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1 Inledning

Syftet med att skatta bakteriell syrekonsumtion i havsvatten ar framst att upptacka godning av
havsmiljon. Metoden ger indirekt ett matt pa den biokemiska syreférbrukningen in situ , vilken
ar kopplad till tillforseln av néring till en recipient (jmf. biokemisk syreférbrukning, BOD>).
Matt pa syreforbrukning ger méjlighet att upptacka 6kande biokemisk syrekonsumtion som
kan leda till syrebrist. Undersékningstypen kan anvéandas bade lokalt i recipienter och i stor
skala (Ostersjons delbassanger).

Metoden &r publicerad i vetenskapliga tidskrifter och har anvénts i manga akvatiska studier
sedan 1982. Den finns beskriven i Helsingforskommissionens riktlinjer for miljodvervakning i
Ostersjon (Baltic Sea Environment Proceedings No. 27D). Metodiken i denna anvisning
anvander en vidareutveckling publicerad av Smith och Azam 1992.

1.1 Bakgrund

Bakteriell produktion av biomassa lanserades av Billen et al. (1990)1 som en indikator pa&
konsumtion av l6sta organiska foreningar i ett ekosystem. Produktionen av bakterieplankton
paverkas direkt av halt och sammanséttning av organiskt material och narsalter i vattenpelaren.
En positiv korrelation mellan ndringsstatus och bakterievariablerna har generellt visats i
akvatiska ekosystem. Okad produktion av organiskt material genom ¢kad véxtplankton-
produktion och/eller extern tillforsel av I0st organiskt material (vattendrag, avliopp) forvéantas
darmed resultera i en hogre syrekonsumtion och en hogre biomassa av bakterier. Likasa kan en
direkt godning av bakteriesamhallet via begransande narsalt (framst kvave eller fosfor)
forvantas dar tillgangen pa kol och energi ar i 6verskott. Bakteriell syrekonsumtion indikerar
darfor den realiserade produktionsnivan i en miljo, ett viktigt matt pa tillstandet i ett
ekosystem.

Bakterieplanktons syrekonsumtion utgdr en stor del av den biokemiska syreférbrukningen i
akvatiska miljoer. Over 80% av konsumtionen av organiskt kol (eg. sekundarproduktionen) i
havet sker i pelagialen och bakterieplankton star for en betydande del av denna2. Den faktiska

andelen av bakteriell konsumtion (20-50%) varierar mellan olika akvatisk miljoer 3.
Kolkonsumtion och respiration &r tatt kopplade i aeroba organismer (eg. respirationskvoten,

RQ, 2). Darmed innebar en hog konsumtion av kolféreningar en hog syrekonsumtion i
syresatta miljoer.
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1.2 Princip

Skattningen av bakterietillvaxt med tymidinmetoden bygger pa att icke-fotosyntetiska bakterier
specifikt tar upp tymidin genom cellmembranet. Tymidin anvénds for att bilda arvsmassa

(DNA,4: 9). Syntesen av DNA 4r strikt kopplad till celldelning. Innan en dubblering av en
bakteriecell kan ske, maste dubbelt sa mycket DNA ha bildats, och darmed dubbelt sa mycket
tymidin byggts in i DNA.

Det tymidin som anvénds ar markt med den radioaktiva vateisotopen tritium i den metylgrupp
som sitter pa tymidin. Mangden tymidin som byggs in i DNA ar darfor proportionell mot
méangden radioaktivitet som tas upp.

Mangden tymidin som tagits upp av bakterierna kan omraknas till antal celler som producerats
genom kannedom om hur mycket tymidin som behovs per cell. Teoretiska konversionsfaktorer
stammer relativt val med experimentellt uppskattade, men ligger vanligtvis nagot under de
senare. Orsaken &r att naturligt tymidin inuti cellen spader ut det tillsatta radioaktiva, varvid
synteshastigheten av DNA underskattas av teoretiska faktorer. Det faktum att ej alla bakterier
tar upp tymidin och att en viss betning av bakterier sker under inkuberingen, bidrar ocksa till
en hogre konversionsfaktor i praktiken.

