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EFEKTIVITA NANOBUBLIN OZONU PROTI PADLI
TYKVOVITYCH V AKVAPONICKYCH SYSTEMECH

1. Uvod do problematiky

1.1. Princip akvaponie

Akvakultura, fizeny chov ryb, mékkyst a vodnich rostlin, je jiz nékolik
dekad stabilné oznacovana jako nejrychleji rostouci sektor produkce potravin
(FAO, 2022). Akvakultura poskytuje dieteticky vyvazenou vyZzivu miliarddm
lidi a zaroven obzZivu milionim z nich (Short a kol., 20217). V minulych letech
doslo k vyznamnému milniku, kdy produkce akvakultury prekonala produkci
lovného rybarstvi, které jiz nékolik dekad stagnuje. To dokazuje, Ze produkce
ryb, mékkysd a vodnich rostlin odlovem je na efektivnim maximu a dalsi rist
konzumace mofrskych plodd, ktery bude odrazet narlst populace, bude muset
pochazet vyhradné z akvakultury (FAO, 2022). Tak optimisticky vyhled viak
neplati pro sektor akvakultury v EU, ktery stagnuje (FAO, 2022), nebot bylo
toto odvétvi konfrontovano rlznymi vzajemné propojenymi problémy, které
do znac¢né miry ovlivnily jeho rdst, a to navzdory opakovanym politickym
iniciativam k nastartovani produkce akvakultury v EU (Nielsen a kol., 2016).
Rlst evropské akvakultury brzdi nedostatek vhodnych lokalit, omezena
dostupnost vody (Badiola a kol., 2012) a v neposledni rfadé také pfisna
environmentalni regulace a byrokracie (Nielsen a kol., 2016). Z téchto divodd
byly v poslednich desetiletich implementovany intenzivni a efektivni koncepty
zajistujici environmentalni, ekonomickou a socialni udrzitelnost, jako jsou napf.
recirkulacni akvakulturni systémy (RAS; Martins a kol., 2010), multitrofické
systémy (Nederlof a kol., 2022) a dalsi inovativni potravinové systémy, které
maji za cil implementovat evropské strategie. Napf. zlepsit Ucinnost zdrojl
a minimalizovat ekologickou stopu prostfednictvim pfistupu zaloZeného
na cirkularnim hospodarstvi (Colombo a Turchini, 2021).

Typickym prikladem takové cirkularni produkce potravin je akvaponie
(Goddek a kol., 2019), ktera kombinuje intenzivni akvakulturu (prevazné chov
ryb v RAS; Baganz et al., 2022) a hydroponickou produkci rostlin (tedy produkci
bez vyuziti pldy jako substratu), kde odpad z chovu ryb slouzi jako zdroj Zivin
pro rostliny (Lunda a kol., 2019), a soucasné rostliny odcerpavaji ziviny, a tak
¢isti odpadni vodu od ryb, kterd mize byt znovu vyuzita. Tim dochazi ke snizeni
produkce znecisténi ve srovnani s konvenc¢nimi farmami vyuzivajicimi linearniho
pfistupu (Goddek a kol., 2019). Integralnim komponentem akvaponickych
systému jsou mikroorganismy, které transformuji latky vzniklé pfi metabolismu
ryb na ziviny dostupné pro rostliny. Kromé zpfistupnéni zivin slouzi mikrobialni
oziveni také jako rastovy promotor, kdy nékteré rostliny v akvaponickych
systémech vykazuji rychlejsi rlist ve srovnani s rostlinami v hydroponii (Delaide
a kol., 2016; Monsees a kol., 2019). Posledni experimenty také naznacuji, ze



mikrobialni oziveni ma pozitivni vliv na zvladani abiotickych stresl u rostlin
zpusobenych napf. vysokymi teplotami v 1été (nepublikovana data). Mikrobialni
oziveni je tedy integralni soucasti akvaponie, bez néhoz by tento produk¢ni
ekosystém nemohl fungovat. Zaroven je toto oziveni velice nachylné at uz
na nahlé zmény kvality vody, tak na pfitomnost polutantd, jakymi mohou
byt napfiklad pesticidy aplikované na ochranu rostlin pred skddci a patogeny
zpusobujicimi onemocnéni rostlin.

Napadeni rostlin Skldci a vyskyt chorob na polich, ve sklenicich nebo
v hydroponii jsou téméf nevyhnutelné. Ve sklenicich lze optimalizovat
podminky pro rlst rostlin, zarovent diky témto stabilnim mikroklimatickym
podminkam poskytovanym rostlinam jsou zajistény i vhodné podminky pro
Skadce a plvodce onemocnéni rostlin.

Zavleceni 3kldce nebo plvodce onemocnéni rostlin do akvaponického
systému tak mlze vést k rapidnimu rozsahlému poskozeni a zamofteni plodin.
Pri jakémkoliv o3etfeni rostlin je velice dllezité zvazit, ktery pfipravek lze
pouzit, aby nedoslo k naruSeni spole¢enstva mikroorganismd akvaponického
systému a naslednému kolapsu (Folorunso a kol., 2021). Ochrana rostlin proti
Skdadclm a plvodclm onemocnéni rostlin v akvaponii tedy vyzaduje specifické
pfistupy, které vychazeji z konceptu integrované ochrany rostlin.

1.2. Management skidct a chorob v akvaponii

Integrovana ochrana rostlin (IOR) je kombinaci environmentalnég,
toxikologicky, hygienicky a ekonomicky udrzitelnych zemédélskych postup,
které zabranuji posSkozeni rostlin Skodlivymi <¢initeli predeviim pomoci
pfirozenych metod omezujicich rdst populace skiadcl a rozvoj chorob (Van
Lenteren a Nicot, 2020). IOR zahrnuje rzné metody ochrany pro regulaci
Skadch a pavodctd onemocnéni rostlin, jejichz cilem je snizit populaci Skadct
pod prah ekonomické Skodlivosti. Pro regulaci Skodlivych Ciniteld zahrnuji
metody ochrany rostlin agrotechnické, biologické, mechanické a fyzikalni,
genetické a chemické pfistupy, které by mély byt pouzity jako posledni
moznost. Dllezitym krokem v ochrané rostlin je monitoring 3kodlivych
¢initeld a na jeho zakladé jsou vybirany a kombinovany metody ochrany. Pfi
monitoringu je dGlezité nejen urcit Skddce, ktery se v systému vyskytuje,
ale zaroven i jeho cetnost a zaznamenat jaka vyvojova stadia se konkrétné
v porostu vyskytuji, a to zejména ve sklenicich, protoze na zakladé tohoto
zjisténi je volen vhodny druh parazitoida nebo predatora k regulaci Skldce.
V ramci IOR je potieba vyvijet nové alternativnich metody a postupy, sledovat
a vyhodnocovat interakce mezi pouzitymi metodami a zaroven se fidit novymi
poznatky v oboru (Van Lenteren a Nicot, 2020).
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Pro spravné nastaveni IOR v akvaponii je nutné znat design systému. Existuji
dva zakladni typy akvaponickych systému. V jednosmyckovych akvaponickych
systémech je voda recirkulovana mezi akvakulturni a hydroponickou jednotou.
Na druhou stranu, ve dvou a vicesmyckovych systémech jsou akvakulturni
a hydroponické jednotky oddéleny jednocestnym ventilem a voda s Zivinami
je davkovana do hydroponické jednotky dle potieb rostlin. Veskera odpadni
voda od ryb je pak pfi spravném nastaveni systému vyuzita rostlinami, popf.
Ize vodu znovu vyuzit v akvakulturni jednotce pomoci rGznych technologii,
jako napf. kondenzace (Kloas a kol.,, 2015), popft. destilace nebo reverzni
osmoéza (Goddek a Keesman, 2018). Dvousmyckovy design ma nékolik
vyhod véetné zvySeni intenzity produkce systému tim, Ze umoznuje udrzovat
optimalni podminky zvlast pro ryby, mikroorganismy a rostliny (Kloas a kol.,
2015) a moznosti aplikovat pesticidy, které by v jednosmyc¢kovém systému
mohly narusit spole¢enstvo mikroorganisma (v pfipadé, Ze voda nejde zpét
k rybam). Stale je vSak nutné dbat zvySené opatrnosti napf. z dlvodu kfizové
kontaminace, nespravného pouziti pesticidu aj. Schématické znazornéni jedno
a dvousmyckového systému je zndzornéno na Obr. 1.

