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Предисловие
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и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила 
и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления 
и отмены»
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Введение

Руководства Организации экономического сотрудничества и развития (O ECD) по испытаниям хи­
мических веществ периодически пересматриваются в связи с научным прогрессом. Было установлено, 
что результаты испытаний, проведенных в соответствии с Руководством 202. Часть II «Анализ репро­
дуктивной способности Daphnia sp.» (принятым в апреле 1984 г.), могут носить изменчивый характер. В 
связи с этим была проведена большая работа по выявлению причин расхождений для усовершенство­
вания метода испытаний. Новая редакция документа основана на результатах исследований и межла­
бораторных круговых испытаний, проведенных в 1992 г.1). 1994 г.2> и 2008 г.3>.

Основными различиями между первой (1984 г.) и второй (1998 г.) редакциями руководства явля­
ются:

a) рекомендуемым для использования видом животных является Daphnia тадпа;
b ) продолжительность испытаний составляет 21 день:
c) для полустатических испытаний число особей, используемых при каждой исследуемой концен­

трации. сокращено до 40 и рекомендуется их разделение на четыре группы по 10 животных, чтобы не 
менее 10 особей содержались отдельно (однако для динамических (проточных) испытаний можно ис­
пользовать разные схемы);

d) даны более конкретные рекомендации в отношении питательной среды и условий кормления.
Основные различия между версией 1998 г. и настоящей версией:
e) в 2008 г. в документ было введено приложение F для описания идентификации пола ново­

рожденного животного, при необходимости. Как и в предыдущих версиях, соотношение полов в этом 
руководстве не является критическим параметром:

0  в 2012  г. итоговая переменная числа живого потомства, произведенного на один выживший ро­
дительский организм, была дополнена другой итоговой переменной по размножению Daphnia тадпа — 
общим числом живого потомства, воспроизведенного в конце испытания, на одну родительскую особь 
в начало испытания, исключая из анализа случайную и/или непреднамеренную смертность родитель­
ских особей. Целью ввода дополнительной переменной отклика является приведение данных в соот­
ветствие с другими руководствами O ECD по воспроизводству беспозвоночных. Кроме того, настоящее 
руководство позволяет устранить источник ошибки, касающийся этой переменной отклика, а именно 
влияние случайной и/или непреднамеренной смертности родительских особей, если она произойдет 
во время периода воздействия;

д) дополнительные статистические указания для плана испытания и обработки результатов были 
включены как для ЕС Х (например. ЕС 10 или ЕС60). так и для NOEC/LOEC;

h) дополнительно включено проведение испытаний с использованием предельной дозы.

1> См. [1]. 
2» См. (2). 
3> См. (3).

V
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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

МЕТОДЫ  ИСПЫ ТАНИЙ ХИМ ИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ, 
ПРЕДСТАВЛЯЮ Щ ЕЙ О ПАСНОСТЬ ДЛЯ ОКРУЖ АЮ Щ ЕЙ СРЕДЫ

Угнетенно репродуктивной способности Д аф нии магна

Methods of testing the chemical products of the environmental hazard. 
Daphnia magna reproduction repression

Дата введения — 2021—07—01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает методы испытаний для определения токсичности хи­
мических веществ путем угнетения репродуктивной способности Дафнии магна (далее —  Daphnia 
magna).

2 Термины, определения и сокращ ения

2.1 В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определения­
ми:

2.1.1 результаты репродуктивности (reproductive output): Число живого потомства, полученного 
от родительских особей в течение периода испытаний.

2.1.2 родительские особи (parent animals): Самки Daphnia magna о начале испытания, репродук­
тивная способность которых является объектом исследования.

2.1.3 потомство (offspring): Молодые особи Daphnia magna. воспроизведенные родительской 
особью в ходе испытания.

2.1.4 случайная смертность (accidental mortality): Смертность, не связанная с воздействием ис­
следуемого химического вещества, вызванная случайным инцидентом (т. е. известной причиной).

2.1.5 непреднамеренная смертность (inadvertent mortality): Смертность, не связанная с воздей­
ствием исследуемого химического вещества, вызванная неизвестной причиной.

2.1.6 наименьш ая наблю даемая эф ф ективная концентрация (Lowest Observed Effect 
Concentration (LOEC)]: Минимальная концентрация исследуемого химического вещества, при которой 
в течение установленного периода воздействия наблюдается статистически значимое воздействие на 
воспроизводство и смертность родительских особей (при р < 0 ,05) по сравнению с контролем.

П р и м е ч а н и е  — Все концентрации исследуемого химического вещества выше LOEC должны оказывать 
вредное воздействие, равное или большее, чем наблюдаемое при LOEC. Если эти два условия не выполняются, 
следует привести полное объяснение выбора именно этого значения LOEC (и соответственно NOEC).

2.1.7 концентрация ненаблю даемого эф фекта [No Observed Effect Concentration (NOEC)]: Кон­
центрация исследуемого химического вещества ниже значения LOEC, которая в течение установлен­
ного периода воздействия не оказывает статистически значимого эффекта (при р  < 0 .05) по сравнению 
с контролем.

2.1.8 ЕСХ: Концентрация растворенного в воде исследуемого вещества, которая в течение уста­
новленного периода воздействия приводит к снижению воспроизводства Daphnia magna на х процентов.

Издание официальное

1
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2.1.9 естественны й темп прироста популяции (intrinsic rate of population increase): Количествен­
ная оценка прироста популяции, объединяющая результаты репродуктивности и возрастной смертно­
сти11.

П р и м е ч а н и е  —  Эта оценка будет равна нулю в устойчивых популяциях, положительной — в растущих 
популяциях и отрицательной — в сокращающихся популяциях. Последняя категория популяций является неустой­
чивой и в конечнох» счете обречена на вьширание.

2.1.10 предел обнаружения (limit of detection): Самая низкая концентрация вещества, которая 
может быть обнаружена, но не определена количественно.

2.1.11 предел определения (limit of determination): Самая низкая концентрация вещества, кото­
рая может быть определена количественно.

2.1.12 смертность (mortality): Состояние животного, когда его регистрируют как мертвое, т. е. ког­
да оно неподвижно (не в состоянии плавать) или у него отсутствует движение конечностей или постаб­
домена в течение 15 с после легкого взбалтывания содержимого испытательного сосуда.

П р и м е ч а н и е  —  При использовании другого определения об этом следует сообщить, указав ссылку на 
источник.

2.2 В настоящем стандарте использованы следующие сокращения:
рКа — отрицательный десятичный логарифм константы диссоциации:
COD —  химическое потребление кислорода;
LOEC —  наименьшая наблюдаемая эффективная концентрация (см. 2.1.6):
NOEC — концентрация ненаблюдаемого эффекта (ш . 2.1.7):
ТОС —  общее содержание органического углерода:
TW-mean —  средневзвешенное по времени значение.

3 О сновны е положения

3.1 Целью проведения испытаний является оценка воздействия химической продукции на репро­
дуктивную функцию Daphnia magna. Для этого молодых самок Daphnia magna (родительские особи) в 
возрасте не более 24 ч в начале испытания подвергают воздействию исследуемого химического ве­
щества, добавленного в воду в разных концентрациях. Продолжительность испытания составляет 21 
день. В конце испытания оценивают общее число выжившего потомства. Результаты репродуктивно­
сти родительских особей можно выразить разными способами (например, числом живого потомства, 
произведенного животным в день, начиная с первого дня наблюдений), но эти данные необходимо 
указывать дополнительно к общему числу живого потомства, полученного в конце испытания. Из-за 
особой схемы полустатических испытаний по сравнению с другими руководствами по размножению  
беспозвоночных можно подсчитать число живого потомства, воспроизведенного каждой отдельной ро­
дительской особью. В отличие от других испытаний этот способ позволяет исключить потомство из 
оценки данных, если родительская особь умирает случайно и/или непреднамеренно в течение периода 
испытаний. В связи с этим (при наличии смертности родительских особей в параллельных испытани­
ях при воздействии химического вещества) следует рассмотреть вопрос о зависимости смертности от 
концентрации исследуемого вещества в испытании концентрация —  ответ, например при наличии зна­
чительной регрессии отклика с положительным углом наклона (для этого можно использовать статисти­
ческий анализ, подобный тренд-тесту Cochran —  Armitage). При смертности, не соответствующей схеме 
концентрация —  ответ, результаты этих параллельных испытаний со смертностью родительских особей 
должны быть исключены из анализа результатов испытаний. Если смертность соответствует схеме кон­
центрация —  ответ, смертность родительских особей относят к воздействию исследуемого вещества 
и результаты параллельных испытаний из анализа не исключают. Если родительская особь случайно 
умирает во время испытания от неправильного обращения, или от несчастного случая, или непредна­
меренно из-за необъяснимого инцидента, не связанного с воздействием исследуемого вещества, или 
оказывается самцом, то параллельное исследование исключают из анализа (см. 8.1.1). Токсическое 
воздействие исследуемого вещества на результаты репродуктивности выражают в виде ЕСХ путем ап­
проксимации данных к соответствующей модели с использованием нелинейной регрессии для оценки 
концентрации, которая может вызвать снижение результатов репродуктивности на х процентов соот-

