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1 UvVOD

Dusitany zpravidla doprovazeji ve vodach donany a amoniak. V nezatiZzenych
povrchovych a podzemnich vodach dusitany nikdy nedoji, nebd se vyskytuji ve
velmi nizkych koncentracich, protoZze podléhaji ifilkiici. Dusitany jsou toxické
piedevsim pro vodni ziwichy, ktei je aktivre prijimaji z okolni vody a kumuluji je
v télnich tekutinach. Naproti tomu suchozemsti Zigbové (Wetrg ¢loveka), @ijimaji
dusitany a dughany vpotray a vpitné vod (piijimané dusinany jsou
v gastrointestinalnim traktu redukovany na dusitarfi{roupova a kol., 2005).
Negativni @inky dusitari na ryby jsou velmi dale dokumentovany v literate (nag.
Lewis a Morris, 1986; Kosaka a Tyuma, 1987; WilleenEddy, 1986; Jensen, 2003 in
Kroupova a kol., 2005; Machova a kol., 2009).

ZvysSené koncentrace dusitanpisobi problémy fedevSim ve vodach
s intenzivnim chovem ryb a recirkdldch systémech. Prav recirkul&nich systémech
muze dojit k hromaghi dusitari ve vod (Svobodova a kol., 2007).

PredloZzend prace je za&bena na sledovani toxickych¢igka dusitar na
jeseterovité ryby. Cilem prace bylo sledovat vlissidani na chovani a mortalitu ryb a
stanovit a porovnat hodnoty LC50 pro dva druhy tEewitych ryb. Sledovani jsem
proved| formou test akutni toxicity, a to na jeseteru malémcipenser ruthenysa
jeseteru siliském Acipenser baer)i Testy byly provedeny ve spolupraci s Jibskou
univerzitou vCeskych Budjovicich, v laboratéi vodni toxikologie a ichtyopatologie
VURH Vodiany.



2 TEORETICKA CAST

2.1 JESETEROVITE RYBY (ACIPENSERIDAE)

2.1.1 Zakladni charakteristika

Systematické z#azeni(Gela a kol., 2008)
Trida: Ryby -Osteichthyes

Podtida: Paprskoploutvi Actinopterygii
Nadad: Chrupawiti — Chondrostei

Celed: Jeseteroviti -Acipenseridae

Rod: JeseterAcipenser

Hlavni znaky (Hanel, 1998)
- protahlé ¢lo
- témef aplre chrupavitd kostra
- ponerné dlouhy rypec s typicky spodnimi Usty
- nesoundrna ocasni ploutev

- strevo se spiralovitoiasou

Velikost
- 70-730cm

VétSina jesetdr Zije v mai a na teni tahne daek. Ve sladkych vodach Zije
trvale jen rkolik druhi. Pati sem i hospod&ky cenné druhy, které poskytuji kvalitni
maso a pravy kaviar, ktery séravuje z jejich jiker. Pro jesetery je typickypht fad
kosgnych S&titki (1 htbetni, 2 na bocich a Zibni). Maji vytvaen roznérny plynovy
meéchyt. Na spodni stranrypce jsowityti vousky. Dosplé ryby ztraceji zuby. Bkteré
druhy dosahuji afich, az sedmimetrovych rozni. V tétoceledi je popsano 24 driih
(Hanel, 1998).



2.1.2 Jeseter malyAcipenser ruthenus)

Jeseter maly je netazny sladkovodni druh jesetetasti Kaspického nie Zije
i v brakické vod) s protahlym dlem, dolnim rtem rozpolcenym, s vousky ndiipeu
okrouhlymi, kratkymi, na vnihi strag zpravidla obrvenymi. Natazené vousky dosahuiji
k prednimu okraji Ust. Ocasni ploutev je neséuma (heterocerkni). #hetni Stitky maji
dlouhy, dozadu obraceny hrot, kteryepahuje zakladnu dalSiho sousedniho Stitku.
Boc¢ni Stitky jsou kosétvercového tvaru sasténé se gekryvaji. Zbarveni je narbetni
strart Sedohidé nebo zelenokdeé, LiSni Zlutavé nebo Spinavhnedé, rekdy
narizowlé. Hrbetni afitni ploutev reza¥ ¢ervend, ostatni popelagedé. Boni a kisni
Stitky jsou lavé, hbetni Zlutavé. V dabtireni se u pohlawnzralych ryb na hlay
objevuje lavy povlak (Hanel, 2001). Jeseter maly ickté velikosti 70 az 120 cm a
dosahuje hmotnosti 6 az 16 kg. Pohkagamci dospivaji ve 3 az 5 roce Zivota, samice
ve 4 az 7 roce zivota.réni probiha na fa v proudnicifeky. Plodnost jedné samice je
az 100 000 jiker (Hanel, 1998). Ryby se mohou datzaZ 25 let.
Meristické znaky:
e 11 - 18 BiSnich &titk
e 10 - 17 kbetnich Stitk
* 56 — 71 benich Stitki
e 14 — 26 zabernich &nek
o 25 — 45 fulker (fulkry jsou zvlaStni ganoidni Supipokryvajici

horni lalok ocasni ploutve)
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Obr. 1: Jeseter maly

2.1.3 Jeseter siliisky (Acipenser baerii)

Jeseter siisky ma obvykle kratky, zplodfy a zaobleny rypec ¢kdy se vSak
mohou objevit jedinci s osjSim zakotenim rypce). Nacte mezi kostnymi Stitky
nalezneme malé kedickovité desttky nebo zrnkovité kozni osifikace. Vousky jsou
hladké nebo slabobrvené. Zaberni &nky vgjitovité, kazda serémi zdvojenymi
vyrastky (Hanel, 2001). Zbarveni je velmi prémfivé: od sétle Sedé po tmavhneédou
na hbek a bocich, odist¢ bilé po Zlutavou nait¥e. Délka nize gesahovat 2 metry,
hmotnost 200 az 210 kilogram

Meristické znaky (Hanel, 2001):

e 9 - 13 lSnich Stitk

e 11 - 17 kbetnich Stitk

* 39 -50 benich Stitki

e 31 - 38 zabernich &inek
o 25 -41 fulker

11



Obr. 2: Jeseter sitsky

2.2 SLOUCENINY DUSIKU A JEHO P REMENY

viN s

skupiny tzv. nutrieni, které jsou nezbytné pro rozvoj mikroorganiz(Ritter, 2009).

2.2.1 Rivod

Sloweniny dusiku mohou byt organického nebo anorgahiwkégivodu.
Sloweniny dusiku v biost& neovliviéné antropogenni¢innosti jsou pevazr
biogenniho fivodu, vznikaji rozkladem organickych dusikatychekatostlinného a
Zivocisného ivodu. Vyznamnym zdrojem dusiku antropogennihivopu jsou
splaskové odpadni vody, nebd8loveék vylucuje za den 11 — 23 g celkového dusiku.
Tato hodnota se ozéigje jako specificka produkce dusiku. U¥ad hodnota se [isi
v zavislosti na vybavenosti bytu a &&5€ji se paita se specifickou produkci 12 g na 1
obyvatele za den. (Pitter, 2009). DalSim vyznamraghrojem dusiku jsou odpady ze
zemedélIstvi (hnojeni dusikatymi latkami, odpady z #i&mé vyroby). Dusikaté latky se
vyskytuji i v atmosfée (oxidy dusiku NO, pbD a NQ obecrt NOk a amoniakalni dusik
NHs). Jejich reakcemi vznikaji v atmosférickych voddcisitany a dughany.
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2.2.2 Formy vyskytu dusiku

Dusik se ve vaglvyskytuje v fiznych oxid&nich stupnich, v iontové i neiontové
forme (Pitter, 2009)

-IIl amoniakalni dusik (NG, NHs), kyanatany (OCN, kyanidy (CN)
-I hydroxylamin (NHOH)

0 elementarni dusik @\

+l oxid dusny (NO)

+lII dusitanovy dusik (N-N@)

+V dusinanovy dusik (N-N@)

Ve vodach se stanovuje celkovy dusikdN, ktery se daledli na anorganicky
a organicky vazany dusik {Nrg resp. Nrg.).

Neeik- = Nanorg + Norg.

Mezi hlavni formy anorganicky vazaného dusikuipamoniakalni, dusitanovy
a dusénanovy dusik. DalSi moznou anorganickou formou jsminé kyanidy,
kyanatany, kyanokomplexy a aminokomplexy.

