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1.

SAMMENDRAG

Rapporten omfatter teoretisk og praktisk bakgrunn for bruk av
dialysekulturteknikk til testing av eventuell veksthemmende
effekt pa alger i renset avlgpsvann. Hovedvekten er lagt pa
beskrivelse av de forsgksbetingelser en er kommet frem til
etter velvillige rdd fra dr. Arne Jensen ved Institutt for
marin biokjemi ved Norges tekniske hggskole (NTH). Prelimi-
nere resultater er giengitt for & forklare bakgrunnen for de
forsgksbetingelsene en er kommet frem til. Rapporten er
med hensikt skrevet meget detaljert fordi prosjektet fra

1. januar 1973 overtas av en nyansatt forsker,

siv.ing. Morten Laake, etter at undertegnede har sluttet ved

Norsk institutt for vannforskning (NIVA).



2.

KORTFATTET TEORETISK BAKGRUNN

Bruk av kunsfige membraner for dyrking av mikroorganismer er en gammel
teknikk. Alt i 1896 brukte Metchnikoff kollodium-sekker inokulert med
kolera-vibrioner som han plasserte i buken hos dyr for & vise at det
eksisterte et diffunderbart koleratoxin. Teknikken har siden veart
anvendt for forskjellige formdl for dyrking av alger, bakterier, sopp,
protozoer og vevs-celler (1). I de siste drene har dialysekultur-
teknikk vert anvendt av en forskergruppe ledet av dr. Arne Jensen ved
Institutt for marin biokjemi ved NTH i Trondheim (2,3). I deres
arbeider benyttes gjennomsiktige dialyseslanger av fegegerert cellulose
som vekstkar. Dette volumet er lite i forhold til reservoaret som
dialyseslangene er nedsenket i (figur 2), og hvor en ogsd har gjennom-
strgomning. Derved kan substratkonsentrasjonen 1 reservoaret betraktes
som konstant. Et slikt system betegnes batch vekstkar, kontinuerlig
reservoar. Den matematiske formuleringen av mikrobiell vekst i dette
systemet er beskrevet av J.S. Schultz og P. Gerhardt (1) og konfirmert

av Jensen og Rystad (3); dette skal gjengis kort nedenfor.
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Veksten i dialyseslangen vil kunne ha et forlgp som vist p& figuren.
Den feorste vekstfasen er den eksponentielle; celletettheten er sd lav
at konsentrasjonen av den vekstbegrensende ne@ringskomponent er den

samme p& begge sider av membranen. Dermed vil Monods uttrykk for den

spesifikke veksthastigheten vare:

o4 o —Egéﬁ—;~ig— (Se tegnforklaring nedenfor)
X T u K e g 4

Etter hvert som celletettheten gker, vil den vekstbegrensende nerings-
komponenten ikke kunne diffundere raskt nok gjennom membranen. Konsen-
trasjonen i dialyseslangen vil avta, og kulturen vil g& over i en

line®r vekstfase. Veksthastigheten vil da vare gitt ved uttrykket:

ax YX . Pm . Am . (Sr - Sf) i Yg . Yx -
dat Vf
= celletetthet
Sr = konsentrasjon av vekstbegrensende n@ringskomponent
i reservcaret
Sf = konsentrasjon av vekstbegrensende naringskomponent
i vekstkaret (dialyseslangen)
KS = metningskonstant
YX = utbyttefaktor (mengde celler produsert/mengde
substrat omsatt)
Pm = permeabilitetskonstant
Am = arealet av membranen
Vf = volumet av vekstkaret (dialyseslangen)
YE = vedlikeholdskonstant (den del av det omsatte substrat

som pr. tidsenhet gér med til vedlikehold av cellene)

Om uttrykket YE'Yx'X er neglisjerbart (X er lav), blir uttrykket for

veksthastigheten lineart:

dX x » ™ » Am ® (Sr - Sf)

at ~ v




3.

Om en antar at ngg 0, er veksthastigheten direkte proporsijonal med

konsentrasijonen av vekstbegrensende naringskomponent i reservoaret.
Om denne er kjent, kan en ved & studere den linemre vekstfase finne

mél for utbyttefaktoren, Yoo

Nér celletettheten har nddd et visst nivd, vil tilgangen pd nering ikke
dx

It = 0. Dermed vil en kunne finne midl for

kunne underholde vekst og

v = Pm - A . (Sr - Sf)

X . V

For vart spesielle formdl er vi imidlertid fgrst og fremst interessert

i bestemmelse av veksthastighet i den logaritmiske vekstfase.

INNLEDNING

Dette delprosijektet kom i stand under planleggingen av programmet for
forspgksstasjonen pd Kjeller for 1972, Resultater fra renneforsgk
sommeren 1971 indikerte at kjemisk renset avigpsvann (aluminiumsulfat)
kanskje kunne virke vekstretarderende pd organismelivet i resipienten.
For & undersgke dette nzrmere ble det bestemt & undersgke veksthastighet
hos alger 1 resipient tilblandet renset avlgpsvann under standardiserte

forhold.

Under PRA-prosijektet vil ulike typer fellingsmidler bli testet (Al, Fe, Ca),
eventuelt koblet sammen med andre rensemetoder; og det er av fundamental
betydning at eventuelle vekstretarderende effekter ved slikt renset

avlgpsvann klarlegges pd bred basis.

Da man hadde fatt kjennskap til at dialysekulturteknikk var tatt i bruk
og anvendt i forurensningsproblematikken med stort hell av Arne Jensens
gruppe i Trondheim, fant man det formilstjenlig & benytte samme teknikk
for a4 teste eventuelle vekstretarderende effekter pd en del fysiologisk

forskjellige alger.




Det henvises videre til forskningsprogrammet for delprosjektet (bilag 1),

der det ogsd er redegjort for fremdriften av prosjektet.

Fordi metodikken mdtte tilpasses en spesiell problemstilling, og fordi
en her matte ta i bruk ulike typer ferskvannsalger som ikke tidligere
hadde vert dyrket i dialysekultur, ville innledende eksperimenter mitte
bli ganske omfattende og dermed arbeidskrevende. Prosiektet er derfor
for 1973 foreslitt delvis steottet fra imstituttets fcrsknlngsbud83ett
eller fra MAB.

