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1 Uvod

Soucasna doba si zada vysoké produkce potravin. Poptavka po kvalitnich
potravinach se bude v budoucnu jisté jesté zvySovat. V otazce produkce ryb to bude
ziejm¢ podobné. Vzhledem k pozadavkiim na kvalitu povrchovych vod jsou rybni¢ni
ekosystémy na hranici svych produk¢nich moznosti. Dosud u nas nejsou plné vyuzity
moznosti intenzivnich rybochovnych zatizeni S recirkulaci vody. Tyto Systémy jsou
dnes velmi propracované a ve svété bézné. Pti provozovani téchto zatizeni v§ak mohou
nastavat rizné problémy. Pro Ci$téni vody se zde ve valné vétsin¢ pripadi pouzivaji
biologické fluidni filtry, kde probiha biochemicka oxidace toxického metabolitu ryb,
amoniaku, na dusitany a déle pak na méné toxické dusi¢nany. V disledku nedostate¢né
funkce biologickych filtri miize dochazet k hromadéni dusitani, které jsou pro ryby
velmi toxické. Otazkou, jak snizovat negativni ucinky dusitanti, se zabyvalo jiz mnoho
studii S vétsim ¢i mens$im Uspéchem. Stale se tedy hledaji nova feseni téchto problému a
jednim z moznych feSeni by mohly byt huminové latky.

Ve své praci jsem se zaméfil na sledovani u¢inku huminovych latek na toxicitu
dusitand. Sledovani jsem provadél formou predbéznych a akutnich testd toxicity na
akvarijni ryb& daniu pruhovaném (Danio rerio) a zivorodce duhové (Poecilia
reticulata). Méfeni jsem provadél na JihoCeské univerzité, Fakulté rybatstvi a ochrany

vod ve Vodnanech, v Laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Slouceniny dusiku ve vodé

Dusik mtizeme nalézt ve vodach v nékolika oxidacnich stupnich. Mezi hlavni
formy vyskytu patii (Pitter, 2009):

- amoniakalni dusik (N-N H,* N- N Hs)
-1 hydroxylamin (NH,OH)
0 elementarni dusik (N5)
+l oxid dusny (N,0)
+111 dusitanovy dusik (N-NO3)
+V dusi¢nanovy dusik (N-NO3)

Celkovy dusik vyskytujici se ve vodach rozdélujeme podle zdroje na anorganicky
a organicky dusik. Anorganicky miizeme déale dé¢lit na amoniakalni, dusitanovy a
dusi¢nanovy dusik. Mnozstvi anorganického dusiku se béhem roku méni na zaklade
vstuptt do biologickych procesi, kde se stdva soucasti bilkovin ¢i riznych sloucenin
metabolismu (Hartman a kol., 1998). Pfirozenym zdrojem dusiku jsou rozkladné
procesy organickych latek rostlinného a zivocisného pivodu. DalSim vyznamnym
zdrojem jsou odpadni vody z zivociSné a zeméd¢€lské vyroby, kde se jedné predevsim o

amoniakalni dusik (Pitter, 2009).
2.2 Dusitany
Dusitany patii mezi slouceniny dusiku. Dusitany jsou ve vodach obvykle

doprovazeny dal§imi slou¢eninami dusiku, pfedev§im dusi¢nany a amoniakem. Jejich

koncentrace je ovlivnéna chemickymi a biochemickymi pochody ve vodé (Pitter. 2009).



2.2.1 Vznik dusitanu

Dusitany mohou vznikat biochemickou oxidaci amoniakalniho dusiku. Tento
proces se nazyva nitrifikace. Nitrifikace je realizovana piedev§im bakteriemi rodu
Nitrosomonas a Nitrobacter. Nitrifikace se sklada z dvou na sebe navazujicich pochodu,
a to nitritace, béhem niz se oxiduje amoniak na dusitany a nitratace, kdy se oxiduji
dusitany na dusi¢nany. Cely tento proces probihad za oxickych podminek. Reakce lze

vyjadfit nasledujicimi rovnicemi:

2NH3+302:2N02-+2H++2H20
2NO, + 0, =2 NO3

Mezi faktory ovliviiujici nitrifikaci patii pH, teplota, koncentrace rozpusténé¢ho
kysliku, mnozstvi nitrifikacnich bakterii a pfitomnost latek inhibujicich nitrifikaci jako
jsou napftiklad antibiotika ¢i methylovd modf (Pitter, 2009). Optiméalni pH pro nitrifikaci
je vrozmezi 7 az 8,5. Teplota vody by neméla klesnout pod 12°C. Pfi nizké koncentraci
rozpu§téného kysliku pod 1 mg:1™ dochazi k hromadéni dusitanti (Pitter, 2009).

Denitrifikace je proces, pfi némz dochazi Kk redukci dusi¢nanti a dusitani na
elementarni dusik. Denitrifikace probihda za anoxickych podminek a na rozdil od
nitrifikace je jako zdroj energie vyuzivan organicky substrat. Na denitrifikaci se podileji
predevsim bakterie rodu Pseudomonas, Achromobacter a Micrococcus. Pokud
neprobiha proces denitrifikace dostate¢né rychle, miZze dochazet k hromadéni dusitanii

(Pitter, 2009). Denitrifikaci lze vyjadtit témito rovnicemi:

5CH;OH+6 NO3;=5C0O,+3Ny,+7H,0+6OH
5 CeH1206 + 24 NO3 =12 N, + 18 H,O + 30 CO, + 24 OH’



Vyskyt ve vodach

Z pohledu moznosti provadéni bilanci je dobré vyjadfovat koncentraci dusitanii
jako dusitanovy dusik (N-NOy) nikoli jako koncentraci iontové formy NO,". Pro
piepocet plati vztahy (Pitter, 2009):

1 mg N-NO;™ = 3,2845 mg NO, = 71,39 pmol.I"*

1 mg NO, = 0,3045 mg N-NO,™ = 21,74 pmol.I"*

Dusitany se vyskytuji v pfirodnich vodach diky své chemické a biochemické
nestalosti ve velmi nizkych koncentracich. ZvySené koncentrace vSak muzeme nalézt
v odpadnich splaskovych vodach a to i nad 1 mg.1™. Strojirensky a metalurgicky
primysl mize byt dal§im silnym zdrojem. V odpadnich vodach téchto provozii mizeme
naméfit az stovky mg.l™. Soucasna pravni norma (nafizeni vlady &. 61/2003 Sb. ve
znéni pozdéjsich predpist) stanovuje piipustné zne€isténi povrchovych vod dusitany,
nejvyie 0,09 mg.I™ NO, pro vody lososové a nejvyse 0,14 mg.I* NO, pro vody
kaprové.

Svys§imi koncentracemi se setkavame také v rybochovnych objektech
s recirkulaci vody. Amoniakalni dusik, jako zplodina metabolismu, je zde casto
odbouravan pomoci biologickych fluidnich filtrii. V procesu c¢isténi se vyuziva
nitrifikace k pfeméné amoniakalniho dusiku na dusitany a nasledné dusi¢nany, jejichz

toxicita pro ryby je mnohem mensi (Pitter, 2009).

2.2.2 Vliv dusitand na ryby

Sladkovodni ryby pfijimaji aktivné dusitany pfes Zaberni aparat. Touto cestou se
dostavaji do krve, kde se navazi na krevni barvivo hemoglobin. Hemoglobin obsahuje
ion Fe®*, ktery se pusobenim dusitanti oxiduje na Fe*'. Z hemoglobinu tak vznika
methemoglobin, ktery ztraci schopnost vazat kyslik. Pfi stalém puisobeni dusitant se
postupné mnozstvi methemoglobinu v krvi zvySuje a ryby hynou s pfiznaky duseni
(Jensen, 2003). Zvysené koncentrace methemoglobinu v Krvi zptisobuji typicky hnédé
zbarveni krve a zaberniho aparatu (Citek a kol., 1997). Dusitany ovliviuji i dalsi
pochody v téle ryb: hladinu iontd, dychaci procesy, kardiovaskularni funkce, funkci

ledvin ¢i funkci 714z s vnitini sekreci (Kroupova a kol. 2005)
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2.2.3 Faktory ovliviiujici toxicitu dusitant

Délka expozice

Kratkodoba expozice: Dusitany jsou schopny se plné akumulovat v téle ryby
béhem 24- 48 h expozice (Huey a kol., 1980; Eddy a kol. 1983). Tento fakt je potvrzen
tim, ze LC50 se mezi 24 a 96 hodinou pfili§ neméni (Lewis a Morris, 1986).

Dlouhodobé expozice: V piipadé dlouhodobé expozice dusitanii mizeme mluvit

o urcitém piizpusobeni ryb. Predpoklada se, Ze ryby vystavené dlouhodobému plisobeni
dusitant si za¢nou vytvaret vétsi mnozstvi methemoglobin reduktazy a efektivnéji tak
odbouravaji methemoglobin z krve. Nizké koncentrace dusitani odpovidajici zhruba
10% 96hLC50 jsou povazZovany z dlouhodobého hlediska pro ryby neSkodné.
Nezptsobuji vazné zdravotni komplikace ani neovliviiuji riistové schopnosti jedince

(Machova a kol., 2004)

Kvalita vody

Chloridy: Nejvétsi vliv na sniZeni toxicity dusitant maji chloridové ionty
pritomné ve vodé. Tato skutenost vyplyva z faktu, ze mezi chloridovymi ionty a
dusitany existuje kompetice na chloridovych bunkach zaber. V pfipadé vyssi
koncentrace chloridi jsou chloridové bunky obsazeny a vstfebavani dusitani je
omezeno. Cim je vyssi koncentrace chloridii ve vod&, tim je niz§i toxicky uéinek
dusitantl na ryby (Machova a Svobodova, 2001; Kroupova a kol., 2005; Pisté¢kova a
kol., 2005).

Ostatni anionty a kationty: Bylo zjiSténo, Ze bromidy, které¢ jsou chemicky velice

podobné chloridiim, maji podobné ucinky. V wurcitych koncentracich také sniZuji
toxicitu dusitanti pro ryby (Eddy a kol, 1983). Pokud je ve vod¢ pfitomen vapnik ve
vysSich koncentracich, plsobi také pifiznivé na snizeni toxicity dusitanll. ZvySené
koncentrace vapniku snizuji ztraty chloridi Zabrami, snizuji tedy pozadavky na jejich
ptijem, coz v kone¢ném dusledku snizuje ptijem dusitant (Krous a kol., 1982).

pH: Vliv pH na toxicitu dusitanti neni jesté zcela objasnén. Pro manipulaci s pH
se totiz pouzivaji pufry, které ovliviiuji aniontové pozadi, tudiz je nesnadné jasné fici,
jaky vliv ma samotné pH. Dalsim tuskalim je pouzivani rozsahu pH, ktery je mimo

moznosti ptizptsobeni ryb (Lewis a Morris, 1986; Kroupova a kol, 2005).
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Kyslik: Mnozstvi rozpusténého kysliku mize ovlivnit toxicitu dusitant, protoze
dusitany snizuji kapacitu hemoglobinu pro transport kysliku Vv krvi. Nedostate¢na
oXxygenace vodniho prostfedi tedy mize umocnit zhorSeni zdravotniho stavu chovanych
ryb. Pfi pokusech na sumcich, bylo prokazano, Ze za pfitomnosti dusitanti ve vod¢, byla
obvykla koncentrace kysliku nedostacujici pro jejich preziti (Bowser a kol., 1983).

Teplota: Pokud se bere v potaz vSeobecné znamy fakt, ze rozpustnost kysliku ve
vodé je zavisla na teploté (pfi niZsi teploté je rozpustnost kysliku vyssi), mohli bychom
dojit k zavéru, Zze dusitany by pii nizsi teploté mély byt méné nebezpecné. Pii nizsi
teplot¢ se ovSem snizuje vykonnost detoxikaéniho mechanismu, tudiz nelze

jednoznaéné fici, jaky vliv ma teplota vody (Kroupova a kol., 2005).

Vék, velikost a druh ryb

Velké mnozstvi studii ukdzalo, ze mladsi jedinci jsou méné citlivy k toxickym
vlastnostem dusitani nez starSi stadia, nebo dospé€li jedinci. Tento rozdil muze byt
Z Casti zplsoben odlisSnou aktivitou methemoglobin reduktdzy u mladych a dospélych
ryb (Kiese, 1974). Dale také tim, ze rybi plidek nema jesté dostate¢né vyvinuta Zabry a
ptijima kyslik hlavné ktizi (Kroupova a kol., 2005).

