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APLIKACE NANOBUBLIN OZONU V AKVAKULTURE

1.1. Dezinfekce vody v akvakultuie

Celosvétové je akvakultura povazovana za zdkladni odvétvi produkce
potravin, nebot poskytuje udrzitelnou zdravou vyzivu miliardam lidi a zaroven
obzivu miliondm z nich (Short a kol., 2021). V poslednich desetiletich bylo
toto odvétvi konfrontovano s rlznymi vzajemné propojenymi problémy, které
do zna¢né miry ovlivnily rdst akvakultury. Mezi né patfi napt. environmentalni
rizika souvisejici s kvalitou a mnozstvim dostupné vody, genetickou
rozmanitosti, vyskytem a kontrolou chorob (FAO, 2018; Kowalska a kol., 2020).
K vyfeSeni vétsiny z uvedenych rizik mGze vyznamné pfispét vyuziti ucinné
dezinfekce vody. Kvalita vody totiz pfimo ovliviiuje zdravi i celkovou produkci
chovanych vodnich organismu.

Dezinfekce vody ma nejvétsi vyznam zejména v odchovech ranych stadii
ryb, tj. embryi a larev, kterd jsou nejvice vnimava vici vnéjsim podminkam
prostifedi. Rany vyvoj ryb je charakterizovan zvySenou nachylnosti vaci
stresordm a patogenim v disledku oslabené fyziologické obranyschopnosti.
Kvalita vnéjsiho prostiedi ma proto znacny vliv na vyvoj ryb. Podminky prostredi
(teplota vody, koncentrace kysliku, pH, biologické ¢i chemické znecisténi vody
atd.) ovliviiuji nejen rdst a miru preziti, ale také celkovou prosperitu ryb. Kromé
toho je ovliviiuje i vyskyt patogent (jako jsou bakterie, viry a paraziti), které
mohou dokonce branit Uspésnému odchovu ryb. Dezinfekce vody pomaha
zmirfovat uvedena rizika snizenim mnozstvi patogenl ve vodé, coz vede
ke zlepSeni kvality chovného prostredi.

V soucasnosti jsou nejbéznéjsimi zplsoby cisténi vody v akvakulture
mechanicka filtrace, biologické a chemické ¢isténi, ozafovani vody ultrafialovym
zafenim (UV) ¢&i aplikace ozénu (O,, tzv. ozonizace vody), pfipadné jejich
kombinace (Liltved, 2003; Koufil a kol., 2013).

Mikrositové mechanické filtry se pouzivaji k minimalizaci hromadéni
nerozpusténych latek a biologické filtry pak pro odstranéni amonnych iontd
a biologické zatéze v recirkula¢nich akvakulturnich systémech (RAS), nejedna
se vSak o mechanismy pro dezinfekci vody (Summerfelt a kol., 1994). Pokud se
organické latky neodstrani z vody v¢as, mohou vyvolat nezadouci deficity kysliku,
inhibovat nitrifikaci a zvySovat riziko vyskytu patogenl (Chen a kol., 1993).

Chemické oSetrfeni (napf. pfipravky na bazi chléru, jédu, peroxidu vodiku)
poskytuje vysokou dezinfek¢ni Ucinnost, ale existuje casto konflikt mezi
doporu¢enou chemickou koncentraci pro pozadavky chovanych druhd
a koncentraci potfebnou pro dosaZzeni Ucinné dezinfekce (Moreno-Andrés
a kol.,, 2020). Daldim uskalim této metody je riziko posSkozeni plastovych



¢i kovovych soucasti RAS. V nékterych odchovnych systémech lze pouzit
tzv. bypassy pro chemické oSetfeni casti recirkulované vody. Tim je
minimalizovana doba kontaktu chemikalie s chovanymi organismy a snizeno
riziko poSkozeni prospésnych mikroorganismi v systému, ale kvalita vody je
zlep&ena. U¢innost chemického o$etteni ovéem zavisi na vicero faktorech, jako
jsou pratoky, délka oSetfeni, pH, organické znecisténi a typ pouzité chemikalie.

Mikroorganismy lze také inaktivovat fyzikdlni dezinfekci vody pomoci UV
zareni. Vyhodami dezinfekce UV zafenim je absence rezidui ve vodé ve srovnani
s chemickym oSetfenim, nezavislost Gcinnosti na teploté vody a minimalni vliv
na chut, pach a chemické slozeni vody (Gullian a kol., 2012; Stejskal a kol.,
2018). Primarnimi uskalimi tohoto konven¢niho zplsobu vsak je jejich vysoka
cena (material, energie), omezena ucinnost, relativné kratka provozni Zivotnost
a potencidlni toxicita rtuti emitované UV-C lampami (Song a kol., 2016).
Intenzita UV je kalkulovana dle vykonu lampy, plochy osvitu a vysky vodniho
sloupce, kontaktniho ¢asu a zakalu vody (Stejskal a kol., 2018).

Dalsi moZnosti dezinfekce vody je sterilizace ozonem (O,), ktery je vysoce
reaktivnim oxida¢nim cinidlem, jehoZz molekula se po reakci rozpada na kyslik
(tzn.z O, na 0,). Koncentrace O, je nejcastéji vyjadfovana v mg.I" nebo pomoci
oxida¢né-reduk¢niho potencialu (ORP mV). Kromé deaktivace patogend ma
aplikace ozénu dalsi pozitivni Gcinky, jako je navySeni koncentrace kysliku,
snizeni organického zatizeni, zlepSeni celkové kvality (napf. prihlednosti) vody,
vys3i efektivita ve srovnani s chemickym oSetfenim, zlepSeni flokulace jemnych
suspendovanych latek do vétSich shlukd snadnéji odstranitelnych pomoci
mechanické filtrace, dale schopnost redukce iontd (pf. mangan, Zelezo) a latek
zpUsobujicich zemitou pachut rybiho masa (pf. geosmin a 2-methylisoborneol)
(Stejskal a kol., 2018).

Nevyhodami pouziti O, jsou ndklady na pofizeni ozonizatoru a spotfeba
elektrické energie, ale i zavislost reak¢ni rychlosti na teploté vody, koncentraci
znedisténi a chemickém slozeni vody (Stejskal a kol., 2018). Nevyhodou
byvaiji i silné korozivni ulinky O,, pro dlouhodobé aplikace je proto vhodné&jsi
pouziti materiald s vysokou odolnosti vidi oxida¢nim Gcinkdm O, (napf.
chlorovany polyvinylchlorid, silikon, nerezava ocel, teflon a dalsi; Oxidation
Technologies, Llc.,, 2023). Dalsi nevyhodou pouziti je toxicita zbytkového
0, pro ryby a Zadouci bakterie biologického filtru, ale také riziko pro lidi pfi
uniku tohoto nebezpecného plynu do ovzdusi v uzavieném prostoru (Stejskal
a kol., 2018). Pro c¢lovéka nesmi expozice O, prekrocCit 0,1 mg.m? a nejvy3si
pripustna koncentrace je 0,2 mg.m? (Nafizeni vlady ¢ 361/2007 Sb.). Clovék
je vsak schopny detekovat jiz koncentrace 0,02-0,05 mg.I" (Lekang, 2020).
V pripadé ryb je uvadéna limitni koncentrace (LC50, 96 h) <1 mg.I" (nafizeni
Evropského parlamentu a Rady ¢. 1907/2006). Jako bezpelné koncentrace O,
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pro vodni organismy jsou pak uvadény hodnoty v rozmezi 300-425 mV (Powell
a Scolding, 2016). Vyssi koncentrace O, (ORP nad 500-600 mV) pak mohou
byt toxické, nebot pfi nich dochazi ke zvySené oxidaci organickych latek véetné
kdze a zaber ryb (Lekang, 2020). Nejen pfimé vystaveni vodnich organismi
0,, ale i vyslednym oxidantdm vytvofenych v ozonizované mofské vodé€, mize
byt pro vodni organismy letalni. Oplozené rybi jikry vSak vykazuji ur¢itou miru
tolerance k rozpusténému O,, coZ jim umoZiuje tolerovat rizné koncentrace
(Gongalves a Gagnon, 2011). Ozonizovana voda se osvédcila také pro eliminaci
patogenl spojenych s krmenim Zivé potravy pfi raném odchovu ryb (Liltved,
2003).

