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TERESA BEDNARZ

OZNACZANIE POTENCJALU TROFICZNEGO WOD
METODA TESTOW GLONOWYCH

TROPHIC POTENTIAL OF WATER BY THE METHOD OF ALGAL TESTS

Wprowadzenie

Na rozw6j wodnych organizméw wplywa szereg czynnikow, w tym ilo$¢ dostgpe
nego pokarmu. Doplyw soli mineralnych, tak zwanych biogenéw, ciagle wzrasta-
jacych na skutek gospodarczej dziatalnosci cztowieka, narusza przyrodzong réwno-
wage biologiczna i przyspiesza wzrost trofii §rodowiska wodnego. Przyspieszanie
eutrofizacji powoduje zwigkszenie produkcji pierwotnej, a to z kolei prowadzi do
nagromadzenia si¢ substancji organicznej w wodach. Nadmierne iloci materii
organicznej, poza tym ze sa wtornym Zrédlem zanieczyszczenia, same stanowig
przeszkode w uzytkowaniu wody przez czlowieka dla celéw gospodarczych. Aby
skutecznie przeciwdziala¢ ecutrofizacji, nalezy przede wszystkim poznaé stopiefi
troficznosci wody.

Eutrofizacji nie mozna uwazaé zawsze za przejaw negatywny. Z punktu widzenia
gospodarki rybnej, duza zyzno$¢ wody jest czynnikiem korzystnym, gdyz prowadzi
do zwiekszenia produkeji rybackiej. W tym przypadku stwierdzony niski poziom
troficzny wod jest zjawiskiem niepozadanym.

W okresleniu zyznoéci wody duza pomoca sa dane uzyskiwane metodami bio-
logicznymi. W ostatnich czasach, szersze zastosowanie znalazl sposob oznacZzania
trofii §rodowiska przy pomocy testow glonowych, jako tak zwanego troﬁczmgo
potencjatu wad.

Metoda ta weszla w sklad rutynowych analiz wéd prowadzonych w Stanach
Zjednoczonych [22] oraz dla niektérych wod w Skandynawii [11]. W ramach ujed-
nolicenia metod biologicznej analizy w krajach RWPG jest rowniez zalecana do
stosowania we wszystkich laboratoriach wodnych. Jednak na szcnzq skale uzywa
sie jej tylko w Czechoslowacji [31].
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- Potencjal troficzny waéd

Potencjal troficzny wod wyraza sie ta iloScia biomasy glondw, jaka mozna wy-
produkowaé z danej wody w optymalnych warunkach hodowlanych. Jest on uza-
lezniony od zawartoéci soli pokarmowych, lecz nie tylko od samej ich koncentracji
w wodzie. Sktadniki pokarmowe musza by¢ dostgpne biologicznie, a takze pozos-
tawaé¢ w ollpowiednim wzajemnym stosunku. Ilosci soli pokarmowych niezbedne
dla rozwoju roznych gatunkow roslin sa rézne. Dla kazdego gatunku istnieje pewna
fizjologiczna granica stezen. Dolna granica jest okre§lana przez iloéci potrzebne do
przebiegu podstawowych fizjologicznych procesow danej rosliny, gorng natomiast
wyznacza szkodliwe dzialanie nadmiaru skladnikéw, a takze ci$nienie osmotyczne
komorek. Produkcja biomasy glonowej zalezy od stgzenia tego skladnika pokar-
mowego, ktorego w Srodowisku jest proporcjonalnie do potrzeb roéliny najmniej.
W wigkszo$ci wod powierzchniowych wzrost glonow bywa przede wszystkim ogra-
niczony niedoborem fosforu, rzadziej azotu, a jeszcze rzadziej innymi skladnikami.

Poza biogenami, na rozwoj ro§lin wodnych moga wplywaé inne substancje,
dzialajace badZ jako stymulatory (substancje wzrostowe, witaminy), badz jako inhi-
bitory (substancje toksyczne, metale cigzkie). O potencjale troficznym wody decyduje
dopiero wypadkowe oddziatywanie tych wszystkich skladnikow.

