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1. Uvod

Akvakultura je celosvétove nejrychleji rostouci odvétvi zivoc€isné vyroby, tento rist
je vSak zavisly na dostupnosti kvalitni vody. Jednim ze zptisobt, jak efektivnéji vyuzivat
dostupnou vodu pro akvakulturu, je pouzivani recirkulaé¢nich akvakulturnich systému
(tzv. RAS), které umoziuji odchov ryb v kontrolovanych podminkach od vytfenych jiker
ptes plidek po trzni ryby. Z divodu opakovaného pouziti vody v ramci intenzivniho
chovu ryb v RAS je potieba vhodného CiSténi a dezinfekce odchovné vody.

Mnoho soucasnych problému na celém svété je spojeno s nedostatkem cisté pitné
vody napft. 1,2 miliardy lidi nema dostatek nezdvadné pitné vody a maji s timto spojené
zdravotni potize kviili Sifeni patogeni atd. Obavy o vetejné zdravi jsou proto stale Castéji
divodem tsili vynaklddaného na ¢isténi vod. Procesy Upravy vody jsou ale diilezité také
pro optimalizaci produkce v akvakultufe, protoze G¢inné a rychle odstranuji nezadouci
latky 1 mikroorganismy. Proces CiSténi vody vSak nesmi mit Skodlivy vliv na chovanou
rybi obsadku ani zivotni prostiedi.

V akvakultufe mtize dezinfekce vody ptispét ke stabiln€jsi produkei vSech vékovych
kategorii ryb, zejména Casto je vyuzivana u ranych stadii (tj. embryi a larev), ktera jsou
nejvice senzitivni vici vnéjsim podminkam prostiedi, jako jsou teplota vody, koncentrace
kysliku, pH, biologické ¢i chemické znecisténi vody apod. NejbeznéjSimi zpiisoby Cisténi
vody v RAS jsou mechanické, biologické a chemické cisténi. Pro dezinfekci vody
v akvakultufe jsou nejCastéji pouzivanymi metodami dezinfekce vody ozatfovanim
ultrafialovym zafenim (UV) a ozonizace (O3). Ackoliv je UV zafeni Siroce pouzivano,
zékal vody a rist fas nebo bakterii na UV lampéach miZze jeho u¢innost znacn¢ omezit.
Ozonizace je vhodna metoda dezinfekce vody, nebot’” Oz je extrémné silny oxidant
a pouziva se k inaktivaci patogennich mikroorganismi za G¢elem prevence Sifeni nemoci
prenasenych vodou. Kromé toho se O3 ve vodném roztoku samovolné rozklada a rychle
se pfeménuje na kyslik, coZ nema za nasledek Skodlivé ucinky na Zivotni prostiedi a
nezanechava zadna rezidua. Ozon rozpusStény ve vodé je vSak nestabilni a rychle
vyprchava, z toho ditvodu je jeho zbytkové plisobeni v pitné vodé omezeno.

Ke zlepSeni kvality vody v akvakulturnich systémech, jako je RAS, je zapotiebi
ucinnéjsi nechemické technologie Upravy vody. V posledni dobé se rozviji vyzkum
vyuZzivajici technologie tzv. nanobublin (NB), které maji specifické vlastnosti a jejich
pouziti miiZze pfinést mnoho vyhod (napf. ekonomicky piinos, delsi doba vyskytu plynu
Vv prostiedi ve srovnani s béznymi aplikacemi, zlepSeny pienos hmoty v mezifazi
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plyn-kapalina atd.) a vyznamné pfispét k praktickym aplikacim v mnoha prumyslovych
odvétvich, jako jsou potravinarstvi, zeméd¢lstvi, polymery, biomedicina ad.

Duvody, pro¢ technologie nanobublin 0zonu (OsNB) zacala byt nedavno pouzivana
pro ¢isténi odpadnich vod, jsou napt. vysoka stabilita NB, velky specificky povrch viici
objemu NB, vysoky vnitini tlak, vznik volnych radikali a tvorba kysliku jako kone¢ného
produktu. Technologie OzNB je zaroven perspektivni metodou pro dezinfekci odchovné
vody v akvakultufe, a to zejména v RAS.

Védeckeé dikazy o prospésnosti OsNB jsou vSak limitovany, zejména co se tyka
ucinnosti dezinfekce vody, kvality vody a moZznych toxickych G¢inkl na rizné druhy ryb
ajejich veékové kategorie. Tyto mezery ve znalostech poukazuji na potiebu dalsiho
poznani ucinnosti aplikace O3NB v akvakultufe.

Cilem této bakalaiské prace proto bylo experimentalné ovéfit uinky riznych
koncentraci O3NB na ranou ontogenezi (embryonalni a larvalni periodu) pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss), jakozto vyznamného druhu pro intenzivni
akvakulturu, v prostorech rybi lihné Mydlovary napajené rybni¢ni (tzn. organicky

znecisténou) vodou.
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2. Literarni prehled
2.1 Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)

2.1.1 Rozsiteni druhu

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) patii mezi lososovité ryby do celedi
Salmonidae. Tento druh je pivodem z oblasti severniho Tichomoii, kde se vyskytuje
od pobiezi a povodi ek v Kalifornii pies Aljasku az do povodi fek Kamcatky (Kottelat
a Freyhof, 2007). V druhé poloviné 19. stoleti byl postupné introdukovan ze Severni
Ameriky na viechny kontinenty s vyjimkou Antarktidy (Koufil a kol., 2008). Do Ceské
republiky byl dovezen v roce 1888 z Némecka (Dubsky a kol., 2003). Prvni pokusy
vysazovani do volnych vod nebyly uspé$né. Z tohoto diivodu se zacal rozvijet jeho chov

V rybnicich a menSich prito¢nych nadrzich (Pokorny a kol., 1998).

2.1.2 Biologie druhu

Pstruhu duhovému vyhovuji prudce tekouci vody, kde se zdrzuje u bteht. V dobé
naletové potravy se vyskytuje u hladiny. V udolnich nadrzich a jezerech se pohybuje
hlavné v pelagialu (Adamek, 2012). V tekoucich vodach ma nejvétsi vyznam benticka
potrava jako larvy jepic, poSvatek, pakomart atd (Pokorny a kol., 1998). U vétSich
jedinct se v potravé objevuji drobné rybky. Pfijem potravy omezuje pii poklesu teploty
vody pod 5 °C (Kottelat a Freyhof, 2007).

Pohlavni dospélost nastupuje u Casti jedincti jiz ve druhém roce (zvlasté u mlicaki),
vétsinou vsak az ve tietim roce zivota. Pstruh duhovy se rozmnoZzuje na jaie, vétSinou
od biezna do kvétna pii teploté vody 810 °C (Dubsky a kol., 2003). Existuji také formy
s podzimnim vytérem (Koufil a kol., 2008). V piirodnich podminkach se tfe na tvrdé
piscité az Stérkovité dno (Dubsky a kol., 2003).

Relativni plodnost ¢ini 2000-2500 jiker a absolutni plodnost dosahuje
1000-3000 jiker (Koutil a kol., 2008). Jikry jsou ZlutooranZové aZ oranZové zbarvené.
Primérna velikost se pohybuje v rozmezi 44,5 mm (Pokorny a kol., 1998).

Inkubaéni doba jiker je 350—410 dennich stupiili (d°) (Dubsky a kol., 2003). Rist je
pomérné rychly (Hardy a kol., 2000). V prvnim roce Zivota dosahuje roc¢ek velikosti
kolem 10 az 15 cm a ve druhém roce 20 az 30 cm pii hmotnosti 300 g

(Dubsky a kol., 2003).
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2.1.3 Produkce v akvakultuie

V roce 2020 dosahla celosvétova produkce akvakultury rekordnich 122,6 milionu
tun/rok. Celkovy podil vodnich zivoc¢ichi byl 87,5 milionu tun, z toho podil ryb byl
57,5 milionu tun a tasy tvotily 35,1 milionu tun. Svétova produkce zivocisnych druht
v akvakultute v roce 2020 vzrostla o 2,7 % ve srovnani s rokem 2019, coz je historicky
nejniz§i mira meziroc¢niho ristu za vice nez 40 let (FAO, 2022).

Odhaduje se, ze v roce 2020 evropska produkce akvakultury ¢inila 2,6 milionu tun,
coz predstavuje mirny narust (2,8 %) oproti roku 2019. Motské studenomilné druhy se
na celkové produkci podileji 70 %, sladkovodni druhy 14 % a moiské druhy 16 %.
Hlavnim producentem v Evrop¢ ziistava Norsko, na které pripada 58 % celkové produkce.
Zemé, které produkuji vice nez 100 000 tun roéné, jsou Turecko, Velka Britanie a Recko.
Hlavnimi druhy chovanych ryb jsou losos obecny (Salmo salar), pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykiss), okoun fi¢ni (Perca fluviatilis), motan zlaty (Sparus aurata) a
kapr obecny (Cyprinus carpio), které v roce 2020 tvoftily 95 % evropské produkce (FEAP,
2021).

V ramci svétové produkce akvakultury patti pstruhovi duhovému 13 misto v poradi
chovanych druhti v roce 2020, kdy ro¢ni produkce pstruha duhového ¢inila 739,5 tisic tun
(FAO, 2022). V roce 2020 byla Ceska republika 10. v pofadi statdi s produkei pstruha
duhového. V ramci CR se pstruh duhovy patii na 2. misté mezi produkovanymi rybami

s produkci cca 699 tun/rok (FEAP, 2021).

2.1.4 Umély odchov a pozadavky na kvalitu vody

Pstruh duhovy mé vyhodu v tom, Ze je ve srovnani s ostatnimi druhy lososovitych
ryb mén€ naro¢ny na pozadavky prostiedi a prostor (Pokorny a kol., 1998).
Doporucovana teplota pro chov pstruha duhového je uvadéna kolem 12 az 16 °C s tim,
ze optimalni teplota vody je kolem 15 °C (Koufil a kol., 2008). Horni akceptovatelnou
teplotou vody pro preziti je 25 °C (Kottelat a Freyhof, 2007).

Optimélni a pfijatelné koncentrace kysliku ve vod¢ se li§i v zavislosti na aktualnim
vyvojovém stadiu ryb a teplot¢ vody. Za optimum se povazuje, kdyZ obsah kysliku
v odchovné vodé se blizi nasyceni (90 az 100 %) a v odtoku z odchovné nadrze kolem 60
% (Pokorny a kol., 1998). Koufil a kol. (2008) uvadi, Ze v chovu lososovitych ryb by

koncentrace CO, nemély piekrocit 10 mg.I" u pliidku a 20 mg.I" u dospélcd.
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V ptipad¢ nasyceni vody dusikem jsou za prahové hodnoty povazovany koncentrace
do 115 % u starsich ryb, 105 % pro rocka a 103 % pro vackovy plidek (Pokorny a kol.,
1998). Pii odchovu ryb je nutné pravidelné¢ monitorovat také koncentrace sloucenin
dusiku (volny amoniak, dusitany a dusi¢nany). Obsah volného amoniaku (NHz3) ve vodé
je podminén teplotou a pH vody. Jako bezpe¢na koncentrace NHz pro plidek pstruha
se uvadi hodnota do 0,006 mg.I" a pro starsi ryby 0,0125 mg.I"t (Koutil a kol., 2008).
Dusitany (NO2) jsou pro ryby vysoce toxické, a to zvlasté pro pludek, zejména pii
odchovu v recirkula¢nich akvakulturnich systémech (RAS). Vzhledem k tomu, ze
toxicita NOy™ zavisi na koncentraci chloridii (CI) ve vodé, pomér mezi (NO2) a (CI') 17:1
se uvadi jako bezpecny pro lososovité ryby. Letdlni koncentrace NOz  mohou byt
az kolem 10 mg.I"? pfi dostateéném obsahu chloridi ve vodé (Pokorny a kol., 1998).
Dusi¢nany (NO3") jsou velmi slabé toxické pro ryby, ale dlouhodoba koncentrace NO3
v rozsahu 354443 mg.I"! zpiisobuje inhibici riistu pstruha duhového, proto koncentrace
NOs™ nesmi dlouhodobé piekro¢it 332 mg.I™ (Davidson a kol., 2014).

S hodnotou pH uzce souvisi toxicita nékterych latek napt. kovi. Optimalni rozmezi
pH pro pstruha je 6,5-8,5. Kritické hodnoty jsou pod 6,0 a nad 8,5 (Koufil a kol., 2008).
Pti postupné adaptaci v optimalnich podminkach pstruh duhovy muze piezit hodnoty pH
kolem 5,0 nebo nad 10,0 (Pokorny a kol., 1998).

Vyznamnym negativnim faktorem v chovu lososovitych ryb je organické znecisténi
vody, proto je potfeba mit v chovu co nejmensi organické zatizeni vody. Nejveétsi
pozornost by méla byt vénovana piedev§im RAS objektim (Koufil a kol., 2008).
Kontrolovani organického zatizeni se provadi na zdklad¢ chemické spotieby kysliku
(CHSK) a biochemické spotieby kysliku (BSKs). Horni hranice CHSK v chovu
lososovitych ryb je 10 mg.1™" a BSKs je 4 mg.It (Pokorny a kol., 1998).

V chovu lososovitych ryb osvétleni, intenzita svétla a svételny rezim maji dilezity
vyznam. Pfi spravné regulaci svételného rezimu lze dosdhnout oddéleni, nebo naopak
uspiseni Casu vytéru az o Ctyfi mésice (Koutil a kol., 2008). Dalsi moznosti je metoda
konstantniho svételného rezimu v poméru 18 hodin svétla a 6 hodin tmy po skonceni
vytérového obdobi. Diky této metod€ dochézi k dozrani pohlavnich produkti a schopnosti
nového vytéru uz po Sesti mésicich. Pfitom nedochdzi k negativnimu vlivu na plodnost
generacnich ryb a velikost, kvalitu a vybarveni jiker (Pokorny a kol., 1998). Osvétleni

zaroven podporuje piijem potravy a je vyznamnym faktorem pro plidek a rocka
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z hlediska intenzifikace chovu. Negativni ucinek je vSak v tom, Ze jikry a plidek jsou
svétloplaché, piimé svétlo muze poskodit jejich vyvoj (Koutil a kol., 2008).

Pro piisun kysliku a odstranéni organického znecisténi je dalezity prisun Cisté vody.
V intenzivnich chovech je potieba mit vyménu celého objemu vody v chovné jednotce
jedenkrat za 1-2 hodiny (Pokorny a kol., 1998). Nespravna rychlost proudéni vody muize
mit negativni vliv na produk¢ni vysledky. Pro pstruha duhového do hmotnosti téla kolem
1 g je optimalni rychlost proudéni vody v rozsahu mezi 0,03-0,06 m.min*, zatimco pro
ryby nad 1 g je doporuc¢ovano 0,6-1,8 m.min*! (Koutil a kol., 2008).

2.1.5 Uméla reprodukce

Systém recirkulac¢ni lihn€é pro lososovité ryby s vyuzitim mimosezonnich vytéra
generaCnich ryb muze zéasobovat odchovy pravidelnym a dostatecnym mnoZstvim
juvenilnich ryb v priibéhu celého roku (Bufi¢ a Koufil, 2012).

Koutil a kol. (2008) popisuje n€kolik zdkladnich pravidel pro umély vytér.
Pfi manipulacich srybou je potieba drzet rybu ve vlhké tkaniné. Pred vytérem otfit
do sucha bfisni partie ryby a misky, do kterych se budou jikry vytirat, je také nezbytné
udrzet Cisté a suché. Pfi vytéru ryba musi byt nizko nad miskou, aby bylo zamezeno
poskozenti jiker, a musi byt vytieny vSechny jikry z btisni dutiny ryby.

Némecka (sucha) metoda umélého vytéru se pouziva u vétSiny lososovitych ryb
(Pokorny a kol., 1998). Princip spociva ve vytéru né¢kolika samic (jikernacek) do jedné
misky. Nasledné piimo na jikry se vytird sperma (mlici) samci (mli¢akl) a promichava
se s jikrami. Nasledné se do smési gamet piiliva voda, ¢imz dojde k aktivaci spermii.
Doporucovana vyska vody nad jikrami by méla byt maximaln€ 1 cm, jinak se snizuje
procento oplozeni jiker. Poté se jikry znovu promichavaji a nechaji se v klidu po dobu
2-3 minut, aby spermie vnikly do jikry (Koufil a kol., 2008). Vzhledem k tomu,
7e ovarialni plazma prodluzuje Zivotnost spermii, vysledkem této metody je mira oplozeni
az 95 % (Pokorny a kol., 1998). Pak je voda slita a odstranéno zbylé mli¢i, stejné¢ jako
neoplozené jikry. Takto oplozené jikry jsou premistény na inkubacni pfistroje, kde dojde

k jejich inkubaci (Lusk a kol., 1987).

2.1.6 Umély odchov a vyvoj ranych stadii
U lososovitych ryb je rozmér zralych jiker nepfimo vztazen k plodnosti daného
druhu, z toho vyplyva, ze ¢im vétsi plodnost ryby, tim mensi je pramér zralych jiker
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(Koufil a kol., 2008). Jikra mé animalni po6l obsahujici bunécné jadro a vegetativni pol,
kde se nachazi zloutek (Pokorny a kol., 1998). Na povrchu jikry lze pozorovat pory
o velikosti 1 um, které pokracuji v uzkych kanalcich. Na animalnim po6lu jikry se nachazi
mikropyle, kterym proniké spermie do jikry (Hoitsy a kol., 2012). Jikra je obklopena
silnou mnohobunéénou membranou, chorionem s blanitym obalem se slozitou lamelarni
strukturou, kterd v nasledujicich hodindch po oplozeni ¢im dal tim vice bobtna
(Terner, 1986).

Spermie se sklada z hlavicky (1,7-2,0 pm) a ocasku o délce 25-35 pm. Aktivni faze
zivota spermie ryb zacind, kdyZz je spermie aktivovdna vodou a trva piiblizné
40-50 sekund u pstruha duhového (Hoitsy a kol., 2012). Po proniknuti prvni spermie
se otvor mikropyle jikry uzavie, ale to plati i Vv ptipadé, Ze v blizkosti jikry nejsou
pritomny zadné spermie do n€kolika minut po zafatku bobtnani jikry. Membrana je
od vlastni buriky oddélena perivitelinovym prostorem, ktery se 20—60 minut po oplodnéni
zaplni tekutinou. Tato perivitelinova tekutina umozZiuje embryu volné rotovat uvnitf
obalu (Hoitsy a kol., 2012).

Jikry pstruha duhového nejsou lepkavé, ale mohou se ptilnout k podkladu nebo
ke sténam inkubatoru, dokud zcela nenabobtnaji (Pokorny a kol., 1998). V obdobi
bobtnani se objem jikry zvétsi o 12-20 % (Hoitsy a kol., 2012). Béhem dané¢ho obdobi
jsou jikry velmi citlivé (Koufil a kol., 2008).

U pstruha duhového embryonalni vyvoj (tj. perioda od oplozeni jiker po vylihnuti
larev) probihd po dobu 61 dnu pii teploté vody 6 °C. V disledku splynuti pohlavnich
bun¢k (gamet) vznikd nova burika, ktera se jmenuje zygota. Po vzniku zygoty zacina jeji
déleni (ryhovani), kdy vznikaji dcefiné buiky. Z takovych bunék vznikd embryo
(Pokorny a kol., 1998). V tomto useku ontogeneze probiha vyvoj jedince velmi rychle.
Proces ryhovéani probihd piiblizné dvé hodiny (Koufil a kol., 2008). Ryhovéni
je podminéno mnozstvim zloutku v jikie. Za Zloutek se povazuje rezerva zivin uvnitf
jikry, ktera je charakteristickd hustou nazloutlou tekutinou obsahujici protein globulin
a kapicky tuku (Pokorny a kol., 1998). Tyto tukové kapénky se shromazd'uji na hornim
polu jikry, ¢imz udrzuji zdrodecny disk ve spravné poloze (Hoitsy a kol., 2012).

Dalsi fazi vyvoje ryb je obdobi klidu, jenz probihd od cca 48 hodin po oplozeni.
Béhem obdobi klidu jsou lososovité ryby velmi citlivé na vnéjsi vlivy a otfesy. Zvlast

nebezpecna je perioda v intervalu 70—100 d° pii teploté vody 10—12 °C (Koutil a kol.,

15



2008). V daném obdobi je velmi nebezpe¢né manipulovat s rybami napf. transportovat
embrya, odsavat kal, ménit pratok vody atd. (Pokorny a kol., 1998).

Féaze klidu konci stddiem ocnich bodi. Obdobi o¢nich bodi je charakteristické
¢ernymi oc¢nimi body, tj. pigmentovanymi zaklady o¢i embrya. Stadium oc¢nich bodu
se povazuje za nejméné citlivé na otfesy, proto je mozné transportovat embrya i vybirat
neoplozené a poskozené (bilé) jikry ¢i uhynulda embrya (Koufil a kol., 2008). U pstruha
duhového staddium ocnich bodu trva ptiblizné po dobu jednoho tydne od 200 do 250 d°.
V tomto obdobi se naposledy vybiraji bilé jikry a uhynula embrya (Pokorny a kol., 1998).

Vylihnuti (vykuleni) vackového plidku (larev) se uvadi jako konec inkubace embryi
(Koufil a kol., 2008) a zaroven je povaZzovano za konec embryondlni periody Zivota ryb
(Kamler, 2002). Pied vylihnutim se embrya zacinaji intenzivné pohybovat, tim dojde
k protrhnuti obalu jikry. K uvolnovani plidku dochazi ocasem napted (Hoitsy
a kol., 2012). Intenzita lihnuti je zavisla na teploté vody. Naptiklad pti 10 °C nastava
lihnuti pstruha duhového za 310 d°. Nezbytné je odstraniovani jikrnych obalti, jinak by
mohlo dojit k uduseni pladku (Koutil a kol., 2008).

