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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 zptsobu, jak efektivnéji vyuzivat
dostupnou vodu pro akvakulturu, je pouzivani recirkula¢nich akvakulturnich systému
(tzv. RAS), které umoziiuji odchov ryb v kontrolovanych podminkach od vytienych jiker
pres pludek po trzni ryby. Z divodu opakovaného pouziti vody v ramci intenzivniho
chovu ryb v RAS je poteba vhodného Cisténi a dezinfekce odchovné vody.

Mnoho soucasnych problémt na celém svét€ je spojeno s nedostatkem Cisté pitné
vody napft. 1,2 miliardy lidi nema dostatek nezdvadné pitné vody a maji s timto spojené
zdravotni potize kvuli ifeni patogent atd. Obavy o vefejné zdravi jsou proto stale Castéji
divodem usili vynakladaného na Cisténi vod. Procesy tpravy vody jsou ale dulezité také
pro optimalizaci produkce v akvakultufe, protoze ucinn€ a rychle odstratiuji nezadouci
latky 1 mikroorganismy. Proces €isténi vody vSak nesmi mit S§kodlivy vliv na chovanou
rybi obsadku ani zivotni prostredi.

V akvakultufe muze dezinfekce vody prispét ke stabiln€jsi produkci 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. Nejbéznéjsimi zptsoby Cisténi
vody v RAS jsou mechanické, biologické a chemické ¢isténi. Pro dezinfekci vody
v akvakultufe jsou nejCastéji pouzivanymi metodami dezinfekce vody ozarovanim
ultrafialovym zarenim (UV) a ozonizace (03). Ackoliv je UV zafeni Siroce pouzivano,
zakal vody a rast fas nebo bakterii na UV lampach muze jeho G¢innost zna¢né omezit.
Ozonizace je vhodnd metoda dezinfekce vody, nebot' O3 je extrémné silny oxidant
a pouziva se k inaktivaci patogennich mikroorganismu za u¢elem prevence §ifeni nemoci
prenasenych vodou. Kromé toho se O3 ve vodném roztoku samovolné rozklada a rychle
se preméniuje na kyslik, coz nema za nasledek Skodlivé ucinky na Zzivotni prostiedi a
nezanechava zadna rezidua. Ozon rozpu$tény ve vodé je vSak nestabilni a rychle
vyprchava, z toho divodu je jeho zbytkové pisobeni v pitné vodé omezeno.

Ke zlepseni kvality vody v akvakulturnich systémech, jako je RAS, je zapotiebi
ucinngjs$i nechemické technologie upravy vody. V posledni dobé se rozviji vyzkum
vyuzivajici technologie tzv. nanobublin (NB), které maji specifické vlastnosti a jejich
pouziti mize ptrinést mnoho vyhod (napf. ekonomicky ptinos, delsi doba vyskytu plynu
v prostiedi ve srovnani sbéznymi aplikacemi, zlepSeny pienos hmoty v mezifazi
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plyn-kapalina atd.) a vyznamné piispét k praktickym aplikacim v mnoha primyslovych
odvétvich, jako jsou potravinarstvi, zemédélstvi, polymery, biomedicina ad.

Duvody, pro¢ technologie nanobublin ozonu (O3NB) zacala byt nedavno pouzivana
pro Cisténi odpadnich vod, jsou napi. vysoka stabilita NB, velky specificky povrch vici
objemu NB, vysoky vnitini tlak, vznik volnych radikalt a tvorba kysliku jako kone¢ného
produktu. Technologie OsNB je zaroven perspektivni metodou pro dezinfekci odchovné
vody v akvakultufe, a to zeyména v RAS.

Védecké dukazy o prospeésnosti OsNB jsou vsak limitovany, zejména co se tyka
ucinnosti dezinfekce vody, kvality vody a moznych toxickych ucinki na rizné druhy ryb
ajejich vékové kategorie. Tyto mezery ve znalostech poukazuji na potiebu dalsiho
poznani ucinnosti aplikace OsNB v akvakultufe.

Cilem této bakalafské prace proto bylo experimentalné oveéfit ucinky raznych
koncentraci O3;NB na ranou ontogenezi (embryonalni a larvalni periodu) pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss), jakozto vyznamného druhu pro intenzivni
akvakulturu, v prostorech rybi lihné¢ Mydlovary napajené rybnicni (tzn. organicky

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

2.1.1 Rozsireni druhu

Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) patfi mezi lososovité ryby do celedi
Salmonidae. Tento druh je pavodem z oblasti severniho Tichomofti, kde se vyskytuje
od pobftezi a povodi fek v Kalifornii pres Aljasku az do povodi fek Kamcatky (Kottelat
a Freyhof, 2007). V druhé poloviné 19. stoleti byl postupné introdukovan ze Severni
Ameriky na vechny kontinenty s vyjimkou Antarktidy (Koutil a kol., 2008). Do Ceské
republiky byl dovezen v roce 1888 z Némecka (Dubsky a kol., 2003). Prvni pokusy
vysazovani do volnych vod nebyly uspésné. Z tohoto divodu se zacal rozvijet jeho chov

v rybnicich a mensich prutocnych nadrzich (Pokorny a kol., 1998).

2.1.2 Biologie druhu

Pstruhu duhovému vyhovuji prudce tekouci vody, kde se zdrzuje u biehd. V dobé
naletové potravy se vyskytuje u hladiny. V tdolnich néadrzich 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
jedinca se v potrave objevuji drobné rybky. Piijem potravy omezuje pii poklesu teploty
vody pod 5 °C (Kottelat a Freyhof, 2007).

Pohlavni dospélost nastupuje u ¢asti jedinct jiz ve druhém roce (zvlaste u mlicaka),
vétsSinou vSak az ve tfetim roce zivota. Pstruh duhovy se rozmnozuje na jare, vétSinou
od brezna do kvétna pfi teploté vody 8—10 °C (Dubsky a kol., 2003). Existuji také formy
s podzimnim vytérem (Koufil a kol., 2008). V pfiirodnich 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 (Koufil a kol., 2008). Jikry jsou zlutooranzove az oranzové zbarvené.
Primeérna velikost se pohybuje v rozmezi 4-4,5 mm (Pokorny a kol., 1998).

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

(Dubsky a kol., 2003).

11



2.1.3 Produkce v akvakulture

V roce 2020 dosahla celosvétova produkce akvakultury rekordnich 122,6 milionu
tun/rok. Celkovy podil vodnich zivocichii byl 87,5 milionu tun, z toho podil ryb byl
57,5 milionu tun a fasy tvorily 35,1 milionu tun. Svétova produkce zivocisnych druha
v akvakultufe v roce 2020 vzrostla o 2,7 % ve srovnani s rokem 2019, coz je historicky
nejniz§i mira meziro¢niho rustu 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. Moiské studenomilné druhy se
na celkové produkci podileji 70 %, sladkovodni druhy 14 % a motské druhy 16 %.
Hlavnim producentem v Evropé ziistava Norsko, na které piipada 58 % celkové produkce.
Zemg, 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 ticni (Perca fluviatilis), moran zlaty (Sparus aurata) a
kapr obecny (Cyprinus carpio), které v roce 2020 tvorily 95 % evropské produkce (FEAP,
2021).

V ramci svétové produkce akvakultury patti pstruhovi duhovému 13 misto v poradi
chovanych druhii v roce 2020, kdy ro¢ni produkce pstruha duhového Cinila 739,5 tisic tun
(FAO, 2022). V roce 2020 byla Ceska republika 10. v pofadi statd s produkci 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 ma vyhodu v tom, ze je ve srovnani s ostatnimi druhy lososovitych
ryb méné naroCny na pozadavky prostfedi 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).

Optimalni a pfijatelné koncentrace kysliku ve vodé se lisi 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 prekro¢it 10 mg.I"" u pliidku a 20 mg.1"' u dospélci.
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V ptipadé 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 (NH3) ve vodé
je podminén teplotou a pH vody. Jako bezpecna koncentrace NH3 pro plidek pstruha
se uvadi hodnota do 0,006 mg.1" a pro starsi ryby 0,0125 mg.I"' (Koutil a kol., 2008).
Dusitany (NO2") jsou pro ryby vysoce toxické, a to zvlasté pro pladek, zejména pri
odchovu v recirkulac¢nich akvakulturnich systémech (RAS). Vzhledem k tomu, Zze
toxicita NO,™ zavisi na koncentraci chlorida (CI') ve vod€, pomér mezi (NO2") a (Cl) 17:1
se uvadi jako bezpecny pro lososovité ryby. Letalni koncentrace NO> mohou byt
az kolem 10 mg.I"" pii dostatecném obsahu chloridd ve vod& (Pokorny a kol., 1998).
Dusi¢nany (NO3) jsou velmi slabé toxické pro ryby, ale dlouhodoba koncentrace NO3
v rozsahu 354443 mg.1"! zplisobuje 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. Nejvétsi
pozornost by meéla byt vénovana predevsim RAS objektim (Koufil a kol., 2008).
Kontrolovani organického zatizeni se provadi na zakladé chemické spotfeby kysliku
(CHSK) a biochemické spotieby kysliku (BSKs). Horni hranice CHSK v chovu
lososovitych ryb je 10 mg.1"' a BSKs je 4 mg.I! (Pokorny a kol., 1998).

V chovu lososovitych ryb osvétleni, intenzita svétla a svételny rezim maji dilezity
vyznam. Pfi spravné regulaci svételného rezimu lze dosahnout oddaleni, nebo naopak
uspiSeni Casu vytéru az o ¢tyii mésice (Koufil a kol., 2008). Dal§i moznosti je metoda
konstantniho svételného rezimu v pomeéru 18 hodin svétla a 6 hodin tmy po skonceni
vytérového obdobi. Diky této metodé dochazi k dozrani pohlavnich produktd a schopnosti
nového vytéru uz po Sesti mésicich. Pfitom nedochézi 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 pludek a rocka
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z hlediska intenzifikace chovu. Negativni ucinek je vSak v tom, ze jikry a plidek jsou
svétloplaché, pfimé svétlo muze poskodit jejich vyvoj (Koufil a kol., 2008).

Pro piisun kysliku a odstranéni organického znecisténi je dulezity ptisun Cisté vody.
V intenzivnich chovech je potfeba mit vyménu celého objemu vody v chovné jednotce
jedenkrat za 1-2 hodiny (Pokorny a kol., 1998). Nespravna rychlost proudéni vody muze
mit negativni vliv na produkéni 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 doporu€ovano 0,6-1,8 m.min"! (Koufil a kol., 2008).

2.1.5 Uméla reprodukce

Systém recirkula¢ni lihné pro lososovité ryby s vyuzitim mimosezonnich vytéru
generaCnich ryb muze zasobovat odchovy pravidelnym a dostatenym mnozstvim
juvenilnich ryb v pribéhu celého roku (Bufi¢ a Koutil, 2012).

Koufil a kol. (2008) popisuje né€kolik zakladnich pravidel pro umély vytér.
Pfi manipulacich srybou je potieba drzet rybu ve vlhké tkaniné. Pied vytérem otfit
do sucha bfisni partie ryby a misky, do kterych se budou jikry vytirat, je také nezbytné
udrzet Cisté a suché. Pii vytéru ryba musi byt nizko nad miskou, aby bylo zamezeno
poskozeni jiker, a musi byt vytfeny vSechny jikry z bfi$ni dutiny ryby.

Némecka (suchd) metoda umélého vytéru se pouziva u vétSiny lososovitych ryb
(Pokorny a kol., 1998). Princip spociva ve vytéru nekolika samic (jikernacek) do jedné
misky. Nasledné piimo na jikry se vytira sperma (mli¢i) samct (mli¢aka) 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 maximalné 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 akol., 2008). Vzhledem k tomu,
ze ovarialni plazma prodluzuje zivotnost spermii, vysledkem této metody je mira oplozeni
az 95 % (Pokorny a kol., 1998). Pak je voda slita a odstranéno zbylé mlici, stejné jako
neoplozené jikry. Takto oplozené jikry jsou pfemistény na inkubacni piistroje, 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 dané¢ho
druhu, z toho vyplyva, ze ¢im vétsi plodnost ryby, tim mensi je prumér zralych jiker
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(Kouril a kol., 2008). Jikra méa animalni pdl 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 pronikéd spermie do jikry (Hoitsy a kol., 2012). Jikra je obklopena
silnou mnohobunécnou membranou, chorionem s blanitym obalem se slozitou lamelarni
strukturou, kterd v nasledujicich hodinach po oplozeni ¢im dal tim vice bobtna
(Terner, 1986).

Spermie se sklada z hlavicky (1,7-2,0 um) a ocasku o délce 25-35 um. Aktivni faze
zivota spermie ryb zacina, kdyz je spermie aktivovana vodou a trva piiblizné
40-50 sekund u pstruha duhového (Hoitsy a kol., 2012). Po proniknuti prvni spermie
se otvor mikropyle jikry uzavte, ale to plati 1 v pfipadé, ze v blizkosti jikry nejsou
ptitomny zadné spermie do nekolika minut po zacatku bobtnani jikry. Membrana je
od vlastni buriky oddélena perivitelinovym prostorem, ktery se 20—60 minut po oplodnéni
zaplni tekutinou. Tato perivitelinova tekutina umozfiuje embryu volné€ rotovat uvnitt
obalu (Hoitsy a kol., 2012).

