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Настоящий руководящий документ уотаиавдивает правим N по- 
оледовательнооть определения биор&элагаемсоти кеиоиогеинмх по- 
верхнсотна-ахтивных вещеотв под действием пластовой микрофлоры.

Существумцие методики оценки отепени би охи шчео кого роопа- 
да ПЛЗГП ре? работая и для уоловия аэротенков. для оиотеч очио- 
тки стсчнмх вод. Данная методика ооотавлена о Целы» мучения 
бморазруяения, применяемых в наотодесе время и новых неионогеы- 
кмх ПАВ. под дейотвием плсотовой микрофлоры и разработки иеро- 
ориятнй но их бактерицидной или иной валите от биоповрендеиий.



А Н Н О Т А Ц И Я

Наотошая методика предназначена ддя определения отопенн 
биореэруиени* неионогенных поверхиоотш-актмвнш вешеств (ПАВ) 
под дейотвием пластовой микрофлоры о кельи оценки перспектив- 
■ооти их применения для увеличения нефтеотдачи, разработки ме­
роприятие по предотвреяенив биоповрежцеиня к расхода реагента 
и вовывения эффективности врокеоов добычи нефти путем закачки 
В влаот водник рестворов ПАВ.

№ то дика предназначена для использования нвучно-иоолодр- 
Вательвкиыи и производственными организациями, венимаоцимкоя 
вопросами разработки нефтяных месторождений о примонониеи вод­
ных растворов ПАВ,

Дойная методика разработана во пополнение протокола В I  
з ас елани я секции научно-технических проблей внедрения хиш- 
чеоких продуктов в нефтяной н газовом врошалепироти Научного 
Оовета во проблемам нефти в Газа ГККТ СМ СССР от 07.12,77г., 
рекомендации ГКНТ СМ СССР •  8-7/0* от 07.02.78 г .  и ревения 
Центральной хо иное ни $ 805 от 2I.0P.79 г . ,  обсуждена на засе­
дании Ученого оовета ннотитута БаяНИПИиефт» и рекомендована ж 
утверждении в качество руководящего документа. Преблема
0.Ц.015. подпрограмма 0.11.05.Ц отел М2б. (постановление ГКНТ 
» « 2  от 8.12.82).
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i .  оът п о л о ш и

1*1* Одним из требования к КЛАВ* применяемое для увеличе­
ния нефтеотдачи, о точки зрения охраны окружающей среды, явля­
ется  повышенная био разлагаемость,

1 ,2 . При высокой бактериальной злрояеннссти £ 2] Пласто­
вых вод биохогичеоки *мягкие" ШАВ могут подвергаться биопоз- 
реждекию, ъ результате которого спивается их поверхностная ак­
тивность и концентрация. Псзтому, одним из новых требований 
предъявляемых к НПЛВ является способность сохранять длительное 
время технологические свойства к заданную концентрацию в уоло*- 
вимл ирнмсаекия на промыслах.

1.3* Лабораторные иеодедовения,выполненные при разработ­
ке данной методики в Баяшииииефти показали, что под действием 
микрофлоры содержащейся в пробех,отобранных из призабойных 
вон нагнетательных скважин, снижается концентрация и поверхно- 
отнал активность Н М В [3 ] Tima Gfi-IO, 2B I3I7-I2, АФ-14 £ Ы ,

2• ЦЕЛЬ И ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ

2 .1 .  Целью проводимых испытаний явЛяетоя определение ве­
личины йзмегепия поверхностной активности и концентрации кеио- 
HorvHHux ПАВ под действием микроорганизмов нефтяных месторож­
дении»

2 .2 . Испытаниям могут быть подвергнуты практически все 
основные топы неиэногенннх ПАВ С1»] • Технология применения не- 
ноногеиных ПАВ для увеличения нефтеотдачи пластов и фиэико-хи- 
мччесхНе свсйотва некоторых из них представлены в РД 39 -I-I9 9 - 
-7 5  [ 5 ] .

