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Abstract

Nitrite is an intermediate stage in the oxidation of ammonium to nitrate. Elevated nitrite
concentration in water is a potential threat to freshwater fish since nitrite is actively taken up
via the gills in competition with chloride and causing elevation of methaemoglobin levels.
The aim of this study was to solve the problem caused by elevated nitrite concentration by
adding sodium chloride. Higher concentration of nitrite (0.3 and 0.4 mg.I"" N-NO,) caused
mild symptoms of trout health damage. Mean value of methaemoglobin levels in blood of
rainbow trout varied from 15% to 50%. The toxicity of nitrite decreased after addition of
sodium chloride (20 kg.day™ for 11 days). Later on the biofilter started to work properly and
because of the decrease of nitrite concentration there was no need to add furthermore sodium
chloride.

Dusitanovy dusik je pfirozenou soucasti povrchovych vod. Vzhledem ke své chemické
a biochemické nestélosti se obvykle vyskytuje v malych koncentracich, protoze v oxickych
podminkach je rychle nitrifikaci transformovan na dusi¢nany, v anoxickych podminkach je
biologicky denitrifikovan az na elementarni dusik. Radové vys§i koncentrace dusitanového
dusiku se vyskytuji ve splaS8kovych vodach a odpadnich vodéach ze strojirenskych zévodi
(Pitter, 2009).

Zvysené koncentrace dusitani se mohou vyskytovat ve vodach s intenzivnim chovem
hospodaisky vyznamnych druhii ryb (Svobodova a kol. 2005). Velmi Casto se vyskytuji
Vv recirkulacnich systémech, zejména bezprostiedné po zahdjeni provozu nebo v disledku
nerovnovah vV procesu nitrifikace (Kamstra a kol. 1996). Béhem nitrifikace dochazi
k biochemické oxidaci amoniakalniho dusiku na dusitany a nasledné az na dusi¢nany. Pokud
druha faze nitrifikace neprobiha dostate¢né rychle, dochazi v systému k hromadéni dusitant,
které byvaji pro svou toxicitu pfi¢inou zhorSeni zdravotniho stavu ryb a mnohdy i jejich
masového thynu (Svobodova a kol. 2005). Mezi hlavni faktory, které ovliviiuji rychlost
nitrifikace, patfi pH, teplota, koncentrace rozpusténého kysliku, pocet nitrifikacnich baktérii a
ptitomnost latek inhibujicich nitrifikaci (Russo a Thurson, 1991).

Problémy s dusitany ve sladké vodé spocivaji v tom, ze maji uréitou afinitu k iontové
vyméné chloridovych a hydrogenuhli¢itanovych ionti. Pokud jsou dusitany pifitomny ve
vy$8ich koncentracich ve vodé, pak ryba pfijima dusitany na tkor chloridi. ZvySeni

koncentrace chloridii ve vodé tak chrani ryby pied pfijmem dusitanti a jejich toxickymi
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ucinky (Jensen, 2003). Dusitany pronikaji do krevni plazmy, dale do ¢ervenych krvinek, kde
se vazou na barvivo hemoglobin za vzniku methemoglobinu. ZvySena koncentrace
methemoglobinu v krvi se projevuje hnédym zbarvenim krve a Zaber. Methemoglobin nema
schopnost prenaset kyslik, a tim se snizuje kapacita krve pro transport kysliku (Cameron,
1971).

Koncentrace methemoglobinu, které se u ryb projevuji Uhynem, ptipadné zabrainuji
normalnimu chovani ryb, se lisi podle druhu ryb a jsou siln¢ ovlivnény okolnimi podminkami.
Nejcitliveéjsi jsou lososovité ryby, kde rozdily mezi jednotlivymi druhy jsou minimalni.
Vyrazné rozdily v citlivosti jsou mezi teplomilnymi rybami. Velmi odolny viéi dusitanim je
okounek pstruhovy, ktery tvoii vétsi mnozstvi methemoglobinu v krvi az pii velmi vysokych

koncentracich dusitanti (Palachek a Thomasso, 1984).

Material a metodika

Odchovné zatizeni firmy BioFish s.r.o. v Pravikové je zalozeno na danské technologii
recirkula¢niho zafizeni pro intenzivni chov lososovitych ryb. V systému je 12 produkénich
7labt napojenych na biofiltr o celkové kapacité vody pfiblizng 1000 m®. Systém umoZiiuje
kombinovat pfitok vody z vice zdroji (potok, vrt, rybnik) a vhodné tak upravovat zivotni
podminky chovanych ryb. Standardné je systém dotovan vodou z potoka, s celkovou
vyménou vody pfiblizné za 48 hodin.

Odchovny systém byl napustén 5.7.2009. Jiz 21.7.2009 byly nasazeny prvni ryby do
systému (11.000 ks Pd) a systém byl postupné dosazovan: 28.7.2009 (25.000 ks Pd), 5.8.2009
(25.000 ks Pd) a 20.8.2009 (20.000 ks Pd).

