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Cwiczenie 1. Charakteryzacja regolitu - poréwnanie z glebg

Zanim zaczniemy modyfikowac regolit i wykorzystywac¢ go do uprawy roslin, warto poznac jego
podstawowe wtasciwosci fizyczne i chemiczne. W przeciwienstwie do ziemskiej gleby, ktéra
zawiera materie organiczng, mikroorganizmy, wode i rozpuszczone sktadniki mineralne, regolit
jest suchym, jatowym zbiorem ziaren mineralnych. W tym éwiczeniu poréwnamy dwie prébki: A
— regolit oraz B — gleba, aby sprawdzi¢ m.in. wielkos¢ i ksztatt ziaren, gestosc, wilgotnos¢, pH
oraz pojemnos¢ wodna. To pozwala zrozumieé, dlaczego regolit nie nadaje sie bezposrednio do
uprawy roslin i jakie procesy trzeba w nim odtworzy¢.

Cel:

Poznanie podstawowych wtasciwosci fizycznych i chemicznych regolitu oraz poréwnanie ich
z cechami typowej gleby.

Materiaty:
e Probka A (regolit), Probka B (gleba)
e mikroskop z podziatka,
e menzurka i waga laboratoryjna (gestosg¢),
e higrometr elektroniczny (przed i po suszeniu)
e zestaw do pomiaru wilgotnosci grawimetrycznej (pomiar zmiany masy),
e zlewka, woda i ptyn Helliga (pomiar pH)
e zestaw do pomiaru pojemnosci wodnej.

e zlewka, regolit, woda — pomiar EC (przewodnosci elektrycznej) w celu oceny zasolenia;
mozna poréwnac regolit ksiezycowy, marsjanski oraz typowa glebe.

Pokaz / demonstracja:

e zdjecia z analiz XRD - oméwienie sktadu mineralnego i struktury ziaren.
Procedura:

1. Ocena morfologii ziaren:

Umies¢ odrobine regolitu na szkietku i obejrzyj pod mikroskopem z podziatkg. Zwréc¢
uwage na wielkos¢, krawedzie i zréznicowanie ziaren.

2. Pomiar gestosci nasypowej:

Odmierz okreslong objetos¢ regolitu w menzurce i zwaz probke. Oblicz gestosé
nasypowa.

3. Pomiar wilgotnosci:

Zmierz wilgotno$¢ higrometrem oraz wykonaj pomiar grawimetryczny: zwaz prébke przed
i po suszeniu.
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Pomiar pH:

Zmieszaj regolit z woda, odczekaj chwile i uzyj ptynu Helliga. Zanotuj wynik i poréwnaj z
typowym pH gleby.

Pojemnos$¢ wodna:

Zalej probke wodg, pozwdl jej nasycic sie i ocieknag¢. Zmierz ilos¢ zatrzymanej wody.
Wynik przyda sie w kolejnych éwiczeniach dotyczacych uprawy roslin.

Pomiar EC:

Sprawdz przewodnos¢ roztworu wodnego regolitu. Pordéwnaj zasolenie regolitu
marsjanskiego, ksiezycowego i gleby przy tej samej wilgotnosci.

Obserwacje i wnioski:

ocen, czy regolit ma ostre, nieregularne ziarna, czy jest zréznicowany mineralnie,
porownaj gestosc¢ i wilgotnosé z gleba — czy regolit trzyma wode?

zanotuj réznice w pH i potencjalny wptyw na rosliny,

zwréc¢ uwage, jak bardzo typowa gleba rézni sie od regolitu pod wzgledem wtasciwosci
retencyjnych oraz chemicznych.

Rys. 2. Regolit w mikroskopie optycznym.
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Rys. 3. Odwazanie porcji regolitu do poéZniejszej serii pomiardow.
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Cwiczenie 2. Magnetyczna separacja czastek z regolitu
ksiezycowego

Regolit ksiezycowy, w odrdznieniu od ziemskich gleb, jest bardzo ubogi w sktadniki odzywcze i
pozbawiony zycia biologicznego, ale zawiera sporo mineratéw bogatych w zelazo. To wtasnie
dzieki nim mozna pozyskiwa¢ surowce, np. do produkcji energii czy materiatow budowlanych.
Wyzwanie polega na tym, ze takie czastki trzeba najpierw
odseparowac od reszty regolitu. W tym ¢wiczeniu pokazujemy
prosta metode: wykorzystujemy magnes do wydzielenia
frakcji ferromagnetycznej, tak jak robityby to bardziej
zaawansowane technologie ISRU (ang. In-Situ Resource
Utilization. Przyktadem ISRU jest réwniez wykorzystanie
ilmenitu do produkciji tlenu i wody (patrz: artykut lzy).