Citlivost k toxicité dusitand je velmi rozdilna u riznych druhi ryb. Nejcitlivejsi
ze studovanych celedi ryb jsou lososoviti. Velké rozdily v citlivosti vaéi dusitanim
muzeme nalézt mezi teplomilnymi druhy ryb. Dobfe snaSi plisobeni dusitani napf.

okounek pstruhovy (Micropterus salmoides) (Palachnek a Tomaso, 1984).

Individualni citlivost
OdliSnou vnimavost va¢i dusitanim muizeme sledovat 1 mezi zéstupci
jednotlivych druhti napt. u pstruha duhového. Individuélni citlivost 1ze vysvétlit riznym

poctem chloridovych bunék a velikosti Zaberniho aparatu (Aggergaad a Jensen, 2001).
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2.2.4 Prevence

Abychom piedesli nemalym ztratdm na obsadkach ryb a finan¢ni 4jme, je tieba

provadét urcitd preventivni opatieni, kterd pomohou zabranit vzniku ¢i negativnim

u¢inktim dusitanu.

Pii uvadéni novych rybochovnych objektd do provozu, je tieba brat na zietel
ucinnost filtr. Samotné filtry potiebuji ¢as na své zapracovani. Z pocatku totiz
nejsou schopné splilovat takové naroky na Cisténi, na které jsou konstruovany. S tim
souvisi i vySe krmné davky, ktera by méla korespondovat s aktualnim stavem filtru.
Sledovat ucinnost biologickych filtrii a v pfipad¢ jejich nizké aktivity je podpofit
dodanim aktivovaného kalu z ¢isticky odpadnich vod.

Dalsim krokem je pravidelna kontrola koncentraci kysliku, amoniaku, dusitand,
dusi¢nanil a chlorida.

Podle zjisténych hodnot koncentraci dusitanii reagovat na jejich zvysujici se trend
preventivnim zvySenim koncentraci chlorida.

V piipadé vyskytu néjakych onemocnéni v objektu srecirkulaci vody pouzivat
koupele s antibiotiky ¢i jinymi 1é¢ivy mimo recirkulaéni systém, tak aby se

kontaminovana voda nedostala do biologickych filtri (Kroupova a kol., 2005).
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2.3 Huminové latky

Huminové latky tvofi béznou slozku vody. Vyskytuji se ve vodach podzemnich,
ale hlavn¢ ve vodach povrchovych. Jsou to pievazné aromatické latky obsahujici
v molekule vétsi pocet karboxylovych a fenolovych skupin. Velice zjednodusené
feCeno, nejsou huminové latky nic jiného nez vodni humus s vysokym obsahem
rozpusténého organického uhliku (DOC). Ve vodnim prostiedi jsou biochemicky i
chemicky stalé. Vyznacuji se svou barvou, kyselosti a komplexacni schopnosti. Pii
vysSim obsahu ve vodé mohou zplsobovat i pénéni. Z ekotoxikologického hlediska
nejsou sice zavadné, maji ovSem vliv na organoleptické vlastnosti vody. Z uvedenych
diavodu je koncentrace huminovych latek v pitnych, uzitkovych a provoznich vodach

nezadouci (Pitter, 2009).

2.3.1 Vznik huminovych latek

Geneze huminovych latek ve vodach stoji predevS§im na konci zivota rostlin.
Z odumielych ¢asti rostlin  rozkladnymi pochody vznikda humus. V prabéhu
humifikacnich procest vznikaji Castecné rozpustné huminové latky (huminové a
fulvinové kyseliny), nakonec pak ¢erné zbarvené nerozpustné huminy. Samotny humus
se déli na dv¢ slozky: nehumifikovanou a humifikovanou ¢ast. Z védeckého hlediska je
mnohem dtilezitéj$i humifikovana ¢ast diky své chemické aktivité¢. Vodni humus se od
pudniho c¢éastecné 1isi svym slozenim, zévisi to na tom, zda vznikl ve stojatych ¢i
tekoucich vodach. Humus se nejvice hromadi v dnovych sedimentech. Huminy mohou
také vznikat pfi biologickém cisténi splaskovych a fenolovych odpadnich vod.
Huminové latky lze rozdélit dle rozpustnosti na huminové kyseliny (jsou tmavohnédé

barvy) a fulvinové kyseliny (jsou zluté a zlutohnéd¢ barvy)(Pitter, 2009).
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2.3.2 Vyskyt ve vodach

Jak uz bylo vySe zminéno, vyskytuji se huminové latky témét ve vSech vodach,
jak povrchovych tak podzemnich. Vody snejvy$§im obsahem muzeme nalézt
v raselinistich. Huminové latky lze ve vodach nalézt v nékolika skupenstvich: v
pevném, koloidnim a rozpuSténém. Neopomenutelny je i vyskyt ve vodnich
sedimentech. Ve vod¢ samotné jsou huminové latky soucasti takzvaného rozpusténého
organického uhliku, neboli rozpusténé organické hmoty (Vlachova 2007). Pavod
huminovych latek miizeme roz¢lenit na alochtonni a autochtonni ¢ast. Pokud mluvime o
alochtonni ¢asti, ktera se do vodniho prostiedi dostala z vnéjsiho prostiedi, jedna se o
listovy spad c¢asti suchozemskych a pobteznich rostlin. Pidni huminy prosakuji z pudy
¢i jsou splachnuty. Autochtonni ¢ast vznikda pfimo ve vodé€, jejimZz zdrojem jsou

pfedevs§im vodni rostliny, mensi mérou zde plsobi plankton a fasy (Vlachova 2007).

2.3.3 Vlastnosti huminovych latek

Huminové latky jsou schopny vytvafet rozpustné i nerozpustné komplexy
s kovy. Zavisi to ovSem na mnoha faktorech: pfedevsim na pH, nasyceni reakénich mist
¢1 koncentraci iontl a ptfitomnosti ligandi. Rozpusténé huminové latky jsou Castecné
pfijimany vodnimi organismy a maji na n€ tedy vliv. Mezi nespecifické vlivy patii
napf.: exprese proteinti teplotniho Soku a modulace biotransformac¢nich enzymi a mezi
specifické vlivy pak napfi.: inhibice uvolfiovani fotosyntetického kysliku u rostlin.
Z vyse uvedeného tedy vyplyva, ze huminové latky jsou pfirodnimi xenobiotiky a
zpusobuji chemicky stres (Steinberg a kol., 2003). Maji vSak i mnoho pozitivnich
vlastnosti, a proto jsou vyuzivany v akvaristice viz nize. VSechny vlastnosti nejsou

zatim podrobné& popsany.
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2.3.4 Vliv huminovych litek na ryby

Uginky huminovych latek na ryby jesté nebyly kompletné popsany. Piitomnost
huminovych latek ve vodé pusobi chemicky stres, a proto mohou tedy ovlivnit slozeni
vodnich spolecenstev. Také pisobi oxidac¢ni stres, coz ma vliv oxidaci membran. Tato
vlastnost muze vést az Kk zvySeni bioakumulace cizorodych latek v téle ryb. Také mohou
mékkych vod pomahaji rybam huminové latky prezit v téchto podminkach. Stimuluji
piijem Na* a Ca® a zabrariuji tak negativnim vlivim nizkého pH. Svym piisobenim
huminové latky také mohou snizit ptipadnou kumulaci Cu a Cd v t¢le ryb (Steinberg a
kol., 2006). Bylo zjisténo, Ze huminové latky snizuji toxicitu dusitand pro embrya dania
pruhovaného (Meinelt a kol. 2010). Piipravky s obsahem huminovych latek jsou casto
vyuzivany v akvaristice v chovu tropickych druhti ryb. Huminové latky zpusobuji
nahnédlé zbarveni vytvarejici kiistdlové jasnou tropickou vodu, podporujici zbarveni
ryb a dobry zdravotni stav. Napomahaji tak vytvofeni pfirodniho prostiedi pro ryby

rrrrr

myko6znim onemocnénim a podporuji hojeni drobnych poranéni (Reptilica, 2013).
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2.4 Testy toxicity

2.4.1 Vyznam a vyuZiti testii toxicity na vodnich organismech

Pti hodnoceni ekotoxikologickych vlastnosti nové vyvinutych chemickych latek,
ruznych pftipravki ¢i klasifikaci odpadd urcenych ke skladovéani, maji testy toxicity
nezastupitelnou roli. Testy poskytuji informace o mozném toxickém vlivu na biocenézu
vodniho prostiedi. Jejich dulezitost tedy spociva v zahrnuti vSech trofickych stupiiti
sledovaného ekosystému (producent — konzument — destruent). Provadéji se na téech
urovnich od bunék a tkani, organismi az po celd spoleCenstva. Testy poskytuji
informace o vlivech na zivé organismy a jejich schopnosti prechazet ptes biomembrany.
Vyzivaji se ke stanoveni nejvyssich ptipustnych koncentraci s ohledem na chov ryb a
hodnoceni kumulace rezidui riznych latek v prostiedi. Testy toxicity se vyuzivaji také
pii vysetieni havarijnich uhynt ryb. Cilem testl toxicity je stanoveni hodnot letalni
koncentrace LC50, efektivni koncentrace EC50 a inhibi¢ni koncentrace IC50. Hodnota
LC50 predstavuje koncentraci, pfi niz uhyne 50% testovanych organismil (napi. V
testech na rybach). EC50 je koncentrace vyvolavajici uhyn, nebo inhibici testovanych
organismil (napf. V testech na zastupcich zooplanktonu). IC50 je hodnota, kterd vyvola
zastaveni rustu 50% oproti kontrole (napf. v testech na okiehku). Pii ureni hodnot
LC50, EC50, IC50 se vychazi z hodnot, pii kterych doslo k vice nez nulové a méné nez
stoprocentni umrtnosti, imobilizaci ¢i inhibici ristu (Svobodova a kol., 2010).

Pro urceni spravného rozptylu koncentraci se provadéji nasledujicich testy
(Svobodova a kol., 2010).

Limitni test, pii kterém se pozoruje reakce organismii na koncentraci 100 mg.l'1
testované latky. Pokud béhem testu neuhyne z4dny z pokusnych organismi,
nepokracuje se v testovani.

Predbézny test nasleduje po limitnim testu, pokud doSlo k thynu testovanych

organismil. Pouziva se mensi pocet organismil napt. 3 az 5 kust ryb nebo 10 ks dafnii
v kazdé koncentraci a vytvaii se Sirokd fada koncentraci (napt. od 0,01 do 100mg.I™h).
Z vysledkl se poté voli uzsi rozptyl koncentraci s t€innymi vlastnostmi do zakladniho
testu.

Zakladni test se provadi s vétS$im poctem testovanych organismu, napt. 7-10 ks ryb nebo
20 ks dafnii do kazdé koncentrace. Pii vytvafeni koncentracni fady se vychazi

Z poznatkli ptfedbézného testu, jak uz bylo vyse feceno. Z vysledkl zjisténych pii testu
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se vypocitava hodnota LC (EC, IC) 50. Na zaklad¢ namétenych hodnot miizeme rovnéz
ucinky) a NOEC (nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvolavajici zadné
pozorovatelné ucinky).

Soucasti vSech testi je kontrola, v které jsou nasazeny stejné¢ organismy jako
Vv pokusu za totoznych podminek. Organismy jsou ovSem nasazeny ve vod¢ bez

testované latky pro ovéfeni jejich zdravotniho stavu.

2.4.2 Standardizace testu

Aby mohly byt vysledky testd provadéné v riznych laboratofich povazovany za
srovnatelné, bylo nutno vytvofit normy pro jejich provadéni. Vyuzivaji se mezinarodni
normy ISO (International Organization for Standardization) a OECD (Oganization for
Economic Cooperation of Development)(Svobodova a kol. 2010). Zde je seznam norem
tykajicich se testll na rybach a jejich vyvojovych stadiich.

a) podle OECD:

* 203 — Test akutni toxicity na rybach — vysledkem je hodnota 96hLC50.

* 204 — Prolongovany test toxicity na rybach (14 denni) — vysledkem jsou hodnoty
14dLC50, NOEC a LOEC.

* 210 — Test na ranych vyvojovych stadiich ryb (embryolarvalni test toxicity) —
vysledkem jsou hodnoty NOEC a LOEC.

* 212 — Kratkodoby test toxicity na embryich a na vackovém pladku ryb
(embryonalni test toxicity) — vysledkem jsou hodnoty NOEC a LOEC.

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

b) podle CSN EN 1SO:

« CSN EN ISO 7346-1 (75 7761) Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro
sladkovodni ryby. 1999 Cast 1: Staticka metoda.

