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Badania wptywu jakosci wody

na wytwarzanie barwnikéw fotosyntetycznych
w komoérkach glonoéw Chlorella vulgaris
na potrzeby biomonitoringu wéd powierzchniowych

Do monitorowania jakoSci wéd w krajach Unii Europej-
skieji w Stanach Zjednoczonych Ameryki Péinocnej zalecane
jest wykonywanie biotestow z uzyciem kilku bioindykatoréw
[1,2]. Wyniki biotestéw nie wskazuja na sktadniki mieszaniny
zanieczyszczefi, ktére sa odpowiedzialne za zmiang aktywno-
§ci biologicznej danego bioindykatora, lecz informuja o su-
marycznym wplywie toksyczno$ci wszystkich zanieczysz-
czeft zawartych w badanych wodach na dany organizm
wskaZnikowy [3]. Wynik biotestu jest sygnalem, ze do wéd
dostaly si¢ zanieczyszczenia, ktére moga stanowié potencjal-
ne zagrozenie organizmdw wodnych. Zastosowanie tej meto-
dy informuje o przedostaniu si¢ do §rodowiska wodnego sub-
stancji toksycznych, mogacych niekorzystnie wptywac takze
na zdrowie cztowieka. Uzyskanie szybkiej informacji o zmia-
nie jakosci wody pozwala wykorzystaé te informacje jako
sygnal do prowadzenia dalszych badadi (np. chemicznych),
poniewaz sam biotest nie wskaze przyczyny zmiany jakosci
wody.

Asynchroniczne hodowle glonéw Chlorella vulgaris sa
powszechnie stosowane i zalecane przez polska norme PN-
-74/C-04610/05 [4] oraz przez wytyczne OECD [1]. Dane
literaturowe wskazuja, ze synchroniczne hodowle komérek
glonéw Chlorella vulgaris, w ktérych komérki znajduja sie
w tym samym stadium rozwoju, stwarzaja mozliwo$¢ uzyska-
nia bardziej jednoznacznej reakcji na zmiany jakosci (toksy-
cznosci) Srodowiska, niz hodowle asynchroniczne. Hodowle
synchroniczne umozliwiaja §ledzenie proces6w przebiegaja-
cych w poszczegélnych etapach cyklu zycia komérek pod
wplywem testowanych zwigzkéw [5-13].

Pierwsze préby zastosowania synchronicznej hodowli glo-
néw Chlorella vulgaris do badan jakosci §rodowiska podjeto
w latach 80. w Katedrze Biologii Molekularnej, Biochemii
i Biofarmacji Slaskiej Akademii Medycznej. Badania te doty-
czyly zmian absorbancji hodowli i wspéiczynnika podziatu
komorek glonéw Chlorella vulgaris, hodowanych synchroni-
cznie na rozcieiczonych woda Sciekach z zakladéw przemy-
stowych lezacych w dorzeczu Odry [14]. Pod koniec lat 90.
hodowano synchronicznie glony Chlorella vulgaris na roz-
cieficzonych $ciekach z garbarni ,,Skotan” w Skoczowie [15].
W badaniach wody ze Zbiomika Goczatkowickiego przepro-
wadzonych w ostatnich latach wykazano, ze najlepszym kry-
terium wskazujacym na zmiang jakosci wody za pomocg biotestu
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zuzyciem synchronicznej hodowli glonéw Chlorella vulgaris
jest analiza zawarto$ci barwnik6w fotosyntetycznych [16,26].
W badaniach tych zastosowano nastgpujace kryteria zmian
zachodzacych w glonach pod wplywem testowanych wéd:

— zmiany absorbancji hodowli, odzwierciedlajace aktyw-
noé¢ biologiczna komérek glonéw,

— wspélczynnik podziatu komérek,

— wspélczynnik inhibicji wzrostu,

—biosynteza barwnikéw fotosyntetycznych w 24-godz. cy-
klu zycia komérek w hodowli synchronicznej [16,33].

Celem niniejszej pracy jest pokazanie mozliwosci wyko-
rzystania kryterium biosyntezy barwnikéw fotosyntetycz-
nych pochodzacych z 24-godz. cyklu zycia hodowanych syn-
chronicznie komérek glonéw Chlorella vulgaris do kontroli
jako$ci wéd powierzchniowych [33].

