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1 Indledning

Denne tekniske anvisning beskriver, hvordan primarproduktionen (ogsa be-
naevnt fotosynteseraten eller kulstofoptaget) males i vandsgijlen ved at male
indbygningen af radioaktivt maerket uorganisk kulstof (C-14) i cellerne.

Primaerproduktionen males for at bestemme:

e hvor meget organisk stof, der dannes pr. areal- og tidsenhed (fx mg C
m™2 dggn'?)

e hvor meget ilt, der potentielt kan produceres og forbruges i bundvandet

e i hvilken grad primeerproduktionen er naeringssaltbegraenset, idet kloro-
fylspecifikke fotosynteserater er taet koblet til naeringsstatus for fy-
toplanktonpopulationen.
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2 Metode

Primaerproduktionen (P), dvs. det samlede optag af uorganisk kulstof gen-
nem fotosyntesen, bestemmes ved tilsaetning af radioaktivt maerket uorga-
nisk kulstof (fx H!4COs") til en vandprgve og derefter maling af, hvor stor en
del af det tilsatte *C, der er optaget over tid (t). Med kendskab til den totale
mangde uorganiske kulstof i vandprgven ([ZCO.] = [H2COs] + [HCO37] +
[CO3?] + [CO2]) kan primaerproduktionen udtrykkes ved

1

4
Copta i i i
21,05 3 - [ECO,] mg C liter* time™* (Lign. 1)

Ctilsat

P=

Primaerproduktionen afhanger isaer af lysintensiteten og klorofylkoncentra-
tionen, som in situ varierer bade i Igbet af dggnet og med dybden. Bereg-
ning af arealproduktionen (mg C m2 dggn™!) forudseetter derfor, at fotosyn-
teseraten pr. volumen kan summeres over bade tid og dybde. Dette kan gg-
res med kendskab til overfladelyset og lyssvaekkelsen i vandsgjlen (se TA
MO06 Lyssvaekkelse) ud fra en PI-kurve (eng. photosynthesis-irradiance curve;
da. fotosyntese-lysintensitetskurve), der ved den pagaeldende prgvetagning
fastlaegger sammenhangen mellem lys og fotosynteserate, som derefter
sammenholdes med klorofylkoncentrationen ned gennem vandsgijlen.

Den beregnede fotosynteserate er omtrentlig, idet det ikke er muligt at gen-
skabe vandsgijlens fysisk-kemiske egenskaber i prgvetagningsflaskerne,
hvor 14C-optagelsen males, ligesom det heller ikke er muligt at tage hgjde
for endringer i algernes fotosyntesekapacitet over dggnet.

2.1 Tid, sted og periode

Prgvetagningen til primaerproduktion kan udfgres i tidsrummet fra 1 time
efter solopgang til 1 time fgr solnedgang, dvs. nar solen star mere end 5°
over horisonten (se TA M06 Lyssvaekkelse).
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2.2 Udstyr

Det anvendte udstyr til brug for opbevaring, transport og inkubation af
vandprgver skal veere giftfrie og syreskyllet og omfatter listen nedenfor. I
laboratoriet kan analysen udfgres pa to mader, og der er valgfrihed mellem
dem. Batchprgver: Her tilsaettes “C til praven under omrgring, og fordeles
derefter pa inkubationsflasker. Omrgringen sikrer samme aktivitet af 1C
alle flasker. Direkte pipetering: Her fordeles prgven i inkubationsflaskerne,
hvorefter *C-aktivitet tilseettes til hver flaske med pipette. Her er det vigtigt
at afpipeteringen er praecis.

e vanddunke (5 liter) til opbevaring og transport af vandprgver

e kgletaske med fryseelementer til vanddunke (transport)

e 1 liter flaske til batchprgve (blanding af vandprgve og *C). Alternativt
pipette til direkte tilseetning af 4C.

« dispenser (100 ml) til pafyldning af inkubationsflasker (hvis batchprgve
anvendes)

e magnetomrgrer med magnet (hvis batchprgve anvendes)

e inkubationsflasker (celledyrkningsflasker; eng.: tissue culture bottles
eller lign. med flade sider), volumen: 50-100 ml

e polyethylen - eller glasflasker med prop til alkalinitetsprgver, volumen
min. 100 ml

e inkubator til linezer montage af inkubationsflasker i en lysgradient

e metal skyggenet

lyskilde: Radium HRI-E 400W/D PRO Daylight, eller tilsvarende, med

metalnet eller sort tylstof til lysdeempning

lysmaler

e stanniol eller lignende til mgrklaegning af flasker
e filtreringsudstyr

e 25 mm Whatman GF/F filter eller tilsvarende

e scintillationsvials

Reagenser

e HCO;5 (radioaktivt bikarbonat)

e 0,1 NHCI

e Scintillationsvaeske (HiSafe) eller tilsvarende

2.3 Procedure

Undga s3 vidt muligt direkte sollys ved prgvetagningen og opbevar altid
vandprgverne mgrkt og sa taet pa in situ temperatur som muligt under op-
bevaring og transport.

