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Sammendrag

Den encellede gragnnalgen Chlorella sorokiniana har potensial til a erstatte konvensjonell bruk
av nitrogenoksyderende bakterier i biofilter for a fjerne ammoniakk fra fiskens
proteinkatabolisme i resirkulerte akvakultursystemer (RAS). | konvensjonelle RAS blir
ammoniakk (NHs) nitrifisert til nitritt (NO2) som sa nitrifiseres til nitrat (NO3) som
akkumuleres i1 vannet. Chlorella sorokiniana tar opp NHs og inkorporerer det i aminosyrene.
Fosfater er et begrensende naringsstoff for algeveksten, det er funnet en sterk lineger korrelasjon
mellom gjgdsling med fosfat (PO4>") og evne til & fjerne NHs. Fosfater og kationiske elementer
(Ca*™, Mg*™* og Zn**) blir ogsa bundet i biomassen. Via fotosyntetisk aktivitet binder algene
karbon fra HCO3™ og holder pH stabilt hgyere etter foring. Reduseringen av hydrogen ioner (H")

senker graden av toksisk ammonium (NH4*) i vannet.

Malet for denne studien var & se pa om et forurenset algemiljg eller foropptak hos Niltilapia
(Oreochromis niloticus) hadde en pavirkning pa Chlorella sorokinianas kapasitet for fjerning

av ammoniakk fra fiskens proteinkatabolisme.

Tolv tanker med én Niltilapia (68 g til 187 g) i hver tank var tilknyttet hver sin bioreaktor.
Bioreaktoren bestod av en 7m Klar plastslange, limt sammen til spiraler i ett LED belyst,
aluminiums-kledd kammer. Far forsgksstart ble alle tankene overmettet med POs% og fisken
ble foret 80% av metthetsfalelsen. Halvparten av tankene hadde en antatt forurenset algekultur,
mens den andre halvparten hadde en nyetablert ren kultur med Chlorella sorokiniana.
Konsentrasjonen av NHsz, og NOz ble malt hver time i fem timer etter foring. POs% -

konsentrasjonen ble malt far foring og etter fem timer.

PO+ ble nyttiggjort i stor grad observert ved en halvering i konsentrasjon fra 2.20 til 1.24 mg/L.
En toveis ANOVA paviste ingen signifikante korrelasjoner mellom ren og forurenset algekultur
og konsentrasjon av NHs (P>0.12) og PO4* (P>0.46). Gjennomgang av preparater i mikroskop
viste en forskyvning av fremmede organismer, og sterk algevekst i den forurensete algekulturen
ved gjadsling. Det var heller ingen signifikant linegr korrelasjon mellom féropptak og fjerning
av NHs (P>0.34) og PO4* (P>0.10) i spennet 0.4 g til 2.3 g. Forurenset algekultur eller

varierende foringsmengde hadde ingen effekt pa Chlorella sorokinianas evne til a fjerne NHs.
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1 Introduksjon

1.1 Premisser

Menneskelige fremskritt har fremprovosert store endringer i hvordan vi produserer mat. Fra lokalt
produsert animalske og vegetabilske kilder med lukkede nitrogen- og fosforsykluser, er den
industrielle matproduksjonen preget av ekstern gjedsling, gjerne hentet ut fra et annet kontinent, og
med store utslipp. Moderne fiskeoppdrett har fa eller ingen mekanismer for a fange opp
neringsstoffer fra avfall. Det samme kan sies om moderne sanitering, der kloakk blir renset for farlige
stoffer far resten gar indirekte eller direkte ut i havet. Da fosfor er en begrenset kilde (Cordell et al.
2009) og nitrogen-utslipp forarsaker tap i biodiversitet og ekning av potensielt giftige
algeoppblomstringer (Fields 2004), bgr en se pa mater a nyttiggjere eller fange opp disse
neeringsstoffene. For voksne mennesker er mengden fosfater og nitrogen vi skiller ut, omtrent lik
mengden vi forterer ettersom muskler og skjellet ikke lenger vokser og trenger disse stoffene

(Jonsson et al. 2004). Potensialet for & fange opp og nyttiggjere disse naringsstoffene er dermed stort.

Hovedhensikten til akvatiske resirkulasjons-systemer, RAS (recirculating aquaculture system) er og
redusere vannbruken. Det spas at ogsa i mer primitive dam-systemer vil RAS etter hvert bli tatt i bruk
som et tillegg eller som et fullstendig alternativ (Gutierrez-Wing & Malone 2006).
Kunnskapsoverfgring fra dette fagfeltet til human avlgpsteknologi kan gi nye miljgvennlige

lasninger.

