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1 Uvod

Mrw e

a thynu ryb. Zdrojem zvySenych koncentraci amoniaku mohou byt komunalni odpadni
vody, bodové a plosné zemédélské zneciSténi (zde se jednd o amoniak organického
ptvodu) nebo primyslové odpadni vody z plynaren, koksaren a generatorovych stanic,
mraziren, splachy primyslovych hnojiv (amoniak anorganického piivodu). (Svobodova,

2008).

Ve své bakalarské praci jsem se proto zamétil na sledovani negativniho vlivu
amoniaku na organismus ryb a dale na produkci amoniaku rybami (hlavniho
metabolického produktu ryb) pii riznych teplotach vody. Sledovani jsem provadél
formou laboratornich pokust na akvarijni rybé — Zivorodce duhové (Poecilia reticulata)
a kapru obecném (Cyprinus carpio). Méfeni jsem provadél na JihoCeské univerzité,
Fakulté rybatstvi a ochrany vod ve Vodnanech, v laboratoii vodni toxikologie a nemoci

ryb.



2 Teoreticka cast

2.1 Amoniak

2.1.1 Vyskyt amoniaku v povrchovych vodach

Koncentrace amoniakalniho dusiku v&t§inou nepfevysuji 1 mg.lI" (NHy"). Vzrist
koncentrace miizeme zaznamenat v profilech pod zausténim méstskych odpadnich vod,
nebo n€kterych primyslovych odpadnich vod. Napf. primérnd koncentrace
amoniakéalniho dusiku ve vltavské vodé v profilu Ceské Budéjovice byla v letech
1994/95 0,208 mg.l ' a podle o&ekavani vzrostla pod Prahou na primérnou koncentraci

1,035 mg.1™" (Pitter, 1999).

2.1.2 Vyskyt amoniaku v odpadnich vodach

Koncentrace amoniaku v odpadnich vodach se pohybuji v desitkach mg.1". Zdrojem
jsou predevsim fekalie (moc€) a rozklad dusikatych organickych latek. Obsah je znacné
variabilni, protoze jiz v kanalizaci dochédzi k riznym biologickym transformacim

sloucenin dusiku.

Vysoké koncentrace amoniakalniho dusiku lze zjistit v nékterych primyslovych
odpadnich vodach a v odpadech ze zemédé&lstvi. Naptiiklad odpady ze sildzovani
obsahuji az 400 mg.l' a mo&ivka az 7000 mg.I'. Odpadni vody z nizkoteplotni
karbonizace uhli obsahuji asi jednotky gramt v litru (Pitter, 1999).

2.1.3 Etiologie

Zvysené koncentrace amoniaku jsou v naSich podminkédch jednou z nejCastéjSich
ptic¢in poskozeni a uhynu ryb. Znecisténi recipientli amoniakem miiZze byt organického
puvodu (komunélni odpadni vody, bodové a plosné zemédélské zneciSténi) nebo
anorganického plavodu (primyslové odpadni vody zplynaren, koksaren a
generdtorovych stanic, mraziren, splachy primyslovych hnojiv). Amoniak je rovnéz

kone¢nym produktem dusikatého metabolismu sladkovodnich ryb.

Ve vodé¢ nebo v biologickych tekutindich se amoniak nachazi jednak ve formé

molekuldrni — nedisociované — pro ryby toxické (NHs) a jednak ve formé¢ amonného
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iontu — disociované pro ryby relativné malo toxické (NH;"). Vzajemny pomér téchto

dvou forem zévisi na hodnoté pH vody a na jeji teploté (Svobodova, 2008).

Pti sledovani kvality vody v recipientech a v rybochovnych zatizenich se stanovuje
koncentrace veSkerého amoniaku. Z hlediska toxikologického plisobeni je tieba znat
koncentraci nedisociovaného, toxického amoniaku (NH3). Tato koncentrace se zjiStuje
z naméfenych hodnot veskerého amoniaku. (NH," + NH3), teploty (T) a hodnoty pH

vody podle vzorce:

NH," + NH,

1001007-0033T-pH) ¢

NH,

anebo z tab. ¢€.1 sestavené podle uvedeného vzorce (Svobodova a kol., 1987).

Tab.1. Procentické zastoupeni volného amoniaku v zavislosti na pH a teploté vody

(Pitter, 1999):

pH Teplota

0°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C
7,0 0,082 0,12 0,175 0,26 0,37 0,55
8,0 0,82 1,19 1,73 2,51 3,62 5,21
9,0 7,60 10,73 14,95 20,45 27,32 35,46
10,0 45,12 54,59 63,74 71,99 78,98 84,60
11,0 89,16 92,32 94,62 96,26 97,41 98,21

Toxicita amoniaku je vedle teploty a hodnoty pH vody ovlivnéna koncentraci
kysliku rozpusténého ve vodé. Se snizujici se koncentraci kysliku ve vodé stoupa

toxicita amoniaku (Vamos, 1974).

2.1.4 Mechanismus a¢inku

Z hlediska toxického ucinku je dulezité, ze sténa bunék je pomérné nepropustna pro
amonny iont - NH;', zatimco molekularni amoniak NH; pronika pies tkdhové bariéry
velmi a je tedy pro ryby jedovaty. Zvlastni afinitu ma amoniak k mozku a nervoveé
soustave. Proto v pribéhu otravy ryb amoniakem vystupuji do poptedi nervové poruchy

(Svobodova, 2008).

Za normalniho stavu existuje na tkanovych bariérach acidobazicka rovnovéha. Pii

jejim poruSeni ta strana, na niZ je hodnota pH nizsi, zachytava molekularni amoniak.
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Tim je moZno vysvétlit jednak prechod molekularniho amoniaku z vody pies zaberni
epitel do krve a jednak piechod zkrve do tkdni. Amoniak naruSuje energeticky
metabolismus nervovych bunék. Navazuje se na kyselinu a-ketoglutarovou z Krebsova
citratového cyklu a sniZzuje tak tvorbu ATP. Navic vznika pro nervovou buiku toxicky
glutamin, ktery je dal§im zdrojem toxického amoniaku a soucasné je prekursorem
kyseliny gama-aminomaselné (GABA), ktera je inhibiénim neurotransmiterem.
Ptedpoklada se rovnéz, ze pricinou toxického u¢inku amoniaku je depolarizace neurontl,
k niz dochézi nahradou drasliku (K") iontem NH4 . Depolarizace neuroni pak vede ke
zvySené aktivaci NMDA receptorti (N-metyl-D-aspartatovych receptorti) a nasledné
k nekroze bunc¢k (Smutna, 2001; Svobodova, 2008).

2.1.5 Akutni a chronicka toxicita pro ryby

Nedisociovany amoniak je latka pro ryby siln¢ az velmi siln¢ jedovata. Hodnota
LCsp zjiSténa v testu akutni toxicity se u kaprovitych ryb pohybuje vrozmezi 1 — 1,5
mg.I" NHs, u lososovitych ryb vrozmezi 0,5 — 0,8 mg.I" NH;. Minimélni letalni
koncentrace (LCs) amoniaku u kaprovitych ryb je v rozmezi 0,6 — 0,8 mg.I" NHs. Po
piisobeni koncentrace 0,2 mg.1" NH; po dobu 150 hodin na plidek kapra obecného byly
jesté zjistény zavazné histologicko-patologické zmény zejména na respiracnim epitelu
zaber (Svobodova a kol., 1987). Pii zvySujicich se hodnotach pH a teploty vody
dochazi ke zméné ptitomného amoniaku vazaného ve formé soli na volny amoniak
(neionizovany). Pro ryby je toxicky pravé volny amoniak, jehoZ neptiznivy ucinek
zavisi na dalSich faktorech, napt. na koncentraci rozpusténého kysliku ve vodé¢ a

individualni odolnosti ryb (Vamos, 1974).