Metody, ktoérymi okres$la si¢ potencjalng produktywnos$¢ wody, jak juz wspom-
niano, ukazuja maksymalny rozw6j glonow, jaki mogltby wystapi¢ w danej wodzie,
przy optymalnych warunkach S$wietlnych, termicznych, mieszania i zawartoSci
dwutlenku wegla. Nieco odmiennym podejsciem do tego samego zagadnienia jest
okreélenie produkcji glonéw, ktéra mozna osiagnaé¢ w danej wodzie w konkretnych
warunkach laboratoryjnych (przewaznie sa to warunki suboptymalne).

Stosowanie hodowli glonéw do okreslenia trofii wody ma diugoletnia tradycje.
Zapoczatkowal je w 1927 roku Schreiber [23]. Poniekad kontynuacja tych badan
bylo opracowanie biologicznej produktywnosci wod rzeki Moskva, wykonane przez
Franceva [13]. Nieco inny sposéb okre§lania produktywnosci wody uzyZznianej
dla potrzeb rybackich przedstawit Potash [21], a dla zbiornikow zaporowych opisat
Lund [16]. Bringmann i Kiihn [4, 5] opracowali metod¢ nazwanag Biomassen-
-Algen Titer, do oznaczania stopnia eutrofizacji pcwierzchniowych wod, pozosta-
jacych pod wplywem zanieczyszczen.

Jedna z najlepiej opracowanych metod, opartych na tej samej zasadzie co Bio-
massen-Algen Titer, jest okreslanie wzrostowego potencjalu wody przedstawione
przez Skulberga [24]. Stosowano je do oznaczania zmian trofii wody wystepuja-
cych pod wplywem zanieczyszczeri w norweskich potokach, jeziorach i fiordach.
Metoda Skulberga [24] postuzyla za podstawe przy opracowaniu zalecen dla stan-
dardowych badan wod amerykanskich, zebranych w Provisional Algal Assay Pro-
cedures [22]. Niezaleznie od wspomnianych badan, Oswald [19] podat podobna
metode okre§lania wzrostowego potencjalu glonéw, wprowadzajac nazwe AGP,
skrét od terminu: Algal Growth Potential, do obserwowania eutrofizacyjnych ten-
dencji wystepujacych w wodach powierzchniowych. W badaniach troficznego po-
tencjalu wod nazwa ‘AGP przyjela si¢ szeroko [10] i jest stosowana do dzi$.
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W Stanach Zjednoczonych, rozwijajac Provisional Algal Assay Procedures
[22, 20, 27] opracowano kilka modyfikacji metody, ktére mozna podzieli¢ na dwie
gléwne grupy: 1. bottle test, batch cultures — hodowle prowadzone bez wymiany
$rodowiska hodowlanego, oraz 2. hodowle ciagte.

Laboratoryjne hodowle typu bottle test, lub batch cultures, nawiazuja do naj-
starszych sposobow prowadzenia kultur glonéw. W testach, ktore maja na celu
uzyskanie informacji o zasobach biologicznie dostgpnych zwiazkéw pokarmowych,
prowadzenie takich hodowli jest niezbedne [12, 17].

Hodowle ciggle natomiast umozliwiaja szczegélowe studia reakcji glonéw na
doktadnie okre$lone i dowolnie dtugo trwajace zmiany w §rodowisku hodowlanym.
Ten typ hodowli znajduje zastosowanie zaréwno w warunkach laboratoryjnych,
jak i terenowych. Stosuje si¢ je takze w kontroli prac oczyszczalni, do oczyszczania
wod odpadowych, hodowlach masowych glonéw itp. [17].

