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Ten geleide

De potentiele algengroei als resultante van diverse factoren kan informatie
verschaffen over de eutrofiering van oppervlaktewater en de invloed daarvan
op de biocoenose.

Het thans voorliggende rapport beschrijft de ontwikkeling van een methode
om onder gestandaardiseerde omstandigheden in het laboratorium de maximale
concentratie vast te kunnen stellen van de voor het Nederlandse oppervlak-
tewater representatieve toetsalg Scenedesmus quadricauda {("de algengroeipo-
tentie van een water').

Het rapport mondt uit in een voorlopig voorschrift voor een algengroeipoten-—
tietoets, dat op ruimere schaal nog in de praktijk getoetst dient te worden.

Het onderzcek werd door het algemeen bestuur van de STORA op advies van de
OAC%* opgedragen aan de Vakgroep Gezondheidstechniek en Waterbeheersing van
de Afdeling der Civiele Techniek TU Delft en namens de STORA begeleid door
een comissie bestaande uit drs. F.A. Kouwe (voorzitter), ir. €. Jol en
dr. J. Moed.

Rijswijk, december 1986. De directeur van de STORA

drs. J.F. Noorthoorn van der Kruijff

De Onderzoekadviescommissie die tor dit project adviseerde, bestond uir:

prof.ir. A.C.J. Koot (voorzitter), drs. J.F. Noorthoorn van der Xruijff
{secretaris) en dr.ir. H.J. Eggink, prof.dr. P.G. Fohr, ir., R. Karper,
dr. E.J.M. Kobus, ir. A.A. van der Koppel, ir. C.H. Kuggeleiin, ir. J.S,
Kuyper, ir. H.A. Meijer, ir. H.M.J, Scheliringa, dr,ir. D.W. Scholte Ubing,
ir. J. van Selm en drs. A.i. Wismeijer (leden)




SAMENVATTING

Onder de algengroeipotentie (AGP) van een water, wordt de maximale op-

brengst van een toetsalg verstaan, verkregen onder duidelijk omschreven
laboratoriumomstandigheden.

Dit onderzoek beschrijft de ontwikkeling van een methode om de AGP van

een water te bepalen,

Om de in de watermonsters reeds aanwezige organismen te verwijderen of
te inactiveren dienen de monsters een veorbehandeling te ondergaan,
Uit de onderzochte voorbehandelingsmethoden komen autoclaveren en UV-
bestraling als meest geschikt naar voren.

Voorbehandeling heeft invlced op de fysisch-chemische samenstelling van
de monsters. Tijdens het autoclaveren kunnen neerslagen in monsters met
een hoge pH bij hoge calcium- en/of fosfaatconcentraties worden gevormd.
Sporenelementen kunnen hierbij worden gecoprecipiteerd. De vorming van
een dergelijk neerslag kan voorkomen worden door pH-verlaging of ver-
dunning van de monsters, Extrapolatie van de resultaten, verkregen met
aangezuurde monsters naar monsters met de uitgangs—-pH, bleek niet moge-
1ijk. Bij verdunning van praktijkmonsters (effluent en oppervlaktewater)
tot een fosforgehalte lager dan 0,50 mg P/l was deze extrapolatie wel
mogelijk. Van de nutriénten, gebonden in algen en bacterién, komt bi]
deze methode alleen fosfaat in belangrijke mate vrij.

Neerslagen worden niet gevormd bij UV-bestraling. Nadelen hierbij zijn
echter de lange bestralingsduur vocr sterilisatie van de monsters en de
grote kans op het verlies van nutrienten door bezinking van deelties.
Daarom verdient autoclaveren de voorkeur, mede omdat hiermee snel grote
volumina kunnen worden behandeld.

Scenedesmus quadricauda bleek de meest geschikte toetsalg: gevoelig voor
veranderingen in het nutrientengehalte en representatief voor Nederlands
oppervlaktewater.

Uit vergelijkend onderzoek met vier kweekmedia bleek het medium Z8, op
10%Z van de voorgeschreven sterkte goed te voldoen. De samenstelling
leidt niet tot "luxury uptake', de opbrengst aan algen is groot genoeg
om het volume van de ent beperkt te houden en de exponentiele groeifase
waarin de ent aan de voorcultuur wordt onttrokken, heeft een voldoende
lengte en onderscheidt zich duidelijk van de stationaire fase.

Om de resultaten van de AGP-toetsen onderling en over een langere peri-
ode te kunnen vergelijken, zijn de kweekomstandigheden gestandaardi-
seerd:

— temperatuur op 20°¢ + 1°C;

- continue belichting, 24 W/m® met TL-33 lampen;

- continue menging;

- kweekkolven (erlenmevers) voor slechts 20% van het volume vullen en
overkappen met bekerglazen voor een voldoende CO,-toevoer.

De groei van de algen wordt gevolgd met de optische dichtheid bij een
golflengte van 750 nm (CD,g54), een maat voor het biovolume. Deze groot-
heid wordt - in tegenstelling tot chlorofyl - niet beinvloced door de
fysiologische toestand van de alg. De biomassa van de cultuur wordt be-
paald door middel van het drooggewicht. De proef wordt daartoe op een
duidelijk omschreven moment in de stationaire fase van de cultuur afge-
broken.



Om de betrouwbaarheid van de toets te bepalen 1s een aantal praktijk-
monsters in achtvoud ultgevoerd; de uiteindelijke keuze voor proeven
in viervoud Ls een compromis tussen de betrouwbaarheid van de uitkom-
sten en de hoeveelheid te verrichten werk.

Op grond van de verkregen resultaten is een voorlopig voorschrift voor
de algengroeipotentietoets opgesteld. Dit voorschrift is in een aantal
praktijksituaties en In cen ringonderzoek getest.




INLEIDING

De mate van eutrofieéring van een water wordt uitgedrukt in parameters
als chlorofyl-a, stikstof- en/of fosforverbindingen of de verhouding
van deze compeonenten. De invlced van de eutroficéring op de hiocoenose
in een water 1s hieruit slechts ten dele af te leiden. Zo behceft een
water met een hoog stikstof- of fosforgehalte niet altijd een hoge
algenbiomassa te vertonen. Er zijn nog andere faktoren die een rol
spelen, zocals het seizoen, klimatologische—-, hydrologische omstandig-
heden en biologische faktoren zoals het afgrazen door zooplankton en
infecties.

Een beocordeling van de mate van eutroficring van sen water aan de
hand van een biologische parameter waaruit de invleed op de biccoe-
nose wel valt af te leiden, 1s daarom van wezenlljke betekenis. Bij
de keuze van zo'n parameter zou men gebruik kunnen maken van de algen
in een systeem, omdat de invlced van de cutroficring zich het eerst
weerspiegelt In hun bilomassa en samenstelling; het chlorofylgehalte
wordt vaak gebruilkt als kwantitatieve maat voor de algenconcentratie
in een water. Daar niet alleen nutri¢nten de concentratie van algen
bepalen, maar ook andere faktoren, zoals de hierboven vermelde, geeft
het chlorofylgehalte slechts informatie over de actuele algenhoeveel-
heid. Voor het waterbeheer is daavom informatie over de potentiéle
algengroel van groot belang.

De maximale concentratie van een toetsalg in het te becordelen water
ender duidell]k ecmschreven laboratoriumomstandigheden - de algengroei-
potentie (AGP) van een water - blijkt een goede parameter in het
eutrofigringsonderzoek®”>?". LEen dergelijke methode toegepast op
oppervlakrewatrer en effluent van rioclwaterzuiveringsinrichtingen
geeft informatie over de invleced van beheersmaatregelen zoals het
lozen van afvalwater of voedselrijk polderwater en het defcsfateren
enfof denitrificeren van te lozen water. Door middel van deze bepaling
is het ock mogelijk de mate van eutrofiéring van gelijke typen wateren,
zoals polder— of boezemwateren of verschillende panden van een kanaal,
onderling te vergelijken en te waarderen.

Met deze toets kan men de AGP van een water bepalen, alsmede de faktor
die de groei van de algen in de cultuur beperkt heeft., Deze resultaten
mogen evenwel niet zonder meer naar de natuurlijke omstandigheden ver-
taald worden, omdat het in de cultuur gebruikte watermonster een moment-
opname is van het natuurlijke water waarin dcorlopend veranderingen in
het gehalte aan nutrienten plaatsvinden, o.a. door aanvoer vanuit de
bodem. Deze faktoren kunnen niet bi] de extrapolatie van de gegevens
onder laboratoriumomstandigheden naar de natuurlijke omstandigheden be-
trokken worden. Het hepalen van de groeibeperkende faktor in de natuur-
lijke situatie is met deze toets niet direkt mogelijkll.

Werkgroep 390 05 800 van het Nederlands Normalisatie Instituut {de ad-
hoc werkgroepEutrofieringstoets), heeft de toetsen, zoals deze in het
binnen— en buitenland worden uitgevoerd, geinventariseerd en onderling
vergeleken. Op grond van deze vergelijking ging de voorkeur uit naar het
werken met &én toetsalg, afkomstig uit een laboratoriumcultuur®.



Yan de tvetsen, gebascerd op dit principe, ziin vervolgens verscehil-
lende aspecten in beschouwing penonen. Op grond van de pepevens, ver-
wregen ult reeds verricat onderzoev of uit de literatuur, 1s geconclu-
deerd dat op een aantal punten al voldoende kennils beschikbaar was.
fn dit rapport wordt het onderzoey gerapporteerd dat is uiltgevoerd

om veoor de vverive punten de nog untbrekende informatie te verkriigen,
Jeze punten zijn: wijze van voorbhehandeling van het te toctsen water,
keurze Loctsalyg, ent en entveorbercelding en het meten van de hlomassa.
Het onderzock heeft geresulteerd in de ontwikkeling van een voorlopig
voorsehrift voor de tocts.

De hoofdstukken 3 en 4 behandelen de voorbehandelingsmetheden waarmee
de organismen, die van nature in het te toetsen water voorkomen, ver-
wiiderd of gelnactivecrd worden. Dit is noodzakelljx als men alleen
de reactie van de toctsalp wil weten. De behandeling mag evenwel geen
Invlced nebben op de [ysischi-chenmlsche samenstelling van het water.,
Aan de hand van synthetlsche monsters samengesteld nit organische en
anorganische verbindingen 1s dit onderzocht, Ook 1s de mate waarin
nutrienten vrijkemen uit algen en bacterién bepaald.

D keuze van de algensoort die als toctsalg gebruikt wordt, is he-
purkt tot de groenalpen (chlorophycecac). Het anderzoek heeft zich ge-
ricit op de elsen dat een toetsalg een snelle en duldelljre reactle
meet vertonen bl variatles in het nutricntengehalte van het water en
representatic! moct zl)n voor het lederlandse opperviaktewater (hoofd-
stuk 3).

(O de resultaten van de toets onderling te kunnen vergelijken 1s het
ncodzakelijk de kweekomstandigheden nauwkeurig vast te leggen. Bij
het kweken in batchi—cultures kan cen tekort aan CO. ontstaan. Als de
tocvoer kleiner ls dan de opname door de algen wordt het carbonaat-
cvenwicht verstoord en bestaat de mogelijkheid dat de plt oploopt tot
nope waarden., Je COs—-toevoer wordt o.a. belinviced doer de wijze van
mengen, de verhouding vlicelstofopperviak en volume, en de wijze van
afsluiting van de kweckkolven (heoofdstuk 6).

Niet allecn de externe onstandigheden (kweekomstandigheden) kunnen
liet resultaat heinvlocden, ook interne faktoren in de algen. Zo moet
men voorkomen dat de algen In het begln van de teats in eerste instan-
tie rrocicn door de voedingsstoffen dic ze in de voorcultuur extra
hebben opgeslapen (hoofdstuk 7).

Het de alpgengrovipotentietoets wordt de maximale opbrengst aan algen
in het te beoordelen water bepaald. Van belang 1s de grootheid waar-
mee deze procipotentic wordt bepaald en de te gebruiken meetmethoden.
De te meten grootheden rmocten een maat zijnvoor de hoeveelheld algen
¢n niel athankelljz zijun van de Jysiologische toestand van de cel
{(hooldstuk 8).

Voor de evaluatle van de met deze toets verkrepen gegevens (hwofdstuk
10) moet de betrouwbaarheld bekend zijn. Deze kan bepaald worden door
de toets uwil te voeren mct praktijkuonsters, Aan de hand van de be-
trouwbaaricidsygegevens kan worden berckend hoeveel replica’s cr moeten
worden ingoezet (hoofdstuk %) .

Als resultaat van het onderzoer s cen voorloply vourschrift voor
standaardisatle van de toets opgesteld. De toetsing van dit veor-
schrift 2an de hand van praktijkmonsters heelt slechts in beperkte
mate kunnen plaatsvinden. Deze toctsing en die tussen enkele labora-
toria onderling heeft zodanige resultaten opgeleverd dat, ondanks



geconstateerde verschillen, van dit voorschrift voorlopig gebruik ge-
maakt kan worden.

Het voorlopig voorschrift moet nog op ruimere schaal in de praktijk
getoetst worden op zijn bruikbaarheid. Deze toetsing zal duidelijk-
heid moeten verschaffen over de corzaken van de nog gevonden verschil-
len in resultaten. Een bijstelling van het voorlopig veorschrift kan
hieruit voortvloeien. De ad-hoc werkgroep Eutrofieringstoets zal hier-
in een coordinerende rol spelen.



VOORBEHALDELLLGSHETHODE:
[nle i _d_i_r 1

Voor het ultvoeren van een alpgengroclpotentictoets et cen toetsalg
dicnen de 1n het monsler aanwezige orpanismen peinactiveerd te wor-
den., DIt is noodrakeli]k omdat deze organismen het resultaat van de
toets kunnen belnvlocden. De voorbehandeling moet peen overlevings-
kans bleden aan alygen en bacterivn, er mag geen verlies optreden

van nutrieénten en de methode moct algeneen toepasbaar zijn. Voor de
sterilisatic van de monsters kannen filtratic, autoclaveren, behande-
ling met ultrasoon geluid of UV-bestral ing worden toegepast.

Filip «ndiddlebrooks passen ecen filtratic over ven 0,43 .m membraan-
filter toe als voorbehandelingsmethode, Uit hun metingen hlijke dat
nict alle bactericn uit het monstor worden verwijderd. Toepassing

van cen membraanfilter met kleinere poriém vergroot cchter de kans
dat naast bacteric¢n en algen ook particulair gebonden nutriénten

{met name fosfaten) uit het monster worden verwijderd. Het elgen on-
derzoek beperxt zich tot de bepaling van de {aktor waarmee het aantal
bactericn in effluent wordt pereducecerd door f{iltratice over een mem-
braanfilter van 0,45 ..

In de procedure voor de algengrocipotentictocts van de F.PLA.T T wordt
voor autoclaveren bi] 1219C en 1,1 kp/em’ een tijdsdunr voorgeschre—
ven van 30 minuten of 10 minuten per liter monster. Controlemetingen
tonen aan dat autoclaveren met een tijdsduur van 20 minuten voldoende
is voor de inactivering van algen ¢n bacterién in ¢ffluent.

Over de omstandigheden waaronder steriele watermonsters worden ver-
kregen door cen behandeling met ultrasone geluldsgolven z1ljn In de
Ilteratuur weiniy gegevens te vinden., Veoor desinfectice wordt gebruik
gemaakt van geluldspolven met een zeer hoge frequentie (400 - 1000 Hz),
yernmogen 3 - 15 W/em', tijdsduur 0 sec —~ 60 min.®> " . De verschil-
lende bacteriesoorten zljn niet in pelijke mate sevoeliy voor een
behandeling met ultrasone geluidsgolven. Horwood e.a. ” vermelden
daarbij dat een verandering van het volume een aanzicnlijke invloed
heeft op de resultaten. In de praktijk wordt een ultrasone behande-
ling veelal gebruikt voor het maken wvan suspensics van celmateriaal.,
Bij fet elgen onderzock 1s gebruik pgenmaakt van cen ultrasoon apparaat
van de vakproep Dloprocestechnoloric van de TH. DIt apparaat heeft
cen wercirequentie van 20 klz met een maximum vernmopen van 120 W,
Apparaten met cen hopere werkfrequentio z1ljn zeer vostbaar cn nlet
meer verenigbaar el cen laboraterliumtoets zoals lLiler wordt becogd.

Voor sterilisatic door middel van ultraviolette straling wordt stra-
ling toegepast met golllengtes klceiner dan 300 nm, Hierbi] is vooral
straling met een golflengte rond 260 mm effectief 7. De sterilise-
rende werking 1s afbhankelijk van de toepepaste dosis (intensitelit x
tijdsduur), de transmisslic van de wloelstel vour UV-straling en de
dikte van de wlocvistoflaag. De doses waarbl] organlismen cen over-
levingskans hebben van 107 (010; staan vermeld in tabel 1. Door
Oliver e¢n Cosgrove © wordt voor de UV-bestraling eon ultrasone voor-
behandeling toegepast (20 kllzy 300 Wy 5 ming | 1} waardoor de grootte
van de deeltjes afnecemt, Hierdoor worden de aan de deeltjes gebonden
organismen beter bercikbaar veoor de UV-bestraling zodat de effectivi-
telt van de voorbehandeling toencemt.




.2

soort dosis

m W sec/cm®
’_

bacterien 1,7 - 8

SPOrenvormers 3,8 - 12

schimmels 30 - 300

protozoen 60 - 100

blauwalgen 306 - 600

Tabel 1. Toegepaste doses UV-straling bi] 254 nm, nodig voocr 907

reductlie van microorganismen3!

Een aantal mogelijke voorbehandelingsmethoden, gencemd in het rap-
port van de ad-hoc werkgroep Eutrofieringstoets?, is buiten beschou~
wing gelaten:

- pasteuriseren - deze methode is immers analoog aan autoclaveren;

- invriezen - dit blijkt geen effectlieve methode te zijn (vroeger
onderzoek TH-Delft), hoewel deze wel wordt gebruiktll;

- cel-disruptie - deze methode is niet praktisch toepasbaar: er
moet bij hoge druk worden gewerkt en bij grote volumina (1-2 1)
is een lange insteltiid noodzakeliik;

- donker incubatie - bij uitsluiting van licht sterven plantaardige
organismen af en wordt het organische materiaal afgebroken door
bacterién. Deze methode is tijdrovend en soms niet voldoende
effectief., Bovendien moet er daarna nog een behandeling plaats-—
vinden om de aanwezige bacterién te inactiveren;

- gamma-straling - waarschijnliik is deze methede wel effectief,
maar niet algemeen toepasbaar.

Experimenteel

Monsters:

Effluent: monsters zijn genomen uit het effluent van de rioclwater-
zuiveringsinrichting van de TH Delft na vcorbezinking en
actief~slibbehandeling.

Schiewater: monsters via een pijpleiding uit de Schie,

Sterilisatie glaswerk: 3 uur bij 180°C.
Autoclaveren: 20 min. bij 121°C en 1,1 kg/em’
Filtratie; membraanfilter met poriegrootte 0,45 um.

Ultrasoon geluid behandeling:
500 ml in bekerglas 1000 ml
frequentie 20 kHz; vermogen 80 W.
behandeltijd: 5, 10, 20 en 30 minuten

Ultraviolet bestralen;
- roestvrijstalen bak 90 x 30 = I5 cm
- 3 ultraviolet lampen: Philips TUV 30 W (i0 mW/cm® bij 254 nm)
gemonteerd in het deksel op 15 om boven de bodem
- behandeltijd: 15, 30, 60 en 120 minuten (enkele keren 16 uur)
- monstervolume (diepte): | 1 (4 mm), 2 1 (8 mm), 5 1 (20 rm)

Aanvankelijk zijn de monsters tijdens de behandeling rondgepompt met
behulp van een slangenpomp. Later is gemengd met twee magneetroerders



dice onder de roestvrl)stalen bak waren geplaatst.

£

Controle op de sterilitelt van de pnonsters:

- bacteriin: kolonivpetal per ml volygens SEN 6560 L1] 22%¢

- algen: 100 ml ywnster in 390 ml erlenmeyers op ven schudtafel
(160 rpm) LI continue belichting (24 W/ ), censtante temperatuur
(20%C) en Jucihtvochtlpheid (767)0 Ha 7 dagen controleren op zroei
door neting van de oplische dicictheld bij 750 nm (0L ).