« CSN EN 1SO 7346-2 (75 7761) Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro
sladkovodni ryby. 1999 Cast 2: Obnovovaci metoda.
« CSN EN ISO 7346-3 (75 7761) Jakost vod - Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro
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sladkovodni ryby. 1999 Cast 3: Priitoéna metoda.
« CSN EN 1SO 10229 (75 7760) Jakost vod - Stanoveni subchronické toxicity latek pro

sladkovodni ryby - Metoda vyhodnoceni G¢inku latek na rastovou rychlost pstruha

duhového (Oncorhyncus mykiss). 1997

Pro provadéni testu toxicity na rybach je nutné dodrzovat zasady Zékona

&.77/2004 Sh. na ochranu zvitat proti tyrani a dale Vyhlasky MZe CR ¢.311/1997 Sh. o

chovu a vyuziti pokusnych zvifat (Svobodova a kol., 2010).

2.4.3 Testy akutni toxicity

Mezi nejpouzivanéjsi testy v toxikologickych laboratofich patii akutni testy

toxicity. Podstavou je vystaveni ryb psobeni t¢inkim testovanych latek rozpusténych

ve vodé po dobu 48, nebo 96 hodin. Béhem testu se sleduje stav a chovani ryb. Pfipadné

uhynulé ryby se odlovuji a zaznamenava se jejich pocet. Provadéni a podminky testt

jsou jasné stanovené normami (Svobodova a kol. 2010):

béhem testu by méla mit voda konstantni teplotu napt. 23 +2 °C (dle druhu
ryby)

fedici voda je pripravena podle normy ISO 7346 a 1SO 6341

délka expozice 96 + 2 hodiny a vyménou lazné kazdych 24 ne 48 hodin

lazeti minimalné 1000 ml na 1 g ryby

10 kust ryb v jedné koncentraci

osvétleni 12 az 16 hodin

bez krmeni

bez aerace

nasyceni vody kyslikem by nemélo klesnout pod 60 %

koncentra¢ni fada minimalné€ o 6 koncentracich plus kontrola

po nasazeni, nasledn€ kazdych 24 hodin a na konci testu méfit teplotu, pH a

koncentraci rozpusténého kysliku

Nejcastéji pouzivanym testovacim druhem ryb je zivorodka duhova (Poecilia

reticulata) v rozmezi délek 15 az 25 mm a véku 3 az 4 mésici. Také je mozno pouzit

danio pruhované (Danio rerio) ve velikosti 25 az 35 mm a véku 2,5 az 3,5 mésice

(Svobodova a kol, 2010).
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Abychom mohli povaZzovat prob¢hly test za platny, je potfeba, aby byla splnéna
urcita kritéria. Koncentrace rozpusténého kysliku nesmi klesnout po 60 % nasyceni po
celou dobu testu. Koncentrace testované latky nesmi klesnout pod 80 % nomindlni

koncentrace.

Pro vyhodnoceni testu se pouzivd probitova graficka analyza nebo vypocetni

technika.
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3 Experimentalni ¢ast

Cil: stanoveni vlivu huminovych latek na akutni toxicitu dusitani

3.1 Metodika

3.1.1 Testy akutni toxicity na daniu pruhovaném (Danio rerio) a zivorodce

duhové (Poecilia reticulata)

Princip testu

Testy akutni toxicity na daniu pruhovaném (Danio rerio) a zivorodce duhové
(Poecilia reticulata) byly provedeny podle normy CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod —
stanoveni akutni letalni toxicity pro sladkovodni ryby. Kazdy druh pokusnych ryb byl
vystaven v jednom testu odstupiiovanym koncentracim dusitanti bez ptidavku huminové
latky a v dalSich testech odstupfiovanym koncentracim dusitant s ptidavkem huminové
latky. Pro kazdy test pak byly na zaklad¢ mortality v jednotlivych koncentracich a
kontrole béhem testu vypocteny probitovou analyzou stfedni letalni koncentrace 24h-
96hLC50 dusitanli za pfitomnosti 1 nepfitomnosti huminové latky pro jednotlivé druhy

ryb.
Pristroje, pomiicky a material

Testovaci organismus: danio pruhované (Danio rerio) o primémé délce 3,36 cm (viz

ptiloha Obr. ¢. 1.); Zivorodka duhova (Poecilia reticulata) o praimérné délce 2,65 cm.

Redici voda: jako fedici voda byla pouzita balena kojenecka neperlivd voda znacky

Aquila s obsahem CI" 3,05 mg.I™.

Chemikalie: dusitany byly aplikovany do vody ve formé dusitanu sodného (NaNOy).
Zdrojem huminové latky byl pfipravek znaCky Dupla Cur obsahujici huminovou latku

HS 1500 (vyrobce Dohse Aquaristik KG).

Piistroje a pomicky: oXimetr, pH metr, laboratorni nadobi, analytické vahy, sitky a

dalsi pomucky pro manipulaci s rybami.
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Podminky testu
Délka expozice: 96 hodin
Objem lazné: ptedbézny test 0,5 litru, zakladni test 2 litry
Vymeéna lazné: po 48 hodinach
Teplota vody: 23 +2°C
Nasyceni kyslikem O, > 60%

Pocet testovanych jedincti: 3 ks v jedné koncentraci Vv piedbézném testu, 10 ks

V jedné koncentraci v zékladnim testu
Krmivo: béhem testii nebyly ryby krmeny
Pribéh testu

Testy akutni toxicity byly provedeny ve dvou stupnich.

1) ptedbézny test na daniu pruhovaném (Danio rerio)

2) zakladni test na daniu pruhovaném (Danio rerio) a zivorodce duhové (Poecilia
reticulata)

Piedbézné testy

Predbézny test €. 1: do sklenénych nadob o objemu 1,5 litru bylo pfipraveno 0,5 litru
roztokt dusitanu sodného o koncentracich: 10, 50, 100, 250, 500, 800 mg.l'l. Do téchto

lazni byly nasazeny 3 ks nahodné vybranych ryb druhu danio pruhované. Stejnym
zpusobem byla nasazena i kontrola.

Predbézny test €. 2: do sklenénych nadob o objemu 1,5 litru bylo pfipraveno 0,5 litru
roztokt dusitanu sodného o koncentracich: 10, 50, 100, 250, 500, 800 mg.l'1

s pfidavkem 0,25 ml pfipravku Dupla Cur (vysledna koncentrace byla 0,5ml/l
ptipravku). Do téchto 1azni byly nasazeny 3 ks ndhodné vybranych ryb druhu danio

pruhované. Stejnym zplsobem byla nasazena i kontrola

Po nasazeni se zméfily v obou testech hodnoty pH, teploty a koncentrace rozpusténého
kysliku. To se opakovalo kazdych 24 hodin az do ukonceni testu. Po 48 hodinach byly
lazn€ vyménény. V pribéhu testi se zaznamenavala a mortalita ryb (ptiloha Tab. ¢. 2 az

5). Na zakladé¢ vysledka predbéznych testi byly zvoleny koncentrace pro zakladni testy.
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Volba koncentraci pro zakladni testy na zivorodce duhové byla provedena na zakladé
udaji uvedenych v publikaci Kroupové a kol. (2004). Pro tento druh tedy nebylo nutné

provadét predbézné testy.

Obr. 1. Prubéeh piedbéznych testi toxicity (foto J. Machova)
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Obr. ¢. 2 Mé&feni zakladnich parametrt kvality vody v prubéhu zakladnich testd toxicity
(foto J. Machov4d)

Zakladni testy

Danio pruhované

Zékladni test ¢. 1: do sklenénych nadob o objemu 3 litry bylo pfipraveno po 2 litrech
roztokt dusitanu sodného o koncentracich 50, 100, 250, 500, 750 a 1000 mg.l’l. Do

téchto lazni bylo nasazeno 10 kusi nahodné vybranych ryb druhu danio pruhované.
Stejnym zplisobem byla nasazena kontrola. Test byl dvakrat opakovan.

Zakladni test €. 2: do sklenénych nadob o objemu 3 litry bylo pfipraveno po 2 litrech
roztoku dusitanu sodného o koncentracich 50, 100, 250 500 750 a 1000 mg.l’l, do

kazdé lazné se pridalo navic po 1 ml ptipravku Dupla Cur (vysledna koncentrace byla
0,5 mLI™"). Do t&chto l4zni bylo nasazeno 10 kusii nahodné vybranych ryb druhu danio
pruhované. Stejnym zplisobem byla nasazena kontrola. Test byl dvakrat opakovan.

Zakladni test ¢. 3: do sklenénych naddob o objemu 3 litry bylo pfipraveno po 2 litrech
roztokt dusitanu sodného o koncentracich 50, 100, 250, 500, 750 a 1000 mg.l’l, do

kazdé lazné se ptidalo navic po 2 ml piipravku Dupla Cur (vyslednéd koncentrace byla 1
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ml.I"). Do t&chto lazni bylo nasazeno 10 kust nahodn& vybranych ryb druhu danio

pruhované. Stejnym zpisobem byla nasazena kontrola. Test byl dvakrat opakovan.

Zivorodka duhové

Zakladni test €. 4: do sklenénych nadob o objemu 3 litry bylo pfipraveno po 2 litrech
roztoka dusitanu sodného o koncentracich 5, 10, 20, 30, 50, 75 a 100 mg.l'l. Do téchto

lazni bylo nasazeno 10 kust ndhodné vybranych ryb druhu zZivorodka duhova. Stejnym
zpusobem byla nasazena kontrola. Test byl proveden jednou.

Zakladni test ¢. 5: do sklenénych nadob o objemu 3 litry bylo pfipraveno po 2 litrech
roztokt dusitanu sodného o koncentracich 5, 10, 20, 30, 50, 75, 100 a 150 mg.l'l, do

kazdé lazné se ptidalo navic po 1 ml ptipravku Dupla Cur (vysledna koncentrace byla
0,5 mLI™"). Do t&chto lazni bylo nasazeno 10 kusi ndhodn& vybranych ryb druhu
zivorodka duhova. Stejnym zpusobem byla nasazena kontrola. Test byl proveden
jednou.

Zakladni test ¢. 6: do sklenénych nddob o objemu 3 litry bylo pfipraveno po 2 litrech
roztokt dusitanu sodného o koncentracich 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50 a 75 mg.l’l, do kazdé

lazné se pridalo navic po 2 ml ptipravku Dupla Cur (vysledna koncentrace byla 1 ml.1"
1. Do téchto lazni bylo nasazeno 10 kusi nihodné vybranych ryb druhu Zivorodka

duhova. Stejnym zplsobem byla nasazena kontrola. Test byl proveden jednou.

Po nasazeni se zméfily ve vSech laznich hodnoty pH, teploty vody a koncentrace
rozpusténého kysliku (obr. ¢. 2). To se opakovalo kazdych 24 hodin az do ukonéeni
testu. Po 48 hodinach byly lazn€¢ vyménény. V pribéhu testl se zaznamendvala

mortalita ryb. Hodnoty jsou uvedeny v ptiloze Tab. ¢. 8 az 25.

Vyhodnoceni testu

Na zéklad¢ zjisténé mortality testovanych jedinct v jednotlivych koncentracich
béhem zakladnich testli byly pomoci probitové analyzy vypocitany letalni koncentrace
dusitanu sodného pfi riznych koncentracich ptipravku Dupla cur pro jednotlivé druhy

ryb. K vypoctu byl pouzit program EKO-TOX 5.1.
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Hodnoty 96hLC50 byly stanoveny s nejistotou méfeni stanovenou na zakladé
opakované¢ provadéného testu akutni toxicity se standartni latkou K,Cr,Oy.
Z naméfenych hodnot 96hLC50 byl vypocitan primér a smérodatnd odchylka. Na
zéklad¢ ziskanych vysledkli byla stanovena tzv. rozSifend nejistota meéfeni jako
dvojnasobek smérodatné odchylky, coz odpovidd hladin€¢ spolehlivosti 95%.
Z dlouhodobého sledovani provadéného v toxikologické laborato¥i VURH JU Vodiany
akreditované pro testy akutni toxicity na vodnich organismech vyplyva, Ze rozsifena

nejistota méteni bézné dosahuje 20 — 30 %.

3.1.2 Ovéreni koncentrace dusitanu

V priibéhu testl bylo opakované ovéfovano, zda nomindlni koncentrace dusitanii
odpovidaji skutecné koncentraci ve vodé. Analyzy byly provedeny podle Horakové a
kol. (1986).

