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Предисловие
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ложения» и ГО С Т 1.2— 2 0 0 9  «М ежгосударственная систем а стандартизации. Стандарты  межгосудар­
ственные. правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, 
принятия, применения, обновления и отмены»
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Информация об изменениях к настоящему стандарту публикуется в ежегодном информаци­
онном указателе «Национальные стандарты», а текст изменений и поправок —  е ежемесячном 
информационном указателе «Национальные стандарты». В случае пересмотра (замены) или от­
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информационном указателе «Национальные стандарты». Соответствующая информация, уведом­
ление и тексты размещаются также в информационной системе общего пользования —  на офи- 
циалыюм сайте Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии в сети 
Интернет.
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Введение

В основном настоящ ий стандарт основан на сущ ествую щ их протоколах по оценке токсичности  
для Chirom onus riparius и Chirom onus tentans. которые были разработаны  в Европе и С еверной А мерике  
[2 ]-[8 ], и кольцевом методе [1]. [6 ], [9].

В данном стандарте использован протокол воздействия через обогащ ение осадка. Выбор соот­
ветствующего протокола воздействия зависит от предполагаемого применения испытания. Протокол  
с  обогащ ением  осадка предназначен для имитации аккумулированны х уровней химических вещ еств, 
персистентны х в осадке. Д анн ая  система воздействия вклю чает обогащ ение осадка испытуемой систе­
мы «осадок —  вода».

В ещ ества, требую щ ие оценки их влияния н а  организмы, заселяю щ ие осадок, как правило, нахо  
дятся в д анной среде в течение длительного периода времени. Организмы, заселяю щ ие осадок, могут 
подвергаться воздействию химических вещ еств целым рядом путей. Относительное значение каждого 
пути воздействия и время, требую щ ееся д ля каждого из них в проявлении общ их токсических эф ф ек­
тов. зависит от ф изико-химических свойств испытуемого химического вещ ества. Д ля вещ еств с высокой 
адсорбцией (наприм ер, с  log Kow > 5 ) или для соединений, ковалентно связывающихся с  отложениями, 
поглощ ение организмами загрязненного корма может быть основным путем воздействия. Д ля  пред­
упреждения недооценки токсичности высоколипофильных соединений корм добавляется до внесения  
испытуемого вещ ества. Данны й стандарт основан на длительном воздействии для оценки всех воз­
можных путей влияния испытуемого вещ ества на личинок. Продолжительность испытания находится  
в пределах 2 0 -2 8  сут для Chirom onus riparius и Chirom onus yoshimatsui и 2 8 -6 5  сут для Chirom onus  
tentans. Если для определенной цели требую тся результаты краткосрочных исследований, например  
для оценки эф ф ектов нестабильного химического вещ ества, то из проб извлекаю т дополнительны е по­
вторности и анализирую т 10 сут.

Измеряемы ми конечными точками являются общ ее количество вылупившихся взрослых особей и 
время до их вылупления. Если требуются результаты краткосрочных исследований, то рекомендуется  
проводить оценку выживаемости и роста личинок не ранее чем на 10-е  сутки, используя при этом д о ­
полнительные повторности по м ер е необходимости.

Реком ендуется использовать искусственный осадок. Искусственный осадок имеет несколько пре­
имущ еств по сравнению  с природными отложениями:

- вариабельность в эксперим ентах снижается за счет того, что он представляет воспроизводимый 
«стандартизованны й матрикс» и отпадает необходимость в поиске незагрязненного и чистого осадка;

- испытания можно начинать в лю бое время года, не сталкиваясь с сезонной вариабельностью  
испытуемого осадка, и отсутствует необходимость в предварительной обработке осадка д ля удаления  
природной фауны; применение искусственного о садка такж е сниж ает затраты на отбор в естественны х  
условиях достаточного количества осадка для обычного испытания;

- применение искусственного осадка позволяет сравнить токсичность и классиф ицировать вещ е­
ства соответствующ им образом.

Использованные определения приведены в разделе 2.
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

М Е Т О Д Ы  И С П Ы Т А Н И Й  Х И М И Ч Е С К О Й  П Р О Д У К Ц И И , 
П Р Е Д С Т А В Л Я Ю Щ Е Й  О П А С Н О С Т Ь  Д Л Я  О К Р У Ж А Ю Щ Е Й  С Р Е Д Ы

И с п ы та н и е  т о кс и ч н о с ти  на х и р о н о м и д а х  с  и сп о л ь зо в а н и е м  о б о га щ е н н о го  о с ад ка

Testing of chemicals of environmental hazard.
Sediment-Water Chironomid Toxicity Test Using Spiked Sediment

Дата введения —  2016— 09— 01

1 Область применения

Настоящ ий стандарт устанавливает метод оценки влияния продолжительного воздействия ис­
пытуемого химического вещ ества через обогащ ение осадка на личинки пресноводных двукрылых 
Chironomus sp., заселяю щ ие естественны е отложения. М ожно использовать другие хорош о известные 
виды хирономид. например Chironomus yoshimatsui [10]. [11].

2 Термины и определения

В настоящ ем  стандарте применены сл едую щ ие термины с соответствую щ ими определениями:
2.1 и с ку с с тв е н н ы й  и л и  р е ко н с тр у и р о в а н н ы й , с о став л е н н ы й  и л и  с и н те ти ч е с ки й  о с а д о к

(form ulated sedim ent or reconstituted, artificial o r synthetic sedim ent): С м есь вещ еств, использованных для  
имитации ф изических компонентов природного осадка.

2 .2  н ад о с а д о ч н а я  вод а (overlying water): Вода, находящ аяся над осадком в испытуемом сосуде.
2 .3  и н те р с ти ц и а л ь н а я  в о д а  и л и  п о р о в ая  вод а (interstitial water): Вода, заним аю щ ая простран­

ство м еж ду осадком и частицами почвы.
2.4 о б о га щ е н н ы й  о с а д о к  (spiked sedim ent): Осадок, в который добавлено испы туемое вещ ество.

3 Принцип метода

Личинки хирономид первой стадии развития подвергаются воздействию испытуемого химического  
вещ ества в ряде концентраций в систем ах осадок —  вода. Испы туемы е вещ ества вносят в осадок, а 
затем  личинки хирономид первой стадии развития добавляю т в испытуемые стаканы  со стабилизиро  
ванными концентрациями в осадке и воде. В конце испытания определяю т вы лупление и скорость раз­
вития хирономид. Также при необходимости через 10 сут определяют выживаемость и м ассу личинок 
(используя дополнительные повторности). Полученны е д анны е анализируют, используя регрессионную  
модель, д ля установления концентрации, которая будет вызывать х %  снижение вылупления, выжива­
ем ости или роста личинок (наприм ер. E C 1S, Е С 50 и т. п .), или. используя проверку статистической гипо­
тезы. для определения N O E C /L O E C  (неэф ф ективной наблю даемой концентрации/наименьш ей наблю ­
д аем ой эф ф ективной концентрации). Д ля  последнего анал иза требуется сравнение значений эф ф екта  
с  контрольными значениями с  использованием статистических методов.

