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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

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

О п р ед е л е н и е  о с тр о й  то к с и ч н о с ти  на C h iro n o m u s  sp.

Testing of chemicals o f environmental hazard.
Chironomus sp. Acute Immobilisation Test

Дата введения —  2015— 06— 01

1 Область применения

Настоящ ий стандарт устанавливает метод по определению  острой токсичности химических ве­
щ еств для хироном ид (Chironom us sp.).

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применены термины со  следую щ ими определениями:
2.1 п о л уэф ф о кти вн а я  ко н ц е н тр а ц и я  (ЕСИ  — The concentration estim ated): Концентрация иссле­

дуемого вещ ества, которая приводит к угнетению подвижности (иммобилизации) 50 % личинок хироно­
мид в течение установленного периода воздействия.

2.2 и м м о б и л и за ц и я  (у гн е те н и е  п о д в и ж н о с ти ) (Im m obilisation): Личинки хирономид. неспособ­
ные изменять свое положение (ползком или за счет плавательных движ ений) в течение 15 с  после 
воздействия механического раздражителя, например воздействия струи воды из пипетки Пастера или 
встряхивания тестового сосуда, считаются неподвижными (иммобилизованными). Личинки движутся 
хаотично, и фазы высокой активности (например, плавания за счет быстрого изменения ф ормы тела в 
альф а-ф орм у при максимальном сжатии и обратно) сменяются фазами полного отсутствия движения. 
Личинки, не обнаруженные в тестируемом растворе, считаются иммобилизованными.

3 Принцип теста

Личинок Chironom us sp. первого возраста подвергают воздействию исследуемого вещ ества в 
определенном  диапазоне концентраций в воде в течение 48 ч. И м м обилизация регистрируется на 
24-й и 48-й ч. E C jg  рассчитывается на 24-й и 48-й ч  (если сущ ествуют необходимые данные).

4 Информация об исследуемом веществе

4.1 Должны бы ть известны растворимость в воде и давление паров исследуемого вещ ества. Для 
аналитического определения исследуемого вещ ества в тестируемом растворе необходимо использо­
вать достоверны й аналитический метод с  известной воспроизводимостью и пределом обнаружения.

4.2 Полезной также может бы ть инф ормация о:
- структурной формуле исследуемого вещества:
- чистоте;
- стабильности в воде и на свету.
- коэф ф ициенте распределения октанол/вода. K ow;
- результатах теста на способность к биоразложению.
О писание физического состояния исследуемого вещ ества долж но быть представлено в отчете о 

проведении теста.

Издание официальное
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5 Стандартные вещества

5.1 В целях подтверждения надежности и достоверности тестовой системы и условий проведения 
теста необходимо регулярно тестировать стандартны е вещ ества. В качестве стандартны х вещ еств ре­
комендуется использовать химические вещ ества, проверенные в межлабораторных и валидационных 
тестах. М еж лабораторные тесты проводились с  3,5-дихлорф енолом и хлоридом калия {см. приложе­
ние А). Также в качестве стандартных вещ еств в тесте на острую  токсичность д ля  Chirocom us sp. можно 
использовать линдан, пентахлорф енол и хлорида кадмия.

5.2 Тестирование стандартны х вещ еств проводится по мере необходимости, например после вве­
дения новых организмов в тестовую  культуру или после значительных изменений условий культивиро­
вания. Тем не менее в течение года необходимо проводить как минимум два тестирования со  стандарт­
ными веществами.

6 Д остоверность теста

Тест считается достоверным, если выполняются следую щ ие критерии эфф ективности:
-  в контрольной пробе, в том числе контрольной пробе с  растворителем, иммобилизация или дру­

гие признаки недомогания или стресса долж ны наблюдаться не более чем для 15 % личинок (например, 
аномальное или нестандартное поведение, такое как нахождение на поверхности воды) в конце теста;

-  концентрация растворенного кислорода в конце теста долж на составлять i  3 мг/л в контрольном 
и тестовых сосудах.

7 Описание теста

7.1 О б о р уд о в а ни е

7.1.1 Тестовые сосуды и другое оборудование, контактирующ ее с  тестируемым раствором, долж­
ны быть полностью  изготовлены из стекла или других химически инертных материалов. Для тестирова­
ния можно использовать чашки Петри вместимостью 50 мл {высота 3 см. внутренний диаметр 4.7 см) 
или стаканы вместимостью  100 мл (высота 7 см. внутренний диаметр 4,5 см), которые долж ны быть 
очищ ены стандартными лабораторными методами перед каждым использованием. Тестовые сосуды 
долж ны быть негермотично закрыты (например, стеклянной крышкой, часовым стеклом или пароплеи- 
кой) для уменьш ения потерь воды вследствие испарения и предотвращ ения попадания пыли в тести­
руемые растворы.

