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 »بسمه تعالی «

 ایی با مؤسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایرانآشن
 

وظیفه تعیین،   است که عهده دار    مرجع رسمی کشور   تحقیقات صنعتی ایران به موجب قانون، تنها        و مؤسسه استاندارد 
 .میباشد) رسمی ( استانداردهای ملی  نشر تدوین و

 کارشناسان مؤسسه، صاحبنظران مراکز و       تدوین استاندارد در رشته های مختلف توسط کمیسیون های فنی مرکب از              
سعی بر این است که        . مؤسسات علمی، پژوهشی، تولیدی واقتصادی آگاه ومرتبط با موضوع صورت میگیرد                  

استانداردهای ملی، در جهت مطلوبیت ها و مصالح ملی وبا توجه به شرایط تولیدی، فنی و فن آوری حاصل از مشارکت                     
تولیدکنندگان ،مصرف کنندگان، بازرگانان، مراکز علمی و تخصصی و            : و نفع شامل  آگاهانه و منصفانه صاحبان حق        

پیش نویس استانداردهای ملی جهت نظرخواهی برای مراجع ذینفع واعضای کمیسیون             .نهادها و سازمانهای دولتی باشد    
رشته طرح ودر صورت    های فنی مربوط ارسال میشود و پس از دریافت نظرات وپیشنهادها در کمیته ملی مرتبط با آن                    

 .چاپ و منتشر می شود) رسمی( تصویب به عنوان استاندارد ملی 

پیش نویس استانداردهایی که توسط مؤسسات و سازمانهای علاقمند و ذیصلاح و با رعایت ضوابط تعیین شده تهیه می                    
رد ملی چاپ ومنتشرمی    شود نیز پس از طرح و بـررسی در کمیته ملی مربوط و در صورت تصویب، به عنوان استاندا                    

تدوین و  )) 5((بدین ترتیب استانداردهایی ملی تلقی می شود که بر اساس مفاد مندرج در استاندارد ملی شماره                   . گردد
 .در کمیته ملی مربوط که توسط مؤسسه تشکیل میگردد به تصویب رسیده باشد

المللی استاندارد میباشد که در تدوین         مؤسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران از اعضای اصلی سازمان بین                   
استانداردهای ملی ضمن تـوجه به شرایط کلی ونیازمندیهای خاص کشور، از آخرین پیشرفتهای علمی، فنی و صنعتی                    

 .جهان و استانداردهـای بین المـللی استفـاده می نماید

ینی شده در قانون به منظور حمایت از          مؤسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران می تواند با رعایت موازین پیش ب               
مصرف کنندگان، حفظ سلامت و ایمنی فردی وعمومی، حصول اطمینان از کیفیت محصولات و ملاحظات زیست                      

مؤسسه می تواند   . محیطی و اقتصادی، اجرای بعضی از استانداردها را با تصویب شورای عالی استاندارد اجباری نماید                 
المللی برای محصولات کشور، اجرای استاندارد کالاهای صادراتی و درجه بندی آنرا                 به منظور حفظ بازارهای بین        

 .اجباری نماید

همچنین بمنظور اطمینان بخشیدن به استفاده کنندگان از خدمات سازمانها و مؤسسات فعال در زمینه مشاوره، آموزش،                    
ست محیطی، آزمایشگاهها و کالیبره       بازرسی، ممیزی و گواهی کنندکان سیستم های مدیریت کیفیت ومدیریت زی                

کنندگان وسایل سنجش، مؤسسه استاندارد اینگونه سازمانها و مؤسسات را بر اساس ضوابط نظام تأیید صلاحیت ایران                    
مورد ارزیابی قرار داده و در صورت احراز شرایط لازم، گواهینامه تأیید صلاحیت به آنها اعطا نموده و بر عملکرد آنها                        

ترویج سیستم بین المللی یکاها ، کالیبراسیون وسایل سنجش تعیین عیار فلزات گرانبها و انجام                     . ایدنظارت می نم   
 .تحقیقات کاربردی برای ارتقای سطح استانداردهای ملی از دیگر وظایف این مؤسسه می باشد
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زان سمیت حاد کشنده مواد موجود در  تعیین می-کیفیت آب"کمیسیون استاندارد 

 "روش آزمون نیمه ثابت:  قسمت دوم -آب برای ماهیان آب شیرین 
 

 سمت یا نمایندگی                                                                    رئیس
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 )دکترای شیمی(

 

  سمت و سازمان                                                               اعضاء   
 اسدزاده ، علی                                                             سازمان شیلات ایران 

 )دکترای دامپزشکی(
 

 ضی                                                   سازمان شیلات ایران پهلوان یلی ، مرت

 )فوق لیسانس شیلات (

 
 زارعی ، ماندانا                                                          دانشگاه علوم دریایی خرمشهر

 )فوق لیسانس بیولوژی (
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 )لیسانس میکروبیولوژی(
 

 محبی نوذر،سیده لیلی                                    پژوهشکده اکولوژی خلیج فارس ودریای عمان

 )فوق لیسانس بیولوژی ماهیان دریا(
 

                      اداره استاندارد و تحقیقات صنعتی شهرستان خرمشهرمرادی ، نادر                          

 )فوق لیسانس شیمی(
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 )دکترای بیولوژی ماهیان دریا (
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 ) صنایع غذایی-لیسانس مهندسی شیمی( 
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 پیش گفتار
 قسمت - مـواد موجوددرآب برای ماهیان آب شیرین سـمیت حـاد کشـنده   تعییـن مـیزان    -اسـتانداردکیفیت آب 

 پانصدوهشتادوهشتمینودر وتدوین شده  توسط کمیسیون های فنی مربوطه تهیه      که ثابت  نـیمه  آزمـون  روش:دوم
 قانون  3تصـویب قرارگرفته اینک به استنادبندیک ماده       مورد 12/10/1385رد مـورخ  اجلاسـیه کمیـته ملـی اسـتاندا       