Po vykuleni za¢ina klidova faze odchovu (tj. larvalni perioda ontogeneze), ktera
kon¢i naplnénim plynového méchyte a rozplavanim plidku (zatimco larvalni perioda
kon¢i tplnou resorpci zloutkového vacku). Vylihli jedinci maji velky zloutkovy vacek,
Z n¢hoz se zivi (tzn. obdobi endogenni vyzivy) do prechodu na vnéjsi krmeni (tzn. obdobi
exogenni vyzivy). Zloutkovy vacek mize tvofit 2/3-3/4 celkové hmotnosti jedince
(Hoitsy a kol., 2012; Kamler, 2002). Velikost zloutkového vacku je zavisla na jikernacce,
ktera uklada ziviny do jiker v prib¢hu jejich dozravani (Pokorny a kol., 1998). Zpocatku
vylihl¢ larvy ziistavaji lezet na dn€, ale v pritbé¢hu nékolika dnit dochazi ke zvyseni jejich
aktivity a rozplavani plidku (Hoitsy a kol., 2012).

Aktivni faze odchovu zacina po straveni (resorpci) cca 1/2-2/3 zloutkového vacku.
V dané fazi je pozorovan rychly nartst pohybové aktivity a zacatek potravniho reflexu
(Koufil a kol., 2008). Dochézi k postupnému piechodu z endogenni na exogenni vyzivu
(tzn. obdobi mixogenni vyzivy) (Kamler, 2002). Toto obdobi je velmi kratké a z pohledu
ontogeneze a chovu nemén¢ diileZité a naro¢né. Cilem rozkrmovani pludku je rozvinout
potravni reflex, tim vytvofit optimalni pfedpoklad pro intenzivni rist v dalSich fazich
odchovu (Koufil a kol., 2008).

Inkubace jiker (inkubacni doba) je obdobi vyvoje zarodku (embrya) v jikie
a vyjadfuje se pomoci dennich stupiiti (d°). Denni stupné jsou sumou nebo nasobkem
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primérnych dennich teplot po potfebny pocet dni od oplozeni jiker do vylihnuti larev.
Faktory ovlivitujici délku inkubacni doby jsou jak biotické (druh, velikost jiker, vék
ryby atp.), tak abiotické (teplota vody, obsah kysliku, intenzita svétla atd.) (Kamler, 2002;
Pokorny a kol., 1998).

K inkubaci oplozenych jiker se pouzivaji inkuba¢ni ldhve a pfistroje. Existuje
n¢kolik druhd inkubacnich ldhvi (napt. Zugskd, Chasseova a Kannengieterova lahev)
a inkubacnich pftistrojii (horizontalni a vertikalni inkubatory — kalifornsky, Riickeliv
a Riickel-Vackulv aparat) (Koufil a kol., 2008). Inkubaéni lahve jsou nejcastéji vyrobeny
ze skla, plexiskla ¢i z prihledného plastu, zatimco inkubacni pfistroje byvaji vyrobeny
Z riznych materiali napt. laminat, kov, plasty a jejich kombinace (Pokorny a kol., 1998).
Ptivod vody u vétSiny typu téchto inkubacnich aparatii byva zespoda, tim jikry mirné
nadndsi (Koufil a kol., 2008). Pouziti vyjmenovanych inkubacnich pfistrojii ma své
vyhody a nevyhody napf. jednou z nevyhod inkubacnich 14hvi se spodnim pfitokem vody
je, ze neni mozno odebirat neoplozené a uhynulé jikry v pribéhu inkubace. U pstruha
duhového se nasazuje 3040 tisic jiker do jedné Zugské lahve (objem 9 1) s moznosti
inkubace az do obdobi lihnuti pliadku (Pokorny a kol., 1998). Po ukonceni inkubace jiker
nastava dal$i narocna faze chovu, kterou je odchov vylihnutého plidku (larev), kdy ryby
jsou piesunuty do zafizenich rtizného typu (napf. pruto¢né zlaby, bazény a kolibky)
(Koufil a kol., 2008).

U pocatecnich stadiich inkubace jiker lososovitych ryb se doporucuje zvolit pritok
vody 3 I.min" a pred zacatkem lihnuti plidku zménit pritok na 7-8 I.min? (Pokorny
a kol., 1998). Optimalni parametry vody pro pstruha duhového byly uvedeny vyse
v kapitole 2.1.4. V prabéhu inkubace u pstruha duhového se mira lihnuti larev pohybuje
kolem 70 az 90 %. Béhem inkubace jiker a odchovu plidku musi byt zajiSténa pravidelna
kontrola z divodu udrZovani stalého pritoku kvalitni vody, odstraiovani sedimentu,
uhynulych embryi a jikrnych oball pfi/po lihnuti, vedeni evidence lihnuti a Castého

krmeni ryb (Pokorny a kol., 1998).

2.2 Cisténi a iprava kvality vody v akvakultui‘e

2.2.1 Znecisténi vody v rybochovnych objektech

V intenzivnich odchovech mtize byt welfare ryb nizsi v disledku vysokych obsadek,
stresu pii manipulaci nebo poklesu kvality vody, proto lze ocekévat vyssi vyskyt
onemocnéni ryb, zvIla$t€ u ranych stddii ryb. NarGst mnoZstvi organickych
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I anorganickych latek ve vod¢ v dusledku chovu ryb (krmeni a metabolismu ryb)
je ptiznivym prostfedim pro rozvoj bakterii a ostatnich mikroorganismi ve vodé.
Pti né€kolikanasobném namnozeni téchto mikroorganismti dochdzi k negativnim u¢inkiim
(napf. rozvoji nemoci a plisni, mortalité ryb) na chovanou rybi obsadku, coz ¢asto vede
k ekonomickym ztratam. Nasledkem zvysené koncentrace suspendovanych latek je vyssi
preziti ptivodcti mnohych onemocnéni (Liltved, 2003). Spravna hygiena prostiedi, stejné
jako pravidelné ¢isténi odchovnych nédrzi a potrubi, je nezbytna pro zajiSténi zdravi ryb
(Lawson, 2002).

Patogenni bakterie mohou vyvolat onemocnéni ryb. Uvedené organismy se objevuji
nejCastéji pii trvalém vysokém bakteridlnim zatiZzeni vody. Objevuji se 1 u stresovanych
ryb nebo pii Spatném zdravotnim stavu atd. v disledku snizené imunity ryb. Mlizeme
pozorovat jak vnéjsi projevy (zména chovani, rozpad ploutvi, 1éze, oteviené rany atp.),
tak i vnitini (zanét stfeva, zména barvy sleziny, zdufeni ledvin aj.) (Svobodova a kol.,
2007).

Dalsi skupinou organismi zpusobujicich zdravotni rizika ryb jsou plisné.
Nejznaméjsimi rody jsou Saprolegnia nebo Achlya. Podobné jako bakterie obyvaji
pievazné znecisténé vody. Nenapadaji hostitele aktivné, ale v obdobi oslabeni imunity,
eventualni nekrézy a zranéni povrchu ryb, které jsou Zivnou ptidou pro plisné. Zvlastni
pozornost by méla byt vénovana zadbram pladku lososovitych ryb, aby nedoslo
Kk pfiduSeni ryb, coz by mohlo vést ke katastrofickym ztratim (Buti¢ a Koufil, 2012).

K redukovani ekonomickych ztrat v intenzivnim chovu ryb je zapottebi dodrzovat
zoohygienu a omezit kontaminace vodniho prostiedi infekcemi. Voda obihajici v RAS
obsahuje pestrou Skalu mikroorganismii razného ptivodu, proto moznost vyskytu
patogennich organismil neni zanedbatelnd. V chovnych objektech s vysokou obsadkou
ryb se Sktdci rychle mnozi a mohou vyvolat zdravotni problémy ryb, je proto nutné
chovnou vodu dezinfikovat. Pii optimalizaci dezinfekce vody v RAS je nutno brat

Vv tvahu zkuSenosti z Gipravy pitné vody a Cistiren odpadnich vod (Pokorny a kol., 1998).

2.2.2 Recirkulacni akvakulturni systémy

V pribéhu nékolika desitek let doslo k masivnimu rozvoji recirkulaénich technologii
(Warrer-Hansen, 2015) jako dusledek technického pokroku a dalsich faktort, jakymi jsou
ekologické naroky na Zivotni prostiedi, kvalita vody, zamezeni vstupu riznych nemoci a

predatort aj. (Koufil, 2013).
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Recirkula¢ni akvakulturni systémy (dale RAS) miizeme charakterizovat jako
technologie zajist'ujici vicendsobné vyuziti vody v chovnych zatizenich (Vachta a kol.,
2015). Béhem nékolikanasobného obéhu vody v RAS dochdzi ke znecisténi vody
v dusledku fyziologickych a metabolickych procest ryb. Tim, Ze RAS nejsou naro¢né na
vydatnost zdroje pritokové vody a vzhledem k minimélni vyméné vody, musi byt
dodrzovano hygienické zabezpeCeni chovil a eliminace negativnich ucinki vlivem
znecisténi (Lawson, 2002). Pfi pritoku vody RAS je voda neustale pieCistovana
od riznych nerozpustnych (zbytky krmiv, exkrementy a sedimenty) i rozpustnych latek
(amoniak, oxid uhli¢ity, dusitany, dusi¢nany atd.) pomoci mechanickych a biologickych
filtr(, ¢imz se preméni jeji kvalita na ptivodni troven (Stejskal a kol., 2020).

Jeden z hlavnich problémut nastava pfi intenzivni aplikaci krmiv, coz v dasledku
rozkladnych procest vede k poklesu obsahu rozpusténého kysliku ve vodé, ktery vSak Ize
navysit pomoci aerace ¢i oxygenace (Koufil a kol., 2013). Dezinfekce vody mitize byt
provedena metodami jako je ozonizace, ozafovani ultrafialovym svétlem (UV), chloraci,
aplikace lécebnich latek napiiklad formaldehyd, peroxid vodiku, kyselina peroctova,
chlornan atd (Kolarova a kol. 2020). Dalsi technologické prvky RAS poskytuji optimalni
podminky prostiedi pro urcitou rocni sezonu. Jedna se o rizna tepelna cerpadla, ohfivace
¢i chladice, které se pouzivaji k odpovidajicimu nastaveni teploty vody (Velisek a kol.,
2015). Obéh vody v systému je zajistén pomoci vodnich Cerpadel rizné konstrukce.
Vzhledem k finan¢ni naro¢nosti, nejen uvedenych technickych prvkd, se konstrukce RAS
organizuje riznymi zpusoby piedevSim s cilem zvySeni ekonomické spolehlivosti

a snizeni energetickych pozadavki (Mares a kol., 2013).

2.2.3 Metody ciSténi vody v RAS

2.2.3.1 Mechanicka filtrace

Zpocatku je tieba nerozpusténé latky klasifikovat na skupiny podle jejich fyzikalnich
vlastnosti (Stejskal a kol., 2020). Jednou ze skupin jsou sedimentujici latky, které v klidné
vodé odpadavaji na dno pfiblizn€ do 20 minut a druhou skupinou jsou suspendované
(nesedimentujici) latky (Ebeling a Timmons, 2012; Koufil a kol., 2013; Stejskal a kol.,
2020). Pfi odstranéni latek o velikosti ¢astic 50-75 pm dochdzi ke spravné funkci RAS
(Stejskal a kol., 2020). Existuje n¢kolik zptisobt (véetné jejich kombinaci) pro odstranéni
nerozpusténych latek z RAS napf. rGzné sedimentacni nadrze, separdtory anebo
mechanické filtry riznych typi (Koufil a kol., 2013; Stejskal a kol., 2020).
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Nejcastéji se v systémech pouzivaji bubnové mechanické filtry s mikrosity (Cripps a
Bergheim, 2000). Princip spociva v prutoku vody filtrem, kde dochazi k zachyceni
nezadoucich castic z vody podle zvolené velikosti ok mikrosita, zatimco vycisténa voda
pokracuje nadale v RAS. Necistoty z mikrosita bubnového filtru jsou odstranény
praplachem vysokotlakymi tryskami bud’ periodicky, nebo pomoci signalu hladinového
¢idla. Jejich masivni vyuziti souvisi s moznosti vymény mikrosit, coZ umoziuje nastavit
rozmér zachycovanych castic (Losordo a kol., 1999; Policar a kol., 2020). Hlavni
nevyhodou pouziti mechanickych bubnovych filtr je vysoka pofizovaci cena a zna¢na

spotfeba vody pii Cisténi (Stejskal a kol., 2020).

2.2.3.2 Biologicka filtrace

Biologicka filtrace je dal§i nezbytnou soucasti ¢isténi vody v RAS. Ne vSechny
organické latky jsou totiz odstranény v mechanickém filtru, nejjemné;jsi Castice projdou
spolu s rozpusténymi slouc¢eninami, jako jsou fosfore¢nany, toxické dusitany, amoniak
(Bregnballe, 2015; Koufil a kol., 2013; Stejskal a kol., 2020), které jsou produkovany
metabolismem ryb a v dasledku rozkladu krmiv ve vodé (Koufil a kol., 2013; Masser
a kol., 1992; Stejskal a kol., 2020).

Biologicky filtr umoznuje pfeménu toxickych latek (amoniaku a dusitanll) na méné
toxické dusi¢nany. Dany proces se nazyva nitrifikace a probiha ve dvou fazich (Stejskal
a kol., 2020). V prvni fazi (tzv. nitritace) je amoniak oxidovan na dusitany hlavné diky
bakteriim rodu Nitrosomonas. Ve druhé fazi (tzv. nitrataci) jsou dusitany oxidovany
na dusi¢nany pievazné pomoci bakterii rodu Nitrobacter. Vétsinou oba stupné probihaji
tésné za sebou, proto nedochdzi k hromadéni toxickych dusitani ve vodé€. Proces
nitrifikace probihd pouze za oxickych podminek, to vede k velké spotiebé kysliku.
Z tohoto dlvodu je ve filtru instalovana technologie provzdusiovani (Bregnballe, 2022;
Koufil a kol., 2013; Masser a kol., 1992; Policar a kol., 2018; Stejskal a kol., 2020;
Vachta a kol., 2015).

V biofiltru nitrifikacni bakterie vedou konkurencni boj o kyslik a prostor
S heterotrofnimi bakteriemi a dal$imi mikroorganismy. Nezadouci organismy rozkladaji
organické latky a spotfebovavaji kyslik z vody. Proto je zapotiebi, aby voda ptitékajici
do biofiltrii obsahovala co nejméné nerozpusténych latek (Koufil a kol., 2013). Proces
nitrifikace inhibuje nejen koncentrace kysliku, ale také nizka teplota vody, nizka/vysoka

hodnota pH, vysoka salinita, pfitomnost antibiotik atd. (Bregnballe, 2022; Koufil a kol.,
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2013; Stejskal a kol., 2020). Vétsina RAS pouziva bakterie fixované na povrch substrata.
Proto se pro rychly a efektivni provoz biologického filtru pouziva riznych médii s velkou
plochou povrchu napf. ve tvaru cocek, miizek a kulicek. V soucasnosti existuje celd rada
typti biofiltri napt. zkrapéné, fluidni, ponotené a tlakové filtry (Bregnballe, 2022; Koufil
a kol., 2013; Lekang, 2020; Stejskal a kol., 2020).

2.2.4 Metody dezinfekce vody v RAS

Dezinfekce vody pro akvakulturu ma zasadni vyznam, jako prevence zavleceni
a Sifeni infek¢nich onemocnéni. Zdroj vody bez patogent je pro Uspéch v akvakultute
nezbytny (Kasai a kol., 2002). Mikrositové mechanické filtry se pouZzivaji k minimalizaci
hromadéni pevnych latek a biologické filtry pak pro odstranéni dusikatych latek v RAS,
nejsou vSak dostacujicimi mechanismy pro dezinfekci vody (Summerfelt a kol., 1994).
Pokud se organické latky neodstrani v€as z vody, mohou vyvolat nezadouci deficity
kysliku, inhibovat nitrifikaci a zvySovat riziko vyskytu patogent (Chen a kol., 1993).
Metody nebo procesy, které mohou zlepsit kvalitu vody, znicit patogeny a ptipadné zvysit
produkci a snizit nékteré provozni naklady pii odchovu ryb v RAS jsou chlorace,

UV zafeni a ozonizace, ptipadné jejich kombinace (Koufil a kol., 2013; Liltved, 2003).

2.2.4.1 Chlorace vody

Chlorovani (chlorace) je nejcastéjSim zptsobem dezinfekce komundlnich a jinych
odpadnich vod uZ nékolik desitek let (Wang, 2006). Uginnost dezinfekce chlorem je viak
ovlivitovana faktory prostfedi, jakymi jsou napft. teplota, pH, suspendované latky,
organické slouceniny a druh cilového organismu (Lawson, 2002). Pii pouzivani chloru
v akvakultufe je potfeba brat v tivahu, Ze chlor je toxicky pro ryby (Liltved a kol., 1995).
Po chloraci se casto doporucuje provzdustiovani vody po dobu 24-48 hodin

(Lawson, 2002).

2.2.4.2 Dezinfekce vody UV zafenim

Osetieni vody ultrafialovym svétlem (UV) probihd pomoci elektromagnetického
zafeni o vlnovych délkach, které poSkozuji DNA organismu (Bregnballe, 2022). Tato
technologie se pouziva napt. ve vodarenstvi, akvakultufe a RAS technologiich (Timmons
a Ebeling, 2013). Dilezitymi faktory pro vypocet ddvky UV jsou vykon lampy, plocha
osvitu, sloupec vody, doba kontaktu a kvalita vody (Stejskal a kol., 2020). Vyhodou
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pouziti UV je, ze nezanechava zadna toxicka rezidua (Gullian a kol., 2012) a nema vliv
na chut, pach a chemické slozeni vody. Negativni strdnkou jsou vSak vys$i provozni

naklady (Stejskal a kol., 2020).

2.2.4.3 Ozonizace vody

Dalsi u¢innou metodou dezinfekce pitnych a odpadnich vod je ozonizace, kterad
se provadi jiz vice neZ sto let. Ozonizace se uplatiiuje také v akvakultuie, a to jak
Vv prutoénych systémech, tak i RAS (Summerfelt a Hochheimer, 1997). Stala se tak
predmétem rostouciho zdjmu vyzkumu a komeréniho vyuziti v akvakultufe (Powell
a Scolding, 2016). Vlastnosti ozonu, technologie pro produkci a méteni ozonu ¢i vyhody

a nevyhody aplikace v akvakultuie jsou podrobné&ji popsany v nasledujici kapitole 2.3.

2.3 Ozon

2.3.1 Chemicka struktura ozonu

Ozon (0O3) je tiiatomovy alotrop kysliku, v némz jsou atomy kysliku spojeny
nestabilni vazbou. Ozon je velmi reaktivni, nebot’ voln¢ vazany atom kysliku se rychle
odtrhne a reaguje s vétsSinou molekul organickych a anorganickych latek. Ozon je tedy
silnym oxida¢nim ¢inidlem, druhym nejsiln€jSim na svét€ po fluoru (Lawson, 2002;

NCBI, 2023; Powell a Scolding, 2016).

2.3.2 Vlastnosti ozonu

Vzhledem k relativné vysokym nakladim na produkci ozonu (ale také kyslik) je
dalezité zajistit jeho U¢inny pfenos do vody (Summerfelt a Hochheimer, 1997). Ve
srovnani s kyslikem je ozon pfiblizn¢ 13x rozpustnéjsi ve vodé (Rice a Netzer, 1984).
Celkova rychlost ptenosu ozonu z plynné do kapalné faze a nasledna rychlost rozkladu
ozonu zavisi na rychlosti reakce ozonu s latkami obsazenymi ve vod€ a na ucinnosti
pouzitého zatizeni pro piivod ozonu do vody (Stejskal a kol., 2020; Summerfelt, 2003;
Summerfelt a Hochheimer, 1997). Typ a mnozstvi slozek ve vodé urcuje rychlost reakce
ozonu. Rychlé reakce s anorganickymi a organickymi latkami, které 1ze oxidovat, udrzuje
nizkou koncentraci ozonu v prostfedi, tim se zvySuje rychlost pfenosu ozonu. Protoze
pfenos a reakce probihaji postupné€, mize se jedna z nich stat limitujici pro rychlost
dezinfekce vody (Bablon a kol., 1991). Teplota je pifimo imérna rychlosti chemické

reakce a urychluje oxidaci, atim i Gfinky ozonu v daném cCasovém obdobi
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(Powell a Scolding, 2016). Nemén¢ dilezity chemicky faktor, ktery je tfeba vzit v uvahu
pro efektivni davkovani ozonu, je pH. Bylo pozorovano, ze rychlost oxidace ozonu se
zvysuje pii hodnotach pH nad 8-9 (Ershov a Morozov, 2009; Staehelin a Hoigne, 1985).

Dalsimi zpisoby, jak navysit u¢innost ozonu, jsou zvétSeni kontaktni plochy mezi
plynem i kapalinou a zdrzeni plynu ve vod¢. Kontaktni plochu Ize zvétSit zmensenim
velikosti bublinek ¢i kapek, protoze mensi bublinky nebo kapky maji vétsi pomér plochy
vici jejich objemu. Vzhledem K tomu, Ze spotieba ozonu bude nizsi, vzroste tim jeho
i ¢as zdrzeni ozonu ve vod¢. Efektivitu pfenosu ozonu je tedy mozné navysit pomoci
technickych zafizeni, které minimalizuji pramér bublinek nebo kapicek (Stejskal a kol.,

2020; Summerfelt a Hochheimer, 1997).

2.3.3 Toxicita 0zonu

Na druhou stranu, pokud se nadbytek zbytkového ozonu ziistavajiciho ve vodé
nedostatecné kontroluje, mize zplisobit vyznamné poSkozeni nebo dokonce hromadny
uhyn chovanych ryb. Chronickd expozice ozonu miize vést ke zméné redoxni
homeostazy, coz nakonec zpiisobi stav oxida¢niho stresu. Krom¢ toho se ozon piimo
poskozuje na slizni¢ni povrchy, zejména zabry (Bullock a kol., 1996; Good a kol., 2011;
Policar a kol., 2020; Reiser a kol., 2011; Stiller a kol., 2020).