7.1.2 При тестировании также может использоваться следую щ ее лабораторное оборудование:
- оксиметр (оборудованный микроэлектродом или другим подходящим устройством для измере­

ния содержания растворенного кислорода в пробах малого объема);
-  рН-метр;
-  оборудование для определения жесткости воды;
- оборудование для контроля температуры.
Если для приготовления тестируемых растворов используется вода из поверхностны х или под­

земных источников, также необходимо оборудование для определения содержания общ его органиче­
ского углерода (ООУ) и (или) химического потребления кислорода (ХПК).

7.2 Т естов ы е  в и д ы

7.2.1 При тестировании используются личинки Chironom us riparius  первого возраста, поскольку 
данная личиночная стадия наиболее чувствительна. Кроме того, личинки данного возраста свободно 
плавают и, следовательно, не испытываю т стресса при отсутствии донны х отложений. С. riparius  явля­
ется наиболее предпочтительным видом, также могут использоваться виды С. dilutus или С. yoshim atsui. 
Процедура культивирования С. riparius  описана в приложении В. Тестовые организмы долж ны бы ть по­
лучены из надежного источника (желательно лабораторной культуры).

7.2.2 Личинки долж ны быть получены от здоровой популяции (не дем онстрирую щ ей признаков 
стресса, таких как высокая смертность, обесцвечивание и т. д .) с  известной историей (метод вы ращ ива­
ния. условия культивирования). Все организмы, используемые для отдельного тестирования, долж ны 
быть получены из одной и той же культуры. Выращ ивание основной культуры долж но осущ ествляться 
в условиях (свет, тем пература и среда), аналогичны х условиям , которые будут использоваться при
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тестировании. Если среда для тестирования отличается от среды для культивирования Chironomus sp., 
I о  слыдувт включить в тестировании предварительную стадию  акклиматизации —  размещение кладик 
яиц д ля  выведения и сохранения личинок первого возраста в среде, используемой д ля  тестирования, 
при температуре тестирования д о  начала тестирования.

7.3 Вода

7.3.1 Для содержания личинок и проведения тестирования может использоваться природная вода 
(поверхностные или подземные воды), дехлорированная водопроводная вода или искусственная среда 
(М4 или М 7, см. приложение В), если Chironomus sp. выживают в таких средах во время культивиро­
вания. акклиматизации и тестирования, не проявляя признаков стресса. Любая вода, качество которой 
соответствует химическим характеристикам подходящей воды, указанным в приложении С. может ис­
пользоваться для тестирования. Качество воды долж но быть постоянным в течение всего теста. Искус­
ственны е среды могут бы ть получены путем добавления определенного количества реагентов (ч. д. а.) 
к дистиллированной или деионизированной воде. Примеры приготовления искусственных сред приве­
дены  в приложении В.

7.3.2 Характеристики качества природной воды, указанные в приложении С. необходимо изме­
рять как минимум два раза в год или если предполагается, что качество воды могло измениться. Также 
необходимо определять содержание тяжелых металлов (например. Си. Pb. Zn. Hg. Cd, Ni). При исполь­
зовании дехлорированной водопроводной воды необходимо определять содержание хлора. При ис­
пользовании природной воды необходимо измерять электрическую проводимость, содержание общего 
органического углерода (О ОУ) и химического потребления кислорода (ХПК).

7.3.3 Для тестирования и культивирования рекомендуется использовать одну и ту же воду. Это 
позволит избежать проведения акклиматизации. Перед тестированием необходимо провести аэрацию 
воды д ля  насыщ ения кислородом.

7.4 Т ести р уем ы е  р а с тв о р ы

7.4.1 Тестируемые растворы исследуемого вещ ества необходимой концентрации обычно готовят 
путем разбавления исходного основного раствора. Ж елательно готовить основные растворы путем рас­
творения исследуемого вещ ества непосредственно в  используемой воде. Если возможно, то исполь­
зования растворителей и диспергаторов следует избегать. Тем не м енее применение растворителей 
может быть необходимо в некоторых случаях для получения раствора с нужной концентрацией или 
однородного основного раствора. Для активных ингредиентов или других индивидуальных химических 
вещ еств (т. е. не см есей) количество исследуемого вещ ества в тестируемом растворе не долж но пре­
выш ать практического предела растворимости исследуемого вещ ества в воде (среде). При использо­
вании растворителей или диспергаторов концентрация растворителя должна бы ть одинаковой во всех 
тестируем ых растворах и контрольной пробе. Кроме того, максимальная концентрация растворителя 
должна составлять 100 мкл/л или 100 мг/л в зависимости от того, какая величина меньше.

