Лабораторная работа № 2. 

Методы определения первичной продукции и деструкции органического вещества. 

Цель работы: Изучить методы определения первичной продукции и деструкции органического вещества. 

Материалы и оборудование.  

Продукционные склянки, держатель склянок, бюретка, растворы, оксиметр.
Рабочее задание.   

1. Внимательно прочитать и изучить  скляночный метод определения первичной продукции в водоеме. 

2. Ознакомиться с кислородной модификацией скляночного метода.  
3. Записать основные этапы определения первичной продукции и деструкции  органического вещества.
Первичная продукция — это продукция органического веще​ства, образованного растительными клетками в процессе фото​синтеза. Именно в результате фотосинтеза с использованием сол​нечной энергии и биогенных элементов растительные клетки син​тезируют органическое вещество в водоемах, которое стано​вится органической пищей для животных организмов разных трофических уровней. Таким образом, уровень первичной продукции определяет уровень биологической продуктивности водоема в целом.
Первичная продукция и деструкция являются также важными характеристиками состояния водоема в плане оценки качества воды. Интенсивное продуцирование органического вещества при массовом развитии фитопланктона приводит к эвтрофированию водоемов. В настоящее время в оценке качества вод начинает широко использоваться индекс самоочищения — отношение вало​вой первичной продукции к суммарной деструкции планктона. Все это показывает важность измерения первичной продук​ции в водоемах.
Методы измерения первичной продукции в водоемах начали разрабатываться в начале XX в. Был предложен ряд методиче​ских разработок — измерение первичной продукции по изменению биомассы за определенный период времени, по изменению кон​центрации кислорода в воде, активной реакции воды — рН, по изменению концентрации биогенных элементов, по​требляемых в процессе фотосинтеза и др.
В настоящее время для определения первичной продукции фитопланктона относительно хорошо разработан скляночный метод в кислородной и радиоуглеродной модификациях. 
СКЛЯНОЧНЫЙ МЕТОД ИЗМЕРЕНИЯ ПЕРВИЧНОЙ ПРОДУКЦИИ И ДЕСТРУКЦИИ
Использование склянок для измерения фотосинтеза фито​планктона по разнице кислорода, образованного в результате фотосинтеза за определенный период времени, впервые было пред​ложено Граном и Руудом и детально разработано Г. Г. Винбергом. Для измерения продук​ции макрофитобентоса был также использован принцип склянок — изолированные емкости большого объема (до 30—50 л), в которые помещали экземпляры крупных талломных водорослей и высших водных растений.
Кислородная модификация скляночного ме​тода основаны на валовом уравнении фотосинтеза  
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в котором количество потребленной углекислоты или количество выделившегося при фотосинтезе кислорода пропорционально коли​честву образованного органического вещества. При отсутствии света реакция идет в обратном направлении — процесс дыхания (деструкции), разложения органического вещества с потреблением кислорода и выделением углекислоты.
Продукционные склянки
Для кислородной модификаций используют одинаковые склянки из белого стекла с притертыми стеклянными пробками. Если имеется возможность, то лучше использовать склянки из кварцевого стекла, которое не влияет на проникающую солнечную радиацию. Удобно использовать в качестве продук​ционных склянок плоские микробиологические матрицы, а также стандартные химические склянки с притертыми пробками — кислотницы. Объем продукционных склянок составляет 100—500 мл в зависимости от продуктивности водоема. Обычно используют продукционные склянки следующих объемов: 100 мл для эвтрофных водоемов, 100—250 мл для мезотрофных водоемов, 250— 500 мл для олиготрофных водоемов.
Перед измерением продукции все продукционные склянки дол​жны быть точно оттарированы по объему. Для определения дест​рукции используются темные склянки. Для этого светлые склянки необходимо покрасить черной краской и обернуть фольгой. Можно также использовать черные мешочки. 

Техника экспонирования склянок
Для измерения первичной продукции на различных горизонтах обычно ставят 2—3 светлых склянки и одну темную. Для крепле​ния плоских склянок удобно использовать специальный плотик, изготовленный из про​зрачного оргстекла (рис.1). Для крепления круглых продукци​онных склянок используют металли​ческую крестовину, на которой склян​ки крепят за горлышки в вертикаль​ном положении. Плотики и крестови​ны со склянками крепят на тросе и с помощью лебедки опускают на соот​ветствующие горизонты. Экспониро​вать склянки можно и со специального буя, к которому прикрепляется трос с плотиками или крестовинами. 