En anser det som heldig & vinne erfaring med dialysekulturteknikken
siik den har tatt form fra forskergruppen i Trondheim. Denne gruppen
har hittil anvendt teknikken for sjgvannsalger, mens el ved NIVA

altsd tar opp ferskvannsalger. Under fremforingen av dette konkrete
prosjekt skulle en dermed bli i stand til 8 vurdere og eventuelt sette

i gang en utvidet bruk av teknikken om den viser seg formilstjenlig

METODIKK

b, 1 Testalger

Etter innledende forsgk er en blitt stiende ved folgende alger:

Selenastrum capricornutum Printz. Isolert fra Gijersisen,
Akershus, februar 1859.

Scenedesmus quadricauda (Turp.) Breo.  Isolert fra

Arungen, Akershus, juni 1964.

Oscillatoria agardhii var. isothrix Skuja. Isolert fra
Gjersjgen, Akershus, oktober 1g6i.

Andbaena variabilis Kitz. NTHC 36. Isolert av dr. Ejdasilva,
Bombay. (Iscleringssted forelppig ukjent, men vil bli oppklart).
Asterionella formosa Hass. L244 fra dr. I.W. Lund, Freshwater

Biclogical Association, Westmoreland, England.



4.2 Lagring og oppdyrking av_inokulum

Lagring: Grgnnalger og bligrgnnalger overfgres hver 14, dag
og lagres pd 100% Zg (4), Til Oscillatoriamediet til-
settas dobbelt mengde sporstoff. Asterionella over-
fores hver 1l4. dag og lagres pa 10% ZS tilsatt 80 mg

kaliumsilikat/1.
Lys: 2000 lux, 12 timer lys / 12 timer morke.

Temperatur: lSDC.

Oppdyrking av inokulum for dialysekulturen. Ved oppdyrking av inokulum

+as hensyn til to faktorer. Algene skal vare i fysiologisk god form
ved hovedeksperimentets start, dessuten skal den vekstbegrensende
neringsfaktoren vare brukt opp 1 mediet. I praksis vil dette si at
algene dyrkes opp pa moderat konsentrasjon av den aktuelle neringskompo~
nent og hgstes kort tid etter at den stasjonzre vekstfase er nadd. En
kan ogsd lage seg tilnermet stasjonzre kulturer ved & overfpre dem
daglig for dialysekulturens start med 50% inokulum og 50% n®ringsmedium.
Ved dyrking pd& fosfatbegrensende medium er 5% 28 med 1/4 fosfatmengde

(50 ug/1) funnet & gi en passende tykk inokulumskultur.

Ved dyrking av algene i overskudd av neringskomponentene (for beregning
av umﬂx) er det bare tatt hensyn til at algene skal vare fysiologisk
aktive. Algene er da dyrket P& 5% ZS og hostet mot slutt av logaritmiske

vekstfase.,

Forkulturene dyrkes opp i1 100 ml st3lkolber med 25 ml medium. Kolbene
er utstyrt med et sidergr for optisk maling av veksten. Kulturene star
pa rystebord ved 15°C med belysning fra "Osram hvitt lys" lyvsstoffror
med ca. 10000 lux i 18 t lys / 12 t merke. Maling av optisk tetthet
foregir ved 430 mu.



4.3 Apparatur

Fi ene 1-3 giengir prinsippskisser over apparatur og anordninger for
gleng PP g

opphenging av dialyseslangene.

Kar, Som vist p& figur 1 benyttes 3 parallelle plastkar der det totale

veskevolum i hvert kar er 35 liter. Overlgp serger for konstant veske-

volum.

Medietilforsel., Kullfiltrert vann fra instituttets store kullkolonne

i forspkshallen tempereres til 12°C 1 et 200 liters plastkar utstyrt

med varmeelement (3,3 + 1,7 kW), kontakttermometer og et kraftig

rgreverk (Parvalux, 184 rpm). Herfra pumpes vannet fra 3 parallelle

uttak ved hjelp av 2 multifix slangepumper (MC 1000-M 85C/2-1 848/gear 1:36)
regulert til & gi 4 1/time (ca. 100 1/dsgn). Disse kan reguleres, dels
ved hjelp av hastighetsregulator, dels ved & endre lengden p& det slange-
stykket som ligger inni pumpehuset. Silikonslange med 4 mm indre diameter
benyttes. Slangestykket som ligger inni slangehuset, mdlt fra ytter-
punktene for festeanordningen, er 19,2 cm. Det passer da med en hastig-
hetsregulering p& 82-85. Dette gir ca. 4 1/time, men reguleringen mad
fininnstilles ved hvert forsgks begynnelse og kontrolleres daglig. Vann-
hastighetsm&ling skjer ved hjelp av skilletraktene (250 ml gradert volum).
Konsentrert nzringssaltlssning doseres ogsd til skilletraktene og pumpes
ved hjelp av en flerkanals Desagapumpe (DBGM, elektronisk modell) med
slangetykkelse D og hastighetsinnstilling ca. 67. Hastigheten m& ogsd her

finjusteres ved igangsetting av hvert forsgk.

Fra skilletraktene fores mediet ned i karet ved hjelp av to glassrgr,
ca. 1,5 m lange. Utlgpet er plassert 5-10 cm over propellen til et

roreverk (Heto, type RST4) med hastighet 1150 rpm.

Lys. Lyskilden er Phillips lysrer TL 40/55, 7800 lux, m&lt inne ved
rotorakselen i tomt kar med den vinkelen pa lysskiven som gir storst
utslag. Lysstyrken er hittil md&lt med Panlux luxmeter. Lyset er
regulert med 18 timer lys (kl. 0600 -~ 2400) og 6 timer morke

(k1. 2400 - 0600). Lyssrgrene er montert som vist p&d figuren, med

5 stk. lysrgr pd siden av karet, 2 skrdtt cver karet og 4 lysrgr som

ligger rett over karet i 55 cm avstand fra vannoverflaten. Tor & f2
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Fig.2 Prinsippskisse for dialysekar médvsnelle og dialyseslanger
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Fig.3 Prinsippskisse for opphenging av dialyseslange

a. Anordning for sterilt proveuttak
b. Festeanordning

11.
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samme lysstyrke i alle tre kar, er det satt opp en sort plastgardin
vertikalt opp fra skilleveggene 1 karet (se figur 1). Dessuten er

det satt et par sorte tape-strimler utenpd to av karveggene.

