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1. Uvod

Zvysené koncentrace dusitanti se Casto nachazeji ve vodach s intenzivnim
chovem ryb. Z rybaiské praxe i z odborné literatury jsou znamy pfipady vazného
poskozeni a havarijnich thynd ryb pravé v disledku vysokych koncentraci dusitanti
ve vodé (napt. Lewis a Morris, 1986; Williams a Eddy, 1986; Kosaka a Tyuma, 1987;
Jensen, 2003 in Kroupova a kol., 2005; Machova a kol., 2009; Svobodova a kol., 2007).
Tolerance ryb vuci dusitanim je velmi uzce spjata s kvalitou vody, zejména
s koncentraci chloridi. Pozitivni vliv chloridii je v literatufe pomémé dobie
zdokumentovan a sporadicky se také objevuji informace o pozitivnim vlivu pfitomnosti
huminovych latek. Moznosti sniZeni toxicity dusitanii pomoci huminovych latek se
zabyvali jiz Meinelt a kol. (2010) a Vanécek (2013).

Predlozena prace navazuje na mou bakalaiskou praci, ve které jsem se zabyval
toxicitou dusitant pro jesetera malého (Acipenser ruthenus) a jesetera sibifského
(Acipenser baerii) (Bulicek, 2012). Cilem této prace je oveéfit ucinek huminové latky
HS 1500 obsazené v ptipravku Huminfeed na jeseteru malém. Veskeré testy byly
provedeny ve spolupraci s Jihoéeskou univerzitou v Ceskych Budg&ovicich,

v Laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie VURH JU Vodiany.



2. Literarni prehled

2.1 Jeseterovité ryby (Acipenseridae)

2.1.1. Charakteristika jeseterovitych ryb

Systematické zarazeni (Gela a kol., 2008):
Ttida: Ryby — Osteichthyes

Podttida: Paprskoploutvi — Actinopterygii
Nadfad: Chrupav¢iti — Chondrostei

Celed: Jeseteroviti — Acipenseridae

Rod: Jeseter - Acipenser

Jeseteii maji protahlé, vietenovité télo, v zadni ¢asti lateralné zplostélé, pokryté
Sti fadami kosténych stitkli (jednu hibetni, dvé bo¢ni a dvé btisni). Ocasni ploutev je
heterocerkni, se zvlastnimi Supinami na jejim hornim laloku (fulcrae). Zadni konec
ocasnitho ndsadce pokryvaji kosoctverecné Supiny. Vrchni cast hlavy je pokryta
dotykajicimi se nebo blizko sebe lezicimi kosténymi Stitky (Barus a Oliva, 1995).
Jeseteti se vyznacuji pomémné dlouhym rypcem s typicky spodnimi usty. Na spodni
strané rypce se nachazeji Ctyfi vousky (Hanel, 1998). Hibetni ploutev je umisténa
v posledni tfetin¢ téla, za inserci bifiSnich ploutvi. Prvni paprsek ploutvi je pfeménén

v tvrdy trn (Barus a Oliva, 1995).

Vétsina jeseterti zije v mofi a do fek vytahuje na tfeni (diadromni druhy). Ve
sladkych vodach zije trvale jen nekolik druhti. Jeseterovité ryby patii mezi hospodarsky
nejcennéjsi druhy ryb pro jejich kvalitni maso a kaviar, ktery se vyrabi z jejich jiker
(Hanel, 1998). V dusledku neracionalnich zasaht a dalSich antropogennich vliva se
areal roz$iteni vSech druhd zmensil, né€které druhy jsou vazné ohrozené (Barus a Oliva,
1995). Jesetefi dosahuji velmi rozdilnych velikosti od 70 do 700 centimetrii. V této
Celedi je popsano 24 druhd (Hanel, 1998).



2.1.2. Jeseter maly (Acipenser ruthenus)

Jeseter maly je nejmensi druh jesetera, ktery dortsta délky 60 — 70 cm a
dosahuje hmotnosti okolo 6,5 kg. Ztidka mize dorustat az velikosti 120 cm a hmotnosti
16 kg. Ryby se dozivaji stati okolo 25 let (Hanel, 1998). Jedna se o potamofilni, netazny
sladkovodni druh jesetera, vyskytujici se voblasti fek Cerného, Azovského a
Kaspického mote. Ojedinélé nalezy se vyskytuji i viekach umoii Baltského a
Barentsova mote. V Ceské republice se jeseter maly vyskytuje v fece Moravé, kam
vytahuje z Dunaje. Zdrzuje se v koryté feky, v jamach, pfi pobfezi jen u strmych bieht
nad hlubokou vodou. T¢lo jesetera malého je protahlé, relativné nizké, dolni ret je
rozpolceny, vousky na prufezu okrouhlé, kratké, na vnitini strané zpravidla obrvené,
natazené dosahuji k pfednimu okraji ust. Profil hibetu a hlavy je konkavni, hibetni
Stitky maji dlouhy, dozadu obraceny hrot, ktery presahuje zakladnu Stitku. Boc¢ni Stitky
jsou kosoctvercového tvaru a Castecné se prekryvaji. Zbarveni téla je Sedohnédé nebo
zelenohnédé, biisni strana zlutava nebo Spinavé hnéda (Baru$ a Oliva, 1995). V dobé

tfeni se u pohlavné zralych ryb na hlavé objevuje bélavy povlak (Hanel, 2001).

Meristické znaky (Hanel, 1998):

» D32-48

> A16-39

» 11 — 18 biisnich stitka

» 10— 17 hibetnich stitkt
» 56— 71 bocnich stitkd

» 14 — 26 zabernich tyCinek
» 2545 fulker

Potrava a rozmnozovani

Potrava jesetera malého se sklada prevazné z larev a kukel hmyzu, zejména
chrostikii a pakomart. Mensi roli v potravé jesetert tvoii mekkysi, jepice a detrit.

V dobé tfeni jinych druht ryb se jeseter maly Zivi jejich jikrami.



Samci jesetera malého pohlavné dospivaji ve 3. az 5. roce Zivota, samice ve 4. az
7. roce zZivota (Hanel, 1998). V dob¢ tieni se ryby shromazd'uji a tdhnou proti proudu.
Délka tahu ryb neni znama. Optimalni teplota pro vytér jesetera malého je 12 — 17 °C
(Barus§ a Oliva, 1995). Tteni probiha v proudnici feky. Plodnost jedné samice je az
100 000 jiker (Hanel, 1998). Samci opakuji tfeni kazdoro¢né, podobn¢ i samice mladsi
nez 7 let. Star§i samice vynechavaji a tfou se jen v dvouletych ¢i tfiletych intervalech

(Barus a Oliva, 1995).

2.2. Slouceniny dusiku a jeho premény

vvvvvv

skupiny tzv. nutrienti, které jsou nezbytné pro rozvoj mikroorganizmu (Pitter, 2009).
2.2.2. Pivod

Slouc¢eniny dusiku mohou byt organického nebo anorganického ptvodu. V
biosféte neovlivnéné antropogenni ¢innosti jsou slouceniny dusiku prevazné biogenniho
puvodu a vznikaji rozkladem organickych dusikatych latek rostlinného a zivoc¢isného
puvodu. Vyznamnym antropogennim zdrojem dusiku jsou prevazné splaskové odpadni
vody, vyprodukované ¢lovekem, ktery denné vylucuje 11 — 23 g celkového dusiku. Tato
hodnota se oznaCuje jako specificka produkce dusiku. Uvadénd hodnota se lisi
v zé&vislosti na vybavenosti bytu a nejcastéji se pocita se specifickou produkci 12 gna 1
obyvatele za den. (Pitter, 2009). Dal§im vyznamnym zdrojem dusiku jsou odpady ze
zemedélstvi (hnojeni dusikatymi latkami, odpady z zivocisné vyroby). Dusikaté latky se
vyskytuji i v atmosféie (oxidy dusiku NO, N,O a NO, obecné¢ NOy a amoniakalni dusik

NH3). Jejich reakcemi vznikaji v atmosférickych vodach dusitany a dusi¢nany.



2.2.3. Formy vyskytu dusiku

Dusik se ve vod¢ vyskytuje v riznych oxida¢nich stupnich, v iontové i neiontové

formé (Pitter, 2009)

-IIT amoniakélni dusik (NH,", NH3), kyanatany (OCN"), kyanidy (CN")
-I hydroxylamin (NH,OH)

0 elementarni dusik (N>)

+I oxid dusny (N;O)

+I1I dusitanovy dusik (N-NO;")

+V dusi¢nanovy dusik (N-NOj3")

Ve vodach se stanovuje celkovy dusik (Nek.), ktery se dale déli na anorganicky
a organicky vazany dusik (Nanorg. T€SP. Norg.).

Neelk. = Nanorg- + Norg-

Organicky vazany dusik se vyskytuje ve vodach ve formé¢ bilkovin a jejich
rozkladnych produkti (peptidi a aminokyselin), mocoviny, alifatickych a aromatickych
aminil, aminosacharid, heterocyklickych dusikatych sloucenin apod., vcetné
dusikatych latek vznikajicich rozkladem biomasy mikroorganizmti. Mezi hlavni formy
anorganicky vazaného dusiku patii amoniakalni, dusitanovy a dusi¢nanovy dusik. Dalsi
moznou anorganickou formou jsou volné kyanidy, kyanatany, kyanokomplexy a

aminokomplexy.

Slouceniny dusiku jsou ve vodach malo stabilni a podléhaji v zavislosti na
oxidacné-redukénim potencialu a hodnot¢ pH zejména biochemickym pireménam.

K témto biochemickym pfeménam patii napt. nitrifikace a denitrifikace.

2.2.4. Nitrifikace

Nitrifikace je biochemicka oxidace amoniakalniho dusiku na dusitany a posléze
na dusi¢nany probihajici v oxickych podminkach (Pitter, 2009). Nitrifikace probiha ve

dvou stupnich. V prvni fazi (nitritace) se amoniakalni dusik biochemickou cestou
7



oxiduje na dusitany s vyuzitim ¢innosti bakterii zejména rodu Nitrosomonas, ale také
Nitrosococcus, Nitrosospira a Nitrosocystis. Ve druhé fazi (nitratace) jsou vzniklé
dusitany oxidovany na dusi¢nany mikroorganizmy Nitrobacter a Nitrocystis. Obé
skupiny organizmi (nitritacni i nitratacni) jsou chemolitotrofni a jako zdroj uhliku
potiebuji CO; (Svehla a kol., 2007). Nitrifikaéni bakterie jsou v piirodé velmi rozsifeny,
hromadi se v dnovych sedimentech, v pidé a v nerozpusténych latkach ve vode¢.
Nitrifikace proto probiha ve vodach v oxickych podminkach obvykle velmi snadno.
Ristova rychlost nitrifika¢nich bakterii je zavisla na teploté vody (Pitter, 2009). Prab¢h
nitrifikace je ovlivnén riznymi faktory, ptredevs§im koncentraci rozpusSténého kysliku,
hodnotou pH a teplotou vody (Svehla a kol., 2007). Optimalni teplota vody pro
nitrifikaci je vrozmezi od 20 °C do 30 °C. Pii nizSich teplotach vody rychlost
nitrifikace znacné klesa. Pti teplotach pod 5°C je jiz rychlost nitrifikace velmi mala, ale
pti biologickém ¢isténi odpadnich vod dochézi k inhibici nitrifikace jiz mnohem dfive, a
to jiz pfi teplotach vody 12 °C a nizsich (Pitter, 2009). Optimalni rozmezi hodnot pH
pro rod Nitrosomonas je v rozmezi od 7,9 do 8,2. Pro bakterie rodu Nitrobacter se tato
hodnota pohybuje v rozmezi od 7,2 do 7,6 (Svehla a kol., 2007). P¥i hodnotach pH
ptiblizné pod 6,5 a nad 9,0 dochazi k inhibici nitrifikace. Vyznamny vliv na nitrifikaci
ma také koncentrace rozpuiténého kysliku ve vodé. Uplna nitrifikace probiha pouze pii
dostatecné vysoké koncentraci rozpusténého kysliku ve vode. Pfi koncentraci pod 1

mg.l'1 muze dochazet k hromadéni dusitand ve vodé (Pitter, 2009).

Jak jiz bylo uvedeno, proces nitrifikace probiha ve dvou stupnich, které lze
znazornit nasledujicimi rovnicemi (Pitter, 2009):
> 2NH;+30,=2NO, +2H " +2H,0
» 2NO; +0,=2NO05

Jak je patrno zuvedenych rovnic, pii nitrifikaci dochéazi k uvolilovani
vodikovych iontl, které okyseluji prostiedi. Tim se snizuje KNK4 5 a pfi nedostatecné

tlumivé kapacité vody mlize vyznamné klesnout i hodnota pH.



2.2.5. Denitrifikace

Denitrifikace je oznaceni pro biochemickou redukei dusi¢nant a dusitand na N».
V malém mnozstvi mize vznikat téZ NO,. Denitrifikace probiha pomoci riznych
organotrofnich bakterii, jako jsou napiiklad Pseudomonas a Micrococcus (Svehla a kol.,
2007). Stejn¢ jako nitrifikace probiha i denitrifikace ve vodach pomérné snadno, pokud
jsou dodrzeny anoxické podminky (Pitter, 2009). Na rozdil od nitrifikace je pro
denitrifikaci nutny organicky substrat jako zdroj energie. Jde obvykle o organické latky

obsazené v odpadni vod¢ nebo kalu (Pitter, 2009).

Denitrifikaci Ize schematicky popsat témito rovnicemi (Pitter, 2009):
» 5CH;3;0H+ 6 NO3 =5 CO; +3 N, +7 H,O + 6 OH
» 5CeH 206 +24 NO3 =12 N, + 18 H,O + 30 CO, + 24 OH"

Na rozdil od nitrifikace se pii denitrifikaci uvolnuji hydroxidové ionty, proto pti
denitrifikaci dochazi k alkalizaci prostiedi a pii nizké tlumivé kapacité vody muize dojit

k vyraznému zvyseni jeji hodnoty pH (Pitter, 2009).

2.2.6. Dusitany

Dusitany zpravidla doprovazeji ve vodach dusicnany a amoniakalni dusik. Jako
minerdly se vSak dusitany nevyskytuji. Pokud jsou pfitomné ve vodach, vznikaji
zejména biochemickou oxidaci amoniakalniho dusiku. Dusitany jsou chemicky a
biochemicky velmi nestabilni, nebot’ v oxickych podminkach podIéhaji nitrifikaci a
v anoxickych podminkach denitrifikaci, a proto se ve vod¢ vyskytuji ve velmi malych
koncentracich. Ve velmi ¢istych vodach byvaji dusitany ptfitomné jen ve stopovych
koncentracich (Pitter, 2009). Bézné koncentrace v povrchovych vodach nepiesahuji 0,1
m.l"' (viz tab. 2). Soulasna legislativa (natizeni vlady ¢. 61/2003 Sb. ve znéni
pozdéjSich predpisit) stanovuje jako pripustné znecisténi povrchovych vod koncentraci
dusitanti NO,™ nejvyse 0,6 mg.lI" pro vody lososové a nejvyse 0,9 mg.l” pro vody
kaprové (Kroupova a kol., 2005). Vyssi koncentrace dusitanti se bézné vyskytuji ve
splagkovych odpadnich vodach, v koncentracich piekradujici 1 mg.l™". Jestd vyssi

koncentrace dusitanii se nachazi v nckterych odpadnich vodach ze strojirenskych
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zavodl, napf. v odpadnich vodach z povrchové a tepelné upravy kovii a obrabéni,
v odpadnich vodach odtékajicich z nékterych lazni v kalirnach a z lazni pouzivanych
pro oxidaci zeleznych predmétii, tzv. Cernéni. V téchto vodach se mohou vyskytovat
koncentrace dusitanti v fadech desitek az stovek mg.l”, coz mize podstatng ovlivnit
jejich vlastnosti a celkovou dusikovou bilanci (Pitter, 2009). ZvySené koncentrace
dusitant se mohou vyskytovat i ve vodach s intenzivnim odchovem ryb, nebo
v recirkulacnich systémech. V recirkulacnich akvakulturnich systémech, zejména
bezprostfedné po zahajeni provozu nebo v disledku nedostate¢né funkce biologickych
filtr, hrozi hromadéni dusitanii ve vode, s naslednym thynem ryb (Svobodova a kol.,

2007; Svobodova a kol., 2008).