3.3 Resultaten on bespreking

Lour auntoclaveren worden nonstoers verkregen dic geen bacterice— of
algenyroel mecr wvoertonen (taboel 2).0 Bl} ecen filtratie van effluent
over een membraanfllter van 0,45 Jm neent het aantal bacterien af.
De reductie is echier onvoldoende om de invloed van bacterien op de
Loests ult te kunnen slalten.

kolonicretal D

Bl 220¢ na 7 dagen
unbeiiande Ld O, = 10 0,217
seaulociaveerd ( 0,140
oefilireerd 3.4 0= 1 7, 15

Tabel 2. Effect van autoclaveren of filtreren op het kolonlegetal en
nagroel van algen in effluent

e toegepaste ultrasone behandeling is nlet voldoendse om bacterien

e algen te tnactiveren. Dit blijkt uit de resultaten van de experi-
menten die ziJn samengevat In tabel 3. Hierin valt op dat het kolonie-
setal en de nagroel van alpgen na de behandeling aanvankelljk toenemen.

e
Lijd ruloniegetal 0 na
ninuten Lij 220C 7 dagen
[ O S R
Schicwater 0 2.7 = 107 3, 141
5 f 2,0 2 107 0,271
15 : 3,7 = 107 1,252
20 6,8 = 107 0,276
30 2,0 = 107 ; 0,346
- S S .- - ]
eff luent : 5 1,5 = IU: i 0,284
: 5 .8 = 105 ! 0,317
[ 10 8,0 % 107 ' 0,331
! 20 1,2 o 107 i 0,149
; 30 0,6 w10 ; 0,153
e VU WS :

Tabel 3. Resultaten van de behandeling met ultrasone geluidsgolven

(70 kHz; 80 )

Uit de toename van hel koloniegetal kan worden afscleld dat de deel-
tjes, waaraan de bartericén zijn geherht, door de behandeling ulteen-
vallen. Bij lanpe behandelingen (30 min.) loopt de temperatuur van
de monsters, door de toeveer van akoesgtische eneryle, op tot AGCC,
Hicrdoor worden thermolabicle bacterien pelnactiveerd.
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tijd koloniegeral 0Dy na
minuten bij 22°C 7 dagen
0 2,5 z 10" 0,106
15 0 0,103
Schicwater 30 i G,125
60 0 0,069
120 0 0,015
0 1,0 x 107 0,538
15 2 0,072
effluent 30 ] 0,035
60 3 0,040
120 0 : 0,019

Tabel 4. Resultaten van de UV-bestraling
(volume 1 1; vlocistofdiepte 4 wm)

De resultaten van de experimenten waarin de duur van de UV-bestra-
ling is gevariecerd staan in tabel 4. DUe grootste dosis UV-straling

1s nodig voor het inactiveren van algen. Bacterién zil]jn binnen 15 mi-
nuten gelnactiveerd terwijl algen soms na 60 minuten bestraling nog
in staat zijn zich te vermeerderen, Als veiligheidsmarge is het nood-
zakelijk monsters 2 uur te bestralen. Bii toepassing van UV-bestra-
ling op grotere monsters (vloeistofdiepte § en 20 mm) neemt de effec-
tiviteit van de behandeling af (tabel 5). Dit komt vooral tot uiting
in de groel van algen in het monster waarbij de vloeistofdikte 20 mm
bedroeg (OD7:y na 7 dagen). In de gebruikte cpstelling is het niet
gzoed mogelijk om monsters groter dan 2 1 binnen 2 uur te steriliseren.
Tijdens de bestraling stelt de temperatuur zich na enige tijd (0,5
uur) in op 35 - 37°C. Deze temperatuur blijft ook tijdens lange be-
stralingen (16 uur) gehandhaafd. Door een dergelijke lange bestraling
worden aanvankelijk troebele of gekleurde monsters helder.

dikte vloei- koloniegetal 0D7¢4 na

stoflaag {(mm) bij 229C 7 dagen
: onbehandeld 2 % 107 0,175
Schiewater g 0 0,051
! 20 0] 0,062
onbehandeld 2 x 1O 0,106
cffluent 8 0] 0,085
20 3 0,345

Tabel 5. Resultaten van de UV-bestraling (duur: 1 uur)

Bij het werken met de UV-sterilisatiebak zijn op de volgende punten
problemen opgetredent

- bij het rondpompen van de monsters met een slangenpomp kunnen bac-
terien in de slangen met eenzelfde snelheid groeien als waarmee ze
in de UV-sterilisatiebak worden gedood. Om dit te voorkomen zijn
de monsters tijdens de bestraling gemengd met twee magneetroerders



dic onder de rocstvrijstalen bak zijn geplaatst;

- in een ruimte waarin veel bacterieén In de lucht zweven treden bij
het aftappen van monsters infecties op. Dit woerdt veoorkomen door
te woerken In con rulmte waar het gevaar voor hesmelting met bacte-
rien verwaarloosbaar is. Um bactericgroel in de afrapslang te veor-
komen dicnt deze kort te zijn. Het gzlazen ultelnde hilervan 1s onder
967 cthanol gceplaatst en wordt voor het aftappen met cen gasvlam
sesteriliseerd,

Ondat door ecn behandeling met UV-straling watermonsters zesterili-
scerd kunnen worden is de combinatie van ultrasocon geluld en UV-
bestraling nict ultgebreid onderzocht., Er zijn wel cnkele experimen-
ten ultgevoerd waarblj coen monster ecrst is behandeld met ultrasocon
geluid (20 kHz; &0 W; 0,5 1; 17 =in) en vervolgens met ultraviolette
straling (2 uury 2 1). Deze behiandeling leverde stericle monsters op.
Van de onderzochte voorbehande!ingsmethoden voldoen autcclaveren en
UV-bestralen aan de eis dat de overlevingskans van algen en bacterien
pering mocet zijn. Filltreren over cen 0,45 .m membraanfilter en behan-
delen met ultrasoon geluild voldeen niet aan deze els.

- 10 -




INVLOED VAN DE VOORBEHANDELING OP DE FYSISCH-CHEMISCHE SAMENSTELLING
VAN HET TE ONDERZOEKEN WATER

Inleiding

De veranderingen die tijdens de geselecteerde voorbehandelingen op-
treden in de fysisch-chemische samenstelling, zijn onderzocht aan de
hand van synthetische monsters. Voor de behandeling zijn die omstan-—
digheden gebruikt waaronder steriele monsters worden verkregen

(hoofdstuk 3). Er is uitgepgaan van monsters met alleen anorganische
verbindingen waarvan de samenstelling representatief is voor opper-
vlaktewater en effluent. De monsters zijn als volgt behandeld:

0 : onbehandeld

F : filtreren over een 0,45 um membraanfilter

A : autoclaveren (20 min. bij 121°9C en 1,1 kg/ecm?)
AF : autoclaveren en filtreren

uv : UV-bestralen (2 uur; 10 mW/cm® bij 254 mm; 2 1)
UVF : UV-bestralen en filtreren

In deze monsters zijn de volgende parameters bepaald:

- TIC : totaal anorganisch koolstof

- N : NH,%, KO,”, NO;” en totaal -N
- P : PO, °T, totaal-P

- Fe

De filtraties over een membraanfilter van 0,45 pm zijn uitgevoerd om
te onderzoeken in welke mate de nutrienten aan deeltjes worden gebon-
den., Na het onderzoek met alleen anorganische verbindingen is de sa-
menstelling van de monsters uitgebreid met crganische stikstof- en
fosforverbindingen. Hiermee 1s de invloed van de vocrbehandeling op
het vrijkomen wvan stikstof en fosfor uit organische verbindingen
onderzocht. Als modelverbindingen is gekczen wvoor Adenine (N), Ureum
{N), en Adenosine—(5)-mono-fosfaat (P). In de eerste plaats omdat

het natuurlijke verbindingen zijn en in de tweede plaats omdat bekend
is dat stikstof en fosfor relatief gemakkeli]k vrijkomen uit deze ver-
bindingen. Mochten stikstof en fosfor uit deze verbindingen door de
voorbehandeling niet gemakkelijk vrijkomen, dan is werken met ver-—
bindingen, waarvan bekend is dat stikstef of fosfor in mindere mate
vrijkomen niet nodig.

Nutriénten die zijn gebonden in algen en bacterién kunnen als gevolg
van de voorbehandeling vrijkomen. Om te onderzoeken in welke mate dit
gebeurt zijn algen en bacterien opgekweekt 1n media met een bekende
samenstelling. Bij het onderzoek is gekeken naar de veranderingen die
optreden in de samenstelling van de monsters met de algen of bacteri-
en als gevolz van de voorbehandeling en de invlced daarop van de sa-—
menstelling van het medium en van de cuderdom van de cultuur.

De vorm en concentratie waarin sporenelementen in de oplossing voor-
komen kan worden beinvloed door de wijze van voorbehandeling. Hier-
door verandert de beschikbaarheid van de sporenelementen veoor de
algen, De veranderingen kunnen optreden door verming of afbraak van
complexerende verbindingen, adsorptie aan deeltjes door een verande-
ren van de pH of door coprecipitatie met een tijdens de vecorbehande-
Iing ontstaan neerslag. Als modelstoffen voor complexerende verbin-



dingen is gekozen voor cltroenzuur on ELDTA. Do adsorptie aan deecltjes
is onderzocht In cen oplossing met cen zodanig hoge 1jzerconcentratie
dat cen hydroxyapatictneerslap kan ontstaan. In een oplossing met cal-
cium en fosfaat is het effect bekeken van copreciplitatie met calcium—
fosfaat, een neerslag dat o.a. cntstaat bij verhitting (auteclaveren)
van oplossingen met hoge caleium- en fosforgehaltes. et onderzoek 1s
uitgevoerd met koper vanwese de cigenschap sterke complexen te vormen,
mangaan vanwege de sterke adsorptic aan hydroxyapatict en zink vanwege
de redel]jk stabiele complezvorming en adsorptic aan hydroxyapatiet.
Tijdens het autoclaveren van monsters met cen howe pH of hoge calcium-—
of fosferconcentraties bestaat de mogelijrhelid dat er een neerslag
ontstaat. Door ¢en geringe oplosbaarheld van dit neerslag kan fosfor
verloren gaan, De veornming van cen neerslag kan worden voorkomen door
voor autoclaveren de pll te verlazen of de monsters te verdunnen. Of
een dergelijke ingreep ook Invloed heeft op het resultaat van de al-
gengirocipotentictoets en zoja, in welke mate, 1s onderzocht bi] een
aantal praktijkmonsters.

Honsters met anorganische verbindingen

LR Ly

Tabel 6 toont de samenstelling van de syntherische monsters met alleen
anorganische verbindingen. Monster ] is afgeleid van het kweekmedium
287 (257 van de voorgeschreven concentraties). De concentraties in het
nonster representatief voor oppervliaktewater (2) en in monsters repre-
sentatief voor effluent (3-6) liggen weliswaar aan de hoge kant maar
zijn nict extreem hoog. Deze keurze 1s gemaakt omdat julst bilj hogere
concentraties of fecten te verwachten zijn die bi) lage concentraties
niet zutlen optreden.

effluent
kv ek— opper —— — -
medium viakte- Ca
(25%) water laag hoog,
p P
T ~_ laag | hoog | laap | hoog
S 2 3 3a L4 3 5
element\\4 1o . |
¥ NS P IS Ao T I O T I WY T N I 00d RGN So0 I WD
P 1,4 4,6 3,1 3,1 1A 3,1 16
Ca 2,5 60 20 20 ;20 401 401
M U,6 7,3 2,4 2,4 2,4 1 49 49
Na 42 60 146 161 156 G4 94
K 1,7 16 39 39 39 120 20
Clanorg.) | 0,6 30 1,2 1,2 1,2 1 1,2 1,2
3 0,8 14 v, 42 42 1l 127
¢l 0,2 71 WS 273 25 7200 (708
| Ve 0,1 6,1 ST B P T B I

Tabel f. Samenstellling van de synthetische mensters met alleen an-—

organisciue verbindingen (mg/1)

- g ; o . cpp F - .
¥y monster 1-3: NO.-M3 moenster da: DHL L monster A4-6¢

NHL,NO;-N(NN)) .




De in de behandelde monsters gevonden gehalten (tabel 7 en 8) zijn
vergeleken met die in de onbehandelde monsters. Dit om te voorkomen
dat verschillen, die te wijten zijn aan fouten in de samenstelling

of aan systematische fouten in de analysemethoden, worden toegeschre-
van aan de vocrbehandeling. Alleen veranderingen groter dan 107 wor-—
den van betekenis geachrt.

|| N P
pE | TIC | NH."| NO-7 | tot-N|PO,® | tot-P | Fe
' monster 1 0] 7,41 2,71 « | 21 22 1,4 1,5 a,1
Fl| 7,41 2,7 - |22 22 1,3 1,3 - :
Al 7,61 2,7 - |22 22 1,5 1,5 0,1
l AF | 7,502,61 - |22 22 1,4 1,4 -
monster 2 0| 8,5 |28 - | 20 20 0,6 0,6 a,1
' F| 8,528 - | 20 20 0,6 0,6 -
Al 8,821 - |21 20 0,6 | 0,6 0,1
AF | 8,8 |22 - |2 20 0,2 0,2 -
l monster 3 o 7,0 1,3 - 19 20 3,2 3,0 0,]
Ca laag Fi7,0l1,0] - |19 20 1,1 2,8 -
P laag Al 7,21 1,0 - 20 20 3,2 2,8 0,1
. NO4T-N AF L 7,1 1,1 - | 20 21 1,1 2,9 -
monster 3a 0| 7,00 1,01 23 - 22 3,0 3,0 G,1
l Ca laag Fl7,0l0,7] 23 - |21 3,0 3,0 ,!
P laag Al 6,9]0,6 23 - | 21 3,1 3,0 0,1
NH, *-N AF | 6,8 0,4 22 - | 21 3,1 3,0 <0,05
' monster 4 O] 7,0 - 9,5é 9,6 20 14 14 0,1
Ca laag Fi{ 7,001 - 9,4 9,341 20 14 14 <0,05
P hoog Al 6,91 - 9,3 | 10 20 13 14 0,1
l NH.,NO,-§  AF | 6.9 - | 9.6]10 |20 |13 14 -
monster 5 0|6,9]0,9 7,8 12 22 3,0 3,0 -
Ca hoog Fl17,0] 1,0 7,8 13 22 3,0 1 3,0 <0,05
P laag Al6,310,3 7,8]11 21 3,1 . 2,8 0,1
NH,NO;-N  AF | 6,41 0,3 7,11 12 21 3,0 2,9 <0,05
' monster 6 O 7,010,9 8,9 11 21 13 14 -
Ca hoog F|7,0]0,7 8,511 21 13 | 14 <0,05
P hoog Al 5,5 0,3: 8,71 12 21 14 | 14 <0,05
' NH,NO;-N AF | 5,410,3; 8,912 |21 9,9 110 0,05
Tabel 7. Resultaten van de voorbehandeling (mg/1)
l 0: onbehandeld F : na filtratie over 0,45 um
A: na autcclaveren AF: na autoclaveren en filtreren



G.2.2

N ; P
pl | TIC | Wi | NO«T | tot-X POLT | tot-P | Fe
monster 3 0} 6,911,3 - 20 21 2,9 2,9 0,1
uv 7,7 3,0 - 20 21 3,2 3,2 0,1
uvr 7,31 4,8 - 20 22 C03,2 3,2 -
monster 3a C|6,9] 1,020 - 21 2,9 2,9 <0,05
uv | 7,5 2,620 - 21 2,8 3,0 <0,05
UVF | 7,3 | 2,6 | 20 - 22 2,9 3,0 -
monster 6 0417,1 ,0 9,2 | 10 22 15 15 0,1
uv | 7, 1,2 9,9 | 10 21 15 13 0,1
UVE | 7,3 1,2 9,7 | 10 21 15 15 0,1
|

Tabel 8. Resultaten van de voorbehandeling (mg/ L)

0O : onbehandeld
UV: na UV-bestralen LVF: na UV-bestralen e¢n filtreren

Pen L S LEYD i LD riagie

Door filtratic kan ¢en deel van de nutrienten, met name fosfor, wor-
den verwijderd. Dit is het geval als geautoclaveerde monsters met een
hoge begin pH (monster 2) of hoge calcium— en fosforgehalten (mcnster
6) worden gefiltreerd. Tijdens het autoclaveren ontstaat een neerslag
van fosfor met deeltjes »0,45 pm. Bij de bepaling wvan orthofesfaat in
zuur milieu komt het bi)] autoclaveren neergeslagen fosfaat weer in
oplossing.

IJzer is grotendeels aanwezip in de vorm van deecltjes (»0,45 .m). Dit
blijkt uit het feit dat de ijzerconcentratie sterk afnecemt na filtra-
tie. Het 1s niet ultgesloten dat ijzer tijdens de filtratie werdt ge-
adsorbeerd aan de [ilters waardeor een te klein deel wvan het ijzer

in de fractie <0,43 m wordt gevonden. Hierin komt geen verandering
door autoclaveren of UV-bestralen. :

Bi] monsters met een hocg gehalte aan anorganisch kocelstof loopt de
pH tijdens het autoclaveren op doerdat bij een hoge temperatuur CO;
wordt uitgedreven wat een verschulving van de carbonaatevenwichten
tot gevolg heefr, De verwlijdering van CC; komt tot uiting in de da-
ling van het TIC in alle monsters na autoclaveren. De verschuiving
van de pll in de monsters 5 en & 1s niet te verklaren uit de afname
van het TIC in het monster na autoclaveren. De buffercapaciteit van
deze monsters i1s echter gering waardoor een kleine verandering in de
samenstelling een grotc pH-verschuiving kan veroorzaken.

De TIC-gehalten vertonen na de UV-bestraling een kleine toename. De
gehalten liggen cchter vlak boven de detectiegrens van de meetmethode
(0,5 mp/1) zodat hieraan niet veel waarde mag worden toegekend. De
toename van de pH wordt, in tegenstelling tot de stijging bij auto-
claveren, niet vervorzaakt door cen groot verlies van CO;. Waardoor
de toename van de pH dan wel wordt veroorzaakt 1s nict bekend. Door
de filtratie na de¢ bestraling wordt de pH-verschuiving gedeeltelijk
teniet gedaan. DIt wijst erop dat de COr-concentratie niet in even-
wicht is met de atmosfeer. Tijdens de filtratie wordt dit gecorri-
geerd door uitwisseling van C0: met de atmosfeer.
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Na de UV-bestraling worden er geen grote verschillen gevonden in de
concentraties van de verschillende stikstofverbindingen en de concen-—
traties van ortho- en totaal-fosfaat. Hieruit kan worden afgeleid dat
de UV-hestraling geen invloed heeft op de vorm waarin deze verbindin-
zen vocrkomen.

Uit bovenstaande gegevens blijkt dat de voorbehandellingen geen in—
vloed hebben op de anorganische stikstcofverbindingen.

Tijdens het autoclaveren van monsters met een hoge pH of hoge calci-
um- of fosforgehalten slaat echter wel fosfor neer. Daarnaast stijgt
de pH van monsters met een hoog anorganisch koolstofpgehalte. Bij UV-
bestralen treden deze verschijnselen niet op.

