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Biotester har vunnet innpass som et
supplement til mer tradisjonell limno-
logisk metodikk i vannforskningen. To
biotester benyttes rutinemessig ved sterre
vannforskningsinstitusjoner idag: maling
av primerproduksjonen i en lokalitet, og
maling av algevekstpotensialet i vann-
prover fra lokaliteten.

Primerproduksjonsmalingene skjer ni
nesten utelukkende ved bruk av isotopen
C* i form av bikarbonat. Vannprgvene
med sine naturlige samfunn av mikro-
organismer tilsettes smi mengder av radio-
aktivt bikarbonat og inkuberes i klare
flasker, enten in situ eller i et simulerende
system (inkubator med temperaturkon-
troll og forskjellige lysstyrker). Opptak
av C* gir hovedsakelig et mil pa foto-
synteseaktiviteten i vannprevene, og mi-
lingene tolkes som representative for foto-
synteseaktiviteten i lokaliteten pd de ak-
tuelle dyp, steder og tider. Utfort i sam-
svar med et godt underspkelsesprogram
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(som ma bla. omfatte et tilstrekkelig an-
tall milinger pr. tidsenhet) er primarpro-
duksjonsintensiteten den beste parameter
for & karakterisere en vannforekomst og
for 4 oppdage langsomme, systematiske
endringer i lokaliteten. Primezrproduk-
sjonsintensiteten i en lokalitet bestemmer
ofte de potensielle brukerinteresser. Pri-
merproduksjonsmalingene er vannforsker-
ens viktigste biotest, og kanskje ogsd den
som er lettest & gi en meningsfylt tolk-
ning. En videreutvikling av metodene
synes 4 gi i retning av standardiserte in-
kubatorteknikker og bruk av stadig mer
raffinerte matematiske modeller, der pre-
sise produksjonsestimater spkes fram-
skaffet pi grunnlag av farre observasjo-
ner. For den grunnleggende og nyere me-
todikk, se Vollenweider (27), Gargas &
Hare (4).

Den andre biotesten nevnt innlednings-
vis, maling av algevekstpotensialet (AGP
= «Algal Growth Potential», og andre
navn), kan ogsd gjennomfores med enkel
utrustning. Men resultatene kan vare
vanskelige 4 tolke i sammenheng med de
aktuelle forholdene i lokaliteten. Metoden
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er i sin enkleste form basert pa maling
av utbyttet av alger som vokser opp pa
de nzringsstoffer som finnes i provevan-
net. Algene, vanligvis gronnalgen Selenast-
rum capricornutum, mi pa forhand vere
holdt i et medium med lavt nzringsinn-
hold (for & unngd overfering av naerings-
stoffer i algene). I sin enkleste form,
slik her skissert, i kulturer av begrenset
volum (kolber, «batch»), gir metoden et
mal for den maksimalt mulige algevekst,
noe som vel aldri realiseres i naturen.
Under naturlige forhold pigir prosesser
som synking, beiting, regenerasjon og til-
forsel av neringsstoffer kontinuerlig,
disse prosessene et stoppet opp i en
filtrert vannpreve av et sveaert begrenset
volum. Dette problemet, pluss flere andre
potensielle feilkilder som trekker i den
ene eller annen retning, gjor at metoden
mA brukes kritisk og i sammenheng med
maling av andre parametre. Etter flere
forssk pi interkalibrering av metoden
er det enighet om at den neppe egner seg
som en absolutt milemetode. Til det er de
systematiske forskjeller laboratoriene imel-
lom altfor store. Innenfor et gitt labora-
torium er imidlertid metoden velegnet
som et relativt mal for provevannets fer-
tilitet. Innenfor rammen av fornuftige,
flersidige provetakingsprogrammer har
AGP-metoden gitt verdifull informasjon
som ikke ville vere tilgjengelig med
andre metoder. Teori, metodikk og ek-
sempler pd anvendelser finnes spredt i
litteraturen (3, 5, 10, 15, 18, 19, 25).
Nylig har tilsvarende biotester ogsd vert
forspkt utfort med lokalitetens naturlige
planktonpopulasjoner. Utviklingen av en
slik metode kan pa det praktiske plan
by pi bade fordeler og ulemper. Fra
forskere med innsikt i eksperimentell
planktongkologi foreligger ogsd teoretiske
innvendinger som mi diskuteres.
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Fig. 1. Vekstforlopet hos alger i en kultur
av  begrenset volum (kolbe, «batchy).
a = lag-fasen: liten endring i cellekon-
sentrasjonen. Cellene omstiller seg til nye
forbold. Lag-fasen kan, under ideelle for-
hold, reduseres til et minimum ved riktig
valg av testorganisme og ved korrekt be-
bandling av cellene. b = log-fasen: celle-
kousentrasjonen oker eksponentielt, vekst-
kurven blir linezr som semilog plot.
r = den stasjonzre fasen: cellekonsentra-
sjonen har nddd sitt maksimum og for-
blir konstant i kortere eller lengre tid.
Cellekonsentrasjonen i den stasjonzre fa-
sen er et mal for utbyttet under de gitte
betingelser.