Hydrochemické parametry v chovném systému byly kromé denniho provozniho
meéfeni zajiStovaného obsluhou, provadény periodicky pracovniky oddéleni rybaistvi a
hydrobiologie MZLU v Brn¢. Kontinualni méfeni hydrochemickych parametrii probihalo
vterminu 11. a 12.8.2009. Zakladni fyzikalni parametry (nasyceni vody kyslikem, pH,
vodivost a teplota vody) byly stanovovany pomoci pfistroje CyberScan PCD 650 (Eutech
Instruments, USA). Dalsi uvedené chemické parametry byly stanovovany standardnimi
postupy (Horakova, 2007).

Pro potvrzeni toxického puisobeni dusitand byla 12.8.2009 od 12 ks pstruha duhového

odebrana krev do heparinizovanych injek¢nich stiikacek a stanovena hladina methemoglobinu
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Vv krvi ryb. Odbér krve a stanoveni hodnoty methemoglobinu bylo provadéno dle metodiky
(Svobodova a kol. 1986).

Vysledky

Primérné hodnoty sledovanych fyzikalné-chemickych parametri na rybi farmé
Pravikov jsou uvedeny v tabulce ¢. 1. Od pocatku srpna se zacala zvySovat koncentrace
dusitanového dusiku v odchovném systému rybi farmy Pravikov, ktera diky nizké koncentraci
chloridll ve vod¢ zacala ovlivitovat nasazenou obsadku ryb. Zvysujici se denni tthyn ryb vedl
K nutnosti tuto situaci feSit zvySenim chloridového Cisla a tim ke snizeni toxického vlivu
dusitanti. To bylo realizovano dodanim chloridu sodného do systému. Od 11.8.2009 do
21.8.2009 bylo denné do piitokové casti ke zlabiim pridavano 20 kg NaCl (celkem 220 kg),
coz zvysilo koncentraci chloridli ve vodé vice nez na dvojndsobek (viz tab. 2). ZlepSeni
fyzikalné-chemickych pomérd v odchovném systému vedla Kk zastaveni Uhynu ryb,
koncentrace dusitanii ve vod¢ se diky zapracovani biofiltru zacala snizovat, takze jiz 20.8.
2009 mohly byt do systému dosazeny dalsi ryby.

V rannich hodinach 12.8.2009 jsme odebrali krev 12 jedincim Pd ke stanoveni
hladiny methemoglobinu v krvi ryb. Primérna hodnota byla 15% a maximalni az 50%

methemoglobinu.

Tabulka 1: Fyzikalné-chemické parametry na rybi farmé Pravikov v priibéhu sledovaného

obdobi (primérné hodnoty, rozpéti hodnot).

Datum | teplota | kyslik | pH | Vod. | Ne | Pcel. | N-NH4 | N-NO; | P-PO4 | N-NO3
°C % mS.m™ [mg.I" [mg.I"| mg.l? | mg.I" | mgl" | mg.l?
13.7.09 | 19,3 92 724 | 11,2 1,7 10,060 0,06 | 0,006 | 0,008 1,7
11.8.09 | 184 88 7,29 | 10,4 53 |0,196| 0,84 | 0,362 | 0,080 3,7
12.8.09 | 18,0 90 725 | 12,0 40 |0,108| 0,53 | 0,362 | 0,080 3,7
1.9.09 15,1 89 6,77 | 11,7 6,2 |0,225 0 0,027 | 0,102 6,1
229.09 | 144 75 6,26 | 13,8 | 10,5 | 0,446 0 0,035 | 0,254 | 10,1
5.10.09 | 10,5 81 6,53 | 12,6 9,2 10,396 0 0,020 | 0,270 6,1
26.10.09| 7,2 89 7,28 | 13,0 56 [0,265| 0,04 | 0,025 | 0,198 54
TOC CHSK¢r | CHSKwn KNK Cr Ca”" SOy Fecel.
mg.I? mg.I" mgl* | mmollI? | mg.l? mg.l? | mgl* | mgl?
18,5 29,2 10,02 0,39 7,06 8,3 19 0,14
17,8-19,5 | 14,7-46,0 | 8,30-11,16 | 0,31-0,51 | 4,83-13,65 | 7,2-10,0 | 11-24 | 0,10-0,21
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Diskuze

Citlivost Kk dusitanim se velmi li§i v zavislosti na druhu ryb. Nejcitlivéj$i jsou
lososovité ryby, vyrazné rozdily v citlivosti jsou mezi teplomilnymi rybami (Kroupova a kol.
2005a, 2005b). Hlavni faktor ovliviiujici toxicitu dusitani je jednoznacné€ koncentrace
chloridii ve vodé. Hmotnostni pomér ClI" a N-NO, (chloridové ¢islo) by v ptipadé chovu
pstruha duhového mél byt nad hodnotou 17 (Svobodova a kol. 1987). V naSem piipadé se
pted piidanim NaCl toto Cislo pohybovalo pod touto hranici (v rozpéti 13-15 viz tab. 2).