Bakteriellt tymidinupptag kan ocksa rapporteras som syrekonsumtion vilket beraknas fran
celltillvaxt via biomassa (se metodanvisning for "Bakteriehalt™), tillvéxteffektivitet och
respirationskvot (RQ).

1.3 Omfattning

Bakterieproduktion kan métas i sétvatten saval som i ocean salthalt (0-35 psu). Kravet &r att
tillford tymidin finns i tillrackligt 6verskott (slut konc. 25 nM i brackvatten) jamfort med
naturligt tymidin, samt att omvandlingsfaktorn fran upptagen tymidin &r riktig (1.5 x 10*

+C.V. 56 % celler [mol tymidin] ™ i Bottniska Viken, 6).

1.4 Stérningar

Undvik att utsatta provet for ljus eller temperatur som avsevart skiljer sig fran in situ
forhallanden fore och under inkuberingen. Iskalla (0°C) TCA l6sningar och iskalla ror ar
vasentligt for fallningssteget i metoden. For-kyl alltid dessa. Ett noggrant avlagsnande av
Overvatskan efter centrifugering ar ett kritiskt moment. Provréren ska under denna procedur
hallas i rumstemperatur. Anvand en dragen pasteur pipett och sug ut vatska dnda till botten.
Vidror endast motsatt sida mot den pelleten sitter pa, men anda till botten pa roret. Avlagsna
ocksa sma droppar under locket samt imma pa vaggarna. Anvand ej latex handskar, dessa kan
ge fluorescens.
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15 Kontaminationsrisk

Arbeta antiseptiskt med sterila tippar och ror. Undvik framférallt att kontaminera tymidin-
staml@sningen.

Skydda provet fran narhet till amnen som kan hamma livsprocesserna (exv. formaldehyd,
Lugollésning, latexgummi, TCA etc.).

1.6 Sakerhet

Isotop

Tritierad [metyl-3H] Tymidin med specifik aktivitet om 80 000 Ci mol-1 och koncentration
12.5 uM (ImCi/ml) anvénds. Isotopen ar R-stralande och har en rackvidd pa c:a 10 mm i
vatten. Skydda ansikte och 6gon. Anvand handskar och skyddsrock. Isotopen kan i utspadd
form spolas ut i vasken.

Trikloréttiksyra (TCA)
TCA é&r fratande p& 6gon, hud och slemhinnor. Anga och damm kan irritera och fororsaka
lungskada. Anvand skyddsmasker och skyddsrock vid uppvéagning. Arbeta i dragskap.

1.7 Ovrigt
2 Forberedelser
2.1 Disk och rengéring

Anvand val Milli-Q-skoljda provtagningskérl. Samma ror kan anvéndas vid alla stationer.
Provflaskor och losningar som tillfors provet maste vara rena och ej ha varit i kontakt med
biocider (exv. formaldehyd).

Tipparna till EDOS kan anvandas flera ganger for samma typ av l6sning. Mark dem tydligt och
skolj dem med MilliQ mellan pipetteringar.

Vid férdelning av provvatten skoljs tippen en gang med aktuellt provvatten.

2.2 Identifiering av prov
50 ml polypropylenrdr skall vara markta med provtagningsdjup.

Eppendorfror mérks pa locket med station, behandling (prov resp. kontroll) samt
provtagningsdjup. Anvéand vattenfast tusch.

Placera lampligen proverna stationsvis, behandlingsvis och djupvis for enkel 6verforing fran
resultatfil till berakningsfil.
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2.3 Reagens
Isotopen

Tritierad [metyl-3H] Tymidin enligt p. 9 anvands

Triklorattiksyra (TCA)

TCA innehaller mycket kristallvatten. 100% TCA bereds genom att blanda 500 g TCA (Merck,
ProAnalysi) med 227 ml Milli-Q-vatten. 5% och 50% TCA bereds fran stamlésningen genom
spadning med MilliQ vatten.

TCA é&r fratande p& 6gon, hud och slemhinnor. Anga och damm kan irritera och fororsaka
lungskada.

Anvand skyddsmasker och skyddsrock. Arbeta i dragskap.