Organicky vazany dusik se ve vodach vyskytuje eend bilkovin a jejich
rozkladnych produkt (peptidi a aminokyselin), m&viny, alifatickych a aromatickych
amini, aminosacharitl heterocyklickych dusikatych sléenin apod., #etns
dusikatych latek vznikajicich rozkladem biomasy nmikganizni. Sloweniny dusiku
jsou ve vodach malo stabilni a podléhaji v zavisloa oxid&né-redulkénim potenciélu
a hodnot pH zejména biochemickymigmenam. K g¢mto biochemickym femenam

pati nag. nitrifikace a denitrifikace.

2.2.3 Nitrifikace

Nitrifikace je biochemicka oxidace amoniakalnihasitu na dusitany a posléze
na dustnany probihajici v oxickych podminkach. Nitrifikage zpisobena hlauh
chemolitotrofnimi (autotrofnimi) organizmy a¢kdy i organizmy organotrofnimi.
Chemolitotrofni nitrifik&ni bakterie vyuzivaji C®jako zdroj uhliku pro tvorbu nové

biomasy a jako zdroj energie oxidaci amoniakaldtsiku (Pitter, 2009).
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Na nitrifikaci se podili dva rody nitrifikanich bakterii a taNitrosomonasa
Nitrobacter Tyto bakterie jsou vifrodk velmi rozsteny, hromadi se v dnovych
sedimentech, viglé a v nerozpughych latkach ve vad Nitrifikace proto probiha ve
vodach v oxickych podminkach obvykle velmi snadBakterie roduNitrosomonasse
podili na prvnim stupni nitrifikace, oxidaci amdkééniho dusiku na dusitany.
Nitrosomonasna mensitstovou rychlost nez bakterie rotllitrobacter, které se podili
na druhém stupni nitrifikace, oxidaci dusitama dusinany. Ristova rychlost
nitrifikacnich bakterii je zavisla na tepdotvody. Nejrychleji probiha nitrifikace
v rozmezi od 20°C do 30°C.iiPniZSich teplotach vody rychlost nitrifikace zna
kles&. Ri teplotach pod 5°C je jiz rychlost nitrifikace wal mald, ale fi biologickém
¢isteni odpadnich vod dochazi kinhibici nitrifikace jilanohem dive, a to jiz pi
teplotach vody 12°C a nizSich. DalSi vyznamnym dedin, ktery ovliviuje piibéh
nitrifikace, je hodnota pH. Optimélni hodnota pHE#ybuje v rozmezi 7 az 8,5t P
hodnotach pH fiblizné pod 6,5 a nad 9,0 dochazi k inhibici nitrifika¥znamny vliv
na nitrifikaci ma také koncentrace rozpumého kysliku ve vadl Uplna nitrifikace
probih& pouze ip dostaténé vysoké koncentraci rozpusieho kysliku ve vodl Fi
koncentraci pod 1 mg'imiaze dochézet k hromanli dusitar ve vod (Pitter, 2009).

Jak jiz bylo uvedeno, proces nitrifikace probiha dwou stupnich, které Ize
znazornit nasledujicimi rovnicemi (Pitter, 2009):

2NH; +3 O =2 NGO + 2 H +2 H,O

2NO, + O, =2 NGOy

Jak je patrno z uvedenych rovnicti pnitrifikaci dochazi k uvatovani
vodikovych iont, které okyseluji progedi. Tim se snizuje KNKs a @i nedostatéené

tlumivé kapaci vody mize vyznama klesnout i hodnota pH.

2.2.4 Denitrifikace

V anoxickych podminkach e dojit k redukci dudhanmi a dusitad na
elementéarni dusik nebo oxidy dusiku. Tento proeesazyva denitrifikace. Kodaym
akceptorem elektranje dusik v oxidanim stupni Il nebo V. Stejhjako nitrifikace
probiha i denitrifikace ve vodach pemé snadno, pokud jsou dodrZzeny anoxické
podminky (Pitter, 2009). Na rozdil od nitrifikace pro denitrifikaci nutny organicky
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substrat jako zdroj energie. Jde obvykle o orgahildiky obsazené v odpadni ¥od
nebo kalu (Pitter, 2009).
Denitrifikaci Ize schematicky popsaiito rovnicemi (Pitter, 2009):

5CHOH+6NQ =5CQ+3 N, +7 H,O + 6 OH

5CH10s+24 NG =12 N+ 18 HO + 30 CQ + 24 OH

Na rozdil od nitrifikace sefpdenitrifikaci uvohuji hydroxidové ionty, protoip
denitrifikaci dochazi k alkalizaci prasdi a i nizké tlumivé kapacitvody mize dojit

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

2.3 AMONIAKALNI DUSIK

Amoniakalni dusik je primarnim produktem rozkladitSiny organickych
dusikatych latek Ziw®Sného a rostlinného twodu. Proto antropogennim zdrojem
amoniakalniho dusiku organickéhdvpdu jsou pedevsim splaskové odpadni vody,
odpady ze zesuélskych vyrob a kalova voda z anaerobni stabilizastrenskych kai
(Pitter, 2009). Antropogennim zdrojem amoniakalnéhusiku anorganickéhoupodu
jsou gedevsim dusikata hnojiva, kterd se do vod dosté®pichem ze zefdélsky
obcklavané @dy. Amoniakalni dusik je vyznamny indikator fek&loi zneisteni
povrchovych vod. Amoniak je koteym produktem dusikatého metabolismu ryb.
Vyskytuje seve dvou zakladnich formach, a to jako dusik nedis@ny NH; (pro ryby
toxicky) a disociovany NI (pro ryby relativié netoxicky). Vzajemny pogm téchto
dvou forem zavisi na hodriopH a na tepl@tvody (viz tab. 1). Volny molekularni NH
je €kavy, a proto jej Ize z vody odstranit provzdoganim. Amoniakalni dusik je ve
vodach za oxickych podminek nestaly a velmi sngmbuiéha biochemické oxidaci tzv.
nitrifikaci (Pitter, 2009).

Jako mineraly se jednoduché amonné soliiropé nevyskytuji. Vyjimku tvai
mineral struvit MgNHPO," 6H,O (Pitter, 2009).
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Tab. 1: Zavislost podilu nedisociovaného amoniakteplot a hodnat pH

v procentech celkového amoniakalniho dusiku: (RiR&@09)

Teplota/°C| pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5 pH 8,0 pH85 pH90
0 0,0261 0,0826 0,261 0,820 2,55 7,64
5 0,0395 0,125 0,394 1,23 3,80 11,1
10 0,0589 0,186 0,586 1,83 5,65 15,7
15 0,0865 0,273 0,859 2,67 7,97 21,5
20 0,125 0,396 1,24 3,82 11,2 28,4
25 0,180 0,566 1,77 5,38| 15,3 36,3
30 0,254 0,799 2,48 7,46/ 20,3 44,6

2.4 DUSICNANY

Dusknany se vyskytuji tégit ve vSech vodach a pamezictyii hlavni anionty.
Za oxickych podminek jsou stabilni, za anoxickyokminek vSak podléhaji biologické
denitrifikaci za vzniku elementarniho dusiku. Jejiconcentrace vifrodnich vodach
vzrasta v disledku vziistajiciho potu obyvatel a zeguélské cinnosti (Pitter, 2009).

V mineralech jsou du&nany obsazeny jen velmitidka. Dustnany vznikaji
hlavné sekundaré pri nitrifikaci amoniakalniho dusiku a jsou kamgm stupgm
rozkladu dusikatych organickych latek v oxickém gtiexdi (Pitter, 2009). Déle se
dusiknany do vody dostavaji splachy ze zelstisky obhospodi@avané fdy dusikatymi
hnojivy. DusEnany v atmosférickych vodach jsou anorganickéhliwodu a jsou

pri¢inou zvysujicich se koncentraci direani v povrchovych vodach. (Pitter, 2009).

