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Fikocianin meghatarozasi modszerek ¢és alkalmazasuk kiillonb6z6

trofitasu viztereken

Horvath Hajnalkal, Kovics W. Attila', Voros Lajosl, Zsigmond Eszter” és Présing Métyés]
1MTA OK BLI, 8237. Tihany, Klebelsberg Kuno u. 3. - >Babes-Bolyai Tudomanyegyetem, Kolozsvar, Romania

fikocianin, foként a cianobaktériumokban (kékalgak) szintetizalodo fotoszintetikus pigment, melynek mennyiségi meghatarozasa

alkalmas a cianobatériumok jelenlétének és relativ megoszlasanak gyors becslésére. A pontos mennyiségi meghatarozasra
alkalmas extrakciés modszerek tobbsége specialis felszereltséget igényld, draga eljaras. Kisérleteink soran —melyekben négy,
rutin laboratériumokban is kivitelezheté modszert hasonlitottunk Ossze— megallapitottuk, hogy a legelterjedtebb, fagyasztasos-
olvasztasos ciklusokon alapulé modszer alacsony alga-biomassza tartomanyban (< 30 pg/l) bizonytalan és alulbecsiilheti a valos
értéket. Ezért célunk volt kidolgozni egy fikocianin meghatarozason alapuld gyors és reprodukalhatdo modszert, mely alkalmas
oligo-mezotrof tavak fitoplanktonjanak cianobaktérium biomassza becslésére (is). Eredményeink szerint egyetlen fagyasztasi-
olvasztasi ciklus ultrahangos roncsolassal kiegészitve, 25 %-kal hatékonyabb extrakciot eredményez. E modszer természetes
viszonyok kozotti kiprobalasa sordn, a Balatonban a fikocianin koncentracidja erds korrelaciét mutatott (> = 0.8018) a
mikroszkoppal meghatarozott cianobaktérium biomasszaval. Eredményeink alatdmasztjdk a modszer alkalmazhatosagat és
érzékenységét oligo- és mezotrof vizterek fikocianin alapjan valo jellemzésére és alkalmazasa biztos lehetdséget nyujt pl. a

Kivonat
modern tavérzékelés modszerének széles trofitasi skalan torténd értékelésére.
Kulcsszavak:  Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena spiroides, fikocianin, extrakciés modszerek.
Bevezetés

A fikobiliproteinek a cianobaktériumokra, Rodophyta és
néhany Cryptophyta fajra jellemz6 pigment-protein komp-
lexek, melyekben alapvetéen harom fikobilin kromofor for-
dul el6: az allofikocianin, a fikocianin és esetenként a fikoe-
ritrin (Williams €s mtsai, 1980). A fikobilin kromoforok a
tilakoid membran kiils6 felszinén elhelyezkedd szupramole-
kularis komplexekben a fikobiliszOmaban talalhatok, mint
6 fotoszintetikus kisegit6 pigmentek (Sidler, 1994). A fiko-
biliproteinek szintézise csak az algak egy szlik korére jel-
lemzd, ezért e pigmentek meghatarozasaval ezen algak a-
dott viztérben valo jelenléte becsiilhetd (Watras és Baker,
1988). A cianobaktériumok el6fordulasanak a fikocianin
meghatarozasan alapuld becslése évtizedekre visszamend,
kiterjedt irodalommal rendelkezik: ,,in situ” fluorimetrias
terepi meghatarozas, (pl. Seppild és mtsai, 2007), ,,in vivo”
fluorimetrias meghatarozas (Gregor és Marsalek, 2005),
tavérzékelés (pl. Simis és mtsai, 2005) vagy ,,in vitro” ké-
miai extrakcds modszer (Sarada és mtsai, 1999). Azonban
ezek tobbsége draga felszereltséget igényld és/vagy id6igé-
nyes eljaras. Ezért célunk volt kidolgozni egy megbizhato,
gyors ¢s olcsd modszert a fikocianin mennyiségének meg-
hatarozasara, a cianobaktérium biomassza gyors becslésére.

