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FORORD

Norges Teknisk Naturvitenskapelige Forskningsrdd ved U;valg for
Miljagifter bevilget i 1986-1987 midler til et forprosjekt om biolog-
iske sensorer for overvdking av vannkvalitet. I prosjektet er det
utfprt litteraturstudier og opprettet kontakter med sentrale miljger 1
feltet. Det er sdledes gjennomfert to studiereiser - en til England
og en til Tyskland ~ i lepet av prosjektperioden. I denne rapporten
vil det bli gitt en oversikt over metoder som er i bruk og en vurder-

ing av deres anvendelighet under norske forhold.
I tillegg til utredningen om automatiske biotestanlegg er det utfgrt

praktiske forspk med noen aktuelle testprinsipper. Hesultatene av

disse forsgkene vil bli rapportert separat.

Oslo, Jjuni 1988

Magne Grande
prosjektleder
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1. KONKLUSJONER

Ft stort antall biologiske sensorer, eller biomonitorer for deteksjon
av toksiske forbindelser i vann er blitt utviklet. De fleste befinner
seg imidlertid fortsatt pd eksperimentstadiet og bare noen fé& systemer
er forelepig i rutinemessig bruk for overvdking av vannkvalitet.

1 de fleste biomonitorer som er i rutinemessig bruk benyttes fisk som
testorganisme. Flere prinsipper for registrering av respons blir be-
nyttet.

Fordeler med fisk-biomonitorer er at fisk er relativt folsomme orga-
nismer for et bredt spektrum av giftstoffer, og at fiskens respons pd
ulike giftstoffer er godt kjent. De sterste ulempene er at fisk-bio-
monitorer er store og krever mye vedlikehold. De mest folsomme anleg-
gene, hvor fiskens pustefrekvens registreres, er ogsd svart kompli-
serte og kostbare.

Biosensorer med mikroorganismer synes fortsatt & vaere lite brukt for
rutinemessig overvdking, men flere mulige teknikker for deteksjon av
toksiske forbindelser i wvann er utviklet. Den sterste usikkerheten
knytter seg til sensorenes felsomhet. Noen sensorer har lav felsomhet
og andre er selektivt folsomme for enkelte stoffgrupper. Flere test-
prinsipper og -organismer ber preves ut for & finne egnede systemer
for ulike overvdkingsformdl. ‘

Den viktigste fordelen med biomonitorer med mikroorganismer er at de
kan ha et behendig format og kreve forholdsvis 1ite vedlikehold. Noen
typer av sensorer vil kunne produseres relativt rimelig.

Behov og muligheter i Norge

Automatiske biotestanlegg for deteksjon av giftstoffer i vann kan
tenkes brukt i ulike sammenhenger hvor det er behov for kontinuerlig
overvdking og automatisk varsling ved forurensningsepiscder. Dette
gjelder f. eks. ved:

*  Drikkevannsanlegg

* Industriutslipp

* Forurensede resipienter
*  Akvakulturanlegg

1 drikkevannsanlegg kan det vare behov for automatisk, kontinuerlig
overvadking av révannet for 3 detektere giftstoffer fra industriutslipp



eller sabotasjeaksjoner. I Norge er de fleste drikkevannskilder av en
s1ik karakter at akutte forurensningsepisoder som skyldes industriut-
slipp 1ikke er aktuellt, men noen steder kan dette vare et problem.
Sikringen mot sabotasje er som regel mangelfull, kanskje fordi dette
ikke blir betraktet som et aktuellt problem i Norge. I andre land har
man vert nedt til & legge storre vekt pd sikring av vannkilder, og det
er grunn til & regne med at dette md f8 sterre oppmerksomhet ogséd i
Norge.

Mange industrier har utslipp av svart varierende karakter fra ulike
delprosesser i produksjonen. Toksiske forbindelser kan vare knyttet
til enkelte delavliep eller sporadiske utslipp fra satsvis produksjon.
Ikke sjelden skjer giftutslipp dessuten ved uhell. Overvdking av slike
utslipp ved stikkprever vil vare utilfredsstillende. Kontinuerlig
provetaking med analyse av blandprever gir heller ikke tilstrekkelig
informasjon om spesielle forurensningsepisoder. Kontinuerlig registre-
ring av avigpets biologiske effekt vil vare den sikreste metoden for &
oppdage toksiske punktutslipp. Biomonitorer brukt i denne sammenhengen
vil kunne utlgse automatisk preovetaking for senere didentifisering av
giftstoff, men ogsd varsle om utslippet slik at tiltak kan jverksettes
for 3 beskytte resipienten.

I resipienter som mottar industriutslipp fra flere bedrifter kan det
vaere aktuellt & bruke en biomonitor for overvdking av vannkvalitet i
selve resipienten i steden for 1 hvert enkelt utslipp. Som ved
overvaking av industriutslipp, kan teknikken fere til at utslipp opp-
dages umiddelbart og at kilden kan identifieres.

De fleste oppdrettsanliegg er TJokalisert til omr&der hvor faren for
akutt forgiftning ved industriutslipp er ubetydelig, men allikevel kan
det skje dedelighet pd fisk som skyldes forgiftning. Brsaken kan vare
utvikling av ammonium fra bunnsedimenter, lave oksygenkonsentrasjoner
eller oppblomstring av giftige alger. Store skonomiske verdier stdr pd
spill og behovet for automatisk varsling av forgiftningsepisoder er
stort. Automatiske biomonitorer, fortrinnsvis med fisk, ber her kunne
vere en lesning.

De mulige anvendelsesomrddene for biomonitorer i Norge som er skissert
ovenfor taler for at teknikken blir tatt i bruk og utviklet for til-
passing til de aktuelle problemomr&dene. I forste omgang ber noen av
de tilgjengelige ferdigutviklede systemene anskaffes og preves ut for
norske forhold. Utprevingen vil omfatte testing i laboratoriet for &
kartlegge responsen pd ulike forurensningstyper med aktuelle norske
organismer. Det ber dessuten installeres anlegg for overvdking av f.



eks. industriutslipp eller resipienter for & fa erfaring av anleggene
i rutinemessig bruk.

Det er behov for utvikling av nye sensorer og tilpassing av sensorer
for bestemte formdl. Sarlig for biosensorer med mikroorganismer - synes
det & vare et stort potensiale. Norske forskningsmiljeer har gode for-
utsetninger for & bidra pd dette feltet.

Biologiske sensorer vil som regel bli brukt sammen med andre, fysisk/
kjemiske, sensorer i automatiske kontinuerlige overvdkingsanlegg,
eventuellt med fjernoverfering av data. Det er grunn til & regne med
et pkende marked for komplette system for slik overvaking i Norge og
internasjonalt. Det ber stimuleres til samarbeid mellom forsknings-
miljoer og industri for utvikling av produkter for dette marked.



2. INNLEDNING

Automatisk overviking av vannkvalitet er et felt i rask utvikling.
Dette skyldes dels den generelle teknologiske utviklingen som har
frembragt utstyr for effektiv innsamling, lagring og overfering av
miledata, men ogsd et skende behov for rask informasjon om endringer i
vannkvalitet som f@lge av forurensning. Den viktigste begrensningen
for automatisert vannkvalitetsovervdking er tilgangen pd sensorer for
viktige vannkvalitetsparametre. Fortsatt kan bare et fatall kjemiske
parametre miles med sensorer som egner seg for automatisk, kontinuer-
1ig registrering. Selv om denne situasjonen forhdpentlig vil bedres,
er det klart at man ikke kan regne med & kunne mdle alle aktuelle for-
urensningsparametre med kjemiske sensorer. Endringer i vannkvalitet
gir imidlertid i mange tilfelle biologiske responser hos vannlevende
organismer. Ulike slike responser kan utnyttes for automatisk overvak-
ing av vannkvalitet.

Automatiske biotestanlegg er sarlig aktuelle for pdvisning av gift-
stoffer + vann. Biotestanleggene er til forskjell fra kjemiske sen-
sorer uspesifikke wved at det er den toksiske effekten pd den biolog-
iske komponenten 1 anlegget som registreres. En "sensor" kan derfor gi
respons pa et vidt spektrum av giftige forbindelser i vann.

Den viktigste funksjonen til automatiske biotestanlegg er at de kan
varsle om forurensningssituasjoner slik at tiltak kan settes 1 verk
for & redusere skadevirkningene. Anleggene kan ps den miten brukes til
% beskytte f. eks. drikkevannsanlegg, biologiske renseaniegg, resipi-
enter for industriaviepsvann eller akvakulturanlegg.

Rapporten gir en oversikt over de mdleprinsipper som er mest aktuelle
for automatiske biotestanlegg og beskriver noen av de anlegg som er
utviklet.



3. MIKROORGAMISMER
3.1 Beskrivelse av testprinsipper og anliegg

Bide autotrofe (alger og bligrennalger) og heterotrofe (bakterier og
sopp) mikroorganismer har mange egenskaper som gjer dem interessante
som testorganismer i automatisk kontinueriig vannkvalitetsovervaking.
Flere testanlegg basert pd bruk av mikroorganismer er allerede utvi-
klet og en rekke prinsipper er testet med henblikk pd anvendelse i

slike anlegg.

Heterotrofe mikroorganismer bryter ned organisk stoff og spiller
dermed en viktig rolle i biologiske renseanlegg for avigpsvann. Toks~
iske komponenter 1 industriutslipp kan hemme mikroorganismenes akti-
vitet og redusere renseeffekten. For 2 pdvise og varsle om toksiske
utslipp fra dindustri er det utviklet automatiske varslingsaniegg som
bygger pi samme prinsipp som de biologiske renseanleggene. Toxiguard
{Solyom, Boman og Bjorndal 1976}, BASF Toximeter {Pagga og Glnthner
1981} og Microbial Toxicity Monitor, MIM (Shieh og Yee 1985) er ekse-
mpler pa slike anlegg.

