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1. Wstep

Testy toksykologiczne sa szeroko stosowane do oceny oddziatywania
zwigzkéw chemicznych na organizmy zywe. Najczgsciej w testach biologicz-
nych zwigzanych z badaniem $rodowiska wodnego, jako organizmow testo-
wych uzywa si¢ mikroorganizmow: bakterii, glonéw i cyjanobakterii, ze wzgle-
du na to, ze w wigkszosci ekosystemoOw pehnig one istotng ekologiczna rolg 1 sg
stosunkowo czute na toksykanty [34].

Standardy wykonania takich testow sa szczegotowo opisane przez rézne
agencje ochrony $rodowiska w tym miedzy innymi przez ISO (International
Organization of Standarization) [14] i OECD (Organization for Economic Co-
operation and Development) [29].

Podstawg w testach glonowych sg monospecyficzne komorki glonoéw,
hodowane przez kilka pokolen w okreslonym medium, zawierajacym badang
substancje. Najczgséciej w standaryzowanych testach toksykologicznych z uzy-
ciem glonow jako organizmow testowych uzywa si¢: zielenice, okrzemki oraz
cyjanobakterie. Wskaznikami stosowanymi do oceny toksycznego wplywu ba-
danych substancji na mikroorganizmy sa:

o ECx (Effect Concentration) — st¢zenie efektywne — stezenie substancji tok-
sycznej, ktore w okreslonym czasie trwania badan powoduje x% (np.50%)
zahamowanie procesu zyciowego organizmu testowego w stosunku do kon-
troli;
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o LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) — najnizsze st¢zenie sub-
stancji toksycznej, ktore w okreslonym czasie trwania badan, powoduje sta-
tystycznie istotne zmiany (p<0,05) w stosunku do kontroli;

o NOEC (No Observed Effect Concentration) — najwyzsze st¢zenie substancji
toksycznej, ktére w okreslonym czasie trwania badan, nie wywotuje staty-
stycznie istotnych zmian (p<0,05) w stosunku do kontroli.

Alternatywa dla testow z zastosowaniem komorek wolnych sg testy,
w ktorych wykorzystuje si¢ komorki immobilizowane.

Zwigzane z nos$nikiem komorki glonéw stosuje si¢ zarowno w testach
biologicznych przeprowadzanych w laboratorium [1], a od niedawna rowniez
w oznaczaniu toksycznosci w warunkach in situ [7, 24, 25, 33].

Technika immobilizacji zwigksza uzyteczno$¢ glonow w oznaczaniu
toksycznosci, poniewaz daje uproszczenie w manipulowaniu glonami. Pozwala
ona roOwniez na wyeksponowanie glonéw na toksyczne Scieki w warunkach
naturalnych oraz znosi problemy z testowaniem barwnych roztworow i metnych
sciekow [5].

Immobilizacja jest procesem polegajacym na unieruchomieniu komoérek
poprzez ich zwigzanie z powierzchnig nosnika lub uwigzienie w jego wngtrzu
[21]. Przy wykonywaniu immobilizacji wazne jest zwrocenie szczegdlnej uwagi
na wiasciwy dobor zarowno nosnika jak i techniki jego wigzania z komorka
roslinng. Nos$nikami stosowanymi do unieruchamiania komérek moga by¢ natu-
ralne polimery organiczne (celuloza, alginian, agaroza), syntetyczne polimery
organiczne (zele poliakraylamidowe) oraz nosniki nieorganiczne (widkna
szklane, perlit) [21]. Rowniez wséréd metod unieruchamiania komoérek roslin-
nych mozna wyr6zni¢ kilka gtdwnych grup w zaleznosci od rodzaju wigzania
no$nika. Sg nimi: wigzanie na powierzchni ciat statych, zamykanie we wnetrzu
czastek no$nika, tworzenie duzych agregatow wielokomorkowych.Najlepiej
poznana i opisana metoda immobilizacji polega na zamykaniu komorek roslin-
nych we wnetrzu no$nikéw, ktorymi sg zele polisacharydowe o charakterze
stabych kwasow. Do tego rodzaju nosnikow zalicza si¢ migdzy innymi alginian
sodu. Jest to s61 sodowa kwasu alginowego, pozyskiwanego z morskich brunat-
nic z gatunku Macrocystis pyrifera. Nalezy on do no$nikéw z grupy naturalnych
polimeréw organicznych.