2.3* До н ач ал  испытаний прогодмтол определение бактери­
альной зьраденноотн меоторолдеиия, для чего осущеотвляэт отбор 
пр>б для анализов из водоводов на кустовой насосной станции 
(КгС), из уотьев нагнетательных н эксплуатационных о квакши.



3

Из нагнетательной скэмдини отбор проб пластовой воды ме ;ет про­
изводится методой оамоиэлива иди е использованием гдубинных 
насосов*

2*4* Для относительной оценки бактериальной зараженности 
добываемых вод и дальнейшего испытания но настоящей методика 
реко^ондуетоя определить общее количество микроорганизмов и на­
личие трех физиологичесгси.* групп бактерий ( СЙБ, мгтешеобразу- 
вщих и углеводородокиедямих)* Краткая характеристика 3 групп 
бактерий» рекомендуемых для экспериментального определения о 
цель» оценки н контроля бактериальной зараженности, описана в 
литературе £3 б* 7 ]  .  При возможности для контроля наличия 
жизнеспособных клеток адгут быть определены и другие группы 
микроорганизмов,

2*5* Общее количество бактерий в I  к» жидкоотн определяет* 
оя микроокопированием (приложение I ) .

2.6* Для количественного учета бактерий используют и»тод 
предельных разведений [в  } • Для этого готовят а оо блоки о 9 ил 
стерильной водопроводной воды*, Пробирки нумеруют* Сторндьтой 
пипеткой берут I мд иоолсдуемой воды и внэоят в пробирку ft I о 
9 мл стерильной води, обжигая при этом горлышко пробирки ряд 
пламенем спиртовки (разведешь будет 1:10 )* Лагам, после пе­
ремешивания в течение.! мин» свежей оторнльноп пипеткой берут 
£ мд из пробирки ft £ и вносят в пробирку ft 2 (ра:.вел£/ще будет. 
1:100 )* Таким же образом готовят разведения 1:1 000. 1 s 10 000 
И т*д* Каждое разведение хзкссвовт в трок ьовтор/озт^ в про­
бирках о питательной орсдой стерильной глпвтхой и термостаты- 
руют при 20°С.

Для определения и подсчета наиболее ворэстного^ноде мик­
роорганизмов в I  мл используют оеблнцу Йак-Креди £,9} *

2 .7 .  Подготовку шп-а'хельзих сред желательно прополис в 
специплизнроваиннк организациях* Готовят одяеоьп ш п а т е л ы т  
Сред* раотводат ик в водопроводной вода к доводят pH ралто»  
ра до нчебходи!Юго значения* Кутили со средой стерчачаум в 
автоклава в то^вяпе 30 мин* Rpno,Or МПа, 0к.лажд«вдую среду 
различают » боков в £0 шяппл*н&оъяв од*шздик<ть& $&*estu для 

«слитестгешдаае учотл бакггрйЛ по метезд пред;-**-



мнк разведений* Флаконы захаивают стерильными резиновыми про­
бка закрепляй их дьлее алюминиевыми колпачками* Составы пи­
тательных оред приведены в приложении 2*

2*6* В о л/чае обнаружения микроорганизмов опыты по опре«* 
делении степени бноразрушения проводятся о использованием пла­
стовой воды месторождения» рекомендованного к разработке о 
Применением водных растворов ЛАВ*

2*9* Поверхностная активность оценивается по величина 
мекфазного натяжения на границе раздела раствор ПАВ в пласто­
вой воде -  очиненный керосин* Для измерения межфазного натя­
жения рекомвгд>отся использовать сталагмометр по ютодике [$]• 

2*10* Определение концентрации ПАВ проводится колоримет­
рическим методом о использование фосфорновольфрамовой ююлоты 
[10] (приложение 3 )♦ Кроме этого* в качестве вспомогательно­
го метода возможно определение концентрации ПАВ по графику ее 
зависимости от поверхностного натяжения*

2*11* Анализы по определенно концентрации водородных ио­
нов (pH) и охислытедьно-восстановмтельного потенциала (ОВП) 
проводятся известными методами [ 9 ]  *

3 . ПРИБОР^ ОБОРУДОВАНИЕ И РЕАКТИВЫ

-термостат электрический для выраиивония бактерий о автомати­
ческим терморегулятором до 50°С.

