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Введение
Поскольку сброженный осадок используется с относительно высокой концентрацией 

исследуемого вещества и продолжительность испытания обычно больше, чем время его пребывания 
в анаэробных реакторах, условия теста не всегда соответствуют условиям анаэробных процессов, а 
также не применимы для оценки анаэробного биоразложения органических химических веществ в 
других условиях окружающей среды. Осадок подвергается воздействию исследуемого вещества до 
60 дней, что превышает обычное время нахождения осадка (от 25 до 30 дней) в анаэробных 
реакторах, хотя на промышленных объектах время нахождения может быть значительно больше. 
Прогнозы по результатам данного испытания не могут быть сделаны так убедительно, как в случае 
аэробного биоразложения, поскольку доказательства, накопленные для описания поведения 
исследуемых веществ в аэробных испытаниях и при моделировании испытаний также в аэробной 
среде, являются достаточными для установления связи с разложением; для анаэробной среды 
существует немного подобных доказательств. Можно предполагать, что полное анаэробное 
биоразложение происходит, если достигается уровень от 75 % до 80 % от теоретического выделения 
газа. Высокое соотношение содержания химического вещества к биомассе, используемое в данном 
испытании, означает, что химическое вещество, поступающее в анаэробный реактор, вероятно, будет 
разлагаться в подобных условиях. Кроме того, вещества, которые не могут быть переведены на газ в 
испытании, необязательно будут устойчивыми при более экологически реалистичных соотношениях 
вещество -  биомасса. Кроме того, происходят другие анаэробные реакции, в которых вещества могут 
хотя бы частично разлагаться, например, путем дехлорирования, но настоящий тест такие реакции не 
обнаруживает. Однако, применяя конкретные аналитические методы определения исследуемого 
вещества, можно контролировать его убывание (см. 2.1.3, 3.12.4, 4.2.2 и 4.8).

IV



ГОСТ 32475-2013

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 методом органических соединений в сброженном осадке сточных
вод в анаэробных условиях

Testing of chemicals of environmental hazard.
Anaerobic biodegradability of organic compounds in digested sludge

Дата введения -2014-08-01

1 Область применения
Настоящий стандарт описывает метод для оценки потенциального анаэробного биоразложения 

органических химических веществ при определенных условиях (например, в анаэробном реакторе в 
данный момент времени и при определенном диапазоне концентрации микроорганизмов).

2 Основные положения
2.1 Принцип метода
2.1.1 Промытый сброженный осадок1’ с низким (менее 10 мг/л) содержанием неорганического 

углерода (НУ) десятикратно разбавляют до получения общей концентрации твердых веществ от 1 до 
3 г/л и инкубируют в закупоренных сосудах с исследуемым веществом при температуре (35 ± 2) 
°С в концентрации от 20 до 100 мг содержания углерода на литр в течение не более 60 дней. 
Активность осадка оценивают с помощью параллельной холостой пробы, содержащей осадок в 
тестовой среде, но без исследуемого вещества.

2.1.2 Измеряют увеличение давления газовой фазы в сосуде в результате образования 
углекислого газа и метана. Большая часть образовавшегося С 02 будет растворяться в жидкой фазе 
или переходить в карбонат или гидрокарбонат в условиях испытания. Этот неорганический углерод
измеряется в конце испытания.

2.1.3 Количество углерода (неорганического и метана), полученного в результате 
биоразложения исследуемого вещества, рассчитывают из нетто образования газа и нетто 
образования НУ в жидкой фазе сверх образованного в пустых контрольных пробах. Степень 
биоразложения рассчитывают, исходя из общего полученного НУ и углерода в составе метана как 
процент от измеренного или рассчитанного количества углерода, добавленного в составе 
исследуемого вещества. Ход биоразложения можно отследить только путем промежуточных 
измерений образования газа. Кроме того, основное биоразложение может быть определено путем 
специальных анализов в начале и конце испытания.

П р и м е ч а н и е -  При пользовании настоящим стандартом целесообразно проверить действие 
ссылочных стандартов в информационной системе общего пользования -  на официальном сайте Федерального 
агентства по техническому регулированию и метрологии в сети Интернет или по ежегодному информационному 
указателю «Национальные стандарты», который опубликован по состоянию на 1 января текущего года, и по 
выпускам ежемесячного информационного указателя «Национальный стандарты» за текущий год. Если 
ссылочный стандарт заменен (изменен), то при пользовании настоящим стандартом следует руководствоваться 
заменяющим (измененным) стандартом. Если ссылочный стандарт отменен без замены, то положение, в 
котором дана ссылка на него, применяют в части, не затрагивающей эту ссылку.

Издание официальное

1) Сброженный осадок представляет собой смесь осажденных фаз сточных вод и активного ила, которые 
были инкубированы в анаэробном реакторе при температуре около 35 °С для снижения биомассы и запаха и 
обезвоживания. Осадок состоит из ассоциации анаэробных ферментативных и метанобразующих бактерий, 
продуцирующих углекислый газ и метан [11].

1
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2.2 Информация об исследуемом веществе
Для корректной интерпретации полученных результатов должны быть известны чистота, 

растворимость в воде, летучесть и адсорбционные характеристики исследуемого вещества. 
Содержание органического углерода (в процентах по массе) в исследуемом веществе должно быть 
рассчитано из его химической структуры или определено путем измерения. Для летучих исследуемых 
веществ необходимо знать измеренные или рассчитанные константы Генри в целях определения 
возможности использования теста. Для выбора соответствующей концентрации исследуемого 
вещества и интерпретации результатов, свидетельствующих о низкой способности к биоразложению, 
необходимы сведения о токсичности вещества для анаэробных бактерий. Рекомендуется также 
проводить контроль ингибирования, если только не известно, что исследуемое вещество не 
подавляет активность анаэробных микроорганизмов (см. 3.8 и [12]).