Som preliminzre forsgk pa dette fagfeltet har det blitt gjort to studier ved NMBU. Latif (2016) sa pa
fosfat (PO+*) som begrensende faktor i et eksperimentelt oppsett med Chlorella sorokiniana for &
fjerne  ammoniakk fra oppdrettsvannet og Niltilapia (Oreochromis niloticus) som
oppdrettsorganisme. Knezevic (2016) analyserte bruksomradene til forskjellige Chlorella-stammer

som potensiell kilde til for.

1.2 Chlorella sorokiniana som biofilter i fiskeoppdrett
Foret til de mest oppdrettede fiskeartene har et hgyt proteininnhold (20-50 %). Ved deaminering (Fig.

1.1) (fjerning av aminogrupper fra aminosyrer) nyttiggjar fisken de aminosyrene som ikke brukes til
muskelbygging som substrat for glukose og energi: Amminogruppen i aminosyrene reduseres til
ammoniakk (NH3) som skilles ut over gjellene via diffusjon (Hoar et al. 2001). | en studie av Porter
et al. (1987), viste at hos Dorade (Sparus aurata) var foropptaket proporsjonalt med utslippet av NHs.
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Figur 1.1: Deaminering av glutaminsyre (University of Leeds, 08.07.2016).

| konvensjonelle RAS brukes bakterier i slektene Nitrosomonas og Nitrospira til & oksidere
henholdsvis NHsz og nitritt (NO2) (Interdonato 2012). Der disse bakteriene kun fjerner
nitrogenbindingene tar C. sorokiniana opp NHz og nyttiggjer det i aminosyresyntesen (Kim et al.
2010) og ved lys og andre vekstmedier multiplisere seg til & bli en koloni der fisken kan redusere
forforbruket ved hjelp av algefiltrering (Priyadarshani et al. 2012). For a skape et produkt av hgyere
kvalitet kan algene hgstes under produksjon og avhengig av gnsket produkt prosesseres pa flere mater
(Knezevic 2016).

I innendgrs industrielle RAS blir ikke fosfatene bundet opp men skylt ut via utlgpsvannet (Rijn 2013).
| et system med alger vil fosfat fa en viktig rolle. Fosfat regulerer bade metabolisme, cellevekst og
kjemisk sammensetning av algecellen. Mangel p& PO4* senker det gunstig hgye proteinnivaet til
fordel for lipider (Liang et al. 2013). Latif (2016) fant en sterk lineeer korrelasjon mellom gjadsling
med PO4* og evne til & fjerne NHs og viste at gjedsling med PO* var en forutsetning for effektiv

bruk av C. sorokiniana til & rense vann i RAS.

C. sorokiniana har ogsa fordelen ved a binde kationske elementer (Ca**, Mg** og Zn**) som er nyttig
for cellevekst, i stedet for & la de akkumuleres i vannet (Knezevic 2016). Med bruk av bioreaktorer,
eller soleksponerte dam-anlegg vil algene produsere Oz som et biprodukt fra fotosyntesen. Nar algene
bruker CO fra vannet i form av karbonsyre (H2COs) vil dette gke pH og dra likevekten i reaksjonen
[H2COs+2NH3 = (NH4)2C0O3] mot venstre. Dette senker konsentrasjonen av sveert giftig ammonium
(NH4").



1.3 Mal for studien

Denne oppgaven mé ses pa som en viderefaring av forsgket til Latif (2016) der han sa p& POs*> som
et begrensende nzringsstoff. Denne oppgaven er todelt ettersom gnsket er & se pa de praktiske

bruksomradene med C. sorokiniana som ammoniakk-fjerner i RAS.

| 4pne industrielle rensesystemer vil det veere vanskelig & holde algekulturen helt ren. Skal man rense
restvannet fra kloakk ma man regne med forskijellige typer forurensning, og i ferskvannssystemer
trengs det en tilfering av nytt vann hvor fremmede algesporer kan komme med. Fgrste del av
oppgaven blir derfor a se pa hvordan et antatt forurenset miljg pavirker kapasiteten til C. sorokiniana

som biologisk resirkulasjons-organisme.

Andre del av studien ser pa hvordan C. sorokiniana takler et spenn i konsentrasjon av ammoniakk
forarsaket av ulikt foropptak. Fiskeoppdrett vil ha svingninger bade i biomasse og foropptak, og
dermed mengde NHs. Mengden naringsstoffer i kloakk vil ogsa ha ukontrollerbare svingninger som

systemet ma vaere i stand til & takle.
De to sparsmalene som stilles i denne oppgaven er som falger:

e Har en antatt forurenset algekultur en effekt pa fjerning av ammoniakk, nitritt, og fosfat?

e Har forskjeller i foringsopptak en effekt pa fjerning av nitritt, ammoniakk og fosfat?



