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Science is more than just a collection of accurate 
observations and shrewd generalizations. The great 
achievements of modem science comes from a 
combination of empiricism and experimentation on the 
one hand, and careful analysis and deductive reasoning 
on the other. 
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ABSTRACT 

A reedbed installed on the premises of Naschem near Potchefstroom to serve as a 

tertiary treatment of an effluent was the subject of this study. The effluent consists 

mainly of sewage water and water from a laundry where the clothes of the employees 

of the explosive plant are washed. 

This study is part of a more comprehensive programme to determine the bacterial 

profile of a constructed reedbed and to identify the factors influencing it, to determine 

possible tendencies and to make a contribution towards optimalising the use of 

reedbeds as a system for treating various effluents. 

The emphasis in this study was to determine the number of bacteria, the number of 

nitrifying and denitrifying bacteria of the four seasons of a year. Different zones -

stagnant, slow and fast moving water - were distinguished in the first ten meters of the 

reedbed and analyzed with regard to the above-mentioned bacteria. Total bacterial 

counts were done at 20°C and 37°C on plate count agar (PCA). Nitrifiers were 

isolated on ammonia agar and nitrite agar and denitrifiers in nitrate broth. 

Representative isolated bacteria were grouped according to primary identification tests. 

According to "Bergeys's Manual of Systematic Bacteriology" the majority of the 

bacteria belongs to Sections 4 and 5 and the rest to Section 3 (Krieg et al., 1984) and 

Sections 12 and 14 (Sneath et al., 1986). 

The expected relationship between temperature and bacterial numbers counted at 20°C 

and 37°C on PCA was observed. At 37°C an increase in numbers was observed with 

increase in temperature while the opposite was true at 20°C. In agreement with the 

literature it was observed that the numbers of nitrifying bacteria was the lowest during 

winter. A clear relationship between the numbers of nitrifying bacteria and the 

ammonia concentration was, however, not observed. A more significant correlation 

was observed between the number of denitrifying bacteria and the nitrate concentration 

in the water. It was shown with the aid of a cross-streak procedure that most probably 

mainly heterotrophic nitrifying bacteria was observed in this study. 
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Parts ofthis work was presented at the following meeting: 
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Industrial Component. 
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OPSOMMING 

'n Rietbed op die perseel van Naschem naby Potchefstroom is tydens die studie onder­

soek. Hierdie rietbed is aangele met die doel om as tersiere behandeling van 'n 

uitvloeisel te dien en is na 'n bioreaktor aangele. Die uitvloeisel bestaan hoofsaaklik 

uit rioolwater en water vanaf die wassery waar die klere van die werkers van die plof­

stofaanleg gewas word. 

Hierdie studie maak 'n deel uit van 'n meer omvattende ondersoek om die bakteriese 

profiel van 'n gekonstrueerde rietbed te bepaal en om die faktore wat dit be1nvloed te 

identifiseer, moontlike tendense vas te stet en 'n bydrae tot die optimalisering van die 

gebruik van rietbeddings as 'n behandelingsisteem vir 'n verskeidenheid uitvloeisels te 

maak. 

In hierdie studie het die klem geval op bepaling van die totale aantal bakteriee, die 

aantal nitrifiseerders en denitrifiseerders oor die vier seisoene van 'n jaar. Verskillende 

sones, naamlik stilstaande, stadig- en vinnigvloeiende water is in die eerste tien meter 

van die rietbed onderskei en is ondersoek ten opsigte van bogenoemde bakteriesee. 

Totale bakteriese tellings is by 20°C en 37°C op plaattellingsagar (PTA) gedoen. 

Nitrifiseerders is op ammoniak- en nitrietagar ge1soleer en denitrifiseerders in 

nitraatsop. Die bakteriee wat ge1soleer is, is met behulp van primere identifikasietoetse 

in groepe ingedeel. Volgens "Bergey 's Manual of Systematic Bacteriology" het die 

meeste bakteriee tot Seksie 4 en 5 behoort en die res tot Seksie 3 (Krieg et al., 1984) 

en Seksie 12 en 14 (Sneath et al. , 1986). 

Die verwagte verband tussen temperatuur en die bakteriese getalle wat by 20°C en 

3 7°C op PT A gei'soleer is, is waargeneem. By 3 7°C het die bakteriese getalle gestyg 

sodra die temperatuur toegeneem het en andersom en by 20°C het die bakteriese 

getalle toegeneem sodra die temperatuur gedaal het. In ooreenstemming met die 

literatuur is waargeneem dat die getalle nitrifiseerders in die wintermaande hoer is as in 

die somermaande. Daar is egter nie 'n baie duidelike verband tussen die aantal 

nitrifiseerders en die ammoniakkonsentrasie in die water waargeneem nie, maar dit 
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wou tog voorkom asof daar 'n positiewe korrelasie was. 'n Meer beduidende 

korrelasie 1s waargeneem tussen die hoeveelheid denitrifiseerders en die 

nitraatkonsentrasie. Met behulp van 'n oorkruisuitstryktegniek is aangetoon dat heel 

waarskynlik hoofsaaklik heterotrofe nitr_ifiserende bakteriee in hierdie ondersoek 

waargeneem is. 

Gedeeltes van hierdie werk is by die volgende plaaslike kongres voorgedra: 

Van der Walt, AM., Pieterse, A.J.H. , Wood, A. , Vermeulen, T. , & Pretorius, P .J. 

A Reedbed System for Secondary Treatment of Domestic Wastewater with an 

Industrial Component. 

Biotechnology for Africa 95 : All African Conference on Biotechnology, Universiteit 

van Pretoria, November 1995. 
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HOOFSTUKl 

INLEIDING 

Die belangrikheid van water op aarde en die mens se afhanklikheid daarvan kan nie 

genoeg beklemtoon word nie. Ten spyte hiervan oefen die mens groot druk uit op die 

beskikbare watervoorraad en is dit vinnig besig om 'n skaars hulpbron te word. Ver­

skeie pogings is al aangewend om besoedeling te verminder, om bestaande water­

bronne te beskerm teen besoedeling en om water vir hergebruik te suiwer. Die koste 

verbonde aan laasgenoemde alleen beloop astronomiese bedrae en die praktiese uit­

voerbaarheid daarvan skep soms groter probleme. So byvoorbeeld het ontwikkelende 

gebiede 'n probleem met rioolbehandeling omdat doeltreffende geriewe ontbreek 

(Simpson, 1982). Baie van die gebiede is verafgelee wat onderhoud van duur en 

ingewikkelde tegnologiese apparaat bemoeilik. Tegnies opgeleide personeel ontbreek 

dikwels in meeste van die gevalle of moet deur 'n opvoedings- en opleidingsproses 

voorafgegaan word. Op hierdie gebied kan rietbeddings en gekonstrueerde vleilande 

van onberekenbare waarde wees (Simpson, 1982), want dis 'n lae tegnologie sisteem 

met min onderhoud (Wood, 1989). Die stelsel is aanpasbaar en kan uitgebrei word 

indien omstandighede dit sou verlang. Geen duur of ingevoerde onderdele en toerus­

ting word vir rietbeddings benodig nie en die kapitale koste is laag (Simpson, 1982). 

Hoewel rioolstelsels en veilige watervoorsiening vandag algemeen in gei:ndustria­

liseerde lande aangetref word (Simpson, 1982), is dit noodsaaklik dat tegnologiee 

ontwikkel word wat daarop gemik is om die koste van die behandeling van water op 

alle vlakke te verminder (Nichols, 1992). Dit is dus nie net ontwikkelende lande wat 

by sulke tegnologiee kan baat nie, maar ook 'n verskeidenheid industriee op alle vlakke 

omdat rietbeddings op die perseel aangebring kan word (Bowmer, 1987) en verskeie 

tipes uitvloeisels kan behandel (Bayes et al. , 1989). 

Die uitset van die meeste behandelingsisteme word gereeld gemoniteer, maar die bio­

geochemiese prosesse wat die waterkwaliteit bei:nvloed word selde bestudeer. 
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Vleilandbiogeochemie sluit 'n komplekse interaksie tussen hidrologie, plantegroei, 

grond en mikrobiese prosesse in. Hierdie prosesse moet heeltemal begryp word as 'n 

rietbed effektief ontwerp en bestuur wil word. Mikrobiese prosesse is essensieel vir die 

funksionering van natuurlike en gekonstrueerde vleilande. Hierdie prosesse sluit die 

atbraak van organiese verbindings en die mineralisering van nutriente, degradering van 

organiese besoedelingstowwe en denitrifisering in. Mikrobiese prosesse is streng ver­

want aan die grond, grond- en hidrologiese parameters en kan as gei"ntegreerde indika­

tors van die doeltreffende funksionering van 'n ekosisteem beskou word (Duncan et 

al., 1994). 

Rietb~ddings sluit grond, water, plante en antler biotiese komponente in en kennis van 

die eienskappe van elke komponent is essensieel vir die doeltreffende bestuur van 'n 

rietbed (Wood, 1989). Dit is dus noodsaaklik om die prosesse te verstaan wat be­

trokke is by die werking van die rietbed om sinvolle aanbevelings oor die ontwerp en 

bestuur van rietbeddings te kan maak (Butler et al. , 1990). 

Hierdie studie was daarop gerig om 'n bydrae te maak tot die kennis van die bakteriese 

profiel van 'n gekonstrueerde rietbed. As deel van hierdie doelwit is die bakteriese 

getalle, naamlik totale populasies, nitrifiseerders en denitrifiseerders, in 'n 

gekonstrueerde rietbed oor die vier seisoene van 'n jaar gemoniteer (Hoofstuk 3). In 

die werk wat in Hoofstuk 4 beskryf word, is groter klem gele op die bakteriee van die 

stikstofkringloop en die funksie wat hulle verrig tydens die verwydering van die 

stikstofverbindings uit die water in die rietbed. Die skripsie sluit in Hoofstuk 5 af met 

die bespreking van die resultate. 
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HOOFSTUK2 . 

LITERA TUUROORSIG 

2.1 Inleiding 

"Because of the essential role played by water in supporting human life it also has, if 

contaminated, great potential for transmitting a wide variety of diseases and ill­

nessess. " (Tebbutt, 1992.) 

Hierdie aanhaling beklemtoon die belangrikheid van water vir die voortbestaan van 

lewe op aarde en daarom is dit noodsaaklik dat waterbesoedeling beperk en water­

hulpbronne beskerm en optimaal benut moet word. 

In hierdie hoofstuk word waterbesoedeling kortliks en in die algemeen bespreek om 'n 

bree oorsig van die huidige toedrag van sake te kry. Verskillende tipes besoedeling 

word bespreek, met enkele voorbeelde toegelig en die gevolge van besoedeling word 

vervolgens beklemtoon asook die impak wat dit op die omgewing het. Die bespreking 

van watersuiwering sluit 'n oorsig van die suiweringsmetodes in wat tans in gebruik is. 

Deur die jare se bestudering van watersuiweringsmetodes het dit mettertyd duidelik 

geword dat veral ontwikkelende gebiede 'n probleem met rioolbehandeling het omdat 

doeltreffende geriewe ontbreek. Op hierdie gebied kan rietbeddings en gekonstrueerde 

vleilande van onberekenbare waarde wees (Simpson, 1982). Daarom word 'n oorsig 

gegee van die kenmerke van 'n rietbed, die samestelling en bou van rietbeddings, 

asook die werking en funksies van die verskillende komponente daarvan. Verskillende 

tipes rietbeddings, die toepassings en gebruike daarvan en die voordele en 

tekortkorninge van 'n rietbed word ook bespreek. Laastens word 'n oorsig van die 

stikstofkringloop gegee omdat enkele aspekte van hierdie siklus in hierdie studie 

ondersoek is. 

2.2 Tipes besoedeling en die gevolge daarvan 

In die geval van waterbesoedeling is dit belangrik om in gedagte te hou dat water wat 

in die natuur voorkom reeds 'n verskeidenheid kontarninante wat vanaf erosie, logings­

en· verweringsprosesse afkomstig is, bevat (Tebbutt, 1992). Volgens Sharpley & 

Meyer (1994) word soveel as 30 tot 50% van die aarde se vastelande deur 

nie-puntspesifieke besoedeling van eroste, kunsrnis, insekdoders, organiese 

bemestingstowwe en rioolslyk geaffekteer. Benewens hierdie prosesse in die natuur, 
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veroorsaak menslike aktiwiteit ook omgewingsbesoedeling, want behalwe hierdie 

natuurlike kontaminante wat reeds in die water voorkom, word huishoudelike en 

industriele uitvloeisels tot die water toegevoeg (Tebbutt, 1992). Addisioneel tot die 

toenemende besoedeling as gevolg van die bevolkingsgroei, moet die industriele 

ontwikkeling hierdie bevolkingsgroei steun. Dit alles het gelei tot 'n nuwe dimensie in 

omgewingsbesoedeling, naamlik: 

a) · die industriele produksie en verspreiding van chemikaliee wat nog nooit voor­

heen ( of in baie klein hoeveelhede) in die biosfeer voorgekom het nie 

b) die gelokaliseerde konsentrasie en vrystelling van groot hoeveelhede chemika­

liee, byvoorbeeld swaarmetale en radio-nukleotiede, wat voorheen m 

spoorelemente of Jae konsentrasies in die biosfeer teenwoordig was 

c) die grootskaalse mobilisering en gevolglik verhoogde biobeskikbaarheid van 

toksiese chemikaliee wat voorheen ook net in klein hoeveelhede in die biosfeer 

teenwoordig was (Timmis et al. , 1994). 

Enige watermassa is daartoe in staat om 'n sekere hoeveelheid besoedeling te 

assimileer sonder ernstige gevolge as gevolg van die verdunningseffek en die 

selfreinigingsvermoe van die water (Tebbutt, 1992). Die skielike storting van groot 

hoeveelhede xenobiotiese verbindings of die herlokalisering van 'n groot hoeveelheid 

natuurlike materiaal, kan die selfreinigingskapasiteit van die ekosisteem oorweldig en 

lei tot die akkumulasie van besoedelingstowwe tot problematiese of selfs skadelike 

vlakke (Liu & Suflita, 1993). Besoedelingstowwe in akwatiese ekosisteme wat tans 

tot groot kommer aanleiding gee, is chemiese verbindings wat in groot hoeveelhede 

geproduseer word, die omgewing bereik en toksies vir akwatiese organismes is. 'n 

Verdere ernstige probleem is die moontlikheid van akkumulering van toksiese stowwe 

of karsinogene deur mikro-organismes oor lang tye van blootstelling. Hierdie 

verbindings word in organismes in die voedselketting gekonsentreer tot 'n hoer vlak as 

wat in die omgewing voorkom en dit bly vir Jang periodes voortbestaan en veroorsaak 

dat omgewingskonsentrasies geleidelik toeneem (Ketchum et al. , 1978). 

Die gevolg van industriele en huishoudelike uitvloeisels wat in natuurlike waterbronne 

gestort word, is dat die organiese inhoud van die water verhoog en die opgeloste 

suurstof (DO) vlakke verlaag. In bogenoemde toestande sal mikro-organismes 

vermeerder en mag dit veroorsaak dat toestande aneaeroob en ongunstig word vir 

diere en hoer plante om in te leef. Behalwe vir die verlaagde DO-vlakke sal daar, af-
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hangende van die verdunning, betekenisvolle toenames in opgeloste stowwe, orga­

niese verbindings, nutriente (byvoorbeeld stikstof en fosfate ), kleur en troebelheid 

wees. Al bogenoemde faktore kan aanleiding tot ongewenste veranderinge in water­

kwaliteit gee. Rivierbesoedeling is ongewens, nie slegs omdat dit waterbronne kon­

tamineer nie, maar ook omdat dit addsionele ladings op behandelingsaanlegte plaas, 

rekreasiegebruike beperk, die vislewe atfekteer en 'n bron van reuke en estetiese pro­

bleme tot gevolg kan he. Die addisionele besoedeling sal dus die aard van die water 

verander, asook die geskikheid daarvan vir verskeie gebruike benadeel (Tebbutt, 

1992). Die resultaat is dat beide grondproduktiwiteit en omgewingskwaliteit bedreig 

word (Sharpley & Meyer, 1994) en dit hou weer ekonorniese- en gesondheids­

im.plikasies vir die publiek in (Gadd & White, 1993). 

Faktore wat oor die jare bygedra het tot besoedeling, byvoorbeeld die produksie van 

nutrientryke afval asook 'n toename in die bevolkingsdigtheid, het daartoe gelei dat 

streng beheermaatreels en standaarde vir die beheer en behandeling van afval nood­

saaklik geword het (Wood & Hensman, 1989). Ten einde te verhoed dat enige vorm 

van lewe aan gevaar blootgestel of benadeel word as gevolg van besoedelde water, 

moet besoedeling tot die minimum beperk word en reeds besoedelde water, alvorens 

dit weer tot 'n natuurlike waterbron toegevoeg word, gesuiwer word. 