Monsters met organische verbindingen

coperimentes’

De samenstelling van de monsters met orzanische N- en P-verbindingen
staat beschreven in tabel 9. Voor zover dit mogelijk was, is de sa-
menstelling van de verschillende monsters gelijk aan die weergegeven
in tabel 6. Ook de nummering is zoveel mogelijk dezelfde. De mon-—
sters zijn op dezelfde wijze behandeld als die met zlleen anorgani-
sche verbindingen. Omdat bij de UV-bestraling wan monsters met anor-
ganische verbindingen weinig veranderingen optreden is maar een deel
van de monsters behandeld met UV-straling.

opper- effluent
vliakte—
Ca

water laag ! hoog

. P |
' laag hoog
R 3 3a 3b 3! 4 b
elementen™
anorg . N 4,2 NN 7 NO-. 7 NHy 7 WN| 21 NN | 21 NN 2] NN
org. 2,8 My 7 A 7 A 7 AL 7T Ml i17,5M) 17,51
42 Uy 70U 7 U
2,8 A

anorg. P 0 3,1 3,1 3,1 0 7,8 7,8
org., P 0,6 M; O 0 0] 3,1 M7 7,8M 7,8 M
Ca 60 20 2Q 20 20 20 401
Mg 7,3 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 49
Na 60 163 163 163 163 163 71
K 16 24 24 3,9 20 26 9,8
C org. 6,6 G 9 G 12 30 30
C anorg. 30 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
b 16 3,2 1 3,2 11 9,6 128
Cl 106 283 301 283 283 283 672
Te 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

Tabel 9. Samenstelling van de synthetische monsters met organische
stikstef- en fesfaatverbindingen (mg/1)

A: Adenine U : Ureunm
M: Adenosine-5>-monofosfaat e NH,NO-.



o 1 \ P
MonsLer ne. T tot - po. T ror-PF
Z 0 2,2 13 0,05 0,3
¥ ! 13 05 0,5
A 2,2 13 9,05 3,5
L aF 2,2 12 0,05 0,3
3 0 7,6 2 3,0 2,9
F 7,4 4 20 3,0 2,9
7,4 21 3,0 3,0
A 5.8 | 7,5 e 3,0
3a 0 - 22 3,2 3,2
¥ - 21 3,2 3,2
A - 21 3,0 3,2
A . 2] N
30 12 27 1,1 3,0
3 12 26 1,0 3,0
A 11 25 P,0 3,1
AL 1 es |, 3,1
4 0 1] 39 5,7 15
r 11 39 8,4 15
A 11 39 9,1 13,
AF B i 139 9,2 15
b O I 37 3,3 | 13
13 bl 37 8,3 L 15
A i1l 39 9,4 15
AF 6,6 0,41 14 Lo 19 9,0 13
U (S S N S
Tabe) 10, Resultaten van de voorbehandeling (mg/1)
0: onbenandeld F : na filtratic over 0,45 wm
A% na autoclaveren AF: na autoclaveren en filtreren

e resultaten van de chemische bepalingen staan verneld Lo de tabel-
len 10 ¢n 11.
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Filtratie van de monsters met organische verbindingen heeft, net als
bij] de monsters bestaande ult alleen anorganische verbindingen, wei-
niyg invioed op de fysisch-chemische samenstelling.

De pH-stijging na autoclaveren in de monsters 3 en 3a is groter dan
in de overcenkomstipge monsters met alleen anorganische verbindingen.
In de monsters 3, 4 en 6 daalt de pl minder sterk dan in de overeen-
komstige anocrpanische monsters. Dit wverschil moet worden toegeschre-
van aan de aanwezigheid van de organische verbindingen. In monster 2
ts door de protere hocveelheld znorganisch koelstof de Invloed van de
orpanische verbindinpen minder sterk waardeor de pli-stijging gelijk
is aan het overcenkomstlige anorpanlsche monster.

[n de concentrallies van de stikstof- ¢n fosforverbindingen treden
geen grote veranderingen op., Daaruit volgt dat tijdens het autocla-
veren slechts een klein deel {<37) wvan het organisch gebonden stik-




stof en fosfor wordt vrijgemaakt. Alleen in monsters met een hoge
adenosine—-{5)-moncfosfaat concentratie (monsters 4 en 6) wordt door
autoclaveren een deel van het organisch gebonden fosfor vrijgemaakt

{(10%) .

In tegenstelling tot de pH-stijging na UV-bestraling van de anorga-
nische monsters, treedt er in de monsters met organische N- en P-
verbindingen een daling op. Deze daling is in overeenstemming met de
verwachting dat de pH afneemt door afbraak van de organische verbin-
dingen onder invloed van de ultraviolette straling. De afbraak van
de organische verbindingen heeft echter niet tot gevolg dat de bin-
ding van stikstof en fosfor met de organische mcleculen wordt ver-
broken, omdat er geen grote veranderingen optreden in de concentra-
ties anorganische stikstef- en fosforverbindingen voor en na de be-

straling.

Evenals bi] de anorganische monsters wordt de plH~verandering gedeel-
telijk teniet gedaan door een op de UW-bestraling volgende filtratie.
De conclusie die uit dit experiment kan worden getrokken is dat or-
ganische stikstof- en fosforverbindingen niet of slechts in geringe
mate door de voorbehandelingsmethoden worden verbroken. In monsters
met een laag anorganisch koolstofgehalte treedt tijdens autoclaveren
een pH-stijging op die moet worden toegeschreven aan de organische
verbindingen. De pll daalt rijdens de UV-bestraling door afbraak van
organische verbindingen.

N P
monster pH TIC NHL+ N0, tot—-N POua_ tot-P
Z 0 8,4 16 1,7 1,8 14 “3,05 0,5
uv 7,7 16 1,6 1,7 14 ~0,05 0,5
UVF 8,5 17 1,5 1,7 14 0,1 0,5
3b 0 7,0 b, 1 - 3,4 20 3,0 3,1
uv 6,3 1,3 - 3,2 21 2,9 3,0
LVF 6,9 1,4 0,1 3,2 21 2,9 3,0
3t o 7,0 1,51 2,2 9,9 26 0,2 2,3
uv 5,5 1,7 2,0 9,4 27 0,2 2,3
UvE 5,6 1,71 1,6 9,2 28 0,3 2,3
6 0 6,9 1,5 2,4 8,8 24 7,8 13
uv 6,73 1,3 2,7 8,8 26 7,7 13
UVF 6,6 1,1 3,4 8,6 27 7,1 13
Tabel 11. Resultaten van de voorbehandeling (mg/1)
G onbehandeld monster
UV: na UV-bestralen UVF: na UV-bestralen en filtreren
b4 Vrijkomen van nutriénten uit algen en bacterién
bobd.l sumsrimentecl

Als toetsalg voor het onderzcek naar het vrijkomen van nutriénten uit
algen 1s gekozen voor de groenalg Scenedesmus quadricauda. Voor het
kweken van bacterien is als ent 1 ml effluent per Iiter medium toege-—

voegd.



De algen of bactericn #1jn gekweekt onder de zebrnikeli jke omstandig-—
heden (5.2.1) 1n media met cen bekende samenstelling (tabel 12).
In de media zijn de alven en bacterien als volgt opzekweekt:

1
‘ opperv]artewater
| Ca hooy ! I ooy CathOE
, ! ‘ " ’ P hoog
| nr — T \ T -
!ulementeu i l 1 2 i 3 4
. ‘ 18 14 3 16
b i 0,4 0,5 P,7 1,6
La : 30 1465 3t 400
i : 7,3 7,3 7.3 49
e | H g g 186
| & | 15 15 16 04 ‘
G ‘ 5 3 | 4 1,2 1
5 } Ih ' 1 16 S50
Cl i 15 . 1745 ‘ A 414 :
Fe ‘ 0,73 0,5 : 0,3 0,6
slucose i . ‘ 1000 ?

Tabel 12, Samenstelling van de wocekmedia voor alzen en bacterien

(p /1)

Medium b: nutriéntenwehalten op oppervlaktewaterniveau
monster a: algen in de exponenticle fase
sonster bro oalgen In de stattonaire fase

Median 2: hooy calcolumgehalte, verder gelijk aan medium 1
monster of  algen In de exponenticle fase

Medium 3: hoop fosformenalte, laay stikstofgehalte, verder gelijk
aan medium 1.
monster dr o algen In de stationaire fase

Medlium 40 hope rcalelum- en fosforgenalten, glucose als voedingsbron
voor de bacterien.
monster <: bacterien in de exponenticle fase
monster f: bacteri¢n in de stationaire fasc

De resultaten van de bepalingen na de voorbehandeling staan in tabel
13.

44,2 T R R S R T YN e L T o

in de monsters met aluen worden als pevoly van de veorbehandelings-—
methode pgeen prote veranderingen pevonden [n de concentraties van de
stikstolverbindingen (SH.T, 10,7, 20.7) . ilieruit kan worden afgeleid
dat er tijdens de vourbehandeling pgeen anorpganisch stikstof vrijkomt,
In de monsters met bactericn is na autoclaveren en na LV-bestralen
cen toenane pevonden van SHL PN en G0-T-N in de filtreerbare (70,45
dm).en in do niet (iltreerbare fractie (0,45 .m). Len deel van het
In bacterién gebonden stikstol komt dius wel vrl)] maar nilet in de op-
seloste {ractle.

Het in de nonsters aanwerize fosfor 1s protendecls door de algen
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opgenomen. In monsters met algen in de stationalre fase is PO,  -P
nagenoey ultgeput. Door autoclavercen neent de orthofosfaatconcentra-
tie In de monsters toe tot ongeveer 707 van de totaal-P-concentratie,
da filtratle i1s de orthofesf{aatconcentratic het noopst In monsters
met lage caleium~ en fosforgehalten. Daarnaast 15 cen ef fect merkbaar
van de cuderdon van de algencultuur. Na autoelaveren en filtreren
komt meer orthofosfaat vrl] In de monsters nmet alzen in de cxponenti-
ele fase dan in wonslers met algen In de stationaire fase.
Autoclaveren heeft echter poeen &énduldige invloed up de orthofosfaat-
concentratic. a autoclaveren 1s het gehalte aan orthofosfaat in het
monster mel bacterien in de cuponenticle grocifase lager, in het
monster met bacteriin in de stationsire fase julst hoger dan voor
deze behandel ing,

Gerzlen de afname van de totaal-P-concentratlc na de UV-bestraling
Llijft 20-307 van het fosfor achrter door hezinking van algen in de
sterilisatiebak. Doordat een deel van het gebonden fosfor wordt vrij-
pemaakt door de UV-boestraling neemt de feosforconcentratic in de frac-
tice <0,45 .m coiiter wel toe.

Evenals in de synthetische monsters bevindt 1jzer zich voor een deel
in de {ractic ~3,45 .m. llierin komt wveen verandering door de voorbe-
handeling. Tijdens de UV-bestraling van de monsters met algen be-
zinkt cen decl van het ijzer in de sterilisatiebal. De tocname van

de 1jzerconcentratic na de UV-bestraling van de nmonsters met bacte-—
ricn 15 te wijten aan het in oplossing ¢aan van ijzer ult de roest-
vrijstalen bak.

Uit de resultaten van de experimenten kan worden afgeleid dat, bi]

de toewepaste voorbehandelingen, uct in alyen gebonden stikstof niet
vrijkomt en het In bactericn gebonden stikstof slechts voor een deel
(20-30Zy. Bil] autcclaveren van monsters net alzen komt cen groot

deel wvan het fosfer vrij. Het in Sacterién gebonden fosfor komt daar-
entesen nict vreij. Tijdens het LV-bhestralen gaat ecn deel wan het in
alroen pebonden {osfor verloren door bezinking In de sterilisatiebak.

Sporenclementen

L YA T e

[ENHPTSS LR RN S

Voor het onderzook naar de invlced van de voorbehandeling op sporen-
¢lementen z1jn de veranderingen bepaald die optreden In de vorm en
concentraties van koper, mangaan en zink. De totaalconcentratics
zijn pemeten door middel wvan atomaire absorptiespectrometrie, De
concentratices van de zwak gebonden en vrije Lonen zliin met behulp
van een clectrochemische nethode (anodische heroplossingsvolta-
metrie met differentitle pulspolarografic’ ) bevaald bi] de in een
mongter heersende pl, De samenstelling van de monsters staat vermeld
in tabel 14 ¢n de resultaten wan de uitgevoerde bepalingen in tabel
15.

- -
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kweekmedium oppervlakte- effluent
(107) water Ca hoog
P hoog
nr
elementen ta 1h 2 5
N B,4 B,4 14 ! 21
p 0,6 0,6 0,6 , 16
Ca 1 I 60 401
Mg 0,2 0,2 7,3 49
Na 15 15 60 94
K 0,7 0,7 16 20
c1 - - , 71 708
S 0,3 0,3 i 15 128
C anorg. 1,2 1,2 i 30 f 1,2
Citroenzuur 2,9 - - ; -
EDTA - I,1 - ? -
Fe - ~ 0,223 -
Mn 0,004 0,004 0,390 0,390
Zn 0,002 0,002 0,136 0,136
Cu 0,002 0,002 0,135 | 0,135
]

Tabel 14, Samenstelling van de monsters met sporenelementen (mg/l)

reculbaten en Lespreling

EDTA en Cltroenzuur

De complexerende werking van EDTA en citroenzuur wordt niet belnvloed
door de wvoorbehandelingen. Dit blijkt uit het feit dat na de voorbe—
handeling de concentraties van de zwak gebonden en de vrije metaal-
lonen niet toenemen (monsters la en 1b).

De toename van de concentratie van de zwak gebonden of vrije mangaan-—
ionen na de UV-bestraling is vercorzaakt deordat mangaan vrijkomt

uit de roestvrijstalen bak. Dit blijkt ook uit de toename van de to-
taal mangaanconcentratie.

Door autoclaveren worden de metaaliocnen voor een deel gzeadsorhbeerd
aan ijzerhydroxyde deeltjes (menster 2). Dit blijkt uit het feit dat
de totaalconcentraties bij filtratie na autoclaveren afnemen. Dit
effect treedt ook op na UV-bestraling van de monsters. Doordat bij
cen filtratie de aan de 1jzerhydroxyde neecrslag gebonden metaalicnen
worden verwijderd zijn de na filtratie resterende metaalionen groten-
deels aanwezig in de zwak gebonden of vrije ionvorm.

Keper en zink worden ingesloten in een calciumfosfaatneerslag dat
gevormd wordt tijdens het autoclaveren. Dit blijkt uit het feit dat
door filtratic cen deel van de metaalionen wordt wepzenomen en het
grootste deel van de na de filtratie restercnde koper— en zinkionen
aanwezig zijn als zwak gebonden of vrij lon. Mangaan vertoont dit
gedrag in mindere mate,

Uit de resultaten blijkt dat de behandelingsmethoden geen invloed
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hebben op het complexzerend vermogen van EDITA en cltrocnzuur. Door de

voorbehandelingen treedt door adsorptle aan ljzerivdroxzvdedeclties
cen daling op in de concentratlies van de opgeloste metaalionen. Als
tijdens autoclaveren cen neerslag ontstaat, gaan cr door inslulting
sporenelementen verloren.

i
Mo An Cu Fe |
VIl ] totaal vrij Lutaal vrl] totaal totaal
la 0] 0,004 0,003 ; 0,003 5 (3,005 * -
Fl 0,003 G,001 U,003 5 0,004 * -
Al 0,003 0,004 0,003 5 0,009 x -
AP ND,0073 0,003 0,004 S 0,009 x -
uvy 0,012 0,014 0,005 5 x * -
UVE| 0,013 0,014 0,007 £ * * -
b 0] x 0,002 * 3 0,012 x -
F * 0,002 * 5 x 0,01 -
A * 0,007 x 5 * 0,01 -
AT x 7,003 * 8 0,013 0,1 -
LVi-0,01 5,039 x 5 * Y -
uve| 0,01 },039 * 5 x 0,02 -
2 o 0,40 0,39 0,073 0,12 0,06 0,11 0,19
Fl 0,46 0,39 0,07 0,07 0,08 0,05 0,01
Al U,06 0,35 (0,02 5,13 0,0z 0,11 v 0,20
AR G,03 0, 50 “),0] B, 0,0 3,01 0,02
Lvy 0,07 4,31 0,10 0,07 . * (5,037 0,20
UVEL U,04 i), 10 0,01 0,01 x 0,01 x
I SN S — -
7 0] 3 G,41 8 G, 17 5 U, 12 -
F s 0,40 8 0,17 0,12 0,10 -
Al G,30 0,43 0,06 , 16 0,06 0,09 -
ALl 0,21 0,734 0,06 0,08 0,06 )4 -
Uy 0,27 0,45 0,17 0,18 0,05 1,005 -
LVE| 0,21 0,42 0,12 0,18 0,03 5,073 -

Tabel 15.

Resultaten van de cxperimenten met sporcnelementen {mg/1)

0 : ounbehandeld 3 na filtreren

A ona autoclaveren APt na autoclaveren en filtreren
LV: na LV-bestralen ULVF: na UV-bestralen en filtreren
% ¢ nlet mectbaar s1 storing -: nilet hepaald

Effceten van plli~verlaging en verdunning

In het voorafsaande deel van het onderzoek 1s pebleken dat bij toe-
passing van autoclaveren als voorbehandelingsmethode de mogelijkheid
bestaat dat er bij cen hope pH of hoge caleiuwa— en fosforconcentra-
tic neerslagen ontstaan, Hierdoor kiunnen nutritnten verloren gaan,
it kan worden voorkomen door plH-verlaging of verdunning voor de
voorbehandeling., Wat het effect Is van deze Ingrepen op de resultaten

van de algensrocipotentletocets, 1s nader onderzociht op monsters op-
perviaktewater, efflucnten en mengnonsters van beiden.

P
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Als oppervlaktewater zijn wmonsters ult de Put van Broeckhoven (bi]
Bodegraven) en de Akkerdijkse Plassen (bij Pijnacker) genomen. Dit
zijn beide plassen die nauwelijks door afvalwaterlozingen beinvloed
worden.

De proeven zijn twee— resp. driemaal uitgevoerd. Voor het autoclave—
ren zljn de mensters aangezuurd tot een bepaalde pH-waarde.

De chemische samenstelling van de monsters en de resultaten van de
algengroeipotentietoets zi]n weergegeven in de tabellen 16 en 17. De
algengroeipotentiewaarden zijn uitgedrukt in ODys5g, optische dicht-
heid gemeten bij 750 nm, ¢en maat voor het biovolume (zie H8). Van de
aangezuurde monsters 1s slechts de chemische samenstelling na auto-
claveren weergegeven.

pH N r Fe Ca datum OD;-gg
0 K A NH, Y NO.T N PO, tp
7,9 0,4 0,1 0,5 0,1 0,1 |<0,05 16-12 |,
8,6 | 0,4 0,1 0,61 0,1 0,1 0, 1983 |10,070
7,0 8,5 | 0,5 0,1 0,5 0,1 0,1 0,072
6,5 8,4 0,4 0,1 0,6 0,1 0,1 0,077
6,0 8,1 10,4 0,1 0,6 0,1 0,! 10,081
5,5 7,8 | 0,4 0,1 0,6} 0,1 0,1 | 0,086
5,0 7,4 10,4 C,1 0,6 0,1 0,1 0,090
8,4 0,05 0,5 0,6 x  <0,05| <0,05| 50| 10-05
8,5 k0,05 0,5 0,6 x  <0,05(<0,05] 37| 1984 {0,075
6,0 7,5 | 0,1 0,3 0,5!-0,05 <0,05) <0,05] 50 0,033
5,0 7,6 [ 0,1 0,3 ©,5] 0,05 <0,05]| <0,05! 48 0,168

Tabel 16. Samenstelling van monsters oppervlaktewater uit de Put van
Proeckhoven en de waarden voor de AGP (ultgedrukt als ODycp)

(O: onbehandeld; K: na pl-verlaging; A: na autoclaveren;
*%: niet meetbaar; ¥, P, Fe en Ca in mg/1l)

Uit deze tabellen blijkt dat tijdens het autoclaveren de pH sterk op-
loopt door uitdrijwving van CO, en verschuiving in het carbonaateven-
wicht. De blomassa neemt iIn vier van de vijf series significant toe
bij veorafgaande verlaging van de pH van de monsters.

Eff luent

Het effluent is onttrokken aan de rwzi van de TH-Delft en de rwzi
Nieuwveen. In eerste instantie is voor de pH-reeks onverdund effluent
gebruikt. Daar de onderzochte cffluenten zeer hoge nutrientenconcen-—
traties bevatten, zijn de verkregen algengroeipotentiewaarden zeer
hoog. Hierdoor kan in de cultuur lichtbeperking optreden. Om dit te
voorkomen zijn velgende serics effluent verdund met gedestilleerd
water. De chemische samenstelling van de monsters en de resultaten
van de alpengroeipotentietoets zijn weergegeven in de tabellen 1R8en
19.

