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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A XXI. szazad egyik legf6bb gazdasagi-tarsadalmi problémdja a kdrnyezetszennyezés.
Az antropogén tevékenységek kovetkeztében jelentésen megnodvekedett a kornyezetiinket
terheld szennyezOanyagok mennyisége, amelyek koziil a nehézfémek biologiailag nem
bonthaté tulajdonsaguk révén komoly Okologiai kockazatot jelentenek a bioszféra
¢l6lénykozosségeire, valamint az emberi egészségre egyarant (Kotrba et al.,, 2011). A
nehézfémek a Fold biogeokémiai korfolyamatinak természetes alkotoelemei, azonban a
szennyezések kovetkeztében mennyiségiik drasztikusan emelkedik. A {6 kibocsatok az ipar, a
mezOgazdasag, valamint a nem megfeleléen kezelt telepiilési- és ipari szennyvizek,
szennyviziszapok (Papp, 2011; Tercier-Waeber ¢és Taillefert, 2008). A nehézfémek
eltavolitasat hagyomanyosan fizikai, kémiai ¢és fizikai-kémiai modszereken alapuld
eljarasokkal végzik. Az alkalmazott mddszerek koziil ipari méretekben elterjedt eljarasok a
kicsapatas, derités, flotalas, adszorpcio €s a kiilonb6zé membranos eljarasok. A hagyomanyos
moédszerek hatranya, hogy 100 mg 1" fémkoncentracio alatt til koltségesek és/vagy nem elég
hatékonyak, illetve kevésbé szelektivek lehetnek, ezért az elmult évtizedekben egyre inkdbb
elotérbe keriiltek a bioldgiai modszereken alapuld eljarasok. A folyamatot elsésorban
mikroorganizmusokkal (baktériumok, gombak, algak) és anyagcseretermékeikkel végzik. A
mikroorganizmusok koziil az eukariota zoldalgak jol alkalmazhatok fémszennyezdk vizes
oldatbol torténd eltavolitdsara, mivel tobb képviseldjiik jo adaptiv kapacitassal és
féemmegkoto képességgel rendelkezik (Volesky, 1990; Naja et al., 2010).

Munkank célja, hogy kiilonb6z6 zdldalga taxonok nehézfém bioszorpcios és/vagy
bioakkumulécios sajatsagait jellemezzilk. Munkankhoz olyan zoldalga taxonokat
(Monoraphidium  pusillum,  Monoraphidium  griffithii, = Desmodesmus  communis)
valasztottunk, amelyek hazai felszini vizeinkben széles korben elterjedtek, viszonylag
konnyen izoldlhatok és olcson fenntarthatok laboratoriumi koriilmények kozott. Kisérleteink
soran az €16 szervezetek szamara esszencialis, azonban nagyobb koncentracidkban toxikussa
valhatd nehézfémek (cink és réz) hatdsait vizsgaltuk, amelyek gyakran el6forduld
szennyezbanyagok felszini vizekben és a szennyvizek allandé 6sszetevoi.

Munkank soran viszonylag nagyobb (5-40 mg 1) cink koncentracio mellett vizsgaltuk a
altal kivaltott oxidativ stressz mértékét, illetve az eltavolitott fém mennyiségét és az

eltavolitas modjat (3.1 és 3.2. fejezetek). A kdvetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:



- A kiilonb6z06 koncentraciok hogyan hatnak a kezelt tenyészetek novekedésére?

- Specifikus morfologiai valtozdsok megjelennek-e az algasejteken a fémek
hatasara?

- Milyen koncentraciok mellett alakul ki oxidativ stressz a sejtekben?

- A vizsgalt tenyészetek mekkora mennyiségli fém eltavolitdsara képesek?

- A fémmegkotés szempontjabol az extracellularis szorpcidnak vagy az

intracelluléris akkumulaciénak van nagyobb szerepe?

Kisebb fém koncentraciok (0,2-5,0 mg ') mellett a M. pusillum és a D. communis
esetén azt is tanulmanyoztuk, hogy a fém mindsége, koncentracidja illetve az algafaj hogyan
befolyasolja a megkotés mértekét és modjat (3.3. fejezet). Ebben a megkozelitésben a

kovetkezok voltak a megvalaszolando kérdések:

- A vizsgalt tartomanyban hogyan befolyasoljak a fémek az algdk ndvekedését?
- Befolyasolja-e, és ha igen, hogyan a fém mindsége, koncentracidja és az

algafaj a fémeltavolitas mértékét és maodjat?