De fleste biotester er basert enten pa
maling av veksthastighet, eller pd méling
av utbyttet av testorganismer i et be-
grenset volum. Fig. 1 gir en forklaring pa
de viktigste begrepene. Utbyttet, f.eks.
ved maling av AGP, er avhending av
den initiale naringsstoff-konsentrasjonen
i vannproven; i vére naturlige ferskvanns-
forekomster vil utbyttet ofte veaere kor-
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relert med fosfatinnholdet i praven. Ut-
byttet kan imidlertid bli mindre enn
forventet ut fra neringsstoffinnholdet der-
som humussyrer eller inhibatorer er til-
stede.

Veksthastigheten er svert avhengig av
ytre faktorer som lys, temperatur og
turbulens, men disse forholdene kan lett
standardiseres.  Veksthastighetene kan
imidlertid péavirkes sterkt av stimulanter
eller inhibitorer i mediet, innenfor be-
grensede konsentrasjonsomriader. Mange
folsomme og presise biotester er basert
pd maling av veksthastigheter.

Vitaminer i vann (thiamin, biotin,
cyanocobalamin) pad langt under nano-
gram-nivd kan bestemmes kvantitativt
med alger som testorganismer. Bakterier
kan i visse tilfelle ogsd brukes.

Metodikken med alger er best utviklet
for, og mest prevet pd vitaminbestemmel-
ser i sjovann. Aktuelle stammer av ma-
rine alger kan ogsd brukes i ferskvann
etter tilsetning av vitaminfrie salter eller
fortynning med vitaminfritt sjovann. P3
samme mate som ved kjemiske analyser
konstrueres en kalibreringskurve hvor
responen (f.eks. veksten) plottes som
funksjon av kjente vitaminkonsentrasjo-
ner. Ved mailinger i ukjente vannprover
kjores flere paralleller, og indre standar-
der m3 brukes. Hos dinoflagellaten
Ampbidinium carterae er opptaket av
radioaktivt bicarbonat proposjonalt med
biotinkonsentrasjonen i mediet innenfor
et begrenset konsentrasjonsomrade, folge-
lig brukes i dette tilfellet C“opptaks-
hastigheten ved miling av biotinkonsen-
trasjoner. Cyanocobalamin-analoger kan
miles ved & maile utbyttet av diatomeen
Thalassiosira pseudonana etter feks. 5
dogn, og jamfere med kalibrerte systemer.
I ferskvann kan chrysophyceen Ochro-
monas malhamensis brukes for «ekte»
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B12, bakterien Escherichia coli kan bru-
kes som testorganisme for total-innholdet
av Bl2-analoger (22).

For bestemmelse av thiamin i fersk-
vann finnes en stamme av Ochromonas
danica, 1 sjovann kan benyttes flere for-
skjellige stammer av alger (26). For den
uinformerte leser ber det her nevnes
at de frittlevende primarprodusentene i
vann, planktonalgene, kan trenge vitami-
ner. I store trekk ser det ut til at grenn-
alger har lite behov, diatomeer trenger
ofte Bi,, mens chrysophyceer ofte trenger
thiamin (22). Noen arter trenger ogsi
flere vitaminer. Vitamininnholdet i vann
er detfor av interesse i planktonforsknin-
gen. Narver av eller mangel pd vekst-
faktorer som vitaminer kan tenkes 4 lede
suksesjonsforlgpet i bestemte retninger.
Det finnes fi undersokelser over disse
forhold; vitaminarbeid krever en ekstrem
grad av ngyaktighet, renslighet og rutine.

Biologiske metoder kan ogsd brukes til
kvantitativ bestemmelse av sporstoffer.
Lindstrom og Rodhe (14) har utviklet en
metode til bestemmelse av selén i naturlig
vann, ned til 5 nanogram/l. En stamme
av dinoflagellaten Peridinium cinctum f.
westii har et obligat behov for spor av
selen i mediet. Innenfor et bestemt kon-
sentrasjonsomrade gir variasjoner i selen-
mengden i mediet eller prgvevannet et
malbart utslag pd8 veksthastigheten hos
testalgen.

I miljetoksikologisk sammenheng synes
ogsd algene 4 vinne innpass som bruk-
bare testorganismer. Inhibitorer eller gift-
stoffer i mediet kan gi opphav til de
forskjelligste vekstresponser si som ned-
satt utbytte, endret veksthastighet, pro-
gressivt avtagende veksthastighet eller
fullstendig inhibisjon. Eksempler er gitt
i fig. 2. Toksisitetstester med mikroorga-
nismer krever et inngdende kjennskap til
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Fig. 2. Vekstresponser bos alger i kultur
av begrenset volum, under pavirkning av
faktorer som modifiserer vekstforlopet.
a = normalt vekstforlop i kultur under
ideelle betingelser. b = utbyttet begren-
set. ¢ = weksthastigheten begrenset.
d = progressivt avtagende veksthastighet
og begrenset utbytte. e = forlenget lag-
fase. f = fullstendig inbibisjon, uten
celledod. g = celledod.

opptaks- og vekstkinetikk og membran-
og cellefysiologi. Som et eksempel pi en
farlig metode kan nevnes metoden til
Payne (20), som bruker MAC-5 («Mini-
mum Algistatic Concentration, after 5
days»), den konsentrasjon av inhibitor
som gir ingen vekst i lgpet av 5 dogn i
kolbekultur, som et mil pd giftighet. Me-
toden kan skjule progressive -effekter
som kun kan avslpres gjennom lengre tid
eller i kontinuerlige kulturer. Et lererikt
eksempel pd anvendelse av alger i tok-
sisitets-studier i semi-kontinerlige og kon-
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tinuerlige kultursystemer er gitt av
Reynolds et al. (23).