1) См. (4J— [6).
2
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ветственно или альтернативно в виде значений NO EC/LO EC1). Исследуемые концентрации вещества 
предпочтительно должны охватывать диапазон значений минимальной использованной эффективной 
концентрации (например. Е С 10). и. следовательно, это значение вычисляют путем интерполяции, а не 
экстраполяции.

3.2 Также следует приводить данные о выживании родительских особей и времени появления 
первого потомства. Другие параметры, связанные с воздействием вещества, такие как рост (например, 
длина) и возможный естественный темп прироста популяции, также могут быть рассмотрены (см. 7.5).

4 Информация об исследуемом веществе

4.1 Результаты испытаний на острую токсичность2), проведенных с помощью Daphnia тадпа. мо­
гут быть полезны при выборе подходящего диапазона исследуемых концентраций в испытаниях на 
репродуктивность. Должны быть известны растворимость в воде и давление паров исследуемого веще­
ства и доступен надежный аналитический метод количественного определения содержания вещества в 
испытуемых растворах с заявленной эффективностью извлечения и пределом определения.

4.2 Информация об исследуемом веществе, которая может быть полезна при установлении ус­
ловий испытания, включает структурную формулу, чистоту вещества, стабильность на свету, стабиль­
ность в условиях испытания. рКа. Pow (коэффициент распределения октанол —  вода) и результаты 
испытаний на полную биоразлагаемость3).

5 Достоверность метода

Для обеспечения достоверности результатов испытаний в контроле(ях) должны быть соблюдены 
следующие критерии эффективности:

- смертность родительских особей (самок дафний) не должна превышать 20  % в конце испытания;
- среднее число живых потомков, полученных от родительских особей, вы-живших в конце испы­

тания. должно составлять не менее 60.

П р и м е ч а н и е  — Один и тот же критерий достоверности (20 %) можно использовать для случайной и 
непреднамеренной родительских смертностей в контролях. а также для каждой из исследуемых концентраций 
химических веществ.

6 Описание метода

6.1 Оборудование

6.1.1 Испытательные сосуды и другие приспособления, вступающие в контакт с исследуемыми 
растворами, должны быть изготовлены из стекла или другого химически инертного материала. Испыта­
тельные сосуды обычно представляют собой стеклянные мерные стаканы.

6.1.2 Кроме того, необходимо дополнительное оборудование:
- прибор для измерения содержания кислорода (с микроэлектродом или другим подходящим 

устройством для измерения растворенного кислорода в небольших объемах);
- оборудование для контроля температуры;
- рН-метр:
- устройство для определения жесткости воды,
- оборудование для определения концентрации общего органического углерода (ТОС) в воде или 

оборудование для определения химического потребления кислорода (COD);
- оборудование для контроля режима освещения и измерения интенсивности света.

1> См. [7].
2> См. ГОСТ 32536—2020 «Методы испытаний химической продукции, представляющей опасность для окру­

жающей среды. Определение острой токсичности для дафний».
3> См. [22]. [23].
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6.2 Подопы тны е организмы

6.2.1 Видом, использованным в испытании, является Daphnia magna Straus1).
6.2.2 По возможности клон следует идентифицировать путем геиотипирования. Проведенные ис­

следования21 показали, что репродуктивная способность клона А (полученного из IRCHA во Франции3)) 
стабильно соответствует критерию пригодности среднего значения не менее 60 живых потомков на 
одну родительскую особь, выживающих при культивировании в условиях настоящего стандарта. Можно 
использовать и другие клоны, если продемонстрировано, что культура Daphnia magna соответствует 
критериям пригодности для испытания.

6.2 .3  В начале испытания возраст животных должен быть не более 24 ч. и они не должны отно­
ситься к первому поколению. Они должны быть получены от здоровой популяции (т.е. не иметь таких 
признаков стресса, как высокая смертность, наличие самцов и эфиппий. задержка производства перво­
го поколения, обесцвеченные животные и т. д.). Условия культивирования животных (освещенность, 
температура, среда, кормление и число животных на единицу объема) должны быть аналогичными 
условиям, используемым при испытании. Если культуральная среда, используемая в испытании для 
Daphnia magna, отличается от обычной среды культивирования Daphnia magna. для предотвращения 
стресса родительских особей перед проведением испытания следует включить период адаптации при­
близительно три недели (т. е. одно поколение).

6.3 Среда для культивирования

6.3.1 При проведении испытаний рекомендуется использовать среду определенного состава. Это 
позволит избежать попадания примесей (например, морских водорослей, почвенного экстракта), ха­
рактеристики которых трудно определить, и расширит возможности стандартизации между лаборато­
риями. Было установлено, что наиболее подходящими для этих целей являются среды Элендт (Elendt) 
М44> и М7 (см. приложение А). Однако и другие среды5! являются приемлемыми при условии, что про­
дуктивность культуры Daphnia magna соответствует критериям пригодности для испытания.

6.3.2 При использовании сред, содержащих неопределяемые компоненты, они должны быть четко 
идентифицированы, и информация о них должна быть представлена в отчете об испытаниях. Особен­
но это касается содержания углерода, поскольку он может влиять на режим питания. Рекомендуется 
определить значение ТОС и/или COD в исходном препарате органической добавки для оценки вклада 
TOC /C OD в исследуемую среду. Также рекомендуется, чтобы содержание ТОС в среде (т. е. перед вне­
сением водорослей) было не более 2 мг/дмзе>.

6.3.3 При испытании веществ, содержащих металлы, важно понимать, что свойства среды для 
культивирования (например, жесткость, хелатообразующая способность) могут оказывать влияние на 
токсичность исследуемого вещества. Поэтому желательно использовать среду с полностью определен­
ным составом. Однако в настоящее время единственными средами с полностью определенным соста­
вом. которые пригодны для долгоживущей культуры Daphnia magna, являются Elendt М4 и М7. Обе сре­
ды содержат хелатообразующий агент ЭДТА. Проведенные исследования71 показали, что «очевидная 
токсичность» кадмия, как правило, ниже при выполнении испытаний в средах М4 и М7. чем в средах, не 
содержащих ЭДТА. Поэтому среды М4 и М7 не рекомендуется применять для испытания веществ, со­
держащих металлы, а также следует избегать использования других сред, содержащих известные хела­
тообразующие агенты. Для металлсодержащих веществ целесообразно использовать альтернативную 
среду, такую как, например, восстановленная жесткая пресная вода по нормативному документу9), не

') Можно использовать другие виды Daphnia. если они отвечают критериям пригодности (критерий касается 
результатов репродуктивности в контроле, и все виды должны ему соответствовать). При использовании других 
видов Daphnia они должны быть четко идентифицированы и их применение обосновано.

2) См. [1].
3) См. [8].
4) См. [9].
5) См. (101, [11]. 
в> См. [12J.
7> См. [2].
8> См. (12].
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содержащая ЭДТА. Комбинация восстановленной жесткой пресной воды и экстракта морских водорос­
лей1 > пригодна для длительного выращивания Daphnia тадпа2>.

6.3.4 Концентрация растворенного кислорода должна быть не менее 3 мг/дм3 в начале и во время 
испытания. Значение pH должно быть в диапазоне от 6 до 9. и обычно оно не должно изменяться более 
чем на 1,5 единицы в любом испытании. Рекомендуется жесткость воды более 140 мг/дм3 (по С а С 0 3). 
Испытания на этом уровне и выше продемонстрировали репродуктивную способность, соответствую­
щую критериям достоверности3).

