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Cel éwiczen:
Poznanie zasad mikroskopowania, nabycie utmejci mierzenia wielkéci obiektoéw
mikroskopowych.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Rodzaje i przykiady zastosowanikroskopow

2. Budowa i zasada dziatania zwyktego mikroskémietinego
3. Powikkszenie i zdoIln& rozdzielcza mikroskopu, immersja
4. Sposoby mierzenia obiektow mikroskopowych

Materiaty:
preparaty mikroskopowe trwate, owoce fdiiny, lis¢ kapusty, ¢ spichrzowy cebuli, sol
fizjologiczna

Aparatura i szkto:
mikroskopswietlny, szkietka podstawowe i nakrywkowe

Wykonanie éwiczenia:

1. Przygotowanie preparatu mikroskopowego

W celu przygotowania preparatu naje

- umy¢ szkietko podstawowe i osuszgibulg,

- nani&c¢ krople soli fizjologicznej na szkietko podstawowe,

- wprowadzé¢ niewielki i cienki fragment tkanki (np. skérkawewnrctrznej strony Kcia
cebuli, skorka z owocu jaghiny) do kropli soli fizjologicznej,

- calas¢ przykry szkietkiem nakrywkowym.

2. Skalowanie okularu mikrometrycznego

W celu wyskalowania okularu mikrometrycznego ngle

- umi&sci¢ na stoliku mikroskopu mikrometr przedmiotowy,

- wlozy¢ na miejsce jednego z okularéw okular mikrometrygzn

- patrzc przez okular mikrometryczny znateobraz skali mikrometru przedmiotowego,

- ustawt skak mikrometru przedmiotowego i numerowgan skab okularu
mikrometrycznego réwnolegle do siebie,

- ustawt podziatic sruby mikrometrycznej okularu mikrometrycznego w pggeO,

- przesugé¢ ostrznie mikrometr przedmiotowy tak aby wybrana diugaatka skali
mikrometru przedmiotowego (ale nie pierwsza) pakis¢ z przecgciem krzyza okularu
mikrometrycznego,

- przesun¢ krzyz na nasjpmg diuga dziatke skali mikrometru przedmiotowego gayc
srubg mikrometryczig okularu mikrometrycznego (tj. przesidnkrzyz na odcinku 100
pm)i

- odczytg ilos¢ dziatek ze skalisruby okularu mikrometrycznego (uwzgdhiajgc

jednoczénie ewentualne petne obrotyuby) odpowiadajcych przesurciu krzyza na

odcinku 10Qum,

uzyskane dane wykorzystdo utazenia proporcji i wykonapotrzebne obliczenia:



100Qm — a dziatek skakruby mikrometrycznej
¥m — 1 dziatka skaruby mikrometrycznej,
wyskalowa okular mikrometryczny dla obiektywow o pakszeniu 5x, 10x i 40x.

3. Pomiar wielkdci komorek w przygotowanym preparacie
Aby dokon& pomiaru wielkdci wybranej komorki naley:

wiozy¢ na miejsce jednego z okularow mikroskopu okulaarorhetryczny,

znalez¢ obraz preparatu w mikroskopie przy danym pbazeniu obiektywu,

wyzerowa& skak sruby mikrometrycznej i ustawi przececie krzya w miejscu od
ktérego pomiar &dzie s¢ zaczynat,

krecac srubg mikrometryczi okularu mikrometrycznego przesidrkrzyz nici do miejsca,
gdzie pomiar bdzie zakdéczony,

odczyt& ilos¢ dzialek ze skalisruby okularu mikrometrycznego odpowiagia)

przesungciu krzyza na mierzonym odcinku,

przeliczy liczbe dziatek na mikrometry zgodnie z weémnéejszy kalibrach okularu

mikrometrycznego dla danego p@Wszenia obiektywu.
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Cel éwiczen:
Poznanie szczegotow budowy komoérki prokariotyczaekariotycznej, rédinnej i zwierzcej
z jednoczesnym uwzgdnieniem funkcji organelli komérkowych.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Struktura komorki prokariotycznej (z uwzdhieniem budowy i funkcji rsek, fimbrii i
otoczki)

