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Биотестирование сточных вод методом Daphnia
1. Введение
Проблемы чистой воды и охраны гидросферы становятся все более острыми по мере развития научно-технического прогресса. Уже сейчас во многих районах земного шара наблюдаются большие трудности в обеспечении водопотребления и водопользования вследствие количественного и качественного истощения водных ресурсов. В первую очередь это связано с загрязнением водоемов и забором из них больших объемов воды (зарегулирование, переброска части стока рек и др.), ведущегося в интересах энергетики, орошения земель, навигации и в других целях.

Настоящая работа была выполнена по заданию Воронежского Областного Комитета по экологии и охране природных ресурсов. В его штате отсутствуют гидробиологи, однако результаты гидробиологического тестирования сточных вод очень важны и интересуют Комитет. Пробы для тестирования были предоставлены лабораторией Комитета, а небольшое количество дафний для разведения и дальнейшего использования в опытах – кафедрой зоологии беспозвоночных Воронежского государственного университета.

Для тестирования были взяты стоки вод в прудах-отстойниках шести сахарных заводов области.

Результаты экспериментов переданы в Областной Комитет по экологии и охране природных ресурсов.

2. Современное состояние проблемы загрязнения водоемов и очистки сточных вод
Загрязнение водоемов в наибольшей степени связано со сбросом в них промышленных, сельскохозяйственных и бытовых стоков, с попаданием загрязняющих веществ из атмосферы и в результате деятельности человека на самих водоемах. Во многих водоемах загрязнение настолько велико, что привело к полной деградации их экосистемы, потере их хозяйственной и ландшафтной ценности.

Под загрязнением водоемов понимается ухудшение их экономического значения и биосферных функций в результате антропогенного поступления в них вредных веществ.

Из загрязняющих веществ наибольшее значение для водных экосистем имеет нефть и продукты ее переработки, пестициды, соединения тяжелых металлов, детергенты, антисептики. Чрезвычайно опасным стало загрязнение водоемов радионуклидами. Значительную роль в загрязнении водоемов играют бытовые стоки, лесосплав, отходя деревообрабатывающих предприятий и многие другие загрязнения, не относящиеся к токсическим, но ухудшающие среду гидробионтов.

Сточные воды – это воды, использованные на бытовые, производственные и другие нужды и загрязненные различными примесями, изменившими их первоначальный химический состав и физические свойства, а также воды, стекающие с территории населенных пунктов и промышленных предприятий в результате выпадения атмосферных осадков или поливки улиц.

В зависимости от происхождения, вида и состава сточные воды подразделяются на три основные категории:

1. Бытовые (от туалетных комнат, кухонь, столовых, больниц. Они поступают от жилых и общественных зданий, а также от бытовых помещений промышленных предприятий)
2. Производственные (воды, использованные в технических процессах, не отвечающие более требованиям, предъявляемым к их качеству)

3. Атмосферные (дождевые и талые, вместе с атмосферными отводятся воды от полива улиц, от фонтанов и дренажей)

Сточные воды представляют собой сложные гетерогенные смеси, содержащие примеси органического и минерального происхождения, которые находятся в нерастворенном, коллоидном и растворенном состоянии. Степень загрязнения сточных вод оценивается концентрацией, т.е.массой примесей в единице объема (мг/л). Наиболее сложны по составу сточные воды промышленных предприятий. На формирование производственных сточных вод влияют перерабатываемое сырье, технический процесс производства, применяемые реагенты, промежуточные изделия и продукты, состав исходной воды, местные условия и др.

Эти воды могут различаться по концентрации загрязняющих веществ, по степени агрессивности и т.д.

