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FORORD

Vart arbeid med heterotrofe begroingsorganismer har hittil konsentrert
seg om grunnleggende vekstfysiologiske undersgkelser 1 kjemostat, som
tidligere beskrevet i rapporter fra 1970 og 1973 (B-8/71). Ved plan-—
leggingen av en ny forurensningsundersgkelse for Nedre Otra, der
begroingsproblemet er det dominerende, ble det klargjort at en mer
direkte angrepsméte var ngdvendig for innen rimelige tids— og kost-—
nadsrammer & kunne gi veiledende svar., Dette har gétt pd bekostning

av tid og midler til fortsatte kjemostatforsgk.

Resultatene fra det gjennomfgrte forsgksprogrammet har imidlertid
ogséd betydelig forskningsmessig interesse, og denne rapporten er ment

& gi en relativt detaljert dokumentasjon av hva som hittil er gjort,

Mye av det praktiske arbeidet med forsgkene er utfgrt av laborant
Ellen Corneliussen, cand.mag. Ase Bakketun og meieritekniker Harry
Efraimsen, som ogséd har deltatt i feltundersgkelsene, Cand.mag.
Eli-Anne Lindstrgm har utfgrt mikroskopisk analyse av artssammenset-
ningen i begroingsprgvene. BEn takk rettes til alle som har hjulpet

til pd en eller annen méte.

Blindern, 15. november 197k

Morten Laske
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BAKGRUNN OG MALSETTING FOR BEGROINGSUNDERSZKELSENE

Tilstanden 1 Otras nedre 1gp er beskrevet gjennom tidligere
undersgkelser (Bergmann~Paulsen 1662), og det er utfgrt forsgk som
pdviser at sulfittlut har toksiske effekter pd fisk (Grande 196L).

Men fremdeles har vi en manglende kunnskap om relasjonene mellom meng-
den av ulike typer forurensninger i vassdraget og den heterotrofe
begroing, og vi vet lite om hvilke komponenter i de ulike utslipp som
er av stgrst betydning for veksten, eller som har skadelige effekter

pd vassdraget eller resipilenten.

I tidligere undersgkelser har problemet blitt vurdert mest fra kjemiske
og fiskeribiologiske synsvinkler, noe som gjenspeiles i at de kjemiske
analyser som ble utfgrt pd Otra-vannet i1 1960-61 er lite relevante sett

fra en mikrobiologs synspunkt,

I NORDFORSKs regi er det nd startet opp et arbeid for &

klarlegge fysiske, kjemiske og biologiske sider ved de fleste av tre-
foredlingsindustriens virksomheter og prosesser, blant annet toksi-
tetsundersgkelser, NIVA deltar i dette arbeid medbto prosjekter -
vekstfysiologiske undersgkelser av begroingsorganismer 1 kjemostat

og den padgdende Otra-undersgkelsen., Resultater fra andre prosjekter
innen NORDFORSK-gruppen vil sédledes direkte komme Otra-undersgkelsen
tilgode, men ogsd 1 egen regl bgr det gjennomfgres toksitetsforsgk

med de forskjellige utslipp.

Det kan formuleres en rekke spgrsmil og problemstillinger for nermere
& belyse begroingens &rsak, natur og virkning, og fglgende punkter ble

satt opp ved arbeidets start hgsten 1973:

1. Beskrivelse av begroingssamfunnets artssammensetning og struktur

langs vassdraget. |

o, TFysiske og kjemiske faktorers variasjon over dret og eventuell

innvirkning p& begroingsintensitet og kvalitet.
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3, Hvilke neringsfaktorer begrenser veksten, og hvilke fysisk-

kjemiske faktorer virker inn.

L. Hva betyr utslipp av husholdningskloakk som kilde til organisk

stoff og serlig neringssalter for begroingen.

5, Hva betyr andre utslipp til vassdraget, som blekeriavluter, wall-

boardavlut, vaskeri- og garveriutslipp.

6. Hva betyr de tungt nedbrytbare deler av sulfittavluten som ligno-—
sulfonsyrer og trefiber i relasjon til lett nedbrytbare organiske

syrer og karbohydrater, som energi-, karbon- eller neringssaltkilde.

7. Hvilke effekter har begroingen pé vassdragets verdi for rekreasjon
og fiske, og som vannkilde, og til hvilket nivd md hvilke utslipp

reduseres utfra disse hensyn.

8. TForsgk pd kvantitative beregninger og modellstudier pd grunnlag
av eksperimentelle resultater for om mulig & kunne gi direkte

veiledning til prioritering og valg av rensetekniske tiltak.

Arbeidet langs disse linjer har néd kommet sédvidt godt igang at det er
hensiktsmessig & beskrive hva som vites om den heterotrofe begroings
gkologi, spesielt 1 sulfittlutbelastede elver,og enkelte viktige
arters biologi, samt rapportere resultater fra en feltbefaring og

laboratorieforsgk med begroingsorganismer.

HETEROTROFE BEGROINGSSAMFUNN

2.1 Artssammensetning

Man har i mange &r vart klar over at organisk belastning i et vass-—
drag i form av kloakkutslipp, avlgp fra neringsmiddelindustri som
meierier, bryggerier, potetmelfabrikker og slakterier, og szrlig

fra sulfittcellulosefabrikker gir opphav til en kraftig oppblomstring

av s8kalt "sewage fungus', spesielt umiddelbart etter utslippsstedet.



Det foreligger en omfattende litteratur om hvilke arter som forekommer,
og om deres kvantitative betydning i gkosystemet, Som navnet tilsier
er lnnslaget av sopp ganske markant, I sin mest utviklede form har
begroingen utseende av "lammehaler'" som i tette matter svinger i vann-
strgmmen, eller det dannes et tykt, glatt belegg péd stein og annet

fast underlag.

Curtis (1969) beskriver "sewage fungus" som en matrix av filamentzre
mikro-organismer (bakterier, sopp og protozoer) som binder samfunnet
til underlaget, og som igjen inneholder andre ikke filamentezre, van-—
ligvis bevegelige organismer (protozoer, diatomder og bakterier).
Hfyere organismer som hjuldyr (Rotifera), rundormer (Nematoda) og fjer—
mygglarver (Chironomidae) er ofte assosiert med de beleggdannende

organismer og danner det ¢gvre ledd i neringskjeden.

Nyere undersgkelser fra England (referert av Curtis 1969) har vist at
fglgende filamentzre organismer der er de mest vanlige dannere av
"sewage fungus''; av bakterier Sphaerotilus natans, Zoogloea sp. og
Beggiatoa alba, av sopp Geotrichum candidum og Leptomitus lacteus

av fastsittende ciliater Charchesium polypinum, og av alger Stigeoclo-
nium tenue og forskjellige diatoméer. Selv om forekomst av Fusarium
aquaeductuum angis av flere forfattere, anses den vanligvis som sjelden,
mens den i enkelte norske vassdrag (Ormerod, Grynne og Ormerod 1966)

synes & dominere vekstbildet i "sewage fungus" 1 fraver av Sphaerotilus.

Ved NIVAs undersgkelser i sgr-norske elver belastet med sulfittavlut
har det lykkes & identifisere og rendyrke en del sopparter fra begro-
ingssamfunn, hvorav de hyppigst forekommende er Geotrichum candidum,

Fusarium aquaeductuum, Leptomitus lacteus og Phialophora sp.

2.2 Fysiske og kjemiske forhold

Hvilke fysikalske og ernzringsmessige betingelser er det s& som leder
til en slik dominans av fastsittende, filamentzre, heterotrofe organis-
mer i et hurtigrennende vasédrag. Hynes (1960) illustrerer de

kvalitative trends i enkelte md8lbare stgrrelser som gjengitt i fig. 1,



Fig.1
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Selvrensingsprosessen i en elv etter
utslipp av organisk forurensning

A og B: fysiske og kiemiske faktorer,
C: mikro-organismer, D : storre dyr
( Etter Hynes 1960)
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og en ser her at vannet i sonen med "

sewage fungus' er karakterisert
ved et meget hgyt biokjemisk oksygenforbruk (BOD) som raskt synker ned-
strgms. Det er tydelig at organismene er hovedansvarlige for oksyda-
sjon og mineralisering av det organiske utslipp. Mengden opplgst oksy-
gen 1 vannet synker, men erstattes raskt ved turbulens og fotosyntetisk
aktivitet 1 den pafglgende utvikling av alger som mineraliseringspro-

duktene kan gi opphav til.

Ved utslipp av sulfittaviut i et vassdrag mid en vente et noe annet
bilde enn det ovenfor beskrevne for kloakkutslipp, da avliuten inne-—
holder svert lite biologisk utnyttbart nitrogen og ogsa fosfat.
Mineraliseringsproduktene vil f.eks. ikke umiddelbart fgre til gket
algeproduksjon.

