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SOUHRN

Cilem této prace bylo posouzeni vlivu dusitanll na ryby na zdkladé zmén vybranych
biochemickych ukazatelii. Sledovdni bylo provddéno formou testli akutni toxicity na
pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) a sumci velkém (Silurus glanis) a subchronické
toxicity (riistovy test) na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss).

Teoretickd Cast je zaméfena na toxikologii vodnich Zivoc€ichti a na hodnoceni toxicity
latek a pfipravkd pro vodni organismy. Déle jsou zde uvedeny blizsi informace o
dusitanech, konkrétn€ o jejich vyskytu a zdrojich ve vodnim prostfedi, o mechanismu
jejich pifjmu a toxickém plsobeni na ryby, véetné faktord, které jejich toxicitu ovliviuji.
V praktické c¢asti je uvedena metodika a vysledky testt akutni toxicity na pstruhu
duhovém a sumci velkém a subchronického testu na pstruhu duhovém.

Na zdkladé vysledkl testd akutni toxicity byly stanoveny hodnoty 96hLC50 pro
pstruha duhového (96hLC50 = 11,2 mg.l’1 NO;") a pro sumce velkého (96hLC50 = 15,3
mg.l’1 NOy). Subchronicky test toxicity, pfi kterém byl pstruh duhovy vystaven po dobu
28 dnu dusitanim v koncentracich od 0,01 az 3,0 mg.l'1 NO;, prokazal zvyseni
koncentrace glukézy a sniZeni koncentrace drasliku v krevni plasmé u vSech pokusnych
ryb. Nejvysii koncentrace dusitant (3,0 mg.I" NO,) vyvolala 42 % inhibici riistu a 65 %
mortalitu ryb. Kumulace dusitant v krevni plasmé pokusnych ryb byla prokdzana po

expozici dusitaniim v koncentracich 0,6 az 3,0 mg.l'1 NO,.

Klic¢ova slova: dusitany, ryby, biochemické ukazatele, ristovy test, test akutni toxicity,

Oncorhynchus mykiss, Silurus glanis



SUMMARY

The aim of this thesis was to assess the effects of long-term nitrite exposure on
mortality, growth rate and blood biochemistry in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Furthermore, acute toxicity tests with nitrite were performed on rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) and sheatfish (Silurus glanis).

The theoretical part focuses on aquatic toxicology including toxicity evaluation of
substances and preparations for water organisms. Detailed information on nitrite are
summarized there, namely information on nitrite occurrence and sources in aquatic
environment and the mechanism of their uptake and toxic influence on fish including
factors influencing their toxicity. The practical part consists of methodology and results of
acute toxicity tests on rainbow trout and sheatfish and sub-chronic test on rainbow trout.

According to the acute toxicity tests results, 96hLC50 values were estimated at 11.2
mg.l’1 NO;" for rainbow trout and 15.3 mg.l'1 NO; for sheatfish. Sub-chronic exposure of
rainbow trout to nitrite concentrations ranging from 0.01 to 3.0 mg.l'1 lasting 28 days
caused an increase of glucose concentration and a decrease of potassium concentration in
the blood plasma among all experimental fish compared to control. Elevated nitrite levels
were found in the plasma of the fish exposed to concentrations of 0.6 mg.l" NO, and
greater. The plasma nitrite levels did not reach those applied in any experimental group in
the present study. At highest nitrite concentration (3.0 mg.l"' NO,), 42 % growth
inhibition and 65 % mortality among fish was noticed. On the basis of growth rate
inhibition data, the values of NOEC and LOEC were estimated at 0.01 mg.l'1 and 0.2
mg.1" NO,, respectively.

Keywords: nitrite, fishes, biochemical parameters, growth rate, acute toxicity test,

Oncorhynchus mykiss, Silurus glanis
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DEFINICE A ZKRATKY

Koncentrace latky: hmotnost latky rozpusténé v fedici vod¢ a dopInéné do 1 litru fedici
vodou (mg.I™).

Redici voda: voda piipravena podle CSN EN ISO 7346 nebo pitna voda, kterd je zbavena
chloru probublavanim vzduchem po dobu 24 hodin. deaje o pouzité fedici vode je
nutno uvést do protokolu.

Standard: K,Cr,07 - kontroln{ latka, u niZ je opakované¢ ur¢ovana hodnota LC(EC, IC)50
(tzv. vnitini kontrola laboratote). Zmény LC(EC, IC)50 standardu odrazeji variabilitu
podminek testu a kondici testovanych organismii.

Kontrola: fedici voda s testovacimi organismy bez testovaného vzorku.

Piedbézny test: test k uptesnéni koncentraci pro zakladni test, provadi se na Sirokém
rozmezi koncentraci testovaného vzorku.

Zakladni test: test, jehoZ vysledky umoziuji dostatecné presné stanovit hodnotu LC(EC,
IC)50. Tvofi ho zpravidla 6 az 10 riznych koncentraci testovaného vzorku v rozmezi
stanoveném piedbéZnym testem.

Limitni test: provadi se koncentraci 100 mg.I" testovaného vzorku, aby se prokdzalo, Ze
hodnota LC(EC, IC)50 tohoto vzorku je vétsi, neZ uvedend koncentrace (100 mg.l’l).

LC: letdlni koncentrace.

LCS50: koncentrace testovaného vzorku, kterd zptsobi thyn 50 % testovanych ryb.

ECS50: koncentrace testovaného vzorku, ktera zptsobi tihyn nebo imobilizaci 50 %
testovacich organismt Daphnia magna.

IC50: koncentrace testovaného vzorku, kterd zptsobi 50 % inhibici ristu kofene hoicice
bilé ve srovnéni s kontrolou.

LOEC: nejnizsi koncentrace testovaného vzorku, pfi které jsou pozorovdny ucinky
(lowest observed effect concentration).

NOEC: nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvoldvajici zadné pozorovatelné
ucinky (no observed effect concentration).

NPK: nejvyssi pripustnd koncentrace (NPK) latek je koncentrace latky a jejich metabolitil
ve vodach, kterd pfi stdlém pusobeni nevyvold negativni Gc¢inky na hydrochemicky
reZim recipientu a na mikroorganismy, primdrni produkci recipientu, planktonni

potravni organismy a ryby.



1 UVOD

Dusitany jsou pfirozenou soucdsti kolobéhu dusiku v pfirod€. Jejich zvysené
koncentrace ve vod¢ vSak predstavuji problém, protoZe dusitany jsou velmi toxické pro
vodni Zivocichy (Lewis a Morris, 1986). Zatimco u suchozemskych Zivoc¢icht se jednd o
pifjem potravou (a ptfedev§im vodou), vodni ZivoCichové dusitany pfijimaji aktivné
z okolni vody a kumuluji je v télnich tekutinach.

Zvétsujici se potfeba intenzivniho chovu ryb v kontrolovanych podminkdch, spojend
s omezenou zdsobou vodnich zdroji, vedla k vystavbé odchoven ryb, které recirkuluji az
95 % vody. Amoniak, jako hlavni produkt litkové vymény ryb, se odstrafiuje pomoci
biologickych fluidnich filtrd nitrifikaci na dusi¢nany, které jsou pro ryby relativné
bezpecné. Pravé nerovnovdha v procesu nitrifikace, kterd miZe byt zplisobena
nejruznéjSimi faktory, vede Casto k nartistu koncentrace dusitan. ZvySené koncentrace
dusitan jsou jednou z vyznamnych a Castych pfiCin poskozeni a thynu ryb v téchto
rybochovnych objektech (Wedemeyer a Yasutake, 1978).

Ve své diplomové praci jsem se proto zaméfil na sledovani negativnich ucinki
dusitanti na ryby. Sledovani jsem provadél formou akutnich testli toxicity na rybach sumci
velkém (Silurus glanis) a pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) a formou
subchronického testu na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss). Méteni jsem provadél
ve spolupraci s Jiho¢eskou univerzitou v Ceskych Budgjovicich, na oddéleni vodni

toxikologie a nemoci ryb VURH Vodiany.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 TOXIKOLOGIE A TESTY TOXICITY
2.1.1 PREDMET TOXIKOLOGIE A VYMEZENI POJMU

Toxikologie je nauka, kterd se zabyvd vzdjemnym pusobenim chemickych latek a
Zivého organismu a proto vychézi z biologickych a chemickych disciplin. Toxikologie se
¢leni na jednotliva odvétvi, zejména:

e popisna toxikologie - popis poskozeni organismu.

e predikcni toxikologie - odhad toxicity ze struktury latky.

e klinicka toxikologie - diagnosa a 1éCeni otrav.

e prumyslové toxikologie - otravy v prumyslu, jejich 1é¢ba a prevence.

e cekotoxikologie - pisobeni Skodlivych latek na ekosystém.

e toxikologie agrochemikalif - pesticidi, hnojiv, apod.

Toxicita je schopnost chemickych latek pusobit na Zivé organismy nepiiznive
(toxicky).

Toxicka latka je chemickd latka vykazujici nepfiznivé (toxické) ucinky.

Toxin je termin, ktery se obvykle pouziva pro toxické latky produkované Zivymi
organismy.

Otrava je poskozeni Zivotnich funkci organismu v dasledku pasobeni toxické latky.
Projevi-li se otrava bezprostiedné po jednordzové davce latky, mluvime o akutnim
ucinku. Pfi projevu po dlouhodobém styku s latkou, mluvime o chronickém ucinku.
Akutni a chronické uc¢inky vyvolané stejnou latkou se mohou navzdjem znacné liSit

(Horék et al., 2004).

2.1.2 UCINEK A OSUD TOXICKYCH LATEK V ORGANISMU

Podle mechanismu piisobeni latek rozliSujeme:
e piimy toxicky ucinek - litka piisobi pouhou svou piitomnosti na kritickém misté v
organismu.
® biochemicky ucinek - latka reaguje s cilovou molekulou (receptorem), ovlivni
néjaky biochemicky déj a tim nékterou Zivotni funkci buriky, ¢i organismu.
e imunotoxicky ucinek — latka zplisobi zmény imunitniho systému projevujici se

sniZenim imunity nebo nepfimétenou reakci.
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mutagenitu — latka zplisobi zmény genetické informace vedouci ke zméné
vlastnosti nasledujicich generaci.

karcinogenitu — latka zptisobi zménu genetické informace vedouci ke zhoubnému
nadorovému bujeni.

teratogenitu — latka zpasobi poSkozeni plodu vedouci k narozeni defektniho
jedince.

organovy ucinek — latka toxicky ptsobi na uréity orgdn (neurotoxické,

hepatotoxické, nefrotoxické, pneumotoxické latky).

Pisobeni biologického systému a cizorodé latky je vzajemné. Latka plisobi na

organismus, ale i biologicky systém pisobi na cizorodou latku, chemicky ji preméiuje.

Osud latky v organismu mtzeme rozdélit do ¢tyt fazi (Hordk et al., 2004):

vstup — absorpce.
pfenos — distribuce.
metabolické pfemény — biotransformace.

vylu€ovani — exkrece (biotransformace a vylu¢ovani = eliminace).

Ucinek latky zdvisi na koncentraci a ddvce. Predpoklad zdvislosti mezi ddvkou a

odpovédi organismu, dc¢inkem, je zdkladnim konceptem toxikologie. Pod jistou prahovou

hodnotou davky se zpravidla Zddny tcinek neobjevi. Pfi jejim pfekroCeni tcinek s davkou

stoupd. Mnohem bezprostfednéji neZ na davce zavisi ucinek na koncentraci latky a na

misté icinku (Hordk et al., 2004).

Podle doby piisobeni latek rozliSujeme:

akutni toxicitu — kdy se toxicky tucinek projevuje po n¢kolika hodindch i minutach.
chronickou toxicitu — kterd se projevuje po tydnech az mésicich. Chronickd
toxicita se ale mlzZe projevit napi. aZ u naslednych vyvojovych generaci jako
problémy s plodnosti, degenerace na potomcich atd.

pfechodnou kategorii mezi toxicitou akutni a chronickou je subchronicka toxicita.

12



2.1.3 TESTY TOXICITY

Testy toxicity se provadéji na drovni bunék a tkani, na drovni jedinct (organismu)
a na urovni spolecenstev (biocenéz). Testy na turovni bunék a tkani jsou dobie
reprodukovatelné a pouzivaji se pro objasnéni poznatkli ziskanych pfi pokusech na
organismech. Na trovni biocenéz se sleduje toxicky ucinek v ptirodé ¢i na modelu, coz
umoziuje sledovat ucinky testované latky na ekosystém jako celek. Tyto testy jsou velmi
naro¢né, a proto se vétSina testil provadi na drovni organismi, které tvoii prechod mezi

testy na bunéénych kulturdch a na spolecenstvech (Svobodovi et al., 2000).

