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1. Wstęp 
Testy toksykologiczne są szeroko stosowane do oceny oddziaływania 

związków chemicznych na organizmy żywe. Najczęściej w testach biologicz-
nych związanych z badaniem środowiska wodnego, jako organizmów testo-
wych używa się mikroorganizmów: bakterii, glonów i cyjanobakterii, ze wzglę-
du na to, że w większości ekosystemów pełnią one istotną ekologiczną rolę i są 
stosunkowo czułe na toksykanty [34]. 

Standardy wykonania takich testów są szczegółowo opisane przez różne 
agencje ochrony środowiska w tym między innymi przez ISO (International 
Organization of Standarization) [14] i OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development) [29]. 

Podstawą w testach glonowych są monospecyficzne komórki glonów, 
hodowane przez kilka pokoleń w określonym medium, zawierającym badaną 
substancję. Najczęściej w standaryzowanych testach toksykologicznych z uży-
ciem glonów jako organizmów testowych używa się: zielenice, okrzemki oraz 
cyjanobakterie. Wskaźnikami stosowanymi do oceny toksycznego wpływu ba-
danych substancji na mikroorganizmy są:  
 ECx (Effect Concentration) – stężenie efektywne – stężenie substancji tok-

sycznej, które w określonym czasie trwania badań powoduje x% (np.50%) 
zahamowanie procesu życiowego organizmu testowego w stosunku do kon-
troli; 
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 LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) – najniższe stężenie sub-
stancji toksycznej, które w określonym czasie trwania badań, powoduje sta-
tystycznie istotne zmiany (p<0,05) w stosunku do kontroli; 

 NOEC (No Observed Effect Concentration) – najwyższe stężenie substancji 
toksycznej, które w określonym czasie trwania badań, nie wywołuje staty-
stycznie istotnych zmian (p<0,05) w stosunku do kontroli. 

 
Alternatywą dla testów z zastosowaniem komórek wolnych są testy, 

w których wykorzystuje się komórki immobilizowane. 
Związane z nośnikiem komórki glonów stosuje się zarówno w testach 

biologicznych przeprowadzanych w laboratorium [1], a od niedawna również 
w oznaczaniu toksyczności w warunkach in situ [7, 24, 25, 33]. 

Technika immobilizacji zwiększa użyteczność glonów w oznaczaniu 
toksyczności, ponieważ daje uproszczenie w manipulowaniu glonami. Pozwala 
ona również na wyeksponowanie glonów na toksyczne ścieki w warunkach 
naturalnych oraz znosi problemy z testowaniem barwnych roztworów i mętnych 
ścieków [5]. 

Immobilizacja jest procesem polegającym na unieruchomieniu komórek 
poprzez ich związanie z powierzchnią nośnika lub uwięzienie w jego wnętrzu 
[21]. Przy wykonywaniu immobilizacji ważne jest zwrócenie szczególnej uwagi 
na właściwy dobór zarówno nośnika jak i techniki jego wiązania z komórką 
roślinną. Nośnikami stosowanymi do unieruchamiania komórek mogą być natu-
ralne polimery organiczne (celuloza, alginian, agaroza), syntetyczne polimery 
organiczne (żele poliakraylamidowe) oraz nośniki nieorganiczne (włókna 
szklane, perlit) [21]. Również wśród metod unieruchamiania komórek roślin-
nych można wyróżnić kilka głównych grup w zależności od rodzaju wiązania 
nośnika. Są nimi: wiązanie na powierzchni ciał stałych, zamykanie we wnętrzu 
cząstek nośnika, tworzenie dużych agregatów wielokomórkowych.Najlepiej 
poznana i opisana metoda immobilizacji polega na zamykaniu komórek roślin-
nych we wnętrzu nośników, którymi są żele polisacharydowe o charakterze 
słabych kwasów. Do tego rodzaju nośników zalicza się między innymi alginian 
sodu. Jest to sól sodowa kwasu alginowego, pozyskiwanego z morskich brunat-
nic z gatunku Macrocystis pyrifera. Należy on do nośników z grupy naturalnych 
polimerów organicznych. 