2.3 Применимость метода
Метод может использоваться для растворимых в воде химических веществ; он также может 

применяться для плохо растворимых и нерастворимых химических веществ, при условии, что 
используется метод точного дозирования, например, по [13]. Как правило, для летучих веществ 
решение принимается индивидуально. Могут быть созданы специальные условия, например, газ в 
течение испытания не выпускают.

2.4 Референтное (стандартное) вещество
Для проверки процедуры референтное вещество тестируют в параллельной пробе вместе с 

обычными тестовыми пробами. В качестве стандартных веществ могут использоваться фенол, 
бензоат натрия и полиэтиленгликоль 400, для которых ожидается биоразлагаемость более 60 % от 
теоретического выделения газа (например, по метану и неорганическому углероду) в течение 60 дней 
по [3], [14].

2.5 Воспроизводимость результатов испытаний
2.5.1 В международном межлабораторном тесте [14] была показана хорошая 

воспроизводимость при измерении давления газа в трех параллельных пробах. Относительное 
стандартное отклонение (коэффициент вариации КВ), как правило, составляло менее 20 %, хотя 
данное значение часто превышало 20 % в присутствии токсичных химических веществ или ближе к 
концу 60-дневного инкубационного периода. Более значительные отклонения были также 
обнаружены в пробах объемом менее 150 мл. Окончательные значения pH тестовой среды 
находились в диапазоне от 6,5 до 7,0.

2.5.2 В межпабораторном тесте были получены следующие результаты:

Т а б л и ц а  1 -  Результаты воспроизводимости

Иссле­
дуемое

вещество

Общге
деные,

Л1

Среднее 
разложение 
(из общих 

данных), %

Относи­
тельное 

стандарт-ное 
отклонение 

(из общих 
данных), %

Подтвер­
жденные
данные,

п2

Среднее 
разложение (из 

подтверж­
денных 

данных), %

Относи­
тельное 

стандарт-ное 
отклонение 

(из общих 
данных), %

Данные по 
>60% разло­

жения в 
подтвер­
жденных 
испыта­
ниях, /73

Пальмитинова 
я кислота 36 68,7 ± 30,7 45 27 72,2 ± 18,8 26 19 = 70%*

Полиэтилен­
гликоль 400 38 79,8 ± 28,0 35 29 77,7 ± 17,8 23 24 = 83%*

* В ПРОПОРЦИИ ОТ П2

2.5.3 Коэффициенты вариации средних значений для всех величин, полученных для 
пальмитиновой кислоты и полиэтиленгликоля 400, достигали 45 % (л = 36) и 35 % (л = 38) 
соответственно. Когда значения менее 40 % и более 100 % не учитывались (предполагается, что 
первое связано с неоптимальными условиями, последнее-по неизвестным причинам), КВ снизились 
до 26 % и 23 % соответственно. Соотношения «подтвержденных» величин разложения составляли не 
менее 60 %. Разложения составляли 70 % для пальмитиновой кислоты и 83 % -  для 
полиэтиленгликоля 400. Соотношения процента биоразложения, полученные из измерений 
растворенного неорганического углерода (далее -  РНУ), были относительно низкими, но

2
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непостоянными. Для пальмитиновой кислоты они находились в диапазоне от 0 % до 35 %, среднее -  
12 %, КВ -  92 %; полиэтиленгликоля 400 -  от 0 % до 40 %, среднее -  24 %, с КВ -  54 %.

3 Описание метода
3.1 Оборудование
В испытании используют стандартное лабораторное оборудование, а также:
-  инкубатор искробезопасный с возможностью поддержания температуры (35 ± 2) °С;
-  стеклянные тестовые сосуды, устойчивые к давлению, соответствующего номинального 

объема1’ , каждый из которых снабжен герметичной газонепроницаемой мембраной, способной 
выдержать давление около 2 бар. Объем свободного пространства должен составлять от 10 % до 30 
% от общего объема. Если биогаз регулярно выпускается, достаточно использовать 10 % общего 
объема в качестве свободного пространства, но если выпуск газа проводится только в конце 
испытания, требуется 30 %. Стеклянные сосуды номинального объема 125 мл, общего объема около 
160 мл, рекомендуется закрывать мембраной2’ и алюминиевыми скобами, если давление 
выпускается во время каждого отбора проб;

-  прибор для измерения давления1’ , адаптированный для измерения и выпуска в атмосферу 
образованного газа, например, ручной манометр подключают к подходящей игле шприца; 
трехканальный газонепроницаемый клапан облегчает высвобождение избыточного давления 
(приложение А). Необходимо сохранить внутренний объем трубки датчика давления и клапана на 
максимально низком уровне, чтобы ошибки за счет пренебрежения объемом оборудования были 
незначительными;

П р и м е ч а н и е  1 -  Значения давления используют непосредственно для расчета количества 
образованного в свободном пространстве углерода (см. 4.1 -  4.3). Кроме того, значения давления могут быть 
преобразованы в объем (при температуре 35 °С, атмосферном давлении) образованного газа с использованием 
графика перевода (калибровочной кривой). Этот график строят по данным, полученным путем введения 
известных объемов газообразного азота в серию тестовых сосудов при (35 ± 2) °С и регистрирования 
полученных давлений (приложение Б). Расчет приведен в примечании см. 5.3.

П р и м е ч а н и е  2 -  Следует соблюдать осторожность и избегать уколов иглой при использовании 
микро-шприцев.

- анализатор углерода, предназначенный для прямого определения неорганического углерода в 
диапазоне от 1 до 200 мг/л;

- шприцы высокой точности для отбора газообразных и жидких проб;
- магнитные мешалки (по выбору);
- перчаточная камера (рекомендуется).
3.2 Реагенты
Используют реагенты аналитической чистоты.
3.3 Вода
Используют дистиллированную или деионизированную воду (не содержащую кислород, 

полученную барботированием азотом, содержащим менее 5 мкл/л кислорода), с содержанием РОУ 
менее 2 мг/л.

