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Н А З Н А Ч Е Н И Е  И О Б Л А С Т Ь  П Р И М Е Н Е Н И Я  М Е Т О Д И К И

Настоящий документ устанавливает методику определения острой 

токсичности проб вод (поверхностных пресных, грунтовых, питьевых, 
сточны х) и водных вытяжек из грунтов, почв, осадков сточных вод, отходов 

производства и потребления по смертности тест-объекта Daphnia magna Straus 
в лабораторных условиях.

1. П Р И Н Ц И П  М Е Т О Д И К И

М етодика основана на определении смертности дафний (Daphnia magna 
Straus) при воздействии токсических веществ, присутствующ их в исследуемой 
пробе, по сравнению с контрольной культурой в среде, не содержащей 
токсических веществ. Количество живых и мертвых дафний определяется 
методом  прямого счета.

О строе токсическое действие исследуемой воды или водной вытяжки из 
почв, осадков сточных вод и отходов на дафний устанавливается по их 
смертности (летальности ) за определенный период экспозиции. Критерием 
острой токсичности служ ит гибель 50 %  и более дафний за 48 часов в 
исследуемой пробе при условии, что в контрольном эксперименте все рачки 
сохраняю т свою  ж изнеспособность.

В экспериментах по определению  острого токсического действия 

устанавливают:
-  средню ю  летальную  концентрацию отдельных веществ (кратность 

разбавления вод или водных вытяжек из почв, грунтов, осадков сточных 
вод и отходов), вызывающую гибель 50 %  и более тест-организмов за 

48-часовую  экспозицию (Л К 50̂ 8> Л К Р 50̂ з);
-  безвредную  кратность разбавления вод, водных вытяжек, вызывающую 

гибель не более  10 %  тест-объектов за 48-часовую экспозицию 

(БКР Ю-48)'
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2. М Е Т Р О Л О Г И Ч Е С К И Е  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И  М Е Т О Д И К И

Настоящая методика обеспечивает получение результатов анализов с 

погрешностями, не превышающими значений, приведенных в таблице 1.

Таблица 1

Диапазоны измерений определяемой характеристики, значения показателей 
повторяемости и воспроизводимости

Диапазон
измерений

количества
дафний,

шт.

П оказатель 
повторяемости 

(относительное  
среднеквадра­

тическое 
отклонение 

повторяемости), 

а г %

П оказатель

воспроизво­
димости

(отн оси тель ­

ное
среднеквадра­

тическое 

отклонение 
воспроизво­

димости ), 

a r.%

П редел

повторяемости 

(относительное 

значение 
допускаемого 
расхождения 

м еж ду тремя 
результатами 

параллельны х 
определений ), 

г ,%

П редел
воспроизводи­

мости

(относительное  
значение д оп ус ­
каемого расхож ­

дения м еж ду двумя 
результатами, 

полученны м и в 
двух

лабораториях),
R, %

От 0 до 7 
включ.

18 20 60 55

Св. 7 до 10 
включ.

10 13 33 36

3. О Б О Р У Д О В А Н И Е , М А Т Е Р И А Л Ы , Р Е А К Т И В Ы

Д ля проведения исследований по данной методике необходимы  
следую щ ие средства измерений, материалы и реактивы:

3.1 Средства измерений

-  весы лабораторные общ его  назначения (Г О С Т  Р 53228-2008);

-  гири (Г О С Т  O IM L  R  111-1-2009);

-  pH-метр электронный лю бого  типа, например, pH-420,

Т У  4215-008-81696414-2007;

-  люксметр Ю 1 16 (Г О С Т  8.014-72);

-  фотоэлектроколориметр И ПС-03, Т У  4437-003-26218570-2006;

-  термометр цифровой «З ам ер -1 » Т У  4215-002-13245171-01;

-  цилиндры вместимостью  25, 50, 100, 1000 см3 второго класса точности 

(Г О С Т  1770-74);

-  колбы мерные 2-25-2, 2-50-2, 2-100-2 (Г О С Т  1770-74);

-  пипетки градуированные вместимостью 1,2, 5, 10 см3 с ценой деления 0,1
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см3 (Г О С Т  29227-91);

-  пипетки автоматические (дозаторы ) лю бого  типа вместимостью  0,1 см3 и 

0,2 см3.

3.2 Вспомогательное оборудование

-  климатостат Р-2 ( Т У  4211-004-26218570-2006) или климатостат ВЗ 

(Т У  4211-008-26218570-2009), позволяющ ие поддерживать освещ ение 

лампами дневного света или светодиодами (1200-2500) лк, фотопериод 

(12+12 часов) и температуру окруж ающ его воздуха (20 ±  1) °С ;

-  устройство для экспонирования рачков У Э Р-03
(Т У  3615-006-26218570-2009) в комплекте со стеклянными пробирками 

объемом  100 см3;

-  культиватор КВ-05 для культивирования водорослей 
(Т У  3615-006-26218570-2007);

-  центрифуга лабораторная с комплектом пробирок 50-100 см3, скорость 
вращения ротора 4000-5000 об/мин;

-  аппарат для встряхивания жидкости А В У -6С , Т У  64-1-2451-78;

-  холодильник бытовой, обеспечивающий замораживание (-20 ± 1) °С  и 
хранение проб (о т  +2 до +4 ) °С ;

-  пипетки стеклянные объемом  2 cmj с отрезанным и оплавленным  концом 
для пересадки рачков (Г О С Т  29227-91);

-  воронки лабораторные (Г О С Т  25336-82);

-  воронка Бюхнера (Г О С Т  9147-80);

-  стаканы стеклянные лабораторные вместимостью 150, 200, 250, 1000 см3 
(Г О С Т  25336-82):

-  сита почвенные (Т У  46-47-885-73);

-  ш патели металлические (Г О С Т  19126-2007);

-  пробоотборник объемом  500-700 см3 (Г О С Т  6859-72);

-  буры  почвенные (Г О С Т  27753.1-88);

-  батометр-бутылка на штанге тип Г Р -16М (Т У  25-04-1749);

-  щупы винтообразные с продольным вырезом, поршневые
(Г О С Т  2517-2012);

-  ножи почвенные (Г О С Т  23707-95);

-  лопаты  (Г О С Т  19596-87);

-  склянки и банки стеклянные с винтовым горлом , с прокладкой и 

крышкой или с притертой пробкой для отбора и хранения проб 
вместимостью  500, 1000, 2000, 5000 см3 (Т У  6-19-6-70);

-  флаконы и банки цилиндрические полиэтиленовые или

политетрафторэтановые с навинчивающимися крышками для отбора и 
хранения проб и реактивов вместимостью 100, 250, 500, 1000,2000 cmj 
(Т У  6-19-45).

4
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3.3 Тест-культура, материалы и реактивы

-  тест -культура  Dapfmia magna Straus;

-  к ультур а  зелен ой  в од ор осли  Chlorella vulgaris B eijer;

-  дрож ж и хлебопекарн ы е Г О С Т  Р  54845-2011;

-  вода дистиллированная (Г О С Т  6709-72 );

-  вода питьевая (Г О С Т  Р 51232-98);

-  калий дв ухр ом ов ок и слы й  Х Ч  или  Ч Д А  (Г О С Т  4220-75);

-  калий азотнокислы й  Х Ч  или Ч Д А  (Г О С Т  4217-77);

-  калий ф осф орнокислы й  однозам ещ енны й Х Ч  или  Ч Д А  (Г О С Т  4198-75 );

-  магний серн окислы й  7-водны й Х Ч  или  Ч Д А  (Г О С Т  4523-77 );

-  ж елезо  ли м он н ок и слое  Ч  ( Т У  6-09-2562-77);

-  к и слотабор н ая  Х Ч  (Г О С Т  9656-75);

-  ам м оний ванадиевокислы й м ета Ч  или Ч Д А  (Г О С Т  9336-75 );

-  м арганец  хлор и сты й  Ч или  Ч Д А  (Г О С Т  612-75);

-  м оли бден а  окись Ч ( Т У  6-09-4471-77 );

-  цинка сульф ат 7-водны й Х Ч  или  Ч Д А  (Г О С Т  4174-77);

-  ки слота  соляная Х Ч  или  Ч Д А  (Г О С Т  3118-77);

-  ки слота  азотная 10-% ны й раствор (Г О С Т  4461-77);

-  натрия гидроокись Х Ч  или  Ч Д А  (Г О С Т  4328-77);

-  ткани ш елковы е (д ля  м уки и крахм ала -  м ельничны й газ ) №  25-43 (Г О С Т  

4403-91 );

-  ф ильтры  бум аж ны е о беззолен н ы е  «б е л а я  л е н т а » ( Т У  6-09-1678-77, Г О С Т  

12026-76);

-  ф ильтры  м ем бранны е с диам етром  пор 0,45; 3,5 мкм «В л а д и п о р »  м арки 

М Ф А С -О С -2  ( Т У  6-55-221-1029-89 ), М Ф А С -П -4  ( Т У  6 -55-221-903-88 ) 

и ли  аналоги чны е зар убеж н ого  производства;

-  вата хлопковая медицинская гигроскопическая (Г О С Т  5556-81);

-  би н т м арлевы й м едицинский (Г О С Т  1172-93).

Примечание. Допускается использование средств измерений, вспомогательного 
оборудования, реактивов и материалов другого типа, имеющих аналогичные 
метрологические и технические характеристики.

4. У С Л О В И Я  Б Е З О П А С Н О Г О  П Р О В Е Д Е Н И Я  Р А Б О Т

П ри работе с хим ическим и  вещ ествами, загрязненными грунтам и , 

почвами, осадками сточн ы х  вод, отходам и  и сточными водами соблю д а ю т  

требования техники безоп асности  по Г О С Т  12.1.007-76, Г О С Т  12.1.008-76.

П ри  п р обоп од готовк е  загрязненны х грунтов, почв, осадков сточны х вод  и 

отходов п ользую тся  средствам и индивидуальной  защ иты п о  

Г О С Т  12.4.016-83, Г О С Т  12.4.020-82, Г О С Т  12.4.034-2001.

5



Редакция 2014 г.П Н Д Ф Т  14.1:2:3:4.12-06 

Т  16.1:2:2.3:3.9-06

К  воздуху производственных помещ ений предъявляют санитарно- 
гигиенические требования по Г О С Т  12.1.005-88.

Безопасность при работе с электроустановками обеспечиваю т по 

ГО С Т  Р 12Л .019-2009 и в соответствии с требованиями инструкций к 

оборудованию.

П омещ ение лаборатории долж но соответствовать требованиям пожарной 
безопасности по Г О С Т  12.1.004-91, СН иП  21-01-97.

Рабочие столы  и поверхности долж ны  содержаться в чистоте. П осле 
завершения работ проводится влажная уборка рабочих поверхностей.

Работающ ий персонал долж ен пройти обучение безопасности труда по 
Г О С Т  12.0.004-90.

5. Т Р Е Б О В А Н И Е  К  К В А Л И Ф И К А Ц И И  Л И Ц , П Р О В О Д Я Щ И Х  

Б И О Т Е С Т И Р О В А Н И Е

К биотестированию допускаются специалисты, имею щ ие опыт работы  в 
лаборатории, освоивш ие методические приемы водной токсикологии и 
уложивш иеся в нормативы контроля при освоении методики.

6. У С Л О В И Я  П Р О В Е Д Е Н И Я  Б И О Т Е С Т И Р О В А Н И Я

Биотестирование проводится в нормальных лабораторных условиях, 
помещение не долж но содержать токсичных паров и газов.

