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On soz

ISO (Beynalxalq Standartlasdirma Tagkilatl) milli standartlar orqanlarinin (ISO Gzv qurumlarinin) dinya tzre
federasiyasidir. Beynalxalq Standartlarin hazirlanmasi isi adeten iISO-nun texniki komiteleri vasitesile heyata
kecirilir. Texniki komitanin yaradildigi movzu ile maraglanan har bir Uzv qurum hamin komitede tamsil
olunmaq hiiququna malikdir. iSO ile slagade olan dévlet ve geyri-hékumat teskilatlari da isds istirak edirlor.
ISO bitln elektrotexniki standartlasdirma masalalerinde Beynalxalg Elekirotexniki Komissiya (IEC) ile six
amakdasliq edir.

Beynalxalq standartlar ISO/IEC Direktivlaerinin 2-ci hissasinda verilmis gaydalara uydun olaraq hazirlanir.

Texniki komitelerin asas vezifesi Beynalxalq Standartlari hazirlamaqdir. Texniki komitsaler terafinden gabul
edilmis Beynalxalg Standartlarin layihaleri sesverma Ugln lzv organlara génderilir. Beynalxalq Standart kimi
derc edilmasi Uglin sas veran Uzv qurumlarin an azi 75%-nin tesdiqi taleb olunur.

Bu sanadin bazi elementlarinin patent hiiquglarinin predmeti ola bilacayi ehtimalina diggat yetirilir. ISO bu cur
patent hiquglarinin har hansi ve ya hamisinin miayyan edilmasina gére masuliyyst dagimir.

ISO 6341 Texniki Komits tarsfinden hazirlanmisdir ISO/TC 147, Su keyfiyyati, Alt Komita SC 5, Bioloji Gsullar.

Bu dordiinci nagsr texniki cehatdan yeniden islanmis tglncl nasri (ISO 6341:1996) lagv edir va avaz edir. O,
hamginin ISO 6341:1996/Cor Texniki Korreksiyani 6ziinds birlasdirir. 1:1998.
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Giris

Bu Beynalxalq Standart kimyavi maddalerin, sularin va tullanti sularinin Dafnia magna Straus su birasina
kaskin toksikliyinin miayyen edilmasi prosedurunu muayyan edir.

Suyun keyfiyyatina zararli tasirlorin giymatlandiriimasi bir nege ildir ki, bioloji sinaglarin aparilmasini shats
edir. Xargangkimilar ekotoksikoloji néqgteyi-nazarden maraq dogurur, ¢lnki onlar ilkin istehlakgilardir ve su
ekosistemlarinds zooplanktonun asas komponentidir.

Bu Beynalxalg Standartda muayyan edilmis sinaq su birasinin Dafnia magna Straus-un 24 saat ve ya 48 saat
arzinda (istifadagilerin ve ya dodvlsat organlarinin telebindan asili olaraq) bu Beynalxalq Standartda gostarilon
sertlar altinda sinaq nimunasine maruz qaldigdan sonra immobilizasiyasinin miayyan edilmasini ahate edir.

© ISO 2012 - All rights reserved \"






BEYNOSLXALQ STANDART

AZS 1SO 6341:2012(E)

Suyun keyfiyyati - Dafnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)
harakatliliyinin inhibasinin tayini - Kaskin toksiklik testi

XOBORDARLIQ — Bu Beynalxalq Standartdan istifade edan saxslar normal laboratoriya tacriibasi ila
tanis olmalidirlar. Bu sanad, ager varsa, onun istifadasi ile bagh bitiin tahlikasizlik problemlarini hall
etmayi nazarda tutmur. Mivafiq tahliikesizlik va saglamliq tacriibalerini qurmaq va har hansi milli
tanzimlema sartlarina uygunlugu temin etmak istifadaginin masuliyyatidir.

OHBMIYYSTLI — Sinaglarin bu Beynalxalq standarta uygun aparilmasi tamamila vacibdir
Standart miivafiq ixtisash iggilar tarafindan hayata kegirilmalidir.

1 ©hato dairasi

Bu Beynalxalq Standart Dafnia magna Ggun kaskin toksikliyin teyini t¢iin metodu muiayyen edir
Straus (Cladocera, Crustacea).

Bu uUsul tatbig olunur:

— sinaq saraitinda hall olunan va ya dayaniql veziyyatde saxlanila bilen kimyavi maddalar
— sinaq sartleri altinda dayandirilma ve ya dispersiya;

— senaye ve ya kanalizasiya tullantilari;

— temizlanmis ve ya tamizlenmemis tullanti sulari;

— aqueous extracts and leachates;

— sirin su (yerustl va grunt sulari);

— sirin su ¢okuntulerinin eluatlari;

— sirin su ¢ékintisinin masama suyu.

1 Normativ istinadlar

Asagidaki senadler tam ve ya gisman bu sanadda normativ olaraq istinad edilir va onun tatbiqi G¢ln zeruridir.
Tarixli istinadlar tGgun yalniz istinad edilen nagr tetbiq edilir. Tarixsiz istinadlar Ggun istinad edilan sanadin an
son nasri (har hansi diizeligler daxil olmagla) tetbiq edilir.

ISO 5667-16:1998, Suyun keyfiyyoti— Nimune gbtiirme — Part 16 Nimunalearin biotestine dair
telimat 1SO 5814, Suyun keyfiyysti — Holl olunmusg oksigenin tayini — Elektrokimyeavi zond
tsulu 1SO 10523, Suyun keyfiyysti — pH-in tayini

2 Terminlor va toriflor
Bu sanadin maqgsadleri Gglin asadidaki terminlar ve teriflar tatbiq edilir.

31
nozarat dostasi
nazarat hallini ehtiva eden tekrarlar seriyasi

© ISO 2012 - All rights reserved 1



[1ISO 20665:2008,[3! 3.3]
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3.2
nazarat halli
sinaq altinda olan nimunasiz sinag muhiti

3.3

immobilizasiya

sinaqg ve nazarat mahlullarinin zaif garisdirdigdan sonra 15 saniys arzinda orqanizmlerin ize bilmamasi, hatta
antenalarini haraket etdira bilsaler bels.

34
ECso
test meyarina uygun olaraq organizmlarin 50%-ns tesir gostardiyi konsentrasiya [ISO

15088:2007,111 3.3]

3.5
yeni dogulmus
yeni dogulmus va ya yeni dogulmus fard

QEYD Bu Beynalxalq Standartda yeni dogulmus usaq 24 saat yagsli birinci dévr dafniadir.
[ISO 20665:2008,3] 3.6]

3.6
sinaq dastasi
eyni sinaq mahlulu ile doldurulmus takrarlar seriyasi

[1ISO 20665:2008,13] 3.8]

4 Prinsip

24 saat ve ya 48 saat arzinde maruz galmis dafnia magnanin 50%-ni harakatsizlaesdiren ilkin konsentrasiyanin
(yeni sinagin avvalinde moévcud olan konsentrasiyanin) bu Beynalxalg Standartda musyyan edilmis sartlor
altinda muayyen edilmasi. Effektiv ilkin inhibitor konsentrasiyasi kimi taninan bu konsentrasiya 24 saat ECso
va ya 48 saat ECso olaraq tayin edilmisdir.

Batin dafnia magnani harekatsizlasdiran sinaqdan kegirilmis an asagi konsentrasiyanin ve he¢ bir dafnia
magnani harakatsizlasdirmayan sinagdan kegcirilmis an ylksak konsentrasiyanin gostericisi arzuolunandir va
ECso-nin muayyan edils bilmadiyi hallarda faydali malumat verir.