-автоклав эл^ктричесхуй по ГОСТ 9386-75 
-рИ-кстр лабораторный "рН-262"
-микроскоп биологический по ГОСТ 8284-78 
-центрифуга на 6-7 пй.об*/мин*
-фотээдектракэдарн**етр $J&-55 М 
-пробирки иа £0 ил по T0GT 10515-75 
-пипетки на I  и 10 на по ГОСТ 20292-74 
-спиртовка по ГОСТ 10090*74 
-окдяика Вульфа на 5 ж по ГОСТ 10378-73 
-иомбрашые фильтры > 1-3
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-  предметные стекая по ГОСТ 9284-75 
» покровные отекла по ГОСТ 21400-75
-  прибор ЗЕЙТЦА по ГОСТ 9775-69
-  водоструйный наооо по ГОСТ 10696-75
-  чешки Петри по ГОСТ £0973-75
-  пинцет по ГОСТ 21241-77
о стеклянные о та канн не 50 мж по ГОСТ 10394-72

-  формалин по ГОСТ 1625-75
-  керосин по ГОСТ 4753-68
-  ооляиая кислота по ГОСТ 3118-77
-  оритроэик ТУ 6-09-07-369-75
-  фенол по ГОСТ 23519-79
-  иммерсионное мао до по ГОСТ 13739-78
-  фосфорнокислый калий однозампненпы1| по ГОСТ 4198-75
-  хлористый аммоний по ГОСТ 3210-77
-  оернокислый магний по ГОСТ 4523-77
- молочнокислый натрия по ТУ 6-09-3664-74
-  хлориотий натрий по ГОСТ 4233-77
-  дрожжевой евтолизат по ТУ 6-09-39-79-75
-  аскорбиновая киолота по ГОСТ 4815-76
-  натрий сернокислый по ГОСТ 429-76
-  фосфорнокислый аммоний двузамэяеиинй по ГОСТ 3772-74
-  о оль *Ьра по ГОСТ 4208-72
-  аммоний молибденовокиодый по ГОСТ 3765-78
-  хлориотый кальций по ГОСТ 4460-77
-  хлориотый нагний по ГОСТ 4209-77
-  масляная киолота ТУ 6-09-530-75
-  парафин по ГОСТ 23633-79
-  вазелиновое м&одо по ГОСТ 3164-78
-  фоофорновольфрамивая киолота по ГОСТ 18290-72
-  агар-агар по ГОСТ 17206-71
-  хлористый барий ТУ 6-09-3581-74
-  оерная киолота ао ГОСТ 4204-/7
-  гидрохинон по ГОЛ 19627-74



«

-  спирт этиловый ректификованный по ГОСТ 9962-о»
> вода Л метилированная по ГОСТ 6709-72

Вое реактивы долины бить квалификации ч.д.а.

Ц. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТЕПЕНИ РАЗ РУШЕН И1

Оценка величины снижения поверхностной актигиооти 
ооуцеотвллетоя путам сопоставления поверхностного натяжения'на 
гран'ме раствор ПАП -  очищенный керосин о контролем* Повышенна 
кооффиичекто поверхностного натяжения указывает на ешхение' 
актиеиоотм I.AB.

4*2. определение био разрушения выполняет в той среде* где 
предполагается применение ПАВ. Схема лабораторной уотановка 
для определения бно распада ШАВ приведена на рисунке. Все экс­
перименты проводятся в боизе для ми еро биз ло г счес ких работ над 
пламенем опиртоЗкн.