Jikry pstruha duhového nejsou lepkavé, ale mohou se prilnout 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 daného obdobi
jsou jikry velmi citlivé (Koufil a kol., 2008).

U pstruha duhového embryonalni vyvoj (tj. perioda od oplozeni jiker po vylihnuti
larev) probiha po dobu 61 dnu pfi teploté vody 6 °C. V duasledku splynuti pohlavnich
bunék (gamet) vznika nova burika, ktera se ymenuje zygota. Po vzniku zygoty zacina jeji
déleni (ryhovani), kdy vznikaji dcefiné bunky. Z takovych bunék vznikd embryo
(Pokorny a kol., 1998). V tomto tiseku ontogeneze probihad vyvoj jedince velmi rychle.
Proces ryhovéani probihd piiblizn€ dv€é hodiny (Koufil a kol., 2008). Ryhovéani
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 zarodecny disk ve spravné poloze (Hoitsy a kol., 2012).

Dalsi fazi vyvoje ryb je obdobi klidu, jenz probih4 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 (Koufil a kol.,
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2008). V daném obdobi je velmi nebezpecné manipulovat s rybami napft. transportovat
embrya, odsavat kal, ménit pratok vody atd. (Pokorny a kol., 1998).

Faze klidu kon¢i stadiem ocnich bodd. Obdobi o¢nich bodu je charakteristické
cernymi oc¢nimi body, tj. pigmentovanymi zaklady oci embrya. Stadium ocnich bodu
se povazuje za nejmeéné citlivé na otfesy, proto je mozné transportovat embrya 1 vybirat
neoplozené a poskozené (bilé) jikry ¢i uhynuld embrya (Koufil a kol., 2008). U pstruha
duhového stadium oc¢nich bodu trva pfiblizn€ 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 povazovano za konec embryonalni periody zivota ryb
(Kamler, 2002). Pfed vylihnutim se embrya zacinaji intenzivné pohybovat, tim dojde
k protrhnuti obalu jikry. K uvoliovani plidku dochazi ocasem napied (Hoitsy
a kol., 2012). Intenzita lihnuti je zavisla na teploté¢ vody. Napftiklad pti 10 °C nastava
lihnuti pstruha duhového za 310 d°. Nezbytné je odstranovani jikrnych obalt, jinak by
mohlo dojit k uduseni pludku (Koufil a kol., 2008).

Po vykuleni zacina klidova faze odchovu (tj. larvalni perioda ontogeneze), ktera
kon¢i naplnénim plynového méchyte a rozplavanim pludku (zatimco larvalni perioda
kon¢i uplnou resorpci zloutkového vacku). Vylihli jedinci maji velky zloutkovy vacek,
z néhoz se zivi (tzn. obdobi endogenni vyzivy) do prechodu na vné&jsi krmeni (tzn. obdobi
exogenni vyzivy). Zloutkovy vaéek muze 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 pribéhu jejich dozravani (Pokorny a kol., 1998). Zpocatku
vylihlé larvy zistavaji lezet na dn€, ale v prubéhu né€kolika dnti dochazi ke zvyseni jejich
aktivity a rozplavani pladku (Hoitsy a kol., 2012).

Aktivni faze odchovu zac¢ina po straveni (resorpci) cca 1/2-2/3 zloutkového vacku.
V dané fazi je pozorovan rychly narast pohybové aktivity a zaCatek potravniho reflexu
(Koufil a kol., 2008). Dochazi 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 neméné dilezité a naro¢né. Cilem rozkrmovani pladku je rozvinout
potravni reflex, tim vytvorit optimalni pfedpoklad pro intenzivni rist v dalSich fazich
odchovu (Koutil a kol., 2008).

Inkubace jiker (inkubacni doba) je obdobi vyvoje zarodku (embrya) v jikie
a vyjadiuje se pomoci dennich stupna (d°). Denni stupné jsou sumou nebo nasobkem
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prumeérnych dennich teplot po potfebny pocet dni od oplozeni jiker do vylihnuti larev.
Faktory ovliviiyjici 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 inkubacni ldhve a pfistroje. Existuje
nékolik druhti inkubacnich lahvi (napf. Zugska, Chasseova a Kannengieterova lahev)
a inkubacnich pristroji (horizontalni a vertikalni inkubatory — kalifornsky, Rickeltv
a Riickel-Vackav aparat) (Koufil a kol., 2008). Inkubacni 1ahve jsou nejcastéji vyrobeny
ze skla, plexiskla ¢i z prihledného plastu, zatimco inkubacni pfistroje byvaji vyrobeny
z ruznych materiala napf. laminat, kov, plasty a jejich kombinace (Pokorny a kol., 1998).
Ptivod vody u vétsiny typu téchto inkubacnich aparati byva zespoda, tim jikry mirné
nadnasi (Koufil a kol., 2008). Pouziti vyjmenovanych inkubacnich pfistroji ma své
vyhody a nevyhody napf. jednou z nevyhod inkubacnich 1ahvi se spodnim piitokem vody
je, Zze neni mozno odebirat neoplozené a uhynulé jikry v priabéhu inkubace. U pstruha
duhového se nasazuje 30—40 tisic jiker do jedné Zugské lahve (objem 9 1) s moznosti
inkubace az do obdobi lihnuti plidku (Pokorny a kol., 1998). Po ukonceni inkubace jiker
nastava dalsi naro¢na faze chovu, kterou je odchov vylihnutého plidku (larev), kdy ryby
jsou presunuty do zafizenich rtizného typu (napf. pratocné Zzlaby, bazény a kolibky)
(Koufil a kol., 2008).

U pocatecnich stadiich inkubace jiker lososovitych ryb se doporucuje zvolit pritok
vody 3 l.min" a pted zaGatkem lihnuti pliidku zménit priitok na 7-8 L.min"' (Pokorny
akol., 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 pratoku kvalitni vody, odstrafiovani sedimentu,
uhynulych embryi a jikrnych obald pfi/po lihnuti, vedeni evidence lihnuti a Castého

krmeni ryb (Pokorny a kol., 1998).

2.2 Cisténi a dprava kvality vody v akvakultuie

2.2.1 Znecisténi vody v rybochovnych objektech

V intenzivnich odchovech mize byt welfare ryb nizsi v disledku vysokych obsadek,
stresu pii manipulaci nebo poklesu kvality vody, proto lze ocekéavat vyssi vyskyt
onemocnéni ryb, zvlasté u ranych stadii ryb. Narist mnozstvi organickych
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i anorganickych latek ve vodé v dasledku chovu ryb (krmeni a metabolismu ryb)
je pfiznivym prostfedim pro rozvoj bakterii a ostatnich mikroorganismi ve vode.
Pti nékolikanasobném namnozeni téchto mikroorganisma dochazi k negativnim ucinkiim
(napf. rozvoji nemoci a plisni, mortalité ryb) na chovanou rybi obsadku, coz Casto vede
k ekonomickym ztratam. Nasledkem zvySené koncentrace suspendovanych latek je vyssi
preziti pivodci mnohych onemocnéni (Liltved, 2003). Spravna hygiena prostiedi, stejné
jako pravidelné Cisténi odchovnych nadrzi a potrubi, je nezbytna pro zajisténi zdravi ryb
(Lawson, 2002).

Patogenni bakterie mohou vyvolat onemocnéni ryb. Uvedené organismy se objevuji
nejcCastéji pii trvalém vysokém bakterialnim zatizeni vody. Objevuji se 1 u stresovanych
ryb nebo pfi $patném zdravotnim stavu atd. v disledku snizené imunity ryb. Mazeme
pozorovat jak vnéj§i projevy (zmena chovani, rozpad ploutvi, 1éze, oteviené rany atp.),
tak 1 vnitini (zanét stfeva, zména barvy sleziny, zdufeni ledvin aj.) (Svobodova a kol.,
2007).

Dalsi skupinou organismil zplsobujicich zdravotni rizika ryb jsou plisné.
Nejznaméj§imi rody jsou Saprolegnia nebo Achlya. Podobné jako bakterie obyvaji
prevazné znecisténé vody. Nenapadaji hostitele aktivné, ale v obdobi oslabeni imunity,
eventualni nekrozy a zranéni povrchu ryb, které jsou zivnou pudou pro plisn€. Zvlastni
pozornost by meéla byt vénovana zabram pladku lososovitych ryb, aby nedoslo
k pfiduseni ryb, coz by mohlo vést ke katastrofickym ztratam (Bufi¢ a Kouril, 2012).

K redukovani ekonomickych ztrat v intenzivnim chovu ryb je zapotiebi dodrzovat
zoohygienu a omezit kontaminace vodniho prostiedi infekcemi. Voda obihajici v RAS
obsahuje pestrou Skalu mikroorganismi rtzného puvodu, proto moznost vyskytu
patogennich organisml neni zanedbatelna. V chovnych objektech s vysokou obsadkou
ryb se skudci rychle mnozi a mohou vyvolat zdravotni problémy ryb, je proto nutné
chovnou vodu dezinfikovat. Pfi optimalizaci dezinfekce vody v RAS je nutno brat

v uvahu zkuSenosti z Gpravy pitné vody a Cistiren odpadnich vod (Pokorny a kol., 1998).

2.2.2 Recirkula¢ni akvakulturni systémy

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

predatoru aj. (Koutil, 2013).
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Recirkulacni akvakulturni systémy (dale RAS) muZeme charakterizovat jako
technologie zajistujici vicenasobné vyuziti vody v chovnych zafizenich (Vachta a kol.,
2015). Béhem neékolikanasobného obéhu vody v RAS dochazi ke znecisténi vody
v dasledku fyziologickych a metabolickych procest ryb. Tim, ze RAS nejsou naro¢né na
vydatnost zdroje pfitokové vody a vzhledem k minimalni vyméné vody, musi byt
dodrZzovano hygienické zabezpeCeni chovi a eliminace negativnich ucinkt vlivem
zneCisténi (Lawson, 2002). Pii prutoku vody RAS je voda neustale preCistovana
od riznych nerozpustnych (zbytky krmiv, exkrementy a sedimenty) i rozpustnych latek
(amoniak, oxid uhlicity, dusitany, dusi¢nany atd.) pomoci mechanickych a biologickych
filtra, ¢imz se preméni jeji kvalita na ptivodni uroveri (Stejskal a kol., 2020).

Jeden z hlavnich problému nastava pfi intenzivni aplikaci krmiv, coz v dasledku
rozkladnych procest vede k poklesu obsahu rozpusténého kysliku ve vodé, ktery vsak 1ze
navysit pomoci aerace i oxygenace (Koufil a kol., 2013). Dezinfekce vody muze byt
provedena metodami jako je ozonizace, ozafovani ultrafialovym svétlem (UV), chloraci,
aplikace 1écebnich latek naptiklad formaldehyd, peroxid vodiku, kyselina peroctova,
chlornan atd (Kolarova a kol. 2020). Dalsi technologické prvky RAS poskytuji optimalni
podminky prostredi pro urcitou rocni sezonu. Jedna se o rtizna 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 narocnosti, nejen uvedenych technickych prvka, se konstrukce RAS
organizuje ruznymi zpusoby predev§im s cilem zvySeni ekonomické spolehlivosti

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

2.2.3 Metody c¢isténi 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
vode odpadéavaji na dno pfiblizné 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 dochazi ke spravné funkci RAS
(Stejskal a kol., 2020). Existuje nékolik zptisobtl (v€etné jejich kombinaci) pro odstranéni
nerozpusténych latek zRAS napf. razné sedimentacni nadrze, separatory anebo

mechanické filtry riznych typt (Koufil a kol., 2013; Stejskal a kol., 2020).
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Nejcaste€ji se v systémech pouzivaji bubnové mechanické filtry s mikrosity (Cripps a
Bergheim, 2000). Princip spociva v pratoku vody filtrem, kde dochazi k zachyceni
nezadoucich castic z vody podle zvolené velikosti ok mikrosita, zatimco vy¢isténa voda
pokracuje nadale v RAS. Necistoty z mikrosita bubnového filtru jsou odstranény
pruplachem vysokotlakymi tryskami bud’ periodicky, nebo pomoci signalu hladinového
¢idla. Jejich masivni vyuziti souvisi s moznosti vymeény mikrosit, coz umoziiuje nastavit
rozmér zachycovanych castic (Losordo a kol., 1999; Policar a kol., 2020). Hlavni
nevyhodou pouziti mechanickych bubnovych filtrii je vysoka pofizovaci cena a znacna

spotieba vody pii ¢isténi (Stejskal a kol., 2020).

2.2.3.2 Biologicka filtrace

Biologicka filtrace je dal§i nezbytnou soucasti Cisténi vody v RAS. Ne vsechny
organické latky jsou totiz odstranény v mechanickém filtru, nejjemné;si ¢astice projdou
spolu s rozpusténymi slouceninami, jako jsou fosforeCnany, toxické dusitany, amoniak
(Bregnballe, 2015; Koufil a kol., 2013; Stejskal a kol., 2020), které jsou produkovany
metabolismem ryb a v disledku rozkladu krmiv ve vodé (Koufil a kol., 2013; Masser
a kol., 1992; Stejskal a kol., 2020).