2 Materiale og metoder

2.1 Fisk og regkting

Ut i fra et oppsett beskrevet i Latif (2016), ble forsgksoppsettet installert hos Institutt for husdyr- og
akvakulturvitenskap, NMBU. | forsgket ble det benyttet Niltilapia (O. niloticus) (12. generasjon fra
GIFT stammen). Syv individer fra tidligere forsgk ble viderefert, og ut i fra en begrenset
restbeholdning ble fem individer overfart til de resterende tankene. Dgdeligheten i tankene antas a
veere grunnet aggressivitet mellom fisken i et forsgk pa a holde to individer i samme tank. Snittvekt

etter forsgksdagen var pa 125 g med spenn fra 68 g til 187 g. Fisken ble sultet far forsgket startet.

2.2 Alger

Fer jul ble en ren kultur med alger (C. sorokiniana, stamme NIVA CHL176) levert av NIBIOs
biogass-lab, introdusert i ti tanker. Rundt februar skapte en markant fargeendring mistanke om
forurensning av blagrgnn-alger og videre forsgk ble suspendert. Seks tanker beholdt den urene
kulturen, utenom bioreaktoren som ble skiftet ut. Noe av kulturen som ble mottatt fer jul stod ubergrt
i en kolbe, og via utvanning og gjedsling ble en ny ren kultur gradvis tilsatt seks nyinnkjgpte tanker
og bioreaktorer. Denne kulturen ble gjgdslet med urea, ren fosfor og monokalsiumfosfat til en sa at

kulturen var etablert i bioreaktoren.

2.3 Tanker og bioreaktor
Tolv 20 L plast-tanker (35cm*26¢cm*23cm, Clas Ohlson, Ski) var arrangert med skillevegg (Fig. 2.1)

mellom tank 6 og 7 for & unnga kontaminering mellom de to miljgene. Renkultur av C. sorokiniana
ble benyttet i tank 1-6, mens en potensielt forurenset kultur ble benyttet i tank 7-12. | underkant av
12 L (11.8), ble oppvarmet og holdt stabilt pa 27°C (+ 2° C), av ti stk. Eheim Jager 3611 25W og to
stk. Trixie 87300 25W termostater. Hver tank hadde en mikro-poret luftestein koblet til en felles
luftpumpe (Airset super 8500). Tolv stk. Marina 87300 25W vannfilter ble strippet for filter og

fungerte som vannpumper til bioreaktorene.

Hver tank var koblet til sin egen bioreaktor (Fig 2.1). Algene ble eksponert til lys i 7 m PVC-slange
med indre diameter 10 mm (Biltema, Frogn). Slangene ble limt sammen i spiraler og lagt i et
alluminiumskledd kammer laget for god lysrefleksjon. Grunnet plassmangel ble to reaktorer montert
vertikalt pa den ene veggen. Hgnsenetting ble lagt som underlag, og to sponfiber-plater ble skaret til
for & dekke kammeret fullstendig. LED-dioder (EVOLYS ™) fungerte som lyskilder, og fire identiske



plater med 16 dioder pa hver plate ble montert med likt mellomrom i taket pa kammeret. Disse fikk
strgm via en 200W LED driver (Inventronics, EUD-200S070BT).

Figur 2.1: 3D-modell av forsgksoppsettet. Tolv tanker, med skillevegg, og individuelle reaktorer.
Kun slangene til den ene spiralen er tegnet inn.

2.4 Forsgksdesign og statistisk analyse

Forsgket ble opprinnelig designet for toveis variansanalyse (ANOVA), med to féringsregimer
(appetittforing, og halv rasjon bestemt ut fra appetittnivaet) innen hver av de to algekvalitetene. Det
var imidlertid stor variasjon i foropptak innen de planlagte féringsregimentene. Modellen ble derfor
modifisert slik at analysen ble utfart for faktorene algekvalitet (n=2), tid (timer etter foring; n=5 for
ammoniakk og nitritt i vannet, n=2 for fosfat), med féropptak som kovariat. Statistiske analyser ble
gjort i SAS (versjon 9.4, SAS Institute, Cary, NC, USA). Grunnet gjennomgaende store avvik ble
Tank 12 ekskludert i analysen.

Alle systemene ble mettet med fosfat far forsgksstart da det er en sterk korrelasjon mellom
fosfatgjedsling og algens kapasitet for fjerning av ammoniakk (Latif 2016).

