% относительно контроля (рис. 8). При этом наибольшее ингибирующее действие отмечено для воды из 3 створа. Используя статистический U-критерий Манна-Уитни, мы выяснили, что различия между значениями во всех створах и контролем статистически значимы (1 створ-контроль, U=105,5; P≤0,05; 2 створ-контроль, U=81,5; P≤0,01; 3 створ-контроль, U=67,0; P≤0,01). При этом от 1 к 3 створу различия более существенны. В тоже время различия между створами статистически не значимы (1 створ-2 створ, U=135,0; P≥0,05; 2 створ-3 створ, U=142,0; P≥0,05; 1 створ-3 створ, U=116,5; P≥0,05). Наибольшие различия отмечаются между 1 и 3 створом, но не достоверные.
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Рис. 8. Реакция личинок Xenopus laevis на воздействие воды из р. Листвянки.

4.4. Результаты гидрохимический исследований

Результаты химических исследований воды реки Листвянка в 2018-2019 гг. приведены в таблице 1.

Величина водородного показателя (рН) в створах реки варьирует от 7,6 до 7,8. Это говорит о том, что вода в исследуемой реке имеет слабо-щелочную реакцию среды (табл. 11. Приложения 4).
Результаты, полученные за два года исследования, отличаются незначительно. Серьезных изменений не произошло. Поэтому мы провели общий анализ за два года.
Таблица 1. Основные гидрохимические показатели реки Листвянка в 2018-2019 гг.
	Химические показатели
	р. Листвянка
	ПДК

	
	1 створ

Редкино
	2 створ Марьино
	3 створ Лужки
	

	
	2018
	2019
	2018
	2019
	2018
	2019
	

	Водородный показатель (рН)
	7,6
	7,65
	7,75
	7,7
	7,8
	7,75
	6,5-8,5

	Азот аммонийный, мг/дм3
	1,28
	1,21
	0,99
	1,06
	2,18
	1,87
	0,4

	Азот нитритный, мг/дм3
	0,081
	0,07
	0,027
	0,024
	0,022
	0,021
	0,02

	Азот нитратный, мг/дм3
	53,38
	46,6
	5,2
	5,4
	3,92
	4,2
	9,0

	Фосфаты (по фосфору), мг/дм3
	0,24
	0,28
	0,46
	0,37
	0,51
	0,48
	0,2

	Железо общее, мг/дм3
	0,24
	0,21
	0,11
	0,10
	0,10
	0,10
	0,1

	Сульфаты, мг/дм3
	188
	172
	184
	180
	136
	126
	100

	Хлориды, мг/дм3
	191,49
	185,48
	184,35
	185,58
	170,17
	173,26
	300

	Цинк, мг/дм3
	0,0496
	0,0368
	0,0133
	0,0139
	0,0162
	0,0172
	0,01

	Медь, мг/дм3
	0,0140
	0,0147
	0,0128
	0,0143
	0,0098
	0,0101
	0,001

	Свинец, мг/дм3
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0,006

	Общая жесткость, мг-экв/дм3
	3,33
	3,2
	2,1
	2,2
	2,4
	2,3
	6-9

	Общая минерализация (сухой остаток), мг/дм3
	667
	673
	639
	648
	687
	692
	1000-1500

	Взвешенные вещества, мг/дм3
	18
	16
	9
	10
	2
	3
	10,0


Примечание: ПДК - предельно допустимых концентраций вредных веществ в водах водных объектов рыбохозяйственного значения.

Среди биогенных веществ большую роль в природных водах играют соединения азота и фосфора. Результаты аналитических исследований показали, что концентрации фосфатов для объектов рыбохозяйственного значения превышают допустимый уровень. При этом их количество увеличивается при продвижении вниз по течению реки. Это, вероятно,  свидетельствует о поступлении в реку фосфатов в виде удобрений, СМС, со стоками ферм, с неочищенными бытовыми сточными водами при протекании реки мимо населенных пунктов, встречающихся на ее пути.

Присутствующая в сточных водах мочевина на очистных сооружениях взаимодействует с бактериями с образованием аммоний-иона (процесс аммонификации). Затем в присутствии достаточного количества кислорода азот аммонийный в процессе нитрификации преобразуется в нитраты. Нитриты – нестабильные соединения и являются промежуточными при переходе от аммоний-иона к нитратам. Одновременное присутствие в воде азота аммонийного, нитритов и нитратов свидетельствует о еще идущих процессах нитрификации [29]. 