Biologicky filtr umoznuje preménu toxickych latek (amoniaku a dusitan(l) 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 pfevazné pomoci bakterii rodu Nitrobacter. VétSinou oba stupné probihaji
tésné¢ za sebou, proto nedochazi k hromadéni toxickych dusitani ve vod€. Proces
nitrifikace probihd pouze za oxickych podminek, to vede k velké spotiebé kysliku.
Z tohoto diivodu je ve filtru instalovana technologie provzdusiiovani (Bregnballe, 2022;
Kouftil 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 dalSimi mikroorganismy. Nezadouci organismy rozkladaji
organické latky a spotfebovavaji kyslik z vody. Proto je zapottebi, aby voda pritékajici
do biofiltrh 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 substrati.
Proto se pro rychly a efektivni provoz biologického filtru pouziva riznych médii s velkou
plochou povrchu napft. ve tvaru Cocek, miizek a kuliCek. V soucasnosti existuje cela fada
typu biofiltrd 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 akvakulture
nezbytny (Kasai a kol., 2002). Mikrositové mechanické filtry se pouzivaji 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 vC€as z vody, mohou vyvolat nezadouci deficity
kysliku, inhibovat nitrifikaci a zvySovat riziko vyskytu patogentd (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 zéfeni a ozonizace, piipadné jejich kombinace (Koufil a kol., 2013; Liltved, 2003).

2.2.4.1 Chlorace vody

Chlorovani (chlorace) je nejCastéjSim zpusobem dezinfekce komunalnich a jinych
odpadnich vod uz n&kolik desitek let (Wang, 2006). Uginnost dezinfekce chlorem je viak
ovliviiovana faktory prostfedi, jakymi jsou napf. teplota, pH, suspendované latky,
organické slouceniny a druh cilového organismu (Lawson, 2002). Pfi pouzivani chloru
v akvakultufe je potieba brat v uvahu, ze chlor je toxicky pro ryby (Liltved a kol., 1995).
Po chloraci se casto doporuCuje provzdusinovani vody po dobu 24-48 hodin

(Lawson, 2002).

2.2.4.2 Dezinfekce vody UV zarenim
Osetieni vody ultrafialovym svétlem (UV) probihda pomoci elektromagnetického
zateni o vinovych délkach, které poskozuji DNA organismu (Bregnballe, 2022). Tato
technologie se pouziva napt. ve vodarenstvi, akvakultufe a RAS technologiich (Timmons
a Ebeling, 2013). Dulezitymi faktory pro vypocet davky 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 strankou jsou vSak vyssi provozni

naklady (Stejskal a kol., 2020).

2.2.4.3 Ozonizace vody

Dal$i u¢innou metodou dezinfekce pitnych a odpadnich vod je ozonizace, ktera
se provadi jiz vice nez sto let. Ozonizace se uplatiiuje také v akvakultufe, a to jak
v pratoénych systémech, tak i RAS (Summerfelt a Hochheimer, 1997). Stala se tak
pfedmétem rostouciho zajmu vyzkumu a komeréniho vyuziti v akvakultufe (Powell
a Scolding, 2016). Vlastnosti ozonu, technologie pro produkci a méfeni ozonu ¢i vyhody

a nevyhody aplikace v akvakultufe jsou podrobnéji popsany v nasledujici kapitole 2.3.

2.3 Ozon

2.3.1 Chemicka struktura ozonu

Ozon (0O3) je triatomovy alotrop kysliku, v némz jsou atomy kysliku spojeny
nestabilni vazbou. Ozon je velmi reaktivni, nebot’ volné vazany atom kysliku se rychle
odtrhne a reaguje s vétsinou molekul organickych a anorganickych latek. Ozon je tedy
silnym oxidanim cinidlem, druhym nejsilngSim na svété 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
dilezité zajistit jeho ucinny prenos do vody (Summerfelt a Hochheimer, 1997). Ve
srovnani s kyslikem je ozon pfiblizn€ 13x rozpustnéjsi ve vodé (Rice a Netzer, 1984).
Celkova rychlost prenosu ozonu z plynné do kapalné faze a nasledna rychlost rozkladu
ozonu zavisi na rychlosti reakce ozonu s latkami obsazenymi ve vodé€ a na ucinnosti
pouzitého zafizeni pro pfivod 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 Ize oxidovat, udrzuje
nizkou koncentraci ozonu v prostredi, 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 pfimo umeérna rychlosti chemické

reakce a urychluje oxidaci, atim 1 ucinky ozonu v daném casovém obdobi
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(Powell a Scolding, 2016). Neméne¢ dulezity 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; Staechelin a Hoigne, 1985).

Dalsimi zpuasoby, jak navysit ucinnost ozonu, jsou zvétSeni kontaktni plochy mezi
plynem 1 kapalinou a zdrzeni plynu ve vodé. Kontaktni plochu lze zvétSit zmenSenim
velikosti bublinek ¢i kapek, protoze mensi bublinky nebo kapky maji vétsi pomeér plochy
vuci jejich objemu. Vzhledem k tomu, Ze spotieba ozonu bude nizsi, vzroste tim jeho
i Cas zdrzeni ozonu ve vodé¢. Efektivitu pifenosu ozonu je tedy mozné navysit pomoci
technickych zafizeni, které minimalizuji primér bublinek nebo kapicek (Stejskal a kol.,

2020; Summerfelt a Hochheimer, 1997).

2.3.3 Toxicita ozonu

Na druhou stranu, pokud se nadbytek zbytkového ozonu zustavajiciho ve vodé
nedostateCné kontroluje, muze zpusobit vyznamné poskozeni nebo dokonce hromadny
uhyn chovanych ryb. Chronicka expozice ozonu mize vést ke zmeéné redoxni
homeostazy, coz nakonec zpusobi stav oxidacniho stresu. Kromé toho se ozon piimo
poskozuje na slizni¢ni povrchy, zeyména 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 pfi 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 zmifiyji jiz 0,008 mg.l' pro pstruha duhového o velikosti
téla 10-13 cm.

Plynny ozon je ale toxicky i pro ¢lovéka. Normy stanovené pro bezpe€nost a ochranu
zdravi pfi praci povoluji pouze maximalni jednorazovou expozici cca 3 mg.l"' po dobu
kratsi nez 10 minut a pfiblizn& 1 mg.l"' po dobu osmi hodin (OHSA, 1993). Na druhou
stranu existuji 1 tzv. ozonterapie (Elvis a Ekta, 2011).

Ozon vykazuje agresivitu nejen k zivym organismim, ale i k RAS komponentim,
predevsim mekkym plastim ve formé korozivnich ucinkli. Z tohoto divodu je potieba
volit materialy, které jsou vaci 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 zafizeni zvolit nerezovou ocel. Skodlivym ucinkem muize
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byt 1 poskozeni biologického filtru, zejména nitrifikanich bakterii na mediich, coz vede

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

2.3.4 Destrukce ozonu

Prevenci vici zvySenym koncentracim ozonu je jeho odstranéni neboli destrukce.
V akvakultufe se bézné pouziva destrukce pomoci UV zafeni, které katalyzuje pfeménu
O3 na O; pii vlnovych 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). DalSimi metodami mohou byt napf.
vybublani/vyvétrani ozonu vzduchem (Summerfelt a kol., 2008) a katalyticka destrukce
(Mat-Kuling, 2023). Také je tieba predchazet volnému uniku ozonu do prostfedi, proto
je dulezité spravné zvolit misto instalace ozonové jednotky. V RAS je vhodné umistit
ozonové jednotky na pfitokové vodé do systému, odtokové vodé ze systému, pred

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
ucinné inaktivovat fadu mikroorganisma, diky ¢emuz je vhodny pro redukci mikrobt
v akvakultufe (Bablon akol., 1991; Longley, 1986). U¢inek ozonu na bakterie je

znazornén na obrazku ¢. 1.

Obr. & 1. Uginek ozonu na bakterie: 1 — zdrava bakterialni buiika; 2 — pii blizsim piiblizeni

se molekula ozonu (zelend) dostane do kontaktu s bunéénou sténou; 3 — pii kontaktu molekuly
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ozonu s bunécnou sténou dochazi k reakci zvané oxidacni vybuch, pfi niz se v bunécéné sténé
vytvofii mala dira; 4 — nov¢ vytvoreny otvor v bunécéné stén¢ bakterie; 5 — bakterie zacne ztracet
svuj tvar, zatimco molekuly ozonu pokracuji ve vytvareni otvort v bunécéné sté€né; 6 — po tisicich
srazkach ozonu béhem pouhych nckolika sekund jiz bakterialni sténa nedokaze udrzet sviij tvar

a bunika odumira (AgriOzein, 2023).

Uz oSetieni pomoci 0,2 mg.1"! ozonu po dobu 10 minut vede k usmrceni viru infekéni
hematopoetické nekrozy (Owsley, 1991). Liltved a kol. (1995) zaznamenali inaktivaci
99,99 % c¢tyt druht bakterii (Aeromonas salmonicida salmonicida, Vibrio anguillarum,
Vibrio salmonicida a Yersinia ruckeri) a viru infekéni pankreatické nekrozy v destilované
vod& pii zbytkové koncentraci ozonu 0,15-0,20 mg.l"' a ¢asovém tseku 180 sekund.
Ozon byl tspésné pouzit také k odstranéni mikrotras (Richard, 1993), to ma velky vyznam
napft. 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.l'1 v ¢isté vode (Block, 1982). Kinman (1972)
prokazal, ze pfi zdrzeni ozonu v systémech s ¢istou vodou staci 15 sekund pro zniceni
100 % pritomnych mikrobt. Gesto a kol. (2022) ve své publikaci uvadi, ze po jednom
tydnu se aktivita bakterii snizila 0 91 % v systémech osSetfenych ozonem. Policar a kol.
(2018) zjistili, ze pii odchovu sumce velkého (Silurus glanis) a candata obecného (Sander
lucioperca) v RAS pfi pouziti ozonu dochézi ke snizeni pravdépodobnosti vyskytu

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

2.3.6 Aplikace ozonu v akvakulture

Ozon lze aplikovat kontinualné jako sérii oSetfeni, nebo v jedné davce na den
(Hunter, 2000; Rakness, 2005). Pouziti ozonu je ve vét§iné piipadd spojeno
se strategii krmeni. Totiz tfi az Ctyfi hodiny po krmeni ryb dosahuje amoniak, rozpusténé
organickeé latky a dalsi odpadni produkty maximalnich koncentraci (Hunter, 2000).

Denni davka ozonu by méla odpovidat 27-29 g O3 na kg krmiva (Summerfelt a kol.,
2009). Podobné davkovani bylo zjisténo ve studii (Spiliotopoulou a kol., 2018).

K vyhodam pouziti ozonu v akvakultufe patfi také odstraniovani organickych
molekul. Napfiklad vysokomolekularnich latek jako jsou geosmin a 2-methylisoborneol
odpovédné za pachut masa ryb pochazejicichz RAS, tyto latky Os rozklada

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

SniZeni obsahu amoniaku a dusitana ve vode je v RAS velkym problémem, pouzitim
ozonu vsak lze pfimo snizit jejich koncentrace. Ozon muze oxidovat jak amoniak, tak i
dusitany (Brazil, 1996; Summerfelt a kol., 1996; Summerfelt a Hochheimer, 1997). Ozon
redukuje také obsah tézkych kovi, jako jsou zelezo a mangan (Langlais a kol., 1991; Rice

a kol., 1981).

2.3.7 Produkce ozonu

Pro bezpeCnou a UspéSnou ozonizaci je velmi dilezita 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 celd fada technologii
vyroby ozonu napi. fotochemicky pomoci UV zafeni, elektrolyza, koronovy vyboj
(da Silva a Wilson, 2006). Pfiprava ozonu pomoci dielektrického bariérového vyboje
(koronovy vyboj) je nejbéznéjsi metodou pouzivanou v pramyslu (Okpala a kol., 2015).

Princip korénového vyboje je znazornén na obrazku €. 2.

-
S
s
=2
=
]
>

Zdroj. stid. 6,
napéti

Dielektrikum

M&fic teploty | /"

(na vstupu) Méric teploty

(na vystupu)

Obr. €. 2. Princip koronového vyboje spocivajici v prichodu 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 prichodu plynu mezi elektrodami jsou elektrony pfitahovany ke kladné nabité
anodé€, hromadi se a zpusobi mikro-vyboj. Ioniza¢ni vlina vyvola poruseni vazby kyslika
a vznika atomarni kyslik (Rakness, 2005). Dochazi k reakci (O + O2) a vznika ozon
(da Silva, 2006). Vzduchem plnény generator produkuje plyn s koncentraci 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 §irku 0,3—-3 mm v zavislosti na
obsahu kysliku v plynu. Material vhodny pro komoru je z jedné strany keramicky nebo
sklenény, z druhé strany je elektroda z nerezové oceli. Obecné generatory pracuji za
atmosférického tlaku plynu (Vrajova, 2008). Nevyhodou je, ze znatné mnozstvi
elektrické energie privadéné do generatoru 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 necistot. V obou piipadech by mél byt rosny bod udrzovan
pod -60 °C, protoze to snizuje obsah vodni pary na nékolik ppm. Vlhkost pfivodniho

plynu mé nepfiznivy vliv na tvorbu ozonu (Kogelschatz, 2003).