6.4 Растворы для испы таний

6.4.1 Растворы для испытания выбранных концентраций обычно готовят разбавлением исходного 
раствора. Исходные растворы по возможности готовят без использования растворителей или диспер­
гаторов путем перемешивания или встряхивания исследуемого вещества в среде для культивирования 
с использованием механических средств, таких как мешалки и качалки, или обработкой ультразвуком, 
или другим соответствующим методом. Систему для проведения испытаний подвергают воздействию 
концентрации исследуемого вещества до тех пор. пока не будет продемонстрировано поддержание 
стабильных концентраций до введения подопытных организмов. Если исследуемое вещество трудно 
растворяется в воде, используют процедуры, приведенные в документе4). Следует избегать использо­
вания растворителей или диспергаторов, но в некоторых случаях это может быть необходимым для 
получения подходящего концентрированного исходного раствора для воздействия.

6.4.2 В дополнение к испытаниям исследуемых концентраций проводят параллельный контроль 
воды для разбавления и (если неизбежно его использование) соответствующий параллельный кон­
троль растворителя. При проведении испытаний используют только растворители или диспергаторы, 
которые, как было показано, не оказывают существенного воздействия или оказывают только мини­
мальное воздействие на переменную ответа. Примеры подходящих растворителей (например, ацетон, 
этанол, метанол, диметилформамид и триэтиленгликоль) и диспергаторов [например, кремофор RH 40 
(НСО-40), 0.01 %-ная метилцеллюлоза] приведены в документе5). При использовании растворителей 
или диспергаторов их конечная концентрация не должна превышать 0.1 см3/дм3 6) и должна быть оди­
наковой во всех испытательных сосудах, кроме контроля воды для разбавления. Следует приложить 
усилия, чтобы концентрация растворителя была минимальной.

7 Проведение испытаний

7.1 Условия воздействия

7.1.1 Продолжительность испы тания
Продолжительность испытания составляет 21 день.
7.1.2 Отсадка (размещ ение) особей
7.1.2.1 Родительских особей содержат отдельно, по одной на каждый испытательный сосуд, вме­

щающий обычно от 50 до 100 см3 среды (для Daphnia тадпа можно использовать сосуды меньшей 
вместимости, особенно для небольших дафний, например Ceriodaphnia dubia). если для проведения 
испытания не требуется проточная схема.

7.1.2.2 Иногда могут потребоваться большие объемы для удовлетворения требований аналити­
ческой процедуры, используемой для определения концентрации исследуемого вещества, но для про­
ведения химического анализа также допустимо объединение параллельных контролей. При использо­
вании объемов, превышающих 100 см3, может потребоваться увеличение порции корма для Daphnia 
тадпа в целях обеспечения достаточной доступности пищи и соответствия критериям пригодности.

1> См. [13].
2) См. [2].
3> См. [14]. [15]. 
4> См. [16].
5> См. [2].
6> См. [2].
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7.1.3 Подопы тны е особи (организмы)
7.1.3.1 При проведении полуетатических испытаний не менее 10 особей содержат индивидуально 

при каждой испытуемой концентрации и не менее 10 особей содержат индивидуально в контрольной 
группе.

7.1.3.2 Было показано, что при проведении проточных испытаний можно использовать 40 особей, 
разделенных на четыре группы по 10 особей для каждой испытуемой концентрации1). Допускается ис­
пользовать меньшее число подопытных особей, но рекомендуется использовать не менее 20  особей 
на концентрацию, разделенных на две или более групп с равным числом особей (например, четыре 
параллельные группы по пять Daphnia тадпа в каждой). Следует отметить, что при проведении ис­
пытаний. в которых особи содержатся группами, будет невозможно исключить любое потомство из ста­
тистического анализа, если произойдет непреднамеренная/случайная смертность материнской особи, 
когда началось размножение, и. следовательно, в этих случаях результат репродуктивности должен 
быть выражен как общее количество живого потомства, произведенного на одну родительскую особь, 
присутствующую в начале испытания.

7.1.3.3 Отсадка (размещение) особей в испытательные сосуды должна происходить случайным 
образом, как и вся последующая обработка. В противном случае это может привести к неточным ре­
зультатам, которые могут быть интерпретированы как результаты, зависящие от концентрации. При 
этом ошибки, связанные с усталостью оператора, или другие ошибки при обращении с подопытными 
организмами (при обработке), или порядок назначения концентрации и некоторые связанные со време­
нем эффекты могут привести к более сильным воздействиям при более высоких концентрациях. Кроме 
того, если на результаты испытания может оказать влияние исходное состояние или условия окружаю­
щей среды, например расположение в лаборатории, следует рассмотреть возможность приостановки 
испытания.

7.1.4 Кормлонио
7.1.4.1 При полуетатических испытаниях кормление желательно проводить ежедневно, но не ме­

нее трех раз в неделю (т. е. оно должно совпадать с обновлением среды). Следует принимать во вни­
мание возможное разбавление воздействующих концентраций при добавлении пищи и избегать, по 
возможности, использования концентрированных суспензий водорослей из источника. О любых откло­
нениях от этого правила (например, при динамических испытаниях) следует сообщать в отчете.

7.1.4.2 Во время испытания рацион питания материнских особей должен состоять из живых од­
ноклеточных водорослей (одного вида или более) следующих видов: Chlorella sp. Pseudokirchneriella 
subcapitata (ранее —  Selenastrum capricornutum) и Desmodesmus subspicatus (ранее —  Scenedesmus 
subspicatus). Каждая родительская особь должна быть обеспечена питанием на основе количества ор­
ганического углерода (С). Исследования показали, что для Daphnia тадпа2) уровень рациона от 0.1 до 
0.2 мг С на дафнию в день достаточен для обеспечения необходимого количества живого потомства, 
соответствующего критериям достоверности испытания. Можно поддерживавать постоянный уровень 
питания в течение всего испытания или. если это будет сочтено целесообразным, в начале испытания 
можно использовать более низкую норму, а затем ее увеличивать с учетом роста родительских особей. 
В любом случае уровень рациона должен оставаться в рекомендованном диапазоне от 0.1 до 0.2 мг С 
на дафнию в день.

7.1.4.3 При использовании косвенных методов измерения необходимого количества углерода в 
рационе, таких как определение количества клеток водорослей или поглощения света (используемых 
для удобства, поскольку измерение содержания углерода требует много времени), каждая лаборатория 
должна подготовить собственную номограмму для косвенных методов измерения содержания углерода 
в культурах водорослей (см. приложение Б). Номограммы проверяют не менее одного раза в год и чаще 
при изменении условий культивирования водорослей. Было установлено, что поглощение света явля­
ется лучшим косвенным методом измерения содержания углерода, чем количество клеток3).

7.1.4.4 Кормление Daphnia тадпа осуществляют концентрированной суспензией водорослей для 
минимизации объема культуральной среды водорослей, вносимых в испытательные сосуды. Концен­
трирование водорослей может быть обеспечено центрифугированием с последующим суспендирова­
нием в культуральной среде Daphnia тадпа.

6

)) См. [1].
2) См. (17J.
3) См. (18].
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7.1.5 Освещение
Требования к освещению: 16 ч света при интенсивности, не превышающей 15— 20 мкЭ • м 2 • с-1, 

измеренной на поверхности воды сосуда. Для светоизмерительных приборов, откалиброванных в люк­
сах. эквивалентный диапазон 1000— 1500 люкс для холодного белого света соответствует близкой к 
рекомендуемой интенсивности света от 15 до 20 мкЭ ■ м'2 • си .

7.1.6 Температура
Температура испытуемой среды должна быть от 18 ’ С до 22 °С. Однако во время одного испыта­

ния температура не должна изменяться более чем на 2  X  в указанных пределах, например: от 18 X  
до 20 X .  от 19 X  до 21 °С или от 20 °С до 22 X .  Может быть целесообразным использование допол­
нительного испытательного сосуда для контроля температуры.