Tab. 1 Pramérné koncentrace amoniakalniho, dusitanového, dusi¢nanového a celkového

anorganického dusiku v nékterych fekach CR (Pitter, 2009)

Reka- pl'()ﬁl p mamon) p (N-NOz) p (I\I-NO3) P manorg) Y (Nanorg)
[mg.I"] [mg.I"] [mg.I"] [mg.I"] | [mmol.I']

Berounkja — 0,350 0,053 5,33 5,733 0,409 5

nad Plzni

Berounka - 1,252 0,112 5.23 6,594 0,471 0

Bukovec

Berounka — 0,378 0,037 5,40 5815 0,415 4

Lahovice

s/\i/;atka - 0.304 0,023 5,74 6,067 0,433 4

Svratka — pod 3,588 0,133 4,65 5,371 0,383 6

Brnem

Svratka —

Zidlochovice 2,950 0.179 > 535 070

Otzvlya - 0,147 0,004 1,15 1,301 0,092 9

Susice

Otava —

Strelské 0,164 0,012 1,50 1,676 0,197

Hostice

Otava — Pisek 0.276 0,043 2,49 2,809 0,200 6

leera’f Horni 0.138 0,008 1,25 1,396 0,099 7

Sytové

Jizera — Novy 0.327 0,046 3,41 3,783 0,270 2

Vestec
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2.3. Vliv dusitant na ryby

2.3.1. Piijem a mechanizmus ucinku dusitant na ryby

Sladkovodni ryby a korysi jsou hyperosmoti¢ti vic¢i prostiedi ve kterém ziji, a
proto aktivné pfijimaji ionty zabrami, aby se vyrovnavala ztrata moci a pasivnim
odtokem z zaber. Aktivni piijem iontl je spojen s tzv. chloridovymi buiikami zaber
(Maetz, 1971). Dusitanové ionty se vstiebavaji do organizmu piedevSim pies tyto
chloridové bunky zaber (Svobodova a kol., 2007). Mezi ionty chloridi a dusitant
existuje kompetice na chloridovych buikach. Dusitany maji ve sladké vodé urcitou
afinitu k iontové vyméné CI/HCOs'". K zabranéni vstiebavani dusitanti rybami se proto
zvysuje koncentrace chloridii ve vode. Tento krok slouzi k vétSimu poddilu obsazeni
chloridovych bunék chloridy oproti toxickym dusitanim. Tuto teorii o nahrazeni casti
ptijmu chloridi dusitany potvrzuje i fakt, ze ryby s vyssi rychlosti piijmu chloridi
Zabrami jako napfiiklad pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) a okoun fi¢éni (Perca
fluviatilis) jsou vice nachylni k otravam dusitany nez ryby s niz$i rychlosti ptijmu jako
kapr obecny (Cyprinus Carpio) a lin obecny (Tinca tinca) (Williams a Eddy, 1986 in
Kroupova a kol., 2005). Pro posouzeni toxicity dusitani pro ryby je proto nutné
sledovat hmotnosti pomér koncentraci chloridi a N-NO," ve vod¢ (Svobodova a kol.,
2007).

Toxicky ucinek dusitani na ryby spociva v oxidaci hemoglobinu na
methemoglobin, ktery neni schopen pienaset kyslik. Tim se snizuje transportni kapacita
krve pro kyslik. ZvySené mnozstvi methemoglobinu v krvi je doprovdzeno hnédym
zbarvenim krve a zaber (Svobodova a kol., 1992). K thynim ryb dochazi zpravidla az
v koncentracich methemoglobin okolo 80 %. Pti koncentracich dusitanti v krvi nad 80
% se zaGinaji u ryb projevovat malatné pohyby, ztraceni orientace. Casto jsou
zjistovany i kfeCe svaloviny jako disledek poskozeni nervové soustavy v dasledku
nedostatecného zasobeni kyslikem (Svobodovd a kol., 2007). Pokud mnozstvi
methemoglobinu v krvi nepfesdhne 50 % zcelkového mnoZstvi hemoglobinu,
nedochazi zpravidla k thynu ryb. V téchto pifipadech je nutno ryby pienést do Cisté
vody bez pritomnosti dusitani, kde jsou ryby vrozmezi 24 — 48 hodin schopny

regenerace pomoci enzymu methemoglobin reduktazy obsazenym v Cervenych
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krvinkdch (Svobodova a kol.,, 1992). Dusitany nahromadéné v krvi a tkdnich jsou
postupné oxidovany na témét netoxické dusi¢nany, které jsou pak vyluCovany moci a

zlu¢i (Kroupova a kol., 2005).

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

4 HbO,+4NO, +4H - 4Hb' +4NO; + 0, +2 H,O

2.3.2. Toxicita dusitani pro ryby

Toxicita dusitant pro ryby zavisi na mnoha vnitinich a vné&jsSich faktorech, jako
je naptiklad druh a v€k ryby ¢i kvalita vody. Letalni koncentrace se pohybuji v rozmezi
0,3 az 300 mg.l'1 NO;" (Svobodova a kol., 2007). Rozdily v citlivosti vybranych druhti

ryb vici dusitanim dokumentuje tabulka 2.
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Tab. 2 Toxicita dusitant (hodnoty 96hLC50 jsou uvedeny v mg.1" N-NO,) pro vybrané druhy
ryb (Lewis a Morris, 1986)

Ca®* Alkalita Teplota 96hLC50
Druh (el | (€2COs (EC) pH | (20 mg.l"
& mg.I") )
Studenomilné
Pstruh duhovy 50 177 10 |78 663
Oncorhynchus mykiss
Losos
Oncorhynchus tshawytscha 20 13 7,2 47
Teplomilné
Ictaluridae
Sumecek skvrnity 20 190 32 7.9 6.4
Ictalurus punctatus
Sumecek cerny
Ictalurus melas =32
Cyprinidae
Stievle cernoskvrna 27 98 13 8.3 - 63
Semotilus atromaculatus ’
Kapr obecny -5
Cyprinus carpio
Castomidae
Catostomus commersoni > 100
Carpiodes cyprinus > 100
Centrarchiadae
Okounek pstruhovy
Micropterus salmoides 80 190 23 7.9 140
Slunecnice velkoploutva
Lepomis macrochirus 30 7.2 108
Taxony z jinych Celedi
Oreochromis aureus 20 190 3 7.9 15
Candatek kozlikovity ~9
Percina caprodes
Koljuska fi¢ni ~9
Culaea incostans
Cottus bardi 53 177 13 |81 | >106

Sporadické udaje v literatufe (napt. Meinelt a kol., 2010) rovnéz uvadeji, ze
toxicitu dusitanil pro ryby Ize ovlivnit pfitomnosti huminovych latek.

Huminové latky jsou béznou soucasti ptirodnich vod, pfedev§im povrchovych.
Rozkladnymi a syntetickymi pochody se z odumfelé rostlinné hmoty v padé tvoii
humus, tmavé zbarvena amorfni slozka ptidy. Humifikuje se zhruba polovina primarni

organické hmoty, zbytek se mineralizuje. Huminové latky jsou pfevazné aromatické
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latky obsahujici v molekule vétsi pocet karboxylovych a fenolovych skupin. Ve vodach
jsou chemicky i biochemicky stabilni. Huminové latky se déli podle rozpustnosti
v kyselém a alkalickém prostfedi a podle rozpustnosti v etanolu na huminové kyseliny,
které jsou tmavohnédé barvy a fulvinové kyseliny, které maji zlutou az zlutohnédou

barvu (Pitter, 2009).

Huminové kyseliny maji niz8i stupen disociance nez fulvokyseliny. Jsou to
vysokomolekularni  dusikaté cyklické organické kyseliny, heterogenniho a
polydispersniho charakteru. Jejich obecnym znakem je rozpustnost v hydroxidech a
alkalickych roztocich a schopnost srazet se ptisobenim kyselin. Fulvinové kyseliny jsou
vysokomolekularni dikarboxylové dusikaté slouceniny, které maji s huminovymi
kyselinami mnoho spole¢ného v stavbé zakladnich jednotek, ale také mnoho rozdilnych
vlastnosti. Jsou méné odolné vii¢i kyselé hydrolyze nez huminové kyseliny, 1isi se od
nich nizsi polydispersitou, rozpustnosti ve vod¢ a v mineralnich kyselinach, niz$im
obsahem uhliku, jednodussi stavbou a velkym mnozstvim piimési typu meziproduktt

rozkladu organickych zbytku. (Kolat, 1987).

Tab. 3 Elementarni slozeni huminovych latek pfitomnych v ptirodnich vodach (Pitter, 2009)

Prvek Fulvinové kyseliny Huminové kyseliny
C (%) 46,0 57,0

0O (%) 48,6 37,1

H (%) 40 ia

N (%) 1,2 2,0

0:C 1,056 0,651

H:C 0,087 0,077

N:C 0,026 0,035

Z ekotoxikologického hlediska jsou huminové latky sice nezavadné, ovliviiuji
vSak do zna¢né miry organoleptické vlastnosti vody. Ve vysSich koncentracich se
mohou huminové latky projevit i pénénim na turbulentnich mistech toku. Z uvedenych
divodt je koncentrace huminovych latek v nékterych druzich vod limitovana (Pitter,

2009)
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2.4. Testy toxicity na vodnich organizmech

Testy toxicity na organizmech vodniho prostiedi slouzi zejména k hodnoceni
potencialniho nebezpe¢i pro vodni ekosystém jako celek (Svobodova a kol., 1986;
Svobodova a kol., 2000). Testy toxicity se také pouzivaji k hodnoceni toxického t¢inku
nove vyvinutych a do praxe zavadénych chemickych latek a piipravki véetné pesticidi
i pii klasifikaci odpadt urcenych ke skladovani. Testovaci organizmy se proto voli tak,
aby zastoupily celou trofickou uroven (producenti, konzumenti, destruenti).
K hodnoceni ekologického rizika chemickych latek a ptipravkll véetné pesticidnich
latek jsou vyzadovany vysledky testti akutni toxicity na fasach, dafniich a na rybach.
Testy toxicity jsou velmi vyznamnou pomoci pfi hledani a usvédcovani ptivodct havarii
na povrchovych a podzemnich vodach (Svobodova a kol., 2000). Podrobn¢jsi informace
o testech toxicity na vodnich organizmech uvadim ve své bakalatské praci napt. Buli¢ek

(2012) a zde prezentuji pouze struéné informace, které povazuji za dilezité v souvislosti

s tématem predlozené diplomové prace.

Testy toxicity se provadéji na urovni bunék a tkani, na trovni organizmi
(jedincli) a na Grovni biocendz (Svobodova a kol., 1992). Toxické ptisobeni latek na
zivé systémy se zkoumaji bud’ ve zkumavce ,,in vitro* nebo na zivych zvitatech ,,in
vivo“. Vétsina toxikologickych dat pochazi z testovani na zivych zvitatech, protoze
zvite je nejdokonalejsim modelem pro toxikologické experimenty (Horak a kol., 2004).
Testy toxicity se déli podle délky expozice na akutni a chronické testy toxicity.
Prechodnou kategorii mezi testy akutni a chronické toxicity jsou testy subchronické
toxicity (Svobodova a kol., 2000). Provedeni testu zavisi na typu latky, predbéznych

informacich o toxicité a pozadavcich na ptesnost (Horak a kol., 2004).

Akutni testy toxicity slouzi kureni toxicity testované latky pii kratkodobé
expozici (96 hodin) organizmu dané latce. V pritbéhu testu se kontroluje a zaznamenava
stav a chovani testovanych organizmu a odstranuji se uhynuli jedinci. Vysledkem testu
akutni toxicity jsou hodnoty LC50, EC50 a IC50, koncentrace, které vyvolaji mortalitu,
imobilizaci nebo inhibici rdstu testovacich organizmi za urcitou dobu pulsobeni

(obvykle 24 az 96 hodin) u 50 % testovanych organizmi (Svobodova a kol., 2000).
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Posloupnost testii toxicity

Pti zjistovani hodnot LC50, EC50 a IC50 se vychazi z koncentraci, ve kterych
doslo k vice nez nulové a méné nez stoprocentni mortalité, imobilizaci ¢i inhibici ristu.
Proto je pifi provadéni testi velmi dulezité zvolit spravny rozsah koncentraci
(Svobodova a kol., 2000). Nejprve se provadi tzv. limitni test. Pfi tomto testu se
zjistuje odpovéd’ testovanych organizmil na koncentraci 100 mg.l”" testované latky.
Pokud v limitnim testu neuhyne Zadny testovany organizmus, dal§i testy se jiz
neprovadi. V piipad¢ uhynu se nasledné provadi predbézny test. Tento test se provadi
s malym poctem testovacich organizmid (3-5 ks ryb nebo 10 ks dafnii v kazdé
koncentraci a kontrole) na Siroké Skale koncentraci testované latky. Piredbézny test
slouzi k urceni rozsahu koncentraci testované latky pro zakladni test. Test se provadi s
vétsim poctem testovacich organizmi (min. 7-10 ks ryb vkazdé koncentraci a
kontrole). Z vysledku zakladniho testu se vypocitava hodnota 1C50, EC50, LC50
(Svobodova a kol., 2000).

Dulezitou soucasti kazdého testu toxicity je kontrola, kterd se provadi se
stejnymi organizmy ve stejnych podminkach. Kontrolni organizmy se nasazuji do fedici
vody bez piitomnosti testované latky. Redici voda nesmi ovliviiovat toxicitu testované
latky a musi vyhovovat fyziologickym potiebam testovacich organizmii (Svobodova a
kol., 2000). Toxikologickd laboratof je povinna provadét v urcitych casovych
intervalech tzv. vnitini kontrolu. Vnitini kontrola se provadi pomoci zakladniho testu,
v némz je testovanou latkou tzv. standard. Jako standard se u nas i v zahranici pouziva
dichroman draselny (K,Cr,O7 p.a.). V nasi republice se dale pouziva jako standard p-
nitrofenol (p.a.) a heptahydrat siranu zine¢natého (ZnSO4 . 7H,O p.a.). Provedeni testu
se standardem a porovnani takto ziskanych hodnot LC50, EC50 ¢i IC 50 s obecné
platnymi hodnotami umoznuje laboratofi tzv. vnitini kontrolu spravnosti postupu i

citlivosti pouzitych testovacich organizmti (Svobodova a kol., 2000).
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3. Experimentalni ¢ast
3.1. Material a metodika

3.1.2. Material a pomiicky

Testovaci organizmus:
Jako testovaci organizmus byl pouzit jeseter maly o primérné délce téla 18,3 cm a
primémé hmotnosti 26,7 g.
Ryby byly ziskany z Genetického rybaiského centra VURH JU Vodiany.
Pro kontrolu snasenlivosti ryb vii¢i piipravku Huminfeed byla pouzita ryba Zivorodka

duhova (Poecilia reticulata).

Testovana latka: dusitan sodny NaNO; p.a., ktery byl pouzivan jako zdroj dusitand a
dale byl pouzit ptipravek Huminfeed jako zdroj huminovych latek, jehoz vliv na

citlivost jesetera malého vii¢i dusitanlim byl testovan.

Pristroje a pomucky:
» oximetr a pHmetr (multifunkéni ptistroj MultiLine P4 firmy WTW)
» analytické vahy (Mettler AE 200)
» spektrofotometr (Spectronic 20 Genesys),
» lihovy sklenény teplomér
» centrifuga (High speed brushless centrifuge MPVR 350 R)
» hematokritova odstiedivka (Microcentrifuge MPW 55)
» laboratorni nadobi (kadinky, sklenéné tycinky, stficka, vazenka, pipety)
» injekeni stiikacky vyplachnuté heparinem
» sklenéné nadrze o objemu 150 litrty
>

sitky pro manipulaci s rybami
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Redici voda: jako fedici voda byla pouzita dechlorovana vodovodni voda nasledujicich
parametri

pH 8,3

KNK45 0,5 mmol.I"!
CHSKyp, 2,2 mg.I™!
Y Ca+Mg 14,0 mg.1”!
N-NH," 0,03 mg.I"
N-NO; 5,2 mg.I"!
N-NO, 0,01 mg.I"
CI' 11,0 mg.I™
P-PO,> 0,01 mg.I"

V V V V V V V V V¥V

3.1.3. Pirehled provedenych testii akutni toxicity

1) Byly provedeny testy akutni toxicity na jeseteru malém (koncentrace 30 a 60 mg.l'l)
a zivorodce duhové (koncentrace 60 a 120 mg.l™") s pfipravkem Huminfeed. Cilem
téchto testl bylo prokazat, zda ptipravek Huminfeed nevykazuje akutné letalni ucinky
na testovaci organizmy. Pro vlastni testy akutni toxicity dusitanti na jeseteru malém a
ovéfeni vlivu pfitomnosti huminové latky byl uvedeny piipravek pouzit v koncentraci

30 mg.l™.

2) Byly provedeny testy akutni toxicity na jeseteru malém s dusitanem sodnym, ktery
byl davkovan do fedici vody (1, 5, 10, 20, 30, 50 mg.I'") a dale s dusitanem sodnym,
ktery byl davkovan do fedici vody ve stejnych koncentracich spolu s pfipravkem
Huminfeed v koncentraci 30 mg.I". Koncentrace dusitanu sodného byly zvoleny na
zaklad¢ vysledkt ziskanych pii zpracovani mé bakalarské prace, ktera byla zamétena na
stanoveni akutni toxicity dusitanu sodného pro jesetera malého a jesetera sibifského
(Acipenser baerii) (Buli¢ek, 2012). Cilem testi bylo ové&fit, do jaké miry ovlivni

pritomnost huminovych latek akutni letalni u¢inky dusitanu sodného na jesetera malého.

3) V navaznosti na zjisténi, Ze pfitomnost piipravku Huminfeed neovlivnila akutni
letalni uCinky dusitanu sodného na jesetera malé¢ho, byly provedeny testy akutni
toxicity, pii kterych byl jeseter maly vystaven po dobu 48 hodin dusitanu sodnému
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v koncentraci 10 mg.I" a dale dusitanu sodnému v téZe koncentraci za ptitomnosti
pripravku Huminfeed v koncentraci 30 mg.I"". Uvedené testy byly provedeny ve dvou
paralelkdch a po wukonceni testi byla pfezivajicim rybam odebrana krev na
hematologické a biochemické vysetfeni. Cilem téchto testti bylo posoudit, do jaké miry
ovlivni, pfitomnost pfipravku Huminfeed sledované hematologické a biochemické

parametry testovacich organizmd.

