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BEBLUE POVZETEK

BeBlue - Beyond Bluegrass, prispeva k uresniCevanju specificnega cilja SO2.6 programa
Cezmejnega sodelovanja Italija-Slovenija: »Spodbujanje prehoda v krozno in z viri gospodarno
gospodarstvo«. Namen projekta je olajsati Sirjenje akvaponike. Ta trajnostna, krozna tehnologija
omogoca soproizvodnjo rib in rastlinskih vrst v recirkulacijskih sistemih. BeBlue izkoriSca
rezultate, dosezene s projektom cezmejnega sodelovanja BLUEGRASS, ( https://2014-2020.ita-
slo.eu/bluegrass ), ki je v programsko obmocje uvedel akvaponiko,

V ta namen bo BeBlue zagotovil orodja za:

1. optimizirati upravljanje akvaponic¢nih sistemov z njihovo digitalizacijo in razvojem
prototipa »Digital Twing;

2. prikazati potencialno uporabo akvaponicnih sistemov za pridobivanje inovativnih
izdelkov z visoko dodano vrednostjo, kot so: i) makroalge; ii) kozarcek; iii) mikrozelenje.

3. oceniti okoljsko trajnost izdelkov z razvojem kalkulatorja, ki lahko zagotovi okoljski odtis
izdelka (Product Environmental Footprint).

4. Ovrednotiti ekonomsko vzdrznost tovrstnih produkcij, s pomocjo trzne analize, katere cilj
je oceniti sprejemljivost uporabe akvaponicne tehnologije s strani proizvajalcev in
potroSnikov, razvoj orodja za oceno donosnosti investicije akvaponskih sistemov.

5. Povecati ozaveSCenost in prepoznavnost akvaponike med akterji v industriji in
potencialnimi vlagatelji

Delovni nacrt BeBlue je razdeljen na 3 pakete ali delovne pakete, katerih posebni cilji so
povzeti spodaj. Poleg dejavnosti prenosa tehnologije ali mrezenja vkljuCujejo tudi
komunikacijske in diseminacijske dejavnosti, namenjene razlicnim vrstam potencialnih
uporabnikov.

WP1: Beyond Bluegrass: Digitalizacija in diverzifikacija izdelkov

Cilji : I1zboljsati pilotne naprave, razvite v BLUEGRASS, ter razviti, preizkusiti in razsirjati
digitalna orodja za podporo upravljanja in optimizacije akvaponic¢nega obrata.

WP2: Orodja za oceno okoljske in ekonomske trajnosti.

Cilji : Razviti orodja za podporo investitorjem in operaterjem pri nacrtovanju in
upravljanju akvaponicnih sistemov, zagotavljanje smernic za izbiro izdelkov in spletnih orodij za
vrednotenje ekonomske in okoljske trajnosti.

WP3: MreZenje in valorizacija

Cilji_ : spodbujati razvoj in vrednotenje znanja, pridobljenega s prejsnjim projektom
Bluegrass in z novimi dejavnostmi, krepitev nadnacionalnega povezovanja v mrezZe s procesi
participacije in razSirjanjem rezultatov.
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POVZETEK

Ta dokument opisuje rezultate, dosezene v okviru aktivnosti A2.1 »Testiranje novih izdelkov:
morska akvaponika«. Aktivnost je bila izvedena v pilotnem obratu, ki se nahaja v znanstvenem
kampusu Univerze Ca' Foscari v Benetkah, vodilnega partnerja projekta BeBlue , v nadaljevanju
IP-UNIVE. Postroj in nadzorno-krmilni sistem, ki omogoca njegovo digitalizacijo, sta podrobno
opisana v izrocilih D1_1_1in D1_1_2.

Naprava je zaCela polno obratovati aprila 2024: ta dokument predstavlja povzetek rezultatov,
pridobljenih v obdobju april 2024 - februar 2025 in na njihovi podlagi nekaj smernic za izvedbo
recirkulacijske naprave morske akvaponike. Uporaba somornice ali morske vode na eni strani
Siri nabor ribiskih proizvodov, na drugi strani pa zoZuje nabor rastlinskih vrst in v bistvu izkljucuje
vse tiste, ki jih je mogoce gojiti z uporabo utrjene prakse sladkovodne akvaponike. Poleg tega so
halofitne rastline, ki lahko prenaSajo visoko slanost in makroalge, manj raziskane z
agronomskega vidika kot zelenjava, obicajno pridelana v akvaponiki, zaradi Cesar je tezje oceniti
njihovo produktivnost kot funkcijo okoljskih spremenljivk. Nazadnje, Ceprav zanimanje za
proizvodnjo halofitov in makroalg narasca, na programskem obmocju in na splosno v Stevilnih
drzavah Evropske unije primanjkuje nekaterih clenov v proizvodni verigi, ki poteka od
proizvodnje kalckov do prodaje.

V tem dokumentu bodo na podlagi izkusenj, pridobljenih v projektu BeBlue , nakazane
nekatere razvojne smeri za to zanimivo vrsto ribogojstva, odporno na podnebne spremembe in
s skoraj nic vplivom na vodne vire, ki so vse bolj dragoceni tudi na obmodjih, ki so tradicionalno
bogata z vodo, kot je tisto iz programa INTERREG Italija-Slovenija.

www.ita-slo.eu/BeBlue 9
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1.UVOD

Eden od glavnih ciljev projekta BeBlue je Sirjenje akvaponicnih sistemov na programskem
obmodju, ki so sposobni zagotoviti inovativne izdelke z visoko dodano vrednostjo. Med fazo
nacrtovanja sta bili identificirani dve vrsti izdelkov: 1) morske ribe, halofitne rastline in
makroalge; 2) sladkovodne ribe in mikrozelenje. V prvih mesecih projekta BeBlue so bile
akvaponicne pilotne naprave, postavljene v okviru projekta INTERREG lItalija-Slovenija
Bluegrass, prilagojene zgoraj omenjenim koprodukcijam. Predvsem obrat, ki ga upravlja
Oddelek za agronomijo Univerze v Ljubljani, IP-UNILJU, je bil izboljSan in pripravljen za oceno
izvedljivosti pridelave Sarenke in mikrozelenja, medtem ko je bil obrat, ki ga vodi Znanstveni
kampus Univerze v Benetkah, IP-UNIVE, prilagojen za soproizvodnjo orad, steklanke in
makroalg. Kot je podrobno opisano v dokumentu BleBlue 's Deliverable D1.1.1, so bili obrati
opremljeni z naprednimi avtomatskimi sistemi za spremljanje, ki lahko zagotavljajo podatke o
kakovosti vode, kakovosti zraka in porabi energije v realnem casu. Znatna koli¢ina dnevno
zbranih podatkov je predhodno obdelana z uporabo platforme BQC za nadzor kakovosti, ki je v
celoti delujoca in je opisana v dokumentu D1.1.2.

1.1 Namen dokumenta

Uporaba akvaponskih sistemov za pridelavo ribjih vrst, znacilnih za morske ali braki¢ne vode, bi
po eni strani moc¢no razSirila ponudbo ribjih izdelkov iz akvaponike, po drugi strani pa bi
bistveno omejila rastlinske vrste, ki bi jih lahko gojili. Zanimanje za gojenje rastlin, ki prenasajo
visoko slanost, ter mikro in makroalg pa narasca: ti proizvodi, ki so Se pred nekaj leti veljali za
niSne, postajajo vse bolj razsSirjeni, tudi zaradi vse pogostejSe uporabe v gostinstvu visjega
cenovnega razreda, v primeru alg pa tudi v nutricevtikih. Ti premisleki so privedli do vkljucitve
morske akvaponike v projekt BeBlue : to podrocje uporabe proizvodnje rib in rastlinskih vrst
v recirkulacijskih sistemih je Se vedno malo raziskano, zlasti s kvantitativhega vidika: njegovo
Sirjenje v programskem obmodju mora biti zato podprto z mocnim nizom dokazov, ki
vlagateljem in upravljavcem omogoca objektivno ovrednotenje trajnosti, tako ekonomske kot
okoljske. Za dosego tega cilja BeBlue nacrtuje dve dejavnosti, ki sta logicno povezani s
sprejetjem pristopa upravljanja, znanega kot »precizno ribogojstvo, ki je bil v BeBlue posplosen
in uporabljen za akvaponicne sisteme. Ta pristop vkljuCuje: 1) izvajanje sistema spremljanja, ki
lahko zagotovi podatke v realnem casu o razvoju glavnih spremenljivk, ki vplivajo na rast in
dobro pocutje soproizvedenih vrst; 2) razvoj »digitalnega dvojcka« ali »Digital Twin« elektrarne,
to je »virtualne kopije« elektrarne, ki simulira njeno delovanje in s tem omogoca analizo in
interpretacijo podatkov, oblikovanje kratkorocnih napovedi, uporabnih za sprejemanje
upravljavskih odlocitev. Sistemi spremljanja, sprejeti v BeBlue, so podrobno opisani v
dokumentu D1.1.2, ki predstavlja tudi vmesnik, ki omogoca nadzor kakovosti podatkov. Prototip
digitalnega dvojcka je namesto tega predstavljen v dokumentu D1.4.2.

Namen tega dokumenta je povzeti rezultate, pridobljene pri spremljanju in delno
modeliranju pilotne naprave za morsko akvaponiko, IP-UNIVE, pridobivanje informacij, ki so
potencialno uporabne za raziskovalce, operaterje v sektorju in vlagatelje, ki Zelijo nadaljevati
pot, uvedeno v BeBlue , v smeri opredelitve operativnih parametrov za dimenzioniranje in
upravljanje sistemov morske akvaponike, koristnih za ocenjevanje kapitalskih in operativnih
stroskov ter s tem podjetniSkega tveganja.

www.ita-slo.eu/BeBlue 10
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1.2 Dobavljiva raz€lenitev

V skladu s ciljem tega porocila je dokument razdeljen na ta uvod in Stiri druga poglavja. V
drugem poglavju sta za lazjo uporabo opisana pilotna naprava IP-UNIVE, ki se nahaja v
znanstvenem kampusu Univerze v Benetkah, in sistem za spremljanje, s katerim je opremljena.
Nato je predstavljen povzetek dobljenih rezultatov s serijo grafov, ki prikazujejo razvoj
spremljanih spremenljivk in tabel, ki zagotavljajo glavne deskriptivne statisticne indekse. V
Cetrtem poglavju so rezultati obravnavani, izvleCeni so nekateri sklepi, predstavljeni v obliki
smernic in sinteticno ponovljeni v 5. poglavju.
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1
2.SISTEM IP-UNIVE IN NJEGOV NADZORNI SISTEM

Pilotna naprava za morsko akvaponiko IP-UNIVE, ki se nahaja v znanstvenem kampusu Univerze
Ca' Foscari v Benetkah, je sestavljena iz dveh predelkov, prikazanih na sliki 2-1, ki sta povezana
z nizom cevi, ki zagotavljajo kroZenje vode. Oba predelka sta sestavljena iz nosilnega jeklenega
okvirja, ki podpira plasticne plosce: prvi, na levi na sliki 2-1, hrani rezervoarje za gojenje rib:
kasneje se bo imenoval RAS - Recirkulacija Sistem za ribogojstvo , saj ga je mogoce izolirati od
drugega predelka in delovati kot majhen recirkulacijski obrat za ribogojstvo. V predelu na desni
na sliki 2-1 je rastlinjak za hidroponsko gojenje: v nadaljevanju ga bomo poimenovali z
akronimom GH - Green House.

{. \ N- 4 \ )}, \
Wiilg ; 1 :
Slika 2-1: Pilotni obrat za akvaponiko v znanstvenem kampusu Univ. Ca' Foscari iz Benetk

\

Rastlina je shematizirana na sliki 2-1, medtem ko so glavne znacilnosti opisane v tabeli
1. Slika 2-1 poudarja, da je rastlina razdeljena na dve loceni delovni liniji, kar omogoca
vzporedno eksperimentiranje razlicnih povezav med ribami in rastlinskimi vrstami. V projektu
BeBlue je bila eksperimentirana pridelava orade ( Sparus aurata ), ki je bila kombinirana
predvsem z dvema rastlinskima vrstama: a) halofitnimi rastlinami, zlasti steklarico ( Salicornia
Europaea ); b) makroalge, zlasti morska solata ( Ulva lactuca ). Prva je potekala na progi, ki se bo
imenovala SA , druga pa na liniji AL .

Vse vrste, vnesene v rastlino, so avtohtone na programskem obmocju: orado zelo
poznajo italijanski in slovenski potrosniki, kozarcek postaja vse bolj priljubljen, morska solata je
vklju€ena na seznam uzitnih vrst alg: je proizvod, ki se pogosto uporablja v Stevilnih azijskih
drzavah, vstopa pa tudi v nase komercialne tokove po zelo zanimivih cenah. Sistem zakljucujejo
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tri komponente, ki imajo namen precisCevanja vode, ki krozi v njem: i) ultravijolicna svetilka za
dezinfekcijo in zmanjSanje bakterijske obremenitve; ii) mehanski bobnasti filter, ki nenehno
odstranjuje suspendirane trdne delce; iii) biofilter, v katerem bakterije izvajajo biopretvorbo
amonijevega dusika, ki ga izlocajo ribe, v nitratni dusik, ki ni zelo toksi¢en za ribe in ga rastline

lahko asimilirajo.

AERAZIONE

T

=) |
[

2_“
DISTRIBUZIONE

FILTRO
BIOLOGICO

POMPA DI
CIRCOLAZIONE|

ALLE VASCHE DEI PESCI VASCA DI
FILTRO
DALLE VASCHE DEI PESCI MECEANIGO
D

SISTEMA DI
FILTRAGGIO

pompe di ritorno
dalla serra

al RAS C_ — C_ — cC_ — — ) C _ —  — ]

0D, T, Sal, pH, NH,

. SENSORI - dal RAS
IJ_ oD, T, Sal, pH, NH,

l SENSORI - dalla serra al RAS

FILTRO

ULVA

SALICORNIA

LAMPADE LED

MANGIATOIE
AUTOMATICHE]

alla serra

Slika 2-2: Shema pilotne naprave za morsko akvaponiko IP-UNIVE: oznaceni so poloZaji avtomatskih senzorjev za zaznavanje:

temperature vode, slanosti, koncentracije raztopljenega kisika in pH.

Tabela 2-1: Glavne znacilnosti pilotne naprave za morsko akvaponiko IP-UNIVE.