_23_



pH W P Fe Ca | datunm 0D7 <
0 K A H.ot n0.T X PO P
94,2 0,00 0,6 1,8 0,2 0,41 0,2 B3 21-02-
4,6 0,1 0,6 1,8 oyl 0,5 0,2 BE | 1984 0,173
7,00 4,2 0,1 0,2 1,7 0,05 0,4 | 0,2 49 0,151
A,> 8,0 U, 0,2 1,9 0,2 0,40 0,73 39 0,152
h,O0 7,4 0,05 0,2 1,9 ,% 0,4 0,73 %40 0,160
5,5 7,1 0,1 0,2 1,9 O,0 0,4 0,3 27 0,162
5,0 4,9 0,1 0,2 1,9 O,% 0,4 0,2 “8 0,173
8,5 0,1 0,9 1,0 O,% 0,41 0,1 B0 | 10-04-
9,3 0,1 1,0 1,1 O,1 0,31 0,2 451 1984 0,052
6,0 8,3 0,1 ,a 1,1 0,4 0,50 0,1 53 0,041
5,0 6,4 4,1 1,0 1, .4 0,5 0,1 By 0,051
8,3 1,1 0,3 1,5 Ly7 1,8 10,21 105 13-06-
7,6 0,9 0,2 1,2 O,1 0,37 0,1 96 1984 0,134
6,0 7,0 1,0 0,3 1,4 5,8 1,31 0,1|105 0,203
5,0 7,8 b,2 0,3 1,5 1,8 1,81 0,0 104 0,208
label 17. Samenstelling van monsters oppervlaktewater uit de Akker-—
dijkse Plassen en de waarden voor dc &GP (uitgedrukt in
OD7. )
(O: onbehandeld; ¥: na plH-verlaging; A: na autoclaveren;
Gy Py, Feoen Ca in mg/l)
pH p Fe Ca jdatum 0Dy - -
0 K PO S B4 PR PO P
8,5 0,0 19 19 | 3,3 3,2 109 27-01-
8,2 0,2 19 19 0,3 2,9 D71 184 1,552
6,5 H,5] 0,3 19 21 0,3 3,1 110 1,516
6,0 8,141 0,3 20 20 0,3 3,1 10% 1,627
5,2 7,61 0,3 20 20 1,9 3,2 112 1,630
5,0 6,91 0,4 20 20 3,6 3,6 123 1,539
verdunning
1:7
7,5 0,2 16 16 3,9 400 0,1 82] 10-04~
8,8, 0,1 16 16 0,3 4,91 0,2 6O 1984 0,328
—————————————— herdunning 1 :794———-——————f-—=—-——————1
6,0 7,6 10,05 2,0 2,1 0,3 0,5070,0% ] 4,6 0,339
5.0 6,3 10,05 2,0 2,0 0,3 5,5 0,5 | 6,3 0,271
label 18, Samenstelling van momsters effluent van rwzi Nieuwveen en

de waarden voor de AGP {ultgedrukt in Gb.. o).

(0: onbehandeld; K: na pli-verlaging; A: na autoclaveren;
N, P, Fe en Ca in mg/l)
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pH N P Fe Ca datum 0D7 50
0 K A | NS5 WOy N PO;~ tP
7,0 26 55 76 3,0 3,8 0,1 23-11-
8,81 24 54 72 0,2 3,00 0,1 1983 3,8
6,0 7,77 27 52 74 3,2 3,9 0,1 3,0
5,5 6,8] 27 49 73 3,1 4,00<0,05 2,1
5,0 5,926 52 75 3,2 3,9 0,1 1,1
verdunning
1:15
6,1 21 47 75 | 6,7 7,5/ 1,0 | 665|10-054
6,4 | 21 47 77 6,6 8,1 1,0 | 6891984 0,500
—————————————— vlerdunning 1:15-4-————————f—~—=odg-u——t
6,0 6,9 1,3 3,2 4,8 | 0,6 0,6/<0,05| 44 0,670
5,0 6,414 3,1 4,9 {0,5 0,7|<0,05{ 43 0,735
7,4 2,7 62 67 8,8 8,9/<0,05| 326|13-06
7,212,7 62 69 8,8 8,8{<0,05 4171984 0,439
—————————————— vierdunning 1:15--~————————f—mmout———¢
6,0 6,4|0,1 3,8 4,1 |0,6 0,6 =* 21 0,539
5,0 6,410,1 3,9 4,1 0,6 0,6 = 23 0,544

Tabel 19. Samenstelling van monsters effluent van rwzi TH-Delft en
de waarden voor de AGP (uitgedrukt in OD7:5p)

(0: onbehandeld; K: na pH-verlaging; A: na autoclaveren;
%¥: niet meetbaar; N, P, Fe en Ca in mg/1)

De reactie van Scenedesmus quadricauda op de veranderingen van de

pH van de effluenten uitgedrukt als 0D;sp, varieert. In de reeks on-
verdunde monsters van de rwzi TH-Delft treedt bij verlaging van de
pH een verminderde groel op. Door deze pH-verlaging kunnen er veran-—
deringen in het effluent optreden, waardoor groeiremmende stoffen
kunnen vrijkomen. Dit effluent bevat namelijk voor een belangrijk
gedeelte niet-huishoudelijk afvalwater. Door het effluent eerst te
verdunnen (tot 1:15) verdwijnt dit effect.

Deze verklaring kan niet gelden voor het effluent van de rwzl Nieuw—
veen. Hier treedt bij verdunning juist een verlaging op van de ODysg.
Fen verklaring hiervoor 1s niet gevonden.

Deze mengmonsters bestaan uit 10%Z effluent en 907 oppervlaktewater.
In de tabellen 20 en 21 zijn de chemische samenstelling van deze
mengmonsters en de resultaten van de algengroeipotentietoetsen (als
0D7:,) weergegeven.

De resultaten van de algengroeipotentietoets geven eenzelfde beeld
te zien als de reeks van het effluent. Het groeistimulerend effect
is, gezien de verkregen waarden wat sterker dan bij verdunning van
het effluent met gedestilleerd water. Het cppervlaktewater kan che-
lerende stoffen bevatten, die hier een positieve bijdrage leveren.

- 25 -
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Tabel 20,

pH

0] K
| +Pvl

8,2

6,0

5,0
+AL
8,73

6,0

5,0

5 P Te l Ca { datum || QD -
A NHY oo PO R 1
.7 005,20 7,50 0,1 0,8170,05 | 120 10-05-
9,01 1,7 5,4 7,35| 0,1 0,770,053 125 | 1984 0,632
7,70 1,6 5,4 7,30 6,4 0,8/-0,051 123 0,568
7,0 2,2 5,3 7,4 G,4 0,71 0,1 114 1,144
P,1 5,8 7,00 2,00 2,30 0,1 L1 13-06-
2,30 0,2 1,5 2,0 0,2 0,6]40,05] 330 1984 9,512
7.6 00,1 3,7 6,90 2.0 230 0,0 {140 0,964
7,6 0,9 5,6 6,710 0,9 1,00 0,2 | 132 1,030

Samenstelling van monsters van effluent van de rwzi TH-

Delft (107) gemengd met‘gypvrvlhktcwatpr uit de Put van

Ji{g&&kﬁg&ggtngvB) rgﬁpg Akrerdijkse Plassen (AP) (907) }21
de waarden veoor de AGP (uitgedrukt in Obs- -},

(0: onbehandeld; K: na pli-verlapging; A: na autoclaveren;

W, Py Fe en Ca in nmg/l),

e o o
phi by P Fe La datum ODv - -
0 K Al oanr o ouos ww o bpolTowep
ISR T )
8,3 U000 2,00 2,010 U4 0,4[<0,05] 43 | 10-04-
9,1170,05 1,9 2,0 0,2 0,4(<0,05] 46 1984 0,417
6,0 8,370,055 1,9 1,9 0,4 0,40 0,1 |49 0,307
5,0 7,000,035 1,9 1,9 0,4 0,4 0,2 151 0,310
AP
8,1 0,1 1,5 1,61%49,5 0,5 0,1 78 | 10-04-
9,11 0,1 1,5 1,70 0,2 0,5 0,2 185 1484 0,291
6,0 8,3] 0,1 1,6 1,6 10,5 0,6 0,1 a5 U, 340
5,0 7,0] 0,1 1,6 1,6 U,6 0,6 0,1 81 1,299

Tabel 21.

Mofng Ay

ety

Samenstelling ven monsters van eff{luent van de rwzi Nieuw-

veen (10%) gemengd mel opperviaktewater uit de Put van

Iﬁ%ﬁl:Mloqu (PvB) resp. Akkerdijkse PTEE:;;y (AP)(90§}LEp

de waarden voor de AGP (uitpedrukt in OL- ).

{0: onbcehandelds; ¥ na pli-verlaging; A: na autoclaveren;
P, Feoen Ca in mg/fl)

ity

De mate van verdunning is afhankelljk van het fosforgehalte. Volgens
cen logaritmische recks zijn de monsters met gedestilleerd water
verdund tot het fosforgehalte 0,02 mp/P/1 bedroe;. Van de gehele




reeks is de algengroeipotentie bepaald.

De lijn die door de gevenden waarden van een verdunningsreeks loopt,
1s berekend., De regressiecoefficient hiervan is de faktor waarmee
het maximale biovolume {0Dy5q) afneemt bi] een verdunning [:1.

Oppervlaktewater

Van verschillende oppervlaktewateren zijn verdunningsreeksen ingezet:
Put van Broeckhoven, Akkerdijkse Plassen, Kagperplassen, Braassemer-—
meer en de rekreatieplas bi] Zoetermeer. De resultaten van de algen-
groeipotentietoets, weergegeven als ODyey, de regressie- en de corre-
latiecoeffici¢nt zijn weergegeven in tabel 22,

AGP-waarden
plas maand repgr. correl
verdunning coeff, coeff.
onv. 1:1 1:3 1:7
PvB dec. 0,070 0,043 0,024 0,77 0,999
AP febr. 0,182 0,091 0,047 0,039 3,76 0,974
juni 0,125 0,037 0,027 0,83 0,999
K nov. 0,309 0,167 0,082 0,053 0,85 0,999
B nev. 0,227 0,118 0,072 0,043 0,79 0,998
z nov. 0,293 0,057 0,040 0,030 1,04 0,911

Tabel 22. AGP-waarden{0D;.,), regressie— en correlatiecoéfficient

' van verdunningsreeksen van water uit de Put van Broeckhoven
(Pvh), Akkerdijkse Plassen (AP), Kagerplassen (¥),
Braassemermeer (B) en de rekreatieplas bi] Zoetermeer (Z)

De repressieceoéfficiént is niet voor alle wateren pelljk. Enkele
waarden llggen rond 0,77 (0,76 - 0,79), andere rond 0,84 (0,83-20,84)
en &één waarde 1Is 1,04. Op grond van deze resultaten is er geen gemid-
delde coefficient te vinden, waardoor extrapolatie van het maximale
algengroeipotentiewaarde van monsters verdund oppervlaktewater naar
die van onverdund oppervlaktewater mogelijk is.

Effluent

Met effluent van de rwzi TH-Delft en Nieuwveen zijn verdunningsreek-
sen gemaakt. De resultaten zijn weergegeven in tabel 23, Ock hier
zijn de resultaten van de algengroeipctentietoets weergegeven als
OD7e g

Bij het berekenen van de regressiecocfficiént zijn bij het effluent
van rwzi-Delft de onverdunde monsters niet in de berekening betrok-
ken. Waarschijnlilk zijn in deze dichte cultuur groeiremmende fakto-
ren opgetreden.

De gevonden regressiewaarden komen met elkaar oversen, gemiddeld 0,85.
Hoewel vier reeksen nog een gering aantal is, 1ijkt de mogelljkheid
aanwezlg om vanuit algengroeipotentiewaarden, verkregen uit verdunde
mensters de potentieéle algengroeipotentie van het cnverdunde monster
te extrapoleren.
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regr. jcorrel.]

MOV —urin: [ =

. abrr—vadardoen o I

rwzl |maand f-—--= s m——— U e e o coef ) coeff.
verdunning

cnv. [ 1:73 1:7 1:15  1:31 1:6l

TH=DL | nov. {(3,757) 3,524 2,05 1,174 0,577 0,345 1,85 1 0,999
mei [(2,526) 2,401 1,338 - G,4%98 G,2u2 010090 0,87 1 0,990
Juni [(3,757) 3,70% 1,875 - 0,578 0,215 7,88 1 0,999
Niewer| jan. | 1,040 0,984 0,708 6,343 0,135 0,100 1,82 1 0,991

Vieen

Tabel 23, ACP-waurden (ODy ), repressic— en corrcelaticcoefficlint van

verdunningsrecksen van of tluent wvan rwzl TH-Delft en Wileuw—
veen.

e resultaten van mengmonslers van effluent (107) en opperviaktewater
(90%) 2ijn weerseseven in tabel 24,

Gok ult deze resultaten blijken de regressiccotfficidnten met elkaar
overeen te komen. De cemiddelde waarde s 0,973

rwzl opper—lumaandl  AGP-waarden | regr.jcorrel.
vilakt e verdunning coeff| coeff.
water onv.  1:l 113 1:7 1115

Ti-U | PvB |mel ] 0,800 0,38% 0,193 0,101 0,054 | 5,97 | 0,999
AP juni 0,651 0,403 0,184 1,91 0,989

Licuw-| PyB april| 0,317 0,135 0,090 7,91 0,979

vieen AP 0,289 0,141 (3,080 7,93 0,598

Tabel 240 AGP-waarden (Chx- ), TesTessie- en correlaticeoccificiént van

verdunningsrecksen van nengacsnsters van ¢f{luent (107) en
opperviaktewater (907)

(Pvh: Put van Broeckhoven; AP: Akkerdijksce Plassen)

Eindconclusics vourbehandeling

- Van de onderzochte voorbehandelingsmetiioden voldeen autoclaverenen
LV-bestralen aan de clsen van ean geringe overlewvingskans voor algen
¢n bacterién en van alpemence toepasbaarheid. Beide methoden voldoen
echter niet aan de eis dat er seen verlies van nutrienten mag op-
treden. Tijdens autoclaveren ontstaat bi) hope pH of b1l] hoge cal-
clum— of fosfaatconcentraties een slecht oplosbaar neerslag, waarbi]
ook sporenelementen worden inpgesloten. Tijdens UV-bestralen i
nutriénten verioren door bezinving van decltjes in de UV-bak.

-Als voorbenhandelingsme thode 1s gekorzen voor autoclaveren omdat hier-
mee snel prote voluainag gesteriliscerd kommen worden en omdat de
apparatuur in de meeste laboratoria aanwezig [s. Je tijdsduur die
nodiy is voor sterilisatie door UV-bestraling i1s wveel langer.

- Fen nadeel van autoclaveren is dat in monsters waarin cen groot
deel van de nutricnten gebonden is in algen, rewening gehouden

-—--—--——-—---\




moet worden met het feit dat fosfaat wel en stikstof niet wordt
vrijgemaakt. Hierdoor kunnen verkeerde conclusics worden getrokken.

Filtratie van de monsters moet sterk worden ontraden omdat daarbij
alle aan decltjes gebonden nutriénten verloren paan. Dit geldt
niet alleen voor de macronutriénten maar ook voor sporenclementen
die aan ijzerhydroxyde deeltjes geadsorbeerd zijn of in neerslagen
zljn ingesloten,

pH-veriaging van de monsters v66r het autoclaveren kan zowel groei-
stimulatie als groeiremming tot gevolyg hebben. Daar het geen Eé&n-
duildige reactie is, is extrapolatie vanuit ecen menster waarvan de
pH verlaagd is, naar het monster met de ocorspronkelijke pH niet
mogelijk, Deze methode is daarom niet geschikt om de negatieve ei-
fecten van autoclaveren op het calcium— en fosforgehalte op te
heffen.

Verdunning wvan de monsters v06r het autoclaveren is een goede me-—
thode. Na enige malen verdunnen (1:3) vormen zich geen neerslagen
meer. Uit de verdunningsreeksen, uitgevoerd met ceffluent en meng-—
monsters, zijn de regressiecoefficiénten 0,85 resp. 0,93 berekend.
LEen meer uitgebreid onderzoek zal moeten uitwijzen of de gevonden
waarden algemeen geldend zijn.

Mocht dit niet het geval zijn, dan kan men altijd op grond van de
resultaten van enkele verdunningen de potentiéle waarde voor de
algengroeipotentie van het onverdunde monster berekenen.

Bij het berekenen van de regressiecoefficient voor monsters opper—
vlaktewater zijn verschillende waarden gevonden. Hieruit moet ge-
concludeerd worden dat verdunning bij dit soort monsters niet goed
bruikbaar is,

In het zlgemeen zal bij het autoclaveren van oppervliaktewater, ge-
zien de gehalten aan fosfor en calcium, geen extra voorbehandeling
nedig zijn.
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5.2

FEUGZE TOETSALG

Inleiding

In de literatuur bestaat welniyg eenduldigheid over de keuze van het
toetsorganisme’ "o s 0 De mogelijkheden zijn:
- natuurlijke populaties
- gekweckte algensocrten
algemeen veorkomende soorten gelsoleerd ult het te toctsen
water
* soort uit cen bestaande verzameling.

Bi) het werken zowel met natuurlijke populaties als met dominerende
algensoorten geisoleerd uit het te toetsen water doen zich problemen
voor. In beide gevallen worden de soorten of de samenstelling van de
ent bepaald door een aantal faktoren, o.a. het scizoen. Standaardi-
satie van de ent 1s dan niel mozelijk. Ook 1is de toers dan slechts
binnen wen beperkte t1]d te reproduceren, Een ander nadeel 1s dat
algengroeipotenticewaarden van verschillende wateren onderling niet
verpgelljkbaar zijn, omdat deze met behulp van onderling verschillen-
de algen verkregen zin,

De Werkgroep Eutrofidringstocts’ gaf de voorkeur aan het werken met
“én algensoort, pekweekt In het laboratorium. Eisen waaraan een der-
zelijke scort moct voldoen zijn:

- algemeen viérkomen in het Nederlandse oppervlaktewater

- genvoudly te kweken, met een hosze opbrengst

- liefst ééncellip en solitair

- welnig variatie in morfolopie en afmetingen

- ecn snelle en duldelijke reactie bij variaties In het nutriénten-
gcehalte in het kweekmedium

- onder identieke proefomstandizheden een reproduceerbaar gedrag
vertonen.,

Gezlen dit aantal eisen 1s het noeiliik &&n soort te vinden die aan

alle cisen voldoet. Cezocht 1s in de klasse der Chlorophyceae

{gprocnwleren) naar soorten dle aan een aantal van deze eisen voldoen.

bit zijn:

- Scenedesmus quadricauda

- Selenastrum capricornutum

Vour een algengroelpotentietoets voor Nederlands oppervlaktewvater

zijn de belanprijkste clsen:

- een snelle en duldelijke reactie bij variaties in het nutriénten-
gehalte .o, stikstef- en fosforverbindingen;

- algemeen voorkomend in Nederlands opperviaktewater.

Het onderzoek heeft zich op deze twee elsen gericht,

Reactie op variaties in het nutriéntengehalte

el Lees L

In cutrofiéringsonderzoek zijn stikstof en fosfor de belangrijkste
nutrienten, De algen zijn gokweokt op het medium 4873 ¢ bijlage 1,
p.73), op 10Z van de normale sterkte met verscohillende concentraties
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stikstof of fosfor. In beide gevallen zijn de gehalten aan Ca’*-,

Nat- en K*-ionen aangevuld tot het niveau van het medium.

De kweekomstandigheden waren:
constante temperatuur .
continue belichting 24 W/m”, TL nr.33
constante menging 80 rpm

Onder deze omstandigheden ziljn alle proeven uitgevoerd, tenzij anders

vermeld. De groei is dagelijks gevolgd door middel van het meten van

optische dichtheid bij 730 nm {OD7.0).

2090 + 1°¢

- ; . PO A Pt o s s
slersiofveroindingsn

De volgende concentraties
voerd aan het medium:
0,1 - 6,2 - 0,46 - 0,8 -

stikstof zijn, in de vorm van NaNOy toege-

1,6 ~ 3,2 mg 10" -N/1

De greceilcurven van de twee algensoorten zljn weergegeven in figuur 1.

1,000 000 1000} 00750
A B
0.1oop o100}
o016} .010f
Q0010 e é L éog‘ ) 15 q0010 N é R hag‘ . ﬁ

Fig. 1. Groeicurven van Scenedesmus quadricauda (A) en Selenastrum
capricornutum (B) gekweekt bhi] verschillende concentraties

ypa_"N

(O: 0,1 mg B/t A: 0,2
N/l; A: 1,6 mg J/1; m:

mg N/1; 0O:
3,2 mg N/1)

0,4 mg 1/1; @: 0,8 mg

In figuur 2 is de relatic tussen de stikstofcomcentratie en het bio-

volume weergegeven.

De correlaticcoefficiénten voor deze relatie zijn:

Scenedesmus quadricauda r: 0,998 0,0 - 3,2 mg NOy -N/1
Selenastrun capricornutum r: ©,996 0,0 - 71,6 mg NO; -N/1

voor
voor

In het gebruikte medium Is het fosforgehalte 0,55 mg P/1. Uitgaande
van de literatuurgegevens dat bij cen verhouding N:P < 8 stikstof de
groeibeperkende faktor 1s, zou er cen evenredige toename aan bio-

massa moeten plaatsvinden tot een stikstofgehalte van 4,4 mg N/1 be-
reikt is®. Uit de resultaten valt af te leiden dat in dit onderzoek
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Selenastrum capricornutum van deze veuel afwiikt. Scenedesmus quadri-
cauda voldoet beter,

ODygp
0,400 | o
r= 099
r = 0,958
0,300 +
0,200 |-
O,
0,100 | o
1 1 s L 1 i 1 ]
0 10 20 10 L0 mg N/

Fig. 2. Relatie tussen het gehalte aan ROL7-N (mg/l) Iin et medium

en het maximale biovolume (OD7.:)

A1 Scenedesmus quadricauda
0 : Selenastrum capricornutun

SR L R [

Ve volpende concentraties fosfor zijn, In de vorm van FH; PO, aan het
nedium toezevoegd:

0,0 — 0,05 = 0,1 — 0,2 - O,4 - 0,8 - 1,2~ 1,6 = 2,0 ng PO..° -P/1.
De resultaten zijn weergegeven in [lguur 3.