Время экспозиции
Длительность экспонирования про​дукционных склянок с фитопланкто​ном является важным методическим моментом    при измерении    первичной продукции. Фитопланктон в склянках находится в изолирован​ных условиях и при длительном экспонировании происходят резкие изменения среды (повышение рН, пересыщение кисло​родом, потребление биогенных элементов и т. д.), которые будут существенно отличаться от естественной среды водоема. В этом случае может возникнуть большая ошибка в измерении первичной продукции и деструкции. В различных методических пособиях указывается разное время экспозиции — от нескольких часов до суток. Однако последние работы показывают, что опти​мальное время экспонирования должно составлять 2—6 ч! Экспо​нировать склянки с пробами необходимо или в первую половину дня  (до полудня)  или во вторую половину дня (после полудня). 
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  Рис.1. Продукционный плот.
1 — крепежный   замок,     2 — металлическая    штанга, 3 — пенопластовый   фиксатор,   4 — основа   плота,   5 —продукционная   склянка,   6 — гнезда,   7 — вырез   для троса, 8 — трос. 
Выбор горизонтов экспонирования
Для расчета первичной продукции в столбе воды (под 1 м2) необходимо отбирать пробы и экспонировать их в продукционных склянках на нескольких глубинах фотического слоя. Нижняя гра​ница фотического слоя, где первичная продукция равна деструк​ции (компенсационная точка), соответствует глубине, куда прони​кает 1 % поверхностной солнечной радиации. Наличие подводного пиранометра позволит определить границу фотического слоя. Го​ризонты измерения первичной продукции должны соответство​вать глубинам, куда проникает 100, 75, 50, 25, 10 и 1 % поверхностной солнечной радиации. Если пиранометр отсутствует, то можно использовать белый диск. Граница фотического слоя соот​ветствует утроенной глубине прозрачности по белому диску. Гори​зонты экспонирования в этом случае, должны быть следующие: подповерхность, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 5,0, 7,0, 10,0 и 15,0 м. Если фотический слой небольшой (до 5 м), то склянки необходимо ставить через каждый метр (0,0, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 м).  

КИСЛОРОДНАЯ МОДИФИКАЦИЯ СКЛЯНОЧНОГО МЕТОДА
Кислородная модификация, или кислородный метод, позволяет измерить как первичную продукцию (светлые склянки), так и де​струкцию (темные склянки) и таким образом рассчитать валовую и чистую продукции.
Для измерения кислорода, растворенного в воде, используют титриметрический метод Винклера. В последние годы получили распространение электрохимические методы измерения с помощью датчиков кислорода. Однако до настоящего времени титриметри​ческий метод Винклера является наиболее простым и распростра​ненным методом определения кислорода. 

Приготовление реактивов
1. Раствор хлористого марганца (МnСb2•4Н20):  420 г МnСl2•4Н20 растворить в 1 л свежепрокипяченной дистиллирован ной воды. Соль должна быть ч. д. а и не содержать примесей же​леза.
2.  Щелочной раствор иодида калия (Ki): 
а) растворить 500 г аналитически чистого NaOH в 500 мл дистиллированной воды, 
б) растворить 500 г Ki в 500 мл дистиллированной воды, 
в) смешать растворы NaOH и Кi. 
При образовании осадка раствор отстаивают в течение суток, а затем осторожно сливают в другую склянку.
3. Раствор тиосульфата натрия (гипосульфита) (0,01н Na2S2O3 • 5H2O). Растворяют 248 г кристаллического тио​сульфата натрия ч. д. а в 1 л свежепрокипяченной дистиллирован​ной воды. Раствор готовят в количестве 3—5 л и хранят в хорошо закрытых темных склянках (закрашенных черной краской и обер​нутых в черную бумагу). Для сохранения нормальности к ра​створу тиосульфата добавляют небольшое количество хлороформа (СНСl3) (примерно 3 мл на 1 л раствора) или сероуглерода (CS2) (1 каплю на 1 л раствора).
4.  Индикаторный раствор крахмала. 2 г крахмала суспенди​руют в 300—400 мл дистиллированной воды. Добавляют 20 %-ный раствор NaOH, осторожно перемешивая до тех пор, пока раствор не станет прозрачным. Отстаивают раствор 2 ч и добав​ляют концентрированную НСl до кислой реакции, 2 мл ледяной уксусной кислоты (СНзСООН) и доводят раствор до 1 л дистиллированной водой. Хороший раствор крахмала должен давать чистую синюю окраску.
5.   Раствор йодистого калия (Ki). Готовят 10 %-ный раствор Ki из чистой соли, растворяя в свежепрокипяченной дистиллиро​ванной воде. Раствор Ki хранят в склянке, обернутой черной бу​магой или окрашенной черной краской.
6. Раствор двухромовокислого калия (0,02н. К2Сг2О7)•0,09808 г точно отвешенного К2Сг207 растворяют в1 л свежепрокипяченой дистиллированной воде в мерной колбе. 
Подготовка к отбору проб
Перед измерением первичной продукции продукционные склянки, батометр и посуда для анализа должны быть тщательно вымыты (в стиральном порошке, стеклянная посуда — в хромпике) и высушены. Перед постановкой опыта продукционные склянки и реактивы для фиксации кислорода (МnСl2 и Ki + NaOH) должны быть помещены в специальные ящики. Склянки расставить в по​рядке отбора проб с горизонтов. На каждый горизонт необходимо четыре склянки — одну для определения начальной концентрации 02, две светлые и одна темная для экспонирования проб. 

