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Ramowa Dyrektywa Wodna (RDW, Dyrektywa 2000/60/WE z dnia 23 paŦdziernika 

2000r. wraz z p·Ŧniejszymi zmianami) nakğada na kraje czğonkowskie Unii Europejskiej 

miňdzy innymi obowiŃzek uzyskania co najmniej dobrego stanu ekologicznego naturalnych 

w·d powierzchniowych lub co najmniej dobrego potencjağu ekologicznego silnie 

zmienionych i sztucznych w·d powierzchniowych. Definicje stanu ekologicznego 

sformuğowano w oparciu o charakter element·w biologicznych wystňpujŃcych w zbiornikach 

wodnych (RDW, ZağŃcznik V). Zbiorowiska okrzemek bentosowych stanowiŃ skğadowŃ 

jednego z element·w biologicznych okreŜlonego jako ĂInne roŜliny wodneò rozumiane jako 

makrofity i fitobentos. W 2007 roku Polska wprowadziğa badania zbiorowisk okrzemek 

bentosowych (tzw. fitobentosu okrzemkowego) jako element rutynowego monitoringu rzek  

i jezior oraz zbiornik·w zaporowych. 

Zgodnie z najnowszymi wytycznymi RDW metody stosowane w monitoringu 

bazujŃcym na analizie okrzemkowej zostağy znormalizowane i ujňte w dokumentach 

Europejskich Norm wprowadzonych w Polsce: EN-PN 13946:2014-05 ĂJakoŜĺ wody ï 

Wytyczne do rutynowego pobierania pr·bek oraz wstňpnego przygotowania do analiz 

okrzemek bentosowych z rzek i jeziorò i EN-PN 14407:2014-05 ĂJakoŜĺ wody ï Wytyczne 

dotyczŃce identyfikacji i oznaczania iloŜciowego pr·bek okrzemek bentosowych z rzek  

i jeziorò. 

Dla cel·w monitoringu stanu i potencjağu ekologicznego w·d powierzchniowych  

w Polsce stworzono szereg przewodnik·w metodycznych, tj.: ĂWyb·r typ·w jednolitych 

czňŜci w·d rzecznych i jeziornych do oceny stanu ekologicznego na podstawie fitobentosu 

wraz z rekomendacjŃ metodyki poboru i analizy pr·bò (PiciŒska-Fağtynowicz i in. 2006), 

ĂPrzewodnik metodyczny ï Zasady poboru i opracowania pr·b fitobentosu okrzemkowego  

z rzek i jeziorò (PiciŒska-Fağtynowicz i Bğachuta 2010) oraz ĂWytyczne metodyczne do 

przeprowadzania monitoringu i oceny potencjağu ekologicznego zbiornik·w zaporowych  

w Polsceò (Bğachuta i PiciŒska-Fağtynowicz 2010). W 2017 roku w celu zaktualizowania 

metodyk przygotowano wstňpnŃ wersjň dokumentu ĂWytyczne metodyczne do 

przeprowadzenia oceny stanu ekologicznego jednolitych czňŜci w·d rzek i jezior oraz 

potencjağu ekologicznego sztucznych i silnie zmienionych jednolitych czňŜci w·d pğynŃcych 

Polski na podstawie badaŒ fitobentosuò (Zgrundo i in.). Dokument ten powstağ w ramach  

projektu GIOś ĂWzmocnienie monitoringu w·d w zakresie procedur zapewnienia i kontroli 

jakoŜci pomiar·w i ocen stanu w·d powierzchniowych oraz infrastruktury badawczej, 
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pomiarowej i informatycznejò zadanie ĂAktualizacja metodyk monitoringu i oceny stanu 

ekologicznego Ŝr·dlŃdowych w·d powierzchniowych na podstawie fitobentosu wraz ze 

szkoleniamiò. Na jego bazie utworzono r·wnieŨ niniejszy ĂPodrňcznik do monitoringu  

i oceny jeziornych jednolitych czňŜci w·d powierzchniowych na podstawie fitobentosuò. 

Przy opracowywaniu podrňcznika przeanalizowano nie tylko wczeŜniej obowiŃzujŃce 

przewodniki okreŜlajŃce zasady poboru i opracowania pr·b okrzemek bentosowych w celu 

obliczenia indeks·w okrzemkowych dla rzek i zbiornik·w zaporowych (IO) oraz jezior (IOJ), 

ale r·wnieŨ korekty wprowadzane w p·Ŧniejszym okresie (ĂUwagi i proponowane zmiany do 

przewodnika metodycznego z roku 2006ò w Alvarez Troncoso i Zalewski 2012 ĂNadz·r 

merytoryczny nad poborem pr·b i oznaczaniem fitobentosu w rzekach i jeziorach wraz  

z opracowaniem oceny stanu i klucza do oznaczania fitobentosuò) oraz propozycjň metodyki 

oceny stanu ekologicznego odcink·w rzek pod wpğywem w·d morskich (Bğachuta i in. 2017 

ĂDostosowanie istniejŃcych metodyk oceny stanu ekologicznego do wykorzystania  

w przyujŜciowych odcinkach rzek ï Wstňpna wersja korekt metodykò). Uwzglňdniono 

r·wnieŨ sugestie pracownik·w Inspekcji Ochrony środowiska oraz dobre praktyki stosowane 

w krajach UE o podobnych warunkach  Ŝrodowiskowych.  

:ÁÓÁÄÙ ÂÅÚÐÉÅÃÚÅďÓÔ×Á 

Przed przystŃpieniem do prac terenowych i laboratoryjnych naleŨy zapoznaĺ siň z 

potencjalnymi zagroŨeniami i niebezpieczeŒstwem towarzyszŃcymi wykonywanym 

zadaniom. Jakiekolwiek prace opisane w podrňczniku powinny byĺ wykonywane zgodnie z 

wewnňtrznymi przepisami i zasadami dotyczŃcymi bezpieczeŒstwa i higieny pracy 

pracownik·w WIOś.  
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1. PODSTAWY TEORETYCZNE STOSOWANIA ZBIOROWISK OKRZEMEK 

"%.4/3/79#( 7 -/.)4/2).'5 7s$ 

Okrzemki (Bacillariophyta) sŃ fotoautotroficznymi mikroorganizmami wystňpujŃcymi 

powszechnie na cağej kuli ziemskiej. ZamieszkujŃ niemal wszystkie siedliska o ile chociaŨ 

okresowo dociera do nich woda i Ŝwiatğo. Szczeg·lnie obficie rozwijajŃ siň w wodach 

powierzchniowych, zar·wno pğynŃcych jak i stojŃcych. Liczne gatunki okrzemek majŃ 

wyraŦnie okreŜlone wartoŜci i wŃski zakres tolerancji ekologicznej w odniesieniu do wielu 

czynnik·w Ŝrodowiska, np.: trofii (zawartoŜci soli biogenicznych), saprobii (zanieczyszczenia 

materiŃ organicznŃ i proces·w z niŃ zwiŃzanych), odczynu pH, twardoŜci wody czy zasolenia, 

stŃd uznawane sŃ za dobre wskaŦniki stanu Ŝrodowiska. Jednak wykorzystujŃc okrzemki  

w monitoringu jakoŜci w·d zakğadamy, Ũe to wğaŜnie jakoŜĺ w·d ma najwiňkszy wpğyw na 

ksztağtowanie siň zbiorowisk okrzemek, na podstawie kt·rych wykonujemy ocenň,  

i pomijamy wpğyw innych czynnik·w. Z tego wzglňdu tak waŨne jest, aby stosowaĺ siň do 

zaleceŒ metodycznych zawartych w podrňczniku. Jedynie w tym przypadku moŨna 

zminimalizowaĺ wpğyw czynnik·w nie uwzglňdnianych w indeksach okrzemkowych na 

koŒcowe wyniki oceny stanu/potencjağu ekologicznego w·d. 

Okrzemki w Ŝrodowisku wodnym zasiedlajŃ zar·wno toŒ wodnŃ wchodzŃc w skğad 

formacji zwanej fitoplanktonem lub egzystujŃ w cienkim biofilmie  pokrywajŃcym dno  

i elementy dna tworzŃc tzw. fi tobentos. Biofilm w makroskali nie wyglŃda interesujŃco, ale 

w mikroskali jest bogatym tr·jwymiarowym zbiorowiskiem budowanym przez bakterie, 

organizmy roŜlinne i drobne zwierzňta. Okrzemki w biofilmie zazwyczaj sŃ najliczniej 

reprezentowanymi organizmami fotosyntetyzujŃcymi wykazujŃcymi szereg adaptacji 

ekologicznych. Adaptacje polegajŃ miňdzy innymi na wyksztağceniu r·Ũnych mechanizm·w 

umoŨliwiajŃcych kontakt czy przyczepienie siň kom·rki lub kolonii do podğoŨa np. na 

stabilnym substracie przewaŨajŃ okrzemki przyczepiajŃce siň bezpoŜrednio za pomocŃ 

polisacharyd·w wydzielanych przez specjalnŃ strukturň zwanŃ szczelinŃ lub poprzez 

galaretowate poduszeczki, styliki, czy nasady rurek, w kt·rych znajdujŃ siň kom·rki kolonii. 

Z kolei na podğoŨu miňkkim tworzonym przez osady dominujŃ gatunki mobilne aktywnie siň 

przemieszczajŃce w poszukiwaniu najodpowiedniejszych warunk·w Ũycia. StŃd zbiorowiska 

okrzemek zebrane w jednym zbiorniku wodnym z r·Ũnych podğoŨy charakteryzujŃ siň 

odmiennŃ strukturŃ gatunkowŃ i funkcjonalnŃ. Z tego powodu materiağ okrzemkowy zebrany 

dla cel·w monitoringu w tym samym zbiorniku czy cieku, ale z r·Ũnych podğoŨy nie 
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powinien byĺ ğŃczony. R·wnieŨ zalecenie, aby pr·bki fitobentosu zbieraĺ z tego samego 

podğoŨa dla cağego systemu rzecznego, stworzono w oparciu o tň obserwacjň.  

Pomimo iŨ biofilm tworzy siň na r·Ũnego typu substratach naturalnych zanurzonych  

w wodzie (skağach, piasku, mule, drewnie, roŜlinach itp.) oraz sztucznych (np. budowlach 

hydrotechnicznych, ğodziach, odpadach itp.), w monitoringu zaleca siň zbieranie pr·b jedynie 

z substrat·w naturalnych tworzŃcych podğoŨe twarde i stabilne tj. kamienie, skağy oraz 

roŜliny. W dalszej czňŜci przewodnika zbiorowiska okrzemek rozwijajŃcych siň na podğoŨu 

skalnym naturalnym lub sztucznym bňdziemy opisywaĺ jako epiliton, natomiast zbiorowiska 

rozwijajŃce siň na powierzchni zanurzonych czňŜci roŜlin jako epifiton. Zbiorowisk 

rozwijajŃcych siň na zanurzonych powierzchniach drewnianych (tzw. epiksylon) nie zaleca 

siň analizowaĺ w ramach monitoringu stanu w·d ze wzglňdu na fakt, iŨ jest to podğoŨe 

ulegajŃce rozkğadowi w wodzie, a rozwijajŃce siň na nim zbiorowiska sŃ bardziej odporne na 

obecnoŜĺ rozkğadajŃcej siň materii organicznej. StŃd uzyskuje siň zaniŨonŃ informacjň na 

temat jakoŜci w·d. Podobnie nie zaleca siň wykorzystywania zbiorowisk tworzŃcych siň na 

powierzchni osad·w jak piasek i muğ (tzw. epipsammon i epipelon), poniewaŨ jest to podğoŨe 

niestabilne i zazwyczaj zanieczyszczone materiŃ organicznŃ oraz r·Ũnymi czŃstkami (r·wnieŨ 

okrzemkami) naniesionymi z g·rnych odcink·w ciek·w, co r·wnieŨ przekğada siň na 

zaniŨenie oceny stanu w·d. 