Водоемы загрязняются в основном в результате спуска в них сточных вод от промышленных предприятий и населенных пунктов. В результате сброса сточных вод изменяются физические свойства воды (повышается температура, уменьшается прозрачность, появляются привкусы, окраска, запахи), на поверхности водоемов появляются плавающие вещества, а на дне образуются осадки, изменяется химический состав воды (увеличивается содержание органических и неорганических веществ, появляются токсические вещества, уменьшается содержание кислорода, изменяется активная реакция среды и др.), изменяется качественные и количественные бактериальный состав, появляются болезнетворные бактерии. Загрязненные водоемы становятся непригодными для питьевого и технического водоснабжения, теряют рыбохозяйственное значение.
Первые шаги к усовершенствованию процесса очистки сточных вод связано с прямым использованием природного самоочищения и фильтрационной способности почвы. Уже в 19 столетии вокруг крупных промышленных центров были выделены специальные земельные участки, которые служили для очистки сточных вод. Они получили название полей фильтрации и полей орошения. Но длительность срока очистки и большие земельные площади делают эти способы малоэкономичными при быстро развивающемся производстве. При таком способе очистки возникают так же определенные санитарно-эпидемиологические трудности.

Следующим этапом развития способов очистки сточных вод было использование биологических прудов. Процесс очистки воды в них проходит по принципу естественного очищения обычного для водоемов и только отчасти регулируется человеком. Так очищаются стоки мясокомбинатов, молочных и сахарных заводов, кондитерских и других предприятий. Нередко такие пруды обеспечиваются принудительной аэрацией и циркуляцией воды. Отрицательным моментом работы биопрудов является длительность процесса очистки, который продолжается до 30 суток. Процесс очистки считается окончательным при следах азота аммонийного в воде.

Технический прогресс и все усиливающийся процесс индустриализации привели уже в начале 20 века к необходимости изыскать более быстрые и экономичные методы очистки сточных вод.
Методы искусственной биологической очистки, основанные на активной деятельности живых организмов, остаются в настоящее время основными экономичными и эффективными, обеспечивающие наиболее полное разложение загрязнений по сравнению со всеми иными индустриальными методами.

3. Методы анализа и тестирования сточных вод

Среди методов гидробиологического анализа поверхностных вод сапробиологический анализ занимает одно из важнейших мест. Разработанный еще в начале 20 века ботаником Кольквитцем и зоологом Марссоном сапробиологический анализ продолжает успешно применяться в повседневной практике гидробиологического контроля качества поверхностных вод.

Первоначально под сапробностью понималась способность организмов развиваться при большем или меньшем содержании в воде органических загрязнений. Затем экспериментально было доказано, что сапробность организма обусловливается как его потребностью в органическом питании, так и резистентностью по отношению к вредным продуктам распада и дефициту кислорода в загрязненных водах.

Теперь установлено, что в ряду организмов олигосапробы-мезосапробы-полисапробы возрастает не только специфическая стойкость к органическим загрязнителям и к таким их последствиям, как дефицит кислорода, но и их неспецифическая способность существовать при резко различных условиях среды. Это положение значительно расширяет возможности использования сапробиологического анализа не только в случае загрязнения вод бытовыми стоками, но и при их промышленном загрязнении.
В классической системе показательные организмы разделяются на три группы:

1. организмы сильно загрязненных вод – полисапробионты, или полисапробы;
2. организмы умеренно загрязненных вод – мезосапробионты, или мезосапробы;
3. организмы слабо загрязненных вод – олигосапробионты, или олигосапробы.

Полисапробные воды характеризуются бедностью кислорода и большим содержанием углекислоты и высокомолекулярных легко разлагающихся органических веществ – белков, углеводов. Население полисапробных вод обладает малым видовым разнообразием, но отдельные виды могут достигать большой численности. Здесь особенно распространены бесцветные жгутиконосцы и бактерии.

Мезасапробные воды характеризуются энергичным самоочищением. Большой численностью обладают грибы, бактерии и водоросли. В этих водах обитают беспозвоночные организмы, а также нетребовательные к кислороду виды рыб. Деревенские пруды, рвы и канавы на полях орошения обычно содержат мазосапробные воды. 

В олигосапробных водах процессы самоочищения протекают менее интенсивно, чем в мезосапробных. В них доминируют окислительные процессы, нередко наблюдается пресыщение кислородом, преобладают такие продукты как аммонийные соединения, нитриты и нитраты. В этих водах разнообразно представлены животные и растительные организмы.

