Временная инструкция
по подготовке проб при определении экспериментальным методом
класса опасности отходов для окружающей природной среды
(утв. приказом Минэкологии РТ от 25 марта 2002 г. N 247)

Временная инструкция по подготовке проб при определении экспериментальным путем класса опасности отходов для окружающей природной среды разработана сотрудниками ЦСИАК Министерства экологии и природных ресурсов Республики Татарстан: главными специалистами А.М.Петровым, Л.П.Малыгиной, ведущим специалистом Д.Г.Аминовым под руководством начальника ЦСИАК Р.Р.Шагидуллина.
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1. Назначение и область применения

Временная инструкция по подготовке проб при определении экспериментальным путем класса опасности отходов для окружающей природной среды (далее - Инструкция) устанавливает порядок организации работ по подготовке проб отходов для проведения лабораторных (экспериментальных) исследований с целью отнесения отходов к классам опасности (подтверждения класса опасности) для окружающей природной среды.

Экспериментальный метод отнесения отходов к классам опасности (подтверждения класса опасности) заключается в определении экотоксичности отхода методом биотестирования водной вытяжки и жидкой фракции отхода.

Настоящая Инструкция устанавливает порядок подготовки проб и проведения работ при определении экотоксичности отхода.

Инструкция предназначена для применения специализированными инспекциями аналитического контроля Министерства экологии и природных ресурсов РТ, а также другими лабораториями, аккредитованными на проведение работ по определению экотоксичности отходов методом биотестирования.

Инструкция не устанавливает требования к отбору проб отходов для определения их экотоксичности.

Инструкция не распространяется на организацию работ по определению устойчивости отхода к биодеградации и определению водно-миграционного показателя.

2. Общие положения

В целях реализации Федерального закона "Об отходах производства и потребления", постановления Правительства Российской Федерации от 26.10.2000 г. N 818 "О порядке ведения государственного кадастра отходов и проведения паспортизации опасных отходов", приказа Министерства природных ресурсов Российской Федерации от 15.06.2001 г. N 511 "Об утверждении критериев отнесения опасных отходов к классу опасности для окружающей природной среды", приказа Министра экологии и природных ресурсов РТ от 28.11.2001 года N 593 на территории Республики Татарстан введены в действие "Критерии отнесения опасных отходов к классу опасности для окружающей природной среды". Данные критерии предполагают наряду с расчетными методами применение экспериментальных методов, в том числе и по экотоксикологическому показателю, по которому устанавливается класс опасности отходов для окружающей природной среды.

2.1. Экспериментальный метод используется в следующих случаях:

- Для подтверждения отнесения отходов к 5-му классу опасности, установленного расчетным методом;

- При отнесении к классу опасности отходов, у которых невозможно определить их качественный и количественный состав;

- При уточнении, по желанию и за счет заинтересованной стороны, класса опасности отходов, установленного ранее расчетным методом.

2.2. Экспериментальный метод отнесения отходов к классу опасности для ОПС по экотоксикологическому показателю осуществляется в специализированных аккредитованных для этих целей лабораториях.

2.3. Определение класса опасности отхода для окружающей природной среды осуществляется не реже, чем один раз в пять лет при условии неизменности технологических процессов и используемого сырья. При смене технологии производства, сырья или иных изменениях, приводящих к изменению состава отходов, необходимо подтвердить или установить новый класс опасности образующегося отхода для ОПС.

2.4. Исследования, включая отбор проб, необходимые для отнесения отхода к классу опасности для ОПС, выполняются за счет средств производителя или собственника отходов лабораториями, аккредитованными на проведение этих работ. При этом необходимо, чтобы исследуемый вид отхода входил в область аккредитации лаборатории.

2.5. При определении (подтверждении) класса опасности отхода для окружающей природной среды экспериментальным методом биотестирования водной вытяжки из твердой фракции и жидкой фракции отхода используются методики определения токсичности, представленные в таблице 1 или иные методики, аттестованные в соответствии с требованиями ГОСТ 8.563 "Методики выполнения измерений" и допущенные для целей экологического контроля.