Test bir va ya iki marhalada aparilir:

— gati toksiklik testinde yoxlanilacaqg konsentrasiyalarin diapazonunu muayyan edan va 24 saat ECso vo ya
48 saat ECso-nin texmini giymatini veran ilkin sinag;

— ilkin sinaq zamani verilon texmini deyar kifayat etmadikde aparilan, 24 saat ECso vo ya 48 saat ECso-nin
hesablanmasina imkan veran, 0 % ve 100 % immobilizasiyaya uygun konsentrasiyalari teyin eden gati
sinagq;

Bu Beynaelxalg Standartda gdstarilon Usul kimyavi maddalarin biosinagi tgun istifade olunarsa, sinaq haddi
100 mg/l ve ya daha asagi konsentrasiyada aparila bilar ki, bu zaman madda hall olunur ve ya sinaq sartlerine
uygun olaraq sabit dispersiyada olur. (bax 9.5). Faydali melumat verirsa, madds hall olunan va ya sabit
dispersiyada oldugu muddatce 100 mqg/I-den yuxari konsentrasiyalarda da limit testi aparila bilar.

5 Test muhiti
Bu Beynalxalq Standartda gdsterildiyi kimi organizmlarin teyini ya garanliqda, ya da 16 saat + 8 saat isigh +

garanliq fotoperiod altinda, temperatura nazarat edilon otaqda va ya sinaq zamani (20 * 2) ° C-ds inkubatorda
apariimahdir.
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Sinaq atmosferi dafnia magna Ugtin zaharli buxarlardan ve ya tozlardan tamizlenmalidir. Fotopargalana bilen
kimyavi maddaeler garanligda ve ya miayyen edilmis fotoperiodla minimal isiglandirma ve ya muvafiq olaraq
minimal gqirmizi isiglandirma ils sinagdan kegirilmalidir.

Nozarat vasitalerinin (3.1) istifadesi hamginin testin zsharli toz ve buxarlardan temizlenmis atmosferds
aparildigini yoxlamaga imkan verir.

6 Reagentlar, sinaq orqanizmlari ve muhitlar

Basqa clr gosterilmayibse, yalniz taninmis analitik deracali reagentlerdan istifads edin.

a. Test orqanizmlari. Test organizmleri misyyan ¢oxalma geraitinds atsiklik partenogenez yolu ile alde
edilmis Dafnia magna Strausun (Cladocera, Crustacea) yenidogulmuslaridir, miayyan ¢oxalma seraitinde
atsiklik partenogenez yolu ile alda edilir (bax Blave C).

Sinaq Ugun istifade olunan heyvanlar 24 saatdan az olmalidir ve ilk nasiller olmamalidir. Dafnia magna
saglam nasilden olmalidir, 6lim gostericisi 2 gun arzinde +20 %, erkak, epippiya ve ya rangsiz heyvanlarin
olmasi kimi heg bir slamatler gdstermamali va birinci balalarin amala galmasinda he¢ bir gecikma olmamalidir.
Qravid disileri tacrid edin ve 24 saat arzinda yeni dogulmus korpaleri toplayin.

Movcud seraitleri sinaq seraitinden shamiyyastli derecade farglenirse, ana heyvanlari ve nasilleri stresa
salmamagq Uc¢Un bir naslin taxminan bir hafts sinaq saraitlerine uygunlasdiriimasi tdvsiya olunur.

Dafnia magnanin yasi ve dafnia magna kulturasinin manbayi (mumkinss, klonu da daxil olmagla) sinaq
hesabatinda gostarilmalidir, ¢linki dafnia magnanin toksikantlara hassasligina kultura manbayi tasir ede biler.

Dafnia magna, hamginin ©lave D-de tasvir olundugu kimi xargangkimilerin laboratoriya kulturalarindan alinmig
epippiyanin yumurtadan c¢ixmasindan yarana biler ve ya ixtisaslagsmis sirketden alina biler.1) Efippiyadan
dogulmus yenidogulmuslar bu Beynalxalg Standartda verilmis bittin etibarliiq meyarlarina cavab verarse onlar
birbasa sinaq organizmlari kimi istifada oluna bilarler.

b. Temiz su, kegiricilik 10 yS/sm-dan asagidir.
C. Durulagma va kultivasiya suyu.

i. General. Tabii su (yerUsti va ya qrunt sular), barpa edilmis su va ya xlordan
temizlanmis kran suyu kultivasiya ve durulagsma suyu kimi gabul edilir, eagar dafnia
magna kultivasiya, aklimasiya ve sinaq muddstinde stress slamatleri gostermaden
yasayirsa bu sular Beynelxalq Standartda gosterilon bitin meyarlara ve sartlore
uygun olduqgda istifada edils bilar. PH 6 ile pH 9 araliginda, codlugui 140 mq/l ile 275
mgq/l arasinda olan sular (CaCQO3 kimi) tévsiya olunur.

Laboratoriyada dafnia magnanin ehtiyat kulturasi G¢iin M4 mihiti (bax. Blave A) da istifade edils biler.

M4 muhiti (Slave A) ikivalentli metal ionlari olan nimunalar Ggln durulagma suyu kimi istifade edilmamealidir. Bu
mihitde olan EDTA bels ionlarin bioavailability azalda biler, naticeds askar toksiklik azalir. Bundan alava, eyni
sababdan, M4 muhiti namalum terkibli nimunaler Uglin durulagsma suyu kimi istifade edilmamalidir.

QEYD ©ger sinaq avvalki U¢ paragrafda tesvir edilenlardan fargli xlsusiyystlare malik durulasma suyunun istifadesini
teleb edan maqgsadlar Ugln aparilirsa, sinaq hesabatinda istifade edilon sintetik durulagsma suyunun asas xisusiyyatlarini
geyd edin.

NUmuna olaraq, taleblara cavab veran durulasma suyunun hazirlanmasi asagida tasvir edilmisdir.

Malum miqdarda reagentlari tamiz suda hall edin (6.2) Hazirlanmis durulasma suyunun pH dayari 7,8 + 0,5,
codlugu 225 + 50 mq/l (CaCO3 kimi ifads edilir), molyar nisbati 4 + 1-0 yaxin Ca + Mg olmalidir va hall
olunmus oksigen konsentrasiyasi 7 mq/l-den yuxari olmalidir.

6.3.2-6.3.5-da godsterilon mahlullari hazirlayin.

© ISO 2012 - All rights reserved



1)

MicroBioTests Inc., Mariakerke, Belgika, uygun techizat¢i nimunasidir. Bu malumat _bu sanadin istifadacilarinin rahathigi
Ugln verilmigdir va bu tachizatginin ISO tarafindan tesdiqini toskil etmir.
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i. kalsium xlorid mahlulu. 11,76 q kalsium xlorid dihidrati (CaCl2*2H20) temiz suda (6.2) hall edin ve
temiz su ile (6.2) 1 I-a ¢atdirin.

ii. Magnezium sulfat mahlulu. 4,93 g magnezium sulfat heptahidrati (MgSO4*7H20) hall edin (6.2) ve temiz su ile
(6.2) 1 litra goder catdirin.

iii. Natrium bikarbonat mahlulu. 2,59 g natrium bikarbonati (NaHCO3) temiz suda (6.2) hall edin va temiz
suile (6.2) 1 I-e gatdirin..

iv. Kalium xlorid mahlulu. 0,23 q kalium xlorid (KCI) temiz suda (6.2) hall edin ve temiz su ile (6.2) 1 litre
gadar artirin.

