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КОМПЛЕКСНИЙ МІКРОБІОЛОГІЧНИЙ КОНТРОЛЬ
ПРИРОДНИХ ВОД ПОЛІГОНА “БАЛАЙ”

Вивчено якість природних вод полігона “Балай” із використанням мікроб
іологічних методів біоіндикації і біотестуваиня. Визначені чисельність і 
співвідношення авто-, алохтонних і амоніфікуючих бактерій. З’ясовано ток
сичність і мутагенну активність природних вод із застосуванням мутантно
го штаму Salmonella typhimurium ТА 100 і модифікованого тесту Еймса. Ро
бота проведена в рамках виконання комплексного агроекологічного моні
торингу на полігоні “Балай”.
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Обмежити надходження в гідросферу біологічно небезпечних речовин можли
во за умови достовірної і максимально повної інформації про якість і склад при
родних і промислових вод. Стандартною і загальноприйнятою є система контро
лю, основана на диференційному визначенні вмісту забруднюючих речовин і 
співставленні цього показника з гранично допустимими нормативами. Однак ре
альна природоохоронна значимість цієї форми моніторингу малоефективна. Інтег
ральні методи контролю біоіндикація і біотестуваиня, які давно і широко вико
ристовуються у світовій практиці екологічного моніторингу,—дають можливість 
оцінити якість води відносно біологічних систем.

У роботі наведено результати комплексного мікробіологічного контролю при
родних вод полігона “Балай”, проведеного в рамках виконання пілот-проекту 
агроекологічного моніторингу.

Метою нашої роботи було дослідження сучасного стану природних вод полігона 
“Балай” за допомогою мікробіологічних методів біоіндикації та біотестуваиня.

Матеріали і методи

Об’єктами вивчення були поверхневі і ґрунтові води полігона “Балай”, розта
шованого в басейні Тилігульского лиману, у долині річки Балай. Вивчення якості 
природних вод проведено із застосуванням мікробіологічних методів біоіндикації 
і біотестуваиня. При проведенні біоіндикації як об’єкти-монітори використані 
домінуючі в досліджуваних водних джерелах групи гетеротрофних бактерій. Чи
сельність авто-, алохтонних і амоніфікуючих бактерій визначали за допомогою 
стандартних мікробіологічних методик [1].

Тест-об’єктом при біотестуванні слугував мутантний штам Salmonella 
typhimurium ТА 100, дефектний за гістидиновим і біотиновим оперонами і внас-
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лідок цього — нездатний до самостійного розмноження поза лабораторними умо
вами. Делеція gal bio uvrB призводить до додаткових порушень систем ексцизій- 
ної репарації, підвищення проникності клітинної стінки бактерій. Плазміда 
рКМ 101 забезпечує стійкість до ампіциліну і підвищує частоту спонтанного та 
індукованого мутагенезу. Використання зазначеного штаму дозволяє реєструва
ти токсичні ефекти і виявляти мутації типу заміни пар основ [2, 3].

Методичною основою біотестування токсичності і мутагенності була уніфіко
вана мікробіологічна методика [4, 5], суть якої полягає в попередньому коротко
часному (4-6 годин) культивуванні клітин тест-бактерій у рідких сольових сере
довищах [5] із додаванням випробуваних агентів (дослід) і без них (контроль). В 
повноцінному середовищі (МПА) усі життєздатні клітини сальмонели формують 
колонії; в селективному середовищі (САС) колонії утворюють клітини бактерій, 
які відновлюють в результаті зворотних генних мутацій спроможність синтезува
ти гістидин [4, 5]. Про токсичність робили висновок за зменшенням числа життє
здатних клітин (%) у досліді в порівнянні з контролем; поява НІ8+-ревертантів 
свідчила про наявність мутагенної активності.

У таблиці 1 наведено перелік тестованих водних об’єктів полігона “Балай”, 
результати оцінки токсичних і мутагенних характеристик досліджуваних проб.

