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Введение

Общепризнанный метод [1], основанный на оригинальном тесте Штурма [2] для оценки биологи­
ческого разложения органических химических веществ путем измерения образования углекислого газа 
под воздействием микроорганизмов, обычно использовался в качестве основного метода для тестиро­
вания плохо растворимых и сильно адсорбирующихся химических веществ. Он также применялся для 
тестирования растворимых (но не летучих) химических веществ, так как выделение углекислого газа, 
по мнению многих специалистов, является единственным однозначным доказательством деятельности 
микроорганизмов. На удаление растворенного органического углерода могут влиять различные фи­
зико-химические процессы: адсорбция, испарение, осаждение, гидролиз, а также воздействие микро­
организмов и многие небиологические реакции, в которых происходит потребление кислорода; в ред­
ких случаях С02 образуется вследствие абиотического разложения органических химических веществ. 
В оригинальном и модифицированном тесте Штурма [1], [2] С02 удаляется из жидкой фазы в погло­
щающие сосуды за счет барботирования (т. е. восходящий воздух пропускают через жидкую среду для 
удаления С02), а в варианте Ларсона [3], [4] С02 переносится из реакционного сосуда в поглотители 
за счет пропускания воздуха, не содержащего С 02, через свободное пространство сосуда, а также его 
непрерывного встряхивания.

При применении стандартного модифицированного теста Штурма для ряда химических веществ, 
неорганический углерод (НУ) накапливается в среде [9]. Концентрация НУ выше, чем 8 мг/л была обна­
ружена в ходе тестирования анилина в концентрации 20 мг С/л. Таким образом, сбор С 02 в щелочные 
ловушки не давал истинного представления о количестве С02, образованного в результате деятель­
ности микроорганизмов в промежуточные интервалы в течение процесса разложения. В результате, 
предел более 60 % от теоретического максимума образования С02 (ThC02), который должен быть 
получен в течение «десятидневного интервала» (10 дней с момента достижения 10 % биоразложения) 
для классификации исследуемого вещества, как легко биоразлагаемого, не может выполняться для 
некоторых веществ, классифицируемых таким образом при использовании метода удаления раство­
ренного органического углерода (РОУ).

Если процент разложения меньше, чем ожидается, неорганический углерод, возможно, накапли­
вается в исследуемом растворе.

Другие недостатки методологии Штурма (громоздкость, трудоемкость, большая предрасположен­
ность к погрешности и неприменимость для летучих веществ) ранее привели к необходимости поиска 
техник с использованием закрытых сосудов, за исключением метода Гледхилла, в основном газовых 
проточных методов [10], [11]. Количество С 02 измерялось с помощью газовой хроматографии/анали- 
затора неорганического углерода в автоматически отбираемых пробах газовой фазы, но растворенный 
неорганический углерод (РНУ) в жидкой фазе не принимался во внимание. Кроме того, в тесте исполь­
зовались очень маленькие сосуды (20 мл), содержащие только 10 мл среды, что вызывало пробле­
мы, например, при необходимости добавления очень малых количеств нерастворимых веществ, и/или 
вследствие отсутствия или недостаточного количества микроорганизмов в инокуляте для приемлемого 
разложения исследуемого вещества.

В первом методе [13] С 02 измеряется в свободном пространстве после подкисления и установ­
ления равновесия, а во втором [14] содержание РНУ было измерено в газовой и жидкой фазе, без 
обработки; более 90 % образовавшегося НУ присутствовало в жидкой фазе. Оба метода имели пре­
имущества по сравнению с тестом Штурма за счет более компактной и управляемой тестовой системы, 
возможности исследовать летучие химические вещества и отсутствия задержки, при измерении обра­
зовавшегося со2.
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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 ИСПЫТАНИЙ ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ, ПРЕДСТАВЛЯЮЩЕЙ ОПАСНОСТЬ
ДЛЯ ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ

Оценка биоразлагаемости органических соединений методом определения диоксида углерода
в закрытом сосуде

Testing of chemicals of environmental hazard. Ready biodegradability — C02 in sealed vessels

Дата введения —2014—08—01

1 Область применения

В настоящем стандарте представлен метод для оценки способности химических веществ к био­
разложению. Химические вещества, которые в данном испытании показывают положительные резуль­
таты, могут рассматриваться как поддающиеся биологическому разложению и, следовательно, быстро­
му разложению в окружающей среде.

2 Термины и определения

В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями.
2.1 НУ (IC): Неорганический углерод.
2.2 теоретическое выделение углекислого газа; TC02 (theoretical carbon dioxide (mg)); 

(ThC02): Количество углекислого газа (мг), вычисленное, исходя из известного или измеренного со­
держания углерода в исследуемом веществе, образующееся при его полной минерализации; также 
выражается как количество углекислого газа в мг, образующегося на мг исследуемого вещества.

2.3 растворенный органический углерод; РОУ (dissolved organic carbon); (DOC): Количество 
органического углерода, присутствующего в растворе после фильтрования через мембранный фильтр 
с размером пор 0,45 мкм или после центрифугирования с ускорением порядка 4000 g (40 000 м/с2) в 
течение 15 минут.

2.4 ННУ (DIC): Нерастворенный неорганический углерод.
2.5 ТНУ (ТЫС): Теоретический неорганический углерод.
2.6 ОНУ (TIC): Общий неорганический углерод.
2.7 легко разлагаемое вещество (readily biodegradable): Произвольная классификация хими­

ческих веществ, прошедших определенные испытания на окончательное биоразложение; испытания 
проводятся в строгих условиях, что позволяет предположить, что данные химические вещества будут 
подвергаться быстрому и полному биоразложению в водной среде в аэробных условиях.

2.8 десятидневный интервал (10-d window): 10 дней с момента достижения 10 %-ного биораз­
ложения.

2.9 биоразлагаемое вещество (inherent biodegradability): Классификация химических веществ, 
для которых существуют определенные доказательства способности к биоразложению (основному или 
окончательному) в любом испытании на способность к биологическому разложению.