7.4.2 В общ ем случае тестирование проводится без корректировки pH. Если pH не сохраняется в 
диапазоне 6— 9, то  проводится повторное тестирование с регулировкой pH исходного основного рас­
твора до  pH используемой воды перед приготовлением тестируемых растворов. Регулирование pH, 
предпочтительно 0.1 М раствором HCI и 0.1 М раствором NaOH. должно проводиться таким образом, 
чтобы концентрация исходного основного раствора не изменялась в  значительной степени и не про­
исходили какие-либо химические реакции, например осаждение исследуемого вещ ества. Для поддер­
жания концентрации тестируемого раствора в течение 4 8  ч корректировка pH в диапазоне 6— 9  может 
проводиться для химических веществ, неустойчивых в данном диапазоне pH.

8 Процедура теста

8.1 П р е д в а р и те л ь н а я  п о д го то вка  т е с т о в ы х  о р га н и зм о в

8.1.1 За 4— 5 дней до  добавления личинок первого возраста в тестовые сосуды (начала теста) свежие 
кладки яиц (< 24 ч) отбираются из основной культуры. Для обеспечения правильного возраста кладок края 
сосудов для культивирования должны быть очищены от старых кладок яиц за 24 ч д о  отбора (старые клад­
ки также могут оставаться в сосудах для культивирования). Для начала тестирования как минимум три, но 
наиболее предпочтительно шесть нитей яиц отбирают из культуры и дают им вылупиться, одновременно 
добавляя корм (см. 8.1.2). Личинки для тестирования выбираются случайным образом из этой партии.
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При тестировании может использоваться среда, полученная от культивирования, или свежеприго­
товленная среда. Как правило, личинки вы лупляю тся в течение нескольких дней после закладки яиц 
(от 2 д о  3 дней для С. riparius  при 20 °С и от 1 до  4 дней для С. dilutus  при 23 вС и С. yoshim atsui при 
25 ’ С). Для тестирования необходимо использовать личинки первого возраста. Возраст личинок может 
быть проверен путем измерения ш ирины головной капсулы. На рисунках 1 и 2 изображены свежая 
кладка яиц и кладка яиц после вылулливания соответственно.

Рисунок 1 —  Свежая кладка яиц (< 24 ч) С. riparius

Рисунок 2 —  Личинки первого возраста из практически полностью вылупившейся кладки яиц С. riparius

8.1.2 Во время тестирования личинок нельзя кормить. Тем не менее кормление до  начала те­
стирования (т. е. непосредственно после вылулливания) имеет значение д ля  обеспечения г  85  % вы ­
живаемости личинок в контрольной группе в конце тестирования. Несколько капель фильтрата из мел­
кой суспензии корма для рыб (например. TetraM in® или TetraPhy»®) в количестве 0,05— 0.5 мг на одну

4



ГОСТ 32628— 2014

личинку является достаточным для м олоды х личинок. В качестве корма также можно использовать 
зеленые водоросли. В таком случае следует проявлять осторожность при добавлении личинок в тесто­
вы й сосуд, чтобы не допустить прививание тестовой среды водорослями, которые могут повлиять на 
доступность исследуемого вещ ества.

В качестве альтернативы корму для рыб может использоваться растительный материал, напри­
мер крапива (Urtica dioca). шелковица (M om s alba), белый клевер ( Trifolium repens) и шпинат (Spinacia 
oleracea). а также другие растительные материалы (Cerophyl или альф а-целлю лоза). Количество кор­
ма. необходимое до  начала теста, долж но обеспечивать адекватную выживаемость. Экстракт корма 
для рыб может быть получен путем кипячения суспензии корма для рыб с последующ им удалением 
крупных частиц, например путем ф ильтрации или удаления осажденной фракции. Содержание общего 
органического углерода в полученном экстракте, как правило, составляет около 3.7 г/л. только малое 
количество которого будет добавлено в тестовы е сосуды.

8.1.3 Личинки могут удерживаться на поверхности воды без возможности проникновения в толщ у 
воды. Это во многом зависит от физико-химических свойств исследуемого вещ ества и (или) тестовой 
среды, а также может быть связано с процессом очистки сосудов. Добавление личинок к тестовой си­
стеме путем выпуска их ниже поверхности раствора является одним из способов уменьш ения эффекта 
задержания на поверхности. При наличии личинок на поверхности тестируемого раствора на них мож­
но добавить несколько капель раствора из пипетки, что поможет им погрузиться в раствор. Задержа­
ние личинок на поверхности может привести к получению  недостоверных данны х (например, высокой 
смертности в контрольных пробах). Одним из возможных реш ений д ля  предотвращ ения задержания 
является добавление небольш ого количества диспергатора, например Твин-80 в концентрации 2 мкл/л, 
для снижения поверхностного натяжения тестируемого раствора, хотя использование диспергаторов, 
как правило, не приветствуется (см. 7.4.1). Другим способом  может быть физическое предотвращ ение 
поступления личинок на границу раздела воздух/раствор. например за счет использования герметич­
ных тестовых сосудов без свободного воздушного пространства или с  помощ ью сеток, удерживающ их 
личинок в тестируемом растворе.

