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syrekonsumtion

Mal och syfte med undersékningstypen

Syftet med att méta bakteriell syrekonsumtion i havsvatten &r frimst att upptacka gédning av
vattenmiljon (metoden fungerar dven i sétvatten). Metoden ger indirekt ett matt pa den
biokemiska syrekonsumtionen (BODy) in situ, vilken &r kopplad till tillférseln av néring till
en recipient (1). En métning av syreférbrukningen ger méjlighet att upptacka forekomst av
Okande biokemisk syrekonsumtion, som kan leda till syrebrist. Undersokningstypen kan
anvandas bade lokalt i recipienter och i stor skala (Ostersjons delbassanger).

Malet ar att med hjalp av matningar av ékad bakteriell syrekonsumtion upptécka att tillforseln
av naring till omradet 6kar. Dessutom &r ambitionen att skilja klimatberoende eller andra
naturligt betingade variationer i syrekonsumtionen fran effekter som fororsakas av mansklig
(antropogen) verksamhet.

Undersokningstypen ar anvandbar for att bedéma ett vattenomrades status i forhallande till
miljomalet Ingen eutrofiering.

Undersokningstypen skall framst anvandas nar det géller hotbilden av 6vergédning i saval
kustvatten som utsjéoomraden.

Samordning

Undersokningstypen om bakteriell syrekonsumtion samordnas lampligen med andra under-
sokningar i den fria vattenmassan (pelagialen) som omfattar hydrografi, biologi och kemi.
Framst rekommenderas att métningar av temperatur, syrehalt, totalfosfor och totalkvéve gors i
anslutning till undersokningstypen. Syrekonsumtion ar ocksa en vardefull forklaringsvariabel
till program inriktade pa undersokningar av bottenlevande djur respektive bottenvegetation.

Strategi

Bakteriell syrekonsumtion kan matas i bade sétvatten och i vatten med oceanisk salthalt (Gver
30 PSU (Practical salinity unit). Det gar att anvanda de omvandlingsfaktorer som namns i
litteraturen for den typ av miljé som man tanker méta i. For att sékra hogsta mojliga riktighet i
matningarna rekommenderas dock sadana faktorer som bestams av de faktiska forhallandena i
den aktuella miljon. Arbete pagar for att oka tillforlitligheten ytterligare genom en mer direkt
omvandling till syreenheter.
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Med metoden mater man, forutom mangden syre som gar at for att bryta ned dott vaxt-
planktonmaterial, ocksa hur mycket syre som gar at for att bryta ner 16st organiskt material
som tillforts fran land (3ar, dlvar, avlopp m.m.). | kustomraden och sjoar kan bidraget av
organiskt material fran land vara storre an den mangd organiskt material som har véaxt-
plankton som ursprung. Den bakteriella syrekonsumtionen ger dar ett viktigt samlat matt pa
den totala naringstillforseln till ekosystemet.

Produktionen av bakteriell biomassa har lanserats som en indikator pa flodet av l6sta
organiska foreningar i ett ekosystem (2). Produktionen av bakterieplankton paverkas direkt av
halten och sammansattningen av organiskt material och nérsalter i vattenpelaren vid
temperaturer 6ver c:a 5 °C (3, 4, 5) . Ett positivt samband mellan naringsstatus och bada
bakterievariablerna (bakteriebiomassa och produktion av bakterier) har generellt kunnat
pavisas i akvatiska ekosystem (3). Man kan darfor vanta sig att ékad produktion av organiskt
material genom 6kad produktion av véxtplankton och/eller tillforsel utifran av 16st organiskt
material (via t.ex. vattendrag eller avlopp) leder till en hdgre produktion och foljaktligen en
hogre biomassa av bakterier. Likasa kan man rakna med en direkt gédning av bakterie-
samhaéllet via tillvaxtbegransande néringsdmnen, framst kvave eller fosfor, i miljoer dar kol
och energi finns i dverskott.

Den syrekonsumtion som bakterieplankton star for utgor en stor del av den biokemiska
syreforbrukningen i akvatiska miljoer. Over 80 procent av sekundarproduktionen i havet
(konsumtionen av organiskt kol) sker i den fria vattenmassan och bakterieplankton star for en
betydande del av denna. Den faktiska andelen av bakteriell syrekonsumtion (20-50 procent),
se aven fig. 1, varierar globalt sett mellan olika akvatisk miljoer beroende pa ekosystemets
struktur (ex. sdsongsvariation). | en naringsgradient i norra Sverige i augusti utgjorde
bakteriell syrekonsumtion 28 % av den totala (Fig. 1). Kolkonsumtion och respiration &r tatt
kopplade i syrekravande (aeroba) organismer och respirationskvoten (RQ) ar foljaktligen néara
1. Darmed innebér en hog konsumtion av kolféreningar ocksa en hog syrekonsumtion.

