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FORORD

Statens forurensningstilsyn (SFT) har bidratt til & finansiere under-
sgkelser ved NIVA for & kartlegge hvordan bl8grennalger pavirker vann-
kvalitet. Spesielt har bligrennalgenes toksindannelise hatt oppmerksom-
het, men deres produksjon av andre sekundere metabolitter med praktisk
interesse har ogsd blitt studert. Videre er et forskningsarbeid om
bl8grennalgenes nitrogenbinding biitt tatt opp.

Resultatene har forelgpig hovedsakelig blitt publisert i fagartikler i
vitenskapelige tidsskrifter. Imidlertid er det behov ogsd for en rap-
portering som kan vare egnet i generell sammenheng. Denne rapport er
utarbeidet til et stikt formdl.

Siden 1985 har Norges teknisk- naturvitenskapelige forskningsrad
(NTNF) steottet forskningsprosjektet TOKSINPRODUSERENDE BLRGRONNALGER
1 NORSKE VANNFOREKOMSTER. De forskningsmiljser og personer som har ar-
beidet i dette prosjektet har fremskaffet mye av resultatene benyttet
i rapporten. Spesielt ber nevnes: Professor Bjarne Underdal og
dr.scient. Kjetil Berg, Institutt for naringsmiddelhygiene, Norges ve-
terinerhegskole; forsker Lasse Berglind, Norsk institutt for vann-
forskning; dr.philos. Hans Chr. Utkilen, Statens institutt for folke-
helse og forsker Christel Benestad, Senter for industriforskning.

Avsnittet om lukt- og smaksstoffer er laget med bakgrunn i resultater
fra SFT-finansiert forskning ved NIVA. Vi har pd dette fagfelt hatt et
- fruktbart samarbeid med bl.a.: Dr. Per-Edvin Persson, Universitetet i
Helsinki, Finland.

Ndr det gjelder avsnittet om nitrogenbinding, er det i stor grad
basert pd resultater som ble oppnddd ved SFT-finansiert forsknings-
virksomhet 1 1986. Det praktiske arbeidet ble hovedsakelig utfert av:
M.Sc. Beatrix Kiss, Ettvos University of Science, Budapest (gjeste-
forsker wved NIVA) og forsker Jozsef Kotai, Norsk institutt for vann-
forskning.

I forskning med blégrennalger er bruken av levende materiale og kultu-
rer av sterste viktighet. Arbeid og ansvar for dette har vert ivare-
tatt av: Randi Skulberg, Norsk institutt for vannforskning.

Alle som har hjulpet til i arbeidet med rapporten - faglig, praktisk
og skonomisk - takkes for innsatsen.

0slo, 15. mars 1988

0lav Skulberg
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SAMMENFATNING

Toksinproduserende bligrennalger

- Bldgrennalgene er prokaryoter utviklet i tidlig prekambrisk tid.
De utgjer en gruppe fotosyntetiske mikroorganismer med forekomst i
luft, wvann og jord. I naringsrike vannforekomster kan bldgrennal-
gene utvikle masseforekomst (vannblomst). Bldgrennalgene har stor
betydning i sin pdvirkning av vannkvalitet med sekund®re metabo-
Titter (toksiner, lukt- og smaksstoffer) og gjennom evnen til nit-
rogenbinding.

- Studiet av bligrennalger med toksinproduksjon er en del av fagfel-
tet biotoksikologi. 1 ekologisk sammenheng brukes betegnelsen al-
Telopati om skadelige innvirkninger av kjemisk natur mellom orga-
nismer. De toksikologiske virkninger studeres innenfor bl.a. hu-
manmedisin og veterinarmedisin.

- Bl14grennalgeforgiftninger er beskrevet fra mange geografiske omrd-
der. I Europa er det rapportert om forgiftningstilfeller 1 tolv
land. Undersekelsene som er gjort i Norge har vist at blagrennal-
ger med toksinproduksjon er forholdsvis vidt utbredt. I omlag 60%
av innsjger med bligrennalgeoppblomstringer er det dominans av
toksinproduserende stammer. Fremskridende eutrofiering bidrar til
& utvide problemet med toksiske bldgrgnnalger 1 vannforekomstene.

- Av de omlag 2000 beskrevne arter med bligrsnnalger er det forelg-
pig beskrevet 20 arter med toksinproduserende stammer. De mest ak-
tuelle artene 1 Norge herer til slektene Microcystis, Anabaena,
Aphanizomenon og Oscillatoria. I NIVAs organismesamling holdes
omkring 20 kloner med pdvist toksinproduksjon. Disse representerer
8 arter av blégrennalger.

- Det dreier seg sannsynligvis om mer enn femten toksiner som blir
dannet av bldgrennalger. Bare et lite antall av disse er hittil
kjemisk karakterisert. De kjemiske forbindelser som er klarlagt
herer hovedsakelig til stoffgruppene alkaloider og polypeptider.
Toksinene betegnes forelspig etter organismene som produserer dem
(eks. microcystin, anatoksin, aphantoksin, oscillatoriatoksin).

- Toksinene som blagrennalger danner hsrer til kategorien ekstremt
giftige stoffer. Dodelig dose for microcystin-a (akerstox) er
f.eks. bestemt til LD50=50 ug pr. kg kroppsvekt. Polypeptidene som
inngdr er i forste rekke hepatotoksiner (levergifter). De er for-



holdsvis Tlangsomtvirkende {(desd inntreffer omlag 45-180 minutter
etter mottatt dedelig dose). Alkaloidene det gjelder, er nevrotok-
siner {virker inn pd nervesystemet). Kort dedstid - omlag 5-10 mi-
nutter etter mottatt dedelig dose - er karakteristisk. Andre for-
giftningssymptomer av bldgrennalgetoksiner omfatter hudirritasjo-
ner av forskjellig tvpe {(virkninger av dermatotoksiner).

Det er pdvist at bldgrennalger ogsd produserer lipopolysakkarider
(LPS) med bl.a. helsemessige konsekvenser. Disse stoffene er
knyttet ti1 celleveggene og virker som antigener. Bl8grennalgenes
innhold av Tipopolysakkarider er viktige ved vurdering av vannkva-
litet for drikkevannsforsyning.

Eutrofiering er en forutsetning for masseutvikling av bldgrgnnal-
ger. De kjemiske forhold ved vannet har konsekvenser bdde for den
kvalitative side ved bliagrsnnalgevegetasjonen {(artssammensetning)
sdvel som for bl&grennalgenes mengdemessige utvikling (biomasse).

Under vanlige vekstforhold er toksinene knyttet til cellene. Ved
pdeleggelse av celleveggene (f.eks. nedbrytning av vannblomstmate-
riale) kommer toksinene ut i vannfasen. Det er et forholdsvis heyt
innhold av toksiner i cellene som produserer dem. Vekstbetingelser
(lys, temperatur, n&ring osv.} influerer pd toksindannelsen, men
ogsd fysiologisk rase og utviklingsstadium har avgjerende betyd-
ning. De genetiske forhold knyttet til bldgronnalgenes toksinpro-
duksjon er under utforskning.

Virkninger som giftproduserende blagrennalger har overfor andre
komponenter i gkosystemet er et omfattende forskningsfelt. Det er
rapportert virkninger av toksinene overfor bl.a. alger, krepsdyr,
fisk og varmblodige dyr. Problemstillingen om bl&grennalgetoksine-
nes muligheter t11 anrikning gjennom neringskjeder er forelgpig
1ite belyst.

Biologiske o0g kjemiske fremgangsmiter benyttes til pdvisning og
analysering av blagrennalgetoksinene. Akutte toksisitetstester
utferes med Taboratoriedyr. Mest benyttet er intraperitoneal in-
Jjeksjon av toksin 1 mus med etterfslgende observasjoner av for-
giftningssymptomer, samt registrering av fysiologiske og cytolo-
giske forandringer. Det foreligger gode kjemiske analysemetoder
for et fatall av de aktuelle toksinene. Den vanligste fremgangsmi-
te er basert pd bruk av heytrykksveskekromatografi (HPLC).



- Bldgrennalgetoksiner kan lage praktiske problemer for vannforsy-
ninger, rekreasjonsmessig bruk av vann og akvakultur. Det er
derfor behov for overvdking og undersskelser av mulig utvikling av
toksinproduserende stammer av blagrennalger. Eutrofibegrensende
tiltak - som retter seg mot arsakene til masseutvikling av
bldgrennalger - vil vere de beste praktiske forholdsregler.
Helsemyndighetene ved de lokale helserdd er faglig instans for
vurdering av helsefare og tilretteleggelse av eventuelle sikrings-
tiltak 1 aktuell sammenheng.

Bl3grennaiger - Lukt og smak

- Lukt og smaksstoffer dannet av mikroorganismer kan medfore betyde-
1ig saniter og annen ulempe. Det er i sarlig grad blagrennalger og
actinomyceter som lager slike problemer for bruk av vann.

- De aktuelle stoffskifteproduktene hgrer til gruppen sekundere me-
tabolitter. Biosynteseveien for ncen av stoffene begynner & bli
kjent {f.eks. geosmin, 2-metylisoborneol}. Stoffene betegnes lukt-
metabolitter (VOBS - volatile organic biogenic substances).

- For vannressursforvaltning er vannets sensoriske egenskaper av
stor betydning. Det er behov for & etablere sensoriske kvalitets-
krav til vann 1 praktisk sammenheng.

- Utviklingen av algevegetasjon i Gl&ma ble undersgkt med hensyn til
pavirkning av vannkvalitet med Tuktmetabolitter. Det gjorde seg
gjeldende markerte sesongmessige vekslinger i Tukt- og smakspé-
virkning av vannmasssene i takt med organismeutviklingen. B1a-
grgnnalger var et fremtredende element i vegetasjonen (i plankton
og benthos). Spesielt slekten Oscillatoria bidro til g sette et
preg pé vannet gjennom produksjon av Tuktmetabolitter som geosmin
0g Z-metylisoborneol.

- Det ble foretatt en bedemmelse av sammenheng mellom algeutvikling
og grad av pdvirkning av vannkvalitet. Begroingssamfunnet av b1&-
grgnnalger p& 1 m® bunnareal kan sette Jukt og smak p& en vann-
masse tilsvarende 1000-4000 m’. Hvis en geosminproduserende stamme
av 0Oscillatoria er ti1 stede i en konsentrasjon av 0.5 cma-m'3,

vil vannet tydelig vare preget av jordaktig Tukt.

- Fagfeltet kjemisk skologi omhandler bl.a. hvordan luktmetabolitter
har betydning for livsutfoldelsen i vann. Det finner sted kJjemisk
kommunikasjon mellom organismer. VYannets sensoriske egenskaper pa-
virkes ogsd av forurensninger. Dette kan innebazre forstyrrelse
eller gdeleggelse av sansingens funksjon for organismer. Slike
forhold trenger oppmerksomhet i sammenheng med ressursforvaltning
0g vurdering av vannforurensning.
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Bldgrennalger - Nitrogenbinding

Molekylert nitrogen kan benyttes av noen prokaryoter til syntese
av organiske nitrogenforbindelser. Disse organismene (enkelte bak-
terier - ca. 60 stammer og bldgrennalger - ca. 125 stammer) er til
dels frittievende, tildels inngdr de i symbiose med andre. Nitro-
genbinding ved mikrobiologisk aktivitet er essensiell for hele
biosferens nitrogenstatus.

Kjemisk bestdr den biologiske nitrogenbinding i at elementert ni-
trogen blir redusert til ammoniakk. Dette foregdr ved en kataly-
tisk reaksjon gjennom enzymsystemet nitrogenase. Enzymet er meget
felsomt for fritt oksygen, og kan bare virke under anaerobe for-
hold. Blagregnnalgene har utviklet heterocyster, og de gir fysiolo-
giske forutsetninger for nitrogenbinding under ordinzre vokse-
stedsbetingelser.

Acetylen-reduksjonstesten har sterst praktisk betydning ved den
kjemiske mdTing av nitrogenbinding. Nitrogenase reduserer acetylen
spesifikt til etylen, og etylen kan bestemmes ved konvensjonell
massespektrometri eller ved bruk av gass-vaeskekromatografi.

Bldgrennalgen Anabaena solitaria f. smithii hadde hesten 1986 opp-
blomstring i innsjsen Langen, Akershus. En aktiv nitrogenbinding
ble observert 5. september 1986. Maksimum var i 2.5 m dyp (0,039
pmol etylen-1"'-time™ ). Forholdene var likevel ikke optimale for
nitrogenbindingsprosessen. Den &rlige nitrogenbinding i Langen -
basert pd hypotetiske forutsetninger - vil etter dette vere av
storrelsesorden 2,24 tonn N. Det er f& observasjoner fra Norge 3
sammenlikne med, men ogsd i Oslofjorden er det mdlt nitrogen-
binding av tilsvarende intensitet.

Nitrogenbinding er en biologisk prosess av vesentlig betydning for
stoffskifte i vannforekomstene. Prosessens viktighet i naturen er
gjerne gkende mot polare omrdder og med hgyden over havet. Med
fremskridende eutrofiering tiltar betydningen av bldgrennalgenes
nitrogenbinding. For norske forhold gjelder det at nitrogenbinding
i vann praktisk talt ennd ikke er undersgkt.



Blagrennalger - vannkvalitet
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INNLEDNING

Forurensning av vann er i mange tilfeller &rsak til masseutvikling av
blagrgnnalger. Gjennom sine stoffskifteprodukter pdvirker blégrennal-
gene vannets kvalitet. Stor forekomst av blégrennalger kan gjere
vannet uegnet til praktisk bruk, medfere forgiftningsfare eller med-
virke til1 & fremme eutrofiering. Denne rapport behandler tre problem-
stillinger som er viktige i slik praktisk sammenheng:

- Toksiner. Flere bldgrennalger er i nyere tid blitt pdvist & kunne
produsere giftstoffer med konsekvenser for vannhygiene og egkologis-
ke forhold.

- Lukt- og smaksstoffer. Bldgrennaigene herer - sammen med bl.a.
actinomycetene - til de mest betydningsfulle organismer som senso-
risk pdvirker wvannkvalitet. Dette skyldes produksjon av kjemiske
forbindelser som gir Tukt- og smaksreaksjoner.

- Nitrogenbinding. Frodig utvikling av bldgrennalger er et karakte-
ristisk fenomen i neringsrikt vann. Det viser seg at blégrennalgene
er sdvel &rsak til, som resultat av eutrofiering. Gjennom sin ni-
trogenbinding kan bladgrennalgene bidra til & gjere vann fruktbart,
og pavirke hele eutrofieringsforlgpet (ferskvann, brakkvann og
saltvann).

For & gi problemene som behandles en naturhistorisk bakgrunn, er det
ferst laget en kortfattet oversikt over bl&gregnnalgene som biologisk
fenomen.

GAMLE ORGANISMER MED NY AKTUALITET

Tidlig 1 Jjordens historie var bldgrennalger en dominerende organisme-
gruppe. Fossiler av vegetasjon med blagrennalger er funnet i sedimen-
ter fra tidlig prekambrisk tid. Alderen til disse fossilene er mer enn
tretusen millioner 3r (Brock 1973). I denne perioden var blégrennal-
gene Jordklodens viktigste primaerprodusenter. De dannet gjennom sin
fotosyntetiske aktivitet elementzrt oksygen til atmosfaren. Dette ga
forutsetning for utvikling av aerob metabolisme, og dermed for hgyere
vedgetasjon og dyreliv.

Blagrgnnalgene - 0gsd betegnet cyanobakterier - er en sarpreget
gruppe av fotosyntetiske mikroorganismer. I forbindelse med utviklin-
gen av organismelivet danner de et ledd mellom bakterier og grsnne
planter {(Fogg et al. 1973). Cellene til bl&grennalgene Tlikner bakte-
rienes celletype (prokaryot). Membranbundne organeller mangler. Ekte
cellekjerne, kloroplaster og mitokondrier er ikke tilstede. Det gene-
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tiske materialet, fotosynteseapparatet og respirasjonssystemet er ikke
avgrenset fra resten av cellen med sarskilte membraner. Blagrennalge-
nes prinsipielle ernzringsmdte er imidlertid fotosyntese med utskil-
lelse av oksygen. P& denne mdten er de fysiologisk 1ik alger og hayere
planter {eukaryoter). Et spesielt trekk ved bldgrennalgene er at flere
arter er i stand til & bruke luftnitrogen som nitrogenkilde til sine
livsprosesser. Disse bl8grennalgene er dermed de mest utpregede selv-
forsynte organismer (autotrofe) som finnes, og klarer seg med lys (en-
ergi), Tuft, vann og mineraler til full livsutfoldelse.

Vegetasjon av blagrennalger er lett synlig under mange forhold. Masse-
forekomst gir opphav til vannblomst (Skulberg 1965}, eller fargede
begroinger pd strender o.1. Organismene som inngdr i vegetasjonen er
imidlertid av mikroskopisk sterreise. De md derfor undersgkes i optisk
- eller elektron-mikroskop. En stor form-rikdom gjer seg gjeldende. De
prinsipielle organisasjonsstrukturer omfatter gjerne typer som er en-
cellet, koloniformet, enkelt tradformet eller greinet traddformet
(Fritsch 1952, Geitler 1932). Den systematiske inndeling av bldagrenn-
algene 1 ordener er i stor utstrekning basert pd disse morfologiske
karakterer (Figur 1).

Blégrennalgene har en stor skologisk betydning. De finnes vidt utbredt
over jordkioden. De danner vegetasjon i luft, vann og jord. I vann fo-
rekommer bl3gregnnalgene som fastsittende organismer {benthos} eller
frittflytende 1 vannmasser {(plankton). De kan utviklie seg i et stort
omrdde av saltholdighet (ferskvann-saltvann). Det er typisk for bla-
gronnalger at de kan leve under ekstreme miljsbetingelser. Vegetasjon
av bl8grennalger finnes der det er tert (srkener), kaldt {polarstrak],
varmt (varme kilder), lyst (fjelisider), merkt (huler) osv. Bl&grenn-
algene danner vanlig pionersamfunn pd nye koloniserbare omrader {(nytt
tand, erosjonsomrider, impedimenter). Sammen med andre organismer kan
bl8grennalgene inngd i viktige symbioseformer. Mest utbredt er orga-
nismegruppen lav {Lichenophytal, hvor en sopp {(mycobiont) lever i sam-
spill med en alge {phycobiont). Arter av bldgrennalger er gkologisk
viktige 1 denne sammenheng.

Forurensning medforer ofte at nye miljeforhold blir dannet, og kan
f.eks. gi opphav til ekstreme miljsbetingelser. Dette skaper gjerne
situasjoner hvor bldgrennalger profiterer. Invasjoner av arter, og
masseutvikling av bldgrgnnalger er karakteristiske biolgiske fenomener
knyttet til forurensningssituasjoner {(Skulberg 1981). Blagrennalgene
inntar derfor en viktig rolle ved undersgkelser av forurensningsvirk-
ninger {indikatorarter, indikatorsamfunn; VanLandingham 1982).



Encellet — isopolar
{Orden Chroococcales)
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Encellet — heteropolar Flercellet — trichal, med ekte forgreininger
(Orden Chamaesiphonales) (Orden Stigonematales)

Figur 1. Eksempler pd organisasjonsstruktur til bl3grsnnalger.
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Interessen for bldgrennalgene - vitenskapelig og praktisk - har oket
sterkt i de siste tidr. Det er flere grunner til dette. Vannforurens-
ning har bl.a. medfert at bldgregnnalger stadig blir et problem for
bruken av vannressursene. Behovet for & vite om 8rsakene til masseut-
vikling av blagrennalger og metoder for & unngd vanskeligheter, er ak-
tualisert 1 industrilandene. Samtidig er det voksende forstdelse for
at blagrennalgene rommer et viktig potensiale - nyttiggjering - for
menneskenes gkonomi. Dette gjelder bl.a. i forbindelse med verdens
matvaresituasjon og energiproblemer. Men samtidig representerer bl3-
greonnalgene et spesielt egnet modell-system for studier av fundamenta-
le molekylarbiologiske prosesser. Dette gir bl8grennalgene en sentral
plass i utviklingen av bioteknologi {Abelson 1984) og ressursutnyttel-
se {Tabell 1).

Tabell 1. Genere11 oversikt over bligrennalgene

SYSTEMATIKK Schizophyta: Cyanophyceae. Prokaryoter oppstltt i van den Hoek, 1978
tidlig prekambrium. Omfatter 5 ordener, 25 familier og
150 slekter. Omlag 2000 nilevende  arter.

FYSIOLOGI Autotrofe (fotolithotrofe) organismer. Fotosyntesepig-

menter omfatter klorofyll a, phycocyanin, phycoery-

plasmatisk retikulum. Opplagsnz:ring er cyanophyce~-
stivelse og cyanophycin. De formerer seg vegetativt,

seksuell forplantning er ikke til stede.

PKOLOGI Utbredt over hele jordkloden, i luft, jord og vann. I Fogg et al., 1973

vann utvikler de seg i benthos og plankton. Kan vokse
pé lokaliteter med ekstreme mil jebetingelser. Lever i
symbiose med andre planter (f.eks. lav). Flere arter

kan gjennomfere nitrogenbinding.

PRAKTISK Masseutvikling av bligrennalger kan lage problemer for Fay and

BETYDNING bruk av vann. De produserer sekundere metabolitter som van Baalen, 1887
pavirker vannkvalitet (bl.a. lukt- og smaksstoffer,
toksiner). Viktige som indikatorarter ved biologisk
vannanalyse. @Okonomisk betydningsfulle som mat og
forplanter, i landbruk og bioteknologi (fytokjemi).

thrin. Mangler mitochondrier, Golgi-apparat og endo- Carr et al., 1982




Toksinproduserende hlagrennalger
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GIFTIGE ALGER

Alger med giftproduserende stammer forekommer i ferskvann, brakkvann
og saltvann. Det er arter fra flere systematiske klasser som er Kkjent
for & ha slike egenskaper. I ferskvann er det sarlig arter av b1&-
grennalger (klasse Cyanophyceae) som medferer forgiftningstilfeller.
Fra brakkvannsomrider er flagellaten Prymnesium parvum (klasse Hapto-
phyceae) en velkjent &rsak til omfattende fiskeded. Dinoflagellater
{klasse Dinophyceae) er beskrevet fra mange kystomrader av verden med
enkelte arter som er giftproduserende. Ogsd innenfor andre algegrupper

- f.eks. gullalger (klasse Chrysophyceae) - er det organismer som kan
danne giftstoffer.