Koncentrace v rozmezi 0,14 az 0,40 mg.I" NHs, ktera pasobila na plidek kapra
obecného v obdobi 4-26 dnti po vykuleni, zplisobila zietelné zaostavani ve vyvoji, vedla
k naruSeni vyvoje ploutevniho aparatu (pfedevSim biiSnich ploutvi) a ke sniZeni
pigmentace pokozky (ztrata vyb&zkl a zmenSeni melanoforti) (Machova a kol., 1983).
Nejvyssi pripustnd koncentrace amoniaku (NH3) pro ryby kaprovité je 0,05 mg.l”, pro
ryby lososovité 0,0125 mg.I" (SVOBODOVA A KOL., 1987). Na zékladg literarnich udaji
o pstruhu lze fici, Ze jikry vykazuji viici pisobeni volného amoniaku vyssi odolnost ve

srovnani s vackovym pludkem (Alabaster a Lloyd, 1980).
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2.1.6 Autointoxikace

Jednou z Castych pfi¢in havarijnich thynl ryb je rovnéz autointoxikace amoniakem.
Hlavni zdroj amoniaku v téle ryb piedstavuje deaminace aminokyselin, probihajici
hlavné v jatrech, ledvinach, svaloviné a ve stievé ryb (SMUTNA, 2001). Amoniak je
hlavnim produktem dusikatého metabolismu u vétSiny sladkovodnich ryb. Pokud
nastane nerovnovdha mezi produkci a exkreci amoniaku Zabrami, muize dojit
k vyraznému zvySeni koncentrace amoniaku v krvi ryb a ndsledné k jejich otravé
vlastnim metabolitem (autointoxikaci) a k thynu. Porucha vylu¢ovani amoniaku muze
byt zpisobena riznymi vnitinimi i vn¢j$imi faktory. Pfipady autointoxikace amoniakem
jsou vétSinou spojeny s nahlym poklesem teploty vody (o 5-8°C) nebo koncentrace
kysliku (z ptesyceni na 20-40 % nasyceni), kdyz maji ryby plny travici trakt. V téchto
ptipadech dochazi k vyraznému sniZeni intenzity metabolismu véetné ¢innosti Krebsova
citradtového cyklu, coz vede kdeficitu mediatoru (kyselina o-ketoglutarova)
transportujiciho amoniak do zaber s ndslednym zvySenim koncentrace amoniaku v krvi

a k autointoxikaci (Svobodova, 2008).

2.1.7 Klinické p¥iznaky otravy ryb amoniakem

Pti otravé amoniakem ryby zpocCatku jevi mirny neklid, zvySuje se frekvence
pohybu skieli, ryby se zvedaji k hlading, u kaprovitych lze pozorovat nouzové dychani a
zvysujici se neklid. Pohyby ryb se postupné zrychluji, pohyby skieli jsou nepravidelné a
nastupuje faze excitace. Ryby silné reaguji na podnéty z vnéjSiho prostiedi, ztraceji
rovnovahu, vyskakuji nad hladinu a je mozno pozorovat tonicko-klonické kiece
svaloviny. Ryby se polozi na bok, maji kieCovité rozevienou tlamu a skiele. Poté
nasleduje kratké obdobi zdéanlivého zotaveni. Ryba zaujme normalni polohu a jevi
mirny neklid. Tato fize je vystfiddna novou silnou excitaci, zblednutim povrchu téla a

naslednym thynem ryb (Svobodova, 2008).

Pti autointoxikaci amoniakem se ryby shromazd'uji u stén nadrzi nebo ve stinnych
castech rybnikii. Nepfijimaji krmivo. Chvilemi je mozno pozorovat prudsi trhavé
pohyby, ryba vyskoc¢i nad hladinu a ptitom dochazi ke kie¢im svaloviny. V pokrocilém
stadiu dochazi ke ztmavnuti povrchu téla, ke sniZzeni nebo Gplné ztrat€ unikovych reakci

a nasleduje uhyn (Svobodova, 2008).
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2.1.8 Patologickomorfologicky obraz otravy ryb amoniakem

KlZe ryb otravenych amoniakem je svétlé barvy, siln€ a velmi silné zahlenéna.
V nékterych ptipadech je mozno pozorovat drobné krvaceninky, zejména pii bazi
ploutvi a také v piedni oéni komote. Zabry jsou silné prekrvené a silné zahlenéné, u ryb
z prostiedi s vysokymi koncentracemi amoniakem dochazi ke krvaceni ze Zaber. Hlen
na kiizi a zabrach je matny. Orgéany télni dutiny jsou piekrvené, parenchymatdzni
organy jevi dystrofické zmény (Svobodova, 2008).

Pti autointoxikaci amoniakem je povrch téla tmavsi barvy. Typické jsou zmény na
zabrach, tj. silné prekrveni, tmavé Cervené zbarveni a silny edém Zaber. Po poranéni
zabry velmi siln¢€ krvaceji. Nasleduje nekrdza respiracniho epitelu, jeho odlupovani ze

zaber, nékdy dochazi az k uplnému obnazeni piliit Zabernich listki (Svobodova, 2008).

2.1.9 Diagnostika

Diagnostika otrav ryb amoniakem se provadi pomoci fyzikdlné-chemické analyzy
vody. Stanovuje se koncentrace celkového amoniaku (NH3+NH,") a p¥islusna hodnota
pH vody a jeji teplota. Z hlediska toxického piisobeni je tfeba znat koncentraci
nedisociovaného toxického amoniaku (NHj3). Tato koncentrace se vypocitava z vySe
uvedenych hodnot podle tab. €.1, kde je uveden podil toxického amoniaku v procentech

namétenych hodnot celkového amoniaku v zavislosti na pH a teploté vody.

U zivych ryb s ptfiznaky otravy je mozno diagnostiku provést analyzou krevni
plazmy na obsah amoniaku. Pfi otravé se koncentrace amoniaku zvySuje pétkrat az
desetkrat. Stejné tato koncentrace stoupa pii autointoxikaci. Analyza krevni plazmy je
rozhodujicim dikazem pro diagnozu otravy a autointoxikace amoniakem. Fyziologicka
koncentrace amoniaku vSak velmi kolisa v zavislosti na teploté vody, ro¢nim obdobi,
naplnéni traviciho traktu a kvalité pozitého krmiva (mnoZzstvi dusikatych latek). V zimé
se pohybuje vrozmezi 50-100 pmol/l, v letnim obdobi od 500 do 800 pmol/l
(Svobodova, 2008).
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2.1.10 Prevence

Spociva v zabranéni zneciSténi vodniho prostfedi amoniakem. V piipad¢€ prevence
autointoxikace je nutné zabranit ndhlému poklesu teploty vody ¢i koncentrace kysliku

ve vod¢ (Svobodova, 2008).

2.2 Testy toxicity na vodnich organismech

2.2.1 Biologické testy toxicity

Pro hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti latek jsou pouzivany biologické testy
toxicity, biotesty, bioassays, laboratorni zkousky toxicity. Vyznam biologickych testl
spocCiva v postizeni souhrnu ucinki vSech piitomnych komponent v testovaném roztoku
na testovany material (organismus, kultura, tkan, buiika). Testy toxicity slouzi ke
zjisténi mozného toxického vlivu latek na biocenozu vodnich tokti. Umoziuji rychlé a
dostatecné zhodnoceni odpadi, na jejichz zéklad€ lze piipadné odhadnout negativni
ucinek téchto latek. Testy podavaji 1 informace o biologické aktivit¢ a schopnosti
toxickych latek prochazet biomembranami, jsou zalozené na fyziologickych pochodech,
biochemickych zménach, fotosyntéze a dychdni. Bioassays, nebo-li testy na
biologickém materialu, maji hlavni cil, a to stanovit hrani¢ni koncentrace, ve kterych je
mozny Zivot vybranych testovacich organismi. Testy na organismech vodniho prostiedi
jsou vhodné pro hodnoceni noveé vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek,
odpadt na skladky, havarii priniku odpadnich vod do povrchovych ¢i podzemnich

zdroji (AmbroZova, 2001, Machova a kol., 1994).
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Testy toxicity se provadéji na tfech urovnich, a to:
a) na urovni bunék a tkani
b) na trovni jedinct (organismit)
¢) na urovni spolecenstev (biocen6z) (Svobodova a kol., 1994)

Testy na trovni bunék a tkéni se pouzivaji pro teoretick¢é objasnéni poznatkii
ziskanych pfi pokusech na organismech. Vyhodou je jejich dobra reprodukovatelnost a
naopak nevyhodou je zna¢na odliSnost vysledkd in-vitro od vysledkid obdrzenych in-
vivo. Na urovni biocenoz se sleduje toxicky ucinek v ptirod¢ ¢i na modelu, nevyhodou
je fakt, ze toxicky ucinek se nemusi projevit vzdy stejn€, razné reakce na urcity druh,

naru$eni potravnich fetézct.

VétSina testll se provadi na urovni organismu. U téchto testli se mizeme setkat
s potizemi s reprodukovatelnosti, avSak jedna se o testy, které jsou ve vodni toxikologii

nejvice vyuzivany (Svobodova a kol., 2003; Svobodova a kol., 2000).