V. Qanisdirmagq. D6rd mahluldan (6.3.2-6.3.5) har birinin 25 ml-ni garisdirin ve temiz su ile (6.2) 1 litre gadar
artirin.

Hall edilmis oksigen konsentrasiyasi doyma saviyyasine ¢atana ve pH sabitlesena gadar durulasma suyu
havalandiriimahdir. Lazim galersa, natrium hidroksid (NaOH) mahlulu va ya xlorid tursusu (HCI) slave etmakla

pH-1 7,8 + 0,5-0 tenzimleyin. Bu sakilde hazirlanmis durulasma suyu istifade etmezden avval olave
havalandiriimamalidir.

a. stinad maddasi. Kalium dikromat (K2Cr207) tévsiye olunur.

K2Cr207 kanserogen, inhalyasiya yolu ile zsharli madds oldugundan istinad maddenin ehtiyat
mahlulunun hazirlanmasi tgiin muayysn konsentrasiyali K2Cr207 hazir mehluldan istifade laboratoriya
seraitinde zeharli tozun inhalyasiya riskini azalda bilar.

b. Natrium hidroksid mahlulu, mas. [NaOH] = 1 mol/l.

c. Xlorid tursusu, mas. [HCI] = 1 mol/l.

7 Aparat ve materiallar

Adi laboratoriya aparatlari ve xUsusile asagidakilar.
a. Temperaturla idara olunan otaq ve ya kamera.
b. Hall edilmis oksigen 6l¢cma aparati.
c. Kimyavi cohatdan inert materialdan ve kifayat gadar tutumlu madani gablar, mas. 2 | slise gablar.

d. Kimyavi cohatdan inert materialdan va kifayat qadar tutumlu sinaq gablari, mas. silise sinaq borular ve
ya stakanlar.

e. Heyvanlar tutmagq tigiin kifayat qadar diametrli, yalniz kigik hacmli mihitden niimuna gétiirmaya
imkan veran sinaq orqanizmlarindan niimuna goétiirmak lgiin pipet..

Sonunda ampul olan inert plastik materialdan mikropipetlor amaliyyatlar Ggtin ¢cox uygundur.
f. ISO 5667-16-da gostarildiyi kimi nimuna toplama sugaleri.

Yetkin orqanizmlari ehtiyat kulturasina ké¢lirmak va balalar béyiiklarden ayirmaq tligiin mivafiq alaklar
(masalan, alak 1,0 mm va 0,3 mm).

2) Titrisol kalium dikromat mahlulu kommersiyada mévcud olan uygun mahsulun niimunasidir. Bu malumat bu
sonadin istifadacilarinin rahathgi tg¢tin verilmisdir va bu mahsulun ISO terafinden tasdiqgini tagkil etmir.
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8 Niumunalarin temizlanmasi ve hazirlanmasi

a. Sinaq edilacak su, tullanti va ya sulu ekstrakt niimunalarinin gétirilmasi, daginmasi,
saxlanmasi va tamizlanmasi li¢lin xlisusi ehtiyat tadbirlari

NuUmunsalerin goturilmasi, dagsinmasi ve saxlanmasi ISO 5667-16-da gosterildiyi kimi hayata kegiriimalidir.

Toksiklik testini mimkin gedar tez, nimuna toplanandan sonra 12 saat arzinde aparin. ©ger bu vaxt
intervalina riayst etmak mumkin deyilse, nimunani 0 °C-dan 5 °C-ya gadar soyudun va nimunani 24 saat
arzinda sinagdan kegirin. ©ger 72 saat arzinds sinagi hayata kegirmak mimkin deyilsa, nimuna goturdikdan
sonra mumkin gadaer tez dondurula ve darin dondurulmus vaziyystde saxlanila biler (asagida).

—18 °C) toplandigdan sonra 2 ay erzinds sinaqdan kegirmak tg¢lin (bax: ISO 5667-16:1998, Madds 5).

Dondurulmus nimunsalari tam eridikden sonra darhal sinagdan kegirin, mas. maksimum 30 ° C temperaturda
su vannasinda. Numunsaleri aritmak G¢ln mikrodalgali sobadan istifade etmayin.

Sinaq zamani analiz edilecek nimunani al ile silkalomakle homojenlasdirin. NUmunada asili geyri-lzvi va ya
Uzvi berk maddslerin yilksak konsentrasiyasi filtrle gidalanan dafnia magna Ugln zererli ola biler. Bu
mudaxilenin kompensasiyasi bulanigligin nimuna mdualicesi ile edile biler. Lazim galarss, konteynerda
maksimum 2 saat dayanmasina icazs verin ve nimuna, mas. pipetden istifade ederak lazimi miqdarda
supernatanti ¢ixararaq, pipetin ucunu sinaq konteynerinin bélmasinin markazinds ve ¢okmuis maddalerin sathi
ile mayenin sathi arasinda yari yolda saxlamagla. ©ger suzilmus supernatantin xam nimunasinin sinagdan
kegcmasi ehtimali varsa (galig dayandirilmis maddanin, protozoalarin, mikroorganizmlarin ve s. olmasi
sababindan), masalan, 10 dagige 5 000 g-da sentrifuga edin ve ya xam va ya slzilmds nimunani sizin. .
Supernatantin galiq toksikliyini yoxlayin. istifade olunacaq filtrin xiisusi névii, filtrlerden kegen nazarat miihiti
ile sinagla yoxlaniimalidir.

QEYD Bazi filtrler ve aparatlar, bazen filtrlare slave edilon namlandirici maddelere gdre dlgile bilen toksiklik alave eds
biler. Filtr kagizi hamginin zaharli maddeleri udmagq ve onlari nimunsa filtratindan ¢ixara bilar.

Bu Usullardan har hansi biri ila alde edilon nimuna sinaq tg¢ln tagdim edilen nimunadir.

Adatan nimunanin va ya hazirlanmis sinaq konsentrasiyalarinin havalandiriimasi taleb olunmur. ©gar va yalniz
hall olunmus oksigen <40% doyma, nimunanin va ya butin sinag mahlullarinin muvafiq Gsullarla an ¢oxu 20
dagiga avvalcadan havalandirilmasidir, mas. havalandirma va ya qarisdirma hayata kegirile bilar. Har hansi bir
supersaturasiya aradan qaldiriimalidir.

pH (ISO 10523-da gostarildiyi kimi) ve hall olunmus oksigen konsentrasiyasini (ISO 5814-da gdsterildiyi kimi)
Ol¢lin va bu dayarleri sinag hesabatinda geyd edin.

Test mahlullarinin va ya nimunanin har hansi bir 6n havalandirmasi barade malumat verin.
Sinaglar sinaq niimunasinin pH tenzimlenmasi olmadan apariimalidir.
Test gruplarinin pH (3.6) testin avvalinds va sonunda 6l¢llir ve hesabat verilir.

Bununla bels, bazi hallarda sinaq mahlulunun son pH-i segilmis konsentrasiya diapazonuna va seyreltma
suyunun va ya sinaq nimunasinin bufer tutumu naticasinde sinaq nimunasinin orijinal pH-dan shamiyyatli
daracada farglana biler. Zsaharli tesirlar pH-nin organizmlerin yasamasi ile uygun olmayan konsentrasiyalarda
(yeni, pH 6,0-dan pH 9,0 diapazonundan kanarda) muisahide olunarsa, sinaq(lar) sinaq nidmunasinin pH
tenzimlanmasi ila takrarlana bilaer.