2.3 Watersuiweringsmetodes tans in gebruik 

Die bestuur van die kwaliteit van water het 'n belangrike deel van die bestuur van 

waterhulpbronne geword (Bayes et al. , 1989). Die hoofdoelstelling van waterbehan­

deling is om die besoedelde water s6 te suiwer dat dit met veiligheid weer gebruik of in 

riviere teruggepomp kan word. Standaarde vir uitvloeisels is dus so opgestel dat 

natuurlike waterbronne beskerm word indien 'n uitvloeisel weer in 'n rivier gestort sou 

word. Van die belangrikste parameters sluit cherniese suurstof aanvraag (COD), ge­

suspendeerde vastestowwe (SS), ammoniak, fosfate en bakteriologiese kwaliteit van 

die water in (Lotter, 1994). 

Wat watersuiweringsmetodes betref, word daar hoofsaaklik drie hoofklasse onderskei. 

Eerstens is daar fisiese prosesse wat afhang van die fisiese eienskappe van die besoe­

delingstof, byvoorbeeld deeltjiegrootte, spesifieke gravitasie, viskositeit, ensovoorts. 

Voorbeelde van fisiese prosesse is sifting, sedimentasie, filtrasie en gasoordrag. 

Tweedens is dit cherniese prosesse wat gebaseer is op die cherniese eienskappe van die 

besoedelingstowwe of daar word gebruik gemaak van die cherniese eienskappe van 

chernikaliee wat bygevoeg word. Voorbeelde van cherniese prosesse is koagulasie, 
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presipitasie en ioonuitruiling. Laastens is biologiese prosesse wat van biochemiese 

reaksies gebruik maak om opgeloste of kollo"idale deeltjies te verwyder. Aerobe 

biologiese prosesse sluit biologiese filtrasie en die geaktiveerde slykproses in. 

Anaerobe oksidasieprosesse word weer gebruik om organiese slyk en organiese 

uitvloeisels met hoe konsentrasies besoedelingstowwe te stabiliseer (Tebbutt, 1992). 

Rioolstelsels en veilige watervoorsiening word vandag algemeen in gei"ndustrialiseerde 

lande aangetref. Die rykdom wat deur industriee gegenereer word, verseker 

maksimum gerief aan die verbruiker omdat water in huise vryelik beskikbaar is, en riool 

en afvloeiwater deur rioolstelsels weggevoer word. Tegnies opgeleide personeel 

verseker ook die behoorlike ontwerp, werking en bestuur van hierdie sisteme. 

(Simpson, 1982). Ten spyte van die rykdom wat industriee genereer, 

beklemtoon Force (soos aangehaal deur Nichols, 1992) tog die noodsaaklikheid van 

die ontwikkeling van tegnologiee wat daarop gemik is om die koste van behandeling 

van water op alle vlakke te verlaag. Soos Jones (soos aangehaal deur Nichols, 1992) 

dit stel, is die tegnologie om water te suiwer wel beskikbaar, maar die bevolkingsgroei 

oefen groat druk op die beperkte waterbronne uit, vandaar die noodsaaklikheid vir 

altematiewe tegnologiee. Die probleem om bogenoemde fasiliteite in ontwikkelende 

gebiede te voorsien, is dat hoe standaarde van gesondheid en gerief binne 'n kort 

tydperk met beperkte hulpbronne en tegnies opgeleide mense bereik moet word 

(Simpson, 1982). Bevolkingsgroei sal vir die afsienbare toekoms voortduur en tans is 

daar geen globale oplossing vir die gepaardgaande omgewingsbesoedelingsprobleme 

nie. Die huidige bekamping van besoedeling en pogings om die omgewing te beskerm, 

is daarop gemik om die besoedelingstempo te vertraag en om effektiewer prosesse vir 

die behandeling van toksiese besoedelingstowwe te ontwikkel. Rietbeddings het die 

potensiaal om as een so 'n proses op te tree om besoedeling effektiewer te bekamp 

(Timmis et al. , 1994). 

In ontwikkelende gebiede moet die metode van rioolbehandeling die gesondheidsge­

vare van die finale afvloei en slyk verminder tot aanvaarbare vlakke, geen reuke ver­

oorsaak of as broeiplek vir siektes optree nie. Die stelsel moet aanpasbaar wees en 

uitgebrei kan word indien omstandighede dit sou noodsaak, geen duur of ingevoerde 

onderdele en toerusting benodig nie en 'n lae kapitale koste he. Hierdie vereistes 

word nie deur konvensionele rioolbehandelingstelsels nagekom nie, want dis ontwerp 

om organiese verbindings en SS te verwyder voordat die riool behandel word 

(Simpson, 1982). Volgens Pirnie (soos aangehaal deur Nichols, 1992) sal daar in die 

toekoms baie aandag geskenk word aan die kwaliteit en hergebruik van water, asook 

aan die verwydering van biologiese nutriente. Rietbeddings en die konsep van 
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ku_nsmatig gekonstrueerde vleilande beskik oor die potensiaal om baie van die 

probleme van rioolbehandeling in ontwikkelende gebiede op te los (Simpson, 1982). 

Die toekomstige rol van natuurlike behandelingsisteme lok wye kommentaar uit wat 

Haller (soos aangehaal deur Nichols, 1992) se siening insluit <lat rietbeddings primer in 

landelike gebiede gebruik sal word omdat grond beskikbaar en goedkoop is en ook as 

gevolg van die lae koste van natuurlike watersuiweringsisteme ten opsigte van 

konvensionele behandelingsisteme. 

2.4 Rietbeddings 

2.4.1 Kenmerke van 'n rietbedding 

"Wetlands are lands traditionally between terrestrial and aquatic systems where the 

water table is usually at or near the surface or the land is covered by shallow water. " 

(Cowardin, 1982). 

Volgens die "Fish and Wildlife Service " is een van die belangrikste vereistes waaraan 

'n stelsel moet voldoen om as 'n vleiland te kwalifiseer, die verskynsel <lat die stelsel 

ten minste periodiek die groei van waterplante moet onderhou en <lat die substraat van 

die gebied hoofsaaklik grond moet wees wat versadig of bedek is met vlak water 

tydens elke jaar se groeiseisoen. (Cowardin, 1982). Tesame met die protozoa en 

nematode wat in so 'n vleiland voorkom, word natuurlike vleilande gesimuleer en 

aangewend tot die mens se voordeel tydens gekonstrueerde vleilande of dan 

rietbeddings (Reed, 1989). Rietbeddings kan dus gedefinieer word as 'n 

mensgemaakte stelsel van versadigde substraat waarin plante groei en diere voorkom. 

Rietbeddings kan ender andere aangewend word om sekondere en tersiere 

huishoudelike-, industriele-, myn- en landbou-uitvloeisels te behandel. 

2.4.2 Samestelling en bou 

Die faktore wat 'n rol tydens die samestelling en bou van 'n rietbed speel, word hier 

net kortliks genoem omdat 'n uitgebreide bespreking daarvan nie van toepassing is op 

hierdie studie nie. Rietbeddings is nog in 'n relatief vroee stadium van ontwikkeling en 

goed gedefinieerde ontwerperskriteria en prestasie-eienskappe ontbreek nog grootliks. 

Nietemin is die resultate van wereldwye navorsing op hierdie gebied bemoedigend 

(Bayes et al. , 1989). 
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Die ontwerp en die vorm van die rietbed word bepaal deur die terrein waar die rietbed 

aangele moet word, die presiese Jigging van die rietbed op hierdie terrein en laastens 

deur die grootte van die gebied wat beskikbaar is vir die uitleg van die rietbed (Knight, 

1994). Laasgenoemde sal dan indirek die lengte van die rietbed bepaal. Daar is waar­

geneem dat die etfektiwiteit van die rietbed afhang van die lengte daarvan en hierdie 

twee faktore (naamlik die area en die lengte) sal optimaal gekombineer moet word 

(Cooper et al., 1989). 

Die aard van die water en die besoedelingskomponente wat die rietbed moet behandel, 

moet vasgestel word aangesien dit die keuse van die rietbed (oppervlak- of subopper­

vlakvloeisisteem) bepaal (Knight, 1994). Verd er is dit ook belangrik om bekend te 

wees met die besoedelingskomponente wat in die water voorkom omdat daar in die 

geval van nie-degradeerbare komponente van die assimilatiewe kapasiteit van die 

grond gebruik gemaak word. Hierdie beginsel is gebaseer op die gebruik van 'n stuk 

grond wat groot genoeg is sodat die finale konsentrasie van die komponent in die 

water aan waterkwaliteitstandaarde voldoen (Bayes et al. , 1989). Die keuse van plante 

vir die rietbed word deur albei voorafgaande faktore (naamlik die aard van die be­

soedelde water en die tipe rietbed) bei:nvloed, terwyl die klimaat ook 'n rol speel omdat 

sekere plante nie bestand is teen koue weerstoestande nie. Die tipe rietbed bepaal die 

diepte daarvan, die substraat wat gebruik word en die materiaal wat die rietbed van die 

omgewing isoleer (Knight, 1994). 

Die verlangde kwaliteit van die water aan die einde van die rietbed is ook van kardinale 

belang, want dit bepaal die retensietyd, die vloeisnelheid, asook die beladingstempo 

van die rietbed (Knight, 1994). Volgens Butler et al. (1990) bei:nvloed die gradient 

van die rietbed weer die retensietyd en die vloeisnelheid van die water. Laastens is die 

koste van die rietbed nog 'n berekenbare faktor wat deur al die ander faktore betrokke 

by die konstruksie van die rietbed bei:nvloed word (Knight, 1994). 

Opmerkbare ooreenkomste bestaan tussen die komponente van gekonstrueerde riet­

beddings wereldwyd, maar die uiteindelike standaarde waaraan voldoen moet word, is 

uniek vir elke situasie. Vir elke rietbed om optimaal te funksioneer, moet die kompo­

nente van die rietbed optimaal saamgevoeg word vir elke situasie waar rietbeddings 

aangewend word en die wyse van samevoeging van die verskillende komponente het 

weer 'n invloed op die werking van die rietbed in die betrokke situasie. 
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2.4.3 Werking 

Rietbeddings sluit grond, water, plante en ander biotiese komponente in en kennis van 

die eienskappe van elke komponent is essensieel vir die bestuur van 'n rietbed (Wood, 

1989). Dit is dus noodsaaklik om die prosesse te verstaan wat betrokke is by die 

werking van die rietbed om aanbevelings oor die ontwerp van die rietbedding te kan 

m~ak (Butler et al., 1990). In Tabel 2.1 is 'n opsomming van die prosesse wat aanlei­

ding gee tot die verwydering deur die rietbed van besoedelingskomponente uit die 

water. 

Tabel 2.1 : Verwyderingsmeganismes in rietbeddings1 

Gesuspendeerde vaste Sedimentasie, filtrasie en adsorpsie 
stowwe 

Biologiese suustof aan- Sedimentasie 
vraag 

Stikstof 

Fosfor 

Swaar metale 

Patogene 

1 Gray & Biddlestone, 1995. 

Hoofsaaklik nitrifisering en denitrifisering. 
Minimale verwydering deur plantopname en 
ammonium vervlugtiging. 

Adsorpsie, kompleksering, presipitasiereaksie 
in rietbedsubstraat veral met Al, Fe, Ca en 
leirninerale. Baie min plantopname. 

Presipitasiereaksies na pH-veranderinge, 
sedimentasie en adsorpsie aan biofilms op 
plantstingels. 

Sedimentasie en filtrasie . Kompetisie en 
natuurlike afsterf. Antibiotikumafskeiding 
deur (1) plantwortels en (2) as gevolg van 
kompostering van plantmateriaal op die 
bodem. 

Alhoewel die akwatiese plante oor die algemeen beskou word as die mees voor-die­

handliggende komponent van 'n rietbedekosisteem, dui onlangse literatuur daarop dat 

die opname van besoedelingskomponente deur plante nie alleen verantwoordelik kan 

wees vir die hoe effektiwiteit waarmee besoedelingskomponente verwyder word nie, 
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soos dikwels waargeneem word in die geval van hoe beladingstempo eienskappe van 

baie behandelingsaanlegte (Bowmer, 1987). Die hooffunksie van plante in die rietbed 

blyk die vervoer van suurstof te wees. Die suurstof word vanaf die blare deur die 

stingels tot in die risome vervoer en deur die fyn haarworteltjies tot in die risosfeer. 

Die suurstof skep 'n aerobe omgewing vir mikro-organismes om in te groei. Die water 

wat dan deur die substraat van die rietbed beweeg kom in aanraking met hierdie 

mikro-organismes wat die besoedelingskomponente afbreek (Biddlestone et al., 

1991). 

Di_e hoofineganisme vir die verwydering van besoedeling in 'n rietbed sluit beide bakte­

riese transformasies en fisies-chemiese prosesse in, insluitend adsorpsie, presipitasie en 

sedimentasie (Tabel 2.2). Daar word aanvaar <lat mikro-organismes wat aan die plante 

geheg is, die grootste bydrae tot die behandeling van die afvalwater in so 'n rietbed 

lewer, alhoewel antler chemiese en biologiese prosesse ook bydra om die besoedelde 

water te suiwer soos wat <lit deur die rietbed beweeg (Gersberg et al., 1989). As 

gevolg van die gei:ntegreerde prosesse wat in 'n rietbed voorkom, sal faktore wat een 

komponent bei:nvloed, noodwendig 'n invloed op die totale ekosisteem he. Kanalise­

ring in die rietbed veroorsaak byvoorbeeld verhoogde uitvloeivolumes, <lit verlaag die 

watertafel, en antler natuurlike grondbedekking ly ook daaronder. Dit lei weer tot die 

vernietiging van habitatte wat gevolglik tot 'n moontlike toename in erosie kan lei en 

uiteindelik gedeeltelike oftotale vernietiging van die rietbed veroorsaak (Wood, 1989). 

2.4.4 Verskillende tipes rietbeddings 

Daar is hoofsaaklik twee tipes rietbedsisteme. Die eerste is die oppervlakvloeisisteem 

of "free water surface (FWS)" rietbed en stem ooreen met natuurlike vleilande (Reed 

& Brown, 1992). Die oppervlakvloeisisteem bestaan uit 'n grondsubstraat waarin die 

plante groei en met water versadig word totdat die watervlak net bo (5 cm) die 

grondsubstraat is (Gray & Biddlestone, 1995). Die watervlak is dus blootgestel aan 

die atmosfeer (Reed & Brown, 1992). Die hele rietbed is gei:soleer om te voorkom <lat 

die water nie na die ornringende grand deursypel en <lit dalk besoedel nie (Biddlestone 

et al., 1991). In oppervlakvloeisisteme is die suustof vasgevang in die risosfeer en nie 

beskikbaar vir die water wat op die oppervlak vloei nie. Die hoofsuurstofbron vir die 

water is belugting van die water by die wateroppervlak wat aan die atmosfeer 

blootgestel is. (Reed & Brown, 1992). Soos wat die water horisontaal deur die 

bedding beweeg word <lit gesuiwer. Die rol van die plante m die 

oppervlakvloeisisteem is onder andere om weerstand teen die vloei van die water te 

hied, die vloei van die water te onderbreek en 'n plek waar mikro-organismes kan 



vasheg. Die vJoei van die water bo die substraat tussen die pJantstingeJs deur 

veroorsaak dat metaJe uit die water presipiteer. Die presipitaat adsorbeer dan aan die 

pJantstingeJs of sak uit tot op die substraat. Verder bring die vJoei van die 

oppervJakwater deur die pJantstingeJs 'n pH-verandering te weeg wat veraJ gebruik 

word om suurmyndreindering te behandeJ (Gray & Biddlestone, 1995). 

Die tweede tipe rietbedsisteem is die suboppervJakvloeisisteem. Hierdie sisteem word 

gekonstrueer van growwe sand, gruis of klippe wat in lae van verskillende diktes gepak 

word. Die rietbed is met sement of ander materiaal ge1soleer en so ontwerp dat die 

watervlak onder die oppervJak van die substraat bJy. Suurstof vanaf die atmosfeer 

diffimdeer in die bedding via geperforeerde pype wat tussen die Jae geplaas word, 

asook deur die wortels van die riete (Gray & Biddlestone, 1995). In 

suboppervlakvloeisisteme diffundeer die suurstof nie ver vanaf die wortels nie, maar 

vorm eerder mikro-suurstof gebiede naby haarworteJs (Reed & Brown, 1992). Die 

suboppervJakvloeisisteme het alternerende periodes van rus en werk. Die water word 

ingepomp en toegelaat om weg te dreineer. Soos wat die water vertikaal deur die 

rietbed beweeg, word die water gesuiwer. Tydens die periode van rus, oksideer die 

vaste stowwe en die boonste Jae word weer deurlaatbaar en die proses kan herhaaJ 

word (Gray & BiddJestone, 1995). Behalwe dus vir die geperforeerde pype is die 

plante die enigste ander bron van suurstof om die groei van die mikro-organismes te 

onderhou en tot die suiweringsproses by te dra omdat die watervlak nie aan die 

atmosfeer bJootgestel is en suurstof in die water kan opJos nie. Suboppervlaksisteme 

kan ook so ontwerp wees dat die water horisontaal deur die substraat beweeg. Die 

bodem is dan so ontwerp om 'n eenvormige vJoei te verseker en die m- en 

uitvJoeistrukture verseker beheer en verspreiding van die watervlak in die rietbed 

(Reed & Brown, 1992). 

