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Предисловие

Цели, основные принципы и основной порядок проведения работ по межгосударственной стан­
дартизации установлены ГО С Т 1 .0 -9 2  «М ежгосударственная систем а стандартизации. Основны е поло­
ж ения» и ГО С Т 1 .2 -2 0 0 9  «М ежгосударственная систем а стандартизации. Стандарты  межгосударствен­
ные. правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, 
применения, обновления и отмены ».

Сведения о стандарте

1 П О Д ГО ТО В Л Е Н  О бщ еством с  ограниченной ответственностью «П ротектор» совместно с  Ф еде­
ральным государственным унитарным предприятием «Всероссийский научно-исследовательский ин­
ститут рыбного хозяйства и океанограф ии» на основе оф ициального аутентичного перевода на русский 
язык, указанного в пункте 4  стандарта, находящ егося в Федеральном инф ормационном ф онде

2  В Н Е С Е Н  Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии (Т К  3 4 3  «К а­
чество воды»)

3  П Р И Н Я Т  М ежгосударственны м советом по стандартизации, метрологии и сертиф икации (про­
токол по переписке No 54 от 3  д екабря 2 0 1 2  г.)

За принятие проголосовали:
Кроткое наименование страны 

по МК(ИСО 3166)004-97
Код страны по МК 

<ИСО 3166)004-97
Сокращенное наименование 

национального органа по стандартизации
Армения AM Армгосстандарт

Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь

Казахстан KZ Госстандарт Республики Казахстан

Киргизия KG Кыргызстандарт

Молдова MD Молдова-стандарт

Россия RU Росстандарт

Таджикистан TJ Таджккстандарт

Узбекистан UZ Узстандарт

4  Настоящ ий стандарт модиф ицирован по отнош ению  к международному стандарту I S 0 14669 .199 9  
W ater quality -  Determ ination o f acute  lethal toxicity to m arine copepods (C opepoda. C rustacea) (Качество  
воды. Токсикологические испытания по отнош ению  к морским ракообразным (C opepoda. C rustacea)), 
путем:

- изменения структуры. С равнение структуры международного стандарта со структурой настоя­
щ его стандарта приведено в приложении Д.А;

- внесения дополнительных положений, ф раз и слов, что обусловлено учетом потребностей на­
циональной экономики и особенностей межгосударственной стандартизации, выделенных в тексте на­
стоящ его стандарта курсивом, за исклю чением наименований тест-организмов.

Н аим енование настоящ его стандарта изм енено относительно наименования указанного меж ду­
народного стандарта для приведения в соответствие с  ГО С Т 1 .5 -2 0 0 1  (подраздел 3.6 ).

С ведения о соответствии межгосударственны х стандартов ссылочным международны м стандар­
там  приведены в приложении Д.Б.

С тепень соответствия -  модиф ицированная (M O D ).
С тандарт подготовлен на основе применения ГО С Т Р 5 3 8 8 6 -2 0 1 0

5 Приказом Ф едерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 12 декабря  
2 0 1 2  г. № 1898-ст  межгосударственный стандарт ГО С Т 3 1 9 5 9 -2 0 1 2  (IS O  1 4 669 :199 9 ) введен в д ей­
ствие в качестве национального стандарта Российской Ф едерации с  1 января 2 0 1 4  г.

6  В В Е Д Е Н  В П ЕРВ Ы Е  

II
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Информация об изменениях к настоящему стандарту публикуется в ежегодном информацион­
ном указателе «Национальные стандарты», о текст изменений и п о п раво к-в  ежемесячном инфор­
мационном указателе «Национальные стандарты». В случае пересмотра (замены) или отмены на­
стоящего стандарта соответствующее уведомление будет опубликовано в ежемесячном инфор­
мационном указателе «Националышс стандарты». Соответствующая информация, уведомление 
и тексты размещаются также в информационной системе общего пользования -  на официальном 
сайте Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии в сети Интернет

©  С тандартинф орм . 20 14

Настоящ ий стандарт не может быть полностью или частично воспроизведен, тиражирован и распро­
странен в качестве официального издания без разрешения Федерального агентства по техническому ре­
гулированию и метрологии
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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

В О Д А

М е то д ы  о п р е д е л е н и я  т о кс и ч н о с ти  п о  в ы ж и в ае м о сти  м о р ски х  р а ко о б р а зн ы х

Water. Methods of determination of toxicity by survival of marine crustaceans

Д а т а  в в е д е н и я  -  2 0 1 4 -0 1 -0 1

1 Область применения

Настоящ ий стандарт распространяется на природные морские воды и воды эстуариев, а также  
сточны е воды с минерализацией от 6 до 33 г/дм3 и устанавливает методы лабораторного биологиче­
ского тестирования (д ал ее -  тестирование) с определением  их токсичности по выживаемости мор­
ских ракообразных:

- эвригалинного рачка вида Artemia salina L. (Branchiopoda. C rustacea) (мепюд A):
- видов Acartia tonsa D ana. Tisbe battagliai Volkm ann-Rocco. Nitocra spinipes Boeck (C opepoda. Crus­

tacea) (метод Б).
Методы применяю т также для определения токсичности растворимы х вещ еств. Метод А при­

меняют также для отработанных буровых растворов, твердых промышленных отходов и морских 
донных отложений.

Методы позволяют определять токсичность исследуемых объектов и следующие их токсико­
логические показатели (относительно контрольной пробы):

- среднюю летальную кратность разбавления (ЛКР50)  пробы, вызывающую гибель 50 % мор­
ских ракообразных (далее -  тест-организмов), и безвредную кратность разбавления пробы (Л К Р 10), 
вызывающую гибель не более 10 %  тест-организмов за  72 ч (96 ч) тестирования (метод А): за 48  ч 
тестирования (метод Б):

- средню ю  летальную  концентрацию  (ЛКдо) растворов вещ еств, вызывающую гибель 50  %  тест- 
организмов. и безвредную концентрацию  (Л К 10) растворов вещ еств, вызывающую гибель не более 10 %  
тест-организмов за 72 ч тестирования (метод А) и за  48  ч тестирования (метод Б).

П р и м е ч а н и е  -  Продолжительность тестирования 96 ч. указанную для метода А. используют при опреде­
лении токсичности и токсикологических показателей анализируемых проб отработанных буровых растворов, твер­
дых промышленных отходов и донных отложений.

В помещ ении лаборатории, где проводят тестирование:
- окружаю щ ая среда (атм осф ера) не долж на содержать пара или пыли, токсичной д ля тест- 

организмов;
- температура окружающего воздуха должна быть от 19 °С  до 24 °С:
- относительная влажность воздуха -  не более 80 %;
- атмосферное давление должно быть 84 -  106 кПа (630  -  800 мм pm. cm.).

2 Нормативные ссылки

В  настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие стандарты:
ГОСТ И С О /М Э К 17025-2009 Общие требования к  компетентности испытательных и калибро­

вочных лабораторий
ГОСТ 17 .1 .5 .05-85  Охрана природы. Гидросфера. Общие требования к  отбору проб поверхност­

ных и морских вод. льда и атмосферных осадков
ГОСТ 17 .4 .4 .02-84 Охрана природы. Почвы. Методы отбора и подготовки проб для химическо­

го. бактериологического и гельминтологического анализа
ГОСТ 2 4 5 -7 6  Реактивы. Натрий фосфорнокислый однозамвщснный 2-водный. Технические 

условия

Издание официальное

1
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ГОСТ 61 2 -7 5  Реактивы. Марганец (II) хлористый 4-водный. Технические условия 
ГОСТ 1770-74  (ИСО 1042-83. ИСО  4788-80 ) Посуда мерная лабораторная стеклянная. Цилин­

дры. мензурки, колбы, пробирки. Общие технические условия
ГОСТ 3118-77  Реактивы. Кислота соляная. Технические условия
ГОСТ 37 6 5 -7 8  Реактивы. Аммоний молибдвновокислый. Технические условия
ГОСТ 41 4 7 -7 4  Реактивы. Железо (III) хлорид 6-водный. Технические условия
ГОСТ 4 1 6 6 -7 6  Реактивы. Натрий сернокислый. Технические условия
ГОСТ 4 1 6 8 -7 9  Реактивы. Натрий азотнокислый. Технические условия
ГОСТ 4 2 0 1 -7 9  Реактивы. Натрий углекислый кислый. Технические условия
ГОСТ 4 2 0 9 -7 7  Реактивы. Магний хлористый 6-водный. Технические условия
ГОСТ 4 2 2 0 -7 5  Реактивы. Калий двухромовокислый. Технические условия
ГОСТ 4 2 3 3 -7 7  Реактивы. Натрий хлористый. Технические условия
ГОСТ 4 2 3 4 -7 7  Реактивы. Калий хлористый. Технические условия
ГОСТ 4 3 2 8 -7 7  Реактивы. Натрия гидроокись. Технические условия
ГОСТ 4 4 6 1 -7 7  Реактивы. Кислота азотная. Технические условия
ГОСТ 4 5 2 5 -7 7  Реактивы. Кобальт хлористый 6-водный. Технические условия
ГОСТ 4 5 2 9 -7 8  Реактивы. Цинк хлористый. Технические условия
ГОСТ  6 7 0 9 -7 2  Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ 91 4 7 -8 0  Посуда и оборудование лабораторные фарфоровые. Технические условия 
ГОСТ  9 6 5 6 -7 5  Реактивы. Кислота борная. Технические условия
ГОСТ 10652-73  Реактивы. Соль динатриввая зтилендиамин-N.N.N',N ‘-тетрауксусной кисло­

ты 2-водная (трилон Б). Технические условия
ГОСТ 12026-76  Бумага фильтровальная лабораторная. Технические условия 
ГОСТ 19126-2007 Инструменты медицинские металлические. Общие технические условия 
ГОСТ 2 4 1 0 4 -2 0 0 Г  Весы лаборапюрные. Общие технические требования 
ГОСТ 253 36 -8 2  Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры  

и размеры
ГОСТ 29227-91  (ИСО 835-1-81) Посуда лабораторная стеклянная. Пипетки градуированные. 

Часть 1. Общие требования
ГОСТ 31861 -2012  Вода. Общие требования к отбору проб

П р и м е ч а н и е  -  При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие ссылочных 
стандартов в информационной системе общего пользования -  на официальном сайте Федерального агентства 
по техническому регулированию и метрологии в сети Интернет или по ежегодно издаваемому информационному 
указателю «Национальные стандарты», который опубликован по состоянию на 1 января текущего года, и по со­
ответствующим ежемесячно издаваемым информационным указателям, опубликованным в текущем году. Если 
ссылочный стандарт заменен (изменен), то при пользовании настоящим стандартом следует руководствоваться 
заменяющим (измененным) стандартом. Если ссылочный стандарт отменен без замены, то положение, в котором 
дана ссылка на него, применяется в части, не затрагивающей эту ссылку.

3 Отбор проб

3.1 О тбор проб воды и донных отложений проводят в соответствии с  требованиями ГОСТ 17.1.5.05. 
ГОСТ 31861.(1  f ’. [2]" и [3]". При этом объем пробы воды должен быть не равнее 500 см3: масса пробы 
донных отложений -  не менее 2  кг.

П р и м е ч а н и е  -  Отбор проб сточных вод проводят до этапа хлорирования.

Рекомендуемы й срок хранения проб природной морской воды, воды эстуариев, сточных вод и 
донных отложений при комнатной тем пературе не более 12 ч после их отбора д о  проведения тестиро­
вания. Допускается хранение проб д о  проведения их тестирования:

- не более 4 8  ч при тем пературе от 0  °С  до 4  °С ;
- не более 2 мес при тем пературе минус 18 °С .

П р и м е ч а н и е  -  Если отобранную пробу воды перед тестированием требуется отстаивать или фильтро­
вать. то отстаивание и фильтрование должны предшествовать ее замораживанию.

В Российской Федерации действует ГОСТ Р 53228-2008 кВесы неавтоматического действия. Часть 
1. Метрологические и технические требования. Испытания».

"  Действуют для Российской Федерации.
2
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3.2 Отбор проб отработанных буровых растворов проводят в соответствии с требованиями 
технической документации предприятия, на котором образуются отработанные буровые раство­
ры. массой не менее 5.0 кг. при этом под крышкой емкости, в которую отобрана проба, должен 
оставаться слой воздуха высотой 2  см.

Отобранные пробы отработанных буровых растворов хранят в емкостях-холодильниках при 
температуре от 0 ° С д о 4  °С  не болев 3  мес.

После вскрытия емкостей-холодильников для подготовки проб отработанных буровых рас­
творов к  тестированию срок хранения не должен превышать 14 сут.

3.3 Отбор проб твердых промышленных отходов проводят в соответствии с требованиями 
технической документации предприятия, на котором образуется отход, массой не менее 2 кг.

Срок хранения отобранных проб твердых промышленных отходов в емкостях с притертой 
или плотно закрытой крышкой при температуре о т О °С  д о 4 ° С  не более 7 сут.

3.4 Отбор проб веществ, условия и сроки их хранения должны соответствовать требованиям 
стандартов и другой документации на конкретную продукцию (группу однородной продукции).

3.5 Для отбора проб природной морской воды, воды эстуариев, отработанных буровых рас­
творов. донных отложений используют емкости из полиэтилена, полиэтилвнтерсфлата или по­
литетрафторэтилена. а при наличии в воде нефтепродуктов, поверхностно-активных веществ 
(ПАВ) и пестицидов -  емкости из темного стекла.

Для отбора проб сточных вод. твердых промышленных отходов используют емкости из тем­
ного стекла или нержавеющей стали, при этом не допускается использовать емкости с хромовым 
покрытием.