Het maximale biovolume, ultgedrukt in ODvss , ultgezet tegen het fos-
forgenalte levert het volgende beeld op (fig. 45,

Berekening van de correlaticcocf{iciénten levert de volgende waarden
op:

Scencdesnus quadricauda r: 0,953 woor 0,0 - 7 0,4 mg POQ?_—P/I
Selenastrum capricornutum  r: 0,946 voor 0,0 — 7 0,4 mg PO °"-P/1

In net gebruikte medium wordt de zroeil tot zen fosforpehalte van 0,40
mg /1 door P bepaald. Dit betekent dat bi) cen verbouding N:PF 3 20
fosfor de groecibeperkende faktor is (3:; 8,4 mz/ly P 7 0,4 mg/l). Ook
llteratuurgegevens wijzen in deze richting”.




Fig.

3.

00150
1000 1 1,000
0100 | 0,00
0010 |- qmo
4
000 j—t—mtmm— é TTde 0 e é l éug — #5

Groelcurven van Scenedesmus quadricauda (A) en Selenastrum
capricornutum (B) gekweekt bi] verschillende concentraties
POLP P

Q: 0,00 mg P/1 A 0,05 mg P/L 0: 0,1 mg P/1
®: 0,2 mg P/1 4 : 0,4 mg P/l m: 0,3 mg P/1
P: 1,2 mg B/1 A 1,6 mg P/1 @ 3,2 mg P/1

3 k4
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1,300 | | o o o)
1,200 C

1,100 |
r=0946
1,000 |
0,900 |-
0,800 |
6,700 b
0600 |
0,500 |
0,400 |-
0,100 |
0,200 L /v - 0953

0,100

1 1 1 J
0 a5 10 15 20 mg P/L

d f s

Fig. 4. Relatie tussen het pehalte aan PO, 7-P (mg/1) en het maxima-

le bioﬁgigmg {uitgedrukt in 0Dy, 5)

A 1 Scenedesmus quadrilcauda

0 : Sclenastrum capricornutun

Representativiteit voor het Nederlandse oppervliaktewater

Yoor het onderzoek naar het voorkomnen van de twee algensoorten in
dederland 1s gebruik gemaakt van "Index van narnen en vindplaatsen

dic betrekking hebben op in Nederlandse wateren aangetroffen algen en
enige groepen van microdrganismen'’ en van enkele jaarverslagen van
waterkwaliteitsbehecrders die in hun gebied uitgebreide fytoplankton-
analyses ultvoeren's '’

izl

hresscher’ heeft de plaatsen van fytoplanktononderzoek in Nederland
seogralisch gerangschlkt, Op deze wijze ziin er 46 districten ont-
staan. S5c¢. quadricauda is In 38 districten aangetroifen, Se. capri-
corputum slechts in 4 districten,

In de periode 1977-1978 heeft het Hoogheemraadschap van de Ultwate-
rende Sluizen In Henncmerland en Westlrlesland frequent fytoplankton
analyses ultgevoerd'. let azantal malen dat de twee socrten zijn aan—
gperroffen en het gemiddelde aantal over het selzoen 1s weergegeven in
tabel 273,
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boezemwater
aantal monster- aantal monsters gem. aantal
punten per punt toetsalgen
permonster
totaal| met toetsalg|totaalimet toetsalg
Scenedesmus quadri-
cauda 15 15 12 9-12 36
Selenastrum capri-
cornutum 15 14 12 0-4& 2,1
polderwater
aantal monster- aantal monsters gem. aantal
punten per punt toetsalgen
permonster
totaal| met toetsalg|totaal |met toetsalyg
Scenedesmus quadri-
cauda 22 21 11 5-11 9,2
Selenastrum capri-
cornutum 22 17 11 0O-4 3,3

Tabel 23.

Frequentie van voorkomen en gemiddeld aantal per monster

van Scenedesmus quadricauda e¢n Selenastrum capricornutum

De laatste jaren zijn deze verhoudingen niet of nauwelijks veranderd.
In de wateren die geanalyseerd worden door het Hoogheemraadschap van
:ijnland is in de periode 1977-1978'7 S. capricornutum niet aangetrof-
fen. Ook in recenter onderzoek is dit het geval. Sc. quadricauda komt
wel voor. Uit gegevens van Provinciale Waterstaat Friesland” komt een-
zelfde beeld naar veren,

Eindeonclusies keuze toetsalg

- Bi] toename van het stikstof- of fosforgehalte in het medium is de
toename vanhet biovolume uitgedrukt in OD75,, bi] Scenedesmus
quadricauda kleiner dan bij Selenastrum capricornutum. Scenedesmus
quadricauda zeeft echter bij hogere stikstcfzehalten nog een toe-
name in blomassa te zlen.

- Uit veldonderzoek blijkt dat van de twee onderzochte socorten Sce-
nedesmus quadricauda frequent voorkomt, zowel in plaats als in

tijd.

- Gekozen is voor Seenedesmus quadricauwdy als toetsalg.
Deze keuze wordt ondersteund door enkele eigenschappen, waargeno-
men bi] ander onderzoek uitgevoerd in het kader van dit projekt.
Zo blijkt deze svort minder gevoelig te zijn veoor een lage pH {pH
< 7) en voor de concentratie aan zware metalen in het medium.
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Inleiding

e procl van algen Is niet alicen afhankelijk van fet nutriéntengebalte
van het aangeboden water. Ock de omstandigheden waaronder de toets
worldt ultgeveerd, belnvioeden de groei. In dit kader ziin tempera-
tuunr,® licht en de mogell]kheld tot COs-suppletic van wezenlijke be-
tekenls. De' algengrocipotenticwaarden dienen echter cendnidig de wa-
terkwalitelt weer te geven, Andere faktoren, zoals dic hicrboven ce-
nocnd, moren deze waarden nict beinviceden., Standaardiszatie van de
bweckonstandipghedon 1s derhalve noodzakelijr,

O binnen cen redell ke tijd cen reactle op het te becordelen water

te verkrijpen is cen niet te lage temperatuur te verrlezen. Op zrond
van etpen ervaring en literatuurgepcvens, heeft de Werkgroep Zutro-

figéringstoets® gekozen voor 20° & 19C, Deze waarde is in dit onder-

zock aangehouden.

B1) het kweken wvan algen in hwt laboratorium zin naast de licht-
Intensiteit ook de belichtingsduur en de spectrale sanenstelling

van het licht van wezenlljke betekenis., Vermeden dient te worden dat
Licht in de toets dv beperkende {aktor wordt. Evenwel dient een te

Joge lichtintensitelt vermeden te worden omdat deze kan leiden tot

mogclljke schade aan cellen of groeiremming. Cekozen ls voor cen
lichtintensiteit van 24 W/m' | gemcten buiten het kweckvat op vloei-
stofniveau’.

Onderzoek naar de invieed van continuc of periodicke helichting op
de groel van Scenedesmus quadricauda heeflt uitgewezen dat het tijd-
stip waarop de statlonaire fasc bereikt wordt, nict wordt beinvloead
door de¢ belichtingsritmiek. B1] continue belichting ontstaan er ech-
ter geen synchrone culturen. Jerhalve is gekozen voor continue be-
ilchting .

o

Spretrale samenstelling van het licht

Uit literatuuronderzock blijkt dat de typen lampendic bl algengroci-
notent letoetsen gebruibt wordende TL-bulzen nr, 32, 3%, 53 en 37 zijn of
combinatics hicrvan's'“»7 ', Het type TL-33 heeft enize voordelen boven
de anderen. Het bevat voldoende roed en blaow licnit en dit in de
soede verhouding om als lichtbron bij het kweken wan algen te dienen.
Om toctsresultaten onderling, oorn over langere tijd, te kunnen verge-
lijken meet de apparatuur die bi] de uitvoering van algengrocinotentie-
toetsen sebruikt wordt over cen lange periode beschikbanr zijn, In
verband met de ontwikkeling van nlcuwe typen TL-buizen enmet verande-—
ringen in de produktic van de huldige typen 1s er onderzoek uitge-
voerd naar de invlioed van deze nicuwe tvpenop de groei van algen,

[EN

In cen verpelijwend onderzock is de invieed wvan de typen TL-373,
TL-93 en TL-94 op de¢ proci nagegaan. TL-23% en %4 zouden TL-33 kunnen
vervangen, Dit onderzock 1s bl) constante temperatuur, menging en
continue belichting ultscevoerd., Dagelijks is de proel gemeten als
OL;. .. Aan het einde van de procl zijn ook droogpewicnt on &&nmaal
et chlorofyl-a-gehalte bepaald,
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De proef is tweemaal uitgevoerd. De resultaten van belde series wor-
den weergegeven in tabel 25,

In figuur 5 zijn de groelcurve van de beide proeven ultgezet,

Uit tabel 25 blijkt dat de rvesultaten van de maximale biomassa's on~
derling weinig verschillen., Uit de groelcurven is ook geen effect op
het verloop van groei in de cultuur af te lezen.

maximale biomassa

rype biovolume ODy: -, | drooggewicht (mg/1)| chlorofylzehalte (ug/l)
TL-huls . ,

gem. 5 n | gZem. 5 n gem. 5 n

et B o 4

A
33 0,647 | 0,030 | 4| 324 2 2 Lig 16 Z
93 0,618 | 0,018 | 4| 326 0] 2 462 16 2
94 0,667 | 0,011 | 41 345 4 2 462 36 2
B
33 0,713 10,0231 4] 371 13 4
93 0,729 | 0,017 | 4| 388 9 4
94 0,738 10,0401 4 | 388 14 4

Tabel 25. Maximale biomassa van Scencdesmus quadricauda verkregen
bij belichting met verschillende typen TL-buizen

0
0 0ysp D750

1600 |- 1,000 L
0,100 |- 0,100 |
gma | 0,010 |

1 P Y ST WY PR S VU SR W 0,001 I S W T R SR WU W TR |
000 0 5 dag 10 0 5 dng 10

Fig. 5. Groeicurven van Scenedesmus quadricauda gekweekt bij licht,

verschillend in spectrale samenstelling

(0 : TL-buis 33; O: TL-buis 93; 4 : TL-buls 94)
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Len goede COp-voorziening in ven algenculture Is van belang vanwege het
pmebrulk van anorganisch koolstof door de algen tijdens de groei. Daar-
naast hebben de evenwichten tussen de anorganische koolstofverbindin-
zen een grote invloed op de buffercapaciteit van het medium en daarmee
op de heersende pH. De bufferende werking van de carbonaatevenwichten
berust op de volgende reacties:

+ +

0+ COs LUt o+ HCO. T L 2uT o+ 0.7

Fen beperking van de pH-stijging is gewenst in verband met de mogelij-
ke Inviced van cen te hope pH op de beschikbaarheid van nutriénten
voor algen. Ook bij de internationale standaardisatie van de toxici-
teitstoets met algen wordt hiervoor gepleit.

Bij opname van nitraat door de algen stijgt de pH’’ omdat daarbij OH -
lonen vrijkomen volpens:

WOLT o+ ZH,O0 % M. o+ 20, + OH

In een systeem waarin de opname van CO; door algen kleiner of gelijk
i1s aan de CO,-aanvoer vanult de atmosfeer zal de pH-stijging beperkt
blijven docr de buiferende werking van het carbonaatsysteem. Als in
cen snelgrocicnde algenculture de opname van C0O, door de algen groter
1s dan de aanvoer worden de carbonaatevenwlichten verstoord. De buffe-
rende werking van het carbonaatsysteem 1s dan gering. Bovendien wordt
een deel van het HCO.  via: HCO.™ » CO: + OE  omgezet in CO; dat door
de algen wordt geconsumeerd. Hicrdoor zal de pH nog verder stijgen.
Bi] cen hoge pH wordt bi] een gelijkblijvend anorganisch koolstofge-
halte (TIC) de oplossing sterk onderverzadigd ten opzichte van de CO,;-
cvenwilchitsconcentratie. Dit verproot de aanvoersnelheid vanult de at-
mosfecr. Zodra deze groter is dan de opnamesnelheld van €O, door de
algen zal de pH paan dalen als gevolg van de omzetting van OH™ en CO,
in HCO, . De CO,-aanvoer is dus van belang voor het beperken van de
p-stijginy en het op pell houden van het anerganisch koolstofgehalte.
et onderzoek naar de invlieed van de CO.-aanvoer, op in batchcultures
pekweekte algen, 1s toegespitst op drie punten:

I. Wijze van mengen: geen menging, schudden, beluchten,

2. Verhouding tussen het vlocistofoppervliak en het volume in erlen-
meyers die voor 20%2 of 50% van het volume gevuld z1ljn met medium,

3, De afsluiting van de erlenmeyvers door wattenproppen of omgekeerde
bekerglazen.

Daarnaast is onderzlicht 1in hoeverre de beginconcentratie aan anorga—
nisch koolstef invleoed heeft op de buffercapaciteit van het medium,
het verloop van de groel en de maximale biomassaparameters.

'
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be toctsalg Scenedesmus quadricauda is in 500 ml erlenmeyers gekweekt
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die voor 207 of 507% van het volume gevuld zijn (resp. 100 ml en 250
ml} met het medium Z8 op 10% van de normale sterkte {(bijlage 1). Van
een deel van de erlenmeyers is de inhoud gemengd docr schudden met
schudmachines (100 rpm) of beluchten decor een glascapillair. Verder
zijn de tot nu toe gebruikte kweekomstandigheden aangehouden.
Tijdens de proef, die in duplo is uitgevcerd, is de pH dagelijks en
OD7yp tweemaal per week gemeten. Aan het eind van de proef is het
chlorefyl-a-gehalte bepaald. De resultaten van de meting van pH en
ODy4q staan in figuur 6 en 7 en de resultaten van de chlorofyl-a-
bepaling in tabel 26.

nt pH met mengen
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Fig. 6. pH-verloop in de cultures

(0 i 207 gevuld; & : 307 gevuld)
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wljze van mengen chlorofyl-a-
schudden beluchten | geen menging gehalre pp/l 4
20% gevuld X 520
(100 m1) X 590
X 590
507 gevuld X 930
(250 ml) b4 580
% 720

Tabel 26. Maximale biomassa gemeten als chlorofyl-a-gehalte

Uit het verloop van de pH blijkt dat deze het meest stablel is in de
vocr 207% gevulde erlenmeyers die worden gemengd deoor schudden. De pH
in de andere erlenmeyers loopt op tot heogere waarden; de pH in de
beluchte erlenmeyers i1s instabiel. Het onderlinge verschil in het
verloop van de groel en het maximale blovolume (gemeten als 0Dycq)
is niet groot. Hieruit kan worden afgeleid dat de pH weinig invloed
heeft op de groei van de algen in het gebruikte kweekmedium.
Opvallend zijn de hogere chlorofyl-a-gehalten in de geschudde en de
niet-gemengde 50Z cultures tenm opzichte van de 207 cultures. Daar de
0D;5y waarden nagenoeg gelilk zijn, kan dit duiden op een hoger chlo-
rofyl-a-gehalte per cel. Als het chlorofyl-a-gehalte per cel beln-
vloed kan worden door de pH in de cultuur, dan mag deze slechts wei-
nig variéren,

v 7" o g .oyt " e g Fins 7.
veraouding tussen vicetzioopperclak en volume

Het onderzoek naar de invloed van de verhouding tussen vloceistofop-
pervlak en volume is als volgt opgezet:

In erlenmeyers wvan 2000 ml, die woor 207 {400 ml) en 507 (1000 ml)
met medium gevuld zijn, is de groenalg Selenastrum capricornutum ge-
kweekt op het medium Z8 op 10%Z van de normale sterkte. De inhoud van
de erlenmeyers 1s gemengd door schudden. De overige kweekomstandig-—
heden waren als bi] de vorige proeven. Tijdens de proef zijn pH,
Oby. ., TIC en TOC gemeten. De resultaten van de uitgevoerde bepalin-
zen zljn weergegeven in figuur 8.

Aan het begin van de kweekperiode loopt de pH in alle cultures snel
op tot pH 10,6 (figuur 8). Hieruit blijkt dat aan het begin van de
groei in geen van de cultures de aanvoer van CO, voldoende is. Door
een groter oppervlak per volumeéenheid wordt in de voor 207 gevulde
erlenmeyers eerder het punt bereikt waarop de aanvoer van C0: de
opname door de algen cvertreft. Daardocr daalt de pH eerder en neemt
het TiC-gehalte toe. In de voor 507 gevulde erlenmeyers overtreft de
CO;-zanvoer de opname door de algen pas als de stationalre fase is
bereikt. De CO;-voorziening 1s dus beter gewaarborgd in de erlenmey-
ers die voor 20% zijn gevuld dan in de erlenmeyers die voor 507 zijn
gevuld. Dit heeft tot gevelg dat in de voor 207 gevulde erlenmeyers
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de staticonaire fase eerder wordt bereikt en de maximale biomassa
groter 1is.

Ondanks het feit dat tijdens de groel pH en TIC in de erlenmevers met
een verschillende hoeveelheid medium sterk uiteen lopen,zijn de waar-
den aan het eind van de proef nagenoeg gelijk. De pH- en TIC-waarden
zijn aan het einde van de proef hoger dan bij de start doordat de al-
kaliniteit ten gevolge van de opname van nitraat door de algen is
toegenomer.

Uit de resultaten blijkt dat de door de algen opgenomen hoeveelheid
anorganisch koolstof (= hoeveelheid geproduceerd organisch koolstof)
veel groter is dan de oorspronkelijk in het medium aanwezige hoeveel-
heid anorganisch koolstof. Daar ook het gehalte zan TIG groter is

aan het einde van de proef moet alle voor de groel benodigde koolstof
vanuit de atmosfeer zijn aangevoerd. De resultaten van dit experiment
leiden tot de conclusie dat de pH en het TIC-gehalte het best op peil
worden gehouden in de erlemmeyers die voor 207 van het volume gevuld
zijn. In de erlenmeyers die voor 50Z gevuld zijn, blijft de biomassa,
gemeten als ODyspen TOC achter ten opzichte van de voor 207 gevulde
erlenmeyers.

nvioed van de afsiutting van de kweekkolven

De aanveoer van CO, kan worden beinvloed door de wijze waarop de kweek-
kolven zijn afgesleten. Om dit te onderzoeken is een proef ingezet
waarin voor de afsluiting van de erlenmeyers gebruik wordt gemaakt
van de tot nu toe gebruikelijke wattenproppen en van de omgekeerde
bekerglazen. De bekerglazen zijn zodanig op de opening van de erlen-
meyers geplaatst dat nog een tussenruimte van ongeveer | cm over
blijft. In deze kolven is Scenedesmus quadricauda onder de reeds eer-
der beschreven omstandigheden gekweekt op 28-10%Z. Tijdens de kweek-
periode zijn pH, TIC en 0D;s5y dagelijks bepaald en TGC, chlorofyl-a-
zehalte en drooggewicht aan het einde van de proef. De resultaten
van de metingen zijn uvitgezet in figuur 9. Belangrijke punten in

het verloop van pH, TIC en de maximale biomassaparameters (TOC,
OD755, chlorofyl-a-gehalte en drooggewicht) staan vermeld in tabel
27.

In de cultures gekweekt onder omgekeerde bekerglazen is het pH-ma-
ximum duidelijk lager dan in de cultures gekweekt onder wattenprop-—
pen. Bovendien treedt er in die cultures geen TIC-minimum op. Hier-
uit kan worden afgeleid dat de CO;—aanvoer bij het gebruik van wat-—
tenproppen wordt belemmerd. Als omgekeerde bekerglazen worden ge-
bruikt voor de afsluiting is de CO,-aanvoer temminste gelijk aan de
opname docor de algen. Dit komt tot uiting in het feit dat er zich
in de cultures gekweekt onder omgekeerde bekerglazen geen TIC-mini-
munm voordoet. De pH neemt hier toe onder invloed van de opname van
nitraat door de algen, niet door onttrekking van CO, aan de carbo-
naat-evenwichten., De toename van de pH blijft daardoor beperkt.