Stężenie miedzi w formie rozpuszczonej w wodach Bałtyku szacowane 
jest na poziomie od 0,14÷0,83 μg·dm-3 [30]. W związku z przedostawaniem się 
miedzi do środowiska morskiego głównie z wodami rzecznymi, zwiększone 
ilości tego pierwiastka mogą występować w strefach przybrzeżnych. W Zatoce 
Gdańskiej stężenie miedzi wynosi od dziesiętnych części mikrograma do 
8,3 μg·dm-3 [16, 32]. Spowodowane jest to dostarczaniem dużego ładunku tego 
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metalu wraz z wodami Wisły i Redy jak również poprzez ścieki pochodzące 
zarówno z portu w Gdańsku i Gdyni.  

Dostępność metalu dla glonów w wodach naturalnych jest regulowana 
głównie przez związki chelatowe (kwasy humusowe, fulwokwasy), które mają 
duże powinowactwo do jonów metali i w ten sposób redukują ich aktywność. 
Poprzez tworzenie z nimi kompleksów zatrzymują je w roztworze. W kulturach 
glonów jako chelator stosuje się cytryniany, EDTA i ekstrakty z gleby humu-
sowej [16, 17]. 

Miedź jest pierwiastkiem niezbędnym glonom do ich prawidłowego 
funkcjonowania. Bierze ona, bowiem udział ważnych procesach życiowych 
takich jak fotosynteza i oddychanie komórkowe czy też metabolizm związków 
azotowych. Jednak po przekroczeniu stężeń fizjologicznych staje się ona tok-
syczna dla organizmu, powodując w nim liczne niekorzystne zmiany, które 
mogą prowadzić do obniżenia wydajności niektórych procesów życiowych lub 
nawet jego śmierci. 

Celem niniejszej pracy była ocena potencjalnego zastosowania immobi-
lizowanych komórek glonów w badaniach toksyczności metali ciężkich. Zbada-
no wpływ zmiennego stężenia miedzi na wzrost komórek w populacji zielenicy 
Chlorella kessleri. Dla celów porównawczych przeprowadzono eksperymenty 
z zastosowaniem hodowli płynnej C.kessleri.  

2. Materiał i metody 
Materiał doświadczalny stanowiła jednokomórkowa akseniczna zielenica 

Chlorella kessleri H1901 pochodząca z Kolekcji Kultur w Pradze (CAUP) [31]. 
Do prowadzenia hodowli komórek C. kessleri stosowano dwa podłoża 

mineralne: BBM – przygotowanie inoculum [4] i podłoże ISO – hodowla wła-
ściwa [14]. 

W celu otrzymania inoculum komórek wolnych określoną objętość pod-
łoża BBM pH 7,3±0,2 zaszczepiono 7 dniową płynną hodowlą zielenicy. Próbki 
inkubowano przez okres 10 dni, w temperaturze 24±1°C, przy oświetleniu cią-
głym o natężeniu 54 μmol·m-2·s-1 (Hansatech Quantithem Light Meter Ther-
mometer Seria Nr Q TP1 2007). Inoculum stanowiły komórki znajdujące się 
w logarytmicznej fazie wzrostu. 

Inoculum komórek immobilizowanych, w formie kulek, otrzymano sto-
sując alginian jako nośnik do ich unieruchamiania. W tym celu przygotowano 
3% (w/v) wodny roztwór alginianu sodu, do którego po dokładnej homogeniza-
cji, odpowietrzeniu (próżnia i ultradźwięki) dodano inoculum komórek wolnych 
o stężeniu 6·106 komórka·cm-3. Następnie zawiesinę alginianu z komórkami 
glonów dodawano kroplami, za pomocą strzykawki z igłą do 1% (w/v) roztworu 
chlorku wapnia przy jednoczesnym mieszaniu całego układu na mieszadle ma-
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gnetycznym. Uformowane kulki pozostawiono w wodnym roztworze CaCl2 na 
mieszadle przez około 30 minut w celu uzyskania całkowitej twardości alginia-
nu. Po kilkukrotnym odmyciu wodą dejonizowaną kulki zawieszano w pożywce 
ISO i przechowywano w ciemności w temp. 4°C do czasu rozpoczęcia do-
świadczeń. Tak przygotowane komórki stanowiły inoculum do hodowli immo-
bilizowanych [12, 24, 27]. 