Anyag és modszer

Alga kultura és tenyészteési feltételek

Cylindrospermopsis raciborskii (Wolosz.) Seenayya et
Subba Raju ACT 9502, Anabaena spiroides (Kleb.) ACT
9607, Aphanizomenon flos-aquae (L.) Ralfs ACT 9605 és
Aphanizomenon issatschenkoi (Ussatzew.) Proschkina-Law-
renko) ACT 9608 izolalt térzsét hasznaltuk a médszerek ha-
tékonysaganak Osszevetése soran. Az alga torzseket 24°C-
on, 14-10 o6ra fény-sotét ciklusban, 40 pmol/m*/mp intenzi-
tasu fénnyel megvilagitva (fény mérése LI-COR 1400
fénymér6hoz csatlakoztatott 4m kvantum szenzorral (Walz
US-SQS/L)), NaNOs;-mentes BG-11 tapoldaton szaporitot-
tuk (Rippka és mtsai 1979).

Extrakcios modszerek

A fikocianin kinyeréséhez a 15 ml 0,05 M foszfat puffert
(pH = 6,8, Na,HPO4, KH,P0O4), Whatman GF/C membran-
szlir6t és BHG HERMLE Z320 centrifugat (4000 rpm/10
perc) hasznaltunk.

1) Fagyasztas-olvasztds modszer (Bennett és Bogorad,
1973): a mintak sziirését kovetden az alga sejtek fikocianin
tartalmat 5 parhuzamos fagyasztasi-olvasztasi ciklusban
vontuk ki. A mintdkat —20°C-on fagyasztottuk és 9+1°C-on,
termosztatban olvasztottuk ki (NESLAB RTE 17).

2) Dorzsmozsaras homogenizalds: a centrifugalt mintat
jégben hiitdtt dorzsmozsarban homogenizaltuk (~5 percig).
Az egyes dorzsolési ciklusokat kdvetden a mintat centrifu-
galtuk; a feliiliszobol meghataroztuk a fikocianin koncent-
ujra homogenizaltuk. A ciklusok szdmat addig noveltiik,
mig a fikocianin koncentracidja még mérhetd volt a feliil-
uszoban (esetiinkben 5 ciklus/3 parhuzamos)
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1. abra:
Az alkalmazott extrakcios modszerek sematikus dbrdja.

.3) Ultrahangos homogenizalas (Cole Parmer Instrument
Ultrasonic Homogenizer 4710, normal szonikal6 fej, 5 telje-
sitmény kapcsold é&llason és 50 %-os megszakitasi ciklus-
sal): a mintak sziirését kovetden az alga sejtjeinek Osszeto-
réséhez kiilonb6z6 ideig tartd ultrahangos roncsolast alkal-
maztunk (0; 15; 30; 45; 60; 90 és 120 mp/3 parhuzamos).

4) Forgokéses homogenizalas (Polytron Homogenizer
PT 10-35; 710 W): a centrifugalt mintat kiilonb6z6 ideig
tartd homogenizaltuk (0; 15; 30; 45; 60; 90 és 120 mp).

5) Kombinalt moédszer (°/’ és ’3’” mddszer kombinélva):
a mintdt GF/C-n szrtiik, —20°C-on egyszer fagyasztottuk
majd termosztatban olvasztottuk. A fikocianin sejtbdl valod
kinyeréséhez a mintdkat kiilonboz6 ideig szonikaltuk a 3.
pontban leirt beallitasoknak megfelelden (0; 15; 30; 45; 60;
90 és 120 mp/3 parhuzamos).

A kiilonboz6 extrakcids modszereket kovetden a minta-
kat szliréssel (kivéve ’2’-modszer esetében centrifugalassal)
tisztitottuk. A fikocianin mennyiségi meghatarozasa soran a
mérésekhez Shimadzu UV-1601 spektrofotométert és Sie-
gelman & Kycia (1978) egyenletét hasznaltuk:

C-fikocianin (PC) = (A615 — 0,474 * A652) / 5,34.
ahol: A615: a mért abszorbancia 615 nm-en; A652: a mért
abszorbancia 652 nm-en egy cm-es kiivettaban.
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Természetes vizminta elemzése

2010 augusztusaban a Balaton négy medencéjébdl gytij-
tott vizmintak (meritett, ~ 40 cm vizmélységb6l) fikocianin
a kapott eredményeket Gsszevetettiik a mikroszkoppal meg-
hatérozott cianobaktérium biomasszaval.