8.2 У сл ов и я  п р о в е д е н и я  теста

8.2.1 Т е сто в ы е  и к о н тр о л ь н ы е  гр у п п ы
Тестовые сосуды заполняют необходимым количеством тестируемых растворов. Личинок первого 

возраста Chironom us sp. случайным образом распределяют в тестовые сосуды при помощи пипетки с 
тупым концом. Для каждой тестируемой концентрации и контрольной пробы используют как минимум 
по 20 личинок, предварительно разделенных на четыре группы по пять личинок. Для каждой личинки 
необходимо обеспечить хотя бы по 2 мл тестируемого раствора (т. е. объем тестируемого раствора для 
пяти личинок в тестовом сосуде должен составлять как минимум 10 мл; объем тестируемого раствора 
также должен бы ть достаточным для отбора необходимых образцов в конце теста для аналитического 
определения концентрации воздействия).

8.2.2 Т ести р уем ы е  ко н це н тр а ци и
8.2.2.1 Концентрации д ля  окончательного тестирования можно определять в  тесте по подбору 

диапазона концентраций. Для этого на личинок воздействуют исследуемым вещ еством в широком диа­
пазоне концентраций в течение 48 ч. Для каждой вы бранной концентрации используют как минимум 
десять личинок, разделенных на две  параллельные группы.

8.2.2.2 В окончательном тесте используют как минимум пять концентраций исследуемого вещ е­
ства. а также контрольные пробы только с водой и растворителем (при необходимости). Контрольная 
проба с растворителем содержит растворитель в концентрации, используемой при тестировании. Тести­
руемые концентрации должны составлять геометрическую прогрессию со знаменателем не более 2 .2 . 
В отчете о  проведении теста необходимо обоснование использования в тестировании менее пяти 
концентраций или наличия геометрической прогрессии с  ббльш им знаменателем, например пологий 
наклон кривой «тестируемая концентрация —  отклик». Ж елательно, чтобы наибольш ая тестируемая 
концентрация вызывала 100% -ную иммобилизацию, а наименьш ая концентрация не приводила к по­
явлению  какого-либо очевидного эффекта. В то  же время данны е условия являются второстепенными 
для надлежащ его определения ЕС 50.

8.2.3 У сл о в и я  и н куб а ц и и
Температура воды долж на быть 18 вС  —  22 °С для С. riparius. Для С. dilutus  и С. yoshim atsui реко­

мендуется температура 23 °С и 25 "С соответственно. В каждом отдельном тесте температура должна 
быть постоянной в  пределах ± 1 СС. Рекомендуется освещ енность в последовательности —  16 ч сеет. 8 ч
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темнота, интенсивность света долж на быть в пределах от 500 д о  1000 лк. Полная темнота также при­
емлема. особенно д ля  тестирования вещ еств, неустойчивых на свету. Тестовые сосуды должны быть 
расположены в лаборатории в случайном порядке.

8.2.4 П р о д о л ж и те л ь н о с т ь  теста
Тестирование начинается с добавления личинок в тестируемый раствор и продолжается в тече­

ние 4 8  ч.
8.2.5 Н а б л ю д е н и я
На 24-й и 48-й ч тестирования каждый тестовы й сосуд необходимо проверять на присутствие 

иммобилизованных личинок. Для облегчения наблюдений необходимо использовать стереомикроскоп 
или световой стол. Личинки, неспособные изменять свое положение (ползком или за счет плаватель­
ных движ ений) в течение 15 с  после воздействия механического раздражителя, например воздействия 
струи воды из пипетки Пастера или встряхивания тестового сосуда, считаются неподвижными (иммо­
билизованными). Личинки движутся хаотично, и фазы высокой активности (например, плавания за счет 
быстрого изменения формы тела в альф а-ф орм у при максимальном сжатии и обратно) сменяются 
фазами полного отсутствия движения.

Иммобилизация используется в качестве показателя —  заменителя летального исхода, поскольку 
установить гибель личинок первого возраста достаточно трудно. В дополнение к иммобилизации также 
долж ны бы ть зарегистрированы лю бое нестандартное поведение или аном альны й внеш ний вцд. Им­
мобилизованные личинки, обнаруженные на 24-й ч тестирования, не удаляются из тестовы х сосудов, 
таким образом, их иммобилизация может быть подтверждена по окончании теста. Личинки, не обнару­
женные в тестируемом растворе, считаются иммобилизованными.