Den senere tids utvikling av biosensorteknikk sarlig innen medisinsk
forskning har @&pnet nye interessante muligheter ogsd  innen
miljgoverviking. Biosensorer bestdr av en biologisk katalysator som f.
eks. et ensym, organeller eller hele celler i kontakt med en elek-
trode. Ved 2 utnytte forskjellige biokjemiske rea?sjaner i den biolog-
iske komponenten gis muligheter for spesifikk analyse av ulike spesi-
fikke stoffer.

1 Japan arbeider man med biosensorer for midling av enkelte vannkvali-
tetsparametre som biokjemisk oksygenforbruk, ammonium, nitrit, sylfit
og metan (Hattori 1984, Karube og Tamiya 1987). Sensorene bygger pé
bruk av hele mikrobiologiske celler immobilisert pd oksygenelektroder.
Denne typen sensorer kan 0gsd brukes for 8 pévise giftstoffer. Det man
da miler er giftstoffenes effekt pd den biologiske komponenten i bio-
sensoren. Teknikken er brukt bl. a. av Dorward og Barisas {1984} som
har utviklet en bakterieelektrode og Rawson et al.{1987) som benytter
alger i en elektrode hvor fotosyntesen er den biokjemiske prosess som
males.

Biosensorer basert pd ensymer eller hele celler &pner muligheter for
raskere respons og enklere vedlikehold enn anlegg med fisk, som fore-
1gpig er mest benyttet for overvdking av toksiske forbindelser i vann
(Evans et al. 1986). Ensymsensorer kan ventes & vare mer spesifikke 1
sin respons pi toksiske stoffer enn sensorer med hele celler. Det kan



derfor vere nedvendig & bruke et spektrum av ensymtester (Obst et al.
1988). En ulempe med ensymsensorer er at det er vanskelig & immobili-
sere ensymer (Evans et al. 1986). P3 den annen side er levetiden for
ensymsensorer ofte lengre (minst 3-4 uker) i forhold til sensorer med
hele celler (5-30 dager) (Neujahr 1984).

Nedenfor er noen av de anlegg og prinsipper som kan benyttes i automa-
tiske biotestanlegg med mikroorganismer beskrevet.

3.1.1 Toxiquard

Toxiguard virker som et biofilter, hvor mikroorganismene er etablert
pd et fast substrat i form av lameller som gir stor overflate (Solyom
et al. 1976). Filterets design gjer at den biologiske filmen far kon-
stant tykkelse. Vannstrommen gjennom biofilteret tilsettes et synte-
tisk kloakkvann. Det organiske substratet blir brutt ned av mikro-
organismene. Oppholdstiden i biofilteret er 8-12 minutter Mikro-
organismenas aktivitet registreres ved mdling av oksygenkonsentra-
sjonen i utlegpet. Hvis avlspsvannet 1innholder toksiske forbindelser
minker oksygenforbruket og en alarm kan utleses. Forsek med uiike
giftstoffer har vist at responstiden er i sterrelsesorden 10 min - 1
time avhengig av giftstoffkonsentrasjon. Den tid det tar for & gjen-
opprette normalt oksygenforbruk i biofilteret etter en forgiftnings-
episode varierer med type av giftstoff og giftstoffkjonsentrasjon fra
50 min - 10 timer.

Toxiguard brukes av noen industrier i Sverige for kontinuerlig over-

vdking av avlgpsvannet (Hellstrdm og Rennerfelt 1979). Ved kjemisk
industri har man hatt noen alarmer p.g.a. hsye cyanidkonsntrasjoner.

3.1.2 BASF Toximeter

I BASF Toximeter benyttes aktivt slam-prinsippet {Pagga og Giinthner
1981). Et biologisk slam, rikt pd8 mikroorganismer blandes med avleps-
vannet i en reaktor med luftgjennombobbling. Luftingen avbrytes i int-
ervaller og nedgangen i oksygenkonsentrasjon registreres. Fra reak-
toren gar vannet videre til sedimenteringstanker hvor slammet skilles
fra. En del av slammet pumpes tilbake til reaktoren. Et turbidometer
serger for at slamkonsentrasjonen i reaktoren holdes konstant. Pa
samme mdte som for Toxiguard utlgses en alarm ndr oksygenforbruket
b1ir lavere enn normalt. En skisse over anlegget er vist i figur 1.
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Figur 1. Skjematisk fremstilling av BASF Toximeter. {Fra Pagga og
Gunthner 1981}.

I BASFs fabrikker i Ludwigshafen er toximeteret instaliert melliom fab-
rikken og det biologiske renseanlegget. Hvis en alarm utlsses kan av-
lepsvannet ledes til1 oppholdsbassenger for 4 beskytte renseanlegget.
Toximeteret har forholdsvis lang oppholdstid (16 timer), som gir en
forsinket alarm ved fprgiftningsepisoder. Resultatene av utpreving av
anlegget viste f. eks. klar respons p& 10 mg KCN/1 (se fig. 2). Respi-
rasjonsraten ble sterkt redusert ved en temperatursenking pa 10 OC,
mens tilsetning av nedbrytbart organisk materiale ga en sket respira-
sjon. Disse observasjonene viser behovet for kontroll av temperatur og
substratkonsentrasjon i denne typen biotestanlegg.
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Figur 2. Effekten av en sjokkbelastning av 10 mg/1 kaliumcyanid pa
respirasjon og TOC i utlepet fra BASF Toximeter. {Fra Pagga
og Gunthner 1981}. ‘

3.1.3 Microbial Toxicity Monitor MM

Microbial Toxicity Monitor (MTM) virker etter biofilterprinsippet
{Shieh og Yee, 1985?. Vannet som passerer filteret tilsettes dextrose
som n@ring for mikroorganismene. Det blir ogsd luftet for & gi oksy-
genmetning i innlepet. Nedbrytningsaktiviteten blir registrert ved
mdling av oksygenkonsentrasjonen i utlepet. Ved forsek med anlegget
ved romtemperatur i laboratorium ble det brukt en oppholdstid pa ca.
10 min. Forsek med ulike toksiske forbindelser viste maksimal respons
etter ca. 1/2 time. Etter korte episoder med toksisk vann ble normal
nedbrytningsaktivitet gjenopprettet etter 0.5-24 timer. Syrer og baser
ga de lengste regenereringstidene. Anleggets felsomhet for cyanid og
tungmetaller ble sammenlignet med ulike biotester og vannkvalitets-
kriteria for drikevann. Sammenligningen viste at rangeringen av fel-
somhet mellom de ulike testsystemene (organismene} var avhengig av
type giftstoff. MTM var f. eks. mer folsom enn Microtox (bakterietest)
overfor krom og cyanid, men mindre felsom overfor kvikkselv og bly.
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Vannkvalitestkriteriene for drikkevann er betydelig lavere enn MTMs
fglsomhetsgrense for alle disse giftstoffene.

3.1.4 Gross Pollution Detector (GPD)

Et 1lignende prinsipp som er beskrevet ovenfor er brukt av Holland og
Green (1975) ved utviklingen av "Gross, Pollution Detector” (GPD). I
steden for oksygenforbruk er det imidlertid nitrifisering som males i
anlegget. GPD er bygget opp som et biofilter med mikroorganismene eta-
blert pd granitt-singel i en kolonne. Vannet som testes tilsettes am-
moniumklorid. Ammonium blir oksydert til nitrat av nitrifiserende bak-
terier i biofilteret. Konsentrasjonen av ammonium i utlepet mdles kon-
tinuerlig med en ioneselektiv elektrode. Forgiftning av mikroorgan-
ismene kan avleses som en gkning i ammoniumkonsentrasjonen i utlepet.

Laboriatorietesting av GPD viste et maksimalt utslag ved forurensning
innen 3 timer for de fleste giftstoffer. Normal nitrifiserings-
aktivitet ble som regel gjenopprettet i lepet av et degn etter en for-
urensningsepisode. Responsmenstret for noen herbicider var imidlertid
avvikende, med forsinket respons og lengre reetableringstid. Effekten
av ulike konsentrasjoner av fenol er vist i figur 3. Ammoniumkonsen-

trasjonen i utlepet begynte 8 oke etter ca. 30 minutter. Effekten gket
med skende konsentrasjon av fenol i intervallet 0.5-2.5 mg/1.
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Figur 3. Responsen hos Gross Pollution Detector pad forskjellige be-
lastninger av fenol. Hemmingen av den mikrobielle nitrifiser-
ingen kan registreres som en gkning i ammonium- konsentrasjon
i utlepet. (Fra Holland og Green 1975).

Feltforsek med GPD i elver med ulik forurensningsgrad har vist at sys-
temet kan brukes til kontinuerlig overvdking i naturlige vassdrag
(Stroud og Jones 1975). For 3 unngd interferens av varierende ammon-
iumkonsentrasjon i sterkt forurensede elver, ber imidlertid ammonium-
konsentrasjonen mdles bdde for og etter biofilteret. Simulerte foru-
rensningsepisoder med 0.1 mg CN/1 ga klar respons etter 10 minutter.
Maksimal effekt inntraff etter 3 timers CN-forurensning. Feltforsekene
viste at bakteriekolonnen er stabil i flere maneder. GPD er ikke gjort
kommersielt tilgjengelig (Evans et al. 1986).