Scintillationsvatska

Toluene- och Xylenfri scintillationsvatska som exv. Pharmacia OptiPhase HiSafe 3, Wallac
OY kan anvandas. Scintillationsvétskan skall kunna blandas med vatten.

Is
Vanlig iskross fran ismaskin eller isfack fran frys anvands som kylmedel for TCA ror.

2.4 Innan kryssning/provtagning

Fore avresa placeras 1.5 ml Eppendorf ror i 5 ml scintillationsburkar i scintillationsrack. Méark
ror med vattenfast tusch pa lockets dversida med kryssning (K#), station, djup och behandling.
Placera roren i den ordning som de elektroniskt skall 6verforas till resultatfil.

Vid provtagningsdagens borjan startas inkubator for roren och kylcentrifug for att uppna ratt
temperatur. Mark 50 ml polypropylen rér med metod och djup och stall fram i rack pa
provtagningsbordet. Stall fram 2 termosar fér inkuberingsvatten markt med "Over termoklin”
och ”Under termoklin”, respektive. Se till att en dragen pasteurpipett finns kopplad till
vattenfélla och vaccumsug i dragskapet. Arbetsytor skall vara tackta med skyddspapper.

25 Protokoll

Stationsprotokoll ska skrivas ut innan avféard for provtagning enligt metodanvisning
"Forberedelser”.
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3 Provtagning
3.1 Provtagning

Vattenprov utfors enligt metodinstruktion Provtagning med rosett SBE 32”.

Ett MilliQ-skaljt polypropylenror skéljs en gang med provvatten innan den fylls med 50 ml
prov. Forvara med lock sa nara in situ temp som praktiskt mojligt till start av inkubering enligt
p.4.4.1.

Fyll termosar med vatten fran yt- resp. djupvatten och anvand for inkubering av prover fran
provdjup med liknande temperatur.

3.2 Konservering/upparbetning

Upparbetning utférs inom 1 timme enligt punkt 3.3 och 4. Vid exv. daligt vader kan
upparbetning vanta upp till 8 timmar, notera ndr inkubationen startar.

3.3 Forvaring

50 ml flaskor forvaras efter provtagning morkt sa néra in situ temperatur som majligt. Kylskap
eller rumstempererat skap kan nyttjas.

Prov i eppendorfror med 50% TCA tillsatt kan forvaras i kylinkubator eller kylskap upp till 7
dygn.

Eppendorfror med féllt, TCA ol6sligt material, uppl6st i scintillations vatska kan forvaras i
rumstemperatur och morker till scintillationsrakning. Bor raknas inom 5 dygn.

4 Metodbeskrivning

4.1 Reagens

Gor 50% (w/v) TCA och 5% (w/v) TCA i tillracklig méangd for en kryssning. Forvara TCA i
50ml polypropylenrér i isbad i kylskap under hela upparbetningen. Ta ut den méangd Tritierad
[metyl-3H] Tymidin som behdvs for en station i ett Eppendorfror.

4.2 Kalibreringslosningar
Inga.

4.3 Upparbetning

4.3.1 Forberedelser

Satt pa kylcentrifugen (4°C) for att kyla rotorn. Centrifuger utan kylning kan stallas i kylskap.
Nér inkubator "Eppendorf ThermoStat plus” anvands stélls den pa 2°C. Om kylblock anvands
kyls detta i frysen (-20°C) minst 1 timme foére anvéndning.
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4.3.2 Inméarkning med tymidin

. For varje provdijup fylls tva eppendorfror med 1 ml provvatten vardera med pipett. Se
aktuellt provtagningsprotokoll for replikering. Minst 1 prov och 1 kontroll fran varje hamtare
skall matas om skattning av vattenpelaren efterstravas. Skall olika provdjup jamféras
rekommenderas motsvarande fran 3 hamtare fran respektive provdjup. For att folja analytisk
precision bor minst duplikat av prov och kontroll tas fran nagot djup eller hel station inom
provtagningsprogrammet. Samma tipp kan anvéandas pa alla djup, men skélj med provvatten
mellan provdjupen.