RAS

DolZina [m] 6.15
Sirina [m] 2.4
Visina [m] 2.4
Skupna prostornina | 3.6
rezervoarjev za ribe [m 3]
Prostornina  razdelilnega | 1,018
rezervoarja ( Sump ) [m 3]

GH

Dolzina [m] 6.15
Sirina [m] 2.4
VisSina [m] 2.4
Skupna prostornina rezervoarjev | 0,318
AL [m 3]

Skupna prostornina rezervoarjev | 0,3
SA[m 3]

Prostornina razdelilnega | 1.115
rezervoarja (Sump ) [m 3]

Obdelovalna povrsina AL [m 2] 0,46
Obdelovalna povrsina SA [m 2] 0,504
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Z ekoloSkega vidika morajo organizmi, ki pripadajo trem razli¢nim trofi¢nim ravnem, soobstajati
v akvaponskem sistemu: potrosniki (ribe), primarni proizvajalci (rastline ali alge),
razkrojevalci (bakterije): zaradi skladnosti s terminologijo, sprejeto pri modeliranju sistema,
opisanem v izroCilu D1.4.1, jih bomo skupaj imenovali " biotske spremenljivke ". Soobstoj in,
upajmo, visoka produktivnost rib in primarnih proizvajalcev, kot tudi u€inkovitost bakterijskega
oddelka so zagotovljeni z neprekinjenim kroZzenjem vodne raztopine/suspenzije in z delnim
sistemom kondicioniranja njene temperature. Med biotskimi spremenljivkami in raztopino
poteka stalna izmenjava snovi: kot je podrobno opisano v D1.4.1, ta izmenjava vpliva predvsem
na naslednje spremenljivke, ki jih skupaj imenujemo "abiotske":

TAN : koncentracija anorganskega dusika v reducirani obliki;
NO3 : koncentracija nitratov;

DO : koncentracija raztopljenega kisika;

ALK : alkalnost;

DIC : koncentracija raztopljenega anorganskega ogljika;

TSS : Skupna koncentracija suspendiranih trdnih snovi

Interakcije med biotskimi in abiotskimi spremenljivkami so na kratko predstavljene na
sliki 2-3, kjer so nekatere komponente sistema, predstavljenega na sliki 2-2, zdruzene. Zlasti
»FT«, Fish Tank, predstavlja vsoto prostornine rezervoarjev, v katerih se gojijo ribe, »BF« biofilter,
»GH« vsoto hidroponskih rezervoarjev, »MF« mehanski filter. V skladu z ( Dos Santos&al , 2023),
metabolizem rib spros¢a zmanjSane duSikove spojine, skupaj imenovane TAN, ki povecajo
alkalnost raztopine. Dihanje rib asimilira kisik iz vode in vanjo sprosti ogljikov dioksid: ta zadnja
spojina poveca tako alkalnost kot koncentracijo raztopljenega anorganskega ogljika, DIC, ki je
enaka vsoti bikarbonata, karbonata in raztopljenega ogljikovega dioksida. V biofiltru se TAN
bioloSko pretvori v nitrat: ta proces zahteva kisik in zmanjsa alkalnost. Nitrat nato asimilirajo
primarni proizvajalci v hidroponskem rastlinjaku. Slika 2-3 prikazuje tudi glavne vnose snovi in
energije, ki so bistveni za hranjenje rib, kroZzenje vode in uravnavanje sestave raztopine. Glavni
vnos snovi v akvaponski sistem je hrana, ki jo dobijo ribe, medtem ko temperatura vode vpliva
na metabolizem rib in alg, u¢inkovitost biopretvorbe TAN in v doloCeni meri tudi na aktivnost
koreninskega sistema rastlin. Na aktivnost fotosinteze namesto tega vpliva raven PAR in do
neke mere temperatura zraka. Zato je spremljanje in, kolikor je mogoce, nadzorovanje teh
spremenljivk zelo pomembno. Stopnje pretoka vode med razlicnimi komponentami so bile
pribliZzno konstantne s crpalnim sistemom, medtem ko je bila ustrezna oksigenacija
rezervoarjev za razmnozevanje rib in koreninskega sistema rastlin zagotovljena s ¢rpanjem
zraka.
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Slika 2-3: Tokovi snovi med biotskimi in abiotskimi spremenljivkami v akvaponskem sistemu.
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Slika 2-4: Energijski tokovi v akvaponicnem sistemu.

Opis sistema poudarja njegovo kompleksnost in predvsem njegovo dinamicnost:
toplotne izmenjave z zunanjostjo vplivajo na temperaturo notranjega zraka T ain vode T w,
tokovi snovi med vodnim medijem in komponentami sistema nenehno spreminjajo svojo
sestavo. Upravljanje sistema mora zato vkljuCevati nabor nadzornih ukrepov, namenjenih
vzdrZevanju temperature in sestave raztopine v mejah, ki:
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» zagotavljajo dobro pocutje in optimalno rast rib;
» zagotoviti visoko ucinkovitost biopretvorbe TAN v nitrat;

» zagotavljajo dobro pocutje in optimalno rast primarnih proizvajalcey, rastlin ali
alg.

Poleg Crpanja vode za ohranjanje njenega kroZenja glavni nadzorni/regulacijski ukrepi
vkljucujejo:

» Modulacija ribjega obroka hrane glede na temperaturo vode in dosezeno velikost
rib;

» Umetno prezracCevanje ali oksigenacija;
» Prilagoditev kislosti raztopine z dodajanjem alkalnosti;

» lzmenjava vode za nadomestitev izgub zaradi izhlapevanja in po potrebi
znizanje koncentracije odvecnega nitrata;

» Kondicioniranje temperature vode;
» Umetna razsvetljava za povecanje stopnje primarne proizvodnje;

» V obratih za proizvodnjo velikih koli¢in ribje biomase je treba dodajati
komponente za odstranjevanje odvecnega nitrata in ogljikovega dioksida.

Nadzorna dejanja se materializirajo v izmenjavah snovi/energije med akvaponskim
sistemom in zunanjostjo, ki vplivajo na njegovo delovanje: skupaj so spremenljivke, povezane s
takSnimi izmenjavami, oznacene kot "funkcije prisile": i) nenadzorovane, npr. npr. zunanja
temperatura zraka, ii) delno nadzorovana, npr. temperatura vode ali iii) popolnoma
nadzorovana, npr. ribji obrok hrane. Za lazjo optimizacijo upravljanja sistema je projekt BeBlue
razvil prototip »digitalnega dvojcka« (DT) akvaponicnega sistema, ki je podrobno opisan v
dokumentu D1.4.2. Osrednji element DT je model, ki je sposoben v realnem casu simulirati
delovanje sistema, ki naj bi bil virtualno predstavljen, in predlagati ustrezne upravljavske ukrepe
na podlagi kratkoro¢nih napovedi.

Tabela 2-2: Biotske spremenljivke, dolocene s periodicnim vzorcéenjem v pilotni napravi, ki deluje v znanstvenem kampusu Univerze
Ca' Foscari.

Biotske spremenljivke Simbol merska enota Pogostost
Posamezna teza orade W gramov 1/mesec
Biomasa Ulva spp. FW aL gramov 1/teden
Rastlinska biomasa Salicornia spp. FW sp gramov 1/mesec

Sistem spremljanja, implementiran v IP-UNIVE, je bil skrbno nacrtovan za validacijo
prototipa DT: zato je do doloCene mere predimenzioniran in bi ga bilo mogoce poenostaviti v
primeru industrializacije morske akvaponike, kot bo navedeno v poglavju. 4. Nacrt spremljanja
je povzet v treh tabelah. Tabela 2 prikazuje biotske spremenljivke , tabela 3 spremljane abiotske
spremenljivke, tabela 4 pa porabo elektricne energije.

Biotske spremenljivke so bile zaznane na naslednji nacin.
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1) Orada : vsak mesec je bil iz vsakega rezervoarja odvzet vzorec enak polovici osebkov

in doloCena je bila teza vsakega posameznika;

2) Salicornia : vsako rastlino smo oznacili in obrezali priblizno enkrat na mesec, da smo
dobili krivulje rasti. Pri vsakem obrezovanju je bila doloCena sveZa teZa biomase,
odstranjene iz vsake rastline. Ob koncu Studijskega obdobja so rastline odstranili iz
sistema, da bi dolodili njihovo sveZo tezo. Posamezne rastne krivulje smo dobili tako,

da smo tako ugotovljeni vrednosti priSteli odvzeto biomaso.

3) Morska solata : morske alge so bile pobrane tedensko, nezno centrifugirane, da so

odstranili odve¢no vodo, in stehtane, da se doloci sveza teza.

Tabela 2-3: Abiotske spremenljivke, ki jih spremljajo samodejni senzorji v pilotni napravi, ki deluje v znanstvenem kampusu Univerze

Ca' Foscari
Ablotsl.('e Simbol merska Pogostost | instrumenti Obdobje vzorcenja
spremenljivke enota
Temperatura vode tw °C 1./1 0 4 senzom 23.5.2024 - 28. 2. 2025
minute (2 na vrstico)
1710 4 senzorji
pH pH - minute (2 na vrstico) 23.5.2024 - 28. 2. 2025
/L] - % 171 4 ji
Raztopljeni kisik | NAReDI | [M8/L1-% /10 SENZOUL 153 5. 2024 - 28. 2. 2025
nasat minute (2 na vrstico)
Slanost SAL PSU 1/10 4senzofl | 53 5 2024 - 28.2. 2025
minute (2 na vrstico)
2 senzorja
2/dan (1.na . 27.5.2024 -14.11.
. nadaljevanje 2024
Temperatura zraka Ti °C )
1/10 1 senzor 14.11.2024 - 28. 2.
minute 2025
2 senzorja
2/dan nadgl'g\?an'e v 223?4 e
Relativna vlaznost RH % J) J
1/10 1 senzor 14.11. 2024 - 28. 2.
minute 2025
1/10 14.11.2024 - 28. 2
m2s : e
Svetlost PAR pmol / minute 1 senzor 2025
koncentracija TAN TAN mgN /L 1/teden 1 fotometer 5.7.2024 - 28.2.2025
Koncentracija NO 3~ NO3 mgN /L 1/teden 1 fotometer 5.7.2024 - 28.2.2025
Koncentracija NO >~ NO2 mgN /L 1/teden 1 fotometer 5.7.2024 - 28.2.2025
2-
Alkalnost ALK mgsi) : 1/teden | 1fotometer | 5.7.2024 - 28.2.2025
Koncentracija PO 43 PO4 mgP /L 1/teden 1 fotometer 5.7.2024 - 28.2.2025

Spremljanje abiotskih spremenljivk je potekalo tako z avtomatskimi senzorji kot z
obcasnim ro¢nim vzoréenjem. Instrumenti , uporabljeni za prvo skupino, so opisani v izro€ilu
D_1_1_1. S spektrofotometrijo smo dolocili koncentracije TAN, NO2, NO3, reaktivnhega

fosforja in alkalnosti .
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Tabela 2-4: Zaznavanje porabe elektricne energije po napravah, navedenih na IP-UNIVE

IP-UNIVE

Naprava Opis Stevilka Pogostost
Obtocna crpalka (RAS)
Q=7m3h|V=6m 2
V=230V | f=50Hz (1 v obratovanju in | 1/10 minute
P1=0,46 KW | P2 =0,225 kW 1 v sili)

& Ik deluje 24 ur na dan

rpaike Povratna ¢rpalka rastlinjaka

Q=1581m3/h|V=632m 1
V=450V | f=50Hz (1 navrsticox 2 1/10 minute
P1=0,31 kW | P2=0,25 kW vrstici)

s prekinjenim delovanjem (plavajoce)
f=50Hz | V=220-240V

I=5A | P=0,85kwW

puhalo RPM = 2810 vrt / min 1 1/10 minute
P =-160/160 mbar
deluje 24 ur na dan

6
RAS : . .
. (3 navrsticox 2 1/10 minute
. P=51W | prizgan 10 ur na dan .
LED luci vrstici)
SERRA - Linija alg: .
P=40W | prizgan 10 ur na dan 4 1/10 minute
4
V=230V | f=50/60 Hz . :
Termoregulator P1=280W | P2= 260 W (2 na vrs.t|.co X2 1/10 minute
vrstici)
Video kamera V=12V | 1=03A | P=3W 1 1/10 minute

Nacrt spremljanja je bil dopolnjen z dejavnostjo nadzora dobrega pocutja gojenih
organizmov na podlagi ekotoksikoloskih testov , ki jih je izvedel partner Shoreline . Ti testi
omogocajo ovrednotenje dejanskega bioloSkega vpliva abiotskih spremenljivk, ki razkrivajo
zgodnje subletalne in smrtonosne ucinke, povezane s kakovostjo vode, zahvaljujo¢ posebni
obcutljivosti uporabljenih organizmov. Pomemben primer je spremljanje evtrofikacije,
kompleksnega pojava, ki ga sprozi presezek hranil, predvsem anorganskega dusika in fosforija,
ki lahko resno ogrozi ravnovesje akvaponicnega ekosistema. V tem kontekstu ekotoksikoloski
testi omogocajo pravocasno oceno bioloskih ucinkov kopicenja hranil, kar omogoca ciljno
usmerjene preventivne posege. Integracija ekotoksikoloskih testov in kemijsko-fizikalnih analiz
predstavlja celovit pristop k oceni tveganja za okolje, bistvenega pomena za razumevanje
kompleksnih interakcij med razlicnimi kemicnimi spojinami in njihovih sinergijskih ucinkov na
vodne organizme. Ta integrirana metoda podpira bolj zavestno in trajnostno upravljanje
sistema, zagotavlja optimalne pogoje za rast rib in rastlin ter spodbuja dolgorocno stabilnost
celotnega akvaponic¢nega sistema. Metodologija, uporabljena v BeBlue, je podrobno opisana v
Dodatku A.

Preizkusi so bili izvedeni na Stirih vzorcih, zbranih med majem in oktobrom 2024. Vsako
vzorcenje je vkljuCevalo zbiranje vzorcev vode na Stirih tockah za vsako linijo sistema, opisano
na sliki 2-1, na vhodu in izstopu iz akvarijev in hidroponic¢nega rastlinjaka. Za vsako vzorcno
mesto je bilo odvzetih 250 mL vode, na kateri so bile opravljene tako analize kemijsko-fizikalnih
parametrov kot ekotoksikoloSke preiskave . Paracentrotus lividus smo kot testni organizem
uporabili v prvih dveh vzorcenijih, Isochrysis pri vseh stirih vzorcenjih je bil uporabljen galbanum
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Ni¢ manj pomemben za namene presoje okoljske trajnosti ni spremljanje porabe
elektricne energije . Glavne naprave, navedene v tabeli 3, so opremljene s senzorji za
zaznavanje trenutne absorbirane moci vsakih 10 minut, iz katerih je mogoce natancno razbrati
dejansko porabo elektricne energije.

Zagotavljanje kakovosti in zanesljivosti spremljanih podatkov je klju¢nega pomena tako
za pridobivanje koristnih informacij za vodstvo kot za njihovo uporabo v korporativnem
komuniciranju ali, kot v tem primeru, v dejavnostih diseminacije. Koli¢ina zbranih podatkov pri
obcfasnem rocnem vzorcenju je obicajno majhna: v tem primeru je nadzor kakovosti podatkov
zaupan izkuSnjam operaterjev.