3.1.5 Kontinuerlige bakteriekulturer

Et annet prinsipp for biologiske (monitorer med bakterier er utviklet
av Pilz og Axt (1984). De benytter en kontinuerlig kultur (turbido-
stat) for produksjon av testbakterier (Pseudomonas aeruginosa) Bak-
teriesuspensjonen som stremmer ut av turbidostaten blandes med test-
vannet og ledes inn i et kammer, hvor en oksygensensor er montert.
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Testvannet blir Tuftet p& forhand slik at vannet i innlgpet til kam-
meret er mettet pd oksygen. Bakterienes respirasjon gir en reduksjon
av oksygenkonsentrasjonen. Ved oppholdet i kammeret reduseres oksygen-
metningen normalt til ca. 20%. Hvis testvannet innholder stoffer som
reduserer bakterienes respirasjon gker oksygenmetningen i kammeret.

Testanlegget er preovd pd flere giftstoffer i laboratorieforsek med
godt resultat. Prinsippet kan brukes med ulike mikroorganismer. Med en
modifisering av opplegget kan prinsippet ogs& brukes for & male ef-
fekter p& fotosyntese hos mikroalger.

3.1.6 Bakterieeliektroder

En annen teknikk for mdling av respirasjon hos mikroorganismer er
brukt av Dorward og Barisas (1984). De benytter immobiliserte bakte-
rier (Escherichia coli) pd overflaten av en COZ-elektrode, Bakteriene
samles opp pd et membranfilter som plasseres i kontakt med det gass-
permeable membranet pa C02~eiektroden. CO2 produsert av bakteriene
diffunderer gjennom det gass-permeable membranet og oppnadr likevekt
med elektrodens interne elektrolytt. Ndr bakterieelektroden plasseres
i et medium som innholder naringssubstrat eker COz—produksjonen raskt
ti1 et konstant nivd. Forgiftning av bakteriene gir utslag i form av
en lavere midleverdi pa C02~e1ektroden( Teknikken gir maksimalt utslag
i lppet av noen minutter ved cyanid-forgiftning. Responsen pd flere
giftstoffer er undersekt. En sammenligning med resultater fra andre
tox-tester viser at bakterieelektroden har en fglsomhet som er sammen-
1ignbar med Microtox-testen for de fleste stoffer. I forhold til Teta-
litetstester med regnbuesrret er begge bakterietestene som regel
mindre fglsomme.

Bakterielektroden er forelspig ikke blitt benyttet for kontinuerlig
overvaking av vannkvalitet, men mdleprinsippet gir intressante mulig-
heter. Levetiden for elektroden ndr den oppbevares i fosfatbuffer ved
5°C er angitt til 6 uker. Ved bruk til kontinuerlig vannkvalitetsover-
viking vil levetiden vere avhengig av bl. a. temperatur og konsentra-
sjon av naringssubstrat. Nering md tilferes kontinuerlig og vil kunne
fogre til en skning av biomassen 0g COZ-forbruket over tid. Bakterie-
elektrodens stabilitet under forskjellige betingelser md undersgkes
for & vurdere anvendeligheten i automatisk kontinuerlig vannkvalitets-
overviking.

En liknende biosensor for toksisitet er utviklet av Sortkjer (1978).
En sopp (Geotrichum candidum) ble etablert pd membranet til en oksy-
genelektrode montert i et vekstkammer med mulighet for kontinueriig
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gjennomstremning. Soppens respirasjon ga en stabilt lav oksygen-
konsentrasjon. Ved forgiftning gket den avieste oksygenkonsentrasjo-
nen. Den minste konsentrasjon av cyanid som ga signifikant respons var
under 1 mg/1. Responstiden var 3-5 minutter. ’

3.1.7 Fotosynteseelektrode

Et annet eksempel pd bruk av biosensorer for undersekelse av giftstof-
fer i vann er beskrevet av Rawson et al. (1987). Biosensoren maler
elektrontransport i fotosyntesesystemet i hele celler av alger. Algene
immobiliseres pd et filter som anbringes pd en grafittelektrode. Graf-
ittelektroden og en Ag/AgCl referanseelektrode er montert i et kammer
som er belyst fra en lysdiode. Testvannet pumpes kontinuerlig gjennom
kammeret. En mediator ({jerncyanid eller benzoquinon) tilsettes konti-
nuerlig til vannstremmen. Mediatoren virker som elektronakseptor i den
fotosyntetiske elektrontransportkjeden. Reduserte mediatormolekyler
reoksyderes ved elektroden. P& den mdten oppstdr en strem som kan
mdles. Stremmen er proporsjonal med fotosynteseaktiviteten. En skisse
av fotosynteseelektroden er vist i fig. 4.

| _LED
Analyte/
JESLEE—— Je Mediator
O — — Flow

' Sensor Electrode

| "~ Reference Electrode
| § |
| il
N

Figur 4. Skisse av fotosynteseelektroden {Fra Rawson et al. 1987).
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Best resultat ble oppnddd med bldgrennalgen Synechococcus og jerncya-
nid som mediator. Biosensoren er prevd for & mdle effekter av foto-
syntesehemmende herbicider. Sensorens respons pa disse kjemikaliene er
meget rask. Sensorens levetid er begrenset, men ved & innfere hvile-
perioder uten mediator ble det oppnddd stabil funksjon over 6 degn.
Kontinueriig mdling kan da oppndes ved & alternere mellom to biosen-
sorer,

Fotosynteseelektroder har hey folsomhet overfor herbicider, som virker
direkte pd elektrontransporten i fotosyntesesystemet. Mange andre
miljegifter wvil dimidlertid ogsd@ pdvirke elektrontransporten, enten
direkte eller inndirekte ved 8 pdvirke membranfunksjonen (Evans et al.
1886). Metoden kan derfor vare egnet som en generell sensor for toksi-
sitet.

Rawson et al. {1987) konkluderer i sitt arbeid med at biosensorer av
denne typen vil kunne brukes til varsling av forurensingsepisoder i
elver. Utpreving 1 felt er begynt men resultater er forelepig ikke
publisert.

3.1.8 AFA {Algen-Fluoreszenz-Autometer)

Ett system hvor algenes fotosynteseapparat utnyttes for pavisning av
giftvirkning er foresldtt av Benecke et al (1982). Prinsippet bygger
pd mdling av klorofyllets fluorescens. Nir klorofyllet eksiteres av
lys utsendes fluoroscerende lys med 660 nm bslgelengde. Fluorescensen
gjennomgdr en typisk utvikling i lepet av de feorste 100 millisekun-
dene. Fluorescenskurven i Tepet av denne korte perioden endres bade i
form og nivd ndr algene er utsatt for giftvirkning. For & utnytte
prinsippet for kontinuerlig overvdking av en vannstrem m& algene prod-
useres kontinueriig 1 en kJjemostat og blandes inn i vannstremmen.
Algesuspensjonen ledes inn 1 en mdlecelle som kan belyses med korte
lysglimt gjennom en lukker. Det fluorescerende lyset passerer gjennom
et filter med transmisjonsmaksimum ved 660 nm o0g registreres av en
fotomultiplikator.

Endringer 1 fluorescensmgnsteret kan registreres i lgpet av noen min-
utter ved eksponering for giftstoffer. Folsomheten hos testen ser ut &
vere hegy. En sammenligning med effekter pd algevekst tyder f. eks. pd
at fluorescenstesten gir utslag ved ca. 10 ganger lavere konsentra-
sjoner. Sayk og Schmidt (1986} har gjennomfert tester av en lang rekke
giftstoffer med AFA. Undersgkelsen verifiserer at felsomheten for de
fleste stoffer er hsy. Det ble ogsd gjort tester 1 naturlig elvevann

som viste at partikkelinnhold i vannet reduserte den toksiske effekten
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av flere giftstoffene. Man planlegger & installere ASF for kontinuer-
1ig overvdking av Rhinen i 1989 (Schmidt, pers. med.).

3.1.9 Ensymsensorer

Hemming av ensymreaksjoner kan brukes for & pdvise toksiske stoffer.
Biosensorer hvor den biologiske komponenten er et ensym vil som regel
vaere mer selektive enn sensorer med hele celler ndr det gjelder
respons pad toksiske forbindelser (Evans et al 1986) . Dette kan vare
en fordel eller en ulempe avhengig av formdlet med mdlingene. Goodson
og Jacobs (1974, 1976) har utviklet en ensymsensor basert pad immobili-
sert cholinesterase for mdling av toksiske stoffer i Tuft og vann.
Deteksjonsgrensen for flere pesticider av typen organiske fosfater og
carbamanter varierte fra 0.1-20 ppm. Sensoren er ogsd utviklet for
kontinuerlige mdlinger (Goodson og Jacobs 1976).

Obst et al. (1988) har undersgkt felsomheten for ulike giftstoffer hos
noen aktuelle ensymtester. Resultatene viser f. eks. at urease (in
vitro) har hey felsomhet for tungmetaller p.g.a. en SH-gruppe i kata-
lytisk sentrum, mens effekten av flere organiske giftstoffer er meget
Tav. Aktiviteten av forskjellige ensymer (ig yixg) hos mikroorgan-
ismer fra Rhinen var i de fleste tilfelle mindre folsom for tungmetal-
ler enn urease in vitro, men in vitro-tester med urease viste klar
respons pd forgiftningsepisoden i Rhinen i november-86 ndr fenoxysyre
(2,4-D) ble sluppet ut (Sandoz-ulykken). ‘

Ensymtestene som er undersekt av Obst et al. (1988) er ikke utviklet
for kontinuerlig overvadking, men resultatene er interessante for &
bedeomme mulighetene for & benytte ensymreaksjoner for kontinuerlig
overvdking av toksiske forbindelser i vann.