Pro vodni organismy je ozon toxicky jiz pii nizkych koncentracich (Langlais a kol.,
1991; Leynen a kol., 1998; Summerfelt a kol., 2004; Wedemeyer a kol., 1979).
Wedemeyer a kol. (1979) ve své publikaci uvadi 96hodinové LC50 9,3 mg.I" a jako
prahovou hodnotu zmituji jiz 0,008 mg.I! pro pstruha duhového o velikosti
téla 10-13 cm.

Plynny ozon je ale toxicky i pro ¢lovéka. Normy stanovené pro bezpecnost a ochranu
zdravi pfi praci povoluji pouze maximaélni jednorazovou expozici cca 3 mg.I" po dobu
krat$i nez 10 minut a p¥iblizné 1 mg.I* po dobu osmi hodin (OHSA, 1993). Na druhou
stranu existuji i tzv. ozonterapie (Elvis a Ekta, 2011).

Ozon vykazuje agresivitu nejen k zivym organismum, ale i k RAS komponentium,
pfedev§im mekkym plastim ve formé korozivnich Gc€inkl. Z tohoto diivodu je potieba
volit materidly, které jsou vici témto projevim odolné (Stejskal a kol., 2020).
Stejskal a kol. (2020) zaroven uvadi jako vhodny material pro uzaviraci kohouty a tésnéni

pouzivat teflon a pro sméSovaci zatizeni zvolit nerezovou ocel. Skodlivym G¢inkem muize
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byt 1 poskozeni biologického filtru, zejména nitrifikacnich bakterii na mediich, coz vede

ke zvyseni dusikatych latek ve vodé (Brazil a kol., 1996).

2.3.4 Destrukce ozonu

Prevenci vuci zvySenym koncentracim ozonu je jeho odstranéni neboli destrukce.
V akvakultufe se bézné pouziva destrukce pomoci UV zéfeni, které katalyzuje pfeménu
Oz na Oz pti vinovych délkach od 250 do 260 nm (Cryer, 1992; Hunter a kol., 1998;
Rodriguez a Gagnon, 1991; Stejskal a kol., 2020; Summerfelt a kol., 2004). Velice ¢astou
metodou je odstranéni ozonu pomoci granulovaného aktivniho uhli (Owsley, 1991;
Policar a kol., 2020; Summerfelt, 2003). Dals§imi metodami mohou byt napf.
vybublani/vyvétrani ozonu vzduchem (Summerfelt a kol., 2008) a katalyticka destrukce
(Mat-Kuling, 2023). Také je tieba piedchazet volnému uniku ozonu do prostiedi, proto
je dulezité spravné zvolit misto instalace ozonové jednotky. V RAS je vhodné umistit
ozonov¢ jednotky na pfitokové vode do systému, odtokové vodé€ ze systému, pied

chovnymi nadrzemi nebo pied biofiltrem (Stejskal a kol., 2020).

2.3.5 Dezinfekce ozonem

Vzhledem k toxicité ozonu a jeho rychlému rozpadu (reakci) ve vodé je ozon schopen
uc¢inné inaktivovat fadu mikroorganismi, diky ¢emuz je vhodny pro redukci mikrobt
v akvakultufe (Bablon akol., 1991; Longley, 1986). Utinek ozonu na bakterie je

znazornén na obrazku ¢. 1.

Obr. & 1. Utinek ozonu na bakterie: 1 — zdrava bakterialni buiika; 2 — pii bliz§im pfiblizeni

se molekula ozonu (zelena) dostane do kontaktu s buné¢nou sténou; 3 — pii kontaktu molekuly
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ozonu s bunéénou sténou dochazi k reakci zvané oxida¢ni vybuch, pfi niz se v bunééné sténé
vytvoti mala dira; 4 — noveé vytvoreny otvor v bunécné stén¢ bakterie; 5 — bakterie zacne ztracet
svijj tvar, zatimco molekuly ozonu pokracuji ve vytvareni otvorii v bunééné stén¢; 6 — po tisicich
srazkach ozonu béhem pouhych nékolika sekund jiz bakterialni sténa nedokaze udrzet sviyj tvar

a bunka odumira (AgriOzein, 2023).

Uz oetfeni pomoci 0,2 mg.I"t 0zonu po dobu 10 minut vede k usmrceni viru infekéni
hematopoetické nekrozy (Owsley, 1991). Liltved a kol. (1995) zaznamenali inaktivaci
99,99 % ¢tyt druhd bakterii (Aeromonas salmonicida salmonicida, Vibrio anguillarum,
Vibrio salmonicida a Yersinia ruckeri) a viru infek¢ni pankreatické nekrozy v destilované
vodé pfi zbytkové koncentraci ozonu 0,15-0,20 mg.I" a asovém useku 180 sekund.
Ozon byl Gspésné pouzit také k odstranéni mikrotas (Richard, 1993), to ma velky vyznam
napf. pro lihn¢ a fasové biotechnologie (Huang a kol., 2016; Cheng a kol., 2003; Powell
a Scolding, 2016).

Pro destrukce bakterii Escherichia coli a Enterococcus faecalis se doporucuje
koncentrace ozonu mezi 0,4 a 0,01 mg.I" v &isté vodé (Block, 1982). Kinman (1972)
prokézal, ze pti zdrZeni ozonu v systémech s Cistou vodou stac¢i 15 sekund pro zniceni
100 % ptitomnych mikrobl. Gesto a kol. (2022) ve své publikaci uvadi, Ze po jednom
tydnu se aktivita bakterii snizila o 91 % v systémech oSetfenych ozonem. Policar a kol.
(2018) zjistili, Ze pii odchovu sumce velkého (Silurus glanis) a candata obecného (Sander
lucioperca) v RAS pfi pouziti ozonu dochazi ke snizeni pravdépodobnosti vyskytu

bakterialni i parazitarni infekce a K poklesu kontaminace vody koliformnimi bakteriemi.

2.3.6 Aplikace ozonu v akvakultuie

Ozon lze aplikovat kontinualné jako sérii oSetfeni, nebo v jedné davce na den
(Hunter, 2000; Rakness, 2005). PouzZiti ozonu je ve vétSiné piipadli spojeno
se strategii krmeni. Totiz ti1 az Ctyfi hodiny po krmeni ryb dosahuje amoniak, rozpusténé
organické latky a dal$i odpadni produkty maximalnich koncentraci (Hunter, 2000).

Denni davka ozonu by méla odpovidat 27-29 g Oz na kg krmiva (Summerfelt a kol.,
2009). Podobné davkovani bylo zjisténo ve studii (Spiliotopoulou a kol., 2018).

K vyhoddm pouziti ozonu v akvakultufe patii také odstrafiovani organickych
molekul. Naptiklad vysokomolekularnich latek jako jsou geosmin a 2-methylisoborneol
odpovédné za pachut masa ryb pochazejicichz RAS, tyto latky Os rozklada

na nizkomolekularni latky nezptsobujici tuto pachut (Westerhoff a kol., 2006).
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Organické pevné latky, které jsou mensi nez ptiblizné 20 um, se hiife odstraiuji pomoci
béznych sedimentujicich a mechanickych filtra¢nich procest, takze se mohou hromadit
V RAS, zejména v systémech s nizkou vyménou vody (Chen a kol., 1993; McMillan a
kol., 2003). Aplikace ozonu zlepsi mikro-flokulaci velmi jemnych ¢astic a jejich agregaci
do vétsich shlukd, které jsou pak 1épe odstranitelné mechanickou filtraci (Krumins a kol.,
2001; Stejskal a kol., 2020; Summerfelt a kol., 1996).

Snizeni obsahu amoniaku a dusitant ve vod¢ je v RAS velkym problémem, pouzitim
ozonu vsak lze ptimo snizit jejich koncentrace. Ozon mize oxidovat jak amoniak, tak i
dusitany (Brazil, 1996; Summerfelt a kol., 1996; Summerfelt a Hochheimer, 1997). Ozon
redukuje také obsah téZkych kovii, jako jsou zelezo a mangan (Langlais a kol., 1991; Rice
a kol., 1981).

2.3.7 Produkce ozonu

Pro bezpecnou a Usp&Snou ozonizaci je velmi dilezitd konstrukce ozonového
generatoru (da Silva, 2006). Ozon je nestabilni plyn a nemtze byt skladovan po dlouhou
dobu, proto musi byt vyrabén na misté (Lekang, 2020). Existuje cela fada technologii
vyroby ozonu napi. fotochemicky pomoci UV zafeni, elektrolyza, koronovy vyboj
(da Silva a Wilson, 2006). Piiprava ozonu pomoci dielektrického bariérového vyboje
(korénovy vyboj) je nejbéznéjsi metodou pouzivanou v pramyslu (Okpala a kol., 2015).

Princip korénového vyboje je zndzornén na obrazku €. 2.
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Obr. &. 2. Princip koronového vyboje spocivajici v priichodu suchého vzduchu nebo kysliku
z vnéjsiho zdroje mezi elektrodami, kde elektricky vyboj rozbiji molekuly kysliku, timto vytvari

ozon (Wedemeyer, 1996).
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Pti prachodu plynu mezi elektrodami jsou elektrony pfitahovany ke kladné nabité
anod¢, hromadi se a zptisobi mikro-vyboj. Ioniza¢ni vlna vyvola poruseni vazby kyslikt
a vznika atomarni kyslik (Rakness, 2005). Dochazi k reakci (Os + O2) a vznika ozon
(da Silva, 2006). Vzduchem plnény generator produkuje plyn skoncentraci ozonu
1-4 hm. % (obvykle 1-2,5 hm. %) a kyslikem plnény generator produkuje 6-16 hm. %
(vétsinou 8—12 hm. %). Proces probiha v trubici, ktera ma Sitku 0,3-3 mm v zavislosti na
obsahu kysliku v plynu. Material vhodny pro komoru je z jedné strany keramicky nebo
sklenény, z druh¢ strany je elektroda z nerezové oceli. Obecné generatory pracuji za
atmosférického tlaku plynu (Vrajova, 2008). Nevyhodou je, Ze znacné mnozstvi
elektrické energie ptivadéné do generdtoru se ztraci jako teplo, a proto v zavislosti na
ozonizatoru je vzdy nutné chlazeni vzduchem nebo dokonce vodou (Wedemeyer, 1996).
Pouze malé mnozstvi dodané energie (5-10 %) je vyuzito pro vyrobu ozonu (Gebauer a
kol., 1992).

Generatory ozonu jsou obvykle provozovany s vyuzitim suchého vzduchu nebo
suchého kysliku bez neéistot. V obou piipadech by mél byt rosny bod udrzovan
pod -60 °C, protoze to snizuje obsah vodni pary na nékolik ppm. Vlhkost piivodniho

plynu ma nepiiznivy vliv na tvorbu ozonu (Kogelschatz, 2003).

2.3.8 Méreni 0zonu

Siroce pouzivanou metodou pro méfeni ozonu ve vodé je oxida¢né redukéni
potencial (ORP) (Powell a Scolding, 2016). ORP méfi rovnovahu mezi koncentracemi
a schopnosti latek vazat nebo uvoliovat elektrony, tzn. je méfenim sily oxida¢niho nebo
reduk¢niho ¢inidla. Senzor ORP se umist'uje v systému RAS v misté, kde je ozon zcela
spotiebovan (Bullock a kol., 1997). Uginek ozonu je méfen nepiimo rozdilem hodnot
ORP pifed a po oSetfeni ozonem, protoze ozon rychle oxiduje redukujici latky
(Wenk a kol., 2013).

Hodnoty ORP v rozmezi 300 az 425 mV ORP jsou pro ryby, korySe a mékkyse
bezpecné (Powell a Scolding, 2016). Pokud ORP dosahne nad 500—-600 mV, muze byt
pro ryby toxické, protoze oxiduje vSechny organické latky vcetné povrchil ryb, jako jsou

zabry (Lekang, 2020).
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2.3.9 Zavizeni pro sméSovani ozonu s vodou

Pti sestaveni ozonoiza¢niho dezinfek¢niho zafizeni je dilezity vstfikovaci systém,
ktery pfivadi ozon do vody, a také systém, co umoziuje dostatecnou dobu zdrzeni ozonu
ve vod¢ mezi jednotlivymi davkami (Lekang, 2020). Toto je dané hlavné z ekonomického
hlediska, protoze naklady na vyrobu ozonu a kysliku jsou relativn¢ vysoké (Summerfelt
a Hochheimer, 1997).

Rychlost pienosu ozonu do vodni faze a nasledna rychlost rozkladu ozonu zavisi na
ucinnosti kontaktniho systému a na rychlosti reakce ozonu se vzduchem a slozkami ve
vodé (Summerfelt, 2003). K dispozici je fada technickych feSeni reaktorti s rtiznou
konstrukci pro pienos ozonu do vody (Summerfelt a Hochheimer, 1997). Mezi
konstrukce patii staticky mixér, bublinkovy kontaktor, vstfikovaci systém, vézovy
kontaktor a membranovy kontaktor. Kazda konstrukce ma své vyhody a nevyhody, ale
mezi dulezité aspekty pifi vybéru generdtoru patii zejména Uc€innost pfenosu ozonu
a konstrukce z materialii odolnych vii¢i ozonu (Stejskal a kol., 2020).

Zatizeni pro ptenos ozonu, které maji kontinualni plynnou fazi, jako jsou
rozprasovaci kolony, plnéné kolony a vicestupnové nizko-hladinové oxygenatory,
poskytuji u€inny pienos, ale velmi kratké obdobi pro reakci. Technologie pienasejici
ozon, které maji kontinualni kapalnou fazi, jako jsou sméSovaci valce/kuzely, U-trubice,
aspiratory, bublinkové difuzory a staticky mixér ozonu, zajist'uji pfenos ozonu a potiebny

reak¢ni ¢as (Summerfelt a Hochheimer, 1997).

2.4 Technologie nanobublin

2.4.1 Definice makro-, mikro- a nanobublin

Temesgen a kol. (2017) uvadi, Ze neexistuje jasna definice priméru bublin o rizné
velikosti, ale Linh a kol. (2021) definuji makrobubliny jako bubliny o velikosti od 100 pum
do 2 mm. Vlastnost takovych bublin ale je, Ze rychle stoupaji k povrchu kapaliny, kde
brzy prasknou (Temesgen a kol., 2017). Ackoliv se autofi zatim neshodli na velikostnich
hranicich mikrobublin, vétSina z nich navrhovala minimalni velikost kolem 10 pm,
zatimco maximalni uvadénd velikost byla 100 pm. Mikrobubliny stoupaji k hlading
pomaleji (v fadu minut) nez makrobubliny a prasknou ve vodnim sloupci (Temesgen a
kol., 2017).

Seridou a Kolagerakis (2021) popisuji, ze v mnoha studiich se nanobubliny (NB)

klasifikuji jako bubliny mensi nez 0,2 pm. Na rozdil od makro- a mikrobublin ¢asem
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bobtnaji a pozd¢ji praskaji po celém objemu kapaliny. Ve vodném roztoku mohou NB
zustat stabilni po dobu nékolika dnii az mésicti (Temesgen a kol., 2017). Porovnani

vlastnosti NB s makro-, mikro- a submikro-bublinami znazoriiuje obrazek ¢. 3.

Makro-bublina Mikro-bublina Sub-mikrobublina Nano-/Ultra-jemna bublina
104 um 102 um 10" um 10°um 10° um
kuﬁ . < 2 i v kapaling Bobtnani a prasknuti v
Prasknuti na povrchu L e ‘celém objemu kapaliny
kapaliny "3 £
p N
Rychlé stoupani
(v Fadu sekunﬁ'./ R e i Bm:;uuv;ép'zhyb
V (v Fadu minut) A r"—' (v hodindch-
< » mésicich)
Spatny prenas _> —p
< 9O / Lepéi prenos ¢~ Nejlepsi prenos
S
€ Rozsah priuméru bublin: 10 mm az 1 nm >

Obr. ¢&. 3. Velikostni rozmezi a vlastnosti makro-, mikro-, submikro- a nano- (ultra-jemnych)
bublin (Seridou a Kolagerakis, 2021).

2.4.2 Vlastnosti nanobublin

Hlavnimi vlastnostmi NB jsou vysoka stabilita a dlouha doba perzistence v prostiedi
po jejich aplikaci (Meegoda a kol., 2018). Dalsi dileZitou vlastnosti NB je vysoky pomér
jejich specifického povrchu vii¢i objemu a vysoky vnitini tlak. Tyto vlastnosti usnadiiuji
proces ptrenosu hmoty v mezifazi plyn-kapalina a podporuji chemické reakce. Dale NB
maji niz§i vztlak, a proto nemaji tendenci rychle stoupat a brzy prasknout v prostiedi
(Gurung a kol., 2016).

Zeta potencidl je fyzikdlni vlastnost, kterou vykazuje jakékoliv Castice, a pouziva se
k méfeni velikosti elektrostatického odpuzovani nebo pfitahovani mezi casticemi
a bublinami, vzhledem k tomu je dilezitym ukazatelem stability NB ve vodnim prostiedi
(Fan a kol., 2010). Bubliny s vysokym zeta potencidlem maji kolem sebe vysoce nabité
Castice, které brani agregaci ¢astic v disledku elektrického odpuzovani (Wu a kol., 2015).

Pokud maji vS§echny bublinky nebo ¢astice v suspenzi zeta potencial na vysoké absolutni
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hodnoté, pak se predpoklada, ze jsou stabilni (Gurung a kol., 2016). Na hodnoty zeta
potencialu ma vliv teplota, nebot’ pfi zvyseni teploty zeta potencial klesa. Meegoda a kol.
(2018) ve svém vyzkumu pfispéli k tomu, ze nanobubliny ozonu (O3NB) vykazuji
nejvyssi velikost zdporné hodnoty zeta potencialu, pak nasledoval kyslik, vzduch a dusik.
Pokud je absolutni hodnota zeta potenciadlu NB vyssi nez 30 mV, jsou mnohem stabilnéjsi
nez NB s hodnotou niz$i nez 30 mV (Ushikubo a kol., 2010). Kyslikové NB maji
pii pH 5,7-6,2 hodnotu zeta potencialu v rozmezi -17 az -20 mV, zatimco pti pH 6,2-6,4
mély zeta potencial mezi -34 az -45 mV (Uchida a kol., 2016). Krom¢& toho se pfii
vysokych hodnotach pH roztoku vytvarely bubliny mensSich rozmért a pti kyselych
hodnotach pH byly bubliny vétsi a nestabilni. Prehled fyzikalné-chemickych vlastnosti

NB je ptehledné€ zndzornén na obrazku €. 4.

Vlastnost o mm— Chovani

Hydrofobni 94 : ‘ * Neutralni vztlak
Nabity povrch ) / Q Stabilni a dlouhodobé
Vysoky vnitini tlak NANOBUBLINA 9 Oxidacni
Tvrdy povrch \ \ o/ Elektrochemicky aktivni

Vysoka ucinnost prenosu plynu ' RS /@ SHEN POVIChOVE FApn

Obr. ¢. 4. Fyzikalné-chemické vlastnosti nanobublin (van Beijnen a Yan, 2021).

Nanobubliny mohou produkovat volné radikaly kolapsem bublinek v dusledku
akumulace mezifazovych ionti na rozhrani plyn-kapalina (Liu a kol., 2014). Bublinky
v mikromé&fitku mohou mit pfiznivy vliv na tvorbu hydroxylovych (OH") radikalt béhem
ozonizace (Chu a kol., 2008). Standardni hodnota redoxniho potencidlu OH™ radikalt
je kolem 2,80 V, ale u Os je piiblizné 1,77-2,07 V (Takahashi a kol., 2012). Z tohoto
ditvodu lze 1épe odstranovat organické polutanty (Thi Phan a kol., 2020). Dal§im
pozitivem OH" jsou mikrobicidni u¢inky (Seridou a Kolagerakis, 2021).

Rozpousténi ozonu pomoci NB bylo priblizn€ o 50 % vyssi po Sminutové aplikaci
ve srovnani s klasickym michacim cerpadlem s vétSimi bublinami (He a kol., 2015).

Batagoda a kol. (2018) uvadi ve své publikaci, ze mnozstvi ozonu rozpusténého za tii
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minuty pfi pouziti b&zného difuzoru bylo 42-28 mg.I* a mnoZstvi ozonu rozpusténého
ve vodé pfi pouziti nanodifuzoru bylo 52-79 mg.I. Kim a kol. (2021) déle uvadi, ze

polocas rozpadu NB ozonu byl 23% vys$si nez v piipad¢ makrobublin ozonu.

2.4.3 Produkce nanobublin

Existuje nékolik zptsobui vyroby NB, jako je kavitace, elektrolyza, sonochemie
S vyuzitim ultrazvuku, membrany s nanopéry (Thi Phan a kol., 2020). Kavitace je jednou
z nejznaméjsich technik pouzivanych k vytvareni malych bublinek (Wu a kol., 2012).
Ke vzniku NB kavitaci dochazi, kdyZ homogenni kapalna faze projde fdzovou zménou
v disledku ndhlého sniZeni tlaku pod urcitou kritickou hodnotu (Thi Phan a kol., 2020).
Na zédkladé mechanismu lze kavitaci rozd¢lit do ¢tyf riznych typ — hydrodynamicka,
akusticka, opticka a ¢asticova kavitace (Fan a kol., 2010).

Produkce NB je slozity fyzikalné-chemicky proces, ktery zavisi na riznych faktorech
napt. koncentraci elektrolytu, typu a koncentraci rozpusténého plynu v roztoku, jakoz i
typu a koncentraci povrchové aktivnich latek (Thi Phan a kol., 2020). Kim a kol. (2012)
uvadi, ze tlak ma vyznamny vliv na velikost generovanych bublin, protoze ovliviiuje
velikost bublin a objemovou koncentraci. Rada studii pozorovala, e vys§i tlak vede k
narastu hustoty plynu, a to ma za nasledek mensi velikost bublin (Thi Phan a kol., 2020).
Pti hodnotach tlaku nad 355 kPa bylo pozorovano, ze se velikost bublin nezménila (Kim
a kol., 2012). Navyseni teploty vede ke zvySeni tlaku pary a sniZzeni rozpustnosti plynu,
ktery je hlavnim zdrojem nukleace bublin. Cim vysi teplota, tim nizsi rychlost vzniku
kavitace (Fan a kol., 2010). Se zvySujici se teplotou roztoku ale nedoslo k Zzadné
vyznamné zméné velikosti NB kysliku 0 poc¢ate¢ni velikosti 179 + 82 nm (Meegoda a
kol., 2018).