Токсичність і мутагенність проб природної води полігона “Балай”
Таблиця 1

Територіальне 
розташування

Водний об’єкт

Токсичність 
(чисельність 

життєздатних 
клітин, %)

Мутагенна 
активність 
(відн. од.*)

0,8 км на південь від 
с. Петрівка

Русло 
р. Копанки

96,0 1,1

1,0 км на схід від 
с. Ониськово, 
біля водосх. № 9

джерело 4,0 7,4

Східна околиця 
с. Черногорка

водосх. № 4 20,0 5,3

1, 0 км на схід від 
с. Ониськово

водосх.№ 9 28,0 2,1

Східна околиця 
с. Ониськово

водосх.№ 10 30,0 1,5

Північна околиця 
с. Ставкове

водосх.№ 27 31,0 23,4

Південна околиця 
с. Нейкове

водосх.№ 19 46,0 1,0

с. Балайчук артсвердловина 64,0 1,4
Околиця
с. Новомиколаївка

криниця у поймі 
р. Балай

70,0 5,3

с. Чигирин криниця 6,0 3,6
Примітка:* — за одиницю прийняті значення спонтанного рівня мутацій.

Результати досліджень оброблено статистично за стандартним методом [5].
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Результати досліджень

Досліджуваним природним водам властиві слаболужні значення pH у межах 
8,3-9,5, низькі концентрації нітратів і амонійного азоту. Концентрація нітритів 
складала 0,576-0,153 мг/л при допустимому рівні — 0,02 мг/л. Вміст фенолу пере
вищував допустимий рівень на 1-2 порядки; концентрація нафтопродуктів відпо
відала нормативним вимогам або дещо перевищувала їх. Концентрації міді, цин
ку і заліза в поверхневих водах полігона “Балай” значно перевищували допусти
мий рівень. Вміст марганцю і кобальту в зазначених водних джерелах був у допу
стимих межах, і лише в річці Копанка він досягав 1,226 і 0,108 мг/л при нормі 0,05 
і 0,01 мг/л [6]. На підставі хімічного аналізу досліджувані природні води полігона 
“Балай”, як поверхневі, так і ґрунтові, не можна віднести до категорії чистих [6, 7]. 
Крім того, з огляду на територіальне розташування водних джерел ймовірно, що 
їхнє забруднення є наслідком побутових, а не промислових причин.

Природні води полігона “Балай” мали токсичну дію і призводили до зниження 
чисельності життєздатних клітин Salmonella typhimurium ТА 100. Проби води з во
досховищ № 4 (с. Чорногірка), № 9 (с. Ониськово), № 10 (с. Ониськово) і № 19 
(с. Нейково) призводили до зниження числа клітин бактерій, здатних до росту й 
утворення колоній на МП А (табл. 1). За тестування проб води джерела с. Онисько
во відзначали практично повну загибель клітин Salmonella typhimurium ТА 100. В 
протилежність цьому вода річки Копанка (с. Петрівка) токсичної дії не виявляла.

Грунтові води з колодязів, розташованих у селах Новомиколаївка і Чигирин, 
та вода з артсвердловини знижували чисельність життєздатних клітин штаму тест- 
об’єкта на 30Д 94,0 і 36,0 % відповідно (табл. 1).

На фоні вираженої токсичної дії природні води індукують мутації типу заміни 
пар основ [2, 3] у бактеріальній тест-системі Salmonella typhimurium ТА 100. У 
наших дослідах спостерігалось збільшення числа колоній, сформованих His+-My- 
тантами тест-об’єкта, в 5,3; 2,1; 1,5 і 23,4 рази відповідно за випробування повер
хневих вод із водосховищ № 4 (с. Чорногірка), № 9 і № 10 (с. Ониськово) та № 27 
(с. Ставкове). Вода із джерела (с. Ониськово) індукувала збільшення виходу 
Ніз+ревертантів сальмонели в 7,4 раза (табл. 1). Мутагенна активність ґрунтових 
вод колодязів і артсвердловини в 5,3, 3,6 і 1,4 рази перевищувала спонтанний 
рівень мутацій (табл. 1).