Na bazie rozwaŨaŒ dotyczŃcych dynamiki zmian w skğadzie i strukturze zbiorowisk 

okrzemek tworzŃcych biofilm, opracowano wytyczne (zawarte w np. EN-PN 13946:2014-05), 

kt·re pozwalajŃ na jak najlepsze pobranie pr·b do monitorowania stanu ekologicznego w·d. 

Niniejszy podrňcznik odwoğuje siň do tych zaleceŒ, jednak naleŨy pamiňtaĺ iŨ zalecenia 

sformuğowano w taki spos·b, aby moŨna byğo wprowadzaĺ drobne zmiany np. w metodyce 

prac terenowych w zaleŨnoŜci od lokalnych warunk·w Ŝrodowiska.     

2. TYPY JEZIOR 

W dokumencie ĂAktualizacja wykazu JCWP i SCWP dla potrzeb kolejnej aktualizacji plan·w 

w latach 2015-2021ò (Hobot 2015) wykazano zasadnoŜĺ utrzymania dotychczasowego 

kryterium 50 ha dla wyznaczenia powierzchni znaczŃcych czňŜci w·d jezior. Zgodnie z takim 

podejŜciem za JCWP jezior uznaje siň wszystkie jeziora o powierzchni > 50 ha tj. wyğŃcznie 

jeziora nizinne. W zwiŃzku z brakiem zmian w typologii abiotycznej jezior dla potrzeb 

monitoringu opartego na fitobentosie utrzymano podziağ jezior na miňkkowodne i twardowodne 

(Tab. 1), a tym samym wyr·Ũnienie na specyficzne taksony referencyjne.  
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Tabela 1. Podsumowanie podziağu na typy abiotyczne jezior w odniesieniu do flory okrzemkowej 

Grupa 

jezior 

Jeziora 

miňkkowodne 

Jeziora twardowodne 

ZawartoŜĺ 

wapnia 

Ca < 25 mg/l Ca > 25 mg/l 

Region NiŨ środkowopolski NiŨ środkowopolski Niziny Wschodniobağtycko-

Biağoruskie 

Subregion Jeziora na utworach 

mğodoglacjalnych 

Jeziora na utworach 

mğodoglacjalnych 

Jeziora na  utworach 

mğodoglacjalnych 

Jeziora Polesia 

Typ 1a (S) i 1b (NS); WS 

dowolny 

2a (S) i 2b (NS), WS < 

2; 

3a (S) i 3b (NS), WS > 

2; 

4 - przymorskie; 

5a (S) i 5b (NS), WS 

< 2; 

6a (S) i 6b (NS); WS 

> 2; 

7a (S) i 7b 

(NS), WS 

dowolny 

Oznaczenia zastosowane w tabeli: S ï stratyfikowane, NS ï niestratyfikowane, WS ï Wsp·ğczynnik Schndlera 

okreŜlajŃcy podatnoŜĺ jeziora na degradacjň: WS < 2 ï niska, WS > 2 ï wysoka podatnoŜĺ na degradacjň 

 

3. PRACE TERENOWE 

Prace terenowe zwiŃzane z zebraniem pr·bek fitobentosu okrzemkowego sŃ 

niezwykle waŨnym etapem w procesie monitoringu w·d poniewaŨ jakoŜĺ zebranego 

materiağu ma decydujŃcy wpğyw na wynik analizy, tj. wartoŜĺ indeksu okrzemkowego, a tym 

samym ocenň stanu ekologicznego lub potencjağu ekologicznego danej czňŜci w·d.  

W przypadku materiağu okrzemkowego o duŨej liczbie martwych czy uszkodzonych kom·rek 

i/lub duŨej liczbie poğamanych okryw i/lub duŨej iloŜci zanieczyszczeŒ nie moŨna spodziewaĺ 

siň wiarygodnego wyniku analizy. Z tego powodu, jeŜli nie uda siň zebraĺ pr·bki fitobentosu 

speğniajŃcej wymagania monitoringu, naleŨy po zidentyfikowaniu potencjalnych przyczyn, 

ponownie przeprowadziĺ prace terenowe. Dodatkowy pob·r pr·bki moŨna wykonaĺ przy 

okazji badaŒ innych element·w wskaŦnikowych.  

302:V4 4%2%./79 

Listň podstawowego sprzňtu terenowego zawarto w Tabeli 2. Dodatkowo moŨna siň 

zaopatrzyĺ w tzw. Ăakwaskopò ï urzŃdzenie o szklanym dnie uŨywane do wyszukiwania 

odpowiedniego substratu w wodzie. 
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Tabela 2. Lista podstawowego sprzňtu terenowego  

Lp. Element sprzňtu terenowego 

1. Odpowiednie wyposaŨenie zapewniajŃce bezpieczeŒstwo w wodzie np. kamizelki 

ratunkowe, lina do asekuracji 

2. Odpowiedni sprzňt ochrony osobistej np. wodery lub wysokie kalosze, jednorazowe 

rňkawiczki  

3. Instrukcja poboru pr·bek 

4. Przybory do pisania i opisywania pojemnik·w na pr·bki (lub wczeŜniej przygotowane 

etykiety) 

5. Pojemniki na pr·bki (ok. 50 ml lub wiňksze) i plastikowe worki 

6. Twarda szczoteczka do zňb·w 

7. Ostry n·Ũ lub inne narzňdzie do ciňcia 

8. Narzňdzie do zeskrobywania fitobentosu okrzemkowego z powierzchni pionowych 

9. Kuweta (o wymiarach ok. 30 x 20 cm lub wiňksza) 

10. Substancja konserwujŃca, np.: formalina, etanol, pğyn Lugola  

11. Protok·ğ poboru pr·bek 

12. Aparat fotograficzny 

13. Odbiornik GPS 

Wszystkie narzňdzia bezpoŜrednio wykorzystywane do zbierania fitobentosu 

okrzemkowego (np. kuwety, szczoteczki, n·Ũ, itp.) naleŨy dokğadnie umyĺ przed zbieraniem 

kolejnej pr·bki, aby uniknŃĺ zanieczyszczenia okrzemkami z poprzedniego stanowiska. 

TERMIN POBORU 

Pob·r pr·bek mikrofitobentosu okrzemkowego powinien nastŃpiĺ w czasie optimum 

rozwoju tej grupy organizm·w, wtedy gdy woda ma stosunkowo niskŃ temperaturň i jest 

bogata w sole odŨywcze tzn. wiosnŃ i jesieniŃ. Jednak naleŨy mieĺ na wzglňdzie r·wnieŨ 

obecnoŜĺ dobrze rozwiniňtej roŜlinnoŜci wodnej stanowiŃcej czňsto jedyny akceptowany  

w jeziorach przez normň EN-PN 13946:2014-05 substrat. StŃd dla cel·w monitoringu  

w jeziorach zaleca siň pob·r fitobentosu okrzemkowego jeden raz w roku optymalnie  

w okresie p·Ŧne lato ï jesieŒ.  

Przy wyznaczaniu terminu poboru pr·b naleŨy: 

ῐ uwzglňdniĺ warunki meteorologiczne i hydrologiczne tj. zaplanowaĺ prace terenowe 

w okresie stabilnych warunk·w hydrologicznych, z pominiňciem okres·w 

dğugotrwağych wezbraŒ i niŨ·wek, klňsk Ũywioğowych oraz co najmniej 3 dni po 

nawalnych opadach deszczu,  
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ῐ uwzglňdniĺ termin prac terenowych prowadzonych w poprzednich latach. Najlepiej,  

o ile to moŨliwe, aby w kaŨdym kolejnym roku pob·r pr·b odbywağ siň w 

analogicznym terminie. 

Podczas prac terenowych majŃcych na celu zebranie fitobentosu okrzemkowego 

naleŨy przeprowadziĺ analizň wybranych element·w fizykochemicznych wody (Analizy 

fizykochemiczne wody, str. 20), aby wspom·c interpretacjň uzyskanych wynik·w analizy 

okrzemkowej i aktualizacje metodyki przeprowadzane w przyszğoŜci. Dopuszcza siň 

wykorzystanie wynik·w pomiar·w parametr·w fizykochemicznych wykonanych w okresie 2 

tygodni przed terminem poboru fitobentosu. 

STANOWISKO BADAWCZE 

WaŨne jest, aby stanowisko znajdowağo siň w punkcie reprezentatywnym dla 

jednolitych czňŜci w·d powierzchniowych (JCWP). NaleŨy wybraĺ odcinek brzegu jeziora o 

odpowiednim substracie i najodpowiedniejszych warunkach do rozwoju biofilmu 

okrzemkowego. Stanowisko poboru pr·b w zbiorniku wodnym powinno byĺ usytuowane z 

dala od czynnik·w wpğywajŃcych na wiarygodnoŜĺ oceny stanu/potencjağu ekologicznego np. 

dopğyw·w pochodzenia naturalnego czy brzeg·w pod silnym wpğywem dziağalnoŜci ludzkiej, 

ale w rejonie w kt·rym zachodzi swobodna wymiana w·d z gğ·wnym basenem. Stanowisko 

powinno byĺ zlokalizowane w strefie litoralu, w miejscu nie naraŨonym na czňste i silne 

falowanie oraz dobrze nasğonecznionym, aby organizmy fotosyntetyzujŃce miağy optymalne 

warunki rozwoju. Substrat, z kt·rego pobiera siň pr·bkň powinien znajdowaĺ siň w strefie 

eufotycznej i zgodnie z zaleceniami normy EN-PN 13946:2014-05 byĺ stale zanurzony w 

wodzie przez co najmniej 4 tygodnie, aby wyksztağciğo siň na nim dojrzağe zbiorowisko. 

DomyŜlnie przyjmuje siň gğňbokoŜĺ maksymalnie okoğo 30 cm liczŃc od powierzchni lustra 

wody, jednak bardzo pomocna moŨe byĺ wiedza lokalna na temat okresowych zmian 

poziomu wody w zbiorniku. W przypadkach uzasadnionych wzglňdami bezpieczeŒstwa 

moŨna zrezygnowaĺ z prac terenowych w celu wykonania oceny JCWP. TakŃ decyzjň naleŨy 

odpowiednio udokumentowaĺ. 

Po zebraniu pr·bki naleŨy wypeğniĺ protok·ğ terenowy (zwğaszcza uwzglňdniĺ 

informacje dotyczŃce morfologii stanowiska, otoczenia jeziora, dopğywach itp.) wpisujŃc 

r·wnieŨ informacje, kt·re mogŃ wspom·c interpretacjň wynik·w np. o ekstremalnych 

warunkach pogodowych czy oberwaniem siň czňŜci brzegu itp. Ostateczny ksztağt formularza 

terenowego stosowanego w paŒstwowym monitoringu Ŝrodowiska bňdzie uzaleŨniony od 

wymagaŒ systemu informatycznego obsğugujŃcego monitoring i ocenň stanu w·d 
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powierzchniowych. Zestaw element·w, kt·re prawdopodobnie bňdzie zawierağ protok·ğ 

terenowy zamieszczono w ZağŃczniku 1. Obok prawidğowego wypeğnienia protokoğu 

terenowego zaleca siň r·wnieŨ wykonanie dokumentacji fotograficznej.  

Raz wybrane stanowisko powinno byĺ monitorowane w kaŨdym cyklu badawczym. 

Jednak stanowisko moŨna przesunŃĺ jeŜli na danym odcinku zaszğy istotne zmiany w 

morfologii zbiornika uniemoŨliwiajŃce kontynuacjň badaŒ monitoringowych. W·wczas fakt 

zmiany stanowiska naleŨy odnotowaĺ w protokole terenowym.  