. Tills&tt med EDOS 100 pl 50% TCA till kontrollrdren, blanda 3 s (med provrors
omblandare) och vanta 5 min. TCA avstannar celltillvaxt.

. Ta ut den beraknade mangden tymidin fran stamflaskan till ett eppendorfror med steril
tipp. (med *C-pipetten). Tills4tt sedan 2 ul tymidin forst till prover och sedan till kontroller
varvid samma tipp kan anvandas. Placera droppen pa vaggen ovanfor vatskeytan. Blanda 3 s.
Notera tiden for inkuberingsstart samt isotopens specifika aktivitet och batchnr. i protokollet.

. Inkubera i termosar ndrmast in situ temperatur i 1 timme. Om nedkylt provrérsblock
anvands, stéll in det i frysen under tiden.

. Avbryt inkuberingen genom att sétta eppendorfréren i ”Eppendorf ThermoStat plus”
(installt pa 2°C) eller det nedkylda eppstéllet i 5 min. Notera tiden nar réren placeras i
provstéllet.

4.3.3 Fallning av bakteriebiomassa med TCA

. Tills&tt med EDOS 100 ul 50% TCA till proverna (ej kontroller) och blanda 3 s. Viktigt
att ha TCA-losningar iskalla! Lat sta ytterligare 5 min i "Eppendorf ThermoStat plus”. Om
centrifugering ej kan ske direkt kan proverna kan i detta lage sparas vid 4°C upp till sju dygn.

. Satt eppendorfréren i en kyld rotor med “nackarna” utat. Se till att proverna ej ar frysta
nér de satts i centrifugrotorn. Centrifugera eppendorfréren vid 16 000 x g (13 000 rpm, se
utrustning) i 10 min, 4°C. Stall eppendorfstéllet med Ovriga prover i kyl (4°C), (om det finns
fler prover &n centrifugen tar).

. Placera eppendorfroren i ett provrorsstéll i rumstemperatur. Avldgsna évervatskan med
en dragen pasteurpipett kopplad till vattensug eller vacuum (RADIOAKTIVT, anvéand
sugflaska). Var mycket noga! Den ev. osynliga pelleten finns i botten, pa sidan mot rorets
“nacke”. Vidror ej pelleten. Avlagsna dven kondens och imma i och strax under locket.

. Tillsatt med EDOS 1 ml iskall 5% TCA. Se till att ingen luftbubbla finns i botten av roret
sd att pelleten tvattas ordentligt. Blanda 5 sekunder. Se till att inte méarkningen forsvinner
under omblandningen.

. Centrifugera eppendorfréren, med "nackarna” utat, vid 16 000 x g (13 000rpm) i 10 min.
Avlagsna supernatet som ovan.
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. Tillsatt 1 ml OptiPhase HiSafe 3 till varje ror. Stang locket och blanda 5 s. Hang ned
eppendorfroren i 5 ml plastscintburkar. Forvara enligt p. 3.3.

4.4 Kalibrering

Scintillationsrédknaren skall kalibreras med tillhérande standards fore prover raknas. Datum for
godkand kalibrering skall foras in i kalibreringslogg och databasen for varje provset. Byt
standards nar de gatt ut.

Fabriksbestamd quenchkurva anvénds.

4.5 Analysforfarande

Scintillationsrékning av proverna gors direkt i de eppendorf-rér som anvéandes vid
upparbetningen. Roren hangs ner i 5 ml scintillationsburkar.

Satt anvandarnr 1 pa forsta racket som skall raknas och racknummer-etiketter pa alla rack med
prover i for att proven skall kunna identifieras i utskriften efter analysen. Nummerordningen pa
racken spelar ingen roll.

Placera proverna pa hoger sida i scintillationsraknaren med kalibreringsracket (det gula) med
de oquenchade proverna 14C, 3H och bakgrundsprovet pa position 1, 2 respektive 3 langst in i
apparaten och placera stoppracket, det roda, sist (narmast dig). Placera inte ndgra prover i
stoppracket da de inte kommer att raknas. Anvandarnr och racknr etiketterna ska vara vanda
bort fran dej.