Materialy i metodyka
Materiat badawczy

W badaniach wykorzystano synchroniczng hodowle glo-
néw Chlorella vulgaris Beijerinck 1890, szczep A-8 (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat cyklu zycia komorek Chlorella vulgaris [17]
(rozwoj i wzrost glondw od stadium Gy do cytokinezy jest Scisle
zwigzany z oswietleniem i warunkami hodowli; na poczatku fazy
ciemnej majg miejsce cytokineza i sporulacja)
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Do namnozenia glonéw zastosowano standardowa pozy-
wke mineralna Kiihla i Lorenzena [18] zmodyfikowana przez
Bornsa [19] (5- 10° +0,5- 10® kom./cm® ). Badania przeprowa-
dzono w dwéch réwnoleglych seriach pomiarowych.
W pierwszej serii glony hodowano w pozywce przygotowanej
na wodzie destylowanej (hodowla kontrolna), natomiast w dru-
giej do sporzadzenia pozywek mineralnych uzyto wode po-
chodzaca z punktéw pomiarowych usytuowanych w obrebie
Zbiornika Goczatkowickiego. Hodowle przeprowadzono
w warunkach standardowych, tj. w temperaturze 30 °C, sto-
sujac zmienne o$wietlenie (faza jasna — 10 godz., 15000 lux;
faza ciemna ~ 14 godz. w ciemnosci), przy ciagtym napowie-
trzaniu (30 dm? /h), przy czym w fazie jasnej zastosowano
dodatkowo dwutlenek wegla (2% ).

Teren badan

Zbiomik Goczatkowicki (wojewédztwo §laskie) petni waz-
narole w systemie produkcji wody na Gérnym Slasku, zaopa-
trujac w wodg okoto 30% jego mieszkaricéw. Ponadto zbior-
nik ten petni funkcje przeciwpowodziowe i wyréwnujace
poziom wody w Wi§le w czasie suszy. Prowadzona jest nanim
takze gospodarka rybacka. Zbiornik Goczatkowicki jest zasilany
giéwnie wodami Wisty (82% udziatu wnoszonych wéd), ale
takze rzeki Bajerki (4%), wodami przepompowywanymi do
zbiornika z terenu polozonego w depresji (10%) oraz innymi
wodami (4%), w tym opadami atmosferycznymi [20] (rys. 2).
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Rys. 2. Zarys Zbiornika Goczatkowickiego
(wraz z doptywami i punktami poboru prébek wody)

Wody Wisty sa zanieczyszczone Sciekami czesciowo oczy-
szczonymi i nieoczyszczonymi. Catkowity stopieni skanalizo-
wania zlewni Wisty w dorzeczu Zbiornika Goczalkowickiego
jest niski i wynosi okoto 25% [21]. Przed ujsciem Wisty do
Zbiornika Goczatkowickiego usytuowanych jest kilka zakta-
déw przemyslowych (garbarnia, zakiady tekstylne i metalowe
w Skoczowie, zaklady kuZnicze w Ustroniu, zaklady prze-
tworstwa mleczarskiego i przetwérstwa produktéw rolnych).
Prowadzona jest takze intensywna hodowla zwierzat. W do-
Inym i $rodkowym biegu gérnej Wisly znajduja si¢ pola
uprawne uzyZniane nawozami, ktérych czg¢$¢ przedostaje si¢
do zbiornika, bez mozliwo$ci samooczyszczenia niosacych je
wéd. Do Zbiornika Goczatkowickiego, poprzez Wiste, Bajer-
ke 1 Potok Zbytkowski, jesienia dostaja si¢ takze wody spusz-
czane ze staw6w hodowlanych. Z bezposredniego sasiedztwa
do Zbiornika Goczatkowickiego przedostaja si¢ odcieki z p6l
uprawnych i §cieki miejskie. Scieki te przepompowywane sa
w Zarzeczu, Frelichowie, Zabtociu i Podgroblu oraz w Stru-
mieniu. Zbiornik potozony jest w sasiedztwie dwéch wielkich
okregéw przemystowych, Ostrawsko-Karwinskiego i Gérno-
Slaskiego, z ktérych zanieczyszczenia wraz z opadami przy
niesprzyjajacym wietrze moga przedostawac sie do Zbiornika

Goczatkowickiego. Prébki wody ze Zbiornika Goczatkowickie-
go, w ktérych hodowano glony, pobrano raz w miesigcu (od
czerwca do paZdziernika 1997 r.) w siedmiu punktach poboru
(rys. 2). Przed rozpoczeciem badan prébki wody przesaczono
przez filtry membranowe (0,45 pm) firmy Millipore.

Ekstrakcja barwnikow fotosyntetycznych

Barwniki fotosyntetyczne wyekstrahowano z komérek glo-
néw Chlorella vulgaris pobranych z kolumn reakcy]nych
w 24-godz. cyklu zycia. Pobrane prébki (20 cm %) wirowano
(2400 x g) przez 15 min, po czym zdekantowano, a komérki
zawieszono w metanolu. Ekstrakcje przeprowadzono przy
uzyciu metanolu cz.d.a. (65 £2 °C, 10 min) w probéwkach
o dtugosci 28 cm i §rednicy 1,6 cm zaopatrzonych w chtodni-
ce zwrotne, az do uzyskania biatego osadu komorek. Otrzy—
mane ekstrakty doprowadzono do jednakowej objetoéci (3 cm %)
i oddzielono od osadu przez wirowanie (2500 x g, 3 min) [8],
a nastepnie poddano analizie technika HPLC.