https://reference-global.com/article/10.2478/arsa-2024-
0002?utm_source=researchgate.net&utm_medium=article

Cel:
Poznanie wtasciwosci magnetycznych regolitu ksiezycowego i wyodrebnienie frakcji bogatej w
zelazo.

Materiaty:
e probka regolitu ksiezycowego (symulant)
e magnes neodymowy
e naczynie ptaskie
e szpatutka
e waga laboratoryjna

Procedura:

-_—

Jesli prébka jest wilgotna —wysusz jg w suszarce laboratoryjnej lub na powietrzu.
Wysyp cienkag warstwe regolitu na naczynie.

Owin magnes materiatem (np. folig)

P 0N

Powoli przesuwaj magnes nad powierzchnig probki. Ferromagnetyczne czastki
przyciggna sie do magnesu.

5. Oddal magnes od bariery —zbierz czgstki przyciggniete do niej przez magnes do osobnego
naczynia.

6. Powtarzaj proces kilkukrotnie, aby zwiekszy¢ czystos¢ frakcji magnetycznej.

7. Zwaz frakcje magnetyczna i pozostatos¢ niemagnetyczng.
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Obserwacje i wnioski:
e zanotujilo$¢ i wyglad ziaren ferromagnetycznych (pod mikroskopem)

e pordéwnaj udziat frakcji magnetycznej i niemagnetycznej,

Dalszy komentarz

Warto takze zwrdoci¢ uwage na silne wtasciwosci elektrostatyczne regolitu ksiezycowego, ktére
prowadza do jego przywierania do skafandréw, zatykania instrumentéw i licznych probleméw
eksploatacyjnych. Zagadnienie to jest intensywnie badane, a polskie zespoty (m.in. AGH-
https://www.agh.edu.pl/aktualnosci/detail/lunaris-analizator-pylu-ksiezycowego-z-agh-

przetestowany-w-europejskiej-agencji-kosmicznej ) opracowujg wtasne  rozwigzania

ograniczajgce te efekty.

Rys. 4. Separacja magnetyczna sumlantu regolitu marsjanskiego.
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Cwiczenie 3. Odsolenie regolitu marsjanskiego

Marsjanski regolit jest jeszcze trudniejszy do uprawy niz ksiezycowy, bo oprocz tego, ze nie maw
nim prochnicy ani mikroorganizmow, zawiera tez zwigzki szkodliwe dla roslin — przede wszystkim
sole i chlorany. Te zwigzki utrudniajg wchtanianie wody i moga dziata¢ toksycznie. Dlatego
jednym z pierwszych krokéw w przygotowaniu regolitu do uprawy jest jego odsolenie. W tym
éwiczeniu sprawdzamy, jak wyptuka¢ soél z regolitu, a przy okazji uczymy sie, jak monitorowac
skutecznosc¢ tego procesu, np. za pomoca pomiaru przewodnosci roztworu.

Cel:

Zrozumienie, jak zasolenie ogranicza wykorzystanie regolitu marsjanskiego jako podtoza oraz jak

mozna je usuwac.

Materiaty:

prébka regolitu marsjanskiego (symulant)
NaCl (sél kuchenna)

waga laboratoryjna

naczynie, sito lub wiréwka

woda dejonizowana

suszarka laboratoryjna

konduktometr EC

Procedura:

1.

o o~ W N

Umies¢ zasolong probke w naczyniu i dodaj wode dejonizowang w stosunku 1:2-1:5
(regolit : woda).

Mieszaj przez kilka minut, az sol sie rozpusci.

Oddziel wode (np. odwirowanie lub sedymentacja/dekantacja).

Powtdérz ptukanie 2-3 razy, aby usungé¢ wiekszos¢ soli. Powtarzaj pomiary EC.
Osusz regolit w suszarce laboratoryjnej lub na powietrzu.

Zmierz przewodnos¢ ostatniego roztworu ptuczacego - to pozwoli ocenié, ile soli
pozostato.