Для отбора проб веществ используют емкости из полиэтилена, полиэтилвнтерефлата. по­
литетрафторэтилена или темного стекла.

3.6 Продолжительность и условия хранения отобранной пробы указывают в протоколе ис­
пытаний.

3.7 Консервацию отобранных проб не проводят.

4 Метод определения токсичности исследуемых объектов по 
выживаемости эвригалинного рачка вида Artemia salina L.
(Branchiopoda, Crustacea) (метод A)

4.1 С у щ н о с ть  м ето да

Сущность метода заключается в регистрации гибели науплиев эвригалинного рачка вида Ar­
temia salina L. (Branchiopoda, C rustacea) в анализируемой пробе исследуемого объекта относительно 
контрольной пробы, определении ее токсичности и токсикологических показателей при тестиро­
вании в течение 72 ч (96 ч).

П р и м е ч а н и е  -  Исследуемыми объектами являются природная морская вода, вода эстуариев, морские 
донные отложения, сточная вода, разной солености, а также отработанные буровые растворы, твердые промыш­
ленные отходы и растворы веществ в морской воде.

Продолжительность тестирования 72 ч указана для определения токсичности и токсикологи­
ческих показателей анализируемых проб природной морской воды, воды эстуариев и сточной воды, 
а также анализируемых проб веществ.

П р и м е ч а н и е  -  Допускается проводить определение средней летальной кратности разбавления проб 
сточной воды (концентрации вещества), вызывающей гибель 50 % тест-организмов при увеличенной продолжи­
тельности тестирования до 96 ч [96 ч ЛКР50 (96 ч ЛК50)].

Продолжительность тестирования 96 ч указана для определения токсичности и токсикологи­
ческих показателей анализируемых проб отработанных буровых растворов, твердых промышлен­
ных отходов и донных отложений.

Среднюю летальную кратность разбавления (Л К Р ^ ) за 72 ч тестирования обозначают как 
72 ч Л К Р 5С. за 96 ч тестирования -  соответственно 96 ч ЛКР50; среднюю летальную концентрацию  
( Л К ^  за 72 ч тестирования как 72 ч Л К yj.

П р и м е ч а н и е  -  Примеры определения средней легальной кратности разбавления (концентрации) при­
ведены в приложении А.
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4 .2  С р е д с тв а  и зм е р е н и й , в с п о м о га те л ь н о е  о б о р у д о в а н и е , р е акти в ы , м а тер и ал ы

Климатостат, оснащенный лампами дневного света, обеспечивающий освещенность 3000 -  
6000 лк и поддержание температуры (20 ± 2) ° С.

Весы лабораторны е по ГО С Т 24 104  высокого класса точности ( II )  с  ценой д еления (дискретностью  
отсчета) не более 0,01 г и наибольш им пределом взвешивания 2 2 0  г.

pH -м етр любого типа, обеспечивающий измерения p H  в диапазоне от 3  до 10 единиц pH с до­
пускаемой погрешностью ± 0.05 единиц pH.

Термометр лабораторный с диапазоном измерения от 0  °С  до 50 °С, с ценой деления шкалы 
0 .5  °С.

О ксим етр любого типа с допускаемой погрешностью измерения не более 0.5 мг О /д м 3.
Прибор для измерения минерализации (солености) любого типа (например, карманный 

рефрактометр-солемер с автотермокомпенсацивй) с допускаемой погрешностью измерения об­
щей минерализации (солености) ±  1 ,0  г/д/г3 [± 1 10 3 (±  1 %о>].

Пипетки автоматические -  дозаторы любого типа вместимостью 0.1 -0 .2  см3 с допускаемой 
погрешностью аттестованного значения ± 1.0% .

Пипетки по ГОСТ 29227 вместимостью 1. 2. 5. 10 см3 с ценой деления 0.1 с/г3.
Пипетка Пастера вместимостью 1.5 см3.
Микропипетки по ГОСТ 29227 вместимостью 0.1 с/г3. 0.2 см3 с ценой деления 0.01 с/г3.
Колбы мерные по ГОСТ 1770. 2 -2 5 -2 . 2 -5 0 -2 . 2 -1 0 0 -2 .
Микроскоп биологический типа М Б С -10. обеспечивающий увеличение в 5 0 -  100 раз.
Мешалка магнитная.
Устройство для встряхивания любого типа (например. орбитальный шейкер, качалка-мешалка).
Центрифуга лабораторная медицинская.
Сушильный электрический шкаф общелабораторного назначения.
Аквариумный микрокомпрессор любого типа, например АЭН-4.
Шпатели металлические по ГОСТ 19126.
Холодильник бытовой, обеспечивающий поддержание температуры от минус 18 °С  до минус 

2 0 °С  и от 2 ° С  до 4 °С.
Ступки и пестики фарфоровые по ГОСТ 9147.
Бумага фильтровальная по ГОСТ 12026.
Фильтры обезволенные «белая лента».
Установка для фильтрования любого типа.
Фильтры мембранные с диаметром пор 0.45: 3.5 мкм.
Эксикаторы по ГОСТ 25336.
Пробирки стеклянные по ГОСТ 25336 вместимостью 10 см3.
Чашки Петри по ГОСТ 25336 в/гестимостью 50 см3.
Цилиндры по ГО С Т 1770 вместимостью 25. 50. 100, 1000 с/г3, второго класса точности.
Стаканы стеклянные лабораторные по ГОСТ 25336 вместимостью 50. 100. 500. 1000 см3.
Сухие яйца Anemia salina L.. коммерческие готовые.
Тост-организмы: Anemia salina L.

П р и м е ч а н и е  -  Тест-организмы получают путем замачивания сухих яиц в морской воде в лабораторных 
условиях и подготавливают выклюнувшихся науплиев к тестированию в соответствии с требованиями, указанными 
в приложении В. Жизненный цикл Artemia salina L. состоит из науплиальных стадий (от ортонауплиуса до мета- 
науплиуса -  72 ч; молоди, взрослых особей -  21 сут). Стадия жизненного цикла тест-организма по состоянию на 
начало тестирования должна быть указана в протоколе испытаний.

Вода дистиллированная по ГОСТ 6709 или деионизированная.
Природная или искусственная морская вода минерализацией 33 г/дм3 (соленостью 33 %о) (далее -  

вода д ля разбавления).

П р и м е ч а н и е  -  Если в качестве воды для разбавления используют природную морскую воду, то ее от­
бирают вдали от берега с глубины 3 -  5 м, чтобы избежать поверхностного загрязнения, и транспортируют в лабо­
раторию в стеклянных или полиэтиленовых емкостях. В лаборатории воду фильтруют через мембранный фильтр 
с порами диаметром 0.45 мкм, чтобы удалить находящиеся в ней взвешенные вещества и организмы, и хранят в 
темном месте при комнатной температуре.

Модельный токсикант: калий двухромовокислый по ГОСТ 4220. ч. д. а.

А



Г О С Т  3 1 9 5 9 -2 0 1 2

Калий хлористый по ГОСТ 4234, х. ч.
Натрий хлористый по ГОСТ 4233. х. ч.
Натрий сернокислый по ГОСТ 4166. х. ч.
Натрий углекислый кислый по ГОСТ 4201. х. ч.
Кальций хлористый, х. ч.. безводный.
Магний хлористый 6-водный по ГОСТ 4209. х. ч.
Натрия гидроокись по ГОСТ 4328. х. ч.
Кислота азотная по ГОСТ 4461. х. ч.
Кислота борная по ГОСТ 9656. х. ч.
Кислота соляная по ГОСТ 3118. х. ч.

4 .3  П о д го то в ка  к  т е с ти р о в а н и ю

4.3 .1  П о д го то в ка  п осуд ы

4.3.1.1 Емкости для отбора проб и тестирования должны быть химически чистыми.
Для проведения тестирования используют только стеклянную посуду.
4.3.1.2 Стеклянную посуду для тестирования осторожно промывают 10%-ным раствором 

азотной кислоты и выдерживают 2 -  3 ч при комнатной температуре, затем тщательно промы­
вают водопроводной водой, обрабатывают раствором натрия углекислого кислого, промывают 
водопроводной водой, после чего не менее 3 - 4  раз ополаскивают дистиллированной водой.

При сильном загрязнении посуды, а также новую посуду промывают водопроводной водой, за­
полняют 10%-ным раствором азотной кислоты и выдерживают в течение суток, после чего обра­
батывают раствором натрия углекислого кислого, затем тщательно промывают водопроводной 
водой и не менее 3 - 4  раз ополаскивают дистиллированной водой:

4.3.1.3 Емкости для отбора проб и посуду для тестирования сушат на воздухе при комнатной 
температуре, затем стеклянную посуду, за исключением мерной, помещают в сушильный шкаф и 
выдерживают в течение 1 ч при температуре 150 °С.

Чистую посуду (емкости) закрывают стеклянными притертыми пробками или крышками и 
хранят в шкафах или на полках.

4.3 .2  Пригот овление искусст венной морской воды

Искусственную морскую воду готовят на дистиллированной воде по ГОСТ 6709 из реактивов, 
вносимых в количествах, приведенных в таблице 1.

Т а б л и ц а  1
Наименование реактива Масса реактива, вносимая на 1 дм3 дистиллированной воды, г

Натрий хлористый по ГОСТ 4233 (NaCI) 22.00

Магний хлористый 6-водный по ГОСТ 4209 (МдС12 - 6Н20) 9.70
Натрий сернокислый по ГОСТ 4166 (Na2S 0 4 ). безводный 3.70

Кальций хлористый (СаС12). безводный 1.00

Калий хлористый по ГОСТ 4234 (КС!) 0.65

Натрий углекислый кислый по ГОСТ 4201 (NaHCO^ 0.20
Борная кислота ею ГОСТ 9656 (HJSOJ 0.023

Минерализация (соленость) приготовленной из указанных реактивов искусственной морской 
воды составляет 33 г/дм3 (33 %о). При необходимости, для уменьшения минерализации (солености), 
искусственную морскую воду разбавляют дистиллированной водой.

Допускается готовить искусственную морскую воду, используя готовую морскую соль (напри­
мер. марки « Wieqandt»).

Приготовленную искусственную морскую воду аэрируют в течение 1 - 2  сут при помощи 
микрокомпрессора, затем дают отстояться в течение 1 0 - 1 4  сут.

Искусственная морская вода должна соответствовать следующим требованиям:
- значение pH  в пределах 8 .0 -  8.3:
- содержание растворенного кислорода не менее 7 мг 0 2 /дм3:
- температура (20  ±  2) °С.
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Искусственную морскую воду хранят в емкости из темного стекла с притертой крышкой (ис­
пользуют емкости до 10 дм3) при комнатной температуре не болев года.

4 .3 .3  П р о в ер ка  ф и зи о л о ги ч е с ко й  ч у в с тв и те л ь н о с ти  тес т -о р га н и зм о в

Периодически (не реже одного раза в месяц), а также непосредственно перед тестировани­
ем проб, тест-организмы  (выклюнувшиеся науплии) проверяют на физиологическую чувствительность. 
Д ля этого определяю т среднюю летальную  концентрацию  модельного токсиканта (72 ч Л К 50)  для тест- 
организмов. как указано ниже.

4.3.3.1 Готовят исходный раствор модельного токсиканта массовой концентрацией 1 г/дм3 
следующим способом: в мерную колбу вместимостью 1000 см3 вносят 1 г двухромовокислого калия, 
растворяют в небольшом количестве дистиллированной (двионизироваююй) воды, доводят объем 
до метки, перемешивают и маркируют.

Срок хранения исходного раствора модельного токсиканта -  не более 7 сут.
4.3.3.2 Готовят анализируемые растворы модельного пюксиканта двухромовокислого калия 

массовой концентрацией от 1.0 до 10 мг/дм3 следующим способом: в пять мерных колб вместимо­
стью 200 см3 вносят исходный раствор двухромовокислого калия массовой концентрацией 1 г/дм3 
(см. 4.3.3.1) соответственно в первую колбу - 0 . 2  см3, во вторую - 0 . 5  см3, в третью  -  1.0 саг3, в 
четвертую - 1 . 5  см3, в пятую - 2 . 0  см3, доводят содержимое каждой колбы до метки морской водой 
(см. 4.2 или 4.3.2) и перемешивают. При этом массовая концентрация двухромовокислого калия в 
каждом растворе составляет соответственно 1 ,0:2 .0: 5.0: 7.5 и 10.0 мг/дм3.

Анализируемые растворы двухромовокислого калия каждой концентрации готовят непосред­
ственно перед определением физиологической чувствительности тест-организмов.

В качестве контрольной пробы используют морскую воду (см. 4.2 или 4.3.2).
4.3.3.3 Проводят тестирование в течение 72 ч по 4.4 аналогично тестированию анализируе­

мых проб. При этом используют не менее трех чашек Петри на каждую концентрацию анализируе­
мого раствора (см. 4.3.3.2).

4.3.3.4 На основании полученных результатов определяют по 4.5 значение 72 ч ЛК50 модельно­
го пюксиканта (двухромовокислого калия) для науплиев Artemia salina L.

При этом:
- если значение 72 ч Л К 50 указанного модельного токсиканта находится в диапазоне 6 .5  -  8.0 мг/дм3. 

то используемые тест-организмы  пригодны д ля тестирования:
- если значение 72 ч Л К ^  указанного модельного токсиканта не входит в указанный диапазон, то 

проверяют соблю дение правильности процедуры тестирования, условия подготовки тест-организмов к 
тестированию  и. при необходимости, повторяют тестирование с  использованием новых тест-организмов. 
выращенных из новой партии яиц (см. приложение В).