2.2.2 Testy akutni toxicity

Mezi nejznaméjsi a nejrozsifenéjsi v laboratorni praxi patfi standardni laboratorni
testy akutni toxicity. Ve svété existuje cela fada ekotoxikologickych metodik. Jako
velice perspektivni se jevi snaha rozsifit do co nejvétSiho poctu zemi jednotnou
metodiku a jednotné hodnoceni toxicity latek. V jednotlivych zemich svéta byly
standardizovany rtizné metodiky umoznujici porovndni vysledkii mezi laboratoiemi.
Mezi nejrozsitenéjsi patii metodiky ISO a OECD. Z divodii porovnatelnosti vypoveédni
hodnoty jednotlivych testll a pouZzitych organismi, se neprovadi testovani latky pouze
na jednom, ale alesponl na tfech druzich vodnich organismii. Toto paralelni testovani se
oznaCuje jako zakladni baterie testli, zalozené na poznatku o stavbé a propustnosti
bunééné stény u raznych organismi, napi. destruent, producent a konzument. Baterie
testlh vyuziva rozdilného charakteru skladby buné¢né stény bakteridlniho, rostlinného a
zivo¢iSného typu buiiky. NejpouzivanéjSi baterii testli akutni toxicity jsou testy na
bakteriich (bioluminiscen¢ni bakterie Vibrio fischeri), testy toxicity na fasach

(chlorokokalni druh Desmodesmus subspicatus), testy toxicity na semenech (kratkodoby
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test kli¢ivosti na semenech hotCice bilé Sinapis alba), bezobratlych (testy toxicity na
korySich, napt. perloocka Daphnia magna STRAUS) a testy toxicity na rybach (obvykle

akvarijni rybka Poecilia reticulata &i Brachydanio rerio) (RIHOVA AMBROZOVA, 2007).

2.2.3 Akutni a chronicka toxicita pro ryby

Cilem testt toxicity je stanoveni hodnot LCsp, NOEC, LOEC. Za ucelem stanoveni
téchto hodnot jsou vyuzivany standartizované metody akutnich a prolongovanych testl
toxicity podle OECD (Organization for Economic Co-operation of Development),

ptipadné ISO (International Organization for Standardization)

OECD ma v soucasné dob¢ standardizované nasledujici testy (Svobodova a Machova,

2003):

e 203 — Test akutni toxicity na rybach — vysledkem je hodnota 96hL.Cs

e 204 — Prolongovany test toxicity na rybach (14 denni) — vysledkem jsou hodnoty
14dLCso, NOEC a LOEC

e 210 — Test na ranych vyvojovych stadiich ryb (embryonalni test toxicity) —
vysledkem jsou hodnoty NOEC a LOEC

e 212 — Kratkodoby test toxicity na embryich a na vafkovém plidku ryb
(embryonalni test toxicity) — vysledkem jsou hodnoty NOEC a LOEC

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

Pti provadéni testli na obratlovcich je tieba pracovat v souladu se znénim Zakona
&.77/2004 Sb. Na ochranu zvifat proti tyrani a ddle Vyhlasky Mze CR &.311/1997 Sb. O

chovu a vyuziti pokusnych zvitat.

Vychozi metodikou pro test akutni toxicity na akvarijnich rybach druhti Poecilia
reticulata a Brachydanio rerio je soubor ISO norem: CSN EN ISO 7346-1 (Staticka
metoda), CSN EN ISO 7346-2 (Obnovovaci metoda) a CSN EN ISO 7346-3 (Pritodna
metoda). Cilem testu je stanoveni toxicity vodou vyluhovatelnych latek z odpadu na
ryby. Testovacim materidlem je akvarijni ryba Poecilia reticulata (Zivorodka duhova) ¢i

Brachydanio rerio (danio pruhovany), které 1ze nahradit druhem Pimephales promelas.
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Pti testech je potteba pracovat v souladu se znénim Zakona ¢.246/1992 Sb. Na
ochranu zvitat proti tyrani a dale Vyhlasky Mze CR ¢.311/1997 Sb. O chovu a vyuziti
pokusnych zvifat (Rihova AmbroZova, 2007).

Test probihd pii teploté 22 °C + 2 °C, bez aerace a bez krmeni organismil.
Zied'ovaci vodou je pracovni roztok soli pouzity v pozadovaném objemu 100 ml na
jednoho jedince. Pocet testovanych organismi v jedné koncentraci je 3 az 10 kusi (v
jedné sérii testu je vhodné nasadit vzdy stejny pocet). Test probiha za uvedenych
standardizovanych podminek po dobu 48 hodin, dle metodik ISO se prodluzuje az na 96
hodin. V priibéhu testu se zaznamenava chovani, pfipadné thyny ryb, méfi se pH,
koncentrace rozpusStén¢ho kysliku a teplota. Obvykle se testy provadeji ve dvou
stupnich, a to jako ptedbézny test s rozpétim deseti koncentraci, po péti kusech ryb v
kazdé koncentraci. Na zakladé¢ zjiSténych vysledki se voli koncentrace pro zakladni test,
ktery se provadi ve tfech paralelnich stanovenich (10 koncentraci po 10 kusech ryb).
V pribehu testu se sleduji uhyny ryb v jednotlivych koncentracich, z nichz se vypocita
hodnota stiedni letdlni koncentrace 96hLC50 pro kazdé paralelni stanoveni a do
vysledki se uvede primérna hodnota z téchto stanoveni. Hodnoty zjisténé LCsy by se
nemély vzajemné liSit o vice nez 30 %. Zjisténi efektivni koncentrace je zaloZeno na
procentudlni inhibici Ii v jednotlivych koncentracich v porovnani s kontrolou (pouze
pracovni roztok s nasazenymi organismy). ZjiSténé¢ hodnoty Ii se pievedou na
pravdépodobnostni (probitové) jednotky a tyto jednotky se spolu s odpovidajicimi
koncentracemi pfevedenymi na logaritmy pouziji pro sestrojeni grafu, kde na ose x jsou
logaritmy koncentraci a na ose y probitové jednotky. Linearni regresi se zjisti hodnota

letalni koncentrace LCsy. (ﬁihové Ambrozova, 2007).
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3 Experimentalni ¢ast
Cil Prace
1) Stanoveni akutni toxicity volného amoniaku pro ryby v zavislosti na teploté vody

2) Stanoveni produkce amoniaku rybami v zavislosti na teploté¢ vody a naplnénosti

zazivaciho traktu.
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3.1. Metodika

3.1.1 Test akutni toxicity na Zivorodce duhové (Poecilia reticulata)

Test akutni toxicity na Poecilia reticulata byl proveden podle CSN EN ISO 7346-2
Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro ryby. Pokusné ryby byly vystaveny
koncentracni fadé amoniaku, ktery byl ddvkovan ve formé chloridu amonného. Ptehled
o davkovani chloridu amonného do jednotlivych nadrzi s rybami je uveden v tab. ¢.2.
Aby bylo dosazeno poZadované koncentrace volného amoniaku, byla hodnota pH vody
upravovana roztokem hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho a hydroxidu sodné¢ho na hodnoty pH

9-9,3.

Podminky testu:
e objem lazné: 3 litry
e pocet ryb v nadrzi: 3 ks
e teplota vody: 20 °C (pokus A) a 25 °C (pokus B)
e fedici voda: vodovodni
e provzdusiovani: bez aerace
o délka expozice: 48 hodin
e vyména lazné: po 24 hodinach

e krmivo: ryby nebyly béhem testu krmeny
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Tab. ¢. 2. Koncentrace chloridu amonného pouzité v testu akutni toxicity a odpovidajici

koncentrace celkového a toxického amoniaku

C. nadrZe K 1 2 3 4 5
Nominalni koncentrace 0 2 5 10 20 30
NH,CI (mg.I™")

Nominalni koncentrace 0 0,68 1,70 3,40 6,79 10,19
celkového amoniaku NH,"

(mg.1™)

Hodnota pH upravovana na pH 9 — 9,3 (procenticky podil volného amoniaku pfti teploté
20 °C je cca 37 %, pfti teploté 25 °C 47 %)

Teoreticka koncentrace pmd*) 0,53 1,32 2,64 5,28 7,92

celkového amoniaku
N-NH,". (mg.1")

Teoreticka koncentrace pmd*) 0,25 0,63 1,26 2,51 3,77

volného amoniaku pii 20 °C
(mg.I"" N-NH;)

Teoreticka koncentrace pmd’ | 0,32 0,80 1,60 3,19 4,79

volného amoniaku pii 25 °C
(mg.I"" N-NH;)

*pod mezi detekce

Kontrola kvality vody v prubéhu testu akutni toxicity

V pribéhu testu byly ve 2 az 5 hodinovych intervalech méfeny nésledujici
parametry kvality vody: pH, teplota vody, koncentrace rozpusténého kysliku,
koncentrace celkového amoniaku: Vysledky méteni, které dokladuji, jakym skute€nym
koncentracim volného amoniaku byly ryby béhem testu vystaveny, jsou uvedeny v tab.