3.1.10 Mutagenitetssensor

En bakteriesensor for mdling av mutagenitet er beskrevet av Karube 09
Tamiya (1987). Teknikken bygger pa bruk av to elektroder (oksygenelek-
troder med immobiliserte bakterier) som vist i fig. 5. P& den ene
elektroden brukes en stamme av Bacillus subtilis uten evne til aero-
bisk rekombinasjon (Rec”) og p& den andre en vilt-stamme (Rec’). N&r
elektrodene plaseres i en glukose-lgsning oppstdr en stabil strem i
begge elektrodene. N&r en mutagen forbindelse tilsettes sker stremmen
i Rec -elektroden mens Rec’-elektroden gir uendret strem. Responstiden
er mindre enn 1 time og felsomheten sterre enn for Ames test, som er
en standard screeningtest for mutagene stoffer. Mutagenitetssensoren
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er primert laget som et komplement til de konvensjonelle mutagenitets-
testene. Prinsippet ber imidlertid kunne egne seg ogsd for kontinuer-
1ig overvdking av f. eks. et avlspsvann.

Rec electrode \

Rl
5 ] J < — 4
<N A
- el _*r‘brj“““’;;“:]-_
Erc el
o 7

~J
e

Figur 5. Skjematisk fremstilling av mutagenitetssensoren, som bestdr
av to bakterieelektroder. (Fra Karube og Tamiya 1987).
1. M3leinstrument, 2. Pb-anode, 3. Teflonmembran,
4. B. subtilis Rec’, 5. B. subtilis Rec”, 6. Pt-katode
7. Membranfilter

3.2 Sammenliigning av fTelsomhet og reaksjonstid

Kravet til felisomhet og responstid for automatiske biotestanlegg er
avhengig av formdlet med overvdkingen. Anlegg for varsling av gift-
stoffer 1 elver eller drikkevann ber f. eks. ha en heyere fglsomhet
enn anlegg som skal overvdke aviepsvann til biologiske renseanlegg. En
kort responstid er som regel enskelig, men hvor lang responstid som
kan aksepteres er avhengig av de tiltak som skal gjeres ved en alarm.
Evans et al. (1986) nevner f. eks. at et et overvdkingsanlegg for
drikkevann md ha en responstid mindre enn ca. 30 minutter hvis man
ikke har oppholdsbassenger.
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En sammenstilling av giftstoffkonsentrasjoner som rapporteres gi
utslag i ulike biotestanlegg er gjort i tabell 1. De konsentrasjoner
som er oppgitt er ikke helt sammenlignbare fordi kriteriene for gift-
effekt varierer. Det er f. eks. lettere & oppnd lave deteksjonsgrenser
i preveanlegg under laboratoriebetingelser enn i praktisk bruk. Al-
likevel viser sammenstillingen at det er store forskjeller i felsomhet
mellom de ulike anleggene. Biotestanlegg basert p& aktivt-slam eller
biofiim-prinsippet hvor samfunnets respirasjon miles er generellt lite
felsomme. Dette stemmer med erfaringene fra toksisitetstester med
slike samfunn (K&11qvist et al. 1981) Biotestanlegg av denne typen er
derfor mest egnet for overvdking av industriavigpsvann og for & be-
skytte biologiske renseanlegg.

De fleste giftstoffer virker raskt pd mikroorganismer. Responstiden i
biotestanlegg av aktivt-slam eller biofilmtypen bestemmes derfor til
stor del av den hydrauliske designen. I system med lang hydraulisk
oppholdstid vil den m&lte responsen ved toksisk pdvirkningen ske lang-
somt opp til et maksimum i takt med skningen av giftstoffkonsentrasjon
i systemet. Den tid det tar fra begynnelsen av en forurensningsepisode
til det en alarm kan utlsses vil variere innenfor et tidsrom av samme
storrelsesorden som oppholdstiden i biotestanlegget. I de anlegg som
er beskrevet her varierer oppholdstiden fra 5-10 min. i Toxiguard og
MTM ti1 16 timer i BASF Toximeter. Lang oppholdstid gir mindre mulig-
het for & registrere kortvarige pulser av giftstoffer.

Gross Pollution Detector, som bygger pd m&ling av nitrifisering synes
3 ha en heyere faolsomhet. Serlig for cyanid og fenol er deteksjons-
grensen lav. Foglsomheten for tungmetaller er allikevel ikke hay nok
til & kunne varsle om konsentrasjoner som er akutt-toksiske for fisk.
Anlegget har en forholdsvis lang reaksjonstid. De fleste giftstoffer
ga maksimal effekt innen ca. 3 timer, men avvikende respons ble funnet
for enkelte pesticider (Se avsn. 3.1.4).

Nar en enkelt art brukes som testorganisme kan man vente at felsomhe-
ten er mer stoffavhengig enn ndr effekten miles pd et helt samfunn,
selv om responsparameteren er den samme (f., eks. respirasjon). Bak-
terieelektroden med E. coli er f. eks. relativt felsom for tungmetal-
Ter men ekstremt lite felsom for fenol (Dorward og Barisas 1984).

Reaksjonstiden hos bakterieeklektroden (Dorward og Barisas 1984) be-
stemmes av elektrodens responstid pd endringer i COZ—produksjon, res-
ponstiden 1 organismene og den hydrauliske designen. Elektrodens res-
ponstid er angitt til ca. 3 min. Ved tilsetning av en hey konsentra-
sjon av cyanid ble maksimal effekt funnet etter ca. 6 minutter. Rask
reaksjon ble ogsd funnet pd f. eks. arsenit, kadmium og fenol. Kopper
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og bly ga imidlertid en langsom respons som gjorde det vanskelig a be-
stemme effekten pé CDz—produksjon ved lave konsentrasjoner av disse
metaliene.

Biosensoren basert pd mdling av fotosynteseaktivitet i alger (Rawson
et al. 1987) er ikke inkludert i sammenstillingen fordi det bare er
rapportert resultater for noen herbicider med denne sensoren. Sensoren
er naturlig nok spesiellt felsom for herbicider som virker direkte inn
i fotosyntesereaksjonen. P& grunnlag av erfaringer av fotosyntese-
m&linger ved toksisitetstester med alger kan man imidlertid regne med
at teknikken vil gi en forholdsvis hey folsomhet ogsd for andre gift-
stoffer.

Det er ikke rapportert noen deteksjonsgrenser for giftvirkning pd bio-
testanlegget med kontinuerlig kultur av bakterien (Pseudomonas aerugi-_
nosa) (Pilz og Axt 1984). Tallene i tabell 1, er tatt ut fra grafiske
fremstillinger av dose/responsforhold for anlegget. Disse tallene
tyder p& at systemet er forholdsvis felsomt for tungmetaller og
cyanid. Fslsomhetsprofilen vil vare artsavhengig. P. aeruginosa er
valgt som testorganisme fordi den er en typisk art i naturlige vass-
drag. Reaksjonstiden er hovedsakelig bestemt av oppholdstiden 1 kam-
meret hvor oksygenkonsentrasjonen mdles. Forsek med cyanid viste maks-
imal effekt etter ca. 20 minutter. ’

Av de biotestsystemer med mikroorganismer som er beskrevet her skiller
seg Algen-Fluoreszenz-Autometer (Sayk og Schmidt 1986) seg ut som den
klart mest folsomme for en rekke giftstoffer. Sarlig for tungmetaller
er det oppgitt meget lave deteksjonsgrenser. Reaksjonstiden er ogsa
kort (30 sek-5 min.). Forssk med tilsetning av giftstoffer til natur-
1ig elvevann ga i de fleste tilfeller noe lavere fglsomhet, noe som
skyldes adsorbsjon till partikler, men felsomheten er allikevel sa hay
at et biotestanlegg basert pd dette prinsippet ber kunne varsle om de
fleste forurensningsepisoder med fare for akutt forgiftning i vassdrag
eller drikkevann. AFA er utviklet med tanke pa automatisk vann-
kvalitetsovervdking, men det er forelepig ikke rapportert resultater
fra utproving under realistiske forhold i naturlige vassdrag.
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Tabell 1. Fglsomhet for giftstoffer hos noen biotestanlegg og test-
system med mikroorganismer, mg/1.

Giftstoff MIM | Toxiguard | GPD Kont. bakte- | Bakterie- AFA
riekultur elektrod

CN;+ 5 % 10 0.04 % 0.1 3.5 0.0028

Cuz+ x 10 4.0 %= 0.5 1.1 0.0014

Cd2+ 2.0 0.3 0.0035

P’b6+ 50 0.13

Crz+ 25 5.0

Hg 0.5

Fenol 1.5 1209 7.8

Anilin 0.023

PCP 0.056

2-4-D 11.6

4-klorfenol 6.5




4. EVERTEBRATER

Evertebrater er forelgpig lite representert som testorganismer i auto-
matiske biotestanlegg. Et system for registrering av toksiske effekter
pd vannlopper (Daphnia magna) er imidlertid utviklet i Tyskland og
produseres for salg av Elektron-Gmbh. Prinsippet som blir benyttet er
at et antall vannlopper blir holdt i et gjennomsiktig vertikalt ror
med et gitter i bunnen. Vannet tilferes kontinuerlig fra toppen av
reret. Vannloppenes bevegelser blir registrert av et antall fotoceller
som er montert langs med reret. Anlegget har to slike rer. I det ene
tilferes "kontrollvann" og i det andre det vann som skal testes. Vann-
loppenes fordeling i de to rerene blir sammenlignet. Ved en gitt for-
skjell i dyrenes bevegelser i de to rerene aktiveres en alarm.