2.3.8 Méreni ozénu

Siroce pouzivanou metodou pro méfeni ozonu ve vodé je oxidané redukéni
potencial (ORP) (Powell a Scolding, 2016). ORP méfi rovnovahu mezi koncentracemi
a schopnosti latek vazat nebo uvolfiovat elektrony, tzn. je méfenim sily oxida¢niho nebo
redukéniho ¢inidla. Senzor ORP se umistuje v systému RAS v misté, kde je ozon zcela
spotfebovan (Bullock a kol., 1997). Uginek ozonu je méfen nepiimo rozdilem hodnot
ORP prfed a po oSetieni 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 mé&kkyse
bezpecné (Powell a Scolding, 2016). Pokud ORP dosahne nad 500-600 mV, muze byt
pro ryby toxické, protoze oxiduje vSechny organické latky vCetné€ povrchi ryb, jako jsou

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

Pti sestaveni ozonoiza¢niho dezinfekCniho zafizeni je dulezity vstiikovaci systém,
ktery pfivadi ozon do vody, a také systém, co umoziuje dostateCnou dobu zdrzeni ozonu
ve vode mezi jednotlivymi davkami (Lekang, 2020). Toto je dané hlavné z ekonomického
hlediska, protoze naklady na vyrobu ozonu a kysliku jsou relativné vysoké (Summerfelt
a Hochheimer, 1997).

Rychlost pfenosu 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 rtznou
konstrukci pro prenos 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 dilezité aspekty pfi vybéru generatoru patfi zejména ucinnost prenosu ozonu
a konstrukce z materiald odolnych viici ozonu (Stejskal a kol., 2020).

Zatizeni pro prenos ozonu, které maji kontinudlni plynnou fazi, jako jsou
rozpraSovaci kolony, plnéné kolony a vicestupiiové nizko-hladinové oxygenatory,
poskytuji ucinny prenos, ale velmi kratké obdobi pro reakci. Technologie prenasejici
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

reakéni Cas (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 praméru bublin o rizné
velikosti, ale Linh a kol. (2021) definuji makrobubliny jako bubliny o velikosti od 100 um
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 minimélni velikost kolem 10 um,
zatimco maximalni uvadénd velikost byla 100 pm. Mikrobubliny stoupaji k hladiné
pomaleji (v fadu minut) nez makrobubliny a prasknou ve vodnim sloupci (Temesgen a
kol., 2017).

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

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

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

Makro-bublina Mikro-bublina Sub-mikrobublina Nano-/Ultra-jemna bublina
104um 102 um 10" um 10°um 102 um
- : N Prasknuti v kapalind Bobtnani a prasknuti v
Prasknuti na povrchy e ‘celém objemu kapaliny
ey N0 &
Y
Rychlé stoupani bo 2
(v Fadu sekund) S " Browniw pohyb
O C nalé sto ) S A
e iduminut 3 gl =l
< . mésicich)
Spatny prenos >
Qo o Lepéi plenos +— Nejlepi prenos
D
P 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 prostredi
po jejich aplikaci (Meegoda a kol., 2018). Dalsi dulezitou vlastnosti NB je vysoky pomér
jejich specifického povrchu vici objemu a vysoky vnitini tlak. Tyto vlastnosti usnadnuji
proces prenosu hmoty v mezifazi plyn-kapalina a podporuji chemické reakce. Dale NB
maji nizsi vztlak, a proto nemaji tendenci rychle stoupat a brzy prasknout v prostredi
(Gurung a kol., 2016).

Zeta potencial je fyzikalni vlastnost, kterou vykazuje jakéakoliv Castice, a pouziva se
k meéfeni velikosti elektrostatického odpuzovani nebo pfitahovani mezi Casticemi
a bublinami, vzhledem k tomu je dtlezitym ukazatelem stability NB ve vodnim prostfedi
(Fan a kol., 2010). Bubliny s vysokym zeta potencidlem maji kolem sebe vysoce nabité
Castice, které brani agregaci ¢astic v dusledku elektrického odpuzovani (Wu a kol., 2015).

Pokud maji v§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’ pii zvySeni teploty zeta potencial klesa. Meegoda a kol.
(2018) ve svém vyzkumu pfispéli k tomu, ze nanobubliny ozonu (O3NB) vykazuji
nejvyssi velikost zaporné hodnoty zeta potencialu, pak nasledoval kyslik, vzduch a dusik.
Pokud je absolutni hodnota zeta potencialu NB vy$§si nez 30 mV, jsou mnohem stabilnéjsi
nez NB s hodnotou niz§i nez 30 mV (Ushikubo a kol., 2010). Kyslikové NB maji
pti pH 5,7-6,2 hodnotu zeta potencialu v rozmezi -17 az -20 mV, zatimco pti pH 6,2-6,4
mély zeta potencidl mezi -34 az -45 mV (Uchida a kol., 2016). Kromé toho se pfi
vysokych hodnotach pH roztoku vytvafely bubliny mensich rozmérd a pii kyselych
hodnotach pH byly bubliny vétsi a nestabilni. Prehled fyzikalné-chemickych vlastnosti

NB je prehledné znazornén na obrazku ¢. 4.

Vliastnost - - Chovani

Hydrofobni ' N 'O\ Neutralni vztlak
Nabity povrch ' Q Stabilni a dlouhodobé
Vysoky vnitini tlak : NANOBUBLINA o} Oxidacni
Tvrdy povrch | o Elektrochemicky aktivni

Vysoka ucinnost prenosu plynu “% A Snituje povichové napdd

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

Nanobubliny mohou produkovat volné radikaly kolapsem bublinek v dusledku
akumulace mezifazovych iontil na rozhrani plyn-kapalina (Liu a kol., 2014). Bublinky
v mikroméfitku mohou mit pfiznivy vliv na tvorbu hydroxylovych (OH) radikalt béhem
ozonizace (Chu a kol., 2008). Standardni hodnota redoxniho potencialu OH" radikalt
je kolem 2,80 V, ale u O3 je piiblizné 1,77-2,07 V (Takahashi a kol., 2012). Z tohoto
divodu lze 1épe odstraniovat organické polutanty (Thi Phan a kol., 2020). Dalsim
pozitivem OH" jsou mikrobicidni ucinky (Seridou a Kolagerakis, 2021).

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

Batagoda a kol. (2018) uvadi ve své publikaci, Ze mnozstvi ozonu rozpusténého za tii
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minuty pifi pouZiti b&Zného difuzoru bylo 42-28 mg.l"' a mnoZstvi ozonu rozpusténého
ve vod& pii pouziti nanodifuzoru bylo 52-79 mg.l"'. Kim a kol. (2021) dale uvadi, Ze

polocas rozpadu NB ozonu byl 23x vyssi nez v ptipadé makrobublin ozonu.

2.4.3 Produkce nanobublin

Existuje nékolik zptisobt vyroby NB, jako je kavitace, elektrolyza, sonochemie
s vyuzitim ultrazvuku, membrany s nanopory (Thi Phan a kol., 2020). Kavitace je jednou
z nejznaméjSich technik pouzivanych k vytvateni malych bublinek (Wu a kol., 2012).
Ke vzniku NB kavitaci dochazi, kdyz homogenni kapalna faze projde fazovou zmenou
v disledku nahlého snizeni tlaku pod urcitou kritickou hodnotu (Thi Phan a kol., 2020).
Na zakladé mechanismu lze kavitaci rozdélit do ¢tyf riznych typt — hydrodynamicka,
akusticka, opticka a Casticova kavitace (Fan a kol., 2010).

Produkce NB je slozity fyzikalné-chemicky proces, ktery zavisi na riznych faktorech
napf. koncentraci elektrolytu, typu a koncentraci rozpusténého plynu v roztoku, jakoz i
typu a koncentraci povrchove 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, Ze vyssi tlak vede k
narustu hustoty plynu, a to ma za nasledek mensi velikost bublin (Thi Phan a kol., 2020).
P11 hodnotach tlaku nad 355 kPa bylo pozorovano, ze se velikost bublin nezménila (Kim
a kol., 2012). NavySeni teploty vede ke zvySeni tlaku pary a sniZeni rozpustnosti plynu,
ktery je hlavnim zdrojem nukleace bublin. Cim vy$§i teplota, tim nizsi rychlost vzniku
kavitace (Fan a kol., 2010). Se zvySujici se teplotou roztoku ale nedoslo k zadné
vyznamné zméné velikosti NB kysliku o pocatecni 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 vodé. ZvySenim
rozpustnosti plynu se snizuje pevnost, tvarova stabilita a povrchové napéti bublin.
Pfi pouziti plynu s vyssi 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).
VEétsi stabilnosti nanobublin, 1ze dosdhnout pomoci povrchové aktivnich latek naptiklad
tenzid(i na mezifazi plyn-voda (Wu a kol., 2012). Dalsim faktorem ovliviiujicim produkci
NB miuize byt velikost a typ hadice pfivadgjici plyn (Cheng, 2017).
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2.4.4 Aplikace nanobublin v prumyslovych odvétvich

Aplikace ozonu ve forme nanobublin je pomérné nova technologie v akvakultufe
(Linh a kol., 2021). Proto mikro- a nanobubliny ozonu podnitily Siroky zajem a rostouct
pocet védeckych praci, které se zabyvaji zkoumanim G¢ink mikro- a NB ozonu v mnoha
oblastech, jako je inzenyrstvi a €isténi odpadnich vod atd. (Seridou a Kolagerakis, 2021).

Technologie NB ozonu (O3NB) se zda byt vhodnym dopliikem 1écby infekénich
onemocnéni dutiny ustni v huméani mediciné. Voda sO3:NB totiz deaktivuje
grampozitivni i gramnegativni bakterie, pfitom tento zplUsob nevykazuje zadnou
cytotoxicitu vaci lidskym dasfiovym fibroblastim na rozdil od béznych ustnich vod
(Furuichi a kol., 2013).

Dale Amamcharla a kol. (2017) popisuji, ze vstiikovanim NB do mléka pied
ultrafiltracnim zpracovanim lze snizit viskozitu mléka a zvysit odstranéni nebilkovinnych
slozek z mlécného systému.

Technologii O3NB lze 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 skladovaného pii 4 °C
po dobu jednoho roku byla dostatecna 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 O3NB muze byt G¢innéjsi alternativou také pro dezinfekci pitné vody.
Diky tomu, ze rozpousténi O3NB ve vode¢ je vyssi nez u bézného ozonu, davka potrebna
proti kontaminantim nebo patogentim je nizsi (Seridou a Kolagerakis, 2021).

Batagoda a kol. (2018) uvadi ve své publikaci, ze instalace O3NB generatoru muze
byt vyhodna pro upravny vody z ekonomickych divoda, nebot’ provoz OsNB generatoru
by mohl snizit celkové naklady (ve své studii uvazovali spotiebu elektrické energie v

3.min") na provoz ve srovnani s pouzitim b&zného generatoru ozonu,

kW.h"" a 0zonu v m
tim by mohlo byt usetfeno az 375 tis. dolarti ro¢né.

Dalsi studie zkoumala pfistup s vyuzitim NB a tradi¢ni metody oxidace ozonem
pro Cisténi odpadnich vod s vysokym obsahem amoniaku. Diky vyssi schopnosti

rozpousténi a del§i dobé zdrzeni Os3NB se pii upravé vody podafilo 1épe odstranit
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amoniak, a to o 82,5 % ve srovnani s makro-bublinami O3, 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 prostredi a lidské zdravi.
Za ucelem vyhodnoceni integrované ozonizace byla sledovana uc¢innost odstrafiovani a
kinetika rozkladu modelového mikropolutantu 4-chlorfenolu pfi pouziti O3;NB.
Odstranéni  4-chlorfenolu pomoci Os3NB bylo 6,9% uc¢inngjsi ve srovnani
s Oz makro-bublinami (Fan a kol., 2021).

Destrukce bakterii E. coli byla nejefektivnéjs§i pfi pouziti OsNB produkovanych
hydrodynamickou kavitaci, kdy byla se koncentrace E. coli (105 CFU/ml) snizila na nulu
(0 CFU/mL) béhem 45 minut, zatimco pti bézné O3 aplikaci koncentrace E. coli dosahla

nulové hodnoty (0 CFU/mL) az po 60 minutach (Karamah a kol., 2018).

2.4.6 Aplikace nanobulin v akvakulture

V akvakultute je aplikace OsNB a kysliku (O2NB) pomérné novou technologii, ktera
je vyuzivana predevsim 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 koryst a ryb. Naptiklad Kurita a kol. (2017) uvedli, ze pfi
25minutovém oSetfeni vody pomoci O3NB zaznamenali pokles poctu parazitickych
planktonnich korysi o 63 % ve srovnani s neoSetenou (kontrolni) skupinou. Vyhodou je,
ze oSetfeni pomoci O3NB bylo bezpecné pro moiské okurky (Apostichopus japonicas)
a pro morské jezky (Strongylocentrotus intermedius), kteti 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 ptitomnost bakterie Vibrio parahaemolyticus zpusobujici
hepatopankreatickou nekrozu. Negativni G€inek na krevety vykazovala hodnota O3;NB
ORP 970 mV. V ptipad¢, ze O3:NB byly ziedény, toxicky ucinek se snizil o 50 % a doslo
ke zlepSeni miry pfeziti krevet ve srovnani s kontrolni skupinou bez oSetfeni O3NB, 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 snizeni koncentraci patogennich bakterii ryb ve sladké vod¢ i vliv na zdravi tilapie
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nilské (Oreochromis niloticus). Pfi 10minutovém O3NB oSetfeni snizilo Streptococcus
agalactiae a Aeromonas veronii bakterialni zatéz o 96,1 % a 97,9 % (v uvedeném poradi).
Dvé 10minutova O3NB osetieni pak snizila tuto bakterialni zatéz az na 99,9 %, a to
v obou piipadech. Po druhém a tfetim O3;NB oSetfeni (pfi koncentraci kolem ORP
860 mV) byly vSak pozorovany abnormalni ptiznaky na zabrach u vsech vySetfovanych
ryb. Dal§imi dominantnimi pfiznaky bylo z€ervenani na bazi ploutvi, nepravidelné
plavani a ptilnuti bublinek k povrchu téla. Tyto bubliny ale zmizely po nékolika minutach
pohybu ryb (Jhunkeaw a kol., 2021).