2.4.5 Toepassings en gebruike van rietbeddings 

Rietbeddings het groot potensiaal vir die behandeJing van rou uitvloeiwater omdat dit 

'n wye spektrum besoedelingskomponente kan behandel. Die verskillende aanwen­

dingsmoontlikhede bJyk duidelik uit die volgende voorbeeJde in TabeJ 2.2. 
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Tabel 2.2 Toepassings en gebruike van rietbeddings tydens watersuiwering1 

••••'.i.mi1•••~~:v~wAT.1R••· 
.... ·· ... · ·c::c 

. /ffl .. •.• TQEPASSJ:NG'f.ttN1UliTBE,DD~G§ · : >· 

Munisipale- en Sekondere- en tersiere behandeling en opgradering van 
huishoudelike riool oksidasiedamme 

Rioolbehandeling na Huise, hotelle, tyddeeleenhede, karavaanparke, ont-
septiese tenk spanningsoorde, golfbane 

Afvalvloeistof Vanaf paa1e, lughawens en voertuigdienssentrums 
( treine en busse) 

Landbou Water vanaf melkerye, groenteverpakkings, varkhokke, 
voerkrale en pluimvee afval 

Landopvulgebiede Dreinering 

Industrieel Vanaf cherniese vervaardigers, olieraffinaderye, voedsel 
en alkohol vervaardigers, papiermeule, leerlooierye, 
tekstiel- en fotolaboratorium afval 

Myne Metaalkontarninasie m water vanaf steenkool- en 
metaalmyne, soutwater- en suurmyndreinering 

Slyk Ontwatering en stabilisering 

1 Wood, 1993a; Wood, 1993b; Gray & Biddlestone, 1995. 

2.4.6 Voordele van rietbeddings 

Rietbeddings het aanwendingsmoontlikhede en voordele bo ander watersuiwerings­

metodes omdat bioremediering (biologiese prosesse) by voorkeur bo duur of gevaar­

like chernikaliee gebruik word om besoedelingstowwe te vernietig of te immobiliseer. 

Bioremediering kan in situ uitgevoer word deur behoorlik gestimuleerde populasies 

van besoedelingsdegraderende rnikro-organismes wat natuurlik voorkom of deur 

rnikro-organismes met unieke kataboliese eienskappe toe te voeg om spesifieke 

teikenchernikaliee te detoksifiseer of rnineraliseer. In situ-behandelings blyk om 

relatief goedkoop en effektief te wees, want dit benodig behandelingstye van maande 

totjare, eerder asjare tot dekades (Crawford, 1991). 

Rietbeddings kan gebruik word om klein konvensionele rioolwerke op die platteland te 

vervang en ook vir die sekondere en tersiere behandeling van die finale uitvloei. 

Anders as in die geval van die normale rioolbehandelingsprosesse, onderhou rietbed­

dings 'n groter diversiteit rnikro-organismes en hoe groter hierdie diversiteit, hoe 

groter die verskeidenheid verbindings wat afgebreek kan word (Gilges, 1991). 'n 
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Koste-effektiewe afname in ammoniak, biologiese suurstof aanvraag (BOD), SS, totale 

kolivorme en organiese materiaal in rioolwater word deur die rietbedbehandeling van 

besoedelde water verkry. Hierdie proses is oak minder sensitief as die konvensionele 

rioolwerke vir beladings tydens spitstye (Butler et al. , 1990) en dit was tot dusver nag 

nie 'n beduidende bran van reuke nie (Bayes et al. , 1989). Kommer het ontstaan dat 

besoedelingstowwe (veral swaarmetale) vanaf die water via die plante na organismes 

hoer in die voedselketting oorgedra sou word. Die swaarmetale word egter in die 

wortels en sediment gekonsentreer en byna geen gevaar van vergiftiging bestaan vir 

voels en ander diere wat die plante eet nie. (Gray & Biddlestone, 1995). 

Rietbeddings bied ook 'n plaaslik beheerde en koste-effektiewe alternatief vir hoe teg­

nologie sisteme (Butler et al., 1990). Die konstruksie van rietbeddings is eenvoudig en 

goedkoop (lae kapitale koste) en kan deur relatief onopgeleide personeel opgerig en 

behartig word omdat rietbeddings 'n "lae tegnologie"-sisteem is (Wood, 1989). 

Meesal word geen meganiese of elektriese toerusting benodig nie (lae energiebe­

hoeftes) en die koste verbonde aan die werking van die rietbed (werkingskoste) is tot 

die minimum beperk as gevolg van die lae onderhoudskoste van die sisteem. 'n 

Verdere voordeel van die sisteem is die hoe behandelingseffektiwiteit daarvan. Ten 

spyte van koue winterstoestande, is waargeneem dat rietbeddings nag bevredigend 

funksioneer, selfs wanneer dit aan hewige sneeu blootgestel word (Wood, 1989). Die 

proses is dus in staat om 'n wye reeks werkingstoestande te deurstaan met die gevolg 

dat water van 'n konstante kwaliteit geproduseer kan word (Cooper et al., 1989). Die 

koste verbonde aan die suiwering van besoedelde water en proses- of uitvloeiwater is 

dus relatief goedkoop en 'n grater verskeidenheid uitvloeisels as net voedsel en 

huishoudelike afval kan hanteer word (Bayes et al. , 1989). Benewens die feit dat riet­

beddings water baie effektief suiwer, is dit oak omgewingsvriendelik (Bayes et al., 

1989), omdat dit met die omgewing versmelt (Cooper et al. , 1989) en 'n estetiese 

faset aan veral rioolbehandeling verleen (Wood, 1990). 

'n Rietbedding kan opgerig word op die plek waar die besoedeling voorkom (Bowmer, 

1987), byvoorbeeld rekreasiepersele, logingsgebiede, brouerye, romerye, kleurstof­

fabrieke en olieraffinaderye, landbou afvalgebiede (skure en voerkrale), suurmyn­

dreineringsgebiede en industriele persele. Rietbeddings is dus ideaal vir kleinskaalse of 

lae tegnologie behandelingsisteme by reeds bestaande behandelingsaanlegte of in 

ontwikkelende lande (Bayes et al. , 1989). Die ander voordeel van rietbeddings by 

bogenoemde aanlegte is dat byprodukte, byvoorbeeld chemiese slyk, verrninder word 

(Knight, 1993). 
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Rietbeddings word nie alleenlik vir suiweringsdoeleindes gebruik nie. In sommige ge­

valle is die bedding verleng om landbou-oeste te produseer vanaf die uitvloeisel, wat 

voordelig is veral in gebiede waar water skaars is (Butler et al. , 1990). Die voordeel 

van rietbeddings hier, teenoor landelike opruimingsgebiede, is die herwinning van 

water wat weer aangewend kan word om riviervloei te onderhou en watervoorsiening 

en besproeiing in stand te hou (Bowmer, 1987). Behandeling van afvloeisels vanaf 

skure en voerkrale kan ook nuttig aangewend word, byvoorbeeld as drinkwater vir 

diere. Akwatiese plante verwyder die nutriente uit die voerkraalafvloeisel en as die 

plante geoes sou word, is dit as uitstekende veevoer beskikbaar. Plante wat in 

nutrientryke grond groei, beskik oor veel hoer protei"en- en verteringsvlakke (Wood, 

1991 ). 

Rietbeddings besit ook die potensiaal vir die bewaring van voe!- en wildlewe (Cooper 

et al. , 1989), omdat dit as habitat vir menige plante en diere dien (soms selfs be­

dreigde spesies). Verdere bewaringsaspekte van rietbeddings is dat die water op die 

oppervlak beskerm en gesuiwer word en die waterkwaliteit van grondwater verbeter 

word. Laastens word vloedwater beheer, grond-erosie voorkom en rietbeddings hou 

ook rekrasievoordele in (Anon, 1992). 

2.4. 7 Tekortkominge van rietbeddings 

Benewens die feit dat die interaksie tussen die grond, water, plante en mikro-organis­

mes nog onduidelik is (Roberts, 1993), is daar ander aspekte van die rietbed waaraan 

aandag geskenk moet word. Hierdie aspekte sluit onder andere die faktore in wat vir 

die effektiwiteit van die rietbed verantwoordelik is en aspekte wat in die samestelling 

en bou van die rietbed van belang is. 

Een van die grootste probleme wat tans nog met rietbeddings ondervind word, is die 

onvermoe daarvan om die konsentrasie van sekere verbindings en besoedelingstowwe 

genoegsaam te verlaag. Beide oppervlakvloei- en suboppervlakvloeisisteme verlaag 

nie ammoniak tot aanvaarbare waterstandaarde nie. Die oorsaak kan moontlik 

toegeskryf word aan onvoldoende suurstofvoorsienig aan nitrifiserende bakteriee 

(Reed & Brown, 1992). Rietbeddings is ook nie in staat om uitvloeisels met baie hoe 

BOD-vlakke, byvoorbeeld sekere landbouafval met BOD-vlakke van tot 3000 mg/I, te 

hanteer nie. Daar is al waargeneem dat oppervlakvloeisisteme BOD met 80 tot 90% 

verminder, maar totale stikstof slegs met 20 tot 30% (Gray & Biddlestone, 1995) en 

totale fosfate met slegs 46% (Knight, 1994). Volgens 'n artikel van Reed & Brown 

(1992) sal suboppervlakvloeisisteme fosfate tot 'n beperkte mate uit die water 
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verwyder omdat die water en die substraat so 'n kort tyd in aanraking met mekaar is en 

rninimale interaksie plaasvind. Oppervlakvloeisisteme het 'n !anger retensietyd wat 

groter kontak tussen die water en die substraat bewerkstellig en fosfate meer effektief 

verwyder. In albei gevalle word die substraat na verloop van tyd versadig en word 

fosfate nie meer uit die water verwyder nie. Rietbeddings wat ontwerp is om fosfate te 

verwyder beslaan normaalweg 'n baie groot area. 

Verstopping is die ander probleem waaraan aandag geskenk moet word, want dis die 

hoofoorsaak dat water nie deur die substraat vloei nie. Om hierdie probleem op te los 

meet die hidrologiese ontwerp van 'n rietbed aangepas word ten einde suboppervlak­

vloei te bewerkstellig. (Reed & Brown, 1992). Die plante in die rietbed is die ander 

komponent wat 'n bron van uiteenlopende probleme is. Plante wat aanvanklik 

suksesvol gevestig is, kan swak groei en doodgaan indien die watervlak hoer is as 

waarvoor die rietbed ontwerp is. Plante kan ook geaffekteer word deur insekte en 

ander diere lewe, byvoorbeeld moerasbewers (Knight, 1993). Klimaat kan ook die 

plante betnvloed omdat somrnige plante doodgaan in die winter, maar volgens Reed & 

Brown (1992) het klimaatsveranderinge geen noemenswaardige effek op die 

effektiwiteit van die rietbed tydens wintermaande nie. In teenstelling hiermee is 

verskille in die getalle van die nitrifiserende bakteriee tussen seisoene in varswater 

sisteme waargeneem (Hall, 1986). 

2.5 Prosesse van die stikstofkringloop 

2.5.1 Nitrifisering 

Nitrifiseerders (ammoniak- en nitrietoksideerders) is Gramnegatiewe chemolitotrofe 

bakteriee wat op gereduseerde anorganiese stikstofverbindings groei . Koolstofdioksied 

is die hoof koolstofbron en energie word deur oksidasie van onderskeidelik ammoniak 

en nitriet verkry. (Pelczar et al. , 1993). Nitrifiseerders kom selde in groot getalle voor, 

maar is tog wydverspreid in grond en water. In habitatte waar ammoniak egter teen­

woordig is, byvoorbeeld in water wat riool ontvang (behandel of onbehandel), sal 

nitrifiseerders in groter getalle voorkom. Nitrifisering is 'n streng aerobe proses, dit 

vind by 'n neutrale pH plaas en word deur anaerobe- en suurtoestande getnhibeer. 

Nitrifisering maak die omgewing suur omdat salpetersuur ophoop. (Brock et al. , 1994) 

Geen litotrofe bakterie wat die voile oksidasieproses van ammoniak na nitraat uitvoer, 

is bekend nie (Brock et al. , 1994), en outotrofe nitrifisering word deur twee verskil­

lende groepe bakteriee uitgevoer, naamlik die ammoniakoksiderende bakteriee 
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(nitrosofiseerders) wat tot die Nitrosomonas spp behoort en die nitrietoksiderende 

bakteriee (nitraatproduseerders of ware nitrifiseerders of nitrofiseerders) wat tot die 

Nitrobacter spp behoort (Lotter, 1994). Voorbeelde van amrnoniakoksideerders sluit 

in: Nitrosomonas europaea, Nitrococcus nitrosus en Nitrosococcus oceanus en van 

nitrietoksideerders: Nitrobacter winogradskyi en Nitrospina gracilis (Pelczar et al., 

1993). Somrnige heterotrofe bakteriee en fungi oksideer amrnoniak tot nitraat, maar 

die proses is baie stadiger as wanneer litotrofe nitrifiseerders dit uitvoer en dit mag 

selfs onbeduidend wees (Kuenen & Robertson, 1988; Brock et al. , 1994). 

2.5.2 Denitrifisering 

Denitrifisering is 'n reduksieproses wat nitriet na nitraat en dan na stikstofgas omvorm. 

Die proses is in der waarheid 'n respiratoriese meganisme waar molekulere suurstof 

deur nitraat vervang word (Lotter, 1994). Denitrifisering is 'n anaerobe proses wat 

deur omgewingstoestande be'invloed word. Die proses word byvoorbeeld deur 'n hoe 

konsentrasie organiese materiaal en 'n temperatuurstyging versnel (Pelczar et al., 

1993). Denitrifisering kom eerder in staande as bewegende water voor en die tempo is 

hoer in die somer en winter as tydens die lente en herfs. Voorbeelde van genusse van 

denitrifiserende rnikro-organismes is : Pseudomonas, Alcaligenes, Azospirillum, 

Achromobacter, Bacillus, Flavobacterium, Thiobacillus, Rhizobium, Rhodopseudo­

monas, Propionibacterium, Agrobacterium, Chromobacterium, Hyphomicrobium en 

Vibrio (Atlas & Bartha, 1993). 

Nitrifisering en denitrifisering speel dus albei 'n uiters belangrike rol in die 

stikstofkringloop van beide terrestriele en akwatiewe ekosisteme. Substrate vir hierdie 

prosesse word nie net deur natuurlike hersirkulering geproduseer nie, maar ook deur 

menslike aktiwiteit en dis juis hierdie menslike aktiwiteit wat stikstofverbindings vorm 

wat tans groot komrner in veral varswateromgewings veroorsaak (Kuenen & 

Robertson, 1988). Verhoogde toename in stikstof in die omgewing lei tot verhoogde 

eutrofisering in water. In gebiede waar landboubesproeiing en uitvloei van besoedelde 

water op land oor lang tydperke plaasgevind het, het die ondergrondse water groot 

hoeveelhede nitrate bevat. Indien dieselfde water vir huishoudelike gebruik aangewend 

sou word, bestaan die gevaar van methemoglobinernia by babas as gevolg van die 

verhoogde nitraatvlakke in die water (Gersberg et al. , 1983). Die verwydering van 

stikstof tydens rioolbehandeling is dus baie belangrik. 

Effektiewe verwydering van stikstof hang van 'n reeks transformasies af. Na rninera­

lisering van organiese stikstof na ammoniak, vind nitrifisering plaas, gevolg deur deni-
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trifisering. Opname deur plante in die rietbed !ewer ook 'n bydrae tot stikstofverwy­

dering. Dit is dus belangrik dat die regte toestande geskep sal word sodat nitrifisering 

en denitrifisering kan plaasvind. Invloede van fisies-cherniese toestande op die tempo 

van stikstof transformasie in die rietbed is ondersoek en dis waargeneem dat nitrifise­

ring 'n geoksideerde substraat benodig en denitrifisering anaerobe toestande, sowel as 

'n organiese koolstofbron (Bowmer, 1987). Die hoofprosesse wat plaasvind tydens 

rioolbehandeling in 'n rietbed is dus plantopname van stikstof, nitrifisering van ammo­

niakstikstof in die water en denitrifisering in die onderliggende sediment of anaerobe 

gedeelte in die risosfeer (Moorhead et al., 1988). 