Stezenie miedzi w formie rozpuszczonej w wodach Baltyku szacowane
jest na poziomie od 0,14+0,83 pg-dm™ [30]. W zwiazku z przedostawaniem si¢
miedzi do $rodowiska morskiego gltéwnie z wodami rzecznymi, zwigkszone
ilosci tego pierwiastka moga wystgpowaé w strefach przybrzeznych. W Zatoce
Gdanskiej stezenie miedzi wynosi od dziesi¢tnych czgsci mikrograma do
8,3 ug-dm™ [16, 32]. Spowodowane jest to dostarczaniem duzego tadunku tego
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metalu wraz z wodami Wisty 1 Redy jak rowniez poprzez $cieki pochodzace
zard6wno z portu w Gdansku i Gdyni.

Dostepnos¢ metalu dla glonow w wodach naturalnych jest regulowana
glownie przez zwiazki chelatowe (kwasy humusowe, fulwokwasy), ktore maja
duze powinowactwo do jonow metali i w ten sposob redukujg ich aktywnos¢.
Poprzez tworzenie z nimi kompleksoéw zatrzymuja je w roztworze. W kulturach
glonéw jako chelator stosuje si¢ cytryniany, EDTA i ekstrakty z gleby humu-
sowej [16, 17].

Miedz jest pierwiastkiem niezbgdnym glonom do ich prawidtowego
funkcjonowania. Bierze ona, bowiem udzial waznych procesach zyciowych
takich jak fotosynteza i oddychanie komorkowe czy tez metabolizm zwigzkow
azotowych. Jednak po przekroczeniu stgzen fizjologicznych staje si¢ ona tok-
syczna dla organizmu, powodujagc w nim liczne niekorzystne zmiany, ktore
moga prowadzi¢ do obnizenia wydajnosci niektoérych procesow zyciowych lub
nawet jego Smierci.

Celem niniejszej pracy byta ocena potencjalnego zastosowania immobi-
lizowanych komoérek glonéw w badaniach toksyczno$ci metali ciezkich. Zbada-
no wplyw zmiennego stezenia miedzi na wzrost komorek w populacji zielenicy
Chlorella kessleri. Dla celow porownawczych przeprowadzono eksperymenty
z zastosowaniem hodowli ptynnej C.kessleri.

2. Material i metody

Material dos$wiadczalny stanowila jednokomorkowa akseniczna zielenica
Chlorella kessleri H1901 pochodzaca z Kolekcji Kultur w Pradze (CAUP) [31].

Do prowadzenia hodowli komodrek C. kessleri stosowano dwa podloza
mineralne: BBM — przygotowanie inoculum [4] i podioze ISO — hodowla wta-
sciwa [14].

W celu otrzymania inoculum komoérek wolnych okreslong objeto$¢ pod-
toza BBM pH 7,3+0,2 zaszczepiono 7 dniowg ptynng hodowlg zelenicy. Probki
inkubowano przez okres 10 dni, w temperaturze 24+1°C, przy o$wietleniu cig-
glym o natezeniu 54 umol-m™-s”' (Hansatech Quantithem Light Meter Ther-
mometer Seria Nr Q TP1 2007). Inoculum stanowily komorki znajdujace si¢
w logarytmicznej fazie wzrostu.