2. Metoda barwienia bakterii wg Grama — budo¥eany komorkowej u bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych

3. Struktura komorki eukariotycznej —adice w budowie komorki khinnej i zwierzcej

4. Funkcje organelli komorkowych

Materialy:

hodowle bakterii wiéciwych z rodzajowEscherichia, Bacillus, skérka z wewegtrznej strony
liscia spichrzowego cebuli lub stia trzykrotki, zawiesina demlzy (Sacharomyces
cerevisiae), sol fizjologiczna, 5% r-6r NaCl, r-or fioletu ystalicznego, etanol (70%), ptyn
Lugola, fuksyna fenolowa, it metylenowy, gotowe preparaty baktetischerichia coli,
Bacillus megaterium, Micrococcus luteus, Clostridium sporogenes

Aparatura i szkio:
mikroskopswietlny, szkietka podstawowe i nakrywkowe

Wykonanie éwiczenia:

Obserwacje mikroskopowe przeprowadza pomog zwykiego mikroskopu optycznego przy
uzyciu obiektywu suchego 40x oraz immersyjnego o pksdeniu 100x.

1. Morfologia komérek bakteryjnych

Obserwacja utrwalonych preparatéw mikroskopowydicpajacych gatunkéw bakterii:
1. Escherichia coli
2. Bacillus megaterium
3. Micrococcus luteus
4. Clostridium sporogenes

2. Preparat przaciowy zwykty:

- na odtluszczonym szkietku podstawowym uwnié kroplk 0,85% roztworu NaCl (sol
fizjologiczna), do ktérego za pompcezy bakteriologicznej, wysterylizowanej w
ptomieniu palnika, wprowad&i24-godzinia hodowk bakterii ze skosu agarowego,

- preparat przykry szkietkiem nakrywkowym.

3. Plazmoliza w komérkach skérki z wegtrznej strony tuski cebuli idcia trzykrotki:
- umy¢ szkietko podstawowe,

- nani&c¢ na szkietko krop soli fizjologicznej,

- wprowadz¢ niewielki fragment skorki (cebuli lub trzykrotkilo kropli,



- catas¢ przykrye szkietkiem nakrywkowym, a obok szkietka - z lewsjony nani&
krople stezonego roztworu NaCl - z prawej strony pojé pasek bibuty,

- obserwowad preparat przy powkszeniu obiektywu 10x (40x), jednoénée absorbujc
wodk z preparatu za pomgpaska bibuty,

- narysowa etapy plazmolizy.

4. Barwienie bakterii metadGrama:

- wykona& rozmaz 24-godzinnej hodowli bakterii na szkietlkadptawowym,

- wysuszy preparat w temperaturze pokojowej, a ¢gasie utrwalé, przeprowadzap
preparat przez ptomiegpalnika zawiesig zwrocory ku gorze,

- zala preparat roztworem fioletu krystalicznego na 2 ,nsptuk& wodg, zala ptynem
Lugola na 1 min.,

- zanurzy preparat w 70% alkoholu etylowym na 30 sek., smtukods,

- dobarwt preparat roztworem fuksyny zasadowej przez 10€1Q, sptukéa dokladnie
wodg | wysuszy na powietrzu,

- wykon& obserwacje mikroskopowe bakterii za pomambiektywu immersyjnego o
powigkszeniu 100x.

W wyniku barwienia bakterie Gram-dodatnie zastagbarwione na fioletowo, a bakterie

Gram-ujemne — na #0wo.

5. Obserwacja komérek drdzy (Sacharomyces cerevisiae) — preparat przyyciowy:

- na odtluszczone szkietko podstawowe ng&nicrople hodowli ptynnejS. cerevisiae (w
przypadku hodowli na podia statym drobnoustroje zawieszamy w 0,85% NaCippk
barwnika — b¢kitu metylenowego 1:10000. Catoprzykry¢ szkietkiem nakrywkowym,

- ogladat preparat pod mikroskopem stagupowkkszenie 100x i 400x,

- obliczg zawartdé¢ procentoy komoérek martwych dealzy: policzye komorki
zabarwione na niebiesko przypagta na 100 komorek didzy.