2.6 Probleemstelling, doelstelling en benaderingswyse 

Kwantifisering van bakteriee in rietbeddings is al voorheen gedoen (Gray & 

Biddlestone, 1995), maar oor die verskeidenheid bakteriee wat voorkom en die 

spesifieke rol van bakteriee in die rietbed ekosisteem tydens transformasies en ender 

spesifieke toestande in die rietbed, is nog baie min bekend. Daar bestaan ook 

teenstrydighede ten opsigte van die invloed van seisoenale variasie in temperatuur op 

die bakteriese populasie in 'n rietbed. Kennis van die samestelling van die bakteriese 

populasie in 'n rietbed is belangrik om die werking van die rietbed te verstaan en te 

evalueer. Die primere doelstelling van hierdie studie was om 'n bydrae te maak om die 

bakteriese profiel van 'n rietbed vas te stel. Verdere doelstellings was om (1) die totale 

bakteriese getalle in die rietbed oor 'n tydperk van een jaar te moniteer, asook (2) die 

getalle van die bakteriee van die stikstofkringloop, naamlik die nitrifiseerders en 

denitrifiseerders. Dit is gedoen om moontlike tendense in die bakteriese getalle vas te 

stel, faktore wat die bakteriese getalle bei'nvloed, te bepaal. Hierdie kennis is nodig vir 

die ontwerp en uiteindelike evaluering van die sukses van 'n rietbed. 

Die benaderingswyse wat gevolg is, was om by een punt in die rietbed drie sanes van 

mekaar te onderskei in die waterlaag, naamlik stilstaande, stadig- en vinnigvloeiende 

water en dan bakteriese tellings oor vier seisoene in hierdie sanes te vergelyk. Die 

tellings is tweeweekliks oor 'n tydperk van een jaar gedoen. 'n Verkennende studie is 

ook gedoen vir verdere karakterisering van die nitrifiseerders. 
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HOOFSTUK3 

KW ANTIFISERING EN IDENTIFISERING VAN BAKTERIEe 

3.1 Inleiding 

Die werk wat in hierdie hoofstuk beskryf word, is dee} van 'n meer omvattende 

studie om die bakteriese profiel van 'n gekonstrueerde rietbed te bepaal en om 

die faktore wat dit bei:nvloed te identifiseer. In hierdie studie val die klem op die 

bepaling van die totale aantal bakteriee, die nitrifiserende en denitrifiserende 

bakteriee oor die vier seisoene van 'n jaar. Die verskillende sones in die rietbed, 

naamlik stilstaande water, stadig- en vinnigvloeiende water is by 'n spesifieke 

punt binne die eerste tien meter van die rietbed ten opsigte van bogenoemde 

bakteriee ondersoek. 

Totale bakteriese tellings is by 20°C gedoen om die bakteriee wat natuurlik in die 

water voorkom te kwantifiseer en by 37°C daardie bakteriee wat as gevolg van 

besoedeling deur menslike afvalstowwe in die water beland het. Die bakteriee 

van die stikstofkringloop wat volgens die literatuur die grootste bydrae maak tot 

die verwydering van stikstof uit die water, naamlik nitrifiseerders en 

denitrifiseerders (Gersberg et al., 1983), is terselfdertyd gekwantifiseer. 

Bakteriee wat op die totale plaattellingplate tydens elke monstemame 

voorgekom het en verskil het ten opsigte van koloniemorfologie, is ge"isoleer en 

ge"identifiseer, asook die bakteriee wat op die ammoniak- en nitrietplate 

voorgekom het, omdat daar slegs twee morfologiese tipes op elk van hierdie 

plate onderskei kon word. 
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3.2 Eksperimenteel 

3.2.1 Beskrywing van die rietbed 

'n Rietbed op die perseel van Naschem naby Potchefstroom is tydens die studie 

ondersoek. Hierdie rietbed is hoofsaaklik aangele met die doel om as tersiere 

behandeling van 'n uitvloeisel te dien en is na 'n bioreaktor aangele (Figuur 3 .1 ). 

Die uitvloeisel bestaan hoofsaaklik uit rioolwater en water vanaf die wassery 

waar die klere van die werkers van die plofstofaanleg gewas word. Die bioreak­

toruitvloei loop eers in 'n sewedagdam vanwaar die water oorloop in 'n trog en 

uiteindelik in die rietbed afvloei . Die rietbed strek oor ongeveer 100 meter en 

eindig in 'n opvangdam. Die rietbed word egter deur twee algdamrne 

onderbreek en is verder met bamboe-riete, onder andere wilgerbome en 

sambreelgras beplant. Die hele rietbed is met sement en klippe uitgele. 

-~ 
I 

Geakiiveerde 
slykproses 

Chlorering en Eerste deel van 
sedmntas ie die rietbed 

Prlmere behandelingsisteem 

Algdarrm: Tweede deel van Uitvloei 
die rietbed 

Sdi.ond&-e behandelingsisteon 

Figuur 3.1: Skematiese voorstelling van die uitvloeiselbehandelingsisteem by 
Naschem. Die monsternamepunt word met 'n pyltjie aangedui. 

3.2.2 Monstername 

Drie sones is in die rietbed by die monsternamepunt onderskei, naamlik die 

stilstaande, stadig- en vinnigvloeiende water en monstername het tweeweekliks 

geskied (Figuur 3.1). By die monsternamepunt is die gemiddelde diepte van die 

water ongeveer 10 cm. Die monsters is in gesteriliseerde glashouers geneem en 

in die yskas bewaar indien dit nie onmiddellik verwerk kon word nie, maar die 
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verwerking van die watermonsters is gewoonlik binne vier-en-twintig uur na 

monstemame uitgevoer. 

Die veranderinge in die vloeivolumes in die rietbed is ook oor die hele tydperk 

gemoniteer en omdat die watervlak nie noemenswaardig gewissel het nie, word 

die resultate nie gegee nie. 

3.2.3 Totale bakteriese getalle 

Totale tellings van bakteriee (20°C en 37°C) is deur middel van spreiplate op 

plaattellingsagar (PTA) van Biolab gedoen (kyk Bylaag 1). Verdunnings van 10-
2 tot 10-4 is in 9 ml steriele verdunningswater gemaak en twee stelle spreiplate 

van bogenoemde verdunnings is vir al drie sones gemaak. Een stel is vir een 

week by 20°C en die ander stel by 37°C vir 48 uur gei'nkubeer voordat tellings 

gedoen is. 

3.2.4 Kwantifisering van nitrifiseerders 

Nitrifisering bestaan uit twee stappe wat deur twee verskillende groepe bakteriee 

uitgevoer word (kyk 2.1 ). Die eerste reaksie is die omvorming van ammoniak na 

nitriet deur nitrosofiseerders en ammoniakagar is hiervoor berei volgens die 

metode van Lewis en Pramer (1958) (kyk Bylaag 1). Die tweede reaksie is die 

omvorming van nitriet na nitraat deur nitrofiseerders en hiervoor is nitrietagar 

volgens die metode van Delwiche en Finstein (1965) berei (kyk Bylaag 1). Vir 

die isolering van albei groepe bakteriee is 0.1 ml water van al drie sones op die 

onderskeie spreiplate versprei nadat verdunnings van 10-2 tot 10-4 in 9 ml steriele 

verdunningswater gemaak is. Die plate is vir een week by 28°C gei:nkubeer. 

3.2.5 Kwantifisering van denitrifiseerders 

Denitrifisering is die omvorming van nitraat na stikstofgas en die nitraatsop wat 

vir hierdie toets gebruik is, is volgens die metode van Salle (1973) berei (kyk 
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Bylaag 1) en in proefbuise met Durham-buisies versprei om die stikstofgas wat 

vorm, op te vang. 'n Lagie steriele aptekersparaffien is bo-op die nitraatsop 

gevoeg om 'n anaerobe omgewing te skep. Verdunnings van 10·2 tot 10·4 is 

in 9 ml steriele verdunningswater gemaak en vyf buise is met elke verdunning 

gei"nokuleer. Die inokulum in elke buis was 1 ml en is vir al drie sones van die 

rietbed gedoen. Die buise is by 28°C vir een week gei"nkubeer. Kwantifisering 

van die aantal denitrifiseerders in die nitraatsop is met behulp van die mees­

waarskynlike-getalmetode (MWG) gedoen (Brock, 1979). 

3.2.6 ~dentifikasie van die geisoleerde bakteriee 

3.2.6.1 Kleurings 

(a) Kopeloff-Gramkleuring 

Gramkleurings is volgens die metode van Cruickshank et al. (1980) gedoen. 

(b) Endospoorkleuring 

Endospoorkleuring is volgens die metode van Shaeffer en Fulton gedoen (Salle 

et al., 1973). 

(c) Flemming se negatiewe kleuring 

Negatiewe kleuring is volgens die metode van Harrigan & McCance (1966) 

gedoen. 

(d) Suurvastekleuring volgens Ziehl-Neelsen se metode 

Suurvaste kleuring is volgens die metode van Cowan (1981) gedoen. 
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3.2.6.2 Transmissie elektronmikroskopie (TEM) 

Die bakteriee is op voedingsagarskuinsbodems uitgestryk en vir hoogstens 24 

uur gei"nkubeer. Na inkubasie is van die groei met 'n inokuleerogie in 'n druppel 

water gesuspendeer en oorgedra na 'n koperroostertjie wat met 'n Formvar-lagie 

bedek is. Negatiewe kleuring van die organismes op die roostertjie is met 0,05% 

uranielasetaat gedoen (Handleiding, Laboratorium vir Elektronmikroskopie, P.U. 

vir C.H.O.). Die bakteriee is met 'n Phillips CM 10 TEM ten opsigte van sel­

vorm, teenwoordigheid en rangskikking van flagellums, fimbriae en endospore 

ondersoek. 

3.2.6.3 Fenotipiese toetse 

(a) Oksidase toets 

Die oksidase toets is met vier reagense uitgevoer: 

1) NNN'N'-tetrametiel-p-fenileendiamien dihidrochloried 

2) NN-dimetiel-p-fenileendiamien dihidrochloried 

3) p-amino-NN-dimetielanilien oksalaat 

4) NNN'N'-tetrametiel-p-fenileendiamien (Cruickshank et al., 1980) 

(b) Katalase toets 

Katalase toetse is volgens die metode van Harrigan & McCance (1966) gedoen. 

(c) Anaerobe groeitoets 

Suiwer kulture (24 uur oud) is op voedingsagar uitgestryk. 'n Verpligte aerobe 

bakterie (Pseudomonas aeruginosa) en 'n fakultatief anaerobe bakterie 

(Escherichia coli) is onderskeidelik as positiewe en negatiewe kontroles gebruik. 

Die voedingsagarplate met die kulture en die kontroles is in 'n anaerobe fies 
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geplaas en verseel. 'n Vakuumpomp is vir ongeveer 10 minute gebruik om 'n 

vakuum in die fies te skep. Die fies is verseel en aan 'n silinder met 'n 

suurstofvrye gasmengsel gekoppel (9.8% koolstofdioksied, 20.3% waterstof en 

69.9% stikstot) wat vir ongeveer 2 minute deur die fies geblaas is. Die fies se 

kleppe is toegedraai en by 20°C vir een week gei:nkubeer (Harrigan & McCance, 

1966). Die tles is by 20°C gei:nkubeer omdat al die bakteriee daar groei, selfs die 

wat by 37°C gei:soleer is. 

(d) Respirasie-fermentasie toets (RF) 

'n Steekkultuur is in die semi-soliede medium gemaak met broomkresolpers as 

indikator. Die resultate is daagliks vir vier agtereenvolgende dae gelees 

(Cruickshank et al., 1980). 

3.3 Resultate 

3.3.1 Totale hoeveelheid bakteriee 

In Figuur 3 .2 word die resultate gegee van die plate wat by 20°C gei:nkubeer is 

en vir die wat by 37°C gei:nkubeer is, word die resultaat in Figuur 3.3 gegee. 

Figuur 3.4 gee die temperatuursveranderinge oor die vier seisoene van 1994. Vir 

die bespreking van die resultate is die onderskeie seisoene as volg vasgestel: 

Somer 

Herfs 

Winter 

Lente 

22/11/94 tot 24/02/94 

10/03/94 tot 19/05/94 

01/06/94 tot 15/08/94 

05/09/94 tot 01/11/94 

Die hoeveelheid bakteriee wat by 20°C groei, is aan die begin van die somer 

redelik hoog (2.66 tot 3.25 x 105) (Figuur 3.2) en daal namate die somer vorder, 

maar styg dan weer teen die einde van die so mer ( 11. 6 tot 5 .15 x 105) in al drie 

sones. Aan die begin van die herfs is die bakteriese getalle in al drie sones baie 
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hoog (3 .72 tot 19.3 x 105) en neem geleidelik af, maar teen die einde van die 

herfs is dit weer bietjie hoer. Die winter word oor die algemeen gekenrnerk deur 

hoe bakteriese getalle in al drie sones met die hoogste getalle teen die middel van 

die winter (20.2 tot 27.3 x 105), met 'n afname na die einde van die winter. 

Tydens die aanvang van die lente is daar 'n skerp afname in bakteriese getalle, 

maar die hoogste tellings van al vier seisoene kom tydens die middel van die lente 

voor (33 .6 x 105) met 'n afname na die einde van die lente toe. 
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Figuur 3.2 : Die aantal bakteriee/ml op PTA by 20°C in stilstaande (D), stadig­
(E) en vinnigvloeiende water ( ■). Weens tegniese redes kon be­
troubare bepalings nie op 03/10/94 gemaak word nie. 
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Die aantal balcteriee wat na inkubering by 37°C getel is (Figuur 3.3), is aan die 

begin en die einde van die somer in die stilstaande, sowel as stadig- en 

vinnigvloeiende water, relatief baie hoog (13 .1 tot 4.69 x 105). In die herfs is die 

getalle in al drie sones aanvanklik hoog (1.52 tot 15 .6 x 105), maar neem later af. 

Die winter word oor die algemeen gekenmerk deur relatief lae balcteriese getalle 

(0.02 tot 0.51 x 105) in al die sones wat ondersoek is. Die grootste aantal 

balcteriee (7560 x 105) is weer eens in die lente in al die sones waargeneem, met 

'n afname na die einde van die lente, maar nog steeds hoog in vergelyking met 

die getalle wat in die somer en herfs waargeneem is. 
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Figuur 3.3 : Die aantal bakteriee/ml op PTA by 37°C in stilstaande (D), stadig­
(m) en vinnigvloeiende water (■). Weens tegniese redes kon be­
troubare bepalings nie op 03/10/94 gemaak word nie. 
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Volgens die patroon van temperatuursverandering (Figuur 3 .4) van die 

water by die monsternamepunt oor die vier seisoene word die somer 

gekenmerk deur hoe temperature (hoogste van 24°C). Die temperatuur 

neem geleidelik af tot aan die einde van die winter (laagste van 8°C) en in 

die lente neem dit weer geleidelik toe tot 20°C. 
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Figuur 3.4: Die temperatuursverandering {°C) van die water oor die vier 
seisoene. Die temperatuur is telkens tydens monstername gemeet en elke 
punt is die gemiddeld van drie lesings. Die termometer is sowat 5 cm 
diep in die water gehou. Die temperatuur is net op een plek gemeet. 
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3.3.2 Kwantifisering van nitrifiseerders 

Die veranderinge oor die seisoene in die aantal bakteriee wat op ammoniakagar 

gegroei het, word in Figuur 3. 5 gegee. Die hele somer en herfs word gekenmerk 

deur lae bakteriese getalle (0 tot 0.17 x 105) in al drie sones en dit is eers teen die 

einde van die winter dat hoer bakteriese getalle waargeneem is (34.23 x 105). In 

al drie sones is die bakteriese getalle in die lente aanvanklik laag (0.2 x 105), 

maar word hoer na die einde van die lente (1.55 x 105), behalwe die hoeveelheid 

bakteriee in die stadigvloeiende water wat deurgaans hoog was in die lente (1. 1 

tot 1.97 x 105). Trouens, met die uitsondering van 'n paar gevalle was die 

bakteriese getalle in die stilstaande water die hoogste deur die hele jaar oor al 

vier die seisoene. 
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Figuur 3.5 : Die aantal bakteriee/ml op ammoniakagar in stilstaande (:J), stadig­
(EI) en vinnigvloeiende water (■). 
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Die veranderinge in die hoeveelheid ammoniak wat tydens elke monstername in 

die water teenwoordig was, word in Figuur 3.6 gegee. Met die uitsondering van 

die styging in die ammoniakkonsentrasie tydens die oorgang van herfs na winter 

waartydens die ammoniakkonsentrasie van 0.01 mg/I tot 0.04 mg/I gestyg het, 
J 

het die ammoniakkonsentrasie tussen die grens van 0 tot 0.02 mg/I gevarieer. As 

gevolg van tegniese redes kon die ammoniakkonsentrasie net tot op 15/08/94 

gemeet word en is die resultate tot en met 22/11/94 nie beskikbaar nie. Wanneer 

Figuur 3.5 en Figuur 3.6 vergelyk word, lyk dit asof die bakteriese getalle hoer 

was by die laer ammoniakkonsentrasies en dat die hoer ammoniakkonsentrasies 

(0.04 mg/I) byna geen invloed op die bakteriese getalle gehad het nie. 