2.10 полная биоразлагаемость (аэробная) (ultimate aerobic Biodegradation): Уровень разложе­
ния, достигаемый при полном использовании микроорганизмами химического вещества, приводящим 
к образованию углекислого газа, воды, минеральных солей и новых микробиологических клеточных 
элементов (прирост биомассы).

2.11 минерализация (mineralisation): Полное разложение органического соединения до углекис­
лого газа (С02) и воды (Н20) в аэробных условиях, метана (СН4), углекислого газа (С02) и воды (Н20) 
в анаэробных условиях.

Издание официальное
1
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2.12 лаг-фаза (lag phase): Период от начала испытания до акклиматизации и/или адаптации ми­
кроорганизмов и возрастания степени биоразложения химического вещества или органического мате­
риала до определяемого уровня (например, 10 % от максимального теоретического биоразложения или 
меньше, в зависимости от точности методики измерения).

2.13 фаза разложения (degradation phase): Время от окончания периода лаг-фазы до времени, 
когда разложение достигает 90 % от максимально возможного уровня.

2.14 плато-фаза (plateau phase): Фаза, в которой достигается максимальное разложение и кри­
вая биоразложения выравнивается.

3 Основные положения

3.1 Принцип метода

3.1.1 Исследуемое вещество, как правило, в концентрации 20 мг ■ С/л в качестве единственного 
источника углерода и энергии, инкубируют в буферной минеральной среде, которая была инокули- 
рована смешанной популяцией микроорганизмов. Испытания проводят в закупоренных бутылках со 
свободным пространством для воздуха, которое обеспечивает запас кислорода для аэробного биораз­
ложения. Количество С 02, полученное в результате полного аэробного биоразложения исследуемого 
вещества, определяется путем измерения неорганического углерода, образованного в тестовом сосуде 
сверх того, что было получено в пустых контрольных сосудах, содержащих только инокулированную 
среду. Степень биоразложения выражается в виде процента от теоретического максимума образования 
неорганического углерода (ТНУ), исходя из количества исследуемого вещества (в расчете на органиче­
ский углерод), добавленного первоначально.

3.1.2 Также могут быть измерены удаление РОУ и/или степень основного биоразложения иссле­
дуемого вещества [20].

3.2 Информация об исследуемом веществе

Для вычисления процента биоразложения должно быть известно содержание органического угле­
рода (масс, процент) в исследуемом веществе, измеренное или рассчитанное из его химической струк­
туры. В случае летучих исследуемых веществ, для определения подходящего соотношения свободного 
пространства и объема жидкости, необходимо измерить или рассчитать константу Генри. Информация 
о токсичности исследуемого вещества для микроорганизмов полезна при выборе соответствующей те­
стовой концентрации и для интерпретации результатов, свидетельствующих о незначительном биоло­
гическом разложении: рекомендуется также проводить контроль ингибирования, если не известно, что 
исследуемое вещество не подавляет деятельность микроорганизмов (см. 4.10).

3.3 Применимость метода

Метод применим для растворимых в воде и нерастворимых веществ, для которых в свою оче­
редь должна обеспечиваться хорошая дисперсия вещества. Рекомендуется использовать соотноше­
ние свободного пространства к объему жидкости, равное 1:2, летучие вещества с константой Генри до 
50 Па ■ м3 моль-1 могут тестироваться, если содержание вещества в свободном пространстве сосуда 
не будет превышать 1 % [13]. Меньший объем свободного пространства может использоваться при 
тестировании веществ, которые являются более летучими, но их биодоступность может быть ограни­
чена, особенно если они плохо растворимы в воде. Исполнители должны убедиться, что соотношение 
свободного пространства и объема жидкости, и концентрация исследуемого вещества таковы, что для 
полного аэробного биоразложения доступно достаточное количество кислорода (например, избегать 
использования высоких концентраций субстрата и малых объемов свободного пространства).

3.4 Референтное (стандартное) вещество

Для проверки тестовых процедур параллельно должно быть протестировано стандартное веще­
ство с известной биоразлагаемостью. Для этой цели при тестировании растворимых в воде исследу­
емых веществ могут использоваться анилин, бензоат натрия или этиленгликоль и при тестировании 
плохо растворимых веществ —1-октанол [13]. Биоразложение данных веществ должно достигать более 
60 % от ТНУ в течение 14 дней.
2
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3.5 Воспроизводимость

3.5.1 При рекомендуемых условиях, в том числе при концентрации 20 мг ■ С/л, были получены 
следующие результаты:

Т а б л и ц а  1 — Показатели воспроизводимости при концентрации 20 мг • С/л

Исследуемое вещество Среднее биоразложение, %, 
28 дней Коэффициент вариации, % Количество лабораторий

Анилин 90 16 17

1-октанол 85 12 14

3.5.2 Межпабораторная изменчивость (воспроизводимость) для анилина была низкой с коэффи­
циентами вариации не более 5 % почти для всех выполнений теста. В двух случаях, в которых воспро­
изводимость была хуже, большая изменчивость наблюдалась, вероятно, из-за высокого образования 
НУ в контрольных пробах. Воспроизводимость была хуже для 1-октанола, но также менее 10 % для 
79 % выполнений теста. Такая большая межпабораторная изменчивость может быть связана с ошиб­
ками при дозировании, поскольку в закупоренные сосуды необходимо было добавлять малые объемы 
(от 3 до 4 мкл) 1-октанола. Большие коэффициенты вариации получают, когда используются низкие 
концентрации исследуемого вещества, особенно при концентрациях ниже 10 мг • С/л. Это может быть 
частично решено за счет снижения концентрации общего неорганического углерода (ОНУ) в инокуляте.