3.1.4. Metodika testi toxicity

1) Zkouska toxicity piipravku Huminfeed na jeseteru malém a zivorodce duhové

Ryby byly vystaveny po dobu 96 hodin ptfipravku Huminfeed v koncentracich
30 a 60 mg.l'1 v pripad¢ jesetera malého a 60 al20 mg.l'1 v pripadé zivorodky duhové.
Soucasné byly nasazeny kontroly, kde byly ryby drzeny v fedici vodé bez testované
latky. Do kazdé koncentrace bylo nasazeno 5 ks nahodné vybranych ryb. Test byl
proveden obnovovaci metodou s vyménou 1azné€ po 48 hodinach. V pribéhu testu byly
sledovany chovani a mortalita ryb a provadéna kontrola zakladnich parametri kvality
vody (hodnoty pH, koncentrace rozpusténého kysliku a teplota). Na zakladé nulové

mortality ryb byla konstatovana nezédvadnost testované latky.

Podminky testu:
> Délka expozice: 96 hodin
> Objem lazné: 5 | v ptipad¢ zivorodky duhové
20 1 v piipadé jesetera malé¢ho
Vyména lazné: po 48 hodinach
Teplota vody: 18 +2 °C
Nasyceni vody kyslikem: O, > 60 %

Osvétleni: 12 hodin denné

YV V V V V

Ostatni podminky: aerace, bez krmeni
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2) Stanoveni akutni letalni koncentrace dusitanu sodného pro jesetera malého

Testy akutni toxicity byly provedeny podle mezinarodné platné normy CSN EN
ISO 7346-2 Jakost vod. Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby
/Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/. Cast 2: Obnovovaci
metoda.

Pro urceni hodnot LC50 byly ryby vystaveny po dobu 96 hodin dusitanu
sodnému v koncentracich 1, 5, 10, 20, 30, 50 mg.l'l. Tytéz koncentrace dusitanu
sodného byly pouzity v testu, kde byl spolecné k testované latce pfidan ptipravek
Huminfeed v koncentraci 30 mg.I". Soudasné byla nasazena kontrola I, kde byly
testovaci organizmy drZeny v fedici vodé bez testované latky a kontrola H, kde byly
testovaci organizmy drzeny vfedici vodé s pridavkem pfipravku Huminfeed
v koncentraci, ktera byla pouZzita v testu. Do kazdé koncentrace bylo nasazeno 8 ks
nahodn¢ vybranych ryb. Test byl proveden obnovovaci metodou s vyménou 14zné po 48
hodinach.

V pribéhu testu byly sledovany chovani a mortalita ryb a provadéna kontrola
zakladnich parametrti kvality vody (hodnoty pH, koncentrace rozpusténé¢ho kysliku a
teplota). Pfed vyménou lazné¢ byla provedena kontrola koncentrace dusitanii ve vode.
Uhynuli jedinci se zaznamenavali a odlovovali z nadrze. Na zaklad¢ zjisténé mortality
ryb v jednotlivych koncentracich byly vypocteny pomoci probitové analyzy programem

EKOTOX 5.1 stiedni letalni koncentrace 24hL.C50, 48hLC50, 72hLC50 a 96hL.C50.

Podminky testu:
> Délka expozice: 96 hodin
Objem lazné: 150 1
Vyména lazné: po 48 hodinach
Teplota vody: 18 £2 °C
Nasyceni vody kyslikem: O, > 60 %

Osvétleni: 12 hodin denné

YV V. V V V V

Ostatni podminky: aerace, bez krmeni
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Obr. 1 Vyména lazné v nadrzi bez ptidaného piipravku Huminfeed po 48 hodinové expozici

(foto V. Bulicek)

3) Posouzeni vlivu zvySené koncentrace dusitani na hematologické a biochemické

parametry jesetera malého za pfitomnosti a bez pfitomnosti piipravku Huminfeed

Ryby byly vystaveny po dobu 48 hodin dusitanu sodnému v koncentraci 10 mg.1"
! ktera byla zvolena na zakladé vysledkii zékladniho testu s dusitanem sodnym za
pritomnosti huminové latky (odpovida zjisténé hodnot¢ 96hLC50). Pripravek

Huminfeed byl davkovéan v koncentraci 30 mg.1™.

Byly hodnoceny nasledujici parametry:
» Hematokrit

Hemoglobin

Methemoglobin

Erytrocyty

Leukocyty

YV V V V
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Koncentrace dusitand v krvi
Glukoéza

Laktat

Kyselina mocova
Mocovina

NH;

YV V V V V V

Ryby byly vystaveny po dobu 48 hodin dusitanu sodnému v koncentraci
10 mg.I"", ktera byla uréena na zakladé zékladniho testu z hodnoty 96hLC50. Stejna
koncentrace dusitanu sodného byla pouzita v testu, kde byl k testované latce ptidan
piipravek Huminfeed v koncentraci 30 mg.I"". Sougasn& byla nasazena kontrola (K), kde
byly testovaci organizmy drzeny v fedici vodé bez testované latky a kontrola, kde byly
testovaci organizmy drzeny vfedici vodé s pridavkem pfipravku Huminfeed
v koncentraci, ktera byla pouzita v testu (Kh). Uvedené testy byly provedeny ve dvou
paralelkdch a po wukonceni testi byla pfezivajicim rybam odebrana krev na

hematologické a biochemické vysetieni.

V pribéhu testu byly sledovany chovani a mortalita ryb a provadéna kontrola
zakladnich parametri kvality vody (hodnoty pH, koncentrace rozpusténého kysliku a
teplota). Po konci testu byla provedena kontrola koncentrace dusitant ve vod¢. Uhynuli
jedinci se zaznamenavali a odlovovali znadrze. Vysledky sledovani zakladnich

parametra kvality vody v prubehu testu jsou uvedeny v priloze.

Do osmi sklenénych nadrzi o velikosti 150 litri bylo pfipraveno 100 litrQ
dechlorované vody. Dvé nadrZe o koncentraci huminové latky 30 mg.I" a koncentraci
dusitanu sodného 10 mg.I"' a dv& nadrze o koncentraci dusitanu sodného 10 mg.1" bez
huminové latky. Soucasné byly nasazeny dvé kontroly o koncentraci huminové latky 30
mg.l" a dv& kontroly bez huminové latky. Do kazdé nadrze bylo nasazeno 15 ks
nahodné vybranych ryb. Béhem testu byla sledovana a zaznamenavana mortalita ryb a
hodnoty pH, kysliku a teploty. Uhynulé¢ ryby byly znadrzi odstrafiovany. Po 48
hodinach byl test ukon¢en. Hematologické a biochemické vySetfeni ryb bylo provedeno
u 5 ks ryb pred zahajenim expozice, dale u 5 ks bezprostfedné po ukonceni 48hodinové

expozice a u 5 ks po 14 denni rekonvalescenci ryb v fedici vodé.
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Obr. 2 Nadrz s jeseterem malym po 48 hodinové expozici dusitaniim v ptitomnosti piipravku

Huminfeed v koncentraci 30 mg.I"" (foto V. Buli¢ek)

Podminky testu
> Délka expozice: 48 hodin
Objem lazné: 150 1
Vyména lazné: po 48 hodinach
Teplota vody: 18 +2 °C
Nasyceni vody kyslikem: O, > 60 %

Osvétleni: 12 hodin denné

YV V V V V V

Ostatni podminky: aerace, bez krmeni
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3.1.5. Metodika souvisejicich analyz a vySetireni

1) Stanoveni koncentrace dusitanti ve vodé

Dusitany byly stanoveny spektrofotometricky po reakci s kyselinou sulfanilovou
a N-(1-naftyl)-ethylendiamindihydrochloridem (NED-hydrochloridem) (Hordkova a
kol., 1986)

Postup: k 50 ml odebran¢ho vzorku bylo pfiddno 2,5 ml roztoku kyseliny
sulfanilové, smés byla promichana, po 10 minutich stani pfi laboratorni teploté byl
pfidan NED-hydrochlorid a smés byla opét promichana. Po dal$ich 20 minutach byla
spektrofotometricky zméfena intenzita vzniklého rizového zabarveni pii vinové délce
520 nm proti slepému stanoveni. Koncentrace dusitanii byly potom odecteny

z kalibra¢ni ptimky.

2) Odbér krve

Odbér krve pro biochemicka i hematologicka sledovani byl proveden ihned po
vyloveni ryb z prostfedi, ve kterém byly chovany (Kolafova a Velisek, 2012). Vlastni
odbér krve provadeél veterindrni 1ékat, kterému jsem pfi odbéru asistoval.

Primérna velikost a hmotnost testovanych ryb byla 18,3 cm a 26,7 g. U takto
velkych ryb bylo mozno odebrat krev pouze ze srdce (kardiopunkci) (Kolafova a
Velisek, 2012). Odbér byl proveden pomoci velmi tenké injek¢éni jehly
promyté heparinem, ktery slouzil ke stabilizaci krve. Po odbéru byly ryby Setrné

usmreeny.
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Obr. 3 Odbér krve jesetera malého (foto V. Bulicek)

3) Stanoveni hematologickych parametrii

Byly stanovovany hodnoty hematokritu, hemoglobinu, methemoglobinu,
erytrocytll a leukocytd. U vSech méfenych hodnot bylo postupovano podle metodiky
Svobodova a kol. (2012). Vzhledem k tomu, Ze vétSinu stanoveni bylo nutno provést ve
velmi kratkém c¢asovém intervalu po odbéru, nemohl jsem provést v§echna méfeni sam.
Pokud neni v metodice uvedeno jinak, stanoveni jsem provadél samostatné nebo jsem

pfi préci asistoval.

a) Stanoveni hematokritu

Krev na stanoveni hematokritu byla nasata do sklenénych kapilar o velikosti 7,5
cm priblizné do dvou tfetin. Jeden konec se utésnil pomoci modelovaci hmoty tak, aby
mezi krvi a tésnici hmotou nezistal vzduch. Takto utésnéné kapilary se vlozily do

hematokritové odstiedivky na 3 minuty pii 14 000 otackach. Po odstfedéni byl na
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hematokritovém métidle odecten podil hematokritu v procentech. Zjisténé hodnoty se
vynasobily koeficientem 0,01, a tak byly prevedeny na jednotky 1.I" a jsou uvedeny

v priloze.

¢ i 8K i ol L ot A
Obr. 4 Odstiedéné (prvni tii kapilary zleva) a neodstiedéné hematokritové kapilary, v nékterych
ptipadech byla krev hemolyticka a po odstiedéni nedoslo k vytvoteni jasné ohrani¢enych zén

(tfeti kapilara zleva) (foto V. Bulicek)
b) Stanoveni mnozstvi hemoglobinu

Ke stanoveni  hemoglobinu  vkrvi byla pouzita  fotometricka
kyanohemoglobinova metoda. Do zkumavek bylo pfipraveno 5 ml transformacniho
roztoku. Do téchto zkumavek bylo ptidano 20 pl odebrané krve. Zkumavky byly ihned
promichany. Po 20 minutach byl vzorky fotometricky méfeny pomoci lem kyvety pti
vinové délce 540 nm proti transformacnimu roztoku. Mnozstvi hemoglobinu bylo
uréeno z kalibratni kiivky. Vysledné hodnoty se udavaji vg.l' a jsou uvedeny
v priloze.

Transformacni roztok byl pfipraven podle van Kampena a Zijlstra:
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» Ferrikyanid draselny K;[Fe(CN)s] — 0,20 g

» Kyanid draselny KCN - 0,05 g

» Dihydrogenfosforec¢nan draselny KH,PO,—0,14 g
» Destilovana voda — ad 1000 ml

¢) Stanoveni methemoglobinu

Stanoveni relativniho obsahu methemoglobinu v krvi bylo provedeno pomoci
metody, kterd vyuZziva absorpéniho maxima methemoglobinu pfi vinové délce 630 nm.
Do 5 ml destilované vody ve zkumavce bylo odméteno 0,2 ml krve. Tato krev se
odstiedila po dobu 3 minut pii 14 000 otackach. Vznikly vodny hemolyzat se stahl

pipetou do zasobni zkumavky. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v pfiloze.

Tab. 4 Schéma postupu:

Zkumavka A B
Vodny hemolyzat 1,5 ml 1,5 ml
Fosfatovy pufr 1,5 ml 1,5 ml

Roztok ferrikyanidu draselného 1 kapka -
Destilovana voda - 1 kapka

Zmgfit absorbanci proti destilované vod¢ pii 630 nm

Naméiena absorbance M, N,

Roztok kyanidu draselného 1 kapka 1 kapka

Po uplynuti 5 minut zméfit absorbanci proti destilované vodé pii 630 nm

Naméfena absorbance M, N,

Procentualni zastoupeni methemoglobinu v krvi se vypocitd pomoci vzorce:

(N1 — N2).100
M1 — M2
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Pracovni roztoky:

Fosfatovy pufr:
» Kysely fosfore¢nan draselny (KH,PO,) — 5,572 g
» Fosfore¢nan sodny (Na,HPO,) — 3,560 g
» Destilovana voda — 500 ml

Roztok ferrikyanidu draselného:
» Ferrikyanid draselny (Ks;Fe(CN)s) —5 g
» Destilovana voda — 100 ml

Roztok kyanidu draselného:
» Kyanid draselny (KCN) -1 g
» Destilovana voda — 20 ml

d) stanoveni poctu erytrocytl

Stanoveni poctu erytrocytd bylo provedeno v heparinizované krvi fedéné
Hayemovym roztokem v poméru 1 : 200. Toto stanoveni provadéla pani 1. Prokopova

(technicka).

Hayemiv roztok ma nasledujici slozeni:
» Chlorid rtutnaty HgCl, — sublimat — 2,5¢g
» Siran sodny Na,SO;,—25 g
» Chlorid sodny — NaCl-5 g
» Destilovana voda — ad 1000 ml.

Pted pouzitim se pfipraveny Hayemuv roztok filtroval ptes filtracni papir.
K fedéni krve byla pouZita tzv. bani¢kova metoda podle Biirkera. Redéni se provedlo ve
specialnich sklenénych banickach o objemu 25 ml, do kterych se nejprve napipetovalo
presné 4 975 pl Hayemova roztoku a potom 25 pl odebrané heparinizované krve.
Spi¢ka mikropipety se op&tovnym nasanim roztoku nékolikrat proplachla, aby doglo
k dokonalému vymyti krve. Poté se banicka uzaviela gumovou zatkou a jeji obsah se
promichal krouzivym pohybem po dobu jedné minuty. Kapatkem se naplnila pocitaci
Biirkerova komtirka (hemocytometr) natfedénou krvi. Erytrocyty se pocitaly ve dvaceti
obdélnicich stejnomérné rozmisténych po celé mrizce pocitaci komurky. Pocitalo se pod

mikroskopem pii zvétSeni 200x. Pfi vlastnim stanoveni se postupovalo tak, ze se
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pocitaly vSechny erytrocyty, které byly uvnité obdélnikt, aniz by se dotykaly nékteré
z jejich stran. Z erytrocytd, které se dotykaly stran, se pocitaly jen ty, které se dotykaly
pravé a horni strany, a to uvnitf i vné. Celkové napocitané mnozstvi erytrocytli se

vydélilo &islem 100 a vysledny po&et byl mnozstvi erytrocyti v T.I" (T-tera = 10'?).

e) Stanoveni poctu leukocytl

Stanoveni poctu leukocytd se provedlo v heparizované krvi, fedéné roztokem
Natt — Herrick v poméru 1:200. Toto stanoveni provadéla pani M. Pecena (veterinarni

technicka).

Ptiprava a slozeni roztoku Natt — Herrick:

» Chlorid sodny (NaCl)—3,88 g
Siran sodny (Na;SO4) — 2,5 g
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO,) — 1,74 g
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,PO4) — 0,25 g
Formaldehyd 37% - 7,5 ml
Methylova violet 2B - 0,1 g

YV V V V V

Roztok byl doplnén destilovanou vodou do objemu jednoho litru, nechal se ustat
24 hodin a prefiltroval se ptes filtracni papir. K fedéni krve byla pouZita tzv. banickova
metoda podle Biirkera. Redéni se provedlo ve specialnich sklenénych bani¢kach o
objemu 25 ml, do kterych se nejprve napipetovalo piesn¢ 4 975 ul Hayemova roztoku a
potom 25 ul odebrané heparinizované krve. Spi¢ka mikropipety se opétovnym nasanim
roztoku nekolikrat proplachla, aby doslo k dokonalému vymyti krve. Nadobka se
uzaviela gumovou zatkou a jeji obsah se promichal krouzivym pohybem po dobu 2 — 3
minut. Poté se opatrnym nasdvanim a vypousténim Pasteurovou pipetou roztok znovu
promichal a Biirkerova komtrka (hemocytometr) se naplnila nafedénou krvi. Leukocyty
se pocitaly ve 100 velkych ¢tvercich pod mikroskopem pii zvétSeni 200x. Pti pocitani
se postupovalo tak, Ze se pocitaly vSechny leukocyty, které byly uvnitt velkych étverci.
Z leukocytu, které¢ se dotykaly stran, se pocitaly jen ty, které se dotykaly pravé a horni

strany uvniti nebo vné. Celkové napocitané mnozstvi leukocyti ve 100 velkych
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&tvercich se vydélilo dvéma a vysledkem byl pocet leukocytd, udavany v G.I"' (G — giga
=10%).