Det vil 1 denne rapport bli gitt et perspektiv pd arbeidet med de ak-
tuelle problemer, og hva bestrebelsene gar ut pd. Det er algeoppvekst
0g toksindannelse av bligrennalger som blir behandlet. Nar det dukker
opp situasjoner med utvikling av giftige alger i vdre vannforekomster,
er det nedvendig & kjenne til og vite hvordan vi skal forholde oss.
Samtidig vil utforskningen av de aktuelle fenomener kaste Tlys inn i
problemomrader som har den storste interesse, sdvel for naturvitenskap
som for samfunnets daglige, praktiske behov.

KLASSIFISERING AV FAGFELTET - BIOTOKSIKOLOGI

Studiet av giftige planter og dyr og virkningene som de aktuelle gift-
stoffer lager, betegnes for biotoksikologi. Begrepet gift brukes da i
vid betydning, om stoffer som medferer at en organisme blir skadet
gjennom kjemiske pdvirkninger strukturelt eller funksjonelt, og som i
gkende konsentrasjoner forer til organismens ded. Umiddelbart merkbare
giftvirkninger og toksiske Tlangtidsvirkninger gjer seg gjeldende.
Virkningene av biotoksiner omfatter foruten akutte og kroniske intok-
sikasjoner, ogsd deres betydning for reproduksjon, teratogenitet, mu-
tagenitet, tumorogenitet, kanserogenitet og allergenitet. Utover gift-
virkningene pd den enkelte organisme kommer konsekvensene i den sgkolo-
giske sammenheng. Det tenkes her pd biotoksinenes innvirkning pd popu-
lasjoner og samfunn av organismer og deres gkosystemer.

I den gkologiske sammenheng brukes ofte betegnelsen allelopati om ska-
delige innvirkninger av kjemisk natur mellom organismer. Da begrepet
allelopati ble introdusert i vitenskapelig terminologi av Molisch i
1837, var det klar forstdelse for at biokjemiske pdvirkninger ikke
bare gjorde seg gJjeldende mellom planter innbyrdes, men ogsd mellom
planter og dyr. Imidlertid ble begrepet i forste rekke knyttet til
kjemiske interaksjoner mellom planter og mikroorganismer. Forst i ny
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tid (Rice 1974) er allelopati-begrepet blitt tatt i bruk pd en utvidet
mdte, hvor alle direkte eller indirekte skadelige effekter av biokje-
miske pdvirkninger mellom organismer er inkludert. Dette betyr at
f.eks. algetoksiner studeres under fenomen-betegnelsen allelopati.

I nyere tid er begrepet miljsgifter innfert om stoffer som har betyde-
11g negativ virkning i biosfaren. Det har vaert vanskelig & gi begrepet
en entydig avgrensning. Dette fremgdr bl.a. av hvordan biotoksinene
vanligvis faller utenfor i behandling av problemene miljogiftene om-
fatter (Moriarty 1983). Likevel er det klart at studiet av algegiftene
{phycotoksiner) herer inn under fagomridet skotoksikologi som omfatter
studiet av:

- Gifteffekter av kjemiske og fysiske agenser pd levende organismer,
spesielt pd populasjoner og samfunn innen definerte skosystemer, og
overferingsveier for disse agensene og deres interaksjon med milje-
et.

Basisfag for studiet av algetoksiner er derfor foruten generell
toksikologi - med dets elementer av fysiologi, biokjemi, cellebiclogi
0og genetikk - s&rlig skologi og analytisk kjemi. I skologisk sammen-
heng har hydrobiologi bdde knyttet til marine og limniske systemer en

. sentral rolle 1 dette forskningsfelt (Figur 2).

Botanikk / Eutrofiering
Biokjemi Vannhygiene
Fysiologi Overviking
g"ks‘k"‘og'. . Toksinproduserende Vannforsyning
umanmedisin o Akvakultur
Veterinaermedisin blagrgnnalger Bioteknologi
Limnologi Farmasi
Oceanologi Landbruk
Dkologi Ressursforvaltning

Figur 2. Forskningsfelt og praktisk sammenheng.



Den vitenskapelige og praktiske betydning som utforskningen av algenes
biotoksiner har, er ofte undervurdert. Det er selvsagt nedvendig & fa
kjennskap til1 de aktuelle giftstoffene og hvordan de dannes for &
unngd forgiftninger og praktiske probliemer. Men perspektivet er Tlangt
stgrre. Resultatene av denne forskningsvirksomhet har vesentlige
bidrag 4 gi bdde teoretisk og i sammenheng med bl.a. bioteknologi og
akvakultur (Figur 2). Samtidig rettes oppmerksomhet mot fenomener som
gir en ny dimensjon i var erkjennelse av vann som medium for 1iv. Et
utvidet vannkvalitetsbegrep fremstdr. Det medferer en rekke konsekven-
ser for det videre vitenskapelige arbeid, og for den praktiske res-
sursforvaltning av vannforekomstene.

FOREKOMST AV ALGEFORGIFTNINGER

Utbredelsen av giftige alger og problemer med forgiftninger av alge-
opprinnelse er rapportert fra alle verdensdeler (Schwimmer & Schwimmer
1955}. Selv om fenomenet er kjent fra gammel tid bdde i ferskvann og
saltvann {Carmichael 1981}, har det utvilsomt vart en tendens med
pkende forekomst av slike forgiftningsepisoder over hele verden i
Topet av de siste dekader. Eutrofiering av havomrdder og ferskvanns-
forekomster er en viktig faktor i denne sammenheng. Dette gir forut-
. setninger for bl.a. masseutvikling av alger inkludert toksindannende
arter. Men et annet forhold kommer ogsd inn. Etter hvert som kunnska-
pen om fenomenet giftige alger utvikles, blir det en sterre opp-
merksomhet pd de aktuelle problemene. Analytiske hjelpemidler tas i
bruk, undersskelser blir utfert. Dette innebarer en effektiv akkumule-
ring av ny informasjon om algeforgiftninger pd verdensbasis.

Med hensyn til problemer knyttet til giftvirkninger av bldgrennalger,
har disse forelepig hatt relativ liten oppmerksomhet 1 internasjonal
forskning sammenliknet med de som f.eks. dinofiagellatene represente-
rer. frsakene til dette er sikkert flere. Det forhold at forgiftning
og desdsfall p& grunn av toksiner produsert av blagrgnnalger forst og
fremst har rammet husdyr, kan vare en medvirkende faktor. Likevel er
det né& klarlagt at biotoksiner dannet av blagregnnalger utgjer proble-
mer med global utbredelse sdvel i ferskvann som saltvann (Skulberg et
al. 1984). Med bakgrunn i beskrevne tilfeller av alvorlige bldgrennal-
geforgiftninger, kan noen aktuelle geografiske omrdder nevnes ({Figur
3). P& det nordamerikanske kontinent er det en rekke rapporter om for-
giftningsepisoder i USA og Canada. I Sgramerika er s®rlig Argentina
kjent med slike forhold. Problemet er utbredt i Ser-Afrika og Austra-
1ia. Innenfor det eurasiske omrddet er det dokumenterte tilfeller
bl.a. 1 Japan, Sovjetsamveldet og Vesteuropa. Det kan understrekes at
dette bildet som er tegnet mer gjenspeiler hvor undersgkelser er
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Figur 3. Geografiske hovedomrider med rapporterte forekomster av tok-
sinproduserende blégrennalger.

utfert, enn den reelle geografiske utbredelse av organismene og prob-
Temene det dreier seg om. Noen erfaringer fra Europa kan illustrere
dette forhold.

For & fremskaffe holdepunkter om situasjonen i Europa ndr det gjelder
giftprodusernde bligregnnalger ble det {1 1980 gjort en henvendelse fra
Norsk dinstitutt for vannforskning til myndigheter 1 samtlige land i
Furcpa. Materialet som ble resultatet av rundspegrringen er benyttet
for oppstillingen 1 Figur 4. Her er det gitt en oversikt over geogra-
fisk utbredelse av forgiftningstilfeller med blégrennalger. Av de 28
Tand som henvendelsen omfattet. var det rapportert forgiftningstiifel-
ler 1 12 land, mens det i & land ikke var rapportert slike tilfeller.
For de wvrige 10 land var det ufullstendige eller manglende informa-
sjon.



Figur 4. Land 1 Europa med rapporterte tilfeller av bldgrennalgefor-
giftninger. Resultat av rundspegrring i 1980.

Det synes ikke & ha vart dokumentert dedelige tilfeller av bldgrennal-
geforgiftninger direkte hos mennesker, selv om sykdomstilfeller ofte
har blitt rapportert. Unntak danner 1imidlertid den sdkalte Haff-
sykdom, som har hatt dedelig utfall for mennesker, sdvel i Europa som
i andre verdensdeler. Denne sykdom synes imidlertid & kunne forklares
ut fra et annet grunnlag enn toksininnhold i bl8grennalgene (Birger et
al. 1873). Haff-sykdom fslger av akutt B-vitaminmangel. Bl3grennalger
kan tilfere fisk som brukes til menneskemat, unormalt store mengder
thiaminase. Dette enzymet spalter thiamin {vitamin 81)‘ Mennesker som
spiser fisk som inneholder en dedelig dose av enzymet, omkommer i pa-
ralyse (lammelser).

I nyere tid er det foretatt flere underssgkelser for pdvisning av popu-
lasjoner med toksinproduserende bl&grsnnalger i enkelte geografiske
omrdder av Europa. Resultater fra England viser (Richard et al. 1982)
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at vannblomst med giftige egenskaper er vanlig utbredt pd de britiske
gyer. Tilsvarende observasjoner fra Nederland {Leeuwangh et al. 1983)
dokumenterte at ni av ti undersskte eutrofe TJokaliteter hadde opp-
blomstringer med bl8grennalger av toksindannende typer. Regionale un-
dersgkelser av forekomst av giftige blagrennalger i Norge og Sverige
har hittil resultert 1 pdvisning av blégrgnnalgestammer med toksin-
produserende egenskaper 1 omlag 60 % av undersskte innsjeer med blé-
grennalgeoppbiomstringer (Berg et al. 1986). Observasjonene som er
gjort gir klare indikasjoner pd at toksinproduserende bligregnnalger
bade er vanlige og vidt utbredt. Dessuten viser resultatene at ndr be-
tingelser for vannblomst er til stede, s& kan det bli masseutvikling
0gsd av toksiske stammer. Giftige bldgrennalger er ikke noen kuriosi-
tet, det er et regelmessig forekommende fenomen 1 vart geografiske
omrade (Tabell 2; Figur 5).

Tabell 2. Eksempler pé praktiske probiemer med vannblomst og toksin-
produserende bldgrennaliger i Norge

BRSTALL LOKALITET PROBLEM ORGANISME

1971 Goksjs, Vestfold Dodsfall ~ miker Anabaena flos-aquae

1972 Bierkreim, Rogaland Dodsfall - sauer ' IMicrocystis aeruginosa

1974 Freoylandsvatn, Rogaland Dedsfall - fisk Anabaena flos-aquae

1978 * Fresylandsvatn, Rogaland Dedsfall - storfe Microcystis aeruginosa

1879 Giersijsen, Akershus Vannblomst - toksisk stamme Oscillatoria agardhii var.

1980 Vans js, @stfold Vannblomst - tocksisk stamme (Oscillatoria agardhii var. isothrix

1981 Edlandsvatn, Rogaland Dgdsfall - fisk Anabaena flos—aquae

1982 Froylandsvatn, Rogaland Dedsfall ~ storfe og sauer [Microcystis aeruginosa

1983 Viksevatn, Rogaland Dedsfall - storfe Aphanizomenon flos-aquae

1984 Akersvatn, Vestfold Vannblomst —~ toksisk stamme,[Microcystis aeruginosa
drikkevannsforsyning

1985 *¥ Langevatn, Hordaland Vannblomst ~ vannforsyning Anabaena flos—aquae
gdelagt

1986 Akersvatn, Vestfold Vannblomst ~ toksisk stamme Microcystis aeruginosa
drikkevannsforsyning

1987 Hjsrungdalsvatn Vannblomst - toksisk stamme, jAnabaena flos-aquae

Mare og Romsdal fiskeoppdrettsanlegyg

* Fprst i 1978 ble det faglig dokumentert at bligrennalger var arsak
til forgiftninger i Norge (Skulberg 1979).

*% 1 1985 var det omlag femti henvendelser til NIVA om problemer med
masseutvikling av blﬁgrgnnalger.
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ORGANISMENE

Blant de omlag 2000 beskrevne arter av bldgrsnnalger (van den Hoek
1978) er det bare et forholdsvis lite antall som er plvist & kunne
danne toksiner. Fysiologiske undersskelser av disse artene 1 kultur
viser at de kan opptre i toksinproduserende og ikke toksinproduserende
stammer (Gorham 18964, Skulberg et. al. 1984}).

Oversikten 1 Tabell 3 omfatter de kjente arter med toksinproduserende
stammer. Forskningsarbeidet som blir utfert vil avdekke flere arter
med toksigene egenskaper bide 1 saltvann og ferskvann. Listen vil
derfor utvilsomt vokse i drene som kommer. Med f& unntak er det plank-
tiske blagrennalger som er plvist som giftige. Dette har nok i stor
grad sammenheng med at det gjerne er vannblomst (Skulberg 1972) som
danner forutsetning for praktiske problemer med giftproduserende bl8-
grennalger. Det er imidlertid grunn til & anta at ogsd benthiske arter
besitter tilsvarende egenskaper {dessuten organismer med forekomst i
Jord}. Det er behov for videre undersekelser for & avklare hvordan
toksigene arter er fordelt gjennom hele klassen Cyanophyceae. Dette
vil kunne ha stor betydning bidde for taksonomiske vurderinger og for
anvendte problemstillinger.

. Noen viktige arter av toksinproduserende bl8grgnnalger er illustrert i

figurene 6-9.

Bldgrennalgenes systematiske behandling er fremdeles p3 mange miter
provisorisk (Rippka et al. 1879). En gjennomgdelse av Titteraturen om
giftproduserende blagrennalger viser at det tildels er et mangelfullt
bestemmelsesarbeid som er utfgrt. Det hefter derfor fremdeles usikker-
het rundt angivelse av arter med toksinproduserende stammer. For &
kunne gjisre en identifikasjon med stor grad av pélitelighet er det
nedvendig & foreta sammenliknende studier av blégrennalger i kultur
{Skulberg and Skulberg 1985]).

En revidert klassifisering av bligrennalgene er under utarbeidelse.
Forelepig behandles disse organismene samtidig og parallelt innenfor
International Code of Botanical Nomenclature {ICBN) og International
Code of Nomenclature of Bacteria (ICNB). Ved de aktuelle revisjoner av
gruppen (bl.a. nye utgaver av Bergeys Manual of Determinative Bacte-
riology og Silisswasserflora Mitteleuropas - Begriindet von A. Pascher)
vil betydningen av referansesamlinger av levende organismer bli frem-
hevet. Med hensyn til1 International Code of Nomenclature of Bacteria
forutsetter denne bl.a. at typer og neotyper av organismene er repre-
sentert med kulturer i organismesamlinger. Det blir viktig & folge
dette opp ogsa ved forskningsarbeidet knyttet til toksinproduserende
blagrennalger.



26

B |
FOT o)
Se ,w

©, &S
oBao egn
of

iameter 3-7 pm)

Tame

d

Kitz. (Celle

Komarek 1958,

ST1S aeruginosa

o i

Microcy

Figur 6.



27

Figur 7.

Anabaena flos-aquae {Lyngb.) Bréb.

Tegning etter Komérek 1958.

(Trichomdiameter 4-8 pm).
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Figur 9.
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Tabell 3. Arter av bldgrennalger (CYANOPHYCEAE) med hittil paviste
toksinproduserende stammer

ORDEN FAMILIE SLEKT OG ART

CHROOCOCCALES Chroococcaceae Coelosphaerium kiitzingianum Nig.
Gomphosphaeria lacustris Chodat
Microcystis aeruginosa Kiitz.
Microcystis cf. botrys Teil.
Microcystis viridis (A.Br.) Lemm.
Microcystis wesenbergii Kom.

HORMOGONALES Rivulariaceae Gloeotrichia echinulata (J.E. Smith)
P. Richt.
Nostocaceae Anabaena circinalis Rabenh.

Anabaena flos~aquae {(Lyngb.) Bréb.

Anabaena spiroides Klebahn

Aphanizomenon flos—aquae (L.) Ralfs

Cylindrospermopsis raciborskii (Wol.)
Seenaya & Subba Raju

Nodularia spumigena Mertens

Oscillatoriaceae Lyngbya ma juscula Harvey
Oscillatoria agardhii Gom.
Oscillatoria agardhii var. isothrix
Sku ja
Oscillatoria agardhii Gom. var.
Oscillatoria formosa Bory
Oscillatoria nigroviridis Thwaites
Oscillatoria rubescens DC.
Schizothrix calcicola {Ag.) Gom.
Trichodesmium erythraeum Ehrb.

De grunnleggende studier som ferte frem til dyrkningsmetoder for bla-
grennalger (Hughes et al. 1954), banet p& mange mdter vegen for ut-
forskningen ogsd av de toksinproduserende arter. Det foreligger nd de-
taljerte beskrivelser av hvordan bldgrennalger blir tatt i kultur og
rutinemessig kan dyrkes opp til forssksformd1 {Stein 1973, Carmichael
1985} .

Kultursamlinger inntar en sentral rolle i hele det eksperimentelle ar-
beidet med bl&grennalger. Elementer som virksomheten er satt sammen av
fremgdr av den skjematiske fremstilling i figur 10.
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KARAKTERISERING KLASSIFISERING NOMENKLATUR
e
Bio- Morfologi Fysiolpgi
geografi Cytologi
. Mikro-
Naturl ige Utbredelse skopering Kulturforspk NIVAs
populasjoner kultursamliing
av alger
Miljeforhold
i 'l
Prover k\ / \ Kloner
» e U — —d
Algeprove Unialgal Axenisk
kultur kultur

Figur 10. Prinsipp for bruk av kulturer til forskningsformdl.

Det er flere kultursamlinger av mikroorganismer som har stammer av
toksinproduserende bl&grennalger. Viktige kultursamlinger er bl.a.
{1987} :

Sammlung von Algenkulturen, Gottingen, Vest-Tyskland
American Type Culture Collection, Maryland, USA

Pasteur Culture Collection of Cyanobacterial Strains, Paris,
Frankrike

Culture Collection of Algae and Protozoa, Ambleside, England
Culture Collection of Algae, Trebon, Tsjekkoslovakia

Fra NIVA's kultursamling {Nr. 498, World Directory of Collections of
Cultures of Microorganisms) har det blitt testet 47 kloner av bla-
grgnnalger. Det ble pdvist toksinproduksjon hos 20 kloner, som repre-
senterer 8 arter/former. Tabell 4 viser eksempler pd slike stammer.

Nedvendigheten av & bruke axeniske kulturer til spesielle fysiologiske
og biokjemiske studjer av bldgrennalgetoksiner sier seg selv. Det er
velkjent (Fogg et al. 1973) at en rekke mikroorganismer lever nar
knyttet til bldgrennalger under naturlige forhold. I bldgrennalgenes
slimkapper er det f.eks. regelmessig & finne bakterier, gjerne av



gram-negativ type. Disse kommensalier produserer tildels vitaminer og
metallchelatorer som kan vare viktige for bldgrgnnalgene. Men de kan
0gsd eventuelt produsere stoffer med hemmende virkning for bl8grennal-
ger og andre organismer (allelopatiske forbindelser). Slike bakterier
kan derfor vaere forstyrrende for undersgkelser av toksindannelsen til
bl&grennalger. Det er i de senere &r fremkommet vesentlig erfaring med
fremstilling av axeniske kulturer av bldgrgnnalger, og detaljerte
bruksbeskrivelser av metoder er utarbeidet (Carmichael et al. 1982;
Rippka et al. 1981).

Tabell 4. Eksempler pd kloner av blégrennalger med toksinproduksjon

KLON~-NUMMER ARTER LOKALITET OG ISOLER- REFERANSE

INGSER
NIVA-CYA32 Anabaena flos~aquae Lake Burton, Canada, Gorham et al., 1964
{=NRC~44~1) 1961
NIVA-CYAB3/1 Anabaena flos—aquae Edlandsvatnet, 1981 Berg et al., 1986
NIVA-CYAST Microcystis aeruginosa Freylandsvatnet, 1978 | Skulberg, 1979
NIVA-CYAZ28/1 | Microcystis aeruginosa Akersvatnet, 1987 Berg et al., 1986
NIVA-CYAZS Oscillatoria agardhii Gjers jeen 1968 Skulberg, 1968
NIVA-CYAS6/1 Oscillatoria agardhii Steinsf jorden, 1978 Skulberg, 1978

var. isothrix

NIVA~-CYAES Oscillatoria agardhii Vans je, 1979 Skulberg, 1980
var. isothrix

NIVA-CYALR Oscillatoria agardhii Gjers jpen, 1871 Skulbery, 1978
var.
NIVA-CYAL Oscillatoria rubescens Lake Ziirich, 1958 Staub, 1961
NIVA-CYASS Oscillatoria rubescens Steinsf jorden, 1978 Skulberg, 1864
var.
GIFTSTOFFERNE

Selv om forgiftninger med bldgrennalger er beskrevet fra gammel tid
{Francis 1878}, har kjennskapet til toksinene det gjelder forst frem-
kommet i nyeste tid.

