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SOUHRN

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu dusitan ve vodé na ryby. Vliv dusitand byl
posuzovan na zdkladé vysledkt testti akutni toxicity a subchronické toxicity na pstruhu
duhovém (Oncorhynchus mykiss). Uginky dusitant byly rovnéZ studovany na sumci
velkém — albin (Silurus glanis). Z vysledk testli akutni toxicity byly vypocteny stiedn{
letdlni koncentrace dusitanti pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (96hLC50 =
11,2 mg1" NOy) a pro sumce velkého — albin (Silurus glanis) (96hLC50 = 15,8 mg.I"
NO;). Na zédklad¢ vysledkil testu akutni toxicity pro pstruha duhového (Oncorhynchus
mykiss) a s ohledem na legislativni pozadavky byly zvoleny koncentrace dusitani pro test
subchronické toxicity.

Vysledky testu subchronické toxicity prokdzaly, Ze koncentrace dusitant 3 mg.l'1
NO; vyvolala béhem 28 denni expozice 65 % tihyn ryb. Tato koncentrace rovnéz vyvolala
sniZeni rychlosti rstu ryb ve srovnani s kontrolou. Rychlost rdstu ryb vystavenych
koncentracim niz§im nez 3 mg.l" NO, byla srovnatelnd s kontrolou. U ryb, které byly
vystaveny dusitanim v koncentracich 0,6 mg.l’1 NO; a vy$§im, byla prokdzidna jejich
kumulace ve svalovin€ a v krevni plazm¢. Hematologickym vySetfenim byl zjiStén u
pokusnych ryb statisticky vyznamny pokles hematokritové hodnoty a koncentrace
hemoglobinu a zvySeni poc¢tu leukocytti. Ostatni sledované hematologické parametry (Ery,

MCV, MCH a MCHC) byly u pokusnych ryb srovnatelné s kontrolou.

Klicova slova: pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), sumec velky - albin (Silurus

glanis), hematologické parametry, testy toxicity, 96hL.C50



SUMMARY

The aim of this thesis was to examine the influence of nitrite on fish. Influence of
nitrite was evaluated on the basis of acute and sub-chronic toxicity tests results on rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). The effects of nitrite were also observed in wels catfish —
albino (Silurus glanis). On the basis of the results of acute toxicity tests, values of lethal
concentration of nitrite for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (96hLC50 = 11.2 mg.I”
NOy) and for wels catfish — albino (Silurus glanis) (96hLC50 = 15.8 mg.l'1 NO;") were
calculated. Using results of acute toxicity test for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
and with respect to legislative requirements, concentrations of nitrite for sub-chronic

toxicity test were selected.

The results of sub-chronic toxicity test showed that nitrite concentration of 3 mg.l'1
NO; during 28-day exposition caused 65 % fish mortality. This concentration also caused

growth rate decrease compared to control. Growth rate among fish exposed to

concentrations lower then 3 mg.l'1 NO; was comparable to control. Among fish exposed to
nitrite concentration of 0.6 mg.I" NO, and higher nitrite accumulation in muscle and in
blood plasma was observed. Haematological examination showed statistically significant
decrease of haematocrit value and concentration of haemoglobin and increase of the
number of leukocytes in experimental fish. Other measured haematological parameters

(Ery, MCV, MCH and MCHC) were comparable with control.

Keywords: rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), wels catfish — albino (Silurus glanis),

haematological parameters, tests of toxicity, 96hLC50
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Seznam pouZitych zkratek

LCS0 koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold dhyn 50 % testovacich ryb
v daném Casovém tseku

ECS0 stfedni ucinnd (efektivni) koncentrace testovaného vzorku, ktera zpisobi thyn
nebo imobilizaci 50 % testovacich organismi

IC50 inhibi¢ni koncentrace, kterd zptsobi 50 % inhibici ristu ve srovnani s kontrolou —
v testech na zelenych fasidch

24hL.C50 koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold thyn 50 % testovacich ryb
v ¢asovém useku 24 + 2 hodin

48hL.C50 koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold dhyn 50 % testovacich ryb
v ¢asovém useku 48 + 2 hodin

72hL.C50 koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold thyn 50 % testovacich ryb
v ¢asovém useku 72 + 2 hodin

96hL.C50 koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold dhyn 50 % testovacich ryb
v ¢asovém tseku 96 + 2 hodin
observed effect concentration)

NOEC nejvyssi koncentrace testované latky nevyvoldvajici Zzidné pozorovatelné tcinky
(no observed effect concentration)

Ery pocet erytrocytt

Leu pocet leukocytii

Hb koncentrace hemoglobinu

MetHb koncentrace methemoglobinu

PCV hematokritova hodnota

MCHC sttedni barevna koncentrace

MCH hemoglobin erytrocytu

MCYV stiedni objem erytrocytu



1. UVOD

ZvétSujici se potfeba intenzivniho chovu ryb v kontrolovanych podminkéch,
spojend s omezenou zdsobou vodnich zdroji, vedla k vystavbé odchoven ryb, které
recirkuluji az 95 % vody. Amoniak, jako hlavni produkt litkové vymény ryb, se zde
odstrafiuje pomoci biologickych fluidnich filtrG nitrifikaci na dusitany a nasledn¢ pak na
dusi¢nany, které jsou pro ryby méné toxické. Prav€é nerovnovdha v procesu nitrifikace,
kterd muZe byt zpisobena nejriznéjsimi faktory, vede Casto k nartstu koncentrace dusitanti
ve vodé. ZvySené koncentrace dusitand ve vod¢ jsou jednou z vyznamnych a Castych pficin
poskozeni a thynu ryb v téchto rybochovnych objektech (Svobodovd et al., 2005a).
Problematice dusitant se proto musi v rybochovnych objektech vénovat velkd pozornost.

Toxicita dusitan pro ryby zna¢n¢ kolisd a zdvisi na mnoha vnitinich i vnéjsich
faktorech (kvalita vody, druh a v€k ryby apod.). Vyznam jednotlivych faktorti se prubézné
ovéiuje a prehodnocuje. Komplexni vysvétleni mechanismu toxického piisobeni dusitand
na ryby, ani spoluptisobeni jednotlivych vnéjSich faktori neni dosud zcela vysvétleno.
Avsak bliz§i poznani mechanismu G¢inkt dusitanil na ryby umozni provadét opatieni, kterd
by minimalizovala jejich poskozeni a ztraty (Kroupova et al., 2005).

Cilem diplomové price bylo sledovat vliv kratkodobé expozice dusitant na pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) a sumce velkého - albin (Silurus glanis) a dale vliv
dlouhodobé expozice dusitanti na pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Méteni bylo
provadéno ve Vyzkumném ustavu rybarském a hydrobiologickém ve Vodnanech, na

Odd¢leni vodni toxikologie a nemoci ryb.
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2. TEORETICKA CAST
2.1 TOXICITA A TESTY TOXICITY

2.1.1 Pojem toxicita

Toxicita je vlastnost, kterd se hodnoti na zdkladé souboru toxikologickych testl
(Soldéan, 1997). Expozice je doba, po kterou je organismus vystaven uc¢inktim latky. Podle
délky expozice se rozliSuje toxicita akutni a chronicka.

AKutni toxicitou se mini G¢inky latky, které se projevi po kratké dobé expozice
(bezprostiedni reakce organismu na kratkodoby kontakt s toxickou latkou). Naproti tomu
chronicka expozice se projevuje riznym zptsobem, od zmén v chovéani organismui aZ po
letdlni (smrtici) u¢inky. Doba pusobeni latky s ohledem na terminy akutni a chronicka je
relativni vzhledem k rozdilnym délkam Zivota riiznych organismti. Délka expozice, jez
muze byt pro urity organismus akutni, mize byt pro jiny druh chronickd. Akutni
expozice se tedy definuje jako doba zasahujici pouze jedno vyvojové stddium organismu a
chronicka expozice jako doba zasahujici vice vyvojovych stadii nebo Zivotnich cyklu.
Z toho vyplyva, Ze expozice trvajici n¢kolik dni mtze byt pro ryby akutni, ale napf. pro

bakterie chronicka (Stépének et al., 1979; SladeCkova et al., 1995; Soldan, 1997).

2.1.2 Testy toxicity na vodnich organismech

Findlnim rezervodrem cizorodych latek antropogenniho ptivodu je vodni prostiedi.
Z toho dlivodu je pozornost vénovana pravé metodam vlastniho sledovani a hodnoceni
vlivu téchto latek na jednotlivé zdstupce organismt vodnich ekosystémi, predevSim na
ryby (Svobodova a Méchovd, 2003).

Testy toxicity na organismech vodniho prostfedi maji velky vyznam pii hodnoceni
novych chemickych latek, piipravki, ale také odpadd. Testy toxicity jsou také velmi
dalezité pti hledani ptivodcti a piiin havarii na povrchovych a podzemnich vodach.
Vyznam testd toxicity spo¢ivd v moznosti hodnoceni souhrnu uc¢inkli vSech pfitomnych
komponent v testovaném roztoku na testovaci material (organismus, kultura, tkan, buiika)
(Machova et al., 1994; Ambrozova, 2003).

Testy toxicity se provadi na tiech drovnich, a to: 1) na drovni bunék a tkani, 2) na
urovni jedinct (organismi), 3) na trovni spolecenstev (biocen6z) (Svobodova, 2000a).

Testy na urovni bunc¢k a tkdni se pouzivaji pro teoretické objasnéni poznatkl

ziskanych pii pokusech na organismech. Na drovni organismi se provadi vétSina testl a
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tyto testy predstavuji urcity kompromis mezi testy na drovni bun€k a tkdni a na drovni
toxického ucinku na cely vodni ekosystém (Svobodova et al., 2000a; Svobodova a
Maichova, 2003).

Vyvoj metodik testll toxicity lze charakterizovat tiemi generacemi testil toxicity
(Marsalek a Lukavsky, 1994). Prvni generace testi je pifedstavovana klasickymi,
standardnimi a konvencnimi metodikami, které jsou zaloZené na akutnich testech
v laboratofi na chovanych organismech a udrzovanych kulturich. Druha generace testl
toxicity se zacind v soucasné dob¢ stale vice pouZivat a je pfedstavovand alternativnimi
biotesty, zndimé pod nazvem mikrobiotesty. Tyto testy vyuzivaji klidova stadia testovacich
organismi. V piipad¢ testll na vodnich bezobratlych (perloocky, vitnici) se pouzivaji cysty
(vitnici) a ephipia (dafnie), v piipad¢ testl na rybach se aplikuji tkanové kultury a jikry.
Zcela na pocatecni urovni je i tfeti generace testl toxicity, kterd vyuziva biosenzory a je
zaloZena na fluorescennim znaceni toxické latky (Sladeckova et al., 1995; Svobodova et
al., 2000a).

Vybér vhodného testovaciho organismu se fidi poZadavkem na informace, které
potfebujeme ziskat. Obecn¢ je tfeba, aby v testech byly zastoupeny jednotlivé trofické
urovné studovaného ekosystému (producent — konzument — destruent). Ve skutec¢nosti se

jedna o tasy, bezobratlé, ryby a bakterie.

2.1.2.1 Vyjadiovani vysledkii testu toxicity

Pii hodnoceni akutni toxicity se zjiSt'uji hodnoty LCS50 (letdlni koncentrace pro
50 % testovacich organismu — v testech na rybach), hodnoty EC50 (efektivni koncentrace,
kterd vyvola 50 % thyn, ¢i imobilizaci testovacich organismi — v testech na zastupcich
zooplanktonu nebo efektivni koncentrace, kterd snizuje o 50 % luminiscenci emitovanou
motskymi bakteriemi) a hodnoty IC50 (inhibi¢ni koncentrace, tj. koncentrace, ktera
zpusobi 50 % inhibici ristu ve srovnani s kontrolou — v testech na zelenych fasach). Pii
hodnoceni toxicity je dulezitd nejen koncentrace latky, ale také doba ptisobeni. Proto je
doba pulisobeni (expozice) didna metodikou pfislusného testu toxicity a uvadi se ve
vysledku. Pfi vypoctu hodnot LC50, EC50 a IC50 se vychdzi zejména z koncentraci, ve
kterych doslo k vice neZ nulové a méné nez stoprocentni mortalité, imobilizaci, ¢i inhibici
rustu.