3.4 Тестовая среда
3.4.1 Готовят среду для разбавления, содержащую следующие компоненты в установленном 

количестве:
-калия дигидрофосфат безводный (КН2Р 0 4): 0,27 г;
-динатрия гидрофосфат додекагидрат (Na2H P 04*12H 20 ): 1,12 г;

1) Рекомендуемый объем составляет от 0,1 до 1 л.
2’ Рекомендуется использовать газонепроницаемые силиконовые мембраны. Кроме того, рекомендуется 

проверять герметичность крышек, особенно мембран из бутилкаучука, поскольку некоторые коммерчески 
доступные мембраны не являются достаточно непроницаемыми для метана, и некоторые мембраны теряют 
герметичность после прокола иглой в условиях испытания.
1’ Оборудование должно использоваться и калиброваться регулярно в соответствии с инструкциями 
производителя. Если используется манометр надлежащего качества, например, капсулированный со стальной 
мембраной, калибровка в лаборатории не нужна. Точность калибровки можно проверить в лаборатории с 
помощью одноточечного измерения при 1*105 Па по сравнению с манометром с механической индикацией. 
Когда эта точка измеряется правильно, линейность также будет неизменной. Если используются другие 
измерительные устройства (без сертифицированной калибровки производителя), калибровку рекомендуется 
проводить для всего диапазона с регулярными интервалами.
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-аммония хлорид (NH4CI): 0,53 г;
-кальция хлорид дигидрат (СаС12*2Н2<Э): 0,075 г;
-магния хлорид гексагидрат (MgCI2*6H20): 0,10 г;
-железа (II) хлорид тетрагидрата (FeCI2*4H20): 0,02 г;
-резазурин (индикатор кислорода): 0,001 г;
-натрия сульфид наногидрат (Na2S*9H20): 0,10 г;
-основной раствор микроэлементов (по выбору, см. 3.5): 10 мл;
-довести водой, не содержащей кислород (см. 3.5), до 1 л.

П р и м е ч а н и е  -  Для обеспечения необходимого восстановительного потенциала следует 
использовать свежеприготовленный сульфид натрия или промывать и высушивать его перед использованием.

Испытания могут проводиться без использования перчаточной камеры (см. 3.11). В этом случае 
конечная концентрация сернистого натрия в среде должна быть увеличена до 0,20 г Na2S*9H20  на 1 
л. Также через мембрану закрытых тестовых сосудов из соответствующего анаэробного основного 
раствора можно добавлять сульфид натрия, поскольку данная процедура снизит риск окисления. 
Сульфид натрия может быть заменен на цитрат титана (III), который добавляют через мембрану 
закрытых тестовых сосудов в конечной концентрации от 0,8 до 1,0 ммоль/л. Цитрат титана (III) 
является высокоэффективным и малотоксичным восстановительным агентом, который готовят 
следующим образом: растворяют 2,94 г дигидрата цитрата тринатрия в 50 мл воды, не содержащей 
кислород (в результате получают раствор 200 ммоль/л), и добавляют 5 мл 15 об.% раствора хлорида 
титана (III). Нейтрализуют до pH (7 ± 0,2) раствором минеральной щелочи и переносят в подходящий 
сосуд в потоке азота. Концентрация цитрата титана (III) в данном основном растворе составляет 164 
ммоль/л.

3.4.2 Смешивают компоненты тестовой среды, за исключением восстановительного агента 
(сульфида натрия/цитрата титана), и барботируют раствор азотом в течение приблизительно 20 мин 
непосредственно перед использованием для удаления кислорода. Затем добавляют необходимый 
объем свежеприготовленного раствора восстановительного агента (в деоксидированной воде) 
непосредственно перед использованием среды. При необходимости приводят pH среды 
разбавленным раствором минеральной кислоты или щелочи к (7 ± 0,2).

3.5 Основной раствор микроэлементов (по выбору)
Рекомендуется для улучшения процесса анаэробного разложения добавлять в тестовую среду 

следующие микроэлементы, особенно при использовании низких концентраций (например, 1 г/л) 
инокулята по [1]:

-марганца хлорид тетрагидрат (MnCI2*4H20): 50 м;
-борную кислоту (Н3В03): 5 мг;
-цинка хлорид (ZnCI2): 5 мг;
-меди(И) хлорид (CuCI2) 3 мг;
-динатрия молибдат дигидрат (Na2Mo04*2H20): 1 мг;
-кобальта хлорид гексагидрат (СоС12*6Н20): 100 мг;
-никеля хлорид гексагидрат (NiCI2*6H20): 10 мг;
-динатрия селенит (Na2Se03): 5 мг.
Довести водой, не содержащей кислород (см. 3.3), до 1 л.
3.6 Исследуемое вещество
Добавляют исследуемое вещество в виде основного раствора, суспензии, эмульсии или 

непосредственно в твердом или жидком виде или в абсорбированном на фильтре из стекловолокна 
для обеспечения концентрации органического углерода не более 100 мг/л. Если используют 
основные растворы, готовят соответствующий водный раствор (см. 3.5) (в деоксидированной воде) 
такой крепости, чтобы добавленный объем составлял менее 5 % от общего объема реакционной 
смеси. Приводят pH основного раствора к (7 ± 0,2), если это необходимо. Для исследуемых веществ, 
которые плохо растворимы в воде, см. [13]. Если используется растворитель, готовят 
дополнительную контрольную пробу с растворителем -  в инокулированную среду добавляют только 
растворитель. Следует избегать использования органических растворителей, которые ингибируют 
образование метана, таких как хлороформ и тетрахпорид углерода.

П р и м е ч а н и е  -  При работе с токсичными тестируемыми вещества или теми, чьи свойства не 
известны, следует соблюдать осторожность.

3.7 Референтные вещества
Референтные вещества, такие как бензоат натрия, фенол и полиэтиленгликоль 400, успешно 

применяются для проверки процедуры и демонстрируют более, чем 60 % разложения в течение 60
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дней. Готовят основной раствор (в деоксидированной воде) выбранного референтного вещества так 
же, как и для исследуемого вещества, и приводят pH к (7 ± 0,2), если это необходимо.