Toxické puisobeni latek na Zivé systémy miZeme zkoumat in vitro (,,ve zkumavce”)
nebo na Zivych zvifatech, in vivo. Zvite, jako soucdst Zivé piirody, je totiz

nejdokonalej$im modelem pro toxikologické experimenty (Hordk et al., 2004).

2.1.4 PRINCIP TESTU TOXICITY

Cilem testl toxicity je zjisténi letalni koncentrace LC50, stiedni u¢inné (efektivni)
koncentrace EC50 nebo inhibi¢ni koncentrace IC50. LC50 je koncentrace letdlni pro
50 % testovanych organismi (v testech na rybach). EC50 je efektivni koncentrace, kterd
vyvolad 50 % thyn testovanych organismu (v testech na zastupcich zooplanktonu). IC50 je
koncentrace, kterd zptisobi 50 % inhibici ristu ve srovnani s kontrolou (napf. v testech na
zelenych ftasdch). Pifi hodnoceni toxicity testovaného vzorku pro organismus je
samoziejme dilezita nejen koncentrace latky, ale také doba jejiho plisobeni. Proto je také
doba piisobeni (expozice) ddna metodikou piislusného testu toxicity a uvadi se ve
vysledku.

Pii 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
pti provadéni testil velmi dilleZité zvolit spravny rozsah koncentraci. Toxické koncentrace
se mohou pohybovat fddové v desetinich mg na litr, ale také v tisicich mg na litr. Pro
zjisténi spravného rozsahu koncentraci se provadéji néasledujici testy (Svobodova et al.,
2000):

e Limitni test, pfi kterém se zjiStuje reakce testovanych organismti na koncentraci 100
mg.l" testovaného vzorku. JestliZe v daném testu neuhyne Z4dny z testovacich

organismil, dalsi testy se nevyZzaduji.
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e Predbézny test navazuje na limitni test, jestlize v ném doslo k dhyntim. Provadi se s
malym poctem testovacich organismi (napt. 3 - 5 ks ryb nebo 10 ks dafnii v kazdé
koncentraci) a nasazuje se v Sirokém rozmezi koncentraci testované latky (napft. od 0,01
do 100 mg.1™).

e Zakladni test se provadi s uz§im rozsahem koncentraci, ktery se voli na zdkladé
vysledkt predbézného testu. Do zdkladniho testu se nasazuje vetSi pocet testovacich
organismtl, napt. 7 — 10 ks ryb nebo 20 ks dafnii do kazdé koncentrace. Z vysledkt
zéakladniho testu se potom vypocitdva hodnota LC(EC, I1C)50.

Pii provadéni dlouhodobych testi toxicity (testy subchronické a chronické toxicity,
nebo testy na ranych vyvojovych stadiich ryb) se vyhodnocuji hodnoty LOEC a NOEC.
LOEC (lowest observed effect concentration) vyjadfuje nejnizsi koncentraci testovaného
vzorku, pii které jsou pozoroviany tcinky a NOEC (no observed effect concentration)

vyjadfuje nejvyssi koncentraci testovaného vzorku nevyvoldvajici Zadné pozorovatelné

ucinky (Prikryl et al., 1983; Machova et al., 1994).

Soucasti kazdého toxikologického testu je kontrola, kterd se provadi za stejnych
podminek a se stejnymi organismy jako pokus. Kontrolni testovaci organismy se nasazuji
do tedici vody bez pfitomnosti testované latky. Timto zptisobem se ovétfuje kondice a
zdravotni stav testovacich organismi a podminky testu.

Jako tedici voda pro testy toxicity se pouZzivd voda zndmych fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Voda musi vyhovovat fyziologickym potfebam testovacich organismu, nesmi
obsahovat zbytkovy chlor, ani rezidua jinych toxickych latek. Sou€asné tato voda nesmi
vyrazné€ ovlivitovat toxicitu testované latky (napf. nezddouci je vysoky obsah vipniku a
hoi¢iku apod.). Slozeni fedici vody je soucdsti jednotlivych metodik testl toxicity.

Toxikologicka laboratof je povinna provadét v urcitych Casovych intervalech tzv.

vnitini kontrolu. Jedna se o zdkladni test, v némZ je testovanou latkou standard. Jako

standard je u nas i v zahrani¢i vyuZivan dichroman draselny (K;Cr,O; p.a.). V nasi
republice se dile jako standard vyuZivd p-nitrofenol (p.a.) a heptahydrat siranu
zinecnatého (ZnS04.7H,0 p.a.). Provedeni testu se standardem a porovnani takto ziskané
hodnoty LC(EC, IC)50 s obecné platnymi hodnotami umoziiuje laboratoii kontrolu
spravnosti postupu i citlivosti pouZitych testovacich organismt (Svobodova et al., 2000).

Vétsina toxikologickych testli je standardizovdna na mezindrodni urovni, coZ

wev s
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metodiky ISO (International Organization for Standardization) a metodiky OECD
(Organization for Economic Cooperation of Development). Spravnost a shodnost

provadéni jednotlivych metodik se provéfuje mezilaboratornim porovnidnim zkousSek —

Vv,

tzv. vnejsi kontrola.

2.1.5 INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU TOXICITY
Zakon €. 356/2003 Sb. o chemickych latkdch a chemickych ptipravcich v soucasné

dobé rozliSuje testované latky z hlediska jejich rizikovosti a pro jejich charakteristiku
vyuziva standardni véty oznacujici specifickou rizikovost (tzv. R-véty): R50/53 Vysoce
toxicky pro vodni organismy, mize vyvolat dlouhodobé nepiiznivé ucinky ve vodnim
prostiedi - LC(EC, IC)50 mén& nebo rovno 1 mg.l’, R51/53 Toxicky pro vodni
organismy, miiZze vyvolat dlouhodobé nepiiznivé Gc¢inky ve vodnim prostiedi - LC(EC,
IC)50 od 1 mg.1" do 10 mg.I" véetng, R52/53 Skodlivy pro vodni organismy, miZe
vyvolat dlouhodobé nepiiznivé t&inky ve vodnim prostiedi - LC(EC, IC)50 od 10 mg.1"

do 100 mg.1" véetns.

2.1.6 SLEDOVANI A HODNOCENI UCINKU CIZORODYCH LATEK
NA RYBY

Konecnym rezervoarem cizorodych latek antropogenniho ptivodu je vodni prostfedi. Z
toho divodu je prvofadd pozornost vénovdna pravé metoddm vlastniho sledovani a
hodnoceni vlivu téchto latek na zdstupce organismi vodnich ekosystémi, pfedevsim na
ryby. Vlastni sledovani a hodnoceni u¢inki cizorodych latek na ryby zahrnuje predevsim:

e gstanoveni hodnot LC50 (pfipadné¢ LC5), NOEC (no observed effect

concentration), LOEC (lowest observed effect concentration).

e posouzeni hematologického profilu ryb.

e posouzeni biochemického profilu krve, dal$ich télnich tekutin a tkdni ryb.

e posouzeni histopatologického profilu tkani ryb.

e posouzeni procesu akumulace cizorodych latek piipadné jejich metabolitt.
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Za ucelem stanoveni vySe uvedenych hodnot jsou vyuZivany standardizované metody

akutnich a prolongovanych testl toxicity:

a) podle OECD:

203 — Test akutnf toxicity na rybach — vysledkem je hodnota 96hLLC50.

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

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

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

215 — Rastovy test toxicity na juvenilnich rybach (28 denni) — vysledkem jsou

hodnoty NOEC a LOEC.

b) podle CSN EN ISO:

CSN EN ISO 7346-1 Jakost vod. Stanoveni akutni letdlni toxicity litek pro
sladkovodni ryby. Cést 1: Statick4 metoda.

CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod. Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro
sladkovodni ryby. Cast 2: Obnovovaci metoda.

CSN EN ISO 7346-3 Jakost vod. Stanoveni akutni letdlni toxicity litek pro
sladkovodni ryby. Cst 2: Priitoénd metoda.

CSN EN ISO 10229 Jakost vod. Stanoveni subchronické toxicity ldtek pro
sladkovodni ryby. Metoda vyhodnoceni ucinkt latek na ristovou rychlost pstruha

duhového.

Pro provadéni testl toxicity na rybach je nutné dodrzovat zdsady Zakona ¢.77/2004

Sb. na ochranu zvifat proti tyrdni a dile Vyhlasky MZe CR ¢&.311/1997 Sb. o chovu a

vyuziti pokusnych zvitat.

HEMATOLOGICKE ZMENY PO PUSOBENI CIZORODYCH LATEK

Zmény hodnot hematologickych ukazateli lze pozorovat predevsSim po akutnim

pusobeni cizorodych latek. S vyjimkou nékterych hemolytickych jedl (napf. saponiny) a

dusitani se jednd ve vétSin¢ piipadl o nespecifické zmény. Zmény lze pozorovat v

cerveném a v bilém krevnim obraze. V Cervené krevnim obraze lze pozorovat zvyseni
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nebo sniZeni koncentrace hemoglobinu, zménu poctu erytrocytl a hematokritové hodnoty,
zvétSeni stfedniho objemu erytrocytu (MCV), sniZzeni stfedni barevné koncentrace
(MCHC) a v bilém krevnim obraze sniZeni nebo zvySeni poctu leukocytd, zejména
lymfocytti. Mezi specifické zmény patii napi. methemoglobinemie vyvoland dusitany

(Svobodova a Machova, 2003).

BIOCHEMICKE ZMENY TELNICH TEKUTIN A TKANI PO PUSOBENI
CIZORODYCH LATEK

Zmény hodnot biochemickych ukazatelti lze pozorovat jak po akutnim, tak po
dlouhodobém pisobeni cizorodych latek. Zmény jsou sledovdny pomoci nasledujicich
parametrti (Folmar, 1993): koncentrace iontd (K*, Na*, CI', Ca®), glukézy (GLUC),
laktatu (LACT), celkové bilkoviny (TP), cholesterolu (CHOL), amoniaku (NHj),
mocoviny (UREA) a kyseliny mocové (URIC), enzym ALT (alanin aminotransferaza),
ALP (alkalickd fosfatdza), AST (aspartdt aminotransferdza), CK (kreatinkinidza) a LDH
(laktat dehydrogenéza), dale triglycerid, kreatinu, vitellogeninu, nékterych hormont
(inzulin, rdstovy hormon, prolaktin, thyroxin, trijodothyronin, kortisol, testosteron, 11-
ketotestosteron, estradiol, gonadotropin) a dalSich.

Utinky cizorodych litek na biochemicky profil krve, dalsich télnich tekutin a tkéni
ryb lze charakterizovat nasledujicim zptisobem (Svobodova a Machov4, 2003):

- specificky ucinek jednotlivych cizorodych latek. Typickym piikladem je snizeni
aktivity acetylcholinesterdzy v mozku a v krvi po plsobeni organofosfatt. Stejny tcinek
vykazuji karbamaty a také nékteré skupiny cyanotoxinti. Podobné tzce specificky tcinek
vykazuje olovo, které inhibuje syntézu hemu ve tfech krocich. V prvnim kroku inhibuje
ALA-dehydratizu a nasledkem toho je po kratkodobém ¢i dlouhodobém ucinku olova
prokazovano zvysené mnozstvi kyseliny 5-aminolevulové (ALA) v krevni plazmé nebo
v moc¢i. Velmi specifickym parametrem (biomarkerem) piisobeni PAU je 1-hydroxypyren
stanovovany ve Zlu¢i. Jedna se o kone¢ny metabolit polycyklickych aromatickych
uhlovodikt, vznikajici v jatrech v procesu detoxikace. 1-hydroxypyren je v podstaté
konjugit, ktery se vylucuje Zlu¢i. Pti otrav€ ryb volnym amoniakem a po autointoxikaci
se stanovuje amoniak v krevni plazmé ryb, nebot’ dochdzi k péti az desetindsobnému

zvySeni obsahu ve srovndni s fyziologickymi hodnotami.
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- specificky ucinek skupiny cizorodych latek na urcity biochemicky parametr
(biochemicky marker). Jedna se ve vétsiné piipadii o biochemické markery podilejici se
na detoxikaci cizorodych latek. Piikladem jsou metallothioneiny, které zastivaji
vyznamnou funkci detoxikace v procesu metabolismu toxickych kovi. Zdkladnimi
detoxika¢nimi markery v metabolismu organickych polutanti je cytochrom P450
a konjugacni enzymy (napi. GST). Cytochrom P450 ptsobi v prvé fazi a konjugacni
enzymy vdruhé fazi detoxikace ftady organickych polutanti (PCB, dioxiny,
dibenzofurany, PAU, organochlorové pesticidy aj.). Jak metallothioneiny, tak cytochrom
P450 a konjugacni enzymy, maji rovnéZ funkci indikacni a stanovuji se v jatrech. Velmi
frekventovanym biochemickym markerem je v soucasné dob¢ vitellogenin stanovovany
v krevni plazmé¢ a v jatrech samcil. Indikuje kontaminaci xenoestrogennimi latkami (PCB,
PAU, DDT a jeho metabolity, zejména DDE, ftalaty, tributylcin, aj. degradacni produkty

tenzidil). Xenoestrogenni latky indukuji v jatrech samci tvorbu vitellogeninu.