2.3 Pkologisk funksjon og konsekvens

Heterotrofe begroingssamfunn spiller en viktig rolle ved raskt &
mineralisere organisk avfall, og det er en forutsetning for dette at
vannet er friskt strgmmende og har et hgyt oksygennivd. Videre er det
viktig at vekstformen er filamenter og fastsittende. Et hgyt nivd av
aktiv biomasse med stor kontaktflate kan da opprettholdes i vannmassene
og derved representere et stort omsetningspotensial. Dersom omsetnin=
gen bare skulle skje ved heterotrof, frittstrgmmende organismer, ville
disse 1 stor grad fgres med strgmmen uten & f4 tid til & bygge opp et
hgyt biomassenivad f@gr utslippet fortynnes ytterligere i en innsjg eller
fjord. I stilleflytende vann vil mineraliseringen g& langt langsom-
mere diffusjon av oksygen inn 1 vannmassene, og oksygenfritt bunnvann
ville bli fglgen. Det er ogsd sannsynlig at begroingen bidrar til &
avgifte og nedbryte toksiske forbindelser fra sulfittavlut og blekeri-

aviuter,

Tross sin viktige rolle i mineralisering av organisk stoff, represen-
terer "sewage fungus" betydelige problemer. Estetisk er jo ikke en

elvebunn dekket av sopp og logrende lammehaler & foretrekke, og ernz-
rings— og reproduksjonsforhold for fisk og hvirvellgse dyr m& ventes

4 bli mer eller mindre gdelagt.



..12...

2.4 Begroingssamfunnet 1 nedre Otra

I 1960 og 61 gjennomfgrte NIVA en begrenset undersgkelse over foru-
rensningene i Otras nedre 1gp, fra Venneslafjorden til utlgpet
(Bergmann-Paulsen 1962). Man fant da at det fiberliknende belegget

p& elvebunnen vesentlig besto av sopparten Fusarium aquaeductuum og
inneholdt fjermygglarver (orthocladine chironomider). F. aquaeductuum
forekommer ogséd i Andelva,(Hunnselva og Vestfosselva (Steensland 1970),
og pd grunn av sin hyppige forekomst i Norge har dens fysiologi blitt
gjenstand for nzrmere undersgkelser (Laake 1971, Steensland 1973).

BIOLOGI OG VEKSTFYSIOLOGI FOR SOPPSLEKTEN Fusarium

3.1 Taksonomi, morfologi og livssyklus

Systematisk henfgres Fusarium gjerne til underklassen Deuteromycetes
(synonymt: Fungi imperfecti),hvor de slekter innen Eumycetes henfgres
som tilsynelatende mangler seksuell livssyklus, Det vil si at de danner
ikke basidie- eller ascussporer, mens de utfra morfologiske kriterier
skulle henfgres til henholdsvis Basidiomycetes eller Ascomycetes. Av
de omkring 50 arter av Fusarium med sine karakteristiske batformede
sporer (conidiesporer, aseksuelle sporer), kan enkelte betraktes som
aseksuelle former av Ascomycetesslekten Nectria, mens de innen
Deuteromycetene henfgres til ordenen Moniliales pa grunnlag av fritt-
st8ende conidier (Barnett 1960). Conidiene er morfologisk variable,

men en kan skille mellom noen hovedtyper:
a) Encellede mikro-conidier av ovoid faéong.

b) To-trecellede intermedimre conidier av avlang, avrundet, dels

svakt bgdyd fasong.

¢) Flercellede (vanlig 4) makro-conidier av typisk kanofasong med

spisse ender.
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Fig.2 Dominerende mikroorganismer i heterotrof begroing

(Etter Steensland og Eimhjellen 1973)
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Mycelet er vanligvis utstrakt, 3-6 um i diameter, noe forgrenet, og
ikke-coenocyttisk med relativt hyppige septer (se fig. 2). Fnkelte
arter er vist & kunne danne sfazriske, resistente sporer (chlamydo-
sporer) og liknende strukturer ef ogsé blitt pavist hos F. aquaeduc-

tuum (Laske 1971).

3.2 Biologi og gkologi

F. agquaeductuum er den eneste art i slekten som er en ren vannsopp,
men de gvrige arter er kjent som parasitter pd hgyere planter og
saprofytter pd rédtnende plantemateriale, Conidiesporene fgres lett

med vannstrgmmen og er et effektivt spredningsstadium,

Innen slekten Fusarium har en pavist pektolyttiske enzymer hos F.
roseum, F. solani og forskjellige underarter av F. oxysporum (referert
av Perley og Page 1971). Disse kan nyttiggjgre seg mucinsyre,
polygalacturonsyre og andre pektinstoffer, dels ved ekstracellulzr
hydrolyse. Pektinstoffer er som kjent viktige intercellulszre kitt-
substanser 1 deler av hgyere planter. Det foreligger rapporter om

at arter som F. moniliforme og F. hulbigenwn samt flere uspesifiserte
arter (referert av Klug og Markovetz 1971) kan nyttiggjdre seg ‘
alifatiske N-hydrokarboner av varierende kjedelengde — hovedsakelig
ClO—BO’ og ogsé aromatiske forbindelser.

Evnen til & nedbryte cellulose, lignin og hemicelluloser fullstendig
eller til lgselige grupper er vel kjent hos sopp a& andre slekter
(hvitrdtesopp), men en har ikke sett beskrivelser av slik aktivitet

hos Fusartum.

3.3 Vekstfysiologi og gkofysiologi hos Fusarium aquaeductuum

(Radleh, & Rabh.) Sacc.

F. aquaeductuum (NIVA E-T70) ble isolert fra Andelva og dyrket p& ulike
medier i batchkultur av Steensland (1970). P& komplekst medium (TQy =

trypton - glycerol - gjerekstrakt) gav den sterk alkalisering under

veksten, noe som tyder pd at aminosyrer foretrekkes som karbonkilde
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fremfor glycerol, og at ammoniakk da avspaltes i stgrre grad enn den
opptas. Arten viser full toleranse for start-pH i omrédet 3-9, og

vid pH-toleranse er et generelt trekk ved conidiesporedannende sopp.

P4 syntetiske medier viste arten samme vekstutbytte péd N-kildene

NHhNO3 og KNO_ med glycerol som C-kilde, sommed glutamat som bdde N-

og C-kilde. Serimot gav bade NHhCl med glycerol og glutamat med
glycerol svakt gket og aminosyrer i blanding sterkt gket vekstutbytte.
Tilsetning av vitaminene biotin og thiamin gav liten eller ingen
effekt., Utviklingen av pH ved forsgkene viste at N fortrinnsvis opp-
tas soml\TH3 i cellene.

Flere forfattere (referert av Curtis 1969) angir at arten F. aquaeduc-
tuum foretrekker sure vassdrag. Dette stdttes av norske undersgkelser
hvor en i Otra (pH 5,8, hardhet 1 mg/l CaO) fant dominans av F. aquae-
ductuum, mens en i Drammenselva (pH 7.0, hardhet 8 mg/l CaO) fant
dominans av Sphaerotilus (Ormerod, Grynne og Ormerod 1966). Steens-—
lands (1970) resultater stgttes av eldre data fra Painter (1954), som
viste at soppen lot seg dyrke i pH-omrddet L-9. Forfatteren anser hgy

oksygenhalt for & vere en viktigere dkologisk faktor enn lav pH.

Ved den tidligere Otra—undersgkelse (Bergmann-Paulsen 1962) ble det ut—
fgrt enkelte dyrkningsforsgk som viste at F,aquaeductuum vokser meget
godt pd sulfittlutens sukkerbestanddeler, og disse md antas & veare

soppens viktigste C-kilde i Otra.