Forsgket startet 22. april med foring, og estimering av foropptak. Det ble fra 22.april daglig testet for
fosfor- og ammoniakkniva, med tanke pa bade fiskehelsen og standardiseringen. 23. april ble det foret

for siste gang far testinnsamlingsdagen.



27. april var fisken sultet i fire dager og algekulturen hadde blitt godt etablert. Farst skulle tankene
mettes med fosfor pa likt niva. Syv tanker var mettet, to var overmettet og tre tanker var undermettet.
De to overmettede tankene ble tynnet ut ved a fjerne forholdsvis seks (tank 2) og fire liter (tank 12).
De undermettede tankene ble tilfgrt fosfor via uttynnet Na,HPOu til en lgsning som inneholdt ett gram
PO4* per liter. Der kalkuleringen stemte bra for utvanningen fungerte det ikke i tilsetningen og alle
tre tanker ble overmettet. Etter de ble utvannet igjen, nadde de et akseptabelt niva av fosfor (se Tabell
2.1).

Tabell 2.1: Fosfatniva i tankene etter metning og stabilisering.
Tank PO4+* mg/L

1,5

2,32
2,39
2,51
2,15
2,43
2,55
2,53
2,17
2,27
1,29
2,28
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Etter metningen ble ammoniakk, nitritt og temperatur malt i alle tankene (0-avlesningen) fer fisken
ble foret. Alle tankene fikk 80 % mengde for av det som trengtes for & oppna full metthetsfglelse. En
time etter foringen startet vi & teste ammoniakk og nitritt. Praver ble tatt hver time i fem timer, og ved

siste provetaking ble fosfor, oksygen og temperatur registrert i tillegg til ammoniakk og nitritt.



2.5 For

For forsgket ble det produsert et plantebasert for bestaende av hovedsakelig soyamel, maisglutenmel,
forklistret potetstivelse og rapsolje. Resten av ingrediensene er listet opp i Tabell 2.2. Foret hadde
beregnet sammensetning pa 28 % raprotein, 30 % stivelse og 6% fett i tarrstoff, basert pa tabellverdier
over ravarenes sammensetning. Foret ble tilberedt ved IHA, der 3 kg av ingrediensene ble ngye malt
opp og blandet. Soyamelet ble farst behandlet med 0,304 g flytende fytase blandet i en liter vann (50°
C) og fikk deretter hvile i 30 min. Etterpa ble alle mikro-ingrediensene og soyablandingen blandet i
en kjokkenmaskin (Kenwood major 1200 W). Deretter ble de gvrige terre ravarene blandet i
kjokkenmaskinen, kombinert med det enzymbehandlede soyamelet i en pastadeigmikser (Moretti
Forni Grain, Italy). Mikro-ingrediensene og soya-blandingen ble gradvis blandet inn i de terre
ingrediensene. Deigen ble deretter kjgrt gjennom en pasta-ekstruder (P55DV lItaly, Carasco, Italy) to
ganger, siste gjennomkjgring med en 3 mm dyse og to kniver for passende pellet-stgrrelse. Foret ble
tarket i en varmlufts-tgrker forst ved 80° C i 10 min, sa 100° C i fire min og tilslutt 90° C i tre min.
Alle oppvarmingene hadde en pause imellom gktene der fuktigheten ble malt, og det ble sjekket om

det forela fargeforandringer som kunne tyde pa Maillard-reaksjon.

Tabell 2.2: Formulering av forsgksdietten.

Ingrediens Gram
Soyamel (DENOSQY) 600
Maisglutenmel 954
Forklistret potetstivelse 999
Rapsolje 129
Premix 30
StayC 30
Lysin 93,7
Metionin 14,7
Treonin 20,1
Tryoptofan 3,93
Fenylalanin 8,1
Valin 20,7
Kalkstein 138

Utfyllende informasjon vedrgrende opphav og innhold refereres til Latif (2016).



2.6 Foropptak

Fem dager far testdagen ble foropptak estimert. Niltilapia i hver av tankene ble handforet 100 pellets,
og 30 min senere ble uspist for samlet og telt ved hjelp av oppsamlere. Av dette ble ett 80 %
foringsregime kalkulert.

Foret ble sakte handforet av fire personer fordelt pa hver sine tre tanker, i en ti minutters periode. 30
minutter etter pabegynt foring ble uspiste pellets forsiktig tatt ut av tanken og telt opp. 100 pellets var
pa forhand individuelt veid, og gjennomsnittlig pellet-vekt var 0.0322 g.