- nespecificky ucinek cizorodych latek na biochemicky profil krve ryb. Zmény
hodnot biochemickych parametri jsou zjiStovdny piedevS§im po akutnim pisobeni
polutanti. V prvé fazi pusobeni dochdzi k primarni stresové odezvé charakterizované
pfedev§im zménami v hormondlni aktivité (napf. zvySeni koncentrace kortizolu v krevni
plazm¢). Naisleduje sekunddrni stresovd reakce, ve které dochdzi ptedevSim
k signifikantnimu zvySeni koncentrace plazmatické glukézy. Tato reakce je doprovazena
dal$imi zménami napf. v hodnotich laktiatu, LDH a celkovych bilkovin v krevni plazmé.
Poskozeni parenchymatickych organli (zejména jater) cizorodymi latkami je
charakterizovdno zvySenou aktivitou enzymi v krevni plazmé. Pfi poskozeni permeability
bunck téchto tkani dochdzi k uvolnéni enzymi, zejména transamindz ALT a AST do
plazmy. Podobné pti poskozeni svaloviny (zejména pii kfeCich) dochdzi k uvoliovani
kreatinkindzy do krevni plazmy. VétSina cizorodych latek zasahuje i do metabolismu
elektrolytii a to miZze mit za nasledek napft. signifikantni sniZeni koncentrace vapniku a

zvyseni koncentrace fosforu v krevni plazmé ryb po ptsobeni slou¢enin kadmia.
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2.2 SLOUCENINY DUSIKU A JEJICH PREMENY
2.2.1 HLAVNI FORMY VYSKYTU DUSIKU VE VODACH

Dusik se vyskytuje ve vodach v riznych oxidacnich stupnich. Mezi hlavni formy

dusiku patii (Pitter, 1999):

-111 amoniakalni dusik (NHs, NH4")
0 elementarni dusik (N,)
+I hydroxylamin (NH,OH), oxid dusny (N,O)
+11I dusitanovy dusik (NO;")
+V dusi¢nanovy dusik (NO3")

Slouc¢eniny dusiku jsou anorganického a organického pivodu. Mezi hlavni
anorganické formy patfi amoniakalni, dusitanovy a dusi¢nanovy dusik. Organicky vdzany
dusik je ve formé& bilkovin a jejich rozkladnych produktd (peptidy, aminokyseliny,
mocovina atd.). Slouceniny dusiku pfirozené¢ vznikaji rozkladem organickych dusikatych
latek rostlinného a ZivocisSného ptivodu. Vyznamnym zdrojem dusikatych latek je také
antropogenni ¢innost, odpady ze zeméd¢lstvi a primyslové odpadni vody, které byvaji na
dusitany velmi bohaté. V atmosféfe se rovnéz vyskytuji slouceniny dusiku (oxidy dusiku
a NH3) a jejich reakcemi (NO a NO,) vznikaji v atmosférickych vodiach dusitany a
dusic¢nany.

Dusitany a dusi¢nany patii k tzv. oxidovanym formdm dusiku a jejich suma se
oznacuje jako celkovy oxidovany dusik:

celkovy oxidovany dusik = NO, + NOj3

2.2.2 CHEMICKE A BIOCHEMICKE PREMENY DUSIKU

Slouceniny dusiku jsou ve vodich madlo stabilni a jejich vyskyt a pomér zavisi na
oxidacné-redukénim potencidlu a hodnoté pH. Dusi¢nany jsou stabilni pfi relativné
vysokych hodnotich oxidac¢né-redukéniho potencidlu, avSak v anoxickych podminkéach
mohou podléhat redukci na elementarni dusik. K redukci dusi¢nanti aZ na amoniakaln{
dusik je zapotfebi znacn€ zdpornych hodnot oxidacné-redukéniho potencidlu. Na druhé
stran¢ dusitany ve vod¢ mezi slouceninami dusiku vétSinou nedominuji diky svoji

chemické nestalosti (Pitter, 1999).
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Kolobéh dusiku je slozitym systémem dé&ji, mezi které patii napiiklad biologicka
fixace, amonifikace, nitrifikace a denitrifikace.

Nitrifikace je oxidace amoniaku na dusitany (nitritace) a dusitanti na dusi¢nany
(nitratace) v oxickych podminkach. Je zptisobena piedevsim litotrofnimi autotrofnimi a
vyjimecné€ i organotrofnimi organismy. Chemolitotrofni nitrifika¢ni bakterie vyuZivaji
CO,; jako zdroj uhliku a zdrojem energie je oxidace amoniakdlniho dusiku. RozliSuji se
dva hlavni rody nitrifika¢nich bakterii: Nitrosomonas a Nitrobacter. Rod Nitrosomonas se
podili na prvnim stupni oxidace, na dusitany, a ma mensi ristovou rychlost neZ rod
Nitrobacter, ktery se podili na oxidaci dusitanti na dusi¢nany (Pitter, 1999).

Denitrifikace je redukce dusiCnanii a dusitani na elementirni dusik nebo oxidy
dusiku v anoxickych podminkach. Biochemickd redukce je zplisobena organotrofnimi
(heterotrofnimi) striktné i fakultativné anaerobnimi mikroby (napt. rody Pseudomonas,
Achromobacter, Micrococcus). Pro priibéh denitrifikace je nutny organicky substrat jako
zdroj energie (Pitter, 1999).

Piimo atmosféricky dusik vyuzivaji organismy se schopnosti biologické fixace,
umoznéné enzymem nitrogendzou, kterd prevddi dusik na amonné soli, glutamin a
inkorporuje ho do biomasy. Biologickou fixaci provddé€ji symbioticti a volné Zijici
aerobni, anaerobni a fototrofni vazac¢i atmosférického dusiku (aerobni a anaerobni
bakterie, sinice). Z fototrofnich vazact vodniho prostiedi se jednd pfedevSim o zdstupce
sinic napt. rody Anabaena a Aphanizomenon (Ambrozova, 2001).

Organicky védzany dusik mineralizuji chemotrofni bakterie na amoniak procesem
deaminace. Uvolnény amoniak dédle vyuzivaji bakterie, fasy a nitrifikacni bakterie

(Ambrozova, 2001).
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2.3 DUSITANY

2.3.1 VYSKYT DUSITANU VE VODACH
FORMY VYSKYTU

Dusitany jsou odvozeny od kyseliny dusité HNO,, kterd patii mezi stfedné silné
kyseliny a disociuje podle rovnice:

HNO, =H" + NO,

Ve vodich s hodnotami pH nad 5 zcela ptfevazuji ionty NO, nad nedisociovanou
kyselinou HNO,. Pfi hodnoté pH 3,35 jsou HNO, a NO, v litkovém poméru 1:1. Z
hlediska provadéni rtznych bilanci je vyhodné vyjadfovat koncentraci dusitanti jako
dusitanovy dusik (N-NO;). Pro pfepocCty se vyuZzivaji vztahy (Pitter, 1999):

1 mg N-NO, =3,2845mgNO,  =71,39 pmol.I"
1 mgNO,  =0,3045 mg N-NO, = 21,74 pmol.I"

VYSKYT VE VODACH

Dusitany zpravidla doprovazeji ve vodach dusi¢nany a formy amoniakalniho dusiku.
Vzhledem ke své chemické a biochemické nestdlosti se vyskytuji ve velmi malych
koncentracich. V piirodnich vodach jsou v oxickych podminkéach rychle transformovany
nitrifikaci na dusi¢nany. Na druhé stran¢ v anoxickych podminkich mohou byt
redukovany denitrifikaci na elementdrni dusik, resp. N,O. Proto lze dusitany casto
prokazat jako meziprodukt chemickych a biochemickych premén sloucenin dusiku. Ve
velmi Cistych vodich byvaji pfitomny jen ve stopovych mnoZstvich. V nezatiZzenych
povrchovych a podzemnich vodach se vyskytuji také ve velmi nizkych koncentracich.

Koncentrace dusitani fddové v desetinich mg.l’1 lze zjistit napt. v Zeleznatych a
raSelinnych vodich a v atmosférickych vodach po boutkové €innosti. VEt$i koncentrace
dusitanti se vyskytuji ve splaskovych odpadnich vodach, i pfes 1 mg.l'l. Jesté vyssi
koncentrace lze nalézt v nékterych odpadnich vodach ze strojirenskych zdvodi (napf.
odpadni vody z povrchové a tepelné upravy kovl). Z téchto provozi lze v odpadnich
vodéch prokdzat az stovky mg.l’1 (Pitter, 1999).

Zvysené koncentrace dusitanti (fddové jednotky, ale i desitky mg.l™") se mohou
vyskytovat ve vodach v intenzivnich chovech ryb. ZvysSené koncentrace se velmi Casto
objevuji v recirkulacnich systémech, zejména bezprostfedné po zahdjeni provozu nebo v

dasledku nedostatecné funkce biologickych filtrl, ve kterych probiha proces nitrifikace.
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Proces nitrifikace je vyuzivan ke sniZeni koncentrace amoniaku, ktery je hlavnim

produktem dusikatého metabolismu ryb (Svobodova et al., 2007).

2.3.2 LEGISLATIVA
LEGISLATIVA EU

Hlavnim legislativnim ndstrojem ES upravujicim vypousténi dusitanti do vodniho
prosttedi je Smérnice Rady 76/464/EHS o znecisténi zplisobeném urcitymi nebezpecnymi
latkami, vypousténymi do vodniho prostfedi. Podle této smérnice nélezi dusitany do

Seznamu II, ktery obsahuje latky, které maji zhoubny t¢inek na vodni prostiedi.

NARODNI LEGISLATIVA

Hlavnim legislativnim néstrojem v CR upravujicim zastoupeni dusitanii ve vodnim
prosttedi je Natizeni vlady ¢. 229/2007 Sb., o ukazatelich a hodnotich ptipustného
znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod, ndleZitostech povoleni k vypousténi
odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech. Toto nafizeni
stanovuje emisni standardy pro koncentrace dusitanti v odpadnich vodach vypousténych z
vybranych primyslovych odvétvi, imisni standardy pro koncentrace dusitani v
povrchovych vodich. Pro lososové vody je stanovena cilovd hodnota 0,3 mg.l" a pro
kaprové vody 0,45 mg.I™.

Dusitany jsou v pfiloze ¢. 1 Zakona ¢. 254/2001 Sb., o vodich, v platném znéni,
uvedeny jako nebezpecnd zdvadna latka (latky majici nepfiznivy vliv na kyslikovou

rovnovahu).

2.3.3 MECHANISMUS PﬁiJ MU DUSITANU RYBAMI
PRIJEM DUSITANU SLADKOVODNIMI RYBAMI

Sladkovodni ryby a korysi jsou hyperosmoticti vici prostiedi ve kterém Ziji, a proto
aktivné ptijimaji ionty Zdbrami, aby vyrovnali jejich ztrdtu moci a pasivnim odtokem
ktzi. Aktivni pfijem iontl je spojen s tzv. chloridovymi bunikami Zaber (Maetz, 1971).
Dusitanové ionty se vstfebavaji do organismu ryb pravé pres tyto buiiky (Svobodova et
al., 2007).

Problémy s dusitany u sladkovodnich organismt prameni ze skutecnosti, Ze NO, ma
urcitou afinitu k iontové vyméné CI/HCO;™ v Zabrech. V pfitomnosti dusitant v okoln{

vodg je cast ptijmu Cl” nahrazena pifjmem NO, (ryba pfijimd dusitany na ukor chlorida).
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Teorie spole¢ného mechanismu pifjmu NO, a CI je také podporovana skuteCnosti, Ze
ryby s vyssi intenzitou pfijmu CI iontl pies zabry (napf. pstruh duhovy, Stika obecnd,
okoun fi¢ni) jsou vnimavéjsi k dusitantim, nez druhy s nizkou intenzitou pi{jmu (dhot
ti¢ni, kapr obecny, lin obecny) (Williams a Eddy, 1986; Williams a Eddy, 1988). Tato
fakta vysvétluji, pro¢ zvySené koncentrace Cl" v okolni vod¢ chrini ryby pfed pfijmem
dusitand (Bath a Eddy, 1980) a jejich toxickymi uc¢inky (Perrone a Meade, 1977).

Pridavéani chloridii do vody je skutecné vyznamnd metoda ochrany sladkovodnich ryb

pred dusitany.