Температура окруж аю щ его воздуха в лаборатории (17 -  27) °С . 
Атмосф ерное давление (84 -  106) кПа (630 -  800 мм рт. ст.). Освещ ение 
помещения может бы ть естественным или искусственным и не ограничено 
особыми требованиями.

Температура в климатостате Р2 (В З ) для биотестирования (20 ±  1) °С .
Освещ ение в климатостате Р2 или ВЗ обеспечивается лампами дневного 

света или светодиодами. Освещ енность для дафний составляет (1200-2500) лк  

при фотопериоде (день/ночь) 12+12 часов.

7. П О Д Г О Т О В К А  К  П Р О В Е Д Е Н И Ю  Б И О Т Е С Т И Р О В А Н И Я

Д ля проведения биотестирования предварительно разрабатывают 

программу отбора проб, готовят посуду, оборудование для отбора проб и 
проведения биотестирования, пробоотборники, места хранения отобранных 

проб, а также рабочие места для обработки доставленных в лабораторию  проб и 
исследования их на токсичность. Все процедуры предварительной подготовки 

долж ны исключать попадание токсичных, органических и каких-либо других 
веществ из окружающей среды в исследуемую  воду или в водные вытяжки из 

почв, грунтов, осадков сточных вод и отходов.

6
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7.7. Подготовка посуды для отбора, хранения проб и биотестирования

О тбор проб воды обы чно производится в посуду из пластика* а если в воде 

содержаться нефтепродукты, моющ ие средства и пестициды, то  в банки из 
тем ного стекла. О тбор проб почв, осадков сточных вод и отходов следует 

производить в банки из тем ного стекла.
П осуда для отбора проб и биотестирования долж на бы ть химически 

чистой. Ее промывают 10 %-ным раствором азотной кислоты. Стенки посуды  
сначала смачивают этим раствором, после этого оставляют на 2-3 часа и затем 
тщ ательно промывают водопроводной водой. Возможные остатки кислоты 

нейтрализуют раствором пищевой соды  и в заключении посуду 3 - 4  раза 

промывают дистиллированной водой. Сильно загрязненную посуду, а также 
новую посуду промывают водой, затем заполняют 10 %  раствором азотной 
кислоты и выдерживают не менее суток. П осле этого ее промывают раствором 
соды, водопроводной и несколько раз дистиллированной водой. Не следует 
использовать для мытья посуды  хромовую  смесь, синтетические поверхностно­
активные вещества и органические растворители. Д ля сушки и стерилизации 
посуду, кроме мерной, помещ ают на один час в суш ильный шкаф при 
160±5 °С . Если емкости м огут  разрушаться при температуре 160 °С , то их 
стерилизую т в паровом стерилизаторе при температуре 121 ±  2 °С  (105 П а ) в 

течение 20 мин.

7.2. Подготовка проб к биотестированию

7.2.1. Отбор, транспортировка it хранение водных проб

О бщ ие процедуры отбора проб вод, а также требования к устройствам для 
пробоотбора определены  в следую щ их нормативных документах:

-  Г О С Т  17.1.5.04-81 «О храна  природы. Гидросфера. Приборы и устройства 
для отбора, первичной обработки и хранения проб природных вод. 

О бщ ие технические услов и я »;

-  Г О С Т  17.1.5.05-85 «О храна природы. Гидросфера. О бщ ие требования к 
отбору проб поверхностных и морских вод, льда и атмосферных 

осадков»;

-  Г О С Т  31861-2012 «В ода . О бщ ие требования к отбору п р об »;

-  Г О С Т  31862-2012 «В о д а  питьевая. Отбор пр об »;

-  П Н Д  Ф  12.15.1-08 «М етодические указания по отбору проб для анализа 

сточных вод »;

-  Р 52.24.353-2012 «О тб о р  проб поверхностных вод суши и очищенных 

сточных вод »;
М есто  отбора проб и периодичность отбора устанавливают в соответствии 

с программой исследования в зависимости от водного объекта 

(Г О С Т  31861-2012).

7



Редакция 2014 г.П Н Д Ф Т  14.1:2:3:4.12-06 

Т  16.1:2:2.3:3.9-06

В зависимости от задач исследования определяю т тип пробы : точечная, 

составная или другая в соответствии с Г О С Т  31861-2012.
Д ля проведения острого токсикологического анализа надо отобрать не 

менее 500 см 3 водной пробы.
С пособы  отбора, транспортировки, хранения, подготовки к вы полнению  

биотестирования долж ны обеспечить неизменность состава проб в период 

между отбором  проб и их анализом.
П робы  отбираю т вручную  специальными приспособлениями или  с 

применением автоматических пробоотборников, при этом емкости для проб 
долж ны бы ть изготовлены  из нетоксичного материала, легко выниматься из 
пробоотборника для очистки и мытья. При отборе пробы  с поверхности 

водоема или  водотока использую т стеклянную  или полиэтиленовую  буты ль 
(Р  52.24.353-2012).

Д ля  отбора глубинны х проб воды из озер, водохранилищ, прудов и рек 
следует использовать батометры.

О тбор питьевых вод перед поступлением  в распределительную  сеть 
производят из кранов на водоводах, располож енных на входе в установку 
обеззараживания. П робы  воды распределительной сети отбираю т в периоды 
наибольш его расхода воды (Г О С Т  31862-2012). Водопроводную  воду отбираю т 
из-под крана после интенсивного слива, многократно ополоснув  его 
отбираемой водой. Кран антисептической обработке не подвергается.

Отбирать природные и сточные воды следует в местах наибольш его 
перемешивания. О тбор сточных вод необходимо производить в той части 
потока, где взвешенные частицы распределены более равномерно. О чищ енные 
сточные воды необходим о отбирать до их хлорирования.

Для проведения анализа сточных вод на токсичность предпочтительно 

отбирать составную  среднесуточную  пробу, собирая ее порциями с 
периодичностью  один час. Точечные (разовы е) пробы допустимо использовать 
только в исклю чительны х случаях.

Н е допускается консервирование проб, предназначенных для исследования 
на токсичность.

Отобранные пробы наливают до краев в дважды промытые отбираемой 
водой банки или флаконы и закрывают без пузырьков воздуха 
пришлифованными стеклянными пробками или полиэтиленовыми крышками. 
П робы  упаковывают в деревянные ящики для переноски проб и прокладывают 

бумагой или ветош ью. В жаркую погоду пробы для обеспечения лучш ей 
сохранности рекомендуется транспортировать в контейнерах-холодильниках 
при пониженных полож ительны х температурах. Зимой для предохранения проб 
от  промерзания контейнеры долж ны быть оборудованы терм оизолирую щ им и 

прокладками. С ледует  избегать попадания прямого солнечного света на 
транспортируемые пробы.

При отборе пробы  заполняю т акт (см . Приложение 1), в котором 
отмечают:

-  шифр пробы;

8
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-  ц ель  пр обоотбора ;

-  дату;

-  время;

-  м есто  отбора пробы ;

-  тем пературу воды;

-  Ф И О  и подпись отбиравш его  пробы .

Н а б уты ли  разм ещ аю т этикетку с указанием  шифра пробы . П ри отбор е  

проб н еобходи м о  соблю д ать  техн и к у  безопасности .

П робы , поступаю щ ие в лабор атор и ю  для исследования, долж ны  бы ть 

зарегистрированы  в ж урнале регистрации с обязательны м  указанием  

количества ем костей  и ном ера акта, состав лен ного  при отбор е проб.

Биотестирование проб воды  проводят не позднее 6 часов п о сле  их отбора. 

П ри невозмож ности проведения анализа в указанны й срок пробы  воды  

охлаж даю т до  (+ 2 )  -  (+ 4 )  °С . В  этих у слови ях  пробы  до  анализа м о гу т  

храниться не б о л е е  суток. О  п р одолж и тельн ости  хранения проб воды д елаю т 

отм етку в пр отоколе биотестирования. В исклю чительны х случаях, при 

отсутствии летуч и х  орган ически х вещ еств, допускается замораж ивание проб до  

(-2 0 ) °С  ниже нуля и их хранение до  двух  недель. П ри  этом  с лед ует  им еть в 

виду, что п о сле  размораж ивания токси чность воды  м ож ет изм ениться. Е сли  

пробы  требуется  отстаивать и ли  ф ильтровать, то  обе  эти процедуры  долж ны  

производиться до  замораж ивания.

7 .2.2 Подготовка проб воды к биотестированию

Е сли  пробы  бы ли  охлаж дены  или  зам орож ены , то  перед биотестированием  

их дов одят  до  комнатной тем пературы . К рупнодисперсны е вклю чения, 

присутствую щ ие в сточн ы х водах, с л ед ует  удали ть  ф ильтрацией пробы  через 

пористы й обеззоленн ы й  ф ильтр  "белая  лен та ". Н ельзя  исп ользовать 

м елкопористы й ф ильтр, наприм ер, "синяя лен та ", поск ольку  он  м ож ет 

задерж ивать к оллои дн ы е вещ ества , что скаж ется на результатах 

биотестирования.

П риродны е воды  ф и льтр ую т через мембранны е ф ильтры  с диаметром  пор  

3 - 5 мкм или  через пористы й обеззолен н ы й  ф ильтр.

И сп ользуем ы й  для  обеззараж ивания питьевы х и сточны х вод активный 

хлор  является токсическим  вещ еством , поэтом у перед биотестированием  таких 

вод е го  н еоб ход и м о  удали ть  отстаиванием  пробы  в откры той ем кости  с 

ш ироким гор лом  при тем пературе (+ 2 )  -  (+ 4 ) °С  в течен ие 3 -5  часов.

П роба  воды , подготовленн ая  к биотестированию , долж на им еть pH  7 ,0 -8 ,5 . 

Е сли  pH  пробы  не уклады вается  в эти пределы , то  устанавливается токси чность 

отд ельн о  до  и п осле  коррекции кислотности  пробы  10% -ным раствором  H C I 

или  10 % -ны м  раствором  N a O H . Коррекция pH  не долж на  вызывать 

хим ической реакции с вещ ествами пробы  (вы падение осадка, 

ком плексообразование) и ув ели чи вать  ее объем  более , чем  на 5 % . В пр отоколе
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опы та указы ваю тся оба  р езультата  биотестирования, однако заклю чен ие о 

токсичности  дается по пробы  до  коррекции кислотности .

П робы  грун товы х или  д р у ги х  вод с вы соким  содерж анием  дв ухв ален тн ого  

ж елеза  (б о л е е  1 мг/дм3) с л ед у ет  предварительно отстаивать не м енее  24 часов 

при тем пературе от  (+ 2 )  до  (+ 4 )  °С . П о сле  этого  осветленная вода сиф онируется 

и анализируется на токси чность.

7.2.5. Отбор. транспортировка, хранение проб грунтов и почв

О тбор  проб грунтов  и почв, их  транспортировка и хранение осущ еств ляю т 

в соответствии с:

-  Г О С Т  17.4.3.01-83 «О х р а н а  природы . П очвы . О бщ и е  требования к о тб о р у  

п р о б »;

-  Г О С Т  17.4.4.02-84 «П о ч в ы . М етод ы  отбор а  и подготовки  проб для  

хим ического , бак тер и ологи ческ ого , гельм и н толо ги ч еск о го  ан а ли за »;

-  Г О С Т  27753.1-88 «Г р у н т ы  теп ли чны е. М етод ы  отбор а  п р о б »;

-  Г О С Т  28168-89 «П о ч в ы . О тб о р  п р о б »;

-  Г О С Т  12071-2000 «Г р у н т ы . О тбор , упаковка, транспортирование и 

хранение об р а зц о в ».