3.8 Контроль ингибирования (при необходимости)
Для получения информации о токсичности исследуемого вещества для анаэробных 

микроорганизмов и подбора наиболее подходящей тестовой концентрации добавляют исследуемое и 
стандартное вещества в сосуды с тестовой средой (см. 3.4.1), каждое в установленной ранее 
концентрации соответственно (см. 3.6 и 3.7 и [12]).

3.9 Сброженный осадок
3.9.1 Сброженный осадок отбирают из реактора очистных сооружений, предназначенных 

преимущественно для очистки бытовых сточных вод. Свойства осадка должны быть полностью 
изучены, справочная информация должна быть представлена (см. 4.9). Если планируется 
использовать адаптированную посевную культуру, можно использовать сброженный осадок из 
промышленной установки очистки сточных вод. Для сбора осадка используют сосуды с широким 
горлом из полиэтилена высокой плотности или подобного материала, который может расширяться. 
Добавляют осадок примерно на 1 см горлышка и плотно закрывают, желательно с 
предохранительным клапаном. После транспортирования в лабораторию, собранный осадок может 
использоваться непосредственно или помещаться в лабораторную установку. Из сосудов с осадком 
очень аккуратно выпускают биогаз. Кроме того, полученный в лаборатории анаэробный осадок может 
использоваться в качестве источника посевной культуры, но его спектр активности, возможно, может 
быть нарушен.

Примечание-Сброженный осадок выделяет горючие газы, которые обладают пожаро и 
взрывоопасностью; он также содержит потенциально патогенные организмы, поэтому следует принимать 
надлежащие меры предосторожности при работе с осадком. Из соображений безопасности для сбора осадка не 
используют стеклянные сосуды.

3.9.2 Для снижения образования газа и влияния контрольных проб может проводиться 
предварительное сбраживание осадка. Если предварительное сбраживание необходимо, осадок 
подвергают брожению без добавления каких-либо питательных веществ или субстрата при 
температуре (35 ± 2) °С в течение семи дней. Было установлено, что предварительное сбраживание в 
течение примерно пяти дней, как правило, дает оптимальное снижение образования газа в 
контрольных пробах без неприемлемого увеличения лаг-фазы или инкубационного периода во время 
теста или потери активности по отношению к некоторым исследуемым веществам.

3.9.3 Для исследования веществ, которые плохо или предположительно плохо поддаются 
биологическому разложению, может проводиться предварительное испытание по воздействию 
осадка на исследуемое вещество для получения наиболее адаптированной посевной культуры. В 
таком случае добавляют исследуемое вещество в концентрации (в расчете на органический углерод) 
от 5 до 20 мг/л сброженного осадка и инкубируют в течение двух недель. Перед использованием 
осадок для предварительного испытания тщательно промывают (см. 3.10). В протоколе испытаний 
указывают условия предварительного испытания.

3.10 Инокулюм (прививочный материал)
Осадок промывают (см. 3.9) непосредственно перед использованием, чтобы уменьшить 

концентрацию НУ до значения менее 10 мг/л в конечной суспензии. Затем центрифугируют в 
герметичных тубах (например, 3000 г в течение 5 мин) и сливают надосадочную жидкость. 
Суспендируют полученный осадок в деоксидированной среде (см. 3.4), повторно центрифугируют 
суспензию и сливают супернатант. Если количество НУ не было достаточно снижено, процедура 
промывки осадка может проводиться еще не более двух раз. Эта процедура не оказывает 
отрицательного влияния на микроорганизмы. В заключение, суспендируют осадок в необходимом для 
тестовой среды объеме и определяют общую концентрацию сухого остатка (например, см. [15]). 
Конечное общее содержание сухого остатка в тестовых сосудах должно быть в диапазоне от 1 до 3 
г/л (или около 10 % от содержания в неразбавленном осадке). Указанные операции проводят таким 
образом, чтобы осадок имел минимальный контакт с кислородом (например, использование 
атмосферы азота).

3.11 Порядок проведения испытания
Выполняют следующие начальные процедуры с использованием техник для сохранения 

минимального контакта между сброженным осадком и кислородом, например, может быть 
необходимо использовать для работы перчаточную камеру с атмосферой азота и/или обработку 
сосудов азотом (см. [4]).
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3.12 Подготовка тестовых и контрольных проб
3.12.1 Готовят, как минимум, три экземпляра тестовых сосудов (см. 3.1) для исследуемого 

вещества, контрольной пробы, референтного вещества, контроля ингибирования (по выбору) и 
контроля давления в камерах (процедура по выбору) (см. 2.2, 2.6 и 3.7). Могут быть также 
подготовлены дополнительные сосуды с целью оценки первичной биоразлагаемости с 
использованием специальных анализов исследуемого вещества. Тот же набор контрольных проб 
может использоваться для нескольких исследуемых веществ в одном и том же испытании до тех пор, 
пока объем незаполненного пространства остается постоянным.

3.12.2 Готовят разбавленную посевную культуру, например, с помощью пипетки с широким 
горлом. Добавляют аликвоты хорошо перемешанной посевной культуры (см. 3.10) так, что общая 
концентрация взвешенных веществ одинакова во всех сосудах (от 1 до 3 г/л). Добавляют основные 
растворы исследуемого и стандартного веществ после корректировки pH до (7 ± 0,2), при 
необходимости. Исследуемое и стандартное вещества должны быть добавлены наиболее 
подходящим способом (см. 3.6).

3.12.3 Тестовая концентрация органического углерода, как правило, должна составлять от 20 до 
100 мг/л (см. 3.1). Если исследуемое вещество является токсичным, тестовая концентрация должна 
быть снижена до 20 мг углерода на литр или даже меньше, если должна быть оценена только 
начальная биоразлагаемость с помощью конкретных анализов. Следует отметить, что изменчивость 
результатов испытаний увеличивается при более низких тестовых концентрациях.

