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Предисловие

Цели, основные принципы и основной порядок проведения работ по межгосударственной стан­
дартизации установлены ГОСТ 1 . 0 - 9 2  «Межгосударственная система стандартизации. Основные 
положения» и ГОСТ 1.2 -  2009 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосу­
дарственные. правила и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, 
принятия, применения, обновления и отмены».

Сведения о стандарте

1 ПОДГОТОВЛЕН Обществом с ограниченной ответственностью «Протектор» совместно с Феде­
ральным государственным унитарным предприятием «Всероссийский научно-исследовательский ин­
ститут рыбного хозяйства и океанографии» на основе официального аутентичного перевода на русский 
язык, указанного в пункте 4 стандарта, находящегося в Федеральном информационном фонде

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии (ТК 343 «Ка­
чество воды»)

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации 
(протокол No 54 от 3 декабря 2012 г.)

За принятие стандарта проголосовали:
К р а т к о е  н а и м е н о в а н и е  с т р а н ы  

n o  М К  (И С О  3 1 6 6 ) 0 0 4 -9 7
К о д  с т р а н ы  п о  М К  
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С о к р а щ е н н о е  н а и м е н о в а н и е  
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Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь

Казахстан KZ Госстандарт Республики Казахстан

Киргизия KG Кыргыэсгандарт

Молдова MD Модцова-стандарт
Россия RU Росстандарт

Таджикистан TJ Таджихстандарт

Узбекистан UZ Уэстандарт

4 Настоящий стандарт модифицирован по отношению к международному стандарту ISO 
10253:2006 Water quality -  Marine algal growth inhibition test with Sceletonema costatum and Phaeodactylum 
tricornutum (Качество воды. Испытание на замедление роста морских водорослей Sceletonema costatum 
и Phaeodactylum tricornutum) путем:

- изменения структуры. Сравнение структуры международного стандарта со структурой настоя­
щего стандарта приведено в приложении Д.Е;

- внесения дополнительных положений, фраз и слов, что обусловлено учетом потребностей эко­
номики и особенностей межгосударственной стандартизации, выделенных в тексте настоящего стан­
дарта курсивом, за исключением наименований тест-ортанизмов;

- исключения отдельных пунктов указанного международного стандарта. Полный текст исключен­
ных пунктов с обоснованиями исключения приведен в приложении Д.Ж.

Наименование настоящего стандарта изменено относительно наименования международного 
стандарта для приведения в соответствие с ГОСТ 1.5-2001 (подраздел 3.6).

Сведения о соответствии межгосударственных стандартов ссылочным международным стандар­
там приведены в приложении Д.И.

Степень соответствия -  модифицированная (MOD).
Стандарт подготовлен на основе применения ГОСТ Р 53910 -  2010

5 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 12 декабря 
2012 г. Np1897-ct межгосударственный стандарт введен в действие в качестве национального стан­
дарта Российской Федерации с 1 января 2014 г.
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Информация об изменениях к настоящему стандарту публикуется в ежегодном информацион­
ном указателе «Национальные стандарты», а текст изменений и п о п р а в о к -в  ежемесячном инфор­
мационном указателе «Национальные стандарты». В случав пересмотра (замены) или отмены на­
стоящего стандарта соответствующее уведомление будет опубликовано в ежемесячном инфор­
мационном указателе «Национальные 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
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по техническому регулированию 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

ВОДА

Методы определения токсичности  по замедлению роста морских одноклеточны х водорослой 
Phaeodactylum  tr lco m u tu m  B oh lin  и Sceletonema costa tum  (Greville) Clove

Water. Methods of toxicity determination by growth inhibition of marine uniceBular algae Phaeodactylum trlcomutum 
Bohlin and Sceletonema costatum (Greville) Cleve

Дата введения -  2014-01-01

1 Область применения

Настоящий стандарт распространяется на природные морские воды и воды эстуариев, а также 
сточные воды с минерализацией от 6 до 33 г/дм3 и устанавливает определение их токсичности по за­
медлению роста морских одноклеточных водорослей Phaeodactylum tricomutum  Bohlin или Sceletonema 
costatum (Greville) Cleve после лабораторного биологического тестирования (далее -  тестирование) 
следующими методами:

- при переменном воздействии света и постоянной температуре (метод А);
- при постоянном воздействии света и температуры (метод Б).

П р и м е ч а н и е  -  Метод Б применим для оценки токсичности сточных вод. не содержащих тяжелых метал­
лов. так как комплексообразование с тяжелыми металлами из-за относительно высокой концентрации трилона Б в 
питательной среде может сделать невозможным тестирование сточных вод. содержащих тяжелые металлы.

Методы применяют также для определения токсичности растворимых веществ, водных вы­
тяжек морских донных отложений, отработанных буровых растворов и твердых промышленных 
отходов.

Методы позволяют определять токсичность исследуемых объектов и следующие токсикологи­
ческие показатели (относительно контрольной пробы):

- эффективную кратность разбавления (ЭКР50)  пробы, вызывающую замедление роста [сни­
жение плотности (численности)] клеток водорослей на 50 %. и безвредную кратность разбавления 
пробы (ЭКРУ0). вызывающую замедление роста [снижение плотности (численности)] клеток водо­
рослей но более 10%  за 72 ч (96 ч) тестирования (метод А): за 72 ч тестирования (метод Б):

- эффективную концентрацию (ЭК50) растворов веществ, вызывающую замедление роста [сниже­
ние плотности (численности)] клеток водорослей на 50 %. и безвредную концентрацию (ЭК10) раство­
ров веществ, вызывающую замедление роста [снижение плотности (численности)] клеток водорослей 
не болев 10 % за 72 ч (методы А и Б).

П р и м е ч а н и я
1 Продолжительность тестирования 96 ч. указанную для метода А. используют при определении ток­

сичности и токсикологических показателей анализируемых проб отработанных буровых растворов, твердых 
промышленных отходов и донных отложений.

2 Полученные в лабораторных условиях значения ЭКР. ЭК являются токсикологическими показателями и 
говорят о потенциальной опасности исследуемых объектов, но не могут быть использованы непосредственно для 
прогнозирования их воздействия на природную окружающую среду. Однако определенные свойства водорослей, 
установленные на основе тестирования (например, замедление начала роста клеток; хороший начальный рост, 
который не сохраняется) могут помочь определить степень воздействия конкретного вещества.

3 Эффективную кратность разбавления (Э К Р з а  72 ч тестирования обозначают как 72 ч ЭКР50. за 96 ч 
тестирования -  соответственно 96 ч ЭКРт: эффективную концентрацию (ЭКс0) за 72 ч тестирования -  как 
72 ч ЭК5 0 -

4 Тестирование выполняет обученный персонал.
5 Настоящий стандарт не предусматривает ознакомление персонала со всеми проблемами безопасности, 

связанными с его использованием. Пользователь стандарта несет ответственность за обеспечение соответствую­
щих требований стандарта при проведении тестирования.

Издание официальное
1
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В помещении лаборатории, где проводят тестирование:
- окружающая среда не должна содержать пара или пыли, токсичной для водорослей.
- температура окружающего воздуха должна быть (20 ± 2) °С (только для помещения с регулируе­

мой температурой по мвпюду Б):
- относительная влажность воздуха должна быть не болев 60 %:
- атмосферное давление должно быть 8 4 -1 0 6  кПа (630 -  800 мм pm. cm.):
- должно быть обеспечено постоянное равномерное белое освещение в диапазоне от 6000 до 

10000 лк (только для помещения с регулируемой температурой по методу Б).

2 Нормативные ссылки

В настоящем стандарте использованы нормативные ссылки на следующие межгосударствен­
ные стандарты:

ГОСТИСО /М ЭК17025-2009 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 245-76 Реактивы. Натрий фосфорнокислый однозамещенный 2-водный. Технические 
условия

ГОСТ 612-75 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 4147-74 Реактивы. Железо (III) хлорид 6-еодный. Технические условия 
ГОСТ 4165-78 Реактивы. Медь (II) сернокислая 5-водная. Технические условия 
ГОСТ 4166-76 Реактивы. Натрий сернокислый. Технические условия 
ГОСТ 4168-79 Реактивы. Натрий азотнокислый. Технические условия 
ГОСТ 4174-77 Реактивы. Цинк сернокислый 7-водный. Технические условия 
ГОСТ 4201-79 Реактивы. Натрий углекислый кислый. Технические условия 
ГОСТ 4209-77 Реактивы. Магний хлористый 6-еодный. Технические условия 
ГОСТ 4217-77 Реактивы. Калий азотнокислый. Технические условия 
ГОСТ 4220-75 Реактивы. Калий двухромовокислый. Технические условия 
ГОСТ 4233-77 Реактивы. Натрий хлористый. Технические условия 
ГОСТ 4234-77 Реактивы. Калий хлористый. Технические условия 
ГОСТ 4328-77 Реактивы. Натрия гидроокись. Технические условия 
ГОСТ 4461-77 Реактивы. Кислота азотная. Технические условия 
ГОСТ 4525-77 Реактивы. Кобальт хлористый 6-еодный. Технические условия 
ГОСТ 4529-78 Реактивы. Цинк хлористый. Технические условия 
ГОСТ 6709-72 Вода дистиллированная. Технические условия
ГОСТ 9147-80 Посуда и оборудование лабораторные фарфоровые. Технические условия 
ГОСТ 9656-75 Реактивы. Кислота борная. Технические условия
ГОСТ 10652-73 Реактивы. Соль динатриевая зтилендиамин-N.N.N'.N '-тетрауксусной кислоты 

2-водная (трилон Б). Технические условия
ГОСТ 12026-76 Бумага фильтровальная лабораторная. Технические условия 
ГОСТ 19126-2007 Инструменты медицинские металлические. Общие технические условия 
ГОСТ 24104-200Г  Весы лабораторные. Общие технические требования 
ГОСТ 25336-82 Посуда и оборудование лабораторные стеклянные. Типы, основные параметры 

и размеры
ГОСТ 27065-86 Качество вод. Термины и определения
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

В Российской Федврадии действует ГОСТ Р 53228-2008 «Весы неавтоматического действия. Часть 1. Ме­
трологические и технические требования. Испытания».
2
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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>. го 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 Термины и определения

В настоящем стандарте применены термины по ГОСТ 27065. а также следующие термины с со­
ответствующими определениями:

3.1 плотность (численност ь) клеток (cell density): Количество клеток в единице объема пита­
тельной среды или в анализируемой пробе.

П р и м е ч а н и е  -  Плотность (численность) клеток выражается количеством клеток на кубиче­
ский сантиметр (клеток/смЗ).

3.2 скорость роста (specific growth rate): Пропорциональное увеличение плотности (численно­
сти) клеток в единицу времени.

П р и м е ч а н и я
1 Для термина «скорость роста» в [1] приведена следующая формула:

1 dxjMday) (1)
х dt

где х -  плотность клеток, клеток/см3 ;
t -  время, выраженное в сутках.
2 Удельная скорость роста выражается в обратных сутках (сут]).

3.3 питательная среда (growth medium): Смесь морской воды и питательных веществ, которая 
используется для культивирования водорослей и приготовления контрольной пробы.

3.4 испыт уемая проба (test specimen): Проба воды (например, сточной воды, поступающей в 
морские водоемы), проба вещество, донных отложений, отработанных буровых растворов, твер­
дых промышленных отходов, для которой определяется ингибирующее действие на рост плотно­
сти (численности) клеток водорослей

3.5 анализируемая  проба (sample analyzed): Смесь морской воды, питательной среды, испытуе­
мой пробы и водорослей.

П р и м е ч а н и е  — В {1J термин приведен как «тестирование среды» («test medium»).

3.6 контрольная проба (control): Смесь питательной среды и клеток водорослей без испытуемой 
пробы.

3.7 эф ф ективная  концентрация , ЭК [effective concentration (ЕС(г)ж)]: Концентрация веще­
ства в анализируемой пробе, которая приводит к х%-ному снижению плот ност и  (численности) 
клет ок водорослей (замедлению  скорости роста клеток водорослей) относительно контрольной 
пробы.

3.8 эф ф ект ивная крат ност ь разбавления. ЭКР  (effective multiplicity of dilution); Степень раз­
бавления пробы (например, стенной воды) питательной средой при подготовке анализируемой про­
бы. которая приводит к  х%-ному снижению плотности (численности) клеток водорослей (замедле­
нию скорости роста клеток водорослей) относительно контрольной пробы.

4 Отбор проб

4.1 Отбор проб воды и донных отложений проводят  в соответствии с т ребованиями 
ГОСТ 17.1.5.05. ГОСТ 31861. [2}'. (3 }' и [4 ]'. При этом объем пробы воды должен быть не менее 
500 слт3. 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.

Действуют для Российской Федерации.
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Рекомендуемый срок хранения проб природной морской воды, воды эстуариев, сточных вод и 
донных отложений при комнатной температуре -  не болев 12 ч после их отбора до проведения те­
стирования. Допускается хранение проб до проведения их тестирования:

- не более 48 ч при температуре от О °С  до 4 °С;
- не более 2 мес при температуре минус 18 °С.

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

4.2 Отбор проб отработанных буровых растворов проводят в соответствии с требованиями 
технической документации предприятия, на котором образуются отработанные буровыо 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  до 4 °С  не более 3 мес.

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

4.3 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 от 0 °С  до 4 ° С  -  не более 7 сут.

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

4.5 Для отбора проб природной морской воды, воды эстуариев, отработанных буровых рас­
творов. донных отложений используют емкости из полиэтилена, полиэтилентервфлата или по­
литетрафторэтилена. а при наличии в воде нефтепродуктов, поверхностно-активных веществ 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, полиэтилентврефлата. по­
литетрафторэтилена или темного стекла.

4.6 Сроки и условия хранения отобранной пробы указывают в протоколе испытаний.
4.7 Консервацию отобранных проб не проводят.

5 Метод А

5.1 Сущ ност ь метода

Сущность метода заключается в регистрации снижения плотности (численности) клеток 
морских одноклеточных водорослей Phaeodactylum tncornutum  Bohlin в анализируемой пробе иссле­
дуемого объекта относительно контрольной пробы, определении ев токсичности и токсикологи­
ческих показателей при тестировании в течение 72 ч (96 ч) при переменном воздействии света и 
постоянной температуры.

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 эффективной кратности разбавления проб 
сточной воды (концентрации вещества), вызывающей снижение плотности (численности) клеток водорослей 
на 50 %. при увеличенной продолжительности тестирования до 96 ч [96 ч ЭКР50 (96 ч ЭК50)].

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

5.2 Средства измерений, вспомогат ельное  оборудование, реакт ивы, материалы

Климатостат, обеспечивающий поддержание температуры (20 ± 2) °С  и освещенность 3000 -  
6000 лк.
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Весы лабораторные по ГОСТ 24104 высокого класса точности (II) с ценой деления (дискретно­
стью отсчета) не более 0.01 г и наибольшим пределом взвешивания 220 г.

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

Термометр лабораторный с диапазоном измерения о т 0 °С д о 5 0 °С с  ценой деления шкалы 0.5 °С.
Оксиметр любого типа, с допускаемой погрешностью измерения не более 0.5 мг О-удм3.
Прибор для измерения минерализации (солености) любого типа (например, карманный 

рефрактометр-солемер с автотврмокомпенсацивй) с допускаемой погрешностью измерения об­
щей минерализации (солености) ± 1 .0  г/дм3 (±1  1(/3 (± 1 %<,)].