П робны е площ адки  заклады ваю т на участках с однородны м  почвенны м  и 

растительны м  покровом .

П ри кон троле  загрязнения почв предприятиями пр ом ы ш лен ности  пробны е 

площ адки  нам ечаю т вдоль  векторов «р о зы  в етр о в » 

(Г О С Т  17,4.4.02-84). Ф он ов ы е  образцы  почвы  для  проведения кон трольны х 

изм ерений на токси чность  отби раю т на незагрязненны х участках об след уем ы х  

территорий, им ею щ и х аналоги чны й тип почвы.

Точ еч н ы е  пр обы  отби р аю т на пробной  площ адке из одн ого  или  

неск ольких  слоев  и ли  гори зонтов  м етодом  конверта или  л ю б ы м  други м  

сп особом  с таким расчетом , чтобы  каждая проба пр едставляла  собой  часть 

почвы , типичной  для  генетически х  горизонтов или слоев  дан ного  вида почвы . 

Н а  каждые 20 га п лощ ади  заклады ваю т не м енее одной  п р обной  площ адки 

разм ером  10><10 м (Г О С Т  17.4.4.02-84). П ри  обследован ии  площ ади  м енее 0,5 га 

размер площ адки ум ен ьш аю т до  5x5  м.

П ри исследовании  теп ли ч н ы х  грунтов вся площ адь теп ли ц ы  разбивается 

на пробны е площ адки . П лощ ад ь  одной пробной  площ адки долж на  составлять 

2 3 0 -270  м2. Границы  п р обной  площ адки определяю тся элем ентам и  теп ли чны х 

конструкций. В теп ли ц е , свободной  от  растений, отбор  проб производят 

равном ерно на всей площ ади  пробной площ адки. Н а пр обной  площ адке, 

занятой растениями, точечны е пробы  отбираю т в рядах м еж ду растениями 

(Г О С Т  27753.1-88).

Д ля  отбора  проб почв и сп ользую т нож , ш патель или  почвенны й бур.

О бъеди н ен н ую  п р обу  п олучаю т путем  смешивания точеч ны х пр об  

одинакового  объем а , отобр анны х на одной пробной площ адке. Д ля  этого  

точеч ны е пробы  переносят на клеенку или  краф т-бумагу, перемеш иваю т и

ю
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квартую т (сокращ аю т) в 3-4 раза. П оч в у  после квартования отбираю т 

нескольким и  равными порциям и и переносят в стеклянны е банки с герметичной 

крыш кой. Таким  образом , п олуч аю т объединенную  пробу, масса которой 

долж на  составлять не м енее 1 кг.

И сп ользуем ы е  сп особы  отбора, транспортировки, хранения, 

пробоподготовки  долж ны  обесп ечи ть  неизменность состава проб почв и 

грунтов к м ом енту  и х  биотестирования.

П ри  отбор е  проб почвы  состав ляю т акт по утверж денной  ф орме (см . 

П рилож ен ие 1). Н а ем кость с пробой  наклеивают этикетку, на которой  

указы вается шифр пробы .

П р обы , которы е поступаю т в лабораторию , реги стрирую т в ж урнале 

регистрации с  указанием  количества  ем костей  и ном ера акта о тбор а  проб.

П р обы  почв и грунтов анали зирую т не позднее 12 ч с м ом ента  отбора. Е сли  

дан ное услов и е  нельзя  вы полнить, то  объединенны е п р обы  хранят в 

холоди льн и к е  в ем костях с п лотн о  закрытой крышкой д о  одн ой  недели при 

тем пературе о т  (+ 2 )  д о  (+ 4 )  °С . Н е  допускается  консервирование пробы  почв 

для анализа на токсичность.

7.2.4. Приготовление водной вытяжки из грунтов и почв

О тобранны е для  проведения биотестирования грунты  и почвы  разры хляю т 

ш пателем  и освобож даю т от  инородны х материалов. К  ним  относятся  

м еханические вклю чения, такие как промы ш ленны е, строи тельн ы е, бы товы е 

отходы  и т.п., а такж е галечник , облом ки  камней, корневищ  и веток. 

В озм ож ность  удаления таких вклю чений  из пробы  устанавливается на осн ове  

изучения п олевого  описания м еста ее отбора. Д анны е сведения долж н ы  

присутствовать в сопр оводи тельной  докум ентации (акт отбор а  п р об ) к пробам , 

направленным  на токси кологически й  анализ.

П о с л е  этого  пробы  переносят на чисты е листы  плотной  бум аги  и дов одят  

до  воздуш н о-сухого  состояния в хорош о  проветриваемом  пом ещ ении  или  в 

вытяж ном шкафу. В ы суш ен н ую  почву просеиваю т сквозь си то  с разм ером  

ячеек 1 мм и вы держ иваю т откры ты м и не менее 2-х часов при комнатной 

тем пературе и влаж ности воздуха .

П од готов лен н ую  пр обу  почвы  распределяю т на ровной поверхности  слоем  

в 1 см  и отбираю т из 5-ти точек  м етодом  конверта. О тобранная проба  с м ассой  

ок оло  200 г  разделяется на две  равные части: для  биотестирования и д ля  

определения гигроскопической  влаж ности  после высуш ивания д о  постоянной 

массы. П ересчет во зд уш н о -сухой  пробы  на массу абсолю тн о -сухой  проводят по  

ф орм уле 1:

Ш тдхух= ^ 2 -  (1 )
k cp

где АМаасху* - масса абсо лю тн о -сух о го  образца, г; АМво̂ .сух - м асса 
воздуш н о-сухого  образца почвы, г; Кср - коэффициент пересчета м ассы  

воздуш н о-сухой  пробы  на м ассу абсолю тн о-сухой  (среднее из тр ех  изм ерений).
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Для определения массовой доли почвы в воздуш но-сухой пробе 
необходимо:

1. Взвесить три пусты х высушенных бюкса с крышками, записав их массу 

(Л/Д  затем взвесить эти ж е бюксы с навесками (ок оло  1 г ) воздуш но-сухой 

пробы  {Мвоз0 СКХ /)*
2. П оместить открытые бюксы с воздуш но-сухими пробами в суш ильный 

шкаф и выдержать в течение 3 часов при температуре (11 0 ±5 ) °С . Затем 

закрыть бюксы притертыми крышками, перенести в эксикатор и дождаться их 

полного остывания (30-50 мин). Взвесить бюксы с навесками абсолю тно-сухой  

пробы и записать их массы (МабссухО- П осле первого взвешивания пробы почвы 
необходимо ещ е несколько раз по 1-2 часа высушивать и охлаж дать в 
эксикаторе, добиваясь расхождения в массе менее 0,005 г. Точность 
взвешивания долж на составлять 0,001 г.

3. На основе полученны х данных рассчитать значения коэффициента 
пересчета К, для  каждого эксперимента по формуле 2:

К -  ^ ^ oi
М*>*>.?*; -M oi ( 2)

где К, —  коэффициент пересчета в /-том измерении; Ma6c.cyx.i —  масса бюкса 
с абсолю тно-сухим  образцом в /-м измерении, г; Мвшдхух., —  масса бю кса с 
воздушно-сухим образцом в /-м измерении, г; М0\ —  масса пустой бюкса в /*-м 
измерении, г.

4. П о результатам трех последних измерений массы бю ксов производится 
расчет среднего значения (Кср) по формуле 3:

Af = K\+ KK+JS± (3 )

Водную  вытяжку из почвы для биотестирования готовят в соотнош ении 
1 часть почвы и 4 части дистиллированной воды. В оду для удаления 
углекислого  газа, который растворяет карбонаты кальция и магния, 
предварительно кипятят 30 мин, а затем охлаждают и аэрируют.

Д ля получения водной вытяжки берут 100 г пробы  почвы в воздуш но­
сухом  состоянии, пересчитав навеску на ее абсолю тно-сухую  массу. 
К оличество почвы долж но бы ть достаточным для получения объема экстракта, 
необходимого при выполнении всех процедур биотестирования. Навеску почвы 
переносят в колбу  емкостью  1000 см3 и приливают 4-кратное количество 
дистиллированной воды.

П олученную  смесь в течение 2-х часов перемешивают на аппарате для 
встряхивания жидкости и затем отстаивают 30 мин. Надосадочная жидкость 
отбирается сифонированием и фильтруется через мембранные фильтры с 

диаметром пор 3 - 5  мкм или через бумажные обеззоленны е фильтры "белая 

лента". Если первые порции фильтрата оказываются мутными, то  их нужно 
несколько раз фильтровать до получения прозрачного раствора.

При устойчивом появлении окраски и (и ли ) повышенной м утности водной 

вытяжки, характерных для некоторых типов почв (гумусированные, дерново-
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подзолисты е, торф яны е и др .), водную  вытяж ку из них готовят в соотн ош ени и  

1 часть почвы  и 10 частей ди сти ллир ованн ой  воды .

Вытяж ка из почв долж на  им еть величи ну pH  в диапазоне 7 ,0 -8 ,5 . П ри  

н еобходи м ости  вы тяж ку перед серийны м  разбавлением  предварительно 

нейтрализую т. П о с л е  нейтрализации пробы  аэрирую т 10-20 мин для  

стабилизации pH.
Т р ебуем ы е  разбавления водной  вытяжки для биотестирования готов я т  

согласно  п. 7.2.7.

7.2.5. Отбор, транспортировка и хранение проб осадков сточных
вод, отходов производства и потребления

О тбор , транспортировку и хранение проб осадков сточны х вод, отход ов  

производства и потреблени я  производят со гласн о  следую щ и м  нормативны м  

докум ентам  (е с л и  услов и я , указанны е в данны х докум ентах, противоречат 

требованиям  настоящ ей м етодики, с л ед ует  руководствоваться п ослед н ей ):

- О тход ы  м и н ер альн ого  происхож дения. Рекомендации по о тб о р у  и 

под готовке проб. О бщ и е  полож ения. П Н Д  Ф  12.4.2.1-99;

- О тбор  пр об  почв, грунтов , осадков биологи чески х  оч и стн ы х

сооруж ений , ш лам ов пр ом ы ш ленны х сточн ы х вод, дон ны х отлож ен и й  

искусственно созданны х водоем ов, прудов-накопителей  и

гидротехн ически х  сооруж ени й  П Н Д Ф  12.1:2:2.2:2.3.2-03;

- С П  2.1.7.1386-03 «О п р ед елен и е  класса опасности  токсичны х отх о д о в  

производства  и п отр еблен и я ».
В ы д еля ю т неск олько  групп  отходов :

- П О : отход ы  производства  (производственны е отходы );

- Т Б О : отход ы  потреблени я  (тверды е бы товы е отход ы );

- см есь  П О  и Т Б О  (см еш анны е отход ы ).

П о  агрегатном у состоянию  различаю т твердые (пы леобразны е,

порош кообразны е, зернисты е, ш лаки, гранулированные, кусковы е), пасто-, 

см ол о- и студнеобразны е и др . К ром е того , отходы  м огут быть гом огенны м и или  

гетерогенны ми.

О тбор  проб проводится на пр обны х площ адках из ем костей накопителя  

или  из источника образования отхода. Н а каждые 20 га накопителя  

заклады вается не м енее 1 пробной  площ адки  (С П  2.1.7.1386-03).