Rotor oz sneller. Dialyseslangene er montert 1 sneller som roterer

i karet,med dimensjoner som angitt pd figur 2. Snellene er

opphengt i O-ringer (2Ir = 80 cm) som er festet til spor i en lang
stang. Stangen roterer ved hjelp av en rotor (Groschop & Co.

D DM 90-680, Getrieb 1155:1) med 20 omdr./min. Snellene er laget av

to plexiglass, skruer og aksel av rustfritt std1l. I plexiglass-skivene

er boret 12 hull for feste av slangene.

Feste av dialyseslanger. Figur 3 viser festeanordninger for dialyse-

slangene., I den ene enden er montert en anordning for sterilt prove-
uttak. P& et glassrgr (ca. 4,5 mm indre diameter, 1,5 cm lengde) er
festet en Millipore steriliseringshette (Cat. no. XX1104711). Den ene
enden av dialyseslangen er tredd utenpd denne og festet med tykk, hvit
sytrdd (bjornetrdd) som knyttes tett pundt hetten og festes til den

lille plexiglass-platen. 3 glasskuler, med 4-5 mm diameter, legges inni
dialyseslangen og virker som roring i kulturen. I den andre enden knyttes
to knuter, hvorpa slangen festes til den storste platen ved hielp av en

liten gummistrikk og en liten glass-stav (figur 3).
4.4 Medium

Som standardmedium benyttes 5% lpsning av Zs-medium (tabell 1, bilag 2).

Fosfat- og nitratkonsentrasjonene fastsettes spesielt for hvert kar.
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Tabell 1, Sammensetning av standardmedium, 5% 28.

Komponent Konsentrasion, mg/l
NaNO, 0 - 23,35
Ca(N03)2.4 HQO 0 - 2,95
K, HPO, 0 - 1,55
4gS0, .7 H,0 1,25

Na,CO, 1,05
FeCly.6 H,0 0,142
Fe.EDTA 0,37
Na,W0, .2 H,0 0,15 . 107°
(NH, ) (J10,0,,+2 H,0 0,4 . 10°
KBr 0,6 . 10°°
KI 0,4 1073
ZnS0,.7 H,0 1,45 . 1070
CA(NO),+t H,O 1,25 . 1073
Co(NOZ) .6 H,O 1,25 . 1073
CuS0, .5 H,0 1,15 . 10°°
NiSO, (NH,),80,.6 H,0 1,45 , 1073
Cr(NO,),.7 K0 0,2 . 10’2
v,0, 0,035, 10
41,(50,),K,80,.2 H 0 2,35 . 10°°
H,BO, 15,5 . 1070
MzSO, 12,5 . 107°

Mediet lages som 100% 28 med 25 ganger den g¢nskede konsentrasjonen
av fosfat (eventuelt nitrat). Det autoklaveres ikke og lagres 1

kijplerom i 10 liters kolber.
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4.5 Gjennomfgring av et eksperiment

Et eksperiment ber fortrinnsvis startes pd en mandag, slik at de neste
4 eller 5 ukedagene kan benyttes til mdlinger. Forkulturene md,

som tidligere nevnt, vzre fysiologisk aktive og veksten begrenset av
den neringsstoffkomponenten en vil undersgke. Kulturene fortynnes med

sterilt medium av samme styrke som er tiltenkt under dialyseeksperimentet.

Under de innledende forsgkene ble det ikke funnet frem til eksakt riktig
inockulumskonsentrasjon, men det antas at kulturene bgr fortynnes ned til
en beregnet optisk tetthet i omrddet 0,01 - 0,02 (Hilger, 430 mu). Be-

regnet som celletall/ml, skulle en anbefale at dette burde vare ca. S.AJ.OL+

for Selenastrum og 10" for Scenedesmus.

Izangsetting., Dialyseslangene(halve antallet av hva som trengs) kuttes

opp i lengder pd 60 cm. Torre glass pimonteres steriliseringshetter, som
igjen monteres i hver ende av dlalyseslangene etter at disse er fuktet
figur 3). Ved bruk av ikke axeniske kulturer kokes dialyseslangene

ca. 5 minutter i en EDTA-losning (ca. 0,25 g/l) og skylles i 3xl liter
destillert vann etterpd. Ved bruk av axeniske kulturer kan dialyse-
slangene autoklaveres pd vanlig mdte med 1itt EDTA og derpd skylles.
Inokulering skijer ved at slangene kuttss i to, pafylles 35 ml algesuspen-
sjon i hver del, som s& knyttes igjen og monteres pd sneller som to
paralleller. Det ansces som en fordel 3 etterlate en liten luftboble i

slangen; denne gir ytterligere sirkulasjon.

Mediene i dialysekarene m& ha den riktige sammensetning fra start, derfor
er trolig den beste fremgangsméten & sette 1 gang gjennomstromningen 1
karet pi fredag, slik at tilfgrselshastighetenc har stabilisert seg

over helgen.

Miling. Kulturene miles daglig pad samme klokkeslett. Nar optisk
tetthet og prover til analyse av organisk C tas ut, gigres dette 1

fplgende rekkefplge:



1. En snelle tas opp, torkes med héndkle og stilles pd bordet
med steriliseringshettene opp. Denne enden tgrkes med papir-
lommetorkle. Fra de homogent utseende kulturene tas sd ut 2 ml
ved hielp av kanyle og injeksjonssproyte {(Steristar, 48 x 1,1 mm,
hvit, og 2 ml ONCE injeksjonssproyte) som overfores til torkede
kulturrgr. Hvis veksten er klumpete, tas 2 ml ut, hvorpd en kan
"homogenisere™ kulturen ved 2 gni og klemme pa slangen mellom
tommelfinger og pekefinger med et papirlommetorkle. Derpa
fores de 2 ml inn i slangen isjen, blandes med resten, og en

homogen prove tas ut.