2.3.1 Prgvetagning, opbevaring og transport

Prgvetagningen foretages med vandhenter, som det er beskrevet i TA M01
Provetagning i felten samtidig med maling af fluorescens (se TA MO5 Fluore-
scens), lyssvaekkelse (se TA M06 Lyssvaekkelse). For hver vandprgve
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udtages repraesentativt en delprgve til klorofyl (se TA M07 Klorofyl a kon-
centration) og en delprgve til inkubation af primaerproduktion.

Prgvetagningen foretages efter én af to metoder afheengig af lokaliteten.

Metode 1 anvendes pa stationer, hvor vandsgjlen normalt er lagdelt, og
dybden typisk er over 12 meter, fx stationer i Kattegat og Baelthavet samt
enkelte fjorde. P3 disse stationer er der stgrstedelen af aret en tydelig for-
skel i densitet mellem overflade og bund. Ofte er der et tydeligt springlag,
hvor salinitet eller temperatur aendres og ofte, men ikke altid, er der et til-
hgrende klorofyl a maksimum lige under pyknoklinen. Dog kan stigningen i
densitet med dybden i nogle tilfaelde ske gradvist over en stgrre del af
vandsgijlen. Fuld opblanding af vandsgjlen sker kun undtagelsesvis i forbin-
delse stormheaendelser.

Metode 2 anvendes pa stationer, der er karakteriseret ved, at vanddybden
er mindre end 12 meter, og vandsgjlen oftest er fuldt opblandet. Kortere
perioder (dage til uger) med stratificering kan forekomme, isaer i sensom-
meren.

Se bilag for naermere beskrivelse af fortolkning af dybdeprofiler.
Prgvetagning — Metode 1:

Der udtages vandprgver fra to dybder til fremstilling af PI-kurver:

e Fgrste prgve tages altid i 1 meters dybde.

e Anden prgve tages i én af folgende dybder (i prioriteret raekkefalge):

1. den dybde, hvor der er et fluorescensmaksimum (se TA MO5 Fluore-
scens) som ligger i eller lige under pyknoklinen (springlaget, dvs.
hvor veegtfylden stiger mere en 1 kg m=3 over 1 m vandsgijle, hvilket
svarer til en stigning i saltholdigheden pa ca. 1 %o).

2. hvis der er en tydelig pyknoklin, tages prgven 1-2 meter under den-
nes begyndelse

3. hvis der ikke er en tydelig pyknoklin, tages prgven i dybden med
5-10 % lys (af overfladeindstralingen). I dette interval tages prgven,
hvor fluorescensen er hgjest

4. er vandsgjlen anoxisk umiddelbart under pyknoklinen, tages kun den
ene vandprgve i 1 meters dybde.

Den dybe prgve (dvs. den anden prgve, jf. ovenfor) kan udelades, hvis

o fluorescensprofilen indikerer, at der kun er meget lidt fytoplankton (se
TA MO5 Fluorescens) i vandsgijlen.

e der er overlap (inden for £ 1 meter) mellem de to vandprgver til frem-
stilling af PI-kurve.

Prgvetagning - Metode 2:
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Der udtages vandprgver fra en eller to dybder til fremstilling af PI-kurver:
e Fgrste prgve tages altid i 1 meters dybde.
e Anden prgve udtages, hvis der er enten

1. en lagdeling af vandsgjlen, og vandsgjlen under pyknoklinen er >50
cm samtidig med, at fluorescensprofilen indikerer, at der er alger un-
der pyknoklinen. I dette tilfaelde tages prgven under pyknoklinen i
den dybde, hvor fluorescensen er hgjest

eller

2. en tydelig hgjere fluorescens i vandsgjlens nederste halvdel i forhold
til overfladen. I dette tilfeelde tages prgven i den nederste halvdel af
vandsgijlen, hvor fluorescensen er hgjest.

o fluorescensprofiler indikerer, at der ikke er fytoplankton

e der er overlap (inden for = 1 meter) med prgven/prgverne til fremstilling
af PI-kurver. I tilfaelde af en hgj lyssvaekkelse kan 1 m overlappe med 25
% lys, ligesom prgver fra 2 og 10 % lys kan overlappe. I disse tilfaelde
reduceres antallet af klorofylprgver til 3 eller 2 dybder.

Faelles for metode 1 og 2 galder:

e Hver vanddunk til opbevaring og transport af vandprgve skylles 3 gange
med vandprgven, for vanddunken fyldes med 5 liter vandprgve, lukkes
og anbringes ved in situ temperatur (fgr transport).

o I tilfeelde af, at filtreringen af klorofyl a ikke foretages i forbindelse med
primaerproduktionsinkubation i laboratoriet, men fx ombord pa et skib i
forbindelse med prgvetagningen, fyldes dunken fgrst helt, hvorefter der
udtages et volumen, som filtreres pa skibet (husk at vende dunken).
Derefter transporteres dunken med resten af indholdet til videre behand-
ling i laboratoriet.

e Vandprgven transporteres til laboratorium i kgletaske ved en temperatur
sa teet pa in situ temperatur som muligt. Husk at om sommeren er vand-
temperaturen ofte den samme eller hgjere end lufttemperaturen, og der
skal derfor ikke anvendes kgleelementer.

e Prgvens temperatur skal noteres ved ankomsten til laboratoriet, og prgv-
etagerne oplyses om den malte temperatur, sdledes, at proceduren for
at holde in situ temperatur Igbende justeres igennem saasonen.