Д ля  отбор а  проб с бо льш и х  по площ ади хранилищ  отход ов  вы деляю т 

пробную  п лощ адку  в виде квадрата со сторонам и не м енее 10 м. Д л я  

н ебольш и х  накопителей  (м ен ее  0,5 га ) пробная площ адка долж на  бы ть не м енее  

5x5 м. Т оч еч н ы е  пр обы  отбираю тся на пробны х площ адках из одн ого  и ли  

нескольких слоев  или  гори зонтов  м етодом  конверта по диагонали  или л ю б ы м  

другим  сп особом  с таким  расчетом , чтобы  в каждом случае  проба представляла  

собой  ти пи чную  часть отхода . О бъединенная проба составляется путем  

смешивания точ еч н ы х  проб (н е  м енее 5 проб ), отобранны х на одной площ адке 

или из одной  ем кости  (С П  2.1.7.3386-03).
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П ри  отборе проб из кучи точечны е пробы  бер ут  с ее  верш ины , основания и 

боковы х поверхностей . Ч и сло  проб из кучи вы сотой  д о  2 м д о лж н о  бы ть  не 

м енее 9 и увеличиваться  на 4 пробы  с каждым доп олн и тельн ы м  м етром  вы соты  

(Ф Р  Л  .39.2007.03222).

П ри  отбор е  п р об  Т Б О  необходи м о  установить е го  состав . О н  вклю чает 

входящ ие в Т Б О  ком пон енты  (бум ага , картон, пищ евы е отходы , дерево, 

пластик, стекло, черный и цветной м еталл , текстиль, кожа, резина, камни, 

ш тукатурка и д р .), а такж е их процентное содерж ание. Д ля  лабор атор н ы х  

исследований из м ассы  каж дого ком понента отхода отби р аю т в отдельны й  

пакет его  составляю щ ие. М асса  пробы  каж дого из ком понентов  долж н а  бы ть  не 

м енее 300 г.

Состав пр оизводственн ы х отходов  определяется  пр оизводителем  

(собствен н и к ом ) отход а  сам остоятельно  и ли  с привлечением  аккредитованны х 

в устан овленн ом  порядке организаций (С П  2.1.7.1386-03).

Д ля  отбора пр об  отходов  и сп ользую т ш патель или  почвенны й бур . О тбор  

сы пучих отходов  из тары  (вагон , кузов автомобиля, контейнер и д р .) производят 

с пом ощ ью  щ упа. К о ли ч ест в о  и необходим ы й объем  отби раем ой  пробы  отхода  

зависит от  его  агрегатного  состояния, влаж ности , степени одн ор одн ости  и его  

зернистости  (д ля  сы п уч и х  отходов ).

Точ еч н ы е  пробы  отходов  перед объединением  тщ ательн о  гом огенизи рую т. 

О бращ аясь с тверды м и сы пучим и и пастообразны м и отход ам и , и сп ользую т 

м еталли ческие ш патели . П олуж идкие отходы  гом оген и зи р ую т встряхиванием .

О бъединенная проба  отхода  при отсутствии  сп ец и альн ы х  требований 

долж на  составлять не м енее 1 кг.

П р обы  отходов  не подлеж ат консервированию . В лабор атор и ю  пробы  

долж ны  поступи ть  не позднее, чем  через 12 ч п о сле  отбора. П ри 

невозм ож ности  проведения анализа в указанны й срок пробы  охлаж д аю т до  

(+ 2 ) -  (+ 4 )  °С . В этих у слов и я х  пробы  ж идких и орган ически х  отход ов  до  

анализа м о гу т  храниться не б о л е е  одн их  суток , тверды х - н е  б о л е е  одн ой  

недели .

П робы  отходов , поступивш ие в лаборатори ю  на исследование, долж ны  

бы ть док ум ен тальн о  оф орм лены  и маркированы. Н еобходи м ы м и  

сопр оводи тельны м и  докум ентам и  являю тся акт пробоотбора  (см . П рилож ение 

1). М аркировка отход ов  осущ ествляется  в произвольной  ф орме, но с 

обязательны м  занесением  обозначений в лабораторн ы й ж урнал.

7.2.6. Приготовление водной вытяжки из осадков сточных вод, 

отходов производства и потребления

В одн ую  вы тяж ку из осадков сточн ы х вод и отход ов  готовят из 

соотнош ения «твердая  фаза : ж и дк ость » 1:10. В  качестве ж идкости  и сп о льзую т  

ди сти ллир ованн ую  воду.

Твердые отходы. П р о б у  хорош о перемеш иваю т. Д ля  подготовки  пробы  

отходов  требуется  3 кг, пробы  осадков сточн ы х вод  -  о к о ло  2 кг. О тобранны е
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пробы делят на две части, одну из которых возвращают в сосуд для хранения, 
другую разрыхляют и тщательно просматривают. При наличии частиц более 10 
мм их аккуратно измельчают с помощью металлического шпателя до меньшего 
размера. Механически размалывать смесь недопустимо. Затем пробу 
высушивают до воздушно-сухого состояния как указано в п. 7.2.4.

После этого пробу методом квартования сокращают в 3-4 раза. На гладкой 
ровной поверхности (на крафт-бумаге, клеенке или полиэтиленовой пленке) 
перемешанную пробу разделяют на равные квадраты. Затем в шахматном 
порядке из квадратов отбирают порции всей толщины слоя и объединяют 
порции в пробу с абсолютно-сухой массой не менее 200 г. Влажность осадков и 
отходов определяют по п. 7.2.4.

Для получения вытяжки используют воздушно-сухую пробу, масса которой 
в перерасчете на абсолютно-сухую пробу должна составлять 100 г. После 
выщелачивания 100 г такой пробы будет получено около 900 см3 водной 
вытяжки. Это необходимо учитывать при расчете количества отбираемой 
порции.

Жидкие отходы и осадки сточных вод. Жидкие и содержащие менее 1 % 
взвешенного вещества отходы и осадки сточных вод не подвергают 
выщелачиванию, а сразу исследуют на токсичность после фильтрации через 
фильтр «белая лента» или после центрифугирования.

Выполнение процедуры подготовки экстракта выщелачивания. В сосуд, 
содержащий отход или осадок сточных вод с абсолютно-сухой массой 100 г, 
добавляют дистиллированную воду в соотношении «сухая масса : жидкость» 
1:10 (наиболее удобно использовать 1000 см3 воды на 100 г отхода в расчете на 
абсолютно-сухую массу). При меньшем количестве пробы соответственно 
снижается и объем дистиллированной воды.

Полученную смесь в течение 7-8 часов слабо перемешивают на аппарате 
для встряхивания жидкости, обеспечивая нахождение твердого вещества во 
взвешенном состоянии. После окончания перемешивания раствор с осадком 
оставляют на ночь для отстаивания. После этого жидкость над осадком 
сифонируют.

Если после отстаивания жидкость становится прозрачной, то фильтрование 
не производится. При наличии в экстракте взвешенного вещества жидкость 
необходимо профильтровать через фильтр «белая лента» в воронке Бюхнера с 
применением слабого вакуума. В случае применения фильтрования это 
отмечают в рабочем журнале. Для освобождения водной вытяжки от 
взвешенных частиц возможно применение центрифугирования (10 минут при 
3000 оборотов в минуту). Если мутность водной вытяжки из отхода сохраняется 
и после фильтрации, то в исключительных случаях допускается ее отстаивание 
в холодильнике до 5 суток (ФР. 1.39.2007.03222). После этого жидкость над 
осадком сифонируют.

Полученный после выщелачивания экстракт исследуют на токсичность. 
Процедуру биотестирования начинают не позднее, чем через 6 часов после 
приготовления вытяжки из осадка, отхода. Если это невозможно, то допускается
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хранение экстракта в холодильнике не более 48 часов при температуре (+ 2 )-  

(+ 4 )°С .
Перед биотестированием измеряют pH и температуру в полученном  

экстракте. Водная вытяжка из осадков сточных вод или отходов долж на иметь 

pH 7,0-8,5. При необходимости проводят коррекцию pH пробы , после которой 
ее аэрируют в течение 10-20 мин. Температуру пробы доводят до температуры 
рабочего помещения.

Если необходимо установить влияние фактора pH на результаты 
биотестирования токсичности водных вытяжек из отходов в тех  случаях, когда 

величина pH выходит за пределы диапазона 7,0-8,5, токсикологический 
эксперимент проводят на пробах до и после их коррекции. За результат 
принимается токсичность исходной пробы. Данные регистрирую т в журнале. 
П риготовление разбавлений водной вытяжки для биотестирования проводят по 

п. 7.2.7.
При делении проб осадков сточных вод или отходов на ж идкую  и твердую 

фракции на токсичность проверяют как жидкую фракцию, так и экстракт из 
твердой фракции. Если какая-либо из этих частей оказалась токсичной, то 
токсичным считается весь отход.

7.2.7. Приготовление разбавлений исследуемых вод для 
биотестирования

Д ля приготовления разбавлений исследуемых вод используется 
культивационная вода. Анализируемые воды предварительно разделяю т в 
2 сосуда: один для разбавления, а другой для хранения раствора, если 
биотестирование необходим о будет повторить. Все растворы и их разбавления 
готовятся при комнатной температуре. Культивационная и исследуемая воды 
долж ны также иметь комнатную  температуру.

Пресные поверхностные, грунтовые и сточные воды анализируются в 100, 
33, 11, 3,7 и 1,2%-ной концентрациях (ряд разбавлений, кратных трем ). П осле 
получения предварительных результатов биотестирования при необходимости 
готовятся и анализируются дополнительны е разбавления. В процессе 
приготовления разбавлений пробы тщ ательно перемешивают.

П одготовленная к биотестированию вода в объеме 300 см 3 переносится в 
стеклянный стакан емкостью  500 см 3. Д ля получения ряда разбавлений 
анализируемой пробы, кратным трем, в четыре стакана на 200 см 3 добавляется 
по 160 см3 дистиллированной воды. П осле этого в первый из них вносится 
80 см3 тестируемой воды, во второй, третий и четвертый переносится по 
80 см3, соответственно, из первого, второго и третьего стаканов. Наряду с 
разбавленной тестируемой водой в отдельные стаканы вносится 160 см3 

исходной воды для тестирования и 160 см3 контрольной (культивационной ) 

воды. Таким образом, получается 6 следую щ их вариантов тестируемой пробы 

воды объемом  160 см3 каждая, включая контрольную  пробу, в качестве которой 
используется дистиллированная вода:
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1. Исходная (не разбавленная) проба воды, 100%;

2. П роба, разбавленная в 3 раза, 33% ;
3. Проба, разбавленная в 9 раз, 11%;

4. Проба, разбавленная в 27 раз, 3 ,7% ;
5. Проба, разбавленная в 81 раз, 1,2%;
6. Контрольная проба, 0% .
Если  изначально известно, что исследуемы е воды и вытяжки обладаю т 

гипертоксичностью, то пробы  предварительно разбавляются культивационной 
водой в 9 раз. П осле этого также готовится ряд ее разбавлений, кратный трем 
(9 ,2 7 ,8 1 ,2 4 3 ,7 2 9  раз).