Obserwacje i wnioski:

sprawdz, czy w kolejnych ptukaniach przewodnosé roztworu maleje,

ocen, ile cykli ptukania potrzeba, by skutecznie odsoli¢ prébke.

Komentarz:

Nasz regolit zostat zasolony przed zajeciami, poniewaz obecna wersja komercyjnie dostepnego
jest juz odsolona (odwazono porcje regolitu (100 g ) i dodano soli (1 g NaCl) dla uzyskania 1%
zasolenia).
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Cwiczenie 4. Hodowla glondw i wykorzystanie biomasy jako
nawozu

Nawet jesli uda sie oczyscic regolit, pozostaje on jatowym ,piaskiem” — bez materii organicznej
i mikroorganizmow, ktére umozliwityby rozwdj roslin. Dlatego konieczne jest stworzenie
podstawowego obiegu sktadnikéw odzywczych. Jednym z prostych rozwigzan jest hodowla
glondw, np. Chlorelli, ktére szybko produkujg biomase bogatg w azot, fosfor i mikroelementy.
Wyzwanie polega na tym, ze sama biomasa musi by¢ roztozona przez inne organizmy, aby
sktadniki staty sie dostepne dla roslin — a regolit takich mikroorganizmoéw nie ma. To otwiera
dyskusje o tym, jak ,,ozywi¢” martwy materiat i zamieni¢ go w prawdziwa glebe.

Cel:
Zbadanie mozliwosci produkcji biomasy glondéw jako zrédta materii organicznej i nawozu dla
regolitu. Zwrécenie uwagi, ze moga réwniez by¢ wykorzystywane do produkc;ji tlenu.

Materiaty:
e butelka 5-litrowa (reaktor hodowlany)
e pompka akwariowa z wezykiem (napowietrzanie)
e 7zrodto sSwiatta (lampa LED lub swietléwka)
e szczep glondéw (np. Chlorella)
e pozywka: 1 g/l Azofoska, 0,25 g/l Polifoska, kilka kropli roztworu mikroelementow
e pieluchatetrowa, filtry do kawy lub wiréwka (do separacji biomasy)
e regolit (symulant), ktéry ma by¢ wzbogacony biomasg
Dziatania do podjecia dwa tygodnie przed zajeciami:
1. Napetnij butelke wodg i dodaj pozywke (Azofoska, Polifoska, mikroelementy).
2. Zaszczep kulture glonow.

3. Napowietrzaj i oswietlaj przez 10-14 dni, az woda stanie sie intensywnie zielona.
Maksymalne stezenie biomasy to ok. 1 g/l/dzien.

Dziatania na warsztatach:
4. Pobierz pipetg prébke do spektrometru — ocen ,gesto$¢” kolonii
5. Odfiltruj glony przez filtry lub odwirowanie.

6. Uzyskana ,zielong maz” (biomase) dodaj do regolitu: 10g suchej biomasy (czyli z 80g
mokrej na 1kg podtoza)

7. Awaryjnie: dysponujemy a) biomasg ze szkolnej hodowli oraz b) tabletkami z apteki z
chlorellg oraz spiruling (rozdrobnij — zwrd¢ uwage na kolory!)

8. Czes¢ kultury zostaw jako inokulum do kolejnego cyklu — uzupetnij woda i pozywka, by
rozpoczac¢ nowg hodowle.
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Obserwacje i wnioski:

e regolit sam w sobie jest jatowy i ubogi, zawiera toksyczne sktadniki (np. glin, chlorany w
wersji marsjanskiej),

e dodanie biomasy glonéw moze wprowadzi¢ zrédto materii organicznej, ale w regolicie
brak mikroorganizméw rozktadajgcych te biomase - humifikacja to wazny proces, ale zbyt
dtugi na warsztat

e jakie dodatkowe elementy (np. bakterie glebowe, grzyby) sg potrzebne do stworzenia
»~Zywej gleby”?

Komentarz:

1. Biomase odzyskang z pierwszego reaktora mogliSmy mrozi¢

2. Swieza dostawa dzien przed pozwala zaszczepié nowa hodowle

3. Reaktor domowy versus reaktor profesjonalny

4. Kalibracja gestosci kolonii w g/l przez absorbancje zawiera jeden haczyk — absorbancja

jest nieliniowa gdy przekracza 1,0-1,2, wtedy trzeba rozcieniczy¢ roztwor

Rys. 5. GrowBox z widoczng hodowla glondw.
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Rys. 6. Seria zdje¢ mikroskopowych spiruliny i chlorelli po rozkruszeniu tabletek z suszong biomasa
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FAQ - Hodowla glondw do AstroFarmingu
1. Czy zbiornik powinien byé przykryty?

