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Optische technieken voor de bepaling
van fytoplankton in zeewater

J.W. Hofstraat

Dienst Getijdewateren, Postbus 20907, 2500 EX Den Haag

Samenvatting

Onder andere tengevolge van de overmati-
ge aanwezigheid van voedingsstoffen in de
Nederlandse opperviakte water doen zich
steeds vaker problemen voor met fyto-
planktonbloeien. Met name de toenemen-
de aantallen giftige algen geven reden tot
zorg. Om adequate beleidsmaatregelen te
kunnen nemen i1s onderzoek nodig naar de
oorzaken van de algenproblematiek.
Voorts moet inzicht verkregen worden in
de ontwikkelingen die zich in de tyd voor-
doen. Zowel voor onderzoek als voor trend-
monitoring zijn bepalingen van soort en
aantal algen In zee- en kustwater nodig.
Om deze gegevens te verkrijgen worden
met name optische technieken toegepast.
In dit artikel wordt aandacht geschonken
aan de belangrijkste optische eigenschap-
pen van fytoplankton waarvan bij deze be-
palingen gebruik wordt gemaakt Voorts
zullen een aantal technieken, die bij Rijks-
waterstaat worden toegepast, nader wor-
den besproken. Ook de op dit moment in
ontwikkeling zijnde methodieken worden
aangeduid.

1. Inleiding

De laatste jaren wordt er regelmatig mel-
ding gemaakt van algenbloeien, die op
steeds meer locaties in het opperviaktewa-
ter steeds frequenter voorkomen. Bekende
voorbeelden zijn de massale algenbloeien
vorig jaar in de Adriatische Zee en de ieder
voorjaar terugkerende bloeien in de Noord-
zee, die aanleiding geven tot schuimvor-
ming op het strand. Algenbloeien zijn in
principe een volkomen natuurlijk onder-
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deel van het mariene ecosysteem. Toch
zijn er een aantal aanwijzingen dat de eu-
trofiering, de aanwezigheid van een over-
maat van voedingsstoffen (stikstofhouden-
de verbindingen en fosfaten), van de kust-
wateren leidt tot een toename van aantal
en omvang van algenbloeien en tot een
verandering in de species die erin voorko-
men. Algenbloeien kunnen leiden tot een
aantal ecologische problemen. In de eerste
plaats zuurstoftekort, dat kan optreden
wanneer algen massaal afsterven na een
bloet; vooral in gebieden waar de waterko-
lom gestratificeerd is, kan dit leiden tot ern-
stige gevolgen, zoals sterfte van organis-
men. Hier in Nederland is het meest be-
kend de weinig aantrekkelijk ogende, maar
onschuldige, schuimvorming die elk voor-
jaar op de stranden ontstaat Het schuim
ontstaat doordat de in grote aantallen voor-
komende alg Phaeocystis poucheti een ei-
witachtige substantie afscheidt, die door
de golfwerking wordt opgeklopt. De meest
ernstige ontwikkeling, echter, is de toena-
me van de aantallen toxische algen in het
kustwater. Recentelik zijn zelfs bloeien
van dit soort algen voorgekomen, zoals in
1988 voor de Noorse en Zweedse kust van
Chrysochromulina polylepis. Het massaal
voorkomen van deze alg leidde met name
voor de Noorse kust tot de dood van talloze
invertebraten en vissen. Langs de Neder-
landse kust zijn de laatste jaren geen mas-
sale bloeten van giftige algen geconsta-
teerd, wel zijn in het afgelopen jaar op di-
verse plaatsen in het Nederlands continen-
taal plat concentraties van meer dan 1000
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cellen per Iiter aangetroffen van de poten-
tieel toxische algen Prorocentrum micans
en P. balticum, van Dinophysis acuminata
en D. rotundata en van Gyrodinium aureo-
fum.

Om trends 1n de abundantie en in de soor-
tensamenstelling van de in de Nederland-
se wateren voorkomende algen te kunnen
vaststellen is kort geleden een uitgebreid
monitoringprogramma gestart. Op een
groot aantal locaties worden In de zomer-
periode, wanneer de algenconcentraties
het hoogst zijn, eens per twee weken en in
de winterperiode maandelijks monsters ge-
nomen; hierin worden vervolgens in het ia-
boratorium de aanwezige algen gedeter-
mineerd. Het monitoringsprogramma be-
oogt niet alleen trends vast te stellen in de
ontwikkeling van de algenproblematiek.
Een tweede doelstelling 1s meer inzicht te
krigen in de opeenvolging (successie) van
de meest voorkomende soorten Iin de al-
genpopulatie, met name met het doel meer
inzicht te verkrijgen in de oorzaak voor de
aanwezigheid van steeds meer giftige al-
gen. Een ander aandachtspunt is de studie
van het ontstaan, het voorkomen en de
aard van algenbloeien in de Nederlandse
kustwateren.