به عنوان استاندارد ملی    1371ومقررات موسسه استانداردوتحقیقات صنعتی ایران مصوب بهمن ماه        اصـلاح قوانین  
 .ایران منتشر می شود

استاندارد ،و خدمات  علوم،عبـرای حفظ همگامی وهماهنگی باتحولات وپیشرفت های ملی وجهانی درزمینه صنای           
 هــای ملــی ایــران درمواقــع لــزوم تجدیدنظرخواهدشــدوهرگونه پیشــنهادی کــه بــرای اصــلاح یاتکمــیل ایــن  

برای مراجعه به   .درهنگام تجدیدنظردرکمیسـیون فنی مربوطه موردتوجه قرارخواهدگرفت      ،اسـتانداردهاارائه شـود   
 .استفاده کردازآخرین تجدیدنظرآنها استانداردهای ایران بایدهمواره

درحدامکان بین  ،درتهـیه وتدویـن این استانداردسعی شده است که ضمن توجه به شرایط موجودونیازهای جامعه              
 .این استانداردواستانداردهای ملی کشورهای صنعتی وپیشرفته همامنگی ایجاد شود

 :منبع و مأخذی که برای تهیه این استاندارد به کاررفته به شرح زیراست
1-DIN ISO 7346-2 : 1998 Water quality- Determination of the acute lethal toxicity 
of substances in water to a freshwater fish part 2(semi static method). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 مقدمه     
ــتاندارملی            ــن اس ــش ای ــه بخ ــرانس ــمیت    ،روش ای ــیزان س ــنجش م ــای س ــنده موادرحاده ــی  کش ــرای ماه اب

گونه های   استفاده از  کـه پیشنهاداین ماهی دلیل برعدم     ،بایدتاًکـیدگردد  امـا .شـرح داده اسـت    1)مخطـط (گورخـری 
تغییر کیفیت آب وتغییر شرایط     :های ارائه شده می تواندباتغییرات مناسب،برای مثال       روش. نمـی باشد   ماهـی دیگر

 .ورمورداستفاده قرار گیردلب شوشور،دمایی آزمایش،برای دیگرگونه های ماهی آب شیرین
 )نیمه جریان دار  (، نیمه ثابت  2)ماندابی(ربیـن سـه بخـش این استاندارد، می توان از این سه روش، یعنی روش ثابت                د

  است  این استاندارد شرح داده شده     بخش اول  ثابت که در    آزمون آزمایش .انـتخاب کـرد    را ،یکـی 4)جـاری (وگردشـی 
های زیادی ندارد،     امتیازاست،که نیاز به ابزارآلات ساده داردونیازی به معرف        ودرآن محلـول تغییرنمی کند دارای این      

هـر چـند کـه مـوادی کـه درظـرف آزمـایش هستند ممکن است درطول مدت زمان آزمایش کاهش یافته وهمچنین                        
آن  که در   ایران استفاده ازروش گردشی شرح داده شده دربخش سوم این استاندارد ملی          .کیفیـت کلـی آب کاهش یابد      

 مشکلات مطرح شده رابرطرف     کنیارد،ولد پیچیده تر   تجهیزات می گردد،احتیاج به  تعویض  محلـول آزمایشـی مرتـباً         
 .می کند

 ساعت یکبار   48 یا   24های آزمایش هر   درروش نـیمه ثابـت شرح داده شده درقسمت دوم این استاندارد محلول            
 ).های دیگراست  روش این روش حدواسط( عوض می شود 

شـی رامـی تـوان بـرای اکثر انواع مواد، شامل مواد ناپایدار درآب استفاده کرد،اما غلظت موادآزمایشی                   روش گرد 
روش ثابت،محدودبه مطالعۀ موادی است که غلظت آزمایش شدۀ آنها طی دورۀ            .راتـا حدامکـان بایدمشخص کرد     
وان غلظت آنها راطی آزمایش     روش نیمه ثابت برای مطالعۀ موادی است که می ت         .آزمـایش نسـبتا ثابت باقی بماند      

 تمهیداتثابت نگهداشت،برای موادبسیارناپایداریافراردرنظرگرفتن    یکبار     ساعت 48یا24ها هر  تجدید محلـول  بـا 
بـرای تسـهیل آمـاده سـازی و حفظ غلظت های موادی که ممکن است در غلظت های                   . اسـت    ویـژه ضـروری   

 ، می توان طبق موارد ذکر شده در روش های سه گانه نـزدیک به غلظت حلالیت طبیعی آنها در آب کشنده باشد       
 .این استاندارد ،مقدار اندکی نیز ماده حلال به محلول آزمایشی افزود

 
1- Brachydanio rerio Hamilton- Buchanan ( Teleostei, Cyprinidae ). 
2-Static method 
3-Semi-static method 
4-Flow-through method 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 کشنده مواد موجود درآب حادتعیین میزان سمیت  - آبکیفیت

  آب شیرینبرای ماهیان

  ثابت آزمون نیمهروش :دومقسمت 
 

  کاربرد ه  هدف و دامن1 
 ادهمهرکشنده   وحاد  ثابت برای سنجش سمیت      نیمه   روش یک   ارائه و تعیین، ایـن اسـتاندارد    ازتدویـن    هـدف 
)مخطط ( ماهی گورخری  یط ویژه برای یک گونه ماهی آب شیرین       مجزاومحلول درآب تحت شرا   ،غیرفرار،پـایدار 

 شرایطدر،  گورخریبرای ماهیهرماده کشنده حادسمیت سطوح مختلف برای بررسی روش  ایـن  . مـی باشـد  1