8.2.6 А н а л и ти че ски е  изм ерения
8.2.6.1 Содержание растворенного кислорода и pH измеряются, как минимум в контрольном рас­

творе и тестируемом растворе с  наибольш ей концентрацией исследуемого вещ ества в начале и в кон­
це теста. Содержание растворенного кислорода в контрольном растворе долж но соответствовать кри­
териям достоверности теста. Содержание растворенного кислорода в контрольных и тестовы х сосудах 
долж но быть представлено в мг/л. Значение pH не долж но изменяться более чем на 1.5 единицы в 
течение теста. Температура обычно измеряется в контрольных сосудах и должна регистрироваться не­
прерывно на протяжении всего теста или как минимум в начале и в конце теста.

8 .2.6.2 Концентрацию исследуемого вещ ества необходимо измерять в контрольных пробах, а так­
же пробах с  наименьш ей и наибольш ей концентрацией в начале и конце каждого теста. Результаты 
теста рекомендуется рассчитывать на основании измеренных концентраций. Однако если доказано, 
что концентрация исследуемого вещ ества удовлетворительно поддерживается в пределах ± 20 % от 
номинальной или измеренной начальной концентрации на протяжении всего теста, то результаты могут 
быть основаны на номинальных или измеренных начальных значениях.

8.2.7 П о р о го в ы й  тест
Пороговый тест с  одной концентрацией может быть выполнен при 100 мг/л исследуемого вещ е­

ства или концентрации, равной практическому пределу растворимости в тестовой сроде (с  наименьшей 
концентрацией) для дем онстрации того, что £ С 50 больш е тестируемой концентрации. Пороговый тест 
выполняется с использованием 20 личинок (партию личинок желательно разделить на четыре группы 
по пять личинок), а также 20 личинок в контрольной пробе. Если процент иммобилизации составляет 
> 15 % в конце теста, то необходимо проводить окончательный тест для получения описания зависи­
мости «тестируемая концентрация —  отклик». Любое наблюдаемое аномальное поведение личинок 
долж но быть зарегистрировано.

9 Данные и отчет о проведении теста

9.1 Д анны е

9.1.1 Полученные данны е долж ны быть представлены в табличной ф орме с  указанием значений 
для каждой параллельной пробы, количества личинок, используемых при тестировании, и значений 
иммобилизации для каждой пробы. Иммобилизация (количество иммобилизованных личинок в %), об ­
наруженная на 24-й и 48-й ч теста, изображается на графике в зависимости от тестируемой концен­
трации. Анализ данны х проводят с использованием соответствую щ их моделей (например, пробит-пре- 
обраэования) для определения зависимости «тестируемая концентрация —  отклик», наклона кривой 
«тестируемая концентрация —  итклик» и значения ЕС М с  95% -ным доверительным  интервалом. NOEC 
может быть определена с  помощ ью соответствующ его статистического теста, например теста Фишера.
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9.1.2 Если стандартные методы расчета ЕС 50 не применимы к полученным данным, то  наиболь­
шая концентрация, не вы зываю щ ая им м обилизацию , и наименьш ая концентрация, приводящ ая к 
100% -ной иммобилизации, долж ны использоваться в качестве аппроксимирую щ их значений для вы­
числения ЕС М  (ЕСМ  рассматривается как среднее геометрическое двух данны х концентраций).

9.2 О тчет о  п р о в е д е н и и  теста

Отчет о  проведении теста долж ен содержать следую щ ую  инф ормацию:
- об исследуемом вещ естве:

-  физическая природа и физико-химические свойства;
-  данны е о химической идентификации, в том числе чистота исследуемого вещ ества;

- о тестовом виде:
- источник и виды C hironom ussp., поставщ ик источника (если известен), а также используемые 

условия культивирования (в том числе источник, вид и количество корма, частота кормлений);
- об условиях тестирования:

-  описание тестовых сосудов: тип и объем сосудов, объем тестируемого раствора, количество 
личинок в одном тестовом сосуде, количество тестовы х сосудов (в том числе параллельных) для 
одной концентрации;

- методы подготовки исходного основного и тестируемых растворов, включая концентрацию 
лю бого растворителя или диспергатора, используемые тестируемые концентрации;

- подробные сведения об используемой воде: источник и характеристики качества воды (pH, 
жесткость, электропроводность и т. д.): состав искусственной среды, если она используется;

-  условия инкубации: температура, интенсивность света и последовательность освещ ения, со­
держание растворенного кислорода. pH и т. д.