Zowel voor het monitoringsprogramma van
fytoplankton als voor de studie van algen-
bloeien worden met name optische tech-
nieken ingezet De toegepaste methodie-
ken variéren van microscopische analyse
en flow cytometrie, in het laboratorium, tot
in situ metingen op zee en remote sensing
waarnemingen vanuit de ruimte. In dit arti-
kel zal in de eerste plaats worden ingegaan
op de relevante optische eigenschappen
van algen Vervolgens zullen een aantal
optische technieken die door de Dienst Ge-
tiydewateren worden toegepast, cq. ontwik-
keld, voor de bepaling van fytoplankion
nader worden besproken. Tenslotte zal ge-
poogd worden de samenhang van de ver-
schillende benaderingen alsmede hun
sterke en zwakke punten in kaart te bren-
gen.
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2. Optische eigenschappen van fyto-
plankion

De eigenschap van fytoplankion waarvan
het meest veelvuldig gebruik gemaakt
wordt bij optische bepalingen is de karakte-
ristiecke rode fluorescentie die de meeste
algensoorten uitzenden. Dit emissielicht
wordt gegenereerd door excitatie van het
pigment chiorophyll a, dat een centrale rol
speeit als “‘antenne’’'molecuul dat de voor
de fotosynthese benodigde Ilichtenergie
opvangt. Door selectieve meting van de ro-
de fluorescentie van chiorophyll a kan het
fytoplankton onderscheiden worden van
andere fluorescerende substanties in het
water (bijv. opgelost organisch materiaal of
“yellow substance”’, dat maximale emissie
vertoont in het blauw).

De intensiteit van de chlorophyli fluores-
centie kan gebruikt worden als een grove
indicatie van de algenbiomassa. Bij de toe-
passing van deze meting voor kwantitatie-
ve doeleinden moet men zich echter reali-
seren dat de quantumopbrengst van de
chlorophyll fluorescentie niet uitsluitend af-
hankelijk is van de hoeveelheid chloro-
phyll. Zoals schematisch is weergegeven
in Fig 1 wordt de totale lichtenergie die uit
het zonlicht door het fytoplankton wordt op-
genomen op drie manieren “‘verbruikt”. In
de eerste plaats wordt de opgenomen
energie omgezet in chemische energie; dit
is de eigenlijke fotosynthese. Daarnaast
komt echter een hoeveelheid energie weer
onbenut vrij: deeis in de vorm van warmte
en deels als fluorescentielicht. De chloro-
phyll fluorescentie is dus een bijproduct
van de fotosynthese, en is eigenlijk niet ge-
wenst. In een gezonde, optimaal functione-
rende alg 1s de chlorophyll fluorescentie
dan ook minimaal. Minder optimale om-
standigheden kunnen resulteren in een
verhoogde fluorescentiequantumop-
brengst, hetgeen ten koste gaat van de fo-
tosynthetische capaciteit. Door gebruik te
maken van tijdsopgeloste fluorescentieme-
tingen blyken echter wel betrouwbare
quantitatieve bepalingen mogelijk: de
prompte fluorescentie van chlorophyll biijkt
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Schematische weergave van de fotosynthese 1n algen Zonlicht wordt gebruikt om uit koolzuur en
water chemische energie te produceren, dat in de algen beschikbaar i1s in de vorm van sutkers Als

byproducten ontstaan warmte en fluorescentie.

namelijk nauwelijks afhankelijk van de fy-
siologische toestand van het fytoplankton
(zte Fig. 2). Aan de andere kant kan de me-
ting van fluorescentie inductiecurven wor-
den gebruikt als graadmeter voor de ver-
vulling van het watersysteem Met name
herbiciden en zware metalen hebbenreeds
bij relatieve lage concentraties een sterk
effect op de tiydsathankelijke fluorescentie-
intensiteit. Een interessant aspect van de-
ze benaderingswijze is dat met behulp van
algen op eenvoudige wijze een globaal
beeld van de waterkwaliteit kan worden
verkregen. Dit beeld kan gebruikt worden
ter indicatie van nader, meer specifiek, on-
derzoek. Tenslotte kunnen tijdsopgeloste
metingen worden aangewend om een
beeld te krijgen van de fotosynthetische
capaciteit van het fytoplankton. De fotosyn-
thetische capaciteit is direct gerelateerd
met de primaire productie, de groeisnel-
heid van de algen. Op deze wijze kan di-
rect een beeld verkregen worden van dy-
namische eigenschappen van een fyto-
planktonpopulatie. Dit is van veel belang
voor de studie van processen die het ont-
staan van algenbloeien bepalen
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Figuur 2