V misté spotieby je 0zén obvykle produkovan ze vzduchu nebo stla¢eného
kysliku pomoci generator( (tzv. ozonizator(), nasledné je misen s pfitokovou
vodou pomoci sméSovacich zafizeni, protéka odchovem vodnich organisma
a poté prochazi jednotkami pro destrukci rezidui ozénu (napi. odplynéni,
katalyza UV zarenim 250-260 nm, filtry s aktivnim uhlim). V odchovech ryb
muze byt aplikovan bud kontinualné nebo v nékolika davkach (nejcastéji 3-4 h
po krmeni) dle spotfeby krmiva (obecné 10-15 g O,.kg" krmiva) (Stejskal
a kol., 2018).

Dalsi moznosti dezinfekce vody jsou kombinace vySe uvedenych osetieni
(napt. UV zafeni a ozdén, UV zafeni a chemické oSetieni), ¢imz je zvySen
dezinfek¢ni G¢inek ve srovnani s individuadlnimi oSetfenimi pfritokové i
odtékajici vody z odchovd ryb (Liltved, 2003).

S ohledem na nedostatky a rizikovost vySe uvedenych metod je zapotiebi
dale optimalizovat a vyvijet nové ucinnéjsi technologie pro dezinfekci vody.

1.2. Technologie nanobublin

V poslednich letech byly zkoumany inovativni zplsoby dezinfekce vody
v akvakulture. Jednim z moznych postup je technologie ozénovych nanobublin
(O,NB). Jedna se o aplikaci ultra-jemnych bublin, které mohou byt generovany
z rlznych plynd (napf. 0zén, vzduch, kyslik, oxid uhli¢ity, dusik, vodik) pomoci
technickych zafizeni, tzv. generator nanobublin (Obr. 1).

Nanobubliny (NB) jsou bubliny o velikosti prdméru do 200 nm (Seridou
a Kolagerakis, 2021). V ultra-¢isté vodé mohou byt NB rdznych plynd stabilni
i po dobu nékolika dn(. Ve slané vodé (1 mmol.I") byva vsak stabilita NB vyrazné
snizena (Ushikubo a kol.,, 2010; Zhou a kol., 2021). Zatimco bézné bubliny
rychle (v fadu vtefin az minut) stoupaji k povrchu kapaliny, kde prasknou, NB
postupné bobtnaji a praskaji uvnitt kapaliny (Temesgen a kol., 2017). Porovnani
velikosti a vlastnosti NB ve srovnani s mikro-, submikro- a makro- bublinami je
znazornéno na Obr. 2 a 3.



Hlavnimi vlastnostmi NB (Obr. 4) jsou vysokad stabilita, dlouhodoba
perzistence ve vodnim prostiedi, velky povrch a mira povrchové adsorpce,
vysoky vnitini tlak, zaporny elektricky naboj, vznik volnych radikald a produkce
kysliku jako findlniho produktu reakce (Meegoda a kol., 2018; Farid a kol., 2022;
Linh a kol., 2022). Diky nizsimu vztlaku NB nemaji tendence rychle stoupat
a brzy prasknout v kapalném prostredi. Dale vysoky pomér specifického
povrchu NB vi¢i objemu a vysoky vnitfni tlak usnadniuji proces prenosu
plynu v kapaliné, ¢imz zrychluji miru potencidlnich chemickych reakci a s tim
souvisejici efektivitu dezinfekce (Gurung a kol., 2016; Linh a kol., 2022).

Obr. 1. Generdtor nanobublin aQua+ 075, AquaPro Solutions Pte. Ltd., Singapur
(AquaPro Solutions, 2023).

Nanobubliny  Mikrobubliny  Ultra-/jemné Hrubé
bubliny bubliny

<200 nm 200-100,000 nm 100,000-3,000,000 nm  3,000,000nm
500x primeér nanobublin 10 000x prumer nanobublin

Obr. 2. Velikostni rozmezi makro-, mikro-, submikro- a nano- bublin (Ference, 2020).

-10 -
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€ Rozsah priméru bublin: 10 mer ak 1 nm >

Obr. 3. viastnosti makro-, mikro-, submikro- a nano- bublin (Seridou a Kolagerakis,
2021).

Diky jedine¢nym fyzikalné-chemickym vlastnostem mohou byt NB riiznych
plynG Gspésné aplikovany v mnoha odvétvich, napf. k ¢isténi odpadnich
vod, zlepsSeni rlstu rostlin a cisténi membran, v Iékarstvi, potravinarském,
automobilovém a stavebnim pramyslu (Seki a kol., 2017; Seridou a Kolagerakis,
2021; Zhou a kol., 2021).

Siroké spektrum moznosti efektivniho vyuZiti NB plynd (O, a O,)
v akvakulture je znazornéno na Obr. 5. Aplikace NB mGze byt vhodna napfiklad
pro snizovani koncentrace dusiku a fosforu ve vodnim prostfedi, coz muze
vést ke snizeni rGstu nezadoucich fas ve vodé, ¢imz pomaha k zachovani
kvality vody a prevenci eutrofizace (Atkinson a kol., 2019; Pal a kol., 2022).
Dale bylo zjisténo, Ze vyuzitim NB bylo zvySeno mnozstvi prospésnych bakterii
a minimalizovany nezadouci kaly v odchovech ryb a krevet (Foundas a kol,,
2022; Xu a kol., 2022). Antimikrobialni vlastnosti NB byly vyuzity i pro eliminaci
anaerobnich a patogennich mikroorganismu, coz vedlo ke snizeni nepfijemnych
pachd béhem odchovu (Agarwal a kol., 2011). Kromé toho se pouziti NB aerace
osvédcilo v rybni¢ni akvakulture, kdy bylo pozorovano nejen zlep3eni kvality
vody, ale i vodnich ekosystému diky zvySenému vyskytu larev vodniho hmyzu,
ktery je ¢astou potravou rdznych druhd ryb (Xu a kol., 2022). Tyto poznatky
vyzdvihuji potencidl NB pro udrzitelné hospodareni s vodou.

-117 -



Vlastnosti pemmmn Chovani

Hydrofobni o ‘0\ Neutralni vztlak
f \

Nabity povreh ¢ ) Q Stabilni a dlouhodobé

Vysoky vnitini tlak ': NANOBUBLINA ‘, Oxidaéni

Tvrdy povrch "‘;\ 9; Elektrochemicky aktivni

Vysoka uéinnost prenosu plynu“‘\ S ,°’, Snizuje povrchové napéti

e >

Obr. 4. Fyzikdlné-chemické viastnosti a chovdni nanobublin (van Beijnen a Yan, 2021).

Aplikace O,NB se nabizi napf. pro eliminaci odolnych mikro-polutantd
ve vodnim prostredi, oxidaci léciv v pitné vodé a sanaci antibiotik v odpadnich
vodach diky jejich silné oxida¢ni schopnosti. Molekularni O, by mohl tyto
znedistujici latky nejen pfimo oxidovat, ale také pusobit jako prekurzor
k vytvoreni reaktivniho hydroxylového radikalu (eOH) (Fan a kol., 2021).
O,NB se zdaji byt také velmi Gcinné pfi redukci Sirokého spektra patogen(
otestovalo Ucinek O,NB na sladkovodni i mofské druhy ryb (Jhunkeaw a kol.,
2021) a krevety (Imaizumi a kol., 2018) proti jejich potenciadlnim patogenim,
jako je napi. Streptococcus agalactiae, Aeromonas veronii (Jhunkeaw
a kol., 2021; Linh a kol., 2021), Aeromonas hydrophila (Dien a kol., 2021)
a Vibrio parahaemolyticus (Nghia a kol., 2021).

V posledni dobé se technologie O,NB zacala testovat také u ryb a jejich
chovného prostredi. Schopnost integrace mikro- a nano- bublin s ozonizaci
vyvolala znacnou pozornost, coz vedlo k rostoucimu objemu vyzkumu
testujiciho dopad této technologie napfi¢ riznymi inZzenyrskymi a biologickymi
obory, aplikacemi ¢isténi odpadnich vod a zejména v akvakulture (Seridou
a Kalogerakis, 2021). Bylo totiz zjisténo (in vitro), ze jiz pétiminutova aplikace
O,NB (ORP 830-926 mV) vede k eliminaci vice nez 99 % bakterii pfitomnych
v bakteriemi infikované kohoutkové vodé (Dien a kol., 2022).