Det er forelepig 1ite praktisk erfaring med anlegget med vannlopper.
Testprinsippet er enkelt, men man kan mistenke at det er vanskelig &
unngd falske alarmer ved at vannloppenes adferd pdvirkes av andre
forhold enn forgiftning.

Den teknikk som benyttes for & registrere hjerteslag og gjellelokk-
bevegelser hos fisk med elektroder nedsenket i vann, {se avsn. 5.2.1)
kan o0gsi brukes p& mindre testorganismer. Morgan og Kiihn (1984) har
klart & fange opp bioelektrisk respons fra muslinger og degnflue-
larver. Forelgpig er det ikke rapportert noen resultater av bruk av
denne teknikken for 3 mile toksiske effekter pd evertebrater. Disse
organismene gjer det imidlertid mulig & konstruere mindre, og kanskje

mer lettstelte anlegg enn de hvor fisk benyttes som testorganismer.

Andre teknikker som kan egne seg for kontinuerlig vannkvalitets-
overviking, men som forelepig ikke er benyttet i automatiske anlegg er
b1. a. rennesystem med bentiske organismer. Raddum {1979) observerte i
renner med elvevann at episoder med surt vann ferte til at bunndyr ble
fort med stremmen ut fra rennen og kunne fanges opp 1 nett nedstrems.

Det er mulig & tenke seg en automatisert registrering av driften av
organismer fra en forseksrenne av denne typen.

B13skjell er en mye brukt testorganisme ved undersekelser av toksi-
sitet i sjevann. En testmetode gdr ut p& & mdle bldskjellenes filtrer-
ingsaktivitet (Abel 1976). Filtreringsaktiviteten kan beregnes fra
m&linger av partikkeltettheten i inngdende og utgdende vannstrem i et
kammer med bl&skjell. Automatisering er mulig hvis partikkeltettheten
kan registreres som turbiditet eller optisk tetthet. En kontinuerlig
tilsetning av planktonalger i innlepet kan serge for en jevn tilgang
pd forpartikler.
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5. FISK

I Topet av de siste 15 &r har en gjort store fremskritt i & utvikle
metoder for biologisk kontroll av vann ved hjelp av fisk. Forelepig er
det allikevel ikke s8 mange steder at slike metoder er i praktisk
bruk. Dette skyldes bl.a. mangliende informasjon om de metoder som
finnes, kostnader, muligheter for mange falske alarmer samt andre
praktiske problemer.

Oversikter over metoder med fisk og vurdering av deres anvendbarhet er
utfert bl. a. av Price ( 1978), Cairns and Gruber (1979), Cairns et
a1.(1980), Cairns (1981) og van der Schalie (1986). Alabaster and
LToyd (1984) har gitt en generell oversikt over ulike metoder for bruk
av fisk i forskjellige typer av toksisitetstester. I 1979 ble det ut-
arbeidet en norsk rapport om biologisk driftskontroll hvor endel
dengang aktuelle metoder ble beskrevet Traaen og Grande (1979). Kill-
gvist (1984) har utarbeidet en oversikt over og vurdering av automa-
tiske biotestanlegg for overvdking av drikkevannskvalitet.

5.1 Fisk som miljeindikator

Fisk har 3penbare fordeler som miljsindikator.Det er smrlig viktig at
fisken er en organisme som direkte utnyttes av mennesker.Spesielt er
dette forstdelig hvis en tenker pd biosensorer for & beskytte opp-
drettsanlegg for fisk, viktige fiskebestander i vassdrag osv. Det har
i disse tilfelle langt sterre effekt & pdvise at fisken der eller pé-
virkes pd annen mdte enn at f.eks. en alge , en bersteorm eller et
insekt 1lider samme skjebne. For disse gruppene kan det vare en mengde
arter med vidt forskjellig toleranse,- forsvinner en kan andre overta
og f.eks tjene som fede for fisk. Fisk har ogsd forskjellig sensi-
tivitet men det er lett & finne de mest sensitive og viktige arter og
benytte disse. Det er ogsd utfert sammenliknende undersekelser av
stoffers giftighet overfor fisk og mennesker (Jung,1973) som viser at
fisk er mer sensitiv overfor de fleste stoffer enn mennesker. De er
derfor egnet for bruk i forbindelse med f.eks. drikkevannsinntak.
Dette gjelder dmidlertid feorst og fremst ved akutte tilfelle. Som
pdpekt av Morgan and Kiihn (1984) og van der Schalie (1986) er fisk som
andre vannorganismer mindre egnet ndr det gjelder & pdvise stoffer som
opptrer i lave konsentrasjoner og kan ha kroniske effekter.

Fisk har den fordel at de er store og lette og iaktta 0g at deres ad-
ferdsmenster i store trekk er kjent av folk flest. De kan s&ledes ogsd
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benyttes som informasjon overfor publikum. Det kan nevnes at et almin-
nelig akvarium med gjennomstremmende vann fra den aktuelle vannkilde
plassert p& et sted hvor det er lett synlig kan vere en utmerket bio-
sensor,- s& lenge det er folk p& stedet. dette er da ogsd anvendt
bl.a. ved Oslo's drikkevannsinntak, Oset renseanlegg i Maridalen.
Fordi fisken er relativt stor og kjent organisme vil mange sider av
deres adferd, aktivitet og forgiftningssymptomer kunne anvendes som
rettesnor ved forgiftningstilfelle.

Det er ogsd endel negative sider ved bruk av fisk som biosensor. Opp-
Tegget kan vare temmelig plasskrevende og kreve mye stell i forhold
ti1 organismer som bakterier, alger og sm& invertebrater.Det kan 0gsa
vere vanskeligheter med 8 konstruere automatiske enheter som tilfreds-
stiller ‘“"mentale” krav til en sdvidt heytstdende organisme som fisk.
Fisken kan ogsd ha uventede psykiske reaksjoner overfor forskjellige
typer av stress som vanskeliggjer adferdstolkning og kan utlsse falske
alarmer.Anlegg med fisk kan ogsd bli temmelig kostbare i sine mest av-
anserte former. Anleggskostnader p& omlag 0,2 -0,5 mill. kr. méd en
sdledes regne med.

5.2 Anvendt respons

Felgende responser, reaksjoner pd miljestress anvendes i biosensorer
med fisk:

Ventilasjonsrate (gjellelokksaktivitet)

Rheotaksi (evne og preferanse for & svemme mot en vannstrom)

Total aktivitet {finne og kroppsbevegelser etc.)

Adferd (unnvikelse av giftstoffer etc.)

Oksygenforbruk (ved respirasjon)

Foropptak i

Utladning fra elektrisk fisk.

~N O U1 s W N

De nevnte grupper overlapper hverandre mer eller mindre. Rheotaksi er
i 1ikhet med unnvikelse og féropptak en adferdsparameter. Aktivitet
forer til woket respirasjon og ventilasjonsrate og unnvikelsesreak-
sjoner kan gi oket aktivitet og respirasjon/ ventilasjonsrate. Det er
de prinsipielt forskjellig utformete sensorsystemer som danner grunn-
lag for den her anvendte gruppering.
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5.2.1 Ventilasjonsrate

Fisken &nder med forskjellig intensitet, bl.a. som folge av giftpd-
virkning. Dette forhold kan benyttes i biosensorer. Ventilsjonsrater,
dvs. bevegelser av gjellelokk og munn kan mdles ved hjelp av elek-
troder som senkes ned i vann. Ved hjelp av forsterkere,filtere og
databehandling kan signalene pd et visst tidspunkt sammenliknes med et
tidligere fastsatt normalnivd. Alarm kan utleses dersom forskjellen
mellom det aktuelle nivd og normalnivdet overskrider visse grenser.
Normalnivdet justeres automatisk etterhvert fordi dette varierer med
tid pd degnet, lys, temperatur osv.De mest avanserte biosensorer med
fisk er idag basert pd dette prinsipp. Systemet er sarlig anvendt i
England og USA og blir beskrevet under de enkelte metoder.

Ventilasjonsbevegelsene fra fisken fanges opp fra et kar hvor fisken
kan svemme fritt. Dette i motsetning til de feorste apparatene hvor
fisken hadde 1iten bevegelsesmulighet. I et storre kar vil fisken ha
en mer naturlig tilverelse og den kan derfor benyttes over 1lang tid
med daglig foring etc. Dette krever imidlertid en mer avansert teknikk
som kan skille gjellelokksaktiviteten fra annen aktivitet, stromn-
inger, partikkelbevegelser osv. Med moderne metoder er idag dette
fullt mulig.

Det er viktig at en kan benytte fiskearter som er av betydning pd& det
aktuelle sted. En art som er ofte benyttet er regnbuegrret. Cairns et
al.(1980) studerte 10 forskjellige fiskearter fra ulike grupper og
fant at de aller fleste,- bdde marine og ferskvannsarter kunne benyt-
tes. Signalene var imidlertid av forskjellig type, styrke og regulari-
tet. Det er sdledes viktig & kjere inn systemet pd den aktuelle fiske-
art. Fiskens sterrelse er ogsd av betydning,-i dette tilfelle ble det
funnet at den ideelle steorrelse var fra 50 -75 mm.