Олигосапробные воды – это практические чистые воды больших озер. Если такие воды произошли путем минерализации из загрязненных вод, то для них характерна почти полная минерализация органических веществ.

Дафния является мезосапробным организмом. С ее помощью можно определить достаточно хорошую степень очистки сточных вод. Так как она очень чувствительна к изменениям водной среды мы можем определить и недостаточную степень очистки воды. Поэтому мы проводили биотестирование сточных вод методом Дафния.

4. Биотестирование сточных вод методом Daphnia
К настоящему времени апробированы и используются на практике большое количество предельно допустимых концентраций различных веществ, успешно внедряются в практику народного хозяйства также нормы предельно допустимых стоков.
При избыточном поступлении стоков с высокими концентрациями вредных веществ нарушаются природные качества воды, и она становится непригодной для выполнения биологических функций организма. Это отрицательно сказывается на состоянии и развитии всех водных организмов и приводит к негативным состояниям стабилизированных экосистем, структура которых в большинстве случаев упрощается.

Часть ее компонентов, в первую очередь полезных человеку, частично вымирает, а ограниченное число отдельных представителей флоры и фауны может интенсивно развиваться и способствовать ухудшению природных качеств вод.

Задача настоящей работы заключается в контроле качества сточных вод, выбрасываемых сахарными заводами области. Контроль производится одним из самых допустимых биологических методов на ветвистоусом рачке Daphnia magna из отряда листоногие раки.

Для проведения данной работы требуются следующие материалы и оборудование:

Микроскоп МБС, лупы, гидробиологический сачок для отлова дафний, сачки для переноса дафний в сосуд для биотестирования, аквариум-отсадник объемом 5 л, цилиндры мерные объемом 0,5-2 л, пипетки мерные на 1,2,10 мл, стаканы химические объемом 200,100,50 мл, воронки стеклянные, чашки Петри, фильтровальная бумага

5. Характеристика тест-объектов
Род Daphnia
включает 50 видов и имеет повсеместное распространение. В пресных водоемах нашей области широко распространены 5 видов дафний.

Рачки вида Daphnia magna имеют более крупные размеры и их применение в токсикологических экспериментах предпочтительнее. Они обитают в стоячий водоемах и слабопроточных водах, особенно часто во временных пересыхающих водоемах, лужах. На территории нашей страны распространены повсеместно, кроме Заполярья и Дальнего Востока. Являются типичными мезосапробами, переносят осоление до 6%.

Короткий биологический цикл развития позволяет проследить рост и развитие дафний на всех жизненных стадиях.. В течение жизни дафнии выделяют ряд стадий, сопровождающихся линьками: первые 3 следуют через 20-24-36 часов, четвертая – созревание яиц в яичнике и пятая – откладка яиц в выводковую камеру следуют с интервалами 1 -1,5 суток. Начиная с шестой стадии, каждая линька сопровождается откладыванием яиц. Растет дафния наиболее интенсивно в первые дни после рождения, после наступления половозрелости рост замедляется. Новорожденная молодь имеет размеры 0,7-0,9 мм в длину, к моменту половозрелости самки достигают 2,2 – 2,4 мм, а самцы – 2,0 – 2,1 мм. Максимальная длина тела самок может достигать 6,0 мм.
При благоприятных условиях и в лаборатории дафнии большую часть года размножаются без оплодотворения – партеногенетически, производят потомство, состоящее из самок. При недостатке пищи, перенаселении, изменении температурных условий и уменьшения светового дня в популяции дафний появляются самцы, и дафнии переходят к половому размножению, откладывая после оплодотворения «зимние яйца» (1-2) в эфиппиум, образованный из части створок раковины самок.

