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Ten geleide 

De potentiële algengroei als resultante van diverse factoren kan informatie 
verschaffen over de eutrofiëring 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 onderzoek 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. C. Jol en 
dr. J. Moed. 

Rijswijk, december 1986. De directeur van de STOKA 

drs. J.F. Noorthoorn van der Kruijff 

* 
De o n d e r r o e k a d v i e ~ c o m m ~ s s ~ e  die r o t  dir p r o j e c t  adviseerde, bestand "ir: 

prof.ir. A.C.J. Koot i i o o r z i r r r r ) ,  d r i .  J.F. Noorchoorn van der Kruijff 
(secrecaris) en d r . l r .  H . J .  E g g i n k ,  p r o f . d i .  P.C. F o h r ,  i r .  R. Karper, 
dr. E.J.M. Kobur, ir. A.A .  van der Koppel, ir. C.H. Kuggeleijn, ir. J.S. 
K u ~ p e r ,  ir. H.A. !deijer, ir. H.?I.J. Scheltinga, dr.ir. D.W. S c h o l t e  "bina, 
i r .  J. van S r l m  en d r s .  A.A. vismeijer ( l e d e n )  



1 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 ACP van 
een water te bepalen. 

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

Voorbehandeling heeft invloed op de fysisch-chemische samenstelling van 
de monsters. Tijdens het autoclaveren kunnen neerslagen in monsters met 
een hoge pH bij hoge calcium- enlof 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- 
lijk. Bij verdunning van praktijkmonsters (effluent en oppervlaktewater) 
tot een fosforgehalte lager dan 0,50 mg PI1 was deze extrapolatie wel 
mogelijk. Van de nutriënten, gebonden in algen en bacteriën, komt bij 
deze methode alleen fosfaat in belangrijke mate vrij. 
Neerslagen worden niet gevormd bij UV-bestraling. Nadelen hierbij zijn 
echter de lange bestralingsduur voor sterilisatie van de monsters en de 
grote kans op het verlies van nutriënten door bezinking van deeltjes. 
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 nutriëntengehalte en representatief voor Nederlands 
oppervlaktewater. 
Uit vergelijkend onderzoek met vier kweekmedia bleek het medium Z8, op 
10% 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 exponentiële 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: 

o 
- temperatuur op 20 C i loc; 
- continue belichting, 24 w/m2 met TL-33 lampen; 
- continue menging; 
- kweekkolven (erlenmeyers) voor slechts 20% van het volume vullen en 

overkappen met bekerglazen voor een voldoende CO2-toevoer. 

De groei van de algen wordt gevolgd met de optische dichtheid bij een 
golflengte van 750 nm (OD,,,), een maat voor het biovolume. Deze groot- 
heid wordt - in tegenstelling tot chlorofyl - niet beïnvloed 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 is een aantal praktijk- 
monsters in achtvoiid uitgevoerd; de uiteindelijke keuze voor proeven 
in viervoud is 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 a l g e n j i r o ~ i p o t e n t i e t o e t s  opgesteld. Dit voorschrift is in een aantal 
praktijksituaties en in een ringonderzoek getest. 



2 INLEIDING 

De mate van eutrofiëring van een water wordt uitgedrukt in parameters 
als chlorofyl-a, stikstof- enlof fosforverbindingen of de verhouding 
van deze componenten. De invloed van de eutrofiëring op de biocoenose 
in een water is hieruit slechts ten dele af te leiden. Zo behoeft een 
water met een hoog stikstof- of fosforgehalte niet altijd een hoge 
algenbiomassa te vertonen. Er zijn nog andere faktoren die een rol 
spelen, zoals het seizoen, klimatologische-, hydrologische omstandig- 
heden en biologische faktoren zoals het afgrazen door zoöplankton en 
infecties. 

Een beoordeling van de mate van eutrofiëring van een water aan de 
hand van een biologisclie parameter waaruit de invloed op de biocoe- 
nose wel valt af te leiden, is daarom van wezenlijke betekenis. Bij 
de keuze van zo'n parameter zou men gebruik kunnen maken van de algen 
in een systeem, omdat de invloed van de eutrofiëring zich het eerst 
weerspiegelt in hun biomassa en samenstelling; liet chlorofylge!ialte 
wordt vaak gebruikt als kwantitatieve maat voor de algenconcentratie 
in een water. Uaar niet alleen nutrienten de concentratie van algen 
bepalen, naar ook andere faktoren, zoals di: hierboven vermelde, geeft 
het chlorofylgehalte slechts informatie over de actuele algentloeveel- 
tieid. Voor het waterbeheer is daarom informatie over de ~otentiële 
algengroei van groot belang. 

De maximale concentratie van een toetsalg in hei te beoordelen water 
onder duidelijk omschreven laboratoriumomstandigt~eden - de algengroei- 
potentie (AGP) van een water - blijkt een goede parameter in het 
eutroiiëringsonderzoek 29 , ? Q  . Een dergelijke methode toegepast op 
oppervlaktewater en effluent van rioo1waterzuivcrin;;sinrichtingcn 
geeft informatie over de invloed van beheersmaatreselen zoals het 
lozen van afvalwater of voedselrijk polderwater en het defosfateren 
enlof denitrificeren van te lozen water. Door middel van deze bepaling 
is het ook mogelijk de mate van eutrofiëring 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 doorlopend veranderingen in 
het gehalte aan nutriënten plaatsvinden, o.a. door aanvoer vanuit de 
bodem. Deze faktoren kunnen niet bij de extrapolatie van de gegevens 
onder laboratoriumomstandigheden naar de natuurlijke omstandigheden be- 
trokken worden. Het bepalen van de groeibeperkende faktor in de natuur- 
lijke situatie is met deze toets niet direkt mogelijk". 

Werkgroep 390 05 800 van het Nederlands Normalisatie Instituut (de ad- 
hoc w e r k g r o e p E i i t r o f i ë r i n g s t o e t s ) ,  heeft de toetsen, zoals deze in het 
binnen- en buitenland worden uitgevoerd, geïnventariseerd en onderling 
vergeleken. Op grond van deze vergelijking ging de voorkeur uit naar het 
werken met één toetsalg, afkomstig uit een laboratoriumcultuur3. 
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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 oorzaken van de nog gevonden verschil- 
len in resultaten. Een bijstelling van het voorlopig voorschrift kan 
hieruit voortvloeien. De ad-hoc werkgroep Eutrofieringstoets zal hier- 
in een coördinerende rol spelen. 
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v a n  n u t r i f r i t i n  i n  d? ::ictiiode ?iuei a l ; ;cnci .n  tocp ;~ i . l i a ; i r  z i j n .  '.'oor de  
s t e r i l  i : ; a t i  i: v a n  di. m o n s t e r s  k~iiririi:ri i l r 1  a i i t o r : l a v e r e n ,  ùct iande-  
n  I l i l  t r a s o u n  y e l i ~ i r l  of  n  ,.:ordcri t u i ; : i ; > a s t .  
i  n  : i l l  r  '  assen eiiri !i l t r a i  i e  o v e r  n  J ..m n e n b r a a n -  
f i l t e r  t o e  ;iIs vuuri~eiiand~~li~igs~~~cti~oil~. C i t  liun mi.1iri;:i.n S l i j k t  d a t  
n i e t  a l 1  e  1iacter i ; : i i  luit  l i e t  r : ionster ;:ordisn v e r w i j r i t . r d .  i ' o e ~ a s s i n g  
van  e e n  i i icwbraani i  l i c r  me t  k l e i n e r e  p o r i f n  v i~r : ; rou t  e r l i t t i r  d e  k a n s  
d a t  n a a s t  b a c t e r i c r i  e n  a l g e n  o o k  r t i ~ i i r  gebondi:ri n u t r i ë n t e n  
(met  name f o s f a t e i i )  u i t  l i e t  m0nsti .r  ::orden v e r w i j d e r d .  i let  e i g e n  on- 
d e r z o e k  t i eper i . ?  z i < . l i  t o t  d e  i i i .palin::  van d t  Ï a l - t o r  waar?e<: l i e t  a a n t a l  
b a c t e r i c n  iri e l  l l u c n t  w o r d t  ; r r d  d o u r  L i l  t r a t i ?  o w r  e e n  mem- 
! b r a a n f i l t e r  v m  0 , 4 j  ,.::I. 

L i i  di: I x o í  e d u r c  v u o r  d i  a l g < i r i ; ; r < i < . i i i < i ~ n t  i c i t o i . t s  v:iri d e  I : . I 1 . A . '  w o r d t  
. m o r  a u t o c l a v e r e n  b i j  I L I ' C  e n  l ,  l k;:lr,m' e e n  t i j i i s d u i i r  v o o r g e s c t ~ r e -  
vcri var1 30 ; i i i iuti ;r i  o f  I0  niiriiiteri p e r  l i t c r  m o n s t e r .  ( : c ~ n t r o l e n e t i n g e n  
t o n e n  a a n  d a t  a u t o r l a v c r c n  m e t  e en  L i j d c d u u r  v a n  20 n i n u t e n  v o l d o e n d e  
i s  v o o r  d e  i n a c t i . ~ n r i r i ; :  v a n  a l g e n  i n  b a c t e r i ë n  i n  c : i i l u c n t .  

Over  di. o::is t~indi;: i i i!den vaaronr1i : r  s t e r i e  l  e  i : a t e n o r i s  t i i r s  - o r d e n  v e r -  
krc;:ciii d o o r  e v n  bel iar idel ini :  .:ii.t u l t r a s o n e  ; : e l u i d s g o l v e n  z i j n  i n  d e  
l i t i r a t u u r  weirii;: :;i:;:cv<ins t<.  v i n d e r i .  Voor  d i - s i n f i . c t i c  v,:ordt g e b r u i k  
ger.laakt v a n  ;:c:liiids;:ol~ieri n e t  cr,n zec . r  l ioge l r e q i i e n t i e  f 4 0 0  - Ií~OUIlz),  
,/i:rr:io;:cri 3 - 15 1 : l i . 2 ' ,  t i j d s d u u r  20 sc i .  - 60 n i n . ' . . '  . >e  v r r s c ' n i l -  
Icr idc  l > a c t e r i e s o o r t e n  z i j n  n i e t  i n  ; : i i l i jke  m a t e  g r v o i : i  i;: v o o r  e e n  
b(:Iianiicl  int: m e t  u1 t  r a s o n e  g e l u i d s : : o l ~ / e r i .  Horwood e .  a .  ' v e r m e l d e n  
d a a r b i j  d a t  e e n  v i r a n d e r i n g  v a n  iiiit vo lume e e n  a a n z i i r i l i j k e  i n v l o e d  
I ieeZt  o p  d e  r e s u l t a t e n .  Ln d e  p r a k t i j k  w o r d t  e e n  u l t r a s o n e  b e h a n d e -  
i n  v e e l a l  ; : e b r u i k t  v o o r  l i e t  :iia%i.n v a n  s u s ; > c i n s i < . s  v a n  r e l r m t e r i a a l .  
B i j  h e t  ei;:eii oiiderzoek. i s  g i b r i l i k  : ; e n a a k t  v a n  e e n  l i l  1 r ; i soon  a p p a r a a t  
v a n  d i  vak;:roc]> i : ioIiro< cs tcr~l i r i r>loi : , i i :  n  di: Tli. 3i t  a p p a r a a t  l i e c f t  
e e n  w i . r k i r e r p e i i t i i :  ,/;iri ZIJ 'kliz : : ,ct  vcii rn;i;<inm vi rno i : cn  v a n  I20  L:. 
a r a n  t e  i ;  r r e i i  z i j n  z e e r  i o i ! ' i ; i ; i r  c n  n i e t  
:n i t i i r  ~ i<ireni ; :baar  :-tilt e e n  1 , i b o r a t o r i i i : i t o c t s  z o a l s  L i e r  ~ . : o r d t  b e o o g d .  

Voor ~ t c r i l i s a t i c  d o u r  n i d d e l  v a n  ~ l t r a v i o l e t t e  s t r a l i n g  w o r d t  s t r a -  
n  t o e g e p a s t  rnct ::til 1 l c r i g t i . s  k1i.irii:r d a n  300 m. b  i s  v o o r a l  
t n  rnct i ; :ulf  l i -n ; : t c  r o n d  t b 0  iirn c f f e i  t i e r " ' .  Di! s t e r i l i s c -  
n  r i; a f l i a n k c l  i j l .  v;in d i  ioe::i:pastr: d o s i s  ( i n t e n s i t e i t  x 
t i  jd : ;d i iur) ,  d i  t r ans i : i i s ; i< :  v;in di. . / l o i . i s t o f  v o v r  - s t r a n  e n  d e  
d i k t e  v a n  d e  v l o i ~ i s t o i l a n ; : .  :>e d  : r  r a ~ i s i w n  ir:n o v e r -  
l i . . i ingskans  li eb bi:!^ I IfJ;! ( 2 1 0 )  it;i;iii v e r r i e l d  i n  t ; i i < . l  I . > o o r  
O l i v e r  e n  Cosgrov i :  wc>rdt v o o r  d*:  C ' : -b~! i t r a l i i ig   LI:^ .]l t r a s o n e  v o o r -  
b i r l i a n d e l i n g  t o e g ? p a s t  J k ;  ?O!J ::; 5 m i n ;  l l )  , . .!mrdoor d e  g r o o t t e  
v a n  d e  d e e l t j e s  a l i i e i r n t .  l i i e r d o o r  : . i irden d e  a a n  d e  deeltjes g e b o n d e n  
o r g a n i s m e n  b e t e r  i i i r c i k i i a a r  v o o r  de  C ' ! -hest ra l ing zi>d;it d e  e f f e c t i v i -  
t e i t  v a n  d<: votirl>eiiaridi~liri;: t i , , -r i<.cnt.  



soort 

bacteriën 
sporenvormers 
schimmels 
protozoën 
blauwalgen 

dosis 
m W sec/cm2 

1,7 - 8 
3 - 12 
30 - 300 
50 -100 

300 - 600 

Tabel 1. Toegepaste doses UV-straling bij 254 nm, nodig voor 90% - 
reductie van microÖrganismen3~ 

Een aantal mogelijke voorbehandelingsmethoden, genoemd in het rap- 
port van de ad-hoc werkgroep Eutrofiëringstoets2, is buiten beschou- 
wing gelaten: 

- pasteuriseren - deze methode is imers analoog aan autoclaveren; 
- invriezen - dit blijkt geen effectieve methode te zijn (vroeger 

onderzoek Tli-Delft), hoewel deze wel wordt gebruiktlG; 
- 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 insteltijd noodzakelijk; 

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

- gamma-straling - waarschijnlijk is deze methode wel effectief, 
maar niet algemeen toepasbaar. 

3.2 Experimenteel 

:lonsters : 
EEfluent: monsters zijn genomen uit het effluent van de rioolwater- 

zuiveringsinrichting van de TH Delft na voorbezinking en 
actief-slibbehandeling. 

Schiewater: monsters via een pijpleiding uit de Schie. 

Sterilisatie glaswerk: 3 uur bij 18O0c. 

Autoclaveren: 20 min. bij 12I0C en l,] kg/cm7 

Filtratie: membraanfilter met poriegrootte 0,45 Pm 

Lltrasoon geluid behandeling: 
500 ml in bekerglas l000 ml 
frequentie 20 kHz; vermogen 80 W. 
behandeltijd: 5, 10, 20 en 30 minuten 

Ultraviolet bestralen: 
- roestvrijstalen bak 90 x 30 x 15 cm 
- 3 ultraviolet lampen: Philips TUV 30 L! (10 mW/crn2 bij 254 nm) 

gemonteerd in het deksel op 15 cm boven de bodem 
- behandeltijd: 15, 30, 60 en 120 minuten (enkele keren l6 uur) 
- monstervolume (diepte) : I 1 (4 m), 2 1 (8 mm), 5 1 (20 mm) 

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





l I e f f l u e n t  

L 

t i j d  
minuten  

0 D 7  r. r, na 
7 dagen 

Tabel  4 .  R e s u l t a t e n  van de UV-best ra l ing  
(volume I 1; v l o e i s t o f d i e p t e 4 h n )  

De r e s u l t a t e n  van  de exper imenten waar in  de duur  van de UV-bestra- 
l i n g  i s  g e v a r i e e r d  s t a a n  i n  t a b e l  4 .  De g r o o t s t e  d o s i s  UV-stral ing 
i s  nodig voor  h e t  i n a c t i v e r e n  van a l g e n .  E a c t e r i e n  z i j n  b innen 15 m i -  
nu ten  g e ï n a c t i v e e r d  t e r w i j l  a l g e n  soms na  60 minuten b e s t r a l i n g  nog 
i n  s t a a t  z i j n  z i c h  t e  vermeerderen.  Als  v e i l i g h e i d s m a r g e  i s  h e t  nood- 
z a k e l i j k  mons te r s  2 uur  t e  b e s t r a l e n .  B i j  t o e p a s s i n g  van UV-bestra- 
l i n g  op g r o t e r e  mons te r s  ( v l o e i s t o f d i e p t e  8  en  2 0  mm) neemt d e  e f f e c -  
t i v i t e i t  van de behande l ing  a f  ( t a b e l  5 ) .  D i t  komt v o o r a l  t o t  u i t i n g  
i n  de g r o e i  van a l g e n  i n  l ie t  mons te r  w a a r b i j  de v l o e i s t o f d i k t e  2 0  m 
bedroeg (OU7:7 na  7 d a g e n ) .  I n  d e  g e b r u i k t e  o p s t e l l i n g  i s  h e t  n i e t  
goed m o g e l i j k  om mons te r s  g r o t e r  dan 2 1 b innen 2 uur t e  s t e r i l i s e r e n .  
T i j d e n s  de b e s t r a l i n g  s t e l t  de temperatuur  z i c h  na e n i g e  t i j d  ( 0 , 5  
uur )  i n  op 35 - 37OC. Deze temperatuur  b l i j f t  ook t i j d e n s  l ange  be- 
s t r a l i n g e n  ( 16 u u r )  gehandhaafd .  Door een d e r g e l i j k e  l a n g e  b e s t r a l i n g  
worden a a n v a n k e l i j k  t r o e b e l e  of g e k l e u r d e  mons te r s  h e l d e r .  

1 Scii iewater  

i e f f l u e n t  

1 
Tabel 5 .  R e s u l t a t e n  van de UV-bes t ra l ing  (duur :  1 u u r )  

Rij h e t  werken met de U V - s t e r i l i s a t i e b a k  z i j n  op de volgende 
problemen opge t reden :  

O D i . , ,  na 
7  dagen 

0 ,175  
0 , C 5  1 
C ,  062 

O ,  106 
0 ,085 
0 ,345  

-- 

d i k t e  v l o e i -  
s t o f l a a g  (mm) 

onbehandeld 
8 

20 

onbehandeld 
8  

2 O 
--- 

punt en 

- 

k o l o n i e g e t a l  
b i j  2 L ° C  

2 x 1 0 '  
0 
0  

2 x l(3" 
O 
3 

--- 

- b i j  l ie t  rondpompen van de mons te r s  met een slangenpomp kunnen bac- 
t e r i ë n  i n  de s l a n g e n  met e e n z e l f d e  s n e l h e i d  g r o e i e n  a l s  waarmee ze 
i n  de U V - s t e r i l i s a t i e b a k  worden gedood. Om d i t  t e  voorkomen z i j n  
de mons te r s  t i j d e n s  de b e s t r a l i n f ;  gemengd met twee magnee t roe rde r s  



d i e  o n d e r  de  r o e i t v r i j s t a l e n  h a k  z i j n  g e p l a a t s t ;  
- i n  e e n  r u i m t e  w a a r i n  v e e l  b a c t e r i ë n  i n  de  l u c h t  zueven  t r e d e n  b i j  

! i e t  a f  tappcri  v;lri m n s t e r s  i n i e c t i e s  o p .  D i t  wo rd t  T ~ o o r k m r n  d o o r  
t c  werken  i n  e<.ri r u i m t e  waar  l i e t  ;:evn:ir v o o r  ! > i s n e t t i n ; :  met  b a c t e -  
ri'ilri verwr i i r luos i>n; i r  i s .  U7 bac . t i r i ( . : : ro< . i  i n  d i  a f t a p s l a n g  t e  voo r -  
komcri d i e n t  d e z e  k o r t  t e  z i j n .  l i e t  : l n z e n  u i t  e i r ~ d ~ i  i i i t r v a n  i s  o n d e r  
9 h Z  e t h a n o l  g c p l a n t s t  e n  word t  v o o r  h e t  a f t a p p e n  n e t  e e n  g a s v l a m  
g e s t e r i l i s e e r d .  