A ’3’ és ’5’ modszer hatékonysagat laboratoriumi és ter-
mészetes koriilmények kozott is vizsgaltuk. Kisérleteink so-
ran kiilonb6z6 alga-biomassza és faji osszetétellel jellemez-
hetd természetes vizekbdl (Patkai-tdrozo, Zamolyi-tarozo,
Kis-Balaton Ingodi-berek ¢és Balaton Keszthelyi-medence)
gyljtott mintakkal és a fent emlitett négy cianobaktérium
fajjal is dolgoztunk.

Biomassza szamolas

A mintakat Lugol-oldattal tartositottuk a fitoplankton 6s-
szetételét és mennyiségét mikroszkoppal hatdroztuk meg
(Utermohl, 1958).

Eredmények és értékelésiik

3500

Extrakcios modszerek dsszehasonlitasa

Szémos fikocianin extrakcids protokoll 1étezik az irodalom-
ban, melyek tObbsége tengeri, egysejti (coccoid)
cianobaktérium fajok fikocianin tartalmanak kinyerésérol
szolnak. Kisérleteink soran az irodalomban talalhatd négy
extrakciés modszer hatékonysagat hasonlitottuk Ossze,
melynek soran a Cylindrospermopsis raciborskii fonalas
nitrogénkotd cianobaktérium (kl-a 575 pg/l, 20-20 ml sziir-
let) ugyanazon tiszta tenyészetével dolgoztunk.

A fent leirt modszerek koziil a forgokéses homogenizald
volt a legkevésbé hatékony (2. abra); a maximalisan kinyer-
hetd fikocianin tartalom alig 10%-4t lehetett ily médon ki-
vonni a sejtekbdl. A dorzsmozsaras homogenizalas soran
értiik el a legnagyobb fikocianin koncentraciot (3213 pg/l),
azonban rendkiviil id6- és munkaigényes feltarasnak bizo-
nyult, valamint nehézkes és nem reprodukalhatd; az egyes
parhuzamos extrakciok ciklusai kozotti relativ szorasok 5 és
73 % kozott valtoztak.
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2. abra: Négy extrakcios modszer (’1-4°) hatékonysdga a Cylindrospermopsis raciborskii tenyészeténél: 1) fagyasztds-
olvasztas modszer, 2) dorzsmozsaras homogenizdlds, 3) ultrahangos homogenizdlds, 4) forgokéses homogenizalds.

parhuzamos mintak szama

A fagyasztas-olvasztds modszernél és az ultrahangos
homogenizalasnal az extrakcios id6t novelve, kezdetben
névekvo fikocianin koncentracio figyelhetd meg (1. ab-
ra: 1, 3), majd —feltehetéen a bomlas kovetkeztében— fo-
lyamatos csokkenés. A fagyasztas-olvasztds modszernél
a kinyerhetd fikocianin koncentracio a 2. ciklusban elérte
maximumat (’2° modszer 68 %-a, ~2200 pg/l), majd a
kovetkezd ciklusoktol folyamatos csokkent. Ez a csok-
kenés kezdetben néhany tized % volt, ami az 5. ciklusnal
mar elérte a 15 %-ot. Ebbdl lathatd, ha rosszul valasztjuk
meg —pl. irodalmi adatok alapjan, (pl.: Sarada és mtsai,
1999)— az extrakcios ciklusok szamat, akkor jelentds
fikocianin koncentracio csokkenéssel kell szamolnunk.
Az ultrahangos homogenizalas esetében egy viszonylag
nagy iddintervallum all rendelkezésre a maximalisan ki-
nyerhet6 fikocianin tartalom elérésére. Mindkét modszer
konnyen reprodukalhatd (c.v. = 2,94%), egyszerli és
koltséghatékony, azonban a fagyasztas-olvasztds mod-
szernél az optimalis ciklus szamat befolyasolhatja az a-
dott viztér biomassza és faji dsszetétele is. Az ultrahan-
gos homogenizalas 25 %-kal nagyobb mennyiségi fiko-
cianin kinyerését tette lehetévé, mindamellett, hogy a
legkevesebb 1d6t vette igénybe. A dérzsmozsaras homo-
genizalas és az ultrahangos roncsolas hatékonysaga ko-
z0Otti kiilonbség 5 % kortli volt, igy ez utobbi reprodu-
kalhaté6 modszerrel dolgoztunk a tovabbiakban.