В нашем случае подобная картина наблюдается в 1 створе, где концентрация нитратов самая высокая и превышает ПДК почти в 6 раз в 2018 году и в 5,2 раза в 2019 году. При этом повышено содержание и нитритов по сравнению с другими створами, а также довольно высоко содержание азота аммонийного. Все это говорит о протекании здесь более интенсивных процессов самоочищения. К третьему створу концентрация нитратов и нитратов уменьшается, что свидетельствует о завершении процесса нитрификации. Однако увеличивается концентрация азота аммонийного, превышающего ПДК в 5,5 раз в 2018 г. и в 5,4 раза в 2019 г. Это указывает на поступление в реку свежих органических (фекальных) источников загрязнения с бытовыми или сельскохозяйственными стоками. В 1 и во 2 створах его содержание почти в 2 раза меньше, но также превышает ПДК. В 1 створе в 3,2 раза в 2018 г. и в 3 раза в 2019 г.; во 2 створе в 2,5 раза в 2018 г и в 2,65 раз в 2019 г. По нашим данным, наблюдается уменьшение концентрации азота аммонийного от 1 ко 2 створу, а затем увеличение концентрации к 3 створу. Это может натолкнуть на мысль о поступлении в реку новых органических загрязнений после 2 створа. 
Таким образом, полученные данные по соотношение азотистых соединений говорят нам о том, что в Оку вливается сильно загрязненная вода. Продвигаясь вниз по течению, река не успевает очищаться, так как в нее постоянно поступает новое органическое загрязнение. 
Показатели азота аммонийного, нитратного могут служить для определения типа сапробности водоема и класса качества воды. Сравнивая содержание соединений азота в реке с трофо-сапробными показателями, приведенными в ГОСТ 17.1.2.04-77 (табл. 12, 13 Приложение 4), было установлено, что вода в 1 створе относится к альфамезосапробному классу и соответствует 5-6 классу качества воды (грязная), а во 2 и 3 створах – к олигосапробному классу и соответствует 4-5 классам качества воды (загрязненная) во 2 створе и 5 классу (грязная) в 3 створе. Это еще раз подтверждает, что исследуемые водоемы испытывают сильную антропогенную нагрузку. 
Анализируя показатели содержания сульфат-ионов можно отметить, что их значение выходит за пределы норм ПДК во всех пробах воды для рыбохозяйственных водных объектов. При этом наибольшее содержание сульфат-ионов отмечается в 1 створе и составляет 188 мг/дм3, что почти в 2 раза превышает уровень ПДК. Наименьшая концентрация сульфат-ионов наблюдается в 3 створе и составляет 136 мг/дм3, что в 1,4 раза превышает ПДК. Вероятнее всего поступление сульфат-ионов происходит со сточными водами коммунального хозяйства, промышленных и сельскохозяйственных производств, бытовых загрязняющих веществ. 

Содержание железа, цинка и меди также наибольшее в 1 створе по сравнению со 2 и 3 и превышает ПДК в 2,4 раза по железу, в 5 раз по цинку и в 14 раз по меди для рыбохозяйственных водных объектов (табл. 1). С течением реки концентрации этих веществ уменьшаются. Свинец в воде исследуемых створах выявлен не был. 

Также во время исследования нами анализировался показатель общей жесткости воды. Было установлено, что вода в реке Листвянка относится к умеренно-жесткой (табл. 14. Приложения 4). Общая минерализация и содержание хлорид-ионов не превышали уровень ПДК.

Таким образом, гидрохимические исследования воды реки Листвянка показали, что данный водоем испытывают сильную антропогенную нагрузку, о чем свидетельствует повышенное содержание в анализируемых пробах воды азота аммонийного, нитратов, нитритов, фосфатов, сульфат-ионов, поступление которых связано с недостаточно очищенными коммунальными и промышленными стоками и бытовыми стоками, поступающими в нижнем ее течении. 

Итак, все методы исследования, используемые в работе, свидетельствуют о неблагополучном состоянии реки Листвянка. Вода в ней принадлежит к 5 классу качества и оценивается как грязная. При этом ниже по течению реки ее состояние не улучшается, а, наоборот, ухудшается и пополняется свежими загрязнениями. Об этом свидетельствует наличие высоких концентраций аммонийного азота при небольших количествах нитратов, а также высокая токсичность воды в 3 створе. Органолептический анализ донных отложений выявил наличие химического запаха при плотной консистенции во 2 створе и нефтяного запаха при очень плотной консистенции в 3 створе (табл. 2). 

Таблица 2. Органолептические показатели донных отложений реки Листвянка

	Показатели
	1 створ
	2 створ
	3 створ

	Цвет 
	Черно-серый 
	Темно-серый
	Беловато-серый

	Запах 
	Гнилостный
	Химический
	Нефтяной

	Консистенция 
	Мягкая
	Плотная
	Очень плотная

	Включения
	Остатки травы, ракушки, песок
	Твердые частицы
	Однородные 

	Тип по механическому составу
	Илистый песок
	Песчанистый ил
	Глинистый ил


Данные виды запахов свидетельствуют о присутствии в воде промышленных сточных вод и сточных вод нефтеперерабатывающей компании (табл. 15. Приложения 4). 