Bij het gebruik van omgekeerde bekerglazen in plaats wvan watten-
proppen bestaat een grotere kans op infecties. Bij de proeven die
hiermee tot nu toe zijn uitgevoerd zijn echter geen merkbare infec-—
ties opgetreden.



De resultaten van dit experiment geven aan
gekeerde bekerglarzen als afsluiting van de
verdient boven wattenproppen.
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Fig. 9. Verloop van de pH, TIC en OD7so in cultuur van Scenedesmus

quadricauda gekweekt op Z8-107 onder een watteanprop (0) en

onder een omgekeerd bekerglas (4)
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Scenedesmus quadricauda
wattenprop | bekerglas
begin 6,7 6,7
pH eind 8,1 8,1
maxlmum 11 9,8
(dag) (6) (4)
begin 2,0 2,0
TIC eind 7,4 10
mg/1 minimum 1,6 2,0
(dag) (5) (0)
ToC mg /] 181 285
OD’,H)D eind 0,810 ],050 -
chlorofyl-a pg/ 780 3160 ~
drocggewicht  mg/l 320 564

Tabel 27. 1Invloed van de afsluiting van de erlenmeyers

de beginconcenlralis gan anorganisceh Yoclstol

In 2000 ml erlenmeyers die voor 20% van het volume gevuld zijn met
medium is de invloed van de beginconcentratie aan anorganisch kool-
stef op de groel van algen in batchcultures bepaald.

De toetsalgen zijn gekweekt op medium 28 op 10Z van de normale
sterkte met 0 - 8,4 - 42, 84 — 150 en 336 mg NaHCO./l als anorgani-
sche koolstofbron.

Tijdens deze proef zijn de volgende metingen verricht:

- 0Dy, dagelijks

- pH en TIC dagelijks tot het eind van de exponentieéle fase daarna
om de dag

- chlorefyl-a, drooggewicht en TOC na afloop van de proef.

De veranderingen van de pH, TIC en OD7;s, lopen ongeveer parallel in
de media met verschillende beginconcentraties aan ancrganisch koeol-
stof. In figuur 10 is het verloop van deze parameters weergegeven in
de culture met 42 mg NaHCO;/1. In tabel 28 zijn de belangrijkste
punten 1n het verloop van de verschillende parameters opgesomd.
Door de snelgroeiende algen werdt de CO,-concentratie tot een zo
lage concentratie teruggebracht dat de carbonzatevenwichten worden
verstoord, waardoor het bufferend vermogen verloren gaat en de pH
kan oplopen tot hoge waarden. De beginconcentratie aan anorganisch
koolstof heeft hierop geen invloed.

Het belangrijkste gevolg van een hogere NaHCOs-concentratie is dat
de pH bij het begin van de cultuur en de maximum pH hoger komen te
liggen. Hieruit volgt dat in synthetische media de NalCO;-begincon-
centratie gebruikt kan worden om de pH aan het begin van een cul-
ture te beinvloeden. De groctste invloed hiervan op de algen wordt
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gevonden in de maximale biomassa gemeten als TOC. Deze verschillen
zijn echter niet terug te vinden in andere maximale biomassaparame-
ters. Waarschijnlijk is een deel van het TOC niet in de algen gebon-
den maar in opgeloste vorm aanwezig. De beginconcentratie aan anorga-
nisch koolstef heeft de kleinste invloed als de maximale biomassa
wordt gemeten als ODvsg.

De conclusie die uit dit experiment kan worden getrokken 1s dat de
beginconcentratie aan anorganisch keolstof weinig invloed heeft op de
groei van de algen en het bufferend vermogen van het medium tijdens
de exponentiele fase van de groei,

toegevoegd NaHCO; in mg/1l
0 8,4 42 84 150 336
begin 5,5 6,7 7,2 8,1 9,2 9,6
pH eind 8,0 8,1 8,2 8,4 8,7 9,0
maximum | 11 11 11 12 12 12
(dag) (6) (6} (6) (6) (4-6) | (4
begin 0,5 2,0 6,5 11 21 42
TIC eind 7,6 7,4 13 20 27 53
mg /1 minimum | 0,3 1,6 2,5 4,0 4,5 19
(dag) (2) (5) (4=7) 1 () (4) (4)
TOC eind mg/l |94 181 258 234 223 178
OD-5, eind 0,751 0,810 0,740 00,7541 0,721 0,774
chlorofyl-a ug/1 | 810 780 750 880 G20 610
drooggewicht mg/1f 295 320 315 364 358 379

Tabel 28. Invliced van de NaHCQ,-beginconcentratie op de groei van
Scenedesmus quadricauda

Eindconclusies kweekomstandigheden

- Enkele kweekemstandigheden waren reeds bekend:
temperatuur 200 = 16C
belichting continue 24 W/m?

- TL-buizen nr.33 of een equivalent ervan kunnen voor de belichting
gebruikt worden.

- Voor een goede CO;-voorziening in de cultures is zowel een goede
menging als een groot opperviak per volumegenheid noodzakelijk.
Op grond hiervan is gekeozen voor:

- vullen van de erlenmeyers met medium tot maximaal 207 van het
volume;

- menging door middel van schudden;

- afsluiting van de erlenmeyers door omgekeerde bekerglazen,

- FEen hoge beginconcentratie aan anorganisch koolstof kan niet
voorkomen dat de pH bij onvoldoende aanvoer van CO; oploopt tot
hoge waarden,

In synthetische media kan de beginconcentratie aan NaHCO: gebruikt
worden om de pH aan het begin van een cultuur te beinvloeden.
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ENT EN ENTVOORBEREIDING

Nutrieéntengehalte van het kweekmedium

Bij algengroeipotentieteoectsen mag de toename van de biomassa alleen

een reactlie zijn opde inhet te toefsen water aanwezlge nutrienten.

Andere faktoren moetenworden uitgesloten. Daarom is het van belang de

cultuur waaruit de ent onttrokkenwordt, de zogenaamde voorcultuur, on-

der zodanige omstandigheden te kweken dat deze niet de groel vande algen

inde algengroeipotentietocts beinvloeden. Omreeds de eerste dagenvan

de toets een reactie te krijgen op het nutriéntengehalte van het te toet-

sen watermoet ''luxury uptake van o.a. fosfordoor de algen voorkomen

worden ° ., Ock is er kans dat door het gebruik van een kweekmedium met

hoge stikstof en fosforconcentratie bij het entenhet gehalte aan deze

stoffen inhet te toctsenwater beinvloed wordt, niet denkbeeldig. Zeker

zezien de hoge concentratie nutriénten waarmee in veel kweekmedia ge-

werkt wordt *°,

Eisen waaraan de voercultuur moet voldoen zijn:

- geen "luxury uptake' van nutrienten

- een duidelijk onderscheid tussen de verschillende groeifasen in de
cul tuur

- een lange exponentiele groeifase

- een voldoende tot hoge opbrengst aan algenbiomassa.

De ent voor een algengroeipotentietoets kan het beste onttrokken wor-

den in de exponentiéle groeifase van de voorcultuur ",

experimenteel

Uit de literatuur “%»27:775%% {g cen groot aantal media bekend, waarop

algen gekweekt worden voor eutrofiérings- of toxiciteitstoetsen. In
cen vergelijkend onderzoek zijn vier media getoetst. Dit zijn media
die veel gebruikt worden of in verband met standaardisatie van onder-—
zoekmethoden ontwikkeld zijn. Deze media zijn:

IS0 - International Organization of Standardizatien (draft method)13
Z8 - Skulberg (1964), gemodificecrd”

Rodhe VILI - Rodhe (1948), gemodificeerd?®

NPR - Nederlandse Praktijk Richtlijn 6505°°

De samenstelling van deze media is weergegeven in tabel 29, Gezien de
concentratie aan nutriénten is het medium Z8 altijd gebruikt in een
verdunde vorm, op 107 van de voorgeschreven sterkte!”.

Voor de beoordeling van de groei zijn de volgende criteria gehanteerd:

- duur van de exponentiele fase (in dagen)

. - . . 11'1(2{! /Xg)
- groeisnelheid in de exponentié¢le greeifase; ———=—

ty—tr
x: biomassa ultgedrukt als OD-.y op dagQ (x:) en op dag 4 (xXu)
van de exopnentiele groeifase
t: tijd, dag0 (ty) en dag4 (ty) van de exponentiele groeifase
- maximale bicmassa, uitgedrukt als ODyss, droosgewicht (mg/l) en
chlorefyl-a-gehalte (ug/l).

De gebruikte parameters zijn:



HE BN "E G I B R PR SR g = B G B 0N oy Em ok e = IIII]

.1

= OD7vyy

-~ drooggewicht

- chlorofyl-a-gehalte

(mg /1)

1
(/1)

dagelijkse meting

eind proef

De cultures zijn gekweekt onder de gebruikelijke omstandigheden.

B 150 28-10% Rodhe VIII NPR
N 4,0 8,4 10 198
r 0,4 0,6 0,9 7,1
Ca 4,9 1,0 15 9,6
Mg 2,9 0,3 1,0 7,5
Na 44,3 15 7,5 140
K 0,9 0,7 2,2 18
S 2,0 0,3 1,3 9,9
C 21 0,2 - 2,3
Fe 17 0,5 0,2 1,4
N-vorm NO4 ™~ N3~ NO3~ NO;”; NE, Y
complexvormer | EDTA EDTA EDTA citroenzuur
sporen p.m p.m p.m p.m
N:D 10:1 14:1 11:1 28:1
Tabel 2%. Samenstelling van de te onderzoeken media voor het kweken

van algen {concentraties in mg/1)

resultaten en bespreking

De groeicurven zijn weergepeven in figuur 11.
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De resultaten «ijn weergegeven In tabel 30, Hierult »lijkt dat de
duur van de¢ exponentliele pgrocifase in de meeste media 4 dagen is,
waarna de toenane van de algen per dap steeds minder wordt, totdat
deze zo gering 1s (2 3%) dat de stationaire fase bereikt is.

De duur van de wverpangslase tussen de exponenticle grocifase en de
stationaire fase verschilt per culrtuur.

duur exp.|groeisnelh, maximale blomassa dag

medlum grouelifase dag 0-4 | 00.., [d.w. | chlor.a] n
(dagen) (mg/1) | Gg/l)
4— -_— 4

150 4 1,84 7,516 214 275 2 18
Z8-10% 4 1,16 0,827 385 415 2 16
Rodhe VIII 4 1,18 1,230 562 1135 2 18
WPR z 0,75 7,650 | 3025 115700 2 39

Tabel 30, Resultaten van de groci van Scenedesmus quadricauda cp

verschillende kweekmedla.

et beeld van de groei op het WPR-medium wijkt af van dit algemene
beeld, Er treedt zelis een lag-fase op aan het begin van de proef.
Gemeten als OUv: -+ neemt de algenbiomassa slechts twee dagen expo-

nenticel toe. Jaarna treedt er nog wel een toenane op, maar niet

mecer exponentleel. lJe overgangsfase naar de stationalre fase 1s lang.

De verschillende fasen 2ijn niet gemakkelijk van elwaar te onder-
schelden. Door deze korte exponentiele fase en het onthreken van een
duldelijk onderscheid tussen de verschillende groeifasen voldoet dit
medium niet aan twee van de vier geformuleerde elsen.

De maximale algenblomassa op het PR-medium isg heog als gevolg van
het hoge nutrientengehalte van het medium. Dit hoge gehalte kan ech-
ter aanlelding geven tot extra opname van deze stoffen en tot nutri-
entenoverdracht vanult het medium naar de toets. Bl] het kweken op
verdund LPR-medium, b.v. op 10% van de voorgeschreven sterkte ls dit
probleem ondervangen, naar blijft het minder gunstige verloop van de
groel op dit medium bestaan. Van de drie andere cultures vertoont
degene op het Rodhe YITI-medium de hoogste bicomassawaarden. In ver-—
selljking met opperviastewater heeft dit medium echter een hoge fos-
forconcentratie.

et meest geschlikt voor het kweren van voorcultures is het medium Z8
op 107 van de nornale sterkte, Het fosforgehalte zal echter terug-
sebracht moeten worden tot een waarde < 0,410 mg P/1, endat dan in
dit mediun de groei bepaald wordt door het fosforpenalte en de kans
op luxury uptake' zering is.
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Opvallend in tabel 30 1Is het relatief hoge chlorofylgehalre in de
cultuur gekweckt op het medium Rodhe VIIT. De optische dichtheid,
maat voor het aantal algen, ls ook hoger dan in de cultuur gekweekt
op Z8-10%, maar niet in die mate. Dit wijst op een hoger chlorefyl-
gehalte per aly. Dit hogere zehalte aan het begin van de proef zou
de resultatcn kunnen belnviceden. Om dit na te gaan is een xleine
procl ingezct.




7.3

7.4

Voorcultures zijn gekweekt op het medium Z8-10% en Rodhe VIII, waar-
bij het fosfergehalte was teruggebracht tot 5% voor Z8 en 50% voor
Eodhe VIIL (resp. 0,28 en 0,45 mg P/1). Hoewel ook hier het chloro-
fyl-gehalte van de cultuur gekweekt op het medium Rodhe VIIT 507 ho-
ger was dan dat van de cultuur gekweekt op het medium Z8, bleken de
eindwaarden voor chloroefyl, drooggewicht en optische dichtheid van
cultures geent met deze algen onderling niet of nauwelijks te ver-
schillen. Ook was er geen verschil in het tijdstip waarop de statio-
naire fase werd bereikt.

Entconcentratie

De ent in de toets moet een zodanige hoeveelheid algen bevatten dat
met de te pebruiken meetmethoden binnen €én i twee dagen een reactie
van de algen gemeten kan worden op een eenvoudige manier, met bij-
voorbeeld OD7qq

Het aantal algen in de voorcultuur wordt bepaald aan de hand van
tellingen ultgevoerd met behulp van een microscoop. Bij Scenedesmus
quadricauda gaat men uilt van cellen niet van coenobia.

Goede resultaten zijn bereikt met een zodanige ent dat de begincon-
centratie in de kweekkolf 2 x 107 cellen/1 bedraagt.

Steriliteit

e wvocrcultuur van Scenedesmus quadricauda hoeft voor een algengroei-
potentietoets niet bacterievrijte zijn. Wel moet er voor gezorgd
worden dat men in de toets alleen de reactie van de algen meet. De
toename van bacterién moet voorkomen worden. Daarom is het beslist
noodzakelijk om onder steriele omstandigheden en met gesteriliszeerd
materiaal te werken.

Eindconclusies ent en entvoorbereiding

- Cultures gekweekt op het medium Z8 op 107 van de normale sterkte,
voldoen aan de eisen gesteld aan voorcultures voor algengroeipo-
tentietoetsen, Het fosforpehalte moet echter wel aangepast worden
aan het gehalte dat in het te toetsen water verwacht wordt.

- De ent moet zodanig zijn dat de beginconcentratie in de kweekkol-
ven 2 x 107 cel/l bedraagt.

- Werken onder steriele omstandigheden en met gesteriliseerd mate-
riaal is noodzakeli]k om de reactie van alleen de toetsalgen te
meten.



METHODEN OM BIOMASSA TE METEXN

Inle{éi&&

Bij toxiciteltstoetsen wordt voor het meten van de reactie van de
toetsalg op het aangeboden te beocordelen water de remaing van de
groeisnelheid als basis gebruikt??. De groeisnelheid van organismen
wordt belnvloed door groeiremmende (tcxische) stoffen en door groei-
stimulerende stoffen, nutriénten. Wil men de groeisnelheid als maat
voor de reactie gebruiken, dan moeten de concentraties van de te
toetsen stoffen gedurende de periode waarover de sroeisnelheid be-
rekend wordt, gelijk blijven. Bij algengroeipotentietoetsen, uitge-
voerd in batch-cultures, is dit nict het geval, Dete toetsenstoffen,
0.a. stikstof- en fosforverbindingen worden cedurende de toets verbruikt
docr de algen. Daarom kan in deze toets, waarin de groeistimuleren-—
de werking van opperviakte- en afvalwater wordt bepaald, niet de
groeisnelheid als maat voor de responsie gebruikt worden™’., De maxi-
male biomassa is een betere maat. De wijze waarop deze bereikt wordt,
kan verschillen, maar kan worden afgelezen uit de vorm van de groei-
curve, Daarcm zou ook deze vorm in het onderzoek betrokken moeten
worden, wat met behulp van een wiskundige beschrijving van de curve
mogelijk is.

Ge maximale biomassa treedt op in de stationalre fase. Om het begin
van deze fase goed te kunnen bepalen, moet de groel dagelijks ge-
volgd worden. Hiervoor is een snelle, eenvoudige methode nodig
waarbi] slechts een geringe hocveelheid monster gebrulkt wordt.

De stationaire fase 1s bereikt als bi] twee opeenvolgende dagelijk-
se metingen de toename van de groel beide keren & 57 1s. Is deze
fase bereikt dan moet de biomassa bepaald werden, voordat de afbraak-
fase intreedt.

De biomassa kan bepaald worden met behulp van direkte en indirekte
methoden.

direkt : drooggewicht (mg/1)
indirekt : optische dichrheid

chlorofyl-a-gehalte (ug/l)
Een kritische beschouwing van de verschillende methoden is nedig.

Drooggewicht

B P I
GG L2

Hetr drogen van algenmonsters kan ultgevoerd worden door:

- wverhitcen tot 105°C gedurende 1-2 uur (d.w.)

~ wvriesdrogen o 24 uur (v.d.)

Analyses zijn ulitgevoerd met algen in verschillende stadia van de
cultuur en bi] verschillende verhoudingen X:P in het medium (Z8-
107). De algen zijn op de gebruikelijke wiize gekweekt.

ety
(SR PR
o

vigr +

T I TEN P
PG LTI TOY 2 L8N

De resultaten van deze proef zijn weergegeven in tabel 31.

Bij algen in de exponentigle groeifase is er ecen duildelijk verschil
te zlen tussen de resultaten van de beide methoden. Vriesdrogen
geeft een liogere opbrengst. Vollenweider®® schrijft dit verschil
toe aan het verlies van vluchtige stoffen deor verhitten. Het ver-
schil neemt af naarmate de cultuur veroudert. Het gehalte aan
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vluchtige stoffen kan afhankelijk zijn van de ouderdom van een cul-
tuur. Daar een parameter als drooggewicht in de meeste gevallen ge-
bruikt zal worden voor een &€mnmalige meting, In verband met het vo-
lume monster dat nodig is voor de meting, zal dit aan het einde van
de toets plaatsvinden. De cultuur bevindt zich dan in de stationaire
fase zodat het verschil in resultaat tussen de heide methoden gering
15, Het hepalen van het drooggewicht door middel van verhitting is
echter de meest eenvoudige methode en kan op leder normaal Ingericht
chemisch laboratorium uitgevoerd worden, zodat aan deze methode de
voorkeur gegeven wordt.

exponenticle statigonaire groeifase

sroelfase . .
& begin elnd

N:P | d.ow. v.d. Zverschil | d.w. v.d. Zverschil | d.w. v.d. %verschil|n

< & 35 43 +23 250 250 0 550 550 0 3

w10 | 44 50 +14 230 260 +13 520 570 +10 3
220 | 45 56 +20 240 240 0 530 560 +h 3
Tabel 31. Resultaten van analyses van drooggewicht (d.w.) en vries-

drooggewicht (v.d.) van Scenedesmus quadricauda in ver-—
schillende stadia in een cultuur en gekweekt bij verschil-
lende verhoudingen N:P

{d.w. en v.d. in mg/l).

Optische dichtheid

Onder optische dichtheid van een monster verstaat men de verzwakking
van een doorvallende lichtbundel als gevolg van lichtverstrooiing en
absorptie. Door het aandeel van de absorptie in deze parameter is de
gemeten waarde afhankelijk van de golflengte waarbil] gemeten wordt.

. ;
BT EmMeTL L L

Om de invloed van absorptie door chlorofyl en andere fotosynthetische
pigmenten in de algencellen uit te sluiten, Is gekozen voecr het meten
bij een golflengte » 700 nm’. In de literatuur worden 720 nm“® en

750 nm“° genoemd. Monsters uit verschillende cultures zijn gemeten

bij deze twee golflengten. De verschillen waren verwaarleocosbaar klein.
Meten bij A 750 mm heefr het veordeel dat de afstand tot het gehied
waar ahsorptie door chlorofyl-a kan cptreden (650-680 nm) groter is
dan bi) 4 720. De voorkeur gaat dan cok ult naar meten bij A 750 nm.