Inoculum komoérek immobilizowanych, w formie kulek, otrzymano sto-
sujac alginian jako nosnik do ich unieruchamiania. W tym celu przygotowano
3% (w/v) wodny roztwor alginianu sodu, do ktérego po doktadnej homogeniza-
cji, odpowietrzeniu (préznia i ultradzwigki) dodano inoculum komorek wolnych
o stezeniu 6-10° komorka-cm™. Nastepnie zawiesine alginianu z komérkami
glonéw dodawano kroplami, za pomoca strzykawki z igla do 1% (w/v) roztworu
chlorku wapnia przy jednoczesnym mieszaniu catego uktadu na mieszadle ma-
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gnetycznym. Uformowane kulki pozostawiono w wodnym roztworze CaCl, na
mieszadle przez okoto 30 minut w celu uzyskania calkowitej twardosci alginia-
nu. Po kilkukrotnym odmyciu wodg dejonizowang kulki zawieszano w pozywce
ISO i przechowywano w ciemno$ci w temp. 4°C do czasu rozpoczgcia do-
swiadczen. Tak przygotowane komorki stanowity inoculum do hodowli immo-
bilizowanych [12, 24, 27].

Badania nad oddziatywaniem miedzi na komorki Chlorella kessleri
przeprowadzono w dwoch typach hodowli tj. immobilizowanych oraz hodow-
lach ptynnych. Zarowno dla komorek wolnych jak i zwigzanych z no$nikiem
eksperymenty prowadzono w 3 wariantach st¢zenia Cu (II) (kazdy w 3 powtd-
rzeniach). Kontrole stanowita hodowla zielenicy na podiozu ISO. Stezenie mie-
dzi II w probee kontrolnej byto na poziomie 5,87-10"'° mol-dm™. Zbadano od-
dziatywanie miedzi w stezeniach 0,5-10, 5-10° i 50-10° mol Cu-dm™.

Poczatkowe stezenie komoérek wynosito 1,3+0,06:10° komérek w 1 cm®
hodowli ptynnych lub 1 cm® kulek z alginianu wapnia zawierajacych uwiezione
komoérki w przypadku hodowli immobilizowanych. Hodowlg prowadzono przez
okres 7 dni, w temperaturze 24+1°C, przy oswietleniu cigglym o nat¢zeniu na-
promieniowania 54 pmol-m™-s™.

Jako kryterium oceny wptywu miedzi na populacje Chlorella kessleri
przyjeto: pomiar liczebnosci komoérek w jednostce objetosci hodowli.

Oznaczenie liczebnos$ci populacji w hodowlach immobilizowanych wy-
magato uwolnienia komoérek znajdujacych si¢ w kulkach z alginianu wapnia.
W tym celu do kulek pochodzacych z danej probki, dodano 6% roztwoér cytrynianu
sodu i1 pozostawiono je na okolo 30 minut, az do momentu calkowitego rozpusz-
czenia si¢ alginianu. Probki kilkakrotnie wytrzgsano na mikrowstrzasarce. Po roz-
puszczeniu alginianu i uwolnieniu komorek, probki odwirowano (do 2000 obr/min,
10 min). Supernatant zdekantowano, a osadzone komorki, po dwukrotnym prze-
myciu pozywka o pH 6,0, zawieszono w 5 cm?® §wiezego podloza. W tak otrzy-
manej zawiesinie oznaczano liczebno$¢ komorek.

Oznaczanie liczebnos$ci populacji komorek Chlorella kessleri przepro-
wadzono przy uzyciu komory Biirkera, pod mikroskopem $wietlnym.

Tempa wzrostu glonéw wyznaczano stosujac ponizszy wzor [14]:

k:h’l(Nl—No)/tl—t()
gdzie:
k — wspotczynnik tempa wzrostu [podziat na dobg];
No — poczatkowa liczebnos¢ populacji;
N; — koncowa liczebno$¢ populacji;
t; — to — roznica czasu pomigdzy koncowym i poczatkowym oznacze-
niem liczebnosci (doba)
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Stezenie miedzi (II) w uktadzie doswiadczalnym oznaczano metoda
spektrofotometrii absorpcji atomowej (AAS). Oznaczanie miedzi prowadzono
w Pracowni Biogeochemii Morza, Zaktadu Chemii i Biochemii Morza, Instytu-
tu Oceanologii Polskiej Akademii Nauk w Sopocie.