3.4 Vekstfysiologiske forsgk i kjemostat

Steensland (1973) har ved dyrking av soppen i kjemostat bestemt dens
affinitet til glukose, beregnet som halvmetningskonsentrasjonen (1lik
den konsentrasjon av glukose 1 mediet der soppen vokser med halvparten
av sin maksimale veksthastighet), Kg = 0,3 mg glukose/1l. Dette er en
ekstremt lav verdi sett i forhold til andre organismer, som f.eks.
bakterier i sjgvann med KS
(Jannash 1967). Disse er tilpasset de lave naturlige konsentrasjoner

av opplgst karbon i havvann. F. aquaeductuum har fglgelig et

-verdier pd 3 mg melkesyre/l og 1 mg glycerol/l
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effektivt og aktivt opptak av glukose og antakelig ogséd andre karbohyd-
rater, som setter den istand til & ekstrahere disse fra forbistrgmmende

vannmasser,

Ved samme undersgkelse ble soppens vekstutbytte (Y) bestemt til O,L4 -
0,5 mg tgrrvekt celler pr. mg glukose, optimal veksttemperatur var i

omradet 20 - 2800, mens veksthastigheten ved 10°¢C var ca. 20% av den

meksimale, Maksimal veksthastighet ved 20°C (u max) 18 i omrddet

0,11 - 0,1k (h_l) noe avhengig av forsgksbetingelsene,

Mellom maksimal spesifikk veksthastighet (u max) cg fordoblingstiden
(TD) gjelder fglgende relasjon:

in 2 _ 0,69 - _
D u max 0,11 - 0,11 (n) L,9 - 6,3 (n)

Soppen kan fordoble sin biomasse i 1ldpet av 5-6 timer ndr

glukosekonsentrasjon og temperatur er optimal.

F. aquaeductuums hgye affinitet til glukose kan tildels forklare dens
evne til & dominere begroingssamfunnet i nedre Otra. Dens veksthastig-
het som funksjon av glukosekonsentrasjonen er vist i fig. 3, og sam-
tidig er det antydet hvordan den tilsvarende kurven for en bakterie,
f.eks. Sphaerotilus, kan tenkes & se ut om man antar KS =5 mg/l og

p max = 0,24 p~t (utfra Phaup 1968).

Som man ser, vil soppen vokse hurtigst ved glukosekonsentrasjoner
under 4,3 mg/l, og bakterien vil helt eller delvis bli utkonkurrert.
I tillegg vil faktorer som toleranse overfor lav pH og evne til &
feste seg til underlaget selv i hurtig turbulent strgm virke til
soppens fordel. Dens evne til & utkonkurrere andre sopp, kan skyldes

de samme eller andre faktorer.

Undersgkelsene i kjemostat pédgdr fremdeles som et forskningsprosjekt ved

NIVA med sikte p& & bestemme soppens affinitet og krav til P- og N-kil-

o

der, evne til & utnytte ulike bestanddeler av sulfittavlut, krav til
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Fig 3 Teoretisk veksthastighet for Fusarium aquaeductuum
og Sphaerotilus sp. som funksjon av glukosekonsen-
trasjonen

0,2+

Fusarium agquaeducliuum

Umax FUSarium
T — hs

USRS

0,1-

: ) : >
1 43 5 [ 15
S ( mg glukose/l)
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oksygenniva, konkurranseevne overfor andre begroingsorganismer og

evne til & nedbryte lignosulfonater og blekeriligniner.

3.5 Sulfittlut som vekstsubstrat

Et karakteristisk trekk ved de refererte funn av F. aquaeductuum i
norske vassdrag er at arten bare finnes dominant i elver med tilfgrsel
av sulfittavliut, Det forhold at arten dominerer md skyldes at den
henter sitt substrat direkte fra opplgste stoffer i vannet uavhengig
av andre begroingsorganismer, Bergmann-Paulsen (1962) har beregnet
sulfittluten til & utgjgre ca. 85% av totalutslippet fra Hunsfoss
fabrikker beregnet som personekvivalenter, og det er da naturlig & ta
utgangspunkt i sulfittlutens sammensetning nir en skal lete etter
naturlige vekstsubstrater. Ved Hunsfos fabrikker benyttes for tiden
(1973) bdde furu-, gran—- og lgvtrevirke som rdstoff med andeler pi
henholdsvis 60, 25 og 15%. Avluten fra sulfittkok vil ha noe ulik

sammensetning avhengig av rdstoffet,

Karbohydratene 1 veden utsettes for en rekke forandringer under
sulfittkoket, hvorav den viktigste er syrehydrolyse av glykosidiske
bindinger. Hydrolysen leder til depolymerisasjon og opplgsning av

den lettest tilgjengelige og lavmolekylare del, hovedsakelig hemicellu-
loser, samt en viss degradering av gjenvzrende fibre. Den delen som
opplgses i kokluten, undergdr videre depolymerisasjon til monomere
sukkere, som tildels nedbrytes under dannelse av aldonsyrer og
sukkersulfonater. Enkelte sukkere dehydrerer under dannelse av

heterocycliske forbindelser som furfural.

Delignifisering av tremasse foregdr ved sulfonering, hydrolyse av
bindinger til hemicelluloser og dannelse av lgselige, polymere
lignosulfonater av varierende sammensetning og polymerisasjonsgrad,
avhengig av det rédstoff og den kokeprosess som anvendes. Man regner

at ca., 50% av tgrrvekten i trestokken fglger kokluten, som ved sulfitt-
prosessen stort sett slippes direkte i vassdragene. Uten forutgéende

ngytralisering vil surhetsgraden i utslippet ligge omkring pH 2-3.
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Tabell 1. Kjemisk sammensetning av tgrrsubstansen i _sulfittaviut fra et

kraftpapirkok etter fjerning av uorganiske bestanddeler.

(Etter Rydnolm (1965), side 518,)

Fraksjons- RBeskrivelse av komponent Prosentdel
gruppe av tgrrvekt.
I Lignosulfonsyrer, hgymolekylzre 23.7
" ", lavmolekylszre 28.6
o - Conidendrin (?2) 0.k
Hydroxymatairesinolsulfonsyre (?) 2.2
Carbohydratsulfonsyrer (%) 0.6
" " 1,9
Ikke undersgkte stoffer 2.6
60.0
II 0- (4-0O-methyl-a-D-glucosyluronsyre)-
(1 » 2)-D-xylose 2.5
ITI Glucuronsyre + smd mengder urenheter 1.0
v Fire polysakkarider som gir:

(1) glucose, mannose, galactose
(2) glucose, mannose

(3) mannose, glucose

(L) xylose 3.2
v D-Glucose 2.6
D-Xylose L. 6
D-Mannose 11.0
D-Galactose 2.6
L~Arabinose 0.9
Ikke undersgkte stoffer (aldonsyrer) LY

26.1

Vi Hovedkomponent eddiksyre 51

Total mengde organisk stoff 98.5
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Tabell 2, Konsentrasjon av monomere sukkere 1 sulfittaviut fra

Na-basekok pa furuvirke,

Sukkerart Konsentrasjon (g/1)
A B C

Pentoser:

Rhamnose 0,31 0,33 0,38

Arabinose 1,11 1,25 1,11

Xylose 5,29 T,T1 7,56
Hexoser:

Mannose 6,78 ' 15,98 -

Galactose 2,50 3,19 -

Glucose 1,42 5,10 -

Sukkerinnhold som % av
tgrrvekt 12,9 24,9 7,9

A : Maksimal koketemp. 135°C, 58% masseutbytte,
13,7% tgrrvekt i avluten.
B : Rayonpulp, maks.koketemp. 1L45%, 45 % masseutbytte.
| B etter sulfittspritgjzring.
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Som eksempel pd sulfittlutens sammensetning gjengis data fra Rydholm

(1965) i tabell 1.

I tabell 2 gjengis data fra Larsson og Samuelson (1967) over konsentra-
sjonen av monomere sukkere i aviut fra Na-base-kok med furu etter nor-
mal koking (A), sterk koking (B) og sulfittspritgjering av B (C).

METODIKK VED VEKSTFORS@K OG ANALYSER

4,1 Valg av forsgksorganismer

Fglgende renkulturer har blitt anvendt:

Geotrichum candidum (NIVAC G2-T0)
Fusarium aquaeductuum (NIVAC E-TO)
Gjertype isolert fra Otra (NIVAC L-70)

Innledningsvis forsgkte en ogséd andre arter, som Phialophora sp.og
Sphaerotilus natans, men disse viste seg vanskelige & dyrke ved de
valgte betingelser. G. candidum og F. aquaeductuum er vanlige 1
fastsittende begroing og spesielt aktuelle i nedre Otra, og deres
fysioclogi er relativt godt beskrevet (Steensland 1970, Steensland
1973).

4,2 Dyrkningsmetode

En valgte for den innledende del av undersgkelsene ikke & benytte
kjemostat, som er relativt tid- og arbeidskrevende, selvom miljgfaktorer
som pH og konsentrasjoner av nzringsfaktorer og av metabolitter da kan
holdes konstant (Steensland 1973). I stedet ble forsgkene utfgrt i

250 ml rundkolber med 40 ml kulturvolum, inkubert mgrkt pa& gyngebord
ved 20°¢ i 5 dggn. Ved hvert forsgk ble 36 kolber anvendt med et like
stort antall ulike kombinasjoner av konsentrasjoner, medier og organis-—
mer., Ved start ble 0,1 ml standard inokulumskultur (1/8 TGY-medium i

2 dggn pé rystebord ved 20°C) tilsatt i dyrkningskolber med sterilt

medium,
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Ved avslutning av forsgket ble kulturen filtrert over Millipore membran-
filter (0,6 um) og absorbans ved 500 nm og pH mdlt pé& filtratet fgr
eventuell nedfrysing. Vekstutbyttet ble bestemt som mg tgrrvekt pé

filtrene etter skylling med destillert vann.