2. Derpd avleses optisk tetthet fra alle slangene p& snellen ved at
gummistrikken i bunnen tas av, slangen tprkes med papirlomme-

torkle og puttes i kolorimeterholderen. Avlesning av optisk

»

tetthet er vanskelig og krever trening. Det minste, stabile

el

utslaget pa kolorimeteret registreres, men det er viktig & pase
a3 &

&

at dialyseslangen har samme posisjon i holderen hver gang.

Avlesninger av tynne kulturer blir ungyaktige, mens avlesninger

o]

over ca. 0,15 UOD viser seg & vere pdlitelige nar kulturen er
e

homogen. Slangene monteres p& snellen igien.

*

3. 2 ml medium av riktig styrke tilsettes ved hielp av injeksions-

sproyten. En mé derfor ha en serie kolber med slike injeksjons-

lesninger sterilisert pd forhand (en for hver alge i hvert kar).

Spellen settes straks tilbake i karet etter hver m3ling. Mdleopera-

P

=3

sjonen md skije sd rvaskt som mulig og bor ikke ta over 3 time.

d

Det anbefales at veksten folges til en ndr stasjonzre forhold, det vil

si at cellemassen ikke gker lenger.
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4.6 Rengjoring og skifting av slanger

Apparaturen rengjores for hver forssksserie. Karene tommes og skrubbes
med berste (ikke sdpevann 1), glassutstyr vaskes, og slangene renses

for eventuelt humusbelegg. (Dette lgsner bare en klemmer p& utsiden).
Slangebitene som ligger inni pumpehusene, skiftes for hvert forsgk. For
Desagapumpen or det viktig at de 3 slangene ligger ner symmetrisk om

valsen, slik at de far jevn belastning fra denne.
200 l-karet rengigres ndr karveggene er dekket med humus.
RESULTATER

Figurene 4, 5 og 6 viser vekstforlopet under de 3 forsckene som ble
fullfort. Bilar 3 giengir detaljerte forscksbetingelser,
maletall oz beregnet generasjonstid for forsgkene. Endelig gjengir

tabell 2 en sammenfatning av gencrasjonstidene ved de tre forspkene.

Som en vil se av resultatene, er bare Selenastrum og Scenedesmus tatt
med. Ved forsgkene 1 og 2 ble ogsd Oscillatoria, Asterionella oz
Anabaena forsgkt. De to fgrstnevnte algene vokste ikke, men Anabaena
viste langsom, klumpete vekst. Mdletallene for Amabaena ble dog

ansett som for ddrlige til & tas med i denne rapporten.
DISKUSJON

Under diskusjonen vurderes de tre forsskene suksessivt slik at de
forskjellige erfaringene og grunnene for endringer i forscksbetingelser

fremkommer.

Fporste forsgk viste at lysstyrken i dialysekaret var for lav, siden

smd forskjeller i denne gav forskjell i veksthastighet. Forsgket

viste ogsd at inokulumsmengdene var for lave ved denne veksthastigheten.
Dette ga seg utslag i at dialyseslangens 1 flere tilfeller ble spist
opp av cellulosenedbrytende bakterier for vekstperiocden var slutt

(7-13 dager etter start). Grunnen til at bligrgnnalgene og diatomeen
ikke vokste, ble p& dette tidspunkt antatt & skyldes forskjell i vekst-

betingelser hos forkulturer og dialysekulturer.
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Forut For forsgk 2 ble vekstkurver tatt opp for samtlige testalger
under betingelser som best mulipg skulle tilsvare forholdene i dialyse-
kulturen (p& lite gyngebord, 10 000 lux fra daqélysr@r, 18 t lys/6 t
merke, temperatur = 16°). Det viste seg under denne perioden at de
to grgnnalgene kumne overfgres og vokste reproduserbart, mens de tre
andre algetypene var hgyst ureproduserbare i sin vekst. Bade varig-
heten av lag-fasen veksthastigheten og celleutbyttet varierte sterkt.
Dette fenomen bls tilskrevet konkurransen med bakteriene siden
kulturene ikke var axeniske. En vil anta at forkulturens stadium ved
overfgring, samt rysting vil influere pa& konkurranseforholdet mellom
bakterier og alger. Dette usikkerhetsmoment forte til at en ansd
det mest formilstjenlig & g& over til axeniske kulturer. Eventuell
overgang til & benytte axeniske kulturer vil skije i samarbeid med

dr. Jensens gruppe, idet de ogsd er interessert 1 4 utfpre forsgk med

de samme testalger, og har allerede fatt tilsendt disse.

Ved forsck 2 ble alle fem testalger inokulert igjen fra forkulturer

som presumptivt skulle vare 1 aktiv form (voksende kulturer). Inoku-
lumsmengden ble gket; dermed gikk de to gronnalgene over i aktiv vekst
uten forutgdende lag-fase. Imidlertid var det bare ubetydelig vekst &
spore av Anabaena og ingen vekst av Oscillatoria og Asterionella.
Turbiditeten cket noe, men dette skyldtes bakterievekst. Det ble
antatt at bakteriene dermed hadde "fitt overtaket' og hemmet alge-

kulturen.

For de to gronnalgene ble det vist god korrelasjon mellom m&linger av

optisk tetthet ved 430 mu og organisk C (figur 7).

Med hensyn til lysstyrken gav 7800 og 9400 lux samme veksthastighet,
mens 6000 lux gav antydning til lag-fase og reduksjon i veksthastighet
for Selenastrum. Sammenliknet med veksthastigheten i batch (5% ZB’
68000 lux i 24 timer og 20° p& gyngebord), se tabell 2, var det inn-
lysende at veksthastigheten i dialysekulturen var for lav (genera-
sjonstiden for hpy) - det vil si at veksten sannsynligvis var hemmet

av en ukjent faktor. Det var nerliggende 4 tenke seg at denne faktoren
mitte skrive seg fra springvannet og f.eks. skyldes restmengder av

klor og organiske klorforbindelser; derfor ble forsck 4 satt opp med
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kullfiltrert vann. Som det fremgar av tabell 3, viste batchforsgk
en fordobling av generasjonstiden i springvann, sammenl iknet med
destillert vann. Bruk av kullfiltrert vann viste samme veksthastighet

som destillert vann.