Et helt avgjerende forhold er selvfolgelig at fisken reagerer pd det
aktuelle giftstoff med en mdlbar respons. Den ber helst inntreffe ved
relativt lave konsentrasjoner og fer det har gdtt lang tid. Slooff
(1979) som testet 13 stoffer pd regnbuesrret fant at fisken reagerte i
lopet av 2 dogn allerede ved fra 1-30% av 2 d-LCSO { den konsentrasjon
som dreper 50% av forseksdyrene i lspet av 2 degn ). Alarm ville her
da kunne utlgses ved konsentrasjoner som var tildels betydelig lavere
enn de akutt toksiske. Morgan (1976) fant tilsvarende en responsgrense
pd fra 5-10% av 2 d—LC50 verdiene. P& den annen side pdpeker Morgan
and Kihn (1984) at meget lave men toksiske {subletale) konsentrasjoner
ikke ble effektivt detektert i slike systemer. Dette gjaldt f.eks. ak-
kumulerende stoffer som kvikkselv, kadmium og bly sdvel som mange org-
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aniske forbindelser. En viss akklimatisering ved langtidspdvirkning er
ogsd funnet (Morgan and Kihn, 1984). Dette kan influere pd deteksjons-
grensene. Slooff (1979) pdpekte ved hjeip av Titteraturstudier at det-
eksjonsgrensene for de samme 13 stoffene som er nevnt ovenfor var be-
tydelig lavere enn terskelkonsentrasjonene for toksisk virkning pa
mennesker.

Det har vist seg at fisken reagerer best ndr det er merkt (Slooff,
1976, Cairns et al.1973 ) hvilket kan skyldes en generelt lavere and-
ingsfrekvens enn ndr det er lyst. Likeledes har temperatursvingninger
vist seg & ha betydning for respirasjonsaktiviteten { Morgan and Kihn,
1984 }. VYed gkning i temperaturen vil gjerne aktiviteten ske, - avhen-
gig av fiskeart og nivd pd temperaturskalaen.

Dette at gjellelokksaktivitet er en relativt fglsom respons kan o0gsd
vare en svakhet ndr det gjelder sjansen for falsk alarm {van der Scha-
1ie, 1986). Carlson (1984) fant f.eks. at bekkergye (Salvelinus font-
inalis} reagerte pd variasjoner i pH, oksygen og suspenderte stoffer
som var mwindre enn de som naturlig forekommer i de fleste vassdrag.
Falske alarmer skulle derfor lett kunne forekomme ved naturlige sving-
ninger 1 disse parametre. 0gsd forskjellige forstyrrelser bl.a. av
mennesker, maskiner etc. kan fordrsake sket aktivitet. Avskjerming av
apparaturen har her betydning {van der Schalie, 1986). I det hele tatt
vil en vel kunne redusere faren for falske alarmer betydelig etter en
viss innkigringstid. ‘

5.2.2 Rheotaksi

En rekke fiskearter har evne og tilbsyelighet t£il & svemme mot en
vannstrem. Dette gjelder sarlig fisk som er knyttet til rennende vann
som f.eks. mange laksefisker og ncen karpefisk. Ved pavirkning av et
giftstoff vil fisken enten prove & unnvike ved & svemme nedstems eller
vil b1i s& svekket at den driver nedover med stremmen. Dette forhold
er benyttet i flere typer av biosensorer hvorav noen idag er 1 prak-
tisk bruk, bl.a. i Vest-Tyskland. Testing med ulike giftstoffer (Besch
et al, 1977} har vist at tidspunktet for begynnende effekt er for-
skjellig. Bensin og fenol ga f.eks. en nermest syeblikkelig reduksjon
i svemmeevnen mens DDT tilsynelatende ga en woyeblikkelig bedring i
svepmmeevnen. Ferst etter en viss tid ble den igjen redusert. Dette kan
gi visse problemer ved fastsettelse av alarmniva.

Stremhastigheten har selvsagt stor betydning og denne m& avpasses
etter temperatur, fiskeart og fiskesterrelse. Flere faktorer kan ogsd
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vere av betydning, f. eks. lys, tid pd degnet, i forhold til foring
etc.

De metoder som er i bruk er basert pd at fisken skal vare temmelig
svekket for & gi alarm. Det tilsier da konsentrasjoner nar den akutt
toksiske grense. Metoder basert pd dette prinsippet er derfor mindre
felsomme enn de som benytter respirasjonsfrekvens som parameter (Besch
et al 1977, van der Schalie, 1986). Dette kan vare en fordel med hen-
blikk pd& falske alarmer men kan ogsd@ medfere at systemet gir for sen

varsling i akutte tilfelle.

5.2.3 Total aktivitet

Prinsippet er her at fiskens totale aktivitet, svemming etc. Kkan
registreres f.eks. med sonarteknikk og dopplereffekt (Morgan and Kiihn,
1984} . Det sendes da ut ultralydsignaler som reflekteres av fisken.
Frekvensforandringen er avhengig av fiskens aktivitet.

Det foreligger sadvidt vites 1ikke sammmenliknende forsek med denne
metoden og andre. Sannsynligvis er den forholdsvis 1ik i sensitivitet
cg har mange av de fordeler og mangler som gjelder for systemer med
mdling av ventilasjonsrate. Systemet er utvilsomt meget folsomt, - noe
som 0gsa kan gi opphav til falske alarmer.

5.2.4 Adferd

En enkel og god 1@sning er & benytte et akvarium med tilfersel fra den
aktuelle vannkilde hvor fiskens adferd observeres. Med en viss erfar-
ing kan en se nar fisken blir stresset av et giftstoff. Ved hjelp av
teleteknikk kan bilder fra akvariet overfaores til en vaktsentral. Det
er ogsd mulig & registrere unormal adferd ved statistiske billedana-
lyser og fa& utlest alarm ved et visst avvik fra et normalmenster.

Undersegkelse er utfert av en adferdsparameter som baserer seg pa
fiskens evne ti1 & skille mellom forskjellige vannkvaliteter og
unnvike den ugunstige 0g/ eller oppsoke den gunstigste. At fisken har
en slik evne er vist bl.a. for metaller (Sprague, 1964). Jones (1964)
har gitt en omfattende beskrivelse av apparatur og diskutert resul-
tatene av forskjellige forsek.

Unnvikelsesreaksjoner er bl.a. brukt i et ferdigutviklet irsk system
som er beskrevet mer utferlig annet sted i denne rapport. I denne ap-
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paraturen har fisken to kammer & velge mellom,- et med en kontroll-
vanntype og et med det vannet som skal overvdkes. Fisken kan svemme
fritt mellom de +to kammer og sdledes oppsske en bedre vannkva]itet
eller unnvike en darlig. I dette prosjektet { NTNF/NIVA) ble ogsd ut-
provet et system hvor fisken kunne velge mellom to vannkvaliteter.
Dette systemet er omtalt 1 egen rapport. Fiskens oppholdssted kan
enkelt registreres ved f.eks. fotocelleteknikk og alarm utleses ved
unormale reaksjoner.

Systemer basert pd unnvikelsesreaksjoner er ikke s3 sensitive som
metoder basert pd f.eks ventilasjonsrate. Dette bereor pd at fisken
trenger en viss tid til & reagere og ofte skal det en markert pavirkn-
ing til fer fisken reagerer med unnvikelse. Et annet og meget viktig
forhold er at ikke alle giftige stoffer behover & fordrsake unnvik-
elsesreaksjoner. Det er ogsd bl.a. pavist at giftige stoffer under
ulike betingelser kan fordrsake bdde tilstrekking og unnvikelse hos
fisk. (Kleerekoper et al, 1973). En md o0gsd regne med at en viss ak-
klimatisering kan gJjere seg gjeldende ved eksponering for subletale
konsentrasjoner over lengre tid.

Prinsippet skulle ti1 tross for dette kunne anvendes hvor det er helt

spesielle giftstoffer som skal overvdkes (f.eks. sure episoder) og
hvor fiskens reaksjoner er velkjent. ’

5.2.5 Oksyaentorbruk

i3

Istedenfor direkte & mdle respirasjonsrate kan maling av forbrukt
cksygen, dvs. direkte mdling av vannets oksygeninnhold [(differanse
mellom 1inn- og utlep), gi informasjon om fiskens oksygencpptak. Dette
har vert forsskt anvendt i biosensorer. For at en slik metode skal
kunne anvendes bar ikke wvannets oksygeninnhold variere for mye av
andre 8rsaker, som f.eks. planters fotosyntese og é&nding eller ned-
brytning av Tett oksyderbare lgste organiske stoffer.

M&1ing av wvannets oksygeninnhold er enkelt og det finnes avanserte
teknikker for kontinuerlig mdling og utskriving av resultater. Metoden
vil sannsynligvis vare noe mindre sensitiv enn direkte mdling av
ventilasjonsrate. En narmere utpreving av en siik metode i dette pro-
sjektet er rapportert sarskilt.

Det er sannsynlig at dette prinsippet egner seg best i forbindelse med
overvéking av drikkevann hvor vannkvaliteten er meget stabil.
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5.2.6 Foropptak

Foropptak fra fdrautomater har ogsd vaert forsgkt anvendt i forbindelse
med biosensorer (Alabaster, 1981). Prinsippet er at fiskens foropptak,
- som m& fplge et bestemt menster, registreres automatisk. Dersom
foéropptaket oppherer helt eller delvis vil alarm kunne utleses. Det
foreligger sdvidt wvites dingen narmere beskrivelse av slike metoder.
Noen narmere diskusjon av prinsippet skal derfor ikke foretaes.