Tidsopgelost beeld van een fluorescentie induc-
tieve curve Als excitatie van het fytoplankton be-
gint ontstaat momentaan de prompte fluor-
escentie Fy Vervolgens neemt de fluorescentie
intensiteit verder toe voigens curve F, totdat de
maximale fluorescentie Fm wordt bereikt. Het ver-
schil in intensitert tussen de prompte en maximale
fluorescentie wordt de vaniabele fluorescentie, F,,
genoemd Indien de fotosynthese, bijvoorbeeld
door herbiciden, geblokkeerd is, neemt de fiuor-
escentie intensiteit direct toe tot Fm. De totale
fluorescentie iInductie curve beslaat een aantal se-
conden
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Behalve chlorophyll a bevatten alle fyto-
planktonsoorten ook een scala van additio-
nele, ‘‘accessoire” pigmenten. Met name
op grond van de pigmentensamenstelling
is een globale indeling van het fytoplankton
in een aantal hoofdgroepen gemaakt. De
pigmentsamensteling beinvioedt vooral
het absorptiespectrum (of: fluorescentie
excitatiespectrum) van algen. Het door de
additionele pigmenten geabsorbeerde licht
wordt in het algemeen met hoge efficiéntie
overgedragen aan chlorophyll a. Daar-
naast hebben veel pigmenten een lage
fluorescentiequantumopbrengst. De mees-
te additionele pigmenten worden dan ook
niet In het emissiespectrum waargenomen.
Op grond van de specifieke absorptie-
eigenschappen van de pigmenten worden
de verschillende hoofdgroepen vaak ge-
kenmerkt door een karakteristieke kieur.
Bijvoorbeeld groenalgen (of Chlorophy-
ceae) bevatten naast chlorophyll a ook
chiorophyll b als additioneel pigment. Het
absorptiespectrum van de groenalg Duna-
liella sp. is afgebeeld in Fig. 3 Belangrijke
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absorpties treden op in het blauwe golf-
lengtegebied (absorptiemaxima: 435 nm
voor chlorophyll a en 480 nm voor chioro-
phyll b) en in het rood (absorptiemaxima:
680 nm voor chlorophyll & en 650 nm voor
chlorophyll b). Suspensies van Dunaliella
zijn dus groen gekleurd.

Een tweetal klassen van pigmenten blijken
wel waargenomen te kunnen worden in het
emissiespectrum: de phycoerythrinen en
de phycocyaninen. Phycoerythrinen geven
oranje fluorescentie (maximum b1 570-580
nm); het fluorescentiemaximum van de
phycocyaninen i1s verder naar het rood ver-
schoven (630-660 nm). Beide pigmentty-
pen komen voor in blauwalgen of Cyano-
phyceae, en in Cryptophyceae. In Fig. 4
zyn fluorescentie emissiespectra weerge-
geven van een drietal algen, die naast
chlorophylt a ook een tweede fluoresce-
rend pigment bevatten. Bi) excitatie in het
groen, bij 530 nm, wordt met name het ad-
ditionele pigment in de aangesiagen toe-
stand gebracht. Synechococcus sp. en
Rhodomonas sp. bevatten beide phycoe-
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Figuur 3

Absorptiespectrum van een culture van de groenalg Dunaliella sp Het spectrum is opgenomen met
een Perkin Elmer Lambda 9, uitgerust met een accessoire voor de meting van sterk strootende oplos-
singen,
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rythrine en vertonen derhalve oranje fluor-
escentie. Cryptomonas ovata bevat phyco-
cyanine; het meest kortgolvige fluorescen- o
tiemaximum ligt by 662 nm. Voor excitatie ° .,
bij 530 nm wordt relatief weinig rode chlo-
rophyll a fluorescentie waargenomen. By 4
450 nm absorbeert dit pigment echter
sterk, in tegenstelling tot de phycoerythri-
nen en phycocyaninen.