HUSK at

e notere in situ temperaturen for vandprgven.
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o delprgver til klorofyl a og fremstilling af PI-kurve skal udtages fra én og
samme vandprgve. Se ogsa nedenfor (2.5 Saerlige forholdsregler - fald-
gruber).

2.3.2 Inkubation og maling af primaerproduktion

Inkubationen skal p&begyndes hurtigst muligt og senest 8 timer efter prg-
vetagningen.

Ved in situ temperatur fremstilles af hver vandprgve en batchprgve, som
maerkes med *C og derefter fordeles pa 12 inkubationsflasker. Alternativt
kan 1“C tilseettes direkte til inkubationsflaskerne i stedet for til batchflasken.

e Inkubatoren og lyset teendes mindst 1 time, fgr inkubationen startes for
at stabilisere lys og temperatur.

e Vanddunken med vandprgven vendes (ikke rystes) mindst 10 gange, in-
den vandprgven udtages til forsgget. HUSK at filtrere til klorofyl a.

e Batchflasken skylles 3 gange med vandprgven og de 12 inkubationsfla-
sker 1 gang.

e Batchflaske og én inkubationsflaske ("mgrkeflasken”) pakkes ind i stan-
niol eller tilsvarende, s8 vandprgven ikke far lys.

e Ved anvendelse af batchflaske, tilsaettes et kendt volumen af vandprg-
ven (>12 gange inkubationsvolumen) til batchflasken.

e Evt. batchprgve holdes homogen ved langsom omrgring pa magnetom-
rgrer.

e Radioaktivt meerket bikarbonat (H**COs5") tilsaettes batchprgven (se 6.1
Beregning af H**COs forbrug til inkubation). Notér tidspunktet.

o Dispenser monteres pa batchflasken.

e 2 minutter efter tilsaetningen af “C til batchflasken overfgres et praecist
volumen (skal tjekkes ved udvejning) af den radioaktivt maerkede vand-
prgve til de 12 inkubationsflasker ved brug af dispenseren. Flasken skal
fyldes netop sa meget, at der er ca. 1 ml luft i flasken, nar I3get er pa-
sat. BEMARK, at dispenseren skal hdndteres med forsigtighed, sa cel-
lerne i vandprgven ikke udsaettes for store trykforskelle.

e Alternativt kan *C tilsaettes direkte til inkubationsflaskerne i stedet for til
batchflasken, som naevnt ovenfor. Her er det vigtigt, at afpipeteringen er
praecis. Volumen af prgve i hver flaske skal vaere ensartet, og der skal
veere ca. 1 ml luft i flasken, ndr laget er pasat.

e Lyset foran forste flaske males med lysmaler. Det er vigtigt, at pseren
har ndet sin arbejdstemperatur, da lysydelsen er temperaturafhaengig.

¢ HUSK
o hvis inkubatoren er mere end nogle meter fra arbejdspladsen for fil-
trering, skal transport af flasker til og fra inkubatoren foregd mgrkt
(dvs. med flaskerne tildaekkede)
o "mgrkeflasken” skal veere helt deekket med stanniol (ogsa Iaget)
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e Inkubationsflaskerne anbringes straks i inkubatoren som beskrevet i
2.3.3 Tilpasning af lysstyrken i inkubator.

e Tidspunktet noteres og vandprgverne inkuberer i 2 timer roterende om
sin egen laangdeakse. Inkubationen skal forega ved in situ temperatur.
Hvis det medfgrer betydeligt mere arbejde, fordi man har prgver fra flere
stationer p& samme dag, kan en afvigelse pd £3 °C fra in situ accepte-
res.

e Efter 2 timer tages raekken med inkubationsflasker op af inkubatoren.
Tidspunktet noteres.

e Inkubationsflaskerne anbringes i mgrke indtil filtreringen, som straks
skal pabegyndes.

e Under s svagt lys som muligt filtreres indholdet i inkubationsflaskerne
igennem hvert sit 25 mm Whatman GF/F filter eller tilsvarende ved
maks. 0,3 atm undertryk. Filtreringen skal gennemfgres inden for 5 mi-
nutter pr. flaske. Hvis det ikke er muligt, udtages et delvolumen af hele
inkubationsflasken (husk at indberette det filtrede volumen). Dette sker
kun ved ekstremt hgje klorofyl-/partikelkoncentrationer. Nar hele fla-
skens volumen er filtreret, skylles flasken 2 gange med ca. 5 ml vand fra
lokaliteten, som ogsa heaeldes igennem filteret. "Mgrkeflasken” filtreres til
sidst. BEMARK, at alle 12 flasker skal vaere filtreret i Igbet af 20 minut-
ter. Inkuberes vandprgver til flere PI-kurver samtidig, skal start- og slut-
tidspunktet for lysinkubationen afpasses saledes, at tiden med lyspavirk-
ning ligger inden for 110 til 140 minutter. Inkuberes flere end 12 prgver
samtidig (fx 24 eller 36), skal alle vandprgverne veaere filtreret senest 60
min efter, at inkubationen er afsluttet.

e Filtret fra hver inkubationsflaske overfgres til hver sin scintillationsvial,
dvs. én vial til hver inkubationsflaske, og der tilsaettes 300 pl 0,1 N HCI
pf% filtret, idet det sikres, at filtret er gennemvaedet med HCI.