7.1.7 Аэрация
Испытательные сосуды не аэрируют во время испытания.
7.1.8 Схема испы тания
7.1.8.1 Испытания по определению диапазона концентраций
7.1.8.1.1 При необходимости проводят испытания по определению диапазона концентраций, на­

пример с пятью концентрациями исследуемого вещества, с двумя параллельными опытами для каждо­
го уровня концентрации и с контролом. Для определения концентраций, которые будут использоваться 
в испытании по определению диапазона концентраций, может быть полезна дополнительная инфор­
мация. полученная при испытаниях со структурно родственными соединениями или из литературных 
источников об острой токсичности для Daptmia тэдпа и/или других водных организмов.

7.1.8.1.2 Продолжительность испытания по определению диапазона концентраций составляет 21 
день или другой период времени, достаточный для надежного прогнозирования уровней воздействия. 
В конце испытания оценивают репродуктивность Daphnia тадпа. Регистрируют число родительских 
особей и появление потомства.

7.1.8.2 Определительные испытания
7.1.8.2.1 Обычно используют не менее пяти испытуемых концентраций, охватывающих диапа­

зон эффективной концентрации (например. E C J . расположенных в виде геометрической прогрессии с 
коэффициентом распределения, не превышающим 3,2. При этом используют соответствующее коли­
чество параллельных опытов для каждой испытуемой концентрации (см. 7.1.3.2, 7.1.3.3). При исполь­
зовании менее пяти концентраций должно быть представлено обоснование. Не следует проводить ис­
пытания веществ выше предела их растворимости в испытуемой среде. Перед проведением испытания 
следует рассмотреть статистическую мощность плана испытаний и использование соответствующих 
статистических методов11. При определении диапазона концентраций учитывают:

1) при оценке ЕСД, воздействующей на репродукцию, рекомендуется использовать концентра­
ции, достаточные для определения значения ЕСл с соответствующим уровнем достоверности. Концен­
трации. используемые при испытании, должны охватывать диапазон предполагаемого значения ЕСХ, 
чтобы его значение находилось путем интерполяции, а не экстраполяции. Преимущество для даль­
нейшего статистического анализа состоит в том, чтобы иметь дополнительно количество испытуемых 
концентраций (например. 10) и меньше повторов каждой концентрации (например, 5. сохраняя таким 
образом постоянным общее количество сосудов), а также 10 контролей;

2) при оценке значений LOEC и/или NOEC самая низкая испытуемая концентрация должна быть 
достаточно низкой для того, чтобы результаты репродуктивности при этой концентрации не были значи­
тельно ниже, чем в контроле. В противном случае повторяют испытание с более низкой концентрацией;

3) при оценке значений LOEC и/или NOEC максимальная испытуемая концентрация должна быть 
достаточно высокой для того, чтобы результаты репродуктивности при этой концентрации были значи­
тельно ниже, чем в контроле. В противном случае повторяют испытание с повышенной максимальной 
концентрацией, если в качестве максимальной испытуемой концентрации в первоначальном испыта­
нии не была использована максимальная концентрация для испытания на хронические эффекты (т. е. 
10 мг/дм3).

7.1.8.2.2 Если в испытании по определению диапазона доз не наблюдают никаких эффектов при 
максимальной концентрации (например, при 10 мг/дм3) или исследуемое вещество с высокой вероят­
ностью будет иметь низкую/нулевую токсичность из-за отсутствия токсичности для других организмов 
и/или из-за низкого/нулевого поглощения (накопления), испытание по определению нарушения репро­
дуктивной функции может быть выполнено как испытание предельной дозы с использованием концен-

"  Си. [7].
7



ГОСТ 32367— 2020

трации (например. 10 мг/дм3) и контроля. Следует использовать десять параллельных опытов для воз­
действия и для контрольных групп. При выполнении испытания предельной дозы в проточной системе 
может потребоваться меньшее количество параллельных опытов. Испытание предельной дозы позво­
лит продемонстрировать отсутствие статистически значимого эффекта при предельной концентрации, 
но при регистрации результатов обычно требуется проведение полного испытания.

7.1.9 Контроли
7.1.9.1 В дополнение к серии испытаний (указанных выше) следует провести серию контрольных 

испытаний питательной среды и, при необходимости, серию контрольных испытаний среды, содержа­
щей растворитель или диспергатор. При этом концентрация растворителя или диспергатора должна 
быть такой, как в сосудах, содержащих исследуемое вещество. Число параллельных испытаний долж­
но соответствовать 7.1.3.1 и 7.1.3.2.

7.1.9.2 Как правило, в хорошо проведенном испытании коэффициент вариации среднего числа 
живого потомства, произведенного на одну родительскую особь в контроле(ях), должен составлять не 
более 25 %. и это следует указывать при планировании испытаний с индивидуально содержащимися 
организмами.

7.1.10 Обновление испы туемой сроды
7.1.10.1 Частота обновления среды зависит от стабильности исследуемого вещества, но обнов­

ление среды следует проводить не менее трех раз в неделю. Если по результатам предварительных 
испытаний на стабильность по 4.2 исследуемое вещество в используемых концентрациях неустойчиво 
(т. е. его концентрация выходит за пределы диапазона от 80 % до 120 % номинальной концентрации 
или падает ниже 80 % начальной концентрации) в течение максимального периода обновления среды 
(три дня), то обновление следует проводить чаще или использовать динамический (проточный) метод.

7.1.10.2 Если обновление среды проводят в полустатических испытаниях, то готовят вторую се­
рию испытательных сосудов и пересаживают туда родительских особей с использованием, например, 
стеклянной пипетки подходящего диаметра. Объем среды, переносимой с Daphnia тадпа. должен быть 
минимальным.

7.2 Наблюдения

Результаты наблюдений регистрируют в протоколе испытаний (примеры приведены в приложени­
ях В и Г). При необходимости проведения других измерений (см. 7.5) может потребоваться проведение 
дополнительных наблюдений.

7.3 Потомство

Потомство, произведенное каждой родительской особью, удаляют и ежедневно подсчитывают от 
момента появления первого потомства для предотвращения потребления ими пищи, предназначенной 
для родительских особей. Для целей настоящего стандарта подсчитывают только число живых особей, 
но регистрируют также наличие несозревших яиц или мертвого потомства.

7.4 Смертность

Смертность родительских особей желательно регистрировать ежедневно и одновременно с под­
счетом потомства.

7.5 Д ругие параметры

Несмотря на то. что настоящий стандарт предназначен в первую очередь для оценки воздействия 
вещества на результаты репродуктивности, можно также определить и другие эффекты, позволяющие 
провести количественный статистический анализ. Результатом репродуктивности является зарегистри­
рованное число живого потомства, произведенного во время испытания, на выжившую родительскую 
особь. Это можно сравнить с основной переменной ответа (результат репродуктивности на родитель­
скую особь в начале испытания, которая непреднамеренно или случайно не погибла во время испы­
тания). При наличии родительской смертности в параллельных испытаниях особей, подвергнутых воз­
действию исследуемого химического вещества, следует рассмотреть вопрос о том. соответствует ли 
смертность схеме концентрация —  ответ, например при наличии значительной регрессии отклика в 
зависимости от концентрации исследуемого вещества с положительным наклоном (для этого можно 
использовать статистический тренд-тест Cochran —  Armitage). Если смертность соответствует схеме 
концентрация —  ответ, родительская смертность должна быть указана как влияние исследуемого веще-
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ства. и параллельные испытания не следует исключать из анализа результатов испытания. Измерения 
показателей роста очень желательны, поскольку они предоставляют информацию о возможных субле­
тальных эффектах и могут быть полезны в дополнение к измерению репродуктивности. В конце испы­
тания рекомендуется измерение длины родительских особей (то есть длины тела без учета хвостовой 
иглы). Другие параметры, которые можно измерить или рассчитать, учитывают время для производства 
первого потомства (и последующих потомств). число и размер потомства на один организм, количество 
несозревших яиц. наличие новорожденных самцов или число эфиппий и. возможно, естественный темп 
прироста популяции (определение пола приведено в приложении Е).

7.6 Частота аналитических определений и измерений

7.6.1 Концентрацию кислорода, температуру, жесткость и pH измеряют не менее одного раза в 
неделю в свежеприготовленных и старых (перед обновлением) средах, в контроле(ях) и при самой вы­
сокой концентрации исследуемого вещества.

