ANNAL. BIOL. TIHANY | 29 ll 101—106 } HUNGARIA 1962

EGYSEJTU ALGAK PIGMENT TARTALMAROL
FELFOLDY LAJOS, SZABO ERNO ES TOTH LASZLO

Erkezett: 1962. méarcius 14.

A tihanyi Biolégiai Kutatéintézet él6 algatorzs gytlijteményének tagjait
rendszeresen vizsgaljuk élettani, alaktani tulajdonsigaik (1. URERKOVICH et al.
1962) és kémiai osszetételitk szempontjabél (Szasé et al. 1961).

Ebben az évben tizenhdrom torzs pigment-tartalmdnak mennyiségi
analizisét végeztiik el.

Az eddigi ilyen iranyt irodalmi adatok elsGsorban minGségi vizsgalatokrol
szamolnak be, bar kiilondsen a plankton-pigmentek kutatésa sordn az a- és
b-klorofill mennyiségi meghatérozasarél nagyszamu ismertetés jelent meg
(LuND és TALLING 1957). Ami az egysejtii algdk polién festékeit illeti elsGsorban
a festékek minGségi azonositdsa foglalkoztatta az eddigi kutatokat (STRAIN 1951
GoopwiN 1952, 1957, GoopwiN és Gross 1958, TIScHER 1958) a karotinoidok
bioszintézise és élettani szerepének kutatdsa mellett (BLinks 1954, Droor
1955, FusmMoRT és LIvINGSTON 1957, CLAES 1958, BraAss ef al. 1959). Az alga
fajok pigment tartalméanak fontos szerep jutott modern rendszeriik kidolgozasa
sordn is (SmrTH 1951).

Az irodalom kvantitativ adatai (GEOGHEGAN 1953, HASKIN 1942, FISHER
és BURLEW 1953, GOODWIN és JAMTKORN 1954, Brass et al. 1959) nem egyértel-
miiek és értékelésiik nehézségekbe iitkozik. Ennek egyik f6 oka, hogy egysejtii
algdk karotinoid pigmentjeinek mennyiségi meghatérozisa elképzelhetetlen
tisztatenyészetek és nagy mennyiséget adé tomegtenyésztés nélkiil. Az egy-
sejtii algik tomeges tenyésztésével foglalkozo irodalom gyakran utal az algak
takarmanyként valé felhasznaldsara. Rendkiviil gazdag fehérjetartalmuk és
kedvez6 amino-sav osszetételiitk mellett vitamin-gazdagsaguk teszi 6ket ebbél a
szempontbdl értékessé (Tamrva 1957).

Az alga tenyészet gylijtemény ferde agaron északi ablakban tartott
torzseib6l 10 literes lombikokban buborékolé kultirakat allitottunk els iiveg-
hazban, természetes megvilagitdssal. A sziirt csapvizbél, kevés kaliumnitrat,
kaliumdihidrofoszfat, vascitrat és nyomelemek hozzdadasival készilt tapol-
datot 1,59, széndioxidot tartalmazé levegével buborékoltattuk at. A szusz-
penzié slirliség véaltozasat szlir6papiron mért szarazanyag meghatarozassal
kisértiik figyelemmel. Az analiziseket a tenyészet szaporodéasanak lassuldsakor,
azaz a novekedés logaritmikus szakasza utédn a lehets legrovidebb id6 alatt
végeztiik el, tudva, hogy a kultira kora és élettani allapota szerint a pigment
tartalom a sejtek kémiai osszetételével parhuzamosan lényegesen megvaltoz-
hat (CHODAT és MAYER 1927, SPOEHR 1953, 28, GooDVIN 1954). A tenyésztés
1961 szept. 26-t6l okt. 25-ig, az analizisek nov. 15-ig tartottak.
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A meghatéarozasokat két médszerrel végeztiik. Az elsd gyors-médszerrel
egyszerii aceton-kivonatban tortént a fotometrikus mérés (v. 6. MACKINNEY
1941) (a-klorofill, b-klorofill, 6sszes karotinoiddk) a masikban a gyakorlatilag
legfontosabb a-és -karotint hataroztuk meg oszlopon torténd kromatografalas
utdn. Mindkét médszerhez é16 sejttomeget hasznaltunk.