 Scintillationsvial’ene skal henstd i mindst 1 dggn uden I13g, hvorved ikke-
optaget *C afgasser som *COs,.

 Vials’ene tilsaettes scintillationsvaeske, lukkes med skrueldg og anbringes
i scintillationsteeller. Teellingen ma fgrst startes, nar kemiluminiscensen
er ophgrt, og taellingen skal om ngdvendigt quench-korrigeres.

2.3.3 Tilpasning af lysstyrken i inkubator

Sammenhangen mellem lysintensitet og fotosynteserate fastlaagges ved en
PI-kurve ud fra malingerne af fotosynteseraterne i de 11 *C-maeerkede
vandprgver samt kontrolmalingen i "mgrkeflasken”.

Inkubationsflaskerne anbringes i raekke (stables) med metal skyggenet pla-
ceret mellem flaskerne pa en sadan made, at lyset deempes ved passagen
gennem flaskerne og skyggenettene (fig. 1) (Markager et al. 1999).

Lysintensiteten i hver af de 11 flasker skal bestemmes ngjagtigt ved brug af
lysmaler, og relativet til den anvendte indstraling skal lysintensiteten i fla-
skerne vaere ca. 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 15 %, 10 %, 5 %, 32 %, 2 %,
1 %, %2 % og 0 %, hvor den sidste flaske er "mgrkeflasken”.
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Lysintensiteten ved den fgrste flaske (lys = 100 %) skal afpasses efter den
lysintensitet prgven kommer fra. Det optimale er at vurdere PI-kurven fra
den foregdende prgvetagning.

o
¢

0% %% 1% 2% 3%% 5% 10% 15% 25% 50% 75% 100%

Fig. 1. Linezer opstilling af inkubationsflasker til fremstilling af PI-kurve. Lysindstralingen
daempes dels ved passage gennem vandprgverne, men iszer ved, at de indsatte metalnet
spreder lyset i kombination med, at inkubationskassen har sorte sider. Inkubationsflasken
laengst veek fra lyskilden er indpakket i stanniol og er derfor ikke lyspavirket (“mgrkeflaske”).

Retningslinjer for 100 % lys er: Vandprgven fra 1 m’s dybde skal inkuberes
med en lysintensitet, der ved inkubationsflasken narmest lyskilden er 550-
600 pmol m2 st i sommerhalvaret (dvs. fra april til oktober) og 300-350
pumol m2 s'1 i vinterhalvaret (dvs. fra november til marts). Den "dybe
prove” inkuberes dret rundt ved en lysintensitet pd ca. 300-350 pmol m2 s
hele dret (se ogsa 2.6 Szerlige forholdsregler - faldgruber).

Dette er kun retningslinjen. Den optimale lysintensitet skal Igbende justeres

ud fra kendskab til stationen og PI-kurven fra foregdende prgvetagning. Fig.
2 Viser eksempler pa PI-kurver.
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Fig. 2. Eksempler pa PI-kurver. A: Ideel PI-kurve med lysmaetning uden fotoinhibering. B og
C: Lysmaetning nds ikke. Kurve B er opnaet ved alt for lidt lys, og den maksimale fotosynte-
serate (Pm) kan derfor ikke bestemmes, hvorfor kurven kasseres. Kurve C har faet lidt for lidt
lys, sa lysmaetning ikke er opndet. Kurven kan dog anvendes, men det er vigtigt at lysinten-
siteten naesten gang saettes op. D og E: Fotoinhibering. Kurve D har faet lidt for meget lys,
men er ok. Kurve E har faet for meget lys. Det er vigtigt at reducere lysintensiteten naeste

gang.

Lyset justeres ved at placere et eller flere net mellem lampen og inkubato-
ren. Nettet kan vaere metalnet, sort tylstof eller lignede udspaendt pa en
ramme. Det er vigtigt, at nettet ikke @ndrer lysets spektrale sammenszet-
ning. Tre til fire kombinationer af net vil normalt vaere tilstraekkeligt til at
daekke alle typer praver.

2.3.4 Koncentration af uorganisk kulstof

Koncentrationen af uorganisk kulstof i vandprgven, dvs. [2CO;] = [H2CO3]
+ [HCOs5] + [CO3%7] + [CO,] bestemmes enten efter geeldende Dansk Stan-
dard vedr. bestemmelse af alkalinitet eller ved Gran titrering (Mackereth et
al. 1978).
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2.4 Vedligehold af instrumenter

Der er intet saerligt vedligehold af de instrumenter, der knytter sig til foto-
synteseratemalinger ud over almindelig servicering af inkubator og scintilla-
tionstaeller.