1 2 3

extrakcids idé (mp) extrakcids idé (mp)

A Balatonban dominansan el6forduldé négy
cianobaktérium faj esetében vizsgaltuk az egyszeri fa-
gyasztas hatasat a fikocianin kinyerésére (3. abra).

Downes ¢s Hall (1998) szerint az extrakci6 hatékony-
saga az alkalmazott szonikalasi id6t6l és a szonikalo tel-
jesitmény beallitasatol fiigg. Kisérleteink soran azt ta-
pasztaltuk, hogy ugyanolyan beallitasok mellett, a fajok
mechanikai hatassal szembeni ellenallo képessége is be-
folyasolja a feltaras idejét. Fajtdl fliggéen esetiinkben
15-90 mp kozott valtozott az optimalis roncsolasi id6.
Kisérleteink soran a Cylindrospermopsis raciborskii sejt-
jeinek Osszetdrése vette igénybe a legtobb i1d6t, ami
~1000 pg/l kl-a koncentracié mellett 90 mp volt. Ezt az
Aphanizomenon flos-aquae (~500 pg/l-1 kl-a) és az
Anabaena spiroides (~800 pg/l-1 kl-a) kovette. E két
utobbi esetében kevesebb, mint egy perc elegendd volt a
maximalis pigment tartalom kinyeréséhez, mig az
Aphanizomenon issatschenkoi—nal ez mindossze 15 mp
volt (1500 pg/l kl-a). Ez utobbi faj volt az egyetlen a
vizsgaltak koziil, mely fikocianin koncentracidja a fa-
gyasztast kovetéen kevesebb volt az egyszerd
szonikalashoz képest. Ez az eredmény is aladtdmasztja
ezen faj ,.érzékenységét” mechanikai hatassal szemben.
A tobbi vizsgalt faj esetében a kombinalt modszer 0,1-9
%-al magasabb fikocianin koncentraciot eredményezett.
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3. dbra: Az ultrahangos roncsolds (°3’ modszer; haromszoggel jelolve) és a kombinalt modszer (°5’° modszer; korrel jelol-
ve) dsszehasonlitasa négy cianobaktérium faj esetében: 1) Cylindrospermopsis raciborskii, 2) Anabaena spiroides, 3)
Aphanizomenon flos-aquae, 4) Aphanizomenon issatschenkoi.
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Az eltéré biomasszaju és faji dsszetétellel rendelkezd ter-
mészetes vizmintak esetén (4. abra) a fent emlitett két mod-
szer (’3’ és ’5%) kozotti kiilonbség szembetiindbb, mint az
alland6 laboratériumi koriilmények kozott tenyésztett ci-
anobaktérium fajoknal.

A kombinalt modszerrel kinyert fikocianin koncentraciot
100 %-nak tekintve, az egyszer(i ultrahangos roncsolas 15—

2

65 %-kal kisebb hatékonysagu volt. Ezek az eredmények az
adott él6hely alga biomassza nagysagatol fiiggetleniil ala-
kultak igy (kl-a koncentraciok: Patkai-tarozo 515 ug/l, Za-
molyi-tarozo 373 ug/l, Kis-Balaton Ingoi-berek 187 ug/l és
Keszthelyi-medence 24,8 ug/l). Az eltéré extrakcios idonél
jelentkezd fikocianin maximumok pedig a fentiek alapjan a
fitoplankton kiilonb6z6 faji dsszetételének eredménye lehet.
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4. abra: A fagyasztas-olvasztas (fekete oszlopok) és kombinalt modszerek (fehér oszlopok) dsszehasonlitisa: 1) Patkai-
tarozo, 2) Zamolyi-tarozo, 3) Kis-Balaton Ingoi-berek, 4) Keszthelyi-medence esetében.