3.12.4 Для холостых проб вместо исходного раствора, суспензии или эмульсии добавляют 
шприцем эквивалентное количество исследуемого вещества. Если исследуемое вещество вводили с 
использованием фильтров из стекловолокна или органических растворителей, добавляют в пробы 
фильтр или эквивалентный объем растворителя, который испаряют. Готовят дополнительную пробу с 
исследуемым веществом для измерения pH. При необходимости, приводят pH к (7 ± 0,2) небольшим 
количеством разбавленной минеральной кислоты или щелочи. Такие же количества нейтрализующих 
агентов необходимо добавить во все тестовые сосуды. Нейтрализующие агенты не добавляют, если 
pH основных растворов исследуемого и референтного веществ уже были приведены к нужному 
значению (см. 3.6 и 3.7). При оценке начальной биоразлагаемости соответствующие пробы отбирают 
из сосудов для контроля pH или из дополнительного тестового сосуда и измеряют концентрацию 
исследуемого вещества с помощью специальных анализов. Магнитные мешалки могут быть 
добавлены во все сосуды, если реакционную смесь необходимо перемешивать (не обязательно).

3.12.5 Общий объем жидкости и объем свободного пространства Vh, которые должны быть 
одинаковы во всех сосудах, измеряют и регистрируют их значения. Каждый сосуд должен быть 
закрыт мембраной и перенесен из перчаточной камеры (см. 3.12) в инкубатор (см. 3.1.1).

3.13 Нерастворимые тестируемые вещества
Взвешенные количества плохо растворимых в воде веществ переносят непосредственно в 

подготовленные сосуды. Когда необходимо использование растворителей (см. 3.6), переносят 
раствор или суспензию исследуемого вещества в пустые сосуды. Если возможно, растворитель 
испаряют, пропуская газообразный азот через сосуды, а затем добавляют другие ингредиенты, в том 
числе, разбавленный осадок (см. 3.10) и деоксидированную воду при необходимости. Также готовят 
дополнительную контрольную пробу с растворителем (см. 3.6). Для других способов добавления 
нерастворимых веществ см. [13]. Жидкие исследуемые вещества можно добавлять с помощью 
шприца в полностью подготовленные закупоренные сосуды, если предполагается, что начальное 
значение pH не превышает (7 ± 1), в противном случае, вещество дозируют, как описано выше (см. 
3.6).

3.14 Инкубация и измерения давления газа
3.14.1 Подготовленные сосуды инкубируют при (35 ± 2) °С в течение одного часа для 

достижения равновесия и выпускают избыток газа в атмосферу, например, встряхивая по очереди 
каждый сосуд со вставленной через мембрану иглой манометра (см. 3.1.3) и открывая клапан, пока 
показания манометра не установятся на нуле. Если на этой стадии или при выполнении 
промежуточных измерений давление газовой фазы меньше атмосферного, для восстановления 
атмосферного давления должен быть введен азот. Закрывают клапан (см. 3.1.3) и продолжают 
инкубировать в темноте, обеспечивая поддержание температуры сбраживания для всех частей 
сосуда. По прошествии от 24 до 48 ч после инкубации сосуды обследуют. Сосуды исключают, если их 
содержимое имеет выраженное розовое окрашивание надосадочной жидкости, т. е. если резазурин 
(см. 3.4.1) изменил цвет, что указывает на присутствие кислорода (см. 4.7). Хотя система может быть 
толерантна к небольшому количеству кислорода, более высокие концентрации могут серьезно 
тормозить ход анаэробного биоразложения. Исключение одного случайного сосуда из набора из трех
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образцов может быть принято, но в случае появления большего количества ошибок необходимо 
пересмотреть экспериментальные процедуры и повторить эксперимент.

3.14.2 Содержимое каждого сосуда тщательно перемешивают с помощью мешалки или 
встряхиванием в течение нескольких минут как минимум два или три раза в неделю и незадолго 
перед каждым измерением давления. Встряхивание повторно суспендирует инокулят и способствует 
поддержанию газового равновесия. Все измерения давления должны проводиться быстро, поскольку 
это может привести к снижению температуры тестовых сосудов, что в свою очередь приводит к 
получению ошибочных результатов. При измерении давления для всего тестового сосуда, включая 
свободное пространство, необходимо поддерживать температуру сбраживания. Давление газа 
измеряют, например, путем введения через мембрану иглы шприца (см. 3.1), соединенной с 
манометром. Необходимо следить, чтобы на иглу шприца не попала вода, если это происходит, 
мокрые части необходимо высушить и установить новую иглу. Давление измеряется в миллибарах 
(см. 4.1). Давление газа в сосудах можно измерять периодически, например, раз в неделю и, при 
необходимости, выпускать избыток газа. В альтернативном случае, давление измеряется только в 
конце испытания для определения количества образованного биогаза.

3.14.3 Рекомендуется проводить промежуточные измерения давления газа, поскольку 
повышение давления свидетельствует о возможности окончания испытания и позволяет проследить 
кинетику процесса (см. 3.1).

3.14.4 В общем случае, испытание заканчивают после инкубационного периода в 60 дней, если 
кривая биоразложения, полученная на основании измерений давления, не достигает плато-фазы 
ранее; то есть фазы, в которой максимальное разложение было достигнуто и кривая биоразложения 
выходит на постоянный уровень. Если значение плато меньше 60 %, интерпретация является 
затруднительной, поскольку это означает, что только часть молекул была минерализована или 
произошла ошибка. Если по окончании стандартного инкубационного периода, газ образуется, но 
фаза плато, очевидно, не достигнута, необходимо рассмотреть возможность продления испытания до 
достижения плато (более 60 %).

3.15 Измерение неорганического углерода
3.15.1 По окончании испытания после последнего измерения давления газа осадку дают осесть. 