Undersokelser av de aktuelle arter av blagrennalger med giftproduse-
rende stammer har vist at det er mer enn femten toksiner som inngdr i
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forgiftningsbildet. Det finnes fremdeles ikke noen systematisk utar-
beidet nomenklatur for disse toksinene. Toksinene blir tildels angitt
med navn etter organismen som produserer stoffene. Tabell 5 viser en
oversikt over de viktigste bldgrennalgetoksinene som inntil nd er
pdvist (Skulberg et al. 1984). Bare noen f& av disse stoffene er
nittil blitt kjemisk identifisert og toksikologisk studert (Toerien et
al. 1876, Carmichael 1986). Det er imidlertid klarlagt at de kjemiske
forbindelser det gjelder, hovedsakelig fordeler seg mellom stoffgrup-
pene alkaloider (heterocykliske, nitrogenholdige baser med utpreget

fysiologisk virkning pd@ sentralnervesystemet, f.eks.
polypeptider

f.eks. heptapolypeptidet microcystin). Men

stoffer -~

0gsd andre
som tilherer ulike kjemiske grupper - blir
grgnnalger, og er under forskningsmessig behandling. Noen viktige

sempler pd bldgrennalgetoksiner omtales i det felgende.

anatoksin-a) og
{sammenkoblede aminosyrer til Tange kjeder eller ringer,

giftvirkende
dannet av b1a-
ek~

Tabell 5. Oversikt over pdviste bldgrennalgetoksiner (Skulberg et
al. 1984).
ART TOKSIN STOFFGRUPPE

Microcystis aeruginosa microcystin-a peptid

{ulike stammer) (akerstox)
microcystin-b peptid
microcystin-c peptid

Anabaena flos—aguae anatoksin-a alkaloid

{ulike stammer) anatoksin-b ukjent
anatoksin~-c peptid
anatoksin~d uk jent
anatoksin-a(5) ukjent

Aphanizomenon flos-agquae aphantoksin alkaloid

(ulike stammer) saxitoksin alkaloid

Nodularia spumigena nodularia~-toksin ukjent

Lyngbya ma juscula lyngbya-toksin-a alkaloid
debromoaplysiatoksin fenolforbindelser

Oscillatoria agardhii oscillatoria~toksin ukjent

Oscillatoria agardhii var4 oscillatoria— toksin ukjent

isothrix

Schizothrix calcicola debromoaplysiatoksin fenolforbindelser

Oscillatoria nigroviridis oscillatoksin-a fenclforbindelser

Oscillatoria rubescens oscillatoria—-toksin ukjent




Toksiner av peptidnatur

Det er sa@rlig toksinene produsert av organismer i bldgrennalgesiekten

icrocystis som globalt har laget omfattende forgiftninger og praktis-
ke problemer. Et betydelig forskningsarbeid er utfert for & klarlegge
de aktuelle stoffene og deres virkninger. Med en samiebetegnelse
kalles disse toksinene microcystiner. Under normale betingelser finnes
toksinene Tokalisert inne i cellene av de giftproduserende stammer av
bladgrgnnalger. Stoffene blir frigitt til det omgivende milje nar
celler skades - mekanisk, ved nedbryting av cellevegg, eller nar
cellen der (lysis).

Den eksakte oppbygning og molekylstruktur til de forskjellige micro-
cystiner er fortsatt under vitenskapelig bearbeiding. Toksinene varie-
rer noe med hensyn til sammensetning og egenskaper avhengig av art og
stamme som produserer stoffene., Ved hydrolyse kan det konstateres at
de inneholder fem aminosyrer og metylamin 1 tilnermet ekvimolare meng-
der. Basert pd variasjoner i aminosyremgnsteret, er det nd beskrevet
dtte ulike typer av microcystiner. Molekylvekten til stoffene varierer
i omrddet 909-1044 dalton.

Med Dbakgrunn 1 forekomsten av giftig Microcystis aeruginosa i Akers-
~vatnet 1 Vestfold {NIVA 1986 a) ble det foretatt en kjemisk karakteri-
sering av den toksiske faktor {Krishnamurthy et al. 1986, Berg et al.
1986). Det er gjort aminosyrebestemmelser, og bruk av hurtig atom-
fraksjonering i massespektrometri til formdlet. Toksinet - som beteg-
nes akerstox {microcystin-a) - er et syklisk heptapeptid med molekyl-
vekt 994 dalton {Figur 11}). Biologisk aktive peptider har gjerne uvan-
Tige optiske konfigurasjoner. Noen av aminosyrene foreligger f.eks. i
D- istedenfor i L-form. Dette gjelder ogsd for akerstox {(microcys-
tin-a) som har s& vel uvanlige som metylerte aminosyrer. Dette forhold
har betydning for stoffets spesielle biologiske virkninger (toksisi-
tet).

Blagrennalgen Nodularia spumigena lever i brakkvann og saltvann. Den
har vaert arsak +til1 forgiftninger i flere geografiske omrdder av
verden. [ @stersjeen er det vanlig med vannblomst av denne arten
[Hibel and Hiibel 1980). Ogsd i norske kystfarvann - spesielt de som
grenser til Skagerak - har det i enkelte ar vart forekomster av Nodu-
laria spumigena. Toksinet er nylig blitt kjemisk karakterisert (Munro
1887, pers.med.}. Det viste seg & vere et stoff ner beslektet med mic-
rocystin. I figur 12 er den foresldtte molekylstruktur angitt.
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Arg — arginin

Masp — B - metylasparginsyre
Leu — leucin

Ala  — alanin

Mdha — metyldehydroalanin
Glu  — glutamat

Adda — f3- aminosyrerest av 3—amino—9 metoxy—
2,6,8—trimetyl—10—fenyldeka 4,6—dienolsyre

Figur 11. Microcystin-a {akerstox).
Toksin isolert og karakterisert fra Microcystis aerugincsa i
Akersvatnet, Vestfold.
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Figur 12. Molekylstruktur av toksin isolert fra Nodularia spumigena.

Toksiner av alkaloidnatur

Noen av de mest dramatiske forgiftninger med bléagrennalger som er rap-
portert i 1itteraturen, har vert knyttet til Anabaena flos-aguae

{01son 1951, Rose 1953). Det aktuelle toksin er lgselig i vann og
etanol, og har en rask fysiologisk virkning. Et grundig kjemisk karak-
teriseringsarbeid er blitt foretatt med stoffet. Det er et sekundart
amin, og betegnes anatoxin-a. Den kjemiske forbindelse er 3-acetyl-
-9-azobicyclo [4.2.1] non-2-en. Stoffet kan syntetiseres ved en ring-
utvidelse fra kokain. Den kjemiske struktur til anatoksin-a er vist 1
figur 13 (Carmichael 1986).

Et toksin av alkaloid-natur produsert av Aphanizomenon flos-aquae har
spesiell interesse ved § vare identisk med den giftige faktor knyttet
ti1 muslingforgiftning (Sasner et al. 1984, Langeland et al. 1984).
Det er av teoretisk betydning & finne at to ulike organismegrupper som
dinoflagellater og bligrennalger tildels kan produsere de samme toksi-
ner (PSP, paralytic shellfish poison). Toksinet fra Aphanizomenon
flos-aquae betegnes aphantoksin. Den kJjemiske struktur er sam-
menfallende med saxitoksin (Figur 14).
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Figur 13.

Figur 14.

NH, C
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Molekylstruktur av toksin isolert fra Anabaena flos-aquae,
anatoksin-a.

HyN o
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NH,Cl
ClH, N N H

OH

Molekylstruktur av toksin isolert fra Aphanizomenon flos-
aguae, aphantoksin ({saxitoksin}.




De fleste bligrennalgetoksiner av alkaloid-natur er nevrotoksisk vir-
kende stoffer. Men de kan ogsd ha andre fysiologiske effekter. Som ek-
sempel kan lyngbyatoksin-a nevnes. Det produseres av Lyngbya majuscula

og har utpreget dermatotoksisk wvirkning. Kjemiske undersakelser
(Cardellina et al. 1979) har vist at toksinet er et indol-alkaloid.
Molekylistrukturen til toksinet er vist i figur 15.

Figur 15. Molekylstruktur av toksin 1isolert fra Lyngbya majuscula,
1yngbya-toksin-a.

Figur 16. Molekylstruktur av toksin isolert fra Schizothrix calcicola,
debromoaplysiatoksin.
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Toksiner av fenolnatur

Noen marine arter av bldgrennalger (Lyngbya majuscula, Oscillatoria
nigroviridis, Schizothrix calcicola) er kjent for & danne giftstoffer
med hudirriterende og tumorfremkallende egenskaper {(Moore 1984). Den
best undersgkte forbindelse i denne stoffgruppe er debromoaplysiatok-
sin, et fenolisk bislacton med molekylstruktur som vist i Figur 16.

GIFTVIRKNINGER 0G GIFTIGHET

Biotoksiner dannet av bl8grgnnalger herer til de mest giftige forbin-
delser som opptrer 1 naturen. I Tabell 6 er det gjort en sammenlikning
av giftighet til1 noen kJjente naturstoffer. Det er stor variasjon i
konsentrasjonen av kjemiske forbindelser med hensyn til helseskadelige
virkninger. Det er laget en praktisk skala for bedemmelse av stoffers
giftighet (Loomis 1978). Stoffer som virker giftige i konsentrasjoner
mindre enn 1 mg pr. kg kroppsvekt betegnes ekstremt giftige. B1&grenn-
algetoksinene herer til i denne kategori. Det er nedvendig & under-
streke at verdiene som er oppgitt for giftighet 1 tabell & bare kan
brukes som relative, orienterende storrelser. Det er mange omstendig-
heter - bl.a. metodikk, forssksdyr - som vanskeliggjer en bestemmelse
av direkte sammenliknbare verdier for giftighet av ulike toksiner.

Tabell 6. Sammenlikning av giftighet til et utvalg av biotoksiner
{modifisert etter Mosher et al. 1964 og Gentile 1971).

TOKSIN DEDELIC TOKSINPRODUSERENDE KJEMIBK MOLEKYL~ REFERANSE
DOSE ORGANISMER FORBINDELSE/ VEKT
LDSO ~1 STOFFGRUPPE
Praktisk betegnelse Ug . kg Art Dalton
kroppsvekt

Botulinus toksin a 0.00003 Clostridium botulinum Protein 900.000 Gentile 1971
Tetanus toksin 0.0001 Clostridium tetani Protein 100.000 Gentile 1971
Ricin 0.02 Ricinus communis Protein 60.000 Gentile 1971
Difteritoksin 0.3 Corynebacterium diphteriae [Protein 72.000 Gentile 1971
Kokoi-toksin 2.7 Phyllobates bicolor e 400 Gentile 1971
Tetrodotoksin 8 Sphoeroides rubripes 011H17N308 319 Gent%le 1871
Saxitoksin ¥ 9 Aphanizomenon flos-aquae C "H N O °2HCL 372 Carmichael 19856
Kobratoksin 20 Na ja naja P%gt%zn7 4 - Gentile 1871
Microcystin-a * 50 Microcystis aeruginosa Heptapeptid 994 Berg et al.1986
Anatoksin-a * 200 Anabaena flos-aquae Alkaloid 300 Carmichael 1886
Kurare 500 Chondodendron tomentosum C_H NOCL 696 Gentile 1871
Stryknin 500 Strychnos nux-vomica CiiﬂgiNiog 2 334 Gentile 1871
Amatoksin 600 Amanita phalloides Cyclopeptid 990 Wieland 1986
Muscarin 1400 Amanita muscaria C H_ _O_NCIi 210 Gentile 1971
Phallotoksin 1800 Amanita phalloides Cgcfgpéptid 862 Wieland 1986
Glencdin-toksin 2500 Peridinium polonicum Alkaloid - Gentile 1971
Nervegass 30060 (Syntetisk fremstilt) (c H7)2P03F 184 Gentile 1971
Natriumcyanid 10000 (Syntetisk fremstilt) NaCN 49 Gentile 1971

*

Blggrannalgetoksin - ikke kjent




Etter de fysiologiske virkninger bldgrennalgetoksinene har i toksiko-
logisk sammenheng - bl.a. forgiftningssymptomer - kan de deles inn i
tre hovedkategorier:

- Nevrotoksiner. Toksinet virker inn p& nerveceller og nervefunk-

sjoner

- Hepatotoksiner. Toksinet virker inn pd leverceller og leverfunk-
sjoner

- Dermatotoksiner. Toksinet virker inn pd hudceller og hudfunksjo-
ner

I det fglgende beskrives noen eksempler p& hvordan giftvirkningene
arter seg.

Hevrotoksiner

Det er spesielt bldgronnalgetoksinene av alkaloid-natur som herer til
denne kategori. De produseres bl.a. av Anabaena flos-aquae og Aphani-
zomenon flos-aquae. Stoffene paralyserer de perifere skjelettmusklene
0g respirasjonsmusklene. I nervecellenes synapser inntreffer blokke-
ring av nerveimpulsenes overfering, med kramper som folge.

' Kort dedstid for forssksmus (5-10 minutter etter mottatt dedelig dose)
er karakteristisk for de aktuelle nevrotoksiner.

Latensperiode 1-2 minutter

Lammelser {paralyse)
Skjelvinger {tremor)
Kramper {konvulsjoner)

Ded etter 5-10 minutter

For en narmere behandling av de toksikologiske forhold, vises det til
Titteratur {(Gentile 1971; Carmichael 1985, 1986).

Hepatotoksiner

Dette er de best studerte blagrennalgetoksiner (Carmichael 1986).
Stoffene er polypeptider som bl.a. produseres av Microcystis aerugino-
sa og Oscillatoria agardhii. De fleste rapporterte tilfeller av for-
giftninger med bldgrennalger skyldes hepatotoksiner. Toksikologiske
studier wviser at giftvirkningen er knyttet til sdeleggelse av lever-
celler {hepatocytter og endotelieceller i leveren). Omfattende bled-

40



41

ninger og strukturendringer 1 leveren observeres (centrilobular he-
morrhagisk nekrose). Molekylzre mekanismer bak stoffenes virkninger er
fremdeles ukjent. Under fremskridende forgiftning registreres synkende
blodtrykk, oppsvulming av leveren, og frigjering av leverenzymer til
blodet (se Figur 17, etter @stensvik et al. 1981).

Dedstiden for forseksmus (1-3 timer etter mottatt dedelig dose) er
lengre enn tilsvarende for nevrotoksiner.

Forlgpet av forgiftning:
Latensperiode 15-30 minutter
Sammensynkning (prostrasjon)
Lammelse av bakparten (paralyse)
Blekhet - spesielt i ekstremiteter (pailor)
Andedrettsbesvar (dyspnea)
Kramper {konvulsjoner)
Degd inntreffer etter 45-180 minutter.

Det foreligger et betydelig materiale av forskningsresultater som be-
handler de aktuelle toksikologiske forhold (Runnegar and Falconer
1981, Jackson et al. 1984). Elektronmikroskopiske undersgkelser av
leveren til toksinbehandlede mus viser at hepatocyttene og de hepatis-

. ke endoteliecellene blir skadet. Forandringer i cellenes mitokondrier

finner ogsd sted. I preparater av 1isclerte hepatocytier observeres
endringer 1 cytoplasmaets struktur (sdeleggelse av cytoskjelett,
Falconer and Runnegar 1887).

Det er ogsd rapportert effekter pd andre organsystemer. Videre kan
toksiner av Microcystis for8rsake embryoletale og gonadotoksiske ef-
fekter, i tillegg til rene misdannelser i cellevev (Kirpenko et al.
19817.

Dermatotoksiner

Toksinene som inngdr i denne kategori er forelepig lite studert. Men
med sine spesielle virkninger tiltrekker de seg betydelig interesse i
forskningskretser. Det er sarlig de marine artene Lyngbya majuscula og
Schizothrix calcicola som hittil er undersgkt med hensyn til sin pro-
duksjon av lyngbyatoksin og debromoaplysiatoksin.




mm Hg
200 -

150 ~
Forandring i

blodtrykk

0 30 60 a0 120 minutter

4 Oppsvulming
av lever
Levervekt i prosent av kroppsvekt

T I T T 1
0 30 60 90 120 150 180 minutter

-1 !
U-17"  umol l< Asat

Gallesyrer

Alat Pavisning av
leverstoffer
i blodet

¥ T
0 30 60 90 120 150 180 minutter

i i

Figur 17. Virkninger av microcystin observert pd forssksdyr som har
mottatt dedelig dose (@stensvik et al. 1981}).

Asat, aspartat-aminotransferase
Alat, alanin-aminotransferase
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De aktuelle stoffene (Cardellina et al. 1979) medferer ved hudkontakt
alvorlige former for dermatitis (“swimmer's 1itch”}. Symptomene ved
forgiftning er hissig redhet (erythema), fulgt av blemmedannelse og
hudavskalling (desquammasjon) 1 Tegpet av omlag tolv timer etter ekspo-
nering med bligrgnnalgene.

Andre effekter av disse stoffene er registrert i cellekulturer fra
varmblodige dyr. De har bl.a. tumor-fremkallende egenskaper pé
tilsvarende mate som stoffer i crotonolje {f.eks. tetradecanciphorbal
13-acetat-TPA). Disse oppdagelsene {Sakamoto et al. 1981} viser at de
aktuelle stoffer - foruten & vare dermatotoksiner - har egenskaper som
setter dem 1 forbindelse med substanser av cancer-fremkallende natur.

Lipopolysakkarider (LPS} og allergiske reaksjoner

Stoffene utgjer endotoksiner og bestdr av komplekse forbindelser av
Tipider og polysakkarider {Jantzen and Bryn 1985, Raziuddin et al.
1983). De er knyttet til bldgronnalgenes cellevegger og virker som an-
tigener. Stoffene kan medfegre bl.a. gastroenteritt og febertilstander
hos varmblodige dyr.

Undersgkelser av LPS i utvalgte arter av QOscillatoria fra norske Toka-
Titeter er gjennomfert. Det viser seg at forbindelsene som dannes av
blagrennalger, tildels er forskjellige fra LPS slik de opptrer hos
gram-negative bakterier. De inneholder f.eks. 3-hydroxyfettsyrer,
hexosaminer og visse sukkerarter, men ikke 2-keto-3-desoxyoctonsyre
(KDO) eller heptose. Videre er 3-hydroxyfettsyrene hos O0Oscillatoria
ikke bestandel av polare lipider, noe som indikerer en annen type LPS
sammenliknet med gram-negative bakterier.

Bl&grennalgenes LPS-innhold kan bidra til kontaminering av vann, og er
derfor wviktig ved vurdering av vannkvalitet i sammenheng med drikke-
vannsforsyning.

At blagresnnalger kan virke som allergener (stoffer som fremkaller al-
lergi) og dermed fordrsake problemer ved bruk av vann, er av betydelig
hyvgienisk dnteresse {Skulberg 1883}. Det er fra gammelt kjent at
bading 1 vann med stor forekomst av bldgrgnnalger kan gi allergi-
Tiknende symptomer hos sensitive mennesker. Forskningsvirksomhet er
utfert i flere land, spesielt i geografiske omridder hvor forurensning
har medfegrt problemer med vannblomstfenomener. I Tsjekkoslovakia er
det f.eks. gjennomfort inngdende undersskeliser av saniterhygieniske
problemer knyttet til vannforekomster med stor utvikling av plante-
plankton (§tépanek et al. 1983). Det ble pdvist at blégrgnnalger var
serlig betydningsfulle som problemorganismer. En konklusjon som angar
dette kan siteres (p.241):



"On the whole, it can be concluded that on basis of performed tests of
human skin irritability, the more sensitive persons being 1in contact
with water blooms (Aphanizomenon especially) can be endangered by
their harmful effects. This circumstance should have to be always
taken in mind especially if permissions are to be given for recreatio-
nal bathing on ponds or reservoirs".

GKOLOGISKE FORHOLD
Generelt

En omfattende Titteratur behandler bldgrennalgenes skologiske relasjo-
ner. Det foreligger bl.a. vesentlige kunnskaper om faktorer som gir
forutsetninger for masseutvikling av bldgrennalger (Fogg et al. 1973,
Whitton 1973).

De enkelte arter varierer mye med hensyn til egenskaper som har konse-
kvenser for biologisk konkurranse. Faktorer som opptaksevne, lagring
av  naringskomponenter og vedlikeholdsenergi har slik betydning. Noen
bldgrennalger er mer effektive enn andre til § ta opp planten@rings-
stoffer ved Tave konsentrasjoner. Nir det gjelder lagring av narings-
komponenter og utnyttelsen av disse igjen, er dette forhold som betyr
. mye for de aktuelle arter med masseforekomst i innsjser. Enkelte blé-
grgnnalger synes & ha fysiologiske tilpasninger som muliggjer lav ved-
Tikeholdsenergi for organismen.

Bldgrennalger kan vokse ved til dels lave lysintensiteter. De kan
derfor klare seg bra under forhold med grumsete vann, f.eks. nér
mengden av andre alger er blitt sarlig stor. Bli3grennalgene kan ta opp
neringsstoffer fra vann med smd8 fosfor- og nitrogenkonsentrasjoner,
dette er en fordel f.eks. om ettersommeren nédr plantenszringsstoffene
negrmer seg minimum i vannmassene. Evnen til & Tlagre fosfor inne i
cellene er o0gsd et spesielt forhold bl&grennalgene viser {(Fogg 1965).