¢.10 — 15 v ptiloze této prace.

Hodnoty pH a rozpusténého Kkysliku byly méfeny elektrochemicky (méficim
ptistrojem firmy WTW Multiline P4)

Teplota vody byla méfena lihovym teplomérem

Koncentrace celkového amoniaku byly stanoveny kolorimetricky: k50 ml
odebraného vzorku vody bylo pfidano 0,5 ml Seignettovy soli a 0,5 ml Nesslerova
¢inidla. Po 10 minutach byla stanovena intenzita vzniklého zabarveni fotometricky
pomoci spektrofotometru Helios Epsilon pii1 vinové délce 412 nm proti slepému vzorku.

Vyse koncentrace byla odectena z kalibrac¢ni ptimky.
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Na zaklad¢ zjisténych hodnot byla upravovana hodnota pH v jednotlivych laznich
roztokem hydroxidu sodného a hydrogenuhli¢itanu sodného na pozadovanou

hodnotu 9 —9,3.

3.1.2. Vylu¢ovani amoniaku kaprem obecnym p¥i riznych teplotach vody

40 kust kapra obecného (Cyprinus carpio) Ko o primérné hmotnosti 625,6 g.ks™
bylo odchyceno na rybniku VURH JU Vodiiany. Ryby byly pievedeny do nadrzi
s pitnou vodou o teploté 20 — 21 °C a ponechany po dobu 4 dni bez aplikace krmiva.
Pti adaptaci ryb na pokusné podminky doSlo k poruSe vzduchovéani a polovina ryb
uhynula. Z toho divodu byly nésledujici pokusy provadény s mensim poctem ryb, nez
bylo piivodné€ zamysleno.

Ryby byly rozdéleny po dvou kusech do 4 nddrzi o objemu 200 litri vody. Teplota
vody byla ve 2 nédrzich udrZzovdna na 25 °C pomoci termostatovanych topnych téles
(nddrze 1A, 1B). Teplota vody v dalSich dvou nadrZich byla udrZzovéana na 17 °C pomoci
ledové ttisté v igelitovych sa€cich (nadrze 2A, 2B). V prubéhu pokusu byly odebirany
vzorky vody na stanoveni koncentrace amonnych iontii, pH, teploty a nasyceni vody
kyslikem (metody stanoveni byly stejné jako v ptipad¢ testu akutni toxicity na Poecilia
reticulata — kap.3.1.1.) Produkce amoniaku rybami byla stanovena na zaklad¢
koncentrace amoniaku zjisténé ve vodé€, ve které byly ryby chovany a dale pfepoctena
na produkci amoniaku vztazenou na 1 kg hmotnosti ryb za den.

Po 48 hodinach byl test ukoncen, rybdm byla odebrdna krev z vena caudalis na
stanoveni hematokritové hodnoty. VySetieni bylo provadéno podle Svobodové a kol.,
(1991). V krevni plasmé byly stanoveny vybrané biochemické parametry (koncentrace
amonnych iontli, kyseliny mocové, mocoviny a glukozy). Vzhledem k malému
mnozstvi krve, které se podafilo rybdm odebrat, byly uvedené parametry stanoveny ve
smésnych vzorcich krevni plasmy vzdy 2 ryb z jedné skupiny. Tyto analyzy byly

provadény na piistroji VetTest, ktery pracuje na principu tzv. suché analyzy.
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3.1.3 Vyluéovani amoniaku kaprem obecnym pfi riznych teplotiach vody a rizné

naplnénosti zaZivaciho traktu

Ryby (12 kustl) o primérné kusové hmotnosti 606 g.ks™ byly umistény po dvou
kusech do Sesti 200 litrovych nadrzi s pitnou vodou o teploté odpovidajici teploté vody
v rybniku (20 °C). Po 6 dnech byl Sesti pokusnym rybam aplikovan Skrobovy gel
s ptfidavkem chloridu amonného v mnoZzstvi, které odpovidalo 300 mg amonnych ionta
ve 100 ml gelu (tato koncentrace odpovidd obsahu amoniaku ve Spatné skladovaném
krmivu bohatém na dusikaté latky) a Sesti kontrolnim rybam byl aplikovan Skrobovy gel
bez piidavku chloridu amonného. Thned po aplikaci byly kontrolni i pokusné ryby
pfendany do akvarii s rozdilnymi teplotami vody, a to 25°C (skupina 1 — 1A — kontrola,
1B - pokus), 20 °C (skupina 2 — 2A — kontrola, 2B - pokus) a 15°C (skupina 3 — 3A —
kontrola, 3B - pokus). Piehled o jednotlivych skupindch ryb je uveden v tab. ¢.:3.
teplotnim pomértiim v laboratofi a teplota 25 °C byla dosazena ohfevem pomoci
akvaristického termostatovaného télesa. Voda v nadrzich byla b&éhem pokusu mirné
provzduSnovana.

V pribehu nésledujicich 24 hodin byly sledovany koncentrace amoniaku ve vod¢ a
v ¢asovych intervalech 3, 5 a 24 hodin od aplikace Skrobového gelu byla rybam
odebirdna krev na stanoveni hematokritové hodnoty. Po 24 hodindch byla rybam
odebrana krev, ktera byla odstfedéna a ziskand plasma byla uchovavana v mrazicim
boxu pfi teploté — 80 °C. Poté byly v plasmé stanoveny vybrané biochemické parametry
(koncentrace amonnych iontli, kyseliny mocové, mocoviny a glukozy) stejnym

zpusobem jako v predeSlém testu.

Tab. ¢.3. Rozdéleni kapra obecného do pokusnych a kontrolnich nadrzi

Skupina Teplota (°C) NH4"
IA (kontrolni) 25 NE
IB (pokusna) 25 ANO
ITA (kontrolni) 20 NE
IIB (pokusna) 20 ANO
[ITA (kontrolni) 15 NE
[IIB (pokusna) 15 ANO
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3.2 Vysledky

3.2.1 Test akutni toxicity na Poecilia reticulata

Vysledky pribéznych kontrol vybranych parametr kvality vody a vypocet
koncentrace volného amoniaku v pritbéhu testu jsou uvedeny v tab. ¢.11. — 20. v pfiloze.
Z provedené¢ho méteni vyplyva, ze ryby v jednotlivych nadrzich byly po dobu testu
vystaveny volnému amoniaku v maximalnich koncentracich, které jsou pro jednotlivé

nadrze uvedeny v tab.c. 4.

Tab. ¢.4. Rozdéleni Poecilia reticulata do pokusnych nadrzi s koncentracemi volného

amoniaku
Nadr | K | 1 | 2 | 3 | 4 | s
Teplota vody 20°C
Koncentrace pmd*) | 0,24 0,45 0,90 1,83 2,75
N-NH; (mg.1™)
Teplota vody 25°C
Koncentrace pmd*) | 0,17 0,46 0,90 1,82 3,76
N-NH; (mg.1™)

*pod mezi detekce

Mortalita pokusnych ryb

V pribehu 48 hodinového trvani testu nedoSlo k thynu Zzadného z testovacich
organismi, a to ani v nejvys$i testované koncentraci, kde se koncentrace volné¢ho
amoniaku pohybovala v rozmezi do 1,93 mg.I" N-NH3, coZ odpovida koncentracim —

2,34 mg.I" NH; .

Vzhledem k tomu bylo od dalSiho testovani upusténo s tim, ze Poecilia reticulata
vykazuje extrémné vysokou toleranci vii¢i volnému amoniaku, a proto neni pro takovy

test vhodnym testovacim organismem.

3.2.2 Vylu¢ovani amoniaku kaprem obecnym p¥i riznych teplotach vody

Koncentrace amoniaku zjisténé ve vode¢ po 2, 7, 17, 21 a 48 hodinach trvani pokusu

jsou uvedeny v grafu ¢.1.
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Graf &.1. Koncentrace amoniaku ve vodé v mg-1" N-NH,"- amoniak byl produkovan rybami

s prazdnym zazivacim traktem pfti rozdilnych teplotach vody

Vysledky hematokritové hodnoty krve jsou uvedeny vtab. ¢.5 a v grafu ¢.2. a
vysledky biochemického vySetieni krevni plazmy ryb jsou uvedeny v tab. ¢.6.