79"s2 35"342!45 

Okrzemki tworzŃ bogate zbiorowiska na powierzchni wiňkszoŜci zanurzonych 

substrat·w i dnie. Jednak skğad zbiorowisk w duŨym stopniu zaleŨy od rodzaju podğoŨa. StŃd 

dla cel·w monitoringu najlepiej wykorzystywaĺ ten sam substrat na wszystkich stanowiskach. 

Norma EN-PN 13946:2014-05 zaleca zbieranie pr·bek w pierwszej kolejnoŜci z twardego 

podğoŨa naturalnego np. skağ, gğaz·w, otoczak·w, kamieni, wiňkszych ziaren Ũwiru. JeŜli 

takie powierzchnie nie sŃ dostňpne, moŨna zebraĺ pr·bkň z powierzchni bňdŃcych wytworem 

czğowieka, jak nabrzeŨa i podpory most·w. Jednak twarde substraty sztuczne (r·wnieŨ np. 

cegğy, pğytki ceramiczne), muszŃ znajdowaĺ siň w wodzie przynajmniej przez 4 tygodnie. 

Dopuszcza siň wprowadzenie sztucznego podğoŨa w strefie eufotycznej (np. fragment·w 

betonu, pğytek ceramicznych czy lin). Pr·by fitobentosu okrzemkowego mogŃ r·wnieŨ zostaĺ 

zebrane z zanurzonych stale czňŜci makrofit·w. JeŜli to moŨliwe w celu por·wnania wynik·w 

pomiňdzy stanowiskami powinno wykorzystywaĺ siň ten sam gatunek roŜliny (albo grupň 

podobnych morfologicznie roŜlin).  

Zgodnie z normŃ EN-PN 13946:2014-05 nie zaleca siň zbierania pr·b z drewna (ze 

wzglňdu na jego rozkğad w wodzie) oraz osadu, chyba Ũe wykonane badania wstňpne 

udowodniŃ, iŨ takie podejŜcie jest uprawnione. Ponadto pr·bek zebranych z r·Ũnych podğoŨy 

na jednym stanowisku nie naleŨy ğŃczyĺ w jednŃ pr·bkň zintegrowanŃ. 

Biofilm okrzemkowy w wodach jezior jest z reguğy dobrze wyksztağcony  

i ğatwy do zaobserwowania goğym okiem. Zazwyczaj tworzy brŃzowawy lub brŃzowo-Ũ·ğty 

nalot lub nitkowate agregaty na powierzchni stağego substratu (Rys. 1). Nie zawsze 

wyksztağcony biofilm okrzemkowy daje wyraŦny charakterystyczny kolor. W celu 

potwierdzenia obecnoŜci biofilmu okrzemkowego naleŨy delikatnie przesunŃĺ opuszkami 

palc·w po powierzchni substratu. Powierzchnia Ŝliska w dotyku Ŝwiadczy o obecnoŜci 

okrzemek, co daje podstawň do wykorzystania substratu i zebrania pr·bki z jego powierzchni.  
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Rys. 1. Przykğady skupieŒ tworzonych przez fitobentos na powierzchni substrat·w stağych 
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Najlepszym substratem sŃ otoczaki i kamienie, poniewaŨ ğŃczŃ warunek stabilnoŜci 

podğoŨa (w peğni rozwijajŃ siň na nim zbiorowiska okrzemkowe) i moŨliwoŜĺ 

przemieszczania substratu w celu bezpiecznego zebrania fitobentosu okrzemkowego.  NaleŨy 

zebraĺ co najmniej 5 kamieni zanurzonych trwale w wodzie w taki spos·b, aby jak najlepiej 

odzwierciedlağy mozaikowatoŜĺ siedliska i odpowiadağy kryteriom opisanym w poprzednim 

rozdziale (tj. warunkom Ŝwietlnym, odlegğoŜĺ od dopğyw·w i wpğywu czğowieka itd.). JeŜli  

w obrňbie stanowiska wystňpuje odpowiednia iloŜĺ substrat·w moŨna zastosowaĺ strategiň 

zbierania pr·b w spos·b losowy lub w transektach. W sytuacji, gdy brak odpowiedniej 

wielkoŜci kamieni, moŨna zebraĺ materiağ z gğaz·w (5 sztuk) lub mniejszych kamyk·w (10 

sztuk), pamiňtajŃc iŨ w sumie biofilm okrzemkowy powinien zostaĺ zebrany z ğŃcznej 

powierzchni co najmniej 10 cm2. JeŜli nie ma wystarczajŃcej iloŜci odpowiedniego substratu 

naleŨy umieŜciĺ odpowiedniŃ notatkň w protokole terenowym.  

Do zdzierania biofilmu z powierzchni substratu najlepiej wykorzystaĺ twardŃ 

szczoteczkň do zňb·w (Rys. 2). Zaleca siň wyjŃĺ kamienie z wody i umieŜciĺ w kuwecie  

w pozycji w jakiej znajdowağy siň w cieku, aby biofilm okrzemkowy zdzieraĺ z powierzchni, 

na kt·rej siň wyksztağciğ. Wszelkie luŦne zanieczyszczenia znajdujŃce siň na powierzchni 

substratu naleŨy usunŃĺ przez przepğukanie kamienia w wodzie. Zaleca siň unikaĺ pobierania 

materiağu z kamieni pokrytych widocznŃ warstwŃ muğu, piasku czy materii organicznej. 
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Rys. 2. Przykğad zbierania biofilmu okrzemkowego za pomocŃ szczoteczki  

Do kuwety naleŨy wlaĺ niewielkŃ iloŜĺ wody z jeziora czy zbiornika wodnego 

(najlepiej odpowiadajŃcŃ pojemnoŜci pojemnika na pr·bň lub mniej ok. 50 ml) i za pomocŃ 

szczoteczki energicznie zdzieraĺ biofilm do wody poprzez szorowanie odpowiedniej (g·rnej) 

powierzchni kamieni, od czasu do czasu opğukujŃc w niej szczoteczkň. IdentycznŃ procedurň 

naleŨy zastosowaĺ do wszystkich zebranych kamieni. Woda w kuwecie podczas usuwania 

biofilmu powinna przybraĺ brunatnŃ barwň. Zaleca siň stosowanie zasady, Ũe do kaŨdej pr·by 

trzeba uŨyĺ nowŃ szczoteczkň. Jednak jeŨeli szczoteczka zostanie dokğadnie wymyta w 

laboratorium i nie wykazuje oznak zuŨycia moŨna wykorzystaĺ jŃ ponownie. Jak wykazali 

Kelly i Zgrundo (2013) dokğadne wymycie szczoteczki po jej wykorzystaniu (tj. bez 

widocznych Ŝlad·w biofilmu oraz innych zanieczyszczeŒ) zapobiega zanieczyszczeniu 

kolejnych pr·bek. Generalnie w celu unikniňcia zanieczyszczenia pr·bki okrzemkami z 

poprzedniego stanowiska wszystkie wykorzystywane narzňdzia naleŨy dokğadnie umyĺ przed 

zbieraniem nowej pr·bki. 

W przypadku braku kuwety materiağ okrzemkowy moŨna zdzieraĺ bezpoŜrednio do 

pojemnika na pr·bkň. MoŨna r·wnieŨ wykorzystaĺ ostry noŨyk lub szpatuğkň, ale naleŨy 
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pamiňtaĺ, Ũe nie sŃ to narzňdzia idealne, gdyŨ nie docierajŃ we wszystkie zagğňbienia 

substratu i mogŃ ğamaĺ okrywy okrzemek. 

PowyŨej opisana metoda jest metodŃ domyŜlnŃ stosowanŃ w przypadku substrat·w 

nie poroŜniňtych glonami nitkowatymi. JednakŨe w wodach wzbogaconych solami 

pokarmowymi naturalne substraty, jak otoczaki i kamienie, pokryte sŃ glonami nitkowatymi 

(np. z rodzaju Cladophora). JeŜli powyŨej 75% powierzchni dna (dostňpnych substrat·w) jest 

poroŜniňte przez glony nitkowate, to taki substrat powinien byĺ preferowany przy zbiorze 

pr·b zgodnie z zaleceniami normy EN-PN 13946:2014-05. Jednak w tej sytuacji naleŨy 

zastosowaĺ zmodyfikowany spos·b zebrania materiağu okrzemkowego tj. przed 

przystŃpieniem do zdzierania biofilmu naleŨy w miarň moŨliwoŜci usunŃĺ nici glon·w,  

a nastňpnie energicznie zrywaĺ biofilm za pomocŃ szczoteczki w spos·b opisany powyŨej. 

JeŜli resztki plech dostanŃ siň do pr·by, naleŨy je usunŃĺ z pojemnika przed jej 

zakonserwowaniem czy umieszczeniem w pojemniku transportowym.  

Zazwyczaj zebranie materiağu w powyŨej opisany spos·b pozwala uzyskaĺ pr·bň  

z ciemnobrunatnŃ zawiesinŃ (Rys. 3). Jednak gdy nie uzyskano satysfakcjonujŃcego efektu, 

poniewaŨ biofilm jest sğabo rozwiniňty, naleŨy zwiňkszyĺ ğŃcznŃ powierzchniň opr·bowanego 

substratu. 

 

Rys. 3. Przykğad zawiesiny uzyskanej poprzez zdzieranie biofilmu za pomocŃ szczoteczki 
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Nastňpnie dobrze wymieszanŃ zawiesinň zeskrobanego biofilmu naleŨy przelaĺ  

z kuwety do odpowiednio opisanego pojemnika. Na etykiecie pojemnika powinna znaleŦĺ siň 

informacja z nazwŃ jeziora czy zbiornika wodnego, nazwŃ stanowiska, kodem punktu, datŃ 

zbioru i typem zbiorowiska. 

0/"s2 02s"%+ : 0/$l/½9 3:45#:.9#( 0)/./79#(  

Pionowe powierzchnie pochodzenia antropogenicznego, takie jak np. elementy 

pomost·w i umocnieŒ brzeg·w, mogŃ r·wnieŨ posğuŨyĺ jako podğoŨe imitujŃce substrat 

naturalny. W przypadku zbioru pr·bki z takiej powierzchni naleŨy zastosowaĺ wszelkie 

opisane wczeŜniej kryteria dotyczŃce wyboru mikrosiedlisk (uwzglňdniajŃce warunki 

Ŝwietlne, prňdkoŜĺ wody, otoczenie, itd.). W tym przypadku pr·bki naleŨy pobieraĺ z 

gğňbokoŜci maksymalnie okoğo 30 cm.  

Zgodnie z zaleceniami zawartymi w normie PN-EN 13946:2014-05 do zebrania 

pr·bki naleŨy zastosowaĺ odpowiednie narzňdzie o dğugiej rŃczce zaopatrzone w element do 

zeskrobywania biofilmu i doczepionŃ siatkň o drobnym oczku. Wykorzystywane narzňdzia 

naleŨy dokğadnie umyĺ przed zbieraniem nowej pr·bki, aby uniknŃĺ zanieczyszczenia 

okrzemkami z pr·bki zbieranej na poprzednim stanowisku. Przykğadowy skrobak do 

pozyskiwania biofilmu z pionowych powierzchni przedstawiono na rysunku 4. 
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Rys. 4. Przykğad skrobaka do zdzierania biofilmu z powierzchni pionowych (za: Kelly i in. 

2005). 

Przed przystŃpieniem do pobierania pr·bki naleŨy zanurzyĺ skrobak i wzburzyĺ wodň 

na przeciw powierzchni substratu, z kt·rej planujemy zedrzeĺ biofilm, tak aby jakikolwiek 

luŦno zwiŃzany z substratem materiağ zostağ oderwany. Nastňpnie zaostrzonŃ czňŜciŃ 

koŒc·wki narzňdzia zeskrobuje siň biofilm z ğŃcznej powierzchni ok. 10 cm2. Zeskrobywanie 

biofilmu okrzemkowego powtarza siň co najmniej 3 razy, a z powt·rzeŒ tworzy siň pr·bň 

zintegrowanŃ. Zazwyczaj zebranie materiağu w powyŨej opisany spos·b daje bardzo gňstŃ 

pr·bň z fragmentami biofilmu. Jednak gdy nie uzyskano satysfakcjonujŃcego efektu, 

poniewaŨ biofilm jest sğabo rozwiniňty, naleŨy zwiňkszyĺ ğŃcznŃ powierzchniň substratu. 