Период созревания рачков при оптимальной температуре 20-220С с хорошим питанием – 5 -8 дней. Длительность эмбрионального развития обычно 3-4 дня, а при повышении температуры до 25-46 часов. По истечении этого времени происходит вымет молоди. Партеногенетические поколения следуют одно за другим каждые 3-4 дня. Формирование яиц в кладке прекращается за 2-3 дня до смерти. В природе дафнии живут в среднем 20-25 дней, а в лаборатории при оптимальном режиме 3-4 месяца и более. При температурах свыше 250С продолжительность жизни дафний может сократиться до 25 дней.

Источником питания дафний в природных водоемах являются бактерии, одноклеточные водоросли, детрит, растворенные органические вещества. Интенсивность потребления корма зависит от его характера, концентрации в среде, температуры и возраста рачков. Процесс питания дафний непосредственно связан с движением грудных ножек, направляющих ток воды во внутрь раковины. Пищевые частицы, отфильтрованные на «сите», поступают в продольный желоб и передаются ко рту рачка.

Функции грудных ножек связаны с процессами дыхания. В жабрах (овальные выросты ножек) происходит газообмен. Дафния устойчива к изменению кислородного режима (от 2 мг О2/л), что связано со способностью синтезировать гемоглобин. В условиях пониженной концентрации растворенного кислорода дафнии приобретают красноватый цвет, а при благоприятных условиях – розовато-желтый цвет.
В лабораторных условиях мы использовали дрожжевой корм, который готовили следующим образом: 1 г свежих или 0,3 г воздушно-сухих дрожжей заливали 100 мл дистиллированной воды. После набухания дрожжи тщательно перемешиваются. Отстаивают 30 минут. Добавляют надосадочную жидкость в сосуды с рачками в количестве 3 мл на 1 л воды.

Подготовка дафний к биотестированию проходила по следующей схеме: 30-40 рачков с выводковыми камерами полными яиц или зародышей на 3-4 суток до тестирования пересаживают в 1-2-хлитровые емкости (стаканы) с аквариумной водой, в которую перед посадкой дафний вносят корм. После появления молоди (каждая самка может выметать от 10 до 40 молодых дафний) взрослых особей удаляют с помощью стеклянной трубки, а одно-двухдневную молодь используют для биотестирования. Необходимое для тестирование количество дафний определяется числом контрольных проб воды и их разбавлений. Так, для тестирования одной пробы с одним повтором, в трехкратной повторности, потребуется 60 дафний (в каждый сосуд для тестирования помещают по 10 рачков)

6. Тесты токсичности на Daphnia
Существуют несколько тестов-методов определения токсичности природных и сточных вод на Daphnia, разработанных разными авторами. Мы пользовались тестом Министерства мелиорации и водного хозяйства СССР 1986 года «Биотестирование сточных вод с использованием Daphnia»

При биотестировании определяют острое и хроническое токсическое воздействие вредных веществ на животных. За острое принимается действие, оказываемое сточной водой на Daphnia в течение от 10 минут до 96 часов и проявляющееся в их обездвижении или гибели. Перед биотестированием проводились подготовительные работы, включающие получение исходного материала для лабораторной культуры и ее выращивания. Для биотестирования отбирали пробу сточной воды из прудов отстойников шести сахарных заводов области. Для сравнения с фоном отбирали пробу воды вне зоны влияния сточных вод.


Пробы помещали в стеклянные емкости, которые заполняли под крышку, чтобы исключить доступ воздуха. Не допускается замораживание и консервирование отобранных проб. Биотестирование проводили сразу после отбора проб и доставки их в лабораторию. Запас воды  для биотестирования хранили в холодильнике. Температура тестируемой воды +18-240С.

Биотестирование установившихся сбросов сточных вод производится для выявления и последующего осуществления контроля источников ЭВЗ (экстемально высокого загрязнения). Определяется острое действие тестируемых проб на дафний. Критерием острого токсического действия является выживаемость рачков, показатель выживаемости – количество выживших дафний за период тестирования. Тестируют сточную воду без разбавления и воду контрольную.