4) Stanoveni biochemickych parametra

Byly stanovovany hodnoty glukézy, laktatu, amoniaku, mocoviny a kyseliny
mocoveé v krvi ryb. U vSech téchto méfenych hodnot bylo postupovano podle metodiky
Kolarova a Velisek, 2012. Dale bylo provedeno stanoveni dusitanti v krvi ryb, podle

metodiky Shechter a kol., 1972.
a) Méfeni na biochemickém analyzatoru

Meéfteni biochemickych parametrt krve (glukdzy, laktatu, amoniaku, mocoviny a
kyseliny mocoveé) probihalo pomoci prfistroje  VETTEST 8008. Pro analyzu
biochemickych parametrti byla pouzita krevni plazma (10 pl). Dle pozadavki na
analyzu jsou do pfistroje vlozeny pfislusné testovaci disky. Pipeta automaticky rozdéli
10 ul vzorku na kazdy disk a za¢ne ¢teni. Samotna analyza trva cca 5 — 6 minut. Vlastni

meéteni provadel J. Velisek.
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Obr. 5 Ptistroj VETTEST 8008 (foto V. Bulicek)

b) Mikrometoda pro stanoveni dusitanti v krvi ryb

Pracovni postup:

Deproteinizace — 0,1 ml krve se pievedlo do 1,5 ml zkumavky obsahujici 0,6 ml roztoku
siranu zine¢natého. Dale bylo pfidano 0,4 ml dvakrat predestilované vody a dikladné
promichéano. Déle bylo pfidano 0,1 ml 4 % (w/v) vodného roztoku hydroxidu sodného a
znovu promichano. Poté byly vzorky umistény na led, kde se nasledujici hodinu
chladily. Vzniklé srazené bilkoviny byly nasledné odstranény pomoci centrifugy (2 min
pii 15000 ot/min).

Barevna reakce — 0,6 ml vzniklého roztoku z deproteinizace bylo pifevedeno do
zkumavky (100/10) a bylo pfidano 0,4 ml dvakrat predestilované vody, zkumavky byly
fadné promichany a nasledné bylo ptidano 0,1 ml roztoku kyseliny sulfanilové. Vzorky

byly umistény na led, kde se nasledujicich 15 minut chladily (prob¢hla diazotace).

31



Nasledn¢ bylo ptidano 0,1 ml roztoku ,,Cleve’s acid®. Po 60ti minutach pti pokojové
teploté (prob¢hla kopulaéni reakce) byla méfena absorbance pti 520 nm. Ve vzorcich

s ptitomnosti dusitanti vznikl komplex ¢erveno — fialového zbarveni.
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Obr. 6 Vzorky testované krve (foto V. Bulicek)

Ptiprava kalibracni kiivky — nékolik alikvotnich podilii roztoku standardu (az do 1 ml)
bylo pfevedeno do mikrozkumavek obsahujicich 0,6 ml roztoku siranu zinecnatého.
Dale bylo postupovano stejnym zplsobem jako pfi analyze vzorkd (viz vyse).

Slepé stanoveni = dvakrat predestilovana voda

32



1.z
Rovnice kalibracni primby
v - 1,067 +0,0056
R* =(0,0000

=
[=2] [=1]

abszorbance (&) o,

04

0.2

0 0.2 0.4 C.8 1
koncentrace N-NO; [mg.I]

0,6

Graf. 1 Kalibra¢ni graf a rovnice kalibrac¢ni piimky pro stanoveni dusitani

Pracovni roztoky:

>

Roztok kyseliny sulfanilové — 0,5 g kyseliny sulfanilové bylo rozpusténo v 150
ml 20 % (w/v) roztoku ledové kyseliny octové.

Roztok ,,Cleve’s acid“ — 0,2 g l-naftylamin-7sulfonové kyseliny bylo ohtato
v 120 ml vody. Nasledn¢ byl roztok ptefiltrovan, ochlazen a bylo ptidano 30 ml
ledové kyseliny octové.

Zasobni roztok dusitanu sodného — 0,4928 g bylo rozpusténo ve vodé a
doplnéno v odmérné baiice na 1 litr vodou (1 ml = 100 pg dusitanového dusiku).
Roztok byl konzervovan pomoci 1 ml ptecisténého chloroformu.

Roztok standardu — 10 ml zasobniho roztoku dusitanu sodného byl doplnén
v odmérné bance na 1 litr vodou (I ml = 1pg dusitanového dusiku). Tento
roztok byl pfipraven tésné pied pouzitim.

Roztok siranu zine¢natého — 4,31 g heptahydratu siranu zinec¢natého bylo

rozpusténo ve vodé a dopInéno vodou na 100 ml.
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Obr. 7 Pracovni roztoky (foto V. Bulicek)

3.2. Vysledky

3.2.1. Platnost testu

Pied vyhodnocenim testli bylo zkontrolovano dodrzeni kritérii danych normou
CSN EN ISO 7346-2:
> V pribéhu testl nedoslo v zddném ptipadé k thynu kontrolnich
organizmu
> Nasyceni vody kyslikem nepokleslo pod 60 %
> Koncentrace testované latky pfed vymeénou lazné se neliSila od

nominalni koncentrace o vice nez 10 %.

Pozadovana kritéria validace byla splnéna a dosazené vysledky jsou tudiz platné.
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3.2.2. Vysledky zkousky toxicity pripravku Huminfeed na jeseteru

malém a Zivorodce duhové

V pritbéhu 96ti hodinové expozice ptipravku Huminfeed, nedoslo k zadnému
uhynu testovacich ryb v zadné koncentraci ani v kontrole u obou druhd ryb (tab. 5 a 6).
Ryby nevykazovaly zadné znamky posSkozeni, a tak bylo konstatovano, ze piipravek
Huminfeed nema v testovanych koncentracich (30 a 60 mg.l'1 v pfipad¢ jesetera malého
a 60 a 120 mg.I" v piipadé Zivorodky duhové) akutné toxické u¢inky na tyto druhy ryb.
Pro dalsi testy na jeseteru malém byla zvolena koncentrace piipravku Huminfeed pro
zékladni test 30 mg.I", nebot’ vy3si koncentrace tohoto piipravku davala vod& velmi
intenzivni tmavou barvu, ktera by mohla mit pti dlouhodobé aplikaci na ryby nezadouci

ucinky (napft. nedostatek slune¢niho zéfeni, Spatna orientace, apod.).

Tab. 5 Mortalita pokusnych ryb v prubéhu zkousky toxicity ptipravku Huminfeed na jeseteru

malém (do kazdé koncentrace bylo nasazeno 5 kusi ryb)

Koncentrace Mortalita za Mortalita za Mortalita za Mortalita za
ptipravku 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
Huminfeed ks % ks % ks % ks %

(mg.1 2
0 mg.I
(kontrola) 0 0 0 0 0 0 0 0
I
30 mgl 0 0 0 0 0 0 0 0
|
60 mgl 0 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 6 Mortalita pokusnych ryb v pribéhu zkousky toxicity piipravku Huminfeed na Zivorodce

duhové (do kazdé koncentrace bylo nasazeno 5 kust ryb)

Koncentrace Mortalita za Mortalita za Mortalita za Mortalita za
ptipravku 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
Huminfeed ks % ks % ks % ks %

(mg.1 2
0 mg.I
(kontrola) 0 0 0 0 0 0 0 0
I
60 mgl 0 0 0 0 0 0 0 0
T
120 mgl 0 0 0 0 0 0 0 0
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3.2.3. Vysledky testu akutni toxicity s NaNO; na jeseteru malém

Klinické priznaky otravy: Pokusné ryby vystavené koncentracim 1, 5 a 10
mg.I"' NaNO,™ bez piitomnosti huminové latky nejevily béhem prvnich 24 hodin trvani
testu zadné zmeény chovani ve srovnani s kontrolou. Ryby vystavené vysSim
koncentracim (20, 30 a 50 mg.I"! NaNO,) vykazovaly ptiznaky poskozeni (zrychlené
dychani, malatny pohyb). V nasledujicich dnech vykazovaly ptiznaky poskozeni i ryby
v koncentraci 10 mg.I", zatimco chovéni ryb v niz$ich koncentracich ziistavalo beze
zmeén.

Vtestu s pridanou huminovou latkou jevily piiznaky poskozeni ryby
v koncentracich 10 — 50 mg.I"" NaNO," jiz v priib&hu prvnich 24 hodin, ryby v nizsich
koncentracich nejevily zadné znamky poskozeni. V prubehu dalsich dnti zistala situace
stejna.

Mortalita pokusnych ryb v priabc¢hu obou =zikladnich testi je wuvedena
v tabulkach 7 a 8.

Tab. 7 Mortalita pokusnych ryb v pribéhu zakladniho testu na jeseteru malém bez

pridané huminové latky (do kazdé koncentrace bylo nasazeno 8 kusi ryb)

Koncentrace Mortalita} za Mortalita} za Mortalitg za Mortalitg za
mg I NaNO, 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
) ks % ks % ks % ks %
0 mg.l"
(kontrola) 0 0 0 0 0 0 0 0
1 mg.l' 0 0 0 0 0 0 0 0
5mg.l" 0 0 0 0 0 0 0 0
lOmg.l'l 0 0 1 13 3 38 3 38
20 mg.l" 5 63 6 75 6 75 6 75
30 mg.1” 5 63 6 75 6 75 8 100
50 mg.1” 7 88 7 88 8 100 8 100
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Tab. 8 Mortalita pokusnych ryb v pribéhu zakladniho testu na jeseteru malém s

pridanou huminovou latkou (do kazdé koncentrace bylo nasazeno 8 kust ryb)

Koncentrace | Mortalita za Mortalita za Mortalita za Mortalita za
Koncentrace pripravku 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
NaNO; | Huminfeed 1}y o fogg | o | ks | % | ks | %
: (mg.1 )1
0 mg.I’ 30 mg.I’

(kontrola) 0 0 0 0 0 0 0 0
1 mg.l’ 30 mg.l” 0 0 0 0 0 0 0 0
5mg.l” 30 mg.l" 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mg.1” 30 mg.l” 1 13 1 13 1 13 4 50

20 mg.l” 30 mg.l" 2 25 5 63 6 75 8 100
30 mg.l” 30 mg.l” 4 50 7 88 8 100 8 100
50 mg.1” 30 mg.l" 5 63 7 88 7 88 8 100

Na zékladé¢ mortality pokusnych ryb byly probitovou analyzou vypocteny

hodnoty LC50, které jsou uvedeny v tabulce 9 a 10, vCetné hodnot, které odpovidaji
prepoctu na dusitany (NO;") a dusitanovy dusik (N-NO,)

Tab. 9 Piehled hodnot LC50 NaNO, a jejich ptepocet na NO, a N-NO, pro jesetera

malého bez pfidané huminové latky

Délka expozice NaNO, NO, N-NO,
24hLC50 26,3 mg.1” 17,5 mg1” 53 mg.l”
48hLC50 20,5 mg.I" 13,7 mg.I" 4,2 mg.l”
72hLC50 15,7 mg.1" 10,5 mg.1” 32 mgl”
96hLC50 12,8 mg.I" 8,5 mg.l" 2,6 mg.l”

Tab. 10 Ptehled hodnot LC50 NaNO, a jejich piepocet na NO, a N-NO,™ pro jesetera

malého s pfidanou huminovou latkou

Délka expozice NaNO, NO, N-NO,
24hLC50 32,7 mg.I" 21,8 mg.l' 6,6 mg.l"
48hLC50 20 mg.I" 13,3 mg.I” 4,1 mg.l”
72hLC50 16,1 mg.I" 10,7 mg.l" 3.3 mgl’
96hLC50 10 mg.I" 6,7 mg.I" 2,0 mg.l”

K vypoctu uvedenych hodnot byl pouzit program EKOTOX 5.1. Prislusné grafy

jsou uvedeny v priloze (obr. I az VIII).

Zjisténé hodnoty 24hLC50 — 96hLC50 ukazuji, ze pfitomnost huminové latky
HS 1500 nijak vyrazné neovliviiuje toleranci jesetera malého viici dusitanim. Hodnota

24hLC50 je sice v piipadé testu s huminovou latkou o cca 20 % vyssi, coz by svédcilo o
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vys§i toleranci ryb k testované latce, avSak tento rozdil v podstaté nevybocuje
z variability, kterd je u vysledki biologickych testi bézna. Navic, stiedni letalni
koncentrace pti delsi dobé expozice (48, 72 a 96 hodin) jsou téméf shodné, coz

potvrzuje predpoklad, ze piidand huminova latka neovlivnila letdlni u¢inky dusitant.

3.2.4. Vysledky hodnoceni vlivu zvySené koncentrace dusitanii na
hematologické a  biochemické parametry jesetera malého

za pritomnosti a bez pritomnosti pripravku Huminfeed

V tomto testu byly ryby vystaveny po dobu 48 hodin dusitanu sodnému
v koncentraci, ktera odpovidala hodnoté 96hLC50 (10 mg.l'1 NaNQ,). V tabulce XY je
uvedena mortalita ryb, ktera byla v pribéhu expozice a nasledné rekonvalescence ryb
pozorovana. V pribchu expozice doslo k thynu ¢asti pokusnych ryb.

Odbér krve ztak malych ryb byl pomérné problematicky a fada vzorkd byla
hemolyticka. Takové vzorky krve nebylo mozno pouzit k dalsimu vySetfeni. Problémy
nastaly zejména pii pocitani Cervenych a bilych krvinek a pfi stanoveni
methemoglobinu. Tyto parametry proto nebyly statisticky vyhodnoceny, vysledky
stanoveni jsou uvedeny pouze v ptiloze. Pro statistické vyhodnoceni ostatnich
sledovanych parametrti byly hodnoty ziskané ze dvou paralelnich skupin spojeny do
jednoho souboru a poté porovnavany. Oznaceni takto vzniklych skupin bylo nasledujici:

» P — skupina ryb pied expozici

» K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu

» Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu

> 1 -ryby pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.I™

> 1h - ryby pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.I" za

pritomnosti pripravku Huminfeed v koncentraci 30 mg.1”

A\

Kr - ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vodé

A\

Khr - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci
v fedici vodé

» 1r —ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vodé

» 1hr — ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vodé, jejichz expozice

dusitantim probihala za pfitomnosti pfipravku Huminfeed

38



Zjisténé vysledky byly porovnany analyzou variance ANOVA nebo
neparametrickym testem pokud ptedpoklady pro pouziti ANOVY nebyly splnény.
Predpoklady pro pouziti ANOVY byly otestovany pomoci testu Cochran — Hartley —
Bartlet (test homogenity varianci). Pokud byly pfedpoklady splnény, byl nasledné
pouzit Tukeytiv HSD test pro mnohonasobné porovnani. Jako neparametricky test byl
pouzit Kruskal — Wallistv test. Testy byly provedeny pfi hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Vysledné primémé koncentrace biochemickych a hematologickych
parametri krve jesetera malého jsou uvedeny v tabulce 12 a znazornény graficky
v grafech 2 —8.

Pocet vzorki, které byly v jednotlivych skupindch pouzity pii hodnoceni

jednotlivych parametrd, jsou uvedeny v pfiloze.