 .های دیگرنیزکاربرددارد ازگونه استفاده برای قابل استفاده است و آزمایش،این

 مشخص کردن استاندارد های کیفی آب وبرای حمایت های زیست           به تنهایی برای  دست آمده   ه  بنتایج   -1یادآوری
ات  آب شیرین نیزبه عنوان موجود     انگونه های ماهی  سـایر روش میـتوان از    همچنیـن درایـن   .محیطـی کافـی نیسـت     

 . موردآزمایش،استفاده کرد

 آب  ایـن روش رامـی تـوان بااعمـال اصـلاحاتی درشـرایط آزمـایش بویژه با تغییرکمیت وکیفیت                   -2یـاد آوری  
آب شیرین،دریایی ولب   ان  ماهیمورداستفاده برای رقیق کردن غلظت هاودمای محیط آزمایشی،برای سایرگونه های             

 . قرارداداستفاده موردشور،

   اساس آزمایش  2 
که به   گورخری    درصدازکل جمعیت موردآزمایش ازماهی    50کـه برای   معیـن    تحـت شـرایط   ،ماده تعییـن غلظـت   

کشنده  ،بوده اندباکیفیت ثابت آب  درمعرض آن ماده و ،  ساعت 96 و 72ب جاری برای آ  سـاعت و   48و24مـدت 
، 250h - LC24،50LC - h48،50LC- h 72، 50h-LC96های هـای کشنده متوسط بانام  ایـن غلظـت   .باشـد 

 :انجام می گیرد به شرح زیراین روش،دردومرحله .مشخص شده اند
 
 
 

 
 

1- Brachydanio ririo Hamiltin Buchanan ( Teleostei, Cyprinidae ). 
2- Lethal Concentration 

 
 

 به این امرشود،که متوسـط غلظت کشندۀ موادمشخص می  درآزمــایش مقدماتــی حدودتقریبــی -الــف
 .ها درآزمایش نهایی کمک می کند تعیین دامنۀ غلظت

 .می باشدگزارش دادن   آزمایش نهایی که نتایج آن قابل-ب

1 



یعنی غلظت   درصدباغلظت اسمی باشد   20یری شـده دارای اختلاف کمتریامعادل     هنگامـی کـه غلظـت انـدازه گ ـ        
غلظت (میتوان هرکدام ازآن غلظتها   بیشترنباشدا  درصدغلظت اسمی به ترتیب کمتر ی     120و80انـدازه گـیری شده از     

 .     گزارش نمودLC  50غلظت رابه عنوان)اسمی ویاغلظت اندازه گیری شده

قبول قابل  باشدکه غلظت مادۀ موردآزمایش درهر مرحله ازآزمون در سطح          دسـترس ن   وقتـی کـه شـواهدکافی در      
ذکـر شـده ثابـت باقـی مـانده است یا وقتی که فرض می شود غلظت مادۀ شیمیایی مورد آزمایش به میزان قابل                         
 ملاحظـه ای کـاهش یافته است،درچنین حالتی بدون توجه به اینکه تحلیل شیمیایی داده ها وجود داشته یانداشته               

این مواردارزش واعتبارآزمایش ونتایج    در. ازاین روش آزمایش استفاده کرد     LC 50باشـد،نمی تـوان برای تعریف     
x عنوان نمودکه مقدار  mg/l  ≤x رابصورتLC 50آن ضـرورتانقض نمـی شـودبلکه تنهامیتوان مقدارشاخص   

 .نیزباتوجه به غلظت های اسمی مورداستفاده درآزمایش تعیین می شود

  آزمایشی و واکنش گرها  موجودات3

یاآب یون  مقطر  واکـنش گرهابایدخلوص بالایی داشته باشندوآب مورداستفاده برای آماده سازی محلول،آب           3-1
 .باشد معادل آن صلو خی با یاآب،زدایی شده

   موجود مورد آزمایش 2 -3
 ـ       ازرده   گونـۀ موردآزمـایش بایدازخـانواده کپورماهـیان         )مخطط( گورخری ان ماهی عنوه  ماهـیان اسـتخوانی کـه ب

 gr1/0± 3/0وزندراصل با باشد،که طـول داشـته  mm5±30هرماهـی موردآزمـایش بـاید   .باشـد  معـروف اسـت،  
انجام  از پیشروز7مدترای  بانتخاب شده باشندودرهرحالت حداقل      جمعیـت    آنهابایدهمـه ازیـک   .مطابقـت دارد  

  نـوری مشابه باشرایط آزمایش  تحـت شـرایط کیفـی آب ورژیـم    آزمـایش  اسـتفاده بـرای   درآب مـورد  آزمـایش 
 .)2– 3بند طبق( هوادهی شوند طورمداومه وب باشندنگهداری شده

 .یم غذایی معمولی تغذیه شوندژر ساعت قبل ازآغازآزمایش با24ماهیان بایدتا

مدت  نبایددرطول   انمناًاین ماهی ض.دنآشکارباش  هرنوع عیب ویابیماری   بدونو کاملاسًالمد بای ایش موردآزم انماهـی 
 انجــام ازپـس .درمــان بـیماری قرارگرفـته باشــند   گونـه   ازآن تحــت هـیچ  پـیش  دوهفـته بـه مــدت  یا وزمـایش آ

 وتولید مثل   نگهداریشرایط محیطی برای    .دبه روش مناسب،معدوم شون   دباقیمانده بای  زنـده    هـای  آزمایش،ماهـی 
 .شده است رائهستاندارد اااین درپیوست الف گور خری ماهی 

  آزمایشآب مورد تهیه ت   روش استاندارد جه3-2
pHباشدبرحسب کربنات کلسیم )میلی گرم بر لیتر (250 آن تقریباوسختی8/7 ±2/0 آب آزمایش،باید .  