Eutrofiering - vannbliomst

Eutrofiering er primert en reaksjon pd oket tilfersel til en vannmasse
med plantenzringsstoffer som forer med seg gket plantevekst. Algene
utgjer den vesentligste andel av primerprodusentene i de fleste akva-
tiske lokaliteter, og en gket algevekst er gjerne naye knyttet til ut-
viklingen mot eutrofi.
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Den uegnskede biologiske virkning av eutrofiering er ikke forst og
fremst sterre produksjon av alger. Det er sarlig forandringene 1 type
algevegetasjon, med bl.a. arter som utvikler vannblomst, som Tlager
problemene. Denne forandringen av algevegetasjon - og da sarlig opp-
blomstringer av bl8grennalger - forstyrrer den normale naringskjede,
og resulterer i nye naringskjeder som ofte ferer fram til mindre ver-
difulle sluttprodukter i praktisk sammenheng. Samtidig gjer det seg
gjeldende en akkumulering av algemasser pd grunn av mindre effektiv
nedbeiting og nedbrytning. Rétnende»a]gemateriale, forbruk av vannets
oksygeninnhold, dannelse av vond lukt og smak pd vann og utvikling av
giftige stoffer kan vare ledsagende problemer (Skulberg 1981).

Nar det gjelder algevegetasjonen, er tilgangen p3 utnyttbare plantena-
ringsstoffer en hovedfaktor som bestemmer mengden av algevekst pd en
Tokalitet. Algesamfunnet som utvikler seg vil vare avhengig av bl.a.
kvalitative og kvantitative sider ved neringsstoffmiljeet. Den totale
mengde med algemateriale som dannes, er derimot hovedsakelig bestemt
av den tilgjengelige mengde med plantenzringsstoffer (Skulberg 1967).
En wviktig oppgave ved eutrofieringéStudier er derfor & kunne bedemme
hvordan de kjemiske faktorer influerer vannmassene som vekstmedium for
alger. Kulturforsek med alger for & bestemme vannmassenes vekstpoten-
sial (AGP, algal growth potential) er en fruktbar fremgangsmate
(Raschke and Schultz 1987). I Figurlj8~er det fremstilt resultater av
vekstpotensiaimélinger for noen utvalgte norske vannforekomster. Det
fremgdr at det er stor variasjon i vannmassenes evne til & gi mulighe-
ter for algevekst.

For & 1illustrere den kvalitative betydning av vannet som vekstmedium
for blégrennalger kan Microcystis aeruginosa omtales. Denne arten har
et markert fortrinn med ammonium som nitrogenkilde. Nitrat som eneste
nitrogenkilde begrenser f.eks. veksthastigheten for Microcystis

aeruginosa. Fraver av ammonium i vannet medferer derfor langsommere

vekst. Forholdet innebarer at arten da kan bli utkonkurrert av alger
med en mer funksjonell nitratmetabolisme under faktorene som rader.

Vannsamlinger som er rike pd plantenzringsstoffer viser regelmessig
stor forekomst av planktiske alger. Det kan vare at disse algene
opptrer i s8 stor mengde at de setter tydelig farge pd vannmassen, og
dette betegnes med et folkelig uttrykk som “vannblomst". Begrepet
“vannblomst" har ingen skarp avgkensning, det er et beskrivende
uttrykk for at en sestonfarging (seston, det som lar seg sile fra) av
vannet gjor seg gjeldende p& en isynefallende mdte. Foruten alger kan
0gsd bakterier, invertebrater og andre organismer vare d&rsak til
“vannblomst" .
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Figur 18. Eksempler pd& algevekstpotensial 1 wvann fra innsjger med
ulike innhold av naringssalter (Kotai et al. 1978).

Blagronnalgene viser ofte en utpreget utvikling med dannelse av vann-
blomst. En spesiell egenskap hos blégrennalgene gir forutsetninger for
dette. Ved hjelp av ulike mekanismer kan de regulere sin spesifikke
vekt. Se@rlig viktig i denne forbindelse er gassvakuolene, organeller i
cellene bygd opp av gassvesikler (smd gassfylte strukturer), som bl.a.
gjor det mulig for planktiske bldgrennaiger & innstille seg 1 vann-
massene hvor det er de gunstigste voksebetingelser.

Norske vannforekomster varierer mye med hensyn til vannkvalitet, og de
byr ulike muligheter som vekstmedium for alger. Dette kommer til
uttrykk 1 forskjeller 1 vannmassenes fruktbarhet og produksjonsfor-
hold. Noen eksempler pd algekonsentrasjoner under oppblomstringer i
norske innsjeer er vist i Figur 19. Volumet av algene (levende biomas-
se) er bestemt ved mikroskopisk bearbeiding av vannprgver etter sedi-
menteringsmetoden.
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Figur 19. Eksempler pd8 biomasse under algeoppblomstringer (NIVA
1982).

Utbredelse av giftig vannblomst

De utferte undersgkelser 1 Norge har vist at giftproduserende stammmer
av blagrennalger er forholdsvis vanlige og vidt utbredt (Berg et al.
1986). Som eksempel kan nevnes erfaringene fra Jzren. Av tyve under-
sgkte innsjslokaliteter hadde fjorten 1innsjser oppblomstringer med
giftproduserende bldgrennalger. Som en forelepig konklusjon kan det
hevdes at i alle vannforekomster hvor det blir masseutvikling av bla&-
gronnalger, er det forholdsvis stor sjanse for at en toksinproduseren-
de stammme kan f& dominans (Tabell 7). Tilsvarende forhold er konsta-



Tabell 7. Norske innsjger hvor det hittil er pdvist toksiske bla-
grennalger.
FYLKE TNNSJ0G ORGANISMER
Bstfold VansJje Osciliatoria agardhii var.
isothrix
Akershus Bigrkelangen Oscillatoria/Anabaena-samfunn
Giersjgen Oscillatoria agardhii/rubescens-
samfunn
Holstadvatnet Oscillatoria agardhii
Kolbotnvatnet Oscillatoria agardhii/rubescens-
samfunn
Vestfold Akersvatnet Microcystis aeruginosa
Borrevatnet Microcystis aeruginosa
Goksje Gomphosphaeria naegeliana
Hillestadvatnet Microcystis spp.
Vikevatnet Microcystis spp.
Buskerud Steinsfjorden Oscillatoria agardhii/rubescens-
samfunn
Rogaland Bakkavatnet Anabaena flos-aquae
Breiavatnet Anabaena spp.
Brésteinvatnet Anabaena flos-aquae
Dybingen Anabaena flos-aquae
Microcystis aeruginosa
Edlandsvatnet Anabaena flos-aquae
Froyviandsvatnet Microcystis aeruginosa
Oscillatoria agardhii var.
isothrix
Hauskevatnet Oscillatoria agardhii var.
isothrix
Horpestadvatnet Microcystis aeruginosa
Oscillatoria agardhii var.
isothrix
Lutsivatnet Microcystis aeruginosa
lLimavatnet Gomphosphaeria naegeliana
Mosvatnet Microcystis botrys
Orrevatnet Diverse blagrsnnalger
Skartveitvatnet Microcystis aeruginosa
Stokkalandsvatnet Diverse blégrgnnalger
Storamos Anabaena flos-aguae
Viksevatnet Anabaena fTlos-aquae
Vostervatnet Anabaena flos-aguae
Hordaland Langevatnet Anabaena flos-aguae
Mgre og Romsdal Hisrungdalsvatnet Anabaena flos-aguae
Ser-Trendelag Haugatjenn Anabaena flos-aguae
Nordland Nordmelavatnet Anabaena flos-aguae
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tert i Sverige. 1 1985 ble det foretatt en regional undersekelse for a
belyse situasjonen. Presver ble innsamlet fra 27 innsjeer i ulike deler
av landet. Ialt ble 43 prever analysert for innhold av bldgrennalger
0g toksiner. For 15 av innsjeenes vedkommende ble det funnet popula-
sjoner med toksinproduserende blagrennalger. Bl18grennalgetoksiner ble
pdvist 1 53 % av alle de undersskte provene (Mattsson og Willén 1986).

0gs8 i Finland er det gjort undersgkelser som bekrefter at toksinpro-
duserende bligrennalger er relativt vanlig i plankton. I 1986 ble det
f.eks. samlet inn vannblomstmateriale fra 103 Tokaliteter med masseut-
vikling av bligrennalger. Det viste seg at i 45 av lokalitetene var
det toksinproduserende stammer som var dominerende (Sivonen et al.
19867 .

En spesiell erfaring av wokologisk betydning har fremkommet av de
norske undersgkelsene. Det viser seg at tilstedevarelsen av toksinpro-
duserende stammer med bldgrennalger er et vedvarende fenomen 1 inn-
sjoene det gjelder. Vanlig er det rapportert at vannblomstdannende
bl8grennaiger med toksinproduksjon bare opptrer periodisk under spe-
sielle, udefinerte sett av miljefaktorer (Carmichael 1982). I de un-

. dersgkte norske Tokalitetene med stammer av toksinproduserende b1d-

grennalger er derimot fenomenet tilsynelatende av kronisk karakter. 1
Freylandsvatnet pd Jazren har f.eks. alle underspkte prgver med b1d-
grennalger siden 1978 vert av toksisk natur. Tilsvarende er funnet
andre innsjelokaliteter med vannblomst av toksiske stammer. Dette in-
nebzrer en sket eksponering med toksinene overfor organismene i gkosy-
stemet.

Toksinenes opptreden

Kjemiske og fysiske miljefaktorers innflytelse pd vekst og utvikling
av blégrennalger er inngdende studert bdde under feltbetingelser og i
Taboratoriesammenheng {Carr et al. 1982).

Det er 1imidlertid f& undersgkelser som har behandlet vekstforhold og
pavirkning av toksinproduksjon. Det er beskjeden kunnskap om hva som
betinger at populasjoner av blagrennalger blir giftige. Som tidligere
nevnt opptrer enkelte arter bligrgnnalger med toksinproduserende stam-
mer. Fra en naturlig wvannblomst av en aktuell art er det som regel
mulig & isolere stammer sdvel med egenskapen toksinproduksjon som
stammer uten denne egenskap. Under kulturbetingelser 1 laboratorium
opprettholder en klon av en toksinproduserende art sin giftighet. Men



det er ogsd eksempler pd at egenskapen kan g& tapt over tid. Det er
forelspig aldri i noen eksperimentell sammenheng observert at en ikke
toksinproduserende klon av bldgrennalger har fatt egenskapen & kunne
produsere toksin. Mye forskningsarbeid - bl.a. av molykylarbiologisk
natur - gjenstar for & avklare disse forhold.

B1agrennalgetoksinene er beskrevet som eksotoksiner (Carmichael 1981).
Men det er ulike opplysninger om i hvilken grad de kan skilles ut fra
cellene under aktiv vekst. Da det dreier seg om kanskje 15-20 for-
skjellige metabolitter av toksinkarakter, vil det vaere et omfattende
arbeid & finne ut av dette.

Som en rettesnor gjelder det at de aktuelle toksiner ferst og fremst
er knyttet til cellene av de aktuelle blégrennalger. Det er nar
cellene dor eller celleveggene skades at toksinene kommer ut i vann-
fasen 1 nevneverdig grad. Eksperimentelle undersgkelser med Microcys-
tis aeruginosa fra Akersvatnet, Vestfold, har gitt holdepunkter om
hvordan forholdene er (Berg et al. 1987a). Vannblomstmateriale under
nedbrytning - kontrollerte betingelser - ble fulgt med observasjoner
gjennom ferti degn med hensyn til forekomst av akerstox (microcys-
tin-a). 1 lepet av forssksperioden ble vannblomstmaterialet {cellene)
fullstendig uttemt for toksin, som lekket ut i de frie vannmassene.
Her ble toksinet gradvis brutt ned av mikrobiologisk aktivitet. Men

. ved forsgkets slutt var fortsatt omlag 10% av toksinmengden til stede
i vannet,

Bldgrennalgecellene har tildels et heyt innhold av toksiner. Ogsa her
kan resultatene for Microcystis aeruginosa fra Akersvatnet i1 Vestfold
vere opplysende. I Tabell 8 er det sammenstilt noen data som viser
forholdene. Innholdet av toksin var gjennomgdende 2 pug akerstox pr. mg
fryseterket materiale av blégrennalger.

Tabell 8. Karakteriserende data for Microcystis aeruginosa Akers-
vatnet, Vestfold.

Cellediameter ~ 3.5-4.0 um

Middelvolum ~ 28 um’

35,74-10° celler ~ 1 mm°

1 mm’ celler ~ 1 mg levende materiale

1 mg levende materiale ~ 0.1 mg fryseterket materiale

2 pug akerstox = 1 mg fryseterket Microcystis aeruginosa

Molekylvekt: 994 dalton

LDSa = 50 gg-kg"i {(intraperitoneal injeksjon p& hvite mus)
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Faktorer som pavirker toksinproduksjon

Miljsfaktorenes direkte betydning for bldgrennalgenes evne til & danne
toksiner er forelspig lite studert. Viktige faktorer som det angdr er
pH, temperatur, lys, konsentrasjoner av neringsstoffer og organismens
vekstfase. Da hverken den biokjemiske eller genetiske regulering av de
aktuelle fysiologiske prosesser forelspig er kjent, er eksperimentelle
studier vanskeliggjort.

Gjennom kulturforsgk er det fremskaffet noen holdepunkter om vekstbhe~
tingelser som gir optimal toksinproduksjon. Disse resultatene er 0gsa
hovedsakelig knyttet til Microcystis aeruginosa. Toksinproduksjonen er
vanlig sterst ved ca. 25 9C. Ved lysintensiteter steorre enn 16 000 Tux
avtar toksinproduksjonen. Men med de forholdsvis raske variasjoner i
toksisitet til vannblomst som er beskrevet (Codd 1984}, er det ingen
tvil om at det er mange faktorer som er medbestemmende for giftinnhol-
det i naturlige populasjoner. Det kan vises til eksperimentelle under-
spkelser av Microcystis aeruginosa dyrket under ulike lysintensiteter
{Watanabe and Oishi 1985). Resultatene indikerte at Tlysintensiteten
var en primer faktor for toksinproduksjonen, i samspill bl.a. med tem-

. peratur. Det ble funnet hsyere toksisitet i kulturer dyrket ved 18 °C,

sammenliknet med tilsvarende dyrket ved 25 °C og 32 °C. Gentile (1971)
har vist at temperaturoptimum for toksinproduksjon til Microcystis
aeruginosa er omlag 25 °c. Allerede ved 28 °C ble det konstatert 60 %

reduksjon i toksinproduksjon (organismens optimumstemperatur for vekst
var 32,5 °C).

Betydning av naringsbegrensning for toksinproduksjon til bl8grennalger
er belyst i enkelte eksperimentelle undersskelser (Watanabe and 0dshi
1985) . Lavere toksininnhold ble funnet i celler dyrket under fosforbe-
grensende forhold. Det var imidlertid 1liten forskjell i kulturer
dyrket med henholdsvis 5 % eller 10 % av normalmediets fosformengde.
Tilsvarende forssk med nitrogen som begrensende faktor viste at f.eks.
10 % av nitrogenmengden (som nitrat) ga Tavere toksinkonsentrasjoner i
cellene sammenliknet med utbyttet i normalmediet.

Det foreligger ogsd8 erfaringer om at de vekstbetingelser som gir
optimal produksjon av bldgrennalger, ikke nedvendigvis gir stor pro-
duksjon av toksiner {May 1981). Det er f.eks. indikasjoner p& at bla-
grennalgepopulasjoner under ulike stressbetingelser kanskje er de mest
potente med hensyn til giftinnhold.



Nyere undersgkelser ({van der Westhuizen et al. 1986) har pdvist at
bdde lys og temperatur ogsd har betydning for den relative sammenset-
ning av peptidene i toksinmolekylet. Videre har ulike fysiologiske
raser og utviklingsstadium til organismen betydning for toksinproduk-
sjonen, sdvel kvalitativt som kvantitativt.

Mye eksperimentelt arbeid gjenstdr fer full innsikt kan bli oppnidd om
miljefaktorenes innvirkning pd bldgrennalgenes toksinproduksjon. Sam-
tidig er det behov for en bedre innsikt om de genetiske forhold
knyttet til egenskapene med toksinproduksjon. Det er bl.a. nedvendig &
avklare mulig tilstedevarelse av ekstrakromosomalt DNA (plasmider) som
eventuelt kan kode for slike egenskaper. Hos flere grupper av mikroor-
ganismer er det f.eks. plvist plasmidbundet toksinproduksjon (van den
Hondel et al. 1980).

Akutt forgiftning

Akutte forgiftninger med blégrennalger har omfattet en rekke ulike dy-
rearter (f.eks. kveg, sauer, griser, fugler - tamme og ville -, fisk,
hunder, hester, amfibier og invertebrater). Kroniske giftvirkninger og
subletale effekter av toksinene er forelgpig praktisk talt ikke stu-

. dert.

Det er flere forutsetninger som md vare oppfylt for at en vannblomst
med bldgrennalger skal medfore forgiftningsfare. Blant de viktigste
kan nevnes: Oppblomstringen m& vere med en toksinproduserende b1&-
gregnnalge i dominans. Det md finne sted en konsentrering av de toksis-
ke algene 1 vannmassene {f.eks. med strom, vindtransport med over-
flatevann). Toksinene md konsumeres for fortynning eller nedbryting
finner sted.

Felgende eksempel vil belyse hvordan en situasjon kan fegre til akutte
forgiftninger (Skulberg 1979). Ved Froylandsvatnet, Rogaland omkom i
august 1978 en rekke husdyr {kviger) etter & ha drukket vann med vann-
blomst av Microcystis aeruginosa. I omrddet ner stranda der dyrene
hadde tilgang til drikkevann, var vannblomstmaterialet anriket i
vannet i konsentrasjoner av sterrelsesorden inntil 22000 mg=3—$, Gif-
tigheten ti1 bllgrennalgene ble bestemt ved hjelp av bictester med mus
og var ca. 2000 ME-g”~'. Dette innebmrer - teoretisk - at en kvige med
kroppsvekt 100 kg kan omkomme i forgiftning ved & drikke 0.8 1 (dede-
1ig dose} av blagrennalgesuspensjonen.
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R angi definerte konsentrasjoner av blagrsnnalgetoksiner som ut fra
helsemessige vurderinger kan vere farlig, er imidlertid svert vanske-
1ig. En rekke usikkerhetsmomenter gjer seg gjeldende, bl.a. med hensyn
ti1 ulik toksisitet og virkning av forskjellige toksiner, relevans av
data fra dyreforsgk og mulige effekter av lav toksintilfersel over
lengre tid.

For hepatotoksinet wmicrocystin-a {akerstox]) isolert fra Akersvatnet,
er LDSO ved intraperitoneal injeksjon pd mus 50 pug pr. kg kroppsvekt.
Dose-responskurven er svert bratt, og tilfersel av 1/10 LD50 gir til-
synelatende ingen toksinvirkning (0-effektnivd).

Forsek med oral tilfersel av bldgrennalgemateriale fra Akersvatnet til
dyr er forelepig ikke utfert. Data fra forsek der slike toksiners
orale o0g intraperitoneale toksisitet overfor en dyreart sammeniiknes,
er ikke funnet. Tilgjengelige resultater fra undersgkelser over toksi-
nenes orale toksisitet (forssksdyr: storfe, smdfe, fjorfe) angir en
LD50 pr. kg kroppsvekt ved oral tilfersel pd 1/10 - 1/100 av LDSG pr.
kg kroppsvekt ved intraperitoneal injeksjon p& mus. Doserespon-
skurven var svart bratt ogsd i disse forsskene.

~ Mangelen pé& tilstrekkelig grunnlagskunnskap gjor alle beregninger og

forssk pd overferinger fra en situasjon til en annen svart usikre. Om
det som er nevnt ovenfor f.eks. kunne anvendes direkte pd situasjonen
i Akersvatnet, skulle det antyde et O-effektnivd (ingen toksinvirk-
ning) pd& 50-500 pg pr. kg kroppsvekt ved oral tilfersel av microcys-
tin-a til dyr. Ved ekstrapolering av slike data til mennesker er det
vanlig & Tlegge inn en sikkerhetsfaktor pd 100 x (10 x for overgang
dyr-menneske, 10 x for variasjon i sensitivitet mellom ulike personer)
for & beregne kritisk grense for daglig inntak.

Det finnes forelspig ingen vedtatte grenseverdier for innhold av alge-
toksiner i internasjonaie forskrifter om krav til drikkevann. De ak-
tuelle toksinene (Skulberg et al. 1984) faller Jmidlertid under
gruppen av farlige substanser som det fordres ikke skal vere til stede
i drikkevann (SIFF 1987, WHO 1984, Holden et al. 1970, 1987}.

Hydrobiologiske innvirkninger

Det foreligger hittil beskjeden kunnskap om hva som betinger at popu-
lasjoner av blagronnalger blir giftige. Likedan er det sparsomt med
undersgkelser om virkninger som giftproduserende bldgrennalger har
overfor andre komponenter i skosystemet. Til tross for at toksinenes



egenskaper er forholdsvis godt dokumentert for bligrgnnalgenes vedkom-

2

mende, er den gkologiske betydning av stoffene vanskelig & vurdere.

Det foreligger flere undersskelser av allelopatiske virkninger av bli-
grennalger overfor andre alger i plankton. Velkjent er eksperimentene
hvor celle-fri filtrat av axeniske kulturer med blégrennalger (bl.a.
Oscillatoria, Anabaena og Aphanizomenon) ga tydelig inhiberende. virk-
ning pd diatoméer (Keating 1977 og 1978). Suksesjon av algearter under
vegetasjonsperioden kan muligens vere pdvirket av slike interaksjoner.
Eksperimentelle undersgkelser har ogsd dokumentert klare baktericide
virkninger av blagrgnnalgemetabolitter (Metting and Pyne 1986).

Det er ofte blitt pdvist at blégrennalger i mindre grad enn andre or-
ganismer blir beitet ned av zooplankton, eller av algespisende fiske-
arter {Golterman 1975). Denne effekt kunne bl.a. ha forbindelse med
bldgrennalgenes innhold av toksiner. Men undersskelser er f& som for-
sgker & gi bevis for dette forhold.