W ostatnich latach opracowano inne dalsze testy na okredlenie potencjalnej
produktywno$ci wody, np. metoda Claessona i Forsberga [7, 8]. Takze nicktore
sposoby oznaczania toksycznosci §rodowiska, o ile testowym organizmem <3 glony,
moga one postuzy¢ do oznaczania troficznego potencjatu wod [28, 6].

W obszernej literaturze §wiatowej, dotyczacej oznaczania troficznego potencjatu
wod z udzialem glondéw, swoje miejsce znaleZli rowniez autorzy czechoslowaccy.
W tym kraju okreslanie troficznego potencjalu wody prowadzi si¢ od roku 1968,
zapoczatkowane przez prace Zakovej [29], potem Grau i Strandovej [14, 26],
a takze Matulovej [18]. Spoérod szeregu prac, na uwage zashuguje prosty sposoéb
oznaczania AGP opracowany ostatnio przez Lukavskyego [15]. W odrdéznieniu
od innych autorow, jego mikrometoda polega na pomiarze wzrostu glonéw hodowa-
nych nie w $rocdowisku plynnym, lecz na podlozach zestalonych agarem.

W naszym kraju okreslanie zasobnosci wod w skladniki pokarmowe za pomoca
hodowli glonéw jest malo popularne. Badania zainicjowane przez Bombowne
i Bucka w 1972 roku [2], Bombowng et al [3] i Czernasia [9] w 1978 roku sa
kontynuowane dopiero od niedawna [1].

Okre$lanie troficznego potencjalu wody — gléwne zalozenia metodyczne

Parametrem troficznego potencjalu wdd, oznaczonego za pomocg hodowli
glonow, jest stezenie suchej masy glondw, wyrazone w mg-dm—2, osiagane przez
kultury w fazie stacjonarnej wzrostu [31].

W celu oznaczenia troficznego potencjalu wody (AGP), glony hoduje si¢ w pro-
bach wody zebranej w terenie. Hodowle nalezy rozpocza¢ po czasie skladowania
wody nie dluzszym niz 24 gedziny. Do czasu rozpoczgcia hodowli, wod¢ przetrzymuje
si¢ w temperaturze ok. 4°C. Przed zaszczepieniem glonami, wody nalezy pozba-.
wi¢ biosestonu — najlepiej przez saczenie (filtry membranowe o §rednicy por
ok. 0,4—0,6p., lub filtry szklane S,), Iub sedymentacje.

Jako testowe stosuje si¢ rozne gatunki glonéw. Najbardziej przydatne w tym celu
sa gatunki glonéw pospolicie wystgpujace w wodach powierzchniowych, majace
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szeroki zakres warto$ci saprobowych. Gatunki te winny by¢ dobrze poznane pod
wzgledem wymogéw hodowlanych i charakterystyki wzrostowej. Kultury glonéw
uzywane do badari powinny w stalych warunkach termicznych, odzywezych i §wietl-
nych dawaé podobne plony suchej masy. Ze wspomnianych wzgledéw, w badaniach
AGP wéd najezgéciej stosuje si¢ szezepy glonéw, o znanej charakterystyce hodow-
Jancj, podajac ich pochodzenie i symbol katalogowy. Wprawdzie niektorzy autorzy
stosuja ,,dzikie” populacje glondéw jako testowe [2, 3]. ale wtedy moga prowadzi¢
obserwacje poréwnywalne tylko w obrebie jednej serii doswiadczalnej.

Wyjéciowe kultury glondw, stuzace do oznaczania potencjatu troficznego wod,
powinny by¢ utrzymywane w dobrych kondycyjnych warunkach, co wymaga sta-
lego odnawiania kultur, przez przenoszenie pewnej ich czgsci do §wiezego roztworu
hodowlanego. Jest to tak zwana prekultywacja. Roztworem hodowlanym dla glo-
néw jest odpowiednia pozywka mineralna, sporzadzona na wodzie destylowanej
lub, lepiej, redestylowane;j.