Orndat d o o r  ecri bc i i ande l i~ i ; :  meL L['-stralin:: wr i t e r i i ons t e r s  x e s t e r i l i -  
s e c r d  kunnen worden i s  de  í . o c i i i i i i a~ i e  van  u l t r a s o o n  ó e l i i i d  e n  CV- 
b c s t r a l i n ; :  n i c t  i i i i ~ e b r e i d  ondcrzo i , I i t  . I:r z i j n  ~ i . 1  e n k e l e  ex; ier imen-  
t e n  iui tgcvui . rd  w a a r b i j  ci:n n o n s i v r  i - c r s t  i s  l>e!iandi:ld l e t  u l t r a s o o n  
g e l u i d  ( 2 0  kHz; H O  !,:; 0,5 1 ;  10 r i i n )  e n  v e r v o l g e n s  met  u l t r a v i o l e t t e  
s t r a l i n g  ( 2  u u r ;  2 I j .  Deze !><.!i; indeling l e v e r d e  s t e r i e l i :  n o n s t e r s  o p .  
Van di! o n d e r z o c i i t i  ~~oorbeiianci<:liii;:smet!ioderi v o l d o e n  a u t o r . l a v e r e n  e n  
U V - b i i s ~ r a l e i i  a a n  di. e i s  d a t  de  ovcrl<ivin; ;sknris  van  a l g i n  en b n c t e r i g n  
::erin;: moet  z i j n .  F i l t r e r e n  o.1i.r e e n  i i , l i j  .,n mc . i !> raan i i l t e r  en iichan- 
i i i . len m c t  U I  t r a s w ~ r i  ; : ? lu id  v o l d o e n  n i e t  a a n  di.ze e i ' , .  



4 INVLOED VAIJ DE VOORBEHANDELING OP DE FYSISCH-CHEMISCHE SAMENSTELLING 
VAN HET TE OKDERZOEKEN WATER 

1 Inleiding 

De veranderingen die tijdens de geselecteerde voorbehandelingen op- 
treden in de fysiscti-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 uitgegaan van monsters met alleen anorganische 
verbindingen waarvan de samenstelling representatief is voor opper- 
vlaktewater en effluent. De monsters zijn als volgt behandeld: 

O : onbehandeld 
F : filtreren over een 0,45 pm membraanfilter 
A : autorlaveren (20 min. bij 12I0L en 1 , l  kg/cm2) 
AF : autoclaveren en filtreren 
UV : CV-bestralen (2 uur; 10 mW/cm2 bij 254 m; 2 1) 
UVF : UV-bestralen en filtreren 

In deze monsters zijn de volgende parameters bepaald: 

- pH 
- TIC : totaal anorganisch koolstof + - 
- N : NH4 , p<o7 , NO3- en totaal -:.I 
- P : po4'-, totaal-P 
- Fe 
De filtraties over een membraanfilter van 0,45 Pm zijn uitgevoerd om 
te onderzoeken in welke mate de nutriënten aan deeltjes worden gebon- 
den. Na het onderzoek met alleen anorganische verbindingen is de sa- 
menstelling van de monsters uitgebreid met organische stikstof- en 
fosforverbindingen. Hiermee is de invloed van de voorbehandeling op 
het vrijkomen van stikstof en fosfor uit organische verbindingen 
onderzocht. Als modelverbindingen is gekozen voor Adenine (N), Ureum 
(N), en Adenosine-(5)-mono-Maat (P). In de eerste plaats omdat 
het natuurlijke verbindingen zijn en in de tweede plaats omdat bekend 
is dat stikstof en fosfor relatief gemakkelijk 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 stikstof of fosfor in mindere mate 
vrijkomen niet nodig. 
Sutriënten die zijn gebonden in algen en bacteriën kunnen als gevolg 
van de voorbehandeling vrijkomen. Om te onderzoeken in welke mate dit 
gebeurt zijn algen en bacteriën opgekweekt in 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- 
ën als gevolg van de voorbehandeling en de invloed daarop van de sa- 
menstelling van het medium en van de ouderdom van de cultuur. 
De vorm en concentratie waarin sporenelementen in de oplossing voor- 
komen kan worden beïnvloed door de wijze van voorbehandeling. Hier- 
door verandert de beschikbaarheid van de sporenelementen voor de 
algen. De veranderingen kunnen optreden door vorming of afbraak van 
complexerende verbindingen, adsorptie aan deeltjes door een verande- 
ren van de pH of door coprecipitatie met een tijdens de voorbehande- 
ling ontstaan neerslag. Als modelstoffen voor complexerende verbin- 



dirigcin i s  g e k o z e n  v o o r  i i t r o e n z u u r  cri T-iTA. ;Je a d s o r p t i e  a a n  d e e l t j e s  
i s  or iderzoi . i i t  i n  (:en o p l o s s i n i :  inct een  o i i  o  i j z e r c o n i . e n t r a t i e  
d a t  i c r i  t ~ y d r o x y a ~ ~ ~ t i i i t r i c c r s l a ; ;  k;iri o n t s t a a n .  I n  e e n  u ; > l o s s i n g  n e t  c a l -  
cium cri f o s f a a t  i s  i i c t  c f f e c t  bvkeken van  c o p r e i . i ; i i t a t i i  n e t  c a l c ium-  
f o i i a n t ,  e e n  neers la ; :  d a t  o . a .  o n t s t a a t  b i j  v e r l i i t t i n ; :  ( a u t o c l a v e r e n )  
va11 o p l ~ i s s i n g e r i  rneL Iiuge a l : -  e n  f o s f o r g e l i a l  : e s .  ! l e t  o n d e r z o e k  i s  
u i t g e v o i : r d  met  k o p e r  vaiiweg<. d i  irigensc.liap s t e r k i r  <.ornplezen t e  vormen,  
r iangaan vanwege de  s t e r k e  a d s o r p t i e  a a n  iiydrox;.apaLii.t e n  z i n k  vanwege 
de  r e d e l  i j  k s t a t i i i . l e  i ocipli.zvor:~iri;: e n  a d s o r p t i e  a a n  i i ; . d roxyapa t i e t .  
,?.  ijd der is l i e t  a u t o i l a v e r i - n  van  moiist e r s  [riet e e n  iio,;t. pil of  hoge c a l c i m -  
o f  f o sCor i : o1 i ce r i i r 3 t i e s  b e s t a a t  de  n o g e l i j k l i e i d  c l ~ t  e r  e e n  n e e r s l a g  
o i iLs taaL.  Uoor c i n  ;:erin;:? o;>losti;i::rlieid van  d i t  neers la : :  kan  f o s f o r  
v e r l u r c n  g a a n .  De vorming  van  leen  n e e r s l a g  kan  worden voo rkonen  d o o r  
voor  ~ u t o c l a v e r e n  d e  p11 t c  vc r1a ; ; en  of de  m o n s t e r s  t i .  v e r d u n n e n .  O f  
e e n  d e r í g e l i j k e  i ng ree l i  ook  i n ~ i l o e d  h e e f t  op  t ie t  r i . su ! tna t  v a n  de  a l -  
g i r i ; ; r o i : i ~ > o t e ~ i t i i : t o ~ ~ t s  en z o j a ,  i n  we lke  - i a t e ,  i s  unde rzoc i i t  b i j  e c n  
a a n t a l  p r a k t i j k m o n s t i r s .  

4 . 2  :-loris . - t e r s  n e t  a i iorg; i i i is i . i i i  ver11iridin;;cn 
- ~ -- 

Tabel  h t o o n t  dc i a ~ : i c n s t c I l i n i :  van  d e  syn : i i e t i s i~ i i c  r i o n s t e r s  ne t  a l l e e n  
a n o r g a n i s c h e  v e r b i n d i n g e n .  ? lo r i s te r  1 i s  a f g e l e i d  v;ln l i e t  kweekmedium 
28' (25Z v a n  d e  v o o r g e s c h r e v e n  c o n c e n t r a t i e s ) .  Di. i c o n < : e n t r a t i e s  i n  h e t  
o o n s t e r  r e p r e s e n t a t i e f  v o o r  o p p e r v l a k t e w a t e r  ( 2 )  e n  i n  m o n s t e r s  r e p r e -  
: ; e n t a t i v f  v o o r  e f f l u e n t  (3-6) l i ~ g e n  w e l i s w a a r  aan  de  iioge k a n t  maar  
z i j n  n i e t  e x t r e e m  Iioo;:. l k z e  kci izc  i s  gemaakt  omdat j u i s t  b i j  i i oge r e  
c < i n c i n L r a t i < : s  c f f c r . t e n  t e  v e r w a r i i t e n  z i j n  d i e  b i j  1;ii:i: c o n c e n t r a t i e s  
n i e t  z u l l e i i  o p t r e d e n .  

.~. .- . . . . 

L..,;<.<:%- 
medium 
( 2 5 % )  

. 

e f r l u e n t  
ol';>" . 

v l a k t e -  
w a t e r  l a a g  

I' 



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 voorbehandeling. Alleen veranderingen groter dan 10% wor- 
den van betekenis gracht. 

tot. 

22 
22 
2 2  
22 
- 

2 0 
2 0 
2 o 
2 o 
-- 

2 0 
2 0 
20 
2 1 
- 

22 
2  1 
2 1 
2 1 
- 
20 
20 
20 
20 

2 2 
2 2 
2 1 
2 1 
- 
2 1 
2 1 
2 1 
2 1 

monster l O 

monster 2 0 
F 
A 

AF 

monster 3 O 
Ca laag F 
P laag - A 
NO3 -1; N' 

monster 3a O 
Ca laag F 
P laag A 
NH4 +-N AF 

monster 4 0 
Ca laag F 
P hoog A 
NH4N03-N AF 

monster 5 O 
Ca hoog F 
P laag A 
NH4N03-N AF 

monster 6 O 
Ca hoog F 
P hoog A 
NHt,N03-N AF 

Tabel 7. Resultate van de voorbehandeling (mgll) 

O: onbehandeld F : na filtratie over 0,45 pm 
A: na autoclaveren AF: na autoclaveren en filtreren 



u 

Tabel 8.  R e s u l t a t e n  van de voorbi.liandelirig (rri,q/l) 

O : onbehnndeld 
UV: na  UV-bestralen LVF: na CV-bes t ra len  en f i l t r e r e n  

. . ,,. ~. 4.2.2 r A * U  . ,L>,:'-( 

Door f i l t r a t i e  kan een  d e e l  van de n u t r i ë n t e n ,  met name f o s f o r ,  wor- 
den v e r w i j d e r d .  D i t  i s  l ie t  g e v a l  a l s  g e a u t o c l a v e e r d e  mons te r s  met een 
hoge b e g i n  pH (monster  2 )  of hoge calciuni- en  f o s f o r g e h a l t e n  (monster  
6) worden g e f i l t r e e r d .  T i j d e n s  h e t  a u t o c l a v e r e n  o n t s t a a t  een  n e e r s l a g  
van f o s f o r  met d e e l t j e s  :,0,45 u m .  B i j  de b e p a l i n g  vari o r t h o f o s f a a t  i n  
zuur m i l i e u  komt h e t  b i j  a u t o c l a v e r e n  n e e r g e s l a g e n  f o s f a a t  v e e r  i n  
o p l o s s i n g .  
I j z e r  i s  g r o t e n d e e l s  aanwezig i n  d e  vorm van d e e l t j e s  O m D i t  
b l i j k t  u i t  l i e t  f e i t  d a t  de i j z e r c o n c e n t r a t i e  s t e r k  af r ieent  na  f i l t r a -  
t i e .  Het  i s  n i e t  u i t g e s l o t e n  d a t  i j z e r  t i j d e n s  de f i l t r a t i e  wordt  ge- 
adsorbee rd  aan de í i l t c r s  waardoor een t e  k l e i n  d e e l  van l i e t  i j z e r  
i n  de f r a c t i e  .0,4i ;m wordt  gevonden. I l i e r i n  kont  geen v e r a n d e r i n g  
door a u t o c l a v e r e n  o 1  UV-best ra len .  
B i j  mons te r s  niet oen hoog g e h a l t e  aan a n o r g a n i s c h  k o o l s t o f  l o o p t  de 
pH t i j d e n s  h e t  a u t o c l a v e r e n  op doorda t  b i j  een  11oge t empera tuur  C O j  
wordt  u i t g e d r e v e n  wat een v e r s c h u i v i n g  van de ca rbonaa tevenwich ten  
t o t  gevolg  l ~ e e f t .  De v e r w i j d e r i n g  van CO.; komt t o t  u i t i n g  i n  d e  da- 
l i n g  van l i e t  TlC i n  a l  Ie mons te r s  na  ~ i u t o c l a v e r e n .  De v e r s c h u i v i n g  
van  de pll i n  de mons te r s  5 en 6 i s  n i e t  t e  v e r k l a r e n  u i t  d e  afname 
van h e t  T I C  i n  l ~ e t  monster  na  n u t o r l a v e r e n .  De b u f f e r c a p a c i t e i t  van 
deze  mons te r s  i s  ec l i t e r  ger ins ;  waardoor een k l e i n e  v e r a n d e r i n g  i n  de 
s a m e n s t e l l i n g  een g r o t e  pH-verschuiving kan ve roorzaken .  
Ue TIC-gehal ten  v e r t o n e n  na  de Ui7-bes t ra l ing  een k l e i n e  toename. De 
g e l i a l t e n  l i g g e n  e c h t e r  v l a k  bovcn de d e t e c  t i e g r e n s  van de mee m e t h o d e  
(0,5 rngl l )  zoda t  h i e r a a n  n i e t  v e e l  waarde mag worden toegekend.  De 
toename van d e  pH word t ,  i n  t e g c n s t c l l i n g  t o t  de s t i j g i n g  b i j  au to -  
c l a v e r e n ,  n i e t  v e r o o r z a a k t  door  een g r o o t  v e r l i e s  vari C O ; .  Vaardoor 
de toename van de pH dan wel wordt veroorzaakt i s  n i e t  bekend.  Door 
de f i l t r a t i e  na d<: b e s t r a l i n g  wordt d e  pli-verscliuivirir, g e d e e l t e l i j k  
t e n i e t  gedaan.  D i t  w i j s t  e rop  d a t  de CO.-concentra t ie  n i e t  i n  even- 
w i c h t  i s  met de atmosfeer. T i j d c n s  de f i l t r a t i e  wordt  d i t  g e c o r r i -  
g e e r d  door u i t w i s s e l i n g  van C O .  ::iet de a tmosfc ,er .  



Na de UV-bestraling worden er geen grote verschillen gevonden in de 
concentraties van de verschillende stikstofverbindingen en de concen- 
traties van orttio- en totaal-fosfaat. Hieruit kan worden afgeleid dat 
de UV-bestraling geen invloed heeft op de vorm waarin deze verbindin- 
gen voorkomen. 
Cit bovenstaande gegevens blijkt dat de voorbehandelingen geen in- 
vloed hebben op de anorganische stikstofverbindingen. 
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 koolstofgehalte. Bij UV- 
bestralen treden deze verschijnselen niet op. 

Xonsters met organische verbindingen 

De samenstelling van de monsters met organische N- en P-verbindingen 
staat beschreven in tabel 9. Voor zover dit mogelijk was, is de sa- 
menstelling van de versctiillende 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 alleen anorgani- 
sche verbindingen. Omdat bij de UV-bestraling van monsters met anor- 
ganische verbindingen weinig veranderingen optreden is maar een deel 
van de monsters behandeld met LV-stralinz. 

u 

eff luent opper- 
vlakte- 
water 

Ca 
laag I hoog 

q 2 
elementen 

an0rg.N 4 , 2  Xi. 
org. :J 2,8 r 

4 , 2  L 
2,8 P 

anorg. P O 
org. P 0,6 P 
Ca 6 0 
Mg 7 > 3  
Ka 6 0 
K 16 
C org. 6,6 
C anorg. 30 
S 16 
C1 1 06 
F e o , ]  

Tabel 9. Samenstelling van de synthetische monsters met organische 
stikstof- en fosfaatverbindingen (mgll) 

A: Adenine U : Ureum 
X: Adenosine-5-monofosfaat N:$: NIlbNO. 



7 , o  
7 , 0 
H , ?  
x,> 
. P 

7 , 11 
6,9 
8 ,  l 
8 , 0  

. 

7 , IJ 

6 , 5 
h , 7 
. 7 

'1aiic:l 10. I!esiil t nti:ri vali  de  voor i i i i i ande l in ; :  (mi ; / l )  . - . . . . . -- . - 

0: onbci iandc l d  F : n a  f i l t r a t i e  ovi : r  0,4i -?I 
9: n a  a u t o c l a v e r e n  ,U:: n a  a u t o c l a v e r í n  e n  f i l t r e r e n  

k'i I t r a t i e  van d(: i i ior is tcrs  met r i s c  v r i n d i i n  t ,  n e t  a l s  
b i j  d c  :nonsLers  Liistriaride luit a l  l v i n  n n o r g a n i s i  he vcr!jindiri:;en, wei-  
n i g  i n v l o e d  op  de  Ïysiscl i -c l iemi: ;<i ie  s a r i e n s t e l l i n : ; .  
Ile pl i -s t i jgin; :  n a  a ~ i t u (  l a v e r e n  i n  d e  m o n s t e r s  3 cn 3a i s  ::roter dan  
i n  de  ovcrccrikomsti;: i .  ::ionster!; :net n1 1i.i.n anor:anisr:lii, v e r b i n d i n g e n .  
I n  de  m o n s t ~ i r s  3  'i e n  6 d a a l t  d e  l r s t v r l -  dan  i n  de  o v e r e e n -  
komsti;;e r i r n i s l ~  ~ O I I S L ~ .  I l i t  ~ r l l  n o k t  .!orden toe2eschr .e -  

,, 

vnri a a n  de  a a e i ; d  van  d i  ur::anisr.!ic v e r b i n d i n : : e n .  I n  n o n s t e r  2 
i s  d o o r  di: : : r o t e r e  i ioi ,veel l i i - id  ~nor : ;an i s i : i i  k o o l s t o f  de  i n v l o r d  van  d e  . . r i s l i  v r l i n l i ~ i c r i  r s t e r k  v a a r d o o r  de  i - t  g e l i j k  
1 s  a a n  l i e t  ovir<:eriko:-1sti;e anor;;; lni:;<lie ? o n s t e r .  
i n  d e  < o n c e n t r n t i e s  van  d e  s t i I . s t o f -  c n  EosÏor .~cr t i i r id in :en  t r e d e n  
g e e n  g r o t c  v i r and i r i r i ; : en  o p .  h : i r i l i t  vol;:L d a t  t i j d c r i s  h e t  a u t o c l a -  
v i i ren  s l e c l i t s  e e n  % l  e i n  d e e l  Z )  vnn l i e t  o r g a n i s i  l i  gebonden  s t i k -  



stof en fosfor wordt vrijgemaakt. Alleen in moniters met een hoge 
adenosine-(5)rnonofosfaat concentratie (monsters 4  en 6) wordt door 
autoclaveren een deel van het organisch gebonden fosfor vrijgemaakt 
(107,). 
In tegenstelling tot de pli-stijging na CV-bestraling van de anorga- 
nische monsters, treedt er in de monsters met organische N- en P- 
verbindingen een daling op. Ueze daling is in overeensteming met de 
verwachting dat de pH afneemt door afbraak van de or;;anische 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 nolcculen wordt ver- 
broken, omdat er geen grote veranderingen optreden in de concentra- 
ties anorganische stikstof- en fosforverbindingen voor en na de be- 
straling. 
Evenals bij de anorganische monsters wordt de pil-verandering gedeel- 
telijk teniet gedaan door een op de LV-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 
verbindinzen. De p11 daalt tijdens de UV-bestraling door afbraak van 

UV: na W-bestralen UVF: na UV-bestralen en filtreren 

- . 
organische verbindingen. 

4.4 Vrijkomen van nutriznten uit algen en bacteritn 

mans ter 

2 O 
UV 

LVF 
--p. 

3b O 
UV 

LVF 

3' O 
UV 

VVI.' .- 

6  O 
UV 

UVF 

Als toetsalg voor het onderzoek naar het vrijkomen van nutriënten uit 
algen is gekozen voor de groenalg Scenedesmus quadricauda. Voor het 
kweken van bacteriën is als ent l  ml effluent per liter medium toege- 
voegd. 