Iz‘\ 1. Odchovné nadrze (ryby)
A 2. Mechanicky filtr

3. Biofiltr

4. Systém pro rostliny
5. Ventil

6. Nadrz pro pfipravu
zivného roztoku

()

Obr. 1. Schématické zndzornéni jedno (a) a dvousmyckového (b) akvaponického
systému (Monsees a kol., 2017).

Folorunso a kol. (2021) ve své meta-analyze potvrdili, Ze preventivni
opatreni, spravné hygienické postupy, fyzické bariéry a podminky prostredi
(napf. manipulace s teplotou, popf. Uprava relativni vzdusné vlhkosti) nemaji
zadny negativni vliv na akvaponické systémy. Na druhou stranu, chemické



metody ochrany rostlin jsou velmi komplikované pro oba typy systémdu.
Insekticidy a herbicidy jsou v akvaponii plné nahraditelné, a to vhodné
zvolenou formou a nacasovanim aplikace biologické kontroly sklenikovych
skddcd, tedy pfirozenych predator( a parazitoidd. Na druhou stranu, fungicidy
a nematocidy maji stale své uplatnéni v akvaponii kvili nizkym drovnim
ucinnosti alternativnich metod IOR.

Nejcastéjsi choroba vyskytujici se ve sklenicich je padli. Padli je celosvétové
rozsitena choroba rostlin, kterou zplsobuje Sirokd 3kala specifickych
patogenl napadajicich okrasné kvétiny, kulturni plodiny a rdizné druhy zelenin.
Kazdoro¢né padli zplsobuje velké ekonomické ztraty na polich a zejména
pak ve sklenicich. Rychla infestace padlim v produk¢nich sklenicich je obecné
zpusobena vhodnymi klimatickymi podminkami (teplota, vlhkost) a vysokou
hustotou rostlin (Yang a kol., 2023). V reakci na casté propuknuti choroby
se kazdoro¢né pouzivda zna¢né mnozstvi fungicidd ke zmirnéni tohoto
onemocnéni, coz pfispiva k rozvoji rezistence patogent vic¢i pouzitym u¢innym
latkam. Kromé toho ma pouzivani nejen fungicid(, ale i obecné pesticidd
Skodlivé ucinky na zivotni prostredi a jejich rezidua v plodinach nebo v zeleniné
jsou pro ¢lovéka Skodliva (Folorunso a kol., 2022).

V ramci hledani vhodné biologické kontroly proti padli tykvovitych (Podos-
phaera xanthii) prokazali Folorunso a kol. (2022) signifikantni sniZzeni infesta-
ce timto patogenem po oSetfeni listd okurky seté entomopatogennimi a my-
koparazitickymi houbami. VSechny tfi pouzité druhy hub, a to Lecanicillium
attenuatum, Paecilomyces fumosoroseusa Gliocladium virens G¢inné regulo-
valy padli. Nahodny ulet nebo stékani suspenze kment hub do akvaponického
systému béhem aplikace na list by nemélo predstavovat vyznamny problém,
protoze prezivani hub v akvaponické vodé nebylo prokazano (Folorunso a kol.,
2022). V dalsi studii Folorunso a kol. (2024) zkoumali rizika spojena s pou-
Zivanim biologické kontroly a pfirodnich a syntetickych fungicidd v akvaponii
a prokazali, Ze pfi listové aplikaci hiebi¢kového oleje (eugenol), lecitinu a te-
bukonazolu v doporucenych davkach byly tyto latky detekovany v akvaponic-
ké vodé v koncentracich 0,3%, 2,3%, resp. 0,3-0,8% z puvodni aplikované
koncentrace. Tebukonazol ani hiebi¢kovy olej nevykazovaly vyznamné nega-
tivni Ucinky na procesy nitrifikace béhem 96hodinové expozi¢ni doby, zatim-
co lecitin zvysil hladinu amoniaku a dusitan (Folorunso a kol., 2024). Co se
tyce vlivu na ryby samotné, tak skupina exponovana tebukonazolu vykazovala
vyznamny vliv na antioxida¢ni, hematologické (hematokrit, hemoglobin, cer-
vené krvinky, MCH) a biochemické (celkovy protein, albumin, globulin) para-
metry. Hiebi¢kovy olej nevykazoval zadné vyznamné Gcinky na zdravotni stav
ryb, coz naznacuje jeho bezproblémové vyuziti ve vSech akvaponickych systé-
mech. Vzhledem k Gcinkdim lecitinu a tebukonazolu na biofiltr a ryby by mélo
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byt vyuziti omezeno pouze na dvousmyckové akvaponické systémy. Ochrana
rostlin proti houbovym onemocnénim v akvaponii je tedy stale aktudlni téma
a je nutné hledat dalsi Ucinné prostredky. Jednou z moznosti miZze byt pouZiti
ozonu.

1.3. Ozon a technologie nanobublin

Ozon (O,) je znama oxidacni latka, kterd vykazuje vyznamny potencial pro
dezinfekci prostredi a inaktivaci mikrob. Bézné se pouziva k dezinfekci pitné
vody a prdmyslovych odpadnich vod (Fujiwara a Fujii, 2002). Jeho u¢innost je
v8ak Sirsi a je ucinny v potlaceni Sirokého spektra mikrobd, at uz je aplikovan
v plynném nebo vodném stavu (He a kol., 2015). Ozon muize byt tedy vyuzit
jako alternativa k chemické ochrané péstovanych plodin. Diky své omezené
perzistenci nezanechavda zbytky na osetfenych plodinach, zejména na listech.
Kromé toho neexistuji Zzadné zpravy o rezistenci patogent vici ozénu (Fujiwara
a Fujii, 2002; Guzel-Seydim a kol., 2004). V poslednich letech se proto objevily
cetné studie o pouZiti ozonu pro kontrolu rostlinnych patogend. Fujiwara
a Fujii (2002) ve 14dennim experimentu zkoumali G¢innost roztoku s ozonem
aplikovaného postfikem na listy okurek infikovanych padlim. Autofi zjistili, Ze
aplikace ozonizované vody (ozonu rozpusténého ve vodé) béhem experimentu
nezpusobila zadné fyziologické zmény na listech nebo plodech. Ve studii in
vitro Guo a kol. (2019) oSetfili kultury fytopatogenni bakterie Ralstonia
solanacearum a fytopatogenni houby cerf lilkové (Alternaria solani) rdznymi
koncentracemi ozonu rozpusténého v roztoku. Autofi uvedli, Ze oSetieni
ozonizovanym roztokem o koncentraci 0,8 mg.I" vedlo k Uplné inaktivaci
bakterie R. solanacearum. Postupny narist koncentrace ozonu v roztoku
inhiboval radiadlni rdst mycelia A. solani. Pfi koncentraci 7,5 mg.I" doslo
k 67% inhibici rastu mycelia ve srovnani s kontrolni variantou. V dalsi studii
provedené na hydroponickych substratech Graham a kol. (2011) opakované
aplikovali roztoky s riznymi koncentracemi ozonu (0, 2, 4, 6 mg.I"") na substrat
mineralni viny hydroponicky péstovanych rostlin raj¢at a okurek inokulovanych
patogenem Pythium aphanidermatum. Autofi zaznamenali vyznamné snizeni
vyskytu onemocnéni u rostlin, zatimco produktivita rostlin a vyzivova kvalita
plodt zlstaly nezménény. Z vyplyvajicich vysledkl je zfejmé, Ze ozon mUze byt
efektivnim prostfedkem v boji proti padli. Je vSak nutné zminit také nevyhody
pouziti ozonu.

Nevyhodami pouziti ozonu jsou: silné korozivni uc¢inky na mékké plasty
(tésnéni, membrany atd.) a kovové soudasti (vyjma kvalitnich nerez materialt),
naklady na pofizeni ozonizatoru a spotfeba elektrické energie, dale i riziko pro
lidi pfi uniku tohoto nebezpecného plynu do ovzdusi v uzavieném prostoru
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(Stejskal a kol., 2018) a jeho nizka rozpustnost a Spatna stabilita (He a kol.,
2015; Thanh Dien a kol.,, 2021). Rozpustény ozon muze napfiklad rychle
difundovat z vody do okolniho vzduchu bud béhem aplikace nebo i pred
samotnou aplikaci. Kromé toho muze byt G¢innost ozonu ovlivhéna také
faktory okolniho prostfedi, jako je relativni vzdusna vlhkost a teplota (Ono
a kol., 2014). Je také znamo, Ze ozon ma fytotoxické vlastnosti, a proto jeho
pfimé pouziti vyzaduje opatrnost, aby nedoslo k poskozeni rostlin (Graham
a kol., 2009). Je tedy nezbytné optimalizovat ozonizovanou vodu zlepSenim
jeji stability na listech a rozpustnosti pro dosazeni lepSich vysledkd v ochrané
rostlin.