Результаты теста:
- количество и процент личинок, иммобилизованных или дем онстрирую щ их лю бы е побочные эф ­

ф екты (включая нестандартное поведение) в контрольной пробе и кахадой тестовой пробе для каждого 
времени наблюдения, а также описание природы наблюдаемых эфф ектов;

- результаты и данны е. Полученные в Тесте со  стандартным Веществом При его наличии:
- номинальная тестируемая концентрация и результаты всех анализов по определению  концен­

трации исследуемого вещ ества в тестовых сосудах с указанием воспроизводимости и предела обнару­
жения аналитического метода,

- данны е всех физико-химических измерений, в том числе температуры. pH и содержания раство­
ренного кислорода, проведенных в течение теста;

- Е С 50 (48 ч) д ля  иммобилизации с 95% -ным доверительным интервалом и график зависимости 
«тестируемая концентрация —  отклик», наклон графика зависимости «тестируемая концентрация —  
отклик» и его стандартное отклонение от подходящей модели;

- статистические и (или) математические процедуры, используемые для определения Е С М (дан­
ные об иммобилизации на 24-й ч  теста также долж ны быть указаны, если подобные измерения прово­
дились),

- NOEC  для 24 и 48 ч. при необходимости;
- обоснование лю бого отклонения от рекомендуемой процедуры теста и влияние данны х откло­

нений на результаты теста.
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Приложение А 
(справочное)

Р езультаты  м е ж л а б о р а то р н о го  теста  с о  с т а н д а р тн ы м и  ве щ е ства м и  —
3 ,5 -д и хл о р ф е н о л о м  и х л о р и д о м  калия

В межлабораторном тесте со стандартными веществами —  3.5-дихлорфенолом и хлоридом калия —  были 
получены значения ЕСМ для 24 и 48 ч. Подтвержденные значения ЕСМ используются для получения приближенных 
диапазонов, с которыми могут сравниваться результаты тестирования со стандартными веществами (см. раздел 5).

Т а б л и ц а  А.1 —  Данные межлабораторного теста с 3.5-дихлорфенолом (3.5-ДХФ) и хлоридом калия (KCI)

Значения 3.5-ДХФ 3.5-ДХФ KCI KCI
(24 ч) (48 ч) (24 ч) (48 ч)

Число значений 13 13 15 15

Минимальное 0.770 0.517 1.53 0.330

25 % процентиль 1.68 0.776 2.16 1.10

Среднее 2.30 1.67 2.84 1.44

75 % процентиль 3.47 2.15 3.80 1.85

Максимальное 5.74 3.86 5.94 2.19

10 % процентиль 0.807 0.541 1.54 0.643

90 % процентиль 5.21 3.57 5.34 2.09

Коэффициент вариации 53.89 % 60.12 % 39,97 % 35.92 %

На основании 10 % и 90 % процентили диапазоны значений (округленные значения) могут быть оценены 
следующим образом.

3.5-ДХФ ЕСМ (24 ч) = 0,80— 5.3 мг/л ЕСМ (48 ч) = 0.50— 3.6 мг/л
KCI ЕСсд (24 ч) = 1.5— 5.4 мг/л Е С ^  (48 ч) = 0.60— 2.1 мг/л
Данные значения следует рассматривать как ориентировочные для изучения изменения чувствительности 

хирономид из тестируемой культуры с течением времени, особенно при значительных изменениях условий культи­
вирования или при добавлении новых организмов к культуре.

Значения для КС1 более однородные, чем для 3.5-дихпорфенола (согласно коэффициентам вариации). Не­
которые характеристики KCI. то есть высокая растворимость в воде, неспособность к биоразложению, а также 
большая тестируемая концентрация (в 1000 раз превышающая наибольшую тестируемую концентрацию 3.5-ДХФ). 
необходимая для получения 50 % эффекта, вероятно, способствовали уменьшению погрешности при проведении 
теста в лаборатории.
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Приложение В 
(рекомендуемое)

К у л ь ти ви р о в а н и е  C hironom us rip a rlu s

В.1 Культивирование личинок С. riparius может проводиться в чашке-кристаллизаторе или больших со­
судах. На дно сосуда тонким слоем от 5 до 10 мм помещают мелкий кварцевый песок. Диатомовая земля (на­
пример. Merck, ст 8117) также является подходящим субстратом для культивирования (достаточно тонкого слоя 
диатомовой земли высотой до нескольких миллиметров). Также в качестве субстрата может использоваться 
фильтровальная бумага. После добавления субстрата в сосуд для культивирования добавляют воду (см. В.З) 
на высоту до нескольких сантиметров. По мере необходимости в сосуд для культивирования добавляют воду 
для восполнения потерь вследствие испарения и предотвращения высыхания среды для культивирования. При 
необходимости воду можно периодически заменять.

Проводят аккуратную аэрацию подготовленной среды для культивирования. Сосуды для культивирования 
помещают в специальный инкубатор для предотвращения выпуска появившихся взрослых хирономид. Инкубатор 
должен быть достаточной вместимости для обеспечения свободного перемещения и роения появившихся взрос­
лых хирономид, иначе не будет происходить копуляция (размеры инкубатора должны составлять как минимум 
30 к 30 * 30 см).