Wynik barwienia: zabarwieniu ulegajkomoérki martwe, w ktérych btona komorkowa,
warunkupca barie¢ potprzepuszczalrai traci wiaciwosci wybiorcze i nie jest selektywna.
Bickit metylenowy w srodowisku wzrostu, w wyniku dziatania dehydrogerdozdzy,
przechodzi w forra zredukowan, bezbarwny leukobkit.
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Cwiczenie 3
Metabolizm organizméw

Cel éwiczen:

Zapoznanie §i z przebiegiem podstawowych proceséw metaboliczniharzysacych
neutralizacji zanieczyszcizei wykorzystywanych w rozwgzaniach technologicznych
inzynierii srodowiska.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Typy odzywiania s¢ organizmow -zrédta makroelementow i mikroelementow
2. Sposoby zdobywania energii — oddychanie tlenowrt|drowe, fermentacja

3. Rodzaje substratow energetycznych wykorzystywamyzbz organizmyywe

4. Asymilacja dwutlenku wgla: fotosynteza bakteryjna islmna, chemosynteza
5. Fosforylacja substratowa, oksydatywna, fotooksyalacj

Materiaty:

podiaza state, rénicujgce: McConkey agar, ENDO agar, agarzywiczy + purpura
bromokrezolowa + rine zrodta wegla (glukoza, glicerol, mannitol, cytrynian Na, laka),
agar odywczy + skrobia,

podiaza ptynne: bulion ozlywczy + laktoza + purpura bromokrezolowa,

szczepy bakteryjne:Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Sarcina lutea,

zielona masa #hinna (natka pietruszki lub in.), 96% alkohol etyly ptyn rozwijapcy:
toluen: eter: aceton (10:2,5:2),

moczarka kanadyjska,

ziemia ogrodowa, 50mM KOH, 50mM HCI, glukoza, aranetylowy.

Aparatura i szkto:

probowki (20 i 60cn), plytki Petriego, zlewki (50 i 500ci)) stoiki 1L Twist, kolby
stazkowe (100 i 500cr}), biureta, médzierz porcelanowy, piasek, bibuta filtracyjna,iogity
miarowe (50 i 100cr), bagietki z gumi recepturk, linijka z podziatls, termometr

Wykonanie ¢éwiczenia:

1. Identyfikacja szczepow bakteryjnych:

W celu identyfikacji szczepow néig

- dokon& obserwacji wzrostu, wygtlu i barwy wyrostych kolonii szczepow bakterii na
statych podtaach ré&nicujacych, zmiany barwy podia statego i ptynnego w przypadku
zdolnaci poszczegolnych szczepow bakterii do rozktadu azweh w podtau zrédet
wegla,

- rozpozné szczepy bakterii na podstawie @y wymienionych cech na ptytkach z
numerowanymi posiewami.

2. Wplyw natzeniaswiatta i temperatury na proces fotosyntezy

Pomiary intensywnizi fotosyntezy opartegsna oznaczaniu wymiany gazowejslio i
polegaj na okrgleniu ilosci pobranego dwutlenku ¢ggla lub wydzielonego tlenu. Do tego
celu shig metody chemiczneghz gazometryczne. Do nich m.in. zalicza pidtilosciows
metod polegajca na liczeniu pcherzykéw tlenu wydzielonego przez fotosyntetyeg;
gakzki roslin wodnych.



Przebiegwiczenia:

gakzke moczarki kanadyjskiej umiei¢ w petli gumki recepturowej przymocowanej do
szklanej bagietki i zanurzy (wierzchotkiem do dotu) w probéwce (lub cylindyzzwody
wodociggowa wzbogacoa kilkoma kroplami mineralnej wody gazowanej,

catas¢ umiescic w kolbie stakowej napetnionej wag

ustalic 2 punkty w odlegtéci 2 i 45 cm mgdzy zrodiemswiatta a réling,

w kazdym punkcie kolejno uméei¢ moczark i okresli¢ ilos¢ wydzielanych pcherzykow
tlenu; pomiary wykonywaw ciggu 2 minut po 4 minutach adaptacjslio do warunkéw
swietlnych, trzykrotnie dla kalej odlegtdci od zrodtaswiatta,

wyniki bada zestawt w tabeli,

Tabela 1. Wplyw nafeniaswiatta na proces fotosyntezy

odlegta¢ od iloé¢ pecherzykdéw Q w ciagu 2 minut
zrodlaswiatta powtdrzenia
(cm) 1 2 3 srednia
2
45

do dwu kolb stékowych napetnionych wedwodochgows o temperaturze°® i 25°C
wstawia kolejno probéwk z zanurzoa w wodzie gajzka moczarki kanadyjskiej,

po odczekaniu 4 minut, w celu adaptacji moczarki@ounkow temperaturowych, liczy
wydzielane pcherzyki tlenu przez 2 minuty,

pomiar w kadej temperaturze powtoreyrzykrotnie,

wyniki bada zestawt w tabeli,

Tabela 2. Wplyw temperatury na proces fotosyntezy

temperatura ilos¢ pecherzykow Q w ciggu 2 minut
(°C) powtorzenia
1 2 3 srednia
5
25