По 100 мл аквариумной и соответствующих проб воды наливают в сосуды для тестирования. В каждый помещают по 10 особей молоди дафний. Их вносят в сосуды для тестирования с помощью сачка диаметром 3-4 см из планктонного газа или пипеткой с резиновой грушей. Повторность трехкратная. Сосуды оставляют при рассеянном свете. Дафний в течение всего периода биотестирования не кормят. Подсчитывают количество погибших и обездвиженных дафний, последних включают в число погибших. Обездвиженным считается опустившийся на дно рачок, не поднимающийся в толщу воды через 10-30 секунд после встряхивания сосуда. Определяют количество выживших дафний. Учет проводят каждый час в течение первых 8 часов наблюдений, затем через 12 и 24 часа от начала тестирования, в последующем – в начале и конце рабочего дня.
7. Обработка и оценка результатов

Определяют среднюю арифметическую величину выживаемости дафний в тестируемой воде по сравнению с контролем и высчитывают процент отклонения от контроля. Тестируемая вода оказывает острое токсическое действие на дафний в том случае, если процент отклонения от контрольного показателя выживаемости дафний в течение 96 часов составляет менее 10. Результаты биотестирования выражают в баллах (приложение 1)

В случае получения 0 баллов ситуация считается благополучной и не требует применения дополнительных водоохранных мер. При получении оценочного балла 1 ситуация считается неблагополучной и принимаются меры по улучшению работы имеющихся водоохранных сооружений. При оценочном балле 2 необходимо провести биотестирование соответсвующих проб воды для определения хронического токсического действия. Результаты биотестирования, выражающиеся в баллах 3,4,5 свидетельствуют о ситуации, которая может нанести существенный ущерб водному объекту и требуют принятия мер по организации дополнительных водоохранных мероприятий. Предприятия, на которых тестируемые пробы воды из контрольного створа водного объекта оценены баллом 3 и выше, включаются в перечень потенциальных источников ЭВЗ водных объектов и подлежат токсикологическому контролю (см. приложение 2,3,4)
8. Выводы и предложения
В результате проведенных анализов (см. Приложение 2, 3, 4) были получены следующие результаты:

Без разбавления: Два сахарных завода (Эртильский и Грибановский) проводят сброс гипертоксических вод (5 баллов) в пруды-отстойники. Садовский сахарный завод проводит сброс высокотоксичных вод (4 балла), а три сахарных завода (Елань-Коленовский, Нижнее-Кисляйский и Перелешинский) проводят сброс среднетоксичных вод (3 балла) в пруды-отстойники.

При разбавлении 1:10: токсичность с гипертоксичной снижается до высокотоксичной.

При разбавлении 1:100:  Гипертоксичность снижается, вода становится среднетоксичной.

Данные экспериментов были переданы в Областной Комитет по экологии и охране природных ресурсов. Все заводы занесены в перечень потенциальных источников ЭВЗ ввозных объектов и подлежат токсикологическому контролю.

Проведенная работа показала, что методика биотестирования проста и доступна. Ее можно рекомендовать для широкого применения в практике как специалистам гидробиологам природоохранных организаций и вузов, так и студентам вузов, техникумов и учащимся технических училищ и школ.
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Приложение 1

Оценка результатов тестируемых проб воды, отобранных в контрольном створе водного объекта

	Баллы
	Характеристика тестируемых проб воды
	Результаты тестирования
	Длительность тестирования

	0
	Не оказывает хронического токсического действия
	Нет отклонений от контроля показателей выживаемости дафний или они не достоверны
	

	1
	Оказывает хроническое токсическое действие
	Отклонения от контроля показателей выживаемости и плодотворности дафний достоверны
	30 часов

	2
	Не оказывает острого токсического действия
	Процент отклонения от контроля показателя выживаемости дафний менее 0
	96 часов

	3
	Среднетоксичная
	Процент отклонения от контроля показателя выживаемости дафний 0 и выше
	От 24 до 96 ч

	4
	Высокотоксичная
	Процент отклонения от контроля показателя выживаемости дафний 0 и выше
	От 1 до 24 ч

	5
	Гипертоксичная
	Процент отклонения от контроля показателя выживаемости дафний 0 и выше
	До 1 ч