-12 -
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Zvyseni aktivity prospésnych aerobnich
mikroorganismi u dna, které pomahaji

Redukce anaercbnich
a patogennich
mikroorganismi, které
produkuji kyseliny
a nezadouci pachy

redukovat mnozstvi kall

Snizeni koncentrace fosforu

# - a dusiku ve vodé prostfednictvim
f' nANOBUBLINY G e -
pfemény Zivin a omezeni rlstu

Zkréaceni doby osetfeni vody,
nezadoucich fas

pfitomnost plynu v celém | +---+
objemu kapaliny, zvyseni
produkce — vétsi zisk

|| - (0ZON; KYSLIK)

————————— 2Zvyseni populace prospésnych larev
a dospélctl vodniho hmyzu, ktery
slouzi jako potrava ryb
Zlepseni zdravotniho stavu
a rychlosti ristu ryb

Obr. 5. Siroké spektrum moznosti pro efektivni pouZiti technologie nanobublin
v akvakulture. Schéma E. Sivaramasamy.

2. CILE

Cilem predlozené technologie bylo otestovani vlivu nanobublin ozénu
(O,NB) na mikrobiologické sloZeni chovné vody jejich pfimou aplikaci
do rybnicni (pfirozené organicky znecisténé) vody béhem raného odchovu
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) v komeréni rybi lihni. DalSim cilem
bylo ovérit, zda s pouzitim této technologie mohou byt vyuzity i neoptimalni
zdroje vody pro produkci lososovitych ryb (s ohledem na omezené mnozstvi
vhodnych vodnich zdrojd a v poslednich letech snizujici se stavy pratoka
podzemnich i povrchovych vod). Technologie zahrnuje vysledky testovani
produkce a koncentrace O,NB pomoci sestavy tfech generatord (tj. kysliku,
ozénu a nanobublin), dale zahrnuje vysledky efektivnosti aplikace O,NB
na snizeni mikrobiologické zatéze vody a efekty dvou metod oSetfeni béhem
raného odchovu (s odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincd, ¢i
nikoliv) v kombinaci s riznymi koncentracemi O,NB (rozsah ORP 192-610 mV)
na pstruha duhového.

-13-



3. MISTA OVEROVANI TECHNOLOGIE

Ovérovani technologie bylo realizovano na dvou pracovistich. Testovani
produkce akoncentrace O,NB bylo uskutecnéno v experimentalnich prostorech
Ustavu akvakultury a ochrany vod (dale UAOV) v Ceskych Bud&jovicich (Obr. 6),
zatimco experimenty souvisejici s ranym odchovem pstruha duhového byly
realizovany na rybi lihni v Mydlovarech (Obr. 7), ktera je zasobena rybni¢nim
zdrojem vody z Mydlovarského rybnika.

Obr. 6. Testovdni produkce a koncentrace O,NB bylo uskutecnéno v experimentdinich

prostorech Ustavu akvakultury a ochrany vod v Ceskych Budé&jovicich (vlevo nahore
je generdtor nanobublin, vpravo dole koncentrdtor kysliku a generdtor ozénu) (Foto
M. Dvordkovd Prokesova).

-14 -
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Obr. 7. Experimentdini systém pro testovdni efektu ¢tyt koncentraci O,NB na odchov

ranych stddii na Rybi lihni Mydlovary s rybni¢nim (tzn. pfirozené organicky znecisténym)
zdrojem vody (Foto M. Dvordkovd Prokesova).

4. POPIS TECHNOLOGIE A VYSLEDKY

4.1. Experiment 1 - produkce nanobublin

4.1.1. Technologicky postup

Byla testovana produkce O,NB ve vodeé pomoci sestavy tfech generator(:

1) koncentrator kysliku s produkci 2-10 I.min™ pfi koncentraci 90 + 3 %
(OX-10A, Oxytek Medical Technology Co. Ltd., Cina),

2) generator ozénu produkujici 10g 0,.h"" ze suchého vzduchu (Annihilator
0T10, Ozontech, s.r.o., Ceska republika),

3) generator nanobublin produkujici NB o priméru do 200 nm pfi maximalni
prutokové kapacité 1 000 I.h™' (aQua+ 075, AquaPro Solutions Pte. Ltd.,
Singapur).

Sestava tfech pfistroji byla zkuSsebné zprovoznéna v akvarijni mistnosti
UAOV v Ceskych Budé&jovicich. P¥istroje byly propojeny v pofadi - koncentrator
kysliku, generator ozénu a generdtor NB. Prvni pfistroj zkoncentroval kyslik,
ktery byl generatorem ozonu pfetvofen na ozon (0,), z néhoZ generator
nanobublin vytvofil O,NB obohacenou vodu do zasobni nadrze (Obr. 8).
Sestava zafizeni byla zapojena do ¢asovaci zasuvky tak, aby spinala produkci

-15 -



O,NB kazdych 30 min.h" po dobu celého experimentu. S ohledem na moZné
riziko uniku toxického O, do vzduchu byla méfena jeho koncentrace pomoci
pfenosného detektoru se zvukovym alarmem s rozsahem meéfeni 0-10 ppm
a presnosti 0,01 ppm (Weihai JXCT Electronic Technology Co., Ltd., Cina).
Bé&hem experiment( nebyla nadlimitni koncentrace O, ve vzduchu detekovana,
koncentrace byla vzdy v bezpe¢ném rozmezi pro obsluhu.

Koncentrator Generator
kysliku ozonu

= Generator nanobublin

Kyslik
E—
g g
Voda s O;NB o ()
| g
| s g.
=)
A <
N
o .
13
c

@ @
Odchovna akvaria Nadrz s O;NB Nadrz s
rybniéni vodou

@

Obr. 8. schéma zapojeni sestavy zafizeni pro zkusebni produkci O,NB (upraveno
schéma od Dien a kol., 2021).

Prdmér a velikostni zastoupeni NB ve vodé bylo zméreno NTA analyzou
(angl. Nanoparticle Tracking Analysis) pomoci pfistroje NanoSight NS300
(Malvern Instruments Ltd., UK). Dale bylo michdnim O,NB obohacené vody
(0, 50, 75 a 100ml) s cistou vodou (100, 50, 25 a 0 ml) dosazeno rliznych
koncentraci O,NB (O,, mg.I') a poctd bublin (¢astic.ml) ve 100 ml vzorcich
vody. Koncentrace ozénu ve vzorcich vody (objem 10 ml) byla méfena pomoci
spektrofotometru s LCK310 kyvetovymi testy (DR 2800, Hach Lange, USA),
zatimco pocet ¢astic byl stanoven pomoci NTA analyzy.

Po zdarném zprovoznéni a ovéfeni produkce O,NB byla sestava pfistrojd
vCetné experimentalnich akvarii a ostatnich inkubac¢nich pom(cek prevezena
ainstalovana v prostorech Rybi lihné Mydlovary (viz experimenty 2 a 3).
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4.1.2. Vysledky

Pomoci NTA analyzy (Obr. 9) bylo prokazano, Ze O,NB obohacend voda
(produkovana vySe uvedenou sestavou generator(l) obsahuje mnohem vyssi
koncentrace nanocdastic (8,8x vice) vyrazné mensiho priméru (témér 2x)
v porovnani s Cistou kohoutkovou vodou.

Kohoutkovd voda obsahovala nanodastice o pramérné velikosti
260,3 * 23,6 nm. Koncentrace nanocastic obsazenych ve vzorcich byla
1,7€% + 2.1e% ¢asticml’. Celkem 90 % zmérenych castic mélo primér
411,2 £ 75,1 nm, 50 % ¢astic mélo velikost 241,3 £ 13,9 nm a jen 10% mélo
velikost 112,4 £ 11,2 nm.

Zatimco maximalné O,NB obohacena voda (tj. 1,68 mg O..I') obsahovala
vice (1,5e% + 4.6e% castic.ml?) mensich nanocastic o primérné velikosti
136,2 = 0,8 nm. Celkem 90 % zmérenych nanoc¢astic mélo pridmérnou velikost
241,9 £ 10,6 nm, 50 % mélo 111,7 = 3,1 nm a pouze 10% uvedenych ¢astic
mélo primér 74,7 £ 2,2 nm.