2.5 Saerlige forholdsregler - faldgruber

Bestemmelse af primaerproduktionen er et ratemal, hvilket betyder, at ma-
lingen er fglsom over for alle forhold, som pavirker fytoplanktonets fysiolo-
giske tilstand. Det kan fx vaere toksiske stoffer, indsamling og transport af
for sma vandmaengder, for lang opbevaring, temperatursvingninger, staerkt

lys og lign.

Derfor er derfor vigtigt, at

e udstyr til brug for opbevaring, transport og inkubation af vandprgver
skal vaere giftfrie og syreskyllede (gamle dunke er ofte bedst)

e mindst 5| vandprgve skal indsamles til hver inkubationsserie. Det redu-
cerer overflade/volumen forholdet i prgven, og dermed 'vaeg-effekter’,
som kan skade fytoplanktonceller.

e vandprgverne opbevares, transporteres og inkuberes ved in situ tempe-
ratur

e vandprgverne inkuberes hurtigst muligt og senest 8 timer efter indsam-
lingen

e vandprgverne ma ikke udsaettes for kraftigt lys fgr inkubationen.

En korrekt fremstillet PI-kurve er afggrende for at kunne beregne in situ fo-
tosynteseraten som funktion af lysindstralingen og klorofylkoncentrationen
(se 3.1.1 Beregning af primaerproduktionen). Lysintensiteten i inkubatoren
skal derfor justeres sdledes, at PI-kurven bade viser en stigende fotosynte-
serate med stigende lysintensitet og en tydelig lysmaetning ved de hgjeste
lysintensiteter, dvs. i inkubationsflaskerne naermest lyskilden, uden at fo-
toinhibering indtraeder (se fig. 2). Tilpasning af lyset ved farst flaske er be-
skrevet i overfor. Det kan veaere vanskeligt at bestemme den maksimale fo-
tosynteserate, hvis PI-kurven er fremstillet ved for lav eller hgj lysintensitet
og i veerste fald m& malingen derfor kasseres.

Inkubationen skal udfgres ved in situ temperatur £3 °C. Det er derfor vig-
tigt, at lampen ikke afgiver varme til inkubationsflaskerne, sa temperaturen
stiger. Traek omkring inkubatoren kan medfgre temperatursvingninger og
skal derfor undgds. Tolerancen pa +3 °C er et kompromis mellem det prak-
tisk mulige og det optimale. Det bgr tilstraebes at holde inkubationstempe-
rature sa teet pa in situ temperaturen som muligt.
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Som det er beskrevet i kapitel 4 Kvalitetssikring ma parameteren for %-
mgrkeoptag ikke overstige 5 % i mere end 5 % af malingerne, dvs. at for
95 % af prgverne skal mgrkeoptaget vaere mindre end 5 % af Pm. Hvis mgr-
keoptaget er hgjere, kan det tyde pa enten:

e en utilstraekkelig afsyring af filtrene og dermed fjernelse af *CO,

e prgverne har veeret opbevaret for laeange inden inkubationen startede

« filtrene har faet for meget lys under filtreringen.

Det skal dog bemaerkes, at et forhgjet mgrkeoptag kan forekomme om vin-
teren, hvor samfundet er domineret af heterotrofe organismer.

De vigtigste resultater af malingerne er arealproduktion og de klorofylspeci-
fikke parametre for PI-kurven. Det betyder i begge tilfaelde, at den rate,
som males i flaskerne, divideres med klorofylkoncentrationen i prgven. Det
er derfor vigtigt, at den malte klorofylkoncentration repraesenterer koncen-
trationen i inkubationen. En raekke forhold betyder at klorofylmalinger har
et negativt bias. Den fejl, som i praksis oftest opstar, er, at fytoplankton se-
dimenterer i dunken under henstand, sa det volumen, der males pa, inde-
holder faerre celler. Andre forhold er, at filter eller ekstrakt udsaettes for lys
eller uteethed ved filtrering. Omvendt er der ingen forhold, som giver en sy-
stematisk positiv bias. Det afggrende i forhold til udfgrslen i laboratoriet er
fokus p& at subvolumener til prgve for inkubation og klorofyl koncentration
er repraesentative. Se ogsd nedenfor under databehandling.

3 Databehandling pa laboratoriet

3.1 Beregning af primaerproduktionen

Fotosynteseraten beregnes ud fra forholdet mellem optaget og tilsat radio-
aktivt 1*C (se Lign. 1). Radioaktiviteten bestemmes i en scintillationsteeller,
der teeller antallet af radioaktive henfald pr. min (DPM; eng. disintegrations
per minute). Den mest ngjagtige bestemmelse af fotosynteseraten fas der-
for, nar *C-indhold pa3 filterpapiret er signifikant hgjere end baggrundsveer-
dien. Det er det i langt de fleste tilfeelde under produktive forhold som i
danske farvande, men hvis man har en inkubationsserie med lave tezelletal
(f.eks. under 4 gange baggrundsveerdien), kan ngjagtigheden gges ved at
forlaenge teelletiden. Det ggres i praksis ved at taelle prgverne om med en
teelletid pa f.eks. 60 minutter, eller til et bestemt teelletal er opnaet.