Tak, najlepiej lekko przykry¢, zeby ograniczy¢ zanieczyszczenia z zewnatrz, ale nie szczelnie.
Poniewaz woda jest napowietrzana pompka, musi istnie¢ ujscie dla powietrza.

2. Czy nie lepiej zamiast czystej Chlorelli uzyé wody z katuzy, gdzie sa rozne glony
(bioréznorodnosé)?

To mozliwe i faktycznie wprowadzi wigksza roznorodnosc¢ gatunkow. Trzeba jednak pamietac, ze
w takiej wodzie moga by¢ takze bakterie i inne mikroorganizmy, ktére moga wypierac glony i
obnizy¢ stabilnos¢ hodowli. Dlatego do powtarzalnych eksperymentéow zwykle uzywa sie
monokultur (np. Chlorella).

3. Jak najlepiej oddzieli¢ glony od wody?
Mozesz uzy¢ réznych metod:
e pieluchatetrowa,
e bibuta filtracyjna, filtr do kawy lub filtr laboratoryjny.

e odwirowanie
Po filtracji na materiale zostaje zielona ,maz”, ktéra zdrapuje sie szpatutka i dalej
wykorzystuje.

4. Czy glony sg réwnomiernie rozmieszczone w zbiorniku?

Chlorella rozktada sie w wodzie dos¢ jednorodnie, wigc nie ma wiekszego znaczenia, czy probke
pobierzesz z géry, srodka czy dotu zbiornika. Przy innych gatunkach moze by¢ inaczej (np. formy
nitkowate mogg tworzy¢ kepy albo opadac na dno).
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Cwiczenie 5. Metody filtracji biomasy

Biomasa glonow powstajgca w trakcie hodowli jest silnie rozcienczona — wiekszos¢ objetosci
stanowi woda. Aby mozliwe byto jej dalsze wykorzystanie (analizy, suszenie, przetwarzanie na

bioprodukty), trzeba oddzieli¢ biomase od pozywki. W tym éwiczeniu poréwnujemy rézne metody

filtracji biomasy glonow, analizujac tempo filtracji, mozliwosci skalowania oraz naktad energii.

Jako obiektywng miare jakosci filtracji wykorzystujemy pomiar przejrzystosci filtratu (OD)

spektrometrem UV-VIS oraz pomiar masy biomasy zatrzymanej na filtrze.

Cel:

Poréwnanie metod odzysku biomasy glondw z zawiesiny wodnej na podstawie tempa procesu,

jakosci filtratu (UV-VIS) i masy odzyskanej biomasy, z uwzglednieniem skalowalnosci i naktadu

energii.

Materiaty:

hodowla glonéw (zawiesina biomasy w pozywce)
lejek filtracyjny (grawitacyjny)

filtr do kawy (papierowy)

bibuta filtracyjna (rozne porowatosci, jesli dostepne)
lejek Buchnera i kolba ssawkowa

pompa prézniowa lub aspirator wodny

cylindry miarowe / zlewki

stoper

spektrometr UV-VIS i kuwety

waga laboratoryjna

suszarka (opcjonalnie, do ,,suchej masy”)

Procedura:

1.

Przygotowanie probek

o Wymieszaj hodowle, aby zawiesina byta jednorodna.
e Odmierzréwne objetosci do kazdej metody (np. 100-200 ml).
e Pobierz prébke ,przed filtracja” do pomiaru UV-VIS (referencja).

Pomiar UV-VIS prébki wyjsciowej (OD poczatkowe)

e Ustaw ,blank” na samej pozywce (bez glonéw), jesli jest dostepna.
e Zmierz gestosé optyczna zawiesiny glonéw przy wybranej dtugosci fali (np. 680 nm
dla chlorofilu lub 750 nm jako pomiar rozpraszania Swiatta). Zapisz jako OD,,.