4 Информация об испытуемом веществе

Необходимо иметь сведения о  растворимости испытуемого вещ ества в воде, давлении пара, из­
меренном  или рассчитанном распределении в осадке и стабильности в воде и осадке. Д олж ен быть

Издание официальное
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в наличии надежны й аналитический метод для количественного определения испытуемого вещ ества  
в надосадочной жидкости, поровой воде и осадке с известной и установленной точностью и нижним  
пределом обнаружения. Полозная инф ормация вклю чает структурную ф ормулу и чистоту испытуемого 
вещ ества. Такж е полезными являются сведения о  химическом поведении испытуемого вещ ества (н а ­
пример. рассеянии, разруш ении в абиотических и биотических условиях и т. п.). Д ополнительное руко­
водство по испытанию вещ еств с ф изико-химическими свойствами, которые затрудняют проведение  
испытания, приведено в [12].

5 Стандартные вещества

С тандартны е вещ ества периодически подвергают испытанию для подтверждения того, что про­
токол испытания и условия испытания являются надежны ми. П римерами стандартны х токсикантов, 
успеш но используемых в кольцевых методах и при валидации, являются: линдан, триф луралии. пен- 
тахлорф енол, хлорид кадмия и хлорид калия [1]. [2]. [5]. [6 ]. [13].

6 Достоверность испытания

Д ля испытания используют следую щ ие критерии достоверности:
- вылупление в контролях должно составлять в конце испытания не м ен ее 70 %  [1]. [6 ];
- период вылупления личинок С. riparius и С. yoshimatsui во взрослые особи в контрольных со ­

судах должен находиться в пределах от 12 до 23  сут после их внесения в сосуды, а для С. tentans т р е ­
буется 2 0 -6 5  сут;

-  в конце испытания определяют pH и концентрацию  растворенного кислорода в каждом сосуде. 
Концентрация кислорода должна составлять не м енее 60  %  от значения насы щ ения воздухом (A S V ) 
при использованной тем пературе, а  pH надосадочной воды находится в диапазоне 6 - 9  во всех испы­
туемы х сосудах;

-  тем пература воды не д олжна различаться более чем на ± 1 .0  °С . Температуру воды следует кон­
тролировать в изотермическом помещ ении через определенны е промежутки времони.

7 Описание метода

7.1 И с п ы ту е м ы е  со суд ы

Испы тание проводят в стеклянных стаканах вместимостью 6 0 0  мл с диам етром  8  см. При об е­
спечении соответствующей высоты слоя надосадочной воды и осадка пригодны и другие сосуды. 
Поверхность осадка долж на быть д остаточной для обеспечения 2 - 3  см2 на личинку. С оотнош ение вы­
соты слоя осадка к высоте надосадочной воды должно составлять 1:4. Испытуемые сосуды и другое  
оборудование, которое контактирует с  испытуемой систем ой, должны быть изготовлены полностью из 
стекла или другого химически инертного м атериала (например, теф лона).

7 .2  В ы б о р  в и д а  х и р о н о м и д

Предпочтительным видом для использования в испытании является Chironomus riparis, можно  
использовать Chironomus tentans. но с ним труднее работать и требуется более длительный период  
испытания. Такж е может использоваться Chironomus yoshimatsui. Подробное описание методов куль­
тивирования Chironomus riparis приводится в приложении А . Им еется инф ормация об условиях культи­
вирования для других видов, т. е. Chironomus tentans [4] и Chironomus yoshimatsui [11]. П еред  началом  
испытания проводят идентиф икацию  вида, но это не требуется д ля каждого испытания, если организмы  
происходят из внутрилабораторной культуры.

7 .3  О са д о к

7.3.1 Предпочтительно использовать искусственный осадок (такж е назы ваемы й реконструирован­
ным. составленным или синтетическим). Если используют природный осадок, то его следует охарак­
теризовать (определить pH. содержание органического углерода, а  такж е рекомендую тся такие п а р а ­
метры. как соотнош ение C /N  и гранулометрия), и он не должен содержать каких-либо загрязнений и 
других организмов, конкурирующих с хирономидами или питаю щ ихся ими. Такж е перед использова­
нием в испы тании токсичности для хироном ид природны й осад ок кондиционирую т в течен и е  7 сут 
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в тех ж е  условиях, в которых будут проводить последую щ ее испытание. В данном  испытании [1], [15]. 
[16] рекомендуется применять следую щ ий искусственный осадок на основе искусственной почвы, и с­
пользованной в стандарте 2 0 7  [14]:

а ) 4 - 5  %  (сухая м асса) торф а: pH  как можно ближе к 5 ,5 -6 ,0 ;  важно использовать торф  в виде из­
мельченного порош ка (разм ер частиц S 1 мм), высушенного только на воздухе;

б) 20  %  (сухая м асса) каолиновой глины (содерж ание каолинита предпочтительно выше 30  %);
в) 7 5 -7 6  %  (сухая м асса) кварцевого песка (должен преобладать мелкий песок с более чем  50  %  

частиц размером в пределах от 50  до 2 0 0  мкм);
г) деионизированная вода добавляется для обеспечения влажности конечной смеси в пределах  

3 0 -5 0  %;
д ) химически чистый карбонат кальция (С а С О э ) добавляется д ля доведения pH конечной смеси  

осадка до (7 .0  ±  0 ,5 ). С одержание органического углерода конечной смеси должно составлять (2  ±  0 .5 ) %  
и доводиться соответствующ ими количествами торф а и песка по перечислениям а )  и в).

7 .3 .2  Необходимо иметь инф ормацию  об источнике торф а, каолиновой глины и песка. Компоненты  
осадка исследуют на отсутствие химического загрязнения (например, тяжелыми металлами, хлорорга- 
иическими соединениями, ф осф орорганическими соединениями и т. п .). Пример получения искусствен­
ного осадка описан в приложении Б. Такж е составляю щ ие компоненты смеш иваю т в сухом виде, если  
было показано, что после добавления надосадочной воды не происходит разделения компонентов (н а ­
пример, всплытия частиц торф а) и что торф  или осадок были достаточно кондиционированы.

7 .4  В о д а

В качестве испытуемой воды используют любую воду, соответствующую по своим химическим ха ­
рактеристикам приемлемой воде для разведения, как указано в приложениях А  и В. Лю бая подходящая  
вода —  природная вода (поверхностная или грунтовая вода), восстановленная вода (см. приложение А) 
или дехлорированная водопроводная вода —  является приемлемой в качестве воды для культивиро­
вания и воды д ля испытания, если хирономиды будут выживать в ней во время культивирования и про­
ведения испытания без признаков стресса. В начале испытания значение pH испытуемой воды должно  
составлять от 6  д о  9. и общ ая жесткость д олжна быть не выше 4 0 0  мг/л по С а С 0 3. О днако если имеется  
предположение о  взаимодействии ионов жесткости с  испытуемым вещ еством, то необходимо исполь­
зовать воду с  б о лее низкой жесткостью (и таким образом , в данной ситуации не следует использовать 
среду E lendt M edium  М 4). Во время всего испытания используют одинаковый тип воды. Характеристики  
качества воды, приведенны е в приложении В. определяю т не м енее двух раз в год или при наличии по­
дозрения. что данны е характеристики могли сущ ественно измениться.