Az els6 eljarasndl az algatenyészet aliquot részét Macherey-Nagel Nr.
640d 5,5 cm @ sziirGpapiron szlirtiik 4t, majd kevés kvarchomokkal, kalcium-
karbonéttal és acetonnal homogén péppé dorzsoltiik. Koriilbelil 10 ml 90%,
acetonban egy éjszakdn it allni hagytuk. Masnap azbeszt-sz{irdn kristaly tisztara
szlirtiik, a maradékot és a sziir6t 909, acetonnal utdnamostuk, az extraktumot
50 ml-re feltoltve Beckman DU spektrofotométerrel 665,645 és 480 mu hullim-
hosszakon spektrofotometraltuk.

Az eredmények kiszamitasahoz RicHARDS és THOMPSON (BARNES 1959,
323, 44. tablazat) specifikus extinkcié koefficienseit hasznaltuk fel (az K18,
érték lg/liter koncentraciéju pigment oldatra vonatkozik):

Hullamhossz a-klorofill b-klorofill Nem asztacin
my E, : £ tipust karotinoidélk
ESPU
Iem
665 66,7 6,5 0
645 16,4 45,6 0

480 1,9 13,6 203
Ezekbdl az értékekbdl: .
C, = 1,654 Age;—0,221 Agq
Cy, = 2,273 Agis—0,559 Aggs
C. = 0,4926 A,5,—(0,0094 C, + 0,0670 Cy), ahol

C,. Cy és C, az a-, b-klorofill és az ossz-karotinoida koncentraciéja mg ill.
mSPU/100 ml extraktum egységben, A, = a kérdéses hullimhosszon mért
abszorpcié érték. (SPU = , specified pigment unit’”’ pontosan meg nem haté-
rozott, de jellemzd pigment mennyiség, kb. 1g: a karotin keverék mértékegy-
sége). Az eredményeket a szuszpenzié szdrazanyag tartalmanak ismeretében
szarazanyag %-ban adjuk meg. Minden szdm legaldbb négy meghatérozas
atlaga (1. tabldzat). ;

A maésik médszer, melynek célja a pigment frakei6é két fontos alkot6ré-
szének, az a- és p-karotinnak meghatarozasa volt, Goopwin (1955), BooTH
(1957) és Tiews (1959) eljarasain alapul. Tekintve, hogy a médszer a kapott
eredményeket bizonyos mértékig befolyéasolja, részletesebben kozoljiik.

Az alga-szuszpenzi6é alikvot részébdl (20 ml) iiveg centrifuga csGben
centrifugélva eltdvolitjuk a tapoldatot.

A visszamaradé sejttomegre 10 ml etanolt és 2 ml vizes .60%, KOH
oldatot pipettazunk. Uvegbottal keverve digeraljuk 5 percig 40—50 C°- viz-
fiirdén. Kis fordulatszammal centrifugiljuk, a fennaszé tisztdjat az I. sz
valaszt6tolesérbe dekantaljuk. Az alul maradt algatémeget Gjabb 10 ml etanol-
lal mossuk, centrifugaljuk, tisztdjat az 1. sz. valasztétolesérbe,az algit kevés
acetonnal kvantitative kisméret{i porcelan dorzscsészébe vissziik. Kvarcho-
mokkal és acetonnal homogén péppé dorzsoljiik, kb. 10 ml acetonnal extrahal-
juk és kristalytisztara sziirjiik jobb mindségli szlir6papiron enyhe szivatassal.
A sziiredéket az 1. sz. valasztotolesérbe gytjtjiik. Az eldorzsolést és sziirést

addig folytatjuk, mig a sz{ir6n szérazra szivatott maradék fehér nem lesz. Az
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1. tabldzat : A vizsgalt torzsek a- és b-klorofill illetve oOsszkarotinoida tartalma
(szérazanyag %, ill. SPU 100 g szérazanyagban, aceton extraktum)