2.6. Экспериментальный метод основан на биотестировании водной вытяжки из твердой фракции и жидкой фракции отходов.

2.7. При определении класса опасности отхода для ОПС с помощью метода биотестирования применяется не менее двух тест-объектов из разных систематических групп (например, рачки (дафнии или цериодафнии) и инфузории или рачки и водоросли или т.п.).

2.8. Класс опасности устанавливается по кратности разведения водной вытяжки из твердой фракции и жидкой фракции отхода (таблица 2).

Таблица 1
Методы биотестирования, применяемые для целей производственного
и экологического контроля качества вод, почв, промышленных отходов

┌─────────────────────┬──────────────┬────────────────────┬──────────────────┬─────────────┐
│Метод биотестирования│Тест-организмы│Критерии токсичности│Области применения│  Владелец   │
│                     │              │                    │                  │  методики   │
├─────────────────────┼──────────────┼────────────────────┼──────────────────┼─────────────┤
│          1          │      2       │          3         │         4        │      5      │
├─────────────────────┼──────────────┼────────────────────┼──────────────────┼─────────────┤
│Определение токсично-│Daphnia magna │Смертность 50% за 96│Поверхностные,    │ООО "АКВАРОС"│
│сти воды и водных вы-│              │ч.  (острая  токсич-│природные пресные,│107140,    г.│
│тяжек из почв,  осад-│              │ность).  Достоверное│сточные  и очищен-│Москва, Б-140│
│ков сточных вод,  от-│              │снижение плодовитос-│ные сточные, пить-│а/я       111│
│ходов по смертности и│              │ти  за  24  сут.   в│евые воды,  водные│т./ф    (095)│
│изменению плодовитос-│              │сравнении  с контро-│вытяжки  из  почв,│188-5616     │
│ти дафний            │              │лем     (хроническая│осадков    сточных│             │
│Ф Р 1.1.39.2001.00283│              │токсичность)        │вод, отходов      │             │
├─────────────────────┼──────────────┼────────────────────┼──────────────────┼─────────────┤
│Определение токсично-│Ceriodaphnia  │Смертность 50% за 48│Поверхностные,    │ООО "АКВАРОС"│
│сти воды и водных вы-│affinis       │ч.  (острая  токсич-│природные пресные,│107140,    г.│
│тяжек из почв,  осад-│              │ность).  Достоверное│сточные  и очищен-│Москва, Б-140│
│ков сточных вод,  от-│              │снижение плодовитос-│ные сточные, пить-│а/я       111│
│ходов по смертности и│              │ти за 7 сут. в срав-│евые воды,  водные│т./ф    (095)│
│изменению плодовитос-│              │нении   с  контролем│вытяжки  из  почв,│188-5616     │
│ти дафний            │              │(хроническая токсич-│осадков    сточных│             │
│Ф Р 1.1.39.2001.00282│              │ность)              │вод, отходов      │             │
├─────────────────────┼──────────────┼────────────────────┼──────────────────┼─────────────┤
│Определение токсично-│Scenedesmus   │Изменение численнос-│Поверхностные,    │ООО "АКВАРОС"│
│сти воды и водных вы-│quadricauda   │ти клеток водорослей│природные пресные,│107140,    г.│
│тяжек из почв,  осад-│              │за 96  ч. экспозиции│сточные  и очищен-│Москва, Б-140│
│ков сточных вод,  от-│              │(острая      токсич-│ные сточные, воды,│а/я       111│
│ходов  по   изменению│              │ность).    Изменение│водные  вытяжки из│т./ф    (095)│
│уровня  флуоресценции│              │численности водорос-│почв,      осадков│188-5616     │
│хлорофилла и  числен-│              │лей за 14 сут. (хро-│сточных вод, отхо-│             │
│ности клеток водорос-│              │ническая     токсич-│дов               │             │
│лей                  │              │ность).    Изменение│                  │             │
│ФР 1.1.39.2001-00-284│              │интенсивности свече-│                  │             │
│                     │              │ния                 │                  │             │
├─────────────────────┼──────────────┼────────────────────┼──────────────────┼─────────────┤
│Определение токсично-│Инфузории  Pa-│Изменение двигатель-│Поверхностные,    │Казанский го-│
│сти  отходов,   почв,│ramecium  cau-│ной активности      │природные пресные,│сударственный│
│осадков сточных  вод,│datum         │                    │сточные  и очищен-│университет, │
│сточных  и  очищенных│              │                    │ные сточные  воды,│экологический│
│сточных,  поверхност-│              │                    │почвы,     отходы,│факультет,   │
│ных, грунтовых  и пи-│              │                    │донные осадки     │420008, г.Ка-│
│тьевых вод по  смерт-│              │                    │                  │зань, ул.Кре-│
│ности инфузорий      │              │                    │                  │млевская,  18│
│Св-во  N   01.19.229/│              │                    │                  │т.     (8432)│
│2000                 │              │                    │                  │31-55-69     │
└─────────────────────┴──────────────┴────────────────────┴──────────────────┴─────────────┘
                                                                Таблица 2
┌─────────────┬─────────────────────────────────────────────────────────┐
│    Класс    │ Кратность разведения водной вытяжки отхода, при которой │
│  опасности  │     вредное воздействие на гидробионтов отсутствует     │
│   отхода    │                                                         │
├─────────────┼─────────────────────────────────────────────────────────┤
│      I      │                         >10000                          │
├─────────────┼─────────────────────────────────────────────────────────┤
│     II      │                    От 10000 до 1001                     │
├─────────────┼─────────────────────────────────────────────────────────┤
│     III     │                     От 1000 до 101                      │
├─────────────┼─────────────────────────────────────────────────────────┤
│     IV      │                          <100                           │
├─────────────┼─────────────────────────────────────────────────────────┤
│      V      │                            1                            │
└─────────────┴─────────────────────────────────────────────────────────┘
За окончательный результат принимается класс опасности, выявленный на тест-объекте, проявившем более высокую чувствительность к анализируемому отходу.