Tabcl 1 1 .  Resultaten van de voorbehandeling (mg111 

O : onbehandeld monster 

pH 

8 , 4  
7 , 7  
8 , j  

7,O 
6,3 
6 , 9  ~- 

7 , o  
i , 5  
5,h 

6 , 9  
6 , 3  
6, h 

N 

TIC 

16 
1 6  
17 

] , I  
l , 3  
1 , 4  

1 , 5  
1 , 7  
1 , 7  

l , 5  
1 , 3  
1 , l  

S H L +  

1 , 7  
1 , 6  
1 , 5  
- 
- 

O , ]  

2 , 2  
2,O 
1 , 6  

2 , 4  
2 , 7  
3 , 4  

- 
!J0 ; 

1 9 8  
1 , 7  
1 , 7  

3 , 4  
3 , 2  
3 , 2  

9,9 
9 , 4  
9,Z 

8 , 8  
8 , 8  
8 3 6  

tot-:: 

14 
1 4  
14 

2 O 
2 1 
2 I 

2  6  
27 
28 

24 
2  5  

, 2 7  
1 



Ilc : i lgen  o f  liai t c r i ë r i  z i j n  ;;e>.::i.i-kt o:ider d i  ; ; i , ù r i i i i c ! i j > . e  oms t and ig -  
l i idcn  (5.2. l )  i11 media :net ?cri iii.kiridi i a m e i i s t i l  l iii,: ( t a b e l  I ? ) .  
I n  d(! liiedia z i j n  d e  aI::en i.11 !>acter i i~ ' . i i  a l s  vo l ; : ?  o;jgi.kiieekt:  

. . . -. 
11 r 

I 
e l e m e n t e n  3 

I 

. .. 
Taliiil 12. Sarncins t i l  l in;: v an  de  i:,.ii.el-riidin voo r  al;;i:ii en i n c t e r l e n  

~--p- -p 

(n;:/] J 

: ledium l :  n u t r i i n t e i i i : i i i a l t e n  op  oIji>ervlaktevati-rrii~~cau 
m o n s t e r  a :  a l g e n  i n  d c  e x p o n F n t i ë l c  f a s e  
. : iu: ic ; t i r  h :  ; i l : ; i r i  i n  d e  . ; t i t i i j : i n i r i .  f a s i  

U i  r e s u l  La t en  vali di. bepa1in; ;en ri.1 di. voorlictiandi.Ii i i : :  i t . i ; in  i n  t a b e l  
l '3 . 



tot-l 

algen O 
exp. face F 

A 

UV 
UVF 

algen O 
stat.fase F 

A 
AF 
UV 

CVï 

O,6 
0,5 
O ,  f5 

'O, O5 
O,2 

'O,O5 
- 

0 , 3  
- 

0 , 3  
<O,05 

O,2 
- 

O,6 
0 , 5  
0,6 

l,2 
1 ,O 

algen O 
exp.fase F 

A 
AF 
UV 

UVF 

algen O 
stat.fase F 

A 
AF 
UV 
UVF 

bact. O 
exp.fase F 

A 
AF 
cv 

CVF 

bact. O 
stat.fase F 

A 
N; 
UV 
LVF 

Tabel 13. Invloed van d e  voorbehandeling op tiet vrijkomen van 
nutrienten (m~/l) 

O : onbetiandeld F : na filtratie 
A : na autoclaveren AF : na sutoclaveren en filtreren 
UV: na UV-bestralen CVF: na CV-bestralen en filtreren 

exp.: cxponentirle fase stat.: stationaire fase 



opgenomen.  Ln rnonsLc:ri; ; n c L  a ;  i l  s t a t i o n a i r ( :  f a s e  i s  POL--P  
nagenoe;: u i t : : i .put .  Door a u t o i , l a v e r i . n  n e e n t  d e  o r i i i o f o s f a a t c o n c e n t r a -  
t i c  i n  d c  : : ionster!;  t o e  t o t  ori;;<:,,<.ilr J v a n  d e  to t aa l -Y-co i i l . en t ra t i e .  
1 Ti l tr:it i i .  i s  d i  o r ! ! i o í » s i ; i ; i t  i » : i i , i . r i t r a t i c  1ii:t !ioo;:st i n  x i o n i t e r s  
mi:L l r a 1 f i u r . i -  e n  ic is ïor : ;< . i i ; i l t i . l : .  i a r i s  i; c c n  e í f ( r t .L m e r k b a a r  
vaii d c  ouder do::^ v a n  d e  i . n ~ ! r .  ?ia a u t u c ! a v i r e ! i  e n  Ï i l t r e r e n  
kumt n ie i r  t i r t i ~ o i o s Ï n a t  v r i j  i n  dct : . lu r l s tv r i  m : i  a1;(:11 i n  d e  e x p o n e n t i -  
e l e  ïasr: diin i n  ::ioniitvrs n i !  n  i r i  d e  s ! a ~ i o n ; i i r i :  f a s e .  
A i i t o c l ; i - ~ c ~ r e n  i i e i i f i  e i  ! iLer  i ; i . i . i i  e e n d u i d i g e  i n v l o e d  o? d e  o r t i i o f o s f a a t -  

, . c o r i i e n t r : i t i < . .  :;3 o r n  Y; c l  a a n  u r t i i ~ f o s l a a t  i n  h e t  
rriuiistc:r :ncL I r '  i n  di. ; ; i n t i ~  f : roi . i t ,?s i :  r i n  iirt 

m o n s t i . r  :iet i i n i , t i r i i l r i  i n  di. i t n t i i ~ i i ; i i r e  f a s e  j u i s t  I i o g i r  d a n  v o o r  
d c z e  bi-!i;iiide l in::. 
G c z i i n  di: n i i inni-  n e  tot ; i ; i l -1 ' - , .<inrei i t ra t  i i :  n a  di: C ' . ' -hes t ra l ing  
b l i j f t  /[J-302 van  l i [ . [  C o s f o r  a r d i t i r  d o o r  h e z i n k i n ; :  a  n  i n  d e  
s t e r i l i s a t i e b a h .  D o o r d a t  een  d e e l  n  l i e t  ; ; tbondir i  f o s f o r  w o r d t  v r i j -  
;:ernaaki d o o r  d i  ; '!-ti.str;ilin;; ni.i.::it d e  f o s í o r i : o r i < e n t r ; i t i i  i n  d e  F r a c -  
t i e  ' J ,  m e  l L O C . .  

E v e n a l s  i n  di. s y n t l i e t i s c l i e  n o n s t c r s  ! i e v i n d t  i j z i r  zic.li -:oor e e n  d e e l  
i n  d e  i r a r t i e  ..0,45 -r!?. l i i e r i i i  k i m t  ;:een v e r a n d e r i n g  d o o r  d e  v o o r b e -  
i i m d e  l in ; ; .  T i  j d i i i i  d i  LV-best r a l  in:; .Jan d e  r ior is ter : ;  !:iet a l g e n  be -  
z i n k t  <: t r i  d e c l  van  i ict  i j z e r  i n  d(:  s t e r i l i s n t i o b a l : .  IJ? toename v a n  
d c  i j z r i r i : o n c e i i t r a L i r .  ria d e  C V - b e s t r ; i l i n g  v a n  d e  : : i o n s t e r s  l e t  b n c t e -  
n  i  t i  w i j t e n  iïan t icc  i n  o p l o s s i n : :  : ; a a n  v a n  i j z i r  u i t  d e  r o r s t -  
v r i j s t a l e n  b a k .  
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nr 
elementen 

N 
IJ 
Ca 

Mg 
Na 
K 
C1 
S 
C anorg. 
Citroenzuur 
EDTA 
F e 
?ln 
Zn 
Cu 

Jppervlakte- effluent 
water Ca hoog 

1 P hoog 

2 

Tabel 14 .  Samenstelling van de monsters met sporenelementen (mgll) 

EDTA en Citroenzuur ------------------- 
De complezerende werking van EDTA en citroenzuur wordt niet beïnvloed 
door de voorbehandelingen. Dit blijkt uit het feit dat na de voorbe- 
handeling de concentraties van de zwak gebonden en de vrije metaal- 
ionen niet toenemen (monsters la en Ib). 
De toename van de concentratie van de zwak gebonden of vrije mangaan- 
ionen na de UV-bestraling is veroorzaakt doordat mangaan vrijkomt 
uit de roestvrijstalen bak. Dit blijkt ook uit de toename van de to- 
taal mangaanconcentratie. 

Door autoclaveren worden de netaalionen voor een deel geadsorbeerd 
aan ijzerhydroxyde deeltjes (monster 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 
ten filtratie de aan de ijzerh~droqde neerslag gebonden metaalionen 
worden verwijderd zijn de na filtratie resterende metaalionen groten- 
deels aanwezig in de zwak gebonden of vrije ionvorn. 

Koper en zink worden ingesloten in een calciunfosfaatneerslag dat 
gevormd wordt tijdens het autoclaveren. Dit blijkt uit het feit dat 
door filtratie een deel van de metaalionen wordt weggenomen en het 
grootste deel. van de na de filtratie resterende koper- en zinkionen 
aanwezig zijn als zwak gebonden of vrij ion. Xangaan vertoont dit 
gedrag in mindere mate. 
Uit de resultaten blijkt dat de beiiande1in::s:iethoden geen invloed 
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vrij t o t n a l  

'j, 1 1  
L i ,  35 
r ! ,  l 1  
(J , IJ l 
0 , (J 7 
I J , O  l 

Li, 12 
Li, l 0  
0 , 0 9  
0  , 0 
11 , 0 5 
0 , 0  3 

i), 19 
Li,01 
0,20 
0 , 0 2  
O ,  2 0  

Z. 



,rvlaktewater !PPL ---_-------- 
Als oppervlaktewater zijn monsters uit de Put van Droeckhoven (bij 
Bodegraven) en de Akkerdijkse Plassen (bij Pijnacker) genomen. Dit 
zijn beide plassen die nauwelijks door afvalwaterlozingen beïnvloed 
worden. 
Ue proeven zijn twee- resp. driemaal uitgevoerd. Voor het autoclave- 
ren zijn de monsters aangezuurd tot een bepaalde pH-waarde. 
Ue chemische samenstelling van de monsters en de resultaten van de 
algengroeipotentietoets zijn weergegeven in de tabellen 16 en 17. De 
algengroeipotentiewarden zijn uitgedrukt in ODi'ro, optische dicht- 
heid gemeten bij 750 nm, een maat voor het biovolume (zie H8). Van de 
aangezuurde monsters is slechts de chemische samenstelling na auto- 
claveren weergegeven. 

datum ODi-r, 

Tabel 16.  Samenstelling van monsters oppervlaktewater uit de Put van 
Eroeckhoven en de waarden voor de AGP (uitgedrukt als 0Di:o) 

(0: onbehandeld; K: na pli-verlaging; A: na autoclaveren; 
*: niet meetbaar; N, P, Fe en Ca in ng/l) 

Uit deze tabellen blijkt dat tijdens tiet autoclaveren de pH sterk op- 
loopt door uitdrijving van CO? en verschuiving in het carbonaateven- 
wicht. De biomassa necmt in vier van de vijf series significant toe 
bij voorafgaande verlaging van de pH van de monsters. 

Effluent - - - - - - - - 
Het effluent is onttrokken aan de rwzi van de TH-Delft en de rwzi 
Nieuwveen. In eerste instantie is voor de pH-reeks onverdundeffluent 
gebruikt. Uaar de onderzochte effluenten zeer hoge nutriëntenconcen- 
traties bevatten, zijn de verkregen algengroeipotentiewaarden zeer 
hoog. Hierdoor kan in de cultuur lichtbeperking optreden. Om dit te 
voorkomen zijn volgende series effluent verdund met gedestilleerd 
water. De cheniscbe sanenstelling van de monsters en de resultaten 
van de a1:;engroeipotentietoets zijn weprgegeven in de tabellen 18en 
19. 
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0 , 2  ( ~ , 4  
0 , 3  0 ,4  
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(J , 2. 
(J , 2 

0 , i 
0 , 3  
0 , 3 
ii , 3 
(J , 2 

(J, I 
(J , i 

0 ,  1 
c ,  I 

(J , L 
(.l , l 

'J, I 
0, O 

Tat~ii l 17.  S m e n s t c l  l i n g  van mons i< . r s  u p p e r v l a k t c w a t c r  u i t  d e  Akker- --- -- 
d i j k s e  l ' lassen en  d e  waa rden  voor  d e  :&i' ( u i t g e d r u k t  i n  . 
OD, L, i , )  

p 

da tu - I  

. . -- 
" l - f , -  

138!+ 

l ii-w- 
1484 

13-06- 
198s 

(0: u r i b e i i a n d e l d ;  K :  ii:i l - v r l a g i  ; : na  aii to f .  l a v e r e n ;  
::. ?, FC: en C a  i n  ! y ; / l )  

O;),:: 

'j, l 7 3  

O,  l 5 1  
9, l 5 2  
(i, I 4 0  
0 ,162  
O,  l 7 3  

- 

0 ,052  

0 ,041  
0 ,051  

0 ,  134 

0 ,203  
0 , 2 0 8  

h,fJ 7 , h  
>,O h , ?  

: J . +  0 , -  t:; 

1 ,516  
1,627 

I I:! 
1,539 

,i:rdunni n 

(0: o i i l~e i iandeld ;  K: n u  - ~ r l a , i n ; ;  1 :  n:i a u t o c l a v e r e n ;  
N ,  P ,  1:s en  Ca in m g / ] )  



O K A  

7,O 

NH,+ NO; tN 

21 47 75 
21 47 77 
rdunning l : 15- 
1,3 3,2 4,8 
14 3,1 4,9 
- 
2,7 62 67 
2,7 62 69 
rdunning l : 15- 
0,l 3,8 4,I 
0,l 3,9 4,1 

Tabel 19. Samenstelling van monsters effluent van rwzi TH-Delft en 
.- 

de waarden voor de AGP (uitgedrukt in OD750) 

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

De reactie van Scenedesmus quadricauda op de veranderingen van de 
pH van de effluenten uitgedrukt als OD,so, varieert. In de reeks on- 
verdunde monsters van de rwzi TH-Delft treedt bij verlaging van de 
pH een verminderde groei 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 rwzi Nieuw- 
veen. Hier treedt bij verdunning juist een verlaging op van de OD7s0. 
Een verklaring hiervoor is niet gevonden. 

Deze mengmonsters bestaan uit 10% effluent en 90% oppervlaktewater. 
In de tabellen 20 en 21 zijn de chemische samenstelling van deze 
mengmonsters en de resultaten van de algengroeipotentietoetsen (als 
OD750) 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 oppervlaktewater kan che- 
lerende stoffen bevatten, die hier een positieve bijdrage leveren. 
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reeks is de algengroeipotentie bepaald. 
De lijn die door de gevonden waarden van een vrrdunningsreeks loopt, 
is berekend. De regressiecoëfficiënt hiervan is de Eaktor waarmee 
liet maximale biovolume (OD,I:~) afneent bij erri verdunning I:]. 

Oppervlaktewater ---------------- 
Van verschillende oppervlaktewateren zijn verdunningsreeksen ingezet: 
Put van Broeckhoven, Akkerdijkse Plassen, Kagerplassen, Braassemer- 
meer en de rctkreatieplas bij Zoetemeer. De resultaten van de algen- 
groeipotentietoets, weergegeven als OD,I:~, de regressie- en de corre- 
latiecoëflicifnt zijn weergegeven in tabel 22. 

plas maan( 

dec. 

febr 
juni 

nov. 

nov. 

nov. 

verdunning 
onv . l:1 l:3 1:7 

0,070 0,043 0,024 

0,182 0,091 0,047 0,039 
O, 125 0,037 0,027 

0,309 0,167 0,092 0,053 

0,227 0,118 0,072 0,043 

0,293 0,057 0,040 0,030 

Tabel 22. ACF-waarden(OD~:,,), regressie- en corr 
>an verdunningsreeksen van water uit d .-P-- 
(Pvll) , Akkerdijkse Plassen (AP), Kager - 
Eraassemermeer (B) en de rekreatieplas 

corre 
coëf f 

atiecoëf f iciënt 
Put van Broeckhoven 
assen (K), 
ij Zoetemeer (Z) .- 

De regressiecoëfficiënt is niet voor alle wateren gelijk. Enkele 
waarden liggen rond 0,77 (0,76 - 0,79), andere rond 0,84 (0,83- 0,841 
en 66n waarde is 1,04. Op grond van deze resultaten is er geen gemid- 
delde coëfficiënt te vinden, waardoor extrapolatie van het maximale 
algengroeipotentiewaarde van monsters verdund oppervlaktewater naar 
die van onverdund oppervlaktewater mogelijk is. 

Met effluent van de rwzi TH-Delft en !lieuwveen zijn verdunningsreek- 
sen gemaakt. De resultaten zijn weergegeven in tabel 23. Ook hier 
zijn de resultaten van de algengroeipotentietof~c weergegeven als 
OU 7 c, ,> . 
Bij het berekenen van de regressieco~lficiënt zijn bij het effluent 
van rwzi-üelft de onverdunde monsters niet in de berekening betrok- 
ken. Waarschijnlijk zijn in deze dichte cultuur groeiremmende fakto- 
ren opgetreden. 
De gevonden regressiewaarden komen met elkaar overeen, gemiddeld 0,85. 
lioiiwel vier reeksen nog een gering aantal is, lijkt de mo~elijkheid 
aanwezig m vanuit algengroeipotentiewaarden, verkregen uit verdunde 
monsters de potentiële algengroeipotentie van het onverdunde monster 
te extrapoleren. 
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moet worden met het feit dai fosfaat wel en stik5tof niet wordt 
vrijgemaakt. Hierdoor kunnen verkeerde conclusies worden getrokken. 

- FiltraLie van de monsters moet sterk worden ontraden omdat daarbij 
alle aan deeltjes gebonden nutriënten verloren gaan. DiL geldt 
niet alleen voor de nacronutriëntcn maar ook voor sporenelementen 
die aan ijzerhydroxyde deeltjes geadsorbeerd zijn of in neerslagen 
zijn ingesloten. 

- pH-verlaging van de monsters vóór het autoclaveren kan zowel groei- 
stimulatie als groeiremming tot gevolg hebben. Daar liet geen één- 
duidige reactie is, is extrapolatie vanuit een monster waarvan de 
p11 verlaagd is, naar het monster met de oorspronkelijke p11 niet 
mogelijk. Deze methode is daarom niet geschikt on de negatieve ef- 
fecten van autoclaveren op het calciura- en fosforgehalLe op te 
heffen. 

- Verdunning van de monsters vóór het autoclaveren is een goede me- 
thode. :;a enige malen verdunnen 3 vormen zich geen neerslagen 
meer. Uit de verdunningsreeksen, uitgevoerd met effluent en meng- 
monsters, zijn de regressiecoëfficiënten 0,85 resp. 0,93 berekend. 
Een meer uitgebreid onderzoek zal moeten uitwijzen of de gevonden 
waarden algemeen geldend zijn. 
Nocht dit niet het geval zijn, dan kan nen altijd op grond van de 
resultaten van enkele verdunningen de waarde voor de 
algengroeipotentie van het onverdunde monster berekenen. 

- Uij het berekenen van de regressiecoëfficiënt voor monsters opper- 
vlaktewater zijn verschillende waarden gevonden. Hieruit moet ge- 
concludeerd worden dat verdunnin;; bij dit soort monsters niet goed 
bruikbaar is. 
In het algemeen zal bij het autoclaveren van oppervlaktewater, ge- 
zien de gehalten aan losíor en calcium, geen extra voorbehandeling 
nodig zijn. 



5.1 ~ I n l e i d i n g  - -- . . . - 

L n  de l i  t e r a t u u r  b e s t a a t  weinij;  i : ~ r i d u i d i g l i e i d  07i<:r di. k euze  van  h e t  
t oe t su r ; : an i  snie. ' . . ' , . . . ;li. rriogclijk.liedi-n z i j n :  

- n a t u u r l i j k e  populaties 
- gekweek t e  a l g e n s o o r t e n  

' ;11;:e;necn voorkonendt!  s o o r t e n  ; : e Ï s o l e e r d  ) u i t  h e t  t e  t o i . t s e n  
w a t e r  
s o o r t  u i t  eer1 bc , s t a ande  v e r z a m e l i n g .  