Table 1. Chlorophyll @ and b and total carotenoid content in strains investi-
gated by the acetone extraction method

Torzs- a-klorofill b-klorofill karotinoiddk
poan Alga chlorophyll a chlorophyll b carotenoids
Strain per cent of dry per cent of SPU in 100 g
No maiter dry matter of dry matter,
|
3147 | Chlorella pyrenoidosa Chick ........... i 3,0 0,8 0,607
78 TR B 11 T T e G R 2,8 1,6 0,688
12K | C. vulgaris Beijer. éreg — old ........ 0,8 0,4 0,360
3153 | Chlorochloster terrestris Pascher ....... 3,6 1,4 0,769
3615 | Chlorococcum botryoides Rabenh. ...... 3,1 i s ) 0,642
953 | Coelastrum microporum N&g. .......... | B 0,6 0,300
2257 | C. microporum N&g. ..cuocterivaceannss 3,4 1,4 0,612
U IR L To0 5 1 RGeS S 3,9 1,5 0,649
2507 | Scenedesmus acuminatus Chod. ........ 1,8 0,7 0,414
2543 | S. acuminatus Chod. ......c.ccvniuien. 2,2 0,8 { 0,481
85 | . Acutus MEYen ...........cooeiennn. 2,6 09 | 0431
5618 | S. obtusiusculus Chod. ................ 4,2 | 1,0 | 0,747
36024 Indeterminatat, - il e, ik o 2.8 ‘[ 1,0 ‘ 0,689
|

1. valasztétolesérben levé pigment kivonat el nem szappanosodott frakcidjat
kvantitative petroleum éterbe (60° f. p.) visszitkk at. Az alkoholos-acetonos
mintat vizezziik, hogy a festékek maradéktalanul a fels6 fazisba jussanak. Az
esetleges emulziét tomény konyhas6 oldattal torjik meg. A petroleum éteres
fazist a I1. sz. valasztétolesérbe gyfijtjiik és a kirdzas befejezése utan legaldbb
négyszer mossuk vizzel az alkohol- és acetonnyomok eltavolitasa érdekében. Az
extraktumot vizmentes natriumszulfattal szaritjuk és 5—10 ml-re paroljuk be
széndioxid érdban 40 fokot meg nem haladé hémérsékleten, vakuumban. Min-
den miiveletet lehetSleg gyorsan és erds fénytdl 6va végziink.

A kromatografdldshoz magnéziumoxid és Hyphlo super cel 1 : 1 ardnytd
keverékét hasznaltuk, melyet 10 mm atmérGjli cs6be toltottink. Az extrak-
tumot és az oldészert széndioxid bomb4abdl nyert enyhe nyoméssal mozgattuk
az oszlopban. Az a-karotint tiszta petroleum éterrel futtattuk le, a g-karotint,
ha sziikségesnek latszott 49, acetont tartalmazé petroleum éterrel. Végeztiink
kisérleteket a tobbi sarga festék azonositdsdra is, de eredményeink kozlésre
még nem értek meg, ezért a tébbi pigmentet ,,egyéb karotinoiddk’ név alatt
osszesitve adjuk.

Az oszloprél kiilon-kiilon lefuttatott hdrom frakeiét szdrazra paroltuk és
megfeleld mennyiség(i (5—50 ml) analitikai tisztasdgi hexdnban vettiik fel
Sket a spektrofotometraldshoz (Beckman DU).

Az a- és B-karotin azonositdsdra az oszlopon val6 viselkedésiikon kiviil
teljes abszorpeié spektrumuk felvételét is felhasznaltuk, melyek jol egyeztek az
irodalmi adatokkal (GoopwiN 1955, 297, TIEWS 1959).