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Tenyésztési és kisérleti koriilmények

Kisérleteinkhez a Debreceni Egyetem  Hidrobiologiai Tanszékének  alga-
torzsgylijteményben fenntartott Monoraphidium pusillum (Printz) Komarkova-Legnerova
(ACCDH-UDO0911), Monoraphidium griffithii (Berkeley) Komarkova-Legnerova (ACCDH-
UD1008), ¢és Desmodesmus communis (E.Hegewald) E.Hegewald (ACCDH-UDI1004)
laboratoriumi torzseket hasznaltuk. A tenyészeteket Jaworski tapoldatban (pH: 7-7,5), allando
hémérsékleten (24°C), alland6é fényintenzitdson (45-50 [1mol m? s, 3330-3700 Lux), steril
levegdvel buborékoltatva tartottuk fent.

A kisérletek soran a fent emlitett tenyésztési koriilményeket alkalmaztuk. A sziikséges
koncentraciok (0,2; 0,8; 1,0; 1,4; 2,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0; 40,0; 80,0; 120,0; 160,0
mg I'") eléréséhez a médiumhoz cink-szulfat (ZnSO4 x 7H,0) és réz-szulfat (CuSO4 x 5H,0)
torzsoldatot adtunk. A kisérletek soran minden esetben kontroll, hozzaadott fémet nem
tartalmazd tenyészeteket is alkalmaztunk. A pontos kiindulasi koncentracidkat a kisérletek

kezdete elott (Jaworski médium + fém, algatorzsek nélkiil) minden esetben ellendriztiik.



2.2. A tenyészetek novekedésének nyomon kovetése

A tenyészetek novekedésének nyomon kovetéséhez a sejtszam/cOnodbiumszam, a

széarazanyag-tartalom, valamint a klorofill-tartalom valtozasait mértiik.
2.2.1. A sejtszam/condbiumszam valtozasok nyomon kovetése

A sejtek és conobiumok szamléalasat Olympus BXS0F-3 fluoreszcens mikroszkoppal,

400x%-0s nagyitason, Biirker kamraban végeztilk az MSZ EN 15204:2006 szabvany szerint.
2.2.2. A szaraz tomeg és a klorofill-tartalom meghatarozasa

A tenyészetekbdl naponta vett mintdkat centrifugaltuk majd liofilezés (fagyasztva
szaritas) utan visszamértiik a tomegiiket analitikai mérlegen, ezeket az adatokat felhasznaltuk
az egységnyi szaraz tdmegre vonatkoztatott fémmegkotés kiszamitadsahoz is (1d. 2.4. fejezet).

A széarazanyag tartalom méréséhez vett mintadkat hasznaltuk fel a klorofill-tartalom
meghatarozasahoz. A tomegmérés utan a liofilizalt mintakat forrdsban 1évé metanollal tartuk
fel, a kioldott pigmentek mennyiségét spektrofotométerrel mértilk. A mintdk klorofill-
tartalmat Felfoldy (1987) alapjan szamitottuk ki.

2.3. Morfologiai valtozasok

A morfologiai valtozasokat a 10-40 mg I cinkkel kezelt M. pusillum és M. griffithii,
valamint a 2,5-15 mg 1" cinkkel kezelt D. communis tenyészetekben vizsgaltuk (1d. 3.1. és
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emlitett (2.2.1. fejezet) mikroszkdppal 1000% nagyitdson kovettiikk nyomon.
2.4. A lipid-peroxidacié mértékének meghatarozasa

A lipid-peroxidacio mértékét a 10-40 mg 1" cinkkel kezelt M. pusillum és M. griffithii,
valamint a 2,5-15 mg 1" cinkkel kezelt D. communis tenyészetekben vizsgaltuk (1d. 3.1. és
3.2. fejezetek). A nehézfémek okozta oxidativ stressz kimutatasat Verma és Dubey (2003)

modszere alapjan a tiobarbitursav reaktiv anyagcseretermékek (TBARS) mennyiségének



meghatarozasaval mértiik. A lipidperoxidacié mértékét a 0. napon a kontrollban mért értékhez

(100%) viszonyitva %-ban adtuk meg.

2.5. A fémek mennyiségi meghatarozasa

A feliiluszok fémtartalmanak csokkenésébdl szamitottuk ki az Osszes megkotott
nehézfém mennyiségét, illetve a szarazanyag adatokat felhasznalva kiszamoltuk az egységnyi
szaraz tomegre vonatkoztatott fémmegkdtést is. Az extracellularisan megkotott nehézfém
mennyiségi meghatarozasdhoz a Tripathi és Gaur (2006) altal hasznalt modszert alkalmaztuk.
Elozetes méréseink (az 0Osszegylijtott biomassza roncsolasos feltarasa) alapjan az
intracellularisan megkotott nehézfém mennyisége egyezik az Osszes megkotott €s az

extracellularisan megkotott mennyiségek kiillonbozetével.

2.5.1. Az eltavolitott cink mennyis€gi meghatarozasa (3.1. és 3.2. fejezetek)

A feliiliszok cinktartalmanak meghatarozésa lang-atomabszorpcidos spektrometrias
(FAAS) eljarassal (AAS, UNICAM 969; GF90 plus kemence és FS90 plus mintaadagold
egység) tortént, magyar szabvany szerint (MSZ 1484-3:2006 5.) a Tiszantali

Kornyezetvédelmi és Természetvédelmi Feliigyeldség Mérdallomésanak laboratoriumaban.

