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A Scenedesmus quadricauda zoldalga faj él6 és holt biomasszajanak

cink akkumulacios sajatsagai

Novik Zoltan', Janészky Mihaly®, Nagy Sandor Alex', Bacsi Istvan'

"Debreceni Egyetem TEK-TTK Hidrobiologiai Tanszék, 4032 Debrecen, Egyetem tér 1.
Tiszantuli Kérnyezetvédelmi, Természetvédelmi és Viziigyi feliigyeléség, 4025 Debrecen, Hatvan u. 16.

Kivonat: Az emberi tevékenység kovetkeztében a kdrnyezetszennyezés napjainkban globalis méreteket 6lt, amely kozvetleniil a
bioszféra elemeit (viz, talaj, levegd) ¢és kdzvetve az €16 szervezeteket veszélyezteti. A kodrnyezetbe kikeriild kémiai
anyagok koziil egészségiigyi, bioldgiai és 6kologiai szempontbdl a legveszélyesebb szennyezdanyagok kozé tartoznak a

nehézfémek.

A Scenedesmus fajok, koztik a S. quadricauda széles korben elterjedt, gyakori zoldalga fajok, laboratdriumban
viszonylag egyszerlien fenntarthatok, gyorsan szaporithatok, amely széleskori biotechnologiai alkalmazasokra ad
lehetéséget. A Scenedesmus quadricauda a cinket mg/L nagysagrendben elviselni képes fajok kozé tartozik,
eredményeink alapjan azonban az alacsonyabb tiréképességliek koz¢é sorolhat6. A ndvekvé cinkkoncentracioval (2,5
mg/L — 15 mg/L) csdkken a novekedés intenzitasa. A megkdtott cink mennyisége az 5 mg/L cinkkel kezelt tenyészetben
a tenyésztési id6 7. napjan volt a legmagasabb (a bevitt cinkmennyiség 87,6 %-a) és a megkotott cink nagyobb része (77-
89%-a) extracellularisan kot6dott meg. A holt biomassza cink megkdtése is jelentds volt, de az ¢é16 sejtek cink
megkotéséhez képest szignifikansan kevesebb volt a megkotott cink mennyisége (a bemért cinkmennyiség 56-58%-a

kot6dott meg).

Kulesszavak: Scenedesmus quadricauda, €16 biomassza, holt biomassza, cink megkotés

Bevezetés

Az utébbi évtizedekben az egyre novekvé mértéki
nehézfém-szennyezés napjaink egyik legfontosabb
kornyezetvédelmi problémajava valt. A szennyezések forrasai
els@sorban az ipar, a mez6gazdasag, a kozlekedés, a haztartasi
hulladék, illetve a kommunalis €s ipari tisztitoberendezésekbdl
szarmazo6 szennyviziszapok (Kadar, 1995; White et al., 1995;
Omar, 2002; Wase és Foster, 2003; Wang és Chen, 2009).
Biologiai szempontbol a fémeket két nagy csoportra
oszthatjuk: az esszencialis nehézfémek kis mennyiségben
sziikségesek az él6lények szamara, viszont a szervezetiikben
felhalmozodva toxikus hatastak lehetnek, a masik csoportot
képezik a nem esszencialis vagy toxikus nehézfémek, amelyek
az ¢l6 szervezeteket mar kis koncentracio-tartomanyban
karosithatjak (Alloway, 1995; Naja és Volesky, 2009).

Fontos feladat ezeknek a szennyez$ anyagoknak az
észlelése, monitorozasa ¢és eltdvolitisa a kornyezetiinkbdl,
amelyben kiemelt szerepet tolthetnek be az €16 szervezetek,
kiilonésen a mikroorganizmusok (Wase és Foster, 2003; Wang
és Chen, 2009). A mikroorganizmusok koziil az algak egyes
taxonjai érzékenységiik révén a vizekben megjelend toxikus
mennyiségl és/vagy mindségli fémek kimutatasara alkalmasak
(Gold et al., 2003; Morin et al. 2006), mig mas algataxonok jol
alkalmazhatok bioremediacidos és bioszorpcios eltavolitasi
folyamatokban, mivel széles korben elterjedt, rovid generacios
idejii, diverz csoportrol van sz6. Sok algafaj jol tolerdlja a
magas fémszennyezés-terhelést, a sejtfal exopolimerjein
talalhatdé kiilonbozé funkcids csoportok a fémek potencialis
kotési  helyeit képezik (Schiewer és Volesky, 2000;
Bayramoglu et al., 2006, Munoz et al., 2006, Wang és Chen,
2009).

