Produksjon og giftighet av ammoniakk hos fisk
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Med den gkende interessen for resirkulering av vann i norsk landbasert
oppdrett er det viktig med fokus pa produksjon og grenseverdier av
ammoniakk og hva som pavirker disse faktorene. Her gis en kort oversikt over
feltet, med fokus pa laksefisk i ferskvann.

Det er stor interesse for resirkulering av vann, saerlig i produksjonen av laksesmolt. Det har
bakgrunn i bl.a. et vesentlig lavere forbruk av vann i forhold til anleggenes gkende biomasse,
og mulighet til & utnytte oppvarming av vann mer gkonomisk. Noen av utfordringene med
resirkulering i forhold til gjennomstrgmning er krav til karhydraulikk, gkt oksygentilsetning og
fierning av partikler og avfallstoffer, i fgrste rekke nitrogenprodukter og CO,. Resirkulering
krever derfor en langt bedre miljgstyring og vannbehandling enn gjennomstreamningsanlegg,
samtidig som teknologien kan gi gode, og i enkelte tilfeller kanskje bedre, vekstbetingelser
enn tradisjonelle anlegg. | resirkulering er det saerlig nitrogenproduktene (ammoniakk, nitritt
og nitrat) og CO, som kan vaere begrensende og som krever godt dimensjonerte og drevne
rensesystem. Et resirkuleringsanlegg er derfor i enda sterre grad enn gjennom-
stremningsanlegg en levende helhet, hvor endring av én faktor kan virke inn pa andre
elementer i anlegget.

Ammoniakk kjemi og enheter for konsentrasjon

Ammoniakk foreligger i vann i en likevekt av en gass (ammoniakk-gass) og et ion,
ammonium. Ammoniakk-gass er i overvekt den giftigste formen for fisk, og det er denne vi
ma ha hovedfokus pa. Her bruker vi for enkelhet skyld ordet "ammoniakk” nar vi omtaler
emnet generelt, i trdd med engelsk sprak og faglitteratur (ammonia). Nar vi spesifikt mener
de forskjellige forbindelsene, bruker vi ordet ammoniakk-gass eller formlene NH3, og NH3-N.
For ionet brukes ordet ammonium-ion eller formlene NH4*, og NH,"-N.

Det er mange mater a utrykke konsentrasjon av ammoniakk i vann pa. Det kan veere ved
bruk av mol-begrepet og NHs-partialtrykk, som er mest brukt i fysiologisk forskning, eller ved
bruk av vektenheter, slik som mg/L eller ug/L. Det som er av overordnet betydning er at
personell som jobber med ammoniakk i oppdrett, benytter samme enhet, eller kan konvertere
mellom enhetene. En grei enhet a bruke i forbindelse med oppdrett er mengde nitrogen i
form av ammoniakk-gass og ammonium-ion. TAN, total ammonium nitrogen, betyr summen
av NHs-N (nitrogen i ammoniakk-gass) og NH,*-N (nitrogen i ammonium-ion). Ordet
"ammonium” inne i TAN-utrykket er noe villedende, siden TAN er summen av begge
formene. Grunnen til valget er bare for enkelhet skyld, og reflekterer ogsa at ved fysiologisk
pH er mesteparten av TAN i form av NH,"-N

En verdi pa f. eks. 2 mg/L TAN, vil dermed bety 2 mg/L nitrogen, men inkluderer altsa bare
de nitrogenatomer som finnes i molekylene NHs-N og NH,*-N. Bruken av "-N” etter
forbindelsene har ikke noe a gjere med molekylformelen, men indikerer bare at det er
nitrogenet som verdien henviser til. Den samme logikken gjelder ogsa for nitritt og nitrat.

Noen ganger blir konsentrasjoner oppgitt som mengde NH; eller NH,4". | dette tilfellet, hvor
det ikke er noen "-N”" markert etter formlene, betyr det alisd massen av hele molekylet,
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inkludert hydrogenatomene. Det er enkelt & konvertere mellom disse to enhetene: For a
konvertere fra NH; til NH3-N, multipliserer vi mengde NH; med 0.822, som er ratio mellom
mol-vekt for nitrogen (14.01) og NH; (17.03). For & konvertere fra NH," til NH4*-N,
multipliseres mengde NH;" med 0.776 (ratio 14.01/18.04). Det er altsa viktig & presisere hva
det menes med en verdi. Noen ganger skrives det ammoniumnitrogen, eller
ammoniakknitrogen i litteraturen. Dette betyr henholdsvis NH,*-N og NH;-N (og summen av
de to er TAN). | Mattilsynets forskrift med veiledende vannkvalitetsverdier for
settefiskproduksjon er dette til dels uklart. | teksten over tabellen i forskriften, star det total
ammoniumnitrogen, mens det i selve tabellen star bare ammonium (2 mg/L). Det er dermed
usikkert om det menes NH4*, NH,*-N eller TAN. | denne artikkelen er det forutsatt at
Mattilsynet mener TAN.