PRIJEM DUSITANU MORSKYMI RYBAMI

Dusitany jsou obecné méné toxické v moiské vodé nez ve sladké. Souvisi to s
moiské a sladké vod€. Motské ryby z nadfadu kostnatych jsou hypoosmotické vzhledem k
prostfedi a Celi problémim pasivniho pfechodu CI" a Na* pies Zdbry. Ryby ztraci vodu
celym povrchem téla, pfijimaji motfskou vodu, vylucuji malé mnoZstvi moci a pfes
Zaberni apardt vylu¢uji aktivnim transportem ionty Na" a CI" (Evans et al., 1999). Pit{
moiské vody na druhé stran¢ otvird moZznost pro absorpci dusitant pies stievni epitel.
Koncentrace dusitant v piedni Casti stfeva se podoba té v okolni vodé, ale v zadnich
castech stieva se postupné snizuje. Pifjem dusitanti stfevni cestou odpovida dvou tfetindm
z celkového piijmu rybou (Grosell a Jensen, 2000). Zbyvajici ¢ast dusitanl je pfijimana

ptes Zabry (Evans et al., 1999).

2.3.4 UCINKY DUSITANU NA RYBY
VLIV DUSITANU NA IONTOVOU ROVNOVAHU

Dusitany zptsobuji vyplavovani drasliku z kosterniho svalstva a z ¢ervenych krvinek,
coZ se projevuje zvySenim koncentrace draselnych iontli v krevni plasmé (Jensen et al.,
1987). Vyplavovani draselnych iontl z ¢ervenych krvinek zptisobuje jejich smrstovani,
které je spojeno se sniZzenim afinity hemovych funkénich skupin ke kysliku (Jensen,
1990), dale vede ke sniZeni rozpustnosti hemoglobinu a nésledn¢ i ke strukturnimu
poskozeni erytrocyti (Jensen et al., 1987). Vyznamné zvySeni koncentrace
extracelularniho drasliku bylo pozorovano napiiklad u kapra obecného (Jensen et al.,
1987), platyse velkého (Grosell a Jensen, 2000), vnimavéjsich jedinct pstruha duhového
(Stormer et al., 1996 Vedel et al., 1998) a u jesetera sibifského (Huertas et al., 2002).
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ZvysSeni extracelularni koncentrace drasliku ma nepfiznivy vliv na ¢innost srdce a
muZe nasledné zpusobit i jeho selhdni. Naopak sniZeni intraceluldrni koncentrace drasliku
muZe negativné ovliviiovat funkci svaltl a svalovy metabolismus (Jensen, 2003). Dusitany
dale vyvoldvaji napf. hyponatremii (pokles koncentrace iontu Na®), hypochloremii
(snizeni koncentrace chlorid) (Jensen et al., 1987) a inhibici pfijmu chloridii z okolni
vody (Williams a Eddy, 1986).

Vliv dusitanti na koncentraci ostatnich ionti neni tak vyznamny, jejich koncentrace
zustavaji nezménéné nebo dochdzi k mirnému sniZend nebo zvyseni.(Jensen et al., 1987;

Stormer et al., 1996; Grosell a Jensen, 2000).

VLIV DUSITANU NA TRANSPORT KYSLIKU KRVI

Piechod dusitanti do &ervenych krvinek vede k oxidaci funkéniho hemoglobinu (Fe**)
na methemoglobin (Fe3+), ktery nemtze vazat kyslik (Kiese, 1974; Kosaka a Tyuma,
1987; Jensen, 1990). Zvysend koncentrace methemoglobinu proto zptsobuje sniZeni
koncentrace kysliku v krvi (Jensen et al., 1987).

Pokud je ryba v klidu, miZe snést relativné vysokou trovenn methemoglobinu, protoze
mda velmi nizkou spotiebu kysliku. Je-li ryba postiZend methemolgobinemii nucena k
aktivité, miZe uhynout na anoxii (Huey, 1980). Pokles obsahu O, v krvi vytvafi problémy
se zajiSténim dostatecného piisunu O, do tkani ryby. V disledku tkanové hypoxie pak
muze dochazet k histopatologickym zménam v nékterych organech (napf. v jatrech,
slezing) (Arillo et al., 1984). Dalsi komplikace vychdzeji z pfilivu dusitanti do rtiznych
tkani (Margiocco et al., 1983), kde reaguji s myoglobinem (Nichols a Weber, 1989;
Doeller a Wittenberg, 1991) a cytochomy (Paitian et al., 1985) a zpisobuji poruchu
bunécného transportu kysliku a vymeény latek.

Celkovy nedostatek kysliku vede také ke zrychlenému dychani ryb. Pstruh duhovy a

kapr obecny, vystaveny dusitanim, vykazovali postupné zvySeni frekvence dychani

(Aggergaard a Jensen, 2001).

VLIV NA KARDIOVASKULARNI FUNKCE

Dusitany ovliviuji kardiovaskuldrni systém. Odpovédi na sniZenou schopnost pfenosu

vvvvv

je zvysena koncentrace extracelularniho drasliku (Nichols a Weber, 1989). Dusitany jsou
navic i pfi nizkych koncentracich v plazmé zdrojem biologicky vyuZitelného oxidu

dusnatého, ktery je dobfe zndmym vasodilatitorem (Aggergaard a Jensen, 2001).

24



ZMENY BIOCHEMICKYCH PARAMETRU KREVNI PLASMY RYB PO
OTRAVE DUSITANY

Tab. 1. Pfehled zmén biochemickych parametra vyvolanych po otravé dusitany.

Druh ryby
Parametr Clarias Lagodon Ictalurus Brycon Lates calcalifer
lazera | rhomboides | punctatus cephalus
Konc. NO, 28-32| 13 | 20 2 0204 |06 | 985 | 1642 | 2627
(mg.17)
Na* (mmol.I") o o o o ) 0 0 0
K* (mmol.1") o o o o Tl 0 0 0
Ca”* (mmol.I") ) ) ) ) o | o 1) 0 0 0
Cl' (mmol.1") e e e e 1 1 1 1 1 1
%11;1111;(;?3,1) e e e e e e e l l l
?rlrll(rtr?(t)l.l’l) e e e e e e e i 1 1
proteiny (g.l'l) 0 0 0 0 1 l 1 0 0 1
?ﬁ;lgf %?1) e e e e e e e i 1 1
?;r?;(;\fll}fl) e e e e e e e 1 ) )
ALT, AST
(U.l'l) i <) <) <) 5] 5] 5] <) 5] 5]
ALP (U.l‘l) e 1 e e 5] 5] 5] 5] 5] 5]
cholesterol
(mmol.l’l) e e l e e e e e e e
kortizol
(umol.I y e e e 1 e e e e e e
triglyceridy
(mmol.l’l) e e l e e e e e e e
Konc. CI' o ~11,5¢1" | ~10mgl | 0,294 mgl’ ~19g1"
Délka expozice | 2-5 més. 48 h 24 h 24 h 4 dny
Michael | Folmaret | Tomasso Avilez et al., Woo a Chiu,
Autor et al., al., et al., 2004 1997
1987 1993 1981

Pozn.: Zmény biochemickych parametri jsou uvedeny vzhledem ke kontrolni skupiné ryb, 1| - zvySeni

nebo sniZenf hodnoty, o — beze zmény, o - parametr nebyl sledovan.

ENDOKRINNI PORUCHY

Skutecnost, Zze oxid dusnaty miZe byt produkovany z dusitanli, otvird moznost, Ze

dusitany mohou zasahovat do né€kolika procesti, které jsou ovliviiovany timto lokdlnim

hormonem, v¢etné rozsiteni cév, neurotransmise (pfenos impulsu z neuronu na neuron) a
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imunitni funkce. Produkce oxidu dusnatého z dusitanii byla pozorovana za nizkého pH,

hypoxie a za vysokého obsahu NO;™ (Zweier et al., 1999).

VLIV DUSITANU NA VYLUCOVACI SOUSTAVU

Béhem expozice dusitanim pravdépodobné dochdzi i ke zméndm v metabolismu a
vylu¢ovani dusiku u ryb. Zda se vSak tento vliv projevi, zdvisi pravdépodobné¢ na stupni
otravy dusitany (Jensen, 2003). Konkrétné¢ k urcitému zvySeni mnoZstvi amoniaku
vylouceného Zabrami a moc¢i dochdzi béhem otravy dusitany u pstruha duhového

(Zachariasen, 2001).

DETOXIKACE DUSITANU

Cervené krvinky ryb obsahuji enzym reduktizu, ktery pfeméiuje methemoglobin na
hemoglobin (Camron, 1971; Huey a Beitinger, 1982). Diky tomuto procesu po pieneseni
ryb do Cisté vody obsah methemoglobinu v krvi dosahne fyziologickych hodnot béhem 24
az 72 hodin (Huey et al., 1980; Knudsen a Jensen, 1997), pokud neni otrava dusitany jiz
v pozdnim stadiu.

Vodni zivo€ichové jsou schopni detoxikovat dusitany oxidaci na netoxické dusi¢nany
(Jensen, 1996; Doblander a Lackner, 1996; Stormer et al., 1996; Doblander a Lackner,
1997). Schopnost detoxikace je zdvisld na nasyceni hemoglobinu kyslikem. Okysli¢ené
Cervené krvinky pstruha detoxikuji dusitany na dusi¢nany, zatimco anoxické Cervené
krvinky ne (Doblander a Lackner, 1997). Mechanismus oxidace dusitani na dusi¢nany
(pfeména hemoglobinu na methemoglobin) probihd dle rovnice:

4Hb (Fe’*) 0, +NO, + 4H* — 4Hb (Fe’*) + 4NO;5™ + O, + 2H,0

Kazda molekula hemoglobinu se miiZe ucastnit nékolika oxida¢né-redukénich cykla a
tfm miZe pomoci sniZit nepiiznivy t¢inek dusitanti. Cést detoxikace se také uskuteéiuje v
jatrech. Jaterni buiiky pstruha duhového maji schopnost oxidovat dusitany na dusi¢nany

(Doblander a Lackner, 1996).

2.3.5 FAKTORY OVLIVNUJICI TOXICITU DUSITANU PRO RYBY

Toxicita dusitand pro ryby je rozdilna. Letdlni koncentrace se pohybuji v rozmezi 0,3

wev s

az 300 mg.l'1 NO; v zévislosti na mnoha vnitfnich a vnéjSich faktorech (Svobodova et al.,

v

(pH, teplota, koncentrace kationil, anion a kysliku), druh a vék ryb, individudlni citlivost,

délka expozice a dal$i (Svobodovi et al., 1992).
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DRUH RYB

Citlivost k dusitanim se velmi 1i$i podle druhu ryb. Nejcitlivéjsi ze studovanych
Celedi jsou lososoviti, rozdily mezi jednotlivymi druhy jsou minimdlni. Vyrazné rozdily v
citlivosti jsou mezi teplomilnymi rybami. Velmi odolny vici dusitantim je napt. okounek

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

VEK A VELIKOST RYB

Mnoho studii ukazalo, Ze mladsi v€kova stiadia jsou méné¢ citliva k toxickym ucinkim
dusitani nez star$i a dospéli jedinci. Tyto rozdily mohou byt pravdépodobné zpisobeny
rozdilnou aktivitou methemoglobin reduktizy u mladych a dospé€lych jedinct (Kiese,
1974). Rozdilna citlivost plidku a dospélych jedincii miiZze byt dile vysvétlena i tim, Ze
rybi plidek nemad jesté pln€ vyvinut Zaberni aparit a dychd ptedevsim kazi. Napiiklad
mlady losos o hmotnosti do 2,5 a7 4,0 g piijima kyslik az z 96 % kuzi. Kyslik pfijimany
kazi je schopen u mladych jedinci 1épe proniknout do vnitinich tkdni nez u dospélych

(Rombough a Moroz, 1990).

INDIVIDUALNI CITLIVOST
Citlivost ryb vici dusitanim miZe byt u nékterych druht vyrazné individudlni.

N 24

Rozdily v citlivosti mezi jedinci se vyskytuji u pstruha duhového. CitlivEjsi jedinci jsou

vvvvvv

1996, Aggergaad a Jensen, 2001). Tato individudlni citlivost mize byt vysvétlena v
rozdilném poctu chloridovych buné€k Zaber a v rozdilné velikosti exponovaného povrchu

mezi témito citlivéjsimi a odolnéjs$imi jedinci (Aggergaad a Jensen, 2001).

DELKA EXPOZICE

e Kratkodobd expozice: Pro maximdlni akumulaci dusitanii v rybach postacuje pouze 24 —

48 hodinova expozice (Huey et al., Eddy et al., 1983). Tomu odpovidaji poznatky
autorti Lewis a Morris (1986), ktefi uvadéji, Ze hodnota LC50 zjisténa za 24 az 96 hodin
se pfili§ neméni (klesd jen velmi pomalu). Z toho vyplyvd, Ze relativni doba expozice
pro kratkodobé testy toxicity je 24 az 96 hodin jako v ptipad¢ jinych toxickych latek.