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 ц о ю й  деления 0.1 см3.
Микропипвтки по ГОСТ 29227. вместимостью 0.1; 0.2  см3 с ценой деления 0.01 см3.
Колбы мерные поГО С Т 1770. 2 -25-2 , 2 -50-2 . 2-100-2.
Колбы стеклянные (конические) лабораторные по ГОСТ 25336. вместимостью 0.25; 1 и 2 дм3.
Счетная камера (камера Гэряева).
Микроскоп биологический типа МБР или МБИ. обеспечивающий увеличение в 100 -  200 раз.

П р и м е ч а н и е  -  Допускается определять состояние роста культур водорослей, используя фолюзлектро- 
колориметр. спектрофотометр, флуориметр (далее -  приборы), обеспечивающие возбуждение флуоресценции 
водорослей в диапазоне 400 -  500 нм: регистрацию флуоресценции в диапазоне 650 -  750 нм.

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 минус (20 ± 1) °С и от 2 °С  

до 4 °С.
Ступки и пестики фарфоровые по ГОСТ 9147.
Бумага фильтровальная по ГОСТ 12026.
Фильтры обезволенные «белая лента».
Фильтры мембранные с диаметром пор 0.45. 3.5 мкм.
Установка для фильтрования любого типа.
Пробирки стеклянные по ГОСТ 25336 вместимостью 10 см3.
Цилиндры по ГОСТ 1770. вместимостью 25. 50. 100. 1000 см3, второго класса точности.
Стаканы стеклянные лабораторные по ГОСТ 25336 вмвстикюстью 50. 100. 500. 1000 см3.
Вода дистиллированная по ГОСТ 6709 или деионизированная.
Природная или искусственная морская вода, минерализацией 33 г/дм3 (соленостью 33 %о) (далее -  

вода для 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 -  5м  и транспортируют в лабораторию в стеклянных или полиэтилено­
вых емкостях. При этом допускается для приготовления питательной среды и водных вытяжек использовать 
природную морскую воду, отобранную в условно чистом месте района исследования.

В лаборатории природную морскую воду фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0.45 мкм. 
чтобы удалить взвешенные вещества и организмы, и хранят в темном месте при комнатной температуре не 
боле одного года.

Питательная среда (среда Гэльдберга). приготовленная в соответствии с требованиями при­
ложения А.

П р и м е ч а н и я
1 Емкости, используемые для приготовления питательной среды, должны быть изготовлены из стекла.
2 Питательную среду используют для культивирования водорослей, приготовления контрольной пробы 

и анализируемых проб разбавлением.

Тест-организмы, морские одноклеточные водоросли Phaeodactylum tricornutum  Bohlin.

5
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П р и м е ч а н и я
1 Методы культивирования водорослей Phaeodactylum tricomutum Bohlin приведены в приложении ДА.
2 Допускается хранение водорослей Phaeodactylum trscornutum Bohlin на агаризованной питательной среде 

Гольдберга при температуре от 2°С до 4 °С не более 12 мес без потери их жизнеспособности.

Модельный токсикант: калий двухромовокислый по ГОСТ 4220, ч. д. а.
Калий хлористый по ГОСТ 4234. х. ч.
Калий азотнокислый по ГОСТ 4217. х. ч.
Натрий хлористый по ГОСТ 4233. х. ч.
Натрий сернокислый по ГОСТ 4166. х. ч.
Натрий углекислый кислый по ГОСТ 4201. х. ч.
Натрий фосфорнокислый однозамещвнный 2-водный по ГОСТ 245. х. ч.
Кобальт хлористый 6-водный по ГОСТ 4525. х. ч.
Кальций хлористый, безводный, х. ч.
Магний хлористый 6-водный. по ГОСТ 4209. х. ч.
Марганец (II) хлористый 4-водный по ГОСТ 612, х. ч.
Натрий кремниевокислый 5-водный, х. ч.
Натрия гидроокись по ГОСТ 4328. х. ч.
Натрий азотнокислый по ГОСТ 4168. х. ч.
Железо (III) хлорид 6-водный по ГОСТ 4147. х .ч .
Цинк сернокислый 7-водный по ГОСТ 4174. х. ч.
Медь (II) сернокислая 5-водная по ГОСТ 4165. х. ч.
Кислота азотная по ГОСТ 4461. х. ч.
Кислота борная по ГОСТ 9656. х. ч.
Кислота соляная по ГОСТ 3118. х. ч.
Тиамин гидрохлорид.
Биотин.
Витамин 8 12 (цианокобаламин).

5.3 Подготовка к тестированию

5.3.1 П одготовка посуды

5.3.1.1 Емкости, используемые для тестирования, должны быть химически чистыми.
Для проведения тестирования используют только стеклянную посуду.
5.3.1.2 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 трех 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 трех -  четырех раз ополаскивают дистиллированной водой.

5.3.1.3 Емкости и посуду для тестирования сушат на воздухе при комнатной температуре, 
затем стеклянную посуду, за исключением мерной, помещают в сушильный шкаф и выдерживают в 
течение одного часа при температуре 150° С.

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

5.3.2 Приготовление искусственной морской воды

Искусственную морскую воду готовят на дистиллированной воде из реактивов, вносимых в коли­
чествах. приведенных в таблице 1.

Т а б л и ц а  1
Наимоноаамиь р е а кти в а М а сса  реактива , вно си м ая  на 1 дм* дистимирсеамной воды  t

Натрий хлористый ло ГОСТ 4233 (NaCI) 22.00

Магний хлористый 6-водкый по ГОСТ 4209 (МдС12 ■ 6Н20) 9.70
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Окончание таблицы 1

Наименование реактива Масса реактива вносимая на 1 дм3 дистиллированной воды, г
Натрий сернокислый по ГОСТ 4166 (Na2SOa ). безводный 3.70

Кальций хлористый (СаС12). безводный 1.00

Калий хлористый по ГОСТ 4234 (KCI) 0.65

Натрий углекислый кислый ло ГОСТ 4201 (NaHCO$) 0.20
Борная кислота по ГОСТ 9656 (Н^О^) 0.023

Минерализация (соленость) приготовленной из указанных реактивов искусственной морской воды 
составляет 33 г/дм3 (33 %о). При необходимости, для уменьшения минерализации (солености,), искус­
ственную 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 -  14 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 /д м г:
- температура (20 ± 2) °С.
Искусственную морскую воду хранят в емкости из темного стекла с притертой крышкой (ис­

пользуют емкости до 10 дм-*) при ком нат ой  температуре не болев года.

5.3.3 Подготовка проб

Перед тестированием предварительно охлажденные или замороженные пробы доводят до 
комнатной температуры (от 19 °С  до 2 4 °С).

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

фильтры с порами диаметром 3,5 мкм или через обезволенные фильтры «белая лента», после чего 
измеряют минерализацию (соленость). pH и концентрацию растворенного кислорода отфильтро­
ванной пробы.

П р и м е ч а н и е  -  Мембранные фильтры перед применением должны быть промыты и простерилизоеа- 
ны 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 лента» задерживает коллоидные вещества, что занижает результа­
ты тестирования.

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

5.3.3.2 Подготовка исходных проб сточной воды
Отобранные пробы сточной воды непосредственно перед тестированием фильтруют через 

мембранный фильтр с порами диаметром 3.5 мкм или через обезволенный фильтр «белая лента», 
после чего измеряют минерализацию (соленость). pH и концентрацию растворенного кислорода otn- 
фильтрованных проб.

5.3.3.3 Подготовка исходных проб отработанных буровых растворов, твердых промышленных 
отходов и донных отложений

Из проб донных 01Пложвний. 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 ct/еситвло со скоростью вращения 17 с  '(1000 об/мин) в 
течение 5 мин и определяют pH  отработанного бурового раствора. Пробу отработанного бурово­
го раствора считают не пригодной для тестирования, если:
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- pH пробы отработанного бурового раствора более 9.0 или ниже 6.0;
- на стенках сосуда с пробой отработанного бурового раствора появились чернью пятна:
- проба отработанного бурового раствора имеет неприятный залах.
После перемешивания пробу отработанного бурового раствора смешивают с морской водой 

(см. 5.2) в соотношении, соответственно. 1 :  9 по объему, и снова перемешивают с применением 
смесителя со скоростью вращения 17 с '  (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 осторожно переливают за один прием в стеклянную емкость и 
перемешивают в течение 5 мин. после чего используют ев 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  

пробу твердых промышленных отходов разрыхляют и тщательно осматривают. В случае об­
наружения частиц размером более 10 мм их измельчают с помощью металлического шпате­
ля 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 в соот>юше- 
нии: твердые промышленные отходы /  морская вода, соответственно 1: 10.  следующим способом:

В стеклянную емкость в/лвстимостью 1500 см3 вносят 100 г сухой массы пробы твердых про­
мышленных отходов, добавляют 1000 см3 морской воды (см. 5.2) 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 про­
бы 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 течение 1 2 -  14 ч. затем жидкость над осадком 
осторожно переливают в другую емкость, после чего используют ее для подготовки анализируемой 
пробы.

П р и м е ч а н и е  -  Жидкие промышленные отходы тестируют без разбавления, а также при разбавле­
ниях в 10. 100. 1000 и 10000 раз.

Допускается хранение подготовленных водных вытяжек из твердых промышленных отходов 
при температуре от 2 °С  до 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 отверстиями 
диаметром 1 мм.

После просеивания навеску пробы донных отложений вносят в стеклянную емкость и зали­
вают морской водой (см. 5.2) в соотношении, соответственно. 1 . 4 по объему, перемешивают с 
использованием орбитального шейкера (или качалки - мешалки) в течение 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.
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5.3.3.4 Подготовка исходных растворов веществ
Исходные растворы веществ, в зависимости от заданной концентрации, готовят в стеклянной 

мерной колбе путем растворения определенного количества пробы вещества в определенном объеме 
морской воды (см. 5.2).

Исходные растворы веществ готовят непосредственно перед их тестированием, при этом, 
если известно, что вещества стабильны в растворе, исходные растворы допускается готовить 
заранее, но не более чем за 2 сут до начала тестирования.

П р и м е ч а н и я
1 Для веществ трудно растворимых в воде при приготовлении их исходных растворов могут быть ис­

пользованы ультразвуковые или другие устройства (шейкеры) для облегчения растворимости или дисперги­
рования веществ.

2 Допускается использовать органические растворители, обладающие iхалой пюксичностью в отно­
шении тест-организмов (например, ацетон), при условии, что концентрация растворителя в анализируемой 
пробе раствора не превышает 0.1 см?/дм?. при этом параллельно с основным тестированием проводят два 
контрольных тестирования, одно без растворителя и другое с максимальной концентрацией растворителя.

Для приготовления исходного раствора вещества заданной концентрации невозможно рекомен­
довать какую-либо единую методику. Например, используют следующую процедуру: в стеклянную 
мерную колбу вместимостью 1000 см3 (или 100. 50. 25 см?) вносят 1 г вещества (или другое его ко­
личество. в зависимости от заданной концентрации раствора), затем осторожно добавляют в кол­
бу небольшое количество морской воды (см. 5.2). перемешивают до полного растворения вещества, 
доводят объем до метки этой же морской водой и снова перемешивают. Приготовленный раствор 
выдерживают перед тестированием при комнатной температуре не менее 2 ч.

Измеряют минерализацию (соленость). pH и концентрацию растворенного кислорода в исхо­
дном растворе вещества.

5.3.3.5 Исходные пробы (см. 5.3.3.1 -  5.3.3.3) и исходные растворы веществ (см. 5.3.3.4) должны 
иметь следующие характеристики:

a) Минерализация от 6 до 33 г/дм3 (соленость от 6 %о до 33 %о)

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

b) Значение pH 8.0 - 8 . 3
Если значение pH исходной пробы (раствора) выходит за указанные пределы, то в пробу (рас­

твор) добавляют 10%-ный раствор соляной кислоты или 10%-ный раствор гидроокиси натрия, после 
чего аэрируют пробу (раствор) 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.

c) Концентрация растворенного кислорода не ниже 7 мг О,/дм3
Если концентрация растворенного кислорода исходной пробы (раствора) ниже указанного зна­

чения. пробу (раствор) аэрируют при помощи аквариумного компрессора.
5.3.3.6 Подготовка анализируемых проб
Анализируемые пробы природной морской воды и воды эстуариев готовят следующим способом: 

в три конические колбы вместимостью 150 см3 вносят по 100 см3 отфильтрованной исходной про­
бы (см. 5.3.3.1) и добавляют исходные растворы питательной среды Гэльдберга (см. приложение А) 
в следующих объемах: раствор № 1 - 0 . 2  см3: раствор АД? 2 -  0.05 см3: раствор №>3 - 0 . 1  см3: раствор 
No 4 - 0 . 1  см3.

П р и м е ч а н и е  -  При необходимости, если анализируемая проба природной морской воды при тести­
ровании по 5.4. показала высокую токсичность, то проводят разбавление исходной пробы природной морской 
воды (см. 5.3.3.1) в два. пять. 10 и более раз искусственной морской водой (см. 5.3.2). которая соответствует 
солености исходной пробы.

Анализируемые пробы сточной воды готовят в следующей последовательности:
а) проводят разбавление исходной пробы сточной воды следующим способом: в три конические 

колбы вместимостью 250 см3 вносят исходную пробу сточной воды (см. 5.3.3.2) и питательную среду 
Гэльдберга (см. приложение А) в объемах:

- 100 см3 исходной пробы сточной воды (проба без разбавления):
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- 50 с/л3 исходной пробы стенной воды и 50 см3 питательной среды (кратность разбавления: 
50 %. в два раза):

- 10 см3 исходной пробы стенной воды и 90 см3 питательной среды (кратность разбавления: 
10 %. в 10 раз):

• 1 см3 исходной пробы сточной воды и 99 см3 питательной среды (кратность разбавления: 
1 %. в 100 раз):

- 0.1 см3 исходной пробы сточной воды и 99.9 см3 питательной среды (кратность разбавления: 
0.1 %. в 1000 раз).

Ь) затем в колбы с разбавленными пробами сточной воды добавляют исходные растворы пи­
тательной среды Гэльдберга (см. приложение А), как указано ниже:

в колбы без разбавления исходной пробы последовательно добавляют исходные растворы пи­
тательной среды в следующих объемах: раствор № 1 -  0.2 см3: раствор N9 2 -  0.05 см3: раствор 
N9 3 - 0 . 1  см3: раствор N9 4 - 0 . 1  см3:

в колбы с разбавлением исходной пробы сточной воды в два раза добавляют в той же после­
довательности (но в два раза меньше) исходные растворы питательной среды, соответствеюю: 
0.1 :0 .025 :0 .05:0 .05 см3;

в колбы с разбавлением исходной пробы в 10 раз -  соответственно: 0.02: 0.005: 0.01; 0.01 см3:
в колбы с разбавлениями исходной пробы в 100 и 1000 раз исходные растворы питательной 

среды не добавляют.
Анализируемые пробы отработанных буровых растворов, донных отложений и твердых про­

мышленных отходов готовят из их водных вытяжек (см. 5.3.3.3) путем разбавления водных вы­
тяжек и добавления исходных растворов питательной среды аналогично, указанным в а) и Ь) для 
анализируемой пробы сточной воды.

Анализируемую пробу вещества готовят следующим способом: в конические колбы в/хестимо- 
стью 250 с/л3 вносят по 100 см3 питательной среды Г эльдберга (см. приложение А), затем добавляют 
рассчитанные объемы исходного раствора вещества (см. 5.3.3.4) для получения заданных концентра­
ций. отвечающих требованиям, установленным в 5.4.1.