Se till att skrivaren som ar kopplad till scintillationsraknaren &ar pa och att ”on line” indikatorn
lyser gront.

Starta rakningen av proverna genom att markera ”Automatic counting” i menyn pa
bildskarmen pa apparaten och tryck sedan start.

Proverna raknas nu, pa skarmen syns hur lange provet raknats och vilken aktivitet det har.
Skrivaren skriver ut varje prov pa en rad. Stoppracket stoppar matningarna.

Foljande instélining av parametrarna skrivs ut vid start av varje rékning av
primérproduktionsprover;

ID: 3H, 5SMIN, DPM

USER :1 COMMENT:

PRESET TIME :5.00

DATA CALC : SL DPM H#: " YES SAMPLE REPEATS 1 PRINTER: :STD
COUNT BLANK :NO IC# :NO REPLICATES 1 RS232 : OFF
TWO PHASE :NO AQC :NO CYCLE REPEATS 01

SCINTILLATOR :LIQUID LUMEX :NO LOW SAMPLEREJ :0

LOW LEVEL :NO HALFLIFE CORRECTION DATE: none

ISOTPE 1: 3H %ERROR: 2.00 FACTOR:  1.000000 BKG.SUB: 0
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BACKGROUND QUENCH CURVE: Off

Quench Limits Low: 2.672

COLOR QUENCH CORRECTION: On

High: 316.80

Proverna raknas i [*H]-fénstret med program for omvandling av CPM till DPM fran
fabriksdefinierad quench kurva (se p. 4.4).
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5 Resultatberakningar
5.1 Berakningsformler
511 Omvandling av DPM till celltillvéxt

Mangden (mol) inkorporerad 3H-tymidin mlI-1 h-1 (ngy)beréknas enligts:

(dpm, —dpm, )x 4.5 %10
Al = V x At x SA
dar
dpmp=dpm i provet (medelvarde av replikat)
dpmy=dpm i kontroller (medelvérde av replikat)
4.5x10-13=konverteringsfaktor (dpm ==> Ci)
V=provvolym (ml)
At=inkuberingstid (timmar)
SA=specifika aktiviteten for [3H]-tymidin (Ci/mol)

51.2 Bakteriell biomasaproduktion

Tymidinupptag omréknas till bakteriell biomassaproduktion (Pp, mol kol liter™ dygn™) med
formeln:

P = Any, x TCF xm, x 24 x1000

dar TCF ar tymidin konverteringsfaktorn. For Bottniska Viken anvénds 1.5 x 1018 celler [mol
tymidin]* baserad pd Wikner och Hagstrém 19997, vilket &r néra den teoretiska faktorn for

kustvatten och medelvardet for empiriskt bestamda faktorer fran olika akvatiska miljoer 4. 8.
Faktorn m, ar kolinneh&ll i medeltal per bakterie i provet i pmol C cell™. Se metodanvisningen
for "Bakteriehalt" for bestamning av kolinnehall per bakterie. Faktorerna 24 timmar dygn™ och
1000 ml liter* omvandlar tid och volym till angiven enhet.
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513 Bakteriell syrekonsumtion

Bakteriell syrekonsumtion, AO,™, beraknas fran kolproduktion, bakteriell tillvaxteffektivitet,
BGE, och respirationskvoten, RQ, enligt:

1- BGE
X=X
BGE
BGE antas for Bottniska Viken i genomsnitt vara 30%, vilket &r néra det medelvéarde som

rapporterats fran olika akvatiska miljoer 9. 10. Respirationskvoten antas vara 0.9 baserat p&
viktad RQ for konsumtion av kolhydrat (vikt 0.5), Protein (vikt 0.33) och fettsyror (vikt 0.17)

2 Detta 6verensstammer ocks& med erfarenheter frn en marin bakterieart under tillvaxt 11,

AO,™ =P, RQ

514 Standarddeviation

Standarddeviationen (SDtot) for ett provdjup berdknas som kvadratsumman for prov och
kontroll replikat enligt:

SD,, = 1/(SD; +5D})

dar SDp och SDy &r standarddeviationen frén prov resp. kontrollreplikat.

