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1 Uvod

Toxicka forma amoniaku je jednou z pfi¢in zptsobujicich thyn ryb jak ve volnych
vodach, tak v uzavienych produk¢nich systémech, kde je voda pro chov ryb pouzivana
opakované. Amoniak je hlavnim kone¢nym produktem dusikatého metabolismu vétSiny
sladkovodnich ryb (Svobodova a kol., 2007). Z celkového mnozstvi vylou¢enych
dusikatych latek kaprem (Cyprinus carpio) je 92 % amoniaku, z toho je 88 % amoniaku
vylucovano ptes zabry a 4 % ptes ledviny (Wood, 1993).

Kyslik rozpustény ve vode je nezbytny pro Zivot ryb a jinych vodnich organismi
ve vodnim prostiedi. V uzavienych produkénich systémech, kde je chovéano velké
mnozstvi ryb v pomérné malém objemu vody, byva se zajisténim dostatku kysliku
problém. Nizké koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé, zvlast€é pii dlouhodobé
expozici, vyvolavaji u ryb stres. Jednim z projevli stresu u ryb je sniZeni jejich
schopnosti vylu¢ovat amoniak pfes Zabry, coz vyvola zvySeni jeho koncentrace v kKrevni
plasmé. V kone¢ném dusledku mize dojit k autointoxikaci amoniakem a Uhynu ryb
(Svobodova a kol., 1987, 2003).

Cilem této prace bylo zjistit, do jaké miry ovliviiuje koncentrace rozpusténého
kysliku ve vodé vylu¢ovani amoniaku rybami do vody a dale zjistit, zda se omezena

schopnost vylu¢ovani amoniaku do vody projevi na zvyseni jeho koncentrace v Krvi.



2 Literarni prehled

2.1 Zakladni vlastnosti vody

2.1.1 Fyzikalné — chemické vlastnosti

Voda je nejrozsifenéjsi latka na Zemi a je nepostradatelnou pro vSechny formy
zivota. Kvalita vody ovlivituje chemické, fyzikalni a biologické procesy, které v ni
probihaji. V rtiznych formach vytvaii podminky pro zivot organismi a tim ovliviiuje
existenci pfirodnich ekosystému (Blinova, 2009).

V piirod¢ pievlada molekula vody H,O a na D,O (,tézka voda®) ptipada jen asi
0,015 hmotnostnich %. V D,0 probihaji reakce pomaleji a mensi je i rozpustnost latek
Vv takové vode. Atmosférické vody a vody, které vznikly tdnim sn¢hu a ledu obsahuji
méné D,0 neZ podzemni vody (Pitter, 1999). Nékteré fyzikalné — chemické konstanty

téchto molekul jsou uvedeny na Tab. 1.

Tab. 1: Fyzikalné-chemické konstanty ¢isté vody a t&€Zké vody. Upraveno podle Pittera (1999).

Konstanta Jednotka H,O D,0O
Hustota (25 °C) kg.m? 997,045 1104,46
Maximalni hustota kg.m* 1 000,00 1 105,97
Teplota, pti kteyé j,e h}lstota vody oC 3908 11.20
maximalni ' '
Bod varu (101 325 Pa) °C 100,00 101,43
Bod tuhnuti (101 325 Pa) °C 0,00 3,813
Relativni permitivita (25 °C) - 78,25 78,26
Dynamicka viskozita (25 °C) mPa.s 0,890 1,101
Povrchové napéti (25 °C) mN.m™ 71,96 71,85
Kriticky tlak MPa 22,13 21,73
Kriticka teplota K 647,35 644,65
Kriticka teplota °C 374,2 3715
Mérné teplo tani kd.kg™ 333,7 -
Mérmé vyparné teplo ki.kg™* 22555 -

Molekula vody ma dip6lovy charakter a to diky rozdilné elektronegativité atomu

kysliku a vodiku (Pitter, 1999). Opa¢né nabité atomy se pfitahuji a mezi atomy vodiku




vznika Ghel 104,45° (Blinov4, 2009). Z toho vyplyva, ze je voda silna polarni

sloucenina, v niz se rozpoustéji polarni latky (Pitter, 1999).

K zékladnim fyzikalnim vlastnostem vody patfi:

Teplota vody je vyznamnym ukazatelem jakosti vody. Ovliviiuje formy vyskytu
arozpustnost nékterych latek a tim i jejich dostupnost (Pitter, 1999). Teplota je
oznacovana jako klicovy faktor vodniho ekosystému, protoze ovliviiuje prabeh
biochemickych a chemickych procest (Buttner a kol., 1993).

Hustota kapalné¢ vody se od 0°C zvétSuje a pii 3,98°C ma nejveétsi hustotu.
Od 3,98 °C hustota zase klesa az k teploté varu, kdy se méni na vodni paru. Nejveétsi
hustoty vody vyuZzivaji vodni zivo€ichové v zim¢, kdy nezamrza celd nadrz, jelikoz
voda s nejvyssi hustotou klesa ke dnu a lehky led zistava na hladiné (Pitter, 1999).

Povrchové napéti - voda mé nejvétsi povrchové napéti ze vSech kapalin, hned
po rtuti. Cim v&tsi je povrchové napéti kapaliny, tim mensi je jeji smaceci schopnost.
Povrchového napéti vyuzivaji rizné vodni organismy, které se diky nému mohou udrzet
na hladiné (Blinova, 2009). Vypada to, jako by byl povrch vody pokryt neviditelnou
tenkou pruznou vrstvickou. Tato vrstvicka je schopna udrzet na svém povrchu drobné
¢astecky jako je prach nebo pyl (Pitter, 1999).

Viskozita je velikost vnitiniho tfeni pohybujici se vody. Dynamicka viskozita je
dana odporem, ktery klade voda vlastnimu pohybu. Viskozita vody klesa se vzristajici
teplotou, tedy vteplé vodé je odpor vici pohybu mens$i nez ve studené vodé
(Blinova, 2009).

K zékladnim chemickym vlastnostem vody patii:

Hodnota pH, kterd je definovana jako zapornd hodnota dekadického logaritmu
aktivity H iontii vyjadfenych v mol.I"". Je to dileZita veli¢ina k posuzovani kyselosti
nebo zasaditosti vody vlivem latek obsazenych ve vodé. Stupnice pH je od 0 do 14,
kde je 0 nejvice kyselé pH a 14 je nejvice zasadité pH. Hodnota pH 7 znamena, Ze je
roztok neutralni (Blinova, 2009).

Neutraliza¢ni kapacita vody je latkové mnozstvi silné jednosytné kyseliny nebo
zéasady, které spotiebuje 1 litr vody k dosazeni zvolené hodnoty pH. Podle snizovéani

nebo zvySovani hodnoty pH sledovaného vzorku béhem stanoveni se d€li neutralizacni
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kapacita vody na kyselinovou neutralizaéni kapacitu (KNK) nebo zésadovou
neutralizaéni kapacitu (ZNK) a vyjadfuje se v mmol.I"* (Horakové a kol., 2007).

V pfirodnich a odpadnich vodach je obsazeno velké mnoZstvi rozpusténych
anorganickych a organickych latek. Z hydrochemického a hygienickeho hlediska jsou
vSechny tyto latky povazovany za rozpustné nebo alespon ¢astecné rozpustné, véetné
elementarnich kovi. Obsah rozpusténych latek se vyjadifuje Vv hmotnostnich
koncentracich, nejéastéji vmg.l® , nebo v latkovych koncentracich - mmol.I*
(Pitter, 1999).

Rozpustnost plynid ve vod¢ uréuje Henryho zdkon, ktery fikd, Ze mnozstvi
rozpusténého plynu je pfi stalé teploté pfimo umérné tlaku plynu nad kapalinou.
Rozpustnost plyni klesa s rostouci teplotou, tudiz se mohou odstranit z vody varem
(Pitter, 1999).

2.1.2 Organoleptické vlastnosti

Organoleptické vlastnosti jsou vlastnosti, které se daji zjistit smyslovymi organy.
Patii sem barva, pach, chut, zékal a teplota (Hordkova a kol., 2007).

Barvu vody zpiisobuji rozpusténé i nerozpusténé latky. Cista voda je v tenké vrstvée
bezbarva, ale v metrovych vrstvich se nam jevi jako svétle modra (Pitter, 1999).
Piirodni vody ale maji vétSinou néjaké zabarveni, které je zplsobené napiiklad
huminovymi latkami, obsahem Zeleza nebo tfeba drobnymi koloidnimi ¢asticemi jilu.
V obdobi vegetace mohou zptisobit zelenozluté nebo zelenomodré zbarveni vody sinice
a fasy (Horakova a kol., 2007).

Pach vody zptsobuji svoji pfitomnosti ve vodé latky, které jsou pfirozenou soucasti
vody, latky biologického ptvodu, ale také latky obsazené ve splaskovych
a prumyslovych odpadnich vodach. Pach znehodnocuje pitnou vodu, ktera poté ptisobi
odpudivé, 1 kdyZ je jinak zdravotn€ nezavadnd. Proto nesmi byt pach vody patrny ani
pti zahfati vody. Koncentrace pachotvorné latky, ktera vyvolava postizitelny pach,
je tzv. prahové koncentrace a udava se v mg.I™ (Pitter, 1999).

Chut’ vody - vétSina latek, které zplsobuji pach vody, ovliviiuji 1 jeji chut.
Chutové vlastnosti jednotlivych slozek zavisi na jejich koncentraci, ale 1 na vzdjemné
kombinaci slozek, které jsou ptritomny ve vode. Velky vliv na chut’ vody ma hodnota
pH (Hordkova, 2007). Pitter (1999) zmifuje, Ze intenzita chutovych vjemi klesa

se stoupajici teplotou.
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Z&kal vody zpusobuji nerozpusténé latky anorganického a organického ptuvodu
(Blinova, 2009). Nerozpusténé latky snizuji intenzitu prochazejiciho zéafeni a rozptyluji
toto zafeni vSemi sméry (Pitter, 1999).
teplota pro pitnou vodu je 8 az 12 °C. Pokud je voda teplejsi nez 15 °C, jiz neosvézuje

a naopak chladnéjsi voda nez 5 °C mize poskodit zazivaci trakt (Hordkova, 2007).

2.2 Kuvalita vody ve vztahu k chovu ryb

Vsechny télesné funkce ryb, jako jsou dychani, pfijem potravy, rist, vylucovani,
rozmnozovani a rovnovaha iontd v téle, jsou spojené svodou. Kvalita vody
je limitujicim faktorem v komeréni vyrobé ryb a rozhoduje tedy o uspéchu ¢i netispéchu
v akvakultufe (Swann, 1997).

Vyznam jednotlivych ukazateld kvality vody pro rast, vyvoj a pieziti ryb
je rozdilny. Jednotlivé parametry se vzajemné ovliviiuji a dopliuji, a proto musi byt
vhodnost kvality vody pro chov ryb posuzovana komplexn¢ (Buttner a kol, 1993).

Odolnost raznych druht ryb je velmi odli$nd a proto se udavaji limitni koncentrace
pro kaprovité a lososovité ryby zvlast (Pitter, 1999). Pozadavky na kvalitu vody
pro kaprovité a lososovité ryby jsou feseny i legislativné, a to formou nafizeni vlady
¢. 61/2003 Sh., o ukazatelich a hodnotach ptipustného znecisténi povrchovych vod
a odpadnich vod, nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod
povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech, ve znéni pozdé&jsich predpisi.

V ptiloze ¢. 3 tohoto nafizeni jsou uvedeny imisni standardy ukazateli piipustného

vvvvvv
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Tab. 2: Imisni standardy: ukazatele a hodnoty pfipustného znecisténi povrchovych vod.

Upraveno podle natizeni vlady ¢. 61/2003 Sbh., ve znéni pozd&jSich predpist.

PoZadavky pro uZivani
Ukazatel Jednotka - vody ; Czbecne
Lososoveé Kaprove poZadavky
vody vody
Rozpustény kyslik mg.I" >6
Biochemicka spotieba 1
kysliku mg.| 2 6
Chemicka spotieba kysliku mg.I* 35
Celkovy fosfor mg.I™* 0,07 0,20
Celkovy dusik mg.I" 8
Volny amoniak mg.I* 0,001 0,001
Amoniakalni dusik mg.I* 0,03 0,16 0,5
Dusitanovy dusik mg.I* 0,09 0,14
Dusi¢nanovy dusik mg.I™* 7
Teplota vody °C 11 15 25
Reakce vody (pH) - 6-8

Kvalita vody musi byt posuzovdna nejen z hlediska jejiho ptimého ptisobeni
naryby, ale i zhlediska podminek, které zaru¢i spravny vyvin potravy pro ryby
(Pitter, 1999).

2.2.1 Vyznam nejdilezitéjSich parametri kvality vody pro Zivot ryb

2.2.1.1 Teplota

Teplota vody ovliviwyje jak jeji kvalitu, tak i intenzitu metabolismu ryb a vodnich
organismi (Bronmark a Hansson, 2005), tedy aktivitu, chovani, krmeni, rGst
areprodukci (Swann, 1997). Teplota téla ryb se fidi podle teploty prostiedi,
protoze jsou ryby poikilotermni Zzivocichové (Svobodova a kol., 2003). Obvykle
se jejich télesna teplota pohybuje v rozmezi 0,5 — 1°C nad nebo pod teplotou vody,
ve které Ziji (Svobodova a kol., 1993).