Filtracja grawitacyjna

e Zwaz suchy filtr (bibuta/filtr do kawy) i zapisz mase Myir-o.

e Przeprowadz filtracje w lejku grawitacyjnym. Mierz czas do uzyskania np. 90%
objetosci filtratu.

e Zbierzfiltrat (przesacz) do osobnego naczynia.
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4. Filtracja prozniowa (Biichner + podcisnienie)

e Zwaz suchg bibute przeznaczong do Blichnera (m_filtr,0).
o Wykonajfiltracje podcisnieniowa tej samej objetosci zawiesiny. Zmierz czas.
e Zbierzfiltrat.

5. Ocena jakosci filtracji — UV-VIS filtratow

e Dla kazdego filtratu wykonaj pomiar OD w tych samych warunkach co dla prébki
wyjsciowej. Zapisz jako OD_f.

e Oblicz,sprawnos¢ klarowania” jako np. % usuniecia zawiesiny = (1 - OD_f/ OD,) x
100% (im wyzszy wynik, tym klarowniejszy filtrat).

6. Ocena odzysku biomasy - masa na filtrze

e Pofiltracji odsacz filtr (opcjonalnie krétkie dosuszenie na powietrzu lub w suszarce).

e Zwazfiltr z biomasg: m_filtr,1.

e Oblicz mase mokrej (lub suchej) biomasy: m_biomasy = m_filtr,1 — m_filtr,0.

o Jesli masz suszarke: dosusz do statej masy i uzyskaj sucha mase biomasy (bardziej
poréwnywalng miedzy metodami).

Obserwacje i wnioski:

e porownaj tempo filtracji (ml/min) i podatnosé filtréw na zapychanie,

e poréwnaj OD filtratéw (OD_f) i wyliczony % usuniecia zawiesiny,

e pordéwnaj mase odzyskanej biomasy na filtrach,

e czy metoda dajgca najczystszy filtrat zawsze daje najwiekszy odzysk biomasy?

e omow kompromis: grawitacja (niska energia, wolno) vs préznia (szybciej, wyzszy naktad
energii/sprzetu).

Komentarz:

Pomiar UV-VIS daje prosta, ilosciowg ocene przejrzystosci filtratu i pozwala poréwnaé metody
nawet wtedy, gdy ,na oko” réznice sg subtelne. Filtracja grawitacyjna jest najtansza
energetycznie, ale zwykle najwolniejsza i trudna do skalowania przy duzych objetosciach.
Filtracja prézniowa przyspiesza proces kosztem energii i infrastruktury. W wiekszej skali (pot-
przemystowej) czesto rozwaza sie urzadzenia o pracy ciggtej (np. filtry tasmowe) lub metody
szybkie, ale energochtonne (wirowanie). Dlatego w praktyce wybdr metody zalezy od tego, czy
priorytetem jest czas, koszt energii, czy maksymalny odzysk biomasy.
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Rys. 7. Seria stanowisk do filtracji r6Znymi metodami (za uprzejmoscia Akademeia High School, gdzie
przeprowadzono czes¢ prac przygotowawczych)

Rys. 8. Seria zdje¢ prezentujgcych preparaty po filtracji réZnymi metodami (za uprzejmoscig Akademeia High School,
gdzie przeprowadzono czes¢ prac przygotowawczych)
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Ponizszy wykres zawiera ilosciowe porownanie efektywnosci roznych metod filtracji:

Efficiency of different filtrations methods - 10.12.2025
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Instrukcja 1: Pomiar suchej masy Chlorelli

Dlaczego:
Suszenie glondw pozwala wyznaczy¢ suchg mase (g/L), ktéra jest standardowym sposobem
wyrazania stezenia biomasy.

Jak:
Pobierz znang objetos¢ hodowli (np. 10 lub 50 mL), przefiltruj ja lub odwiruj, a nastepnie susz
osad/pozostatosc¢ na ptycie grzewczej w temperaturze ok. 60-80 °C, az masa stanie sie stata.

Uwaga:

Zbyt wysoka temperatura (>100 °C) moze powodowac rozktad barwnikéw i zwigzkow
organicznych. Jesli chcesz zachowa¢ biomase do analizy sktadnikow odzywczych, pozostan
blizej 60-70 °C.

Zastosowanie:
Majac zaleznos¢ suchej masy od absorbancji, mozesz przygotowaé krzywa kalibracyjng i nie
musie¢ suszyc¢ probek za kazdym razem.