Dinofiagellaten, een klasse van algen
waartoe de meeste giftige soorten beho-
ren, blyken vaak groene luminescentie te
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Figuur 5

Bioluminescentie spectra van een aantal veel
voorkomende Dinoflagellaten (Noctiluca scintil-
lans, Pyrodinium bahamense, Gonyaulax polye-
dra en Pyrocystis lunula) Uit P.B. Tett and M.G
Kelly, Marine bioluminescence, Oceanogr Mar
Biol Ann. Rev. Vol 11, 1973, 89.

geven. Het exacte mechanisme is nog niet
duidelijk, maar in het algemeen wordt aan-
genomen dat de luminescentie wordt ver-
oorzaakt door een chemische reactie Een
vergelijkbaar proces is de oorzaak van de
bekende bioluminescentie van de vuur-
vlieg, die zijn corsprong vindt in de omzet-
ting van het molucuul luciferine onder
invlioed van het luciferase enzym. De biolu-
minescentie van de alg Noctiuluca scintil-
lans s op warme zomerdagen aan het
strand zichtbaar als het blauwgroene “op-
ichten’”’ van de zee. De chemische reactie
die de bioluminescentie genereert wordt

700 600 500
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Figuur 4

Fluorescentiespectra van cultures van de Cryp-
tophyceae Rhodomonas sp. en Cryptomonas ova-
ta en van de blauwalg Synechococcus sp Al deze
algen bevatten oranjerood fluorescerende pig-
menten De spectra zijn opgenomen met een Per-
kin Elmer MPF 44 fluorescentie spectrofotometer
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hier geinduceerd door stress die het gevolg
Is van de golfbeweging. In Fig. 5 staan bio-
luminescentiespectra van een aantal veel
voorkomende dinoflageliaten weergege-
ven.
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Algen zin kleine partikels die in het aige-
meen in suspensie gemeten worden. Voor
optische metingen betekent dit dat reke-
ning gehouden moet worden met het optre-
den van aanmerkelijke, golflengte afhan-
kelijke, lichtverstrooiing (de afmetingen
van algen kunnen variéren van minder dan
1 um tot enkele pm) Wordt luminescentie
gemeten aan welnig geconcentreerde
monsters of in situ, dan kunnen hchtver-
strooungseffecten meestal verwaarioosd
worden. Bij de meting van absorptiespec-
tra, vaak aan meer geconcentreerde sus-
pensies, zal lichtverstrooiing in belangrijke
mate bijdragen aan de gemeten lichtver-
zwakking. Conventionele absorptiespec-
trometers zyn derhalve niet zo geschikt
voor bestudering van algen. Het in Fig. 3
afgebeelde spectrum is verkregen met be-
hulp van een speciale accessoire voor
sterk stroolende monsters. In deze acces-
soire, die op eenvoudige wijze 1n een con-
ventionele  absorptiespectrometer  kan
worden aangebracht, wordt de verzwakte
lichtbunde! direct achter de cuvet geme-
ten. Op deze wijze wordt het voorwaarts
verstrooide licht maximaal gedetecteerd.
Een andere benadering is het monster te
plaatsen in een bol, waarvan de binnenzy-
de voorzien is van een diffuus reflecteren-
de oppervlaktelaag.

Lichtverstrooiing kan ook in positieve zin
aangewend worden. By meting van indivi-
duele aigen, zoals in een flow cytometer,
kunnen specifieke hichtverstrooiingseigen-
schappen worden gebruikt voor identifica-
tie. De Coccolithophoren, bijvoorbeeld, zin
een groep algen met een celwand die is op-
gebouwd uit een kalkskelet; dit soort algen
geeft een zeer sterke verstrooling van het
opvaliende licht. In een volgende paragraaf
zal nader op mogelykheden van flow cyto-
metrische analyse van aigen worden inge-
gaan.

3. Bepaling van fytoplankton in zee-
water

Op dit ogenbitk worden een aantal bepa-

lingsmethoden voor fytoplankton by de
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Dienst Getijdewateren (DGW) toegepast
en ziyn een aantal nieuwe technieken in
ontwikkeling. De methodieken hebben met
name ten doel de biomassa en versprei-
ding alsmede de soortensamenstelling van
het fytoplankton in het Nederlandse deel
van het continentaal plat te bepalen Ach-
tereenvolgens zullen laboratoriumtechnie-
ken, in situ methoden en remote sensing
worden besproken

3.1 Laboratoriumtechnieken

In het kader van het biologische monito-
ringsprogramma van fytoplankton worden
met behulp van meetschepen op tal van
plaatsen in de Noordzee, het Deltagebied
en in de Waddenzee watermonsters geno-
men De monsters worden ter plaatse ge-
conserveerd en ter analyse aangeboden
aan het laboratornum van DGW. Deze
monsters worden in eerste instantie vi-
sueel geinspecteerd In het opperviaktewa-
ter zijn de meeste algen kleiner dan 50 um,
maar ook komen kolonievormende algen
voor. Deze kunnen een grootte van enkele
mm berelken en zijn dus met het blote oog
waarneembaar. Voor visuele identificatie is
echter altyd gebruik van een lichtmicro-
scoop en — voor de kleinere soorten —
soms van een electronenmicroscoop nood-
zakeljk De microscopische determinatie
en telling van fytoplankton is een uitermate
tydrovend werk. Om met voldoende signifi-
cantie de samenstelling van de monsters
te bepalen moeten honderden algen wor-
den bekeken; dit vergt ongeveer een halve
dag per monster.