L.3 Dyrkningsmedier og forsgksmateriale

Vekstmedium for forsgk 2-9 ble preparert i vann hentet ved Steinsfoss
(stasjon 1) 12/12-1973. Vannet er karakterisert ved et lavt
fosfatinnhold og et relativt hgyt nitrogennivd (tabell 3)., Lav pH
md skyldes en betydelig pavirkning fra sur nedbgr. I forsgk 10 og 11

har en anvendt vann fra stasjonene 5 til og med 16 (fig. L),

Ved forsgk med sulfittluttilsetning har en anvendt 6 ulike avluter.

A/S Borregaard (siv.ing H. Evju) utfgrte ultrafiltrering av sulfitt-
avlut over DDS membran nr. 600, som skiller ved molekylvekt ca. 20.000,
slik at man som konsentrat hovedsakelig fir hgymolekylmre lignosulfo-
nater, mens lavmolekylzre karbohydrater og syrer finnes 1 en permeat-
fraksjon. For forsgk 3-11 er det anvendt avluter fra henholdsvis
gran-, furu- og lgvvirke fra A/S Hunsfos fabrikker (siv.ing. T.

Kittelsen). En del kjemiske analyser ble utf@grt pd avlutene (tabell k).

Ved forsgk med kloakktilsetning er det anvendt mekanisk renset kloakk
og kjemisk renset kloakk med aluminiumsulfat som fellingsmiddel, hentet
ved NIVAs forsgksanlegg pd Kjeller 10/1-197L til forsgk L4 og 19/3-197kL
til forsgk 7 (tabell 5).

Sterile stamoppl@gsninger av glukose, nitrogenforbindelser og ortho-
fosfat ble laget i 100 ganger ¢gnsket mediekonsentrasjon og tilsatt i
volumer pd 0,1 - 1,0 ml pr. 40 ml kulturmedium (fosfat etter autokla-
veringen). Alle kulturmedier ble justert til pH 5,0 med 1 N HCl eller
NaOH fgr start.
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Tabell 6. Sammensetning av agarmedier anvendt ved isolering

av lignosulfonsyretolerante gi®er OofF SODD.

Kode Karbonkilder: % org. tgrr Tilsatt volum
vekt: pr. 1000 ml
1/8 BL Sulfittlut, Ca-base
gran (Borregaard) 0,125 8,8 m1
1/1 BL " 1,00 70 ml
1/8 BK ~ Lignosulfonsyre-
konsentrat 0,125 5,0 ml
(Borregaard)
1/1 BK " 1,00 40 ml
Tilsetninger: 0,5 N NHuCl 5,0 ml
0,1 N P-buffer (pH 5,0) 5,0 ml

Agar til 1,5 %
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4,4 Isoleringsmetoder

Resten av vekstmediene anveﬁdt ved forsgk 1 ble uten autoklavering
satt til side i kjgleskap i 45 dggn, og alle viste ved mikroskopering
tydelige tegn pd vekst av bakterier, gjzr og sopp. Anrikningskultu-
rene ble anvendt for utstrykning péd agarplater med sulfittlut og
lignosulfonsyrekonsentrat fra Borregaard som C-kilde (tabell 6).
Platene ble inkubert i kjgleskap, og etter ca. 14 dager ble enkelt-
kolonier overfgrt til nye plater. Etter tredje overfgring var alle

sopp ©0g gjzrtyper bakteriefrie,

4.5 Biomassebestemmelse ved ATP-analyse

Vekstutbyttet i kulturen ble vanligvis bestemt ved tgrking og veiing
av frafiltrert mycel, men ndr tgrrstoffmengden underskrider 10 mg/1,
blir metoden ubrukbar for sdvidt smd kulturvolumer som 4O ml, Sett

i forhold til naturlige biomassekonsentrasjoner i vann er 10 mg/l
fremdeles svert hgyt. I de senere &r har ekstraksjon og analyse av
adenosintrifosfat (ATP) blitt mye anvendt som et mil p& levende
mikrobiell biomasse i jord, sjgvann og sedimenter, og analysemetode
og apparatur er néd vel innarbeidet ved NIVA (Laake 1974). ATP finnes
1 relativt konstant nivé i alle levende organismer, men nedbrytes
raskt ndr cellene dgr. Analysemetoden er svert fglsom med en detek-
sjonsgrense p& ca. 5 10_12 molar. Vekstutbyttet er i forsgk 10 og
11 angitt som ug ATP/1, som i denne sammenheng kan anses & vare propor-

sjonalt med enheten mg tgrrvekt/l.

4.6 Tynnsjiktkromatografi av vekstmedier

De ulike lutmedier og enkelte kulturfiltrater er analysert semi-kvan-
titativt for pentosene xylose,arabinose og rhamnose og hexosene glukose,
galactose og mannose ved tynnsjiktkromatografi, 5-20 pl ble applicert
pé SiOz—gel (0,25 mm) p& 20 x 20 cm plater aktivert ved 110°C i 30
min., Flere lgpemidler, impregneringsmidler og sprayreagenser ble
forsgkt, og god :parasjon med relativt intense flekker ble oppnddd

med methylethylketon (60 deler): iseddik (20 deler): methanol (20 deler)
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som lgpemiddel pé& plate impregnert med 0,1 N Borsyre fgr aktivering
(Scherz, Stehlik, Bancher og Kaindl 1968). Etter tgrking ble platene
fremkalt med anilin-diphenylaminfosforsyre — sprayreagens, og Tlek-

kenes posisjon ble sd bestemt relativt til wveskefronten (R€>’ hvor

_ Avstand fra startpunkt til flekkens sentrum

R
avstand fra startpunkt til veskefronten

Separasjonen av glucose og mannose var ddrlig. Sukkersammensetningen
ble bestemt ved sammenlikning med en standardlgsning (1 g/l av alle 6

sukkerarter), og mengden bedgmt ut fra intensiteten av fargeflekkene.

L1 Dyrkningsbetingelser ved utfgrte forsdk

T alt 11 dyrkningsforsgk har blitt utfgrt periodevis i tiden 1/12-1973
til 21/8-197h4, og forsgksprogrammet med den anvendte metodikk anses
som avsluttet. En oversikt over dyrkningsmedier, organismer og til-

setninger er gitt 1 tabell T.

RESULTATER OG BEREGNINGER

5.1 Preferanse for ulike N-kilder hos F. aquaeductuum og G. candidum

Som vist i fig. 5, har G. candidum ingen eller bare liten evne til &
utnytte oksydert N i form av KNO3, men 1 kombinasjon med redusert N
som NHMNOB’ utnyttes béde oksydert og redusert N like godt uavhengig
av karbonkildens natur. F. aquaeductuum utnytter begge former like
godt pad bade hgy- og lavmolekylar fraksjon, mens kombinasjonen NHuNO3
utnyttes 1litt dadrligere, P& sulfittlut derimot er det en klar prefe-—
ranse for NH)Cl. Resultatene bekrefter observasjoner av Cooke (1957)
om at G. ecandidum ikke kan utnytte nitrat. Ved alle pafgigende forsgk
ble NHh01 benyttet som N-kilde.

5.2 Preferanse for ulike fraksjoner av sulfittlut som energi- og

karbonkilde hos F. aquaeductuum og G. candidum

I forsgket med fraksjonert sulfittlut (Ca-base, gran) fra Borregaard
(fig. 5) viser begge arter meget god vekst pd den lavmolekylzre frak-
sjon med en utnyttelsesgrad pd hele 23,4% for G. candidum ved tilskudd
av bdde N og P, og tilsvarende ddrlig vekst pd den hgymolekylzre frak-



...BO..

sjon. G. candfdum synes & kunne utnytte langt flere komponenter 1 den
lavmolekylere fraksjon enn F. aquaeductuum. Ved tilskudd av N ég P

gir imidlertid F. aquaeductuum langt hgyere vekstutbytte péd sulfitt-
luten enn pd den lavmolekylszre fraksjon alene, mens forholdet er mot—
satt for G. candidum. Dette er svert interessant og viser at F.
aquaeductuum har energimessig utbytte av komponenter 1 ligninfraksjonen,
De lavmolekylzre komponentene utnyttes fdlgelig mer effektivt i kom-
binasjon med komponenter i den hgymolekylere fraksjonen. Vekstutbyttet
péd sulfittlut med ulike N-kilder viser at N~III er ngdvendig.