Испытания проводят в екдяиках Вульфа « нижним тубусом (2) 
анксотын 9 л . окрашенных в черный цвет* полность» заполненных 
иепгтуечой водой в добавкой 0,09 % ПАВ. £ля предотвращения 
попадания в о йоте му атмосферного кислорода «опольэуот "нодуш- 
гу" инертного геза . В качестве емкости для инертною газа ре­
комендуется гоподьзоввине резиновой камеры или подклвчекна к 
ои этеп  баллоне инертного раза через редуктор. Для пре до тара- 
вопия веясосния микроорганизмов о инертным газом пооледний 
втерчднзушт о помогю мембранного фильтра [  I I J .  Продолжите­
льность испытаний предел «о то я, ноходя кз слсдувчих положений: 
более высокая ните!.снвкоось биоразруаекия ПАВ может протекать 
в призабойной зона скважин; пщг средней скорости фильтрации 
аидюстк в пласте 0,5-1,9 м/сут. [ к !  • возможная область нак- 
CKwruibuoio развития микроорганизмов, равная 5-10 м от забоя 
оюмотш [2J ,  нздзт быть достигнуто раствором ПАВ за 15-20 су­
ток. Таким образок, предполагается, что по истечении 30 оу- 
Ю к скорость био распада ПАВ в плаотсвих условиях практически 
будет оотег^ткОя келп4ва:*вой и оостояшЯ*
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Лабораторная установка для определения 
био разрушения ШДВ в анаэробных условиях

1. Ёмкость о инертным газом;
2 . Склянка Вульфа о нижним тубусом;
3» Электроды: платиновый, каломелевый, стеклянный;
Ч9 Прибор для определения концентрации водородных ионов 

(pH) и окислительно-восстановительного потенциала;
5. Раствор ПАВ в пластовой воде;
6 . Мембранный фильтр для стерилизации инертного газа»



0

В исследуемой пробе через каждые 10 оутох определяются 
поверхностное натяжение» концентрация ПАВ» концентрация водо­
родных ионов (pH) и окиолительно-восотановительный потенциал. 
(ОШ)*

С тс,я гнэаиия контроля проводится путем введения в пробы 
формалина в количестве 0.05-0Д 0 %• Вышеуказанная концентрация 
в лабораторных условиях полностью подавляет жизнедеятельность 
бактерий и в настоящей методике проверяется путем контрольных 
посевов на вышеуказанные три физиологические труппы до начала 
и по истечении 30 суток.

Выбор формалина для стерилизации обусловлен также тем, 
что он в концентрациях 0,005-0.10 % не изменяет поверхностной 
активности и едзороцин ПАВ типа СП-10,

4,4» Полученные результаты записывают в виде, таблицы и 
сравнивают о данными контрольных опытов.

Накмено-[Поверхностное натяжение. Койцеитрация ПАВ, {Степень 
ванне ! ^u/i?  ! !биораз-
обоаэиа !------- - £ - ------------------ !------------  -------------- {рушения

| _____fee  км_____  Время. _cZtkm_  ! %

1  ! ° _  i  ! ° _  1 о п н » 1 1  20_}_30 J ________

4 .5 . Степень бнпраарушемия (x ), в %, ял йоте кии Я период 
опредодя»т по форму»: „ „

.  .  СС1 ^ >  100х -  ----------------  ,
С1

1де (> X -  отепень биораэруявния,
Cj и С2 -  концентрация ПАВ соответственно до начала 

к после опыта» да/д.
4.6» Данные пс бактериальной зараженности деторождения, 

потери активности и концентрации химичеокогб продукта учитыва­
ются при применении или выборе того или иного типа ПАВ для уве­
личения нефтеотдачи пластов конкретного месторождения, При об­
ком киоском содержании блктооий в закачиваемых пластовых водах 
*<мсивды<о использовать реыект с низкой степенью биораэруве- 
иха.  При н&личим высокоэффективных ПАВ, не удовлетворяющих
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этому требование, необходимо применять их о учетов микробиоло­
гических факторов.