0.05~--------------- -~ 

0.04 ---------------------------

-::::::::. 
Cl 
E -
Q) 

-~ 0.03 -------------------------- ------ --------------
._ -C 
Q) 
(/) 
C 
0 
~ 
~ -~ 0.02 ----------- ------------- -------- -------------
c 
0 
E 
E 

4:'. 

0.01 ---

DATUM 

Figuur 3.6: Veranderinge in die hoeveelheid ammoniak in die water oor die vier 
seisoene. 

28 



Wanneer die bakteriese getalle van net die eerste sewe maande (27/01 /94 tot 

15/07/94) (Figuur 3.7) met die ammoniakkonsentrasies vergelyk word, lyk dit 

tog asof daar 'n verband tussen die hoeveelheid ammoniak en die 

nitrosofiseerders in die water is. Hoer bakteriese getalle word tydens die hoer 

ammoniakkonsentrasies 24/02/94 tot 24/03/94 en 03/05/94 tot 15/06/94 

waargeneem. Tydens die laer ammoniakkonsentrasies word laer bakteriese 

getalle waargeneem. 
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Figuur 3.7: Die aantal bakteriee/ml op ammoniakagar in stilstaande (:]), stadig­
(lm) en vinnigvloeiende water (■) vir die eerste sewe maande. 

Figuur 3.8 toon die aantal bakteriee wat op nitrietagar gegroei het. Bakteriese 

getalle tydens die somermaande in al drie sones is aanvanklik laag (0.01 tot 1.34 

x 105), maar styg namate die somer vorder (142 x 105). Hoe getalle (100 x 105) 
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is ook tydens die herfs in al die sones waargeneem met 'n afuame na die einde 

van die herfs. Die winter se getalle is aanvanklik hoog (1.92 x 105), maar neem 

dan af en teen die einde van die winter is die bakteriese getalle weer baie hoog 

(77 tot 145.9 x 105). Met die aanvang van die lente toon al drie sones 'n skerp 

daling in bakteriese getalle (0.15 tot 6.7 x 105) met 'n geleidelike toename oor 

die seisoen. Wanneer hierdie resultate met Figuur 3.5 vergelyk word, sou 

verwag word dat dieselfde tendens waargeneem moet word. Indien die 

bakteriese getalle in Figuur 3. 5 dus hoog is, sou dit in Figuur 3. 8 ook hoog wees 

omdat die twee groepe bakteriee in wisselwerking met mekaar is. (Die een se 

eindproduk is die volgende een se substraat.) Wanneer Figuur 3.5 en Figuur 3.8 

vergelyk word blyk bogenoemde nie die geval te wees nie. Uitermate hoe 

bakteriese tellings is vanaf einde somer tot rniddel herfs waargeneem en ook aan 

die einde van die winter. Die hoe bakteriese getalle oor hierdie tydperk is egter 

onverklaarbaar. 
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Figuur 3.8: Die aantal bakteriee/ml op nitrietagar in stilstaande (□), stadig-~ 
en vinnigvloeiende water (■). 
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Indien hierdie onverklaarbare resultate weggelaat sou word, sien die resultate 

soos in Figuur 3.9 daarna uit. Wanneer hierdie resultate nou met Figuur 3.5 ver­

gelyk word, word die verwagte tendens waargeneem, naamlik hoe bakteriese 

getalle in albei gevalle op ooreenstemrnende tydperke. In albei gevalle dus vanaf 

die begin van die winter tot die einde van die lente in al drie sones. Laer bakte­

riese getalle het tydens die somer en herfs voorgekom. Dit is ook opmerklik in 

Figuur 3.9 dat die bakteriese getalle in die stilstaande water reg deur die jaar 

hoer was as in die ander sones. 
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Figuur 3.9 : Die aantal bakteriee/ml op nitrietagar in stilstaande (D ), stadig­
(m) en vinnigvloeiende water ( ■). 

3.3.3 Kwantifisering van denitrifiseerders 

Die hoeveelheid denitrifiseerders in die water is met behulp van nitraatsop 

gemoniteer en hierdie resultate word in Figuur 3 .10 gegee. Die hoeveelheid 
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bakteriee in die stilstaande en vinnigvloeiende water toon dieselfde tendens 

tydens die somer, naamlik 'n aanvanklike styging met 'n skerp daling en weer 'n 

styging. Die bakteriese getalle in die stadigvloeiende water het aanvanklik eers 

gedaal en daarna gestyg. Tydens die begin van die herfs is die bakteriese getalle 

in al drie die sones hoog (1. 1 tot 2.7 x 105), maar neem later af (0.78 tot 1.1 x 

105). Die begin en einde van die winter word deur hoe bakteriese getalle in al die 

son es gekenmerk ( 1 .4 tot 2. 7 x 105) met 'n effense afuame in die middel van die 

winter. Bakteriese getalle in die lente in al drie sones is aanvanklik hoog (1.7 tot 

4. 6 x 105) en neem later effens af. 
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Figuur 3.10 : Die aantal bakteriee/ml in nitraatsop in stilstaande (:J), stadig- (IJJ) 
en vinnigvloeiende water (■ ). Die hoeveelheid bakteriee in die stil­
staande water was op 27/01/94 buitengewoon hoog en word nie in 
hierdie figuur aangedui nie; die y-as sou buite verhouding groot moes 
wees. 

32 



Die nitraatkonsentrasie in die water is voortdurend gemoniteer om vas te stel of 

daar 'n verband bestaan tussen die hoeveelheid nitraat in die water en die aantal 

denitrifiseerders in die water, en die resultaat word in Figuur 3 .11 gegee. 

Wanneer Figuur 3 .10 en Figuur 3 .11 vergelyk word, wil dit voorkom asof daar 

'n direkte verband tussen die nitraatkonsentrasie in die water en die hoeveelheid 

denitrifiseerders in die water is. 
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Figuur 3.11: Veranderinge in die hoeveelheid nitraat in die water oor die vier 
seisoene. 

Vanaf die begin van die somer tot middel herfs was daar 'n afname in die 

hoeveelheid nitraat ( 40 tot 11. 7mg/l) (Figuur 3 .11 ). In die ooreensternmende 

tydperk was daar volgens Figuur 3 .10 ook 'n afname in die bakteriese getalle. 'n 

Geleidelike styging in die nitraatkonsentrasie tot in die middel van die winter is 
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waargeneem ( 11. 7 tot 3 5. 2 mg/I) en in Figuur 3 .10 kan 'n styging m die 

bakteriese getalle ook waargeneem word. Die nitraatkonsentrasie het weer 

afgeneem tot by 27.6 mg/I (Figuur 3.11) en 'n ooreenstemrnende afuame in die 

bakteriese getalle is waargeneem (Figuur 3 .10) vir die ooreenstemrnende tydperk 

15/06/94 tot 01/08/94. 'n Styging in die nitraatkonsentrasie daarna het weereens 

'n ooreenstemrnende styging in die bakteriese getalle tot gevolg gehad. Hoewel 

die nitraatkonsentrasie daarna redelik konstant gebly het, het die bakteriese 

getalle baie toegeneem (byvoorbeeld van 1.4 tot 4. 6 x 105 in die stilstaande water 

op 05/09/94). Na die aanvanklike styging in die bakteriese getalle was daar 'n 

daling en op 03/10/94 het die bakteriese getalle in al drie sones weer gestyg 

terwyl die nitraatkonsentrasie min of meer onveranderd gebly het. 'n Geweldige 

toename in die nitraatkonsentrasie op 01/11/94 (52 mg/1) het anders as wat 

voorheen waargeneem is, laer bakteriese getalle tot gevolg gehad. Die hoe 

nitraatkonsentrasie op 01/11/94 en 22/11/94 het weer soos voorheen hoe 

bakteriese getalle tot gevolg gehad. 

3.3.4 Gemiddelde aantal bakteriee oor die vier seisoene 

Ten einde 'n sinvolle vergelyking te kan maak ten opsigte van variasies en 

tendense in die bakteriese profiel, is die gemiddeld van die aantal bakteriee van 

elke seisoen . in elk van die drie sones (stilstaande water, stadig- en 

vinnigvloeiende water) vergelyk. 

Die gemiddelde waardes vir die getalle van die bakteriee wat op plaattellingsagar 

by 20°C getel is, word in Figuur 3.12 gegee. Wanneer Figuur 3.4 (die 

temperatuursveranderinge oor die vier seisoene) hiermee vergelyk word, word 

groter hoeveelhede bakteriee (7 .18 tot 13 . 6 x 105
) waargeneem wanneer die 

temperatuur laer is wat vir al drie sones tydens die winter en lentemaande 

waargeneem is. Die omgekeerde is ook waar - by die hoer temperature (tydens 

die somer en herfs) word laer bakteriese getalle in al die sones waargeneem. In 

die somer en die lente is die gemiddelde hoeveelheid bakteriee in die 

stadigvloeiende water die hoogste, maar tydens herfs en winter is die gemiddelde 
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hoeveelheid bakteriee in die vinnigvloeiende water weer die meeste. In die 

winter- en somermaande is die verskil in die gerniddelde hoeveelheid bakteriee 

tussen die verskillende sones nie so groot soos in die lente nie. Tydens die herfs 

is die aantal bakteriee in die vinnigvloeiende water twee maal groter as in die 

ander sones en in die lente is die bakteriese getalle in die stilstaande water amper 

die helfte van die ander twee sones (stadig- en vinnigvloeiende water). 
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Figuur 3.12: Gemiddelde hoeveelheid bakteriee oor die vier seisoene op PTA by 
20°C in stilstaande (□), stadig- (m) en vinnigvloeiende water (■). 

Figuur 3.13 toon die gerniddeld van die hoeveelheid bakteriee per seisoen wat op 

plaattellingsagar by 37°C gegroei het. Die grootste hoeveelheid bakteriee in die 

stilstaande (1.36 x 105) en stadigvloeiende (4.49 x 105) water kom tydens die 
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so mer voor terwyl die grootste hoeveelheid bakteriee (3 .41 x 105) in die 

vinnigvloeiende water in die herfs waargeneem is. In al die sones is die 

bakteriese getalle die laagste tydens die wintermaande. Wanneer Figuur 3 .12 en 

Figuur 3 .13 vergelyk word, is die gemiddelde hoeveelheid bakteriee wat by 3 7°C 

(Figuur 3.13) gegroei het heelwat laer as die gemiddelde hoeveelheid bakteriee 

wat by 20°C (Figuur 3.12) gegroei het. Volgens Figuur 3.12 (20°C) is die 

grootste hoeveelheid bakteriee tydens die winter en lente waargeneem terwyl dit 

net die teenoorgestelde by 3 7°C (Figuur 3 .13) is waar die grootste hoeveelheid 

bakteriee tydens die somer en herfs waargeneem is . 
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Figuur 3.13: Gemiddelde hoeveelheid bakteriee oor die vier seisoene op PTA by 
37°C in stilstaande (□), stadig- (ml) en vinnigvloeiende water ( ■). 
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Die grootste hoeveelheid bakteriee (7.26 x 105) in die stilstaande water wat op 

ammoniakagar groei kom in die wintermaande voor (Figuur 3 .14) en tydens die 

lente in die stadigvloeiende (1.13 x 105) en vinnigvloeiende water (3 .88 x 105). 

Die hoeveelheid bakteriee wat op ammoniakagar gegroei het, is in die winter en 

lente oor die algemeen hoer as in die somer en herfs. 
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Figuur 3.14: Gemiddelde hoeveelheid bakteriee oor die vier seisoene op 
ammoniakagar in stilstaande (□), stadig- (m) en vinnigvloeiende 
water(•). 

Volgens Figuur 3 .15, wat die gemiddelde hoeveelheid bakteriee op nitrietagar 

aantoon, kom die hoogste getalle in al drie die sones in die winter voor (1.27 tot 

9.48 x 105), met die tweede hoogste in die lente en die laagste in die somer en die 
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herfs. Opvallend is die stadigvloeiende water waarin die gemiddelde hoeveelheid 

bakteriee wel die hoogste in die winter is, maar nie so hoog soos die stilstaande 

en vinnigvloeiende water se gemiddelde getal nie. 
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Figuur 3.15 : Gemiddelde hoeveelheid bakteriee oor die vier seisoene op 
nitrietagar in stilstaande (□), stadig- (m) en vinnigvloeiende water 
(■). 

Die gemiddelde hoeveelheid denitrifiseerders wat in nitraatsop gegroei het word 

in Figuur 3 .16 gegee. Oor die algemeen lyk dit of die getalle in die somer hoog 

is (2.07 tot 4.51 x 105) en dan geleidelik afneem in die herfs en in die winter en 

lente weer toeneem. Die hoeveelheid bakteriee in die stadigvloeiende water het 

in die lente afgeneem na 'n toename in die winter. Opvallend in Figuur 3 .16 is 

die hoe gemiddelde hoeveelheid bakteriee in die stilstaande water in die somer en 

lente. 
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Figuur 3.16 : Gemiddelde hoeveelheid bakteriee oor die vier seisoene in 
nitraatsop in stilstaande (D), stadig- ('Em) en vinnigvloeiende water 
(■). Die bakteriese getalle van 27/01/94 vir die stilstaande water is in 
berekening gebring. 

'n Effense verskuiwing van die seisoenale indelings (kyk 3. 3 .1) om byvoorbeeld 

die somerseisoen te verleng en die lente te verkort, het nie 'n noemenswaardige 

uitwerking op die resultate gehad nie en die seisoenindelings is daarom 

onveranderd gelaat. 

Die pH in die rietbed is ook oor die hele tydperk gemoniteer (resultate nie 

getoon), maar die pH het nie 'n betekenisvolle variasie getoon (8.9 tot 10.2) dat 
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dit as 'n invloed in die veranderinge in die bakteriese getalle gereken kan word 

rue. 

3.3.5 Identifikasie van ge'isoleerde bakteriee 

Kwfu.ifr If 
A 
B 
C 
D 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 

Die bakteriee wat vanaf arnrnoniak- en nitrietagar ge1soleer is, is A tot D 

genornrner en die vanaf PTA 1 tot 15 . Die bakteriee vanaf PT A is op grand van 

koloniemorfologie en kleur van mekaar onderskei en gei:soleer. Verteenwoordi­

gende voorbeelde is tydens elke monstername afgetel, gesuiwer en die primere 

identifikasietoetse is uitgevoer. Op die arnrnoniak- en nitrietagar kon telkens net 

vier verskillende kotonies op grand van kotoniemorfologie van mekaar onder­

skei word en al vier is ge'isoleer, gesuiwer en primere identifikasietoetse is uit­

gevoer. Die resultate van die primere identifikasietoetse word in Tabet 3 .1 

gegee. Volgens Tabet 3 .1 is die meeste bakteriee Gram negatief en stegs een 

bakterie (nornrner 9) het endospore gevorm. Geen bakterie was suurvas en 

almal was katalase positief. 

Tabel 3.1 Die resultate van die primere identifikasie toetse 

:Gram rf••• \ lndospoor :•• . Neg~tie~.e ·•••· ··suurvaste ••• oksidase \ Katalase Ail,ai!robe RF J 
kleuring klelri-iiU! •.•. ... kleuring 

·• .. i ... . k)eurjng I ii/\ groeitoets 
- - Basil - + + + RF1 

- - Basil - - + + R2 

- - Vibrio - + + - R 

- - Basil - + + + RF 

- - Basil - + + - R 
- - Basil - - + - R 

- - Basil - - + - R 

- - Basil - - + + R 

- - Basil - - + - R 

- - Kok - + + - R 

- - Kok - - + - R 
+ - Kok - - + + RF 
+ + Basil - + + + RF 

- - Basil - - + - RF 

- - Kok - - + - R 

- - Kok - - + - R 

- - Kok - - + + R 

- - Basil - + + + R 

- - Basil - + + + R 

1 Respiratief en fermentatief 
2 Respiratief 

* + = fakultatief anaeroob of streng anaeroob 
= aeroob 
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Nadat al die primere identifikasietoetse op die gei"soleerde bakteriee uitgevoer is, 

is die bakteriee met behulp van "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" 

(Krieg & Holt, 1984) in groepe ingedeel (Tabel 3 .2). 