Analiza barwnikéw fotosyntetycznych

Ekstrakty zawierajace barwniki fotosyntetyczne przesa-
czono pod zwigkszonym ci$nieniem przez saczek Millex GV 3
o §rednicy poréw 0,22 pm firmy Millipore. Sktad ekstraktu
barwnikéw fotosyntetycznych zbadano wykorzystujac wyso-
kosprawny chromatograf cieczowy (Hewlett Packard 1050
wyposazony w detektor UV/VIS (440 nm) i automat do pobo-
ru prébek). Rozdzial barwnikéw przeprowadzono na kolum-
nie Cig Eurospher 100, Knauer (250 mm x 4 mm), stosujac
wymywanie gradientowe w ukladzie metanol:woda (85+100%
metanolu po 15 min). Warunki rozdziatlu chromatograficzne-
go HPLC byly kontrolowane (sterowane) przy uzyciu opro-
gramowania ChemStation (Hewlett Packard). Barwniki iden-
tyfikowano poréwnujac uzyskane czasy retencji badanych
prébek z czasami retencji wzorcéw i z danymi literaturowymi
[22-25]. Zmiany zawarto$ci barwnikéw syntezowanych
w glonach Chlorella vulgaris oceniono na podstawie zmian
powierzchni pod pikami odpowiadajacymi wybranym barw-
nikom fotosyntetycznym w przeliczeniu na 10° komérek.

Analiza wskaZnikow jako$ci wody

Wskazniki fizyczno-chemiczne i bakteriologiczne wody
oznaczono w laboratorium Gérnoslaskiego Przedsiebiorstwa
Wodociggéw. Zawartoé¢ jonéw metali (Fe, Mn, Ni, Pb, Cd,
Cu, Co, Zn) w badanych wodach oznaczono z uzyciem spe-
ktrofotometru absorpcji atomowej AAS-3 Carl Zeiss Jena
w plomieniu powietrzno-acetylenowym. Analizy wykonano
w Katedrze Analizy Instrumentalnej Slaskiej Akademii Medyczne;.

Metodyka analizy danych

Celem zbadania wptywu jakosci wéd Zbiornika Goczat-
kowickiego w poszczegblnych miesiacach na synteze barwni-
kéw fotosyntetycznych w glonach Chlorella vulgaris, pocho-
dzacych z 24-godz. cyklu zyciowego komoérek, zastosowano
wskaZznik wzglednej zawartosci barwnikéw fotosyntetycznych
(Wm) [26] wyrazony wzorem:
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w ktérym:

al]' — wzgledna (w stosunku do prébki kontrolnej) zawarto$é
i-tego barwnika w j-tym punkcie pomiarowym w m-tym mie-
siacu
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m — miesiac (VI-X)
Lg - liczba barwnikéw (9)
Lp - liczba punktéw pomiarowych (1-7)

Wskaznik ten ma charakter catkowity, sumujacy efekt po-
chodzacy od dziewigciu zidentyfikowanych barwnikéw foto-
syntetycznych we wszystkich punktach pomiarowych w danym
miesigcu. Mozna takze rozpatrywaé kazdy barwnik osobno,
co zostalo zastosowane w pracy [16].

Badania podobieristwa profili zmian zawartosci dziewieciu
zidentyfikowanych barwnikéw fotosyntetycznych przepro-
wadzono z zastosowaniem analizy skupiefi, wykorzystujac
jako miare podobiefistwa wspétczynnik korelacji liniowej
Pearsona. Odlegloé¢ migdzy grupami wyznaczono metoda
$rednich potaczert (VPGMA) [27]. Wynikiem graficznym prze-
prowadzonych kiasyfikacji byly dendrogramy podobieristw
rozkladéw. Analize statystyczna wykonano na poziomie istot-
nosci 0=0,05 z zastosowaniem pakietu statystycznego Stati-
stica 5.1.

Obliczono $rednie arytmetyczne i odchylenia standardowe
wartosci wskaznik6w zanieczyszczenia wody w Zbiorniku
Goczatkowickim w okresie badawczym w poszczegélnych
miesigcach (tab. 1). Jako hipotezg zerowa (H,) przyjeto brak
réznic migdzy $rednimi arytmetycznymi. Hipoteze zerowa
zweryfikowano stosujac jednoczynnikows analize wariancji
(ANOVA). W przypadku odrzucenia hipotezy zerowej na
przyjetym poziomie istotnosci 0=0,05 mozliwe bylo utworze-
nie grup jednorodnych. Grupowanie przeprowadzono w wy-
niku poréwnan post hoc z zastosowaniem testu T Tukey’a
RIR (rozsadnych istotnych réznic). Zastosowane metody sta-
tystyczne wymagaly spetnienia nastgpujacych warunkéw: sy-
metrii rozktadéw, jednorodnosci wariancji oraz w przypadku
ANOVA - braku skorelowania warto$ci $rednich i wariancji.
Normalno$¢ rozktadu sprawdzono testem Shapiro-Wilka
(w przypadku niewielkich odchyleri wzigto pod uwage wspéi-
czynnik asymetrii). Jednorodnos§¢ wariancji przy wiecej niz
dwu prébkach zbadano testem Levene’a oraz testem Browna-
-Forsytha. W badaniach korelacji wartosci $rednich i warian-
cji zastosowano test istotnosci dla wspélczynnika korelacji
liniowej Pearsona.