2.5.2. Az eltavolitott cink, illetve réz mennyiségi meghatarozasa (3.3. fejezet)

A nehézfémek mennyiségi meghatdrozdsa mikrohulldmti plazma atomemisszios
spektrometrids (MP-AES) moédszerrel, MP-AES 4100 késziilékkel (Agilent Technologies)
tortént. A méréseket a Debreceni Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék

laboratoriumaban végeztiik, a késziiléket a mérésekhez a Novo-Lab Kft. biztositotta.

2.6. Statisztikai elemzés

A novekedési gorbék tendencidinak Osszehasonlitdsdhoz a variancia-kovariancia-
elemzés (ANCOVA) modszerét alkalmaztuk. A morfologidban és az oxidativ stressz
mértékében bekovetkezett valtozasok statisztikai elemzését a kétszempontos varianciaanalizis
(two-way ANOVA) modszerével végeztik. Az eltavolitott fémek mennyiségi valtozasainak

statisztikai értékeléséhez az egyszempontos varianciaanalizis (One-way ANOVA) ¢és az



ismételt méréses varianciaanalizis (repeated measures ANOVA) modszereket hasznaltuk. Az
alkalmazott algafaj, a nehézfémek mindsége ¢és mennyisége, valamint az eltavolitas
mechanizmusa  kozotti  Osszefiiggések (3.3. fejezet) statisztikai  elemzéséhez a
haromszempontos varianciaanalizis (three-way ANOVA) moédszerét alkalmaztuk (Zar, 1996;

Hammer et al., 2001).

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kisérleteink soran egy nagyobb (5-40 mg 1') koncentricié tartomanyban két
Monoraphidium faj és a Desmodesmus communis esetében vizsgaltuk a nehézfémek
novekedésre (sejt/condbiumszam, klorofill-tartalom), morfologidra gyakorolt hatdsait, a
nehézfémek toxicitasat (ECsg), az altaluk okozott oxidativ stressz (TBARS) mértékét, az
eltavolitott fém mennyiségét, valamint azt, hogy az extracellularis szorpcid vagy az
intracellularis akkumulacio jatszik nagyobb szerepet a nehézfémek megkotésében.

A sejtszam- és klorofill-tartalom valtozasai alapjan a két Monoraphidium faj koziil a M.
griffithii tenyészetek érzékenyebben reagaltak az alkalmazott cink-kezelésre, mint a M.
pusillum. A klorofill-tartalom mindkét faj esetében érzékenyebben reagélt a kezelésekre, mint
a sejtszam. Az akut toxicitas jellemzésére hasznalt ECs értékeket meghataroztuk a sejtszdm
¢s a klorofill mennyisége alapjan is, ezek alapjdn a két vizsgélt faj cink-tolerdnsnak
tekinthetd, azonban vannak lényegesen nagyobb koncentraciok mellett is életképes taxonok
(Travieso et al., 1999; Nishikawa ¢s Tominaga 2001). A D. communis zOldalga faj
érzékenyebb a nagy cink-koncentracidkra (>15 mg 1), mint mas Scenedesmus fajok,
valamint a cOndbiumszdm ¢és a klorofill-a tartalom alapjan is elmondhato, hogy a
Monoraphidium tajokhoz képest érzékenyebben reagalt a cinkkel valo kezelésekre.
tenyészetekben kovettiik nyomon, amelyekben a hozzaadott cink jelentdsen befolyasolta a
novekedést, de még ¢ld, novekeddképes tenyészetek voltak. Mindkét Monoraphidium
tenyészetben magasabb volt a deformalodott sejtek ardnya a kezelt tenyészetekben, mint a
kontroll tenyészetekben, azonban a cink altal okozott morfoldgiai valtozasok a M. pusillum
tenyészetek esetében markansabban jelentkeztek. A M. griffithii tenyészetben magasabb volt a
lipidperoxidaci6 mértéke a M. pusillum tenyészethez képest. A vizsgalt morfologiai és
stressz-fiziologiai valtozdsok nem tekinthet6k specifikusnak, és csak nagyobb cink
koncentraciok mellett figyelhetok meg, vagyis a vizsgalt fajok — viszonylag jo tolerancidjuk

miatt — nem jo indikatorai a fém- (cink) szennyezésnek. A cink-kezelés hatassal volt a D.
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specifikus modon valtoztatja meg, a megfigyelheté deformitdsok mas stressz-faktorok altal
kivaltott valtozasokhoz hasonloak (Morin €s Coste, 2006; Pawlik-Skowronska, 2003). A
Monoraphidium fajok esetében bekovetkezett enzimologiai valtozasokhoz képest a D.
communis  tenyészetekben  altaldnossdgban  mérsékeltebb  aktivitdsnovekedés  volt
tapasztalhato, azonban ez mar 2,5, illetve 5 mg I"' cink jelenlétében bekovetkezett, 10 mg 17'-
nél pedig magasabb volt a lipidperoxidaci6 mértéke, mint a Monoraphidium fajokban
ugyanezen koncentracional, vagyis a D. communis nagyobb érzékenysége az oxidativ stressz
esetén is megnyilvanult.