I j i j  l i e t  we rken  zowel  met n a t i i i i r l i j k e  p o p u l a t i e s  l t  domine rende  
a l g e n s o o r t e n  u i t  l i i t  t e  t o e t s e n  w a t e r  doen  z i c h  p rob l emen  
v o o r .  I n  b e i d e  g e v a l l e n  worden d e  s o o r t e n  o f  dc. s a n r . n s t e l L i n g  v a n  d e  
?rit  b e p a a l d  d o o r  een  aar i t ; i l  l : i k t o r e n ,  o .  a .  l i e t  s e i z o e n .  S t a n d a a r d i -  
s a t i e  v a n  d e  e n t  i s  dan n i e t  r : i rJgul i jk .  Ook i s  de  t o e t s  dan  s l e c h t s  
b i n n e n  e e n  b e p e r k t e  t i j d  t<: r e p r o d u c e r e n .  Een a n d e r  n a d e e l  i s  d a t  
; i lgengroeipotent iewa: i rd i .n  vnri . i i . r s c I i i l l e n d e  k~atc . re i i  o n d e r l i n g  n i e t  
v e r g e l  i . jk l>aar  z i j n ,  o d a t  d e z e  n1.t l i < ~ l i i i l ~ >  ,inn ontlc.rl in;; v e r s r h i  1lc.n- 
di. a l x m  verkri:;:i,n z i j n .  
ilc Yerkg roep  L u t r o f i ë r i n g i t o e t i '  g a f  d e  v o o r k e u r  aan  l i c t  werken  met  
, - <!en a l g e n s o o r t ,  ;;ckwei:kt i n  h e t  i a b o r a t o r i i u : ~ .  L i s e n  ::aaraan e e n  d e r -  
g e l i j k e  s o o r t  r ioc t  v o l d o e n  z i j n :  

- a l g e n e e n  v66rkorni.n i n  l i e t  !Xedi.rl:indse o ~ ) p c r v l a % t e w a t e r  
- e e n v o u d i g  t e  k*reken,  ;net ci.n iio:;e o p b r e n g s t  
- l i e f s t  é C n r c l l i ; ;  e n  s o l i t a i r  
- w e i n i g  v a r i a t i e  i n  morfo1o;:ii. en a f m e t i n g e n  
- een  s n e l l e  e n  d u i d e l i j k e  r e a i , t i e  b i j  v a r i a t i e s  i n  : i e t  n u t r i ë n t e n -  

g e l i a l  t e  i n  11et k w e e k n e d i i ~ ~  
- o n d e r  i d e n t i e k e  proefo:nstaridi;:heden e e n  r e ~ ) r o d u ( , c . c r b a a r  g e d r a g  

v e r t o n e n .  

(;rzii,ri d i t  a a n t a l  e i s e n  i s  i1c.t : : i o e i l i j k  Gin s o o r t  t e  . i i n d r n  d i e  a a n  
a l l e  e i s e n  v o l d o c t .  Lezoch t  i s  i n  d e  k l a s s e  d e r  Chloropiiyc.eae 
( g r o e n w i e r e n )  n a a r  s o o r t ~ n  d i e  a a n  e e n  a a n t a l  van  d e z e  e i s e n  v o l d o e n .  
U i t  z i j n :  

- Scericdesrrius quad r i r . auda  
- S e l e n a s t r u m  c a p r i r o r n u t u m  

Voor e e n  a ige r i ; ; roc i1 io tc r i t i c to r t s  v o o r  ! ;vdcr lands  o p p e r v l a k t e w a t e r  
z i j n  de  b e 1 a n ; ; r i j k s t e  e i s e n :  

- e e n  s n e l l e  cri d u i d e l i j k e  r e a i . t i i  b i j  v a r i a t i e s  i n  I i c t  n i i t r i f n t e n -  

g e i i a l t c  i .  i .  s t i k s t o f -  c n  i o s f » r . i e r b i n d i n g e i i ;  
- a1;;criein voorko:xnd i n  N c d c r l a n d s  oppi rv la%tr : : ,1Ler .  

l i e t  o n d e r z o e k  i i e e f t  zii.11 o;] d e z e  twee e i s e n  g e r i c h t .  

5.2 K e a i t i e  . . . - - . op v a r i a t i e s  . - - - i n  l i e t  -. . n u t r i ë n t e n g e h a l t e  - - A 

I n  e u t r o f i e r i n ; ; s o n d e r z o e k  z i j n  . ; t i k s t o f  e n  f o s f o r  d c  S e l a n g r i j k s t c  
n u t r i ë n t e n .  De n lg<in  z i j n  ;;cl.r:iekt op  h e t  mediu:~ 2 8 ;  f b i j l a g e  1 ,  

p .  71), op 1071 van  dc  no rma le  s t ~ r k t e  met ve r s i . i i i l l e r i dc :  c o n c e n t r a t i e s  



stikstof of fosfor. In beide gevallen zijn de gehalten aan caí+-, + Ka - en K+-ionen aangevuld tot het niveau van het medium. 
De kweekomstandigheden waren: 

constante temperatuur 2OUc + I O C  

continue belichtin;; 24 ~/m', TL nr.33 
constante menging 8 0  rpm 

Onder deze omstandigheden zijn alle proeven uitgevoerd, tenzij anders 
vermeld. De groei is dagelijks gevolgd door middel van het meten van 
opticclie dichtheid bij 730 nn (OIb.,o). 

De volgende  concentraties stikstof zijn, in de vorn van NaNO: toege- 
voegd aan het medium: 

- 
O,I - O,2 - 0 , 4  - 0,8 - l , h  - 3,2 n g  :iOi -:$/l 

De groeicurven van (Ir: twee a1;;ensoorten zijn weergegeven in figuur 1 .  

Fig. l .  Groeicurven van Scenedesmus quadricauda (A) en Celenastrum 
- - -- 
capricornutum (E)&e&~ekt bij verschillende concentraties -- 
NO3--N 

(O: O,] mg !:/l; A : 0,2 mg N/1; 0 : 0 , 4  mg : ] / l ;  e : 0,8 mg 
N/1; A :  1,5 n g  :!/l; 8 : 3,2 mg N / 1 )  

In figuur 2 is de relatie tussen de stikstofcomcentratie en het bio- 
volume weergegeven. 

Ue correlatiecoëfficiënten voor deze relatie zijn: - 
Scenedesmus quadricauda r: 0 , 9 9 8  voor 0,0 - 3,2 mg NO? -X/] 
Selenas t r m  capricornutum r: 0 , 9 9 6  voor 0 , 0  - ' l ,  h mg NO3--N/] 

Ln het gebruikte medium is liet fosfor~etialte 0 , 5 5  mg P/1. Uitgaande 
van de literatuurgegevens dat bij een verhouding :!:P < 8 stikstof de 
groeibeperkende faktor is, zou er een evenredige toename aan bio- 
massa moeten plaatsvinden tot een stikstofgehalte van 4 , 4  mg M11 be- 
reikt is". Uit de resultaten valt af te leiden dat in dit onderzoek 



S e l c n s s t r u m  ~ : s p r i ( u r n u t l ~ i  van d e z e  r 1  s f ~ . : i j k t .  Scencdcsmus q u a d r i  
c a u d a  v o l d u < i t  b v t v r .  

i .  2 .  R e l a t i e  t u s s e n  l i e t  -- gc , i in l te  a a n  :;O:--N . (nig/l!  i n  : i e t  medium .- 
e n  h e t  maxi inale  b i o v o  lurrici (OD: z r ) 

Ut vo1;;ende c o n < e n t r a t i < i s  f o s f o r  z i j n ,  i n  de  v o m  .run !:ll;I'O, s n n  t i e t  
: n e d i m  tuq :evoegd:  
0 ,0  - 0,Oj - O , 1  - b , 2  - 0,4 - O,h - 1 , 2  - 1,6 - L,[) ng  PO, . : - -P / l .  
UP r e s u l  t s t e i i  z i j n  wciir;:egcveri i n  l i g u u r  3 .  
1ii.t maximale  biovolur! ie ,  u i t & < , d r i i k t  i n  O h , : ,  uitgezet t e g e n  tiet f o s -  
for;:eii i i l te l e v e r t  l i e t  v o l g e n d e  b e e l d  op  ( f i s .  4). 

Ucrc!kenirig van  d e  c o r r e l a t i i . í o i 1 i i c i ë n t e n  l e v e r t  dci vo1;:ende waa rden  
op :  
Scenedes- ius  q u a d r i c a u d u  r :  J ,  v o o r  O,U - ,: O,$ P O * ' - - P / ~  
S e l e n a s t r u m  c a p r i i . o r n u t u m  r :  4 v o o r  O,0 - 0 , 4  x g  PO. . - -P I1  

Ln i;cL g e b r u i k t e  1ni.diui.i w o r d t  di. ; : roei  t o t  e e n  f o ï í u r g e t i a l  ti. v an  0,40 
mg 1'11 d o o r  1' l i l - l iaald.  V i t  hc i te ic r i t  d a t  b i j  c e n  veriioiidin;: :;:P -i. 20 
f o s f o r  d e  ;:rocibi.Ii i .rk.nde f a k t o r  i s  f :  4 l I> ,: 0,4 n g l l ) .  Ook 
l i ti!ratuur;;e;:eveiis \ ! i jzen i n  d e z e  r i ( , I i t~ in ; ; ' ,  . 
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. - 
l .  L. K e l a t i e  t u s s e n  l i e t  ;:eii;il t e  a a n  PO;. -1' (n;:/ l)  cri h e t  maxima- .-. - - 

l e  biovolumc! ( u i t ö e d r u k t  i n  OD,., : )  

1 : S c ~ n e d e s n u s  q u a d r i c a u d a  
O : Sc Lcnastrum f a p r i i . o r n u t u - i  

i ! e p r e s e n t a t i v i t i i t  -. v o o r  i i < r t  S i d e r l a n d s e  o p p i . r v l a % i e v a t e r  ... 

Voor l i e t  oridcrzoel.. n a a r  h e t  voorko:ni.ri var1 dc  t w e e  a l g e n s o o r t e n  i n  
. ' i edc r l and  i s ;:c,brili k gernnakt van  "Indi.:< van  naricn <:n v i n d 7 1  ; l a t s e n  
d i e  b e t r e k k i n g  liebben o p  i n  N e d e r l a n d s e  w a t e r e n  a a n g e t r o f f e n  a l g e n  e n  
e n i y e  g r o e p e n  van  m i ~ r o ö r ~ a n i s r i c n "  ' e n  v a n  e n k e l e  j a a r v e r s l a g e n  van  
w a t e r k w a l i t e i t s b e i i e r r d i - r s  d i e  i n  hun g e b i e d  u i t g e b r e i d r .  í y t o p l a n k t o n -  
a r i a l y s c s  u i t v o e r c i i !  > l '. 

l r s l e r "  i i i : i : i t  di. p l a n t s e n  .vati 1 ~ ; ~ t ~ i ~ i L n r i k t o r i o n d t i r z o e .  i n  ::ciderland 
; i s i  ~ r a i s i ~ i k .  Op  d c . z ~  iwijzti z i j n  e r  !+i d i s t r i i , t e n  o n t -  
s Laan. S i . .  r a d  i s  i n  38 d i s i r i c ~ c n  a a r i : ; ~ t r o i £ i n ,  Se .  c a p r i -  
<or r iu tun i  s l e r . : i t s  i n  4 d i s t r i c t e n .  
I n  Je p e r i u d c  I ' J 7 7 I ' J 7 8  i i e r i i t  ! i e t  i1oo; : i i i~nraadsr i i ap  van  d e  L i t w a t r -  
r e n d e  C l u i z i n  i n  r i n r ~ i d  <.n : ; e s t f r i t s l ö n d  f r e q u e r i t  f y t o p l a n k t o n  
a n a l y s e s  u i t g e v o e r d ' .  l i e t  a a n t a l  ma l en  d a t  de  twee s o o r t e n  z i j n  aan-  
g e t r o i f i r i  e n  11i.t ; emidde lde  ai i1i t31 o v e r  h e t  s e i z o e n  i s  wee rgegeven  i n  
t a i i c l  L ? .  



Scenedesmus quadri- 
cauda 

Selenastrum capri- 
i'ornutirn 

Scenedesmus quadri- 
cauda 

Selenastrum capri- 
cornutm 

polderwater 
-- 

aantal monster- aantal monsters 
punten per punt toetsalgen 

boezemwater 

totaal met toetsalg totaal -1 

- 

aantal monster- 
punten 

permonster 

Tabel 23. Frequentie van voorkomen en gemiddeld aantal per monster - 
van Scenedesmus quadricauda en Selenastrum capricornutum 

- -  permonster 

?[met net toetsalg 

12 9 - 12 36 

12 o -  4 2 , 1  
-. 

aantal monsters 
per punt 

»e laatste jaren zijn deze verhoudingen niet of nauwelijks veranderd. 
In de wateren die geanalyseerd worden door het Iioogheemraadschap van 
Rijnland is in de periode 1977-1978'' S. capricornutum niet aangetrof- 
fen. Ook in recenter onderzoek is dit het geval. Sc. quadricauda komt 

4 wel voor. Uit gegevens van Provinciale Waterstaat Priesland komt een- 
zelfde beeld naar voren. 

gem. aantal 
toetsalgen 

5.4 Lindconclusies - - keuze toetsalg 

- Bij toename van het stikstof- of fosfor;:etialte in het medium is de 
toenane van het biovolumc uitgedrukt in 0i)7::, bij Scenedesmus 
quadricauda kleiner dan bij Selenastrum capricornutum. Scenedesmus 
quadricauda zeeft echter bij hogere stikstofgehalten nog een toe- 
name in biomassa te zien. 

- Cit veldonderzoek blijkt dat van de twee onderzochte soorten Sce- 
nedesmus quadricauda frequent voorkomt, zowel in plaats als in 
tijd. 

- Gekozen is voor Ycsnedcsrnus quadr i , z~O~, :  als toetsalg. 
Deze keuze wordt ondersteund door enkele eigenschappen, waargeno- 
men bij ander onderzoek uitgevoerd in tiet kader van dit projekt. 
Zo blijkt deze soort ninder gevoelig te zijn voor een lage pH (p11 
< 7) en voor de concentratie aan zware metalen in het medium. 



b t:\i'ELI:O:.lST~LILi ILlILLiI::; 

h .  l l . r i l e i d i n g  . . . 

ile ; : r o e i  v a n  algc.11 i s  n i i .  t  l  l i a f l i a n k e l  i j  k  v,in : i i . t  n u t r i ë n t e n g e l i n 1  t e  
vnri i iv t  aangebodei1 w a t e r .  Ook di. u m s t a ~ ~ d i g l i e d ~ ~ r i  x a 3 r u r i d i r  d e  t o e t s  
iiot'dt u i t g e v o e r d ,  b e ï i i , i l o e d i . n  di. ; : r o e i .  I n  d i t  k a d e r  z i j n  tenipera--  
t i i i i r , '  l i c h l  e n  d e  n o g c l  i j k l i e i d  t o t  COi-suppl t t i i -  vxii : : i z e : i l i j k e  b e -  
t e c i  lle' a l g e i i ; : r o < ~ i l i o t i r i t  ii-::;iarden d i e n e n  er.!i t i-r  e ( , n d ~ ~ i d i ~  d e  w,,- 
L i , r k u a l i t i i i t  w e c r  t i .  ; :even. ,?.rid<.ri, f a k t o r e n ,  z o a l  .; <!i(. ' i i c r h o v e n  ::e- . ri»i.rid, rno::c:ii d<.zi. ~,;narrli.ri r1 i ivt l i i . ' Í r iv loed<.n.  St;irirI:i:ir,! i ,;:it i<. v s n  d e  
e o s  t  I i 1 1  i;: dc.rli:i I .JL. n o o d z a k < .  l i  i i .  

0.1 iiiririeri e e n  redi.1 ij>(: t i j d  ei.11 r e a i  t i e  oli i i e t  t i .  S e o o r d e l e r i  w a t e r  
ti: vc rk r i j ; : i . r i  i s  I i i i f l  Le l  Ic::1peral.uur Li :  v e r k i e z e n .  Op g r o n d  
v a n  e i g e n  r I i.:i I i  t< . ra tuur : : t . ; : iv i .ns ,  !iei.f t di. : ; e rkgroep  !:utro- 
1 i ; r i n g s t o e t s '  gekozc i i  v o o r  20" I IOC. Deze w a a r d e  i s  i n  d i t  o n d e r -  
z«i:k ~iari;:eliouden. 

;:ij t i e t  kweken v a n  a l g e n  i n  iict l a b o r a t o r i u m  z i j n  n a a s t  d e  l i c h t -  
i n i i . i i ; i t e i t  o o k  d e  b e l  i < . ì i t i  ri;:sciui~r e n  d e  s p e c t r ~ l c -  s a : i c r i s t e l l i n g  
v a n  i 1 c . t  l i c l i ~  v311 h,i.zt.nl i j k c  b i , t e k < . r i i s .  Verrnedclri d i e n t  t e  ::orden d a t  
i j , , i i t  i r i  d e  t o e t s  d,, I>e;>r,rhrride i a k t o r  w o r d t .  Lvenwel d i c . n t  e e n  t e  

..:iu:;e l i r ~ l i t i n t e i i s i  t  tit. vc:rr:ii~dr.ri t c  w o r d e n  o n d a t  dc .z i  i l e i d e n  t o t  
iiio;;eli j k e  si:liadi: a a n  i r i : l  leri o 1  r i r t n  Cekozcri  i s v o o r  ecin 
1 i i : i i t i n t e n s i  tii t  var1 2 4  \:/:n' , ;;i.:wtiin b u i  t e n  l i e t  k , : iekvat  o p  v l o e i -  
s t o f n i v c : n i ~ " .  
Ciriderzoek r i aa r  d < .  i r i v l o e d  var1 cor i t i r iuc  o f  p e r i o d i i . k e  b e l i c i i t i n g  o p  
di. g r o e i  v a n  Scer iedesmus q i i adr i< . r iuda  l i r e f t  uit ; :cwczcn d a t  h e t  t i j d -  
s t i ; ,  w a a r o p  d e  s t a t i o n a i r e  f a s e  5 i . r e i k t  w o r d t ,  1 i i t . t  m r d t  b e l n v l o e d  
diior di: i i e l i c l i t i n g s r i t n i e k .  i:i j  i o n t i n u e  b e l i c l i t  in : :  o i i t i  t a a n  e r  e c h -  
Ler >:eer> sync l i ro i i e  riiltririii. :J r , r l ia lve  i s  g e k o z e n  v o o r  c o n t i n u e  be -  
l i i i i t i n y  . 

Iri eer1 v r : i  i o n d e r z o e k  i s  d i  in . , loed i di: t ;  TL-??, 
.., 'TL-91 eri 'SI.-9: o;) d e  ;:roc.i rini:ej;;i:iii. 11.-33 <.n 9& zoiidcn TL-33 kunnen  

v e r v a n g e n .  U i t  onderzoek.  i s  b i j  ror is  t a r i t i .  ~ i : : l ; > e r a t u u r ,  mengin;: e n  
c:orit in i i e  b e l i c l i t i r i g  ui t ; :~ .vci i . r<i .  : ) : l g e l i j k s  i s  de ; : r o e i  ; : ( : l i t e n  a l s  
O U ,  . . : ~ a n  l i e t  tiindi: v a n  d c  ; , r o < i  z i j n  ook  droog;:ii::iiriit i n  é é n m a a l  
l i i t  1.111 o r o f y l - a - ; ; e I i ; i l t e  ! h e p i ~ l ( ! .  



Ue proef is tweemaal uitgevoerd. De resultaten van beide series wor- 
den weergegeven in tabel 25. 
In figuur 5 zijn de groeicurve van de beide proevcn uitgezet. 
Uit tabel 25 blijkt dat de resultaten van de maximale biomassa's on- 
derling weinig verschillen. Uit de groeicurven is ook geen effect op 
het verloop van groei in de cultuur af te lezen. 

biovo 

gem. 
. 

0 , 6 4 7  
0 , 6 1 8  
0 , 6 6 7  

0 , 7 1 3  
0 , 7 2 9  
0 ,  7 3 8  

maximale omassa 

chloro 

gem. 