Tabel 3.2 Groepering van bakteriee volgens "Bergey's Manual of 
Systematic Bacteriology" 

... 
. : KijJiu••:r ·. ~ ..,, ............. 

i-:fif![~:!ili]lj!l;'.: •·•·••· w.w.••.•.•.···:::; 

A Seksie 5 
Fakultatief anaerobe Gram negatiewe basille 

B Seksie 5 
Fakultatief anaerobe Gram negatiewe basille 
Seksie 3 

C Nie beweeglike (of selde beweeglike) Gram 
negatiewe geboe bakteriee 

D Seksie 5 
1 Seksie 4 Gram negatiewe aerobe basille en kokke 
2 Seksie 4 Gram negatiewe aerobe basille en kokke 
3 Seksie 4 Gram negatiewe aerobe basille en kokke 
4 Seksie 5 
5 Seksie 4 
6 Seksie 4 
7 Seksie 4 
8 Seksie 12 Gram negatiewe kokke 
9 Seksie 14 Gewone nie-spoorvormende Gram 

negatiewe basille 
10 Seksie 4 
11 Seksie 4 
12 Seksie 4 
13 Seksie 5 
14 Seksie 5 
15 Seksie 5 

Die meeste bakteriee in Tabel 3.2 behoort dus tot Seksie 4 en 5 en nie een bakterie het 

tot die outotrofe nitrifiseerders behoort nie (kyk Hoofstuk 4) . 
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HOOFSTUK4 

BAKTERIEe VAN DIE STIKSTOFKRINGLOOP 

4.1 Inleiding 

Soos reeds in Hoofstuk 3 genoem is, is hierdie werk deel van 'n meer 

omvattende studie van die bakteriese profiel van 'n rietbed en in Hoofstuk 3 het 

die klem hoofsaaklik op die bakteriese getalle in die rietbed geval. Die werk 

wat in hierdie hoofstuk beskryf word, is deel van 'n meer verkennende studie 

ten opsigte van die bakteriee wat in stikstofomsetting betrokke is. 

Die invloei in die rietbed is hoofsaaklik rioolwater wat eers deur die bioreaktor 

behandel is (kyk 3 .2.1) en daar kom dus stikstofverbindings in die rietbed in 

wat verwyder moet word. Inligting oor die prosesse van nutrientomskakeling 

in 'n gekonstrueerde vleiland (rietbed) word benodig om die werkingsparame­

ters te optimaliseer, insluitend die fisiese en biologiese ontwerp van die stelsel. 

Hierdie aspek is tot onlangs verwaarloos, moontlik as gevolg van die probleme 

wat ondervind word om nutrientomskakeling te meet binne 'n sisteem wat met 

onvolledige vermenging en komplekse hidrologie geassosieer is (Bowmer, 

1987). 'n Beskrywing van die rnikrobiese populasies in natuurlike en ge­

konstrueerde vleilande is belangrik om vas te stel of die gekonstrueerde rietbed 

'n funksioneel beduidende rnikrobiese gemeenskap besit. So 'n beskrywing kan 

ook gebruik word om spesifieke rnikrobiese aktiwiteit, wat betrekking het op 

waterkwaliteit, te evalueer. Om dus 'n lewende rnikrobiese komponent met 

spesifieke metaboliese eienskappe in 'n rietbed tot stand te bring, is een van die 

ontwykende doelwitte in rietbedkonstruksie (Duncan & Groffman, 1994). 

Een van die kenmerke van die (anorganiese) stikstofkringloop is die heteroge­

niteit van die bakteriee wat betrokke is. Selfs in omskakelingsreaksies soos 

nitrifisering, wat voorheen as die eksklusiewe eienskap van 'n paar 

gespesialiseerde outotrofe (Nitrosomonas, Nitrosococcus, Nitrococcus en 
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Nitrobacter spp) beskou is, het dit mettertyd duidelik geword dat heterotrofe 

bakteriee (Arthrobacter) en fungi (Aspergillus) hydra, en selfs die primere bron 

van nitrifisering in somrnige gevalle is (Kuenen & Robertson, 1988). Daar is 

dus besluit om 'n verkennende studie te loods ten opsigte van die voorkoms en 

aard van die nitrifiseerders in die rietbed. 

Nitrifiseerders is chemolitotrofe bakteriee wat koolstofdioksied uit die lug as 

anorganiese koolstofbron vir energie gebruik (Pelczar et al. , 1993). Hulle kan 

verpligte nitrifiseerders wees wat koolstofdioksied as enigste energiebron ge­

bruil< (klassieke of ware nitrifiseerders) of fakultatiewe (heterotrofe) nitri­

fiseerders wat nie noodwendig koolstof uit die lug verkry en swak onder 

bogenoemde toestande groei (Brock et al. , 1994). Dit is ook aangetoon dat 

nitrifisering 'n baie sensitiewe parameter 1s om die effek van 

besoedelingstowwe in 'n bepaalde habitat te meet (Hicks et al., 1990). 

Laasgenoemde beteken dat 'n goeie kennis van die nitrifiserende bakteriee se 

gedrag in 'n rietbed 'n goeie aanduiding kan wees van die welstand van daardie 

rietbed. 

4.2 Eksperimenteel 

Die feit dat daar wel bakteriee op die nitriet- en ammoniakagar gegroei het 

(Hoofstuk 3), bevestig dat daar bakteriee in die uitvloeisel voorkom wat op 

anorganiese stikstofverbindings groei . Volgens Lotter (1994) bestaan die 

outotrofe nitrifiseerders uit twee verskillende groepe bakteriee wat baie 

spesifiek in hul werking is. Die bakteriee sou dus na regte nie op mekaar se 

media groei nie. Om hierdie verskynsel te toets, is verteenwoordigers van die 

twee groepe nitrifiseerders, nadat hulle gesuiwer is, oorkruis op die onderskeie 

media uitgestryk. Die bakteriee wat op PTA en ammoniak- en nitrietagar 

gegroei het, is ook in nitraatsop gemokuleer om vas te stel of hulle nitraat kan 

omskakel na stil<stofgas ( denitrifisering) . Hiervolgens sou onderskei kan word 

tussen "ware" of outotrofe en heterotrofe nitrifiseerders. 
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4.2.1 Oorkruisuitstryk 

Die nitrosofiseerders wat op die ammoniakagar groe1 1s op nitrietagar 

uitgestryk en die nitrofiseerders wat op nitrietagar groei is op ammoniakagar 

uitgestryk. Die agar wat in die onderskeie media gebruik is, is vooraf met 

water, chloroform of etanol gewas om alle moontlike organiese verbindings uit 

die agar te verwyder. Daar is ook, as 'n vierde alternatief, van ioonagar 

gebruik gemaak. Groei van enige van hierdie bakteriee op die onderskeie 

media sou dan beteken dat die bakterie die anorganiese komponente van die 

media as nutriente benut en nie groei as gevolg van organiese onsuiwerhede 

wat daarin voorkom nie. Outotrofe nitrifiseerders sou nie op die medium groei 

indien die bakteriee oorkruis uitgestryk sou word nie, maar heterotrofe 

nitrifiseerders we!. Die verskillende agars is in beide die ammoniak- en 

nitrietagar vergelyk ten opsigte van die groei van bakteriee. Nadat dit geblyk 

het dat daar geen verskil ten opsigte van bakteriese groei tussen die 

verskillende agars was nie, is daar besluit om net chloroform te gebruik om die 

agar te was omdat dit die vlugtigste is en die proses daardeur vergemaklik 

word. 

Die plate is by 28°C vir een week gei'nkubeer en daarna ondersoek vir groei . 

Die bakteriee wat aanvanklik vanaf die ammoniak- en nitrietagar gei'soleer is, is 

ook op PT A uitgestryk en vir een week en by 28°C gei:nkubeer en vir groei 

ondersoek. Die bakteriee is ook in nitraatsop gei'nokuleer en vir een week by 

28°C gei:nkubeer en daarna vir gasvorming ondersoek. Die bakteriee wat uit 

die rietbed op PTA gei'soleer is, is onderskeidelik op ammoniak- sowel as 

nitrietagar uitgestryk en ook vir een week by 28°C ge'inkubeer en vir groei on­

dersoek. Figuur 4.1 gee 'n skematiese uiteensetting van die oorkruisuitstryk­

protokol wat gevolg is. 
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OORKR UISUITSTR YK 

ISOLERING 
# Nitrofiseerders op nitrietagar 
# Nitrosofiseerders op amrnoniakagar 
# Heterotrofe bakteriee op PTA 
# Denitrifiseerd+s in nitraatsop 

INKUBEER 
7 dae by 28°C 

' OORKRUISUITSTRYK 
# Nitrosofiseerders op nitrietagar 
# Nitrofiseerders op amrnoniakagar 
# Bakteriee vanaf nitriet-

en amrnoniakagar op PTA 
# Bakteriee vanaf amrnoniak­

en nitrietagar en PTA in 
nitraatsop 

# Bakteriee vanaf PTA op nitriet­
en amrnoniakagar 

' INKUBEER 
7 dae by28°C 

Figuur 4.1: 'n Skematiese voorstelling van die oorkruisuitstrykprotokol wat 
gevolg is. 

4.2.2 Skudkulture 

Oorspronklike nitrosofiseerders wat aanvanklik vanaf ammoniakagar ge1soleer 

is, is in nitrietsop ge1nokuleer asook die nitrofiseerders vanaf nitrietagar in 

ammoniaksop. Die opstelling van die skudkulture is 'n uitbreiding van die 

oorkruisuitstrykprotokol om vas te stel of enige ammoniak en nitrate deur die 

onderskeie oorkruiskulture geproduseer is. Die ander bakteriee wat uit die 

rietbed op PTA gei'soleer is, is ook in onderskeidelik nitriet- en ammoniaksop 
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gei'nokuleer om dit met die bakteriee vanaf die ammoniak- en nitrietagar te 

vergelyk. Die flesse is by 25 tot 28°C (kamertemperatuur) teen 150 

omwentelinge per minuut (opm) geskud en die nitriet- en nitraatkonsentrasie 

na 0, 3 en 7 dae met behulp van die SQ 118 fotometer bepaal. In Figuur 4.2 

word 'n skematiese uiteensetting van die protokol wat gevolg is, gegee. 

I SKUDKULTURE I 
AMMONIAKSOP NITRIETSOP 

~/ 
OUTOKLAAF 

• INOKULEER 
# NH 

3
-sop vanaf nitrietagarplate en PTA 

# NO ,-,op vanaf lmoruak,g"'J'l,te en PTA 

Skud by kamertemperatuur @ 150 opm 

• Onttrek monster na 0, 4 en 7 dae 

Teets vir nitriet Teets vir nitraat 

Figuur 4.2 : 'n Skematiese voorstelling van die skudkultuurprotokol wat 
gevolg is. 

4.2.2.1 Toets vir nitriet en nitraat 

Hierdie toetse is met die SQ 118 fotometer volgens die voorskrifte van die 

verskaffer uitgevoer (Merck). 
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4.3 Resultate 

4.3.1 Oorkruisuitstryk 

Volgens die resultate van Tabel 4.1 het nie een van die bakteriee wat vanaf 

PT A, nitriet- en ammoniakagar ge1soleer is, in nitraatsop gegroei nie. Al die 

bakteriee, ook die vanaf nitriet- en ammoniakagar, groei op PT A. Wat groei 

op nitriet- en ammoniakagar betref, was slegs nommers 3, 5, 9 en 14 

uitsonderings in die sin dat hierdie bakteriee net op 6f die ammoniakagar 6f die 

nitrietagar gegroei het terwyl al die ander bakteriee wat getoets is op albei 

media gegroei het of glad nie gegroei het nie. In die geval van nommers 3, 5, 9 

en 14 waar groei wel op beide tipes groeimedium waargeneem is, het egter 

baie min groei voorgekom. Volgens Tabel 3 .2 behoort hierdie bakteriee tot 

Seksies 4, 5 en 14. 

Tabel 4.1 Resultate van oorkruisuitstrykeksperiment 

A Korn vanaf + + + 
B ammonia.le- en + + + 

1-----~ l------+-------1-------+-------1 
C nitrietagar + + + 
D + + + 
l + + + 
2 + 
3 + + 
4 + 
5 Korn vanaf + + 
6 PTA + + + 
7 + + + 
8 + 
9 + + 
10 + 
11 + + + 
12 + + + 
13 + + + 
14 + + 
15 + + + 

+ dui groei aan 
- dui geen groei aan 
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4.3.2 Skudkulture 

Die resultate van die hoeveelheid nitriet wat in die skudkulture gevorm is, 

word in Figuur 4.3 en Figuur 4.4 gegee. Die resultate word in twee figure 

verdeel omdat een figuur te "besig" sat wees. 

-:::::::. 
0) 

.s 
1-
w 
cc 
!::: 
z 
w 
CJ) 

< cc 
t­z 
w 
CJ) 

z 
0 
::,i::: 

0.1 ~---------------~ 

0.08 ----------------------- ----------------------

0.02 -----

K 

0 4 7 

TYD (DAE) 

Figuur 4.3: Hoeveelheid nitriet in die skudkulture. Die hoeveelheid nitriet is na 
0, 4 en 7 dae inokutasie bepaal. Numering van die verskillende 
kutture is dieselfde as vir Tabet 4.1 . 

Volgens hierdie resuttate het B van al die bakteriee wat vanaf die stikstofagar 

gei"soleer is, na vier dae die minste nitriet gevorm. Slegs nommer 6 wat vanaf 

PTA gei"soleer is het na vier dae swakker gevaar as B. Volgens Figuur 4.4 het 

nommers 8, 10, 11, 12 en 13 'n laer nitrietkonsentrasie as B in Figuur 4.3. 

Verskeie bakteriee toon dieselfde nitrietkonsentrasie as Bop dag 4. Volgens 
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Figuur 4.3 is <lit nommer 4 en volgens Figuur 4.4 is dit nommers 14 en 15 . 

Daar is heelwat bakteriee wat aanvanklik van die PTA afgetel is wat ammoniak 

beter na nitriet omgeskakel het en 'n hoer nitrietkonsentrasie tot gevolg gehad 

het as die bakteriee wat oorspronklik van die ammoniak- en nitrietagar afgetel 

1s. A toon die hoogste nitrietkonsentrasie van die bakteriee wat vanaf die 

ammoniak- en nitrietagar afgetel is en nommers 1, 2, 3 en 5, almal vanuit 

Seksie 4 (Tabet 3.2), in Figuur 4.3 toon hoer nitrietkonsentrasies as A Die 

nitrietkonsentrasies vanaf dag 4 tot dag 7 het of dieselfde gebly of gedaal in 

beide Figuur 4.3 en Figuur 4.4. Nommer 3 was die enigste uitsondering omdat 

die nitrietkonsentrasie steeds toegeneem het. 

o.os:~--------------~ 

.-. 
::::. 
Cl 
E 0.0 
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LI.I 
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z 
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"' z 
0 
::-:: 

TYO (DAE) 

Figuur 4.4: Hoeveelheid nitriet in die skudkulture. Die hoeveelheid nitriet is na 
0, 4 en 7 dae inokulasie bepaal. Numering van die verskillende 
kulture is dieselfde as vir Tabel 4.1. 
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Vir die meeste bakteriee was daar dus aanvanklik 'n styging m die 

nitrietkonsentrasie gevolg deur 'n daling. Ten slotte kan die bakteriee in 

Figuur 4.3 en 4.4 in drie groepe ingedeel word, naamlik bakteriee waarvan die 

nitrietkonsentrasie na die vierde dag afgeneem het, dieselfde gebly of 

toegeneem het, hetsy bakteriee vanaf die ammoniak- en nitrietagar of van die 

PT A afgetel was. 
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B 
K 
3 
1 

0 '--------- ------- - --5 

0 4 7 

TYO (DAE) 

Figuur 4.5: Hoeveelheid nitraat in die skudkulture. Die hoeveelheid nitraat is 
na 0, 4 en 7 dae inokulasie bepaal. Numering van die verskillende 
kulture is dieselfde as vir Tabel 4.1. 

In Figuur 4.5 en Figuur 4.6 word die hoeveelheid nitraat wat deur die 

onderskeie bakteriee in die skudkulture gevorm is, gegee. Die resultate word 

ook in twee figure gegee omdat een figuur te "besig" sal wees. In hierdie geval 
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het B weereens die laagste omskakeling bewerkstellig. Volgens Figuur 4.5 is 

dit nommers 1, 3, 5 en 7 en nommer 10, almal vanuit Seksie 4 (Tabel 3.2), 

volgens Figuur 4.6 wat minder nitraat as B geproduseer het. Anders as in die 

vorige omskakelingsreaksie vorm A die meeste nitraat en C die tweede meeste. 

Volgens Figuur 4.6 het nommers 12, 13 en 14 byna dieselfde hoeveelheid 

nitraat as D (Figuur 4.5) geproduseer. In kulture 2, 4 en 6 (Figuur 4.3) en 8, 

9, 11 en 15 (Figuur 4.4) is die hoeveelheid nitraat wat gevorm is, tussen die 

van kulture B en D. Weereens kon die drie groepe bakteriee onderskei word, 

naamlik die bakteriee waarvan die konsentrasie toegeneem, dieselfde gebly of 

afgeneem het. 