4.5. Анализ результатов микробиологических исследований

В 2019 году мы провели микробиологические исследования в месте слива сточных вод. Для этого были выбраны три точки отбора проб воды: в 500 метрах до слива очищенных сточных вод в реку, в прудах-отстойниках и в 500 метрах после сброса очищенных сточных вод (рис. 2).
Результаты исследований общего микробного числа (ОМЧ). Были получены данные по общему микробному числу и индексу МАФАнМ. На основании этих показателей мы можем сделать вывод, что во всех пробах воды преобладает автохтонная микрофлора (т.е. микроорганизмы постоянно живущие в данном сообществе), о чем свидетельствует образования большего числа колоний в чашках Петри, культивируемых при температуре 21°С, чем в чашках Петри, культивируемых при температуре 37°С (табл.3).

Таблица 3. Микробиологические показатели в трех створах р. Листвянка
	№
	Название объекта (створа)
	ОМЧ, КОЕ/мл
	Индекс МАФАнМ
	ОКБ, КОЕ/100 мл
	ТКБ, КОЕ/100 мл

	
	
	37⁰C
	21⁰C
	
	
	

	1
	1 створ (500 м до очистных сооружений)
	636
	3050
	4,8
	853
	468

	2
	2 створ (пруд-отстойник)
	2448
	4272
	1,7
	14347
	863

	3
	3 створ (500 м ниже пруда)
	725
	1579
	2,2
	2641
	3638


Наибольшее число микроорганизмов автохтонной микрофлоры наблюдается во 2 створе (в пруде отстойнике), а наименьшее – в 3 створе (в 500 м ниже пруда). Исходя из показателей общего микробного числа в пробах, был определены тип сапробности реки - β-мезасапробный (табл. 16. Приложения 5). Таким образом, выявленный тип сапробности реки указывает на наличие соединений азота в форме солей аммония, нитритов и нитратов при достаточном количестве кислорода.
Максимальное количество аллохтонных микроорганизмов (т.е. приносимые с загрязняющими веществами) было зарегистрировано в пруде-отстойнике. Это говорит о том, что в данный участок реки поступает наибольшее количество сточных вод. Наименьшее количество аллохтонных микроорганизмов зафиксировано в 1 створе – до очистных сооружений.

Соотношение численности автохтонных микроорганизмов к аллохтонным в исследуемых створах позволяет судить об интенсивности процесса самоочищения. Если коэффициент соотношения ОМЧ 21°С:ОМЧ 37°С равен 4 и выше, то процессы самоочищения в водоеме идут очень интенсивно. В местах загрязнения хозяйственно-бытовыми сточными водами численные значения обеих групп микроорганизмов близки.

Сравнивая показатели индекса МАФАнМ, можно сказать, что во 2 и 3 створах отмечается низкая скорость процессов самоочищения (индекс МАФАнМ равен 1,7 и 2,2 соответственно). Лишь в первом створе до сброса сточных вод индекс оказался выше 4, что свидетельствует об интенсивных процессах самоочищения (индекс 4,8).

Низкая самоочищаемость реки во 2 и 3 створах связана с тем, что река не справляется с огромным количеством сбрасываемых в нее объемов хозяйственно-бытовых и промышленных сточных вод. 

Таким образом, в результате проведенных исследований мы определили, что река Листвянка относится β-мезасапробный зоне. После сброса хозяйственно-бытовых сточных вод в реку процессы самоочищения ухудшаются.

Результаты учета микроорганизмов методом мембранных фильтров. В результате проведенных исследований были получены показатели содержания ОКБ и ТКБ в реке Листвянка (табл. 1).

Наибольшее количество общих колиформных бактерий (ОКБ) было обнаружено во 2 створе, а наименьшее – в 1 створе. Наибольшее количество термотолерантных колиформных бактерий (ТКБ) было обнаружено в 3 створе, а наименьшее - в 1 створе (рис. 9).
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Рис. 9. Численность ОКБ и ТКБ в водах р. Листвянки.

Если принять во внимание, что в соответствии с Гигиеническими требованиями (СанПиН 2.1.5.980-00) численность ОКБ в водных объектах в черте населенных мест должна составлять не более 500 КОЕ/100 мл, а ТКБ – не более 100 КОЕ/100 мл, то данная река представляет собой потенциальную опасность, как источник инфекций, вызванных энтеробактериями (табл. 17. Приложения 5). Увеличение количества ОКБ и ТКБ  от 1-го к 3-му створам свидетельствует о недостаточном качестве функционирования очистных сооружений.