7.6.2 Во время испытаний периодически определяют концентрации исследуемого вещества.
7.6.3 При проведении полустатических испытаний концентрация исследуемого вещества должна 

оставаться в пределах ± 20 % номинального значения (т. е. от 80 % до 120 % в соответствии с 4.1, 4.2  
и 7.1.10.1). Ее определяют для свежеприготовленных растворов максимальной и минимальной испы­
туемых концентраций и один раз —  при обновлении в течение первой недели испытания (т. е. анализы 
должны быть проведены на образце одного и того же раствора —  свежеприготовленного и обновленно­
го). После этого эти определения повторяют не менее одного раза в неделю.

7.6.4 При проведении испытаний, в которых не предполагается, что концентрация исследуемого 
вещества будет сохраняться в пределах ±20  % номинального значения, необходимо проанализиро­
вать все испытуемые концентрации свежеприготовленных и обновленных растворов. В тех ситуациях, 
когда установленная начальная концентрация исследуемого вещества не находится в пределах ±20  % 
номинального значения, но были предоставлены достаточные доказательства, показывающие, что ис­
ходные концентрации являются воспроизводимыми и стабильными (т.е. в пределах от 80 % до 120 % 
исходных концентраций), химические определения на второй и третьей неделях могут быть сокращены 
до проведения испытаний максимальной и минимальной испытуемых концентраций. Во всех случаях 
определение концентраций исследуемого вещества до обновления проводят только в одном парал­
лельном сосуде для каждой испытуемой концентрации.

7.6.5 При использовании динамического метода испытания режим отбора проб аналогичен при­
веденному для полустатических испытаний [но в этом случае измерение старых (перед обновлением) 
растворов не применимо]. Однако может быть целесообразным увеличение количества отборов проб 
в течение первой недели (например, три серии измерений) для подтверждения стабильности испы­
туемых концентраций. При проведении этих испытаний скорость потока разбавителя и исследуемого 
вещества проверяют ежедневно.

7.6.6 Если документально подтверждено, что концентрация исследуемого вещества удовлетвори­
тельно поддерживалась в пределах ±20  % номинального значения или измеренной начальной концен­
трации на всех этапах испытания, то результаты могут быть основаны на номинальных или измеренных 
начальных значениях. Если отклонение от номинального значения или измеренной начальной концен­
трации превышает ±20  %. результаты должны быть выражены в виде средневзвешенного по времени 
значения (руководство для его вычисления приведено в приложении Д).

8 Результаты и подготовка отчета

8.1 Обработка результатов

8.1.1 Целью настоящего стандарта является определение влияния исследуемого вещества на 
результаты репродуктивности. Для каждого испытательного сосуда (т. е. для параллельных испытаний) 
должно быть вычислено общее число живого потомства на родительскую особь. Кроме того, релродук- 
тивность может быть вычислена на основе продуцирования живого потомства выжившим родительским 
организмом. Однако наиболее релевантной экологической характеристикой является общее число жи­
вого потомства, произведенного на одно родительское животное, которое не погибает случайно или 
непреднамеренно (см. 2.1.4 и 2.1.5). Если во время испытания родительская особь умирает случайно 
или непреднамеренно или оказывается самцом, этот сосуд исключают из испытания. В таком случае
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результаты исследования будут основаны на уменьшенном количестве параллельных испытаний. Если 
смертность родительской особи происходит в подвергающихся воздействию параллельных испытани­
ях. следует рассмотреть вопрос о соответствии смертности схеме концентрация —  ответ, например, 
если существует значительная регрессия отклика в зависимости от концентрации исследуемого веще­
ства с положительным наклоном (можно использовать статистический анализ, например тренд-тест 
Cochran —  Arrmtage). Если смертность не соответствует схеме концентрация —  ответ, то параллельные 
опыты со смертностью родительской особи исключают из анализа результатов испытания. Если смерт­
ность соответствует схеме концентрация —  ответ, смертность родительской особи должна быть отне­
сена к влиянию исследуемого вещества, и параллельный опыт не исключают из анализа результатов 
испытания.

8.1.2 Таким образом, если для выражения воздействия используют LOEC и NOEC или ЕС Х, ре­
комендуется вычислять влияние на репродуктивность с использованием обеих переменных отклика, 
приведенных выше, таких как:

- общее число живого потомства, продуцированного на родительскую особь, которая не погибла 
случайно или непреднамеренно во время испытания;

- число продуцированного живого потомства на выжившую родительскую особь.
Полученные значения используют затем в качестве конечного результата минимальных значений

NOEC и LOEC или ЕСХ. вычисленного с использованием любой из этих двух переменных отклика.
8.1 .3  Перед использованием статистического анализа, например дисперсионного анализа ANOVA. 

сравнение результатов воздействия с контролем по критерию Стьюдента. тестом Даннетта, тестом 
Уильямса или тестом Джонкира —  Терпстры с пошаговым снижением рекомендуется рассмотреть пре­
образование данных, если это необходимо для удовлетворения требований конкретного статистическо­
го метода. В качестве непараметрических альтернатив можно рассмотреть тесты Данна или Манна —  
Уитни. Для индивидуальных исследуемых веществ вычисляют 95 %-ные доверительные интервалы.

8.1.4 Число выживших родительских особей в необработанных контролях является критерием 
достоверности и должно быть включено в отчет. Также все другие отрицательные эффекты, например 
аномальное поведение и токсикологически значимые признаки, должны быть приведены в окончатель­
ном отчете.

8.1.5 ЕСх
Значения ЕСХ. включая связанные с ними нижние и верхние границы доверительного интерва­

ла. вычисляют с использованием соответствующих статистических методов (например, логистической 
функции или функции Вейбулла. усеченного метода Спирмена —  Карбера или простой интерполяции). 
Для вычисления значений Е С 10, ЕСМ или любого другого ЕСХ весь набор данных должен быть подвер­
гнут регрессионному анализу.

8.1.6 NOEC/LOEC
8.1.6.1 Если статистический анализ предназначен для определения NOEC/LOEC. используют со­

ответствующие статистические методы в соответствии с1 \  Как правило, побочные эффекты испытуе­
мого вещества по сравнению с контролем исследуют с использованием односторонней проверки гипо­
тез при статистической значимости р  S 0.05.

8 .1.6.2 Нормальное распределение и однородность дисперсии можно проверить соответствую­
щим статистическим методом, например тестом Шапиро —  Уилка и тестом Левена соответственно при 
статистической значимости р S 0.05. Может быть проведен односторонний анализ ANOVA с последу­
ющим использованием критерия множественных сравнений. Многочисленные сравнения (например, 
тест Даннетта) или тесты понижения тренда (например, тест Уильямса или тест Джонкира —  Терп­
стры с понижением) могут быть использованы для вычисления существования значительных различий 
(р s  0 ,05) между контролями и разными концентрациями исследуемого вещества (рекомендации по 
выбору метода приведены в документе2*). В других случаях для определения NOEC и LOEC могут 
быть использованы непараметрические методы (например, тест Бонферроии-У в соответствии с тренд- 
тестами Холма или Джонкира —  Терпстры).

8.1.7 Испы тание с использованием предельной дозы
8.1.7.1 При проведении испытания с использованием предельной дозы (сравнивают только кон­

троль и одну исследуемую дозу) и при выполнении предварительных условий процедур проведения
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параметрического испытания (нормальность распределения, однородность) метрические ответы могут 
быть оценены с использованием t-критерия Стьюдента (t-тест). Если эти требования не выполняются, 
могут быть использованы испытания с неравной дисперсией (например, тест Уэлча) или непараметри- 
ческий U-критерий Манна —  Уитни.

8.1.7.2 Для определения существенных различий между контролями (контроль испытуемой среды 
и контроль растворителя или диспергатора) параллельные результаты каждого контроля могут быть 
проанализированы, как описано для испытаний с предельной дозой. Если результаты этих испытаний 
не обнаруживают существенных различий, все контроли и параллельные контроли растворителя могут 
быть объединены. В противном случае все результаты воздействий следует сравнивать с контролем 
растворителя.