Forspgk 4 viste en betydelig gkning i veksthastighet (reduksjon i

generasjonstid) for Selenastrum og Scenedesmus i dialysekultur med

kullfiltrert vann, idet generasjonstiden respektivt gikk ned henholdsvis

18% og 37%. Enda ligger muligens generasjonstiden noe hoyt, men lys

og temperaturforhold er forskjellig fra batchforsgkene, slik at en
sammenlikning er vanskelig. Forkulturene vokste imidlertid med en
generasionstid p& 18 t for Selenastrum og 18 t for Scenedesmus, sammen-
liknet med henholdsvis 238 t og 22 t i dialysekultur. Det er meget
mulig at den hoye inokulumsmengden har bevirket at cellene for raskt
gikk over i linezr vekstfase - slik at den beregnede generasjonstiden

ar for hegy.

Forsgket viste ogsd en raskere vekst i1 medium med 50 ug P/L enn i
200 ug P/1, mens 10 ug P/l gyensynlig ligger 1 szomrédet for de
to gronnalgene, Her md imidlertid poengteres at inokulumsmengden
kan ha vart for hoy, og en rider til & senke denne til ca. 1/5
{(til en beregnet UODMSO = 0,01).Dermed skulle en oppnd flere mile-
punkter for den logaritmiske vekstfasen, og sikrere bestemmelse av

veksthastigheten.

Mi&letallene for forsgk 4 indikerer en viss nedgang 1 organisk stoff
og optisk tetthet det forste dognet 1 dialysekulturene. Dette kan
henge sammen med at inokulumscellene var "sultet" pd fosfat og trengte

et dogn for & tilpasse seg vekst igien.

En vil foresld at det neste forsgk utfores med mindre inokulumsmengde
og med alle 5 algene. Det er etter resultatene av forsgk 4 & domme
meget mulig at inhiberingsfaktoren i springvannet har virket s& sterkt
pd& Oscillatoria og Asterionella og til dels pé 4nabaena, at dette har
vert grunnen til vekststagnasjonen i dialysekulturene. Etter ett
innledende forssk med ZS foreslds et forsgk med renset avligpsvann for
& peile inn doseringsforholdet for dette. Det er mulig at en md
dosere naringslesning i1 tillegg til avlgpsvann for 34 £& riktig forhold
mellom fosfatmengde og eventuelle veksthemmende stoffer i avigps-

vannet ndr dette er kjemisk renset.
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Tabell 3. Generasjonstider for Selenastrun og Scenedesmus i batchkulturer

med ulike vanntyper i mediet.

g tq
Vekstbetingelser Vanntype
Selenastrum | Scenedesmus
1 liter batch, 6 000 lux | Destillert vann 12 timer 10 timer
i 24 t, 20°, stort gynge-| Springvann 2y "
bord Kullfiltrert vann 12 "
25 ml batch, 10 000 lux, | Destillert vann 19 timer 18 timer

18 t lys/6 t mgrke, 15°,
lite gyngebord
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NORSK INSTITUTT FCR VANNFORSKHIUG HeS/ivo
' . 2206072
Blindern

Supplerende delprosjekt til forsgksanlegget pa Kjeller:

Veksthastighet for alger - en parameter til beddmmelse

-av_kvalitet av renset avlgpsvann.

PROBLEMSTILLING

Til renset avlgpsvann mé en generelt kunne stille det krav at utslipp
i resipient ikke skal forirsake noen dyptgripende endring i de bio-
logiske prosessene i resipienten.

7 i
Kommunalt avlgpsvann er fgrst og fremst rikt pd vekststimulerende
komponenter, derfor bestér rensing av dette i hgygradig fjerning
av- organisk stoff og visse n&ringésaiter. 'Mye tyder imidlertid pa .

at alminnelig kommunalt avlgpsvann samtidig inneholder veksthemmende

- stoffer. Ved bruk av kjemiske rensemetoder introduseres ogsi kjemi-

kalier (aluminium-, jern- eller Ca-salter) uten at en idag kjenner
til den biologiske virkningen nir avlgpsvann med restmengder av kjemi-

kaliene samt forurensninger i disse belastes resipienten.

For & kunne anbefale vidtgdende bruk av en rensemetode m& det dog

vare en forutsetning at avlgpsvannet ikke inneholder noenvkémponenter

i slike konsentrasjoner at utslippet kan fordrsake veksthemmende virk-
ning pd en eller flere av organismegruppene i det akvatiske samfunnet.
En forenklet mite & skaffe til veie kvantitative mil for vekst~ '
hemmende (evt. vekststimulerende) Virgning er & ta ut én gruppe av
oigahismesamfunnet og teste utvalgte arter innen denne gruppen med hen-
syn til produksjonshastigheten ved forskjellige tilblandinger av renset

avlgpsvann. Planktoniske prim=zrprodusenter, det vil si planktoniske

alger, har ofte tjent som en slik gruppe i liknende problemstillinger.

~

Produksjonshastigheten hos alger er en funksjon av konsentra-

'sjonen av veksthastighetsbegrensende nzringskomponent nir dyrk-

ningsbetingelsene ellers er tilrettelagt. Produksjonshastigheten
i resipient tilblandet renset avlppsvann skulle dermed vare gitt
ut fra konsentrasjonen av hastighetsbegrensende nzringskompo-

nent. Eventuelt avvik skulle indikere veksthemmende virkning.

st

gy PR A
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Bruk av veksthastighet som parameter forutsetter definerte og

" konstante dyrkningsbetingelser. Dette vil si at nzringskonsen-
trasjoner, lys, temperatur osv. md holdes konstante under dyrk-
ningsperioden. Samtidig md de ekspérimentelle betingelsene
vezre slik at de simulerer forholdene i naturen si& godt som
milig. Det vil si at nzringskonsentrasjonene ma ligge i det om-
riddet en finner i resipienten, hvilket er mye lavere enn de som
gjerne brukes i klassiske laboratorieeksperimenter med batch-
kultur. Dessuten er det viktig at vanntypene som brukes
(resipientvann og renset avlgpsvann) ikke behgver noen forbe-
handling (autoklavering eller filtrering) som kan endre sammen-
setningen og dermed vekstegenskapene. Temperatur og lys mé_

ogsé velges innen de betingelser en finner i naturen. J

UTFPRELSE

En teknikk som langt pd vei imgtekommer ovenstéende krav til
eksperimentelle betingelser for mdling av veksthastighet er den
sdkalte dialyse kulturteknikken (1), som i de senere &r er tatt

opp her i landet og tilpasset forurensningsproblematikken (2).