A cink eltavolitast is azokban a tenyészetekben vizsgaltuk, amelyekben a hozzaadott
cink mennyisége a novekedést nem gatolta teljes mértékben, azaz ¢él6 tenyészeteknek voltak
tekinthet6k. Tudomasunk szerint ezek az elsé adatok a M. pusillum és M. griffithii zo6ldalga
fajok cink megkdtésével kapcsolatban. Az irodalmi adatok ismeretében elmondhatjuk, hogy
mindkét faj kozepes cink-eltavolitasi potenciallal jellemezheté mas vizsgalt algafajokkal
Osszevetve (Ahuja et al., 2001; Romera et al., 2007). Akar a kiinduldsi fémmennyiség %-
aban, akér szaraz tOmegre vonatkoztatva adjuk meg az eltavolitott cink mennyiségét, azt
mondhatjuk, hogy a vizsgalt fajok cink tolerancidja és cinkeltavolitd képessége alkalmassa
elmondhatjuk, hogy az extracellularisan megkdtott cink mennyisége minden kezelésben
nagyobb volt, mint az intracellularisan megkotott mennyiség. Az altalunk vizsgalt zoldalgak
koziil a D. communis tenyészet érzékenyebbnek mutatkozott a cink jelenlétére, mint a vizsgalt
Monoraphidium fajok, azonban 15 mg 1" cink-koncentraciéig hatékony cink-eltavolitassal
jellemezhetd (Perales-Vela, 2006; Monteiro et al., 2009; 2011a). A Monoraphidium
tenyészetekhez hasonléan a D. communis tenyészetek esetében is elmondhato, hogy az
extracellularisan megkotott cink mennyisége minden kezelésben nagyobb volt.

A holt D. communis biomassza cink-kotése is jelentdsnek mondhatd, mivel az Gsszes
bemért cinkmennyiség ~50%-a adszorbealddott, azonban az ¢él6 biomasszéhoz képest
kevesebb cink megkotésére képes. Az ugyan annyi szaraz tomegnek megfeleldé mennyiségi
€16 sejtek tobb mint 30%-kal nagyobb mennyiségli fémet kotottek meg, ami arra utal, hogy az
€16 sejtben, illetve az ¢€l6 sejtek felszinén lejatszodd folyamatoknak nagy jelentdsége van a

cink megkdtésében.



Kisebb koncentraciok esetében vizsgaltuk az alkalmazott algafaj, a nehézfémek
mindsége €és mennyisége, valamint az eltavolitds mechanizmusa kozotti Osszefliggéseket.
Kisérleteink soran vizsgaltuk a nehézfémek novekedésre (sejt/condbiumszam, klorofill-
tartalom) gyakorolt hatasait, a nehézfémek toxicitasat (ECsg), valamint mértiikk az 0sszes, az
extracellularisan €s/vagy intracellularisan eltdvolitott fém mennyiségét.

A sejt- és condbiumszadmok alapjan elmondhatd, hogy a cinkhez viszonyitva a rézzel
torténd kezelésekre mindkét tenyészet érzékenyebben reagélt, valamint, hogy a D. communis
a M. pusillum-hoz viszonyitva kevésbé tolerans mindkét vizsgalt fém jelenlétére egyarant. A
sejt- és condbiumszam valtozasaihoz hasonloan a klorofill mennyiségében bekovetkezett
valtozasok is alatamasztjak, hogy a D. communis érzékenyebb mind a cinkkel, mind a rézzel
torténd kezelésekre, valamint, hogy a réz jelenlétére mindkét faj érzékenyebb.

A két faj cink megkdtési sajatossadgai hasonldak: a cink kis koncentracidoban (50%-os
novekedésgatlast okozd koncentracié alatt) is fOként extracellularisan kotédik meg.
Altalanossagban elmondhaté, hogy mindkét faj esetén nd az eltavolitott mennyiség a
koncentracid novelésével. A cink eltavolitdsa egy kezdeti gyors szakasszal jellemezhetd,
amely esetén kisebb koncentracioban (0,2-1,4 mg 1) az intracellularis felhalmozas
felilmtlhatja az extracellularis adszorpciot. A réz esetében altalanossdgban nagyobb
mennyiség keriil intracellularis felhalmozasra, mint cink esetében. 2,0 mg 1" illetve nagyobb
réz koncentraciok mellett a D. communis esetében nem lehet egyértelmiien €16 tenyészet réz-
eltavolitasarol beszélni, elsdsorban mar a holt biomasszat jellemzd folyamatok lehetnek

uralkodoak.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Viszonylag nagy (5-40 mg 1) cink koncentracid mellett vizsgaltuk a cink hatasait
oxidativ stressz mértékét, illetve az eltavolitott fém mennyiségét és az eltdvolitds modjat. A

munka ezen része soran sziiletett 1j tudomanyos eredmények a kdvetkezok:

- Meghataroztuk az akut toxicitds jellemzésére hasznalt ECs, értékeket cinkre a
sejtszam, valamint a klorofill mennyisége alapjan a Monoraphidium pusillum ¢és a

Monoraphidium griffithii zoldalga fajokra vonatkozdan.



- Ugyancsak az ECs érték alapjan az irodalmi adatokkal &sszevetve megallapitottuk,
hogy ugyanazon faj (Desmodesmus communis) eltérd izolatumai eltérd toleranciaval
rendelkezhetnek. A harom fajt 6sszevetve megallapitottuk, hogy ugyanazon viztérbdl

izolalt fajok eltér érzékenységet mutathatnak.

- Tudomasunk szerint ezek az elsé adatok a M. pusillum és M. griffithii z6ldalga fajok
cink megkdotésével kapcsolatban. Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, a vizsgalt
Monoraphidium fajok cink-eltavolité képessége alkalmassa teszi ket 20-30 mg 1"
cink koncentracioju vizek kezelésére, mig a D. communis érzékenyebbnek
mutatkozott a cink jelenlétére, mint a vizsgalt Monoraphidium fajok, azonban 15 mg I’
! cink-koncentracioig hatékony cink-eltavolitassal volt jellemezhetd, kisebb cink-

koncentraciokkal szennyezett vizek esetében jelentdsnek tekinthetd fémeltavolito

kapacitassal rendelkezik.

- A holt D. communis biomassza cink-kotése is jelentésnek mondhat6, mivel az dsszes
bemért cinkmennyiség ~50%-at eltavolitotta, azonban ugyan annyi szaraz tdmegnek
megfeleld mennyiségl €16 sejt tobb mint 30%-kal nagyobb mennyiségii fémet kotott
meg, ami arra utal, hogy az ¢l0 sejtben, illetve az €16 sejtek felszinén lejatszodo

folyamatoknak nagy jelentdsége van a cink megkdtésében.

Kis fém koncentraciok (0,2-5,0 mg 1) mellett a M. pusillum és a D. communis esetén
azt is tanulmanyoztuk, hogy a fém mindsége, a koncentracio, illetve az algafaj hogyan
befolyasolja a megkotés mértékét és modjat. A munka ezen része kapcsan az aldbbi

eredményeket emeljiik ki:

- Az akut toxicitdsra vonatkozé adatok (ECsy értékek) alapjan elmondhato, hogy a
Monoraphidium pusillum és a Desmodesmus communis fajok a cinkhez képest
érzékenyebbek a réz jelenlétére, illetve, hogy az ugyanabbdl a viztérbdl izolalt D.
communis lényegesen érzékenyebb a rézre, mint a M. pusillum, azaz ugyanazon

viztérbdl izolalt fajok eltérd érzékenységet mutathatnak.

- Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a vizsgdlt fajok egységnyi szaraz
tomegre vonatkoztatva rézbdl nagyobb mennyiséget tavolitottak el, mint cinkbdl (5

mg 1! oldatbol). Kisebb koncentracioknal egyes esetekben az intracelluldris



felhalmozas feliilmulhatja az extracelluldris adszorpciot, azonban foként az

extracellularis megkotddés a meghataroz6 folyamat.

Eredményeinket azonban egyik fajra nézve sem tekinthetjiik altalanos érvénytinek,
mivel adott taxon toleranciajat, ellenalloképességét elsésorban a genetikai adaptacio és az 6t
koriilvevé kornyezet fizikai ¢és kémiai tulajdonsédgai hatdrozzak meg. Eredményeink a
Debreceni Egyetem Hidrobiologiai Tanszékének torzsgylijteményében (Algal Culture
Collection, Department of Hydrobiology, University of Debrecen) fenntartott Monoraphidium
pusillum ACCDH-UDO0911, Monoraphidium griffithii ACCDH-UD1008, és Desmodesmus
communis ACCDH-UD1004 zoldalga fajokra érvényesek, ezen fajok mas izolatumai mas

cink- és réz-toleranciaval, illetve eltavolitd képességgel lehetnek jellemezhetdk.