Westermark og Eriksson (197L) har nylig pdvist at hvitrdtesoppen
Chrysosporium lignorum under nedbrytning av cellulose utnytter fenol-
grupper i lignin som H-akseptor 1 en ekstra—cellulzr respirasjons-—

prosess etter fglgende skjema:

laccase

g
AN

quinone

or radical phenol

//

cellobiose:quinone oxidoreductase

N\

cellobiono=S8~lactone

}, lactonase

\\\

cellobiose

cellobionic acid

En tilsvarende mekanisme kan lede til at F. aquaeductuum utnytter
disakkarider i den lavmolekylzre fraksjon gjennom utskillelse av
ekstracellulzre enzymer ndr frie fenolgrupper er tilstede., Dannelsen
av frie radikaler kan lede til spontan polymerisasjon av aromatiske
ringer til lengre kjeder, noe som kan observeres som en bldbrun farging

av vekstmediet (Sundmann og Selin 1970). Ved alle vekstforsgk har
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graden av farging blitt mdlt som absorbans ved 500 nm, og szrlig
kraftig gkning har blitt observert ved vekst av béde F. aquaedﬁctuum
og G. candidum pé medier med sulfittlut fra 1gvtrevirke (tabell 8).
Absorbansen er pH-avhengig, men titrering av enkelte kulturfiltrater

har vist at dette ikke rokker ved tendensen til gket absorbans.

5.3 Utnyttbarhet av lignosulfonsyrer og sukkerarter

Innholdet av lignosulfonsyrer i kulturfiltratene ble forsgkt analysert
i forsgk 1, men metoden (Lindberg 1963) viste seg lite anvendbar pé
grunn av ddrlig reproduserbarhet og ikkelinezr sammenheng mellom ana-
lyseverdier og fortynningsgrad. P& ett og samme medium antyder imid-
lertid resultatene 10-15% reduksjon etter 5 dggn ved tilsetning av bide
P og N. Ved senere forsgk i felt vil en forsgke en fluorescence-
spektrometrisk metode for bestemmelse av humus og lignosulfonsyrer i
blanding (Almgren og Josefsson 1973) med fglsomhet ned i 0,2 mg/l.
Konsentrat som eneste karbonkilde gav noe vekst (fig. 5), mest for

F. aquaeductuum, som for en stor del trolig skyldes restmengder av

lavmolekylere forbindelser.

Bedgmmelse av sukkerinnholdet i ulike avluter ved tynnsjiktkromatografi
viser at Ca-base-avluten fra Borregaard hadde et hgyt innhold av pen-—
tosene arabinose og xylose, mens dette var betraktelig lavere 1 Mg-
base-avlut fra Hunsfoss (tabell 9). Forskjellen méd skyldes at koke-
prosessen med Ca-base har ledet til stgrre grad av hydrolyse av de poly-
mere karbohydrater i veden. Det kan videre spores restmengder av
monomere sukkere i konsentratet. I permeatet fantes dessuten to tyde~

lige flekker med R, 0,76 og 0,90, trolig tetroser eller trioser.

Mg-base-lut fra Hunsfoss viser et jevnt over lavere sukkerinnhold,
serlig med granvirke. Pentoseinnholdet var som ventet markert hdgyere
i avlut fra lgvvirke. Svake flekker med Rf 0,8-0,9 ble ogsd funnet
med disse avlutene, og dessuten svake flekker 1 omrddet Rg 0,1-0,3
(di- og trisakkarider)., Sukkerinnholdet md som fgr nevnt (3.5) ventes

& variere mye med betingelsene under kokeprosessen,
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Tabell 8. Absorbans ved 500 nm i kulturfiltratet etter dyrkning av

...33..

F. aquaeductuum, G. candidum og NIVAC L-TL pd ulike

sul fittlutmedier (1 w/v %).

Tilsetninger .
Karbon- og - Poh?" vo.~ | wm Y| mno. | wm*+po T
3 i 4773 L L ‘
energikilde ?
Fusarium aguaeductuum
Ca-base, gran 0,193 0,190 0,320 0,241 0,207 0,218
~ konsentrat 0,315 | 6,317 | 0,321 | 0,311 0,342 0,327
- permeat 0,031 0,030 0,03k 0,053 0,058 0,056
Mg-base, gran 0,060 0,055 - 0,070 - 0,055
- furu + 10% lgv 0,1k 0,137 - 0,162 - 0,205
- 1gv 0,238 0,238 - 0,358 - 0,438
Geotrichum candidum
Ca-base, gran 0,187 0,190 0,189 0,208 0,240 0,200
- konsentrat 0,317 0,310 0,316 0,325 0,311 0,310
~ permeat 0,029 0,030 0,040 0,191 0,197 0,07k
Mg-base, gran 0,061 0,061 - 0,072 - 0,069
- furu + 10% 1lgv 0,150 0,152 - 0,169 - 0,155
- lgv 0,192 0,190 - 0,530 - 0,480
Gjer (NIVAC L-Tk4)
Mg-base, gran 0,067 | 0,062 - 0,116 - 0,091
- furu + 10% 1lgv 0,169 | 0,158 - 0,220 - 0;177
- lgv 0,092 0,090 - 0,281 - 0,194
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Metoden som her er innarbeidet, gir raskt og uten alt for stor arbeids-
innsats et inntrykk av hvilke sukkerarter som omsettes av begroings:
organismene, Hittil har bare noen fé kulturfiltrater blitt analysert,
og det kan derfor ikke sies noe mer om organismenes preferanse for

ulike sukkere annet enn at det er markerte forskjeller.

5.4  Vekstutbyttet for G. candidum ved tilsats av glukose i sulfitt-
lutmediet

Ved tilsetning av en lett nedbrytbar karbon- og energikilde til

ulike sulfittlutmedier viser gkningen i vekstutbyttet klar avhengighet
av hvilken av luttypene mediet bestdr av (fig. 6, tabell 10). Dersom
avlutkomponentene gav samme energiutbytte som glukose, skulle en vente
18% gkning 1 YS med N og P i overskudd, lavere verdier skulle indikere
at inhiberende faktorer i mediet fgrer til lav utnyttelsesgrad for

glukose (Y . ), mens hgyere AY_ viser at avlutkomponentene er lite

glu
nedbrytbare eller mindre effektive energikilder.

Resultatene indikerer at faktorer 1 mediet med Borregaard-liut inhiberer
glukoseomsetningen 1 stgrre grad enn med avluter fra Hunsfoss. Hva
normal Yglu skal vere er vanskelig & sij; verdien angitt for F. aquae-
ductuum i kjemostat er ikke overfgrbar, og selv maksimalverdien (4,9 %)

synes lav sammenliknet med en maksimal Y_ = 23,4% funnet ved forsgk 1.

En ser imidlertid tydelig at Mg-base-lut fra gran har et meget lavt
innhold av utnyttbare forbindelser bedgmt ut fra vekstutbytte uten
glukose med P og N i overskudd, Mg-base-lut fra furu + 10% 1gv og fra
1gv ligger ca. 35 ganger hgyere. Resultatene er i god overensstem-

melse med karbohydratnivédet i de ulike avluter.

5.5 Vekstutbyttet for F. aguaeductuum, G. candidum og NIVAC L-TL

som funksjon av type og konsentrasion av Mg-base-avliuter

Som vist i fig. 7, s& utnyttes avlut fra granvirke ikke av F. aquae-
ductuum, trolig pd grunn av en kombinasjon av toksisk pdvirkning og

manglende evne til & omsette de lavmolekylzre forbindelsene. Arten



synes generelt & vere den mest fglsomme for hgye konsentrasjonér.

Ogsd G. candidum og NIVAC L-7h4 blir fullstendig inhibert ved 5%
konsentrasjon i mediet. Alle avluter viser en tydelig, men svak
inhibitorisk effekt ved 1 w/v% konsentrasjon 1 forhold til 0,5 w/v%,

og markant inhibisjon ved 5 w/v% (fig. 6, 7 og 8). Gifteffekten kan
delvis skyldes akkumulering av toksiske nedbrytningsprodukter 1 mediet.