8.2 Отчет о результатах испытаний

Отчет о результатах испытаний включает:
8.2.1 Исследуемое вещество:
- физическая природа и соответствующие физико-химические свойства;
- данные химической идентификации, включая чистоту.
8.2.2 Подопытный вид:
- клон (определен ли генотип), поставщик или источник (если известны) и условия культивирова­

ния. Если используют другой вид. а не Daphnia тадпа. то это необходимо указать и обосновать.
8.2.3 Условия испытаний:
- используемая процедура испытаний (например, полустатическая или динамическая, объем, 

число Daphnia тадпа на литр);
- длительность и интенсивность освещения.
- план испытаний (например, число параллельных испытаний для каждой концентрации, число 

родительских особей на параллельное испытание);
- сведения о среде, используемой для испытания;
- добавленный органический материал (при использовании), в том числе состав, источник, метод 

приготовления. TOC /C OD основного раствора, оценка получающегося в итоге TOC/COD в испытатель­
ной среде;

- подробная информация о кормлении, включая количество (в мг С IDaphnia в день) и расписание 
(например, тип пищи, включая для водорослей наименование вида. и. если известно, штамм, условия 
культивирования);

- метод приготовления исходного раствора и частота обновления (приводят концентрации раство­
рителя или диспергатора при их использовании).

8.2.4 Результаты:
- результаты любых предварительных исследований стабильности исследуемого вещества,
- номинальные испытуемые концентрации и результаты всех исследований по определению кон­

центрации исследуемого вещества в испытательных сосудах (пример таблиц данных приведен в при­
ложении Г);

- эффективность применяемого метода и предел измерения;
- качество воды в испытательных сосудах (значение pH. температура, концентрация растворен­

ного кислорода, ТОС и/или CO D и жесткость, при применении) (пример таблицы данных приведен в 
приложении В);

- полный отчет о жизнеспособном потомстве от каждой родительской особи (пример таблицы 
данных приведен в приложении В);

- число и дата случаев гибели родительских особей (пример таблицы данных приведен в при­
ложении В);

- коэффициент вариации для контроля результатов репродуктивности (основанный на общем 
числе жизнеспособного потомства на родительскую особь, дожившую до конца испытания);

- график общего числа живого потомства, произведенного на родительскую особь в каждом па­
раллельном испытании, за исключением родительских особей, случайно или непреднамеренно погиб­
ших во время испытания, в зависимости от концентрации исследуемого вещества;

- при необходимости график общего числа живого потомства, произведенного на одну выжившую 
родительскую особь в каждом параллельном испытании, в зависимости от концентрации исследуемого 
вещества;

11
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- при возможности указывают LOEC для воспроизводства, включая описание используемых ста­
тистических процедур, и указывают размер ожидаемого эффекта, который можно обнаружить (для обе­
спечения анализа мощности можно выполнить до начала испытания), и NOEC для воспроизводства, 
информацию о переменной отклика, использованной для вычисления значений LOEC и NOEC (общее 
число живого потомства на материнскую особь, которая не погибла случайно или непреднамеренно 
во время испытания, или как общее число живого потомства на выжившую материнскую особь), если 
целесообразно, также указывают LOEC или NOEC для смертности родительских особей:

- при необходимости указывают воспроизводимость для ЕСХ и доверительные интервалы (напри­
мер. 90%-ный или 95%-ный) и график подогнанной модели, использованной для ее вычисления, наклон 
кривой концентрация —  отклик и ее стандартную ошибку:

- другие наблюдаемые биологические эффекты или измерения (например, рост родительских 
особей), включая соответствующее обоснование;

- объяснение любого отклонения от настоящего стандарта.

12
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Приложение А 
(обязательное)

Подготовка среды  Элендт (Elondt) М7 и М4

А.1 Адаптация к средам Элендт М7 и М4
В некоторых случаях могут наблюдаться трудности при пересадке Dapbnia тадпа в питательные среды М4 и 

М7. Данные трудности можно преодолеть путем постепенной адаптации, т. е. постепенной пересадкой дафний из 
собственной среды в 30%-ную. потом в 60%-ную и затем в 100%-ную Elendt. Период адаптации может составлять 
до одного месяца.

А.2 Подготовка
А.2.1 Следовые элементы
Сначала в воде подходящей чистоты, например деионизированной, дистиллированной или обратного осмо­

са. готовят отдельные исходные растворы (I) индивидуальных микропримесей в соответствии с таблицей А.1. Из 
этих исходных растворов (I) готовят исходные объединенные растворы (II) М4 и М7. содержащие все микроприме­
си (объединенные растворы).

Т а б л и ц а  А.1 — Приготовление исходных растворов микропримесей

Исходный раствор <1) 
(одно вещество)

Количество вещества, 
добавляемого к воде. 

мг/дм3

Концентрация (по 
отношению к среде 

М4)

Исходный объединенный раствор ( I I ) .  см3/дм3 **

М4 М7

Н3ВО3 57190 20000-кратная 1.0 0.25

M n C I ^ H j O 7210 20000-кратная 1,0 0.25

LiCI 6120 20000-кратная 1.0 0.25

RbCI 1420 20000-кратная 1.0 0.25

SrCI2 6H20 3040 20000-кратная 1.0 0.25

NaBr 320 20000-кратная 1,0 0.25

Na2Mo04-2H20 1230 20000-кратная 1.0 0.25

CuCI2-2H20 335 20000-кратная 1,0 0.25

ZnCI2 260 20000-кратная 1.0 1.00

CoCI2-6H20 200 20000-кратная 1,0 1.00

K l 65 20000-кратная 1,0 1.00

Na2SeOa 43.8 20000-кратная 1,0 1.00

n h 4v o 3 11.5 20000-кратная 1,0 1.0

Na2EDTA-2H20* 5000 2000-кратная — —

FeS04-7H20* 1991 2000-кратная — —

21 Fe-EDTA* — 1000-кратная 20.0 5.00

’ Растворы Na2EDTA-2H20  и FeS04-7H20  готовят отдельно, затем объединяют и сразу помещают в авто­
клав. Получают раствор 21 Fe-EDTA.

** Для приготовления исходных объединенных растворов (II) добавляют следующие количества исходных 
растворов (I) в воду (см3/дм3).

А.2.2 Среды М4 и М7
Среды М4 и М7 готовят с использованием основных растворов (II). макронугриентов и витаминов в соот­

ветствии с таблицей А.2.
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Т а б л и ц а  А.2 —  Среды М4 и М7

К о м п о н е н т
К о л и ч е с т в о  к о м п о ­

н е н т а , д о б а в л я е м о ' 
го  а воду. ы||’дм3

К о н ц е н т р а ц и и  
(д л я  с р е д ы  М 4 )

К о л и ч е с т в о  ко м п о н е н т о в  д л я  п р и го т о в л е ­
н и я  с р е д ы . с ы 3/д м 3

М 4 М 7

Исходные объединен­
ные растворы (II), со­
держащие все микро- 

примеси

20- кратная 50 50

Основной раствор макроэлементов (отдельные вещества)

СаС12 2НгО 293800 1000-кратная 1.0 1.0

MgS04 - 7Н20 246600 2000-кратная 0.5 0.5

KCI 58000 10000-кратная 0,1 0.1

NaHC03 64800 1000-кратная 1.0 1.0

Na2Si0 3 • 9Н20 50000 5000-кратная 0.2 0.2

NaN03 2740 10000-кратная 0.1 0.1

к н 2р о 4 1430 10000-кратная 0,1 0.1

К2Н Р 04 1840 10000-кратная 0.1 0.1

Объединенный вита­
минный раствор*

10000-кратная 0.1 0.1

’Объединенный витаминный раствор готовят добавлением трех витаминов к 1 дм3 воды:

Тиамина гидрохлорид 750.0 10000-кратная — —

Цианокобаламин (В12) 10,0 10000-кратная — —

Биотин 7.5 10000-кратная — —

* Объединенный витаминный раствор хранят в замороженном состоянии небольшими порциями. Витами­
ны добавляют к среде непосредственно перед использованием.

П р и м е ч а н и е  1 — Для предотвращения осаждения солей при приготовлении сред в мерную колбу 
вместимостью 1 дм3 помещают от 500 до 800 см3 деионизированной воды1' и добавляют порции основных ком­
понентов раствора, затем доводят водой до метки.

П р и м е ч а н и е  2 —  Состав среды М4 приведен в нормативном документе2'.