1. INTRODUCTION

Environmental pollution has been become one of the most important social and
economic problem of the 21% century. Amounts of pollutants increased significantly as a
result of anthropogenic activities. Among the contaminants, heavy metals are metabolically
non-degradable. Due to this property, they present a serious risk for the ecosystems and also
for human health (Kotrba et al., 2011). Heavy metals are naturally involved in the
biogeochemical cycle, however amount of metals increase dramatically due to anthropogenic
sources. Industry, agriculture and inadequately treated urban and industrial wastewater and
sewage sludge are the primary emitters (Papp, 2011; Tercier-Waeber and Taillefert, 2008).
Conventionally, physical, chemical and physico-chemical methods are used for heavy metal
removal. Precipitation, flotation, clarification and different membrane technologies are widely
used in industrial scale to remove heavy metals from waters and wastewaters. These
conventional processes may be ineffective and/or rather expensive, when the concentration of
dissolved metal ions is lower than 100 mg I"' so biological methods for metal removal became
of interest in the past decades. Microorganisms (bacteria, fungi and algae) and their
metabolites are used for metal removal processes. Among microorganisms, eukaryotic green
algae are able to remove metal ions from aquatic solutions, due to their high phenotypic
plasticity and high sorption or uptake capacity (Volesky, 1990; Naja et al., 2010).

In my Thesis I focused on characteristics of heavy metal biosorption and/or
bioaccumulation by green algae taxa (Monoraphidium pusillum, Monoraphidium griffithii,
Desmodesmus communis), which commonly occur in Hungarian surface waters, they can be
easily isolable and their cultures are cheaply maintainable. Effects of essential metals (copper
and zinc) were tested, which can be toxic from certain concentrations and are constant
components of Hungarian surface waters and urban, industrial and agricultural wastewaters.

The effects of zinc on growth (cell and coenobia number, chlorophyll a content) and cell
morphology, its toxicity (ECsg), oxidative stress responses of the algae, and amounts as well
as characteristic (extracellular sorption and/or intracellular accumulation) of bound metal of
the biomass by common phytoplankton species Monoraphidium spp. and D. communis were

investigated from 5 to 40 mg 1" concentration. The aim of this study:

- How can different concentrations affect the treated cultures?
- Are there any specific morphological changes due to the impacts of metals on/in the

cells and coenobia?
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- What concentration of metals can cause oxidative stress in the investigated species?
- How many metals can the investigated species remove?

- Extracellular sorption or intracellular accumulation plays a key role in metal removal?

Correlations among the algal species, quality and quantity of metals and characteristics
of metal removal mechanisms were investigated at lower metal concentrations. The effects of
metals on growth (cell and coenobia number, chlorophyll a content), toxicity (ECsg), and the
amount of total, extracellularly and intracellularly removed metal were studied. The following

questions have arisen:

- How can metals influence the growth of the algal cultures in the studied
concentrations?
- Can algal species and quality and quantity of metals influence the amount of removed

metals and the metal removal mechanisms, and if yes, how?

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Culturing conditions and experimental design

Monoraphidium  pusillum (Printz) Komarkova-Legnerova (ACCDH-UDO0911),
Monoraphidium  griffithii (Berkeley) Komarkova-Legnerova (ACCDH-UD1008) and
Desmodesmus communis (E.Hegewald) E.Hegewald (ACCDH-UD1004) are maintained in
the Algal Culture Collection of Department of Hydrobiology, University of Debrecen
(ACCDH-UD). Cultures are maintained in Jaworski’s medium (pH: 7-7.5), bubbled with
sterile air, at 24°C, under continuous irradiation (45-50 [mol m~s?, 3330-3700 Lux).

Treatments were achieved within the same conditions, in 500 ml Erlenmeyer flasks (400
ml culture per flask). Control cultures contained no added zinc or copper, CuSO4 or ZnSO4
was added to the treated cultures to reach the required concentrations (0.2; 0.8; 1.0; 1.4; 2.0;
2.5; 5.0; 10.0; 15.0; 20.0; 30.0; 40.0; 80.0; 120.0 and 160.0 mg l'l). Exact initial metal

concentrations were always checked before the inoculation.
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2.2. Measurement of cultures growth

Growth of the control and treated cultures were followed by counting the cell and

coenobia number, measuring the chlorophyll-a content and dry mass of the samples.

2.2.1. Counting of cell and coenobia number

Cell and coenobia numbers were counted according to the European Standard EN

15204 (2006) using an Olympus BX50F-3 fluorescent microscope at 400x magnification.

2.2.2. Measurement of chlorophyll-a content and dry mass of the cells and coenobia

For chlorophyll-a content and dry mass measurements, samples were collected daily,
centrifuged and after removal of supernatants, pellets were lyophilized and weighed. These
data were used to give the amounts of removed metal in unit of dry mass. Chlorophyll a
contents were measured from the weighed samples spectrophotometrically, applying the

methanolic extraction method according to Felfoldy (1987).

2.3. Measurement of morphological changes

Morphological changes were measured in 10-40 mg 1" treated M. pusillum and M.
griffithii cultures and in 2.5-15 mg I"' treated D. communis cultures. Changes in cells and
coenobia morphology were followed by the above-mentioned (2.2.1.) microscope at 1,000x

magnification.