Testy akutni toxicity se provadéji obvykle ve dvou stupnich. Prvnim stupném je

predbézny test. Predbézny test se provadi s malym poctem testovacich organismi —
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napiiklad 3 — 5 kust ryb v kazdé koncentraci a nasazuje se na Siroké rozmezi koncentraci
testované latky (napf. od 0,01 do 100 mg.l’l). Na zékladé vysledku ptedbézného testu se
voli uzsi rozsah koncentraci pro tzv. zakladni test. Do zikladniho testu se nasazuje vetsi
pocet testovacich organismt, napt. 7 — 10 kust ryb do kazdé koncentrace i kontroly.
Z vysledku zékladniho testu se potom vypocita hodnota LC50.

Soucasti kazdého toxikologického testu je kontrola, kterd se provadi za stejnych
podminek a se stejnymi organismy jako pokus, jedinym rozdilem je absence testované
latky. Timto zplsobem se ovéiuje kondice, zdravotni stav testovacich organisml a

vhodnost podminek testli (Svobodova et al., 2000a).

2.1.3 Interpretace vysledku

Dle Zédkona ¢.356/2003 Sb. o chemickych latkach a chemickych piipravcich lze
testované latky charakterizovat i z hlediska jejich rizikovosti tzv. R vétami. Véta R50
“yysoce toxické pro vodni organismy*, EC50 méné& nebo rovno 1 mg.I”, véta R51 “toxické
pro vodni organismy*, EC50 od 1 mg.l'1 do 10 mg.l'lvéetné, véta R52 “Skodlivé pro vodni
organismy*, EC50 od 10 mg.I"'do 100 mg.I"" véetn& (Svobodovi et al., 2000a).

Toxické pluisobeni latky na testovaci organismus lze bliZe specifikovat hodnotami
koncentraci LOEC (lowest observed effect concentration) a NOEC (no-observed effect
concentration). Hodnota LOEC pfedstavuje nejnizsi koncentraci testovaného vzorku, pii
které jsou pozoroviny uc¢inky. Hodnota NOEC pak, pfedstavuje nejvyssi koncentraci

testovaného vzorku, kterda nevyvold zadné pozorovatelné ucinky (Machova et al., 1994).
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2.2 VLIV CIZORODYCH LATEK NA ORGANISMY
VODNIHO PROSTREDI A SLEDOVANI JEJICH UCINKU

Znecisténi povrchovych vod byvéd casto pficinou poSkozeni a dhynu ryb. Pii
pusobeni cizorodych latek, zejména pesticidl, toxickych kovl, ale i tenzidi na
spolecenstvo nddrze nebo toku je moZno nejdiive pozorovat poSkozeni pfirozené potravni
zékladny ryb (zooplanktonu, zoobentosu) a teprve potom zmény v chovini. Z toho
vyplyva, Ze pii znec€isténi povrchovych vod jsou obvykle prvnim indikdtorem kontaminace
vodniho prostiedi vodni bezobratli a za nimi ndsleduji ryby. Cizorodé latky se ve
vodnich organismech uklddaji nebo metabolizuji. Vzniklé metabolity se dale ukladaji nebo

jsou vyluCovény z téla ryb (Svobodova et al., 1987).

2.2.1 Testy toxicity na rybach
Utinky cizorodych latek na rybi organismus se sleduji a hodnoti na zakladé testi
toxicity. Vlastni sledovani a hodnoceni uc¢inkti cizorodych latek na ryby zahrnuje
predevsim (Svobodova a Machova, 2003):
- stanoveni hodnot LC50 (ptipadné LCS), NOEC, LOEC
- posouzeni hematologického profilu ryb
- posouzeni biochemického profilu krve, dalSich t¢lnich tekutin a tkéni ryb
- posouzeni histopatologického profilu tkani ryb
- posouzeni akumulace cizorodych latek ptipadné jejich metabolitl
Metodiky testd jsou standardizovdny podle norem OECD (Organization for
Economic Cooperation of Development) a ISO (International Organization for
Standardization).
OECD ma v soucasné dobé standardizované nasledujici testy:
e 203 — Test akutni toxicity na rybach — vysledkem je hodnota 96hL.C50
e 204 — Prolongovany test toxicity na rybach (14 denni) — vysledkem jsou hodnoty
14dLC50, NOEC a LOEC
e 210 — Test na ranych vyvojovych stadiich ryb (embryo-larvalni test toxicity) —
vysledkem jsou hodnoty NOEC a LOEC
e 212 — Kritkodoby test toxicity na embryich a na viackovém plidku ryb

(embryondlni test toxicity) — vysledkem jsou hodnoty NOEC a LOEC
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e 215 — Ristovy test toxicity na juvenilnich rybach (28 denni) — vysledkem jsou

hodnoty NOEC a LOEC
ISO ma v soucasné dobé standardizované nasledujici testy:

e [SO 7346/1 Jakost vod. Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro sladkovodni ryby
/Brachydanio rerio Hamilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/. Cast 1: Staticka
metoda

e [SO 7346/2 Jakost vod. Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro sladkovodni ryby
/Brachydanio rerio Hamilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae). Cést 2:
Obnovovaci metoda

e [SO 7346/3 Jakost vod. Stanoveni akutni letdln{ toxicity latek pro sladkovodni ryby
/Brachydanio rerio Hamilton — Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/. Cast 3:
Prito¢nd metoda

Pii provadéni testi toxicity na rybdch je nutné dodrzovat zdsady a pracovat
v souladu se znénim Zakona ¢.77/2004 Sb. na ochranu zvitat proti tyrani a ddle Vyhlasky
MZe CR ¢.311/1997 Sb. o chovu a vyuZiti pokusnych zvitat.

Pro rozsiteni poznatkii o dcincich testované latky lze doplnit testy toxicity na
rybach napiiklad o hematologické vySetieni. Zmény hodnot hematologickych ukazatelil
lze pozorovat predev§im po akutnim pisobeni cizorodych latek. S vyjimkou pisobeni
nekterych hemolytickych jedi (napf. saponiny) a dusitanil se jednd obvykle o nespecifické
zmény. Pozorované zmény v Cerveném a bilém krevnim obraze lze charakterizovat
nasledujicim zplisobem:

Nejcastéjsi zmény v ¢erveném Krevnim obraze:

- zvySeni koncentrace hemoglobinu, poctu erytrocyti a hematokritové hodnoty (tyto
zmény jsou odezvou organismu na stres)

- snizeni koncentrace hemoglobinu, poCtu erytrocytii a hematokritové hodnoty (tyto
zmény mohou indikovat naruseni orgdnti hemopoetického systému ryb)

- zvétSeni stfedniho objemu erytrocytu (MCV), hematokritové hodnoty a sniZeni
sttedni barevné koncentrace (MCHC) (tyto zmény mohou indikovat poruchu bunécné
membrany erytrocyti)

Nejcastéjsi zmény v bilém krevnim obraze:

- snizeni poctu leukocyti a zmény v jejich diferencidlnim poctu (sniZeni poctu

leukocytil a zejména lymfocytli ma za nasledek sniZeni nespecifické odolnosti ryb)
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2.3 SLOUCENINY DUSIKU VE VODNIM PROSTREDI
2.3.1 Vyskyt

Slouceniny dusiku mohou byt bud’ anorganického, nebo organického plvodu.
Slouceniny dusiku v biosféfe neovlivnéné antropogenni ¢innosti jsou prevazné biogenniho
puvodu, vznikaji rozkladem organickych dusikatych latek rostlinného a Zivocisného
puvodu. Dusik patii do skupiny tzv. nutrientii, které jsou nezbytné pro rozvoj
mikroorganismii. Uplatiiuje se pifi vSech biologickych procesech probihajicich

v povrchovych, podzemnich a odpadnich vodach (Pitter, 1999).

Formy vyskytu:

- III amoniakdlni dusik (NH4", NH3), kyanatany (CNO"), kyanidy (CN")
0 elementarni dusik (N3)

+1 hydroxylamin (NH,OH), oxid dusny (N,O)

+ 111 dusitanovy dusik (NO,)

+V dusi¢nanovy dusik (NOs")

2.3.2 Biochemické a chemické premény
amoniakalniho dusiku na dusitany a dile na dusi¢nany (nitrifikace) a redukce dusi¢nan
na elementarni dusik (denitrifikace) (Pitter, 1999).

Nitrifikaci se rozumi biochemickd oxidace amoniakalniho dusiku na dusitany az
dusicnany. Je zpiisobena piedevsim litotrofnimi (autotrofnimi) a vyjimecné i
organotrofnimi organismy. Chemolitotrofni nitrifika¢ni bakterie vyuzivaji CO, jako zdroj
uhliku pro tvorbu biomasy a zdrojem energie je oxidace amoniakalniho dusiku. MnoZstvi
ziskané energie je vSak malé a pro nitrifikacni bakterie je proto charakteristickd mala
specifickd tvorba nové biomasy. RozliSuji se dva hlavni rody nitrifika¢nich bakterii:
Nitrosomonas a Nitrobacter. Rod Nitrosomonas se podili na prvnim stupni oxidace na
dusitany a md mensi rastovou rychlost, nez rod Nitrobacter, ktery se podili na oxidaci
dusitant na dusi¢nany. Proto se dusitany nemohou ve vod¢ hromadit a jejich koncentrace
byva nizkd. Ristova rychlost nitrifikacnich bakterii je zna¢né zdvisld na teploté a pfi
teplotdch pod 5 °C je jiz rychlost nitrifikace velmi mald. Nejrychleji probiha nitrifikace pfi
teplotdch v rozmezi asi od 20 °C do 30 °C. Optimalni hodnota pH je asi v oblasti 7 aZ 8,5
(Pitter, 1999).
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Nitrifikace probiha ve dvou stupnich, které 1ze zndzornit nasledujicimi rovnicemi:

2NH3+302=2N02_+2H++2H20
2 N02> + 02 =2 NO3_

Denitrifikace je redukce dusi¢nani a dusitanti na elementdrni dusik nebo oxidy
dusiku v anoxickych podminkéch. Denitrifikace je zplisobena rliznymi organotrofnimi
striktné 1 fakultativné anaerobnimi mikroorganismy, napf. rodu Pseudomonas,
Micrococcus, Achromobacter. Na rozdil od nitrifikace je pro denitrifikaci nutny organicky
substrat jako zdroj energie. Dusi¢nanovy nebo dusitanovy dusik je kone¢nym akceptorem
elektronu (Pitter, 1999).

Denitrifikaci 1ze schematicky popsat t€émito rovnicemi:

5CH3OH+6NO3-=3N2+7H20+5C02+6OH_
5 C6H1206 +24 NO3_ =12 N2 + 18 Hgo + 30 C02 + 24 OH"

Biologicka fixace je schopnost pifimo vyuZivat atmosféricky dusik, za pomoci
enzymu nitrogendzy, kterd prevadi dusik na amonné soli, glutamin a inkorporuje ho do
anaerobni a fototrofni vazali atmosférického dusiku. Reakce je uskuteCnitelnd pouze
v siln¢ anaerobnim prostiedi, které je uvnitf bunék téchto organismti. Ve vodnim prostiedi
se vyskytuji predevSim fototrofni vazaci, coZ jsou sinice, napi. rody Anabaena a

Aphanizomenon (Ambrozova, 2003).