OHBMIYYDTLI — pH-nin tanzimlenmasi niimunanin tabisatini deyise bilar.

Bger pH tanzimlenacakss, secilmis durulasma suyunun (6.3) pH-a uydunlasdiriimasi tévsiya olunur. 5%-dan
¢ox olmayan hacm fraksiyasini mahdudlasdirmaq utgln xlorid tursusu (6.6) ve ya natrium hidroksid (6.5)
mahlullarinin konsentrasiyasini segin.

Oger pH tanzimlanmasi naticesindsa dayandiriimis madds ile bagli problem yaranarsa, asilmis maddeni ISO
5667-16-da gdstarildiyi kimi galan nimunadan ayirin. Har hansi bir pH tenzimlenmasi sinaq hesabatina daxil
edilmalidir.

Ovvalcadan islenmis nimunanin temperaturunu sinaq temperaturuna uygunlasdirin.
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b. Sinaq edilacak maddalarin mahlullarinin hazirlanmasi
i. Ehtiyat mahlullarin hazirlanmasi

istifade zamani miisyyen edilmis hecmde sdurulasma suyunda (6.3) melum migdarda maddeni hell etmakle
sinaqdan Kkegirilacak maddenin ehtiyat mahlulunu hazirlayin. Bununla bels, ager maddenin ehtiyat mahlulu
muayyan gaertler altinda sabitdirsa, onu avvalcaden hazirlamaq va bu sertloerde saxlamaq olar.

Test mihitinds az hall olunan maddaler lGglin ISO 5667-16-da verilmis spesifikasiyalara baxin.

Muimkin gadar halledicilerin, emulgatorlarin ve ya dispersantlarin istifadesinden g¢ekinmak lazimdir. Bununla
bels, bu cur birlegsmalar bazi hallarda uygun konsentrasiya edilmis ehtiyat mahlulu istehsal etmak Ugln talab
oluna biler. Uygun hallediciler, emulqatorlar ve dispersantlar tigiin gdsterisler istinad [4]-de verilmisdir. Test
dizayni ve malumatlarin giymatlendiriimasi ile bagh xUsusi milahizaler lazimdir (ISO/TS 20281[2]).

ii. Sinaq mahlullarinin hazirlanmasi
Hazir mahlullari (8.2.1) durulagdiriimis suya (6.3) miayyan edilmis migdarda slave etmakle sinaq mahlulunu hazirlayin (bax
9.1).

Test sinagdan kegirilocek nUmunenin an azi bes konsentrasiyasindan ibarat olmalidir. Tahlil edilacak
ndmunanin xarakterindan (kimyavi maddaler, tullantilar, sular ve ya ekstraktlar) ve analizin néviindan (araliq
tapsingi ve ya gati) asili olan ayirma amsali ile handasi sira daxilinde durulagmalari segin.

Kimyavi maddalarle diapazonun musayyan edilmasi sinagi dgln seriyali durulasmalar Gg¢ln ayirma amsall
adstan 10-dur (ardicil iki durulagsma arasinda bir sira boyuklik farqi).

Temizlenmis va ya temizlenmamis tullanti sulari, sirin sular, masama suyu ve ya ekstraktlar G¢in adaten
durulagsmalar arasinda 2-lik bir ayirma emsali hayata kegirilir (yani avvalki durulagsmanin yariya durulasmasi).

&n asa@l semerssiz durulasma (LID) teyini (iglin durulasma seriyasinin hazirlanmasi Slave F-da tasvir
edilmisdir. Sinagin magsadindan va sinaq naticalarine dair statistik taleblerdan asili olaraq, konsentrasiyalari
handasi ve ya logarifmik siralarda olan digar durulagsma sxemlari de uygun ola bilar.

Kimyavi maddaler Uzrs gati sinaq G¢in gatilma seriyalari 3,2-den ¢ox olmayan ayirma amsali ile hazirlanir.

Dik konsentrasiya-cavab ayrilari gézlanilirse, 2,2-den ¢ox olmayan ayirma eamsalindan istifade etmak tévsiya
olunur.

Har bir durulasdirma doérd tekrarda bir nazarst (3.1) ile dord tekrarda aparilir.

Suda zsif hall olunan maddaler ultrases cihazlari ve ya dafnia magna ugun asagi toksiki halledicilordan
istifade etmakle uygun vasitalerle temiz suda ve ya durulasmis suda birbasa hall oluna ve ya dagila biler.
Halledicilardan yalniz ECso test maddasinin hall olunma gabiliyystinden c¢ox oldugda istifade edilmsalidir.
Halledicidan istifade edilarsa, son sinaq mahlulunda halledicinin konsentrasiyasi 0,1 ml/l-dan ¢ox olmamalidir
vo iki nezaret mahlulu, biri halledicisiz, digari halledicinin maksimum konsentrasiyasina daxil edilmalidir.
Halledicilerla kimyavi maddaler tgln sinaq dizaynina dair xtsusi talebleri nezarden kegirin, masalen, ISO/TS
20281-s uygun olaraq slave halledici nezarst ve statistik giymatlondirmaler. [2]

9 Prosedur

a. General
Test mahlulu (8.2.2) va distilla suyu (6.3) ile durulagsma seriyasi hazirlayin.

Test mahlulunun (8.2.2) artan hacmlerini durulasma suyu (6.3) ile birlesdirin ki, sinaq Ugln istanilen
konsentrasiyalari alde edin va sinaq gablarina kogurun.
Masaloan, (20+ 2) °C sinaq ve mahlul temperaturu alde etmak Uglin gablari bir temperaturda yerlasdirin.
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Bu temperatura ¢atan kimi dafnia magnani pipetka (7.5) ile sinaq gablarina daxil edin, mimkin gedar az
inkubasiya muhiti alava edin va xargangkimileri suyun altina buraxin.

on azi 20 heyvan, nimunanin har biri bes heyvandan ibaret dord qrupa bélunarak, har bir sinaq
konsentrasiyasinda ve nazarst Ugln istifade edilmalidir. Har bir heyvan Ugiin an azi 2 ml sinaq mahlulu
verilmalidir (yani, har bir test gabina bes dafniya tgtin 10 ml hacm).

Har bir sinaq seriyasi tgtin sinaq mahlullarinin hacmina barabar olan durulagsma suyunun hacmina (6.3) malik
nazarati hazirlayin vae sinaq mahlullarinda oldugu kimi eyni sayda dafnia magna daxil edin. ©gar halledici
maddalari hall etmak va ya dagitmaq Ugun istifade olunursa, istifade olunan maksimum konsentrasiyada (yani
0,1 ml/l-dan ¢ox olmayan) tarkibinds halledici olan durulagsma suyu ils ikinci nezarasti hazirlayin.

Sinag zamani heyvanlara yem verilmamali ve sinag qablari temperatura nezarst edilon otagda ve ya
kamerada (7.1) (20+ 2) °C temperaturda saxlaniimahdir. Sinaq organizminin reaksiyalarinin musahidaleri
maruz galma middstinin sonunda aparilir.

24 saat va ya 48 saat sinaq middatinin sonunda har bir gabda harakatsiz dafnia magnasini sayin. Mayenin
15 saniya yumsaq calxalanmasindan sonra Uza bilmayanlar, antenalarini harokat etdire bilsaler bels,
harakatsiz hesab olunurlar.