Присутствие колиформных организмов в воде свидетельствует о ее недостаточной очистке, о наличии в воде избыточного количества питательных веществ, поступающих с плохо очищенными сточными водами. Причем это загрязнение происходят регулярно, о чем свидетельствует обнаружение в пробах воды, особенно в 3 створе после прудов-отстойников, термотолерантных колиформных бактерий. 

В видовом отношении в 1 створе отмечены Escherichia coli, Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Klebsiella mobilis. В пруду-отстойнике был замечен разнообразный состав энтеробактерий с преобладанием Enterobacter spp. и Providencia alcolifaciens, Escherichia coli и Hafnia alvei. В воде, отобранной 500 м ниже пруда-отстойника, выявлено преобладание вида Citrobacter freundii, в небольшом количестве найдены Escherichia coli, Citrobacter koseri, Klebsiella oxytoca и Klebsiella ascorbata. Патогенных микроорганизмов не обнаружено.

4.6. Оценка и снижение возможного экологического риска

Все мы в квартирах пользуемся благами цивилизации и не задумываемся, куда же попадают канализационные стоки, и какой круговорот они совершают. Оказывается все хозяйственно-бытовые, канализационные и промышленные cтоки Рязани по системе труб попадают в очистительные сооружения Нефтеперерабатывающей компании. Там они проходят очистку и затем сливаются в реку Листвянка, которая затем впадает в Оку. В последние годы в средствах массовой информации появились заметки о недостаточной очистки сбрасываемых в р. Листвянка сточных вод от Нефтеперерабатывающей компании. Наши исследования это подтверждают. Таким образом, существует реальный экологический риск, заключающийся в том, что загрязняющие вещества, попадающие в Листвянку, а затем и в Оку, могут снова попасть к нам в дом в качестве водопроводной воды и повлиять на здоровье человека. 
Также загрязняющие вещества оказывают отрицательное влияние на жизнедеятельность живых организмов в реке. Они могут влиять на обмен веществ, нарушать репродуктивную способность, влиять на развитие личинок, вызывать различные заболевания и т.п. Большое количество загрязняющих веществ может привести к разрушению сообществ, повышению вероятности возникновения специфических заболеваний живых организмов, вплоть до гибели реки.

Чтобы снизить возможные последствия экологического риска, мы предлагаем следующие мероприятия:

1. Разгрузить нефтеперерабатывающую компанию. Построить новые очистительные сооружения, которые будут очищать только канализационные стоки.

2. Усовершенствовать технологию очистки сточных вод.

3. Ужесточить штрафы сбросы неочищенных бытовых, промышленных и сельскохозяйственных отходов. 

4. Проводить не менее 2 раз в год мониторинг степени загрязнения воды в местах сброса воды из очистных сооружений.

5. Привлечь волонтеров для проведения биоиндикационных исследований в этих местах.

6. Полученные результаты освещать в средствах массовой информации.

7. Проинформировать местных жителей близлежащих населенных пунктов о состоянии реки и путях решения проблемы ее загрязнения.

8. Проводить беседы в школе о необходимости беречь воду, не лить ее бездумно, не загрязнять водоемы и прилегающие к ним территории.

9. Продолжить биоиндикационные и гидрохимические исследования реки Листвянка, что позволит проследить тенденцию изменения качества воды.

Завершающий этап работы – информирование местного населения и местных органов управления. Данные наших исследований были обсуждены с начальником отдела водных ресурсов Московско-Окского БВУ по Рязанской области Барановой Ларисой Алексеевной. Также была написана заметка в газету «Рязанские ведомости». Результаты нашего исследования доложены на научной конференции «Биология в высшей школе: актуальные вопросы науки, образования и междисциплинарной интеграции», которая проходила в Рязанском государственном медицинском университете имени академика И.П. Павлова 12 апреля 2019 г. с опубликованием тезисов, а также на школьной конференции «Актуальные эколого-биологические проблемы в работах юных исследователей, проходившей в ФГБОУ ВО «Рязанский государственный агротехнологический университет имени П.А. Костычева».
Получив неутешительные результаты, мы решили выявить предполагаемые источники загрязнения реки ниже по течению. Для этого мы обследовали реку от места сброса очищенных стоков до впадения реки в Оку. Всего было пройдено около 30 км. Обследуя пруды-отстойники, мы вывили что дамба, отгораживающая отстойник от основного запруженного участка реки, находится в аварийном состоянии и начала активно разрушаться. Было видно, что это место уже пытались укрепить, среди песка выдаются куски мешковины и другого материала, помещенного туда человеком. В этом месте была обнаружена утечка воды, имеющий неприятный запах (рис. 13. Приложения 11). Вода течет здесь очень интенсивно, образуя ручеек. Недалеко от места соединения прудов с самой рекой находится красивый водопад. Однако, присмотревшись, можно увидеть, что цвет воды имеет желтоватый оттенок, свидетельствующий о загрязнении реки (рис. 15. Приложения 11). Обследуя берег реки, мы нашли несколько свалок мусора и строительных отходов, подходящих непосредственно к самой реке (рис. 14. Приложения 11). Недалеко от населенных пунктов обнаружены места, где вероятно производится мойка машин местными жителями (обнаружены следы машин). Саму реку пересекают два крупных моста для автомобильного транспорта, также являющихся потенциальным источником загрязнения реки. 
Выводы

1. По биоиндикационной методике С.Г. Николаева вода в реке Листвянка имеет 5 класс качества, что соответствует грязной воде. 