При работе с водными вытяжками из отходов следует приготовить ряд 
разбавлений кратный 10-ти. Д ля  этого подготовленная к биотестированию 
вытяжка в объеме 100 см3 переносится в стеклянный стакан емкостью  100- 
200 см3. Д ля получения ряда разбавлений анализируемой пробы, кратным 
десяти, в четыре аналогичных стакана добавляется по 180 см 3
дистиллированной воды. П осле  этого в первый из них переносится 20 см 3 
водного экстракта, во второй, третий и четвертый - по 
20 см3, соответственно, из первого, второго и третьего стаканов. Наряду с 
разбавленной тестируемой водой в отдельные стаканы вносится 180 см 3 
исходной вытяжки для тестирования и 180 см3 контрольной (культивационной ) 
воды. Таким образом, получается 6 следую щ их вариантов тестируемых пробы  
объемом  180 см3 каждая, включая контрольную  пробу:

1. Исходная (не разбавленная) водная вытяжка, 100%;
2. Вытяжка, разбавленная в 10 раз, 10%;
3. Вытяжка, разбавленная в 100 раз, 1%;
4. Вытяжка, разбавленная в 1000 раз, 0,1%;
5. Вытяжка, разбавленная в 10000 раз, 0,01%;
6. Контрольная вода.

7.3. Подготовка культивационной воды

В качестве культивационной воды использую т питьевую воду, которая в 
течение 2 - 3  суток отстаивалась для удаления хлора в бесцветных стеклянных 
емкостях. При отсутствии качественной питьевой воды возможно использование 
бутилированной негазированной питьевой воды или не загрязненной 
поверхностной пресной или грунтовой воды, профильтрованной через 

мембранный фильтр с размером пор 3 - 5  мкм. Мембранные фильтры перед 
употреблением  тщ ательно промывают и кипятят в дистиллированной воде не 
менее 10 мин.

Культивационная вода долж на удовлетворять следую щ им требованиям:

-  отсутствие органических загрязняющих веществ, хлора, токсических 
веществ, антагонистических для дафний организмов (сине-зеленых 
водорослей ) и пищевых конкурентов (простейших, многоклеточных);

-  pH 7 ,0 -8 ,5 ;
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-  жесткость общая от 80 до  250 мг/дм3 (выраженная в С аС О э);

-  температура от +19 до +25 °С.

В культивационной воде требуемого качества выживаемость тест-культуры  
рачков дафний за 48-часовой период биотестирования долж на бы ть не ниже 

100%. При этом 50%-ная гибель рачков в конце первых суток экспонирования 
долж на наступать при внесении в нее бихромата калия в диапазоне 
концентрации (0,2 -  0,8) мг/дм3. Более низкая чувствительность к данному 

м одельном у токсиканту может быть вызвана присутствием в культивационной 

воде повыш енного количества примесей, способны х вступать с ним во 
взаимодействие. В результате этого токсикант становится менее доступным для 
тест-организма. Д ля повышения чувствительности биотеста можно разбавить 

культивационную  воду дистиллированной водой в 1,5 -  3,0 раза. П осле  
разбавления культивационная вода долж на быть не токсичной для рачков и 
обеспечивать их хорош ую  плодовитость в маточной и синхронной культуре.

7.4. Содержание и подготовка культуры дафний к биотестированию

К ультуры  дафнии {Daphnia magna Straus) и зеленой одноклеточной 
водоросли (Ch lore На vulgaris Beijer) можно получить в лабораториях, 
занимающихся биотестированием, с предоставлением документа, 
подтверждающим их видовую  принадлежность.

7.4. L Транспортировка дафний

К ультуру  дафнии транспортируют в стеклянной емкости с крышкой (в 
термосе, если  температура окружающей среды выходит за пределы  20±2 °С ). 
Емкость на 2/3 объема заполняется водой, в которой культивировались рачки. В 
нее стеклянной трубкой переносятся дафнии, количество которы х не долж но 
превышать 25 -  30 особей на 1 дм3 воды. Одновременно в эту же емкость в 
качестве корма добавляю т 3 - 5  см3 водорослевой суспензии на 1 дм 3 воды.

Д оставленную  культуру дафний осторож но переливают в емкость для 
культивирования, объем  которой долж ен в 2 -  3 раза превышать количество 
воды с рачками. Емкость с дафниями помещ ают в климатостат. Д ля  адаптации 
дафний в культуру течение 1-2 дней порциями приливают приготовленную  
культивационную  воду (см . п. 7.3.).

В лаборатории содержат два вида культуры  дафнии: маточную  (см . п. 

7.4.2) и синхронизированную  (см. п. 7.4.3), используемую  для проведения 
биотестирования.

7.4.2. Выращивание и содержание маточной культуры дафнии

К ультур у  дафний выращивают в климатостатах Р-2 или ВЗ, 
обеспечиваю щ их поддержание искусственного освещения (1200 -  2500) лк, 
12-часовой световой и ночной периоды и температуру (20 ±  1) °С .
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Выращивание культуры производится в стаканах объемом 1 дм3, которые 
наполняют на 3/4 объема культивационной водой и сажают туда самок дафний 
среднего размера с выводковыми камерами, заполненными эмбрионами. 
Отбирают взрослых самок стеклянной трубкой с оплавленными концами и 

внутренним диаметром отверстия 5-6 мм. Д ля уменьшения испарения емкости 

неплотно прикрывают пластинами из стекла или оргстекла. Маточная культура 
дафний поддерживается в одном или двух сосудах. Не реже одного раза в двое 
суток с поверхности воды в емкостях, в которых выращиваются рачки, следует 
снимать стерильной марлевой салфеткой дрожжевую и бактериальную пленку, 
а также очищать дно и стенки сосуда. Кормление дафний осущ ествляют в 

соответствии с требованиями пункта 7.4.4. Содержание растворенного 
кислорода в культиваторах долж но бы ть не менее 5 мг/дм3. Н е допускается 
искусственное аэрирование воды в сосудах с дафниями.

Пересадка культуры в свеж ую культивационную  воду осуществляется 
один или два раза в неделю . Она необходима для удаления продуктов 
ж изнедеятельности рачков и нормализации содержания кислорода в воде. Для 
этого вода вместе с рачками осторож но переливается в чистый сосуд так, чтобы  
накопившийся осадок остался на дне. В новую  емкость для культивирования 
добавляется свежая порция культивационной воды. П лотность маточной 
культуры не долж на превышать 20-25 особей  на 1 дм3 культивационной воды.

Н е допускается использование молоди маточной культуры для 
биотестирования.

7.4.3. Выращивание синхронизированной культуры

Биотестирование воды и водных вытяжек проводят только на 
синхронизированной культуре дафний. Синхронизированной является 
одновозрастная культура, полученная от  одной самки путем ациклического 
партеногенеза в третьем поколении. Такая культура генетически однородна. 
О соби  синхронизированной культуры  дафний близки по устойчивости к 
токсическим веществам, одновременно созревают и даю т генетически 
однородное потомство.

Д ля  получения синхронизированной культуры  отбирают одну самку 
средних размеров с выводковой камерой, заполненной эмбрионами. О собь 
помещ аю т в стакан объемом  250 см 3, заполненный на 3/4 культивационной 
водой, который устанавливают в климатостат. Появившаяся м олодь 
переносится в больш ую  емкость с объемом  воды около 1 дм 3 для продолжения 
культивирования. П олученное третье поколение рачков является 
синхронизированной культурой. О но может быть использовано для 

биотестирования, однако возраст рачков не долж ен быть меньше 6 и больш е 
24 часов.

При проведении массовых анализов на токсичность следует одновременно 
вести культивирование 4-5 синхронизированных культур, отличающихся друг
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от друга по возрасту. Синхронизированную культуру выдерживают в условиях 
по п. 7.4.2, кормят по п. 7.4.4.

Пересадка плодоносящ их самок в свежую культивационную  воду 
осущ ествляется один раз в неделю . Родившуюся м олодь ежедневно отсаживают 

и использую т для биотестирования.

7А  А. Подготовка корма и кормление

Дафниям необходимо обеспечить комбинированное дрож ж е-водорослевое 

питание. В качестве водорослевого корма используется культура зеленой 
водоросли Chlorella vulgaris Beijer. К ультура  водоросли  выращивается в 
культиваторе КВ-05 в течение 24 часов на 5% -ной среде Тамия (см . 
Прилож ение 5). К летки водоросли отделяю т центрифугированием. Осадок 
разбавляют культивационной водой до концентрации 0,5 - 0,6 ед. оптической 
плотности (прибор И П С-03). Водорослевое кормление маточной и 
синхронизированной культур дафний производится через каждые 1-2 суток 
путем добавления в емкости с рачками указанной выше суспензии хлореллы . 
Количество добавляемой суспензии долж но составлять около 1/20-ой части 
объема маточной и синхронизированной культуры  дафний. При этом 
концентрация клеток водоросли после добавления в среду с рачками долж на 
быть эквивалентна 0,02-0,03 ед. оптической плотности (прибор И П С -03 ), что 
соответствует 300-450 тыс. клеток хлореллы  на см 3.

Д ля  дрож ж евого питания культуры рачков готовится суспензия из 1 г 
свежих или 0,5 г  сухих хлебопекарных дрожжей в 100 см3 дистиллированной 
воды. П осле  набухания суспензию  тщ ательно перемешивают. Допускается 
хранить дрожж евую  суспензию  в холодильнике 1-2 суток. Кормление 
дрожжами производится 1 раз в неделю  путем добавления по 3 см3 тщ ательно 
перемеш анной дрожжевой суспензии на 1 дм 3 культуры  рачков. Водорослевы й 
корм в этот день дается в меньшем количестве.

К орм ление дафний производят до проведения токсикологического 
эксперимента. Дафний в опыте не кормят.

8. П Р О Ц Е Д У Р А  Б И О Т Е С Т И Р О В А Н И Я

Д ля  определения острого токсического действия проводится 
биотестирование исходной исследуемой воды или водной вытяжки из грунтов, 
почв, осадков сточных вод, отходов и нескольких их разбавлений, 

приготовленны х по п. 7.2.7.
О пределение токсичности каждой пробы без разбавления и каждого 

разбавления проводится в трех параллельных сериях. В качестве контроля 

используется три параллельны е серии с культивационной водой.

Биотестирование проводится с соблю дением  требований к температуре, 
продолж ительности фотопериода и качеству культивационной воды по п. 7.3.
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Биотестирование проводится в специальных стеклянных емкостях 
(«п р оби р к ах ») объемом  100 см3, входящ их в комплект устройства УЭР-03, 

которые заполняются 50 см3 исследуемой воды. В пробирки помещают по 
десять дафний в возрасте 6 -  24 ч. Чувствительность дафний к токсикантам 

иных возрастов будет сущ ественно отличаться. Дафний отлавливают из 

емкостей, в которых выращивается синхронизированная культура. В отдельный 
химический стакан сначала отсаживают всех одновозрастных рачков, а затем с 

помощ ью  стеклянной трубки с оплавленными краями и внутренним диаметром 

5-6 мм переносят в пустые «пробирки » по 10 особей с минимальным объемом 
культивационной воды. П осле этого из «п р об и р ок » удаляю т культивационную 
воду и сразу добавляю т контрольный или опытный раствор в объеме 50 см3.

Посадку рачков начинают с контрольной серии. В исследуемые растворы 
дафний помещают, начиная с больш их разбавлений (меньш их концентраций 
загрязняющих веществ). Д ля каждой серии исследуемой воды используется 
3 «пробирки ».

В экспериментах по определению  острой токсичности дафний кормят 
только перед началом эксперимента, до отсадки рачков в пробирки с 
тестируемой водой. Во время опыта корм в пробирки с тестируемой водой не 
добавляют.