Chlorofyl-a-gehalte

Voor het bepalen van het chlorofyl-a-gehalte is gebruik gemaakt van
het normvoorschrift NEN 65207 °. De spreiding in de resultaten kan
groot zijn. In een AGP-toets is de biomassa en ook het chlorefyl-a-
gehalte groter dan in oppervlaktewater onder natuurlijke omstandig-
heden, zodal maar een gering volume (< 100 ml) nodig is om deze ana-
lyse uit te voeren. Het gehalte wordt echter berekend in pg per liter,
zodat kleine verschillen in meetwaarden na omrekening tot grote
spreiding aanleiding kunnen geven. Een ander punt is dat het chlore-
fyl-a-pehalte, gezlen zijn structuur, gevoeliy zou kunnen zijn veor
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het stikstofgehalte In het water.

e e L

Aan het medium Z8, op 254 van ziin voorgeschreven sterkte, 1s stik-

stof, in de vorm van O, -1 in verschillende concentratics toepe-
voepd: 8,4 - 16,8 - 21 - 33,6 my 0.7 -4/1, overeentomend met resp.
10 - 20 - 25 - 40% van het corspronkelijke gehalte. De algen zijn

op de gewone manier gekweekt. Tijdens de proef Iz de groel dagelijks
Aan het eind van de proef zijn het
chlorofyl-a-gehalte en het drooggewicht bepaald.

gevolpd door het meten van ObD7. -.

PeodLiaten @ Laelpraeslir

De proelcurven vertoonden geen afwijkingen. De resultaten van de
metingen zijn weergegeven in tabel 32,

n 107% 207 237 407
%_.

0D+ 4 | 1,403 1,684 1,719 1,771
d.w. 4 684 704 756 762
chlorofyl-a— | 4 1332 2616 4096 4285
gehalte :
chl/0D75g 950 1553 2380 2420
chl/d.w. 1,95 3,7 5,4 5,4
d.w./0D740 488 418 440 447
NP hel 1211 15:1] L:1 ¢
e . - Lo |

Tabel 372,

Resultaten van de analyses van 0Dv:-, drooggewicht (mgp/1)

pekweekt op medium Z28-237%

&1 ch}profyl—a—gehdlLt (/1) van Scencdesmus quadricauda,

met verschillende stikstof-

concentraties

De blomassa's ultgedrukt in Ob-. -

of

droogpewicht vertonen onderling

eniyg verschll. Het chlorofyl-a-pehalte vertoont echiter grote ver-

schillen. Zowel de ODy- -

als het drooggewicht nemen toe bil] een toe-—

name van het stikstofaanbod.

varliatie, maar niet meer dan 207,
het gehalte chlorofvli-a per aly

La i

Daar 0OD-.. voornanelil)k hepaald wordt
door het aantal deeltjes kan de waarde d.w./0Ds .. beschouwd worden
als een maat veor de biomassa per alg. Deze waarde vertoont enige

R

De

waarde chl/0D,: ., een maat voor

vertoont ¢en veel grotere variatie.,
Deze waarde neemt toe bl een toename van het stikstofpgehalte in het
medium, totdat stikstef niet meer de groelbeperkende faktor is

(N:P -~ 12) ". Deze resultaten worden bevestipd door literatuurgege-

vens ~ > 7Y, Hieruit blijkt dat hiet chlorofyl-a-gehalte in een toets
niet allecen afhankelijk is van het aantal algen, maar ook van het
chiorofyl-a-gehalte per cel, een gehalte dat door het stikstofgehalte
van het te toetsen water beinvlced kan worden. Voor algengroelpotentie-
tcetsen 1s het chlorefyl-a-gehalueniet geschikt als biomassaparameter.

Betrouwbaarheid

Bij de keuze van de biomassaparameter

wn

is ook de betrouwbaarheid van
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de meetmetheden van belang. Om de betrouwbaarheid te bepalen zijn
analyses van het drooggewicht en het chlorofylgehalte in enkele
fasen van de groei in veelvoud uitgevoerd.

experimenteel

De algen zijn gekweekt op de gewone wijze, op Z8-medium op 10% van
de voorgeschreven concentratie. De analyses zijn uitgevoerd in:
- exponentiele groeifase (dag 4
~ stationaire groeifase begin (dag 9)
eind (dag 13)

resultaten en bespreking

De resultaten van deze analyses zijn weergegeven in tabel 33,
Opvallend is de toename van het drooggewicht en de afname van het
chlorofyl-a-gehalte in de stationaire fase. Lettend op de standaard-
deviatie kunnen de biomassaparameters het beste bepaald worden aan
het begin van de stationaire fase, als de groei bij twee opeen-—
volgende dagelijkse metingen £ 5% is. Uitgedrukt als drooggewicht

is dan de maximale biomassa nog niet bereikt. Dit hoeft echter geen
probleem te zijn als het afbreken van de toets steeds op hetzelfde
goed gedefinieerde moment plaatsvindt.

fase drooggewicht chlorofyl-a
gem S 4 gem S Z n
exp. groeifase 121 3 2,4 5
1770 35 2 9
stat. fase hegin 133 2 1,5 8
856 9,5 1,1 9
stat. fase eind 300 11 3,7 7
574 46 8,0 9

Tabel 33. Resultaten van analyses van drooggewicht (mg/l) en
chlorofyl-a-gehalte (1g/l) in verschillende fasen van
een cultuur van Scenedesmus quadricauda

Eindconclusie methoden om de biomassa te meten

- De meest geschikte parameter om de biomassa in een toets te me-
ten is het drooggewicht, waarbij het drogen plaatsvindt door
verhitting (105°C). Wel moet de analyse van deze parameter
steeds op hetzelfde tijdstip in de toets plaatsvinden, en wel
nadat bij twee opeenvolgende dagelijkse metingen de groei £ 5%
is.

- De groei gedurende de toets kan gevolgd worden door het meten
van OD7sp. De gevonden waarden zijn echter geen absolute waar-—
den.

- Het chlorofyl-a-gehalte is niet geschikt als biomassaparameter
omdat het niet alleen afhankelijk is van de hoeveelheid algen,
maar ook van de hoeveelheid chlorofyl—-a per cel. Dit laatste
gehalte kan variéren, afhankelijk van het stikstofgehalte in
het water. Mocht deze parameter als extra parameter worden ge-
bruikt, dan is de betrouwbaarheid voldoende.

-..55_
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STATISTISCHE VERWERKING VAN LI CGEOEVENS

Inleiding

B1j de interpretatie van de resaltaten van de aleengrocipotentic-—
tocts 1s het belanerl Jk te weten hoe betrouwbasr de sesevens zijn.
Om de betronwbaarbeldsgrenzen Le kunnen berckenen moet de standaard-
deviatie van de mazimile blomassaparameter worden bepaald. Aan de
hand van doze gegevens kan cen altspraak worden gedaan hoeveel re-
plica's dienen te worden Ingezct om cen significant verschil in de
mazximitle blomassaparamebter te veroorzaken., Om deze seyevens e ver-—
krijgen zijn algenprocipotentictoctsen met praktijkmonsters in
achtvoud Inpezet. Je monsters z1)n onderverdeeld In twee watersoor-
ten: oppervliaktewater (Put van Broeckhoven) en offluent (rwzi TH
Delfvy.

Fuperimente]

Om ecen ceventuele invlieoed van de plaats van cen crlenmeyer op de
sehudtafels it te sluiten zijn de erlenmeyers willekeurle over de
schudtafels verdeeld, De plaatsing is dagelijks gewljzipgd.

Desroel van de alpen 18 sevoled door de Gly. o dasclljks te meten.
Yan de replica’s van cen monster ziin de cemiddelde waarde, de pro-
centucle standanrddeviatie en de procentucle tocname van het semid-
delde ten opzichte van de voorafgaande dag berckend. Als de toename
op twee achtoersenvolgende dapen < %7 bedraagt worden de cultures
afpebroken. Dan worden ook droogoewicht (dow.) en chilorofyl-a-rehal-
te (chil.a) bepaald, en gemiddelde waarde en standaarddeviatie here-
kend.

De fysisch-chemlsche samenstelling van het effluent staat vermeld
in tabel 19. Om vorming van cen fosfaatneerslag te voorkomen is het
monster verdund tot 12,57 van de oorspronkelijke concentratic. le
samenstellling van et onpervliartewatermonster staat in tabel 16,

Resultaten en bespreking

1

PUCLC LI d bt Py o 00l 0 L s

De gemiddelde waarden van 0Dy - on de standaarddeviatie van de re-
nlica's op de afzonder!lijke mectdagen staan vermeld in tabel 34
samen met de maximale biomassa semeten als droogeewicht en chloro-
fyl-a-pgehalte,

e standaarddeviatles nemen toe aan het begin van de toets. DLt
wijst erop dat do sgroei in de replica’s de eerste dazen niet gzelijk
op paat. Later worden de verschillen In de replica's kKlelner waar-
door de standaarddeviatics afnemen. De laatste vier dagen zijn de
standaarddeviatios redel i stabiel,

Voor de berckening van de belroawbaarieidserenzen mnoct de fout
bekend z1)n dic wordt oemaakt In &8n meting. Uit de standaarddevi-
aties van de replica’s van &8n monster kan cen schattling gemaakt
worden van de mectfout. Door deze scehatting wordt cen afwljking we-
introduccerd [n de berckening van de betrouwbasrheldserenzen die
cchter te verwaarlozen s, De fout in de bepaling van de maximale
biomassa in net offluentmonster bedraage hij Oy 47, bij droog-
sewleht 87 en bi] het chlorofylechalee 87, Tn het opnerviaktewater-—
monster met cen lase maximale biomassa ziin de fouten relatief
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gezlen groter, bil 0Dy 7,534, blj drooggewicht 9% en bij het chlo-
rofylgehalte 10,57, De fout in de maximale biomassa in het controle
medium is, met uitzondering van de fout In het chlerofylgehalte,
kleiner dan de fout in de praktijkmonsters.

ef fluent |1 oppervliaktewater controlemedium
()D?l;r, s.d. ObD7 - s.d. 0D'}5g s.d.
dag e, 7 frem, 7 gem. Z
0 7,010 - 0,016 - 0,007 -
I 0,012 8,6 (0,014 26 (3,014 -
2 L 0,073 | 20,0 D,016 21 0,039 17
3 S, 184 | 12,5 0,034 10 0,143 14
4 (0, 368 h,7 0,054 6 0,428 9
5 (),493 7,5 0,065 I 0,512 3,5
b L0, 706 7,4 (), 069 6,4 0,578 4,8
7 L G,823 6,6 0,069 6,4 0,602 6,0
“ L0, 8A1 7,8 0,639 4,2
9 | 0,918 3,6 0,h47 4,7
10 1,016 1,3 0,660 3,2
Il | 1,053 5,0
12 [ 1,089 5,6
dow. | 478 B 65 b6 110 5,9
chl.—a ! 2514 13 112 14 1675 12,5
|

Tabel 34. CGemiddelde en standaarddeviatie van de biomassaparameters
in een effluentmonster, een oppervlaktewatermonster en in
het controlemedium (Z8-10%2) (d.w. in mg/l; chl.-a in
ug/1).

stont fLean iiagranzen

Met de geschatte fout in de mazimale biomassaparameters kan de grens-—
waarde worden berckend waarboven verschillen in de maximale biomassa
significant zijn. Hiervoor 1s de maximale biomassa gemeten als ODgqp
pekozen omdat de fout hierin kleiner 1s dan in de bepaling van het
drooggewicht of het chlorofylgchalte. Met behulp van de t-test vol-
gens Student {(o.a. Sachs *?) kunnen de significantiegrenzen worden be-
rekend bij een verschillend aantal replica's. Omdat de fout groter is
bij OD74, < 0,1 dan bi] Oby:.y, ~ 0,3 zi]n voor beide gebieden de sipg-
nificanticgrenzen berckend. Hierblj zijn die grenswaarden gekozen,
waarbij de ultspraak dat het verschil in de maximale blomassa is ver-
oorzaakt docr verschillen in de samenstelling van de monsters en niet
door toeevallige variaties, 1n 957 van de gevallen juist is. In tabel
35 worden de berekende relatieve grenswaarden gegeven bij verschil-
lende aantallen replica's. Om te controleren of een met de toets ge-
vonden verschil sipgnificant is moet het verschil worden gedeeld door
het gemiddelde van de twee meetwaarden. Het verschil is significant
als het berckende quotient groter is dan de in de tabel vermelde
grenswaarde.



n Obrgny < 0,1 ODzs; > 0,3

2 0,47 0,22

3 0,155 0,082

4 0,102 0,054

5 0,080 0,043

6H 0,068 0,036

7 0,059 0,032

8 0,054 L 0,029 l

Tabel 35. 957 significantiegrenzen bij een verschillend aantal

replica's {(n) uitgedrukt in verschil/gemiddelde

9.4 Eindconclusies statistische verwerking van de segevens

— De ult de standaarddeviatie van de maximale biomassaparameters
geschatte fout 1in één meting is het kleinst als de bicmassa
wordt gemeten als bilovolume (OD7.p). Te variaties in de bepaling
van het drooggewicht en het chlorofvl-a-gehalte zijn groter.

- FEen aantal vean vier replica's 1s een redelijk compromis tussen
de betrouwbaarheld van de gegevens en de hoeveelhelid werk.
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VOORLOPLIG VOORSCHRIFT, PRAKTLJKSITUATEIES EN RINCONDERZOEK

Inleidigg

Met de resultaten, verkregen uit de onderzoeken beschreven in de
voorgaande hoofdstukken, kunnen verschillende vragen beantwoord wor~
den ten aanzilen van

- wvoorbehandeling van het te toetsen water

- keuze toetsalg

-  kweekomstandigheden

- ent en entvoorberciding

- methoden om biomassa te meten.

Op grond van de uitkomsten van het onderzoek 1s een veorloplg voor-—
schrift voor standaardisatie van algengroeipotentietoetsen opgesteld
(zie bijlage 3). Dit voorschrift is op twee manleren aan een eerste
tvetsing onderworpen, en wel in

- praktijksituaties met verschillende soorten water

- ringonderzoek tussen drie laboratoria.

Voorleopig voorschrift voor het uitvoeren van algengroeipotentie-

tocetsen

B1lj het opstellen van het voorloply voorschrift is zoveel mogelijk
de opzet van de NEN-normen van het Nederlands Normalisatie Imstituut
cevolgd.

Wil men het voorschrift voor een dergelijke ultgebreide toets werk-—
baar houden, dan is het niet mogelijk icdere handeling op eenduidige
wijze voor te schrijven. Bij enkele werkzaamheden, zoals het tellen
van de algen voor het berekenen van de ent, kan die techniek worden
zebruikt die op het instituut van uitvoering gangbaar is. Zo kan
men gebruik maken van bacterie—telkamers of plankton-telcuvetten.
Ook het type lichtcel waarmee de lichtintensiteit gemeten dient te
worden, 13 niet nader omschreven,

Doordat enkele handelingen niet op eenduidige wijze zijn vastgelegd
moet terdege rekening gehouden worden met spreiding in de resultaten
van verschillende laboratoria onderling.

Praktijksituaties

In de periode december 1983 tot juli 1984 z1jn enkele malen algen-
grocipotentietoctsen uitgeveerd met verschillende typen water, zoals
opperviaktewater, effluent van ecen rwzl en mengmonsters van deze
watersoorten.

e Lt bea

31] dit onderzoek waren de volgende watertypen betrokken:
opperviaktewater: Put van Broeckhoven (hilj Bodegraven)

Akkerdijkse Plassen (hi] Pijnacker)
effluent van de rwzi te Nicuwveen.

van de TH Delft

Gezien de hoge AGP-waarden, verkregen op onverdunde monsters (zle
p.30 ), mogelijk leidend tot het optreden van groelbeperking deor
een gebrek aan licht, zijn deze procven uitgevoerd met effluent ver-
dund met gedestilleerd water.
Mengmonsters bestaan uit [0Z effluent en 907 oppervlaktewater.



In tabel 36 2ijn de resultaten van deze algengroeipotentictoetsen
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Tabel 36. Resultaten van algengrocipotentietoetsen uitgevoerd op

gggqulqkﬁﬁﬁg&git_iﬂgkqent en mengmonsters {mg/1)

(PvB: Put van Broeckhoven Nv @ effluent rwzl te Nieuwveen
AP o AkkerdiJkse Plassoen THD: " o TH-Delft

10.3.2  peoalician ar el

Uit de chenlsche gegevens In bovenstaande tabel (pemeten in de mon-
sters na adutoclaveren) blijkr dat nict alleen de gehaltes aan nu-
tri¢nten, maar ook de verhoudingen tussen de nutriénten onderling
sterk verschillen, Uit verschil in verhouding kan bi] gzelijke con-
centratice van @één van de nutriénten in enkele toctswateren toch een
verschil in algenprocipotentiewaarden  veroorzaken, als pgevoly van
een pebrek aan hel andere nutriént,

Hoewel hler twee varlabelen aanwezlg zijn die de algengrocipotentie-
waarden van een water beinvlocden, bepaalt het gehalte van alle aan-—
gebeden nutrienten de hoopte van de algengroeipotenticwaarden.

Bij vergelijzing van de stikstolpgehaltes in de monsters uit de
Akkerdi jkse Plassen In april en Juni 1s er een verscliuiving te zilen
in de vorm waarin bel anorganisch stikstof veoorkomt. Daar beide
vormen goed opneembaar zijn voor de toetsalg, hoeft dit de algen-
proei niet te beinvloeden. Tooh 1s de algengroelporentiewaarde in
april veel lager dan in Juni. In april zal de algengroei door ande-
re faktoren dan stikstel of fosf{or bepaald zijn.

Bi] het onderzock naar de invlocd wan een lozing van cffluent van
cen rwzl op een ontvangend water ig het nict voldeoende alleen de
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10,4

10.4.1

algengroeipotentiewaarde van het effluent bij de te verwachten verdun-—
ning te bepalen, Door de combinatie van effluent met het oppervlakte-—
water kunnen effecten versterkt of verzwakt worden, zoals bij de combi-
natie van water uit de Akkerdijkse Plassen en effluent van de rwzi te
Nieuwveen (AP+Nv)

Niet altijd 1s een hogere waarde voor ODysg terup te vinden in een
hogere waarde voor het drooggewicht, zoals blijkt uit een vergelij-
king van deze waarden veoor de monsters ult de Akkerdijkse Plassen in
februari en juni. Een linecalr verband tussen waarden voor QDje; en
drooggewicht zijn wel binnen &én toetsserie van &&n menster te vin-
den. Tussen toetsseries onderling kunnen verschillen optreden. Waar-—
den voor Oly.q mogzen daarom nilet zonder meer worden omgezet in waar-—
den voor drooggewlicht met behulp van ecn omrekeningsfactor verkregen
ult een andere toetsserie.

Ringonderzoek

Aan het ringonderzoek 1s deelgenomen door de laboratoria van

- de vakgroep Waterzuivering, Landbouw Hopgeschool, Wageningen

-  het Hoogheemraadschap van Rijnland

- de vakgroep Gezondheidstechniek en Waterbeheersing, Technische
Hogeschool Delft

Het onderzoek omvatte het uitvoeren van de algengroelpotentietoets

op opperviaktewater en op effluent van cen rwzi in verschillende

verdunningen.

enperimen tea

De volgende watersoorten waren bij het onderzoek betrokken.

~ oppervlaktewater: Westecinderplas

~ effluent van de rwzi te Lleuwveen in de verdunning 1:15-1:31 -
1:63

- controle: Z8-medium op 10Z van de normale sterkte.

De mate van verdunning is bepaald aan de hand van het fosforgehalte

en wel zo dat in de toets dit gehalte niet hoger was dan 0,5 mg P/1.

De resultaten van dit onderzoek, uitgedrukt als drooggewicht, zijn

weergegeven in tabel 37.

\\\\ifboratorlum Wageningen Leiden Delft
watertype -
" | gem.| min.-max.| gem.| min.-max.| gem. min.-max.
- SR T E SRR
oppervlaktewater 128 | 124-1731 118 100-140 77 69-94
effluent l:13 119§ 108-125 94 82-104 | 109 106-114
1:31 69 62— 74 47 37- 70 57 56— 59
1:63 47 46- 50 16 8- 22 30 27- 37
controle 354 | 328-387 251 247-255 1 250 230-260
S S R L 1

Tabel 37. Resultaten van het ringonderzoek met de algengroeipotentie-
toets. Waarden voor het drooggewicht (mg/1)

- Al



10.4.2

“‘. Sl
D8RI

Uit deze resultaten blijkt dat er onderling grote verschillen zijn.
De verschillen zijn niet systematisch aan &&n laboratorium tce te
schrijven, zowel Wageningen als Delft laten cenmaal sterk afwijken-
de waarden zien. Deze verschillen in de vesultaten zijn niet verocor-
zaakt door mogelijke grote afwijkingen bi] het bepalen van het
drooggewicht. Bi) een controle vooraf bleek dat de verschillen bij
het bepalen van het drooggewicht ten hoogste b waren, cnderzocht

dan drie analyses in duplo.