0%-daen 100%-a gadar immobilizasiya veran konsentrasiya diapazonunu tayin edin va dafnia magnanin
davranisinda anomaliyalari (masalan, slstlik, sathda zan, anormal firlanma ve ya dévre vurma) qeyd edin.

b. ilkin sinaq

Bu test gati testin aparilacag! konsentrasiyalar diapazonunu tayin etmays imkan verir. Bu maqgsadla ehtiyat
mahlulunun ve ya nimunanin yalniz bir sira konsentrasiyalarindan (imumiyyatle handasi irsliloyisle segilir)
istifade edin. Har bir test konsentrasiyasina bes dafnia magna maruz qalmalidir ve heg¢ bir tekrarlama talab
olunmur. NUmuna Blava B-ds verilmisdir. Sinagin magsadindan va sinaq naticalarine dair statistik telablarden
asili olaraq, handssi ve ya loqarifmik siralarda konsentrasiyalari olan diger durulasma formalari da uygun ola
bilar.

c. Qati test
Bu test muxtalif konsentrasiyalarla harekatsiz olan dafnia magna faizini 24 saat ECso vo ya 48 saat ECso vo ya
LID dayeri (bax Blave F) miayyan edir.

ECso dayerinin hesablanmasi Ugtin secgilmis konsentrasiya diapazonunun 10% ile 90% arasinda an azi Gg¢ faiz
immobilizasiya ile naticelonmasi arzu edilir. Konsentrasiya diapazonlarinin se¢im nimunaleri Slave B-da
verilmisdir.

Her bir konsentrasiya ve har bir nazarat tglin an azi 20 dafnia magna istifade edin, nimuna doérd tekrara
bolinlr, har sinaq konteynerinds bes heyvan var.

Herakatsizlesdiriimis dafnia magnanin hesablanmasindan derhal sonra nazarat partiyasi (3.1) ve an ¢ox
konsentratlasdirilmis sinaq partiyasi (3.6) ile sinaq gablarinda hall olunmus oksigen konsentrasiyasini (bax:
ISO 5814) olgiin (zeruri oldugda, butin gablarin igindakileri hall olunmus oksigen tarkibini dayisdirmamak
Gcun muvafiq ehtiyat tadbirleri alaraq, bu konsentrasiyaya uygun galen bir konteynera tokin).

©n ¢ox konsentrasiya edilmis sinaq partiyasinda hall olunmus oksigen konsentrasiyasi (9.3-de gdstarildiyi kimi
Olgllir) 2 mg/l-dan asagi dusarse, hall edilmis oksigen konsentrasiyasi onlarin talab olunan 2 mq/l minimum
konsentrasiyaya cavab verib-vermadiyini yoxlamaq Ugln digar sinaq partiyalarinda ol¢iimalidir. . Hall edilmis
oksigen konsentrasiyasi 2 mq/l-den asagi olan har hansi sinaq partiyalari yekun hesablamalar tgin nazare
alinmuir.

d. Dafnia magna hassasliginin va prosedura uygunlugunun yoxlanmasi with

Sinaglarin yerine yetiriimasinden sonra bir ay arzinde dafnia magnanin hassashgdini yoxlamaq Ug¢un
durulasdiriimis sudan (6.3) istifade edarak kalium dikromatin (6.4) 24 saat ECso-ni tayin edin.
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Sinaq hesabatinda 24 saat ECso-ni geyd edin (nazars alin ki, o, yalniz bu birlesmanin toksikliyini ifade edir ve
dafnia magnanin diger mahsullara hassasligini temsil etmir).

9.3-da tesvir olundugu kimi yoxlama aparin. Kalium dikromatin 24 saatliq ECso gdstaericisi 0,6 mg/l ile 2,1 mq/l
araligindan kanara ¢ixarsa, sinaq prosedurunun ciddi sekilds tatbiq olundugunu yoxlayin.

e. Limit testi

Limit sinad1 (4-ct bend ve Slave F-a baxin) 9.1-ds tasvir olunan prosedurdan istifade etmakle 20 dafnia
magna ile aparilir. Testin sonunda immobilizasiya faizi 10%-den ¢ox olarsa, tam tadqiqat apariimahdir.
Musahida olunan har hansi anormal davranis geyda alinmalidir.

10 Naticalarin tafsiri va etibarlilig

a. ECs0 —nin giymatlandirilmasi

24 saat ve ya 48 saat testin sonunda istifade edilon dafnia magnanin Umumi sayina nisbatde her
konsentrasiya Uglin immobilizasiya faizini hesablayin. 24 saat ECso ve ya 48 saat ECso-ni mivafiq statistik
metodla misyyan edin (istinadlar [4][5]) {Qauss loqgarifmik diagraminda probit analizi, herakatli ortalama,
binomial Usullar va ya grafik giymatlendirma (istinad [6])}.

Test maddanin konsentrasiyasi testin avvalinda vae sonunda minimum olaraq an ylUksak ve an asagl sinaq
konsentrasiyasinda ol¢iimalidir. Naticalarin dlgliimis konsentrasiyalara asaslanmasi tovsiya olunur. Bununla
bels, ager sinaq maddasinin konsentrasiyasinin sinag boyu nominal ve ya dlgtilmis ilkin konsentrasiyanin
1+20%-i daxilinde genastbaxs sakilde saxlanildigini nimayis etdirmak Uglin stbutlar varsa, o zaman naticalar
nominal va ya 6l¢iimUs ilkin giymatlers asaslana biler..

Maelumatlar kifayst deyilse ve ya ECso-nin hesablanmasi teleb olunmursa, 100% immobilizasiyaya uygun
galan minimum konsentrasiyani ve 0% immobilizasiyaya uygun galen maksimum konsentrasiyani qeyd edin.

Noazaratda va har bir sinaq konsentrasiyasinda immobilizasiyanin orta faizini geyd edin.

b. Etibarliliq meyari
Testin sonunda asagidaki sertler yerina yetirilorsa, naticelari etibarli hesab edin:
a) idareetma vasitalarinin immobilizasiya faizi 10%-den az ve ya ona bearabaerdir;

b) kalium dikromatin 24 saatliq ECso gostaricisi 0,6 mg/l ile 2,1 mqg/l araligindadir.

11 Naticoalorin ifadasi
ECso0 va 0 % va 100 % immobilizasiyaya uygun olan dayerleri ifads edin:
— tullantilar, sular, eluatlar va ya ekstraktlar halinda faizls;
— kimyavi maddaslera galdikda, litr Ggln milligramla.
QEYD Melumatlar digar vahidlerds da bildirile biler.
Muayyen edilarse, LID dayarini bildirin (Slave F-a baxin).
12 Test hesabat
Bu sinaq hesabatinda an azi asagidaki malumatlar olmahdir:

a) bu Beynalxalq Standarta (ISO 6341:2012) istinadla birlikds istifade edilen sinaq metodu;
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d)

e)

b)  numunenin (mialicedan avval) ve ya sinaqdan kegirilon kimyavi maddanintam eynilagdiriimasi tgln telab
olunan batin malumatlar.