5.1.5 Variationskoefficienten
Variationskoefficienten (CVtot) berdknas som:
_ SD,

ot
CVtot - a

Dar m &r netto dpm baserat pa differensen mellan medelvérdet for prov och kontroll.

5.2 Resultatberékningar

Vérden for upptagen tymidin (dpm) for prov och kontroll kopieras in i databas fran resultatfil.
Nettoupptag av tymidin mlI™ timme™ beréaknas i mallen liksom bakteriell cell-, och
biomassaproduktion, samt syrekonsumtion. Mallen skall ge prov och kontroll dpm, medelvérde
for netto dpm, standard deviation for bade kontrollvéarden och prover, samt
variationskoefficienten. Bakteriell biomassaproduktion i mol C liter! dygn™, syrekonsumtion i
mol O; liter! dygn™, samt de koefficienter som anvands vid deras berakning anges enligt
Tabell 1 (p. 7).
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5.3 Matnoggrannhet

Matnoggrannhet bestar av specificitet, precision, robusthet och detektionsgrans. For vissa
variabler ar ocksa systematiska fel och linedritet av betydelse.

Variationskoefficienten for netto dpm bor ligga under £20% i produktiva vatten. Under
vinterhalvaret kan de ligga nagot hogre. Variationskoefficient 6ver +60% bor granskas
narmare. Bakgrund bor ligga under 150 dpm och i medeltal pa 70 dpm. Detektionsnivan ligger
pa 100 dpm nettoupptag tymidin (0.02 umol O liter* dygn™).

Systematiska felet i bestamningen paverkas framst av omvandlingen fran upptaget av tymidin
till cellproduktion. Standarddeviationen for skattningen av TCF faktorn (1.5 x 10*® celler [mol
tymidin]™) ar +56% (n=5) for prover fran Botten viken, Bottenhavet och Orefjarden. En
osakerhet finns ocksa i faktorer for kolinnehall per cell, tillvaxteffektivitet och respirationskvot
vid bestamning av syrekonsumtion. Totalt skattas osékerheten i en bestamning av cell- eller
kolproduktion till 60 %.

Produktionshastigheter ner till 1 x 10" celler liter™ dygn™ kan métas (detektionsgrans
motsvarande +2 standarddeviationer). Detta motsvarar 0.02 pmol liter? dygn™, ungefar lika
som kol eller O,. Typiska tillvéxthastigheter i mesotrofa miljoer ar 20 ggr hogre.

6 Kontroll och utvardering

6.1 Kontrolldiagram

Kvalitetskontrollera genom att utvéardera erhallet bakteriellt upptag av tymidin mot djup och
tid. Den bor vara rimlig i forhallande till tidigare matningar motsvarande tid av aret.
Djupprofilen bor ha ett rimligt utseende med hogre varden narmare ytan under produktiva
sasongen. Variationskoefficienter skall granskas om de dverstiger 3 SD 6ver medelvérdet.
Hittas felaktighet stryks vardet med motivering, datum och signatur. Hittas inget skal att stryka
provet markeras det med Q=3.

Arets hela dataset utvérderas genom att stationsvis plotta i) variationskoefficienten (CV) for
varje djup mot Juliansk dag dar replikering utforts ii) bakteriellt tymidinupptag i dpm mot
Juliansk dag och djup. Avvikande varden rapporteras och diskuteras med den
kvalitetssakringsansvarige enligt ovan. Meddela snarast misstankta felkallor.

6.2 Utvardering

Resultaten for bakterieproduktion granskas av kvalitetssakringsansvarige for kontroll av
vardena varefter de blir klara. Avvikande vérden (>3 +SD) markeras med Q= 3. Kontrollera att
utraknad cellproduktion eller syrekonsumtion ar rimlig och passar in bland 6vriga vérden i
djupprofilen och arskurvan.

Utvardering av absoluta varden och variationsmatt gors lampligen efter omrakning till mol O,
liter™* dygn™. Varden som avviker mer 4n 2 standardavvikelser fran 6vriga narliggande varden i
djupprofilen eller arskurvan granskas narmare. Hogre varden granskas for ev. felkallor och
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enstaka prov som avviker mer an 3xSD fran 6vriga replikat markeras med Q=3, om inte
felaktigheter motiverar att provet stryks.