П р и м е ч а н и е  -  Значение 72 ч ЛК50 модельного токсиканта указывают в протоколе испытаний, имея в 
виду, что эго значение в установленном диапазоне концентраций характеризует токсичность модельного токсикан­
та только для использованных тест-организмов, а также характеризует их физиологическую чувствительность, что 
позволяет проводить тестирование с использованием указанных тест-организмов.

4 .3 .3 .5 . Если в результате тестирования не удалось получить конкретное значение 72 ч Л К 50. то 
для определения 72 ч Л К 50 используют пробит-анализ. Пример приведен в приложении А.

4 .3 .4  П о д го то в ка  п роб

Перед тестированием предварительно охлажденные или замороженные пробы доводят до 
комнатной температуры (от 19 °С  до 24 °С).

4.3.4.1 Подготовка исходных проб природной морской воды и воды эстуариев
Отобранные пробы природной морской воды и воды эстуариев фильтруют через мембранные 

фильтры с порами диаметрам 3.5 мкм или через обеззоленные фильтры «белая лента».

П р и м е ч а н и е  -  Мембранные фильтры перед применением должны быть промыты и лростерилизованы 
кипячением в дистиллированной воде не менее 10 мин.

Не допускается для фильтрования использовать фильтр «синяя лента».

П р и м е ч а н и е  -  Фильтр «синяя пента» задерживает коллоидные вещества, что занижает результаты те­
стирования.
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Измеряю т минерализацию  (соленость). pH и концентрацию  растворенного кислорода отфиль­
трованной пробы воды.

Пробы природной морской воды и воды эстуариев тестируют без разбавлений (в случаях, ког­
да пробы проявляют высокую токсичность, допускается их разбавление непосредственно перед 
тестированием).

4 .3.4.2 Подготовка исходных проб сточной воды
Отобранные пробы сточной воды непосредственно перед тестированием фильтруют через 

мембранный фильтр с порами диаметром 3.5 мкм или через обвззолвнный фильтр «белая лента».
Измеряю т минерализацию  (соленость). pH и концентрацию  растворенного кислорода от фильтро­

ванной пробы сточной воды.
4.3.4.3 Подготовка исходных проб отработанных буровых раств о р о в , твердых промышленных 

отходов и донных отложений
Из проб донных отложений, отработанных буровых растворов, твердых промышленных от­

ходов готовят водные вытяжки, затем  измеряют минерализацию  (соленость), pH и концентрацию  
растворенного кислорода подготовленных водных вытяжек.

Подготовка водных вытяжек из проб отработанных буровых растворов
Перед приготовлением водной вытяжки из пробы отработанных буровых растворов отобран­

ную пробу тщательно перемешивают в смесителе со скоростью вращения 17 c'UW OO об/мин) в 
течение 5  мин и определяют p H  отработанного бурового раствора. Пробу отработанного бурово­
го раствора считают не пригодной для тестирования, если:

• p H  пробы отработанного бурового раствора болев 9.0 или ниже 6.0:
- на стенках сосуда с пробой отработанного бурового раствора появились черные пятна:
- проба отработанного бурового раствора имеет неприятный запах.
После перемешивания пробу отработанного бурового раствора смешивают с морской водой 

(см. 4.2) в соотношении соответственно 1:9 по объему и снова перемешивают с применением  см е­
с и т е л я  со скоростью вращения 17 сг1 (1000 об/мин) в течение 5 мин.

После окончания перемешивания смесь отстаивают при температуре (20 ± 5) °С  в течение 1 ч. 
затем водную вытяжку над осадком ослюрожно переливают за один прием в стеклянную емкость и 
перемешивают в течение 5  мин. после чего используют ее для подготовки анализируемой пробы.

Если отстоявшаяся смесь не имеет четкого раздела фаз. то весь объем подготовленной про­
бы используют для приготовления анализируемой пробы.

Не допускается консервация и хранение подготовленных водных вытяжек проб отработанных 
буровых растворов.

Подготовка водных вытяжек из проб твердых промышленных отходов
Перед приготовлением водной вытяжки из твердых промышленных отходов отобранную про­

бу твердых промышленных отходов разрыхляют и тщательно осматривают. В случав обнаруже­
ния частиц размером более 10 мм их измельчают с помощью металлического шпателя до размера 
менее 10 мм. Не допускается измельчать смесь с помощью механизированных устройств.

Измельченную пробу отходов высушивают при комнатной температуре до воздушно-сухого 
состояния в вытяжном шкафу или в хорошо проветриваемом помещении.

Водную вытяжку из высушенной пробы твердых промышленных отходов готовят о соотноше­
нии твердые промышленные отходы: морская вода соответственно 1 :1 0  следующим способом:

В стеклянную емкость вместимостью 1500 см3 вносят 100 г сухой массы пробы твердых про­
мышленных отходов, добавляют 1000 см3 морской воды (см. 4.2) и перемешивают в течение 6 - 7  ч 
с использованием магнитной мешалки (или орбитального шейкера) с минимальной скоростью пере­
мешивания. при которой проба твердых промышленных отходов поддерживается во взвешенном 
состоянии.

П р и м е ч а н и е  -  Для приготовления 900 см3 водной вытяжки обычно требуется 100 г сухой массы пробы 
твердых промышленных отходов.

Не допускается использовать для приготовления водной вытяжки менее 20 г сухой массы про­
бы твердых промышленных отходов и менее 200  см3 морской воды.

После окончания перемешивания емкость с полученной смесью ставят в холодильник, где ее 
выдерживают при температуре от 2 °С  до 4 °С  в точение 12 -  14 ч. затем жидкость над осадком 
осторожно переливают в другую емкость, после чего используют ее для подготовки анализируемой 
пробы.
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П р и м е ч а н и е  -  Жидкие промышленные отходы тестируют без разбавления, а также при разбавлениях в 
10. 100. 1000 и 10000 раз.

Допускается храпение подготовленных водных вытяжек из твердых промышленных отходов 
при температуре о т 2 ° С д о 4 ° С  не более 48  ч.

Подготовка водных вытяжек из проб донных отложений
Перед приготовлением водной вытяжки из донных отложений отобранную пробу донных отло­

жений высушивают при температуре (20  ± 5 ) ° С  до воздушно-сухого состояния, удаляют остатки 
растений, камешки и т. п.. затем измельчают в ступке и просеивают через сито с диаметром от­
верстий 1 мм.

После просеивания навеску пробы донных отложений вносят в стеклянную емкость и зали­
вают морской водой (см. 4.2) в соотношении соответственно 1 : 4 по объему, перемешивают с 
использованием орбитального шейкера (или качалки-мешалки) в точение 2  ч. После окончания пере­
мешивания смесь выдерживают в течение 1 ч при температуре (20 ± 5) °С. ставят в холодильник 
и выдерживают при температуре от 2 ° С  до 4 ° С  в течение 1 2 -  14 ч. затем водную вытяжку над 
осадком осторожно переливают в стеклянную емкость и фильтруют, после чего используют ее 
для подготовки анализируемой пробы.

Допускается хранение подготовленных водных вытяжек донных отложений при температуре 
от 2  °С  до 4 °С  не болев 72 ч.

4 .3 .4 .4  Подготовка исходных растворов вещ еств
Исходные растворы вещ еств в зависимости от заданной концентрации готовят в стеклянной м ер­

ной емкости путем растворения определенного количества пробы вещ ества в определенном объеме 
морской воды (см. 4.2).

Исходные растворы веществ готовят непосредственно перед их тестированием, при этом, если  
известно, что вещ ества стабильны в растворе, исходные растворы допускается готовить заранее , но не 
более чем за  двое суток до начала тестирования.

Д ля вещ еств, трудно растворимых в воде, при приготовлении их исходных растворов могут быть 
использованы ультразвуковые или другие устройства (ш ейкеры ) для облегчения растворимости или 
диспергирования вещ еств.

Допускается такж е использовать органические растворители, обладаю щ ие малой токсичностью в 
отнош ении тест-организмов (наприм ер, ацетон), при условии, что концентрация растворителя в анали­
зируемой пробе раствора не превы ш ает 0.1 см3/д м 3. при этом параллельно с основным тестированием  
проводят два контрольных тестирования, одно без растворителя и другое с максимальной концентра­
цией растворителя.

Д ля  приготовления исходного раствора вещ ества заданной концентрации невозмож но реком ен­
довать какую -либо единую  методику. Например, используют следующую процедуру: в стеклянную 
мерную колбу вместимостью 1000  саг3 (или 100. 50. 25 см3) вносят 1 г вещества (или другое его 
количество, в зависимости от заданной концентрации раствора), затем осторожно добавляют 
в колбу небольшое количество отфильтрованной морской воды, перемешивают до полного рас­
творения вещества, доводят объем до метки морской водой и снова перемешивают. Приготов­
ленный раствор маркируют и выдерживают перед тестированием при комнатной температуре 
не менее 2  ч.

Измеряю т минерализацию  (соленость), pH и концентрацию  растворенного кислорода в исходном  
растворе вещ ества.

4 .3 .4 .5  Исходны е пробы (см. 4 .3 .4 .1  -  4 .3 .4 .3 ) и исходные растворы вещ еств (см. 4 .3 .4 .4 ) должны  
иметь следую щ ие характеристики:

a) Минерализация от  б до 3 3  г/дм3 (соленость от б %о д о 3 3  %о)

П р и м е ч а н и е  -  Приведен диапазон минерализации (солености) в зависимости от исследуемого объекта: 
минерализация (соленость) исходных проб (растворов) должна входить в указанный диапазон.

b)  Значение pH 8 .0  - 8 . 3
Если значение pH  пробы выходит за указанные пределы, то регулируют pH  пробы (добавляют 

10%-ный раствор соляной кислоты или 10%-ный раствор гидроокиси натрия) и аэрируют пробу при 
помощи аквариумного компрессора в течение 1 0 - 2 0  мин для стабилизации pH.

Для исходных проб водных вытяжек из твердых промышленных отходов регулирование pH  не 
допускается.
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с) Концентрация растворенного кислорода д олжна быть не ниже 7 мг О /д м 3. Если концентрация 
растворенного кислорода пробы ниже указанного значения, пробу аэрируют при помощи аквариум­
ного компрессора.

4 .3 .4 .6  Подготовка анализируемы х проб
Анализируемые пробы природной морской воды и воды эстуариев готовят следующим спосо­

бом: в пять конических колб вместимостью 150 см3 вносят по 100 см3 отфильтрованной пробы 
(см. 4.3.4.1). При необходимости, если анализируемая проба природной морской воды при тестиро­
вании по 4.4 показала высокую токсичность, проводят разбавление ев исходной пробы (см. 4.3.4.1) в 
два. пять. 10 и более раз искусственной морской водой (см. 4.3.2). соленость которой должна соот­
ветствовать солености исходной пробы.

Анализируемые пробы сточной воды готовят следующим способом, в пять конических колб 
вместимостью 150 см3 вносят подготовленную по 4.3.4.2 исходную пробу сточной воды и морскую 
воду (см. 4.2), соленость которой должна соответствовать солености исходной пробы сточной 
воды, в объемах:

-1 0 0  см3 исходной пробы (проба без разбавления):
- 50 см3 исходной пробы и 50 см3 морской воды (кратность разбавления: 50 %. в два раза):
- 10 см3 исходной пробы и 90 см3 морской воды (кратность разбавления: 10 %. в 10 раз):
• 1 см3 исходной пробы и 99 см3 морской воды (кратность разбавления: 1 %. в 100 раз):
- 0.1 см3 исходной пробы и 99.9 см3 морской воды (кратность разбавления: 0.1 %. в 1000 раз).
Анализируемые пробы отработанных буровых растворов, твердых промышленных отходов и

донных отложений готовят из водных вытяжек (см. 4.3.4.3) путем их разбавления морской водой 
(см. 4.2) аналогично подголювкв анализируемых проб сточной воды.

А нализируемую  пробу раствора вещ ества готовят следующим способом: в пять конических колб 
вместимостью 150 см3 вносят по 100 см3 морской воды (см. 4.2). добавляют в колбы рассчитанные 
объемы исходного раствора вещ ества (см. 4.3.4.4) д ля получения заданны х концентраций (см. 4 .4 .1 , 
4 .4 .2 ).

4.3.4.7  Измеряю т и регистрируют минерализацию (соленость), pH и концентрацию  растворенного  
кислорода в каждой емкости с  анализируемой пробой.

4.3.5 Подгот овка т ест -организмов к  т ест ированию

Подготовку тест-организмов к  тестированию проводят в соответствии с требованиями 
приложения В с учетом требований 4.3.4.

4 .4  П р о в е д е н и е  те с ти р о в ан и я

Тестирование проводят в два этапа: предварительное и окончательное.

4.4 .1 П р е д в а р и те л ь н о е  т е с ти р о в а н и е

Предварительное тестирование проводят для установления диапазона разбавлений (концен­
траций) проб, в пределах которого необходимо провести окончательное тестирование для опреде­
ления значение 72 ч Л К Р ^  (96 ч ЛКР50)  или 72 ч Л К 50 в зависимости от анализируемых проб.

При предварительном тестировании исследую т широкую  область разбавлений (не менее 
пяти) сточных вод. водных вытяжек и концентрации растворов вещ ества, вы бираемы х в геом етри­
ческой прогрессии, при этом, как правило, используют коэф ф ициент 10 меж ду разбавлениями (кон­
центрациям и).

При предварительном тестировании применяют не менее двух чашек Петри  на каждое анали­
зируемое разбавление (концентрацию ; пробы и используют н е  м енее 40  тест-организмов.

Предварительное тестирование проводят по 4.4.3.
Пример проведения предварительного тестирования и установления диапазона концентра­

ций вещества, в пределах которого необходимо проводить окончательное тестирование, приведен 
в приложении А .