Nedavné studie ukdazaly, Zze G¢innost ozonu lze optimalizovat pomoci
nanobublin (NB). NB jsou bubliny o priiméru mensim nez 1 pym s neutralnim
vztlakem, ktery jim umoznuje dlouhou dobu setrvani ve vodé (Obr. 2). Zatimco
bézné bubliny rychle (v fadu vtefin az minut) stoupaji k povrchu kapaliny, NB
rtznych plynd jsou stabilni i po dobu nékolika hodin az dni. Vysoky pomér
specifického povrchu NB vi¢i objemu a vysoky vnitini tlak usnadnuji proces
pfenosu plynu v kapaliné, ¢imz zrychluji miru potencialnich chemickych reakci
a s tim souvisejici efektivitu dezinfekce (Gurung a kol., 2016; Linh a kol.,
2022). Difuze plynu z NB do kapaliny je tak mnohem efektivné&jsi a zaroven je
prodlouzen reaké¢ni ¢as (Temesgen a kol., 2017). To naznacuje lepsi manipulaci
s roztokem, zajisténi stability béhem postfiku a moznosti prodlouzeného
Ucinku proti rostlinnym patogentm. Dalsi atributy NB zahrnuji vysoky pomér
plochy povrchu k objemu, podstatny negativni zeta potencidl a schopnost
generovat radikaly (Takahashi a kol., 2021; Jia a kol., 2023). Dle studie Fan
a kol. (2021) vykazuji kyslikové a ozonové NB 1,5- a 4,5krat vyssi ucinnost
pfenosu plynu nez makrobubliny. Podobny vysledek byl ziskan ve studii Kim
a kol. (2021), kde autofi uvedli, ze polo¢as rozpadu NB ozonu byl 23krat delsi
nez polocas rozpadu ozonovych makrobublin. Zaroven bylo také zjisténo in
vitro, Ze jiz pétiminutova expozice bakterii v roztoku NB ozonu vede k eliminaci
vice nez 99 % téchto bakterii (Dien a kol., 2022).

-12 -
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Obr. 2. Viastnosti makro-, mikro- a nanobublin (upraveno dle Seridou a Kolagerakis,
2027).

Tyto specifikace a vlastnosti jim umoziuji Gcastnit se rlznych fyzikalnich,
chemickych a biologickych procest, a NB riznych plynt tak mohou byt tspésné
aplikovany v mnoha odvétvich, napf. k ¢isténi odpadnich vod, ke zlepSeni
rastu rostlin, ¢isténi membran, v Iékarstvi, potravinarském, automobilovém
a stavebnim pramyslu (Seki a kol., 2017; Seridou a Kolagerakis, 2021; Zhou
a kol., 2021). Diky silné oxida¢ni schopnosti NB ozonu Ize tuto technologii
vyuzit napf. pro sanaci antibiotik v odpadnich vodach, eliminaci odolnych
mikropolutant( ve vodnim prostredi a oxidaci lé¢iv v pitné vodé, tzv. pokrocilé
oxidac¢ni procesy (z angl. advanced oxidation processes - AOP) (Fan a kol.,
20217). NB ozonu se zdaji byt také velmi ucinné pfi redukci Sirokého spektra
patogent vcetné téch rostlinnych (Obr. 3). Recentni studie v oboru rostlinné
fytopatologie vyuzivaji ozonové NB ke zlepSeni uvolfiovani a stability ozonu
na listech k potlaceni rznych rostlinnych fytopatogend. Tamaki a kol. (2018)
zkoumali rozdil v dezinfek¢ni ucinnosti ozonovych mikrobublin a ozonovych
milibublin proti sporam fytopatogenni houby srpovni¢ky Spic¢atovytrusé
(Fusarium oxysporum). Autofi zjistili, ze dezinfek¢ni Ucinnost ozonovych
mikrobublin byla vy$si nez u milibublin ozonu. Bylo vsak zjisténo, Ze jak
ozonové mikrobubliny, tak i millibubliny zpdsobuji morfologické zmény houby
E oxysporum. He a kol. (2015) zddraznili dc¢innost integrace technik mikro/
nanobublin s dezinfekci ozonem za G¢elem posouzeni proveditelnosti kontroly
nebo potlaceni fytopatogent rajcat Alternaria solani a Mycovellosiella fulva,
v podminkach in vitro. Autofi uvedli, Ze pfi koncentraci rozpusténého ozonu
1,6 mg.I" byla pozorovana redukce klicivosti spor hodnocené pomoci CFU
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(kolonie tvofici jednotky) u druhu A. solani o 1 x 10°2na 1 x 10*2. Podobné
doslo ke snizeni po¢tu CFU u druhu C. fulvum z 1 x 10°na 1 x 1037 pfi pouzité
koncentraci 1,8 mg.I". Podobny vysledek také uvedl Kwack a kol. (2014),
ktefi oSetfili semena vojtésky ozonovou vodou nebo roztokem s mikro/
nanobublinami ozonu proti koloniim E. coli a Salmonella spp. Studie prokazala
vyznamny vliv NB nebo mikrobublin pfi optimalizaci koncentrace ozonu
ke snizeni inokula obou patogenu. V soucasnosti vSak neexistuji zadné studie
o pouziti ozonovych NB proti patogentim zpUsobujicich onemocnéni padli. To
zplsobuje mezeru ve znalostech tykajicich se t¢innosti NB ozonu pro regulaci
inokula a Sifeni padli na rostlinach, technickych mechanismd vyuziti této
oxidacni latky, vlivu okolnich podminek prostfedi na jeji ucinnost a nejistych
ucinkd na vynos plodin.

Mikrobublina
Praskaji a generuji ROS

a hydroxylové radikaly,
zabiji bakterie

Nanobubﬁny

ﬁ? \ "
'"Q ‘_'75%.(’ S ke

Penetrace nanobublin Naruseni biofilmu snizenim

do biofilmu povrchového napéti a
biochemickymi zménami v
extracelularnich polymerech,
zvysuje efektivitu dezinfekce

Obr. 3. Mechanismus vlivu nanobublin na patogenni organismy. ROS - reaktivni
kyslikové radikdly (upraveno dle Ovissipour, 2021).
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Cilem predloZené technologie je prezentovat otestovany postup a uc¢innost
NB ozonu proti houbovym plvodcim onemocnéni rostlin v akvaponii a jejich
vlivu nardst a vyvoj rostlin okurky seté anavynos plodd. Jako modelovy patogen
bylo vybrano padli tykvovitych (Podosphaera xanthii). V prvnim experimentu
byla prokazana pfitomnost NB ozonu a jejich koncentrace v roztoku. Nasledné
byla testovana efektivita riiznych koncentraci NB ozonu proti padli ve tfech
raznych relativnich vzdusnych vlihkostech vzduchu. Poté byly riizné koncentrace
NB ozonu aplikovany na rostliny okurky seté v akvaponickém systému, kde byl
sledovan jeho vliv na rdst rostlin a vynos ploda.

3. Mista ovérovani technologie

Ovérovani technologie bylo realizovano na dvou pracovistich. Testovani
produkce a koncentrace NB ozonu a in vitro testy bylo uskutecnény
v experimentalnich prostorech Ustavu akvakultury a ochrany vod v Ceskych
Budéjovicich (Obr. 4), zatimco experimenty souvisejici s rlistem a vynosem
okurek byly realizovany v Akvaponické hale Fakulty rybarstvi a ochrany vod,
Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budé&jovicich.

Obr. 4. Testovdni produkce a koncentrace NB ozonu bylo uskutecnéno
v experimentdlnich prostorech Ustavu akvakultury a ochrany vod v Ceskych Budéjovicich
(vlevo nahore je generdtor nanobublin, vpravo dole koncentrdtor kysliku a generdtor
0zoénu) (Foto M. Dvordkovad Prokesovad).
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4. Popis technologie a vysledky

4.1. Experiment 1 - Produkce nanobublin, koncentrace ozonu

4.1.1. Technologicky postup

Kyslik z koncentratoru (OX-5A, Oxytek Medical Technology Co. Ltd., Cina)
byl pfiveden do generdtoru ozénu v mnozstvi 2 I.min™. Z generatoru ozonu
(Annihilator OT10, Ozontech, s.ro., Ceska republika) o vykonu 10g 0,.h"
byl nasledné ozon zaveden do generdatoru NB (Obr. 5; aQua+ 075, AquaPro
Solutions Pte. Ltd., Singapur).