Ile trwa suszenie?
Zalezy to od rodzaju materiatu, grubosci warstwy i temperatury. Dla prébek w skali warsztatéw:
Chlorella (na filtrze / bibule)

e 10-50 mL hodowli » cienka warstwa na filtrze, 60-80 °C: 30-90 min do osiggniecia statej
masy

e Grube osady/ ,zelowe” placki: 1-2 h (czasem dtuzej)

Wskazowka: utrzymuj temperature <80 °C, aby nie ,,przypieka¢” ani nie rozktada¢ zwigzkéw
organicznych, jesli biomasa ma by¢ pdzniej wykorzystana.

Jak wazyé podczas suszenia
Zwykte wagi nie pozwalajg wazy¢ ,,na gorgco” na ptycie grzewczej. Zréb to tak:

o Whytaruj i opisz pojemnik (aluminiowa tddka wagowa, szkietko zegarkowe lub wczesniej
wysuszony filtr). Zapisz jego mase.

o Natdéz prébke » zapisz mase mokrg (pojemnik + prébka).

e Suszna ptycie grzewczej do wybranej temperatury. Przez pierwsze 5-10 min zacznij od
nizszej temperatury, aby uniknaé pryskania, potem zwigksz.

e Zdejmij z ptyty, przykryj luzno (folig z naktuciami) i ostudz 5-10 min (najlepiej w
eksykatorze).

¢ Nie waz goracej probki: unoszace sie powietrze i sita wyporu powoduja btedy, a gorace
naczynia moga uszkodzi¢ wage.

e Zwaz > wtdz z powrotem do suszenia > powtarzaj cykl suszenie-chtodzenie-wazenie az
do uzyskania statej masy.
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Kryterium statej masy:
zmiana <5 mg miedzy dwoma wazeniami dla matych probek lub < 0,1% masy probki.

Wskazowki praktyczne
o Filtry i todki wagowe wysusz i wytaruj wczesniej, aby uzyskac¢ doktadne wyniki biomasy.
e Glony susz ponizej 80 °C;

e Pracuj czysto: pyt regolitu jest ostry — uzywaj maski i nie susz glonéw i regolitu obok
siebie.

o Jesli masz dostep do analizatora wilgotnosci (waga z wbudowanym grzaniem), mozesz
mierzy¢ mase ciggle; w przeciwnym razie metoda cykliczna: zdejmij—ostudz-zwaz jest
wtasciwym rozwigzaniem.
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Instrukcja 2: Obliczanie tempa fotosyntezy

Dostarczony zestaw DAQ z sensorem CO2 oraz czujnikiem $wiatta pozwala oszacowac tempo
fotosyntezy rosliny. Kluczem jest umieszczenie liscia/rosliny, szczelnej komorze i mierzenie, jak
szybko zmienia sig stezenie CO, przy kontrolowanym oswietleniu.

Sprzet

e Przezroczysta komora z pokrywa (o znanej objetosci V, np. 2,0 L)

o Maty wentylator mieszajgcy wewnatrz komory (bardzo wazny)

e Czujnik CO, (rejestrujgcy ppm w funkcji czasu)

e Czujnik swiatta (PAR) lub luksomierz; lampa z regulacjg natezenia

e Stoper/rejestrator danych, termometr (T) i — jes$li to mozliwe — barometr (P)

e Linijka/telefon + kartka w kratke do wyznaczenia powierzchni liscia A (mz)
Przygotowanie

e Umies¢ lis¢ (lub mata rosline) w komorze; zmierz lub oszacuj powierzchnie liscia A.

o Witacz wentylator i czujniki. Poczekaj, az wskazania sie ustabilizujg (1-2 minuty).

o Rejestruj CO, w czasie przy kilku poziomach oswietlenia (np. ciemnos¢, niskie, srednie,
wysokie). Kazdy etap utrzymuj wystarczajaco dtugo, aby uzyskaé wyrazne liniowe
nachylenie.

e Opcjonalnie (ale bardzo zalecane): wykonaj pomiar w ciemnosci (Swiatto wytaczone), aby
zmierzy¢ oddychanie.