4 .4 .2  О ко н ч а те л ь н о е  т е с ти р о в а н и е

По результатам предварительного тестирования (см. 4 .4 .1 ) выбирают д иапазон разбавлений (кон­
центраций) анализируемы х проб д ля окончательного тестирования. При этом используют коэф ф ици­
ент меж ду разбавлениями (концентрациями), как правило. 2 .0  или 2.5.
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О кончательное тестирование проводят по 4 .4 .3 . При этом используют не менее пяти разбавле­
ний (концентраций) анализируемых проб, применяют не менее трех чашек Петри для каждого раз­
бавления (концентрации) и не менее 60 тест-организмов.

Пример проведения окончателыюго тестирования и устаювлония значений средней леталь­
ной концентрации 72 ч Л К 50 для вещества приведен в приложении А.

4 .4 .3  П р о ц е д у р а  те с ти р о в а н и я

4.4.3.1  Д ля каждой серии разбавлений (концентраций) анализируемых проб используют контроль­
ную пробу, содержащ ую  объем морской воды (см. 4 .2  или 4 .3 .2 ). равный объему анализируемого рас­
твора одного из разбавлений (одной из концентраций) пробы.

Контрольная проба, а  также вода для замачивания яиц Artomia salina L  должны соответствовать  
минерализации (солености) анализируемой пробы.

4.4.3.2  П еред  началом тестирования в емкости вместимостью 200 смг3 вносят по 150 см3 ана­
лизируемой пробы заданного разбавления (концентрации) (см. 4.3.4.6) и измеряют концентрацию  рас­
творенного кислорода и pH . Измеряемы е характеристики должны соответствовать указанны м в 4 .3 .4 .5 . 
Аналогичную процедуру проводят для контрольной пробы (см. 4 .4 .3 .1 ).

П р и м е ч а н и е  -  Объем (150 см3) каждого разбавления ( концентрации) пробы достаточен для розлива в 
три чашки Петри по 40 см3 при проведении тестирования.

4.4 .3 .3  В каж дую  чашку Петри (см. 4.4.1 и 4 .4 .2) вместим остью  50  см 3 вносят 4 0  см 3 ана­
лизируемой  пробы (см. 4.3 .4.6). соответствующей требованиям 4.4 .3.2 . затем  пом ещ аю т по 20  
экземпляров тест-организмов. Тест-организм ы  р еком енд уется  п ереносить  пипеткой с  д остаточно  
ш ироким  внутренним  д иам етро м  (пипеткой П а с те р а ), чтобы  не повредить их. А налогичную  п роц е­
д уру проводят и д ля контрольны х проб (см. 4 .4 .3 .1 ) . Посадку тест-организмов начинают с кон­
трольных проб. При этом плотность посадки не должна превышать один тест-организм на
2 .0  см3 раствора.

В анализируемые пробы тест-организмы помещают, начиная с меньших концентраций ве­
ществ (больших разбавлений проб).

После окончания посадки тост-организмов в чашки Петри с анализируемыми пробами каждого 
разбавления (концентрации) пипетку Пастера промывают морской водой.

Н е допускается во время тестирования кормить тест-организмы  и менять растворы.
4.4.3.4  Тестирование проводят в климатостате (см. 4.2) при тем пературе (20  ±  2 ) °С  в течение  

3 - 4  сут. имитируя светлый период -  16 ч и темный период - 8  ч.

П р и м е ч а н и е  -  Допускается проводить тестирование в помещении с регулируемой температурой, инку­
баторе или на водяной бане, обеспечивающих указанный режим тестирования.

4.4.3.5 Подсчитывают каждые сутки через 24 . 4 8 , 72 ч (96 ч) в каждой чашке Петри количество  
живых тест-организмов, при этом пипеткой удаляют мертвые тест-организмы. Д ля подсчета тест- 
организмов используют микроскоп. Мертвыми считаю т тест-организмы , которые в период подсчета не 
плавают или не двигают отростками в течение 10 с после легкого постукивания по чашке Потри. 
Для каждой анализируемой пробы заданного разбавления (концентрации), в толi числе контролыюй, 
регистрируют количество выживших тест-организмов после 24. 48. 72 ч (96 ч) тестирования. Р е­
гистрируют также любые отклонения внеш него вида или поведения тест-организмов по сравнению  с 
тест-организмами в контрольной пробе.

4 .4 .3 .6  После подсчета выживших тест-организмов измеряют в анализируемы х и контрольных 
пробах концентрацию  растворенного кислорода и pH.

4 .5  О б р а б о тка  резул ь татов

4.5.1 По результатам тестирования (подсчета выживших тест-организмов см. 4.4.3.5) для 
каждого заданного разбавления (концентрации) анализируолюй пробы, в том числе контрольной, 
рассчитывают среднеарифметическое значение выживших тест-организмов.

4.5.2 Определение т оксичност и анализируемы х проб

4.5.2.1 Токсичность анализируемых проб А. %. определяют по гибели niecm-организмов для 
каждого заданного разбавления (концентрации) анализируемой пробы относительно контрольной 
пробы после 72 ч (96ч) тестирования и рассчитывают по формуле
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Л =  Х к _ Х а * , (1)
Хк

где X к  -  среднеариф м етическое значение количества выживших тост-организмов в контрольной 
пробе, шт.:

Хам -  среднеарифметическое значение количества выживших тест-организмов в анализируе­
мой пробе, шт.

4 5.2.2  П о  результатам подсчета (см. 4.5.2.1), полученным в процентах, для каждого анал изи­
руемого разбавления (концентрации) пробы определяют среднюю летальную кратность разбавления 
пробы 72 ч Л К Р 50 (96 ч Л К Р 50), для растворов вещ еств -  среднюю летальную  концентрацию  72  ч Л К 50.

При необходимости определяют:
- минимальную концентрацию пробы, соответствующую 100% -ной смертности тест-организмов, и 

максимальную концентрацию пробы, соответствующую 0  % -ной смертности тест-организмов за 72  ч (96 ч).
- безвредную кратность разбавления (концентрации) пробы, вызывающую гибель не болев 10 

% тест-организмов;
- максимальную концентрацию  пробы вещ ества, при которой проводилось тестирование.
4.5.2.3 Если по результатам тестирования не удалось определить конкретное значение сред­

ней летальной кратности разбавления (концентрации) пробы, вызывающей 50%-ную гибель тест- 
организмов за 72 ч (96  ч). то для определения этого значения используют пробит-анализ. Пример 
приведен в приложении А.

4.5.3 Определение ст епени т оксичност и анализируемы х проб

4.5.3.1 Если значение токсического эффекта анализируемых проб, рассчитанное по формуле 
(1). составляет менее 10 %. то эффективную кратность разбавления (эффективную концентра­
цию) анализируемой пробы, при которой гибель тест-организмов отмечалась относительно кон­
трольной пробы не более 1 0 %  за 72 ч тестирования (или 9 6  ч тестирования в зависимости от ис­
следуемого объекта), относят к  безвредной кратности разбавления (безвредной концентрации).

4 .5 .3.2  Степень токсичности исследуемых проб оценивают:
-  природной морской воды и воды эстуариев -  по таблице 2:
-  донных отложений -  по таблице 3;
-  отработанных буровых растворов -  по таблице 4:
-  химической продукции, смесовой химической продукции -  по таблице 5‘;
-  сточной воды, поступающей в морские водоемы, твердых промышленных отходов -  по стан­

дартам и другим нормативным документам, утвержденным в установленном порядке.

П р и м е ч а н и е  -  Поя нормативным документом следует понимать документы, устанавливающие крите­
рии отнесения исследуемых объектов к классу опасности для окружающей природной среды, разработанные в 
целях реализации федеральных законов (технических регламентов) в данной области.

Т а б л и ц а  2 -  Степень токсичности проб природной морской воды и воды эстуариев

Степень токсичности проб морской природной воды и воды эстуариев Значение токсического эффекта (см. 4.S.2 1) 
для проб природной морской воды и воды 

эстуариев без разбавления А. %
Общая Детализированная

Токсичность отсутствует Нетоксичная до 10 вклкм.
Не обладает острой 
токсичностью

Слаботоксичная се. 10 » 25 »
Малотоксичная к 25 я 35 я
Срвднетоксичная к 35»  50 »

Обладает острой токсичностью Высокотоксичная » 50 » 100 я

Т а б л и ц а  3 -  Степень токсичности проб донных отложений
Степень токсичности проб водных вытяжек донных отложении Значение токсического эффекта (см.

<Т 5.2.1) для проб донных отложений А. %Общая Детализированная
Токсичность отсутствует Нетоксичная до 10 еключ.
Не обладает острой токсичностью Слаботоксичная се. 10 я 35 »

Срвднетоксичная » 35 я 50 »
О бладает острой токсичносп\ью Вьхюкопюксичная » 50 я 100»

В Российской Федерации -  по ГОСТ Р 53857. ГОСТ Р 53858: при необходимости оценки других водных 
растворов веществ -  по таблице 5 настоящего стандарта.
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Окончание таблицы 3

П р и м е ч а н и е  -  При необходимости более детальной оценки токсичности загрязненных проб донных 
отложений степень токсичности определяют по значению кратности разбавления (см. 4.5.2} 96 ч ЭКР50 . приве- 
денным в таблице 4,__________________________________________________________________________________________

Т а б л и ц а  4 -  Степень токсичности проб отработанных буровых растворов, загрязненности проб донных отло­
жений

Степень токсичности водных вытяжек проб отра­
ботанных буровых растворов (донных отложений)

Значение кратности рахбавпения (си. 4.5.2) водных вытяжек проб от­
работанных буровых растворов (донных отложении) 96 ч ЗКРкгг разы

Нетоксичные 1,0
Слаботоксичная Менее 100
Срвднетоксичная От 100 до 1000
Высокотоксичная я 1000 я 10000
Гипертоксичная Более 10000

Т а б л и ц а  5 -  Степень токсичности водных растворов веществ
Степень токсичности водных растворов ве­

ществ
Значение аффективной концентрации вещества (см. 4 5.2) 72 ч ЭКю  . 

ма/дм3
Нетоксичные Се. 1000
Практически нвтохеичнью От 1000 до 100 включ.
Слаботоксичные Менее 100 ж 10 »
Срвднетоксичныв № 10 ж 1.0 »
Высокотоксичные ж 1.0 ж 0.01 ж
Гипертоксичныв ж 0.01

4.5.4 Результаты тестирования считаю т достоверными, если соблюдаются следую щ ие условия:
a ) процент гибели тест-организмов в контрольных пробах не бо лее 10 % ;
b ) токсичность модельного токсиканта находится в пределах, указанны х в 4 .3 .3 .4 .

4 .6  О ф о р м л е н и е  р е зу л ь тато в  те с ти р о в а н и я

4.6.1 Результаты тестирования регистрируют в протоколе испытаний в соответствии с требова­
ниями ГОСТ И С О /М Э К 17025. при этом дополнительно указывают  следую щ ую  инф ормацию:

a) ссылку на настоящий стандарт с указанием метода определения:
b ) данны е, необходимые для идентиф икации пробы или анализируемого вещ ества, прош едш его  

испытания;
c) методы подготовки проб:
- для природной морской воды, воды эстуариев или сточных вод -  условия и продолжительность  

хранения проб и. при необходимости, условия, в которых проводились отстаивание, фильтрование, а 
такж е разм ораживание пробы.

- д ля вещ еств и водных вытяжек -  способ приготовления исходных и анализируемы х проб (рас­
творов);

d ) инф ормацию , относящ ую ся к тестированию, включая вид, источник, возраст и стадию  ж изнен­
ного цикла тест-организм а, условия культивирования, источник и характеристику морской воды:

e ) результаты окончательного определения средней летальной кратности разбавления 72 ч 
ЛКР50 или 96  ч ЛКР50 (средней летальной концентрации 72  ч ЛК$0). метод расчета (при необходимо­
сти):

f) минимальную концентрацию  пробы вещ ества (минимальную кратность разбавления пробы). 
соответствующую 100% -но й  смертности, и максимальную  концентрацию  (максимальную кратность 
разбавления), соответствующую 0% -мой смертности тест-организмов за 24 . 48 . 72  и 96  ч;

д) любые отклонения в поведении или внеш нем виде тест-организмов в условиях тестирования;
h) обстоятельства и условия, не предусмотренны е настоящ им стандартом, способные повлиять  

на результат тестирования:
i) значения pH  и концентрацию  растворенного кислорода в анализируемы х и контрольных пробах 

в начале и конце тестирования.
4.6.2  Значения 72 ч ЛКР50 (96 ч ЛКР50). 72  ч Л К 50 и диапазон разбавлений (концентраций) пробы, 

соответствующий 0% -ной и 100% -ной смертности выражают:
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- в процентах (% ) или в кратности разбавления (разы) -  для природной морской воды, воды 
эстуариов. сточных вод и водных вытяжек;

- в миллиграммах {или микрограммах) на кубический д ецим етр -  д ля растворов вещ еств.

5 Метод определения токсичности исследуемых объектов по 
выживаемости морских ракообразных видов Acartia tonsa Dana, Tisbe 
battagliai Volkmann-Rocco, Nitocra spinipes Boeck (Copepoda, Crustacea) 
(метод Б)

5.1 С у щ н о с ть  м ето да

Сущ ность метода заклю чается в регистрации гибели морских ракообразны х видов Acartia tonsa 
D an a, Tisbe battagliai Volkm ann-Rocco, Nitocra spinipes Boeck (C opepoda. C rustacea) в анализируемой  
пробе исследуемого объекта относительно контрольной пробы, определении е е  токсичности и токси­
кологических показателей  при тестировании в течение 4 8  ч.

Среднюю летальную кратность разбавления за 48 ч тестирования, вызывающую гибель 50 % 
m ocm -органиэмов, обозначаю т 48 ч ЛКР$0: среднюю летальную  концентрацию  -  4 8  ч Л К 50.