5.3.3.7 Измеряют и регистрируют минерализацию (соленость). pH и концентрацию растворенно­
го кислорода в каждой колбе с анализируемой пробой.

П р и м е ч а н и е  -  Минерализация (соленость) анализируемой пробы и питательной среды для культивиро­
вания водорослей должна быть одна и та же: если минерализация (соленость) разная, то проводят адаптацию 
водорослей к минерализации (солености) анализируемой пробы (см. приложение А). Если минерализация (соле­
ность) анализируемой пробы отличается о т  минерализации (солености) среды для культивирования водорос­
лей не болев чем на 5 %з. адаптацию не проводят.

5.3.3.8 Подготовку тест-организмов к тестированию проводят в соответствии с требова­
ниями приложения Д  А с учетом требований 5.3.4.

5.3.4 Проверка ф изиологической чувствительности  тест-организмов

Периодически (не реже одного раза в месяц), а также непосредственно перед тестировани­
ем анализируемых проб и в случае проведения адаптации водорослей к минерализации (солености) 
анализируемых проб культуру водорослей в жепоненциалыюй фазе роста проверяют на физиологи­
ческую чувствительность. Для этого определяют эффективную концентрацию модельного токси­
канта (72 ч 3KSQ). как указано ниже.

5.3.4.1 Готовят исходный раствор модельного люксиканта массовой концентрацией 1 г/дм3 
следующим способом: в мерную колбу вместимостью 1000 см3 вносят 1 г двухромовокислого калия 
и растворяют в небольшом количестве дистиллированной воды, затем доводят содержимое колбы 
до метки дист иллировании водой, тщательно перемешивают.

Срок хранения исходного раствора модельного токсиканта -  не более 7 сут.
5.3.4.2 Гэтовят анализируемые растворы модельного токсиканта двухромовокислого калия с 

массовой концентрацией от 1,0 до 10 мг/дм3 следующим способом: е пять мерных колб вместимо­
стью 500 см3 вносят исходный раствор двухромовокислого калия массовой концентрацией 1 г/дм3 
(см. 5.3.3.1). соответственно, в первую колбу -  0.5 см3, во вторую колбу -  1.0 см3, в третью колбу 
- 2 . 0  см3.в четвертую колбу - 4 , 0  с/л3, в пятую колбу - 5 . 0  см3, доводят содержимое каждой колбы 
до метки питательной средой Гольдберга (см. приложение А) и перемешивают. При этом в каждой 
колбе массовая концентрация раствора двухромовокислого калия составляет соответственно: 
1.0: 2.0 :4 .0 ; 8.0 и 10.0 мг/дм3 .
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Анализируемые растворы двухромовокислого калия каждой концентрации готовят непосред­
ственно перед определением физиологической чувствительности водорослей.

Для приготовления контролыюй пробы используют среду Гэльдберга (приложение А).
Измеряют минерализацию (соленость) и pH  в каждой колбе с анализируемым раствором мо­

дельного токсиканта и контрольной пробе.
5.3.4.3 Проводят тестирование анализируемых растворов модельного токсиканта аналогич­

но процедуре тестирования анализируемой пробы по 5.4.3 в течение 72 ч.
5.3.4.4 Подсчитывают плотность (численность) клеток водорослей в соответствии с тре­

бованиями приложения Д.В и на основании полученных результатов определяют по 5.5 значение 
72 ч ЭК50 модельного токсиканта (двухромовокислого калия).

При этом:
- если значение 72 ч ЭК50 указанного модельного токсиканта находится в диапазоне от 5.8 до 

10.0 мг/дм3. то считают, что подготовленные водоросли пригодны для тестирования:
- если значение 72 ч 3KSQ указанного модельного токсиканта не входит в указанный диапазон, 

то считают, чпю подготовленные водоросли не пригодны для тестирования. Проверяют соблюде­
ние правильности процедуры тестирования, условия подготовки водорослей к  тестированию и. при 
необходимости, повторяют тестирование с использованием обновленной культуры водорослей.

5.3.4.5 Если в результате тестирования не удалось получить конкретное значение 72 ч 3KSQ. 
то для определения 72 ч 3KSQ модельного токсиканта используют пробит-анализ. Пример приведен 
в приложении Д  Б.

5.4 Проведение  тестирования

Тестирование проводят в два этапа: предварительное и окончательное.

5.4.1 П редварит ельное т ест ирование

Предварительное тестирование проводят для установления диапазона разбавлений (концентра­
ций; проб, в пределах которого необходимо провести окончательное тестирование для определения 
значения 72 ч ЭКР$0 (96 ч ЭКР50)  или 72 ч ЭК50 в зависимости от анализируемых проб.

При предварительном тестировании исследуют широкую область разбавлений (не менее пяти) 
сточных вод. водных вытяжек и концентрации растворов вещества, выбираемых в геометрической 
прогрессии, при этом, как правило, используют коэффициент 10 между разбавлениями (концентра­
циями;.

При предварительном тестировании применяют не менее двух колб на каждое анализируемое 
разбавление (концентрацию; пробы.

Процедура предварительного тестирования -  по 5.4.3.
Пример проведения предварительного тестирования и установления диапазона концентра­

ций вещества, в пределах которого необходимо проводить окончательное тестирование, приведен 
в приложение Д.Б.

5.4.2 О кончат ельное т ест ирование

По результатам предварительного тестирования (см. 5.4.1) для установленного диапазона 
разбавлений (концентраций; подготавливают анализируемые пробы для окончательного тестиро­
вания. При этом используют коэффициент между разбавлениями (концентрациями;, как правило. 2.0 
или 2.5.

Разбавления (концентрации; проб необходимо, по возможности, подбирать таким образом, чтобы 
обеспечить два уровня снижения плотности (численности) клеток водорослей: ниже и выше предпо­
лагаемого значения ЭК50 (3KPS0).

Процедура окончательного тестирования -  по 5.4.3. При этом используют не менее пяти раз­
бавлений (концентраций; анализируемых проб, применяют не менее трех колб для каждого разбавле­
ния  (концентрации).

Пример проведения окончателыюго тестирования и установлений значений эффективной 
концентрации 72 ч ЭК50 для вещества приведен в приложение Д.Б.

П р и м е ч а н и е  -  Если имеется достаточное количество статистических данных, схема тестирования мо­
жет быть изменена, например, увеличено количество тестируемых разбавлений (концентраций) пробы или умень­
шено количество колб с анализируемыми пробами для каждого разбавления (концентрации).
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5.4.3 Процедура тестирования

5.4.3.1 В каждую колбу (см. 5.4.1 и 5.4.2) вместимостью 250 см3. вносят по 100 слт3 анализи­
руемой пробы (см. 5.3.3.6). затем в каждую колбу добавляют рассчитанный объем суспензии водо­
рослей в экспоненциальной фазе роста (см.5.3.3.8), перемешивают, выдерживают 30 мин на свету и 
определяют плотность (численность) клеток водорослей, соответствующую началу тестирования, 
по приложению Д.В.

Плотность (численность) клеток водорослей в начале тестирования должна находиться в преде­
лах 2.0 ■ 10й -  2.5 ■ 10х клеток/см3.

5.4.3.2 Для каждой анализируемой пробы (разбавлений, концентраций) подготавливают контроль­
ную пробу следующим способом: в три конические колбы вместимостью 250 см3 вносят по 100 см3 
питательной среды Гэльдберга [см. А. 1.2 (приложение А)], добавляют по 1.0 см3 суспензии водорослей 
в экспоненциальной фазе роста (см. 5.3.3.8). перемешивают, выдерживают 30 мин на свету и  опре­
деляют плотность (численность) клеток водорослей соответствующую началу тестирования, ло при­
ложению Д.В. При этом плотность (численность) клеток водорослей в контрольной пробе должна 
находиться в пределах 2.0 ■ 10* - 2 , 5 -  10* клеток/см3.

П р и м е ч а н и е  -  Чтобы получить в начале тестирования плотность (численность) клеток водо­
рослей в пределах от 2 ■ 10* до 2.5 - 104 клеток/см3. достаточно в каждую колбу внести 1.0 см3 суспензии 
водорослей из культуры, плотность (численность) которой находится в пределах от 2 - 1СА до 2.5 - 1Ф 
клеток/см3

Минерализация (солемст ь) конт рольно пробы должна соответствовать минерализации (со­
лености) анализируемой пробы.

5.4.3.3 Колбы с пробами, подготовленными по 5.4.3.1. 5.4.3.2. закрывают ватно-марлевыми 
пробками, встряхивают и помещают в климатостат.

П р и м е ч а н и я
1 Колбы с водорослями должны быть закрытыми для предотвращения снижения испарения раствора; одна­

ко колбы не следует закрывать герметично, чтобы обеспечить воздухообмен, рекомендуется применять ватно­
марлевые пробки.

2 Клетки водорослей необходимо поддерживать во взвешенном состоянии, путем легкого встряхивания кол­
бы (например, вручную), чтобы обеспечить единый уровень pH и газовый режим в различных слоях анализируе­
мой пробы.

3 Значение pH контрольной пробы при тестировании не должно меняться более чем на ± 1.0 ед. pH.

Тестирование проводят в течение 72 ч или 96 ч (в зависилюсти от анализируемой пробы) 
в климатостатв при температуре (20 ± 2) °С. имитируя светлый период суток -  16 ч и темный 
период - 8  ч. Содержимое каждой колбы перемешивают (встряхивают вручную) один-два раза в 
сутки.

Климатостат должен обеспечивать равномерное и белов освещение в диапазоне от 3000 до 
6000 лк на расстоянии 0.35 м от поверхности анализируемых проб в колбах.

5.4.3.4 Через каждые 24 ч тестирования определяют плотность (численность) клеток водорос­
лей  в каждой колбе (включая контрольную) в соответствии с требованиями приложения Д.В.

5.5 Обработка результатов

5.5.1 По результатам подсчета плотности (численности) клеток водорослей для каждого за­
данного разбавления (концентрации) анализируемой пробы по трем емкостям, в том числе кон­
трольной. рассчитывают среднеарифметическое значение плотности (численности) клеток водо­
рослей.

5.5.2 О пределение т оксичност и анализируемы х проб

5.5.2.1 Токсический эффект анализируемых проб определяют по снижению плотности (чис­
ленности) клеток водорослей для каждого заданного разбавления (концентрации) анализируемой 
пробы, относительно контрольной пробы А, %, после 72 ч (96 ч) тестирования и рассчитывают по 
формуле

А = ■*< ~ * ан 100. (2)
Я*
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где 7К -  среднеарифметическое значение плотности (численности) клеток водорослей в контроль­
ной пробе, клвток/см'3:

х, -  среднеарифметическое значение плотности (численности) клеток водорослей для каж­
дого заданного разбавления (концентрации) в анализируемой пробе, клвток/см3.

5.5.2.2.Если по результатам тестирования за 72 ч (96 ч) получают данные, указывающие 
на стимуляцию роста плотности (численности) клеток водорослей, то стимуляцию отмечают  
в протоколе испытаний и проводят расчет по формуле (2). используя донные для другой про­
должительности тестирования (например за 24 ч). когда эффекта стимуляции рост а не на­
блюдается.

5.5.3 О пределение крат ност и разбавления (концент рации)

5.5.3 Определение эффективной кратности разбавления (концентрации;
5.5.3.1 Д ля каждого заданного разбавления (концентрации) анализируемой пробы рассчитьюа- 

ют процент снижения плотности (численности) клеток водорослей после 72 ч (96 ч) тестирования 
по отношению к плотности (численности) клеток водорослей в контрольной пробе, используя по­
лученные по 5.5.1 среднеарифметические значения и формулу (2).

По полученным значениям процентов снижения плотности (численности) клеток водорослей 
определяют конкретное значение эффективной кратности разбавления (концентрации) пробы, вы­
зывающее 50%-ное снижение плотности (численности) клеток водорослей 72 ч 3KPSQ (96 ч 3KPSQ) 
или 72 ч 3KSQ в зависимости от анализируемой пробы.

При необходимости определяют:
- минимальную кратность разбавления (концентрацию) пробы, соответствующую 100%-ному 

снижению плотности (численности) клеток водорослей;
• максимальную кратность разбавления (концентрацию) пробы, соответствующую 0%-ному 

снижению плотности (численности) клеток водорослей за 72 ч  (9 6  ч).
5.5.3.2 Допускается определять значение эффективной кратности разбавления (концентра­

ции) по замедлению скорости роста клеток водорослей как указано в 6.5.1 -  6.5.3. Пример приведен 
в приложении Д.Б.

5.5.3.3 Если по результатам, полученным по 5.5.3.1 (5.5.3.2). не удалось определить конкретное 
значение эффективной кратности разбавления (концентрации; пробы, вызывающей 50%-ное сни­
жение плотности (численности) клеток водорослей за 72 ч (96 ч), то для определения этого значения 
используют пробит-анализ. Пример приведен в приложении Д.Б.

5.5.4 О пределение ст епени т оксичност и анализируемы х проб

5.5.4.1 Если значение токсического эффекта анализируемых проб, рассчитанное по формуле (2). 
составляет менее 10%. то эффективную кратность разбавления (эффективную концентрацию) 
анализируемой пробы, при которой плотность (численность) клеток водорослей изменилась от­
носительно контрольной пробы не более 10%  за 72 ч тестирования (или 96 ч тестирования в за­
висимости от исследуемого объекта), относят к  безвредной кратности разбавления (безвредной 
концентрации).

5.5.4.2 Степень токсичности исследуемых объектов оценивают:
- природной морской воды и воды эстуариев -  по таблице 2:
- донных отложений -  по таблице 3;
- отработанных буровых растворов -  по таблице 4;
- химической продукции, смосевой 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  -  Под нормативным документом следует понимать документы, устанавливающие кри­
терии отнесения исследуемых объектов к классу опасности для окружающей природной среды, разработан­
ные в целях реализации федеральных законов (технических регламентов) в данной области.

В Российской Федерации -  по ГОСТ Р 53857. ГОСТ Р 53858: при необходимости оценки других водных 
растворов веществ -  по таблице 4 настоящего стандарта.
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Т а б л и ц а  2 -  Степень токсичности проб природной морской воды и воды эстуариев
Степень токсичности проб морское природное воды и воды эстуариев Значение токсического эффекта (си. 5.5.2.1) для 

проб природное морское воды и воды эстуариев 
без разбавления А. %

Общая Дет ализированная

Токсичность отсутствует Нетоксичная до 10 включ.
Не обладает острой токсичностью Слаботоксичная Св. 10 я 25»

Малотоксичная » 25 » 35 я
Срвднетоксичная я 35 » 50 и

Обладает острой токсичностью Высокотоксичная я 50 я 100 »

Т а б л и ц а  3 -  Степень токсичности проб донных отложений
Степень токсичности проб водных вытяжек донных отложении Значение токсического эффекта (си. 5.5.2.1) для 

проб донных отложение А. %Общая Дет ализированная
Токсичность отсутствует Нетоксичная до 10 включ.
Не обладает острой токсичностью Слаботоксичная Св. 10 » 35»

Срвднетоксичная я 35 я 50 я
Обладает острой токсичностью Высокотоксичная я 50 я 100 »

П р и м е ч а н и е  -  При необходимости болев детальной оценки токсичности загрязненных проб дон­
ных отложений степень токсичности определяют по значению кратности разбавления (см. 5.5.3) 96 ч ЭКР50. 
приведенным в таблице 3._________________________________________________________________________

Т а б л и ц а  4 -  Степень токсичности проб отработанных буровых растворов, загрязненности проб донных 
отложений
Степень токсичности водных вытяжек проб отра­
ботанных буровых растворов (донных отложение)

3печение кратности разбавления (см. 5.5.3) водных вытяжек проб 
отработанных буровых растворов (донных отложении) 96 ч ЭКР50. 

