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Sammenfatning

I dette notat underseges om opbevaringstid og opbevaringsmetode for ana-
lyse har en statistisk signifikant effekt pa de malt koncentrationer af ammo-
nium, nitrit+nitrat, fosfat, silikat og total kveelstof(TN). Endvidere underse-
ges, om der er vesentlig forskel pa koncentrationerne malt af tre forskellige
laboratorier pa samtidige prover.

De statistiske analyser af malinger foretaget i marine vandprever pa NST’s
laboratorium (prever filtreret ved prevetagning) viser, at der ikke er nogen
eendring i middelkoncentrationen af ammonium, nitrit+nitrat og silikat ved
opbevaring af preverne pa kel op til 36 timer for analyse. Endvidere er der
ikke nogen andring af middelkoncentrationen for silikat ved opbevaring af
proverne helt op til 4 uger pa kel eller for ammonium og nitrit+nitrat ved
opbevaring i fryser op til 4 uger. En leengere opbevaringstid pa op til 36 ti-
mer pa kel pavirker siledes ikke indholdet af ammonium, nitrit+nitrat og si-
likat. Det samme geelder for ammonium og nitrit+nitrat ved opbevaring i op
til 4 uger i fryser og for silikat 4 uger pa kel.

Derimod steg middelkoncentrationen af fosfat med stigende opbevaringstid
pa kel og ved 4 ugers opbevaring i fryser. Mindst koncentrationseendring
ses ved kort opbevaringstid for prever til fosfatmaéling og ved opbevaring
leengere end 24 timer pa kel er eendringen signifikant.

Middelkoncentrationen af total kveelstof (TN) eendrede sig ikke opbevaring
af preverne med de undersggte forskellige opbevaringstider pa kel for auto-
klavering og ved stuetemperatur efter autoklavering. Ved opbevaring af
prover til analyse for TN i op til 36 timer for autoklavering og op til 4 uger
efter autoklavering er der ikke funder eendringer i middelniveauet.

Ved sammenligning af NST’s mélinger med maélinger fra ALS og Eurofins
blev der ikke fundet forskelle i middelkoncentrationerne for nitrit+nitrat og
silikat. Derimod var mélingerne af ammonium veesentlig hgjere for ALS og
Eurofins sammenlignet med NST’s malinger. For lokaliteter med hgje ni-
veauer af neeringsstoffer var ALS og Eurofins malinger af fosfat og TN vae-
sentlig lavere end NSTs malinger. De gennemforte test forklarer ikke arsa-
gen til denne forskel.



1 Baggrund

Dette notat er udarbejdet for Naturstyrelsen, som gnsker en statistisk analy-
se af eventuelle forskelle i de malte koncentrationer af neeringsstoffer som
konsekvens af forskellig opbevaring af prever for analyse. Til dette formal er
der indsamlet vandprever syv gange fra syv lokaliteter i perioden december
2015 til maj 2016. P4 en af lokaliteterne (Kerteminde Fjord) er der indsamlet
vandprever fra bade top og bund af vandsgjlen, hvorimod der péd de andre
lokaliteter kun er indsamlet en vandpreve fra overfladen (Hjarbeek Fjord,
Knebel Vig, Kege Bugt, Nyborg, Lokken og Svendborg Sund). Vandprever-
ne er analyseret pa NST’s eget laboratorium og to andre laboratorier. I det
felgende afsnit vil der blive preesenteret seks konkrete spergsmal, som NST
onsker belyst.

1.1 Prever analyseret pd NST’s eget laboratorium

Hver enkelt vandpreve er opdelt i delprover for analyse af folgende nee-
ringsstoffer: 1) nitrit + nitrat (NOx), 2) ammonium (NH4*), 3) fosfat (PO.%), 4)
silikat (S5iO2) og 5) total kveelstof (TN). For de opleste neeringsstoffer (1-4) er
delproven filteret umiddelbart efter provetagningen. Efterfolgende opbeva-
redes alle delprover koldt (0-4 °C) indtil ankomst til laboratoriet.