Obr. 5. Generdtor nanobublin aQua+ 075, AquaPro Solutions Pte. Ltd., Singapur (foto
www.aquapro-solutions.com).

Generator NB s integrovanym vodnim cerpadlem pak recirkuloval odstatou
kohoutkovou vodu v zasobni kruhové nadrzi (100l objem vody), ¢imz oboha-
coval vodu o NB ozonu, popi. NB kysliku (generdtor ozonu byl vtomto nastave-
ni vyfazen). Takto sestavena konfigurace (Obr. 6) byla v provozu 20 minut (NB
kysliku), popt. do dosazeni =2 mg.I" ozonu (NB ozonu). Koncentrace ozonu
byla mérena spektrofotometricky (LCK310, DR2800, Hach Lange, USA) kazdé 3
minuty. Zaroven byly méfeny dalsi parametry vody (saturace O,, t, ph, ORP) po-
moci pfenosné multiparametrové sondy (HI9849, Hanna Instruments, Rumun-
sko). Parametry jsou prezentovany v Tab. 1. S ohledem na mozné riziko Uniku
toxického O, do vzduchu byla méfena jeho koncentrace pomoci pfenosného
detektoru (Weihai JXCT Electronic Technology Co., Ltd., Cina). B€hem experi-
mentl byla koncentrace vzdy v bezpe¢ném rozmezi pro obsluhu.
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—_— [ — N I
i Koncentrator I Generator
- = -
kysliku ozonu Generator

| ) =

. L e .

-
—

Listy ;i-(urky seté

Zasobni nadrz
Rozprasovaé

Obr. 6. schéma zapojeni sestavy zafizeni pro produkci NB. Pti produkci NB kysliku byl

kyslik privadén rovnou do generdtoru NB.

Tab. 1. Parametry roztoku s nanobublinami kysliku (O,NB) a ozonu (O, NB), koncentrace
rozpusténého ozonu (0O, mg.l"), pH, ORP (mV), saturace kyslikem (%), teplota (°C).
Data (pramér + SD, n=5) naméfena po 20 minutdch (O, NB), popr. po dosaZeni =2 mg.I""
ozonu (O, NB).

Roztok 0, (mg.I") pH ORP (mV) 0, (%) Teplota (°C)
0, NB 0,16 +0,05 7,95+0,05 3398+203 2500% 19,7 £ 0,1
O,NB 100% 1,98+0,03 7,78+0,09 966,0+4,50 >500% 19,8+ 0,1

Pramér a velikostni zastoupeni NB v roztoku bylo méfeno pomoci NTA analyzy
(Nanoparticle Tracking Analysis; NanoSight NS300, Malvern Instruments Ltd., UK; Obr. 7).
Smichanim roztoku O, NB 100% s destilovanou vodou bylo dosazeno 25%, 50% a 75%
koncentrace ozonu.
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Obr. 7. NanoSight NS300 (Malvern Instruments Ltd., UK) pro méfeni koncentrace
a velikostni distribuce nanobublin (Foto M. ProkeSovd Dvordkovad).

4.1.2. Vysledky

Pomoci NTA analyzy bylo prokazano, Ze roztoky O, NB 100% a O, NB mély
o fad vyssi koncentrace nanobublin v porovnani se zdrojovou vodou (kohout-
kova voda). Koncentrace nanobublin obsazenych v kohoutkové vodé byla
1,7 x 10727 x 108 &astic.ml”, zatimco roztoky O, NB 100% a O, NB obsahovaly
1,5 x 10846 x 10° ¢astic.ml™, resp. 1,0 x 108+ 14 x 10% ¢astic.ml'. Kohoutkova
voda obsahovala nanobubliny o primérné velikosti 260,3 nm. Roztoky pfipra-
vené pomoci generdtoru NB a destilovana voda potom obsahovaly nanobub-
liny o prdmérné velikosti 92,3-136,2 nm. Polovina bublin v kohoutkové vodé
meéla pramér vétsi nez 241,3 nm, zatimco u ostatnich roztokd 90 % bublin mé-
filo méné nez 244,71 nm (Tab. 2).

Déle bylo pomoci NTA analyzy zjisténo, Ze vzorky fedéného roztoku O, NB
(0%, 25%, 50%, 75% a 100%) vykazovaly linearni vztah mezi koncentracemi
ozonu (O,, mg-17) a pocty nanodastic (Castic.ml™) ve vzorcich (Obr. 8). Je tedy
patrné, Ze fedénim roztoku destilovanou vodou nezplsobilo snizeni poctu
nanobublin (napf. z divodu spojovani do makrobublin), ale také nedoslo
k Uniku ozonu zroztoku. Distribuce bublin ve vybranych roztocich je znazornéna
na Obr. 9.
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Tab. 2. Obsah rozpusténého ozonu (0, mg.I"), polet nanobublin (¢dstic.ml’),
prumérnd velikost bublin (nm) a velikost bublin v 1. (D10), 5. (D50) a 9. (D90) decilu
ve zdrojové vodé, destilované vodé, vodé obohacené kyslikovymi NB (O, NB), NB ozonu
(O,NB 100%), av roztocich po zfedéni O, NB destilovanou vodou (O, NB 75%; O, NB 50%
a0, NB 25%).

Roztok DO, Pocet NB Pram. D10 D50 D90
Voda (zdroj) = 1,7x107+£2,1x10° 260,3 112,4 241,3 411,2
Dest. voda = 55x107£3,6x 10° 104,7 65,3 92,3 163,9
O, NB 0,16 1,0x 108+ 1,4x10° 1559 81,6 136,2 2441
0, NB 25% 0,29 52x10’£1,5x10° 138,8 78,1 119,0 232,8
0, NB 50% 0,62 75x10’+£3,0x10° 144,0 88,1 129,0 214,1

O, NB 75% 1,04 1,2x108+3,1x10° 1214 75,5 108,6 190,3
O,NB 100% 1,68 1,5x10°+£4,6x 10° 136,2 74,7 111,6 241,9

1,8

16 y=1E-08x-0,4146 ®

R?=0,9633 ..+

4_‘
- N £
o -

Koncentrace O; (mg.l'")

o o o o
N R o

0
5,00E+07 1,00E+08 1,50E+08

Koncentrace nanobublin (¢astic.ml")

Obr. 8. Pocet nanobublin (¢dstic.ml’) a koncentrace ozonu (mg.I") v roztocich O,NB
(25, 50, 75 a 100%).
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Obr. 9. Velikostni distribuce nanobublin (nm) v kohoutkové vodé (A), v O,NB roztoku
(B) av O,NB roztoku (C); pozn. osy Y maji rizné $kdly u obrdzki A, B a C.
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4.2. Experiment 2 - Vliv nanobublin ozonu na padli tykvovitych in vitro

4.2.1. Technologicky postup

Patogen padli tykvovitych (Podosphaera xanthii) byl ziskan z Akvaponické
haly Fakulty rybaFstvi a ochrany vod, Jiho&eské univerzity v Ceskych Budé&jovicich.
Patogen se na rostlinach ve skleniku vyskytl béhem péstitelského cyklu
pfirozené. Patogen P xanthii je biotrofni organismus, a proto byl péstovan
na listech zdravych rostlin okurky seté (odrtida Superstar F1, Semo a.s., Ceska
republika) a kultivovan na listech po dobu dvou tydn( v rGstové komore MLR-
352 (25 + 1 °C; 16 hodin svétla, 60-65% relativni vzdudna vihkost, Akribis, UK).
Cerstvé kultury patogenu byly zaloZeny kazdé dva tydny pfenosem spor ze
starsich infikovanych listl na nové rostliny okurky seté v kvétinacich.