Badania nad oddziaływaniem miedzi na komórki Chlorella kessleri 
przeprowadzono w dwóch typach hodowli tj. immobilizowanych oraz hodow-
lach płynnych. Zarówno dla komórek wolnych jak i związanych z nośnikiem 
eksperymenty prowadzono w 3 wariantach stężenia Cu (II) (każdy w 3 powtó-
rzeniach). Kontrolę stanowiła hodowla zielenicy na podłożu ISO. Stężenie mie-
dzi II w próbce kontrolnej było na poziomie 5,87·10-10 mol·dm-3. Zbadano od-
działywanie miedzi w stężeniach 0,5·10-6, 5·10-6 i 50·10-6 mol Cu·dm-3.  

Początkowe stężenie komórek wynosiło 1,3±0,06·105 komórek w 1 cm3 
hodowli płynnych lub 1 cm3 kulek z alginianu wapnia zawierających uwięzione 
komórki w przypadku hodowli immobilizowanych. Hodowlę prowadzono przez 
okres 7 dni, w temperaturze 24±1°C, przy oświetleniu ciągłym o natężeniu na-
promieniowania 54 μmol·m-2·s-1. 

Jako kryterium oceny wpływu miedzi na populację Chlorella kessleri 
przyjęto: pomiar liczebności komórek w jednostce objętości hodowli. 

Oznaczenie liczebności populacji w hodowlach immobilizowanych wy-
magało uwolnienia komórek znajdujących się w kulkach z alginianu wapnia. 
W tym celu do kulek pochodzących z danej próbki, dodano 6% roztwór cytrynianu 
sodu i pozostawiono je na około 30 minut, aż do momentu całkowitego rozpusz-
czenia się alginianu. Próbki kilkakrotnie wytrząsano na mikrowstrząsarce. Po roz-
puszczeniu alginianu i uwolnieniu komórek, próbki odwirowano (do 2000 obr/min, 
10 min). Supernatant zdekantowano, a osadzone komórki, po dwukrotnym prze-
myciu pożywką o pH 6,0, zawieszono w 5 cm3 świeżego podłoża. W tak otrzy-
manej zawiesinie oznaczano liczebność komórek. 

Oznaczanie liczebności populacji komórek Chlorella kessleri przepro-
wadzono przy użyciu komory Bürkera, pod mikroskopem świetlnym. 

Tempa wzrostu glonów wyznaczano stosując poniższy wzór [14]: 

k = ln (N1 – N0 ) / t1 – t0 
gdzie:  

k – współczynnik tempa wzrostu [podział na dobę];  
N0 – początkowa liczebność populacji;  
N1 – końcowa liczebność populacji;  
t1 – t0 – różnica czasu pomiędzy końcowym i początkowym oznacze-

niem liczebności (doba) 



Immobilizowane komórki glonów w ocenie toksyczności miedzi 
 

Tom 11. Rok 2009  1109  

Stężenie miedzi (II) w układzie doświadczalnym oznaczano metodą 
spektrofotometrii absorpcji atomowej (AAS). Oznaczanie miedzi prowadzono 
w Pracowni Biogeochemii Morza, Zakładu Chemii i Biochemii Morza, Instytu-
tu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk w Sopocie.  

Oceny statystycznej wyników dokonano za pomocą testu F i testu t-
Studenta, przyjmując poziom prawdopodobieństwa 95% [20]. Wyniki wyraźnie 
odbiegające od pozostałych mogące mieć istotny wpływ na wartość średniej 
i odchylenia standardowego odrzucono korzystając z testu Q-Dixona z prawdo-
podobieństwem 95% [35]. 

3. Wyniki 
Zmiany liczebności wolnych i immobilizowanych komórek Chlorella kess-

leri po ekspozycji na działanie jonów Cu (II) (0,5·10-6 mol·dm-3, 5·10-6 mol·dm-3, 
50·10-6 mol·dm-3) przedstawiono na rys. 1A-B. 