4 4 8  
4 6 2  
4 4 2  

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



6 . 1  CO>-voo rz i en ing  ir; ~. b a t i . l i < : u l t u r e s  van  a l g e n  -.-- 

Een ;;oede CO,-voorz ien ing  i n  cc11 a l g e n c u l t u r e  i s  van  b e l a n g  v a n w e g e h e t  
g e b r u i k  v a n  anorgar i i sc l i  k o o l s t o f  d o o r  d e  a l g e n  t i j d e n s  d e  g r o e i .  Daar -  
n a a s t  hebben  d e  everiwir:hten tusi,c:ri d e  a r i o rgan i s t , i i i  f o o l s t o f v e r b i n d i n -  
g e n  een  g r o t e  i n v l o e d  op  d e  b u f f e r c a p a c i t e i t  v a n  h e t  medium e n  daarmee  
op  de  ! i e e r s e n d e  pH. De b u f f e r e n d e  w e r k i n g  v a n  de  c a r b o n a a t e v e n w i c h t e n  
b c r u s  t  op  de  v o l g e n d e  r e a c t i e s :  

- ' 
1 l ; O  + CO; ', i[+ + 11CO: , 2l1+ + (:o;'- 

Een b e p e r k i n g  van  de  p t i - s t i j g i n g  i s  ;:<:wenst i n  v e r b a n d  met  d e  m o g e l i j -  
ke i n v l o e d  vari ciri t e  iio;;e pil o p  di: b e s c h i k b a a r h e i d  v a n  n u t r i ë n t e n  
v o o r  a1;;en. Ook b i j  de  i n t e r n a i i o n a l e  s t a n d a a r d i s a t i e  van  d e  t o x i c i -  
t e i t s t o e t s  m e t  a l g e n  w o r d t  ì ~ i e r ï o o r  g e p l e i t .  
b i j  opname v a n  n i t r a a t  d o o r  dr. a l g e n  s t i j g t  d e  pH" omdat d a a r b i j  OH-- 
i o n e n  v r i j k o m e n  v o l g e n s :  

I n  e e n  s y s t e e m  w a a r i n  d e  opname 'van COi  d o o r  a l g e n  k l e i n e r  o f  g e l i j k  
i s  a a n  d e  COí-aanvoer  v a n u i t  d e  a t m o s f e e r  z a 1  de  p l l - s t i j g i n g  b e p e r k t  
b l i j v e n  d o o r  de  h u i i e r e n d e  w e r k i n g  van  h c t  c a r b o n a a t s y s t e e m .  h l s  i n  
e e n  s n e l g r u c i e n d e  a l g e n c u l t u r e  d e  opname v a n  CO, d o o r  d e  a l g e n  g r o t e r  
i s  dan  d e  a a n v o v r  worden d e  c a r b o n a a t e v e n w i c h t e n  v e r s t o o r d .  De b u f f e -  
r e n d e  ,werking v a n  h e t  c a r b o n a a t s y s t e e m  i s  dan  g e r i n g .  Bovend i en  w o r d t  

- - 
e e n  diiiil v a n  h e t  HCO: v i a :  HCO. t CO; + OH- omgezet  i n  C O 2  d a t  d o o r  
d<! al;;iin w o r d t  geconsumee rd .  lli v r d o o r  z a l  d e  p11 nog v e r d e r  s t i j g e n .  
i:i j ecii hoge pli w o r d t  b i j  e c n  ; : i l i  j k b l i j v e n d  a n o r g a n i s c l i  k o o l s t o f g e -  
i i i ~ l  t e  ( I ' I C )  d e  oplossir i ; :  s t e r l .  o n d e r v e r z a d i g d  t e n  o p z i c h t e  v a n  d e  C O , -  
cve r i~*~ i i i i t s< :on i : en t r a t i e .  U i t  v e r ; ; r oo t  d e  a a n v o e r s n e l h e i d  v a n u i t  d e  a t -  
m<isiei:r. Zod ra  d e z e  ; : ro te r  i s  dan  d e  opr ianes r ie lhe id  van  CO; d o o r  d e  
a l g e n  z a l  de  p11 gaan  d a l e n  a l s  ; :cvolg van  d e  o m z e t t i n g  v a n  011- e n  CO, 

- 

i n  IICO? . De CO:-aanvoer i s  dus  v:in b e l a n g  v o o r  h e t  b e p e r k e n  van  d e  
p i l - s t i  jg in; :  eri t ic t  op  tioiidiin vari l i e t  a n o r g a n i s < . t i  k o o l s t o f g e h a l t e .  
llc,t o n d e r z o e k  riAar de  i n v l o e d  van  d e  COj-aanvoer ,  op  i n  b a t c i i c u l t u r e s  
zckwec,kte  a l g e n ,  i s  t o e g e s p i t s t  op d r i e  p u n t e n :  

1 .  !.:ij z e  v a n  mengen: geen  mvngirig,  s c h u d d e n ,  b e l u c h t e n .  

L .  Ver i iouding  t u s s e n  l i e t  v l o e i  s t o f  o p p e r v l a k  er1 h e t  xiolume i n  e r l e n -  
meye r s  d i e  v o o r  202 of  50;: van  h e t  volume ; ; rvu ld  z i j n  met  medium. 

3. De a f s l u i t i n ; ;  van  de er1enmc:yers  d o o r  w a t t e n p r o ; > p i n  of  omgekeerde 
bcke rg l azex i .  

ï i a a rnaa s  t  i s  or iderzi i : t i  t i n  i ioe . ic r re  d e  bei ; inconr: i i r i t ra t  i e  a a n  a n o r g a -  
n i s c h  k o o l s t o f  i n v l o e d  i i e e i t  op  d e  b u f f e r c a p a c i t e i t  v an  h e t  ned ium,  
h e t  v c , r l o o p  var, de  g r o e i  en d e  maximale  b i o r n a s s a p a r a n r t e r s .  

e x p c r i n e n t e e l  ------------- 
Ile t o c t s a l g  Scenc~dcsi:ius q u a d r i r  aiida i s  i n  500 ril e r l e n i i c y e r s  gekweekt  



die voor 20% of 50% van het volume gevuld zijn (resp. 100 ml en 250 
ml) met liet medium Z8 op 10% van de normale sterkte (bijlage l). Van 
een deel van de erlenmeyers is de inhoud gemengd door schudden met 
schudmachines (100 rpm) of beluchten door een glascapillair. Verder 
zijn de tot nu toe gebruikte kweekomstandigheden aangehouden. 
Tijdens de proef, die in duplo is uitgevoerd, is de pH dagelijks en 
O D I ; ~  tweemaal per week gemeten. Aan het eind van de proef is het 
chlorofyl-a-gehalte bepaald. De resultaten van de meting van pH en 
ODiin staan in figuur 6 en 7 en de resultaten van de chlorofyl-a- 
bepaling in tabel 26. 

l i  L p H  niet rncnqcn 

11 schudden 

a 
9 

B 

7 

6 

l , G , , I ~ , ~ ~ l  
O 5 10 d a g  15 

l0 t beluchten 

Fig. 6. pH-verloop in de cultures 

(O : 202 gevuld; h : 502 gevuld) 
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beluchten 

V e r l o o p  van d e  g r o e i  g e n c t e n  als O D I : ~  
-p- -- - - - . - . - . - - - . - . . 

( O : 207 ;:vvuld; . : 5OZ g e v u l d )  



ij ze van me. 

beluchten 

:i. 

Tabel 26. Flaxixale ~- biomassa gemeten als chlorofyl-a-gehalte 

resultaten en bespreking ----------------- ----- 

en -- 

geen menging 

X 

X 
-p. 

Cit het verloop van de pH blijkt dat deze het meest stabiel is in de 
voor 202 gevulde erlenmeyers die worden gemengd door schudden. De pH 
in de andere erlenmeyers loopt op tot hogere waarden; de pH in de 
beluctite erlenmeyers is instabiel. Het onderlinge verschil in het 
verloop van de groei en tiet maximale biovolune (gemeten als OD7:a) 
is nict 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 ten opzichte van de 20% cultures. Daar de 
OD750 waarden nagenoeg gelijk zijn, kan dit duiden op een hoger chlo- 
rofyl-a-gehalte per cel. Als het chlorofyl-a-gehalte per cel beïn- 
vloed kan worden door de pH in de cultuur, dan mag deze slechts wei- 
nig variëren. 

chlorofy l-a- 
gehalte pg11 

520 
59 0 
590 

9 30 
580 
720 

-. 

experimenteel -- 

Het onderzoek naar de invloed van de verhouding tussen vloeistofop- 
pervlak en volume is als volgt opgezet: 
In erlenmeyers van 2000 ml, die voor 202 (400 ml) en 50% (l000 ml) 
met medium gevuld zijn, is de groenalg Celenastrum capricornutum ge- 
kweekt op het medium Z8 op 10% van de normale sterkte. De inhoud van 
de erlenmeyers is gemengd door schudden. De overige kweekomstandig- 
heden waren als bij de vorige proeven. Tijdens de proef zijn pH, 
OU.,,,,,, TIC en TOC gemeten. De resultaten van de uitgevoerde bepalin- 
gen zijn weergegeven in figuur 8. 

resultaten en bespreking ----------------- ----- 
Aan het begin van de kweekperiode loopt de p11 in alle cultures snel 
op tot pH 10,h (figuur 8). Hieruit blijkt dat aan het begin van de 
groei in geen van de cultures de aanvoer van CO7 voldoende is. Door 
een groter oppervlak per volumeëenheid wordt in de voor 202 gevulde 
erlenmeyers eerder liet punt bereikt waarop de aanvoer van CO2 de 
opname door de algen overtreft. Daardoor daalt de pH eerder en neemt 
het TIC-gelialte toe. In de voor 50% gevulde erlenmeyers overtreft de 
COj-aanvoer de opname door de algen pas als de stationaire fase is 
bereikt. Ue CO>-voorziening is dus beter gewaarborgd in de erlenmey- 
ers die voor 202 zijn gevuld dan in de erlenmeyers die voor 50% zijn 
gevuld. Uit heeft tot gevolg dat in de voor 202 gevulde erlenmeyers 
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de stationaire fase eerder wordt bereikt en de maximale biomassa 
groter is. 
Ondanks liet feit dat tijdens de groei pH en TIC in de erlenmeyers 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 
toegenomen. 
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 aan TIC groter is 
aan het einde van de proef moet alle voor de groei 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 erlenmeyers die voor 20% van het volume gevuld 
zijn. In de erlenmeyers die voor 50% gevuld zijn, blijft de biomassa, 
gemeten als OD/ioen TOC achter Len opzichte van de voor 20% gevulde 
erlenmeyers. 

De aanvoer van CO2 kan worden beïnvloed door de wijze waaropdekweek- 
kolven zijn afgesloten. 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 1 cm over 
blijft. In deze kolven is Scenedesmus quadricauda onder de reedseer- 
der beschreven omstandigheden gekweekt op 28-10%. Tijdens de kweek- 
periode zijn pH, TIC en 0Di.~o dagelijks bepaald en TOC, chlorofyl-a- 
gehalte en drooggewicht aan het einde van de proef. De resultaten 
van de metingen zijn uitgezet in figuur 9. Belangrijke punten in 
het verloop van pH, TIC en de maximale biomassaparameters (TOC, 
OD750, chlorofyl-a-gehalte en drooggewicht) staan vermeld in tabel 
" 7  

resultaten en bespreking 

In de cultures gekweekt onder owekeerde 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 COe-aanvoer bij het gebruik van wat- 
tenproppen wordt belemmerd. Als omgekeerde bekerglazen worden ge- 
bruikt voor de afsluiting is de COr-aanvoer tenminste gelijk aan de 
opname door de algen. Dit komt tot uiting in het feit dat er zich 
in de cultures gekweekt onder omgekeerde bekerglazen geen TIC-mini- 
mum voordoet. De pH neemt hier toe onder invloed van de opname van 
nitraat door de algen, niet door onttrekking van COz aan de carbo- 
naat-evenwichten. De toename van de pH blijft daardoor beperkt. 
Bij het gebruik van omgekeerde bekerglazen in plaats van watten- 
proppen bestaat een grotere kans op infecties. Hij de proeven die 
hiermee tot nu toe zijn uitgevoerd zijn echter geen merkbare infec- 
ties opgetreden. 



De resultaten van dit experiment geven aan dat de toepassing van om- 
gekeerde bekerglazen als afsluiting van de erlenmeyers de voorkeur 
verdient boven wattenproppen. 

I , , , , , ,  
O 5 10 dag 15 l 

10 

5 

O 
O 5 10 dag 15 

Fig. 9. Verloop van de pH, TIC -- en ODlio in cultuur van Scenedesmus 
quadricauda gekweekt op Z8-10% onder een wattenprop (O) en 
.p -p- 

onder een omgekeerd bekerglas (>) 
.p --- - 



begin 
eind 
maximum 
(dag) 

begin 

mg/ l minimum 

TOC 

0D710 eind 

chlorofyl-a lig/ 

I drooggewicht mg/ 

Scenedesmus quadricauda 

Y,8 

2,o 
7 . 4  

Tabel 27. Invloed van de afsluiting van de erlenmeyers 
p- P- 

experimenteel -- ---------- 
In 2000 ml erlenmeyers die voor 20% van het volume gevuld zijn met 
medium is de invloed van de beginconcentratie aan anorganisch kool- 
stof op de groei van algen in batchcultures bepaald. 
Ue toetsalgen zijn gekweekt op medium 2 8  op IOZ van de normale 
sterkte met O - 8 , 4  - 4 2 ,  8 4  - 150 en 336 mg SaHCO:/l als anorgani- 
sche koolstofbron. 
Tijdens deze proef zijn de volgende metingen verricht: 

- OD,,, dagelijks 
- pH en T I C  dagelijks tot het eind van de exponentiële fase daarna 

om de dag 
- chlorofyl-a, drooggewicht en TOC na afloop van de proef. 

resultaten en bespreking ----------------- ----- 
De veranderingen van de pH, TIC en lopen ongeveer parallel in 
de media met verschillende beginconcentraties aan anorganisch kool- 
stof. In figuur 10 is het verloop van deze parameters weergegeven in 
de culture met 4 2  me :.ialiCOr/l. In tabel 28 zijn de belangrijkste 
punten in liet verloop van de verschillende parameters opgesomd. 
Door de snelgroeiende algen wordt de COi-concentratie tot een zo 
lage concentratie teruggebracht dat de carbonaatevenwichten 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 :;aHCO?-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 KaHCOs-begincon- 
centratie gebruikt kan worden on de pH aan het begin van een cul- 
ture te beïnvloeden. De grootste invloed hiervan op de algen wordt 
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i .  0 Verloop van pH, 'TIC en OL): ,: in cultures van Scenedesmus 
quadricauda -. gekweekt op -P 28-10;? niet een :;aHCO,-begincon- -p -- 

centraiie van 4%/-1~ 



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 koolstof heeft de kleinste invloed als de maximale biomassa 
wordt gemeten als OD7so. 
De conclusie die uit dit experiment kan worden getrokken is dat de 
beginconcentratie aan anorganisch koolstof weinig invloed heeft op de 
groei van de algen en het bufferend vermogen van het medium tijdens 
de exponentiële fase van de groei. 

TIC 

begin 
eind 
maximum 
(dag) 

begin 
eind 

toegevoegd NaHC03 in mg11 
- 

O 

5,5 
8,O 

1 1  
(6) 

O, 5 
7,6 

mg11 minimum 
(dag) 

Tabel 28. Invloed van de NaHC03-beginconcentratie op de groei van - 
Scenedesmus quadricauda 

TOC eind mg11 

OD750 eind 

chlorofyl-a pg11 

drooggewicht mg11 
P- 

Eindconclusies kweekomstandigheden 

8,4 

6 , 7  
8,1 

1 1  
(6) 

2,O 
7,4 

0,3 
(2) 

- Enkele kweekomstandigheden waren reeds bekend: 
temperatuur 20° I IOC 
belichting continue 24 ~/m' 

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

- Voor een goede CO2-voorziening in de cultures is zowel een goede 
menging als een groot oppervlak per volumeëenheid noodzakelijk. 
Op grond hiervan is gekozen voor: 
- vullen van de erlenmeyers met medium tot maximaal 20% van het 
volume ; 

- menging door middel van schudden; 
- afsluiting van de erlenmeyers door omgekeerde bekerglazen. 

- Een hoge beginconcentratie aan anorganisch koolstof kan niet 
voorkomen dat de pH bij onvoldoende aanvoer van CO2 oploopt tot 
hoge waarden. 
In synthetische media kan de beginconcentratie aan NaHC03 gebruikt 
worden om de pH aan het begin van een cultuur te beïnvloeden. 

94 

0,751 

810 

295 

1,6 
(5) 

4 2 

7,2 
8,2 

I I 
(6) 

6,5 
13 

181 

0,810 

780 

320 

150 

9,2 
8,7 
12 
(4-6) 

2 I 
2 7 

8 4 

8, l 
8,4 
12 
(6) 

1 1  
20 

2,5 
(4-7) 

336 

9,6 
9,O 
12 
(4) 

42 
53 

258 

0,740 

750 

315 

4,O 4,5 
(5) (4) 

l9 
( 4 )  

234 

0,754 

880 

364 

223 

0,721 

920 

358 

178 

0,774 

610 

379 
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7.1 ~utriëntengelial te van het kweekmediun . - - --. -- - -- 

Bij algengroeipotentietmtsen mag de toename van de biomassa alleen 
een reactie zijn opdeinhet te toetsen water aanwezige nutriënten. 
Andere faktoren moetenworden uitgesloten. Daaromis hetvanbelang de 
cultuur waaruit de ent onttrokkenwordt, de zogenaande voorcultuur, on- 
der zodanige omstandigheden te kwekendat deze niet de groei vande algen 
inde algengroeipotentietmts bc'irivloeclen. Omreeds de eerste dagenvan 
de toets een reactie te krijgen op liet nutriëntengehalte van het te toet-. 
sen watermoet "luxury uptakc7van o.a. fosfordoor de algen voorkonen 

5 worden . Ookis er kansdat doorhet gebruikvan een h.eekmedium met 
hoge stikstof en fosforconcentratie bij het entenhet gehalte aan deze 
stoffen inhet te toetsenwater beïnvloed wordt,niet denkbeeldig. Zeker 
oezien de hoge concentratie nutriënten waarnee in veel kweekmedia ge- 
werkt wordt 2 3 .  

Eisen waaraan de voorcultuur moet voldoen zijn: 
- geen "luxury uptake" van nutrifnten 
- een duidelijk onderscheid tussen de verschillende groeifasen in de 

cultuur 
- een lange exponentiële groeifase 
- een voldoende tot hoge opbrengst aan algenbiomassa. 
De ent voor een algengroeipotentietoets kan het beste . . onttrokken wor- 
den in de exponentifle groeifase van de vo~rcultuur"~. 

uit de literatuur ' O ,  ", ."', 3 ' -  is een groot aantal media bekend, waarop 
algen gekweekt worden voor eutrofiërings- of toxiciteitstoetsen. In 
een vergelijkend onderzoek zijn vier media getoetst. Dit zijn media 
die veel gebruikt worden of in verband met standaardisatie van onder- 
zoelcmethoden ontwikkeld zijn. Deze media zijn: 

1 3  IS0 - International Organization of Standardization (draft method) 
28 - Skulberg (1964), gemodificeerd' 
Kodiie V111 - Rodhe ( 1  948), gemodificeerd 3 '  

&PR - IGederlandse Praktijk Richtlijn 6505" 

De samenstelling van deze media is weergegeven in tabel 29. Gezien de 
concentratie aan nutriënten is liet medium Z8 altijd gebruikt in een 
verdunde vorn, op IOZ van de voorgesclireven sterkteli. 

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

- duur van de exponentiële fase (in dagen) 
ln(x,,/x$) 

- groeisnelheid in de exponentiille groeifase: -- 
t , , - t r  

x: biomassa uitgedrukt als OD,-,, op dag0 (s:) en op dag 4 ( x ~ )  
van de exopnentifle groeifase 

t: tijd, dag0 (t") en dag4 (t,,) van de exponentiële groeifase 
- maximale biomassa, uitgedrukt als OD,io, drooggewicht (mgll) en 

chlorofyl-a-gehalte ( ~ ~ 1 1 ) .  

De gebruikte parameters zijn: 



- OL),: 'i dagelijkse meting 
- drooggewicht (mg/1) eind proef 
- ~iilorofyl-a-getial te (;~:;/l) 

De cultures zijn gekweekt onder di. gebruikelijke omstandigheden. 

:d 
P 
Ca 
Hg 
Na 
K 
S 
C 
F e 
:q-vorm 
complexvormer 
sporen 
N : I' 

I S 0  

4 , 0  
O, 4 
4 , 9  
2 , 9  

4 4 , 3  
o, 9 
2 , 0  

2  1 
1 7  
IJ0 3 - 
CDTA 
P .m 
10: 1 

NPR 

l98 
7 .1  

Tabel 2 9 .  Samenstelling van de te onderzoeken media voor het kweken 
van algen (concentraties in mg/l) . -- - - 

r e s d l t a t e n  en b e s ~ r e k i n a  

De groeicurven zijn weergegeven in figiiur ll. 