7 .5  С то ко в ы е  р а с тв о р ы  —  о б о га щ е н н ы й  о с а д о к

О богащ енны й осад ок с вы бранной концентрацией обы чно готовят добавлением  раствора ис­
пы туемого вещ ества непосредственно к осадку. Стоковы й раствор испы туемого вещ ества в д е и о ­
низированной воде см еш иваю т с искусственны м осадком на роликовой мельнице, кормосмесителе  
или перем еш иванием  вручную. Если испы туемое вещ ество плохо растворяется в воде, то  его можно  
растворить в м инимальном объеме подходящ его органического растворителя (наприм ер, в гексане, 
ацетоне или хлороф орм е). П осл е этого данны й раствор см еш иваю т с  10 г мелкого кварцевого песка  
д ля каждого испы туемого сосуда. З атем  растворитель вы париваю т д о  его  полного удаления из песка; 
песок см еш иваю т с соответствую щ им количеством осад ка на кажды й испытуемый сосуд. Д ля солю ­
билизации, диспергирования или эмульгирования испы туемого вещ ества используют только л егко ­
летучие растворители. С ледует иметь в виду, что количество песка, входящ ее в см есь испытуемого  
вещ ества и песка, необходимо учитывать при приготовлении осад ка (т. о. готовить осад ок следует с 
м еньш им  количеством п еска). Д обавляем ое испы туем ое вещ ество тщ ательно и равном ерно р асп р е­
деляю т в осадке. При необходимости анализирую т дополнительны е пробы д ля определения степени  
однородности.

8 Дизайн испытания

Д и зай н  испы тания связан с выбором количества и диапазона разнесения испы туемы х концен­
траций. количества сосудов д ля каж дой концентрации и количества личинок на сосуд. Описывают 
дизайны  с определ ением  точки Е С . установлением N O E C  и определ ением  д иапазо на предельных  
концентраций.
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8.1 Д и за й н  д л я  р е гр е с с и о н н о го  ан ал и за

8.1.1 Эф ф ективная концентрация (наприм ер. Е С 15, Е С М ) и диапазон концентраций, в котором  
д ействие испытуемого вещ ества представляет интерес, должны охватывать концентрации, вклю чен­
ные в испытание. В общ ем, точность и особенно достоверность, при которых устанавливаются эф ­
ф ективны е концентрации (Е С Х). повышаются, если эф ф ективная концентрация находится в диапазоне  
испытуемых концентраций. С ледует избегать экстраполяции значительно ниж е самой низкой д ейству­
ю щ ей концентрации или вы ш е самой высокой концентрации. Предварительное испытание проводят в 
целях установления диапазона для выбора используемых концентраций (см. 9 .1 .4 .1 ).

8 .1 .2  Если устанавливают значение Е С Х, то испытывают не менее пяти концентраций в трех повторно­
стях для каждой концентрации. В любом случае используют достаточное количество испытуемых концен­
траций для установления подходящей модели. Концентрации не должны различаться более чем в два раза 
(за исключением тех случаев, когда кривая зависимости концентрация —  эф ф ект имеет пологий наклон). 
Количество повторностей на каждую обработку можно уменьшить, если количество испытуемых концен­
траций с  различным эффектом является большим. Увеличение количества повторностей или уменьшение 
диапазона испытуемых концентраций приводит к сужению доверительных интервалов испытания. Если 
определяют выживаемость и рост личинок в течение 10 сут. то необходимы дополнительные повторности.

8 .2  Д и за й н  д л я  ус та н о в л е н и я  N O E C /L O E C

Если необходимо установить N O E C /LO E C . то используют пять испытуемых концентраций не менее  
чем в четырех повторностях, и концентрации не должны различаться более чем в два раза. Количество 
повторностей должно быть достаточным для обеспечения адекватной статистической мощности для вы­
явления разницы в размере 20  %  от контроля при 5% -ном  уровне значимости (р = 0 .05). Д ля определе­
ния скорости развития обычно подходит дисперсионный анализ (A N O VA ), такой как критерий Даннетта  
и критерий Вильямса [17]-{20]. Для определения показателя вылупления используют критерий Кохрана —  
Армитажа. точный критерий Ф иш ера (с  поправкой Бонф еррони) или критерий М антеля —  Хензеля.

8 .3  О п р е д е л е н и е  д и а п а зо н а  п р о д е л ь н ы х  ко н ц ен тр ац и й

Определение диапазона предельных концентраций выполняется (одна испытуемая концентрация  
и контроль), если никакие эф ф екты не были выявлены в предварительном устанавливающ ем диапазон  
испытании. Целью определения диапазона предельных концентраций является проведение испытания 
при достаточно высокой концентрации, чтобы ответственные исполнители могли исключить возможные 
токсические эф фекты вещества и установить предельную концентрацию, появление которой не пред­
полагают в реальной ситуации. Рекомендуется концентрация 1000 мг/кг (сухая масса). Используют не 
м енее шести повторностей на каждую обработку и контроль. Должна быть показана адекватная стати­
стическая мощность для выявления разницы в размере 20  %  от контроля при 5% -ном уровне значимости  
(р = 0 .0 5 ). Д ля данных по метрическому эф ф екту (скорость развития и масса) установление (-критерия 
является подходящим статистическим методом, если данные отвечают требованиям данного критерия 
(нормальное распределение, однородность дисперсии). Если указанные требования не выполнены, то 
используют (-критерий с  различными дисперсиями или непараметричосхий критерий, такой как критерий 
Вилкоксоиа —  М анна —  Уитни. Д ля данных по показателю вылупления подходит точный критерий Ф ишера.

9 Проведение испытания

9.1 У сл о в и я  и сп ы та н и я

9.1.1 П о д го то в ка  с и с те м ы  о б о га щ е н н ы й  о с а д о к  —  вода
9 .1 .1 .1  Д ля внесения испытуемого вещ ества используют процедуру обогащ ения, описанную в 

руководстве О Э С Р  20 7  «О пределение острой токсичности д ля дождевы х червей» (14]. Обогащ енны е  
осадки помещ аю тся в сосуды и добавляю т надосадочную  воду с  получением объемного соотнош ения  
осадок:вода 1 :4 (см. 7.1 и 7 .4 ). Высота слоя осадка д олжна находиться в пределах 1 .5 -3  см. Д ля  преду­
преждения разделения компонентов осадка и ресуспендирования мелких частиц во время добавления  
испытуемой воды в водную колонку, осадок покрывают пластиковым диском и воду выливают на него, 
и после этого диск сразу ж е  удаляют. Подходят такж е другие устройства.

9.1 .1.2 Испытуемые сосуды покрывают, например, стеклянными пластинками. Если необходимо, то во 
время испытания уровень воды доводят до первоначального объема для компенсации потери воды за счет ис­
парения. Д ля предупреждения отложения солей используют дистиллированную или деионизированную воду. 
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9 .1 .2  С та б и л и зац и я
П осле приготовления обогащ енного осадка с  надосадочной водой требуется обеспечить проник­

новение испытуемого вещ ества из о садка в водную ф азу [3]. [4]. [6 ]. [13]. Предпочтительно это проводят 
при тем пературе и аэрации, используемых при испытании. Соответствую щ ее время уравновешивания  
является специф ическим для осадка и химического вещ ества и может находиться в пределах от н е ­
скольких часов до суток, а  в редких случаях до нескольких недель ( 4 -5  нед). Поскольку за это время 
может произойти деградация многих химических вещ еств, то  не ожидаю т окончания уравновешивания, 
но рекомендуемы й период уравновеш ивания обычно составляет 4 8  ч . В конце этого дополнительного  
периода уравновешивания определяют концентрацию  испытуемого вещ ества в надосадочной ж идко­
сти. поровой воде и осадке по меньш ей мере при самой высокой концентрации и при одной более  
низкой концентрации (см. 9 .3 .1 .1 ). Д анны е аналитические измерения испытуемого вещ ества позволяют 
рассчитать массовый баланс и выразить результаты на основе установленных концентраций.