Samodejni senzorji po drugi strani ustvarijo veliko koli¢ino podatkov : na primer, glede
na preglednici 1 in 3 se vsak dan zazna naslednje :

6[podatki/uro] x 4[var] x 4[senzorji] x 24[ur] = 2304 podatkov v IP-UNIVE

Avtomatski senzorji, Ceprav nepogresljiv element za digitalizacijo sistemov in
optimizacijo njihovega upravljanja, zahtevajo skrbno vzdrzevanje. Pravzaprav se lahko njihovo
delovanje s¢asoma hitro poslabsa zaradi kopicenja motecih snovi. Poleg tega lahko pride do
trenutnih prekinitev v prenosu signala in nazadnje jih bo morda treba obcasno ponovno
umeriti, da se prepredi sistemati¢no popacenje meritev.
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Vizualizacija podatkov lahko zagotovo pomaga operaterju pri prepoznavanju morebitnih
anomalij in/ali sistemati¢nih odstopanj v nivoju signala, ki jih je tezko utemeljiti glede na
procese, ki potekajo v napravi. Vendar pa je to precej dolgo€asno opravilo mogoce olajsati z
uporabo postopkov statisticne analize, morda tudi s pomocjo algoritmov, ki temeljijo na umetni
inteligenci, ki omogocajo, da se v prvi vrsti ugotovi, kateri podatki ali zaporedja podatkov lahko
kazejo na morebitne anomalije v delovanju senzorjev.
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Figura 2-7: Esempio di controllo della qualita dei dati della temperatura dell'acqua per IP-UNIVE: Selezione dei
punti “candidati outliers”

Iz tega razloga je BeBlue razvil preprost in robusten postopek za identifikacijo
potencialno nenormalnih podatkov ali " izstopajocih vrednosti ", razdeljen na dve fazi: v prvi se
analiza kumulativnih porazdelitev podatkov in razlik med zaporednimi podatki uporabi za
identifikacijo potencialno nenormalnih podatkov ali " kandidatnih izstopajoCih vrednosti ". V
drugem primeru mora operater odlociti, ali naj se tako identificirani podatki odstranijo
ali obdrZijo . Postopek je postal operativen prek uporabniSkega vmesnika, imenovanega BQC,
ki je podrobno opisan v dokumentu D1.1.2, ki operaterju omogoca;

e Izberite spremenljivko in ¢asovno okno za predhodno obdelavo: BQC prikaZe ¢asovno vrsto
in potencialne izstopajoce vrednosti :

e |zbriSite podatke, ki dejansko veljajo za nezanesljive;

e Preverjene podatke arhivirajte za nadaljnjo analizo.
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Selection Panel

This Data Quality Control platform was developped to allow the user to
manually moderate the quality of data reported from sensors belonging to the
aquaponic systems, deployed under the Interreg project Be-Biue in Slovenia
and Htalia.

Method: Potential outlier points highlighted in pink are those identified using
the interquartile range (IQR) method based on the 5th and 95th percentiles,
while those displayed in orange are identified using the same IQR method
applied to the value differences.

Description: In order visualize the sensor data related to each aquaponic
system, view the potential outliers and delete them, follow the steps below:

1- Select the timeframe for which you would like to visualize the data.
Starting Date of Readings

2024-04-08
Ending Date of Readings

2024-07-24
2- Select System Location.
System Location

UNI-LJ Sensor Data -
3- Select Parameter.
Parameter

Air Temperature [degC] >
4- Download Original Dataset

& Download Original Dataset

5- Select outlier points on the plot area (using box or lasso selection) and
click delete them.

Delete Selected Points
6- Download the Processed Dataset
& Download Processed Dataset

Repeat the procedure for other paramters and locations.

Interactive Display Panel

Details of the selected timeframe:

Selected start date: 2024-04-08 , end date: 2024-07-24
Total selected period 107 days

Plot of the selected parameter sensor data

Use this plot o select the points you wouid like to delete. Hover over the plot to display its menu on the top right. Click on 'Box Select’ to perform the selection using a box,
or 'Lasso Select” to perform the selection using a free drawing. Select autoscale or zoom in/out to have a better view at your points. You have the option to export plot as a
photo

Note: Scaling the windows of view on the plot will not change the timeframe selected in the Selection Panel.

2-

%

5
=
£

Figura 2-8: Esempio di controllo della qualita dei dati della temperatura dell'acqua per IP-UNIVE: Seria di dati verificata

Delovanje BQC je ponazorjeno na slikah 2-7 in 8: Slika 2-7 prikaze zaslon, ki operaterju

prikazuje potencialne odstopanja, Slika 2-8 pa preverjene zgodovinske serije.
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3.POVZETEK REZULTATOV

Sistem morske akvaponike je bil zagnan marca 2024, da bi zagotovil optimalno delovanje
biofiltra. Po eksperimentalni fazi je samodejno spremljanje temperature vode, slanosti,
koncentracije raztopljenega kisika in pH zacelo polno delovati 27. maja 2024, temperature,
zracne vlaznostiin PAR pa od 14. novembra 2024. Do zacetka avtomatskega spremljanja so bile
te spremenljivke dnevno doloCene s prenosnimi instrumenti.

Glavni rezultati so predstavljeni v naslednjem poglavju, razdeljenem na:
» biotske spremenljivke in glavni prisilni dejavniki;
» abiotske spremenljivke.
3.1 Biotske spremenljivke in glavni prisilni dejavniki

Dve loceni liniji pilotnega obrata sta omogocili oceno izvedljivosti soproizvodnje morskih rib,
makroalg in uzitnih halofitnih rastlin. Poganjki salikornije so bili posajeni 18. 4. 2024, makroalge
9. 4. 2024. Poleg teh treh vrst so bili od 16. 10. 2024 v linijo, namenjeno makroalgam, vstavljeni
potaknjenci sarkokornije , alimione in inule. Opazovanja v zvezi z rastjo teh vrst so bila v bistvu
kvalitativne narave. Kvantitativni rezultati v zvezi s tremi izdelki, predvidenimi v predlogu
projekta, so navedeni spodaj.

3.1.1 Orada

Morski breami so bili predstavljeni 4. aprila 2024: 89 osebkov, ki jih je dobavila valilnica
"Valle Ca" Zuliani Soc . Agricola Srl so bili premesceni in potopljeni v 6 tankov, prikazanih na sliki
2-1: Tanki F1-F3 so bili povezani s prvotno prilagoditvijo AL, ki ni mogoce pripisati patologijam,
je bilo zabelezeno za dobrobit Zivali, rastlino je bilo po kratkem obdobju aklimatizacije redno
obiskano. Po praksi, ki se uporablja na Stevilnih kmetijah, je bila krma zagotovljena pet dni v
tednu. Ker je uporabna prostornina vsakega rezervoarja priblizno 0,6 m3 ' se je povprecna
gostota vzreje torej povecala od 0,98 do 5,65 kg/m3 ' kar je precej manj od tipicne gostote
intenzivne vzreje, ki znasa priblizno 30 kg/ ™. V desetih mesecih je sistem proizvedel 4,67 kg/m
3 celotne biomase . Slika 3.1a prikazuje hitrejSo rast v poletnem obdobju in po¢asnej$o rast v
zimskem obdobiju, kot je pri¢akovano glede na ¢asovni razvoj temperature vode, prikazano na
sliki 3.1b. Dnevni obrok hrane je odvisen od teZe in temperature, vendar je treba upostevati, da
se potreba po hrani poveca do optimalne temperature rasti priblizno 26 °C in nato upade.
Razvoj tega siljenja, predstavljen na sliki 3.1¢, torej predstavlja vrh v poznem poletnem in
jesenskem obdobju, v katerem je temperatura ostala med 15 in 25 °C. Faktor pretvorbe krme
ali FCR (Feed Conversion Ratio) je bil precej visok, priblizno 2. To je lahko posledica visoke
presnovne aktivnosti v poletnem obdobju, ko je temperatura precej dalj ¢asa ostajala blizu 30
°Cin celo presegla to vrednost.
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3.1.2 Steklenica

Hidroponski sistem, sprejet za soproizvodnjo salicornia, je znan kot DWC - Deep Water Culture:
rastline so postavljene na plosce iz polistirena ali drugega plavajoCega materiala, korenine so
potopljene v vodno raztopino in pridobivajo hranila, zlasti dusSik in kisik. Poganjke salicornije
smo vsadili v pilotno rastlino 18. aprila 2024. 30 sadik, ki jih je zagotovilo zacasno drustvo za
namen Tidalgarden , smo ovili v perlonsko volno in polozZili na ploSce ekspandiranega
polistirena.

Slika 3-2: Pravkar posajene sadike salikornije (levo) in 30 dni kasneje (desno).

Sadike so hitro razvile koreninski sistem in njihova biomasa se je hitro povecala. Krivulje
rasti 20 rastlin, ki so bile januarja 2025 Se prisotne v nasadu, so prikazane na sliki 3.3. Ker gre
za vrsto, ki Se ni bila gojena v ve¢jem obsegu, je individualna variabilnost zelo velika. Vendar pa
je mogoce opaziti dva stalna elementa:

1) Veclina biomase se proizvede v prvih 6-8 tednih: v tem obdobju je 25 % rastlin
(oznacenih z zeleno na sliki 3.3) proizvedlo povprecno 300 g biomase, sveza teza, to
je priblizno 150 g/mesec. Ob upostevanju, da je koreninski sistem priblizno 10 %
celotne teZe, lahko ocenimo produktivnost priblizno 135 g/mesec uZitne biomase,
primerljivo s produktivnostjo solate.

2) Proizvodnja biomase se je nadaljevala vse do pozne zime, saj sta uporaba LED in
stalna fotoperioda zakasnila ali zavrla cvetenje, ki se v naravi zgodi proti koncu
septembra: ta podatek bi lahko bil zelo pomemben, saj bi nakazal moZnost
podaljSanja rastnih ciklov skozi vse leto.
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Slika 3-3: (a) Krivulje rasti 20 rastlin salicornia, (b) temperatura zraka znotraj GH, (c) relativna vlaZnost znotraj GH.
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V skladu s tem, kar opazamo v okolju lagune, je biomasa morske solate v spomladanskem
obdobju pokazala zelo visoke stopnje rasti, enake priblizno podvojitvi vsaka dva tedna. Kasneje
so se tako pridelki kot stanje steljk poslabsali, verjetno zaradi povisanja temperature, ki je v
pilotni napravi ni bilo mogoce popolnoma nadzorovati.
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Slika 3-4: (a) Biomasa ulve (3 rezi), (b) temperatura vode v obdobju
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V skladu s tem, kar opazamo v okolju lagune, je biomasa morske solate v spomladanskem
obdobju pokazala zelo visoke stopnje rasti, enake priblizno podvojitvi vsaka dva tedna. Kasneje
so se tako pridelki kot stanje steljk poslabsali, verjetno zaradi poviSanja temperature, ki je v
pilotni napravi ni bilo mogoce popolnoma nadzorovati.
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Slika 3-5: (a) Biomasa ulve (3 rezi), (b) temperatura vode v obdobju
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3.1.3 Drugi halofiti

Poleg dveh vrst, predvidenih v predlogu projekta, so bila izvedena kvalitativna in
polkvantitativha opazovanja rasti Se treh vrst uzitnih in avtohtonih halofitnih rastlin, kot je
povzeto v tabeli 3.1.

Tabela 3-1: Trajne halofitne rastline, gojene v pilotnem obratu

Sarkokornija PreZivnina Inula

Steklenica Portulacoides halimione Inula crithmoides

16.10. 2024 13.11. 2024 3.12.2024

Podobno kot salicornia,
vendar trajnica, je tudi bogata
z jodom, bromom in
vitaminom C. V preteklosti so | Liste lahko uzivamo sveze, v
jo uporabljali za solatah, konce mlajsih vej pa
preprecevanje skorbuta. konzerviramo v kisu.

Lahko jih uporabimo kot
prilogo svezi zelenjavi,
zacinimo jih z oljem in limono
ali konzerviramo v kisu.

Je rastlina, ki vsebuje veliko
eteri¢nih olj. UZzivamo ga
lahko tako surovega kot
kuhanega. Iz te rastline je
mogoce pridobiti tudi inulin,
ogljikov hidrat, ki se uporablja
kot prehransko dopolnilo.
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Ceprav so bili potaknjenci postavljeni v rastlinjak izven obicajne rastne sezone, so blage
temperature v rastlinjaku, kondicioniranje temperature vode med 15 in 20 °C in prisotnost LED
osvetlitve 10 ur na dan omogocili hitro rast potaknjencev po zacetni fazi umirjanja. Izhajajoc iz
posamezne biomase 3-5 g, so vse tri vrste rasle in februarja dosegle povprecno biomaso
priblizno 100 g. Ceprav je bil poskus izveden na nekaj vzorcih, se zdi, da ti prvi rezultati kaZejo
na moznost gojenja teh vrst v rastlinjakih vse leto, ne da bi nujno sledili obi¢ajnim naravnim
vegetativnim ciklom.
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3.2 Abiotske spremenljivke

Opisna statistika v zvezi s Casovnimi vrstami temperature vode, slanosti, raztopljenega kisika in
pH za vsako vrstico je povzeta v tabeli 3.2, ki predstavlja dva najpogostejsa indeksa polozaja, to
je povprecna in mediana vrednost, ter disperzijske indekse, to je standardna deviacija, STD, in
interkvartilni razpon, IQR, najmanjSe in najvecje vrednosti.

Kar zadeva koncentracijo raztopljenega kisika, so povprecne in mediane vrednosti
koncentracije med obema ¢rtama zelo podobne in njihova variabilnost je omejena: 50 %
podatkov je med 92,5 in 97,5 %, medtem ko minimalne vrednosti nikoli niso padle pod 70 %. To
kaze na optimalne pogoje za povpraSevanje po hrani in dobro pocutje orade (Bolzonella&al.
2023). pH je ostal na sprejemljivi ravni za ribe in primarne proizvajalce. Zabelezen je bil precej
velik letni temperaturni razpon, ki pa ni ogrozil delovanja akvaponi¢nega sistema. Zahvaljujoc
izdatni oksigenaciji so orade prebrodile potencialno kriticno poletno obdobje. Znizanje
temperatur pozimi je zmanjsalo ucinkovitost biofiltra, vendar se v tem obdobju zmanjsa tudi
apetit orade, kar povzroCi zmanjSanje izlo¢anja duSika. Raven TAN, iz katere je mogoce
izraCunati koncentracijo prostega amoniaka ob poznavanju pH, se torej nikoli ni dvignila do
nevarnih ravni. To je razvidno iz opisne statistike, navedene v tabeli 3.3, ki se nanasa na abiotske
spremenljivke, zaznane tedensko. Koncentracija TAN je ostala pod 0,4 mgN/L: pri srednjem pH
mgN/L. Koncentracija nitratov je dosegla visoke vrednosti, saj povrSina, ki je na voljo za
hidroponicno gojenje, ni sorazmerna z biomaso rib, gojenih v oddelku RAS, kot bo podrobneje
razvidno izizrocila D1.4.2, ki predstavlja rezultate prototipa Digital Twin, uporabljenega v pilotni
napravi. To je zahtevalo nekaj menjav vode, veCinoma opravljenih avgusta 2024 in februarja
2025.