A koncentracié kiszémitdsdhoz az aldbbi Elpe értékeket hasznaltuk fel:

m u 1% old6szer szerz6
a-karotin 445—446 2720 hexan Tiews 1959,216
p-karotin . 452 2600 hexan Tiews 1959, 216

,,egyéb karotinoiddak™ 445 2500 hexén Goodwin 1955, 308
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A kvantitativ meghatarozas céljabol eszkozolt mérések soran az abszorpeios
maximumok téjan (418—424, 434—438, 444—454, 470—482 mpu) 2 s6t 1 mu-
onként mértiink, hogy a maximum helyét érzékelhessiik. Prébaként més szer-
z6k mdas hulldm hosszakon adott Elle értékeit is hasznaltuk (l. GoopwiN
1955, 295). A végs6 mgY, értékben ez a varidlds még 5%,-os eltéréseket sem
okozott. .

A pigment mennyiség (mg %) kiszamitasat az alga szarazanyagra
GoopwiN (1949) kissé médositott képletével végeztiik.

y-z-108

, ahol
100wdb

Pigment mg/100 g Sza =

= a festék kivonat extinkcié értéke a kérdéses hullimhosszon

= a festék kivonat térfogata (ml)

= az analizisre késziilt algamennyiség szarazanyagdnak silya (g)
= a fotométer-kiivetta rétegvastagsiga (= 1 cm)

= a festék Bl értéke a kérdéses hullamhosszon.

SRS v

A karotin analizisek eredményeit a 2. tdbldzatban kozoljik.

2. tdbldzat : A vizsgélt alga-torzsek a- és f-karotin, valamint mas
karotinoida tartalma magnézium oxid-Hyphlo super cel oszlopon elvélasztott
festékek mérése alapjin (szdrazanyag mg%)

Table 2. a- and B-carotenes and other carotenoids in some algal strains
(mg9%, of dry matter), identified by column chromatography (MgO-Hyphlo

super cel)
Torzs- Egyéb
szém Alga a-karotin B-karotin karotinoidik
Strain ¥ a-carotene B-carotene other
No carotenoids
! Sl
3147 | Chlorella pyrenoidosa Chick. ..... O 32,2 42,3 369
7K | Chlorella vulgaris Beijer. .............. 21,5 61,4 434
12K | Chlorella vulgaris Beijer. (6reg-old) ..... 0,7 25,2 129
3153 | Chlorocloster terrestris Pascher ........ 26.2 38,1 516
3615 | Chlorococcum botryoides Rabenh. ...... 3,9 68,9 431
953 | Coelastrum microporum Nég. ......... g 1,3 30,4 249
2257 | Coelastrum microporum N&ag. .......... 14,0 26,2 221
3145 .| ‘Oveystis/Bp= | A T e e e b e e A 20,4 52,4 479
2507 | Scenedesmus acuminatus Chod. ........ 5,6 59,9 370
2543 | Scenedesmus acuminatus Chod. ........ 2.4 | 40,5 353
85 | Scenedesmus acutus Meyen. ........... 3,7 27,0 272
5618 | Scenedesmus obtusiusculus Chod. ...... 30,5 81,6 482
2,8 54,2 360

3602, 1 Indeterminatar: Lt & ol i b o e 7

A két moédszerrel kapott eredmények kozott lényeges kiilonbség van,
amennyiben a 2. tdbldzatban szerepls értékek osszeaddsa révén nyert osszes
sarga pigment mennyiség mindig kisebb, mint az 1. tdbldzat dsszes karotinoida
értékei. Az eltérés 20—130%, kozott ingadozik. Ennek oka az, hogy a gyorsméd-
szer csak onkényesen megallapitott egységben (specified pigment unit) adja a
,,nem asztacin tipusti’ karotinoiddk mennyiségét, igy az csak egymés kozotti
osszehasonlitdsra haszndlhaté.
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A karotinoida tartalom szerinti sorrend a két tablazatban lényegében
hasonlé. Minden esetre, ha a karotinoida-tartalom mennyiségi és mindségi kér-
dései a gyakorlati munka soran problematikussd vélnak, megfelel6 gyorsméd-
szer kidolgozasa lesz a tovabbi kutatdsok legfontosabb feladata.