 : زیر باشندبصورت جدول های حل شده دراین آب،باید  غلظت نمک

 فرمول شیمیایی نمک )میلی گرم بر لیتربه (غلظت 
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5/5 KCl 

 غلظت نمک های حل شده-1جدول 
 . درصدمقداراشباعی برسد90ای باشد که غلظت اکسیژن محلول حداقل به باید به اندازه هوادهی آب

pH لـزوم  نگهداشـته شود،ودرصـورت   8/7±2/0 بایددرحدثابـت pH کردن محلول هیدروکسید  بااضافه محلول
ــود   ــیم ش ــید هیدروکلریک،تنظ ــدیم یااس  ــبنابرا.س ــه ب ــی ک ــت،نباید  ه این،آب ــده اس ــاده ش ــریق آم ــن ط پیش ی

 .هوادهی بیشتری روی آن انجام شود،آزمایشآغازاز

  مورد آزمایش  مواد1های ذخیره   محلول3 – 3
 زدایی   آب مقطر یاآب یون    عینی درحجم م   ازآن  آزمایش،بایدباحل کردن مقدارمشخصی    مورد محلـول ذخیره ماده   

و برای  وراحتی انتقال آنها به ظروف آزمایشگاهی       ذخیره  های    سازی محلول   بـرای تهـیۀ وآماده     .شـده،تهیه شـود   
 آلی باسمیت کم برای     یها سایل فراصوتی وحلال  موادباحلالیـت کـم و همگـن نمـودن محلولهـا مـی تـوان ازو               

یاgr/l1/0های آلی،غلظت آنها درمحلول آزمایشی نبایداز      درصـورت استفاده ازچنین حلال    . گرفـت  کمکماهـی، 
ml/l1/02   وقتـی ازحـلال اسـتفاده مـی شود،دوشـاهدبرای کنترل لازم است،یک ظرف شامل حلال                .بیشـتر باشـد

 .باحداکثر غلظت استفاده شده ودیگری بدون حلال یا مادۀ آزمایشی

   محلول های  آزمایش4 -3
 یشآزماموجوددرمحیط   آزمایشی به آب     ذخیرهمحلـو ل هـای آزمـایش بااضـافه کـردن مقدار مناسبی ازمحلو ل                

 آب مقطریا   با آزمایش محلول   هنگام تهیه   ی شود،که در  توصیه م .دست آید ه  درسـت مـی شـود،تاغلظت مناسب ب       
 .کار برده  ب کنندهرابرای ده لیترازآب رقیق ذخیره محلول میلی لیتراز100 شده،نبایدبیش از زدایی آب یون

1-Stock Solutions 
 .مبنا قرارگیرد حلال هرکدام که بیشتر است باید  چگالی برحسب-2



    وسایل4
 وبرای  بی اثـربوده  دموادسازندۀوسـایل آزمایشـگاهی نسـبت بـه تمـام مایعاتـی کـه درتمـاس باماهـی هسـتندبای                   

  می مواردذیلو معمولی    آزمایشگاهی ،تجهیزاتوسایلازمنظور( قابلیـت جـذب مؤثـری نداشته باشد        موادآزمـایش 
  .)باشد

   ظروف آزمایش 1 - 4
می بایست و)داشته باشند لیترگنجایش10از که ممکن است برحسب نیازبیش  (مناسب باگنجایش آزمـایش  ظـروف 

 10برای  سانتیمترمربع 800درحدود(آزمـایش بـه آن     ومحلـول  امکـان تـبادل هـوا      زیـادی باشـندکه    دارای سـطح  
کافی  حجم ظروف آزمایشگاهی باید   .ومجهزبه درپوشی محکم باشند   ) وجـود داشـته باشـد      لیترازمحـیط آزمـایش   

 انجام  مدت درطولدواین نسبت نبای  ،لیـتر آب مورداستفاده قرارگیرد     1بـرای هرگـرم ماهـی     ،کـه  طـوری ه  باشـد،ب 
برای پاک سازی   (این ظروف بایدبادقت باموادشویندۀ غیر یونی تمیزشوند      ،ازاستفادهپـیش   .آزمـایش افـزایش یـابد     

سیدی وحلال هم انجام    مـوادی کـه انتظارمـی رودجـذب دیـواره های مخزن شده اند،بایدعملیات شستشوباموادا              
 ). شود

   وسیلۀ کنترل دما 2 – 4
درجه سلسیوس  C˚1± 23راتا وآب مخازن  حرارت محلول آزمایش   درجه مناسبی بایدبـتواندباروش  وسـیله  ایـن 

  .تنظیم کند

   ملاقه ای  تور3 - 4
1-4ه شده دربند  داد ودیگرظروف شرح  ظروف شاهد استفاده در ایـن تورازنـایلون یادیگرموادبی اثرشیمیایی برای        

 . ساخته شده است،

   محیط آزمایش5
که   انجام شوند،  ییفضاا بایددر  ه وآزمایش ها هـا،نگهداری ماهـی وتمام فعالیت      وذخـیره محلـول    سـازی  آمـاده 

 که نشده ضمناًبایدازهرگونه مزاحمت ناخواسته یاپیش بینی    .باشدمقادیرمضرموادآلاینده موجود هـوای آن عـاری از     
 16تا12ینور دوره    طبیعی آزمایشگاه با    روشناییدرا باید  ه تمام آزمایش .یردهد،جلوگـیری کـرد   راتغیان  رفتارماهـی 

 .ساعت درروز،انجام گیرد

برای جلوگیری از هر نوع اختلال و آسیب ناخواسته که ممکن است رفتار ماهیان را تغییر دهد، احتیاط       -1یـادآوری   
 .به عمل آید

   روش کار6

   شرایط ماهی6-1
با استفاده  وایران  دراین استاندارد ملی    باید به روش مشخص شده      دشمشاهده  ،اندرجمعیـت ماهی  ی  یـیر  تغ هـرگاه 

انجام آزمـایش تعیین سمیت  ) 2O7 K2 Cr(دی کـرومات پتاسـیم  :مناسـب مانـند  مـرجع   شـیمیایی  از یـک مـاده  
انجام شده است   بـا نـتایج آزمایشـاتی که پیش تردر همان آزمایشگاه             بـاید     هـا   آزمـایش   قبـیل  نـتایج ایـن   .شـود 



 دردمایمورد آزمایش قرارگرفته باشد،ودمای آب مخازن باید      پیش ازآن   نمونه نباید   ماهی   .،همخوانـی داشته باشد   
C˚1±23نگهداشته شودثابت ،درجه سلسیوس . 