25 ,--------------------, 

20 ------------------------ - ------------- - -------

e:::: 
Cl g 
~ 15 
<( 
0::: 
1-z 
w 
en 
<( 
0::: 
1-z 
~ 10 
z 
~ 

0 4 

TYO (DAE) 

7 

12 
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Figuur 4.6: Hoeveelheid nitraat in die skudkultuur. Die hoeveelheid nitraat is na 
0, 4 en 7 dae inokulasie bepaal. Numering van die verskillende kulture is 
dieselfde as vir Tabel 4.1. 
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4.4 Samevatting 

Die oorkruisuitstrykprotokol is gevolg om te onderskei tussen die twee groepe 

nitrifiseerders en uitsluitsel te gee of hulle ware nitrifiseerders is al dan nie. Na 

aanleiding van Kuenen & Robertson (1988) se stelling dat nitrifisering nie meer 

die eksklusiewe eienskap van nitrofiseerders en nitrosofiseerders is nie, is die 

bakteriee wat vanaf PT A gei'soleer is ook op onderskeidelik die ammoniak- en 

nitrietagar uitgestryk. 'n Belangrike waarneming wat gemaak is, was dat 

betekenisvolle groei op die onderskeie oorkruismedia waargeneem is. Die 

skudkultuurprotokol is opgestel om die hoeveelheid nitriet en nitraat wat die 

verskillende bakteriee produseer, te meet. Volgens die resultate van die 

skudkulture is nitriet definitief vanaf ammoniak en nitraat vanaf nitriet deur die 

onderskeie bakteriee gevorm. Hierdie produkte is egter teen verskillende 

tempo's en patrone gevorm; drie groepe organismes is vir elke groep 

onderskei, naamlik bakteriee waarvan die konsentrasie toegeneem, dieselfde 

gebly of afgeneem het. 
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HOOFSTUK5 

BESPREKING 

5.1 Inleiding 

Die belang van 'n rietbed in watersuiwering en die voordeel wat rietbeddings 

inhou vir watersuiwering in veral ontwikkelende gebiede en industriee is 

breedvoerig in die literatuuroorsig (Hoofstuk 2) beskryf Uit hierdie 

beskrywing blyk dit dat daar nog baie min bekend is oor die spesifieke rol en 

verspreiding van bakteriee in 'n rietbed tydens watersuiwering. Hierdie toedrag 

van sake kan daaraan toegeskryf word dat daar in die verlede eensydig baie 

meer aandag geskenk is aan daardie aspekte wat betrokke is by die ontwerp en 

bou van 'n rietbed om die effektiwiteit te verseker. Die bree doelstelling van 

hierdie studie was dus om 'n bydrae te maak om die bakteriese profiel van 'n 

gekonstrueerde rietbed vas te stet. Hierdie kennis kan gebruik word om die 

invloed van omgewings- en antler faktore op die doeltreffendheid van 'n rietbed 

te evalueer. Hierdie kennis kan ook bydra tot die ontwerp van rietbeddings, ten 

einde te verseker dat geskikte nisse ontstaan vir die groei van bepaalde groepe 

bakteriee met spesifieke metaboliese eienskappe. 

5.2 Kwantifisering en identifisering van bakteriee 

5.2.1 Totale bakteriese getalle 

Grater bakteriese populasies is aan die begin en einde van die somer 

. waargeneem (Figuur 3.2). Dit was tydens die laer temperature, met antler 

woorde in die lente en herfs net voor en na die somer (Figuur 3 .4) . Behalwe vir 

'n paar uitsonderings lyk dit asof hier 'n omgekeerde verband tussen die 

bakteriese getalle (Figuur 3.2) en die veranderinge in temperatuur (Figuur 3.4) 

is. Soos die temperatuur daal, neem die bakteriese getalle toe en omgekeerd. 

Van die hoogste bakteriese getalle is dan ook by die laagste temperature 

waargeneem. 'n Moontlike verklaring vir hierdie verskynsel kan wees dat die 

laer temperature nader aan die optimum temperatuur vir die bakteriee is wat 

natuurlik in die water voorkom en natuurlike bewoners van die 

monsternamepunt is. Sodra die temperatuur dan tydens die somer toeneem, 

neem die hoeveelheid bakteriee weer af. 
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Volgens Figuur 3. 12 lyk dit nie asof die hoe bakteriese getalle in die stilstaande 

water voorkom nie, maar eerder in die bewegende water (stadig- en 

vinnigvloeiende water) . In die somer en lente is die bakteriese getalle in die 

stadigvloeiende water die hoogste en in die herfs en winter in die 

vinnigvloeiende water. Dit lyk dus asof die natuurlike bakteriee wat in die 

water voorkom eerder sessiel as planktonies is. Die werking van die rietbed 

kan dus so bedryf word dat die water in die rietbed tydens die herfs en winter 

vinniger vloei en tydens die somer en lente stadige vir optimale werking van die 

rietbed omdat die toestande in die water vir die bakteriee dan gunstig blyk te 

wees. Gilges ( 1991) is van mening dat 'n groter diversiteit rnikro-organismes 

'n groter verskeidenheid verbindings kan afbreek. Omdat die bakteriese getalle 

hoer is, beteken dit nie noodwendig 'n groter diversiteit bakteriee nie, maar die 

kans vir laasgenoemde is groter. Aangesien daar in hierdie studie nie spesifiek 

na die diversiteit van die bakteriee opgelet is nie, kan dit nie onomwonde uit die 

. resultate bewys word nie en is verdere studie hiervoor nodig. 

Oor die algemeen lyk dit asof die rietbed beter in die winter en lente 

funksioneer, want die bakteriese getalle is hoer. Toestande tydens die somer en 

herfs sal dus geoptimaliseer moet word sodat hoer bakteriese getalle kan 

voorkom en die werking van die rietbed so verbeter kan word. 

Wanneer die resultate van Figuur 3. 3 en 3. 4 vergelyk word, is dit duidelik dat 

in die geval van die bakteriee wat by 3 7°C gegroei het, die getalle styg sodra 

die temperatuur styg en omgekeerd. By 3 7°C word geselekteer vir die 

bakteriee wat nie normaalweg in die water voorkom nie, maar as gevolg van 

besoedeling deur menslike afvalstowwe in die water beland het (kyk 3 .1 ). 

Sulke bakteriee se optimum groeitemperatuur is dus hoer en daarom kan die 

toename in die aantal bakteriee wat in die water voorkom tydens die hoer 

temperature aan die teenwoordigheid van hierdie bakteriee toegeskryf word. 

Die ideaal is seker om so spoedig moontlik van bogenoemde bakteriee ontslae 

te raak omdat somrnige van hulle patogeen is. Volgens Figuur 3 .13 is lae 

temperature ongunstig vir hierdie bakteriee. Tydens die warmer seisoene sal 

temperatuur die teenoorgestelde uitwerking he en 'n ander manier sal gevind 

moet word om die bakteriee se getalle te verrninder. Die metaboliese vermoens 

van hierdie bakteriee is egter nie bekend nie. Die moontlikheid dat hulle dus 'n 

bydrae kan maak om besoedelingstowwe af te breek en uit die water te 

verwyder, bestaan wel. In so 'n geval sal toestande eerder geskep word om 
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hulle getalle te laat toeneem. Uit die resultate van hierdie studie is dit egter nie 

moontlik om te voorspel watter geval wenslik is nie. 

Omdat die bakteriee die vermoe besit om te nitrifiseer (kyk Tabet 4.1) sal die 

ammoniak- en nitrietkonsentrasies dus ook 'n invloed op die bakteriese getalle 

wat op die PTA gei"soleer is uitoefen. Wanneer die invloed van die 

ammoniakkonsentrasie (Figuur 3. 6) op die bakteriee wat by 20°C gei"soleer is 

(Figuur 3 .2) bestudeer word, is die invloed nie baie duidelik nie. Die 

aanvanklike styging in die ammoniakkonsentrasie op 10/03/94 het wel 'n 

toename in bakteriese getalle tot gevolg gehad, maar die toename in die 

ammoniakkonsentrasie op 19/05/94 na 0.04 mg/1 het net 'n effense toename in 

die bakteriese getalle tot gevolg gehad. Die temperatuur was gunstig op 

daardie stadium (besig om te daal), maar die bakteriese getalle het nie baie 

toegeneem nie. By die baie lae ammoniakkonsentrasies van 15/07 /94 tot 

15/05/94 het weer van die hoogste bakteriese getalle voorgekom. Dit kan wees 

dat die ammoniakkonsentrasie op 19/05/94 toksies vir die bakteriee was - ander 

faktore is ook moontlik - maar daar is dus nie 'n baie duidelike verband tussen 

. die bakteriese getalle en die ammoniakkonsentrasie in die water nie. 

Wat die invloed van die nitraatkonsentrasie op die bakteriese getalle m die 

water betref, was die bakteriese getalle by die hoe nitraatkonsentrasies hoog 

(Figuur 3.2 en 3.11). By die laagste nitraatkonsentrasie op 12/04/94 was die 

bakteriese getalle die laagste ooit oor die hele tydperk wat dit gemoniteer is. 

Op die oog af lyk dit dus asof die bakteriese getalle wat natuurlik in die water 

voorkom meer sensitief vir veranderinge in die nitraatkonsentrasie as die 

ammoniakkonsentrasie is. 

Wanneer die effek van die ammoniakkonsentrasie op die bakteriese getalle wat 

by 37°C gei"soleer is (Figuur 3.3 en 3.6) bestudeer word, is daar 'n toename in 

die bakteriese getalle op 10/03/94 waargeneem wanneer die ammoniak­

konsentrasie die eerste keer styg, maar wanneer dit die vlak van 0. 04 mg/I op 

19/05/94 bereik is daar byna geen verandering in die bakteriese getalle nie. By 

. die laer ammoniakkonsentrasie op 15/07 /94 tot 15/08/94 was daar nie 'n 

ooreenstemmende styging in die bakteriese getalle soos wat in Figuur 3.2 die 

geval was nie. Die ammoniakkonsentrasie kon toksies wees, die temperatuur 

kon 'n rol speel of die bakteriee wat by 3 7°C gei"soleer is en dus nie 

normaalweg in die water voorkom nie, is nie sensitief vir veranderinge in die 

ammoniakkonsentrasies in die water nie. 
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Die geval blyk dieselfde te wees wanneer Figuur 3 .3 en Figuur 3 .11 vergelyk 

word. Geen noemenswaardige toenames in die bakteriese getalle kom tydens 

stygings in die nitraatkonsentrasies voor nie. Om egter definitiewe uitsluitsel 

oor die bogenoemde waarnernings van ammoniak- en nitraatkonsentrasies op 

die bakteriee te gee, sal verdere studie verg en kan as 'n moontlike volgende 

. projek aangepak word. 

Die betekenis van al bogenoemde waarnernings vir die werking van die rietbed 

is dus dat die bakteriee wat natuurlik in die water voorkom moontlik die 

nitraatverbindings in die water gebruik, want die getalle neem toe as die 

nitraatkonsentrasie toeneem. Dit word egter nie omgeskakel na stikstofgas toe 

nie, want nie een van die isolate het gedenitrifiseer nie (kyk Tabel 4.1). 

Volgens Lotter ( 1994) is die antler alternatief dat die stikstofverbindings in die 

riool na selmateriaal omgeskakel word. Die ammoniak word ook deur die 

bakteriee gebruik, hoewel nie by voorke.ur nie. In Hoofstuk 4 (Figuur 4.3 en 

4.4) word laasgenoemde afleiding bevestig. 

Die verhoogde bakteriese getalle in die stadigvloeiende water tydens die somer 

en lente en in die vinnigvloeiende water tydens die herfs en winter (Figuur 3.12) 

waarvan vroeer melding gemaak is, kan dus ook as gevolg van die invloed van 

. die ammoniak- en nitraatkonsentrasie wees. Die ammoniak- en 

nitraatkonsentrasie is nie vir elke sone afsonderlik gemeet nie, dus sal daar nie 

in hierdie geval spesifieke aanbevelings gemaak kan word vir optimum 

toestande vir die verwydering van onderskeidelik ammoniak en nitraat uit die 

water nie. Die voorspelling kan egter gewaag word dat ammoniak en nitraat 

beter in bewegende as stilstaande water verwyder sal word omdat die 

bakteriese getalle daar hoer is. 

5.2.2 Kwantifisering van nitrifiseerders 

Uit 'n vergelyking tussen die aantal nitrosofiseerders (Figuur 3. 5) en die 

ammoniakkonsentrasie (Figuur 3 .6) oor die gemete tydperk, is daar nie eintlik 

sprake van 'n bepaalde tendens nie. Figuur 3. 7 gee die bakteriese getalle op 

ammoniakagar vir die eerste sewe maande van die jaar ( die tydperk waarvoor 

die resultate van die ammoniakkonsentrasie beskikbaar is) . Wanneer Figuur 3.6 

. en Figuur 3. 7 vergelyk word wil dit voorkom asof 'n styging in die 

ammoniakkonsentrasie 'n styging in die aantal bakteriee tot gevolg het en 

omgekeerd (hoewel dit voorkom asof die bakteriee nie baie sensitief is vir 
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veranderinge in die ammoniakkonsentrasie rue want klein, indien erugsms 

betekenisvolle veranderinge kan in die bakteriese getalle waargeneem word) . 

Omdat die ammoniakkonsentrasie vir die hele jaar nie beskikbaar was nie, kon 

daar nie 'n vergelyking tussen die bakteriese getalle vanaf 05/09/94 tot 

22/11/94 en die ammoniakkonsentrasie getref word om moontlik uitsluitsel oor 

bogenoemde waarnerning te gee of verder lig op die onderwerp te gooi nie. 

Die effek van veranderinge in die hoeveelheid ammoniak in die water op die 

bakteriese getalle by die monsternamepunt het in hierdie studie nie duidelik na 

vore gekom nie. 

Die stikstofkringloop begin wanneer die ammonium na nitriet omvorm word 

deur nitrosofiseerders en word gevolg deur die nitrifiseringsreaksie waartydens 

nitriet na nitraat deur nitrofiseerders omgesit word (Brock et al. , 1994). Die 

hoogste getalle nitrosofiseerders kom vanaf die einde van die winter tot die 

begin van die somer voor en die hoogste getalle nitrofiseerders weer vanaf die 

einde van die herfs tot die begin van die somer. Die verwagting sal dus wees 

dat indien genoeg ammoniurnione beskikbaar is en dit deur die nitrosofiseerders 

na nitriet omgeskakel word die nitrietkonsentrasie sal styg en hoer getalle 

nitrofiseerders tot gevolg sal he. 'n Vergelyking tussen Figuur 3. 5 en Figuur 

3.9 bevestig hierdie verband. 

Die hoogste getalle nitrifiseerders (nitrofiseerders en nitrosofiseerders) kom dus 

hoofsaaklik tydens die winter- en lentemaande voor. Hansen (Kuenen & 

• Robertson, 1988) beweer dat indien die temperatuur alleen in ag geneem sou 

word, die verwagting sou wees dat die hoogste nitrifiseringstempo tydens die 

hoer temperature sou voorkom, maar hulle het in seewater waargeneem dat 

nitrifisering in die so mer die laagste was. Wanneer Figuur 3 .4 en Figuur 3. 5 

vergelyk word, is die bakteriese getalle hoer vanaf 01/08/94 tot 22/11/94 

(rniddel van die winter tot die begin van die somer). Die verwagting sou wees 

dat die hoogste nitrifisering die hele lente en somer sou wees wanneer die hoer 

temperature (20 tot 24°C) voorgekom het (Figuur 3.4). Die temperatuur vanaf 

27/01/94 tot 12/04/94 was die hoogste (20 tot 24°C) en het eers daarna begin 

afneem. Die getalle nitrifiseerders oor die tyd was egter van die laagste. Vanaf 

01/08/94 tot 15/08/94 (einde van die winter) waar die getalle nitrifiseerders 

reeds begin toeneem het, was die temperatuur nog redelik laag (10 tot l l °C). 

Met die uitsondering van die begin van die somer (Figuur 3.5) se hoe getalle 

nitrosofiseerders, was nitrifisering tydens die somer dus inderdaad die laagste. 