9 .1 .3  В н е сен и о  т е с то в ы х  ор ган и зм о в
9.1 .3 .1  З а  4 - 5  сут до внесения тестовых организмов в испытуемые сосуды отбираю т кладки яиц  

из культур и пом ещ аю т в небольш ие сосуды с культуральной средой. Используют выдержанную среду 
из исходной культуры или свежеприготовленную среду. При использовании последней в культураль­
ную среду добавляют небольш ое количество корма, например зелены е водоросли и/или несколько 
капель ф ильтрата мелко измельченной суспензии хлопьевидного корма для рыб (см. приложение А). 
Используют только недавно отложенны е кладки яиц. Обы чно личинки начинают вылупляться через  
пару суток после кладки ( 2 -3  сут —  Chironomus riparius при 20  °С , 1 -4  сут —  Chironomus tentans при 
23  °С  и Chironomus yoshimatui при 2 5  ЭС ), и рост личинок происходит в четы ре стадии развития, каждая  
продолжительностью 4 - 8  сут. В испытании используют личинок первой стадии развития ( 2 -3  или 1 -4  
сут после вылупления). С тадию  развития комаров определяю т по ш ирине головной капсулы [6 ].

9 .1 .3 .2  В каждый испытуемый сосуд, содержащ ий обогащенный осадок и воду, произвольно вносят 
20  личинок первой стадии развития, используя пипетку с тупым кончиком. Аэрацию воды останавливают во 
время внесения личинок в испытуемые сосуды и ещ е на 24 ч после этого (см. 9 .1.3.1 и 9 .1 .8 .1 ). Согласно вы­
бранному дизайну испытания (см. 8 .1.2 и 8 .2 .1 ) количество используемых личинок на каждую концентрацию  
составляет не монео 60  для установления точки Е С  и не менее 80 для установления NO EC.

9 .1 .4  И с п ы ту е м ы е  ко н ц ен тр ац и и
9.1 .4 .1  Испы тание по подбору диапазона концентраций необходимо д ля определения диапазона  

предельных концентраций в конечном испытании. Д ля этой цели используют ряд ш ироко разнесенных  
концентраций испытуемого вещ ества. Д ля обеспечения одинаковой плотности хирономид на поверхно­
сти, используемой для конечного испытания, хирономиды подвергают воздействию каж дой концентра­
ции испытуемого вещ ества в течение периода времени, позволяющего установить соответствующие  
испытуемые концентрации, и для этого н е  требуется повторности.

9 .1 .4 .2  Испытуемые концентрации для конечного опыта определяю т на основе результатов испы­
тания по подбору диапазона концентраций. Используют и выбирают не м енее пяти концентраций, как 
описано в 8 .1.1- 8 .2 .1.

9 .1 .5  К о н тр о л и
В испы тание включают контрольные сосуды, не содерж ащ ие испытуемого химического вещ ества, 

но содерж ащ ие осадок, при соответствующ ем количестве повторностей (см. 8 .1 .2 -8 .2 .1 ) . В том случае, 
если использован растворитель для внесения испытуемого вещ ества (см. 7 .5 .1 ). следует добавить кон­
троль на растворитель с осадком.

9 .1 .6  Т ест-си стем а
Используют статические системы. В исключительных случаях используются полустатические или 

проточные системы с  периодическим или постоянным обновлением надосадочной воды, например, 
если показатели качества воды становятся непригодными д ля тестового организма, или наруш ается  
химическое равновесие (наприм ер, уровни растворенного кислорода падаю т слишком низко, концен­
трация выделенных продуктов повышается слишком высоко или минеральны е вещ ества вымываются 
из осадка и влияют на значение pH и/или жесткость воды). О днако подходят и могут быть предпочти­
тельными другие методы улучшения качества надосадочной воды, такие как аэрация.

9 .1 .7  Корм
Личинок кормят предпочтительно каждый день или не м енее трех раз в неделю . Корм для рыб (су ­

спензия  в воде или м елко измельченны й корм, н ап р и м ер  Te tra -M in  или Tetra-P hyll: подробное оп и ­
сание см. в приложении А ) в количестве 0 ,2 5 -0 ,5  мг (0 ,3 5 -0 ,5  м г для С. yoshimatui) на личинку в сутки 
является достаточным для личинок раннего возраста в течение первых 10 сут. Н ем ного больш е корма
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требуется для личинок более старш его возраста: 0 ,5 -1  м г на личинку в сутки является достаточным для  
остального периода испытания. Количество корма снижаю т во всех обработках и контроле, если отм е­
чен рост грибов или в контроле наблю дается гибель личинок. Если невозможно остановить рост грибов, 
то испытание повторяют заново. При испытании вещ еств с  высокой адсорбирую щ ей способностью (н а ­
пример, с log К ОЛ. > 5 ) или вещ еств, ковалентно связывающихся с осадком, количество корма, необхо­
д им ое для обеспечения выживаемости и естественного роста организмов, добавляю т к искусственному  
осадку д о периода стабилизации. Д ля этого используют растительный м атериал вместо корма для рыб, 
например добавляют 0 .5  %  (сухая м асса) мелко измельченных листьев жгучей крапивы (Urtica dioeca), 
шелковицы (Mows alba), клевера ползучего или белого (Trifolium repens), ш пината (Spinacia oleracea) 
или другого растительного м атериала (Cerophyl или аотф а-целлю лоза).

9 .1 .8  У сл о в и я  и н куб ац и и
9.1 .8 .1  Проводят легкое аэрирование надосадочной воды в испытуемых сосудах предпочтительно  

в течение 24  ч после внесения личинок и продолжают в течение всего испытания (следует соблюдать 
осторожность в отнош ении того, что концентрация растворенного кислорода не долж на снижаться ниже  
60  %  A S V ). Аэрацию  проводят через стеклянную  пастеровскую пипетку, заф иксированную  на 2 - 3  см  
выше слоя осадка (т. е. один или несколько пузырьков/сек). В случае испытания летучих химических  
вещ еств аэрацию  системы осадок —  вода не проводят.

9 .1 .8 .2  Испытание проводят при постоянной тем пературе (2 0  ±  2 ) вС . Д ля  С. tentas и С. yoshimatui 
рекомендую тся температуры  соответственно (23  ± 2 ) °С  и (25  ±  2 ) °С . Используют 16-часовой световой 
период, и интенсивность света д олж на составлять от 50 0  до 1000 лк.

9 .1 .9  П р о д о л ж и те л ь н о с ть  в о зд е й ств и я
Воздействие начинается с внесения личинок в обогащ енны е и контрольные сосуды. М аксимальная  

продолжительность воздействия составляет 2 8  сут д ля С. riparis и С. yoshimatui и 65  сут для С. tentas. 
Если комары вылупляются раньш е, то испытание можно закончить минимум через 5  сут после вылу- 
пления последней взрослой особи в контроле.

9 .2  Н аб л ю д ен и я

9.2.1 В ы л упл о н и е
9 .2 .1 .1  Определяю т время вылупления и об щ ее количество полностью вылупившихся комаров  

(самцов и самок). Сам цов легко определить по их перистым усикам.
9 .2 .1 .2  Испытуемые сосуды осматривают не м енее трех раз в неделю для визуальной оценки любого 

аномального поведения (например, выход из осадка, аномальное плавание) по сравнению с контролем. 
В период предполагаемого вылупления ежедневно подсчитывают количество вылупившихся комаров. 
Каждый день определяют пол и количество полностью вылупившихся комаров. После идентиф икации  
комаров извлекают из сосудов. Регистрируют любые кладки яиц. остаю щ иеся д о окончания испытания, а 
затем их удаляют для предупреждения повторного внесения личинок в осадок. Такж е регистрируют число 
видимых невылупившихся куколок. Руководство по определению вылупления приведено в приложении Г.