5.2.7 Elektriske fisk

Systemet er basert pd at en elektrisk fisk,- den sdkalte nilgjedde
{Gnathonemus petersi) sender ut elektriske stet. Ved forgiftning for-
andres impulsfrekvensen (Geller & Midckle, 1977).

Fisken svemmer her enkeltvis 1 et kammer med to store elektrode-
plater. Fiskens stremstst pd ca 1 volt fanges opp av elektrodene 0g
blir bearbeidet elektronisk. Stetene har en impulsfrekvens pd ca 18
Hz. Denne avtar ved forgiftning.

Metoden er meget foisom og mdleprinsippet er svart enkelt. Det har
imidiertid flere svakheter hvorav kan nevnes:

- Nilgjedden har hvileperioder hvor den ikke avgir‘stamstmt. Et meget
ngyaktig dataprogram md utarbeides for & unngd det problem som her

kan oppstd med falsk alarm.

- Fisken m8 holdes alene slik at flere testkammer er nedvendig for &
f& sikker signalisering.

- Yngelproduksjon {formering) er meget vanskelig.

Nilgjedden er en varmtvannsfisk som ikke tdler rask avkjeling og
foretrekker en temperatur pd 24-28 % C. Vannet m& siledes varmes opp
under vanlige forhold i Norge.

De nevnte svakheter gjor at metoder med bruk av elektrisk fisk fore-
Topig synes lite aktuell 1 vanlig sammenheng.
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5.3 Beskrivelse av enkelte metoder

1 det felgende skal det bli gitt en nermere beskrivelse av endel
metoder som kan vare aktuelle under norske forhold. Beskrivelsene gjer
ikke krav p8 & vare fullstendige men endel viktige forhold - blir
trukket frem.

5.3.1 MARK 3 Fish Monitor (England)

Water Research Centre i England har utviklet en automatisk biologisk
sensor basert pd gjellelokksaktivitet hos fisk. Systemet er i prinsip-
pet det samme som for er referert av Traaen og Grande (1979) men er
mer utviklet. Apparaturen benyttes som en del av et sterre overvék-
ingssystem. Idag er slike systemer i bruk ved flere drikkevannsinntak
i England.

Apparatbeskrivelse

Apparatet (fig. 6) bestdr av to enheter med fire fisk hvor hver fisk
kan svemme fritt 1 separate kar. Hvert kar har et sett med selv/selv-
klorid elektroder og en referanseelektrode. Disse fanger opp de smd
elektriske signalene som blir generert ndr fisken puster.

Signalene blir forsterket og via en fordeler sendt direkte til et
oscitloscop eller gjennom en analog-digital omformer ti1 datamaskinens
sentralprossessor. Resultatene fra computeren kan overfgres til en
terminal pé stedet, en printer eller via en teleoverfering til en
fierntliggende mottakerstasjon.
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Figur 6. MARC MK 1III fiskemonitor {fra Water Research Centre, U.K.,
salgsbrosjyre).

Virkemate

Overvdkingsstasjonens midtpunkt er en datamaskin (Mikro PDP 11) som
behandler data fra en rekke instrumenter som mdler vannkvalitet. Et av
disse instrumentene kan da vare en MK 3 Fish Monitor som maler
gjellelokksaktivitet hos regnbuegrret.

Gjellelokksaktiviteten registreres med 5 minutters intervaller fra
hver av de 8 fisk. Signalene som er i sterrelsesorden 50-100 pV blir
forsterket og analysert ved Fourier transformasjon. Dette for & skille
ut signalene fra gjellelokksbevegelsene o0g bestemme ventilerings-
frekvensene. Disse blir gjenstand for statistisk analyse for & under-
spke om ventileringsraten avviker signifikant fra tidligere inter-



valler. Fordi ventileringsfrekvensene normalt varierer bdde indivi-
duelt og av andre arsaker en forgiftning blir "normalverdiene” bestemt
ut fra mdlinger foretatt i et intervall fra 2-1 time for den aktue]]e
madling. Signalene fra hver av en 8 fiskene behandles samlet og et
visst avvik utover det "normale" aksepteres for en eventuell alarm ut-
ipses.

Overvdkningsstasjonens dataanlegg fungerer slik at ndr alarm utleses
kan en pd terminalen sjekke andre parametre for & vurdere alarmens
drsak og betydning. En kan s8ledes bl.a. fa plottet inn pustefre-
kvensen hos fisk nr. 1, 2, 3 osv over en foregdende periode, f.eks. de
siste 2 timer. Alle parametre som automatisk mdles som pH, konduktivi-
tet, oksygen, temperatur, ammomium osv vil bidra til & finne A&rsaken
ti1 utlesning av alarmen.

Anvendbarhet i Norge

Apparatene er som nevnt ferdigutviklet i England hvor det idag be-
nyttes pd 7 steder for overvdking av drikkevann. Selve madleteknikken
er enkel men opplegget krever et relativt omfattende datasystem. Et
svakt punkt kan vare "vurdering" av normaltilstand og ved hvilket niva
for avvik alarm skal utlsses. Systemet passer utvilsomt best ved store
anlegg, f.eks. drikkevannsanlegg hvor kravene til sikkerhet er store.

5.3.2 Tox Alert, Model EP 7 {Irland)

Denne metoden som markedsferes av Marine Electrics Limited i Iriand er
basert pd fiskens evne til & unnvike giftstoffer. Den skiller seg fra
de fleste andre metoder ved utformingen av fiskens oppholidskar som er
basert pd gjennomstremming fra to vannkilder. Fiskens evne til &

unnvike et giftsstoff danner her grunnlaget for utlesning av alarm.

Apparatbeskrivelse

Apparatet bestdr av to glasstanker, hver pd ca. 120 1. Hver tank
bestdr av to kammere med en passasje mellom sd fisken fritt kan svemme
fra det ene til det andre. Til det ene kommer en vannstrem, f.eks.
rdvann til et drikkevannsinntak og til det andre en kontrollvannstrem,
- f.eks. behandlet drikkevann. I det ene karet med rdvannet er ned-
senket tre elektroder som registrerer fiskens aktivitet gjennom bio-
elektriske signaler (muskelaktivitets potensiale). Disse signalene
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varierer i amplitude og frekvens fra 1000 pV ved 5 Hz til 100 pV ved
200 Hz for bevegelser av halefinner. Gjellelokksaktivitet har et niva
pd 50-500 uV ved en frekvens pd 2-3 Hz, - avhengig av fiskens ster-
relse.

Signalene fanges opp og forsterkes og filtreres. De produserte sign-
alene blir jusert til et nivd pd 10 V. Ved et fall til 7,5 V utleses
en feorste alarm, the "Yellow Alert”, - faller spenningen videre til
4,5 V utleses nok en alarm, the "Red Alert”. De to alarmene kan utlese
forskjellige nivaer av tiltak. For dette som for de fleste andre typer
av apparater kan signaler, alarm, etc. overfores via telekommunikasjon
til en fjerntliggende overvdkningssentral eller liknende.

Apparatene er beregnet pa bruk av regnbueerret men ogsd andre fisk kan
sannsynligvis anvendes. Fisken kan g& i oppholdskaret i lengre tid, -
leverandgren oppgir 12 mdneder.

Anvendbarhet i Norge

0gsd denne metoden synes aktuell for bruk i Norge, - kanskje spesielt
i forbindelse med sterre drikkevannsanlegg. Et springende punkt er
imidlertid bruken av to vannkilder. Forutsetningen er at fisken skal
foretrekke 3 holde seg i kammeret med rdvann. Det er mulig at dette
lett kan oppnds ved drikkevannsinntak hvor vannet blir klorert og
eventuelt behandles p& annen mite. I andre tilfeller kan dette muli-
gens medfere vanskeligheter.

5.3.3 Gruber's metode [USA)

Gruber et al (1981) har konstruert et system for overvdkning hvor
fiskens gjellelokkbevegelser (frekvens) under &nding blir registrert.
Gjellelokkbevegelsene mdles kontinuerlig ved hjelp av elektroder som
fanger opp bioelektriske stremninger fordrsaket av disse bevegelsene.
Prinsippet er ogsd bruk i mer utvidete og gjennomprevete systemer

(MARK III fish monitor) og metoden skal derfor her bare kort skis-
seres.

Apparatur

M&lekammeret bestdr av en tank som gjennomstrgmmes av vann og hvor en
fisk oppholder seg. Rustfrie std1trdder fungerer som elektroder og er
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plassert 1 hver sin ende av karet. Perforerte vegger atskiller fisken
fra elektrodene og utlepet. De bioelektriske signaler utsendt fra
fisken blir videresendt til en forsterker/filterenhet som er tilpasset
formdlet. 24 milekammer er innebygget i en sterre enhet. Signaier fra
gjellelokkbevegelsene samles i et datasystem. Under unormale forhold,
- dvs. gket &nding, vil computeren signalisere til en varselklokke og
en vannpreovetaker. I tillegg til automatisk mdling av fiskens aktivi-
tet er det ogsd automatisk registrering av endel vannkvalitetspara-
metre og temperatur.

5.3.4 Scharf's metode {Vest-Tyskland)

Denne metoden er en videreutvikling av et system utarbeidet av Karl W-
Besch (Besch et al. 1974, Besch et al. 1977 Scarf, 1979) og baserer
seg pd fiskens sdkalte "positive rheotaxi", dvs. fiskens tendens til 3
svgmme mot en vannstrem. Dersom fisken av en eller annen grunn blir
stresset, f.eks. ved et forgiftningstilfelle, vil den preve & unnvike
nedstrems eller blir svekket slik at en ikke klarer & motstd stremmen.