Tab. ¢.5. Hematokrit kapra obecného pii riiznych teplotach (primérné hodnoty ze dvou

paralelnich stanoveni)

Kapr ze Teplota vody Hematokrit
skupiny

1A 26

1A 27

1B 25°C 29,5

1B 25

2A 29

2A 17°C 29

2B 29

2B 31
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Graf. ¢.2. Hematokrit v krvi kapra obecného drzeného pfti rozdilnych teplotach vody na konci

pokusu sledovani produkce amoniaku rybami s prazdnym zazivacim traktem

Tab. €.6. Biochemické parametry v krevni plasmé u kapra obecného s prazdnym zazivacim

traktem drzeného 48 hodin pti rozdilnych teplotach vody

Ukazatel Teplota | Amoniak | Mocovina | Kyselina | Glukéza
vody (umol/l) | (mmol/l) | moova | (mmol/l)
(°O) (umol/l)
Skupina 417 1,2 1,285 5,805
1A 25°C
Skupina 443,5 1,45 1,325 5,865
1B
Skupina 450,5 1.4 1,295 5,94
1A 17 °C
Skupina 472 1,2 1,23 5,85
IIB

Jak je zifeyjmé z grafu ¢.1, primérné koncentrace amoniaku ve vode zjisténé pii

teploté¢ 25 °C byly vprabchu testu vySsi nez pii teplote¢ 17 °C. Nejvétsi rozdil

v koncentraci amoniaku byl zaznemendn v zavéru testu. Pii piepoctu produkce

amoniaku na 1 kg hmotnosti ryb za den jsem zaznamenal, ze pfi teploté vody 25 °C byla

prumérna produkce amoniaku o témé&t 50 % vySsi ve srovnani s produkci zjist€nou u

ryb drZzenych ve vodé€ o teploté 17 °C (graf¢. 3.).
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Produkce amoniaku za 24 hod.

Graf. ¢.3. Prumérna produkce amoniaku kaprem obecnym v mg za 24 hodin na 1 kg hmotnosti
ryb

Vysledky biochemického vySetireni krevni plasmy

Priimérna koncentrace amoniaku zjisténa v krevni plasmé ryb, drzenych pii teploté
17 °C &inila 461,25 pmol.I", mirn& niz$i primérnd hodnota byla zjidténa u ryb
drzenych pii teplotd 25 °C - 430,25 pmol.I". Zjistény rozdil viak nebyl statisticky
vyznamny (viz nasledujici odstavec). Srovnatelnd hladina amoniaku v krevni plasmé
obou skupin ryb svédc¢i o tom, Ze ryby, které maji prazdny zazivaci trakt, jsou schopny
amoniak vyluCovat pfi obou zvolenych teplotich tak, aby se jeho hladina v krvi
udrzovala na pomérné nizké urovni. Hladina amoniaku zjisténd u obou skupin ryb je na
kol. (1987) pro letni obdobi. (500 — 800 pmol.I""). Nizké hodnoty amoniaku naméfené u

obou skupin ryb jsou ziejmé diisledkem prazdného zazivaciho traktu ryb.

Vliv teploty vody nebyl prokadzan na ostatni sledované biochemické parametry
(kyselina moc¢ova, mocovina a glukoza), coz pravdépodobné opét souvisi s prazdnym
zazivacim traktem ryb a také stim, ze teploty, kterym byly ryby v pribéhu pokusu
vystaveny, v podstaté odpovidaly rozpéti teplot 18 — 25 °C, které uvadi Svobodova a
kol. (1987) jako vhodné pro chov kaprovitych ryb.

Statistické vyhodnoceni vysledkii

Pro zjisténi vlivu teploty na vyluCovani amoniaku byly naméfené hodnoty

statisticky otestovany regresni analyzou (graf ¢.4).
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Graf ¢.4: Regresni analyza:

Z grafu €.4 je patrné, Ze pi1 nizsi teploté ma produkce amoniaku pozvolng;$i narst.
Tato skutecnost svéd¢i o omezené schopnosti ryb vylu€ovat amoniak z krve pfi niz§ich
teplotach. Vzhledem k relativné velkému rozptylu namétenych hodnot, se nepodafil

prokazat signifakantni rozdil u trendti, které byli zjiStény u obou teplot nadrzi.

3.2.3 Vyludovani amoniaku rybami, kterym byl do zaZivaciho traktu aplikovan

Skrobovy gel s obsahem NH4Cl a biochemické analyzy krevni plazmy ryb

Amoniak vylu€ovany rybami byl analyzovan ve vodé, kde byly ryby umistény.
Koncentrace amoniaku zjisténé ve vod¢ jsou uvedeny v grafech ¢.5 a 6.
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Graf. ¢.5. Koncentrace amoniaku ve vodé v pokusnych nadrzich s kaprem obecnym pii riiznych
teplotach vody
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Graf. ¢.6. Koncentrace amoniaku ve vodé v kontrolnich nadrzich s kaprem obecnym pii
ruznych teplotach vody

Vysledky analyz krve (hematokritové hodnoty) odebrané po 3, 5 a 24 hodinach
trvani pokusu jsou uvedeny v grafu ¢.7. Jak je patrné z uvedeného grafu, hematokritové
hodnoty u vSech skupin ryb postupné klesaly, coz je ziejme vysledkem odbért krve,

které byly v pritbéhu testu provadény.
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Graf. ¢.7. Hematokrit pii vylu¢ovani amoniaku kapra obecného s aplikovanym skrobovym
gelem s pridavkem amoniaku (oznaceni I resp. 11, resp. Il odpovida teplotam vody 25, resp., 20
resp. 15 °C; ozn. A, resp. B oznacuje kontrolni, resp. pokusné ryby)

Biochemické parametry zjisténé v krevni plasmé pted aplikaci Skrobového gelu a
dale po 3, 5 a 24 hodinach od aplikace Skrobového gelu jsou uvedeny v tab. ¢.7, 8, 9 a
10.

Tab. ¢.7. Biochemické parametry v krevni plasmé u kapra obecného pied aplikaci $krobového
gelu

Ukazatel Amoniak Mocovina Kyselina mocova Glukéza
(umol/l) (mmol/l) (umol/l ) (mmol/l)
Pied aplikaci | 506 | 1,15 | 1,3 | 3,75

Tab. ¢.8. Biochemické parametry v krevni plasmé u kapra obecného 3 hodiny po provedené
aplikaci skrobového gelu gelu (oznaceni I resp. 11, resp. Il odpovida teplotam vody 25, resp., 20
resp. 15 °C; ozn. A, resp. B oznacuje kontrolni, resp. pokusné ryby)

Ukazatel Amoniak Mocovina Kyselina mocova Glukéza
(umol/l) (mmol/l) (umol/l ) (mmol/l)
Skupina I A 532 1,4 1,215 3,95
Skupina I B 532.5 1,15 1,39 39
Skupina I1A 571,5 1,35 1,26 3,85
Skupina I1 B 466 1,25 1,47 4,045
Skupina I1I A 567,5 1,5 1,195 3,75
Skupina II1 B 540,5 1,6 1,29 4,325
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Tab. ¢.9. Biochemické parametry v krevni plasmé u kapra obecného 5 hodin po provedené
aplikaci skrobového gelu gelu (oznaceni I resp. I, resp. Il odpovida teplotam vody 25, resp., 20
resp. 15 °C; ozn. A, resp. B oznacuje kontrolni, resp. pokusné ryby)

Ukazatel Amoniak Mocovina Kyselina mocova Glukéza

(umol/l) (mmol/l) (umol/l ) (mmol/l)
Skupina I A 561,5 1,4 1,275 4,055
Skupina I B 535,5 1,45 1,34 4,015
Skupina I1A 570,5 1,15 1,24 3,875
Skupina I1 B 513.,5 1,3 1,4 7,03
Skupina I1I A 610,5 1,25 1,4 4,24
Skupina II1 B 530 1,1 1,41 7,015

Tab. ¢.10. Biochemické parametry v krevni plasm¢ u kapra obecného 24 hodin po provedené
aplikaci skrobového gelu (oznaceni I resp. 11, resp. III odpovida teplotam vody 25, resp., 20 resp.
15 °C; ozn. A, resp. B oznacuje kontrolni, resp. pokusné ryby)

Ukazatel Amoniak Mocovina Kyselina mocova Glukéza

[umol/1] [mmol/1] [umol/1] [mmol/1]
Skupina I A 622 1,05 1,57 7,14
Skupina I B 656 1,15 1,70 7,35
Skupina ITA 601 1,25 1,71 7,15
Skupina II B 611 1,60 1,72 7,07
Skupina I1I A 597 1,55 1,66 7,15
Skupina II1 B 643 1,25 1,78 7,16

Koncentrace amoniaku, kyseliny mocové a mocCoviny v krvi ryb zjisténé 3, 5 a 24
hodin po provedené aplikaci Skrobového gelu se v zédvislosti na teploté¢ vody pfilis
neliSily a nevykazovaly ani Zadny vyznamny trend. Koncentrace amoniaku v krevni

plasmé jsou zndzornény v grafech ¢€.9 a 10.
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Graf ¢.9: Koncentrace amoniaku v krevni plasmé¢ Graf ¢.10: Koncentrace amoniaku v krevni

kapra obecného po 3, 5 a 24 hod. plasmékapra obecného po 3, 5 a 24 hod. od

od aplikace Skrobového gelu v kontrolnich nadrzich aplikace skrobového gelu v pokusnych
nadrzich
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Produkce amoniaku rybami s aplikovanym Skrobovym gelem s ptridavkem
NH4Cl byla pti vSech sledovanych teplotach (15, 20 a 25 °C) v priméru o 19 % vyssi ve

srovnani s produkci amoniaku rybami, kterym byl aplikovan ¢isty skrobovy gel.