Fixaci dusiku lze schematicky zndzornit nasledujici rovnici:

Na(g) +8H " +6e =2NH,"

Mimo biochemické pfemény mohou probihat i chemické piemény v zavislosti na
oxidacné-redukénim potencidlu a na hodnoté pH. Pfi vysokych hodnotich oxida¢né-

redukéniho potencidlu jsou stabilni formou dusiku dusi¢nany, které ale v anoxickych

podminkach mohou podléhat redukci na elementédrni dusik (Pitter, 1999).
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2.4 DUSITANY
2.4.1 Uvod

Dusitany jsou pfirozenou soucasti kolob¢hu dusiku v pfirodé. Pfitomnost dusitant
v prostiedi je problémem z divodu jejich vysoké toxicity pro Zivoc€ichy. Toxicky vliv
dusitanti je velmi dobfe dokumentovan v literatute (Lewis a Morris, 1986; Jensen, 2003).

PrestoZe jsou dusitany toxické, tvofi, i kdyZ v malych koncentracich, pfirozenou
sloZzku ZivociSnych tkani. Jsou totiZ vnitiné produkoviny jako metabolit fyziologického
pfenaseCe molekuly oxidu dusného, ktery produkuje endotel, nervové buiiky a aktivované
mikrofagy. Toxicky vliv dusitanii na ¢lovéka a jiné suchozemské ZivocCichy je spojen
s pfijmem dusitani a dusi¢nanti v potravé a pitné vod¢ (dusi¢nany jsou redukovany na
dusitany v gastrointestindlnim traktu) (Kiese, 1974; Hotchkiss et al., 1992).

Dusitany ale nejvice ohrozuji vodni ZivoCichy, nebot’ ti je aktivné piijimaji Zabrami

z okolni vody.

2.4.2 Vyskyt ve vodach

Dusitany zpravidla doprovizeji ve vodich dusi¢nany a formy amoniakdlniho
dusiku. Vzhledem ke své chemické a biochemické nestalosti se obvykle vyskytuji ve velmi
malych a casto jen stopovych koncentracich. V pfirodnich voddch dusitany mezi
anorganickymi formami dusiku vétSinou nedominuji, protoZe v oxickych podminkach jsou
rychle transformovany nitrifikaci na dusi¢nany. Na druhé strané ptichdzi v anoxickych
podminkach v dvahu biologicka denitrifikace na elementarni dusik, resp. N,O. Proto lze
dusitany Casto prokdzat v nizkych koncentracich jako meziprodukt chemickych a
biochemickych transformaci sloucenin dusiku (Pitter, 1999).

Vys§i koncentrace dusitanového dusiku (i pres 1 mgl™) se vyskytuji ve
splaskovych, odpadnich a prumyslovych vodach (Pitter, 1999).

Zvysené koncentrace dusitanti (fddové desetiny, ale i jednotky mg.l'1 N-NOy) se
mohou vyskytovat ve vodich, kde probihd intenzivni chov hospodéisky vyznamnych
druhii ryb a akvarijnich ryb (Avnimelech et al., 1986; Kamstra et al., 1996; Svobodova et
al., 2005a). Proces nitrifikace je zde vyuZivin pro sniZzeni koncentrace amoniaku, ktery je
hlavnim produktem dusikatého metabolismu ryb (Wood, 1993). Béhem procesu nitrifikace
zde dochdzi k biochemické oxidaci amoniakdlniho dusiku na dusitany a ndsledné az na

dusi¢nany, které jsou pro ryby témét netoxické. Pokud druhd faze nitrifikace neprobihd
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wwe

dostatecné rychle, dochdzi v systému k hromadéni dusitanti, které byva pfi¢inou zhorSeni
zdravotniho stavu ryb (Dvotédk, 2004; Svobodova et al., 2005a).

Zvysené koncentrace dusitanti se velmi Casto objevuji v recirkulac¢nich systémech,
zejména bezprostiedné po zahdjeni provozu nebo v disledku nerovnovidh v procesu

nitrifikace.

2.4.3 Mechanismus toxického piisobeni

Sladkovodni ryby a korysi jsou hyperosmoticti vici prostfedi ve kterém Ziji, a proto
aktivné pfijimaji ionty Zdbrami, aby vyrovnali jejich ztrdtu moc¢i a pasivnim odtokem
z zaber. Aktivni pfijem iontl je spojen s tzv. chloridovymi buitkami zZaber (Maetz, 1971).
Ve sladké vodé tyto buiiky vylu€uji amoniak nebo vodikové ionty vyménou za stejny pocet
sodnych iontd. Chloridové bunky také vyluCuji hydrogenuhli¢itanové ionty vyménou za
stejné mnozstvi chloridovych iontt (Love, 1980).

Problém s dusitany ve sladké vod¢ je zptisoben tim, Ze ion NO, ma urcitou afinitu
k iontové vyméné CI/HCOs;, takZe pokud jsou dusitany pfitomny v okolni vod¢, cast
piijmu CI je nahrazena NO; (ryba piijima dusitany na tkor chloridll). Ryby s vysokou
rychlosti piijmu chloridi zZabrami (pstruh duhovy, okoun ficni, Stika obecnd) jsou vice
citlivé k dusitaniim nez ryby s nizkou rychlosti pfijmu (Ghof fi¢ni, kapr obecny, lin obecny)
(Williams a Eddy, 1986). Zvysené koncentrace CI v okolni vodé proto ochrani ryby ptfed
pfijmem dusitanti a jejich toxickymi ucinky (Jensen, 2003).

Koncentrace dusitanti v krevni plazm¢é miiZe dosdhnout i vice nez Sedesatkrat vyssi
hodnoty nez je v okolni vod¢ (Fontenot et al., 1999). Dusitany jsou také akumuloviny
v n¢kterych tkdnich, a to v Zabrach, jatrech, mozku a svalech (Margiocco et al., 1983).
V téchto orgdnech byvd koncentrace dusitanti nizsi nez v krvi, ale hodnoty naméfené
v jatrech a mozku mrtvych nebo poSkozenych ryb mohou dosdhnout az 30 - ti ndsobku
hodnoty naméfené v okolni vodé (Margiocco et al., 1983).

Z krevni plazmy dusitany dédle pronikaji do cervenych krvinek, kde se vdZou na

barvivo hemoglobin, za vzniku methemoglobinu. Methemoglobin nema schopnost pfenaset

kyslik, a tim se sniZuje kapacita krve pro transport kysliku (Cameron, 1971).

Zjednodusené schéma vzniku methemoglobinu (Kosaka a Tyuma, 1987):

4Hb(Fe’*)0, +4NO; +4H* ——4Hb(Fe™ ) +4NO; +0, +2H,0
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ZvySena koncentrace methemoglobinu v krvi se projevuje hnédym zbarvenim krve
a Zaber. Hnéda barva Zaber byla patrnd u tildpie nilské (Oreochromis niloticus) jiz pii
obsahu methemoglobinu cca 20 % (Svobodovd et al., 2005a). Podobnym zptsobem mohou
s dusitany reagovat i jiné hemové bilkoviny (Doblander a Lackner, 1997).

Riziko bezprostfedniho ohroZeni organismu téZkou methemoglobinemii se sniZuje,
je-li ryba neaktivni (Crawford a Allen, 1977), protoZe neaktivni ryba md velmi nizkou
potfebu kysliku. Je-li vSak ryba postiZend methemoglobinemii nucena k aktivité, muze
uhynout na anoxii (Huey et al., 1980).

Koncentrace methemoglobinu, které se u ryb projevuji thynem nebo ovliviiuji rist,
pfipadné zabranuji normalnimu chovani ryb, se 1isi podle druhu ryb a jsou silné ovlivnény

okolnimi podminkami (Margiocco et al., 1983).

Koncentrace methemoglobinu v krvi:

Rybi krev obsahuje méfitelné mnozZstvi methemoglobinu i v nepfitomnosti
dusitand, nebot’ methemoglobin vznikd také samovolné, i kdyZ pomalu, v nepfitomnosti
dusitant. Methemoglobin vznikd autooxidaci hemoglobinu molekuldrnim kyslikem (Kiese,
1974).

Zvysené hladiny methemoglobinu se mohou také objevit v dusledku blize
nespecifikovanych stresovych situaci. Konkrétné, stav energetického metabolismu
cervenych krvinek muze byt ovlivnén celkovou vyZivou, hypoxii a ndmahou, v jejichZ
disledku dochdzi k posunu normélni rovnovdhy hemoglobin — methemoglobin.
Publikované hodnoty zahrnuji 0,9 az 3,6 % pro pstruha duhového, 10,9 % pro lososa
(Oncorhynchus gorbuscha) pted tfenim. Piitomnost methemoglobinu v koncentraci okolo
deseti procent nemilZze byt u ryb povaZovdna za néco vyjimecného nebo dokonce
patologického. V tomto ohledu se ryby li§i od savct, u kterych za normalnich okolnosti

koncentrace methemoglobinu v krvi ziidka dosdhne 1 % (Cameron, 1971).

Vliv na dalsi fyziologické funkce ryb:
Uhyn ryb miZe byt spojen jak s vysokou tak s nizkou koncentraci methemoglobinu
v krvi ryb (Margioco et al., 1983), coZ nasvéd¢uje tomu, Ze toxické ucinky dusitand jsou
kombinaci nékolika riznych efektu:
= V disledku nedostatecného zasobeni kyslikem, které je zptisobeno methemoglobinemif,
miiZe dojit k hypoxii a nasledné zavaznému poskozeni nékterych organu, napt. jater

(Arillo et al., 1984) nebo oc¢ni sitnice (Hofer a Gatumu, 1994). Hypoxie tkani a
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ziskavani energie pomoci anaerobniho metabolismu se projevuje zvySenim koncentrace

laktatu v krevni plazmé (Jensen et al., 1987; Stormer et al., 1996).

Dusitany zpusobuji vyplavovani drasliku z kosterniho svalstva a z ¢ervenych
krvinek, coZ se projevuje zvySenim koncentrace draselnych iontl v krevni plazmé
(Jensen et al., 1987). Vyplavovani draselnych iontii z Cervenych krvinek zptisobuje
jejich smr§tovani, které je spojeno se sniZenim afinity hemovych funk¢nich skupin ke
kysliku, dédle vede ke sniZzeni rozpustnosti hemoglobinu (Jensen, 1990) a nasledné i
k strukturnimu poskozeni erytrocyti (Jensen et al., 1987). Tyto poruchy jsou
doprovdzeny sniZzenim hematokritové hodnoty, snizenim poctu Cervenych krvinek a

koncentrace hemoglobinu (Jensen, 1990; Avilez et al., 2004).

Dusitany zpisobuji poskozeni kardiovaskuldrniho systému (Aggergaard a Jensen,

2001).

Béhem expozice dusitanim pravdépodobné dochazi i ke zménam v metabolismu a
vyluovani dusiku u ryb. Konkrétné¢ k urCitému zvySeni mnoZstvi amoniaku
vylou€eného Zabrami a moci dochdzi béhem otravy dusitany u pstruha duhového

(Zachariasen, 2001).

Dusitany snadno reaguji prostfednictvim svych derivati s — NH, a — SH skupinami,
diky ¢emuZz mohou inhibovat mnoho enzymi a podilet se na tvorbé nékterych
mutagennich a karcinogennich sloucenin (napt. N- alkylnitrosamini) (Arillo et al.,

1984).

Detoxikaéni mechanismus:

Cervené krvinky ryb obsahuji enzym reduktizu, ktery pfeméfiuje methemoglobin

na hemoglobin (Cameron, 1971; Huey a Beitinger, 1982). Diky tomuto procesu dosdhne

po preneseni ryb do Cisté vody obsah methemoglobinu v krvi fyziologickych hodnot

béhem 24 az 72 hodin (Huey et al., 1980), pokud nenf otrava dusitany jiZ v pozdnim stadiu.