Pa grunn av liten sikt i vannet var ikke for-telling og innsamling med hevert et alternativ. Det ble
derfor produsert en oppsamler av finmasket netting, med dimensjoner som stemte overens med
bunnen pa tankene. Den hadde en hgy vegg og tre mindre vegger for & hindre pellets fra a trille av (se
Figur 2.2). Denne skaper noe stress ved utsett og ble forsiktig plassert i tanken to timer far foring for
a minimere stress. Ved oppsamling ble oppsamleren Igftet sakte opp og vinklet noe for at fisken skulle

unnslippe mens pelletene 14 tilfredsstillende trygt.

=<\ a

Figur 2.2: En av oppsamlerne brukt under forsgket.



2.7 Vannkvalitet
Opplast oksygen ble malt ved hjelp av en oksygensonde (OxyGurad, Handy MK 111, Denmark),

kalibrert ved & male 100 % atmosfarisk oksygen. Ved maling ble sonden senket i vannet, og rart

sakte rundt i sirkler. Temperatur ble malt med et enkelt termometer.

For de andre variablene ble testkitt brukt: Fosfat (Merc Millipore, Darmstadt, Germany, 114848),
ammoniakk (Merc Millipore, Darmstadt, Germany, 114752) og nitritt (Merc Millipore, Darmstadt,
Germany, 114776). Vannprgver ble sentrifugert far testkittenes vedlagte instruksjon ble fulgt.
Pravene ble sd analysert i et spektrometer (Merc Millipore, Darmstadt, Germany, Nova 60

Spektroquant®) som oppga konsentrasjonene i mg/L.



3 Resultat og drefting

3.1 Generelle tendenser

Fisken i forsgket viste ingen tegn pa unormal oppfarsel, og sto rolig i vannmassen.

Konsentrasjonen av nitritt i vannet (0.35 + 0.04, gj.snitt + std.feil) var verken pavirket av algekvalitet
(P=0.36), samplingtidspunkt (P=0.90), eller foropptak (P=0.26). Dette tyder pa at det var
sammenlignbar aktivitet av ammoniakk- (eller urea) oksiderende bakterier som Nitrobacter i alle de
elleve karene, og at syntesen av nitritt ikke var raskere enn opptak av grgnnalgene (og eventuelt andre

mikrober) i vannet.

Fosfat ble kun malt ved O (start) og 5 timer (siste maling) (Fig 3.1). Mengden PO4* ble nesten halvert
(fra 2.20 (0) til 1.24 (5)). Halveringen viser at selv i et fosfatrikt miljg nyttiggjer algene effektivt store
mengder fosfat pa kort tid.

Fosfat, mg/I
25
15

0,5

0 5

Figur 3.1: Stolpediagram som viser forskjell i gjennomsnittlig fosfatniva ved 0. og 5. maling.

Generelt fungerte alle fotoreaktorene godt, med ett unntak; tank 12 (Fig. 3.2). Spektrometerets gvre
grenseverdi var 3 mg/L NHs, og samtlige malinger viste NHs-verdier >3.00. Ogsa for NO,  og POs*
var konsentrasjonene konsekvent starre i tank 12 enn i de andre. Dette var ogsa tilfellet ved
kontrollmalinger foretatt rutinemessig i to uker opp mot forsgket. Slangene i fotoreaktoren fra denne
tanken hadde ogsa lavere grgnnfarge enn de andre. Resultater fra denne tanken ble ansett som ikke
representative og utelatt fra statistiske analyser og presentasjoner.

10



NH,4
4
35 .—./.—_.\'/.
3
25
2

15
1

0,5 E.
0
1 2 3 4 5 6

—0—Tank 1 Tank 2 Tank 3 Tank 4 —@—Tank5 Tank 6

—0—Tank7 —@—Tank8 —@—Tank9 —@—Tank 10 —@—Tank 11 —@—Tank 12

Figur 3.2: Punktdiagram med rette linjer for NHs-konsentrasjon i mg/l i samtlige tanker for alle
malinger inkludert 0-praven (1).

3.2 Drgfting av generelle tendenser

NO; ble akkumulert uavhengig av miljg (0.27 mg/L maling 1, 0.40 mg/L maling 5.). | Figur 3.2 ser
man at NHs blir tydelig redusert i tank 1-11. Algene nyttiggjer tydeligvis NH3 farst, og malingene

strekker seg ikke langt nok i tid til & se pa effekten algene har pa NO2-konsentrasjonen.