Obliczenia

e Dlakazdego poziomu oswietlenia dopasuj linie prostag do zaleznosci CO, (ppm) od czasu
(min) » nachylenie d(ppm)/dt.

e Przeliczto na netto wymiane CO, w przeliczeniu na powierzchnig liscia:
Fotosynteza netto (umol/(m?.s)) = - d(ppm)/dt x P/(R-T) x V/A x 1/10° x 1/60
gdzie:

e P =cisnienie (Pa), T =temperatura (K), R=8,314 J-mol™"-K™"

e V=o0bjetosé¢ komory (m®), A = powierzchnia liscia (m?)

¢ Znak minus, poniewaz podczas fotosyntezy stezenie CO, maleje.

Szybka reguta dla 25 °C i 1 atm: P/(R-T) ~ 40,9 mol/m®
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Przyktad (realistyczne liczby)

Nachylenie = -150 ppm/min
V=0,002m°(2L)
A=0,010 m?(li$¢ 100 cm?)

T=298K

tempo = —(-150 x 107°%) x 40,9 x 0,002 / 0,010 x 1/60 ~ 20 pmol/(m?-s)

To zdrowa, typowa wartos¢ dla wielu lisci.

Fotosynteza netto a brutto

Fotosynteza netto to wartos¢ obliczona podczas pomiaru w Swietle.
Oddychanie w ciemnosci: oblicz (dodatnie) nachylenie w ciemnosci (CO, rosnie).

Fotosynteza brutto = fotosynteza netto + oddychanie.

Pomiary swiatta

Jesli masz czujnik PAR, uzywaj go bezposrednio (umol fotondéw m~2 s'1).

Jesli masz tylko luksomierz, mozesz notowac¢ luks jako wartos¢ poréwnawcza, ale
przeliczanie luks > PAR jest przyblizone (dla biatych LED-6w bardzo orientacyjnie: 50-70
lukséw = 1 pmolm=2s7").

Ile czasu zajmuje ¢wiczenie w klasie?

Komora / ustawienie i pomiar powierzchni liscia: ~10-15 min
Stabilizacja i sprawdzenie kalibracji: ~5 min

Pomiary przy 3-4 poziomach oswietlenia (kazdy: ~5 min stabilizacji + ~5 min rejestracji
nachylenia): ~30-40 min

Opcjonalny pomiar w ciemnosci: ~5-10 min

Szybka analiza (dopasowanie nachylen, obliczenia): ~10-15 min

Wskazowki i putapki

Zachowuj liniowos¢ zmian CO,: uzywaj wentylatora mieszajgcego i unikaj zbyt dtugich
etapow, ktére nadmiernie obnizajg stezenie CO,,.

Unikaj nieszczelnosci i przegrzewania: uszczelnij potgczenia, uzywaj chtodnego zrodta
LED, kontroluj temperature liscia.

Opdznienie czujnika: zacznij liczyé czas dopiero po ustabilizowaniu wskazan; do
dopasowania nachylenia uzywaj najbardziej liniowego, sSrodkowego fragmentu danych.

Powierzchnia liscia: zréb zdjecie na papierze milimetrowym, policz kratki lub uzyj ImageJ,
aby zwiekszy¢ doktadnosé.
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Instrukcja 3: Widmo absorpcyjne UV-VIS glondw (Chlorella)

Gdy mierzymy widmo absorpcji UV-Vis zawiesiny glondw, 0$ X przedstawia dtugos¢ fali (w
nanometrach), a o$ Y absorbancje — czyli ile sSwiatta jest pochtaniane przez probke. Wyzsza
absorbancja oznacza, ze mniej swiatta przechodzi przez probke. Piki w widmie odpowiadaja
dtugosciom fal, przy ktérych barwniki, takie jak chlorofil, silnie absorbuja swiatto.

Dla organizméw fotosyntetyzujgcych, takich jak Chlorella, charakterystyczne sg dwa piki
chlorofilu: jeden w obszarze niebieskim (~430-450 nm) i drugi w obszarze czerwonym (~660-680
nm). W zakresie 500-600 nm absorpcja jest niska, dlatego glony wydaja sie zielone — odbijajg lub
przepuszczajg swiatto zielone. Patrzgc na typowe widmo, zobaczysz silny pik w czesci
niebieskiej, silny pik w czesci czerwonej oraz ,dotek” w obszarze zielonym, doktadnie tak, jak
mozna oczekiwaé dla barwnikéw chlorofilowych.
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Rys. 9. Widmo absorpcyjne UV-VIS probki pobranej z hodowli wodnej glonéw Chlorella - widmo chlorofilu.