5. ОСНОВНОЕ ПРАВИЛА ТЕХНИКИ БЕЗОПАСНОСТИ ПРИ РАБОТЕ 
С МИКРООЭТАНИЗМШ. НЕИОНОГЕШШИ ПАВ

5.Х. Правила работы в микробиологической лаборатории:
-  работа с любыми микроорганизма км требует обязательного 

наличия Халатов и колпаков или косынок, а также осиной обуви;
-  необходимо следить за тем, чтобы бактериальная масса не 

вагрязняла руки, стол» окружающие предметы;
•  ватные пробки, закрывающие о осуди о микроорганизмам, 

не должны своей вну трен ной поверхностью оопритооатьоя со отолом 
млн руками;

-  если пролилась микробная взвесь, необходимо обезвредить 
её, используя дезинфицирующие о ре детва, нолришр, карболовую 
киздоту;

-  вою лабораторную посуду, содержавшую живые микроорга­
низмы, после работы необходимо подвергнуть термической обработ­
ке в автоклаве;

-  выносить микробные культуры за пределы лаборатории за­
прещается;

-  при работе о любыми микрорганиэками необходимо отрого 
Соблюдать личную гигиену, соблюдать чистоту на рабочем месте.

5.2. Мгры безопасности при работе с едкими веществами 
(минеральными кислотами и их твердыми и жидкими ангидридами» 
едким кали и натром, раствором аммиака и т .д .) :

-  для предотвращения ожогов вое работы о едкими в^щеотда- 
ми необходимо проводить в защитной спецодежде и пользоваться 
очками и перчатками;

-  npi: приготовлении растворов оерной хнодоты необходимо 
использовать тонкостенную стеклянную или фарфоровую пссуду» 
приливать кислоту к воде оледует тонкой струей при непрерывном 
помешивании, чтобы ко было меотнохо’перегрева. растрескивания 
отекл и выброса кислоты.
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-  запрещается совместное хранение концентрированных кио- 
дот и дегховосплпменяющихоя жидкостей;

-  переливать кислоту и щелочи из бутылей в мелкую тару 
следует при помощи сифона или ручных насосов различной конст- 
ру кцчи;

-  разлитые кислоты или щелочи необходимо немедленно засы­
пать песком, нейтрализовать и лишь после этого проводить убор- 
*у.

5.3* При работе с неионогенными ПАВ типа ОП-Ю необходимо
выполнять следующие правила:

- при работе с концентрированными препаратам! ПАВ необхо­
димо пользоваться защитными очками или прозрачными щиткам! для 
защиты глаз и Йояи лица;

-  при попадании ПАВ на коку или глаза омыть обильным ко­
личеством воды;

-  чггртз^йикуо ПАВ одевду тщательно прополоокатъ теплой 
эодо^ до исчезновения пены;

■ -  запрещается применять ПАВ в качестве моющего средства 
для мытья рук, лица или стирки одежды»
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ПРИЛОЖЕНИЕ I 
обязательное

б . ЛЕТОДИКА ОПРЕДЕЛЕНИИ ОБЩЕГО КШЧЮТВА 
МИКРООРГАНИЗМОВ В ПЛACTOBM ВОДЕ

Ход работм:
Сущность дето да заключается в концентрировании бактерий из 

определенною объема анализируемой воды на мембранный фильтр, 
охраоке и просмотра под микроскопом*

Подготовка к работе мембранных фильтров производится сле­
дующим образом: мембранные фильтры £2* Ю* проверенные на отсут­
ствие трещин* отверстий и т .п ., помещают по одно*у на поверхно­
сть дистиллированной воды* нагретой до 0О°С в стакане* и медлен­
но доводят до кипения на слабом огне и выдергивают в течение 
1<ЫЗ ми я- Смену воды и последующее кипячение пов торяот до пол­
ноЮ удаления остатков растворителей из фильтров (3-5 раз)* пос­
ле чею они готовы к работе* Подготовленные фильтры сохраняются 
оухими или в широкогорлой банке с дистиллированной водой* Перед, 
употреблением фильтры стерилизуются кипячением в дистиллирован­
ной воде*