Om (een deel van) het telwerk te versnellen
en te automatiseren wordt op dit ogenblik
een flow cytometer bij DGW geoperationa-
liseerd. Met behulp van een dergelijk appa-
raat kunnen met zeer hoge snelheid op-
tische eigenschappen van individuele
deelties In een watermonster worden ge-
meten Op basis van de verkregen gege-
ven kunnen de deeltjes vervolgens worden
geidentificeerd en geteld. De flow cytome-
trische analyses worden uitgevoerd aan le-
vend materiaal; ten gevolge van de toe-

Nederlands Tydschrift voor Fotonica, augustus 1980
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Diagram van het optisch ontwerp van de Optical Plankton Analyser. Ut G B J Dubelaar et al , Opti-
cal ptankton analyser, a flow cytometer for plankton analysis, Cytometry, Vot 10, 1989, 529.

passing van conserveringstechnieken
wordt namelijk de chiorophyll fluorescentie
van de algen in negatieve zin beinvioed.

Een schematische weergave van de flow
cytometer 1s afgebeeld in Fig. 6. Het cen-
trale deel van een flow cytometer is een
dunne monsterstroom die door een veel
grotere stroom van een mantelvioeistof
verdund en hydrodynamisch gefocusseerd
wordt De deeltjes in het monster passeren
dientengevolge stuk voor stuk een cuvet
waarop een drietal lasers 1s gericht De la-
sers, een Ar-ton laser (529 mn), een HeCd
laser (442 nm) en een HeNe laser (633
nm), induceren fluorescentie en strooilicht
De optische effecten worden geselecteerd
gua golflengte met behulp van dichroiti-
sche spiegels en kleurfilters en gedetec-
teerd door photomultipliers en fotodiodes.
In totaal kunnen per deeltje 7 optische ef-
fecten worden bepaaid De meest gebruik-
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te parameters staan vermeld in tabel 1. De
parameters zijn zo gekozen dat maximale
informatie over de aard van het deelyje
wordt verkregen. De chiorophyll fluores-
centie wordt gemeten met verschillende
excitatiegolflengten om via spectraalanaly-
se de pigmentensamensteling van de al-
gen te kunnen bepalen. Qok worden de
oranje en de groene luminescentie van de
deeltjes gemeten, die kenmerkend zijn
voor specifieke algenfamilies. De bepaling
van de loodrechte lichtverstrooiing (PLS)
levert een parameter op die afhankelijk 1s
van de vorm van de deeltjes. Tevens wordt
de tydsduur bepaald van het optische ef-
fect dat wordt gebruikt om de meting te
triggeren. Voor algen wordt meestal de ro-
de fluorescentie van chiorophyll a als trig-
ger gebruikt De detectie van strooilicht is
in het algemeen hiervoor niet geschikt,
aangezien ook andere deeltjes dan fyto-
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Tabel 1. Flow cytometer parameters

Afkorting Excitatiegolflengte (nm)
FBG 442
FBO 442
FBR 442
FGP 529
FGR 529
FRR 633
PLS 529

plankton in dat geval de bepaling zouden
storen. De gemeten tijdsduur s een maat
voor de lengte van het deeltje. Alle bepaal-
de meetwaarden worden per deeltje opge-
slagen In een microcomputer, en zyn be-
schikbaar voor verdere verwerking en in-
terpretatie.

De flow cytometer die door DGW wordt toe-
gepast I1s speciaal voor de bepaling van fy-
toplankton gebouwd door het instituut voor
Toegepaste Radiobiologie en immunologie
TNO. Commercieel verkrijgbare instru-
menten bleken niet geschikt voor de me-
ting van algen; zij zijn met name gecon-
strugerd voor de meting van dietlijke cel-
ien, die veel kleiner en uniformer van vorm
zijn dan planktoncelien. Met name kolonie-
vormende algen, die veelvuldig voorkomen
in het kustwater, die forse afmetingen kun-
nen hebben, zijn met de gebruikelijke flow
cytometers niet te meten In de aigen flow
cytometer OPA ("Optical Plankton Analy-
ser’) ziyn een aantal speciale voorzienin-
gen aangebracht om de bepaling van al-
gen mogelijk te maken Dit betreft vooral
de constructie van de cuvet en de signaal-
verwerkingselectronica Aangezien er nog
weinig ervaring is met de flow cytometri-
sche analyse van fytoplankton is voorts ge-
kozen voor een flexibele en modulaire
opzet van het apparaat.