Dale bylo testovano vyuziti aplikace OsNB na bakterialni infekci Aeromonas sp.,
kterd patii mezi nejCastéj§i patogeny ve sladkovodni akvakultufe (Hayatgheib a kol.,
2020). Napfiiklad Dien a kol. (2021) uvedli, ze tilapie nilské vystavené Aeromonas
hydrophila a nasledné oSetfené pomoci O3NB meély 70 a 75% preziti ve srovnani
s 15 a 25% prezitim ryb, které nebyly oSetfeny O3NB. Ve skupiné s OsNB se bakterialni
zatéz 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
013,4,13,1a27,1 % a ve druhém pokusu 0 15,6, 19,8 a 27,9 % za stejné casové obdobi.

Aplikace O3NB po 5 az 10 minutach ucinné likvidovaly fagy ve vodé, pricemz
odpovidajici hodnoty ORP se pohybovaly v rozmezi 829,9 + 60,53 az 925,75 + 18,46 mV
a zniceno bylo 99,99 % fagh (Dien a kol., 2022).

Osetieni pomoci O3NB bylo testovano i v rybni¢ni vodé. 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 zvySena v
rozmezi 42—-88 % (Pal a kol., 2022).

Aplikace O3NB muze zlepsit také miru preziti ryb béhem bakterialnich infekci. Linh
a kol. (2021) totiz zjistili, ze kratkodobé (10minutové) Os3NB osetfeni, vyvolalo
vyznamnou piiblizné dvou az Sesti nasobnou regulaci nékolika genti vrozeného
obranného systému tilapie nilské souvisejicich s imunitou, vCetné€ gent prozanétlivych
cytokini a gend pro heat-shock proteiny. Tyto geny hraji dilezitou roli pfi aktivaci
imunitniho systému a usnadiuji ¢asné reakce na infekce (Abo-Al-Ela, 2018). K regulaci
téchto gent doslo ve vSech zkoumanych organech za 15 minut po O3NB osetfeni a trvalo
1224 hodin v zabrach, ledvinach a slezin€. Mira preziti skupiny s OsNB osetfenim byla

vyrazné vysSi nez u neosetfenych kontrolnich skupin.
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3. Material a metodika

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

pottebnych pro produkci nanobublin ozonu (O3NB) ve vodé:

1) koncentrator kysliku produkujici 2-10 1.min™! kysliku pii koncentraci 90 + 3 %
(OX-10A, Oxytek Medical Technology Co. Ltd., Cina),

2) generator ozonu produkujici 10 g O3.h"! ze suchého vzduchu (ANNIHILATOR
OT10, OZONTECH, s.r.0., Ceska republika)

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

Sestava tfech pristrojd byla zkuSebn& zprovoznéna v akvarijni mistnosti Ustavu
akvakultury a ochrany vod v Ceskych Bud&ovicich (UAOV v CB, Ceska republika).
Ptistroje byly propojeny vtomto poradi — koncentrator kysliku, generator ozonu
a NB generator, kdy prvni pfistroj vyprodukoval kyslik, ktery byl generatorem ozonu
pretvofen na ozon, z néhoz NB generator vytvoril OsNB do zasobni nadrze s €istou vodou
(viz Obrazek €. 5). Generator NB byl zapojen do Casovaci zasuvky tak, aby kazdodenné
spinal funkci po dobu 30 min/h. Po zdarném zprovoznéni produkci OsNB byla sestava
pfistroji  vCetné experimentalnich akvarii ainkubacnich pomucek prevezena

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

Koncentrator Generator
kysliku ozonu

(| e— r D \ Generator nanobublin
. Kys"k . ' = ‘:’fﬂ“v"».“> ) .I“ I | ‘ ‘ ‘ |
o — )
.

| = <
5 2
Voda s O;NB 8' )
Il — e
| i
<
S 1R
o !
=
\ . :
a & I .
Odchovna akvaria Nadrz s O;NB Nadrz s

rybnicni 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 lihenn Mydlovary

Rybi lihen Mydlovary je zasobena dvéma riznymi zdroji vody. Hlavni zdroj vody je
ptiveden z Mydlovarského rybniku a zélozni zdroj vody z rybniku Bezdrev. Voda je
z rybnikd Cerpana a pfivadéna podzemnim potrubim. V pfipadé potieby je ve velmi
omezeném rozsahu pouze lokalné pouzivan elektricky ohfev vody.

Odchovna hala je ¢lenéna do Ctyfech Casti s moznosti ptivodu vody aluminiovymi
otevienymi zlaby umisténymi pod stropem. Z nich jsou pak jednotlivé napajeny vsechny
instalované nadrze (riznych typt a velikosti) vCetné zafizeni pro inkubaci jiker.
V odchovné hale je celkové umisténo zhruba 40 nadrzi o objemu od 0,15 do 15 m?, poté
50 Zugskych inkubacnich lahvi o objemu 10 1 a mensi pocet dalsich inkubacnich pfistroju
veetné stojant s inkuba¢nimi zlaby, které byly pouzity pro experimentalni ucely této
bakalarské prace od 23. 2. 2022 do 11. 5. 2022. Soucasti objektu jsou 1 dvé venkovni
kruhové smaltované nadrze, kazda o objemu 5 m? a jedna velka betonova nadrz o objemu
pfiblizn& 100 m*. Objekt je vybaven rozvodem tlakového vzduchu do vSech typii nadrzi.
Cast celého systému vnitinich nadrzi a betonové venkovni nadrze (&ast slouzi jako

biologicky filtr) je propojena do jednoho recirkula¢niho systému (RAS).

3.3 Design experimentalniho systému

Pro experimentélni ucely této bakalarské prace byl pouzit stojan s Sesti plastovymi
inkuba¢nimi zlaby (objem kazdého zlabu 200 I) umisténymi ve tfech patrech po dvou
kusech. Dva zlaby horniho patra byly pouzity pro zasobu rybni¢ni a OsNB nasycené vody.
Rybni¢ni voda byla piivadéna do levé zasobni nadrze (horniho zlabu). Odtud ji Cerpal
generator O3:NB a piivadél do zasobni nadrze s produkci OsNB. Nasledné z kazdé zasobni
nadrze (tj. s rybni¢ni a O3NB nasycenou vodou) byla voda gravitacné vedena plastovym
potrubim do inkubaéniho zlabu umisténého ve druhém patie stojanu, kde byla umisténa
odchovna akvaria (32 akvarii, objem 2 1). Do kazdého akvaria byla pfivedena jak
rybni¢ni, tak OsNB nasycena voda. Piitok vody (l.min') do kazdého akvaria byl
regulovan pomoci plastovych kohouti/uzavéra pro docileni raznych O3NB koncentraci.

Po zprovoznéni sestavy zafizeni pro produkci O3NB a napojeni systému na zdroj
vody v Rybi lihni Mydlovary byly realizovany celkem dva soucasné probihajici
experimenty. Prvni experiment znaeny N (bez odstrafiovani neoplozenych jiker
a uhynulych jedinci podobu celého experimentu) a druhy experiment znaCeny S

(s pravidelnym odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct po dobu celého
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experimentu). Tyto experimenty testovaly nejen dva razné zpusoby oSetfeni béhem
inkubace a odchovu ranych stadii, ale také efekt riznych koncentraci O3NB 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 experimenti (N i S) byly testovany celkem Ctyfi OsNB koncentrace

(tzn. 4 skupiny):

e kontrolni skupina bez O3NB osetieni — znacena 1IN/ 1S (ORP 192 £40 mV,
této koncentrace bylo dosaZeno priitokem O3NB vody 0 ml.min"' doplnéné
rybniéni vodou na celkovy pritok 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 pritok vody 250 ml.min!),

e skupina se sttedni O3NB koncentraci — 3N / 3S (ORP 392 + 134 mV, této
koncentrace bylo dosaZeno pritokem O3NB vody 100 ml.min' dopln&né
rybni¢ni vodou na celkovy priitok vody 250 ml.min™')

e a skupina s vysokou O3NB koncentraci — 4N / 4S (ORP 610 + 122 mV,
této koncentrace bylo dosaZeno priitokem O3NB vody 200 ml.min"' dopln&né

rybniéni vodou na celkovy pritok vody 250 ml.min!).

Na zacatku experimentu bylo Cerstvé vytfeno mli¢i a jikry pstruha duhového
pochazejici z jihoSeské rybi farmy (Vladimir Sefl, Busanovice). Jikry dvou genera¢nich
ryb byly uméle vytieny zvlast do suchych misek a umistény do polystyrenového boxu
pro zajisténi bezpe¢ného prevozu. MIici dvou samci 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 lihen, kde byly jikry oplozeny suchou
metodou. Dale pak byly jikry nasazeny do inkubacnich akvarii dvou experimenta.

Vsechny vySe uvedené skupiny (tzn. 1-4 N / S) kazdého z experimenti byly
testovany ve ¢tyfech 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 alihnuti. Zatimco do akvarii D bylo nasazeno pomoci pocitaci lopatky vzdy
200 oplozenych jiker pro odbéry vzorkd a sledovani ontogenetického vyvoje ryb,

zejména vyznamnych ontogenetickych bodi — 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 a¢innost
O3NB dezinfekce vody na miru lihnuti larev, délku téla ryb, objem zloutkového vacku,
prubéh resorbce zloutkového vacku, miru preziti jedinci a kvalitu odchovné vody
(tzn. mnozstvi mikroorganismu ve vodé).

Podminky odchovu, jako jsou teplota vody (°C), pH, koncentrace kysliku (%)
a OsNB (ORP, mV) byly pravidelné monitorovany a zaznamenavany be&hem obou
experimentu, a to 2-3x tydn€ pro jednotliva inkubacni akvaria i zasobni nadrze s rybnicni
a OsNB obohacenou vodou. Méfeni koncentraci OsNB bylo provadéno na zakladé
oxidacné redukcniho potencialu (ORP). Pro meéteni fyzikalné-chemickych parametrt
vody (teplota, pH, koncentrace kysliku a OsNB) byl pouzit manualni multimetr HQ40d
(Hach Lange, Némecko) s moznosti pravidelné kalibrace.

Primérna teplota méfena dataloggerem Minikin (EMS, Brno) ve zlabu
s experimentalnimi akvarii byla 7,92 + 2,63 °C v prub&hu obou experimenti. Nejnizsi
teplota 4,23 °C byla naméfena zacatkem experimentd (4. 3. 2022), naopak nejvyssi
teplota 15,53 °C byla namérena na konci pokust (11. 5. 2022). Béhem obou experimentt
pruméma hodnota pH byla 7,50 + 255. Prumérna koncentrace kysliku byla
144,47 +45,97 %. Koncentrace kysliku byly spojeny s O3NB oSetfenim
(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 inkubacni zlaby a akvaria Cistény od sedimentil. Pravidelné byla
Cisténa také odtokova a inkubacni sita experimentalnich akvarii a ptitokové ventily.

Béhem obou experimentti (N a S) byla rybam piedkladana 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 vzorku béhem experimenti

3.4.1 Méreni jiker

Pred 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 opakovanich. Nasledn€ byla spocitana prumérna

hmotnost jedné vytfené jikry.
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Déle u zvazenych jiker bylo provedeno foceni jiker s méfitkem pomoci digitalniho
USB mikroskopu Flex 66144 (Reflecta GmbH, Némecko) a méteni delsiho a kratSiho
pruméru jiker (mm) pomoci softwaru ImageJ (NIH, USA). Poté byly spocitany pramérné
hodnoty a byl stanoven objem jikry (mm?®) pomoci nasledujiciho vzorce (Kamler, 2008):

(m/6) x Rmax x Rmin?,
kde Rmax je del$i priimér jikry (mm) a Rmin? je kratsi pramér jikry (mm?). ZvaZené
a zméfené jikry nebyly oplozeny, ani nasazeny do experimentalnich akvarii z divodu

manipulace, ktera by mohla zkreslit vysledky studie.

3.4.2 Sledovani miry lihnuti a preziti jedincu

Kontrola experimentu probihala 2-3x tydné. Béhem kontroly byly zdravé
jikry/embrya a jedinci pocitani, nasledn€¢ byly poclty zaznamenany do protokold.
V ptipadé prvniho experimentu N byly Spatné (bilé) jikry a uhynuli jedinci ponechéni
v akvariich, zatimco b&hem druhého experimentu S byly uhynulé jikry a embrya

odstrafiovany pomoci plastové pinzety po celou dobu experimentu.