  تعیین حد سمیت  آزمایش2 -6
 96در LC 50که   بـرای مشخص کردن این     ، ایـران  بااسـتفاده ازروش کارشـرح داده شـده درایـن اسـتاندارد ملـی             

ساعت،بیشـترازغلظت مـاده مـورد نظردرحالـت انحـلال طبیعـی اسـت ،می توان یک مرحله آزمایش تعیین حد                     
در صورتی که .انجام دادmg/l 100سـمیت را درشـرایط آزمایشگاه ودرغلظت های حلالیت طبیعی درآب وحتی            

  تعیین حداکثر غلظت   ی انجام آزمایش  برا.ماهـیان درآزمون سمیت نمیرند،انجام آزمایش های دیگرضرورت ندارد        
 . ماهی استفاده کنید10تعدادوهمچنین برای شاهد،از

ماهی استفاده می شود،بدون هیچ گونه مرگ  10نشـان مـی دهد،که وقتی ازتعداد      1نظـریه دو جملـه ای     –1 یـادآوری 
رگ درصورت بروزم . ساعت بیش ازغلظت حدآزمایش است     96مدت زمان  در 50LCدرصـد 9/99اطمیـنان ومـیری با  

  را ضروری است ودرصورت مشاهده اثرات مادۀ سمی،مشاهدات      ،4 – 6 و 3 –6هایبند ،مطالعه کـامل  درماهـی ومیر
 . وگزارش نمودباید ثبت

 ) اولیه( آزمایش مقدماتی 3 – 6
 لیـترآب بـه هـرکدام ازشـش ظـرف آزمـایش اضافه کرده ولزوماً برای تنظیم غلظت                  5 لیتروترجـیحاً  5/2حداقـل   

 محلول های آزمایش مقدارمناسبی    برای تهیه درصداشباعی آن،هوا داده شوند   90مقدارحداقلاکسـیژن حل شده به      
به  2 لگاریتمی ی ها غلظتاز رابطه بازه     اضافه کنیدکه    آزمایش  ظرف 5بهراطـوری    مادۀآزمـایش  ذخـیره    محلـول از

 .بدست آید،mg/l1000،mg /l 100،mg /l10،mg /l 1، l /mg  1/0:عنوان مثال

ول ها بایددرمحدوده   لدرجه حرارت مح  کاربرده شود ه  عنوان ظرف شاهدب  ه  ی اضافه نشودتاب  ظـرف ششم چیز    بـه 
 ازحدمجاز حفظ شده وطی آزمایش نبایدبیشو نظیمدرجه سلسیوس تC˚1± 23  دمای

 
1 -Binominal theory 
2-Geometric rang                                                                                        

ساعت محلول های آزمایشی تازه ای   48یا24بعدازگذشت  .ماهی قرارداده شود  3تعداددرهرظـرف   .هوادهـی شـوند   
تاپایان آزمایش مقدماتی این .درظـرف هـای جدیدآزمایشـی تهـیه کرده وبی درنگ ماهی زنده رابه آن منتقل شود            

وغلظت اکسیژن حل شده درهرظرف     .اهی مرده باردرروز،تعدادم2حداقل.سـاعت یک بارتکرارشود   48یـا 24کارهـر 
کافی برای تخمین دامنۀغلظت های موردنیازبرای  اگـرداده های .داشـت کـرده وماهـیان مـرده برداشـته شـود         درایا

  .،تکرارشودی جایگزینغلظت ها گروه با)اولیه(مقدماتی باشد،آزمایش نهایی،وجودنداشته آزمایش

تمی وجود رابطه لگاریتمی یا تصاعد هندسی در بین غلظت های یک            منظوراز بازه غلظت های لگاری     -2یـادآوری   
 .ماده است

   آزمایش نهایی 4 – 6 
اما این مجموعه mg /l8، mg /l4، mg /l2، mg/l1، l /mg  5/0 :برای مثال،حداقـل پـنج غلظت انتخاب شده  

مدت ین غلظت غیر کشنده در    بـاید شامل پایین ترین مقدارغلظت کشندۀ تمام ماهی هادرآزمایش مقدماتی وبالاتر           



 هیامدست آمدن درصد مرگ ومیر    ه  ایـن مجموعـه منتخب غلظت ها بایداحتمال ب        . سـاعت نـیز باشـد      96 زمـان 
 بااسـتفاده ازروش صحیح لازم      50LCبـرای تخمیـن    کهکـند،  فـراهم دوغلظـت     درصـدرادرحداقل  100صـفرتا از

 نیاز  ،کردن اطلاعات  برای فراهم ها تیا وسیعتری ازغلظ  ،ممکـن اسـت بـه دامنۀ محدودتر       ی موارد دربعض ـ.اسـت 
 استانداردریخته شود،درظرف   آزمایش لیترآب   10:عنوان مثال ه  باشدشـش ظـرف آزمـایش رابرداشته ودرهرکدام ب        

های   غلظت  تهیه  موردنیازبرای  ذخیره محلولی از  مقادیرمختلف به ترتیب شـاهد چـیزی اضـافه نشود،امادربقیۀ آنها       
 درصـورت اسـتفاده ازحـلال آلی برای حل کردن         .، اضـافه شـود     آزمـایش  بـرای شـده    مـادۀ انـتخاب      موردنظـراز 