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 

веществ
Значение эффективное концентрации вещества (си.5 5 3) 72 ч ЭХ50 иг/

д м 3

Нетоксичные Св. 1000
Практически нетоксичные От 1000 до 100 включ.
Слаботоксичные Менее 100 я 10 я
Среднетоксичныв » 10 я 1.0 »
Вьюокотоксичныв » 1.0 я 0.01 »
Гипвртоксичныв я 0.01

5.5.5 Результаты тестирования считают дослюверными. если соблюдаются следующие 
условия:

a) плотность (численность) клеток водорослей в контрольной пробе в конце тестирования уве­
личилась не менее чем в три раза по сравнению с плотностью (численностью) клеток водорослей в 
начале тестирования:

b ) коэффициент колебаний темпов роста клеток водорослей в контрольных пробах в каждой из 
трех колб тестируемой серии анализируемых проб в течение тестирования должен быть не более 7 % 
относительно среднеарифметического значения плотности (численности) клеток водорослой;

c) уровень pH в контрольной пробе изменился не более чем на 1.0 ед. pH в конце тестирования.
d) токсичность модельного токсиканта находится в пределах, указанных в 5.3.4.4.

5.6 Оформление результатов т ест ирования

5.6.1 Результаты тестирования регистрируют в протоколе испытаний в соответствии с  требова­
ниями ГОСТ ИСО/МЭК 17025. при этом указывают следующую информацию:

а) ссылку на настоящий стандарт с указанием мвпюда определения:
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b) данные, необходимые для идентификации пробы или анализируемого вещества, прошедшего 
испытания,

c) тест-организмы: род. вид. метод культивирования;
d) подробное описание тестирования:
- дата начала тестирования и продолжительность;
- для природной морской воды, воды эстуариев, сточных вод. водных вытяжек отработанных 

буровых растворов, твердых промышленных отходов, донных отложений -  кратность разбавления, 
способ и продолжительность хранения проб и. при необходимости, условия, в которых проводились 
отстаивание, фильтрование, а также размораживание пробы:

- для веществ -  анализируемые концентрации, способ их приготовления:
- наименование и состав питательной среды для культивирования водорослей;
- источник и минерализацию (соленость) морской воды;
- значение pH анализируемых проб перед тестированием и после его окончания;
e) значение степени токсичности исследуемого объекта с указанием, при необходимости, эф­

фективной кратности разбавления (концентрации) анализируемой пробы, ей соответствующей, 
а также результаты окончательного определения эффективной кратности разбавления 72 ч ЭКР$0 
(96 ч ЭКР50), эффективной концентрации 72 ч ЭК50 в зависимости от анализируемой пробы, метод 
расчета (при необходимости);

f) обстоятельства и условия, но предусмотренные настоящим стандартом, способные повли­
ять на результат тестирования.

П р и м е ч а н и е  -  Допускается в протокол дополнительно включать следующую информацию:
- метод определения плотности (численности) клеток водорослей;
- плотность (численность) клеток водорослей в каждой колбе после окончания любой заданной продолжи­

тельности тестирования:
- среднеарифметическое значение плотности (численности) клеток водорослей для каждой кратности раз­

бавления (концентрации) в анализируемых и контрольных пробах после окончания любой заданной продолжи­
тельности тестирования.

- зависимость между кратностью разбавления (концентрации) пробы и значениями плотности (численно­
сти) клеток водорослей в процентах в табличной или графической форме.

5.6.2 Значения 72 ч ЭКР50 (96 ч ЭКР50), 72 ч ЭК50 выражают:
- б процентах (%) или в кратности разбавления (разы) -  для природной морской воды, воды 

эстуариев, слючных вод и водных вытяжек:
- в миллиграммах на кубический дециметр (мг/дм3) -  для растворов веществ.

6 Метод Б

6.1 Сущ ност ь метода

Сущность метода заключается в регистрации замедления скорости роста клеток морских одно­
клеточных водорослей Phaeodactylum tricomutum  Bohlin или Sceletonema costatum (Grevilie) Cieve в 
анализируемой пробе исследуемого объекта относитвлыю контрольной пробы, определении ее 
токсичности и токсикологических показателей при тестировании в течение 72 ч при постоянном воз­
действии света и температуры.

6.2 Средства измерений, вспомогательное оборудование, реактивы, материалы -  по 5.2 со сле­
дующими дополнениями:

фильтры мембранные с порами диаметром 0.2 мкм.
автоклав, обеспечивающий рабочее давление (0.11 ± 0.02) МПа и температуру (120 ± 2) °С:
тест-организмы: морские одноклеточные водоросли по 5.2 или Sceletonema costatum  (Grevilie) 

Cieve (ССАР 1077(1 C. NIVA ВАС 1).

П р и м е ч а н и е  -  Методы культивирования водорослей приведены в приложении Д.А:

питательная среда, приготовленная в соответствии с требованиями приложения А.

П р и м е ч а н и е  -  Для длительного содержания водорослей Sceletonema costatum (Grevilie) Cieve и при­
готовления питательной среды для культивирования необходимо применение природной морской воды (см. 5.2). 
поскольку питательная среда, приготовленная на искусственной морской воде (см. 5.3.2). не всегда обеспечива­
ет достаточный рост этих водорослей для тестирования;
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модельный токсикант по 4.2 или 3.5-дихлорфенол. ч. д. а.:
соль динатриевая этилвндиамин-N. N.N'. N'-тетрауксусной кислоты 2-водная (трилон Б) по 

ГОСТ 10652. х. ч.;
цинк сернокислый 7-водный по ГОСТ 4174. х. ч.; 
медь (II) сернокислая 5-водная по ГОСТ 4165. х. ч.: 
тиамина гидрохлорид, х. ч.: 
биотин:
калий фосфорнокислый, х. ч.;
натрий азотнокислый по ГОСТ 4168. х. ч.:
натрий кремниевокислый 5-водный. х. ч.
6.3 Подготовка к тестированию -  аналогично 5.3. при этом подготовку анализируемых проб сточ­

ных вод проводят в соответствии с требованиями приложения Д.Г.

П р и м е ч а н и е  -  При необходимости определения физиологической чувствительности тест- 
организмов [в т. ч. водорослей Scelelonema costatum (Greville) Cleve (ССАР 1077/1 C. NIVA ВАС 1)/ по от­
ношению к модельному токсиканту 3,5-дихлорфенолу ее проводят аналогично модельному токсиканту 
калию двухромовокислому (см. 5.3.4). но с использованием данных, приведенных в таблице Д.Д.1 (прило­
жение Д.Д).

6.4 Проведение тестирования -  аналогично 5.4 со следующими уточнениями:
6.4.1 Тестирование проводят в течение (72 ± 2) ч в помещении с регулируемой температурой 

(20 ± 2) °С при постоянном воздействии равномерного белого освещения в диапазоне от 6000 до 
10000 лк на расстоянии 0.35 м от поверхности анализируемых проб в колбах при непрерывном и легком 
взбалтывании анализируемых проб.

П р и м е ч а н и е  -  Требуемая освещенность может быть достигнута с использованием люминесцентных 
ламп мощностью 300 Вт универсального белого (естественного) света, то есть номинальный цвет эталона цвета 2 
(цветовая температура 4300 К).

6.4.2 При предварительном тестировании анализируемой пробы используют по одной колбе для 
каждого разбавления (концентрации) пробы.

6.4.3 Окончательное тестирование проводят с анализируемыми пробами, которые приготовле­
ны с использованием коэффициента между разбавлениями (концентрациями) не болев 3,2 (например. 
1.0: 1,8; 3.2; 5.6 и 10,0 мг/дм3).

6.4.4 Количество добавленной во все колбы (включая контрольную пробу) суспензии водорослей 
в экспоненциальной фазе роста должно обеспечить начальную плотность (численность) клеток водо­
рослей в пробе не более 104 клеток/см3; для Sceletonema costatum  (Greville) Cleve рекомендуется более 
низкая начальная плотность (численность) клеток (в три - пять раз менее), так как клетки этих водо­
рослей большего объема.

П р и м е ч а н и е  -  Исходная плотность (численность) клеток водорослей в начале тестирования должна 
быть достаточно низкой, чтобы обеспечить экспоненциальный рост в контрольной пробе за период проведения 
всего тестирования.

Для приготовления контрольной пробы используют питательную сроду по А.2.2 (приложение А).
6.4.5 Если для определения плотности (численности) клеток водорослей используют спектро­

фотометр или флюорат [с/л. Д.В.2 (приложение Д.В)]. то  для каждого анализируемого разбавления 
(концентрации) пробы  готовят в отдельных емкостях фоновые растворы без разбавлений и без водо­
рослей (например, исследуемые пробы воды прозрачные, окрашенные или мутные), которые будут 
служить фоном при проведении измерений.

П р и м е ч а н и е  -  При тестировании окрашенных или мутных проб с использованием водорослей 
может возникнуть интерференция, ослабляя свет, необходимый для роста клеток водорослей. В таком 
случае измеряют интенсивность флуоресценции пробы без водорослей (фоновые растворы) и полученное 
значение вычитают из значения интенсивности флуоресценции полученного при измерении пробы с водо­
рослями.

6.5 Обработка результатов тестирования -  по 5.5 с учетом расчетов эффективной кратности 
разбавления (концентрации), как указано ниже.
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6.5.1 Построение граф ической зависим ости скорости роста клеток водорослей от 
продолжительности тестирования

Для каждой кратности разбавления (концентрации; анализируемой пробы (в том числе и контроль­
ной) строят график скорости роста клеток водорослей в виде зависимости логарифма среднеарифмети­
ческих значений плотности (численности) клеток водорослей от продолжительности тестирования.

6.5.2 Определение скорост и  роста клет ок  водорослей

Для каждой кратности разбавления (концентрации) анализируемой пробы  рассчитывают ско­
рость роста клеток водорослей p jf клоток/ч, по формуле

lg/VL-lg /V 0
t

(3)

где Nl -  среднеарифметическое значение плотности (численности) клеток водорослей в анализируемой 
пробе в конце тестирования, клеток/см3:
Nq -  среднеарифметическое значение плотности (численности) клеток водорослей в анализируемой 
пробе в начале тестирования, клеток/см3. 
t -  продолжительность тестирования, ч.

Аналогично по формуле (3) рассчитывают среднеарифметическое значение скорости роста кле­
ток водорослей в контрольной пробе ( ц с ).

6.5.3 Замедление скорости роста клеток водорослей /(1. %. для каждой заданной кратности раз­
бавления (концентрации) анализируемой пробы  рассчитывают по формуле

I =2il2illOO 
Мс

(4)

где цс -  среднеарифметическое значение скорости роста клеток водорослей в контрольной пробе, 
клеток/ч;

-  среднеарифметическое значение скорости роста клеток водорослей в анализируемой пробе, 
клеток/ч.

6.5.4 Определение эф ф ект ивной крат ност и разбавления  (концентрации)

Для каждой заданной кратности разбавления (концентрации) анализируемой пробы рассчи­
тывают по формуле (4). значение замедления скорости роста клеток водорослей в процентах, с ис­
пользованием формулы (3), или используя график скорости роста (см. 6.5.2). определяют значение 
72 ч ЭКРМ  (72 ч ЭК50) в зависимости от анализируемой пробы.

Пример определения эффективной кратности разбавления (концентрации) по замедлению 
скорости роста клеток водорослей приведен в приложении Д.Б.

Если по полученным результатам не удалось точно определить конкретное значение 72 ч ЭКР50 
(72 ч ЭКМ ), то для определения этого значения используют пробит-анализ. Аналогичный пример при­
веден в приложении Д.Б.

6.5.5 Результаты тестирования считают достоверными, если соблюдаются следующие условия:
a) плотность (численность) клеток водорослей в контрольной пробе в конце тестирования увели­

чилась не менее чем в 16 раз по сравнению с плотностью (численностью) клеток водорослей в начале 
тестирования.

П р и м е ч а н и е  -  Такое увеличение плотности (численности) клеток водорослей соответствует скорости 
роста клеток 0.9 с у г 1;

b ) коэффициент колебаний темпов роста клеток водорослей в контрольных пробах в каждой из 
трех колб тестируемой серии анализируемых проб в течение тестирования должен быть не более 7 % 
относительно среднеарифметического значения плотности (численности) клеток водорослей:

c) уровень pH в контрольной пробе изменился не более чем на 1.0 ед. pH в конце тестирования:
d) токсичность модельного токсиканта находится в пределах, указанных в приложении Д.Д.
6.6 Информация о проведенных межлабораторных испытаниях приведена в приложении Д.Д.
6.7 Оформление результатов тестирования -  по 5.6.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А 
(обязательное)

Приготовление питательны х сред 

А. 1 Пригот овление пит ат ельной среды  для метода А

А. 1.1 Пригот овление исходны х раст воров для пит ат ельной среды  Гольдбврга

Исходные растворы Л*? 1 -  № 4 для приготовления питательной среды Гольдбврга готовят в мерных 
колбах вместимостью 100 см3, куда вносят реактивы в количествах, указанных в таблице А. 1, и затем содер­
жимое колб доводят до лютки дистиллированной водой (см. 5.2).

Т а б л и ц а  А.1
Номер

исходного
раствора

Состав раствора
Масса <навеска) 

реактива на 
100 с и3 дис­

тиллированной 
воды г

Объем раствора, 
исполыусиыи для 
приготовления пи­
тательной среды 

по А. 1.2. см3
1 Калий азотнокислый по ГОСТ 4217 (KNOj) 10.1 2.0
2 Натрий фосфорнокислый однозамещенный по ГОСТ 245 

(NaHJPQJ 1.421 0.5
3 Марганец хлористый 4-водный по ГОСТ 612 (МпС12 - 4Н^0) 0.01979 1.0

Кобальт хлористый 6-водный по ГОСТ 4525 (СоС12 • бН20) 0.02379
4 Хлорид железа 6-водный по ГОСТ 4147 (FeCI3 - 6Н20) 0.02703 1.0

Исходные растворы АЛ> 1 -  № 4 хранят при температуре от 2 °С до 4 °С не более одного года, при по­
мутнении растворов их заменяют.

А .1.2 Пригот овление пит ат ельной среды  Гольдберга

В колбу вместимостью 2000 см3 вносят 1000 см3 отфильтрованной природной (см. 5.2) или искусствен­
ной (см. 5.3.2) морской воды и стерилизуют на водяной бане в течение 20 мин при температуре 75 °С -  ВО °С. 
затем содержимое охлаждают, выдерживают при комнатной температуре в течение 24 ч и снова стерили­
зуют на водяной бане После охлаждения в колбу добавляют исходные растворы № 1 -  N9 3 в количествах и 
последовательности, как указано в таблице А. 1.

Полученный раствор стерилизуют на водяной бане в течение 20 мин при температуре 75 °С -  ВО °С и 
охлаждают, затем добавляют раствор № 4 (см. таблицу А. 1).

Если для приготовления питательной среды для культивирования водорослей используют искусствен­
ную морскую воду (см. 5.3.2). то ее допускается разбавлять дистиллированной водой до минерализации (соле­
ности). соответствующей минерализации (солености) анализируемой пробы.