2.5 DUSITANY

Dusitany zpravidla doprovazeji ve vodach dnany a amoniakalni dusik.
Dusitany jsou chemicky a biochemicky velmi nestfiégto se ve voi vyskytuji ve
velmi malych koncentracich. V oxickych podminkaalsitany podléhaji nitrifikaci a
v anoxickych podléhaji denitrifikaci. Ve velristych vodach byvaji dusitanyippmné
jen ve stopovych koncentracich (Pitter, 2009¢Zzri® koncentrace v povrchovych
vodach nefesahuji 0,1 mg¥(viz tab. 2). Sotasna legislativa (fzeni vlady ¢&.
61/2003 Sb. ve zmi poza&jSich pedpidl) stanovuje jako ibpustné zn&Steni
povrchovych vod koncentraci dusitalNO, nejvySe 0,6 mdj* pro vody lososové a
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nejvyse 0,9 mgl pro vody kaprové (Kroupova a kol., 2005). VysSingentrace
dusitarii se vyskytuji ve splaskovych odpadnich vodachiespl mg:t. Jest vyssi
koncentrace dusiténlze nalézt v skterych odpadnich vodach ze strojirenskych
zavodi, nag. v odpadnich vodach z povrchové a tepelné Uprawh ka obrabni,
v odpadnich vodach odtékajicich terych lazni v kalirndch a z l1azni pouzivanych
pro oxidaci Zeleznych ipdneta, tzv. ¢erréni. V diltich odpadnich vodach &chto
provozi Ize prokazat stovky mgldusitanového dusiku a ve &nvsech odpadnich
vod daného zavodu i desitky my.koZ jiz mize podstaté ovlivnit jejich viastnosti a
celkovou dusikovou bilanci (Pitter, 2009). ZvySekéncentrace dusitén (fadow
jednotky, ale i desitky mg'l NO,) se mohou vyskytovat ve vodach s intenzivnim
chovem ryb. ZvySené koncentrace se také velasto objevuji v recirkulaich
systémech, zejména bezpresirt po zahajeni provozu nebo ustedku nedostateé
funkce biologickych filtfi, ve kterych probih& proces nitrifikace (Svobodav&ol.,
2007; Svobodova a kol., 2008). Pokud v biologickfitthrech nejsou idealni podminky
pro nitrifikaci, mize dochazet k hromawi dusitari ve vodt.

Tab. 2: Pimérné koncentrace amoniakalniho, dusitanového,édasbvého a
celkového anorganického dusiku gkterychiekachCR (Pitter, 2009):

Reka- profil p (Namon) p (N-NOy) p (N-NOy) p (Nanorg C (Nanorg
[mg.I"] [mg.I"] [mg.I"] [mg.I"] [mmol.I"]

Berounke} - 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 5,815 0,4154

Lahovice

\S/}/rratka - 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 — 2,950 0,179 5,23 8,359 0,597 0

Zidlochovice

Ote}\_/a - 0,147 0,004 1,15 1,301 0,092 9

Susice

Otava —

Stielské 0,164 0,012 1,50 1,676 01197

Hostice

Otava — Pisek 0.276 0,043 2.49 2,809 0,200 6

Jizera — Horni 0.138 0,008 1,25 1,396 0,099 7

Sytova

Jizera — Novy 0,327 0,046 3,41 3,783 0,270 2

Vestec
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Dusitany jsou odvozeny od kyseliny dusité H\&tera pati mezi stedre silné
kyseliny a disociuje podle rovnice:
HN@=H" + NO, log K=-3,35 (T= 25°C)

Ve vodach s hodnotami pH nad 5 zceltevazuji dusitanové ionty nad
nedisociovanou kyselinou.fiPhodnot pH 3,35 jsou ob formy existence zastoupeny
v molarnim pondru 1:1 (Pitter, 2009).

Jako mineraly se dusitany nevyskytuji. Pokud jsewed pritomny, vznikaji
bud’ biochemickou oxidaci amoniakalniho dusiku (nkafii) nebo biochemickou

redukci dusinani (denitrifikaci).

2.6 VLIV DUSITAN U NA RYBY

2.6.1 Fijem a mechanizmus dinku dusitana na ryby

Sladkovodni ryby a korySi jsou hyperosndttivaci prostedi ve kterém Ziji, a
proto aktivié prijimaji ionty zZabrami, aby se vyrovnavala ztratac¢ma pasivnim
odtokem z Zaber. Aktivnitfjem ionti je spojen s tzv. chloridovymi Bkami Zaber
(Maetz, 1971). Dusitanové ionty se fefiavaji do organizmui@devSim pes tyto
chloridové buiky Zaber (Svobodova a kol., 2007). Mezi ionty cidbra dusitaf
existuje kompetice na chloridovych ik&ch. Problém s dusitany ve sladké &od
prameni ztoho, Zze NO ma utitou afinitu kiontové vymin¢ CI/HCOs, takze
v pripacd vysSSi koncentrace chlofidve vod jsou chloridové biky obsazeny a
vstrebavani dusitanje snizeno. Teorie 0 nahrazefdisti @ijmu chloridi dusitany je
dale podptena faktem, Ze ryby s vysokou rychlostijppu chloridi Zabrami (pstruh
duhovy, okounriéni, Stika obecnd) jsou vice citlivé k dusiiam nez ryby s nizkou
rychlosti @gijmu (Gha fti¢ni, kapr obecny, lin obecny) (Willams a Eddy, 1986
Kroupova a kol., 2005). Proto se pro posouzenicttyxpro ryby doporauje sledovat
hmotnosti porr koncentraci chlorila N-NG, (Svobodové a kol., 2007).

Dusitany se v krvi vazi na hemoglobin za vzniku meetoglobinu,éimz se

shiZzuje transportni kapacita krve pro kyslik. Zwvy@ennozstvi methemoglobinu v Kkrvi
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je doprovazeno hwym zbarvenim krve a Zaber (Svobodova a kol., 1982kud
mnozstvi methemoglobinu v krvi niggahne 50 % z celkového mnozstvi hemoglobinu,
nedochazi zpravidla kuhynu ryb. Uhyny jsou tmgigny aZz f mnozstvi
methemoglobinu nad 80%. Ryby jsou malatné, ztrasentaci,casto jsou zjigovany i
kiece svaloviny jako dsledek poSkozeni nervové soustavyislddku nedostateého

zasobeni kyslikem (Svobodova a kol., 2007).

ZjednodusSené schéma vzniku methemoglobinu (Kosdkauma, 1987):
4Hb* 4NGy +4H - 4HLE +4NG + O, + 2 HO

Cervené krvinky ryb obsahuji enzym reduktazu, ktegremsiiuje
methemoglobin na hemoglobin. Timto ugpbem lze dosahnout normalni hladiny
hemoglobinu Bhem 24-48 hodin, jsou-li rybytievedeny do vody beziipomnosti
dusitari (Svobodova a kol., 1992). Dale bylo zidb, Ze dusitany nahrom&tk v krvi
a tkanich jsou postupnoxidovany na téwt netoxické dusinany, které jsou pak

vylu¢ovany mai a ZIwi (Kroupova a kol., 2005).

2.6.2 Toxicita dusitami pro ryby a faktory, které ji ovliv nuji

Toxicita dusitaf pro ryby je velmi rozdiln4. Letalni koncentrace mehybuji
v rozmezi 0,3 az 300 mg.INO, v zavislosti na mnoha viiitich a vijsich faktorech
(druh a ¥k ryb, kvalita vody a dalSi) (Svobodova a kol., 2ZP0Rozdilnost citlivosti

vybranych drubi ryb vi¢i dusitarim dokumentuje tabulka 3.
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Tab. 3: Toxicita dusitah(hodnoty 96hLC50 jsou uvedeny v mgN-NO,) pro
vybrané druhy ryb (Lewis a Morris, 1986)

+ | Alkalita 96hLC50
Druh (rff‘fl.l) (CaCQ T?O‘z':‘;ta pH | (20 mg.I*
9 mg.I) cl)
Studenomilné
Pstruh duhovy 50 177 10 | 7.4 6,63
Oncorhynchus mykiss
Losos
Oncorhynchus tshawytscha 20 13 7.2 47
Teplomilné
I ctaluridae
Sumeek skvrnity 30 190 32 79 6.4
Ictalurus punctatus
Sumeek cerny > 52
Ictalurus melas
Cyprinidae
Stre\_/lecernoskvrna 27 08 18 83 > 63
Semotilus atromaculatus
Kapr obecn}Cyprlnus > 52
carpio
Castomidae
Catostomus commersoni > 100
Carpiodes cyprinus > 100
Centrarchiadae
Okounek pstruhovy | g, 190 23 | 79 140
Micropterus salmoides
Slun&nlc_;e velkoplo_utva 30 7.2 108
Lepomis macrochirus
Taxony z jinych ¢eledi
Oreochromis aureus 80 190 23 79 15
Candatek kozlikovity
: >9
Percina caprodes
KoljuSkati¢ni Culaea 59
incostans
Cottus bardi 53 177 13 | 81 >106
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2.7 TESTY TOXICITY NA VODNICH ORGANIZMECH

Testy toxicity na organizmech vodniho presti maji svou nezastupitelnou roli
pii hodnoceni no¥ vyvinutych a do praxe zavé&aych chemickych latek aripravki
véetne pesticidi i pri klasifikaci odpad uréenych ke skladovani. Cilem tégbxicity je
hodnotit potencialni nebezfiepro vodni ekosystém jako celek (Svobodova a kol.,
1986; Svobodova a kol., 2000). P¢gwoto je nutno volit testovaci organizmy tak, aby
zastoupily celou trofickou urovie(producenti, konzumenti, destruenti). K hodnoceni
ekologického rizika chemickych latek afigravka vcetre pesticidnich latek jsou
vyZzadovany vysledky testakutni toxicity narasach, dafniich a na rybach (Svobodova a
kol., 2000).