Koncentrace a velikostni zastoupeni nanocastic ve vzorcich kohoutkové
vody vs. maximalné O,NB saturované vody zobrazuje Obr. 10 A-B.

Obr. 9. Koncentrace a velikosti nanocdstic ve vzorcich vody byly zméfeny NTA analyzou

pomoci pristroje NanoSight NS300 (Malvern Instruments Ltd., UK) (Foto M. Dvordkovd
Prokesovd).
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Obr. 10. velikost (nm) a koncentrace ¢dstic (bublin v ml) vody v ¢isté kohoutkové
vodé (A) a maximdiné saturované O ,NB vodé (B, plvodem z generdtoru nanobublin
aQua+ 075) mérend pomoci NTA analyzy (NanoSight NS300, Malvern Instruments Ltd.,

UK).
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Dale bylo zjisténo, Ze vzorky s rliznymi koncentracemi O,NB obohacené
vody (0, 50, 75 a 100 %) vykazovaly odlisné koncentrace ozénu (O,, mg.l")
a pocty bublin (¢astic.ml") ve vzorcich. Primérny pocet bublin ve vzorcich se
exponencialné zvySoval (od 2,0e” do 1,4e%) se zvysuijici se koncentraci O,NB
(0-100 %, viz Obr. 11). Koncentrace O, v téchto vzorcich vzristala linearné
(0od 0,0 do 1,7 mg.ml") se zvysuijici se koncentraci O,NB ve vzorcich (0-100 %,
viz Obr. 12).
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y = 2E+07e0021%
1,40E+08 R?=0,9882
>
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S  1,20E+08
E
> 1,00£+08
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% 8006407
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Koncentrace O;NB (%)

Obr. 11. Pocet bublin (¢dstic.ml’) ve vzorcich vody s riznymi O,NB koncentracemi
(0, 50, 75 a 100 %) vyprodukovanych generdtorem nanobublin (aQua+ 075) mérené
pomoci NTA analyzy (NanoSight NS300).
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Obr. 12. Koncentrace ozénu (mg.ml") ve vzorcich vody s riiznymi O ,NB koncentracemi
(0, 50, 75 a 100 %) vyprodukovanych generdtorem nanobublin (aQua+ 075) mérené
LCK310 kyvetovymi testy (DR 2800, Hach Lange, USA).

4.2. Experiment 2 - rybni¢ni voda po oSetifeni nanobublinami 0zénu

4.2.1. Technologicky postup

Pro zhodnoceni dezinfekénich ucinkG O,NB na kvalitu odchovné vody byly
pouzity mikrobiologické analyzy. Na rybi lihni v Mydlovarech byly nabrany
vzorky rybni¢ni O,NB saturované vody (kazdy o objemu 50ml ve tfech
opakovanich) o koncentraci 0, 25, 50, 75 a 100 % a byly nabrany také vzorky
vody ze zasobnich Zlabd (tj. rybni¢ni a O,NB saturovana voda, ktera slouzila
pro potfeby experimentu 3). Poté byly tyto vzorky zamrazeny pii -80 °C.
Pfed mikrobiologickymi analyzami byly vzorky vody rozmrazeny. DNA byla
extrahovana dle modifikovaného protokolu Godona a kol. (1997). Nasledovala
purifikace izolované DNA pomoci komer¢niho kitu (NucleoSpin gDNA Clean-
up kit, Macherey-Nagel, Némecko). Byla provedena sekvena¢ni amplifikace
16S rRNA genomu (V3-V4 useku) pomoci koncovych primerd dle metodiky
Klindworthové a kol. (2013). Vysledny soubor fragmentd DNA byl podroben
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sekvenaci na pfistroji MiSeq (Illumina, USA) s rezimem c¢teni 250 bp z obou
koncl. Vysledna ¢teni byla zpracovana programem FastQC pro kontrolu
a trimovani kvality usek(. Vysledky byly dale zpracovany pomoci softwaru
QIIME 2 (Bolyen a kol., 2019).

Statistické zhodnoceni dezinfekZnich acinkd rGznych O,NB koncentraci
bylo realizovano v prostredi R-studia (v. 4.0.3, Rstudio, Inc.). Jednotlivé vzorky
vody byly povazovany za nezavisla opakovani. Hladina vyznamnosti P < 0,05
byla povazovana za signifikantni. KdyZz data splhovala podminku normality
(Shapiro-Wilkav test) a homogenity (Cochrandv test), byla k ur¢eni prikaznych
rozdild mezi skupinami pouzita ANOVA. Pokud vsak jedna z téchto podminek
nebyla splnéna, nasledoval neparametricky Kruskal-Wallisv test. Pro
zhodnoceni rozdild mezi testovanymi skupinami po predeslé ANOVA analyze
byl pouzit Tukeylv HSD test, zatimco po Kruskal-Wallisové testu bylo pouzito
mnohonasobné porovnani primérného poradi vsech skupin.

4.2.2. Vysledky

Mikrobiologické analyzy ukazaly, Ze diverzita mikroorganismd ve vodé,
ktera byla hodnocena prostrednictvim mikrobiologickych ukazateld ACE (angl.
Abundance-based Coverage Estimator), OTU (angl. Operational Taxonomic
Unit), Shannondv a Simpsondv index, negativhé korelovala (P < 0,05) se
zvysujici se koncentraci O,NB ve vodé (0-100 %) (viz Obr. 13). Alfa-diversita
mikroorganisma (tj. druhova diverzita mikroorganismu uvnitf vzorku) ve vodé
oSetfené raznymi koncentracemi O,NB se statisticky nelisila (P > 0,05) mezi
skupinami (viz Obr. 14), ac¢koliv byl pozorovan snizujici se trend se zvysujici se
koncentraci O,NB ve vodé.

Diverzita mikroorganismd (hodnocena na drovni kmend, celedi a rodd)
pfitomnych ve vzorcich vody se c¢aste¢né lisila mezi testovanymi skupinami
v zavislosti na O,NB saturaci (0-100 %). Diverzita mikroorganismu se ve viech
koncentracich (0-100 %) shodovala v celkem Sesti kmenech (Obr. 15 A),
18 celedich (Obr. 15 B) a 22 rodech (Obr. 15 C).
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Obr. 13. Korelace diverzity mikroorganismdi (hodnoceno pomoci mikrobiologickych
indext - ACE?, OTU® Shannondvc a Simpsontvd) ve vzorcich rybnicni vody osetrené
riznymi koncentracemi O ;NB: 0 % (~192 mV), 25% (~277 mV), 50% (~392 mV), 75 %
(7670 mV) a 100 % (tj. maximdiné O ;NB saturovand voda, ~917 mV).

9ACE (angl. Abundance-based Coverage Estimator) index vyjadruje vysi druhové diverzity
ve vzorku (&m vyssi diverzita, tim vyssi je hodnota indexu).

bOTU (angl. Operational Taxonomic Unit) je pocet identifikovanych taxont ve vzorku
(dle pritomnosti specifickych sekvenci DNA pro dany taxon).

<Shanonndv index diverzity hodnoti entropii a druhovou bohatost vzorku (¢im vétsi je
diverzita, tim vyssi je hodnota indexu).