3. Wyodebnianie i rozdzielanie barwnikow asymilacyjnych

Reakcje fotosyntezy zachagdzw specjalnych strukturach komorkowych zawigeggh
barwniki fotosyntetyczne. U fotosyntetyzaych Procaryota odbywaj sic one w wypustkach
bton plazmatycznych, zav komorkachEucaryota w chloroplastach. Barwniki zezane z
fotosyntez zalicza s¢ do trzech gitdbwnych klas: chlorofili, karotenoiddiv fikobilin.
Chlorofile i karotenoidy $ zwigzkami dobrze rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach
organicznych, a fikobiliny dobrze rozpuszegsg w wodzie.

Przebiegwiczenia:

mag roslinng rozetrzé w mazdzierzu z piaskiem; uzyskamiazg wymieszg z 96%
alkoholem etylowym z dodatkiem acetonu; po ponowngarciu mieszanprzegczyC
przez gczek bibutowy; ekstrakt chrohprzedswiattem.

przygotowa& pasek bibuty filtracyjnej o wymiarach 2x20 cm bbly chromatograficznej;
nanie¢ kolejno kroplami w jednym miejscu (3 cm od dolikepawedzi bibuty) wyckg
barwnikéw; po kadym naniesieniu kropli pasek bibuty wysuézy

do cylindra wl& ptyn rozwijapcy (warstwa 1-1,5 cm); pasek bibuly z naniesionymi
barwnikami umiéci¢ w cylindrze tak, aby kicem dotykat ptynu rozwijagego; cylinder



szczelnie przykr§; rozdziat barwnikéw prowadzi¢ pod wiaczonym dygestorium! po
30 minutach wyj¢ pasek bibuty, doktadnie wysusziyrozpozna barwniki.

4. Oznaczanie aktywldoi oddechowej mikroorganizméw glebowych indukowanej
substratem (glukag
Wystepujace w glebie mikroorganizmy oraz zwieta bezkegowe pobieraj w procesie
oddychania z powietrza glebowego tlen, a wydziethyutlenek wgla, co mana wykaza
doswiadczalnie. Zazwyczaj ok. 10% mikroorganizmow gielgch zachowuje aktywro.
Pozostate 90% znajdujecsiv stanie @pienia lubzycia utajonego. Po wprowadzeniu do gleby
odpowiednich sktadnikow pokarmowychestnie aktywnych komorek faie.
Miarag aktywndci oddechowej organizmoéw jest §lo wydzielonego dwutlenku ggla. W
trakcie ¢wiczenia wydzielany C®(produkt oddychania) ulega absorpcji w roztworZeHs
stosownie do reakc;ji:

KOH + CO, — K* + HCOy

Nadmiar KOH jest okrdony ilosciowo za pomaog miareczkowania HCI.

Przebiegwiczenia:

- do dwdch stojow litrowych wprowadzipo 400gzyznej ziemi ogrodowej; do jednego z
nich dod& 4g glukozy i wymieszadoktadnie cukier z ziergj

- do stojow wstawd mate zlewki zawierace po 20ml KOH (50mM); stoje szczelnie
zakrcic i pozostawt na 24h,

- po inkubacji wyj¢ zlewki, zawarté¢ przela do kolb stakowych o pojemngéci 100mi;
doda& 2-3 krople wskanika pH — oranu metylowego; nadmiar KOH miareczko$va
50mM HCI do zmiany barwy zottej na czerwos,

- ilos¢ wydzielonego C@obliczy¢ ze wzoru:

_ % —V) 50
100C i

gdzie: y - aktywné& oddechowa gleby [mM C&g gleby/ doba], VY- objetos¢ KOH uzyta
do absorpcji CQ[ml], V - objetos¢ KOH nie zobogtniona przez HC® [ml], odpowiadajca
objetosci HCI zuzytego do miareczkowania, m - masa prébki glebyojudig],

- poréwn& aktywnagé oddechow mikroorganizmow glebowych indukowgni nie
indukowara dodatkiem glukozy.
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Cel ¢wiczen:
Zapoznanie giz warunkami wysfpowania drobnoustrojow w wodzie
Poznanie metod oznaczania mikrobiologicznego zayszczeniavody