Testy toxicity se provagi v podstat na tech urovnich (Svobodova a kol.,
1992):

* na urovni butk a tkani

* na Urovni organizii (jedinai)

e na urovni biocendz (spalenstev)

Toxické pmisobeni latek na Zivé systémyabeme zkoumat in vitro ,ve zkumavce*
nebo na Zzivych zvatech jn vivd'. Zvife, jako sovast zZivé pirody, je totiz
nejdokonalejSim modelem pro toxikologické experitgygilorak a kol., 2004). ¥Sina
toxikologickych dat pochazi z testovani na Zivyefiatech.

Toxické pisobeni latek vtestechin vitro miZzeme zkoumat na pamé
jednoduchych Zivych systémech. Mohou to byt (Ha&ol., 2004):

- jednoduché organizmy- prvoci, dikkovci, bakterie,fasy, sinice,cervi, Klicici

semena rostlin

- buni¢né preparaty- bilé krvinky, jaterni itky (hepatocyty), jaterni platky,

nadorové biiky

Testy toxicity se také mohouwld podle délky expozice na:
* akutni testy

» chronickeé testy
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Akutni testy

Akutnimi testy se sledujicinky, které se projevi v kratké débpo jednorazovém
podani latky. Provedeni testu zavisi na typu latkgdlsznych informacich o toxiaita
pozadavcich na fpsnost (Horak a kol., 2004). Viihu testu se kontroluje a
zaznamenava stav a chovani testovanych org@nerodstréuji se uhynuli jedinci
(Svobodova a kol., 2000). Vysledkem testu akutrictty jsou obvykle hodnoty LC50,
EC50 a IC50, to jsou koncentrace, které vyvolajirtaldu, jiny efekt (nap.
imobilizaci) nebo inhibici i#stu testovacich organiZmza utitou dobu psobeni

(obvykle 24 az 96 hodin) u 50 % testovanych organiz

Chronickeé testy
V testech chronické toxicity jsou organizmy vyste&oy testované latce po
dobu 90 di. Poté se &inky latky na organizmech vyhodnoti a vysledkemtites
chronické toxicity je
* NPK hodnota (nejvyssiffpustna koncentrace) tj. koncentrace, ktera
nepoSkozuje organizmy antiglouhodobé expozici.
* NOEC (nejvyssi koncentrace testovaného vzorku raéyejici Zadné
pozorovatelné &inky
« LOEC (nejnizSi koncentrace testovaného vzorkdi které jsou
pozorovany tinky)
Prechodnou kategorii mezi testy akutni a chronick&icity jsou testy

subchronické toxicity.

Posloupnost tesi toxicity

Rozsah test jejich usp#adani a hodnoceni je dano cilem, pro ktery jsou
provadny. Fi hodnoceniakutni toxicity chemickych latek, ifpravki a odpad,
piipadré odpadnich vod se zji§ji hodnoty LC50, hodnoty EC50 a hodnoty IC50
(Svobodova a kol., 2000)i€&d uvedené symboly se obvykle uvédsovy Udaj o délce
trvani testu (nap 96h).

Pri zjistovani hodnot LC50, EC50 a IC50 se vychéazi z komaentve kterych
doslo k vice nez nulové a menez stoprocentni mortaljtimobilizaci¢i inhibici rastu.
Proto je pi provadni testi velmi dilezité zvolit spravny rozsah koncentraci
(Svobodova a kol., 2000). Nejprve se provadi tawmithi test, @i kterém se zji€uje
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reakce testovanych organiinma koncentraci 100 md.Itestovaného vzorku. Pokud
v limitnim testu Zadny testovany organizmus neuhydalSi testy se nevyZaduji.
V opaném gipact se provadi fedkezny test. RedlEzny test se provadi s malym
poétem testovacich organiZm(3-5 ks ryb nebo 10 ks dafnii v kazdé koncentraai)
Siroké $kale koncentraci testované latky fnagl 0,01 do 100 mg'). Na zéklad
vysledii predbEZného testu se voli rozsah koncentraci testovaky dio zakladni test.
P provadni zakladniho testu se do jednotlivych koncenttasiované latky nasazuje
VetSi paet testovacich organizim(min. 7-10 ks ryb), stejny @et se nasazuje do
kontroly. Z vysledku zé&kladniho testu se wyjava hodnota IC50, EC50, LC50
(Svobodova a kol., 2000).

Pri provadni dlouhodobych tesfi toxicity (chronické a subchronické testy
toxicity) se stanovuji hodnoty LOEC (lowest obsehadffect concentration) a NOEC
(no observed effect concentration).

Dulezitou sowdasti kazdého testu toxicity jeontrola, kterd se provadi se
stejnymi organizmy ve stejnych podminkach. Kontroalrganizmy se nasazuji dedici
vody bez pitomnosti testované latkyRedici voda musi vyhovovat fyziologickym
pottebam testovacich organiam Sowasré tato voda nesmi ovlilovat toxicitu
testované latky (Svobodova a kol., 2000). Toxikailkg laborat® je povinna provagt
v uréitych ¢asovych intervalech tzwnit¥ni kontrolu. Jedna se vilastro zakladni test,
v némz je testovanou latkostandard. Jako standard se u nas i v zahtapouziva
dichroman draselny ((Cr,O; p.a.). V nasi republice se dale pouziva jako stahg-
nitrofenol (p.a.) a heptahydrat siranu zim#ého (ZnSQ. 7H,O p.a.). Provedeni testu
se standardem a porovnani takto ziskané hodnoty EC¢i IC)50 s obeca platnymi
hodnotami umoiuje laboratéi tzv. vnitini kontrolu spravnosti postupu i citlivosti

pouzitych testovacich organizniSvobodova a kol., 2000).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL A METODIKA

3.1.1 Material a pomicky

Testovana latka:dusitan sodny NaN£p.a., ktery slouzil jako zdroj dusitéan

Testovaci organizmus

» Jeseter maly

» Jeseter silisky

Oba druhy ryb byly ziskany z Genetického nghk&ho centra VURH JU

Vodnany. Pramérna velikost a hmotnost byla u jesetera malého tfyla 15,38 g. U
jesetera siliského 17,6 cm a 17,26 g.
Redici voda: jako tedici voda byla pouzitamdstata vodovodni voda nésledujicich
parameti:

e pH7,2

¢ KNK450,5 mmol.I'

e CHSKun 2,2 mg.I"

« YCa+Mg 14,0 mgt

¢ N-NH," 0,03 mgt

« N-NO;3 5,2 mg.

¢ N-NO, 0,01 mgt

« CI*11,0mgt

+ SO#51,5mgt

« P-PQ* 0,01 mgt

Pristroje a pomicky: pHmetr a oximetr (multifunkni pistroj MultiLine P4 firmy
WTW), analytické vahy (Mettler AE 200), spektrofotetr (Spectonic 20 Genesys),
lihovy teplomer, laboratorni nadobi (kadinky, skkere tyinky, sticka, vazenka,

pipety), sklegné nadrze o objemu 30 litrsit’ky na gelovovani ryb
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3.1.2. Metodika testu akutni toxicity na rybach

Testy akutni toxicity byly provedeny podle mezirdmd platné normyCSN EN
ISO 7346-2 Jakost vod. Stanoveni akutni letalnicityxlatek pro sladkovodni ryby
/Brachydanio rerioHamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidagjést 2: Obnovovaci

metoda.

Princip testa

Ryby jsou vystaveny po dobu 96 hodin testovanéelatmdstupovanych
koncentracich. V gibéhu testu je pozorovano chovani a mortalita ryb. 2délad
zjisttné mortality ryb v jednotlivych koncentracich senmoxi probitové analyzy
vypoctou koncentrace LC50 za dobu 24 az 96 hodin (ZhL@50).

Podminky testi
» Délka expozice 96 hodin
e Objem lazné: 20 |
* Vymeéna lazné: po 48 hodinach
e Teplota vody: 18 +/- 2 °C
* Nasyceni vody kyslikemO,> 60 %
* Oswtleni: 12 hodin den&
* Potet testovanych ryb:3 ks v jedné koncentractipredlzZném testu a 7 ks
v jedné koncentracitpzakladnim testu

e Ostatni podminky: aerace, bez krmeni

Vlastni provedeni test

Testy byly provedeny ve dvou stupnich:

1) Predkezny test

2) Zakladni test

Koncentrace testované latky (dusiipibyla owiovana po 48 hodinach testiefd
vymeénou testované lazn Dusitany byly stanoveny spektrofotometricky paake
s kyselinou sulfanilovou a N-(1-naftyl)-ethylendisaihydrochloridem (NED-
hydrochloridem).
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Postup: k50 ml odebraného vzorku bylgidgno 2,5 ml roztoku kyseliny
sulfanilové, smis byla promichana, po 10 minutach stéfiilaboratorni teplat byl
pfidan NED-hydrochlorid a sés byla ogt promichana. Po dalSich 20 minutach byla
spektrofotometricky z&fena intenzita vznikléhoizového zabarveniipvinové délce
520 nm proti slepému stanoveni. Koncentrace dusitagly potom odéteny
z kalibrani piimky.