U¢innost riiznych koncentraci roztokd 0, NB a O, NB v raznych podminkach
relativni vzdusné vlhkosti (z angl. relative humidity - RH) bylo testovano
pomoci biologického testu provadéného v experimentalnich komorach
za pouziti metodiky popsané v publikaci Folorunso a kol. (2022). Test
probihal v relativni vlhkosti vzduchu 295%, 65-73 %, a <40 % RH. Hodnoty
relativni vzdudné vlhkosti byly kontrolovany v experimentalnich rlstovych
komorach. Kazda rlstovd komora se skladala z mensiho péstebniho boxu
(110 x 85 x 30 mm) uzavieného v komorovém boxu (145 x 120 x 65 mm).
Rapik listu byl otvorem ve viku mensiho boxu prostréen a ponofen do vody,
ktera byla v mensim péstebnim boxu, ¢imz byl zajistén dostatek vody pro list.
Nasledné byla tato sestava umisténa do vétsiho komorového boxu. Pro udrzeni
relativni vzdusné vlhkosti 295 % byl pouzit postup dle Kim a kol. (2007), kdy
na dno vétsiho komorového boxu byla umisténa vlhka papirova bunicina
a box byl fddné uzavien vikem. Relativni vzdusna vihkost v rozmezi 65-73 %
byla zajisténa tak, ze vétsi komorovy box neobsahoval vlhkou bunicinu, byl
jen zavien vikem. Relativni vzdusnou vlhkost v ném zajistovala jen pritomna
voda pro list umisténd v malém boxu. Relativni vzdusna vihkost <40 % byla
zajisténa tak, Ze vétsi komorovy box nebyl zakryt vikem a zarover v ném
nebyla pfitomna vlhka bunicina. List byl tak vystaven okolni teploté laboratore
(21-24°C). Relativnivzdusnavlhkost vkazdé riistové komore byla monitorovana
pomoci termo-hygrometru (TFA Dostmann GmbH & Co.KG, Némecko). Ristové
komory v ramci jednoho o3etfeni byly udrzovany ve vzdalenosti 50-60cm
od sebe a rlizné varianty oSetfeni byly od sebe vzdalené alespori 200 cm, aby
se snizila interference mezi oSetfenimi.

Listy okurek v rastovych komorach byly po 48 hodinach inokulovany
sporami P xanthii. Konidie z velmi infikovanych kontrolnich listd byly pomoci
inokulacni klicky seSkrabnuty a preneseny na zdravé listy. Na kazdy zdravy list
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byly inokula¢ni klickou spory umistény na 3 mista (Folorunso a kol., 2022).
Za 3 dny byly na v3ech infikovanych listech rozeznatelné kolonie P. xanthii.

Experimentdlni listy z rlznych podminek prostfedi byly oSetifeny
nasledujicimi roztoky: destilovana voda (kontrola; 0 mg.I" O,), kyslikové NB
(O,NB;0,23+0,06 mg.I" 0,) aozonové NB skoncentracemi 2,08+ 0,22 mg.I" O,
(O,NB100%);1,16£0,23 mg.I" O, (O,NB50%) a0,54 £0,08 mg.I" (O, NB 25%).
Roztoky O, NB 50% a O, NB 25% byly pfipraveny zfedénim roztoku O, NB 100%
destilovanou vodou. Experimentalni roztoky byly na listy ve v3ech variantach
aplikovany pomoci rozprasovace. Je nutné uvést, Ze béhem experimentu 1
i 2 jsme detekovali nizkou koncentraci ozonu také v roztoku O, NB, pfestoZe
byl roztok O, NB vZdy pfipraven pfed O, NB, aby nedo$lo ke kontaminaci.
Po ukonceni aplikaci viech variant byl generator NB dikladné proplachnut
kohoutkovou vodou. Formovani ozonu pfi vyrobé O, NB nebylo doposud
popsano v literatufe, a tak neni zcela jasny princip pfitomnosti ozonu v O, NB.

Aplikace na listy ve vSech variantdch byla provadéna 5., 10. a 15. den.
Pfed kazdou aplikaci v jednotlivych dnech a na konci experimentu (20. den)
byly odebrany vzorky listd pro stanoveni zavaznosti napadeni P xanthii.
Po o3etfeni byly jednotlivé listy v ramci jedné varianty ponechany na stole
po dobu 60 sekund a nasledné byly umistény do experimentalnich komor.
Kazda varianta roztoku byla testovana v péti opakovanich.

Pro hodnoceni byla pouzita modifikovana 12stupriova skala dle Horskfall
a Barrati (1945): 0 = 0%, 1 = 0-3%, 2 = 3-6%, 3 = 6-12%, 4 = 12-25%,
5 = 25-50%, 6 = 50-75%, 7 = 75-87 %, 8 = 87-94%, 9 = 94-97 %,
10 =97-100%, 11 = 100 % napadeni. K posouzeni dopadu experimentalnich
roztok( na potlaceni padli tykvovitych byly pouzity nasledujici metriky: index
zavaznosti onemocnéni (disease severity; DS) a plocha pod kfivkou progrese
onemocnéni (area under the disease progress curve; AUDPC). Priamérna
hodnotaindexu zavaznosti onemocnéni (DS) pro kazdé osetieni byla vypoctena
dle vzorce:

DS (%)= Y (N, xR)= 11N, x 100

kde N, Je pocet listd ve skuping, R je hodnota hodnoceni a N _je pocet
listd v pozorovani. Index zavaznosti onemocnéni udava plochu, popt. objem
rostlinného pletiva, které je (viditeIné) zasazeno patogenem, obvykle ve vztahu
k celkové plose rostlinného pletiva. Tzn. ¢im vy3si DS, tim vyssi napadeni
patogenem.

Dalsim pouzitym parametrem hodnoceni byla plocha pod kfivkou progrese
onemocnéni (AUDPC). Primérna hodnota AUDPC pro kazdé oSetfeni pfi
odpovidajici relativni vzdusné vihkosti byla vypoctena dle vzorce:
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n
AUDPC=) [(%) x (X,-X,, ]
i

kde Y, pfedstavuje procento napadenych listd (Y/100) pfi i pozorovani
a X, je den i pozorovani. Parametr ,n’ oznacuje celkovy pocet pozorovani
(Shaner a Finney, 1977). Plocha pod kfivkou progrese onemocnéni je uzite¢né
kvantitativni shrnuti intenzity onemocnéni v pribéhu casu. Nejcastéji
pouzivanou metodou pro vypocet AUDPC je zvoleni ¢asové proménné avypocet
prdmérné intenzity onemocnéni mezi kazdou dvojici sousednich ¢asovych
tzn., Ze list je méné infikovany patogenem.

Porovnani rdznych koncentraci ozonu a relativni vzdusné vlhkosti
na parametry DS a AUDPC byla podrobena dvoucestné analyze rozptylu
(ANOVA) pomoci statistického softwaru R (Wickham, 2016). Rozdily mezi
variantami oSetfeni byly zaznamenany pomoci Tukeyho post-hoc testu.
Statisticka vyznamnost byla nastavena na konven¢ni hladiné P < 0,05.

4.2.2. Vysledky

Pfed zahdjenim aplikace roztok( NB nebyly pozorovany zadné rozdily v DS
mezi jednotlivymi variantami (5. den; Obr. 10). Na pocatku experimentu byla
infekce v jednotlivych vlhkostnich variantach vyrovnana. Z hodnot DS 5. den
Ize vidét trend mezi DS a relativni vzdusnou vlhkosti (% RH), ktery souvisi
s optimdlnimi podminkami pro rozvoj infekce padli tykvovitych a vysledek
potvrzuje predchozi studie (Folorunso a kol., 2022). Pét dni po prvni aplikaci
roztok( NB v relativni vzdusné vlhkosti <40 %, bylo DS u v3ech oSetfeni nizsi
ve srovnani s kontrolni variantou, coz ukazuje urcity vliv NB na potlaceni
padli tykvovitych P xanthii v pocatecni fazi infekce. Naproti tomu na konci
DS 48 % bylo zaznamenano ve varianté osetfeni O, NB 25%, zatimco ve varianté
0O, NB 100%, kde byl pfedpoklad nejvy$si ucinnosti proti padli, byla hodnota
DS 65 % a v kontrolni varianté DS 81%. V relativni vzdusné vlhkosti <40% je
uvsech variant oSetfeni patrny zvysujici se trend indexu zavaznosti onemocnéni,
a tudiz v téchto podminkach neplsobi testované roztoky kurativné.