Oceny statystycznej wynikow dokonano za pomoca testu F i testu t-
Studenta, przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95% [20]. Wyniki wyraznie
odbiegajace od pozostatych mogace mie¢ istotny wplyw na warto$¢ Sredniej
i odchylenia standardowego odrzucono korzystajac z testu Q-Dixona z prawdo-
podobienstwem 95% [35].

3. Wyniki

Zmiany liczebno$ci wolnych i immobilizowanych komérek Chlorella kess-
leri po ekspozycji na dziatanie jondw Cu (II) (0,5-10°° mol-dm™, 5-10° mol-dm=,
50-10°mol-dm™) przedstawiono na rys. 1A-B.

Efekty dziatania tego pierwiastka badano po 7 dniach prowadzenia ho-
dowli. Kontrolg stanowila hodowla, odpowiednio wolnych lub immobilizowa-
nych komorek, inkubowanych na podtozu ISO.

a) komorki wolne

Wraz ze wzrostem st¢zenia metalu w podtozu obserwowano spadek li-
czebnosci komérek w hodowli ptynnej. Przy najnizszym z testowanych stgzen
miedz (0,5:-10° mol-dm™) nie obserwowano statystycznie istotnych réznic
w liczebnosci hodowli w poréwnaniu z probg kontrolng. Poziom wzrostu
utrzymywal si¢ na poziomie kontroli (100-110%). SteZzenie miedzi o rzad wiel-
kosci wyzsze (5:10° mol-dm™) redukowalo liczebno$é komoérek o okolo
40+65% w porownaniu do proby odniesienia. Natomiast najwyzsze testowane
stezenie Cu (50-10° mol-dm™) powodowalo prawie catkowite zahamowanie
wzrostu populacji utrzymujac jej liczebnos¢, na poziomie okoto 3% wariantu
kontrolnego.

b) komoérki immobilizowane

Stezenie miedzi 0,5-10° mol-dm™ w przypadku komérek immobilizo-
wanych podobnie jak w przypadku komoérek wolnych nie powodowalo staty-
stycznie istotnych zmian we wzroscie, ktory utrzymywal si¢ na poziomie
100+110% w stosunku do kontroli. W pozostalych testowanych st¢zeniach mie-
dzi obserwowano redukcje liczebnosci komodrek. W wariancie doswiadczenia
gdzie do podtoza hodowlanego dodano Cu w stezeniu 5-10°° mol-dm™, wystapi-
fo hamowanie wzrostu hodowli o okoto 40+~70% w odniesieniu do wariantu
kontrolnego. Z kolei stgzenie 10-razy wyzsze (50-10° mol-dm™), powodowato
najwickszy spadek liczebnosci. W tym przypadku wzrost byt na poziomie kilku
procent w odniesieniu do konroli.
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Rys. 1A-B. Liczebno$¢ A) wolnych i B) immobilizowanych komoérek Chlorella kessleri

inkubowanych na podtozu ISO w obecnosci zmiennego st¢zenia miedzi II;
* — rdznice statystycznie istotne w odniesieniu do proby kontrolnej
(P<0,05), ** — roznice statystycznie istotne w odniesieniu do proby
z komoérkami wolnymi (P<0,05)

Fig. 1A-B. Density of C.kessleri A) free, B) immoblized cells incubated on ISO
medium in the presence of different concentration of copper; * — statistically
significant differences to control at the significance level (P<0,05). Error
bars mean standard deviation between of replicates
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W kolejnym etapie pracy okre$lono wptyw zmiennego st¢zenia miedzi
(I1) (0,5:10° mol-dm™, 5-10° mol-dm™ i 50- 10 mol-dm™) na kinetyke wzrostu
wolnych 1 immobilizowanych komoérek Chlorella kessleri. Wyniki przedstawio-
no narys. 2 A-B.