Predbézny test

Do pokusnych sklemych nadrzi o objemu 30 litrbylo pipraveno po
20 litrech roztok dusitanu sodného o koncentracich 10, 25, 50, 1§0'nDo
takto gipravenych lazni byly nasazerdyks nahod& vybranych ryb. (obr. 3).
Stejnym zfisobem byla nasazena i kontrola. Nat&hku testu a kazdych
nasledujicich 24 hodin byly ve vSech nadrzickiemy a zaznamenavany
hodnoty pH, teploty a koncentrace rozgangho kysliku. Po 48 hodinach byly
ryby preloveny do pedem pipravenych nadrzi s névpiipravenymi roztoky
dusitanu sodného. Vnéhu celého testu se sledovala a zaznamenavala
mortalita ryb. Uhynulé ryby byly z nadrzi odstowany. Po 96 hodinach byl test
ukonten. Na zaklagl vyslediki predlEzného testu se zvolily koncentrace pro test

zakladni.
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Z&kladni test

Na zéklad vysledki predlEznych tesi byly zvoleny koncentrace pro zakladni test,
a to:

« Pro jesetera malého: 5, 10, 15, 20, 25, 30 ng.|

« Pro jesetera sitského: 5, 10, 25, 40, 60 mg.|

Do takto gipravenych lazni bylo nasazeidks nahod& vybranych ryb. Stejny

pocet ryb byl nasazen i do kontroly. Nacasku testu a kazdych nasledujicich 24 hodin
se ntfila a zaznamenavala hodnota pH, teplota a hladinpuséného kysliku ve vSech
nadrzich. Po 48 hodinach byly rybyefoveny do pedem pipravenych nadrzi s név
nadavkovanou koncentraci dusitanu sodného¥sépu celého testu byla sledovana a
zaznamenavana mortalita ryb. Uhynulé ryby byly draa odstréaovany. Po 96
hodinach byl test ukaen. Na zakladl zjisttné mortality ryb v jednotlivych
koncentracich byly pomoci probitové analyzy v§tgoy letalni koncentrace LC50 za
dobu 24 az 96 hodin (24 - 96hLC50). K v¢pon byl pouZzit softwarovy program
EKOTOX 5.1.

Platnost testi (validace) dleCSN EN I1SO 7346-2
Vysledky jsou povaZzovany za platné, jestlize bylln&na nasledujici kritéria:
» Koncentrace rozpuiého kysliku v testovacich roztocich a v kontrole
béhem celého testu neklesla pod 60 % nasyceni
* O koncentraci zkouSené latky neni znamo (nebo giedeoklada), Zze by
béhem zkousky vyznan@poklesla

* Mortalita kontrolnich ryb negkrctila 10 % nebo 1 ryba na nadrz

3.2 VYSLEDKY

3.2.1 Platnost testu

Pred vyhodnocenim tastbylo zkontrolovano dodrzeni kritérii danych normou
CSN EN ISO 7346-2. V ibshu test nedoslo v zadnémiipads k Ghynu kontrolnich
organiznt, nasyceni vody kyslikem nepokleslo pod 60 % a &ntrace testované latky
pied vynenou lazr se neliSila od nominalni koncentrace o vice ne%100 znamena,

Ze pozadovana kritéria validace byla gpima dosazené vysledky jsou platné.
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3.2.2 Vysledky testu na jeseteru malém

v 7z

Vysledky predbézného testu

V piedtEzném testwinil rozsah koncentraci NaNQO — 100 mg:t.
Vysledky sledovani zakladnich paraniekvality vody v pfibéhu testu jsou uvedeny
v priloze (tabulka ).

Klinické priznaky otravyv pribéhu prvnich 24 hodin trvani testu nejevily ryby
v koncentracich 10 a 25 mg.lz4dné zminy chovani ve srovnani s kontrolou, ve
vy&sich koncentracich (50 a 100 rify.kykazovaly ryby piznaky poskozeni (jejich
pohyb byl malatny a ve srovnani s kontrolou vykatpwzrychlené dychani). V fioéhu
nasledujicich 72 hodin trvani testu nejevily rytddié zminy chovéani ve srovnani
s kontrolou pouze v koncentraci 10 riigVe vy$Sich koncentracich (25, 50 a 100 mg.|
Y vykazovaly ryby piznaky poskozeni. Mortalita pokusnych ryb mthu
predk¥zného testu je uvedena v tabulce 4.

Patoanatomicky obraz otravikize uhynulych ryb byla s#lejSi ve srovnani
s kontrolou, zabry byly hfé barvy. B pitvé uhynulé ryby byl pozorovan néigt cév
vnitinich orgad a hréda barva krve (viz obr. 4). Patoanatomicky obraawt byl i
vSech testech stejny.

Obr. 4: Kontrolni pitva uhynulého pokusného jesetémahde) v porovnani
s jeseterem z kontroly (dole).




Tab. 4: Mortalita pokusnych ryb viiéhu predkEzného testu na jeseteru malém

(do kazdé koncentrace byly nasazeny 3 kusy ryb)

Koncentrace | Mortalita do Mortalita do Mortalita do Mortalita do
mg.I* Nall\lQ 24 hodin (ks) | 48 hodin (ks) | 72 hodin (ks) | 96 hodin (ks)

0 mg.I

(kontrola) 0 0 0 0

10 mg.I" 0 0 0 0

25 mg.I* 0 1 2 3

50 mg.I* 1 3 3 3

100 mg.1" 2 3 3 3

Na zaklad vysledki predkEzného testu byly zvoleny koncentrace pro zakladni
test v rozsahu od 5 aZ 30 mgNlaNG, .

Vysledky zékladniho testu

V zakladnim testwinil rozsah koncentraci NaNO5 — 30 mg.t. Vysledky
sledovani zakladnich parametkvality vody v pfibéhu testu jsou uvedeny Vifmze
(tabulka ).

Klinické pfiznaky otravyv pribéhu prvnich 24 hodin trvani testu nejevily ryby
v koncentracich 5 mgtla 10 mg Zadné zrsny chovani ve srovnani s kontrolou, ve
vy&sich koncentracich (15, 20, 25 a 30 Mguykazovaly ryby piznaky poskozeni
(jejich pohyb byl malatny a ve srovnani s kontrolgtkazovaly zrychlené dychani). V
pribéhu nasledujicich 72 hodin trvani testu nejevily yryiadné zrdny chovéani ve
srovnani s kontrolou pouze v koncentraci 5 thgee vy$sich koncentracich (10, 15, 20,

25 a 30 mgl) vykazovaly ryby piznaky poskozeni. Mortalita pokusnych ryb
v prab¢hu zakladniho testu je uvedena v tabulce 5.

Tab. 5: Mortalita pokusnych ryb viéhu zakladniho testu na jeseteru malém
(do kazdé koncentrace bylo nasazeno 7 kyb)

Koncentrace Mortalita_ za Mortalita_ za Mortalita_ za Mortalita_ za
mg.rl NaNO, 24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
1 ks % ks % ks % ks %
0 mg.l
(kontrola) 0 0 0 0 0 0 0 0
5 mg.I* 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mg.!* 0 0 2 29 3 43 3 43
15 mg.I* 1 14 6 86 6 86 6 86
20 mg.I" 4 57 5 71 5 71 6 86
25 mg.I* 7 100 7 100 7 100 7 100
30 mg.I* 6 86 6 86 7 100 7 10d
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Na zé&klad mortality pokusnych ryb byly probitovou analyzowpecteny
hodnoty LC50, které jsou uvedeny v tabulce &tm hodnot, které odpovidajigpaitu
na dusitany (N@) a dusitanovy dusik (N-NO

Tab. 6: Pehled hodnot LC50 NaN{a jejich na N@ a N-NGy” pro jesetera
malého

Vyjadieni NaNQ NO, N-NO,

24hLC50 18,5 mg1 12,33 mg T 3,75 mgt
48hLC50 13,1 mg 8,73 mg.I 2,66 mg.I'
72hLC50 11,9 mg] 7,93 mgt 2,41 mg.t
96hLC50 11,6 mg1 7,73 mgt 2,35 mg.t*

K vypoctu uvedenych hodnot byl pouzit program EKOTOX Piislusné grafy
jsou uvedeny vigloze (obr. | az IV).