De mogelijkheden van de OPA voor auto-
matische telling van algen worden geil-
lustreerd in Fig. 7. Hier is een deel van de
resultaten van de flow cytometnsche bepa-
ling van lagen in een Noordzeemonster
weergegeven (genomen 10 km uit de kust
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Detectiegolflengte (nm)

480 - 550
550 - 650
> 665

550 - 650
> 665

>665
529

ter hoogte van Noordwijk). Uit de figuur,
een scatterplot waarin de PLS groen staat
uitgezet tegen de FGR, komen een aantal
clusters naar voren die na vergelijking met
microscopische observatie geidentificeerd
kunnen worden. Uiteraard worden b deze
vergeliking ook andere met de flow cyto-
meter bepaalde parameters ingezet. De fi-
guur toont de resultaten van een meting
van meer dan 10000 deeltjes, die in totaal
ca. 15 minuten vergde. De microscopische
determinatie van zoveel algen zou dagen
duren. Behalve een belangrijke tijdwinst le-
vert de flow cytometer dus ook een sta-
tistisch veel significantere bepaling op.
Een ander voordeel van de OPA boven mi-
croscopische analyse is dat ook de kieine-
re algen, die een belangrijk aandeel van de
totale biomassa vormen, goed bepaald
kunnen worden. Vrijwel de gehele cluster
vet afgedrukt linksonder in Fig. 7, die be-
staat uit rood fluorescerende algen met af-
metingen kleiner dan 15 pm, wordt niet
gezien by microscopische analyse. Deze
kleine algen blifken meer dan 90% van het
totale aantal algen te vormen.

Een andere benadering om de bepaling
van fytoplankton te versnelien is de toepas-
sing van video microscopie, eventueel ge-
koppeld aan geautomatiseerde beeldana-
lyse. Deze techniek wordt (nog) niet toege-
past door DGW.

Aan de algenmonsters worden tensioite
een aantal meer chemische bepalingen uit-
gevoerd. Met name de bepaling van het to-
tale chiorophyll a gehalte is hier relevant.
Teneinde de problemen die het gevolg zin
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Bivanate plot van door 528 nm laserlicht geinduceerde ziywaartse lichtverstroonng en rode chloro-
phyli fluorescentie Gemeten door de OPA voor een watermonster genomen 10 km uit de kust ter
hoogte van Noordwijk op 8 mei 1990 In de figuur zijn clusters geidentificeerd van de diatomeen Rh-
zosolenia delicatula en Rh. stolterfoth, Guinardia flaccida en Cerataulina bergons. De zeer veet al-
gen bevattende cluster links onder bevat deeltjes die te klein zijn voor microscopische bepaling (onder

10 um)

van de variabele fluorescentie in levende
algen uit te sluiten, wordt deze bepaling
gedaan aan een extract van chiorophyll a
in aceton. Het extract wordt bovendien on-
derworpen aan een chromatografische
scheiding om interferentie van andere rood
fluorescerende verbindingen uit te siuiten.

3.2 In situ technieken

Laboratoriumbepalingen worden uitge-
voerd aan monsters die op een bepaalde
plaats op een bepaald tijdstip genomen
zijn. De verkregen gevens zijn derhalve
zeer beperkt ten aanzien van grootschalige
processen en zijn ook niet bij uitstek ge-
schikt om korte termijn trends vast te stel-
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len. Indien men zich reahseert dat som-
mige algensoorten zich, vooral in de zo-
merperniode, meermalen daags delen, dan
is het duidelijk dat een bemonsteringsfre-
quentie van eenmaal per twee weken niet
altyd adequaat is. Door toepassing van in
situ technieken kan aan beide bezwaren
van de laboratoriumtechnieken tegemoet
gekomen worden.