2.4. Measurement of changes in lipid peroxidation

Lipid peroxidation levels were measured in 10-40 mg 1" treated M. pusillum and M.
griffithii cultures and in 2.5-15 mg 1" treated D. communis cultures as the amount of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), according to the method of Verma and
Dubey (2003). Results were given in percentage, 100% was the value measured in control

culture at the beginning of the treatments.
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2.5. Measurement of the total amount of removed metals

Total amounts of removed metals were calculated based on decreasing zinc contents of
the supernatants and dry mass data were used to calculate the results to unit of dry mass.
Extracellular bound metal content was measured according to the method described by
Tripathi and Gaur (2006). According to previous measurements (HNOs (70 %), H,O (30 %),
and deionised water at a 1:1:3 ratio digestion mixture), the intracellular metal level is equal to

the difference of the amount of total and extracellular metal levels.

2.5.1. Measurement of the amount of removed zinc (chapters 3.1 and 3.2)

Zinc contents of the cell-free supernatants were measured according to the Hungarian
Standard MSZ 1484-3:2006 5. by Atom Absorption Spectrometry (AAS, UNICAM 969 with
GF90 plus oven transformer and FS90 plus oven sample tray unit), in the laboratory of

Environmental Protection, Nature Conservation and Water Authority, Trans-Tisza Region.

2.5.2. Measurement of the removed zinc and copper (chapter 3.3)

The amounts of metals were measured by Microwave Plasma Atomic Emission
Spectroscopy (Agilent 4100 MP-AES) in the laboratory of University of Debrecen,
Department of Inorganic and Analytical Chemistry. The instrument for the measures was

supported by Novo-Lab Ltd.

2.6. Statistical analyses

One-way analysis of variance-covariance (ANCOVA) was used to determine the
significances among the tendency differences of growth curves of control and treated cultures.
For statistics of morphology changes and oxidative stress, data were subjected to analysis of
variance (two-way ANOVA). One-way ANOVA and repeated measures ANOVA were used
for the analyses of metal removal data. Three-way ANOVA was used to analyse the
correlations among the algal species, quality and quantity of metals and characteristic of metal

removal mechanisms (Zar, 1996; Hammer et al., 2001).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Results of Monoraphidium spp. and D. communis zinc treatments in 5-40 mg 1"
concentration can be summarized as the followings: On the basis of cell number and
chlorophyll a content M. griffithii was more sensitive to zinc than M. pusillum. Chlorophyll a
contents responded more sensitively to treatments than cell numbers in the case of both
isolates. ECs values used to characterize acute toxicity were calculated both on the basis of
cell number and chlorophyll a content. According to these data, the studied green algae can be
characterized as zinc-tolerant ones, however, there are more tolerant species (Travieso et al.,
1999; Nishikawa és Tominaga 2001). D. communis was more sensitive to high zinc
concentrations (>15 mg 1™"), than other Scenedesmus species, and on the basis of coenobia
numbers and chlorophyll-a content, it was more sensitive to zinc treatments than
Monoraphidium species.

The changes of morphology and lipid peroxidation were followed in significantly
affected, but considered as living cultures. The numbers of deformed cells were higher in
treated Monoraphidium cultures than in control culture, the changes were more enhanced in
the case of M. pusillum. Initially added zinc caused significantly higher increase in TBARS
levels (referring to increased lipid peroxidation) in M. griffithii cultures than in M. pusillum
cultures. The studied morphological and enzymological changes appeared only at high zinc
concentrations, and were not specific, so the studied species are not suitable to indicate metal
(zinc) contamination due to their tolerance. Zinc treatment affected D. communis morphology,
cells appeared in unusual numbers (differently from 2—4—8 cells per coenobia) and appeared
in changed morphology referring to abnormal cell division. Morphological changes of D.
communis were significan, but these changes seemed not to be highly specific or
characteristic to zinc treatment, contaminants affecting cell division other than zinc may cause
similar morphological changes (Morin és Coste, 2006; Pawlik-Skowronska, 2003). The
observed enzymological changes were more moderate in D. communis cultures than in
Monoraphidium cultures, however these moderate changes appeared already at 2.5 and 5 mg
I"" zinc concentration, while higher degree of lipid peroxidation were observed at 10 mg 1™
zinc concentration, so it seems that D. communis was more sensitive than Monoraphidium
species also from oxidative stress aspects.