5.6 Begrensende neringsfaktorer for heterotrof vekst i vann fra

Steinsfoss

Vannets totale nitrogeninnhold var ifglge kjemisk analyse 200 ug N/1,
+ilsvarende ca. 1k mM N, og av dette er 3 mM NHh+ og & mM NO3"_ Total—
fosfatnivdet var 3 ug P/1 tilsvarende 0,1 mM. Ftter tilsetning av
NH) C1 (fig. 6, T og 8) har sdledes niviet av utnyttbart nitrogen blitt
fordoblet til ca. 20 mM N, mens fosfatniviet tidobles ved tilsetning
av fosfatbuffer. Likevel er tydeligvis nitrogen den primzrt vekst-
begrensende faktor. Dette kan forklares ut fra analyseresultatene for
sulfittavlutene (tabell 4), som viser at disse inneholder fra 0,9 til
1,5 mg P/1. Etter fortynning til 1,0 w/v% medier vil dette gi L,1 mM
i avlut fra gran, 8,1 mM i avlut fra furu + 10% 1gv, og 6,7 mM 1 avlut
fra lgvtrevirke. Innholdet av utnyttbart nitrogen i avlutene kan
trolig neglisjeres. N:P-forholdet uten tilsetning har altsd vert

henholdsvis 2,8:1, 1,4:1 og 1,6:1, ndr bare NHh+ og NO, regnes med.

3

Kravet til nitrogen og fosfor hos G. candidum ble bestemt i

forsgk hvor P ble holdt konstant mens N varierte og omvendt (fig. 10
og 11). Metodikken er ikke s@rlig tilfredsstillende, fordi organis-
menes livsmiljg er under stadig forandring under forsgket, og resir-—
kulasjon av N og P innen systemet ikke har blitt bestemt. Dessuten
er substratkonsentrasjonene unormalt store. Ut fra forsgket kan

kravet til N:P-forholdet anslagsvis beregnes til 1k:1,

G. candidum har en cellevegg vesentlig bestfende av polysakkarider

og litt chitin og inneholder 2,3% nitrogen, mens andre sopp (f.eks.




Tabell 10. @kning i totalt vekstutbytte (AYS) og beregnet vekst-

utbytte med hensyn pa glukose (Yglu) ved tilsetning

,..3"(.

av glukose (60 mM) i vekstmedier med ulike typer
sulfittlut (1,0 w/v %).

Sulfittlut Anrikning: (1 mM P, 10 mM N)

tilsatt - P N P+ N

AY (%) Ca-base, 3,2 6,1 4,4 4,5

Y (vekt %) gran 0,1k 0,28 0,56 1,25
glu

BY (%) Mg-base, 100 200 1200 750

Yglu (vekt %) gran 0,14 0,28 1,67 4,16

AY (%) Mg-base, 11,1 0 32,8 14,5

- furu +

Y (vekt %) 10% 1gv 0,14 0o 2,78 2,78
glu

BY (%) Mg-base, ~18 0 27,8 25,4

Y (vekt %) 1gv 0 0 3,47 4,86

glu




Vekstutbytte av Geotrichum candidum i vann fra Steinsfoss tilsatt ulike sulfittaviuter

- 38 b..

<
~

RRRRNNRRNRANR

RN

Fig.6
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Y, 407 PN Fig.8  Vekstutbytte (Yg) pa sulfitt-lut (furknqu
{vekt®/s} | lov) tilsatt vann fra Steinsfoss med
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F. aquaeductuum) har tykke cellevegger bygget opp vesentlig av chitin
og ventelig et hgyere nitrogeninnhold., Overslagsberegninger gir et
N:P-forhold p& 50-25:1 i et balansert vekstmedium. Forsgkene viser
at de ulike artene har noe ulik respons pé tilsetninger av P og N,

og mer eksakte verdier for kravet til fosfor og nitrogen som nzrings-

faktorer méd fastlegges ved kjemostatforsgk.

Som vist i figurene 7, 8 og 9 er nitrogen primert vekstbegrensende 1
alle medier ved de anvendte avlutkonsentrasjoner. Tilsetning av fosfor
i tillegg gir imidlertid et relativt stgrre utslag ved laveste konsent-
rasjon i samsvar med at N:P-forholdet i utgangsmediet da er stgrre.
Tilsetning av fosfor alene gir ikke et slikt utslag fordi nitrogen ikke
er tilgjengelig. Tilsetning av N alene gir imidlertid noe stgrre
utslag enn en skulle vente fra bakgrunnsverdier i vannet. Forklaringen
kan vere at 3/4 av nitrogenforbindlesene foreligger som nitrat, som er

en ddrlig N-kilde for organismene.

Ved lavere avlutkonsentrasjoner i resipientvannet enn 0,1 vol % vil
tilskuddet av fosfor fra avluten bli neglisjerbart i forhold til bak-
grunnskonsentrasjonen, og settes denne til 3 ug/l, kan N:P-forholdet
beregnes til ca. 30:1 ndr bare NHM+ tas med og ca, 110:1 ndr bide
NO3_ 0g NHH+ tas med, dersom ingen andre utslipp medregnes. Det er
fglgelig temmelig nzr balanse mellom fosfor og nitrogen som nerings-—
salter for heterotrof begroing i vann fra Steinsfoss ved avlututslipp

under 0,1 vol%, mens nitrogen m& antas & bli begrensende ved hgyere

utslippskonsentrasjoner.

Spgrsmdlet er s& om karbonkilder kan tenkes & begrense veksten, og

det er vanskelig & vurdere utfra disse forsgk. Det er for lite kunnskap
om de aktuelle begroingsorganismers evne til & utnytte de ulike
karbonkildene i utslippene ved de aktuelle konsentrasjoner. Andre

neringsfaktorer som K, Mg, Ca og S bgr ogséd vurderes,
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5.7 Kloakkvann som N- og P-kilde

To innledende forsgk for & studere kombinerte effekter av kloakk— og
industriutslipp (fig. 12 og 13) med tilnzrmet reelle utslippskonsentra-
sjoner har blitt utfgrt. I forsgk 4 var vekstresponsen proporsjonal med
kloakkvanntilsetningen, og ved lave sulfittlutkonsentrasjoner var respon-—
sen p& mekanisk renset ca. det dobbelte av mekanisk-kjemisk renset klo-
akkvann. Nivéaet av NHA+ er ca. 3 ganger hgyere etter mekanisk rensing
(tabell 5), og responsen samsvarer s3ledes relativt godt med at utnytt-

bart nitrogen er vekstbegrensende.

I forsgk 2 med hgyere avlutkonsentrasjoner var dessverre avligpsvannet av
en annen kvalitet, og kjemiske analyser foreligger 1kke ennad. Vekstre-
sponsen tyder imidlertid pé at kloakkvann ogs& kan virke inhiberende pad
G. candidum, da det ikke er noen klar tendens til gkning 1 vekstrespons
som funksjon av kloakkvanndoseringen, selv om tilsetningen mé medfgre en
gkning i N- og P-nivéet. @kningen i vekstutbyttet som funksjon av klo-

akkvanndoseringen var generelt overraskende lav.

Det er likevel &penbart at kloakkvannutslipp i kombinasjon med stor or-
ganisk belastning vil vere av avgjgrende betydning for begroingsproblemet
gjennom sitt tilskudd av P og N. Det vil ved fortsatte forsgk vere vik=~

tig & avklare samspillet mellom utslippene nzrmere.

5.8 Heterotrof vekstpotensial og nivé av organisk karbon og nerings-—

salter 1 nedre del av Otra

G. candidum ble podet pd vannprgver tatt under en feltbefaring 9/5-197kL,
og vekstresponsen etter 5 dggn bestemt ved ATP-analyse (fig. 14 og 15).
Metoden er et forsgk pd direkte & bestemme hva som er de vekstbegrens-—
ende faktorer for heterotrof vekst langs vassdraget med et naturlig
nivd av nedbrytbare stoffer. Den gir et verdifullt korrektiv til de
gvrige laboratorieforsgkene. Resultatene kan sammenholdes med nivéet
av organisk karbon, fosfor— og nitrogenforbindelser langs vassdraget

(fig. 16, 17 og 18).
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Fig.14  Heterotroft vekstpotensial ved poding av Gectrichum candidum i vann fra

40 nedre Otra (prévedato 9/5 -74) med ulike anrikninger av C-kilde og N
o Ingen tilsetning
304 e Tilsatt glukose (E0mM C)
x Tilsatt glukose {60mM C)
og N, Ct { 5mM N)
20+
104
/7
. \x
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Fig.15 Heterotroft vekstpotensial ved poding av Geotrichum candidum i vann fra
nedre Otra (provedato §/5-74) med ulike anrikninger av N og P

o Tilsatt P-buffer {1mM P)
e Tilsatt NH, Cl {5mM N}

X Tilsatt P-buffer {ImM P)
0g NH,/Cl {(5mM N}

vyxmwj,_:
1}}\/ /N::,M
1% 15 1

T ¥ T T
6 7 8 9 10 " 12 13
Stasjon {nr)

6



{Ju) volsoyg

9t sl 71 ! A

(534

- D

_hs...

b

N\

0tz D

JOL=©°
207 =X

7061 G/6 01DPaAQI4 'DHQ @IPaut (D0} uoqiTy ¥siuvbio 30303

Bo (007) uogioy Mstupbio 3sQiddo 104 y8dojiogsuofsoijuasuoy  gi'biyg

(170 Bw) uolspijudsuoy




- L6 -

(iuj waisnyg

9t TRt £
L M i L
S EEEr S i et SR
001
X
[+
o
n
st o
2
a
00T 2.
[
e
<
[{a
4 z
=
-00€E
i
d
g 007
=
(TR
ocZs
¥
1/N B4 g uus siputyy ¢
ton e
THN x
N19L o

7L- §/6 0ICPAAQId
0130 21pau 1 (FoN) 323U Bo (THN) wntuowwDd [N 30L)
uafouniu p1@nyniod Eo ysoiddo soy jadgliossucisoijuacuoy  gibig

i

{auj uslsms

gt Gl 74 £l
1 1 1 i

43

13 Gl 6 8
I

i 1 b

(Rymmmmm e 2 (XY e () e - (X3

o‘:lc«’ollo,/c\.