Princip analyzy: Na zaklad¢ chemické reakce sulfanilové kyseliny, ktera je diazotovana
Vv prostiedi hydrogensiranu draselného kyselinou dusitou na diazoniovou sil. Vznikla
sil  je  kopulovana s N-1(1-naftyl)-ethylendiamindihydrochloridem  (NED-
hydrochloridem) na Cervené azobarvivo. Zbarveni je umérné koncentraci dusitani ve
vzorku (Hordkova a kol. 1986). Principem metody je méfeni absorpce prochdzejiciho
toku monochromatického svétla pii stanovené vinové délce A = 540 nm. Pokud je

zabarveni pfili§ intenzivni, je tfeba vzorek ztedit (Hordkova a kol.1986)

Pomiicky: spektrofotometr, kyvety, laboratorni sklo, ¢inidla

Kalibra¢ni graf: Byly pfipraveny roztoky o koncentracich ionti NO; 0,05 az 0,6 mg.l'l.
Ke 25 ml roztoku v odmémé banice o objemu 50 ml se pfidalo 2,5 ml roztoku
sulfanilové kyseliny, smés se promichala a nechala se stat 10 minut. Pak se ptidalo 2,5
ml roztoku N - (1-naftyl) — ethylendiamindihydrochloridu, doplnilo se destilovanou
vodou po rysku, promichalo a nechalo stdit 20 minut. Vedle fady s rliznymi
koncentracemi dusitant se pfipravil takzvany slepy vzorek z destilované vody viz Obr.
¢. 2. v priloze. Po uplynuti stanovené doby se méfila absorbanci v kyvetach pti vinové

délce A = 540 nm. Namétfené hodnoty absorbance (Tab. €. 1) se po odecteni absorbance
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slepého stanoveni vynesly do kalibragniho grafu proti koncentraci ionti NO; v mg.I™.

Z ptimky kalibra¢niho grafu byla ziskana rovnice pro vypocet koncentrace NO, v mg.I’
! (Horékova a kol. 1986).

Tab. ¢. 1 Méfeni absorbance pro vytvofeni kalibracni fady

Koncentrace NO, | 0,04 | 008 |0,16 |[024 (032 (04 |048 |0,56 | 0,64
v mg.I*?
absorbance 0,037 | 0,076 | 0,145 | 0,216 | 0,288 | 0,35 | 0,417 | 0,482 | 0,553

Kalibraéni pfimka stanoveni dusitant

0,6
05 /

204 /

g rovnice kalibracni pfimky
0.3 y = 0,8581x + 0,0058
o)
50,2
%2
Qo
: yd

0,1

O T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8

koncentrace NO, (mg.I"%)

Obr. 3 Kalibracni graf a rovnice kalibracni piimky pro stanoveni dusitanti.

Postup: Vzorky vody o neznamé koncentraci dusitani se zpracuji stejnym postupem
jako pfi tvorbé kalibraéniho grafu. Po uplynuti stanovené doby se také méfi absorbance

Vv kyvetach pii vinové délce A = 540 nm.

Vypocet: Pro vypocet hmotnostni koncentrace iontd NO, nebo N-NO; v mg.l'1 ve
vzorku se vyuZije rovnice kalibra¢ni pfimky. Pfed jejim pouZzitim je tfeba ji upravit do
tvaru x= y- 0,0058/0,8581, kde za y dosazujeme naméfené absorbance a pocitame

neznamou X- koncentraci. Na zavér je nutné ptihlédnout K ftedéni vzorku pied

stanovenim.

27




Hodnoceni: Méteni koncentrace dusitand v laznich bylo provedeno opakované: ve dvou
ptipadech v laznich po 48 hodinovém ptisobeni na ryby, jednou hned po nasazeni testu.

Nameéfené hodnoty jsou uvedeny v ptiloze Tab. ¢. 25 az 31.
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3.2 Vysledky

3.2.1 Platnost testa

Pied vyhodnocenim testi byla provedena kontrola platnosti testu dle normy
CSN EN ISO 7346-2. V pribshu piedb&zného testu doslo ke snizeni obsahu
rozpusténého kysliku pod 60 %. Pfed nasazenim zakladnich testd se tedy pfistoupilo
k provzdusnovani ptipravenych lazni, aby bylo docileno dostate¢ného nasyceni
rozpu$téného kysliku. V pribéhu zakladnich testdi toxicity neklesla koncentrace
rozpusténého kysliku pod 60 %. Byl zaznamenan uhyn ryb v kontrole, vzdy vsak do
10% nasazenych kust. Koncentrace dusitanii ve vod¢ se v prubéhu testli pohybovala
primé&rné okolo 97 % nominalni hodnoty a nikde neklesla pod 88 % nominalni hodnoty.

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v ptiloze Tab. €. 25 az 31 .

3.2.2 Vysledky testii toxicity na daniu pruhovaném

Vysledky predbéznych testi

Rozsah koncentraci v pfedbéznych testech na daniu pruhovaném ¢inil 10 - 800
mg.I" NaNO,. Hodnoty zakladnich parametri kvality vody v priib&hu piedb&znych testi
jsou uvedeny v priiloze Tab. ¢. 1 a 3.

V priibéhu piedb&zného testu & 1 nebyl v koncentracich 10 - 100 mg.I™
zaznamenan zadny thyn ryb. V nejvyssi koncentraci v zavéru testu uhynuly vSechny
testované ryby. V kontrole byl zaznamenan jeden thyn. Mortalita ryb v predbézném
testu ¢. 1 je uvedena v Tab. ¢. 2.

V priibdhu piedb&zného testu & 2 nebyl vkoncentracich 10 - 100 mg.I™
zaznamenan zadny uhyn ryb. V koncentracich 250 — 800 mg.I™ uhynuly do konce testu
dva ze tii kust nasazenych ryb. Mortalita ryb v pfedb&ézném testu ¢. 2 je uvedena v Tab.
¢. 4. Na zaklad¢ vysledki pfedb&znych testi byly pfipraveny koncentrace pro zékladni

testy na daniu pruhovaném.
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Vysledky zakladnich testa

Rozsah koncentraci v zdkladnich testech na daniu pruhovaném ¢inil 50 - 1000
mg.I" NaNO,, v testech &. 2 a 3 byla pridana koncentrace 1300 mg.I* NaNO,. Hodnoty
zakladnich parametri kvality vody v zakladnich testech jsou uvedeny v pfiloze Tab. ¢.
7,9,11,13,15a17.

Béhem zakladnich testd & 1 byl v koncentracich 50 - 100 mg.I" zaznamenan
10% uhyn. V koncentracich 250 - 500 mg.l'1 byl primérny thyn 80 % testovanych
organismu. V nejvyssich koncentracich doslo k takika 100 % tthynim. V kontrole nebyl
zaznamenan zadny thyn testovanych organismt. Hodnoty mortality ryb jsou uvedeny
v piiloze Tab. ¢. 8 a 10. Na zakladé mortality v testech byla stanovena primérna
hodnota 96hL.C50 244,7 mg.I™* NaNO,.

Béhem zakladnich testd &. 2 nebyl v koncentracich 50 - 100 mg.I™ zaznamenan
74dny thyn. V koncentraci 250 mg.I™ byl pram&rny uhyn 15 % testovanych organismd.
V nejvyssich koncentracich se pohybovala mortalita mezi 70 - 100 %. V kontrole nebyl
zaznamenan zadny uhyn testovanych organismd. Hodnoty mortality ryb jsou uvedeny
v ptiloze Tab. ¢. 12 a 14. Na zakladé¢ mortality v testech byla stanovena primérna
hodnota 96hLC50 423,3 mg.I™ NaNO..

Béhem zakladnich testd ¢ 3 byl v koncentracich 50 - 100 mg.I" zaznamenan
10% whyn. V koncentraci 250 mg.I™ byl pramérny uhyn 25 % testovanych organismi.
V rozmezi koncentraci 500 az 750 mgl™ se pohybovala mortalita okolo 87 %.
V nejvysSich koncentracich doslo k 100 % uhyntim. V Kontrole nebyl zaznamenan
zadny thyn testovanych organismt. Hodnoty mortality ryb jsou uvedeny v piiloze Tab.
¢. 16 a 18. Na zaklad¢ mortality v testech byla stanovena primérna hodnota 96hL.C50
290,7 mg.I"* NaNO.,.

Hodnoty letalnich koncentraci (24-96hLC50) dusitanu sodného zjisténé v zakladnich

testech toxicity na daniu pruhovaném jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.
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Tab. & 2. Hodnoty letalnich koncentraci NaNO, v mg.I" pro danio pruhované.

Testovany | C. Typ Opakovani | 24hLC50 | 48hLC50 | 72hLC50 | 96hLC50
organismus | testu | testu
danio C.1 | NaNO, |1 N 513,3 513,3 254,5
pruhované 2 546,2 278,7 270,3 234,9
C.2 | NaNO, |1 N 1087,6 575,4 354,6
+ 05]2 896,1 646,5 503,0 492,0
ml.I"*
hum. |.
C.3 | NaNO, |1 N 577,8 405,2 311,2
+ 112 1174,2 465,2 428,7 270,2
ml.I"*
hum..l.

N= nehodnoceno kvuli nizké mortalité

3.2.3 Vysledky testu toxicity na Zivorodce duhové

Vysledky zakladnich testa

Rozsah koncentraci v zakladnich testech na zivorodce duhové ¢inil 5 - 150 mg.I"
! NaNO,. Hodnoty zékladnich parametrti kvality vody v zékladnich testech jsou
uvedeny v piiloze Tab. ¢. 19, 21 a 23.

B&hem zakladniho testu & 4 nebyl v koncentracich 5- 10 mg.l™" zaznamenéan
zadny uhyn. V ostatnich koncentracich byl postupné zaznamendn 100% whyn.
V kontrole byl zaznamenan 10% uhyn testovaného organismu. Hodnoty mortality ryb
jsou uvedeny v piiloze Tab. ¢. 20. Na zakladé mortality v testu byla stanovena primérna
hodnota 96hL.C50 15,3 mg.I™ NaNO,.

Bé&hem zakladnich testd &. 5 nebyl v koncentracich 5 mg.I" zaznamenan Zadny
thyn. V koncentraci 10 mg.I* byl priméry Ghyn 20% testovanych organismi.
V ostatnich koncentracich dosédhla mortalita 100%. V kontrole nebyl zaznamenéan zadny
uhyn testovanych organismi. Hodnoty mortality jsou uvedeny v piiloze Tab. ¢. 22. Na
zékladé mortality v testu byla stanovena hodnota 96hL.C50 11,5 mg.I™" NaNO5.

Béhem zéakladnich testi & 6 nebyl v koncentracich 5 - 7 mg.I™ zaznamenan
74dny Ghyn. V koncentraci 10 a 15 mg.I™” byl primémy tGhyn 10% testovanych
organismi. V ostatnich koncentracich dosahla mortalita 100%. V kontrole nebyl
zaznamenan zadny uhyn testovanych organismi. Hodnoty mortality jsou uvedeny
v piiloze Tab. ¢. 23. Na zaklad¢é mortality v testu byla stanovena hodnota 96hL.C50 13,7
mg.I"t NaNO..
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Tab. & 3. Hodnoty letalnich koncentraci NaNO, v mg.I" Zivorodku duhovou.

Testovany | C. testu Typtestu [ 24hLC50 |48hLC50 | 72hLC50 | 96hLC50
organismus
zivorodka |[C.4 NaNO, 335 23,4 16,8 15,3
duhova C.5 NaNO, 29,1 21,1 11,5 11,5
+0,5 ml.I?
hum. I.
C.6 NaNO, +1[ 29,2 N 15,2 13,7
mlI? hum.

N= nehodnoceno kvuli nizké mortalité
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3.3 Diskuze

Pro testovani vlivu huminovych latek na toxicitu dusitani byl pouzit komeréni
ptipravek znacky Dupla Cur obsahujici huminovou latku HS 1500. V akvaristice jsou
huminové latky ptidavany do vody obvykle proto, aby napomohly vytvoteni ptirodniho
prostedi pro ryby a stabilizovaly pH vody. Pfipravek Dupla Cur ma dle vyrobce navic
drobnych poranéni (Reptilica, 2013). Piipravek byl vybran pro testovani, protoze
huminova latka v ném obsazend (HS 1500) méla pozitivni vliv na sniZzeni toxicity
dusitani pro embrya dania pruhovaného (Meinelt a kol., 2010).

Hodnota 96hLC50 dusitanu sodného bez piidavku huminové latky ¢inila pro danio
pruhované 244,7 mg.I™" (163,1 mg.I"t NO,). V praci Pistékové a kol. (2005) je uvedena
vy$§i hodnota 96hLC50, a to 363,6 mg.I" NaNO, (242,4 mg.I" NOy). Rozdil byl
zpusoben rozdilnou koncentraci chloridii v fedici vod¢. Testy Pistékové a kol. (2005)
byly provadény v fedici vod& s koncentraci chloridd 19 mg.I”, v mnou provadénych
testech byla pak pouzita fedici voda o obsahu chloridi 3 mg.l™. Se zvysujici se
koncentraci chloridi ve vodé¢ klesa toxicita dusitanii pro ryby (Machova a Svobodova,
2001; Kroupova a kol., 2005; Pistékova a kol., 2005), proto byly v praci Pist€kové a
kol. (2005) zjistény vyssi hodnoty 96hLC50 dusitanu sodného.