Wysokos¢ tych pikéw odzwierciedla stezenie hodowli. Na przyktad w naszych danych prébki o
wyzszej catkowitej absorbancji (np. Abs ~1,3 przy 657 nm) odpowiadajg gestszym zawiesinom
glondéw, zawierajgcym wiecej chlorofilu i wiecej komorek, natomiast préobki o nizszej absorbanciji
wskazujg na rozcienczone kultury. W praktyce absorbancja ~1,0 oznacza, ze okoto 90% Swiatta
jest pochtaniane przy danej dtugosci fali, natomiast 0,3 oznacza okoto 50% absorpcji. Powyzej
~1,2-1,5 pomiary stajg sie niewiarygodne, poniewaz pochtaniane jest zbyt duzo swiatta, dlatego
geste probki czesto trzeba rozcieniczaé.

Do ilosciowego opisu wzrostu glonéw najbardziej uzyteczny jest czerwony pik w okolicach 680
nm, poniewaz jest on zdominowany przez absorpcje chlorofilu a. Pomiar absorbancji w tym
miejscu nazywa sie gestoscig optyczng przy 680 nm (ODgg,) i stanowi wiarygodny wskaznik
biomasy glonéw. Absorbancja podlega prawu Lamberta-Beera: jest proporcjonalna do stezenia,
oile pozostajemy w zakresie liniowym (zwykle 0,1-1,0). Na przyktad, jeslijedna hodowla ma ODgg,
= 0,5, adruga ODgg, = 1,0, to druga zawiera okoto dwukrotnie wigksza biomase.
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Wykonujac codzienne pomiary ODgg,, mozna zbudowac krzywa wzrostu: wykres absorbancji w
funkcji czasu pokazuje faze lag, faze wyktadniczg i faze stacjonarng. Nachylenie krzywej w fazie
wyktadniczejinformuje o szybkosci wzrostu. Jesli potrzebna jest rzeczywista biomasa w gramach
na litr, konieczna jest krzywa kalibracyjna: nalezy pobra¢ znane objetosci hodowli, wysuszy¢
biomase, zwazyC jg, a nastepnie sporzadzi¢ wykres zaleznosci ODg,, od suchej masy.
Przyktadowo ODgg, = 0,5 moze odpowiadac ~0,2 g/L suchej masy, a ODg, = 1,0 ~0,4 g/L. Majac
takg zaleznosé¢, mozna bezposrednio przelicza¢ absorbancje na stezenie biomasy.

Poniewaz geste hodowle przekraczajg zakres liniowy, czesto konieczne jest rozcienczanie
probek. Jesli zmieszasz 1 czesé probki z 1 czescig wody, otrzymujesz rozcienczenie 1:2
(wspotczynnik rozcienczenia = 2). Jesli zmieszasz 1 mL prébki z 9 mL wody, jest to rozcienczenie
1:10. Aby skorygowaé¢ wynik, nalezy pomnozy¢ zmierzong absorbancje przez wspotczynnik
rozcienczenia:

Aoryginalna = Azmierzona x DF

Na przyktad, jesli spektrometr pokazuje ODgg, = 0,80 po rozcieficzeniu 1:5, rzeczywista wartosé
wynosi 0,80 x 5 = 4,0. Taka korekta pozwala poréwnywa¢ hodowle w sposdb spdjny, nawet gdy
sg bardzo geste.

Podsumowanie dla uczniow:

e Chlorofil silnie absorbuje swiatto w zakresie niebieskim (~430-450 nm) i czerwonym
(~660-680 nm); glony wygladajg na zielone, poniewaz w tym obszarze nie absorbujg
Swiatta.

e Imwyzsza absorbancja, tym gestsza jest hodowla glonéw.

o ODgg, to standardowa miara biomasy glonéw — $ledz jg w czasie, aby budowac krzywe
wzrostu.

e Utrzymuj wartosci w zakresie liniowym (<1,2), rozciehczajagc prébki i korygujac wyniki
wspotczynnikiem rozcienczenia.

e Abyuzyskac biomase w g/L, przygotuj krzywa kalibracyjna na podstawie pomiaréw suchej
masy.
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Change of absorbance in algea collony Septemper-December 2025
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Rys. 10. Wykresy pokazujace zmiany w gestosci hodowli Chlorelli na przestrzeni kilku miesiecy.
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