Hur mycket syre som bakterieplankton konsumerar verkar vara proportionellt till den totala
respirationen (t.ex. den biokemiska syreforbrukningen), och darmed till produktionen av
organiskt material, i systemet (6 och Fig. 1). Bakteriell syrekonsumtion ger darmed ett
indirekt matt pa sekundarproduktionen (den totala respirationen av organiskt material) i en
given miljo. Detta kan liknas vid en bestdmning in situ av biokemiskt syrekrav. Vid
berakningen av biokemisk syrekonsumtion i form av bakteriell syrekonsumtion utgar man
fran att det ar en forsumbar mellanarsvariation i andelen bakteriell respiration av den totala
respirationen. Detsamma antas for den genomsnittliga tillvaxteffektivitet hos bakterie-
samhallet (alltsa hur stor andel av tillganglig naring som resulterar i faktisk tillvaxt) och RQ-
kvoten. Tillgangliga studier tyder pa att dessa antaganden &r rimliga (Fig. 1).
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Fig. 1. Samband mellan total syrekonsumtion (Winkler-metoden) och bakteriell syrekonsumtion i fyra akvatiska
miljoer med olika ndringsstatus. Forklaringsgraden for sambandet dr 0.999. Data (opublicerade, Wikner) dr
fran en samtidig provtagning (inom 3 timmar) med tre verkliga provpunkter per miljo i slutet av augusti,
Oredilvens avrinningsomrdde.

Storleken pa den bakteriella syrekonsumtionen spanner globalt sett dver fem tiopotenser (2, 3)
fran naringsfattigt grundvatten, via kustbassanger till Gvergodda sjoar. Den statistiska styrkan
hos bakteriell syrekonsumtion mojliggor att vattenbassanger som skiljer sig at mer &n 30
procent kan sarskiljas fran varandra. | tiodriga tidsserier kan man med 80 procents sannolikhet
upptacka sjuprocentiga forandringar. Sannolikheten att upptécka ocksa relativt sma
forandringar i naringsstatus ar darmed goda.

Som namnts skall undersékningstypen framst anvéndas nar det galler hotbilden évergddning i
kustvatten och utsjpomraden. Dock kan aven vissa metaller — framst kvicksilver, kadmium,
koppar, nickel och zink — med verkan pa fundamentala cellprocesser inledningsvis tankas
paverka bakterierna (7). Den genetiska anpassningen hos bakteriesamhallet gar emellertid
snabbt och redan inom nagra bakteriegenerationer (veckor) kan belastning av metaller vara
omdjligt att upptacka. Foérandrad UV-instralning och forandrat klimat (framst temperatur-
hojningar) kan ocksa orsaka forandringar hos bakterierna (8). Naringstillgdngen ar dock den
faktor som huvudsakligen paverkar den bakteriella syrekonsumtionen, enligt sammanstall-
ningar av faltdata (3).

Statistiska aspekter

Storleken pa bakteriernas upptag av nukleinsyrakomponenten tymidin ar grunden for berak-
ningarna av bakteriell syrekonsumtion. Matning av tymidinupptag visar en god precision i
forhallande till forvantade naturliga variationer. Varden pa matningar av tymidinupptag finns
publicerade for de flesta akvatiska miljoer. Detta ger en god mojlighet till jamforelser med
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varden fran flera olika vattenmiljoer. Osakerhet i skattningen av syrekonsumtionen kommer
framst fran osékerheter vid omvandlingen fran tymidinupptag till syreupptag.

Den rumsliga (horisontella) variationen hos bakterievariablerna &r mindre &n variationen i tid
sett pd arsbasis (9). | omraden grundare an 25 meter ar aven den vertikala variationen relativt
liten. Man anser idag att man far den béasta skattningen av arsmedelvarden for ett omrade
genom att anvanda fa stationer med hdg tidsuppldsning. For att bedéma paverkansomraden i
recipienter kan det dock vara battre med en annan typ av upplaggning, med storre rumslig
spridning av provtagningspunkter och enstaka djup. Hur manga provtagningspunkter man
valjer att ha beror generellt sett pa vilken storlek av forandring man vill kunna upptacka.

Baserat pa hog provtagningsfrekvens (18 ganger per ar) har den statistiska styrkan hos
bakterievariablerna — t.ex. sannolikheten att upptécka en trend, 1-p — for bakteriebiomassa
beréknats till 4,6 procent per ar med 80 procents sannolikhet vid en tioarig matserie (10).
Motsvarande statistiska styrka for bakterieproduktionen ar 6,6 procent per ar (1-$=0,80).
Styrkan hos bakterievariablerna &r darmed jamférbar med den for oorganiska nérsalter. De
bésta skattningarna for ett omrade far man genom att géra minst tio provtagningar per ar pa
minst tva stationer. Vi har dock visat att det & mojligt att ranka akvatiska miljoer med tydligt
olika naringsniva ocksa med manadsvarden (Fig.1; reproducerbara resultat). For méatserier
med manadsvarden bér man, enligt rekommendation av Helsingforskommissionen, anvéanda
en “icke-parametriskt”, sisongsbaserad trendanalys av typen Mann-Kendall (11, 12). Pa serier
dar man vill berékna arsproduktionen gar det bra att anvanda parametrisk linjar regression
enligt Modell | (standardtypen i linjér regression i vanliga datormjukvaror, jmf. Grund-
ldggande statistisk litteratur).