Enkelte andre eksempler fra undersgkelser kan tas med for & illustrere
det foreliggende kunnskapsgrunnlag. Toksisk virkning av Microcystis
aeruginosa er vist pa dyr som Tlever i vann {(Malyarevskaya et al.
1870). Pavirkning ferte til forstyrrelser i enzymaktivitet og biokje-
misk syntese hos f.eks. abbor (Perca fluviatilis), slik at fisken dgde
av mangelsykdom. Konsentrasjoner ned til 0.5 g-1"' med Microcystis ae
rugincsa var giftig for abbor ved at fiskens thiaminase-aktivitet ble
sterkt sket (parallell til Haff-syken). Tilfersel av thiamin pd et
tidlig stadium 1 sykdomsforlepet hadde helbredende virkning pé
fisken.

Vannblomst med Microcystis aeruginosa i dominans er vist & vere
giftige for karpefisk - cyprinider - (Solomatina et al. 1972). Enzym-
systemet for syntese av aminosyrer ble skadet. Det ble pdvist inhibe-
ring av transamineringsprosessen, den viktigste miten L-aminosyrer
bTlir syntetisert og brutt ned p&. Den forgiftede fisken viste store
endringer i mengden frie og proteinbundne aminosyrer.

Som nevnt er det mange observasjoner av fravar eller betydelig reduk-
sjon av zooplankton under oppblomstringer med bidgrennalger. Forholdet
har wvanlig blitt tolket som en effekt av at predatorer (fisk) har
beitet ned krepsdyrbestanden. Som en fglge av dette har planteplankto-
net bl.a. fatt gunstige oppvekstbetingelser (Wetzel 1975). Imidlertid

kan en s1lik tilbakegang i zooplankton ogsd tenkes & vare tildels for-
drsaket av allelopatiske virkninger, f.eks. pd grunn av giftegenskape-
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ne til aktuelle arter av bl8grennalger. Undersgkelser av innvirkning
av  Microcystis aeruginosa pd overlevelsesevnen til zooplankton
{Stangenberg 1968} har gitt interessante resultater. Materiale av
Jevende celler med Microcystis hadde ingen negativ effekt pd kreps-
dyret Daphnia longispina, tvert imot skte overlevningsevnen uten inn-
virkning pd reproduksjonsforholdene. Men ekstrakter av frysetsrket ma-
teriale hadde tydelig toksisk virkning bide pd Daphnia Tlongispina og
Fucypris virens. Tilsvarende resultater ble oppnddd for Daphnia magna
{Sirenko et al. 1976). Levende celler av Microcystis var lite toksiske
for naturlige zooplanktonpopulasjoner. Toksisiteten tiltok derimot be-
traktelig under nedbrytning av algekulturen.

Undersskelser i Lac du Bourget i Frankrike (Michel et al. 1972) viste
at Microcystis var toksisk for organismer i bunnfaunaen. Ulike dyre-
grupper som oligochaeter, ostracoder, chironomider og nematoder viste
ulike felsomhet overfor toksinene fra Microcystis.

Problemstillinger knyttet til bldgrennalgetoksinenes muligheter til
konsentrering gjennom neringskjeden, er fremdeles 1ite belyst. En pa-
rallellisering med andre biotoksiner tilsier at en slik anrikning
sannsynligvis foreglr. Det er bl.a. naerliggende & vise til toksiner
produsert av dinoflagellater som kan anrikes i muslinger og fisk (WHO
1984, Steidinger 1983; Anderson et al. 1985). Noen eksempler pd anrik-
ning av blagrennalgetoksiner kan nevnes. Lyngbya majuscula er viktig
nzring for Stylocheilus longicauda (marin gastropode). Debromoaplysia-
toksin blir funnet konsentrert i organer, og stoffet har metaboliske
funksjoner i dyret (Kato and Scheuer 1975, 1976). Tilsvarende beiter
Siganus fuscescens {"rabbitfish”) pd Lyngbya majuscula. Det er holde-
punkter for at anrikning av debromoaplysiatoksin er &rsak til epide-
misk  fiskeforgiftning (ciguatera) blant befolkningen p& Ruukyus
IsTands (Hashimoto et al. 1976). Peptidtoksinet produsert av Oscilla-
toria agardhii har medfert forgiftninger i innsjser pa& Rlandssyene.
Stoffet er et relativt stabilt peptid beslektet med microcystin.
Ferskvannsmusiingen Anodonta cygnea anriket oscilliatoriatoksin fra
levende bldgrennalger. Den sterste toksinkonsentrasjonen ble pdvist i
hepatepancreas {(Eriksson et al. 1988).

Det er altsd en rekke holdepunkter for at blagrennalgene gjennom sin
toksinproduksjon har konsekvenser for det evrige organismeliv 1 vann-
forekomstene. Men et fortsatt forskningsarbeid er nedvendig for &
avkiare virkningsmekanismer og den gkologiske betydning av fenomenet.



PRVISNING OG ANALYSERING AV BLAGRBNNALGETOKSINER

Undersokelser av toksinproduserende blagrennalger omfatter mange
metoder (Codd 1984). Det er i forste rekke biologiske og kjemiske
fremgangsmater som brukes ti1 pdvisning og analysering av de aktuelle
stoffer. I det fzlgende blir det gitt en kort oversikt over noen
viktige metoder.

Akutte toksisitetstester

Laboratorium: Institutt for neringsmiddelhygiene, Norges veterinarheg-
skole.

Toksiner produsert av bl8gronnalger kan pdvises ved akutte toksisi-
tetstester pd laboratoriedyr. Testmateriale tilferes forsgksdyrene ved
en engangsdosering. Under forsgket registreres symptomer og dedsfall
blant forseksdyrene. Etter en intraperitoneal injeksjon {i.p. - 1inn-
sproytning i bukhulen} av en dedelig dose av microcystin {toksinet til
Microcystis aeruginosa) pd@ hvite mus, registreres f.eks. folgende
virkninger:

i

Latensperiode uten symptomer pd ca. 30 min.
- De forste symptomer pd forgiftning bestdr av vekslende uro og
slapphet. Dyrene blir bleke, noe som best registreres pd grene og

halen.

- Senere oppstdr det nervese symptomer i form av lammelser og klonis-
ke kramper, og dyrene fir respirasjonsbesvar.

- Deden dnntrer etter ca. 1 time.
Toksisiteten uttrykkes i muse-enheter (ME) pr. gram frysetsrket mate-
riale. 1 ME tilsvarer minimum letal dose for en 20 g's mus, i lgpet av

4 timer.

Kjemiske analyser

Laboratorium: - Norsk institutt for vannforskning
- Senter for industriforskning
~ Norges veterinarhggskole
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Kjemisk pdvisning av bldgrennalgetoksiner blir utfert med heytrykks-
veskekromatografi (HPLC). Fremgangsmdten er behandlet i flere publika-
sjoner {Carmichael 1982, Berg et al. 1987b). I det fglgende omtales i
noen detalj metodene som benyttes for algemateriale og vannpraver.

Algeprever. Materialet blir ekstrahert med 20 % metanol + 5 % n-buta-
nol i vann. Ekstraktet renses pd Bond-Elut Cls”reversed phase” kolon-
ner, og behandles i 1000 x 25 mm kolonne fylt med Sephadex G 25 Super-
fine. Mobilfase er 5 % metanol (I ml-min"'), og eluatet blir samlet
opp med fraksjonssamler. Fraksjonenes UV-absorbsjon males ved 240 nm,
og de fraksjonene som danner den ferste store absorbsjonstoppen blir
deretter s1&tt sammen og behandlet pd felgende HPLC-system:

Mobilfase - 26 % acetonitril 1 10 mM ammoniumacetat

Kolonne ~ 4 x 150 mm Supelcosil LC-18

Pumpe - Perkin Elmer Series 10

Detektor - Perkin-Elmer Lamda 5 UV-VIS spektrofotometer
utstyrt med 8 pl HPLC flowcelle

Bolgelengde - 240 nm

Flow - 1,5 ml-min”*

Inj.vol. - 10 pl.

Vannprever. Etter GF/C-filtrering blir prevene ekstrahert etter fol-
gende metode:

Ferst blir preven (1 1) tilsatt 5 % n-butanol og deretter pumpet
gjennom Bond-Elut C18—k01onner. Absorbert toksin elueres med metanol.
Vannpreven, som passerer gjennom Bond-Elut Cls—ko}onner, biir inndam-
pet til terrhet i Rotavapor. Terrstoffet blir deretter ekstrahert pa
samme mi&te som for fryseterket algemateriale. De to ekstraktene oppar-
beides som nevnt ovenfor for HPLC-undersskelse.

For praktiske formdl under feltbetingelser kan en fremgangsmidte for
progvetaking og analysering som nevnt nedenfor vare hensiktsmessig. Det
kjemiske analyseverktsy med bruk av heytrykksvaskekromatografi (HPLC)
er fortsatt nedvendig hjelpemiddel.

- Vannpreve med blagrgnnalger innsamles pd lokaliteten. Utfares
Vannvolum 1 1. ved pro-
vetaking
- Filterpatroner {Sep. Pak. Cis) benyttes til anrikning i felt

av mulig tilstedeverende microcystin.



- Filterpatronene elueres med metanol.

- Uttrekket inndampes i nitrogenatmosfare. Utfeores
ved be-

- Ekstraktet veies. handling
i labo-

- Ekstraktet analyseres ved hjelp av heytrykksvaeske- ratoriet

kromatografi {HPLC!.

- Analytisk C1§ kolonne. 10 mM ammoniumacetat i 26 %
acetonitril. 254 UV detektor.

Noen enheter og definisjoner

Toksinkonsentrasjon angis vanlig som pg pr. liter. For bldgrennalger i
vannblomst er det hensiktsmessig & referere til mengde toksin i fryse-
torket preve av den aktuelle art. Noen anvendte enheter ved bestemmel-
se av giftighet kan presiseres.

MLD = Minimum Tetal dose, minste mengde av et stoff pr. kg
kroppsvekt, som er dsdelig for mus, etter en bestemt tid
{(pg-kg™* mus).

LD50 = Letal dose 50, mengde av et stoff pr. kg kroppsvekt, som

er dgdelig for 50 % av behandlede mus, etter en bestemt
tid (pg-kg™* mus).

LD100 = Letal dose 100, mengde av et stoff pr. kg kroppsvekt, som
er dpdelig for 100 % av behandlede mus, etter en bestemt
tid (pg-kg™* mus).

M.E. = Muse-enhet, minste mengde av et stoff, som er dedelig for
en 20 g's mus etter en bestemt tid (pg-20 g~' mus).

Som eksempel pd& bruk av disse angivelser kan resultater fra
Akersvatnet, Vestfold, nevnes:

Giftproduserende alge, Microcystis aeruginosa.
Toksin, microcystin-a {akerstox).

LD50 = 50 pxg-kg_1 {biotest med mus)

MLD_ % 50-100 pg-kg™* {biotest med mus)

M.E. ~ 1 ug-20 g°* {mus)
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GENERELL DR@FTELSE

Det er eutrofiering {forurensning med plantenaringsstoffer) som lager
forutsetninger for masseutvikling av blagrennalger, og dermed gir
risiko for situasjoner med giftproduksjon. N&r problemer med toksiske
blagrennalger nd melder seg i skende omfang her i landet, er det flere
forhold som har betinget dette. Noen skal nevnes. Eutrofiering av
vannforekomster er raskt tiltakende. Mange eutrofe lokaliteter brukes

til wvannforsyning for mennesker og husdyr, rekreasjon, akvakultur

osv., og de praktiske problemer med dariig vannkvalitet gjer seg
stadig mer gjeldende. Kunnskapen om at bl8grennalgene kan vare gift-
produserende, har fert til okt oppmerksomhet mot fenomenet oppblom-
stringer av blégrennalger. Men til dette kommer dessuten en mulighet
for at giftproduserende bl&grennalger aktivt blir begunstiget 1 den
utvikling som finner sted {vekstfaktorer, spredningssjanser). For-
holdet kan sammenholdes med en liknende tendens til sterre forekomst
av toksindannende dinoflagellater i nord-eurcopeiske farvann som er re-
gistrert av marin-biologer de seinere &r {(Tangen 1984).

Med bakgrunn 1 innsikten om eutrofieringstilistanden i Norge, er det

- mulig & antyde noe om utbredelsen av fenomenet med utvikling av gift-

produserende blagrennalger 1 praktisk sammenheng. [ alle landets
fylker er det innsjser hvor vannblomst med bldgronnalger er et regel-
messig problem. Det gjelder smrlig vannforekomster som mottar stor be-
Tastning av planteneringsstoffer gjennom kloakkvannsutsiipp, eller av-
renningsvann fra husdyrhold og Jjordbruksvirksomhet. De geografiske
omrdder i Norge med stor befolkningstetthet og intensivt Tandbruk vil
derfor samtidig ha vannforekomstene hvor masseutvikling med giftprodu-
serende bldgrennalger kan gjore seg gjeldende. Beliggenhet 1 forhold
ti1 nordlig bredde elier heyde over havet er trolig av mer underordnet
betydning. Fortsatte regionale undersgkelser kan avklare den reelle
situasjon.

Masseutvikling av bligrennalger i en vannforekomst vil i seg selv gi
betydelige praktiske ulemper. Algebiomassen vil bl.a. vere direkte og
indirekte ti1 hindring for mange bruksinteresser. Den livsutfoldelse
organismene utever under en masseoppblomstring vil dessuten medfere en
rekke med kjemiske innvirkninger p& vannkvaliteten. Det dreier seg om
stoffer som dannes ved bldgrennalgenes metabolisme. I denne sammenheng

stdr f.eks. lukt- smaksstoffer og toksiner som bldgrsgnnalger kan pro-
dusere.



Blagrennalgetoksinene har virkninger pd andre organismer i samfunnet
hvor bldgrennalgene utvikler seg (allelopati). Forelspig er disse
virkninger 1lite studert. Det er imidlertid pdvist at en rekke vannor-
ganismer er emfintlige for de aktuelle stoffer. Organismer som dette
omfatter er bl.a. bakterier, alger, invertebrater og fisk. Varmblodige

dyr er dessuten utsatt for forgiftninger av bligrennalger (fugl, pat-
tedyr).

Det er grunn til & anta at utviklingen av toksinproduserende blégrenn-
alger kan ha avgjerende virkninger for hele naringskjeden 1 aktuelle
lokaliteter. I situasjoner med dominans av bldgrennalger (f.eks. vann-
blomst), kan blagrsnnalgene pdvirke konkurransen mellom organismene
gjennom utskilling av flere kjemiske forbindelser (Fogg et al. 1973).

Algeoppblomstringer 1 vannforsyninger kan gi hygieniske ulemper og
medfere problemer for den tekniske behandling av vannet. Ytterligere
problemer melder seg hvis bldgrennalger med toksindannelse har stor
forekomst i drikkevannskilder. S8vel mennesker som dyr kan da under
uheldige omstendigheter bli utsatt for forgiftninger. Den vanlige ren-
setekniske behandling av drikkevann - koagulering, filtrering og klo-
. rering - er ikke tilstrekkelig til & fjerne alge-toksiner fra vannet
{Haugan et al. 1982).

Den rekreasjonsmessige bruk av vann er omfattende. Trolig er det i
s1ik sammenheng flest mennesker kommer i kontakt med oppblomstringer
av toksinproduserende bldgrgnnalger. Bide i forbindelse med bading., og
ved matlaging kan det vare muligheter til stede for 8 f& 1 seg bl1&-
grgnnalger og deres toksiner. En rekke symptomer som kan felge slik
pavirkning, er rapportert (f.eks. kvalme, oppkast, magesyke, hudut-
slett, syeirritasjoner). De viser tre generelle kliniske forhold: gas-
trointestinale forstyrrelser, organallergiske- og Tokalallergiske
reaksjoner. I Norge er det forelspig for f& holdepunkter til & bedemme
denne helsemessige side ved oppblomstringer av bldgrsnnalger.

Det er i l1gpet av de seinere &r i enkelte land tatt i bruk industriell
produksjon av bldgrennalger til mat for mennesker og for til dyr.
Denne produksjon er forelsig i liten grad gjenstand for kontroll nir
det gjelder mulighet for utvikling av giftige stammer. I Norge er det
s&rlig som helsekost at bldgrennalger benyttes av mennesker. I utvik-
Tingsland er det imidlertid rask skende interesse for utnyttelse av
bldgrennalgenes hgye proteininnhold. Det blir f.eks. tilrettelagt for
& utnytte lokale, nye kulturmuligheter til produksjon av bldgrennalger
for hesting til mat (f.eks. i India). Dette innebzrer en mulig risiko
for at mennesker kan bli forgiftet med algetoksiner.
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Sporsmdlet om hvordan blégronnalgetoksiner eventuelt kan anrikes i
fisk og andre neringsmidler produsert i vann, er Tite undersskt. Det
er i mange geografiske omrdder kjent at fisk kan bli uspiselig - ubru-
kelig som mat - p& grunn av toksininnhold (ciguatera). I sarlig grad
synes dette forhold & vare knyttet til dinoflagellat-toksiner. De ak-
tuelle stoffene er kjemisk til dels av samme natur som blagrennalge-
toksiner. Det er derfor grunn til & f& undersskt om Tiknende forhold
med mulig anrikning av toksiner i naringskjeder ogsd kan gjelde for
blagrennalgetoksiner.

Selv om kjennskapet til giftproduserende alger er gammel, er utforsk-
ningen av fenomenet og organismene det dreier seg om av ganske ny
dato. Dette gjelder ogsd bldgrsnnalgene. Det forhold at blagrennalgene
er prokaryoter, gjor dessuten at de nd har en spesiell interesse i
forskning knyttet til bioteknologi.

Giftvirkningene til bldgrennalgetoksinene omfatter flere kategorier av
reaksjonsmekanismer. Utforskningen av disse vil gi vesentlig kunnskap
som har betydning for b8de klinisk toksikologi og miljetoksikologi.
Savel akutte som kroniske giftvirkninger trenger oppmerksomhet. Opptak

_og fordeling av de aktuelle toksiner i organismen er fremdeles lite

kjent. I denne sammenheng stdr bl.a. problemene knyttet til passasje
gjennom cellemembraner. Faktorer som pdvirker giftigheten, og hvordan
stoffene brytes ned eller avgiftes 1 organismen, er eksempler pé
viktige forskningsoppgaver.

Hvordan stoffene produseres av bldgrennalgene er ukjent. De biokjemis-
ke reaksjoner som forer frem til disse spesielle metabolitter, er sen-
trale forskningsoppgaver {se Figur 20). Av praktisk interesse er for-
stdelsen av hva som betinger stort innhold av toksiner 1 blagrennal-
gene. Flere vyire vekstfaktorer blir undersekt i denne forbindelse
{1ys, temperatur, neringsstoffer osv.}.

Det er et Tite antall arter av bldgregnnalger som er kjent for & vere
toksinproduserende. Disse artene opptrer med stammer (fysiologiske va-
rianter) som kan ha toksinproduksjon, eller mangle denne egenskapen.
Den genetiske kontrollen av toksinproduksjonen i blégrennalgene er
ikke kjent. Plasmider har blitt p8vist i flere arter blagrennalger. Da
plasmider er kjent for & vaere knyttet ti1 giftdannelse hos enkelte
bakterier, er dette et forhold som ogsd trenger oppmerksomhet for bla-
grennalgenes vedkommende. De eksperimentelle muligheter for & under-
sgke dette Tigger godt til rette (Westgaard 18987).



Betydelige forskningsoppgaver er knyttet til hvordan bldgrennalgetok-
sinene pavirker andre organismer i samfunnene de inngdr (akvatiske og
terrestriske lokaliteter). De toksinene som hittil har fatt oppmerk-
somhet, er tilsynelatende +typisk artsspesifikke 1 sine virkninger
(allelopati).

Betingelsene for at giftige populasjoner utvikler seg,er under ut-
forskning. Likedan gjelder det omstendighetene som fgrer frem til at
aktuelle forgiftninger manifesterer seg. Spersmdlsstillinger knyttet
til anrikning og nedbrytning av toksiner under naturlige forhold
inngdr 1 dette. Det er bl.a. behov for & klarlegge dose - responspro-
blemet i praktisk og hygienisk sammenheng.. Kunnskap fra den skologiske
utforskning av fenomenet vil gi vesentlige holdepunkter for tiltak som
kan gjeres for & unngd ulemper med masseutvikling av giftproduserende
blagrennalger.

B13grennalgetoksinene representerer o0gsd en innfallsport til vesentlig
farmakologisk viten. Stoffene har f.eks. interesse innenfor humanmedi-
sinsk og veterinermedisinsk forskning. Det er neppe tilfeldig at akti-
- viteten pd omrddet internasjonalt i tildels stor grad er finansiert av
midler forbundet med militer forskning (USA, USSR}. Produksjon av
stoffene, og anvendelsesmulighetene de har, kan utvikle seg til et
stort virksomhetsomrdde. Dette tegner bl.a. et perspektiv for biotek-
nologi 1 en praktisk forlengelse av den mer grunnleggende og anvendte
forskningsinnsats om giftproduserende bldgrennalger.