Pro produkce NB je typ plynu také dulezitym parametrem. EXistuje vztah mezi
rychlosti nukleace bublin a mnozstvim rozpusténého plynu ve vode. ZvySenim
rozpustnosti plynu se sniZuje pevnost, tvarova stabilita a povrchové napéti bublin.
Pti pouziti plynu s vys8i rozpustnosti v kapaliné dochazi k vétSimu mnoZstvi bublin
(Rooze a kol., 2013). Typ plynu také ovliviiuje velikost NB. Nejvétsi primérna velikost
bublin byla zji$téna u plynu ozonu, pak kysliku, vzduchu a dusiku (Meegoda a kol., 2018).
V¢St stabilnosti nanobublin, 1ze dosahnout pomoci povrchové aktivnich latek naptiklad
tenzidl na mezifazi plyn-voda (Wu a kol., 2012). Dalsim faktorem ovliviiujicim produkci
NB mize byt velikost a typ hadice ptivadé¢jici plyn (Cheng, 2017).
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2.4.4 Aplikace nanobublin v primyslovych odvétvich

Aplikace ozonu ve formé nanobublin je pomérné nova technologie v akvakultuie
(Linh a kol., 2021). Proto mikro- a nanobubliny ozonu podnitily $iroky zajem a rostouci
pocet védeckych praci, které se zabyvaji zkoumanim t¢inkti mikro- a NB 0zonu v mnoha
oblastech, jako je inzenyrstvi a ¢isténi odpadnich vod atd. (Seridou a Kolagerakis, 2021).

Technologie NB ozonu (O3NB) se zda byt vhodnym doplikem 1é¢by infekénich
onemocnéni dutiny Ustni Vhumani mediciné. Voda sO3NB totiz deaktivuje
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie, pfitom tento zplsob nevykazuje Zzadnou
cytotoxicitu vuci lidskym déasiovym fibroblastim na rozdil od béznych ustnich vod
(Furuichi a kol., 2013).

Dale Amamcharla a kol. (2017) popisuji, ze vstfikovanim NB do mléka pied
ultrafiltraénim zpracovanim lze sniZit viskozitu mléka a zvysit odstranéni nebilkovinnych
slozek z mlé¢ného systému.

Technologii O3NB Ize pouzit i pro skladovani ozonu. Bylo zjisténo, ze O3NB
skladované pfti 4 °C si zachovaly vice nez 90 % ozonu po tydnu a vice nez 65 % po mésici
skladovani ozonu. Kromé¢ toho zbytkova koncentrace ozonu skladované¢ho pii 4 °C
po dobu jednoho roku byla dostate¢na k usmrceni bakterie Mycobacterium smegmatis
béhem 15 minut, ale E. coli nebyla zcela usmrcena ani po 60minutové expozici

(Seki a kol., 2017).

2.4.5 Pouziti nanobublin ozonu p¥i ¢isténi odpadnich vod

Technologie OsNB miuize byt G¢inngjsi alternativou také pro dezinfekci pitné vody.
Diky tomu, Ze rozpousténi OsNB ve vodé je vyssi nez u bézného ozonu, davka potiebna
proti kontaminantiim nebo patogentm je nizsi (Seridou a Kolagerakis, 2021).

Batagoda a kol. (2018) uvadi ve své publikaci, ze instalace O3NB generatoru muze
byt vyhodna pro Gpravny vody z ekonomickych divodi, nebot’ provoz OsNB generatoru
by mohl snizit celkové naklady (ve své studii uvazovali spotiebu elektrické energie v
kW.h't a ozonu v m®.min) na provoz ve srovnani s pouzitim bézného generatoru ozonu,
tim by mohlo byt uSetfeno az 375 tis. dolart ro¢né.

Dalsi studie zkoumala pfistup s vyuZzitim NB a tradi¢ni metody oxidace ozonem
pro ¢isténi odpadnich vod s vysokym obsahem amoniaku. Diky vys§i schopnosti

rozpousténi a del$i dob¢ zdrzeni OsNB se pii Gpravé vody podatilo 1épe odstranit
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amoniak, a to 0 82,5 % ve srovnani s makro-bublinami Os, kdy odstranéni amoniaku
¢inilo 44,2 % (Wu a kol., 2022).

Organické mikropolutanty, jako jsou pesticidy, farmaceutické¢ vyrobky a vyrobky
osobni péce, ve vodnich systémech predstavuji riziko pro Zivotni prostiedi a lidské zdravi.
Za ucelem vyhodnoceni integrované ozonizace byla sledovana u¢innost odstranovani a
kinetika rozkladu modelového mikropolutantu 4-chlorfenolu pii pouziti OsNB.
Odstranéni  4-chlorfenolu pomoci O3NB bylo 6,9x u¢inngjsi ve srovnani
s Oz makro-bublinami (Fan a kol., 2021).

Destrukce bakterii E. coli byla nejefektivnéjsi pii pouziti O3NB produkovanych
hydrodynamickou kavitaci, kdy byla se koncentrace E. coli (105 CFU/ml) snizila na nulu
(0 CFU/mL) béhem 45 minut, zatimco pii bézné Oz aplikaci koncentrace E. coli dosahla
nulové hodnoty (0 CFU/mL) aZ po 60 minutach (Karamah a kol., 2018).

2.4.6 Aplikace nanobulin v akvakultuie

V akvakultute je aplikace OsNB a kysliku (O2NB) pomérné novou technologii, ktera
je vyuzivana piedevs§im pro dezinfekci vody, ale i pro efektivnéjsi vyuziti kysliku (O2)
vodnimi organismy (Linh a kol., 2021).

V minulosti bylo realizovano nékolik védeckych studii testujicich vyuziti NB
pii chovu vodnich kory$ti a ryb. Napiiklad Kurita a kol. (2017) uvedli, Ze pfi
25minutovém oSetfeni vody pomoci OsNB zaznamenali pokles poctu parazitickych
planktonnich korysi o 63 % ve srovnani s neoSetfenou (kontrolni) skupinou. Vyhodou je,
ze oSetifeni pomoci O3NB bylo bezpe¢né pro moiské okurky (Apostichopus japonicas)
a pro moiské jezky (Strongylocentrotus intermedius), ktefi jsou nejcastéji infikovani
témito patogennimi korysi v japonskych akvakulturnich systémech.

Dalsi ptipad aplikace O3NB za Ucelem dezinfekce byl testovan u krevety bélonohé
(Litopenaeus vannamei) na piitomnost bakterie Vibrio parahaemolyticus zptisobujici
hepatopankreatickou nekrozu. Negativni G¢inek na krevety vykazovala hodnota OsNB
ORP 970 mV. V ptipadé, ze OsNB byly ziedény, toxicky ucinek se snizil o 50 % a doslo
ke zlepSeni miry pteziti krevet ve srovnani s kontrolni skupinou bez oSetfeni OsNB, kde
doslo ke 100% mortalité (Imaizumi a kol., 2018).

Vysoké koncentrace urcitych patogennich bakterii ve vodé obvykle vedou
k propuknuti bakterialnich onemocnéni u chovanych ryb. Proto byl zkouman vliv OsNB

na sniZzeni koncentraci patogennich bakterii ryb ve sladké vod¢ i vliv na zdravi tilapie
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nilské (Oreochromis niloticus). Pii 10minutovém O3sNB osetieni snizilo Streptococcus
agalactiae a Aeromonas veronii bakterialni zatéz o 96,1 % a 97,9 % (v uvedeném poradi).
Dvé 10minutova OsNB osetieni pak snizila tuto bakteridlni zatéz az na 99,9 %, a to
V obou piipadech. Po druhém a tfetim OsNB oSetieni (pfi koncentraci kolem ORP
860 mV) byly vsak pozorovany abnormalni pfiznaky na zabrach u vSech vysetfovanych
ryb. Dal$imi dominantnimi pfiznaky bylo zCervenani na bazi ploutvi, nepravidelné
plavani a pfilnuti bublinek k povrchu téla. Tyto bubliny ale zmizely po n¢kolika minutach
pohybu ryb (Jhunkeaw a kol., 2021).

Dale bylo testovano vyuziti aplikace O3NB na bakterialni infekci Aeromonas sp.,
ktera patii mezi nejcastéj$i patogeny ve sladkovodni akvakultufe (Hayatgheib a kol.,
2020). Naptiklad Dien a kol. (2021) uvedli, Ze tilapie nilské vystavené Aeromonas
hydrophila a nasledn¢ oSetfené pomoci OsNB mély 70 a 75% pieziti ve srovnani
s 15 a 25% prezitim ryb, které nebyly osetfeny O3NB. Ve skupiné s O3NB se bakterialni
z4téz snizila v prvnim pokusu o 35,6, 23,3 a 20,2 % a ve druhém pokusu o 23,9, 21,1
a 15,9 %. Naproti tomu bakterialni zatéz ve skupin€ bez O3NB se v prvnim pokusu zvysila
0 13,4, 13,1 a27,1 % a ve druhém pokusu o 15,6, 19,8 a 27,9 % za stejné Casové obdobi.

Aplikace O3NB po 5 az 10 minutach a¢inné likvidovaly fagy ve vod¢, pti¢emz
odpovidajici hodnoty ORP se pohybovaly v rozmezi 829,9 + 60,53 az 925,75 + 18,46 mV
a zni¢eno bylo 99,99 % fagh (Dien a kol., 2022).

Osetfeni pomoci O3NB bylo testovano i v rybni¢ni vod¢. Bylo dosazeno 55-82%
snizeni CHSK a pozorovano 63-91% snizeni BSK, také doSlo k snizeni celkového
mnozstvi pevnych latek na 83-99 %. Hladina rozpusténého kysliku byla zvysSena v
rozmezi 42-88 % (Pal a kol., 2022).

Aplikace O3NB muze zlepsit také miru pteziti ryb béhem bakterialnich infekei. Linh
a kol. (2021) totiz zjistili, ze kratkodobé (10minutové) OsNB oSetieni, vyvolalo
vyznamnou piiblizné dvou az Sesti nasobnou regulaci nékolika gend vrozeného
obranného systému tilapie nilské souvisejicich s imunitou, véetné genii prozanétlivych
cytokinii a genti pro heat-shock proteiny. Tyto geny hraji dilezitou roli pfi aktivaci
imunitniho systému a usnadnuji ¢asné reakce na infekce (Abo-Al-Ela, 2018). K regulaci
téchto genti doslo ve vech zkoumanych organech za 15 minut po O3NB osetfeni a trvalo
12-24 hodin v Zabréch, ledvinach a sleziné. Mira pteziti skupiny s OsNB oSetfenim byla

vyrazné vyssi nez u neoSetfenych kontrolnich skupin.
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3. Material a metodika

3.1 Testovani zafizeni pro produkci nanobublin ozonu
Na zacatku bylo nutné otestovat a zajistit nepietrzity provoz sestavy zafizeni

potiebnych pro produkci nanobublin 0zonu (OsNB) ve vode:

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

2) generator ozonu produkujici 10 g Os.h™ ze suchého vzduchu (ANNIHILATOR
OT10, OZONTECH, s.r.0., Ceska republika)

3) a generator nanobublin (NB) produkujici O3NB o pruméru do 200 nm
(aQua+ 075, AquaPro Solutions Pte. Ltd., Singapur).

Sestava tiech pristroji byla zkuSebné zprovoznéna v akvarijni mistnosti Ustavu
akvakultury a ochrany vod v Ceskych Budg&jovicich (UAOV v CB, Ceska republika).
Ptistroje byly propojeny Vtomto potfadi — koncentrator kysliku, generator ozonu
a NB generator, kdy prvni pfistroj vyprodukoval kyslik, ktery byl generatorem ozonu
pietvoien na ozon, z n€hoz NB generator vytvoiil OsNB do zasobni nadrze s ¢istou vodou
(viz Obrazek ¢. 5). Generator NB byl zapojen do ¢asovaci zasuvky tak, aby kazdodenné
spinal funkci po dobu 30 min/h. Po zdarném zprovoznéni produkci OsNB byla sestava
piistroji  vCetn¢ experimentalnich akvarii a inkubacnich pomicek pifevezena

a instalovana v prostorech Rybi lihné Mydlovary (Mydlovary, Ceska republika).

Koncentrator Generator
kysliku ozonu
(| — = Generator nanobublin

-
g
Voda s O3;NB g_ )
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Odchovna akvaria Nadrz s O;NB Nadrz s

rybni¢ni vodou
Obr. & 5. Schéma zapojeni sestavy zafizeni pro zkusebni produkci OsNB (upraveno schéma

dle Dien a kol., 2021).
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3.2 Rybi liheni Mydlovary

Rybi lihent Mydlovary je zasobena dvéma rliznymi zdroji vody. Hlavni zdroj vody je
piiveden z Mydlovarského rybniku a zalozni zdroj vody z rybniku Bezdrev. Voda je
Z rybnikl Cerpana a pfivadénd podzemnim potrubim. V pripad¢é potieby je ve velmi
omezeném rozsahu pouze lokalné pouzivan elektricky ohfev vody.

Odchovna hala je ¢lenéna do ctyfech Casti s moznosti pfivodu vody aluminiovymi
otevienymi zlaby umisténymi pod stropem. Z nich jsou pak jednotlivé napajeny vSechny
instalované nadrze (rliznych typl a velikosti) vcetné zafizeni pro inkubaci jiker.
V odchovné hale je celkové umisténo zhruba 40 nadrzi o objemu od 0,15 do 15 m3, poté
50 Zugskych inkubacnich 1dhvi o objemu 10 I a mensi pocet dalSich inkubacnich ptistrojt
vcetné stojanti s inkubacnimi zlaby, které¢ byly pouzity pro experimentalni ucely této
bakalaiské prace od 23. 2. 2022 do 11. 5. 2022. Soucasti objektu jsou i dvé venkovni
kruhové smaltované nadrze, kazda o objemu 5 m® a jedna velka betonova nadrz o objemu
priblizné 100 m®. Objekt je vybaven rozvodem tlakového vzduchu do viech typt nadrzi.
Cast celého systému vnitinich nadrzi a betonové venkovni nadrze (East slouzi jako

biologicky filtr) je propojena do jednoho recirkulacniho systému (RAS).

3.3 Design experimentalniho systému

Pro experimentalni ucely této bakalaiské prace byl pouzit stojan s Sesti plastovymi
inkuba¢nimi zlaby (objem kazdého Zlabu 200 1) umisténymi ve téech patrech po dvou
kusech. Dva Zlaby horniho patra byly pouzity pro zadsobu rybni¢ni a OsNB nasycené vody.
Rybnicni voda byla ptivadéna do levé zasobni nadrze (horniho zlabu). Odtud ji ¢erpal
generator O3NB a piivadél do zasobni nadrze s produkci O3NB. Nésledné z kazdé zasobni
nadrZe (tj. s rybni¢ni a O3NB nasycenou vodou) byla voda gravitacné vedena plastovym
potrubim do inkubacniho Zlabu umisténého ve druhém patfe stojanu, kde byla umisténa
odchovnd akvaéria (32 akvérii, objem 2 1). Do kazdého akvéria byla pfivedena jak
rybni¢ni, tak O3NB nasycend voda. Pfitok vody (L.min™) do kazdého akvéria byl
regulovan pomoci plastovych kohoutii/uzavéra pro docileni riznych OsNB koncentraci.

Po zprovoznéni sestavy zatizeni pro produkci OsNB a napojeni systému na zdroj
vody v Rybi lihni Mydlovary byly realizovany celkem dva souasné probihajici
experimenty. Prvni experiment znaeny N (bez odstranovani neoplozenych jiker
a uhynulych jedinc po dobu celého experimentu) a druhy experiment znaceny S

(s pravidelnym odstranovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedincti po dobu celého
36



experimentu). Tyto experimenty testovaly nejen dva rizné zpusoby oSetfeni béhem
inkubace a odchovu ranych stadii, ale také efekt riznych koncentraci OsNB ve vodé
na ranou ontogenezi pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) od oplozeni jiker (FE)
do uplné resorpce Zloutkového vacku (RE), tj. embryonalni a larvalni perioda Zivota ryb
(Kamler, 2002).

Béhem obou experimentti (N i S) byly testovany celkem ¢tyfi OsNB koncentrace
(tzn. 4 skupiny):

¢ kontrolni skupina bez O3NB oSetfeni — znacena 1N / 1S (ORP 192 + 40 mV,
této koncentrace bylo dosazeno priitokem O3NB vody 0 ml.min™ doplnéné
rybniéni vodou na celkovy priitok vody 250 ml.min™?),

e skupina s nizkou O3NB koncentraci — znacena 2N / 2S (ORP 277 £ 104 mV,
této koncentrace bylo dosazeno priitokem OsNB vody 50 ml.min? dopln&né
rybniéni vodou na celkovy priitok vody 250 ml.min™?),

e skupina se stiedni O3NB koncentraci — 3N / 3S (ORP 392 + 134 mV, této
koncentrace bylo dosaZeno priitokem OsNB vody 100 ml.min? doplnéné
rybniéni vodou na celkovy priitok vody 250 ml.min™?)

e a skupina s vysokou O3NB koncentraci — 4N / 4S (ORP 610 + 122 mV,
této koncentrace bylo dosaZzeno prittokem OsNB vody 200 ml.min"! dopIlnéné

rybniéni vodou na celkovy priitok vody 250 ml.min™?).

Na zacatku experimentu bylo Cerstvé vytfeno mlici a jikry pstruha duhového
pochézejici z jihodeské rybi farmy (Vladimir Sefl, Busanovice). Jikry dvou generaénich
ryb byly uméle vytifeny zvlast do suchych misek a umistény do polystyrenového boxu
pro zajisténi bezpecného prevozu. Mli¢i dvou samcl bylo vytfeno separatné
do plastovych zkumavek a umisténo do polystyrenového boxu na ledu. Nasledné byly
jikry s mli¢im pfevezeny béhem dvou hodin na rybi lihefi, kde byly jikry oplozeny suchou
metodou. Dale pak byly jikry nasazeny do inkubacnich akvarii dvou experimentu.

Vsechny vySe uvedené skupiny (tzn. 1-4 N / S) kazdého z experimentl byly
testovany ve Ctyfech opakovanich (akvaria A, B, C, D). Do kazdého z akvarii s pismenem
A-C bylo nasazeno pomoci pocitaci lopatky 100 oplozenych jiker pro hodnoceni miry
preziti a lihnuti. Zatimco do akvérii D bylo nasazeno pomoci pocitaci lopatky vzdy
200 oplozenych jiker pro odbéry vzorkll a sledovani ontogenetického vyvoje ryb,

zejména vyznamnych ontogenetickych bodt — lihnuti (H) a uplna resorpce Zloutkového
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vacku (RE). Celkové bylo nasazeno 4000 oplozenych jiker do 32 akvarii (tj. secteno
dohromady za oba pokusy). Béhem obou experimentti (N a S) byla pozorovana ucinnost
O3NB dezinfekce vody na miru lihnuti larev, délku téla ryb, objem zloutkového vacku,
prabéh resorbce zloutkového vacku, miru preziti jedinci a kvalitu odchovné vody
(tzn. mnozstvi mikroorganismu ve vodg).

Podminky odchovu, jako jsou teplota vody (°C), pH, koncentrace kysliku (%)
a OsNB (ORP, mV) byly pravideln¢ monitorovany a zaznamendvany béhem obou
experimentt, a to 2—3% tydné pro jednotliva inkubac¢ni akvaria i zasobni nadrze s rybni¢ni
a OsNB obohacenou vodou. M¢teni koncentraci OsNB bylo provadéno na zakladé
oxida¢né redukcniho potencidlu (ORP). Pro méteni fyzikalné-chemickych parametrt
vody (teplota, pH, koncentrace kysliku a OzNB) byl pouzit manualni multimetr HQ40d
(Hach Lange, Némecko) s moZnosti pravidelné kalibrace.

Primérna teplota méfend dataloggerem Minikin (EMS, Brno) ve Zlabu
s experimentalnimi akvarii byla 7,92 + 2,63 °C v prubéhu obou experimentli. Nejnizsi
teplota 4,23 °C byla naméfena zacatkem experimentd (4. 3. 2022), naopak nejvyssi
teplota 15,53 °C byla naméfena na konci pokusti (11. 5. 2022). Béhem obou experiment
prumérna hodnota pH byla 7,50 + 2,55. Primérna koncentrace kysliku byla
144,47 + 45,97 %. Koncentrace kysliku byly spojeny s OsNB oSetienim
(skupina 1 S/N — 91,93 + 3,09 %; 2S/N — 145,35 + 39,03 %; 3S/N — 163,33 + 34,89 %
a4 S/N —192,15 + 18,42 %).

Kazdy tyden byly inkubac¢ni zlaby a akvéria Cistény od sedimentd. Pravidelné byla
Cisténa také odtokova a inkubacni sita experimentalnich akvarii a pritokové ventily.

Béhem obou experimentti (N a S) byla rybam predkladana vnéjsi potrava — startérové
krmivo INICIO PLUS G o velikosti pelet 0,6 mm (BioMar SAS, Francie) od 14. dne po
vylihnuti, kdy ryby aktivné vyhledavaly potravu.

3.4 Odbéry vzorki béhem experimentii

3.4.1 Méfeni jiker

Pied oplozenim byly ndhodné vytfené jikry zvazeny (mg) na kapesnich vahach
(rozliseni 0,1 g) Korona 79444 Anja (Koronaelectric GmbH, Némecko). Celkem bylo
vazeno 20 neoplozenych jiker ve tfech opakovéanich. Nasledné byla spocitana primérna

hmotnost jedné vyttené jikry.
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Daéle u zvazenych jiker bylo provedeno foceni jiker s méfitkem pomoci digitdlniho
USB mikroskopu Flex 66144 (Reflecta GmbH, Némecko) a méfeni delsiho a kratsiho
praméru jiker (mm) pomoci softwaru ImageJ (NIH, USA). Poté byly spocitany praimérné
hodnoty a byl stanoven objem jikry (mm?) pomoci nasledujiciho vzorce (Kamler, 2008):

(m/6) x Rmax x Rmin?,
kde Rmax je del3i primér jikry (mm) a Rmin? je kratsi pramér jikry (mm?). Zvazené
a zmétené jikry nebyly oplozeny, ani nasazeny do experimentalnich akvarii z divodu

manipulace, kterd by mohla zkreslit vysledky studie.