2.9. Для подтверждения отнесения отхода к пятому классу опасности для ОПС, установленного расчетным методом, определяется воздействие на гидробионтов водной вытяжки из твердой фракции и жидкой фракции отхода без ее разведения.

2.10. Для отнесения к классу опасности отходов, качественный и количественный состав которых невозможно установить, устанавливается недействующее разведение водной вытяжки из твердой фракции и жидкой фракции отхода на гидробионтов в остром опыте с экспозицией и условиях, установленных применяемой методикой биотестирования ("недействующее разведение" идентично понятию "безвредная концентрация" при которой смертность рачков и инфузорий не превышает 10% от контроля, снижение флуоресценции, численности водорослей не более, чем на 20% от контроля).

3. Определение экотоксичности отхода

Настоящая инструкция устанавливает методику подготовки водной вытяжки (экстракта выщелачивания) твердой фракции и жидкой фракции из всех видов отходов, включая твердые, жидкие, шламы и смеси отходов для последующего определения экотоксичности отхода методами биотестирования.

Экстракт выщелачивания готовится из соотношения твердая фаза:жидкость - 1:10.

3.1. Средства измерений, вспомогательные устройства,
материалы, реактивы

3.1.1. Мешалка лабораторная ТУ 25-05-2160 или аппарат для встряхивания ТУ 64-1-1081-73 или мешалка магнитная ТУ 25-11-834-73.

3.1.2. Весы лабораторные общего назначения ГОСТ 24104.

3.1.3. Весы лабораторные технические ТУ 25-06-1116.

3.1.4. Насос вакуумный любого типа, например, водоструйный стеклянный ГОСТ 10696-75 с приемником объемом 1000 см3.

3.1.5. pH-метр ГОСТ 25.7416.0171 или аналоги.

3.1.6. Холодильник бытовой, обеспечивающий хранение проб ((+2 -+4) +-1°С).

3.1.7. Сушильный электрический шкаф общелабораторного назначения ГОСТ 13474.

3.1.8. Кондуктометр любого типа, обеспечивающий измерение на уровне 1-10 мкСм/см.

3.1.9. Анализатор растворенного кислорода любого типа, обеспечивающий измерение на уровне 2-10 мгО2/л.