Wyniki badan

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
w komérkach badanych glonéw wystepowaly nastepujace barw-
niki fotosyntetyczne: neoksantyna, wiolaksantyna, anteraksan-
tyna, luteina, zeaksantyny, chlorofile a i b oraz karoteny i B.
Na rysunku 3 przedstawiono przyktadowy rozdzial chromato-
graficzny barwnikéw fotosyntetycznych wyekstahowanych
z glonéw Chlorella vulgaris w 24-godz. cyklu zycia hodowli
kontrolnej. Zmiany zawartosci barwnikéw w komérkach glo-
néw Chlorella vulgaris oceniono na podstawie zmian powie-
rzchni pod pikami wybranych barwnikéw fotosyntetycznych
w przeliczeniu na 10° komérek. Powierzchnie wyznaczone
w 24-godz. cyklu zycia glonéw Chlorella vulgaris byly naj-
wigksze w przypadku nastepujacych barwnikéw fotosyntety-
cznych (w przeliczeniu na 10° komérek): chlorofilu a (32,8),
luteiny (19,8), chlorofilu b (7,0) i wiolaksantyny (6,1). Powie-
rzchnie okreslone w przypadku karotenu o, karotenu B, ze-
aksantyny, neoksantyny i anteraksantyny (w przeliczeniu
na 10° komérek) byly mniejsze i wynosity 0,7+3,5. Podane
wartosci byty §rednimi charakteryzujacymi hodowle kontrol-
ne z pigciu cykli eksperymentalnych [16].
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Rys. 3. Rozdziat chromatograficzny ekstraktu metanolowego barwnikéw
fotosyntetycznych glonéw Chlorella vulgaris Beijerinck 1890,
szczep A-8 hodowli kontrolnej (t=24 godz. cyklu zycia) [16]
(czasy retencji: neoksantyna — 11,978 min, wiolaksantyna
- 12,428 min, anteraksantyna — 14,286 min, luteina — 17,823 min,
zeaksantyna — 18,120 min, chlorofil b - 19,654 min, chiorofil a
— 23,507 min, karoten o — 40,343 min; karoten B — 42,594 min)

W celu umozliwienia poréwnania zmian skutecznosci syntezy
barwnikéw w réznych hodowlach badanych glonéw Chliorella
vulgaris obliczono wzgledne zawartosci (w odniesieniu do
hodowli kontrolnej) poszczeg6lnych barwnikéw fotosyntety-
cznych. Wzgledna zawarto$é okre§lonego barwnika fotosynte-
tycznego obliczono jako iloraz zawartosci tego barwnika w ba-
danej hodowli (prowadzonej na badanych wodach) i hodowli
kontrolnej, prowadzonej w pozywce przygotowanej na wodzie
destylowanej. Wzgledna zawarto$é danego barwnika w hodowli
kontrolnej, przeprowadzonej w poZzywce przygotowanej na wo-
dzie destylowanej, przyjeto jako réwna 1.

Aby poréwnaé zmiany skutecznodci syntezy wszystkich
barwnikéw fotosyntetycznych w komérkach glonéw Chlorella
vulgaris rosnacych w wodach z siedmiu punktéw pomiaro-
wych usytuowanych w obrebie Zbiornika Goczalkowickiego
w poszczegblnych miesiacach, obliczono wskaZnik wzgledne;j
zawarto$ci barwnikéw fotosyntetycznych. Na rysunku 4 pokaza-
no, ze wskaznik wzglednej zawarto$ci barwnikéw fotosynte-
tycznych wyekstrahowanych z glonéw Chlorella vulgaris miat
warto$ci najbardziej zblizone do hodowli kontrolnej w lipcu
i sierpniu, a najbardziej odlegle we wrzesniu i paZzdzierniku.
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Rys. 4. Wskaznik wzglednej zawartosci barwnikow
fotosyntetycznych w komérkach glonéw [24]
Analizujac chromatogramy dotyczace zawartosci poszcze-
g6Inych barwnikéw fotosyntetycznych wyekstrahowanych
z glonéw Chlorella vulgaris, hodowanych w wodach ze
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Tabela 1. Statystyki opisowe wskaznikdw zanieczyszczenia wody w Zbiorniku Goczatkowickim w m!esiqcagh VI-:X
(analiza statystyczna ANOVA istotnosci réznic srednich arytmetycznych oraz grupy jednorodne uzyskane w wyniku poréwnarn post hoc) [16)