Приложение 2

Протокол от 9.11.2006

Биотестирование сброса сточных вод в пруды – отстойники сахарными заводами области

	Дата
	Время от начала тестирования
	
	Садовский сах. З-д
	Елань-Коленовский с.з.
	Нижне-Кисляйский с.з.
	Перелешинский с.з.
	Эртильский с.з.
	Грибановский с.з

	
	
	Контр. повтор.
	Повторы
	%
	Повторы
	%
	повторы
	%
	Повторы
	%
	Повторы
	%
	Повторы
	%

	
	
	1
	2
	3
	4
	1
	2
	3
	4
	
	1
	2
	3
	4
	
	1
	2
	3
	4
	
	1
	2
	3
	4
	
	1
	2
	3
	4
	
	1
	2
	3
	4
	

	9.11.2006
	0 ч
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	5
	0
	5
	5
	5
	5
	0
	5
	5
	5
	5
	0
	5
	5
	5
	5
	0
	5
	5
	5
	5
	0
	5
	5
	5
	5
	0

	
	1 ч
	5
	5
	5
	5
	3
	4
	4
	3
	26
	4
	5
	5
	4
	6
	5
	5
	5
	5
	0
	4
	5
	5
	4
	6
	0
	0
	0
	0
	100
	0
	0
	0
	0
	100

	
	2 ч
	5
	5
	5
	5
	0
	0
	0
	0
	100
	4
	5
	5
	4
	6
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	5
	5
	4
	6
	Вода гипертоксична

(5 баллов)
	Вода гипертоксична

(5 баллов)

	
	3 ч
	5
	5
	5
	5
	Вода высокотоксична 

(4 балла)
	4
	5
	5
	4
	6
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	4
	5
	4
	14
	
	

	
	4 ч
	5
	5
	5
	5
	
	4
	5
	5
	4
	6
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	4
	5
	4
	14
	
	

	
	5 ч
	5
	5
	5
	5
	
	4
	3
	4
	3
	28
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	4
	3
	3
	28
	
	

	
	6 ч
	5
	5
	5
	5
	
	4
	3
	4
	3
	28
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	4
	3
	3
	28
	
	

	
	7 ч
	5
	5
	5
	5
	
	3
	3
	3
	3
	30
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	4
	3
	5
	0
	
	

	
	24 ч
	5
	5
	5
	5
	
	3
	3
	3
	3
	30
	4
	4
	5
	4
	14
	4
	4
	3
	5
	6
	
	

	
	48 ч
	4
	4
	4
	4
	
	3
	2+3
	3
	3
	28
	4+1
	4+1
	5+3
	6
	20
	4
	4
	3
	3
	28
	
	

	
	96 ч
	4
	4
	4
	4
	
	3
	3+2
	3
	3
	28
	4+1
	4+1
	5+3
	6
	20
	3
	3
	0
	2
	60
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	Вода среднетоксична

(3 балла)
	Вода среднетоксична

(3 балла)
	Вода среднетоксична

(3 балла)
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Приложение 3

Протокол биотестирования сточных вод сахарных заводов области в разбавлении 1:10

	Дата
	Время от начала биотест
	Контроль повторности
	Садовский сах. 

завод
	Елань-Коленовский с.з.
	Нижне-Кисляйский с.з.
	Перелешинский с.з.
	Эртильский с.з.
	Грибановский с.з

	
	
	1
	2
	3
	Ср. ариф
	1
	2
	3
	Ср. ариф.
	% откл.
	1
	2
	3
	Ср. ариф.
	% откл.
	1
	2
	3
	Ср. ариф.
	% откл.
	1
	2
	3
	Ср. ариф.
	% откл.
	1
	2
	3
	Ср. ариф.
	% откл.
	1
	2
	3
	Ср. ариф.
	% откл.

