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МЕТОДОМ БІОТЕСТУВАННЯ 
 

Наведено результати експериментальних досліджень з встановлення метрологічних характеристик ме-

тодики біотестування для визначення хронічної токсичності води з використанням ракоподібних 

Ceriodaphnia affinis Lilljeborg. В якості еталонної речовини використано двохромовокислий калій 

(K2Cr2O7). 
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ВОДЫ МЕТОДОМ БИОТЕСТИРОВАНИЯ 
Представлены результаты экспериментальных исследований по установлению метрологических харак-
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Вступ 

Водним кодексом України (ВКУ), зок-

рема, статтею 34 «Стандартизація в галузі 

використання і охорони вод та відтворення 

водних ресурсів» до комплексу норматив-

них документів із стандартизації, поряд з 

іншими об’єктами віднесено, методи, мето-

дики і засоби визначення складу та власти-

востей вод, а також метрологічні норми і 

правила. 

Одним із напрямів екологічно спрямо-

ваного захисту водних ресурсів і забезпе-

чення екологічного благополуччя водних 

екосистем є визначення умов скидання зво-

ротних вод у водні об’єкти. Зокрема, у 

Статті 70 ВКУ відзначається, що «водоко-

ристувачі зобов’язані здійснювати заходи 

щодо запобігання скиданню стічних вод чи 

його припинення, якщо вони ….містять то-

ксичні речовини…». Наявність у зворотних 

водах токсичних речовин, до яких, в першу 

чергу, відносяться важкі метали, СПАР, 

феноли, вуглеводні, пестициди та ін. обу-

мовлює токсичні властивості води, що ха-

рактеризує її здатність порушувати життє-

діяльність водних організмів. Токсичність 

води вимірюють шляхом біотестування – 

експериментального визначення зміни від-

повідної тест-реакції певного тест-об’єкта.  

Згідно зі статтею 10 «Вимірювання та 

використання їх результатів» Закону Украї-

ни від 15.06.2004 р. №1765-ІV «Про метро-

логію та метрологічну діяльність» резуль-

тати будь-яких видів вимірювань можуть 

бути використані лише за умови, якщо ві-

домі відповідні характеристики похибок 

вимірювань, у зв’язку з чим методики ви-

конання вимірювань повинні бути атесто-

ваними.     

Аналіз стану проблеми 

Аналіз літературних та інших джерел у 

галузі стандартизації і метрологічної атес-

тації методик вимірювань показників скла-

ду і властивостей води свідчить про те, що 

існує ряд нормативних документів, які ви-

значають вимоги до встановлення метроло-

гічних характеристик фізико-хімічних пока-

зників якості води з метою забезпечення 

єдності виконання вимірювань, результати 

яких використовуються у сфері поширення 

державного метрологічного нагляду [1, 2]. 

Що стосується метрологічного забезпечен-

ня методик біотестування для визначення 

рівня токсичності води, то такої інформації 

практично не знайдено в публікаціях вітчи-

зняних авторів. У роботах зарубіжних вчених 

[3, 4] наведено результати експериментів, 

метою яких було отримання даних для ста-

ндартизації методик біотестування. Так у 

роботі [3] представлено результати експе-

риментів, які проводились у Мексикансь-

кому інституті гідротехніки, спеціалісти 

якого приймали участь у підготовці до ста-

ндартизації системи біотестів (Water Tox), 

яка включала в якості тест-об’єктів пред-

ставників різних трофічних рівнів наземної 

і водної екосистем. Розробник системи  

Water Tox – Дослідницький центр міжнаро-

дного розвитку (IDRC). Результати випро-

бування біотестів, які було отримано в серії 

експериментів (всього 24), показали, що 

загальний коефіцієнт варіації складав 22%, 

збіжність і відтворюваність вимірювань то-

ксичності було визнано прийнятними для 

більшості використаних біотестів. 