V piitomnosti dusitanti je konecnd koncentrace methemoglobinu v krvi vysledkem

rovnovdhy mezi vznikem methemoglobinu a jeho pfeménou pomoci reduktidzy zpét na

hemoglobin. Diky tomu, Ze jsou ryby poikilotermni Zivocichové, wc¢innost reduktizy

pravdépodobné kolisa se zménami teplot béhem roku (Perrone a Meade, 1977).
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Déle bylo zjisténo, Ze dusitany nahromadéné v krvi a tkdnich jsou postupné
oxidovdny na témé&f netoxické dusiCnany, které jsou pak vyluCovdny moci a Zludi.
K detoxikaci dusitanti na dusi¢nany dochdzi riznymi zptsoby, napf. pomoci hemoglobinu,
dalSich hemovych bilkovin, kataldzy a cytochromoxiddzy. Témét 20 % celkového pfijmu
dusitanii je detoxikovano ¢ervenymi krvinkami vyse uvedenou reakci popisujici pfeménu
hemoglobinu na methemoglobin. Tato reakce muZze byt tudiZz povazovdna za popis
toxického ptsobeni dusitant (pfeména hemoglobinu na methemoglobin), ale zaroven také
za popis detoxikacniho mechanismu (pfeména dusitanii na dusi¢nany) (Doblander a
Lackner, 1997).

Intenzita biotransformace miiZe byt ovlivnéna pfitomnosti antioxidantl. Existuje
n€kolik nizkomolekuldrnich sloucenin, které snizuji toxicitu dusitand. Jednd se napf. o
methylenovou modf, kyselinu askorbovou, kyselinu mocovou, atd. (Doblander a Lackner,
1996).

Zda se, Ze detoxika¢ni mechanismus probihajici v ¢ervenych krvinkach také silné
zévisi na nasyceni hemoglobinu kyslikem. Anoxické erytrocyty neprodukuji téméf Zadné
dusi¢nany v porovndni s okyslicenymi buitkami (Doblander a Lackner, 1997).

Intenzivni detoxikace dusitanii oxidaci na dusi¢nany probihd také v jaternich

bunkach (Doblander a Lackner, 1996).
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2.4.4 Vliv dusitani na dalSi hematologické parametry ryb

Samotné plsobeni dusitani na hematologické parametry ryb bylo podrobné

popsdno v kapitole 2.4.3 Mechanismus toxického puasobeni. Touto problematikou se

zabyvala fada autort, jejichz vysledky jsou shrnuty v tab. 1.

Tab. 1: Vliv dusitani na hematologické parametry riiznych druht ryb (zmény v porovnani

s kontrolou, akutni expozice).

Druh NO, | Cr Koncentrace Koncentrace Hodnota Pocet Autor
(mg1") | (mg1") | hemoglobinu | methemoglobinu | hematokritu | erytrocytt
(Hb) (MetHb) (He) (Ery)
kapr
20 11 l i l l 1
obecny
kapr ! l
) ! T - -
obecny 20 132 méng méné 1
méné vyrazné | méné vyrazné
vyrazné vyrazné
sumec
1,6 13,50 l I T [ 2
velky
lin obecny | 1,22 | 7,00 ! X (NSO I — 2
tilapie
P 2 166 ' L R R 2
nilska méné vyrazné | méné vyrazné
pstruh
3,14 0,25 l £ [R—— l 3
duhovy
jeseter
130 | 130,5 l S NSNS R —— 4
sibifsky
Brycon
0,2 0,294 | - A [ l 5
cephalus
Brycon
0,4 0,294 | - N P l 5
cephalus
Brycon
0,6 0,294 | - A l 5
cephalus

Legenda: 1 - Svobodova et al., 2005b, 2 - Svobodova et al., 2000b, 3 - Doblander et al.,
1997, 4 - Huertas et al., 2002, § - Avilez et al., 2004. Vzrast hodnot: 1, pokles hodnot: |,

parametr nezméfen:
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2.4.5 Faktory ovliviiujici toxicitu dusitanu
DELKA EXPOZICE:

a) Kratkodoba expozice - pro maximalni akumulaci dusitanti v rybach postacuje
pouze 24 - 48 hodinova expozice (Huey et al., 1980).

b) Dlouhodoba expozice — dlouhodoba expozice ryb dusitanim se projevuje
thynem ryb, sniZzenim rychlosti rastu, poskozenim tkdni a zménou biochemickych a
hematologickych ukazatel.

Nekolik studii prokdzalo (Russo et al., 1974), ze se LC50 dusitanti po 8 dnech
expozice asymptoticky bliZi pfiblizné 60 % 96hLC50. Maximalni koncentrace dusitand, pfi
které nebyl zaznamendn Zadny thyn, je v podstaté stejnd pii devadesiti Sestihodinové jako
pfi osmidenni expozici a pohybuje se v rozmezi od 30 do 50 % 96hLC50 (Russo et al.,
1974).

KVALITA VODY:
Chloridy

Od roku 1977 je znamo, Ze toxicita dusitant siln€ zavisi na salinité vody (Crawford
a Allen, 1977). V moiské vod¢ byla zaznamendna 50 az 100 krat nizs$i mortalita ryb, neZ ve
sladké vod¢ pii stejné koncentraci dusitand. V chovech ryb se proto doporucuje sledovat
hmotnostni pomér CI/N-NO, (EIFAC, 1984). V chovu lososovitych ryb by tento pomeér
nemél klesnout pod 17 a v chovu ostatnich ryb pod 8 (EIFAC, 1984).

Pokusy na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) a na rybach (Pimephales
promelas) ukazaly, ze vztah mezi toxicitou dusitanti a koncentraci chloridii ve vodg¢, je
linedrni (Russo a Thurston, 1977; Palachek a Tomasso, 1984). Pozitivni vliv chloridii na
snizovani toxicity dusitan pro ryby, byl prokdzan i u akvarijni ryby Zivorodky duhové
(Poecilia reticulata). Hodnoty letdlnich koncentraci 96hLLC50 dusitanu sodného se pro
zivorodky duhové pohybovaly v rozmezi 39 aZ 436 mg.l"' v zdvislosti na koncentraci

chloridu (10 — 190 mg.l'l) (Kroupova et al., 2004).

Ostatni anionty

Existuji informace také o dalSich aniontech, které maji urcity vliv na sniZeni
toxicity dusitantl. Jedna se predev§im o bromidy, které jsou chloridiim chemicky podobné.
Bylo zjisténo, Ze koncentrace bromida 80 mg.l'1 je dostate¢nd k potlaceni neptiznivého

vlivu dusitand o koncentraci 105 mgl”. Ur&ity vliv maji také hydrogenuhliGitany a
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dusi¢nany, ale nejsou ani zdaleka tak efektivni jako chloridy a bromidy (Lewis a Morris,
1986). Dvoumocné a trojmocné anionty (sirany, fosfore€nany, boritany) maji minimalni

vyznam (Russo et al., 1981).

Kationty
Ve sladkych vodach se béZzn€ v nemalém mnozZstvi vyskytuji vapnik, hoi¢ik, sodik
a draslik, a proto jsou znalosti o jejich vlivu na toxicitu dusitanti velmi vyznamné. Jejich

vliv na toxicitu dusitanti pro ryby vSak neni doposud popsan.

pH

Vliv koncentrace H" iontil na toxicitu dusitanii je stdle velmi nejasny. Pfispévky
k tomuto tématu jsou Casto rozporuplné. Pro manipulaci s pH se totiZ pouzivaji pufry, které
méni aniontové pozadi, takZe je potom obtizné oddélit vliv méniciho se aniontového
pozadi od vlivu samotného pH. Dal$im problémem je pouZzivani rozsahu pH, ktery je mimo

normdlni rozsah schopnosti adaptace ryb (Lewis a Morris, 1986).

Kyslik a teplota

Koncentrace kysliku ovliviiuje toxicitu dusitant, protoze dusitany sniZuji kapacitu
krve pro transport kysliku. Proto mtZzeme nedostatecnymi doddvkami kysliku do vody
jesté vice zhorSit zdravotni stav ryb. Napiiklad pokus provedeny se sumci prokazal, Ze
koncentrace 5 mg.l" kysliku nebyla v piitomnosti dusitani dostadujici, atkoliv sumci

béZné toleruji i koncentrace nizsi (Bowser et al., 1983).

VEK A VELIKOST RYB:

Otazkou vlivu v€ku ryb na jejich citlivost vii¢i dusitanim se zabyvalo mnoho
studii. Byly podany pfesvédcCivé dikazy o tom, Ze mladsi v€kové kategorie jsou méné
citlivé k toxickym tc¢inkdim dusitanti neZ starsi a dospé€li jedinci. Perrone a Meade (1977)
zjistili, Ze pludek lososa (Oncorhynchus kisutch) je odolné€jsi vici dusitantim, neZ roCek
stejného druhu. Russo et al. (1974) a Bartlett a Neumann (1998) dosli k stejnému zavéru
pfi pokusech i na jinych lososovitych rybach. Tyto rozdily mohou byt pravdépodobné
zptisobeny rozdilnou aktivitou methemoglobin reduktdzy u mladych a dospélych jedinct
(Kiese, 1974).

Kyslik pfijimany kizi je schopen u mladych jedinct 1épe proniknout do vnitinich

tkani nez u dospé€lych. Vzhledem k tomu, Ze jsou dusitany krevnim jedem, se zda logické,

25



Ze rybi plidek bude schopen piezit delsi dobu se sniZzenou kyslikovou kapacitou krve, nez

dospély jedinec, ktery je zavisly na ptisunu kysliku krvi (Bartlett a Neumann, 1998).

INDIVIDUALNI CITLIVOST:

Citlivost ryb vii¢i dusitanim muze byt u nékterych druhlt vyrazné individudlni.
Rozdily v citlivosti u jednotlivych ryb jsou typické pfedev§im pro pstruha duhového
(Stormer et al., 1996; Aggergaard a Jensen, 2001). Pstruzi mohou byt rozdéleni do dvou

rozdilnych skupin. Prvni skupinu tvoii ryby citlivé, které dusitany rychle akumuluji. Ryby

vvvvvv

v s

mortalitu, neZ ryby z druhé skupiny, které jsou mnohem odolné&jsi (Stormer et al., 1996;
Aggergaard a Jensen, 2001).

Tento jev, miiZe byt vysvétlen rozdilem v poctu chloridovych bunék Zaber anebo
rozdilem ve velikosti exponovaného povrchu mezi témito dvéma skupinami pstruht.
Zjisténé rozdily mohou byt také dusledkem rozdilné ucinnosti detoxifika¢niho a

elimina¢niho mechanismu (Aggergaard a Jensen, 2001).

DRUHY RYB:

Citlivost k dusitanim se velmi liSi podle druhu ryb (tab. 2). Nejcitlivejsi ze
studovanych celedi jsou lososoviti, rozdily mezi jednotlivymi druhy jsou minimdlni.
Vyrazné rozdily v citlivosti jsou mezi teplomilnymi rybami.

Velmi odolny vici dusitaniim je okounek pstruhovy (Micropterus salmoides), ktery

tvoii veétsi mnozstvi methemoglobinu v krvi aZ pti velmi vysokych koncentracich dusitant

(Palachek a Tomasso, 1984).
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Tab. 2: Souhrn hodnot 96hLLC50 dusitanového dusiku (Lewis a Morris, 1986).