X 4G ANOVA Grupy jednorodne (test T Tukey'a)
Wskaznik, jednostka — .
! Vil vill X X P I I n v
Tlen rozpuszczony, 90286 | 9,2000 | 88429 | 9,8000 | 93714 | 0.2805 ~ ~ ~ _
gO/m’ 405823 | 408083 | 40,9554 | +0,8485 | +0,7181 NS
3 28,8571 | 37,2857 | 32,8571 | 33,4286 | 28,8571 Vi | VILVIL | _ -
Barwa, gPt/m +4,7759 | +4,6803 | +3.9340 | +2.8785 | +1.0690 | %998 |vmix x| ix
. " 25,3000 | 25,5000 | 28,1143 | 26,5000 | 27,9429 VI, VIL, | Vill, IX, ~ _
Wapn, gCa/m +0,9781 | 41,4967 | +1,9600 | 10,2646 | 06779 | 00002 X X
s 2,5286 | 2,0857 | 2,3286 | 3,4286 | 3.2286 Vi, Vil, | Vi, Vi, ~ ~
Magnez, gMg/m +0,8401 | +1,0319 | +1,2148 | 20,1890 | s0,6102 | 2923 | vii'x | 1x x
. ; 65657 | 4,5129 | 47729 | 11,3200 | 59414 _
S6d, gNa/m +0,2479 | 40,0725 | +0,4543 | 10,9055 | 40,1894 | 00000 | ViLVill | VI X IX
s 25414 | 2,8771 | 3,0500 | 6,129 | 2.8686 Vi, Vi, ~
Potas, gk/im +0,2662 | 40,0585 | 40,1582 | 40,2410 | +0,0426 | ©-0000 Vi X X
. 12,7857 | 9,8571 | 10,4286 | 10,4286 | 10,4286 VI, Vill, ~ N
Chlor, gCT/m +0,9063 | 40,3780 | +1.2724 | 40,5345 | +0.4499 | 90000 | "%’y vi
) " 38,7857 | 31,7571 | 29,6714 | 30,9286 | 33,9143 VI, VT, ~ ~
Siarczany, gSO,”/m +3,0878 | 43,2994 | +2.1623 | 42,0324 | 427120 | 00000 | “pu'y Vi
) — 33286 | 59714 | 59571 | 47429 | 1.3900
Krzemionka, gSiO./m +0,4348 | 404536 | 40,3359 | +0,3505 | +0,2082 0,0000 X \ 1X VI, VIl
s 0,2450 | 0,2418 | 0,2238 | 0,2137 | 02110 | 0.8350 - ~ _ ~
Mangan, gMn/m 40,1025 | +0,0737 | +0,0630 | +0,0500 | +0,0392 NS
, " 0,8929 | 08660 | 07262 | 0,7357 | 07347 | 0,5056 ~ _ ~ ~
Zelazo og., gFe/m £0,1907 | 40,2117 | 40,2850 | +0,2250 | 40,2439 NS
— 0,1037 | 0,0988 | 0,0083 | 0,0987 | 0,0957 | 0.7196 ~ ~ ~ _
Nikiel, gNi/m +0,0109 | 40,0109 | 40,0135 | 40,0105 | 40,0065 NS
) " 01955 | 0,2037 | 0,2062 | 0,2038 | 0.1202 Vi, Vi, ~ _
Ofow, gPb/m $0,0188 | +0,0090 | +0,0208 | 40,0138 | +0,0s25 | 0000 X vill, IX
a 0,0306 | 00310 | 0,0289 | 0,0208 | 0,0206 | 0.2006 B ~ " ~
Kadm, gCd/m £0,0074 | 40,0114 | 40,0137 | +0,0118 | 40,0109 NS
— ) 0,0856 | 0,1066 | 0,1104 | 0,096 | 0,088 | 0,0908 _ _ _ ~
Miedz, gCu/m +0,0324 | 20,0159 | +0,0188 | +0,0108 | +0,0136 NS
. 0,0070 | 0,0053 | 0,0042 | 0,0034 | 0,0083 | 0,0733 _ _ ~ _
Kobalt, gCo/m 40,0037 | +0,0021 | +0,0030 | +0,0021 | 40,0014 NS
3 0,1551 | 0,1587 | 0,1600 | 0,1531 | 01580 | 0.9835 ~ _ ~ ~
Cynk, gZn/m £0,0298 | 40,0837 |+0,01975 | +0,0149 | +0,0174 NS
. 0,0002 | 0,0003 | 0,0003 | 0,0002 | 0,0003 VILVIL | _
Chrom, gCr/m +0,0000 | 40,0001 | +0,0001 | +0,0000 | z0,0001 | 00146 | VIIX X
Ortofosforany, 00371 | 00686 | 00771 | 00929 | 04471 | o | VIV, y ~
gPO/m® +0,0054 | +0,0277 | 40,0295 | +00198 | +00867 | © viil, IX -
. s 00218 | 0,0258 | 0,033 | 0,1765 | 0,2804 Vi, VI, _
Fosfor ogdiny, gP/m +0,0071 | 40,0067 | £0,0092 | +0,0166 | +0,0215 | ©:0000 Vil IX X
Azot amonowy, 00267 | 00114 | 00150 | 00081 | 0,0863 | oo- | VIV, N ~ ~
gNH,/m? +0,0225 | +0,0168 | 00152 | 40,0073 | 400172 | & Vill, IX
- 0,0400 | 0,0471 | 0,0393 | 0,0364 | 00096 VI, Vill, | VI VI, _
Azotyny, gNOz'/m $0,0041 | +0,0027 | +0,0073 | 400111 | s0,0021 | ©:0000 X X v
- 05929 | 07229 | 0,3243 | 0,1809 | 0,0343 ~
Azotany, gNOs/m 00074 | +0.0787 | 40,1315 | 101165 | s001i8 | 00000 | XX | Vi X | viv
Azot organiczny, 07744 | 07437 | 07793 | 1,0689 | 05937 | oo | VLV, | VI, VI, _ ~
gN/m® £0,1389 | 40,2395 | 40,3727 | +0,3474 | +00812 | © Vi, X | v, I
’ 3.8571 | 34000 | 2,65711 | 41714 | 1,000 VI, VIl | VI, VI B _
BZTs, gO,/m +0,3599 | +1,2754 | +1,8609 | 42,4791 | +04397 | 00144 X VIl 1X
.,, " 50857 | 54429 | 64429 | 64857 | 51857 VIL VI, | VI, VI, _ ~
Utlenialnos¢, gOa/m +0,7290 | 40,4504 | +1,0048 | +1,2212 | +0,2673 | 90182 | Vii'x | il Ix
s 12,1400 | 15,8286 | 35,2000 | 25,3286 | 6.6667 VILVIL [ VILVIL | _
ChZT, gO2/m +3,9183 | 42,2013 |+27,3081 | +7.1381 | +1,0328 | %0061 | x'x X
s ~ 40286 | 40667 | 42714 | 41143 | 0,2610 ~ ~ " ~
OWO, gC/m +0,2690 | +0,2658 | 40,2498 | 40,1345 NS
. 0,0041 0,0034 | 0,0060 | 0,0027 Vi, VI, ~
Indeks fenolowy, g/m 400000 | 00000 | BORC | o6 | soooio | 00001 vii M IX
Detergenty anionows, 00667 | 0,0686 | 00417 | 0,0408 | 00471 | oo TTVILIX | 1 vn _ ~
g/m® +0,0073 | 40,0063 | 40,0098 | +0,0067 | +0.0049 | © X :
Bakterie mezofilne 95,0000 | 388,3333 | 241,4286 | 172,8571 | 125,0000 | o= [ VI VIl | uy v ~ ~
w 1 cm¥/37°C po 24 h +53,463 | +107,780 | +248,825 | 485,9679 | +10.4881 | © IX, X :
Bakterie psychrofilne 471,4286 | 725,0000 | 485,7143 | 407,1429 | 512,8571 | 0.2547 ~ ~ _ ~
w 1cm?/20°C po 72 h +331,18 | 431265 |+282,421 | +183,912 | +88.4523 | NS
) : 1,3429 | 3,8667 | 1,4914 | 2,9143 | 14914 | 04615 ~ ~ _ ~
Miano coli +1,8201 | 46,5010 | +0,8747 | +1,4554 | 40,8747 NS
) ..‘ 13429 | 4,3000 | 1,5000 | 34857 | 21143 | 0.3075 _ ~ B ~
Miano Escherichia coli +1,8201 +6,3621 40,8583 | +1,3607 | +1,4736 NS