3.4.3 Méfeni a zpracovani vzorku ryb
Béhem experimentt bylo jedenkrat tydné provadéno foceni (digitalni mikroskop)
a méfeni ryb (Imagel) od vylihnuti po tplnou resorpci zloutkového vacku. V den foceni
jedinca bylo vzdy z kazdého vzorkovaciho akvaria s pismenem D (experimentu N i S)
nahodné odebrano 20 jedinct/skupinu (pozn. pokud byly jedinci pfitomni/piezili v dané
OsNB 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
(hiebickovy olej v koncentraci 30 pl.I'! vody. Nasledné probihalo foceni kazdého jedince
jednotlivé pomoci digitalniho mikroskopu. Po vyfoceni byly ryby vraceny zpét
do pivodnich akvarii. Kazda fotografie byla zpracovana v softwaru Imagel, kdy byly
rybam meéteny nasledujici parametry — celkova délka téla (TL, mm, tj. vzdalenost mezi
$pickou rypce a kolmici vztyCenou od nejvzdalenéjsiho okraje narovnané ocasni ploutve),
délka téla (SL, mm, tj. vzdalenost mezi Spickou rypce a ocasnim nasadcem), dale byl
méfen delsi a na néj kolmy kratsi praimér zloutkového vacku (YsL a YsD). Nasledné byl
vypoé&itan 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 rybniéni 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 nasledovala 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 prubéhu experimentl, 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 rozdilt
(P <0,05). Pokud data nesplnila jednu z uvedenych podminek, byla testovana pomoci
neparametrického Kruskal-Wallis testu s naslednym mnohonasobnym porovnanim.

Poté byly z vytvoteny prehledné grafy pomoci tabulkového procesoru Microsoft
Excel (Microsoft, USA) shrnujici vysledky této bakalarské prace. Vysledky jsou

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

Béhem této prace byly realizovany celkem dva experimenty testujici efekt riznych
koncentraci nanobublin ozonu (O3NB) 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+134mVad4-610£122 mV).

Tyto dva soucasné probihajici experimenty se liSily ve zptsobu oSetfeni béhem
inkubace a odchovu ranych stadii. V prvnim experimentu (N, skupiny 1-4 N) nebyly
odstrafiovany neoplozené jikry a uhynuli jedinci po dobu celého experimentu, na rozdil
od druhého experimentu s pravidelnym odstranovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedinca (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 uplna resorpce zloutkového vacku (RE).

4.1 Vytrené jikry

Na zacatku experimentil byly vytfené neoplozené jikry zvazeny (mg) a byl zméfen
delsi a kratsi pramér jiker (mm). Primérna hmotnost jedné jikry byla 78,33 + 7,64 mg.
Primérna kratsi délka jikry (Rmin) byla 5,42 £ 0,43 mm. Pramérna delsi délka jikry
(Rmax) byla 5,65 & 0,47 mm. Priimérny objem jikry byl 88,47 + 18,73 mm”.

4.2 Mira lihnuti

Béhem prvniho experimentu (N) bylo pozorovano nejvice vylihnutych jedinct (vice
nez 50 % nasazenych jiker) ve skupinach 1IN a2N (. ORP 192 + 40
a 277 £ 104 mV). Niz8§i mira lihnuti (téméf 40 %) byla zaznamenana ve skupiné 3N
(. ORP 392 + 134 mV). Zatimco ve skupiné 4N snejvyssi koncentraci O3;NB
(tj. ORP 610 + 122 mV) byla zjisténa nejnizsi mira lihnuti jedinct (do 5 %). Graf ¢. 1

znazorfiuje prubeh lihnuti ryb béhem experimentu N (dPF — dny po oplozeni jiker).
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Graf. ¢. 1. Prub¢h lihnuti ryb (% nasazenych jiker, prumér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP IN - 192 + 40, 2N —-277 + 104, 3N - 392 + 134 a4N - 610 + 122 mV) béhem prvniho

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

Béhem druhého experimentu (S), kde byly odstrafiovany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, bylo pozorovano nejvice vylihnutych jedinci (kolem 75 % nasazenych jiker)
ve skupinach 1S, 2S a 3S (tj. ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV). Zatimco ve skuping¢ 4S
s nejvyssi koncentraci OsNB (tj. ORP 610 + 122 mV) byla zji§téna nejnizs§i mira lihnuti

jedinct (méné nez 40 %). Graf ¢. 2 znazorniuje prubéh lihnuti ryb béhem experimentu S.
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Graf. €. 2. Prab¢h lihnuti ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci O;NB
(Ctyti skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, OsNB: ORP 1S - 192 + 40, 28 — 277
+ 104, 3S =392 £ 134 a4S - 610 £ 122 mV) bé¢hem druhého experimentu (S — s odstrafiovanim
neoplozenych jiker a uhynulych jedincu) v ase (44-63 dPF).

Pfi porovnani obou experimenti (N a S) bylo zjisténo, Ze mira lihnuti byla vyssi
ve vSech testovanych skupinach s odstrafiovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedinca (S, skupiny 1-4 S).

Nejvyssi mira lihnuti (kolem 75 %) byla pozorovana ve skupinach 1S, 2S a 3S (ORP
192+ 40 az 392 + 134 mV), pak kolem 60-70 % ve skupinach IN a2N (ORP
192 + 40 az 277 + 104 mV), vyrazné nizsi 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. Prub¢h lihnuti ryb (% nasazenych jiker, prumér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP N/S — 192 + 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S — 392 + 134, 4N/S — 610 + 122 mV) béhem dvou
experimentt (N — bez vybirani a S — s odstraiovanim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct)

v Case (44-63 dPF).

4.3 Mira mortality v ¢ase

Béhem prvniho experimentu (N), kde nebyly odstrafiovany neoplozené jikry
auhynuli 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). Niz§i mira
mortality (kolem 50 %) byla zaznamenéana ve skupiné 2N (tj. ORP 277 £ 104 mV).
Zatimco ve skupin€ 1N s nejnizsi koncentraci OsNB (tj. ORP 192 + 40 mV) byla zji§téna
nejnizsi mira mortality jedinc (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 vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP IN - 192 + 40, 2N —-277 + 104, 3N - 392 + 134 a4N - 610 + 122 mV) béhem prvniho
experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincu) v ¢ase (0-63 dPF).

Béhem druhého experimentu (S), kde byly odstrafiovany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byla nejvyssi mira mortality jedinct (téméf 100 %) pozorovana ve skupiné 4S
s nejvyssi koncentraci O3NB. Zatimco ve skupinach 1S, 2S a 3S byla pozorovana vyrazné
niz8i mira mortality (méné nez 50 % nasazenych jiker) (tj. skupiny s koncentraci O3NB:
ORP 192 +40 az 392 + 134 mV). Nejnizsi mira mortality (kolem 30 %) byla pozorovana
ve skupiné 2S s druhou nejnizs§i koncentraci O3NB (277 + 104 mV ORP). Graf ¢. 5

znazoriuje prabéh miry mortality ryb v case (dPF) béhem experimentu S.
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Graf. ¢. 5. Mira mortality ryb (% nasazenych jiker, pramér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP 1S - 192 + 40, 2S - 277 + 104, 3S-392 + 134 a4S - 610 £+ 122 mV) béhem druhého

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

Pfi porovnani obou experimenti (N a S) bylo zjisténo, ze mira mortality ryb byla
vyrazné€ vyssi ve vSech testovanych skupinach béhem prvniho experimentu (1-4N), tedy
bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct. 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
O3NB 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€ nejnizs§i mira mortality (srovnatelné okolo 30 %) byla ve skupinach 1S, 1N a 2S
(tj. ORP 192 + 40 az 277 + 104 mV). Zcela nejnizsi mira mortality v§ak byla pozorovana
ve skuping 28 (fj. ORP 277 £ 104 mV s odstraiiovanim neoplozenych jiker a uhynulych
jedinct) (viz Graf. €. 6).
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Graf. ¢. 6. Mira mortality ryb (% nasazenych jiker, primér) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP IN/S — 192 + 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S — 392 + 134, 4N/S — 610 £ 122 mV) béhem dvou
experimentd (N — bez vybirani a S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych jedincii) v ¢ase

(0-63 dPF).

4.4 Resorbce zloutkového vacku

Béhem prvniho experimentu (N), kde nebyly vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byl pozorovan prubéh resorbce Zloutkového vacku larev. Pri lihnuti objem
Zloutkového vacku (YSV, mm®) ryb negativné koreloval se zvysujici se koncentraci
O3NB (ORP 192 + 40 az 610 + 122 mV). Uplné resorpce Zloutkového vacku bylo
dosazeno nejrychleji ve skupiné 1N (ORP 192 + 40 mV), ackoliv pii vylihnuti mély ryby
v této skupiné nejvétsi YSV (97,8 mm?). Pomalejsi resorbce Zloutkového vacku pak byla
zaznamenana uryb ve skupinach 2N a 3N (ORP 277 + 104 az 392 + 134 mV).
Nejpomaleji v§ak ryby resorbovaly zloutkovy vacek ve skupiné 4N (ORP 610 + 122 mV).
Graf ¢. 7 znazortiuje prubéh resorpce zloutkového vacku v Case od vylihnuti ryb do uplné

resorpce zloutkového vacku.
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Graf. & 7. Pribsh 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 IN - 192 + 40, 2N - 277 + 104, 3N -392 + 134 a4N - 610 = 122 mV)
bchem prvniho experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincii) v case

(56-77 dPF).

Béhem druhého experimentu (S), kde byly vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byl také pozorovan prabéh resorbce zloutkového vacku larev. Pfi lihnuti objem
Zloutkového vacku (YSV, mm?®) larev také negativné koreloval se zvysujici se
koncentraci OsNB (ORP 192 + 40 a7 610 + 122 mV). Uplné resorpce Zloutkového vacku
bylo dosazeno nejrychleji ve skupiné 2S (ORP 277 + 104 mV). Pomalejsi resorbce
zloutkového vacku pak byla zaznamenana 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 Zzloutkovy vacek ve skupinach s nejvys§imi O3NB koncentracemi
(3S a4S, ORP 392 + 134 a 610+ 122 mV). Graf ¢. 8 znazoriiuje prubeh resorpce

zloutkového vacku v €ase (dPF) od vylihnuti ryb do tplné resorbce zloutkového vacku.
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Graf. & 8. Pribsh resorbce zloutkového vacku véase (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 auhynulych jedinct)) v Case

(56-77 dPF).

Béhem obou experimenti (N a S) bylo zjisténo, ze pfi lihnuti objem zloutkového
vacku ryb negativné koreloval se zvySujicimi se koncentracemi O3;NB. Pfi lihnuti byl
nejvétsi YSV (97,8a 97,2 mm?®) zaznamenan v kontrolnich skupinach 1N/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 a 392 + 134 mV). Vyrazné mensi YSV (78,6 a 77,5 mm?>) byl
zaznamenan ve skupindch 3N a4S (ORP 392+ 134 mV a 610 + 122 mV). Zcela nejmensi
YSV (72 mm?) pii lihnuti méla skupina 4N (ORP 610 & 122 mV).

Nejkratsi doba od vylihnuti do Gplné 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 1N 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).

49



100

¥ 1.8969%
N oo
o e IN
—_ N
mE . N 413%8‘):; ;—(3754‘46 ® 2S
~ N 2=0.966
E : > : < \ L J 2N
o T - R N
7 RSN - y=-42835x 132261 35
b \\\\\\\ \’ R*=0(,962 .3N
~
g < \\\\\ \ .
X v = -3,9809x + 303,29
.‘3 N \:\ N R S 09909 45
5 . > \\ \ N 4N
>0 50 SRR sy
8 & ‘.\'\ Linearni (13)
N N y=-37856x +288.17 . z .
% R \\\\\' W o e — Linearni (IN)
z N ;\.{\\_ - -Linearni (28)
2 SN S
E \\,‘_‘\-\ - -Linearni (2ZN)
A o
o 25 \\.;\“ Linedrni (3S)
_§ : ‘\R\_\ - -Linedrni (3N)
W
w . s ’
] L R Linearni (4S)
[~ RS
VN G Linearni (4N)
b 2 S = o Z

Dny po oplozeni (dPF)

Graf. & 9. Pribsh resorbce zloutkového vacku véase (YSV, mm?®, primér) v zavislosti
na koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin
ozonu, O3NB: ORP IN/S-192 + 40, 2N/S-277 + 104, 3N/S-392 =+ 134,
4N/S - 610+ 122 mV) béhem dvou experimenti (N —bez vybirani a S - s vybiranim
neoplozenych jiker a uhynulych jedincu) v ¢ase (56-77 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 pii 56, 63, 70 a 77 dPF.

Pti lihnuti (kolem 56. dPF) se YSV signifikantné lisil (P < 0,05) mezi testovanymi
skupinami. YSV negativné koreloval se zvySujici se koncentraci O3NB ve vode¢.
Signifikantné nejvétsi YSV byl pozorovan ve skupiné 1N (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?® pii 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 skuping€ 3N, proto nejsou tyto skupiny v dané dny znazornény

na grafu nize.
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Graf. & 13. Objem zloutkového vacku (YsV, mm’, primér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP IN - 192 + 40, 2N - 277 + 104, 3N - 392 + 134 a4N - 610 + 122 mV) béhem prvniho
experimentu (N — bez vybirani 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.