5 10 dog 15 

Figuur ll. .- Groeicurve van Scenedesmus quadricausa gekweekt op ver- 
scliillende media 

( O : ISO; A : Z8-10%; # : RodheVIII ; A : NPR) 



Uc: r e s u l t a t e n  z i j n  i!verge;:evc:n i r i  t a b e l  30.  I I i c r u i t  b l i j k t  d a t  de  
d u u r  v a n  d i  e ~ ~ ~ o n ~ n t i ~ l i .  ; ; r o i i f ; i s c  i n  de  m e e s t e  - i ed ia  dagen  i s ,  
~ a ~ r r ~ a  de  toc!narn<. var1 de  a1gc.n p e r  da;; s t e e d s  -iindi:r i m r d t ,  t o t d a t  
d i z i  o  I ;  i s  (r  5;:) d a t  de  i t a t i o n a i r e  f a s e  i ~ c r e i k t  i s .  
lii: d u u r  .>ar1 di: ovi:r , :ari; ;siasi  tu , se r i  d e  czponentii ' , lz:  ; : r o ~ i f a s i  cri de  

'Tabcl 30.  : < e s u l t a L c n  van  de  g r o e i  van  .-p Scenedesnus  q u a d r i c a u d a  op  
- - 

v e r s c ! i i l l e n d e  k w e e h i d i a .  
~ ~- ~ .. -- . . - -  

l i e t  b c e l d  v;iri d i  ; r o e i  op  h i t  :J'!'.-!!iedim w i j k t  a f  van  d i t  a l g e n e n e  
b e e l d .  r t r e e d t  zcl:s e n  la : ; - fase  op a a n  i i e t  b e g i n  van  de  p r o e f .  
~ t r  a  ~ I J - ? :  rieerrit d e  al::i.nbiomassa s l e r i i t s  twee dagen  expo-  
n e n t i e e l  toi . .  3aar r ia  t r e e d t  e r  nof: 5: r r l  e e n  toeriarni: o p ,  n a a r  n i e t  
::ieer e x : l o n c n t i e e l .  > e  » v e r g a n g s C a s i  n a a r  de  s t a t i o n a i r e  f a s e  i s  l a n g .  
.Je v i : r s i : l i i l l i r i d i  i a s e n  z i j n  n i e t  ; ; e n a k k e l i j k  van  e l k a a r  t e  o n d e r -  
s r i i e i de r i .  Door d e z e  k.orte e x p o n e r i t i i ' l e  f a s e  e n  i i e t  o n t t ~ r i k i n  van  e e n  
d u i d e l i j k  o r iders i . t i e id  t u s s i : n  d i  v i : r s c l i i l l e n d e  g r o e i i a s e n  v o l d o e t  d i t  
mediun  n i e t  a a n  twee var1 de  v i i : r  : ; e f o n n u l e e r d e  e i s e n .  
De n a x i m a l e  a löc . i ib ior .assa  op iii.t ::PR-medium i s  ho02 a l s  z e v o l g  v a n  
l i e t  tio:,e n u t r i ë n t e n y e i i a l t i  van  i i e t  medium. D i t  hoge  ge ! i a l t e  kan  ech-  
t e r  a a n l e i d i n g  geven  t o t  e x t r a  opname v a n  d e z e  s t o f f e n  e n  t o t  n u t r i -  
e r i t f n o v e r d r a c i i t  v a n u i  t  ! i e t  - i e d i i n  r i aa r  d e  t o e t s .  B i j  i i e t  kweken op  
ve rdund  :;PI?-xediu::~, b . v .  op Iri;< v;in d c  v o o r g e s c i i r r v i ~ n  s t e r k t e  i s  d i t  
p r o b l  ewii o n d e r v a n g e n ,  r i aa r  : > l i j  i t  ) l e t  m i n d e r  g u n s t  i g r  ver1oo:i van  d e  
g r o e i  op  d i t  i:iidiur:i ! , i . s t ,~ai i .  ';an d e  d r i e  a n d e r e  c u l t u r e s  v e r t o o n t  
i o  l i!odiie 35'L11-rnedii~ni di. !ioo;;ste b io r i a s s ac?aa rden .  I n  v e r -  
; i j k i n  : o p ~ ~ i r v l a k t e c r a t e r  i i e e f t  d i t  r n e d i u ~  e c i i t e r  e e n  ':io::e f o s -  
f o r ~  o n c e n t r a t i e .  
l i c t  mees t  ;:i.si,iiik~. voo r  i i e t  k r e > i i i  var1 v o o r c u l t u r e s  i s  ':iet xcd iu r i  Z8 
011 10;: van  d i  o 1 1  s t e r k t e .  l i e t  f o s i o r : , e h a l t e  z a l  e c h t c r  t e r q -  
, , i i i r a t , i i t  noe t e r i  wordr.n t o t  een  waa rde  <: Q,40 x; i J / l ,  0 7 d a t  d a n  i n  #, 

d i  t  rnidiiirri di: ; r o e i  i i epaa ld  w o r d t  d o o r  l i c t  f o s f o r ; a t  c n  d e  k a n s  
o;> " l u z i i r y  u I i t akc"  :.erin;: i s .  

O p v a l l e n d  i n  t a 5 e l  30 i s  i iet  r e l a t i e f  hoge  c h l o r o f y 1 g e : i a l t e  i n  de  
c u l t u u r  g e k w e i k t  op i i e t  : : Iedim i?od!ie V I I I .  De o p t  i s c l i e  d i c h t h e i d ,  
niaat  v o o r  l i e t  a a n t a l  aI;:rri, i s  ijuk. h o g e r  dan  i n  d e  c u l t u u r  gekweekt  
op 28-10X, n a a r  r i i c t  i n  d i e  :nati:. Ui t  w i j s t  op ec,n h o g e r  c h l o r o f y l -  
g e h a l t e  p e r  a .  Uit h o g e r e  ;:iIial [ c  a a n  i i e t  b e z i n  van  de  p r o e f  zou  
de  r e s u l t a t e n  kuririeri L>i ïnv lo i .d fn .  Lh d i t  n a  t e  g a a n  i s  e e n  k l e i n e  
p r o e l  i r i ~ c z e t .  



V o o r c u l t u r e s  z i j n  gekweekt op h e t  medium 28-10% en  Rodhe V I I I ,  waar- 
b i j  h e t  f o s f o r g e h a l t e  was t e r u g g e b r a c h t  t o t  5% voor Z8 en  502 voor 
Rodhe V I I I  ( r e s p .  0 , 2 8  en 0,45 m:: P / l ) .  Hoewel ook h i e r  h e t  ch lo ro -  
f y l - g e h a l t e  van de c u l t u u r  gekweekt op h e t  medium Rodhe V I I I  50% ho- 
g e r  was dan d a t  van de c u l t u u r  gekweekt op h e t  medium 28,  b leken  de 
eindwaarden voor c h l o r o f y l ,  drooggewicht  en o p t i s c h e  d i c h t h e i d  van 
c u l t u r e s  g e & t  met deze a l g e n  o n d e r l i n g  n i e t  o f  n a u w e l i j k s  t e  ve r -  
s c h i l l e n .  Ook was e r  geen v e r s c h i l  i n  h e t  t i j d s t i p  waarop de s t a t i o -  
n a i r e  f a s e  werd b e r e i k t .  

7 . 2  E n t c o n c e n t r a t i e  -- 
De e n t  i n  de t o e t s  moet een zodanige  hoevee lhe id  a l g e n  b e v a t t e n  d a t  
n e t  de t e  g e b r u i k e n  neetmethoden b innen  één à twee dagen een r e a c t i e  
van de a l g e n  gemeten kan worden op een eenvoudige man ie r ,  met b i j -  
voorbee ld  OD7: ,  . 
Het a a n t a l  a l g e n  i n  de v o o r c u l t u u r  wordt  bepaald  aan de hand van 
t e l l i n g e n  u i t g e v o e r d  met behu lp  v a n  een  microscoop.  B i j  Scenedesmus 
quadr icauda  g a a t  men u i t  van c e l l e n  n i e t  van coenob ia .  
Goede r e s u l t a t e n  z i j n  b e r e i k t  met een zodanige  e n t  d a t  de begincon- 
c e n t r a t i e  i n  de kweekkolf 2 x lo7  c e l l e n / l  b e d r a a g t .  

7 . 3  S t e r i l i t e i t  

Ue voorcu l tu i l r  van Scenedesmus quadr icauda  h o e f t  voor  een a l g e n g r o e i -  
p o t e n t i e t o e t s  n i e t  b a c t e r i e v r i j  t e  z i j n .  Wel moet e r  voor  gezorgd 
worden d a t  men i n  de t o e t s  a l l e e n  de r e a c t i e  van de a l g e n  meet .  De 
toename van b a c t e r i ë n  moet voorkomen worden. Daarom i s  h e t  b e s l i s t  
n o o d z a k e l i j k  om onder  s t e r i e l e  omstandigheden en met g e s t e r i l i s e e r d  
m a t e r i a a l  t e  werken. 

7 . 4  E i n d c o n c l u s i e s  e n t  en  e n t v o o r b e r e i d i n g  

- C u l t u r e s  gekweekt op h e t  medium 28 op 10% van d e  normale s t e r k t e ,  
voldoen aan de e i s e n  g e s t e l d  aan v o o r c u l t u r e s  voor  a lgengroe ipo-  
t e n t i e t o e t s e n .  Het f o s f o r i : e h a l t e  moet e c h t e r  wel aangepas t  worden 
aan h e t  g e h a l t e  d a t  i n  h e t  t e  t o e t s e n  w a t e r  verwacht wordt .  

- De e n t  moet zodanig z i j n  d a t  d e  b e g i n c o n c e n t r a t i e  i n  de kweekkol- 
ven 2 x 107 c e l 1 1  b e d r a a g t .  

- Werken onder s t e r i e l e  omstandigheden en met g e s t e r i l i s e e r d  mate- 
r i a a l  i s  n o o d z a k e l i j k  om de r e a c t i e  van a l l e e n  de t o e t s a l g e n  t e  
meten.  



8. i I n l e i d i n g  . - --- - 

B i j  t o x i c i t e i t s t o e t s e n  wordt  voor  h e t  meten van de r e a c t i e  van de 
t o e t s a l g  op I i r t  aangeboden t e  beoorde len  !water de r e x ~ i r i g  X7an de 
g r o e i s n e l h e i d  a l s  b a s i s  g e b r u i k t 2 ' .  De g r o e i s n e l h e i d  van organismen 
wordt  be ïnv loed  door groeiremmende ( t o x i s c h e )  s t o f f e n  en door g r o e i -  
s t i m u l e r e n d e  s t o f f e n ,  n u t r i ë n t e n .  Wil nien de g r o e i s n e l h e i d  a l s  maat 
voor  de r e a c t i e  g e b r u i k e n ,  dan moelen de c o n c e n t r a t i e s  van de t e  
t o e t s e n  s t o f f e n  gedurende de p e r i o d e  waarover  de g r o e i s n e l i i e i d  be- 
rekend w o r d t ,  g e l i j k  b l i j v e n .  B i j  a l g o n g r o e i p o t e n t i e t o e t s e n ,  u i t g e -  
voerd i n  b a t c i i - c u l t u r e s ,  i s  d i  t  n ip1  h e t  g e v a l .  D E  t e  t o e t s e n  s t o f f e n ,  
o . a .  s t i k s t o f - e n  f o c f o r v e r b i n d i r i g c n w o r d e n  oedurendede  t o e t s v e r b r u i k t  
door de a l g e n .  Daarom kan i n  deze  t o e t s ,  waar in  de g r o e i s t i n u l e r e n -  
de werking van  o p p e r v l a k t e -  en a f v a l w a t e r  wordt  b e p a a l d ,  n i e t  de 

" 2 g r o e i s i i e l l i e i d  a l s  n a a t  voor de r e s p o n s i e  g e b r u i k t  wordenL . De maxi- 
male b iomassa  i s  een  b e t e r e  maat .  De w i j z e  waarop deze b e r e i k t  wordt ,  
kan v e r s c h i l l e n ,  maar kan worden a f g e l e z e n  u i t  de v o r x  van de g r o e i -  
c u r v e .  Daarom zou ook deze  vorm i n  h e t  onderzoek be t rokken  n o e t e n  
worden, wat r ie t  bciiulp van een wiskundige  b e s c i i r i j v i n g  van de cu rve  
m o g e l i j k  i s .  
De maximale biomassa t r e e d t  op i n  de s t a t i o n a i r e  f a s e .  Om h e t  b e g i n  
van deze  f a s e  goed t e  kunnen b e p a l e n ,  moet de g r o e i  d a g e l i j k s  ge- 
volgd worden.  Hiervoor  i s  een  s n e l l e ,  eenvoudige lietliode nodig  
w a a r b i j  s l e c h t s  een  g e r i n g e  ' ,oeveelheid monster  g e b r u i k t  word t .  
De s t a t i o n a i r e  f a s e  i s  b e r e i k t  a l s  b i j  twee opeenvolgende d a g e l i j k -  
s e  met ingen de t o e n m e  van d e  g r o e i  b e i d e  k e r e n  4 5: i s .  I s  deze 
f a s e  b e r e i k t  dan moet d e  biomassa bepaa ld  worden,  v o o r d a t  de a fb raak-  
í a s e  i n t r e e d t .  
Ue biomassa kan bepaa ld  worden met behulp  van d i r e k t e  en  i n d i r e k t e  
me tlioden. 

d i r e k t  : drooggewicht  ( m g l l )  
i r i d i r e k t  : o p i i s c l i e  d ic i i t i i e id  

c l i lorofy  l - a -geha l t e  (ug/  l )  
Een k r i t i s c l i e  bescliouwirig van di. v e r s c h i l l e n d e  methoden i s  nod ig .  

8 . 2  Drooggewicht 

l le t  drogen van algerinioristers kan u i t g e v o e r d  worden door :  
- v e r h i t t e n  t o t  IOJ°C gedurende 1-2 uur  ( d . ~ . )  
- v r i e s d r o g e n  2 4  u u r  ( v . d . )  
Analyses  z i j n  u i t g e v o e r d  n e t  a l g e n  i n  v e r s c h i l l e n d e  s t a d i a  van de 
c u l t u u r  en  b i j  v e r s c h i l l e n d e  verhoudingen S : ?  i n  h e t  medium (28- 
IOZ). Ue a l g e n  z i j n  op d r  g e b r u i k e l i j k r  w i j z e  gekweekt.  

De r e s u l t a t e n  van deze  p roe f  z i j n  weer jegeven i n  t a b e l  31.  
H i j  a l g e n  i n  de e x p o n e n t i ë l e  g r o e i f a s e  i s  e r  een  d u i d e l i j k  v e r s c h i l  
t e  z i e n  t u s s e n  de r e s u l t a t e n  van de b e i d e  methoden.  i ' r i e sd rogen  
g e e f t  een  l iogfre  o p b r e n g s t .  ~ o l l e n w e i d e r ' ~  s c h r i j f t  d i t  v e r s c h i l  
t o e  aan l i e t  v e r l i e s  van  v l u c l i t i y e  s t o f f e n  door v e r l i i t t e n .  l let  v e r -  
s c h i l  neemt af  naartnate de c u l t u u r  v e r o u d e r t .  Het g e i i a l t e  aan 



vluchtige stoffen kan afhankelijk zijn van de ouderdom van een cul- 
tuur. Daar een parameter als drooggewicht in de neeste gevallen ge- 
bruikt zal worden voor een Gcnnalige 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 verscl~il in resultaat tussen de beide methoden gering 
is. llvt bepalen van het drooggewicht door niddel van verhitting is 
editer di. meest eenvoudige methode en kan op ieder normaal ingericht 
ciiemisch laboratorium uitgevoerd worden, zodat aan deze methode de 
voorkeur gegeven wordt. 

Tabel 31. -p Resultaten van analyses van drooggewicht -P (d.w.) en vries- 
drooggewicht (v.d.) van Scenedesmus quadricauda in ver- 
- 

schillende stadia in een cultuur en - gekweekt bij verschil- - 
lende GTrhoudingen N:P 

n 

3 
3 
3 
- 

- 
exponentiële stationaire groeifase 

Optische dichtheid 
---p 

groeifase 
---.p 

begin 

d.w. v.d. %verschil d.w. v.d. %verscliil 
p-A --- - 

35 43 +21 250 250 O 
44 50 +l4 230 260 +l3 
45 5 5  +20 240 240 0 

. 

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

eind 

d.w. v.d. %verschil 

550 550 O 
520 570 +l0 
530 560 + 6 

-. 

Om de invloed van absorptie door chlorofyl en andere fotosynthetische 
pigmenten in de algencellen uit te sluiten, is gekozen voor het meten 
bij een golflengte / 700 nm'. In de literatuur worden 720 nm'> en 
750 m" genoemd. :.ionsters uit verschillende cultures zijn gemeten 
bij deze twee golflengten. De verschillen waren verwaarloosbaar klein. 
:leten bij i. 750 nm heeft het voordeel dat de afstand tot het gebied 
waar absorptie door chlorofyl-a kan optreden (650-680 m) groter is 
dan bij A 720. De voorkeur gaat dan ook uit naar meten bij À 750 nm. 

C h l  orofy l-a-gehal te 

Voor het bepalen van het clilorofyl-a-gehalte is gebruik gemaakt van 
het normvoorsclirift NE:; 6520"'. De spreiding in de resultaten kan 
groot zijn. In een AGP-toets is de biomassa en ook het chlorofyl-a- 
gehalte groter dan in oppervlaktewater onder natuurlijke omstandig- 
heden, zodat maar een gering volune (i 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 chloro- 
fyl-a-zelialte, gezien zijn structuur, gevoelig zou kunnen zijn voor 



r s c i ~ r i i  s t e r k t e ,  i s  s t i k -  
l l e n d c  r u i i i e r i t r a t i c s  toe;;?- 

voegd :  8 , 4  - 16 ,H  - 21 - G I 0 1  uv(-rein;:onenc? ziet r e s p .  
l 0  - 20 - 25 - 40% van  Iiet  o o r s p r o n l - c l i j k e  g e l i a l t i . .  J n  z i j n  
op  d e  gewone m a n i e r  gekweek t .  T i j d e n s  de ; > r o e f  i s  de  g r o e i  d a g e l i j k s  
g e v o l g d  d o o r  l i e t  me t en  van  l :  'kin i i t t  e i n d  v;in d i  p r o e f  z i j n  i i e t  
c l i l o r o ï y l - a - g e l i a l t e  e n  l i e t  droug::ewic!it b e p a a l d .  

De g r o e i c u r v e n  v e r t o o n d e n  geen a i w i j k i n g e n .  De r e s u l t a t e n  v a n  d e  
m e t i n g e n  z i j n  wee rgegeven  i n  t a b e l  3 2 .  

O D 7 i a  

d.w. 
c h l o r o f y l - a -  
g e h a l  t e  
c h l / o ~ ~  o 
c h l 1 d . w .  
d.w./OD,hn 

:; : l' 
. . . . - 

. . 

1 o:, 

l , h 0 3  
684 

1332 

950 
1 , 9 5  

488  

6: I l ? :  I 

l>c b io :nassa ' s  u i  t z e d r i l k t  i n  011 r .  of droog;:i-h7i<.lit v e r t o n e n  o n d e r l i n g  
m i ; :  v e r s c i i i l .  l i e t  l o r f l - - ; a l t  v c r t o o r i t  e c i i t e r  g r o t e  v r r -  
s c l i i l  l e r i .  Zowel de  0 1 ) ,  , a l s  l ie t  d roozgewic i i t  nemen  oe b i j  e e n  t o e -  
name van  l i e t  s t i k s ~ u f ~ a n ! > o J .  r 0 ,: v o o r n m e l i j k  h e - d a l d  :gordt 
d o o r  i i e t  a a n t a l  d e e l t j e s  kan di. x.;tarde d.w. / O D ;  i>isciiour;d worden 
a l s  e e n  m a a t  v o o r  de  b ion iassn  p(:r  l .  Uczc waa rde  v e r t o o n t  e n i g e  
v a r i a t i e ,  maar  n i e t  rneer dan 2 .  3 e  vaardi :  : 1 1 l / O l : ,  e e n  n a a t  v o o r  
l i e t  ge l ia l  t e  c 1 i l o r o ï ; ~ l - a  p e r  l ,  v i . r t o o n t  e e n  v e i l  ; : r o t e r e  v a r i a t i e .  
Liezi. w a a r d e  neemt t o e  b i j  ei.n toiinarnr van  l i e t  s t i k s t o 1 ; : e i i a l t e  i n  h e t  
medium, t o t d a t  s t i k s t o f  r i i c t  meer  d e  g r o c i b e p e r k e n d e  f a k t o r  i s  
( I  . 1 2 ) " .  Lieze r c s u l t a t r n  worden b e v e s t i g d  d o o r  l i t e r a t u u r g e g e -  

Verls  I 5 : i. . H i e r u i t  b l i j k t  d a t  i i e t  c l i l o r o f y l - a - g e l i a l t e  i n  e e n  t o e t s  
n i e t  a l l e e n  a f h a n k e l i j k  i s  v a n  i i e t  ; i a r i t a l  a l g e n ,  c iaar  ook van  l i e t  
c h l o r o f y l - a - g e l i a l  t e  p c r  c e l ,  e e n  gi.!ialtf  d a t  d o o r  i ie t  s t i k ~ t o f g e l i a l t e  
van  h e t  t e  t o e t s e n  w a t e r  beïnv1oc.d kan  worden .  Voor a l g e n g r o e i p o t e n t i e  
t o e t s e n  i s  h e t  c l i l o r o f y l - a - g e h a l t v  n i c . t  : ;cscl i ikt  a l s  I ~ i o n a s s a p a r a m e t e r  

8 .5  Be t r ouwbaa r i i r  i d  -- - - - 

B i j  d e  k e u z e  van  d e  h i a n a s s a p a r d n e t e r  i s  ook de b e t r o u w b a a r h e i d  v a n  



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

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

eind (dag 13) 

resuituten 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 ,i 5% is. Uitgedrukt als drooggewicht 
is dan de maximale biomassa nor niet bereikt. Dit hoeft echter geen - 
 robl leem te ziin als het afbreken van de toets steeds OU hetzelfde 
goed gedefinieerde moment plaatsvindt. 

fase 

exp. groeif ase 

stat. fase begin 

stat. fase eind 

drooggewicht 

S em s z 
chlorofyl-a 

gem S % 

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

Eindconclusie methoden om de biomassa te meten - p- 

- De meest geschikte parameter om de biomassa in een toets te me- 
ten is het drooggewicht, waarbij het drogen plaatsvindt door 
verhitting (1050C). 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 OD750. De gevonden waarden zijn echter geen absolute waar- 
den. 