Kompleksnost procesov, ki potekajo v akvaponskem sistemu, in njihova dinamika je
dobro prikazana na sliki 3.4, ki prikazuje razvoj dnevnega krmnega obroka koncentracij TAN,
NO3, RP, ALK in pH v SA liniji od aprila 2024 do februarja 2025. Kot je razvidno, je koncentracija
TAN povezana s krmnim obrokom, ki je nato moduliran s temperaturo, glej sliko 3.1.
Koncentracija nitratov narasca od maja do avgusta, ko se izvede prvo redcenje, pri Cemer se
odstrani polovica volumna vode, ki kroZi v sistemu, in jo nadomesti z umetno morsko vodo, ki
se tukaj uporablja za zagotovitev ponovljivosti rezultatov. V istem obdobju je opazeno postopno
zmanjsevanje alkalnosti: to je posledica aktivnosti biofiltra, ki po (Dos Santos&al., 2023) odstrani
vecjo koli¢ino alkalnosti od tiste, ki jo v rezervoarje RAS vnesejo izlocki TAN. ZmanjSanje
alkalnosti povzroca sistematicno negativno variacijo pH, ki gre od zacetne vrednosti okoli 8,
znacilne za morsko vodo, do vrednosti okoli 7,2. Natancna nastavitev alkalnosti in pH bi
zahtevala dodatek Sibke baze, kot je soda bikarbona, da bi nadomestili izgubo alkalnosti. Ker je
kislost vseeno ostala na znosni ravni, se to ni zgodilo. Po redcenju so se koncentracije nitratov
priblizno prepolovile in Se naprej padale v jesenskem obdobju, ko je bila biomasa salicornia
viSja in se je zmanjSal vnos dusSika iz metabolizma rib.
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Tabela 3-2: Opisna statistika abiotskih spremenljivk, ki jih spremljajo samodejni senzorji vsakih 15 minut. Statistika se nanasa na
podatke, obdelane s platformo BQC.
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Povprecje Mediana STD IQR Min maks
Temperatura AL [°C] 22.26 19.80 9.22 4.87 14.11 32.19
SA temperatura [°C] 23.03 23.58 9.28 5.22 11.14 32.32
Slanost AL [ppm] 17.50 17.69 3.45 2.21 10.52 24.19
Slanost SA [ppm] 17.49 17.45 1.26 1.09 0,26 21.77
DO [mg/L] 8.30 8.24 1.91 1.02 5.79 10.50
DO SA[mg/L] 8.26 7,86 1.83 1.14 5,89 11.36
NAREDI [%sat] 95,62 96.19 6.14 4.16 71.53 103,96
DO SA [%sat] 95.41 94,97 5.45 4.70 79,65 109.43
pH AL 7,84 7.90 0,43 0,23 7.27 8.22
pH SA 7.75 7.78 0,21 0,16 7.23 8.11
Tabela 3-3: Opisna statistika abiotskih spremenljivk, spremljanih z vzorcenjem in tedenskimi meritvami.
Povprecje Mediana STD IQR Min maks
TAN AL [mgN]/L] 0,17 0,16 0,08 0,13 0,04 0,40
TAN SA[ mgN-L] 0,16 0,15 0,08 0,13 0,04 0,40
NO2 AL [mgN-NO 5/1] 0,07 0,06 0,05 0,04 0,01 0,27
NO2 SA[mgN-NO /1] 0,08 0,07 0,04 0,06 0,003 0,18
NO3 AL[mgN-NO 3/1] 38,56 32.15 21.40 33.59 6.68 117,65
NO3 SA[mgN-NO /1] 40,94 37,94 18.82 18.92 11.13 120.81
RP AL [mgP/l] 6.46 5.06 5.29 4,95 0,48 21.20
RP SA [mgP/L] 4.91 4.65 2.38 3.56 0,57 9.46
ALK AL [mgCaCO s/L] 170,45 148,00 57,86 112,50 65,00 65,00
ALK SA[mgCaCO 3/L] 170,45 148,00 57,86 112,50 65,00 65,00
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Slika 3-6: Casovna vrsta (a) ribje krme (kumulativno), (b) TAN, (c) NO3, (d) fosfata, (e) alkalnosti in (f) koncentracij pH.

3.3 Ekotoksikoloski testi

Analiza vplivov na sposobnost razmnozevanja morskega jezka Paracentrotus lividus je bila
izvedena v prvih dveh vzoréenjih akvaponifnega sistema. Studija je ocenila odstotek
neoplojenih jajcec glede na vzorce, odvzete iz osmih tock sistema. Za vsako vzorcenje so bile
testirane tri razlicne koncentracije vzorca (100 %, 50 % in 25 %) za oceno EC20 in EC50, posebna
pozornost je bila nato namenjena 100 % koncentraciji (kot je vzorec), ki je izpostavila
najpomembnejse ucinke. Vsak vzorec je imel svojo znacilno sestavo hranil (NO3-, PO43-, NH4+,
NO2-), ki je odrazala specificne pogoje na vsaki tocki v sistemu. Rezultati so pokazali pomembne
razlike med obema vzorcenjema, z izrazitim razvojem bioloSkega odziva, ki odraza spremembe
pogojev rastline. Rezultati kaZejo zanimiv razvoj med obema vzorlenjema, ki razkriva
sposobnost testa za prepoznavanje zgodnjih sprememb v kakovosti vode. Pri prvem vzorcenju
maja 2024 je bilo ugotovljeno, da sta EC20 in EC50 nad 100 % na vseh mestih vzorcenja, kar
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kaze , da najviSja testirana koncentracija ni mogla povzrociti pomembnih ucinkov na
oploditev. Ta odgovor vzpostavlja jasno osnovo za ocenjevanje sistema. Drugo vzorcenje junija
2024 kaze bolj zapleteno sliko: medtem ko vrednosti EC50 ostajajo nad 100 %, kar kaZe na
odsotnost hudih ucinkov, zacnejo vrednosti EC20 kazati odziv na nekaterih tockah vzorcenja
in padejo pod 90 %, kar poudarja za€etek subletalnih uc€inkov. Ta lastnost testa, tj. zmoznost
zaznavanja zgodnjih ucinkov (EC20), medtem ko ostaja v nekriticnem obmocdju toksi¢nosti (EC50
>100 %), ga naredi posebej primernega kot sistem zgodnjega opozarjanja za spremljanje
akvaponicnega sistema.

Pri testu oploditve na vzorcih morskega jeZka iz maja 2024 je opaziti relativno nizko variabilnost,
zvrednostmimed 5 % in 15 %. Tocki UF-IN in UF-OUT prikazujeta najviSje odstotke neoplojenih
PO4: 8,5 in 5,6 mg/L). Drugo vzorcenje, izvedeno junija 2024, kaze znatno povecanje odstotka
neoplojenih jajcec v primerjavi s prvim vzorcenjem, pri cemer vrednosti odrazajo povecanje
koncentracije hranil v sistemu, glej sliko 3.5. Vzorec, vzet na vhodu v ribjo vodo Salicornia, kaze
koncentracijami hranil (TN: 274,8 mg/L, PO43-: 15,4 mg/L). Opazen je gradient ucinka vzdolZ
linije Salicornia z zmanjSanjem inhibicije na tocki FT-OUT (35 %) in nadaljnjim zmanjSanjem na
tockah SA-IN in SA-OUT (20-30 %). Linija Ulva kaZe bolj enoten profil, z odstotki neoplojenih
jajcec, ki ostanejo okoli 30-35 % in relativnho konstantnimi koncentracijami nitratov (NO3: 188-
206 mg/L). Rezultati regresijske analize med koncentracijami nitratov in fosfatov ter odstotkom
neoplojenih jajcec morskega jezka P. lividus so v celoti navedeni v dodatku A. V obeh primerih
kazejo visoko in pomembno korelacijo. Za nitrat korelacijski koeficient (R = 0,978) in
determinacijski koeficient (R2 = 0,956) kaZeta, da je 95,6 % variabilnosti v odstotku neoplojenih
jajc mogoce pojasnjeno s koncentracijo nitrata v opazovanem obmocju koncentracij (0-250
mg/L NO3-), kar kaze na dosleden ucinek, odvisen od odmerka. Podobni rezultati so bili
pridobljeni za fosfat: visok in statisticno znacilen korelacijski koeficient (R = 0,91, p < 0,01) in
koeficient determinacije (R? = 0,829) sta pokazala, da je 82,9 % variabilnosti v odstotku
neoplojenih jaj¢éec mogoce pojasniti s koncentracijo fosfata.

Fizioloski odziv enoceli¢ne alge Isochrysis galbana na vode akvaponi¢nega sistema smo
ovrednotili z analizo inhibicije v sintezi glavnih fotosintetskih pigmentov, klorofila a (Chl a),
klorofila c (Chl ¢) in skupnih karotenoidov v primerjavi z vzorcem negativne kontrole. Rezultati
so podrobno opisani v Dodatku A in povzeti tukaj. I. galbana, izpostavljena vzorcem, ki vsebujejo
razlicne koncentracije duSika in fosfata, je pokazala precejSnje razlike v vsebnosti klorofila in
karotenoidov. Zlasti prekomerne koncentracije dusika so povzrocile inhibicijo sinteze vseh
fotosintetskih pigmentov.

Rezultati prvega vzorcCenja, opravljenega konec maja 2024, poudarjajo nizek odstotek
inhibicije (<25 %) na vseh vzorcnih mestih. Rezultati drugega vzorcenja, opravljenega konec
junija 2024, razkrivajo izrazito spremembo pogojev obrata. Ravni inhibicije sinteze pigmenta pri
Isochrysis galbana so se dramati¢no povecale, kar odraza znatno kopicenje hranil v sistemu
(slika 3.5). Tretje vzorcenje, izvedeno sredi septembra 2024, kaZe prve rezultate po redcenju in
naknadni odstranitvi presezka nitratov in fosfatov. Linija ex-alg, v katero je bil od septembra
uveden halofit Sarcocornia, kaZe najvisjo stopnjo inhibicije, z vrednostmi, ki dosegajo 65-70% za
klorofil a in skupne karotenoide ter priblizno 50% za klorofil c. Te vrednosti ustrezajo visokim
koncentracijam hranil (NO3: 224-229 mg/L, PO4: 12,30-14,40 mg/L). Linija Salicornia predstavlja
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bolj zmerno in enakomerno inhibicijo med pigmenti, z vrednostmi okoli 50% za vse tri
parametre. Koncentracije hranil v tem delu so vmesne (NO3: 134-192 mg/L, PO4: 11,80-13,20
mg/L). Rezultati Cetrtega vzorcenja, opravljenega sredi oktobra 2024, poudarjajo pomemben
razvoj akvaponicnega sistema, za katerega je znacilno znatno zmanjsanje inhibicije na vseh
tockah vzorcenja, skladno s podatki, prikazanimi na sliki 3.5. To izboljSanje je Se posebej ocitno
pri novi liniji Sarcocornia, kjer je bila inhibicija zmanjSana na vrednosti med 5% in 20%, skupaj s
stabilizacijo koncentracij hranil (NO3: 67-77 mg/L, PO4: 8,05-9,76 mg/L). Linija Salicornia ohranja
nekoliko viSje stopnje inhibicije, z vrednostmi okoli 30-45% in viSjimi koncentracijami dusika
(NO3: 96-130 mg/L).

Neparametri¢na korelacijska analiza je poudarila zanimiva razmerja med parametri,
spremljanimi v akvaponskem sistemu. Kot je bilo pri¢akovano, nitrati in fosfati kazejo
najmocnejSo korelacijo (0,83), oba izhajata iz metabolitov, ki jih izlocajo ribe. Pomemben vidik
izhaja iz analize korelacije med fotosintetskimi pigmenti. Skoraj popolna korelacija med
klorofilom a in c (0,96), skupaj z mocnimi korelacijami s skupnimi karotenoidi (0,96-0,93), kaze
na usklajen fizioloski odziv I. galbana na okoljske razmere. To kaZe, da stres, ki ga povzrocajo
hranila, sistemsko vpliva na celoten fotosintetski aparat alge.

Regresijska analiza med nitratom (NO3-), klorofilom a, klorofilom c in karotenoidi kaze
negativne oziroma statisticno znacilne korelacije: R=0,941 p< 0,01, R=0,888 p<0,01; R=0,879
p < 0,01). Dolocevalni koeficienti kazejo, da je vsaj 75 % variabilnosti koncentracije pigmenta
mogoce razloziti z nitratom. Poleg tega se rezultati ujemajo in kazejo, da lahko vrednosti
koncentracije nitrata, visje od 200 mg/L, povzrocijo izrazito inhibicijo sinteze treh pigmentov. Ti
dokazi potrjujejo sploSen zaviralni ucinek nitrata na fotosinteticno sintezo pigmenta pri I
galbana. in s tem sistemski vpliv nitratov na fotosintetski metabolizem alge.

3.4 Poraba energije

Tabela 3-4: Ocenjena letna poraba energije na podlagi porabe, izmerjene v obdobju 27. 5. 2024 — 28. 2. 2025.

¢t. enot Poraba enote Skupna poraba
(kwWh/leto) (kwh/leto)

Crpalka RAS 2 3,366 6,732
GH ¢rpalka 2 1450 2.900
RAS luci 2 308 616

GH luci 2 831 1,662
Crpalka puhala 1 10.545 10.545
Termoregulator 2 1,476 2.952
Mehanski filter 2 9 18

Skupaj 25 400

Poraba energije pilotne naprave je bila precej visoka v primerjavi s proizvedeno biomaso,
saj je Slo za infrastrukturo, zasnovano predvsem za aplikativne raziskave in predstavitvene
namene in zato ni optimizirana za proizvodne namene . Odstotek incidence naprav je
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namesto tega predstavljen na sliki 3.6. Kot lahko vidite, prezracevalna naprava, puhalna crpalka,
porabi vec kot 40 % celotne elektricne energije, obe Crpalki, ki uravnavata krozenje vode, pa
skupaj okoli 36 %. Te naprave so bile vedno aktivne, zato je njihovo porabo mogoce oceniti z
dobrim priblizkom iz instalirane moci. Naprave za regulacijo temperature prispevajo priblizno
10 %: v tem primeru je pomembno spremljanje porabe energije, saj je njihovo delovanje
omejeno na dolocena obdobija v letu, kot prikazuje graf na sliki 3.7.

50%

40%

30%

20%

O O

0% | -

Pompa RAS Pompa GH Luci RAS Luci GH Soffiante Termoregolatore Filtro Meccanico

Slika 3-7: Prispevki glavnih naprav v odstotkih k ocenjeni letni porabi elektricne energije.
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Slika 3-8: Zgodovinska serija porabe naprave za regulacijo temperature vode.