2. Биотестирование воды показало, что при продвижении вниз по течению реки токсичность воды увеличивается. Самой токсичной оказалась вода в 3 створе. 

3. Вещества, содержащиеся в воде всех трёх створов реки, замедляют меланоцитотропную реакцию головастиков гладкой шпорцевой лягушки по сравнению с контролем.

4. Результаты гидрохимических исследований подтвердили сброс в реку плохо очищенных бытовых, коммунальных и промышленных стоков, о чем свидетельствует повышенное содержание в анализируемых пробах воды азота аммонийного, нитрат- и нитрит-, сульфат- ионов, а также железа, цинка и меди.

5. Органолептический анализ донных отложений выявил присутствие химического и нефтяного запахов, что свидетельствует о присутствии в воде промышленных сточных вод и сточных вод нефтеперерабатывающей компании.
6. По данным микробиологического анализа после сброса хозяйственно-бытовых сточных вод в реку процессы самоочищения ухудшаются.
7. Присутствие колиформных организмов в воде свидетельствует о ее недостаточной очистке, о наличии в воде избыточного количества питательных веществ, поступающих с плохо очищенными сточными водами. 
8. Состояние реки Листвянка оценивается как неблагополучное. При этом ниже по течению реки ее состояние ухудшается и пополняется свежими загрязнениями.

9. Выявлены предполагаемые источники загрязнения реки: утечка не до конца очищенных стоков из прудов-отстойников, свалки мусора, мойка машин, автодорога, сельскохозяйственные угодья ниже по течению реки. 

Таким образом, гипотеза, выдвинутая нами в начале исследования, подтвердилась. Биоиндикационные, микробиологические и химические методы анализа качества воды реки Листвянка выявили её неблагополучное состояние. 
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Приложение 1
Таблица 1. Шкала классов качества воды (по С.Г. Николаеву). [15]
	№
	Перечень индикаторных таксонов
	Классы качества воды

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	Губки
	
	♦
	♦
	
	
	М

А

К

Р

О

Б

Е

С

П

О

З

В

О

Н

О

Ч

Н

Ы

Х

Н

Е

Т



	2
	Плоские пиявки
	
	
	♦
	♦
	
	

	3
	Червеобразные пиявки
	
	
	♦
	♦
	♦
	

	4
	Трубочник, в массе
	
	
	
	
	♦
	

	5
	Трубочник
	
	
	
	♦
	
	

	6
	Перловица
	
	
	♦
	♦
	
	

	7
	Беззубка
	
	♦
	♦
	
	
	

	8
	Шаровки
	
	♦
	♦
	♦
	
	

	9
	Горошинки
	♦
	♦
	♦
	
	
	

	10
	Затворки
	
	♦
	♦
	
	
	

	11
	Бокоплав
	♦
	♦
	♦
	
	
	

	12
	Водяной ослик
	
	
	♦
	♦
	♦
	

	13
	Речной рак
	
	♦
	♦
	
	
	

	14
	Водяной клоп – афелохирус
	
	♦
	♦
	♦
	
	

	15
	Риакофила
	♦
	♦
	
	
	
	

	16
	Нейреклипсис, Моланна, Брахицентрус
	
	♦
	♦
	
	
	

	17
	Гидропсиха, Анаболия
	
	
	♦
	♦
	
	

	18
	Роющие личинки поденок
	
	♦
	♦
	
	
	

	19
	Плоские личинки поденок
	
	♦
	♦
	♦
	
	

	20
	Веснянки
	♦
	♦
	
	
	
	

	21
	Красотка и Плосконожка
	
	♦
	♦
	
	
	

	22
	Дедки
	
	
	♦
	♦
	
	

	23
	Вилохвостка
	♦
	♦
	
	
	
	

	24
	Личинки мошки
	
	♦
	♦
	♦
	
	

	25
	Личинки вислокрылки
	
	
	
	♦
	
	

	26
	Мотыль
	
	
	
	♦
	
	

	27
	Мотыль, в массе
	
	
	
	
	♦
	

	28
	Крыска
	
	
	
	♦
	♦
	

	Индивидуальная классовая значимость таксонов
	20
	6
	5
	7
	20
	-


Таблица 2. Примеры вспомогательных  расчетов при определении класса качества вод. [15]
	Классы качества воды

	1

	 2

	3

	4

	5


	Инд. класс, значимость таксонов

	25

	6

	5

	7

	20


	Створ "А":

	-отметки обнаружения таксонов

	
	////////

	///////////

	//////////

	//


	-количество отметок в классе

	-

	8

	11

	10

	2


	-суммарная классовая значимость

	-

	48

	55

	70

	40


	Створ "Б":

	-отметки обнаружения таксонов

	/

	//////// ///

	//////// //////

	//////

	//


	-количество отметок в классе .