Jamfor ocksa varden med 3x SD konfidensintervall fran tidigare ar, samt stationer under
samma provtagningskryssning. (eg. dar samma tymidin stamldsning anvants). Om felkallor kan
identifieras stryks provet, annars markeras provet som ett extremvérde (3). Var forsiktig med
att stryka héga vérden utan bra motiv.

Meddela omgaende felaktiga varden eller ovanliga resultat till kvalitetssakringsansvarige.
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7 Rapportering

Vérden fors in i databasen dBotnia. Utskrift av radata och beraknade vérden delges
kvalitetssakringsansvarige. Radata och beréknade data enligt Tabell 1 skall arkiveras:

Tabell 1. Databasvariabler och enheter:

Storhet Enhet Gallande |Funktion |Kategorier |Akronym Vardeex.
siffror
Tymidinupptag Dpm 3 - Djup BGTYMUPT 1000
+Cvtymidinupptag % 2 Statistik Djup BGCVTYUP 5
Tymidinkontroll Dpm 3 - Djup BGTYMCON 40
+Cvtymidinkontroll % 2 Statistik Djup BGCVTYCO 10
Specifik aktivitet Ci mol™ 3 - Djup  |BGSPACTY 82000
Faktor radioaktivitet Ci dpm™ 3 - Djup |BGENRAFA | 4.50x10™"
TCF' Celler mol™ 3 - Djup |BGTCF 1.50x10%
Provvolym Milliliter 3 - Djup BGSAMVOL 1
Tid for inkuberingsstart  |tt.mm 4 - Djup BGINCST 10.18
Tid for inkuberingsslut  |tt.mm 4 - Djup BGINCSP 11.20
Instr.kalibr.sdatum 01-09-26 6 - Djup, BGICD 01-10-04
standard

Bakteriell cellproduktion |Celler I'* dygn™ 3 5.1.1 Djup  |BGCELLP 1.84x10°
Bakt. Prod. +CV % 2 514,515 Djup BGCCELCV 11
Bakteriekolproduktion  |pmol kol liter*dygn’ 3 512 Djup BGCARPR 0.29
Bakt. Kol +CV % 2 5.1.4,5.15 Djup BGCARCV 15
Respirationskvot - 2 - Djup BGRQ 0.9
Bakteriell pmol O, liter™® dygn’ 3 513 Djup BGCOXYCO 0.60
syrekonsumtion

Bakt. SyrexCV % 2 5.1.4,5.1.5 BGCOXYCV 29

t Tymidinkoversionsfaktor fran upptag av tymidin till producerade celler

Statistik anger att grundlaggande statistiska funktioner anvants.

Q ar en kvalitetsfaktor for provet. Se BIOMADSs anvisning for kvalitetskoder.

Till huvudvariablerna anges for providentifiering; Utforare, Fartyg, Station (HELCOM BMP-
nomenklatur, om definierad), Koordinater, Datum, Klockslag (start inkubering) samt Djup (m).
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Vardefulla stodvariabler ar bakteriebiomassa, (hela samhallet, pmol C liter™), bakterievolym
(median, pm?® cell™), syrehalt (mol O;, liter™), total fosfor (uM), total kvave (uM) och
temperatur (°C).

Data rapporteras vidare till den svenska nationella marina biologidatabasen BIOMAD vid Inst.
f. Systemekologi, Stockholms Universitet, enligt aktuellt kontrakt.

8 Utrustning

Plast- och glasvaror

50 ml ror av polypolypropylene med lock, exv. Falcon, Labora art nr 009-2098.

1.5 ml Eppendorfror, (polypropylene, exv. Treff Lab, prod. nr 96.7246.5.01) for inkubering.
Plastscintillationsburkar 6 ml, exv. Beckman Mini Poly-Q vial.

Pipettippar 0.5-10 pl och 10-100 pl och 100-1000 pl.

Pasteurpippeter i glas med dragen spets.

