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ЦНИИМОД

Токсичность сточных вод, содержашuх ангисеотические''преоарагы- 
влияющие на естественные процессы самоочищения и фотосинтеза - во
доемов, можно контролировать экспресс-методом. Метод ‘экономичен, 
за короткое время с его помощью можно исследовать большое число 
проб сточной воды на малом объеме суспензии водорослей (10 .. - i^-n).
Он основан на определении изменения интенсивности размножения 
(изменение численности) клеток водорослей под воздействием сточной 
воды в сравнении с дистиллированной водой. . - ‘ , ■

Для тестирования испо.льзовали альгологически чистые, выращен
ные в стерил^1^1^1^1х условиях культуры зеленых протококковых водорос
лей Scenedesmus quadricauda (Тигр.) ВгеЬ-- которые повсеместно рас
пространены в - водоемах умеренной зоны России. Да^нный ' вид - водо
рослей относится к ценобиальным организмам. Ценобии 2-, 4-^г и реже 
8-клеточные имеют^. строение плоских пластинок. Клетки , удлиненно
овальные с за^ругленными концами, краевые — с двумя отогнутыми на
ружу шипами. Размеры клеток 7-СX 4^,-СX 2-^■-- ^^,0 мкм. Оболочка 
гладкая, трехслойная. На сколах видны три типа поверхностей клеточ
ной стенки: сетчатая, глобулярная и фибриллярная. Средний слой -тол
щиной около 10 нм образован - спорополеннином, обеспечивающим -до
статочно высокую устойчивость оболочки к химическому воздействию. 
Внешний (толщина около 15 нм) и внутренний целлюлозный (^(^.-- 
200 нм) слои придают оболочке механическую . орочноl^'^!ь.у,Клеточная 
стенка покрывает протопласт, где располагается пластинчатый хрома- 
тофор, пиреноид, одно ядро и вакуоли. Перед делением клетки увели
чиваются. Размножаются они автоспорами. Автоспоры в материнской 
оболочке располагаются пучком, после ' освобождения они разворачи
ваются в пластинки. Иногда вместо ценобиев образуются отдельные 
клетки. , '

Водоросли выращивали на ' искусственной питательной среде Ус
пенского. - В ее состав входили, г: KNC^s '—2,50; MgSO4—-7,00; НгЭ — 

- ' 2,50; ,- Ga - (КОз) 2 --- 10,00; ' КН)РО4' —2,50; - К2СО3 — 3-45- Навеску - каж
дого ' вещества растворяли в - 100- мл 'дистиллированной воды, приготов- 

' ленные - растворы стерилизовали - кипячением в течение 20--"30 мин. 
Пёред-п^осевом водорослёй -колбы обрабатывали сухим жаром (темпе
ратура 180 °C) в течение 1 ч. На 1- л ' питательной среды вносили noil ::мл 
каждого раствора солей в строго определенном, указг^нном выше, поряд
ке, чтоб^1 избежать образования осадка, и добавляли 1—2 капли 1 - %-го 
раствора FeCls. Альгологически чистую культуру водорослей для посева 
вносили в количестве, достаточном для образования светло-зеленого' 
окрашивания. После посева колбу 'закрывали стерильной ватно-марле
вой пробкой. Водоросли культивировали при освещении лампами днев
ного света мощностью 20... 40 Вт, размещенными - на расстоянии 30... 
40 см от поверхности культуры. Оптимальная температура для выращи
вания водорослей (20 2) “C. Через 7 сут культуру водорослей- нах^о*
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дящуюся в стадии экспоненниального рсс-а- отделяло от nита-еньной 
среды путем о-с-аивания. Плотность культуры определяло перед по
становкой экспери/ен-а путем подсчета чосленнос-и клеток всдоросней 
под микроскопом «Биснам-Р17» про 300-кратном увениченои в камере 
Горяева. Чисненнос-ь клеток должна ссс'-авлять 4... 10 млн кл./мл.