¢) NUmunalerin hazirlanmasi tsullari:

1) tullanti sulari, sular, eluatlar ve ekstraktlar UGgln nimunalerin saxlanma Usulu ve muddati, ilkin
nidmunanin pH va hall olunmus oksigen konsentrasiyasl, lazim oldugda nimunanin dekantasiyasi,
filtrasiyasi ve ya sentrifugalanmasi sertleri; va pH-in mimkin tanzimlanmasi hayata kegirilmisdir,

2) kimyeavi maddaelar Ggln ehtiyatin va sinag mahlullarinin hazirlanma Gsulu;

istifade edilan dafnia magnanin mansayi va kulturunun yasi da daxil olmagla, bu Beynalxalq Standartda
miayyan edilmis sinaq ile baglh bitin bioloji, kimyavi va fiziki maelumatlar;

24 saat ECso vo ya 48 saat ECso saklinde sinaq naticaleri, hesablama metodu ve mumkiinss 95% etibar haddi;
maddalerin kimyavi analizi zamani istifade edilan Usul;

ager aparilibsa, limit testinin naticalari;

100 % immobilizasiyaya uygun galen minimum sinaqgdan kegcirilmis konsentrasiya ve 24 saat vo ya 48 saat
arzinda 0 % immobilizasiyaya uygun gelen maksimum sinagdan kegirilmis konsentrasi;

sinaq seraitinde dafnia magnanin har hansi anormal davranisi (masalan, sistlik, sathds lizan, anormal firlanma
va ya dovra vurma);

bu Beynalxalq Standartda gdstarilmayen har hansi emaliyyat teferriatlari ve naticalare tasir gdsters bilen
hadisslar;

etalon kimyavi madda (9.4) ile alde edilmis naticaler, habels istinad sinaginin tarixi;
etibarlilig meyarlarinin (10.2) yerina yetirildiyini sibut eden malumatlar;

sinaq laboratoriyasinin adi va Gnvani, sinadi aparan saxsler ve hesabati tesdiq eden saxs.
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9lave A
(malumatlandirici)

Elendt M4 muhitinin hazirlanmasi

A1 Umumi

Bu slavads fond mahlullarindan istifads etmakle M4 mihitinin hazirlanmasi tgln bir variant verilir.

A.2 iz elementlori

Temiz suda (6.2) her bir fordi mikroelement U¢ln ayrica ehtiyat mahlulu (bir mahlul I) hazirlayin. Bu muxtslif
ehtiyat mahlullarindan (ehtiyat mahlullar 1) Cadval A.1-de sadalanan 13 mikroelementi ehtiva eden ikinci tak
mahlul (ehtiyat mahlul Il) hazirlayin.

A.3 M4 orta

Cadval A.2-ya uygdun olaraq ehtiyat mahlulu Il, makro-qgida elementlari va vitaminlarden istifade ederak M4 mdahitini
hazirlayin.

Cadval A.3-de gosterildiyi kimi, 1 | temiz suya (6.2) Ug¢ vitamin alave etmakls birlagdirilmis vitamin ehtiyati mahlulunu
hazirlayin.

Dondurulmus vitamin ehtiyatini kicik hisselerde saxlayin. istifadeden gisa miiddst avval vitaminleri miihite slave edin.

Tam mubhiti hazirlayarkan duzlarin gokmasinin qarsisini almaq Ugun ehtiyat mahlullarinin alikotlarini texminan
500 ml-den 800 ml-a gadar temiz suya slava edin (6.2), sonra 1 I-a gadar durulasdirin.
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Cadval A.1 — Elendt M4 miihiti Giglin | va Il ehtiyat hallari

Qarisiq mahlul I
Ehtiyat mahlul(lar) Tamiz suda konsentrasiya _It(c!n_sentrfsiya. sh:;alrlaa;ggzjg%u;;:,:‘n‘;i
| (tek madda) (M4 miihitina miinasibatda) .
(6.2) mahlul | slavs edin. (6.2)
ma/l ml/l
H3BO3 57 190 20 000 fold 1,0
MnClz2-4H20 7210 20 000 fold 1,0
LiCl 6120 20 000 fold 1.0
RbCl 1420 20 000 fold 1,0
SrCl2:6H20 3 040 20 000 fold 1,0
NaBr 320 20 000 fold 1,0
Na2MoQO4-2H20 1260 20 000 fold 1,0
CuCl2-:2H20 335 20 000 fold 1,0
ZnCl2 260 20 000 fold 1,0
CoCl2:6H20 200 20 000 fold 1,0
Kl 65 20 000 fold 1,0
Na2SeO3 43,8 20 000 fold 1,0
NH4VOs3 11,5 20 000 fold 1,0
Na2EDTA-2H20 2@ 5 000 2 000 fold
FeS04-7H20 2 1991 2 000 fold
a a Ham Na2EDTA, ham de FeSO4 mahlullari ayri-ayriligda hazirlanir, sonra birlikde tokulir ve darhal avtoklavianir. Bu
verir:
Fe-EDTA mahlul P 1 000 dafa 20,0
b 5000 mqg Na2EDTA*2H20 temiz suda (6.2) hall edin va tamiz su ile 500 ml-a ¢atdirin. 1 991 mq FeSO4*7H20-nu hall edin
¢ tsear;i:yslzrl: (6.2) va temiz su ile 500 ml-s gadar hazirlayin. Birlikds tokiin ve darhal avtoklav edin. Bu mahlulu garanligda
Cadval A.2 — Il mahluldan, makro-nutrientlardan va vitaminlardan istifade etmakle M4 miihitinin

hazirlanmasi

Temiz suda konsentrasiya

Konsentrasiya

M4 mihitini hazirlamaq

stock

6.2 -~ o

Stok hallari (6:2) (M4 miihitine miinasibatda) ugin alave edilmis
mahlulun hacmiml/|

mq/I
Stok mahlulu I 20dafa 50
(birlosdirilmis iz
elementlari)

Makro-qida ehtiyati mahlullari (tek madda)

CaCl2:2H20 293 800 1 000 gat 1,0
MgSO2-7H20 246 600 2 000 gat 0,5
KCI 58 000 10 000 gat 0,1
NaHCO3 64 800 1 000 gat 1,0
Na2SiO3-9H20 50 000 5000 gat 0,2
NaNO3 2740 10 000 gat 0,1
KH2PO4 1430 10 000 gat 0,1
K2HPO4 1840 10 000 gat 0,1
Combined vitamin — 10 000 gat 0,1
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Cadval A.3 — Vitamin ehtiyati mahlulunun tarkibi

Vitamin

Konsentrasiya

Konsentrasiya

ma/l (M4 miihitine miinasibatda)
Tiamin hidroxlorid 750 10 000 gat
Siyanokobalamin (B12) 10 10 000 gat
Biotin 7,5 10 000 gat
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Olave B
(malumatlandirici)

1000 mq/l konsentrasiyada bir maddanin tullanti suyu va ya ehtiyat
mahlulu ile Dafnia magnanin harakatliliyinin inhiba edilmasinin
grafik tayini nimunasi.

QEYD Numuna sinaq borularindan istifads edilen prosedura aiddir.

B.1 Naticaler

Cadval B.1 va B.2-ya baxin.

Cadval B.1 — ilkin testin naticasi

Konsentrasiya Mobil Dafnia magna
0/0
90
35
10
3,5
1
0,35
0,1
0,035
0,01

ggjaojajn|o|o|O0|O|O

Belaliklo, gati testin aparilacagi konsentrasiyalar diapazonu 0,35%-dan 1%-a gadardir.

Cadval B.2 — Qati testin naticasi

Konsentrasiya Ne-li borudaki mobil Dafnia magna sayi. \a P
% 1 2 3 4
0 (nazarat) 5 5 5 5 20 0
0,35 5 5 3 4 17 15
0,48 2 3 4 3 12 40
0,62 3 1 1 2 7 65
0,80 1 0 2 1 4 80
1,0 0 1 0 0 1 95
2@  Testin sonunda har konsentrasiyada mobil Dafnia magna say!.
b Her konsentrasiyada immobilizasiya olunmug Dafnia magna faizi.