A cink, mint esszencidlis mikroelem feltétleniil
szitkkséges az algak normalis ndvekedéséhez (Shrotri et al.,
1981). Egyes vizi szervezetek nehézfémeket akkumulalhatnak
a protoplazméaba anélkiil, hogy toxikussadgra utald jeleket
mutatnanak (Omar, 2002). Fukami (1988) vizsgalata alapjan az
Euglena gracilis 5 mg/g Zn*" mennyiséget képes elviselni.
Costa és Leite (1991, 1992) azonban azt mutattak ki, hogy a
cink (Zn) gatolja az enzimrendszerek biokémiai és fiziologiai
folyamatait. A magas cink koncentracio jelenlétében csokken a
sejtek klorofill tartalma, a karotinoid/klorofill aranya, ATP-az

enzim aktivitdsa €és a sejtosztodas lelassul (De Filippis et al.,
1981; Rai et al., 1981; Labyntseva et al., 1998).

A Scenedesmus genus altalanosan alkalmazhato
nehézfémek eltavolitasat vizsgald kisérletekre, amelyet cink
eltavolito képessége is bizonyit (Aksu et al., 1998; Travieso et
al., 1999; Canizares-Villanueva et al., 2001; Perales-Vela,
2006). A kiilonb6z6 Scenedesmus fajok  fémeltavolitd
tulajdonsagait vizsgald tanulmanyok eredményei alapjan azt
mondhatjuk, hogy a fémeltavolitd képesség fajspecifikus a
genuszon belill is (Travieso et al., 1999; Omar et al., 2002;
Monteiro et al., 2009).

Tovabbi kutatasok soran kidertilt, hogy az inaktivalt/holt
biomassza is jol alkalmazhato kiilonbozé fémek eltavolitasara,
amelynek soran a fémek fiziko-kémiai reakcidkon keresztiil
adszorbealodhatnak a sejteken. (Wase és Foster, 2003; Wang
és Chen, 2009). Monteiro és munkatarsai (2009) inaktivalt
Scenedesmus obliquus sejtek cink megkdtésének vizsgalata
sordn azt tapasztaltdk, hogy a cink-kotés az 5-15 perc
idGintervallumban volt a legintenzivebb, majd a 30. perc utan
nem kotott meg tobb cinket a vizsgalt alga-biomassza.

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy az altalunk
vizsgalt Scenedesmus quadricauda zoldalga faj mekkora
mennyiségli fém megkotésére képes; a fémmegkotés intra-
vagy extracellularisan torténik-e illetve az él6 vagy a holt
biomassza alkalmazhat6-e eredményesebben cink megkdtésre.
Arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy a S. quadricauda
izolatumok fémmegkotd sajatsdgai mennyire tekinthetdk
altalanosnak, azaz nemcsak a fajok, hanem ugyanazon faj
kiillonbozd izolatumai (laboratdriumi torzsek) kozott is
lehetnek-¢ kiilonbségek.

Anyag és modszer

A Scenedesmus quadricauda tenyésztési koriilményei: A
Scenedesmus quadricauda torzs a Debreceni Egyetem
Botanikus kertjében talalhatod tobol (Botanikus-kerti t6) keriilt
izoldlasra 2010-ben, a tenyészet fenntartdsa Jaworski
tapoldatban (pH: 7-7.5), alland6é fényintenzitason és allando
homérsékleten (24°C), steril levegdvel buborékoltatva a
Debreceni Egyetem Hidrobiologiai Tanszékének
algaszobdjaban torténik. A sziikséges cink-koncentraciok (2,5-
15 mg/l) eléréséhez a tenyészetekhez cink-szulfat
(ZnSO4x7H,0)  torzsoldatot  adtunk. A tenyészetek
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novekedését, a sejtek cinkfelvételét kontroll-tenyészet
(hozzaadott cinket nem tartalmazo tenyészet) mellett 2,5-15
mg/L  koncentraciok kozott  vizsgaltuk. A biomassza

Osszegylijtését minden esetben centrifugalassal végeztikk
(Micro-centrifuge  Type-320a, 5 perc, 10000 rpm); a
spektrofotometrids mérésekhez Spectroquant Pharo 300

spektrofotométert hasznaltunk.