Zinc removal was followed in significantly affected, but considered as living cultures.
According to our knowledge, the data presented here are new for the zinc removal ability of

the green algae M. pusillum and M. griffithii. Comparing the literature data with each other
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and with our results, it seems that zinc-binding ability of the studied species is in the
““medium range’’ (Ahuja et al., 2001; Romera et al., 2007). Whether the result were
interpreted in percentage of the initial zinc content or in unit of dry mass, they show that the
studied Monoraphidium species are suitable to treat waters up to 20-30 mg 1" zinc
contamination, due to their zinc tolerance and removal ability. The results show that the
amount of extracellularly removed zinc was higher than intracellular accumulation in treated
cultures in the case of both studied strains. Among the studied species, D. communis was
more sensitive to the presence of zinc than Monoraphidium ssp., however it could be able to
effectively remove zinc up to 15 mg I concentration (Perales-Vela, 2006; Monteiro et al.,
2009; 2011a). The results show that a larger proportion of removed zinc is bound by
adsorption onto the cell surface, similarly to Monoraphidium species.

Substantial quantities of zinc could be removed by dried biomass of D. communis, since
50% of removed zinc in proportion of initial zinc concentration was removed; however
removal ability was higher in the case of living biomass. The removal ability (percentage of
removed zinc in proportion of initial zinc concentration) was 30% higher in the case of the
same amount of living biomass, these phenomena suggest that living cell processes have high
importance in zinc sequestration.

Correlations among the algal species, quality and quantity of metals and characteristic
of metal removal mechanisms were investigated at lower metal concentrations. The effects of
metals on growth (cell and coenobia number, chlorophyll a content), toxicity (ECs), and the
amount of total, extracellularly and intracellularly removed metal were studied.

On the basis of cell and coenobia number both D. communis and M. pusillum were
more sensitive to copper treatment compared to zinc, and D. communis was less tolerant to
both studied metals than M. pusillum. Changes of chlorophyll a content proved that D.
communis was more sensitive to zinc- and copper treatment, and both cultures responded
more sensitively to the presence of copper.

The zinc binding characteristics of the two species were similar: at low concentration
(below 50% growth inhibition) zinc was mainly removed extracellularly. The amount of
removed zinc increased with increasing concentrations in the case of both species. The zinc
removal activity can be characterized with an initial rapid phase, in this case the intracellular
accumulation may exceed the extracellular adsorption at lower concentrations (0.2-1.4 mg I'").
Larger quantity of copper was accumulated into cells and coenobia than in the case of zinc.

The process of removal can not be clearly discussed as removal of living D. communis from
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2.0 mg I copper concentration cultures, primarily the removal processes characteristic to

dead biomass could be dominant.

4. NEW SCIENTIFIC RESULTS

The effects of zinc on growth, cell morphology, level of oxidative stress, and amounts

as well as characteristics of metal removal were investigated to three green algae species at

relatively high (from 5 to 40 mg 1) zinc concentration. New scientific results are summarized

in the followings:

On the basis of cell and coenobia number and chlorophyll-a content, acute toxicity
(ECsp) was determined to Monoraphidium pusillum and Monoraphidium griffithii

cultures.

According to ECsy results of this study and literature data, it was established that
different strains of the same species (Desmodesmus communis) could be characterized
with different zinc tolerance. Comparing of the sensitivity of three green algal species,

different isolations from the same water body have different sensitivity.

To our knowledge, our results provide new data for the zinc removal ability of the
green algae M. pusillum and M. griffithii. Based on these results, zinc-binding ability
of the studied Monoraphidium species makes them feasible in treatment of
wastewaters up to 20-30 mg I zinc contamination. D. communis was less tolerant to
the presence of zinc than Monoraphidium species, however it could effectively
remove zinc up to 15 mg I zinc concentration, so this strain also can be used

successfully in removal of zinc from less contaminated water.

Substantial quantities of zinc could be removed by dried biomass of D. communis,
since 50% of removed zinc in proportion of initial zinc concentration was removed;
however removal ability was higher in the case of living biomass, which suggest that

living cell processes have high importance in zinc sequestration.
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Correlations among the algal species, quality and quantity of metals and characteristics
of metal removal mechanisms were investigated at relatively low (0,2-5,0 mg 1) metal

concentration. New scientific results are summarized in the followings:

- On the basis of acute toxicity (ECsp) it can be concluded that both studied strains were
more sensitive to copper treatment compared to zinc, and D. communis was less
tolerant to both metals than M. pusillum. Isolated species from the same water body

had different sensitivity.

- It can be also concluded that larger quantity of copper was removed by cells and
coenobia calculated to unit of dry mass than zinc. At lower concentrations (0.2-1.4 mg
1"") the intracellular accumulation may exceed the extracellular adsorption; however

the latter was the main process.

Our results can not be considered as general, because tolerance and resistance of
different species are determined by the genetic adaptation and physical and chemical
circumstances of the surrounded environment. Our results are applicable to Monoraphidium
pusillum ACCDH-UDO0911, Monoraphidium griffithii ACCDH-UDI1008 and Desmodesmus
communis ACCDH-UD1004 cultures maintained in the Algal Culture Collection of
Department of Hydrobiology, niversity of Debrecen (ACCDH-UD), other strains of these

cultures could be characterised different zinc and copper tolerances and removal abilities.
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