3.4.2 Sledovani miry lihnuti a preZiti jedinct

Kontrola experimentu probihala 2-3x tydné. B&hem kontroly byly zdravé
jikry/embrya a jedinci pocitani, nasledné byly pocty zaznamenany do protokold.
V ptipad€ prvniho experimentu N byly Spatné (bil¢) jikry a uhynuli jedinci ponechéani
v akvdriich, zatimco béhem druhého experimentu S byly uhynulé jikry a embrya

odstraniovany pomoci plastové pinzety po celou dobu experimentu.

3.4.3 Méieni a zpracovani vzorki ryb

Béhem experimentl bylo jedenkrat tydné provadéno foceni (digitalni mikroskop)
a méteni ryb (ImageJ) od vylihnuti po uplnou resorpci zloutkového vacku. V den foceni
jedinct bylo vzdy z kazdého vzorkovaciho akvéria s pismenem D (experimentu N i S)
nahodn¢ odebrano 20 jedinct/skupinu (pozn. pokud byly jedinci pfitomni/ptezili v dané
O3NB koncentraci). Odlov probihal Setrné¢ pomoci malé sitky. Postupné byly vyloveny
a nafoceny ryby ze vSech skupin. Pro zajiSténi Setrné manipulace s rybami byl kazdy
z téchto 20 jedinct/skupinu po vyloveni (pied focenim) umistén do misky s anestetikem
(hiebikovy olej v koncentraci 30 ul.I"t vody. Nésledné probihalo foceni kazdého jedince
jednotlivé pomoci digitadlntho mikroskopu. Po vyfoceni byly ryby vraceny zpét
do ptivodnich akvarii. Kazda fotografie byla zpracovana v softwaru Imagel, kdy byly
rybam méfeny nasledujici parametry — celkova délka téla (TL, mm, tj. vzdalenost mezi
Spickou rypce a kolmici vztycenou od nejvzdalengjsiho okraje narovnané ocasni ploutve),
délka téla (SL, mm, tj. vzdalenost mezi $pi¢kou rypce a ocasnim nasadcem), dale byl
méten delSi a na néj kolmy krats§i primér Zloutkového vacku (YsL a YsD). Nasledné byl
vypoéitin objem Zloutkového vacku (YsV, mm?®) dle vyse uvedeného vzorce pouzitého
pro vypocet objemu jikry.
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3.4.4 Mikrobiologické analyzy

V prubéhu experimentu byly odebrany vzorky vody — zasobni rybni¢ni voda, zasobni
OsNB voda a voda ze skupin 1-4 (tfi opakovani, objem 50 ml/vzorek)
pro mikrobiologické analyzy (Turinska univerzita, Italie). Pfed vlastnimi analyzami byly
vzorky zamrazeny pii -80 °C. Poté byly vzorky rozmrazeny a nésledovala extrakce DNA
a sekvenovani 16S rRNA amplikonu. Ziskand data byla zpracovana pomoci

bioinformatické platformy pro studium mikrobiomu (Qiime 2, USA).

3.4.5 Zpracovani a analyza dat

Data, ktera byla ziskana v prib&hu experimentti, byla podrobena statistické analyze
pomoci softwaru Statistica 12 (StatSoft, Inc.) a prostfedi RStudia (RStudio, Inc.). Pokud
data splnila podminku homogenity a normality, byla testovana pomoci jednocestné
ANOVY s naslednym post-hoc Tukey testem pro stanoveni signifikantnich rozdild
(P <0,05). Pokud data nesplnila jednu z uvedenych podminek, byla testovana pomoci
neparametrického Kruskal-Wallis testu s naslednym mnohonasobnym porovnanim.

Poté byly z vytvoreny piehledné grafy pomoci tabulkového procesoru Microsoft
Excel (Microsoft, USA) shrnujici vysledky této bakalaiské prace. Vysledky jsou

prezentovany jako primeér + smérodatna odchylka (SD).
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4. Vysledky

Béhem této prace byly realizovany celkem dva experimenty testujici efekt rtiznych
koncentraci nanobublin ozonu (O3sNB) od 192 do 610 mV ORP na ranou ontogenezi
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Jmenovité se jednalo o tyto skupiny 1-4:
1-192+40mV,2-277+104 mV,3-392+ 134 mV a4 -610+ 122 mV).

Tyto dva soucasné probihajici experimenty se liSily ve zpusobu oSetieni béhem
inkubace a odchovu ranych stadii. V prvnim experimentu (N, skupiny 1-4 N) nebyly
odstraniovany neoplozené jikry a uhynuli jedinci po dobu celého experimentu, na rozdil
od druhého experimentu s pravidelnym odstranovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedinct (S, skupiny 1-4 S). Experimenty trvaly od oplozeni jiker do Uplné resorpce
zloutkového vacku, za stézejni ontogenetické body byly povazovany — oplozeni jiker

(FE), lihnuti larev (H) a Gplna resorpce Zloutkového vacku (RE).

4.1 Vytrené jikry

Na zacatku experimentl byly vytfené neoplozené jikry zvazeny (mg) a byl zméifen
delsi a krats$i pramér jiker (mm). Primérna hmotnost jedné jikry byla 78,33 £ 7,64 mg.
Priimérna krat$i délka jikry (Rmin) byla 5,42 = 0,43 mm. Primérna delsi délka jikry
(Rmax) byla 5,65 = 0,47 mm. Primérny objem jikry byl 88,47 + 18,73 mm?®.

4.2 Mira lihnuti

Béhem prvniho experimentu (N) bylo pozorovéano nejvice vylihnutych jedinct (vice
nez 50 % nasazenych jiker) ve skupinach IN a2N (. ORP 192 + 40
a 277 = 104 mV). Nizs§i mira lihnuti (t¢émét 40 %) byla zaznamenana ve skupin¢ 3N
(tj. ORP 392 + 134 mV). Zatimco ve skupiné 4N snejvyssi koncentraci OzNB
(tj. ORP 610 + 122 mV) byla zjiSténa nejnizsi mira lihnuti jedinct (do 5 %). Graf ¢. 1
znazoriuje prubéh lihnuti ryb béhem experimentu N (dPF — dny po oplozeni jiker).
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Graf. ¢. 1. Pribéh lihnuti ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1IN —192 + 40, 2N —277 + 104, 3N —392 + 134 a4N - 610 + 122 mV) béhem prvniho

experimentu (N — bez odstrafiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v ¢ase (44-63 dPF).

Béhem druhého experimentu (S), kde byly odstranovany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, bylo pozorovano nejvice vylihnutych jedinct (kolem 75 % nasazenych jiker)
ve skupinach 1S, 2S a 3S (tj. ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV). Zatimco ve skupiné 4S
s nejvyssi koncentraci OsNB (tj. ORP 610 £+ 122 mV) byla zjisténa nejnizsi mira lihnuti

jedinct (méné nez 40 %). Graf ¢. 2 znazorfuje prabéh lihnuti ryb béhem experimentu S.
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Graf. ¢. 2. Pribéh lihnuti ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci OsNB
(¢tyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB: ORP 1S — 192 + 40, 2S — 277
+ 104, 3S —392 £ 134 a4S — 610 + 122 mV) béhem druhého experimentu (S — S odstralovanim
neoplozenych jiker a uhynulych jedincii) v éase (44-63 dPF).

Pti porovnani obou experimentii (N a S) bylo zjisténo, ze mira lihnuti byla vyssi
ve vSech testovanych skupinach s odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedincu (S, skupiny 1-4 S).

Nejvyssi mira lihnuti (kolem 75 %) byla pozorovana ve skupindch 1S, 2S a 3S (ORP
192 £ 40 az 392 + 134 mV), pak kolem 60-70 % ve skupinach 1IN a 2N (ORP
192 £ 40 az 277 + 104 mV), vyrazné niz$i mira lihnuti (méné nez 30-40 %) byla
zaznamenana ve skupinach 4S a 3N (ORP 392 + 134 az 610 + 122 mV), zcela nejnizsi
mira lihnuti (méné nez 5 %) byla vSak pozorovana ve skupiné 4N (ORP 610 £ 122 mV)
(viz Graf. ¢. 3).
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Graf. ¢ 3. Prubéh lihnuti ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP N/S — 192 + 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S — 392 + 134, 4N/S — 610 + 122 mV) bé¢hem dvou
experimentii (N — bez vybirani a S — s odstraiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct)
Vv Case (44-63 dPF).

4.3 Mira mortality v ¢ase

Béhem prvniho experimentu (N), kde nebyly odstraiiovany neoplozené jikry
a uhynuli jedinci, byla nejvys§i mira mortality (vice nez 75 % nasazenych jiker)
pozorovana ve skupinach 4N a 3N (tj. ORP 610 + 122 mV a 392 + 134 mV). Niz8i mira
mortality (kolem 50 %) byla zaznamenana ve skupiné 2N (tj. ORP 277 + 104 mV).

nejniz8i mira mortality jedinci (okolo 30 %). Graf ¢. 4 znazorfiuje miru mortality ryb

v ¢ase (dPF —dny po oplozeni jiker) béhem experimentu N.
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Graf. ¢. 4. Mira mortality ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vodé¢ (¢tyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1IN -192 + 40, 2N —277 + 104, 3N —392 + 134 a4N - 610 + 122 mV) b&hem prvniho

experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincii) v ¢ase (0-63 dPF).

Béhem druhého experimentu (S), kde byly odstranovany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byla nejvyssi mira mortality jedinct (témét 100 %) pozorovana ve skupiné 4S
s nejvyssi koncentraci OsNB. Zatimco ve skupinach 1S, 2S a 3S byla pozorovana vyrazné
niz8i mira mortality (méné nez 50 % nasazenych jiker) (tj. skupiny s koncentraci OsNB:
ORP 192 +40 a7 392 + 134 mV). Nejniz8i mira mortality (kolem 30 %) byla pozorovéna
ve skupiné 2S s druhou nejnizsi koncentraci OsNB (277 + 104 mV ORP). Graf ¢. 5

znazorfuje prub¢h miry mortality ryb v ¢ase (dPF) béhem experimentu S.
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Graf. ¢. 5. Mira mortality ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vodé¢ (¢tyfi skupiny s rznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1S-192 + 40, 2S—277 + 104, 3S-392 + 134 a4S - 610 + 122 mV) béhem druhého

experimentu (S — s odstraiiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v ¢ase (0-63 dPF).

Pti porovnani obou experimenti (N a S) bylo zjisténo, Ze mira mortality ryb byla
vyrazné vys$si ve vSech testovanych skupinach béhem prvniho experimentu (1-4N), tedy
bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincti. Nejvyssi mira mortality ryb (vyssi
nez 75 %) byla pozorovana ve skupinach 3N a 4N (tj. ORP 392 + 134 az 610 + 122 mV),
ale také ve skupiné 4S druhého experimentu (tzn. ve skupiné s nejvyssi koncentraci
OsNB experimentu S — s vybiranim uhynulych jedincti). Niz§i mira mortality (kolem
50 %) pak byla zaznamenana ve skupinach 2N a 3S (tj. ORP 277 £ 104 a 392 + 134 mV).
Vyrazné nejnizsi mira mortality (srovnatelné okolo 30 %) byla ve skupinach 1S, 1N a 2S
(tj. ORP 192 + 40 az 277 £ 104 mV). Zcela nejnizsi mira mortality vSak byla pozorovana
ve skuping 2S (tj. ORP 277 + 104 mV s odstraiilovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedincit) (viz Graf. €. 6).
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Graf. ¢. 6. Mira mortality ryb (% nasazenych jiker, pramér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (¢tyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1N/S — 192 £ 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S — 392 £ 134, 4N/S — 610 + 122 mV) béhem dvou
experimentii (N — bez vybirani a S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v ¢ase
(0-63 dPF).

4.4 Resorbce Zloutkového vacku

Béhem prvniho experimentu (N), kde nebyly vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byl pozorovan pribéh resorbce zloutkového vacku larev. Pii lihnuti objem
Zloutkového vacku (YSV, mm?®) ryb negativné koreloval se zvySujici se koncentraci
O3sNB (ORP 192 + 40 az 610 + 122 mV). Uplné resorpce Zloutkového vacku bylo
dosaZeno nejrychleji ve skupin€ 1N (ORP 192 + 40 mV), ackoliv pfi vylihnuti mély ryby
V této skupiné nejvétsi YSV (97,8 mm?). Pomale;jsi resorbee Zloutkového vacku pak byla
zaznamenana uryb ve skupinach 2N a 3N (ORP 277 + 104 az 392 + 134 mV).
Nejpomaleji vSak ryby resorbovaly zloutkovy vacek ve skupiné 4N (ORP 610 + 122 mV).
Graf ¢. 7 znazoriuje prubeh resorpce Zloutkového vacku v ¢ase od vylihnuti ryb do Gplné

resorpce zloutkového vacku.
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Graf. & 7. Pribéh resorbce Zloutkového vacku v éase (YSV, mm?®, primér) v zavislosti
na koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin
ozonu, OsNB: ORP 1IN - 192 + 40, 2N —277 + 104, 3N —392 + 134 a4N-610 + 122 mV)
béhem prvniho experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v Case
(5677 dPF).

Béhem druhého experimentu (S), kde byly vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byl také pozorovan prubéh resorbee zloutkového vacku larev. Pti lihnuti objem
Zloutkového vacku (YSV, mm?®) larev také negativné koreloval se zvysujici se
koncentraci OsNB (ORP 192 + 40 az 610 = 122 mV). Uplné resorpce Zloutkového vacku
bylo dosaZzeno nejrychleji ve skupiné 2S (ORP 277 + 104 mV). Pomalejsi resorbce
zloutkového vacku pak byla zaznamendna u ryb ve skupiné 1S (ORP 192 + 40 mV),
ackoliv ryby v této skupiné mély pfi lihnuti nejvétsi YSV (97,2 mm?). Nejpomaleji viak
ryby resorbovaly zloutkovy vacek ve skupinach s nejvyssimi OsNB koncentracemi
(3S a4S, ORP 392 + 134 a 610+122 mV). Graf ¢. 8 znazoriiuje prubéh resorpce

zloutkového vacku v €ase (dPF) od vylihnuti ryb do Uplné resorbece Zloutkového vacku.
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Graf. & 8. Pribéh resorbce Zloutkového vacku v éase (YSV, mm?®, primér) v zavislosti
na koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin
ozonu, OsNB: ORP 1S — 192 +£40, 2S — 277 £ 104, 3S — 392 + 134 a4S — 610 + 122 mV) béhem
druhého experimentu (S — s odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v Case
(5677 dPF).

Béhem obou experimentt (N a S) bylo zjisténo, ze pii lihnuti objem zloutkového
vacku ryb negativné koreloval se zvySujicimi se koncentracemi O3NB. Pii lihnuti byl
nejvétsi YSV (97,8a 97,2 mm®) zaznamenan v kontrolnich skupinach I1N/S
(ORP 192 £40 mV). Mensi YSV (82,2, 88,1 a 84,8 mm?) byl pak pozorovan ve skupinach
2N/S a 3S (ORP 277 + 104 2 392 + 134 mV). Vyrazné mensi YSV (78,6 a 77,5 mm?3) byl
zaznamenan ve skupindch 3N a4S (ORP 392 + 134 mV a 610 £+ 122 mV). Zcela nejmensi
YSV (72 mm?®) pti lihnuti méla skupina 4N (ORP 610 + 122 mV).

Nejkratsi doba od vylihnuti do uplné spotieby zloutkového vacku byla dosazena ve
skupinach 1S a 2S (ORP 192 + 40 mV a 277 + 104 mV). Poté byla pozorovana nejkratsi
délka ve skupinach 1IN a 3N (ORP 192 + 40 mV a 392 + 134 mV). Delsi doba spotieby
zloutkového vacku byla zaznamenana ve skupinach 2N a 3S (277 + 104 mV a 392 + 134
mV). Nejdelsi doba spotieby byla dosazena ve skupinach 4N/S (610 + 122 mV) (viz Graf.
¢. 9).
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Graf. & 9. Pribéh resorbce Zloutkového vacku v éase (YSV, mm? primér) v zavislosti
na koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (¢tyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin
ozonu, O3NB: ORP 1IN/S-192 + 40, 2N/S—-277 + 104, 3N/S-392 =+ 134,
4AN/S - 610+ 122 mV) béhem dvou experimentd (N —bez vybirani a S — s vybiranim
neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v ¢ase (5677 dPF).

4.5 Objem Zloutkového vacku

Béhem prvniho experimentu (N), kde nebyly vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byl pozorovan objem Zloutkového vacku (YSV, mm?®) ryb pti 56, 63, 70 a 77 dPF.

Pfi lihnuti (kolem 56. dPF) se YSV signifikantné 1isil (P < 0,05) mezi testovanymi
skupinami. YSV negativné koreloval se zvySujici se koncentraci OsNB ve vode¢.
Signifikantné nejvétsi YSV byl pozorovan ve skupingé IN (ORP 192 + 40 mV). Mensi
srovnatelny YSV byl zaznamenan ve skupinach 2N a 4N, zatimco signifikantné nejmensi
YSV byl ve skupiné 3N. V 63. a 70. dPF se YsV ryb signifikantné nelisil (P > 0,05) mezi
testovanymi skupinami 1-3N. YSV byl kolem 50 mm? pti 63 dPF a kolem 20 mm?
pti 70 dPF (viz Graf ¢. 13). Do 63. dPF uhynuly ryby ve skupiné 4N, stejné tak do 77. dPF
uhynuli vSichni jedinci ve skupiné 3N, proto nejsou tyto skupiny v dané dny znazornény

na grafu nize.
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Graf. & 13. Objem Zloutkového vacku (YsV, mm?, pramér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (¢tyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1IN —192 + 40, 2N —277 £+ 104, 3N —392 + 134 a4N - 610 = 122 mV) b&hem prvniho
experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincii) v ¢ase (5677 dPF).
Pozn. rozdilné indexy a—d nad sloupci grafu znaci, Ze v dany experimentalni den byl

pozorovan signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.

Béhem druhého experimentu (S), kde byly vybirdny neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byl pozorovan objem YSV ryb pii 56, 63, 70 a 77 dPF.

V 56. dPF se YSV signifikantné lisil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.
Signifikantné nejvétsi YSV vykazovala skupina 1S (ORP 192 +40 mV), poté skupiny 2S
(277 £ 104 mV) a 3S (392 + 134 mV ORP), ty se vSak vzajemné neliSily od ostatnich
skupin. Signifikantné nejmensi YSV byl pozorovan ve skupiné 4S. V 63. dPF se YSV
signifikantné 1iil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami. Signifikantné nejvétsi YSV
byl ve skupin€é 1S (ORP 192 + 40 mV). Ostatni skupiny 2S az 4S (ORP 277 + 104
az 610 = 122 mV) se mezi sebou vzdjemné nelisily. V 70. dPF se YSV signifikantné

nelisil (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami (viz Graf ¢. 14).
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Graf. & 14. Objem Zloutkového vacku (YsV, mm?®, pramér = SD) v zévislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, Os;NB:
ORP 1S-192 + 40, 2S—277 + 104, 3S—392 + 134 a4S - 610 + 122 mV) béhem druhého
experimentu (S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v ¢ase (5677 dPF).
Pozn. rozdilné indexy a—d nad sloupci grafu znaci, Ze v dany experimentalni den byl

pozorovan signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.

Pti porovnani obou experimentti (N a S) bylo zjisténo, Ze objem Zloutkového vacku
(YSV, mm®) ryb se signifikantné 1iil mezi testovanymi skupinami (P < 0,05) od 56.
do 63. dPF. Bylo pozorovano, ze YSV negativné koreloval nejen se zptisobem oSetfeni
(N a S), ale také se zvysujici se koncentraci O3NB ve vodé.

Pti lihnuti (v 56. dPF) signifikantn€ nejvétsi YSV byl pozorovan ve skupinach 1S/N
(192 £ 40 mV). Mensi YSV byl naméfen pak ve skupindch 2S/N, 3S a4N
(277 £ 104 az 610 = 122 mV). Vyrazné mensi YSV vykazovaly skupiny 3N a 4S
(392 + 1342610+ 122 mV).

V 63. dPF signifikantné nejvétsi YSV byl ve skupin€ 1S (192 + 40 mV). Nizsi YSV
bylo zaznamenano ve vSech ostatnich skupinich 1N, 2N/S az 4S (192 £ 40
az 610 = 122 mV), které se mezi sebou signifikantné nelisily. Do 63. dPF uhynuly ryby

ve skuping 4N, proto neni tato skupina v dany den zndzornéna na grafu nize.

52



Pii 70. dPF se YSV signifikantn¢ nelisil (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami, kdy
YSV byl kolem 20 mm?3. V 77. dPF mély ryby ve viech skupinach resorbovany Zloutkovy
vacek (viz Graf. €. 15).
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Graf. & 15. Objem Zloutkového vacku (YsV, mm?, pramér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (¢tyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1IN/S — 192 + 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S — 392 + 134, 4N/S — 610 + 122 mV) béhem dvou
experimentil ( N — bez vybirani a S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych jedincti) v ¢ase
(56-77 dPF).

Pozn. rozdilné indexy a—d nad sloupci grafu znaci, Ze v dany experimentalni den byl

pozorovan signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.