Cim vyssi je teplota vody, tim vys§i je i rychlost metabolismu ryb. To ale plati
zejména pro teplomilné ryby, nebot’ studenomilné ryby maji jiny typ metabolismu,
ktery muze probihat i pii pomérné nizkych teplotach. Naopak, pii vysokych teplotach
vody (obvykle nad 20°C) jsou studenomilné ryby mén¢ aktivni a konzumuji méné

potravy (Svobodova a kol., 1993).
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Pro metabolismus kaprovitych ryb je idealni teplota mezi 18 — 28 °C, nebot’ v tomto
rozmezi probihd intenzivni traveni a vstiebavaji se ziviny. U lososovitych ryb se uvadi
rozmezi mezi 8 — 16 °C (Svobodova a kol., 2003).

Teplota vody ma také velky vliv na pocatek a prubéh fady onemocnéni ryb.
Imunitni systém vétSiny druhd ryb ma optimalni vykon pfi teplotdch vody kolem 15°C
(Svobodova a kol., 1993). Prili§ vysoké teploty mohou vést k inaktivaci enzymti nebo
dokonce k denaturaci (Bronmark a Hansson 2005).

Naopak, pokud ryby pobyvaji v chladnéjsi vod¢€, nez je jejich teplotni optimum,
dochazi k zastaveni piijmu potravy, snizuji se piirustky a zpomaluje se Cinnost
imunitniho systému. Naopak pfi pobytu ryb v teplejsi vodé se objevuji klinické ptiznaky
duseni, jelikoZz se snizuje 1 obsah kysliku rozpusténého ve vodé
(Svobodova a kol., 2008).

Rozmezi teplot, ve kterych mohou ryby piezivat a mnozit se, se li§i v zavislosti
na jejich druhu (Bronmark a Hansson, 2005). Hranice optimalnich teplot se v priibéhu
vyvoje ryb ponékud méni. Lisi se tak teplotni optima pro obdobi tfeni, embryondlni
alarvalni vyvoj a nasledné pro juvenilni periodu 1 kultni stadia
(Méchovéa a Svobodova, 2014). Prikladem muze byt Obr. 1, kde jsou vyznacena teplotni

optima pro preziti, reprodukci a rast kapra a pstruha.

Optimal
growth

Reproduction
-

Trout
Optimal
growth
Reproduction
-4 >
| |
0 10 20 30

Temperature (°C)

Obr. 1: Teplotni optima pro pieziti, reprodukci a rist kapra a pstruha (Pfevzato z Bronmarka
a Hanssona (2005)).
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Nékteré druhy ryb toleruji Siroky rozsah teplot, takové jsou nazyvany eurytermni.
Naopak jiné druhy ryb, kterym se dafi v Uzkém rozsahu teplot, se nazyvaji stenotermni
(Bronmark a Hansson 2005).

2.2.1.2 pH

M¢teni hodnoty pH se provadi kolorimetricky (pouzitim indikatorovych papirk,
barevnych indikatort) nebo elektrometrickymi metodami. Nejcastéji se ale v dne$ni
dobé¢ hodnoty pH méfi potenciometricky s pouzitim pH metru (Horakova a kol., 2007).

Hodnota pH pfirodnich vod je vysoce ovlivnéna koncentraci oxidu uhli¢itého
(Bhatnagar a Devi, 2013). Buttner a kol. (1993) popisuje prabéh pH v rannich hodinach.
Pied vychodem slunce je hodnota pH nizka v dasledku vysoké koncentrace oxidu
uhlicitého, ktery pochazi z disimilace zelenych organismi. Rozpustény oxid uhlicity
ve vodé totiz predstavuje formu slabé kyseliny. Po rozednéni zacina probihat
fotosynteticka asimilace, pti které fytoplankton i makrofyta od¢erpavaji z vody oxid
uhlicity a produkuji kyslik. V dusledku poklesu koncentrace oxidu uhli¢itého se zvysuje
pH vody. Proto je nejnizsi denni hodnota pH obvykle spojena s nejniz§im obsahem
rozpusténého kysliku a naopak.

Hodnota pH ve vodach vyznamné ovliviiuje chemické a biochemické procesy
adokonce 1 formy vyskytu nékterych latek pfitomnych ve  vodach
(Tolgyessy a kol., 1989) a jejich toxicitu pro ryby a dalsi vodni organismy. Hodnotu pH
vody ovliviiuji ve vodé probihajici chemické a biologické procesy, jako naptiklad
nitrifikace, denitrifikace, aerobni a anaerobni biologicky rozklad. Dale muze byt pH
vody ovlivnéno lidskou ¢innosti. Nizké hodnoty pH mohou byt disledkem kontaminace
vody silaznimi §tavami, které obsahuji organické kyseliny. Naopak vysoké hodnoty pH
mohou byt zplisobeny unikem betonovych smési pii stavbach mostl, jezli nebo
pfi stavebnich Upravach provadénych v blizkosti vodnich tokd (Pitter, 1999).
Svobodové a kol. (1993) také uvadi, Ze k nizké hodnoty pH vody se objevuji v jarnim
obdobi pfi tani sn¢hu v oblastech raSeliniS§t’ a vysoké hodnoty pH se mohou objevit
Vv eutrofnich nadrzich v dasledku intenzivni fotosyntetické asimilace. K nahlym
zméndm hodnot pH muiZe dojit 1 pfi havarijnich Unicich kyselin nebo hydroxidi
(Svobodova a kol., 1987).

Extrémné vysoké nebo nizké pH zplisobuje poSkozeni tkani ryb, zejména Zaber.

Na obranu proti ptisobeni nizkého nebo vysokého pH vody mohou ryby produkovat
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zvySené mnozstvi hlenu na kizi a na vnitini strané skieli (Svobodova a kol., 1993).
Dale se ryby pted extrémnimi zménami pH chrani sniZzenim frekvence dychacich
pohybii, coz vede ke snizeni prutoku vody pies zabry (Svobodova a kol, 2008).

Pro vSechny ryby se uvadi optimalni hodnota pH vody vrozmezi 6,5 — 8,5.
Lososovité ryby jsou ale citlivéjsi na vyssi pH nez kaprovité a naopak vici niz§Simu
pPH jsou odolngjsi. K poskozeni az tthynu u lososovitych ryb dochazi pii pH nad 9,2
apod4,8. U kaprovityjch ryb je to pii pH nad 108 a pod 5
(Svobodova a kol., 1993, 2003).

2.2.1.3 Kyslik ve vodé

Koncentrace rozpusténého Kkysliku patii v akvakultufe k nejdulezitéjsim
parametrum kvality vody (Swann, 1997). Koncentrace kysliku je velmi dulezitym
ukazatelem kyslikového rezimu vod a zdrovenn 1 indikatorem Cistoty tokl
(Horékova a kol., 1989).

Hlavnimi zdroji kysliku v rybnicich a jezerech jsou difuze z atmosfery, ptisobeni
vétru a vinéni a fotosyntéza (Francis-Floyd, 2003), ktera produkuje kyslik béhem dne.
Zelené rostliny a fytoplankton preménuji vodu aoxid uhli¢ity, za pFitomnosti
slune¢niho zafeni, na kyslik a organické slouceniny - cukry. Béhem celého dne je kyslik
spotfebovavany respiraci. V tomto procesu, kdy rostliny a zivo¢ichové spaluji cukry,
spotfebovavaji kyslik a produkuji oxid uhli¢ity. Fotosyntéza vétSinou vyprodukuje vic
kysliku, neZ je spotfebovano. V rybnicich je nejnizSi hladina kysliku pfed svitanim
a nejvyssi pred setménim (Buttner, 1993). Francis-Floyd (2003) to oznacuje jako denni
cyklus kysliku.

Rozpustnost kysliku ve vodé je ovlivnéna atmosférickym tlakem, mnozstvim
a charakterem latek obsazenych ve vodé a teplotou vody (Svobodova a kol., 2003).
S rostouci teplotou klesa rozpustnost kysliku ve vodé, zatimco rychlost metabolismu
ryb a stim 1 spojena spotieba kysliku, se srostouci teplotou zvySuje
(Buttner a kol., 1993). Pokud se zvySuje teplota vody, zvysuje se i rychlost rozkladu
organickych latek. To méa velky dopad na mnozstvi rozpusténého kysliku, ktery je
pii rozkladnych procesech spotfebovavan rychleji, nez se staci doplnit prestupem
z atmosféry (Méachovéa a Svobodova, 2014).

Koncentrace rozpusténého kysliku se vyjadiuje v hmotnostnich

koncentracich (mg.I™") nebo v % nasyceni vody kyslikem vztazenych k rovnovazné
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koncentraci kysliku ve vodé¢ za dané teploty a daného atmosférického tlaku
(Horakova a kol., 2007). Koncentrace v % nasyceni se porovnava s rovnovaznou
koncentraci, tedy se stoprocentnim nasycenim vody kyslikem. Pokud je naméfena
koncentrace rozpusténého kysliku niz$i nez odpovida 100% nasyceni, jednd se
o kyslikovy deficit. To je koncentrace kysliku, ktera chybi pfi dané teploté k jejimu
nasyceni. Naopak, pokud je naméfena koncentrace rozpusténého kysliku vyssi nez by
za dané teploty odpovidalo 100% nasyceni, jedna se o piesyceni vody kyslikem
(Svobodova a kol., 2003).

K deficitu kysliku ve vodé nejéastéji piispiva znec€isténi vod organickymi snadno
rozlozitelnymi latkami, jako jsou komundlni vody a potravinarské, zemédelské €i jiné
odpadni vody. Pifi rozkladu organickych latek ve vod¢ dochédzi ke spotiebé
rozpusténého kysliku (Svobodova a kol., 1987). V rybnicich, kde nedoSlo na konci
vegetacniho obdobi k dostacujicimu rozkladu organické hmoty a zamrzla jiz vodni
hladina, hrozi také kyslikovy deficit. Ten se mize jeSté zvysit, pokud je led pokryt
souvislou vrstvou sn¢hu (Valentova a kol., 2014). Nizka hladina rozpusténého kysliku
je zodpovédna za vice uhyntl ryb neZ jakékoliv jiné problémy (Swann, 1997).

Nasyceni vody kyslikem v tocich se pohybuje obvykle mezi 85% az 95%. Nékdy se
ale miize stat, ze dojde k presyceni vody kyslikem a to az o né€kolik desitek procent.
Vétsinou je to zpusobeno mimotfadnou turbulenci vody, jako jsou napiiklad jezy, petfeje
¢i vodopady. K piesyceni ale také muze dojit pfi intenzivni fotosyntetické ¢innosti
zelenych organismii ve vodé (Pitter, 1999).

S poskozenim ryb, zptisobeném piesycenim vody kyslikem, se setkavame jen ziidka
(Svobodova a kol., 1993). Piesyceni vody kyslikem je nezadouci zejména pro pludek,
ktery muze véazné poskodit (Svobodova a kol., 2003), nebo pro ryby piepravované
v polyetylénovych vacich s kyslikovou atmosférou. Kriticka uroven kysliku ve vodeé je
250 — 300% nasyceni. Zabry téchto postizenych ryb maji nidpadné svétle ervené
zbarveni a konce zabernich lamel se tfepi. Pokud jsou tyto ryby vysazeny do vody,
mohou trpét sekundarnimi plisnémi a nékteré znich mohou zahynout. Ryby,
pfizplsobené tak vysokému nasyceni kyslikem, musi byt postupné aklimatizovany
na normalni koncentraci kysliku (Svobodova a kol., 1993).

Naopak, dlouhé vystaveni nizké hladin€ kysliku je pro ryby skodlivé a vede
K zastaveni pfijmu potravy, sniZeni intenzity metabolismu, zvySuje stres a ndchylnost

k chorobam (Buttner, 1993). V téchto ptipadech se objevuji ptiznaky duseni — pohyb
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ryb pod hladinou, vyjezdy ryb Kk pfitoku a ztrata unikového reflexu, u kaprovitych ryb
Ize pozorovat nouzové dychéani. V zavaznych ptipadech vede deficit kysliku k Uhynu
ryb. Koncentrace niz$i nez 4 mgl® je pro povrchové vody nezadouci
(Svobodova a kol., 1987, 2003). V intenzivnich chovech v rybnicich, klecich,
pruto¢nych a recirkula¢nich systémech se voda obohacuje kyslikem bud’ aeraci nebo
dotaci kysliku (Buttner, 1993).

Teplomilné druhy ryb toleruji niz$i koncentrace kysliku nez studenomilné
které potfebuji koncentraci mezi 8 — 10 mg.I™ rozpusténého kysliku ve vodg. Pokud ale
tato koncentrace klesne pod 3 mg.l™", zadinaji se projevovat piiznaky dugeni.
Méné naro¢né jsou pak kaprovité ryby, které pozaduji optimalni koncentraci kysliku
ve vod& v rozmezi 6 — 8 mg.I™". Priznaky duseni jsou u kaprovitych ryb pozorovéany

az pti poklesu koncentrace kysliku na 1,5 — 2 mg.I"* (Svobodova a kol., 1987).