In het fytoplanktononderzoek van Rijkswa-
terstaat worden twee benaderingen van
metingen ter plaatse toegepast. In de
eerste plaats wordt aan boord van een aan-
tal meetschepen continu fluorescentie ge-
meten met behulp van een fluorimeter die
1S opgenomen in een circuit waardoor
voortdurend water stroomt dat vanuit het
opperviaktewater wordt opgepompt. Op
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deze wijze kan snel en eenvoudig een
beeld worden verkregen van de verdeling
van fytoplankton over grotere gebieden.
De toegepaste fluorimeter 1s een Turner
modei 10 filter fluorimeter Dit i1s een uiter-
mate rigide apparaat, dat spectaal I1s ont-
wikkeld voor toepassing in het “veld”. De
Turner fluonmeter maakt gebruik van fil-
ters om een golflengteband in het blauw/
groen te verkrijgen voor excitatie en om de
rode chlorophyli fluorescentie te selecte-
ren Erwordt dus geen spectrale informatie
verkregen die toegepast zou kunnen wor-
den voor een nadere identificatie van het
fytoplankton. Op dit moment wordt gewerkt
aan de realisering van een continue fluor-
escentie meetopstelling aan boord van een
veerboot. Uit deze metingen, die dagelijks
plaats zullen vinden, zal naar verwachting
zeer bruikbare informatie verkregen wor-
den over de verspreiding van fytoplankton
over grote ruimtelijke schalen met een goe-
de resolutie in de tyd

Een tweede benadering is de toepassing
van meetinstrumenten die 1n situ, in het
zeewater zelf dus, worden gebruikt. Dit
soort apparaten, geheel ingebouwd in een
waterdichte en drukbestendige behuizing,
kan tot op grote diepte worden gebruikt.
Een voorbeeld is de Aquatracka fluorime-
ter van Chelsea Instruments; het optische
schema staat weergegeven in Fig. 8 Ook
de Aquatracka is een filterinstrument. Door
het excitatiefilter wordt een golfiengteband
van 450 + 100 nm geselecteerd; het emis-
siefilter laat golflengten boven die 665 nm
door. Toepassing van andere filtercombi-
naties maakt ook meting van troebelheid
(via de hchtverzwakking; zelfde filters in ex-
citatie en emissie) of olie (via UV excitatie)
mogelyk. In de Aquatracka wordt een ge-
pulste Xe-lamp gebruikt voor excitatie in
combinatte met tijdsopgeloste detectie van
de emissie, zodat geen storende effecten
van het omgevingslicht kunnen optreden
De excitatie energie wordt per puls geme-
ten met behulp van een beamsplitter en re-
ferentiephotodiode, de referentiemeting
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Figuur 8

Optisch ontwerp van de Chelsea instruments
Aquatracka

wordt gebruikt om de gemeten fluorescen-
tie per puis te corrigeren. Het instrument is
btjzonder gevoelig: de detectiegrens is
10~ 11 g/mt chlorophyll in aceton.

Sinds kort bevindt een dergelijke in situ flu-
onimeter zich aan boord van een meetschip
van Rijkswaterstaat, met vooral als doel de
monstername van fytoplankton te sturen.
In de zomerperiode, wanneer er weinig
wind 1s en derhalve de golfbeweging be-
perkt, treedt er op tal van plaatsen in het
Nederlandse continentaal plat stratificatie
van de waterkolom op. In gestratificeerde
wateren is de verdeling van het fytoplank-
ton in de verticaal vaak utermate inhomo-
geen. Om een goed beeld te krijgen van
zowel de abundantie van het fytoplankton
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als de dominante soorten moet in die ge-
vallen de monstername gestuurd worden
door In situ metingen Daarnaast kunnen in
situ fluorimeters gebruikt worden voor con-
tinue registratie van het fytoplankton.

De mogelijkheden voor onderzoek gebruik
makende van commerciéle verkrijgbare in
situ fluorimeters zijn beperkt: de instru-
menten zijn ontwikkeld voor bepaalde toe-
passingen en moellijk aan te passen. Een
nieuwe benadering van meting van fyto-
plankton ter plaatse bevindt zich op dit
ogenblik bijf DGW in een verkennend sta-
dium: door toepassing van optische fibers
is het mogelijk zonder al te grote verliezen
licht naar en van de meetlocatie te trans-
porteren. Intussen kan aan boord van het
meetschip redelijk geavanceerde appara-
tuur worden gebruikt voor excitatie en voor
detectie van het emissielicht. Op deze wij-
ze kunnen nu tn situ optische technieken
worden toegepast, die voorheen uitsluitend
in een laboratorium gebruikt konden wor-
den. Metingen met behulp van optische fi-
bers kunnen worden aangewend om nieu-
we in situ meetprincipes te ontwikkelen.
Hierbij moet men zich bedenken dat het in
het algemeen zo is dat, hoe gering de ver-
liezen tengevolge van lichtiransport ook
zijn, door de relatief kieine effectieve ope-
ningshoek de meting met behulp van opti-
sche fibers het qua gevoeligheid zal af-
leggen tegen een in situ instrument ontwor-
pen voor dezelfde meting. Een erg interes-
sante mogelijkheild van de meting met
optische fibers is het bepalen van eigen-
schappen van fytoplankton in zyn natuurlij-
ke omgeving. Het bijki nameljk dat de
optische eigenschappen van algen (bij-
voorbeeld de fluorescentie intentsiteit, zie
boven) sterk afhankelijk zyn van omge-
vingsfactoren Snel na de monstername
blitken zich al veranderingen voor te doen
in de fysiologische toestand van het fyto-
plankton.