Beregningerne bestar af tre dele:

1. beregning af primeaerproduktionen (fotosynteseraten eller kulstofoptaget)
i hver flaske

2. beregning af fotosynteserater ud fra PI-kurven

3. beregning af den dags- og dybdeintegrerede produktion.
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3.1.1 Beregningen af primarproduktionen, fotosynteseraten eller kulstof-
optaget i hver flaske

Primaerproduktionen (P) i den lysinkuberede vandprgve beregnes:

DPMtzlling-DPM

P=
DPMyjisat

morke .1,05-%- [£CO,] mg C liter! time-! (Lign. 2)
ys

hvor DPM er det registrerede antal henfald (min!) pa filterpapiret i den
lysinkuberede prgve (DPMt=iing) 0g i “mgrkeflasken” (DPMmgore) Samt den til-
satte radioaktivet (DPMqisat) til inkubationsflasken. 1,05 er en korrektions-
faktor (idet “C optages 5 % langsommere end 12C), tys er tiden i timer, som
vandprgven har veeret belyst i inkubatoren, og [2CO.] er den total uorgani-
ske kulstofkoncentration i vandet, der bruges ved inkubationen.

Det samlede kulstofoptag i den mgrkeinkuberede vandprgve, i Igbet af tiden
trotar fra *C-tilszetningen til prgven filtreres og afsyres, beregnes:

1

trotal

DPMmﬂrke

Pmorke = - -1,05- -[£C0O5] mg C liter? time™! (Lign. 3)

Beregningen af kulstofoptaget i den mgrkeinkuberede vandprgve bruges til
at kvalitetssikre inkubationen, som det er beskrevet i kapitel 4 Kvalitetssik-
ring.
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3.1.2 Beregningen af fotosynteserater ud fra PI-kurven
Den ideelle PI-kurve udtrykkes ved:

P(D)= P'\y, <1-exp (;—KI>> +C (Lign. 4)

hvor P(I) er fotosynteseraten (mg C liter! time!; se Lign. 2) ved lysintensi-
teten I (umol m2 s), P/, er den maksimale fotosynteserate for PI-kurven,
mg C m-3 time™!

umol fotoner m=2 s°1
parallelforskyder kurven pa y-aksen, sa den ikke tvinges gennem 0,0. Den

maksimale fotosynteserate (Pm) beregnes derfor som P'r, — c.

a er lysudnyttelseseffektiviteten ( ) og c er en konstant, der

Parametrene Py, a 0g ¢ kan beregnes ud fra en ikke-linear kurvetilpasning
af det fotosyntetiske optag i lysflaskerne mod lysintensiteten (se fig. 3).

fotosynteserate

lysintensitet

Fig. 3. Fremstilling af PI-kurve ud fra malte data og ikke-lineaer kurvetilpasning. Bemaerk at
P'm aflaeses som den maksimale fotosynteserate, a som haeldningen til den fgrste del af kur-
ven ved lav lysintensitet og c som kurvens skaering med y-aksen.

Ud over lysintensiteten er det klorofylindholdet i vandprgven, der er be-
stemmende for Pm 0g a og dermed bestemmer fotosynteseraten ved lysin-
tensiteten I. Derfor er det ngdvendigt at skalere fotosynteseparametrene Pm
og a (der er beregnet ved den samme klorofylkoncentration i alle inkubati-

onsflaskerne), sa de udtrykkes ved in situ klorofylindholdet i de vanddyb-
der, hvor fotosynteseraten skal beregnes.
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Skaleringen foretages ved flg. beregning:

_ Pm,inkub
Prm,i =Chl Chlinkub (Lign. 5a)

ainkub
=Chl:
A= (Lign. 5b)

Cinkub
. =Ch|, nxub
€ Ic:inkub (I—ign- SC)

hvor Pnm,i, 0 0g ¢; er parametrene i dybden /i med klorofylkoncentrationen

Chli, 0g Pm,inkub, Qinkup S@Mt Cinkup €r konstanterne bestemt ud fra PI-kurven
(fig. 3) samt klorofylkoncentrationen (Chlinkup) i inkubationsflaskerne.

Klorofylkoncentrationen bestemmes som beskrevet i TA M0O7 Klorofyl a kon-
centration.

Herefter beregnes fotosynteseraten (P;(I;)) i hver dybde (/) med lysintesite-
ten I, hvor klorofylkoncentrationen (Ch/;) er malt, ud fra de klorofylspeci-
fikke rater iflg. Lign 5:

P.(1)= Prn, (1—expi?§i <F;°<—'I'>> (Lign. 6)

m, i

3.1.3 Beregningen af den dags- og dybdeintegrerede produktion

P& lokaliteter, hvor der er taget 2 vandprgver, hhv. en prgve i 1 meters
dybde og en "dyb prgve” (se afsnit 2.3.1), anvendes PI-kurven for vandprg-
ven i 1 meters dybde ned til den dybde, hvorfra PI-kurven for "den dybe
vandprgve” er geeldende.