PRAKTISK VURDERING 0G FOREBYGGENDE TILTAK

Regionalt er blagrennalgeoppblomstringer mest utbredt pd @stlandet,
Sgrvestlandet og i Trendelag, men kan utvikles i alle landsdeler med
eutrofe vannforekomster. Utover sommeren - gjerne i perioder med varmt
0og tert vaer - kan det bli stor produksjon av blagrennalger. I perioder
vil algemassen samles i overflaten (vannblomst), og transporteres med
vind, strem og bslger. Det vil gjerne finne sted oppkonsentrering av
bl8grennalger Tlangs strender, i viker og bukter, ofte i vegetasjons-
belter av hsyere planter. Konsentrasjonen av bldgrennalger vil variere
mye med Tokalitet og tid, raskt skiftende forhold er typisk for vann-
blomstfenomener,
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Akutt forgiftningsfare med bligrsnnalgetoksiner er knyttet til opptak
av vann som inneholder giftige blégrennalger eller direkte fritt
toksin 1 vannmassene. Forgiftninger av dyr {husdyr og dyr i ville po-
pulasjoner) har blitt beskrevet siden slutten av forrige &rhundre. Nar
husdyr har tilgang til rent drikkevann, synes de & ville unngd vann
med blagrennalgeoppblomstringer. Faren for forgiftning er sterst nar
dyra gdr pd8 store beiteomrdder uten fast tilsyn. Masseutvikling av
toksinproduserende bldgrennalger er sterkt uensket 1 sammenheng med
akvakultur. Det kan gi opphav til problemer i oppdrettsaniegg for fisk
{mistrivsel, helseskade}. Selv om det skal store algekonsentrasjoner
til for eventuelt & drepe fisken, er langtidseffekter knyttet til kro-
niske lidelser og forringelse av kjsttkvalitet fryktet {Phiilips et
al. 1985).

Ndr det gjelder forgiftningsfare for mennesker, er dette knyttet til
drikkevann og rekreasjonsmessig bruk av vann {WHO 1984). Direkte deds-
fall av mennesker synes ikke & vere pdvist. Ved daglig inntak av vann
fra drikkevannsforsyning med toksinpdvirket vann, ble det etter f3
mdneder konstatert Jleverskader hos befolkningen som brukte vannet
(Falconer et al. 1983, Hawkins et al. 1985). Blodplasmaet viste f.eks.

~ gkt mengde av leverenzymer, spesielt gamma-glutamintransferase {GGT)

og alanin-aminotransferase {ALAT).

Episoder med sykdom - s@rlig mage-tarmbesver - i omrader med blégrenn-
algeholdige drikkevannskilder er imidlertid rapportert fra mange geo-
grafiske omrdder. Sterst risiko er forbundet med bruk av grunne,
eutrofe vannforekomster som rdvannskilde. De vanlige behandlingsmeto-
der for rensing av drikkevann, gir ikke en tilstrekkelig sikring mot
algetoksiner i drikkevannet.

Vannforekomster med masseutvikling av bligregnnalger ber unngds som ra-
vannskilde for vannverk og til vanningsformdl til dyr. M& de brukes,
trengs en regelmessig overvdking og undersskelse av mulig utvikling av
toksinproduserende stammer av bidgrennalger. Pdvises toksinproduseren-
de blagrennalger eller deres toksiner, ber vannforekomsten tas ut av
s1ik bruk. Det kan vare nsdvendig med avsperring (f.eks. gjerde for
husdyr), og bruk av alternative vanntilfersler. Brukerne av vannfore-
komsten md informeres om faremomentene. Dette kan gjsres gjennom mas-
semedia, ved oppslag og andre fremgangsmdter. For drikkevannsbehand-
1ing kan aktivkarbon vere en praktisk mulighet ti1 & fjerne en stor
del av bldgrennalgetoksin i vannet. Preventive tiltak i vannforekom-

sten omfatter kjemisk behandling av Tokaliteten (NIVA 1886bh}.



Det er helsemyndighetene ved de Tokale helserdd som er den faglige
instans for vurdering av helsefare og tilretteleggelse av eventuelle
praktiske tiltak 1 forbindelse med oppblomstringer av toksinproduse-
rende blagrgnnalger (SIFF 1987).
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Blagrennalger — Lukt og smak




AKTUELLE MIKROORGANISMER

Artene o0g deres T1ivsutfoldelse former menneskets biclogiske miljse.
Helsepavirkninger gjer seg gjeldende p&d flere miter, f.eks.:

- infeksjon, fordrsaket av endoparasitter
- infestasjon, fordrsaket av eksoparasitter

Men o0gsd@ organismenes stoffskifteprodukter som medferer kjemiske pd-
virkninger av negativ natur, hsrer inn i denne sammenheng:

- allergi, fordrsaket av allergener
- allelopati, forarsaket av giftige eller sjenerende stoffer

Lukt- og smaksstoffer dannet av mikroorganismer og som registreres som
ubehageliige, regnes med til denne siste kategori (Rice 1974}. De kan
medfere betydelig saniter ulempe. Det er i ferste rekke to organisme-
grupper - blagrennalger og actinomyceter - som lager slike problemer
knyttet ti1 wvann. Selv om det er bllgrennalger som er hovedtema i
denne behandling, kan det vare nerliggende 3 nevne 1itt om actinomyce-
. ter for oversiktens skyld. Ndr det gjelder algene generelt som &rsak
til Tukt- og smaksproblemer, henvises til litteratur {(Palmer 1959,
Skulberg 1964, Holden 1970).

Actinomyceter Gruppen Actinomycetes omfatter hovedsakelig gram-po-
sitive bakterier som i alle utviklingsstadier er ubevegelige. De til-
hgrende organismer fordeler seg pd tre ordener som har flere arter
funnet 1 vann. Det er imidlertid i s@rlig utstrekning ordenen Actino-
mycetales som er representert med problemorganismer for vannkvalitet 1
sammenheng med Tukt- og smakspdvirkning.

Begrepet akvatiske actinomyceter er flertydig. Actinomycetene er
typiske organismer i jord, og vaskes ut fra slike lokaliteter til vann
i form av mycel eller sporer. De fleste former vil overleve i vann,
men uten & utvikle noen aktiv vegetasjon der. Bare et lite antall
arter er funnet direkte & vokse i begroinger eller i plankton i vann.
Noen eksempler pd slekter med slike arter er Nocardia, Streptomyces og
Micromonospora. Slekten Streptomyces er velkjent som organismer med
produksjon av lukt- og smaksstoffer (Waksman 1950). Det er dokumentert
at arter av denne slekt utvikler seg i ulike vannforekomster. Jordak-
tig Tukt og smak av vann - pd grunn av stoffet geosmin - blir vanlig

fordrsaket av masseutvikling av arter som tilhegrer slekten Streptomy-
ces {Cross 1981}).
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B1igrennalger. P& tilsvarende mdte som actinomycetene har blégrennal-

gene stor forekomst i jord. Men en betydelig andel arter er dessuten
knyttet til begroinger og plankton i vann. En parallellitet med acti-
nomycetene er det ogsd at blagrennalgene har arter med produksjon av
sekundzre metabolitter som lager lukt- og smakspdvirkning av vann. I
Tabell 9 er det gitt eksempler pd arter fra norske vannforekomster som
har slike egenskaper.

Tabell 9. Arter av bl&grennalger (CYANOPHYCEAE) med pdvist produksjon
av lukt- og smaksstoffer.

ORDEN FAMILIE SLEKT 0G ART
CHROOCCOCCALES CHROOCOCCACEAE Microcystis aeruginosa Kiitz
NOSTOCACEAE Anabaena flos~aguae

Aphanizomenon flos-aquae
HORMOGONALES OSCILLATORIACEAE Oscillatoria agardhii

Oscillatoria agardhii var. isothrix
Oscillatoria bornetii wvar. intermedia
Oscillatoria bornetii f. tenuis
Oscillatoria brevis

Oscillatoria curviceps

Oscillatoria formosa

Phormidium tenue

Phormidium spp.

LUKT- 0G SMAKSSTOFFER

Sammen med actinomycetene er bligrennalgene de mest fremtredende orga-
nismer med produksjon av kjemiske forbindelser som gir lukt- og smaks-
reaksjoner. I dette avsnitt av rapporten vil bldgrgnnalgene og deres
sekundzre metabolitter av slik natur behandles og vurderes i praktisk
sammenheng. Stoffene betegnes luktmetabolitter (VOBS - wvolatile
organic biogenic substances).

Sekundsr metabolisme og sekundere metabolitter

Fra gammelt har biokjemisk aktivitet i organismer blitt inndelt i
primer og sekund®r metabolisme. En rekke kriterier har blitt benyttet
for & karakterisere et stoffskifteprodukt som primert eller sekundart.
Primere metabolitter vil vare vanlige og vidt utbredt i naturen, mens
sekundere metabolitter er spesielle stoffer med sparsom forekomst. For
8 fremheve forskjellen mellom disse to grupper metabolitter, kan fol-
gende sammenlikning vere til hjelp (Tabell 10, etter Campbell 1984).



Tabell 10. Sammenlikning av prima@re og sekundzre metabolitter.

PRIMERE METABOLITTER SEXUNDERE METABOLITTER
Relativ enkel kjemisk sammensetning Kompleks kjemisk sammensetning
Dannet gjennom vanlig synteseprosess Dannet ved lang, og ofte innviklet,
synteseprosess
Aktivt omsatt i cellenes stoffskifte Blir i liten grad omsatt ved cellenes
stoffskifte
Har viktig funksjon i organismens Vanskelig Y integrere i organismens
fysiologiske oppbygning vanlige fysiologiske oppbygning
Er tilstede under hele livscyklus Dannet under bestemte faser av livs—
til organismen cyklus eller spesielle voksebeting-
elser
Er nesdvendig for organismens Er ungdvendig for organismens normale
normale vekst vekst

Sdvel toksinene som Tukt- og smaksstoffene produsert ‘av blagrennalger
herer til gruppen sekundzre metabolitter. For & illustrere hvordan de
dannes i stoffskiftesammenheng er Figur 20 utarbeidet. Hovedreaksjons-
veien i karbonstoffskiftet til organismen gir forlegperne til sekundare

metabolitter, f.eks.:

aromatiske og alifatiske. toksiner av alkaloid- og
. s e .

aminosyrer peptidnatur

squaiener J——— Tukt- og smaksstoffer, bl.a.

geosmin og metylisoborneol

Noe mer detaljert kan biosynteseveien for geosmin og metylisoborneol
(MIB} antydes (Figur 21). Det er interessant & merke den nare sammen-
heng mellom disse stoffene og klorofyll med hensyn til dannelsesméte.
Dette er sannsynlig en delvis forklaring pd at lysfaktoren har betyd-
ning for f.eks. produksjon av geosmin i Oscillatoria (Nas et al.
1985). Fytol - som er en del av klorofyllmolekylet - blir ogsd dannet
gjennom den isoprenoide syntesevei.
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Kijemiske forutsetninger og stoffer

Det er fremskrittene i moderne analyseverktsy innen organisk kjemi som
forskningsarbeidet med lukt- og smaksstoffene nd tar utgangspunkt 1.
Naturstoffenes kjemiske forhold har fatt ny oppmerksomhet. Gasskroma-
tografi og rentgenanalyse har bl.a. blitt koblet i fruktbare metoder.
Den kjemiske struktur ti1 et Tukt- og smaksstoff kan bestemmes ut fra
smd mengder {< 1 milligram). Stereokjemiske detaljer i molekylene som
har betydning for deres bicaktivitet kan klarlegges. Resultatene
bidrar f.eks. til forstdelse av stoffenes persepsjon (gjennom de kje-
miske sanser). Et stort forskningsfelt tegner seg - kjemisk gkologi -
knyttet ti1 de sekundmre metabolitter med luki- og smaksegenskaper.

Sanseapparatets fysiologi og stoffenes kjemiske egenskaper danner et
viktig studiefelt (kjemoresepsjon). Gjennom dette fremkommer forstdel-
sen av forbindelsen mellom stimuli (kjemisk stoff} og reseptor {sanse-
organ) samt sansningens helhetlige funksjon. Luktstimuli er knyttet
ti1 bestemte molekvlimre egenskaper ved stoffene og den enkelte arts
sanseapparat. ! internasjonal forskning studeres bl.a. hvordan luktmo-
Tekylenes kompleksitet er bestemmende for stoffenes informasjonsmengde
{f.eks. om smd molekyler bzrer mindre informasjon enn sterre, sammen-
satte molekyler).

Noen av de best kiente naturlige stoffer og stoffstrukturer forbundet
med vanlig Tukt- og smakspdvirkning av vann er vist i tabell 11. De
cpptrer mer eller mindre hyppig 1 vannforekomstene. Mens f.eks. 2, 4,
& trikloranisol er forholdsvis sjelden, er 2-isopropyl-3-metoxypyrazin
oftest ti1 stede 1 vann (Suffet et al. 1984, Sdvenhed 1986).

Lukt- og smaksstoffer som finnes i vann kan ha ulik opprinnelse. De
kan vare tilfert systemet utenfra, eller vere dannet {1 systemet. I
praktisk vannressursforvaltning kan det vere formdlstjenlig & skille
mellom stoffer som er et direkte resultat av forurensning {f.eks. pri-
mereffekt, utslipp til resipient} eller som indirekte har en slik sam-
menheng (f.eks. sekundmreffekt, forurensning gir opphav til organisme-
utvikling med produksjon av Jukt- og smaksstoffer).
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Tabell 11. Eksempel pd kjemiske forbindelser som gir lukt- og smakspa-
virkning av vann

Kjemisk navn Forkortet betegnelse Struktur Sanseinntrykk
CH,
Trans —1, 10 — dimetyl- GEOSMIN Jordaktig lukt
trans — 9 decalol
CHj3 OH
. OH
2 — metylisoborneol MiB % Mugglukt
OCH3
. Ci Cl
2,4,6, — trikloranisol TCA Mugglukt
Ci
N OCHj
2 — isopropyl — 3 — E ] .
metoxypyrazin IPMP CND »Potetkjeller lukt
Dimetyldisulfid DMS CH3—58—5—CH; Lokaktig lukt
O
1—octen — 3 — on OCTENON /\/\/H\/ Soppaktig lukt
O
1 —nonen—3—on NONENON \/\/\/“\/ Soppaktig lukt
. . _CHj, . .
Trimetylamin TMA CH;—N Fiskaktig lukt
“CH,4
Isopropylmerkaptan IPM CH-SH Lokaktig lukt
cHy




Biologiske forutsetninger og stoffproduksjon

Lukt- og smaksstoffer (VOBS) som dannes av bl.a. alger, blgregnnalger
0g actinomyceter kan betegnes som naturlige Tuktmetabolitter. Men det
er ofte 1 forbindelse med forurensningssituasjoner at de aktuelle or-
ganismene utvikler masseforekomst og derfor gir opphav til praktiske
problemer, f.eks. {1 sammenheng med drikkevannsforsyning eller akvakul-
turanlegg. Vanlig registrerte forbindelser med denne biologiske opp-
rinnelse er geosmin, metylisoborneol (MIB} (Zoeteman and Piet 1874) og
2-isopropyl-3-methoxypyrazin (IMP} (Gerber 1883). Forbindelsene er
tildels svert flyktige, og dette forhold understreker behovet for fgl-
somme mdleinstrumenter. Luktterskel-verdiene for stoffene er lave, for
IMP  under f.eks. 0,002 gg¢§"1. Sensorisk deteksjon er derfor et egnet
redskap ved undersskelser av Tuktmetabolitter.

Pkologiske faktorer som pavirker dannelsen av Tuktmetabolitter om-
fatter bl.a. temperatur, lys og naringstilgang. Ved Tlaboratorieforsek
{Wood et al. 1985} er det vist at minimumstemperaturen for geosmindan-
nelse hos actinomyceten Streptomyces albidoflavus var omlag 15 °c.
Sterst geosminproduksjon ble oppnadd ved 30 °C. 1 overensstemmelse med
. dette er erfaringene om at problemer med usmak p&@ drikkevann knyttet
til geosmin ofte inntreffer i perioder med vanntemperatur over 15 °c
{Weete et al. 1879). Tilsvarende er rapportert for bldgronnalgenes
vedkommende. Feltstudier har f.eks. vist at det er nar sammenheng
mellom hey temperatur og produksjon av MIB £il Oscillatoria curviceps

(Izaguirre et al. 1982). Effekten av nitrogen- eller fosforbegrensning
for geosminproduksjon ti1 Osciliatoria bornetii f. tenuis er blitt un-
dersgkt (Kristiansen 1987). S&vel nitrogen som fosfor hadde effekt pé
blagrennalgen, og stigende konsentrasjoner av naringsstoffene ga tils-
varende ekt geosminproduksjon. 0Ogsd ved denne undersskelsen ble det en
bekreftelse pd sammenheng mellom isoprencid biosyntesevei og dannelse
av geosmin. Geosmin-syntesen synes korrelert med klorofyllmengden i
bldgrennalger, og er dermed inverst relatert til Tlysintensitet (Nas
1887) .
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SENSORISK PRVIRKNING AV VANN

Hvordan vann ser ut, smaker og lukter, eller forsvrig oppleves - foles
- gjennom sanseapparatet,kan samles under betegnelsen sensoriske egen-
skaper. For vannressursforvaltning er dette et sentralt begrep nédr det
gjelder wvurderinger av forurensningsvirkninger pd vannkvalitet.
Ugnsket Tukt- og smak p& vann er et problem som ofte er til stede. For
% kunne gjegre tiltak, og ordne opp i aktuelle situasjoner, er det ned-

vendig med kunnskap om &rsaksforhold og hjelpemidier til a identifise~
re og kvantifisere stoffene.

Lukt og smak har ner tilknytning til hverandre. Mye av det vi kaller
smak er egentlig en reaksjon pd luktstoffer. Det er vanlig & tillegge
smaken bare fire sansekvaliteter - surt, sett, salt og bittert. De
finere nyanser av smak er forbundet med luktesansen (Wenzel 1973).

Lukt- og smaksegenskaper bedsmmes i organoleptiske tester (Powers
1984} .

Bruken av vann til vannforsyning og rekreasjon setter bestemte kvali-
tetskrav. Et egnet vann skal vere klart, uten fremtredende lukt, smak

. eller farge (SIFF 1987). Vann benyttet til produksjon av matprodukter

(fisk, grennsaker osv.) fordrer ogsd et rent vann som ikke gir produk-
tene usgnsket lukt- og smakspdvirkning. Indirekte kan dessuten husdyr-
produkter (melk, egg, kjstt osv.) f& ddrlig smak gjennom bruk av van-
ningsvann med innhold av stoffene det dreier seg om (Tabell 11). Vi

kan sammenfatte dette innenfor begrepet sensoriske kvalitetskrav til
vann.

Gidma som eksempel

Utviklingen av vegetasjon av bligrennalger i Gl3ma gir gode muligheter
ti1 undersgkelser av fenomener knyttet til usnsket sensorisk kvalitet-
spdvirkning av vannmassene (NIVA 1983, 1986¢c). Det er spesielt vass-
dragsstrekningen Mjesa-Sarpsfossen som har dannet bakgrunn for obser-
vasjonene. Med mellomrom inntreffer her situasjoner med szrpreget lukt
og smak pd elvevannet. Forholdet registreres bl.a. ved vannverkene i
Akershus og @stfold som bruker Gl18ma til rdvannskilde. Regelmessig
rapporteres det dessuten fra sportsfiskere om darlig smakskvalitet pd
fisk. Dette gjelder saerlig stasjoner fisk som er fanget i vassdragets
stilleflytende partier og evjer. Rrsaken til disse forhold er 1 stor
grad bligrennalgenes vegetasjonsutvikling med dannelse av spesielle
sekundzre metabolitter (Skulberg 1980, Berglind et al. 1983a}.



Det er en artsrik og frodig utvikling av alger i Gldma {Lindstrem et
al. 1973, Skulberg and Lillehammer 1984). Fenologiske forhold har stor
betydning for hvordan lukt og smak i vann gjsr seg gjeldende. I figur
22 er det gjort en grafisk fremstilling som gir eksempel p& dette. Ob-
servasjonene er gjort i Gl8ma ved Solbergfoss i 1984 (NIVA 1986¢c).
Vanntemperaturens variasjoner er vist i kurven nederst pd figuren. De
fremtredende arter i begroingssamfunnet gjennom &ret er vist med teg-
ningene av organismer. Den tilherende beskrivelse av luktinntrykket av
Glama-vannet er fremstilt i seylediagrammet sverst pd figuren. I tids-
rommet april-maj var det en karakteristisk Tukt av trimetylamin som
var sammenfallende med masseutvikling av chrysophyceen Hydrurus foeti-
dus. En karakteristisk lukt av geosmin fulgte utviklingen av 0Oscilla-
toria bornetii f. intermedia i juni-Jjuli. Aromatisk Tukt av vannet ble
registrert i perioder med kiselalger {sariig Fragilaria capucinal.
Tilsvarende var masseutvikling av grennalger fremtredende mens G1ama-
vannet hadde en kumarinaktig Tukt. Det kan nevnes at organismenes
Tuktproduksjon er en tilsynelatende artsspesifikk egenskap {Sivonen
1882} .

. Blagrennalgene er et fremtredende element av vegetasjonen i vass-
dragets nedre lep, og forevrig i omrdder med forurensning som fremmer
eutrofiering. Bade 1 plankton o0g benthos gjor bldgregnnalgene seg
sterkt gjeldende. I det folgende blir oppmerksomheten rettet mot fore-
komster av organismer innen slekten Oscillatoria. Dette er bldgrennal-
ger med stor skologisk betydning i vassdraget. I planktonet er arten
Oscillatoria bornetii f. tenuis (Skulberg and Skulberg 1985) et domi-
nerende innslag. Begroingssamfunnene er tilsvarende preget av Oscilla-
toria bornetii f. intermedia (Figur 22). Stammer av disse artene er
pdvist & ha produksjon av bl.a. Tuktstoffet geosmin (NIVA 1986c).

Geosmin - 1,10-dimetyl-9-dekalol, molekylvekt 182 dalton, kokepunkt
270 °C -bestemmes ved hjelp av gasskromatografisk teknikk ({"closed
loop stripping” og etterfslgende GC-MS analyse). Deteksjonsgrensen er
0.002 pg-?”i (Zoeteman 1978). Luktgrensen for geosmin er 0.010 pg 217!
- TOC, “threshold odour concentration” (van Gemert et al. 1977).
Geosmin produseres i organismenes aktive vekstfase og er ikke et ned-
brytningsprodukt.
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Figur 22. Algeutvikling 1 benthos og sensorisk pdvirkning av vannkva-
Titet.