	1

	11

	14

	6

	2


	-суммарная классовая значимость

	25

	66

	70

	42

	40


	Створ "В":

	-отметки обнаружения таксонов
	
	//
	////////

	///////
	///


	-количество отметок в классе

	-

	2

	8

	8

	3


	-суммарная классовая значимость

	-

	12

	40

	56

	60



Приложение 2
Таблица 3. Вспомогательная таблица определения класса качества воды на створе №1 в 2018 г.

	Класс качества воды
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Плоские пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	-
	-

	Червеобразные пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Водяной ослик
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Мотыль
	-
	-
	-
	♦
	-
	-

	Классовая значимость
	20
	6
	5
	7
	20
	-

	Количество отметок
	-
	-
	3
	4
	2
	-

	Суммарная значимость
	
	-
	15
	28
	40
	-


Таблица 4. Вспомогательная таблица определения класса качества воды на створе №1 в 2019 г.

	Класс качества воды
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Плоские пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	-
	-

	Червеобразные пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Водяной ослик
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Мотыль
	-
	-
	-
	♦
	-
	-

	Личинки мошки
	-
	♦
	♦
	♦
	-
	-

	Классовая значимость
	20
	6
	5
	7
	20
	-

	Количество отметок
	-
	1
	4
	5
	2
	-

	Суммарная значимость
	
	6
	20
	35
	40
	-


Таблица 5. Вспомогательная таблица определения класса качества воды на створе №2 в 2018 году.

	Класс качества воды
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Губки
	-
	♦
	♦
	-
	-
	-

	Плоские пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	-
	-

	Червеобразные пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Мотыль
	-
	-
	-
	♦
	-
	-

	Водяной ослик 
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Дедки
	-
	-
	♦
	♦
	-
	-

	Классовая значимость
	20
	6
	5
	7
	20
	-

	Количество отметок
	-
	1
	5
	5
	2
	-

	Суммарная классовая значимость
	-
	6
	25
	35
	40
	-


Таблица 6. Вспомогательная таблица определения класса качества воды на створе №2 в 2019 году.

	Класс качества воды
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Плоские пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	-
	-

	Червеобразные пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Мотыль
	-
	-
	-
	♦
	-
	-

	Водяной ослик 
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Дедки
	-
	-
	♦
	♦
	-
	-

	Классовая значимость
	20
	-
	5
	7
	20
	-

	Количество отметок
	-
	-
	4
	5
	2
	-

	Суммарная классовая значимость
	-
	-
	20
	35
	40
	-


Таблица 7. Вспомогательная таблица определения класса качества воды на створе №3 в 2018 году.

	Класс качества воды
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Червеобразные пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Водяной ослик
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Мотыль
	-
	-
	-
	♦
	-
	-

	Классовая значимость
	20
	6
	5
	7
	20
	-

	Количество отметок
	-
	-
	2
	3
	2
	-

	Суммарная значимость
	-
	-
	10
	21
	40
	-


Таблица 8. Вспомогательная таблица определения класса качества воды на створе №3 в 2019 году.

	Класс качества воды
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Червеобразные пиявки
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Водяной ослик
	-
	-
	♦
	♦
	♦
	-

	Мотыль
	-
	-
	-
	♦
	-
	-

	Классовая значимость
	20
	6
	5
	7
	20
	-

	Количество отметок
	-
	-
	2
	3
	2
	-

	Суммарная значимость
	-
	-
	10
	21
	40
	-


Приложение 3
Таблица 9. Результаты оценки токсичности воды на дафниях в 2018 году.

	N опыта
	Время
	1 створ (Редькино)
	2 створ (Марьино)
	3 створ

(Льгово)
	Контроль

	1 опыт
	через 20 ч
	Все живы, активны
	1 погибла, остальные держатся у дна
	3 погибли, остальные держатся у дна
	Все живы, активны

	
	через 24 ч
	Все живы, активны
	5 погибло, остальные малоактивны
	6 погибло, остальные малоактивны
	Все живы, активны

	
	через 48 ч
	3 погибло, 3 активно плавают, остальные на дне
	7 погибло, остальные у дна
	8 погибло, остальные у дна
	Все живы, активны