Каждый сосуд по очереди открывают и немедленно отбирают пробу для определения концентрации 
(мг/л) НУ в надосадочной жидкости. Надосадочную жидкость не центрифугируют и не фильтруют, 
поскольку это приведет к неприемлемой потере растворенного углекислого газа. Если невозможно 
провести анализ надосадочной жидкости, ее хранят в герметичной емкости без свободного 
пространства и охлажденной до 4 °С не более двух дней. После измерения НУ измеряют и 
регистрируют значение pH.

3.15.2 В альтернативном случае НУ в надосадочной жидкости может быть определен косвенно 
путем растворения НУ в углекислый газ, который может быть измерен в свободном пространстве. 
После последнего измерения давления газа каждый из тестовых сосудов приводят к атмосферному 
давлению. Подкисляют содержимое каждого сосуда до рН=1 путем через мембрану добавления 
концентрированной минеральной кислоты (например, H2S 04). Сосуды встряхивают и инкубируют при 
(35 ± 2) °С в течение примерно 24 ч и измеряют давление полученного углекислого газа с помощью 
манометра.

3.15.3 Аналогичные измерения проводят для соответствующих контрольных проб, проб с 
референтным веществом и, если используются, проб с контролем ингибирования (см. 3.8).

3.15.4 В некоторых случаях, особенно если одни и те же контрольные сосуды используются для 
нескольких исследуемых веществ, измерения промежуточных концентраций НУ в тестовых и 
контрольных сосудах должны быть рассмотрены. В этом случае достаточное количество флаконов 
должно быть подготовлено для всех промежуточных измерений. Такая подготовка более 
предпочтительна, чем отбор всех проб только из одного сосуда. Последнее может быть сделано 
только, если необходимый для анализа объем растворенного органического углерода (далее РОУ) не 
будет слишком большим. Измерения РОУ должны быть сделаны после измерения давления газа без 
выпуска избытка газа, как описано ниже:

- с помощью шприца через мембрану без открытия сосуда отбирают как можно меньшую пробу 
поверхностной жидкости и определяют в ней содержание НУ;

-после отбора пробы избыток газа выпускают или не выпускают;
-необходимо принять во внимание, что даже небольшое снижение объема поверхностной 

жидкости (например, около 1 %) может привести к значительному увеличению объема свободного 
пространства газа (Vh);

-формулы (см. 4.2.2) при необходимости корректируют при увеличении Vh в формуле (3).
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3.16 Специальные анализы
Если необходимо измерить первичное анаэробное разложение (см. 3.12), отбирают 

соответствующий объем пробы для специального анализа в начале и в конце испытания из сосуда, 
содержащего исследуемое вещество. Если это было сделано, принимают во внимание, что Vh и Ц 
изменились, и их учитывают при расчете результатов образования газа. Альтернативные пробы могут 
быть отобраны для конкретных анализов из дополнительных исследуемых смесей, ранее 
подготовленных для этой цели (см. 3.12.4).

4. Данные и отчет о проведении испытания

4.1 Обработка результатов

Из практических соображений давление газа измеряют в миллибарах (1 мбар = 102 Па; 1 Па = 1 
Н/м2), объем-в литрах, температуру-в градусах по Цельсию.

4.2 Углерод в свободном пространстве
4.2.1 1 моль метана и 1 моль углекислого газа каждый содержат по 12 г углерода, массу 

углерода в данном объеме образовавшегося газа т, мг, вычисляют по формуле:
/и = 12 • 103 • и , (1)

где 12 -  относительная атомная масса углерода; 
п -  число молей газа в данном объеме.
Если помимо метана или углекислого газа в значительных количествах образуется какой-либо 

другой газ (например, N20), в формуле (1) следует внести поправки для описания возможности 
влияния образующихся газов.

4.2.2 Из законов идеального газа п рассчитывают по следующей формуле:
p V

R T ’
(2)

где р -  давление газа, Па;
V -  объем газа, м3;
R -  газовая постоянная, равная 8,314 Дж/(моль-К);
Т -температура инкубации, К.
Из комбинации формул (1) и (2) и оптимизации для образования газа в пустых контрольных 

пробах массу чистого углерода, образованного в виде газа в свободном пространстве mh, мг, 
вычисляют по формуле

777h

12000 х  0 .1(А /7 • Vh ) 

RT
(3)

где Ар -  средняя разница между начальным и конечным давлениями в тестовых сосудах минус 
соответствующее среднее значение в контрольных сосудах, мбар;

Vh -  объем свободного пространства в сосуде, л;
0,1 -  коэффициент перевода для Н/м2 в мбар и м3 в л.
Формула (4) используется для нормальной температуры инкубации, равной 35 °С (308 К):

mh = 0 ,4 6 8 -( A p x -F j.  (4)

П р и м е ч а н и е  -  Расчет альтернативного объема: показания манометра преобразуют в мл
образованного газа с использованием стандартного графика, полученного путем построения графика 
зависимости добавляемого объема (мл) от показаний манометра (приложение Б).

Число молей (л) газа в свободном пространстве каждого сосуда вычисляются путем деления 
общего объема полученного газа (мл) на 25286 мл/моль-объем, занимаемый одним молем газа при 
температуре 35 °С и стандартном атмосферном давлении. 1 моль СН4 и 1 моль С 02 каждый 
содержат по 12 г углерода, количество углерода (т, мг) в свободном пространстве (/77/,) вычисляют по 
формуле (5):

mh = 1 2 -1 0 3-п  (5)

Преобразование для вычисления образования газа в контрольных сосудах:
= 12000-АГ = 0475Ау (6)

h 25286
где /77/,-масса чистого углерода, образованного в виде газа в свободном пространстве, мг;
A V - средняя разница между объемом газа, образованного в свободном пространстве тестового 

сосуда и контрольных сосудов;
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25286 -  объем, занимаемый 1 моль газа при температуре 35 °С, 0,1 МПа.
4.2.3 Ход биоразложения можно проследить путем построения зависимости 

зарегистрированных значений повышения давления Ар (мбар) от времени, при необходимости. На 
данной кривой выявляют и регистрируют лаг-фазу (дни). Лаг-фаза-это время от начала испытания 
до начала значительного разложения (например, приложение В). Если промежуточные пробы 
поверхностной жидкости были отобраны и проанализированы (см. 4.15, 4.3 и 4.4), то общее 
количество образованного углерода (в газе и жидкости) может быть построено только в зависимости 
от совокупного давления.