Wielko$é inokulum wplywa w znacznym stopniu na przebieg doSwiadczenia
i uzyskiwany plon koncowy suchej masy (ryc. I).
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Ryc. 1. Wzrost testowego glonu Scenedesmus quadricauda w pozywce hod owlanej, przy roznym inokulum:
A — 20 mg-dm~? suchej masy, B — 210 mg-dm~?* suchej masy [30]

W komoérkach glonu hodowanego w pozywee (prekultywacja) dochodzi do na-
gromadzenia niektorych soli pokarmowych, gtownie fosforanow. Stosowanie zbyt
silnego inokulum moze wplynaé na zafalszowanie in plus wynikow koricowych,
gdyz obserwowane przyrosty glonu moga odbywa¢ si¢ na poczet zmagazynowancgo
w komérkach zapasu soli pokarmowych, a nie tylko zawartych w badanej wodzie.
Stosowanie zbyt stabego zaszezepu jest rowniez bledne, bo wtedy moze latwo dojsé
‘do uszkodzenia komoérek glonéw przez zbyt silne o$wictlenie i raptowng zmiang
§rodowiska. Aby uniknaé¢ wspomnianych przeszkdod, nalezy pracowaé ze stalg,
niezbyt duza gestoScia poczatkowa kultur.
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Przed zaszczepieniem material glonowy nalezy przynajmniej trzykrotnie prze-
myé woda destylowana lub lepiej badana woda.

Hodowle glonéw prowadzi si¢ w stalych termicznych i $wietlnych warunkach,
tak dobranych, by zapewnialy dobry wzrost testowego gatunku glonu. Wymagane
jest o$wietlenie kultur lampami jarzeniowymi lub rteciowymi czy halogenowymi.
Kultury nalezy przewietrzaé powietrzem. Mozna rowniez wytrzasa¢ kultury na
wytrzasarce laboratoryjnej, choé przewaznie wystarczy samo przewietrzanie kultur,
ktoére w wystarczajacym stopniu zapobiega sedymentacji komoérek na dnie naczyn.
Niektorzy autorzy stosuja wzbogacenie powietrza przewietrzajacego kultury w dwu-
tlenek wegla, do 59%. Jak wykazaly obserwacje czeskie [30, 31] nie jest to konieczne.
Intensywne mieszanie kultur samym powietrzem zapewnia glonom wystarczajaca
ilos¢ dwutlenku wegla.

Do oznaczania AGP hodowle glonéw w badanej wodzie prowadzi si¢ do fazy
stacjonarnej wzrostu kultur, w co najmniej trzech powtdrzeniach. Roéwnolegle
stosuje si¢ kontrolne hodowle w pozywce, takiej samej jak w czasie prekultywacji.
Naczynia hodowlane dla wszystkich kultur musza by¢ identyczne. Najczgsciej uzywa
si¢ butli Roux, erlenmajerek lub walcéw szklanych. Hodowle przewaznie prowadzi
si¢ w objetosci 150—500 cm®. W trakcie hodowli, co 2—3 dni kontroluje si¢ przy-
rosty gestosci kultur, metodg liczenia komorek lub oznaczania suchej masy.

Oprécz jednej kombinacji kontrolnej, stosuje si¢ dodatkowe hodowle w pozywce
bez fosforu. Pozwala to na okrelenie przyrostow glonéw, osiaganych na poczet
fosforu zmagazynowanego w komoérkach inokulum.

Ocena wynikéw doswiadczalnych

Uzyskany plon suchej masy kultur, wyrazony w mg-dm-2, jest troficznym po-
tencjatem badanej wody. O ile gestos¢ inokulum nie przekracza 2 mg-dm -2 (w przy-
padku Scenedesmus quadricauda, dane czeskie, [31]), moze by¢ pominigta w oblicze-
niach. Uzyskane wyniki zaokragla si¢ do dziesiatego miejsca po przecinku i przed-
stawia jako wartosci $rednie, gdy réwnolegle prowadzone hodowle roznig si¢ za-
wartoscia suchej masy mniej niz 10—20%,. Przy wigkszych roznicach nalezy znalez¢
przyczyne ich wystgpienia, a zbyt odbiegajace od siebie hodowle nalezy odrzucic.