П р и м е ч а н и е  -  Допускается проводить определение средней летальной кратности разбавления проб 
сточной воды (концентрации вещества), вызывающей гибель 50 % тест-организмов за 24 ч [24 ч ЛКР50 (24 ч ЛК50)). 
или при увеличенной продолжительности тестирования до 96 ч [96 ч ЛКР50 (96 ч ЛК50)].

5 .2  С редства измерений, вспомогательное оборудование, реактивы, материалы  -  по 4 .2  со сле­
дующими дополнениями:

Контейнеры  для тестирования из химически инертных м атериалов [например, стеклянны е хими­
ческие стаканы  (или чашки Петри) по ГОСТ 25336] и одноразовые чаш ки Петри из твердого полимер­
ного м атериала с ячейками для культур организмов.

П р и м е ч а н и е  -  Для снижения испарения анализируемых растворов рекомендуется для контейнеров ис­
пользовать неплотно прилегающие широкие крышки.

Д ля  ранних стадий жизненного цикла тест-организмов могут быть использованы специальные  
контейнеры , приспособленные д ля наблюдений с использованием микроскопа.

Тест-организмы : морские ракообразные видов:
- Acartia tonsa Dana;
- Tisbe battagliai Volkm ann-Rocco;
- Nitocra spinipes Boeck.

П р и м е ч а н и я
1 Для тестирования используют культуру тест-организмов одного из указанных видов.
2  Тест-организмы получают путем их культивирования в лабораторных условиях в соответствии с требова­

ниями приложения В.

П осле отклады вания яиц жизненный цикл тест-организмов состоит из стадий развития науплиев, 
копеподитов и взрослых особей. Возраст и стадия жизненного цикла тест-организма по состоянию на 
начало тестирования должны быть указаны в протоколе испытаний следую щ им образом:

- Acartia tonsa Dana: крупные копеподиты (стадия 5 ) или взрослые особи;
- Tisbe battagliai Volkm ann-Rocco: копеподиды в возрасте (6  ±  2 ) сут;
- Nitocra spinipes Boeck: взрослые особи в возрасте от 3  до 4  недель.
Модельный токсикант: 3.5 -дихлорф енол, ч. д . а  или по 4 .2 .
М орская вода (д ал ее  -  вода д ля разбавления) -  по 4 .2 .

П р и м е ч а н и я
1 При тестировании по методу Б для применяемых тест-организмов недостаточно информации о возмож­

ности использования искусственной морской воды.
2 Использование воды для разбавления (природной морской воды) с более низкой соленостью, что боль­

ше подходит для испытаний устьевой (опресненной) или жесткой воды, должно быть отражено в протоколе 
испытаний.

3 Nitocra spinipes Вовек допускается использовать при минерализации воды менее 1 г/дм3 (солености менее 
1 Ч»), a Tisbe battagliai Volkmann-Rocco -  для воды с минерализацией до 20 г/дм3 (солености до 20 %о).
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Перед началом тестирования тест-организмы культивируют и выдерживают не менее 7 сут в природной мор­
ской воде такой же солености (при допускаемом предельном отклонение/ ± 3  %о). что и анализируемые пробы.

4 Содержание растворенного кислорода в воде для разбавления должно быть более 7 мг О^/дм3, а значение 
p H - (8 .0  ±0 .3 ).

5 Природная морская вода (вода для разбавления) должна обеспечивать выживание тест-организмов не 
менее 48 ч и должна быть отобрана из того же источника, что и природная морская вода, которая применялась для 
культивирования тест-организмов на протяжении жизненного цикла не менее двух поколений.

Аммоний молибдв новокислый 4 -водный (NH4)6M o70 24 ■ 4 Н 20 .
Натрий фосфорнокислый однозамвщвнный 2-водный по ГОСТ 245. х. ч.
Марганец (II) хлористый 4-водный по ГОСТ 612. х. ч.
Желез (III) хлорид 6-водный по ГОСТ 4147. х. ч.
Натрий азотнокислый по ГОСТ 4168. х. ч.
Кобальт хлористый 6-водный по ГОСТ 4525. х. ч.
Цинк хлористый по ГОСТ 4529. х. ч.
Соль динатриевая этилендиамин-N .N .N '.N '-твтрауксусной кислоты 2 -водная (трилон Б) по 

ГОСТ 10652. х. ч.
Медь (II) сернокислая 5-водная (CuSO 5Н20 ). х. ч.
Витамин B J2 (цианокобаламин).
Витамин В ,.

5.3 П о д го то в ка  к те с ти р о в а н и ю

5.3.1 Подготовка посуды -  по 4.3.1. при этом перед тестированием  контейнеры для тестиро­
вания (см. 5.2) должны быть тщ ательно вымыты водопроводной водой и ополоснуты сначала дистил­
лированной водой, а затем морской водой (см. 5 .2 ).

5 .3 .2  П одготовка исходны х и ан ал изир уем ы х проб -  по 4.3 .4. При этом исходны е растворы  
вещ ества  готовят с использованием  д истил лированной воды. Минерализация  (сол ено сть ) а н а л и ­
зируемы х проб д ол ж на соответствовать минерализации  (сол ено сти ) использованной морской воды 
(см . 5 .2 ).

Рекомендуется, чтобы объем приготовленной анализируемой пробы был достаточны м и для 
определения концентрации растворенного кислорода и pH.

5 .3 .3  П р о в ер ка  ф и зи о л о ги ч е с ко й  ч у в с тв и те л ь н о с ти  тес т -о р га н и зм о в

Периодически (но реже одного раза в месяц), а также непосредственно перед тестированием  
тест-организмы  проверяют на физиологическую чувствительность. Д ля этого определяют среднюю 
летальную концентрацию  модельного токсиканта 3.5-дихлорфвнола при тестировании в течение 48 
ч (4 8  ч Л К 50).

Анализируемые растворы модельного токсиканта (3.5-дихлорфенола) готовят непосред­
ственно перед определением физиологической чувствительности тест-организмов аналогично 
растворам моделыюго токсиканта на основе двухромовокислого калия (см 4.3.3.1 и 4.3.3.2). но для 
диапазона концентраций 3.5-дихлорфенола. приведенных в таблице 6.

Тестирование проводят в соответствии с требованиями 5.4 в течение 48 ч.
На основании полученных результатов аналогично 4.5 .5  определяют значение 4 8  ч Л К 50 для 

моделыюго токсиканта (3.5-дихлорфенола). при этом:
- если зн ач ен и е  4 8  ч Л К ^  модельного токсиканта  находится в д иа п а зо н е  ко н цен тр аций  

3.5-дихлорфенола. указанн ы х в табл ице 6 . то  используем ы е тест-о рган изм ы  пригодны  д л я  т е с т и ­
рования;

- если значение 4 8  ч Л К 50 модельного токсиканта (3.5-дихлорфвнола) н е  входит в диапазон  
концентраций, указанных в табл ице 6. то проверяю т соблю дение выполнения условий тестирования, 
условия культивирования тест-организм ов и, при необходимости, используют новую культуру тест- 
организмов.

П р и м е ч а н и е  -  Значение 48 ч ЛК50 модельного токсиканта указывают в протоколе испытаний, имея в 
виду, что это значение в установленном диапазоне концентраций характеризует токсичность модельного токсикан­
та только для использованных тест-организмов, а также характеризует их физиологическую чувствительность, что 
позволяет проводить тестирование с использованием указанных тест-организмов.
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Т а б л и ц а  6

Т е с т  о р г а н и з м ы

Массовая концентрация раствора модельного токсиканта ( 3 .5 - д и х л о р ф е к о л э ) ,  

мг/дм-. соответствующая
5091  -н о й  г и б е л и  тест организмов ( 4 8  ч  Л К И 1 ( 2 0  -  8 0 ) % - и о й  г и б е л и  тест-организмов

Acartia tonsa Dana 0 . 5 - 1 , 5 1 . 0

Tisbe battagliai Volkmann-Rocco 1 .1  - 3 . 5 2 . 3

Nitocra spinipes Boeck 1 . 9 - 5 . 7 3 . 8

П р и м е ч а н и е  -  Значения 48 ч ЛК50 могут изменяться в зависимости от минерализации (солености) 
среды. Приведенные в таблице 6 значения относятся только к среде с минерализацией от 29 до 36 r/дмЗ. (со- 
леностью от 29 %о до 36 %>).___________________________________________________________________________________

Д опускается проверять физиологическую чувствительность тест-организмов путем определения  
гибели твст-организ/хов в растворе модельного токсиканта при одной концентрации, приведенной  
в таблице 6, после тестирования в течение 48  ч. Если гибель тест-организмов при этом составляет  
от 2 0  %  до 80 % , то чувствительность тест-организмов является приемлемой для тестирования. Если 
гибель тест-организмов не попадает в указанный д иапазон их гибели, то проверяют соблюдение вы­
полнения условий тестирования, способ культивирования тест-организмов и. при необходимости, 
используют новую культуру тест-организмов.

5 .4  П р о в е д е н и е  те с ти р о в ан и я

5.4.1 Проведение тестирования -  аналогично 4 .4 , но с использованием тест-организмов по 5 .2  и 
тестирования в течение 4 8  ч.

При необходимости определяют 24 ч Л К 50 (24  ч Л К Р 50), а также концентрации вещ ества (разбав­
лений), соответствую щ ие 0% -ной и 100% -ной смертности тест-организмов за 48  ч.

П рим ер проведения предварительного тестирования и установления диапазона концентраций  
вещества, в пределах которого необходимо проводить окончательное тестирование, приведен в 
приложении А. Д ля тестирования используют по одному контейнеру д ля каждой концентрации анали­
зируемого раствора.

П рим ер проведения окончательного тестирования для определения значения средней летальной 
концентрации 4 8  ч Л К М  приведен в приложении А. При проведении тестирования рекомендуется ис­
пользовать одинаковые контейнеры (см. 5.2).

Процедура тестирования -  по 4 .4 .3  со следую щ ими уточнениями:
5.4.1.1  В серию контейнеров для тестирования (см. 5 .2 ) вносят равны е объемы анализируемой  

пробы (см. 5 .3 .2 ). Объем анализируемой пробы должен быть таким, чтобы при использовании необхо­
димого количества тест-организмов их плотность не превы ш ала одного организма на 0 .5  см3 пробы. 
при этом д ля Acartia tonsa D ana реком ендуем ая максимапьная плотность посадки -  один организм на 
5  см3 анализируемой пробы.

5.4.1.2  Д ля  каждой серии определений подготавливают контрольную пробу в контейнере, содер­
ж ащ ую  объем соды для разбавления (см. 5 .2 ). равный объему анализируемого раствора одной из кон­
центраций вещества (разбавлений сточной воды).

Если для растворения или диспергирования вещ ества используют растворитель, то одноврем ен­
но готовят второй контрольный контейнер с контрольной пробой из воды для разбавления (см. 5 .2 ), 
содерж ащ ей растворитель в максимальной используемой концентрации.

5 .4 .1 .3  Тестирование трудно растворимы х вещ еств проводят по 4 .4 .3  с использованием 20  тест- 
организмов и только при одной концентрации, которая соответствует массовой концентрации 100 м г/дм3 
или бо лее низкой концентрации, являю щ ейся максимальной д ля растворения данного вещ ества.

5 .4 .2  П осле подсчета выживших тест-организмов измеряют в анализируемы х и контрольных про­
бах концентрацию  растворенного кислорода и pH.

5 .5  О бработка результатов -  аналогично 4 .5  с  определением токсичности и токсикологических 
показателей за 48 ч.

И нф ормация о  результатах тестирования проведенных межлабораторны х ислытаниий приведена  
в приложении С .

5 .6  О ф орм ление результатов -  аналогично 4 .6 .
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Приложение А  
(рекомендуемое)

П р и м ер ы  о п р е д е л е н и я  ср е д н е й  л е та л ь н о й  ко н ц е н тр а ц и и  (разбавления)

А.1 Пример определения 72 ч / 1К50 м одельного т оксикант а для м ет ода А

Результаты определения физиологической чувствительности наупливв Arterma salina L. в растворе мо­
дельного токсиканта (калий двухромовокислый) приведены в таблице А. 1.

Т а б л и ц а  А.1
Продолжатель- Массовая концентрация Количество выживших тест Среднеарифметическое Процент
пасть тести- раствора модального организмов, шт . в чашках Петри значение количества выжив■ гибели тест-

рования. ч токсиканта, мь'дм3 Nt 1 т 2 № 3 ших тест-организмов, шт. организмов. %
0 (контрольная) 20 20 20 20 0

1.0 20 20 20 20 0

72
2,0 20 20 20 20 0
5.0 16 17 15 16 20
7.5 9 9 9 9 55
10.0 2 3 1 2 90

По результатам тестирования, приведенным в таблице А. 1. гибель 50 % тест-организмов не зарегистри­
рована. В э то м  случае для обработки результатов тестирования применяют пробит-анализ аналогично А. 4.

Получают значение 72 ч Л К ^  для указанного модельного токсиканта, равное 7,24 мг/ди3. которое входит 
в диапазон концентраций, указанный в 4.3.3.4 настоящего стандарта. Следовательно, использованные тест- 
организмы пригодны для тестирования.

А .2  П р и м е р ы  о п р е д е л е н и я  с р е д н е й  л е та л ь н о й  ко н ц е н тр а ц и и  в о щ ес тв а  п ри  тести р о в ан и и
по м ет оду А

А.2.1 Пример проведения предварительного тестирования по 4.4.1 настоящего стандарта для выбора 
диапазона концентраций вещества, в пределах которого необходимо провести окончательное тестирование, 
приведен в таблице А. 2.