Ved denne teknikken (som forgvrig ogsd kan anvendes for bakterier)

b‘dyrkes algene i dialyseslanger som roterer nedsenket i resipient-

- vannet. Utvalgte testalger podes i dialyseslangene og fér pi denne
midten vokse fysisk adskilt fra recipientvannet, mens nzringsstoffene

. (alle stoffer med molvekt under 5 - 10.000) kan diffundere fritt gjen-

nom Gialysemembranen (altsd noe nzr en filtrering). Naringsstoffene

holdes pa et bestemt konsentrasjonsni?é under dyrkningsperioden ved

hjelp av gjennomstrgmning i dialysekaret. Prinsippet er vist pd

vedlagte figur.

Arbeidet bgr fremfgres i fglgende trinn:

1. Utvelgelse av riktige testalger, oppbygning og utprgvning
av egnet apparatur. Krav til testalgene md vare at de re-
presenterer alger med fqrskjellige vekstkrav (rentvannsalger
og alger som finnes i forskjellige forurensede miljg), de ma
kunne vokse slik at de danner en homogen kultur i dialyse-
slangen, og de mi& ikke ha for lav maksimal veksthastighet.

Apparaturen bygges slik at den er egnet for rutinearbeid.



- 28 - | Bilag 1.

' Fastleggelse av de ulike testalgenes veksthastighet som

funksjon av konsentrasjon av hastighetsbegrensende nzrings-

komponent i et standardisert medium, og beregning av algenes

. metningskonstanter. Som hastighetsbegrensende nzringskomponent

undersgkes i fgrste rekke fosfat, eventuelt ogs& nitrat, og
senere eventuelle nazringskomponenter som kan antas & vzre

hastighetsbegrensende i resipienten.

Testing av veksthastighet i ulike kvaliteter og konsentra-
sjoﬁer av renset avlgpsvann. Korrelert med konsentrasjon
av hastighetsbegrensende nzringskomponent skal dette gi et
kvantitativt mdl for veksthemmende virkning. Denne para-

meter vil f.eks. kunne angis som

100 + (Vse_ - Vac_)
D b

% veksthemning =
) Vsc

der - Vscp er véksfhaétighet for en’av testaigene i standard-
medium med fosfat i konsentrasjon cp som hastighetsbegrensende
nzringsfaktor.

- Vacp er veksthastighet for samme testalge i1 en konsentrasjon
av avlgpsvann der den hastighetsbegrensende fosfatkonsentrasjon
er den samme som for standardmediet, cp. % veksthemning for
hver testalge bgr kunne angis som funksjon av konsentrasjon av
innblandet avlgpsvann. Eventuell vekststimulans i forhold til

standardmedium beregnes pd liknende méte.

Suppierende forsgk. med tilsats av hastighetsbegrenseude nzrings-
komponent ti1 avlgpsvann og mdling av resulterende vekstgking.
Ogsé tilsats av ulike konsentrasjoner av fellingskjemikalier til
avlﬁpsvaﬁnsmedier evt. standardmedier, kan bli aktuelt, for der-

med & teste kjemikalienes spesifikke virkning.

Ovenstéende program skulle, s langt en ken resonnere pd det

- navzrende tidspunkt, kunne gi et nyansert bilde av hvordan

virkning ulike typer renset avlgpsvann innblandet resipient-

vann kan ha péd produksjon av forskjellige typer alger.
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3. HITTIL UTFPRT ARBEID

Prosjektet er pibegynt, og noe arbeid utfgrt. Det er funnet frem til

fglgende testalger, som etter innledende forsgk ser ut til & egne seg:

a) diatomeen Astrionella formosa (innfgrt fra dr. Lund,

| England, men ogsd funnet lokalt dominerende i Mjgsa).

b) blagrgnnalgen Oscillatoria agardhit (isolert fra Gjersjgen).

c) g;¢nnalgen Scenedesmus quadricauda (isolert fra Arungen,
Akershus). ’ ) |

d) grgnnalgen Selenastrun capricornutum (vanlig testalge 1

laboratoriet - isolert fra Gjersjgen).
: i

Apparatur med tre parallelle dialysekar er bygget opp og delvis
utprgvet med pumper, lys, temperaturregulering, rgring og rote-
rende sneller til festing av opptil 12 dialyseslanger. De tre karene

kan opereres delvis uavhengig.

 Som mil for algetetthet.i kulturen hiper en & kunne anvende
optisk tetthet ved 430 mp. I en innledningsperiode skal optisk

tetthet korreleres med organisk karbon under vekstperioden.
L, ANDRE BRUKSOMRADER

Bruk av ovenstiende teknikk har et meget vidt bruksomrdde. Den
har allerede vist seg svert nyttig for vekstkinetiske studier i
naturlige resipienter (Trondheimsfjorden (3)), og for fastleggelse
av toleransegrenser for veksthemmende virkning av tungmetaller pa
alger i saltvann (3). Metoden kan nyttes til méling av vekst-
hemmende effekter i alle typer resipientvann, eventuelt tilsatt
ulike typer og konsentrasjoner av industrielt avligpsvann,

naturfremmende stoffer osv.

Sist men ikke minst vil resultatene fra forsgk med standard-
media gi kunnskap om de individuelle algenes vekstfysiologiske
krav, i form av verdier for metningskonstanter (Ks~verdiér).
Som en ser under avsnitt 3 er det valgt ut alger som har vid
utbredelse i pivirkede norske vannforekomster. Dermed skulle
slike kunnskaper kunne ihngé som en verdifull del-informasjon

i vassdragundersgkelser der disse algene dominerer.
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Bilag 2.
NORSK INSTITUTT FOR VANNFCESKHING - 1969
Forskrift til fremstilling ev nezringslgsning Z 8
0. HARINGSLUSIINGENS SAMMENSETNING le{fk*?ZS
NaliOg 67,0 mg/i
T on
Ca(NO3)2 . hHeO 59,0 )
K, HPO, | 31,0
1
MgSO,, + TH,O 25,0
Ne,C0, o212 "
Fe~komplexon 10,00 m/1  (585,7 g Fe/l, se punkt 1.6)
Sporstofflgsning 0,8 " (se punkt 1.7) ’

1. STOFFER OG UTGANGSLZSHINGER:

Som utgengsstoffer skal benyttes "p.a. Merck" reagenser, eller andre

merker med tilsvarende kvalitet.