4.3 Углерод в жидкой фазе
Количество метана в жидкой фазе не учитывается, поскольку его растворимость в воде, как 

известно, очень мала. Массу неорганического углерода в жидкой фазе тестовых сосудов /77/, мг, 
вычисляют по формуле (7)

т, = С -КV чист r I  5

где Счист- концентрация неорганического углерода в тестовых сосудах 
неорганического углерода в контрольных сосудах в конце испытания, мг/л; 

V\- объем жидкости в сосуде, л.

(7)
минус концентрация

4.4 Общий газообразный углерод
Общую массу газообразного углерода в сосуде mti мг, вычисляют по формуле (8)

mt = m h+m j ,  (8)
где mh и /77/ вычислены по формулам (6) и (7).
4.5 Углерод исследуемого вещества
Массу углерода, образованного из добавленного исследуемого вещества mv, мг, вычисляют по 

формуле
Му = Сс • V j, (9)

где Сс-  концентрация углерода исследуемого вещества в тестовом сосуде, мг/л;
Vi -  объем жидкости в тестовом сосуде, л.
4.6 Степень биоразложения
Процент биоразложения Dh, %, и общий процент биоразложения D/ , %, рассчитывают по 

формулам (10) и (11) соответственно:

D h ^ 1.100.
\.mv )

(10)

D = I-100, ( 11)

где mh, mv и mt определены по формулам (5), (6), (9), (7).
Степень основного биоразложения Dp, %, вычисляют (по выбору) исходя из измерений 

концентрации исследуемого вещества в начале и в конце периода инкубации по формуле (12):

• 1 0 0 ,

где S, - начальная концентрация исследуемого вещества, мг/л;
Se-  концентрация исследуемого вещества в конце испытания, мг/л.

Если метод анализа указывает на значительные концентрации исследуемого 
неизменной анаэробной посевной культуре, то скорректированное основное 
исследуемого вещества D1P, %, вычисляют по формуле (13):

(12)

вещества в 
разложение

D 1
V

•100 (13)
(st - s lb)

где S/ь-начальная «очевидная» концентрация исследуемого вещества в контрольных пробах,
мг/л;
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5еЬ-«очевидная» концентрация исследуемого вещества в контрольных пробах в конце 
испытания, мг/л.

4.7 Достоверность результатов
4.7.1 Показания давления используют только для сосудов, которые не имеют розовой окраски 

(см. 4.14). Загрязнение кислородом минимизируется за счет использования соответствующих 
анаэробных методов обработки.

4.7.2 Следует учитывать, что испытание считается действительным, если стандартное 
вещество достигает плато, составляющее более 60 % биоразложения1).

4.7.3 Если pH в конце испытаний превышает диапазон (7 ± 1) и происходит недостаточное 
биоразложение, испытание повторяют с повышенной буферной емкостью среды.

4.8 Ингибирование разложения
Образование газа в сосудах, содержащего исследуемое и референтное вещества, должно быть, 

как минимум, равно находящемуся в сосудах, содержащих только референтное вещество; в ином 
случае наблюдается ингибирование образования газа. В некоторых случаях образование газа в 
сосудах, содержащих исследуемое вещество без референтного вещества, будет ниже, чем в 
контрольной пробе. Это означает, что исследуемое вещество является ингибитором.

4.9 Отчет о проведении испытания
Отчет о проведении испытания должен включать следующую информацию:
Исследуемое вещество:
-общее наименование, химическое наименование, номер CAS, структурная формула и 

соответствующие физико-химические свойства;
-чистота (примеси) исследуемого вещества.
Условия испытания:
-объемы разбавленного сброженного осадка (Vj) и свободного пространства (Vh) в сосуде; 
-описание тестовых сосудов, основные характеристики измерений биогаза (например, тип 

манометра), а также анализатора НУ;
-использование исследуемого и стандартного веществ в тестовой системе: используемая 

концентрация и любое применение растворителей;
-подробная информация об используемой посевной культуре: очистные сооружения, описание 

источника сточных вод, подвергающихся очистке (например, температура, время удержания осадка, 
происхождение и др.), концентрация, любая информация, необходимая для обоснования, и 
информация о любой предварительной обработке посевной культуры (например, предварительное 
сбраживание, предварительная экспозиция исследуемого вещества);

- температура инкубации;
- количество параллельных проб.
Результаты:
- значения pH и НУ в конце испытания;
-концентрация исследуемого вещества в начале и в конце испытания, если выполнялись 

конкретные измерения;
-все измеренные данные для тестовых, контрольных проб, проб с референтным веществом и, 

при необходимости, контролем ингибирования (например, давление в мбар, концентрация 
неорганического углерода (мг/л)) в табличной форме (данные измерений для газовой и жидкой фаз 
следует указывать отдельно);

-статистическая обработка данных, продолжительность испытания и ход биоразложения 
исследуемого вещества, стандартного вещества и контроля токсичности в графической форме; 

-процент биоразложения исследуемого и стандартного веществ;
-основания для любого исключения результатов испытаний;
-обсуждение результатов.