Arsvérden for de flesta variabler ar typiskt normalférdelade. Manadsvérden for bakterie-
produktion kan vanligen logaritmtransformeras (In) till en approximativ normalférdelning.
Matvarden for bakteriebiomassa &r oftast normalférdelade. Darmed kan parametriska
variansanalyser (ANOVA) med efterfoljande post-hoc-tester anvéandas for att visa skillnader
mellan lokaler och tidsperioder, under forutsattning att man har minst tva provtagnings-
punkter i varje omrade och for varje tidsperiod. | de fall dar det inte gar att uppna en
normalfordelning rekommenderas att man anvander icke-parametriska test av typen Mann-
Whitney U-test eller Wilcoxon signed rank-test (13). Minst tre ars matningar (for en given
manad eller ett helt ar) behovs for att kunna ta hansyn till naturliga variationer vid test av
eventuell skillnad i forhallande till ett referensomrade.

For att kunna beddma huruvida en pavisad skillnad beror pa paverkan av mansklig
verksamhet bér man bl.a. géra jamforelser med andra undersokningstyper, klimatbetingade
forandringar och forekomst av industriell eller kommunal verksamhet i omradet. Generellt
géller detta foreteelser som kan orsaka forandringar i vattentemperatur, halt av totalfosfor och
kvéve, syrehalt samt tillforsel av naringsdmnen. Genom styrkan i undersékningstypen
bakteriell syrekonsumtion upptacks dven naturliga skillnader inom typomraden (se Fig.1 och
omradena Estuarium och Vik).

Plats-/stationsval

Det har visat sig att variationen mellan stationer, &ven i estuarier med alvtillflode, ar liten i
forhallande till sasongsvariationen (Wikner, opublicerade studier). Resurserna bor darfor
prioriteras pa flera provtagningar i tiden pa bekostnad av antal stationer. Vid val av métstation
ar det bra att ha kannedom om lokala strémférhallanden for att undvika omraden som
paverkas av sotvattenplymer eller uppvallning av djupvatten (tempordara eller stabila).
Sotvattenplymer och speciellt turbulenta vattenomraden (t.ex. pa grund av deras strémmar
och bottentopografi) bor undvikas om inte syftet ar att mata just dessa. Kustens paverkan pa
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naringsforhallandena kan variera mellan 0 och tiotals kilometer beroende pa om det ar 6ppen
kust eller skargardsomrade (20). En lagre salthalt p.g.a. sétvattentillforsel bedoms forekomma
30-40 km utanfor kusten (29). Definitionen av typomraden enligt Naturvardsverkets
Beddmningsgrunder for miljokvalitet: Kust och hav bor beaktas vid placeringen av stationerna
(28).

Matprogram

Variabler

Huvudvariablerna ger i sig sjalva entydig information om néringstillstandet. Kringvariablerna
Okar dock mojligheterna att forklara orsakerna till férandringar i huvudvariablerna.
Kompletterande matning av syrehalt medger en grov skattning av syretillforseln till
recipienten nar arsmedelvérden beréknas.

Produktionen av bakterieceller skattas, som ndmnts, genom bakteriernas upptag av
nukleinsyrakomponenten tymidin. Cellproduktionen omraknas till syrekonsumtion via
kolbiomassa per cell, tillvéxteffektivitet och respirationskvoten (se "Statistiska aspekter").
Bakteriell kolbiomassa berédknas genom volymbestdmning med hjalp av bildanalys och en
volymberoende funktion for kolinnehall. Kommentarer till anvanda omvandlingsfaktorer
finns under "Strategi".

Vattentemperatur ar en viktig forklaringsvariabel, eftersom temperaturen kan paverka
amnesomsattningen i cellerna. Halterna av totalfosfor och totalkvéve ar kopplade till
bakteriernas tillgang till substrat. Syrehalten ar ytterligare en viktig matvariabel for att folja
syresituationen i undersokningsomradet. Tillsammans med kunskap om syrekonsumtionen
och hydrografisk kunskap gor ocksa information om syrehalten det mojligt att goéra en grov
berdkning av syretillforseln till recipienten.

Tabell 1. Oversiktstabell for variabler och tidsperioder, m.m.