Для минимизации инбридинга желательно регулярно проводить обмен полученными нитями яиц с другими 
лабораториями.

В.2 В инкубаторе необходимо поддерживать комнатную температуру или постоянную температуру (20 ± 2) 'С  
и обеспечивать освещенность в последовательности: 16 ч свет (интенсивность около 1000 лк), 8 ч темнота, вклю­
чая получасовую фазу рассвета или сумерек с низкой интенсивностью света около 500 лк для стимулирования 
роения и воспроизводства. Влажность воздуха должна составлять более 60 %, меньшая влажность воздуха может 
препятствовать размножению.

В.З Вода для культивирования

В качестве воды для культивирования может использоваться любая подходящая природная вода или ис­
кусственная среда. Обычно это артезианская вода, дехлорированная водопроводная вода и искусственные среды 
(среды М4 или М7). За 24 ч до культивирования следует провести аэрацию воды. При необходимости воду для 
культивирования можно обновлять путем аккуратного сливания или откачивания использованной воды из сосуда 
для культивирования без воздействия на личинок. Замена воды должна проводиться как минимум один раз в месяц 
или при значительном ухудшении качества воды,

В .4 Кормление личинок

В.4.1 В качестве корма для личинок используют хлопьевидный корм для рыб (TetraMin®. TetraPhyll® или дру­
гой аналогичный корм) в количестве около 250 мг на один сосуд для культивирования в сутки. Корм дают личинкам 
в виде сухого порошка или водной суспензии: 1.0 г хлопьевидного корма добавляют к 20 мл воды для культивиро­
вания и перемешивают до получения однородной смеси. В сосуды для культивирования добавляют суспензию из 
расчета 5 мл на один сосуд (перед добавлением в сосуд суспензию встряхивают). Для личинок старшего возраста 
корма может быть больше.

В.4.2 Кормление регулируется в зависимости от качества воды. Если среда для культивирования становится 
мутной, то количество корма необходимо уменьшать. Добавление корма необходимо тщательно контролировать. 
Недостаточное питание может привести к миграции личинок на дно сосуда, слишком обильное питание может 
вызывать повышение активности микроорганизмов и снижение концентрации кислорода. Обе ситуации могут при­
вести к снижению темпов роста личинок.

В А З  В сосуды для культивирования также можно добавлять некоторые виды зеленых водорослей (напри­
мер, Scenedesmus subspicatus, ChloreHa vulgaris).

B.4.4 Кормление взрослых хирономид
В качестве корма для взрослых хирономид используют насыщенный раствор сахарозы, нанесенный на ват­

ный диск. Таков кормление способствует увеличению продолжительности жизни хирономид и улучшению воспро­
изводства.

В.5 Появление хирономид

По прошествии 13— 15 дней при температуре (20 ± 2 ) ' С в  сосудах для культивирования появляются взрос­
лые особи хирономид. Мужские особи имеют тонкое тело и перистые усики.

В .6 Откладывание яиц

При первом появлении взрослых особей в инкубаторе все сосуды для культивирования следует проверять 
три раза в неделю на наличие кладок яиц. При необходимости для начала теста на острую токсичность или для 
создания новой культуры кладки яиц извлекают из сосудов для культивирования и переносят в небольшие емкости,
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заполненные водой для культивирования. Кладки яиц могут использоваться непосредственно для выращивания 
новой культуры (например. 2— 4 кладки яиц на один сосуд для культивирования) или после вылупливания личинок 
(например. 200 личинок) переносят в новый сосуд для культивирования.

При температуре 20 'С  личинки первого возраста появляются через 2— 3 дня.

В.7 Подготовка новы х сосудов для культивирования

После получения новой культуры должна быть возможность установки новых сосудов для культивирования. 
Новые сосуды устанавливают один раз в неделю или реже в зависимости от условий тестирования и удаления 
старых сосудов после появления взрослых хирономид. Данная процедура позволяет регулярно получать взрослых 
хирономид при минимальном контроле культивирования.

В .8 Подготовка сред для культивирования М4 и М7

Среды для культивирования М4 и М7 готовят из основных растворов (I) микроэлементов и витаминов. Сна­
чала готовят основные растворы (I) в деионизированной воде. Изданных основных растворов (I) готовят второй 
единственный основной комбинированный раствор (II) (см. таблицу В. 1). Концентрации отдельных химических ве­
ществ в среде М 7в четыре раза ниже, чем в среде М4.