Подготовка фильтровального аппарата к анализу: фильтрова­
льный аппарат стерилизуют фламбироганием после обтирания ватным 
тампоном* смоченным спиртом. После охлаждения на нижнюю часть 
аппарата (столик) кладут фламбированным плнцетом стерил>"кй ме>е 
бракпый фильтр* прижимают его верхней частью прибора и закреп­
ляют устройством, предусмотренным конструкцией прибора*

Фильтрование воды: перед анализом проба в пробирке тщатель­
но взбалтывается и отстаивается в течение 5-Ю мин. для отделе­
ния нефти от плаотовой воды* Затем* не взбалтывая* стерильной 
пипеткой из н ид ней части пробирки отбирается 3-10 мл пластовой 
воды в зависимости от содержания микроорганизмов* Затем* пробы 
фильтруюто я*

Фильтр о осевшими на ном микроорганизмам выоуаиваетоя на 
фильтровальной бумаге при комнаткой тедеературе или в термоота-



к
те* Для удаления ооодка фильтры обрабатывает 0,1 процентным ра- 
отвсро* СОЛЯНОЙ кислоты,

&!ср>организми на фильтре фиксируются формалином и после 
прооувки окрашиваются эритрозином в течение 20-30 мин, (время 
подбираете* экспериментально)* после чего фильтр промывают в дис­
тиллированной воде до прекращения окраски новях порций волн*

Окравенные фильтры высушиваются* помещаются на предметное 
отекло в «апли иммерсионного масла* покрываются покровным отею- 
лом м просчитываются под микроскопом с окулярным сетчатым микро­
метром, Просчитывается 20-40 квадратов сетки о площадью не менее 
300

В каждом ноле зрения просчитываются бактерии в 4 маленьких 
квадратах, расположенных по диагонали* Содержание бактерий не 
должно преэшать 30 в каждом квадрате» но не мекее 2 -5 ,

Окончательный подсчет бактерий в I мл пластовой воды про­
изводится по формуле:

r . s i R 2-iO * -g
а с е

1де X -  количество бактерий в I мл;
R -  радиус фильтрующей поверхности мембранною фильтра» ом;

10s -  переводной коэффициент;
6 -  число бактерий в полях зрения;
а -  число полей зрения;
С -  площадь поля зрения, мк1?;

О -  **олмчество профильтрованной воды, мл;
Скибкп определения может заключаться в субьективном учете 

микроорганизмов исследователей. Крок того, необходимо учесть, 
что частицы отличаются от микроорганизмов тем, что они или не во­
спринимает окраску, или бесформенны, Бактерии в основном имеют 
форну палочек или кокков и окрашены в красный цвет. Средняя ошиб­
ка прямого счета зависит от числа просчитываемых пблей зрения и 
колеблется в пределах 2 ,8 - Ю£*
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2 
обязательное

7. СОСТАВУ ПИТАТЕЛЬНЫХ ОРЕЛ

Для качественною выявления о .дельна физиологических групп 
бактерий иопольэуьт жидкие питательные ореды: Поотгейта -для оу-
льфатвооотанавливдощих, Коронковой -для углеводородокиолявщих» 
Баркера «для метано о бразумАих*

№кроорганиэыы 1 Питательные ! Признаки роста на о ре д ах 
J йреди »

Й й г т а З Й
Уг леводб родо кио- Корен ковой

длящие бактерии

Мзтанообразующие Баркера 
бактерии

Почеонение ореды о образованием 
сульфида железа
По толщине бактериальной плен­
ки, помутнение ореды и ткр о - 
окопированием
По наличие пленки, осадка, по­
мутнение ореды. По образования 
метана в количестве не менее
1-ХСГ2* od.