Чисельність гетеротрофних бактерій слугує стандартним показником якісно
го стану природних водойм. Результати визначення кількості гетеротрофних 
мікроорганізмів — алохтонних, автохтонних і амоніфікуючих — тих, що живуть 
у природних водоймах полігона “Балай”, наведені у таблиці 2.

Чисельність і співвідношення алохтонних і автохтонних бактерій природних 
вод полігона “Балай” варіювали в широких межах і не залежали від водного дже
рела. Так, у поверхневих водах річки Копанка (с. Петрівка) і джерела (с. Онись
ково) чисельність автохтонних бактерій практично в 2 рази перевищувала 
кількість алохтонної мікробіоти: 2,0 ± 0,45 х 104 і 4,6 ± 0,80 х Ю4КУО/мл відпові
дно (табл. 2). Чисельність автохтонних бактерій у поверхневих водах, відібраних 
із водосховищ, або дорівнювала кількості алохтонних мікроорганізмів, або була 
в 22,5 рази меншою (табл. 2). Подібні результати одержані при біоіндикації ґрун
тових вод, отриманих із колодязів та артсвердловини. Певних закономірностей у 
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розподілі чисельності амоніфікуючих бактерій, ізольованих із проб води дослід
жуваних водних джерел не було виявлено (табл. 2), однак показники чисельності 
виділених бактерій дозволяють віднести водосховища, які досліджувались, до груп 
а-мезо- і Р-полісапробних за рівнем забруднення.

Чисельність гетеротрофних бактерій природних водойм полігону “Балай”
Таблиця 2

Місце добору 
проб води

Чисельність бактерій (КУО/мл*) та рівень 
сапробності водного джерела

Алохтонні 
бактерії

Автохтонні 
бактерії

Амоніфікуючі 
бактерії Рівень сапробності

С. Черногорка 1,6±0,40х104 1,5±0,25хЮ4 1,0±0,22хЮ5
брудні, 

р-полісапробні
С. Ониськово 
(водосх. № 9) 2,9±0,28х104 1,6±0,31х104 1,0±0,22х103

брудні, 
Р-полісапробні

С. Ониськово 
(водосх.№ 10) 2,5±0,11х104 2,6±0,38х104 1,0±0,22х104

брудні, 
Р-полісапробні

С. Ониськово 
(джерело) 2,5±0,35хЮ4 4,6±0,80х104 1,0±0,22х103

брудні, 
Р-полісапробні

С. Ставкове 4,2±0,58х104 7,4±0,82х104 1,0±0,22х105
брудні, 

Р-полісапробні

С. Нейково 1,5±0,21х104 1,7±0,12х104 1,0±0,22х104
брудні, 

р-полісапробні

С. Петрівка 0,9±0,1 ІхІО4 2,0±0,45х104 1,0±0,22х105
дуже забруднені, 
а-мезосапробні

Примітка:* КОУ/мл — колоній утворюючі одиниці в 1,0 мілілітрі.

Аналіз результатів

Відповідно до нормативних вимог [7], кількість гетеротрофних бактерій у ґрун
тових водах не повинна перевищувати 500,0 кл/мл, що властиве “чистим” — “дуже 
і цілком чистим”, або Р-олігосапробним водам. Ґрунтові води з артсвердловини і 
колодязів, розташованих у с. Чигирин і с. Новомиколаївка, за чисельністю гете
ротрофних бактерій можна віднести до категорії “брудних” — p-полісапробних і 
а-мезосапробних [7].

Кількісне співвідношення автохтонної і алохтонної мікробіоти у воді дослід
жуваних водойм вказує на порушення природних процесів самоочищення і поча
ток евтрофікації в поверхневих водах водосховищ.