2.2.1.4 Amoniak

Amoniak je slaba baze a ve vodnych roztocich se vyskytuje ve dvou formach.
Soucet obou forem je oznaCovan jako celkovy amoniak (Evans a kol., 2005).
Amoniak je hlavnim koneénym produktem metabolismu dusikatych latek u kostnatych
ryb (Randall a Tsui, 2002), ale i primarnim produktem rozkladu organickych dusikatych
latek jak rostlinného, tak zivocisného pivodu. Celkova koncentrace amoniaku v krvi
ryb je déna souctem amoniaku pftijatého z vnéjsiho prostiedi a amoniaku jakozto
produktu bilkovinného metabolismu. A pravé tento endogenni amoniak, ktery produkuji
ryby, se podili na hromadéni amoniaku v téle ryb (Svobodové a Machové, 2014).

Amoniak reaguje dobfe s vodou a je mirn¢ rozpustny v lipidech. Vzhledem k tomu,
7e fosfolipidy biologickych membran jsou nepropustné pro NH,*, prochazi amoniak
membranami jako NH3z. NHj3 je vysoce rozpustny ve vodé a tudiz vyrazné kontrastuje
s lipofilnimi molekulami CO,. Proto je propustnost NH3 pro témét vSechny bunééné
membrany mnohem mensi nez propustnost CO, nebo O, (Marcaggi and Coles, 2001).

Zabry jsou  primarnim  mistem  vyludovani amoniaku zt&la  ryb
(Wilkie, 2002; Weihrauch a kol., 2009), ale i ptijmu z vné&jsiho prostiedi do krve. Tento
pfechod je regulovan pouze koncentratnim spaddem amoniaku (Wilkie, 2002;
Randall a Tsui, 2002). Zabry vyvijeji extrémné vysokou metabolickou ¢&innost,

Kterd piedstavuje témét 10% z celkové spotieby kysliku kostnatych ryb pro ucely
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osmoregulace, ale podle Evanse a kol. (2005) se zdaji byt celkové metabolické vydaje
pro vylu¢ovani amoniaku minimalni.

Amoniak je produkovan a také akumulovan v burice. Proto si ryby vyvinuly fadu
riznych strategii na obranu proti toxicité amoniaku na bunécné a subbunécné trovni
(Ip a kol., 2001a, 2001c). Jedna z nich je pfeména nahromadéného amoniaku na rizné
volné aminokyseliny v mozkové tkani. To potlacuje rychlost produkce amoniaku
rybami a snizuje rychlost katabolismu volnych aminokyselin (Ip a kol., 2001c;
Tsui a kol., 2004).

Zatimco vylucovani amoniaku je pii nizkych hodnotach pH pro ryby jednoduché,
pro ryby vystavené vysokému pH je to velky problém. Pti vysokém pH je totiz vysoka
pufrac¢ni kapacita (Weihrauch a kol., 2009), koncentra¢ni spdd amoniaku je sniZen
atomuze vést k nahromadéni amoniaku uvnité téla ryb (Wilkie a Wood, 1996).
Pii pfili§ rychlém zvyseni hladiny amoniaku v krvi nebo pii dosazeni toxické hladiny
amoniaku muze dojit k thynu ryb (Wilkie a kol., 1993).

Ve vodach s vysokou obsadkou ryb nebo v nepritoénych zafizenich mize celkovy
amoniak rychle stoupat, coz eliminuje piiznivy koncentraéni spad pro NHz a NH,",
vyzadujici  aktivni  vyluCovani  amoniaku  proti  koncentranimu  spadu
(Randall a Tsui, 2002). U ryb je jediny jednoznac¢né prokazany ptipad vylucovani
celkového amoniaku proti koncentra¢nimu spadu zaznamenan u Periophthalmodon
schlosseri (lezec Schlosseruv), obojzivelné kostnaté ryby dychajici vzdusny kyslik,
ktera zije v brakické vodé v bazinach jihovychodni Asie (Wilson a kol., 2000).

Formy vyskytu ve vodé

Amoniakalni dusik nalezneme ve vodach ve dvou formach. Jako disociovanou,
vazanou formu NH,", ktera je netoxicka pro vodni organismy. A jako nedisociovanou,
molekularni formu NHs, ktera ovSem pro vodni organismy, hlavné ryby, toxicka je
(Svobodova a kol., 2003; Evans a kol., 2005). Jejich vzajemny pomér ve vodé zavisi
na teploté a pH (Svobodova a kol., 2003). V Tab. 3 je znazornéna zavislost podilu NH3;
v procentech veskerého amoniaku na hodnotach pH a teploty vody. Rattner a Heath
(2003) uvadi, ze vlivem zvyseni teploty o 10°C pfi stejné hodnoté pH v rozmezi 7 — 9 se
zdvojnasobi podil nedisociované toxické formy amoniaku. Rovnovaha mezi témito
formami amoniaku miize byt vyjadfena jako NH3z + H3O" <>NH;" + H,0, kde pH této
reakce je mezi 9,0 - 9,5 (Marcaggi and Coles, 2001).
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Tab. 3: Zavislost obsahu NH, v procentech veSker¢ho amoniaku na pH a teplot€ vody.

Upraveno podle Svobodové a kol., (2003).

T°C
pH
0 5 10 15 20 25

7,0 0,082 0,12 0,175 0,26 0,37 0,55
7,2 0,13 0,19 0,28 0,41 0,59 0,86
7.4 0,21 0,30 0,44 0,64 0,94 1,36
7,6 0,33 0,48 0,69 1,01 1,47 2,14
7,8 0,52 0,75 1,09 1,60 2,32 3,35
8,0 0,82 1,19 1,73 2,51 3,62 521
8,2 1,29 1,87 2,71 3,91 5,62 8,01
8,4 2,02 2,93 4,23 6,06 8,63 12,13
8,6 3,17 4,57 6,54 9,28 13,02 17,95
8,8 4,93 7,05 9,98 13,95 19,17 25,75
9,0 7,60 10,73 14,95 20,45 27,32 35,46
9,2 11,53 16,00 21,79 28,95 37,33 46,55
9,4 17,12 23,19 30,36 39,23 48,56 57,99
9,6 24,66 32,37 41,17 50,58 59,94 68,63
9,8 34,16 43,14 52,59 61,86 70,34 77,62
10,0 45,12 54,59 63,74 71,99 78,98 84,60
10,2 56,58 65,58 73,59 80,29 85,63 89,70
10,4 67,38 75,12 81,54 86,59 90,42 93,24
11,0 89,16 92,32 94,62 96,26 97,41 98,21
Zdroje

Atmosférické vody obsahuji amoniakalni dusik pomérn¢ hojné, jelikoz se v ovzdusi
vyskytuji amonné slouceniny. Diky tomu jsou vyznamnym zdrojem slou¢enin dusiku
srazkové vody. V povrchovych vodéch ale obvykle koncentrace amoniakélniho dusiku
nepiesahuji 1 mg.I". V podzemnich vodach je vyskyt amoniakalniho dusiku ve velmi
nizkych koncentracich, pokud nejsou tyto vody kontaminované dusikatymi hnojivy
¢i fekaliemi (Pitter, 1999).

Antropogennim zdrojem amoniakalniho dusiku jsou odpadni vody z méstskych
kanalizaci, primyslové odpady a rozklad biologickych odpadt (Randall a Tsui, 2002).
Anorganického ptivodu mohou byt zvelké casti dusikatd hnojiva, kterd se
ze zeméd¢lsky obdélavanych ploch dostavaji do vod splachem nebo infiltraci. Dale je
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velké mnozstvi amoniakdlniho dusiku v pramyslovych odpadnich vodach
z galvanického pokovovani, jelikoz se do nckterych pokovovacich lazni ptidavaji
amonné soli. N¢kdy se také ptidavaji amonné slouceniny do vody pii chloraminaci,

kvuli hygienickému zabezpeceni (Pitter, 1999).

Ucinky amoniaku na ryby

Vzhledem ke stanoveni toxicity amoniakalniho dusiku pro ryby je nutno rozliSovat
jeho dvé formy vyskytu. Nedisociovana molekula NHj3 je pro ryby silné€ az velmi silné
jedovaté (Svobodova a kol., 1987).

U ZivocCicht s Zabrami je citlivost na amoniak vét$i v poc¢atecnich stadiich vyvoje,
protoze pomér povrchu zaber k t€lesné hmotnosti je vétsi a také proto, ze fyziologické
detoxika¢ni mechanismy jsou stale nedokonalé (Figueroa- Lucero a kol., 2012).

Jak uvadi Svobodova a kol. (1987), nejvyssi pripustnd koncentrace amoniaku NHjs,
kdy jesté nejsou zplsobeny zadné zmény na organismu, je pro lososovité ryby
0,0125 mg.I"* a pro ryby kaprovité 0,05 mg.I"". Dale uvadi piipad, kdy byl vystaven
plidek kapra obecného pusobeni koncentrace 0,2 mg.I NHs. Po 150 hodinach byly
zjistény zavazné histologicko — patologické zmény na respiracnim epitelu zaber.
Druhy piipad se tyka koncentrace v rozmezi 0,14 az 0,40 mg.I"* NHs, které byl vystaven
pludek kapra obecného v obdobi 4 — 26 dni po vykuleni. Tato koncentrace amoniaku
vedla k vyraznému zaostavani ve vyvoji, byl narusen vyvoj ploutevniho aparatu, hlavné
btisnich ploutvi, a byla sniZena pigmentace pokoZzky.

Pfi otravé ryb amoniakem dochazi ke zvyseni hladiny amoniaku v krvi a dochézi
k toxické nekroze zaber. Zpocatku se u ryb projevuje mirny neklid a zrychluje se
frekvence pohybil skieli. Ryby se zacinaji zvedat k hladin€ a u kaprovitych ryb je
mozné pozorovat nouzové dychéani. Neklid se postupné zvySuje, pohyby skteli zacinaji
byt nepravidelné a nasleduje nastup faze excitace. U ryb jsou pozorovatelné silné reakce
na podnéty zvnéjSiho prostiedi, tonicko-klonické kiece svaloviny, ryby ztraceji
rovnovahu a vyskakuji nad hladinu. Poté se zaCinaji pokladat na bok a maji kieCovité
rozevienou tlamu i skiele. Nésleduje kratka faze zdanlivého zotaveni. Ryby sice jevi
mirny neklid, ale zaujmou normalni polohu. Jako posledni nasleduje faze velmi silné
excitace, kdy rybam zbledne povrch téla a nasleduje uhyn ryb (Svobodova a kol., 1987,
2008).
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Pokud je z néjakého diivodu omezeno vylucovani amoniaku pfes zaberni aparat
do vody, dochazi k autointoxikaci ryb amoniakem (Svobodova a kol., 1987).
Jednou z takovych pii¢in mize byt nahlé presazeni nakrmenych ryb do chladnéjsi vody
0 8 °C a vice. V tomto piipadé dojde k poruse nebo uplnému zastaveni procesu traveni.
Nestravena nebo ¢asteéné natravend potrava zacne v trdvicim traktu ryb plynovat
a nahromadéné plyny zplsobi zvétSeni dutiny télni. Déle se vyrazné snizi intenzita
metabolismu, diky cemuz se zacne snizovat vyluc¢ovani amoniaku pies zabry a to vede
k velkému zvySeni koncentrace amoniaku v krevni plazm¢ a k naslednému uhynu ryb
(Svobodova a kol., 1993, 2003).

2.3  Metabolismus dusikatych latek

Metabolismus dusiku a vylu¢ovani amoniaku béhem vyvoje ryb jsou rozhodujicimi
aspekty jejich rané fyziologie, protoze hlavnim zdrojem energie je endogenni absorpce
aminokyselin ze zloutkového vacku. Katabolismus proteini a aminokyselin vede
ke tvorb¢ amoniaku, potencialné toxického dusikatého kone¢ného produktu, ktery musi
byt bud’ vyloucen, nebo transformovan tak, aby nedo$lo k poskozeni vyvijejici se
embryonalni tkan¢ (Wright a Fyhn, 2001).

Hlavnim zdrojem amoniaku v téle ryb je deaminace aminokyselin, ktera probiha
hlavné v jatrech, ledvinach, svalovingé a ve stfevé. Ryby jsou zdsobovany pottebnymi
aminokyselinami z bilkovin, které ziskavaji z potravy. VétSina téchto aminokyselin
vstupuje do portalniho ob&éhu a je transportovana do jater. Vyjimkou je glutamin,
Ktery je primarnim zdrojem energie jiZ pro enterocyty, syntézu proteintl a pro transport
nutrietd, iontli a vody. KliCovy enzym glutamatdehydrogenasa vykazuje ve stieveé vyssi
aktivitu nez v jatrech a zavadi glutamin a glutaméat do Krebsova cyklu. Rozkladem
glutaminu a oxidativni deaminaci glutamatu vznikd ve stievé amoniak
(Smutné a kol., 2001). V zaludku dravych ryb probihd proteolyza pomoci enzymu
pepsinu. Aminokyseliny se vstiebavaji ze stteva v podobé volnych aminokyselin nebo
dipeptidii. Dipeptidy jsou piepravované nezdvisle na koncentracnim gradientu kationtl
(Ballantyne, 2001).

Erytrocyty se vyznacuji vysokou aktivitou téch enzymi, které se vyrazné angazuji
v metabolismu aminokyselin. V erytrocytech ryb probihd intenzivni vyuzivani
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glutaminu, ktery je z energetického hlediska velice ptinosny a vedle toho je i donorem
amoniaku (Smutnd a kol.,, 2001). Absorpce aminokyselin do krve probiha
na bazolateralnim povrchu stfevnich bun¢k. Bazolaterdlni membrana ma minimalné
3 nosi¢e aminokyselin. Diky elektrochemickému gradientu sodiku a drasliku prenaseji
nosic¢e aminokyseliny krvi do vétsiny bunék jako volné aminokyseliny. Hladina volnych
aminokyselin v plazmé vrcholi pfiblizn€ 12 hodin po nakrmeni a potom se vrati
na ptuvodni hodnotu (Ballantyne, 2001).