2010-es kisérletsorozatunkban a Balaton négy medencé-
jébol szérmazo6 35 felszini vizminta esetében el8szor nyilt
lehet6ségiink a fent emlitett két modszer hatékonysaganak
Osszehasonlitasara és mikroszkoppal meghatarozott bio-
masszaval vald Osszevetésére. (5. dbra). A fagyasztas-ol-
vasztas modszerrel a mintak kozel 1/3-anal a fikocianin tar-
talom nem érte el a kimutatasi hatarértéket, annak ellenére,
hogy a cianobaktériumok részesedése az alga biomasszabol
esetenként meghaladta a 90 %-ot is (14-93 %). Ezen mintak
2/3-anal a dominans cianobaktérium faj az Aphanizomenon
issatschenkoi volt. A kombinalt médszer viszont sokkal ér-
z€kenyebbnek bizonyult, valamennyi minta fikocianin tar-
talma kinyerhet6 és mérhetd volt. Mindkét modszerrel ka-
pott fikocianin tartalmat Osszevetettiik a valos cianobaktéri-
um biomasszaval (4. dbra). A kombinalt modszerrel sokkal
szorosabb Osszefiiggést kaptunk (1°=0,8022), mint a fagya-
sztas-olvasztas modszerrel (r°=0,5474), mellyel a part ko-

zeli minték fikocianin tartalmat nem tudtuk meghatarozni.
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5. abra: A fagyasztas-olvasztas (négyzettel jelolt) és a kom-
binadlt (rombusszal jelolt) modszerrel kapott fikocianin ko-
ncentrdacio és a mikroszkoppal meghatdrozott biomassza
mennyisége kozotti osszefiiggés a Balaton felszini vizmin-
tdiban.

Bar az ultrahangos roncsolassal 6nmagaban kozel ugya-
nazon hatékonysagot el lehet érni, mint a kombinalt mod-
szerrel (2. dbra: alland6 koriilmények kozott szaporitott fa-
jok esetében), ez utobbi tobb elonyt ad a mintafeldolgozas
soran. A mintak fagyasztasa alkalmat ad a késdbbi pigment
meghatarozasra, lehetdséget biztositva az extrakcios id6 op-

timalizalasara, melyet a biomassza nagysaga ¢s faji 0sszeté-
tele alapvetden befolyasol, tovabba rovidebb ideig tartd szo-
nikalast tesz lehetdvé, mely csokkenti az ultrahangos ron-
csolas soran bekovetkezd hémérséklet-emelkedésbdl adodo
pigment bomlast.

Az 4ltalunk kidolgozott kombinalt médszerrel elért ered-
ményeink (r’=0,8082) j6 alapot szolgaltathatnak a fikocia-
nin koncentracidja és a cianobaktérium biomassza kozotti
viszonyszam leirasara.
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Phycocyanin extraction methods and its application in freshwaters with different trophic states
Hajnalka Horvdth, Attila W. Kovdcs, Lajos Voros, Eszter Zsigmond and Mdtyds Présing

Abstract_Phycocyanin (PC) is one of the water-soluble accessory pigments of cyanobacteria species which concentration is used to estimate the presence and relative
abundance of cyanobacteria. A number of studies have been published on phycocyanin extraction methods, but there is no standard protocol for PC extraction from cya-
nobacteria cells. After several experiments with four filamentous N,-fixing cyanobacteria strains (Cylindrospermopsis raciborskii, Anabaena spiroides, Aphanizomenon
flos-aquae and Aphanizomenon issatschenkoi), the effectiveness of four selected extraction methods (repeated freeze-thaw method, homogenization with mortar and pe-
stle, Ultrasonic and Polytron homogenizer) was compared with the culture of C. raciborskii. It was found that the extraction efficiency of phycocyanin was the highest
(of the methods compared) when a single freezing-thawing cycle was followed by sonication (25% more yield was extracted than with freezing-thawing method alone).
Applying this combined method to surface water of Lake Balaton, a good correlation was found between PC concentration and cyanobacterial biomass (r* = 0.8082). It
has been shown that the combined method could be suitable to measure cyanobacteria PC content and estimate contribution of cyanobacteria to total biomass.
Keywords: ylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena spiroides, phycocyanin, extraction methods.