- Het ctilorofyl-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 variëren, afhankelijk van het stikstofgehalte in 
het water. Nocht deze parameter als extra parameter worden ge- 
bruikt, dan is de betrouwbaarheid voldoende. 





gezien groter, bij O D 7 . c  7 bij drooggewicht 9% en bij iiet chlo- 
rolylgehalte 10,51. »e foiit in de maximale biomassa in het controle 
medium is, met iiitzonderin;: van de fout in het chlorofylgehalte, 
kleiner d:in di fuiit iri de Iir;~ktijkmonsters. 

-- 

dag 

O 
I 
2 
3 
4 
5 
h 
7 
8 
Y 

l o 
I I 
I2 

d. w. 

cii1.-a 

ewater 

s.d. 

z 

control 

O b  5 o 

gem. 

edium 

s.d. 

z 

Tabel 34. Gemiddelde en s~andaarddeviatie -- van de biomassaparameters 
in een efflurntmon~trr, een oppervlaktewatermonster en in --- 
het controlemed~um (%8-10%) ( d , ~ .  in mg/l; ~lil.-a in 
IJZ/~). 

Met de geschatte fout in de maximale biomassaparameters kan de grens- 
waarde worden berekend waarboven verschillen in de maximale biomassa 
significant zijn. Hiervoor is de maximale biomassa gemeten als OUI:~, 
gekozen omdat de fout tiierin kleiner is dan in de bepaling van het 
drooggewicht of het ~:tilorofyl;:etinl te. Met heliulp van de t-test vol- 
gens Student (o.a. S:ìcti~"~) kunnen de significantiegrenzen worden be- 
rekend bij een verï<:tiilli!ntl aantal replica's. Omdat de fout groter is 
bij O I ) 7 r , r  ' O, l dan bij 01)1: , 0,3 zijn voor beide gebieden de sig- 
nif icantie;;renïcn herekend. lii  erbi j zijn die grenswaarden gekozen, 
waarbij de iiitsprank dat liel verschil in de maximale biomassa is ver- 
oorzaakt door vi:rs<:iiill<rn in de samenstelling van de monsters en niet 
door toevnlli5;e variaties, in YiI van de gevallen juist is. Ln tabel 
1 5  worden de hcrekende relatieve $;renswaarden gegeven bij verschil- 
lende nantnl len replica's. O n  te controleren of een met de toets ge- 
vonden vcrs<:iiil significant is moet liet vc~rschil worden gedeeld door 
liet ;;emidd<ilde van de twee meetwaarden. llet verschil is significant 
als liet berckc,nilc < I ~ i o ~ i ë n ~  groter is dan de in de tabel vermelde 
grenswaarde. 



Tabel  35. 95Z s i f : n i f i c a n t i e g r e n z e n  b i j  een  verschillend a a n t a l  
r e p l i c a ' s  (n)  u i t g e d r u k t  i n  v c r s r l i i l / g e m i d d e l d e  - -- 

9 . 4  E i n d c o n c l u s i e s  s t ; i t i s t i s c h e  - vcrwerkir ig van de  gegevens  

- De u i t  de s t ; i i i d a o r d d e v i a t i e  van de maximale b iom3ssapa rame te r s  
g e s c h a t t e  fo i i t  i n  Géii m e t i n g  i s  liet k l e i n s t  :als de b iomassa  
wordt  gemeten 31s  biovolume (0071n) .  »e v a r i a t i e s  i n  de  b e p a l i n g  
van h e t  d rooggewich t  e n  l iet  c h l o r o f y l - a - g e h a l t e  z i j n  g r o t e r .  

- Een a a n t a l  van v i e r  r e p l i c a ' s  i s  e e n  r e d e l i j k  coinpromis t u s s e n  
d e  be t ro i~wb; iar l ie id  van de gegevens  cn de  l i oevee lhe id  werk.  



lij. 1 I n l e i d i n i ;  - 

Xet  de  r e s u l t a t e n ,  vc rk r ege r i  u i t  de rindvrzo<.keri be sc t i r even  i n  de  
voo rgaande  h o o f d s t u k k e n ,  kunnen versr . t i i  l1 (inde u rngen  bean twoord  wor- 
den t e n  a a n z i e n  van  
- v o o r b e h a n d e l i n g  van  h e t  t e  t o e t s e n  w a t e r  
- keuze  t o e t s a l : ;  
- kweekomstand i j:tied<!n 
- e n t  e n  e n t v o o r b e r e i d i n g  
- methoden om b iomassa  t e  me t en .  
Op g rond  van  de  u i t k o m s t e n  van  h e t  ondvrzr iek i s  e e n  v o o r l o p i g  voo r -  
s c t i r i f t  v o o r  s t a n d a a r d i s a t i e  v a n  a1;;eni:roi-ij>otentietoetsen o p g e s t e l d  
( z i e  b i j l a g e  3 ) .  D i t  v o o r s c h r i f t  i s  op twee m a n i e r e n  a a n  e e n  e e r s t e  
t o e t s i n g  onde rworpen ,  e n  w e l  i n  
- p r a k t i j k s i t u a t i e s  met  v e r s c h i l l e n d e  s o o r t e n  w a t e r  
- r i n g o n d e r z o e k  t u s s e n  d r i e  L a b o r a t o r i a .  

10 .2  V o o r l o p i g  v o o r s c t i r i f t  v o o r  h e t  uitvoerenvnnnlgengroeipotentie- 
t o e t s e n  

H i j  h e t  o p s t e l l e n  v a n  h e t  v o o r l o p i g  v « » r s c h r i f t  i s  z o v e e l  m o g e l i j k  
d e  o p z e t  v a n  de  NEN-normen v a n  h e t  !;i-derlands N o r m a l i s a t i e  I n s t i t u u t  
g e v o l g d .  
W i l  men h e t  v o o r s c h r i f t  v o o r  e e n  d e r g e l i j k e  u i t g e b r e i d e  t o e t s  werk- 
b a a r  houden ,  dan  i s  h e t  n i e t  m o g e l i j k  i e d e r e  h a n d e l i n g  op  e e n d u i d i g e  
w i j z e  v o o r  t e  s c h r i j v e n .  R i j  e n k e l e  werkzaamheden,  z o a l s  h e t  t e l l e n  
van  de  a l g e n  v o o r  h e t  b e r e k e n e n  van  d e  e n t ,  kan  d i e  t e c h n i e k  worden 
g e b r u i k t  d i e  op  l i e t  i n s t i t u u t  van  u i t v o e r i n g  g a n g b a a r  i s .  Zo kan  
men g e b r u i k  maken van  b a c t e r i e - t e l k a m e r s  of  p l a n k t o n - t e l c u v e t t e n .  
Ook h e t  t y p e  l i c l i t c e l  waarmee de  l i c h t i n t e n s i t e i t  gemeten  d i e n t  t e  
worden ,  i s  n i e t  n a d e r  omschreven .  
1)oordat  e n k e l e  l i n n d e l i n g e n  n i e t  op  e e n d u i d i g e  w i j z e  z i j n  v a s t g e l e g d  
moet t e r d e g e  r e k e n i n g  geliouden worden met  spreiding i n  de  r e s u l t a t e n  
van  v e r s c h i l l e n d e  l a b o r a t o r i n  o n d e r l i n g .  

l i l . ?  P r a k t i j k s i t i l a t i c s  

I n  d e  p e r i o d e  december  1983 t o t  j u l i  1984 z i j n  e n k e l e  ma l en  a l g e n -  
g r o e i p o t e n t i e t o e t s e n  u i t g e v o e r d  met v e r s c i i i l l e n d e  t y p e n  w a t e r ,  z o a l s  
o p p e r v l a k t e w a t e r ,  e f f l u e n t  van  e e n  rwzi  e n  mengmons te rs  van  d e z e  
w a t e r s o o r t e n .  

l $ i j  d i t  o n d e r z o e k  waren  d e  v o l g e n d e  w a t e r t y p e n  b e t r o k k e n :  
o p p e r v l n k t e w 3 t e r :  P u t  van  Broeckhoven  ( b i  j l icidegraven) 

A k k e r d i j k s e  P l a s s e n  ( b i j  P i  j n a c k e r )  
e f f l u e n t  van  de  rwz i  t e  Nieuwveen. 

van  de  TH D e l f t  
r . e ~ l e n  : de  hoge AG?-waarden, v e r k r e g e n  op onve rdunde  m o n s t e r s  ( z i e  

p . 3 0  ) ,  m o g e l i j k  l e i d e n d  t o t  h e t  o p t r e d e n  van p r o e i b e p e r k i n g  d o o r  
e e n  g e b r e k  a a n  l i c h t ,  z i j n  d e z e  p r o e v e n  u i t g e v o e r d  met  e f f l u e n t  v e r -  
dund met g e d e s t i l l e e r d  w a t e r .  
Xenyqnonsters b e s t a a n  u i t  1 0 Z  e f f l u e n t  en YOZ o p p e r v l a k t e w a t e r .  
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T a b e l  36. R e s u l t a t e n  v a n  algen~roeipotentietoetsen ~ .---P-p u i t g e v o e r d  op 
o p p e r v l a k t c w a t c r ,  ~ e f f l u e n t  e n  m e n g m o n s t e r s  ( m g / l )  -- 

tii t d e  c l i ea i  s c h e  ::c;;everis i11 bo.i i : i i iLaande t a b e l  (;;e-ie t i n  i n  d e  non-  
s t e r s  n a  a u t o i . 1 a v i : r i . n )  b l i j k t  f l a l  1 i i i . t  a l l e e n  d e  ; :eiialt i-s a a n  nu- 
t r i i . n t e n ,  ? a a r  ook d i  verIioiidin;:eri t u s s e n  d e  n u t r i c r i t e n  o n d c r l i n : ;  
s t e r k  v e r s c : i i i l  l i r i .  d i t  v e r s c h i l  i n  v ( . r i ioud i i ig  k.an b i j  i con-  
< : c n t r a t i e  v a n  iCn van  d e  ni i t r i ; : r i tc~r i  i n  i e l e  to<: t s ; l ; i t e r i n  t o t i i  e e n  
v ~ r s c l i i l  i r i  aL:;cri;:ruei[>ote~itiewaardin v e r o o r z a k e n ,  d i s  ;;i-vol;: v a n  
e v n  g e b r e k  a a n  i i i  t a r i d e r e  i i u t r i i . r i t .  
l ioewel i i i e r  t w c i  v a r i a I > e l e n  a a i z i ;  z i j n  d i e  d e  a 1 : ; e r i ; ; r o e i p o t e n t i e -  
waarde i i  van  e e n  w a t e r  b c ï n v l o ( , d c n ,  b e p a a l t  tiei i ; t , ia : t i  v a n  a l l p  a a n -  
g e b o d e n  n u t r i e n t e n  d e  Roo;;tc vnn d e  a l g e n g r o e i p o t e n t i a ~ ~ . a a r d e n .  
B i j  v e r g e l i j > . i r i ; ;  van  di- s L i á s t o ~ ; : ? t i a l l e s  i n  d e  m o n s t e r s   ui^ di. 
A k k e r d i j k s e  P l a s s c i i  i r i  r <.n j u n i  i s  e r  e e n  v e r s c ! i u i v i n a  t e  z i e n  

. . 
i n  d e  vorm i.;aariii l i c t  anorgarii:;i.:i s t i k s t o f  v o o r k o m t .  S a a r  b e i d e  
vormen g o e d  opiie<:r:ibaar z i j n  v u u r  d e  t o e L s a l g ,  l i o e f t  d i t  <ie a l g e n -  
: ; r o e i  n i i i t  L ?  l i i i ï i i v l o i d i n .  l o r i 1  i s  d e  a L ~ : e n g r o e i l > o t e ~ i t i e \ ~ ~ a a r &  i n  
a p r i l  v e e l  1a ; : i r  d a n  i n  j u n i .  I r i  : ] p r i l  z a l  d e  a1;;en;:roei d o o r  a n d e -  
r e  f a k t o r e n  d a r  s t i k s t o f  o f  i u s : r i r  b e p a a l d  z i j n .  
I3ij l ict o r i d t r z o i k  m a r  d i  i r i v l o i d  .jan e e n  lozin: :  ,van c:f: luint van  
<:cri r w z i  op < : r , r i  oritvan::ind k r a t < . r  i s  h e t  n i e t  v o l  d o t n d c  a l 1  e e n  d e  



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+:;v) 
Kiet altijd is een hogere waarde voor O D . j 5 0  terug te vinden in een 
hogere waarde voor het drooggewicht, zoals blijkt uit een vergelij- 
king van deze waarden voor di monsters uit de Akkerdijkse Plassen in 
februari en juni. Een lineair verband tussen waarden voor O l ì , : ~  en 
drooggewiciit zijn wel binnen iCn toetsserie van één monster te vin- 
den. Tussen toetsscries onderling kunnen verschillen optreden. Waar- 
den voor OU,.,,, mogen daarom niet zonder meer worden omgezet in waar- 
den voor drooggewicht met lìeliiilp van een omrekeningsfactor verkregen 
uit een andere ~oetsserie. 

Ringonderzoek - . - . . . - - 

Aan het ringonderzoek is deelgenomen door de laboratoria van 
- de vak:;roep Waterzuivering, Landbouw Hogeschool, Wageningen 
- het lioogheemraadschap van Rijnland 
- di vakgroep Gezondtieidstecl~niek en Waterbeheersing, Technische 

Ilogeschool Delf t 
Het onderzoek omvatte het uitvoeren van de alcengroeipotentietoets 
op oppervlaktewater en op effluent van een rwzi in verschillende 

',en. verdunnin, 

D e  volgende watersoorten waren bij h e t  onderzoek betrokken. 
- oppervlaktewater: IJesteinderpIas 
- effluent van de rwzi te :iieiiwveen in de verdunning l:15-l:31 - 

1 :63 
- controle: 7.8-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 , s  mg Pf1 
De resultaten van dit onderzoek, uitgedrukt als drooggewicht, zijn 
weergegeven in tabel 37 

. -_ - ,laboratorium 
. Wageningen 

watertype' -A 

-.  ..-P 

oppervlaktewater 128  / 124-1'31 

effluent I:lJ 
I :?I 
1 :63 

controle 

Leiden Delf t 

gem. min.-max. 

Tabel 37. Resultaten van het ringonderzoek met de algengroeipotentie-. 
toets. Waarden voor het drooggewicht (mgll) 
-----p 



U i t  deze  r e s u l t a t e n  b l i j k t  d a t  e r  onderling g r o t e  \ . e r s c h i l l e n  z i j n .  
De v e r s c l i i l l e n  z i j n  n i e t  s y s t e m a t i s c h  aan éEn l a b o r a t o r i u m  t o e  t e  
s c h r i j v e n ,  zowel h'ageriingen a l s  Del f t  l i i t en  eenmaal s t e r k  a fwi jken-  
de waarden z i e n .  Deze v e r s c h i l l e n  i n  de r e s u l t a t e n  z i j n  n i e t  ve roor -  
z a a k t  door  m o g e l i j k e  g r o t e  a f w i j k i n g e n  b i j  h e t  bepa len  van h e t  
drooggewicli t .  i een c o n t r o l e  vooraf  b l e e k  d a t  de v e r s c h i l l e n  b i j  
l iet  b e p a l e n  van l ie t  drooggewiclit  t e n  hoogste 6Z v a r e n ,  onderzoch t  
aan  d r i e  a n a l y s e s  i n  dup lo .  
Nadere beschouwing van a l l e  meetgegevenu van de deelnemende l abora -  
t o r i a  l a a t  z i e n  d a t  de v e r k r e g e n  verzamelingeri  van r e s u l t a t e n  e l k a a r  
ec l i t e r  o v e r l a p p e n .  
De a l g e n g r o e i p o  t e n t i e w a a r d m  van he t e f f l u e n t  b innen E6n verdunnings-  
r e e k s  v e r l o n e n  wel een w e t n a t i g l i e i d .  V e n i n d e r i n g  i n  h e t  aanbod aan 
n u t r i ë n t e n  i s  t e r u g  t e  v inden  i n  een a f n a n e  van de a l g e n g r o e i p o t e n -  
t i ewaarden .  De s e r i e  u i t  D e l f t  v e r t o o n t  h e t  meest  evenwich t ige  b e e l d  
( r e g r e s s i e c o ë f f i c i ë n t  0 , 9 2 1 .  De s e r i e  u i t  Leiden g e e f t  een  t e  l a g e  
waarde voor  de l a a t s t e  ve rdunn ing .  De r e s u l t a t e n  u i t  Cageningen ve r -  
tonen een minder  d u i d e l i j k e  o n d e r l i n g e  r e l a t i e .  De r e g r e s s i e c o ë f f i -  
c i ë n t  van 0,85, berekend u i t  h e t  onderzoek n a a r  de verdunning van de 
mons te r s  voor  de voorbehandelin:: (p .? l ) ,komt  u i t  deze r e e k s n i e t  n a a r  
v o r e n .  

Als  gevo lg  van h e t  werken met levende o r g a n i s x e n  i s  de kans op 
s p r e i d i n g  i n  de r e s u l t a t e n  b innen één s e r i e  en t u s s e n  de s e r i e s  

. "  
o n d e r l i n g  g r o t e r  dan b i j  fysisch-cl iemisclie a n a l y s e s  ' O .  De a lgen-  
c u l t u u r  i s  wel gede te rminee rd  cri o-isclircven, n a a r  a l s  gevo lg  van 
de k;qeekomstandigiieden of de b t~l ia i ide l ing  kan deze  i n  de loop  d e r  
t i j d  i n  f y s i o l o g i s c h  o p z i c h t  gaan v e r a n d e r e n .  F y s i o l o g i s c h e  v e r -  
ander ingen  kunnen t o t  u i t ing:  konen i n  een v e r a n d e r i n g  van de n a x i -  
male b iomassa  i n  r e l a t i e  t o t  h e t  t e  t o e t s e n  w a t e r  of een minder 
e f f e c t i e f  p roduceren  van o r g a n i s c l ~  n a t e r i a a l .  3 i j  !iet r ingonderzoek  
Iiebben de d r i e  l a b o r a t o r i a  i e d e r  iiun e i g e n  c u l t u r e  g e b r u i k t .  
Ook andere  n i e t  v o o r z i e n e  omstandigheden kunnen b i j g e d r a y e n  hebben 
t o t  d e  o n d e r l i n g e  v e r s c l i i l l e n .  ik moge l i jk i i e id  b e s t a a t  d a t  door  
v e r s c h i l l e n  i n  de a p p a r a t u u r  om de kweekomstandigheden t e  c o n t r o l e -  
r e n ,  deze  n i e t  i n  a l l e  d r i e  de l a b o r a t o r i a  ge i iee l  g e l i j k  waren.  
Door b i j v o o r b e e l d  h e t  f ; eb ru ik  van v e r s c h i l l e n d e  typen l i c h t m e t e r s ,  
w a a r b i j  n i e t  a l l e e n  de i n t e n s i t e i t  maar ook de s a m e n s t e l l i n g  van 
l iet  l i c h t  i n  de me t ing  wordt  b e t r o k k e n ,  b e s t a a t  de mo::elijkiieid d a t  
de voorgeschreven l ioeveelheid  l i c h t  4 n n i e t  o v e r a l  i s  aange- 
houden. 