Для испытаний на острую -сксичнссть испс.льзсвани водные раст
воры антисеn-иков ЭОК о Катан с коннен-рацией 2,0 - %, а также 
К-12—1(5%з ,

При кра-коврсменном био-ес-орованио в теченое 96 ч исп(^,^1^^о^а-- 
ло по 100 мл содержащей антисеп-ические препараты сточной воды и 
дис'^1^.^.лированной воды (конт^ошь). Псв-орность исп^^'^:ан1^11—трех- 
кратная. В ' каждую колбу добавляли такое коничество сгущ.енной куль
туры всдорссней- чтобы, -Исходное содержание клеток составляло 250 ... 
300 тыс. кл./мл. Содержимое колб тша-сльно перемешовал^и. Испыта
ния прсводини при одинаксвсй -смпера-уре о освещ^енносто. Через ' 
спp(^^^(^н^нные прсмежу-ко времени-'!, 3, 4 - сут) оз колб отбирали по 
2 мл проб о проводоло подсчет числа живых водорссневых клеток.

Под действием ан-исеп-иков зслСная масса водорссней- меняла 
окраску до полного обссцвечиваноя. В некоторых случаях изменения 
окраски всдорсслей не прсисхсдило- но оно с-ановинось болсе вялыми 
о легко повреждались. Наблюдая клетки водоросней под микросксnоM’ 
можно было обнаружить сравни-ельно ранний признак поражения — 
плазмслиз. В клеточной вакуоли содержатся довольно высокие кон- 
нeн'^]рацоо различных органических о неорганических веш.еств. Толща 
^^^’^(^^■ласта, о-деляюшая вакуоль от окружения, в но^рмальном состоя- 
ноо очень слабо проноцаема для этих вешеств о сравнотсльно хоро^со—• 
для воды. При этом в клетке ссздае-ся сильное давнениC’ так как раст
воренные в вакуоли всшес-ва мсжнс рассматривать как газ, концен- 
-раноя которого намного выше, чем снаружи. Окружающий вакуоль 
прс'^<^l^.ласт удерживает молекулы всшеств- оказывая давление на кле
точную стенку. Химическое поражение клетки вызывает резкое увели
чение проницасмосто про-спнаста- что приводот к потере его упругости 
о о-cнаиванию от кнеточной стенки. Живые клетки сильно ограночивают 
проноlнaемо^-ь внутрь органических вешес-в.

Важнейшим показатенеM’ хара^т^е^р^из^у^ющим действое ан-Uсептика 
на водсросли- является нарушение процесса их размножения. Цикл де
ления у многих одноклеточных длится всего лишь несколько часов. 
Токсический - эффект нс обяза-ельно проявняется в снижении абсолют
ной чисненнос-о живых кле-ок- так как за время наблюдения осущест
вляется несколько циклов клеточного деления. Поэтому - паранлсльно 
с культурой всдорослей- выращиваемой на тестируемой пробе воды, в 
аналогичных условиях закнадывае-ся кон'-ро.ньная культура в среде, 
не содержащей - антосептиков. Сравнивая чисненнссть обеих культур’ 
можно судить -о наличои или отсу-с-вии -оксическсго эффекта. Острое 
токсическое действое ' ан-исеnтоков на водоросли определяни по фор
муле- • '

где А — о-клоненое чосленнос-и водорослевых кле-ок- ' - ;
о 'Хг — - среднее арифме-ическое значение чосленносто живых

■ водорослевых клеток соо-ве-с-венно в дистилнорован-
- ной - воде о -ес-оруемой воде, содержащей антисеп- 

ток.
Если отклонение ' за I ' сут сос'-авляет 50 % ' о бонсе, то -ес-ируемая 

Вода токсОчна, -Ссли 70 - % о бонее '—гипер-оксична. Есло' отклоненос за' 
журнал» № 4
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токсического 
статистически

4 сут составляет 50 ' и более, то тестируемая вода токсична, если 
50 % — то она средней токсичности, если от 25 до ' 35 !%■—малой ток
сичности. ■

Результаты наблюдений при определении острого 
действия водных растворов антисептиков обработаны 
(табл. 1). • ' '

Рез]^льтаты биотестирования воды с антисептиками 
Ov на острую токсичность . водорослей

Таблица 1

Антисептик,
’ коннентоацuя С,

кратность разбавления
■ (КР)

Продол
житель

ность 
наблю- _ 
дения, 

сут

Среднее 
арифме
тическое

X* ' '