14
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Приложение Б 
(справочное)

О пределение общ его содержания органического углерода (ТОС) 
и построение номограммы  для определения его содержания в корме на основе водорослей

Установлено, что содержание углерода в водорослях, подаваемых в качестве корма, не обязательно из­
мерять непосредственно, а можно построить корреляционную зависимость (т. е. номограмму) с замещающими 
показателями, такими как содержание углерода от численности клеток водорослей или способности к поглощению 
света.

Более точно ТОС может быть измерен методом высокотемпературного окисления1), а не ультрафиолетовым 
(УФ) или персульфатным методами

Для построения номограммы необходимо центрифугированием отделить водоросли от среды культивирова­
ния с последующим ресуспендированием в дистиллированной воде. Измеряют замещающий параметр концентра­
ции ТОС в каждом образце три раза. Должен быть проанализирован контроль, содержащий только дистиллиро­
ванную воду, и концентрацию ТОС в дистиллированной воде вычитают из концентрации ТОС образца водорослей, 
содержащихся в пробе.

Номограммы должны быть линейными в требуемом диапазоне концентраций углерода. Ниже приведены 
примеры номограмм.

П р и м е ч а н и е  — Номограммы, приведенные на рисунках Б.1—Б.З. не предназначены для проведения вы­
числений. и лаборатории должны подготовить собственные номограммы.

1> См. (19).
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Масса сужхпвднтр|ф оамих 
■oncpomA. urfm3

Свдвp o m  углерода н idh центр* ратны х к щ ш ш , иг Cfm9

П р и м е ч а н и е  — Пример регрессии массы сухих концентрированных водорослей в миллиграммы угле­
рода на дециметр кубический (мг/дм3). Данные получены по содержанию углерода (С/дм3) в концентрированных 
суспензиях водорослей Chlorella vulgans var. vindis (ССАР 211/12) полунепрерывных серий культивируемых клеток, 
повторно суспендированных в дистиллированной воде. Коэффициент корреляции 0.980.

Рисунок Б.1 — Номограмма зависимости содержания углерода.
Регрессия массы сухих концентрированных водорослей (мг/дм3) в мг С/дм3
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ИЬлнялго KmrorfUxlO®) клиентрщомжого 
триб дли вдороспва

П р и м е ч а н и е  —  Пример регрессии количества клеток в миллиграммы углерода на дециметр кубический 
(мг/дм3). Данные получены по содержанию углерода (С/дм5) в концентрированных суспензиях водорослей СЫогвНа 
vulgaris var. viridis (ССАР 211/12) полунепрерывных серий культивируемых клеток, повторно суспендированных в 
дистиллированной воде. Коэффициент корреляции 0.926.

Рисунок Б.2 — Номограмма зависимости содержания углерода. Регрессия количества клеток/1(х108) в мг С/дм3
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Потопами при 440 ны гри роадм аш  1/10 
рилаора шцвнтрцюаа ш д  авдяросшй

Сщирниш утородн а шиюнтрирошмад водорослях. ж  G*т9

П р и м е ч а н и е  — Пример регрессии поглощения в миллиграммы углерода на дециметр кубический 
(мг/дм3). Длина оптического пути 1 см. Данные получены по содержанию углерода (С/дм3) в концентрированных 
суспензиях водорослей Chloretla vulgaris var. viridis (ССАР 211/12) полунепрерывных серий культивируемых клеток, 
повторно суспендированных в дистиллированной воде. Коэффициент корреляции 0,998.

Рисунок Б.З — Номограмма зависимости содержания углерода. Зависимость поглощения от мг С/дм3
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Приложение В 
(справочное)

Пример записи данны х по обновлению  среды , результатов ф изико-химического  
мониторинга среды , кормления, воспроизводства и смертности Daphnia тадпа

Т а б л и ц а  В.1 — Пример записи данных

Номер опыта Дата
начала Клон Среда Вид

пиши
Исследуемое

вещество
Номинальная
концентрация

День

Обновление 
среды (от­
метка)

Значение pH’ Новая

Старая

Содержание 
0 2. мг/дм3 '

Новая

Старая

Температура,
“С *

Новая

Старая

Кормление
(отметка)

Число живых 
особей "

Общее
число

Сосуд 1

Сосуд 2

Сосуд 3

Сосуд А

Сосуд 5

Сосуд 6

Сосуд 7

Сосуд 8

Сосуд 9

Сосуд 10

Общее
число

Смерть 
взрослых 
особей *'*

• Указывают номер испытательного сосуда.
** Число недоразвитых потомков указывают как «АВи в соответствующей ячейке. 
" *  Смерть взрослых особей указывают как «М» в соответствующей ячейке.
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Приложение Г 
(справочное)

Пример записи результатов химического анализа

Т а б л и ц а  Г.1 — Измеренная концентрация

Н о м и н а л ь - 
п а я  ю н ц о м - 

тр а ц и я

П р о б а  а т е ч е н и е  1 -й  н е д е л и П р о б а  в  те ч е н и е  2 -й  не д е л и П р о б а  е т е ч е н и е  3 -й  н е д е л и

о б н о в л е н н а я
п е р е д

о б н о в л е н и е м
о б н о в л е н н а я

по р о д
о б н о в л е н н о м

о б н о в л е н н а я
пе ре д

о б н о в л е н и е м

Т а б л и ц а  Г.2 — Измеренная концентрация в процентах от номинальной

Н о м и н а л а - 
м ая ю м ц в м - 

тр а ц и я

П р о б а  а т е ч е н и е  1 -й  н е д е л и П р о б а  в те ч е н и е  2 -й  не д е л и П р о б а  е т е ч е н и е  3 -й  н е д е л и

о б н о в л е н н а я
п е р е д

о б н о в л е н и е м
о б н о в л е н н а я

по р о д
о б н о в л е н и е м

о б н о в л е н н а я
пе ре д

о б н о в л е н и е м
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Приложение Д 
(обязательное)

Вы числение средневзвеш енны х по времени значений  

Д.1 Средневзвешенные значения
Поскольку концентрация исследуемого вещества может снижаться в период между обновлениями среды, 

необходимо вычислить концентрацию, которая может рассматриваться как представительная в диапазоне кон­
центраций. используемых при проведении испытания родительских особей Daphnia тадпа. Выбор должен быть 
основан как на биологических, так и на статистических данных. Например, если показано, что на воспроизводство 
влияет в основном максимальная концентрация, при испытании следует использовать максимальную концентра­
цию. Однако, если полагают, что преобладает кумулятивный или долговременный эффект токсичного вещества, 
следует брать в расчет среднюю концентрацию. В этом случав лучше всего подходит средневзвешенная по време­
ни концентрация, так как она учитывает вариации концентраций по времени.

Дни

Рисунок Д.1 — Пример средневзвешенной по времени кривой

На рисунке Д.1 приведен пример (упрощенный) испытания длительностью семь дней с обновлением среды 
в нулевой, второй и четвертый дни:

- зигзагообразная линия показывает концентрацию во время испытания. Падение концентрации, как предпо­
лагается. происходит по причине экспоненциального разложения;

- шесть квадратиков в конце линий представляют наблюдаемые концентрации, измеренные в начале и в 
конце каждого периода обновления;

- горизонтальная линия показывает положение значения средневзвешенной по времени концентрации.
Средневзвешенное по времени значение вычисляют таким образом, чтобы площадь средневзвешенной кон­

центрации над линией и площадь под линией были равны. Пример расчета приведен в таблице Д. 1.

Т а б л и ц а  Д.1 — Вычисление средневзвешенного по времени значения

Обновление.
номер

Число
дней Концентрация 0 Концентрация 1 Ьп (концентрации 0) Ln (концентрации 1) Площадь

1 2 10.000 4.493 2.303 1.503 13.767

2 2 11.000 6.037 2.398 1.798 16.544

3 3 10.000 4.066 2.303 1.403 19.781

Общее число дней —  7 Общая площадь: 50.092

Среднее значение: 7,156
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Площадь S области под экспоненциальной кривой каждого периода обновления вычисляют по формуле

Концентрация 0 минус Концентрация 1
S = ---------------------------------------------------------------------Число дней,

Ln (Концентрации 0 ) -  Ln (Концентрации 1)

где Концентрация 0 
Концентрация 1 

Ln (Концентрации 0) 
Ln (Концентрации 1) 

Число дней

—  измеренная концентрация в начале каждого периода обновления:
—  измеренная концентрация в конце каждого периода обновления:
—  натуральный логарифм концентрации 0;
—  натуральный логарифм концентрации 1;
—  число дней между обновлениями.