Tankene ble mettet med fosfat fordi Latif (2016) fant en sterk linear korrelasjon mellom opptak av
PO+ og fjerning av NHs. Den drastiske reduksjonen av PO4* ((2.20 (0) 1.24 (5)) tyder pé at algene,
etter & ha blitt utsatt for en gkt konsentrasjon av fosfater og nitrater fra foring og gjedsling, har satt i

gang en betydelig vekst, i trad med Klasterska (1959) sine observasjoner.

Beslutningen med 4 ta ut tank 12 fra den statistiske behandlingen og resten av drgftingen var enkel.
Nivaene av seerlig NHz (>3.0 mg/L) var sa hgye at det ble dpenbart at denne tanken ikke hadde samme
miljg som de andre i den forurensede gruppen. Arsaken bak forskjellen kan en ikke med stor sikkerhet
papeke. | figur 3.3 ser man to relativt store rgde celler, som ble observert i mange av preparatene.
Ved personlig gjennomgang av dette preparatet, og flere gjort av student Dejan Knezevic, er det
tydelig at det eksisterer flere typer mikrobielle kulturer i denne tanken. Chlorella-kulturen ble skjovet
til side i selve tanken, og det var kun i bioreaktoren at en fant preparater der Chlorella-alger dominerte

(Knezevic 22.06.2016, personlig meddelelse).
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Figur 3.3: Preparat fra veggen pa tank 12. Bilde tatt fra mikroskop med x 40 forstarrelse.

3.3 Algekilder

| tabell 3.1 er de viktigste resultatene fra SAS-utskriften fremstilt. Konsentrasjonen av NHs og PO4*
fra de elleve tankene har blitt testet opp mot rent eller forurenset algemilj@ i en toveis ANOVA-test.
Forskjellen mellom NHs i maling 1 og 5 er illustrert i figur 3.4 og 3.5. Boksplottene viser liten
overlapp i time 1, og fullstendig overlapp i time 5. De hgye P-verdiene (>0.12) tilsier at ingen av
resultatene er signifikante, og den mulige forskjellen ma tilskrives en annen faktor som ikke er

inkludert i var modell.

Tabell 3.1 NHz og PO4*> mot algemiljg som kategorisk variabel (toveis ANOVA).

Variabel Tid F-Verdi P(F-Verdi)
NH3 1 3.01 0.12
NH3 2 0.71 0.42
NH3 3 2.59 0.14
NH3 4 0.59 0.46
NH3 5 0.11 0.75
PO:s- 0 0.04 0.84
POs- 5 0.60 0.46
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Figur 3.4: Boksplott av ammoniakk mot algekultur (1 = ren, 2 = forurenset) for farste maling.
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Figur 3.5: Boksplott av ammoniakk mot algekultur (1 = ren, 2 = forurenset) for siste maling.
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I Figur 3.6 ser man utviklingen av algekulturen i den rene og forurensede kulturen. Bilde A-F ble tatt
under forberedelsene til forsgket. Flere preparater ble konstruert og sett pa, fremstilt her av et
representativt utvalg. Bilde A viser en ung kultur som hurtig vokser med homogene celler preget av
store kloroplast organeller. Bildet B viser en allerede etablert kultur, med bleke celler der lipid-
akkumulasjon har fortrengt kloroplastorganellene grunnet suboptimale vekstforhold (Liang et al.
2013). Bilde C og E viser en fortsatt homogen kultur med fa fremmedlegemer. Bilde D og F fra den
forurensede algekulturen viser flere typer fremmede organismer observert i preparatene. Bilde D viser
en fremmed alge, kolonisert i en fiberlignende membran. Bilde F viser en amgbe og andre bakterier
av ukjent opprinnelse. G og H er tatt omtrent en maned etter féring med konstant over-fertilisering
av fosfater. Gjennomgangen av preparatene viste at miljget i de forurensede tankene (med unntak av
tank 12) hadde en algekultur lik den i de rene tankene med lavere tilstedeveerelse av fremmede

organismer.
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Figur 3.6: Preparat fra ren algekultur (A, C, E, G) og forurenset algekultur (B, D, F, H). (Foto: Jargen
Skeide, Dejan Knezevic). Bilder tatt fra mikroskop.
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3.4 Drgfting av algekilder

Etter det tidligere forsgket av Latif (2016) kom det en mistanke om forurensning. Tankene utviklet
en fargeendring, med markante variasjoner mellom tankene. Vannet hos tre tanker fikk en mark
grennfarge, noen med blagratt skjeer. Fisken i de tankene med starst fargevariasjon viste tegn pa stress
(hgy aktivitet, mye vannsprut rundt tankene). Arsaken til fargeendringen kan komme fra fritt-flytende
klorofyll, frigitt av alger edelagt av mekaniske krefter i pumpen. Dette understattes ved en grgnnfarge
som ikke lot seg sentrifugere ut. En annen arsak til fargeendringen kan vere at i eldre populasjoner
blir cellene forholdsvis store (Retovsky & Klasterska 1959), noe som kan skape en mgarkere

grennfarge.