Питательную среду Гольдберга хранят в условиях, исключающих воздействие света при комнатной 
температуре не более одного года.

А.2 Приготовление питательной среды  для мет ода Б

А.2.1 Приготовление исходны х растворов

Исходные растворы № 1 -  № 3 для приготовления питательной среды готовят в мерных колбах вместимо­
стью 100 см3, куда вносят реактивы в количествах, указанных в таблице А.2. и затем содержимое колб доводят 
до метки деионизированной водой (см. 5.2).
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Т а б л и ц а  А.2
Номер

ис­
ходного
раствора

Состав раствора
Массовая кон­

центрация реак- 
типа в исходном 
растворе, мг/дм3

Массовая концен­
трация реактива в 

питательной среде 
по А 2.2. мкг/дм3

1 Хлорид железа 6-водный по ГОСТ 4147 (FeCI3 • 6Н20) 48 149(Fe)

Марганец хлористый 4-водный по ГОСТ 612 (ШС12 - 4Н20) 144 605 (Мп)
Цинк сернокислый 7-водный по ГОСТ 4174 (ZnS04 • 5Н20) 45 150 (Zn)
Медь (II) сернокислая 5-водная по ГОСТ 4165 (CuS04 • 5Н20) 0.157 0.6 (Си)

Кобальт хлористый 6-водный ло ГОСТ 4525 (СоС12 • 6Н20) 0.404 1.5 (Со)

2 Борная кислота по ГОСТ 9656 (Н3В03) 1140 3.0 (В)

Биотин 0,01 0.005
Витамин В,2 (цианокобаламин) о.ю 0.05

Фосфорнокислый калий (К3Р04) 3000.0 3000.0; 438.0 Р

3 Азотнокислый натрий по ГОСТ 4168 (NaN03) 50000.0 50000.0; 8240.0 N
Кремниевокислый натрий 5-водный (Na2Si03 5Н20) 14900.0 14900.0; 1970.0 Si

Приготовленные исходные растворы фильтруют через мембранный фильтр с диаметром пор 0.2 мкм. Ис­
ходные растворы № 1 и № 3 допускается стерилизовать в автоклаве при температуре 120 °С в течение 15 мин. 

Исходные растворы хранят при температуре от 2 °С до 4 °С не более одного года.

А.2.2 Приготовление питательной среды

В мерную колбу вмести/мстью 1000 см3 вносят примерно 900 см3 природной (см. 5.2) или искусственной 
(см. 5.3.2) морской воды, добавляют исходные растворы (см. таблицу А.2) в следующей последовательности и ко­
личествах: 15 см3 раствора № 1; 0.5 см3 раствора № 2:1,0 см® раствора N9 3. затем доводят содержите колбы 
до метки той же морской водой.

При необходимости доводят pH питательной среды до значения (8.0 ± 0,2) путем добавления 10%-ного рас­
твора соляной кислоты или 10%-ного раствора гидроокиси натрия.

П р и м е ч а н и е  -  При приготовлении питательной среды для Sceletonema costatum (Greville) Cleve исполь­
зуют только природную морскую воду.

А.2.3 Приготовление концентрированной питательной среды  для разбавлений сточны х
вод

В мерную колбу вместимостью 1000 см3 вносят 700 см3 природной (см. 5.2) или искусственной (см. 5.3.2) 
морской воды, добавляют исходные растворы (см. таблицу А.2) в следующей последовательности и количествах: 
135 см3 исходного раствора N9 1; 4.5 см3 раствора № 2; 9 см3 раствора N9 3. затем доводят содержимое колбы 
до метки той же морской водой.

Измеряют значение pH полученной концентрированной питательной среды и доводят до значения 
(8.0 ± 0.2) путем добавления или 10%-ного раствора соляной кислоты, или 10%-ного раствора гидроокиси на­
трия.

П р и м е ч а н и е  -  При подготовке анализируемой пробы сточной воды разбавлением исходной пробы сточ­
ной воды природной (см. 5.2) или искусственной (см. 5.3.2) морской водой рекомендуется использовать концентри­
рованную питательную среду, так как при тестировании пробы необходимо обеспечить постоянство соотношений 
концентраций компонентов питательной среды для водорослей на уровне массовых концентраций реактивов, при­
веденных в таблице А.2.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д.А 
(обязательное)

М етоды культивирования водорослей

Д.А. 1 Культ ивирование водорослей для метода А

Д.А. 1.1 Культивирование водорослей проводят в конических колбах вместимостью 250 см3 на питатель­
ной среде Гзльдберга в условиях, соответствующих условиям проведения тестирования проб по 5.4.3.3.

Д.А. 1.2 Культивируя водоросли, периодически обновляют маточную культуру, пересевая ее на свежепри­
готовленную питательную среду [см. А. 1.2 (приложение А)] не реже одного раза в Юсут. Обновление культуры 
проводят следующим способом: в стерильную колбу вместиглостью 250 см3 со свежей питательной средой 
обьемом 150 слг* над пламенел! спиртовки вносят 1 5 - 2 0  см3 верхнего ростового слоя маточной культуры 
(содержимое исходной культуры при этом не перемешивают). После пересева колбу закрывают стерильной 
ватно-марлевой пробкой и бумажным колпачком, перемешивают и вьЮерживают в условиях по 5.4.3.3. При этом 
плотность (численность) клеток водорослей в колбе должна составлять около 1.0 - /О5 -  1.5 - 1&клеток/см3. В 
течение Юсут водоросли периодически перемешивают, встряхивая колбы вручную один -  два раза в сутки.

В случае замедления роста клеток водорослей к питательной среде добавляют витамин В }2 (одну или 
две капли на 1 дм3 среды).

Д.А. 1.3 Для тестирования используют культуру водорослей в экспоненциальной фазе роста и заданной 
плотности (численности) клеток водорослей. Для этого за 3 сут до начала тестирования в колбу вмести­
мостью 250 см3 со свежей питательной средой обьемом 100 с а г  над пламенем спиртовки вносят 20 см3 су­
спензии водорослей из маточной культуры (см. Д.А. 1.2). Затем колбу закрывают стерильной ватно-марлевой 
пробкой и бумажным колпачком, перемешивают вручную и выдерживают в условиях по 5.4.3.3 в течение 3 сут. 
При этом плотность (численность) клеток водорослей в подготовленной к тестированию культуре должна 
находиться в пределах от 2.0 -1Ф до 2.5 ■ 1(fi клеток/см3.

Д.А. 1.4 Непосредственно перед тестированием в подготовленной по ДА. 1.3 трехсуточной культуре во­
дорослей определяют в соответствии с требованиями Д.В.1 (приложение Д.В) плотность (численность) кле­
ток в 1 см3 суспензии водорослей, используя для этого не менее двух аликвот суспензии. Полученное значение 
плотности (численности) клеток водорослей должно находиться в пределах от 2 ■ 1(fi до 2.5 • 1Ср клеток/см3. 
Если полученное значение менее 2.0 ■ 1(Р клеток/см3. то увеличивают продолжительность культивирования 
водорослей (см. ДА. 1.3) еще на сутки. Затем рассчитывают необходимый объем суспензии для внесения в 
каждую колбу с контрольной и анализируемой пробой при тестировании.

П р и м е ч а н и е  -  Чтобы получить в начале тестирования плотность (численность) клеток водорослей 
в пределах от 2- 10х до 2.5 ■ 10х клеток/см3. достаточно в каждую емкость внести 1.0 см3 суспензии водорослей 
из культуры, плотность (численность) которой находится в пределах от 2 - 1(Р до 2.5 - 1Cfi клеток/см3.

Д.А.2 Культивирование водорослей для метода Б

ДА. 2.1 Культивирование водорослей проводят в конических колбах вмеслюмостью 250 см3 на питатель­
ной среде [см. А.2.2 (приложение А)] в условиях тестирования по 6.4.1.

ДА. 2.2 Необходим регулярный пересев культур водорослей, для Sceletonema costalum (Greville) Cleve его 
осуществляют один раз в 7 сут. для Phaeodactyium tncomulum Bohlin -  один раз в 14 или 21 сут. При этом пере­
сев культур водорослей проводят аналогично ДА. 1.2 в условиях по 6.4.1 с использованием питательной среды 
по А.2.2 (приложение А).

Д А .2.3 Для тестирования культуру водорослей готовят следующим способом: в питательную среду 
[см. А.2.2 (приложение А)) добавляют такой объем суспензии водорослей из маточной культуры водорослей 
(см. Д.А.2.2), чтобы получить начальную плотность (численность) клеток, соответствующую диапазону от 2.0 • 103 
до 104 клеток/см3. и выдерживают в условиях тестирования по 6.4.1 в течение 3 сут.

Д А .2.4 Культура водорослей, подготовленная по Д.А.2.3 в течение тестирования должна обеспечить экс­
поненциальный рост водорослей. Непосредственно перед тестированием определяют плотность (численность) 
клеток в подготовленной культуре водорослей в соответствии с требованиями Д.В. 1 (приложение Д.В) и рассчи­
тывают необходимый объем суспензии водорослей для внесения в каждую колбу с контрольной и анализируемой 
пробой для тестирования.

Д .А.З Адапт ация водорослей к  воде различной м инерализации (соленост и)

ДА.3.1 Природная морская вода в разных 1*орях и отдельных акваториях моря имеет различную мине­
рализацию (соленость), поэтому необходимо иметь культуру водорослей, заранее адаптированную к разной 
минерализации (солености) анализируемой пробы воды (водной вытяжки), подлежащей тестированию и содер­
жать ев в заданных условиях для культивирования.
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Если минерализация (соленость) морской воды (см. 5.2). на которой готовили питательную среду для 
культуры водорослей, выше, чем минерализация (соленость) анализируемой пробы, то морскую воду разбав­
ляют дистиллированной водой до минерализации (солености) анализируемой пробы и используют ее для при­
готовления новой питательной среды.

Д.А.3.2 Адаптацию водорослей к среде необходимой минерализации (солености) проводят, меняя посте­
пенно минерализацию (соленость) питательной среды. Для это го  в стерильную колбу вместимостью 250 см3 
над пламенем спиртовки вносят 80 см3 суспензии водорослей в экспоненциальной фазе роста (в возрасте 
3 сут) и добавляют 20 см3 питательной среды необходимой минерализации (солености). Культивируют водо­
росли в условиях аналогичных тестированию анализируемых и контрольных проб: для метода А -  по 5.4.3.3: 
для метода Б -  по 6.4.1. При этом общий объем адаптируемой культуры водорослей должен составлять 
100 см3.

Через каждые 5 сут меняют соотношение адаптируемой культуры и питательной среды необходимой 
минерализации (солености) следующим способом: 60 см3 адаптируемой культуры и 40 см3 питательной среды: 
40 саг3 адаптируемой культуры и 60 см3 питательной среды: 20 см3 адаптируемой культуры и 80 см3 пита­
тельной среды.

При адаптации каждый раз культуру водорослей гюрвсеивают в новую стерильную колбу со свежепри­
готовленной питательной средой той минерализации (солености), к которой проводят адаптацию. Через 
20 сут адаптацию заканчивают.

Д.А.3.3 Адаптированную культуру водорослей пересевают на свежеприготовленную питательную среду 
и культивируют в течение 5 сут в условиях по 5.4.3.3- для метода А. по 6.4.1 -  для метода Б. после чего про­
веряют физиологическую чувствительность адаптированной культуры водорослей в со о тве тств и и  с требо­
ваниями 5.3.4.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д  Б 
(обязательное)

Примеры определения эф ф ективной кратности разбавления (концентрации)

Д.Б.1 Пример определения 72 ч ЭKi0 м одельного т оксикант а

Д Б.1.1 Результаты определения физиологической чувствительности одноклеточных водорослей 
Phaeodactylum tricomutum Bohlm в растворе модельного токсиканта (калий двухромовокислый) приведены в т а ­
блице ДБ. 1.

Т а б л и ц а  Д.Б.1
П родолж и­
т ельност ь  
т ест и рова­

н ия  ч

М ассовая  дониент рация  
модельного т оксихант а. 

м г /д м 3

П лот ност ь ( численност ь)  кл е ­
т ок водорослей, п  10*  клет ок/ 

с и 3, в колбах

Среднеариф мет ическое  
значение плот ност и (чис­

ленност и) клет ок водорос- 
лей. п 10* кл е т о к/си 3

П роцент  снижения  
плот ност и (чис­

ленност и) клет ок  
водорослей %№ I № 2 из 3

72

0  (к о н т р о л ь н а я  п р о б а ) 1 3 .0 13.1 1 3 .2 13 .1 -

1 .0 11.8 11.9 1 2 .0 11 .9 9

2 .0 1 0 .7 1 0 .8 1 0 .6 1 0 .7 18

4 .0 8 .0 8 .2 8.1 8 .1 3 8

8 .0 5 .8 5 .9 5 .7 5 .8 5 6

1 0 .0 4 .4 4 .6 4 .5 4 .5 6 6

П р и м е ч а н и я
1 Знак «-». проставленный для контрольной пробы, означает, что снижение плотности (численности) 

клеток водорослей недопустимо. В контрольной пробе установлено увеличение плотности (численности) 
клеток водорослей по сравнению с плотностью (численностью) клеток водорослей, соответствующей на­
чалу тестирования, в пять раз (см. 5.5.6 настоящего стандарта).

2 Процент снижения плотности (численности) /слеток водорослей рассчитан по 5.5.5.1 настоящего
стандарта._____________________________________________________________________________________

Д Б. 1.2 По результатам тестирования. приведенным в таблице Д  Б. 1. 50%-ное снижение плотности 
(численности) клеток водорослей за 72 ч не зарегистрировано.

В этом случае для обработки результатов тестирования применяют пробит-анализ аналогично при­
меру. приведенному в Д.Б.З. Получают значение 72 ч ЭКХ  для указанного модельного токсиканта, равное 6.31 
мг/дм3. которое входит в диапазон концентраций, указанный в 5.3.4.4 настоящего стандарта. Следовательно, 
водоросли пригодны для тестирования.

Д .Б .2 П римеры определения эф ф ект ивной концент рации вещ ест ва по мет оду А

Д.Б.2.1 Пример проведения предварительного тестирования
Пример проведения предварительного тестирования по 5.4.1 настоящего стандарта для выбора диапа­

зона концентраций вещества, в пределах которого необходимо провести окончательное тестирование, при­
веден в таблице Д Б .2.

Т а б л и ц а  Д.Б.2
Продолжи- 
т спьнсст ь  
т ает  про- 

бамия, v

Массовая конце* 
т рация оещаст аа. 

м г/дм 3

П лот ност ь (численност ь) 
клет ок водорослей, 

п  10* клет ок /с м 3- в колбах

С реднеариф мет ическое зн а ­
чение плот ност и (численно­

ст и) клет ок водорослей, 
п  • 10* клет ок/си3

Процент  снижения плот ­
ност и (численност и) 
клет ок водорослей. 94

H t 1 №  2

7 2

0  (к о н т р о л ь н а я ) 8 .9 8 .7 8 .8 -
0 .1 8 .7 8 .9 8 .8 0

1 .0 8 .5 8 .7 8 .6 2

1 0 .0 7 .8 7 .6 7 .7 13

1 0 0 .0 0 0 0 1 0 0
1 0 0 0 .0 0 0 0 100

П р и м е ч а н и я
1 Знак «-». проставленный для контрольной пробы, означает, что снижение плотности (численности) 

клеток водорослей недопустимо. В контрольной пробе установлено увеличение плотности (численности) 
клеток водорослей по сравнению с плотностью (численностью) клеток водорослей, соответствующей на­
чалу тестирования, в четыре раза (см. 5.5.6 настоящего стандарта).
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Окончание таблицы Д.Б.2

2 Процент снижения плотности (численности) клеток водорослей рассчитан по 5.5.5.1 настоящего 
апандарта._____________________________________________________________________________________

Из данных таблицы Д.Б.2 следует, что диапазон концентраций вещества, в пределах которого необхо­
димо проводить окончательное тестирование, составляет от 10.0 до 100 ма/Эм3.