Efekty działania tego pierwiastka badano po 7 dniach prowadzenia ho-
dowli. Kontrolę stanowiła hodowla, odpowiednio wolnych lub immobilizowa-
nych komórek, inkubowanych na podłożu ISO. 

a) komórki wolne 
Wraz ze wzrostem stężenia metalu w podłożu obserwowano spadek li-

czebności komórek w hodowli płynnej. Przy najniższym z testowanych stężeń 
miedzi (0,5·10-6 mol·dm-3) nie obserwowano statystycznie istotnych różnic 
w liczebności hodowli w porównaniu z próbą kontrolną. Poziom wzrostu 
utrzymywał się na poziomie kontroli (100-110%). Stężenie miedzi o rząd wiel-
kości wyższe (5·10-6 mol·dm-3) redukowało liczebność komórek o około 
40÷65% w porównaniu do próby odniesienia. Natomiast najwyższe testowane 
stężenie Cu (50·10-6 mol·dm-3) powodowało prawie całkowite zahamowanie 
wzrostu populacji utrzymując jej liczebność, na poziomie około 3% wariantu 
kontrolnego. 

b) komórki immobilizowane 
Stężenie miedzi 0,5·10-6 mol·dm-3 w przypadku komórek immobilizo-

wanych podobnie jak w przypadku komórek wolnych nie powodowało staty-
stycznie istotnych zmian we wzroście, który utrzymywał się na poziomie 
100÷110% w stosunku do kontroli. W pozostałych testowanych stężeniach mie-
dzi obserwowano redukcję liczebności komórek. W wariancie doświadczenia 
gdzie do podłoża hodowlanego dodano Cu w stężeniu 5·10-6 mol·dm-3, wystąpi-
ło hamowanie wzrostu hodowli o około 40÷70% w odniesieniu do wariantu 
kontrolnego. Z kolei stężenie 10-razy wyższe (50·10-6 mol·dm-3), powodowało 
największy spadek liczebności. W tym przypadku wzrost był na poziomie kilku 
procent w odniesieniu do konroli.  
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Rys. 1A-B. Liczebność A) wolnych i B) immobilizowanych komórek Chlorella kessleri 

inkubowanych na podłożu ISO w obecności zmiennego stężenia miedzi II; 
* – różnice statystycznie istotne w odniesieniu do próby kontrolnej 
(P<0,05), ** – różnice statystycznie istotne w odniesieniu do próby 
z komórkami wolnymi (P<0,05) 

Fig. 1A-B. Density of C.kessleri A) free, B) immoblized cells incubated on ISO 
medium in the presence of different concentration of copper; * – statistically 
significant differences to control at the significance level (P<0,05). Error 
bars mean standard deviation between of replicates  
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W kolejnym etapie pracy określono wpływ zmiennego stężenia miedzi 
(II) (0,5·10-6 mol·dm-3, 5·10-6 mol·dm-3 i 50·10-6 mol·dm-3) na kinetykę wzrostu 
wolnych i immobilizowanych komórek Chlorella kessleri. Wyniki przedstawio-
no na rys. 2 A-B. 

 

 
Rys. 2A. Krzywe wzrostu Chlorella kessleri wolnych komórek inkubowanych na 

podłożu ISO w obecności zmiennego stężenia miedziII 
Fig. 2A. Growth curves for C.kessleri free cells incubated on ISO medium in the 

presence of different concentration of copper 
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Rys. 2B. Krzywe wzrostu Chlorella kessleri immobilizowanych komórek 

inkubowanych na podłożu ISO w obecności zmiennego stężenia miedziII 
Fig. 2B. Growth curves for C.kessleri immobilized cells incubated on ISO medium in 

the presence of different concentration of copper 
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b) komórki immobilizowane 
Tempo wzrostu komórek immobilizowanych w próbce kontrolnej przez ca-

ły czas trwania hodowli utrzymywało się na zbliżonym poziomie (k=0,46÷0,56). 
W obecności miedzi w najniższym z badanych stężeń 0,5·10-6 mol·dm-3, 
w czwartym dniu hodowli wystąpiła stymulacja wzrostu komórek (k=0,81). 
W kolejnych dniach obserwowano spadek tempa wzrostu do wartości k=0,47 
uzyskanej na końcu testu. Z kolei w obecności miedzi w stężeniu 5·10-6 mol·dm-3 
obserwowano najpierw spadek tempa w czwartym dniu hodowli, po czym na-
stąpił jego ponowny wzrost do wartości k=0,26. Wartość współczynnika tempa 
wzrostu w najwyższym testowanym stężeniu metalu 50·10-6 mol·dm-3 obniżała 
się w kolejnych dniach hodowli. 