1,0E+07 -
] — O— kontrola
] —&—0,5uM
: —&—5uM
1 —>%—50puM
=
(5]
o
2
-
<]
S 1,0E+06 -
g
(=}
-l
N
(=}
=
=
[<P]
S
—
1,0E+05

0 1 2 3 4 5 6 7
czas hodowli [doba]

Rys. 2A. Krzywe wzrostu Chlorella kessleri wolnych komorek inkubowanych na
podtozu ISO w obecnosci zmiennego stezenia miedzill

Fig. 2A. Growth curves for C.kessleri free cells incubated on ISO medium in the
presence of different concentration of copper
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Rys. 2B. Krzywe wzrostu Chlorella kessleri immobilizowanych komoérek
inkubowanych na podtozu ISO w obecnosci zmiennego stgzenia miedzill

Fig. 2B. Growth curves for C.kessleri immobilized cells incubated on ISO medium in
the presence of different concentration of copper

a) komorki wolne

Najwyzsze tempo wzrostu w trzecim dniu hodowli (k=0,76+0,77) wy-
kazywaly komoérki wolne zarowno w probce kontrolnej jak i w najnizszym te-
stowanym stezeniu miedzi 0,5-10°mol-dm™. W kolejnych dniach hodowli tem-
po wzrostu sukcesywnie spadato w obydwu wariantach (k=0,49). W przypadku
dziatania miedzi w stezeniu 5-10° mol-dm™ najwyzsze tempo wzrostu wyste-
powato w trzecim i czwartym dniu analizy (k=0,51+0,53), po czym w kolejnych
dniach nieznacznie spadato (£=0,37). Natomiast tempo wzrostu komorek
w obecno$ci miedzi w najwyzszym z testowanych stezefi 50-10° mol-dm™
utrzymywalo si¢ na podobnym poziomie (£=0,13+0,16) przez 7-dniowy okres
hodowli.
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b) komoérki immobilizowane

Tempo wzrostu komorek immobilizowanych w probee kontrolnej przez ca-
ly czas trwania hodowli utrzymywalo si¢ na zblizonym poziomie (k=0,46+0,56).
W obecno$ci miedzi w najnizszym z badanych stezen 0,5-10° mol-dm,
w czwartym dniu hodowli wystgpita stymulacja wzrostu komorek (£=0,81).
W kolejnych dniach obserwowano spadek tempa wzrostu do wartosci k=0,47
uzyskanej na koncu testu. Z kolei w obecnosci miedzi w stezeniu 5-10° mol-dm™
obserwowano najpierw spadek tempa w czwartym dniu hodowli, po czym na-
stapit jego ponowny wzrost do wartosci £=0,26. Warto$¢ wspotczynnika tempa
wzrostu w najwyzszym testowanym stezeniu metalu 50-10° mol-dm™ obnizata
si¢ w kolejnych dniach hodowli.

4. Dyskusja

Dane literaturowe wskazuja, ze miedz moze w sposéb istotny modyfi-
kowaé przebieg proceséw biochemicznych w organizmach wodnych, w tym
w glonach i cyjanobakteriach . Efekt ten jest zalezny od stgzenia metalu jak
ijego formy fizyko-chemicznej.