Tab. 11 Mortalita pokusnych ryb v pribéhu testu na jeseteru malém s ptidanou

huminovou latkou (do kazdé¢ koncentrace bylo nasazeno 15 kust ryb)

Mortalita béhem expozice dusitanim
Skupina
do 24 hodin do 48 hodin
K, 0 0
K, 0 0
Kh, 0 0
Kh, 0 0
1, 0 2
1, 0 3
Ihy 0 2
1h, 2 0

Oznaceni skupin: K - ryby kontrolni Kh - ryby kontrolni za pfitomnosti ptipravku
Huminfeed v koncentraci 30 mg.1" 1 - ryby pokusné exponované NaNO, v koncentraci
10 mg.l'l; 1h - ryby pokusné exponované NaNO, v koncentraci 10 mg.l'1 za pritomnosti
pripravku Huminfeed v koncentraci 30 mg.1"'; (indexy 1 a 2 oznacuji jednotlivé

paralelky)
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Tab. 12 Primérné koncentrace hematologickych a biochemickych parametrii krve jesetera malého u jednotlivych skupin

Kyselina
Hemoglobin Hematokrit Dusitany (mg.1" Glukoza Laktoza Mocovina Amoniak
Skupina 1 1 | N 4 mocova r 1
(g1 (L17) NaNOy) (mmol.I"") (mmol.I™") 4 (mmol.I™") (umol.1™)
(umol.I™)
P 61,88+5,01 | 0,225+0,024 [ 0,028 £ 0,025 | 2,590+ 0,497 | 0,540 + 0,128 | 6,025 + 0,096 | 0,125 +£ 0,096 | 796,000+111,520
K 55,03+ 11,37 | 0,265+ 0,033 | 0,015+0,012 | 2,184+ 0,276 ] 0,523 £ 0,036 | 6,113 £ 0,125 | 0,113 0,083 | 319,625+215,094
Kh 52,28+ 7,67 | 0,241 +0,034 | 0,011 +0,008 |2,102+0,210 | 0,608 +0,133 | 6,089 +0,117 | 0,122 + 0,120 | 380,556+170,746
1 52,07+5,34 | 0,223 +£0,030 | 7,055+3,440 | 1,932+0,276 | 1,816 £ 0,282 | 6,060 + 0,107 | 0,100 + 0,094 | 240,100 +102,388
1h 53,00+ 5,09 | 0,243 +0,036 | 7,328 £2,119 | 1,898 +£0,220 | 2,185 £ 0,320 | 6,063 + 0,141 | 0,163 + 0,092 | 375,750+136,095
Kr 52,50+9,95 |0,216 0,039 | 0,015+0,015 | 1,723 +£0,422 | 1,491 £ 0,548 | 6,000 + 0,115 ] 0,071 + 0,076 | 392,000+£187,785
Khr 57,29+11,32 10,241+ 0,112 | 0,016 0,019 | 1,917 +0,097 | 1,575+ 0,303 | 5,975 + 0,096 | 0,175 £ 0,150 | 367,500+48,727
Ir 53,68 +7,91 | 0,205+0,024 | 0,052 +0,030 |2,647+1,667| 1,619 +0,824 | 6,088 +£0,309 | 0,213 + 0,285 | 450,250+211,213
lhr 55,01 £12,38 | 0,217+ 0,041 | 0,020 +0,028 | 1,720+ 0,300 | 1,476 £ 0,351 | 6,063 + 0,151 | 0,113 £0,064 | 420,125+72,582
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Hemoglobin

Primémé koncentrace hemoglobinu v krvi vcetné statistickych rozdila

(ANOVA, HSD nestejné N test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 2.

Hemoglahin
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' m1h
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0,00 —— | |
Skupina thr

Graf. 2 Primérné koncentrace hemoglobinu v krvi jesetera malého
Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodindch trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.I"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.l" za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.I"; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vods; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vod¢, jejichz expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Primérmé koncentrace hemoglobinu v krvi ryb jednotlivych skupin byly
srovnatelné a zjisténé rozdily nebyly statisticky vyznamné. A proto lze konstatovat, ze
pritomnost dusitand ani huminové latky HS 1500 nemé¢la na koncentraci hemoglobinu

zadny vliv.
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Hematokrit

Primémé koncentrace hematokritu v krvi vcetné statistickych rozdilt

(Neparametricky Kruskal — Wallistiv test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 3.
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Graf. 3 Primérna koncentrace hematokritu v krvi jesetera malého

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.1"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, vkoncentraci 10 mgl' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.1"'; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod&; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vodé, jejichZ expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Primémé vysSe hematokritu u ryb jednotlivych skupin byly srovnatelné a
zjistény statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou K a Ir se tykd skupin na sobé
navzdjem nezavislych, a proto nemaji o vlivu huminové latky HS 1500 zadnou
vypovidajici hodnotu. Proto lze na zakladé dosazenych vysledkd konstatovat, Ze

huminova latka HS 1500 neovlivnila vysi hematokritu.
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Koncentrace dusitanii v krevni plazmé

Primémé koncentrace dusitani v krvi vcetné statistickych rozdilt

(Neparametricky Kruskal — Wallistv test, p < 0,05) jsou uvedeny v tabulce 13.

Tab. 13 Primérné koncentrace dusitand v krevni plazmé¢ jesetera malého

Skupina Koncentrace NaNO Statistickd vyznamnost
(mg.1™)
P 0,028 ab
K 0,015 a
Kh 0,011 a
1 7,055 b
1h 7,328 b
Kr 0,015 a
Khr 0,016 a
Ir 0,052 ab
1hr 0,033 ab

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.I"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.l" za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.I"'; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod&; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vodé; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vodé, jejichZ expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Primémé koncentrace dusitanii v krevni plazmé pokusnych ryb se vyrazné
zvysila, a to bez ohledu na pfitomnost huminové latky (zjistény rozdil byl maly a nebyl
statisticky vyznamny). V prubéhu nasledujicich 14 dnd rekonvalescence klesla
koncentrace dusitanti v krevni plazmé u obou pokusnych skupin na pivodni uroven a
zjistény rozdil op€t nebyl statisticky vyznamny. Z téchto vysledkli vyplyva, ze

pritomnost huminové latky HS 1500 neovlivnila ptijem dusitant do téla ryb.
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Glukoza

Primémé  koncentrace glukoézy vkrvi vcetné statistickych  rozdill

(Neparametrickay Kruskal — Wallistv test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 4.
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Graf. 4 Primérna koncentrace glukdzy v krevni plazmé jesetera malého

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.1"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, vkoncentraci 10 mgl' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.1"'; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod&; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vodé, jejichZ expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Primémé koncentrace glukozy v krevni plazmé ryb jednotlivych skupin byly
srovnatelné a zjistény statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou P a 1hr se tyka skupin
na sob& navzajem nezavislych, a proto lze konstatovat, Ze koncentrace glukozy nebyla

ovlivnéna dusitany, ani pfitomnosti huminové latky Huminfeed.
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Laktat

Primémé  koncentrace laktatu v krvi vcetné  statistickych  rozdila

(Neparametricky Kruskal — Wallistv test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 5.

Laktat
3,000 P
2,500 WK
WEh
2,000
[
Koncentrace
v mmal. -1 1.500 milh
HEr
1,000
mEhr
0,500 dr
1hr
0,000
Skupina

Graf. 5 Primérna koncentrace laktatu v krevni plazmé jesetera malého

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.1"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, vkoncentraci 10 mgl' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.1"'; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod&; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vodé, jejichZ expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

v

urovni se udrzovaly béhem nasledujicich 48 hodin v obou kontrolach. Ke statisticky
vyznamnému zvySeni koncentrace laktitu dosSlo v pribéhu 48 hodinové expozice
dusitantim u obou skupin pokusnych ryb a zjistény rozdil mezi skupinou 1 a 1h nebyl
statisticky vyznamny. To svéd¢i o tom, Ze pfitomnost huminové latky Huminfeed
neme¢la na toleranci ryb va¢i dusitanim vliv. V pribéhu nasledné 14 denni

rekonvalescence doslo k poklesu koncentrace laktatu u obou pokusnych skupin ryb na
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uroven srovnatelnou s kontrolnimi rybami. Tyto hodnoty vsak byly vyssi ve srovnani
s hodnotami zjisténymi u ryb pted zahdjenim expozice a po 48 hodinach trvani testu u

kontrolnich ryb.

Kyselina mocova

Primémé koncentrace kyseliny mocové v krvi vcetné statistickych rozdila

(Neparametricky Kruskal — Wallistv test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 6.
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Graf. 6 Primérna koncentrace kyseliny mocové v krevni plazmé jesetera malého

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodindch trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.1"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, vkoncentraci 10 mgl' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.I"; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vods; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vod¢, jejichz expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Primérné koncentrace kyseliny mocové v krevni plazmé ryb jednotlivych skupin

byly srovnatelné a zjisténé rozdily nebyly statisticky vyznamné. Na zakladé téchto
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vysledkd lze konstatovat, Ze zvySena koncentrace dusitani, ani pfitomnost huminové

latky HS 1500 neovlivnily koncentraci kyseliny mocové v krevni plazme ryb.

Mocovina

Primérné koncentrace mocoviny v krevni plazmé vcetné statistickych rozdila

(Neparametricky Kruskal — Wallistv test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 7.

Maolaovina
0,600
a P
0,500 = mE
WEh
0400
a ml
Koncentrace v _
mimal.l-1 0,300 Wlh
WEr
0,200
mEhr
0,100 A 1r
Lhr
0,000
Skupina

Graf. 7 Primérna koncentrace moc¢oviny v krevni plazmé jesetera malého

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.1"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, vkoncentraci 10 mgl' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.I"; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vods; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vod¢, jejichz expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Primérné koncentrace mocoviny v krevni plazmé ryb jednotlivych skupin byly
srovnatelné a zjisténé rozdily nebyly statisticky vyznamné. Na zakladé téchto vysledkii
lze konstatovat, ze zvySend koncentrace dusitand, ani pfitomnost huminové latky HS

1500 neovlivnily koncentraci mocoviny v krevni plazmé ryb.
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Amoniak

Primérné koncentrace amoniaku v krevni plazmé vcetné statistickych rozdila

(Neparametricky Kruskal — Wallistv test, p < 0,05) jsou uvedeny v grafu 8.
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Graf. 8 Primérna koncentrace amoniaku v krevni plazmé jesetera malého

Oznaceni skupin: P - ryby pfed expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.I"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, vkoncentraci 10 mgl' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.I"; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vods; Khr —
ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1r —
ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vode; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vod¢, jejichz expozice dusitanim probihala za pfitomnosti pfipravku

Huminfeed

Z vysledkl je patrné, ze ryby mély zvySenou koncentraci amoniaku v krevni
plazmé ptfed expozici, coz mohl byt dasledek nedostatecného straveni potravy.
V pritb¢hu 48 hodin trvani testu se koncentrace amoniaku v krevni plazmeé vSech skupin
ryb vyrazné sniZila a s vyjimkou ryb skupiny 1 nebyly mezi jednotlivymi skupinami ryb
zjistény statisticky vyznamné rozdily. V krvi ryb skupiny 1 doslo k nejvyraznéjsimu
poklesu koncentrace amoniaku (a tento rozdil byl statisticky vyznamny). Po
rekonvalescenci byly koncentrace amoniaku u vSech skupin ryb srovnatelné a rozdily
nebyly statisticky vyznamné.
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4. Diskuze

Na zakladé¢ test akutni toxicity provedenych na jeseteru malém byly vypocteny
hodnoty stfednich letalnich koncentraci dusitanu sodného pfi expozici ryb 24, 48, 72 a
96 hodin. Vysledné hodnoty zjisténé v testu bez ptritomnosti huminové latky HS 1500
obsazen¢ v ptipravku Huminfeed i v testu s pfidavkem této latky byly velmi dobie
srovnatelné. Hodnota 96hLC50 zjisténa v testu s ptidavkem ptipravku Huminfeed Cinila
10 mg.I"! NaNO,, coz odpovida koncentraci dusitanti 6,7 mg.I". V testu bez p¥itomnosti
tohoto pfipravku to byly hodnoty 12,8 mg.l'1 NaNO; a 8,5 mg.l'1 NO,". Predpoklad
mozného pozitivniho vlivu huminové latky HS 1500 na toleranci jesetera malého vici
dusitanim se tudiz nepotvrdil. Vlivem pfitomnosti huminovych latek ve vodé na
toleranci ryb vici dusitanim se zabyvali napt. Meinelt a kol. (2010) a Vanééek (2013).
Oba autofii popisuji ve svych pracich pfiznivy vliv huminovych latek na toleranci vici
dusitanim v pfipadé¢ dania pruhovaného (Danio rerio). Meinelt a kol. (2010)
konstatoval pozitivni vliv huminové latky ve své pokusu na embryich dania
pruhovaného, kde se mu podafilo pfidanim huminové latky HS 1500 zvysit procento
preziti embryi (autor vSak neuvadi konkrétni udaje). Rovnéz Vanécek (2013) se zabyval
vlivem huminové latky HS 1500, ktera byla soucasti ptipravku Dupla Cur. Tento autor
uvadi, ze vlivem piidavku ptipravku Dupla Cur doslo ke zvyseni hodnoty 96hLC50
dusitanu sodného pro danio pruhované o 73 %. Ale, jak uvadi Vanécek (2013) dale,
pozitivni vliv se neprokazal v testu na zivorodce duhové. Z toho vyplyva, Ze vliv
uvedené¢ho pfipravku na toleranci ryb va¢i dusitanim uzce souvisi s druhem
testovanych ryb. Vzhledem k tomuto faktu je ziejmé, ze vliv huminovych latek na
toleranci ryb vuci dusitaniim nelze zobecnovat (jako je tomu napi. u chloridi). Pokud
by mély byt huminové latky vyuzity jako prevence otrav ryb dusitany, je tfeba ovéfit
jejich ti¢innost pro kazdy jednotlivy druh.

Zjisténé koncentrace 96hLC50 8,5 mg.I"' NO,™ ( bez ptipravku Huminfeed ) a
6,7 mg.l'1 NO;’ (s ptipravkem Huminfeed) koresponduji s vysledky mé bakalarské prace
(Bulicek, 2012), kde hodnota 96hL.C50 u jesetera malého Cinila 7,73 mg.l'l NO,". Ve
své bakalarské praci (Bulicek, 2012) jsem se také zabyval akutni toxicitou dusitanti pro
jesetera sibifského. Zjisténé hodnota 96hLC50 &inila 26,53 mg.I"! NO,". Tyto vysledky
ukazuji, ze jeseter maly je velmi citlivy druh. Tuto domnénku potvrzuje i prace

Machova a kol. (2009). Tito autofi se zabyvali problematikou rozdilné citlivosti 3
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hybridt jeseterd vii¢i dusitanim a uvadgji hodnoty 96hLC50 v rozmezi od 16-47 mg.1"!
NO;.

To, ze huminové latky obsazené v pripravku Huminfeed, nemély zadny vliv na
toleranci jesetera malého vi¢i dusitantim, potvrdil i soubor hematologickych a
biochemickych vysetieni, ktery byl proveden po 48 hodinové expozici ryb dusitanu
sodnému a nasledné po 14 denni rekonvalescenci. Vysledky provedenych vySetfeni
prokazaly, ze hodnoty hemoglobinu, hematokritu, amoniaku, glukézy, kyseliny mocové
a mocoviny nebyly v prib¢hu 48 hodinové expozice dusitanu sodného ovlivnény jeho
pfitomnosti, ani ptitomnosti pfipravku Huminfeed. Vliv dusitani na vybrané
hematologické a biochemické ukazatele studovali u kapra obecného napt. Kroupova a
kol. (2006). Uvedeni autoii zjistili, ze 48 hodinova expozice tohoto druhu ryby dusitanu
sodnému v koncentraci 1,45 mmol.I"" (tj. 66,7 mg.1" NO,") p¥i koncentraci chloridii 0,31
mmol.I" (. 11 mgl' CI) vyvolala zvyseni koncentrace amoniaku, mo&oviny a
kyseliny mocové v krevni plazmé, naopak hodnoty hematokritu, poctu erytrocyti a
koncentrace hemoglobinu byly vyrazné niz§i nez hodnoty u kontrolnich ryb. Toto
rozdilné zjisténi miiZze souviset s jinym druhem ryb pouzitym k testu a nizsi koncentraci
dusitanti, které byl jeseter maly vystaven.

Expozice ryb dusitanim se projevila narGstem koncentrace laktitu v krevni
plazmé, coz pravdépodobné souvisi s tkanovou hypoxii, ktera byla vyvolana sniZenou
kapacitou krve pro transport kysliku. Negativni vliv dusitanti na schopnost krve
prenaset kyslik je velmi dobfe znama a popisuje ho tada autortt (Bodansky, 1951;
Cameron, 1971 apod.).

Expozice jesetera malého dusitantim v koncentraci 6,7 mg.I"' NO5, tj. 2,0 mg.I”
N-NO;") bez ptitomnosti huminové latky vyvolala u pokusnych ryb narast koncentrace
dusitanii v krevni plazmé na hodnotu 7,19 mg.l" N-NO,, (. 23,6 mg.I' NO,). To
znamena, ze koncentrace dusitanil zjisténa v krevni plazmé je cca 3,6 krat vyssi ve
srovnani s jejich koncentraci ve vodé. Kroupova a kol. (2006) zjistila pii vyse
uvedeném pokusu, Ze koncentrace dusitanového dusiku v krevni plazmé kaprti byla po
expozici 7,2 krat vyssi nez koncentrace ve vodé, coz je v fadové shodé s vysledky, které

jsem zjistil ve své praci.
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5. Zaver

1) Pripravek Huminfeed nevykazuje v koncentracich 30 a 60 mg.I"" akutn& toxicky vliv
na jesetera malého (Acipenser ruthenus).

2) Ptipravek Huminfeed nevykazuje v koncentracich 60 a 120 mg.I™" akutn& toxicky vliv
na zivorodku duhovou (Poecilia reticaluta).

3) Pripravek Huminfeed v koncentraci 30 mg.I"' neovlivituje toleranci jesetera malého
vuci dusitaniim.

4) Vzhledem ke skutecnosti, ze pozitivni vliv huminovych latek na odolnost ryb vuci
dusitantim zavisi na druhu ryby, doporucuji provést s timto piipravkem testy zejména
s témi druhy ryb, které jsou chovany v recirkulacnich systémech, a které jsou dusitany
nejvice ohrozovany. V ptipadé pozitivniho vysledku doporucuji ovétit, zda pritomnost

huminové latky neovlivni negativné funkci biologickych filtrt.
5) Pokud jde o koncentraci piipravku Huminfeed, ktera by mohla byt v praxi vyuZita,

doporuduji nepiekradovat hodnotu 30 mg.l”’, aby se vyraznd nezhorsily svételné

podminky v chovu ryb v diisledku ztmavnuti barvy vody.
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7. Seznam zkratek

EC50: koncentrace testovaného vzorku, kterd zpasobi tthyn nebo imobilizaci 50 %

testovanych organizmt Daphnia magna.