11461z uus BipuiN =0

d 10 = x
diwoyp=o

7.6l G/6 ©ippsAdld

o

22

2.

=Ry = (K ==X (X0,

]

‘DIIQ 91pBU I D450}

-1pj0} B0 ypys040340 10§ yedojiojsudiSpijuaSUOY

-0¢

-C7

-0s

0%

- 06

L3

{1/d4 61 ) uolsoriuasuoy



_h'-(..

Vann tatt ved stasjon 5 (utlgpet av Venneslafjorden) og 6 (brannsta-
sjonen) er ikke representativt for vassdraget pa disse‘stasjonene Pa
grunn av sigevannspdvirkning fra landbruk (5) og kloakkvannutslipp (6)
pé prgvestedet (se fig.h). Dette kan tydeligst ses ut fra den spesifikke
elektrolyttiske ledningsevne, som p& stasjon 7 (inntaksbassenget ved
Hunsfoss) ligger adskillig lavere. Tilsetning av gluvkose ved stasjon 6
gir kraftig gkning i vekstutbyttet, noe som illustrerer at i vann pa-
virket av kloakkutslipp er karbon begrensende. Vannet har meget hdye

nivder av P og N.

Oppstrgms Hunsfoss fabrikker (st. 7) har imidlertid vannet et N-niva
p8 linje med verdier fra Steinsfoss (stasjon 1), mens P-nivdet er
opp 1 5 ug P/1. Alle tilsetninger gir noe gket vekstrespons, glukose

mest,

Nedstrgms Hunsfoss fabrikker (st. 8) gket vekstpotensialet markert, og
tilskudd av nitrogen i kombinasjon med glukose og fosfat gir gket
respons. Dette samsvarer med en reduksjon 1 NHh+ til 5 ug N/1, og
ogsé NO3_ reduseres, Fosfat reduseres ogsd kraftig til <2 pg P/1.
Positivt utslag fis ogsd overraskende nok av glukose, selv om 1lgst

organisk karbon her er det femdobbelte.

Like nedstrgms Vigeland Bruk (st. 9) fis en svak reduksjon i vekst-
potensialet, og glukose gir positivt utslag.

Ved stasjon 10 (Sjgbua hengebru) fés et sterkt utslag ved tilsetning
av fosfat. Da utslaget 1 kombinasjon med ammonium er langt mindre,

sd kan dette skyldes forekomst av partikulert karbon i mediet. Vannet
ble ikke filtrert f¢r forsgkene. Utslaget er forgvrig stgrst for
ammonium og glukose 1 blanding, og det synes som om alle tre faktorer
ligger nzr begrensende nivder. Nitratkonsentrasjonen har sunket til
30 ug N/1, og tendensen i N-kurvene viser klart at NHh+ utnyttes fgrst

. ° - ° + . . .
og hurtigst, men at ogsa NO kan utnyttes nar NHh 1kke er tilgjenge-

3
lig.
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Stasjon 11 (Kvarstein bru) viser en stigning i nivéet av béde NOB—’

wm,
. . + .
karbon minsker. Bare tilskudd av glukose + NHh gir en svakt gket

og total-fosfat, og vekstpotensialet gker selv om lgst organisk

respons.

Hgiebekken (stasjon 12) er en tillgpsbekk med liten vannfgring, men
hgye konsentrasjoner av naringssalter, organisk karbon og andre kom-
ponenter, samt svert hgy pH. Effekten pd hovedvassdraget kan spores
i alle kjemiske parametre ved stasjon 13 (tabell 3). Vannet i bekken
gir et noe unormalt vekstpotensial, da tilsats av NHM+ + POh3~ virker

klart negativt. Tilsetning av glukose gir imidlertid en kraftig res—

pons som viser underskudd pd lett utnyttbar karbonkilde,

Ved stasjon 13 (Hagen) har NOB-’ totalt fosfat og totalt nitrogen gket

noe, men NHH+ og POMB_ er igjen svert lave. Vekstpotensialet er svert
lavt og har sunket pé tross av en gkning 1 organisk karbon.

Glukose + NHh+ gir positivt utslag. En toksisk effekt av utslippet
fra stasjon 12 kan ikke utelukkes,

Ved stasjon 14 (Skrdstad) har organisk karbon igjen sunket,
nitrat og partikulert fosfat tjener som N- og P-kilder, og alle til-

setninger gir positiv respons, glukose + NHM+ stgrst.

Ved stasjon 15 (Sgdal ved vanninntaket) har vekstpotensialet uten

tilsetninger gket igjen. Tilsetning av NHM+ synes & gi en negativ

respons, og ingen faktorer har szrlig stor positiv respons., Det kan

se ut som om en ukjent faktor virker begrensende eller toksisk,

Ved stasjon 16 (Oddernes bru) har det serlig skjedd en gkning i nitrat
og sulfat, og glukosetilsetning gir positiv respons.

5.9 Variasjoner i gvrige kjemiske parametre

I parametre som spesifikk elektrolyttisk ledningsevne (fig. 19), sulfat
(fig. 20), Mg, Ca, Na og K (fig. 21) og pH (fig. 22) kan effektene av
kloakkutslipp, utslipp fra Hunsfoss, fra Hgiebekken og fra kilder ner

Oddernes bru klart spores.
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En klar nedgang 1 K kan spores mellom stasjJonene T og 9, og bade Na,
Mg og SOME— synker noe etter stasjon 8 og stasjon 13, noe som kan skyl-

des binding i heterotrof biomasse.
Konsentrasjonene er imidlertid fremdeles hgye, og det er ganske usann-
synlig at noen av disse kan virke vekstbegrensende for den heterotrofe

begroingen, selv om sopp krever U4 ganger s& mye kalium som fosfor.

5.10 Begroingssamfunnets sammensetning

Benthosmateriale innsamlet under prgvetaking 9/5-197L4 er undersgkt i

lupe og mikroskop og vurdert mengdemessig etter fplgende skala:

5: Dominant
L: Hyppig

3: Vanlig

2: Sparsom

1: Sjelden

+: Forekommer

Resultatene foreligger i tabellform (tabell 11):

Stasjon 1 (Steinsfoss): Bare ubetydelig heterotrof begroing, samfunnet
utgjgres nesten utelukkende av Tabellaria flocculosa (Roth) Kiitz. og
Tribonema sp.. Tabellaria flocculosa er en vanlig benthosalge som
tolererer svert varierende betingelser. Tribonema derimot pdtreffes
oftest p& forurensningsbelastede lokaliteter, Lite organismer i vann-
fasen. I en annen prgve er det lite heterotrof begroing. Materialet
domineres av en Ulothrix art. Slekten Ulothrix foretrekker nzrings-
rike lokaliteter. Ellers finnes en del diatoméer sammenfiltret med

detritus og fibre i fnokker,

Stasjon 6: En viss forekomst av bladmoser, i tillegg inneholder prgven
tuster med heterotrof begroing, blégrgnnalger og diatoméer. Blagrgnn-

algeslekten Lyngbya finnes vanligvis i1 forurensningssammenheng.
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Stasjon 7: Prgven bestdr av diverse tréddformede organismer, blédgrgnn-
alger, grgnnalger og heterotrof begroing likt representert. Vannfasen

preges av Tabellaria flocculosa.

Stasjonene 8, 9, 10 og 11: P& samtlige stasjoner domineres begroings—
samfunnet fullstendig av heterotrofe organismer, vesentlig Fusarium og
Leptomitus. Foruten Tabellaria flocculosa har ingen alger kvantita-

tiv betydning 1 prgvene.