Zagadnienia teoretyczne:

1. Metody liczenia drobnoustrojow

2. Czynniki decydujce o wys¢powaniu drobnoustrojéw w wodzie
3.  Wskaniki stanu sanitarnego wody (miano i wki coli)

4. Metody oznaczania mikrobiologicznego zanieczysziezemdy
Materiaty:

sol fizjologiczna, podike ENDO, fiolet krystaliczny, agar agwczy, hodowlaEscherichia
coli, hodowlaBacillus subtilis

Aparatura i szkto:
mikroskopswietlny z obiektywem immersyjnym, komora Thoma, lpiarki, ptytki Petriego

Wykonanie éwiczenia
1. Oznaczanie liczby bakterii metp@/righta

Metoda ta oparta jest na ustaleniu liczby drobroi@ty w poréwnaniu do znanej
liczby komérek dradzy. Oznaczenie liczby komorek drdzy w | mm’ wykonuje s¢
za pomog hemocytometru Thoma (lub Biurkera). Komora Thomaghkhokas¢ 0,1 mm;
na jej dnie znajduje sisiatka skladaca s¢ z 16 duych kwadratow, kady z nich
podzielony jest na 16 matych; wymiary jednej matemory wynosz: wysoka¢ - 1/10
mm, szeroké& - 1/20 mm, diugé&t - 1/20 mm; tak wgc powierzchnia matej komory
wynosi 1/400 mrf, a jej obgtos¢ 1/4000 mn.

Po przygotowaniu zawiesiny dirdzy wprowadza s ja do komory Thoma.
Nastpnie pod mikroskopem liczy sikomérki drazdzy w 5 duwych tj. w 80 matych
kwadracikach komory. Liczbkomérek dradzy (Y) w 1 mnT ustala s} wedtug wzoru:
v = liczba komorekx rozcienczaiex 4000

80

Dla ustalenia liczby badanych drobnoustrojow, w tygpadku, B. subtilis nalezy:

- skos z hodowd B. subtilis zmy¢c 3 cnt 0,85% NaCl; zawiesin bakterii
rozci@éczyc trzykrotnie,

- zmiesz& 0,5 cn? zawiesiny dradzy i 0,5 cn? zawiesiny bakteryjnej,

- sporadzi¢ rozmaz na szkietku podstawowym, wysusZyo a nasfpnie utrwalgé w
ptomieniu palnika,

- utrwalony rozmaz barwir-rem fioletu krystalicznego przez 2 minuty,

- fiolet zmy wodg destylowan i preparat wysuszy

- uzywajagc mikroskopu zliczy liczb¢ komorek dradzy i bakterii w 20 polach widzenia,

- obliczy¢ liczb¢ komorek bakteryjnych wedtug wzoru:




liczba bakterii xY x1000
liczba drozdzy

Liczba bakterii w | cm =

gdzie: (Y) - liczba komérek demlzy w | mm®, 1000 - przelicznik na | cfn
2. Oznaczanie liczby bakterii metpgtytkowa

W metodzie ptytkowej liczd komérek bakterii w badanej probce ofeesi na podstawie
liczby koloni wyrostych po okresie inkubacji na patl odzywczym. Dla ustalenia liczby
bakterii tj. E. coli nalezy:

- sporadzi¢ zawiesirg bakteriiE. coli zmywajc hodowt ze skosu 3 c¢fh0,85% NaCl,

- przygotowa rozcieaczenia wg schematu na rys. 1,

3 mi 0.iml tml Olml tml Iml Iml 1ml Iml tmi Iml 1ml

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

99ml 9ml 99ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml
102 102 105 10% 107 108 100 10710 107! 10712 1013

Rys. 1. Schemat rozgiezen zawiesiny bakterii

- wy%iaé po 1 cm zawiesinyE. coli - na 2 plytki z podiéem ENDO z rozcigczen: 107,
1071 107,

- hodowle inkubowé przez noc w temperaturze 37°C,

- po okresie inkubaciji zliczywyroste kolonie na podiach odywczych,

- liczb¢ komérek w zawiesinie w§giowe]j obliczy¢ mnazac liczlbe wyrostych koloni przez
dane rozcigczenie.