B.2 24 saat ECso-nin tayini
Qrafikda interpolyasiya ila (bax Sakil B.1), 24 saat ECso 0,55 % toskil edir..
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Tullanti sulari Ggtin bu kimi ifads edilir:

24 saat ECso = 0,55 %

va ya

24 saat ECso = 5,5 ml/l

Kimyavi madda Ugun bu kimi ifads edilir:

24 saatEC, = 0.55>1000 _ 5 5 1101

100

Qrafikden ECso, EC16 vo ECss giymatleri interpolyasiya yolu ile alde edile biler. Asagdi inam haddi (95 %), To,
daha sonra kimi giymatlendirile biler:

3 ECso

Ty
fECso
ve yuxari inam haddi (95 %), T4, kimi:

T1 = ECs0 fecs,

burada inam intervallarini alde etmak G¢lin vurma/bélma amsali, fEC50, asagidaki kimi verilir:

e :S(2,77/\/N )

burada

S ila verilmis yamac amsalidir:

S:(ECS4 +EC50\/é
\Ecso Ech

N 16%-dan 84%-o gadar olan intervalda meruz galmis organizmlarin Umumi sayidir.
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Sakil B.1 — Reqgressiya ayrisi (Qauss loqarifmik skalasi)
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Olava C
(malumatlandirici)

Heyvandarliq liglin Umumi tovsiyalar

Ehtiyat kulturunun yiklenmasi litr bagina 25-50 heyvan olmalidir. Onlar kitlevi ehtiyatlarda saxlaniimalidir.

QEYD Sinaqda istifads edilecek yliklomaysa oxsar ehtiyat madaniyyatinin ylikleanmasi tovsiya olunur. Masalen, litr basina
25 heyvandan ibarat ehtiyat yiki texminan 200 ml sinag mahlulunda bes heyvanin takrarini istifade edan sinaq rejimlari
Ggln uygun olardi.

Dafniyanin ehtiyat kulturasi laboratoriya kulturundan teze hazirlanmis birhlceyrali yasil yosunlarla
gidalanmalidir. Qida yosunlari eksponensial bdyima marhalesinde olmalidir. Yosun madaniyyatlori
deqgradasiya tesiri gostarmadan bdyldikce istifade edile biler. Yigimis yosunlari uzun middat otaq
temperaturunda saxlamaq olmaz, c¢linki o zaman deqradasiya prosesleri bas verir. Onlar garanligda
soyuducuda saxlanila biler va ya bu yosunlarla gidalanan dafniya madaniyyatleri hale do sadlam ve yaxsi
reproduksiya veziyystinde oldugu muiddatce dondurula biler. Qida haddinden artiq dozada qabul
edilmamealidir. Dafnia ehtiyatlarinin har organizm Gglin giinde 0,1 mg-dan 0,2 mqg-a qader karbon saviyyaleri
ile gidalanmasi tovsiya olunur. Yosunlarin béyimasi mihitinin dafniyanin anbar madaniyyatina kogurilmasinin
garsisini almaq U¢ln yosunlarin bdylimasi muhitinden ayrilmasi ve dafniya madeniyyst muhitinde yenidan
dayandirilmasi tdvsiya olunur. Heyvandarliq Gg¢lin miintezem qullug lazimdir. Orta haftede an azi 2-3 defe
dayisdirin. Yetkinlari yeni muhitle temiz bir gaba kégurin ve yenidogulmuslari ehtiyatdan ayirin. Exuviae, 6lU
vo/ve ya rengsiz heyvanlari ve yem qaliglarini gixarin.

Dafnia magnanin anbar kultivasiyasi diffuz gin isiginin 16 saat + 8 saat isigh + garanlq fotoperiodu ve ya stini
gundiz isidi altinda apariimalidir. Sinag atmosferi (20 £ 2) °C-dsa olmali ve dafnia magna Uglin zahaerli buxar va
ya tozlardan tamizlanmalidir.

Secilmis dafnia magna madaniyyati lisullari (iciin Istinadlara [8]-[12] baxin.
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Olava D
(malumatlandirict)

Dafnia magna-nin yatmis yumurta istehsali tiglin becarilmasi

D.1 Dafnia magnanin hayat dovru (bax Sakil D.1)
Tabistde dafnia magna aseksual yolla oldugu kimi cinsi yolla da ¢oxala bilir.

Bununla bels, yaxsi saxlanilan anbar madaniyyatlarinde ¢oxalma yalniz cinsi yolla bas verir, (diploid) digilerin
istehsali ile. Yetkin dafniyalar dorsal bala kamerasinda inkisaf eden ve canli nasiller veren partenogenetik
yumurtalar istehsal edir.

Ganc dafniya yumurta istehsal etmays baglamazdan avval ardicil yetkinlik dévriinds boyuyur.

Xususi ekoloji seraitds (elmi adabiyyatda “stressorlar’ adlandirilir) dafniya aseksualdan cinsi goxalma Usuluna
kegir, bununla da (haploid) erkakler, hamginin mayalanma teleb eden (haploid) yumurtalar emala galir.

Disiler daha sonra iki mayalanmis yumurtanin (yuxusuz yumurta adlanir) yerlasdirildiyi goruyucu dorsal gabiq
(epippium adlanir) istehsal edir.

sexuay@ g

sexual egg

?

/ hatching

after 2
diapause parthenogenetic
cycle

parthenogenetic haploid
daughter egq

formation

parthenogenetic
son &

) Sakil D.1 - Dafnia magnanin hayat dovrii
(Istinad [7], miallif hiiququ sahibinin icazasi ile ¢goxaldilir)

Ephippium disinin ndvbaeti tikenmasinda atilir ve adaten batir.

Yumurtalar adsten "oddadavamli fazadan" kegir (bir nege ay ¢oks bilar) bu middet arzinde yumurtalar yeni
dogulmus balanin doguimasina sabab olan embrion inkisafi tetikleyen stimullara cavab vermir (bacarmir).
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D.2 Dafnia magnanin yatmig yumurta istehsali liglin becarilmasi

Magnanin cinsi ¢oxalma rejimini tetikleyen xususi straf muhit seraiti yatmis yumurtalari alds etmak Ggln
laboratoriyada simulyasiya edils biler. Ephippia toksiklik testleri Gglin canh bioloji material alde etmak Ugln
analizlerin icrasi zamani saxlanila va gixarila biler.

Yumurta istehsal etmak Ug¢in daphnia kulturalari talab olunan epippiya sayindan asili olaraq istenilan név test
gabina va istanilean hacmda qurasdirila bilar.

Organizmler laboratoriya ehtiyat kulturlari ile eyni sakilds becarilir va qgidalanir. Eyni dafnia stamlarini yatmis
yumurtalarin istehsali tgln istifads edile bilar.

Kulturalar atraf muhitin temperaturunda 12L:12D isiq dovrl ile 100 daphnia/l-den 200 dafnia/l-e gadar olan
populyasiya sixlidi ile baglana bilar.

Kifayat qeder gida olduqda, madaniyyatlorde populyasiya sixlidi tedricen artir ve 1000 dafnia/l-den 2000
dafnia/l-a ¢ata biler.