Pfi optimalni relativni vzdusné vlhkosti pro péstovani okurky seté
(65-73 % RH)se pétdnipo prvni aplikaci primérny index zavaznosti onemocnéni
(DS) ve varianté O, NB 25% (DS 32%) vyznamné lisil oproti varianté O, NB
(DS 50%) a zéroveri oproti kontrolni varianté (DS 40%). Varianty O, NB 25%

statisticky prlkazné ve srovnani s ostatnimi variantami véetné kontroly
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(Obr. 11). Béhem celého experimentu doslo u variant O, NB 25% a O, NB 50%
k postupnému sniZzeni indexu zavaznosti onemocnéni rostlin. Oproti prvnimu
hodnoceni doslo na konci experimentu ke sniZzeni o 5-6% DS.

V podminkach nejvyssi relativni vzdusné vihkosti (295 % RH) bylo vykazano
na listech okurky seté oSetfené nejvy3si koncentraci NB ozonu po péti
dnech od prvni aplikace (O, NB 100%) statisticky nejniZsi drovef zévaZnosti
onemocnéni (DS 30%). Nicméné v pribéhu experimentu doslo u vSech variant
v relativni vzdusné vlihkosti 295% RH k postupnému nartdstu DS ve srovnani
s jejich po&atednimi hodnotami s vyjimkou O, NB 25% a O, NB 50%.

<40%RH | | 65-73%RH || 295% RH

&ni (%)

i onemocnéni

O,NB 25%; 0,54 mg.|*0,
O,NB 50%; 1,16 mg.I"0,
|| o.NB 100%; 2,08 mg.I*0,

Index zdvaZnost

5101520 5101520 5101520
Dny

Obr. 10. index zdvaznosti onemocnéni (DS; %) listi okurky 5., 10., 15. a 20. den
experimentu vriznych podminkdch relativnivzdusné vihkosti (RH<40%, 65-73% a295%).
Prvni osetreni experimentdlnimi roztoky 02 NB a O3 NB s riznymi koncentracemi O,
(0,54 mg.I"; 1,16 mg.I"; a 2,08 mg.I"") a destilovanou vodou (kontrola) probéhlo 5. den
a poté kazdych 5 dni.

V podminkach nizké relativni vzdusné vlhkosti (<40 %) bylo zjisténo, ze
listy osetfené 0,54 mg.I" O, (O, NB 25%) a 1,16 mg.I" O, (O, NB 50%) mély
signifikantné nizsi hodnoty AUDPC 933,86, resp. 943,18 (Tab. 3). Pfi nejvyssi
koncentraci 2,08 mg.I" O, (0, NB 100%) v3ak nebyla hodnota AUDPC (1 008,86)
statisticky odlisna ve srovnani s kontrolni variantou o3etreni (1 051,36).

V podminkach relativni vzdusné vlhkosti (65-73% RH) byla statisticky
nejnizsi hodnota AUDPC (761,36) zaznamenana u listd okurky oSetfené O,
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NB 25%. Varianty O, NB (870,14), O, NB 50% (838,27) a O, NB 100% (844,59)
se vyznamneé liSily od kontrolni varianty (961,00), ktera vykazovala statisticky
nejvyssi hodnoty AUDPC.

Za podminek vysoké relativni vzdusné vlhkosti (295% RH) nebyl
zaznamenan zadny statisticky vyznamny rozdil v hodnotach AUDPC mezi
jednotlivymi variantami.

Keinath (2019) prokazal vliv AUDPC na vytéznost okurek napadenych
Pseudoperonospora cubensis, dalSim velice ¢astym houbovym onemocnénim
okurky seté. U variant oSetfenych fungicidy autor prokazal snizeni hodnoty
AUDPC o0 90% a 84 % pro rezistentni, respektive nachylnou odridu okurky
seté, coz mélo za nasledek 1,6krat, respektive 5krat vyssi vynos na 1 hektar.
Je tedy zifejmé, Ze snizenim hodnoty AUDPC vyznamné roste zisk z produkce
okurek, a to predevsim u nachylnych odrid. Pokles zisku/vynosu a zvySeni
AUDPC je nejlépe popsano negativné exponencidlnim modelem, tzn., zZe
vynosy exponencialné klesaji se zvySujicim se AUDPC (popsano pro slunecnici
napadenou Alternaria helianthi; Leite a kol., 2006).

Tab. 3. Plocha pod kfivkou progrese onemocnéni (z angl. area under the disease
progress curve - AUDPC) listt okurky seté infikovanych patogenem padli tykvovitych
a osetfenych experimentdinimi roztoky pri riznych podminkdch relativni vzdus$né
vihkosti (RH; £40%, 65-73% a 295%). Ruznd pismena ve sloupci indikuji, Ze hodnoty
jsou vyznamné odlisné pri p < 0,05.

Relativni vzdusna vlhkost

Osetieni £40% RH 65-73% RH 295% RH
Kontrola 1051,36° 961,002 941,32
O, NB 960,91 870,14 931,82
O, NB 25% 933,86° 761,36¢ 863,64
O, NB 50% 943,18¢ 838,27° 947,72
O, NB 100% 1 008,86 844,59° 822,73
Hodnota p 0,0141 0,00273 0,103
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Obr. 11. Viiv padli tykvovitych na listy okurky seté ve 20dennim experimentu. (A)

listy osetfené destilovanou vodou (kontrola; 0 mg.I" O,) po 20 dnech osetrfeni, a (B)
listy o3etrené 0,54 mg.I" O, ve formé NB (O, NB 25%) po 20 dnech. Z obrdzku je patrné
nekrotické poskozeni listi osetienych destilovanou vodou (Foto A.E. Folorunso).

4.3. Experiment 3 - Vliv nanobublin NB ozonu na riist a sklizefi okurky
seté v akvaponii

4.3.1. Technologicky postup

Semena okurky seté (var. Verdon RZ F1, USA) byla naklicena v substratu
z mineralni viny (15mm x 15mm x 15mm, Grodan, Nizozemi) umisténych
na zaplavovych stolech v péstebnim stanu. Sazenice byly péstovany pfi teploté
25 * 2 °C a 16hodinové fotoperiodé po dobu 17 dnd pred presazenim dle
metodiky Resh, 2022. Poté byly rostliny pfesazeny na rohoze z mineralni viny
(1 000mm x 150mm x 75mm, Grodan, Nizozemi) umisténé v kapkovém
akvaponickém dvousmyckovém systému (rostliny jsou zde oddéleny
od nadrzi s rybami). Rostliny (30ks, 5 variant oSetfeni, 6 rostlin/opakovani)
byly péstovany za pouziti Zivného roztoku dodavaného kapkovym systémem
do minerdlni viny v pétiminutovych intervalech kazdou hodinu béhem dne
(6:00 do 18:00) a jednou za dvé hodiny béhem noci (18:00-6:00) (Obr. 12).
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Obr. 12. schéma kapkového systému ve dvousmyckovém akvaponickém systému
(nutricni roztok je michdn v zdsobni nddrzi).

Aby bylo minimalizovdno mnoZstvi pouzitého hnojiva, byla pro rlst
rostlin misto komer¢niho hnojiva pouzita mineralizovand odpadni voda
z recirkula¢niho systému akvakultury. Podrobny popis systému je uveden
v publikaci Folorunso a kol. (2024). Uroven Zivin v mineralizované vodé byla
hodnocena podle standardnich pracovnich postupt pro rozboru jsou patrné
v Tab. 4. Nasledné rozbory se zasadné nelisily. Po rozboru byly vypocteny
davky nedostatecné zastoupenych nebo chybéjicich mineral/zivin v souladu
s doporucenim pro danou fazi ristu okurky seté pomoci softwaru Hydrobuddy
a nasledné doplnény do zivného roztoku (Resh, 2022; Obr. 13). Aby bylo
zabranéno hromadéni fytotoxickych latek, byl Zivny roztok vyménovan kazdé
dva tydny (dle Lee a kol., 2006). V pfipadé potieby doplnéni transpirovaného
roztoku byl nutri¢ni roztok doplnén o odstatou kohoutkovou vodu. Teplota
nutri¢niho roztoku v zasobni nadrzi a pH byly méreny kazdé tfi dny pomoci
pfenosné multiparametrové sondy (HI9849, Hanna Instruments, Rumunsko).
V pripadé zvy3eni pH nad 6,5 byl pro regulaci pH aplikovan roztok 60% kyseliny
fosfore¢né (Advanced Hydroponics, Nizozemi).
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Tab. 4. protokol s vysledky Zivinového rozboru mineralizované odpadni vody z RAS

(vmg.l").