W licznych badaniach nad wptywem miedzi na mikroglony wykazano,
ograniczenie ich wzrostu wraz ze wzrastajagcym stgzeniem tego pierwiastka
w podiozu hodowlanym. W badaniach przeprowadzonych przez Jouany i in. [15]
na zelenicy Chlorella vulgaris miedz w stezeniach od 3,5+4,2-10° mol-dm™,
powodowata spadek liczebnosci w stosunku do kontroli o 50%. Ten sam efektu
tropikalnego gatunku Chlorella sp. w zalezno$ci od wartosci pH zostat wywota-
ny w nizszych stezeniach tego pierwiastka 0,6:10° mol-dm™ i 0,2-107 mol-dm
[11]. Badania whasne przeprowadzone na Chlorella vulgaris, szczep izolowany
zwod Zatoki Gdanskiej oraz cyjanobakterii Anabena variabilis wykazaty, ze
miedz w stezeniu 0,79-10° mol-dm™ powoduje zahamowanie wzrostu, odpo-
wiednio o okoto 50% i 80% [18]. Bajguz [2] z kolei wykazal, Ze miedz w steze-
niu 1-10° mol-dm™ powodowata zahamowanie wzrostu komérek Chlorella vul-
garis jedynie w okoto 30%. Natomiast do osiagnigcia 50% redukcji liczebnos$ci
komorek tego gatunku niezbedne bylo 10-krotnie wyzsze st¢zenie metalu rzgdu
okolto 10*mol-dm>. Inne badania wskazuja, ze w obecno$ci miedz w stezeniach
3,6+4,4-10° mol-dm™, powoduje réwniez 50% zahamowanie wzrostu innej ziele-
nicy Scenedesmus quadricauda [9, 10]. Jednak juz w przypadku komoérek gatun-
ku Scenedesmus subspicatus do zahamowania wzrostu w 60+70% niezb¢dne bylo
wyzsze stezenie miedzi mieszczace si¢ w granicach 1+4,6-10° mol-dm™ [22].
Rowniez badania przeprowadzone przez Nikookar i in. [28] na zielenicach Du-
naliella salina 1 Dunaliella tertiolecta wykazalty, ze obecno$¢ miedzi w podlozu
hodowlanym w stezeniu 4,75-10° mol-dm™ powoduje juz po 24 godzinach ha-
mowanie wzrostu, odpowiednio o okoto 50% i 40%.
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Porownywalne wyniki do danych literaturowych uzyskano w niniej-
szych badaniach, przeprowadzonych zaréwno w hodowlach wolnych jak i im-
mobilizowanych Chlorella kessleri. Dodatek miedzi w stezeniu 0,5-10° mol-dm™
nie powodowat statystycznie istotnych zmian we wzroscie zielenicy w porow-
naniu do kontroli. Dopiero obecno$¢ miedzi w podtozu hodowlanym na pozio-
mie 5-10°° mol-dm™ zmniejszyta liczebno$¢ komoérek zaréwno w hodowli plyn-
nej jak i immobilizowanej, w stosunku do kontroli, odpowiednio o okoto
40+65% 1 30~65%.

Na podobny wptyw miedzi na wzrost przy najnizszym z testowanych
stezen tego pierwiastka (0,5-10° mol-dm™), wskazuja réwniez badania przepro-
wadzone na dwoch gatunkach okrzemek. Okrzemka Cyclotella maneghiniana
wykazywata maksimum swojej liczebnos$ci przy st¢zeniu miedzi w podtozu rzedu
1,6:107 mol-dm™ [19], a w przypadku gatunku Skeletonema costatum nie obser-
wowano hamowania wzrostu jeszcze przy stezeniu 3,0- 10”7 mol Cu-dm™ [23].

W przeprowadzonych doswiadczeniach ponad 90% zahamowanie
wzrostu hodowli obserwowano w obecnos$ci Cu w stezeniu 5-10°mol Cu-dm™.