3.1.10. Склянки и банки стеклянные с винтовым горлом, с прокладкой и крышкой или с притертой пробкой (сосуды для выщелачивания) для перемешивания отходов с водой вместимостью 1000 см3 ТУ 6-19-6-70.

3.1.11. Вода дистиллированная ГОСТ 6709.

3.1.12. Фильтры бумажные обеззоленные ("белая лента") диаметром не менее 5 см ТУ 6-09-1678-86.

3.1.13. Колбы мерные 2-25-2, 2-50-2, 2-100-2 ГОСТ 1770-74.

3.1.14. Пипетки мерные вместимостью 1,0, 5,0, 10,0 см3 ГОСТ 29227-91.

3.2. Условия безопасного проведения работ

3.2.1. При работе с химическими веществами и отходами необходимо оборудовать помещение с соблюдением требований техники безопасности по ГОСТ 12.4.021-75.

3.2.2. Санитарно-гигиенические требования к воздуху производственных помещений ГОСТ 12.1.005-88.

3.2.3.Рабочие столы должны содержаться в чистоте. В конце рабочего дня проводится влажная уборка рабочих поверхностей.

3.2.4. Безопасность при работе с электроустановками обеспечивается по ГОСТ 12.1.019-79 и в соответствии с требованиями инструкций к оборудованию.

3.2.5. Помещение лаборатории должно соответствовать требованиям пожарной безопасности по ГОСТ 12.1.004-91 и иметь средства пожаротушения по ГОСТ 12.4.009.

3.2.6. При подготовке проб необходимо пользоваться средствами индивидуальной защиты: специальной одеждой по ГОСТ 14.4.103-83; респираторами по ГОСТ 12.4.034-85; головными уборами по ГОСТ 12.4.128-83; полихлорвиниловыми перчатками по ГОСТ 12.4.013-85.

3.3. Требования к квалификации оператора

Проведение выщелачивания отходов может производить, специалист 1, 2 категории, химик-аналитик, техник, лаборант.

3.4. Условия проведения выщелачивания

Температура окружающего воздуха в лаборатории от +18 до +25°С. Атмосферное давление 84-106 кПа (630-800 мм.рт.ст.). Освещение помещения естественное или искусственное, не ограничено особыми требованиями.

3.5. Подготовка к процедуре выщелачивания отходов

3.5.1. Вся посуда перед использованием тщательно моется и обрабатывается 10%-ным раствором азотной кислоты, затем промывается водопроводной водой и ополаскивается 3-4 раза дистиллированной водой.

3.5.2. Для мытья посуды не разрешается пользоваться синтетическими поверхностно-активными веществами и органическими растворителями. Посуду для отбора проб сушат на воздухе, а химическую, за исключением мерной, - в сушильном шкафу.

3.5.3. Химически чистая посуда должна храниться с закрытыми притертыми пробками или завинчивающимися крышками в защищенных от пыли ящиках лабораторного стола или на закрытых полках, стеллажах и т.п.

3.6. Пробоподготовка перед выщелачиванием

Экстракт выщелачивания готовится из соотношения - твердая фаза: жидкость в соотношении 1:10. В качестве жидкости используется культивационная вода для тест-организмов, которая будет в дальнейшем применяться для биотестирования. Если для биотестов не используется культивационная вода (например, при тестировании на водорослях применяются питательные среды), то для подготовки экстракта выщелачивания используется дистиллированная вода.

Объем/масса обрабатываемых проб при проведении биотестирования:

жидких отходов и шламов - не менее 1,0 дм3

твердых отходов - не менее 1,0 кг.

Пробы следует оберегать от изменения их состава на всех стадиях пробообработки и хранения.

Пробы должны храниться при температуре <4°С и анализироваться не позднее 5 суток после отбора.

3.6.1. Твердые отходы

Проба (1,0 кг) тщательно перемешивается сначала перекатыванием на гладкой, гибкой и плотной подстилке, а затем совком.