9 .2 .2  Р о ст и в ы ж и в ае м о сть
Если представляют данны е по выживаемости и росту личинок за первые 10 сут. то  в начале испы­

тания в об щ ее число испытуемых сосудов включают дополнительные сосуды, чтобы их можно бы ло ис­
пользовать в д альнейш ем . О садок из этих дополнительных сосудов просеивают через сито с размером  
отверстий 2 5 0  мкм. которое задерживает личинки. Показателям и гибели личинок является неподвиж­
ность и отсутствие реакции на механическое раздражение. Такж е подсчитывают количество личинок, 
которых не удалось обнаружить, и их относят к мертвым (личинки, которые погибли в начале испы та­
ния. могли подвергнуться микробному разложению ). Определяю т (беззольную) сухую м ассу выжив­
ш их личинок на испытуемый сосуд и рассчитывают среднюю индивидуальную сухую массу на сосуд. 
Рекомендуется определить возраст выживших личинок; для этого измеряют ширину головной капсулы  
у каждой особи.

9 .3  А н а л и т и ч е с ки е  о п р е д ел ен и я

9.3.1 К о н ц е н тр а ц и я  и с п ы ту е м о го  в ещ ес тв а
9 .3 .1 .1  П еред  началом испытания (т. е . перед внесением личинок) отбираю т пробы объемного  

осадка н е  м енее чем  из одного обработанного сосуда для аналитического определения концентрации  
испытуемого вещ ества в осадке. В начале испытания анализирую т как минимум пробы надосадочной  
воды, поровой воды и осадка (см. 9 .1 .2 ), а  в конце испытания анализу подвергают указанны е пробы 
только при самой высокой концентрации и при одной более низкой концентрации. Результаты опреде- 
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ления концентрации испытуемого вещ ества предоставляют инф ормацию  о  поведении/распределении  
испытуемого вещ ества в системе вода —  осадок.

9 .3 .1 .2  При проведении промежуточных измерений (наприм ер, на 7 -е  сут) и если для анализа  
требуются больш ие пробы, которые невозможно отобрать из испытуемых сосудов, не нарушив тест- 
систему. аналитические измерения проводят на пробах из дополнительных испытуемых сосудов, под­
готовленных аналогичны м образом (включая присутствие тестовых организмов), но не используемых 
для биологических наблюдений.

9 .3 .1 .3  Д ля  выделения поровой воды рекомендуется проводить центриф угирование, например  
при 10 000  g и 4  “С  в течение 3 0  мин. Однако если испытуемое вещ ество не адсорбируется на фильтрах, 
то допустимо ф ильтрование. В некоторых случаях невозможно определить концентрацию  испытуемого 
вещ ества в поровой воде, поскольку разм ер пробы является слишком маленьким.

9 .3 .2  Ф и зи ко -х и м и ч е с ки е  п о казател и
Измеряю т pH и температуру испытуемых сосудов соответствующ им образом (см. 6 ). В начале и 

конце испытания определяю т жесткость воды и содержание ам м иака  в контрольных сосудах и в одном  
испытуемом сосуде с самой высокой концентрацией.

10 Данные и отчет о проведении испытания

10.1 О б р а б о тка  резул ь татов

10.1.1 Целью  данного испытания является определение влияния испытуемого вещ ества на ско­
рость развития и об щ ее число полностью вылупившихся комаров (самцов и самок) или. в случае про  
ведения испытания по оценке эф ф екта в течение 10 сут. —  на выживаемость и м ассу личинок. Если от­
сутствуют сведения о  статистически достоверной различной половой чувствительности, то результаты  
по сам цам  и самкам объединяют для статистического анализа. Различия в половой чувствительности 
можно определить статистически, например в таблице испытания ■/} -  г -2 .  При необходимости через  
10 сут определяют выживаемость личинок и среднюю индивидуальную сухую м ассу на один сосуд.

10 .1 .2  Эф ф ективны е концентрации, вы раженны е по сухой массе, предпочтительно рассчитывать 
на основе установленных концентраций в осадке в начале испытания (см. 9 .3 .1 .1 ).

10 .1 .3  Д ля расчета точки Е С 50 или другой Е С Х используют статистику на сосуд в качестве ф акти ­
ческих повторностей. При расчете доверительного интервала для любой Е С Х учитывают вариабель­
ность меж ду сосудами, или ею  можно пренебречь, если доказано, что эта вариабельность является  
незначительной. При определении модели методом н аименьш их квадратов проводят преобразование в 
статистику на сосуд д ля повышения однородности дисперсии. Значения Е С Х рассчитывают после пре­
образование эф ф екта в исходное значение.

10 .1 .4  Если статистический анал из основан на определении N O E C /L O E C  путем проверки гипо­
тезы. то следует учитывать вариабельность меж ду сосудами, например «иерархическим» A N O V A . 
Альтернативно подходящими являются более ошибкоустойчивые критерии [21] в тех ситуациях, когда 
имеются наруш ения обычных предположений A N O VA.

1 0 .1 .5  П о ка за те л ь  в ы л уп л ен и я
10 .1.5 .1  Показатели вылупления являются дискретными данны ми, и их можно анализировать с 

помощью критерия Кохрана —  А рм итаж а. примененного пошагово, где предполагается монотонная  
зависимость «концентрация —  эф ф ект», и эти данны е совпадаю т с этим предположением. В против­
ном случае использую т точны й критерий Ф и ш ера или критерий М ентел я  —  Х ен зел я  с поправкой  
Б онф еррони —  Холма p-значений. Если имеется доказательство больш ой вариабельности меж ду по­
вторностями в одной и той ж е  концентрации, что указы вает на биноминальное распределение (часто 
относится к «экстрабиномииальной» вариации), то  тогда используют робастный критерий Кохрана —  
А рм итаж а и точный критерий Ф иш ера, например, предложенны й в [21].

Определяют суммарное количество вылупившихся комаров на сосуд л . и делят на число внесенных

личинок л ,
Е Я  = ^ ,  ( 1)

п'»

где ER  —  показатель вылупления.
лв —  число вылупившихся комаров на сосуд: 
п3 —  число внесенных личинок на сосуд.
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10 .1 .5 .2  Альтернативой, которая наиболее подходит д ля больших выборок проб при наличии экс- 
трабиноминальной дисперсии, является обработка показателя вылупления в виде постоянного эф ф ек­
та и использование таких методов, как критерий Вильямса, если предполагается монотонная зависи­
мость концентрация —  эф ф ект и  совпадает с данны ми ER. При отсутствии монотонности подходит 
критерий Д аннета. Больш ая выборка проб означает в данном случае количество вылупившихся личи­
нок и количество невылупившихся личинок в обоих случаях в более пяти повторностях (сосудах).

10 .1 .5 .3  Д ля применения методов A N  OVA значения Е Я вн ачал е  подвергают преобразованию «аркси­
нус —  квадратный корень» или преобразованию по методу Тьюки —  Ф римана для получения примерного 
нормального распределения и уравнивания дисперсий. При использовании абсолютных частот применя­
ют критерий Кохрана —  А рмитаж а. точный критерий Ф иш ера или М ентеля —  Хензеля. Преобразование  
«арксинус —  квадратный корень» рассчитывают как арксинус {синус 1) от квадратного корня ER.