Hierdie verskynsel is ook deur Hall (1986) in 'n varswatermeer waargeneem. 
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Hierdie verskynsel kan aan verskeie faktore toegeskryf word. Outotrofe en 

heterotrofe nitrifiseerders kompeteer tydens warmer maande met mekaar vir die 

beskikbare ammonium. Die heterotrofe nitrifiseerders groei vinniger en het as 

resultaat dus die laer nitrifiseringstempo (Kuenen & Robertson, 1988). Die feit 

dat daar net heterotrofe nitrifiseerders vanaf die stikstofplate ge1soleer is 

(Hoofstuk 4), ondersteun hierdie verklaring. Kuenen & Robertson (1988) is 

van mening dat die heterotrofe nitrifisering 'n minder belangrike proses in die 

natuur in akwatiese sisteme is as outotrofe nitrifisering. Die bewering is al 

gemaak, dat al sou die heterotrofe nitrifiseerders in die sediment van 'n 

akwatiese sisteem 'n duisend maal meer wees as hulle huidige getalle, hulle 

bydrae tot die totale nitrifisering in die sediment onbelangrik is. Daar is egter 

· aanduidings dat heterotrofe nitrifiseerders gelyktydig denitrifiseer en min of 

geen nitriet akkumileer. Hulle nitrifiseringstempo is in werklikheid hoer as wat 

dit wil voorkom, maar steeds laer as baie outotrofe nitrifiseerders (Kuenen & 

Robertson, 1988). Uit die resultate blyk dit dat bogenoemde nie die geval in 

die waterlaag is nie, want daar kon slegs heterotrofe nitrifiseerders getsoleer 

word. 

Twee ander faktore wat ook 'n rol mag speel, maar nie uit die resultate van 

hierdie studie met sekerheid gestaaf kan word nie, is die suurstofpenetrasie en 

sulfiedproduksie in die rietbed. Die diepte van die suurstofpenetrasie is minder 

tydens die warmer somermaande en kan 'n effek op die nitrifiseringstempo he 

(Kuenen & Robertson, 1988) omdat dit algemeen bekend is dat nitrifisering 

(nitrofiseerders en nitrosofiseerders) sensitief is vir 'n suurstoftekort (Lotter, 

1994), dus lei dit tot die afuame in die nitrifiseringstempo tydens die somer en 

herfs. Sulfiedproduksie is volgens Hansen (Kuenen & Robertson, 1988) die 

hoogste in die somer en inhibeer nitrifisering en kan ook as 'n moontlikheid 

oorweeg word vir die lae nitrifiseringstempo tydens die warmer seisoene. 

Nitrosofiseerders is egter meer sensitief vir temperatuur as nitrofiseerders en dit 

kan tot 'n ophoping van nitriet in 'n sisteem lei (Lotter, 1994). As die 

resultate van Figuur 3 .4 met die van Figuur 3. 8 vergelyk word, kom die "nie­

betroubare" resultate (kyk p 31) juis by die hoogste temperature van die jaar 

voor. Die moontlikheid bestaan dus dat dit nie noodwendig onbetroubare 

resultate was nie, maar die werklike getalle nitrofiseerders as gevolg van die 

hoe temperatuur. Die feit dat dit egter nie in die nitrosofiseerders se getalle 

weerspieel word nie, met antler woorde dat daar nie 'n gelyktydige styging in 
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daardie getalle waargeneem was rue (Figuur 3.5), kan daartoe lei dat die 

resultate as nie-betroubaar beskou kan word nie. 

Volgens Figuur 3.5 kom die hoogste bakteriese getalle, met uitsondering van 'n 

paar gevalle, deurgaans in die stilstaande water voor. Dieselfde geld volgens 

Figuur 3.9 vir die bakteriese getalle in die stilstaande water. Volgens Kuenen 

& Robertson (1988) is nitrifisering in die sediment byna altyd hoer as in die 

waterlaag bo die sediment. Die nitrifisering in die sediment is nie hierdie studie 

gemoniteer nie, maar na aanleiding van bogenoemde stelling en die waarnerning 

uit Figuur 3.5 en Figuur 3.9, kan die afleiding gemaak word dat nitrifisering in 

akwatiese sisteme eerder in stilstaande as bewegende water voorkom. 

5.2.3 Kwantifisering van denitrifiseerders 

• 'n Vergelyking van die resultate van Figuur 3 .10 en Figuur 3 .11 dui op 'n 

tendens van 'n afname in die bakteriese getalle sodra die nitraatkonsentrasie 

afneem. Hierdie toedrag van sake kan goed verklaar word as daar na die 

stikstotkringloop gekyk word. Die bakteriee wat met die nitraatsop geselekteer 

word, is verantwoordelik vir die omvorrning van nitraat na stikstofgas (Brock 

et al. , 1994). Dus sal 'n afname in die nitraatkonsentrasie beteken dat minder 

bakteriee hierdie primere stikstofbron vir groei tot hul beskikking het en dat die 

getalle dan sal afneem soos wat in Figuur 3 .10 waargeneem kan word. 

Volgens Bowmer (1987) het temperatuur ook 'n invloed op denitrifisering en is 

'n gerniddelde temperatuur van 20 tot 30°C die ideale toestande vir vinnige 

denitrifisering. Volgens Figuur 3.4 is die warmer temperature in die somer, aan 

die einde van die lente en aan die begin van die herfs (gerniddelde temperatuur 

ongeveer 22°C) en wanneer dit met Figuur 3 .10 vergelyk word, kom hoer 

bakteriese getalle wel by die hoer temperature voor. 'n Afname in die 

temperatuur in die herfs het gepaard gegaan met 'n afname in die bakteriese 

getalle en 'n toename in temperatuur in die winter weer 'n toename in die 

bakteriese getalle. Dit is opmerklik dat die bakteriese getalle in die winter by 

die laagste temperatuur relatief hoog was (Figuur 3.10). Dit bevestig Wood 

(1989) se waarnerning dat rietbeddings nog steeds bevredigend funksioneer 

tydens die kouer wintermaande, want volgens hierdie studie was daar nie 'n 

merkbare afname in bakteriese getalle van die denitrifiseerders in die winter nie. 

Volgens die resultate van hierdie studie is die getalle van die denitrifiseerders 

oor die algemeen hoer as die van die nitrifiseerders. Volgens Bowmer ( 1987) 
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kan die effektiwiteit van stikstofverwydering deur denitrifisering deur stadige 

ammonifisering en nitrifisering vertraag word. Na aanleiding van die resultate 

• van die bakteriese getalle van beide nitrifiseerders en denitrifiseerders lyk dit nie 

asof denitrifisering bei"nvloed is deur die lae getalle nitrifiseerders nie. Die 

voorspelling kan gewaag word dat denitrifisering op nog groter skaal sou 

plaasvind indien die toestande vir nitrifisering geoptimaliseer word en groter 

getalle nitrifiseerders teenwoordig sou wees. Vir die effektiewe verwydering 

van stikstofverbindings uit die water wil dit voorkom asof die ontwerp van die 

rietbed op die verhoging van denitrifisering gerig moet wees. 

'n Wye verskeidenheid heterotrofe bakteriee, byvoorbeeld Pseudomonas spp. 

en Aeromonas spp. kan 'n effek op denitrifisering he (Lotter, 1994). Die 

bakteriee wat vanaf die ammoniak- en nitrietagar ge1soleer is (A tot D, Tabel 

3.1), is we! heterotrofe nitrifiseerders, maar volgens Tabel 4.1 het nie een van 

hierdie bakteriee positief getoets vir denitrifisering nie. Die heterotrofe 

nitrifiseerders A, B, C en D kompeteer dus nie vir dieselfde verbindings as die 

denitrifiseerders nie en sal dus nie 'n invloed op mekaar uitoefen nie. 

Die wye verspreiding van denitrifiseerders in die natuur toon dat daar geen 

duidelike korrelasie tussen die grootte van die denitrifiseringspopulasie en die 

hoeveelheid organiese materiaal wat teenwoordig is nie. Die verskeidenheid 

isolate wat waargeneem kan word gee ook nie 'n aanduiding van die 

hoeveelheid organiese materiaal wat in 'n bepaalde habitat teenwoordig is nie 

(Kuenen & Robertson, 1988). 

5.3 Bakteriee van die stikstofkringloop 

Die oorkruisuitstryk van die bakteriee het aangetoon dat die bakteriee wat op 

onderskeidelik die ammoniak- en nitrietagar ge1soleer is, nie outotrofe 

nitrifiseerders is nie, maar heel waarskynlik heterotrofe nitrifiseerders is . 

Kuenen & Robertson (1988) het we!, soos voorheen genoem, beweer dat die 

bydrae van heterotrofe nitrifiseerders tot die totale nitrifisering onbelangrik is, 

maar gesien die Jig dat hier net heterotrofe nitrifiseerders gei"soleer is, laat 

twyfel oor die algemene geldigheid van die stelling ontstaan. 'n Soorgelyke 

opmerking is deur Killham (1986) gemaak te opsigte van die rol van 

heterotrofe nitrifiseerders in grond. Kuenen & Robertson (1988) het egter 

verder gemeen dat nitrifisering meeste van die tyd hoer in die sediment is as in 

die waterlaag bo die sediment plaasvind. Watermonsters is in die waterlaag bo 
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die sediment geneem en dus kan dit wees dat nitrifisering deur outotrofe 

nitrifiseerders hoer in die sediment is, maar laer in die waterlaag bo die 

sediment. Uit die resultate van hierdie studie blyk dit dat heterotrofe 

nitrifisering 'n grater rol in die waterlaag van hierdie rietbed speel as outotrofe 

nitrifisering. Verdere studie is egter nodig om dit onomwonde te bewys. 

Volgens die resultate van Figuur 4.3 en 4.4 is daar verskeie bakteriee vanaf die 

PT A wat dieselfde en selfs hoer hoeveelhede nitriet as die bakteriee vanaf die 

ammoniak- en nitrietagar geproduseer het. Die resultate staaf bogenoemde 

afleiding dat heterotrofe nitrifiseerders 'n grater rol mag speel as outotrofe 

nitrifiseerders tydens nitrifisering in die waterlaag van die riebed wat bestudeer 

is. Die nitrietkonsentrasie daal telkens van dag 4 tot dag 7 en kan moontlik 

verklaar word deur die feit dat die nitrietverbinding nie stabiel is nie (Brock et 

al. , 1994). Die nitriet wat op dag 4 gemeet is, het nie behoue gebly om op dag 

7 gemeet te word saam met die wat op dag 4 gevorm het nie, daarom die 

moontlike daling. 'n Ander moontlikheid vir die afname in die 

nitrietkonsentrasie is dat dieselfde bakteriee die nitriet na nitraat omskakel en 

die nitrietkonsentrasie gevolglik daal. So 'n afleiding is heeltemal moontlik as 

die resultate van Figuur 4. 5 en Figuur 4. 6 in ag geneem word, waar dieselfde 

bakteriee se vermoe om nitriet na nitraat om te skakel getoets is. Uit die 

resultate blyk dit dat laasgenoemde reaksie die een is wat by voorkeur 

plaasvind in al die bakteriee omdat die hoeveelheid nitraat wat in die 

skudkulture geproduseer is, baie hoer is as die nitrietkonsentrasie wat deur 

dieselfde bakteriee geproduseer is. 'n Moontlike verklaring daarvoor kan wees 

dat nitrietomskakeling vmruger as ammoniakomskakeling plaasvind 

(Gottschalk, 1986). 

Volgens die resultate van Figuur 4.3 was nommer 3 die enigste uitsondering 

wat 'n toename in nitrietkonsentrasie getoon het en we! vanaf dag 4 tot dag 7. 

Volgens Figuur 4.5 het nommer 3 van die rninste nitraat geproduseer. 

Nommers 1, 5, 7 en 10 (Figuur 4.5 en Figuur 4.6) se nitraatkonsentrasies was 

laer as die van nommer 3. Interessant is dat nommers 1, 5 en 7 in Figuur 4.3 en 

Figuur 4.4 van die hoogste nitrietkonsentrasies geproduseer het. 

Laasgenoemde drie bakteriee voer dus by voorkeur die ammoniak­

omvorrningsreaksie uit. Nommer 10 se nitrietkonsentrasie was die laagste van 

al die bakteriee (Figuur 4.4). Hierdie bakterie is dus in staat om albei 

nitrifiseringsreaksies uit te voer, maar nie by voorkeur nie en net onder 

dwangtoestande, byvoorbeeld deur die bakterie op die ammoniak- en 
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nitrietagar uit te stryk of in die ammoniak- en nitrietsop van die skudkulture te 

inokuleer. 

5.4 Slot 

Uit die resultate van die bakteriese getalle (kyk Hoofstuk 3) lyk dit oor die 

algemeen asof die bakteriese getalle in al drie sones in die winter- en 

lentemaande die hoogste was, uisonderings kom in Figuur 3 .13 en 3 .16 voor. 

Verder wil dit voorkom asof die bakteriese getalle in die bewegende water 

(stadig- en vinnigvloeiende water) hoer was as in die stilstaande water. Figuur 

3.16 was 'n uitsondering op laasgenoemde. Na aanleiding van bogenoemde lyk 

dit asof rietbeddings soortgelyk aan die een wat as tersiere behandeling van 

riooluitvloeisel dien, nie regtig groot baat vind by stilstaande water nie. Die 

ontwerp hoef dus nie voorsiening te maak vir gebiede waar die water stilstaan 

nie. Die optimum vloeisnelheid sal egter bepaal moet word sodat die water nie 

weer te vinnig vloei en nie behoorlik gesuiwer word nie. Die voordeel van die 

bewegende water is dat die retensietyd baie korter word, dat die water vinniger 

kan deJrbeweeg en gesuiwer word en dat groter volumes water in 'n korter tyd 

gesuiwer kan word. Bakteriese getalle in die somer- en herfsmaande is ook 

hoer in bewegende water, maar die getalle oor die algemeen is laer as die in die 

lente- en wintermaande. Die ontwerp van die rietbed in laasgenoemde geval sal 

aangepas moet word om toestande so te optimaliseer dat hoer bakteriese 

getalle in die somer en herfs voorkom. Gersberg et al. (1983) het gevind dat 

die toevoeging van 'n addisionele koolstotbron denitrifisering verhoog. Verder 

kan verhoogde suurstofspanning in die wortels die groei van bakteriee bevorder 

(Butler et al. , 1983). 'n Verlaging van die watervlak in die lente en somer kan 

ook 'n bydrae !ewer tot verhoogde DO in die water. 

Daar is grootliks voldoen aan die doelstellings vir hierdie studie en die 

spesifieke doelstellings is ook bereik (kyk 2.6). Heelwat vrae het egter in 

hierdie studie na vore gekom wat tydens 'n opvolgende studie aandag kan 

geniet. Een hiervan is dat die bakteriee wat gei:dentifiseer is nie volgens die 

sones ingedeel is nie. Daar kon dus nie aangedui word watter bakteriee by 

voorkeur in watter sone voorkom nie. Dieselfde geld vir die indeling van die 

bakteriee in die vier seisoene van die jaar. 'n Tweede leemte was dat die 

bakteriee nie tot op Farnilie- of Genus-vlak gei:dentifiseer is nie. 
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Wat die toekomsbeplanning van die projek betref kan die hele studie herhaal 

word om die bakteriee wat in die sediment van die rietbed voorkom, te 

bestudeer. Verder kan die metaboliese vermoens van die bakteriee aandag 

geniet met behulp van API- of Biolog-sisteme om hulle bydrae tot die werking 

van die rietbed te ondersoek. Faktore wat volgens hierdie studie 'n moontlike 

invloed op die bakteriese getalle van die rietbed uitgeoefen het (byvoorbeeld 

ammoniak- en nitrietkonsentrasie) kan op laboratoriumskaal verder ondersoek 

word om vas te stel tot watter mate dit die bakteriese getalle bemvloed. 
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AFKORTINGSL YS 

Al Aluminium 

BOD Biologiese suurstof aanvraag 

Ca Kalsium 

COD Chemiese suurstof aanvraag 

DO Opgeloste suurstof 

Fe Yster 

opm omwentelinge per minuut 

PCA Plate Count Agar 

PTA Plaattellingsagar 

ss Gesuspendeerde vaste stowwe 
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BYLAAG 1 

Samestelling van die media: 

Ammoniakagar 

Na2HPO4 13 .5g 

KH2PO4 0.7g 

MgSO4. 7H2O 0.lg 

NaHCO3 0.5g 

(NH.)2SO4 2.5g 

FeCh.6H2O 0.0144g 

CaCh.2H2O 0.0184g 

Agar 20g 

dH2O 1/ 

Los op in water, stel die pH op 8 in en outoklaaf by 121 °C vir 15 min. 

Nitraatsop 

Oplossing A 

FeSO4. 7H2O 

NaHCO3 

dH2O 

0.002g 

1.3g 

200ml 

Los op in water en membraansteriliseer met 'n 0.2 µm filter. 

Oplossing B 

MgSO4.7H2 

CaCh.6H2O 

dH2O 

0.02g 

0.005g 

200ml 

Los op in water en outoklaaf by 121 °C vir 15 min. 
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OQlossing C 

NaNO2 0.24g 

K2HPO4 0.5g 

KH2PO4 0.5g 

Na2MoO4.2H2O 25µg 

Agar 20g 

dH2O 600ml 

Los op in water en outoklaafby 121°C vir 15 min. Koe! aftot 50°C, voeg Oplossing 

A en B by en giet plate. 

Plaattellingsagar 

Triptoon 5g 

Gisekstrak 2.5g 

Dekstrose lg 

Agar 14.5g 

dH2O 1/ 

Outoklaafby 121°C vir 15 min. 
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