A novekedés nyomon kovetése: A ndvekedés nyomon
kovetéséhez a klorofill-tartalom és a condbium szam valtozasat
mértik. A condbiumok szamlalasa Olympus BXS50
fluoreszcens mikroszkoppal, 400x-o0s nagyitason tortént az EN
15204 (2006) Eurdpai Standard alapjan. A szarazanyag-
tartalom  meghatarozdsdhoz naponta 6 ml  mintat
centrifugaltunk, a mintak tomegét liofilizalas utdn analitikai
mérlegen mértiik vissza. A mintak liofilezése Christ Alpha 1-2
LD plus késziilékkel tortént, a tomegméréshez Ohaus
Adventurer™ Pro analitikai mérleget hasznaltunk. A klorofill-
tartalom meghatarozasahoz Felfoldy (1987) modszerét
alkalmaztuk, a mérésekhez a szarazanyag tartalom nyomon
kovetésére naponta vett és liofilizalt mintakat hasznaltuk fel.

Az extra- és intracelluldrisan — megkotott  cink
meghatarozasa: A cinkfelvétel meghatdrozasahoz a 0., 3. és 7.
napon 6-6 ml mintat centrifugaltunk, a sejteket és a feliiluszot
feldolgozasig -20°C-on taroltuk. A feliiluszok cinktartalmanak
meghatarozasa magyar szabvany (MSZ 1484-3:2006 5.)
szerint,  lang-atomabszorpcidos  spektrometrias  (FAAS)
eljarassal (AAS, UNICAM 969; GF90 plus kemence és FS90
plus mintaadagold egység) a TIKTVF Méréallomas
laboratoriumaban  tortént. A feliiluszok cinktartalmanak
csokkenésébdl szamitottuk ki az 0Osszes megkotott cink
mennyiségét. Az extra-, illetve intracellularisan megkotott cink
mennyiségének elkiilonitéséhez a centrifugalassal 6sszegylijtott
sejtekhez 6 ml 2 mM EDTA oldatot adtunk, majd az elegyeket
tiz percig kevertettilk (Tripathi és Gaur, 2006). A kevertetés
utan az EDTA-val kezelt mintainkat centrifugltuk és a
feliiluszokbol ujabb FAAS méréssel meghataroztuk a sejtek
felszinérdl lemosott cink mennyiségét.

A holt biomassza cink megkotésének meghatarozasa: A
holt biomassza nehézfém megkotését 5 mg/L cinkkel kezelt
tenyészetben vizsgaltuk, mivel az ¢él6 sejtek esetében ennél a
koncentracional volt a legnagyobb mértékli a cink-ionok
eltavolitasa. A szarazanyag-tartalom valtozasahoz vett mintak
(3. és 7. nap) alapjan szamoltuk ki a bemérendd szarazanyag
mennyiségét. A holt biomasszaval végzett kisérletek
ugyanolyan feltételek mellett valosultak meg, mint az él6
biomassza esetén (megvilagitas, hémérséklet, buborékoltatas).
A holt biomassza cink megkotésének meghatarozasahoz a 0., 3.
és 7. napon 6-6 ml mintat centrifugaltunk. A feldolgozasig -
20°C-on taroltuk a sejteket és a feliiliszot. A feliiliszok
cinktartalmanak meghatarozasa az ¢él6 biomassza esetében
alkalmazott modszerrel tortént, a feliiliszok cinktartalmanak
csokkenése alapjan szamitottuk ki a holt biomassza altal
megkdtott cink mennyiségét.

A kisérleteket haromszoros ismétlésben végeztiik el. Az
eredmények statisztikai értékelésére kétutas ANOVA-t és
Tukey-tesztet alkalmaztunk.