4. Dyskusja 
Dane literaturowe wskazują, że miedź może w sposób istotny modyfi-

kować przebieg procesów biochemicznych w organizmach wodnych, w tym 
w glonach i cyjanobakteriach . Efekt ten jest zależny od stężenia metalu jak 
i jego formy fizyko-chemicznej. 

W licznych badaniach nad wpływem miedzi na mikroglony wykazano, 
ograniczenie ich wzrostu wraz ze wzrastającym stężeniem tego pierwiastka 
w podłożu hodowlanym. W badaniach przeprowadzonych przez Jouany i in. [15] 
na zielenicy Chlorella vulgaris miedź w stężeniach od 3,5÷4,2·10-6 mol·dm-3, 
powodowała spadek liczebności w stosunku do kontroli o 50%. Ten sam efektu 
tropikalnego gatunku Chlorella sp. w zależności od wartości pH został wywoła-
ny w niższych stężeniach tego pierwiastka 0,6·10-6 mol·dm-3 i 0,2·10-7 mol·dm-3 
[11]. Badania własne przeprowadzone na Chlorella vulgaris, szczep izolowany 
z wód Zatoki Gdańskiej oraz cyjanobakterii Anabena variabilis wykazały, że 
miedź w stężeniu 0,79·10-6 mol·dm-3 powoduje zahamowanie wzrostu, odpo-
wiednio o około 50% i 80% [18]. Bajguz [2] z kolei wykazał, że miedź w stęże-
niu 1·10-5 mol·dm-3 powodowała zahamowanie wzrostu komórek Chlorella vul-
garis jedynie w około 30%. Natomiast do osiągnięcia 50% redukcji liczebności 
komórek tego gatunku niezbędne było 10-krotnie wyższe stężenie metalu rzędu 
około 10-4 mol·dm-3. Inne badania wskazują, że w obecności miedzi w stężeniach 
3,6÷4,4·10-6 mol·dm-3, powoduje również 50% zahamowanie wzrostu innej ziele-
nicy Scenedesmus quadricauda [9, 10].  Jednak już w przypadku komórek gatun-
ku Scenedesmus subspicatus do zahamowania wzrostu w 60÷70% niezbędne było 
wyższe stężenie miedzi mieszczące się w granicach 1÷4,6·10-5 mol·dm-3 [22]. 
Również badania przeprowadzone przez Nikookar i in. [28] na zielenicach Du-
naliella salina i Dunaliella tertiolecta wykazały, że obecność miedzi w podłożu 
hodowlanym w stężeniu 4,75·10-6 mol·dm-3 powoduje już po 24 godzinach ha-
mowanie wzrostu, odpowiednio o około 50% i 40%.  
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Porównywalne wyniki do danych literaturowych uzyskano w niniej-
szych badaniach, przeprowadzonych zarówno w hodowlach wolnych jak i im-
mobilizowanych Chlorella kessleri. Dodatek miedzi w stężeniu 0,5·10-6 mol·dm-3 

nie powodował statystycznie istotnych zmian we wzroście zielenicy w porów-
naniu do kontroli. Dopiero obecność miedzi w podłożu hodowlanym na pozio-
mie 5·10-6 mol·dm-3 zmniejszyła liczebność komórek zarówno w hodowli płyn-
nej jak i immobilizowanej, w stosunku do kontroli, odpowiednio o około 

40÷65% i 30÷65%.  
Na podobny wpływ miedzi na wzrost przy najniższym z testowanych 

stężeń tego pierwiastka (0,5·10-6 mol·dm-3), wskazują również badania przepro-
wadzone na dwóch gatunkach okrzemek. Okrzemka Cyclotella maneghiniana 
wykazywała maksimum swojej liczebności przy stężeniu miedzi w podłożu rzędu 
1,6·10-7 mol·dm-3 [19], a w przypadku gatunku Skeletonema costatum nie obser-
wowano hamowania wzrostu jeszcze przy stężeniu 3,0·10-7 mol Cu·dm-3 [23].  

W przeprowadzonych doświadczeniach ponad 90% zahamowanie 
wzrostu hodowli obserwowano w obecności Cu w stężeniu 5·10-5mol Cu·dm-3.  