Vyraznéjsi rozdily vSak byly zaznamenany ve vysi produkce amoniaku rybami pii
rozdilnych teplotach vody. U ryb, kterym byl aplikovan Skrobovy gel s ptidavkem
chloridu amonného, byla produkce amoniaku 3,6 nasob¢ vyssi pfi teploté vody 25 °C a
u ryb drzenych pii teploté vody 20 °C 1,8 nasobné vyssi nez u ryb drzenych pfi teploté
15 °C. Mirné niZsi rozdily v produkci amoniaku byly zanamendny u ryb, kterym byl
aplikovan cisty skrobovy gel, kde se jednalo o 3,25 a 1,7 ndsobny narast oproti

teploté 15°C. Prodkukce amoniaku rybami jsou uvedeny v grafu ¢.11.
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Graf ¢. 11. Produkce amoniaku rybami s aplikovanym $krobovym gelem bez piidavku a
s ptidavkem NH4ClI (A —aplikovan Skrobovy gel bez ptidavku NH,4Cl, B aplikovan skrobovy gel
s ptidavkem NH,Cl)
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3.3 Diskuze

V testu akutni toxicity na Poecilia reticulata nedoSlo k thynu zadného z testovacich
organismil. Nejvyssi koncentrace volného amoniaku se pohybovala v rozmezi 0,24 do
1,93 mg.I" N-NH;, Coz odpovida koncentracim 0,29 — 2,34 mg.I" NH; . To jsou
hodnoty vyssi, neZ odpovida hodnotam LCso pro kaprovité ryby (1 — 1, 5 mg.I" NHa).
Pro lososovité je hodnota LCs a to v rozmezi 0,5-0,8 mg.I", jak uvadi ve své praci
Svobodova a kol. (1987). Vyrazné vyssi citlivost uvadi Alabaster a Lloyd (1980) pro
pladek pstruha duhového tésné pred vstfebanim Zloutkového vacku (1dLCS50 = 0,07
mg.I" NHs), coz odpovida obecn& vyssi citlivosti tohoto druhu ryb vigi amoniaku i
jinym toxickym latkam. Na druhé strané¢ uvedeny autor poukazuje na pomérné¢ vysokou
toleranci jiker pstruha duhového, kdy jednodenni LC50 je vy3ii nez 3,58 mg.I" NHs,
ovSem, jikry obvykle vykazuji vys$si toleranci vii¢i nepfiznivym podminkdm vnéj$iho
prosttedi nez plidek a dospéli jedinci stejného druhu ryb. Proto tuto hodnotu

neporovnavam s hodnotou zjisténou ve svém pokusu.

Pokus, pii kterém byla sledovana produkce amoniaku kaprem obecnym, probihal
pii teplotach 17 a 25 °C a ryby mély prazdny zazivaci trakt. Produkce amoniaku se pii
teploté 25 °C pohybovala okolo 80 mg na 1 kg hmotnosti ryb za den. Pti teploté 17°C
60 mg amoniakalniho dusiku za den 1 kg hmotnosti ryby. Namétené hodnoty velmi
dobte koresponduji s hodnotami uvedenymi Stejskalem a kol. (2009). Uvedeny autor
sledoval produkci amoniaku okounem fi€nim chovanym v recirkula¢nich systémech
v zavislosti na intenzité¢ krmeni a velikosti ryb. Tento autor uvadi priimérnou produkci
amoniakalniho dusiku ve vysi 120-360 mg za den na 1 kg hmotnosti ryb pro ryby, které
byly do zahajeni pokusu krmeny, a 50 mg amoniakalniho dusiku za den na 1 kg
hmotnosti ryb pro ryby, které nebyly dva dny pii zahdjenim krmeny, Uvedeny pokus
probihal pfi priomérné teploté 23,3 °C.

. Namétené hodnoty velmi dobie koresponduji s hodnotami uvedenymi Stejskalem
a kol. (2009). Podobn¢, Machova a kol. (2010) uvadi pro kapry obecné, kterym nebyla
po dobu 24 hodin pfedklddana potrava, produkci amoniaku vrozmezi 70 — 90 mg
amoniakalniho dusiku na 1 kg hmotnosti ryb za den pti 20 °C. To jsou hodnoty, které
opét velmi dobie koresponduji s mymi vysledky.

U pokusu, kdy byl kontrolni skupiné ryb aplikovani Skrobovy gel a pokusné
skupiné Skrobovy gel s ptidavkem NH4Cl, byly ryby byly vystaveny tfem rozdilnym
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teplotam (15, 20 a 25°C). Nami zjisténd produkce amoniakalniho dusiku se pohybovala
od 79 mg do 257 mg na 1 kg hmotnosti ryb za den u ryb s ¢istym Skrobovym gelem a u
ryb s ptidavkem NH4Cl se produkce pohybovala od 91 mg az do 308 mg na 1 kg
hmotnosti ryb za den. Lze tedy konstatovat, Ze aplikace Skrobového gelu s pridavkem 1
bez piidavku NH4Cl se projevila zvySenou produkci amoniaku, zvlasté pti vysSich
teplotach vody (25°C).

Srovnatelné hodnoty produkce amoniaku uvddi Rychly a kol. (1977) u pstruha
duhového, a to 180 mg amoniakalniho dusiku za den na 1 kg hmotnosti ryb, kterym
nebyla po dobu 12 dnli pfed zahajenim pokusu predkladdna potrava. A vyrazné vyssi
hodnoty - dokonce 900 mg u ryb, které byly do zahajeni pokusu krmeny granulemi
s obsahem 43 % surovych bilkovin.
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4 7.aveér

1) Test akutni toxicity na Poecilia reticulata

Testem akutni toxicity na Poecilia reticulata byla prokadzana vysoka rezistence
tohoto druhu ryb viici amoniaku. To vylu€uje jeji pouzit jako testovaciho organismu
pri biologickych zkouSkach toxicity provadénych pii havarijnich thynech ryb s

podezienim na kontaminaci amoniakem.
2) Produkce amoniaku rybami p¥i riznych teplotach vody

Produkce amoniaku kaprem obecnym zavisi na teploté vody — se vzristajici
teplotou roste. Pii teploté¢ 25 °C ryby vyloucily do vody o témét 50 % amoniaku
vyjadieného jako produkce za 24 hodin na 1 kg hmotnosti ryb ve srovnani s produkci ve
vodé¢ o teploté 17 °C. Rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny.

Priimérné koncentrace amoniaku zjisténé v krevni plasmée ryb, které byly vystaveny
teplotam 15, 20 a 25°C byly srovnatelné a pohybovaly se v rozmezi (461,25 pmol.I") a
svéd¢i o tom, ze ryby, které maji prazdny zazivaci trakt, jsou schopny amoniak
vylucovat tak, aby se jeho hladina v krvi udrZovala na nizké urovni Vliv teploty vody
nebyl prokdzan ani na ostatni sledované biochemické parametry (kyselina mocova,
mocovina a glukoza).