4. SMERNICE ZA MORSKO AKVAPONIKO

Morska akvaponika Se ni konsolidirana in do neke mere standardizirana proizvodna
tehnologija, kot je zdaj akvaponika, v kateri se soproizvajajo sladkovodne ribe in razlicne vrste
trzno zanimivih rastlin. Zlasti na programskem obmocju Se ni proizvodnih obratov za morsko
akvaponiko, glavne prejSnje izkuSnje pa so bile izvedene v okviru raziskovalnih projektov v
programih PRIMA in H2020. Ceprav so pomembni, so rezultati, pridobljeni v teh projektih, v
bistvu kvalitativni: zlasti v okviru projekta H2020 NewTechAqua je bila dokazana izvedljivost
proizvodnje cipelj in steklanke v recirkulacijskem sistemu, ne da bi koli¢insko opredelili donos
glede na okoljske razmere ter zahtevane vlozke materiala in energije.
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Projekt BeBlue je Zelel preseli dosedanje stanje tehnike znanja s sprejetjem
kvantitativnega pristopa, katerega namen je zagotoviti uporabne elemente za prenos
tehnologije v kmetijsko-zivilski sektor. Rezultati, prikazani v prejSnjem poglavju, skupaj s tistimi,
ki so dolocCeni v Izdelku D1.4.2 in prototipom »digitalnega dvojcka«, opisanem v Izdelku D1.4.1
in kmalu brezplacno dostopnem prek spleta prek platforme »DiGiPonick, po naSem mnenju
kazejo, da je bil ta cilj dosezen.

Izhajajoc iz teh rezultatov, so v tem poglavju povzeti nekateri koristni premisleki, da bi
orisali optimizacijsko pot, ki vodi do nacrtovanja in upravljanja morskih akvaponi¢nih obratov,
ki so trajnostni z ekonomskega in okoljskega vidika.

4.1 Sistem spremljanja

Sistem za spremljanje, namescen v pilotnem obratu, je bil zasnovan tako, da poveca kolic¢ino in
kakovost zbranih podatkov, ki so uporabni za identifikacijo, kalibracijo in validacijo prototipa
Digital Twin, opisanega v izroCilu D1.4.2. Zaradi tega je nekoliko odvec in bi ga bilo mogoce
poenostaviti v proizvodno usmerjenih obratih, kot je prikazano spodaj.
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Samodejno spremljanje kakovosti vode . Samodejni sistem za spremljanje temperature vode,
slanosti, raztopljenega kisika in pH je zagotovil pomembne informacije in se priporoca za
namestitev. Vendar poleg doloCenega zaCetnega vlozka zahteva stalno pozornost h kakovosti
podatkov in precej pogoste posege kalibracije sonde, kar vpliva tudi na obratovalne stroske.
Zato je pomembno optimizirati Stevilo avtomatskih senzorjev: rezultati, dobljeni v projektu
BeBlue, kaZzejo, da lahko en senzor zadosc¢a za majhne/srednje velike sisteme, kot so tisti,
opisani v dokumentu D.2.1.1: kot je razvidno iz slike 4.1, so vrednosti, zaznane v dveh tockah
sistema, na izhodu iz RAS in na izhodu iz hidroponi¢nega rastlinjaka, zelo podobne glede
temperature in slanosti in se ne razlikujejo prevec drugi dve spremenljivki. To bi lahko bila tudi
posledica majhnosti pilotne naprave, vendar bi bil fazni pristop, npr. namestitev senzorja,
preverjanje njegovega delovanja in ocenjevanje variabilnosti v sistemu s prenosnimi
instrumenti se zdi najboljSi nacin za uskladitev stroSkov in koristi samodejnega nadzora.

Samodejno spremljanje temperature zraka, relativne vlaznosti in PAR. Zacetni stroski so
nizji od spremljanja kakovosti vode in senzoriji, namesceni v pilotni napravi, so se izkazali za
robustne. Spremljanje teh parametrov je bistvenega pomena v hidroponskem rastlinjaku,
vendar so stalne meritve vlaznosti in temperature zraka pomembne tudi v RAS, saj vplivajo na
izmenjavo toplote med vodo in zrakom: porabo naprav za kondicioniranje temperature vode je
zato mogoce modulirati glede na zaznane vrednosti.

Slika 4-1: Vrednosti, zaznane na dveh tockah v liniji SA sistema. L. L .
Tedensko spremljanje kemijskih spremenljivk.

Spremljanje kemicnih spremenljivk je zelo pomembno, tako za zagotovitev, da vrednosti
potencialno strupenih spojin, kot je amoniak, ostanejo pod tolerancnimi pragovi, kot za oceno
ravnovesja med metaboliti, ki jih proizvajajo ribe, in njihovo asimilacijo s strani primarnih
proizvajalcev. Izvedeno je bilo s spektrofotometrom in posebnimi analitskimi kompleti za vsako
spremenljivko. Preizkusi, izvedeni s primerjavo zbranih podatkov z vrednostmi, pridobljenimi s
standardnimi metodologijami, so pokazali, da ta vrsta instrumentov, relativno poceni in
enostavna za uporabo, zagotavlja dovolj zanesljive vrednosti TAN, NO 2, NO 3, RP in alkalnosti.
Ugotovljeno je bilo, da je tedenska pogostost ustrezna, vendar je izbira pogostosti vzorcenja v
veliki meri odvisna od variabilnosti, ki jo kaZejo parametri. To bi lahko bilo bolj omejeno in
odvisno od lokacije: po poskusnem obdobju bi se lahko zmanjsalo, s ¢imer bi se zmanj3ali
operativni stroski za osebje in potrosSni material.

Spremljanje z bioloSkimi testi . Rezultati so poudarili u¢inkovitost kombinirane uporabe
dveh bioindikatorjev, morskega jezka Paracentrotus lividus in enoceli¢ne alge Isochrysis galbana
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, pri spremljanju kakovosti vode akvaponskega sistema. Organizma sta pokazala
komplementarne in dosledne odzive na kopicenje hranil v sistemu. Vendar je treba poudariti,
da pragovi akutne toksi¢nosti niso bili nikoli dosezeni, kar dokazuje dejstvo, da tudi v
nerazredcenih vzorcih (kot so) nikoli ni bila doseZzena 100-odstotna inhibicija. Preskusi oploditve
z morskim jezkom P. lividus so pokazali jasno odvisno od odmerka razmerje med
koncentracijami hranil in zaviranjem reproduktivne sposobnosti, s posebno mocno korelacijo z
nitrati (R2=0,956, p <0,01). Vzporedno je enoceli¢na alga /. galbana pokazala znatne spremembe
v sintezi fotosintetskih pigmentov, pri ¢emer vzorec odziva odraZza razvoj rastline v Stirih
vzorcenjih. Mocna negativna korelacija med hranili in pigmenti (R = -0,93 za NO3- proti klorofilu
a) potrjuje obcutljivost tega organizma kot indikatorja stresa s hranili. Z metodoloSkega vidika
ima razviti protokol nedvomne prednosti: hitrost izvedbe, ponovljivost rezultatov, ekonomska
vzdrznost in enostavnost implementacije, zaradi Cesar je privlacen tudi za majhne proizvodne
obrate. Pravzaprav uporabljeni instrumenti, osredotoeni na prenosni terenski
spektrofotometer, predstavljajo Siroko uporabljeno napravo pri spremljanju ribogojstva z
nizkimi stroski, ki imajo obroben vpliv na celotno nalozbo. To orodje, ki se Ze pogosto uporablja
za analizo hranil, se lahko uporablja na enak nacin za vrednotenje fotosintetskih pigmentov, kar
omogoca nizke operativne stroske in naredi protokol dostopen in trajnosten .

4.2 Dusikova bilanca in proizvodni potencial

N input dal mangime 845 g
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Slika 4-2: Bilanca stanja NUE

Eksperimentiranje proizvodnje makroalg in halofitnih rastlin je imelo dva razli¢na rezultata: v
prvem primeru so bile dosezene zelo visoke stopnje rasti, vendar za kratko obdobje, med
aprilom in koncem junija. V drugem pa kvantitativna opazanja v zvezi s salicornia kazejo na zelo
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zanimive stopnje rasti, enake priblizno 140 g/mesec, medtem ko bolj kvalitativha opazovanja v
zvezi s Sarcocornia, Limione in Inula kazejo, da je te vrste mogoce enostavno proizvesti v obratih
za reciklazo skozi vse leto. Podatki na sliki 3.5 pa kazejo, da

Po pricakovanijih pilotna naprava ni optimalno dimenzionirana, saj je Ze zelo nizka gostota ribje
biomase, ki ne presega 6 kg/m 3, povzrocila preseZek nitratov, kar je zahtevalo posege redcenja.
Ocena proizvodnega potenciala salicornia glede na biomaso orade je nadalje raziskana v izrocilu
D1.4.2 zuporabo rezultatov prototipa Digital Twin. Tukaj je predstavljenih nekaj premislekov, ki
temeljijo predvsem na opazovanjih. V akvaponskem sistemu lahko potekajo procesi, ki
sproscajo duSik v ozracje in omejujejo njegovo uporabo pri primarnih proizvajalcih (
Wongkiewa & al., 2017). Ob predpostavki, da so ti procesi v prvem priblizku zanemarljivi, se je
dusSik iz amonijaka, ki ga je sprostila orada v obdobju od 5. maja do 20. avgusta 2024, v katerem
ni prislo do pomembne izmenjave vode, akumuliral v bistvu kot nitrat, ki so ga primarni
proizvajalci asimilirali v zelo omejenem obsegu. Rezultati masne bilance v tem obdobju so
povzeti na sliki 4.2. slede¢a logika je povzeta spodaj. Ce odstejemo koncentracijo, izmerjeno 20.
avgusta, od tiste, izmerjene 5. maja v liniji salicornia, dobimo 0,0738 gN/L, pomnozimo z
volumnom in dobimo priblizno 200 gramov dusSika. Glede na literaturo je elementarna sestava
salikornije zelo spremenljiva: glede na vrednost, navedeno v (O'Leary, 1985), je beljakovinska
frakcija enaka priblizno 5,7 % suhe teze, kar pomeni 0,09 % dusSika v svezi tezi. Z najboljSim
izkoristkom dusSika, nabranega v obliki nitrata v obravnavanih stirih mesecih, bi torej lahko
izvedli dva proizvodna cikla salikornije: z izbiro najboljSih rastlin bi lahko pridobili priblizno 300
gramov sveze teZe na rastlino na cikel. Vsaka rastlina bi sekvestrirala 0,17 grama dusika na cikel:
ob predpostavki gostote sajenja 100 rastlin/m2 (Shpigel et al., 2013) bi en kvadratni meter
obdelovalne povrSine odstranil priblizno 17 gN. Z upoStevanjem dveh ciklov bi bilo mozno
proizvesti priblizno 720 kg biomase na 24 kvadratnih metrih.

4.3 Poraba energije

Poraba energije je eden najvecjih obratovalnih stroskov, verjetno najvedji v scenariju, ko je obrat
digitaliziran in avtomatiziran, kar zmanjSuje stroSke osebja. Poraba, ki jo ustvari pilotna naprava,
je izrazito visoka in ni reprezentativha za dejansko porabo. Podatki, zbrani v spremljanju,
predlagajo naslednje optimizacijske ukrepe:

Crpanje vode : v sistemih z nizko gostoto biomase, kot so povezani akvaponi¢ni sistemi,
je mogoce zmanjSati hitrost kroZzenja vode, ne da bi koncentracija metabolitov, ki jih oddajajo
ribe, dosegla nevarne mejne vrednosti;

PrezraCevanje : zracna Crpalka je neprekinjeno delovala in je prispevala priblizno 40 %
skupne porabe elektricne energije. To je omogocilo vzdrZevanje optimalnih koncentracij
raztopljenega kisika, zelo blizu in v nekaterih primerih celo visSje od vrednosti nasi¢enja. Z
uporabo avtomatskega nadzornega sistema pa bi bilo mozno skrajsati ¢as delovanja, saj je
izbrana vrsta v optimalnih pogojih v obmocju 70-100% nasicenosti.
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Kondicioniranje temperature vode : Delovanje naprav ni optimizirano, saj je bil sistem za

spremljanje temperature zraka pridobljen Sele pred kratkim. Modeliranje izmenjave toplote
voda-zrak bi lahko vodilo aktiviranje teh naprav.
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5.SKLEPI

Rezultati, predstavljeni v prejsnjih poglavjih in v Dodatku A, poudarjajo, da je aktivnost
A1.2 »Testiranje novih izdelkov: morska akvaponika« v celoti dosegla glavni cilj, predviden v fazi
nacrtovanja, in prikazuje moznost: i) pridelave uzitnih kopenskih rastlin, ki lahko prenasajo
visoko slanost, kot je salicornia; ii) pridelavo morske solate v nadzorovanem okolju v
recirkulacijskem sistemu. V obeh primerih gre za izdelke visoke ekonomske vrednosti, ki se vse
pogosteje uporabljajo ne le v prehrani, temvec tudi v nutricevtikih.

IzkuSnje, pridobljene pri tej dejavnosti, in koli¢ina zbranih podatkov nam je omogocila
zbiranje dragocenih podatkov in informacij za nadaljnji razvoj morske akvaponike. Z uporabo
koncepta tehnoloske stopnje pripravljenosti ali »TRL« je mogoce oceniti, da so rezultati BeBlue
prvic omogocili doseganje na programskem podrocju TRL 7 , »Demonstracija prototipa v
operativnem okolju«, zacensi s TRL 4 »Tehnologija, potrjena v laboratorijux, kot je razvidno iz
prejsnjih izkuSenj v raziskovalnih projektih, kot je »SIMTAP« https://www.simtap.eu/, financiran
v okviru programa PRIMA »Ne wTechAqua”, https://cordis.europa.eu/project/id/862658 ,
financiran v okviru programa H2020.

Zbrani kvantitativni podatki so nam dejansko omogocili:

e pridobiti kvantitativne ocene stopenj rasti salicornia in morske solate v povezavi z
dejavniki, ki lahko vplivajo nanje, kot so koncentracije raztopljenih snovi, temperatura
vode in zraka;

e oceniti prednosti in slabosti razlicnih strategij spremljanja, vklju¢no z ekotoksikoloskimi
testi, tako v smislu zacetnih kot operativnih stroskov;

e natancno oceniti porabo energije sistema, kar je bistvena predpostavka za usmerjanje
njihove optimizacije;

e kvantificirati masne bilance, zlasti duSika, s Cimer utira pot za boljSe razumevanje
zapletenih bioloskih in kemicnih procesov, ki potekajo v akvaponskem sistemu;

e zagotoviti trdno zbirko podatkov za razvoj in validacijo dinami¢nega modela, razvitega v
dejavnosti A1.4 in opisanega v dokumentu D1.4.2, ki predstavlja temeljni element
»digitalnega dvojcka« ali digitalnega dvojcka akvaponicnega sistema.