Д.Б.2.2 Пример проведения окончательного тестирования
Пример проведения окончательного тестирования по 5.4.2 настоящего стандарта приведен в таблице

ДБ-3.

Т а б л и ц а  Д.Б.З
Продолжи­
тельность 
тестиро­
вания. я

Массовая концентрация 
вещества, иг/ди3

Плотность (численность) 
клеток водорослей в колбах, 

п 10* клеток/см3

Среднеарифметическое зна 
ченив плотности (численно­

сти) клеток водорослей, 
п ■ 10* клеток/см3

Процент снижения 
платности (числен­
ности) клеток водо­

рослей. %№ 1 Л» 2 ND 3
0 (контрольная проба) 9.0 8.8 9.2 9.0 -

1.0 8.7 9.3 9.0 9.0 0
2.5 8.7 8.9 8.5 8.7 3

72 5.0 8.1 8.7 8.4 8.4 7
10.0 7.5 7.8 7.8 7.7 14
25.0 5.9 6.3 6.1 6.1 32
50.0 3.3 3.4 3.8 3.5 61
100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100

П р и м е ч а н и я
1 Знак «-». проставленный для контрольной пробы, означает, что снижение плотности (численности) 

клеток водорослей недопустимо. В контрольной пробе установлено увеличение плотности (численности) 
клеток водорослей по сравнению с плотностью ('численностью,) клеток водорослей, соответствующей на­
чалу тестирования, в четыре раза (см. 5.5.6 наслюящвго стандарта).

2 Процент снижения плотности (численности) клеток водорослей рассчитан по 5.5.5.1 настоящего
стандарта._____________________________________________________________________________________

Из данных таблицы Д.Б.З видно, что не зарегистрированы значения массовой концентрации вещества, 
которые соответствуют 50%-ному снижению плотности (численности) клеток водорослей при тестирова­
нии в течение 72 ч. поэтому 72 ч Э К ^  определяют, используя пробит-анализ аналогично примеру, приведенно­
му в Д.Б.З. и находят значение 72 ч Э К ^  равно 39.81 мг/дм3.

Д.Б.З Пример обработ ки результ ат ов т ест ирования с использованием  пробит -
анализа

Д.Б.З. 1 Если по результатам тестирования не зарегистрировано конкретное значение эффективной 
кратности разбавления (концентрации) пробы, то результаты тестирования обрабатывают с применением 
метода математической статистики -  пробит-анализа. Значения пробитое, соответствующие снижению 
плотности (численности) клеток водорослей в диапазоне от О % до 99%. приведены в таблице Д.Б.4.

Т а б л и ц а  Д.Б.4
Процент снижения плотности (численности) клеток 

водорослей. % 0 1 2 3 4 S в 7 В 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 б. 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

Д.Б.З.2 Результаты тестирования по определению эффективной кратности разбавления пробы мето­
дом пробит-анализа на примере сточной воды приведены в таблице Д.Б.5.
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Т а б л и ц а  Д.Б.5
Крат ност ь разбавлении  

ст очных вод С. %
Д есят ичны е логариф м  
крат ност и разбавления  

49 С)

П роцент  снижения плот  
пост и (численност и) клет ок  

водорослей. %

Значения пробит ое  
по  т аблице Д.Б .4

3.12 0.494 0 -
6.25 0.796 0 -

12.50 1.097 19 4.12
25.00 1.398 43 4.82
50.00 1.699 85 6.04
100.00 2.000 97 6.88

П р и м е ч а н и е  -  Данные, приведенные в таблице Д. Б. 5. получены в результате тестирования сточ­
ной воды по методу А в течение 72 ч.

Д.Б.3.3 По значениям пробитое и десятичных логарифмов кратности разбавлений (см. таблицу Д.Б.5). 
строят график линейной зависимости, откладывая по оси ординат значения пробитое, по оси абсцисс -  значе­
ния десятичных логарифме кратности разбавлений (lg С) анализируемой пробы.

Пример построения графика линейной зависимости на примере анализируемой пробы сточной воды при­
веден на рисунке Д.Б. 1.

Значении
пробито»

1 I- 1- -4— —I_ _ ii- i- _ _ _
---- 1----- f---- — Г----Г -.Т 1 Г--1 ___

1 1 -
I i п

Г
- — — —

1 “ — —

■ Г" Г п г г Г" 1г 1Г 1г
j j L L II J■ г  1 . j- г 1

___j___i___ ___ ___L. ___ ___ ___ ___ ___ ___ ___
0.8 1 f l  1.1 12 1.3 1.4 1.5 1,8 1.7 1.8 1 *  2.0 2.1 22  IflC

Рисунок Д.Б.1 -  График линейной зависимости значений пробитое от lg С анализируемой пробы стенной воды

Д.Б.3.4 На графике (см. рисунок Д.Б.1) на оси ординат из точки, соответствующей значению про­
бита пять, что соответствует 50%-ному снижению плотности (численности) клеток водорослей, 
проводят прямую параллельно оси абсцисс до пересечения с графиком. Из точки пересечения прямой с 
графиком (М) опускают перпендикуляр на ось абсцисс и получают значение lg С (равно 1.46), соответ­
ствующее 72 ч ЭКР50.

Используя таблицу антилогарифмов определяют соответствующее значению lg С (1.46). значе­
ние процентной концентрации (равно 28.84 %). Затем устанавливают значение кратности разбавления 
72 ч ЭКР5 0 - соответствующее 50%-ному снижению плотности (численности) клеток водорослей, которое 
равно 3.47 раза.

Аналогично устанавливают значение ЭКР10 (безвредную кратность разбавления), при этом получают 
значение lg С (равно 1,09) и. используя таблицу антилогарифмов определяют соответствующее значению 
lg С (1.09). значение процентной концентрации (равно 12.30 %. что соответствует кратности разбавления 
8.13 раз).

Д .Б.4 Пример определения эф ф ект ивной концент рации вещест ва по  замедлению
скорост и рост а клет ок водорослей Phaeodactylum  trico rnu tum  Boh lin

Д.Б.4.1 По результатам тестирования анализируемой пробы и подсчета плотности (численности) кле­
ток водорослей каждые 24 ч на протяжении 72 ч тестирования в каждой из колб (см. приложение Д.В) для каж­
дой заданной концентрации вещества и контрольной пробы рассчитывают среднеарифметические значения 
плотности (численности) клеток водорослей NL, клвток/см3. и определяют соответствующие им значения 
логарифма (lg NL).

Пример обработки результатов тестирования анализируемой пробы вещества приведен в таблице
ДБ.6.
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Т а б л и ц а  Д.Б.6
М ассовая концент рация  

вещ ест ва
У мгУдм3

С реднеариф мет ическое значение плот ност и (численност и)  клет ок водорослей, подсчит анное  
после т ест ирования анализируем ой пробы  вещ ест ва в  т ечение

24 ч 48  ч 72 ч

N l . кпет ок/см 3 Nl . клет ок/см 3 <9 N l N l . ялет ок/см3

0  (к о н т р о л ь н а я  п р о б а ) 4 .4  • 1 0 * 4 .6 2 8 .4  ■ 1 0 4 4 .9 2 1 6 .8  ■ 10* 5 .2 3

1 0 .0 3 .4  ■ 10* 4 .5 3 6 .6  ■ Ю * 4 .8 2 1 3 .2  ■ 10* 5 .1 2

2 5 .0 2 .6  ■ 10* 4 .4 2 4 .4  ■ 10* 4 .6 4 8 .8  - 10* 4 .9 5

5 0 .0 1 .7■  10* 4 .2 3 2 .5  ■ 1 0 * 4 .4 0 4 .2  - 10* 4 .6 2

П р и м е ч а н и е  -  Начальная плотность (численность) клеток водорослей в начале тестирования (Nrf 
составляет 10* клвток/см3. fg Nn равен 4,00._________________________________________________________

Д.Б.4.2 Замедление скорости роста клеток водорослей в процентах определяют одним из способов 
- графическим методом (см. Д.Б.4.2.1);
-расчетным методом (см. Д.Б.4.2.2).
Д.Б.4.2.1 Гоафический метод определения замедления скорости роста клеток водорослей 
На основании полученных результатов (см. таблицу Д.Б.6) строят график скорости роста клеток водо­

рослей для контрольной пробы и каждой заданной кратности разбавления (концентрации) анализируемой про­
бы в виде зависимости логарифма плотности (численности) клеток (lg N J от продолжительности тестиро­
вания. откладывая на оси ординат значение lg Л^, а на оси абсцисс -  продолжительность тестирования (t. ч).

Пример графика скорости роста клеток водорослей Phaeadactyium tricomutum Bohlin для контрольной 
пробы и каждой заданной концентрации вещества анализируемой пробы по результатам тестирования в те­
чение 72 ч (см. таблицу Д.Б.6) приведен на рисунке Д.Б.2.

К  - скорост ь рост а клет ок водорослей в  конт рольной пробе :
Т - скорост ь рост а клет ок водорослей в анализируемой пробе при У  »  10 и : /д м 3: 2  -  скорост ь рост а клет ок водорослей в 
анализируемой пробе при У ■* 25 и  г/д и 3 . 3 -  скорост ь рост а клет ок водорослей в  анализируемое пробе  при  У •  50 м г/дм 3.

Рисунок Д. Б. 2 -  Пример графика среднеарифметических значений скорости роста клеток водорослей 
Phaeodactylum tricomutum Bohlin в контроле и при различных концентрациях вещества в течение тестирования

Замедление скорости роста клеток водорослей . %. после 72 ч тестирования определяют графически 
для каждой заданной концентрации вещества анализируемой пробы относительно контрольной пробы следую­
щим образом

a) на ось ординат из точки, соответствующей значению 72 ч логарифма скорости роста клеток водо­
рослей в контрольной (lg NK ) и в анализируемой пробе (lg N J каждой кратности разбавления (концентрации) 
проводят прямые линии параллельно оси абсцисс до пересечения с осью ординат (например, см. рисунок Д  Б. 2 
для линии К и линии 3):

b) рассчитывают разность между значениями логарифмов для контрольной пробы (lg NK) и анализируе­
мых проб (lg NJ.
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Например, за 72 ч (см. рисунок Д. Б. 2) значение lg NK для контрольной пробы (линия К) равно 5.23. для ана­
лизируемой пробы концентрацией Y = 50 мг/дм~ (линия 3) значение lg /VL3 равно 4.62: разность этих логарифмов 
составляет 0.61:

c) рассчитывают среднюю скорость роста клеток водорослей в контрольной пробе за 72 ч по разности 
между значениями lg NK в конце тестирования и в начале тестирования. Например, значение lg NK (см. рисунок 
Д  Б.2) в конце тестирования равно 5.23. а в начале тестирования lg NQ равно 4.0 (см. таблицу Д.Б.6). Разность 
этих логарифмов .Мд Л/к составляет 1.23. что соответствует средней скорости роста клеток водорослей в 
контрольной пробе:

d) рассчитывают замедление средней скорости роста клеток водорослей I  , %. для каждой заданной 
кратности разбавления (концентрации) относительно контрольной пробы по формуле

MqN l
~ 100. (ЯБ.1)

' A lg /V L^

где д|дЛ/ L -  значение разности логарифмов контрольной пробы и анализируемой пробы, полученное по Ь):
л  к) Л/1  -  значение разности логарифмов для контрольной пробы, полученное по с).
Например, используя формулу (Д.Б. 1) для линии 3. замедление скорости роста клеток водорослей в про­

центах относительно контрольной пробы (линия К) составляет

V, = ^ 1 0 0  = 50%. (Д.Б.2)

таким образом получаем, что замедление скорости роста клеток водорослей на 50 % за 72 ч тестирования 
соответствует концентрации вещества Y = 50 мг/ди* анализируемой пробы.

П р и м е ч а н и е  -  Если тест-организмы в контрольной пробе показывают снижение скорости роста 
клеток водорослей в конце тестирования, то скорость роста клеток водорослей в одной из заданных концен­
траций в анализируемой пробе может не отличаться от скорости роста в контрольной пробе. Это ошибочно 
указывает на отсутствие воздействия. В этом случае расчеты скорости роста и замедления скорости роста 
клеток водорослей проводят на основе последних измерений (например, через 24 ч).

Увеличение скорости роста клеток водорослей в анализируегюй пробе заданной кратности разбавления 
(концентрации) относительно контрольной пробы указывает на стимулирующий эффект, что отмечают в 
протоколе испытаний.

Д.Б.4.2.2 Расчетный метод определения замедления скорости роста клеток водорослей
По полученным результатам тестирования (например, см. таблицу Д.Б.6). замедление скорости роста 

клеток водорослей /ц . %. рассчитывают по формуле (4) с учетом использования формулы (3) настоящего 
стандарта для каждого заданного разбавления (концентрации) анализируемой пробы и контрольной пробы. 
При этом учитывают начальную плотность (численнос/ль,) клеток водорослей в начале тестирования NQ.

Д.Б. 4.2.3 Пример определения скорости роста и замедления скорости роста клеток водорослей по 
Д.Б.4.2.1 или Д.Б.4.2.2 приведен в таблице Д.Б.7.

Т а б л и ц а  Д.Б. 7_ Пример результатов тестирования
Массовая концентрация 

ее шее глав Y. мг/дм3
Среднеарифметическое значение скорости 
роста клеток водорослей в конце тестиро 

винил и, клеток/ч

Заиедпение скорости роста клеток водо­
рослей в конце тестирования 1̂ . %

0 (контрольная проба) 0.0171 -

10.0 0.0155 9
25.0 0.0132 23
50.0 0.0086 50

П р и м е ч а н и е :
1 Начальная плотность (численность) клеток водорослей в начале тестирования (Nq) составляет 

104 клеток/см^. lg N0 равен 4.0.
2 Знак «-». проставленный для контрольной пробы, означает, что снижение скорости роста клеток 

водорослей не допустимо.

Д.Б.4.3 Определение эффективной концентрации вещества
По результатам полученным по Д.Б.4.2.1 или Д.Б.4.2.2 по значению замедления скорости роста клеток 

водорослей определяют значение эффективной концентрации вещества, соответствующее 50%>-ному замед- 
лению скорости роста клеток водорослей 72 ч Э К П р и м е р  приведен в таблице Д.Б. 7.

Из примера, приведенного в таблице Д.Б. 7. видно, что концентрация вещества, которая соответству­
ет 50%-ному замедлению скорости роста клеток водорослей при тестировании в течение 72 ч равна 
50.0 мг/дм3.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д.В 
(обязательное)

М ет оды подсчет а численност и клет ок водорослей

Д.В.1 О пределение плот ност и (численност и) клет ок водорослей мет одом прямого
счета в камере Горяева

Подсчет плотности (численности) клеток водорослей в камере Горяева (см. рисунок Д.В. 1) проводят 
следующим способом:

Содержимое колбы с водорослями перемешивают вручную, затем пипеткой отбирают суспензию водо­
рослей (аликвоту) и наносят по одной капле на верхнюю и нижнюю части сетки счетной камеры Горяева. Затем 
камеру накрывают покровным стеклом, которое притирают по бокам до появления колеи интерференции.