V dalsich testech na daniu pruhovaném (€. 2 a 3) byla pfidavana huminova latka
HS 1500 ve formé ptipravku znacky Dupla Cur ve vysledné koncentraci ptipravku 0,5 a
1,0 mLI™. Vyrobcem doporucené davkovani pfipravku je 0,5 mL1™. V testech, kde byla
vyslednd koncentrace ptipravku 0,5 mlL1?%, byla zjisténa primérna hodnota 96hL.C50
423,3 mg.I" NaNO, (282,2 mg.I" NOy). Piidavkem pripravku bylo tedy docileno
zvySeni hodnoty 96hLC50 o 73 % oproti hodnoté zjisténé v testech bez pifidavku
ptipravku Dupla Cur. V testech, kde byla vysledna koncentrace ptipravku 1 mlL1?, byla
stanovena hodnota 96hLC50 290,7 mg.I"* NaNO, (193,8 mg.I"* NO,). V tomto pripads
tedy doslo rovnéz ke zvySeni hodnoty 96hLC50, ale jen o 18 %. Vezmeme-li v Givahu,
Ze rozsifend nejistota mefeni v laboratofi, kde byly testy provadény, bézné dosahuje 20
— 30 %, je mozné fici, Ze pripravek mél pozitivni vliv pouze Vv nizsi testované
koncentraci. Z vysledkd vyplyva, Ze vliv testované huminové latky na danio pruhované
neni pfimo tmérny jeji koncentraci. O pozitivnim vlivu huminové latky HS 1500 na
snizeni toxicity dusitanti hovoii i Meinelt a kol. (2010). V jeho pokusu s dusitany se
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podafilo docilit pfidanim této huminové latky zvySeni pfeziti embryi dania
pruhovaného.

Jinych vysledki bylo dosazeno v testech na zivorodce duhové. V testu bez
pfidavku huminové latky byla stanovena hodnota 96hL.C50 15,3 mg.l'l NaNO, (10,2
mg.I"t NO,). V testu s pridavkem p¥ipravku Dupla Cur o vysledné koncentraci 0,5 ml.1™
byla zjisténa hodnota 96hLC50 11,5 mg.1™ NaNO, (8,2 mg.I" NO). V testu s vyssi
koncentraci ppravku (1 mLI™) byla zjisténa hodnota 96hLC50 13,7 mg.1™* (9,1 mg.I*
NO,"). Hodnoty 96hLLC50 zjisténé v testech, kde byl aplikovan ptipravek Dupla Cur, se
lisily o méné nez 20 % od hodnoty zjisténé bez pridavku ptipravku. Nelze tedy tvrdit, ze
ma testovana huminova latka vliv na toxicitu dusitanti pro zivorodkou duhovou.

Mechanismus pisobeni huminovych latek na ryby nebyl dosud podrobné popsén. O
divodu rozdilného vlivu huminové latky HS 1500 na toxicitu dusitand pro testované
druhy ryb miizeme pouze spekulovat. Urcity vliv by mohl mit rozdilny pivod ryb.
Danio pruhované je puvodem z Predni Indie, Pakistanu a Bangladése. V mistnich
vodach nejsou huminové latky obsazeny ve vysokych koncentracich. Pro danio tedy
huminové latky nemusi byt obvyklou sloZkou vodniho prostiedi, coz mize byt onen
faktor, ktery zpusobil zvyseni hodnot LC50. Naopak zivorodka duhova pochazi z Jizni
Ameriky, kde jsou vody s vysokym obsahem huminovych latek bézné. Ziejmé proto
neméla v tomto piipadé testovand huminova latka vliv na toxicitu dusitant. Lze tedy
konstatovat, Ze vliv mnou testované huminové latky na toxicitu dusitand neni pro
jednotlivé druhy stejny. Zda budou mit huminové latky pozitivni vliv, je rovnéz dano
koncentraci, v které jsou davkovany do vody. V ptipadé mnou testované¢ho piipravku
Dupla Cur byl zaznamenan vyrazny pozitivni vliv na sniZeni toxicity dusitanii pro danio
pruhované pouze v koncentraci doporucené vyrobcem (nizsi testovana koncentrace: 0,5
ml.I""). Vyssi koncentrace vyrazny pozitivni vliv jiz neméla. Pfi pouzivani huminovych
latek za ucelem snizovani toxicity dusitand je tedy nutné brat na zfetel, jaky druh ryby
chovame. Dale je nutné dodrZzovat doporucované davkovani, piipadné ovefit

experimentalné, jaka koncentrace huminové latky ma pozitivni vliv.
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4  Zavér

Danio pruhované (Danio rerio): Na zakladé vysledkd testi akutni toxicity byly
stanoveny nasledujici stiedni letalni koncentrace dusitanti:

-bez ptidavku huminové latky 163,1 mg.l'1 NO,

-pfi koncentraci 0,5 ml.I™* pfipravku Dupla Cur (huminova latka HS 1500) 282,2 mg.I™
NOy

-pii koncentraci 1 ml.I"* pipravku Dupla Cur (huminova latka HS 1500) 193,8 mg.I™
NOy

Testy akutni toxicity na daniu pruhovaném prokézaly pozitivni vliv testovaného
ptipravku (Dupla Cur) obsahujiciho huminovou latku HS 1500 na toxicitu dusitanti

v koncentraci doporu¢ované vyrobcem (0,5 ml.I™).

Zivorodka duhové (Poecilia reticulata): Na zakladé testl akutni toxicity byly stanoveny

nasledujici stfedni letalni koncentrace dusitanti:

-bez piidavku huminové latky 10,2 mg.I"* NOy

-pii koncentraci 0,5 mlI™* piipravku Dupla Cur (huminové latka HS 1500) 8,2 mg.I™
NOy

-pii koncentraci 1 ml.I" piipravku Dupla Cur (huminova latka HS 1500) 9,1 mg.I"* NO,°

Testy akutni toxicity neprokazaly pozitivni vliv testovaného piipravku (Dupla Cur)

obsahujiciho huminovou latku HS 1500 na toxicitu dusitand.

Testovana huminova latka neptisobi stejné na viechny druhy ryb. Uginek také zavisi na

jeji koncentraci ve vodg.
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nafizeni vlady ¢. 23/2011Sh.
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Tab. ¢. 1. Podminky pifedbézného testu ¢. 1 provedeného dne 18. - 22. 6. 2012 na daniu
pruhovaném.

Tab. ¢. 2. Mortalita béhem pifedbézného testu ¢. 1 na daniu pruhovaném, provedeném
dne 18. - 22. 2012 (nasazeny 3 kusy).

Tab. ¢. 3. Podminky ptfedbézného testu €. 2 s piidavkem 0,25ml hum. latky na 0,51 14zné
provedeného dne 18. - 22. 6. 2012 na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 4. Mortalita béhem ptedbézného testu ¢. 2 na daniu pruhovaném, s pridavkem
0,25 ml hum. latky na 0,51 1azné provedeném dne 18. - 22. 6. 2012 (nasazeny 3 kusy).
Tab. €. 5. Koncentrace dusitanu sodného v zékladnim testu na daniu pruhovaném.

Tab. €. 6. Koncentrace dusitanu sodného v zakladnim testu na zivorodce duhové.

Tab. ¢. 7. Podminky zakladniho testu ¢. 1 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 na daniu

pruhovaném.

Tab. ¢. 8. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 1 na daniu pruhovaném provedeném dne
25. - 29. 6. 2012.

Tab. ¢. 9. Podminky zédkladniho testu ¢. 2 proveden¢ho dne 25. - 29. 6. 2012 s
ptidavkem 1ml hum. latky na 21 14zn¢ na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 10. Mortalita béhem zékladniho testu ¢. 2 provedeném dne 25. - 29. 6. 2012 s
ptidavkem 1ml hum. 1atky na 21 1azné na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 11. Podminky zékladniho testu ¢. 3 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012
s ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zné na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 12. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 3 provedeném dne 25. - 29. 6. 2012 s
pfidavkem 2ml hum. latky na 21 1azn€ na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 13. Podminky zakladniho testu ¢. 1 provedené¢ho dne 23. - 27. 7. 2012 na daniu
pruhovaném.

Tab. ¢. 14. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 1 provedeném dne 23. - 27. 7. 2012 na
daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 15. Podminky zékladniho testu ¢. 2 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012
s ptfidavkem 1ml hum. latky na 21 14zné€ na daniu pruhovaném.
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Tab. ¢. 16. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 2 provedeném dne 23. - 27. 7. 2012 a
ptidavkem 1ml hum. latky na 21 14zn¢ na daniu pruhovaném.

Tab. €. 17. Podminky zékladniho testu ¢. 3 provedené¢ho dne 23. - 27. 7. 2012 s
ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zn¢ na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 18. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 3 provedeném dne 23. - 27. 7. 2012 s
ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zn¢ na daniu pruhovaném.

Tab. ¢. 19. Podminky zdkladniho testu ¢. 4 provedené¢ho dne 17. - 21. 12. 2012 na
zivorodce duhové.

Tab. ¢. 20. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 4 provedeném dne 17. - 21. 12. 2012 na
zivorodce duhové.

Tab. ¢. 21 Podminky zakladniho testu ¢. 5 provedeného dne 17. - 21. 12. 2012 s
pfidavkem 1ml hum. latky na 21 1azné na zivorodce duhové.

Tab. ¢. 22 Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 5 provedeném dne 17. - 21. 12. 2012
s ptidavkem 1ml hum. latky na 21 [4zn¢€ na Zivorodce duhové.

Tab. ¢. 23 Podminky zékladniho testu ¢. 6 proveden¢ho dne 21. - 25. 1. 2013
s ptidavkem 1 ml hum. latky na 21 l4zn€ na Zivorodce duhové.

Tab. ¢. 24. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 6 provedeném dne 21. - 25. 1. 2013 s
pfidavkem 1ml hum. latky na 21 1azné na zivorodce duhové.

Tab. ¢. 25. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, v zdkladnim testu ¢. 1 na daniu
pruhovaném ze dne 28. 6. 2012, 48 hodin po pteloveni, test bez ptidavku huminovych
latek.

Tab. ¢. 26. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; Vv zdkladnim testu ¢. 2 na daniu
pruhovaném ze dne 28. 6. 2012, 48 hodin po pieloveni, test s ptidavkem 1 ml hum.
latky na 21 1azné.

Tab. ¢ 27. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; Vv zdkladnim testu ¢. 2 na daniu
pruhovaném ze dne 28. 6. 2012, 48 hodin po pteloveni, test s pfidavkem 2 ml hum.
latky na 21 1azné.

Tab. €. 28. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; v zdkladnim testu €. 4 na Zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012, 48 hodin po nasazeni, test bez pfidavku hum. latky.

Tab. €. 29. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; Vv zdkladnim testu €. 5 na Zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012, 48 hodin po nasazeni, test s pfidavkem Iml hum. latky na
21 lazné.

Tab. ¢. 30. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; v zdkladnim testu €. 4 na Zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012 po nasazeni, test bez pfidavku hum. latky.
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Tab. €. 31. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; Vv zékladnim testu ¢. 5 na Zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012 po nasazenti, test s pfidavkem 1ml hum. latky na 21 ldzné.

Seznam obrazki:
Obr. ¢. 1 Danio pruhované ( Danio rerio) (foto J. Machova)
Obr. ¢. 2. Stanoveni dusitant v priabéhu testu (foto J. Machova)

Obr. ¢. 3. Vyhodnoceni zédkladniho testu ¢. 1 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 na
daniu pruhovaném.

Obr. ¢. 4. Vyhodnoceni zdkladniho testu ¢. 2 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 s
ptidavkem 1ml hum. latky na 21 14zné na daniu pruhovaném.

Obr. ¢. 5. Vyhodnoceni zakladniho testu ¢. 3 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012
s ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zn€ na daniu pruhovaném.

Obr. ¢. 6. Vyhodnoceni zakladniho testu ¢. 1 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 na
daniu pruhovaném.

Obr. ¢. 7. Vyhodnoceni zakladniho testu ¢. 2 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 s
ptidavkem 1ml hum. latky na 21 14zné€ na daniu pruhovaném.

Obr. ¢. 8. Vyhodnoceni zédkladniho testu ¢. 3 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 s
ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zné na daniu pruhovaném.