ZebranŃ w ten spos·b zawiesinň przelewa siň bezpoŜrednio do odpowiednio opisanego 

pojemnika na pr·bň z niewielkŃ iloŜciŃ wody ze zbiornika wodnego. Na etykiecie pojemnika 

powinna znaleŦĺ siň informacja z nazwŃ jeziora, nazwŃ stanowiska, kodem punktu, datŃ 

zbioru i typem zbiorowiska. 
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W przypadku braku odpowiednich substrat·w moŨna umieŜciĺ substraty sztuczne  

o porowatej powierzchni (np. porowate pğytki ceramiczne, cegğy, postrzňpionŃ linň 

rŃczka ramka 

siatka o 

drobnym 

oczku 

plastikowy zacisk 

mocujŃcy pojemnik 

na pr·bň 
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polipropylenowŃ) i poczekaĺ, aŨ wytworzy siň na nich dojrzağy biofilm okrzemkowy. Zaleca 

siň ekspozycjň substratu przez okres co najmniej 4 tygodni. Jednak w przypadku w·d  

o szczeg·lnych warunkach Ŝrodowiskowych (np. w wodach bardzo ubogich w sole 

pokarmowe, o niskich temperaturach czy silnie zacienionych) moŨe zaistnieĺ potrzeba 

dğuŨszej ekspozycji. 

Szczeg·ğowe metody poboru pr·bek bňdŃ zaleŨeĺ od rodzaju zastosowanego 

substratu. W przypadku porowatych pğytek czy cegieğ pr·bki zbiera siň zgodnie z metodŃ 

opisanŃ w sekcji ĂPob·r pr·bek z naturalnych twardych podğoŨyò. W przypadku uŨycia liny, 

naleŨy odciŃĺ koŒcowe 5 cm i postňpowaĺ dalej zgodnie z metodŃ opisanŃ w sekcji ĂPob·r 

pr·bek z makrofi·w zanurzonychò. ZebranŃ w ten spos·b zawiesinň przelewa siň 

bezpoŜrednio do odpowiednio opisanego pojemnika na pr·bkň z niewielkŃ iloŜciŃ wody  

z cieku. Na etykiecie pojemnika powinna znaleŦĺ siň informacja z nazwŃ jeziora czy 

zbiornika wodnego, nazwŃ stanowiska, kodem punktu, datŃ zbioru i typem zbiorowiska. 

Przy umieszczaniu substrat·w sztucznych w wodach naleŨy pamiňtaĺ, aby nie 

ingerowağy one w dziağalnoŜĺ innych uŨytkownik·w w·d, i zminimalizowaĺ ryzyko ich 

umyŜlnego zniszczenia. Ze wzglňdu na moŨliwoŜĺ utraty substrat·w sztucznych za wzglňdu 

na ich przemieszczenie lub umyŜlne usuniňcie w akcie wandalizmu naleŨy umieŜciĺ 

dodatkowe sztuki.  

0/"s2 02s"%+ : -!+2/&)s7 :!.52:/.9#( 

Zgodnie z normŃ PN-EN 13946:2014-05 pr·bki fitobentosu okrzemkowego moŨna 

pobraĺ z zanurzonych makrofit·w (jak np. Ranunculus, Myriophyllum, Ceratophyllum, 

Elodea i Potamogeton) czy makroglon·w. W tym przypadku pozyskuje siň zar·wno 

organizmy epifityczne, jak i inne luŦno zwiŃzane z podğoŨem. 

W celu pozyskania materiağu okrzemkowego naleŨy zebraĺ 5 roŜlin (wyğŃcznie 

zdrowe czňŜci) lub ich czňŜci i umieŜciĺ w odpowiednio opisanym plastikowym worku na 

czas transportu. W laboratorium roŜliny umieszcza siň w duŨej zlewce, zalewa wodŃ 

destylowanŃ lub demineralizowanŃ i poprzez intensywne mieszanie lub wstrzŃsanie odrywa 

siň organizmy epifityczne z powierzchni substratu. W celu usuniňcia biofilmu z roŜlin moŨna 

je r·wnieŨ zalaĺ niewielkŃ iloŜciŃ 10% HCl, odczekaĺ ok. 1 godziny i dobrze wymieszaĺ. Po 

usuniňciu roŜlin ze zlewki, naleŨy poczekaĺ, aŨ zawiesina opadnie na dno i zlaĺ supernatant. 

Pr·bň do dalszej preparatyki laboratoryjnej stanowi zagňszczona zawiesina. 



 

19 

 

0/"s2 02s"%+ %0)&)4/.5 : -!+2/&)s7 79.52:/.9#( 

Wynurzone makrofity (takie jak Glyceria maxima, Phragmites australis i Typha spp.) 

sŃ uznawane za lepszy substrat niŨ zanurzone, a tworzŃcy siň na powierzchni ich zanurzonych 

pňd·w biofilm moŨna ğatwo zidentyfikowaĺ (Rys. 5). Jako substrat naleŨy zebraĺ co najmniej 

5 zdrowych roŜlin rosnŃcych wzdğuŨ krawňdzi szuwaru od strony otwartej toni wodnej. 

 

Rys. 5. Przykğady biofilmu tworzŃcego siň na powierzchni makrofit·w 

Zgodnie z normŃ PN-EN 13946:2014-05 przy zbieraniu fitobentosu okrzemkowego  

z makrofit·w zanurzonych jako zasadň przyjmuje siň, Ũe czňŜĺ pňdu pobierana jako substrat 

do pozyskania pr·bki powinna byĺ stale zanurzona w wodzie w strefie eufotycznej, ale 

jednoczeŜnie nie zanieczyszczona osadami dennymi. Najpierw usuwa siň pňd makrofitu 

znajdujŃcy siň nad powierzchniŃ wody, a nastňpnie nad pozostağŃ czňŜciŃ pňdu umieszcza siň 

pojemnik na pr·bň dnem do g·ry. Na koniec odcina siň pňd poniŨej szyjki pojemnika i 

odwraca pojemnik z pňdem do wğaŜciwej pozycji. CzynnoŜĺ opisanŃ powyŨej powtarza siň 
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dla 5-6 pňd·w. Dziňki zastosowaniu tej metody maksymalnie zmniejsza ryzyko usuniňcia z 

roŜlin okrzemek luŦno zwiŃzanych z podğoŨem. JeŜli biofilm nie jest zbyt delikatny pňdy 

makrofit·w moŨna umieszczaĺ bezpoŜrednio w pojemniku bez czynnoŜci zwiŃzanych z 

odwracaniem go. 

W celu usuniňcia biofilmu okrzemkowego w laboratorium moŨna pr·bň z pňdami 

makrofit·w dobrze wymieszaĺ i wytrzŃsaĺ do uzyskania brŃzowawej zawiesiny. Biofilm 

moŨna r·wnieŨ zdrapaĺ odpowiednim narzňdziem (np. noŨem) czy usunŃĺ szczoteczkŃ. 

Kolejna metoda polega na zalaniu pňd·w odpowiedniŃ iloŜciŃ 10% HCl na ok. 1 godzinň. 

Nastňpnie pr·bkň naleŨy dobrze wymieszaĺ, a roŜliny usunŃĺ ze zlewki. Po opadniňciu 

okrzemek na dno zlaĺ supernatant. Pr·bň do dalszej preparatyki laboratoryjnej stanowi 

zagňszczona zawiesina. 

+/.3%27/7!.)% 02s"%+ 

JeŜli pr·bki sŃ transportowane w warunkach niskiej temperatury i bez dostňpu Ŝwiatğa 

oraz dostarczone do laboratorium w ciŃgu 24 godzin nie ma potrzeby ich utrwalania  

w terenie. W przypadku koniecznoŜci utrwalenia pr·bek, naleŨy je zakonserwowaĺ zaraz po 

umieszczeniu w odpowiednio opisanym pojemniku. Do kr·tkotrwağego przechowywania 

(przez okres kilku tygodni) jako substancjň konserwujŃcŃ moŨna zastosowaĺ pğyn Lugola (ze 

wzglňdu na jego parowanie) w iloŜci ok. 1 ï 5 kropli na 100 ml pr·bki do uzyskania 

ciemnobrŃzowego koloru. W przypadku gňstych pr·bek iloŜĺ pğynu Lugola naleŨy 

odpowiednio zwiňkszyĺ. Do dğugotrwağego przechowywania pr·bek (przez okres liczony w 

latach) zaleca siň stosowaĺ buforowany roztw·r formaldehydu (HCHO) lub etanol 

(C2H5OH). Roztw·r formaldehydu buforowany do pH 7 naleŨy dodaĺ do pr·bki w takiej 

iloŜci, aby otrzymaĺ koŒcowy roztw·r o stňŨeniu 1 ï 4%. IloŜĺ Ŝrodka konserwujŃcego naleŨy 

uzaleŨniĺ od iloŜci materii organicznej w pr·bce. ObecnoŜĺ bufora (np. HEPES kwas 2-[4-(2-

hydroksyetylo)-1-piperazynylo]etanosulfonowy, boran, heksametylotetramina) jest konieczna, 

aby zapobiec rozpuszczaniu okryw okrzemek w warunkach alkalicznych. Etanol w 

koŒcowym stňŨeniu 20% zalecany jest do Ŝrednioterminowego przechowywania pr·bek 

(przez okres kilku miesiňcy). WyŨsze stňŨenia (nawet do ok. 70%) poleca siň do 

przechowywania dğugoterminowego. Pr·bki moŨna r·wnieŨ zamroziĺ. 
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DODATKOWE PRACE TERENOWE 

ANALIZY FIZYKOCHEMICZNE WODY 

Prace terenowe majŃce na celu zebranie fitobentosu okrzemkowego naleŨy 

zharmonizowaĺ z monitoringiem element·w fizykochemicznych (wspierajŃcych elementy 

biologiczne) na JCWP, aby dodatkowo pozyskaĺ pomiary podstawowych parametr·w 

fizykochemicznych wody wedğug zestawienia zawartego w tabeli 3.  

Tabela 3. Lista parametr·w fizykochemicznych do uwzglňdnienia podczas prac terenowych 

POMIARY W TERENIE  jeziora 

przewodnoŜĺ elektryczna wğaŜciwa [ÕS/cm] x 

odczyn wody pH x 

temperatura wody [ÁC] x 

ANALIZY W LABORATORIUM   

fosfor og·lny [mg P/l] x 

Fosfor fosforanowy (V) [mg P-PO4/l] x 

azot og·lny [mg N/l] x 

azot amonowy [mg N-NH4/l] x 

azot azotanowy [mg N-NO3/l] x 

zasadowoŜĺ [mg CaCO3/l] x 

twardoŜĺ og·lna [mg CaCO3/l] x 

Pr·bki do pomiar·w element·w fizykochemicznych oraz same analizy chemiczne 

naleŨy przeprowadziĺ zgodnie z odpowiednimi normami (np. PN-EN ISO 5667-6:2016-12 

ĂJakoŜĺ wody ï Pobieranie pr·bek ï CzňŜĺ 6: Wytyczne dotyczŃce pobierania pr·bek z rzek  

i strumieniò, PN-EN ISO 5667-3:2013-05 JakoŜĺ wody ï Pobieranie pr·bek ï CzňŜĺ 3: 

Utrwalanie i postňpowanie z pr·bkami wody PN-EN 27888:1999 ĂJakoŜĺ wody ï Oznaczanie 

przewodnoŜci elektrycznej wğaŜciwejò itd.). 