V tkanich jater se nachazi nejvyssi koncentrace volnych aminokyselin, protoZe jsou
jatra hlavnim organem jejich katabolismu. Katabolismus aminokyselin u ryb vede
ke tvorbé amoniaku. Odhaduje se, Ze jatra vyprodukuji 50 - 70% amoniaku v téle ryb
(Ballantyne, 2001). Vznikly amoniak transportuji ryby zjater ptevazné do Zaber
a mensi ¢ast do ledvin za ucelem exkrece. Oproti tomu jatra savcl preméiuji amoniak
na mocovinu a tu transportuji do ledvin za ucelem eliminace (Smutna a kol., 2001).
Priméarni mechanismus katabolismu aminokyselin v jatrech ryb probiha pomoci
transdeaminazy. Amino skupina je pfevedena na a-ketoglutarat za vzniku glutamatu,
ktery je potom deaminovan glutaméatdehydrogenazou. Metabolismus glutamétu je u ryb
a savcl odlisny. Glutamat je u ryb primarné deaminovany za vzniku amoniaku, u savct
je vétsina glutamatu transaminovana na aspartat. Rychlost procesu deaminace jaternich
aminokyselin ~ klesd v anoxickych  podminkach v  duasledku inhibice
glutaméatdehydrogenazy (Ballantyne, 2001).

Kosterni svalovina ptfedstavuje vice jak 50% z celkové hmotnosti ryb a soustfed’uje
nejvice volnych aminokyselin. Cervena svalovina, ve které prevladaji aerobni pochody,
ma veétsi kapacitu pro utilizaci aminokyselin nez bila svalovina. Bila svalovina pracuje
za anaerobnich podminek, obsahuje vice proteini a je z&sobarnou aminokyselin
pro obdobi hladovéni nebo migrace (Smutna a kol., 2001).

Riziko toxického tc¢inku amoniaku se snizuje diky jeho pfeméné na méné toxické
slou¢eniny jako je glutamin a mocovina. Glutamin vznikd z glutamatu a NH,",
tato reakce je katalyzovana glutaminsyntetazou ve svalech nebo jatrech. Glutamat mize
také vznikat z o-ketoglutardtu a NH4", tato reakce je katalyzovana
glutaméatdehydrogenazou. K tvorbé jedné molekuly glutaminu je potieba dvou molekul
amoniaku (Ip a kol., 2001b). Tvorbu glutaminu lze oznadit jako dulezitou strategii
mozku pii detoxifikaci amoniaku u mnoha druht sladkovodnich kostnatych ryb
(Saha a kol., 2002; Wicks a Randall, 2002).
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Podle podminek prostiedi a druhu ryb je 60 — 90 % z celkového mnoZzstvi
vylucovaného dusiku u kostnatych ryb vylu¢ovano jako amoniak pasivnim transportem
diky koncentra¢nimu spadu pies zabry. Plisobeni vysoké koncentrace amoniaku snizuje
zivotaschopnost, zpomaluje rast a je pfi¢inou riznych fyziologickych problémi.
Amoniak stimuluje vyluCovani kortikosteroidnich hormonti do krve a je stresovym

faktorem (Kopp a kol., 2008).

2.4 Vliv koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé na odolnost

ryb viéi kontaminujicim latkam

V dostupné literatufe se setkavame s mnoha Udaji o vlivu rozpusténého kysliku
na toxicitu latek pro ryby. Autofi téchto praci poukazuji na to, ze niz§i koncentrace
rozpusténého kysliku ve vodé mohou vyrazné ovlivnit toxicitu n€kterych latek a toxind.
Ale jen néktefi z nich fe$i v této souvislosti toxicitu amoniaku. Napt. Lloyd (1961)
zjistil pti pokusech na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss), Ze koncentrace
rozpusténého Kkysliku ma vyrazny vliv na toxicitu soli zinku, médi, olova, smési
jednosytnych fenolti a amoniaku. Tuto skute¢nost vysvétluje tim, Ze snizeni koncentrace
rozpusténého kysliku vede ke zvyseni rychlosti dychani ryb. S tim souvisi intenzivné&;jsi
vystaveni ryb toxickym latkam obsazenym ve vodé.

Tuto teorii podporuje i Davis (1975), ktery uvadi, Ze nizké hladiny Kkysliku
zpusobuji metabolicky stres, zvySuji citlivost ryb na toxické latky a také uroven jejich
akumulace v dasledku zvySeného pritoku vody pies zabry. Rossouw (2003) poukazuje
na vy€erpani rozpus§téného kysliku ve spojeni s pfitomnosti amoniaku, které mize vést
ke zhorseni stresové reakce rybami. Thurston a kol. (1981) zjistil pro pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) a Wajsbrot a kol. (1991) pro juvenilni jedince prazmy motské
(Sparus aurata), ze toxicita amoniaku se zvySuje s klesajicim nasycenim vody
kyslikem. Studie Donga a kol. (2013) naznacuje, Ze ptesyceni vody kyslikem muze
u japonského platyze zvysit toleranci amoniaku a sniZit tak jeho poSkozeni Zaber,

coz ¢astecné vysvétluje podstatu vyuziti aerace v intenzivnim chovu ryb.

24



2.5 VIiv koncentrace rozpusténého kysliku na mnozstvi amoniaku

vylu¢ovaného rybami

V dostupné literatute existuje velké mnozstvi praci, které se zabyvaji vlivem teploty
vody, exkreci amoniaku a spotfebou kysliku rybami (napf. Kutty, 1972;
Hillaby a Randall, 1979; Jarboe, 1995; Wood, 2001; Lee a kol., 2012).

Naproti tomu jsem nasla pouze jednu praci (Rosso a kol., 2006), ktera se piimo
zabyva problematikou, na kterou je zaméfena moje bakalaiska prace. Zde autofi
zjistovali vliv koncentrace rozpusStén¢ho kysliku na vylucovani amoniaku a dalSich
iontd (Na*, K*, CI) u juvenilnich jihoamerickych sumecki (Rhamdia quelen, dale jen
sumecCek). Pri svych pokusech adaptovali juvenily sumeckii na koncentraci
rozpu§téného kysliku 6 mg.1™ a poté je pievedli do akvarii s rozdilnymi koncentracemi
rozpu§téného kysliku (2,5; 3,5; 4,5 mg.I™), u kontrolni skupiny byla ponechana hladina
6 mg.l™. Zjejich studie vyplyvd, Ze po pievedeni ryb do zhorSenych oxickych
podminek doslo k naruseni iontové rovnovahy. Ryby pfevedené do akvaria s nejnizsi
koncentraci kysliku vykazovaly jiz po 1 hodiné¢ vyrazné vys§i vylucovani sodiku
a chloridii. V pfipadé¢ amoniaku byly po hodinové expozici ryb rozdilnym oxickym
podminkdch  zaznamenany  srovnatelné  hodnoty  vyluovani  amoniaku,
koncentraci kysliku téméf zastavilo. Po 120 hodinach bylo vylu€ovani amoniaku rybami
vystavenymi 2,5 a 3,5 mg.I" signifikantnd nizsi ve srovnani s kontrolnimi rybami

a s rybami vystavenymi 4,5 mg.1™.
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3 Material a metodika

Pokusy probihaly v Laboratoii vodni toxikologie a ichtyopatologie VURH JU

ve Vodnanech.

Pokusné organismy: pouzity byly okrasné formy kapra obecného (Cyprinus carpio
f. Koi), které byly ziskadny od firmy ALCEDOR s r.o. Zliv. Jedna skupina kaprt byla
chovana na FROV jiz cca 1 rok, dalsi skupina ryb byla touto firmou dodana pfimo
na provedeni téchto pokust a byla po dobu 14 dni adaptovana na laboratorni podminky.

Ryby byly prubézné¢ krmeny kompletni krmnou smési KP1.

PouZité pristroje a pomiicky: spektrofotometr (Spectronic 20 Genesys), pHmetr
a oximetr (multifunkéni pfistroj MultiLine P4 firmy WTW), hematokritova odstfedivka
a odstfedivka na plazmu (Microcentrifuge MPW-55), biochemicky analyzér
(VETTEST 8008), analytické vahy (Mettler AE 200), lihovy teplomér, hematokritové
méfidlo, jednorazové injekéni jehly a stiikacky, Biirkerova komurka, kapilary
na hematokrit (7,5 cm), modelovaci hmota, laboratorni nadobi (zkumavky, pipety,
vazenky, stficka, odmérné banky), potravinaifské sklenice (objem 4 litry), sklenéna
akvaria (objem 30 litri), vzduchovaci motorky, hadicky, vzduchovaci kameny, sitky

na pielovovani ryb.

3.1 Metodika pokusii na kapru obecném

Celkem byly provedeny 4 pokusy:

e Piedbézny pokus 1
e Piedbézny pokus 2
e Hlavni pokus

e Dodatecny pokus
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3.1.1 Piedbézné pokusy
Predbézné pokusy byly provedeny dne 6. 8. 2014 s cilem piedbézné ovéfit Casovy
pribéh zmén zdkladnich parametri kvality vody (pH, koncentrace rozpusténého

kysliku, koncentrace amoniaku).

Piedbéznv pokus 1

Podminky pokusu:
e Teplotavody: 20— 22 °C
e Koncentrace rozpusténého kysliku:
o Sklenice ¢. 1: 0,40 — 8,48 mg.I™*
o Sklenice ¢. 2: 0,39 — 8,48 mg.I"*
o Sklenice ¢. 3: 4,46 — 8,48 mg.I"
e Prumérna hmotnost pouzitych ryb: 111,8 £21,2 g

Pokus probihal v potravinaiskych sklenicich naplnénych vodovodni vodou
zbavenou chloru, ktera byla vytemperovana na teplotu mistnosti. Voda ve sklenicich
byla provzdu$néna tak, aby bylo dosazeno rovnovazné koncentrace kysliku pii dané
teploté, tedy 100% nasyceni. Po dosazeni rovnovazné koncentrace rozpusténého kysliku
bylo odméieno do dalSich 3 ptipravenych sklenic po 3 litrech vody, poté byly do téchto
sklenic umistény ryby (po jedné ryb&é do kazdé sklenice). Nasledné byly sklenice
doplnény po okraj pfipravenou vodou a zaznamenan piesny objem vody V kazdé
sklenici.

Sklenice ¢. 1 byla pokryta potravinaiskou folii, aby byl omezen ptestup kysliku
z ovzdusi do vody. Sklenice ¢. 2 byla ponechana oteviend, aby byl umoznén piestup
kysliku do vody a rybam dana moznost nouzového dychani. Voda ve sklenici ¢. 3 byla
VvV pribehu celého pokusu provzduSnovana (vSechny tii sklenice jsou na obrazku
v Ptiloze 6). Na zacatku a dale v hodinovych intervalech byly v jednotlivych sklenicich
méfeny hodnoty pH, Koncentrace rozpusténého kysliku, teplota a odebirany vzorky
vody pro stanoveni koncentrace amoniakalniho dusiku. Po dvou hodinach byl pokus

ukoncen.
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Piedbéznv pokus 2

Podminky pokusu:
e Teplotavody: 20 —22 °C
e Koncentrace rozpusténého kysliku:
o Sklenice ¢&. 1: 0,65 — 8,43 mg.I"
o Sklenice ¢. 2: 2,43 — 8,43 mg.I"*
o Sklenice ¢. 3: 6,40 — 8,43 mg.I™*
e Primérna hmotnost pouzitych ryb: 81,3 + 21,7 ¢

Na zéklad¢ zkusenosti ziskanych v prvnim piedbézném pokusu, ze kterého
vyplynulo, Ze koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé ve sklenici, kterd je prekryta
folii a ve sklenici bez folie je srovnatelna, byl proveden druhy piedbézny pokus. Tento
pokus byl proveden stejnym zpuisobem s tim rozdilem, ze sklenice ¢. 1 byla piekryta
silngj§i vrstvou folie, ve sklenici ¢. 2 byla voda mirné¢ provzdusiovana a voda

ve sklenici ¢. 3 byla intenzivnéji provzdusnovana (Pfiloha 7).

3.1.2 Hlavni pokus
Hlavni pokus byl proveden dne 18. 11. 2014 ve vétsim rozsahu, aby bylo mozno
provést statistické vyhodnoceni vysledka. Navic byla pokusnym rybam odebirana krev
pro zhodnoceni vlivu rozdilnych oxickych podminek na vybrané hematologické

a biochemické parametry.