3.2.3 Vysledky testu na jeseteru sibském

Vysledky predbéZzného testu

V predhsZzném testinil rozsah koncentraci NaNQ@O — 100 mg't.
Vysledky sledovani zékladnich paraniekvality vody v piibéhu testu jsou uvedeny
v priloze (tabulka Il1).

Klinické pfiznaky otravyv pribéhu prvnich 48 hodin trvani testu nejevily ryby
v koncentracich 10 a 25 md.l74dné zrny chovani ve srovnani s kontrolou, ve
vy&sich koncentracich (50 a 100 rify.kykazovaly ryby piznaky poskozeni (jejich
pohyb byl malatny a ve srovnani s kontrolou vykatpwerychlené dychéani). V fioéhu
nasledujicich 48 hodin trvani testu nejevily rytddié zminy chovani ve srovnani
s kontrolou pouze v koncentraci 10 rifgVe vyssich koncentracich (25, 50 a 100 mg.|
Y vykazovaly ryby piznaky poskozeni. Mortalita pokusnych ryb mthu
piedkEzného testu je uvedena v tabulce 7.
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Tab. 7: Mortalita pokusnych ryb viiéhu pgredkéZzného testu na jeseteru sgkiém (do
kazdé koncentrace byly nasazeny 3 kusy ryb)

Koncentrace | Mortalita do| Mortalita do| Mortalita do| Mortalita do
mg.I* Nal\llQ 24 hodin (ks) | 48 hodin (ks) | 72 hodin (ks) | 96 hodin (ks)

0 mg.!

(kontrola) 0 0 0

10 mg.I" 0 0 0 0

25 mg.I* 0 0 0 1

50 mg.I* 1 2 2 3

100 mg.1* 0 2 3 3

Na zaklad vysledki predkEzného testu byly zvoleny koncentrace pro zakladni
test v rozsahu od 5 aZ 60 migNlaNG, .

Vysledky zékladniho testu

V zakladnim testwinil rozsah koncentraci NaNO5 — 60 mg:t. Vysledky
sledovani zakladnich parametkvality vody v pfibéhu testu jsou uvedeny Vifpze
(tabulka IV).

Klinické pfiznaky otravyv pribéhu prvnich 48 hodin trvani testu nejevily ryby
v koncentracich 5, 10 a 25 mi§.Fadné zrny chovani ve srovnani s kontrolou, ve
vy&sich koncentracich (40 a 60 riy.vykazovaly ryby piznaky poskozeni (jejich
pohyb byl malatny a ve srovnani s kontrolou vykadpwerychlené dychani). V pbéhu
nasledujicich 48 hodin trvani testu nejevily rytddié zminy chovani ve srovnani
s kontrolou v koncentracich 5 a 10 rifgVe vy$8ich koncentracich (25, 40 a 60 Hg.|
vykazovaly ryby piznaky poskozeni. Mortalita pokusnych ryb vil@hu predkéZzného
testu je uvedena v tabulce 8.

Tab. 8: Mortalita pokusnych ryb vigéhu zékladniho testu na jeseteru
sibirském (do kazdé koncentrace bylo nasazeno 7 ki

Koncentrace Mortalitq za Mortalitq za Mortalitq za Mortalitq za
mg.l‘1 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
5 mg.I" 0 0 0 0 0 0 0 0
10 mg.I" 0 0 0 0 0 0 0 0
25 mg.I* 0 0 0 0 0 0 1 14
40 mg.I* 1 14 1 14 1 14 3 43
60 mg.I" 2 29 6 86 6 86 6 86
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Na zaklad mortality pokusnych ryb byly probitovou analyzowypecteny
hodnoty LC50, které jsou uvedeny v tabulce &t hodnot, které odpovidajigpaitu
na dusitany (N@) a dusitanovy dusik (N-N£O.

Tab. 9: RPehled hodnot LC50 NaN£a jejich grepaiet NG, a N-NGy” pro
jesetera sitsského

Vyjadieni NaNQ NO, N-NO,

24hLC50 67,6 mgi 45,06 mg T 13,72 mgt
48hLC50 48,6 mg1 32,4 mgt 9,86 mg.I'
72hLC50 48,6 mg1 32,4 mgt 9,86 mg.I'
96hLC50 39,8 mg} 26,53 mgt 8,08 mg.I'

K vypoc¢tu uvedenych hodnot byl pouZzit program EKOTOX Fislusné grafy
jsou uvedeny vidloze (obr. V az VIII).

Na zaklad zjisSttnych vysledk se jevi jeseter sitiky jako vice odolny &i

pusobeni dusitah U obou drufi ryb je zZejmé, Ze hodnota LC50 se sniZzovala
s rostouci dobou expozice.

32



4. DISKUZE

Hodnoty 24, 48,72 a-96hLC50 dusitanu sodnéhoépgSha zaklagltestu akutni
toxicity pro jesetera malého dosahly hodnot 18%1111,9 a 11,6 mg") coZ odpovida
koncentraci dusitanového dusiku (N-NO3,8, 2,7, 2,4 a 2,35 mg.l Odpovidajici
hodnoty LC50 dusitanu sodného dosahly u jesetbitského vyse 67,6, 48,6, 48,6 a
39,8 mg.t, co? odpovida koncentraci dusitanového dusikutahis{N-NO,) 13,7, 9,9,
9,9 a 8,1 mgt.

Na z&klad téchto vysledk Ize konstatovat, Ze obetnznama rozdilna
vnimavost @iznych drulid ryb vici dusitarim se projevuje i v ramci jednoho druhu ryb
raznych rodh. V literature existuje porérné velké mnozstvi Udajo toxicit dusitari
pro ryby. Ale vzhledem ke vSeobé&cmzndmé &sné zavislosti vnimavosti rybui
dusitarim na koncentraci chlonid ve vod, jsem porovnaval své vysledky pouze
s udaji, kde byla koncentrace chldridle vod srovnatelna s koncentraci chlarid
v fedici vods, kterou jsem pouzival ve svych testech (11 th@l). Napg. Lewis a
Morris (1986) uvadi pro pstruha duhového a losds2@mg.I* CI" hodnoty 96hLC50
6,6 a 4,7 mg}l N-NO,. Srovnatelna citlivost je uvéda u suméka skvrnitého
(96hLC50 i 20 mg.I* CI 6,4 mg.* N-NO,). Jak vyplyva z fehledu, ktery vyse
uvedeni autth uvadji, tyto ryby pati k ttm citlivéjSim drulim a vezmu-li v Gvahu
niz8i koncentraci chlorid v redici vo& pii mych pokusech, mohu konstatovat, Ze
citlivost jesetera malého a jeseteraisikého je srovnatelnd&rmito (citlivéjSimi) druhy
ryb. Naopak vyssSi odolnost ve srovnani s jesetareym a jeseterem silskym \aci
dusitarim vykazuji druhy ryb, jako jsouist/le cernoskvrnna (96hLC50 > 63 mg.N-
NO,), sumeek cerny (96hLC50 > 63 mgHN-NO,) nebo kapr obecny (96hLC50 > 52
mg.* N-NOy). Lewis a Morris, 1986

Vysledky mé prace také ukazuji, Ze toxicita dusitpro oba dva druhy ryb se
zvysSuje s délkou expozice (hodnoty LC50 se sniz#dobné zayry uvadi ve své
praci i (Lewis a Morris, 1986)

Toxicitou dusitad pro ryby se také zabyvali ve své praci (Machovioh,
2009). Tito autdi provadili testy toxicity na 3 rozdilnych hybridech jesetétych ryb.
Jednalo se o oktaploidniho jeseteraisk®ho (8n x 8n — zji8ha hodnota 48hLC50
ginila 16 mg.I* NO,), dale o jeho hexaploidniho hybrida s tetraplairjéeseterem
malym (8n x 4n — zji¥na hodnota 48hLC5@inila 20 mg.* NO,) a o jeho
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dekaploidniho hybrida s dodekaploidnim jeseterenitsiiym (8n x 12n, kde zjisha
hodnota 48hLC5@inila 47 mg.I* NO,). Fi porovnani &chto hodnot s vysledky, které
jsem zjistil pro jesetera malého a jeseteraisiigho (48hLC50 8,7 mg-INO,- a 32,4
mg.I* NO,) se jevi jako nejvice citlivy jeseter maly, zatorjeseter silisky vykazuje

srovnatelnou citlivost s dodekaploidnim jeseterdyitskym.
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5. ZAVER
1) Na zaklad vysledki testi akutni toxicity na jeseteru malémdipenser ruthengs
byly stanoveny gedni letalni koncentrace dusiteP4hLC50 — 96hLC50:
24hLC50= 12,33 mgiNO,
48hLC50= 8,73 mgiNO,
72hLC50= 7,93 mgiNO,
96hLC50= 7,73 mgiNO,
2) Na zaklad vysledki tesfi akutni toxicity na jeseteru siiském Acipenser baer)i
byly stanoveny s$edni letalni koncentrace dusita4hLC50 — 96hLC50:
24hLC50= 45,06 mgiNO,
48hLC50= 32,4 mgiNO,
72hLC50= 32,4 mgiNO,
96hLC50= 26,53 mgiNO,
3) Na zaklad ziskanych vysledktesti akutni toxicity byla konstatovana vyssi citlivost

jesetera maléhoi¢i dusitarim ve srovnani s citlivosti jesetera &#ieho.
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/ SEZNAM DEFINIC A ZKRATEK

EC50: koncentrace testovaného vzorku, kterdisgbi Uhyn nebo imobilizaci 50 %
testovanych organizirDaphnia magna.