790%l.)!.)% 02/4/+/l5 4%2%./7%'/ 

Na kaŨdym stanowisku naleŨy wypeğniĺ odpowiedni protok·ğ terenowy. WğaŜciwe 

wypeğnienie formularza terenowego ma za zadanie wspom·c interpretacjň wynik·w analizy 

okrzemkowej. Zaleca siň wykonanie co najmniej dwu fotografii ï og·lnego pokroju rzeki na 

stanowisku i rodzaju dna, aby opr·cz dostarczenia dodatkowych informacji wspierajŃcych 
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interpretacjň wynik·w uğatwiağy lokalizacjň stanowiska w przyszğoŜci. W formularzach 

naleŨy r·wnieŨ zawrzeĺ informacjň na temat wszelkich zmian jakie miağy miejsce w samym 

cieku czy zbiorniku wodnym oraz jego otoczeniu od poprzedniej wizyty na stanowisku 

badawczym oraz zmian w metodyce prac terenowych.  

Obecnie przewiduje siň, Ũe protok·ğ terenowy bňdzie miağ postaĺ elektronicznŃ  

w postaci aplikacji mobilnej systemu informatycznego JWoda. Bňdzie on zawierağ og·lne 

informacje o stanowisku poboru i warunkach pobierania pr·b, jak r·wnieŨ o podğoŨu,  

z kt·rego pobrano pr·bň. Dokğadna zawartoŜĺ interfejsu bňdzie zaleŨeĺ od wymagaŒ 

system·w informatycznych do obsğugi laboratori·w WIOś oraz JWoda. W przypadku, gdy 

ekspert uzna, Ũe zaistniağy okolicznoŜci warte odnotowania, dla kt·rych nie bňdzie 

odpowiedniej rubryki, bňdzie m·gğ je opisaĺ w polu "Uwagi". 

734V0.! !.!,):! 02s"%+ &)4/"%.4/35 

Stosowanie siň do zasad opisanych w poprzednich rozdziağach daje pewnoŜĺ, Ũe 

pr·bka bňdzie speğniağa stawiane jej wymagania pod wzglňdem jakoŜci i pozwoli na  

wğaŜciwŃ ocenň stanu/potencjağu Ŝrodowiska wodnego. Zawsze jednak warto zebrane pr·bki 

wstňpnie obejrzeĺ pod mikroskopem (powiňkszenie 400 ï 600 x) i oceniĺ ich jakoŜĺ. Przy 

ocenie naleŨy wziŃĺ pod uwagň: obfitoŜĺ okrzemek, stan ich kom·rek (obecnoŜĺ wğaŜciwie 

wyksztağconych chloroplast·w) i obecnoŜĺ zanieczyszczeŒ (materii organicznej  

i nieorganicznej oraz innych glon·w). JeŜli w obrazie mikroskopowym znajduje siň duŨo 

zanieczyszczeŒ i jednoczeŜnie wiele kom·rek okrzemek jest uszkodzonych lub martwych, 

pr·bka nie zostağa zebrana z odpowiedniego mikrosiedliska i naleŨy powt·rzyĺ pob·r. Przy 

ponownym poborze pr·bki fitobentosu okrzemkowego nie trzeba wykonywaĺ kolejnych 

analiz fizyczno-chemicznych wody, jeŜli prace terenowe przeprowadzono w odstňpnie do  

2 tygodni. 
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4. PREPARATYKA LABORATORYJNA 

W celu poprawnej identyfikacji taksonomicznej okrzemki naleŨy pozbawiĺ treŜci 

kom·rkowej (cytoplazmy, chloroplast·w itd.), a z ich okryw sporzŃdziĺ stağy preparat 

mikroskopowy z wykorzystaniem odpowiedniej Ũywicy o wysokim wsp·ğczynniku zağamania 

Ŝwiatğa. Istnieje wiele metod oczyszczania materiağu okrzemkowego, a najpopularniejsze 

wymagajŃ zastosowania silnych utleniaczy np. nadtlenku wodoru (30% H2O2). W kolejnej 

czňŜci rozdziağu przedstawiono protokoğy najczňŜciej stosowanych metod zgodnie z normŃ 

PN-EN 13946:2014-05. Nie istnieje jedna ĂwğaŜciwaò metoda oczyszczania okryw okrzemek. 

KaŨda z metod jest poprawna o ile w efekcie jej stosowania otrzymuje siň preparat czysty  

tj. pozbawiony materii organicznej.  

Pr·bki o duŨej zawartoŜci materii organicznej wymagajŃ silniejszych reagent·w niŨ 

materiağ czysty, zawierajŃcy niemal wyğŃcznie kom·rki okrzemek. Z kolei pr·bki, w kt·rych 

sŃ obecne wňglany lub zwiŃzki Ũelaza wymagajŃ wstňpnego zastosowania kwasu 

chlorowodorowego (HCl), aby zapobiec np. w przypadku wňglan·w wytrŃcaniu siň gipsu. 

Pr·bka poddawana procesowi oczyszczania powinna byĺ maksymalnie zagňszczona 

(pozbawiona wody), przez odwirowanie lub sedymentacjň (24 godziny). Supernatant  

z odwirowania lub osadzania naleŨy ostroŨnie odpipetowaĺ lub zlaĺ znad osadu. Z kaŨdej 

pr·bki, czňŜĺ naleŨy zachowaĺ jako rezerwň, na wypadek zniszczenia materiağu w trakcie 

procesu oczyszczania. 

NaleŨy zwr·ciĺ szczeg·lnŃ uwagň na czystoŜĺ narzňdzi stosowanych podczas 

preparatyki laboratoryjnej, aby ograniczyĺ ryzyko wzajemnego zanieczyszczenia siň pr·bek. 

Do kaŨdej pr·bki naleŨy uŨyĺ odrňbnej zlewki/prob·wki oraz pipety czy bagietki do 

mieszania. 

METODY OCZYSZCZANIA OKRZEMEK  

Wszystkie metody oczyszczania materiağu okrzemkowego wymagajŃ wykorzystania 

silnych substancji utleniajŃcych, kt·re sŃ silnie reaktywne i/lub wybuchowe. StŃd podczas 

preparatyki laboratoryjnej naleŨy zachowaĺ szczeg·lne Ŝrodki ostroŨnoŜci i stosowaĺ 

odpowiednie zalecenia BHP. Zachowanie odpowiednich Ŝrodk·w ostroŨnoŜci i zaleceŒ BHP 

gwarantuje bezpiecznŃ pracň. 

Metoda 1: GorŃcy nadtlenek wodoru 

Sprzňt laboratoryjny: 

ῐ wyciŃg laboratoryjny, 
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ῐ pğyta grzejna, ğaŦnia piaskowa lub wodna, 

ῐ zlewki lub prob·wki odporne na wysokie temperatury (jedna na pr·bkň), 

ῐ przyrzŃdy do odmierzania okreŜlonej objňtoŜci (20 ml) utleniacza, 

ῐ czyste pipety Pasteura (jedna na pr·bkň), 

ῐ wir·wka i odpowiednie prob·wki wir·wkowe odporne na dziağanie stosowanych 

utleniaczy i kwas·w (opcjonalnie). 

JeŜli nie ma moŨliwoŜci skorzystania z wir·wki pr·bki moŨna zostawiĺ do cağkowitej 

sedymentacji materiağu (zakğada siň, Ũe 1 godzina odpowiada tempie sedymentacji okrzemek 

w 1 cm kolumny wody), a nastňpnie delikatnie zlaĺ supernatant. 

Odczynniki: 

ῐ 30% roztw·r nadtlenku wodoru (H2O2), 

ῐ rozcieŒczony roztw·r kwasu chlorowodorowego (HCl), np. 1 molĀdm-3. 

Procedura: 

1. Pr·bkň dokğadnie wymieszaĺ przez wstrzŃsanie i przenieŜĺ 5 ï 10 ml zawiesiny do 

zlewki lub prob·wki.  

2. Dodaĺ okoğo 20 ml nadtlenku wodoru i ogrzewaĺ na pğycie grzejnej, w ğaŦni 

piaskowej lub wodnej w temperaturze okoğo 90 oC (Ñ 5 oC) pod wyciŃgiem do 

cağkowitego utlenienia materii organicznej (zwykle 3 ï 12 godz.). W razie potrzeby 

uzupeğniaĺ nadtlenek wodoru. NaleŨy zachowaĺ ostroŨnoŜĺ podczas nalewania 

zimnego stňŨonego nadtlenku wodoru do pr·bek zawierajŃcych duŨŃ iloŜĺ materii 

organicznej, a takŨe podczas ich ogrzewania, poniewaŨ reakcja jest gwağtowna.  

W celu zredukowania burzliwej reakcji moŨna dodaĺ kilka kropel etanolu.  

3. Po zakoŒczeniu procesu ogrzewania, dodaĺ kilka kropli kwasu chlorowodorowego, 

aby usunŃĺ pozostağy nadtlenek wodoru oraz wňglany i spğukaĺ Ŝciany zlewki wodŃ 

destylowanŃ lub dejonizowanŃ. MoŨna pominŃĺ dodanie kwasu chlorowodorowego 

jeŜli pr·bkň zebrano w rejonie, gdzie nie wystňpujŃ wody z wňglanami. 

4. Pr·bkň pozostawiĺ pod wyciŃgiem do ostudzenia. 

5. Wygotowany materiağ okrzemkowy przenieŜĺ do prob·wki wir·wkowej, dopeğniĺ 

wodŃ destylowanŃ i odwirowaĺ (2500 obrot·w/minutň przez 5 minut) lub pozostawiĺ 

do sedymentacji na 24 godz.  

6. Supernatant zdekantowaĺ.  

7. Proces przemywania powt·rzyĺ przynajmniej trzykrotnie do cağkowitego usuniňcia 

resztek nadtlenku wodoru (optymalnie 5 razy). Dobrze oczyszczony materiağ 

okrzemkowy ma postaĺ biağego opalizujŃcego osadu.  
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8. Po zakoŒczeniu przemywania do materiağu okrzemkowego dodaĺ niewielkŃ iloŜĺ 

wody destylowanej i przenieŜĺ do czystej fiolki, zaetykietowanej zgodnie z danymi 

wyjŜciowej pr·bki.  

9. Dodaĺ kilka kropli 4% formaliny lub etanolu, aby zapobiec rozwojowi grzyb·w. 

Zakonserwowany materiağ moŨna przechowywaĺ przez czas nieograniczony, najlepiej 

w chğodzie i ciemnoŜci. 

Metoda 2: Zimny nadtlenek wodoru 

Metoda zalecana do oczyszczania pr·bek zawierajŃcych czysty materiağ okrzemkowy (bez 

domieszek materii organicznej, osadu, fragment·w roŜlin itp.). 

Sprzňt laboratoryjny: 

ῐ jak w Metodzie 1, ale bez pğyty grzejnej, ğaŦni piaskowej lub wodnej. 

Odczynniki: 

ῐ jak w Metodzie 1. 

Procedura: 

1. Postňpuj zgodnie z MetodŃ 1, ale bez ogrzewania zlewek/prob·wek zawierajŃcych 

materiağ okrzemkowy.  

2. PrzykrytŃ zlewkň/prob·wkň pozostawiĺ na co najmniej 4 dni. Aby przyspieszyĺ 

proces utleniania, wystawiĺ zlewkň na dziağanie Ŝwiatğa sğonecznego lub lampy UV. 

3. Po zakoŒczeniu procesu utleniania materii organicznej przemyĺ materiağ postňpujŃc 

zgodnie z procedurŃ opisanŃ w Metodzie 1. 

JeŨeli po zastosowaniu metody nie otrzymano czystych pancerzyk·w okrzemek, naleŨy 

wymieniĺ nadtlenek wodoru i powt·rzyĺ procedurň lub zastosowaĺ innŃ metodň. 