Спеціалістами університету в м. Гете-

бург [4] проводились експерименти з вимі-

рювання токсичності морської води за до-

помогою біотесту з використанням ембріо-

нів та личинок морського їжака. Метою ро-

боти було отримання достатньої вибірки 

даних для обчислення похибки вимірювань 

токсичності проб води. За результатами ек-

спериментів встановлено, що похибка вимі-

рювань складала 0,05%, у зв’язку з чим 

зроблено висновок, що ембріонно-

личиночний метод біотестування може бути 

використано в екотоксикологічних дослі-

дженнях, оскільки характеризується прос-

тотою, оперативністю і точністю. 

Мета та завдання досліджень.  Врахо-

вуючи вимоги до методик біотестування 

щодо наявності для них метрологічних ха-

рактеристик, оскільки лише за таких умов 

можлива їх атестація та подальше викорис-

тання для вирішення водоохоронних про-

блем, метою досліджень було встановлення 

метрологічних характеристик методики бі-

отестування для визначення хронічної ток-

сичності води з використанням найбільш 

чутливого до впливу хімічних речовин тест-

об’єкту – представника ракоподібних 

Ceriodaphnia affinis Lilljeborg.        



 
Людина та довкілля. Проблеми неоекології. № 1-2, 2012 

 

43 

 

Для встановлення метрологічних харак-

теристик методики біотестування на церіо-

дафніях розроблено програму експеримен-

тальних досліджень. Програма включала: 

визначення кількості виконавців, вимог до їх 

кваліфікації, переліку метрологічних харак-

теристик, що встановлюються; підготовку 

алгоритму встановлення метрологічних ха-

рактеристик, визначення еталонних речовин, 

що використовуються в експерименті, вимог 

до умов отримання результатів.  

Експериментальні дослідження із вста-

новлення метрологічних характеристик ме-

тодики біотестування з визначення хронічної 

токсичності води проводили за алгоритмом, 

який наведено в [5]. 

Результати дослідження 

Для методики біотестування з визна-

чення хронічної токсичності води на рако-

подібних Ceriodaphnia affinis Lilljeborg 

встановлено такі метрологічні характерис-

тики: похибка результатів визначення ток-

сичності; збіжність та відтворюваність ре-

зультатів визначення токсичності; норматив 

оперативного контролю відтворюваності; 

діапазон реагування тест-об’єкта.    

Метрологічні характеристики методики 

встановлено за умов внутрішньо-

лабораторного експерименту. Експеримен-

тальні дослідження проведено протягом 

року на розчині еталонної речовини – двох-

ромовокислого калію (K2Cr2O7). 

Для встановлення відтворюваності ре-

зультатів визначення хронічної токсичності 

води на ракоподібних Ceriodaphnia affinis 

Lilljeborg біотестування проводилося протя-

гом 7 діб у відповідності до методики [6]. З 

метою врахування сезонних коливань фізіо-

логічного стану тест-об’єктів дослідження 

виконано у різні пори року. Для контролю і 

приготування розчинів з різними концентра-

ціями двохромовокислого калію використо-

вано питну воду згідно з ГОСТ 2874-82. Пи-

тну воду попередньо дехлоровано шляхом 

устоювання не менш 7 діб і аеровано за до-

помогою мікропроцесора до досягнення 

концентрації розчиненого кисню не менше 6 

мг/дм
3
. 

Під час біотестування вміст кисню у 

воді був не менше 4 мг/дм
3
, температура 

води під час біотестування становила 

(25±1)°С, загибель тест-об’єктів у контролі 

не перевищувала 10%.   

Результати експериментальних дослі-

джень наведено в таблиці. 

На підставі отриманих результатів роз-

раховано максимальну концентрацію роз-

чину двохромовокислого калію, за якої не 

виявлено хронічної токсичності за показни-

ками виживаності і (або) плодючості. 