П р и м е ч а н и я
1 Взятую в пипетку каплю суспензии водорослей необходимо очень быстро нанести на поверхность сет­

ки. пока клетки водорослей не успели осесть в нижней части пипетки.
2 Нанесенную на поверхность сетки каплю суспензии водорослей следует быстро накрыть покровным 

стеклом и притереть его во избежание оседания клеток водорослей из капли.
3 После притирания покровного стекла и при подсчете клеток водорослей под микроскопом необходимо 

следить за тем. чтобы жидкость под покровным стеклом была распределена равномерно.
4 Кахюры Горяева обычно имеют две сетки, разделенные желобком. В таких камерах наносят параллель­

но две капли суспензии водорослей.
Капли суспензии водорослей наносят не подряд из одной пипетки, а при двукратном взятии суспензии в 

пипетку из одной и той же колбы.

Через 1 - 2  мин после оседания клеток водорослей камеру Горяева помещают под объектив микроскопа и 
подсчитывают количеслюо клеток водорослей во всех 25 больших квадратах сетки.

П р и м е ч а н и я
1 После подсчета клеток водорослей камеру Горяева сразу же тщательно моют водопроводной водой и 

протирают мягкой тканью (например, фланелью).
2 Подсчет числа клеток водорослей в камере Горяева рекомендуется проводить при плотности (числен­

ности) клеток (1.0-2.5) - 1& клетох/см5. так как при большей плотности (численности) клеток водорослей в 
суспензиях подсчет трудоемок и менее точен.

а -  оОиэЛ вид ашюры ГЪртва

\J IH-KJ
Ь -  ВМД Cfocy ГЬрмм

с - у м п н в н т й  фрагмент сопи 
для подсчета клеток водрросгюА. 
выслан о д а  большое вводят

Рисунок Д.В. 1 -  Счетная камера Горяева

Плотность (численность) клеток водорослей X  в 1 см3 суспензии водорослей рассчитывают по формуле

Х = М -104. (ДВ.1)

где М -  cyiMtapnoe количество клеток водорослей в учтенных больших квадратах сетки;
10х -  коэффициент пересчета кубических миллиметров в кубические сантиметры.
Плотность (численность) клеток водорослей подсчитывают в каждой колбе, отбирая по две аликвоты.
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За результат подсчета плотности (численности) клеток водорослей принимают среднеарифметическое 
значение не менее двух определений для каждой заданной кратности разбавления (концентрации) анализируемой 
пробы, в том числе и контрольной пробы, которое вычисляют с допускаемым отклонением не более ±7%.

Д .В .2 О пределение плот ност и (численност и) клет ок водорослей с использованием
метода ф луоримвт рии

Д.В.2.1 Пригот овление проб

Д.В.2.1.1 Приготовление холостой пробы
Холостую пробу готовят следующим образом: в конические колбы вместимостью 250 см3 вносят 100 см3 

питательной среды, приготовленной в соответствии с требованиями приложения А (для метода А -  лита 
тельная среда Гэльдберга по А. 1: для метода Б -  питательная среда no А.2).

Д.В.2.1.2 Приготовление пробы контроля фона
Для каждой анализируемой пробы подготавливают пробу контроля фона, представляющую собой концен­

трацию анализируемого вещества (кратности разбавления), но без добавления водорослей.

П р и м е ч а н и е  -  При тестировании окрашенных или мутных проб может возникнуть мешающее влия­
ние. обусловленное ослаблением светового потока, необходимого для роста клеток водорослей в анализируе­
мой пробе. В таком случае измеряют интенсивность флуоресценции пробы без водорослей (фоновые раство­
ры) и полученное значение вьччитают из значения интенсивности флуоресценции, полученного при измерении 
лробьг с водорослями.

Д. В 2.1.3 Приготовчюние контрольной пробы
Приготовление контрольной пробы проводят-
- для метода A no 5.4.3.2;
- для метода Б аналогично 5.4.3.2, но с использованием питательной среды по А.2 (приложение А).

Д .В .2.2 П одгот овка прибора к  измерениям

Прибор готовят к работе в соответствии с руководством (инструкцией) по эксплуатации.
Устанавливают следующие параметры работы прибора:
- температура 20 °С (при наличии термостатирования):
- область длин волн для возбуждения флуоресценции 400 -  500 нм: область длин волн для регистрации 

интенсивности флуоресценции 650 -  750 нм.

Д .В.2.3 Г радуировка прибора

Градуировку прибора выполняют с использованием средств программного обеспечения прибора (или с ис­
пользованием компьютерных систем обработки данных) с применением градуировочных растворов по Д.В.2.4. 
При этом коэффициент линейной корреляции полученных градуировочных характеристик должен б ы ть  не 
менее 0.99.

Д .В.2.4 Пригот овление градуировочны х раст воров

ГoadyupoeoiHbie растворы готовят следующим способом: подготовленную культуру водорослей (см. при­
ложение Д  А) вносят в колбы вместимостью 250 саг3 и разбавляют питательной средой, приготовленной в 
соответствии с требованиями приложения А (для метода А -  среда Гэльдберга по А. 1. для метода Б -  пита­
тельная среда no А.2) в соотношении:

- 50 см3 суспензии водорослей и 50 саг3 питательной средьг (разбавление в два раза):
- 25 см3 суспензии водорослей и 75 саг3 питательной средьг (разбавление в четыре раза):
- 16.6 см3 суспензии водорослей и 83.4 см3 питательной среды (разбавление в шесть раз):
-12.5 саг3 суспензии водорослей и 87.5 см3 питательной среды (разбавление в восемь раз);
-10  см3 суспензии водорослей и 90 саг3 питательной среды (разбавление в 10 раз):
- 5 саг3 суспензии водорослей и 95 см3 питательной среды (разбавление в 20 раз):
- 2.5 саг3 суспензии водорослей и 97.5 см3 питательной среды (разбавление в 40 раз):
- 1.66 см3 суспензии водорослей и 98.34 см3 питательной среды (разбавление в 60 раз):
-1.25 см3 суспензии водорослей и 98.75 саг3 питательной среды (разбавление в 80 раз):
- 1.0 саг3 суспензии водорослей и 99 саг3 питательной среды (разбавление в 100 раз),
-0.1 саг3 суспензии водорослей и 99.9 саг3 питательной средьг (разбавление в 1000 раз).

Д .В.2.5 Уст ановление градуировочной характ ерист ики

Колбы с подготовленными по Д.В.2.3 градуировочными растворами закрывают ватно-марлевыми проб­
ками. встряхивают, помещают в люминостат или климатостат и выдерживают 15 мин при температуре 
(20 ± 2)°С  и освещенности 3000 -  6000 лк (для метода А) или (23 ± 2) °С и освещенности 6000-70000 лк (для 
метода Б), после чего содержимое каждой колбы (включая холостую пробу) тщательно перемешивают.
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Затем, используя счетную камеру Горяева, под микроскопом подсчитывают (см. Д.В.1) в каждой колбе не 
менее чем в двух повторностях плотность (численность) клеток водорослей, и рассчитывают среднеарифме­
тическое значение (х). После этого, в соответствии с инструкцией (руководством) по эксплуатации прибора, 
в каждой соответствующей колбе измеряют не менее трех раз значения интенсивности флуоресценции В-. и 
подсчитывают среднеарифметическое значение.

П р и м е ч а н и е  -  Измерения флуоресценции необходимо проводить сразу после подсчета клеток каж­
дого заданного разведения (концентрации) в камере Гэряева.

По полученным значениям х, (по Д. В. 1) и В; строят градуировочный график в виде функциональной зависи­
мости Вг о т  хг используя компьютерную систему сбора и обработки данных.

При отсутствии компьютерных систем сбора и обработки данных функциональную зависимость В, о т  х, 
устанавливают по угловому коэффициенту (наклону) Ь. отн.ед. см3/кл, рассчитываемому по формуле

1 Х А В ,
ь = ^ ---------. (Д.В.2)

К *,)2
i»1

где X, -  плотность (численность) клеток водорослей в t-м градуировочном растворе, клеток/см3;
ЛВ( -  разница между значениями £3 интенсивности флуоресценции i-го градуировочного раствора за 

вычетом срвднеарифштического значения интенсивности флуоресценции холостой пробы:
i -  число использованных градуировочных растворов (см. Д.В.2.3).

П р и м е ч а н и е  -  Гоадуировочный график должен иметь линейную зависшмсть. в противном случае 
следует установить причину, заново приготовить градуировочные растворы и повторить градуировку.

Д.В.2.6 Конт роль ст абильност и градуировочной характ ерист ики

Периодически, но не реже двух раз в год. проводят контроль градуировочной характеристики с использо­
ванием градуировочных растворов по Д.В.2.4.

Градуировочную характеристику считают стабильной, если сохраняются угол наклона градуировочного 
графика и линейная зависи1мсть интенсивности флуоресценции от плотности (численности) клеток градуи­
ровочных растворов.

Д .В.2.7 П орядок проведения измерений

Д.В.2.7.1 Определение плотности (численности) клеток водорослей после культивирования
Колбу с подготовленными по приложению Д.А водорослями (для метода А -  по Д.А. 1: для метода Б -  по 

Д.А.2). закрывают ватно-марлевой пробкой, встряхивают вручную. вь(держивают 30 мин при температуре: 
(20±2)°С (для метода А) или (23 ±2) °С (для метода Б) и освещенности: 3000 -  4000 лк (для метода А) или 6000 -  
7000 лк (для метода Б), зател» снова перемешивают и из колбы автоматической пипеткой переносят в кварцевую 
кювету прибора аликвоту суспензии водорослей, равную объему кварцевой кюветы, кюветы с аликвотой суспензии 
водорослей помещают в кач*вру прибора для измерения интенсивности флуоресценции суспензии водорослей.

Порядок проведения измерений -  по Д.В.2.7.
Определение значении плотности (численности) клеток водорослей -  поД.В.2.8.
Д.В.2.7.2 Определение начальной плотности (численности) клеток водорослей перед тестированием
Конические колбы с пробами, подготовленными по 5.4.3.1 и 5.4.3.2, а также с пробами, подготовленными 

по Д.В.2.1. закрывают ватно-марлевыми пробками, встряхивают вручную, после чего помещают в климато- 
стат и выдерживают 15 мин при температуре: (20 ± 2) °С (для метода А) или (23 ± 2) °С (для метода Б) и 
освещенности: 3000 -  4000 лк (для метода А) или 6000 -  7000 лк (для метода Б).

После выдерживания колб в климатостате, каждую колбу (включая колбы с холостой и контрольной про­
бами) встряхивают вручную. Затем из конкретной колбы отбирают автоматической пипеткой аликвоту про­
бы. равную объему кварцевой кюветы прибора, кювету с аликвотой пробы помещают в камеру прибора для 
изчАврения интенсивности флуоресценции клеток водорослей.

Порядок проведения измерений -  по Д.В.2.7.
Определение значений платности (численности) клеток водорослей -  поД.В.2.8.
Д.В.2.7.3 Определение плотности (численности) клеток водорослей после тестирования
После проведения тестирования каждую колбу (включая колбы с хо/юстой и контрольной пробами) встря­

хивают вручную. Затем из конкретной колбы с пробой отбирают автоматической пипеткой аликвоту пробы, 
равную объему кварцевой кюветы прибора, кювету с аликвотой пробы помещают в каглеру прибора для изме­
рения интенсивности флуоресценции клеток водорослей.

Порядок проведения измерений -  по Д.В.2.7.
Определение значений плотности (численности) клеток водорослей -  аналогично Д.В.2.8.
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Д.В 2.7.4 Порядок проведения измерений
Измерения интенсивности флуоресценции клеток водорослей в пробах проводят в соответствии с руко­

водством (инструкцией) по эксплуатации прибора с учетом условий проведения градуировки прибора no Q.B. 2.3.
Измерение значений интенсивности флуоресценции водорослей каждой аликвоты пробы проводят не 

менее трех раз в следующей последовательности:
- измеряют значения интенсивности флуоресценции холостой пробы (см. Д.В.2.1.1);
- измеряют значения интенсивности флуоресценции клеток водорослей контрольной пробы (см. Д.В.2.1.3):
- измеряют знамения интенсивности флуоресценции клеток водорослей каждой заданной кратности раз­

бавления (концентрации) анализируемой пробы, начиная с меньших концентраций (больших разбавлений):
- измеряют знамения интенсивности флуоресценции пробы контроля фона (см. Д.В.2.1.2).

П р и м е ч а н и е  -  После измерения интенсивности флуоресценции клеток водорослей контрольной 
пробы и затем после каждого измерения анализируемой концентрации (разбавления) пробы, кювету ополаски­
вают питательной средой.

Д.В. 2.8 Обработка результ ат ов измерений

Д.В.2.8.1 При наличии компьютерной системы сбора и обработки данных, порядок обработки результа­
тов измерений устанавливают в соответствии с руководством (инструкцией) по эксплуатации прибора или 
обработки данных на компьютере.

Д.В.2.8.2 При отсутствии компьютерной системы сбора и обработки информации значение интенсив­
ности флуоресценции аликвоты пробы В рассчитывают по формуле

В = В ^ - В Х. (Д.В.З)
где Впр -  среднеарифметическое значение из измеренных значений интенсивности флуоресценции клеток 
водорослей анализируемой пробы, отн.вд.:

B.f -  среднеарифметическое значение из измеренных значений интенсивности флуоресценции холостой 
пробы, отн.вд.

Д.В.2.8.3 Плотность (численность) клеток водорослей Ха1Г клелюк/см3, в аликвоте анализируемой пробы 
определяют по соответствующей градуировочной характеристике (см. Д.В.2.4). используя значение В. рассчи­
танное по формуле (Ц.В.З). либо рассчитывают по формуле

где Ь -  угловой коэффициент (наклон) градуировочной характеристики, рассчитанный по формуле (Д.В.2), 
отн.вд. см*/клвток.

Д.В.2.8.4 Если полученное значение, найденное по Д.В.2.8.3. превышает верхнюю границу диапазона гра­
дуировочной характеристики, то анализируемую пробу разбавляют так. чтобы значение в разбавленной пробе 
укладывалось в диапазон градуировочной характеристики, либо анализируют меньший объем пробы.