. ali0,,:.

l.1 NeaW 3
46,700 g NaNOS 1gses opp i dest. vann og fortynnes til 1000 ml.
(Dosering: 10 mi/1).

1.2 Ca(NO3)2 + bI,0:
59,000 g Ca(NO3)2 . hHZO 1gses opp i dest. vann og fortynnes til
1000 ml. Ta ut ev lgsningen 100 ml og fortynn til 1000 ml.
(Dosering: 10 ml/1).

1.3 KQHPOA:
31,000 g KQHPOh 1gses opp 1 dest. venn og fortynnes til 1000 ml. Te
w av 1lgsningen 100 ml og fortynn til 1000 ml. (Dosering: 10 ni/l).

1.h

M . :’
MgSO) * TH,O

25,000 g MgSOh + TH,O lgses opp i dest. venn og fortynnes til 1000 ml.
Ta ut av lgsningen 100 ml og fortynn til 1000 ml. (Dosering: 10 ml/1).
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Na2003:

- 21,200 g ("krystellvenn—fri" evt. uttgrket ved 110°¢) fla, co lgses

opp i dest. venn og fortynnes til 1000 ml. Ta ut av l¢sn1ngen 100 ml
og fortynn til 1000 ml. (Dosering: 10 ml/1).

Pe-~komplexon':

106

lo?

1 6.1 2,700 g FeCl3 . 6? 0 (pulverisert f¢r innveiing). Innveiing mé
foregd fort, fordi stoffet er hydroskoplsk. Igses opp 1 100 ml G,1 HC1
(faktor. 1,0).

Tk plex
1.6.2 3,722 g komplexon IIT lgses opp i 100 ml 0,1 ¥ NaCH (faktor. 1,0)

1.6.3 Te ut 10,5 ml av FeCl, lgsningen. Bruk 10 nl "Gold~Iine™ og

1 ml gradert "Gold-Melline" pipette, og tilsett en 1000 ml mélekolbe.
Tilsett ca. 500 ml dest. venn, og 10,0 ml komplexon III lgsning. For-

- tynn til merket med dest. vann (@osering: 10 ml/1).

Sporstoffldsning etter Gaffron:

1.7.1 Vel inn fglgende stoffer:

Na WO, . 2H,0 0,0660 g
1

(NHh)G Mo?Oeh 2H20 0,1760
KBr 0,2380 "
KJ A : 0,1660 ¥
Zuso) 7H2O 0,57k0 ™
. ]

~Cd(N03)2 . hﬂeo 0,3080
Co(N03) * 6H0 0,2920 "
Cusoh » 5H,0 0,2500 "
NlSOL(Nﬂh) 8C), - 6H 0 0,3960 "
Cr(n0 )3 - THO0 0,07ko "
AL (uoh) K soh . hq 0 0,9480 "

Stoffene lgses opp i dest. vann og fortynnes til 1000 ml.

1.7.2 Vei inn fglgende stoff:

Vaos 0,0LLT g

Stoffet lgses opp i dest. vann og fortynnes til 1000 ml.
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1.7.3 Vel inn fglgende stoffer: HQBO3 3;100 g (evt. oppvarming‘iﬂ
100 ml vann) og MnS0) 2,230 g. Lgs dem opp i dest. vann. Fortynn til
1000 ml. ’

1.7.4 Ta ut 50 ml av 1.7.1 =lgsningen, overfgr til 1000 ml nélekolbe,

tilsett ca. 500 ml dest. vann. Deretter 20 ml av 1l.7.2-1gsningen og
100 ml &v 1.7.3*1gsningen, fortynn til 1000 ml. (Dosering: 0,8 ml/1).

1.8 Coonmettet venn

Ta ca. 10 1 dest. vann. Bruk serskilt forberedt flaske. Blds gjennom "COE"“
gass = 2 timer. Sett trykket P2 manometerets fgrste merke, og la ved &pning
av doseringsventilen trykket falle pé 0,9. Hvis "C02"~mettet vann har stétt
mer enn 6 timer md det igjen innbléses CC,-gess. (Dosering: 30 ml/1).

~

SAMMENGSETHING

2.1

Doseringen av de enkelte lgsninger mi foregd fort. Det er derfor gnskelig &
bruke en egen pipette (Gold-Line) for hver enkelt lgsning. Vask godt bdde
pipetter cg rilekolber. Pipettene md skylles med lgsningene fgr tilsetningen

begynner. Dypp ikke pipettene i original=-lgsningene. Bruk begerglass. Fgr

innstillingen skal pipetten tgrres av med rent filtrerpapir. Pass pé at det

ikke er lgsning pé pipetiens utside.

2.2

Ta en mdlekolbe (ikke mindre enn 1000 ml), £yll til ca. halvparten med dest.
vann, og tilsett 30 ml/1 002
1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6-1gsninger 10 ml/l, og av 1.T.h tilsettes 0,8
ml/l. Innpipettering md foregd s fort som mulig. Etterpd fylles opp til

-mettet venn (1.8). Etterpé tilsettes av:

merket med CO2"mettet venn. Menisken sitter pé merket.

2.3

M31 pH. Lgsningen skal he pH ce. 6. pH mé ikke vere h¢yére enn 6,3 og ikke
lavere enn 5,8.

Kolben md lukkes godt. Det er gnskelig at porsjonen autcklaveres med en gang.



Bilag 2.
-3y - .

