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ВСТАНОВЛЕННЯ МЕТРОЛОГІЧНИХ ХАРАКТЕРИСТИК МЕТОДИКИ 
БІОТЕСТУВАННЯ З ВИЗНАЧЕННЯ ГОСТРОї ЛЕТАЛЬНОї ТОКСИЧНОСТІ ВОДИ  

НА РАКОПОДІБНИХ cErIoDAphNIA AFFINIS LILLjEBorg
Анотація. Наведено результати експериментальних досліджень з встановлення метрологічних характе-
ристик методики біотестування для визначення гострої токсичності води з використанням ракоподібних 
Ceriodaphnia affinis Lilljeborg. Біотестування проводили з використанням еталонної речовини двохро-
мовокислого калію (K2Cr2O7). Для методики біотестування з визначення гострої летальної токсичності 
води на ракоподібних церіодафніях встановлено наступні метрологічні характеристики: похибка резуль-
татів біотестування становить 0,65 мг/дм3 (61%); відтворюваність результатів біотестування становить  
0,33 мг/дм3 (31%); норматив оперативного контролю відтворюваності результатів біотестування становить 
0,91 мг/дм3; діапазон реагування церіодафній становить 0,9-3,3 мг/дм3.
Ключові слова: методика біотестування, гостра токсичність, метрологічні характеристики, еталонна 
речовина, похибка результатів, відтворюваність результатів, норматив оперативного контролю, діапазон 
реагування тест-об’єкта. 
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INSTALLATIoN oF METroLogIcAL chArAcTErISTIcS oF ThE BIoTEchNoLogY 
METhoD For DETErMINATIoN oF AcuTE LETTAL ToxIcITY oF wATEr oN 

eConomiC deVelopment Ceriodaphnia affinis lilljeBorg
summary. The use of bioanalysis to assess environmental pollution, in particular for aquatic ecosystems, has 
become relevant and has become widespread in recent decades. The standardization of the conditions of the bio 
test should be better defined to ensure applicability as an effective analytical tool. The results of experimental 
researches on the establishment of metrological characteristics of the biotesting technique for the determi-
nation of acute water toxicity using crustacean Ceriodaphnia affinis Lilljeborg are presented. Biotesting was 
performed using a reference substance of potassium bromochloride (K2Cr2O7). The method of biotesting for the 
determination of acute lethal toxicity of water on crustacean Ceriodaphnia affinis Lilljeborg is based on the de-
termination of the difference between the number of dead tseriodafni in tested water and the amount of water 
in it that does not contain toxic substances – control. The criterion for acute lethal toxicity is the death of 50% 
ceriodaphnia and more in the experiment compared with the control for 48 hours of bioassay. The following 
metrological characteristics are established for the method of biotesting to determine the acute lethal toxicity 
of water on crustacean ceriodophytes: the biotesting result is 0.65 mg/dm3 (61%); Reproducibility of biotesting 
results is 0.33 mg/dm3 (31%); the standard of operational control of the reproducibility of biotesting results is 
0.91 mg/dm3; The reaction range of the ceriodaphne is 0.9-3.3 mg/dm3.
Keywords: biotesting technique, acute toxicity, metrological characteristics, reference substance, error of 
results, reproducibility of results, norm of operational control, test response range.

Постановка проблеми. Водним кодексом 
України (ВКУ), зокрема, статтею 34 «Стан-

дартизація в галузі використання і охорони вод 
та відтворення водних ресурсів» до комплексу 
нормативних документів із стандартизації, по-
ряд з іншими об’єктами віднесено, методи, мето-
дики і засоби визначення складу та властивос-
тей вод, а також метрологічні норми і правила.

Згідно зі статтею 10 «Вимірювання та ви-
користання їх результатів» Закону України від 
15.06.2004 р. № 1765-ІV «Про метрологію та ме-
трологічну діяльність», результати будь-яких ви-
дів вимірювань можуть бути використані лише 
за умови, якщо відомі відповідні характеристики 
похибок вимірювань, у зв’язку з чим методики ви-
конання вимірювань повинні бути атестованими. 