Glama ved Solbergfoss, @stfold, 1984 (NIVA 1986¢).
Begroingsorganismene representerer slektene Fragilaria,

Synedra, Hydrurus,WCymbé11a, Oscillatoria og Oedogonium.
Figurforklaring, se tekst.




Geosmindannelse i benthos. I 1983 ble det gjort observasjoner av geos-
minproduksjon i begroingssamfunn. Prgvetakingsstedene var ved
Minnesund og Solbergfoss. Materiale av begroingsalger ble innsamlet
fra 100 cm® bunnareal 0g oppbevart i prever med vannvolum 1 1. I labo-
ratoriet ble prevene ferst dampdestillert. Destillatene og vannprevene
ble deretter tilsatt indre standard og ekstrahert med diklormetan. Ek-
straktene ble redusert i volum og renset pd kiselgel med 15 % vann med
diklormetan som elueringsmiddel fer gasskromatografisk analyse. Metyl-
isoborneol og geosmin ble identifisert ut fra retensjonstid. Konsen-
trasjonene ble beregnet ut fra indre standard. Geosmin i benthospraven
ble ogsé identifisert ut fra Tukt ved & gjenta operasjonen p3d nytt med
detektorflamme slukket. Geosminlukten kunne da tydelige kjennes ved
detektorutlgpet sammenfallende med geosminens retensjonstid.

Resultatene av de gasskromatografiske bestemmelser er stilt sammen 1
Tabell 12. Geosmin ble pdvist i alle provene, og dannes ut fra dette
~gjennom hele vegetasjonsperioden. Det var hgyere verdier for geosmin
ved Solbergfoss enn ved Minnesund. Dette har sannsynlig sammenheng med
begroingssamfunnets andel av bl&grennalger. Arter av Oscillatoria -
med Oscillatoria bornetii f. intermedia i dominans - var typisk til

- stede i preovene. Det ble ikke funnet mycel av actinomyceter ved den
mikroskopiske analyse, men ved kulturforssk kunne Streptomyces - 1ik-
nende former dyrkes frem. Den kvantitative betydning av blégrennalger
i benthos i Vorma-Gl8ma er skende nedover i vassdraget fra Mjssa til
estuaret (Berglind et al. 1983b).

Med grunnlag 1 verdien for luktgrensen til geosmin (0.01 pg-17") gir
resultatene grunnlag for fglgende vurderinger av begroingssamfunnets
mulige pdvirkning av vannkvalitet. Selv om tallene er maksimalverdier,
forteller de at begroingssamfunn kan vaere en viktig &rsak til Tukt- og
smakspdvirking av vannet i Gl&ma.

- Ved Minnesund kan det tilherende begroingssamfunnet pd 1 m® bunn-
areal sette lukt- og smak p& en vannmasse tilsvarende 100-250 m.

- Ved Solbergfoss kan det tilherende begroingssamfunnet pd 1 m* bunn-
areal sette lukt- og smak pd en vannmasse tilsvarende 1000-4000 m’.

Begroingssamfunnet er stedsbundet. Det kan f.eks. ikke pd samme mate
som planktonet forsvinne gjennom utskiftning av vannmassene. Konti-
nuerlig - men avhengig av tilstedevarelse av de aktuelle geosminprodu-
serende stammer av mikroorganismer - forsynes vannmassene som er i

kontakt med begroingssamfunnet, med stoffskifteproduktene som gir Tukt
0g smak.
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Tabell 12. Resultater av gasskromatografisk bestemmelse av geosmin i
benthos. Observasjoner foretatt i 1983.
OBSERVASJONER MINNESUND ~ SQLBERGFOSS_
Geosmin [Jg'l Geosmin }.lg‘l
Juni 8 62
Juli ] 387
August 24 198
Middelverdi 14 218
Geosmindannelse 1 plankton. De mest kjente tilfeller med lukt- og

smakspdvirkning av vannet pd vassdragsstrekningen Mjesa-Gldma-Fredrik-
stad har vart fordrsaket av bldgrennalger i plankton (Holtan 1979,
Berglind et al.1983a). Bl&grsnnalger av gruppen Oscillatoria bornetii
er et vanlig og vedvarende innslag i vassdragets algevegetasjon.
Planktiske former - forst og fremst Oscillatoria bornetii f. tenuis -
har periodiske oppblomstringer med stammer som har geosmin-produksjon.
Med utganspunkt i de foreliggende erfaringer, kan det angis noen hol-
depunkter for effekten av blagrennalgene i plankton pd Tukt og smak
av vannmassene i Glé&ma.

3 - N . .
~ < 0.5 emem? biomassekonsentrasjon av en geosminproduserende
stamme av Oscillatoria bornetii f. tenuis gir en beskjeden pavirk-
ning av vannmassenes lukt og smak.

3 -3 . . .
- 0.5-1.5 cm m biomassekonsentrasjon av en geosminproduserende
stamme av Oscillatoria bornetii f. tenuis gir en sterk pavirkning
av vannmassenes Tukt og smak.

I Tabell 13 er det gitt eksempler pd konsentrasjoner og mengder av
bl&grennalger (Oscillatoria bornetii f. tenuis) i Glama vannmasser i
en vegetasjonsperiode {1976) med lukt- og smaksproblemer. Det var ikke
geosmin alene som var 8rsak til de praktiske problemer. Ogsd bl.a. me-
tylisoborneol blir produsert av mikroorganismer 1 vannmassene og
bidrar til & prege vannets sensoriske egenskaper.

N&r det gjelder smak og lukt av vann fordrsaket av algevekst, er dette
et mangesidig problem. Generelt kan en si at sannsynligheten for smak
og Jukt av vann oker med skende innhold av organismer. I vann med
stort innhold av alger vil det nesten alltid vare smak pd& rdvannet,



uansett hvilke arter som utgjer algebiomassen {Palmer 1959). For visse
arter gjelder imidlertid at selv et relativt Tite individantall i
vannet kan g¢gi smak og/eller lukt. Som en generell rettesnor kan det
regnes med at ndr organismeinnholdet overskrider omlag 10° celler-177
vil det vare stor sannsynlighet for at uheldig Tukt- og smakspdvirk-
ning av drikkevann kan opptre (Skulberg 1864).

Tabell 13. Eksempler pé& konsentrasjoner og mengder av blagrennaiger i
G18mas vannmasser i en vegetasjonsperiocde (1976) med Tukt-
og smaksprobiemer

Lokalitet MINNESUND FETSUND SOLBERGFOSS SARPSBORG
Konsentras jon (Mengde Konsentras jon [Mengde Konsentras jon [Mengde [Konsentras jon [Mengde
o 3 -3 3 3 -3 3 3 -3 3 3 -3 3
Maned cm m om cm ‘m cm om Cm cm cm 'm cm
Juli 0.043 26.4 0.035 23,8 0.065 50.1 0.043 33.1
August 0.457 i24.8 0.565 189.4 0.457 166.3 3.515 205.7
September 1.435 368.8 1.500 493.5 G.522 179.6 0.870 299.3
Cktober 1.1986 148.3 1.261 345.53 0.739 249.0 0.957 322.5
November 0.652 89.8 0.247 77.7 0.261 114.3 0.370 162.1

KJEMISK 8KOoLoGI

P4 mange méter tegner forskningen om blégrgnnalgenes sekundzre metabo-
Titter opp konturene av et eget forskningsfelt. Det har forankring i
de moderne analysemetoder og forstldelsen av de aktuelle forbindelsenes
kjemiske egenskaper. Spgrsm@lene som studeres er bl.a. hvordan stoffe-
ne dannes, hvordan de oppferer seg i miljeet og den biologiske betyd-
ning de har. Bare en innledende utforskning av fagfeltet er forelepig
blitt utfert {Persson 1983). Men erfaringene og ny erkjennelse som al-
lerede er fremkommet, har vart viktige i bade vitenskapelig o0g prak-
tisk sammenheng {Skulberg 1988).

Ndr det gjelder vannkvalitetsbegrepet, kan det vere av interesse i
denne forbindelse & understreke organismelivets tosidige rolie: Det
tevende 1 vannet er slvel et produkt av vannkvalitet, som medvirkende
drsak til vannets kjemiske karakter. Vannets sensoriske egenskaper er
samtidig avgjorende for organismelivet som utfolder seg i vannet. I
terrestriske skosystemer har betydningen av f.eks. Tukt- og smaksstof-
fer lenge vaert under utforskning (Rosenthal and Bell 1879). De tilsva-

rende fenomener i akvatisk milje blir na tatt opp til bearbeiding
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(Skulberg 1988). Foruten Tlukt- og smaksstoffene som blir dannet ved
organismeaktivitet, vil hele rekken av 1iknende kjemiske forbindelser
- som direkte og indirekte gjennom forurensning medferer pavirkning av
vannkvalitet - bli inkludert i forskningsbestrebelsene (van Gemert
18771,

VANNETS SENSORISKE EGENSKAPER - FORURENSNING
I et tidsmessig vannkvalitetsbegrep vil egenskaper knyttet til mennes-
kenes direkte sansbare opplevelse av vannet - som angdr sanseinntryk-
kene - std sentralt. Bide ndr det gjelder bruken av vann til vannfor-
syning (drikkevann), og i forbindelse med vann i naturen (friluftsliv
etc.), vil kravene til f.eks. vannets renhet - slik det umiddelbart er
sanset og opplevd - vare en hovedsak. Disse sider har tidligere
tildels wvart inkludert i hva som ble betegnet vannets estetiske for-
hold. Imidlertid er begrepet estetisk feorst og fremst forbundet med
kunstteori og den tilherende gren av filosofien. Det er samtidig et
uttrykk som brukes flertydig, og med uklar avgrensning. N&r det
agjelder ressursforvaltning, og i forbindelse med vannforurensningspro-
blemer, er det behov for et begrep med sterkere naturvitenskapelig
forankring. Sensoriske egenskaper kan vare et praktisk uttrykk til a
avgrense helheten av forhold ved vannet som direkte registreres med
sansene {lat. sensus, sans).

Vannkvalitet er et objektivt begrep - helheten av de egenskaper som
vannet besitter. Hvordan disse egenskapene kan passe for den bruk vi
vil gajere av vannet, er relative - og tildels subjektive - i forhold
ti1 den hensikt vi har. Sensorisk vannkvalitet omfatter den del av
kvalitetsbegrepet som angdr egenskaper oppfattet gjennom sanseorganene
{f.eks. utseende, Tukt og smak, konsistens). Disse egenskapene av
fysisk, kjemisk eller biologisk natur vil prege vannet avhengig av
vekslende forhold og sammenheng.

1 forste omgang vil det vare tanke pd menneskenes bedgmmelse av vann-
kvalitet. Her kommer vannets lukt, smak, utseende og reaksjon pd hud-
kontakt dinn. Med okende krav til hygienisk tilfredsstillende vann
{nzringsmiddel}, og sterre behov for vann i rekreasjonssammenheng, vil
det oppstd nedvendighet for en bedre faglig ivaretakelse av disse
sider ved vannet. Den praktiske forvaltning av vannkvalitet ber til-
passes bestrebelsene med & fremme 1ivskvalitet for menneskene. Det er
ikke nok at vann kan brukes, eller vere ufarlig. Det skal vare rent,
virke tiltalende og stimulere til kontakt.



Men vannets sensoriske egenskaper har ogs& en annen biologisk dimen-
sjon innenfor ressursforvaltning. Det begynner & bli forstielse for
hvordan det kjemiske milje har betydning for spesielle sider av Tivs-
utfoldelse til organismene i vannet. Organismene har sine kjemiske
sanser, med vesentlige funksjoner for overlevelse og trivsel. Det
finner sted kjemisk kommunikasjon mellom organismer. Stoffer virker
tiltrekkende eller fraststende. Organismer orienterer seg etter Tukt-
inntrykk. Vannets sensoriske egenskaper vil derfor ogs3 omfatte
hvordan kJjemiske sanser hos organismelivet i vannet kan influeres av
forholdene. En forurensningsvirkning kan f.eks. gJjere seg gjeldende
ved at et stoffutslipp pdvirker det kjemiske miljs til en art, og
lager forstyrrelse eller sdeleggelse av sansningens funksjon til orga-
nismen. For & pdvise dette er det nedvendig & kjenne sanseapparatets
fysiologi. Spesielt viktig er kjennskapen til forbindelsen mellom
stimuli (kjemisk stoff) og reseptor (sanseorgan), samt organismens
reaksjon med adferd (etiologi).

Forskningsfeltet kjemisk wokologi vil f& stor betydning for vannres-
sursforvaltning. Det blir nedvendig & kunne karakterisere vannforekom-
_stenes miljs ut fra den nye erkjennelse. De enkelte vannsystemer vil
fremvise saregne forhold, og fenologiske forlep blir betydningsfulle

for hvordan bl.a. forurensningspdvirkning vil gjere seg gjeldende
(Skulberg 1988} .
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PROBLEMSTILLING

Masseutvikling av bl&grennalger er et karakteristisk fenomen 1 ne-
ringsrikt vann. Det viser seg at bldgrennalgene er sdvel drsak til som
resultat av eutrofiering. Gjennom sin evne til nitrogenbinding kan
bl&grennalgene i stor grad bidra til & gjere vann fruktbart, og
pivirke bl.a. hele eutrofieringsforigpet i vann (ferskvann, brakkvann
og saltvann).

MITROGENKRETSL@BPET

I vann finnes flere former for nitrogenforbindelser. Foruten lgst nit-
rogen (N_), er det uorganiske stoffer som ammonium (NH 7}, nitritt
(NOZ') og nitrat (NO_ ~). Av organiske nitrogenforbindelser er det en
rekke typer, bi3de i lest (DON) og partikulazr form (PON) (Wetzel 1982;
Stumm et al. 1981). I nitrogenets kretslep (Figur 23) inntar ammonium
en sentral plass. Det er et nedbrytningsprodukt bl.a. av proteiner og
aminosyrer.

- Ammonium blir gjennom mikrobiologiske prosesser {nitrifikasjon} oksy-
dert til nitritt og nitrat. Ammonium og nitrat er nitrogenkilder for
plantene, og blir tatt opp i organismene og assimilert. Under betin-
gelser med oksygenmangel (anoksisk milje) vil nitrat kunne omdannes
til fritt nitrogen (denitrifikasjon). Nitrat benyttes da av mikroorga-
nismer som oksygenkilde.

Ved hjelp av lys og kjemisk energi kan primarprodusentene (autotrofe
organismer) gjennom flere trinn bygge opp energirike organiske stoffer
av energifattige nitrogenforbindelser. Dyr - og andre heterotrofe or-
ganismer - nyttiggjer disse energirike stoffer til sin vekst og utvik-
1ing (livsprosessene) og skiller ut energifattige stoffer til om-
givelsene (mineralisasjon).

Bare noen prokaryoter er i stand til direkte d nyttiggjere molekylart
nitrogen i sitt stoffskifte. Disse organismene - enkelte arter bakte-
rier (ca. 60 stammer pavist) og bl&grennalger (ca. 125 stammer pdvist)
- er til dels frittlevende, til dels inngdr de i symbiose med andre
organismer. De kan overfere det reaksjonstrege molekyl®re nitrogen til
organiske forbindelser, og dermed danne utgangspunkt for videre biolo-
gisk aktivitet.
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I tabell 14 er det gitt en skjematisk oversikt med eksempler pd nitro-
genbindende organismer.

Tabell 14. Eksempler pd& noen nitrogenbindende organismer

1. Frittlevende organismer med nitrogenbinding
Archaebakterier Methanosarcina
Anaerobe bakterier Clostridium
Fakultativt anaerobe bakterier Klebsiella
Mikroaerobe bakterier Arthrobacter
Aerobe bakterier Azotobacter
Fotosyntetiske bakterier Chromatium
Blégrennalger Anabaena

. Bymbiotiske organismer med nitrogenbinding

Rhizobium — erteplanter Trifolium
Actinomyceter — trer élggi
Blﬁgrwnnalger - gymnospermer Cycas
Blggrannalger ~ angiospermer Gunnera
Blégrannalgex - bregner Azolla
Blﬁgrznnalger ~ moser Anthoceros
Bligrennalger - sopp (lav) Collema

Det er foretatt beregninger av nitrogenbindingsprosessens globale be-
tydning. Av dette fremgdr en &rlig biologisk nitrogenbinding som
tilsvarer 175 + 10° tonn nitrogen. Ti1 sammenlikning kan nevnes at in-
dustriproduserte nitrogenforbindelser (kjemisk bundet gjennom Haber-
Bosch-prosessen) utgjer 40 10° tonn nitrogen {Schlegel 1985). Nitro-
genbinding ved mikrobiologisk aktivitet er essensiell for hele biosfa-
rens nitrogenstatus. Det er imidlertid vanskelig & mdle bidraget av
nitrogenbinding i den &rlige nitrogenomsetning, spesielt fordi denit-
rifikasjon leper paralielt.
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NITROGENBINDING SOM FENOMEN

I naturen foregadr nitrogenbinding pd mange lokaliteter i Jjord, fersk-
vann og saltvann. Det var mikrobiologene S. Winogradsky (1856-1953} og
M.W. Beijerinck {1851-1931) som fgrst pdviste at atmosfarisk nitrogen
kunne bli nyttiggjort direkte av noen organismer til syntese av celie-
substans. Etterhvert ble det klarlagt at prosessen enten foregikk 1
organismer som levde fritt i miljeet, eller {1 organismer som levde
under spesielle symbioseforhold. Det er sa@rlig 1 den sistnevnte sam-
menheng at det gjer seg gjeldende stor effektivitet i nitrogenbinding
(Alexander 1984). Ikke-symbiotisk nitrogenbinding finner sted i orga-
nismer i plankton og benthos (Figur 24}. 1 akvatiske 1lokaliteter er
det 1 disse organismesamfunn den mest omfattende nitrogenbinding
foregadr {Granhall 1978).

Kjemisk best8r den biologiske nitrogenbinding i at element®rt nitrogen
blir redusert ti1 ammoniakk. Dette finner sted ved hjelp av en
katalytisk reaksjon gjennom enzymsystemet nitrogenase:

nitrogenase
N, + 6H* + Be™ 220 oNH,

Reaksjonen forutsetter et reduksjonsmiddel (ferredoxin eller flavodo-
xin}, magnesiumioner samt stor tilgang pd metabolisk energi (adenosin-
trifosfat - ATP}. For hvert molekyl nitrogen som reduseres, forbrukes
12-15 molekyler ATP. I Figur 25 er den skjematiske versjon av pro-
sessen som foregdr fremstilt.

Nitrogenbinding kan bare gjennomferes av organismer med evne til &
syntetisere nitrogenase. Dette enzym er meget felsomt for fritt
oksygen, og kan bare virke under anaerobe forhold. Blir enzymet utsatt
for Tuft vil det f.eks. sdelegges.

De prokaryote organismer med nitrogenbinding ble utviklet i jordens
anoksiske tidsperiode (Walker 1987). Etter hvert som bl.a. bldgrgnnal-
genes fotosyntese gjorde at oksygeninnholdet i atmosfaren skte til
dagens niva, ble nitrogenbindende organismer innskrenket ti1 & leve i
anaerobe miljser, eller det utviklet seg arter med spesielle struktu-
rer for & beskytte nitrogenase mot 1inaktivering. Hos bldgrgnnalgene
finnes f.eks. de karakteristiske heterocyster som gir fysiologiske
forutsetninger for nitrogenbinding under ordinzre voksestedsbetingel-
ser.
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Vanlige vegetative celler hos de aktuelle arter bligrennalger kan om-
dannes gradvis til heterocyster under forhold med nitrogen som begren-
sende faktor. Denne omdannelse er fulgt av en serie med forandringer
bdde strukturelt og biokjemisk (Fogg et al. 1973). Reservestoffer mo-
biliseres, cytoplasmamembraner reorganiseres, nye proteiner blir Dro-
dusert, det lages beskyttende strukturer rundt cellen, og en porekanal
med spesiell dpningsanordning til de tilgrensende celler blir dannet.

Fysiclogisk viser det seg at bl.a. forholdet mellom karbon og nitrogen
(C:N} 1 blagrennalger er styrende for utviklingen av heterocyster. Med
skende verdier for dette forhold ("nitrogensulting"), setter det inn
en raskere differensiering av vegetative celler til heterocyster.
Omkring halvparten av den vegetative cellens innhold av proteiner
brytes ned (protease-aktivitet) under omdannelsen til heterocyster.
Nye proteiner blir syntetisert, bl.a. enzymet nitrogenase {Fay 1983).
Heterocystene er resultat av en effektiv strukturell tilpasning med
beskyttelse av nitrogenase-systemet som muliggjer nitrogenbinding
under vekslende atmosfzriske forhold.

BESKYTTELSE MOT OKSYGEN

/—\

Nitrogenase

h Energi N=N
Respirasjon . ATP =~ P —
Fermentering f g
e~ —Fd, Fld—=
Fotosyntese Reduksjons-
J  ekvivalenter J Z NH;

Fd = ferredoxin
Fid = flavodoxin

Fig. 25. Skjematisk fremstilling av nitrogenbindingsprosessen ({etter
Schlegel 1985, forenklet)



Enkelte bldgrennalger som ikke har evnen til & danne heterocyster, har
opprettholdt muligheten for nitrogenase-aktivitet. Den forste pavis-
ning av nitrogenbinding hos en ikke-heterocystedannende art av bla-
grennalger ble gjort med Trichodesmium erythraeum (Goering et al.
1966). Denne marine blagrennalgen utvikler seg planktisk med ansamlin-
ger av trichomer til fnokker i overflatelaget. I disse fnokkene kan
oksygenkonsentrasjonen i cellenes narmiljs bli s& lav at gunstige
forhold for nitrogenase-aktivitet blir etablert. Det er etter hvert
blitt pévist flere bl&grennalger uten heterocystedannelse som har ni-
trogenbinding (Tabell 15).