4Simpsondv index diverzity (dosahuje hodnot 0-1) vyjadiuje pravdépodobnost, s niz
dvé ndhodné vybrané bakterie patii ke stejnému taxonu (nulovd diverzita = 1, vysokd
diverzita = 0).
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Obr. 14. Alfa-diverzita mikroorganismdi ve vodé (hodnoceno pomoci mikrobiologickych
indext - ACE, OTU, Shannondv a Simpson(v) ve vzorcich rybniéni vody osetrené riznymi
koncentracemi O ,;NB-0 % (7192 mV), 25% (277 mV), 50% (~392 mV), 75 % (~610 mV)
a také ve vzorcich vody ze zdsobnich Zlabd (tj. rybnicni a maximdlné O ,NB saturovand

voda).
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Obr. 15. Venndv diagram diverzity mikroorganismt na drovni kmendi (A), Eeledi (B)
a rodd (C) ve vzorcich rybnic¢ni vody osetfené riiznymi koncentracemi O.NB - 0 % (ORP
~192 mV), 25% (ORP ~277 mV), 50% (ORP ~392 mV), 75 % (ORP ~610 mV) a také
ve vzorcich vody ze zdsobnich Zlabi (tj. rybni¢ni a maximdiné O ;NB saturovand voda).
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4.3. Experiment 3 - Efekt nanobublin 0zénu na rany odchov pstruha
duhového

4.3.1. Technologicky postup

Inkubacni systém a monitoring odchovu

Na Rybi lihni v Mydlovarech (Mydlovary, Ceska republika) byl nasledné
realizovan experiment testujici dva odliSné zpasoby odchovu (N - bez
odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincl a S - s pravidelnym
odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincl) a zaroven cCtyfi rizné
O,NB koncentrace ve vodé (kontrolni, nizka, stfedni a vysoka koncentrace O,NB,
znalene Cisly 1-4). Dle pouzité O,NB koncentrace a zplGsobu odchovu bylo
vytvoreno celkem 8 skupin, které byly oznac¢eny kombinaci ¢isla (1-4) a pismene
(N, nebo S):

TN - kontrolni skupina bez O,NB o3etfeni (ORP 192 + 40 mV), bez

odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

1S -kontrolni skupina bez O,NB oSetfeni (ORP 192+ 40 mV), s pravidelnym

odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

2N - skupina s nizkou O,NB koncentraci (ORP 277 + 104 mV), bez

odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

2S -skupina s nizkou O,NB koncentraci (ORP 277 £ 104 mV), s pravidelnym

odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

3N - skupina se stfedni O,NB koncentraci (ORP 392 + 134 mV),

bez odstrarovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

3S - skupina se stfedni O,NB koncentraci (ORP 392 + 134 mV),

s pravidelnym odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

4N - skupina s vysokou O,NB koncentraci (ORP 610 % 122 mV),

bez odstrariovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincg;

4S - skupina s vysokou O,NB koncentraci (ORP 610 % 122 mV),

s pravidelnym odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincd.

VSechny uvedené skupiny byly testovany ve ¢tyfech opakovanich (aparaty
pro lihnuti A-D) na rany vyvoj pstruha duhového od oplozeni jiker do kompletni
resorpce zloutkového vacku, tj. béhem embryonalni a larvalni periody Zivota
ryb (Kamler, 2002).

Pro ucely experimentu byl sestaven prdto¢ny inkubacni systém vyuzivajici
tfipatrovy kovovy stojan se Sesti plastovymi inkubacnimi Zlaby (kazdy
o objemu 200 I), umisténych po dvou ve trfech patrech nad sebou (viz Obr. 16).
Dva Zlaby horniho patra byly pouZity pro vytvofeni zasobni rybnicni (0% O,NB
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koncentrace) a maximalné O,NB obohacené vody (100% O,NB koncentrace)
(viz Obr. 17). Nasledné byla voda z téchto zasobnich nadrzi gravita¢né vedena
plastovym potrubim smérem ke zlabm druhého patra, kde bylo umisténo
celkem 32 aparatt pro lihnuti (plexisklova akvaria) s perforovanymivlozkami, kde
probihala inkubace jiker a odchov ranych stadii pstruha duhového. Do kazdého
z akvarii byla privedena voda z obou zasobnich nadrzi pomoci plastového
potrubi a hadi¢ek s moznosti regulace pfitoku (< 500 ml.min™) pro docileni
riznych O,NB koncentraci michanim zasobni vody (tj. rybni¢ni a O;NB max.
saturované vody). Z odchovnych akvarii a Zlabl pak voda gravita¢né stékala
do zlabl spodniho patra, odkud odtékala pry¢ z inkuba¢niho systému.

Obr. 16. Kovovy stojan s Sesti plastovymi Zlaby umisténymi ve tfech patrech (horni

patro - Zlaby se zdsobni vodou, uprostred - Zlaby s inkubacnimi akvdrii, spodni patro -
odtokové Zlaby) (Foto M. Dvordkovd Prokesovd).
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Obr. 17. Ziaby se zdsobni rybni¢ni (vpravo) a maximdiné O,NB saturovanou vodou

(vlevo) (Foto M. Dvordkovd Prokesovad).

Nasledoval vytér generacnich ryb pstruha duhového (dvé samice a dva
samci), jejichz gamety (jikry a spermie) byly oddélené vytfeny do suchych
plastovych nadob na recirkula¢ni rybi farmé (Vladimir Sefl, Busanovice, Ceska
republika). Béhem dvou hodin od vytéru byly gamety prepraveny v polystyré-
novych boxech (spermie na ledu) na Rybi lihert Mydlovary s rybni¢nim zdrojem
vody, kde byl jiz instalovan experimentalni inkubacni systém.

Na zacatku experimentu byly jikry (n = 4 000 o pridmérné hmotnosti
78,3 £ 7,6 mg a velikosti 5,7 = 0,5 mm) oplozeny pomoci suché metody (tzn.
gamety byly nejprve smichany v jedné mise a nasledné aktivovany vodou
z inkubac¢niho systému). Poté byly jikry promyty od zbylého mli¢i a nasazeny
do celkem 32 inkubacnich aparatd. Celkem bylo nasazeno vzdy 100 jiker
do aparatt znacenych A-C (100 jiker/akvarium, 2 jikry/cm?), které slouzily pro
pozorovani miry preziti a lihnuti (Obr. 18 A-C). Zatimco 200 jiker bylo vzdy
nasazeno do aparatd oznacenych pismenem D (200 jiker/akvarium, 1jikra/cm?),
odkud byli vzorkovani jedinci pro stanoveni morfometrickych parametra
a monitorovani vyvoje ryb od oplozeni do UpIné resorpce Zloutkového vacku.
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Obr. 18. A-oplozend jikra pstruha duhového, B - 10 jiker pstruha duhového na méritku
a C - inkubacni akvdria po nasazeni oplozenych jiker (tj. zahdjeni experimentu) (Foto M.
Dvordkovd ProkeSovd).

Béhem experimentu byl pravidelné monitorovan priibéh odchovu a vyvoje
ryb, vcetné mortality jedincd v jednotlivych aparatech. Teplota vody byla
mérena v hodinovych intervalech pomoci dataloggert Minikin (Environmental
Measuring Systems s.r. 0., Ceska republika). Vzhledem k tomu, Ze rybni¢ni zdroj
vody je znacné ovliviiovan pocasim, teplota vody vystoupala z pocatecnich
4,2 na 15,5 °C béhem realizace experimentu v bifeznu - kvétnu 2022. Primérna
teplota vody byla 7,9 + 2,6 °C. Dalsi odchovné podminky, jako jsou hodnota
pH, koncentrace kysliku (%) a koncentrace O,NB (ORP, mV), byly 2-3x tydné
monitorovany pomoci pfenosného multimetru HQ40d (Hach Lange GmbH,
Némecko) v inkubacnich aparatech i zasobnich nadrzich s rybni¢ni a O,NB
nasycenou vodou. Primérna hodnota pH byla 7,5 £ 2,6, efekt O,NB na hodnotu
pH nebyl zpozorovéan. Koncentrace O,NB méla vliv na max. koncentraci kysliku
ve vodé v jednotlivych skupinach (1-4), kterd byla v prdméru 144,5 + 46,0 %
(TINaS-919+3,1%; 2N a2S-1454+39,0 %; 3N a3S-163,3+34,9 %; 4N
a4S -192,2 £ 18,4 %) v dobé sepnuti funkce celé sestavy generator(. Dale
byly 1x tydné odstrariovany sedimenty ze dna zasobnich zlabd a inkubacnich
akvarii. Zaroveni byly cistény pritokové hadicky, kohouty a odtokova sita
inkubacnich aparatd.
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Béhem experimentu byly ryby krmeny suchym startérovym krmivem znacky
INICIO Plus G s velikosti pelet 0,6 mm (BioMar SAS, Francie) dvakrat denné
(9:00 a 14:00) obsluhou od okamziku, kdy ryby ve vSech skupinach zacaly
aktivné vyhledavat potravu (14 dni po vylihnuti). Denni krmna davka byla
predkladana rybam ad libitum.