В.9 Подготовка среды  М7

Каждый основной раствор (I) готовят индивидуально, и комбинированный основной раствор (II) получают из 
приготовленных основных растворов (I). Для приготовления среды М7 50 мл комбинированного основного раство­
ра (II) и определенные объемы основных растворов питательных веществ, указанные в таблице В.2. доводят до 
метки 1 л деионизированной водой. Основной раствор витаминов получают путем добавления трех витаминов к 
деионизированной воде, как показано в таблице В.З. и 0.1 мл основного комбинированного раствора витаминов 
добавляют в подготовленную среду М7 незадолго до использования. Основной раствор витаминов хранят в замо­
роженном виде небольшими порциями. Подготовленные среды аэрируют и отстаивают.

Т а б л и ц а  В.1 —  Основные растворы микроэлементов для сред М4 и М7

О сновны е растворы  (1)
М асса вещ ества 

Mf3

Объем осно вного  раствора (1). 
ып.'л4

О кончательны е концентрации 
а тестируемы х растворах. 

(МГ/Л)

М4 М7 М4 М7

н3во31> 57 190 1.0 0.25 2.860 0.715

МдС12-4Н20 1> 7210 1.0 0.25 0.361 0.090

LiCI1) 6120 1.0 0.25 0.306 0.770

RbCI1) 1420 1.0 0.25 0.071 0.018

SrCI2 6H20 1> 3040 1.0 0.25 0,152 0.038

NaBr‘ > 320 1.0 0.25 0.016 0.004

Na^-MoO^H-jO’ » 1260 1.0 0.25 0.063 0.016

C u C I^ H jO ’ » 335 1.0 0,25 0.017 0.004

ZnCI2 260 1.0 1.0 0.013 0.013

CoCI2-6H20 200 1.0 1.0 0.010 0.010

KJ 65 1,0 1.0 0.0033 0.0033

N828603 43.8 1.0 1.0 0.0022 0.0022

n h 4v o 3 11..5 1.0 1.0 0.00058 0.00058

Na23flTA-2H20 1> 2) 5000 20.0 5.0 2.5 0.625

FeS04-7H20 < ) 2> 1991 20.0 5.0 1.0 0.249
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Окончание таблицы В. 1

1> Содержание данных веществ различно для сред М4 и М7.
2> Данные растворы готовят индивидуально, сливают вместе и немедленно помещают в автоклав.
3> Доводят до метки 1 л деионизированной водой для приготовления основного раствора (I).
4> Доводят до метки 1 л деионизированной водой для приготовления комбинированного основного рас­

твора (II).

Т а б л и ц а  В.2 —  Основные растворы питательных веществ для сред М4 и М7

О сновны е растворы
М асса вещ ества. 

мг'>

О бьем  основного  раствора 
питательного вещ ества 

м л/л2)

Окончательные 
концентрации а тестируемы х 

растворах М4 и М 7 мг/л

СаС12-2Н20 293 800 1.0 293.8

MgS04 7Н20 246 600 0.5 123.3

KCI 58 000 0.1 5.8

NaHC03 64 800 1.0 64.8

NaSi03-9H20 50 000 0.2 10.0

NaN03 2740 0.1 0.274

к н 2р о 4 1430 0.1 0.143

к ^н р о 4 1840 0.1 0.184

Доводят до метки 1 л деионизированной водой для приготовления основного раствора. 
2) Добавляют к средам М4 и М7.

Т а б л и ц а  В.З —  Основной раствор витаминов для сред М4 и М7

Витамин М асса витам ина, мг'1
О б ьем  основного раствора 

витам ина, м п/л2*

Окончательные 
концентрации в тестируемы х 

растворах М 4 н М 7 мт/л

Тиамина гидрохлорид 750 0.1 0.075

Цианокобаламин (В12) 10 0.1 0.001

Биотин 7.5 0.1 0.00075

Доводят до метки 1 л деионизированной водой для приготовления основного раствора. 
2) Добавляют к средам М4 и М7 перед использованием.

Для получения единого витаминного раствора сливают три основных раствора витаминов.
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Приложение С 
(справочное)

Х и м и чески е  х а р а кте р и сти ки  в о д ы , п р и е м л е м ой  д л я  п р о в е д е н и я  теста

Природная вода со следующими характеристиками (см. таблицу С.1) является подходящей средой для со­
держания. культивирования и тестирования хирономид.

Т а б л и ц а  С.1 —  Химические характеристики воды, приемлемой для проведения теста

Вещ ество Концентрация

Взвешенные частицы <  2 0  мг/л

Полный органический углерод < 2 мг/л

Неионизированный аммоний < 1 мкг/л

Жвсткосгь no CaC031J <400 мг/л

Остаточный хлор < 10 мкг/л

Общие органофосфорные пестициды < 50 нг/л

Общие органохлорные пестициды и полихлорированные бифенипы < 50 нг/л

Общий органический хлор < 25 нг/л

11 Если ожидается, что исследуемое вещество взаимодействует с ионами жесткости, то используется вода 
с меньшей жесткостью (таким образом, в данной ситуации среда М4 не должна использоваться).
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