IC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera zplsobi 50 % inhibici rdstu kotfene

hof¢ice bilé ve srovnani s kontrolou.

Koncentrace latky: hmotnost latky rozpusténé v fedici vodé a doplnéné do 1 litru

fedici vodou (mg.1™).

Kontrola: fedici voda s testovacimi organizmy bez testovan¢ho vzorku.

LC: letalni koncentrace.

LC50: koncentrace testovaného vzorku, kterd zptisobi thyn 50 % testovanych ryb.

Limitni test: provadi se koncentraci 100 mg.I" testovaného vzorku, aby se prokézalo,

ze hodnota LC (EC, IC)50 tohoto vzorku je vétsi, nez uvedena koncentrace (100 mg.l'l).

Piedbézny test: test k upfesnéni koncentraci pro zakladni test, provadi se na Sirokém

rozmezi koncentraci testovaného vzorku.

Redici voda: voda ptipravena podle CSN EN ISO 7346 nebo pitna voda, ktera je
zbavena chloru probublavanim vzduchem po dobu 24 hodin. Udaje o pouzité fedici

vode¢ je nutno uvést do protokolu.

Standard: K,Cr,O; — kontrolni latka, u niz je opakované ur¢ovana hodnota LC(EC,
IC)50 tzv. vnitini kontrola laboratofe. Zmény LC(EC, IC)50 standardu odrazeji

variabilitu podminek testu a kondici testovanych organizmt.

Zakladni test: test, jehoz vysledky umoziuji dostate¢né piesné stanovit hodnotu
LC(EC, IC)50. Tvoti ho zpravidla 6 az 10 riznych koncentraci testovaného vzorku

v rozmezi stanoveném piedbéZnym testem.
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8. SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Sledovani zakladnich parametrt kvality vody v prubehu zkousky toxicity na
zivorodce duhové

Piiloha 2: Sledovani zakladnich parametrti kvality vody v pribéhu zkousky toxicity na
jeseteru malém

Piiloha 3: Sledovani zakladnich parametrti kvality vody v priabéhu zakladniho testu na
jeseteru malém s pritomnosti pfipravku Huminfeed

Piiloha 4: Sledovani zakladnich parametrti kvality vody v priabéhu zakladniho testu na
jeseteru malém bez piitomnosti pfipravku Huminfeed

Ptiloha 5: Sledovani zakladnich parametrt kvality vody v prub¢hu testu na jeseteru
malém

Ptiloha 6: Kontrolni stanoveni koncentrace dusitanti ve vodé po skonceni testu

Priloha 7: Naméfené hodnoty hemoglobinu u ryb pted expozici

Ptiloha 8: Namétené hodnoty hematokritu u ryb pred expozici

Ptiloha 9: Namétené hodnoty methemoglobinu u ryb pied expozici

Ptiloha 10: Namétfené hodnoty biochemického profilu krve u ryb pted expozici

Ptiloha 11: Namétené hodnoty cervenych krvinek u ryb pred expozici

Priloha 12: Nameétfené hodnoty bilych krvinek u ryb pred expozici

Ptiloha 13: Namétfené hodnoty hemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Ptiloha 14: Naméfené hodnoty hemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Priloha 15: Naméfené hodnoty hematokritu u ryb po 48 hodinové expozici

Priloha 16: Naméfené hodnoty hematokritu u ryb po 48 hodinové expozici

Ptiloha 17: Namétfené hodnoty methemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Ptiloha 18: Namétené hodnoty methemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Priloha 19: Namétfené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 48 hodinové

expozici

Ptiloha 20: Namétené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 48 hodinové

expozici

Ptiloha 21: Namétfené hodnoty Cervenych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

Priloha 22: Naméfené hodnoty ¢ervenych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

Ptiloha 23: Namétené hodnoty bilych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

Priloha 24: Naméfené hodnoty bilych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici
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Piiloha 25: Naméfené hodnoty hemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Piiloha 26: Naméiené hodnoty hemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Priloha 27: Naméfené hodnoty hematokritu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Priloha 28: Namétfené hodnoty hematokritu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Ptiloha 29: Namétené hodnoty methemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Piiloha 30: Naméiené hodnoty methemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Ptiloha 31: Namétfené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 14 — ti denni
rekonvalescenci
Ptiloha 32: Namétené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 14 — ti denni
rekonvalescenci
Piiloha 33: Naméiené hodnoty cervenych krvinek u ryb po 14 — ti denni
rekonvalescenci
Piiloha 34: Naméiené hodnoty cervenych krvinek u ryb po 14 — ti denni
rekonvalescenci
Piiloha 35: Naméiené hodnoty bilych krvinek u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Piiloha 36: Naméiené hodnoty bilych krvinek u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci
Ptiloha 37: Pocet vzorku, které byly v jednotlivych skupinach pouZity pti hodnoceni
jednotlivych parametra
Ptiloha 38: Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez
ptritomnosti ptipravku Huminfeed, vysledna hodnota 24hLC50= 26,3 mg.l'1
Ptiloha 39: Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez
ptitomnosti piipravku Huminfeed, vysledna hodnota 48hLC50= 20,5 mg.1"
Ptiloha 40: Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez
ptitomnosti piipravku Huminfeed, vysledna hodnota 72hLC50= 15,7 mg.1"
Ptiloha 41: Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez
ptitomnosti piipravku Huminfeed, vysledna hodnota 96hLC50= 12,8 mg.1"
Ptiloha 42: Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém
s ptitomnosti pfipravku Huminfeed, vysledna hodnota 24hL.C50= 32,7 mg.l'1
Ptiloha 43: Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém
s piitomnosti piipravku Huminfeed, vysledna hodnota 48hLC50= 20,0 mg.l”
Piiloha 44: Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém

s ptitomnosti pfipravku Huminfeed, vysledna hodnota 72hLLC50= 16,1 mg.l'1
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Piiloha 45: Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém

s pritomnosti pfipravku Huminfeed, vyslednd hodnota 93hLC50= 10,0 mg.I
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9. Prilohy

Piiloha 1 Sledovani zakladnich parametrti kvality vody v pritbéhu testu na zivorodce duhové

Koncentrace Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Cislo huminové Datum meéfeni a délka expozice
nadrze latky 212312 | 412|512 | 6.12 | 2.12 | 3.12 | 412|512 | 6.12 | 2.12 | 3.12 | 412 | 5.12 | 6.12
(mgl") [0h [24h|48h | 72h |96h| Oh |24h|48h| 72h|96h| Oh |24h | 48h | 72h | 96h
1 60 17919 | 19 | 19 | 19 | 92 | 8 | 71 | 72 | 70 |} 79 | 76 | 7,5 | 74 | 74
2 120 177119 | 19 | 19 | 19 | 94 | 8 | & | 72 | 67 | 78 | 7,7 | 1,5 | 74 | 74
Kontrola 0 173119 | 19 | 19 | 19 [ 93 | 8 | 70 | 70 | 68 8 79 | 75 | 15 | 71,5
Piiloha 2 Sledovani zakladnich parametrti kvality vody v pritbéhu testu na jeseteru malém
Koncentrace Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Cislo huminové Datum méfeni a délka expozice
nadrze latky 2121312 (412|512 |6.12|2.12 | 3.12 | 4.12 | 512 | 6.12 | 2.12 | 3.12 | 4.12 | 5.12 | 6.12
(mgl") [T0h [24h|48h | 72h |96h| Oh |24h|48h| 72h|96h| Oh | 24h | 48h | 72h | 96h
1 30 17 {19 | 19 | 19 | 19 | 91 | 8 | 8 | 90 | 75 | 7,7 | 74 | 74 | 7,5 | 7.5
2 60 170019 | 19 | 19 | 19 | 91 | &8 | 79 | 91 | 8 |77 | 74 | 74 | 1,5 | 7.5
Kontrola 0 17 {19 |19 | 19 | 19 | 8 | 75 | 8 | 8 | 67 |74 |74 | 75| 76 | 74
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Ptiloha 3 Sledovani zakladnich parametrii kvality vody v prubéhu zékladniho testu na jeseteru malém s piitomnosti piipravku Huminfeed

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Koncentrace -
5 Datum méfeni a délka expozice
Cislo nadrze NaNO,
( l'l) 11.12 | 12.2 | 13.12 | 14.12 | 15.12 ) 11.12 | 12.12 | 13.12 | 14.12 | 1512 | 11.12 | 12.12 | 13.12 | 14.12 | 15.12
mg.
Oh |24h| 48h | 72h | 96h Oh 24h | 48h | 72h | 96h Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
1 1 17,5 18 17 18 17,9 111 | 111,5] 102 97 93 8 7,8 7,5 7,4 7,4
2 5 17,3 18 18 18 18,2 105 112 100 95 92 7,8 7,8 7,6 7,5 7,4
3 10 17,4 | 17,6 | 17,5 18 18 109 114 98 97 95 7,9 7,8 7,6 7,4 7,3
4 20 17,2 | 174 | 17,5 18 18 111 | 112,9 | 100 94 89 7,8 7,8 7,6 7,5 7,3
5 30 17,5 | 17,7 17 18 109 114 105 95 7,8 7,8 7,6 7,4
6 50 17,5 | 17,4 17 18 18 106 116 103 97 93 7,8 7,8 7,6 7,4 7,4
Kontrola 0 17,7 18 17 18,5 | 18,2 111 108 98 92 87 7,8 7,8 7,5 7,4 7,3
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Ptiloha 4 Sledovani zakladnich parametrti kvality vody v prubéhu zékladniho testu na jeseteru malém bez ptitomnosti piipravku Huminfeed

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Koncentrace -
5 Datum méfeni a délka expozice
Cislo nadrze NaNO,
(gl 11.12 | 12.2 | 13.12 | 14.12 | 15.12 | 11.12 | 12.12| 13.12 | 14.12 | 15.12 [ 11.12 | 12.12 | 13.12 | 14.12 | 15.12
mg.
Oh [24h| 48h | 72h | 96h | Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | Oh | 24h | 48h | 72h | 96h
1 1 17,5 | 18 17 18,5 | 18,5 | 105 108 98 95 93 7,6 7.7 7.8 7.8 7.8
2 5 174 | 18 | 17,5 | 18,9 | 18,7 | 109 107 100 97 94 7,6 7,7 7,7 7,8 7,8
3 10 17,5 | 18 18 18,7 | 18,8 | 110 109 101 100 97 7,6 7,7 7,7 7,7 7,8
4 20 17,7 | 18 | 17,5 18 18,5 98 102 101 100 95 7,6 7,6 7,6 7,6 7.7
5 30 17,7 | 18 | 16,9 | 17,5 18 104 108 99 95 94 7,6 7.7 7,6 7,6 7.7
6 50 174 | 18 17 17,9 106 110 105 92 7,6 7,8 7,6 7,6
Kontrola 0 17,6 | 18,1 | 17,5 | 18,5 | 18,6 | 107 101 88 85 84 7,6 7,6 7.9 7.9 7.9
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Ptiloha 5 Sledovani zakladnich parametri kvality vody v priibéhu testu na jeseteru malém

Koncentrace Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Koncentrace -
Oznaceni huminové Datum méfeni a délka expozice
NaN02
nadrze (mg.l") latky 11.2 12.2 13.2 11.2 12.2 13.2 11.2 12.2 13.2
mg. ]
(mg.l™) 0h 24h 48 h 0h 24h 48 h 0h 24h 48 h
K1 0 0 15,5 16,4 16,5 95 96 107 7.9 7.8 7,7
K2 0 0 16 17,1 16,8 103 103 94 7,8 7,7 7,8
1 10 0 16 17 16,9 101 112 108 7,7 7,8 7,8
2 10 0 16 17,1 17 100 108 106 7,7 7,7 7,7
K1H 0 30 15 16,2 16,5 95 100 105 7.8 N 7,7
K2H 0 30 16 17,2 16,6 97 108 88 7,7 7,8 7,8
1H 10 30 16 16,8 16,9 101 111 103 7,7 7.8 7,8
2H 10 30 16,5 16,9 16,4 101 109 103 7.8 7.7 7,7
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Ptiloha 6 Kontrolni stanoveni koncentrace dusitand ve vodé po skonceni testu

Koncentrace NO,”

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH N

Cislo nadrze (e

Datum méfeni

27.2 27.2 27.2 27.2
K1 15,6 98 7,9 0,175
K2 16 101 7,7 0,020
1 15,9 103 7,8 0,660
2 15,9 104 7,8 0,540
KIH 15,7 98,4 7,7 0,390
K2H 16,3 104 7,7 0,155
1H 15,5 103 7.7 0,610
2H 16 105 7,7 0,025
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Priloha 7 Naméfené hodnoty hemoglobinu u ryb pfed expozici

Skupina Absorbance Koncentrace hle_:lmoglobinu
P 0,179 \6/4%1 0
P 0,170 60,88
P 0,166 59,44
P 0,156 55,86
P 0,193 69,11

Priloha 8 Namétrené hodnoty hematokritu u ryb pred expozici

Skupina A B Primér Koncentrace hematokritu v L1
P 21 20 20,5 021
P 21 23,5 2225 0.22
P 20,5 20 20,25 0,20
P 23 24 23,5 0,24
3 27 25 26 0.26
Priloha 9 Namétené hodnoty methemoglobinu ryb pied expozici
Skupina M1 N1 M2 N2 %
P 0,194 0,138 0,065 0,020 91,4
P 0,206 0,069 0,064 0,007 43,6
P 0,217 0,088 0,079 0,016 52,17
P 0,214 0,082 0,031 0,009 39,89
P 0,256 0,102 0,055 0,030 35,82
Ptiloha 10 Naméiené hodnoty biochemického profilu krve u ryb pied expozici
Koncentrace
Skupina (r?llr?llgiﬁ) (eril;tlaltl) 1335332 mocovina (piilﬁl") dlvlslgavrim
(mg.I")
P R - - - - -
P 3,14 0,4 5,9 0 653 0,065
P 2,14 0,51 6,1 0,1 817 0,023
P 2,2 0,54 6 0,2 790 0,010
P 2,88 0,71 6,1 0,2 924 0,016
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Priloha 11 Nameéfené hodnoty ¢ervenych krvinek u ryb pied expozici

Skupina

paralelka

1234567891011 ]12][13]14]15]16]17] 18] 19] 20

Soucet

Koncentrace
(1.1

92

0,92

51

0,51

58

0,58

| e e T T

Ptiloha 12 Naméiené hodnoty bilych krvinek u ryb pied expozici

Skupina

4 4
0 5
3 3
paralelka

10

soucet

Koncentrace
(G.I'Y)

30

15

24

12

16

| e e e T
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Priloha 13 Nameétené hodnoty hemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Skupina Absorbance Koncentrace helmoglobinu
vegl
K 0,154 55.15
K 0,186 66.60
K 0,462 165,44
K 0,175 62,67
K 0,184 65.89
K 0,163 58,37
K 0,160 57,29
K 0,122 43,69
K 0,126 45,12
K 0,092 32.94
Kh 0,142 50.85
Kh 0,148 53,00
Kh 0,121 43,33
Kh 0,180 64.46
Kh 0,133 47.63
Kh 0,121 4333
Kh 0,170 60,88
Kh 0,132 4727
Kh 0,140 50.13
Kh 0,173 61,95
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Priloha 14 Nameétené hodnoty hemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Skupina Absorbance Koncentrace helmoglobinu

vel
1 0,142 50.85
1 0,157 56,22
1 0,149 5336
1 0,125 44,76
1 0,143 53.00
1 0,141 50,49
1 0,160 57,29
1 0,131 46,91
1 0,172 61,59
1 0,129 46,19
1h 0,152 54,43
1h 0,145 51,92
1h 0,169 60,52
1h 0,155 55,50
1h 0,147 52,64
1h 0,117 41,90
1h 0,159 56,94
1h 0,135 48,34
1h 0,155 55,50
1h 0,146 528
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Priloha 15 Nameétené hodnoty hematokritu u ryb po 48 hodinové expozici

Skupina A B Pramér Koncentrace hematokritu v 1.1"
K 27 | 28 27,5 55.15
K 28 | 30 29 66.60
K 2011 20 165,44
K 27 | 29 28 62,67
K 30 | 28 29 65.89
K 30 | 28 29 58.37
K 30 | 28 29 57.29
K 24 | 24 24 43,69
K 2 | 22 22 45.12
K 28 | 26 27 32,94
Kh 2122 22 50,85
Kh 28 | 26 27 53,00
Kh 19 | 18 18,5 4333
Kh 26 | 28 27 64,46
Kh 20 | 20 20 47,63
Kh - - - 43,33
Kh 26 | 26 26 60.88
Kh 21 22 22 4727
Kh 25 25 25 50,13
Kh 28 | 28 28 61,95
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Priloha 16 Namétfené hodnoty hematokritu u ryb po 48 hodinové expozici