Podminky pokusu:
e Teplota vody: 20 — 22 °C
e Koncentrace rozpusténého kysliku:
o Skupina1: 0,69 — 9,60 mg.I*
o Skupina 2: 7,90 — 9,80 mg.I"*
e Primérna hmotnost pouzitych ryb: 197,5 + 37,7 ¢

Tésné pred zahdjenim pokusu byla 6 rybam odebrana krev na stanoveni vybranych
hematologickych a biochemickych parametrti (pocCet Cervenych a bilych krvinek,

hematokrit a hemoglobin, koncentrace amoniaku a glukdzy).
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Vlastni pokus probihal ve 12 akvariich o objemu 30 1, do kterych bylo napusténo
151 vodovodni vody zbavené chloru. Voda vV akvariich byla provzdusiovana
do dosazeni 100% nasyceni vody kyslikem. Poté byly ryby rozdéleny po 3 kusech
do jednotlivych akvarii, kde voda v akvariich ¢. 1 — 6 (skupina 1) nebyla
provzdusnovana a jeji hladina byla pokryta polystyrénem obalenym v igelitu, aby se co
nejvice omezil styk vodni hladiny se vzduchem (Ptiloha 8). Kazdou ptlhodinu byl
méien kyslik rozpustény ve vodé, pH a teplota. Vzorek vody pro stanoveni koncentrace
amoniakalniho dusiku byl odebran na zacatku, po 1 hodin¢, 1,5 hodin€, 2 hodinach a
3 hodinach, kdy byl pokus ukoncen. Po ukonéeni pokusu byla odebrana krev 6 rybam —
jedné rybé z kazdého akvaria.

Do dalSich akvarii ¢. 7 — 12 (skupina 2) bylo nasazeno po 3 rybach. Voda v téchto
akvariich byla provzdusiovéna a v prib¢hu nésledujicich 3 hodin byla provadéna

meéfeni ve stejném rozsahu jako u skupiny 1, véetné odbéru krve na konci testu.

3.1.3 Dodate¢ny pokus
Vzhledem k tomu, ze v prib&hu hlavniho pokusu se ndm ziskané vysledky nejevily
jako dostatecné presvédCiveé, rozhodli jsme se k provedeni ,,dodatecného pokusu
s rybami, které byly v laboratoti dlouhodobé k dispozici, a se kterymi byly provedeny
i predb&zné pokusy.

Podminky pokusu:
e Teplota vody: 20 — 22 °C
e Koncentrace rozpusténého kysliku:
o Sk.1:0,76 — 9,27 mg.I*
o Sk.2:6,64-9,51mg.l"
e Primérna hmotnost pouZzitych ryb: 102,7 + 22,8 ¢

Dne 19. 1. 2015 byly tyto ryby po nakrmeni vysazeny po 1 Kkusu
do 10 potravinaiskych sklenic se 3 litry vodovodni vody zbavené chloru. Ve sklenicich
¢. 1-5(sk. 1) voda nebyla provzdusiovana a jeji otvor byl pokryt potravinatrskou folii,
ve sklenicich ¢. 6 — 10 (sk. 2) byla voda provzdusnovana. Bezprostiedné po umisténi
ryb do sklenic byly odebrany vzorky vody na stanoveni amoniaku a byly méfeny
koncentrace rozpusténého kysliku. Tato méfeni se opakovala po 1 hodiné, 2 hodinéach,
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3,5 hodinach, 4,5 hodinach, koncentrace rozpusténého kysliku byly navic méfeny
po 0,5 hoding.

Po 4,5 hodinach trvani testu, kdy ryby ve sklenicich sk. 1 jevily zjevné zndmky
duseni (nouzové dychani, snizena reakce na podrazdéni), bylo zapocato
s provzduSnovanim vody i v téchto sklenicich a ve vSech sklenicich byly dale
V hodinovych intervalech méfeny koncentrace rozpusténého kysliku a amoniaku

ve vode. Po 7 hodinach byl pokus ukoncen a ryby vraceny do chovné nadrze.

3.2 Stanoveni vybranych fyzikalné — chemickych parametra kvality

vody

3.2.1 Stanoveni amoniakalniho dusiku
Amoniakalni dusik byl stanoven metodou absorp¢éni spektrofotometrie po reakci
s Nesslerovym ¢inidlem podle CSN 83 0530. Toto stanoveni je zalozeno na reakci
amoniaku a hydroxidu alkalickych kovli se tetrajodortutnatanem sodnym

nebo draselnym za vzniku jodidu, ktera probiha podle rovnice:
2 [Hgl4]2‘ + NH; + 30OH < [Hg,N]I.(H,O) + 7 I'+ 2 H,O

Uvedeny jodid je madalo rozpustnd Zlutohnéda slouCenina, kterd pii nizkych
koncentracich amoniaku vytvafi Zlutohnédé koloidni roztoky vhodné pro fotometrické
méfeni.

Pfed samotnym méfenim byla pfipravena fada kalibra¢nich roztokd v rozmezi
0,16 a7 3,2 mg.I™ N-NH," nasledujicim zptisobem — nejprve byl pfipraven standardni
zésobni roztok o koncentraci 100 mg.I™* N-NH," (0,3819 g chloridu amonného piedem
vysuSeného pii 105 °C bylo rozpusténo v destilované vodé a poté doplnéno
na 1000 ml). Ze standardniho zasobniho roztoku byl pfipraven pracovni roztok
o koncentraci 4 mg.I"™ N-NH;* (20 ml zasobniho roztoku bylo napipetovano do odmémé
banky o objemu 500 ml, doplnéno destilovanou vodou po rysku a dikladné
promichano).

Do odmérné banky o objemu 50 ml bylo vzdy napipetovano takové mnoZstvi

pracovniho roztoku, jak je uvedeno v Tab. 4 a dopInéno destilovanou vodou po rysku.
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Tab. 4: Mnozstvi pracovniho roztoku pro kalibracni fadu.

Pracovni roztok
(ml) v 50 ml
Koncentrace

N-NH," (mg.I™")

0 2 5 10 15 20 25 30 40

0 0,16 | 0,40 | 0,80 | 1,20 | 1,60 | 2,00 | 2,40 | 3,20

Takto pfipravené roztoky byly promichdny a ptevedeny do kadinek. K roztokiim
bylo pfidano 0,5 ml roztoku Seignetovy soli (vinanu sodnodraselného) a 1 ml
Nesslerova ¢inidla (tetrajodortutnatan sodny nebo draselny) a poté byly roztoky
promichény. Po uplynuti reak¢éni doby (10 minut) byly vybarvené kalibraéni roztoky
(Obr. 2) proméfeny na spektrofotometru Genesys 20 (Ptiloha 9) v1 cm kyvetach

proti slepému stanoveni pii vinové délce 412 nm.

Obr. 2: Vybarvena kalibra¢ni fada po uplynuti reakéni doby roztokd.
Z naméfenych hodnot absorbanci (Tab. 5) byl sestaven kalibra¢ni graf (Graf 1)
v programu MS Excel a zjisténa regresni rovnice, s jejiz pomoci byly vypocéteny

koncentrace amoniakalniho dusiku ve vodé méfené v pribéhu testu.

Tab. 5: Naméfené hodnoty absorbanci pro kalibra¢ni fadu.

Koncentrace
N-NH," (mg.I") 0 0,16 | 0,40 | 0,80 | 1,20 | 1,60 | 2,00 | 2,40 | 3,20
Absorbance 0 (0001|0071 0,142 | 0,223 | 0,294 | 0,359 | 0,437 | 0,553
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Graf 1: Kalibra¢ni graf s regresni rovnici pro stanoveni koncentrace amoniakalniho dusiku.

3.2.2 Stanoveni hodnot pH, teploty vody a koncentrace rozpusténého kysliku
Hodnoty pH a koncentrace rozpusténého kysliku byly méfeny pomoci
multifunkéniho piistroje Multiline P4 firmy WTW (Piiloha 10). Pied zah4jenim méteni
byly provedeny kalibrace tohoto pfistroje. Teplota vody byla méfena sklenénym

lihovym teplomérem.

3.3 VySsetreni krve — stanoveni hematologickych a biochemickych

ukazatelu

Odbér krve a nasledna hematologicka a biochemickd vySetfeni jsou pomérné
naro¢né, a proto nebylo mozné, abych je provadéla sama. Z toho divodu se téchto praci
zGcCastnili pracovnici Laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie, jejichz jména

uvadim vzdy u praci, které vykonavali.

3.3.1 Odbér krve
Pfed samotnym odbérem krve ryb byly pfipraveny zkumavky, do kterych byla
ptidana kapka protisrazeciho ptipravku (roztoku heparinu). Vodny roztok sodné soli

heparinu v koncentraci 5000 m.j. na 1 ml slouzi ke stabilizaci krve. Zkumavky
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S heparinem byly ponechdny oteviené pii laboratorni teplot¢ do druhého dne,
aby heparin vyschnul. Pied odbérem byla vzdy heparinem proplachnuta odbérova
jednorazova injekeni jehla 1 stiikacka. Dale byly ptfipraveny nadoby a 1écebné ptipravky
pro naslednou dezinfekcni koupel ryb.

Odbér krve byl proveden vzdy bezprostiedné€ po vyloveni ryb z pokusnych nadrzi.
Krev byla odebirana z ocasnich cév ryb, krev odebiral dr hab. Ing. Josef Velisek, Ph.D.
(Ptiloha 11). Nasledné po odbéru krve byl vpich dezinfikovan celkovou dezinfekéni
ponofovaci koupeli v manganistanu draselném, ryba byla vracena do chovné nadrze

a k dalsim pokustim jiz nebyla vyuzivana.

3.3.2 Stanoveni poctu erytrocyti, leukocyti, hematokritu a hemoglobinu

Hematologické vySetieni krve ryb bylo provedeno za pomoci MVDr. Elisky
Zuskové, Ph.D., Ing. Jany Méchové, Ph.D. a llony ProkopoVé.

Pro stanoveni poctu erytrocytd a leukocyti u ryb byl pfipraven Hayemuiv roztok
(na analytickych vahach bylo naméteno 2,5 g chloridu rtutnatého, 25 g siranu sodného,
5 g chloridu sodného, v odmémé bance o objemu 1000 ml doplnéno po rysku
destilovanou vodou a po promichani byl roztok ptefiltrovan).

Stanoveni poctu erytrocytt a leukocyti bylo provedeno pocitaci metodou
V heparizované krvi fedéné Hayemovym roztokem v poméru 1 : 200, kterou byla
naplnéna Biirkerova komtrka (hemocytometr). Dal$im stanovenim byla ziskana
hematokritova hodnota, ktera vyjadiuje pomér objemu erytrocytii k celkovému objemu
krve. Toto stanoveni bylo provedeno pomoci heparizovanych kapilar dlouhych 7,5 cm,
do kterych byla nasata krev cca do dvou tfetin vySky, a jeden konec byl utésnén
modelovaci hmotou. Poté byly kapilary vloZzeny do hematokritové odstiedivky
(14000 ot.min™, 3 min) a po odstfedéni se na hematokritovém méfidle odecitala
procenta hematokritu (Ptiloha 12).

Dale byla stanovena fotometrickou kyanohemoglobinovou metodou koncentrace
hemoglobinu v krvi ryb. Pro stanoveni koncentrace hemoglobinu v krvi ryb byl
pfipraven transformacni roztok (na analytickych vahach bylo naméfeno 0,10 g
ferrikyanidu draselného, 0,025 g kyanidu draselné¢ho, 0,07 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného, v odmérné bance o objemu 500 ml doplnéno po rysku destilovanou vodou,

po promichani uchovano v chladu a temnu).
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Ze ziskanych hodnot hematokritu (PCV) a poétu erytrocyti (Er) byl vypocten
sttedni objem erytrocytu (MCV):

PCV.1000
MCV =———
Er

Z koncentrace hemoglobinu (Hb) a poctu erytrocytii (Er) byl vypoc¢ten hemoglobin
erytrocytu (MCH):

MCH = Hb
" Er

Z koncentrace hemoglobinu (Hb) a hodnot hematokritu (PCV) byla jesté vypoctena

stiedni barevna koncentrace (MCHC):

Hb

MCHC = 57000

3.3.3 Stanoveni amoniaku a glukozy

Koncentrace amoniaku a glukézy byly méfeny v krevni plazmé. Pro ziskani krevni
plazmy byla odebrana krev do pfedem ptipravenych zkumavek se zaschlym roztokem
heparinu. Odebrand krev byla opatrné¢ promichdvéna v uzaviené zkumavce po dobu
cca 15 s, aby se krev spojila s protisrazecim piipravkem. Neprodlené poté byly vzorky
odstfedény na odstiedivce (14 000 ot.min™, 2 min). Po odstied&ni byla krevni plazma
stazena automatickou pipetou (pfi praci mi pomdhala laborantka Ilona Prokopova).
Vzorky plazmy byly zamrazeny a poté podrobeny analyze obsahu glukézy a amoniaku
(méfeni provadeél dr hab. Ing. Josef Velisek, Ph.D.).

3.4 Statistické vyhodnoceni vysledki

Statistické vyhodnoceni vysledki bylo provedeno pouzitim jednosmérné analyzy
variance (ANOVA - Tuckey test) programu Statistica, verze 12.0 pro Windows
(StatSoft).