Среднее 
квадра
тичное 
откло
нение 
± О

Ошибка 
среднего 
арифме

тиче
ского 
±т

Крите
рий до
стовер
ности

. нение 
от 'кон-
TOOЛBo

%

Контроль** 1 528 118,05 49,19
2 525 113,80 46,45 . <— ,—

Катан, С = 2 % (20 г/л)
3. 668 89,31 36,45 . — —■
1 427 10,33 4,22 2,09 19,1
2 298 52,30■ 21,51 4,43 63,2
3 236 96,90 39.69 8,13 64,3

Контроль 1 360 116,80 47,9C ■ — —
3 527 75,28 30,72 ..—
4 329 106,29 43,38 — —

Катан, С = 0,0001 % 1 337 22,30 9,10 Co43 6,4
(1 мг/л), КР = 20 . 103 3 397 90,70 37,02 2,070 ' 24,7 ’“<

4 550 8,94 3,65 6^^9' 24,4
Контроль 1 ■ 312 26,40 10,77 - .—

2 423 13,63 5,58 —
3 513 155,13 63,32 —

ЭОК, С = 1 ’/о (10 'г/л) 1 337 52,79 21,55 ' —2,70 21,0
2 350 143,67 58,64 1,24 17,0
3 227 90o30 37,0'2 3^90 - 56,0

Контроль 1 403 м 25,03 10,22 .— _ ,—
4 '. 913 152,50 62,26 ,— —

ЭОК, С = 0,004 % (0,04 г/л), 1 353 ' , 43,67 17,82 2,43 12,4
КР = 250 , 4 643 53,56 21,85 6oC9 29,6

Контроль 1 528 118,05 49,19 ,— ._
, 2 525 113,80 46,65 ,— ,—

3 668 89,30 36,45
К= 12, С= 1,5 (15 г/л) I 288 17,23 ' 7,03 4,93 45,0

2 433 48.46 ^^.33 1.92 18,0'3 322 ' 86,69 36.68 6,90 '52,0
Контроль 1 305 16,43 6.71 — ■ —
- •' , <* ’’ 4 650' 42,60 17,30 — - —
К= 12, 'С =' C,0C01935 ' % J ■ 297 29,40' ^^,00 0,58 2,6

(1,9 мг/л), КР = зОоо 4 - ' 485 16,43 6,31 9,99 25,4
тыс. кл./мл2, численность водорослей для шести сетокв' ' * Здесь и далее, в табл.

камеры Горяева. ‘ .
** Контроль — дuстuллuрованнав вода.

О наличии острого токсического действия можно судить по крите
рию достоверности /у. Достоверное снижение прироста' численности 
клеток в тестируемой воде по сравнению с контролем (tj > ) в те
чение 4 ' сут свидетельствует о наличии острого токсического действия 
антисептиков на водоросли.-Критерий Стьюдента ' = 2,23 при уровне
значимости 0,05 и степени свободы п* -f- п„ — 2.
.' - Испытания на острую токсичность водных растворов ' антисептиков 

позволили определить их . минимальные концентрации, при ' которых они
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оказывают токсическое действие на водоросли Scen^edesmus в течение 
4 сут. Для Катана, - ЭОК и К-12 они составили соответственно 1,0; 40,0 
и 1,9 мг/л. Вода, соде]^:жашая антu'^i^'^:^^^^(^I^l^(^■оpепараты в таких ко
личествах обладала малой токсичностью. Отклонение от контроля не 
пре:вы1шало 30 %. '

Для установления хронического токсического действия тестируе
мой воды на водоросли проводили испытания в течение 14 сут. Их 
целью является нахождение кратности разбавления тестируемой воды, 
при которой токсическое действие на водоросли не проявляется. Экспе
римент осуществляли как в опыте по- острой токсичности. Учет числен
ности водорослевых клеток производили через 1, 4, 7, 14 сут. На седь
мые сутки от начала бнотестировання контрольную и тестируемую воду 
меняли на свежу^Юl- Для эТого отбирали по -75 мл свежих проб воды, 
вносили все необходимые соли ' для создания питательной среды' затем 
добавляли по 25 мл хорошо перемешанного 'о,держимого ' 'колб после 
биотестирования в течение первых 7 сут. Проверяли численность водо
рослевых клеток и про^<^'лжали эксперимент еще - в течение -7 сут. Через 
14 ' сут тестируемую воду океннвали на хроническое токсическое дей
ствие. Результаты - наблюдений обрабатывали стат^истически '(табл. 2). 
Степень токсичности-тестируемой воды оценивали по 5-балльной шка
ле. Результаты биотестирования и степень токсичности привед^е^^ы! ■ -.в 
табл. 3; . .