IC50: koncentrace testovaného vzorku, kterdisgbi 50 % inhibici dstu kdene
hoicice bilé ve srovnani s kontrolou.

Koncentrace latky: hmotnost latky rozpudhé viedici vod¢ a doplgné do 1 litru
fedici vodou (mg?).

Kontrola: fedici voda s testovacimi organizmy bez testovamgbiku.

LC: letalni koncentrace.

LC50: koncentrace testovaného vzorku, kterasgii thyn 50 % testovanych ryb.
Limitni test: provadi se koncentraci 100 mytestovaného vzorku, aby se prokazalo,
e hodnota LC (EC, IC)50 tohoto vzorku j#3f, neZ uvedena koncentrace (100 Mg.|
(lowest observed effect concentration).

NOEC: nejvySsi koncentrace testovaného vzorku nevyvalévaadné pozorovatelné
Ucinky (no observed effect concentration).

Predbézny test: test k upesréni koncentraci pro zakladni test, provadi se nakém
rozmezi koncentraci testovaného vzorku.

Redici voda: voda giipravena podleCSN EN ISO 7346 nebo pitna voda, ktera je
zbavena chloru probublavanim vzduchem po dobu 2#nhdJdaje o pouzitéedici
Vo je nutno uvést do protokolu.

Standard: K,Cr,O; — kontrolni latka, u niz je opakovamircovana hodnota LC(EC,
IC)50 tzv. vnitni kontrola laborat@. Zmeény LC(EC, IC)50 standardu odrézeji
variabilitu podminek testu a kondici testovanychamizmi.

Z&Kladni test: test, jehoZz vysledky umagji dostatén¢ presré stanovit hodnotu
LC(EC, IC)50. Tvdi ho zpravidla 6 az 10aznych koncentraci testovaného vzorku

Vv rozmezi stanovenéntgulEZznym testem.
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8 PRILOHY

Seznam tabulek

Test akutni toxicity na jeseteru malém

Tab. | - sledovani zakladnich paramekvality vody v paibéhu predlEzného testu na
jeseteru malém

Tab. Il - sledovani zékladnich parametvality vody v piibéhu zakladniho testu na
jeseteru malém

Test akutni toxicity na jeseteru sibFském

Tab. Il - sledovani zékladnich paramekvality vody v pibéhu predkéZného testu na
jeseteru siliském

Tab. IV - sledovani zakladnich paramekvality vody v pibéhu zakladniho testu na

jeseteru sitiském

Seznam obrazla a grafa

Test akutni toxicity na jeseteru malém

Obr. | — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity naejeru malém, vysledna
hodnota 24hLC50= 18, 5 mg.|

Obr. Il — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru malém, vysledna
hodnota 48hL.C50= 13,1 md.|

Obr. Il — Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicityjeseteru malém, vysledna
hodnota 72hLC50= 11,9 md.|

Obr. IV — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru malém, vysledna
hodnota 96hL.C50= 11,6 md.|

Test akutni toxicity na jeseteru sibFském

Obr. V — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru siliském, vysledna
hodnota 24hLC50= 67,6 md.|

Obr. VI — Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicityjeseteru sitifském, vysledna
hodnota 48hLC50= 48,6 md.|

Obr. VII — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity jeaseteru siliském,
vysledna hodnota 72hLC50= 48,6 ig.|
Obr. VIII — Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity jeaeteru siliském,

vysledna hodnota 96hLC50= 39,8 riig.|
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Tab. | sledovani zakladnich paramekvality vody v pibéhu predkEZzného testu na jeseteru malém

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Cislo | Koncentrace Datum a hodina gteni
nadrze NaNQ, 27.3| 28.3|29.3| 30.3| 31.3| 27.3| 28.3| 29.3| 30.3| 31.3| 27.3| 28.3| 29.3| 30.3| 31.3
Oh | 24h{48h|72h|96h| Oh | 24h|48h|72h|96h| Oh | 24h| 48h|72h| 96 h
1 10 mg.t 16,0 17,0| 19,7| 18,9| 19,2| 101 | 97 96 95 95 74 8] 86 91 9
2 25 mg.I 16,0| 17,0| 19,5| 18,7 99 97 96 95 74 83 86 90
3 50 mg.I' 16,0| 17,0| 19,6 101| 97 96 75 8,2 8,6
4 100 mgt | 16,0]17,0] 19,7 101 | 97 97 75 8,2 87
Kontrola| 0 mg.I* 16,0 17,0/ 20,0/ 18,9 19,0| 98 | 94 | 92| 91| 89 74 79 8B 9,0 9
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Tab. Il sledovani zakladnich paramiekvality vody v pfibéhu zakladniho testu na jeseteru malém

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Cislo | Koncentrace Datum a hodina gteni
nadrze NaNG, 24| 34| 44| 54 64 24 34 44 54 64 24 384 484 | 64
Oh | 24h{48h|72h|96h| Oh | 24h|48h|72h|96h| Oh | 24h| 48h|72h| 96 h
1 5 mg.I" 16,3| 16,9| 17,2| 18,3| 17,1| 100 | 95 92| 845 8 | 76| 7,7 78 7,7 7,9
2 10 mgt |17,0/17,5/18,6|/17,8/17,4] 99 | 96| 93| 90| 89 74 78 7B ) 8,0
3 15mgt |[17,2|17,6]/18,6]17,8|17,4| 101 | 95| 93| 90| 90| 7.6 7.6 7,8 8,0
4 20mg.l [17,1]17,6| 18,6/ 18,3| 179|100 97| 95| 90| 89 74 77 7B 8,0
5 25mgt [17,2]17,7 99 | 94 76| 7.8
6 30 mg.tt 17,1| 17,4| 18,2| 18,6 100 | 95 93 94 79 7,7 79 81
Kontrola 0 mg.I' 17,2 17,8| 18,8| 18,4| 17,9| 100 | 94 88 84 83, 76 77 78 8 7,8
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Tab. Il -sledovani zakladnich paramekvality vody v pfibéhu predlEzného testu na jeseteru $ghiém

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Cislo | Koncentrace Datum a hodina gfeni
nadrze NaNG, 27.3| 28.3| 29.3| 30.3| 31.3| 27.3| 28.3| 29.3| 30.3| 31.3| 27.3| 28.3| 29.3| 30.3| 31.3
Oh | 24h|48h|72h|{96h| Oh | 24h{ 48h|72h|96h| Oh | 24h|48h|72h| 96 h
1 10 mg.t 15,0| 18,0| 18,7| 17,9| 18,2| 101 | 97 95 94 93| 7,1 7S 86 87
2 25mg.l |15,0|18,0| 18,6/ 17,8/ 18,1| 100| 96 | 94| 93| 92| 7.4 8, 87 88 9
3 50 mgf |14,0]18,0] 18,5( 17,9 100 96| 95| 93 77 80 88 89
4 100 mg.t | 15,0| 18,0| 18,6/ 18,2 101 | 97 96 94 7,8 8, 88 89
Kontrola 0 mg.I' 15,0| 18,0| 18,4| 18,9| 18,7| 99 93 92 90 88 744 76 8p 83 8
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Tab. IV sledovani zakladnich paramekvality vody v piibéhu zakladniho testu na jeseteruisikém

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
Cislo | Koncentrace Datum a hodina gfeni

nadrze NaNG, 54| 64| 74| 84 94 54 64 74 84 94 54 64 [784 | 94
Oh | 24h|48h|72h|96h| Oh | 24h{ 48h|72h|96h| Oh | 24h|48h|72h| 96 h