3.3 Remote sensing
De nieuwste ontwikkeling bij DWG is de
toepassing van remote sensing voor de be-
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paling van fytoplankton. Met behulp van
satellieten worden met hoge frequentie op-
names gemaakt van het aardopperviak.
Met name de Amerikaanse NOAA satelliet
die tweemaal daags een opname maakt
van de Noordzee 1s bruikbaar voor monito-
ringsdoeleinden; andere satellieten bestrij-
ken per overtocht een veel smallere band
op het aardopperviak en leveren dus
slechts een beperkte hoeveetheid geschik-
te beelden op (overkomst ca eenmaal per
twee weken, met grote kans op uitval van-
wege atmosferische omstandigheden).

De NOAA satelliet maakt als het ware een
luchtfoto van de Noordzee: de intensiteit
van het gereflecteerde zonlicht wordt in
een aantal spectrale banden bepaald. He-
laas 1s de spectrale resolutie van de NOAA
opnamen gering; slechts een enkele band
in het zichtbare gebied (580-680 nm) kan
gebruikt worden om de verspreiding van al-
gen vast te stellen. Voorlopige resuitaten
duiden erop dat met behuip van NOAA op-
namen algenbloeien kunnen worden gede-
tecteerd. Voor nadere bepalingen 1s betere
spectrale resolutie nodig.

De NOAA satelliet maakt gebruik van pas-
sieve remote sensing: de kleur van de
Noordzee als gevolg van de instraling door
de zon wordt gemeten. Een andere bena-
dering, die veel gevoeliger is, maakt ge-
bruikk van een gepulste laser om algen-
fluorescentie te induceren. Toepassing van
een gepulste laser in combinatie met tijds-
opgeloste detectie maakt zelfs — beperkte
— bepaling van de verdeling van het fyto-
plankton in de waterkolom mogelijk. Op dit
ogenblik wordt actieve remote sensing, zo-
als deze benadering wordt genoemd, niet
door DGW toegepast.

4. Evaluatie van optische methoden
voor de bepaling van fytoplankion
Voor de bepaling van fytoplankton kunnen
aantal, zeer uiteenlopende technieken toe-
gepast worden, die allen hun sterke kanten

en tekortkomingen hebben.

Laboratoriumtechnieken leveren de meest
specifieke informatie op. Met behulp van
visuele microscopische inspectie kunnen
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grotere algen optimaal gedetermineerd
worden. In combinatie met flow cytometrie
worden statistisch significante kwantitatie-
ve bepalingen mogelijk. Tevens kunnen
met de OPA ook kleinere algen goed ge-
meten worden.

In situ metingen bieden beperktere infor-
matie, tenzij gebruik gemaakt wordt van
geavanceerde meetsysemen gekoppeld
met optische fibers. Aan de andere kant is
het mogelijk meer consistent processen in
de tijd te volgen. Ook kunnen op eenvoudi-
ger wijze dan met laboratoriumtechnieken,
die gebaseerd zijn op manuele monsterna-
me, gegevens verkregen worden over gro-
tere gebieden. Met in situ metingen kan
ook onderzoek gedaan worden aan aigen
in hun natuurlijke habitat.

Remote sensing, tensiotte, geeft de meest
geschikte informatie over ruimtelijke spre-
ding van algen. Aan de andere kant geven
remote sensing beelden kwantitatief wei-
nig betrouwbare informatie (absolute hoe-
veelheden worden met een onzekerheid
van een factor 2-3 verkregen). Ruimtelijke
trends kunnen wel goed uit de foto’s wor-
den afgeleid.

Slechts toegepast in combinatie geven de
genoemde benaderingen een samenhan-
gen beeld van de toestand van en de
trends in de algenprobiematiek. Deze gein-
tegreerde benadering poogt DGW op dit
moment te realiseren.
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