Av  sterst betydning for nitrogenbinding i en global-skologisk sammen-
heng er organismegruppen lav (Lichenophyta). De viktigste slekter av
blagregnnalger som 1inngdr i lav (phycobionter) er bl.a. Calothrix,
Nostoc, Dichothrix, Stigonema og Scytonema. Sammen med bl&grennalgenes
evne til Karbondioksydbinding {fotosyntese), er det nettopp de aktuel-
le bldgrgnnalgenes nitrogenbinding som har en viktig fysiologisk funk-
sjon 1 Tlavens Tivsutfolidelse. Med tanke pd lavenes gkologiske nisje,
er det Tett & trekke forbindelsen til jordens primitive - opprinnelige
- vegetasjon.

Foruten blagrennalger, er det ogsd andre prokaryote organismer som har
evne til nitrogenbinding. Enkelte velkjente eksempler kan nevnes for
helhetens skyld. Klassen Actinomycetes omfatter gram-positive bakteri-
er med stor utbredelse i naturen (se omtale s. 70). Enkelte actinomy-
ceter lever i symbiose med hgyere planter og gjennomfgrer 1 spesielle
vevsdannelser {f.eks. rotknoller} nitrogenbinding. [ norsk flora
inngdr bl.a. erteplanter, reinrose, tindved, pors og or i symbioser av
denne type. (Tabell 14).

De to sistnevnte plantearter har stor betydning for nitrogenhushold-
ning i Tandets vdtmarksomrdder. Ogsd frittlevende bakterier - gram -
negative - omfatter organismer med nitrogenbinding. I jord og vann er
spesielt Azotobacter - gruppen (foruten slekten Azotobacter, o0gsd
Azomonas og Beijerinckia) grundig studert. De er effektive i sitt
stoffskifte, 1inntil 20 mg nitrogen blir bundet for hvert gram sukker
som blir omsatt {(Schlegel 1985).
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Tabell 15. Oversikt over viktige slekter av blégrennalger med nitro-
genbindende arter.

SLEKTER
ORDEN
Uten heterocyster Med heterocyster
CHROOCOCCALES Gloeobacter
Gloeocapsa
Gloeothece
Synechocystis Ordener uten
heterocyste-
CHAMAESIPHONALES Chroococcidiopsis dannelse
Dermocarpa
Dermocarpella
PLEUROCAPSALES Myxosarcina
Pleurocapsa
Xenococcus
HORMOGONALES Oscillatoria Anabaena
Phormidium Anabaenopsis
Plectonema Aphanizomenon
Pseudanabaena Calothrix
Trichodesmium Chlorogloeopsis
Cylindrospermum
Fischerells
Nodularia
Nostoc
Scytonema

OBSERVASJONER AV NITROGENBINDING

Metodisk grunniag

At en organisme nyttiggjer seg elementert nitrogen kan pdvises pd
flere mdter. Fra gammelt {(1883) har Kjeldahl-analyser vart benyttet i
gksperimentell sammenheng. Ved f.eks. & bestemme totalt innhold av
bundet nitrogen 1 organismer og medium - i begynnelse og avslutning -
av et kontrollert forsek, kan nitrogenbinding miles.

Med anvendelse av isotop-teknikk har det vart gjort et betydelig frem-
skritt for undersskelser av nitrogenbinding. Den vanlige metoden inne-
bzrer eksponering av proven med elementert nitrogen (**N) anriket med



en stabil nitrogenisotop (*°N). 1 den fysiologiske prosessen i or-
ganismene kan det 1ikke skilles mellom disse isotopene. Ved hjelp av
massespektrometer etter forsskets slutt kan mengden av henholdsvis
masse 28 ("*N '*N) og masse 29 ('*N 'SN) bestemmes. Denne metoden er
meget folsom, samtidig som det ikke er nsdvendig pd forhénd & kjenne
innholdet av nitrogen i utgangsmaterialet (Stewart 1966).

Det er 1likevel acetylen-reduksjonstesten (Dilworth 1966; Reporter
1985) som har sterst praktisk anvendelse innenfor hydrobiologi. Denne
fremgangsmdten baserer seg pd aktiviteten til nitrogenase-enzymkom-
piekset som er ansvarlig for biologisk nitrogenbinding. Enzymet nitro-
genase reduserer acetylen spesifikt til etylen. Etylen kan bestemmes
ved konvensjonell massespektrometri, eller mer hensiktsmessig ved bruk
av gass-vaskekromatografi {Postgate 1972). Denne fremgangsmdten benyt-
tes ogsd ved NIVA.

Felt- og laboratorieunderssgkeliser

De forste kvalitative undersgkelser av nitrogenfiksering i innsjoer i
Akershus ble foretatt med prever fra Bjerkelangen, Holstadvatnet,
~ Brungen og Langen i 1984. Prgvene ble innsamlet 20. september og umid-
deibart brakt til laboratoriet.

Flasker {60 m1) ble fylt med 50 m1 vannpreve, og gassfasen ble tilsatt
0.5 ml acetylen. Deretter ble flaskene lagt pd et vippebord og belyst
ovenfra. Etter ca. 1 time ble 100 pl av gassfasen tatt ut og injisert
i en gasskromatograf. Forssket ble utfert ved romtemperatur.

Bare preven fra Langen ga et klart resultat med positiv pdvisning av
dannelse av etylen, altsd nitrogenase-aktivitet i det biologiske mate-
rialet. En mikroskopisk undersgkelse viste at det var stor forekomst
av en heterocystebarende blagrennalge i preven {Anabaena solitaria f.
smithii Kom.).

Atte innsjger i Akershus ble i 1986 valgt ut til preovetaking for even-
tuell pavisning av nitrogenbinding i plankton. Vannprever og hivtrekk-
materiale {planktonhdv, 25 um) ble innsamlet 27. august og transpor-
tert til Taboratoriet. Provene ble oppbevart i merke ved 5 °c i 12
timer for forssk med nitrogenbinding ble utfert.

Den detaljerte fremgangsmidte er beskrevet (NIVA 1988). Acetylen ble
tilsatt prevene. Miljsbetingelsene var 20° ¢ og homogen belysning, 0¢
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inkubasjonstid 3 timer ble benyttet. Kjemisk bestemmelse av acetylen
og etylen ble gjort med gasskromatograf {(PYE UNICAM 104).

I Tabell 16 er de vannkjemiske forhold i provene gjengitt. Resultatene
av pdvisning av nitrogenbinding er sammenstilt i Tabell 17. Alle de
undersekte innsjeene har eutrof karakter, og frodig utvikling av b1&-
grennalger er et regelmessig fenomen. P& observasjonsdagen ble det
pdvist aktiv nitrogenbinding i vannpreovene fra Holstadvatnet og
Langen. Tilsvarende viste hdvtrekkmateriale fra disse to innsjeene,
samt Nerevatnet, Gjersjeen og frungen, positiv nitrogenaseaktivitet. I
provene fra tre av innsjsene - Setertjernet, Steinsrudtjernet og Midt-
sjpvatnet - ble det ikke pdvist nitrogenbinding eller nitrogenaseakti-
vitet.

P& dette grunnlag ble innsjsen Langen valgt ut til nermere undersgkel-
se. Blagrennalgen Anabaena solitaria f. smithii var den dominerende
art 1 vannmassenes plankton. Den hadde trichomer med rikelig dannelse
av heterocyster,

Tabell 16. Hydrokjemiske forhold 1 innsjeene.
Prever innsamlet 27.08.1986.
Lokalitet Tot~N_, NG -1 Tot~Pm1 o -PR -1 TURB
bg N1 gy Re1 Uy Pl pg p-t FTU
Holstadvatnet 2948 i 310 23,5 32,0
Giersisen 234 410 20 0,5 i,4
Nerevatnet 513 38 3¢ 0,3 3,1
Langen &06 i 24 1,0 3,8
Rrungen 2124 760 55 0,5 12,0
Bmtertjernet 348 i 12 0,5 0,8
Steinsrudtjernst 366 2 7 0.5 a.6
Midts jevatnet 501 2 28 1,0 2,1
Tabell 17. Pivisning av nitrogenbinding. Prever innsamlet 27.08.1996.
....1 -
Etylenproduksj. Pmol.-1 - time
Lokalitet Fremtredends blggrznnalge
Vannpreave Hivirekk
Holstadvatnet 0,007 0,025 Oscillatoria agardhii
Gjers jeen G 0,067 Oscillatoria agardhii var.isothrix
Nersvainet a 0,055 Anabaena solitaria f. smithii
Langen G.01 0,624 Anabaena solitaria f. smithii
Rrungen G 0,048 Oscillatoria agardhii
Satertiernet 0 O {Chroococcus limneticus)
Steinsrudtjernet a a {Chroococcus limnetieus)*
Midts jevatnet 0 G {Chroococeus limneticus)
Blﬁgzannaiger bere i underordnet forekomst i plankionet.




Innsjsen Langen (nedberfelt 84 km®, overflateareal 1,6 km®, storste
malte dyp 18 m) ligger i Hobelelv - Vansjo-vassdraget. Lokaliteten for
provetaking ved feltundersekelsen er vist pd kartskissen (Figur 26).

Figur 26. Innsjogen Langen {Akershus) med nedberfelt.
Observasjonsstedets beliggenhet: Bredde 59%°46'22",
Tengde 10°55'25" .

Observasjonene ble foretatt 5. september 1986. De hydrografiske
forhold i innsjgen er fremstilt grafisk i Figur 27. Temperaturkurven
viser at sprangsjiktet (metalimnion) 18 i omrddet 5.5 - 7,1 m dyp. Ved
overflaten var temperaturen 14,3 °C, i 7 m dyp 7.1 °Cog i 15 m dyp
(dypeste punkt) 4 °c. Det var et raskt avtakende oksygeninnhold i
vannmassene gjennom metalimnion. I vannsjiktet fra 7-8 m dyp og ned
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til bunnen {epilimnion) var vannmassene fri for oksygen. Mdlingene av
1ys {kvantefluks, mikroeinstein m °s™ ') viste at under 2,5 m dyp var
lysverdiene mindre enn 1 % av overflatelyset. Under dette nivd har det
ikke vaert noen fotosynteseaktivitet av betydning (Nicholls 1984).

Det ble innsamiet vannprever fra femten dyp som ble benyttet til kje-
miske analyser. Resultatene er sammenstilt i Tabell 18.

Tabell 18. Langen, Akershus - 05.09.1986. Observasjoner av hydrogra-
fiske forhold og nitrogenbinding.

Dyvp Tgmp. Oksygeg_x1 Surhets— KON?_B1 FARGE -1 TURB Tc:t«i}__1 O-P0 -1 Tc:t—-N”1 NO3 .
m C mg O°1 grad mS'g , mg Pt-l FIU g Pl Mg P'% g N-1 Mg N71
pH 25 ©
o - - 7.0 43,7 33,7 6.6 31,5 2,5 693 4
0,2 14,3 10,7 7,1 44,5 31,86 7,2 20,5 2,5 630 4
0.5 14,1 10,7 7.0 44,7 31,0 7.2 20,0 2.5 636 4
1,5 14,0 10,7 7,0 44,3 32.0 7.1 21,0 2.0 668 4
2,5 14,0 10,4 7.0 44,3 32,4 7,4 21,3 2,0 681 2
3,5 13,3 7.2 7.0 46,0 32,4 6,2 18,0 2,3 612 19
4.5 - 6,0 6,9 49,6 34,7 3,4 17,5 3,0 589 a7
5,5 11.8 1.6 6,8 5%1.6 38,6 2,1 17,5 4,0 618 159
5,0 10,4 4] 6,7 48.6 43,5 2,2 21,5 6,0 605 167
7.0 7,8 0 6,6 42,7 53,2 3,1 22,5 7,0 506 158
8,0 7.1 ¢ 6,6 42,1 60,1 3.7 20,0 7,0 306 123
12,0 6,8 0 6.5 42,9 65,3 3,8 20.5 7.3 494 177
12,0 - o 6.6 47,8 82,3 4,2 22,0 3.5 583 -
i4,0 4,8 0 6,8 54,3 115 4,8 28,0 6,5 1067 11
15,0 4,8 o 6,7 54,8 94,4 4,6 29,3 6,3 1133 g
Dyp Klorid_1 Sulfat -1 N-binding _
m my C1°1 mo 80411 imol §2H4 E
timeé
0 3,8 2,9 0,039
0,2 3,9 9,7 0,018
8,5 3,9 8,4 5,025
1,5 3,9 8,7 0,028
2.5 3.9 9.5 0,039
3.5 4,0 9,1 0,014
4.5 4,1 9,7 0,014
5,5 4,2 5,8 o
&,0 4,0 8,3 -
7.0 3,6 7,6 -
8.0 3.5 7.4 -
10,0 3.7 8,0 -
12,0 4,0 7,2 -
14,0 4,2 5,6 -
15,0 4,2 5,8 -




VYannmassene viste kjemiske egenskaper som karakteristiske for eutrofe
innsjeer pdvirket av humus. De observerte forhold knyttet til fosfor-,
nitrogen- og svovelforbindelser gir klare holdepunkter for at en bety-
delig mikrobiologisk aktivitet fant sted.

Det ble foretatt mdlinger av nitrogenbinding i Langen i femten preo-
vedyp. Presvene ble inkubert i respektive dyp i 3 timer (k1. 10-13}.
Ved provetidens slutt tilsettes 8 N H2504, 0og pH innstilles pd 1 for &
stoppe nitrogenase-aktiviteten. Det kjemiske analysearbeid utferes i
laboratoriet. Resultatene er samlet i Tabell 18, og de er grafisk
fremstilt 1 Figur 28. Nitrogenbinding ble pdvist i overflatelaget
{epilimnion). Kurven for nitrogenbinding viser et typisk maksimum i
2,5 m dyp (verdi 0,039 umol etylen-1"" time™'). Fra 5,5 m dyp og i
vannmassene under dette dyp ble det ikke konstatert nitrogenbinding.
Resultatene kan sammenholdes med vannmassenes kjemiske tilstand. For-
holdet total N : total P var sterre enn 20 i alle dyp (22,0 - 38,4).
Dette skulle ikke indikere noen direkte nitrogenbegrensning for plank-
tonalgene {Claesson 1978). Det er likevel typisk at spesielt lave kon-
sentrasjoner av nitrat (i omradet 2-4 ug N03-N-1'1) ble mdlt i epilim-
nion. Forholdet NOB" : POé"" viser seg & vare en god beskrivende para-
meter. Det laveste forholdstall ble nettopp funnet for prevedyp 2,5 m
hvor nitrogenbindingen var av sterst intensitet (Tabell 19). Tempera-
tur og lysforhold tatt i betraktning (Figur 27), tilsier resultatene
at det ikke var optimale forutsetninger for nitrogenbinding (Brown and
Johnson 1977) i Langen p& observasjonsdagen.

Tabell 19. Forholdet mellom nitrogen- og fosforforbindelser i Langens
vannmasser. Pregvetaking 05.09.1986.

Dyp t] 0,21 0,5} 1,5 2,5| 3,5 4,5| 5,5| 6,0 7,0} 8,010,0112,0}14,0 15,0
m

a 22,0 30,7 32,8 31,8 131,7 34,0(34,2135,2128,1122,5125,3124,1{27,0]38,1{38,4

b 1,6 1.6 1,6 2,0} 1,0] 7,6{32,3(39,8|27,8{22,7{27,61{23,6| 3,1 1,7} 1,4

a Forholdet mellom TotN og TotP
b Forholdet mellom NO:;' og PO;*
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Figur 27. Hydrografiske forhold i Langen.
Siktedyp med Secchi-skive, temperatur, oksygenmetning og
lysforhold. Prevetaking 05.09.1886.
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Figur 28. Feltobservasjoner av nitrogenbinding i Langen.

M&1inger utfert 05.09.1986.



Et regneeksempel pé arlig nitrogenbinding

Det er selvsagt nedvendig med mange observasjoner for & beskrive va-
riasjoner i tid, dyp og sted av den biologiske prosessen med nitrogen-
binding. Likevel kan det vare av interesse 3 gjere en betraktning av
omfanget til prosessen ut fra de foreliggende observasjoner og noen
hypotetiske forutsetninger.

Vi velger fslgende utgangspunkt:

- Nitrogenbinding foreglr 14 timer i 150 dggn.
- Ved binding av 1 mol N reduseres 3 mol acetylen.
- Observasjonsstedets forhold er representativ for hele innsjeen.

Med disse forutsetninger - o0g nedvendige forbehold - vil den rlige
nitrogenbinding 1 Langen tilsvare 1.4 ¢ N-m™ 2. Langens overflate er
1,6 km® . Innsjgens nitrogenbinding i de frie vannmasser vil da vare
2,24 - 10% g-8""' (ca. 2,24 tonn N pr. &r).

Dette wvil eventuelt tilsi verdier av samme sterrelsesorden for nitro-
genbinding som m&lt i flere tempererte innsjoer med boreal beliggen-
het {Granhall 1978). Ogsd i Oslofjorden er det registrert nitrogenbin-
ding i tilsvarende intensitet (Warmling 1873).

Biologisk binding av nitrogen har imidlertid ikke bare betydning som
en kilde for nitrogentilfersel til organismelivet 1 vann. Samtidig
dannes utgangspunkt for - eller katalyseres - viktige gkologiske
forlep knyttet til lokaliteten (Granhall 1981).

BLAGRANNALGENES NITROGENBINDING 0G PRAKTISK VANNRESSURSFORVALTNING

Nitrogenbinding er en biologisk prosess av vesentlig betydning for
stoffskiftet i ferskvann, brakkvann og saltvann. [ sammenheng med
vannressursforvaltning vil det ogsd vare nedvendig & kjenne til nitro-
genbindingen i vatmarksomrider og terrestriske systemer med avrenning
til aktuelle vannforekomster. Blagrennalgenes rolle er sarlig stor i
forbindelse med nitrogenbinding i benthos og plankton. Det samme
gjelder for bldgrsnnalgevegetasjon i jord.

1 ferskvann har det lenge vart kjent at bldgrsnnalgene betyr mye for
nitrogenstoffskiftet (Hutchinson 1975). Det er en rekke med underse-

kelser som er utfert for 8 mdle omfanget av nitrogenbinding. Resulta-
tene viser store variasjoner med hensyn til intensitet og wokologisk
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betydning av prosessen. I oligotrofe vannforekomster inneberer gjerne
nitrogenbinding en vesentlig tilfersel av nitrogen til organismelivet.
Med gkende eutrofiering tiltar betydningen av bldgrgnnalgenes nitro-
genbinding. Prosessens overordnede viktighet i naturen er gjerne rela-
tivt okende mot polare omrdder og med hegyden over havet {Kostyaev
1986). Det er vanskelig & angi omfanget {kvantitet) av bidraget med
nitrogen til ulike ferskvannsystemer. For innsjeser i nordlige geogra-
fiske omrader kan nitrogenbinding utgjere 10-80 % av lokalitetens ni-
trogentilferse]l {(Kostyaev 1986). I Norge er imidlertid disse forhold
ennd ikke studert.

I brakkvann er det flere arter av de heterocystebzrende siektene Nodu-
Taria, Anabaena og Aphanizomenon som er velkjente nitrogenbindere. For
@stersjsens vedkommende er det f.eks. gjort tildels omfattende under-
sgkelser av prosessens betvdning i eutrofieringsammenheng. Det er spe-
sielt 1 de mer naringsrike sjsomrdder at nitrogenbinding foregdr i
stor utstrekning (f.eks. Finskebukta, Baltiske kystomrdder). Her
utgjer nitrogenbinding 300-1000 kg - km 2 - 3 mineder™'. Det innebarer
da at nitrogenbinding tilferer @stersjeen 1ike mye nitrogen som bidra-
get Jjennom tillepselver og fra tilgrensende landomrdder (Melvasalo
and Niemi 1985).

I havet og andre marine omrader kan ogsd nitrogenbinding vare betyd-
ningsfull. Nyere undersskelser (E1 Hag 1986) tyder pd at blagrennalge-
ne utgjer en stgrre andel av organismelivet i havet enn hittil regnet
med (kfr. pikoplankton}. I tropiske og subtropiske omrdder er arter av
slekten Trichodesmium viktige i plankton (Humm and Wicks 1980). En be-
tydelig aktivitet med nitrogenbinding finner sted i dette planktonsam-
funnet. 1 tempererte og polare sjgomrdder er bldgrennalger vanlige i
Tittorale og supralittorale begroinger. Arter med nitrogenbinding om-
fatter bl.a. slektene Anabaena, Calothrix, Nostoc og Scytonema. Spe-
sielt er slekten Calothrix viktig som dominerende epilittisk alge i
tidevannssoner over store geografiske omrdder. P& samme mdte som i
ferskvann er det betydelige variasjoner i intensitet og omfang av nit-
rogenbindingsprosessen. Arstidsvekslinger gjer seg ogsd betydelig
gjeldende. Optimumstemperaturen for prosessen er omlag 20 GC, men nit-
rogenbinding kan gJjennomferes helt ned ti1 O °C. Heller ikke for
marine blégrennalger er nitrogenbindingsprosessen nevneverdig studert
i Norge {(Widrmling 1973).

Av de wvesentlige stoffkretsiep 1 biosfaren er nitrogenkretslispet
kanskje det mest interessante, det mest sammensatte og minst forstdt-
te. Nitrogenkretsispet er hovedsakelig et biokjemisk fenomen som bl.a.



er neye knyttet til akvatisk organisk produksjon. Den store oppmerk-
somhet som kulturbetinget eutrofiering har f&tt, medferer nd fornyet
behov for forskningsaktivitet om nitrogenkretslgpet. Bléagrennalgenes
rolle er sentral i denne sammenheng.

Sammenfattende kan det understrekes at sdvel prosessen nitrogenbinding
som dens betydning for vannforekomstene praktisk talt ennd ikke er
undersgkt her i landet.
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