Порівняльний аналіз результатів біотестуваиня за генотоксичними показни
ками свідчить про те, що поверхневі і ґрунтові води полігона “Балай” мали вира
жену токсичну дію на клітини сальмонели і призводили до загибелі 50,0 і більше % 
клітин тест-об’єкта. На фоні сильної токсичної дії мутагенна активність також 
була досить високою. Мінімальний кількісний рівень мутагенного потенціалу за
реєстрований для води річки Копанка; більш значна мутагенна активність відзна
чена для води водосховищ і ґрунтових вод.
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Аналіз одержаних результатів дає змогу оцінити їх залежність від розташу
вання точок відбору проб води на полігоні “Балай”. Так, близькі за значенням 
показники чисельності основних груп гетеротрофних бактерій, токсичності і му
тагенної активності води із водосховищ № 9 і № 10 можна пояснити сусіднім їх 
розташуванням і можливим природним водообміном. Сильна токсичність і висо
кий мутагенний потенціал води з джерела (с. Ониськово) і колодязя (с. Новоми- 
колаївка) можуть бути наслідком близькості пунктів складування хімічних доб
рив і пально-мастильних матеріалів.

Статистичне опрацювання одержаних результатів, зроблене на основі методу 
розрахунку коефіцієнта нелінійної кореляції, її помилки та показника достовір
ності за t-критерієм Ст’юдента [8], свідчить про наявність нелінійної кореляцій
ної залежності між вмістом у вивчених водах різних форм азоту (нітритного, 
нітратного, амонійного) і чисельністю амоніфікуючих бактерій (р<0,1). Чи
сельність автохтонних гетеротрофних бактерій залежала від вмісту амонійного 
азоту і мінерального фосфору. Зазначені хімічні сполуки з достовірністю р<0,05 
обумовлювали токсичність проб природних вод. Рівень мутагенної активності та 
вміст у природних водах нітритного і нітратного азоту з рівнем достовірності 
р<0,1 корелюють між собою з нелінійним характером зв’язку. З важких металів, 
що присутні у природних водоймах, максимальний вплив на генотоксичні показ
ники мав вміст Fe2+ (при коефіцієнті кореляції 0,7).

Дані біологічного контролю свідчать про те, що досліджувані природні води 
знаходяться в умовах серйозного антропогенного тиску.

З огляду на небезпеку забруднення природних водойм біологічно активними 
(генотоксичними) сполуками вважаємо за необхідне поширити моніторинг мута
генного забруднення на ґрунти і зразки сільськогосподарської продукції.
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КОМПЛЕКСНЫЙ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ
ПРИРОДНЫХ ВОД ПОЛИГОНА “БАЛАЙ”

Резюме
Изучено качество природных вод полигона “Балай” с использованием микробиологи

ческих методов биоиндикации и биотестирования. Определены численность и соотноше
ние авто-, аллохтонных и аммонифицирующих бактерий. Изучены токсичность и мута
генная активность природных вод с использованием мутантного штамма Salmonella 
typhimurium ТА 100 и модифицированного теста Эймса. Работа проведена в рамках вы
полнения комплексного проекта агроэкологического мониторинга на полигоне “Балай”.

Ключевые слова: биотестирование, биоиндикация, полигон, природные воды.

Vasyljeva N. J., Panchenco N. N., Vasyljeva T. V., Ivanitsa V. A.
Odessa National University, Department of Microbiology and Virology,
Dvoryanskaya St., 2, Odessa, 65026, Ukraine

COMPLEX AGROBIOLOGICAL MONITORING
OF NATURAL WATER OF THE AREA “BALAY”

Summary
The quality of natural water of “Balay” area have been studied by using microbiological 

methods. The number and correlation between allochtonic, autochtonic and ammonifiing bacteria 
have been determined. Toxic and mutagenic activity of the natural water was studied with the 
help of mutant strain Salmonella typhimurium TA 100 and modified Ames method. The work 
was done within the frame of the complex project of agrobiological monitoring at the area “Balay”.

Key words: biotesting, bioindicating, area, natural water.
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