Druh Ca™* Alkalita pH | Teplota 96hL.C50
(mg.I") | (CaCO; mg.1™) °C) | 20mgl" CI)
Studenomilné
pstruh duhovy
50 177 7,8 10 6,6
Oncorhynchus mykiss
losos Oncorhynchus
20 7,2 13 47
tshawytscha
Teplomilné
Ictaluridae
sumecek skvrnity
80 190 7,9 32 6,4
Ictalurus punctatus
sumecek Cerny Ictalurus
>52
melas
Cyprinidae
sttevle Pimephales
80 190 7,9 23 66
promelas
Semotilus atromaculatus 27 98 8,3 18 >63
kapr obecny Cyprinus
>52
carpio
Castomidae
Catostomus commersoni >100
Carpiodes cyprinus >100
Centrarchiadae
okounek pstruhovy
80 190 7,9 23 140
Micropterus salmoides
slune¢nice velkoploutva
7,2 30 108
Lepomis macrochirus
Taxony z jinych celedi
Tilapia aurea 80 190 7,9 23 15
Percina caprodes <9
Culaea inconstans <9
Cottus bairdi 53 177 8,1 13 >106
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 MATERIAL A METODIKA

3.1.1 Test akutni toxicity na sumci velkém — albin (Silurus glanis)

Test akutni toxicity na sumci velkém — albin (Silurus glanis) byl provadén podle

normy CSN EN ISO 7346-2 a OECD ¢&. 203.

Material a pomicky
e Testovaci organismus: sumec velky - albin (Silurus glanis). Celkova délka téla ryb
pouzitych k testim akutni toxicity byla v rozmezi 12 — 15 mm. Ryby byly do

jednotlivych nadrzi vybirdny ndhodné

Redici voda: odstitad vodovodni voda (pH 7,2, KNK,5 0,5 mmol.I", CHSKy, 2,2
mg.l", YCa+Mg 14,0 mg.I", N-NH;* 0,03 mg.I", N-NOs 5,2 mg.I"", N-NO, 0,01
mg.l”, CI" 11,0 mg.I”", SO4* 51,5 mg.I", P-PO,> 0,01 mg.1™)

Testovana latka: dusitany byly aplikovany do lazni ve formé dusitanu sodného

(NaNO; p.a.)

Piistroje a zafizeni: pHmetr, oximetr, analytické vdhy, laboratorni vahy

s piesnosti na 0,1 mg

Laboratorni nadobi: pipety, odmérné barky, laboratorni nddoby

Ostatni pomiicky: lovici sitky a nadoby pro prenaseni ryb

Podminky testu
e délka adaptacni faze: 48 hodin
e objem lazné: 150 ml
e teplota vody: 21 — 24 °C
¢ nasyceni vody kyslikem: O, > 60 %
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¢ pocet ryb v jedné nadrzi: 10 kust ryb v jedné koncentraci v zakladnim testu
e pocet paralelnich stanoveni: 4 paralelni testy

e vyména lazné: po 48 hodinich

e osvétleni: 12 hodin denné

e délka expozice: 96 hodin

e ostatni podminky: ryby nebyly krmeny

Pracovni postup

Testy akutni toxicity na sumci velkém — albin (Silurus glanis) byly provadény
v toxikologické laboratoti VURH JU Vodiany.

Adaptace ryb: ryby, které byly pouzity k testim, byly chovany po dobu 48 hodin
v polyethylenovych pytlich s aeraci v fedici vodé€. Po tuto dobu nebyly krmeny.

Zakladni test se skladal ze sedmi koncentraci testované latky: 10; 20; 30; 50; 80;
100 a 150 mg.l’1 NO,". Do jednotlivych koncentraci testované latky bylo nasazeno 10 kust
ryb. Stejnym zplisobem se nasadila i kontrola. Test probihal ve ¢tyfech opakovanich. Po 48
hodindch byly ryby pieloveny do Cerstvé pfipravenych roztoka testované liatky. Béhem
testu se sledovala a zaznamendvala mortalita a chovani ryb. Ddle byla kontrolovidna
koncentrace rozpusténého kysliku, pH a teplota 1dzn¢. Test probihal po dobu 96 hodin. Po
ukonceni testl byly ryby, které piezily, usmrceny zvySenou davkou anestetika —

hrebickového oleje.

Vyhodnoceni zakladniho testu

Na zédklad¢ zjisténé mortality ryb v jednotlivych koncentracich v pribéhu testu byla
probitovou analyzou vypocitina hodnota 96hLC50 dusitant. K vypoctim byl pouzit
program EKO-TOX 5 (INGEO Liberec).
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3.1.2 Test akutni toxicity na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss)

Test akutni toxicity na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) byl provadén

podle normy CSN EN ISO 7346-2 a OECD 203.

Material a pomiicky

Testovaci organismus: pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss). Po¢ate¢ni hmotnost
ryb byla 19 + 0,3 g (hmotnosti ryb v jednotlivych nddrZich se na poc¢atku testu
vyznamné neliSily). Ryby byly do jednotlivych nadrZi vybirany ndhodné

Obr. 2. Oncorhynchus mykiss.
Redici voda: odstitd vodovodni voda (pH 7,2, KNK45 0,5 mmol.l'l, CHSKw, 2,2
mg.l”", YCa+Mg 14,0 mg.I'", N-NH,* 0,03 mg.I', N-NO5 5,2 mg.I'", N-NO, 0,01
mg.1”, CI" 11,0 mg.I"", SO4* 51,5 mg.I", P-PO,> 0,01 mg.I™")

Testovana latka: dusitany byly aplikovany do lazni ve formé dusitanu sodného
(NaNO; p.a.)

Piistroje a zafizeni: pHmetr, oximetr, analytické vahy, laboratorni vahy
s presnosti na 0,1 mg

Laboratorni nadobi: pipety, odmérné barky, akvaria

Ostatni pomiicky: lovici sitky a nddoby pro pfenaseni ryb

Podminky testu

délka adaptaéni faze: 48 hodin
objem lazné: 20 litra

teplota vody: 14 — 15,5 °C
nasyceni vody kyslikem: O, > 60 %

pocet ryb v jedné nadrzi: 7 ks
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e vyména lazné: po 24 hodindch
e osvétleni: 12 hodin denné

e ostatni podminky: ryby nebyly krmeny, ldzen byla mirn¢ aerovana

Pracovni postup

Adaptace ryb: ryby, které byly pouzity k testim, byly chovany po dobu 48 hodin
v akvdriich v fedici vodé. Po tuto dobu nebyly krmeny.

V predbézném testu bylo pouZzito sedm koncentraci dusitant: 3,3; 6,7; 16,7; 33,3;
66,7; 133,3 a 200 mg.I"" NO,". Do jednotlivych nadrzi o objemu 20 litréi byly nasazeny 3
kusy ryb. Stejnym zptsobem byla nasazena i kontrola. Po 24 hodinéch se ryby pielovily do
cerstve pripravenych roztokl testované latky. Béhem testu se zaznamendvala mortalita ryb
a chovdni ryb. Déle se kontrolovala koncentrace rozpusténého kysliku, pH a teplota lazné.
PredbéZny test probihal po dobu 96 hodin. Na zdklad¢ vysledku tohoto testu se stanovily
koncentrace pro zékladn{ test.

Zakladni test se sklddal rovnéZ ze sedmi koncentraci testované latky: 3,3; 6,7;
16,7; 33,3; 50,0; 66,7 a 133,3 mg.l'1 NO;". Do jednotlivych koncentraci testované latky se
nasazovalo sedm kust ryb. Test trval 96 hodin. Dalsi postup praci byl stejny jako

v ptedbéZném testu.

Vyhodnoceni zakladniho testu

Na zdklad¢ zjisténé mortality ryb v jednotlivych koncentracich v pribéhu
zdkladniho testu byla probitovou analyzou vypocitina hodnota 96hLC50 dusitant.
K vypoctim byl pouzit program EKO-TOX 5.1 (INGEO Liberec).

3.1.3 Test subchronické toxicity (ristovy test) na pstruhu duhovém

Test subchronické toxicity na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) byl
provadén scilem stanovit subchronickou toxicitu dusitanG na zakladé¢ nasledujicich
parametri:
a) rustova rychlost ryb
b) mortalita

¢) hematologické parametry
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Test subchronické toxicity na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) byl

provadén podle norem CSN EN ISO 10229 (75 7760) a OECD 215 (Riistovy test toxicity

na juvenilnich rybédch - 28 denni).

Material a pomucky

Testovaci organismus: pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss). Po¢ate¢ni hmotnost
ryb byla 19 + 0,3 g (hmotnosti ryb v jednotlivych nddrzich se na pocitku testu
vyznamné¢ neliSily). Ryby byly do jednotlivych nadrZi vybirany ndhodné

Redici voda: odstitd vodovodni voda (pH 7,2, KNK45 0,5 mmol.l'l, CHSKw, 2,2
mg.1”, YCa+Mg 14,0 mg.I", N-NH,* 0,03 mg.I", N-NO;™ 5,2 mg.I"", N-NO, 0,01
mg.l”, CI" 11,0 mg.I"', SO4* 51,5 mg.I, P-PO,> 0,01 mg.1™)

Testovana latka: dusitany byly aplikovany do lazni ve form¢& dusitanu sodného
(NaNO; p.a.)

Priistroje a zarizeni: pHmetr, oximetr, analytické vahy, laboratorni véhy
s pfesnosti na 0,1 mg

Laboratorni nadobi: pipety, odmérné banky

Ostatni pomiicky: lovici sitky a nadoby pro pfenaseni ryb

Nadrze: objem 400 litr

Podminky testu

délka adaptacni faze: 14 dnt
objem lazné: 100 litrQ

teplota vody: 14 — 15,5 °C
nasyceni vody kyslikem: O, > 70 %
pocet ryb v jedné nadrzi: 20 ks
vyména lazné: po 24 hodinach
osvétleni: 12 hodin denn¢

ostatni podminky: ryby byly krmeny dvakrat denné¢ komerénim krmivem

(BioMar, 47 % bilkovin, 26 % tuku) v celkové denni davce 2,5 % hmotnost ryb
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Pracovni postup

Adaptace ryb: ryby, které byly pouzity k testim, byly choviny po dobu 14 dni
v 200 litrovych akvariich, kde se aklimatizovaly. Byly zde krmeny stejnym krmivem jako
v pribéhu testu.

Uvedend pocatecni hmotnost ryb byla zvolena tak, aby ryby v kontrolni skupin€ po
28 dnech dosahly piiristku hmotnosti alespoii 0 50 % a zaroven, aby bylo mozné v zavéru
testu odebrat dostatecné mnozZstvi krve na stanoveni vybranych hematologickych
parametri. Subchronicky test byl proveden obnovovaci metodou (vyména ldzné po 24
hodinéach). Pokusné ryby byly vystaveny po dobu 28 dnid koncentracim: 0,01; 0,1; 0,6; 1,0;
3,0 mg.l'1 NO; - ve dvou opakovanich pro kazdou koncentraci. Koncentrace testované
latky byly zvoleny na zdklad¢ vysledkt testu akutni toxicity na pstruhu duhovém. Ryby se
nasazovaly po 20 kusech do jednotlivych koncentraci a kontroly. V pribc¢hu testu se
zaznamendvalo chovani ryb, jejich schopnost pfijimat krmivo a poc¢ty uhynulych jedinct.
Ryby byly zvaZeny (s pfesnosti na 0.1 g) na zacdtku testu, po 14 dnech a v zav¢ru testu.