10.1.5.4 Для показателей вылупления рассчитывают значения Е С Х, используя регрессионный анализ 
(или например, пробит [22]. логит, анализ Вейбулла. подходящее программное обеспечение и т. п.). При не­
возможности применения регрессионного анализа (например, при наличии менее двух частичных эффектов) 
используют другие нелараметричесхие методы, такие как скользящее среднее или простая интерполяция.

10 .1 .6  С ко р о с ть  разв и ти я
10.1.6.1 С реднее время развития представляет собой средний временной интервал между внесе­

нием личинок (сутки 0 испытания) и вылуплением опытной группы комаров. Для расчета фактического  
времени развития учитывают возраст личинок на время внесения. Скорость развития является обратной 
величиной времени развития (единица: 1/сут) и представляет скорость развития личинки, которое им е­
ет место в сутки. Скорость развития предпочтительна для оценки данных испытаний по токсичности с 
осадком, поскольку его дисперсия ниже и данны е являются более однородными и ближе к нормальному 
распределению по сравнению со временем развития. Следовательно, д ля оценки скорости развития ис­
пользуют мощные параметрические критерии, но не для времени развития. Д ля скорости развития в виде 
постоянного эф ф екта значения Е С х устанавливают с использованием регрессионного анализа (23), (24).

10 .1 .6 .2  Д ля следую щ их статистических тестов количество комаров, наблю даемое при испытании 
на сутки х. принимают за количество вылупившихся комаров на средний временной интервал меж ду  
сутками х и сутками х  -  /  ( /  =  д лина интервала меж ду определениями, обычно 1 сут). Средню ю  скорость

развития на сосуд, х  . рассчитывают по ф ормуле

х  * Z /T) 

1-1
Ьх>
пе'

где: х  —  средняя скорость развития на сосуд; 
i —  интервал меж ду определениями;
т —  максимальное число интервалов меж ду определениями;
/( —  число вылупившихся насекомы х в интервале м еж ду определениями г.
пе —  об щ ее количество вылупившихся насекомы х в конце испытания (=£/');
х —  скорость развития вылупившихся насекомы х в интервале между определениями /.

где: сут, —  сутки определения (сутки после внесения);
—  д лина интервала между определениями i (сут. обычно 1 сут).

(2)

(3 )

10 .2 О тч е т  о  п р о в е д е н и и  и сп ы та н и я

О тчет о проведении испытания д олжен содержать следую щ ую  инф ормацию:
10.2.1 Испы туемое вещ ество:
- ф изическая природа и при необходимости ф изико-химические свойства (растворимость в воде, 

д авление пара, коэф ф ициент распределения в почве (или в осадке, если такие данны е имею тся), ста­
бильность в воде и т. п.);

-  данны е по химической идентиф икации (о б щ ее  название, структурная ф орм ула, ном ер C A S  
и т. п .), включая чистоту и аналитический метод количественного определения испытуемого вещ ества.

10 .2 .2  Вид тестового организма:
- используемые тестовые организмы: вид. научное название, источник организмов и условия куль­

тивирования,
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- инф ормация по обращ ению  с  кладкам и яиц и личинками;
- возраст тестовых организмов при внесении в испытуемые сосуды.
10 .2 .3  Условия испытания:
- используемый осадок, т. е. природный или искусственный осадок;
- для природного осадка: источник и описание м еста отбора проб осадка, включая по возможно­

сти историю загрязнения; характеристики: pH. содержание органического углерода, соотнош ение C /N  и 
гранулометрия (при необходимости);

- приготовление искусственного осадка, компоненты и характеристики (содерж ание органическо­
го углерода, pH. влажность и т. п. в начале испытания);

- подготовка испытуемой воды (если используют восстановленную воду) и характеристики (ко н ­
центрация кислорода. pH. проводимость, жесткость и т. п. в начале испытания);

- высота слоя осадка и мадосадочной воды;
- объем надосадочиой воды и поровой воды; масса влажного осадка с  и без поровой воды;
- испытуемые сосуды (материал и размер);
- метод приготовления стоковых растворов и испытуемых концентраций;
- внесение испытуемого вещ ества: используемые испытуемые концентрации, количество повтор­

ностей и применение растворителя (при необходимости);
- условия инкубации: тем пература, световой цикл и интенсивность, аэрация (частота и интенсив­

ность):
- подробная инф ормация о кормлении, включая тип корма, его подготовку, количество и режим  

кормления.
10 .2 .4  Результаты:
- номинальные испытуемые концентрации, установленны е испытуемые концентрации и резуль­

таты всех анализов по определению  концентрации испытуемого вещ ества в испы туемом сосуде;
- качество воды в испытуемых сосудах, т. е . pH . тем пература, содерж ание растворенного кисло­

рода. жесткость и уровень амм иака:
- возм ещ ение испаривш ейся испытуемой воды, если это имело место;
- количество вылупившихся комаров (самцов и самок) на сосуд и в сутки;
- количество личинок невылупившихся в комаров на сосуд;
- средняя индивидуальная сухая масса личинок на сосуд и на стадию развития (при необходимо­

сти):
- процент вылупления на повторность и испы туемая концентрация (суммарное количество сам ­

цов и самок насекомых);
- средняя скорость развития полностью вылупившихся комаров на повторность и каждую  о б ра­

ботку (объединенное количество комаров (самцов и самок));
- значения токсических конечных точек, например Е С Х (и соответствующ ие доверительны е интер­

валы). N O E C  и/или LO E C , статистические методы, использованные для их определения;
- обсуждение результатов, включая лю бое влияние на результаты испытания, возникаю щ ее за 

счет отклонений от настоящ его стандарта.
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Приложение А  
(рекомендуемое)

Рекомендации по культивированию Chironomus riparius

1 Личинки Chironomus культивируют в кристаллизационных чашках или более крупных контейнерах. Мелкий 
кварцевый песок распределяют слоем высотой примерно 5 -1 0  см над дном контейнера. Было показано, что 
кизельгур (например. Merck. Art 8117) является подходящим субстратом (достаточным является более тонкий 
слой в несколько мм). Затем добавляют соответствующую требованиям воду на высоту несколько см. Уровень 
воды пополняют при необходимости для восстановления потерь в результате испарения и предупреждения вы­
сыхания. Воду заменяют при необходимости. Проводят легкую аэрацию. Сосуды с культивируемыми личинками 
находятся в подходящей камере, которая будет предупреждать вылет вылупившихся взрослых особей. Камера 
должна быть достаточно большой, чтобы обеспечить роение вылупившихся взрослых особей, иначе не будет про­
исходить копуляция (минимальный размер составляет примерно 30 *  30 *  30 см).

2  Камеры находятся при комнатной температуре или при постоянной температуре окружающей среды 
(20 ± 2 ) *С со световым периодом 16 ч свет (интенсивность примерно 1000 лк). 8 ч —  темнота. Имеются данные, 
что влажность воздуха менее 60 %  относительной влажности может тормозить репродукцию.

Вода для разведения
3 Используют любую соответствующую требованиям природную или искусственную воду. Обычно использу­

ют колодезную воду, дехлорированную водопроводную воду и искусственные среды (например, среда Elendt «М4» 
или «М7», см. ниже). Перед применением воду аэрируют. При необходимости культуральную воду обновляют, осто­
рожно сливая или откачивая использованную воду из сосудов для культивирования, не нарушая трубочек личинок.