1) Должно быть пересмотрено, если используются адсорбирующиеся и нерастворимые стандартные 
вещества.
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Приложение А 
(справочное)

Пример оборудования для измерения образования биогаза по давлению газа

Рисунок А.1 -  Тестовые сосуды при температуре (35 ± 2) °С
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Приложение Б 

(рекомендуемое)

Преобразование показателей манометра

Показания манометра могут быть переведены в объемы газа с помощью калибровочной кривой, 
полученной введением известных объемов воздуха при (35 ± 2) °С в сосуды, содержащие объемы воды, равные 
объемам реакционной смеси Vr, д л я  чего:

- вносят аликвоту воды Vr, м л , выдержанной при (35 ± 2) °С, в пять сосудов. Сосуды закупоривают и 
помещают в водяную баню при температуре 35 °С на 1 ч для достижения равновесия;

- включают манометр, позволяют стабилизироваться и приводят к нулевому значению;
- вставляют иглу шприца через мембрану одного из сосудов, открывают клапан до тех пор, пока манометр 

не покажет нулевое значение, и закрывают клапан;
- повторяют процедуру с оставшимися сосудами;
- вводят 1 мл воздуха при (35 ± 2) °С в каждый сосуд. Вставляют иглу через мембрану одного из сосудов и 

позволяют показаниям давления стабилизироваться. Регистрируют давление, открывают клапан, пока давление 
не придет к нулевому значению, а затем закрывают клапан;

- повторяют процедуру для оставшихся сосудов;
- повторяют всю процедуру с использованием 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 20 и 50 мл воздуха;
- строят калибровочный график зависимости давления (Па) от добавленного объема газа, Vb (мл). 

Показания прибора линейны в диапазоне от 0 до 70 000 Па и от 0 до 50 мл образованного газа.
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Приложение В 
(справочное)

Пример кривой биоразложения (увеличение общего давления)

500

Рисунок В.1 -  Пример кривой биоразложения
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Приложение Г 
(справочное)

Пример отчета об испытании анаэробного биоразложения -  данные для исследуемого вещества

Лаборатория: Исследуемое вещество: № испытания:

Температура испытания, С): Объем свободного пространства, \Д (л): Объем жидкой фазы, \//(л):

Содержание углерода 

в исследуемом веществе, Cc,v (мг/л):
mv1 (мг):

ГО
С
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Т аблица  Г.1

День
P̂
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мбар

Рг (тестовый), 
мбар

Рз
(тестовый

),
мбар

р
(тестовый)
среднее,

мбар

Р4
(контрол

ь-
ный),
мбар

Р5
(контрол

ь-
ный),
мбар

Рб
(контрол
ь-ный),
мбар

р
(контрольны

й)
среднее

значение,
мбар

р (чистый) 
тестовый- 

контрольный 
вреднее значение 

мбар

Лр
(чистый)
Общая,
мбар

mh
в свободном 
пространств 

е
с2,
мг

Dh
биоразложение3,

(%)

НУ
(конеч­

ное)

С/с,1) 
тестовы 

й, мг

С/с,2)
тестовый, мг

С/с,3) 
тестовы 

й, мг

Сю
тестовый
среднее

значение,
мг

С/с,4)
контро

ль-ный,
мг

С/с,5)
контро

ль-ный,
мг

С/с,6)
контро

ль-ный,
мг

С/с
контрольн

ый
среднее

значение,
мг

С/С, чистый
тестов ый- 

контрольный 
среднее 

значение, 
мг

/77/
жидкий

с 4,
мг

/77/
общее С5, 

мг

Д
биоразложение

(%)

pH
(конеч­

ный)
и Углерод в тестовом сосуде т V (мг): mV= Cc,v*H-
2) Углерод в свободном пространстве ть (мг) при нормальной температуре инкубации (350С): = 0,468Ap*\/h-
3) Биоразложение, вычисленное из объема газа в свободном пространстве Д  (%): Д  = (/77h*100)/mv.
4) Углерод в жидкой фазе ml (мг): ml = Сю,чист-•  И-
5) Общий газообразный углерод mt (мг): mt + т\.
6) Общее биоразложение Д  (%): Д  = (mt*100)/mv.

ел
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Приложение Д 
(справочное)

Пример отчета об испытании анаэробного биоразложения -  данные для стандартного вещества

Лаборатория: Стандартное вещество: № испытания:

Температура испытания, ( С): 

Содержание углерода 

в иссл. вещ-ве, Cc.v (мг/л):

Объем свободного пространства, Vh (л): 

mv7 (мг)

Объем жидкой фазы, Vi (л):
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Таб ли ца  Д.1

День
Р1

(стандар
т-ный.),

мбар

Р2
(стандартный),

мбар

Рз
(стандарт

-ный),
мбар

р
(стандарт­

ный),
среднее,

мбар

Р4
(ингибиров

а-ние),
мбар

Р5
(ингиби­
рование),

мбар

ре
(ингибиро
-вание),
мбар

Р
(ингибирова

-ние)
среднее,

мбар

Р  (чистый) 
стандартный- 
/1нгибирование 

среднее, 
мбар

А р
(чистый)
общее,
мбар

m h
в свободном 

пространстве,

с8,
мг

D h
биоразложение8,

%

НУ
конечное)

Сю,1) 
стан­

дартны
й,
мг

С/с,2)
стан­

дартный,
мг

С/с,3) 
стан­

дартный

мг

Сю
стандарт­

ный
среднее
значение

мг

С/с,4) 
ингибиро 
ва-ние, 

мг

С/с,5)
ингибир

0-
вание,

мг

С/с,6)
ингибир

0-
вание,

мг

С/с
ингибиров

а-ние
среднее

значение,
мг

С/с, чист.
стандартный 
1нгибирован1 

е среднее 
значение, 

мг

/77/
жидкий 

0  , 
мг

/77/
общее С11, 

мг

D,
биоразложени

е12,
(%)

pH
конечный

IJ Углерод в тестовом сосуде mv (мг): mv = Cc,v*Vi
2) Углерод в свободном пространстве /77/, (мг) при нормальной температуре инкубации (35 °С): /77/, = 0,468Ap*Vh
3) Биоразложение, вычисленное из объема газа в свободном пространстве, Dh (%): D/, = (nrih«100)//77v
4) Углерод в жидкой фазе /77/ (мг): /77/ = С/с,чист *V|
5) Общий газообразный углерод mt (мг): mt + /77/
6) Общее биоразложение Dt (%): Dt = (mt*100)//77v
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