Przyrost suchej masy uzyskany na poczet zmagazynowanego fosforu w komor-
kach, o ile stanowi wigcej niz 109, plonu kontroli, nalezy odja¢ od oznaczonej
wartoéci troficznego potencjatu wody.

Dla bilansu, niekiedy wygodnie jest uzywaé troficznego potencjalu wody, prze-
liczonego na ilo§¢ wody przeplywajacej, wyrazonego w gramach suchej masy na
sekunde (g-s—1). Ta warto$é nosi nazwe troficznego potencjatu przeptywu. Mowi
o tej ilosci suchej masy glonéw, ktéra mozna wyprodukowag z przeptywajacej wody
w ciagu 1 sekundy.

Warto$é troficznego potencjatu jest silnie uzalezniona od warunkéw prowadzenia
hodowli glonéw. Oznaczenia AGP prowadzone dla tej samej wody i tym samym
szczepie glonu, lecz w innych warunkach termicznych, $wietlnych i przewietrzania,

2 — Wiadomosci Botaniczne, t. 28, z. 3
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moga przyjmowaé rézne wartosci liczbowe. Dla uproszczenia, mozna - réwniez
troficzny potencjal wyrazi¢ jako procentowy plon suchej masy, odniesiony do
hodowli kontrolnych, ktérych wzrost przyjeto za 1009%.

W Czechostowacji, za standardowa procedur¢ oznaczania AGP wdd aktualnie
przyjmuje si¢: Hodowle glonu Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb., szczep
Greifsw. 15, prowadzone od inokulum 2 mg-dm-3, przy o§wietleniu 9000 lukséw,
temperaturze 25°C, stosujac mieszanie w sposob ciagly samym powietrzem [31].

Okreslanie niedoboru skladnikéw pokarmowych

Metoda oznaczania troficznego potencjalu wod umozliwia za pomocg wlacze-
nia kilku prostych dodatkowych elementéw stwierdzenie, ktore ze skladnikow
pokarmowych wystepuja w badanej wodzie w deficycie i przez to powoduja ograni-
czenie wzrostu glonoéw. Problem ten mozna w zasadzie rozwiaza¢ dwoma sposobami:
1. Przy oznaczaniu AGP, w rownoleglych kulturach stosuje si¢ dodawanie poszcze-
gélnych soli pokarmowych, oraz 2. W koricowej fazie oznaczania troficznego po-
tencjalu, te same hodowle wzbogaca si¢ w niektére sole pokarmowe. Zabieg ten spo-
woduje wystapienie ponownego przyrostu suchej masy kultur, jezeli ograniczenie
wzrostu bylo wywolane wyczerpaniem danego sktadnika pokarmowego w wodzie.

Zaleta drugiego sposobu jest to, ze w takim typie testu nic musi si¢ uzywac zbyt
duzej ilosci naczyn. W przypadku, gdy limitujacym czynnikiem jest np. fosfor,
przy wspomnianym sposobie pracy mamy do czynienia z kulturg glonu pozbawio-
nego juz zapasu fosforu w komorkach. Uzyskany w ten sposob przyrost suchej masy
jest prosta odpowiedzia glonu na dedatek deficytowego w kulturze sktadnika (ryc. 2)
pokarmowego.
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Ryc. 2. Okreélanie niedoboru skladnikow pokarmowych w wodzie, przez wzbogacanie kultur Scenedesmus
guadricauda hodowanych w celu oznaczenia AGP wody w niektore skladniki pokarmowe: P — dodatek
PO}-, N — dodatek NOj [31]

Informacja, jakie substancje pokarmowe ograniczaja wzrost glonéw w danej
wodzie, utatwia prace oczyszczalniom wod i zastosowanie przez nie odpowiednich
metod eliminujacych dane skladniki.
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W gospodarce rybackiej natomiast znajomo$¢ niedoboru skltadnikéw pokar-
mowych w wodach umozliwia prostsze i efektywniejsze nawozenie stawow.