Etter forsgket ble det tatt prever av materie fra tank-veggene og undersgkt i mikroskop. Som en ser i
figur 3.6 var det kommet fremmedlegemer i de antatt forurensede tankene (A, C, E, G).
Tilstedeveerelse av C. sorokiniana som har skiftet over til lipid-akkumulering indikerer at i tiden opp
mot forsgket har det veert en mangel pa nitrogenholdige avfallsstoffer (Agirman. & Celtin 2015).
Mangelen pa foéring denne perioden gjar at en ogsa kan anta at det var en mangel pa fosfater, noe som
legger til rette for en stagnering av algevekst og en mulighet for andre organismer 8 komme inn. Den
rene kulturen ble gjedslet opp frem til forsgkstart og her ble det observert fa andre organismer. Dette
kan tyde pa at C. sorokiniana fortrenger andre organismer under rask vekst. Dette underbygges ogsa
av gjennomgang fra preparatene en periode etter forsgket med stabil gjedsling. Her var kulturen i
begge miljgene blitt homogenisert med fa tegn til andre organismer. Ser man dette i sammenheng
med resultatene som viser at algemiljg ikke har noen effekt pa opptak av hverken PO4* (P>0.46) eller
NHs (P>0.12) tyder det pa at C. sorokiniana har en sterk nok vekstrate ved gunstige forhold at

fremmede arter blir skjgvet bort og algene far fritt spillerom til & binde opp avfallsstoffene.

Det anbefales at dette sees pa igjen med et mer standardisert oppsett. Den rene kulturen kunne med
fordel vert kultivert like lenge som den utsatte forurensede kulturen for & bedre se forskjellen i
utviklingsstadier og mikrofloraen. Det hadde ogsd vert gnskelig med en DNA-analyse av
mikrofloraen for & se spesifikt hvilke organismer som lever i dette miljget, og hvilke forskjeller som

finnes.
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3.5 Foropptak

Foringsnivaet 1a pa 80 % av metthetsfglelse, og halvparten av tankene hadde uspist for. Det er ingen
apenbar sammenheng mellom férmengde eller algemiljg og foropptak. | Tabell 3.2 ser man at
foropptaket varierte fra 0.6 g til 2.3 g.

Tabell 3.2: Mengde for distribuert og forteert i gram.

Tank Foret pellets For gram Uspist pellets Uspist gram Inntak g
1 27 0,8694 0 0 0,8694
2 19 0,6118 0 0 0,6118
3 16 0,5152 5 0,161 0,3542
4 46 1,4812 6 0,1932 1,288
5 74 2,3828 2 0,0644 2,3184
6 38 1,2236 1 0,0322 1,1914
7 34 1,0948 0 0 1,0948
8 40 1,288 1 0,0322 1,2558
9 28 0,9016 0 0 0,9016
10 24 0,7728 0 0 0,7728
11 45 1,449 13 0,4186 1,0304

Fra SAS fikk man en regresjonsanalyse vist under i Tabell 3.3. Likningen viser et utrykk for y =
B0 + B1x, der konsentrasjon av ammoniakk og fosfor i de forskjellige tidspunktene méles opp mot
foropptak (F1). R? verdiene ligger pa eller under 0.10 for alle variablene bortsett fra fosfor mélt ved
forsgksslutt. R? verdiene viser at foropptak mot ammoniakk og fosfor konsentrasjon ikke klarer og
godt forklare variansene en ser. P-verdiene for stigningstallet er i alle malinger ikke signifikante
(P>0.10) og med god margin. Man kan ikke med disse dataene si at det er en klar korrelasjon mellom
foropptak og NHs/ PO4* verdier. Snur en pa det kan en si at algene, i en 7 m bioreaktor (11.8 L vann

totalt) klarte & ta opp mengden NH? produsert av fisken foret i spennet 0.4 g til 2.3 g.
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Tabell 3.3: Resultat fra regresjonsanalyse gjort for alle fem maletidspunkter for NHs og de to gjort
for PO4%".