	
	через 72ч
	4 погибли, остальные активны
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	
	через 96 ч
	6 погибло, остальные у дна
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	
	через 120 ч
	7 погибло, остальные у дна
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	2 опыт
	через 20 ч
	Все живы, активны
	2 погибла, остальные держатся у дна
	4 погибли, остальные держатся у дна
	Все живы, активны

	
	через 24 ч
	Все живы, активны 
	5 погибло, остальные малоактивны
	6 погибло, остальные малоактивны
	Все живы, активны

	
	через 48 ч
	2 погибло, остальные активно плавают 
	6 погибло, остальные у дна
	8 погибло, остальные у дна
	Все живы, активны

	
	через 72 ч
	5 погибли, остальные активны
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	
	через 96 ч
	7 погибло, остальные у дна
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	
	через 120 ч
	7 погибло, остальные у дна
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	3 опыт
	через 20 ч
	Все живы, активны
	3 погибла, остальные держатся у дна
	4 погибли, остальные держатся у дна
	Все живы, активны

	
	через 24 ч
	Все живы, активны
	5 погибло, остальные малоактивны
	7 погибло, остальные малоактивны
	Все живы, активны

	
	через 48 ч
	2 погибло, 4 активно плавают, остальные на дне
	6 погибло, остальные у дна
	9 погибло, остальные у дна
	Все живы, активны

	
	через 72 ч
	4 погибли, остальные активны
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	
	через 96 ч
	7 погибло, остальные у дна
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны

	
	через 120 ч
	7 погибло, остальные у дна
	Все погибли
	Все погибли
	Все живы, активны


Таблица 10. Результаты оценки токсичности воды на Xenopus laevis в 2018 году.
	N опыта
	Время, мин.
	1 створ (Редькино)
	2 створ (Марьино)
	3 створ

(Льгово)
	Контроль

	1 опыт
	10 
	5
	5
	5
	10

	
	20
	10
	10
	10
	30

	
	30
	20
	20
	20
	40

	
	40
	30
	30
	30
	50

	
	50
	40
	40
	30
	60

	
	60
	50
	50
	40
	70

	2 опыт
	10 
	10
	10
	5
	20

	
	20
	20
	20
	10
	30

	
	30
	30
	30
	20
	50

	
	40
	40
	40
	30
	50

	
	50
	50
	40
	40
	70

	
	60
	60
	50
	40
	80

	3 опыт
	10 
	20
	10
	10
	20

	
	20
	30
	20
	20
	30

	
	30
	40
	30
	30
	50

	
	40
	50
	30
	40
	60

	
	50
	60
	40
	40
	70

	
	60
	70
	60
	50
	80

	Среднее
	10 
	11,7±6,2
	8,3±2,4
	6,7±2,4
	16,7±4,7

	
	20
	20,0±8,2
	16,7±4,7
	13,3±4,7
	30,0±0,0

	
	30
	30,0±8,2
	26,7±4,7
	23,3±4,7
	46,7±4,7

	
	40
	40,0±8,2
	33,3±4,7
	33,3±4,7
	53,3±4,7

	
	50
	50,0±8,2
	40±0,0
	36,7±4,7
	66,7±4,7

	
	60
	60,0±8,2
	53,3±4,7
	43,3±4,7
	73,3±4,7


Приложение 4
ГОСТ 17.1.2.04-77

Таблица 11. Группы природных вод в зависимости от рН

	Группа
	рН

	Сильнокислые воды
	<3

	Кислые воды
	3-5

	Слабокислые воды
	5-6,5

	Нейтральные воды
	6,5-7,5

	Слабощелочные воды
	7,5-8,5

	Щелочные воды
	8,5-9,5

	Сильнощелочные воды
	>9,5


Таблица 12. Качество воды по трофо-сапробным показателям

	Наименова-ние показателя
	Чистые воды
	Загрязнение воды
	Грязные воды

	
	Классы сапробности

	
	Ксено- сапробность
(кс)
	Олигоса- пробно-сть
(о)
	Бетамезо- сапробно-сть
(бм)
	Альфамезо- сапробно-сть (ам)
	Поли- сапробно-сть
(п)
	Гиперса- пробно-сть
(гп)

	Растворенный кислород, % насыщения
	95-100
	80-110
	60-125
	30-150
	0-200
	0

	Прозрачность воды по диску Секки, м, не менее
	3,0
	2,0
	1,0
	0,5
	0,1
	Менее 0,1

	Аммоний солевой, мг/л
	0,0-0,05
	0,06-0,10
	0,11-0,50
	0,51-1,00
	1,01-3,00
	Более 3

	Нитраты, мг/л
	0,05-5,0
	5,1-10,0
	10,1-40,0
	40,1-80,0
	80,1-150,0
	Более 150

	Нитриты, мг/л
	0-0,001
	0,002-0,04
	0,05-0,08
	0,09-1,5
	1,6-3,0
	Более 3

	Фосфаты, мг/л
	До 0,005
	0,006-0,03
	0,04-0,10
	0,11-0,30
	0,31-0,60
	Более 0,6


Таблица 13. Классы качества воды и соответствующие им показатели состояния водоема