Т а б л и ц а  А.2
Продолжитель­
ность тести• 

рования. я

Массовая концентрация 
вещества, мг/дм3

Количество выживших тест- 
организмов в чашках Петри шт.

Среднеарифметическое 
значение количества выжив- 
ших тест-организмов, шт

Процент 
гибели тест 
организмов. %№ 1 № 2

72

0 (контрольная проба) 20 20 20 0
0.1 20 20 20 0
1.0 20 20 20 0
10.0 11 9 10 50

100.0 3 3 3 85
1000.0 0 0 0 100

Из данных таблицы А. 2 следует, что диапазон концентраций вещества, в пределах которого необходимо 
проводить окончательное тестирование, составляет от 1.0 до 100 мг/дм3.

А.2.2 Пример проведения окончательного тестирования по 4.4.2 настоящего стандарта приведен в та­
блице А.З.

Т а б л и ц а  А.З
Просол жите ле­
ность тести• 

роеания. я

Массовая концентрация 
вещества, мг/дм3

Количество выживших тест- 
организмов в чашках Петри, шт.

Среднеарифметическое 
значение количества выжив- 
ших тест-организмов, шт.

Процент 
гибели тест- 
организмов. %Л» Г № 2 N3 3

72

0 (контрольная проба) 20 20 20 20 0
1.0 20 20 20 20 0
2.5 17 19 18 18 10
5.0 16 14 15 15 25
10.0 11 10 9 10 50

100.0 4 3 2 3 85

16



Г О С Т  3 1 9 5 9 -2 0 1 2

Из данных таблицы А.З видно, что 50%-ной гибели тест-организмов соответствует массовая концен­
трация вещества, равная 10 мг/дм3 при тестировании в течение 72 ч (72 ч PK5(J.

Если значение массовой концентрации вещества, которое соответствует 50%-ной гибели тест- 
организшв при тестировании в течение 72 ч, не зарегистрировано (см. таблицу А.4). то его определяют, 
используя для обработки результатов тестирования пробит-анализ аналогично А.4.

Т а б л и ц а  А.4
Продолжитель­
ность тести­

рования. ч

Массовая концентрация 
вещества, «г/дм3

Количество выживших тест- 
организмов в чашках Петри, шт

Сред неарифметическое зна 
чение количества выживших 

тест-организмов, шт.

Процент 
гибели тест- 
организмов. %Ш 1 Н> 2 М» 3

72

0 (контрольная проба) 20 20 20 20 0
1.0 20 20 20 20 0
2.5 17 16 15 16 20
5.0 12 13 14 13 35
10,0 9 8 7 8 60
100.0 1 0 2 1 95

А .З  П р и м е р ы  о п р е д е л е н и я  с р е д н е й  л е та л ь н о й  ко н ц е н тр а ц и и  в е щ е с тв а  п ри  т е с ти р о в а н и и  
по м ет оду Б

А.3.1 Пример проведения предварительного тестирования по 5.4 для выбора диапазона концентраций веще­
ства. в пределах которого необходимо провести окончательное тестирование, приведен в таблице А.5.

Т а б л и ц а  А.5
Массовая концентрация вещества, мг.'дм3 Количество выживших тест-ортамизмов, шт . после тестирования в течение

24 ч 48 ч
0 (контрольная проба) 5 5

0.10 5 5
0.32 5 5
1.0 5 5
3.2 5 3
10 0 0
32 0 0

100 0 0

Из данных таблицы А.5 следует, что диапазон концентраций вещества, в пределах которого необходимо 
провести окончательное тестирование, составляет от 1.0 до 10 мг/дм3.

А.3.2 Пример проведения окончательного тестирования приведен в таблице А.6.

Т а б л и ц а  А.6
Продолжитель­

ность тестирова­
ния. ч

Массовая концентрация веще­
ства. мь’дм3

Количество выживших 
тест-организмов в контей­

нерах, шт.

Общее количе­
ство выживших 

тсст-организмое.
шт.

Процент гибели 
тест-организмов,

%
Nt 1 Nt 2 М-3 /й 4

24

0 (контрольная проба) 5 5 5 5 20 0
1.0 5 5 5 5 20 0
1.8 5 5 5 5 20 0
3.2 4 5 4 5 18 10
5.6 2 3 1 2 8 60
10 0 1 0 1 2 90

48

0 (контрольная проба) 5 5 5 5 20 0
1.0 5 5 5 5 20 0
1.8 5 4 5 3 17 15
3.2 3 1 1 2 7 65
5.6 0 0 1 1 2 90
10 0 0 0 0 0 100

А.3.3 По результатам тестирования в течение 24 и 48 ч. приведенным в таблице А.6. 50%-ная гибель тест- 
организмов не зарегистрирована. В этом случав для обработки результатов тестирования применяют пробит- 
анализ аналогично А.4 и получают следующие значения: средняя летальная концентрация пробы вещества при 
тестировании в течение 24 ч (24 ч ЛК50) равна 5.4 мг/дм3; средняя легальная концентрация пробы вещества при 
тестировании в течение 48 ч (48 ч ЛК50) равна 2,9 мг/дм3

17



Г О С Т  3 1 9 5 9 -2 0 1 2

А .4 Примеры  обработ ки результ ат ов т ест ирования с использованием пробит -анализа

А.4.1 Если в результате тестирования не зарегистрировано конкретное значение средней летальной 
кратности разбавления (концентрации) пробы, то результаты тестирования обрабатывают с применени­
ем метода математической статистики -  пробит-анализа. Значения пробитое, соответствующие гибели 
тест-организмов в диапазоне от 0 % до 99 %. приведены в таблице А. 7.

Т а б л и ц а  А.7
Процент гибели тест организмов, % 0 Т 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2.67 2.95 3.12 3.25 3.35 3.45 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.83 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.80 4.82 4.85 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97
50 5.00 5.03 5.05 5.08 5.10 5.13 5.15 5.18 5.20 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 5.4 5.44 5.47 5.50
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 5.71 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33

А.4.2 Результаты тестирования по определению средней летальной кратности разбавления пробы на 
примере сточной воды приведены в таблице А.8.

Т а б л и ц а  А.8
Кратность разбавления анализируемой пробы 

с точной воды С. %
Десятичный логарифм крат­

ности разбавления (lg С)
Процент гибели 

тест организмов. %

Значения пробитое 
по таблице А. 7

3.12 0.494 0 -

6.25 0.796 0 -

12.50 1.097 10 3.72
25.00 1.398 40 4.75
50.00 1.699 80 5.84
100.00 2.000 95 6.64

П р и м е ч а н и е  -  Данные, приведенные в таблице А.8. получены в результате тестирования анализируе­
мой пробы сточной воды по методу А в течение 72 ч.

А.4.3 По значениям пробитое и десятичных логарифиюв кратности разбавлений (см. таблицу А.8) стро­
ят график линейной зависимости, откладывая по оси абсцисс значения логарифмов кратности разбавлений 
анализируемой пробы, по оси ординат -  значения пробитое.

Пример построения графика линейной зависимости значений пробитое от десятичного логарифма кратно­
сти разбавлений (IgC) на примере сточной воды приведен на рисунке А. 1.

Значений пробитое

Рисунок А.1 -  График линейной зависимости значений пробитов от десятичного логарифма кратности 
разбавлений анализируемой пробы сточной воды

А.4.4 На графике (см. рисунок А. 1) на оси ординат из точки, соответствующей значению пробита пять, 
что определяет 50%-ную гибель тест-организмов, проводят прямую параллельно оси абцисс до пересечения 
с графиком. Из точки пересечения прямой с графиком (М) опускают перпендикуляр на ось абсцисс и получают 
значение lg С. равное 1.46. соответствующее 72 ч ЛКР$0

Используя таблицу антилогарифмов, определяют значение кратности разбавления 72 ч ЛКР50, соот­
ветствующее 50%-ной гибели тест-организмов за 72 ч. которое равно 28.84 %.
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Приложение В 
(обязательное)

М е то д ы  ку л ь ти в и р о в ан и я  т е с т -о р га н и зм о в

В.1 У сл о в и я  кул ь тив и р о в ан и я  тес т -о р га н и зм о в

В. 1.1 Исходный материал для культивирования тест-организмов получают в лабораториях, занимаю­
щихся тестированием, имеющих культуру требуемой видовой принадлежности. Чувствительность культур к 
модельному токсиканту должна соответствовать установленному в настоящем стандарте диапазону ЛКМ  
за 48 ч (штод Б) или Л К ^  за 72 ч (метод А).

Тест-организмы культивируют и содержат в климатостате, в инкубаторе, на водяной бане или в помещении с 
регулируемой температурой (20 ± 2) °С.

При ЭТОМ обеспечивают естественное или искусственное освещение так. чтобы соблюдались следующие перио­
ды выдержки: 16 ч -  воздействие света при освещенности 500 -  1000 лк, 8 ч -  без воздействия света (в темноте).

Nitocra spinipes Boeck и Tisbe baitagHai Volkmann-Rocco необходимо защищать or воздействия прямого света. 
Acartia tonsa Dana может чувствовать себя лучше при освещенности среды с культурой тест-организмое до 2200 лк.

Тест-организмы и морская вода, в которой происходит их культивирование, должны содержаться в емкостях 
только из стекла или полимерного материала, изготовленного без использования пластификатора.

П р и м е ч а н и я
1 Морские колеподы Acartia tonsa Dana. Tisbe battagliai Volkmann-Rocco и Nitocra spinipes Вовек имеют ши­

рокое географическое распространение, обладают коротким жизненным циклом и требуют минимум пространства 
и оборудования для культивирования и проведения тестирования. Организмы могут культивироваться постоянно 
в лабораторных условиях.

2 Развитие копепод (веслонотх раков) проходит через шесть науплиальных стадий и пять стадий копеподи- 
тов. после чего наступает взрослая стадия. При температуре 20 °С  развитие только что вылупившихся науплиев 
до взрослой стадии проходит за 1 0 - 1 4  сут. Науплии выпускаются непосредственно из яйцевого мешка женской 
особью Tisbe battagliai Volkmann-Rocco и Nitocra spinipes Boeck в течение 3 - 4  сут. Acartia tonsa Dana выпускает 
яйца в течение 2 - 3  сут.

3 Приведенная в данном приложении информация предназначена для использования только в качестве 
общего руководства.

В. 1.2 Вода для культивирования тест-организмов -п о  4.2 и 5 .2  (далее -  морская вода) в зависимости от ме­
тода тестирования: при необходимости корректируют минерализацию (соленость) воды в соответствии с усло­
виями тестирования.

В. 1.3 Емкости, применяемые для культивирования тест-организмов, должны быть оснащены свободными 
или перфорированными крышками, чтобы уменьшить испарение, но обеспечить газообмен. Потеря морской воды 
из-за испарения должна возмещаться путем добавления дистиллированной или деионизированной воды.

В. 1.4 Емкости тщательно моют при каждой замене морской воды.
В. 1.5 В качестве корма используют культуру морских одноклеточных водорослей (десятисуточную).

В .2  Условия подгот овки к  т ест ированию  Artemia salina L.

В.2.1 Оборудование и процедура получения науплиев

Для тестирования используют науплиев Artemia salrna L  в возрасте одних суток (синхронизированная 
культура), которые получают в лаборатории из яиц.

Яйца хранят в холодильнике.
Каждую новую партию яиц проверяют на выклев. Используют яйца при выклевв не ниже 80 %. ч т о  опре­

деляет в дальнейшем физиологическую чувствительность тест-организмов односуточных науплиев Artemia 
salina L.

Тест-организмы для тестирования получают следующим способом:
- в стакан вместимостью 500 см3 помещают 0.1 г сухих яиц Artemia salina L.. запивают водопроводной 

питьевой водой и выдерживают 30 мин.

П р и м е ч а н и е  -  Водопроводную питьевую воду предварительно отстаивают и аэрируют в течение одних
суток:

-  через 30 мин. не взбалтывая содержимого стакана, сливают слой воды над яйцами, которые осели на 
дно стакана, удаляя таким образом всплывшие погибшие яйца и пустые оболочка. Процедуру повторяют не 
менее трех раз (заполняют стакан водой и сливают воду):
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- отмытые яйца от пустых оболочек заливают морской водой (см. В. 1.2) необходимой минерализации 
(солености), знамением pH 8.0 -  8.3 и содержанием кислорода не менее 7 мг02 /дм3 и при слабой аэрации вы­
держивают до выклева.

Выклев науплиев из яиц происходит через:
-4 8  ч при температуре 20 °С:
-2 4  ч при температуре 25 °С.

В. 2.2 Регулирование плот ност и популяции

Как правило, нет необходимости регулировать плотность популяции тест-организмов при подготовке наупли­
ев к тестированию.

Первых выклюнувшихся науплиев тщательно отбирают из стакана пипеткой Пастера, концентрируя 
их возле одной из стенок направленным источником света (новорожденные науплии имеют положительный 
фототаксис).

В течение одного часа в стакане накапливаются новые науплии. их также переносят пипеткой в отдель­
ный сосуд с морской водой и используют для тестирования.

Предварительную адаптацию науплиев Artemia salina L. к воде нужной минерализации (солености) не про­
водят. так как рачок эвригалинный и может переносить минерализацию (соленость) в широком диапазоне.

Вода для замачивания яиц Artemia salina L. должна быть той же минерализации (солености), что и анали­
зируемая проба.

В.2.3 Кормление

Науплии Artemia salina L в течение 3 - 4  сут после выклева из яиц не нуждаются в кормлении в связи с 
эндогенным питанием, поэтому при тестировании их не кормят.