Odbér vzorki a analyzy

Béhem experimentu byla efektivita pouzitych zplsobl odchovu (N a S)
v kombinaci se ¢tyfmi O,NB koncentracemi (1-4) posuzovana jako Uspé&sny
rany vyvoj a odchov pstruha duhového béhem embryonalni a larvalni periody
Zivota.

Nejprve bylo 20 neoplozenych jiker zvazeno (mg) ve tfech opakovanich (tj.
celkem 60 ks) pomoci kapesnich vah s presnosti 0,1 g (Korona 79444 Anja,
Koronaelectric GmbH, Némecko) pro stanoveni primérné hmotnosti jedné
jikry. Tyto jikry byly dale vyfotografovany na milimetrovém méfitku pomoci
digitdlniho USB mikroskopu Flex 66144 (Reflecta GmbH, Némecko) pro
nasledné méreni a urceni primérné velikosti jiker (mm) s pouzitim softwaru
pro analyzu obrazu (Imagej, NIH, USA). Tyto jikry nebyly dale pouzity pro
potieby experimentu.

Béhem pravidelnych kontrol experimentu (3x tydné) byly v pripadé prvniho
zpusobu odchovu (N) neoplozené jikry a uhynuli jedinci ponechani nadale
v experimentu, zatimco u druhého zplsobu odchovu (S) byli odstranéni
ze vSech aparatd pomoci plastovych pinzet (Obr. 19). Zaroven byl spocitan
a zaznamenan pocet Zivych jedinch (embryi a larev) a vylihnutych larev
v kazdém z 32 inkubacnich aparatd (Obr. 20). Ze zaznam0 byla pozdéji
spocitana pramérna mira lihnuti a preziti jedincd:

Mira preziti (%) = pocet prezivsich jedinct x 100 / pocet nasazenych jedincl
Mira lihnuti (%) = pocet vylihnutych jedinc x 100 / pocet nasazenych jiker

Béhem experimentu (1x tydné od vylihnuti do Uplné resorpce Zloutkového
vacku) byly ryby (n = 20 ryb/skupinu, pokud byly v dané skupiné pritomny)
nahodné vzorkovany z akvarii zna¢enych pismenem D, byly ihned anestezovany
(eugenol 30 plI" vody) a vyfotografovany na milimetrovém méritku pomoci
digitalniho USB mikroskopu (Obr. 21). Celkova délka téla ryb (mm) byla
zmérena z fotografii pomoci softwaru Image) pro analyzu obrazu, stejné jako
parametry Zloutkového vacku (Sitka a vySka, mm). Nasledné byla stanovena
prdmérna celkova délka téla a byl spocitan primérny objem Zloutkového vacku
ryb (mm?3) dle vzorce:
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(w/6) x sitka Zloutkového vacku x vyska zloutkového vacku? (Blaxter and
Hempel, 1963).

Statistické vyhodnoceni efektd dvou odliSnych zpisobd odchovu (N a S)
a zaroven Ctyf riznych O,NB koncentraci ve vodé (1-4 bylo realizovano pomoci
softwaru Statistica 12.0 (StatSoft CR s.ro., Ceska republika). V ptipadé
miry lihnuti a preziti byly jednotlivé aparaty (A-C) povazovany za nezavisla
opakovani. V pripadé zhodnoceni morfometrickych parametr ryb (celkova
délka téla a objem Zloutkového vacku) byly vyfotografovani jedinci (vzorkovani
z aparatl D) povazovani za nezavisla opakovani. Kdyz data splfiovala podminku
normality (Shapiro-Wilkav test) a homogenity (Cochranlv test), byla k ureni
prikaznych rozdild mezi skupinami pouzita jednocestna ANOVA. Pokud v3ak
jedna z téchto podminek nebyla splnéna, nasledoval neparametricky Kruskal-
Wallistv test. Pro zhodnoceni rozdild mezi testovanymi skupinami po predesl|é
ANOVA analyze byl pouzit Tukeytv HSD test, zatimco po Kruskal-Wallisové testu
bylo pouzito mnohondsobné porovnani. Ke statistickému zhodnoceni efektd
dvou proménnych (zplsoby odchovu a O,NB koncentrace) a jejich pfipadné
interakce navyse uvedené parametry byla pouzita dvoucestnd ANOVA. Ve viech
testech byla hladina vyznamnosti P < 0,05 povaZzovana za signifikantni. Ziskana
data jsou nize prezentovana jako pramér * SD.

Obr. 19. A - vyjimdni bilych jiker pstruha duhového plastovou pinzetou z inkubacnich
apardtd do misky, B - inkubacni akvdrium s jikrami pstruha duhového béhem zpiisobu
odchovu bez odstrariovdni a C - inkubaéni akvdrium béhem zplsobu odchovu
s odstrariovdnim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct (Foto M. Dvordkovad Prokesovd).
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Obr. 20. A - pstruh duhovy v inkuba¢nim apardtu béhem zplisobu odchovu bez
odstrariovdni neoplozenych jiker a uhynulych jedinct ~14 dni po vylihnuti a B - pocitani
prezivsich jedinct (vyfocenim na bilém tdcu a ndslednym spocitdnim z fotografie) (Foto
M. Dvordkovad ProkeSovd).

r

Obr. 21. A - pstruh duhovy tésné po vylihnuti (tj. nejvétsi objem Zloutkového vdcku),
B - pstruh duhovy 7 dni po vylihnuti (tj. mens$i objem Zloutkového vacku), C - pstruh
duhovy 14 dni po vylihnuti (tj. vice neZ polovina Zloutkového vdcku je vstiebdna)
a D - pstruh duhovy 21 dni po vylihnuti (zcela vstiebany Zloutkovy vdcek) (Foto M.
Dvordkovd ProkeSovd).

4.3.2. Vysledky

Mira lihnuti

Ve vétsiné z testovanych skupin (1N, 2N, 3N, 3S a 4S) zacalo lihnuti pstruha
duhového po 47 dnech od oplozeni (Obr. 22). Statistické rozdily (P < 0,05)
mezi skupinami byly pozorovany po 50 az 63 dnech. Souhrnné vzato, mira
lihnuti byla vyznamné ovlivnéna (P < 0,05) jak obéma metodami odchovu
(N - bez odstranovani a S - s odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedinch), tak i ctyfmi O,NB koncentracemi (nulova/kontrolni aZ wvysoka
O,NB koncentrace). ZpGsob odchovu s odstrafiovanim neoplozenych jiker
a uhynulych jedincl (S) zlepSil miru lihnuti (pfiblizné o 1/3) ryb v porovnani
se zpusobem bez odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincd (N).
Zarovef mira lihnuti byla vy3si (pfiblizné 3x) v O,NB skupinach s nizkou aZ
stfedni koncentraci O,NB ve srovnani s vysokou O,NB koncentraci. Celkové se
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mira lihnuti vyznamné lisila (P < 0,05) iv ¢ase, kdy doslo k navySeni miry lihnuti
z 5 na 54 % mezi 50-56 dny po oplozeni. Dale byl potvrzen interak¢ni efekt
(P < 0,05) zpGsobu odchovu (N a S) a O,NB oSetfeni na miru lihnuti.