Davey et al. (1) bruker giftvirkningen
av kobber pi diatomeen Tbhalassiosira
pseudonana som indikator ved undersgk-
else av chelatoreffekten i vann. I folge
Irwing-Williams «regel» vil spesielt kob-
ber danne sterke komplekser med orga-
niske kompleksdannere, og ogsd kunne
fortrenge andre kompleksbundne ioner
som Ca, Mg og endel spormetaller. Det
er kun de frie kobberioner som er giftige
for Thalassiosira, kompleksbundet kobber
har ingen innflytelse p4 algens veksthastig-
het. Vannprgvene tilsettes f.cks. 10 for-
skjellige konsentrasjoner av Cu++, fra 1
til feks. 50ug/l. Etter ekvilibrering ino-
kuleres provene med Thalassiosira, og
veksten males i lgpet av kortest mulig tid.
S4 lenge alt det tilsatte kobber kan kom-
pleksbindes til nzrverende humus-stoffer,
forblir veksthastigheten like hgy som i
kontrollen (uten kobber). Straks kom-
pleksbindingskapasiteten er overskredet,
avtar veksthastigheten meget raskt med
okende kobberkonsentrasjoner. Plottes
veksthastigheten som funsjon av total
kobberkonsentrasjon i prgvevannet, fis en
kurve som likner en tilsvarende titre-
ningskurve med kobber-sensitiv elektrode.

Bioassay-metoden har kun den fordel
at den er med fglsom enn titrering med
kobber-sensitiv elektrode. For underso-
kelser i ferskvann ber testalgen Sele-
nastrum ikke brukes, den ber erstattes
med en art med mer presis respons
ovenfor kobber. I humuspévirkede sjoer
vil nok en direkte titrering med elektrode
vare & foretrekke.

En annen metode som kan veare inter-
essant i forbindelse med studiet av spor-
metaller og chelatorer i naturlig vann.
Enkelte bakterier og bligranne alger pro-
duserer organiske forbindelser som danner
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svert stabile komplekser med jern. Disse
forbindelsene, sikalte «siderochromer»
eller hydroxamater, inncholder en eller
flere av den kjemiske gruppe

%) ?H

som selektivt danner komplekser med jern.
Produksjonen av siderochromer er vist &
vaere induktiv, siderochromproduksjon in-
duseres ved lave konsentrasjoner av jern
i mediet. Stoffene antas 4 fungere som
«kampstoffer» i planktonsamfunnet, der
en siderochromprodusent kan eliminere
konkurrentene ved 4 chelatere ut det til-
gjengelige jern. Dette synes f.eks. & vere
tilfelle hos bli-grenne alger (16, 24). De
kjemiske metoder for pavisning av denne
typen kompleksdannelser er lite folsomme.
I naturlige konsentrasjoner pavises derfor
hydroxamat-chelatorene ved hjelp av en
siderochrom-auxotrof stamme av bakte-
rien Arthobachter (A. terregens eller A.
flavescens). (17) har gitt en oversikt over
siderochromer, og nyere litteratur (6, 2)
har aktuelle eksempler.

I denne kortfattede oversikten har jeg
begrenset meg til 4 nevne noen f§ me-

toder som jeg selv har funnet interessante.
Prinsippene bak de fleste biotest-under-
sokelser er de samme, og metodene er
hverandre noksi like. Jeg ma imidlertid
understreke at endel slike tester krever
bruk av semikontinuetlige eller kontinuer-
lige kultursystemer (kjemostater eller tur-
bidostater), og dette har jeg med vilje
unngitt 4 komme inn pd i denne kort-
fattede redegjorelsen. Se lerebgker i
mikrobiologisk kulturteknikk (13, 21).
Viktige forbedringer av batch-metoden
har sett dagens lys i de senere &r. Me-
toden til Klaveness & Guillard (11) med
ekstremt tynne kulturer gir tilnermede

‘«kjemostat-forhold» over lengre tid, og

ber kunne preves i biotestsammenheng.
Klotz, Cain & Trainor (12) har introdu-
senrt en semikontinuerlig batch-teknikk
som tillater maling av relative algevekst-
potensialer i svert neringsfattige vann.
En dialysemetode utviklet ved NTH-
Trondheim synes spesielt godt egnet til
toksisitets-tester (7, 8, 9).
Biotest-metodikk synes 8 ha framtida
foran seg bade i praktisk vannforskning
og til lpsning av problemer av mer
grunnforskningspreget natut.
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