Med andre ord, hvis den “dybe vandprgve” stammer fra dybden med fluore-
scensmaksimum eller er indsamlet lige under springlaget, bruges denne PI-
kurve fra overkanten af klorofylmaximaet hhv. underkanten af springlaget
(= prgvetagningsdybden) og nedefter og PI-kurven fra vandprgven i 1 me-
ters dybde bruges ovenfor fluorescensmaksimaet/springlaget.

Hvis PI-kurven er lavet ud fra en vandprgve i dybden med 5-10 % lys, an-
vendes denne kurve fra denne dybde og nedefter.

Ellers anvendes kun én PI-kurve for hele vandsgjlen repraesenteret ved
vandprgven indsamlet i 1 meters dybde.

3.2 Data og koder
Folgende parametre skal rapporteres:
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De med * maerkede data er til brug for laboratoriets (eller deres underleve-
randgrs) beregninger af kulstofoptag i hver flaske og PI-kurven. Dette anses
som er del af laboratorieanalysen. De gvrige data skal indrapporteres til da-

tabasen.

Prgveoplysninger:

stationsnummer

dato for prgvetagning

tid for prgvetagningen (UTC-tid)
prgvetagningsdybde (m)

Kulstofoptag under inkubationen:

For alle flasker i serien:

* tid for tilseetning af *C (UTC-tid)

* tid for start af inkuberingen (UTC-tid)

* tid for afslutning af inkubering (UTC-tid)

* tid for tilseetning af syre (UTC-tid)

* Tilsat aktivitet (DPM)

Temperatur under inkubation (°C)

Lys i inkubator ved fgrste flaske (umol fotoner/m2/sek)
Procent lys for flasken (%)

For hver flaske:

* Teelletal (DPM).

Herefter gennemfgres kvalitetstjek og beregninger af PI-kurve:

P1-Pn
L1-Ln
flag

kulstofoptag for hver flaske (mg C m™ time™)

lysintensitet for hver flaske (pmol fotoner m=2 sek™!)

1 angiver at punktet er i orden og anvendes i kurvetilpasning.
2 angiver et kunstigt punkt der saettes ind, hvis lysmatning af
kulstofoptage ikke er opndet. Vaerdien for kulstofoptag er det
hgjest malte kulstofoptag. Anvendes ved kurvetilpasningen.

3. angiver et punkt som skgnnes af veere en fejl. Anvendes
ikke ved kurvetilpasningen

4. angiver et punkt som skgnnes af vaere fotoinhiberet. Anven-
des ikke ved kurvetilpasningen

5. angiver et punkt ved lave lysintensiteter, hvor kulstofopta-
get er forhgjet, fordi 1*C ikke frigives ved respiration inden for
de 2 timer inkubationen varer. Anvendes ikke ved kurvetilpas-
ningen.

For hver dybde rapporteres:

temp
a

Pm
C

temperatur (°C) under inkubationen
3 -1
lysudnyttelseseffektivitet (p mg & m™ time -1000)

mol fotoner m-2 s-1
maksimal fotosynteserate (mg C m3 time™!)
intercept (mg C m=3 time™!)
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ink_lys 100 % lysintensitet i inkubatoren (pmol fotoner m2 sek™)
r? r? vaerdien for kurvetilpasningen*

% m_opt mgrkeoptaget i % af Pnm

*r2 for kurvetilpasningen beregnes som:

Z(P'Pest)2

r=1--—"—__ =27
Y (P-Pmidden)?

hvor Pes: er de estimerede vaerdier for P 0g Pmidder €F middelvardien af P for
flaskerne. Summationen sker over de punkter, der indgar i kurvetilpasnin-
gen.

For hver station rapporteres:

pareal areal produktion (mg C m2 dag)
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4 Kvalitetssikring

4.1 Kvalitetssikring af PI-kurven
Hver PI-Kurve skal kvalitetssikres efter fglgende retningslinjer:

Den ideelle kurve skal have mindst tre punkter, som viser det maksimale
optag (fig. 2A og fig. 3).

Et eller to meget afvigende punkter (afviger med mere en 30 % fra den for-
ventede veerdi) skyldes normalt fejl ved hdndteringen eller filtreringen

Hvis fotosynteseraten ved den hgjeste lysintensitet overstiger raten ved den
naesthgjeste med mere end 5 % (fig. 2B og C), har man ikke opnaet lys-
meaetning i forsgget, og den maksimale fotosynteserate er ikke bestemt. Det
kan iseer forekomme i overfladeprgver om sommeren i stille vejr, hvor fy-
toplankton er tilpasset et meget hgjt lysniveau.

En anden type fejl er, at fotoinhibering forekommer pa en stor del af kur-
ven, hvilket iagttages ved, at de hgjeste lysintensiteter ligger mere end 5 %
under den hgjest malte veerdi (fig. 2D og E). Kurven stiger op til en maksi-
mumsvaerdi og falder derefter, men saledes at 3, 4 eller flere punkter ligger
pd den nedadgdende del af kurven. Denne fotoinhibering kan forekomme i
prgver fra dybtliggende klorofylmaksima, som er inkuberet under en hgj
lysintensitet. Det er ikke en fejl, og vil forekomme for mange punkter. Anta-
gelsen er her at, at fotoinhibering er et artefakt af at cellerne fastholdes i en
hgj lysintensitet i lang tid.