Koncem lihnuti (pfi 63 dni po oplozeni) byla nejvy$si mira lihnuti (okolo
80 %) pozorovana ve skupindch s odstraflovanim neoplozenych jiker
a uhynulych jedincd (S) pfi nulové az stfedni O,NB koncentraci (tj. skupiny 1S,
2S a 3S), nizsi mira lihnuti byla pak ve skupinach bez odstrariovani neoplozenych
jiker a uhynulych jedinct (S) pfi nulové a nizké O,NB koncentraci (1-2N, mira
lihnuti 67-75 %), mira lihnuti < 40 % byla ve skupiné s odstranovanim (S)
pfi vysoké koncentraci O,NB (tj. skupina 4S) a skupiné bez odstrafiovani pfi
stfedné vysoké koncentraci O,NB (tj. skupina 3N), zatimco nejnizsi mira lihnuti
(< 5 %) byla zaznamenana ve skupiné bez odstrafiovani (N) pfi vysoké O,NB
koncentraci (tzn. skupina 4N).
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Obr. 22. Mira lihnuti pstruha duhového (% nasazenych jiker, primér + SD) v zdvislosti
na dvou metoddch oSetreni (N - bez odstrariovdni a S - s odstrariovdnim neoplozenych
jiker a uhynulych jedincd) a ¢tyfech O,NB koncentracich ve vodé (1 - kontrolni/nulovd,
2 - nizkd, 3 - stiedni a 4 - vysokd) béhem 47-63 dni po oplozeni. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze (jednocestnd ANOVA s ndslednym Tukey HSD testem) pro uréeni
vyznamnych rozdild mezi skupinami v jednotlivé dny odchovu (uvaZovdny zvlast). Pokud
byla hladina vyznamnosti < 0,05, byly statistické rozdily mezi skupinami vyznaceny
pomoci hornich indexd (%) nad sloupci v grafu.
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Mira preziti

Mira preziti pstruha duhového byla vyznamné (P < 0,05) ovlivhéna obé&ma
metodami odchovu (N - bez odstrariovani a S - s odstrafiovanim neoplozenych
jiker a uhynulych jedincd) vcetné Ctyf koncentraci O,NB ve vodé nulova/
kontrolni aZ vysoka O;NB koncentrace) (Obr. 23). Souhrnné vzato, S-metoda
zlepsila preziti priblizné o 1/3 v porovnani s N-o3etfenim. Zaroveri mira
preZiti byla az 3x navySena v O;NB skupinach s nulovou a nizkou koncentraci
O,NB a 2x ve skupiné se stfedni koncentraci O;NB v porovnani s vysokou
O,NB koncentraci. Vysoké koncentrace (610 mV) pusobily na ryby vesmés
negativné a Casto dochdzelo k pfichyceni vétsiho mnoZstvi O;NB k embryim,
ktera byla nadnasena k hladiné témér po celou dobu inkubace. Mira preziti
se signifikantné liSila (P < 0,05) i v ¢ase, kdy poklesla z 85 na 60 % mezi 33—
50 dny po oplozeni a pozdéji az na 42-33 % mezi 65-70 dny po oplozeni.
Dale byl potvrzen interak¢ni efekt (P < 0,05) chovnych metod (N a S) a O,NB
osetfeni na miru preziti ryb.

Koncem experimentu (pfi 70 dnech po oplozeni) byla signifikantné
nejvyssi mira preziti (okolo 60 %) pozorovana ve skupinach s odstrariovanim
neoplozenych jiker a uhynulych jedinca (S) pfi nulové a nizké koncentraci O,NB
(tj. skupiny TN/S a 2S), nizsi mira preziti ryb (okolo 40 %) pak byla ve skupiné
bez odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct pfi nizké koncentraci
O,NB a ve skupiné s odstraftovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincd pfi
stfedni koncentraci O,NB (tj. skupiny 2N a 3S), nizsi mira pfeziti (okolo 10 %)
byla ve skupiné bez odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincl pfi
byla ve skupinach s nejvyssi koncentraci O,NB bez ohledu na zplsob odchovu
(tj. skupiny 4N a 4S).
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Obr. 23. Mira preziti pstruha duhového (% nasazenych jiker, pramér + SD) v zdvislosti
na dvou metoddch osetieni (N - bez odstrariovdni a S - s odstrariovdnim neoplozenych
jiker a uhynulych jedinci) a ctyfech O ,NB koncentracich ve vodé (1 - kontrolni/nulovd,
2 -nizkd, 3 - stfedni a 4 - vysokd) béhem 33-70 dni po oplozeni. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze (jednocestnd ANOVA s ndslednym Tukey HSD testem) pro urceni
vyznamnych rozdilt mezi skupinami v jednotlivé dny odchovu (uvaZovdny zvldast). Pokud
byla hladina vyznamnosti < 0,05, byly statistické rozdily mezi skupinami vyznaceny
pomoci hornich indexd () nad sloupci v grafu.

Zhodnoceni rastu

Béhem této studie byla celkova délka téla pstruha duhového prikazné
ovlivnéna (P < 0,05) jak obéma metodami odchovu (N - bez odstrariovani
a S - s odstraflovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincd), tak i ¢tyrmi
O,NB koncentracemi (nulova/kontrolni az vysoka O,NB koncentrace)
(Obr. 24). Souhrnné vzato, S-metoda méla pozitivni efekt na celkovou délku
téla ryb v porovnani s N-oSetfenim. Zaroven nejdelsi celkova délka téla byla
zaznamendna v nizké koncentraci O,NB (tj. skupina 2), zatimco nejkratsi
celkova délka téla byla ve skupinach se stfedni a vysokou koncentraci O,NB
(tj. skupiny 3 a 4), pficemz nulova koncentrace O,NB (tj. skupina 1) se nelisila
od ostatnich testovanych skupin. Celkova délka téla se lisila (P < 0,05) také
v Case, kdy vzrostla ze 17,4 na 21,6 mm mezi 56-63 dny po oplozeni a pozdéji
az na 25,0 mm pfi 70 dnech po oplozeni. Dale byl potvrzen i interak¢ni efekt
(P < 0,05) chovnych metod (N a S) a O,NB oSetfeni na celkovou délku téla.

Koncem experimentt (pfi 70 dnech po oplozeni) byla nejdelsi celkova délka
téla nadale ve skupiné s odstrariovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincd
pfi nizké O,NB koncentraci (tj. skupina 2S), nejkratsi pak byla ve skupiné bez
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odstrafiovani (N) pfi stfedni O,NB koncentraci (tj. skupina 3N), zatimco dalsi
skupiny (tzn. oba zplsoby odchovu pfi nulové a stfedni O,NB koncentraci
a zpusob odchovu bez odstranovani (N) pfi nizké koncentraci; tj. skupiny 1N
a 1S, 3N a 3S, 2N) se nelisily od ostatnich skupin.
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Obr. 24. celkovd délka téla pstruha duhového (mm, pramér + SD) v zdvislosti
na dvou metoddch oSetreni (N - bez odstrariovdni a S - s odstrariovdnim neoplozenych
jiker a uhynulych jedinci) a ctyfech O,NB koncentracich ve vodé (1 - kontrolni/nulovd,
2 -nizkad, 3 - stredni a 4 - vysokd) behem 56-70 dni po oplozeni. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze (jednocestnd ANOVA s ndslednym Tukey HSD testem) pro urceni
vyznamnych rozdilii mezi skupinami v jednotlivé dny odchovu (uvaZovdny zvldst). Pokud
byla hladina vyznamnosti < 0,05, byly statistické rozdily mezi skupinami vyznaceny
pomoci hornich indexd (%) nad sloupci v grafu.

Resorpce Zloutkového vacku

Objem Zloutkového vacku pstruha duhového byl signifikantné ovlivnén
(P < 0,05) obéma odchovnymi metodami (N, S), zatimco rGzné koncentrace
O,NB ve vodé nemély vliv (P < 0,05) na objem Zloutkového vacku ryb (Obr. 25).
Souhrnné vzato, ryby odchované pomoci S-metody mély o trochu vétsi objem
Zloutkového vacku ve srovnani s N-metodou. Co se tyka O,NB oSetfeni, tak
nejvétsi objem Zloutkového vacku byl ve skupiné s nulovou O,NB koncentraci
(tj. skupina 1), nejmensi ve skupiné s nizkou O,NB koncentraci (tj. skupina 2),
zatimco zbyvajici skupiny se stfedni a vysokou O,NB koncentraci (tj. skupiny
3 a4) se nelisily od ostatnich testovanych skupin. Objem Zloutkového vacku se
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signifikantné lisil (P < 0,05) také v ¢ase, kdy vyznamny pokles z 86,6 na 53,5 mm?
byl zaznamendn mezi 56-63 dny po oplozeni, pozdéji az na 18,0 mm? pfi
70dnech pooplozeni, zatimco pfi 77 dnech po oplozeni byl Zloutkovy vacek zcela
resorbovan. Déle nebyl potvrzen interakéni efekt (P > 0,05) chovnych metod
(bez a s odstranovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) a testovanych
O,NB o3etfeni (nizka aZ vysoka koncentrace) na objem Zloutkového vacku ryb.