Статистически недостоверное снижение прироста численности водо
рослевых 
< tst) в

клеток в тестируемой воде по сравнению с контролем 
течение 14 сут свидетельствует об отсутствии токсического

' Таблица 2
РезУ^льтаты биотестирования воды с антисептиками 

на хроническую токсичность водорослей

- f

Аи'гисептик, 
конкентракия С, 

кратность разбавления 
(КР)

Продол- 
житель- ■ 

ность 
наблю
дения, 

. сут

Среднее 
арифме
тическое, 

%

Среднее 
, квадра
тичное 
откло
нение 
± «

Ошибка 
среднего 
арифме

тиче
ского 
±т

Крите- 
-рий до
стовер
ности

d

Откло
нение 

от кон
троля, 

%

Контроль 1 360 , 116,80
4 728 106,29 43,38 ,—, *_
7 158 42,62 17,40 ,—,

14 927 ' 163,79 66,85 — ,—
Катан, с = 0,00005 % 1 373 21,61 8,82 —0,27 3,6

(0,5 мг;^.^) - КР = 40 • 103 4 625 77,90 31,79 1^92 13,6
7 177 33,75 13,80 —0,86 12,0

14 883 78,40 32,00 0,59 47
Контроль 1 343 - 20,66 8,43 _ г—.

4 500 97,36 39,74 ,—
7 263 45,02 18,38 — -

14 750 116,02 47,35 — —
ЭОК, С = 0,002 % 1 333 93,52 38,17 0,26 2,9

(20 мг^л), КР = 1000 4 540 93,81 38,29 —0,72 8,0
7 243 67,13 27,40 0,61 7,6

14 617 149,89 61,18 1,72 17,7
Контроль , 1 343 36,70 М,98 —

4 500 109,54 44,71 —
7 263 124,85 50,96 — ,,

14 750 144,64 59,03
К= 12, С = 0'-000'094 7/о 1 353 123,88 50,56 0,19 2,9

(0,94 мг/л), КР = 16 • 103 4 463 131,10 53,51 0,53 7,4
7 170 65,42 26,70 1^62 35,4

14 747 150,56 61,42 0,03 М
Б*
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Шкала оценки токсичности тестируемой воды
с,использованием водорослей

Таблица 3

Бал
лы

* ' • !
Откноненос чоснсннос-о 

водорослевых клеток 
в -сс-ируемой воде 

по сравнению 
с кон-ронем „

Продол- 
Ж^I-^«^.ПЬ- 

ность 
наблю
дений’ 

сут

■ Степень токсично^-о.
..сс(^'^1^1^5^е^мой воды

1 Недостоверно (til < tst) 14 Нг' оказывает токсического
■ ' ' или 1^... 15 %о ' дейс-вия

. 2 Достоверно (ta > tst) < 14 Обладает слабо выраж^с^нной
ино 1^...30 -^^0 ТОКСИЧНОСТЬЮ

3 '■ Достоверно (td> tst) Т Снабо-оксична
' или 1^.з.30 %
То же или -З^^.з5о - % <1 1 ■ * ' '»

4 Достоверно (/ii -> tsi <4 Высокотоксична
. или 4)...70 %

Гипертоксоч!^^'5 Д^сс-овсрно (td > tst} I
или 50 ... 80 % '
й болсс

ВОДЫ, содержащей антиссп-ики- на водоросли. Критерий Стью- 
= 2’23 про уровне значимосто 0’05 о степени свободы-п^ -f-

действоя ; 
дснта t st 
4- п,„ — 2.

Испытания водных рас-ворсв ан-исеn-ических препаратов позво- 
нини опреденить коннентрации- про которых оно нс оказывают токсО- 
ческого действия на водоросли Scenedesmus в течение 14 сут. Для Ка
тана, ЭОК и К-12 оно составини соответс-венно 0’50; 20’00 о 0’94 мг/л.

Полученные данные можно использсва-ь при ссс-авлении экологи
ческого паспорта ан-исеп-иков- санитарно-г^игиСнической оценки техно- 
ногических процессов ан-исептирсвания- а также для опрсденения уров
ня опасного загрязнения водоемсв в аварийных ситуациях на участках 
химической защ^итной обработки древесины.

Поступила 10 марта 1993 г.