Variabel Tid Likning R? P(konstant) P(stigningskoeffisient0)
NH3 0 0.084+0.134 FI 0.08 0.64 0.39
NH3 1 0.133+0,073 FI 0.07 0.23 0.43
NHs 2 0.131-0.015 FI 0.01 0.14 0.83
NHs 3 0.135+0.043 FI 0.08 0.04 0.41
NH3 4 0.071+0.066 FI 0.10 0.38 0.34
NH3 5 0.086+0.022 FI 0.05 0.06 0.52
POs- 0 2.164+0.026 FI 0.00 <0.00 0.93
POs- 5 1.474-0.415 FI 0.27 0.0003 0.10

3.6 Drofting av foropptak

Resultatene viser at det ikke er en signifikant korrelasjon mellom féropptak og konsentrasjonen av
NH3 0g PO.*. Det betyr i praksis at algene uavhengig av forskjellene i dette foringsregime er i stand
til & nyttiggjere/fjerne avfallsstoffene fra fisken. Retovsky og Klasterska (1959) beskriver
celledelingen til Chlorella som eksponentiell, takket vaere muligheten til celledeling fra 2 til 8+.

Denne egenskapen til & gro sa raskt, gjer Chlorella til en potent resirkulasjonsorganisme.

Man ma likevel vise forsiktighet nar en tolker tallene. Nar alle relevante tall ikke er signifikante er
det vanskelig & kvalitetssikre tallene i seg selv. Sa selv om tolkningen av tallene er riktig, er
tallgrunnlaget sarbart. Elleve tanker, malt hver time i fem timer pluss en null-maling gjer at

usikkerhetsmomenter kan gi store utslag.

Det er flere usikkerhetsmomenter av betydning. Ved & se pa avferingen til fisken var det dpenbart at
de spiste alger. Dette kan forklare noe av det ustabile féropptaket uten at det ble foretatt noen analyse
pa akkurat dette. Det er flere momenter som gjer algeinntaket til en usikker variabel. Mengden alger
fisken har fortzert er vanskelig a ansld men det kan veere en forskjell i fordayelighet. De tykke
celleveggene i tank 7-11 gjer algene lite tilgjengelig for fisken (Burczyk et al. 1999). Den yngre
kulturen i tank 1-6 kan derfor potensielt ha hgyere fordgyelighet.

Dette forsgket ble opprinnelig satt opp med en toveis ANOVA-analyse. Dette oppsettet ble ikke en
realitet av flere grunner, men farst og fremst pa grunn av stort spenn i foropptak. Det kan veere flere
grunner til at féropptaket var noe ustabilt. Varierende grad av algekonsum og fordgyelighet, stress

fra mange involverte parter og en ustabil féringssyklus i forkant kan veere mulige feilkilder.
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4 Konklusjon

Algene klarer & fjerne NH3 og PO4* uavhengig av om algekulturen er ren eller forurenset med andre
mikrober (av forelgpig ukjent natur). Ved tilgang pa hgy konsentrasjon av PO+ (gj.snitt 2.2 mg/L),
bioreaktor, og de utskilte stoffene fra fisken blomstrer Chlorella-kulturen og forskyver andre
organismer. Vi vet forelgpig ikke hvilken organisme eller andre forutsetninger tank 12 hadde for &
lage et miljg Chlorella ikke trivdes i. Fremtidige studier ber undersgke hvilken
organisme/miljgvariabler som legger til rette for at miljget blir sa ugunstig at Chlorella ikke evner a

blomstre.

Forsgket avslgrte ikke noen gvre grense eller terskelverdi for C. sorokinianas evne til & fjerne NHs,
Dette bgr studeres i oppfalgingsstudier. Resultatene viste imidlertid at fjerningen var effektiv ved et
foropptak pa hele 2.3 g hos en fisk som hadde et samlet vannvolum pa 11.8 L. Dette indikerer at
fjerning av ammoniakk fra vannet ikke bgd pa problemer nar foropptaket i et maltid var sa hayt som

0.19 g for per liter vann.

C. sorokiniana har en rekke fordeler ovenfor Nitrosomonas- og Nitrospira-bakteriene funnet i
konvensjonelle RAS. Algene lar ikke NOs, fosfater eller metaller akkumuleres, og bidrar til & skape
en mer gunstig pH i vannmassen. Algene kan ogsa brukes som en direkte eller indirekte forkilde.
Algen trives best i varmt vann (32.4°C, Mayo 1997) og kostnadsmessig kan en anta at storskala-

forsgk egner seg best i apne dam-oppsett i land med hgy gjennomsnittstemperatur.

Det erkjennes at datagrunnlaget og konklusjoner basert pa ikke-signifikante tall gjer resultatene
sarbare for feil som statistikken ikke kan fange opp. Derfor anbefales det at ved eventuelle

oppfalgingsstudier designes et forseksoppsett med sterre grunnlag.
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