7 .1 . Соомв о роди Поотгейта ( pH -7 .0  -7 ,5  )

Соединение | Хншчеокл* формуле | К ачество , г

Фосфорнокислый кадий КН,Р04 0.5одно замещенный Л 1
Хлористый аммоний NH«Ci 1.0
Сбриокиолый кальций CaS04 1.0
Серкокиодый магний Mg SO* 1.0
&Л0ЧК0Ю40ДЫЙ натрий CHjCHQHCOONa 3.5
Хлористый натрий NaCI 9.5
Вола водопроводная I 000,0



1%

Добавки:
5-процентный раствор дрожжевого автояизета -  1,0 х/л; 
5-псоцентнай раствор Fc S0<b однопроцентной HCI -  0 ,5  х/л{ 
5-процентний раствор аскорбиновой кислоты -  1 ,0  г/л  
I-процентный растворМ.\<$в однопроцентноеNf/2C04-  внооить по 

1-2 капли до образования серохо цвета.
Для корректировки pH ороди попользует 5-процентанй распор 

HCI и N.iHCOj.

7 .2 . Состав среди Норенковой.

Соединение ] Химическая формула !
! Количество, х

Фосфорнокислый аммоний 
двухэамегаешшй М 2нро< 1.0
Хлористый аммоний
Фосфорнокислая калий 
двух?анешенный

NH*<M
КгНР0„

0.2

0,25
Фосфорнокислый калий 
однозамещенный KH2 P0A 0,25
Сернокислый магний Mg SO* 0,02
Соль М XI 0,01
4>ли<5дат аммония 
Нефть

.(NH^Mo04 0.0052
5,0

Хлористый кальций CciCi; 0,01
Вода водопроводная I 000,0

7 . 3 .  Состав среди Баркерч ( pH «7,0 )

„  1 соединение \ Химическая формула !
1 Количество, г

Хлористый ЙУМОНИЙ о д
фосфорю кислый калий 
двух?аисценный К2НР0« 0,04
Хлористый магний MgClj 0,01
Органическое вещество 1-2
Вода дистиллированная I  000,0



IS

Перед посевом вреду кипятят для удаления растворенных га- 
•ов м. охладив, добавляет 3 процента по объоцу роотзора, оодер- 
«аието 1% Na£ я 5 процентном NaHCOj, отерилнэоаоииого в автокла­
ве. Добавлением отеридьного раствора оодяной киолоти уотаиапяи- 
вав* p!i *7*0. В качестве оуботрата ноподьзуат ацетат или маолян- 
мув кнолоту или метанол. Виделение чмотых культур проводят на 
атаривоваыной ореде указанного ооотава. Пробирки о заогывзвй сре­
дой заливают омерьв равных частей парафина и вазелинового масла, 
чтобы предохранить от выоиханмя и проникновения воздуха.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 3 
обязательное

б* ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ ПАВ

Для определения концентрации ПАВ рекомендуется колориметри- 
чеаккй метод о фоофорновольфрамовой кислотой*

8.1* Колориметрический метод о фосфорношльфраювой киоло- 
той-гндрохиноновая модификация- Этот метод применим для опреде­
ления ПАЗ в пределах концентрации от I до 25 мг/л при объеме ис­
пользуемой для исследования исходной пробы, равном 10 кя-

Определение основано на осаждении ПАВ в виде ко ж  леке него 
соединения с фоофориэвольфрамовой кислотой и хлористым бооиэм, 
который в концентрированной оерной кислоте дает с гидрохиноном 
крлоио-коричневую окраску- Интенсивность окраски определяется 
визуально или при помощи фотоколориметра ( Д *500 «М, кювета 
-  0 ,5  или 1 ,0  о К)- Определению мешают сульфаты при концентрации 
их более 200 мг/л» их влияние устраняется путем разбавдечия про­
бы.