Eredmények és értékelésiik

A Scenedesmus quadricauda tenyészetek névekedése: A
novekedési paramétereket figyelembe véve altalanosan
elmondhatd, hogy a kontroll tenyészethez képest a cinkkel
kezelt tenyészetek novekedése egyre alacsonyabb intenzitast
mutatott a magasabb koncentraciok felé haladva. Kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy a S. quadricauda conodbiumok
szama mar 2,5 mg/L cink-koncentracié mellett is csupan 50%-
a volt a kontroll tenyészetben megfigyelhetd condbium-
szamnak (1. abra). A 15 mg/L cinkkel kezelt tenyészet még
¢életképes volt a tenyésztési id6 végén is, viszont a ndvekedés
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intenzitasa a kontroll tenyészethez viszonyitva igen alacsony.
A condbiumok szama novekedett a tenyésztési id0 végéig,
azonban ez a kontroll tenyészetnek minddssze 17%-a (1. abra).
A Xklorofill-tartalom adatok is azt tamasztjak ala, hogy a 15
mg/L cinkkel kezelt tenyészet mar alig ndvekszik, a klorofill-
tartalom alig 4%-a volt a kontroll tenyészetének a 7. napon
(nem bemutatott adatok). Prassad és Prassad (1987) kimutattak,
hogy a nehézfémek gatoljak a klorofill szintézisért felelds
enzimek miikodését (Prassad és Prassad, 1987), Rai és
munkatarsai (1991) pedig megfigyelték, hogy cink jelenlétében
a klorofill-b mennyisége drasztikusan csokken (Rai et al.,
1991).
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1. abra A condbiumok szamanak valtozasa a kiilonbozé mennyiségii
(2,5-15 mg/L) cinkkel kezelt Scenedesmus quadricauda
tenyészetekben.

Figure 1 Changes the number of coenobia in Scenedesmus quadricauda
cultures treated with different zinc concentrations (2.5-15 mg/L).

A Scenedesmus quadricauda z6ldalga faj érzékenyebb a
magas cink-koncentraciokra (>15 mg/L), mint mas
Scenedesmus fajok. Omar (2002) a cink Scenedesmus
quadricauda és Scenedesmus obliquus zdldalga fajokra kifejtett
hatasat vizsgalva kimutatta, hogy a Scenedesmus obliquus 4,5
ppm (4,5 mg/L), a Scenedesmus quadricauda esetében pedig
1,5 ppm (1,5 mg/L) cink-koncentraciéo felett a ndvekedés
intenzitasa csokkent. A Monteiro és munkatarsai altal 2010-ben
végzett kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy az altaluk
izolalt Desmodesmus (korabban Scenedesmus) pleimorphus
még 30 mg/L cink-koncentracio mellett is életképes, bar
novekedése csupan 12,5 %-a volt a kontroll tenyészetének.
Ezzel szemben a Travieso ¢s munkatarsai (1999) altal vizsgalt

Scenedesmus acutus még 100 mg/L cink-koncentracio
jelenlétében is novekedett.

Az élé  Scenedesmus quadricauda tenyészetek
cinkfelvétele: Altalanosan  elmondhatjuk a  kezelt

tenyészetekrdl, hogy a tenyésztési id0 3. napjara a cink tobb
mint 50%-at megkototték és a 7. napra ez a mennyiség tovabb
noétt a kiindulasi &llapothoz képest (2. abra). Az
intracellularisan megkotétt cink mennyisége a 3. napon volt a
legmagasabb ¢és a 7. napra csokkent, kivéve a 2,5 mg/L cinkkel
kezelt tenyészet esetében, ahol a 7. napon magasabb volt az
intracellularisan megkotott cink mennyisége (3. abra). Az
altalunk vizsgalt Scenedesmus quadricauda z6ldalga faj tehat a
cink nagyobb részét extracellularisan koti meg. A tenyésztési
idé 7. napjan az 5 mg/L cinkkel kezelt tenyészetben volt a
legmagasabb az dsszes megkdtott cink mennyisége (~87,5%).
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2. dabra Az 06sszes megkotott cink mennyisége a kiilonboz6 cink-
koncentraciokkal —kezelt tenyészetekben. 100%-nak a kisérlet
inditasakor bemért cink mennyiségét tekintettiik.

Figure 2 The total amount of removed zinc in cultures treated with

different zinc concentrations. 100% was the initial concentration of
added zinc at the beginning of the experiments.
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3. dbra Az intracellularisan megkdotott cink mennyisége a kiilonb6zo
cink-koncentraciokkal kezelt tenyészetekben. 100%-nak megkotott
Osszes cink mennyiségét tekintettiik.

Figure 3 The intracellular amount of removed zinc in cultures treated
with different zinc concentrations. 100% was the total amount of
removed zinc.