Na konci testu byla 6 rybdm z kaZzdé nddrZe odebrina krev na stanoveni
hematologického profilu a na stanoveni koncentrace dusitanti v plasm¢. Krev byla
odebirana z v. caudalis. Jednotlivé vzorky krve se stabilizovaly pomoci 40 IU heparinu
sodného na 1 ml krve. Koncentrace dusitani v krevni plasmé a svaloviné ryb byla méfena
podle metodického postupu uvedeného v praci autorii Shechter et al. (1972).
Hematologické rozbory byly provdadény podle Jednotnych metod hematologického
vySetfovani ryb (Svobodova et al., 1986): pocet erytrocyti (Ery), pocet leukocyti (Leu),
koncentrace hemoglobinu (Hb) a methemoglobinu (MetHb), hematokrit (Hc), stfedni
barevna koncentrace (MCHC), hemoglobin erytrocytu (MCH) a stfedni objem erytrocytu
(MCV). Krevni plazma byla oddélena odstfed’ovanim (10 min v 12 000 X g) pfi teploté 4
°C (podrobny popis metodiky viz kapitola 3.1.4 vySetfeni hematologického profilu ryb).
Déle byly odebirdny vzorky svaloviny o hmotnosti cca 1 g na stanoveni koncentrace

dusitant. Vzorky byly uchovavany pied vlastni analyzou pii —80 °C.

Vyhodnoceni subchronického testu

Na konci testu byly vyhodnoceny rozdily v hmotnosti ryb v jednotlivych nadrzich
(koncentracich) a rozdily v hematologickych ukazatelich exponovanych ryb. Statistické
vyhodnoceni vysledkli bylo provedeno pomoci softwarového programu Statistica 6.1
(StatSoft CR). Data byla nejprve pomoci Kolmogorov-Smirnova testu testovdna na

normalitu a ndsledné byla pomoci Bartlettova testu ovéfovana hypotéza o homogenité
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varianci. V ptipad¢, Ze byla prokdzdna normalita dat a homogenita varianci, byla déle
pouZzita dvoucestnd analyza variance (ANOVA) a nésledné mnohondsobné porovnini
skupin pomoci Dunnettova testu. V piipadé, Ze podminky nebyly splnény, bylo porovnani

provedeno pomoci neparametrického Kruskal-Wallisova testu.

Vyhodnoceni ristu
Primérna specifickd mira rtstu (r) pro jednotlivé nadrze byla vypoctena jako podil
rozdilu priméru pfirozenych logaritmtt hmotnosti jednotlivych ryb v nadrzi na pocatku a

konci testu (28 dnu):

. Inw, —Inw, 100
L=

kde: r= pramérnd specifickd mira rastu pro nadrz
w1, Wp = hmotnosti jedné ryby v Case t; a t, jednotliveé (g)
Inw, , Inw, = primérné hodnota pfirozeného logaritmu z hodnot In w; a In w»

tj, to = Cas (dny) — zacdtek expozice a konec expozice

Vyhodnoceni hodnot LOEC a NOEC

Hodnoty LOEC a NOEC byly vyhodnoceny probitovou analyzou na zdkladé
zjisSténych pramérnych specifickych rychlosti ristu v jednotlivych koncentracich a
kontrole. K vyjidfeni hodnot LOEC a NOEC byly pouzity hodnoty 28dLCO (hodnota
NOEC) a 28dLC10 (hodnota LOEC). K vyhodnoceni byl pouZit program EKOTOX 5.1.

3.1.4 VySetieni hematologického profilu ryb

Pocet erytrocytii (Ery): krev byla nafedéna pomoci Hayemova roztoku ve
specidlnich sklenénych banickidch. Obsah byl poté michin krouzivymi pohyby 2 — 3
minuty. Kapédtkem byla naplnéna pocitaci Biirkerova komurka, kde byly erytrocyty
pocitdny pod mikroskopem pii 200 ndsobném zvétSeni. Vysledny pocet je uvadén v T.I'

(Svobodov4 et al., 1986).
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Pocet leukocyti (Leu): pro stanoveni poctu leukocytd byl pouZzit cca. 2 tydny
odstity a piefiltrovany roztok podle Prochizky a Skrobika. Redéni a pogitini bylo
provadéno stejnym zptisobem jako u stanoveni poctu erytrocytt. Pocet leukocytti je uvadén

v G. "' (Svobodovi et al., 1986).

Koncentrace hemoglobinu (Hb): stanoveni se provdd€lo fotometrickou
kyanohemiglobinovou metodou. Dvacet mikrolitri heparinizované krve bylo prevedeno do
zkumavky obsahujici 7 ml transformacniho roztoku. Déle pak byla zméfena absorbance
takto vzniklého roztoku pti 540 nm. Koncentrace hemoglobinu se vypocitala z kalibra¢ni

pimky. Obsah hemoglobinu byl uddn v g. I"' (Svobodovi et al., 1986).

Koncentrace methemoglobinu (MetHb): ke stanoveni methemoglobinu v krvi, se
pouZzivé fotometrickd metoda, absorp¢ni kiivka methemoglobinu vykazuje charakteristicky
vrchol pii 630 nm. Pfevedenim methemoglobinu na methemoglobinkyanid (ptisobenim
kyanidu draselného) tento vrchol zmizi. V jedné c¢éasti vzorku se prevede veSkery
hemoglobin ferrikyanidem draselnym na methemoglobin, ktery po pfidavku kyanidu
draselného piejde na methemoglobinkyanid. V druhé casti vzorku se prevede na
methemoglobinkyanid pouze ten methemoglobin, ktery byl ptivodné ve vzorku pfitomen.
Rozdil absorbanci pii 630 nm je piimo imérny koncentraci methemoglobinu (Svobodova

et al., 1986).

Relativni obsah methemoglobinu se vypocte podle vztahu:

— 7 .
A3 — A2

E - absorbance supernatantu

26 MetHb = 100

Al - prvni absorbance
A2 - druhd absorbance

A3 - tfeti absorbance

Hematokritova hodnota (PCV): se vyjadiuje jako objem erytrocytd k celkovému

objemu krve. Tato hodnota byla stanovena ve specidlnich kapilarich, které byly

vvvvv

procenta hematokritu. Hodnota se vynasobila koeficientem 0,01 a vyslednd hodnota byla

vyjadiena v PCV 1.1" (Svobodovi et al., 1986).
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Stiedni barevna koncentrace (MCHC): tato hodnota uddva Kkoncentraci
hemoglobinu v objemové jednotce erytrocyti. Vypocet se provadi podle ndsledujictho

VZOrce:

Hb
PCV = 1000

Hb - koncentrace hemoglobinu

MCHC =

PCYV - hematokritova hodnota

Hemoglobin erytrocytu (MCH): tato hodnota udava primérnou koncentraci
hemoglobinu v jednotlivych erytrocytech a uvadi se v pg (10™%). Vypoget se provadi podle

nésledujiciho vzorce

Hb
MCH = —
Ery

Hb - koncentrace hemoglobinu

Ery - pocet erytrocyti

Sti‘edni objem erytrocytu (MCYV): tato hodnota se udava ve fentolitrech (fl).

Vypocet se provadi podle nasledujiciho vzorce:

PCV * 1000
MCV=—F——
Ery

PCV - hematokritova hodnota

Ery - pocet erytrocytli

3.1.5 Stanoveni dusitanua v krvi

Stanoveni bylo provadéno podle tzv. mikrometody pro stanoveni dusitanii v krvi

(Shechter, 1972).

Material a pomucky
e Pristroje: spektrofotometr, centrifuga
¢ Chemikalie: roztok kyseliny sulfanilové, roztok ledové kyseliny octové, ,,Cleve‘s
acid*“ roztok — 1- naftylamin -7- sulfonové kyseliny, zdsobni roztok dusitanu

sodného, roztok standardu, roztok siranu zine¢natého
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Pracovni postup

Deproteinizace: 0,1 ml krve bylo pfevedeno do 1,5 ml zkumavky obsahujici 0,6 ml
roztoku siranu zine¢natého. Ddle bylo pfiddno 0,4 ml redestilované vody a dikladné
promichédno. Déle bylo pfiddno 0,1 ml 4 % vodného roztoku hydroxidu sodného a znovu
promichdno. Vzorky pak byly nechdny po dobu 1 hodiny na Supinkovém ledu. Srazené
bilkoviny byly ndsledné odstranény pomoci centrifugy (2 min pii 15 000 ot./min).

Barevna reakce: 0,6 ml takto vniklého roztoku (viz vySe) jsme pievedli do
zkumavky a pridali 0,4 ml redestilované vody, ditkladn¢ jsme promichali a ptidali 0,1 ml
roztoku kys. sulfanilové. Poté jsme je nechali 15 min na ledu (prob¢hla diazotace). Pridali
jsme 0,1 ml roztoku ,,Cleve‘s acid“ a nechali 60 min pfi pokojové teploté (probéchla
kopula¢ni reakce). Pritomné dusitany se projevily cerveno-fialovym zbarvenim, jehoz
intenzitu jsme méfili pii 520 nm.

Piiprava kalibra¢ni pFimKy: n¢kolik alikvotnich podili roztoku standardu (do 0,5
ml) bylo pfevedeno do mikrozkumavek obsahujicich 0,6 ml roztoku siranu zine¢natého.

Dale bylo postupovéno stejnym zpusobem jako pii analyze vzorkl (viz vyse).

Obr. 3. Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni dusitanti v krevni plazmé.

Kalibracni primka pro stanoveni dusitanu v krevni
0,7 - plasme

0.6 1 y=0.381x - 0,006

2=
05 R?= 0,999

0,4
<

0,3 +

0,2

0,1+

0 T T T T T T I I |

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
¢ (NO,) mg/l

Pozn.: A —absorbance, ¢ (NO;) mg.l'1 — koncentrace dusitanti v miligramech na litr.
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3.2 VYSLEDKY

Test akutni toxicity na sumci velkém — albin (Silurus glanis)

Primérnd hodnota stfedni letdlni koncentrace 96hLC50 ziskand v testu akutni
toxicity na sumci velkém cCinila 15,8 mg.l'1 NO,.

Podminky v pribéhu paralelnich testi A, B, C a D jsou uvedeny v piiloze (Tab. I —
IV). Zaznamy thynu ryb a vysledky paralelnich testi A, B, C a D jsou uvedeny v piiloze
(Tab. VI-IX) a (Obr. [ - 1V).

Test akutni toxicity na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss)

Hodnoty stfednich letdlnich koncentraci ziskanych v testu akutni toxicity na pstruhu
duhovém (Oncorhynchus mykiss) Cinily: 24hL.C50 - 31,9 mg.l'1 NO,, 48hLC50 - 25,1
mg.1" NO,, 72hLC50 - 11,9 mg.I" NOy", 96hLC50 - 11,2 mg.I"! NO,.

Podminky v pribéhu zikladniho testu jsou uvedeny v piiloze (Tab. V). Ziznam

mortality ryb (Oncorhynchus mykiss) béhem zdkladniho testu je uveden v ptiloze (Tab. X).

Test subchronické toxicity (riustovy test) na pstruhu duhovém

a) Mortalita, chovani a rist ryb

Ryby v nejvyssi koncentraci pfijimaly omezené mnoZstvi krmiva, byly neklidné,
vyplouvaly ¢asto k hladin€. Hynuly v bo¢ni poloze nebo bfichem vzhiru na dné akvdria.
Mortalita ryb byla zaznamendna pouze v nejvy$si koncentraci dusitand (3 mgl™), kde
uhynulo 65 % pokusnych ryb.

Pii statistickém vyhodnoceni hmotnosti ryb jednotlivych pokusnych skupin a
skupiny kontrolni byly zjiStény nasledujici vysledky: vyrazn¢ niz§i hmotnost ryb byla
zaznamenand pouze u posledni pokusné skupiny P35, tedy v nejvyssi testované koncentraci
(Obr. 4). Hmotnosti ryb v ostatnich skupinach se od kontroly vyznamné nelisily.

V tabulce 3. jsou uvedeny hodnoty specifické rastové rychlosti a celkového
ptirustku ryb v jednotlivych skupindch. Na zdklad¢é téchto hodnot byly vypocitany
koncentrace NOEC a LOEC: NOEC (28d LCO0) = 0,01 mg.l'1 NO,, LOEC (28d LC10) =
0,2 mg.l" NO,".
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Tab. 3. Specificka rastova rychlost (r) a celkovy pfirtstek ryb v jednotlivych skupinich

v zavislosti na koncentraci dusitant ve vodé.