¢ Dlouhodobd expozice: Toxické ucinky pfi expozici delsi nez 96 hodin je mozZno

kvantifikovat pomoci sledovani thyni ryb, rychlosti ristu, poskozeni tkdni a vlivu na
biochemické a hematologické ukazatele. N€kolik studii prokazalo, Ze se LC50 dusitant

N,

po 8 dnech expozice asymptoticky blizi piiblizné 60 % 96hLC50. Maximalni
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koncentrace dusitanil, pii které nebyl zaznamenan Zadny thyn, je v podstaté stejna pfi
devadesati Sestihodinové jako pfi osmidenni expozici a pohybuje se v rozmezi od 30 do

50 % 96hLC50 (Russo et al., 1974).

KVALITA VODY

e Chloridy: Nejvyznamné¢jsim faktorem ovliviiujici toxicitu dusitand je koncentrace
chloridi ve vod¢. Mezi ionty chloridii a dusitanti existuje kompetice na chloridovych
buiikdch. V ptipad¢ vyssi koncentrace chloridd ve vodé jsou chloridové buiky obsazeny
a vstfebavani dusitanll je sniZzeno. Pro posouzeni toxicity dusitani pro ryby se proto
doporucuje sledovat hmotnostni pomér koncentrace chloridi a N-NO,. Podle
doporuceni EIFAC by v chovu lososovitych ryb tento pomér nemél klesnout pod 17 a v
chovu ostatnich ryb pod 8 (EIFAC, 1984).

e Ostatni aniony a kationy: Bylo zji$téno, Ze bromidy, které jsou chloridim chemicky

podobné, dokazi potlacit toxicky vliv dusitanového dusiku téméf stejné ucinné jako
chloridy (Eddy et al., 1983). Urcity vliv maji také hydrogenuhlicitany a dusi¢nany, ale
nejsou tak efektivni jako chloridy a bromidy (Lewis a Morris, 1986). Vysoké
koncentrace vapniku snizuji ztratu chloridi Zabrami a tim se také sniZuje piijem
dusitantd (Krous et al., 1982).

e Kyslik: Koncentrace kysliku mize ovlivnit toxicitu dusitanti, protoZe dusitany sniZuji
kapacitu krve pro transport kysliku. Nedostatecny obsah kysliku ve vodé muze tedy
jesté zhorsit zdravotni stav ryb. Pokus provedeny se sumci prokazal, Ze koncentrace 5
mg.l'1 nebyla v pfitomnosti dusitand dostacujici, ackoliv sumci bé€Zné toleruji i
koncentrace niZsi (Bowser et al., 1983).

e pH: Vliv koncentrace H* iontli na toxicitu dusitanii je stile velmi nejasny. Pro
manipulaci s pH se totiZ pouzivaji pufry, které méni aniontové pozadi, takZe je potom
obtizné vyjadfit samotny vliv pH. Dal§im problémem je pouZivani rozsahu pH, ktery je
mimo normdlni rozsah schopnosti adaptace ryb (Lewis a Morris, 1986). Zd4 se, Ze pro
bézné hodnoty pH vyskytujici se v pfirod¢€, kdy byl vliv rizného aniontového pozadi

vzat v tvahu, je vliv samotnych hodnot pH na toxicitu maly.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 TEST AKUTNI TOXICITY NA SUMCI VELKEM

(Silurus glanis)
CIL TESTU
Cilem testu akutnfi toxicity na sumci velkém bylo:
e sledovat vliv dusitanti na chovani a piezivani ryb.

e ziskat hodnoty LC50 pro tyto ryby.

METODIKA TESTU

Na sumci velkém byl proveden test:

e Test akutni toxicity. Test byl provadén podle norem CSN EN ISO 7346-2 Jakost vod

— Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro sladkovodni ryby — Obnovaci
(semistatickd metoda) a OECD Guideline for Testing of Chemicals 203 Fish, Acute
Toxicity Test.

Princip testu

Test spociva ve sledovani chovani a mortality ryb v odstupniovanych koncentracich
testované latky po dobu 96 hodin. Na zdkladé ziskanych hodnot mortality ryb v
jednotlivych koncentracich a v kontrole v prib¢hu testu se probitovou analyzou vypocitaji

letalni koncentrace LC50 za dobu 96 hod (96hL.C50).

Piistroje, pomucky a material

— Testovaci organismus: sumec velky Silurus glanis (Teleostei, Siluridae), v rozmezi

délek12 — 14 mm (Obr. 1). Ryby byly do jednotlivych testovacich nadrzi vybirdny

n

Obr. 1 Sumec velky (Silurus glanis)

nahodné.
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— Redici voda: jako fedici voda byla pouZita odstiti vodovodni voda, kterd méla

ndasledujicivlastnosti: pH 7,2 ; KNKy5 0,5 mmol.l'l; CHSKm, 2,2 mg.l'l; 2.Ca+Mg
14,0 mg.I"'; N-NH4* 0,03 mg.I"'; N-NO;™ 5,2 mg.I'""; N-NO, 0,01 mg.I""; CI' 11,0 mg.I
'S04* 51,5 mgl™; P-PO,* 0,01 mg.1".

Pristroje a pomucky: oximetr, pH metr, laboratorni nadobi, analytické a laboratorni

véhy, sitky a dalSi pomticky pro manipulaci s rybami.
Chemikélie: dusitany byly aplikovany do ldzni ve formé¢ dusitanu sodného (NaNO,

p-a.).

Podminky testu

Délka expozice: 96 hod.

Délka adaptacni faze: 48 hod pted pokusem.
Objem lazné: 200 ml.

Vymeéna lazné: po 48 hod.

Osvétleni: 12 hodin denné.

Teplota vody: t =23 + 2 °C.

Nasyceni vody kyslikem: O, > 60 %.

Pocet testovanych ryb: 20 ks v jedné koncentraci v zakladnim testu.

Pribéh testu

Test akutni toxicity byl proveden tfemi paralelnimi testy (A, B a C):

Zakladni test: dvacet ndhodné vybranych ryb bylo umisténo do kddinek o objemu 200
ml. Pokusné ryby byly vystaveny sedmi koncentracim dusitan?i ve form¢é NaNO, na

dobu 96 hod (Tab. 2).

Tab. 2 Koncentrace dusitanti pouzité v testu akutni toxicity na sumci velkém.

Cislo nadrze 1 2 3 4 5 6 7
Koncentrace NaNO, (mg.l'l) 15 30 45 75 120 | 150 | 225
Koncentrace NO, (mg.l'l) 10 20 30 50 80 100 | 150
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Vyhodnoceni vysledki

Na zdklad¢ ziskanych hodnot mortality v jednotlivych koncentracich v prubéhu
zakladniho testu byly vysledky vyhodnoceny probitovou analyzou. K vypoctim byl
pouzit program EKO-TOX 5.1 (INGEO Liberec).

3.1.1 VYSLEDKY

Klinické piiznaky otravy: ryby Silurus glanis po styku s lazni dusitani vyjizdély k
hlading, poté se shromazdovaly u dna, kde zistivaly bez pohybu. V nadrzich s nizsi
koncentraci testované latky se vyskytovaly thyny v niZ$im poctu neZ ve stoupajici
koncentracni fadé. Ve vyssich koncentracich byly ryby neklidné, vyjizdély k hlading,
reagovaly kiecCovitymi zachvévy téla. Poté ryby hynuly bfichem vzhiiru nebo v boc¢ni

poloze na dné zkusebni nadoby (Obr. 2). Zaznamy thynt ryb a vysledky paralelnich testii
A — C jsou uvedeny v piiloze (Tab. 1 — 3, Obr. 1 - 3).

Obr. 2 Uhyny ryb Silurus glanis

BliZsi podminky pribéhu paralelnich testli A, B a C jsou uvedeny v ptiloze (Tab. 4 —
6). V kontrolnich nadrzich nebyla v pribchu testli zjiSténa mortalita ryb ani vyrazné
zmény v chovani.

Z vysledkt mortality ryb Silurus glanis v testu akutni toxicity byla vypoctena hodnota
letalni koncentrace 96hLL.C50 = 15,3 mg.l'1 NO;.
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3.2 TEST SUBCHRONICKE TOXICITY NA PSTRUHU
DUHOVEM (Oncorhynchus mykiss)
CIL TESTU

Cilem testu subchronické toxicity na rybach pstruha duhového bylo:

e sledovat zménu rustové rychlosti ryb vystavenych riiznym koncentracim dusitan po
dobu 28 dni.

e stanovit hodnotu nejvyssi koncentrace dusitanti, pii niZ nebyl pozorovany Zadny
ucinek na ristovou rychlost (NOEC) pii expozici trvajici 28 dni.

e stanovit hodnotu nejniz§i koncentrace testovaného vzorku, pii které byl pozorovan
ucinek na ristovou rychlost (LOEC) pfi expozici trvajici 28 dni.

e stanovit vliv dlouhodobé expozice ryb subletdlnim koncentracim dusitani na
biochemické ukazatele krevni plasmy.

e porovnat ziskané informace o plsobeni zvolenych koncentraci dusitant s cilovymi
hodnotami koncentraci dusitanti v povrchovych vodach uvadénymi v nasi tehdy platné
legislativé (nafizeni vlady €. 229/2007 Sb.) a evropské legislativé (smérnice EU ¢.

78/659/EHS).

METODIKA TESTU
Test subchronické toxicity byl proveden ve dvou krocich, kdy v prvni fazi - v testu akutni
toxicity - byly stanoveny koncentrace vhodné pro nasledujici test subchronické toxicity:

1) Test akutni toxicity. Test byl provadén podle norem CSN EN ISO 7346-2 Jakost

vod — Stanoveni akutni letdlni toxicity latek pro sladkovodni ryby — Obnovovaci
(semistatickd metoda) a OECD Guideline for Testing of Chemicals 203 Fish,
Acute Toxicity Test.

2) Test subchronické toxicity (riistovy test). Test byl provadén podle norem CSN

10229 Jakost vod — Stanoveni subchronické toxicity latek pro sladkovodni ryby —

Metoda vyhodnoceni ucinku latek na rdstovou rychlost pstruha duhového

Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae) — Obnovovaci (semistatickd)
metoda a OECD Guideline for Testing of Chemicals 215 Fish, Juvenile Growth
Test.

Testy toxicity byly provddény v toxikologické laboratoii VURH JU Vodhany

akreditované Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. pro testy akutni toxicity na vodnich
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organismech. Testovani bylo provddéno v souladu se znénim Zakona ¢. 77/2004 Sb. na
ochranu zvitat proti tyrdni a dile Vyhlasky MZe CR &.311/1997 Sb. o chovu a vyuZiti

pokusnych zvitat.

TEST AKUTNI TOXICITY
Princip testu

Test spociva ve sledovani chovani a mortality ryb v odstupiiovanych koncentracich
testované latky po dobu 96 hod. Ryby se nasazuji do fedici vody s rozpuSténou testovanou
latkou a soucasné se nasazuje kontrola, kdy se ryby nasazuji do fedici vody bez testované
latky. Na zédkladé ziskanych hodnot mortality ryb v jednotlivych koncentracich a kontrole
v pribéhu testu se probitovou analyzou vypocita stfedni letdlni koncentrace 96hLLC50 pro

dusitany.

Piistroje, pomucky a material

— Testovaci organismus: pstruh duhovy Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae)
(Obr. 3). Pocdte¢ni hmotnost ryb byla 19 + 0,3 g. Pstruh byl vybrdn k testu jako
zéastupce lososovitych ryb, které jsou obecné velmi citlivé k nepfiznivym podminkdm

prostiedi.

Obr. 3. Pstruh duhovy Oncorhynchus mykiss

— Redici voda: jako fedici voda byla pouZita odstitd vodovodni voda, kterd méla
nédsledujici vlastnosti: pH 7,2; KNK45 0,5 mmol.l'l; CHSKy, 2,2 mg.l'l; 2.Ca+tMg
14,0 mg.1"; N-NH4* 0,03 mg.I"'; N-NOs- 5,2 mg.I''; N-NO, 0,01 mg.I""; CI' 11,0 mg.I
' S04, 51,5 mg.1"; P-PO4; 0,01 mg.I"".
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— Chemikdlie: dusitany byly aplikovany do ldzni ve form¢ dusitanu sodného (NaNO2
p-a.).

— Pristroje a pomucky: oximetr, pH metr, laboratorni nadobi, analytické a laboratorn{

vahy, zkusebni nadrZe, sitky a dalsi pomiicky pro manipulaci s rybami.

Podminky testu

e Délka expozice: 96 hod.

e Délka adaptacni faze: 48 hod pred pokusem.