*dia p>0,05 brak statystycznie istotnych réznic (NS)
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Zbiornika Goczatkowickiego w okresie badawczym, zauwa-
zono podobiernistwa migdzy poszczegélnymi barwnikami. Ce-
lem ustalenia podobiefistwa w grupach barwnikéw (wzigto
pod uwage wzgledna zawarto§¢ poszczegélnych barwnikéw
wyekstrahowanych z glonéw hodowanych na wodach pobra-
nych we wszystkich punktach pomiarowych w poszczegdlnych
miesigcach) zastosowano analize skupiedi. Jako miare podobieri-
stwa przyjeto wspolczynnik korelacji liniowej Pearsona. Odle-
glo$¢ miedzy grupami wyznaczono metoda Srednich polaczeri.
Graficznym przedstawieniem przeprowadzonego grupowania sa
dendrogramy podobieristw rozktadéw pokazane na rysunku 5.
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Rys. 5. Dendrogramy podobieristw rozktadéw barwnikéw fotosyntetycznych
wyekstrahowanych z komérek Chiorella vulgaris hodowanych synchro-
nicznie w wodzie ze Zbiornika Goczatkowickiego ( VI-X 1997 r.) [16]

Na podstawie analizy statystycznej wskaZnikéw jakosci
wod pokazano podobieristwa i réznice mi¢dzy nimi w po-
szczegblnych miesigcach. Wynik testu wykazal, ze sposréd
34 analizowanych wskaZnikOw zanieczyszczenia wody 2/3
zmienialo si¢ sezonowo. Statystycznie istotne zmiany zano-
towano w przypadku intensywno$ci barwy wody oraz zawar-
toSct zwiazkéw wapnia, magnezu, sodu, potasu, chlorkéw,
siarczanéw, krzemionki, otowiu, chromu og6lnego, ortofosfo-
ranéw, fosforu ogélnego, azotu amonowego, azotynéw, azo-
tanéw, azotu organicznego, BZTs, utlenialnosci, ChZT, inde-
ksu fenolowego, detergentéw anionowych, a takze bakterii
mezofilnych.