Az eredményekbdl, részben metodikai elégtelenségek miatt nem lehet és
nem is akarunk messzemend kovetkeztetéseket levonni. Szamunkra pillanat-
nyilag az a legfontosabb, hogy a torzsek kozott a pigment-tartalom szempont-
jabdl lényeges kiilonbségek vannak. A tablazatban szereplS algdk mindegyike
tobbszor kiprobalt, erélyesen szaporodd, tomegtenyésztésre alkalmas torzs,
tehat ha barmilyen ok miatt karotin, vagy karotinoida termelés céljaval
probalunk alga-tomegtenyészetet beallitani a torzsek egyedi tulajdonsigait
figyelembe kell venniink. Hatdrozottan pigment-szegénynek bizonyult a 953.
Coelastrum és a 85, 2507, 2543 sz. Scenedesmus-ok, bar ez utébbiak f-karotin
tartalma nem rossz. Ossz-pigment-tartalomban kivalnak a 3147 Chlorella,
3153 Chlorocloster, 3615 Chlorococcum, 2257 Coelastrum, 3145 Oocystis és az
5618 Scenedesmus obtusiusculus. Sok f-karotint tartalmaznak: 7K Chlorella,

. 3615 Chlorococcum, 3145 QOocystis, 2507 Scenedesmus acwminatus, a 3602
ismeretlen torzs és a 2518 S. obtusiusculus.

Az eloregedett (4 hénapja tenyésztett) 12K Chleorella teljesen csokkent
értékei figyelmeztetnek arra, hogy a tenyészet kora, élettani allapota milyen
dont6 ebben a kérdésben. Kz a tény arra a reményre jogosit, hogy a pigment-
tartalmat megfelel6 tenyésztési technikdval valtoztatni, esetleg tartésan
novelni lehet.

A Kklorofillok és karotinoida festékek fontos élettani szerepe és gyakorlati
jelentGsége miatt torzseink tovabbi tanulményozasa ebben az irdnyban fel-
tétleniil érdemes.

Koszonetiinket fejezziik ki F. KALKO ZSUZSA és Sz. SCHULCZE BRIGITTA
asszisztenseknek az analizisek soran nyujtott szakszeri munkdjukért.
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ON PIGMENT CONTENT IN SOME UNICELLULAR ALGAE
Lajos J. M. Felfsldy, Erné Szabé and Ldszlo Toth

Summary

Thirteen different pure cultured strains of unicellular green algae were grown

in ten litre sphaerical flasks containing nutrient solution prepareéd from tap water by
. the addition of KNO,, KH,PO,, ferric citrate and Hoagland’s A—Z solution, under
greenhouse conditions (from 26th September to 25th October)

Pigment analyses were carried outin two different ways. In the first quick method
the spectrophotometric measurement performed in simple aceton extract (Mac KINNEY
1941) and the results obtained were computed by the specific extinction coefficients
of RicHARD and THomMPsoN (Barnes 1959, 323, Table 44) (C,, Cp and C, are a concent-
ration of chlorophyll a and b and of the non astacin type carotenoids; A, = theabsorp-
tion of acetone extract at wave length of 4 mu). Results in Table 1.

With the second method the practically more important a-and f-carotenes were
determined by column adsorption chromatography (MgO—Hyphlo supercel 1 :1 column,
solvent: pure petroleum ether (a-carotene) and petroleum ether with 4 per cent acetone
(p-carotene). The extinction coefficients are given on p. 103 in the Hungarian text.
Results in T'able 2.
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