Metoda 3: GorŃcy nadtlenek wodoru z dwuchromianem potasu 

Sprzňt laboratoryjny: 

ῐ jak w Metodzie 1. 

Odczynniki: 

ῐ jak w Metodzie 1 oraz krystaliczny dwuchromian potasu K2Cr2O7 (lub nadmanganian 

potasu KMnO4). 

Procedura: 

1. Dobrze wymieszaĺ pr·bkň przez wstrzŃsanie i przenieŜĺ 2 ï 5 ml gňstej zawiesiny do 

zlewki.  
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2. Dodaĺ 50 ml nadtlenku wodoru i ogrzewaĺ na pğycie grzejnej w ğaŦni piaskowej lub 

wodnej pod wyciŃgiem w temperaturze okoğo 90 oC (Ñ 5 oC) do cağkowitego 

utlenienia materii organicznej. Zachowaĺ ostroŨnoŜĺ tak jak w Metodzie 1. 

3. ZdjŃĺ zlewkň z pğyty grzejnej.  

4. Dodawaĺ szpatuğkŃ dwuchromian potasu krysztağek po krysztağku (reakcja jest 

burzliwa). Po kilku minutach roztw·r powinien byĺ klarowny o niebieskawo-zielonym 

kolorze. 

5. JeŨeli roztw·r jest nadal mňtny, dodaĺ kilka kropli kwasu chlorowodorowego, aby 

usunŃĺ resztki nadtlenku wodoru i wňglan·w, i spğukaĺ Ŝcianki zlewki wodŃ 

destylowanŃ lub dejonizowanŃ. W przypadku duŨej zawartoŜci wňglan·w dodaĺ 20 ml 

stňŨonego kwasu chlorowodorowego i ostroŨnie ogrzewaĺ. 

6. Przemyĺ materiağ okrzemkowy i przenieŜĺ do czystej fiolki jak w Metodzie 1. 

Metoda 4: Zimny kwas (lub nadmanganian) 

Sprzňt laboratoryjny: 

ῐ wyciŃg laboratoryjny, 

ῐ przyrzŃdy do odmierzania okreŜlonej objňtoŜci (20 ml) utleniacza, 

ῐ czyste pipety Pasteura (jedna na pr·bkň), 

ῐ prob·wki wir·wkowe odporne na dziağanie stosowanej mieszaniny kwas·w (duŨe np. 

30 ï 50 ml), 

ῐ wir·wka. 

Odczynniki: 

ῐ rozcieŒczony kwas chlorowodorowy (HCl), np. 1 molĀdm-3, 

ῐ stňŨony kwas siarkowy (H2SO4), 

ῐ nadmanganian potasu (KMnO4) w postaci krystalicznej (okoğo 0,1 - 0,5 g na pr·bkň) 

lub nasycony roztw·r nadmanganianu potasu (1 ï 2 ml na pr·bkň), 

ῐ nasycony kwas szczawiowy (C2H2O4). 

Procedura uzyskania nasyconego kwasu szczawiowego: 

okoğo 10 g krystalicznego kwasu szczawiowego rozpuŜciĺ w 100 ml wody destylowanej lub 

dejonizowanej, podgrzewajŃc delikatnie i mieszajŃc. Pozostawiĺ do ostygniňcia. Powinny 

wytrŃciĺ siň krysztağy kwasu szczawiowego. JeŨeli krysztağy siň nie wytrŃcŃ, dodaĺ nieco 

wiňcej kwasu szczawiowego i powt·rzyĺ etap ogrzewania, i ochğadzania. 
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Procedura: 

1. Zhomogenizowaĺ pr·bň przez wytrzŃsanie i przenieŜĺ 5 ï 10 ml zawiesiny do 

prob·wki wir·wkowej. 

2. JeŨeli w pr·bce wystňpujŃ (lub potencjalnie mogŃ wystňpowaĺ) zwiŃzki wapnia, 

zaleca siň najpierw ich usuniňcie. W tym celu, dodawaĺ po kropli rozcieŒczonego 

kwasu chlorowodorowego do czasu, aŨ pr·ba przestanie musowaĺ (co oznacza, Ũe 

przestağ siň uwalniaĺ dwutlenek wňgla). 

3. Dodaĺ wodň destylowanŃ lub dejonizowanŃ, odwirowaĺ i zlaĺ supernatant. 

4. OstroŨnie dodaĺ 5 ml stňŨonego kwasu siarkowego. 

5. Dodaĺ 0,1 g stağego nadmanganianu potasu (lub kilka kropli nasyconego roztworu 

nadmanganianu potasu) i delikatnie mieszaĺ do rozpuszczenia siň krysztağk·w. Na 

tym etapie zawiesina przybiera kolor purpurowy. JeŨeli uŨyto krysztağ·w 

nadmanganianu potasu, naleŨy doprowadziĺ  do ich cağkowitego rozpuszczenia przed 

przystŃpieniem do nastňpnego etapu. 

6. Powoli dodawaĺ 10 ml nasyconego kwasu szczawiowego i odczekaĺ, aŨ zawartoŜĺ 

prob·wki przestanie musowaĺ, a zawiesina wybieli siň.  

7. Przemyĺ materiağ okrzemkowy i przenieŜĺ do czystej fiolki jak w Metodzie 1. 

P2:9'/4/7!.)% 02%0!2!4s7 427!l9#( 

Okrzemki bentosowe identyfikuje siň i zlicza przy wykorzystaniu mikroskopu 

Ŝwietlnego pod duŨym powiňkszeniem (co najmniej 1000 x) dopiero po pozbawianiu ich 

treŜci kom·rkowej i utrwaleniu w preparatach stağych za pomocŃ odpowiedniego oŜrodka. 

StŃd waŨne jest, aby poprawnie wykonaĺ preparaty stağe umoŨliwiajŃce obserwacjň 

morfologii pancerzyk·w w mikroskopie Ŝwietlnym. ZaletŃ preparat·w stağych jest fakt, Ũe 

moŨna je przechowywaĺ praktycznie nieskoŒczenie dğugo i wykorzystywaĺ jako materiağ 

referencyjny. 

Listň przydatnego sprzňtu laboratoryjnego i odczynnik·w chemicznych do wykonania 

preparat·w stağych zawarto w Tabeli 4. 
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Tabela 4. Lista sprzňtu laboratoryjnego i odczynnik·w chemicznych przydatnych do 

przygotowania stağych preparat·w okrzemkowych  

Sprzňt laboratoryjny: ῐ szkieğka nakrywkowe i podstawowe 

ῐ jednorazowe pipety 

ῐ szklane fiolki 

ῐ wyciŃg 

ῐ suszarka 

ῐ pğyta grzejna (np. ceramiczna) 

ῐ rňkawiczki jednorazowe 

Odczynniki 

chemiczne: 

ῐ woda destylowana lub redestylowana 

ῐ etanol 

ῐ Ũywica syntetyczna o wysokim wsp·ğczynniku zağamania 

Ŝwiatğa > 1,6 (np. NaphraxÈ, Pleurax) 

W celu wykonania preparatu okrzemkowego naleŨy na bazie oczyszczonego materiağu 

okrzemkowego przygotowaĺ zawiesinň o odpowiednej gňstoŜci. Najlepiej do niewielkiej 

szklanej fiolki wlaĺ nieco wody destylowanej lub dejonizowanej i dodaĺ niewielkŃ iloŜĺ 

materiağu okrzemkowego. GňstoŜĺ okryw w zawiesinie moŨna sprawdziĺ oglŃdajŃc jŃ pod 

Ŝwiatğo lub analizujŃc w niewielkim powiňkszeniu (np. 400x) wysuszonŃ kroplň zawiesiny 

nakropionŃ na szkieğko podstawowe. Do rozcieŒczania zawiesiny moŨna r·wnieŨ 

wykorzystaĺ etanol, co pozytywnie wpğywa na bardziej r·wnomierne rozmieszczenie 

okrzemek na szkieğku podstawowym. MoŨe siň okazaĺ, Ũe materiağ wyjŜciowy jest zbyt 

rzadki i Ũeby otrzymaĺ preparat o odpowiedniej iloŜci okryw w polu widzenia trzeba bňdzie 

go zagňŜciĺ np. poprzez wirowanie.  

Przed przystŃpieniem do wykonywania preparatu naleŨy dobrze wymieszaĺ zawiesinň 

np. przez wstrzŃsanie. Nastňpnie czystŃ pipetŃ Pasteura pobiera siň niewielkŃ iloŜĺ zawiesiny 

ze Ŝrodkowej czňŜci fiolki i nakrapia na odtğuszczone szkieğko nakrywkowe, aby utworzyğa 

siň na nim poduszeczka zajmujŃca praktycznie cağŃ powierzchniň szkieğka. Szkieğko zostawia 

siň do wyschniňcia w ciepğym i pozbawionym pyğ·w otoczeniu (np. pod wyciŃgiem,  

w eksykatorze) lub w suszarce albo na pğycie grzejnej (maksymalna temp. ok 40ÁC). Po 

wysuszeniu na powierzchni szkieğka nakrywkowego powinna siň pojawiĺ cienka biağawa 

warstwa.  

WykonujŃc preparat stağy na szkieğko podstawowe nakğada siň najpierw niewielkŃ 

kroplň Ũywicy o odpowiednim wsp·ğczynniku zağamania Ŝwiatğa, a nastňpnie szkieğko 
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nakrywkowe, tak aby materiağ okrzemkowy zanurzyĺ w Ũywicy. W celu trwağego sklejenia 

szkieğka podstawowego z nakrywkowym naleŨy postňpowaĺ zgodnie ze wskaz·wkami 

producenta Ũywicy.  

Mycie szkieğek nakrywkowych i podstawowych przed wykonaniem preparat·w 

stağych, np. za pomocŃ etanolu lub zwykğego detergentu spğukanego wodŃ destylowanŃ, 

wpğywa pozytywnie na jakoŜĺ preparatu i na bardziej r·wnomierne rozmieszczenie okryw 

okrzemek. 

NaleŨy zwr·ciĺ szczeg·lnŃ uwagň, aby preparat byğ odpowiednio opisany tj. zawierağ 

przynajmniej informacje na temat lokalizacji stanowiska, daty zbioru pr·by czy kod 

umoŨliwiajŃcy uzyskanie z bazy danych dalszych informacji o pr·bce. 

Prawidğowo wykonany preparat stağy speğnia nastňpujŃce kryteria: 

ῐ okrywy okrzemek sŃ pozbawione materii organicznej, 

ῐ Ũywica jest wğaŜciwie utwardzona, 

ῐ Ũywica jest wolna od pňcherzyk·w powietrza, 

ῐ Ũywica znajduje siň pomiňdzy szkieğkiem podstawowym, a nakrywkowym na cağej 

powierzchni, 

ῐ okrywy na szkieğku sŃ rozmieszczone stosunkowo r·wnomiernie (nie tworzŃ agregat·w)  

i nie obserwuje siň tzw. efektu brzegowego tj. gňstoŜĺ okryw okrzemek jest mniej wiňcej 

jednakowa w centrum i na brzegach szkieğka nakrywkowego, 

ῐ obca materia organiczna i nieorganiczna w preparacie nie wystňpuje lub istnieje  

w niewielkich iloŜciach, kt·re nie utrudniajŃ identyfikacji okryw okrzemek i ich analizy 

iloŜciowej, 

ῐ w polu widzenia znajduje siň od 5 do 15 okryw okrzemek w polu widzenia pod 

powiňkszeniem 1000 x (idealna sytuacja), ale nie wiňcej niŨ 20.  