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

V 56. dPF se YSV signifikantné lisil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami.
Signifikantné nejvetsi 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 lisil (P < 0,05) mezi testovanymi skupinami. Signifikantné nejvétsi YSV
byl ve skupiné 1S (ORP 192 + 40 mV). Ostatni skupiny 2S az 4S (ORP 277 + 104
az 610 £ 122 mV) se mezi sebou vzijemné 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’, primér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;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 jedinci) v case (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 porovnani obou experimentt (N a S) bylo zjisténo, ze objem Zloutkového vacku
(YSV, mm®) ryb se signifikantné ligil mezi testovanymi skupinami (P < 0,05) od 56.
do 63. dPF. Bylo pozorovano, ze YSV negativné koreloval nejen se zpisobem oSetfeni
(N a S), ale také se zvysuyjici se koncentraci O3NB ve vodé.

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

V 63. dPF signifikantné nejvetsi YSV byl ve skupiné 1S (192 £ 40 mV). Nizsi YSV
bylo zaznamenano ve vSech ostatnich skupinach IN, 2N/S az 4S (192 + 40
az 610 + 122 mV), které se mezi sebou signifikantné neliSily. Do 63. dPF uhynuly ryby

ve skupiné 4N, proto neni tato skupina v dany den zndzornéna na grafu nize.
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Pti 70. dPF se YSV signifikantné nelisil (P > 0,05) mezi testovanymi skupinami, kdy
YSV byl kolem 20 mm?. 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’, primér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP IN/S — 192 £ 40, 2N/S — 277 + 104, 3N/S - 392 + 134, 4N/S - 610 + 122 mV) béhem dvou
experimenti ( N — bez vybirani a S — s vybiranim neoplozenych jiker a uhynulych jedinct) v Case
(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 vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byla pozorovana celkova délka t€la (TL, mm) ryb od vylihnuti do uplné resorbce
zloutkového vacku v tydennich intervalech (pii 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 skupin€é 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 skupin€ 4N (610 + 122 mV ORP), stejné
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tak do 77. dPF uhynuli vSichni jedinci ve skupiné 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, pramér + SD) v zavislosti na koncentraci
nanobublin ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O;NB:
ORP IN - 192 + 40, 2N —-277 + 104, 3N =392 + 134 a4N - 610 + 122 mV) béhem prvniho
experimentu (N — bez vybirani neoplozenych jiker a uhynulych jedincti) v ¢ase (56—77 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.

Béhem druhého experimentu (S), kde byly vybirany neoplozené jikry a uhynuli
jedinci, byla pozorovana celkova délka téla (TL, mm) ryb pii 56, 63, 70 a 77 dPF.
V Case 56., 63. a70. dPF se TL ryb signifikantné liSila (P < 0,05) mezi testovanymi
skupinami. Pfi lihnuti (kolem 56. dPF) byla signifikantné€ nejdelsi TL larev zaznamenana
ve skupin€ 2S (ORP 277 + 104 mV). Kratsi TL byla pozorovana ve skupinach 1, 3 a 4S
(ORP 192 + 40, 392 + 134 a 610 £ 122 mV), které se od sebe vzajemne signifikantné
nelisily (P > 0,05). Pii 63 a 70 dPF byla nejdelsi TL ryb naméfena ve skuping 2S, poté
IS a 3S, které se od sebe vzajemné signifikantné neliSily (P > 0,05), zatimco zcela
nejkratsi TL byla vzdy ve skuping€ 4S s nejvyssi OsNB koncentraci. Pii 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, primér + SD) v zavislosti na koncentraci nanobublin
ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, O3;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 (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.

Pti porovnani obou experimentt (N a S) bylo zjisténo, ze celkova délka téla ryb (TL,
mm) ryb se signifikantné li§ila mezi testovanymi skupinami (P < 0,05) od 56 do 70 dPF.
Pti lihnuti (kolem 56. dPF) byla signifikantné nejdelsi TL nameétena ve skupinach 2S a
3N (ORP 277 + 104 2392 + 134 mV). Kratsi TL byla pak ve skupinach 1N a 1S (192 +
40 mV), 3S (392 + 134 mV) a 4N/S (610 £ 122 mV). Signifikantné& nejkratsi TL byla ve
skupin€ 2N (277 + 104 mV).

Pfi 63 dPF byla signifikantn€ nejdelsi TL ryb nameéfena ve skupiné 2S
(277 £ 104 mV). Krat§i TL byla zaznamenana u skupin 1N/S, 2N a 3N/S, ale nelisila se
mezi testovanymi skupinami. Signifikantné nejkrat§i TL ryb byla naméfena u skupiny 4S
(610 = 122 mV ORP), zatimco zadné ryby neptezily ve skupiné 4N do 63. dPF.

V 70. dPF signifikantné 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 skupin€ 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, primér + SD) v zavislosti na koncentraci nanobublin
ozonu ve vod¢ (Ctyfi skupiny s riznymi koncentracemi nanobublin ozonu, Os: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
jedincu) v Case (56—77 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.
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4.7 Mikrobiologické analyzy

Béhem experimenti (N a S) bylo zjisténo, ze mnozstvi mikroorganismu 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).

ontv index diverzity

ACE index

Pazorované 2naky
Shannaniv index diverzity

Simpsi

25 50 5 100 0 2 50 100

Koncentrace (%) Koncentrace (%) Koncentrace (%) Koncentrace (%)

Graf. ¢ 16. Korelacni graf znazomuje mnozstvi pozorovanych mikroorganismu
v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (pét skupin s riznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, O3NB (%): rybnic¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 = 40 mV,
25 % =277 £ 104 mV, 50 % =392 £ 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni Os;NB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Alfa-diverzita mikroorganismi a mikrobiologické indexy vody oSetiené rtznou
koncentraci O3NB se statisticky nelisily (P> 0,05) mezi testovanymi skupinami (viz Graf
¢. 17). Ackoliv nejvyssi hodnoty byly pozorovany ve skupin€ srybni¢ni vodou (tj.
kontrolni skupiné s0 % OsNB), zatimco nejnizS§i hodnoty byly spiSe ve skupiné
s nejvyssi koncentraci O3NB (tj. zasobni voda s maximalnim mnozstvim nanobublin

ozonu, toto maximalni nasyceni bylo uvazovano jako 100 %).
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Graf. ¢. 17. Grafy znazomuji alfa-diverzitu mikroorganismii a mikrobiologické indexy
v zavislosti natestované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (pét skupin s riznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, O3NB (%): rybnic¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 = 40 mV,
25 % =277 £ 104 mV, 50 % =392 £ 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni Os;NB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Pozn. nepfitomnost indext a—d nad sloupci grafu znadi, ze v dany experimentalni den nebyl

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

Béhem experimenti (N a S) se diverzita kmend mikroorganismi pfitomnych
ve vodée ¢astecné lisila mezi testovanymi skupinami. Tato diverzita se prekryvala Sesti
druhy v ramci vSech testovanych skupin (viz Graf ¢. 18). Nejvice kment mikroorganismu
bylo pozorovano ve skupiné 2N/S (ORP 277 + 104 mV), méné pak ve skupiné 3N/S
(392 + 134 mV) a 4N/S (610 £ 122 mV), zatimco nejméné kmenii mikroorganismui bylo
ve skupiné 1N/S (192 £ 40 mV), zasobni rybnicni (192 + 40 mV) a zasobni ozonizované

vodé (610 = 122 mV).
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Graf. ¢. 18. Graf (tzv. Venniv diagram) znazomiuje diverzitu kmenti mikroorganismu pfitomnych
ve vod¢ v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vod¢ (pét skupin s riiznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, O3NB (%): rybnic¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 = 40 mV,
25 % =277 £ 104 mV, 50 % =392 £ 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni Os;NB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Béhem experimentdt (N a S) se diverzita Celedi mikroorganismi pfitomnych
ve vodé castecné liSila mezi testovanymi skupinami. Tato diverzita se piekryvala
18 Celedémi v ramci vSech skupin (viz Graf ¢. 19). Nejvice Celedi mikroorganismu bylo
pozorovano v kontrolni skupin€ IN/S (ORP 192 + 40 mV), méné& pak v zasobni rybnicni
vodé (192 + 40 mV) askupiné 2N/S (277 + 104 mV), poté ve skupiné¢ 4N/S
(610 + 122 mV), zatimco nejméné Celedi bylo zastoupeno v zasobni ozonizované vodé

(610 £ 122 mV) a skupin€ 3N/S (392 + 134 mV).
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Graf. ¢. 19. Graf (tzv. Vennuv diagram) znazomuje diverzitu ¢eledi mikroorganismu pfitomnych

ve vodé v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (pét skupin s riiznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, O3NB (%): rybnic¢ni voda a kontrola s 0 % = 192 = 40 mV,
25 % =277 £ 104 mV, 50 % =392 £ 134 mV, 75 % = 610 + 122 mV a zasobni Os;NB voda
se 100 % = 192 + 40 mV ORP).

Béhem experimentt (N a S) se diverzita rodi mikroorganismi ptitomnych ve vodé
castecné lisila mezi testovanymi skupinami. Tato diverzita se prekryvala 22 rody v ramci
vSech testovanych skupin (viz Graf ¢. 20). Nejvice rodd mikroorganisma bylo
pozorovano v kontrolni skupiné 1N/S (ORP 192 £+ 40 mV), méné pak ve skupin€ 4N/S
(610 £ 122 mV), poté 2N/S (277 + 104 mV), nasledné v zasobni rybnini vodé
(192 + 40 mV) a skupiné€ 3N/S (392 + 134 mV), zatimco nejméné rodid 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. Vennliv diagram) znazomiuje diverzitu rodi mikroorganismu pfitomnych
ve vodé v zavislosti na testované koncentraci nanobublin ozonu ve vodé (pét skupin s riiznymi
koncentracemi nanobublin ozonu, O3NB (%): rybnic¢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 (O3NB) na ranou ontogenezi pstruha duhového. Kazdy z experimenti obsahoval
Ctyfi skupiny s riiznou koncentraci OsNB (jmenovité skupiny: 1 — 192 + 40, 2 - 277 +
104,3 -392+134,4 - 610+ 122 mV). Prvni experiment byl realizovan bez odstrafiovani
neoplozenych jiker a uhynulych jedinct (N, skupiny 1-4 N) po celou dobu experimentu.
Zatimco  druhy  experiment byl s odstrafiovanim  uhynulych  jedinca
(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 ucinnost
O3NB dezinfekce vody na miru lihnuti larev, délku téla ryb, objem zloutkového vacku,
prubéh resorbce zloutkového vacku, miru preziti jedinci a kvalitu odchovné vody
(tzn. mnozstvi mikroorganismu ve vode).

Experiment S ukazal 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 O3NB (ORP 610 + 122 mV) méla
negativni u¢inky na miru lihnuti (kolem 40 % nasazenych jiker) pstruha duhového.
Z hlediska lihnuti bylo nejvhodnéjs§i OsNB oSetfeni v koncentraci ORP 277 + 104
az 392 + 134 mV. Uvedené poznatky jsou v souladu s vysledky studie Ghomi a kol.
(2007), kteti ve svém experimentu sledovali vliv oSetfeni O3 (0,05, 0,1 a 0,15 ppm;
tj. ORP 200-300, 300400 a 400-500mV; jednotky pievedeny dle Catal
a Ibanoglu, 2013) a zplisob osetteni jiker (s/bez odstrafiovani neoplozenych & uhynulych
embryi) na miru lihnuti jesetera perského (Acipenser persicus). Nejvys§i miru lihnuti
(76,4 %) zaznamenali u O3 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 nejvyssi miru lihnuti (69,4 %) pstruha
obecného potocniho (Salmo trutta fario) pti pouziti ozonu o koncentraci 0,1 ppm (tj. ORP
300400 mV; jednotky prevedeny dle Catal a Ibanoglu, 2013). Ben-Atia a kol. (2007)
zjistili, ze mira lihnuti jiker mofana zlatého (Sparus aurata) byla nejvyssi (vice nez 80 %)
v kontrolni skupiné a pfi O3 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 O3z 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 zjiS§téna v experimentu N v porovnani
s experimentem S. To znamen4, Ze odstranovani neoplozenych a uhynulych jiker zlepsilo
miru piezivani embryi i vylihnutych jedinc. Oplozené jikry/embrya jsou totiz velmi
nachylné k zaplisnéni, které se muze v inkuba¢nim aparatu rychle §itit (Rand a Munden,
1993). Pokud nejsou mrtvé jikry v€as odstranény, dochazi k rychlému Sifeni plisni (Bruno
a Wood, 1999). V této studii skupiny 4S a 4N snejvyssi OsNB koncentraci
(ORP 610 + 122 mV) vykazovaly nejvys§i miru mortality (t¢meét 100 %), naproti tomu
u skupiny 2S s OsNB koncentraci (ORP 277 + 104 mV) byla zjiSténa nejniz§i mira
mortality (cca 30 %). Nékolik studii naznacilo, ze hodnoty ORP v rozmezi 300—425 mV
jsou pro ryby, korySe a mékkysSe bezpecné (Li a kol., 2015; Powell a Scolding, 2018;
Stiller a kol., 2020). Dien a kol. (2021) zjistili, ze skupina tilapie nilské (Oreochromis
niloticus), kterd byla vystavena bakterialni infekci Aeromonas hydrophila s naslednym
oSetfenim O3NB, vykazovala vyS§§i miru preziti (70-75 %) ve srovnani s kontrolni
skupinou (tj. neoSetfenou O3NB s mirou pieziti 15-25 %). Dale popisuji, ze jednim
z faktorq, ktery mohl rovnéz zlepsit miru preziti ryb, mize byt koncentrace rozpusténého
kysliku ve vodé (O2). Dien a kol. (2021) také uvadéji, ze vyssi hladina O2 ve skupinach
s OsNB (béhem oSetfeni ozonem a po ném) muze zlepSit zdravotni stav ryb tim,
ze udrzuje nebo zlepSuje normalni fyziologické funkce. Ben-Atia a kol. (2007) pozorovali
nejvys§i miru preziti jiker mofana zlatého ve skupiné s Oz oSetfenim o koncentraci
0,3 mg.I'! (tj. ORP 750-800 mV’; jednotky pievedeny dle Catal a Ibanoglu, 2013) po dobu
2 minut béhem 3 a 13 dnl experimentu. Stiller a kol. (2020) zjistili, Ze jedinci lososa
obecného (Salmo salar) o kusové hmotnosti kolem 100 g vystaveni O3 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. Prokazany byly
také neptiznivé ucinky Oz na zaberni histopatologii se zvysSujicimi se davkami O3 a zmény
byly vyraznéjsi ve skupiné vystavené koncentraci O3 350 mV a vy§§im (425 a 500 mV).