Dyskusja wynikow

W analizowanym okresie na jako§¢ wody w Zbiorniku
Goczatkowickim miaty wplyw pow6dZ w lipcu 1997 1. [28]
oraz jesienne zmiany jakosci wody, typowe w jeziorach ob-
ciazonych dodatkowo fadunkiem zanieczyszczerr wnoszonych
wraz z wodami spuszczanymi ze stawéw rybnych. Lipcowa
pow6dZ byta waznym wydarzeniem z punktu widzenia oceny
przydatno$ci zastosowanego biotestu, poniewaz nastapity wéw-
czas znaczace zmiany niektdrych wskaznikéw zanieczyszcze-
nia (tab. 1). Mozna bylo zaobserwowaé, jak wody powodzio-
we wplynely na aktywno$¢ metaboliczna hodowanych w nich
glonéw. W czasie powodzi zaobserwowano podwyzZszong za-
warto$¢ krzemionki w wodach sptukiwanych ze skat w zlewni
zbiornika. Stwierdzono takze wyjatkowo duza liczebno$¢ ba-
kterii mezofilnych, §wiadczacych o zanieczyszczeniu zbiorni-
kafekaliami. W lipcu stwierdzono réwniez najwieksza zawar-
to$¢ azotanéw, malejaca istotnie w kolejnych miesigcach.
Wzrost zawarto$ci azotanéw mégt by¢ spowodowany spluki-
waniem nawoz6éw z pdl uprawnych. Zmniejszeniu ulegla za-
warto$¢ detergentéw anionowych, chlorkéw 1 siarczanGw.
W lipcu badane wody nie zawieraly fenoli.

Zgodnie z przebiegiem proceséw, typowym w przypadku
jezior [29], wody Zbiornika Goczatkowickiego zawieraty naj-
wiecej fosforanéw i azotu amonowego w paZdzierniku. Do-
datkowo od wrzesnia do paZdziernika zawarto$¢ zwiazkéw
fosforu i azotu amonowego byta zwiekszona przez tadunek
tych zanieczyszczefi wnoszonych przez wody spuszczane ze
staw6w rybnych, znajdujacych si¢ w dorzeczu zbiornika. Ponad-
to we wrze$niu we wszystkich punktach pomiarowych zazna-
czyly si¢ istotnie wigksze iloSci zwiazkéw sodu i potasu
(mogace pochodzi¢ z cukrowni w Chybiu) [30]. Réwniez we
wrzesniu badane wody wykazywaly istotnie wieksze zawar-
tosci fenoli niz w pozostatych miesigcach okresu badawcze-
go. Z kolei w paZdzierniku zanotowano istotnie mniejsza
zawarto$¢ olowiu niz w catlym okresie badawczym. Zmian
sezonowych nie wykazywaly zawarto§¢ zelaza, manganu,
niklu, kadmu, miedzi, kobaltu, cynku oraz wegla organiczne-
go, a takze wskaZniki sanitarne jako§ci wéd — liczba bakterii
psychrofilnych, miano coli i miano Escherichia coli.

Wskaznik wzglednej zawartoéci barwnikéw fotosyntetycz-
nych wyekstrahowanych z glonéw rosnacych w wodach ze
Zbiornika Goczatkowickigo miat warto$¢ najblizszg wartosci
tego wskaZnika w hodowli kontrolnej w okresie lipcowej
powodzi i sierpniowych pomiaréw tuz po powodzi. Oczywi-
stym jest, Ze po powodzi dochodzito do rozciericzenia zanie-
czyszczen wod w zbiorniku na skutek doptywu duzej ilodci
wody oraz ze naniesiony ze zlewni materiat skalny buduje
nowe dno. Natomiast jesienia, w efekcie naturalnych zmian
zachodzacych w jeziorach, dochodzi do zwiekszenia w nich
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ilosci substancji biogennych [29], jest chiodniej i glony ich
nie wykorzystuja. Zwigkszone ilosci substancji biogennych
w wodach zbiornika byty spowodowane takze przez wody
zasobne w fosforany i azot amonowy spuszczane ze stawéw
rybnych znajdujacych si¢ w dorzeczu Zbiornika Goczatkowic-
kiego (najwieckszy w Europie Srodkowej kompleks staw6w
hodowlanych o powierzchni ok. 900 ha) [31,32]. Rosnace
w wodach pobranych we wrze$niu i paZzdzierniku glony Chlo-
rella vulgaris, hodowane synchronicznie w warunkach labo-
ratoryjnych, syntetyzowaty najwigksza zawarto§¢ barwnikéw
fotosyntetycznych, co objawialo si¢ warto§cia wskaZnika
wzglednej zawarto$ci barwnikéw fotosyntetycznych naj-
bardziej odbiegajaca od wartosci tego wskazZnika w hodow-
li kontrolne;j.