¢ Objem lazné¢: 20 litrh.

e  Vymeéna lazné: po 24 hod.

e Osvétleni: 12 hodin denné.

e Teplota vody: 14 — 15,5 °C.

e Nasyceni vody kyslikem, O, > 60 %.

e Pocet testovanych ryb: 3 ks v jedné koncentraci v ptedbéZzném testu, 7 ks v jedné
koncentraci v zdkladnim testu.

e Krmeni ryb: béhem aklimatizacni faze a béhem pokusu nebyly ryby krmeny.

Pribéh testu
Test akutni toxicity byl proveden ve dvou stupnich, obéma testim predchdzela adaptace
ryb:
1) ptedbézny test.
2) zakladni test.
e PredbéZny test: do sedmi odstupnovanych koncentraci dusitanti (Tab. 3) se nasazovalo
po 3 kusech ndhodné vybranych ryb. Stejnym zptisobem se nasazovala i kontrola. Po
24 hodinach se ryby pielovovaly do nové pfipravenych vytemperovanych roztoki
testované latky. Na pocatku testu a ndsledné kazdych 24 hodin se méfila teplota, pH a
koncentrace rozpusténého kysliku. V prubehu trvani predbézného testu se sledovala a
zaznamendvala mortalita a chovani ryb. Na zdklad¢ vysledkt se volily koncentrace

testované latky pro zakladni test.
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Tab. 3 Koncentrace dusitand pouzité v predbéZzném a zakladnim testu.

Cislo nadrize 1 2 3 4 5 6 7 K

Koncentrace NaNO,
5 10 25 50 100 200 300 -

(mg.I'")

Koncentrace NO,”
3,3 6,7 16,7 | 33,3 | 66,7 | 133,3 | 200 -

(mg.l'l)

e Zikladni test: sedm ndhodné€ vybranych ryb bylo umisténo do akvarii o objemu 20
litr. Pokusné ryby byly vystaveny sedmi koncentracim dusitanti po dobu 96 hod.

YV o s

Dale test probihal stejnym zptisobem jako ptedbézny test.

Vyhodnoceni vysledki

Na zdklad¢ zjisténé mortality ryb v jednotlivych koncentracich v pritbéhu zakladniho
testu byly vysledky vyhodnoceny probitovou analyzou. K vypoctim byl pouZit program
EKO-TOX 5.1 (INGEO Liberec).

TEST SUBCHRONICKE TOXICITY
Princip testu

Podstatou testu je sledovani zmén rustové rychlosti pokusné populace pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) vystavené testované latce po dobu 28 dnti. Pokusné
ryby jsou ndhodné vybirdny z populace jednotného ptivodu. V pribéhu testu se sleduje
chovéni ryb, pifijem krmiva, mortalita a na zacétku, uprostfed a na konci testu hmotnost
ryb v jednotlivych koncentracich testované latky. Soucasné se nasazuje kontrola, kdy se
ryby nasazuji do fedici vody bez testované latky. Na zdklad¢ zjisténych rozdilti hmotnosti
ryb na pocatku a na konci testu se vypocita rychlost a inhibice riistu ryb v jednotlivych
koncentracich, které se porovnavaji s kontrolou. Na zdklad¢ zjisténych hodnot se

probitovou analyzou vypocitaji koncentrace NOEC a LOEC.

Pristroje, pomiicky a material.

— Testovaci organismus: pstruh duhovy Oncorhynchus mykiss (Teleostei, Salmonidae).

Pocatecni hmotnost ryb byla 19 + 0,3 g. Uvedend pocitecni hmotnost ryb byla

zvolena tak, aby ryby v kontrolni skupiné po 28 dnech dosahly pfirGstku hmotnosti
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alespoil 0 50 % a zaroven, aby bylo moZzné v zdvéru testu odebrat dostatecné mnoZstvi
krve na stanoveni vybranych biochemickych parametra.

— Redici voda: viz akutnf test.

— Chemikalie: dusitany byly aplikovany do lazni ve formé dusitanu sodného (NaNO,
p-a.).

— Pristroje a pomicky: oximetr, pH metr, laboratorni nddobi, analytické a laboratorn{

véhy, sitky a dals$i pomiicky pro manipulaci s rybami.

Podminky testu

e Délka expozice: 28 dni.

e Délka adaptacni faze: 14 dnl pred pokusem.

e Objem lazné: 100 litra.

®  Vymeéna lazné: po 24 hod.

e Osvétleni: 12 hodin denné.

e Teplota vody: t 14 — 15,5 °C.

¢ Nasyceni vody kyslikem: O, > 70 %.

e Pocet testovanych ryb: 20 ks ryb v jedné nddrZi.

e Krmeni ryb: denné.

Ryby, které byly pouZzity k testu, byly chovany po dobu 14 dni pie zahdjenim testu ve
200 I akvariich v fedici vod¢, nepfetrzit¢ probublavané vzduchem, v podminkach jakosti
vody, rezimu krmenfi a osvétleni, podobnych jako pti zkouSce.

V pritbéhu adaptacni faze a zdkladni zkousky byli pstruzi krmeni komer¢ni dietou pro
pladek lososovitych ryb Biomar (47 % proteinu, 26 % tuku) kazdych 24 h mnozstvim 2,5

% celkové té€lesné hmotnosti.

Pribéh testu

Subchronicky test byl proveden obnovovaci metodou s vyménou lazné po 24
hodinich. Dvacet pokusnych ryb bylo umisténo do 100 1 nddrZi a vystaveno po dobu 28
dnti koncentracni fad¢ dusitant ve dvou opakovanich pro kazdou koncentraci. V tabulce 4
jsou uvedeny koncentrace dusitant, které byly zvoleny na zakladé vysledkl testu akutni

toxicity na pstruhu duhovém a doplnéné o cilové hodnoty koncentraci dusitani v
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povrchovych vodich dle smérice EU (pro lososové vody 0,01 mgl' NO,) a nasi

legislativy (pro lososové vody 0,6 mg.1" NO,” — podle nafizeni vlady &. 61/2003 Sb.).

Tab. 4 Koncentrace dusitanti pouzité v testu subchronické toxicity na pstruhu duhovém.

Skupina ryb P1 P2 P3 P4 P5 K
Koncentrace
r 0,015 0,15 0,9 1,5 4,5 -
NaNO; (mg.I")
Koncentrace
) r 0,01 0,1 0,6 1,0 3,0 -
NO; (mg.I")

Pozn.: K — kontrolni skupina, P1 — P5 — pokusné skupiny.

Pozadovanych koncentraci dusitani bylo dosazeno davkovanim NaNO; do vody.
Koncentrace dusitani byly denn¢ kontrolovdny a naméfené hodnoty se neliSily od
stanovenych hodnot pro tento test o vic neZ 10 %. ZkuSebni ldzn€ byly mirné
provzdusiovany. Nasyceni vody kyslikem a pH bylo méfeno denné. Teplota vody v
jednotlivych nadrzich byla zaznamendvdna ve 4 hodinovych intervalech registraénim

teplomérem RT — F52 (Qi Analytical, Czech Republic).

Béhem pokusu bylo zaznamendvéano choviani ryb, jejich ochota pfijimat krmivo a
pocet uhynulych ryb. Jednotlivé ryby byly vdZeny (s piesnosti na 0.1 g) na zacatku testu a
po 14 denni expozici. Po 28 denni expozici byla sedmi kusim ryb z kazdé nadrze
odebrana krev na stanoveni biochemického profilu plasmy a koncentrace dusitant
v krevni plasmé. Krev byla odebirdna z v. caudalis. Poté byly ryby zabity pfetnutim
michy, oznaCeny a jednotlivé zvdzeny. Ddle byly odebirdny vzorky svaloviny na

stanoveni koncentrace dusitanu.

Biochemicka vySetieni

Vzorky krve byly stabilizovdny s 40 IU heparinu na 1 ml krve. Krevni plazma byla
odstfedéna (10 min — 12 000xg) pti 4 °C. Byly odebrany vzorky svalové tkané pfiblizné 1
g pro analyzu koncentrace dusitant. Vzorky byly az do analyzy uloZeny v —80 °C, aby se

zabranilo oxidaci dusitant.
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K biochemickym analyzdm krevni plasmy ryb byl vyuzit analyzator krve VETTEST

8008 a COBAS EMIRA (¢4ast analyz byla provddéna v Analytické laboratoti VFU Brno).

Byly méfeny nésledujici parametry: koncentrace iontl (draslik, sodik, chloridy), glukézy
(GLUC), laktatu (LACT), celkové bilkoviny (TP), cholesterolu (CHOL), amoniaku
(NH3), mocoviny (UREA), kyseliny mocové (URIC), enzymi ALT (alanin

aminotransferdza), ALP (alkalickd fosfatiza), AST (aspartit aminotransferdza), CK

(kreatin kinaza).

Mikrometoda stanoveni dusitanu v krevni plasmé a svaloviné ryb

Piistroje: spektrofotometr Specord 210 (1 cm kyveta), centrifuga (15 000 ot./min).
Chemikélie: roztok kyseliny sulfanilové, roztok ,,Cleve‘s acid“ (kyselina 1-
naftylamin-7-sulfonovd), zasobni roztok dusitanu sodného, roztok standardu, roztok

siranu zine¢natého.

Postup: odebrané vzorky plasmy a svaloviny byly analyzovany pti 4 °C. Stanoveni
bylo provedeno v nésledujicich krocich:

deproteinizace — 0,1 ml krve (0,1 g svaloviny) bylo pievedeno do 1,5 ml zkumavky
obsahujici 0,6 ml roztoku siranu zinecnatého. Dale bylo ptfidino 0,4 ml dvakrat
destilované vody a roztok byl dikladné promichan (pfistroj Vortex-Genie). Déle bylo
pfidano 0,1 ml 4 % (w/v) vodného roztoku hydroxidu sodného, smés promichdna a
nasledné chlazena (na ledu) po dobu jedné hodiny. SraZené bilkoviny byly odstranény
pomoci centrifugy (2 min pii 15 000 ot./min).

barevnd reakce — 0,6 ml takto vzniklého roztoku (viz. vySe) bylo pfevedeno do
zkumavky (100/10) obsahujici 0,4 ml dvakrat destilované vody, roztok byl dikladné
promichén, poté bylo pfiddno 0,1 ml roztoku kys. sulfanilové. Roztok byl nasledné
ponechdn 15 minut na ledu (probéhla diazotace). Poté bylo pfiddno 0,1 ml roztoku
,Cleve‘s acid* a roztok byl nechdn 60 min pti pokojové teploté (probéhla kopulacni
reakce). Pfitomnost dusitanii ve vzorku se projevila vznikem komplexu cerveno-

fialového zbarveni. Intenzita zabarveni byla méfena spektrofotometrem pii 520 nm.

pfiprava kalibracni piimky — n€kolik alikvotnich podilti roztoku standardu (az do 0,5
ml) bylo pfevedeno do mikrozkumavek obsahujicich 0,6 ml roztoku siranu
zinecnatého. Ddle se postupovalo stejnym zplisobem jako pii analyze vzorkil (viz

vyse). Jako slepy roztok byla pouzita dvakrat destilovand voda.
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Vyhodnoceni vysledki

Koncentrace dusitant v plasmé a svaloviné

Koncentrace dusitant ve vzorcich plasmy se odecitaly z kalibra¢ni kiivky, kterd byla
ziskdna proméfenim sady standardnich roztokl o zndmé koncentraci. Zjisténé hodnoty
absorbanci standardnich roztoki byly vyneseny do grafu v zdvislosti na koncentraci

dusitanu.

Prumérna specificka rychlost rastu ryb (r)

Primérnd specifickd rychlost ristu pro jednotlivé nddrze byla stanovena jako podil
rozdilu priméru pfirozenych logaritmt hmotnosti jednotlivych ryb v nadrZi na pocétku a

konci testu (28 dnt):

In wy — Inw;

kde r=pramérnd specifickd mira rGstu pro nadrz.

w1, w2 = hmotnosti jedné ryby v Case t; a t; jednotlive (g).

In wy, In w, = primérnd hodnota pfirozeného logaritmu z hodnot In w; a
In W2,

t;, t; = ¢as (dny) — zacatek expozice a konec expozice.