Таблиця  

 Результати експериментальних досліджень 

Номер серії (ви-

конавця), l 

Номер досліду у 

серії, ln  

Концентрація двохромовокислого калію, мг/дм
3 

Xln X  Sl fl 

 

 

1 

1 0,6  

 

0,45 

 

 

 

0,105 

 

 

5 
2 0,5 

3 0,5 

4 0,4 

5 0,3 

6 0,4 

 

 

2 

1 0,3  

 

0,38 

 

 

0,075 

 

 

5 
2 0,4 

3 0,3 

4 0,4 

5 0,4 

6 0,5 

 

 

3 

1 0,4  

 

0,33 

 

 

0,137 

 

 

5 
2 0,1 

3 0,3 

4 0,3 

5 0,5 

6 0,4 
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Для цього визначено значення серед-

нього результату ( X l) за формулою (1), 
відповідне середнє квадратичне відхилення 
(СКВ) Sl за формулою (2) та число ступенів 
свободи за формулою (3):    

                                            (1) 

                                  (2) 

                                              (3) 

 
де  l – номер виконавця (серії), l = 1, …., L 
(L≥2); 
     n – номер досліду у серії, n = 1,….., Nl; 
    Xln – результат досліду n в серії l;  

fl   – число ступенів свободи, за якими 
обчислено значення Sl.      

Отримані значення перевірено на ная-
вність надмірної похибки за β-критерієм  за 
формулою (4): 

                                            (4) 

Як видно із таблиці, у серії 1 най-
більш підозрілим є результат № 5 (0,3); у 
серії 2 – результати №№1 та 3 (0,3) та у се-
рії 3 результат №2 (0,1), бо саме ці резуль-
тати найбільше відрізняються від середньо-
го значення. Для перевірки їх на наявність 
надмірної похибки визначено відношення 
(4). Розраховані значення β= 1.36, 1.14,1.64, 
відповідно, є меншими, ніж табличне  βтабл. 

для ступенів свободи f1 =5 ( βтабл.(5)=1.82), – 
з чого витікає відсутність надмірної похиб-
ки для всіх серій. 

Для встановлення збіжності результа-
тів отримані значення вибіркових СКВ пе-
ревірено на відповідність одній генеральній 
виборці за критерієм Фішера за формулою 
(5) з урахуванням того, що у нашому випа-
дку Smax = S1= 0,137, а Smin=S2=0,075.  

                                             (5) 

Розраховане значення Fl = 3.33 – ме-
нше, ніж табличне значення F-критерію для 
fmax =5 і fmin =5, Fтабл.(5,5) = 5,1. Таким чином, 
вибірки, що відповідають серіям результа-
тів 1÷3, можна вважати однорідними. Ви-
значене за формулою (6) середньозважене 
СКВ характеризує збіжність результатів на 
розчині двохромовокислого калію, яке ста-
новить  29% : 

                              (6) 

Де:  γ (f) – коефіцієнт, що враховує зміша-
ність оцінки СКВ;  

         ;  

        ;   

      ; 

    
  
Для оцінювання внутрішньо-

лабораторної відтворюваності розраховано 
значення середнього результату       = 0.38  і 
відповідного СКВ ( S.вл.в =  0.12) як: 

                                       (7) 

                        (8) 

 
при врахуванні, що f=17 і γ(17) = 1.015 

Внутрішньо-лабораторну відтворюва-
ність σвл.в. розраховано за формулою (9): 

                         (9)    

                        (10) 

Значення відтворюваності на розчині 
еталонної речовини двохромовокислого 
калію  перевірено на однорідність та отри-
мано наступні значення: σвл.в. = 0.12 та σ*вл.в. 
= 32%. 

Похибку результату визначення ток-
сичності обчислено як: 

Δ = 1,96 * σвл.в. = 0,23 мг/дм
3
; 

δ (%) = 1,96 * σвл.в. (%) = 63%.    

Таким чином, збіжність та відтворю-
ваність результатів визначення токсичності 
розчину еталонної речовини двохромовоки-
слого калію (K2Cr2O7) становлять 0,11 
мг/дм

3
 (29%) та 0,12 мг/дм

3
 (32%), відпові-

дно; похибка результату визначення токси-
чності розчину еталонної речовини двохро-
мовокислого калію  (K2Cr2O7) становить 
0,23 мг/дм

3
 (63%). 