Fordelingen mellom NHs-N og NH,*-N i TAN i vann styres i hovedsak av pH, temperatur og
salinitet.

NH,* < NHj + H*

pH hvor fordelingen er 50:50 for likevekten, er ca 9.7 ved 12 °C og ferskvann. Ved pH 7 og
12 °C er det bare ca. 0.2% NH;-N i TAN. Ved en gkning pa en pH enhet i omradet pH 7-8
gker NH3-N konsentrasjonen ca 10x i en gitt mengde TAN. Likevekten over forskyves altsa
mot hgyre, ved gkende pH. @kt temperatur, f. eks. fra 10 til 20 °C farer til ca. en dobling av
NH3-N. Salinitet har mindre innvirkning; en gkning farer til en svak reduksjon av NH3-N. Dette
ma ikke forveksles med NHs-N i sjgvann generelt. Sjgvann har ofte en hgyere pH, noe som
vil gi en kraftig gkning i mengde NH3-N i forhold til situasjonen med samme mengde TAN i
ferskvann.

| resirk ber det sammen med jevnlige registreringer av TAN, ogsa regnes ut hvilken
konsentrasjon NH3-N dette representerer. Dette fordi NH;-N er den giftigste komponenten,
og de fleste grenseverdier oppgis med denne enheten. Likningssett for a regne ut NH3-N
konsentrasjonen kan finnes i lzerebgker, og det er flere kalkulatorer pa nettet. Det vil ogsa bli
lagt ut slike likningssett pa www.resirkforumnor.no.

Produksjon av nitrogen hos fisk

Fisk skiller ut nitrogen i form av flere forbindelser, men ammoniakk og urea dominerer. Fisk
kan ogsa skille ut sma mengder kreatin, kreatinin, metylaminer, aminosyrer, og protein. Det
har blitt funnet at nar ekskresjonen av disse males og sammenlignes med den totale N-
ekskresjonen hos grret i ferskvann (via separat N analysator), mangler det opp mot 20%
(Kajimura et al., 2004). Dette viser at arret skiller ut ukjente N-forbindelser, og at det mangler
mye kunnskap om nitrogenomsetningen hos fisk.

| resirk er det spesielt viktig & vite hvilke faktorer som virker inn pa fiskens utskillelse av N,
siden konsentrasjonen av TAN i vannet og mengden som biofilteret ma fijerne avhenger av
dette. Apenbare forhold er at nar temperatur, féringstyrke, mengde protein i foret,
stressfaktorer og svemmehastighet gker, sa stiger ogsa N-ekskresjonen. Videre vil
ammoniakkutskillelsen stige i en periode etter féring, der mengden og tidsforlapet kan
avhenge av faktorene over og av fiskestarrelsen. Variasjonen i TAN-konsentrasjonen i
vannet vil derfor avhenge av féringsstrategien.
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Fig. 1. Forenklet oversikt over antatte forlap og forsvarsmekanismer hos laksefisk i ferskvann ved
sub-letal gkning av TAN i miljget (Terjesen, upublisert). Tegning av laks er gjenngitt fra

www.fishbase.org, med tillatelse av R.M. McDowall.

Hvis det er ubalanse i aminosyre (AA) -profilen i foret, f. eks. en underdekning av essensielle
AA, sa gker ogsa ekskresjonen. Dette fordi protein deponeres i fisken i.h.h.t RNA
(ribonukleinsyre), og hvis det mangler en essensiell AA, sa kan ikke andre AA brukes heller.
Fisk kan ikke lagre ubrukte AA, og ma derfor fjerne aminogruppene fra disse. Derfor er
hgykvalitetsfor kanskje enda viktigere i resirk, der en hgyere TAN-belastning ma handteres
av biofilteret ved en suboptimal AA-profil.