Skupina K P1 P2 P3 P4 P5
Koncentrace (mg.I"") - 0,01 0,1 0,6 1,0 3,0
r 2,1 2,1 2,1 2,2 1,8 1,2
Priristek (%) 79 78 81 81 67 42

Pozn.: K — kontrolni skupina, P1 — PS5 — pokusné skupiny.

b) Kumulace dusitani

Zvysené koncentrace dusitani v krevni plasmé ryb byly naméfeny v pokusnych
skupindch P3 az P5 (Obr. 5). Ve skupinich P1, P2 a kontrole (K) byly koncentrace
dusitant pod mezi detekce. Dusitany se rovnéz kumulovaly ve svaloviné ryb, ale v mensi

mife nez v plasmé (Obr. 6).

¢) Hematologické vySetireni

Pokud jde o hematologické ukazatele, u skupin P3 a P4 byl zaznamenan pokles
hematokritu (Obr. 7) a hemoglobinu (Obr. 8). Podobné zmény vsak paradoxné nebyly
zaznamendny u skupiny P5. Na konci pokusu byla rovnéZ méfena koncentrace
methemoglobinu v krvi ryb, mezi skupinami vSak nebyly zjiStény rozdily. Dale doslo
k vyraznému zvysSeni poctu leukocytii, a to v pokusné skupiné¢ P2 a P3 (Obr. 9). Ostatni
méfené hematologické ukazatele (Ery, MCV, MCH a MCHC) nevykazaly rozdily oproti

kontrole.
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Tab. 4. Prib¢h subchronického testu na pstruhu duhovém (pocet nasazenych ryb, hmotnost

ryb na zacatku testu, po 14 dnech expozice a na konci testu, ptirtstek a mortalita ryb).

Kontrola 1 2 3 4 S
NO; (mgl”) - 001 1 01 06 1 10 1 30
pocet ryb na pocatku 40 40 40 40 40 40
testu
primérna hmotnost
ryb 18,4 19,1 18,8 19,0 19,3 19,0
pri nasazeni (g)
primérna hmotnost 248 26.2 25.4 255 24,8 24.8
ve 14 dnech (g)
prumérna hmotnost 330 34,0 34,0 34,4 32,3 26,9
ve 28 dnech (g)
prumérny priristek 2.10 2.23 2.14 2,09 1,74 1,77
ve 14 dnech (g)
prumérny prirustek 2.10 2.08 2.14 2,15 1,83 1,23
ve 28 dnech (g)
mortalita po 14 dnech 0 0 0 0 0 20
(%)
celkova mortalita po 0 0 0 0 0 65
28 dnech (%)
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Obr. 4. Primérnd hmotnost ryb v jednotlivych skupindch na konci pokusu. K — kontroln{
skupina, P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnani

s kontrolou je oznacen hvézdickou.
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Obr. 5. Koncentrace dusitani v krevni plasmé pokusnych ryb na konci pokusu. K —
kontrolni skupina, P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnani

s kontrolou je oznacen hvézdickou.
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Obr. 6. Koncentrace dusitant ve svaloviné pokusnych ryb na konci pokusu. K — kontroln{

0.0

skupina, P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnani

s kontrolou je ozna¢en hvézdickou.
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Obr. 7. Hodnoty hematokritu (Hc) pokusnych ryb na konci pokusu. K — kontrolni skupina,
P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnéni s kontrolou je

oznacen hvézdickou.
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Obr. 8. Koncentrace hemoglobinu pokusnych ryb na konci pokusu. K — kontrolni skupina,
P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnéni s kontrolou je

oznacen hvézdickou.
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Obr. 9. Hodnoty leukocytti (Leu) pokusnych ryb na konci pokusu. K — kontrolni skupina,
P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnéni s kontrolou je

oznacen hvézdickou.
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3.3 DISKUZE

Vysledky akutniho testu toxicity potvrdily vysokou citlivost pstruha duhového
k dusitantim, pti pomérné nizké koncentraci chloridt (10 mg.l’1 CI). V testu akutni toxicity
byla zji§téna hodnota 96hLC50 ve vy§i 11,2 mgl' NO,, coZ je hodnota srovnatelnd se
sttedni letdlni koncentraci zjiSténé za stejnych podminek pro (Poecilia reticulata)
(96hLC50 = 26 mg.1" NO,) (Kroupovi et al., 2004). Témto hodnotam odpovida i hodnota
96hLC50 zjisténa pro sumce velkého — albin (Silurus glanis) — 15,8 mg.1" NO,". Test na
sumci velkém byl proveden s cilem ziskat zdkladni informace o plisobeni dusitantl na tento
druh ryby a také ovéfit, zda existuje rozdil v citlivosti albinotické a normdlni formy sumce
velkého viici plsobeni dusitanim. Jak se ale ukdzalo, v pfipad¢ normdlni formy sumce
velkého &inila hodnota 96hLC50 15,3 mg.l" NO, (Podlesny, 2008). Z toho vyplyvi, e
rozdil v citlivosti albinotické a normdlni formy sumce velkého nebyl testem akutni toxicity
prokdzén.

Vysledky subchronického testu toxicity na pstruhu duhovém prokdzaly, Ze jiz
koncentrace 3 mg.l'1 NO, vyvolala pii 28 denni expozici ryb vyrazné sniZenf jejich ristové
rychlosti ve srovnédni s kontrolou a také 65 % udhyn ryb. V ndsledné niz§i testované
koncentraci dusitant — 1 mg.l'1 NO; nebyly zaznamendny dhyny ryb, ale bylo prokdzino
snizen{ jejich riistové rychlosti. Zadné rozdily v mortalité a rychlosti ristu nebyly zjistény
ve srovndni s kontrolou v nejniZ3ich testovanych koncentracich 0,01; 0,1 a 0,6 mg.I"! NO,".
Porovnani téchto vysledka s literdrnimi ddaji je obtiZzné, nebot’ v dostupné literatuie jsem
nasSel pouze ojedin€lé udaje o vlivu dlouhodobé expozice na rist ryb. Jednd se napt. o
udaje Wedemeyer a Yasutake (1978). Tito autofi nezaznamenali pii chronické expozici (3
mésice) vliv dusitand v koncentraci 0.2 mg.l”' NO, na rist pstruha duhového pii
koncentraci chloridii 2,3 mg.1”". Vysledky t&chto autorii je viak obtizné srovnavat s mymi,
protoZe oba pokusy probihaly v odliSnych podminkach: rozdilna teplota vody, koncentrace
chlorida ve vodé, délka expozice atd.

Utinky dlouhodobé expozice pstruhii duhovych dusitantim, byly rovnéZ sledovény
na zdkladé vybranych hematologickych ukazatel a kumulace dusitand v krevni plasme.
Zvysené koncentrace dusitand v plasmé byly naméfeny u ryb, které byly vystaveny
koncentracim 1 mg.I' NO, a vy3§im. Jednalo se o hodnoty 0,16 a 0,37 mg.I" NO,". Jak je
vidét, v Zzadné z testovanych koncentraci nedosdhla hladina dusitanii v plazm¢é hodnoty
prevySujici koncentrace této latky v lazni. Jak se uvadi v literatufe, vyraznéjsi kumulace

byva pozorovana po akutni expozici ryb dusitantim. Napiiklad Margiocco et al. (1983) pfi
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testu akutni toxicity na pstruhu duhovém naméfil koncentrace dusitanti v plasmé, které
19krat prevySovaly koncentrace dusitanti, kterym byly ryby vystaveny. Nizké hodnoty,
které jsem v plasmé ryb namé&fil v mé praci, mohou souviset se schopnosti adaptace ryb ke
zvySenym koncentracim dusitanti v pribéhu jejich dlouhodobé expozice.

Hodnoty methemoglobinu v krvi u vSech pokusnych i kontrolnich ryb byly
srovnatelné. Tento jev je pravdépodobné vysledkem schopnosti adaptace ryb vici zvySené
koncentraci dusitani ve vodnim prosttedi, stejn¢ tak jako schopnosti ryb menit
methemoglobin zpét na hemoglobin. Tento jev popsali napf. autofi Huey a Beitinger
(1982) u sumecka skvrnitého (Ictalurus punctatus).

Za velmi zajimavé lze povazovat hodnoty vybranych hematologickych ukazatelti
(koncentrace hemoglobinu, hodnoty hematokritu a pocet leukocytl), které byly zjistény u

Nyl

pstruht duhovych vystavenych nejvyssi testované koncentraci. Uvedené hodnoty byly
srovnatelné s kontrolou, i kdyZ tytéZ parametry zjiSténé u ryb v niZSich koncentracich se
odliSovaly. Tento jev si vysvétluji jako rozdilnou individudlni citlivost pstruha duhového
vici dusitanim. Podobnou situaci pozorovali i autofi Margiocco et al. (1983), Arillo et al.
(1984) a Aggergaard a Jensen (2001). Aggergaard a Jensen (2001) provadéli testy akutni
toxicity na pstruhu duhovém a pozorovali velké rozdily v mife kumulace dusitand i
mortalité ryb. Nékteré ryby, které byly vystaveny urcité koncentraci dusitanti, kumulovaly
vysoké koncentrace dusitand v krevni plasmé a hynuly béhem 24 — 48 hodin, zatimco jiné
ryby vystavené stejnym koncentracim dusitanii, pfezivaly a hodnoty dusitanti v jejich
plazmé byly nizsi. MoZné vysvétleni pro tuto rozdilnost miizeme nalézt v rozdilném poctu
a povrchu chloridovych bun¢k (Perry et al., 1992) nebo v individualni rozdilnosti
detoxika¢niho mechanismu (Aggergaard a Jensen, 2001).

Vysetfeni hematokritovych hodnot v zavéru testu prokdzalo, Ze expozice ryb
dusitanum v koncentracich 0,1; 0,6 a 1 mg.l'1 NO; vyvolala sniZzeni hematokritové
hodnoty, avSak v nejvyssi testované koncentraci toto sniZeni zaznamendno nebylo. Snizen{
hematokritové hodnoty jako néasledek ptisobeni dusitantl, je popsano rovnéz v literatuie a je

vysvétlovdno sniZzenim objemu ¢ervenych krvinek (Knudsen a Jensen 1997).
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4. ZAVER
1) Test akutni toxicity na sumci velkém — albin (Silurus glanis) a na pstruhu duhovém
(Oncorhynchus mykiss)

Vysledky ukazuji, Ze oba druhy ryb jsou srovnatelné citlivé vici ptisobeni dusitant,
o CemzZ sveddi zjisténé stfedni letdlni koncentrace:
sumec velky — albin (Silurus glanis): 96hLC50 = 15,8 mg.l" NO,”
pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss): 96hLC50 = 11,2 mg.1" NO,°

2) Test subchronické toxicity (rustovy test) na pstruhu duhovém
Na zédklad¢ vysledkt ziskanych v testu subchronické toxicity byly

a) vypocitany koncentrace:

NOEC (nejvyssi koncentrace testovaného vzorku, kterd nevyvold Zadné pozorovatelné
G¢inky 28d LCO) = 0,01 mg.I'' NO;".

LOEC (nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pfi které jsou pozorovany ucinky 28d
LC10) = 0,2 mg.l" NO;".

Zjisténad hodnota NOEC (0,01 mg.l' NO,) pro pstruha duhového potvrzuje
opravnénost piisného limitu, ktery je dan smérnici EU ¢. 78/659/EHS 0 jakosti
povrchovych vod vyZadujicich ochranu nebo zlepSeni za icelem podpory Zivota ryb* (0,01
mg.l'1 NO;  pro lososové vody).

b) potvrzeny schopnosti adaptace nékterych ryb (v rdmci jednoho druhu) vaci

zvySenym koncentracim dusitanti (n&kteif jedinci v nejvyssi koncentraci - 3,0 mg.I"' NO,

prezivali a vykazovali v hematologickych parametrech hodnoty srovnatelné s kontrolou).
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Tab. I. Podminky v priibéhu paralelniho testu A na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis).