3.5.3 В межпабораторном тесте ЕС с пятью поверхностно-активными веществами в концентра­
ции 10 мг ■ С/л были получены следующие результаты:

Т а б л и ц а  2 — Показатели воспроизводимости при концентрации 10 мг • С/л

Исследуемое вещество Среднее биоразложение, 
%, 28 дней

Коэффициент 
вариации, %

Количество
лабораторий

Тетрапропиленбензол-сульфонат 17 45 10

Диизоокгилсульфо-сукцинат (анионный) 72 22 9

Гексадецилтриметил-аммоний хлорида (катионный) 75 13 10

Изононилфенол (этоксилат)9 (неионный) 41 32 10

Кокоамидпропилдиметил гидроксисульфобетаин 
(амфотерный) 60 23 11

Результаты показывают, что, как правило, изменчивость была выше для менее склонных к раз­
ложению ПАВ. Внутритестовая изменчивость была менее 15 % для более, чем 90 % случаев, самая 
высокая изменчивость достигала от 30 % до 40 %.

П р и м е ч а н и е  — Большинство поверхностно-активных веществ представляют собой смесь изомеров, го­
мологов и пр., которые разлагаются после различных лаг-фаз и с разными кинетическими скоростями, в результате 
получаются «размытые» сглаженные кривые так, что проходное значение 60 % может не достигаться в течение 
10-дневного интервала, хотя для каждого отдельного вида молекул в индивидуальном испытании, биоразложение 
достигнет > 60 % в течение 10 дней. Подобное может также наблюдаться и для других сложных смесей.

4 Описание метода
4.1 Оборудование

В тесте используется стандартное лабораторное оборудование, а также:
- стеклянные бутылки, с пробками из бутилкаучука и алюминиевыми обжимными устройствами. 

Рекомендуемый полезный объем — 125 мл, общий объем — около 160 мл [в этом случае объем каждой 
бутылки должен быть (160 ± 1) мл]. Меньший размер бутылки может использоваться, когда результаты 
удовлетворяют условиям, описанным в 7.5, 7.6;

- анализатор углерода или другое оборудование (например, газовый хроматограф) для измерения 
неорганического углерода;

з
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- шприцы высокой точности для подготовки газообразных и жидких проб;
- орбитальный шейкер с контролируемой температурой среды;
- оборудование для поставки воздушной смеси, очищенной от С02. Смесь может быть подготов­

лена путем пропускания воздуха через гранулы натронной извести или может использоваться газовая 
смесь 80 % N^20 % 0 2 (по выбору) (см. 4.12);

- устройство для мембранной фильтрации, размер пор от 0,20 до 0,45 мкм (по выбору);
- анализатор органического углерода (по выбору).

4.2 Реагенты

Используются реагенты аналитической чистоты.

4.3 Вода

Используется дистиллированная или деионизированная вода с содержанием общего органиче­
ского углерода менее или равной 1 мг/л, что должно составлять более или равной 5 % от первона­
чального содержания органического углерода, введенного в тесовый сосуд с рекомендованной дозой 
исследуемого вещества.

4.4 Основные растворы для приготовления минеральных сред

Основные растворы и минеральные среды аналогичны растворам и средам, используемым в [16] 
и [20].

Использование высокой концентрации хлорида аммония (2,0 г/л вместо 0,5 г/л) необходимо толь­
ко в самых исключительных случаях, например, когда концентрация исследуемого вещества более 
40 мг • С/л. Основные растворы следует хранить в холодильнике и утилизировать по истечении шести 
месяцев или ранее, если наблюдаются признаки образования осадка или микробного роста. Готовят 
следующие основные растворы:

1) Калия дигидрофосфат (КН2Р04) — 8,50 г;
Дикалия гидрофосфат (К2НР04) — 21,75 г;
Динатрия гидрофосфат дигидрат (Na2HPO4-0,2H2O) — 33,40 г;
Хлорид аммония (NH4CI) — 0,5 г.
Растворяют в воде и доводят до 1 л. pH данного раствора должен составлять (7,4 ± 0,2). Если это 

не так, готовят новый раствор.
2) Кальция хлорид дигидрат (СаС12 ■ 0,2Н2О) — 36,40 г.
Растворяют в воде и доводят до 1 литра.
3) Магния сульфат гептагидрат (MgS04 ■ 0,7Н2О) — 22,50 г.
Растворяют в воде и доводят до 1 литра.
4) Железа (III) хлорид гексагидрат (FeCI3 ■ 0,6Н2О) — 0,25 г.
Растворяют в воде, доводят до 1 литра и добавляют одну каплю концентрированного раствора.

4.5 Подготовка минеральной среды

Смешивают 10 мл раствора [1] с приблизительно 800 мл воды (см. 3.3), затем добавляют 1 мл 
растворов [2], [3] и [4] и доводят водой до 1 литра (см. 3.3).

4.6 Прочие реагенты

Концентрированная ортофосфорная кислота (НзРО^ (более 85 % массы к объему).

4.7 7М раствор гидроксида натрия

Растворяют 280 г гидроксида натрия (NaOH) в 1 литре воды (см. 3.3). Определяют концентрацию 
растворенного неорганического углерода в данном растворе и используют данное значение при рас­
чете результатов испытания (см. 5.7 и 6.3), особенно с учетом критериев достоверности (см. 6.5). Если 
концентрация растворенного неорганического углерода слишком высока, готовят свежий раствор.

4.8 Исследуемое вещество

Готовят основной раствор исследуемого вещества в воде (см. 3.3) или в тестовой среде (см. 3.5) 
в концентрации предпочтительно в 100 раз больше, чем окончательная концентрация, используемая в
4
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испытании; может быть необходимо отрегулировать pH основного раствора. Основной раствор необхо­
димо добавить к минеральной среде для получения окончательной концентрации органического угле­
рода от 2 и 40 мг ■ С/л, предпочтительно 20 мг ■ С/л. Если получаются концентрации ниже указанных, 
то, возможно, была нарушена точность. Растворимые и нерастворимые жидкие вещества могут быть 
добавлены непосредственно в тестовые сосуды с помощью шприцев высокой точности. Для плохо рас­
творимых и нерастворимых веществ может потребоваться специальная подготовка [25].