«П р оби р к и » с пробами воды и тест-организмами помещаются во 
вращающуюся кассету устройства для экспонирования рачков У  ЭР-03. 
Благодаря вращению кассеты происходит непрерывная и одинаковая аэрация 
всех тестируемых проб. При этом выбранная скорость вращения (6-8 оборотов 
в минуту) не создает стрессовой ситуации для  самих рачков.

У чет  смертности дафний в опыте и контроле проводят каждые 24 часа. 
Опыт прекращается, если  в течение 24 часов во всех вариантах (разбавлениях 
тестируемой воды) наблюдается гибель более  50%  рачков.

Неподвижные особи считаются погибш ими, если не начинают двигаться в 
течение 15 секунд после легкого покачивания пробирки.

В экспериментах по определению  острой токсичности растворы не 
меняют.

Результаты  наблю дений заносят в рабочий ж урнал (см. Приложение 2).
Если наблюдается гибель дафний в контроле, результаты опыта не 

учитывают, и он долж ен быть повторен.

П осле того, как результаты эксперимента учтены, в каждой пробирке 
проводят измерение pH. Температура в пробирках долж на соответствовать 

(20±2 ) °С , а pH 7,0-8,2. Все отклонения от  установленных норм, а также данные 
по каждой серии разбавлений, исходной воды и контролю также заносят в 
рабочий журнал и протокол результатов эксперимента.
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9. О Ц Е Н К А  Р Е З У Л Ь Т А Т О В  Т О К С И К О Л О Г И Ч Е С К О Г О  А Н А Л И З А

П ри  опр еделени и  острой  токси чности  пр об  пресны х пов ерхн остн ы х  

грунтовы х, питьевы х и сточны х вод, в од н ы х  вытяж ек из грунтов , почв, осадков  

сточн ы х вод , отходов  и и х  разбавлений устан авливаю т:

• средню ю  летальн ую  кратность разбавления вод, водны х вытяж ек, 

вы зы ваю щ ую  гибель  50 %  тест -объек тов  за 48-часовую  эксп озиц и ю  

(Л К Р 50-48 );

• б езвредн ую  кратность разбавления вод, водны х вытяж ек, вы зы ваю щ ую  

ги б ел ь  не бо лее  10 %  тест -объектов  за 48 -часовую  эксп озиц и ю  

(Б К Р  Ю-48) •
Д ля  опр еделени я  острой токсичности  и сслед уем ы х  вод, водны х вы тяж ек 

осадков сточ н ы х  вод и отходов  рассчиты вается процент п о ги бш и х  в 

тести р уем ой  воде даф ний (А, % )  по сравнению  с кон тролем :

А = Хк— Хт 100%, (4 )
X к

где Xк - к оличество  выживш их даф ний в кон троле  (ср едн ее  значение из 

трех  п а р аллельн ы х  опр еделени й ); Хт - количество вы ж ивш их даф ний в 

тести руем ой  воде (средн ее значение из тр ех  п ар аллельн ы х  оп р еделен и й ).

П ри А < 10 %  тестируемая вода или  водная вытяжка не оказы вает о с т р о го  

ток си ч еск ого  действия. Э тот  процент п оги бш их рачков и сп ользуется  для  

расчета безвредной  кратности разбавления тести р уем ы х  вод, например, при 

устан ов лен и и  класса  опасности отходов . П ри А > 50 %  пр оба  воды , водная  

вытяж ка оказы вает острое ток си ческ ое  действие. Э той  вели чи н ой  

руководствую тся  при определении средней  лета льн ой  кратности разбавления  

тести р уем ы х  вод.
Е сли  эксперим ентально не у д а л о с ь  п олуч и ть  точ н ого  значения 

концентрации о тд ельн ого  вещ ества и ли  кратности разбавления, вы зы ваю щ ей  

50 % -н у ю  ги б ел ь  дафний за 48 часов экспозиции, т о  для  получен ия  значения 

Л К Р 50-48 (Л К 5СМ8), без вы полнения доп олн и тельн ы х  эксперим ентов ,

и сп ользуется  расчетны й м етод  опр еделени я  по ф орм уле  5:

(lg/>p-lg  Рм )х( А„ —0,5)

Л К Р  50-48 =  Ю  ^  ,8 Р " (5 )

где, Р б -  величина разбавления (н аи больш ая ), при которой  п р оц ен т 

п оги бш и х  даф ний в тестируем ой воде ( А )  бы л  ниж е 50 % ; Рм -  величи на  

разбавления (наим еньш ая), при которой  процент п оги бш и х  даф ний в 

тести р уем ой  воде ( А )  бы л  выш е 50 % ; Аб и А м -  величины  А , соотв етств ую щ и е  

этим разбавлениям , выраженных в долях  единицы .

В  качестве Р 6 и Р м берется та пара наибольш их разбавлений, м еж д у  

которы м и им еет м есто переход величины  см ертности  50% . А н а ло ги ч н ы м
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образом устанавливается Л К Р ю -48 (ЛКцыв)-
В качестве Рб и Р м берется та пара наибольш их разбавлений, между 

которыми имеет место переход величины смертности 10 %.
Если даже при наибольш ем разведении тестируемой воды смертность 

рачков бы ла выше 10%, то безвредная кратность разбавления рассчитывается 

по ф ормуле 6:

( l g P 6 - l g P M) x ( ^ - 0 , l ) i l £ j >

Ж Р 10_48=  10  “ (6)

В качестве Рб и Рм берется та пара наибольш их разбавлений, при которых 
показатель смертности ( А )  ближ е всего к величине 10 %.

Пример M l:  Количество погибш их дафний в тестируемой воде (А )  по 

сравнению с контролем для 1, 3, 9, 27, 81-кратного разбавления тестируемой 
воды в долях  составило, соответственно: 0,6; 0,45; 0,35; 0,20; 0,0. Анализ этих 
данных показывает, что переход через критерий острой токсичности в виде 
50%-ной смертности (в долях  это 0,5) имеет место между разбавлениями 
тестируемой воды в 1 (Рм) и 3 (Рб) раз. Тогда, руководствуясь ф ормулой (5), 
сначала рассчитывается показатель степени выражения, а затем величина 

ЛКРзсмв:

ЛКР (lg3 -lg l)x (0 ,65-0,5) | ■ | __ (0,48-0,0)х 0,15 
50""1 0,65-0,45 ё 0,20

+ 0,0 = 0,36

ЛКР5(м8 = Ю0-36 = 2,3 раз

Таким образом, устанавливают, что 43,5%-ная концентрация исследуемой 
сточной воды вызывает 50% -ную  гибель тест-объектов за 48 часов, 
Л К Р 5о-48= 2 ,3  (кратность разбавления в 2,3 раз).

Пример М2: Количество погибш их дафний в тестируемой воде (А )  по 
сравнению с контролем для 1, 3, 9, 27, 81-кратного разбавления тестируемой 
воды в долях составило, соответственно: 1,0; 0,8; 0,35; 0,05; 0,0. Анализ этих 
данных показывает, что переход через критерий безвредной кратности 
разбавлений в виде 10%-ной смертности (в долях это 0,1) имеет место между 

разбавлениями тестируемой воды в 9 (Р м) и 27 (Рб) раз. Тогда, руководствуясь 
формулой (6 ), сначала рассчитывается показатель степени выражения, а затем 

величина БКРкмв:
=  ( I g 2 7 - lg 9 )x  (0,35 - 0 Л 0 ) +  =  (1,43 - 0 ,95 )х  0,25 +  =

ш~48 0,35-0,05 0,30

Б К Р|(м 8=  1 0 '35= 22,4 раз
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В этом  случае 4,46%-ная концентрация исследуемой сточной воды 

является безвредной, БКРю -48 “  22,4 (кратность разбавления в 22,4 раз).

Пример М3: Количество погибш их дафний в тестируемой воде ( А )  по 
сравнению с контролем для 1, 3, 9, 27, 81-кратного разбавления тестируемой 

воды в долях  составило, соответственно: 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,15. Анализ этих 
данных показывает, что переход через критерий безвредной кратности 
разбавлений в виде 10% смертности (в  долях  это 0,1) не наблюдается даже при 

наибольш ем разбавлении тестируемой воды в 27 (Р м) и 81 (Р б) раз. Тогда, 
руководствуясь формулой (6 ), рассчитывается показатель степени выражения и 

величина БКРкмв:

БКР,п _  ( lg  81 — lg 27) х (0,15 -0 ,1 0 ) 

1 0 ,40-0 ,15
+ lg 81 =

(1 ,91-1 ,43 ) х 0,05 

0,25
+  1,91 =  2,01

Б К Р 1(И8= lo2-01 =  102 раза
В этом случае 0,99 %-ная концентрация пробы является безвредной для 

дафний, БКРю -48 -102  (кратность разбавления в 102 раза).

П о результатам определения острой токсичности вод ведутся записи в 
рабочем журнале (см. Приложение 2) и оформляется протокол биотестирования 
(см . Прилож ение 3).

10. К О Н Т Р О Л Ь  Ч У В С Т В И Т Е Л Ь Н О С Т И  Т Е С Т -О Р Г А Н И З М О В  
К  М О Д Е Л Ь Н О М У  Т О К С И К А Н Т У

К онтроль определения токсичности воды проводится один раз в квартал по 
м одельном у токсиканту - калию двухромовокислом у (К 2СГ2О 7). Диапазон 
концентраций модельного токсиканта, при действии которого в течение 
24 часов гибнет 50 % дафний, составляет (0 ,2 -0 ,8 )  мг/дм3. Удовлетворительны е 
результаты , полученные при проверке диапазона реагирования тест-организмов 
на м одельны й токсикант, не обеспечиваю т гарантии адекватного реагирования 
организмов на другие токсиканты и тем более их смеси, однако регулярно 
проводимая проверка позволяет выявить ошибки при приготовлении 
исследуем ы х смесей и растворов, нарушения, допускаемые в процессе 

культивирования организмов и условий проведения опытов.
О пределяю т ту концентрацию м одельного токсиканта, при которой за 

24 часа гибнет 50 %  подопытных организмов. Д ля  этого  методом 
последовательны х разбавлений готовят серию растворов двухромовокислого 
калия в культивационной воде с концентрациями 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 мг/дм3. 

Испытания на дафниях проводят в соответствии с прописью методики.

Если концентрация двухромовокислого калия, вызвавшая острую  
токсичность за 24 часа, находится в интервале (0 ,2 -0 ,8 )  мг/дм3, то 
чувствительность культуры дафний соответствует необходимым требованиям, 
и она может быть использована в биотестировании. Если концентрация
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м одельного токсиканта, вызвавшая острую  токсичность, не находится в данном 
интервале, то  следует проверить точность приготовления исследуемых 
растворов и условия проведения опытов. Если ош ибки при проведении опытов 
исключены, необходимо сменить культуру тест-организмов, т.е. взять новую 
культуру дафний в учреждениях, с получением  документа о видовой 

принадлежности.
Если  чувствительность дафний не укладывается в установленный диапазон 

по причине ухудш ения качества водопроводной воды, используемой для 

приготовления культивационной воды, например, в период весенних паводков, 
то  культура дафний не меняется. В этом случае проводятся мероприятия по 
улучш ению  качества культивационной воды, включая разбавление 
культивационной воды в 1 ,5 -3  раза дистиллированной водой (п. 7.3.).