Nadere beschouwing van alle meetgegevens van de deelnemende labora-
toria laat zien dat de verkregen verzamelingen van resultaten elkaar
echter overlappen,

De algengroeipotentiewaarden van het effluent binnen één verdunnings-—
reeks vertonen wel een wetmatigheid. Vermindering in het aanbod aan
nutriénten is terug te vinden in een afname van de algengroeipoten-
tiewaarden. De serie uit Delft vertoont het meest evenwichtige beeld
(regressiecoefficiént 0,92). De serie uit Leiden geeft een te lage
waarde voor de laatste verdunning. De resultaten uit Wageningen ver-
tonen een minder duidelijke onderlinge relatie. De regressiecoeffi-
cieant van 0,85, berekend uit het onderzoek naar de verdunning van de
monsters voor de voorbehandeling (p.31)komt uit deze reeksniet naar
veren.

Als gevolg van het werken met levende organismen 1s de kans op
spreiding in de resultaten binnen &2n serie en tussen de series
onderling groter dan bij fysisch-chemische analyses . De algen-
cultuur is wel gedetermineerd en omschreven, maar als gevolg van

de kweekomstandigheden of de
tijd in fysiologisch opzicht
anderingen kunnen tot uiting

behandeling kan deze in de loop der
gaan veranderen. Fysiclogische ver-
komen in een verandering van de maxi-

male biomassa In relatie tot het te toetsen water of een minder
effectief produceren van organisch materiaal. Bij het ringonderzoek
hebben de drie laboratoria leder hun eigen culture gebruikt.

Ovk andere niet voorziene omstandigheden kunnen bijgedragen hebben
tot de onderlinge verschillen. De mogelijkheld bestaar dat door
verschillen in de apparatuur om de kweckomstandigheden te controle-
ren, deze niet in alle drie de laboratoria geheel gelijk waren,
Door bijvoorbeeld het gebruik van verschillende typen lichtmeters,
waarbij niet alleen de intensiteit maar ook de samenstelling wvan
het licht in de meting wordt betrckken, bestaat de mogelijkheild dat
de voorgeschreven hoeveelheild licht (24 W/w?) niet overal is aange-
houdern.

Bij een evaluatie van de algengroeipotentietoets, ontwikkeld door de
Environmental Protection Azency 7, bleken de resultaten van de acht
deelnemende laboratoria onderling grote verschillen te vertonen,
hoewel cen aantal mogelijke foutenbronnen, zoals toetsalgen uit ver-
schillende cultures en chemicalien, al bij] voorbaat waren uitgescha-
keld. Binnen één laboratorium was de spreiding in de resultaten ech-
ter gering en de reproduceerbaarheid en betrouwbaarheid groot. Een
mogelijke vorzaak van deze verschillen zijn waarschijnlijk systema-
tische afwijkingen in de kweekcondities geweest.

De algengroelpotentietoets omvat een groot aantal handelingen en
strekt zich uit over een periode van enkele dagen, Dit zijn factoren




die ook kunnen bijdragen tot de spreiding. Door systematische ver-
schillen bij het uitvoeren van de noodzakelijke handelingen kunnen
resultaten verkregen in een ringonderzoek onderling verschillen,
hoewel de resultaten binnen £€én laboratorium weinig spreiding ver-—
tonen en reproduceerbaar zijn.

Eindconclusies

- Op grond van de resultaten van de voorgaande onderzoeken is een
voorloplg voorschrift voor de uitvoering van algengroeipotentie-
toetsen opgesteld.

- Bi] teetsing van het voorschrift in praktijksituaties bleek dat
een vermindering van het gehalte aan nutriénten zich uitte in
een vermindering van het drooggewicht. In een aantal toetsen is
de procentuele vermindering van deze gehalten ook als zodanig
in de algengroeipotentiewaarden terug te vinden.

- Bij uitvoering van algengroeipotentietoetsen op verschillende
laboratoria met dezelfde watermonsters bleken de eindwaarden
onderling niet gelijk, maar vertoonden ingezet in een verdun-
ningsreeks wel eenzelfde tendens. Dit kan een gevolg zijn van
verscnillen in bijvoorbeeld de voorraadculturen, kweekomstan-—
digheden of systematische afwijkingen in het uitvoeren van de
voorgeschreven handelingen.

De algengroeipotentieteoets ultgevoerd in een goed gecutilleerd
laboratorium kan derhalve lelden tot een goed bruikbare, onder-
steunende, ultspraak cover een bepaalde situatie, Reproduceerbaar-
heid voor eenzelfde monster is in verschillende laboratoria voor-
hands niet mogeliik gebleken, mede gezien de altijd optredende
onderlinge verschillen.
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BIJLAGEN




Bijlage 1

728 medium (gemodificeecrd)

Oplossen in 1000 ml gedestilleerd water (78 1007)

elementen mg /1
HaNO. 467  mg N 84,0
Ca(l0,),«41,0 59 mg r 5,42
KH, PO, 24,2 mg Ca 9,9
MeS0,+ 7H, O 25 mg Mg 2,48
NaHCO,, 84 mg Na 149
Fe-EDTA 10 ml K f,9
sporenmengsel 10 m] C 2,4
S 3,3

* Deze oplossingen apart autoclaveren en daarna aan het geautocla-
veerde medium toevoegen.
d.B. KH,;PO, voor het afwegen drogen in droogstoof (1 h bij 105°C)

Bij het maken van het medium de maatkolf eerst vullen met circa

500 ml gedestilleerd water, dan de chemicalién toevoegen en aanvullen
tot 1000 mi. Dit om neerslagen te voorkomen.

Fe-EDNTA-oplossing.

oplossing I : FeCls+RK,0 2420 mg oplossen in 100 mi 0,1 N HC1
II: Na.EDTA 3723 mp oplossen in 190 ml gedestileerd
water

5ml opl. T en 5 ml opl. Il bij elkaar voegen en aanvullen tot
500 ml met gedestilleerd water.

Sporenmengsel

oplossen in 1000 ml gedestilleerd water.

clementen g/l
(NHL,};J:TO/-O/'LH/O 0,9 mg T'e 500G
KBr 1,2 mg C 380
KJ 0,8 mg Mo 4,9
ZnS0,* 70 2,9 mg Br 8
CuS0,+5H,0 1,3 mg J h,]
180, (NH, ) 250, 61,0 2,0 mg Zn 6,6
FA1(504) 5+ 12H:0 4,7 mg Cu 3,3
Cr(¥N0-)--9H,0 0,4 mg Cr 0,67
H,B0- 31 mg Al 2,2
MnSO,*H, O 22,3 mg B 54
3 n 72,4
Co(NO.,J),.A.H,0O 1,5 mg i 2.9
Co 3,0
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Bijlage 2

Gebruikte analysemethoden

Fosforverbindingen,

orthofosfaat : net behulp van antimoonmolvbdaat volgens Goltermann,
Clymo & Ohnstad - L.B.P. - Handbook nr.?, Oxford,
Edinburgh, Blackwell Scientific Pnblicavions (1978

totaal fosfaat : Hydrolyse volzens 'Standard Methods™ {(1971) gevolgd
door een orthofosfaatbepaling,

Stikstofverbindingen.

nitraat : RIB-voorscnrifit (1963) met hehulp van natriumsali-
cylaat,

nitriet : Normvoorschriflt NEN 3235 met behulp van Griess-
Romijn-van Eck-reagens.

ammonium-ion : indofenolmethode volgens Schreiner, Wat. Res. 10

(1976): 31 - 7inH,

totaal stikstof : analyse volgens Mackereth, Heren & Talling - Water
Analysis, Windemere, Freshwater Biolopical Associa-
tion publ., 36 (1978).

Mn, Zn, Cu ! LG and G polarographic analyzer/stripping voltameter
model 264,

TOC/TIC : Beckmann Total Organic Carbon Analvzer model 915-B,
OD7+: : Perkin & Elmer UV/VIS spectrofotometer 351 S.
Ye, Ca : Atomalre absorptiespectrofotomerrie; Perkin-Llmer

AVALS. 420

chlorofyl : NEN-6520
drooggewicht : bijlage 3c




Bijlage 3

Voorschrift wvoor het uitvoeren van de algengroeipotentietoets.

INLEIDING

De algengroeipotentie (AGP) van een water is de maximale opbrengst

aan toetsaly, gekweekt in het te beoordelen water en verkregen on-

der goed pedefiniéerde kweekomstandigheden. De AGP wordt uitgedrukt
in drooggewicht.

TOEPASSTINGSCEBIED

De AGP-waarde kan gebruikt worden in onderzcek naar de eutrofie-
ringsgraad van oppervlaktewater en al dan niet vergaand gezuiverd
afvalwater,

Daar de proef in een batch-cultuur wordt uitgevoerd en alleen het
water (en niet tevens de bodem) in de proef wordt hetrokken, heeft
deze proef slechts indicatieve waarde ten aanzien van het vaststellen
van groeibeperkende factoren.

BEGINSEL

Om alleen de reaktie van de toetsalg te meten moeten de van nature
in het water voorkomende orgenismen gelnactiveerd worden. Afhanke-
11jk van de fosfor- en/of calcliumconcentratie in het monster dient
het monster verdund te worden om neerslagen tijdens de voorbehande-
ling te voorkomen. De groei van de toegevoegde toetsalg wordt fre-
quent gevolgd door het meten van de optische dichtheid van de cul-
tuur.

Het biovolume, bereikt in de stationaire fase van de cultuur en ge-
meten als drooggewicht, dient als maat veoor de AGP van het water,

BENODIGDHEDEN

alpencultuur: Scenedesmus quadricauda (Turp.) Brébh. (Chlorophyceae)
chemicalieén (p.a. kwaliteit) voor het algenmedium Z8 {(gemodificeerd:
zie biilage a)

maatolven 100 ml, 500 ml en 1000 ml

volumepipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml

peconditionecrde kweekruimte, instelbaar op 20°C + 1°9C

schudapparatuur voor erlemmeyerkolven van 500 ml, 1000 ml en 2000 ml,

lichtinstallatie, continu brandend

- sgpectrale samenstelling — TL-buizen nr.33

- lichtintensiteit - 24 W/m® zemeten buiten de kweekkolven op vloei-
stofniveau

lichtmeter

stoof o0.a. voor het steriliseren van plaswerk (175°C)

erlenmeyerkolven 500 ml, 1000 wl en 2000 ml

bekerglazen 250 m1 | nedig voor de speciale afsluiting van de

kunststofringen ' kolven (ziec bijlage b)

maateylinders 100 ml, 250 ml, 500 ml

maatpipetten | ml, 2 ml, 5 ml en 10 nml



6.2

6.4

autoclaaf (1,1 kg/em’)

watrten

aluminiumfolic

stofvrije plaats om algen te onten
microscoop  versroting 200 - 400G«
telkamer

halans

spectrofotometer

ALALYSES

jepaling - 0D5 .,
- drooggewicht (zie hijlage ¢, of NEN-321%35)

WERVWIJZLE

De: vourbehandeling van het te sebruiken glaswerk on kweekmedium

De tocts wordt ultgeveerd onder steriele omstandigheden. Al het te
sebrulken plaswerk wordt gesteriltiscerd (1 h bij 173°9C, excl. op-

warmti jd)

Het kweckmediom wordt gesteriliscerd door autoclaveren (270 min bij
1219C en 1,1 kg/en’ ),

Claswerk wordt na gebruil volgens voorschrift gewassen om veront-

reiniging van de glaswand te voorkomen {zie bijlage d).

De voorbehandeling van het te toetsen water

Afhankelijk van de fosfor- enfof calciumconcentratie wordt het water
verdund met gedestilleerd water., De verdunningsrecks wordt logarit-
misch opgezet en wel zodaniy dat de fosforconcentratic niet lager is
dan 0,92 mg P/1l. Het werken mct cen reeks met 3 of 4 verdunningen
verdient de voorkeur.

Om de azanwezlge organismen te inactiveren worden de watermonsters in
de hweckkolven geautoclaveerd (20 min bij 121°9C en 1,1 kg/em®), af-
pedichit door een wattenprop cn aluminiumfolie.

et inzetten van de toets

De keuze van het volwme van de erlenmeyerkolven is afhankelijk van
dee parameters die gemeten zullen worden (aantal en frequentie). In
verband met cen voldoende CO--voorzliening kunnen de kolven slechts
voor 20% wvan hun volume worden pevuld. Tedere verdunning wordt in
vierveud ingezet.,

Als controle op de bweckonstandigheden ¢n het normale verleop van de
oroel worden cultures inpgezel met mediom 728 op 107 van de voorge-
schreven sterkte {(in viervoud).

be bereiding en toevoeping wvan de ent

Scenedesmus quadricauda wordt voorpgekweekt op medium 728, op 10% van
de voorpeschreven sterkte, waarbi] het gehalte aan fosfor zodanig
wordt zckozen dat dit lager Is dan, of gelijk 1s aan de in het te
toetsen water verwachte concentraties,

Uit de veorcultuur wordt in de exponentiéle grocifase (4 tot 5 dagen
oud) de¢ ent betrokken. De concentratie van de algen wordt door




w

middel van tellen met behulp van de microscocp bepaald. Geteld wer-
den de cellen, niet de coecnobla. Op grond van deze concentratie
wordt het te enten volume algensusnpensie bepaald, De ent moet een
zodanig volume hebben dat de concentratie aan algen in de kweek-
kolven 2x 107 cellen/l is.

Het kweken

De kweekomstandigheden waarcnder de toets wordt uitpgeveerd, zijn:
-~ temperatuur 209 + 1°9C

- continue belichting, 24 W/m? met TL-33 lampen

- continue menging

- afsluiting van de erlenmeyerkolven door omgekeerde bekerglazen.

Het meten

Als parameter voor de groei wordt, indien mogelijk dagelijks de op-
tische dichtheid (X : 750 nmm) van de cultures gemeten. Bi] hoge
waarden voor de optische dichtheid als een lineaire relatie tussen
de optische dichtheid en de algenconcentratie niet meer gewaarborgd
kan worden, moet het monster voor de meting verdund worden. De
proef wordt beeindigd als de toename van de optische dichtheid bij
twee opeenvolgende dagelijkse metingen & 5% is,

Bij het beeindigen van de proef wordt de biomassa bepaald door mid-
del van het bepalen van het drooggewicht (zie bijlage c).

Verwerking van de resultaten

De resultaten van de vier kolven binnen &én serie worden gemiddeld.
Dit is de AGP-waarde van de serie.

Als er een verdunningsreeks is ingezet, kan met hehulp van de ver-
kregen resultaten de AGP-waarde van het onverdunde monster worden
berekend,

Controle op de kweekomstandigheden

Om te controleren of de groel van de algen in de proef hepaald is
door de nutriéntenconcentratie en niet door de proefomstandigheden,
bepaalt men na het beeindigen van de proef het gehalte aan stikstof-
en fosforcomponenten in het getoetste water,

Controle van de algencultuur

Om na te gaan of de voorraadcultuur van Scenedesmus quadricauda in
de loop der tijd geen fysiologische of morfoloplsche veranderingen
heeft ondergaan wordt er iedere 6 maanden een groeicurve van de
cultuur op het medium Z8, op 107 van de voorgeschreven sterkte be-
paald en wordt de morfologie regelmatip door middel van een micros-
coplsch onderzoek gecontroleerd,
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Bijlage 3a

28 medium (gemodificecrd)

Oplossen 1n 1000 ml gedesrilleord water (Z8 1007)

elementen mp /]
nani, Le7 m N Ré 0
Calli0, ), ~4H. 0 59 my r 5,42
FH., PO, 24,7 my Ca 3,9
M50, 7H. 0 25 Mg Mp 2,48
Nalco, "4 mg Na 149
Fe-EDTA 10 ml K 6,9
sporenmenyzse | 10 'l C 2,4
S 3,3

Deze oplossingen apart autoclaveren en daarna aan het geautocla-—
veerde medium toevoepen,
W.B. KH, PO, wvoor het afwepen drogen in droogstoof (1 h bij 1059C)

Bi] het maken van het medium doe maatkolf eerst vullen met circa

500 ml gedestillecrd water, dan de chemicalicen toevoegen en aanvullen
rot 1000 ml. Dit om neerslapen te voorkomen.

Fe-EDTA-oplossing,

oplossing I @ Fell-*hH.0 2420 mpyooplossen in 100 m1 0,1 X HCL
II: Ua,LDTA 3723 my oplossen in 100 ml gedestileerd
water

5 ml opl. I en 5 ml cpl. II bij ¢lkaar voegen en aanvullen tot
500 ml met gedestillecrd water.

Sporenmenspse !

oplossen in 1000 ml sedestillecrd water,

elementen wpll
(FH, )Mo, 0002 41,0 0,9 my Fe 504
Kbr 1,2 mg C 380
FJ 0,8 mp Mo 4,9
ZnsS0,«7H.0 2,9 my Br 8
CusS0. *5H, 0 1,3 my J fy
G180, (U, 3580, - AH-C 2,0 g Zn AL h
FAL(SOL) .+ 1210 4.7 ng Cu 3,3
Cr(:ig.)-.+9H.0 0,4 me Cr N,h7
H-. B0, 31 mi Al 2,2
MnS0, * 4,0 22,3 my B 54
Co (NO3)s.AHLO 1,5 mg Mo 72,4
N1i 2,9
Co 3,0
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Bijlage 3b

Afslulting van de kweekkolf met behulp van een omgekeerd bekerglas
en kunststofring.
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3.3

Bijlage 3¢

Bepaling van het droogpewicht van algen.
PRILCIPE

Ben bekend volume alpensuspensie wordt gefilireerd over ecn pedroogd
en pewogen filter. Ha droging wordt uit het gewicht van de gefliltreer-
de alyen on het filtraatvolume het drooggewicht wan de algensuspoensie
ser volumecenheld herekend.

BEZODLGOHEDED

- wvolumeplpetten/maateylinders

- filtrecropstelling (zic UFED 6520, Bepaling van het gehalte aan
chlorofyl-a)

~ wlasvereliilters

- gedestilleerd water

- pincct

- stoof (103°C)

- exslccator

- balans

WERKWIIAL

Voorbehandelinzy van de £ilters

Glasvezelf{ilters worden in een filtrceropstelling geplaatst en 3z ge-
spocld met 20 ol gedestilleerd water, Hierna worden ze in de stoof ge-
droogd tot constant gewicht (circa | uur bhij 1030C) ., Ya afkoeling in
de exsiccator tot kamertemperatuur (circa 15 min.) wordt het filter
rewozen (Fo).

Volume monstor

Afhankelijk van de dichtheld van de cultures wordt cen bepaald veolume
alpensuspensies gpoeliltreerd. Het volume moet zodanisg zijn dat de se-

wichtstoename van het filter, na drogen, 2 2 5 mg 1s. DIt om te voor-
kemen dat de pewichtstoenanme binnen de meetfout van de balans valt,

Mleten

Het velume van de algensuspensice wordt bepaald met behulp van ecen
volumepipet of maateylinder, afhankelijk van de prootte van het volu-
me. bDe velumeplipet of maateylinder on de filtrecropzet worden 31 nage-
spoeld net voldoende gedestilleerd water,

Dee fllters worden in de stoof pedroogd (1053°C) tot constant gewicht,
Vodr het wepen worden ze gedurende circa 5 min., in de exslecator af-
rekoeld tot kamertemperatuur, Gewicht van de filters met algen: By

BEREKENING

dow (mg/l) = -“---=< 1000

Fai gewlcht filter met algen (i)

Fyr gewicht filter {1 )
Vi, volume monster ()
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Bijlage 34

Het wassen van het glaswerk

Al het glaswerk te gebruiken in de algengroeipotentietcets wordt
als volgt gewassen:

- spoelen met een warme soda-oplossing

- 5x spoelen met kraanwater

- spoelen met een HCl-coplessing 1 N
bij gebruik van wasmachines kan het nodig zijn een ander
zuur, b.v. azijnzuur te gebrulken

- 5x sgpoelen met kraanwater

- 5% speelen met demiwater

- drogen
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