Inhibice specifické rustové rychlosti (I)

Inhibice specifické riistové rychlosti v % pro jednotlivé nadrze byla stanovena jako
podil mezi rozdilem prumérné specifické rychlosti rastu kontroly a experimentalni
skupiny a prumérné specifické rychlosti ristu v kontrole po 28 dnech expozice, ndsobeny
stem:

r (kontrola) — r (skupina)
I(%) = e R EE . 100
r (kontrola)

kde I=inhibice specifické rastové rychlosti experimentdlnich skupin ryb po 28
dnech expozice.
r (kontrola) = primérné specificka riistova rychlost v kontrole.
r (skupina) = primérna specificka ristova rychlost v experimentalni

skuping.
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Vyhodnoceni hodnot LOEC a NOEC

Hodnoty LOEC a NOEC byly vyhodnoceny probitovou analyzou na zédkladé
zjisSténych primérnych specifickych rychlosti rstu v jednotlivych koncentracich a
kontrole. K vyjiddfeni hodnot LOEC a NOEC byly pouZity hodnoty 28dLCO (hodnota
NOEC) a 28dLC10 (hodnota LOEC). K vyhodnoceni byl pouzit program EKOTOX 5.1.

Statistické vyhodnoceni testu

Na konci testu byly vyhodnoceny rozdily v hmotnosti ryb v jednotlivych nadrZich
(koncentracich) a rozdily v biochemickych ukazatelich exponovanych ryb. Statistické
vyhodnoceni vysledkit bylo provedeno pomoci softwarového programu Statistica 6.1
(StatSoft CR). Data byla nejprve pomoci Kolmogorov-Smirnova testu testovdna na
normalitu a nédsledn¢ byla pomoci Bartlettova testu ovéfovana hypotéza o homogenité
varianci. V piipad¢, Ze byla prokdzdna normalita dat a homogenita varianci, byla déle
pouzita jednocestnd analyza variance (ANOVA) a ndsledné mnohondsobné porovnani
skupin pomoci Dunnettova testu. V piipad¢€, Zze podminky nebyly splnény, bylo porovnani

provedeno pomoci neparametrického Kruskal-Wallisova testu.
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3.2.1 VYSLEDKY
TEST AKUTNI TOXICITY

Hodnoty letidlnich koncentraci ziskanych v testu akutni toxicity na pstruhu duhovém
jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5 Hodnoty LC50 v mg.I"' NO,” ziskanych z testi na pstruhu duhovém.

24hL.C50 48hL.C50 72hLC50 96hL.C50

31,9 25,1 11,9 11,2

Zaznam mortality ryb pstruha duhového a bliz§i podminky v pribéhu zékladniho testu

jsou uvedeny v ptiloze (Tab. 7 a 9).

TEST SUBCHRONICKE TOXICITY

Mortalita ryb byla zaznamendna pouze v nejvyssi koncentraci (3 mg.1™) dusitand, kde
uhynulo 65 % pokusnych ryb.

V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty specifické ristové rychlosti a celkového pfirtistku
ryb v jednotlivych skupinich. Primérné hmotnosti ryb v pribé¢hu a na konci testu
v jednotlivych koncentracich jsou uvedeny v piiloze (Tab. 8). Na zaklad¢ inhibice rastu
ryb byly vypocitiny koncentrace NOEC a LOEC:

NOEC (28dLCO0) = 0,01 mg.I" NO,
LOEC (28dLC10) =0,2mgl" NO,
Tab. 6 Specifickd rustova rychlost a celkovy piirastek ryb v jednotlivych skupindch v

zavislosti na koncentraci dusitant ve vode.

Skupina K P1 P2 P3 P4 P5
Koncentrace NOz'(mg.l'l) - 0,01 0,1 0,6 1,0 3,0
Prim. specif. mira ristu (r) 2,1 2,1 2,1 2,2 1,8 1,2
Piirastek (%) 79 78 81 81 67 42
Inhibice (%) - 1 - - 13 42

Pozn.: K — kontrolni skupina, P1 — P5 — pokusné skupiny.

Hmotnost ryb na konci testu
Pii statistickém porovndvani jednotlivych pokusnych skupin byla v nejvyssi testované
koncentraci zaznamenéna vyrazné niz§i hmotnost ryb (Obr. 4). Hmotnosti ryb v ostatnich

skupinéch se od kontroly vyznamné nelisily.
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Biochemicka vySetieni a koncentrace dusitant v krevni plasmé a svaloviné ryb
Zvysené koncentrace dusitanid v krevni plasmé ryb byly namétfeny v pokusnych
skupindch P3 aZz P5 (Obr. 5). Ve skupinidch P1, P2 a kontrole (K) byly koncentrace
dusitand pod mezi detekce. Dusitany se rovnéz kumulovaly ve svaloviné ryb, ale v mens{
mife neZ v plasm¢ (Obr. 6). Naproti tomu i v nejniz$i koncentraci dusitand byly

zaznamenany zmény v koncentraci glukézy (Obr. 7) a drasliku (Obr. 8).
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Obr. 4 Hmotnost ryb v jednotlivych skupindch na konci testu subchronické toxicity. K —
kontrolni skupina, P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05) v porovnani

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

v porovnani s kontrolou je oznacen hvézdickou.
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Obr. 6 Koncentrace dusitanti ve svaloviné pokusnych ryb na konci testu subchronické
toxicity. K — kontrolni skupina, P1-P5 — pokusné skupiny. Signifikantni rozdil (p < 0,05)

v porovnani s kontrolou je znacen hvézdickou.
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Obr. 7 Koncentrace glukézy (GLUC) v krevni plasmé& pokusnych ryb na konci testu
subchronické toxicity. K — kontrolni skupina, P1-P4 — pokusné skupiny. Signifikantni

rozdil (p <0,05) v porovndni s kontrolou je oznac¢en hvézdic¢kou.
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Obr. 8 Koncentrace drasliku (K) v krevni plasmé pokusnych ryb na konci testu
subchronické toxicity. K — kontrolni skupina, P1-P4 — pokusné skupiny. Signifikantni

rozdil (p <0,05) v porovndni s kontrolou je znacen hvézdickou.

44



4 DISKUSE

Vysledky akutniho a subchronického testu toxicity potvrdily obecné zndmou vysokou
citlivost pstruha duhového ke zvySenym koncentracim dusitanii. Vysledky testii akutni
toxicity na pstruhu duhovém a sumci velkém (96hLC50 = 11,2 mg.l” NO, a 15,3 mg.I"
NOy), které jsme v naSich testech zjistili, jsou srovnatelné s idaji uvddénymi v literatute
(Lewis a Morris, 1986). Vysledky také naznacily, Ze nejkriti¢téjSim obdobim v pribéhu
expozice sumce dusitanim je prvnich 24 az 48 hodin. Doklddaji to hodnoty letdlnich
koncentraci LC50 dusitant, které se po 24 az 48 hodindch trvani testu jiZ s ¢asem vyrazné
neménily. Tuto skutecnost také potvrzuji ve své praci Lewis a Morris (1986).

Pro hodnoceni vlivu dlouhodobé expozice ryb dusitanlim existuje jen mdlo udaji a
navic uvadéné vysledky jsou obtizné¢ vzdjemné srovnatelné. Jednd se o vysledky, které
byly ziskdny pfi pokusech na ruznych druzich ryb, s rozdilnymi dobami expozice
dusitanim a pfi rozdilnych koncentracich chlorid ve vodé (Wedemeyer a Yasutake,
1978; Kamstra et al., 1996; Frances et al., 1998).

Dlouhodoba expozice pstruha duhového subletdlnim koncentracim dusitanti méla vliv
na nékteré biochemické ukazatele. Zmény nékterych parametrd byly zaznamenany i v
nejniz§i testované koncentraci dusitant (0,01 mg.l’1 NO,). Jednalo se predev§im o
zvySeni koncentrace glukézy a snizeni koncentrace drasliku v krevni plasmé ryb.
Hyperglykémie (zvySend koncentrace gluk6zy) je obecné povazovdna za stresovy
indikator (Groff a Zinkl, 1999). Z toho vyplyva, Ze i nizké koncentrace dusitanti, pfi
pomérné nizkych koncentracich chloridd ve vod¢, mohou zplsobit znacny stres.
Vyznamné zvySeni koncentrace drasliku v plasmé ryb po otravé dusitany uvadéji ve
svych studiich také napiiklad Jensen et al. (1987), Stormer et al. (1996), Grosell a Jensen
(2000) a Huertas et al. (2002). ZvySené koncentrace drasliku mohou mit neptiznivy vliv
na Cinnost srdce a funkci nervového systému (Knudsen a Jensen, 1997). V dalsich
méfenych biochemickych parametrech (napf. sodik, chloridy, laktdt, enzymy a dalsi)
nebyly prokdzany vyznamné rozdily ve srovnani s kontrolou.

Test subchronické toxicity dusitani mél vliv také na ristovou rychlost ryb. V nejvyssi
testované koncentraci (3,0 mg.l’1 NO;’) byla zaznamendna vyrazné niz$i rustova rychlost
ryb a rovnéz vysokd (65 %) mortalita. Rlstova rychlost ryb v ostatnich skupinach se od
kontroly vyznamné¢ neliSila a nebyla zaznamendna ani mortalita ryb. Jak jiZ bylo vyse
uvedeno, porovnani nasich vysledka s literarnimi ddaji je velmi obtiZzné, nebot’ v dostupné

literatufe jsme naSli jen malo ddaji o dlouhodobém pisobeni dusitanii na ryby za
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podminek, které by byly srovnatelné s podminkami naSeho testu. Napi. Wedemeyer a
Yasutake (1978) ve svém testu na pstruhu duhovém, ktery byl vystaven po dobu 6 mésict
dusitanum v koncentracich 0,2 mg.l'1 NO; a niz8§im, ve vodé¢ s koncentraci 2,3 mg.l‘1 CI,
nezaznamenali Zddné poSkozeni ryb. Tito autofi vSak v zav€ru testu neprovadéli Zadna
biochemicka vysetieni a vliv dusitani na ryby posuzovali pouze na zdklad¢ rastové
rychlosti ryb, mortality a histologického vySetfeni. Proto jejich vysledky miZeme
povaZovat za srovnatelné s t€émi nasimi.

Jednim z cili pokusu bylo pouzit ziskané informace o pulsobeni dusitani v
koncentracich, které se béZné€ vyskytuji v naSich tocich a intenzivnich chovech ryb a k
odhadu opodstatnénosti velmi pfisnych pozadavkll smérnice EU 78/659/EHS na cilové
hodnoty koncentraci dusitantt v povrchovych vodiach (pro lososové vody 0,01 mg.l'1
NOy). Vysledné hodnoty NOEC byly rovnéZz konfrontovany s pozadavky dfive platného
Natizeni vlady & 61/2003 Sb. (pro lososové vody 0,6 mg.I"' NO,). Jak se ukézalo,
zjisténd hodnota NOEC (0,01 mg.l'1 NO;y) pro pstruha duhového odpovidéd ptisnéjSimu
limitu smérnice 78/659/EHS, ¢imZz se potvrdila jeho opravnénost. Pozadavky dfive
platného (¢. 61/2003 Sb.) i soucasného (€. 229/2007 Sb.) natizeni vlady jsou vyrazné
mirngjsi (0,6 a 0,3 mg.l'1 NO; pro vody lososové) a nutno uvést, ze odpovidaji primérné
koncentraci dusitanii v povrchovych vodach CR, které se pohybuji v rozmezi hodnot 0,15
az 0,2 mg.l'1 NO; (Simon, 2001). Na druhé strané je tfeba pfipomenout, Ze toxicitu
dusitanti pro ryby musime posuzovat i v souvislosti s koncentraci chloridli v povrchovych
vodéch a ty jsou vétSinou vyssi, neZ ve vodé, kterou jsme pouzili v naSem testu. Proto ani

M

Skodlivé, nebo dokonce letalni.
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S ZAVER

1) Na zdkladé vysledka testii akutni toxicity na pstruhu duhovém (Oncorhynchus
mykiss) a sumci velkém (Silurus glanis) byly stanoveny stiedni letalni koncentrace
dusitantt 96hLC50 (96hLC50 = 11,2 mg.I"' NO,™ pro pstruha duhového a 96hLC50 =
15,3 mg.I"' NO, pro sumce velkého).

2) Testem subchronické toxicity na pstruhu duhovém bylo prokdzdno, Ze 28 denni
expozice ryb dusitanim vyvolala:
— vkoncentraci 3,0 mg.l' NO, 42 % inhibici jejich rastové rychlosti a 65 %
mortalitu.
— v koncentracich 0,01 az 1,0 mg.l'1 NO; zvySeni koncentrace glukézy a sniZeni
koncentrace drasliku v krevni plasmé.
— v koncentracich 0,6 az 3,0 mg.l'1 NO; kumulaci dusitant v krevni plasmé ryb.