Отбор, экспонирование и фиксация проб
1. В точке отбора проб измеряют прозрачность воды с по​мощью белого диска и определяют глубину фотического слоя (ум​ножив глубину прозрачности на коэффициент (3)  или производят измерения количества проникающей солнечной радиации с по​мощью подводного пиранометра. При этом глубина, куда прони​кает 1 % падающей солнечной радиации будет соответствовать нижней границе   фотического слоя.
2.  Отбор проб проводят с соответствующих горизонтов серией батометров объемом не менее 1 л. При этом из одного батометра одновременно отбирают пробы на гидрохимический анализ, а так​же на качественный и количественный анализ фитопланктона. При ограниченном количестве батометров можно отбирать пробы одним батометром поочередно от нижних горизонтов к верхним.
3. Непосредственно после отбора проб батометры устанавли​вают в специальные держатели и немедленно начинают заполнять продукционные склянки. Перед заполнением каждая склянка спо​ласкивается исследуемой пробой. При заполнении склянок трубка-сифон должна быть опущена до дна. Склянки заполняют доверху, переливая часть пробы. Заполнять осторожно, чтобы исключить наличие пузырьков воздуха в склянках. Если пузырьки воздуха в склянке есть, то необходимо их удалить, оставив склянку открытой (1 мин) и постучать по стенкам, после чего склянку закрыть и поместить на соответствующий горизонт (две светлые и одну тем​ную склянки) и отметить время начала экспозиции. При заполне​нии склянок необходимо избегать попадания на них прямых солнечных лучей.
4. После того как склянки поставлены на экспонирование, сразу фиксируют все пробы для определения начальной концент​рации 02 на всех горизонтах. После экспозиции фиксируют осталь​ные пробы. Кислород фиксируют, добавляя в склянки поочередно 1 мл МnСl2 и 1 мл щелочного раствора Ki. Пипетки при этом следует держать под самой поверхностью воды. 2 мл потерянной при этом пробы учитываются при последующем расчете. После фиксации склянку закрывают и энергично переворачивают не​сколько раз до тех пор, пока осадок не будет равномерно распре​делен по всему объему склянки. После этого пробы помещают в темное место для отстаивания осадка (от 3 ч до 1 суток). 
Титрование проб и расчет содержания кислорода в пробе
После того как пробы отстоялись, осадок растворяют, добав​ляя 1—3 мл концентрированной H2S04 (кончик пипетки под по​верхностью раствора!). Закрывают склянку пробкой и перемеши​вают пробу до полного растворения осадка. Затем отбирают часть пробы из склянки (50 или 100 мл) в зависимости от объема склян​ки или берут всю пробу и переливают ее в коническую колбу. Титруют стандартным раствором тиосульфата до соломенно-жел​той окраски. Затем добавляют 1—2 мл крахмала (появляется си​няя окраска) и титруют тиосульфатом до полного обесцвечивания.
Объем тиосульфата, пошедшего на титрование, записывают в соответствующую таблицу, (см. приложение 1). Из одной склян​ки необходимо оттитровать по 2—3 повторности. 

Количество кислорода (мг02/л), растворенного в воде, рассчи​тывают по формуле 
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 Где n - количество тиосульфата, пошедшего на титрование, N — нормальность тиосульфата, К— поправка на нормальность тио​сульфата, 8 — эквивалентная масса кислорода, V —объем титро​ванной пробы, 2 — количество утерянной пробы (при титровании всего объема склянки), 1000 — пересчет на 1 л пробы. 

Если титруется часть пробы, то потерянный объем не учитывается.  

Определение поправочного коэффициента нормальности Na2S203. 

В коническую колбу объемом 100—150 мл добавляют 10 мл 10 % йодистого калия (Ki), 35—50 мл дистиллированной воды, 15 мл 0,02н.К2Сг2О7 и 10 мл НСl (2:1). Тщательно перемешивают и дают постоять 2—3 мин.
После этого раствор титруют тиосульфатом до соломенно-жел​той окраски. Затем добавляют 1 мл раствора крахмала и титруют до полного обесцвечивания. Поправочный коэффициент на нор​мальность тиосульфата рассчитывают по формуле 
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где V1 и V2 — объемы тиосульфата и двухромовокислого калия соответственно. Определение поправочного коэффициента следует проводить перед каждой серией определений. 

Расчет первичной продукции
Если Vнс —начальное содержание 02 в склянке перед экспони​рованием, Vс — количество 02 в светлой склянке после экспони​рования, Vт — количество 02 в темной склянке после экспониро​вания, t — время экспозиции (ч), то первичную продукцию (мг02(л•ч) вычисляют по следующим формулам:  
1) валовая продукция 
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2) чистая продукция 
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3) деструкция 
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Приложение 1. Форма записи при определении первичной продукции и деструкции кислородным методом.
                                                                 Объем титруемой пробы ______________мл
Нормальность Na2S203
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Контрольные вопросы. 

1. Какие методы используют для определения первичной продукции в водоеме. 
2. Какие модификации скляночного метода существуют. 

3. В каких горизонтах необходимо проводить отбор проб и экспонирование. 

4. Как производят титрование проб и определяют количество кислорода. 

5. По каким формулам вычисляют первичную продукцию и деструкцию органического вещества.
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