Foreteelse Determinand Metodmo- | Enhet Priori- | Frekvens och | Referens till
ment tet tidpunkter provtagnings-
och analysmeto-
dik
Prov Provtagningsdjup fran m 1 10 ggr per ar
ytan (alternativt i
DPM (Sonderfall per augusti) Bilaga 1

minut), (dven for
standard och kontroll)

Tymidinupptag' mol/(mlLh) Bilaga 1
02- konsumtion Beriknat pmol/(1.d) Bilaga 1
vérde

Bakterier Bakterier, halt (d.v.s. N 1 6 ggr per ar Bilaga 2
antal per 1) (alternativt i
Bakterievolym um3/cell augusti) Bilaga 2
Antal celler per mol /mol 2 1 géng per ar (24)
tymidin' (Omvand- (alternativt
lingsfaktor) anvénds
Tillvaxtoffektivitet % litteraturvérden) 3

(biomassa-kol/assimi-
lerat kol)
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Foreteelse Determinand Metodmo- | Enhet Priori- | Frekvens och | Referens till
ment tet tidpunkter provtagnings-
och analysmeto-
dik
Vatten Provtagningsdjup fran m 3 10 ggr per ar
ytan (alternativt i
Temperatur Cel 3 augusti) (19) alt. (27)
O2-halt ml/l 3 (19) alt. (27)
Ptot-halt umol/1 3 (19) alt. 27)
Ntot-halt umo/1 4 (19) alt. 27)

! Utfors undersokningen istdllet med trittummarkt leucin anges motsvarande for detta amne.

Tidsperioder

Den sakraste skattningen av bakteriell syrekonsumtion far man om det bakteriella upptaget av
tymidin mats minst tio ganger per ar. Tva provtagningar bor goras fore produktionssasongens
bdrjan och ett prov bor tas efter produktionssésongens slut, medan évriga prov bor fordelas
jamnt 6ver produktionssasongen. Om maétningar av olika skél bara kan genomfdras under en
begransad tidsperiod bor provtagningen goras i augusti for manadsmedelvarden. | augusti ar
ocksa syrehalterna som lagst och syrekonsumtionen som hogst i manga akvatiska miljoer.
Andra tidpunkter under den produktiva sésongen ar dock mojliga. Kringvariablerna tempera-
tur, totalfosfor och totalkvave ger mojlighet att sarskilja klimatbetingade effekter som
temperatur fran effekter orsakade av mansklig verksamhet, exempelvis tillforsel av fosfor och
kvave. Tidsserier i kustbassanger kan ocksa jamforas med tidsserier i 6ppna havet for att
skilja storskalig paverkan fran lokal paverkan. Forklaringsvariablerna kan ocksa ta bort
trender hos huvudvariabeln och déarmed 6ka dess styrka.

Nar bakteriehalt och kolinnehall per bakteriecell uppvisar relativt lag inomarsvariation racker
det att mata bakteriell biomassa sex ganger per ar. Syrehalten bér matas samtidigt med
huvudvariabeln och omfatta arsminimum. Totalhalter av syre skall matas tio ganger per ar och
med provtagningarna jamnt fordelade 6ver aret. Dar manadsvarden méts bor man samordna
maétningarna av olika variabler.

Bakterievariablerna kravs for att det skall vara mojligt att berakna bakteriell syrekonsumtion
och dérmed, indirekt, den biokemiska syrekonsumtionen (BOD7). Omvandlingsfaktorn for
tymidin (bakteriernas upptag av och omvandling fran tymidin till syreupptag) varierar lite
med tillgang pa organiskt material i vattenmiljén, och litteraturvarden for aktuell miljétyp
kan, som namnts under "Strategi", tillampas. Bakteriernas tillvaxteffektivitet (hur stor andel
av tillganglig naring som resulterar i faktisk tillvaxt) varierar under aret, medan genomsnitts-
varden pa arsbasis varierar mindre (5, 14). Vid studier dar man anvander sig av manadsvarden
rekommenderas att man utifran de faktiska forhallandena i omradet bestammer tillvéaxt-
effektiviteten for den aktuella tidsperioden. Néar arsvarden anvands kan litteraturdata for
aktuell miljotyp tillampas. Kringvariablerna fran andra undersokningstyper ékar méjligheten
att sarskilja klimatbetingade effekter fran lokala effekter och effekter orsakade av mansklig
verksamhet, speciellt om det saknas tidsserier fran ett jamforbart omrade i 6ppna havet.

Metoder

Maétning av bakterietillvéaxt utfors baserat pa bakteriernas upptag av tritierat tymidin (se 30
och 15). Metoden har modifierats for enklare och billigare analys, enligt metodprotokoll i
Bilaga 1 (16). Det bor poéngteras att organisk berikning inte har visats ge tydlig effekt pa

Handledning for miljodvervakning
Undersokningstyp



Bakteriell syrekonsumtion 7
Version 1:2 2016-12-02

aktuella omrakningsfaktorer, medan viss effekt visats for fosfathalt. Denna effekt &r dock liten
i forhallande till skillnader i tymidinupptag mellan olika miljoer. Upptag av aminosyran
leucin kan anvandas som alternativ, forutsatt att en en empirisk omvandlingsfaktor bestams.