(D

Средневзвешенным по времени значением (TW-mean) является общая площадь, деленная на число дней.
Следует иметь в виду, что при проведении испытаний репродукгивности с Daphnia тадпа таблица должна 

быть расширена до 21 дня.
Очевидно, что при проведении наблюдений только в начале и в конце каждого периода обновления невоз­

можно подтвердить, что разложение вещества проходит экспоненциально. Другая кривая может привести к иным 
результатам. Тем не менее наиболее вероятным является экспоненциальное падение концентрации, и приведен­
ная кривая является наиболее подходящей при отсутствии другой информации.

Следует соблюдать осторожность, если химический анализ не обнаружил вещество в конце периода обнов­
ления. При отсутствии возможности оценить скорость разложения вещества в растворе невозможно получить и 
реальную площадь под кривой и, следовательно, разумное средневзвешенное по времени значение.
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Приложение Е 
(справочное)

Рекомендации по определению  пола новорожденны х Daphnia тадпа

Проявление особей мужского пола происходит при изменении условий окружающей среды, таких как сокра­
щение светового дня. колебания температуры, снижение концентрации пищи, возрастание плотности популяции11, 
а также является известным ответом на регуляторы роста насекомых2*.

В условиях, когда стрессогенный фактор химического вещества вызывает уменьшение репродуктивного по­
томства у партеногенных самок, можно ожидать увеличения числа самцов. На основании доступной информации 
невозможно предсказать, что будет более чувствительным — соотношение полов или конечная точка воспроиз­
водства (уменьшение потомства). Поскольку основная цель настоящего стандарта состоит в оценке количества 
произведенного потомства, наблюдение за появлением самцов необязательно. Если эту необязательную конечную 
точку оценивают в испытании, то следует использовать дополнительный критерий достоверности испытания — не 
более 5 % самцов в контроле.

Наиболее практичный и простой способ различить пол дафнии — это использовать их фенотипические 
характеристики, поскольку самцы и самки генетически идентичны, а их пол определяется окружающей средой. 
Самцы и самки различаются по длине и морфологии первых усиков, которые у самцов длиннее, чем у самок (см. 
рисунок Е1). Это различие распознается сразу после рождения, другие вторичные половые признаки развиваются 
по мере взросления.

Для определения пола новорожденных особей от каждой родительской особи пересаживают с помощью пи­
петки в чашку Петри с питательной средой. Количество среды должно быть минимальным для ограничения пере­
мещения животных. Рассмотреть первые усики можно под бинокулярным микроскопом (10—60 крат).

Рисунок Е.1 Самец (слева) и самка (справа) Daphnia тадпа в возрасте 24 ч.

П р и м е ч а н и е  — Самца можно отличить от самки по длине и морфологии первых усиков, обведенных на 
рисунке кружком.

1> См. [20]. 
2) См. [21).
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Приложение ДА 
(справочное)

Сопоставление структуры  настоящ его стандарта  
со структурой примененного в нем м еждународного документа

Т а б л и ц а  ДА.1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа 
ОЕСО, Test № 211:2012

Введение (1—3) Введение
1
2
3

1 Область применения

2 Термины, определения и сокращения (приложение 
1)

3 Основные положения (4. 5) Основные положения
3.1 4
3.2 5

4 Информация об исследуемом веществе (6 . 7) Информация об исследуемом веществе
4.1 6
4.2 7

5 Достоверность метода (8 ) Достоверность метода 
8

6 Описание метода (9— 19) Описание метода

6 .10 борудование Оборудование
6 .1.1 9
6 .1.2 10
6.2 Подопытные организмы Подопытные организмы
6 .2.1 11
6 .2.2 12
6.2.3 13
6.3 Среда для культивирования Среда для культивирования
6.3.1 14
6.3.2 15
6.3.3 16
6.3.4 17
6.4 Растворы для испытаний Растворы для испытаний
6.4.1 18
6.4.2 19

7 Проведение испытаний (20—50) Проведение испытаний
7.1 Условия воздействия Условия воздействия
7.1.1 Продолжительность испытания Продолжительность испытания 

20
7.1.2 Отсадка (размещение) особей Отсадка (размещение) особей
7.1.2.1 21
7.1.2.2 22
7.1.3 Подопытные особи (организмы) Подопытные особи (организмы)
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Продолжение таблицы ДА. 1

С т р у кт у р а  н а с т о я щ е ю  с та н д а р та
С т р у к т у р а  м е ж д у н а р о д н о го  д о к у м е н т а  

O E C D  T e s t К» 2 1 1 :2 0 1 2

7.1.3.1 23
7.1.3.2 24
7.1.3.3 25
7.1.4 Кормление Кормление
7.1.4.1 26
7.1.4.2 27
7.1.4.3 28
7.1.4.4 29
7.1.5 Освещение Освещение

30
7.1.6 Температура Температура

31
7.1.7 Аэрация Аэрация

32
7.1.8 Схема испытания Схема испытания
7.1.8.1 Испытание по определению диапазона концен­
траций

Испытание по определению диапазона концентраций

7.1.8.1.1 33
7.1.8.1.2 34
7.1.8.2 Определительные испытания Определительные испытания
7.1.8.2.1 35
7.1.8.2.2 36
7.1.9 Контроли Контроли
7.1.9.1 37
7.1.9.2 38
7.1.10 Обновление испытуемой среды Обновление испытуемой среды
7.1.10.1 39
7.1.10.2 40
7.2 Наблюдения Наблюдения

41
7.3 Потомство Потомство

42
7.4 Смертность Смертность

43
7.5 Другие параметры Другие параметры 

44
7.6 Частота аналитических определений и измерений Частота аналитических определений и измерений
7.6.1 45
7.6.2 46
7.6.3 47
7.6.4 48
7.6.5 49
7.6.6 50
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Окончание таблицы ДА. 1

С т р у кт у р а  н а с т о я щ е го  с т а н д а р т а
С т р у кт у р а  м е ж д у н а р о д н о ю  д о ку м е н т а  

O E C D , T e s t NJ 2 1 1 .2 0 1 2

8 Результаты и подготовка отчета (51—60)
8.1 Обработка результатов
8 .1.1 
8 .1.2
8.1.3
8.1.4
8.1.5 ЕСЖ

8.1.6 NOEC/LOEC 
8 .1.6.1
8 .1.6.2
8.1.7 Испытание с использованием предельной дозы
8 .1.7.1
8 .1.7.2
8.2 Отчет о результатах испытаний

Результаты и подготовка отчета 
Обработка результатов
51
52
53
54
ЕС,
55
NOEC/LOEC
56
57
Испытание с использованием предельной дозы
58
59
Отчет о результатах испытаний
60

* Библиография
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нического углерода (ТОС) и построение номограммы 
для определения его содержания в корме на основе 
водорослей

Приложение В Пример записи данных по обновлению 
среды, результатов физико-химического мониторин­
га среды, кормления, воспроизводства и смертности 
Dapbnia

Приложение 4 Пример записи данных по обновлению 
среды, результатов физико-химического мониторин­
га среды, кормления, воспроизводства и смертности 
Dapbnia

Приложение Г Пример записи результатов химическо­
го анализа

Приложение 5 Пример записи результатов химическо­
го анализа

Приложение Д Вычисление средневзвешенных по 
времени значений

Приложение 6  Вычисление средневзвешенных по вре­
мени значений

Приложение Е Рекомендации по определению пола 
новорожденных Dapbnia

Приложение 7 Рекомендации по определению пола 
новорожденных Dapbnia

Приложение ДА Сопоставление структуры настоящего 
стандарта со структурой примененного в нем между­
народного документа
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‘ Библиография размещена в конце настоящего стандарта.
“  Приложение 1 размещено в разделе 2 настоящего стандарта.

П р и м е ч а н и е  — После заголовков разделов настоящего стандарта приведены в скобках номера ана­
логичных им параграфов международного документа.
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