Hodnota chloridového c¢isla pfi thynu ryb za pfiznaki methemoglobinémie se
pohybuje v pomérné Sirokém rozpéti. Chloridové ¢islo v ptipadé thynu sumct bylo v rozmezi
13-28, linti 11-19. V ptipadé poskozeni zdravotniho stavu tilapii bez ptiznakii otravy byl tento
pomér v rozmezi 50-150 (Svobodova a kol. 2001, 2005). Toxicitu dusitand ovliviiuji i dalsi
faktory napfi. teplota vody, obsah rozpusténého kysliku vék a velikost ryb aj. Podrobny
ptrehled o Géincich dusitanti na ryby jsou uvedeny v publikacich Kroupova a kol. (2005a,
2005b).

Tabulka 2: Zmény obsahu chloridd, dusitanového dusiku a chloridového cisla pii pridavku
soli v pribéhu 24 hodin (11-12.8.2009) na rybi farmé Pravikov

CAS CI N-NO, chloridové ¢islo | pridavek NaCl
mg/l mg/l Cl / N-NO, kg

8:45 49 0,320 15

14:45 4.8 0,366 13 4

15:45 6,3 0,379 17

16:45 7,0 0,364 19 6

17:45 11,5 0,364 32

18:45 11,0 0,363 30 5

21:00 14,0 0,360 39 5

23:00 17,6 0,399 44

3:00 15,7 0,429 37

7:00 13,1 0,406 32

10:00 12,1 0,412 29

Vysledky experimentu sledujici toxicitu dusitani u pstruha duhového ukazuji jeho
vysokou citlivost i pfi nizSich koncentracich ve vodé¢ (Jensen, 2003). Wedemeyer a Yasutake
(1978) zjistili, 7e pfi koncentraci 0,06 mg.l® N-NO; ve vods, neni u pstruha duhového
omezena rychlost riistu, ani dalsi fyziologické funkce i po dobu 6 mésicti, a to pii koncentraci
2,3 mg.l* CI. Kroupova a kol. (2008) uvadéji subchronickou koncentraci dusitant 0,3 mg.l'1

N-NO,, pii koncentraci chloridii 10 mg.1™ CI” jako bezpe&nou pro pieziti pstruha duhového.
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Avsak jiz pii koncentraci 0,003 mg.I"! N-NO; byly pozorovany zmény v koncentraci glukézy
a drasliku, rovnéZz byly pozorovany zmény zaberniho epitelu (hyperplazie, edém).

Koncentrace dusitanti, které byly dosazeny v piipad¢ naseho sledovani, se pohybovaly
mezi 0,3 az 0,4 mg.l'1 N-NO,, ale pii koncentraci chloridi kolem 5 mg.l'l. Pti této koncentraci
dusitantt ve vod¢ jiz byly u c¢asti rybi populace pozorovany zmény v chovani (apatie,
malétnost, pohyb ryb u hladiny, omezeni ptijmu krmiva) a zvysil se thyn ryb.

Hladina methemoglobinu v krvi ryb dosahovala (po 18 hod. od prvniho ptidani
chloridu sodného) primérnych hodnot kolem 15% a maximalni az 50%. Rybi krev bézné
obsahuje m¢éfitelné mnozstvi methemoglobinu 1 v nepfitomnosti  dusitand, nebot
methemoglobin vznika také samovolné, i kdyZz velmi pomalu. Publikované udaje uvadi
normalni hodnoty methemoglobinu v krvi pstruha duhového od 0,9 do 3,6% (Cameron,
1971). Ptitomnost methemoglobinu v Krvi ryb v koncentraci do 10% nemitze byt u ryb
povazovana za néco vyjimecného nebo dokonce patologického (Kroupova a kol. 2005b).

V ptipadé naSeho sledovani byla u péti jedinci Pd hodnota methemoglobinu vyssi nez
10%, coz lze jednoznacné ptisoudit vysoké koncentraci dusitanii. Kdyby nebyl do systému
pfidavan chlorid sodny, daly by se ocekavat vyS$i koncentrace methemoglobinu. Diky
zvySeni poctu chloridovych bunék jiz nebyl rybou dusitanovy iont pfijiman a enzym
reduktaza tak mohl G¢inn¢ snizit hladinu methemoglobinu v organizmu.

Na zacatku zafi jiz v biofiltru dobte fungovaly 1 nitrifikacni baktérie, coZz zptisobilo
vyrazné snizeni hodnot dusitant (viz. Tab. 1). Pfi koncentracich v fadu setin miligram na litr
nejsou dusitany pro ryby nebezpecné ani pii velmi nizkych koncentracich chloridii. V dal$im
obdobi nelze oc¢ekavat problémy s vys$simi koncentracemi dusitanového dusiku, ty by nastaly
pouze V piipad¢ havarie (likvidace mikroorganizmii v biofiltru) nebo pfi dlouhodobé odstavce
systétmu a opétovném zapracovavani biofiltru. Zabranit v tomto pifipadé ohrozeni obsadky
pstruha duhového toxickému plsobeni dusitanti 1ze dopliiovanim chloridu sodného do

systému a udrzovani tak vysSich koncentraci chlorida ve vode.
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