Man gor skattningen av bakteriebiomassa genom markning med fargdmnet akridinorange och
analys i epifluorescensmikroskop (17). Bildanalys ger samtidigt med cellantal aven data om
bakteriernas biovolym och cellmorfologier (26). Detaljerade anvisningar ges i metodproto-
kollet i Bilaga 2, dar vikten av snabb preparation efter provtagning sérskilt beaktats (18).

Syrehalt méts med Winklermetoden (19). Totalhalter av fosfor och kvéve méts spektrofoto-
metriskt efter uppslutning (19). Temperatur mats med kalibrerad termometer med precision av
10,1 °C eller en CTD-sond (se aven undersokningstypen Hydrografi och narsalter).

Observations/provtagningsmetodik

Vattenprover tas med en vattenhamtare per djup. L&mplig volym &r fem liter och hamtare av
exempelvis Niskin-typ (PVC-plast) kan anvéndas. Se &ven Bilaga 1 (Bakteriell syrekonsum-
tion) och Bilaga 2 (Bakteriehalt med direkt mikroskopi).

Sasongsvariationen hos bakterieplankton &r betydande, medan den rumsliga variationen &ar
mindre (9). For att fa en god uppfattning om arsproduktion och medelbiomassa skall man,
som namnts tidigare, ta minst tio prover per ar pa minst tva matstationer per lokal (t.ex. en
bassang eller ett typomrade). Samtidig provtagning av flera omraden under en manad med
relativt liten mellanarsvariation kan vara ett alternativt sétt att gora karteringar over flera
omraden eller att gora en recipientkontroll. Augusti rekommenderas som provtagningsmanad.
Tva prov bor tas pa tva stationer inom omradet under denna manad.

| omraden som &r grundare &n 25 meter ar djupfordelningen av bakterieplankton relativt
homogen och man tar prov pa fyra vattendjup per vattenpelare for att skatta den totala
(integrerade) bakteriella syrekonsumtionen. | djupare omraden &r vardena for bakteriell
syrekonsumtion Klart hogre i det belysta (trofogena) vattenskiktet &n i den underliggande
vattenmassan. Sju prov anvands idag for att berakna bakteriell syrekonsumtion i omraden pa
storre vattendjup an 100 meter. Proverna fordelas sa att man far representativa tidsserier
ovanfor (tre matdjup) och under (fyra matdjup) tathetssprangskiktet, som utgor gransen
mellan vattenmassor med olika salthalt och temperatur. Fér méatning av bakteriebiomassa
provtas tva djup vid kuststationer respektive fyra djup i 6ppna havet med motsvarande
fordelningsstrategi. Faktiska provtagningsdjup skall harmoniseras med dem som HELCOM
rekommenderar for nérsalter.

Utrustningslista

Bakteriell syrekonsumtion

Scintillationsraknare
Eppendorf EDOS
Niskinhdmtare

Centrifug, 1,5 ml ror, kyld
Kylinkubator (2 °C), 1,5 ml ror
2 Termosar

Pipetter 1 ml, 100 pl, 2 pl

Bakteriebiomassa

e Mikroskop
Handledning for miljodvervakning
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Filtrerbytta
Ejektorsug

Dator

Kamera

Mjukvara
Grabberkort, harddisk

Tillvaratagande av prov, analysmetodik

Prover for bakterieproduktion maste tas tillvara inom 30 minuter och inom den tidsperioden
skall ocksa upptagsexperiment goras. Prov dar triklorattiksyra (TCA) tillsatts kan sparas vid
4 °C i sju dagar. Analys av radioisotop i upparbetade prover bor goras inom sju dagar. For
Ovrig analysmetodik hanvisas till Bilaga 1.

Prover for bestdmning av bakteriebiomassa konserveras med formalin. Mikroskoppreparat
skall gdras inom 12 timmar och lagras frysta. Ett konserverat prov kan dock sparas 14 dagar
innan mikroskoppreparat gors. Sadan forvaring medfor bara en forsumbar paverkan pa
matresultatet (se Bilaga 2) och 6vriga variabler.

Faltprotokoll

I metodprotokollen i Bilaga 1 och Bilaga 2 anges i detalj hur metoderna utférs. Dessa
protokoll bor foljas vid provtagning, eftersom man riskerar att missa provtagningsmoment
eller gora fel om man forkortar protokollen. Anvandning av separata protokoll staller ocksa
krav pa att metodikandringar fors in pa alla nédvandiga stallen, med 6kad risk for fel som
foljd. Det rekommenderas att endast ett korrekt protokoll finns per metod (t.ex. Bilagorna 1
och 2) och att metodiken baseras pa detta.