Kylcentrifug
En kylcentrifug med kapacitet for 1.5 ml Eppendorfror, angivet g-tal och helst kylning till 4°C

kravs. Exv. kan Beckman GS-15R, rotor F2402 anvandas (Radiaklab., KBV005). Icke
kylcentrifuger kan stallas i kylskap. Rotorn skall vara kall innan anvandning.

Vattensug
En vacuumpump med kapacitet om minst -400 mmHg krévs. En dragen pasteurpipett kopplas

med slang till en vattensug exv. AGA eller Siemens for avlagsnandet av 6vervatskan. En
sugflaska mellan vattensug och pasteurpipett fangar upp radioaktivt vatten.

Automatpipett
Kalibrerade pipetter som tacker 0.5-10 pl och 10-100 pl och 100-1000 pl behdvs. En eldriven

pipett kan med fordel anvandas.

Kylrack
Ett kylrack i plast med plats for 1.5 ml Eppendorfror forvaras i frys (-20°C). Under

upparbetningen haller blocket tillracklig kyla under c:a 15 min. Forvara blocket i frys nar det ej
anvands exv. mellan centrifugeringar.

Kylinkubator
Eppendorf ThermoStat plus (prod nr. 5352 000.010 + 5364 000.016) har speciellt utvarderats

for andamalet och en temperatur om +2°C har funnits ge erforderlig fallningseffektivitet av
TCA féllbart material. Skall forkylas 30 min. fére anvandning. Placerad i UMF rum A21
alternativt radiaklab. pa KBV005.

Scintillationsréknare
Beckman Coulter™ LS 6500 Multi-Purpose Scintillation Counter (cat.nr. 510656). Beckmans
mjukvara for elektronisk lagring av resultaten fran scintillationsraknaren anvands.

Provrors omblandare
Vibrofix VF1, Jankel & Kunkel, IKA-Labortechnik.




UMEA UNIVERSITET ‘x i VG, Utgava nr: 1

Umed Marina Forskningscentrum ) Revision nr: 0
Marin miljéévervakning Sida nr: 16 (17)
R Utférdad: 07-03-07
Kvalitetsmanual w
Bilaga 1 “ A Godkand av: Johan Wikner
Bakteriell syrekonsumtion ) « L Signatur:
9 Kemikalier och l6sningar
Isotop

Isotop bestélls sa att sa farsk stamlésning som majligt anvands. Det skall efterstravas att
stamlésningen ej ar dldre dn 8 veckor fran aktivitetsdatum. Markera ankomstdatum pa burken
och vilken volym som tagits ut. Se ocksa till att stamléningen har ratt specifik aktivitet och inte
aldras langre an 2 manader. Forvara i kylskap.

Tritierad [metyl-3H] Tymidin (exv. Amersham bestallningsnr. TRK 686) med specifik aktivitet
om 80 000 Ci mol-1 och koncentration 12.5 uM (1mCi/ml) anvénds. Den volym som forbrukas
per station tas ut provtagningsdagens morgon och sub-volymer fran denna for att minimera
kontaminering. Anvand sterila tippar.

Isotopen &r R-stralande och har en rackvidd pa c:a 10 mm i vatten. Skydda ansikte och dgon.
Anvéand handskar och skyddsrock. Isotopen kan i utspadd form spolas ut i vasken.

Trikloréattiksyra (TCA)

TCA innehaller mycket kristallvatten. 100% (w/v) TCA bereds genom att blanda 500 g TCA
(Merck, ProAnalysi) med 227 ml vatten. 5% och 50% TCA bereds fran stamlosningen genom
spadning med MilliQ vatten.

TCA &r mycket fratande pa 6gon, hud och slemhinnor. Anga och damm kan irritera och
fororsaka lungskada.

Anvand skyddsmasker och skyddsrock. Arbeta i dragskap.

Scintillationsvétska
Toluene- och Xylenfri scintillationsvatska som exv. Pharmacia OptiPhase HiSafe 3, Wallac
OY kan anvandas (prod. nr, 1200-437). Scintillationsvatskan skall kunna blandas med vatten.

Is
Iskross fran ismaskin anvands som kylmedel for TCA ror.
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