3. Oznaczanie bakterii grupy coli metodermentacyjg probowkows — badania
wstepne

W metodzie tej okrdana jest najbardziej prawdopodobna liczba baktgnipy
coli w 100 cni badanej prébki (NPL) przy pomocy tablic spadzonych na podstawie
rachunku prawdopodohistwa. Aby ustali liczb¢ komorek bakterii naley:
— przygotowa pazywke z laktoz i purpuig bromokrezolow (pozywka LBP)
- przygotowa& rozcieiczenia badanej wody: 10 10?, 10° 104, 10°



z kazdego rozciéczenia wysia bakterie - po | ml - do 2 probowek zawiei@jch po 9

ml pozywki

hodowle inkubowé przez 24 godzin w temperaturze 37°C

po okresie inkubacji odczytavyniki: za wynik dodatni przyg wystpienie gcherzykow

gazu przy wstrgsaniu paywki i jednoczesne zptnienie oraz zakwaszenie pogho
(objawiapce st zmiary barwy paywki); za wynik ujemny przyc¢ brak gazu i brak
zakwaszenia podia

odczyt&# NPL dla 2-probéwkowego systemu posiewu z tablicchuaku

prawdopodobigstwa
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Cwiczenie ¢
Wystepowanie drobnoustrojow w wodzie, glebie i powietrzu- cd.

Cel éwiczen:
Zapoznanie giz warunkami wysfpowania drobnoustrojéw w glebie i powietrzu
Poznanie metod oznaczania mikrobiologicznego zapszczenia gleby i powietrza

Zagadnienia teoretyczne:

1. Czynniki decydujce o wys¢gpowaniu drobnoustrojéw w glebie i powietrzu

2. Lokalizacja wys¢powania drobnoustrojow w glebie

3. Pojcie bioaerozolu

4. Wskaniki stanu sanitarnego gleb (miano i wshkik coli); organizmy wskanikowe
w powietrzu Pseudomonas fluorescens, promieniowce, gronkowce)

5. Metody oznaczania mikrobiologicznego zanieczyszieegieby i powietrza

Materiaty:

sol fizjologiczna, ziemia ogrodowa, 1% woda pepteamoodczynnik Nesslera, agarzgadiczy,

podiaze TSA

Aparatura i szkto:
mikroskopswietiny z obiektywem immersyjnym, probowki, ptytRetriego

Wykonanie ¢wiczenia
1. Oznaczanie miana bakterii amonifikacyjnych wbgedgleby metagNPL
Przebiegwiczenia:

1g $wiezej masy gleby zawiesiw 9 cn? plynu fizjologicznego (rozciezenie 10),
wytrzasa kilka minut,

wykona: szereg rozciezei: do szeregu probéwek zawiemjch 4,5 cmi plynu
fizjologicznego dodawapo 0,5 cmi poprzedniego rozaiezenia (rozcigczenia 16, 10°,
10 10°, 109),

z kazdego rozcigczenia wysia po | cnt do dwéch probéwek z 9 chwody peptonowej,
hodowk inkubowa 7 dni w temp. 26°C,

po okresie inkubacji wykordaobserwacje wzrostu bakterii (ztnienie, obecn@ kozucha,
osadu), a tate oznaczenia odczynu pH pazhooraz obecrigi amoniaku - odczynnikiem
Nesslera,

odczyn podiaa sprawdzi zanurzajc krotki fragment paska wskaikowego w paywce,

do probéwek dodapo 0,2 cmi odczynnika Nesslera; pomaczowa barwaswiadczy
0 obecnéci amoniaku,

stwierdzenie wzrostu bakterii, obeéooamoniaku i alkalizacji podia do pH ok. 8,0 - 9,0
swiadczy o zasziym procesie amonifikacji; wynik ozzenia poda jako NPL i miano
bakterii amonifikacyjnych (wielkd NPL i miana odczytuje sitablic opracowanych na
podstawie rachunku prawdopodaistva).

2. Oznaczanie ogolnej liczby bakterii w powietrzetath sedymentacym
Przebiegwiczenia:

przygotowa trzy ptytki Petriego z agarem pgvczym,

ustawt ptytki w miejscu poboru prébki powietrza, zéliwieczka i poddaptytki ekspozycii,
przez 10 minut; w tym czasie drobnoustroje sedymenta powierzchri pazywki,

ptytki zakry¢, inkubowa 24h w temp. 37°C,



- policzy¢ kolonie wyroste na ptytkach, obliczjiczbe bakterii w 1ni powietrza wg
Wzoru:

Azsmz_!_o“
mly [

gdzie: a <$rednia liczba kolonii bakterii na ptytce, r - praiptytki Petriego [cm], t - czas
ekspozycji [min],

- zinterpretowa wynik oceniggc stopié zanieczyszczenia powietrza zgodnie z odpowsedni
normy.