Общий объем отобранной пробы делится на представительные половины, одна из частей возвращается в сосуд для хранения, оставшаяся часть (0,5 кг) пробы осматривается и разрыхляется. В случае обнаружения частиц размером более 10 мм они осторожно измельчаются с помощью пестика или шпателя до достижения размера менее 10 мм.

Проба высушивается до воздушно-сухого состояния при комнатной температуре и влажности воздуха. В пробе проводится определение содержания влаги.

После этого путем квадратирования проба сокращается: тщательно перемешанную пробу разравнивают на гладкой ровной поверхности на клеенке или полиэтиленовой пленке и с помощью линейки или специальной решетки делят на равные квадраты. Из квадратов в шахматном порядке отбирают порции, обеспечивая захват всей толщины слоя, и объединяют их. Сухая масса представительной пробы должна составлять не менее 50 г (оптимум - 100 г).

Далее рассчитывается масса пробы, подвергаемой выщелачиванию, с учетом влажности. Чтобы обеспечить необходимые 50 г сухой массы, обычно требуется 50-100 г пробы первоначальной влажности. Проба взвешивается в сосуде для выщелачивания (с точностью +-1,0 г), в рабочем журнале записывается масса и содержание влаги. После выщелачивания 50 г пробы будет получено 350-450 см3 водной вытяжки. С учетом этого следует рассчитать общее необходимое минимальное количество отбираемой порции сухого отхода при сокращении пробы. Объема водной вытяжки из 100 г пробы обычно с запасом хватает на проведение работ по биотестированию на 2-3 тест-объектах.

Если этот объем вытяжки недостаточен для проведения биотестирования во всех предполагаемых разведениях с учетом контрольных испытаний, масса пробы на стадии подготовки к выщелачиванию должна быть соответственно увеличена.

3.6.2. Шламы

Шламы с большим содержанием твердой фазы, не разделяющиеся самостоятельно, обрабатываются так же, как и твердые отходы. Отдельно определяется содержание влаги и масса шлама, эквивалентная 50+-1 г в пересчете на сухую массу.

Шламы с большим содержанием жидкости обрабатываются следующим образом. Жидкость фильтруется через вакуум фильтр (0,45 микрон) и отбирается 50-100 г твердого осадка. Если первоначально отобранного количества пробы недостаточно для получения 50 г твердого вещества, отбирается столько, сколько необходимо для проведения анализа. При необходимости отбор повторяют и отбирают большее количество пробы.

Твердый осадок доводится до воздушно-сухого состояния, в нем определяется содержание влаги и потеря массы. В результате этой процедуры получается твердый остаток, который взвешивается (с точностью +-1,0 г) и переносится в сосуд для выщелачивания. В рабочем журнале регистрируется масса остатка и содержание влаги в нем.

Производится процедура выщелачивания.

Если полученный объем вытяжки недостаточен для проведения биотестирования во всех предполагаемых разведениях с учетом контрольных испытаний, масса пробы на стадии подготовки к выщелачиванию должна быть соответственно увеличена.

3.6.3. Жидкие отходы

Жидкие отходы и отходы, содержащие менее 1% взвешенного материала, не подвергаются выщелачиванию, а фильтруются через фильтр "белая лента". Фильтрат подвергается биотестированию.

3.7. Выполнение процедуры подготовки экстракта выщелачивания

В сосуд для выщелачивания, где находится сухая масса отхода весом 50+-1 г, добавляется вода, используемая для культивирования тест-объектов, которая будет применяться для биотестирования или дистиллированная вода. Вода добавляется в сосуд для выщелачивания в соотношении сухая масса: жидкость - 1:10.

Объем воды измеряется мерной посудой.

Смесь должна слабо перемешиваться с помощью механической, магнитной мешалки или на аппарате для встряхивания в течение 7-8 часов. Недопустимо измельчение частиц отходов при перемешивании. Скорость перемешивания (встряхивания) должна быть минимальной, но она должна обеспечивать поддержание осадка во взвешенном состоянии.

После окончания перемешивания раствор с осадком отстаивают в течение 12-18 часов. Надосадочную жидкость отделяют (например, сифонированием).