Z danych literaturowych wynika, ze catkowite hamowanie wzrostu glo-
néw moze wystgpi¢ w zaleznos$ci od rodzaju organizmu przy znacznie nizszej
zawarto$ci metalu w podtozu. Jak podaje Hutchinson i Stokes [ 13] wzrost Selena-
strum capricornutum byt ograniczony przy stezeniu miedz 4,7-10° mol Cu-dm™.
Z kolei calkowite zahamowanie wzrostu Chlamydomonas eugametis i Chlorella
vulgaris obserwowano odpowiednio juz przy stezeniu i 1,4-10° mol Cu-dm™
i 1,6:10° mol -dm™. Nieco wyzsze stezenia miedzi skutkujace prawie catkowi-
tym zahamowaniem wzrostu, nieprzekraczajgce jednak stezenia stosowanego
w powyzszych badaniach, podaje Nikookar i in. [28] dla zielenicy Dunaliella
salina, w przypadku, ktorej stezenie miedzi rzedu okoto 10-10 mol-dm™ po-
wodowato hamowanie wzrostu w okoto 80%. Podobny wynik uzyskano rowniez
dla okrzemki Phaeodactylum tricornutum, w stezeniu 15,7-10°mol Cu-dm™ [8].

Obserwowane zmnigjszanie si¢ liczby komoérek wraz z rosngcym stgze-
niem miedzi w podlozu, moglo by¢ wynikiem zmniejszenia szybkosci podzia-
16w komoérkowych i uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego, w wyniku wigza-
nia Cu?" z blonami chloroplastow i komérkowymi biatkami. Jednoczesnie przy
najwyzszym testowanym stezeniu miedzi moglo dojs¢ do nieodwracalnych
zniszczen lamelli chloroplastowych co w konsekwencji najpierw hamowato
fotosynteze a nastepnie prowadzito do $mierci komorek [3, 6, 26].

Statystycznie istotne réznice pomiedzy hodowlg ptynna i immobilizo-
wang wystgpowaty w polowie badanych przypadkéw zardéwno w stezeniu mie-
dzi 0,5-10°mol-dm™ i 5-10° mol-dm™.
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5. Whioski

Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze efekt dziatania miedzi na wzrost
populacji Chlorella kessleri w hodowlach immobilizowanych jest podobny do
odpowiedzi komorek testowanej zielenicy z hodowli ptynnych.

Tak wiec, istnieje potencjalna mozliwo$¢ zastosowania immobilizowa-
nych komorek glonow w oznaczaniu toksyczno$ci miedzi

W dalszym etapie badan nalezy uwzgledni¢ rowniez wlasciwosci wia-
zania metali cigzkich przez alginian.
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Immobilized Algae Cells in Assessment of Copper Toxicity

Abstract

Toxicological tests are widely applied for assessment of impact of chemical
compounds on living organisms. Most often microorganisms such as bacteria, algae and
cyanoabcteria are used as test organisms. They are used because of in most of the eco-
systems they pay vary important ecological role and they are relatively sensitive to
toxicants [34].

Microalgae are sensitive indicators of environmental change and, as the basis
of most freshwater and marine ecosystems, are widely used in the assessment of risk
and development of environmental regulations for metals.

Copper is a trace element essential for all living organisms. In plants, it partici-
pates in photosynthetic electron transport and also plays a role as a cofactor of several
oxidizing enzymes. Several heavy metals are essential for living beings at very low
concentrations, but at higher doses most of them are toxic for organisms belonging to
different levels of the trophic chain.

We examined the influence of copper on the growth of green algae Chlorella
kessleri H1901 CAUP. The effect of copperll was defined in concentration range from
5-107 to 5:10° mol-dm™ in ionic form. A comparative study on metal interaction in the
free and alginate immobilized of algae cells was conducted. Cultures with free and
immobilized cells were incubated for 7 days under conditions optimal for the growth of
the test alga. Algal growth (cellular density) was used as toxicity response parameter.

The copper concentration inhibiting from 40 to 70% of algal growth of free and
immobilized algal cells was 5-10° mol-dm™>. Both free and immobilized cultures
showed similar response to Cu treatments.

Immobilization of microalgal cells in alginate beads could be a technique in
order to monitor potential pollution (eg. heavy metals) of aquatic ecosystems.
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