Аналіз останніх досліджень і публікацій. 
Використання біоаналізу для оцінки забруднення 

навколишнього середовища, зокрема, для водних 
екосистем, набуло актуальності та знайшло ши-
роке застосування протягом останніх десятиліть. 
Стандартизація умов біопроб має бути краще ви-
значена, щоб забезпечити застосовність як ефек-
тивного аналітичного інструменту. У статті [1] 
розглянуто сучасну міжнародну ситуацію та спе-
цифіку практики культивування та використан-
ня тест-організмів для біоаналізу. Стандартиза-
ція біопроб вимагає використання відповідних 
джерел тест-культур і забезпечення відповідних 
умов культивування. У статті розглядаються ре-
комендації щодо вибору видів випробувань та їх 
культивування в контексті встановлених екоток-
сикологічних цілей та оцінки чутливості до різних 
токсичних речовин. Висвітлено значення якості 
води, що використовується для тест-культур. Про-
аналізовано вимоги до якості води та можливості 
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застосування синтетичних середовищ. У роботі [2] 
відтворюваність тесту на токсичність визначали 
з використанням 12 еталонних токсикантів. Кое-
фіцієнт мінливості ЕК50 коливався від 6,95% до 
55,37%, а варіабельність була порівнянна з такою, 
що спостерігалася для D. magna та інших моделей 
для випробувань водних середовищ. Досліджен-
ня показало необхідність включити ракоподібних 
в батарею біотестів для виявлення присутності 
небезпечних хімічних речовин у ґрунтах, шламах 
стічних вод, донних відкладах і водних системах.

Виклад основного матеріалу. Методика біо-
тестування з визначення гострої летальної токсич-
ності води на ракоподібних Ceriodaphnia affinis 
Lilljeborg (далі церіодафніі) ґрунтується на вста-
новленні різниці між кількістю загиблих церіодаф-
ній у воді, що аналізується – дослід, та їх кількістю 
у воді, яка не містить токсичних речовин – кон-
троль. Критерієм гострої летальної токсичності 
є загибель 50% церіодафній і більше у досліді по-
рівняно з контролем за 48 годин біотестування.

При встановленні метрологічних характерис-
тик методики біотестування з визначення гострої 
летальної токсичності води на ракоподібних ви-
користовувалась процедура, наведена у норма-
тивних документах [3; 4].

Результати біотестування еталонної речовини 
двохромовокислого калію (K2Cr2O7) з використан-
ням методики на церіодафніях наведено у табл. 1.

На підставі підрахунку кількості живих церіо-
дафній у контролі і досліді визначали їх середні 
арифметичні, які використовували для розра-
хунку кількості загиблих церіодафній у досліді 
відносно контролю за формулою:

A
X X
X
k d

k

=
−

×100%,                 (1),

де А – кількість загиблих церіодафній у до-
сліді відносно контролю, %;
Xk – середнє арифметичне кількості живих 

церіодафній у контролі, екз.;
Xd  – середнє арифметичне кількості живих 

церіодафній у досліді, екз.
На підставі отриманих результатів розрахо-

вували середню летальну концентрацію розчину 
K2Cr2O7 за 48 годин біотестування (ЛК50-48). Усі 
подальші розрахунки виконували згідно з [3,4]. 
Значення ЛК50-48 перевіряли на наявність над-
мірної похибки за β-критерієм. Для цього обчис-
лювали значення середнього результату (X l) за 
формулою (2), відповідного середньо квадратич-
ного відхилення (СКВ) Sl за формулою (3) та чис-
ло ступенів свободи за формулою (4): 
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f Nl l= − 1,                              (4)
де l – номер виконавця (серії);
n – номер досліду у серії, n = 1,….., Nl;
Xln – результат досліду n в серії l; 
fl – число ступенів свободи, за якими обчислю-

ють значення Sl. 

Таблиця 1 
Результати експериментальних 

досліджень
Номер 
досліду 
у серії, 

ln 

Концентрація водного розчину 
K2Cr2o7, мг/дм3

Xln X Sl fl

l 1,67

1,08 0,33 23

2 1,29
3 1,55
4 1,02
5 1,17
6 1,16
7 1,00
8 1,39
9 1,31

10 1,33
11 1,31
12 1,00
13 1,35
14 1,45
15 0,93
16 0,77
17 0,74
18 0,73
19 0,75
20 0,46
21 0,54
22 0,65
23 0,96
24 1,35

Джерело: розроблено автором

Як видно із отриманих даних, найбільш підозрі-
лим є результат № 20 (0,46), який найбільше 
відрізняється від середнього значення. Для його 
перевірки на наявність надмірної похибки скла-
дали і обчислювали відношення: 

β =
−

=
X X

S
n

i

ln
, ,1 87

де Sl – середнє квадратичне відхилення.
Обчислене значення β менше, ніж табличне 

βтабл. для ступенів свободи f1=23. βтабл.(23)=2,67, 
з чого витікає відсутність надмірної похибки.