Cislo Konc. Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
nidrze | NO, | Oh [24h|[48h [48h [72h [96h | Oh [24h|48h [48h|[72h |96h | Oh | 24h [48h [ 48h | 72h | 96 h
(mg.I")

1 10 |233| 21 229236233 23 |835| 81 | 81 88 | 84 | 80 | 7,57 | 1,75 7,64 | 7,66 | 7.8 | 7,78
2 20 | 23,4206 ]228 236|233 23 |852|826]|81,5|886|835| 8 | 758|770 |761]| 760|771 | 7,7
3 30 [235]208|22,8236|232|231| 8 |80,6]| 8 |918| 77 | 8 | 733|750 | 7,53 | 7,58 | 7,65 | 7,78
4 50 |23,6|20,7]229|238 (233|231 84,1 | 8 |835|945| 78 | 91 |7,57 | 758|748 | 7,52 | 7,60 | 7,80
5 80 23,7206 - - - - 8521804 - - - - | 7,56 | 7,59 - - - -
6 100 23,7205 - - - - | 8421786 - - - - | 7,54 | 7,56 - - - -
7 150 | 24,1205 - - - - 1823766 - - - - | 7,63 | 7,54 - - - -
K 0 233 21 (229 24 | 23 | 23,1100 |87,6|865| 8 | 90 | 89 699|759 75 | 76 | 7.8 | 7,8

1 pFeloveni




Tab. II. Podminky v pribéhu paralelniho testu B na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis).

Cislo Konc. Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
nidrze | NO, | Oh |[24h|48h |[48h|[72h [ 96h | Oh [24h|48h [48h|[72h[9h| Oh |24h | 48h [48h | 72h | 96h
(mg1™)
1 10 | 23,1 21,1228 |23,5|23,2|23,1|838 81,2812 8 | 8 | 8 | 7,67 | 770|771 772|785 | 7,70
2 20 (23,6204 ]229 237|234 |23,1|854(823]| 8 |8,5|845| 8 | 7,58 | 769|755 765|789 |75
3 30 (23,1]20,7]225233|235|232|872(805]| 8 |905|775| 8 | 742|752 758|752 759|780
4 50 235208227 |239|23,1]233|843|859(825[955| 79 923|750 |758]752]|755]|765]| 7282
5 80 234203 - - - - 8551806 - - - - | 7,54 ] 7,58 - - - -
6 100 | 23,6208 - - - - | 848|787 - - - - | 7,52 | 7,57 - - - -
7 150 | 242204 - - - - 1826762 - - - - | 7,52 1745 - - - -
K 0 235 21,1 [ 22,5243 1242|229 | 97 | 8,5]|875| 8 | 93 | 87 | 695|765 752|755 778 | 7,85
T T 1 pFeloveni




Tab. II1. Podminky v pribéhu paralelniho testu C na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis).

Cislo Konc. Teplota (°C) Kiyslik (% nasycenti) pH
nidrze | NO, | Oh [24h|48h |[48h|[72h [ 96h | Oh [24h|48h [48h|[72h[9h| Oh |24h | 48h [48h | 72h | 96h
(mg.I")

1 10 | 235|21,2 225238233 228|852 835|824 872|855 |837|75 |79 762|761 763|781
2 20 (23,7]21,4121,9 232229233859 |856]83,2|863|857 829752745757 | 756 | 767|762
3 30 |[235]21,5]228 23,1 233|229 (87,6822| 8 [893| 79 |84,6| 743|762 | 749 | 754|757 | 7,65
4 50 |235|21,5]229|234|23,1|234|863|845|853(93,7| 8 | 91 |746| 756|760 | 752|764 | 750
5 80 235|212 - - - - 879822 - - - - | 745 17,72 - - - -
6 100 |23,5]209]| - - - - 1857823 - - - - | 7,58 | 7,39 - - - -
7 150 | 245215 - - - - 1839|757 - - - - 17,62 | 751 - - - -
K 0 234 22,1 229|232 (232235957 (889|865 | 8 | 94 895|755 | 756|765 | 760|765 771

1

1 pieloveni




Tab. IV. Podminky v pribéhu paralelniho testu D na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis).

Cislo Konc. Teplota (°C) Kiyslik (% nasycenti) pH
nidrze | NO, | Oh [24h|48h |[48h|[72h [ 96h | Oh [24h|48h [48h|[72h[9h| Oh |24h | 48h [48h | 72h | 96h
(mg.I")
1 10 | 234222232234 |23,1|23,2]|854|80,1]80,1|89,2|844 81575175 /|76l 775|781 ] 1778
2 20 (229(21,3]21,8|23,1|239|234|87,7|84,6]|84,5|882|857| 8 | 7,69 |752]763]| 769|750 765
3 30 (235]21,6(23,1 233 |234]237|88,6|81,5| 8 |878|759 854|723 761|759 767|759 | 7381
4 50 225225229 |233(23,7]229 (854|859 8 |91,1|81,2 91,2 735|712 1749 | 7,72 | 7,69 | 7,72
5 80 237|223 - - - - 849 84| - - - - | 7,56 | 7,96 - - - -
6 100 | 239|224 - - - - 1859 (81,7 - - - - | 745 ] 7,85 - - - -
7 150 |23,7]216] - - - - 832861 - - - - | 7,51 7,63 - - - -
K 0 2341222 (23,1 24,7 |235|234| 8 |85]| 8 |845|935| 8 | 725755750 | 756|770 | 7,65
T T 1 pFeloveni




Tab. V. Podminky v pribéhu zdkladniho testu na rybach pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss).

Cislo Konc. Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
nidrze | NO, | Oh [24h|[48h |[48h |[72h [96h | Oh [24h|48h [48h|[72h |96h | Oh | 24h [48h |48h | 72h | 96h
(mg.I")

1 33 | 145|152 | 154 132 | 14,0 | 151 | 92 | 95 | 100 | 100 | 94 | 100 | 7,51 | 7,52 | 7,60 | 7,72 | 7,85 | 7,77
2 6,7 | 145|151 | 154 | 13,2 140|149 | 92 | 8 | 100 | 100 | 95 | 100 | 7,79 | 7,51 | 7,25 | 7,70 | 7,50 | 7,49
3 16,7 | 143|152 | 153 | 13,2 | 14,0 | 145| 8 | 8 | 100 | 100 | 96 | 100 | 7,33 | 7,50 | 7,50 | 7,56 | 7,55 | 7,47
4 333 | 148|152 153 | 13,2 | 14,1 | 151 | 8 | 90 | 100 | 100 | 8 | 100 | 7,15 | 7,23 | 7,48 | 7,65 | 7,77 | 7,51
5 50 14,8 | 152 [ 153 | 13,2 | - - 79 | 90 | 100 | 100 | - - | 7,26 7,80 (732|749 - -
6 66,7 | 14,8 | 153 | 15,3 | 13,1 | 14,1 - 82 | 90 | 100 | 100 | 85 - | 7,35 7,70 | 7,52 | 7,61 | 7,45 -
7 133,3 | 148 | 152 | - - - - 84 | 90 - - - - | 741 | 761 - - - -
K 0 14,8 152|154 | 13,1 | 140 | 151 | 90 | 90 | 100 | 100 | 93 | 100 | 7,35 | 7,65 | 7,50 | 7,52 | 7,69 | 7,61

1 pFeloveni




Tab. VI. Mortalita v pribéhu paralelniho testu A na rybach sumec velky - albin (Silurus

glanis).
Cislo Mortalita (ryb ks)
nadrze | Koncentrace | X 24 | X 48 X72 X 96
NO; (mg.l™)
1 10 0 0 0 0
2 20 0 0 0 1
3 30 0 1 1 2
4 50 0 10 0 0
5 80 4 6 0 0
6 100 4 6 0 0
7 150 8 2 0 0
K 0 0 0 0 0
Tab. VII. Mortalita v pribéhu paralelniho testu B na rybach sumec velky - albin (Silurus
glanis).
Cislo Mortalita (ryb ks)
nadrZe | Koncentrace | X 24 | X 48 X172 X 96
NO; (mg.I™)

1 10 0 0 0 0
2 20 0 0 0 0
3 30 0 0 6 0
4 50 0 3 6 0
5 80 6 4 0 0
6 100 1 o 0 0
7 150 4 6 0 0
K 0 0 0 0 0

Tab. VIII. Mortalita v pribéhu paralelniho testu C na rybach sumec velky - albin (Silurus

glanis).
Cislo Mortalita (ryb ks)
nadrze | Koncentrace | X 24 X 48 x72 X 96
NO, (mg1™)

1 10 0 0 0 0
2 20 0 0 1 2
3 30 0 1 9 0
4 50 0 10 0 0
5 80 2 8 0 0
6 100 0 10 0 0
7 150 0 10 0 0
K 0 0 0 0 0




Tab. IX. Mortalita v pribéhu paralelniho testu D na rybach sumec velky - albin (Silurus

glanis).
Cislo Mortalita (ryb ks)
nadrZe | Koncentrace | X 24 X 48 x72 X 96
NO, (mg.I™)

1 10 0 0 0 0
2 20 0 0 0 1
3 30 0 0 2 5
4 50 0 10 0 0
5 80 2 8 0 0
6 100 1 9 0 0
7 150 5 5 0 0
K 0 0 0 0 0

Tab. X. Zadznam mortality ryb (Oncorhynchus mykiss) béhem zdkladniho testu.

Cislo Mortalita (ryb ks)
nadrze | Koncentrace | X 24 X 48 x72 X 96
NO; (mg.I™)
1 3.3 1 1 1 1
2 6,7 0 0 1 1
3 16,7 1 1 3 3
4 33,3 1 3 5 6
5 50 5 6 7 7
6 66,7 5 6 6 7
7 133,3 7 7 7 7
K 0 0 0 0 0




Obr. 1. Vyhodnoceni testu akutni toxicity na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis),

test A (program EKO — TOX 5.1).

Testovana latka: NaNO,

Vstupni hodnoty: zakladni test
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Obr. I1I. Vyhodnoceni testu akutni toxicity na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis),

test B (program EKO - TOX 5.1).

Testovana latka: NaNO,

Vstupni hodnoty: zakladni test
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Obr. III. Vyhodnoceni testu akutni toxicity na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis),
test C (program EKO — TOX 5.1).

Testovana latka: NaNO,

Vstupni hodnoty: zakladni test
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Obr. IV. Vyhodnoceni testu akutni toxicity na rybach sumec velky - albin (Silurus glanis),

test D (program EKO — TOX 5.1).

Testovana latka: NaNO,

Vstupni hodnoty: zakladni test
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10 0.0
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96hLC50 =24.6 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-8.7 , +6.4)

LCO =11.0 mg/
LC100=55.1 mg/l
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Obr. VI. Akvarijni mistnost, kde probihaly testy na pstruhu duhovém (Oncorhynchus
mykiss).



Obr. VII. Chlazeni epruvet na ledu se vzorky krve pro stanoveni dusitant v krvi.

Obr. VIII. Spektrometr.

Obr. IX. Otevieny spektrometr.



Obr. X. Barevna kalibra¢ni fada (reakce) dusitanti.

Obr. XI. Méfeni parametrti vody pfi testu akutni toxicity na sumci velkém — albin (Silurus
glanis).

Obr. XII. Mortalita sumct velkych — albin (Silurus glanis) v testu akutni toxicity.



Obr. XIV. Odbér krve u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) z v. caudalis.