В.З У сл о в и я  ку л ь ти в и р о в ан и я  Acartia tonsa Dana

В.3.1 О б о р у д о в а н и е  и п р о ц е д у р а  кул ь ти в и р о в ан и я

Базовые культуры Acartia tonsa Dana культивируют в емкости с обьемом /юрской воды (см. 5.2), равным 
10 -  12 дм3. Аэрацию обеспечивают централизованно через отверстие возле дна емкости диаметром около 
1.5 мм. со скоростью приблизительно один пузырек воздуха в секунду. Это обеспечивает мягкую циркуляцию мор­
ской воды, помогая поддерживать водоросли, являющиеся пищей, во взвешенном состоянии; при этом удобно 
использовать сферические емкости или емкости с плоским дном. Использование нескольких емкостей позволяет 
разделять культуры по возрастам.

Морскую воду обновляют, по меньшей мере, один раз в неделю. Использованную морскую воду пропускают 
через несколько нейлоновых сит с ячейками различного размера, в зависимости от того, организмы какого возрас­
та необходимо сохранить или отделить, в порядке, приведенном в таблице В.1.

Т а б л и ц а  В.1
Размер ячейки сита, мкм Характеристика стадии удерживаемого организма

60 Удерживает все стадии
100 Удерживает все стадии, кроме яиц и науплиев в возрасте 2 сут
140 Удерживает копеподитов и взрослых особей
180 Удерживает только взрослых особей

Тест-организмы, которые необходимо сохранить для возобновления данной культуры, переносят из сита 
в свежую морскую воду (см. В. 1.2). Невылулившиеся яйца собираются на дне емкости и их удаляют путем от­
качивания морской воды со дна емкости. Однако их трудно отделить от молодых науплиев. которые могут там 
находиться, так как на дне емкости собирается также осадок, включая остатки пищи, который систематически 
удаляют.

Обычно новью культуры возобновляют, используя молодь или взрослых особей, отделяя их во время еже­
недельной замены морской воды, с применением сит размером ячеек 180 и 60 мкм. Допускается проводить отде­
ление молоди с меньшими интервалами времени, что позволяет получить более близкие возрастные группы, в том 
случае если, например, особей выращивают для использования при тестировании. Другим способом отделения 
взрослых особей от молоди является перенос взрослых особей в специальную клетку, которая позволяет яйцам 
падать сквозь ячейки сита в контейнер с водой.

В .3 .2  Р е гу л и р о в а н и е  п л о тн о сти  п о п у л я ц и и

Как правило, нет необходимости регулировать плотность популяции, которая была начата особями в возрас­
те менее семи суток, до конца первой недели, когда плотность популяции обычно не превышает 25 -  50 особей 
на 1 дм3. Когда копелоды достигают взрослой стадии, плотность, при необходимости, должна быть снижена до 25 
особей на 1 дм3. Рекомендуется избавляться от взрослых особей в возрасте 5 - 6  недель.
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В .3 .3  К о р м л е н и е

Тест-организмы Acartia tonsa Dana питаются двумя видами одноклеточных водорослей, выращиваемых в 
лабораторных условиях. Isochrysis galbana и Rhodomonas reticulata. Эти водоросли выращивают с использова­
нием асептической технологии, чтобы исключить заражение культуры бактериями, водорослями и простейшими 
организмами. Для выращивания водорослей Isochrysis galbana и Rhodomonas reticulata используют следующие 
питательные растворы:

а) Раствор А. состав которого приведен в таблице В.2. Раствор А хранят в холодильнике при температуре 
около 4 °С  не более года.

Т а б л и ц а  В.2
Состав раствора Количество компонента

Азотнокислый натрий по ГОСТ 4168 (N aN 03) 100.00 Г

Натрий фосфорнокислый однозамвщенный одноводный (NaH^PO^ ■ Н20) 20.00 г

Хлорид железа 6-водный по ГОСТ 4147 (FeCI3 • 6Н20 ) 1 .30г

Марганец (П)хлористый 4-водный по ГОСТ 612 (MnCI2 - 4Н20) 0.36 т

Борная кислота по ГОСТ 9656 (Н3В 0 3) 33.60 г

Соль динатриевая зтилендиамин-М.М.М'.М'-тетрауксусной кислоты 
2-водная (трилон Б) по ГОСТ 10652 45.00 г

Раствор В (см таблицу В.4) 1.00 см3

Дистиллированная вода по ГОСТ 6709 1 дм3

Ь) Раствор В. состав которого приведен в таблице В.З. Раствор В хранят в холодильнике при температуре 
около 4 °С  не более года.

Т а б л и ц а  В.З

Состав раствора Количество компонента
Витамин В12 0.02 Г

Витамин В , (тиамин) 0.40 т

Дистиллированная вода по ГОСТ 6709 1ДМ3

с) Раствор С. состав которого приведен в таблице В.4. используют для приготовления раствора А. Раствор 
С хранят в холодильнике при температуре около 4 °С  не более года.

Т а б л и ц а  В.4
Состав раствора Количество компонента

Цинк хлористый по ГОСТ 4529 (ZnCI2) 2.1 Г

Кобальт хлористый 6-водный по ГОСТ 4525 (СоС12 • 6Н20) 2.00 т

Аммоний молибденовокислый 4-водный (NH4)eMo7Cl24 • 4Н20) 0.90 т

Медь (II) сернокислая 5-водная (CuS04 ■ б Н ^ ) 2.00 т

Дистиллированная вода по ГОСТ 6709 100 см3

П р и м е ч а н и е  -  В приготовленный раствор добавляют соляную кислоту молярной концентрации 0.1 
моль/дмЗ до тех пор. пока раствор не станет прозрачным.

Питательную среду для выращивания водорослей готовят следующим способом:
Морскую воду фильтруют через сито с ячейкой размером 1.0 мкм и обрабатывают в автоклаве в течение 15 

мин при температуре 120 °С.
В колбу, содержащую 1 дм3 отфильтрованной и обработанной в автоклаве морской воды, добавляют 1.0 см3 

раствора А и 0.05 см3 раствора В. Питательные вещества (растворы А и В) добавляют в морскую воду через сте­
рилизующий фильтр.

Культивирование водорослей проводят в стеклянных колбах вместимостью 3 дм3 при температуре (20 ± 2) °С  
с аэрацией среды. Естественное освещение имитируют, используя лампы дневного света, обеспечивающие осве­
щенность от 3000 до 10000 лк. при соблюдении следующего режима: 16 ч -  воздействие света. 8 ч -  без воздей­
ствия света {в темноте).

Культивирование водорослей проводят следующим способом:
В колбу с питательной средой добавляют 15 см3 суспензии водорослей из маточной культуры и выращивают 

водоросли в течение десяти суток. Через 10 сут, когда плотность клеток обычно достигает максимума (107 клетою'см3 -
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для Isochrysis galbana и 5 - 10е клеток/см3 -  для Rhodomonas reticulata), культуры водорослей сгущают (кон­
центрируют) с помощью центрифуги и размешивают до состояния суспензии, разбавляя морской водой. Таким 
способом получают суспензию водорослей, предназначенную для корма тест-организмов, плотность которой до­
стигает примерно 5 - 107 клеток/см3 для Isochrysis galbana и 3 107 клеток/см3 для Rhodomonas reticulata. Суспензии 
водорослей хранят в холодильнике при температуре от 0 °С до 4 °С  в течение 7 сут.

В емкости для культивирования тест-организмов вносят корм: по 0,25 см3 суспензии каждого вида водорос­
лей на 1 дм3 морской воды, что обеспечивает плотность клеток 2  • 107 клеток/дм3 (1.25 • 107 клеток/дм3 для Isochry­
sis galbana и 0,75 • 107 клеток/дм3 для Rhodomonas reticulata). Тест-организмы кормят каждый день в одинаковом 
объеме при условии, что пища, заданная в предыдущий день, сьедена полностью.

Существует альтернативный режим, когда корм из смешанных водорослей применяют только на науплиаль- 
ных стадиях, на более поздних стадиях тест-организмы кормят только водорослями Rhodomonas reticulata.

В .4  У сл о в и я  ку л ь ти в и р о в ан и я  77sbe battag liai V o lk m a n n -R o c c o

В.4.1 О б о р у д о в а н и е  и п р о ц е д у р а  кул ь ти в и р о в ан и я

Tisbe battagliai Volkmann-Rocco культивируют в емкостях, содержащих от 2 до 5 дм3 морской воды (см. 5.2). 
без аэрации. Используют, как минимум, четыре емкости, чтобы можно было разделить тест-организмы по возрасту 
и обеспечить постоянное возобновление тест-организмов для тестирования.

Морскую воду, в которой выращивают тест-организмы, обновляют один раз в неделю: использованную мор­
скую воду с тест-организмами пропускают через несколько нейлоновых сит с ячейками различного размера в зави­
симости от того, какого возраста тест-организмы должны быть отделены, в порядке, приведенном в таблице В.5.

Т а б л и ц а  В.5
Ра>ые» ячейки сита ьки Характеристика стадии удерживаемого организма

60 Удерживает все стадии
100 Удерживает все стадии, кроме науплиев в возрасте 0 - 2  сут
140 Удерживает копеподитов старше 5 сут и взрослых особей
180 Удерживает поздних копеподитов и взрослых особей
250 Удерживает большую часть взрослых особей

Тест-организмы, которые необходимо сохранить для возобновления данной культуры, переносят из сита в 
свежую морскую воду (см. В. 1.2). Следует отметить, что колеподиты и взрослые особи прилипают к стенкам емко­
сти. но их можно смыть на сито с помощью струи морской воды из пипетки или бутыли.

Для обычных целей новые культуры возобновляют путем отделения молоди от взрослых особей во время 
еженедельной замены морской воды с использованием сит с ячейками размером 180 и 60 мкм. Последующие 
отделения особей по стадиям жизненного цикла с более короткими интервалами используют для отделения тест- 
организмов с меньшей разницей в возрасте, если, например, эти тест-организмы выращивают для дальнейшего 
использования при тестировании.

В .4 .2  Р е гу л и р о в а н и е  п л о тн о сти  п о п у л я ц и и

Как правило, нет необходимости регулировать плотность популяции, которая была начата особями в возрас­
те менее семи суток, до конца первой недели, когда плотность популяции обычно не превышает 100 особей на 1 
дм3 Рекомендуется избавляться от взрослых особей в возрасте 4 - 5  недель.

В .4 .3  К о р м л ен и е

Tisbe battagliai Volkmann-Rocco питаются морскими водорослями. Успешно зарекомендовала себя 
одна из водорослей. Isochrysis galbana. хотя смесь этой водоросли с Rhodomonas reticulata лучше усваива­
ется тест-организмами. Культивирование водорослей и подготовка культур -  в соответствии с требованиями
В.3.3.

Если для корма используют только водоросли Isochrysis galbana. то на 1 д м 3 свежей морской воды вно­
сят 5 см3 суспензии водорослей (плотность 5  • 107 клеток/см3) (см. В. 1.2). чтобы обеспечить плотность водо­
рослей. равную 2.5 • 10а клеток/дм3. Если используют оба вида водорослей, то на 1 дм3 воды вносят 3 см3 
суспензии водоросли Isochrysis galbana и 2 см3 Rhodomonas reticulata (плотность 3 • 107 клеток/см3) (что обе­
спечивает плотность 1.5 - 10е клеток/дм3 водоросли Isochrysis galbana и 0 .6  - 108 клеток/дм3 водоросли Rho­
domonas reticulata).

Обычно тест-организмы при культивировании кормят ежедневно. При содержании взрослых тест- 
организмов с более высокой плотностью популяции требуется соответственно и дополнительное питание в таком 
же обьеме (указанном выше) один или два раза в неделю, но при условии, что предыдущая порция пищи сьедена. 
Тест-организмы, состоящие из науплиев в возрасте одной недели и копеподитов ранних стадий, обычно не требу­
ют дополнительного питания.
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В .5  У сл о в и я  кул ь тив и р о в ан и я  Nitocra spinipes  B oock

В .5.1 О б о р у д о в а н и е  и п р о ц е д у р а  кул ь ти в и р о в ан и я

Nitocra spinipes Boeck культивируют в емкостях, например в кристаллизаторах вместимостью 150 см3, со­
держащих по 100 см3 морской воды (см. 5.2). без аэрации. Для обеспечения отделения культур по возрастам и обе­
спечения постоянного возобновления тест-организмов для тестирования требуется примерно 15 таких емкостей.

Каждую неделю необходимо обновлять культуру тест-организмов путем переноса 1 0 - 1 5  женских особей с 
видимыми яйцевыми мешками в кристаллизаторы, содержащие по 100 см3 свежей морской воды. Для обновлен­
ных культур необходимо заменять 50 % морской воды через две недели. После этого заменяют 50 % морской воды 
не реже одного раза в неделю.

Для тестирования необходимо отбирать взрослых копепод без яичных мешков в возрасте 3 - 4  недели.

В .5 .2  Р е гу л и р о в а н и е  п л о тн о сти  п о п у л я ц и и

Как правило, нет необходимости регулировать плотность популяции тест-организмов при культивировании 
указанной культуры.

Рекомендуется избавляться от взрослых особей в возрасте 4 - 6  недель.

В .5 .3  К о р м л е н и е

Tisbe battagliai Volkmann-Rocco питаются молотым кормом для лосося, который приобретают в готовом  
виде. Шарики корма для молодых лососей диаметром около 1 мм высушивают при 50 °С  в течение 24 ч. После 
остывания шарики корма измельчают в ступке, затем помещают в пробирки с завинчивающимися крышками. Про­
бирки с кормом стерилизуют при 120 °С  в течение 24 ч. Хранят подготовленный корм так же. как корм для лосося, 
в морозильнике.