Na rysunku 5 przedstawiono dendrogramy ilustrujace po-
dobieristwo rozktadéw wzglednych zawartos$ci wszystkich
barwnikéw fotosyntetycznych wyekstrahowanych z komdérek
glonéw Chlorella vulgaris hodowanych w wodach pobranych
w siedmiu punktach pomiarowych usytuowanych w obrebie
Zbiornika Goczatkowickiego w poszczegblnych miesiacach
1997 . W okresie badawczym najbardziej podobne rozktady
miaty chlorofile a i b. Najmniejsze podobieristwa rozktadéw
chlorofili aibzanotowano w czerwcui w lipcu — odpowiednio
88,3% 1 83%. W pozostatych miesiacach okresu badawcze-
go podobiefistwa te mieScity si¢ w zakresie od 96,0% do
99,5%. Odnotowano réwniez, ze podczas powodzi chloro-
file wydzielaly si¢ w osobna grupe, istotnie rézniaca sie od
reszty barwnikéw. W czasie sierpniowych pomiaréw, na-
stepujacych tuz po powodzi, opisywana tendencja utrzy-
mywala sig.

Druga grupe wyrézniajaca sie podobnymi rozktadami two-
rzg barwniki neoksantyna i zeaksantyna. Podobiefistwo roz-
kladéw miedzy tymi barwnikami wahato sie od 61,4% do
97,6%, przy czym podobiefistwa w zakresie 60+70% stwier-
dzono w czerwcu, lipcu i sierpniu, a powyzej 90% — we
wrzesniu i paZzdzierniku. W czerwcu, wrzesniu i paZzdzierniku
chlorofile oraz neoksantyna i zeaksantyna wydzielily si¢
w odrebng grupe, a pozostale barwniki w druga. W czasie
lipcowej powodzi i w sierpniu, odrgbna grupg stanowily chlo-
rofile a i b, a neoksantyna i zeaksantyna grupowaly sie¢ razem
z pozostalymi barwnikami.

Whioski

¢ Zawarto$¢ barwnikéw fotosyntetycznych w synchroni-
cznej hodowli glonéw Chlorella vulgaris (Beijerinck 1890,
szczep A-8) odzwierciedlata zmiany jako$ci wody w Zbiorni-
ku Goczatkowickim.

¢ Analiza zmian zawarto§ci barwnik6w fotosyntetycznych
glonéw Chlorella vulgaris w hodowli synchronicznej pozwo-
lifa jednoznacznie wyréinié okresy lipcowej powodzi oraz
jesiennych zmian jakosci wody.

¢ Na podstawie wskaZnika wzglednej zawarto$ci barwni-
kéw fotosyntetycznych w glonach hodowanych w wodach
pobranych w lipcu i sierpniu stwierdzono, ze zawarto$¢ barw-
nikéw byla najbardziej zblizona do hodowli kontrolnej, a wigc
woda w tym czasie byla najczystsza.

¢ Sposréd zidentyfikowanych barwnikéw fotosyntetycz-
nych najlepszymi markerami zmian jakosci Srodowiska wod-
nego wydaja si¢ by¢ chlorofil a, chlorofil b, zeaksantyna
i neoksantyna.

Niniejsza praca powstata na podstawie rozprawy doktor-
skiej pt. ,, Hodowla synchroniczna Chlorella vulgaris w kon-
troli jakosci wéd”, ktdrej promotorem byta prof. Beata Cwa-
lina. Autorka dziekuje dr. Adamowi Wilczokowi za wykonanie
analiz HPLC, mgr Lidii Swigtkowskiej za statystyczng analize
danych oraz dr Jolancie Lodowskiej za cenne uwagi i dysku-
sje.
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Czaplicka-Kotas, A. Influence of Water Quality on the Syn-
thesis of Photosynthetic Dyesin the Cells of the Algae Chlorella
vulgaris for the Purpose of Surface Water Biomonitoring,
Ochrona Srodowiska 2007, Vol. 29, No. 1, pp. 27-33.
Abstract: The study has demonstrated that the biotest invol-
ving asynchronous culture of Chlorellavulgaris algae is a useful
tool for the control of surface water quality. The experiments
were carried out with water samples collected from the Goczal-
kowice Reservoir. The variations observed in the concentrations
of the photosynthetic dyes (from 24-hour cell life cycles, ana-
lyzed by high performance liquid chromatography) were adop-
ted as the criterion for assessing the variations in the algae cells.

The following photosynthetic dyes were identified in the cells
examined: neoxanthin, violaxanthin, antheraxanthin, litein, ze-
axanthin, chlorophyll a, chlorophyll b, a-carotene and B-caro-
tene. The analysis of the changes observed in the cells of the
Chlorellavulgaris algae enables conclusions to be drawn on the
water quality variations in response to flood (to name one
example). Of the photosynthetic dyes that have been identified
in the algae cells, chlorophyll a, chlorophyll b, neoxanthin and
zeaxanthin seem to be the best indicators of water quality
variations.

Keywords: Chiorella vulgaris, synchronous culture, photo-
synthetic dyes, water quality control, Goczalkowice Reservoir.
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