34



4 Vysledky

4.1 Predbéziné pokusy

Piedbé&znv pokus 1

Chovani ryb v pribéhu pokusu: Na zacatku pokusu, kdy byly ryby piendany
do sklenic, bylo jejich chovani téméi bez rozdilu. O né€kolik minut pozdéji byly
pozorovany prvni zmény v chovani. Ryba ve sklenici ¢. 1 (bez vzduchovani, s folii)
byla klidng, ale vyrazn¢ zrychlila frekvenci dychani a drzela se u dna. Ryba ve sklenici
¢. 2 (bez vzduchovani s otevienou hladinou) byla aktivni, chvilemi se snazila nouzové
dychat (zdrzovala se u hladiny) a sttidavé se pohybovala v prostoru celé sklenice.
Ryba ve sklenici ¢. 3 (kontrolni, se vzduchovanim) byla aktivni, pohybovala se
v prostoru celé sklenice, ob¢as vyjizdéla k hladiné a snazila se o tunik. V prib&hu
pokusu se chovani u ryby ve sklenici ¢. 1 zménilo nejvyrazn&ji. Postupné se u ni
dostavila utlumova faze, pohyby ploutvi nebyly téméf postichnutelné, ale frekvence
otevirani skieli se vyrazné zrychlila. Utlumova faze byla poté vystiidéna fazi excitadni,
byly pozorovany zaSkuby téla a snaha vyskocit ven. Po narazu do folie ryba téméf
bez pohybu klesala ke dnu. Chovani ryby ve sklenici ¢. 2 bylo klidné, ryba se zdrzovala
u hladiny a nouzové dychala. Zato u ryby ve sklenici €. 3 se chovani témét nezménilo.
Byla stale aktivni a snazila se dostat ven s obéasnym nadechnutim z hladiny.

V nasledujicim grafu (Graf 2) je zobrazen prubéh koncentrace rozpusténého kysliku
ve vod¢é béhem tohoto pokusu, ze kterého je patrné, Ze koncentrace kysliku v pribéhu
pokusu ve sklenici ¢. 1 a sklenici ¢. 2 byly téméf vyrovnané (uzavieni sklenice folii se
na koncentraci rozpusténého kysliku ve vodé neprojevilo). Konkrétni hodnoty

rozpus$téného kysliku jsou uvedeny v Piiloze 1 spole¢né s hodnotami pH.
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Rozpustény kyslik
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Graf 2: Prubéh koncentrace kysliku rozpusténého ve vodé béhem predbézného pokusu 1 (voda
ve sklenici €. 1 byla bez vzduchovani a s folii na hlading, ve sklenici ¢. 2 bez vzduchovani a
s otevienou hladinou, ve sklenici ¢. 3 byla vzduchovana).

Pozn.: vzhledem K tomu, Ze koncentrace kysliku ve sklenicich ¢. 1 a 2 byly témér shodné,

Vv grafickém zndazornéni hodnoty splyvaji.

Po dvou hodinach trvani pokusu, kdy ryba ve sklenici ¢. 1 zacala projevovat
vyrazné piiznaky duSeni, byly ve vodé zméteny koncentrace celkového amoniakalniho
dusiku (Tab. 6). Na jejich zakladé byla vypoctena produkce amoniakéalniho dusiku
jednotlivymi rybami v ptepoctu na 1 kg jejich hmotnosti.

Tab. 6: Koncentrace amoniakalniho dusiku ve vodé na konci piedbézného pokusu 1
(po 2 hodinach expozice) a celkova produkce amoniakéalniho dusiku v pfepoétu na 1 kg
hmotnosti ryb.

5 Koncentrace Produkce amoniakalniho dusiku
Cislo sklenice amoniakalniho dusiku za 2 hodiny na 1 kg hmotnosti
(mg.I"t N-NH," ryb (mg N-NH,")
0,39 13,74
0,26 10,37
1,94 49,51

W

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze ryba ve sklenici ¢. 3 vyprodukovala nejvice
amoniakalniho dusiku a produkce amoniakalniho dusiku rybami ve sklenicich ¢. 1 a 2
byly témét shodné, coz odpovida, srovnatelnym podminkam, kterym byly tyto ryby
vystaveny.
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Piedb&znv pokus 2

Tento pokus probihal podobné jako ptredbézny pokus 1 stim rozdilem, ze bylo
upraveno vzduchovani vody v jednotlivych sklenicich, aby bylo dosazeno vétsich
rozdila v obsahu kysliku ve vode¢.

Chovani ryb v pribéhu pokusu: Ryba ve sklenici ¢. 1 (bez vzduchovani, silngjsi
vrstva folie) byla nejprve hodné aktivni, pohybovala se po celé sklenici, zrychlovala
frekvenci otevirani skieli, ale po chvili se zklidnila. Zacfala se drZet u hladiny
a zpomalila dychani. Ryba ve sklenici ¢. 2 (mirné vzduchovani) byla zprvu nejvice
aktivni, pohybovala se po celé¢ sklenici, po chvili se trochu zklidnila, nicméné byla
oproti predchozimu pokusu stale dost aktivni a ob¢as nouzové dychala z hladiny.
Ve sklenici ¢. 3 (silné vzduchovani) byla ryba aktivni, pohybovala se v prostoru celé
sklenice a projevovaly se u ni Unikové reflexy (snaha uniknout ze sklenice).

Po dvou hodinach byl pokus ukoncen, aby bylo mozné porovnani s pfedchozim
pokusem. V nésledujicim grafu (Graf 3) je zobrazen pribéh koncentraci kysliku béhem
pokusu. Zde jsou jasn¢ vidét vétsi vzajemné rozdily v koncentraci rozpusténého kysliku
v jednotlivych sklenicich ve srovnani s ptfedeslym pokusem, kterych se podafilo
dosahnout Upravou vzduchovani. Konkrétni hodnoty rozpusténého kysliku jsou uvedeny

Vv Ptiloze 1 spole¢né s hodnotami pH.

Rozpustény kyslik

QH‘
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) \ \. Sklenice¢. 3

Koncentracekysliku (mg.1)
()]

0 0,5 1 1,5 2

Délka trvani pokusu (h)

Graf 3: Prabéh koncentrace kysliku rozpusténého ve vodé beéhem ptredbézného pokusu 2
(voda ve sklenici €. 1 byla bez vzduchovani a se silngjsi vrstvou folie na hlading, ve sklenici ¢. 2

s mirnym vzduchovanim, ve sklenici €. 3 byla silné vzduchovana).
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Ve vod¢ byly po dvou hodindich opét zméfeny koncentrace celkového
amoniakalniho dusiku a na jejich zakladé byla vypoctena produkce amoniakalniho

dusiku jednotlivymi rybami v piepo¢tu na 1 kg jejich hmotnosti (Tab. 7).

Tab. 7: Koncentrace amoniakélniho dusiku ve vodé na konci piedbézného pokusu 2
(po 2 hodindch expozice) a celkova produkce amoniakalniho dusiku v ptepoétu na 1 kg
hmotnosti ryb.

Cislo Koncentrace Produkce amoniakéalniho dusiku za
sklenice amoniakalniho dusiku 2 hodiny na 1 kg hmotnosti ryb
(mg.I" N-NH,") (mg N-NH,")
0,44 24,61
1,58 85,29
2,20 70,19

Ze ziskanych vysledk v tomto pokusu vyplyva, ze nejvice amoniakalniho dusiku
vyprodukovala ryba ve sklenici €. 2 a srovnatelnd hodnota byla namétena ve sklenici
¢. 3. Vyrazné niZsi produkce amoniakalniho dusiku byla zjiSténa u ryby ve sklenici €. 1,

coz odpovida kyslikovym pomérim.

4.2 Hlavni pokus

4.2.1 Produkce amoniakalniho dusiku
Ryby v akvariich ¢. 1 — 6 (skupina 1 — voda bez vzduchovani, polystyrén
na hladin¢) vykazovaly obdobné chovani jako ryby v piedbéznych pokusech
ve sklenicich ¢. 1. Chovani ryb v akvariich ¢. 7 — 12 (skupina 2 — se vzduchovanim)
bylo stejné jako chovani ryb se vzduchovanou vodou v ptedbéznych pokusech.
V nésledujicim grafu je zndzornén pribéh koncentrace rozpusténého kysliku
ve vodé (Graf 4). Konkrétni hodnoty priimérné koncentrace rozpusténého kysliku jsou

uvedeny v Priloze 2.
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Graf 4: Prabéh koncentrace kysliku rozpusténého ve vodé béhem hlavniho pokusu — primérné
hodnoty + smérodatné odchylky (voda v akvériich skupiny 1 byla bez vzduchovéni, v akvériich
skupiny 2 byla vzduchovéana).

Hodnota pH byla na zacatku pokusu u obou skupin 8, ale u skupiny 1 v pribéhu
pokusu poklesla na 7. U skupiny 2 v prib&hu pokusu nebyla zaznamenana zadna zména
v hodnoté pH. Zjisténé koncentrace amoniakalniho dusiku ve vod€¢ jsou uvedeny
v Piiloze 3 a produkce celkového amoniakalniho dusiku v piepoctu na 1 kg hmotnosti
ryb uvadi Graf 5.

Produkce amoniakalniho dusiku
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Graf 5: Kumulativni produkce amoniakalniho dusiku na 1 kg hmotnosti ryb v prabéhu hlavniho
pokusu — primérné hodnoty + smérodatné odchylky (voda v akvériich skupiny 1 byla
bez vzduchovani, v akvériich skupiny 2 byla vzduchovana).

*) statistickd vyznamnost rozdilu P < 0,05
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Ptestoze byla koncentrace rozpusténého kysliku ve skupiné 1 a skupingé 2
prokazatelné rozdilna, produkce amoniakalniho dusiku rybami je v obou skupinach

podobna.

4.2.2 Vysledky hematologického a biochemického vySetieni krve

Primérné hodnoty a pfislusné smérodatné odchylky vybéru vysledku

biochemického krve

v nasledujicich tabulkéch (Tab. 8, Tab. 9).

hematologického a vySetieni ryb  jsou uvedeny

Tab. 8: Hodnoty hematologického a biochemického vySetfeni krve ryb — pramérné
hodnoty + smérodatné odchylky (Er — pocet erytrocytl, Leuko — pocet leukocyti, Hk —
hematokrit, Hb — hemoglobin, NH; — amoniak, GLU — glukéza; skupina 1 — pted zahajenim
pokusu, skupina 2 — na konci pokusu bez vzduchovéani, skupina 3 — na konci pokusu se
vzduchovanim).

Skupiny ryb | Er (T.IY) L(gulkf; Hk (1Y) | Hb (g.IY) (“mfl.l) (mﬁ:(_)lL.Jl'l)
1 093+ | 37,67+ | 0,29°+ 73,77+ | 261,00° + 3,128 +
0,28 17,61 0,02 3,66 48,94 0,64
5 1,13+ 50,428+ | 0,44° + 8164+ | 25517%°+ | 11,04°+
0,34 16,77 0,06 13,40 27,99 1,74
3 1,00 + 20,08°+ | 0,27°+ 7454+ | 167,50° + 3,08% +
0,35 7,79 0,02 4,15 33,35 0,72

Pozn.: Rozdilny index nad hodnotami znaci statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01) mezi

skupinami.

Tab. 9: Hodnoty stfedniho objemu erytrocytu (MCV), hemoglobinu erytrocytu (MCH) a sttedni
barevné koncentrace (MCHC) — praimérné hodnoty + smérodatné odchylky (skupina 1 — pied

zahajenim pokusu, skupina 2 — na konci pokusu bez vzduchovéani, skupina 3 — na konci pokusu

se vzduchovanim).

Skupiny ryb MCV (fl) MCH (pg) MCHC (1.I'")
1 327,80+ 76,93 | 84,43+20,60 | 0,26*+0,01
2 408,56 + 93,98 | 76,07+16,28 | 0,19+ 0,01
3 310,14 + 120,36 | 84,66 +31,60 | 0,28°+0,01

Pozn.: Rozdilny index nad hodnotami znaci statisticky vyznamny rozdil (P

skupinami.
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Ze ziskanych vysledka je patrné, ze rozdily hodnot poétu erytrocyti, hemoglobinu
a tudiz i hodnot stfedniho objemu erytrocytu a hemoglobinu erytrocytu mezi skupinami
nejsou statisticky vyznamné. Statisticky vyznamny rozdil byl vSak prokazan v piipadé
hematokritu, a to mezi skupinami 2 a 3 i mezi skupinami 1 a 2 (P < 0,01). V poctu
leukocyttl byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01) mezi skupinami 1 a 3,
ataké mezi skupinami 2 a 3. Rovnéz v koncentraci amoniaku byl zaznamenéan
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami 1 a 3 a skupinami 2 a 3. V obsahu glukdzy
v krvi ryb byl statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01) mezi skupinami 1 a 2 a také mezi
skupinami 2 a 3. Pouze u stfedni barevné koncentrace byl statisticky vyznamny rozdil
u vSech skupin (P <0,01).

4.3 Dodatecny pokus

Ryby ve sklenicich ¢. 1 — 5 (sk. 1 — voda bez vzduchovéni, folie na hlading)
vykazovaly stejné chovéni jako ryby v ptedchozich pokusech, které byly ve vodé
bez vzduchovani. Po 4,5 hodinach, kdy bylo zavedeno vzduchovani, zacaly byt ryby
aktivngj$i, zrychlovaly frekvenci dychani a pohybovaly se po celém prostoru sklenice.
Chovani ryb ve sklenicich ¢. 6 — 10 (sk. 2 — vzduchovéni) bylo stejné jako
v ptedchozich pokusech, kdy byla voda vzduchovéna.

Koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé zmétené behem pokusu jsou uvedeny
v grafu (Graf 6), ve kterém je vidét intenzivni narist koncentrace kysliku po zavedeni
vzduchovani u sk. 1. Ke konci pokusu se koncentrace kysliku u obou skupin shodovala.
Konkrétni hodnoty primérné koncentrace rozpusténého kysliku jsou uvedeny

V Piiloze 4.
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Graf 6: Pribéh koncentrace kysliku rozpusténého ve vodé béhem dodateéného pokusu —
prumérné hodnoty + smérodatné odchylky (voda ve sklenicich sk. 1 byla bez vzduchovani,
ve sklenicich sk. 2 byla vzduchovana).

Hodnota pH byla na za¢atku pokusu u obou skupin 8, v prubéhu pokusu u skupiny 1
poklesla na 7 a u skupiny 2 nebyla zaznamenana Zadna zména stejné jako u hlavniho
pokusu. Po zavedeni vzduchovani se u obou skupin pH zase vyrovnalo a drzelo se
kolem 8.

Koncentrace celkového amoniakélniho dusiku zméfend béhem dodate¢ného pokusu
spole¢né s vypoétenymi hodnotami produkce amoniakalniho dusiku na 1 kg hmotnosti
ryb je uvedena v Ptiloze 5. Graf produkce amoniakalniho dusiku na 1 kg hmotnosti ryb

je uveden nize (Graf 7).
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Produkce amoniakalniho dusiku
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Graf 7: Kumulativni produkce amoniakalniho dusiku na 1 kg hmotnosti ryb v prib&éhu
dodate¢ného pokusu — primérné hodnoty + smérodatné odchylky (voda ve sklenicich sk. 1 byla
bez vzduchovani, ve sklenicich sk. 2 byla vzduchovana).

*) statistickd vyznamnost rozdilu P < 0,05

**) statisticka vyznamnost rozdilu P < 0,01

Po dobu, nez se zavedlo vzduchovani do vody ve sklenicich sk. 1, se produkce
amoniakalniho dusiku rybami ve sk. 1 a sk. 2 stale vice odliSovala (vétsi byla
u vzduchovanych ryb). Po zavedeni vzduchovani do vody se produkce amoniakalniho
dusiku rybami ve sk. 1 za¢ala zvySovat a na konci pokusu byla téméf vyrovnana.
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5 Diskuze

V dostupné literatufe se objevuje mnoho praci zabyvajicich se exkreci amoniaku
Vv zavislosti na teploté (napf. Wood, 2001), salinité (napt. Pérez-Robles a kol., 2012)
nebo pH (napi. Bower a Bidwell, 1978). Amoniak spole¢n¢ s rozpusténym kyslikem je
spojovan piedevsim s toxicitou amoniaku pro ryby, kde se opakované zduraziuje,
7e s klesajicim  nasycenim  vody Kkyslikem se zvySuje toxicita amoniaku
(Thurston a kol., 1981; Wajsbrot a kol., 1991).

Pouze Rosso a kol. (2006) upozoriiuji na vliv rozdilného nasyceni vody kyslikem
na vylu¢ovani amoniaku rybami (spolecné s dal$imi ionty). Tito autofi pfi svém
experimentu pouzili jako testovaci organismy juvenily jihoamerickych sumeckl
(Rhamdia quelen) a prokazali, ze po pievedeni ryb z normoxickych podminek
(6 mg.I"* 0,) do hypoxickych podminek (2,5 mg.I™ Oy) vyluGovaly tyto ryby v prib&hu
prvni hodiny srovnatelné mnozstvi amoniaku jako ryby ponechané v normoxickych
podminkach. V prubéhu dalsich 24 hodin ale doslo u ryb pievedenych do hypoxickych
podminek Kk vyraznému poklesu vyluCovani amoniaku ve srovnani s rybami
v normoxickych podminkach. Také pii naSem hlavnim pokusu vykazovaly ryby hodinu
po pievedeni do hypoxickych podminek srovnatelnou produkci amoniaku a to piesto,
ze koncentrace kysliku v naSem pokusu byla v hypoxickych podminkach vyrazné nizsi
(<1 mg.I" Oy). Ditvodem mohla byt skutetnost, Ze pro tento pokus byly pouzity ryby
jiného plvodu, které pies Cctrnactidenni aklimatizaci nepfijimaly spontanné
a rovnomérné predkladanou potravu. Nerovnomérny piijem krmiva se pravdépodobné
projevil na nedostateCné prokazatelnosti vysledkli tohoto pokusu. Naproti tomu
v dodateéném pokusu, kde byly jako testovaci organismy pouzity ryby, které spontanné
pfijimaly krmivo, byl jiZ po 1 hodiné po pfevedeni ryb do hypoxickych podminek
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v produkci amoniaku (P < 0,05). Tento rozdil
se v prubchu dal§iho trvani pokusu jesSt¢ zvyraznil a rozdil byl statisticky vysoce
vyznamny (P < 0,01). Znac¢né rozdily v produkci amoniaku byly prokazany
také v predbéznych pokusech. Tyto pokusy byly provadény s rybami stejnymi jako
vV dodate¢ném pokusu (tedy srybami, které spontdnné a rovnomérné piijimaly
predkladanou potravu), ale byly provadény pouze v jednom opakovani, takZze nebylo

mozné provést jejich statistické vyhodnoceni.
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V dodatecném pokusu bylo rybam drzenym v hypoxickych podminkach opétovné
zavedeno do vody vzduchovéni, ¢imz se béhem deseti minut zvySila koncentrace
kysliku ve vod& na hodnotu vyssi nez 8 mg.I*. Produkce amoniaku se zadala zvySovat
avzavéru pokusu jiz dosahla hodnot srovnatelnych s kontrolou. To dokazuje,
ze produkce amoniaku rybami Uzce souvisi s vysi koncentraci kysliku rozpusténého
ve vod¢ a také reverzibilnost stavu, kdy jsou ryby docasné vystaveny hypoxii a poté
dojde k uprave kyslikovych poméru.

Pokud jde 0 mnozstvi vylou¢eného amoniaku, Ize konstatovat, Ze vysledky ziskané
zmych pokust jsou ponékud vyssi nez vysledky, které uvadi ve své préci
Machova a kol. (2010). Tito autoti sledovali produkci zne¢isténi rybami pochazejicimi
z rozdilnych podminek odchovu (extenzivniho — kde mély ryby k dispozici pouze
pfirozenou potravu a z odchovu, kde byly ryby pfikrmované pSenici nebo granulemi
na rostlinném zakladé a po celou dobu mély k dispozici i pfirozenou potravu). Déle tito
autofi uvadéji produkci amoniakalniho dusiku rybami za 24 hodin v piepoctu na 1 kg
hmotnosti ryb ve vysi 55 mg.den™®.kg™” u nepiikrmovanych ryb, 95 mg.den™.kg™ u ryb
pikrmovanych pSenici a 115 mgden’kg™ u ryb prikrmovanych granulemi.
Resp., v ptepo¢tu produkce amoniakalniho dusiku za hodinu se jednd o hodnoty
2,3mg.h" kg?, 4,0 mg.h kg™ a 4,8 mg.h . kg™. Produkci amoniakalniho dusiku rybami
uvadi také Stejskal a kol. (2009). Tito autofi sledovali produkci amoniaku okounem
fi¢nim a uvad&ji hodnoty ve vysi 120 — 360 mg.den™ kg™ (t. 5 az 15 mg.h™*.kg™) u ryb,
které byly pred zahdjenim pokusu krmeny a 50 mg.den™ kg™ (tj. 2,1 mg.h™.kg™) u ryb,
které nebyly 2 dny pred zahajenim pokusu krmeny.

Produkce amoniakalniho dusiku zjisténa v pfedbézném pokusu 1 ¢inila u ryb
v normoxickych podminkach 25 mg.h?*kg?, vptedb&zném pokusu 2 to bylo
35 mg.htkg?, vhlavnim pokusu 13,3 mghtkg' a vdodate¢ném pokusu
15,7 mg.ht.kg®. Mirng vyssi hodnoty produkce amoniakalniho dusiku za hodinu
nalkg ryb, které jsem zjistila v mych pokusech, pravdépodobné souvisi s obdobim,
zakteré byla produkce amoniakalniho dusiku vypocitana. Zatimco produkce
amoniakalniho  dusiku v pfepotu na hodinu a kilogram ryb uvadéné
Stejskalem a kol. (2009) a Machovou a kol. (2010) wvychazeji z produkce
amoniakalniho dusiku za den na 1 kg hmotnosti ryb, v pfipadé mych pokust se jedna
0 podstatné kratsi Casové useky (2 — 7 hodin), kdy lze ptepokladat vyssi produkci

amoniakalniho dusiku neZ v dal§im obdobi.
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Rozdilné oxické podminky, kterym byly ryby v mych pokusech vystaveny, mély
také vliv na nékteré hematologické a biochemické ukazatele. Napf. v krevni plazmé ryb
vystavenych hypoxickym podminkam byla zjisténa primérna koncentrace amoniaku
255,17 + 27,99 pmol.I", coz byla hodnota zhruba o 50 % vys$§ neZ u ryb
z normoxickych podminek (167,50 + 33,35 umol.I"). Jak potvrdilo statistické
vyhodnoceni, byl tento rozdil vysoce statisticky vyznamny (P < 0,01). To dokazuje,
ze amoniak jako hlavni metabolicky produkt dusikatych latek byl z téla ryb, které byly
drzeny v hypoxickych podminkach, vylu¢ovan ve vyrazné mensi mife, nez tomu bylo
uryb drzenych v normoxickych podminkach. Zjisténé hodnoty se jevi jako ponckud
niz8i ve srovnani s udaji Svobodové a kol. (2008), ktera uvadi primérné fyziologické
koncentrace amoniaku v zimnim obdobi 50 — 100 pmol.I* a v letnim obdobi
500 — 800 pmol.I". Je pravdépodobné, 7e mnou zjisténé nizsi hodnoty souviseji
s nevyrovnanym piijmem krmiva pokusnymi rybami, jak jiz bylo uvedeno vyse.
Déle byl zjistén velky statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01) v koncentraci glukozy
mezi skupinou ryb v hypoxii a skupinou ryb v normoxii. Zatimco pramérna koncentrace
glukdzy zjisténa u ryb znormoxickych podminek &inila 3,98 + 0,72 mmol.l™"
a odpovidala hodnotam, které jsou uvadény jako bézné u nestresovanych ryb
(1,3 - 6,9 mmol.I", Kolafova a Veliek, 2012). Praimé&ma koncentrace glukdzy v krevni
plazmé ryb drZenych v hypoxickych podminkach byla téméf trikrat vysSi a Cinila
11,04 + 1,74 mmoll", coz odpovidda hodnotdm uvadénym pro ryby ve stresu
(10 — 30 mmol.I"*, Kolafova a Velisek, 2012).

Zjistény pocet leukocytl odpovidal Sirokému rozmezi hodnot uvadénych pro kapra
(10 — 80 G.I"', Svobodova a kol., 2012). Mezi skupinami ryb z hypoxického
a normoxického prostiedi byl zjistén statisticky vysoce vyznamny rozdil (P < 0,01),
kde pocet leukocyti u ryb z hypoxie byl 2,5krdt vyssi nez pocet leukocytd u ryb
z normoxie. To nasvédCuje tomu, ze stres vyvolany hypoxii vedl k vyplaveni leukocyta
ze sleziny (Svobodova, 2015). Rozdilné koncentrace kysliku vyvolaly také vyrazny
narist hematokritové hodnoty - 0,44 + 0,06 LI" u ryb v hypoxickych podminkach
ve srovnani s hodnotou 0,27 + 0,02 LI zjisténou u ryb v normoxickych podminkach
(rozdil byl statisticky vysoce vyznamny rozdil - P < 0,01). Hodnoty hematokritu
zjisténé u ryb z normoxie v podstaté odpovidaly rozmezi hodnot, které uvadi ve své
praci Svobodova a kol. (2012) - tj. 0,28 — 0,40 L.I". Naproti tomu hodnoty hematokritu
zjistén¢ u ryb v hypoxickych podminkach toto rozpéti mirné prevySuji.
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Zvysena hematokritova hodnota odpovida zvétSeni velikosti erytrocytl, které se bézné
dostavuje pifi vystaveni organismu deficitu kysliku (Hosseini a kol., 2011). Hodnoty
sttedniho objemu erytrocyti byly sice vyss$i u ryb vystavenych hypoxii ve srovnani
S hodnotami zjisténymi u ryb z normoxie, avSak rozdil nebyl statisticky vyznamny.
Diivodem jsou pravdépodobné rozkolisané hodnoty poctu erytrocytii zjisténych u obou
skupin ryb. Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (P < 0,01) v hodnoté¢ stiedni
barevné koncentrace, coz souvisi se zvySenou hodnotou hematokritu zjisténou u ryb
Z hypoxickych podminek. U ostatnich sledovanych parametra (hemoglobin, hemoglobin

erytrocytu) nebyly mezi skupinami zjistény statisticky vyznamné rozdily.
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6 Zavér

Z vysledku provedenych pokusu vyplyva, ze u ryb vystavenych hypoxickym
podminkam:
1) Doslo ke snizeni produkce amoniakalniho dusiku a k navyseni jeho koncentrace
Vv krevni plazmé
2) Doslo ke zvySeni koncentrace glukézy v krevni plazmé a narGstu poctu
leukocytl v krvi (dasledek stresu vyvolaného nedostatkem kysliku)

3) Doslo ke zvyseni hematokritové hodnoty (disledek zvétSeni objemu erytrocytir)

Provedenymi pokusy byl jednozna¢né prokdzan vliv vyse koncentrace rozpusténého
kysliku ve vodé na schopnost ryb zbavovat se hlavniho metabolitu — amoniaku. Jak se
dale prokazalo, tento proces je vratny a po zlepSeni kyslikovych poméra se schopnost

ryb vylu¢ovat amoniak vraci.
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8 Seznam priloh

Priloha 1: Koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé a hodnoty pH v pribéhu predbéznych

pokusti.