Для кормления тест-организмов возобновленной культуры в емкости с водой для культивирования объемом 
100 см3 вносят около 20 мг корма одновременно с 1 см3 донных отложений из воды старой культуры. После этого 
кормление продолжают, внося по 10 мг корма три раза в неделю. Следует добавлять не слишком много корма, 
поскольку может произойти уменьшение содержания кислорода, что может вызвать ухудшение условий выращи­
вания тест-организмов.
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Приложение С 
(справочное)

И н ф о р м а ц и я  о  резу л ь татах  т е с т и р о в а н и я  п р о в е д е н н ы х  п ри  м е ж л а б о р а т о р н ы х  и с п ы та н и я х
для м ет ода Б

С.1. Результаты тестирования, проведенные в 1991 году при межлабораторных испытаниях модельных ток­
сикантов. приведены в таблице С.1.

Т а б л и ц а  С.1
Вещества и тест- 

органилмы
Коли­

чество
лабора­

торий

Количество
исполь­

зованных
результатов

Средисариф 
метическое 

значение 
лк50, мг/дм3

Стандартное отклонение
в условиях повторяемости в условиях воспроизводимости
абсолютное.

мг,'дм3
относитель­

ное %
абсолютное.

мг/дм3
относительное.

%
3,5-д ихлорфе нол 

Acartia tonsa 7 14 0.95 0,22 23 0.55 58
Tisbe battagliai 4 16 2,25 0.82 36 1.07 48

Двухромовокислый ка­
лий Nitocra spinipes при 
минерализации (соле­

ности): 7 - 9  мг/дм3 
( 7 % * - 9  %>} 11 61 18,7 4.38 23 7.85 42

1 5 - 2 9  мг/дм-1 
(15 -  29 %») 4 23 34,6 7.61 22 16.2 47

П р и м е ч а н и е  -  Данные для Acartia tonsa и Tisbe battagliai приведены для тестирования в течение 48 ч; 
данные для М оста spinyes -  для 96 ч.________________________________________________________________________
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Приложение Д .А  
(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  с та н д а р та  с о  с т р у кту р о й  м еж го с у д а р с тв е н н о го
с та н д а р та

Д.А.1 Сравнение структуры международного стандарта ISO 14669:1999 со структурой межгосударственно­
го стандарта приведено в таблице Д.А.1. Указанное в таблице Д.А.1 изменение структуры межгосударственного 
стандарта относительно структуры примененного международного стандарта обусловлено приведением в соответ­
ствие требований, установленных в ГОСТ 1.5, ГОСТ 1.3 и включением дополнительного к ISO 14669:1999 метода 
определения токсичности.

Т а б л и ц а  Д А.1
Структура международного стандарта ISO 14669:1999 Структура межгосударственного стандарта

Раздел 1 Раздел 1
Раздел 2 Раздел 2
Раздел 3 Разделы 4: 5
Раздел 4 Раздел 1 (4-ый абзац)
Раздел 5 Подразделы 4.2; 5.2

Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты
5.1 - - 4 :5 4.2; 5.2 -

5.2 - - 4 4.2 -
5.3 - - 4 :5 4.2: 5.2 -

Раздел 6 Подразделы 4.2; 5.2
Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты

6.1 - - 4.2 -

6.2 - - 4 4.2 -

6.3 - - 4.2 -

6.4 - - 5 5.2 -

Раздел 7 Разделы 3; 4; 5
Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты

7.1 - - 3 3.1 -
7.2 - - 4 4.3 -

5 - 5.3.2
- 7.2.1 - 4 4.3.4 4.3.4.4
- 7.2.2 - - 4.3.4.6

Раздел 8 Подразделы 4.4; 5.4

Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты
8.1 - - - 4.4.1
8.2 - - 4 - 4.4.2
8.3 - - - 4.4.3
8.4 - - 5 - 5.4.1.3
8.5 - - 4 :5 - 4.3.3: 5.3.3

Раздел 9 Подраздел 4.5
Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты

9.1 - - - 4.5.5
9.2 - - - 4.5.7
9.3 - - - 4.6.2

Раздел 10 Подраздел 5.5
Раздел 11 Подраздел 4.6
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Окончание таблицы Д  А. 1

Структура международного стандарта ISO 14669:1999 Струхтура межгосударственного стандарта
Приложение А А.1 Приложение А А-3.1

А.2 А.3.2
А.2.1 А.3.2
А.2.2 А.4

Приложение В В.1 Приложение В В.1
В.2 В. 1.2
В.З В.1.1
В.4 В.1

В.4.1 В.1.1
В.4.2 В.З

В.4.2.1 В.3.1
В.4.2.2 В.3.2
В.4.2.3 В.3.3
В.4.3 В.4

В.4.3.1 В.4.1
В.4.3.2 В.4.2
В.4.3.3 В.4.3
В.4.4 В.5

В.4.4.1 В.5.1
В.4.4.2 В.5.2
В.4.4.3 В.5.3

Приложение С - Приложение С С.1
- Приложение Д.А
- Приложение Д.Б

Библиография Библиография

П р и м е ч а н и е  -  Раздел 3. подразделы 5.2, 8.3 международного стандарта состоят из значительного 
количества абзацев, которые в настоящем стандарте размещены в соответствующих подразделах, указанных в 
данной таблице.
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Приложение Д.Б  
(справочное)

С в е д е н и я  о  со о тв е тс тв и и  м е ж го с у д а р с тв е н н ы х  ста н д а р то в  сс ы л о ч н ы м  м е ж д ун ар о д н ы м
с тан д а р там

Т а б л и ц а  Д.Б.1
Обозначение и наименование между народ 

иого стандарта
Степень соответствия Обозначение и наименование межгосударственно­

го стандарта
ISO/1 ЕС 17025-2005 Общие требования 
к компетентности испытательных и кали­
бровочных лабораторий

ЮТ ГОСТ ИСО/МЭК 17025-2009 Общие требо­
вания к компетентности испытательных и 
калибровочных лабораторий
ГОСТ 17.1.5.05-85 Охрана природы. Ги­
дросфера. Общие требования к отбору проб 
поверхностных и морских вод. льда и атмос­
ферных осадков
ГОСТ 17.4.4.02-84 Охрана природы. Почвы. 
Методы отбора и подготовки проб для хими­
ческого. бактериологического и гельминтоло­
гического анализа
ГОСТ 2 4 5 -7 6  Реактивы. Натрий фосфорно­
кислый однозамещвнный 2-водный. Техниче­
ские условия

— - ГОСТ 6 1 2-75  Реактивы. Марганец (II) хлори­
стый 4-водный. Технические условия

ISO 1042:1998 Посуда лабораторная 
стеклянная. Мерные колбы с одной 
меткой

MOD

ГОСТ 1770-74 (ИСО 1042-83. ИСО 4 788-80) 
Посуда мерная лабораторная стеклянная. 
Цилиндры, мензурки, колбы, пробирки. Об­
щие технические условияISO 4788:1980’ Посуда лабораторная 

стеклянная. Градуированные мерные 
цилиндры

— — ГОСТ 3118-77 Реактивы. Кислота соляная. 
Технические условия

- - ГОСТ 3765-78  Реактивы. Аммоний молибде­
новокислый. Технические условия
ГОСТ 4147-74  74 Реактивы. Железо (III) хло­
рид 6-водный. Технические условия

— — ГОСТ 4 1 66-7 6  Реактивы. Натрий сернокис­
лый. Технические условия

ISO 6353-3:1987 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 3. Технические 
условия. Вторая серия

NEQ ГОСТ 4 1 68-7 9  Реактивы. Натрий азотнокис­
лый. Технические условия

ISO 6353-3:1987 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 3. Технические 
условия. Вторая серия

NEQ ГОСТ 4 2 01-7 9  Реактивы. Натрий углекислый 
кислый. Технические условия

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химиче­
ского анализа. Часть 1. Общие методы 
испытаний

NEQ

ГОСТ 4 2 09-7 7  Реактивы. Магний хлористый 
6-водный. Технические условия

ISO 6353-2:1983 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 2. Технические 
условия. Первая серия

— - ГОСТ 4 2 20-7 5  Реактивы. Калий двухромово­
кислый. Технические условия

Заменен на ISO 4786:2005.
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Продолжение таблицы Д.Б. 1

Обозначение и наименование международ­
ного стандарта

Степень соответствия Обозначение и наименование межгосударственно­
го стандарта

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химиче­
ского анализа. Часть 1. Общие методы 
испытаний NEQ

ГОСТ 4233-77  Реактивы. Натрий хлористый. 
Технические условия

ISO 6353-2:1983 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 2. Технические 
условия. Первая серия
ISO 6353-1:1982 Реактивы для химиче­
ского анализа. Часть 1. Общие методы 
испытаний NEQ

ГОСТ 4234-77  Реахтивы. Калий хлористый. 
Технические условия

ISO 6353-3:1987 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 3. Технические 
условия. Вторая серия

— ГОСТ 4328-77  Реактивы. Натрия гидроокись. 
Технические условия

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химиче­
ского анализа. Часть 1. Общие методы 
испытаний

NEQ

ГОСТ 4525-77  Реактивы. Кобальт хлористый 
6-водный. Технические условия

ISO 6353-3:1987 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 3. Технические 
условия. Вторая серия

— — ГОСТ 4529-78  Реактивы. Цинк хлористый. 
Технические условия

— — ГОСТ 6709-72  Вода дистиллированная. Тех­
нические условия
ГОСТ 9147-80  Посуда и оборудование лабо­
раторные фарфоровые. Технические условия

— — ГОСТ 9656-75  Реактивы. Кислота борная. 
Технические условия

ISO 6353-2:1983 Реактивы для хими­
ческого анализа. Часть 2. Технические 
условия. Первая серия

N E Q ГОСТ 10652-73 Реактивы. Соль динатриевая 
этилендиамин-М.Ы.М’.М’-тетрауксусной кисло­
ты 2-водная (трилон Б). Технические условия

— — ГОСТ 12026-76 Бумага фильтровальная ла­
бораторная. Технические условия

- — ГОСТ 19126-2007 Инструменты медицинские 
металлические. Общие технические условия

— — ГОСТ 24104-2001 Весы лабораторные. Об­
щие технические требования

ISO 1773:1976’ Посуда лабораторная 
стеклянная. Узкогорлые колбы для 
кипячения

MOD

ГОСТ 25336-82 Посуда и оборудование 
лабораторные стеклянные. Типы, основные 
параметры и размеры

ISO 3819:1985 Посуда лабораторная 
стеклянная. Стаканы
ISO 4797:1981”  Посуда лабораторная 
стеклянная. Колбы с коническими шли­
фами
ISO 835-1-81 Посуда лабораторная 
стеклянная. Мерные пипетки градуиро­
ванные. Часть 1. Общие требования

MOD ГОСТ 29227-91 (ИСО 835-1-81) Посуда лабо­
раторная стеклянная. Пипетки градуирован­
ные. Часть 1. Общие требования

Заменен на ISO 1773:1997. 
Заменен на ISO 4797:2004. 
Заменен на ISO 835:2007.
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Окончание таблицы Д.Б. 1

Обозначение и наименование международ­
ного стандарта

Степень соответствии Обозначение и наименование межгосударственно­
го стандарта

IS O  56 67 -1 :20 06  К ачество  воды . О тбор 
проб . Ч асть  1. Р уковод ство  по со ставл е ­
н ию  пр огр ам м ы  отбо ра  проб

N E Q

ГО СТ 3 1 8 6 1 -2 0 1 2
В ода. О б щ ие треб овани я  к о тбо ру  проб

IS O  5667-2 :1991 К ачество  воды . О тбор 
проб . Ч асть  2. Р уковод ство  по  методам 
отбора  проб
IS O  56 67 -3 :20 03  К ачество  воды . О тбор 
проб . Ч асть  3. Р уковод ство  по  хра не ни ю  
и о б ращ е ни ю  с  пробами

П р и м е ч а н и е  -  В  н астоящ ей  таблице испол ьзован ы  сл ед ую щ и е  усл овн ы е  об озна че н ия  сте пе ни  соот­
ветствия стандартов:

-  Ю Т  -  и де н ти чн ы е  стандарты ;
- M O D  -  м о д иф и ци рова нны е стандарты ;
- N E Q  -  неэкви вал ен тн ы е  стандарты .
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Б и б л и о гр аф и я

[1] П Н Д  Ф 12.1:2:2.2:2.3.2-03' «Отбор проб почв, грунтов, осадков биологических очистных 
сооружений, шламов промышленных сточных вод. донных 
отложений искусственно созданных водоемов, прудов- 
наколителей и гидротехнических сооружений». 
Экологический Центр аналитического контроля. М.. 2003

(2) П Н Д  Ф 12 .15 .1 -08 ' «Методические указания по отбору проб для анализа сточных 
вод». Утверждены ФГУ «Федеральный центр анализа и оценки 
техногенного воздействия» Ростехнадзора, от 18 апреля 
2008 г.

[3] НВН 3 3 -5 .3 .0 1 -8 5 " «Инструкция по отбору проб для анализа сточных вод». 
Утверждена приказом Минводхоза СС С Р от 13 июля 1985 г.

Д ей ствую т в Р оссийской  Ф едерации.
Д ействует  д о  утверж д ен и я  а н ал о ги чн ого  м е ж госуд арственного  стандарта.
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У Д К  54 3 .63 :5 4 4 :6 3 2 :0 0 6 .3 5 4  М К С  13 .060 .01  Н 0 8  Т Н  ВЭД 2 2 0 1 0 0 0 0 0  M O D
220110000

Ключевые слова: природная морская вода, вода эстуариев, сточная вода, отработанны е буровые 
растворы, твердые промы шленны е отходы, водные вытяжки, водные растворы, испы тание, морские 
ракообразны е, токсичность, биологическое тестирование
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