Примеры
1 Прямое добавление навесок известной массы.
2 Предварительное ультразвуковое диспергирование.
3 Диспергирование с помощью эмульгаторов, предварительно необходимо установить, мо­

гут ли эмульгапюры оказывать ингибирующее или стимулирующее воздействие на активность 
микроорганизмов.

4 Адсорбция жидких исследуемых веществ или растворение в подходящем летучем раствори­
теле, на инертных средах или носителях (например, фильтре из стекловолокна), с последующим ис­
парением растворителя, при использовании, и прямом добавлении известных количеств вещества.

5 Добавление известного объема раствора исследуемого вещества в легко летучем раствори­
теле в пустой тестовый сосуд, с последующим испарением растворителя.

Материалы или растворители, используемые в примерах 3, 4 и 5, должны быть исследованы на 
любое ингибирующее или стимулирующее воздействие на активность микроорганизмов (см. 5.3).

4.9 Референтное (стандартное) вещество

Готовят основной раствор (растворимого) стандартного вещества в воде (см. 3.3) в концентрации 
предпочтительно в 100 раз больше, чем окончательная концентрация, которая будет использоваться 
(20 мг ■ С/л) в испытании.

4.10 Проверка на ингибирование

Исследуемые вещества часто не демонстрируют значительного разложения в условиях испыта­
ния на биоразложение. Одной из возможных причин является то, что исследуемое вещество может 
быть ингибитором инокулята в концентрации, используемой в испытании. Проверка на ингибирование 
может быть включена в структуру испытания для облегчения идентификации (в ретроспективе) ингиби­
рования, как возможной причины или способствующего фактора низкого биоразложения. В альтерна­
тивном случае проверка на ингибирование может исключить подобное влияние и продемонстрировать, 
что нулевое или незначительное ухудшение объясняется исключительно неподатливостью исследуе­
мого вещества к микробиологическому воздействию в условиях испытания. Для получения информа­
ции о токсичности исследуемого вещества для (аэробных) микроорганизмов готовят раствор в тестовой 
среде, содержащей исследуемое вещество и стандартное вещество (см. 3.5), каждое в добавленной 
тестовой концентрации соответственно (см. 4.8 и 4.9).

4.11 Прививочны й материал (инокулят)

4.11.1 Инокулят может быть получен из различных источников: активный ил; сточные воды (не- 
хпорированные); поверхностные воды и почвы; или из смеси данных источников [20]. Биологическая 
активность источника должна быть проверена с помощью стандартного вещества. Независимо от ис­
точника, микроорганизмы, ранее подвергавшиеся воздействию исследуемого вещества, не должны ис­
пользоваться, если процедура будет использоваться в качестве теста на биоразлагаемость.

П р и м е ч а н и  е — Активный ил и сточные воды, содержащие патогенные микроорганизмы, необходимо ис­
пользовать с осторожностью.

4.11.2 Исходя из имеющегося опыта, оптимальный объем инокулята должен:
- быть достаточным для обеспечения необходимой деятельности микроорганизмов;
- обеспечивать разложение стандартного вещества до установленного уровня (см. 6.5);
- образовывать от 102 до 105 колониеобразующих единиц на миллилитр в конечной смеси;
- давать концентрацию 4 мг/л взвешенных веществ в конечной смеси при использовании актив­

ного ила; концентрации до 30 мг/л также могут использоваться, но это может значительно увеличить 
выделение С 0 2 в контрольных пробах;

- составлять менее 10 % от исходной концентрации органического углерода, вносимого с иссле­
дуемым веществом;

- составлять от 1 до 10 мл инокулята на 1 л. исследуемого раствора.
5
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4.12 Активный ил

4.12.1 Свежий активный ил отбирается из аэротенка станции очистки сточных вод или лабора­
торной установки, перерабатывающей преимущественно бытовые сточные воды. При необходимости, 
крупные частицы можно удалить путем просеивания (например, используя 1 мм2 сито), до использова­
ния ил содержат в аэробных условиях.

4.12.2 Кроме того, после удаления крупных частиц ил отстаивают или центрифугируют (напри­
мер, 1100 g (11000 м/с2) в течение 10 минут). Удаляют поверхностную жидкость. Ил можно промыть в 
минеральном растворе. Концентрированный ил суспендируют в минеральной среде до концентрации 
от 3 до 5 г взвешенных твердых частиц/л. Затем проводят аэрацию в течение необходимого времени.

4.12.3 Образец ила необходимо отбирать на станции очистки сточных вод, работающей в стан­
дартном режиме. Если ил отбирают на станции интенсивной очистки, или он может содержать ингиби­
торы, его необходимо промыть. После тщательного перемешивания ресуспендированный ил осаждают 
или центрифугируют, поверхностную жидкость удаляют и повторно суспендируют промытый ил в мине­
ральной среде. Данную процедуру повторяют, пока ил не будет полностью очищен от избытка субстрата 
или ингибитора.

4.12.4 После того, как достигается полное ресуспендирование, или из необработанного ила, не­
посредственно перед использованием отбирают образец для определения сухого веса взвешенных 
веществ.

4.12.5 В дальнейшем активный ил гомогенизируют (от 3 до 5 г взвешенных твердых частиц/л). 
Ил обрабатывают в блендере в течение 2 минут на средней скорости. Ил, обработанный в блендере, 
осаждают в течение 30 минут или дольше, при необходимости, и сливают жидкость для использования 
в качестве посевного материала в количестве около 10 мг/л минеральной среды.

4.12.6 Дальнейшее снижение образования С 02 в пустых контрольных пробах может быть до­
стигнуто путем аэрации ила в течение ночи воздухом, не содержащим С02. В качестве концентрации 
посевного материала для данного испытания используют 4 мг/л твердых частиц активного ила [13].