Rapporteringsformat for datavérdar har specificerats under "Datalagring”.

Bakgrundsinformation

Matvarden fran etablerade miljodvervakningsstationer (t.ex. BIOMAD-databasen: Database
on Marine Biological Monitoring Data), eller fran vattenmiljoer som liknar den undersokta
(exempelvis samma typomrade), kan anvandas som referensvarden. For referensvarden fran
internationell litteratur, se (3) och (2).

Det &r viktigt att ha kunskap om stromningsforhallanden (s6tvattenplymer, uppvallnings-
omraden) och utbytestider vid valet av plats for provtagningsstationer; sadan kunskap bidrar
till att resultaten blir mer generaliserbara. Tillgang till mer an tre ars matdata ger méjlighet att
ta viss hansyn till naturlig variation mellan ar. Vattentemperatur ar en vardefull forklarings-
variabel, framforallt pa stationer dar prover tas mer an tio ganger per ar. Tillgang till vriga
planktonvariabler och information om bottenfauna bidrar ocksa till att 6ka sakerheten i en
tillstandsbeddomning.

Databehandling

Mangden bakterier berdknas typiskt fran mer &n 1 000 celler per prov, dar medianvérdet for
bakteriesamhallet anvands som genomsnitt. Bakteriernas biovolym beréknas fran samma data
och bakteriebiomassan beréaknas fran dessa varden och ett allometriskt forhallande mellan
kolinnehall och bakteriernas biovolym (21, 22; se aven Bilaga 2 for ytterligare information).

Bakteriell syrekonsumtion beréknas utifran bakteriernas nettoupptag av radioaktivt tymidin,
baserat pa prov och avdddad kontroll. Man anvander sig av en omvandlingsfaktor fran
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tymidinupptaget (raknat i mol) till antal bildade bakterieceller. Det ar bast om denna faktor
baseras pa bestamningar fran det aktuella havsomradet. Produktion av kolbiomassa beraknas
fran kolinnehall per bakterie enligt ovan. Kolproduktionen omvandlas till syrekonsumtion via
tillvaxteffektivitet och respirationskvoten. Bakteriell syrekonsumtion rdknas om till
dagskonsumtion under antagande att dygnsvariationen ar betydligt mindre &n sasongs-
variationen (23, 24; se dven Bilaga 1 for ytterligare information).

Om man beréaknar arsvarden skall den totala (integrerade) syrekonsumtionen for ytskiktet
respektive djupskiktet skattas, varefter proverna integreras dver aret. Arsvardena fran minst
tva stationer inom det omrade som Gvervakas anvands som provtagningspunkter
(parallellprov) for trendanalyser av tidsserien, korrelationsanalyser med forklaringsvariabler,
eller test av skillnader mellan omraden.

Nar manadsvarden anvands beraknas integrerad produktion for ytskikt respektive djupvatten
for provtagningarna. Dessa anvands som parallellprov for aktuell manad och ar.

Kvalitetssakring

Kvaliteten sakras fortldpande om man ar noggrann i alla steg fran provtagning till analys och
foljer de tidsbegransningar for upparbetningen av proverna som anges i de metodprotokoll
som anvands.

Reproducerbarheten av variationen mellan parallellprov och nivan pa blankvérden for
bakteriell syrekonsumtion ar god med nuvarande protokoll. Blankvarden for bakteriellt
tymidinupptag skall normalt ligga under 100 dpm och det har inte pavisats nagon systematisk
variation med djupet. Blankvarden fran olika djup kan darmed behandlas som parallellprov.

Beréknade maétvérden skall kvalitetskontrolleras for rimlighet genom jamférelse med andra
data i djupprofilen och djupprofiler fran motsvarande sasong. Absolutvéarden och deras
spridning granskas i kvalitetskontrolldiagram (exempelvis X-diagram), déar alarmgrénsen ar
tva ganger standardavvikelsen (SD) for dataserien och aktionsgréansen ar tre ganger SD.

Det laboratorium som utfor analyserna bor arligen kalibrera bakteriellt tymidinupptag mot
tillvaxt av bakterier i utspadningskulturer fran aktuell vattenmiljé enligt (25). Kalibrering bor
aven ske mot total syrekonsumtion. Deltagande i interkalibreringar med andra laboratorier
rekommenderas.

Analyserna av bakterieantal och bakteriell biomassa har automatiserats med hjalp av
bildanalys, dér bakterierna identifieras automatiskt via ett s.k. neuralt natverk. Detta sakrar i
sig reproducerbarheten och gor analysen oberoende av vem som ar operat6r, samt &r mer
ekonomisk. Standardfelet for cellantal skall understiga 10 procent mellan bildfalt pa ett
mikroskoppreparat. Antal raknade celler per prov skall 6verstiga 300. Bakterieantal och
bakterievolym kvalitetskontrolleras genom jamforelse med andra data i djupprofilen och
djupprofiler fran motsvarande sasong med X-diagram som ovan.