Forsvarsmekanismer ved ammoniakkeksponering

Ferskvannsfisk som blir utsatt for en lett eksponering antas a ta i bruk flere
forsvarsmekanismer (Figur 1). Ved gkt eksponering i vannet er innstremming av NH; starst,
siden permeabiliteten er hayere for NHz enn for NH,". Dette forklarer ogsa mye av forskjellen
i giftighet. Fisken responderer fort pa den gkte TAN konsentrasjonen i plasma, ved a
konvertere NH; og glutamat til glutamin. Glutamin syntetase er et enzym som har hay
aktivitet i nervevev, som er vevstypen som er mest utsatt ved ammoniakk-forgiftning.
Glutaminkonsentrasjon i hjerne hos erret gker ogsa ved normal féring (Wicks og Randall,
2002b). Etter hvert klarer grret & skille ut ammoniakk mot konsentrasjonsgradienten, fordi
plasma TAN har gkt, og sannsynligvis fordi det blir uttrykt flere transportproteiner. En har
trodd at ammoniakk i hovedsak skilles ut via enkel diffusjon av NH3;, men det er na vist at
dette skjer gjennom rhesusglycoproteiner i gjellene, og ved hjelp av H" pumper som forsurer
vannet rett utenfor (Nawata et al., 2007). Fisk har ogsa evnen til a tolerere hgye TAN nivaer i
muskel, noe som muligens kan virke som en kortvarig buffer under mer akutt eksponering.
Tidlige livsstadier har mulighet til & konvertere NHj til urea, som er mye mindre giftig enn NH;
(Terjesen, 2008).
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Tabell 1. Effekter av kronisk ammoniakk-eksponering (gverste del) og anbefalte gvre grenser for ammoniakk i vann (nederste del) for
laksefisk i ferskvann. Merk at tabellen ikke er komplett.

Art ?ttgégﬁlrﬁe/ Tidsrom pH Temp ﬁﬁinﬁiﬁ;ﬂ; Effekt Referanse

Atlantisk laks Rogn og pl.sekk 53 dager 6.7-76 13 60 Vekstreduksjon (Samylin, 1969, sitert i US EPA, 1984)
Regnbuegrret Rogn og pl.sekk  67-75 dager 7.5 10-12 50 Vekstreduksjon (Burkthaler og Kaya, 1977)
Regnbuegrret Rogn til startfor 72 dager 7.4 15 21 Deformiteter (Calamari et al., 1981)

Atlantisk laks Pl.sekk og startfér - - 17 8 til 74 Vekstreduksjon (Samylin, 1969, sitert i US EPA, 1984)
Pukkellaks Plommesekk 61 dager 6.3-6.5 4 2.4 Vekstreduksjon (Rice og Bailey, 1980)

Regnbuegrret 3 generasjoner 1825 dgr 7.7 9 36 Gjelleendringer (Thurston et al., 1984)

Atlantisk laks Smolt 8/28 dager 6.2-6.8 4 19 Glukosegkning (Fivelstad et al., 1993)

Coho laks 349 57 dager 7.2 18 16 Hb reduksjon  (Buckley et al., 1979)

Chinook laks  Parr 42 dager 7.8 6-14 5 Gjelleskader (Burrows, 1964, siterti US EPA, 1984)
FV-fauna Generelt - - 16 (Environment Canada, 2000)
FV-fauna Generelt 7 12 13 (US.EPA, 1999), fra CCC TAN grense
Laksefisk Generelt - - 10 (EIFAC, 1993)

Atlantisk laks Ferskvannfase - - 3til5 (Rosseland, 1999)

Atlantisk laks Ferskvannfase 6.8 12 3 Mattilsynet, v/2 mg/L TAN (pH 6.8/12°C)

NH3-N er i noen tilfeller estimert fra oppgitt TAN, pH, salinitet, og temperatur, ved bruk av formelverk i Whitfield (1974) og Fivelstad (1988).
FV, ferskvann. Hb, hemoglobin. CCC, criterion continuous concentration.



Mekanismene skissert her bidrar til & stabilisere TAN niva i fisken, men forbruker energi som
heller kunne vaert benyttet til vekst. Nar kapasiteten overstiges, akkumulerer TAN ukontrollert
og fisken viser symptomer pa forgiftning. Toksiske mekanismer er ikke klarlagt hos fisk, men
henger mulig sammen med overstimulering av N-methyl-d-aspartate type glutamat
reseptorer i nervevev, som forarsaker kraftig innstremning av Na* og Ca®" ioner og
energimangel (Felipo og Butterworth, 2002). Derfor er ofte symptomene pa forgiftningen
nevrologiske, slik som redusert svgmmekapasitet, skjelvinger og ubalanse i vannet.

Grenseverdier for laksefisk i ferskvann

U.S. EPA (1999) har foreslatt en tosidig giftighetsmodell for ferskvannsfauna, i relasjon til pH.
For det farste skal det mye mindre TAN til ved hay pH, for & gi giftighet, enn ved lav pH:
Dette p.g.a. av gkt NH3-N i TAN ved gkt pH. For det andre skal det mindre NHs-N til ved lav
pH for & gi giftighet, fordi at den dominerende NH," ogsa har giftighet. | tillegg har NH3-N
starre giftighet ved lave temperaturer, noe en ma ta spesielt hensyn til under lukket transport
og nedkjgling av transportvannet.