Produkce amoniaku rybami s aplikovanym Skrobovym gelem s pridavkem
NH4CI byla pti vSech sledovanych teplotach (15, 20 a 25 °C) v priméru o 19 % vyssi ve
srovnani s produkci amoniaku rybami, kterym byl aplikovan Ccisty Skrobovy gel
Vyrazné rozdily byly zaznamendny ve vySi produkce amoniaku rybami pii riznych

teplotéch., a to jak u pokusné, tak u kontrolni skupiny ryb.
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Poecilia reticulata pti teploté 25 °C — nadrz €. 3 — nomindlni koncentrace 10
mg.I" NH,CI

Vysledky méfeni vybranych parametra kvality vody v pribéhu testu na
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6 Prilohy

Tab. €. 11. Vysledky méfeni vybranych parametrt kvality vody v priibéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 20 °C — nadrz &. 1 — nominalni koncentrace 2 mg.1”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,2 20 75 0,65 0,24
testu)
10,00 8,9 20 84 0,62 0,17
10,10 9,3
12,00 8,8 20 82 0,63 0,12
12,10 9,2
14,00 8,5 20 79 0,58 0,05
14,10 9,1
17,00 8,7 20 86 0,64 0,08
17,10 9,4
20,00 8,4 20 74 0,59 0,04
20,10 9,1
24,00 8,6 20 80 0,58 0,08
24,10 9.1
5,00 8,2 20 73 0,55 0,03
5,10 9,2
8,00 8,7 20 87 0,64 0,08
8,10 9,3
10,00 8,4 20 79 0,62 0,05
10,10 9,2
12,00 8,8 20 74 0,59 0,11
12,10 9,4
14,00 8,6 20 72 0,64 0,08
14,10 9,5
17,00 8,9 20 81 0,58 0.11
17,10 9,4
20,00 8,3 20 78 0,62 0,04
20,10 9,1
24,00 8,4 20 69 0,61 0,05
24,10 9,3
5,00 8,1 20 73 0,57 0,02
5,10 9,2
8,00 8,7 20 74 0,56 0,11
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Tab. €. 12. Vysledky méfeni vybranych parametrt kvality vody v pribéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 20 °C — nadrz &. 2 — nominalni koncentrace 5 mg.1”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,1 20 72 1,68 0,45
testu)
10,00 8,5 20 83 1,64 0,21
10,10 9,2
12,00 8,6 20 85 1,62 0,21
12,10 9,4
14,00 8,6 20 80 1,7 0,22
14,10 9,2
17,00 8,8 20 88 1,67 0,32
17,10 9,3
20,00 8,5 20 79 1,65 0,22
20,10 9,2
24,00 8,4 20 81 1,68 0,13
24,10 9.3
5,00 8,4 20 72 1,65 0,13
5,10 9,6
8,00 8,5 20 88 1,69 0,22
8,10 9,2
10,00 8,5 20 78 1,7 0,22
10,10 9,2
12,00 8,9 20 76 1,62 0,31
12,10 9,3
14,00 8,3 20 75 1,64 0,08
14,10 9,4
17,00 8,7 20 83 1,63 0,17
17,10 9,2
20,00 8,2 20 79 1,68 0,08
20,10 9,1
24,00 8,8 20 67 1,69 0,32
24,10 9,4
5,00 8,1 20 72 1,65 0,08
5,10 9,1
8,00 8,8 20 75 1,63 0,31
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Tab. €. 13. Vysledky méteni vybranych parametrt kvality vody v pribéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 20 °C — nadrz &. 3 — nominalni koncentrace 10 mg.I”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,0 20 74 3,35 0,90
testu)
10,00 8,8 20 82 3,32 0,63
10,10 9,1
12,00 8,7 20 85 3,33 0,63
12,10 9,5
14,00 8,3 20 85 3,31 0,27
14,10 9,6
17,00 8,9 20 84 3,28 0,62
17,10 9,1
20,00 8,4 20 78 3,26 0,26
20,10 9,2
24,00 8,5 20 82 3,31 0,27
24,10 9.1
5,00 8,6 20 75 3,38 0,44
5,10 9,1
8,00 8,5 20 89 3,28 0,42
8,10 9,3
10,00 8,4 20 76 3,25 0,26
10,10 9,1
12,00 8,4 20 74 3,34 0,27
12,10 9,2
14,00 8,6 20 75 3,29 0,43
14,10 9,3
17,00 8,8 20 82 3,30 0,63
17,10 9,4
20,00 8,3 20 78 3,35 0,27
20,10 9,1
24,00 8,7 20 66 3,36 0,64
24,10 9,4
5,00 8,6 20 71 3,34 0,43
5,10 9,1
8,00 8,5 20 76 3,34 0,27
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Tab. €. 14. Vysledky méteni vybranych parametrt kvality vody v pribéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 20 °C — nadrz &. 4 — nominalni koncentrace 20 mg.I"

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,1 20 71 6,75 1,82
testu)
10,00 8,9 20 83 6,78 1,83
10,10 9,2
12,00 8,6 20 88 6,58 0,86
12,10 9,4
14,00 8,4 20 84 6,62 0,53
14,10 9,5
17,00 8,8 20 88 6,64 1,26
17,10 9,2
20,00 8,6 20 79 6,60 0,86
20,10 9,1
24,00 8,6 20 80 6,71 0,87
24,10 9.2
5,00 8,8 20 71 6,59 1,25
5,10 9,2
8,00 8,7 20 83 6,66 1,27
8,10 9,4
10,00 8,6 20 78 6,67 0,87
10,10 9,2
12,00 8,5 20 76 6,62 0,53
12,10 9,1
14,00 8,7 20 77 6,61 0,86
14,10 9,2
17,00 8,7 20 80 6,73 0,88
17,10 9,3
20,00 8,2 20 74 6,74 0,34
20,10 9,3
24,00 8,8 20 65 6,77 1,29
24,10 9,5
5,00 8,3 20 76 6,68 0,33
5,10 9,2
8,00 8,5 20 73 6,70 0,87

44




Tab. €. 15. Vysledky méteni vybranych parametrt kvality vody v pribéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 20 °C — nadrz &. 5 — nominalni koncentrace 30 mg.I”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,0 20 74 10,14 2,74
testu)
10,00 8,8 20 82 10,18 1,93
10,10 9,3
12,00 8,8 20 87 10,12 1,92
12,10 9,2
14,00 8,6 20 83 10,09 1,31
14,10 9,3
17,00 8,5 20 78 10,11 1,31
17,10 9,3
20,00 8,7 20 86 10,15 1,93
20,10 9,2
24,00 8,7 20 78 10,16 1,32
24,10 9.1
5,00 8,9 20 82 10,17 2,75
5,10 9,1
8,00 8,6 20 78 10,08 1,31
8,10 9,3
10,00 8,7 20 74 10,12 1,32
10,10 9,3
12,00 8,4 20 72 10,07 0,81
12,10 9,2
14,00 8,9 20 74 10,08 1,92
14,10 9,4
17,00 8,4 20 81 10,14 0,81
17,10 9,4
20,00 8,3 20 76 10,12 0,81
20,10 9,2
24,00 8,9 20 62 10,11 1,92
24,10 9,4
5,00 8,2 20 75 10,09 0,50
5,10 9,3
8,00 8,8 20 72 10,18 1,93
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Tab. €. 16. Vysledky méteni vybranych parametrt kvality vody v priibéhu testu na
Poecilia reticulata pii teplot& 25 °C — nadrz &. 1 — nominalni koncentrace 2 mg.1”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,1 25 85 0,64 0,17
testu)
10,00 8,9 25 84 0,61 0,12
10,10 9,2
12,00 8,7 25 85 0,62 0,12
12,10 9,1
14,00 8,7 25 86 0,57 0,07
14,10 9,2
17,00 8,6 25 78 0,65 0,08
17,10 9,2
20,00 8,8 25 89 0,58 0,11
20,10 9,1
24,00 8,6 25 78 0,54 0,07
24,10 9.2
5,00 8,6 25 87 0,56 0,07
5,10 9,2
8,00 8,7 25 75 0,68 0,13
8,10 9,5
10,00 8,8 25 76 0,63 0,12
10,10 9,2
12,00 8,5 25 73 0,59 0,08
12,10 9,1
14,00 8,2 25 77 0,63 0,03
14,10 9,3
17,00 8,5 25 82 0,57 0,07
17,10 9,3
20,00 8,5 25 78 0,61 0,08
20,10 9,1
24,00 8,8 25 75 0,62 0,12
24,10 9,3
5,00 8,2 25 69 0,56 0,03
5,10 9,3
8,00 8,9 25 83 0,59 0,12
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Tab. €. 17. Vysledky méfeni vybranych parametrt kvality vody v priibéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 25 °C — nadrz &. 2 — nominalni koncentrace 5 mg.1”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,0 25 78 1,68 0,45
testu)
10,00 8,8 25 82 1,64 0,31
10,10 9,1
12,00 8,6 25 86 1,62 0,21
12,10 9,2
14,00 8,5 25 87 1,7 0,22
14,10 9,1
17,00 8,7 25 85 1,67 0,32
17,10 9,3
20,00 8,9 25 82 1,65 0,31
20,10 9,2
24,00 8,7 25 69 1,68 0,32
24,10 9.3
5,00 8,7 25 75 1,65 0,31
5,10 9,3
8,00 8,6 25 76 1,69 0,22
8,10 9,4
10,00 8,7 25 77 1,7 0,32
10,10 9,1
12,00 8,6 25 77 1,62 0,21
12,10 9,2
14,00 8,3 25 78 1,64 0,13
14,10 9,4
17,00 8,6 25 86 1,63 0,21
17,10 9,2
20,00 8,6 25 79 1,68 0,22
20,10 9,2
24,00 8,9 25 89 1,69 0,46
24,10 9,2
5,00 8,2 25 72 1,65 0,08
5,10 9,2
8,00 8,7 25 71 1,63 0,31
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Tab. €. 18. Vysledky méteni vybranych parametrt kvality vody v pribéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 25 °C — nadrz &. 3 — nominalni koncentrace 10 mg.I”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,1 25 74 3,33 0,90
testu)
10,00 8,9 25 79 3,30 0,63
10,10 9,2
12,00 8,7 25 78 3,34 0,43
12,10 9,1
14,00 8,4 25 85 3,32 0,27
14,10 9,2
17,00 8,6 25 82 3,29 0,43
17,10 9,2
20,00 8,8 25 84 3,27 0,62
20,10 9,1
24,00 8,6 25 68 3,32 0,43
24,10 9.2
5,00 8,8 25 74 3,38 0,64
5,10 9,2
8,00 8,7 25 77 3,27 0,62
8,10 9,3
10,00 8,6 25 76 3,24 0,42
10,10 9,2
12,00 8,7 25 87 3,36 0,44
12,10 9,1
14,00 8,4 25 88 3,28 0,26
14,10 9,2
17,00 8,7 25 85 3,31 0,63
17,10 9,1
20,00 8,5 25 70 3,36 0,44
20,10 9,1
24,00 8,8 25 82 3,37 0,64
24,10 9,1
5,00 8,3 25 79 3,38 0,27
5,10 9,1
8,00 8,9 25 75 3,39 0,64
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Tab. €. 19. Vysledky méfeni vybranych parametrt kvality vody v priibéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 25 °C — nadrz &. 4 — nominalni koncentrace 20 mg.1"