Priloha 2: Koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé v priitbéhu hlavniho pokusu, primérna

hodnota + smérodatna odchylka.

Priloha 3: Koncentrace amoniakalniho dusiku ve vodé¢ a celkova produkce amoniakalniho
dusiku v pfepoétu na 1 kg hmotnosti ryb v prabéhu hlavniho pokusu, primérnad hodnota

* smérodatna odchylka.

Priloha 4: Koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé v prubéhu dodate¢ného pokusu,

primérna hodnota + smérodatna odchylka.

Priloha 5: Koncentrace amoniaku ve vod¢ a celkova produkce amoniaku v piepoctu na 1 kg

hmotnosti ryb v prubéhu dodate¢ného pokusu, primérna hodnota + smérodatna odchylka.
Piiloha 6: Ryby ve sklenicich pti pfedbézném pokusu 1 (Foto autor).
Piiloha 7: Ryby ve sklenicich pti pfedbézném pokusu 2 (Foto autor).

Piiloha 8: Akvéria v hlavnim pokusu s nevzduchovanou vodou a s polystyrénem obalenym

Vv igelitu na hladin¢ (Foto autor).
Piiloha 9: Spektrofotometr Spectronic 20 Genesys (Foto autor).

Priloha 10: pHmetr a oximetr - multifunkéni ptistroj MultiLine P4 firmy WTW (Foto autor).
Piiloha 11: Odbér krve z ocasni cévy (Foto autor).

Piiloha 12: Odec¢itani hodnot hematokritu na hematokritovém métidle (Foto J. Machova).
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9 Ptilohy

Ptiloha 1: Koncentrace rozpusténého kysliku ve vodé a hodnoty pH Vv pribéhu predbéznych

pokusti.
PiedbéZny pokus 1 Piedbézny pokus 2

Doba Koncentrace Koncentrace

trvani rozpusténého pH rozpusténého pH
pokusu (h) | kysliku (mg.I™) kysliku (mg.I™")

Sklenice ¢. 1 0 8,48 8,0 8,43 8,0
1 0,65 7,2 2,66 7,4
2 0,40 7,1 0,65 7,1
Sklenice ¢. 2 0 8,48 8,0 8,43 8,0
1 0,72 7,1 5,70 7,4
2 0,39 7,0 2,43 7,1
Sklenice ¢. 3 0 8,48 8,0 8,43 8,0
1 5,12 7,2 6,50 7,4
2 4,46 7,1 6,40 7,3

hodnoty + smérodatné odchylky.

o Prumérna koncentrace
Doba trvani rozpusténého kysliku (mg.I™)
pokusu (h) ) -
Skupina 1 Skupina 2
0 9,55 + 0,05 9,70 £ 0,06
0,5 3,48 £ 0,83 8,65 £ 0,50
1 1,46 + 0,54 9,26 £ 0,39
15 0,89 £0,20 9,33 +0,38
2 0,79 £ 0,07 9,18 £ 0,38
2,5 0,76 £ 0,04 9,08 £0,35
3 0,76 £ 0,06 9,46 £ 0,35
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Priloha 2: Koncentrace rozpusténého kysliku ve vod¢ v prubéhu hlavniho pokusu — primérné




Piiloha 3: Koncentrace amoniakalniho dusiku ve vodé a celkova produkce amoniakalniho
dusiku v piepoc¢tu na 1 kg hmotnosti ryb v pribéhu hlavniho pokusu — praimérné hodnoty +

smérodatné odchylky.

Koncentrace N-NH," Produkce N-NH,;" na 1 kg
Doba trvani (mg.I") hmotnosti ryb (mg)
pokusu (h) Skupina 1 Skupina 2 Skupina 1 Skupina 2
0,10 £ 0,00 0,11+£0,01 2,63+£0,43 2,68 £0,51
0,83+0,29 0,76 £ 0,35 22,04 £ 8,05 18,45 + 8,30
15 0,96 £ 0,26 1,09 +£0,47 25,50 £ 7,06 25,86 £ 9,85
2 0,94 £ 0,09 1,33+£0,19 25,01 +£3,14 32,56 £ 4,08
3 1,30 £ 0,27 1,65+0,24 34,74 + 8,31 40,28 + 4,48

Priloha 4: Koncentrace rozpusténého kysliku ve vode v pribéhu dodate¢ného pokusu —

prumérné hodnoty + smérodatné odchylky.

Skupina 1 Skupina 2
Doba trvani

pokusu (h) Prlénjél:nfl konc,entrace R Prl‘:mvlél:nzi konc,entrace R
rozpus§téného Kkysliku (mg.1”) | rozpusténého kysliku (mg.1™)

0 5,79+ 0,62 9,01 +£0,51

0,5 1,32 +£0,37 7,76 £0,37

1,21 +£0,18 9,11 +0,23

1,03+0,18 8,02 0,25

1,09 + 0,26 7,68 + 0,36

3,5 0,99 +£0,17 7,90 £0,38

4,5 1,02+£0,18 7,67x0,34

4,6 8,20 £ 0,49 7,52+0,29

5 9,10+ 0,14 7,38 £ 0,50

6 7,08 +£0,41 7,36 £ 0,45

7 7,17 £0,21 7,62 £0,31
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Piiloha 5: Koncentrace amoniaku ve vodé a celkova produkce amoniaku v ptepoétu na 1 kg

hmotnosti ryb v pribéhu dodate¢ného pokusu — praimérné hodnoty + smérodatné odchylky.

Koncentrace N-NH,*

Produkce N-NH,;" na 1 kg

[:)CC)J?(?J ;';V(él‘qr)‘i (mg.I") hmotnosti ryb (mg)
Sk. 1 Sk. 2 Sk. 1 Sk. 2
0104000 | 012+0,03 | 310065 3,48 +0,75
060£020 | 109+042 | 1751+521 | 29,97+821
097+032 | 1,99+044 | 2841+998 | 5547+9,29
3,5 1,24 + 0,30 3,00 £ 0,63 35,75 + 7,66 81,91 +10,44
45 1,70 £ 0,36 3,83+0,96 47,92 + 491 101,53 + 8,31
5 1,92 +0,39 3,58+0,73 54,49 + 12,97 94,69 + 13,27
6 2,66 +0,40 3,90+ 0,85 74,39 + 15,91 101,04 + 15,85
7 3,41 +£0,51 4,27 £ 0,67 93,38 +£17,82 110,13 £ 18,21
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Priloha 6: Ryby ve sklenicich pii pfedbézném pokusu 1 (Foto autor).




Piiloha 7: Ryby ve sklenicich pf#i pfedbézném pokusu 2 (Foto autor).

Priloha 8: Akvaria v hlavnim pokusu s nevzduchovanou vodou a s polystyrénem obalenym

v igelitu na hladiné (Foto autor).




Piiloha 9: Spektrofotometr Spectronic 20 Genesys (Foto autor).

SPECTRONIC* 20 GENESYS™




Piiloha 11: Odbér krve z ocasni cévy (Foto autor).

Piiloha 12: Odec¢itani hodnot hematokritu na hematokritovém méfidle (Foto J. Machova).




10 Abstrakt

Vylucovani amoniaku rybami za rozdilnych oxickych podminek prostiedi
Cilem této prace bylo zjistit a porovnat koncentrace amoniakalniho dusiku
vyluCovaného rybami pii razném nasyceni vody kyslikem. V Laboratofi vodni
toxikologie a ichtyopatologie VURH JU ve Vodhanech byly provedeny pokusy
(ptedbézny, hlavni a dodate¢ny) s okrasnou formou kapra obecného (Cyprinus carpio
f. Koi). Pfedbézny (orienta¢ni) pokus byl proveden se tfemi rozdilnymi koncentracemi
rozpusténého kysliku (1. 0,65 — 2,66; 1l. 2,43 — 5,70; 11l. 6,40 — 6,50 mg.I* O,)
a produkce amoniakalniho dusiku rybami za 2 hodiny v piepo¢tu na 1 kg hmotnosti ryb
ginila 1. 24,61; 1l. 85,29; IIl. 70,19 mg N-NH4". V hlavnim pokusu provedeném
Vv Sestindsobném opakovani byly ryby rovnéz vystaveny rozdilnym oxickym
podminkam (hypoxie 0,76 — 1,46; normoxie 9,8 — 9,46 mg.I"* O,) a zji§téna produkce
amoniakalniho dusiku po dvou hodinach trvani pokusu v piepoctu na 1 kg hmotnosti
ryb &inila u ryb v hypoxii 25,01 + 3,14 mg N-NH," a u ryb v normoxii 32,56 + 4,08 mg
N-NH;". Zjistény rozdil byl statisticky vyznamny (P < 0,05). Hematologické a
biochemické vysSetieni krve ryb v zavéru pokusu prokézalo statisticky vyznamné rozdily
V poctu leukocytli, hodnoté hematokritu, koncentraci amoniaku a glukézy. Dodatecny
pokus byl proveden v pétinasobném opakovani a ryby zde byly vystaveny hypoxii
(0,99 — 1,21 mg.I"* O,) a normoxii (7,67 — 9,11 mg.I™). V prab&hu pokusu byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily v produkci amoniakalniho dusiku (po dvou hodinach u ryb
vystavenych hypoxii 28,41 + 9,98 mg a u kontrolnich ryb v normoxii 55,47 + 9,29 mg).
Po 4,5 hodinach trvani pokusu se rozdil jesté zvysil a ¢inil u ryb v hypoxii 47,92 + 4,91
mg N-NH;" a u ryb kontrolnich 101,53 + 8,31 mg N-NH,". Po zavedeni vzduchovani se
béhem 10 minut koncentrace kysliku ve vodé u ryb vystavenych hypoxii vyrovnala
koncentraci u kontrolnich ryb a produkce amoniakalniho dusiku se zacala zvySovat.
Po nésledujicich 2,5 hodinach byla produkce amoniakalniho dusiku u ryb puvodné
vystavenych hypoxii (1) a kontrolnich ryb (2) srovnatelnd (1 — 93,38 + 17,82 mg;
2 —110,13 £ 18,21 mg; tyto hodnoty jiz nebyly statisticky vyznamné rozdilné).
Vysledky pokusu prokazaly, ze schopnost ryb vylucovat z t€la amoniak tzce
souvisi s kyslikovymi poméry ve vodnim prostiedi.
Klic¢ova slova: amoniakalni dusik, deficit kysliku, glukdza, erytrocyty, leukocyty, kapr

obecny
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11 Abstract

Fish excretion of ammonia under different oxygen environmental conditions

The aim of this work was to find out and compare amount of ammonia nitrogen
excreted by fish in different oxygen saturation of water. Experiments (preliminary, main
and additional) were made with ornamental form of common carp (Cyprinus carpio
f. Koi) at Laboratory of Aquatic Toxicology and Ichtyopathology RIFCH in Vodnany.
The preliminary (orientation) experiment was made in three different dissolved oxygen
concentrations (I. 0,65 — 2,66; 1l. 2,43 — 5,70; IIl. 6,40 — 6,50 mg.I"* O,) and fish
production of ammonia nitrogen after 2 hours was |. 24,61; Il. 85,29;
[11. 70,19 mg N-NH," per 1 kg of fish weight. The fish were also exposed to different
oxygen conditions (hypoxia0,76 — 1,46; normoxia 9,8 — 9,46 mg.I"* O,) in the main
experiment which was repeated six times. Detected production of ammonia nitrogen in
recalculated to 1 kg fish weight was 25,01 + 3,14 mg N-NH," by the fish in hypoxia and
32,56 + 4,08 mg N-NH,;" by the fish in normoxia after two hours of experiment
duration. Detected difference was statistically significant (P < 0,05). Haematology and
biochemical blood examination of fish which were exposed to hypoxia proved
statistically significant increasing number of leukocytes, value of haematocrit,
concentration of ammonia and glucose was made in the end of experiment.
The additional experiment was repeated five times, the fish were exposed to hypoxia
there (0,99 — 1,21 mg.I™" O,) and the control fish were kept in water with concentration
of dissolved oxygen between 7,67 — 9,11 mg.I™". Statistically significant differences in
ammonia nitrogen production were already found out in these groups of fish after
two hours of experiment duration and difference increased markedly after 4,5 hours
(fish production of ammonia exposed to hypoxia 47,92 + 4,91 mg.kg™ and in the control
fish 101,53 + 8,31 mg.kg™). Production of ammonia by the fish originally exposed to
hypoxia almost aligned to production of control fish during 2,5 hours after an aeration
had been added to the fish in hypoxia. Production of ammonia nitrogen was
93,38 + 17,82 mg.kg™ by the fish originally exposed to hypoxia and 110,13 + 18,21
mg.kg™ by the control fish. This difference was not statistically significant yet.

The results of experiment proved that fish ability to excrete ammonia from body is
closely connected with oxygen conditions in water environment.

Key words: ammonia nitrogen, oxygen deficit, glucose, erythrocytes, leukocytes,

common carp
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