4.6 Celkova délka téla

Béhem prvniho experimentu (N), kde nebyly vybirdny neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byla pozorovéna celkova délka téla (TL, mm) ryb od vylihnuti do Gplné resorbce
zloutkového vacku v tydennich intervalech (pti 56, 63, 70 a 77 dPF). Pfi lihnuti (kolem
56. dPF) se TL larev signifikantné lisila (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.
V 56. dPF byla nejdelsi TL vylihnutych larev zaznamenana ve skupiné 3N
(392 + 134 mV), kratsi pak ve skupiné IN (192 £ 40 mV) a 4N (610 £ 122 mV),
zatimco nejkrat$i TL byla pozorovana ve skuping 2N (ORP 277 + 104 mV). V 63., 70.
a 77. dPF se TL larev signifikantné nelisila (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami 1-4N

(viz Graf ¢. 10). Do 63. dPF uhynuly ryby ve skupiné 4N (610 + 122 mV ORP), stejné
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tak do 77. dPF uhynuli vSichni jedinci ve skuping 3N (392 + 134 mV ORP), proto v dané

dny nejsou skupiny znazornény na grafu nize.
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Graf. ¢ 10. Celkova délka téla ryb (TL, mm, primér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vodé¢ (Etyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB:
ORP 1IN —192 + 40, 2N —277 £+ 104, 3N —392 + 134 a4N - 610 = 122 mV) b&hem prvniho
experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincii) v ¢ase (5677 dPF).
Pozn. rozdilné indexy a—d nad sloupci grafu znaci, ze v dany experimentalni den byl

pozorovan signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.

Béhem druhého experimentu (S), kde byly vybirdny neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byla pozorovana celkova délka téla (TL, mm) ryb pii 56, 63, 70 a 77 dPF.
V case 56., 63. a 70. dPF se TL ryb signifikantné liSila (P <0,05) mezi testovanymi
skupinami. Pfi lihnuti (kolem 56. dPF) byla signifikantné nejdelsi TL larev zaznamenana
ve skupiné 2S (ORP 277 + 104 mV). Krat$i TL byla pozorovana ve skupinach 1, 3 a 4S
(ORP 192 + 40, 392 + 134 a 610 = 122 mV), které se od sebe vzdjemné signifikantné
nelisily (P > 0,05). Pti 63 a 70 dPF byla nejdelsi TL ryb naméfena ve skupiné 2S, poté
IS a 38, které se od sebe vzajemné signifikantné nelisily (P > 0,05), zatimco zcela
nejkratsi TL byla vzdy ve skupiné 4S s nejvyssi OsNB koncentraci. Pfi 70 dPF se TL ryb

nelisila (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami (viz Graf ¢. 11).
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Graf. & 11. Celkova délka ryb (TL, mm, pramér + SD) v zavislosti na koncentraci nanobublin
ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB: ORP 1S — 192
+ 40, 2S—277 + 104, 3S—392 + 134 a4S—-610 £ 122 mV) béhem druhého experimentu
(S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v ¢ase (5677 dPF).

Pozn. rozdilné indexy a—d nad sloupci grafu znaéi, ze v dany experimentalni den byl

pozorovan signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.

Pti porovnéni obou experimentt (N a S) bylo zjisténo, ze celkova délka téla ryb (TL,
mm) ryb se signifikantn¢ liSila mezi testovanymi skupinami (P < 0,05) od 56 do 70 dPF.
Pfi lihnuti (kolem 56. dPF) byla signifikantn¢ nejdelsi TL naméfena ve skupinach 2S a
3N (ORP 277 + 104 a 392 + 134 mV). Kratsi TL byla pak ve skupinach IN a 1S (192 +
40 mV), 3S (392 £ 134 mV) a 4N/S (610 £ 122 mV). Signifikantné nejkratsi TL byla ve
skupiné 2N (277 + 104 mV).

Pti 63 dPF byla signifikantn€ nejdelsSi TL ryb naméfena ve skupiné 2S
(277 + 104 mV). Kratsi TL byla zaznamenana u skupin 1N/S, 2N a 3N/S, ale neliSila se
mezi testovanymi skupinami. Signifikantné nejkratsi TL ryb byla naméfena u skupiny 4S
(610 £ 122 mV ORP), zatimco zadné ryby neptezily ve skupiné 4N do 63. dPF.

V 70. dPF signifikantn¢ nejdelsi TL ryb byla ve skupiné 2S (277 + 104 mV). Kratsi
TL byla pak ve skupinach 1S/N (192 £ 40 mV), 2N (277 = 104 mV) a 3N/S (392 + 134
mV), ale neliSila se mezi testovanymi skupinami. Zatimco signifikantné nejkratsi TL byla

zaznamenana ve skupiné 4S (ORP 610 + 122 mV).
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Pii 77 dPF se TL ryb signifikantné neliSila mezi testovanymi skupinami (P > 0,05).
Do 77. dPF vsak uhynuli vSichni jedinci ve skupiné 3N a 4N, proto nejsou tyto skupiny

V dané dny zndzornény na Grafu. ¢. 12.
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Graf. ¢ 12. Celkova délka ryb (TL, mm, pramér + SD) v zavislosti na koncentraci nanobublin
ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s rdznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O3:NB: ORP
IN/S — 192 + 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S — 392 + 134, 4N/S — 610 + 122 mV) béhem prvniho
a druhého experimentu (N —bez vybirani a S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych
jedinct) v ¢ase (5677 dPF).

Pozn. rozdilné indexy a—d nad sloupci grafu znaci, Ze v dany experimentalni den byl

pozorovan signifikantni rozdil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.
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4.7 Mikrobiologické analyzy

Béhem experimentti (N a S) bylo zjisténo, ze mnozstvi mikroorganismli ve vodé
zavisi (negativné koreluje) na koncentraci nanobublin ozonu ve vodé¢. Se zvySujici
se koncentraci bylo zaznamenano snizujici se mnozstvi mikroorganismi ve vodé

(viz Graf €. 16).
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Graf. ¢ 16. Korelacni graf znazoriuje mnozstvi pozorovanych mikroorganismu
v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (pét skupin s rdznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB (%): rybni¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 £+ 40 mV,
25% =277 £ 104 mV, 50 % =392 + 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni OsNB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Alfa-diverzita mikroorganismti a mikrobiologické indexy vody oSetfené riznou
koncentraci O3NB se statisticky nelisily (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami (viz Graf
¢. 17). Ackoliv nejvyssi hodnoty byly pozorovany ve skupiné s rybni¢ni vodou (tj.
s nejvyssi koncentraci O3NB (1. zasobni voda s maximalnim mnozstvim nanobublin

0zonu, toto maximalni nasyceni bylo uvazovano jako 100 %).
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Graf. ¢. 17. Grafy znazoriuji alfa-diverzitu mikroorganismtii a mikrobiologické indexy
v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vod¢é (pét skupin s riznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB (%): rybni¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 + 40 mV,
25% =277 £ 104 mV, 50 % =392 + 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni OsNB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Pozn. neptitomnost indexti a—d nad sloupci grafu znaci, Ze v dany experimentalni den nebyl

pozorovan signifikantni rozdil (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami.

Béhem experimenti (N a S) se diverzita kmenti mikroorganisma pfitomnych
ve vod¢ Castecné lisila mezi testovanymi skupinami. Tato diverzita se prekryvala Sesti
druhy v ramci vSech testovanych skupin (viz Graf ¢. 18). Nejvice kmenti mikroorganismu
bylo pozorovano ve skupin¢ 2N/S (ORP 277 + 104 mV), méné pak ve skupiné 3N/S
(392 £ 134 mV) a 4N/S (610 £ 122 mV), zatimco nejméné kmend mikroorganismu bylo
ve skupiné 1N/S (192 + 40 mV), zasobni rybni¢ni (192 £+ 40 mV) a zasobni ozonizované
vodeé (610 + 122 mV).
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Graf. ¢ 18. Graf (tzv. Venniv diagram) znazoriuje diverzitu kment mikroorganismu ptitomnych
ve vodé v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé¢ (pét skupin s riznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB (%): rybni¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 £+ 40 mV,
25% =277 £ 104 mV, 50 % =392 + 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni OsNB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Béhem experimenti (N a S) se diverzita celedi mikroorganismi pfitomnych
ve vod¢ cCasteCné liSila mezi testovanymi skupinami. Tato diverzita se prekryvala
18 ¢eledémi v ramci vSech skupin (viz Graf €. 19). Nejvice ¢eledi mikroorganismt bylo
pozorovano v kontrolni skuping IN/S (ORP 192 + 40 mV), méné pak v zasobni rybni¢ni
vodé¢ (192 + 40 mV) askupiné¢ 2N/S (277 + 104 mV), poté ve skupiné 4N/S
(610 £ 122 mV), zatimco nejméné ¢eledi bylo zastoupeno Vv zasobni ozonizované vodé

(610 = 122 mV) a skupin& 3N/S (392 + 134 mV).
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Graf. ¢. 19. Graf (tzv. Venntiv diagram) znazoriiuje diverzitu ¢eledi mikroorganisma ptitomnych
ve vodé v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé¢ (pét skupin s riznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB (%): rybni¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 + 40 mV,
25% =277 £ 104 mV, 50 % =392 + 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni OsNB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Béhem experimentt (N a S) se diverzita rodl mikroorganismil pfitomnych ve vode
castecné liila mezi testovanymi skupinami. Tato diverzita se prekryvala 22 rody v ramci
vSech testovanych skupin (viz Graf ¢. 20). Nejvice rodi mikroorganismii bylo
pozorovano v kontrolni skupiné IN/S (ORP 192 + 40 mV), méné pak ve skupiné 4N/S
(610 = 122 mV), poté 2N/S (277 + 104 mV), nasledné v zasobni rybni¢ni vodé
(192 + 40 mV) a skupin€ 3N/S (392 + 134 mV), zatimco nejmén¢ rodit mikroorganismu

bylo zaznamenano v ozonizované zasobni vodé (610 = 122 mV).
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Zasobni O;NB voda . Zasobni rybni¢ni voda

Graf. €. 20. Graf (tzv. Venniv diagram) znazoriuje diverzitu rodi mikroorganismu ptitomnych
ve vodé v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé¢ (pét skupin s riznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB (%): rybni¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 + 40 mV,
25% =277 £ 104 mV, 50 % =392 + 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni OsNB voda
se 100 % = 192 £ 40 mV ORP).
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5. Diskuze

Prace se sklada ze dvou experimentt testujicich vliv riznych koncentraci nanobublin
ozonu (OsNB) na ranou ontogenezi pstruha duhového. Kazdy z experimentd obsahoval
Ctyfi skupiny s riznou koncentraci OsNB (jmenovité skupiny: 1 — 192 + 40, 2 -277 +
104,3 —-392+£134,4 — 610+ 122 mV). Prvni experiment byl realizovéan bez odstranovani
neoplozenych jiker a uhynulych jedinct (N, skupiny 1-4 N) po celou dobu experimentu.
Zatimco  druhy  experiment byl s odstranovanim  uhynulych  jedinct
(S, skupiny 1-4 S). Oba experimenty probihaly od oplozeni jiker (FE) do uplné resorbce
zloutkového vacku (RE). Béhem obou experimentti (N a S) byla pozorovana uc¢innost
O3NB dezinfekce vody na miru lihnuti larev, délku téla ryb, objem zloutkového vacku,
prubéh resorbce Zloutkového vacku, miru preziti jedinch a kvalitu odchovné vody
(tzn. mnozstvi mikroorganismu ve vodg).

Experiment S ukézal lepsi vysledky miry lihnuti ve vSech testovanych skupinach
ve srovnani s experimentem N. Skupiny 1S, 2S a 3S s koncentraci OsNB (ORP 192 + 40
az 392 + 134 ORP mV) vykazovaly nejvyssi miru lihnuti (kolem 75 % nasazenych jiker).
Dale tyto vysledky naznacuji, Ze nejvyssi koncentrace OsNB (ORP 610 + 122 mV) méla
negativni U€inky na miru lihnuti (kolem 40 % nasazenych jiker) pstruha duhového.
Z hlediska lihnuti bylo nejvhodnéjsi OsNB oSetfeni v koncentraci ORP 277 + 104
az 392 + 134 mV. Uvedené poznatky jsou v souladu s vysledky studie Ghomi a kol.
(2007), ktefi ve svém experimentu sledovali vliv oSetieni Oz (0,05, 0,1 a 0,15 ppm;
tj. ORP 200-300, 300-400 a 400-500mV; jednotky pievedeny dle Catal

a Ibanoglu, 2013) a zptisob osetfeni jiker (s/bez odstrafiovani neoplozenych &i uhynulych
embryi) na miru lihnuti jesetera perského (Acipenser persicus). Nejvyssi miru lihnuti
(76,4 %) zaznamenali u Os koncentrace 0,15 ppm (tj. ORP 400-500 mV; jednotky
pievedeny dle dle Catal a ibanoglu, 2013) s odstrafiovanim neoplozenych ¢i uhynulych
embryi. Dalsi vyzkum (Forneris a kol., 2003) uvadi nejvys$si miru lihnuti (69,4 %) pstruha
obecného poto¢niho (Salmo trutta fario) pii pouZiti ozonu o koncentraci 0,1 ppm (tj. ORP
300-400 mV; jednotky pievedeny dle Catal a Ibanoglu, 2013). Ben-Atia a kol. (2007)
zjistili, ze mira lihnuti jiker motana zlatého (Sparus aurata) byla nejvyssi (vice nez 80 %)
v kontrolni skupin& a pii Os oSetieni jiker 0,3 mg.I? (tj. ORP 750-800 mV; jednotky
pievedeny dle Catal a Ibanoglu, 2013) po dobu 2 a 4 minut, zatimco u jiker vystavenych
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této Oz koncentraci po dobu 8 a 16 minut byla mira lihnuti signifikantné nizsi (36,5 + 1,7
% a 20,4 +2,0 %).

V této praci byla vyssi mira mortality zjisténa v experimentu N V porovnani
s experimentem S. To znamena, Ze odstrafiovani neoplozenych a uhynulych jiker zlepsilo
miru piezivani embryi i vylihnutych jedinci. Oplozené jikry/embrya jsou totiz velmi
nachylné k zaplisnéni, které se mtize v inkuba¢nim aparatu rychle §ifit (Rand a Munden,
1993). Pokud nejsou mrtvé jikry v¢as odstranény, dochézi k rychlému $iteni plisni (Bruno
a Wood, 1999). V této studii skupiny 4S a 4N snejvyssi Os3NB koncentraci
(ORP 610 £ 122 mV) vykazovaly nejvyssi miru mortality (téméf 100 %), naproti tomu
u skupiny 2S s O3NB koncentraci (ORP 277 + 104 mV) byla zjisténa nejnizsi mira
mortality (cca 30 %). Nékolik studii naznacilo, ze hodnoty ORP v rozmezi 300—425 mV
jsou pro ryby, koryse a mékkyse bezpecné (Li a kol., 2015; Powell a Scolding, 2018;
Stiller a kol., 2020). Dien a kol. (2021) zjistili, Ze skupina tilapie nilské (Oreochromis
niloticus), ktera byla vystavena bakterialni infekci Aeromonas hydrophila s naslednym
oSetfenim O3NB, vykazovala vyS$§i miru pieziti (70-75 %) ve srovnani s kontrolni
skupinou (tj. neoSetfenou OsNB s mirou pieziti 15-25 %). Dale popisuji, Ze jednim
z faktort, ktery mohl rovnéz zlepsit miru preziti ryb, mtize byt koncentrace rozpusSténého
kysliku ve vod¢ (O2). Dien a kol. (2021) také uvadéji, ze vyssi hladina Oz ve skupinach
S OsNB (b¢hem oSetfeni ozonem a po ném) muze zlepSit zdravotni stav ryb tim,
ze udrzuje nebo zlepSuje normalni fyziologické funkce. Ben-Atia a kol. (2007) pozorovali
nejvyssi miru pieziti jiker motana zlat¢ho ve skupiné s Oz oSetfenim o koncentraci
0,3 mg.I" (tj. ORP 750-800 mV; jednotky prevedeny dle Catal a Ibanoglu, 2013) po dobu
2 minut béhem 3 a 13 dnu experimentu. Stiller a kol. (2020) zjistili, ze jedinci lososa
obecného (Salmo salar) o kusové hmotnosti kolem 100 g vystaveni Oz koncentraci 425
mV a vyssi (500 mV) vykazovali vice nez 33 % miru mortality za méné nez 10 dnt, ale
u ostatnich skupin (250-350 mV) nezaznamenali vyznamnou mortalitu. Prok4dzany byly
také nepiiznivé ucinky Oz na Zaberni histopatologii se zvySujicimi se ddvkami Oz a zmény
byly vyrazn&jsi ve skupiné vystavené koncentraci O3 350 mV a vys$§im (425 a 500 mV).

Zloutkovy vacdek je hlavnim zdrojem energie a Zivin pro vyvijejici se embrya a také
pro larvy ryb béhem faze endogenni vyZzivy (Kamler, 2008). Vylihli jedinci vstiebavaji
ziviny ze Zloutkového vacku, dokud nejsou schopni zacit ptijimat vnéjsi potravu (Koufil
a kol., 2008). Vzhledem k tomu je potieba zajistit co nejvétsi rezervu zivin. Ta je vSak

podminéna mnoZstvim Zivin, které uklada jikernacka v pribéhu dozrévani jiker (Pokorny
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a kol., 1998). To znamenad, Ze ¢im vétsi velikost jikry, tim vice obsahuje zivin. Jenze
pramér zralych jiker lososovitych druhti ryb se zvySuje se snizujici se plodnosti (Koufil
a kol., 2008). Z celkové hmotnosti jedince zloutkovy vacek mize tvotit 2/3—3/4 (Hoitsy
a kol., 2012; Kamler, 2002). V obdobi od 56. do 70. dPF. se testované skupiny
signifikantné lisily (P < 0,05) to znamend, Ze doslo k rozdilnému vlivu u testovanych
koncentracich OsNB na objem Zloutkového vacku (YSV, mm?®). Zvysovani koncentrace
OsNB ziejmé vedlo k oxidaci/rozkladu obalu jikry (napt. tukt uvniti jikry), jehoz
disledkem pravdépodobné bylo zmenseni YSV. U kontrolnich skupin 1N/S (ORP 192 +
40 mV), tzn. ve skupinach bez oSetfeni ozonem, byl pozorovan ptiznivy vliv na YSV,
nebot’ v této skupiné vylihnuti jedinci vykazovali signifikantné nejvétsi YSV. Podminky
ve skupiné 4N O3NB (ORP 610 + 122 mV) vykazovaly negativni ucinky na YSV
vylihnutych jedinct, kdy byl zjistén signifikantn€ nejmensi YSV. Pfi dal§im odchovu v
63. dPF signifikantné nejvetsi YSV byl zjistén v podminkach 1S (192 + 40 mV ORP).
Do daného obdobi ve skupiné¢ 4N (ORP 610 = 122 mV) uhynuly vSechny ryby, to
znamena, ze tato koncentrace v kombinaci s osetienim bez odstranovani neoplozenych
jiker auhynulych jedincti zpusobuje vyrazné negativni G¢inky na miru lihnuti ryb.
Celkové zvysledki YSV vyplyva, ze objem zloutkového vacku vylihnutych ryb
negativné koreloval se zvysujici se OsNB koncentraci. Fry akol. (2015) popisuji, ze nebyl
zjistén vliv riiznych Oz davek (0,5-1,0, 1,5-2,0 a 2,5-3,0 mg.I%; tj. ORP 860-875, 925
975 a 1025-1075 mV; jednotky pievedeny dle Catal a ibanoglu, 2013) po dobu 90 s na
YSV u larev lososa obecného a pstruha duhového.

Pod pojmem spotieby Zloutkového vacku rozumime proces vstiebavani zivin ze
zloutkového vacku (Kamler, 1992). Nejrychleji resorbce zloutkového vacku probiha
u druhii ryb produkujicich vétsi jikry (Kamler, 2008). V této studii byla rychlost spotieby
Zloutkového véacku ovlivnéna koncentraci O3NB. Nejrychlejsi spotieba zloutkového
vacku od vylihnuti do uplné resorbce byla pozorovana v OsNB skupiné 4N
(ORP 610 £ 122 mV). K tomu mohlo dojit ziejmé v dusledku vétsich ztrat energie na
udrZeni homeostaze. Zatimco nejdelsi doba spotieby Zloutkového vacku byla dosaZzena
ve skupindch 1N/S (ORP 192 + 40 mV). Rychlost vstiebavani Zloutkového vacku zavisi
také na teploté vody (Kamler, 1992). DalSim faktorem, jenZ ovliviiuje dobu vstiebavani
zloutkového vacku, je osvétleni (napf. ulososa obecného, Ryzkov, 1976). Také u
kefickovce ¢ervenolemého (Clarias gariepinus) bylo zaznamenano, ze v uplné tmé¢ larvy

pomaleji vstiebavaji zloutkovy vacek (Appelbaum a Kamler, 2000). Rychlosti
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vstfebavani zloutkového vacku mize byt ovlivnéna piitomnosti toxickych latek ve
vodnim prostiedi — napf. xenobiotika u pstruha obecného (Salmo trutta) urychlila
vstiebavani zloutkového vacku (Vuorinen a Vuorinen, 1987). Salinita méla také efekt na
rychlost vstfebavani zloutkového vacku. Naptiklad vysoka salinita moiské vody snizila
rychlost vstiebavani zloutku pakambaly velké (Scophthalmus maximus) ve srovnani s
brakickou vodou (Quantz, 1985). Dale bylo zjisténo, Ze i koncentrace kysliku ve vodé
muze ovlivnit proces vstiebavani zloutkového vacku. Nizkéd koncentrace kysliku napf.
zpomalila vstiebavani Zloutkového vacku u lososa obecného (Hamora a Garside, 1977).
Dale bylo zaznamenano, ze i expozice oxidu uhli¢itému (CO2) (1900 patm) ve srovnani
S kontrolou vyznamné neovlivnila rychlost vstfebavani Zloutkového vacku tundka
zlutoploutvého (Thunnus albacares), nicméné v poslednim méfeném stadiu (tj. 36 hodin
po oplozeni jiker) doSlo k vyznamnému snizeni rychlosti metabolismu ryb
(Heuer a kol., 2023).