Wzbogacanie badanych wod w poszczegdlne skladniki pokarmowe niekiedy nie
przynosi przewidywanych efektow. Bywa to spowodowane obecno$cia w wodach
szkodliwych substancji, ktére dzialaja hamujaco na wzrost glonéw. Mamy wtedy
do czynienia z ograniczaniem wzrostu glonéw spowcdowanym nadmiarem, a nie
jak w poprzednio oméwionym przypadku, niedoborem skiadnikéw. Aby okresli¢
stopien nasilenia szkodliwych zanieczyszczeri, nalezy wtedy uzyskane juz obser-
wacje uzupeié o dane otrzymane z hodowli prowadzonych w kolejno rozciericzo-
nych prébach wody. Ten aspekt testéw glonowych, nawiazujac do badan toksyko-
logicznych, wykracza jednak poza ramy niniejszego artykuhu.

Klasyfikacja wod powierzchniowych wedlug ich troficznego potencjalu

Zakova w 1971 roku [30] podzielita wedy wedlug ich trofii, oznaczonej za po-
moca hodowli Scenedesmus quadricauda, na cztery stopnie:

1. woda stabo zasobna (w mg-dm-2) produkcja suchej masy . < 200
2. woda $rednio zasobna (w mg-dm-?) produkcja suchej masy200—400
3. woda Zyzna (w mg-dm-*) produkcja suchej masy400—600
4. woda bardzo zyzna _ (w mg-dm-%) produkcja suchej masy > 600

Natomiast Slade&ek [25] przy zastosowaniu podobnej metody, podzielit wody
powierzchniowe na 6 stopni zasobnosci pokarmowej, wedtug uzyskiwanych z nich
plonéw suchej masy Scenedesmus (w mg-dm-2):

0. woda katarobowa < 3
1. woda ultraoligotroficzna = 25
2. woda oligotroficzna < 50
3. woda mezotroficzna < 100
4. woda eutroficzna < 500
5. woda polytroficzna < 3000

Klasyfikacja Zakovej z 1971 roku [30] byla sporzadzona na podstawie danych
uzyskanych z hodowli o bardzo duzej gestoéci poczatkowej (ok. 50 mg-dm=2).
W swych nastgpnych pracach autorka stosowala juz niskie, okolo 2 mg-dm-3,
gestosci poczatkowe kultur. Na ich podstawie zostala sporzadzona nowa klasyfi-
kacja wod [31], ktéra przyjeta nastepujaca forme:

1. woda ultraoligotroficzna < 5 mg-dm-3 suchej masy
2. woda oligotroficzna 5—50 mg-dm~3 suchej masy
3. woda mezotroficzna 50—200 mg-dm-® suchej masy
4. woda eutroficzna 200—500 mg-dm~-* suchej masy
5. woda polytroficzna 500—1000 mg-dm-2 suchej masy
6. woda hypertroficzna > 1000 mg-dm-3 suchej masy

Naturalnie, o ile do oznaczenia AGP wody uzyje si¢ innego gatunku glonu, podziat
wod wedtug ich trofii przyjmie inne wartosci suchej masy. Uzyskamy podobny

ae
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wynik, jezeli ten sam gatunek glonu podda si¢ hodowli w odmiennych warunkach
niz stosowane przez Zakova [30] i Slade&ka [24]. W ramach zastosowanej ba-
dawczej metody jednak rozréznienie troficznego potencjatu wod jest doktadne i do-
brze charakteryzuje badane $rodowisko wodne [16, 17, 15, 12].
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