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,0 25 82 6,73 1,82
testu)
10,00 8,8 25 75 6,75 1,28
10,10 9,1
12,00 8,5 25 85 6,59 0,86
12,10 9,2
14,00 8,5 25 69 6,61 0,86
14,10 9,1
17,00 8,8 25 78 6,59 1,25
17,10 9,1
20,00 8,7 25 82 6,62 1,26
20,10 9,2
24,00 8,8 25 83 6,70 1,27
24,10 9,1
5,00 8,7 25 78 6,60 1,25
5,10 9,3
8,00 8,4 25 79 6,67 0,53
8,10 9,2
10,00 8,4 25 70 6,68 0,53
10,10 9,1
12,00 8,5 25 85 6,61 0,86
12,10 9,2
14,00 8,3 25 86 6,60 0,53
14,10 9,3
17,00 8,4 25 88 6,72 0,54
17,10 9,0
20,00 8,5 25 90 6,70 0,87
20,10 9,2
24,00 8,4 25 89 6,70 0,54
24,10 9,5
5,00 8,4 25 87 6,69 0,54
5,10 9,3
8,00 8,4 25 84 6,71 0,54

49




Tab. €. 20. Vysledky méteni vybranych parametrt kvality vody v pribéhu testu na
Poecilia reticulata pii teploté 25 °C — nadrz &. 5 — nominalni koncentrace 30 mg.I”

NH4Cl
Hodina pH T Nasyceni | Koncentrace Koncentrace
odbéru (°C) vody celkového volného amoniaku
kyslikem amoniaku (mg.1I" NH3)
(%) (mg.I"" NH,")
8,00 (pocatek | 9,1 25 78 10,15 3,76
testu)
10,00 8,9 25 76 10,17 1,93
10,10 9,2
12,00 8,7 25 88 10,18 1,93
12,10 9,3
14,00 8,4 25 66 10,08 0,81
14,10 9,3
17,00 8,7 25 73 10,16 1,93
17,10 9,4
20,00 8,4 25 80 10,08 0,81
20,10 9,3
24,00 8,6 25 81 10,17 1,32
24,10 9,2
5,00 8,5 25 79 10,14 1,31
5,10 9,4
8,00 8,2 25 77 10,11 0,51
8,10 9,4
10,00 8,4 25 75 10,14 0,81
10,10 9,4
12,00 8,3 25 80 10,10 0,80
12,10 9,2
14,00 8,4 25 82 10,09 0,81
14,10 9,5
17,00 8,6 25 69 10,17 1,32
17,10 9,2
20,00 8,6 25 78 10,14 1,32
20,10 9,4
24,00 8,8 25 82 10,12 1,92
24,10 9,4
5,00 8,3 25 81 10,08 0,80
5,10 9,4
8,00 8,6 25 83 10,15 1,32
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Obr. 1. pokusné nadrze s Poecilia reticulata

k

Obr. 2. Poecilia reticulata v jedné z testovacich nadrzi

Obr. 3. Akvarijni mistnost s nadrzemi s kaprem obecnym
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SOUHRN

Cilem prace bylo stanoveni akutni toxicity volného amoniaku pro ryby a stanoveni

produkce amoniaku rybami v zavislosti na teploté vody.

Byl proveden test akutni toxicity na Poecilia reticulata podle CSN EN ISO 7346-
2 s cilem stanoveni akutni letdlni koncentrace volného amoniaku pro tento druh ryby.
Vzhledem k tomu, ze tento druh ryby vykédzal vysokou rezistenci vici volnému
amoniaku (bez znamek zjevného poskozeni ryby prezivaly v koncentraci 2,4 mg.I" N-

NH; po dobu 48 hodin), od dalsiho testovani bylo upusténo.

Déle byl proveden test na kapru obecném, ktery byl pfechovavan v laboratornich
podminkach a pied zapocetim testu mu nebyla po dobu 4 dnti predkladéana potrava. Poté
byla v pribéhu 48 hodin méfena produkce amoniaku s cilem porovnat jeho mnozstvi

pi1 dvou rozdilnych teplotach vody (17 a 25 °C).

Nasledné byl témto rybam aplikovan do traviciho traktu sondou Skrobovy gel s
piidavkem NH4Cl, kontrolnim rybdm byl aplikovan Skrobovy gel bez piidavku NH4Cl.
V pribehu nasledujicich 3 ,5 a 24 hodin byla sledovana koncentrace amoniaku v krevni
plazmé ryb a rovnéz produkce amoniaku rybami zachycena ve vodé¢ pii ttech rozdilnych
teplotach (15, 20 a 25 °C). V odebranych vzorcich krve byly stanoveny hodnoty
hematokritu a vybranych biochemickych parametrii (mocovina, kyselina mocova,

glukdza).

Na zaklad€¢ dosazenych vysledkii byla konstatovana vysoka rezistence Poecilia
reticulata vi¢i volnému amoniaku a vyhodnocena produkce amoniaku kaprem obecnym

ptirozdilnych teplotach vody a rozdilné naplnénosti zaZivaciho traktu.

Klicova slova: kapr obecny, Poecilia reticulata, krevni plasma, akutni toxicita,

letalni koncentrace.
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SUMMARY

The aim of the thesis was to determine the acute toxicity of free ammonia to fish
and determination of ammonia production by fish depending on water temperature.

The toxicity tests on Poecilia reticulata were conducted according to ISO 7346-
2 in order to determine the acute lethal concentration of free ammonia for this type of
fish.

This kind of fish showed a high resistance to free ammonia (the fish survived at a
concentration of 2.4 mg.1" N-NH; for 48 hours without obvious signs of damage) and
therefore further testing was abandoned.

Next test was carried out with common carp which was preserved for 4 days
without feeding in the laboratory conditions. Afterwards ammonia production was
measured at two different water temperatures (17 and 25 ° C) in the span of 48 hours.

In the next test these fish were injected with a starch gel with the addition of
NH4Cl into the digestive tract (control fish were injected starch gel without the addition
of NH4Cl). Over the next 3, 5 and 24 hours concentrations of ammonia in the blood
plasma of fish as well as production of ammonia by fish was measured at three different
temperatures (15, 20 and 25 ° C). In the collected blood samples the values of
hematocrit and selected biochemical parameters (urea, uric acid, glucose) were
measured.

Based on the results high resistance of Poecilia reticulata to free ammonia was
found. Also evaluated was the ammonia production of common carp at different water
temperatures and different digestive tract fullness.

Key words: common carp, Poecilia reticulata, plasma, accute toxicity, lethal
koncetration
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