Obr. ¢. 9. Vyhodnoceni zakladniho testu ¢. 4 provedeného dne 17. - 21. 12. 2012 na
zivorodce duhové.

Obr. ¢. 10. Vyhodnoceni zékladniho testu ¢. 5 provedeného dne 17. - 21. 12. 2012 s
ptidavkem 1ml hum. latky na 21 1azné na zivorodce duhové.

Obr. ¢. 11. Vyhodnoceni zadkladniho testu ¢. 6 provedené¢ho dne 21. - 25. 1. 2013
s ptidavkem 2 ml hum. latky na 21 [4zn€ na Zivorodce duhové.
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Tab. ¢. 1. Podminky pfedbéZzného testu ¢. 1 provedeného dne 18. - 22. 6. 2012 na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh |24h [48h J48h [72h [96h JOh [24h [48h |48h [72h [96h JOh [24h [48h J48h [72h |96h
1 10 23,1 | 236 | 240|242 | 231 | 234765 |630 |63,7]764 73,0 |690 |77 |804 816 |84 |8,26 |8,29
2 50 23,1 | 235 | 239 |242 | 231 |235|735 |620 [649 |736 |73,0 705|769 |802 |814 18,36 |8,28 | 8,28
3 100 23,1 | 23,6 | 23,8 24,2 | 230 | 235|742 |650 |673|77,1 |740 700 }769 |807 |818 |838 |83 |8,30
4 250 23,1 | 236 | 238 | 24,3 | 23,0 | 236|726 |630 |652]|820 760 |720 |7,7 |8,06 |817 |8,44 |8,36 | 8,36
5 500 23,2 | 235 | 23,8 1243 |231 | 236|724 |67,0 [599 |820 |750 670 ]769 |80 |810 843 |83 |8,30
6 800 23,3 | 235 | 238 | 244 | 234 | 236|756 |68,0 |615]860 |760 |588 |7,68 |806 |815 |8,45 | 8,27 | 8,27
K - 23,0 | 235 | 23,8 1243 |233 |234|76,6 |610 |604 |760 |680 |710 ]768 |801 |814 1840 |831 |83l

Tab. ¢. 2. Mortalita béhem piedbézného testu ¢. 1 na daniu pruhovaném, provedeném dne 18. - 22. 2012 (nasazeny 3 kusy).

Cislo nadrze

Koncentrace (mg.I™)

Mortalita ryb (ks)- datum

19.6 | 20.6 | 21.6 | 226 | X
1 10 0 0 0 0 0
2 50 0 0 0 0 0
3 100 0 0 0 0 0
4 250 0 1 0 1 2
5 500 0 1 0 0 1
6 800 0 1 0 2 3
K - 0 0 0 1 1
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Tab. ¢. 3. Podminky ptfedbézného testu ¢. 2 s pfidavkem 0,25ml hum. latky na 0,51 1azn¢ provedeného dne 18. - 22. 6. 2012 na daniu
pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh |24h|48h]|48h |[72h|[96h]0h [24h|48h]48h|72h|96h])0h |24h|48h]48h|72h|96h
1 10 23,3 1235|24,2]24,3|230|234]76,9]|64,0|650]86,0]|750/|726]7,73|8,04|8,20]8,46|8,35]| 8,30
2 50 23,3235 |24,2]24,2|230|235]76,4|67,0|66,0]856|740/|740]7,70|8,09|8,20]8,47|8,34]| 8,32
3 100 23,3 1235|24,2]124,0|230|235]73,6]|70,0]|652]856|740/|730]7,71|8,08|8,17]8,47|8,30] 8,28
4 250 23,3 23,6 24,2239 |233|236]77,6]|550]|660]88,0/|790/|810]7,74|8,02|8,21]8,49 8,40 | 8,43
5 500 23,2 12342421239 |232|236]70,4|71,0|56,0]87,0|740/800])7,72|7,98|8,09]8,46 8,29 | 8,43
6 800 23,2 12352421239 |232|236|77,7|72,0|46,0]1925|90,0|86,0])7,72|8,10|7,99]8,50| 8,58 | 8,54
K - 2341235 |244124,6|230|234]755]|61,0|57,2]182,0|68,0|620]7,67|802|8,08]8,43]|8,24]|8,18

Tab. ¢. 4. Mortalita béhem ptedbézného testu ¢. 2 na daniu pruhovaném, s ptidavkem 0,25 ml hum. latky na 0,51 lazné€ provedeném dne 18. - 22.
6. 2012 (nasazeny 3 kusy).

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum

19.6 | 20.6 | 21.6 | 226 | X
1 10 0 0 0 0 0
2 50 0 0 0 0 0
3 100 0 0 0 0 0
4 250 1 0 1 0 2
5 500 0 0 2 0 2
6 800 0 2 0 0 2
K - 0 0 0 0 0
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Tab. ¢. 5. Koncentrace dusitanu sodného v zakladnim testu na daniu pruhovaném.

Cislo nadrze 1 |2 3 4 5 6 7 K

Test &. 1 | cNaNO, (mg.I”) 50 | 100 | 250 | 500 | 750 | 1000 | - -

Test & 2 | cNaNO, (mg.I")+ 2 ml hum. I. | 50 | 100 | 250 | 500 | 750 | 1000 | 1300 | -

Test & 3 | cNaNO, (mg.I")+ 2 ml hum. I. | 50 | 100 | 250 | 500 | 750 | 1000 | 1300 | -

Tab. &. 6. Koncentrace dusitanu sodného v zakladnim testu na Zivorodce duhové.

Cislo nadrze 2 |3 |4 |5 |6 |7 8 K

Test ¢. 4 | cNaNO, (mg.I”) 1020]30 5075|100 - |-

1
5

Test&. 5 | cNaNO, (mg.I)+ 1 mlhum. 1. [5 | 10 | 20 [ 30 | 50 | 75 | 100 | 150 | -

Test&. 6 | cNaNO, (mg.I)+ 2mlihum. 1. [5 |7 |10 |15]20|30 |50 |75 |-
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Tab. ¢. 7. Podminky zakladniho testu ¢. 1 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh |24h|48h|48h|72h|96h]0h [24h|48h]48h|72h|9h]O0h |[24h|48h]48h|72h |9 h
1 50 - 21,7 12201215231 |244]- 89,0 193,8196,0(91,0(94,0]- 8,56 | 8,4918,31 | 8,54 | 8,44
2 100 - 218122,0]1215|231|244]- 90,0 193,2196,0(91,0(940]- 8,52 | 8,4318,27 | 8,55 | 8,44
3 250 - 21,7 12201215231 |245]- 92,0194,7197,0(92,0(910] - 8,57 | 8,4218,35 | 8,57 | 8,23
4 500 - 21712221215|231|245] - 93,01954197,0(93,0|96,0|- 8,62 | 8,44]18,41 | 8,58 | 8,49
5 750 - 216 12231214228 |243] - 94,01955]197,0(93,0(940] - 8,63 | 8,4318,50 | 8,61 | 8,49
6 1000 | - 2162221212224 |241] - 93,0196,4]197,0|94,0|96,0] - 8,63 | 8,48]8,56 | 8,61 | 8,51
K - 2231218218214 |226|224] - 88,5196,0196,0|89,0|950]8,36|812|852]8,42|8,42 | 8,46

Tab. ¢. 8. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 1 na daniu pruhovaném provedeném dne 25. - 29. 6. 2012.

¢6Cislo nadrze | Koncentrace (mg.1™") | Mortalita ryb (ks)- datum

24h | 48h | 72h | 96 h | X
1 50 0 0 0 0 0
2 100 0 0 0 0 0
3 250 0 3 0 6 9
4 500 1 2 0 5 8
5 750 3 4 0 3 10
6 1000 0 1 9 1 10
K -
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Tab. €. 9. Podminky zakladniho testu ¢. 2 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 s ptidavkem Iml hum. latky na 21 14zn¢€ na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh |24h|48h|48h|72h|96h]0h [24h|48h]48h|72h|9h]O0h |[24h|48h]48h|72h |9 h
1 50 - 22,01219121,3|233|246]- 92,01950]197,0(92,0|950]- 8,60 | 8,50]8,42 | 8,58 | 8,50
2 100 - 22,1122,2121,3|235|24]7] - 92,0194,0]196,0(91,0(940]- 8,54 18,4918,21 | 8,53 | 8,45
3 250 - 21,8 12191214233 |244]- 95,0196,0197,0(92,0|96,0]| - 8,63 |8,4718,44 | 8,57 | 8,49
4 500 - 21912221214 |232|245] - 94,0194,0]197,0(92,0 (94,0 - 8,61 | 8,4418,32 | 8,55 | 8,39
5 750 - 216 12181212228 |243]|- 96,01 97,0197,0(93,0|950] - 8,63 |8,4718,47 | 857 | 8,48
6 1000 | - 21,8 12191214230 |244]- 95,0196,0197,0(92,0|96,0]| - 8,63 | 8,47]18,38 | 8,54 | 8,48
7 1300 | - 21912241214 |233|245] - 93,0950]197,0[92,0|94,0] - 8,57 1 8,46]8,19 | 8,55 | 8,44
K - 22,3 121,2|212]121,0|22,7|24,1] - 94,0196,0197,0|93,0|96,0]8,32|8,67]|8,47]8,52] 8,60 | 852

Tab. ¢. 10. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 2 provedeném dne 25. - 29. 6. 2012 s pfidavkem 1ml hum. latky na 21 1azné na daniu
pruhovaném.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h | 96 h | =
1 50 0 0 0 0 0
2 100 0 0 0 0 0
3 250 0 0 2 0 2
4 500 2 0 1 4 7
5 750 1 0 7 2 10
6 1000 4 0 3 3 10
7 1300 4 3 2 0 9
K - 0 0 0 0 0
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Tab. €. 11. Podminky zékladniho testu €. 3 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 s ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zn¢ na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C Kyslik (% nasyceni) pH
nadrze Oh |24 [48h)48 |72 |96 |Oh [24h|48h|48h|72h |9 h]Oh |[24h|48h]48h|72h |9 h
h h h h

1 50 - 20 (20,2122 |21 |22 |88,0|94,0|94,0]189097,0|97,0]8,44 8,56 |8,60] 8,50 | 8,46 | 8,62
2 100 - 20 [20,3]22 |21 |22 |88,0|930|920]88,0]96,0|97,0]8,27|855|852]8,60]|8,48] 8,61
3 250 - 20 (20,2122 |21 |22 |87,0]93,0|920]88,0 960 ]960]8,35|855|849]8,55]|8,41]8,53
4 500 - 20 204122 |21 |22 |88,0|950950]88,0/|97,0|98,01]8,18 8,56 |8,61]8,45|8,44|8,54
5 750 - 20 20,2122 |21 |22 |88,0]950|94,0]88,0 96,0 980]8,06]|855|859]8,54]8,41]8,59
6 1000 | - 20 20,2122 |21 |22 |88,0|950/|950])1890/|97,0|- 8,31 854 |858]857 845 -

7 1300 |- 20 20,2122 |21 |22 ]89,0|950|940]1890/97,0|- 8,41 854 |857]856|846 | -

K - 215120 |20,2122 |21 |22 |88,0]94,0]9401]189097,0|97,0]8,44|8,54|8,61]8,50|38,48 | 8,64

Tab. ¢. 12. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 3 provedeném dne 25. - 29. 6. 2012 s piidavkem 2ml hum. latky na 21 1azné na daniu
pruhovaném.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)

24h | 48h | 72h |96 h | =
1 50 0O |0 |0 |O 0
2 100 0O |0 |0 |O 0
3 250 0 1 |0 |0 1
4 500 6 |0 |0 1 8
5 750 4 |2 |0 |4 10
6 1000 6 |2 2 - 10
7 1300 8 |0 |2 |0 10
K - 0O |0 |0 |O 0
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Tab. ¢. 13. Podminky zékladniho testu ¢. 1 provedené¢ho dne 23. - 27. 7. 2012 na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C Kyslik (% nasyceni) pH
nadrze Oh |24 [48h]|48h|72h|96h|0h |24 |48h]48h|72h|96h]|0Oh |24 |48h]48h|72h |9 h
h h h