— v koncentracich 1,0 a 3,0 mg.l'1 NO;" kumulaci dusitant ve svaloving ryb.
3) Na zdkladé vysledkt testu subchronické toxicity byla stanovena hodnota NOEC

(0,01 mg.I" NOy), kterd potvrzuje opravnénost pozadavku smérnice EU 78/659/EHS

pro limitni koncentraci dusitani v povrchovych vodach 0,01 mg.1" NO,".
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Tab. 1 Zaznam mortality ryb v prib¢hu testu A na rybach Silurus glanis.

v Koncentrace Mortalita ryb (3. ks, %)
Cislo NO; 477 5.7 6.7 777
nadrie 3 . . . .
(mg.1”) ks | % | ks | % | ks | % | ks | %
1 10 - - - - - - - -
2 20 - - 1 5 - - 1 5
3 30 - - - - 2 10 4 20
4 50 1 5 19 95 - - -
5 80 20 100 - - - - - -
6 100 - - 20 100 - - - -
7 150 - - [ 20 [ 100 ]| - ] ] ]
K - - - - - - - - -
Tab. 2 Zaznam mortality ryb v prib¢hu testu B na rybach Silurus glanis.
. Koncentrace Mortalita ryb (3 ks, %)
Cislo NO; 477 5.7 6.7 77
nadrie 3 . . . .
(mg.1”) ks | % | ks | % | ks | % | ks | %
1 10 - - - - 1 5 - -
2 20 - - 1 5 - - 2 10
3 30 1 5 1 5 5 25 5 25
4 50 - - 12 60 8 40 - -
5 80 - - 13 65 7 35 - -
6 100 - - 19 95 1 5 - -
7 150 - - 20 100 - - - -
K - - - - - - - -
Tab. 3 Zaznam mortality ryb v prib¢hu testu C na rybach Silurus glanis.
Eisl Koncentrace Mortalita ryb (3 ks, %)
adede NOy 47. 5.7. 6.7. 77.
(mg.1") ks | % | ks | % | ks | % | ks | %
1 10 - - 2 | 10 | - - - -
2 20 2 [ 10 | - - - - - -
3 30 - - - - 1 5 | 7 | 35
4 50 - - 3 15 17 85 - -
5 80 1 5 15 75 4 20 - -
6 100 - - 20 100 - - - -
7 150 - - 20 100 - - - -
K B - - - - - - - -




Tab. 4 Podminky v pribéhu testu A na rybach Silurus glanis.

preloveni

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
. Konc. -
(;ISI(V) NO, Datum a hodina méfeni
nadrze mel™y | 3.7 | 47. | 57. 157 6.7. | 77.|37. |47. 1571|157 |67 |77.| 37 |47 |57.]157 |67 | 17.
Oh [24h ([48h |48h |72h |96h | Oh [24h |[48h |48h 72h |[96h| Oh | 24h | 48h [ 48h | 72h | 96 h
1 10 23,6 | 22,8 | 21,8 | 23,5| 22,4 |225188,1|852|87,1]96,0(939|922]7,62| 7,80 |7,63]|7,62| 7,88 | 7,96
2 20 23,5 122,7|21,8]23,5|222|2261]852|88,8|882|94,5|923|923]7,61| 7,80 | 7,50 7,63 | 7,83 | 7,89
3 30 23,5 123,0|21,623,5|224(225]181,2|7221|9511]954|82,3|932]7,60| 7,46 | 7,66 7,60 | 7,73 | 7,8
4 50 23,5 | 23,1 | 21,7 | 23,6 - - 84,3 1 89,1 | 88,5]96,3| - - 7,55 | 7,88 | 7,65 | 7,60 - -
5 80 234|229 | 21,6 |22,9 - - 88,2 | 81,6 | 95,81 97,5 | - - 7,47 | 7,87 | 1,70 | 7,58 - -
6 100 | 23,5 | 22,9 | 21,7 | 22,8 - - 80,1 | 88,2 199,0]97,3| - - 7,44 | 7,87 | 1,72 | 7,58 - -
7 150 | 23,6 | 22,8 - - - - 85,9 | 853 | - - - - 7,39 | 7,88 - - - -
K - 23,7 1229 | 2221236 226|225]880|865]|833|94,0(94,0|920] 7,58 | 7,77 |735\|7,72 792 7,88
T T




Tab. § Podminky v pribéhu testu B na rybach Silurus glanis.

preloveni

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
. Konc. -
(;ISI(V) NO, Datum a hodina méfeni
nadrze mel™y | 3.7 | 47. | 57. 157 6.7. | 77.|37. |47. 1571|157 |67 |77.| 37 |47 |57.]157 |67 | 17.
Oh [24h ([48h |48h |72h |96h | Oh [24h |[48h |48h 72h |[96h| Oh | 24h | 48h [ 48h | 72h | 96 h
1 10 23,8 | 23,8 | 22,8 | 23,4 | 22,8 |2291]86,1 | 84,2 |84,1|91,2 (91,1 91,2] 7,66 | 7,68 | 7,55 | 7,51 | 7,50 | 7,52
2 20 23,5 123,5(228]235|229|230]84,2|879 833933924 |934]7,68| 745 | 7,51 | 7,58 | 747 | 741
3 30 239 | 23,4 |229|23,4|228|23,1]883]|832|91,2|91,4|89,4|90,8] 7,61 | 758 | 7,58]| 7,50 7,40 | 7,43
4 50 23,5 | 23,4 | 23,0 | 23,6 - - 83,3 | 88,2 | 89,51 90,1 - - 7,58 | 7,41 | 7,45 | 7,45 - -
5 80 23,4 | 23,5 | 229 | 22,8 - - 81,2 | 83,6 | 94,81 95,5 | - - 7,44 | 7,55 | 7,40 | 7,51 - -
6 100 | 23,5 | 23,1 | 22,8 | 22,9 - - 83,2 1 84,4(93,1]91,2| - - 7,47 | 7,44 | 7,41 | 7,48 - -
7 150 | 23,7 | 23,7 - - - - 86,7 | 88,4 | - - - - 7,30 | 7,38 - - - -
K - 234 |23,5(229]23,6|228|229]1872|865|899|94,3 (92,8 |93,1]7,45| 7,39 |7,50]| 7,44 | 7,38 | 7,51
T T T




Tab. 6 Podminky v pribéhu testu C na rybach Silurus glanis.

preloveni

Teplota (°C) Kyslik (% nasyceni) pH
. Konc. -
(;ISI(V) NO, Datum a hodina méfeni
nadrze mel™y | 3.7 | 47. | 57. 157 6.7. | 77.|37. |47. 1571|157 |67 |77.| 37 |47 |57.]157 |67 | 17.
Oh [24h ([48h |48h |72h |96h | Oh [24h |[48h |48h 72h |[96h| Oh | 24h | 48h [ 48h | 72h | 96 h
1 10 234 |23,212291]23,1|2301|23,1]872|872|832|91,4(922|94,1]7,45| 753|751 | 744|747 | 741
2 20 23,1 | 23,1 1 229]23,2|229|2291]882|889|83,4]928 924|936 7,55 | 741|741 | 742 | 743 | 7,42
3 30 23,2 | 23,3(229]23,4|229 2301871 |84,21|92,1|93,1|88,3|91,7] 7,48 | 7,51 | 7,43 ]| 7,51 | 742 | 7,44
4 50 23,1 | 23,4 | 23,0 | 23,2 - - 83,4 | 86,2 | 88,4190,8 | - - 7,51 | 7,43 | 7,48 | 7,41 - -
5 80 23,2 | 23,6 | 22,8 | 23,2 - - 88,1 | 88,6 95,1 |91,5| - - 7,43 | 7,50 | 7,41 | 7,53 - -
6 100 | 23,8 | 23,0 - 23,1 - - 83,4 189,4| - |914| - - 7,44 | 7,40 - - - -
7 150 | 23,6 | 23,1 - - - - 86,8 | 83,4 | - - - - 7,38 | 7,39 - - - -
K - 23,2 | 23,1 |23,123,2]229|230]884|89,5|909|93,4(91,9|94,1]7,40 | 741 | 748|742 | 7,36 | 7,39
T T




Obr. 1 Vyhodnocen{ testu akutni toxicity na rybach Silurus glanis, paralelni test A
(vystup z programu EKO-TOX 5.1).

Testovana latka: NaNO,

Redici voda: vodovodni

Datum nasazenf testu: 3.7. 2006

Vstupni hodnoty: zdkladni test
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Obr. 2 Vyhodnoceni testu akutni toxicity na rybach Silurus glanis, paralelni test B

(vystup z programu EKO-TOX 5.1).
Testovana latka: NaNO,

Redici voda: vodovodni

Datum nasazenf testu: 3.7. 2006

Vstupni hodnoty: zdkladni test

Koncentrace Mortalita
(mg.1") (%)
10 5.0
20 15.0
30 60.0
50 100.0

96hL.C50 = 22.2 mg.1"
LCO =7.7mgl"
LC100 = 64.6 mg.I"
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Obr. 3 Vyhodnocen{ testu akutni toxicity na rybach Silurus glanis, paralelni test C
(vystup z programu EKO-TOX 5.1).

Testovana latka: NaNO,

Redici voda: vodovodni

Datum nasazenf testu: 3.7. 2006

Vstupni hodnoty: zdkladni test

Koncentrace Mortalita
(mg.1'") (%)
10 10.0
30 40.0
50 100.0

96hLC50 = 20.1 mg.l”
LCO =5.7mgl"
LC100 = 70.7 mg.I"
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Tab. 7 Zaznam mortality ryb Oncorhynchus mykiss béhem zakladniho testu.

5 Koncentrace Mortalita ryb (3 %)
Cislo nadrze NOy
(mg.1) 24 h 48 h 72 h 96 h

1 3,3 14 14 14 14
2 6,7 0 0 14 14
3 16,7 14 14 43 43
4 33,3 14 43 71 86
5 50 71 86 100 100
6 66,7 71 86 86 100
7 133,3 100 100 100 100
K - - - - -

Tab. 8 Specificka rhstova rychlost a ptirtstky ryb Oncorhynchus mykiss v jednotlivych

skupindch v zdvislosti na koncentraci dusitant ve vodé.

Skupina ryb | kontrola 1 2 3 4 5
NO; (mg.I) - 0,01 0,1 0,6 1,0 3,0

n (Pd, ks) 40 40 40 40 40 40
Mo, 18,4+1,0 | 19,1+1,3 | 18,8+1,3 | 19,0+1,3 | 19,3£1,4 | 19,0+1,2
(prim.xSD, g)

M4 24,842,5 | 26,2424 | 254426 | 25,5+42,7 | 24,843,5 | 24,8+4.5
(prim.xSD, g)

mas 33,0+4,1 | 34,0+4,0 | 34,0£3,3 | 34,4439 | 32,3+4,9 | 26,9+4,0
(prim.xSD, g)

ry 2,10 2,23 2,14 2,09 1,74 1,77
I8 2,10 2,08 2,14 2,15 1,83 1,23
Lis (%) - - - 1 17 16
Is (%) - 1 - - 13 42
Mortalitau

(%) 0 0 0 0 0 20
Mortalita,g

(%) 0 0 0 0 0 65




Tab. 9 Podminky v pribéhu zdkladniho testu na rybach Oncorhynchus mykiss.

preloveni

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

nadrze (ggfl) Oh {24h [48h |48h | 72h |96h | Oh |[24h ([48h |48h |72h | 96h| Oh [ 24h | 48h |[48h | 72h | 96 h
1 5 155157 | 153|122 | 140 | 151 ] 94 | 92 | 100 | 100 | 97 | 96 | 7,59 | 7,60 | 7,67 | 7,93 | 7,70 | 7,69
2 10 156 | 158 | 154 ] 12,2 | 14,0 | 149 | 88 88 95 | 100 | 100 | 98 | 7,44 | 7,50 | 7,68 | 7,93 | 7,72 | 7,71
3 25 155|158 | 154 | 12,1 | 13,9 | 14,8 | 91 87 | 96 | 100 | 100 | 100 | 7,50 | 7,55 | 7,63 | 7,99 | 7,84 | 7,95
4 50 156 | 158 | 153 | 11,9 |13,96| 145 96 | 93 | 100 | 100 | 100 | 100 | 7,63 | 7,68 | 7,75 | 8,04 | 7,92 | 8,05
5 75 15,5 | 158 | 153 | 11,8 - - 91 94 | 100 | 100 - - 7,53 | 7,66 | 7,86 | 8,08 - -
6 100 | 15,6 | 15,7 | 15,3 | 12,1 | 13,9 - 96 | 99 | 100 | 100 | 100 - 7,65 | 791 | 7,87 | 8,12 | 7,96 -
7 200 | 15,6 | 15,7 - - - - 94 | 99 - 100 - - 7,71 | 7,95 - - - -
K - 155|155 | 153 | 12,5 | 142 | 152 ]| 66 85 73 | 100 | 95 92 | 724 | 748 | 7,24 | 7,24 | 7,83 | 7,67

T i




Obr. 4 Paralelni testy akutni toxicity A, B a C na sumci velkém.




Obr. 7 NadrZ se pstruhem duhovym.

Obr. 8 Odbér krve z v. caudalis.