Skupina A B Primér Koncentrace hematokritu v 1.1"
1 21 20,5 20,75 50,85
1 26 28 27 56,22
1 23 23 23 53.36
1 22 21,5 21,75 44,76
1 17 17 17 53,00
1 2 23 225 50,49
1 24 2 23 57.29
1 20 20 20 4691
1 29 25 27 61.59
1 22 20,5 21,25 46,19
1h 20 22 21 54,43
1h 26 26 26 51,92
1h 34 32 33 60,52
1h 24 25 24,5 55,50
1h 25 24 24,5 52,64
1h - - - 41,90
1h 22,5 22 22,25 56,94
1h 23 22 22,5 48,34
1h 21 23 22 55.50
1h 24 24,5 24,25 52,28
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Priloha 17 Namétené hodnoty methemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Skupina Ml N1 M2 N2 %
K - - - - -
K - - - - -
K - - - - -
K 0,041 0,056 0,045 0,060 100,00
K 0,021 0,022 0,023 0,024 100,00
K 0,029 0,022 0,028 0,023 -100,00
K 0,025 0,020 0,024 0,023 -300,00
K 0,023 0,020 0,022 0,020 0,00
K 0,025 0,018 0,023 0,016 100,00
K 0,021 0,022 0,020 0,021 100,00
Kh 0,022 0,025 0,032 0,035 100,00
Kh 0,070 0,027 0,028 0,029 4,76
Kh 0,057 0,070 0,066 0,066 44,44
Kh - i i i -
Kh 0,043 0,027 0,059 0,027 0,00
Kh 0,052 0,046 0,050 0,045 50,00
Kh 0,024 0,025 0,023 0,027 200,00
Kh 0,025 0,023 0,032 0,025 28,57
Kh 0,022 0,029 0,021 0,025 400,00
Kh 0,031 0,018 0,030 0,023 -500,00
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Priloha 18 Nameétené hodnoty methemoglobinu u ryb po 48 hodinové expozici

Skupina Ml N1 M2 N2 %

1 0,031 0,031 0,032 0,035 400,00
1 0,041 0,036 0,045 0,036 0,00
1 0,029 0,039 0,030 0,041 200,00
1 0,038 0,034 0,035 0,037 100,00
1 0,065 0,065 0,066 0,068 300,00
1 0,030 0,029 0,024 0,028 16,67
1 0,033 0,027 0,026 0,029 28,57
1 0,053 0,041 0,050 0,045 133,33
1 0,033 0,035 0,031 0,036 -50,00
1 - - - - -

1h - } ) . )

1h 0,025 0,032 0,024 0,031 100,00
1h 0,028 0,025 0,027 0,022 300,00
1h 0,036 0,032 0,035 0,030 200,00
1h 0,034 0,037 0,029 0,039 -40,00

1h - } ) . )

1h 0,033 0,033 0,032 0,032 100,00

1h 0,028 0,033 0,025 0,033 0,00

1h 0,049 0,046 0,045 0,047 225,00

1h 0,052 0,044 0,045 0,050 85,71
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Priloha 19 Nameétené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 48 hodinové expozici

kvselina Koncentrace
Skupina Glukoza Laktat rr?oéové Mocovina NH; dusitant
(mmol.I") | (mmol.l™) 1 (mmolL.I") | (umol.l™) v krvi
(umol.I™) 1
(mg.1")
K - - - - - 0,000
K
1,94 0,61 6,3 0,1 606 0,019
K
K
2,45 0,52 6,2 0,2 613 0,014
K
1,7 0,51 6,1 0,2 436 0,013
K
1,73 0,52 0,1 0 124 0,037
K
1,58 0,5 6 0,1 144 0,029
K
2,13 0,51 6,1 0 151 0,003
K
1,93 0,5 6,2 0,2 201 0,020
K
1,83 0,51 5,9 0,1 282 0,006
Kh
2,19 0,61 6 0,1 563 0,001
Kh
2,09 0,7 6,3 0,2 432 0,013
Kh
1,8 0,53 6,2 0,4 534 0,028
Kh
Kh 1,77 0,61 6 0,1 611 0,008
Kh
2,51 0,92 6 0,1 473 0,002
Kh
2,15 0,53 6 0 155 0,013
Kh
2,02 0,56 6,2 0,1 312 0,003
Kh
2,07 0,51 6 0,1 189 0,013
Kh
2,32 0,5 6,1 0 156 0,012
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Priloha 20 Nameétené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 48 hodinové expozici

. Koncentrace

Skupina Glukoza Laktat kys?hn? Mocovina NH; dusitant
p 4 g mocova 1 » )
(mmol.I") | (mmol.l") a (mmol.I") | (umol.l") v krvi
(pmol.I™) A

(mg.l")

1 1,97 1,84 6,2 0,1 214 3,940
1 2,36 1,93 0,1 6,1 209 9,166
1 2,28 2,01 6,1 0,2 229 3,734
1 2,01 1,8 6,2 0,1 201 3,341
1 2,04 2,38 6,1 0,3 529 14,503
1 1,72 1,52 6 0,1 197 6,825
1 1,8 1,6 6,1 0 203 7,873
1 1,64 1,75 6 0,1 231 5,645
1 2,02 1,95 5,9 0 197 5,720
1 1,48 1,38 5,9 0 191 9,802

1h i i i i i i
1h 1,79 2,13 6 0,2 244 11,451
1h 1,86 2,67 6,1 0 272 6,825
1h 2,06 2,08 6 0,1 248 6,900
1h 1,74 1,87 5,9 0,2 259 6,619
1h ) ) ) i ) i

1h 1,78 1,74 6,2 0,2 508 7,237
1h 2,38 2,53 6,3 0,3 574 8,491
1h 1,83 2,08 5,9 0,1 493 3,847
1h 1,74 2,38 6,1 0,2 408 7,255
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Priloha 21 Nameétené hodnoty ¢ervenych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

Paralelka
Skupina [ 1 | 2 | 3 | 4 | 5 ] 6 | 7 ] 8 ]9 [10]11]12]13]14]15]16] 17 ] 18] 19 ] 20 sOuéetK°"(°TeFf)ra°e
K - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
K 9 | 6| 814 45 1215164643 4[5 ]31]4a] 8 0,85
K - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
K 6 | 261561 5178355324433 5] 4] 87 0,87
K 3195001634445 554321411461 6] 8 0,83
K 4 4999546516866 7 71851758/ 128 1,28
K 2 [ 4 [ 1|8 [ 3|1 252521647 42435717 0,77
K 2 | 6| 41 1203013222425 ]1]3]2] 46 0,46
K 35| 5|5 2115456735556/ 3 47| 87 0,87
K 5 3224371678316 5]3]515 1715215/ 9 0,93
Kh 3 |2 413 1721453 4]2 ]2 1216 2]2]313] e 0,61
Kh 4 20213226511 221123353/ 1] 50 0,5
Kh - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Kh 3137171645373 181[6]6]3 15725161 4] 100 1
Kh 4 20137 14al2[a[33 75222253 [4a] 6 0,65
Kh 4 25|56 212445143 3|7 2]44|3]3] 13 0,73
Kh - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Kh 2 |4 | 2533 3135434516155 32 6] 714 0,74
Kh 4 7 [ 3165428913346 47 [51[3[3]3]5] o4 0,94
Kh 2 | 7 7125344851167 4]4]25]4]6|5]5] 9 0,95
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v

Priloha 22 Nameétené hodnoty ¢ervenych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

(1.1

Koncentrace

0,72
0,94
0,83
0,95
0,55
1,07
1,09
1,21
0,98
0,89
0,86
1,04
1,1
1,57
1,19

0,94
0,89

Soucet

72
94
83

95

55

107
109
121
98
89

86

104
110
157
119

94
89

Paralelka
1] 23] 4|56 |7 8]9|10]11]12]13[14]15[16]17]|18]19]20

10

12

11

10

12

13

11

13

Skupina

1h
1h
1h
1h
1h
1h
1h
1h
1h
1h
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Priloha 23 Nameétené hodnoty bilych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

paralelka
Skupina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Soucet K°“(CGer|’_f;a°e

K - - - - - - - - - - - -

K 1 5 1 7 5 4 6 5 5 12 51 25,5
K - - - - - - - - - - -

K 11 8 9 8 4 8 11 7 4 7 77 38,5
K 3 3 3 3 3 4 1 0 3 7 30 15
K 8 5 6 4 2 3 2 2 4 4 40 20
K 6 7 6 8 7 3 5 6 8 4 60 30
K 2 2 1 3 1 1 2 2 2 3 19 9,5
K 3 3 2 6 2 1 6 1 2 5 31 15,5
K 1 6 3 2 4 2 6 4 7 4 39 19,5
Kh 2 1 1 2 6 1 2 3 3 4 25 12,5
Kh 3 3 1 1 2 3 6 2 2 0 23 11,5
Kh - - - - - - - - - - - -
Kh 3 3 4 3 7 4 1 6 4 5 40 20
Kh 3 3 1 4 3 1 8 3 1 7 34 17
Kh 4 2 3 3 4 1 1 3 2 1 24 12
Kh - - - - - - - - - - - -
Kh 7 3 4 2 2 1 7 3 3 2 34 17
Kh 7 6 5 6 6 8 4 4 4 6 56 28
Kh 5 2 3 1 5 4 4 7 4 4 39 19,5
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Priloha 24 Namétené hodnoty bilych krvinek u ryb po 48 hodinové expozici

paralelka
Skupina 1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 10 Soucet K°“(CGer|’_f;a°e

1 2 3 1 3 1 2 1 2 1 2 18 9
1 3 2 2 3 6 6 2 6 6 3 39 19,5
1 2 1 3 2 1 2 3 1 2 1 18 9
1 2 6 8 8 3 2 6 12 5 3 55 27,5
1 5 3 1 3 4 4 9 8 4 5 46 23
1 20 22 16 25 23 16 20 9 20 8 179 89,5
1 23 19 16 24 28 23 29 34 26 13 235 117,5
1 6 9 14 9 5 11 7 8 11 10 90 45
1 4 5 8 8 8 6 6 6 5 10 66 33
1 2 1 6 2 2 8 4 4 3 7 39 19,5
1h 0 0 4 1 1 4 2 1 1 1 15 7,5
1h 6 8 7 8 10 11 11 8 4 10 83 41,5
1h 7 11 8 8 9 6 6 2 7 7 71 35,5
1h 10 12 10 7 8 9 9 17 10 17 109 54,5
1h 11 8 9 8 12 13 4 9 2 7 83 41,5
1h ; - ; ; ; ; ; ; ; ; - ;
1h 5 3 8 7 4 5 5 3 5 5 50 25
1h 5 2 1 2 2 4 3 1 3 4 27 13,5
1h - - - - - - - - - - - -
1h ; - ; ; ; ; ; ; ; ; - ;
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Ptiloha 25 Namétené hodnoty hemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Koncentrace hemoglobinu

Skupina Absorbance 0
vel

Kr 0,163 58,37
Kr 0,109 39,03
Kr 0,154 55,15
Kr 0,191 68,40
‘ 0,159 56,94
Kr 0,168 60,16
Kr 0,121 43,33
Kr 0,125 44,76
Kr - -
Kr - -
Khr 0,145 51,92
Khr 0,202 72,33
Khr 0,111 39,75
Khr - -
Khr 0,158 56,58
Khr 0,180 64,46
Khr 0,125 44,76
Khr - -
Khr 0,169 60,52
Khr 0,190 68,04
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Ptiloha 26 Naméiené hodnoty hemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Koncentrace hemoglobinu

Skupina Absorbance 0
vel

1r 0,113 40,46
1r 0,133 47,63
1r 0,139 49,77
1r 0,148 53,00
1r 0,197 70,54
1r 0,162 58,01
1r 0,147 52,64
1r 0,165 59,08
1r 0,150 53,71
1r 0,145 51,92
1hr 0,151 54,07
1hr 0,148 53,00
Thr 0,111 39,75
1hr 0,170 60,88
1lhr - -
Thr 0,162 58,01
1lhr B -
1hr 0,136 48,70
1hr 0,126 45,12
1hr 0,225 80,57
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Ptiloha 27 Naméiené hodnoty hematokritu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

koncentrace
Skupina A B Pramér .
hematokritu v 1.I

Kr 22 22 22 58,37
Kr 18 16 17 39,03
Kr 20 22 21 55,15
Kr 22 22 22 68,40
Kr 20 20 20 56,94
Kr - - - 60,16
Kr 18 20 19 43,33
« 2 20 21 44,76
Kr 30 32 31 -

Kr 20 20 20 -

Khr 22 20 21 51,92
Khr 25 23 24 72,33
Khr - - - 39,75
Khr 18 20 19 -

Khr 20 20 20 56,58
Khr 21 18 19,5 64,46
Khr 20 20 20 44,76
Khr 20 20 20 -

Khr 22 22 22 60,52
Khr 54 54 54 68,04
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Ptiloha 28 Naméiené hodnoty hematokritu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Koncentrace
Skupina A B Primér hematokritu v 11"

1r 20 18 19 40,46
1r 19 18 18,5 47,63
1r 22 24 23 49,77
1r 18 20 19 53,00
1r - - - 70,54
. by 24 23 58,01
. 20 22 21 52,64
. bp) 20 21 59,08
. 25 23 24 53,71
1r 18 16 17 51,92
1hr 25 23 24 54,07
T 21 21 21 53,00
1hr 22 20 21 39,75
1hr 21 23 22 60,88
lhr 30 32 o -

T 21 21 21 58,01
1hr ) i ] -

1hr 22 20 21 48,70
1hr 17 16 16,5 45,12
1hr : - - 80,57
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Ptiloha 29 Naméiené hodnoty methemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Skupina Ml N1 M2 N2 %
Kr 0,248 0,090 0,145 0,070 19,41
Kr 0,149 0,047 0,041 0,032 13,88
Kr 0,0160 0,063 0,056 0,044 18,26
Kr 0,238 0,092 0,103 0,078 10,37
Kr 0,200 0,089 0,081 0,072 11,76
Kr 0,144 0,098 0,067 0,063 45,45
Kr 0,147 0,090 0,067 0,060 37,5
Kr 0,158 0,100 0,074 0,071 34,52
Kr 0,196 0,209 0,121 0,145 85,33
Kr B B B B B

Khr 0,187 0,111 0,101 0,101 11,62
Khr 0,279 0,136 0,155 0,110 20,97
Khr - - - - -
Khr 0,196 0,099 0,092 0,079 19,23
Khr - - - - -
Khr - - - - -
Khr 0,146 0,060 0,035 0,028 28,82
Khr - - - - -
Khr 0,280 0,141 0,174 0,088 50
Khr - - - - -
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Ptiloha 30 Naméiené hodnoty methemoglobinu u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Skupina Ml N1 M2 N2 %
1r 0,217 0,092 0,102 0,047 39,13
1r B B B B B
1r 0,169 0,145 0,067 0,085 58,82
1r 0,139 0,130 0,063 0,071 77,63
1r B B B B B
1r 0,177 0,114 0,051 0,066 38,09
1r 0,179 0,139 0,083 0,063 79,16
1r - B B - -
1r B B B B B
1r B B B B B
1hr 0,222 0,074 0,072 0,055 12,66
1hr 0,180 0,090 0,056 0,046 35,48
1hr 0,160 0,075 0,049 0,050 22,52
1hr 0,190 0,074 0,071 0,066 6,72
1hr - - - - -
1hr - - - - -
lhr - - - - -
1hr 0,151 0,121 0,060 0,061 65,93
1hr 0,145 0,137 0,084 0,092 73,77
1hr 0,167 0,120 0,070 0,075 46,39
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Ptiloha 31 Naméiené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Kkvselina Koncentrace
Skupina Glukoza Laktat I’I}IIOéOVé Mocovina NH; dusitant
(mmol.1") | (mmol.1") | mmol.I™) | (umol.1™) v krvi
(umolL.I") K |
) (mg.I")
Kr 2,01 2,06 5,9 0,1 497 0,013
Kr 1,61 1,82 5,9 0,1 496 0,039
Kr - - - - - -
Kr 1,38 1,68 5,9 0 379 0,014
Kr 1,8 1,7 6,1 0 559 0,033
Kr 2,38 1,69 6,2 0,2 548 0,000
Kr 1,08 1,01 6 0,1 169 0,000
Kr 1,8 0,48 6 0 96 0,018
Kr - - - - - -
Kr - - - - - -
Khr 1,94 1,95 5,9 0,1 428 0,043
Khr - - - - - -
Khr - - - - - -
Khr 1,78 1,27 5,9 0,1 328 0,015
Khr - - - - - -
Khr - - - - - -
Khr 1,99 1,4 6 0,1 328 0,006
Khr - - - - - -
Khr 1,98 1,68 6,1 0,4 386 0,000
Khr - - - - - -
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Ptiloha 32 Naméiené hodnoty biochemického profilu krve u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Kkvselina Koncentrace
Skupina Glukoza Laktat I’I}IIOéOVé Mocovina NH; dusitant
(mmol.1") | (mmol.1") | mmol.I™) | (umol.1™) v krvi
i
(pmol.I™) A
(mg.l)
Ir 1,72 1,68 6 0,1 404 0,093
1r - - - - - -
1r 2,01 1,98 6,2 0,2 486 0,029
1r 1,29 1,08 5,9 0,1 306 0,056
1r - - - - - -
1r 1,93 1,38 5,9 0,1 379 0,024
1r 1,78 1,08 59 0 348 0,021
1r 6,38 3,48 6,8 0,9 950 0,029
1r 1,34 0,98 59 0,1 301 0,052
1r 2,08 1,29 6,1 0,2 428 0,093
thr 1,69 1,74 6,1 0,1 445 0,057
1hr 1,08 0,74 5,9 0 286 0,000
1hr 1,94 1,56 6,2 0,1 378 0,041
1hr 2,01 1,78 6,1 0,2 420 0,071
1hr - - - - - 0,011
1hr 1,6 1,28 59 0,1 396 0,013
1hr - - - - - -
1hr 1,78 1,54 5,9 0,1 440 0,000
1hr 1,98 1,79 6,3 0,2 526 0,000
1hr 1,68 1,38 6,1 0,1 486 0,000
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Ptiloha 33 Naméiené hodnoty cervenych krvinek u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Skupina