کاررفــته اســت،تهیه  بــه حداکثرغلظــت حــلال  محــتوی اســتانداردکهآزمــایشماده،ظــرف کنــترل دوم رابــاآب 
 ماهی  7تعدادباشـدوحداقل   درجـه سلسـیوس      C˚1 ± 23درزمـان تنظـیم محلـول آزمـایش بایددردمـای           .دشـو 

طورتصادفی ازمخزن انتخاب   ه   ب انماهی،تفاده از یک تورریزازجنس ماده بی اثر      بـا اس ـ  .درهرظـرف قـرارداده شـود     
وهرماهی که درزمان انتقال    )3 – 4بند  طبق  (بلافاصله درظروف آزمایشی قرارداده شوند،      به طورتصادفی و  وشـده   

دقـیقه به ظروف اضافه      30مـدت زمـان    طـی    انتمـام ماهـی   .بـه ظروف،افـتاده یاآسـیب دیـده کنارگذاشـته شـود           
ساعت محلول های آزمایشی تازه رادرظرف های جدیدآماده کرده وماهی های زنده            48یا24بعدازگذشـت   .شـوند 

باردرروز،تعدادماهی مرده  2حداقل.ساعت یک بارتکرارشود  48یـا 24بلافاصـله بـه آنهامنـتقل شـده و ایـن کارهـر            
ده های کافی برای تخمین     اگردا.وغلظـت اکسیژن حل شده درهرظرف رایاداشت کرده وماهیان مرده برداشته شود           

با گروه غلظت های    )اولیه(دامنۀغلظـت هـای موردنـیازبرای آزمـایش نهایی،وجودنداشـته باشد،آزمایش مقدماتی           
 .جایگزین،تکرارشود

 آزمایش تعداد ماهی های مرده درظرف ثبت    هباردرروزطـی دور   حداقل یـک  ،دون ش ـ یمحلـول هانبایدزیادهواده ـ  
حد متوسط دورۀ   :برای مثال .ف برداشته شودودفعات مشاهده بیشترگردد    ترماهـی مـرده ازظر     هـرچه سـریع   .شـود 

درصورت ثابت بودن   .رفتارغیرطبیعی ماهی زیرنظرگرفته شود    زندگـی ماهـی درهرغلظـت محاسبه شود،وهرگونه       
 درابتداوانتهای آزمایش،اندازه  حداقل مـاده درطـول دوره،تـاحد امکـان غلظـت مـادۀ آزمایشی درظروف آزمایش              

وپایان آزمایش ،اندازه   آغاز درروزودر رودمای هرظرف حداقل یکبا   pHلظـت اکسیژن محلول،مقدار   غ.گـیری شـود   
فرم پیشنهادی مناسب   .  ،باشند ±2/0 یا C˚1± محلـول های آزمایش،نبایدبیش از     pHتغیـیرات دمـا و    .گرفـته شـود   

ک ســاعت یــ48یــا24ایــن کاربایدهــر. شــده اســتارائــه ایــن اســتاندارد بــرای ثبــت اطلاعــات درپیوســت ب 
بایدانتقال ) 3-4بند(بـرای جلوگیری ازانتقال ماده آزمایشی بین ظروف آزمایشی توسط تورملاقه ای           .بارتکرارشـود 

 .ماهی ابتدا ازغلظت های پایین شروع شده وبه ترتیب به غلظت های بالامنتهی شود

   بیان نتایج 7

   صحت 1 -7
  :نست وتایید موارد ذیل، می توان نتایج راصحیح دادرصورت انجام

 .درصدمقداراشباعی باشد60اکسیژن محلول آزمایش حداقل غلظت دوره درطول 7-1-1

 .آزمایش کاهش نیافته باشد غلظت مادۀآزمایش درطی  7-1-2



 .درصدیایک ماهی درهرمخزن باشد10 از نباید بیشترتحت کنترلان درصد مرگ ومیرماهی  7-1-3

 .درصد،یایک ماهی درهرمخزن باشد10زاباید بیشترنرف شاهدان ظماهی درنسبت رفتارغیرطبیعی  7-1-4

 دی کرومات پتاسیم برای     : مثال عنوانه   شیمیایی ب  برای یک ماده  ساعت  24مـدت زمان   در LC 50مـیزان  7-1-5
 .داشته باشده همخوانی شگای،درهمان آزما قبلیدست آمدهه مخزن ماهی بانتایج ب

  LC 50  برآورد 2 – 7
نظرمیرســد،این کاررامــی تــوان باترســیم نموداروقــراردادن  بــه مناســب 50LCزا کــه بــرآوردنموداری ازآنجائــی

 به صورت درصدبیان    ماهیدراین نمودار مرگ ومیر   . دربرابرغلظـت مادۀ آزمایش نشان داد      ماهـی درصـدمرگ ومیر  
 .می شود

 است که با استفاده ازاین    گموئیدی   وغلظت به صورت یک نمودارسی     ماهیرابطـۀ بیـن مـیزان درصـد مـرگ ومیر          
 . ) راببینیدوبه آن مراجعه کنید1شکل( دست می یابیمLC 50 به غلظتماهیدرصد مرگ ومیر50نمودارازروی

اطلاعات رسم  . رسم شود   ودرمقیاسهای مناسب  بامحورهـای لگاریتمی   بهتراسـت اطلاعـات روی کاغذشـطرنجی      
2شکل.(دست آورد ه ب راازآن 50LCشـده بـه ایـن شکل،بایدیک رابطۀ خطی رانشان دهندکه بتوان به روش بالا             