W przypadku, gdy oczyszczony materiağ okrzemkowy zawiera zbyt duŨo materii 

organicznej w stosunku do iloŜci okryw i rozcieŒczenie pr·bki nie wpğywa na poprawň 

jakoŜci preparatu, materiağ naleŨy ponownie poddaĺ procesowi wytrawiania. Proces 

oczyszczania naleŨy r·wnieŨ powt·rzyĺ jeŜli w preparacie przewaŨajŃ cağe kom·rki 

okrzemek lub ich kolonie (taŜmy, zygzaki) ze wzglňdu na wysoki poziom niepewnoŜci 

zwiŃzany z prawidğowym oznaczeniem takson·w oraz nier·wnomierne rozmieszczenie 

kom·rek w preparacie wpğywajŃce na wiarygodnoŜĺ wynik·w analizy iloŜciowej. 
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Stağe preparaty okrzemkowe sŃ niezastŃpionym materiağem por·wnawczym  

w badaniach monitoringowych. MogŃ r·wnieŨ posğuŨyĺ wykonaniu r·Ũnorodnych analiz 

taksonomicznych i Ŝrodowiskowych. Z tego powodu w normie PN-EN 14407:2104-15 

zawarto zalecenia dotyczŃce ich przechowywania. Zgodnie z nimi preparaty powinny byĺ 

deponowane w lokalnych lub krajowych herbariach, a opis znajdujŃcy siň na szkieğku 

podstawowym powinien zawieraĺ istotnŃ informacjň odsyğajŃcŃ w nie budzŃcy wŃtpliwoŜci 

spos·b do innych danych dotyczŃcych opisu stanowiska jak np. mapa ze wsp·ğrzňdnymi 

geograficznymi, dane chemiczne, hydrologiczne itp. Do przechowywania preparat·w moŨna 

wykorzystaĺ specjalne pudeğka lub szafy na preparaty. 

R·wnieŨ zawiesina oczyszczonych pancerzyk·w okrzemek powinna byĺ opisana  

w spos·b nie budzŃcy wŃtpliwoŜci i przechowywana w odpowiednich warunkach. Zaleca siň 

przechowywanie czňŜci reprezentatywnych pr·bek po odpowiednim ich zakonserwowaniu, 

gdyŨ mogŃ posğuŨyĺ do weryfikacji anomalnych wynik·w. W tym celu najlepiej oczyszczony 

materiağ okrzemkowy umieŜciĺ w szklanej fiolce (aby zapobiec rozpuszczaniu siň okryw 

okrzemek) i zakonserwowaĺ kilkoma kroplami 4% formaliny lub etanolem (nawet do 

uzyskania stňŨenia ok. 80%), aby zapobiec rozwojowi grzyb·w. Zakonserwowany materiağ 

moŨna przechowywaĺ przez czas nieograniczony, najlepiej w chğodzie i ciemnoŜci. Materiağ 

okrzemkowy moŨna przechowywaĺ r·wnieŨ w postaci wysuszonej. 

6. ANALIZA MIKROSKOPOWA 

Okrzemki identyfikuje siň i zlicza w preparatach stağych pod duŨym powiňkszeniem  

w celu wykonania analizy jakoŜciowej i iloŜciowej zebranych zbiorowisk. Otrzymane wyniki 

nastňpnie interpretuje siň w oparciu o indeksy okrzemkowe opracowane osobno dla ciek·w 

(potok·w, rzek, kanağ·w), jezior i zbiornik·w zaporowych.  

Do przeprowadzenia analizy okrzemkowej niezbňdny jest mikroskop Ŝwietlny 

wyposaŨony w obiektyw immersyjny o duŨym powiňkszeniu (np. 100x). Zaleca siň r·wnieŨ 

wykorzystanie kontrastu fazowego lub kontrastu interferencyjnego (Nomarskiego) oraz 

okularu mikrometrycznego (z podziağkŃ okularowŃ przynajmniej co 1 ɛm). Konieczny jest 

r·wnieŨ zestaw do wykonywania zdjňĺ czy sekwencji wideo wraz z odpowiednim 

oprogramowaniem w celu dokumentacji organizm·w trudnych do zidentyfikowania (moŨe 

r·wnieŨ sğuŨyĺ do wykonywania pomiar·w). Dodatkowymi niezbňdnymi przedmiotami sŃ 

olejek immersyjny z dozownikiem i Ŝciereczka/chusteczki do soczewek. 
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Okular mikrometryczny czy jakikolwiek sprzňt do wykonywania pomiar·w powinien 

byĺ regularnie kalibrowany wzglňdem mikrometru podstawowego (szkieğka kalibracyjnego), 

a wyniki kalibracji naleŨy umieŜciĺ w widocznym miejscu.  

/:.!#:!.)% 4!+3/.s7 /+2:%-%+ 

Okrzemki powinny byĺ identyfikowane w preparatach trwağych przeglŃdanych pod 

powiňkszeniem co najmniej 1000x, tzn. z uŨyciem obiektywu immersyjnego. Jedynie w tym 

przypadku moŨna prawidğowo rozpoznaĺ podstawowe cechy budowy Ŝciany kom·rkowej 

bňdŃce podstawŃ identyfikacji i przynaleŨnoŜci taksonomicznej. Niezbňdne jest r·wnieŨ 

wykonanie odpowiednich pomiar·w okryw oraz iloŜci prŃŨk·w czy innych 

charakterystycznych element·w ornamentacji. Dokğadne wskaz·wki na temat podstaw 

identyfikacji okryw okrzemek zawarto w opracowaniu BŃk i in. 2012 ĂKlucz do oznaczania 

okrzemek w fitobentosie na potrzeby oceny stanu ekologicznego w·d powierzchniowych  

w Polsceò. Pozycja ta speğnia r·wnieŨ rolň przewodnika do oznaczania najczňŜciej 

identyfikowanych okrzemek w monitoringu w·d w Polsce. Ze wzglňd·w praktycznych przy 

aktualizacji metodyk na potrzeby oceny stanu ekologicznego w·d powierzchniowych  

w Polsce na podstawie fitobentosu uaktualniono r·wnieŨ listy nazw takson·w stosowane  

w formatkach, tak aby odpowiadağy one nazwom stosowanym w podrňczniku BŃk i in. 2012.  

Generalnie okrzemki oznacza siň w widoku od strony okrywy, jednak niekt·re 

taksony identyfikuje siň na podstawie wyglŃdu od strony pasa obwodowego, poniewaŨ 

zazwyczaj w taki spos·b okrzemka ukğada siň w preparacie (np. Rhoicosphenia abbreviata). 

Z kolei czňŜĺ takson·w moŨna zidentyfikowaĺ do gatunku na podstawie wyglŃdu od strony 

pasa obwodowego na zasadzie Ădopasowaniaò do innych okryw taksonu znalezionego  

w pr·bce. 

W celu identyfikacji gatunk·w rzadkich zaleca siň zastosowanie odpowiednich 

pozycji z literatury specjalistycznej np. z serii Diatoms of Europe lub Iconographia 

Diatomologica, czy dedykowanych artykuğ·w taksonomicznych. Badania naukowe 

prowadzone w ostatnich latach doprowadziğy do powstania r·wnolegğych system·w 

nomenklatury taksonomicznej. StŃd waŨnym jest, aby wyeliminowaĺ jakiekolwiek 

wŃtpliwoŜci co do pozycji taksonomicznej oznaczanej okrzemki. Nazwy takson·w okrzemek 

powinny byĺ uzupeğnione nazwiskami autor·w oraz namiarami na pozycjň literaturowŃ wg. 

kt·rej oznaczano takson we wszystkich przypadkach kiedy istnieje moŨliwoŜĺ popeğnienia 

pomyğki w nazewnictwie. W przypadku problem·w z identyfikacjŃ okaz·w moŨna je utrwaliĺ 

w postaci rysunk·w, wysokiej jakoŜci mikrofotografii czy obraz·w video, jednak najlepiej 
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r·wnieŨ zaznaczyĺ absolutnŃ pozycjň okazu w preparacie za pomocŃ odpowiedniego 

urzŃdzenia.  

Na potrzeby indeks·w okrzemkowych stosowanych w Polsce zaleca siň identyfikacjň 

okryw do poziomu gatunku. Jednak czňŜĺ takson·w o podobnej morfologii i identycznych 

wymaganiach autekologicznych w celach praktycznych pogrupowano w tzw. kompleksy 

gatunk·w.  

/+2%¡,!.)% ,)#:%"./¡#) 7:',V$.%* /+2:%-%+ 7 02%0!2!4!#( 
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Podczas wykonywania analizy mikroskopowej naleŨy stworzyĺ listň takson·w wraz  

z ich liczebnoŜciŃ na odpowiednim formularzu, w zeszycie analiz mikroskopowych lub  

w programie komputerowym umoŨliwiajŃcym bezpoŜrednie wprowadzanie danych. 

Dla indeks·w okrzemkowych stosowanych w Polsce zaleca siň traktowanie okrywy 

jako jednostki przy zliczaniu (2 okrywy tworzŃ pancerzyk). W przypadku niekt·rych 

okrzemek, np. z rodzaju Amphora, naleŨy zwr·ciĺ uwagň, aby nie liczyĺ jednej okrywy 

zamiast dw·ch, poniewaŨ ma to wpğyw na niedoszacowanie liczebnoŜci. Z kolei w przypadku 

okrzemek o niewielkich rozmiarach (np. z rodzaju Achananthes czy Navicula) moŨe nie byĺ 

moŨliwe rozr·Ũnienie pomiňdzy okrywŃ, a pancerzykiem, co moŨe wpğynŃĺ na 

niedoszacowanie czy przeszacowanie ich liczebnoŜci. Jednak obecnie uwaŨa siň, Ũe ten rodzaj 

niepewnoŜci ma niewielki wpğyw na wyniki zliczania, udziağy procentowe takson·w  

i ostateczne wyniki analizy. 

Dla indeks·w stosowanych w Polsce zaleca siň zliczenie okoğo 300 okryw takson·w 

wskaŦnikowych czyli takson·w zawartych w odpowiednich tabelach zağŃczonych do 

indeks·w okrzemkowych. Dla takson·w nie ujňtych w formatkach bazodanowych do 

obliczania wartoŜci indeks·w okrzemkowych naleŨy utworzyĺ oddzielnŃ listň wraz z ich 

liczebnoŜciŃ na potrzeby kolejnych aktualizacji. Dopuszcza siň oznaczenie do rodzaju (lub 

wyŨszej ragi taksonomicznej) okryw trudnych do identyfikacji, jednak nie powinny one 

stanowiĺ wiňcej niŨ 5% wszystkich zliczonych okryw. Z kolei taksony opisywane jako 

planktonowe (np. Cyclotella, Stephanodiscus, Thalassiosira, Asterionella formosa czy 

Fragilaria crotonensis) zaleca traktowaĺ siň jako zanieczyszczenie i nie zliczaĺ ich okryw.  

Zgodnie z normŃ PN-EN 14407:2014-15 przy wykonywaniu analizy iloŜciowej 

okrzemek moŨna zastosowaĺ jednŃ z poniŨej opisanych opcji: 
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a) zliczanie wykonuje siň przesuwajŃc szkieğko w transektach (trawersach) wzdğuŨ lub  

w poprzek szkieğka podstawowego, a kaŨdŃ okrzemkň identyfikuje siň i zlicza, gdy 

przekroczy ona liniň podziağki okularowej, 

b) identyfikuje siň i zlicza okrzemki w polu widzenia (albo w polu siatki), a nastňpnie 

przesuwa siň wzdğuŨ transektu (trawersu) pionowego czy poziomego do kolejnego 

pola lub wybiera losowo nowe pole widzenia, 

c) lub stosuje siň kombinacjň obu metod polegajŃcŃ na zliczaniu najpierw w polach 

widzenia, a potem przesuwajŃc siň wzdğuŨ transektu (trawersu). 