Pti porovnani obou experimentli (N a S) bylo zjisténo, ze celkova délka téla ryb byla
vétsi u skupin 1-2 N/S (ORP 192 40 a 277 + 104 mV). Tzn., Ze tyto koncentrace OsNB
nevykazovaly negativni U¢inky na rast ryb. Davidson a kol. (2011) uvadi, ze pstruh
duhovy vykazoval vétsi délku téla a lepsi konverzi krmiva pti organickém zatizeni a malé
vyméné vody, kdyz byla voda oSetfovana pomoci Oz (ORP 250 mV) ve srovnani
s kontrolou bez pouziti Os. Bez ohledu na to, Ze bylo provadéno vybirani odumielych
jiker a uhynulych jedinct, celkova délka téla byla kratsi ve skupinach s vyssi koncentraci
O3NB 3-4 N/S (ORP 392 £ 134 a 610 = 122 mV). To zifejmé vypovida o negativnich
ucincich téchto vyssich koncentraci OsNB na rust ryb. Dle Stiller a kol. (2020) totiz mtze
dochazet k poskozeni Zaber vysokymi koncentracemi Oz zptisobenych zménami v piijmu
kysliku, vylu¢ovani COz a regulaci iontti, to vede k vnitini hypoxii, coz ma za nasledek
potlaceni rustu ryb. Li a kol. (2015) pozorovali, Ze dlouhodobé puisobeni Oz (ORP 300—
320 mV) negativné ovliviluje piijem krmiva a rychlost ristu morcéka evropského
(Dicentrarchus labrax). Dalsi vyzkum (Scolding a kol., 2012) uvadi, ze pfi dlouhodobém
pusobeni O3z koncentrace (400 mV) na larvy humra evropského (Homarus gammarus)
byla zaznamenana niz§i hmotnost a kratsi délka téla jedinc. Dale Nghia a kol. (2022)
popisuji, Ze opakované OsNB ogetfeni vody po dobu 10 min.den™ ve srovnani s Oz ve
form& makrobublin po 2 min.den® nemélo vliv na rychlost riistu krevety bé&lonohé

(Litopenaeus vannamei) béhem 21denniho experimentu V laboratornich podminkach.
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Béhem experimentd N a S bylo zjiSténo, ze mnozstvi mikroorganismi ve vodé
negativné koreluje s O3NB koncentraci (tzn. sniZzeno se zvysujici se OsNB koncentraci).
Kontrolni skupina srybni¢ni vodou (tj. kontrolni skupina s 0% oSetfenim O3NB)
vykazovala nejvyssi hodnoty alfa-diverzity mikroorganismti a mikrobiologickych
indexd, zatimco nejniz§i hodnoty byly pozorovany u skupiny s nejvyssi OsNB
koncentraci. Souhlasné také Gerrity a kol. (2018) popsali vyznamny pokles alfa-diverzity
v biofiltrech ¢istirny odpadnich vod pfi ozonizaci vody. A napf. Suantika a kol. (2001)
zaznamenali, Ze pouziti Oz pfi €i$téni odpadnich vod v uzavieném RAS pro euryhalinni
vifniky (Brachionus plicatilis) vedlo ke sniZzeni poctu bakterii v kultiva¢ni vodé, ale

dokonce také k vyraznému navySeni produkce vitniki.
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6. Zavér

Na zékladé vysledki této prace Ize konstatovat, ze koncentrace nanobublin ozonu
(O3NB v rozsahu ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV) nejlépe v kombinaci s odstrafiovanim
neoplozenych jiker a uhynulych jedincii mohou byt doporuceny pro odchov ranych stadii
(embryi a larev) pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), nebot’ nebyly zjistény
negativni U¢inky téchto OsNB koncentraci na sledované parametry. Bylo vSak zjisténo,
ze vysoké OsNB koncentrace (ORP 610 + 122 mV) mohou zplisobit znacnou miru
mortality béhem inkubace embryi, a to zejména pii oSetfeni bez pravidelné¢ho
odstranovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincii, kdy byla pozorovana témét 100%
mira mortality jiz béhem embryonalni periody Zivota ryb.

Pii doporucenych koncentracich byla mira lihnuti kolem 75 % nasazenych jiker,
zatimco v nejvyssi koncentraci bez odstraniovani neoplozenych jiker a uhynulych jedinca
byla méné nez 5 %. Pii vylihnuti objem Zloutkového vacku larev negativné koreloval
se zvysujici se OsNB koncentraci, tedy ve vysokych koncentracich mély vylihnuté larvy
mensi objem zloutkového vacku (tzn. zasoby energie) v porovnani se skupinami v nizsich
O3NB koncentracich. Zloutkovy vacek nejpomaleji resorbovaly ryby ve skupinach
s vys$imi OsNB koncentracemi. Celkova délka téla ryb byla signifikantné ovliviiovana
O3NB koncentraci béhem obou experimentii. Nejpomalejsi rist ryb byl zaznamenan
ve skupin€ s nejvyssi OsNB koncentraci (ORP 610 = 122 mV) v porovnani ostatnimi
skupinami (ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV). Mikrobiologické analyzy prokazaly
snizujici se mnozstvi mikroorganismu ve vod¢ se zvysujici se koncentraci OsNB.

Tato prace je jednou z mala studii, které otestovali ti€¢inky OsNB na rana stadia
vyvoje ryb. Dals$i vyzkum této nové technologie v oblasti akvakultury je Zadouci.
Budouci studie by mohly detailnéji prozkoumat ti¢inky a efektivitu OsNB na rizné druhy
ryb napif. pii pouziti kratkodobych néckolikaminutovych oSetfenich ryb ridznymi
koncentracemi pfi rozdilném organickém zatizeni chovné vody, pifi infekénich
onemocnénich ryb apod. Dal§im piinosem pro akvakulturu by bylo ovéfeni rentability

této technologie v porovnani s jinymi béZné pouZivanymi metodami dezinfekce vody.

67



7. Seznam pouzité literatury

Abo-Al-Ela, H., 2018. An introduction to selected innate immune-relevant genes in fish. Applied
Ecology and Environmental Research 16: 955-976.

Adamek, Z., 2012. Rybaistvi a rybolov. Praha: Cesky rybatsky svaz, 376 s.

AgriOzein, 2023. Effect of Ozone on Bacteria [online] [cit. 2023-03-15]. Dostupné z:

https://lwww.agriozein.com/why-ozogation/effect-of-ozone-on-bacteria/.

Amamcharla, J., Li, B., Liu, Z., 2017. Use of micro- and nano-bubbles in liquid processing.
United States Patent No. 16/071,385. WO 2017/127636 Al. PCT/US2017/014272.

Appelbaum, S., Kamler, E., 2000. Survival, growth, metabolism and behaviour of Clarias
gariepinus early stages under different light conditions. Aquacultural Engineering 22: 269—
287.

Bablon, G., Bellamy, W. D., Bourbigot, M-M., Daniel, F. B., Dore, M., Erb, F., Gordon, G.,
Langlais, B., Laplanche, A., Legube, B., Martin, G., Masschelein, W. J., Pacey, G.,
Reckhow, D. A., Ventresque, C., 1991. Fundamental aspects. In: Langlais, B., Reckhow, D.
A., Brink, D. R. (Eds.), Ozone in Water Treatment: Application and Engineering. Denver:

American Water Works Association Research Foundation, pp. 11-132.

Batagoda, J., Hewage, S. A., Meegoda, J. N., 2018. Nano-Ozone Bubbles for Drinking Water

Treatment. Journal of Environmental Engineering and Science 14 (2): 57-66.

Ben-Atia, 1., Lutzky, S., Barr, Y., Gamsiz, K., Shtupler, Y., Tandler, A., Koven, W,
2007. Improved performance of gilthead sea bream, Sparus aurata, larvae after ozone
disinfection of the eggs. Aquaculture Research 38 (2): 166-173.

Block, J. C., 1982. Removal of bacteria and viruses by ozonation. In; Masschelein, W. J. (Eds.),
Ozonization manual for water and wastewater treatment. New York: John Wiley and Sons,
pp. 66-68.

Brazil, B. L., Summerfelt, S. T., Libey. G. S., 1996. Application of ozone recirculaling
aquaculture systems. In: Libey G., Timmons, M., Successes and failures in commercial
recirculating aquaculture. New York: Northeast Regional Agricultural Engineering Service,
pp. 373-389.

Bregnballe, J., 2015. A Guide to Recirculation Aquaculture. FAO and EUROFISH, 95p.

68


https://www.agriozein.com/why-ozogation/effect-of-ozone-on-bacteria/

Bregnballe, J., 2022. A guide to recirculation aquaculture — An introduction to the new
environmentally friendly and highly productive closed fish farming systems. Rome: FAO

and Eurofish International Organisation, 107 p.

Bruno, D. W., Wood, B. P., 1999. Saprolegnia and other Oomycetes. In: Woo, P. T. K., Bruno,
D. W. (Eds.), Fish Diseases and Disorders, Viral, Bacterial and Fungal Infections.
Wallingford: CAB International, pp. 599-659.

Bullock, G. L., Summerfelt, S. T., Noble, A., Weber, A., Durant, M. D., Hankins, J. A., 1996.
Ozonation of a recirculating rainbow trout culture system |. Effects on bacterial gill disease

and heterotrophic bacteria. Aquaculture 158: 43-55.

Bufi¢, M., Koufil, J., 2012. Technologie recirkulac¢ni 1ihné pro lososovité ryby. Vodnany: Edice
Metodik, FROV JU, €. 136, 34 s.

Catal, H., ibanoglu, S., 2013. Effects of Ozonation on Thermal, Structure and Rheological
Properties of Rice Starch in Aqueous Solution. Gida: 38. 63-70.

Cripps, S.J., Bergheim, A., 2000. Solids management and removal for intensive land-based

aquaculture production systems. Aquacultural Engineering 22: 33-56.

Cryer, E., 1992. Recent applications of ozone in freshwater fish hatchery systems. In:
Blogoslawski, W. J. (Eds.), Proceedings of the 3rd International Symposium on the Use of
Ozone in Agquatic Systems, International Ozone Association. Stamford: Pan American
Committee, pp. 134-154.

da Silva, L. M., Wilson, J. F., 2006. Trends and strategie of ozone applications in envirimental

problems. Quimica Nova 29 (2): pp. 310-317.

Davidson, J., Good, C., Welsh, C., Summerfelt, S. T., 2011. The effects of ozone and water
exchange rates on water quality and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) performance in

replicated water recirculating systems. Aquacultural Engineering 44 (3): 80-96.

Davidson, J., Good, C., Welsh, C., Summerfelt, S. T., 2014. Comparing the effects of high vs.
low nitrate on the health, performance, and welfare of juvenile rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) within water recirculating aquaculture systems. Aquacultural Engineering 59: 30—
40.

Dien, L. T., Linh, N. V., Mai, T. T., Senapin, S., St-Hilaire, S., Rodkhum, C., Dong, H. T., 2022.
Impacts of oxygen and ozone nanobubbles on bacteriophage in aquaculture system.
Agquaculture 551: 737894

69



Dien, L. T., Sangpo, P., Senapin, S., St-Hilaire, S., Rodkhum, C., Dong, H. T., 2021. Ozone
nanobubble treatments improve survivability of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
challenged with a pathogenic multi-drug-resistant Aeromonas hydrophila. Journal of Fish
Diseases 44 (9): 1435-1447.

Dubsky, K., Koufil, J., Sramek, V., 2003. Obecné rybaistvi. Praha: Informatorium, 308 s.

Ebeling, J. M., Timmons, M. B., 2012. Recirculating Aquaculture Systems. In: Tidwell, J. H.,
(Eds.), Aquaculture production systems. Oxford: Wiley, pp. 245-277.

Elvis A. M., EktaJ. S, 2011. Ozone therapy: A clinical review. Journal of natural science, biology,
and medicine 2 (1): 66-70.

Ershov, B. G, Morozov, P. A., 2009. The Kinetics of Ozone in Water, the Influence of pH and
Temperature. Russian Journal of Physical Chemistry 83 (8): 1295-1299.

Fan. M., Tao, D., Honaker, R., Luo, Z., 2010. Nanobubble generation and its application in froth
flotation (part 1): nanobubble generation and its effects on properties of microbubble and

millimeter scale bubble solutions. Mining Science and Technology 20 (1): 1-19.

Fan, W., An, W., Huo, M., Xiao, D., Lyu, T., Cui, J., 2021. An integrated approach using ozone
nanobubble and cyclodextrin inclusion complexation to enhance the removal of
micropollutants. Water Research 196: 117039.

FAO, 2022. The State of World Fisheries and Aquaculture. Rome, FAO, Towards Blue

Transformation, 236 p.

FEAP, 2021. European Aquaculture Production Report [online] [cit. 2023-02-20]. Dostupné z:
https://feap.info/wp-content/uploads/2022/03/production-report-v1.1.pdf.

Forneris, G., Bellardi, S., Palmegiano, G. B., Saroglia, M., Sicuro, B., Gasco, L., Zoccarato, I.,
2003. The use of ozone in trout hatchery to reduce saprolegniasis incidence. Aquaculture
221 (1-4): 157-166.

Fry, J., Casanova, P. J., Hamoutene, D., Lush, L., Walsh, A., Couturier, C., 2015. The Impact of
Egg Ozonation on Hatching Success, Larval Growth, and Survival of Atlantic Cod, Atlantic
Salmon, and Rainbow Trout. Journal of Aquatic Animal Health 27 (1): 57-64.

Furuichi, A., Arakawa, S., Mano, Y., Morita, I., Tachikawa, N., Yamada, Y., Kasugai, S., 2013.
Comparative Analysis of Efficacy of Ozone Nano Bubble Water (NBW3) with Established
Antimicrobials. Bactericidal Efficacy and Cellular Response. An in Vitro Study. Journal of
Oral Tissue Engineering 10: 131-141.

70



Gebauer, R., Eggen, G., Hansen, E., Eikebrokk, B., 1992. Oppdrettsteknologi: vannkvalitet og
vannbehandling i lukkede oppdrettsanlegg. Tapir Forlag 171-218.

Gesto, M., de Jesus Gregersen, K. J., Pedersen, P. L., 2022. Effects of ozonation and foam
fractionation on rainbow trout condition and physiology in a small-scale freshwater
recirculation aquaculture system. Aquaculture 557: 11.

Gerrity, D., Arnold, M., Dickenson, E. R. V., Moser, D. P., Sackett, J. D., Wert, E. C., 2018
Microbial community characterization of ozone-biofiltration systems in drinking water and

potable reuse applications. Water Research 135: 207-219.

Ghomi, M. R., Esmaili, A., Vossoughi, G., Keyvan, A., Nazari, R. M., 2007. Comparison of
ozone, hydrogen peroxide and removal of infected eggs for prevention of fungal infection in

sturgeon hatchery. Fisheries Science 73: 1332-1337.

Good, C., Davidson, J., Welsh, C., Snekvik, K. R., Summerfelt, S. T., 2011. The effects of
ozonation on performance, health and welfare of rainbow trout Oncorhynchus mykiss in low-

exchange water recirculation aquaculture systems. Aquacultural Engineering 44 (3): 97-102.

Gullian, M., Espinosa-Faller, F. J., Nufiez, A., Lopez-Barahona, N., 2012. Effect of turbidity on
the ultraviolet disinfection performance in recirculating aquaculture systems with low water

exchange. Aquaculture Research 43: 595-606.

Gurung, A., Dahl, O., Jansson, K., 2016. The fundamental phenomena of nanobubbles and their

behavior in wastewater treatment technologies. Geosystem Engineering 19 (3): 133-142.

Hamor, T., Garside, E. T., 1977. Size relations and yolk utilization in embryonated ova and
alevins of Atlantic salmon (Salmo salar L.) in various combinations of temperature and

dissolved oxygen. Canadian Journal of Zoology 55: 1892-1898.

Hardy, R. W., Fornshell, G. C. G., Brannon, E. L., 2000. Rainbow trout culture. In: Stickney R.
(Eds.), Fish Culture. New York: John Wiley and Sons pp. 716-722.

Hayatgheib, N., Moreau, E., Calvez, S., Lepelletier, D., Pouliquen, H., 2020. A review of
functional feeds and the control of Aeromonas infections in freshwater fish. Aquaculture
International 28 (3): 1083-1123.

He, H., Zheng, L., Li, Y., Song, W., 2015. Research on the Feasibility of Spraying Micro/Nano
Bubble Ozonated Water for Airborne Disease Prevention. Ozone: Science and Engineering
37: 78-84.

71



Heuer, R. M., Wang, Y., Pasparakis, C., Zhang, W., Scholey, V., Margulies, D., Grosell, M.,
2023. Effects of elevated CO2 on metabolic rate and nitrogenous waste handling in the early
life stages of yellowfin tuna (Thunnus albacares). Comparative Biochemistry and
Physiology Part A. Molecular and Integrative Physiology 280: 111398.

Hoitsy, G., Woynarovich, A., Moth-Poulsen, T., 2012. Guide to the small scale artificial
propagation of trout. Budapest: FAO, 20 p.

Huang, Y. X., Qin, S. N., Zhang, D. F., Li, L., Mu, Y., 2016. Evaluation of Chlorella vulgaris by

pressure-assisted ozonation and ultrasonication. Energies 9 (3): 173.

Hunter, J., 2000. Sterilization by Use of Ozone: Correct Airflow Requirements. In: Escobal, P. R.
(Eds.), Aquatic Systems Engineering: Devices and How They Function. Oxnard: Dimension

Engineering Press, pp. 157-166.

Hunter, G. L., O’Brien, W. J., Hulsey, R. A., Carns, K. E., Ehrhard, R., 1998. Emerging
disinfection technologies: medium-pressure ultraviolet lamps and other systems are
considered for wastewater applications. Water Environment and Technolology 10 (6): 40—
44,

Chen, S., Timmons, M. B., Aneshansley, D. J., Bisogni, J. J. Jr., 1993. Suspended solids
characteristics from recirculating aquaculture systems and design implications. Aquaculture
112: 143-155.

Cheng, Y. L., Juang, Y. C,, Liao, G. Y., Ho, S. H,, Yeh, K. L., Chen, C. Y., Chang, J. S., Liu, J.
C., Lee, D. J.,, 2003. Dispersed ozone flotation of Chlorella vulgaris. Bioresource
Technology 101: 9092-9096.

Cheng, W., 2017. Effect of NET-1 siRNA conjugated sub-micron bubble complex combined with

low-frequency ultrasound exposure in gene transfection. Oncotarget 9 (3): 4150-416.

Chu, L. B, Yan, S. T., Xing, X. H., Yu, A. F., Sun, X. L., Jurcik, B., 2008. Enhanced sludge
solubilization by microbubble ozonation. Chemosphere 72 (2): 205-212.

Imaizumi, K., Tinwongger, S., Kondo, H., Hirono, I., 2018. Disinfection of an EMS/AHPND
strain of Vibrio parahaemolyticus using ozone nanobubbles. Journal of Fish Diseases 41 (4):
725-7217.

Jhunkeaw, C., Khongcharoen, N., Rungrueng, N., Sangpo, P., Panphut, W., Thapinta, A,
Senapin, S., St-Hilaire, S., Dong, H. T., 2021. Ozone nanobubble treatment in freshwater
effectively reduced pathogenic fish bacteria and is safe for Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). Aquaculture 534 (15): 736286.

72



Kamler, E., 1992. Early Life History of Fish. An Energetics Approach. London: Chapman Hall,
267 p.

Kamler, E., 2002. Ontogeny of yolk-feeding fish: an ecological perspective. Reviews in Fish
Biology and Fisheries 12: 79-103.

Kamler, E., 2008. Resource allocation in yolk-feeding fish. Reviews in Fish Biology and Fisheries
18: 143-200.

Karamah, E. F., Amalia, F., Ghaudenson, R., Bismo, S., 2018. Disinfection of Escherichia coli
bacteria using combination of ozonation and hydrodynamic cavitation method with venturi
injector. International Journal on Advanced Science Engineering and Information 8: 811
817.

Kasai, H., Yoshimizu, M., Ezura, Y., 2002. Disinfection of water for aquaculture. Fisheries
science 68 (1): 821-824.

Kim, S., Kim, Y., Han, M., 2012. Development of novel oil washing process using bubble
potential energy. Marine Pollution Bulletin 64 (11): 2325-2332.

Kim, T. K., Kim, T., Leg, I., Choi, K., Zoh, K. D., 2021. Removal of tetramethylammonium
hydroxide (TMAH) in semiconductor wastewater using the nano-ozone H202 process,
Journal of Hazardous Matererials 409: 123759.

Kinman, R. N., 1972. Ozone in water disinfection. In: Evans F. L. (Eds.), Ozone in water and

wastewater treatment. Michigan: Ann Arbor Science Publishers, pp. 123-143.

Kogelschatz, U., 2003. Dielectric-Barrier Discharges: Their History, Discharge Physics, and
Industrial Applications. Plasma Chemistry and Plasma Processing 23 (1): 1-46.

Kolarova, J., Nepejchalova, L., Policar, T., 2020. Reseni zdravotni problematiky v intenzivnich
chovech ryb vyuZivajicich RAS (recirkulaéni akvakulturni systém). Vodhany: Edice
Metodik, FROV JU, ¢. 180, 58 s.

Kottelat, M., Freyhof J., 2007. Handbook of European freshwater fishes. Cornol: Kottelat, 646 p.

Koufil, J., 2013. Recirkula¢ni akvakulturni systémy. In: Mares, J., Lang, S. (Eds.), ZkuSenosti s
chovem ryb v recirkulacnim systému dénského typu. Sbornik ptispévkt z konference. Brno:

Mendelova univerzita, s. 14-19.

Kouril, J., Hamackova, J., Stejskal, V., 2013. Recirkula¢ni akvakulturni systémy pro chov ryb.
2. vyd. Vodnany: Edice Metodik, FROV JU, ¢. 85, 40 s.

73



Koufil, J., Mares, J., Pokorny, J., Adamek, Z., Randék, T., Kolarova, J., Palikova, M., 2008. Chov
lososovitych druhti ryb, lipana a sihti. Vodiany: Edice Metodik, VURH JU, 141 s.

Krumins, V., Ebeling, J., Wheaton, F., 2001. Part-day ozonation for nitrogen and organic carbon
control in recirculating aquaculture systems. Aquacultural Engineering 24: 231-241.

Kurita, Y., Chiba, I., Kijima, A., 2017. Physical eradication of small planktonic crustaceans from
aquaculture tanks with cavitation treatment. Aquaculture International 25 (6): 2127-2133.