4.13 Вторичные сточные воды

4.13.1 В альтернативном случае инокулят может быть получен из вторичных отстойников очист­
ных сооружений или лабораторной установки, перерабатывающей преимущественно бытовые сточные 
воды. Образец содержат в аэробных условиях и используют непосредственно в день отбора или, при 
необходимости, проводят предварительную подготовку. Необходимо пропустить образец через фильтр 
грубой очистки для удаления взвешенных частиц и затем измерить pH.

4.13.2 Для снижения содержания неорганического углерода, фильтрат барботируют воздухом, не 
содержащим С02 (см. 4.1), в течение 1 ч с использованием ортофосфорной кислоты для поддержания 
pH на уровне 6,5 (см. 4.6). pH приводят к первоначальному значению гидроксидом натрия (см. 4.7), и по­
сле отстаивания в течение приблизительно 1 ч подходящий объем поверхностной жидкости отбирается 
для инокуляции. Данная процедура барботирования снижает содержание неорганического углерода в 
инокуляте. Например, когда максимальный рекомендуемый объем отфильтрованного обработанного 
образца (100 мл) на литр использовался в качестве посевного материала, количество НУ, присутству­
ющего в контрольных сосудах, находилось в диапазоне от 0,4 до 1,3 мг/л [14], что соответствует от 2 % 
до 6,5 % С исследуемого вещества при 20 мг ■ С/л и от 4 % до 13 % — при 10 мг ■ С/л.

4.14 Поверхностные воды

Образец отбирают из соответствующих поверхностных вод. Образец следует содержать в аэроб­
ных условиях и использовать в день отбора. При необходимости, образец можно сконцентрировать 
путем фильтрации или центрифугирования. Объем инокулята, используемый для каждого тестового 
сосуда, должен соответствовать критериям, приведенным в 4.12.

4.15 Почва

Образец почвы отбирают из соответствующих почв, собранных на глубине до 20 см ниже уровня 
поверхности. Перед просеиванием через 2 мм сито необходимо удалить из образца камни, остатки рас­
тений и беспозвоночных (если образец слишком влажный для просеивания, его частично сушат на воз­
духе). Образец следует содержать в аэробных условиях и использовать в день отбора (если образец 
перевозится в неплотно закрытом черном полиэтиленовом пакете, его можно хранить при температуре 
от 2 °С до 4 °С в пакете в течение не более одного месяца).
6
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4.16 Предварительная подготовка посевной культуры (инокулята)

Посевная культура может быть предварительно подготовлена к условиям испытания, но не адап­
тирована к исследуемому веществу. Предварительная подготовка позволяет снизить образование С 02 
в контрольных пробах. Предварительная подготовка состоит из аэрации активного ила после разведе­
ния в тестовой среде до 30 мг/л влажным не содержащим С02 воздухом в течение от пяти до семи дней 
при температуре испытания.

5 Порядок проведения испытания

5.1 Количество тестовых сосудов

5.1.1 Количество сосудов (см. 4.1), необходимое для испытания, будет зависеть от частоты ана­
лиза и продолжительности испытания.

5.1.2 Рекомендуется проводить анализ трех параллельных проб (трех сосудов) по прошествии 
достаточного количества временных интервалов так, чтобы мог быть определен десятидневный интер­
вал. Кроме того, по крайней мере пять тестовых сосудов (см. 4.1) из групп а, b и с (см. 5.3.2) анализиру­
ют по окончании испытания для оценки 95 % доверительного интервала для расчета среднего значения 
биоразложения в процентах.

5.2 Инокулюм

Посевная культура используется в концентрации 4 мг/л сухого остатка активного ила. Достаточное 
количество привитой среды готовят непосредственно перед использованием, например, путем добав­
ления 2 мл подготовленного активного ила (см. 4.12) с концентрацией 2000 мг/л к 1 л среды из мине­
ральных солей (см. 4.5). При использовании вторичных сточных вод добавляют до 100 мл сточных вод 
(см. 4.13) к 900 мл среды из минеральных солей (см. 4.5) и доводят до 1 л средой.

5.3 Подготовка сосудов

5.3.1 Аликвоты привитой среды разливают в параллельные сосуды для достижения соотношения 
объема свободного пространства к объему жидкости 1:2 (например, добавляют 107 мл в 160 мл сосу­
ды). Могут использоваться другие соотношения. При использовании любого типа посевной культуры, 
необходимо обеспечить надлежащее перемешивание привитой среды для ее равномерного распреде­
ления в тестовых сосудах.

5.3.2 Готовят следующий набор сосудов (см. 4.4):
a) тестовые сосуды (обозначают как FT), содержащие исследуемое вещество;
b) контрольные сосуды (обозначают как FB), содержащие только тестовую среду и инокулят; лю­

бые химические вещества, растворители, агенты или фильтры из стекловолокна, используемые для 
введения исследуемого вещества в испытательные сосуды, также необходимо добавлять;

c) сосуды (обозначают как FC), содержащие стандартное вещество, для проверки процедуры 
испытания;

d) при необходимости сосуды (обозначают как FI), содержащие исследуемое и стандартное ве­
щества в тех же концентрациях, как в сосудах FT и FC соответственно;

e) сосуды (обозначают как FS) для проверки возможного абиотического разложения как 1+50 мг/л 
HgCI2 или стерилизованных каким-либо другим способом (например, в автоклаве).

5.3.3 Растворимые в воде исследуемые вещества и стандартные вещества добавляют в виде 
основных водных растворов (см. 4.9, 4.10, 4.11) для получения концентрации от 10 до 20 мг ■ С/л.

5.3.4 Нерастворимые исследуемые и нерастворимые стандартные вещества добавляют в сосуды 
различными способами (см. 4.8) в зависимости от природы вещества, до или после добавления при­
витой среды, в зависимости от метода обработки данного вещества. Если используется одна из про­
цедур, приведенных в пункте 4.8, то контрольные сосуды FB (см.5.3.2) следует рассматривать таким же 
образом, но за исключением исследуемого или стандартного веществ.