A holt  Scenedesmus  quadricauda  biomassza
cinkfelvétele: A holt biomassza cink megkdtésének vizsgalata
soran a bemérend6 biomassza mennyiségét a legnagyobb
cinkmennyiséget megkotd ¢€l6 tenyészet adott napon mért
szaraz tOomege alapjan hataroztuk meg. A 0,0733 g
szarazanyagot (az 5 mg/L cinkkel kezelt tenyészet 3. napon
mért szaraz tdmegének megfeleld mennyiségli biomasszat) és 5
mg/L cinket tartalmazo tapoldatbdl a bemért cinkmennyiség
~53,4%-a ko6todott meg a 3. napra (4. abra). Ehhez képest a
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0,1400 g szarazanyagot (az 5 mg/L cinkkel kezelt tenyészet 7.
napon mért szaraz tomegének megfelelé mennyiségi
biomasszat) és 5 mg/L cinket tartalmazoé tapoldatbol minddssze
~1%-al t6bb cink kotodott meg (~52,5%). A kisérlet 7. napjan
mindkét esetben nétt a megkotott cink mennyisége, de nem
jelentés mértékben: a 0,0733 g biomassza ~4,2%-al, a 0,1400 g
biomassza pedig ~3,6%-al tobb cinket tavolitott el a kisérlet
végére (4. abra). Az adatok statisztikai értékelése azt mutatta,
hogy az €16 biomassza az 5 mg/L cinkkel kezelt tenyészetben
mind a 3., mind a 7. napon szignifikdnsan t6bb cinket kotott
meg, mint az ugyanakkora szaraz tdmegt holt biomassza.
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4. dbra A holt biomassza altal megk6tott cink mennyisége az 5 mg/L

mennyiségét tekintettiik (5 mg/L).

Figure 4 The amount zinc of removed by the dried biomass from the 5
mg/L solution. 100% was the initial concentration of zinc (5 mg/L) at
the beginning of the experiments.

Az altalunk vizsgélt Scenedesmus quadricauda zdldalga
faj cink-tolerancidjat tekintve elmondhatjuk, hogy a cinket
mg/L nagysagrendben elviselni képes fajok kozé tartozik,
kozilik azonban az alacsonyabb tlir6képességiieck kozé
sorolhatd. A Scenedesmus quadricauda tenyészetekben a
megkotdtt cink nagyobb része extracellularisan kot6dott meg.
A holt biomassza cink megkdtése is jelentds volt, de az él6
sejtek cink megkotéséhez képest szignifikdnsan kevesebb volt
a megkotott cink mennyisége. Az eredmények és az irodalmi
adatok ismeretében elmondhatd, hogy a Scenedesmus
quadricauda €16 és holt biomasszaja is sikerrel alkalmazhato
cinkszennyezés  biologiai  eltavolitdsdban  5-10 mg/L
koncentraciodig, az €16 sejtek cinkmegkotd kapacitdsa azonban
magasabb, mint a holt biomassza esetében. Azt is meg kell
jegyezni, hogy a kisérleti eredmények fényében gy tlnik, a
kiilonb6z6 S. quadricauda izolatumok viselkedése — legalabbis
az eddigi irodalmi adatok fényében - Osszemérhetd, nagy
hasonlésagot mutat, igy a fajra vonatkozod cinkmegkotési
sajatsagok az eddigi adatok alapjan altalanos érvénytinek
tekinthetdk.

Koszonetnyilvanitas

A munka a Bolyai Janos Kutatasi Osztondij tdmogatasaval
késziilt. A munka létrejottében nyUjtott nélkiilozhetetlen
kozremitkodésért koszonettel tartozunk a Debreceni Egyetem
Farmakognéziai Részlegének és az Okologiai Tanszéknek.
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Biosorption of zinc ions by living and dried biomass of the green alga Scenedesmus quadricauda
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Abstract: Environmental pollution has been become global problem in recent years by human activities, which can be harmful
directly to the elements of biosphere and could have indirect effects on living organisms. Heavy metals are one of the
most dangerous materials among chemical contaminants. When they are released to the environment, they can cause

serious damage to ecosystems.

The genera Scenedesmus and the species Scenedesmus quadricauda is common, ubiquist organisms. They can be easily
cultured and maintained in laboratory and they are widely used for biotechnological processes. Scenedesmus
quadricauda can tolerate zinc in the range of 2,5-15 mg/L concentration, so the species can be characterized with
moderate zinc tolerance. The growth rates of the cultures were reduced by the increasing zinc contrentations. Maximal
zinc removal was observed in the Smg/L zinc-treated culture (87,6% of the added zinc was removed) and greater part of
bound zinc was extracellular (77-89%). Dried biomass could bind significant amount of zinc (56-58%), however zinc
binding of the same amount of living biomass was significantly higher.

Keywords: Scenedesmus quadricauda, living biomass, dried biomass, zinc removal