 .)راببینیدوبه آن مراجعه کنید

 برای کافی  وجوداطلاعات عدمدرصورت.وتحلیل صحیح تری می تواندانجام گیرد     تجزیه وجودرایانه درصـورت 
 ساعت،حداقل غلظتی که درآن     96 و 72 سـاعت ودرصـورت امکـان      48 و 24زمـان  مـدت  در 50LCبرآوردکـردن 

سـاعت هیچ مرگ  96و72، 48 ،24مـدت زمـان  اکثرعلظتی کـه در وحد باشـد رخ دادهماهـی  صددرصـدمرگ و میر   
 ـ     ومـیری   درآن قرار دارد،نشان    50LCای راکه احتمالاً   این غلظت هامحدوده  .،ثبت شـود   باشـد  بوده درماهـی هـا ن

 .خواهندداد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                
                                             

 
 LC 50 نمودار خطی-1شکل 

 
 

    
 
 

               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 گزارش آزمایش 8        

 :  گزارش آزمایش باید دارای آگاهی های زیر باشد       

 1386سال  : 8696-2  ایراناستانداردملی طبق روش آزمایش 8-1

  درحلالیت:مانند( باآندررابطـه  عـات موجوداضـافی    اطلا وهـرگونه  آزمـایش  مـاده مورد   خـواص شـیمیایی    8-2
 .)تجزیهوسرعت  آب برحسب اکتان قسیم،ضریب تفرار بودنآب،

 . ومحلول آزمایشذخیره،محلول  سازیروش آماده سازی آب رقیق 8-3

 که دراین قسمت ازاستاندارد ملی مشخص       زیستی مربوط به آزمایش    و تمـام داده هـای فیزیکـی، شیمیایی        8-4
 .   بر حسب گرم درلیتران ماهی وزنل جزئیات شرایط سازگاری ماهی و،شامنشده

  : به صحت آزمایش بایددرنظر گرفته شود  در ارزیابیکهبه شرح زیراطلاعاتی   8-5

 . غلظت اکسیژن8-5-1

 .شاهدان مرگ ومیرمشاهده شده درماهی 8-2-5

 .ماهی شاهد درنسبت رفتارغیر طبیعی 8-5-3

8-5-504LC شیمیایی مورداستفادهماده ( ماده(. 

های تحلیلی   باارزیابی( آزمایش شده     اسمی ماده   فهرسـت جـدول بـندی شـده کـه نشـان دهـندۀ غلظـت                8-6
 .باشدآزمایش آغازازپس  ساعت 72 ،48 ،24 درهرماهیوکل درصدمرگ ومیر)شیمیایی موجود

روش محاسبه وروش    ازمادۀ آزمایشی و   h24،h48،h72،h 96ومحـدوده هـای اطمینان آن در      50LCمقـدار  8-7
 .  شودنیزنوشته کاربرده شده،ه آنالیزشیمیایی ب

 .درصداطمینان آن95شیب منحنی ودرصورت امکان محدودۀ  8-8

 . آزمایش وهرنوع تأثیر خارجی تولیدشده توسط مادۀ آزمایشی در طولهرگونه واکنش غیرمعمولی ماه 8-9

 .) غلظت–پاسخ(نموداری رابطه نمایش  8-10

  .ودلیل آن 1386سال  : 8696-2 ایران استانداردملی  عدول ازشیوۀ عمل مشخص شده درهرگونه 8-11
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 پیوست الف

 گور خریشاخصهای محیطی برای حفظ وتولید مثل ماهی 

 )اطلاعاتی(

  کلیات1-الف
این .ایـن گونـه ماهـی بومی ساحل کورومندل در هندوستان است که با جریان های آبی درآنجاسازش یافته است                  

توان  ش این گونه را می    رین اطلاعات مربوط به روشهای  پرو      ابنابر.گونـه ماهـی آکواریومـی شـناخته شده است         
اخیرازیست شناسی این گونه ماهی توسط      . ماهی گرمسیری یافت   پرورشدرکـتاب هـای مـرجع استاندارددرمورد      

خط افقی آبی   9تا7 با ینی استوانه ا  بابد.میلیمتربیشترمیشود45طول این ماهی به ندرت از     . بررسی شده است   1لالـی 
نرها .دوپشت ماهی سبز زیتونی است    می رسن این خطوط به باله های دمی ومخرجی         تیره برروی پوستی نقره ایی    

ویژه قبل ه   نقره ای تروشکمی متورم ب      به رنگ  ماده ها .چسـبیده ترازماده هاهستندورنگشان طلایی درخشنده است      
 .ازتخم ریزی دارند

   محیطی شاخصهای2-الف

3/43تا5/15  گفته است که دامنه  دمایی بین        2اکسلراد. است  رادار  و سختی آب   pH قابلیت تحمل دماو   ایـن ماهی  
گرم برلیتربرحسب کربنات    میلی300ایـن ماهـی درآب باسختی بالای        . اسـت  6/6تـا pH 2/7درجـه سلسـیوس و    

حفظ  درجه سلسیوس    C˚1± 26درجه حرارت در  .شود وپرورش داده می   تولید مثل کرده  7/7تاpH 2/8کلسـیم و  
 .شود افزایش دادهC ˚1± 27شده وبرای تر غیب  به تخم ریزی تا

 موادو روشها 3-الف
ها به مخزنی با     بعد بچه ماهی  .لیترتخم ریزی میکند  70ایـن ماهـی براحتـی درمخـازن شیشـه ایـی بـا گـنجایش                 

ها  روش حفظ تخم ها وبچه ماهی     ،های بالغ تخم خوارند    ازآنجایی که ماهی  .لیترمنـتقل مـی شوند    200گـنجایش   
های شبکه ایی محبوس   این است که ماهیهای بالغ رادرقفس     ،یک روش که باموفقیت انجام شده     . ضـروری اسـت   