5.3.5 Летучие исследуемые вещества должны вводиться в герметически закрытые сосуды 
(см. 5.3.8) с помощью микрошприцев. Доза рассчитывается на основании введенного объема и плот­
ности вещества.

5.3.6 Вода должна добавляться в сосуды, при необходимости, для достижения одинакового объ­
ема жидкости в каждом сосуде. Необходимо убедиться, что соотношение свободного пространства и
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жидкой фазы (обычно 1:2) и концентрация исследуемого вещества таковы, что в свободном простран­
стве доступно количество кислорода, достаточное для обеспечения полного биоразложения.

5.3.7 Затем все сосуды закрывают, например, с бутилкаучуковыми пробками и алюминиевыми 
колпачками. Летучие исследуемые вещества должны быть добавлены на данном этапе (см. 5.3.4). Для 
проведения контроля снижения концентрации РОУ в тестовом растворе, анализа начальной концен­
трации НУ (стерильные контрольные пробы, см. 5.3.2) или других показателей из тестового сосуда от­
бирают соответствующую пробу. Тестовые сосуды и их содержимое затем исключаются из испытания.

5.3.8 Герметически закрытые сосуды размещают на ротационном шейкере (15 г) со скоростью 
встряхивания, достаточной для хорошего перемешивания содержимого бутылок и поддержания су­
спензии (например, от 150 до 200 оборотов в минуту), и инкубируют в темноте при температуре 20 °С, 
поддерживаемой на уровне ±1 °С.

5.4 Отбор проб

Способ отбора проб будет зависеть от лаг-фазы и кинетической скорости биоразложения иссле­
дуемого вещества. Сосуды исключают из испытания в день отбора пробы, который должен проходить, 
как минимум, один раз в неделю или чаще (например, два раза в неделю), если требуется полная кри­
вая биоразложения. Для этого необходимое количество параллельных сосудов, представляющих FT, 
FB и Fc, и, если используются, F, и Fs, извлекают из шейкера (см. 5.3). Испытание обычно проводят в 
течение 28 дней. Если кривая биоразложения показывает, что плато-фаза была достигнута ранее, чем 
через 28 дней, испытание может быть закончено раньше. Отбирают пробы из пяти сосудов, оставшихся 
на 28 день испытания, для анализа используют результаты для расчета доверительного интервала или 
коэффициента вариации для биоразложения в процентах. Пробы из сосудов для проверки на ингиби­
рование и для абиотического разложения не должны отбираться так же часто, как из других сосудов, 
достаточно отбирать пробы в первый и 28 день испытания.

5.5 Анализ содержания неорганического углерода (НУ)

5.5.1 Образование С 02 в сосудах определяется путем измерения увеличения концентрации не­
органического углерода (НУ) в период инкубации. В данном испытании для измерения количества об­
разовавшегося НУ рекомендуется использовать два метода, описание которых приведено ниже. По­
скольку методы могут давать немного разные результаты, в ходе испытания необходимо использовать 
только один метод.

5.5.2 Метод (а) рекомендуется, если в среде могут содержаться остатки, например, стеклянной 
фильтровальной бумаги и/или нерастворимые исследуемые вещества. Данный анализ может выпол­
няться с помощью газового хроматографа, если использование анализатора углерода недоступно. 
Важно, чтобы сосуды находились при температуре испытания или близкой температуре при проведе­
нии анализа газа в свободном пространстве. Метод [Ь] может быть проще для лабораторий, использу­
ющих анализатор углерода для измерения НУ. Важно, чтобы раствор гидроксида натрия (см. 4.7) для 
преобразования С 02 в карбонат был либо свежеприготовленным, либо было известно содержание в 
нем НУ для учета при расчете результатов испытания (см. 6.5).

5.6 Метод (а): подкисление до pH < 3

5.6.1 Перед каждой серией анализов анализатор НУ калибруется с использованием соответству­
ющих стандартных веществ по НУ (например, 1 масс. % С02 в N2). Концентрированная ортофосфор- 
ная кислота (см. 4.6) вводится через мембрану каждого сосуда для снижения pH среды менее трех 
(например, добавляют 1 мл на 107 мл тестовой среды). Сосуды помещают обратно в шейкер. После 
встряхивания в течение 1 часа при температуре испытания сосуды извлекают из шейкера, аликвоты 
(например, 1 мл) газа отбираются из свободного пространства каждой бутылки и вводятся в анализатор 
НУ. Измеренные концентрации НУ регистрируют в виде мг ■ С/л.

5.6.2 Принцип настоящего метода заключается в том, что после подкисления до pH < 3 и установ­
ления равновесия при 20 °С, константа равновесия для распределения С 02 между жидкой и газовой 
фазами в тестовом сосуде равна единице при измерении в виде концентрации [13]. Это должно быть 
подтверждено для тестовой системы как минимум один раз следующим образом:

Готовят сосуды, содержащие 5 и 10 мг/л НУ с использованием раствора безводного карбоната 
натрия (Ыа2С 03) в воде, не содержащей С02 и подкисленной до pH 6,5 концентрированным раствором 
ортофосфорной кислотой (см. 4.6), барботируют в течение ночи воздухом, не содержащим С 02, и по-
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вышают pH до нейтрального значения путем добавления щелочи. Обеспечивают, чтобы соотношение 
объема свободного пространства и объема жидкости было таким же, как в испытаниях (например, 1:2). 
Подкисляют и приводят к равновесию, как описано в 5.6, и измеряют концентрации НУ в свободном про­
странстве и жидкой фазе. Проверяют, что концентрации одинаковы в пределах ошибки эксперимента. 
Если это не так, исполнитель должен пересмотреть тестовые процедуры.