Д.В.2.8.5 Плотность (численность) клеток водорослей в анализируемой пробе X. клвток/см3. рассчиты­
вают по формуле

X = \ V̂ f . (Д.В.5)
vnp

где Ха„  -  плотность (численность) клеток водорослей в аликвоте анализируемой пробы, рассчитанная по 
формуле (ДВА), клвток/см*;

VU K -  вместимость мерной колбы, использованное для подготовки анализируемой пробы, см3;
Упр -  объем аликвоты анализируемой пробы, см*:
( -  коэффициент разбавления анализируемой пробы, при этом, если пробу не разбавляли, то / 

принимают равным единице, если разбавляли (см. Д.В.2.8.4). то f  рассчитывают по формуле

(  = £ . .  (Д.В.6)
* а

где V, -  вместимость мерной колбы, использованной при разбавлении анализируемой пробы, саг*:
Va -  объем аликвоты анализируемой пробы, взятый для разбавления, см3.
Д.В.2.8.6 За результат измерений плотности (численности) клеток водорослей принимают срвднеариф- 

метическов результатов не менее двух определений, если расхождение между ними не превышает ±5%.
Д.В.З Для определения плотности {численности) клеток водорослей допускается использовать турбодиме- 

трию и фотометрию, при условии их достаточной чувствительности и корреляции с плотностью (численностью) 
клеток водорослей. При этом используемый прибор должен быть способен измерять такие низкие плотности 
(численности) клеток водорослей как 104 клеток/см3. а также отличать эффект роста плотности (численности) 
клеток водорослей от эффекта мешающего воздействия, например, присутствие твердых частиц и цвет пробы. 
Спектрофотометры обладают достаточной чувствительностью для измерения плотности (численности) клеток во­
дорослей 104 клеток/см3 при достаточной длине оптического пути (до 10 см), однако этот метод особенно чувстви­
телен к /вешающему влиянию суспендированного материала и окрашенных веществ при низких плотностях клеток 
водорослей. Для мутных проб предпочтительна флуориметрия (см. Д.В.2).
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д.Г  
(справочное)

Приготовление анализируемы х  проб сточны х вод для мет ода Б

Д.Г.1 Анализируемые пробы сточных вод готовят в конических колбах, смешивая, как указано в таблице 
Д.Г.1. необходимые обьемы концентрированной питательной среды [см. А.2.3 (приложение А)], суспензии водо­
рослей в экспоненциальной фазе роста, исходной пробы сточной воды, подготовленной в соответствии с тре­
бованиями 5.3.3.2 настоящего стандарта, и морской воды. Пример приготовления анализируемых проб сточной 
воды разбавлением и контрольной пробы приведен в таблице Д.Г.1. при этом общий объем проб во всех колбах 
для тестирования должен быть одинаковым. Начальная плотность (численность) клеток водорослей -  по 6.4.4.

Т а б л и ц а  Д.Г.1
Крат ност ь  разбавления ис­
ходной пробы  ст очной  воды, 

количество раз

Объел» суспензии  
водорослей  <см. 

Д А 2.4), сн3

Объем исходном 
пробы сточной 
ВОДЫ по 5.3.3.2. 

см3

Объем мор
ской ВОДЫ по
5.2 ипи 5.3.2. 

см3

Объем концент ри­
рованной пит а­

т ельной среды  по 
А 2.3. см3

Объем анализи­
руемой пробе» 
сточной воды, 

см3
Без разбавления 10 80 - 10 100

2 10 50 30 10 100
3 10 33.33 46.67 10 100
4 10 25 55 10 100
5 10 20 60 10 100
8 10 12.5 67.5 10 100

12 10 8.33 71.67 10 100
16 10 6.25 73.75 10 100
24 10 4.17 75.83 10 100
32 10 3.125 76.875 10 100

Контрольная проба 10 - 80 10 100
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ПРИЛОЖЕНИЕ ДМ  
(справочное)

Информация о результатах тестирования модельного токсиканта, проведенны х при 
межлабораторны х испы таниях для  метода 5

Д.Д.1 Результаты тестирования, проведенные в 1989 -  1990 годах при межлабораторных испытаниях мо­
дельных токсикантов, представлены в таблице Д.Д.1.

Т а б л и ц а  Д.Д.1 -  Результаты тестирования при мвжлабораторных испытаниях модельных токсикантов
Модальный токсикант Количество

лабораторий
Число выбросоо Среднеарифметическое 

значение ЭК.» (ЕС*,0. 
мг/дм3

Стан­
дартное

отклонение.
мг/дм3

Коэффициент 
вариации. %

Твст-организмы: Sceletooema costatum (Greville) Cleve
Бихромат калия 9 2 2.5 (Л = 7) 1,1 44

3.5-дихлорфенол 7 2 1.6 (л = 5) 0.3 18
Твст-организмы: Phaeodactylum tricornulum BoWin

Бихромат калия 10 3 20.1 (л = 7) 5.3 26
3.5-дихлорфенол 10 3 2.7 (л = 7) 0.2 8.6
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д.Е 
(справочное)

Сравнение структуры  международного стандарта со  структурой межгосударственного
стандарта

Д.Е.1 Сравнение структуры международного стандарта ISO 10253:2006 со структурой межгосударственно­
го стандарта приведено в таблице Д.Е.1. Указанное в таблице Д.Е.1 изменение структуры межгосударственного 
стандарта относительно структуры примененного международного стандарта обусловлено приведением в соот­
ветствие требований, установленных в ГОСТ 1.5, и включением дополнительного к ISO 10253:2006 метода опреде­
ления токсичности.

Т а б л и ц а  Д.Е.1
Структура международного стандарта 

ISO 10253:2006
Структура межгосударственною стандарта

Раздел 1 Раздел 1
Раздел 2 Раздел 2
Раздел 3 Разделы 3

Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты
3.1 - - 3 3.1 -
3.2 - - 3.2 -
3.3 - - 3.3 -
3.4 - - 3.4 -

3.5 - - - -
3.6 - - 3.5 -
3.7 - - 3.6 -

Раздел 4 Подраздел 6.1
Раздел 5 Подразделы 5.2; 6.2

Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты
5.1 - - 5 5.2: 6.2 -

5.2 - - 5.2 -

5.3 - - 5.3.2 -
5.4 - - Приложение А А.2.1

Раздел 6 Подразделы 5.2; 6.2
Подразделы Пунхты Подпункты Разделы Пункты Подпункты

6.1 - - 6 6.2 -
6.2 - - 5 5.2 -
6.3 - - 5.2 -

6.4 - - 5:6 5,2: 6.2 -
6.5 - - 6 6.2 -

6.6 - - 5 5.2 -
Раздел 7 Подразделы 5.4; 6.4

Подразделы Пункты Подпункты Разделы | Пункты Подпункты
7.1 - - Приложение А А.2.2
7.2 - - Приложение Д.А ДА.2
7.3 - - 5:6 - 5.3.3.4; 6.4.3
7.4 - - 5 - 5.3.3.4; 5.3.3.5
7.5 - - 5 - 5.4.3.1: 5.4.3.2
7.6 - - 5:6 - 6.4.1; 6.4.2
7.7 - - 6 - 6.4.1

Раздел 8 Раздел 1 (примечание 2)
Раздел 9 Подраздел 6.5

Подразделы Пункты Подпункты Разделы Пункты Подпункты
9.1 - - - 6.5.2
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Окончание таблицы Д-Е. 1

Структура международного стандарта 
ISO 10253:2006

Структура межгосударственного стандарта

9.2 - - 6 - 6.5.3
9.3 - - - 6.5.4

Раздел 10 Подраздел 5.6
Раздел 11 Раздел 1. примечание 4
Раздел 12 Приложение Д.Д
Раздел 13 Подраздел 5.6

Приложение А А.1 Приложение А А.2.3 (примечание)
А.2 А.2.3
А.З Приложение Д.Г Д.Г.1

- Приложение Д.А
- Приложение Д.Б
- Приложение Д.В
- Приложение Д.Г
- Приложение Д.Е
- Приложение Д.Ж
- Приложение Д.И

Библиография Библиография

П р и м е ч а н и я
1 Прочерк, проставленный для подраздела 3.5 ISO 10253:2006. означает, что указанный термин не включен 

в настоящий стандарт. Полный текст подраздела 3.5 с обоснованиями не включения в настоящий стандарт при­
веден в приложении Д.Е.

2 Подразделы 7.3 -  7.6 ISO 10253:2006 состоят из значительного количества абзацев, которые в настоящем 
стандарте размещены в соответствующих подразделах, указанных в данной таблице.

ПРИЛОЖЕНИЕ Д.Ж 
(справочное)

Требования международного стандарта, не вошедшие в настоящий стандарт

Д.Ж.1 Требования ISO 10253:2006, не вошедш ие в  настоящий стандарт

В настоящий стандарт не включен термин 3.5 в связи с тем. что он дублирует термин 3.4.
Полный текст термина 3.5 приведен ниже:
«3.5 тестируемая проба (test batch): Смесь морской воды, питательных веществ и тестируемого вещества 

(тестирование среды 3.4). в котором культивируются водоросли».
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д.И 
(справочное)

Сведения о соответствии межгосударственны х стандартов ссы лочны м  международным
стандартам

Т а б л и ц а  Д.И.1
Обозначение и наименование международного 

стандарта
Степень соот­

ветствия
Обозначение и наименование межгосударственного 

стандарта
ISO.'IEC 17025-2005 Общие требования к 
компетентности испытательных и калибро­
вочных лабораторий

ЮТ ГОСТ ИСО/МЭК 17025-2009 Общие требования к 
компетентности испытательных и калибровочных 
лабораторий
ГОСТ 17.1.5.05-85 Охрана природы. Гидросфера. 
Общие требования к отбору проб поверхностных 
и морских вод. льда и атмосферных осадков

— — ГОСТ 245-76 Реактивы. Натрий фосфорнокислый 
однозамещенный 2-водный. Технические условия

— — ГОСТ 612-75 Реактивы. Марганец (II) хлористый 
4-водный. Технические условия

ISO 1042:1998 Посуда лабораторная сте­
клянная. Мерные колбы с одной (деткой

MOD

ГОСТ 1770-74 (ИСО 1042-83. ИСО 4788-80) По­
суда мерная лабораторная стеклянная. Цилин­
дры. мензурки, колбы, пробирки. Общие техниче­
ские условия

ISO 4788:1980' Посуда лабораторная сте­
клянная. Градуированные мерные цилин­
дры

— — ГОСТ 3118-77 Реактивы. Кислота соляная. Техни­
ческие условия

— — ГОСТ 4147-74 Реактивы. Железо (III) хлорид 
6-водный. Технические условия

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химического 
анализа. Часть 1. Общие методы испыта­
ний NEO

ГОСТ 4165-78 Реактивы. Медь (II) сернокислая 
5-водная. Технические условия

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

— — ГОСТ 4166-76 Реактивы. Натрий сернокислый. 
Технические условия

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

NEQ ГОСТ 4168-79 Реактивы. Натрий азотнокислый. 
Технические условия

— — ГОСТ 4174-77 Реактивы. Цинк сернокислый 
7-еодный. Технические условия

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

NEO

ГОСТ 4201-79 Реактивы. Натрий углекислый кис­
лый. Технические условия

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химического 
анализа. Часть 1. Общие методы испыта­
ний

ГОСТ 4209-77 Реактивы. Мапчий хлористый 
6-водный. Технические условия

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

— — ГОСТ 4217-77 Реактивы. Калий азотнокислый. 
Технические условия

— — ГОСТ 4220-75 Реактивы. Калий двухромовокис­
лый. Технические условия

Заменен на ISO 4788:2005.
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Продолжение таблицы Д. И. 1

О б о з н а ч е н и е  и  н а и м е н о в а н и е  м е ж д у н а р о д н о го  
с та н д а р та

С т е п е н ь  с о о т - 
е е тс то и я

О б о з н а ч е н и е  и  н а и м е н о в а н и е  м е ж го с у д а р с т в е н н о го  
с т а н д а р т а

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химического 
анализа. Часть 1. Общие методы испыта­
ний NEQ

ГОСТ 4233-77 Реактивы. Натрий хлористый. Тех­
нические условия

ISO 6353-2:1983 Реактивы для химического 
анализа. Часть 2. Технические условия. 
Первая серия
ISO 6353-1:1982 Реактивы для химического 
анализа. Часть 1. Общие методы испыта­
ний NEQ

ГОСТ 4234-77 Реактивы. Калий хлористый. Техни­
ческие условия

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

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

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

NEQ ГОСТ 4461-77 Реактивы. Кислота азотная. Техни­
ческие условия

ISO 6353-1:1982 Реактивы для химического 
анализа. Часть 1. Общие методы испыта­
ний NEQ

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

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

— - ГОСТ 4529-78 Реактивы. Цинк хлористый. Техни­
ческие условия
ГОСТ 6709-72 Вода дистиллированная. Техниче­
ские условия

— — ГОСТ 9147-80 Посуда и оборудование лаборатор­
ные фарфоровые. Технические условия

- - ГОСТ 9656-75 Реактивы. Кислота борная. Техни­
ческие условия

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

NEQ ГОСТ 10652-73 Реактивы. Соль динатриевая 
arnneHflHaMHH-N.N.N'.N'-TeTpayKcycHOH кислоты 
2-водная (трипон Б). Технические условия

— - ГОСТ 12026-76 Бумага фильтровальная лабора­
торная. Технические условия

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

- - ГОСТ 24104-2001 Весы лабораторные. Общие 
технические требования

ISO 1773:1976" Посуда лабораторная сте­
клянная. Узкогорлые колбы для кипячения

MOD

ГОСТ 25336-82 Посуда и оборудование лабора­
торные стеклянные. Типы, основные параметры и 
размерыISO 3819:1985 Посуда лабораторная сте­

клянная. Стаканы
ISO 4797:198" Посуда лабораторная сте­
клянная. Колбы с коническими шлифами

— — ГОСТ 27065-86 Качество вод. Термины и опреде­
ления

ISO 835-1-81*** Посуда лабораторная сте­
клянная. Мерные пипетки градуированные. 
Часть 1. Общие требования

MOD
ГОСТ 29227-91 (ИСО 835-1-81) Посуда лабо­
раторная стеклянная. Пипетки градуированные. 
Часть 1. Общие требования
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Заменен на ISO 1773:1997. 
"  Заменен на ISO 4797:2004. 

Заменен на ISO 835:2007.
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Окончание таблицы Д.И. 1

О б о з н а ч е н и е  и н а и м е н о в а н и е  м е ж д у н а р о д н о го  
с т а н д а р т а

С т е п е н ь  C O O T -  

о с тс те и я
О б о з н а ч е н и е  и  н а и м е н о в а н и е  м е ж го с у д а р с т в е н н о го  

с та н д а р та

ISO 5667-1:2006 Качество воды. Отбор 
проб. Часть 1. Руководство по составлению 
программы отбора проб

NEO

ГОСТ 31861-2012
Вода. Общие требования к отбору проб

ISO 5667-2:1991 Качество воды. Отбор 
проб. Часть 2. Руководство по методам от­
бора проб
ISO 5667-3:2003 Качество воды. Отбор 
проб. Часть 3. Руководство по хранению и 
обращению с пробами
Примечание -  В настоящей таблице использованы следующие условные обозначения степени соответствия 
стандартов:
- ЮТ -  идентичные стандарты:
- MOD -  модифицированные стандарты:
- NEO -  неэквивалентные стандарты.
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Water quality -  Marine algal growth inhibition test with Sceletonema 
costatum and Phaeodactylum tricornutum (Качество воды. Испытание 
на замедление роста морских водорослей Sceletonema costatum и 
Phaeodactylum tricornutum)
«Отбор проб почв, грунтов, осадков биологических очистных соо­
ружений. шламов промышленных сточных вод. донных отложений 
искусственно созданных водоемов, прудов-накопителей и гидро­
технических сооружений».
Экологический Центр аналитического контроля. М.. 2003 
«Методические указания по отбору проб для анализа сточных вод». 
Утверждены ФГУ «Федеральный центр анализа и оценки техноген­
ного воздействия» Ростехнадзора, от 18 апреля 2008 г.
«Инструкция по отбору проб для анализа сточных вод». Утвержде­
на приказом Минводхоза СССР от 13 июля 1985 г.

Действуют в Российской Федерации.
Действует до утверждения аналогичного межгосударственного стандарта.
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