Відтворюваність результатів біотестування 
σвл.в. водного розчину K2Cr2O7 розраховували за 
формулою:
σ γ

σ

âë â âë â

âë â
âë â

S f ìã äì
S
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. .
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,

f
X

100 100 310 33
1 08

= =
 (5)

Значення відтворюваності перевірили на 
однорідність та отримали наступне значення  
σ*вл.в. = 31%.

Похибку результатів біотестування обчислю-
вали за формулами:

Δ = 1,96 * σвл.в.,                         (6)
δ (%) = 1,96 * σвл.в. (%),                 (7)

Δ = 1,96 * 0,33 мг/дм3 = 0,65 мг/дм3;
δ (%) = 1,96 * 31% = 61%. 



325«Young Scientist» • № 2 (66) • February, 2019

Б
ІО

Л
О

ГІ
Ч

Н
І 

Н
А

У
К

И

Отже, відтворюваність результатів біотес-
тування розчину K2Cr2O7 становить 0,33 мг/
дм3 (31%); похибка результатів біотестування 
становить 0,65 мг/дм3 (61%).

На підставі отриманих результатів встанови-
ли норматив оперативного контролю відтворюва-
ності результатів біотестування на церіодафніях, 
який розраховували за формулою:

D = 2,77 * σвл.в.,                         (8)
D = 2,77 * 0,33 = 0,91 (мг/дм3).

Отже, норматив оперативного контролю від-
творюваності результатів біотестування розчину 
K2Cr2O7 становить 0,91 мг/дм3.

Для встановлення діапазону реагування цері-
одафній було використано критерій токсичності – 
загибель 50% і більше тест-об’єктів у досліді по-
рівняно з контролем за 24 години біотестування.

В експериментах визначали концентрацію 
K2Cr2O7, яка викликає загибель 50% і більше це-
ріодафній за 24 години (ЛК50-24). 

За результатами експериментів було 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/дм3 K2Cr2O7.

Середню арифметичну ЛК50-24 розраховували 
за формулою (2):

X ìã äì= =
33 6

16
2 1 3,
, ( / ),                

де Xln – результат досліду;
n – номер досліду, n = 1,….., Nl.
Середнє квадратичне відхилення розрахову-

вали за формулою:
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Далі перевіряли отримані результати 
експериментів за β-критерієм на наявність 

надмірних похибок. Із наведених вище кон-
центрацій K2Cr2O7 найбільш підозрілим є ре-
зультат 0,95 мг/дм3. Для нього обчислювали 
відношення:

β =
−

=
X X
Sl
ln ,1 92 ,

де Sl – середнє квадратичне відхилення. 
За табличними даними [5] знаходили значен-

ня β-критерію для f=15, βтабл. = 2,44, яке більше, 
ніж обчислене значення, що свідчить про відсут-
ність у виборці результатів з надмірними похиб-
ками, та значення γ (f) для f = 15, яке становить 
1,017.

σвл.в. = 1,017 * 0,6 = 0,61
Діапазон реагування церіодафній обчислюва-

ли за формулою:
Х – 1,96 * σ < Хк < Х + 1,96 * σ,         (10),

де Хк – концентрація, за якої досягається кри-
терій токсичності; 

σ – σвл.в. у залежності від умов отримання ре-
зультатів дослідів.

Діапазон реагування тест-об’єктів церіодаф-
ній становить: 

2,1 – 1,96 * 0,61 < ЛК50-24 < 2,1 + 1,96 * 0,61;
0,9 < ЛК50-24 < 3,3.

Висновки. Для методики біотестування з ви-
значення гострої летальної токсичності води на 
ракоподібних церіодафніях встановлено наступ-
ні метрологічні характеристики:

похибка результатів біотестування становить 
0,65 мг/дм3 (61%); 

відтворюваність результатів біотестування 
становить 0,33 мг/дм3 (31%);

норматив оперативного контролю відтворю-
ваності результатів біотестування становить 
0,91 мг/дм3; 

діапазон реагування церіодафній становить 
0,9-3,3 мг/дм3.
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