1 50 18,8 | - 2181214 (21,1|225)133 |- 84,0191,095,0(92,0]8,08 | - 8,23]17,82 | 8,52 | 8,53
2 100 18,8 | - 21,7121,4 (21,1 |225]133 | - 93,0195,0(950/930]8,31 | - 8,4118,18 | 8,56 | 8,59
3 250 18,8 | - 2181214208 |22,3]133 |- 74,0]196,0 | 95,0 94,0]8,29 | - 8,13]18,35 | 8,57 | 8,59
4 500 18,7 | - 21,8121,4(20,9 |22,4]133 |- 95,01970 [ 95,0(94,0]8,35| - 8,46 18,28 | 8,59 | 8,61
5 750 18,7 | - 21,7121,8 (21,0 |225]133 |- 93,0]196,0950(94,0]8,30 | - 8,4218,06 | 8,58 | 8,61
6 1000 | 185 | - 215] - - - 133 | - 96,0 - - - - - 8,48 ] - - -

K - 18,9 | - 2181215 20,7 |22,3]134 | - 96,0193,096,0(94,0]8,35| - 8,4418,07 | 8,53 | 8,55

Tab. ¢. 14. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 1 provedeném dne 23. - 27. 7. 2012 na daniu pruhovaném.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h | 96 h | =
1 50 0 0 0 0 0
2 100 0 1 0 0 0
3 250 1 1 1 4 7
4 500 7 1 0 1 9
5 750 7 2 0 0 9
6 1000 7 3 0 0 10
K - 0 0 0 0 0
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Tab. ¢. 15. Podminky zakladniho testu €. 2 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 s ptidavkem 1ml hum. latky na 21 lazn¢€ na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C Kyslik (% nasyceni pH
nadrze Oh |24 [48h)48h|72h|[96h|0h 24 | 48h|48h|72h | 96h]J0h |24 |48h]48h|72h|96h
h h h

1 50 19,0 | - 2151216 (21,0 |22,2]1320 | - 96,0196,090,0(91,0]8,27 | - 8,39]8,10 | 8,44 | 8,49
2 100 18,9 | - 2151215(21,1|22,3]1320 | - 93,0192,0 90,0 90,0]8,20 | - 8,3017,99 | 841 | 8,45
3 250 18,9 | - 2151215210 |22,3]133,0 | - 94,0193,0 90,0 [90,0]8,39 | - 8,32 18,03 | 8,39 | 8,42
4 500 18,8 | - 2141216 |21,0|22,3]133,0 | - 95,0196,0 90,0(92,0]8,31 | - 8,31)17,95|8,45|8,49
5 750 18,9 | - 2141215209 |22,3]1320 | - 97,0197,094,093,0]8,37 | - 8,36 ] 8,16 | 8,51 | 8,54
6 1000 | 18,9 | - 2151215(20,8|22,1]1320 | - 98,0198,0950(94,0]8,29 | - 8,4318,02 | 8,52 | 8,56
7 1300 | 18,9 | - 2161211 | - - 131,0 | - 98,0199,0 | - - 8,26 | - 8,4318,02 | - -

K - 19,0 | - 216121,7(21,1|22,2]1320 | - 95,0194,092,0(91,0]8,30 | - 8,39 18,18 | 8,47 | 8,53

Tab. ¢. 16. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 2 provedeném dne 23. - 27. 7. 2012 a ptidavkem Iml hum. latky na 21 lazné¢ na daniu
pruhovaném.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h |96 h | =
1 50 0O |0 |0 |O 0
2 100 0O |0 |0 |O 0
3 250 0 |0 1 |0 1
4 500 2 |0 |0 |0 2
5 750 4 |2 |0 1 7
6 1000 6 |2 1 |0 9
7 1300 7 13 |- - 10
K - 0O |0 |0 |O 0
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Tab. ¢. 17. Podminky zakladniho testu €. 3 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 s pfidavkem 2ml hum. latky na 21 lazn¢€ na daniu pruhovaném.

Cislo | Konc. | Teplota (°C Kyslik (% nasyceni pH
nadrze Oh |24 [48h)48h|72h|[96h|0h 24 | 48h|48h|72h | 96h]J0h |24 |48h]48h|72h|96h
h h h

1 50 18,6 | - 21,0121,1(21,0|225]1320 | - 97,0198,0950(94,0]8,36 | - 8,44 18,35 | 8,57 | 8,59
2 100 190 | - 21,0121,1(21,0|22,6]131,0 | - 98,0197,094,0(/9401]8,31 | - 8,46 ] 8,33 | 8,57 | 8,60
3 250 191 | - 21,6121,0(209 |225]131,0 | - 97,0197,0950(94,0]8,35 | - 8,46 ] 8,35 | 8,57 | 8,60
4 500 190 | - 21,6121,0(20,8|22,6]131,0 | - 97,0197,095,0(94,0]8,32 | - 8,441 8,33 | 8,57 | 8,58
5 750 19,1 | - 21,7121,1(21,1|230]1310 |- 97,0197,095,0(95,0]8,30 | - 8,3918,29 | 8,57 | 8,59
6 1000 | 18,9 | - 21,31 - - - 132,0 | - 99,01 - - - 8,39 | - 8,40 ] - - -

7 1300 19,2 |- 21,8121,1|20,7 | 22,4]124,0 | - 99,0197,095,0(950]8,24 |- 8,43]8,38 | 8,52 | 8,53
K - 19,2 | - 216121,1|21,0|22,7]1320 | - 97,0198,0950(9401]8,31 | - 8,44 18,35 | 8,58 | 8,60

Tab. ¢. 18. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 3 provedeném dne 23. - 27. 7. 2012 s piidavkem 2ml hum. latky na 21 1azné na daniu
pruhovaném.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h |96 h | =
1 50 0O |0 |0 |O 0
2 100 0 [0 |O 1 0
3 250 1 2 |0 |0 3
4 500 1 5 |0 |3 9
5 750 1 |3 |2 2 8
6 1000 5 |5 |- - 10
7 1300 7 1 1 1 10
K - 0O |0 |0 |O 0
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Tab. €. 19. Podminky zékladniho testu ¢. 4 provedeného dne 17. - 21. 12. 2012 na Zivorodce duhové.

Cislo | Konc. | Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh |24h|48h]|48h |[72h|[96h]0h [24h|48h]48h|72h|96h])0h |[24h|48h]48h|72h|96h
1 5 19,7 |122,2|21,1]20,3|20,3|26,4]77,0]|60,6|609]80,7|760|660]7,84|811|8,14]8,23]| 8,20 | 8,27
2 10 195122,21210]20,3]|20,5]|26,1]76,7|620|631])798|770|683]7,85|811|8,16]8,12|8,10]| 8,29
3 20 194 122,2|1210]20,4|20,4|256])776|639|625]1798|720|734]793|8,13|8,15]8,14|8,12 | 8,34
4 30 1952222111204 | - - 76,2 | 65,9 (66,0812 |- - 7,84 18,10 | 8,20 8,17 | - -

5 50 195 - - - - - 79,0 | - - - - - 8,02 | - - - - -

6 75 196 | - - - - - 78,4 | - - - - - 7,94 | - - - - -

7 100 198 | - - - - - 78,1 | - - - - - 7,89 | - - - - -

K - 19,91219|209]20,3|205]|264]77,2|620|610]805|700|67,8]791|8,06)|8,09]8,06]|8,10] 8,25

Tab. ¢. 20. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 4 provedeném dne 17. - 21. 12. 2012 na Zivorodce duhové.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h | 96 h | =
1 5 0 0 0 0 0
2 10 0 0 0 0 0
3 20 0 2 7 1 10
4 30 4 4 2 - 10
5 50 10 |- - - -
6 75 10 | - - - -
7 100 10 |- - - -
K - 0 0 0 1 1
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Tab. ¢. 21 Podminky zakladniho testu ¢. 5 provedeného dne 17. - 21. 12. 2012 s pfidavkem 1ml hum. latky na 21 1azn¢€ na zivorodce duhové.

Cislo | Konc. Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh [24h|[48h]48h|72h|96h]J0h [24h|[48h]48h|72h|96h]0h [24h|48h]48h|72h|96h
1 5 194 121,1,21,0120,4|20,3|252)776|652|619]}|79,6|750|626]|7,84|8,10|8,1118,19|8,12 8,21
2 10 19,3121,1,21,0420,4|20,2|248)773 |64 |635})79,6|720|740]7,85]8,09|8,14]8,07|8,20] 8,34
3 20 19,3 121,2|21,0120,4 20,2 - 7751660 (630]799]|730|- 7,92 18,14 | 8,13]8,10 | 8,10 | -

4 30 194121,2(21,11205|20,2|245)765|67,0|71,5]1821|76,0|78,7]781|8,12|8,2318,16| 8,20 8,43
5 50 194 | - - - - - 78,6 | - - - - - 8,00 | - - - - -

6 75 195 | - - - - - 78,1 | - - - - - 7,93 | - - - - -

7 100 189 | - - - - - 68,0 | - - - - - 7,62 | - - - - -

8 150 19,8 | - - - - - 75,7 | - - - - - 7,73 | - - - - -

K - 19,6 | 20,9 | 21,01 20,3 | 20,2 |258] 785|650 |655}788|750|676]7,90|8,12|8,15]18,11 |8,15]| 8,34

Tab. ¢. 22 Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 5 provedeném dne 17. - 21. 12. 2012 s ptidavkem 1ml hum. latky na 21 lazné na zivorodce
duhové.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.l'l) Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h | 96 h | =
1 5 0 0 0 0 0
2 10 0 0 7 0 7
3 20 0 6 4 - 10
4 30 9 0 0 0 9
5 50 10 |- - - 10
6 75 10 |- - - 10
7 100 10 |- - - 10
8 150 10 |- - - 10
K - 0 0 0 0 0
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Tab. ¢. 23 Podminky zakladniho testu ¢. 6 provedeného dne 21. - 25. 1. 2013 s ptidavkem 1 ml hum. latky na 21 lazn¢ na zivorodce duhové.

Cislo | Konc. | Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH

nadrze Oh |24h|48h]|48h |[72h|[96h]0h [24h|48h]48h|72h|96h])0h |[24h|48h]48h|72h|96h
1 5 20,0 | 19,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 20,0 | 65,0 | 82,0 | 81,0 90,0 | 83,0 | 80,01 8,30 | 8,33 | 8,33 ] 8,32 | 8,33 | 8,30
2 7 - - - - - - 65,0 | 81,0 | 80,0 90,0 | 82,0 | 80,0} 8,30 | 8,31 | 8,31] 8,20 | 8,30 | 8,29
3 10 - - - - - - 65,0 | 82,0 1 81,0491,0|82,0|79,0]8,30|8,29|8,31]8,17 | 8,28 | 8,27
4 15 20,0 | - - - - - 65,0 | 84,0 | 82,0 90,0 | 83,0 | 80,0} 8,30 | 8,30 | 8,33] 8,25 | 8,32 | 8,30
5 20 - - - - - - 65,0 | 85,0 | 85,0]91,0 | - - 8,29 18,30 | 8,35] 8,26 | - -

6 30 - - - - - - 65,0 | 86,0 | 86,0910 | - - 8,28 | 8,32 | 8,36 | 8,27 | - -

7 50 - - - - - - 65,0 | 88,0 | 86,0920 | - - 8,34 | 8,35 |8,37] 8,26 | - -

8 75 - - - - - - 65,0 | 90,0 | - - - - 8,31 8,35 - - - -

K - 20,0 1190 | - - - - 64,0 | 78,0 | 82,01 90,0 | 83,0 | 79,0] 8,26 | 8,38 | 8,34] 8,32 | 8,33 | 8,33

Tab. ¢. 24. Mortalita béhem zakladniho testu ¢. 6 provedeném dne 21. - 25. 1. 2013 s pfidavkem 1ml hum. latky na 21 14zné na Zzivorodce duhové.

Cislo nadrze | Koncentrace (mg.I™) | Mortalita ryb (ks)- datum
24h | 48h | 72h | 96 h | =
1 5 0 0 0 0 0
2 7 0 0 0 0 0
3 10 0 0 0 1 1
4 15 0 0 1 0 1
5 20 4 6 - - 10
6 30 8 2 - - 10
7 50 8 2 - - 10
8 75 10 |- - - 10
K - 0 0 0 0 0
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Tab. ¢. 25. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, Vv zdkladnim testu ¢. 1 na daniu
pruhovaném ze dne 28. 6. 2012, 48 hodin po pteloveni, test bez ptidavku hum. latky.

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 K
{\Iominélni koncentrace NaNO, (mg.I" | 50 100 250 500 750 1000 | -

)
Nominalni koncentrace NO, (mg.l™) 33,3 | 66,6 |166,6 | 333,3 | 500 666,6 | -
Absorbance vzorku 0,285 | 0,121 | 0,274 | 0,123 | 0,173 | 0,233 | 0,015
Redéni 100x | 500x | 500x | 2500x | 2500x | 2500x | Ox
Naméiena koncentrace NO, (mg.I") [325 |67,1 |156,2|341,4 | 4871 | 661,9 | 0,01

Tab. ¢. 26. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, Vv zdkladnim testu ¢. 2 na daniu
pruhovaném ze dne 28. 6. 2012, 48 hodin po pfeloveni, test s pfidavkem 1 ml hum.

latky na 21 lazné.