3. Oznaczanie ogolnej liczby bakterii w powietrzetody zderzeniow z uzyciem impaktora
Andersena

Przebiegwiczenia:

— przygotowa 6 ptytek Petriego zawierggych podige TSA,

— po zdgciu przykrywek, szalki (odpowiednio oznakowane) eitit w segmentach impaktora
(urzadzenie pozwala na pobieranie prob frakcji bioadtopor@nych rozmiarach @atek:
>7 um, 7,0-4,1im, 4,7-3,3m, 3,3-2,um, 2,1-1,um, 1,1-0,65m),

- wilaczy¢ pompg prazniowg dla zapewnienia przeptywu powietrza przez impaktor
jednoczénie rozpoca¢ pomiar czasu poboru préby powietrza,

— po zakaczeniu poboru préby powietrza zanotéwazas, a nagbnie wypé szalki
z impaktora, i umigi¢ na nich przykrywki,

- szalki Petriego umigi¢ w inkubatorze w temperaturze°87na 24 godziny,

— po zakaczeniu okresu inkubacji zliczyvyroste kolonie,

— skorygowa liczbe koloni zgodnie z tabglkorelacji Andersena i okétec liczbe jednostek
koloniotworczych w 1ni powietrza wg. wzoru:

CEU [rﬁ] _ liczbakolonii
obj.powietrza
28,3x czagpomiaru

Objetosé powietrza [m] =
jgtose p [m] 100C
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Cel éwiczen:

Zapoznanie si z maliwoscia monitoringu jakéci srodowiska za poma@c organizmow
zywych. Nabycie umiefnosci rozpoznawania wybranych przedstawicieli grzyb@ianow,
pierwotniakow, nicieni, wrotkdw, piécienic.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Klasyfikacja wdéd zgodna z Ramawdyrektywa Wodrg (2000/60/WE). Stan ekologiczny
wod. Elementy jakéci wod

2. Charakterystyka bakterii, grzybow, glonow, pierwakow, nicieni, wrotkow, pigcienic
i owadow

3. Pogcie bioindykacji

4. Saprobowé i trofizm — system saprobéw Kolkwitza-Marrsonazraetody oceny stanu
ekologicznego wod phgetych zgodne z RamewbDyrektywa Wodra

5. Proces samooczyszczania wod — rola organizaydvych

Materiaty:
probki planktonu pobrane ze zbiornikbw wodnychkinigcych sé¢ przynalencsciag do stref
saprobowych

Aparatura i szkto:
mikroskopswietlny, szkietka podstawowe, szkietka nakrywkowe

Wykonanie éwiczenia:

1. Analiza planktonu metadPantlego i Bucka

Przebiegwiczenia:

- nanié¢ badam problke planktonu na szkietko podstawowe i przykrgzkietkiem
nakrywkowym,

- ustawt wyrazny obraz przygotowanego preparatu w mikroskopie,

- przeghdajgc 20 pdl widzenia zliczaosobniki poszczegdlnych gatunkow,

- okrelli¢ przynalenos¢ saprobow poszczegélnych gatunkéw na podstawie wykazu
organizmow wskanikowych,

- przypis& zdiagnozowanym gatunkom wadéo saprobowséci ,s” wedlug danych
podanych w tabeli 1,

Tabela 1. Wartéci saprobowsci ,,s”

strefa saprobowai znak umowny strefy wargo saprobowseci - s
ksenosaprobowa X 0
oligosaprobowa 0 1

betamezosaprobowa b 2

alfamezosaprobowa a 3

polisaprobowa p 4




- obliczy¢ udziaty procentowe poszczegolnych gatunkow,
- przypis& poszczegbélnym gatunkom estotliwos¢ wzgledng ,h” wedlug danych
zawartych w tabeli 2,

Tabela 2. Wartézi czstotliwosci wzglednej ,h”

liczba osobnikow danego gatunku w % czestotliwos¢ wzgledna — ,h”
0golnej ilasci osobnikow
<1