Zivina Vysledek  Pouzita metoda
Amonné¢ ionty (NH,) 12,8 (A) SOP 6
Dusik amoniakalni (N-NH,) 9,95 (A) SOP 6
Sirany (SO,) 62,6 (A) SOP 10
Dusi¢nany (NO,) 145 (A) SOP 11
Dusik dusi¢nanovy (N-NO,) 32,7 (A) SOP 11
Dusitany (NO,) 2,50 (A) SOP 12
Dusik dusitanovy (N-NO,) 0,76 (A) SOP 12
Sira (S) 20,9 (A) SOP 10
Hor¢ik (Mg) 8,03 (A) SOP 450-1
Vapnik (Ca) 139 (A) SOP 450-1
Draslik (K) 45,0 (A) SOP 450-1
Fosfor (P) 4,37 (A) SOP 450-1
Sodik (Na) 26,5 (A) SOP 450-1
Méd (Cu) 0,01 (A) SOP 450-1
Zinek (Zn) 0,01 (A) SOP 450-1
Zelezo (Fe) 0,03 (A) SOP 450-1
Mangan (Mn) <0,01 (A) SOP 450-1
Molybden (Mo) <0,01 (A) SOP 450-1
Kobalt (Co) <0,01 (A) SOP 450-1
Bor (B) 0,03 (A) SOP 450-1

Svételné a klimatické podminky byly fizeny automaticky pomoci softwaru
Aisys (AISE s.ro., Ceska republika). Podpirna LED svétla byla automaticky
rozsvécovana (LUMii Black Bar 30w UV/FR LED, HydroGarden, Velka Britanie),
pokud intenzita okolniho svétla klesla pod 5 500 Ix. Ve fazi rdstu a produkce
ploda byla teplota snizena na 23 = 1 °C a automaticky udrzovana pomoci
topeni, popt. vétranim pomoci automatického otevirani oken ve skleniku
(Tab. 5).
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Obr. 13. prikiad vypoctu nutri¢niho roztoku v softwaru Hydrobuddy pri zohlednéni
vstupnich hodnot Zivinového sloZeni mineralizované vody z RAS.
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Tab. 5. Primérnd teplota (°C), priimérnd relativni vzdusnd vihkost (RH; %) a pramérny
obsah CO, (ppm) ve vzduchu v pribéhu experimentu (data méfena automatickymi
senzory a ukldddna do archivaéniho software Aisys).

Mésic Priimérna teplota °C Primérna RH % CO, (ppm)
1 25,11 68,41 470
2 23,62 66,17 462
3 22,22 66,66 472
4 22,29 56,49 504

Ve sklenikovém experimentu byly testovany varianty roztok( z rlznou
koncentraci O,: varianta 0,53 + 0,15 mg.I" (O, NB 25%), 0,94 £ 0,28 mg.I"
(O, NB 50%) a 2,05 + 0,04 mg.I" (O, NB 100%). Dale byla testovana varianta
0O, NB. Béhem experimentu byly roztoky aplikovany na list 4krat v tydennich
intervalech. Aplikace simuluji opakované aplikace komerc¢niho fungicidu.
Ve varianté O, NB byla napfi¢ ¢tyfmi aplikacemi zaznamenana koncentrace O,
v priméru 0,19 * 0,07 mg.I"". Béhem aplikace jednotlivych variant na konkrétni
rostliny bylo zabranéno postfiku sousednich rostlin tak, Zze dané rostliny byly
zastinény ze vSech stran kartonem. Dva dny po kazdé aplikaci byly na kazdé
rostliné kontrolovany tfi ndhodné vybrané listy. Na téchto listech byly sledovany
viditeIné poruchy a poskozeni, hlavné barva listd (zloutnuti, chlor6za nebo
nekréza), textura listu a morfologie listu dle publikované metodiky (Todd
aArnold, 1961). Stupnice hodnoceni se pohybovala od 0 do 10, kdy 0 znamena
7z4dné poskozeni a 10 znamena poskozeno 100 % povrchu listu (horni i spodni
strana listu a nasledny pramér).

Vyska rostlin byla méfena a zaznamenavana 1x tydné po dobu 4 tydna
(Obr. 14). Po téchto 4 tydnech byly nasledné po dobu tfech mésicl
zaznamenavany denni vynosy plodl okurek. Byly tak napodobeny komeréni
praktiky vyuzivajici 3 az 4 péstebni cykly béhem jednoho roku.

Data byla testovana na parametrickou distribuci (Shapiro-Wilk test,
Levenelv test) a nasledné analyzovana pomoci ANOVA a Tukeyho post-hoc
testu. Statisticka vyznamnost byla nastavena na hladiné vyznamnosti P < 0,05.
Statistické analyzy byly provedeny pomoci statistického softwaru R (Wickham,
2016).
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Obr. 14. péstebni kapkové systémy pro produkci okurky seté, okurky pfi prvni sklizni
(Foto R. Gebauer).
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4.3.2. Vysledky

V pribéhu prvnich ¢ty tydnl experimentu nebyly pozorovdny zadné
fyziologické a morfologické zmény na listech. Z Tab. 6 je patrné, Ze vySky
rostlin se na za¢atku experimentu a ani v prabéhu 4 tydnt jejich péstovani
(4 aplikacich roztoku s NB, popf. kontrolnim roztokem) vyznamné nelisily
napfi¢ testovanymi variantami. Stejné tak se vyznamné nelisil celkovy vynos
plodd okurek na konci experimentu a celkem byla zaznamendan vynos plodd
v rozmezi od 11,6 do 13,3kg na rostlinu. Béhem sklizné nebyl zaznamenan
negativni vliv na plody okurky. Po aplikaci NB O, nebyly ani pozorovany Zadné
korozivni U¢inky roztoku na kovové konstrukce kapkového systému (Obr. 14).

Tab. 6. vyska rostlin v cm pri transferu do kapkového systému (Tyden 1) a po 4 tydnech
rastu (zacdtek sklizné; Tyden 4) a celkovd sklizeri plodi okurky (kg.rostlina™™) po 4 mésicich
od prvni sklizné v rdznych osetrenich (Kontrola =0 mg.I" O, ,, NB=0,19£ 0,07 mg.I" O ;
O, NB 25% = 0,53 * 0,15 mg.I'" O; O, NB 50% = 0,96 * 0,28 mg.I’" O,
O,NB 100% = 2,05 £ 0,04 mg.I" O,).

Vyska rostlin (cm) Sklizen
Osetieni Tyden 1 Tyden 4 Celkova sklizen (g)
Kontrola 349+34 142,0 £8,5 12347 £ 1878
O, NB 33,8+5,2 140,7 £ 8,6 12220 + 1788
0, NB 25% 34,3+5,6 141,8 £ 10,2 12 007 +1 093
0, NB 50% 33,5+6,5 144,1 £ 13,0 13181+ 1698
0O, NB 100% 33,1+4,6 142,2 + 8,5 13145 +2313

5. Ekonomicky pfinos technologie

Popsana technologie praktické aplikace nanobublin 0zénu (O, NB) proti
padli tykvovitych v akvaponii prokazala, Ze roztok O, NB ma potencial pro
regulaci tohoto plivodce onemocnéni ve sklenikovych podminkach bez
negativniho vlivu na rast a vynos okurky seté.

V porovnani s bézné pouzivanymi metodami potlaceni vyskytu patogenu
(pfedevsim pfi pouziti syntetickych fungicidd) pfinasi technologie O, NB
znac¢né vyhody. Jedna se predevisim o zabranéni vzniku rezistence proti
patogenm, ktera pfi pouZiti O, NB nebyla doposud zaznamenana. Problémem
pfi pouziti syntetickych fungicid pfedstavuje také ochranna lhata, kterd musi
byt dodrzena po jejich aplikaci. Jde o |hltu, pfi které se nemohou sklizet plody.
V pripadé nedodrzeni ochranné Ihaty hrozi, Ze budou v plodech detekovany
metabolity aplikovaného fungicidu, coz muze po konzumaci zpUsobit
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zdravotni potiZe. Ve srovnani s ozonizovanou vodou (bez pouziti technologie
NB) potom unikatni fyzikaln&-chemické vlastnosti O, NB (<200 nm) pfinasi
dalsi vyhody, a to prfedevsim NB jsou stabilné&jsi v prostiedi a efektivnéji prenasi
0, do roztoku. Dle publikované literatury dosahuji O, NB 1,5 a 4,5krat vy3si
ucinnost prenosu plynu do roztoku a 23x delSi polocas rozpadu ve srovnani
s ozonovymi makrobublinami. Stabilita a a¢innost O, NB v3ak musi byt nadale
testovana v rGznych podminkach prostiedi tak, aby byla optimalizovana jejich
aplikace, ale také aby byly docileny vhodné podminky po jejich aplikaci.