6 .2 .  Аппаратуре и стеклянная посуда: фотокодо риметр ( Д * 
•500 нМ), кюветы 0 ,5 -1 ,0  оМ, центрифуга» пробирки центрифуги 
емкостью 20мл,

6*3*. К?активы:
U соляная кислота ч .д .а . раствор 1 :1 ;
2 . хлористый барий, ХО-проиентиый раствор;
3- фос|о^ювольфрамэвая кислота ч-д-a.» 2-лроцентный

А. серная кислота ч .д .а .»  уд.вос 1-6^ ;
5» гидрохинон, 5-процентный раствор в серной кислоте;
6- основной эталонный раствор ПАВ: растворить I г ПАБ 

в мерной колбе на I л и долить до метки дистиллиро­
ванной водой ( I мл раствора*содержит £ кг ПАЗ);

7 . рабочий раствор ПАВ: дополнить Ю мл ооновкого рас­
твора П/Ш, содержащегося » мерной ходбе, дистилли­
рованной кодой до объема 100 мл ( I т  раствора со­
держит ОД мр \Ш ). Приготавливать растворю день 
проведения анализе.
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8 .4 . Шкала стандартов. В семь пробирок центрифуги последо­
вательно отмеривает следующие количества рабочего стандартного 
раствора ПАВ: 0 ; 0 .2 ; 0 .5 ; 1 .0 ; 1 .5 ; 2 ,0 ; 2 ,5  мл. что соответ­

ствует веоивым количествам от 0 до 0,25 кг ПАВ в пробе. Допол­
нить содержимое пробирок дистиллированной водой до 10 мл. а за ­
тек поступать так, как указано в описании хода определения, на­
чиная о добавления 2 капель соляной кислоты.

Шкала стандартов является нестойкой и стандарты для визу­
ального определения следует приготавливать одновременно о иссле­
дуемой пробой. При фото коло риметричео ком определении использо­
вать приготовленные стандарты для вычерчивания калибровочного 
графика, откладывая по оси абсцисс концентрацию ПАВ, а по оси 
ординат -оптическую плотность.

8 .5 .  Ход определения* Отмерить в пробирку центрифуги 10 мх 
или иное количество исследуемой пробы, соответственно концентри­
рованной или разбавленной с таким расчетом, чтобы содержание не- 
ионогенного ПАВ в пробе находилось в пределах от 0 до 0,25 мг. 
Добавить 2 капли соляной кислоты ( 1:1 ) ,  I мл растворе хлорис­
того бария и I мл раствора фосфорно вольфрамовой кислоты, пере­
мещать тонкой стеклянной палочкой (пользуясь ею в дальнейшем 
для проведения опыта).

Поместить пробирку с иооледуемой пробой и стандарты в хи­
мический отакан о кипящей водой и нагревать в течение 15 мин», 
поддерживал воду в стакане в состоянии кипения. Затем, вынуть 
пробирки и отцентрифутировать осадок в течение 5 мин. при ско­
рости вращения 2300 -3000 Образовавшийся над о о ей ком
одой жидкооти осторожно слить, добавить в пробирки по 2 мд го­
рячей дистиллированной воды, перемешать палочкой и снова цент­
рифугировать, «:ак указано выше.

Жидкость слить, как в предыдущем случае, еще раз добавить 
по 2 мл горячей воды, перемешать, отцвитрифугировать и еще раз 
слить, Ооадок высушить в оушильиом шкафу при 105-110 °С. Лобе- 
вить в пробирки о осадком по 3 мд концентрированной серной кио-
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доты, перемешать и после полного растворения осадка добавить 
по 1 кч раствора гидрохинона и перемешать. Содержимое пробирок 
дополнить концентрированной оеркой кислотой до объема 10 к* и 
перемешать.

Спустя 15 мин, визуально определить интеноивноотъ окраоки 
пробы путем сравнения со шкалой стандартов или определить зна­
чение окотинкцни и отсчитать содержание ПАВ по калибровочному 
графику» учитывая поправку на контрольно пробу» Результаты 
пересчитать на I д исследуемой пробы»
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