Zadnji rezultat je izrednega pomena za nadaljnji razvoj morske akvaponike: dinamicni
model, ki je prosto dostopen prek uporabniSkega vmesnika, ki bo dokoncan v zadnjem
semestru projekta, omogoca valorizacijo in posplositev tukaj predstavljenih rezultatov z njihovo
uporabo tako v fazi nacrtovanja kot v fazi optimizacije upravljanja.
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7.PRILOGA A

Uredila Matteo Maglitto in Marco Francese

uvobD

Spremljanje kakovosti vode

Ekotoksikoloski testi predstavljajo bistveno orodje pri spremljanju akvaponskih sistemov,
saj zagotavljajo dopolnilne in pogosto bolj poglobljene informacije kot tradicionalni
kemijsko-fizikalni parametri . Medtem ko slednji (pH, temperatura, ravni raztopljenega
kisika, dusika in fosfata) opisujejo trenutne okoljske razmere rastline, ekotoksikoloSki testi
ocenjujejo dejanski bioloski vpliv teh pogojev in razkrivajo subletalne in letalne u€inke, ki bi
lahko usli obicajnim kemicnim analizam.

Posebna obcutljivost organizmov, uporabljenih v ekotoksikoloskih testih, omogoca zgodnje
odkrivanje okoljskih sprememb in deluje kot zgodnji opozorilni sistem za morebitne kriticne
tezave v sistemu. Pomemben primer je spremljanje evtrofikacije , kompleksnega pojava, ki
ga sprozi presezek hranil (predvsem dusSika in fosforja), ki lahko resno ogrozi ravnovesje
akvaponicnega ekosistema. V tem kontekstu ekotoksikoloski testi omogocajo pravocasno
oceno bioloskih ucinkov kopicenja hranil, kar omogoca ciljno usmerjene preventivne posege.

Integracija ekotoksikoloSkih testov in kemijsko-fizikalnih analiz predstavlja celovit
pristop k oceni tveganja za okolje, ki je temeljnega pomena za razumevanje kompleksnih
interakcij med razliénimi kemi¢nimi spojinami in njihovih sinergijskih u€inkov na vodne
organizme . Ta integrirana metoda podpira bolj zavestno in trajnostno upravljanje sistema,
zagotavlja optimalne pogoje za rast rib in rastlin ter spodbuja dolgoroc¢no stabilnost celotnega
akvaponicnega sistema.

KONTEKST IN METODOLOGIJA
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Za oceno kakovosti vode v obratu za morsko akvaponiko, ki se nahaja v znanstvenem
kampusu Mestre Univerze Ca' Foscari v Benetkah, sta bila izbrana dva bioindikatorska
organizma : morski jeZek Paracentrotus lividus in morske mikroalge Isochrysis galbana .
|zbira teh organizmov je bila doloCena tako z njihovo visoko obc€utljivostjo na hranila, kot so
dusikove in fosfatne spojine, kriticne komponente v akvaponicnih sistemih, kot tudi s
preprostostjo in hitrostjo testnih protokolov .

Paracentrotus lividus

Test oploditve (spermiotoksi¢nost) z morskim jezkom Paracentrotus lividus je bil izveden po
standardiziranem protokolu, opisanem v ISPRA, Quaderni - Ricerca Marina 11/2017. Preskus
vklju€uje izpostavitev doloCene kolicine moskih spolnih celic raztopinam, ki jih je treba
analizirati, da bi ocenili morebitno zaviranje njihove sposobnosti oploditve . Protokol
vklju€uje zacetno fazo izpostavljenosti semencic vzorcu, ki traja 1 uro, Cemur sledi faza
oploditve, ki traja 20 minut. Nato se test odcita pod opticnim mikroskopom. Ocenjena koncna
tocka je odstotek jajcec, ki ne kaZejo oploditvene membrane, vidne kot jasen halo okoli
jajeca. V procesu analize se Stejejo za oplojena le jajceca s popolnoma ali delno oblikovano
membrano, za neoplojena pa nezrela jajceca in tista, ki kazejo znake posSkodbe (slika A-1).
Vpliv strupenih snovi na oploditev je povezan predvsem z njihovim vplivom na gibljivost
semencic. Spermatozoidi so Se posebej obcutljivi na spremembe pH, temperature in
osmotskega tlaka, kar lahko ogrozi njihovo sposobnost gibanja in molekularne mehanizme,
potrebne za prepoznavanje in penetracijo jajcne celice. Razli€ne oblike raztopljenega
dusika lahko bistveno motijo proces gnojenja. Amoniak (NH 3/NH 4 .’ lahko neposredno
spremeni gibljivost semencic s spremembami znotrajcelicnega pH in delovanja mitohondrijeyv,
kar ogrozi sposobnost semencic, da doseZejo jaj¢no celico. Nitrati (NO 5 tepravso manjstrupeni, lahko v
visokih koncentracijah motijo energijsko presnovo semencic in zmanjsajo njihovo
ucinkovitost gibanja. Nitriti ( NO » ") so Se posebej kriti¢ni, ker lahko poslab3ajo mehanizme
oksidativne fosforilacije, potrebne za gibljivost semencic, in lahko tudi motijo povrSinske
beljakovine, ki sodelujejo pri prepoznavanju gamete.

Figura A-1 - Uovo di Paracentrotus lividus
(A) fecondato e (B) non fecondato

Isochrysis galbanum

Isochrysis galbana (slika A-2) je enocelicna morska mikroalga, ki je bila izbrana kot testni
organizem zaradi svoje posebne obé&utljivosti na dusikove spojine . Ceprav so te spojine
glavni vir prehrane, lahko visoke koncentracije dusika in fosforja povzrocijo spremembe v
njihovi fiziologiji , zaradi Cesar je ta organizem posebej primeren za spremljanje kakovosti
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vode v morskih akvaponicnih sistemih, kjer je nadzor dusikovih in fosfatnih spojin klju¢nega
pomena. Odziv telesa na izpostavljenost odvecnim hranilom se kaze s pomembnimi
spremembami v proizvodniji treh glavnih pigmentov: klorofila a, klorofila c in skupnih
karotenoidov. Razlicne oblike dusika, prisotne v vodi, posebej vplivajo na sintezo teh
pigmentov. Amoniak , ki predstavlja najbolj strupeno obliko, povzroca hitre spremembe v
vsebnosti pigmenta s spremembami znotrajceli€nega pH in energetske presnove. Ceprav so
nitrati vir dusika, ki ga telo lahko uporablja, lahko, Ce so prisotni v prevelikih koncentracijah,
povzrocijo oksidativni stres in ogrozijo sintezo pigmentov . Nitriti po drugi strani v glavnem
motijo procese prenosa elektronov v fotosintezi, kar neposredno vpliva na ucinkovitost
fotosinteze in posledi¢no proizvodnjo pigmentov.

Za izvedbo testov je bil upostevan protokol, dolo¢en z metodo APAT-IRSA/CNR (Prirocniki in
smernice 29/2003). Alge, vzete iz mati¢ne kulture, smo izpostavili vzorcem 96 ur. Ob koncu
izpostavljenosti smo zbrali biomaso alg in ekstrahirali pigmente z uporabo 90 % acetona kot
topila z inkubacijo 24 ur. Konc¢na kvantifikacija koncentracije pigmenta je bila izvedena s
spektrofotometri¢nimi meritvami pri razli¢nih ustreznih valovnih dolzinah.
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Figura A-2 - Isochrysis galbana

PRAKTICNA UPORABA
komplementarno orodje kemijskim analizam v akvaponicnih sistemih je predlagana
izvedba sistema bioloSkega monitoringa na osnovi mikroalge Isochrysis galbana . Pomen
vklju€evanja tega bioloSkega pristopa je v njegovi zmoznosti zagotavljanja bolj integrirane
ocene stanja sistema. Medtem ko kemijske analize zagotavljajo takojSen "posnetek”
parametrov vode, uporaba bioindikatorjev omogoca ovrednotenje kumulativnega
bioloSkega ucinka rastlinskih pogojev, ki deluje kot sistem za prepoznavanje morebitnih
kriticnih teZav. Bioindikatoriji lahko torej razkrijejo teZave, ki morda niso takoj ocitne zgolj s
kemicnimi analizami, kar omogoca zgodnje opozarjanje in s tem preventivne posege za
ucinkovitejSe upravljanje rastline.

Isochrysis galbana je bila izbrana zaradi Siroke komercialne dostopnosti in Siroke uporabe v
sektorju ribogojstva. Ta enoceli¢na alga se obic¢ajno uporablja kot Zivilska kultura za li¢inke
mehkuZcev, rakov in mladic razlicnih vrst morskih rib, zato jo je enostavno naijti pri
specializiranih dobaviteljih. Zaradi njegove Siroke razsirjenosti in uporabe v morskem okolju je
Se posebej primerno orodje za biolosko spremljanje akvaponicnih sistemov v slani vodi, saj
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zdruZuje trdno osnovo znanstvenih spoznanj s prakti¢cnostjo metode, ki jo lahko sprejmejo
tudi rejci ali kmetje.

Pravzaprav lahko samo vizualno opazovanje barve alg v kiveti zagotovi pommembne predhodne
indikacije o zdravju sistema: barva , ki odstopa od tipi¢nega zlato-rjavega tona, lahko
signalizira spremembe parametrov rasti, presnovni stres ali prehranska neravnovesja. Za
podrobnejSo analizo vsebnosti pigmentov je mogoce uporabiti spektrofotometric¢ne tehnike
za natancno dolocitev sestave in koncentracije fotosintetskih pigmentov, ki zagotavljajo
kvantitativne informacije o presnovnem stanju in stresu mikroalg.

Pomemben tehnicni vidik je mozZnost povezave nekaterih fotobioreaktorjev za rast
populacije enoceli¢nih alg neposredno na akvaponski sistem brez zahtevnih strukturnih
sprememb, kar omogoca hitro in minimalno invazivno izvedbo. Obstaja torej moznost
implementacije sistema kot "sam-made" reSitve, po zatetnem izobrazevanju, primernem za
rejce ali kmete. Z ekonomskega vidika je torej lahko sistem zanimiv tudi za male proizvajalce.
Zacetna postavitev zahteva majhno nalozbo v nakup osnovne opreme, kot sta fotobioreaktor
in prenosni terenski spektrofotometer, ki je lahko enak tistemu, ki se uporablja za kemijske
analize. Stroski upravljanja so omejeni predvsem na nakup rastnega medija in potroSnega
materiala, zaradi Cesar je sistem dolgorocno vzdrzen. Zacetna nalozba se lahko amortizira z
zmanjSanjem pogostosti kemicnih analiz zunanje in predvsem zahvaljujoC preprecevanju
tezav, ki bi lahko zahtevale drage posege. Nazadnje lahko proizvajalci razvijejo lastno
referencno zbirko podatkov, ki je specifi¢na za njihov obrat, z integracijo bioloSkega
spremljanja z obicajnimi praksami upravljanja.

Medtem ko je zgoraj opisana enoceli¢na alga dostopen bioindikator, ki ga lahko uporablja tudi
nespecializirano osebje, test z morskim jeZkom Paracentrotus lividus zahteva bolj specificne
vescine in laboratorijski kontekst. Kljub temu test na morskega jeZka ostaja hitra, enostavna in
hitra metoda bioloSkega spremljanja, ki zagotavlja pomembno diagnosti¢no ucinkovitost.

VZDRZEVANJE TESTNIH ORGANIZMOV
Osebki Paracentrotus lividus, uporabljeni v poskusu, so bili novembra 2023 nabrani v
TrZaskem zalivu in ves Cas testiranja vzdrZevani v objektu Shoreline, ki se nahaja v Area
Science Park of Padriciano (TS). Pogoji bivanja so bili stalno nadzorovani, da bi zagotovili
dobro pocutje organizmoy, s posebnim poudarkom na nadzoru temperature, slanosti,
oksigenacije in kakovosti vode. Akvariji so bili redno €iS€eni in opremljeni z ustreznimi
filtrirnimi sistemi. Organizmi so bili primerno hranjeni, da so ohranili aktivne spolne Zleze, in
vzdrzevani v ustreznem fotoperiodu. Po obdobju aklimatizacije so bili osebki identificirani po
spolu in loCeni v loCene rezervoarje za samce in samice (slika A-3). Pomembno je poudariti, da
je bilo med celotnim poskusom zdravstveno stanje organizmov stalno spremljano in nikoli ni
kazalo znakov ogrozanja.

www.ita-slo.eu/BeBlue 46



Cofinanziato

. I . At e r ' e” dall'Unione europea
. oo Sofinancira
Italia-Slovenija

Evropska unija

Figura A-3 - Paracentrotus lividus (A) femmine e (B) maschi

Kulture Isochrysis galbana so bile vzdrzevane v istih
strukturah, v nadzorovanih okoljskih pogojih s
posebnim poudarkom na temperaturi, svetlobnem
rezimu in oksigenaciji (slika A-4). Mikroalge so gojili z
gojis¢em Guillard f/2, pri ¢emer so kulture tedensko
menjavale, da so populacije ohranile na optimalnih
stopnjah rasti.

Za oba organizma je bila uporabljena naravna morska
voda, ki je bila podvrZena strogemu postopku
sterilizacije , ki je vkljuCeval tako UV obdelavo kot
filtracijo skozi 0,22 mikrometrske filtre iz steklenih
vlaken. Ta protokol upravljanja je omogocil zagotavljanje
optimalnih pogojev za vzdrzevanje organizmov in
zanesljivost izvedenih ekotoksikoloskih testov.

NACRT VZORCENJA
Studijo so izvedli s $tirimi vzoréenjemi, izvedenimi med majem in oktobrom 2024 .V
zacCetni konfiguraciji, prisotni med prvima dvema vzorcenjema (maj in junij 2024), je obrat
sestavljal dve proizvodni liniji: ena je bila namenjena Salicornia europaea in druga Ulva lactuca .
Od tretjega vzorcenja (september 2024) je bila rastlina spremenjena z zamenjavo linije Ulva z
novo linijo, posveceno Sarcocornia .

Vsako vzorcenije je vklju€evalo zbiranje vzorcev vode na Stirih tockah za vsako linijo sistema
(tabela 1), ki je vkljuCevala vhod in izhod iz rezervoarjev za ribe ter odsek za gojenje, ki je
bil prav tako nadzorovan na vhodu in izhodu (slika A-5). Za vsako vzoréno mesto je bilo
odvzetih 250 mL vode, na kateri so bile opravljene tako analize kemijsko-fizikalnih
parametrov kot ekotoksikoloSke preiskave . Pri prvih dveh vzorcenjih je bil kot testni
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organizem uporabljen Paracentrotus lividus , pri vseh Stirih vzorcenjih pa Isochrysis galbana , kar
omogoca spremljanje evolucije sistema tudi po strukturni spremembi rastline.