Stasjon 12: Den heterotrofe vekst er ikke fullt sé& markert som pé
st. 8, 9, 10 og 11. Blagrgnnalgen Lyngbya har kvantitativ betydning,
1 tillegg er observert friske grgnne tradder av Ulothriz. Sessil

alge (ubestemt) er en viktig bestanddel av vannfasen.
Stasjonene 13,14 og 15: Fibre og heterotrof begroing utgjgr hoved-
delen av benthosmaterialet, Mengden av organismer i vannfasen varierer

litt, péd stasjon 15 er p8vekstalgene ganske godt representert.

5.11 Sopp isolert pd sulfittlutmedier

Fra anrikningskulturer i vann fra Otra med sulfittavluter som karbon-
og energikilde har LI dominante organismer blitt isolert i renkultur.

Alle vokser godt péd agarplater med sulfittlutmedier.

NIVAC 1-Th4 og NIVAC 2-T7h4 er muggsopper med bldgrgnne sporer, men
syntes likevel & vokse uavhengig av fast substrat. Trolig stammer
de fra luftbérne sporer. Begge vokste godt pd lignosulfonsyrekonsent-

rat, og NIVAC 2-Th ledet til hurtig mgrkfarging av agaren.

NIVAC L4-7L4 og 5-Th er gjzrsopper med dirligere vekst pd konsentratet,
NIVAC L-Th er en apiculat gjzr med uregelmessig form som danner
lysergde kolonier, Den formerer seg ved knoppskyting og danner

trolig pseudomycel.
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DISKUSJON 0OG OPPSUMMERING

6.1 Metodiske begrensninger

Ut fra vire unders¢kelser over begroingssamfunnets sammensetning 1 Otra
(5.10) md det innrgmmes at G. candidum ikke er en szrlig representativ
art. Arten ble valgt innledningsvis fordi den vanlig forekommer i
sulfittlutbelastede elver, andre varianters fysiologl er relativt

godt kjent av leger og parasitcloger, og den er lett &4 dyrke i labo-
ratoriet. Den er en typisk testorganisme for heterctrof begroing.
Forgvrig kan den vokse bdde som gjzr (encellet) og som mycel (Fila-

menter).

F. aquaeductuum er imidlertid den dominerende sopp 1 Otra, og ved
senere forsgk vil hovedvekten bli lagt pa& & studere denne artens

gkofysiologi. Dessuten vil Leptomitus lacteus bli forsgkt anvendt.

Metoden med dyrking i kolbe pé& et rystebord er svart rasjonell, men
en m& bruke hgye substratkonsentrasjoner og vekstmiljget er under
kontinuerlig forandring under forsgket, slik at den har begrenset
verdl ved vekstfysiologiske studier. Hensikten var imidlertid
noenlunde raskt & f4 en oversikt over samspillet mellom de viktigste
faktorer som er bestemmende for den heterotrofe begroings natur, og

til dette formdlet har metoden vist seg meget brukbar.

De anvendte avluter og resipientvann er relativt representative for
hva en finner som et gjennomsnitt i nedre Otra, bedgmt ut fra kjemiske
analyser og data fra tidligere undersgkelser. Utslippene fra Husfoss
foreglr periodevis, og strgmningshastigheten i elva er savidt stor at
en tilsvarende periodisitet i kjemiske parametre kan pavises langs
hele elvestrekningen. Det vil derfor vere aktuelt & gjennomfgre en
ny episodestudie hvor vannprgver tas for analyser pd de viktigste

neringssalter og organisk karbon, og for vekstpotensialmélinger til-

svarende forsgk 10 og 11.




6.2 Orgeniske utslipps og nzringssaltenes betydning for den hetero-

“trofe begroing

Ved kjemiske analyser har en vist at nivéene av utnyttbart nitrogen
og fosfat ofte ligger svert lavt 1 elven. Noe organisk bundet fosfat
som inngdr i tallet for totalfosfat, kan trolig frigjgres kjemisk
eller ved ekstracellulsr enzymaktivitet (fosfataser) oé utnyttes, men
konsentrasjonsnivdene vil da ligge s8vidt lavt at organismenes vekst-—
hastighet vil begrenses. Nitrogen md hentes fra nitrat ndr ammonium
er oppbrukt, og siden nitrat utnyttes darligere md selv relativt hgye
nitratnivier ventes & vere hastighetsbegrensende. Enhver tilfgrsel
av nitrat, ammonium og fosfat vil derfor sannsynligvis bidra til gket
begroing s& lenge utslippet av organisk stoff er uendret. Kloakkvann-

tilfgrselens betydning bgr vurderes nermere i denne sammensetning.

Den organiske belastning pd nedre Otra er svart stor, men Pa& grunn av
stor vannfgring og et raskt fall mot sjgen er neppe tilgangen pad opp-
1gst oksygen noen minimumsfaktor. Utslippet av sulfittlut fra Huns-
foss dominerer, men ogsd utslipp fra Norsk Wallboard og utslipr i
Hgiebekken kan spores. 60-T0% vil vere tungt nedbrytbare forbindelser,
og det er usikkert i hvilken grad begroingen er istand til & minerali-
sere disse i lgpet av den relativt korte tid som stér til rédighet,
Lignosulfonsyrene bidrar antakelig til at F. aquaeductuum mer effektivt
kan utnytte vannets innhold av lavmolekylare stoffer. Analyseverdiene
for lgst organisk karbon viser klar nedgang etter hvert hovedutslipp,
og selv om neringssalter har betydning for begroingsintensiteten, sa
er det opplagt den store organiske belastning som er den egentlige

drsak.

6.3 Toksiske effekter ved ulike utslipp

Ved fortsettelsen av undersgkelserevil det vare viktig & vurdere tok-
siske effekter ved utslippene, bdde overfor organismer som naturlig
forekommer i en sgrlandselv og overfor saltvannsorganismer og fisk.

Ved blekeprosessen i celluloseindustrien benyttes bl.a. klorforbindel-
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ser som oksydasjonsmidler, og nyere erfaringer viser tydelig at bl.a.
klorerte, aromatiske forbindelser finnes igjen i avlutene., Disse er
mer eller mindre kjemisk stabile og generelt toksiske. Det er ogsid
grunn til & rette oppmerksomheten mot utslippene av tensider og lut
1 Hgiebekken og eventuelt andre utslipp. Med tanke pd en reduksjon
av begroingen er det viktig & vite hvilken rolle denne spiller i av-

giftning og nedbrytning av toksiske forbindelser.

6.4 Effekter pd sjdresipienten

Bare en mindre del av tilfgrt organisk stoff mineraliseres helt til
karbondioksyd og vann pa elvestrekningen, resten vil havne i estuarom-
radet. Hva som her skjer med toksiske og tungt nedbrytbare forbindel-
ser er darlig kjent. Fra @stersjgen og Sveriges vestkyst vet en imidler-—
tid at lignosulfonsyrene kan spores i mange mil fra utslippsstedet
(Almgren, Josefsson og Nyquist 197L4). Nzr munningen vil trefibre og
begroingsorganismer, som stadig lgsrives og transporteres nedover,

sedimentere og kunne skape oksygenfrie forhold i bunnvannsomrdder.

6.5 Fortsatte undersgkelser over den heterotrofe begroing 1 nedre

Otra

Vekstfysiologiske forsgk med begroingsorganismer vil bli viderefgrt

i kjemostat og med andre teknikker, dels gjennom NIVAs egne forsknings-—
prosjekter. Vekstforsgk i forsgksrenner ved vassdraget med tilsetning
av nitrogen— og fosforkilde bgr ogsd viderefgres. Biomassen pd elve-
bunnen og i elvevannet vil bli bestemt ved ATP-analyse og dens reelle

stoffskifteaktivitet bestemt ved oksygenopptaksmilinger pd& elvebunnen,

Med sikte p& en bedre forstdelse av sammenhengen mellom begroingens
aktivitet og vannkjemiske parametre, bgr det gjennomfgres en episode-
studie med simultan prgvetaking p& flere stasjoner, foruten enkelte
fysikalske mdlinger p& stedet. Det vannkjemiske analyseprogrammet
vil bli utvidet med sikte pd en mer detaljert analyse av de organiske

komponenter., Dette vil s& alt 1 alt gi et grunnlag for enkle modell-
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betraktninger med sikte pd en nermere vurdering av selvrensningsgrad,

samspillet mellom ulike faktorer og massebalanser.

Litteraturstudier og innledende forsgk bgr igangsettes med sikte pé&

en nermere vurdering av gifteffekter ved ulike utslipp.

21/11-197k
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