Apparatbeskrivelse

I fig. 7 er vist skisser av konstruksjonen sett fra forskjellige vin-
kler. ‘

Apparatet bestlr av et oppholdskar som er delt i en rektangular del og
en kileformet del.
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Figur 7.

Vannet
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Shcarf's metode {Scharf, 1979)

kommer inﬁ foran, passerer gjennom perforerte skillevegger og

oppholdskar og renner ut over et overlep. I bakkant 1lgper et tran-
sportbdnd med hastighet 5 cm/sek., drevet av en liten motor, opp til
en registrerende fotocelle. Fisk som transporteres med béandet faller
ned i et oppsamlingskar p& baksiden.

Vanngjennomstremmingen 1 karet reguleres slik at vannhastigheten i
bakkant av den kileformete del er sd hey at fisken her unnviker og

svgmmer

forover igjen. Under normale forhold skal fisken oppholde seg

i den rektanguiere del og i forkant av den kileformete del av appa-

ratet.

I dette tilfelle ble benyttet en vanntilfersel pd 12 1/min. Det

skjer ingen filtrering av vannet.



Dersom fisken blir pdvirket av et giftstoff vil den seke & unnvike
eller bli sd svekket at den havner bakerst og blir fert med av trans-
portbdndet. Fordelen med dette systemet i forhold til det opprinnelige
(Besch et al. 1974) er at fisken ikke gis noe elektrosjokk 1 bakre del
idet vannstremmen her gir samme effekt. Videre skjer fotocelleregist-
reringen i Tuft noe som gir enklere elektronikk enn om den skjer i
vann. Frisk og lite pavirket fisk vil ikke feres med transportbandet,
- noe som sterkt vil redusere sjansene for falsk alarm.

I Tyskland er gullvederbuk (Leuciscus idus 1.) den vanlig benyttede
art. Andre arter som f.eks. mort, srekyt etc. samt diverse Tlaksefisk
ber ogsd kunne benyttes. Fiskens sterrelse avhenger av apparatstoer-
relsen. I Tyskland benyttes fisk i sterrelser pd 5-7 cm. I dette til-
felle er selve hovedkaret 90 cm langt. Apparatet kan imidlertid kon-
strueres i m&1 som passer for flere fiskesterrelser.

Drift

Et antall fisk f.eks. 10 stk. i sterrelser omkring 5 cm plasseres i
oppholdskaret. Etter en aklimatiseringstid p& ca. 24 timer kan trans-
portbdndet settes i funksjon. Fisken fores etter behov, f.eks. 1-2
ganger daglig og kan da g& i karet i flere uker eller s§ lenge stor-
relsen er passelig. Et visst renhold av skilleveggene og transport-
bindet ber skje selv om systemet til en viss grad er selvrensende ved
at partikler fores med transportbandet og faller ned ved utlepet. Pa
skilleveggene kan det i perioder sette seg diverse partikler, spesielt
hvis det dreier seg om ufiltrert elvevann. Alarmsystemet innstilles
s1ik at alarm utlgses ved et visst antall fiskepasseringer i lepet av
et bestemt tidsrom.

I tilknytning til anlegget ber en ha et sterre akvarium eller 1iknende
hvor en bestand av de anvendte fisk holdes i oppdrett. Dersom alarmen
gdr vil en da kunne se om fisken her opptrer normalt. Herfra kan en
ogsd ta ny fisk til testapparatet ved utskiftning. Sammen med appa-
ratene kan en ha automatisk registrering av vannkvalitet (pH, kond.,
etc.), en provetaker som trer i funksjon nadr alarmen utleses eller
Tiknende.

Under bessket i Vest-Tyskland ble det besiktiget to overvdkningssta-
sjoner ved Rhinen hvor apparatene var i drift. Det var i Mainz og
Koblenz. Her var apparatet en del av et sterre opplegg med automatisk
registrering av vannkvalitet og laboratorier for diverse vannunder-
sgkelser. Opplegget var i Mainz ogsd rettet mot publikum hvor forbi-
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passende kunne se fisk 1 akvarium og lese av aktuelle vannkvalitets-
data fra Rhinen pd en demonstrasjonstavile.

Anvendbarhet i Norge

Denne apparaturen er sannsynligvis en av de som godt kurine tilpasses
for bruk i Norge. En bor da benytte &rsyngel av laksefisk, - eventuelt
grekyte eller andre karpefisk. Apparatet kan fdes kjept ferdig fra
Tyskland (Passavant-Werke) men en tids utproving med aktuelle norske
fiskearter ber skje for det taes i bruk.

5.3.5 Juhnke's metode {Vest-Tyskland)

Denne metoden er nermest en variant av apparater fremstilt av Besch
et al. {1974, 1977) og er beskrevet av Juhnke (1973). Apparatene er
patentert og produseres i Tyskland og har tidligere vert markedsfaort
gjennom ferhandler i Norge.
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Figur 8. Juhnke's metode (etter salgsbrosjyre).
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Apparatbeskrivelse

Fig. 8 viser en skisse av selve testkammeret og er et forenklet opera-
sjonsskjema. ‘

Apparatet bestdr av en plastbeholder hvor fisken oppholder seg i et
stremmingskar pd 45 1. Dette kammeret er atskilt fra den @ovrige del
med et gitter i hver ende. I sidekant er det en glassplate som til-
later observasjon av fisken.

Vannet stremmer her inn i underkant og sirkulerer i vertikalplanet som
vist pd figuren. Ved hjelp av ledeplater og dyser renner vannet her i
en Jjevn hurtig strem. Vannhastighet og utskiftningstid kan varieres
men en hastighet pd 15-20 cm/min og 2 min oppholdstid er vanlig benyt-
tet.

Ved utlepet av fiskens oppholdskar er det plassert et sdkalt reak-
sjonsgitter. Dette bestdr av strenger som ved berering klemmer mot en
elastisk slange. Trykkforandringene i slangen omvendes til elektriske
impulser. Om impulsfrekvensen overskrider en viss grenseverdi utlsses
en alarm. Dersom fisken pd grunn av forgiftning drives mot gitteret og
gir dette tilstrekkelig mange og sterke trykk kan sdledes alarm ut-
lsses. 1 apparatet er 0gsd innebygget en vannprevetaker som sjaltes
inn ndr alarmen gér.

Falske alarmer unngdes ved forhdndstesting og innstilling av grense-
verdier for utlesning av alarm. Overvdkningen oppdeles i korte peri-
oder hvor antall impulser i hver periode registreres i en grenseverdi-
mdler. Overskrides forhdndsinnstilt antall i flere pd hverandre folg-
ende testperioder utleses alarm. Impulstall, periodelenge osv. avleses
digitalt.

Gitterimpulser, O2 0g temperatur registeres p& en 3-kanal skriver.
Elektronikkenhetene styrer alle funksjoner og testbetingelsene kan
varieres innen vide grenser.

I anlegget er ogsd montert et akvarium med lufting og filter. Her kan
et storre antall fisk oppbevares til enhver tid. Vanligvis oppholder
testfisken seg i stremmingskammeret en uke hvoretter de overferes til
akvariet for foring og hvile. I Tyskland ble benyttet gullvederbuk som
testfisk.
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Anvendbarhet i Norge

Apparatet vil sannsynligvis ogsd kunne benyttes for laksefisk og
norske karpefisker. O0gsd dette fdes kjopt ferdig i Tyskland hvor det
benyttes flere steder. Et apparat i drift ble besiktiget i Disseldorf
ved Landessamt fiir Wasserwirtschaft. Det ble her benyttet til overvak-
ning av vann fra Rhinen. I Norge ber apparatene kunne benyttes bade i
forbindelse med drikkevanns- og resipientovervakning.

5.3.6 "Rotasjons-strem” {Sverige)

Denne apparaturen baserer seg pd fiskens evne til & holde seg opprett
i en roterende sylinder (Bengtsson, 1974). Denne evnen vil avta dersom
fisken utsettes for stress av en eller annen type. Metoden bl.a. er
beskrevet av Lindahl et al (1976) og Lindahl (1985) og er utviklet i
Sverige.

Apparatbeskrivelse

Apparatet bestdr av et rer i akrylplast og stdl som kan rotere rundt
en lengdeakse. Rgret er konisk i begge ender. Vannet som ledes inn i
forkant roterer rundt sammen med reret og ledes ut i andre enden.

Roret drives rundt av en motor og akselerasjon og hastighet kan vari-
eres etter snske. Reorets lengde og diameter kan varieres etter behov,
- avhengig av hvor stor fisk som skal benyttes. En fisk benyttes i
hvert rer og den skal vere sd stor at den skal fylle ut rerets lengde
og bredde med et 1ite spillerom for bevegelser i sideretning. Lindahl
(1975} beskriver rer i lengder 31-43 cm lange og 2-9 cm indre dia-
meter. Antall omdreininger pr. minutt registreres kontinuerlig og en
kan avlese antall omdreininger ndr fisken ikke lenger klarer & motstd
rotasjonen. Om apparatet benyttes i overvdkingseyemed kan en utstyre
apparatet med alarm som utleses ndr fisken felger vannstremmen med
kroppen 1 rotasjon rundt lengdeaksen. Flere apparater kan kobles inn
for & sikre mot eventuelle falske alarmer.

Anvendbarhet i Norge

Apparatet har forelepig forst og fremst vaert benyttet i forbindelse
med forskning og har sdvidt vites ikke vert anvendt i forbindelse med
praktisk miljoovervdking. Metoden synes ennd & vare pd utviklings-
stadiet og herer forelgpig neppe til de mest aktuelle metoder for bruk
i Norge.
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