11. О Б Р А Б О Т К А  И  О Ф О Р М Л Е Н И Е  Р Е З У Л Ь Т А Т О В  

Т О К С И К О Л О Г И Ч Е С К О Г О  А Н А Л И З А

11.1 За результат токсикологического анализа принимают среднее 
арифметическое значение ( А ' ) трех результатов параллельны х определений 
количества дафний, выживших в тестируемой воде, расхождение между 
которыми не долж но превышать абсолю тного значения предела повторяемости 
(г), относительное значение которого приведено в таблице 1:

Y  __ХХ+Хг + Хг
3 (7 )

При невыполнении условия (8 ) выясняют причины появления 
неприемлемых результатов параллельных определений.

Расхождение между результатами измерений, полученными в двух 

лабораториях jXi -Х>| , не долж но превышать величины, рассчитанной по 

ф ормуле (9 ):

|Xi - X i |<R 0,0 1 -Х , (9 )

где Х\ , Хг -  результаты измерений, полученные в условиях 

воспроизводимости; X -  среднее арифметическое значение результатов 
измерений, полученны х в условиях воспроизводимости; R -  относительное 
значение предела воспроизводимости, приведенное в таблице 1, %,

При выполнении этого условия приемлемы оба результата измерений и в 
качестве окончательного может быть использовано их общ ее среднее значение.

При невыполнении условия приемлемости результатов, полученных в 

условиях воспроизводимости, могут быть использованы методы оценки 
приемлемости результатов измерений согласно раздела 5 Г О С Т  Р И СО  5725-6.
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11.2 Результаты  определений регистрирую т в протоколе испытаний, 

который оформляют в соответствии с Г О С Т  И С О /М Э К  17025 -  2009.

П рим ечание -  При представлении результата токсикологического анализа 

в документах, выдаваемых лабораторией, указывают:
- количество результатов параллельных определений, использованных 

для расчета результата анализа;
- способ определения результата токсикологического анализа (среднее 

арифметическое значение или медиана параллельны х определений).
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П Р И Л О Ж Е Н И Е  1 (рекомендуемое)

Форма акта отбора проб 

Акт отбора проб Mb_____

1 Дата и время отбора

2 Ц ель пробоотбора

3 М есто  отбора 

(наименование точки 

отбора)

4 О бъект отбираемой 

пробы
Вода, почва, грунты, осадки сточных вод, 
отходы (нуж ное подчеркнуть)

5 Вид пробы Разовая, среднесуточная, точечная, 
объединенная (нужное подчеркнуть)

6 Вид отбора пробы Параллельный, последовательный (нужное 
подчеркнуть)

7 И спользуемый
пробоотборник

Бур почвенный, щ уп, лопата 
(нужное подчеркнуть)

8 Н омер на емкости

9 М атериал емкости полиэтилен, стекло, нержавеющая сталь 

(нужное подчеркнуть)
10 Наличие и способ 

опломбирования емкости

11 П роба отобрана для 
проведения анализа

На токсичность методом  биотестирования,

12 Условия отбора /, °С  pH

Примечание

О тбор проб проведен в присутствии ________________________________________
подпись расшифровка подписи

И с п о л н и т е л ь ___________________________________
подпись расшифровка подписи
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П Р И Л О Ж Е Н И Е  2 (рекомендуемое) 

Форма записи результатов биотестировант в рабочем журнале

1 Дата, время отбора проб 10 февраля 2014 г., 12:20

2 Наименование объекта Городские очистные сооружения 

сточная вода
3 М есто отбора пробы П осле  вторичных отстойников

4 Вид отобранной пробы объединенная

5 Время хранения пробы до начала 
биотестирования

4 ч

4 И спользуем ы е тест-организмы, 
возраст

Daphnia magna, возраст 6-24 ч.

5 Оборудование и условия 
биотестирования

Климатостат Р2, температура (20 ±  1) 
°С , фотопериод: 12ч. -  световой, 1 2 ч . -  
ночной, освещ енность искусственная 

(1400 лк )
6 Время хранения пробы от отбора 

до начала биотестирования
4 ч

7 Режим кормления 10 см3 суспензии водорослей хлорелла  
на 200 см 3 синхронной культуры  за 12 
часов до проведения биотестирования

8 Повторности для каждого 
разбавления воды

Три

9 И сследуем ы е концентрации 
сточных вод

1,2; 3,7; 11; 33; 100%

10 Соответствующая степень 

разбавления сточных вод
Разбавления в 1 (б ез  разбавления) 3, 9, 

27, 81 раз

11 /, pH исследуемой воды 21°С , pH  7,2

12 Средняя летальная кратность 

разбавления в остром опыте

Л К Р 50-48*

Кратность разбавления в 2,3 раз, 
43,5%-ная концентрация сточных вод

13 Безвредное разбавление в остром 

опыте БКР ю-48

Кратность разбавления в 22,4 раз, 
4 ,46%  -ная концентрация сточных вод
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П Р И Л О Ж Е Н И Е  3 (рекомендуемое)

Протокол биотестирования

Наименование организации_____________________________________
Наименование объекта__________________________________________
Биотестируемая среда___________________________________________
Условия отбора и транспортировки проб_____________________
Пробы отобраны (Ф .И .О ., долж ность)_________________________
Дата отбора п р о б _________________________________________________
Дата доставки проб_______________________________________________
Используемая методика измерения_____________________________

Р Е З У Л ЬТА ТЫ  Б И О ТЕ С ТИ РО В А Н И Я

№

п/п

Дата
биотести­
рования

М есто
отбора
проб

Тестиру­
емая
проба

Тест-
объект

П родолж итель­
ность
наблюдения 
(ч, сут )

Оценка
тестируемой
пробы

дафния Оказывает (не
оказывает) острое
токсическое
действие.

Безвредная
кратность
разбавления

Биотестирование проводил _______________________________________
подпись расшифровка подписи

Руководитель организации __ ____________________________________
подпись расшифровка подписи
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П Р И Л О Ж Е Н И Е  4 (справочное) 

Характеристика тест-объекта

Daphnia magna Straus, и сп ользуем ая  в качестве тест-объекта , относится  к 

низш им  ракообразным , отряду ветвистоусы х.

Дафнии -  низш ие ракообразны е, являю щ иеся частью  планктона. 

П ринадлеж ат к м ассовы м  видам, населяю щ им  континентальны е пресны е 

водоем ы , в том  чи сле ш ироко распространены  на территории России .

Морфология. Т е л о  даф ний овальн ой  ф ормы , сж ато с боков, зак лю ч ен о  в 

прозрачны й панцирь. Т е л о  нечетко сегм енти ровано  на голов н ой , грудн ой  и 

брю ш ной  отделы  (рис. 1). Г о ло в а  покры та щ итом , передний край к оторого  

вы тянут, образуя рострум . П од  р остр ум ом  располож ены  две пары кон ечностей : 

антенн улы  и антенны, п оследн и е си льн о  развиты , служ ат для  скачкообразн ого  

перем ещ ения в то лщ е  воды. П ять пар грудн ы х конечностей  си льн о  расчленены , 

снабж ены  щ етинками, служ ат для  ф ильтрации воды , питания, ды хания. 

Б рю ш ной  (абдом ин альны й ) о тд ел  туло в и щ а  заканчивается п остабдом ен ом , 

дор сальн ы й  край которого  им еет вы ем ку, характерную  для  даф ний дан ного  

вида. В  головном  отд еле , не покры том  раковиной , расп олож ена  пара глаз: 

б о льш о й  -  слож ны й, м аленький -  простой. П о д  панцирем  даф ний л е гк о  

различим ы  сердце, киш ечник, вы водковая камера, которая находится в спинной 

части  туловищ а. В  вы водковой камере протекает эм бр и он альн ое  развитие 

даф ний.

Рост, развитие и размнож ение. Р ост  даф нии сопровож дается линькам и, 

так как увеличение т ела  возм ож но т о л ь к о  когда  хитиновы й покров достаточн о  

эластичен . Н аи более  интенсивно даф нии растут первые дни п осле  рож дения, 

первы е три линьки  происходят каж дые 12 часов. О п ти м альн ое  питание 

обесп ечивает удвоение размеров рачков в промеж утке м еж ду линькам и . П о с л е  

наступления половой  зрелости  рост  даф ний зам едляется , сниж ается и частота 

ли н ек , линька происходит перед очередной  откладкой  яиц в вы водковую  

камеру. В сего  в течение ж изни дафния м ож ет лин ять до  24 раз. Разм еры  

даф ний составляю т м иним ум  0,5 мм (выметанная м о ло д ь ), м аксим альны е 

разм еры  самок - 6,0 мм. Самцы  отли чаю тся  от  сам ок м еньш им и размерами (2 - 

2,5 м м ), видоизм ененной ф ормой тела , постабдом ена и антенн улы  (рис. 16). В 

пр ироде в летн ее  время, а в лаборатори и  при оптим альны х услов и я х  

культивирования круглы й  год  даф нии размнож аю тся без оплодотворен ия  —  

партеногенетически (рож даю тся то льк о  сам ки ). П ри  резком  изм енении у слов и й  

сущ ествования или культивирования (п охолод ан и е, недостаток  пищ и, 

перенаселенн ость и т .п .) самки начинаю т продуцировать яйца, из которы х 

созреваю т самцы и сп особн ы е к п олов ом у  размнож ению  самки. П о сле  

оплодотворения дафнии отклады ваю т "зим ние яйца" (рис. 1 в), разм ещ аю щ иеся 

в эф ф ипиуме, образованном  из части створок панциря. П ри очередной  лин ьке  

эф ф ипиум  отделяется (в  природе —  осен ью ), и в таком состоянии яйца

32



Редакция 2014 г. П Н Д  Ф  Т  14.1:2:3:4.12-06
Т  16.1:2:2:3:3.9-06

переживают неблагоприятный период (зима). Весной из них появляются самки, 
способны е к партеногенетическому размножению.

П ериод созревания рачков при оптимальной температуре (+20  ±  2) °С  и 
хорош ем питании - 5 - 8  суток, длительность эмбрионального развития -  

3 - 4  суток. Затем происходит вымет м олоди (партеногенетических самок) 

каждые 3 - 4  суток. Количество молоди у молоды х самок -  10 - 15, у  зрелых -  
30 - 40 особей. Повышение температуры среды и регулярный режим питания 

способствую т сокращению периода созревания яиц в выводковой камере и 
увеличению  количества потомства, и наоборот, понижение температуры и 

сокращение количества пищи замедляет развитие и размножение дафний, но 
удлиняет продолж ительность их жизни. В природе дафнии ж ивут в среднем 
20-25 суток, а в лаборатории при оптимальном режиме 3 - 4  месяца и более.