Эта проверка на распределение НУ между жидкой и газовой фазами не обязательно должна про­
водиться каждый раз, когда проводится испытание; она предположительно может быть проведена при 
выполнении калибровки.

5.6.3 Если необходимо измерять удаление РОУ (только для растворимых в воде исследуемых 
веществ), отбирают пробы жидкой фазы из разных сосудов (неподкисленных), фильтруют через мем­
бранные фильтры и вводят в анализатор РОУ. Данные сосуды могут быть использованы для других 
анализов, в случае необходимости — для измерения основного биологического разложения.

5.7 Метод (Ь): конвертация С02 в карбонат

5.7.1 Перед каждой серией анализов, анализатор НУ калибруется с помощью соответствующего 
стандарта, например, раствором бикарбоната натрия (NaHC03) в воде, не содержащей С02 (см. 5.6.2), 
в диапазоне от 0 до 20 мг/л, как для НУ. Раствор гидроксида натрия (7М, по 4.7) (например, 1 мл на 
107 мл среды) вводится через мембрану в каждый тестовый сосуд, и сосуды встряхивают в течение 1 ч 
при температуре испытания. Используют тот раствор гидроксида натрия, что и для прочих анализов в 
этот день испытания. Если для всех проб требуются абсолютные пустые значения НУ, определения НУ 
для раствора гидроксида натрия необходимо проводить каждый раз при его использовании. Сосуды 
извлекают из шейкера и позволяют среде осесть. Из каждого сосуда шприцем отбирают подходящие 
объемы (например, от 50 до 1000 мкл) жидкой фазы. Образцы вводят в анализатор неорганическо­
го углерода и регистрируют концентрации НУ. Необходимо убедиться, что используемый анализатор 
оборудован соответствующим образом для работы с щелочными образцами, получаемыми в данном 
методе.

5.7.2 Принцип настоящего метода заключается в том, что после добавления щелочи и встря­
хивания, концентрация НУ в свободном пространстве сосуда ничтожно мала. Это должно быть под­
тверждено для тестовой системы, хотя бы один раз с использованием стандартных веществ (по НУ), 
после добавления щелочи и достижения равновесия концентрации НУ измеряют в жидкой и газовой 
фазе (см. 5.6.2). Концентрация в свободном пространстве должна приближаться к нулю. Подобная про­
верка на практически полное поглощение С 02 не должна проводиться каждый раз при проведении 
испытания.

5.7.3 Если необходимо измерять удаление РОУ (только для растворимых в воде исследуемых 
веществ), пробы необходимо отбирать из жидкой фазы разных сосудов (не содержащих добавленной 
щелочи), фильтровать через мембрану и подавать в анализатор РОУ. Эти сосуды могут использоваться 
для других анализов, при необходимости, для измерения основного биологического разложения.

6 Данные и отчет о проведении испытания

6.1 Расчет результатов испытания

6.1.1 Предполагая, что происходит 100 % минерализации исследуемого вещества до С 02, ТНУ 
сверх того, что проводится в контрольной пробе, равен ООУ, добавляемому к каждому тестовому со­
суду в начале испытания, то есть:

ТНУ равно ООУ.
Общая масса (мг) неорганического углерода (ОНУ) в каждом сосуде:
ОНУ = (мг С в жидкости + мг С в свободном пространстве)

ону = (\4-с,)+(\/н .сн), (D
где VL — объем жидкости в сосуде, л;

CL — концентрация НУ в жидкости, мг/л углерода;
VH — объем свободного пространства, л;
Сн — концентрация НУ в свободном пространстве, мг/л углерода.

Расчет ОНУ для двух аналитических методов, используемых для измерения НУ в данном испыта­
нии, приведены ниже в 6.2 и 6.3.
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Процент биоразложения %D в каждом конкретном случае определяется по формуле

о/ор  = Ш £ г -Т 1 С ь ) ,100
тос (2)

где Т1С( — ОНУ в тестовом сосуде в момент времени t, мг;
TICb — среднее значение ОНУ в контрольной пробе в момент времени t, мг;
ТОС — ООУ, первоначально добавленное в тестовый сосуд, мг.

Процент биоразложения %D рассчитывается для исследуемого FT, стандартного Fc веществ и 
контроля ингибирования F,, при необходимости, из соответствующих количеств ОНУ, получаемых для 
каждого времени отбора проб.

6.1.2 Если в стерильной контрольной пробе происходит значительное увеличение содержания 
ОНУ Fs в течение всего периода испытания, можно сделать вывод, что происходит абиотическая де­
градация исследуемого вещества, и это необходимо принимать во внимание при расчете D по форму­
ле (2).

6.2 Подкисление до pH < 3

Поскольку подкисление до pH < 3 и установление равновесия приводят к выравниванию концен­
трации ОНУ в жидкой и газовой фазах, необходимо измерять только концентрацию НУ в газовой фазе. 
Таким образом, из формулы (1):

ОНУ = (yL+vH) c H=vB cH,

где VB — объем тестового сосуда.
(3)

6.3 Перевод С 02 в карбонат

В данном методе расчеты выполняются как в формуле (1), но не принимается в расчет незначи­
тельное количество НУ в газовой фазе, то есть

vH cH = о ,

ОНУ = Vj_ ■CL

(4)

(5)

6.4 Выражение результатов

6.4.1 Кривую биоразложения получают путем построения графика зависимости биоразложе­
ния D в % от времени инкубации и, если возможно, обозначают на ней лаг-фазу, фазу биоразложения, 
10-дневный интервал и плато-фазу, то есть фазу, в которой достигается максимальное разложение 
и кривая биоразложения выравнивается. Если для параллельных тестовых сосудов получены сопо­
ставимые результаты FT (различие менее 20 %), строят кривую по средним значениям (приложение А, 
рисунок А.1); если нет, кривые строят для каждого сосуда. Определяют среднее значение биоразложе­
ния (в процентах) в плато-фазе или оценивают наибольшее значение (например, когда кривая убывает 
в плато-фазе), но важно отметить, что в последнем случае наибольшее значение не должно являть­
ся отклоняющимся значением (выбросом). В отчете о проведении испытания максимальный уровень 
биоразложения определяют как «степень биоразложения исследуемого вещества». Если количество 
тестовых сосудов оказалось недостаточным для выявления плато-фазы, данные, измеренные в по­
следний день испытания, используют для расчета среднего значения. Данное последнее значение, 
среднее для пяти параллельных проб, служит для определения точности, с которой был определен 
процент биоразложения. Также указывают значения, полученные по окончании 10-дневного интервала.