B i j  een  e v a l u a t i e  van de a l g e n g r o e i p o t e n t i e t o e t s ,  ontwikkeld  door de 
J r< Environmenta l  P r o t r c t i o r i  ilyericy , b leken  de r e s u l t a t e n  van de a c h t  

deelnemende l a b o r a t o r i a  o n d e r l i n g  g r o t e  v e r s c h i l l e n  t e  v e r t o n e n ,  
hoewel een a a n t a l  o o g e l i j k e  [outenbronnen,  z o a l s  t o ï t s a l g e n  u i t  v e r -  
s c h i l l e n d e  c u l t u r e s  en c h e m i c a l i ë n ,  a 1  b i j  v o o r b a a t  v a r e n  u i t g e s c h a -  
k e l d .  Binnen één  l a b o r a t o r i u m  was de spreidin:: i n  de r e s u l t a t e n  ech- 
t e r  g e r i n g  en  de r ep roducee rbaa r l i e id  en bet rouwbaarheid  g r o o t .  Een 
moge l i jke  oorzaak  van deze v e r s c l i i l l e n  z i j n  w a a r s c h i j n l i j k  systema- 
t i s c h e  a f w i j k i n g e n  i n  de kweekcond i t i e s  gewees t .  

De a l g e n g r o e i p o t e n t i e t o e t s  omvat een g r o o t  a a n t a l  l ~ a n d e l i n g e n  en  
s t r e k t  z l c h  u i t  ove r  een p e r i o d e  van e n k e l e  dagen.  3 i t  z i j n  f a c t o r e n  



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 EEn laboratorium weinig spreiding ver- 
tonen en reproduceerbaar zijn. 

10. 5 Lindconclusies 

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

- Bij toetsing van het voorschrift in praktijksituaties bleek dat 
een vermindering van het gehalte aan nutriënten zich uitte in 
een vermindering van het drooggewicht. In een aantal toetsen is 
de procentuele vermindering van deze gehalten ook als zodanig 
in de a l g e n g r o e i p o t e n t i e w a a r d r n  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 
verschillen in bijvoorbeeld de voorraadculturen, kweekomstan- 
digheden of systematische afwijkingen in het uitvoeren van de 
voorgeschreven handelingen. 

De algengroeipotentietoets uitgevoerd in een goed geoutilleerd 
laboratorium kan derhalve leiden tot een goed bruikbare, onder- 
steunende, uitspraak over een bepaalde situatie. Reproduceerbaar- 
heid voor eenzelfde monster is in verschillende laboratoria voor- 
hands niet mogelijk gebleken, mede gezien de altijd optredende 
onderlinge verschillen. 
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B I J L A G E N  



Bijlage 1 

28 medium (gemodificeerd) 

Oplossen in 1000 ml gedestilleerd water (7.8 IOOZ) 
elementen 

:.laNo. 467 mg :d 
Ca (XO: ), . 411;.O 59 mg P 

* KII,PO,. 24,2 mg Ca 
:?gSO,, . 7HZ O 25 mg ?Ig 
NaliCo.! 84 mg Na 

* Fe-EUTA l0 ml K 
sporenmen;;sel 10 ml C 

s 

* Deze oplossingen apart autoclaveren en daarna aan het geautocla- 
veerde medium toevoegen. 
l . .  KH,POt, voor liet afwegen drogen in droogstoof ( I  h bij I05OC) 

Bij het maken van het medium de maatkolf eerst vullen met circa 
500 ml gedestilleerd water, dan de chemicaliën toevoegen en aanvullen 
tot 1000 ml. Dit om neerslagen te voorkomen. 

Fe-E1lTA-oploss ing. 

oplossing I : FeC1i.6H20 2420 mg oplossen in 100 ml 0 , l  N HC1 
11: NaiLUTA 3723 mc oplossen in 100 ml gedestileerd 

water 
5 ml opl. I en 5 ml opl. I1 bij elkaar voegen en aanvullen tot 
500 ml met gedestilleerd water. 

Sporenmengsel 

oplossen in 1000 ml gedestilleerd wntcr 

Co(NOi),.h.H,0 1,5 m;: 

elementen 
T e 
C 
3 o 
Er 
J 
Zn 
Cu 
C r 
A l 
B 
:In 
\ I  ' .i1 



G e b r u i k t e  a n n l  ysenietiioden 

F o s f o r v e r b i n d i n ; ; e n .  
o r t h o f o s f a a t  : n e t  helii i lp van a n t i n u o n n o l ~ h d n n t  v o l g e n s  G o l t e r n a n n ,  

C l y ! ~  % Oiinst;id - 1 1 . 1 ' .  - linndtjook n r . 8 ,  O x f o r d ,  
L d i n ~ r ; .  B l a i ~ k o i ~ l  l  S c i e r i t i f  ii, !>lihl i r a t i o n s  ( 1 9 7 8 ) .  

t o t a u l f o s f a a i  : l fydro lys t r  vi>I::i:ris ' S t a n d a r d  ?Ict t iuds"  (197  1 )  zevolg i l  

I 
d o o r  e e n  o r t l i o f o s f a a t b e p a l i n g .  

S t i k s t o f v e r h i n d i n i : c r i .  
I 

n i t r a a t  : RIU-voo r s i : i i r i i t  í 196'3) nc.t Iiciiulp van  i i a t r i u m s a l  i -  
< :y1aa t .  

rii t r i i : t  : : :o rc ivoorsc l i r i f t  ::I::: 3235 mi.1  h1.1iiil~i vnn G r i e s s -  
o  - v a r  Erk-rcn;:i .r is.  

ammonium-i ori : i n d o f c r i o l m ~ ~ t i i o d e  v o l g e n s  S c i i r c i n e r ,  V a t .  R e c .  l 0  
( 1 9 7 6 ) :  31 - ? h .  

t o t a a l  s t i k s t o f  : ai ia lysc.  vol;:~.ni:  ? l a c k e r e t h ,  Ileriin t. 1  i n  - ';:ater 
. 4 n a l y s i s ,  I.:irideri<~rc, Fri .sln:nt<ir R i o l o ~ i c a l  A s o r i a -  
t i o n  p u b l .  ? b  ( 1 9 7 8 ) .  

n % n ,  Ci i  : LG and G po1aru; : r ; ipt i ic  a n n I y z i i r , ' s t r i p : ~ i n z  v o l t a m e t e r  
model 2 6 4 .  

TOCITIC : Beikmann T o t u l  O r g a n i c  Cnrbon A n a l y z e r  model 915-B. 



Bijlage 3 . 

Voorschrift voor tiet uitvoeren van de algengroeipotentietoets. 

De algengroeipotentie (AGP) van een watcar is de maximale opbrengst 
aan toetsalfi, gekweekt in het te beoordelen water en verkregen on- 
der goed gedefiniëerde kweeko-.istandif;heden. De AGP wordt uitgedrukt 
in drooggewicht. 

2 TOEPASSINGSGEBIED 

De AGP-waarde kan gebruikt worden in ondcrzoek naar de eutrofië- 
ringsgraad van oppervlaktewater en al dan niet vergaand gezuiverd 
afvalwater. 
Uaar de proef in een batch-cultuur wordt uitgevoerd en alleen het 
water (en niet tevens de bodem) in de proef wordt betrokken, heeft 
deze proef slechts indicatieve waarde ten aanzien van het vaststellen 
van groeibeperkende factoren. 

Om alleen de reaktie van de toetsalg te meten moeten de van nature 
in het water voorkomende organismen worden. Afhanke- 
lijk van de fosfor- en/of calciumconcentratie 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 voor de AGP van het water. 

algencultuur: Scenedesmus quadricauda (Turp.) Bréb. (Chlorophyceae) 
chenicalifn (p.a. kwaliteit) voor het algenmedium Z8 (gemodificeerd; 

zie bijlage a) 
maat!:olven 100 ml, 500 ml en 1000 ml 
volumepipetten 2 ml., 5 ml, 10 ml 
geconditioneerde kweekruimte, instelbaar op 2n0c + - loc 
schudapparatuur voor erlenmeyerkolven van 500 nl, 1000 ml en 2000 ml. 
lichtinstallatie, continu brandend 
- spectrale samenstelling - TL-buizen nr.33 
- lichtintensiteit - 24 ~/m' ;:erneten hiiiten de kweekkolven op vloei- 

stofniveau 
lichtmeter 
stoof o.a. voor het steriliseren van glaswerk ( 1 7 5 ~ ~ )  
erlenmeyerkolven 500 ml, l000 n1 en 2000 ml 
bekerglazen 350 m1 , nodig voor de speciale afsluiting van de 
kunststofringen ' kolven (zie bijlage b) 
maatcylinders l00 ml, 250 ml, 500 ml 
maatpipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml en I0 n1 



a u t o r . l a a f  ( l ,  1 kg/ i .n '  ) 

w , l t t e n  
a l u m i n i i i n f o l  i e  
s t o f v r i j  e p l a a t s  r :  n  t i ,  <.rit<.ri 
r n i r r o s i o o p  v r r o  n  l - J z 

te1kani.r  
b:i l aris 
s ? e c t r o f o t o n e t e r  

Cepa l in ) ;  - OD7. ,. 
- drooj::,cwi ciit ( z i i .  ' > i  j l a g e  c, of  NL::-323ij 

IUe t o e t s  w o r d t  i i i t ; ; evoerd  o n d v r  c; t e r i e l e  umstundi:: i i i~dcn. i11 l i e t  t e  
; : i .bruiken ; : l asw<. rk  word t  : : i . s t e r i  l ic;ei ,rd ( I  t i  b i  j 1 7 j o L ,  e x c l .  op- 
warmti  j d j .  
ile t  kwe<ikmediun w o r d t  ;:[,s t e r i  l i i i . i . r d  d o o r  a ~ 1 1 r n  (2'1 n i n  b i  j 
121°C e n  l , ]  kg/c:ri 'j. 
C i a s w c r k  word t  ria ;:vi>riiil: voli.,<~ris v o o r s c i i r i f t  ;:eilassen om v e r o n t -  . . . 
r van  <!i. ; : l iswand tc: voorkonvn  ( z i p  h i j ! a g < .  d ) .  

6 . 2  Lie voorbi~t iandi : l i r i ; ;  van l i e t  t e  t o e t s e n  w a t e r  .~ .  . . .- - . . 

A f t i a n k e l i j k  van d e  f o s f o r -  e n / o f  c a l c i u m c o n c e n t r a t i i .  word t  l i e t  w a t e r  
ve rdund  met  gedestilleerd w a t e r .  De v e r d u n n i n g s r e e k s  word t  l o g a r i t -  
misc i ,  o p g e z e t  e n  wel  zodani ; :  d a t  d e  f o s f o r c o n c i n t r n t i c :  n i e t  l a g e r  i s  
dan 0,02 mg P/l. Het  werken  nr:L ven  r e e k s  met  3 of  i v v r d u n n i n g e n  
v e r d i e n t  d e  v o o r k e u r .  
O n  de ,aanwezige or ; ;anismen t v  i n a c t i v e r e n  worden d e  i ! ; i t c m o n s t e r s  i n  
d< ,  krii.i.l-kolven ; :eautor l : ivi~i!rd (:!r) min b i j  12l0C (in 1 , l  k ; ; / c n z ) ,  3 f -  
;:i,diriit d o o r  eeii w a t t e n p r o p  en a lu r : i i n iumfo l i c .  

h .  3 i l e t  i n z e t t e n  van  de t o i : t r  
- - -  ~- ~ 

De k e u z e  van  i i c t  vo11n:ii. van  di, i.rlcri!ii~;.erliolvi.n i s  a f i i a n k e l i  jk van  
di. parameters d i r .  ;:erneten zu l l i , r i  w o r d i n  ( a a n t a l  1.n i r < . q i i e n t i i . ) .  I n  
ve rband  n i i t  eeii voldoend<i  CO: -vocirzi<.riin:, kiinn<.ii d? !kolvrin s l e r l i t s  
v o o r  20% van  !iur voliimri i iordi ,n  1  Ii.di.ri, 'ii.rrliinnin:: w i ~ r d t  i n  
viiirvoiid iri;;c.zet . 
;i1 s c o n t r o l  i o,, d<.  k~,..:ei.kons t a n d  i;;lii.rlvn e n  liiit riorrn;~ I c ,  v < , r l o o ~ i  van  d e  
i;roc!i word<:ri L r  in; ; izeL n i , t  !:ii.diiin % Y  op Iq7 van di, voor::?- 
sir1irc.vi.n s t r r k L e  ( i n  v i< , rvo i i i i ) .  

Scenedesmus q u a d r i c a u d a  i i o r d t  , ~ ( i u r g e k w e c k t  op n c , d i i ~ n  %8, op 10Z v a n  
d <  voor;;i .sc~lireven s t e r k t i - ,  r !  j !iet ~ c l i a l  t e  n m  f o s f o r  z o d a n i g  
w o r d t  ; jekozen d a t  d i t  r i s  i of  g e l  i j k  i s  a a n  < l < .  i n  !iet  t e  
t o e t s c n  w a t e r  v r rwai t i t i r  i ~ o i i i ~ < ~ n t r a t i e s .  
L i t  dc. voo rc i i l t i i i i r  word t  i n  de  < . ï p < i n i i n t i E l e  ;:roiiL:isi. (4 t o t  i dngen  
oud )  dri e n t  b e t r o k k e n .  Li<: i :o i i i . i ,n t ra t i i*  van  di, a1;:i.n i m r d t  d o o r  



middel van tellen met behulp van de microscoop bepaald. Geteld wor- 
den de cellen, niet de coenobia. Op grond van deze concentratie 
wordt het te enten volume algensuspensie bepaald. De ent moet een 
zodanig volume hebben dat de concentratie aan algen in de kweek- 
kolven 2 x 10' cellen11 is. 

6.5 Het kweken ---- 

De kweekomstandigheden waaronder de toets wordt uitgevoerd, zijn: 
- temperatuur ZO0 t IOC 
- continue belichting, 24 vim2 met TL-?? lampen 
- continue menging 
- afsluiting van de erlenmeyerkolven door omgekeerde bekerglazen. 

6.6 Het meten 

Als parameter voor de groei wordt, indien mogelijk dagelijks de op- 
tische dichtheid (A : 750 m) van de cultures gemeten. Bij 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 beëindigd als de toename van de optische dichtheid bij 
twee opeenvolgende dagelijkse metingen 5Z is. 
Bij het beëindigen van de proef wordt de biomassa bepaald door mid- 
del van het bepalen van het drooggewicht (zie bijlage c). 

6.7 Verwerking van de resultaten 
.-pp- 

De resultaten van de vier kolven binnen één serie worden gemiddeld. 
Dit is de AGP-waarde van de serie. 
Als er een verdunningsreeks is ingezet, kan met behulp van de ver- 
kregen resultaten de AGP-waarde van het onverdunde monster worden 
berekend. 

6.8 Controle op de kweekomstandigheden 

Om te controleren of de groei van de algen in de proef bepaald is 
door de nutriëntenconcentratie en niet door de proefomstandigheden, 
bepaalt men na het beëindigen van de proef hct gehalte aan 5tikstof- 
en fosforcomponenten in het getoetste water. 

6.9 Controle van de algencultuur -. . 

Om na te gaan of de voorraadcultuur van Scenedemus quadricauda in 
de loop der tijd geen fysiologische of morfologische veranderingen 
heeft ondergaan wordt er iedere 6 maanden een groeicurve van de 
cultuur op het medium 28, op 10% van de voorgeschreven sterkte be- 
paald en wordt de morfologie regelmatig door middel van een micros- 
copisch onderzoek gecontroleerd. 



* Ili!ze op!ossin;;i .n ap- i r t  ; i i i t o r l  ; i . ~ c r e n  en d a a r n a  a a n  h e t  g e a u t o c l  a -  
v e e r d e  medium toevui , ; ;en.  
: l .E. KlI>l>O, v o o r  l i r t  ;ifwe;:i,n dro;:en i n  d r o o g s t o o f  ( l  h b i j  105°C) 

l i i j  h e t  makcri van kirt nediiim C r  r i a a t k o l f  e e r s t  v u l l e n  mct c i r c a  
500 m l  ;:cdr:sLi i l < ? i r d  w a t r r ,  dnri d r  c!iemical i<.n toevoe;:en en aar iv i i l l en  
t o t  ITiCirJ m l  . I ~ i t  om ne?rsla; ; ( , r i  t ( .  voorkomen.  

o p l o s s i n ; ;  I : FeC1,:hH;O 2!120 1 oplossc in  i n  1'1~1 1 1  0 , i  : HCI 
11: ::a,LU'L\ 3723 m;: op1ossi .n  i n  I r I r J  -i! g e d e s t i l e e r d  

wat 1.r 
5 m l  o p l .  l en i m l  o i ~ l .  I 1  h i j  1 . 1 k a a r  voegen  e n  a a n v u l l e n  t o t  
500 ril m r t  g e d e s t i l  l i i< , rd  w a t e r .  



Bijlage 3b 

Afsluiting van dc kweekkolf met behulp van een omgekeerd bekerglas 
en kunststofring. 



1:en beki ,nd .volurii. n l ; ; i ~ n s i i s p i . r i s i ~ .  w o r d t  g c . f i I t r e i . r i !  o v e r  ??n ;:eriroiigd 
<.li . ; e  f i 1 t r . r .  J l r i ;  : r 1  i i i t  l i e t  ;:ec!ir.'it van  <!i. ; ; c r i l t r c c , r -  
d c  nl;;r:n cri i i i . t  i i l t r a n t v o l i ~ m r ~  i ic t  droo::::<.vii:it I di- a l ~ e n s i i s p e n s i e  
: > e r  vo I iini;!i.niifiii ' ~ i . r i , k c n d .  

':oorbeii;indi.lin- var] de, f i l t c , r s  .- -- . . . . -- . . . . 

( ; l a s v i : z i i l i i l t i . r s  worden  i n  e?n i i l t r e c r o p s t e l l i n : :  : : e? la : i t s t  e n  ? x  ;:c- 
spoc.ld n e t  20 ni ; ; i . d t , s t i l l c c r d  w a t e r .  l l i e r n n  ..:«rilcn zc- i n  d' s t o o f  ;;e- 
droo;:<l t o t  c o n s t a n t  g e w i c h t  ( c i r c a  l u u r  ! > i j  I r l io ( : ) .  :;a a f k o e l i n g  i n  
d e  e x s i c c a l o r  L O L  kar i i - r t i . rn l )era t i iur  ( c i r c a  15 ? l i n . )  w o r d t  h e t  f i l t e r  
ge"Og"1 (Fo J .  

Volume rioris trir . . . -. - - - - . 

,?ftinrikel i j k  v a n  di: d i  iciitiiei d va11 d(, c u l t u r e s  w o r d t  < , e n  b e p a a l d  volu-ie 
; i l ; : e r i s ~ i s ~ > e r i s i < : s  ; ; i .T i l t r i . e rd .  I volunie n o e t  zodani;:  z i j n  d a t  d e  ;:e- 
w i c l i t s t o e r i a n r  v a n  l i e t  f i l t e r ,  n a  d r o g e n ,  L 2 5 nf: i s .  U i t  o n  t e  v o o r -  
komen d ; i t  rlr: ::i:;i<.ìit!;toi.rianr. ! > i n n e n  d e  n e e t f o u t  v a n  d ?  b n l a n s  v a l t .  

: l e t e n  -. 

l i e t  volii:.ie v a n  d(: a1;:erisi ispr~riï i i .   wordt hc-:>anld n e t  b e h u l p  v a n  e e n  
vo1iirir :pipet O L  r : i a a t c y l i n r l e r ,  a f h a n k e l i j k  v a n  di. : : r o o t t e  van  i i c t  v o l u -  
m i .  Ile vo1iiz~::i ipi: t  o f  n a a t c y 1 i n d i . r  e n  di. L i l t r f . r . r o ; > z ~ t  w i r d c n  ?:< n a g e -  
s p o e l d  :net v o l d o e n d e  o e d e s t i l  l v c r i l  :.!atvr. 
U<r i i 1 t c . r ~  .,;orden i n  d e  s t o o f  ; : idroo;;d ( 10j°C)  t o t  i o n s t n n t  r:<:~.~ic!it .  
I/*, . , o o r  i ivt  we;;i.n :~or< l i .n  e ; r n e  i :  i j  m i n .  i n  d i  i ! z s i c c a t o r  a f -  
k l l  t o t  t t r a t ~ r ,  e : ~  ,Jan d e  f  i l tvr . ;  7 i . t  a l g e n :  F, 

y .  a .  grir ic i i t  i i l  t e r  m<-t a1::i.n (r:;:) 

F,: gewic i i t  f i l  Li-r (::l::) 
V,: vo l i m e  ::ions t <:r (:-I l )  



Bijlage 3d -- 

Het wassen van het glaswerk 

Al het glaswerk te gebruiken in de algengroeipotentietoets wordt 
als volet gewassen: 

- spoelen met een warme soda-oplossing 
- 5x spoelen met kraanwater 
- spoelen met een HC1-oplossing l P1 

bij gebruik van wasmachines knn het nodig zijn ren ander 
zuur, b.v. azijnzuur ti. gebruiken 

- 5x spoelen met kraanwater 
- Sx spoelen meL drmiwater 
- drogen 