Tidlige livsstadier av laksefisk er vesentlig mer tolerante overfor NH3-N forgiftning enn senere
stadier. Dette gjelder dgdelighet under akutt eksponering, mens senvirkninger som
deformiteter er lite kartlagt. Toleranse til NH;-N synker dramatisk rundt slutten av
plommesekkstadiet hos @rret, og sannsynligvis ogsa hos laks, slik at mindre NH3-N skal til for
a gi dadelighet hos startféringsyngel. Laks virker generelt mer sensitiv overfor NH;-N enn
grret, malt som LC50. Det er et generelt problem at det har veert lite forskning pa kronisk
NH;-N giftighet hos laks i ferskvann. Tidligere livsstadier av laksefisk etter klekking viser
vekstreduksjon helt ned til 2.4 ug NH3-N/L, men her var temperaturen lav (4°C), noe som
gker giftighet (Tabell 1). Laksesmolt viser gkning i plasma glukose over ca 19 ug NH3-N/L,
en typisk stressreaksjon, nar eksponert ved 4°C (Fivelstad et al., 1993). Rosseland (1999)
anbefaler pa bakgrunn av velferdsindikatorer at NH3-N bar veere under 3 til 5 ug NH3-N/L i
settefiskfasen. Ammoniakk er ikke ansett for a veere et problem i gjennomstremnings-anlegg
med rent ferskvann, der fokus heller er overmetning av O, og CO, og metallene aluminium
(Al) og jern (Fe) (Rosseland et al., 2005; 2007; Atland et al., 2007). Likevel har vi gjiennom
"Vannkvalitetsundersgkelsen” (VK 1999-2006) sett at det i tidlig yngelfase kan vaere langt
mer intensivt enn i smoltfasen (Figur 2), og der en i noen tilfeller kommer opp i
grenseverdiene for NHs-N (Rosten et al., 2007; Atland et al., 2007; Kristensen et al., 2009). |
anlegg der en bruker sjgvannsinnblanding til pH over 7.5, eller i lukkede transporter bade
med ferskvann og sjgvann, vil en raskt kunne overskride slike NH3-N verdier (Rosten et al.,
2000; Stefansson et al., 2007), noe som kan resultere i dramatiske dgdeligheter i brannbater
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Figur 2. Data fra VK-undersgkelsen 1999-2006. Total ammonium nitrogen (TAN, pg/L) i utlgpet
av kar i siste fase av smoltifisering (A) og i yngelfasen etter startféring (B)(Rosten et al., 2007;
Atland et al., 2007; Kristensen et al., 2009).



ved vannskifte etter lengre periode med lukket transport (Hjeltnes et al., 2008).

Det finnes flere offisielle tilrddninger for TAN og NH3-N (Tabell 1). US EPA (1999) gir
tilrddninger som dekker all ferskvannsfauna, i relasjon til tidsaspekt, og oppgir ikke en enkelt
TAN eller NH;-N verdi, men en likning hvor en kan regne ut TAN pa bakgrunn av pH og
temperatur. Forutsatt at Mattilsynet sin veiledning er 2 mg/L TAN, vil det tilsvare 3 ug NHs-
N/L (pH 6.8/12°C), noe som bgar gi beskyttelse for de fleste livsstadier. Men, det er da viktig
at TAN verdien til Mattilsynet sees i relasjon til pH og temperatur. Ved pH 7.5 vil samme TAN
verdi bety ca. 14 ug NH3-N/L, som er hgyt for kronisk eksponering.

Interaksjoner med andre oppdrettsbetingelser

Som nevnt kan en ikke se isolert pa TAN, spesielt ikke i resirk. Det er vist at reduksjon i O,
(Alabaster et al., 1979), gkt CO, (Lloyd og Herbert, 1960), og hay svemme/vannhastighet
(Wicks et al., 2002), gir gkt giftighet av NH3;-N. Nar det gjelder CO,, farer en gkning ofte til
lavere vann pH. Derfor vil en gitt konsentrasjon av TAN veere mindre giftig p.g.a. lavere NH;-
N. Men, en gitt NH3-N konsentrasjon vil veere mer giftig ved mye enn ved lite CO, i vannet
(Lloyd og Herbert, 1960). Forholdet mellom NH3-N og O, overmetning er heller ikke klarlagt.
Effektene av féring pa NH;-N giftighet er uklare. Plasma TAN gker hos grret som en naturlig
konsekvens av foring, slik at en intuitivt skulle tro at féret fisk er mer utstatt ved ammoniakk
eksponering. Imidlertid har forskning vist at foret grret har en hgyere 24 timer LC50 (er altsa
mer tolerant) ved eksponering enn fastet fisk (Wicks og Randall, 2002a). Videre viser grret
hayere veksthastighet nar den fores til metning under mild TAN eksponering, enn nar den
fores restriktivt (Wood, 2004). Det finnes oss bekjent ikke rapporter om tilsvarende forsgk pa
laks. Totalt viser disse interaksjonene at en méa ha god oversikt over det totale
oppdrettsmiljget, og at videre forskning kan gi interessante funn om hvordan dette "gamle”
molekylet virker i oppdrett.
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