Langlais, B., Reckhow, D. A., Brink, D. R., 1991. Ozone in Water Treatment: Application and
Engineering. Denver: American Water Works Association Research Foundation, 552 p.

Lawson, T., 2002. Fundamentals of Aquacultural Engineering. 2. vyd. Massachusett: Kluwer
Academic Publishers, 355 p.

Lekang, O. 1., 2020. Aquaculture engineering. 3. ed. Norway: Wiley-Blackwell, 512 p.

Leynen, M., Duvivier, L., Girboux, P., Ollevier, F., 1998. Toxicity of Ozone to Fish Larvae and
Daphnia magna. Ecotoxicology and Environmental Safety 41 (2): 176-179.

Li, X., Przybyla, C., Triplet, S., Liu, Y., Blancheton, J. P., 2015. Long-term effects of moderate
elevation of oxidation—reduction potential on European seabass (Dicentrarchus labrax) in

recirculating aquaculture systems. Aquacultural Engineering 64: 15-19.

Liltved, H., Hekloen H., Efraimsen. H., 1995. In activation of bacterial and viral fish pathogens
by ozonation or UV irradiation in water of different salinity. Aquacultural Engineering 14:
107-122.

Liltved, H., 2003. Disinfection of water in aquaculture: factors influencing the physical and
chemical inactivation of microorganisms. (Pfelozil: BERKA, R. Dezinfekce vody
v akvakultufe: faktory ovliviiyjici fyzikdlni a chemickou inaktivaci mikroorganizmi).

Vodnany: Edice Metodik, VURH JU, & 71, 12 s.

Linh, N. V., Dien, L. T., Panphut, W., Thapinta, A., Senapin, S., St-Hilaire, S., Rodkhum, C.,
Dong, H. T., 2021. Ozone nanobubble modulates the innate defense system of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) against Streptococcus agalactiae. Fish and Shellfish Immunology
112: 67-73.

Liu, S., Oshita, S., Makino, Y., 2014. Stimulating effect of nanobubbles on the reactive oxygen
species generation inside barley seeds as studied by the microscope spectrophotometer.

Zurich: International Conference of Agricultural Engineering.

74



Longley, K. E., 1986. Wastewater disinfection. Manual of practice No. FD-10. Virginia: Water
Environment Federation, 165 p.

Losordo, T. M., Masser, M. P., Rakocy, J. E., 1999. Recirculating aquacultutre tank production
systems: a review of component options. Southern Regional Aquaculture Center Publication
No. 453.

Lusk, S., Skacel, L., Slama, B., 1987. Lipan podhorni. Praha: CRS, Nase vojsko, 155 s.

Mares, J., Kopp R., Lang S., 2013. Recirkulaéni systémy ,,danského typu*- systém a konstrukce.
In: Mares J., Lang S. (Eds.), Zkusenosti s chovem ryb v recirkulaénim systému danského

typu. Brno: Mendelova univerzita, 95 s.

Masser, M. P., Rakocy. J., Losordo, T. M., 1992. Recirculating Aquaculture Tank Production
Systems, Management of Recirculating Systems. SRAC 452: 1-12.

Mat-Kuling, 2023. Ozone destruct units [online] [cit. 2023-04-18]. Dostupné z:

https://matkuling.com/equipment/ozone-destruct-units-aquaculture/.

Meegoda, J. N., Hewage, S. A., Batagoda, J. H., 2018. Stability Nanobubbles. Environmental
Engineering Science 35 (11): 1216-1227.

McMillan, J. D., Wheaton, F. W., Hochheimer, J. N., Soares, J., 2003. Pumping effect on particle

sizes in a recirculating aquaculture system. Aquacultural Engineering 27: 53-59.

NCBI (National Center for Biotechnology Information), 2023. PubChem Compound Summary
for CID 24823, Ozone [online] [cit.  2023-03-15].  Dostupné  z:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ozone.

Nghia, N. H., Nguyen, N. T., Binh, P. T., May L. T., Huy T. T., Giang P. T., St-Hilaire, S., Van
P. T., 2022. Effect of nanobubbles (oxygen, ozone) on the Pacific white shrimp (Penaeus
vannamei), Vibrio parahaemolyticus and water quality under lab conditions. Fisheries and
Agquatic Sciences 25 (8): 429-440.

Okpala, O. C. R., Bono, G., Abdulkadir, A., Madumelu, C., 2015. Ozone (O3) Process
Technology (OPT): An Exploratory Brief of Minimal Ozone Discharge applied to Shrimp
Product. Energy Procedia 75: 2427-2435.

OSHA (Occupational Health and Safety Administration), 1993. Air Contaminants Standard, 29
CFR 1910.1000. US Department of Labor, [online] [cit. 2023-03-15]. Dostupné z:

http://www.osha.gov/.

75


https://matkuling.com/equipment/ozone-destruct-units-aquaculture/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ozone

Owsley, D. E., 1991. Ozone for disinfecting hatchery rearing water. In: Colt, J., White, R. J.
(Eds.), American Fisheries Society Symposium. Maryland: Fisheries Bioengineering
Symposium. American Fisheries Society, pp. 417—-420.

Pal, P., Joshi, A., Anantharaman, H., 2022. Nanobubble ozonation for waterbody rejuvenation at
different locations in India: A holistic and sustainable approach. Results in Engineering 16.

Pokorny, J., Adamek, Z. Dvordk, J., Sramek, V., 1998. Pstruhaistvi. 2. vyd. Praha:

Informatorium, 242 s.

Policar, T., Kolafova, J., Kiistan, J., 2018. Provozni ovéfeni vyuziti ozonu v intenzivnim chovu
ryb. Technicka zprava pilotniho projektu ¢. CZ.10.2.101/2.1/0.0/15_001/0000044. FROV
JU, 55s.

Policar, T., Kfistan, J., Hampl, J., Blecha, M., Kolafova, J., 2020. Provozni manual slouzici k
efektivnimu provozu intenzivni akvakultury vyuzivajici RAS. Vodiany: Edice Metodik,

FROV JU, €. 169, 54 s.

Powell, A., Scolding, J., 2016. Direct application of ozone in aquaculture systems. Reviews in
Aquaculture 10 (2): 424-438.

Quantz, G., 1985. Use of endogenous energy sources by larval turbot, Scophthalmus maximus.

Transactions of the American Fisheries Society 114: 558-563.

Rakness, K. L., 2005. Ozone in drinking water treatment: process design, operation, and

optimization. Denver: American Water Works Association, 305 p.

Rand, T. G., Munden, D., 1993. Involvement of zoospores of Saprolegnia diclina in the
attachment to and invasion of eggs of brook trout under experimental conditions. Journal of
Aguatic Animal Health 5: 233-239.

Reiser, S., Wuertz, S., Schroeder, J. P., Kloas, W., Hanel, R., 2011. Risks of seawater ozonation
in recirculation aquaculture — Effects of oxidative stress on animal welfare of juvenile turbot
(Psetta maxima, L.). Aquatic Toxicology 105 (3—4): 508-517.

Rice, R. G., Netzer, A., 1984. Handbook of ozone technology and applications. Ann Arbor
Science, 386 p.

Rice, R. G., Robson, C. M., Miller, G. W., Hill, A. G., 1981. Uses of ozone in drinking water

treatment. Journal American Water Works Association 73; 1-44.

76



Richard, Y., 1993. The use of ozone and flotation for the treatment of a reservoir water: the Dinan
case history. Ozone: Science and Engineering: The Journal of the International Ozone
Association 15: 465-480.

Rodriguez, J., Gagnon, S., 1991. Disinfection: liquid purification by UV radiation, and its many
applications. Ultrapure Water 8 (6): 26-31.

Rooze, J., Rebrov, E. V., Schouten, J. S., Keurentjes, J. T. F., 2013. Dissolved gas and ultrasonic
cavitation — A review. Ultrasonics Sonochemistry 20 (1): 1-11.

Ryzhkov, L. P., 1976. Morpho-physiological peculiarities and transformation of matter and
energy in early development of freshwater salmonid fishes. Petrozavodsk, 288 p.

Scolding, J. W. S., Powell, A., Boothroyd, D. P., Shields, R. J., 2012. The effect of ozonation on
the survival, growth and microbiology of the European lobster (Homarus gammarus).
Agquaculture 364: 217-223.

Seki, M., Ishikawa, T., Terada H., Nashimoto, M., 2017. Microbicidal effects of stored aqueous
ozone solution generated by nano-bubble technology. In Vivo 31: 579-583.

Seridou, P., Kalogerakis, N., 2021. Disinfection applications of ozone micro — And nanobubbles.

Environmental Science Nano 8: 3493-3510.

Spiliotopoulou, A., Rojas-Tirado, P., Chhetri, R. K., Kamilla, M. S., Kaarsholm, K. M. S., Martin,
R., Pedersen, P. B., Pedersen, L. F., Henrik, R., Andersen, H. R., 2018. Ozonation control
and effects of ozone on water quality in recirculating aquaculture systems. Water Research
133: 289-298.

Staehelin, J., Hoigne, J., 1985. Decomposition of 0zone in water in the presence of organic solutes
acting as promoters and inhibitors of radical chain reaction. Environmental Science and
Technology 19: 1206-1213.

Stejskal, V., Gebauer, R., Matousek, J., Sebesta, R., Prokesova, M., Mraz, J., Koutfil, J., 2020.
Technologie a technické prvky recirkula¢nich akvakulturnich systémid pro chov ryb.

Vodnany: Edice Metodik, FROV JU, ¢. 174, 106 s.

Stiller, K. T., Kolarevic, J., Lazado, C. C., Gerwins, J., Good, C., Summerfelt, S. T., Mota, V. C.,
Espmark, A. M. O., 2020. The Effects of Ozone on Atlantic Salmon Post-Smolt in Brackish
Water Establishing Welfare Indicators and Thresholds. International Journal of Molecular
Sciences 21: 5109.

77



Suantika, G., Dhert, P., Rombaut, G., Vandenberghe, J., De Wolf, T., Sorgeloos, P., 2001. The
use of ozone in a high density recirculation system for rotifers. Aquaculture 201 (1-2): 35-
49.

Summerfelt, S. T. 1996. Engineering design of a water reuse system. In: Summerfelt. R. C. (Eds.),
Walleye Culture Manual. lowa: NCRAC Culture Series Ames 101: pp. 277-309.

Summerfelt, S. T., 2003. Ozonation and UV irradiation—an introduction and examples of current
applications. Aquacultural Engineering 28: 21-36.

Summerfelt, S. T., Bebak-Williams, J., Fletcher, J., Carta, A., Creaser, D., 2008. Description of
the surface water filtration and ozone treatment system at the Northeast Fishery Center. In:
Amaral, S. V., Mathur, D., Taft, E. P. (Eds.), Advances in Fisheries Bioengineering.
Maryland: American Fisheries Society, Symposium pp. 97-121.

Summerfelt, S. T., Hankins, J. A., Heinen, J. M., Weber, A. L., Morton, J. D.,1994. Evaluation of

the triangel microsieve filter in a water-reuse system. World Aquaculture, pp. 45.

Summerfelt, S. T., Hochheimer, J. N., 1997. Review of 0zone processes and applications as an

oxidizing agent in aquaculture. The Progressive Fish-Culturist 59 (2): 94-105.

Summerfelt, S. T., Sharrer, M. J., Hollis, J., Gleason, L. E., Summerfelt, S. R., 2004. Dissolved
ozone destruction using ultraviolet irradiation in a recirculating salmonid culture system.
Agquacultural Engineering 32 (1): 209-223.

Summerfelt, S. T., Sharrer, M. J., Tsukuda, S. M., Gearheart, M., 2009. Process requirements for
achieving full-flow disinfection of recirculating water using ozonation and UV irradiation.
Agquacultural Engineering 40 (1): 17-27.

Svobodova, Z., 2007. Nemoci sladkovodnich a akvarijnich ryb. 3. vyd. Praha: Informatorium,

264 s.

Takahashi, M., Ishikawa, H., Asano, T., Horibe, H., 2012. Effect of Microbubbles on Ozonized
Water for Photoresist Removal. The Journal of Physical Chemistry 116 (23):
12578-12583.

Temesgen, T., Bui, T. T., Han, M., Kim, T., Park, H., 2017. Micro and nanobubble technologies
as a new horizon for water-treatment techniques: A review. Advances in Colloid and
Interface Science 246: 40-51.

Terner, C. 1986. Evaluation of salmonid sperm motility for cryopreservation. The Progressive
Fish-Culturist 48: 230-232.

78



Thi Phan, K. K., Truong, T., Wang, Y., Bhesh, B., 2020. Nanobubbles: Fundamental
characteristics and applications in food processing. Trends in Food Science and Technology
95: 118-130.

Timmons, M. B., Ebeling., J. M., 2013. Recirculating Aquaculture, 3rd Ed. Ithaca Publishing
Company, 788 pp.

Uchida, T., Liu, S., Enari, M., Oshita, S., Yamazaki, K., Gohara, K., 2016. Effect of NaCl on the
Lifetime of Micro — and Nanobubbles. Nanomaterials 6: 31.

Ushikubo, F. Y., Enari, M., Furukawa, T., Nakagawa, R., Makino, Y., Kawagoe, Y., Oshita, S.,
2010. Zeta-potential of Micro- and/or Nano-bubbles in Water Produced by Some Kinds of
Gases. IFAC Proceedings 43 (26): 283-288.

Vachta, R., Nusl, P., Smékal, D., Lepi¢, P., Bufi¢, M., 2015. Recirkula¢ni systémy v chovech ryb.
2. vyd. Vodiiany: SRS a VOS VHE, 223 s.

van Beijnen, J., Yan, G., 2023. A breath of fresh air: how nanobubbles can make aquaculture
more  sustainable.  TheFishSite  [online]  [cit. 2023-03-05]. Dostupné z:
https://thefishsite.com/articles/a-breath-of-fresh-air-how-nanobubbles-can-make-

aquaculture-more-sustainable-dissolved-oxygen.

Velisek, J., Kouba, A., Dvotakova, Z., 2015. Potencial recirkula¢nich akvakulturnich systému
(RAS) pro ¢eské produkéni rybaistvi. Vodnhany: sbornik piispévki z odborného seminate,
105 s.

Vrajova, J. 2008. Studium sterilizacnich uc¢inkt dielektrického bariérového vyboje. Pojednani

k dizertaéni praci. 31 s.

Vuorinen, M., Vuorinen P. J., 1987. Effect of bleached kraft mill effluent on early stages of brown

trout (Salmo trutta L.). Ecotoxicology and Environmental Safety 14: 117-128.

Wang, L. K., 2006. Water Chlorination and Chloramination. In: Wang, L. K., Hung, Y. T.,
Shammas, N. K. (Eds.), Advanced Physicochemical Treatment Processes. New Jersey:

Humana Press, Handbook of Environmental Engineering, pp. 403-440.
Warrer-Hansen, 1., 2015. A brief history of RAS. Fish Farmer 38: 22-25.

Wedemeyer, G. A., 1996. Physiology of Fish in Intensive Culture Systems. New York: Springer,
232.

79


https://thefishsite.com/articles/a-breath-of-fresh-air-how-nanobubbles-can-make-aquaculture-more-sustainable-dissolved-oxygen
https://thefishsite.com/articles/a-breath-of-fresh-air-how-nanobubbles-can-make-aquaculture-more-sustainable-dissolved-oxygen

Wedemeyer, G. A., Nelson, N. C., Yasutake, W. T., 1979. Physiological and Biochemical Aspects
of Ozone Toxicity to Rainbow Trout (Salmo gairdneri). Journal of the Fisheries Research
Board of Canada, 36 (6): 605-614.

Wenk, J., Aeschbacher, M., Salhi, E., Canonica, S., von Gunten, U., Sander, M., 2013. Chemical
oxidation of dissolved organic matter by chlorine dioxide, chlorine, and ozone: effects on its
optical and antioxidant properties. Environmental Science and Technology 47 (19): 11147—
11156.

Westerhoff, P., Nalinakumari, B., Pei, P., 2006. Kinetics of MIB and Geosmin Oxidation during
Ozonation. Ozone: Science and Engineering 28 (5): 277-286.

Wu, C., Nesset, K., Masliyah, J., Xu, Z., 2012. Generation and characterization of submicron size
bubbles. Advances in Colloid and Interface Science 179-182: 123-132.

Wu, Y., Tian, W., Zhang, Y., Fan, W., Liu, F., Zhao, J., Wang, M., Liu, Y., Lyu, T., 2022
Nanobubble Technology Enhanced Ozonation Process for Ammonia Removal. Water 14:
1865.

Wu, C., Wang, L., Harbottle, D., Masliyah, J., Xu,Z., 2015. Studying bubble—particle interactions
by zeta potential distribution analysis. Journal of Colloid and Interface Science 449: pp. 399-
408.

80



8. Abstrakt

Cilem této bakalarské prace bylo testovani u¢inki riznych koncentraci nanobublin
ozonu (O3NB), jakozto nové perspektivni metody dezinfekce vody v akvakultufe,
na ranou ontogenezi (embryonalni a larvalni periodu) pstruha duhového (Oncorchynchus
mykiss) pti odchovu v lihni s rybni¢nim (pfirozené organicky zatizenym) zdrojem vody.

Béhem této prace byly realizovany dva experimenty S riznymi koncentracemi OzNB
od 192 + 40 do 610 + 122 mV ORP (skupina 1: 192 + 40, 2: 277 + 104,
3:392+ 134 a4: 610+ 122 mV) v kombinaci se dvéma rozdilnymi oSetfenimi ryb béhem
odchovu (s/bez odstraiiovani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct). Béhem prvniho
experimentu (N, skupiny 1-4 N) nebyly neoplozené jikry a uhynuli jedinci odstranovani,
na rozdil od druhého experimentu (S, skupiny 1-4 S). Testovani vyse uvedenych skupin
(tj. 1-4 N/ S) bylo provadéno ve ¢tyfech opakovanich (akvaria A, B, C, D).

Mira lihnuti byla vyssi ve vSech testovanych skupindch experimentu S. Nejvyssi
mira lihnuti (pfiblizné 75 %) byla pozorovana ve skupinach 1S, 2S a 3S
(tj. ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV ORP). Mira mortality ryb byla vyrazné vyssi zejména
ve vSech skupinach experimentu N. Nejvyss$i mira mortality ryb (vyssi nez 75 %) byla
pozorovana ve skupinach 3N a 4N/S (tj. ORP 392 + 134 az 610 + 122 mV). Pii vylihnuti
objem zloutkového vacku ryb negativné koreloval se zvysujici se koncentraci OsNB
béhem obou experimentil. Zloutkovy vadek (tj. zasobu energie) rychleji pIné resorbovaly
ryby chované ve skupinach s niz§imi O3NB koncentracemi Vv porovnani s nejvyS$im
O3NB osetienim, kdy resorbce byla vyrazné¢ pomalejsi. Celkova délka téla ryb byla
signifikantné ovliviiovana O3NB koncentraci béhem obou experimentii. Nejpomalejsi
rust ryb byl zaznamenan ve skupiné s nejvyssi OsNB koncentraci (ORP 610 + 122 mV)
V porovndni ostatnimi skupinami (ORP 192 + 40 az 392 £+ 134 mV). Vysledky
mikrobiologickych analyz prokazaly snizujici se mnozstvi mikroorganismt ve vodé se
zvySujici se koncentraci OsNB.

Na zaklad¢ vysledkt této studie lze OsNB koncentrace v rozmezi ORP 192 + 40
az 392 + 134 mV, a to nejlépe v kombinaci s oSetfenim S, doporucit pro odchov ranych
stadii (embryi a larev) pstruha duhového. S ohledem na nedostatek dostupnych informaci

o0 ucincich OsNB v akvakultufe je potieba vyzkum testujici tuto perspektivni technologii.

Klic¢ova slova: Dezinfekce vody, fyziologické vlastnosti, ontogeneze ryb, pstruh duhovy.
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9. Abstract

The aim of this bachelor thesis was to test the effects of different ozone nanobubble
concentrations (OsNB), as a new perspective method of water disinfection in aquaculture,
on early ontogeny (the embryonic and larval period) of rainbow trout (Oncorchynchus
mykiss) in a hatchery with a pond water (i.e. organically polluted water) source.

During this work, two experiments with various OsNB concentrations ranging from
192 + 40 to 610 = 122 mV ORP (group 1: 192 + 40, 2: 277 + 104, 3: 392 + 134
a4: 610+ 122 mV) in combination with two different husbandry treatments (with/without
removal of dead eggs and individuals) were conducted. In the first experiment (N, groups
1-4 N), unfertilized eggs and dead individuals were not collected, in contrast to the
second experiment with collection of dead individuals (S, groups 1-4 S). Testing of the
above groups (1-4 N/S) was performed in four replicates (aquariums A, B, C, D).

Hatching rate was higher in all tested groups of the experiment S. The highest
hatching rate (approximately 75 %) was observed in groups 1S, 2S and 3S
(ORP 192 £40 to 392 + 134 mV ORP). Fish mortality rate was higher in all groups tested
during the experiment N. The highest fish mortality rate (higher than 75 %) was observed
in all groups 3N and 4N/S (ORP 392 + 134 to 610 = 122 mV). At hatching, the yolk sac
volume negatively correlated with O3NB concentration during both experiments. The
yolk sac (as an energy source) was faster fully absorbed in fish reared in groups with
lower O3NB concentration in comparison with the highest O3NB treatment, when the
absorption was markedly slower. The total body length of fish was significantly affected
by OsNB concentration during both experiments. The slowest growth was recorded in
group with the highest OsNB concentration (ORP 610 + 122 mV) compared to other
groups (ORP from 192 + 40 to 392 + 134 mV). The microbiological analyses showed
decreasing amount of water microorganisms with increasing OsNB concentration.

In summary, the O3NB concentrations in range ORP 192 + 40 to 394 = 134 mV),
ideally in combination with treatment S, can be recommended for rearing of early stages
(embryos and larvae) of rainbow trout. Further research on OsNB in aquaculture is highly

required, as there is still a lack of information regarding this perspective technology.

Keywords: Physiological properties, fish ontogeny, rainbow trout, water disinfection.
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