	ККВ
	Состояние воды
	Азот аммонийный, мг/л
	Азот нитратный, мг/л
	Фосфаты, мг/л
	Coli-индекс (колоний на мл)

	1-2
	чистая
	<0,4
	<0,3
	<0,05
	менее 50

	3
	умеренно загрязненная
	0,4-0,8
	0,3-0,5
	0,05-0,07
	50-100

	4
	загрязненная
	0,8-1,5
	0,5-1,0
	0,07-0,1
	100-1000

	5-6
	грязная
	1,5-5,0
	1,0-8,0
	0,1-0,3
	1000-20000


Таблица 14. Показатели жесткости воды в зависимости от общей жесткости

	Уровень жесткости
	Показатели общей жесткости

	очень мягкая
	не более 1,5 мг·экв/л

	мягкая
	1,51-3,00 мг·экв/л

	умеренно жесткая
	3,01-6,00 мг·экв/л

	жесткая
	6,01-9,00 мг·экв/л

	очень жесткая
	более 9,00 мг·экв/л


Таблица 15. Основные виды запаха донных отложений [12]

	
	

	Вид запаха
	Возможные источники происхождения запаха

	Химический
	Промышленные сточные воды

	Нефтяной
	Сточные воды нефтеперерабатывающих заводов.

	
	Судоходство, пластовые воды нефтегазовых месторождений

	Сернистый
	Сероводород

	Гнилостный
	Застоявшиеся сточные воды

	Землистый
	Сырая земля

	Торфяной
	Торф


Приложение 5
Таблица 16. Численность микроорганизмов для разных типов сапробности водных объектов.

	Тип сапробности водоема
	Численность микроорганизмов

	Олигосапробный
	От 0 до 1000

	β-мезосапробный
	От 1000 до 10000

	α-мезосапробный
	От 10000 до 1000000

	Полисапробный
	Более миллиона


Таблица 17. Общие требования к составу и свойствам воды водных объектов в контрольных створах и местах питьевого, хозяйственно-бытового и рекреационного водопользования (биологические показатели) [22]
	Показатели
	Категории водопользования

	
	Для питьевого и хоз. бытового водоснабжения, а также для водоснабжения пищевых предприятий.
	Для рекреационного водопользования, а также в черте населенных мест

	Термотолерантные колиформные бактерии (КОЕ\100мл) не более
	100
	100

	Общие колиформные бактерии 
(КОЕ\100мл) не более
	1000
	500


Приложение 6
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Рис. 1. Первый створ на р. Листвянка.                 Рис. 2. Второй створ на р. Листвянка.
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Рис. 3. Третий створ на р. Листвянка.

Приложение 7.
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Рис. 4. Биоиндикационные объекты.

[image: image17.png]



Рис. 5. Определение токсичности воды р. Листвянка на Daphnia magna.
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Рис. 6. Культура Daphnia magna.

Приложение 8.
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Рис. 7. Проведение экспериментов на головастиках гладкой шпорцевой лягушки.
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Рис. 8. Потемнение кончика хвоста головастиков.
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Рис. 9. Стандартная шкала плотности черного цвета.

Приложение 9.
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Рис. 7. Определение концентрации азота аммонийного
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Рис. 8. Определение хлоридов титрованием.
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Рис. 9. Высушенные пробы донны х отложений из трех створов реки Листвянка.
Приложение 10.
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Рис. 10. Рост культур при анализе воды.        Рис. 11. Рост культур на среде Эндо.
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Рис. 12. Наша статья в газете Рязанские ведомости.
Приложение 11.
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Рис. 13. Обнаружена утечка неочищенной воды.                 Рис. 14. Свалка около реки. 
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Рис. 15. Цвет воды реки недалеко от прудов-отстойников.
Краткая аннотация

В ходе проекта проведена комплексная оценка качества воды в реке Листвянка, которая является коллектором всех сточных вод г.Рязани. В работе использовались методы биоиндикации, биотестирования, микробиологические и гидрохимические методы. Полученные результаты свидетельствовали о неблагополучном состоянии реки Листвянки. Вода в ней принадлежит к 5 классу качества и оценивается как грязная. При этом ниже по течению реки ее состояние не улучшается, а, наоборот, ухудшается и пополняется свежими загрязнениями. Мы предлагаем использовать для оценки состояния водной среды тест-объекты – головастиков гладкой шпорцевой лягушки, способных изменять окраску в зависимости от освещения. Выявленные проблемы обнародованы в средствах массовой информации, доложены на конференциях и направлены местным властям.
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