3. AUTOKLAVERING

Ta en rundkolbe med flat bunn og fyll til halvparten med "Z 8"-lgsning.
Sett i autoklav (les bruksanvisning). Ca. T min. etter oppvarming begynner
det & blése damp gjennoﬁ ventilen. La dampen blése. Steng ventilen. Trykket
gir opp til 15 pund. La trykket stéd 15 minutter p& 15 pund, pass péd ved
regulering av flammen. Steng av gassen. La trykket synke (det tar ca. 15
minutter). Etter autoklavering avkjgles lgsningen til verelsestemperatur.

Dette bgr foregd s& snart som mulig, helst med risting i kaldt vennbed.
i, ETTERKONTROLL
j
M31 pH og ledningsevne (xyg). pH skal vere ca.:T,3 (omréddet T = 8 er bruk-

bart) og ledningsevne ca. 830 - 10 °. Det md kontrolleres at lgsningen er
klar og blank fgr den benyttes. ‘

Blindern, 11/6 1969

~Josef Kotei
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DETALJERTE MALETALL FRA INNLEDENDE FORSZK

FORSZK 1

Forsgksbetingelser:

Medium, kar 1: Springvann + 5% Z, + 26,6 mg Na-silikat/l
kar 2: "
kar 3: "

Vann: Springvann.

Lysstyrke, kar 1: 3200 lux
kar 2: Looo " 12 t 1lys/12 t mgrke.
kar 3: 3800 " :

Temperatur: 20%¢.

Inokulum, beregnet UODh30 (m81t i kulturrgr)

o

. 0,37
Selenagstrum; _355

i

00,0015

0,25
- Puclie Suncltsy
Scenedesmus: 250

0,001

. . 0,43
- ——
Oscillatoria: 250

G,007

Asterionella: <0,001

.

Tabell I. Malte fosfat— og nitratkonsentrasjoner under fors¢k‘l;

(M&1t v/ kjemilab.)

No, (ug N/1) : PO, (vg P/1)

Dato Kl. Regervoar |Kar 1 {Kar 2 |Kar 3 |Reservoar |Kar 1 [Kar 2 |Xar 3
26/5 230 , Co<2

29/5 0800 230 <2

29/5 1530 220 <2

30/5 1030 210 <2

30/5 1530 210 <3

31/5 0830 220 <@

31/5 1530 210 . <2

1/6 0800 210 <2

1/6 1515 200 <2

2/6 0830 210 5

2/6 1545 200

8/6 1300 235
13/6 230 ;
15/6 0800 2Lo <2

22/6 1530 200 L300 | L250 | k250 L 260 260 270
27/6 0800 210 4700 | L4700 | 5000 5 220 220 230
30/6 190 3150 | 2900 | 3350 L 160 170 170
L/7 200 3850 | L250 | 4350 <2 180 200 210
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Tabell III. Generasjonstid for de to grgnnalgene ved forsgk 1.
(5% 28 + S8i i springvann, 12 t lys/12 t mgrke)

(vasert pd OD-mélinger)

Selenastrum Scenedesmus
3200 lux TO timer 57 timer
3800 n 65 1" h3 1
Looo " 60 " ' k5 "
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FORSZK 2
Forsgksbetingelser:
Medium, kar 1: Springvann + 5% 28 + 26,6 mg Na-silikat/1.
kar 2: " '
kar 3: "
Vann: Springvann.
Lysstyrke, kar 1: 7800 lux
kar 2: gkoo " 18 ¢ lys/6 t mgrke.
kar 3: 6000 " :

Temperatur: 16 - 18°C.

Inokulum, beregnet UOD

(m&lt i kulturrgr)

430
Selenastrum: 0,03
Seenedesmus: 0,04
Oscillatoria: 0,065
Anabaena: 0,009
Asterionella: 0,025

Tabell IV. Malte fosfat— og nitratkonsentrasjoner under forsgk 2.

NO, (vg N/1) PO, (ug P/1)
Dato Reserveoar Kar 1 |Kar 2 |Kar 3 Reservoar Kar 1 {Kar 2 |Kar 3
4/10 100
5/10 100
6/10 100
9/10 k100 L4100 4100 210 220 220
13/10 3900 3800 3800 210 200 200
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Tabell VI. Generasjonstid for de to grgnnalgene ved forsgk 2.

(5% ZB + 8i i springvann, 18 t lys/12 t mgrke)
Temperatur: 16—180.
(basert pi& OD- og org. C-mélinger). o

Lysstyrke Selenastrum Scenedesmus
CD Org. C oD Org. C
6000 lux 30,0 t | 30,3 t 36t | 35t
7800 " 26,’4 11" 26,3 1" 35 1" 35 11
gkoo " 30,0 " 26,3 " 35" | 35"
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FORSZK L

Forsdgksbetingelser:

Medium, kar 1: Kullfiltrert vann, 5% 28 m/ 1/1 P (200 ug/l)
kar 2: " "o, 5% Zg n/ /4 P ( 50 ug/1)
kar 3: " "o, 5% Zg m/ 1/20 P ( 10 ug/l)

Lysstyrke: 7800 lux.

Temperatur: 16 - 18°C.

Inokulum, Dberegnet UOD : Selenastrum: *gilﬁ—i~l§—-= 0,03

430 90 |
Scenedesmus : —9423§é—;§-= 0,0k

(Forkulturene var dyrket opp pd 5% Zg m/ 1/4 P.

Tabell VII. M3lte fosfat- og nitratkonsentrasjoner under forsgk k.

N0, (g N/1) . PO), (ng P/1)
Dato Reservoar Kar 1 | Kar 2 |Kar 3 Reservoar Kar 1 [Kar 2 |Kar 3
13/11 <10 3900 4100 3800 k 210 58 13
1L/11 <10 3800 3800 3800 T 190 52 9
15/11 <10 3800 37060 3700 3 200 52 10
16/11 20 k300 4300 4200 5 1590 52 T
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Tabell IX. Generasjonstid for de to grégnnalgene ved forsdk b,

(5% Zg med 10,50 og 200 ug P/1 i kullfiltrert vann)
(basert pd org. C-mdlinger)

Temperatur: 16-18°C. Lys: 7800 lux, 18 t lys/6 t mgrke.

Fosfatkonsentrasjon Selenastrum Scenedesmus
200 pg P/1 23 t 22 ¢
50 ug P/1 21 " 9"
10 ug P/1 Yo " 38"