JeŜli stosuje siň zliczanie w losowo wybranych polach widzenia to pola losowe naleŨy 

lokalizowaĺ, stosujŃc podziağkň noniusza w mikroskopie, w poğŃczeniu z tablicami liczb 

losowych albo z funkcjami dotyczŃcymi liczb losowych w programach komputerowych lub 

elektronicznych kalkulatorach. 

We wszystkich przypadkach procedurň zliczania powtarza siň do uzyskania 

odpowiedniej liczby okrzemek. DodatkowŃ zasadň naleŨy wprowadziĺ do zliczania okrzemek 

w sytuacji, gdy tylko jej czňŜĺ znajduje siň w zdefiniowanym polu liczenia, np. stosuje siň 

zliczanie okrzemek czňŜciowo widocznych w g·rnej, ale nie dolnej krawňdzi pola ï  

w przypadku transekt·w poziomych, lub na lewej, a nie prawej krawňdzi ï w przypadku 

transekt·w pionowych. W kaŨdym przypadku konsekwencja w stosowaniu przyjňtej zasady 

jest waŨniejsza od wybranej zasady. Dodatkowo naleŨy wziŃĺ pod uwagň, Ũe niezaleŨnie od 

sposobu poruszania siň w transektach (pionowych czy poziomych) naleŨy unikaĺ zachodzenia 

siň p·l widzenia poszczeg·lnych transekt·w, a przesuniňcie stolika do nowego transektu 

powinno uwzglňdniaĺ r·wnieŨ wielkoŜĺ okrzemek znajdujŃcych siň na krawňdziach 

transekt·w. 

JeŜli wykonywanie analizy iloŜciowej nie zakoŒczyğo siň w ciŃgu jednej sesji naleŨy 

zapisaĺ pozycje przeanalizowanych transekt·w korzystajŃc z podziağki na stoliku (tzw. 

podziağka noniusza/Verniera). 

Dla indeks·w stosowanych w Polsce zaleca siň zliczanie wyğŃcznie cağych, 

nieuszkodzonych okryw. ObecnoŜĺ wielu fragment·w okrzemek moŨe wskazywaĺ na bğňdy 

metodyczne stosowane podczas prac terenowych czy laboratoryjnych. 

Podaje siň wiele przyczyn uniemoŨliwiajŃcych zidentyfikowanie okrzemki, np. jej 

uğoŨenie, czy obecnoŜĺ nadmiernej iloŜci materiağu mineralnego i/lub organicznego  

w preparacie. W przypadku zanieczyszczenia preparatu uniemoŨliwiajŃcego przeprowadzenie 

analizy jakoŜciowej i iloŜciowej naleŨy przygotowaĺ nowe preparaty z rozcieŒczonej 

zawiesiny lub korygujŃc czas sedymentacji w celu oddzielenia okrzemek od zanieczyszczeŒ. 
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Po umieszczeniu preparatu na stoliku mikroskopu naleŨy przenieŜĺ odpowiednie 

informacje z opisu preparatu do formularza wynik·w zliczania. Powinno siň uwzglňdniĺ 

zar·wno kod pr·bki, nazwň zbiornika, nazwň stanowiska, datň pobrania pr·by oraz datň 

analizy i nazwisko analityka. 

Przed rozpoczňciem zliczania zaleca siň wybranie pozycji poczŃtkowej na preparacie; 

najlepiej na krawňdzi naniesionej zawiesiny, ale tylko jeŜli nie ma istotnych Ăefekt·w 

brzegowychò (tzn. Ũadne taksony nie sŃ w widoczny spos·b bardziej skoncentrowane na 

krawňdzi niŨ w innych miejscach w obrňbie naniesionej zawiesiny). 

W polu widzenia identyfikuje siň wszystkie obecne okrywy. Po zapisaniu iloŜci okryw 

wszystkich takson·w w pierwszym polu widzenia naleŨy kontynuowaĺ liczenie przesuwajŃc 

siň po preparacie zgodnie z przyjňtŃ strategiŃ i rejestrowaĺ w formularzu danych wszystkie 

zidentyfikowane okrywy okrzemek, aŨ do momentu policzenia wymaganej liczby okryw. 

KorzystajŃc ze Ŝruby mikrometrycznej naleŨy dokğadnie nastawiaĺ ostroŜĺ i zmieniaĺ 

jŃ, aby odr·Ũniaĺ pojedyncze okrywy od cağej skorupki. W przypadku zidentyfikowania cağej 

skorupki do wynik·w dodaje siň dwie okrywy. Cağa skorupka ma dwie nieco oddalone od 

siebie pğaszczyzny ostroŜci, w kt·rych moŨna wyraŦnie zobaczyĺ prŃŨki, szczelinň czy inne 

struktury, kt·re obserwuje siň poprzez zmianň ostroŜci widzenia. Cağa skorupka ma teŨ czňsto 

odmienne wğaŜciwoŜci optyczne od pojedynczej okrywy. 

PojawiajŃce siň sporadyczne kolonie, np. w postaci nici, powinno siň zliczaĺ jako 

odpowiedniŃ liczbň okryw. Jednak jeŨeli okrzemki masowo wystňpujŃ w postaci kolonii 

naleŨy rozwaŨyĺ przygotowanie kolejnego preparatu z materiağu, kt·ry potraktowano 

uprzednio bardziej agresywnŃ mieszaninŃ odczynnik·w utleniajŃcych. 

JeŨeli nie moŨna zidentyfikowaĺ okrywy okrzemki naleŨy wykonaĺ jej zdjňcia lub 

sporzŃdziĺ dokğadne rysunki i skonsultowaĺ siň z osobŃ o wiňkszym doŜwiadczeniu. 

Zdjňciom lub rysunkom powinny towarzyszyĺ informacje na temat: ksztağtu i rozmiar·w 

okrywy, gňstoŜci i rozmieszczenia prŃŨk·w (w polu Ŝrodkowym i biegunach), ksztağtu  

i wielkoŜci pola Ŝrodkowego, liczby i poğoŨenia por·w oraz ukğadu koŒc·w szczeliny. 

Po zakoŒczeniu analizy preparat zdejmuje siň ze stolika mikroskopu, a z obiektywu  

i preparatu wyciera siň olejek immersyjny. 
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7. ).4%202%4!#*! 79.)+s7 !.!,):9 -)+2/3+/0/7%* ɀ 

MULTIMETRYCZNY INDEKS OKRZEMKOWY DLA JEZIOR 

Po zliczeniu odpowiedniej iloŜci okryw okrzemek dane iloŜciowe przelicza siň 

wykorzystujŃc odpowiedni indeks okrzemkowy tj. Multimetryczny Indeks Okrzemkowy dla 

Jezior (IOJ). Na jego podstawie wykonuje siň ocenň poziomu presji zwiŃzanej z eutrofizacjŃ 

wywieranej na jezioro. Wraz z moduğem zawierajŃcym informacjň  

o taksonach referencyjnych dajŃ miarň Ăog·lnej jakoŜci wodyò. NaleŨy zwr·ciĺ uwagň, Ũe 

indeks nie jest w stanie odzwierciedliĺ wszystkich Ŝrodowiskowych czynnik·w stresujŃcych. 

Na przykğad wysokie stňŨenia metali ciňŨkich wywierajŃ wpğyw na zbiorowiska okrzemek, 

kt·ry bardzo trudno okreŜliĺ iloŜciowo. JeŨeli podejrzewa siň istnienie czynnik·w 

stresujŃcych innych niŨ eutrofizacja, zaleca siň w·wczas siňgniňcie do specjalistycznej 

literatury lub skonsultowanie siň z ekspertem w danej dziedzinie. 

Indeksy okrzemkowe stosowane w Polsce bazujŃ na wzglňdnej obfitoŜci takson·w 

obecnych w pr·bce. LiczebnoŜĺ wzglňdna [Li] i-tego taksonu wskaŦnikowego w pr·bie 

wyraŨa siň jako jego udziağ procentowy i oblicza siň wedğug poniŨszego wzoru: 

ὒ
ὒὭὧᾀὦὥ έὯὶώύ ὸὥὯίέὲό

ὒὭὧᾀὦὥ ύίᾀώίὸὯὭὧὬ ᾀὰὭὧᾀέὲώὧὬ έὯὶώύ
 

W kolejnym kroku wartoŜci udziağ·w procentowych dla wszystkich takson·w  

w pr·bce uwzglňdnionych w indeksie sŃ wykorzystywane do obliczania poszczeg·lnych 

moduğ·w tworzŃcych indeks.  

Multimetryczny indeks okrzemkowy IOJ dla jezior skğada siň z dw·ch moduğ·w: 

wskaŦnika trofii TJ oraz moduğu gatunk·w referencyjnych GRJ uwzglňdniajŃcego taksony 

referencyjne dla wszystkich typ·w jezior oraz osobno dla jezior miňkko- i twardowodnych. 

Moduğ trofii wyliczany jest na podstawie r·wnania: 

Ὕὐ
В ὝὐϽύὝὐϽὒ

В ύὝὐϽὒ
 

gdzie: 

TJi ï wartoŜĺ wraŨliwoŜci wzglňdem trofii i-tego taksonu, 

wTJi ï wartoŜĺ wagowa (zakres tolerancji) i-tego taksonu, 

Li ï wzglňdna obfitoŜĺ i-tego taksonu (liczba okryw i-tego taksonu podzielona przez liczbň 

wszystkich zliczonych okryw). 
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StopieŒ odchylenia badanego zbiorowiska od zbiorowiska referencyjnego okreŜla 

moduğ gatunk·w referencyjnych GRJ opisany r·wnaniem: 

ὋὙ ὸὙ 

gdzie: 

tRi -wzglňdna liczebnoŜĺ i-tego taksonu referencyjnego (liczba osobnik·w i-tego taksonu 

referencyjnego podzielona przez liczbň wszystkich zliczonych osobnik·w). 

Pierwotnie wartoŜci wraŨliwoŜci wzglňdem trofi dla poszczeg·lnych takson·w 

przyjňto na podstawie list stworzonych dla indeksu dla niemieckich jezior nizinnych TINORD 

(Schaumburg i in. 2007), a wartoŜci wagowe nadano w oparciu o pulň wynik·w z polskich 

jezior z lat 2008 i 2009 (za PiciŒska-Fağtynowicz i Bğachuta 2010). Uaktualnione wartoŜci 

wraŨliwoŜci i wagowe wzglňdem trofii dla poszczeg·lnych takson·w oraz ich wartoŜci 

referencyjne w jeziorach zamieszczono w odpowiedniej tabeli w ZağŃczniku 2.  

WskaŦnik TJ przyjmuje teoretyczne wartoŜci od 0 (niska ŨyznoŜĺ) do 1 (wysoka 

ŨyznoŜĺ). WskaŦnik GRJ zmienia siň w przedziale od 0 (Ũaden z takson·w w pr·bie nie jest 

taksonem referencyjnym) do 1 (wszystkie taksony w pr·bie sŃ taksonami referencyjnymi). 

PoğŃczenie tych dw·ch wskaŦnik·w w jeden indeks multimetryczny wymaga sprowadzenia 

ich do identycznych przedziağ·w zmiennoŜci. W tym celu wylicza siň znormalizowany 

wskaŦnik trofii ZTJ zgodnie z r·wnaniem: 

ὤ ρ ὝὍϽπȟρ 

gdzie: 

ZTJ ï znormalizowana wartoŜĺ wskaŦnika T, 

TJ ï wskaŦnik trofii. 

WartoŜci wskaŦnika GRJ nie trzeba przeliczaĺ, poniewaŨ zmieniajŃ siň w przedziale 

od 0 do 1. Ostatecznie Multimetryczny indeks okrzemkowy IOJ dla jezior wylicza siň  

z r·wnania: 

ὍὕὐπȟφϽὤ πȟτϽὋὙ 

gdzie: 

ZTJ ï znormalizowany wskaŦnik trofii, 












