Питание и отношение к содержанию кислорода. П о характеру питания 
относятся к фильтраторам. В природе дафнии питаются взвешенными в воде 
бактериями, одноклеточными водорослями, детритом, растворенными 
органическими веществами. Пища поступает с потоком воды, направленным 
грудными конечностями, через выросты —  в брюш ной ж елоб вдоль основания 
конечностей и ко рту рачка. Оптимальное для жизнедеятельности дафний 

содержание растворенного в воде кислорода 6 - 7  мг/дм3. Однако дафния 
достаточно устойчива к изменению кислородного режима и снижению раство­
ренного в воде кислорода до 2 мг/дм3 и ниже, что связано с ее способностью  
синтезировать гемоглобин. Повыш енное содержание гемоглобина в крови 
дафний при ухудш ении кислородного режима сопровождается окрашиванием 
рачков в красный цвет, а также замедлением роста и размножения.
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Ри сунок  - 1. С троен ие  Daphnia magna Straus: а -  самка: 1 -  антенна, 2 -  

слож ны й глаз, 3 -  антеннула, 4 -  глотка , 5 -  грудны е нож ки, 6 -  створки 

панциря, 7 -  каудальны е когти, 8 -  постабдом ен , 9 -  выводковая камера, 10 -  

партеногенетические яйца, 11 -  сердце, 12 -  киш ечник, 13 -  п еченочны е 

вы росты ; б  -  самка с самцами (к оп уля ц и я ); в  -  внешний вид эф ф ипиума
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П Р И Л О Ж Е Н И Е  5 (обязательное)

Выращивание культуры водорослей

Вы ращ ивание культуры  водоросли  х ло р е л л а  (Chlorella vulgaris B e ije r ) 

производится в разработанном  в С ибирском  ф едеральн ом  университете 

культиваторе К В -05 . В  качестве реактора и сп ользуется  прозрачная буты ль  из 

бесц ветного  стекла  ем костью  400 см 3, ш ироко исп ользуем ая  в медицине при 

переливании препаратов. В реактор заливается суспензия  водоросли  в объем е 

(110 ±  10) см 3. Д ля  обеспечения у глек и слы м  газом , н еобходим ого  для 

осущ ествлени я  процесса фотосинтеза, ем кость с суспензией  непрерывно 

вращ ается вокруг своей  пр одольной  оси. В  р езультате  вращения в 

к ультур альн ой  среде  поддерж ивается б ли зк ое  к равновесном у содерж ание С 0 2 

за счет  активного растворения у глек и слоты  из воздуха .

В о  время культивирования суспензия водоросли  облуч ается  светом  лам пы  

накаливания 40 В т, 220В , установленной  в приборе над реактором . Постоянная 

тем пература среды , равная (36 ,0±0 ,5 ) °С , поддерж ивается автоматическим 

вклю чением  и вы клю чением  встроенного вен тилятора  по команде б лок а  

терм остабилизац ии  прибора.

Таблица 2

П итательная среда  Тамия для культивирования вод ор осли  х лор елла

К ом п о н ен ты
среды

К онцентрация

100%  среда 

Там ия , 

г/дм3

в 5%  среде Т ам ия  для  вы ращ ивания культуры  

водор осли  в к ачестве корм а рачков дафний

в среде для 

культиви - 

рования, 

г/дм3

Д о б а в ле н и е  к ом понента  при 

п р и готов лен и и

к он ц ен тр и р о ­

ванны х p ac i воров , 

г/200см3

5 % -н ой  среды  Там ия, 

см3/дмл

K N O 3 5,0 0,25 20 2,5

M g S 0 4* 7 H 20 2,5 0,125 10 2,5

К Н 2Р04 1,25 0,0625 5 2,5

Ж еле зо

ли м он н ок и слое

0,003 0,0015 0,6 0,5

М и к р оэлем ен ты раствор А  

раствор Б

по 0,5 см3 

растворов А  и Б

Растворы  А  и Б готовятся  о тд ельн о , раствор А  (Н 3 В О 3 -  2 .86 г/дм3; М п С Ь х 4Н20 -  1,81 г/дм3; 

Z n S 0 4x5 Н Ю  -  0,222 г/дм3)  и раствор Б (М 0 О 3 -  17,64 мг/дм^; N H 4 V O 3 , -  22.96 мг/дм3)  

Затем о т д е ль н о  с тер и ли зую т  каждый раствор 30 м ин кипячением , охлаж даю т до 

тем пературы  р абоч его  пом ещ ения и п лотно  закрывают пр и тер той  пробкой . О ба  раствора 

м ож но хранить в х о ло д и ль н и к е  при тем пературе о т  (+ 2 )  до (+ 4 )  °С  до трех  месяцев.
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К ультур а  водоросли  для  корм ления даф ний выращ ивается на 5% -н ой  

питательной  среде Т ам и я*, состав к оторой  представлен  в табли ц е  2. 

П итательная среда и  растворы всех со лей  готовятся  на ди сти ллированн ой  воде. 

Д ля  избегания образования осадка навеску каж дого вещ ества сначала  

растворяю т в н ебольш ом  количестве воды  (50 -100 ) см 3, а затем  растворы  

сливаю т вм есте в указанной п ослед ов ательн ости  и доли в аю т воду до  объем а  

1 дм 3.

П ри систем атическом  потреблени и  к ультур ы  в одоросли  п и тательн ую  

среду уд об н ее  готовить не из навесок со л ей , а из их концентрированны х 

растворов (см . та б л .). П ри пр иготовлен ии  1 д м 3 5 %  питательной  среды  Там ия 

эти растворы  п оследовательн о  вносятся в указанном  объем е  в 0,5 д м 3 

ди сти ллированн ой  воды . Затем добавляю тся  заранее пр иготовлен ны е растворы  

м икроэлем ентов  и ли м он н ок и слого  ж елеза , общ ий  объем  среды  доводится 

ди сти ллированн ой  водой  до  1 д м 3. Растворы  со лей  и м икроэлем ентов , а такж е 

приготовленная питательная среда хранятся в х олод и льн и к е  при (+ 2 ) - (+ 4 )  °С  

не б о л е е  3 месяцев.

Засев в одоросли  в культиватор  К В -0 5  производится с начальной  

оптической  п лотн остью  0,01010,002 (к ю вета  2 см , А. =  560 нм, прибор  И П С -0 3 ). 

Д ля  этого  в (1 1 0 1 1 0 ) см 3 5 % питательной  среды  вносится (5 1 1 ) см 3 суспензии  

водоросли  с оптической  п лотн остью  (0 ,21010 ,020 ), проф ильтрованной  через 3- 

4 слоя м арли  или вату. К ультур а  вы ращ ивается в пр лустационарном  реж им е, 

которы й достигается  ее еж едневны м пересевом  в свеж ую  среду. Такой  реж им  

культивирования позволяет без соблю д ен и я  у слов и й  стери льности  

поддерж ивать альгологи чески  чи стую  к у льту р у  водоросли . П ри  перерывах в 

работе свеж евы ращ енную  к ультуру  вод ор осли  м ож но хранить в холод и льн и к е  

при тем пературе ( + 2 ) - (+ 4 )  °С  в течен ие 2-4 м есяцев.

*Допустимо использовать для кормления дафний культуру водоросли хлорелла, 
выращенную на более концентрированной среде Тамия (например, 50%). В этом 
случае клетки водоросли должны быть отделены от питательной среды 
центрифугированием и ресуспензированы в небольшом количестве культивационной 
воды.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 6

УРАЛЬСКОЕ ОТДЕЛЕНИЕ 
РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК 

Центр мсгрология и сертификации «Ссртнмет»

СВИДЕТЕЛЬСТВО

О Б  А Т Т Е С Т А Ц И И  М 1 Л О Д И К И  И З М Е Р Е Н И Й

N9 88-16374-079-01,00078-2014

Методика измерений количества Daphnia magna Straus для определения токсичности 
питьевых, пресных природных и сточных вод, водных вытяжек из грунтов, почв, осадков 
сточных вод, отходов протводства и потребления методам прямого счета

разработанная Ф Г А О У  ВП О  «Сибирский федеральный университет», 660041. г. Красноярск. 
пр.Свободный.79

предназначенная для определения гокснчности питьевых, пресных природных и сточных вод. 
водных вытяжек из грунтов, почв, осадков сточных вод, отходов производства и потребления

и регламентированная в документе организации «.Методика измерений количества Daphnia 
magna Straus для определения токсичности питьевых, пресных природных и сточных вод, 
водных вытяжек т  грунтов, почв, осадков сточных «од, отходов производства и потребления 
методом прямого счетаж утвержденном в 2014 году на 39 с границах.

Методика измерений аттестована в соответствии с ФЗ №  102 от  26 июня 2008 г.
«О бобеспечен ии  еди н ава  измерений» и Г О С Т  Р 8.5630009.

Аттестация осущ ествлена по результатам экспериментальных исследовании и 
метрологической экспертизы материалов по разработке методики измерений.

В результате аттестации установлено, что методика измерений соответствует предъявленным 
к ней метрологическим требованиям и обладает основными метрологическими характеристиками, 
приведенными в приложении.

Приложение: метрологические характеристики методики измерений ва 1 диете.

Дата выдачи свидетельства 3 октября 2014 г.

М етрологическая аттестация методик» измерений проведена Центром метрологии и 
сертификации «С ерти м ет » Уральского отделения Российской академии наук (Аттестат 
аккредитации в Реестре аккредитованных метрологических с ^ ^ ^ Щ щ ^ 0 0 0 7 6 ).

Руководитель Центра «С ерти м ет » У рО  РАН , 
эксперт-метролог С Д С Э М

Р(КХ»И. бДЮЧО I O aicptiitovp 'i \л  I кржшаПская Ч| 
Тел /факч, (J4J1362-33-97
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ПРИЛОЖЕНИЕ 7

Лист 1 из I

ПРИЛОЖЕНИЕ
к свидетельству № 88-16374-079-01.00076-2014

об аттестации методики измерений 
количества Daphnia magna Straus для определения токсичности 

питьевых, пресных природных и сточных вод, водных вытяжек из грантов, почв, осадков сточных 
вод. отходов производства и потребления методом прямого счета 

на 1 листе 

{о б я за т е ль н о е )

Условия биотестирования указаны в таблице 1, показатели i очное г и намерений приведены в 
таблице 2.

Таблица 1 -  Условия биотесткрования

Объект
токсикологического
анализа

Пробы питьевых, пресных природных и сточных вод. водные 
вытяжки т  грунтов; почв, осадков то ч н ы х  вод, отходов 
производства и потребления

Гест-объект Дафнии (Daphnia magna StrausJ -  синхронизированная 
одновозрастиая культура

М одельный токсикант Калий двухромовокислый (К^Сг^О?) с массовой концентрацией 
от 0.2 до 0,8 мг/дм3

Кои грольная проба 50 см3 культивационной воды:
-  (рИ  7,0-8,5);
-  жесткость общ ая от (80-250) м г/д м \ (выраженная в СаСО з); 
-тем пература от (+1 9 ) до  (+ 2 5 ) °С

Общ ие т ребования к
процедуре
бн тестирования

Количество контрольных проб -  3; 
количество опытных проб -  3; 
время наблю дения—48 часов

Т  а б  л  и ц а 2 -  Диапазоны измерений определяемой характеристики, значения показателей 
повторяемости, воспроизводимости

Д иапазон ] 
измерений
колнчест ва 

дафний.

Ill г.

П оказатель
повторяемости
(относительное

средке-
квадратическое 

отклонение 
повторяемости), 

ог, %

П ок а за тель
воспроизводим ости

(относительное 
среди еквадрати ческое 

отклонение 
воспроизводимости),

(7Й, %

П редел
повторяемости
(относи гельное 

значение 
допускаемого 
расхождения 
между гремя 
результатами 
параллельных 
определений),

г,%

П р едел

воспроизводим ости
(относительное 

значение 
допускаемого 

расхождения между 

двумя результатами, 
полученными в двух 

лабораториях), 

R,%

О т 0 до 7 «клю ч. 18 20 60 55

Св. 7 до 10 вк.ноч. Го 13 33 36 j

Руководитель Центра «С ертимет» УрО  РАН * 
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