Кормление личинок
4 Личинок Chironomus кормят хлопьевидным кормом для рыб (Tetra Min®. Telra Phylf8' или кормом для рыб 

другой аналогичной марки) из расчета примерно 250 мг на сосуд в сутки. Корм вносят в виде сухого размельчен­
ного порошка или в виде суспензии в воде: 1.0 г хлопьевидного корма добавляют к 20 мл воды для разведения и 
перемешивают для получения однородной смеси. Такую суспензию скармливают из расчета 5 мл на сосуд в сутки 
(перед использованием встряхивают). Личинки более старшего возраста получают большее количество корма.

5 Кормление корректируют в зависимости от качества воды. Если культуральная среда становится «мутной», 
то количество вносимого корма уменьшают. Добавление корма тщательно контролируют. Слишком малое количе­
ство корма будет вызывать переселение личинок по водной колонке, а слишком большое количество корма будет 
вызывать повышенную микробиологическую активность и снижение концентрации кислорода. Оба фактора могут 
приводить к пониженным скоростям роста.

6 При закладке новых сосудов для культивирования также можно добавлять некоторые зеленые водоросли 
(например. Scenedesmus subspicatus, Chloreila vulgaris).

Кормление вылупившихся взрослых особей
7 Некоторые экспериментаторы предложили использовать ватные палочки, пропитанные насыщенным рас­

твором сахарозы, служащие в качестве корма для вылупившихся взрослых особей.
Вылуплемие
8 При температуре (20 ± 2) "С взрослые особи начинают вылупляться в сосудах с культивируемыми личин­

ками примерно через 13 -15  сут. Самцов легко отличить по перистым усикам.
Кладки яиц
9  После появления взрослых особей внутри камеры для культивирования все сосуды для культивирования 

личинок тщательно осматривают три раза в неделю на отложение студенистых кладок яиц. Если они присутствуют, 
то кладку яиц осторожно удаляют. Ее переносят в небольшую чашку, содержащую пробу воды для культивирова­
ния. Кладку яиц используют для закладки нового сосуда для культивирования (например. 2 -4  кладки яиц/сосуд) 
или используют для испытания токсичности.

10 Личинки первой стадии развития вылупляются через 2 -3  сут.
Закладка новых культуральных сосудов
11 После получения культур закладывают новые сосуды для культивирования личинок каждую неделю или 

реже в зависимости от требований испытания, удаляя более старые сосуды после вылупления взрослых комаров. 
Используя такую систему, можно получить регулярную продукцию взрослых особей при минимальных усилиях.

Получение испытуемых растворов «М4» и «М7»
12 Elendt (1990) описал среду «М4». Среду «М7» готовят, как и среду «М4», за исключением веществ, при­

веденных в таблице А.1. концентрации которых в четыре раза ниже в среде «М7». чем в среде «М4». В литературе 
описано приготовление среды «М7» (Eiendt. персональное сообщение). Испытуемый раствор не следует готовить 
в соответствии с Elendt и Bias (1990) для концентраций N aS i03 • 5Н20 .  NaNOj. КН 2Р 0 4 и К 2Н Р 0 4, которые не под­
ходят для приготовления стоковых растворов.

10
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Приготовление среды «М7»
13 Каждый стоковый раствор (I) готовят по отдельности, и объединенный стоковый раствор (II) получают 

из данных стоковых растворов I (см. таблицу А.1). 50 мл объединенного стокового раствора (II) и определенное 
количество каждого стокового раствора макроэлементов, приведенных в таблице А.2. доводят до 1 л деионизиро­
ванной водой с получением среды «М7». Стоковый раствор витаминов готовят добавлением трех витаминов к деи­
онизированной воде, как показано в таблице А.З, и 0.1 мл объединенного стокового раствора витаминов добавляют 
к конечной среде «М7» непосредственно перед применением (стоковый раствор витаминов хранят замороженным 
небольшими порциями). Среду аэрируют и стабилизируют.

Б и б л и о гр а ф и я

1 ВВА (1995). Long-term toxicity test with Chironomvs riparius: Development and validation of a new test system. 
Ed. by M. Streloke and H. Kopp. Berlin, 1995.

Т а б л и ц а  A.1 —  Стоковые растворы микроэлементов для среды М4 и М7

Стоповые растворы (I)

Количество, 
доведенное 

до 1 n 
деионизиро 

ванной водой, 
ыг

Для получения объединенного 
стокового раствора (II) 
смешивают следующие 

количества стокового 
раствора (1) и доводят до 1 л 

деионизированной водой, 
МП

Конечная концентрация 
в испытуемых растворах. 

мгТл

М4 М7 М4 М7

Н3ВО31) 57190 1.0 0.25 2.86 0.715
МпС12 - 4 Н20'> 7210 1.0 0.25 0.361 0.090
UCI 1> 6120 1.0 0.25 0.306 0.077
RbCI1» 1420 1.0 0.25 0.071 0.018
SrC lj - 6 Н20 * 1 3040 1.0 0.25 0.152 0.038
NaBr1> 320 1.0 0.25 0.016 0.004
Na2M c 04 • 2Н20 1> 1260 1.0 0.25 0.063 0.016
CuCI2 - 2Н20^ 335 1.0 0.25 0.017 0.004
ZnCI2 260 1.0 1.0 0.013 0.013
CoCIa 6H20 200 1.0 1.0 0,010 0.010
Kl 65 1.0 1.0 0.0033 0.0033
Na2S e 0 3 43.8 1.0 1.0 0.022 0.0022
NH4Vo3 11.5 1.0 1.0 0.00058 0.000058

Na23flTA  гН^О’ )2» 5000 20.0 5.0 2.5 0.625
F e S 0 4 • 7H2OVI2) 1991 20.0 5.0 1.0 0.249

1> Данные вещества различаются в М4 и М7, как указывалось выше.
2> Данные растворы готовят по отдельности, затем сливают вместе и сразу же автоклавируют.

Т а б л и ц а  А.2 —  Стоковые растворы макроэлементов для среды М4 и М7

Количество, доведенное 
до 1 л деионизированной 

водой, мг

Количество стоковых растворов 
макроэлемента, добавленное для 

приготовления среды М4 и М7. 
мл/л

Конечная 
концентрация 
в испытуемых 

растворах, мг/л

СаС12 - 2 Н20 293800 1.0 293.8
M gS04 • 2 Н20 246600 0.5 123.3

KCI 58000 0.1 5.8
N aH C 03 64800 1.0 64.8

NaSt03 • 9 Н20 50000 0,2 10.0
N aN 03 2740 0,1 0.274

к н 2р о 4 1430 0.1 0.143
к 2н р о 4 1840 0.1 0.184

11



Г О С Т  33 635— 2015

Т а б л и ц а  А.З —  Стоковые растворы витаминов для среды М4 и М7

Количество, доведенное 
д о  1 л  деионизированной 

водой, и г

Количество стоковы х раство­
ров витаминов, добавленное 

для приготовлении среды 
М 4 и М 7 ,  

мл/л

Конечная концентра­
ция в испытуемых 

растворах, мг/л

Тиамин гидрохлорид 750 0.1 0.075
Цианокобаламин (В 12) 10 0.1 0.0010
Биотин 7.5 0.1 0.00075

Б и б л и о гр а ф и я

Elendt В .Р (1990): selenium deficiency in Crustacean. Protoplasma. 154. 25-33.
Elendt B.P. & W.-R. Bias (1990): trace nutrient deficiency in Daphnia magna cultured in standard medium for toxicity 

testing. Effects on the optimization of culture conditions on life history parameters of D. magna. Water Research 24(9). 
1157-1167.
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Приложение Б 
(рекомендуемое)