Po vylihnuti (56 dni po oplozeni) byl objem Zloutkového véacku ryb
nejvétsi a negativné koreloval se zvysujici se O,NB koncentraci. Pozdéji,
pfi 63 dnech po oplozeni, byl nejvétsi ve skupiné s odstrafiovanim (N) pfi
nulové O,NB koncentraci (tj. skupina 1S) ve srovnani s ostatnimi testovanymi
skupinami (1N, 2-3N a S a 4S; kromé skupiny 4N, kde uhynuly vSechny ryby
ve vzorkovacim aparatu). Koncem experimenttd (pfi 70 dnech po oplozeni) se
objem Zloutkového vacku ryb nelisil (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami.
A pozdéji (pfi 77 dnech po oplozeni) byl objem Zloutkového vacku jiz zcela
resorbovan.
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Obr. 25. Objem Zloutkového vdcku pstruha duhového (mm?, primér + SD) v zdvislosti
na dvou metoddch oSetreni (N - bez odstrariovdni a S - s odstrariovdnim neoplozenych
jiker a uhynulych jedincd) a ¢tyfech O,NB koncentracich ve vodé (1 - kontrolni/nulovd,
2 - nizkd, 3 - stredni a 4 - vysokd) béhem 56-77 dni po oplozeni. Vysledky byly podrobeny
statistické analyze (jednocestnd ANOVA s ndslednym Tukey HSD testem) pro urleni
vyznamnych rozdild mezi skupinami v jednotlivé dny odchovu (uvazovdny zvlast). Pokud
byla hladina vyznamnosti < 0,05, byly statistické rozdily mezi skupinami vyznaceny
pomoci hornich indexd (°*) nad sloupci v grafu.
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5. EKONOMICKY PRINOS TECHNOLOGIE

Popsana technologie praktické aplikace nanobublin ozénu (O,NB) ma
potencial zlepsit celkovou efektivitu produkce ryb, a to zejména v odchovech
s ne zcela optimalnim zdrojem vody (napf. organicky znecisténym (i
s nedostatkovym pratokem, kdy je nutné jeji opakované pouziti) a u druhd
s vy33imi pozadavky na kvalitu vody (napf. ¢eled lososoviti).

V porovnani s bézné pouzivanymi metodami dezinfekce vody (pt. ozonizace,
UV a chemické oSetfeni vody) pfinasi recentni technologie O,NB vicero vyhod.
Unikatni fyzikalné-chemické vlastnosti O,NB (< 200 nm) totiZ poskytuji kromé
zlepsené kvality vody, zdravotniho stavu (tim také produkce ryb) i dalsi
ekonomické prinosy. Usetfenych provoznich nakladl maze byt dale dosazeno
i diky efektivné&jSimu vyuZiti O, v podobé& velkého mnoZstvi NB (koncentrace
10° az 10”.ml"), prodlouZené Zivotnosti O, ve vodnim prostfedi a navyseni
koncentrace O, ve vodé (jako vedlejsiho produktu rozkladu O,).

Spotfeba elektrické energie generatory O, (tzv. ozonizatory) pouZivanymi
pfi chovu ryb zavisi na nékolika parametrech - kapacité generatoru, pouzité
technologii, provoznim méfitku atd. Vykon generatord O, pro aplikace
v akvakulture se muze pohybovat od desitek do stovek watt(. PoZzadavky
na napéti se obvykle shoduji se standardnim elektrickym napajecim napétim
(110-230 voltd). Néklady na pouziti generatoru O, jsou urCeny mnoZstvim
spotfebované energie, které lze vypocitat vynasobenim spotieby energie
v kilowatthodinach (kWh) mistnimi naklady na elektfinu za kWh.

Generatory O, produkuji pfiblizné 5-10 ppm (objem vody <5 m3.h"),
zatimco ozonizatory 0,1-1 ppm (objem vody <8 m3.h™") a v pfipadé generace
NBje to 0,1-1 ppm plynu (objem vody <8 m3.h"). Naklady na provoz generatort
0, se pohybuji okolo 0,5-1,0 K¢.h' (0,2-0,4 kWh), zatimco u generator( o,
kolem 1,2-2,5 K¢.h' (0,48-1,0 kWh) a generatord NB okolo 2,4-5,0 K¢.h™
(0,96-2,0 kWh) pfi produkci plynu v koncentraci ~0,1 ppm. BéZna ozonizace
vyuzivajici dva generatory (O, a 0,) tedy stoji v priméru kolem 1,7-3,5 K&.h"
a produkce O,NB pomoci tfech generdtortd (0, O, a NB) pak pfiblizné
4,1-8,5 K¢.h'. Ve srovnani s provozné levnéjsim dezinfekénim osetrfenim
pomoci UV zéreni (1,2-3,8 K¢.h' dle velikosti vybojek), pfi jehoz pouZziti je vsak
nutné uvazit, Ze UV vybojky je potfeba po ¢ase ménit a Ze je nutné okysli¢ovat
vodu na rozdil od ozonizace a O,NB (jejichZ vedlejsim produktem je O,).

S ohledem na potfebu tfech generatord (O, O, a NB generatory) jsou
naklady pro produkci O,NB vy3si v porovnani s bé&Znou ozonizaci (kde jsou
potfeba pouze dva generatory (O, a O,), nicméng jiz nizké davky O,NB (jak
ukdzala i tato studie) byly v nami testovanych podminkach dostate¢né. Navic
0, aplikovany formou NB ma potencidl vyssi perzistence plynu ve vodnim
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prostfedi ve srovnani s klasickou aplikaci O,. Pro dosaZeni stejné ucinné
koncentrace tedy staci i kratsi doba provozu sestavy generatord. Diky tomu by
meélo byt dosazeno nizsich ekonomickych nakladid. Ackoliv pocatecni financni
investice pro pofizeni tfi generator( je samoziejmé nezbytna pro produkovani
O,NB (v pfipadé€ ozonizace jsou potfeba jen dva generatory).

Ddle je nutné vzit v potaz, Ze technologie O,NB je pomérné novou
metodou dezinfekce vody, a to zejména v akvakulture, a proto je nutné dale
v praxi ovérovat nejen jeji ucinky, ale i ekonomickou navratnost pfi rtznych
podminkach odchovu (fyzikalné-chemické parametry vody, rlizné odchovné
systémy apod.).

6. UPLATNENI TECHNOLOGIE V PRAXI

Tato technologie shrnuje praktické zkusenosti a vysledky studii zamérenych
na produkci O,NB pomoci sestavy tfech generatord, dezinfekini Gcinky
nanobublin 0zénu (O,NB) s ohledem na kvalitu chovné vody a ovéfeni aplikace
O,NB pfi odchovu ranych stadii pstruha duhového v prostorech rybi lihné
s rybni¢nim zdrojem vody.

Bylo zjisténo, Ze jiz nizké koncentrace O,NB (277-392 mV), zejména
v kombinaci s odstrariovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincd, mohou
pozitivné ovlivnit miru preziti a lihnuti, stejné jako morfometrické parametry
ranych stadii pstruha duhového. Zatimco vysoké koncentrace (*610 mV)
plsobily naryby vesmés negativné, kdy mnohdy dochazelo k pfichyceni vétsiho
mnoZstvi O,NB k embryim po celou dobu inkubace. Déle byla zaznamenana
vy$3i mortalita, niz8i mira lihnuti a pomalejsi rlst ryb v téchto skupinach
(bez ohledu na zpUlsob cisténi inkubacnich aparata).

Dalsim z pfinost vyuziti této technologie bylo sniZeni diverzity mikrobidlniho
znecisténi vody, které je velmi vyznamné zejména pfi odchovu ranych stadii ryb
(tj. stadii nejcitlivéjsich vici vnéjsim faktoriim) a dale v odchovnych zafizenich
s pfirozené organicky znecisténym zdrojem vody (napf. fi¢ni a rybni¢ni voda),
jako tomu bylo v pripadé Rybi lihné Mydlovary.

Je vS8ak nutné podotknout, Ze se jednd o novou technologii v akvakulture,
jejiz efekty je potifeba prozkoumat z rliznych uhld pohledu, po¢inaje druhovym
a vékovym spektrem ryb, pres fyzikalné-chemické vlastnosti vody, po razné
odchovné systémy (napf. pratoc¢né systémy, recirkula¢ni akvakulturni systémy,
akvaponie a rybni¢ni akvakultura) vcetné jejich technickych komponenta
(biologické filtry, kofenové Cistirny apod.).
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