6.4.2 Таким же образом строят кривую для стандартного вещества Fc и для пробы для проверки 
абиотического удаления Fs, и контроля ингибирования Fs.

6.4.3 Количество ОНУ в контрольной пробе (Fe) регистрируется также, как для абиотической про­
верки Fs, если данные пробы были включены в испытание.

6.4.4 Вычисляют D для сосудов F, на основании теоретического выхода НУ, ожидаемого только
U  - d2f )

от стандартного компонента смеси. Если на 28 день - -  — -100 >25%, можно предположить, что
° fc

исследуемое вещество ингибирует активность посевной культуры, и это может учитываться при малых
ю
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значениях DFT, полученных в условиях испытания. В этом случае испытание можно повторить с ис­
пользованием наименьшей тестовой концентрации и, желательно, снизив содержание РНУ в посевной 
культуре и ОНУ, образуемого в контрольной пробе, поскольку наименьшая концентрация будет в свою 
очередь снижать точность метода. В альтернативном случае, может использоваться другая посевная 
культура.

Если в сосуде Fs (абиотическая проверка) наблюдается значительное увеличение (более 10 %) 
количества ОНУ, возможно, происходят следующие абиотические процессы разложения:

- процент разложения в сосудах Fc, содержащих контрольное вещество;
- процент разложения в сосудах Ft.

6.5 Достоверность результатов

6.5.1 Испытание признается достоверным, если:
- средний процент биоразложения в сосудах Fc, содержащих стандартное вещество более 60 % 

на 14 день инкубации, и
- среднее количество ОНУ, присутствующее в контрольной пробе FB по окончании испытания бо­

лее 3 мг ■ С/л.
Если данные ограничения не соблюдаются, испытание необходимо повторить с посевной культу­

рой из другого источника и/или пересмотреть используемые процедуры. Например, если в испытании 
получают высокие контрольные значения НУ, необходимо использовать процедуру, приведенную в 4.12.

6.5.2 Если разложение исследуемого вещества не достигает 60 % ТНУ и было показано, что ин­
гибирование не происходит (см. 6.4), испытание можно повторить с повышенной концентрацией посев­
ной культуры (до 30 мг/л активного ила и 100 мл стоков/л) или посевной культурой из другого источника, 
особенно если значение разложения находилось в диапазоне от 20 % до 60 %.

6.6 Интерпретация результатов

6.6.1 Биоразложение более 60 % ТНУ в 10-дневный интервал в настоящем испытании показы­
вает, что исследуемое вещество легко поддается биологическому разложению в аэробных условиях.

6.6.2 Если проходное значение 60 % ТНУ не достигается, определяют значение pH среды в со­
суде, которое не должно быть кислотным или щелочным; значение менее 6,5 может означать, что про­
изошла нитрификация. В таком случае анализ повторяют с более высокой концентрацией буферного 
раствора.

6.7 Отчет о проведении испытания

6.7.1 Составляют таблицу D (в процентах) для каждого исследуемого вещества (Fr), стандарт­
ного вещества (Fc) и контроля ингибирования (Fj), если он проводится, для каждого дня испытания. 
Если для каждой параллельной пробы получены сопоставимые результаты, строят график зависимо­
сти средних значений D (в процентах) от времени. Регистрируют количество ОНУ в контрольных пробах 
(Fs) и РОУ и/или другие показатели в стерильных контрольных пробах (Fs) и их процентное удаление.

6.7.2 Определяют среднее значение D (в процентах) в плато-фазе или используют наибольшие 
значения, если кривая разложения убывает в плато-фазе, и рассматривают это значение как «степень 
биоразложения исследуемого вещества». Необходимо учитывать, что в последнем случае наибольшее 
значение не должно быть отклоняющимся значением (выбросом).

6.7.3 Отчет о проведении испытания должен содержать следующую информацию:
Исследуемое вещество:
- общепринятое наименование, химическое наименование, номер CAS, структурную формулу и 

соответствующие физико-химические свойства;
- чистота (примеси) исследуемого вещества.
Условия проведения испытания:
- ссылка на настоящее руководство;
- описание используемой тестовой системы (например, объем сосуда, соотношения объема жид­

кости и свободного объема в сосуде, метод перемешивания и т. д.);
- использование исследуемого и стандартного веществ в тестовой системе: используемая кон­

центрация и количество углерода, добавленная в каждый сосуд; любое использование растворителей;
- описание используемой посевной культуры (инокулята), предварительная обработка и предва­

рительная подготовка;
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- температура инкубации;
- подтверждение принципа анализа содержания неорганического углерода;
- основные характеристики используемого анализатора неорганического углерода (и любых дру­

гих используемых аналитических методов);
- количество параллельных проб.
Результаты:
- исходные данные и расчетные значения биологического разложения, представленные в таблич­

ной форме;
- график зависимости разложения (в процентах) от времени для исследуемого и стандартного 

веществ, лаг-фаза, фаза разложения, 10-дневный интервал и наклон кривой;
- процент удаления в плато-фазе, по окончании испытания и по прошествии 10-дневного интервала;
- причины признания результатов испытаний непригодными;
- любые другие сведения, имеющие отношение к процедуре испытания;
- обсуждение результатов.
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Приложение А 
(справочное)

Пример кривой биоразложения
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