1 5 mg." 17,7|18,5| 17,0| 16,5| 18,5| 85 84 83 81 7 794 78 789 81 8

2 10 mg.t 17,5| 18,3| 17,9| 18,1| 18,4| 89 88 85 82 81 774 79 8D 80 8

3 25 mg.I 17,8| 18,4| 18,3| 18,1| 18,5| 87 87 85 83 82 771 79 8D 81 8

4 40 mg.t' 20,1|18,9| 18,5| 18,4| 18,5| 88 88 85 84 83, 771 80 84 81 8

5 60 mg.I 19,3| 18,9| 18,6| 18,5| 18,5| 85 87 86 84 83 744 80 8p 82 8
Kontrola| 0 mg.I* 18,2| 18,6 17,0/ 16,5/ 18,2| 86 | 86 | 84| 83| 82 7,7 79 8p 8,0 8
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Testovana latka: NaNQ
Obr. | — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity naejeru malém, vysledna
hodnota 24hLC50= 18, 5 mg.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace =~ Mortalita

mg/l %

10 0.0

15 14.0

20 57.0

25 100.0

30 86.0

24hL.C50 = 18.5 mg/l $ 95% intervalem spolehlivosti (-6.9 , +5.0)

LCO =9.7 mgll
LC100 =35.2 mg/l

i Probit

Logaritmus koncentrace

4 ' : ' = —

2.3 241 252 263 274 285 29 3.07 318 329 34
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Testovana latka: NaNQ
Obr. Il — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru malém, vysledna
hodnota 48hLC50= 13,1 md.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace ~Mortalita

mg/I %

5 0.0

10 29.0

15 86.0

20 71.0

25 100.0

30 86.0

48hL.C50 = 13.1 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-6.0 , +4.1)
LCO =43 mgl
LC100=39.6 mg/l

| Probit | |

7 1+ - ; | I (N

e e
]
|

Logaritmus koncentrace

\

| |

| |
1.61 1.79 1.97 2.15 2.33 2.51 268 286 3.04 322 34



Testovana latka NaNQ
Obr. Il — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru malém, vysledna
hodnota 72hLC50= 11,9 md.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace ~ Mortalita

mg/Il %

5 0.0

10 43.0

15 86.0

20 71.0

25 100.0

72hL.C50 = 11.9 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-4.7 , +3.4)

LCO =47 mg/l
LC100=29.9 mg/l

T Prob‘iti? ‘ : | ‘ ‘ 1

| |
‘ /-Logn01

1 ‘ - | ‘ // |

| | | | // | \
| | LA

\ T

L A0 0

T T T R T T T

| |
Logaritmus koncentrace

161 1.77 193 209 225 241 258 274 29 3.06 3.22

N




Testovana latka NaNQ
Obr. IV — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru malém, vysledna
hodnota 96hL.C50= 11,6 md.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace Mortalita

mg/l %

5 0.0

10 43.0

15 86.0

20 86.0

25 100.0

96hLC50 =11.6 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-3.0,+2.4)

LCO =4.8 mg/l
LC100 =28.0 mg/l

| Probit o | ]
‘ |

i

///\‘ |
| I I
| o |

F | |
, ) . Logaritmus koncentrace
1.61 1.77 193 209 225 241 258 274 29 3.06 322
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Testovana latky NaNQ
Obr. V — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicityjeseteru sitiském, vysledna
hodnota 24hLC50= 67,6 md.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace = Mortalita

mg/Il %

25 0.0

40 14.0

60 29.0

24hLC50 = 67.6 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-538.1 , +60.0)

LCO =23.4 mg/l
LC100=195.1 mg/l

| Probit ] ] ]

(U'S)

‘ ‘ Logaritmus koncentrace
322 331 339 348 357 3.66 374 383 392 401 4.09
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Testovana Latka NaNQ
Obr. VI — Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicityjeseteru sitifském, vysledna
hodnota 48hLC50= 48,6 md.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace = Mortalita

mg/I %

25 0.0

40 14.0

60 86.0

48hL.C50 = 48.6 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-24.2 , +16.2)

LCO =255 mg/l
LC100=92.6 mg/l

il Probiti

71— - —A

0

| i \

T A R R /./ — o
| | | L | f

o / A
\ | | ; |

A 1 L P (R B ‘ ! - ,,I,f B ‘
> : \ ‘ |
/ o R N N
3 . ]‘ . : . Logaritmus koncentrace

322 331 339 348 357 366 374 383 392 401 4.09
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Testovana latka NaNQ
Obr. VII — Vyhodnoceni zakladniho testu akutni toxicity jeseteru siliském,
vysledna hodnota 72hLC50= 48,6 ig.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace Mortalita

mg/l %

25 0.0

40 14.0

60 86.0

72hLC50 = 48.6 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-24.2 , +16.2)

LCO =255 mg/l
LC100=92.6 mg/l

8T Probit | | |

rd

, , , ) . Logaritmus konceﬁtrace ‘
322 331 339 348 357 366 374 383 392 401 4.09
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Testovana latka NaNQ
Obr. VIII — Vyhodnoceni zékladniho testu akutni toxicity jeaeteru siliském,
vysledna hodnota 96hLC50= 39,8 ig.|

Vstupni hodnoty: zakladni test
Koncentrace  Mortalita

mg/Il %

10 0.0

25 14.0

40 43.0

60 86.0

96hL.C50 = 39.8 mg/l s 95% intervalem spolehlivosti (-9.1 ,+7.4)

LCO =103 mg/l
LC100 =153.8 mg/l

Logaritmus koncentrace

e | 1 | ) |
2 T T T T T T —t

2.3 248 266 284 3.02 32 338 356 3.74 392 4.09
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9 ABSTRAKT

Toxicita dusitani pro jeseterovité ryby

Cilem pedloZené prace bylo posoudit a porovnat akutnictiexidusitar pro
dva druhy jeseterovitych ryb, jmenavipro jesetera maléhdA¢ipenser ruthenysa
jesetera siliského Acipenser baer)i Akutni toxicita dusitanu sodného byla stanovena
podle normyCSN EN ISO 7346-2 Jakost vod. Stanoveni akutniriétakicity latek pro
sladkovodni rybyBrachydanio rerioHamilton-BuchananTeleosteiCyprinidag/.

V prab¢hu 96 hodinové expozice jesetera malého dusitaminéou byl
zaznamenan Uhyn vSech ryb v koncentracich 25 a @0*nNaNQO, naproti tomu
k zadnému Uhynu nedo$lo v koncentraci 5 thd\eNG,. Na zaklad vysledii testu
akutni toxicity byla stanovenaistni letalni koncentrace 96hLC50 pro tento druty ryb
ve vysi 11,6 mgt NaNO,.. Vy3si rezistenci &&i dusitarim prokazajeseter sitisky.
V prabé¢hu testu na tomto druhu ryby byl zaznamenan 86% uily v koncentraci 60
mg.I* NaNQ,, Zadny Ghyn nebyl zaznamenan v koncentracich 6 md.I* NaNG, a
vysledna sedni letalni koncentradgnila 39,8 mgt NaNQ.. Vysledky test akutni
toxicity prokazaly téns ctyrikrat vySSi rezistenci jesetera $gkého wici dusitarim ve

srovnani s rezistenci jesetera malého.

Kli ¢éova slova:Jeseter maly, jeseter difky, 96hLC50, mortalita, koncentrace, zakladni

test, gedkEzny test, testovaci organizmus, dusitan sodny
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Acute toxicity of nitrite for sturgeons (Acipenseridae)

The aim of my work was to assess and compare e &oxicity of nitrite for
two species of sturgeon fish, namely Sterfatigenser ruthenysand Siberian sturgeon
(Acipenser baer)i Acute toxicity of sodium nitrite was determindxy using the
internationally recognized standaf®N EN ISO 7346-2 Water quality. Determination
of acute lethal toxicity of substances to freshwéith Brachydanio rerioHamilton-
BuchananTeleosteiCyprinidaé/.

During the 96-hours exposure of Sterlatipenser ruthenggo sodium nitrite
total mortality of experimental fish was noticedta concentrations of 25 and 30 rifg.|
NaNQ,, while no mortality was observed at the conceiumaof 5 mg.I* NaNQ,. On
the basis of the acute toxicity test the mediamaletoncentration 96hLC50 = 11.6 mg.!
! of NaNQ, was determined. Higher resistance to nitrite hasvshSiberian sturgeon.
During the test on this kind of fish, 86% mortaldf experimental fish was noticed at
the concentration of 60 mg.INaNQ, and no mortality of fish was observed at the
concentrations of 5 and 10 m§NaNG.. The median lethal concentration for Siberian
sturgeon (96hLC50) was 39,8 my.NaNGO,. According to these results, Siberian
sturgeon is nearly four times more resistant totaitcompared with Sterlet.

Keywords: Sterlet, Siberian sturgeon, 96hLC50, mortalityyaentration, the basic test,

the preliminary test, experimental organism, sodnitrite
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