Z danych literaturowych wynika, że całkowite hamowanie wzrostu glo-
nów może wystąpić w zależności od rodzaju organizmu przy znacznie niższej 
zawartości metalu w podłożu. Jak podaje Hutchinson i Stokes [13] wzrost Selena-
strum capricornutum był ograniczony przy stężeniu miedzi 4,7·10-6 mol Cu·dm-3. 
Z kolei całkowite zahamowanie wzrostu Chlamydomonas eugametis i Chlorella 
vulgaris obserwowano odpowiednio już przy stężeniu i 1,4·10-6 mol Cu·dm-3 
i 1,6·10-6 mol ·dm-3. Nieco wyższe stężenia miedzi skutkujące prawie całkowi-
tym zahamowaniem wzrostu, nieprzekraczające jednak stężenia stosowanego 
w powyższych badaniach, podaje Nikookar i in. [28] dla zielenicy Dunaliella 
salina, w przypadku, której stężenie miedzi rzędu około 10·10-6 mol·dm-3 po-
wodowało hamowanie wzrostu w około 80%. Podobny wynik uzyskano również 
dla okrzemki Phaeodactylum tricornutum, w stężeniu 15,7·10-6 mol Cu·dm-3 [8]. 

Obserwowane zmniejszanie się liczby komórek wraz z rosnącym stęże-
niem miedzi w podłożu, mogło być wynikiem zmniejszenia szybkości podzia-
łów komórkowych i uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego, w wyniku wiąza-
nia Cu2+ z błonami chloroplastów i komórkowymi białkami. Jednocześnie przy 
najwyższym testowanym stężeniu miedzi mogło dojść do nieodwracalnych 
zniszczeń lamelli chloroplastowych co w konsekwencji najpierw hamowało 
fotosyntezę a następnie prowadziło do śmierci komórek [3, 6, 26]. 

Statystycznie istotne różnice pomiędzy hodowlą płynną i immobilizo-
waną występowały w połowie badanych przypadków zarówno w stężeniu mie-
dzi 0,5·10-6 mol·dm-3 i 5·10-6 mol·dm-3.  
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5. Wnioski 
Wyniki niniejszej pracy wskazują, że efekt działania miedzi na wzrost 

populacji Chlorella kessleri w hodowlach immobilizowanych jest podobny do 
odpowiedzi komórek testowanej zielenicy z hodowli płynnych. 

Tak więc, istnieje potencjalna możliwość zastosowania immobilizowa-
nych komórek glonów w oznaczaniu toksyczności miedzi 

W dalszym etapie badań należy uwzględnić również właściwości wią-
zania metali ciężkich przez alginian.  
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Immobilized Algae Cells in Assessment of Copper Toxicity 

Abstract 
Toxicological tests are widely applied for assessment of impact of chemical 

compounds on living organisms. Most often microorganisms such as bacteria, algae and 
cyanoabcteria are used as test organisms. They are used because of in most of the eco-
systems they pay vary important ecological role and they are relatively sensitive to 
toxicants [34]. 

Microalgae are sensitive indicators of environmental change and, as the basis 
of most freshwater and marine ecosystems, are widely used in the assessment of risk 
and development of environmental regulations for metals.  

Copper is a trace element essential for all living organisms. In plants, it partici-
pates in photosynthetic electron transport and also plays a role as a cofactor of several 
oxidizing enzymes. Several heavy metals are essential for living beings at very low 
concentrations, but at higher doses most of them are toxic for organisms belonging to 
different levels of the trophic chain. 

We examined the influence of copper on the growth of green algae Chlorella 
kessleri H1901 CAUP. The effect of copperII was defined in concentration range from 
5·10-7 to 5·10-5 mol·dm-3 in ionic form. A comparative study on metal interaction in the 
free and alginate immobilized of algae cells was conducted. Cultures with free and 
immobilized cells were incubated for 7 days under conditions optimal for the growth of 
the test alga. Algal growth (cellular density) was used as toxicity response parameter.  

The copper concentration inhibiting from 40 to 70% of algal growth of free and 
immobilized algal cells was 5·10-6 mol·dm-3. Both free and immobilized cultures 
showed similar response to Cu treatments. 

Immobilization of microalgal cells in alginate beads could be a technique in 
order to monitor potential pollution (eg. heavy metals) of aquatic ecosystems. 



 