П р и го то в л е н и е  и с ку с с тв е н н о го  о с ад ка

Состав осадка
Состав искусственного осадка должен быть следующим:

С оставляю щ ий компонент Характеристика
Процент от сухой 

массы  осадка

Торф
Торф сфагнум. pH максимально близко к 5 .5-6.0; без видимых 
растительных остатков, мелко измельченный (размер частиц s 1 
мм) и высушенный на воздухе

4 -5

Кварцевый песок Размер частиц: > 50 % частиц должно быть в диапазоне 50-200 мкм 75 -76

Каолиновая глина Содержание каолинита 2 30% 20

Органический углерод Доведенный добавлением торфа и песка (2 ± 0.5)

Карбонат кальция С аС 03, измельченный, химически чистый 0.05-0.1

Вода Проводимость S 10 mkCj'cm 30-50

Приготовление
Торф высушивают на воздухе и измельчают до мелкого порошка. Готовят суспензию необходимого коли­

чества торфяного порошка в деионизированной воде с использованием высокоэффективного устройства для го­
могенизация. pH данной суспензии доводят С аС О э до (5 .5  ± 0 .5 ). Суспензию кондиционируют в течение не 
менее 2 сут при осторожном перемешивании при (20 ± 2) 'С  для стабилизации pH и установления стабильного 
микробного компонента. Вновь измеряют pH. его значение должно составлять (6.0 ± 0.5). Затем торфяную суспен­
зию перемешивают с другими составляющими компонентами (песком и каолиновой глиной) и деионизированной 
водой для получения однородного осадка с содержанием воды в диапазоне от 30 %  до 50 % сухой массы осадка. 
Вновь определяют pH конечной смеси и при необходимости доводят С аС 03 до 6 .5 -7 .5 . Отбирают пробы осадка 
для определения сухой массы и содержания органического углерода. Затем перед использованием в испытании 
токсичности для хирономид рекомендуют кондиционировать искусственный осадок в течение 7 сут в условиях, 
аналогичных последующему испытанию.

Хранение
Сухие компоненты для приготовления искусственного осадка хранят в сухом и прохладном месте при ком­

натной температуре. Искусственный (влажный) осадок не следует хранить до его использования в испытании. 
Осадок используют сразу же после 7 сут кондиционирования, когда заканчивается его подготовка.

Б и б л и о гр а ф и я

OECD Guidline 207. (1984). Earthworm, Acute toxicity Test.
Metier M.. P. Egeler. J. Rombke. H. SchaJInass. R. Nagel and B. Streit. (1998). Short-term toxicity of lindane, 

hexachlorobenzene and copper sulfate on tubifrad sludgeworms (oligochaeta) in artificial media. Ecotox. and Environ. 
Safety. 39. 10-20.
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Приложение В 
(рекомендуемое)

Х и м и ч е с ки е  х а р а кте р и с ти ки  п р и е м л е м о й  вод ы , 
п р е д н а зн а ч е н н о й  д л я  р а зв е д е н и я

Вещество Концентрация

Вешество в виде частиц < 20 МГ/Л

Общее содержание органического углерода < 2 мг/л

Неионизированный аммиак < 1 мкг/л

Жесткость в виде СаСОэ < 400 мг/л*

Остаточный хлор < 10 мкг/л

Общее содержание фосфорорганичвских пестицидов < 50 нг/л

Общее содержание хлорорганических пестицидов 
плюс полихлорированных бифенилов < 50 нг/л

Общий органический хлор < 25 нг/л

Однако необходимо отметить, что если предполагается наличие взаимодействия между ионами жестко­
сти и испытуемым веществом, то используют воду с более низкой жесткостью (и. таким образом, в такой ситуа­
ции не используют среду Elendt М4).

14
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Приложение Г 
(рекомендуемое)

Р уко в о д с тв о  д л я  м о н и то р и н га  в ы л у п л я е м о с ти  л и ч и н о к  х и р о н о м и д

Ловушки для вылупления помещают в испытуемые сосуды. Эти ловушки необходимы начиная с 20-х сут до 
конца испытания. Пример ловушки приведен на рисунке Г.1:

А  — нейлоновая сетка;
Б —  перевернутая пластиковая чаш ка;

В — безлопастной стакан для  воздействия;
Г  — ситовые отверстия для  обмена воды;

Д  -  вода;
Е — осадок

Рисунок Г. 1 —  Ловушки для вылупления личинок хирономид

15
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Приложение ДА  
(справочное)

С р а в н е н и е  с тр у кту р ы  м е ж д у н а р о д н о го  д о ку м е н та  
со  с тр у кту р о й  н а с то я щ е го  с тан д а р та

Т  а б л и ц а Д А . 1

Структура настоящ ею  стандарта Структура м еж дународною  документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

Введение 1.2.  3 . 4 .  5. 6 —

1 — — 1 —

2 2.1 — Приложение 1 —

2.2 — Приложение 1 —

2.3 — Приложение 1 —

2.4 — Приложение 1 —

3 — — 7 —

4 — — 8 —

5 — — 9 —

6 — — 10 —

7 7.1 — 11 —

7.2 — 12 —

7.3 — — —

а а

б Ь

7.3.1 в 13 с

г d

Д е

7.3.2 — 14 —

7.4 — 15 —

7.5 — 16 —

8 — — 17 —

8.1 — — —

8.1.1 — 18 —

8.1.2 — 19 —

8.2 — 20 —

8.3 — 21 —

9 9.1 — — —

9.1.1 — — —
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Продолжение таблицы ДА. 1

С труктура настоящ его стандарта Структура м еждународного документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

9 9 .1 .1 .1 — 2 2 —

9 .1 .1 .2 — 2 3 —

9 .1 .2 — 24 —

9 .1 .3 — — —

9 .1 .3 .1 — 2 5 —

9 .1 .3 .2 — 2 6 —

9 .1 .4 — — —

9 .1 .4 .1 — 2 7 —

9 .1 .4 .2 — 2 8 —

9 .1 .5 — 2 9 —

9 .1 .6 — 3 0 —

9 .1 .7 — 31 —

9 .1 .8 — — —

9 .1 .8 .1 — 3 2 —

9 .1 .8 .2 — 3 3 —

9 .1 .9 — 34 —

9 .2 — — —

9.2 .1 — — —

9 .2 .1 .1 — 35 —

9 .2 .1 .2 — 36 —

9 .2 .2 — 37 —

9 .3 — — —

9.3 .1 — — —

9 .3 .1 .1 — 3 8 —

9 .3 .1 .2 - 3 9 —

9 .3 .1 .3 — 4 0 —

9 .3 .2 — 4 1 —

10 10.1 — — —

10.1 .1 — 4 2 —

1 0 .1 .2 — 4 3 —

1 0 .1 .3 — 44 —

1 0 .1 .4 — 4 5 —

1 0 .1 .5 — — —

1 0 .1 .5 .1 — 4 6 —
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Окончание таблицы ДА. 1

Структура настоящею стандарта Структура международного документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

10 10.1.5.2 — 47 —

10.1.5.3 — 48 —

10.1.5.4 — 49 —

10.1.6 — — —

10.1.6.1 — 50 —

10.1.6.2 — 51 —

10.2 — 52 —

Приложение А Приложение 2

Приложение Б Приложение 3

Приложение В Приложение 4

Приложение Г Приложение 5

Библиография Литература
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