Aseksual coxalmadan cinsi coxalmaya kegid asasan iki dayisan tarafindan tetiklenir: canlinin sixhgi (sixliq) ve
gida gatismazhgr.

Bu iki dayisan Uglin daqiq regamlar ve cinsi goxalmaya kegide ¢atmaq lgln lazim olan vaxt tamamile xisusi
"6z" becarma soraitindan asilidir ve eksperimental olaraq musyyan edilmalidir.

Cinsi ¢oxalmanin baslangici, erkaklerin (disilorden daha kicik olan), elsce da epippium dasiyan disilerin
gorinacayi madaniyyatlerin mintazem mikroskopik misahidaleri ile tapila biler.

Disiler epippiumunu atdigdan sonra, ikincisi kultivasiya gabinin dibinds toplana biler.

Ephippia soyuducuda (4 °C-ds) qaranligda, kran suyu va ya yenidan hazirlanmis tabii su ile borularda
saxlaniimalidir.

“‘Odadavamli faza’ni (D.1.-de gdstarilmisdir) nezers alaraq, muvaffaqgiyyatli inkubasiya slde etmak Ugln yatan
yumurtalar mehsul yigildigdan sonra texminan 3 ay saxlaniimalidir. Yumurtalar diizgiin saxlanilarsa, hatta 1-2
ilden sonra canli yenidogulmuslar alds edils bilar.

D.3 Efippiyanin yumurtadan ¢ixmasi

Cinsi yumurtalarin embrion inkisafinin baglangici Ggun tabistds iki esas tetikleyici isiq va
temperaturdur. Laboratoriya seraitinda cinsi yumurtalarin yenidogulmuslara inkisafi tGiglin vaxt

texminan 72 saat ¢akir.

Yenidogulmuslari slde etmak Uglin ephippia daphnia ehtiyat kulturlari G¢iin nazards tutulmus eyni mihitden ibarat Petri
gabina kégurulmalidir.

Petri gabi 6 000 Ix davamli isiglandirma altinda (20 + 1) °C temperaturda 72 saat inkubasiya edilmalidir.

D.4 Keyfiyyato nozaroat testi

Herakatsiz yumurtalardan ¢ixan dafnia magna yenidogulmuslar laboratoriya kulturalarindan gétirilmis sinaq
orqanizmleri G¢lin bu Beynalxalg Standartda gdstarilon bltlin meyarlara ve sertlera uygun olmalidir.

Buna gora de, kalium dikromat ile keyfiyyata nazaret testlari epippiyadan ¢ixan yenidogulmuslarla apariimali ve
24 saatliq ECso 0,6 mq/l ile 2,1 mq/l araliinda olmalidir (bax 9.4) (istinad [7] ).
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Olave E
(malumatlandirici)

Daqiq malumatlar

Avropa Birliklari Komissiyasinin salahiyyati altinda 1978-ci ilde asagidaki maddalar Ggln laboratoriyalararasi
sinaq apariimisdir:

— tetrapropilenbenzolsulfon tursusu (TPBS Ne1);
— natrium tetrapropilenbenzensulfonat (TPBS No 2);
— kalium 2,4,5-triklorofenoksiasetat (2,4,5-T kalium duzu).

Sonuncu maddae, asagi toksikliye ve suda az hall olmasina baxmayaraq, 1SO 6341:1996-da tasvir edilen
metodun ahats dairesi haddinds hesab edilan maddas ils bagh naticaler alda etmak Uglin daxil edilmisdir.

1994-cii ilds istirakgi Uzvlerden 1978-ci ilden baeri aparilan sinaglardan kalium dikromat haqqinda 24 saatliq ECso
malumatlarini teqdim etmalari teleb olundu. Bu malumatlar istinad toksikant hassasliginin maqgbul diapazonunu
hesablamagq tgln istifade edilmisdir.

Baladgci olaraq, bu laboratoriyalararasi sinaglarin naticaleri (ISO 5725-2[13]-a uygun olaraq giymatlandirilir.
Cadval E.1-de Umumilasdirilmisdir.

Cadval E.1 — Daqiq malumatlar

B Standart sapma
I§Lirak :??V I:;‘:::: Tokrarlanma Tokrarlanma
eden edilen ilivvoti ilivvoti
Maddo laboratori | laboratori | Naticale Orta (2:4 y qabiliyyet qabiliyyet .
yalarin | yalann | finsayi EC50 Dayisiklik Dayisikl
sy sy " amsal% " ik amsal
mq/l Miitleq Miitleq .
(1]
K2Cr207 36 2 1697 1,12 0,06 5 0,56 50
TPBS No. 1 36 4 108 27,45 3,95 14,4 8,32 30
TPBS No. 2 31 4 84 27,02 3,24 12 9,51 35
g;f;lf'T kalium 32 4 72 772,25 64,5 8,3 2778 35,9
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Olave F
(malumatlandirici)

Durulagma saviyyesi D -
LID-in tayini Gigiin durulagma seriyasinin hazirlanmasi

FA Prinsip

Tullanti suyunu daracalandiriimis durulasma vasitssi ile sinagdan kegirarkan heg¢ bir inhiba ve ya teste xas
dayiskenliyi asmayan cuzi tesirlarin misahide olunmadigi sinagdan kegirilmis an konsentrath sinaq partiyasi
D on asag) tesirsiz durulasma (LID) kimi ifade edilir. Bu durulasma sinaq partiyasinda tullanti suyunun hacm
hissasinin qgarsihigh dayeri kimi ifade edilir [mas. tullanti suyunun tarkibi 4-de 1-dirsa (25% hacm hissasi)
gatilma saviyyasi D = 4].

Her durulagsma saviyyasi va nazarat liclin takrarlara barabar paylanmis an azi 10 dafnia istifade edin.

F2 NuUmunanin hazirlanmasi
Numunalari 8.1-a uygun olaraq hazirlayin.
Hazirlandigdan sonra nimunani al il silkalemak ve ya maqgnit qarisdirici ile qarisdirmagla homojenlasdirin.

Lazim olan durulasma seriyasini hazirlayin. Cadval F.1-a uygun durulasma seriyasi tovsiye olunur. Daracali
durulagsma vasitesi ile hazirlanir ve iki handesi seriyani (D = 2, 4, 8, 16 va s. vo D = 3, 6, 12, 24 vo s.)
birlagdirir.

Cadval F.1 — Durulagsma seriyasinin hazirlanmasi

Su niimunasi Durulagma
Durulagma T:\:’i;af;:? (8.1) ?g):/;)l
D ml '
ml
Nazarat konteyneri 100
Test konteyneri
1da 1 1 100 —
2de1 2 50 50
3da1 3 33,33 66,67
4ds 1 4 25,0 85,0
6dail 6 16,67 83,33
8da1 8 12,5 87,5
12ds 1 12 8,33 91,67
16da 1 16 6,25 93,75
24 ds 1 24 4,17 95,83
32ds 1 32 3,13 96,87
QEYD Nimunanin seyreltma seriyasinin tarkibi (paralel tayinatlar tigtin tmumi hacm, mas.
100 ml).

F3 Prosedur

Testi 9-cu banda uygdun olaraq hayata kegirin.
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F4

Naticalorin ifadasi
11-ci banda uygun olaraq naticaleri ifads edin.

Test naticasi dafniyalarin an azi 90%-nin harakatli oldugu D (LIDD) dG¢ln an asadi sinaqdan kegirilmis dayardir.
Bu durulagsma saviyyasi natice olaraq miuayyan edilir.
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