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 K

Nominalni koncentrace | 50 100 250 | 500 750 1000 | 1300 |-

NaNO, (mg.I™)

Nominalni koncentrace | 33,3 | 66,6 166,6 | 333,3 | 500 666,6 | 866,6 |-

NO, (mg.I"")

Absorbance vzorku 0,29 [ 0,126 [0,289 0,138 | 0,181 | 0,240 |0,317 | 0,115
5

fedéni 100x | 500x | 500x | 2500x | 2500x | 2500x | 2500x | Ox

Naméiena koncentrace | 33,7 | 70,0 165,0 | 385,0 |510,4 |682,3 |906,6 |0,12

NO, (mg.I™")
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Tab. ¢. 27. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, Vv zdkladnim testu ¢. 2 na daniu
pruhovaném ze dne 28. 6. 2012, 48 hodin po pteloveni, test s pfidavkem 2 ml hum.

latky na 21 1azné.

Cislo vzorku 1 2 3 4 5 6 7 K
Nominélni koncentrace | 50 100 250 500 750 1000 | 1300 | -
NaNO, (mg.I™)

Nomirllélni koncentrace NO, | 33,3 | 66,6 | 166,6 | 333,3 | 500 666,6 | 866,6 | -
(mg.l”)

Absorbance vzorku 0,296 | 0,125 | 0,298 | 0,113 | 0,181 | 0,229 | 0,317 | 0,076
fedéni 100x | 500x | 500x | 2500x | 2500x | 2500x | 2500x | Ox
Naméfené koncentrace NO, | 33,8 | 69,4 | 170,2 | 312,3 | 510,4 | 650,2 | 906,6 | 0,08
(mg.l”)

Tab. ¢. 28. Spektrofotometrické stanoveni NaNO; Vv zakladnim testu €. 4 na Zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012, 48 hodin po nasazeni, test bez piidavku hum. latky.

Cislo vzorku 1 2 3 4 K
Nominalni koncentrace NaNO, (mg.I") | 5 10 20 30 -
Nominalni koncentrace NO, (mg.1") |3,33 |6,66 | 13,3320 -
Absorbance vzorku 0,296 | 0,291 | 0,236 | 0,182 | 0,01
fedéni 10x | 20x |[50x | 100x | -
Naméfena koncentrace NO, (mg.I™) 3,38 664 |134 |205 |01

Tab. ¢. 29. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, v zakladnim testu ¢. 5 na zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012, 48 hodin po nasazeni, test s pfidavkem 1ml hum. latky na

21 lazné€.

Cislo vzorku 1 2 3 4 K
Nominalni koncentrace NaNO, (mg.I") |5 10 20 30 -
Nominalni koncentrace NO, (mg.I™) 3,33 | 6,66 |13,33 |20 -
Absorbance vzorku 0,259 | 0,285 | 0,232 | 0,187 | 0,005
fedéni 10x 20X 50x 100x | -
Naméfena koncentrace NO, (mg.I7) 294 |650 |13,17 |21,11
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Tab. ¢. 30. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, v zdkladnim testu ¢. 4 na zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012 po nasazeni, test bez pridavku hum. latky.

Cislo vzorku 1 2 3 4 K
Nominalni koncentrace NaNO, (mg.I"") | 5 10 20 30 -
Nominalni koncentrace NO,’ (mg.l'l) 3,33 | 6,66 | 13,33 |20 -
Absorbance vzorku 0,272 | 0,276 | 0,225 | 1,163 | 0,003
fedéni 10x 20x 50x 100x | -
Naméfena koncentrace NO, (mg.I™) 3,10 | 6,29 | 12,76 | 18,31 | -0,003

Tab. ¢. 31. Spektrofotometrické stanoveni NaNO, Vv zakladnim testu ¢. 5 na Zivorodce
duhové ze dne 19. 12. 2012 po nasazeni, test s piidavkem 1ml hum. latky na 21 lazn¢.

Cislo vzorku 1 2 3 4 K
Nominalni koncentrace NaNO, (mg.I"") | 5 10 20 30 -
Nominalni koncentrace NO, (mg.l™) 3,33 |6,66 |13,33 |20
Absorbance vzorku 0,271 | 0,271 | 0,223 | 0,161 | 0,002
fedéni 10x 20x 50x 100x | -
Naméfena koncentrace NO, (mg.I™) 3,08 | 6,17 | 12,65 18,08 | -0,004
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Obr. ¢. 1 Danio pruhované ( Danio rerio) (foto J. Machova)

Obr. €. 2. Stanoveni dusitant v prab¢hu testl (foto J. Machova)
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Obr. ¢. 3. Vyhodnoceni zédkladniho testu ¢. 1 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012 na
daniu pruhovaném.

Vstupni hodnoty: zdkladni test
Koncentrace = Mortalita
mg/l %
100 0.0
250 90.0
500 80.0
750 100.0

96hLC50 = 254.5 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-395.9 , +154.9)

LCO =81.6 mg/l
LC100 =793.0 mg/l
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Obr. ¢. 4. Vyhodnoceni zdkladniho testu ¢. 2 proveden¢ho dne 25. - 29. 6. 2012 s
pfidavkem 1ml hum. latky na 21 14zné na daniu pruhovaném.

zakladni test

Vstupni hodnoty:
Koncentrace ~Mortalita
mg/l %
100 0.0
250 20.0
500 70.0
750 100.0
1000 100.0
1300 90.0

96hLC50 = 354.6 mg/l

LCO =89.9 mg/l
LC100> 1000 mg/l

T Probiti

$ 95% intervalem spolehlivosti (-257.0 ,+149.0)

Logaritmus koncentrace

461 486 512 537 5.63 '5.89 6.14 6.4 6.66 6.91 :/'.17
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Obr. €. 5. Vyhodnoceni zédkladniho testu €. 3 provedeného dne 25. - 29. 6. 2012
s ptidavkem 2ml hum. latky na 21 14zn¢ na daniu pruhovaném.

Vstupni hodnoty: zikladni test
Koncentrace ~Mortalita
mg/l %
100 0.0
250 20.0
500 80.0
750 100.0

96hLCS50 =311.2 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-157.9 , +104.8)

LCO =108.1 mg/l
LC100 = 895.4 mg/l
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Obr. €. 6. Vyhodnoceni zdkladniho testu €. 1 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 na

daniu pruhovaném.

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace ~Mortalita

mg/l %

50 0.0

100 10.0

250 70.0

500 90.0

750 90.0

1000 100.0

96hLC50 =234.9 mg/l

LCO =42.7 mg/l
LC100> 1000 mg/l

§ T Probit

s 95% intervalem spolehlivosti (-92.1, +66.1)

Logaritmus koncentrace

4.81 5.1] I5.41 571 6.01 631 6.61
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Obr. ¢. 7. Vyhodnoceni zdkladniho testu ¢. 2 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 s
pfidavkem Iml hum. litky na 21 1lazné na daniu  pruhovaném.

Vstupni hodnoty: zakladni test ‘:
Koncentrace ~Mortalita 1‘
mg/l %
100 0.0
250 10.0
500 20.0
750 70.0
1000 90.0
1300 100.0

96hLC50 = 492.0 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-216.9 , +150.5)

LCO =117.4 mg/l
LC100> 1000 mg/l
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Obr. ¢. 8. Vyhodnoceni zdkladniho testu ¢. 3 provedeného dne 23. - 27. 7. 2012 s
pfidavkem 2ml hum. latky na 21 14zné€ na daniu pruhovaném.

Vstupni hodnoty:

zakladni test
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50 0.0
100 10.0
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1000 100.0

96hLC50 = 270.2 mg/l

LCO

=46.9 mg/l

LC100> 1000 mg/l

s 95% intervalem spolehlivosti (-142.9,+93.5)
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Obr. ¢. 9. Vyhodnoceni zakladniho testu ¢. 4 provedené¢ho dne 17. - 21. 12. 2012 na
zivorodce duhové.

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace ~Mortalita

mg/l %

10 0.0

20 100.0

30 100.0

96hLC50 = 15.3 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-127.1,+13.7)

LCO =9.1 mg/l
LC100 =25.6 mg/l
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Obr. ¢. 10. Vyhodnoceni zakladniho testu ¢. 5 provedeného dne 17. - 21. 12. 2012 s
ptidavkem 1ml hum. latky na 21 14zné na Zivorodce duhové.

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace ~ Mortalita

mg/l %
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LC100 =40.7 mg/l
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Obr. ¢. 11. Vyhodnoceni zadkladniho testu ¢. 6 provedené¢ho dne 21. - 25. 1. 2013
s ptidavkem 2 ml hum. latky na 21 [4zn€ na zivorodce duhové.

Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum méFeni: 25.1.2013

Cislo vzorku: NaNO2 Priloha: 1
Oznadeni vzorku: Sl PP P /d_'[y/ I PA@ cul
Vstupni hodnoty: zékladni test (Imé- € 7
Koncentrace  Mortalita

mg/l %

7 0.0

10 100

15 10,0

20 100.0

96hLC50 = 13.7 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-11.3, +6.2)

LCO =7.4 mgA
LC100 = 25.3 mg/
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7 Abstrakt

Cilem prace bylo ovétit hypotézu, zda huminové latky snizuji toxicitu dusitani pro
ryby. V laboratornich podminkach byly provedeny testy akutni toxicity na akvarijnich
rybach daniu pruhovaném (Danio rerio) a zivorodce duhové (Poecilia reticulata). Ryby
byly vystavovany dusitanim za pfitomnosti ¢i nepfitomnosti huminové latky HS 1500.
Dusitany byly davkovany ve form& NaNO;. Zdrojem huminové latky (HS 1500) byl
ptipravek znacky Dupla Cur (vyrobce Dohse Aquaristik KG). Pipravek byl testovan ve
dvou riznych koncentracich: 0,5 mL.I" a 1 mlLI™. Testy toxicity byly provadény podle
normy CSN EN ISO 7346-2.

Na zékladé mortality zjiSténé v testech akutni toxicity byly vypocitany hodnoty
96hLC50 dusitanu sodného za pfitomnosti ¢i nepfitomnosti testované¢ho piipravku
Dupla Cur pro jednotlivé druhy ryb. Testy na daniu pruhovaném prokazaly pozitivni
vliv piipravku Dupla Cur v koncentraci 0,5 ml.I" na sniZovani toxicity dusitant.
Hodnota 96hLC50 byla v tomto piipadé o 73 % vyssi nez hodnota zjisténa bez piidavku
testovaného piipravku. V koncentraci 1 mLI™" piipravku viak jiz vyrazny pozitivni vliv
zjistén nebyl. V testech na zivorodce duhové vliv piipravku Dupla Cur na toxicitu
dusitanu sodného pozorovan nebyl.

Testovand huminové latka nepiisobi stejné na viechny druhy ryb. Uéinek zavisi i

na jeji koncentraci ve vode¢.

Kli¢ova slova: Danio rerio, Poecilia reticulata, 96hLC50, testy akutni toxicity
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Abstract

The aim of this work was to verify the hypothesis that humic substances reduce
toxicity of nitrite to fish. Under laboratory conditions, tests of acute toxicity were
performed on aquarium fish: zebrafish (Danio rerio) and guppy (Poecilia reticulata).
Fish were exposed to nitrite in the presence or absence of humic substance HS 1500.
Nitrite was dosed as NaNO,. Preparation Dupla Cur (manufacturer Dohse Aquaristik
KG) was a source of the humic substance (HS 1500). The preparation was tested in two
different concentrations: 0.5 ml.I" and 1 mlL.I":. Toxicity tests were performed according
to Czech standard CSN EN ISO 7346-2.

Based on the observed mortality in the acute toxicity tests, 96hLC50 values of
sodium nitrite for selected species were calculated in the presence or absence of the
tested preparation Dupla Cur. Tests on zebrafish showed a positive effect of Dupla Cur
preparation at a concentration of 0.5 ml.I" on decreasing of nitrite toxicity. In this case
96hLC50 value was about 73 % higher than the value found in the test where the
preparation was omitted. At a concentration of 1 ml.I™" of the preparation a significantly
positive effect was not observed. In the tests on guppy, an effect of Dupla Cur
preparation on the toxicity of sodium nitrite was not observed.

The tested humic substance does not have the same effect on all fish species.

The effect depends on its concentration in the water.

Keywords: Danio rerio, Poecilia reticulata, 96hLC50, acute toxicity tests
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