	9.11.2006
	0
	10
	    10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	          0

	
	1 ч
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	9
	9
	9,3
	7
	10
	10
	10
	10
	0
	9
	8
	8
	8,3
	1,7
	9
	9
	9
	9
	10

	
	2 ч
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0

	9
	6
	6
	7
	30
	5
	5
	5
	5
	50
	6
	6
	6
	6
	40
	8
	7
	7
	7,3
	27

	
	3 ч
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	0
	10
	10
	10
	10
	0
	6
	6
	6
	6
	40
	5
	4
	4
	4,3
	57
	6
	5
	6
	5,4
	46
	5
	5
	5
	5
	50

	
	4 ч
	10
	10
	10
	10
	9
	9
	9,3
	7
	10
	10
	10
	10
	10
	0
	6
	6
	6
	6
	40
	4
	4
	4
	4
	60
	6
	5
	6
	5,4
	46
	5
	5
	5
	5
	50

	10.11.2006
	24 ч
	10
	10
	10
	10
	8
	7
	7
	7,3
	27
	8
	9
	8
	8,3
	17
	6
	6
	6
	6
	40
	3
	3
	3
	3
	70
	3
	3
	3
	3
	70
	5
	5
	5
	5
	50

	11.11
	48 ч
	10
	10
	10
	10
	6
	5
	5
	5,3
	47
	7
	7
	7
	7
	30
	6
	6
	6
	6
	40
	3
	3
	3
	3
	70
	0
	0
	0
	0
	100
	0
	0
	0
	0
	100

	13.11
	96 ч
	10
	10
	10
	10
	5
	5
	5
	5
	50
	7
	7
	7
	7
	30
	6
	6
	6
	6
	40
	3
	3
	3
	3
	70
	4 балла

среднетоксична
	4 балла

среднетоксична

	
	
	
	
	
	
	3 балла

среднетоксична
	3 балла

среднетоксична
	3 балла

среднетоксична
	3 балла

среднетоксична
	
	


Приложение 4
Протокол №2 от 9.11.2006

Биотестирование сточных вод Эртильского и Грибановского сахарных заводов

	№ 

п/п
	Дата отбора проб
	Место отбора проб
	Контроль 

тестируемой пробы
	Продолжи-

тельность наблюдений
	Результаты биотестир. повтора
	Характерис-

тика тестируемой воды

	
	
	
	
	
	1
	2
	3
	М
	% откл
	

	1
	9.11
	Эртильский с.з.
	10
	10
	10
	10
	0 ч
	10
	10
	10
	10
	0
	Вода среднетоксичная (3 балла)

	
	
	Сточные воды после земельных отстойников
	10
	10
	10
	10
	1 ч 
	0
	0
	0
	0
	100


	

	
	9.11
	Разбавление 1:100
	10
	10
	10
	10
	0 ч 
	10
	10
	10
	10
	0
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	1 ч 
	10
	10
	10
	10
	0
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	2 ч
	10
	10
	10
	10
	0
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	3 ч
	10
	10
	10
	10
	0
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	4 ч 
	10
	10
	9
	9,6
	4
	

	
	10.11
	Разбавление 1:100
	10
	10
	10
	10
	24 ч
	10
	8
	4
	7,6
	24
	

	
	11.11
	
	10
	10
	10
	10
	48 ч
	10
	7
	4
	7
	30
	

	
	13.11
	
	10
	10
	10
	10
	96 ч 
	9
	7
	4
	6,7
	33
	

	2
	9.11
	Грибановский с.з.
	10
	10
	10
	10
	0 ч
	10
	10
	10
	10
	0
	Вода среднетоксичная (3 балла)

	
	
	Сточные воды после земельных отстойников
	10
	10
	10
	10
	1 ч
	0
	0
	0
	0
	100
	

	
	9.11
	Разбавление 1:100
	10
	10
	10
	10
	0 ч
	10
	10
	10
	10
	0
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	1 ч
	10
	10
	9
	9,6
	4
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	2 ч
	10
	10
	9
	9,6
	4
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	3 ч
	10
	10
	9
	9,6
	4
	

	
	
	
	10
	10
	10
	10
	4 ч
	9
	9
	9
	9
	10
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