Det er vigtigt, at arsager til afvigelser af enkeltpunkter fra PI-kurven over-
vejes, og at proceduren for handtering af flasker, filtrering og efterbehand-
ling justeres, hvis man gentagne gange har problemer med afvigende punk-
ter. Desuden bgr man bruge erfaringen til at justerer lysniveauet i inkubato-
ren, saledes at kurven er lysmaettet, men ikke fotoinhiberet.

De naevnte flag skal gemmes i databasen. Dette sikrer, at man i eftertiden
kan genberegne PI-parametre og arealproduktion med andre antagelser,
end dem som er anvendt i dag.

4.2 Kvalitetssikring af data og dataaflevering

En udfgrlig beskrivelse af kvalitetssikringen vil blive udarbejdet i en separat
datateknisk anvisning knyttet til denne tekniske anvisning.
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6 Bilag

6.1 Beregning af H'4COs" forbrug ved inkubation

En praecis maling af kulstofoptaget er afhaengig af, at DPM i prgven, der
tzelles, ligger signifikant over baggrundsveerdien. Dette kan opnas ved til-
straekkelig stor tilsaetning af *C og/ eller ved at gge teelletiden. Erfaringen
viser, at DPM-vaerdien ved P bgr vaere mindst 500.

Aktiviteten, der skal tilseettes prgven, afhanger af klorofylkoncentrationen,
den klorofylspecifikke fotosynteserate og inkubationstiden. P pr. mg kloro-
fyl ligger oftest mellem 0,5 og 1,5 mg C mg Chl! time™.

Den maengde “C, der skal tilsaettes til hver inkubationsflaske, beregnes ud
fra Lign. 1 ved antagelse af, at:

o der gnskes at teelles 500 DPM pa filtret
e der inkuberesi 2 timer
e >CO> koncentrationen i inkubationsflaskerne er 2 mM

e den maksimale fotosynteserate [Z—:” er 1 mg C mg Chl! time™!

e klorofylkoncentrationen i inkubationsflaskerne er [Chl] (ug liter?)

Herved fas:
14

Pm Coptag 1 1
= 1,05- - [£CO,] - =—
[ChIl ~ Tac, t [ChI]
som omskrives til:
14Coptag 1
14Ctilsat= W'1,05'? [2CO5]:12:1000

hvor 12 og 1000 omregner hhv. mol C til mg C og mg Chl til pg Chl, dvs.:

14 _ 500 1 _6.300.000
Ct|Isat— [Ch|] 1,05 > 2:-12-1000 = [Ch|]

6.300.000 DPM svarer til 105.000 DPS (henfald pr. sek), altsa skal der un-
der de anfgrte forudsaetninger tilsaettes 105 kBq per inkubationsflaske ved
en klorofylkoncentration 1 ug liter.

Bemaerk at ovenstdende er en gennemsnitsbetragtning. Ved lave tempera-
turer eller kraftig naeringssaltbegraensning vil fotosynteseraten ofte vaere la-
vere, og der skal derfor anvendes en hgjere aktivitet. Omvendt kan mindre
aktivitet tilseettes inkubationsflaskerne fra omrader med varmere vand og
hgje naeringssaltkoncentrationer.

Det er vigtigt at huske, at en dbnet *C-ampul ikke kan gemmes, idet 4C vil
udveksles med atmosfaeren.
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7 Oversigt over versionsandringer

Ver- Dato Emne: Andring:
sion
2 27.05.2015 | 2.3.1 Prgvetag- Indsat manglende overskrift:
ning, opbevaring | Prgvetagning — Metode 1
og transport
3 23.04.2026 | 2 Metode ...den totale maengde uorgani-
ske kulstof i vandsgjlen rettet
til: ...den totale mangde uor-
ganiske kulstof i vandprgven
3 23.04.2026 | 2.2 Udstyr Blandingsprgver indsamles
ikke og derfor skal der ikke
anvendes prgvebeholdere til
denne prgvetype. Dette ud-
styr er slettet
Tilfgjet: polyethylen- eller
glasflasker med prop til alkali-
nitetsprgver, volumen min.
100 ml
3 23.04.2026 | 2.3 Procedure Praecisering af at opbevaring
og transport af vandprgver
skal ske s3 teet pa in situ
temperatur som muligt
3 23.04.2026 | 2.3.1 Prgvetag- Der ggres specifikt opmaerk-
ning, opbevaring | som pa, at vandprgver til be-
og transport stemmelse af alkanitet skal
indsamles fra samme vand-
prgve, som bruges til inkuba-
tion.
3 23.04.2026 | 2.3.2 Inkubation | Tilfgjet:
og maling af pri- | HUSK at udtage en vandprgve
maerproduktion til klorofyl a og alkanitetsbe-
stemmelse.
3 23.04.2026 | 2.3.3 Tilpasning | "Blandingsprgve” rettet til
af lysstyrken i in- | “"Vandprgve”
kubator
3 23.04.2026 | 3.1.3 Beregnin- "blandingprgve” rettet til
gen af den dags- | “prgve i 1 meters dybde”
og dybdeintegre-
rede produktion
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