Mesta vzorcenja SALIKORNIJA ULVA SARKOKORNIJA
do Dovod vode v akvarij SF_IN UF_IN sarF_IN

b Odprtina za vodo v akvariju | SF_OUT UF OUT | sarF_OUT

C Dovod vode za pridelke SP_IN UP_IN sarP_IN

d Odtok vode za pridelke SP_OUT UP_OUT | sarP_OUT

Tabella A-1 — Descrizione dei punti di campionamento

RAS GREENHOQUSE
UV <

® Punti di campionamento

¢ DISTRIBUTION
TANK

PUMP // D\STA?“T\ON Ce \|/ \l/ \|/ \]/
FISH FISH FISH PLANT| | PLANT| [PLANT| |PLANT
TANK TANK TANK TANK TANK TANK TANK
v
de
A v v MEGHANICAL BIOFILTER // SuMP

CHILLER

Slika A-5 - Shema pilotne naprave Mestre. Modre pike predstavljajo mesta vzorcenja: (a) dovod vode za ribe, (b) izhod vode za ribe,
(c) dovod vode za pridelke, (d) odtok vode za pridelke

Figura A- 6 - Campionamento dell’impianto di acquaponica di Mestre

STATISTICNA ANALIZA
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Podatki, zbrani v ekotoksikoloskih testih, so bili podvrZzeni obsezni statisticni analizi za oceno
ucinkov hranil na testne organizme. Za test oploditve morskega jezka P. lividus smo za vsako
vzorcno mesto izracunali povprecni odstotek neoplojenih jajéec in ustrezen standardni
odklon. Za ovrednotenje toksi¢nosti vzorcev sta bili EC20 in EC50 (koncentracija, ki
povzroci u€inek na 20 % in 50 % populacije) izracunani s probit analizo odstotkov ucinka,
pridobljenega v razli¢nih razredcitvah (100 %, 50 %, 25 %) vsakega vzorca. Ta parameter je
omogocil koli¢insko opredelitev in primerjavo relativne toksi¢nosti razlinih vzorcevalnih mest.

Za enocelic¢no algo I. galbana smo analizirali odstotke inhibicije produkcije pigmentov
(klorofila a, c in skupnih karotenoidov) v primerjavi z negativno kontrolo. Za vsak vzorec so
bile izraCunane srednje vrednosti in standardne deviacije ter nato predstavljene s pali€nimi
grafikoni . ViSina stolpcev predstavlja odstotek inhibicije pigmenta. Spodnji stolpci kazejo
manjSo inhibicijo, kar kaze na dobro stanje fizioloSkega zdravja organizma. Nasprotno pa visje
stolpce predstavljajo visok odstotek inhibicije, znak pomembnega fizioloSkega stresa, ki moti
normalno proizvodnjo fotosintetskih pigmentov. Zgornji del grafov prikazuje koncentracije
nitratov (NO 3°) in fosfatov (PO 4> ) za vsak vzorec.

Za ovrednotenje odnosov med kemijskimi parametri (NO 37, PO 4>, NH 4", NO>")in
opazenimi bioloSkimi ucinki so bile izvedene Spearmanove korelacijske analize in
linearne regresije . Spearmanov korelacijski koeficient je bil izbran zaradi njegove
robustnosti in sposobnosti prepoznavanja monotonih odnosov, ki niso nujno linearni. Za
najpomembnejse korelacije so bile razvite linearne regresije za kvantifikacijo odnosa med
spremenljivkami z izraCunom determinacijskega koeficienta (R?), korelacijskega koeficienta (R)
in statisticne pomembnosti (p-vrednost).

REZULTATI
Paracentrotus lividus

Analiza vplivov na razmnoZevalno sposobnost morskega jeZka Paracentrotus lividus je bila
izvedena v prvih dveh vzorcenjih akvaponi¢nega sistema, pri ¢emer smo ta organizem
uporabili kot bioindikator kakovosti vode. Studija je ovrednotila odstotek neoplojenih jajéec
glede na vzorce, vzete iz osmih strateskih tock obrata: vstopnih in izstopnih tock akvarijev SF-
IN/OUT in obmocij gojenja SP-IN/OUT za linijo Salicornia ter podobno UF-IN/OUT in UP-IN/OUT
za linijo Ulva. Za vsako vzorcno mesto so bile testirane tri razlicne koncentracije vzorca (100 %,
50 % in 25 %) za oceno EC20 in EC50 . Posebna pozornost je bila nato namenjena 100-
odstotni koncentraciji (kot vzorec), ki je poudarila najpomembnejSe ucinke. Vsak vzorec je
imel lastno znacilno sestavo hranil (NO 37, PO 4, NH 4", NO 2"), ki je odraZala posebne pogoje
na vsaki tocki v sistemu. Rezultati so pokazali pomembne razlike med obema vzoréenjema,
z izrazitim razvojem bioloSkega odziva, ki odraza spremembe pogojev rastline. Rezultati so
podrobno predstavljeni spodaj, organizirani kronoloSko in po vrsti analize.

Razmerje med odmerkom in odzivom
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Analiza EC20 in EC50 v testih oploditve z morskim jezkom P. lividus je dala pomembne
informacije o obcutljivosti sistema za spremljanje akvaponi¢nega sistema. Rezultati kazejo
zanimiv razvoj med obema vzorcenjema, ki razkriva sposobnost testa za prepoznavanje
zgodnjih sprememb v kakovosti vode. Pri prvem vzor€enju maja 2024 je bilo ugotovljeno, da
sta EC20 in EC50 nad 100 % na vseh mestih vzorcenja, kar kaze, da najviSja testirana
koncentracija ni mogla povzrociti pomembnih ucinkov na oploditev . Ta odgovor
vzpostavlja jasno osnovo za ocenjevanje sistema. Drugo vzoréenje junija 2024 kaZe bolj
zapleteno sliko: medtem ko vrednosti EC50 ostajajo nad 100 %, kar kaze na odsotnost resnih
ucinkov, zacnejo vrednosti EC20 kazati odziv na nekaterih tockah vzorcenja in padejo pod 90
%, kar poudarja za€etek subletalnih u€inkov . Ta lastnost testa, tj. zmozZnost zaznavanja
zgodnjih ucinkov (EC20), medtem ko ostaja v nekriticnem obmocju toksi¢nosti (EC50 >100 %),
ga naredi posebej primernega kot sistem zgodnjega opozarjanja za spremljanje
akvaponicnega sistema.

Vrednotenje gnojilne sposobnosti P. lividus kot odziv na nerazredcene (kot so) vzorce
Odstotek neoplojenih jajcec P. lividus - prvo vzorcenje

Pri testu oploditve na vzorcih morskega jezka iz maja 2024 je opaziti relativno nizko
variabilnost, z vrednostmi med 5% in 15% . Tocki UF-IN in UF-OUT prikazujeta najvisje

(NO3: 95,4 in 99,4 mg/L; PO4: 8,5 in 5,6 mg/L). Relativho majhne vrstice napak kazejo na dobro
ponovljivost rezultatov. Zanimivo je, da imata tocki "IN" in "OUT" vsakega para podobne
vrednosti, kar kaze na doloceno prostorsko homogenost ucinka (slika A-7).
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Slika A-7 — Odstotek neoplojenih jajc¢ec P. lividus glede na koncentracije nitrata (NO3) in fosfata (PO4) na razlicnih mestih vzorcenja
akvaponicnega sistema, prvo vzorcenje maja 2024.

Odstotek neoplojenih jajcec P. lividus - drugo vzorcenje

Rezultati testiranja morskih jezkov na vodah drugega vzorcenja, ki je bilo opravljeno junija
2024, kazejo znatno povecanje deleZa neoplojenih jajéec v primerjavi s prvim vzorcenjem,
pri cemer vrednosti odraZzajo povecanje koncentracije hranil v sistemu (slika 8).

Tocka SF-IN (vodno pitanje rib Salicornia line) predstavlja najvisji odstotek neoplojenih iker
PO 4*: 15,4 mg/L). Opazen je gradient u¢inka vzdol? linije Salicornia z zmanj$anjem inhibicije
na tocki SF-OUT (35 %) in nadaljnjim zmanjSanjem na tockah SP-IN in SP-OUT (20-30 %).

Linija Ulva kaZe bolj enoten vzorec, z odstotki neoplojenih jaj€ec, ki ostanejo okoli 30-35 %
in relativno konstantnimi koncentracijami nitratov (NO3: 188-206 mg/L).

Relativno majhne vrstice napak kazejo na dobro ponovljivost rezultatov, kar kaze na stabilen
bioloski odziv, kar potrjuje zanesljivost rezultatov, dobljenih pri vrednotenju toksi¢nosti
razlicnih vzorcev.
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Slika A-8 — Odstotek neoplojenih jajc¢ec P. lividus glede na koncentracije nitrata (NO3) in fosfata (PO4) na razlicnih mestih vzorcenja
akvaponicnega sistema, glede na vzorcenje junija 2024.

Regresijska analiza med NO ;" in odstotkom neoplojenih jajcec

Regresijska analiza med koncentracijo nitrata (NO 37) in odstotkom neoplojenih jajéec v
morskem jezku P. lividus kaze izjemno moc€no in pomembno povezavo . Korelacijski
koeficient (R = 0,978) in koeficient determinacije (R2 = 0,956) kazeta, da je 95,6 % variabilnosti v
odstotku neoplojenih jaj¢ec mogoce pojasniti s koncentracijo nitratov, z visoko statisticno
znacilnostjo (p < 0,01) (slika A-9). Regresijska premica kaze jasen pozitiven linearni trend, ki
kaze, da se z naraS€anjem koncentracije nitratov sorazmerno povecuje delez
neoplojenih jajc . Tocke so razporejene zelo enakomerno vzdolZ regresijske premice, z
minimalno disperzijo, kar dokazuje posebej ozek interval zaupanja (sivo obmocje). Razmerje
se zdi Se posebej mocno v celotnem razponu opazovanih koncentracij (0-250 mg/L NO 3°), kar
kaze na dosleden ucinek, odvisen od odmerka. Opazimo lahko, da koncentracije nitratov nad
200 mg/L ustrezajo odstotku neoplojenih iker nad 35 %, medtem ko je pri nizkih
koncentracijah (< 50 mg/L) ucinek na oploditev minimalen (< 10 %). Ta moc¢na linearna
povezava potrjuje klju¢no vlogo nitrata pri zaviranju procesa gnojenja in podpira uporabo P.
lividus kot ucinkovitega bioindikatorja kakovosti vode v akvaponicnih sistemih.
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Slika A-9 — Regresijska analiza med koncentracijo nitratov in odstotkom neoplojenih jajcec P. lividus.

Regresijska analiza med PO ,* in odstotkom neoplojenih jajéec

Regresijska analiza med koncentracijo fosfata (PO +* ) in odstotkom neoplojenih jajéec
kaze mocno (R =0,91) in statisticno pomembno (p < 0,01) korelacijo. Koeficient determinacije
(R2=0,829) kaze, da je 82,9 % variabilnosti v odstotku neoplojenih jajcec mogoce pojasniti s
koncentracijo fosfata (slika 10). OpaZzeno je, da z naras€¢anjem koncentracije fosfatov (od 2
doseZejo vrednosti nad 30 %. Regresijska Crta kaze pozitivno linearno razmerje, Ceprav z vecjo
disperzijo tock, kot je bilo opazeno za nitrate. Interval zaupanja (sivo obmocje) se zdi Sirsi,
zlasti pri visjih koncentracijah fosfatov, kar kaZe na vecjo variabilnost bioloSkega odziva. To
razmerje, Ceprav manj tesno kot tisto, opazeno za nitrate, Se vedno potrjuje pomembno vliogo
fosfata pri zaviranju oploditve pri P. lividus in podpira pomen spremljanja tega parametra v
akvaponicnih sistemih.
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Slika A-10 — Regresijska analiza med koncentracijo fosfata in odstotkom neoplojenih jajcec P. lividus.

Isocrysis galbanum
Vpliv koncentracije dusika in fosfata na pigment

so ocenili fizioloSki odziv enoceli€ne alge Isochrysis galbana . v vode akvaponicnega sistema,
z analizo inhibicije v sintezi glavnih fotosintetskih pigmentov v primerjavi z negativno
kontrolo. Studija se je osredotocila na analizo koncentracij klorofila a (Chl a), klorofila ¢ (Chl
c) in skupnih karotenoidov , izraZzenih v mg/L, z uporabo teh parametrov kot indikatorjev
fizioloSkega stresa organizma (slika A-11). Raziskava je bila razvita s Stirimi vzorceniji,
izvedenimi med majem in oktobrom 2024, med katerimi je bila rastlina podvrzena
pomembnim strukturnim spremembam. V prvih dveh vzorcenjih je obrat deloval z dvema
proizvodnima linijama, namenjenima Salicornia oziroma Ulva lactuca . Od tretjega vzorcenja je
bila Ulva nadomescena s Sarcocornia .

V dobljenih rezultatih je /. galbana , izpostavljena vzorcem z razli¢nimi koncentracijami dusSika
in fosfata, pokazala pomembno variabilnost v vsebnosti klorofila in karotenoidov. Zlasti
prekomerne koncentracije dusika so povzrocile inhibicijo sinteze vseh fotosintetskih
pigmentov . Vzporedno se je v 96 urah kultivacije barva kulture spremenila iz znacilnega
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intenzivnega zlato-rjavkastega tona v svetlo rumeno-rjavo pri vzorcih z vecjo pigmentno
inhibicijo.
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PACKARD

Slika 11 — Ekstrahirani pigmenti Isocrysis galbana

Odstotek inhibicije pigmentov /. galbana - prvo vzorcenje

V rezultatih prvega vzorc€enja, opravljenega konec maja 2024, je bil opazen na sploSno
nizek odstotek inhibicije (<25 %) za vse analizirane parametre (skupni karotenoidi, klorofil a
in klorofil ) na vseh mestih vzorcenja (slika A-12). Koncentracije hranil ostajajo relativno
zmerne, z vrednostmi nitratov (NO3) v razponu od 43,60 do 99,40 mg/L in fosfatov (PO4) od
4,20 do 8,50 mg/L. Porazdelitev inhibicije med tremi pigmenti je relativho enakomerna.
Relativnho majhne vrstice napak kaZejo na dobro ponovljivost rezultatov. Zanimivo je, da
vstopne (IN) in izstopne (OUT) tocke vsakega para kaZejo podobne vrednosti, kar kaze na
omejeno sposobnost sistema, da bistveno spremeni kakovost vode v tej zgodnji fazi. Ti
rezultati kazejo, da pri tem prvem vzorcenju akvaponski sistem ohranja razmeroma stabilne
pogoje z zmernim vplivom na fiziologijo . galbana .
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Slika A-12 — Odstotek inhibicije pigmentov (skupnih karotenoidov, klorofila a in klorofila c) v I. galbana, izpostavljenih vzorcem vode,
vzetih iz razlicnih tock akvaponicnega sistema (maj 2024). Visina stolpcev predstavlja odstotek inhibicije pigmenta. Spodnji stolpci
kaZejo manjso inhibicijo, kar kaZe na dobro stanje fizioloskega zdravja organizma. Nasprotno pa visje stolpce predstavljajo visok
odstotek inhibicije, znak pomembnega fizioloskega stresa, ki moti normalno proizvodnjo fotosintetskih pigmentov.