Если жидкость после отстаивания прозрачная, ее фильтрование не требуется. Если в ней имеется видимая взвесь, жидкость должна быть профильтрована (фильтр "белая лента"). Для сокращения времени фильтрования, фильтрование может осуществляться с помощью вакуумного насоса на воронке Бюхнера через фильтр "белая лента". При этом применяется слабый вакуум (приблизительно 20 мм.рт.ст.). Во избежание дегазации фильтрата насос должен быть выключен немедленно после прохождения всей жидкости через фильтр. Факт фильтрования отмечается в рабочем журнале.

Процедуру биотестирования необходимо начать не позднее, чем через 6 часов после отстаивания экстракта. Если это невозможно, допускается хранение экстракта в холодильнике не более 48 часов при температуре <4°С.

3.8. Подготовка проб и процедура биотестирования

Перед биотестированием водной вытяжки, жидкой фракции отхода, необходимо измерить их pH, температуру, при тестировании на рачках - концентрацию растворенного кислорода (должна быть не ниже 6,0 мгО2/л). Данные регистрируются в журнале. Проба подлежащая биотестированию должна иметь рН в интервале, заложенном используемой методикой биотестирования. При необходимости, pH доводится до требуемых значений добавлением 10% раствора NaOH или HCl и осуществляется насыщение водного экстракта кислородом воздуха.

Токсикологическое тестирование осуществляется при разведениях 1, 99, 1000, 10000 раз (минимальный набор разведений). При необходимости, кратность разведения может быть изменена. Разведение экстракта водной вытяжки осуществляется культивационной водой, а при использовании питательных сред, дистиллированной водой.

Для отнесения к классу опасности отходов устанавливается недействующее (безвредное) разведение водной вытяжки из твердой фракции и исходной жидкой фракции отхода на тест-организмы в остром опыте с экспозицией и условиях, установленных применяемыми методиками биотестирования (таблица 1).

Если отход был разделен на твердую и жидкую фракции, результаты исследования жидкой фракции и экстракта выщелачивания из твердой фракции должны быть указаны в отчете отдельно.

Если одна из этих частей была признана опасной, опасным признается и весь отход.

Класс опасности всего отхода для окружающей природной среды устанавливается по наиболее опасной фракции отхода.
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│после  вакуум-филь-│Свидетельство        │              │              │
│тров               │N 01.19.229/2000,    │              │              │
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│                   │Daphnia magna,       │              │              │
├───────────────────┼─────────────────────┼──────────────┼──────────────┤
│2.  Твердый  осадок│Ф Р 1.1.39.2001.00283│    Острый    │Кр(10) = 16,6 │
│после  вакуум-филь-│Ceriodaphnia affinis │              │              │
│тров               │Ф Р 1.1.39.2001.00282│    Острый    │Кр(20) = 1,0  │
│                   │Scenedesmus q.,      │              │              │
│                   │Ф Р 1.1.39.2001.00284│              │              │
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Вид проанализированного отхода __________________________________________
_________________________________________________________________________
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Выдано Казанскому медико-инструментальному заводу
Адрес 420022, г.Казань, ул.С.Сайдашева, 12
Орган,  выдавший  заключение  Центральная   специализированная  инспекция
аналитического контроля Министерства экологии и природных ресурсов РТ
Дата выдачи __________________ года
Основание: Экспериментальная экотоксикологическая  оценка отхода  методом
биотестирования (протокол N от __.__.____ г.)
Место   отбора    пробы   Казанский       медико-инструментальный  завод,
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Вид  проанализированного отхода Гальванический  шлам  (черного   цвета со
слабым специфическим запахом, на воздухе цвет отхода меняется  на  серый,
время хранения отхода в отстойнике-накопителе составляет около двух лет)
Наименование документа по установлению  класса опасности отхода "Критерии
отнесения опасных отходов к классу  опасности  для  окружающей  природной
среды" (утверждены приказом МПР РФ N 511 от 15 июня 2001 г.)
Класс опасности испытанной пробы отхода для  окружающей  природной  среды
(по результатам биотестирования) ____________________ класс
Главный специалист отдела
биологического контроля ЦСИАК
Министерства экологии и природных ресурсов РТ                  А.М.Петров