Bildanalysutrustningen kalibreras vid varje anvéndningstillfalle med plastkulor med
definierad diameter enligt (26). Interkalibrering med andra laboratorier rekommenderas.

Rapportering

Data rapporteras till den regionalt kvalitetssdkringsansvarige for vidare leverans till den
nationella biologiska databasen. Kompetens for kvalitetssakring av bakterievariablerna finns
vid Umea Marina Forskningscentrum.
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Rapportering till datavérd skall ske separat for varje djup och parallellprov och omfatta
uppgifter om:

e utforare

fartyg

station (enligt HELCOM:s BMPnomenklatur, om definierad)
koordinater

datum

klockslag (n&r man borjar inkuberingen)

klockslag (n&r man avslutar inkuberingen)

djup (m)

o 'bakteriellt tymidinupptag (dpm)?

e ltymidinupptag i kontroll (dpm)

tymidinets specifika aktivitet

tymidinomvandlingsfaktorn (celler [mol tymidin]™)
bakterieantal, (hela bakteriesamhallet, celler mI™)
bakterievolym (median, pm?® cell™)

tillampad eller uppmatt tillvéaxteffektivitet (produktion av kolbiomassa./assimilation av
kol) i procent

tillampad eller uppmatt respirationskvot (mol O, /mol CO5)
syrehalt (ml liter™)

totalfosfor (umol/liter)

totalkvéve (umol/liter)

temperatur (°C)

! om leucin anvands som radioaktivt sparamne skall motsvarande anges i leucinenheter.
2 disintegrations per minute

Grundlaggande variabler (radata) rapporteras till databasen for att ge utrymme for
korrigeringar av faktorer och funktioner vartefter riktigare och precisare bestamningar blir
tillgangliga. Utifran grundvariablerna kan man skapa enkla berakningsark i kalkylprogram for
att bestdimma de storheter som skall rapporteras enligt nedan.

Presentation

Bakteriell syrekonsumtion for hela bakteriesamhéllet pa arsbasis redovisas i rapporter som
mol O, m™ &r* for &rsserier med mer &n tio provtagningar per ar. Fér manadsvarden anges
vérden for varje provtagning i mol O, m? dag™ . Prefixen tusendels (m) eller miljondels ()
anvénds beroende pa vardets storlek (e.g. vattendjup. For berakningen fran bakteriecell-
produktion till syrekonsumtion anvénds bésta skattning av bakteriell tillvéxteffektivitet och
respirationskvot i det aktuella vattenomradet eller varden som anges i litteraturen (se Bilaga
1). Kolinnehall per bakterie beraknas enligt en allometrisk funktion beroende av cellvolym
(Bilaga 2).

Tidsserier redovisas i X-Y-diagram med separata varden for varje station inom omradet.
Jamforelse mellan omraden redovisas som stapeldiagram med felstaplar som anger
standardavvikelse mellan stationer inom omradet. Omradeskartering presenteras enligt GIS-
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teknik som konturlinjer eller staplar pa en karta 6ver omradet. Tidserier eller
stationsjamforelser av bakteriebiomassa kan redovisas i mmol C m?.

Datalagring, datavard

Bakterievariablerna har rapporterats till datavard sedan 1991.

En forteckning 6ver datavirdar finns att hitta pa Naturvardsverkets webbplats under adressen
http://www.naturvardsverket.se/tillstandet-i-miljon/miljoovervakning/miljoovervakningsdata/

En regional databas for bakterievariabler finns vid Umea Marina Forskningscentrum (UMF)
med matvarden fran 1984. Kontaktperson ar Johan Wikner (tel: 090-786 50 00,
e-post: Johan. Wikner@umf.umu.se).

Utvardering

Syftet med undersokningstypen ar att pavisa forandringar av den biokemiska syrekonsum-
tionen (BOD>) i tid och rum. Vid enstaka matningar eller i bérjan av tidsserier kan ars- eller
manadsvarden jamforas med referensstationer i kust eller 6ppet hav. Med hjélp av litteratur-
uppgifter och tidsserier fran befintliga intensivstationer (provtagningar mer an 10 ganger per
ar) kan granser for paverkan definieras med utgangspunkt fran faststallda statistiska
konfidensintervall (28). | detta sammanhang &r information fran intensivstationer med langre
matserier, foretradesvis fran samma typomrade, vardefull. Varden som ar signifikant hogre an
75-procentskvartilen hos matvardena for typomradet och referensperioden bor foljas upp
(varden finns for typomrade 1 och 2 i databasen BIOMAD).