Odstotek inhibicije pigmentov /. galbana - drugo vzorcenje

Rezultati drugega vzorc€enja , opravljenega konec junija 2024 , razkrivajo bistveno drugacno
sliko v primerjavi s prvim, pri Cemer poudarjajo izrazito spremembo pogojev obrata. Ravni
zaviranja sinteze pigmenta pri Isochrysis galbana so se dramati¢no povecale, kar odraza
znatno kopicenje hranil v sistemu (slika A-13). Stanje se zdi Se posebej kriticno na tocki SF-
IN (vodno pitanje rib Salicornia), kjer so zabeleZene najvisje vrednosti tako hranil (NO3: 274,80
mg/L, PO4: 15,40 mg/L) kot inhibicije pigmenta. Na tej tocki klorofil a pokaZe inhibicijo, ki
doseze 65 %, sledijo skupni karotenoidi z vec kot 50 % in klorofil c s priblizno 40 %. Vecje
stolpce napak v primerjavi s prvim vzorcenjem kaZejo na vecjo variabilnost bioloSkega odziva,
verjetno zaradi intenzivnosti stresa, ki so mu alge izpostavljene. Visoke koncentracije hranil,
opazene na vseh tockah vzorcenja, z vrednostmi nitratov v razponu od 135 do 275 mg/L in
fosfatov med 11 in 18,5 mg/L, nakazujejo, da gre sistem skozi fazo pomembnega neravnovesja
z ocitnim vplivom na fiziologijo testnega organizma.
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Slika A-13 — Odstotek inhibicije pigmentov (skupnih karotenoidov, klorofila a in klorofila c) pri I. galbana, izpostavljenih vzorcem
vode, vzetih iz razlicnih tock akvaponicnega sistema (junij 2024). Visina stolpcev predstavlja odstotek inhibicije pigmenta. Spodnji
stolpci kaZejo manjso inhibicijo, kar kaZe na dobro stanje fizioloskega zdravja organizma. Nasprotno pa visje stolpce predstavljajo
visok odstotek inhibicije, znak pomembnega fizioloskega stresa, ki moti normalno proizvodnjo fotosintetskih pigmentov.

Odstotek inhibicije pigmentov /. galbana - tretje vzorcenje

Tretje vzorcenje, izvedeno sredi septembra 2024 , kaze prve rezultate po zamenjavi Ulve s
Sarcocornio (slika A-14). Pomembno je omeniti, da podatki o delu rastline, namenjenem
gojenju sarkokornije , niso na voljo, saj je bila linija Sele zagnana. Nova linija Sarcocornia (sarF)
kaZze najvisje stopnje inhibicije, z vrednostmi, ki dosegajo 65-70% za klorofil a in skupne
karotenoide ter priblizno 50% za klorofil c. Te vrednosti ustrezajo visokim koncentracijam
hranil (NO3: 224-229 mg/L, PO4: 12,30-14,40 mg/L). Linija Salicornia predstavlja bolj zmerno in
enakomerno inhibicijo med pigmenti, z vrednostmi okoli 50% za vse tri parametre.
Koncentracije hranil vtem delu so vmesne (NO3: 134-192 mg/L, PO4: 11,80-13,20 mg/L).
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Slika A-14 — Odstotek inhibicije pigmentov (skupnih karotenoidov, klorofila a in klorofila c) pri I. galbana, izpostavljenih vzorcem
vode, vzetih iz razlicnih tock akvaponicnega sistema (september 2024). Visina stolpcev predstavlja odstotek inhibicije pigmenta.
Spodniji stolpci kaZejo manjso inhibicijo, kar kaZe na dobro stanje fizioloskega zdravja organizma. Nasprotno pa visje stolpce
predstavljajo visok odstotek inhibicije, znak pomembnega fizioloskega stresa, ki moti normalno proizvodnjo fotosintetskih
pigmentov.

Odstotek inhibicije pigmentov /. galbana - Cetrto vzorcenje

Rezultati €etrtega vzor€enja , opravljenega sredi oktobra 2024 , poudarjajo pomemben
razvoj akvaponi¢nega sistema, za katerega je znacilno znatno zmanjsanje inhibicije na vseh
tockah vzorcéenja (slika A-15). To izboljSanje je Se posebej ocitno pri novi liniji Sarcocornia ,
kjer je bila inhibicija zmanjsana na vrednosti med 5% in 20%, skupaj s stabilizacijo
koncentracije hranil (NO3: 67-77 mg/L, PO4: 8,05-9,76 mg/L). Linija Salicornia ohranja nekoliko
visje stopnje inhibicije, z vrednostmi okoli 30-45% in viSjimi koncentracijami dusSika (NO3: 96-
130 mg/L).
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Slika A-15 — Odstotek inhibicije pigmentov (skupnih karotenoidov, klorofila a in klorofila c) pri I. galbana, izpostavljenih vzorcem
vode, vzetih iz razlicnih tock akvaponic¢nega sistema (oktober 2024). Visina stolpcev predstavlja odstotek inhibicije pigmenta. Spodnji
stolpci kaZzejo manjso inhibicijo, kar kaZe na dobro stanje fizioloskega zdravja organizma. Nasprotno pa visje stolpce predstavljajo
visok odstotek inhibicije, znak pomembnega fizioloskega stresa, ki moti normalno proizvodnjo fotosintetskih pigmentov.

Korelacijska analiza

Spearmanova korelacijska matrika (slika A-16) je poudarila zanimiva razmerja med parametri,
spremljanimi v akvaponskem sistemu. Se posebej pomemben je korelacijski vzorec med
razlicnimi hranili, ki kaze moc¢no pozitivho povezavo, kar kaze na usklajeno kopicenje teh
spojin v sistemu. Zlasti nitrati in fosfati kaZzejo najmocnejso korelacijo (0,83), kar kaZe na
vzporedno dinamiko kopi¢enja. Pomemben vidik izhaja iz analize korelacije med
fotosintetskimi pigmenti. Skoraj popolna korelacija med klorofilom a in c (0,96), skupaj z
mocnimi korelacijami s skupnimi karotenoidi (0,96-0,93), kaze na usklajen fizioloski odziv /.
galbana na okoljske razmere. To kaZe, da stres, ki ga povzrocajo hranila, sistemsko vpliva
na celoten fotosintetski aparat alge .

Najpomembnejsi vidik izhaja iz negativnih korelacij med hranili in pigmenti, kar pomeni
obratno razmerje med spremenljivkami. Nitrati kazejo najmocnejSe negativne korelacije z
vsemi pigmenti (-0,88 do -0,94), sledijo pa jim fosfati in nitriti s podobnimi vzorci. Ko se
hranila povecajo, opazimo progresivho zmanjSanje koncentracije fotosintetskih
pigmentov. Te mocne negativne korelacije potrjujejo zaviralni u¢inek hranil na biosintezo
pigmentov, s Se posebej izrazitim vplivom nitratov.

Vzporedno sta pH in slanost pokazala Sibko korelacijo z ve¢ino parametrov, kar kaze na to, da
ti dejavniki niso pomembno vplivali na opazovani bioloski odziv. Ti podatki kazejo, da je
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mogoce spremembe v sintezi pigmenta pripisati predvsem neposrednemu ucinku hranil in ne
spremembam v splosnih kemijsko-fizikalnih pogojih vode.

v > > > A/ A/ X 4
O O (@) Q Q >

ph 0.34 -0.21 -0.15 -0.24 -0.22 0.13 0.20 0.02

0.12 | 0.48 0.18 0.30 -0.37 -0.26 -0.38

r 0.4

r 0.2

-0.34

-0.34

r-0.2

L 0.4

-0.6

-0.8
Tot_car

-1

Slika A-16 — Spearmanova korelacijska matrika za fizikalno-kemijske parametre (pH, slanost, NO, , NO3 , NHs , PO, ) in fotosintetske
pigmente (klorofil a, klorofil c in skupni karotenoidi), izmerjene v testih z I. galbana. Intenzivnost barve in stevilcne vrednosti
oznacujejo moc in smer korelacije: modra za pozitivne korelacije, rdeca za negativne korelacije.

Regresijska analiza med NO 3 in klorofilom a

Regresijska analiza med nitratom (NO 3°) in klorofilom a kaZe mo€no negativno korelacijo
(R =0,941), statisticno znacilno (p < 0,01). Koeficient determinacije (R2 = 0,885) kaze, da je 88,5
% variabilnosti koncentracije klorofila a mogoce pojasniti s koncentracijo nitrata (slika A-17).
Regresijska Crta kaze jasen negativen linearni trend, pri cemer so tocke relativno enakomerno
porazdeljene okoli regresijske Crte. Sivo obmocje, ki predstavlja 95-odstotni interval zaupanija,
je relativno ozko, kar kaze na dobro zanesljivost napovednega modela. OpaZeno je, da s
povecanjem koncentracije nitratov pride do postopnega in stalnega zmanjSevanja
koncentracije klorofila a . Zlasti, ko vrednosti NO 3~ preseZejo 200 mg/L , koncentracija
klorofila a pade pod 0,2 mg/L, kar kaZze na mocan zaviralni u¢inek nitratov na sintezo tega
fotosintetskega pigmenta. To porocilo zagotavlja jasne dokaze o negativnem vplivu kopicenja
nitratov na fiziologijo /. galbana v akvaponskem sistemu.
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Slika A-17 — Regresijska analiza med koncentracijo nitrata in koncentracijo klorofila a v I. galbana.

Regresijska analiza med NO ;" in klorofilom c

analiza med nitratom (NO 3°) in klorofilom c kaze mocno (R = 0,888) in statisticno
pomembno (p < 0,01) negativno korelacijo. Koeficient determinacije (R? = 0,788) kaze, da je
78,8 % variabilnosti koncentracije klorofila ¢ mogoce razloZiti z variacijami v NO 3 (slika A-18).
Regresijska premica kaZe negativno linearno razmerje, Ceprav tocke kazejo nekoliko vecjo
disperzijo, kot jo opazimo za klorofil a. Interval zaupanja (sivo obmocje) se zdi Sirsi, zlasti pri
visokih koncentracijah NO 3, kar kaze na vecjo variabilnost odziva. Opazeno je, da ko
koncentracija NO 3 narasza’ Se koncentracija klorofila ¢ postopno zmanjSuje in gre od
priblizno 0,12 mg/L do koncentracij, niZjih od 0,06 mg/L, ko nitrati preseZejo 200 mg/L .
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Slika 18 — Regresijska analiza med koncentracijo nitrata in koncentracijo klorofila c pri I. galbana.

Regresijska analiza med NO 3 in skupnimi karotenoidi

analiza med nitrati NO 3" in skupnimi karotenoidi kaze mocno negativno korelacijo (R =
0,879), statisti¢no znacilno (p < 0,01). Koeficient determinacije (R2 = 0,773) kaze, da je 77,3 %
variabilnosti celotne koncentracije karotenoidov mogoce pojasniti z variacijami v NO 3 (slika A-
19). Regresijska Crta kaze jasno negativno linearno razmerje z dokaj enakomerno
porazdelitvijo toCk vzdolz trendne Crte. Interval zaupanja (sivo obmocje) ohranja razmeroma
konstantno $irino v celotnem razponu koncentracij NO 3 kar kaZe na dobro zanesljivost
napovednega modela. OpaZzeno je, da ko se koncentracija nitratov poveca, se
koncentracija skupnih karotenoidov postopno zmanjSuje in gre od priblizno 0,22-0,25
mg/L do koncentracij, niZjih od 0,10 mg/L, ko nitrati preseZejo 200 mg/L . Ta odziv je podoben
tistemu, ki so ga opazili pri klorofilih, kar potrjuje sploSen zaviralni ucinek nitratov na sintezo
fotosintetskih pigmentov pri I. galbana . Vzorec odziva karotenoidov, skupaj z vzorcem
klorofilov, kaZze na sistemski vpliv nitratov na fotosintetski metabolizem alge.
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Slika A-19 — Regresijska analiza med koncentracijo nitratov in skupno koncentracijo karotenoidov v I. galbana.

SKLEPI
Studija je poudarila uinkovitost kombinirane uporabe dveh bioindikatorjev, morskega jeZka
Paracentrotus lividus in enocelicne alge Isochrysis galbana , pri spremljanju kakovosti vode
akvaponicnega sistema. Organizma sta pokazala komplementarne in skladne odzive na
kopicCenje hranil v sistemu, ki sta vedno delovala pod pragom akutne toksi¢nosti, kar
dokazuje dejstvo, da tudi v nerazredcenih vzorcih (kot so) nikoli ni bila dosezena 100-odstotna
inhibicija.
Preskusi oploditve z morskim jezkom P. lividus so pokazali jasno odvisno od odmerka
razmerje med koncentracijami hranil in zaviranjem reproduktivne sposobnosti, s
posebno mocno korelacijo z nitrati (R2 = 0,956, p < 0,01). Ta odziv je bil Se posebej ociten pri
drugem vzorcenju, kjer so povecane koncentracije hranil povzrocile znatno povecanje
odstotka neoplojenih jajcec.

Vzporedno je enoceli¢na alga I. galbana pokazala znatne spremembe v sintezi
fotosintetskih pigmentov, pri Cemer vzorec odziva odraza razvoj rastline v Stirih vzorcenjih.
Mocna negativna korelacija med hranili in pigmenti (R =-0,93 za NO 3~ proti klorofilu a)
potrjuje obcutljivost tega organizma kot indikatorja stresa s hranili . Z metodoloskega vidika
ima razviti protokol nedvomne prednosti: hitrost izvedbe, ponovljivost rezultatov, ekonomska
vzdrznost in enostavnost implementacije, zaradi Cesar je privlacen tudi za majhne
proizvodne obrate . Pravzaprav uporabljeni instrumenti, osredotoeni na prenosni terenski
spektrofotometer, predstavljajo Siroko uporabljeno napravo pri spremljanju ribogojstva z
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nizkimi stroski, ki imajo obroben vpliv na celotno nalozbo. To orodje, ki se Ze pogosto
uporablja za analizo hranil, se lahko uporablja na enak nacin za vrednotenje fotosintetskih
pigmentov, kar omogoca nizke operativne stroske in naredi protokol dostopen in trajnosten.

Pristop z veC organizmi, uporabljen v tej Studiji, je omogocil ovrednotenje ucinkov hranil na
razlicne bioloSke koncne tocke in spremljanje Casovnega razvoja sistema. Ti rezultati
zagotavljajo pomembne indikacije za optimizacijo upravljanja akvaponicnih sistemov, pri
Cemer poudarjajo pomen integriranega bioloskega spremljanja za zagotavljanje trajnosti teh
sistemov. Sposobnost teh organizmov, da se obcutljivo in predvidljivo odzovejo na subletalne
spremembe v okoljskih pogojih, jih naredi posebej primerne kot sisteme zgodnjega
opozarjanja , ki omogocajo prepoznavanje morebitnih kriticnih tezav, preden lahko ogrozijo
delovanje rastline.
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