Zloutkovy vagek je hlavnim zdrojem energie a Zivin pro vyvijejici se embrya a také
pro larvy ryb béhem faze endogenni vyzivy (Kamler, 2008). Vylihli jedinci vstfebavaji
ziviny ze zloutkového vacku, dokud nejsou schopni zacit pfijimat vnéjsi potravu (Koufil
a kol., 2008). Vzhledem k tomu je potfeba zajistit co nejvetsi rezervu zivin. Ta je vSak

podminéna mnozstvim zivin, které uklada jikernacka v prubéhu dozravani jiker (Pokorny
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a kol., 1998). To znamena, ze ¢im vétsi velikost jikry, tim vice obsahuje zivin. Jenze
prumér zralych jiker lososovitych druhti ryb se zvySuje se snizujici se plodnosti (Koufil
a kol., 2008). Z celkové hmotnosti jedince Zloutkovy vacek muze tvorit 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 O3NB na objem Zloutkového vacku (YSV, mm?®). ZvySovani koncentrace
O3NB ziejmé vedlo k oxidaci/rozkladu obalu jikry (napf. tukd uvniti jikry), jehoz
disledkem pravdépodobné bylo zmenseni YSV. U kontrolnich skupin 1N/S (ORP 192 +
40 mV), tzn. ve skupinach bez oSetifeni ozonem, byl pozorovan pfiznivy vliv na YSV,
nebot’ v této skuping€ vylihnuti jedinci vykazovali signifikantné nejvétsi YSV. Podminky
ve skupiné 4N O3;NB (ORP 610 + 122 mV) vykazovaly negativni G€inky na YSV
vylihnutych jedinct, kdy byl zjistén signifikantné nejmensi YSV. Pii dalsim odchovu v
63. dPF signifikantn€ nejvétsi 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 oSetfenim bez odstrafiovani neoplozenych
jiker a uhynulych jedinci zplsobuje vyrazn€ negativni ucinky na miru lihnuti ryb.
Celkové zvysledki YSV wvyplyva, ze objem zloutkového vacku vylihnutych ryb
negativné koreloval se zvysujici se O3NB koncentraci. Fry a kol. (2015) popisuji, ze nebyl
zjistén vliv riznych 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 prevedeny 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 druhti ryb produkujicich vétsi jikry (Kamler, 2008). V této studii byla rychlost spotieby
zloutkového vacku ovlivnéna koncentraci O3NB. Nejrychlejsi spotieba Zloutkového
vacku od vylihnuti do uplné resorbce byla pozorovana v O3NB skupiné 4N
(ORP 610 £+ 122 mV). K tomu mohlo dojit zfejmé v dusledku vétsich ztrat energie na
udrzeni homeostaze. Zatimco nejdelsi doba spotieby zloutkového vacku byla dosazena
ve skupinach 1N/S (ORP 192 + 40 mV). Rychlost vstfebavani 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
ketickovce ¢ervenolemého (Clarias gariepinus) bylo zaznamenano, ze v uplné tmé larvy

pomaleji vstfebavaji zloutkovy vacek (Appelbaum a Kamler, 2000). Rychlosti
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vstiebavani zloutkového vacku muaze byt ovlivnéna pritomnosti toxickych latek ve
vodnim prostiedi — napt. xenobiotika u pstruha obecného (Salmo trutta) urychlila
vstiebavani zloutkového vacku (Vuorinen a Vuorinen, 1987). Salinita méla také efekt na
rychlost vstfebavani zloutkového vacku. Napftiklad vysoka salinita motfské vody snizila
rychlost vstrebavani zloutku pakambaly velké (Scophthalmus maximus) ve srovnani s
brakickou vodou (Quantz, 1985). Déle bylo zjisténo, ze i koncentrace kysliku ve vodé
muze ovlivnit proces vstiebavani zloutkového vacku. Nizka koncentrace kysliku napf.
zpomalila vstfebavani zloutkového vacku u lososa obecného (Hamora a Garside, 1977).
Dale bylo zaznamenano, ze 1 expozice oxidu uhlicitému (CO2) (1900 patm) ve srovnani
s kontrolou vyznamné neovlivnila rychlost vstiebavani Zzloutkového vacku turaka
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 experimenta (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 O;NB
nevykazovaly negativni u¢inky na rust ryb. Davidson a kol. (2011) uvadi, ze pstruh
duhovy vykazoval vétsi délku téla a lepsi konverzi krmiva pii organickém zatizeni a malé
vyméné vody, kdyz byla voda oSetfovana pomoci O3 (ORP 250 mV) ve srovnani
s kontrolou bez pouziti O3. Bez ohledu na to, ze bylo provadéno vybirani odumftelych
jiker a uhynulych jedinct, celkova délka téla byla kratsi ve skupinach s vyssi koncentraci
OsNB 34 N/S (ORP 392 + 134 a 610 + 122 mV). To zfejmé vypovida o negativnich
ucincich téchto vyssich koncentraci OsNB na riist ryb. Dle Stiller a kol. (2020) totiz mize
dochazet k poskozeni zaber vysokymi koncentracemi O3 zpisobenych zménami v piijmu
kysliku, vylucovani CO; a regulaci iontl, to vede k vnitini hypoxii, coZ ma za nasledek
potlaceni rustu ryb. Li a kol. (2015) pozorovali, ze dlouhodobé ptisobeni O3 (ORP 300—
320 mV) negativné ovliviiuje piijem krmiva a rychlost ristu morcaka evropského
(Dicentrarchus labrax). Dalsi vyzkum (Scolding a kol., 2012) uvadi, ze pti dlouhodobém
pasobeni O3 koncentrace (400 mV) na larvy humra evropského (Homarus gammarus)
byla zaznamenana niz§i hmotnost a kratsi délka téla jedincti. Dale Nghia a kol. (2022)
popisuji, Ze opakované OsNB osetieni vody po dobu 10 min.den! ve srovnani s Oz ve
form& makrobublin po 2 min.den”! nemé&lo vliv na rychlost riistu krevety b&lonohé

(Litopenaeus vannamei) béhem 21denniho experimentu v laboratornich podminkach.
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Béhem experimentd N a S bylo zjisténo, ze mnozstvi mikroorganismi ve vode
negativné koreluje s OsNB koncentraci (tzn. snizeno se zvySujici se O3NB koncentract).
Kontrolni skupina s rybni¢ni vodou (tj. kontrolni skupina s 0% oSetfenim O3NB)
vykazovala nejvyssi hodnoty alfa-diverzity mikroorganismi a mikrobiologickych
indexti, zatimco nejniz§i hodnoty byly pozorovany u skupiny s nejvy$si O3NB
koncentraci. Souhlasné také Gerrity a kol. (2018) popsali vyznamny pokles alfa-diverzity
v biofiltrech Cistirny odpadnich vod pfi ozonizaci vody. A napt. Suantika a kol. (2001)
zaznamenali, ze pouziti Oz pii Ci§téni odpadnich vod v uzavieném RAS pro euryhalinni
vitniky (Brachionus plicatilis) vedlo ke snizeni poctu bakterii v kultiva¢ni vod¢, ale

dokonce také k vyraznému navySeni produkce virniku.
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6. Zavér

Na zakladé vysledku této prace lze konstatovat, ze koncentrace nanobublin ozonu
(O3NB v rozsahu ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV) nejlépe v kombinaci s odstrafiovanim
neoplozenych jiker a uhynulych jedinci mohou byt doporuceny pro odchov ranych stadii
(embryi a larev) pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), nebot nebyly zjistény
negativni U¢inky téchto O3NB koncentraci na sledované parametry. Bylo vSak zji§téno,
ze vysoké O3NB koncentrace (ORP 610 + 122 mV) mohou zplsobit znacnou miru
mortality béhem inkubace embryi, a to zejména pii oSetfeni bez pravidelného
odstranovani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct, kdy byla pozorovana témer 100%
mira mortality jiz béhem embryonalni periody zivota ryb.

Pti doporucenych koncentracich byla mira lihnuti kolem 75 % nasazenych jiker,
zatimco v nejvyssi koncentraci bez odstrariovani neoplozenych jiker a uhynulych jedinct
byla méné nez 5 %. Pfi vylihnuti objem zloutkového vacku larev negativné koreloval
se zvySujici se O3NB koncentraci, tedy ve vysokych koncentracich mély vylihnuté larvy
mensi objem zloutkového vacku (tzn. zasoby energie) v porovnani se skupinami v nizsich
O3NB koncentracich. Zloutkovy vatek nejpomaleji resorbovaly ryby ve skupinach
s vyssimi O3NB koncentracemi. Celkova délka téla ryb byla signifikantné ovliviiovana
O3NB koncentraci béhem obou experimenti. Nejpomalejsi rist ryb byl zaznamenan
ve skupiné 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 mikroorganismil ve vode se zvysujici se koncentraci O3NB.

Tato prace je jednou z mala studii, které otestovali ufinky O3NB na rana stadia
vyvoje ryb. Dal§i vyzkum této nové technologie v oblasti akvakultury je zadouci.
Budouci studie by mohly detailngji prozkoumat ucinky a efektivitu OsNB na riizné druhy
ryb napf. pifi pouziti kratkodobych nékolikaminutovych oSetfenich ryb riznymi
koncentracemi pifi rozdilném organickém zatizeni chovné vody, pii infek¢nich
onemocnénich ryb apod. Dal§im piinosem pro akvakulturu by bylo ovéfeni rentability

této technologie v porovnani s jinymi bézné pouzivanymi metodami dezinfekce vody.
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8. Abstrakt

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

Béhem této prace byly realizovany dva experimenty s riznymi koncentracemi O3NB
od 192 £ 40 do 610 £ 122 mV ORP (skupina 1: 192 + 40, 2: 277 £+ 104,
3:392+134a4: 610+ 122 mV) v kombinaci se dvéma rozdilnymi oSetfenimi ryb béhem
odchovu (s/bez odstranovani neoplozenych jiker a uhynulych jedincii). Béhem prvniho
experimentu (N, skupiny 1-4 N) nebyly neoplozené jikry a uhynuli jedinci odstrafiovani,
na rozdil od druhého experimentu (S, skupiny 1-4 S). Testovani vySe uvedenych skupin
(tj. 1-4 N/ S) bylo provadéno ve Ctytech opakovanich (akvaria A, B, C, D).

Mira lihnuti byla vyssi ve vSech testovanych skupinach experimentu S. NejvySsi
mira lihnuti (pfiblizné 75 %) byla pozorovana ve skupinach 1S, 2S a 3S
(tj. ORP 192 + 40 az392 + 134 mV ORP). Mira mortality ryb byla vyrazné vyssi zeyména
ve vSech skupinach experimentu N. Nejvyssi mira mortality ryb (vyssi nez 75 %) byla
pozorovana ve skupinach 3N a 4N/S (tj. ORP 392 + 134 az 610 + 122 mV). Pfi vylihnuti
objem zloutkového vacku ryb negativné koreloval se zvySujici se koncentraci O3:NB
b&hem obou experimentd. Zloutkovy vacek (1j. zasobu energie) rychleji plné resorbovaly
ryby chované ve skupinach sniz§imi Os;NB koncentracemi v porovnani s nejvyssim
Os3NB osetfenim, kdy resorbce byla vyrazné pomalejsi. Celkova délka téla ryb byla
signifikantné ovliviiovana O3NB koncentraci béhem obou experimentil. Nejpomalejsi
rast ryb byl zaznamenan ve skupiné s nejvyssi OsNB koncentraci (ORP 610 = 122 mV)
v porovnani ostatnimi skupinami (ORP 192 + 40 az 392 + 134 mV). Vysledky
mikrobiologickych analyz prokazaly snizujici se mnozstvi mikroorganismi ve vodé se
zvySujici se koncentraci O3NB.

Na zaklade vysledku této studie Ize O3NB 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

o ucincich O3NB v akvakulture je potfeba 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 (O3NB), 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 O3NB 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
14 N), unfertilized eggs and dead individuals were not collected, in contrast to the
second experiment with collection of dead individuals (S, groups 14 S). Testing of the
above groups (14 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 OsNB concentration in comparison with the highest OsNB treatment, when the
absorption was markedly slower. The total body length of fish was significantly affected
by O3NB 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 O3NB concentration.

In summary, the OsNB 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 O3NB 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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