Ekonomicky pfinos technologie mlze byt vyjadfen v nékolika rovinach.
Zakladni rovinou je samotné uSetfeni ndkladd za fungicidy, popt. jiné pripravky
proti padli tykvovitych (napi. uSetfeni nakladd v porovnani s ozonizovanou
vodou, bez pouziti technologie NB). Dal3i rovinou mize byt prodej plodd pod
prémiovym oznacenim jako napf. ,pesticide free” s vy33i cenou ve srovnani
s konven¢nimi metodami.

Pri vycisleni nakladt jednotlivych pfistrojd jsme vychazeli z dat poskytnutych
vyrobci jednotlivych pfistroji. Kombinovana spotifeba tandemu pfistroja
pouzitych v této technologii je 1,285 MW.h' (soutet koncentratoru O,,
generatoru O, a generatoru NB). Generator O, produkuje 10g O,.h". Z téchto
10g O, tak mdZeme teoreticky namichat 20 0001 roztoku s NB s koncentraci
0,5 mg.I" O, (nejefektivné&jsi koncentrace dle experimentu 2). Pfi aktualni cené
7 500K¢ za MWh veetné distribu¢ni sazby tak stoji 1 0001 roztoku 482K¢
(Tab. 7). Kdybychom ze stejného tandemu vyradili generator NB a pouzivali
bychom jen ozonizovanou vodu, byla by spotfeba 0,535 MW.h' (soucet
koncentratoru O, a generatoru O,). Z divodu vy3si efektivni koncentrace O,
proti padli tykvovitych v ozonizované vodé (4,0 mg.I'" O,; Fujiwara a Fujii, 2002)
viak vyjde cena 1 000! roztoku na 1 605K¢. Kdybychom pro ozonizaci pouZzili
ptistroj vhodny pro akvakulturni téely (Ozontech, OT12, Ceska republika)
s kapacitou 12g 0,.h" a spotfebou 0,3 MW.h" (data vyrobce), vysla by cena
1 0001 roztoku s koncentraci 4,0 mg.I" O, na 750K¢ (G¢innost pfenosu plynu
a cena vody nejsou zohlednény pro zjednoduseni v obou pfipadech).
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Tab. 7. Ekonomické srovndni roztoku s NB ozonu (0, +NB) s technologii kyslikového
koncentrdtoru a generdtoru ozonu (O, -NB), konvennim pfistrojem pro vyrobu ozonu
v akvakulture a s pouzitim syntetického fungicidu na bdzi azoxystrobinu. NA - nelze
aplikovat

Spotieba Efektivni Mnozstvi Cena Cena
. . Produkce
Technologie energie (g.h") koncentrace roztoku za 1000l zarok
(MW.h") 2 (8 0, (mg.I") (L.h7) (K¢)® (K¢)
O, +NB 1,285 10 0,5 20 000 482 2 386°¢
0, -NB 0,535 10 4,0 2500 1605 NA¢
0, Konv.® 0,3 12 4,0 3000 750 NA¢
Azoxystrobin NA NA NA NA NA 2 163¢

9Viz text pro vice informaci.

bPFi 7500 KEMWh v¢. distribucni sazby.

50ml na rostlinu; 2,5 rostliny na m? 13,2 aplikaci pro dosaZeni kurativniho efektu
srovnatelného s Idtkou azoxystrobin; 3 cykly okurek ro¢né; viz text pro vice informaci.
dTestovand efektivni koncentrace nezpusobila sniZeni indexu zdvazZnosti onemocnéni
(nepusobila kurativné).

€256,62g aktivni Idtky na 1 000 m? za rok (Engindeniz a Yiicel Engindeniz, 2006),
prepocteno na pripravek Ortiva s aktivni Idtkou azoxystrobin (250 g.I") a cenou
2 100 Ke.I.

V komercnich sklenicich jsou roc¢ni vydaje na pesticidy v pfepoctu cca
3 300K¢ na kazdych 1 000 m? péstebni plochy (140 USD; Engindeniz a Yicel
Engindeniz, 2006). Pfi hustoté 2,5 rostlinm? tak vychazi ro¢ni naklad
za spotrebu vsech pesticidd (insekticidy, fungicidy, akaricidy a nematicidy)
na jednu rostlinu 1,32K¢. Engindeniz a Yicel Engindeniz (2006) uvadi nejvy3si
spotrebu za fungicidy a nematocidy. Dle autortd bylo pouzito 256,62 g fungicidt
(prepocteno na ucinnou latku) na 1 000 m2. Kdybychom pouzili napfiklad jen
pfipravek Ortiva (Agrobio, Ceska republika) s maloobchodni cenou kolem
2 100 Kc.I7, museli bychom aplikovat dle autort 1,031 na 1 000 m2. Cena
za toto mnozstvi fungicidu by tak cinila 2 163K¢ na 1 000 m?, tzn. 0,87 K¢
na rostlinu. Pfipravek Ortiva s aktivni latkou azoxystrobin prokazal v polnim
testu s P xanthii cca 66% redukci indexu AUDPC ve srovnani s kontrolni
variantou (Babadoost a kol., 2020). V nasem experimentu 2 bylo dosazeno
u varianty O, NB 25% pfi optimalni relativni vzdusné vlhkosti cca 20% redukce
AUDPC ve srovnani s kontrolni variantou, tzn. ze ucinna latka azoxystrobin ma
cca 3,3krat vy$si acinnost ve srovnani s roztokem O, NB o koncentraci ozonu
0,5mg.l" O,.

Béhem kazdé aplikace roztoku NB v experimentu 3 bylo pouZito cca 50ml
roztoku na jednu rostlinu, tzn. jedna aplikace na 1 000 m? vychazi na pfriblizné
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60K¢ (2,5 rostliny.m? a cena vyroby roztoku viz vyse). Cena Ctyr aplikaci, které
vykazaly ¢astecny kurativni efekt, vychazina cca 240 K¢ na 1000 m2. Pro dosazeni
podobného efektu pfi pouziti u¢inné latky azoxystrobin bychom potrebovali
aplikovat 3,3krat vice roztoku, kdy cena by vychazela na 792 K¢ na 1 000 m2. Pri
tfech péstitelskych cyklech okurek za rok (bézné praxe v komercnich sklenicich)
by se tak ro¢ni naklady vysplhaly na 2 386 K¢ na 1 000 m2. Na druhou stranu Ize
predpokladat, Ze cena za oSetfeni 1 000 m? bude daleko nizsi, zohlednime-li
velkoobchodni ceny fungicidd pro profesionalni uzivatele.

6. Uplatnéni technologie v praxi

Tato technologie shrnuje praktické zkusenosti a vysledky studii zamérenych
na produkci roztoku s nanobublinami pomoci sestavy tfech generator(
a jeho schopnosti pfi ochrané padli tykvovitych ve sklenikovych podminkach.
V ramci experiment( bylo zjisténo, Ze koncentrace 0,5 mg.I" O, NB dokazala
vyznamné redukovat napadeni rostlin padlim tykvovitych, zatimco nizsi,
ale i vy$si koncentrace nemély takovy efekt. Dale bylo prokazano, Zze zadna
z testovanych koncentraci NB O,neméla negativni vliv na fyziologii a morfologii
listd, rast a vyvoj rostlin a zaroven i produkci a sklizer plodd okurek, tzn., ze
ani pfi nespravné aplikaci nehrozi destrukce porostu, popt. koroze péstebniho
systému a zafizeni. Béhem experimentu byla koncentrace O, ve vzduchu vZdy
v bezpe¢ném rozmezi a neméla negativni dopad pro obsluhu. Tuto technologii
je tak mozné uplatnit v komer¢nich hydroponickych sklenicich. Technologie NB
0, mlZe byt vyuZita spolu s pfirodnimi fungicidy, esencialnimi oleji, a bioagens
proti patogendim jako dal$i metoda v ramci integrované ochrany rostlin plodové
zeleniny, ¢imz muze dojit k ¢aste¢nému nebo Uplnému zamezeni pouziti
syntetickych fungicidd ve sklenicich.
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