Tidsserier for en tioarsperiod borjar kunna ge tillforlitliga trendskattningar. Fér arsmedel-
varden kan linjar regression (Modell 1) tillampas. En 6kande trend, exempelvis mer &n sju
procents okning per ar, tyder framst pa hogre naringstillgang i omradet. Jamforelse med
forklaringsvariabler och stationer i 6ppet hav ger information huruvida klimatbetingade
faktorer eller lokala utslapp kan forklara observerade forandringar. Dock &r kunskapen om
naturliga variationer under langre tidsperioder (10-100 ar) fortfarande begransad, varfor man
bor iaktta viss forsiktighet i tolkning av trender tills det finns langre tidsserier att tillga. Som
namns ovan (se "Strategier") spanner globalt sett skillnaden i bakteriell syrekonsumtion
mellan vattenmiljoer med olika ndringsstatus 6ver fem tiopotenser (2, 3). Statistiskt
sékerstéllda skillnader kan operativt antas upptrada om det ar minst 80-procentiga
forandringar som bestar i minst tre ar (baserat pa +2 standardavvikelse hos befintliga
tidsserier). For trendanalys av manadsvarden rekommenderas icke-parametriskt Mann-
Kendall test. Manadsvarden ger sannolikt samre mojligheter (t.ex. styrka) att upptacka en
trend i ett omrade.

Kostnadsuppskattning

Fasta kostnader

Utrustning (Inkopsar): Pris (exkl. moms)

Bakteriell syrekonsumtion
e Scintillationsréknare (1999): 195 000:-
e Eppendorf EDOS (1992): 20 000:-
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e Niskinhamtare (1994): 13 000:-
e Centrifug (1994): 55 000:-

Bakteriebiomassa

Mikroskop (1997): 120 000:-
Filtrerbytta (1993): 12 000:-
Ejektorsug (1993): 1 000:-

Dator (1993): 40 000:-

Kamera (1993): 120 000:-

Mjukvara (1993): 20 000:-
Grabberkort, harddisk (1993): 40 000:-

Materielkostnad per provdjup skattat 1999

Materiel: Kostnad

Bakteriell syrekonsumtion
Provtagningskarl: 3:-
Scintburkar: 1:28
Centrifugror 1,5 ml: 0:64
Handskar: 0:52
Scintillationsvatska: 0:96
3H-tymidin: 6:80
Triklorattiksyra (TCA): 0:33

Bakteriebiomassa
Provkarl: 6:-
Formalin: 0:02
Acridinorange: 0:15
0,2 um filter: 5:60
GF/C filter: 1:2:
Objektglas: 0:2
Tackglas: 0:4
Acrodiskfilter: 1:-

Analyskostnader skattat ar 1999

Variabel: Kostnad per djup

Bakteriell syrekonsumtion: 70:-
Bakteriebiomassa: 114:-
Temperatur: 98:-

Syrehalt: 85:-

Totalfosfor: 106:-

Totalkvave: 106:-

Tidsatgang
Tidsatgang for provtagning och analys for bakteriell syrekonsumtion beréaknas till mellan 1,5
och 1,8 timmar, beroende av antal provdjup per station (max. 12). Den effektiva arbetstiden
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skattas till mellan en halv och en timme, varfor tidsatgangen delvis kan samordnas med annat
analysarbete (exempelvis analyser av bakterieantal och syrehalt).

Provtagning och analystid for bakteriebiomassa berdknas kréva ca 15 minuter per prov for
upp till nio provdjup. Detta arbete kan samordnas med upparbetning av prover for analys av
bakteriell syrekonsumtion.

Forutom ovanstaende tillkommer tid for att fora in data i kalkylblad pa datormedium. Denna
tidsatgang beror av antal djup och stationer per omrade. For tva stationer med sex olika djup
bedoms arbetstiden uppga till en halvtimme.

Aven fartygstid och andra transportkostnader, évertid och eventuella andra lonetillagg
tillkommer. Kvalitetssakring, statistisk analys, utvardering och rapportering ingar inte i
berdakningen.

Kontaktpersoner

Programomradesansvarig, Havs- och vattenmyndigheten:

Ulrika Stensdotter Blomberg (Sotvatten)
Enheten for miljéovervakning

Havs- och vattenmyndigheten

Box 119 30

404 39 Goteborg

Tfn: 010 - 698 60 11

E-post: ulrika.stensdotter@havochvatten.se

Karl Norling (Kust och hav)

Enheten for miljoovervakning

Havs- och vattenmyndigheten

Box 119 30

404 39 Goteborg

Tfn: 010 — 698 6138

E-post: karl.norling@havochvatten.se

Expert, UMF:

Johan Wikner

Umea Marina Forskningscentrum (UMF)
Umea universitet

901 87 Umea

Tel: 090-786 50 00

E-post: Johan.Wikner@umf.umu.se
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