کـرده وبـه هنگام تخم ریزی ماده ها،تخم ها از شبکه به ته مخزن سرازیر شده وازدسترس ماهیهای بالغ دور می                       
250 میلی متر و به ابعاد تقریبی        3 هریک به اندازه     3 اندازه شبکه  ، که کیقفسـه هـای شـبکه ای از پلاسـتی         . مانـند 

 . میلی مترساخته می شود80 میلی متر در250میلی متر در 
 

1-LAALE,H.W.The biology and use of zebra fish(Brachydanio rerio) in fisheries research 
2-AXELROD, H.P Breeding Aquarium Fishes Book 1.F.T.H Publication,1967 
3-mesh 

 این شبکه ها به لبه های مخزن متصل شده به طوری که تمام لبه بالایی قفس بالای آب است وقسمت شبکه ای                      
استفاده کرد چون باعث از بین      تصفیه شنی    میلـی مـتر در آب فرو می رود برای تمیزکردن آب نباید ازسیستم                60

 .روزنوردهی شود ساعت در8رفتن تخم ها می شود، مخزن باید

   شرایط پرورش4-الف



نرها و ماده ها جدا شده و به آنها غذای زنده داده می شود که . ایـن مـرحله تقریـبا دو هفـته بـه طول می انجامد             
 لیتری قرار داده می     70 ماهی در یک مخزن      30برای پرورش، هر  . شـامل کـرم هـای سـفید، دافینـیا وآرتمیا است           

ماده ها باشکمی پرازتخم،متورم به     (.ارنگ طلایی درخشنده وماده ها باردارهستند     درپایـان هفـته دوم، نـره      .شـوند 
 )نظرمی رسند

  مرحله تولید مثل5 -الف
 :آماده کرد زیرمخزن تخم ریزی را می توان به روش

قفس یک   پرکرده و به      سلسیوس  درجه 27بـه دمای  آشـامیدنی      سـاعت بـا آب     48یـک مخـزن خالـی را بـرای          
تـانک آب قـرارداده بـه طوریکه تالبه فاصله داشته باشد وفضایی حدود یک لیتربرای شنای                 پلاسـتیکی درداخـل     

خورانده می  ی خشک ومنجمد   ماده را صبح هنگام درسبد قرار داده و به آنهاآرتمیا            6 .ماهـیان درنظرگرفـته شـود     
به آنها غذا داده می      نررا اول شب به آنها اضافه کرده و یک باردیگر قبل از خاموش کردن چراغها                 9سـپس . شـود 

 ساعت این کارتمام می     4شـده وبعدازروشـن شـدن چـراغها پـس از            القـا   شـود تخـم ریـزی درنورصـبحگاهی         
به هنگام تمام شدن    . های بالغ دور می ماند     ها که چسبنده نیستندازشبکه پایین افتاده وازدسترس ماهی        تخم.شـود 

 . هااجازه داده می شودکه ازتخم بیرون آیند هیهای بالغ برداشته شده وبه بچه ما ریزی، ماهی کار تخم

  رشد بچه ماهی ها 6-الف
 ساعت به دیواره های مخزن چسبیده باقی می         48تا24روز از تخـم خارج شده و برای         5 تـا    4بچـه ماهـی هـا در      

 ده هفته به آنها آرتمیا داده ش      3بعداز. بعـداز شـروع شـنا کـردن با تکه های کوچک ماهی تغذیه می شوند               . مانـند 
 لیـتری منـتقل داده شـده و به آنها مخلوطی            200ورشـدآنها سـریع تـر مـی شـود، بعـداز یـک مـاه بـه مخـازن                     

سانتی مترمی  5/3 طـی سه ماه ازنظر جنسی بالغ شده و طول آنها به            نماهـیا . ازجگـروغذای آمـاده داده مـی شـود        
لاحظه ای مشاهده شده    بایدگفـت کـه دربرخـی گونـه های معین درمرحله رشد اختلالات رشدی قابل م               . رسـد 
به ویژه به این    گورخری  رژیم غذایی عامل این نقص ها است و ماهی           مطالعـات بعدی نشان می دهد که      . اسـت 

 .)دیگر گونه ها به هنگام تغذیه با همان خوراک به طور طبیعی تولید مثل می کنند( عامل حساس است 

 پیوست ب

 فرم پیشنهادی برای ثبت اطلاعات

 )اطلاعاتی(
 :آزمایشگاه  :برکار

 :شماره نمونه :تاریخ شروع آزمایش

 :ماده آزمایشی

 خلوصدرجه 

 ناصافی

  فرمول شیمیایی ترکیبات تشکیل دهنده جهت آزمایش مشخص شود امکاندر صورت

 )میلی گرم بر لیتر(غلظت محلول ذخیره

 )میلی لیتر بر لیتر(حداکثر غلظت حلال در ظرف آزمایش بر حسب 

 

 روش آماده سازی محلول ذخیره

 



 روش تجزیه و تحلیل شیمیایی

 )فقط حاوی آب رقیق شده(ظروف شاهد

 )ساعت(زمان از شروع آزمایش

        

 عوامل موثر

 

 ASV غلظت اکسیژن محلول بر حسب درصد        

PH 
 دما

 تعداد ماهی مرده

   حلال                                                           آب رقیق شده                  

  

          میلی لیتر بر لیتر

 )ساعت(زمان از شروع آزمایش

        

 عوامل موثر

 

        ASVغلظت اکسیژن محلول بر حسب درصد 

PH 
 دما

 تعداد ماهی مرده

     شماره ظرف آزمایش                                       حلال            

  ا ندازه گیری یا محاسبه اولیه غلظت ماده آزمایشی
          میلی لیتر بر لیتر    

 )ساعت(زمان از شروع آزمایش

        

 عوامل موثر

 
 ASVغلظت اکسیزن محلول بر حسب درصد        

PH 
 دما

 تعداد ماهی مرده
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