На підставі отриманих результатів 
встановлено норматив оперативного конт-
ролю відтворюваності результатів визна-
чення хронічної токсичності води на рако-
подібних Ceriodaphnia affinis Lilljeborg, 
який розраховано як: 

D = 2,77 * σвл.в. = 0,33  (мг/дм
3
). 

Таким чином, норматив оперативного 
контролю відтворюваності результатів ви-

X
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значення токсичності розчину еталонної 
речовини двохромовокислого калію  
(K2Cr2O7) становить 0,33 мг/дм

3
. 

Для встановлення діапазону реагу-
вання культури ракоподібних Ceriodaphnia 
affinis Lilljeborg, яка використовується як 
тест-об’єкт  для визначення хронічної ток-
сичності води, використано наступний кри-
терій токсичності: загибель 50% тест-
об’єктів у досліді порівняно з контролем за 
24 год. біотестування. 

У різні пори року різними виконавця-
ми за умов однієї лабораторії  виконано 16 
незалежних дослідів. Як еталонну речовину 
використовано двохромовокислий калій. 
Біотестування проводено у відповідності до 
методики. Визначено концентрацію двох-
ромовокислого калію, яка викликає заги-
бель 50% тест-об’єктів за 24 год. експери-
менту (ЛК50-24).    

За результатами експериментів отри-
мано такі значення ЛК50-24: 1,76; 1,75; 1,90; 
2,39; 1,01; 2,52; 2,40; 2,34; 2,00; 2,60; 2,53; 
2,46; 0,95; 2,70; 2,65; 1,59  мг/дм

3
 K2Cr2O7. 

Середню арифметичну ЛК50-24 розра-
ховано за формулою (1), яка становить 2.1 
мг/дм

3
 , а середнє квадратичне відхилення 

за формулою (2) становить 0.6 : 

Далі перевірено отримані результати 
експериментів за β-критерієм на наявність 
надмірних похибок. Із наведених вище кон-
центрацій K2Cr2O7 найбільш підозрілим є 
результат 0,95 мг/дм

3
. Для нього обчислю-

вали відношення: 
 
 
 

де Sl – середнє квадратичне відхилення.  
Значення  β дорівнює 1.92. За таблич-

ними даними значення β-критерію для f=15, 
β табл. = 2,44, що більше, ніж отримане 
значення, що свідчить про відсутність у ви-
борці результатів з надмірними похибками.  

За  табличними даними  значення γ (f) 
для f = 15, яке становить 1,017. 

σвл.в. = 1,017 * 0,6 = 0,61 
Діапазон реагування культури рако-

подібних Ceriodaphnia affinis Lilljeborg роз-
раховано як: 

Х – 1,96 * σ < Хк < Х + 1,96 * σ,  
де Хк – концентрація, за якої досяга-

ється критерій токсичності;  
     σ – σвл.в.  у залежності від умов 

отримання результатів дослідів. 
Таким чином, діапазон реагування 

тест-об’єктів  церіодафній становить:  

           0,9 < ЛК50-24 < 3,3. 

Висновки 

Для встановлення метрологічних ха-
рактеристик методики визначення хроніч-
ної токсичності води на ракоподібних 
Ceriodaphnia affinis Lilljeborg було викорис-
тано двохромовокислий калій  (K2Cr2O7). 
Експериментальні дослідження проводили 
за спеціальним алгоритмом і програмою. 

На підставі експериментальних дослі-
джень встановлені наступні метрологічні 
характеристики: похибка результатів ви-

значення токсичності становить 0,23 мг/дм
3
 

(63%); збіжність та відтворюваність резуль-
татів визначення токсичності становлять 
0,11 мг/дм

3
 (29%) та 0,12 мг/дм

3
 (32%) від-

повідно; норматив оперативного контролю 
відтворюваності результатів визначення 
токсичності становить 0,33 мг/дм

3
; діапазон 

реагування тест-об’єкта становить 0,9-3,3 
мг/дм

3
. 
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