1-3
4-10
10-20
20-40
40-100

OINOIWIN|F-

- uzyskane dane zestawiwedtug przyktadu podanego w tabeli 3,

Tabela 3. Analiza planktonu metpBantlego i Bucka

gatunek liczba osobniki danegg wskaznik ,s” wskaznik ,,h” se h
osobnikéw gatunku w %
a 10 10 3 3 9
b 25 25 2 7 14
C 25 25 1 7 7
d 40 40 2 9 18
suma 100 100 - 26 48
- obliczy¢ wartas¢ wskanika saprobowri ,S” wedtug wzoru:
S= > slh ’
>h

- poda interpretag} obliczonego wskanika ,S” tj. zakwalifikowa zbiornik, z ktérego
pobrano prob planktonu, do danej strefy saprobawsiowedtug danych przedstawionych
w tabeli 4.

Tabela 4. Okrdanie stref saprobowoi za pomog wskanika saprobow&ei ,S”

zakres wartéci wskanika - S zaliczenie do strefy
1,0-1,5 oligosaprobowa
1,5-2,5 betamezosaprobowa
2,5-3,5 alfamezosaprobowa
3,5-4,0 polisaprobowa

- wymienione wyej czynndci powtorzy dla kolejnej proby planktonu pochagej ze
zbiornika o odmiennej przynaleosci do stref saprobowych.
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Cel éwiczenia:
Zapoznanie gize struktug i funkcjonowaniem osadu czynnego oraz jege vobiologicznym
oczyszczanigciekow.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Podstawy biologicznego oczyszczafiekdédw metod osadu czynnego
2. Morfologia osadu czynnego

3. Grupy morfologiczno-funkcjonalne organizméw w osadzynnym

4. Funkcje organizméw w osadzie czynnym

Materiaty:
osad czynny z miejskiej oczyszczadniekOw

Aparatura i szkio:
mikroskopswietlny, szkietka podstawowe

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Ogolna ocena osadu czynnego

Przebiegwiczenia:

- nani&¢ badag probke osadu na szkietko podstawowe, ufnié preparat na stoliku
mikroskopu, obserwacje prowadziasami przy powkszeniu obiektywu 10x i 40x,

- przy prowadzeniu obserwacji za pora@biektywu o 10x powgkszeniu zaobserwowa
ksztatt, budow i wielkos¢ ktaczkéw osadu, okék¢ zag:szczenie bakterii nitkowatych
(indeks Fl od 0 do 5) i przedstawici€liotozoa i Metazoa (skala 0-3) reprezentgych:
orzeski, wiciowce, ameby nagie, ameby skorupkowe, sioniee, wrotki, nicienie,
skaposzczety (podczas analizy, w razie potrzeby, pgétsic tablicami z rysunkami
schematycznymi organizméw osadu czynnego),
przy prowadzeniu obserwacji za poma@biektywu o 40x powkszeniu zaobserwowa
budowe i wielkos¢ pierwotniakow oraz spéjsé ktaczkéw osadu, okéB¢ zagszczenie
bakterii nie zwgzanych z ktaczkami tj. rozproszonych (skala 0s8)bowcow —Spirillae
(skala 0-3) i ketkbdw — Spirochaetae (skala 0-3),

- wyniki analizy zestawi w tabeli 1,

- ocent jakos¢ osadu na podstawie tabeli 2.



Tabela 1. Formularz analizy mikroskopowej osaduhoego
parametr wart@ indeksu
bakterie nitkowat®
skupienia zooglealfle
pierwotniaki i bezkggowce w tyni:
orzeski
wiciowce
ameby nagie
ameby skorupkowe
stonecznice
wrotki
nicienie
skaposzczety
bakterie rozproszofie
srubowce
kretki®
a skala 0-5
b skala 0-3 (brak — liczne komoérki/kolonie w preguzae)

c skala 0-3 (brak — liczne komarki/kolonie w polideenia)
charakterystyka ktaczkow:

zwarte () otwarte ()
mocne () stabe 0
regularne () nieregularne ()
Tabela 2. Ocena jako osadu
jakosé dobra srednia zta
indeks nitek <3 3-4 4-5
bakterie wolnayjace 0-1 2-3 >3
srubowce 0 1 >2
orzeski/ameby skorupkowe >1 <1 0
wiciowce/ameby nagie 0 1-2 >3
struktura klaczkow zwarte otwarte -
mocne stabe -
regularne nieregularne | -
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