Paralelka

1] 23|45 |67 8]9 |10]11]12]13]

Soucet

Koncentrace
(1.1

Kr

36

0,36

Kr

Kr

62

0,62

Kr

Kr

30

0,3

Kr

67

0,67

Kr

Kr

43

0,43

Kr

Kr

Khr

28

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr
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Ptiloha 34 Naméiené hodnoty cervenych krvinek u ryb po 14 — ti denni rekonvalescenci

Paralelka
Skupina 1] 2 ]3] 456 ]7]8] 9 10]11]12]13]14]15]16] 17 ] 18 | 19 | 20 | Soucet K°“(CTGFf)ra°e
1r 6] 3 (2|44 3 ]7]5]3[3]2]6]2]2]o]2]o0o]1]a]s3 62 0,62
1r 0la ol 22233 3|1 3|2 2[22[a]o0o]4a]|a]2 45 0,45
1r - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1r 2l o0 1|25 2[3[2 3352 a[1|a[2]3]5]a]a 54 0,54
1r 302 3|3 | 223|132 323235 2]4]2]3 53 0,53
1r 2|4 1|2 40|52 a5 a7 2[a|3[3|a]3]|5]2 66 0,66
1r 206 [2/o0o 32 2]al1|3 333 21][alal3]3]2 53 0,53
1hr 3] 1]8]6 ]33 [1]2]2]32[1]3[2]1][4]5]6]3]3 62 0,62
1hr 203 3|1 |6 |2 132433 |22|a]2]5]2]3]2 55 0,55
1hr alolola[3|alal2[11][2]23[a|1]5]5]|6]3]5s 59 0,59
1hr 203 3|2 |13 |2]a|1]3|a|s5|0o[3 223350 51 0,51
1lhr - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
1hr 203 [3/0 |23 [1]1 3|1 [5]3[3[o|2]1]2]1]|3]s 44 0,44
Thr 6|4 |5/ 4|35 76|59 80|48 |65 2 18] 3]| 108 1,08
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Ptiloha 35 Namétené hodnoty bilych krvinek u ryb po 14 —ti denni rekonvalescenci

Skupina

paralelka

10

Soucet

Koncentrace
(G.I'Y)

Kr

21

10,5

Kr

Kr

20

10

Kr

Kr

20

10

Kr

13

6,5

Kr

Kr

12

Kr

Kr

Khr

33

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr

Khr
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Ptiloha 36 Naméiené hodnoty bilych krvinek u ryb po 14 —ti denni rekonvalescenci

paralelka
Skupina 1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 10 Soucet K°“(CGer|’_f;a°e

1r 2 2 4 4 3 3 2 2 2 1 25 12,5
1r - - - - - - - - - - - -
1r 0 2 1 2 2 1 2 2 1 2 15 7,5
1r - - - - - - - - - - ;
1r - - - - - - - - - - - -
1r 1 3 4 4 2 3 2 4 2 1 26 13
1r 3 1 1 2 2 3 4 3 1 2 22 11
1r - - - - - - - - - - - -
1r 1 1 1 2 1 2 0 2 1 1 12 6
1r 1 2 3 2 1 1 1 2 2 1 16 8
1hr 1 2 2 2 1 3 3 2 1 2 19 9,5
1hr 4 2 3 2 5 3 1 1 2 1 24 12
1hr 1 2 3 2 1 1 1 2 1 1 15 7,5
1hr 3 0 1 1 1 2 1 1 2 1 13 6,5
1hr - - - - - - - - - - - ;
1hr - - - - - - - - - - -
1hr - - - - - - - - - - - -
1hr 1 2 2 2 1 1 1 2 1 2 15 7,5
1hr - - - - - - - - - - - ;
1hr 3 3 3 4 3 3 2 3 2 1 27 13,5
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Priloha 37 Pocet vzork, které byly v jednotlivych skupindch pouzity pti hodnoceni jednotlivych

parametrQ
Hodnoceny Pocet vzorki, které byly hodnoceny ve skupiné
parametr P K Kh 1 1h Kr Khr Ir lhr
Hemoglobin 5 9 10 10 10 8 8 10 8
Hematokrit 5 10 9 10 9 9 9 9 8
Dusitany 4 9 9 10 8 7 4 8 9
Glukoza 4 8 9 10 8 7 4 8 8
Laktat 4 8 9 10 8 7 4 8 8
Kyselina
o 4 8 9 10 8 7 4 8 8
mocova
Mocovina 4 8 9 10 8 7 4 8 8
Amoniak 4 8 9 10 8 7 4 8 8

Oznaceni skupin: P - ryby pied expozici; K - ryby kontrolni po 48 hodinach trvani pokusu;
Kh - ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 48 hodinach trvani pokusu; 1 - ryby
pokusné po 48 hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.1"; 1h - ryby pokusné po 48
hodinové expozici NaNO, v koncentraci 10 mg.I"' za piitomnosti piipravku Huminfeed
v koncentraci 30 mg.l'l; Kr — ryby kontrolni po 14 denni rekonvalescenci v fedici vodé; Khr
— ryby kontrolni s pfitomnosti huminové latky po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1r
— ryby pokusné po 14 denni rekonvalescenci v fedici vod¢; 1hr — ryby pokusné po 14 denni
rekonvalescenci v fedici vod¢, jejichz expozice dusitanim probihala za pfitomnosti piipravku

Huminfeed
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Ptiloha 38 Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez piitomnosti ptipravku

Huminfeed, vysledn4 hodnota 24hLC50= 26,3 mg.I"

Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum méfeni: 11.12.2013
Cislo vzorku: NaNO2 bez hum latky P#iloha: 1
Oznaceni vzorku:

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace Mortalita

mg/l %

10 0.0

20 63.0

30 63.0

50 88.0

24h1.C50 = 26.3 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-27.1,+13.3)

LCO =7.9 mgl
LC100 = 87.0 mg/l

STeewd | [ |
| | | | |
| | | | | | |
P — b — b
| | | | | | | |
| i \ | \ 1 //Lognor
w 1 i | |
| ‘ ! ‘ | / i
! e i ‘ T ‘
| | i | ‘ / ‘ ‘
5 ol - . ,4},,, s o [;7{/ _T . A = e Wi
| T b |
|
| // | | | | |
j s ‘—:‘ £ . ‘ |
| I |
| | | | | |
" ! : L ; : | Logaritmus koncentrace |
23 246 262 279 295 311 327 343 359 375 391
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Ptiloha 39 Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez piitomnosti ptipravku

Huminfeed, vysledn4 hodnota 48hLC50= 20,5 mg.l"

Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum mé¥eni: 11.12.2013
Cislo vzorku: NaNO2 bez hum latky Priloha: 1
Oznadeni vzorku:

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace Mortalita

mg/1 %

5 0.0

10 13.0

20 75.0

30 75.0

50 88.0

48hL.C50 =20.5 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-10.8 , +7.1)

LCO =4.0 mg/l
LC100 =104.8 mg/l

=

8 Terotid | 1 T |
|
i i /L(I)gnor
| 41 B S S
° ' | ././
gl

|

| |

|

|

| | | | ;

5 T _F ""_ ‘ T T T }i/ ) |—™ 71 —— 1
|

I,, )

|
|
|
|
|

_ /\’/ | !
S
T e B e e e e
G N
' |
. -
-
‘ !

| i
; ) l Logaritmus koncentrace |
l.el 1.84 2,07 23 253 276 299 322 345 368 391
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Ptiloha 40 Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez piitomnosti ptipravku

Huminfeed, vysledn4 hodnota 72hLC50= 15,7 mg.I"

Zkouika: CHEMICKE LATKY Datum mé&eni: 11.12.2013
Cislo vzorku: NaNO2 bez hum liatky Piiloha: 1

Oznaceni vzorku:
Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace  Mortalita

mg/l %

5 0.0

10 38.0

20 75.0

30 75.0

50 100.0

72hLC50 = 15.7 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-8.2 , +5.4)

LCO =42 mg/l
LC100=58.0 mg/1

8 TProbid | | | [ | [ 7
| 1 i | | | /-L?gnor

i | \ ! | I |

7 I o L ! 1 . 11_ !_ s ,,%,,, = //T - |
o A

- [ N I S <S B
R
e o

5 4 S npes A - : I/ — — . i

| | | /I | | s

A o

e | |

4 | /\// 1 | |

| - s e o

. ; 1 1 |

L I
‘ | | | ‘ |

: | | | | |

| ! | | | 5

‘ | | i

3 ) ‘ . . Logaritmus koncentrace

1.61 1.84 207 23 253 276 299 322 345 368 391
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Ptiloha 41 Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém bez piitomnosti ptipravku

Huminfeed, vysledn4 hodnota 96hLC50= 12,8 mg.I"

Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum mé¥eni: 11.12. 2013
Cislo vzorku: NaNO2 bez hum latky Priloha: 1

Oznaceni vzorku:
Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace = Mortalita

mg/l %

5 0.0

10 38.0

20 75.0

30 100.0

96hI.C50 = 12.8 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-7.2 , +4.6)

LCO =4.8 mg/l
LC100 =33.9 mg/l

‘ ‘ ‘ ' ' 1 E/L(:)gnor
7 + — N USRI P ‘/, ey o
| 7
| L
6 B RN ,,,,J‘,, PRSI i J}.._._.._._ permive . RN Z_ R \ o
| | | a// | .
LR, e SR PR —— - |
1 | | | //?/ | | i
N o
o — S -]
| i ' | | |
Y
Y | | | | | |
! | | | | |
| I 5 3 | i 1
5 - t ) ] ‘ . Logaritmus koncentrace
161 179 197 215 233 251 268 286 304 322 34
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Ptiloha 42 Vyhodnoceni zdkladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém s pfitomnosti piipravku
Huminfeed, vysledna hodnota 24hLC50= 32,7 mg.I"'
Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum méFeni: 11.12.2013

Cislo vzorku: NaNO2 s hum latkou Priloha: 1
Oznacdeni vzorku:

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace  Mortalita

mg/1 Yo

5 0.0

10 13.0

20 25.0

30 50.0

50 63.0

24h1.C50 = 32.7 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-21.7 , +13.1)

LCO =3.8 mg/l
LC100 =284.5 mg/l

[ Probit || ]

A

| i |
Logaritmus koncentrace

l.e1 184 207 23 253 276 299 322 345 3.68 391

95



Ptiloha 43 Vyhodnoceni zdkladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém s pfitomnosti piipravku
Huminfeed, vysledn4 hodnota 48hLC50= 20,0 mg.l"
Zkouska: CHEMICKE LATKY Datum méFeni: 11.12.2014

Cislo vzorku: NaNO2 s hum latkou Piiloha: 1
Oznadeni vzorku:

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncenirace Mortalita

mg/l %

5 0.0

10 13.0

20 63.0

30 88.0

50 88.0

48hL.C50 = 20.0 mg/1 s 95% intervalem spolehlivosti (-9.0, +6.2)

LCO =4.1 mg/l
LC100 =96.5 mg/l

[ Probit

| > |
| b T
1 s 1 \ i
| =
| | |
| B I | 1 i
4 | | e

1 | 1 i
3 i e
T o

5 ‘ L(:;garitmﬁs koncentrace

1.61 1.84 207 23 253 276 299 322 345 3.68 391
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Ptiloha 44 Vyhodnoceni zdkladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém s pfitomnosti piipravku

Huminfeed, vysledn4 hodnota 72hLC50= 16,1 mg.I"

Zkouika: CHEMICKE LATKY Datum mé¥eni: 11.12.2013
Cislo vzorku: NaNO2 s hum latkou Pr#iloha: 1
Oznaceni vzorku:

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace  Mortalita

mg/l %

5 0.0

10 13.0

20 75.0

30 100.0

50 88.0

72hL.C50 = 16.1 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-16.4 , +8.1)

LCO =4.2 mg/l
LCI100=61.8 mg/l

__..I.).r.Obi;{..... o 15

| i |
Logaritmus koncentrace

1.61 1.84 207 23 253 276 299 322 345 368 3091
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Ptiloha 45 Vyhodnoceni zdkladniho testu akutni toxicity na jeseteru malém s pfitomnosti piipravku

Huminfeed, vysledn4 hodnota 96hLC50= 10,0 mg.I"

Zkouska: CHEMICKE LATKY
Cislo vzorku: NaNO2 s hum litkou

Oznaceni vzorku:

Datum méreni: 11.12.2013
Priloha: 1

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace  Mortalita

mg/l %

5 0.0

10 50.0

20 100.0

96hLC50 = 10.00 mg/i

LCO =5.00 mg/l
LC100 =20.00 mg/l

Probiff

s 95% intervalem spolehlivosti (-0.00 ; +0.00)

Logaritmus koncentrace

203 2.16 23 244 258 272 286 3
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10. Abstrakt

Vliv huminové latky HS 1500 na toleranci jesetera malého vici dusitanim

Cilem prace bylo posoudit vliv huminové latky HS 1500 na toleranci jesetera malého
(Acipenser ruthenus) vuci dusitanum. Jako zdroj latky HS 1500 byl pouzit ptipravek
Huminfeed. Tolerance jesetera malého vii¢i dusitantim byla posouzena na zakladé vysledka
testd akutni toxicity a na zaklad¢ vysledkd hematologického a biochemického vysSetteni krve
ryb, které byly vystaveny zvysSené koncentraci dusitand v pfitomnosti a bez ptitomnosti
ptipravku Huminfeed. Testy byly provedeny podle normy CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod.
Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby /Brachydanio rerio Hamilton-

Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/.

Vysledky testli akutni toxicity provedené s dusitanem sodnym bez ptidavku huminové
latky (96hLC50 = 12,8 mg.1" NaNO,) a s pridavkem huminové latky v koncentraci 30 mg.I™
(96hLC50 = 10,0 mg.l'1 NaNQO;) byly velmi dobte srovnatelné a prokazaly, ze pfitomnost
huminové latky neovlivnila akutni letdlni ucinky dusitani na tento druh ryby. Vliv
pritomnosti piipravku Huminfeed nebyl prokdzan ani hematologickym a biochemickym
vysetfenim krve ryb (hodnoceny byly nasledujici parametry: hemoglobin, hematokrit,
glukoéza, laktat, kyselina mocova, mocovina, amoniak a koncentrace dusitanti v krevni
plazmg), které byly po dobu 48 hodin vystaveny koncentraci 10 mg.I" NaNO,. Na zakladd
téchto vysledki byl vysloven zavér, ze pritomnost pfipravku Huminfeed s obsahem huminové

latky HS 1500 neovliviiuje toleranci jesetera malé¢ho vici dusitantim.

Klicova slova: akutni toxicita, biochemické vySetfeni, dusitany, hematologické vysetfeni,

huminové latky, Huminfeed, jeseter maly, 96hLC50.

99



11. Abstract

Influence of humic substance HS 1500 on tolerance of Sterlet to nitrite

The aim of the thesis was to assess the effect of humic substance HS 1500 on the
tolerance of Sterlet (Acipenser ruthenus) to nitrite. Preparation Huminfeed was used as a
source of substance HS 1500. Tolerance of Sterlet to nitrite was assessed on the basis of the
results of acute toxicity tests and the results of haematological and biochemical blood
examination of fish that were exposed to increased concentrations of nitrite in the presence
and absence of preparation Huminfeed. The tests were performed according to internationally
recognized standards CSN EN ISO 7346-2 (Water quality. Determination of acute lethal
toxicity of substances to freshwater fish / Brachydanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei,

Cyprinidae) /. Part 2: Refresh method).

Results of acute toxicity tests performed with sodium nitrite without the addition of
humic substance (96hLC50 = 12.8 mg.l'1 NaNO,) and with the addition of humic substance in
a concentration of 30 mg.l”' (96hLC50 = 10.0 mg.I" NaNO,) were very comparable and
showed that the presence of humic substance did not influence acute lethal effects of nitrite on
this fish species. Influence of the presence of preparation Huminfeed has not been
demonstrated either by haematological and biochemical examination of blood of fish which
had been exposed for 48 hours to concentration of 10 mg.1" NaNO, (following parameters
were assessed: haemoglobin, haematocrit, glucose, lactate, uric acid, urea, ammonia and
concentration of nitrite in the blood). Based on these results, it can be concluded that the
presence of preparation Huminfeed containing humic substance HS 1500 does not affect

tolerance of Sterlet to nitrite.

Keywords: acute toxicity, biochemical examination, nitrite, haematological examination,

humic substances, Huminfeed, Sterlet, 96hL.C50.
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