Ved ankomst til NST’s laboratorium er preverne for de oplgste uorganiske
neeringsstoffer opdelt i 8 provebeholdere hver med ca. 40 ml, som for hvert
stof yderligere er opdelt i:

e 5 provebeholdere, som blev opbevaret koldt (0-4 °C) og analyseret efter
henholdsvis 6, 12, 24, 30 og 36 timer.

e 1 prevebeholder (kun silkat), som blev opbevaret koldt (0-4 °C) og ana-
lyseret efter ca. 1 maned

e 1 provebeholder, som blev frosset (-20 °C) indtil den blev analyseret ef-
ter ca. 1 maned.

e 1 prevebeholder, som var reserve og blev opbevaret koldt (0-4 °C).

For provetagningerne i december 2015 og januar 2016 blev reservepregven for
nitrit+nitrat analyseret efter 52 timer, da der var problemer med analyserne
for preverne opbevaret 24 timer (januar) og 30 timer (december og januar).

For TN blev vandpreven opdelt i 10 pravebeholdere hver med ca. 40 ml:

e 8 prevebeholdere, som blev opbevaret koldt (0-4 °C) og autoklaveret ef-
ter henholdsvis 6 (4 af prevebeholdere), 12, 24, 30 og 36 timer.

e 1 prevebeholder, som blev frosset (-20 °C) indtil den blev analyseret ef-
ter ca. 1 maned.

e 1 provebeholder, som var reserve og blev opbevaret koldt indtil auto-
klavering (0-4 °C).

De autoklaverede prgver opbevaredes ved stuetemperatur indtil analysen,
som for 4 af prevebeholderne (autoklaveret efter 6 timer) blev foretaget efter
1, 2, 3 og 4 uger. De andre prover med leengere tids opbevaring inden auto-
klavering blev analyseret efter 3 uger.

Prover opbevaret ved 4 °C blev klargjort til analyse kort tid fer analysen og
analyseret indenfor 20 min, sa temperaturen i preven forblev sa lav som mu-



lig (omkring 10 °C). Frosne prover blev tget op ved stuetemperatur, sat pa
kel og analyseret hurtigt derefter.

Umiddelbart for analyse blev de enkelte delprever vendt 5 gange for op-
blanding, og tre replikate malinger blev gennemfort for hvert af neeringsstof-
ferne.

1.2 Praver analyseret pa andre laboratorier

Der blev ogsé udtaget prover til analyse pa to andre laboratorier (ALS og
Eurofins). Preverne til analyse af oploste uorganiske neeringsstoffer blev
forst filtreret efter ankomsten til disse laboratorier omkring 8 timer efter
provetagningen. Analysen af naeringsstoffer pd disse laboratorier fulgte de
tekniske anvisninger mht. opbevaring af preverne.

1.3  NST spergsmal fra projektbeskrivelsen
NST har opstillet folgende spergsmadl i projektbeskrivelsen:

Spergsmal 1: eendres neeringsstofkoncentrationen (nitrit + nitrat, ammoni-
um, fosfat, silikat) af en forsinket analysetid pd op til 36 timer? - tidstrend
med flg. tidsoplesning: 6, 12, 24, 30 og 36 timer

Spergsmal 2: kan neeringsstofprever (nitrit + nitrat, ammonium, fosfat) op-
bevares frosset i op til en méned inden analyse uden at koncentrationen eaen-
dres? - sammenligning af koncentrationen efter 1 maned med resultatet af
36-timers tidstrenden.

Spergsmal 3: kan neeringsstofpreover (silikat) opbevares koldt (4°C) op til en
maned inden analyse uden at koncentrationen sendres? - sammenligning af
koncentrationen efter 1 méned med resultatet af 36-timers tidstrenden.

Spergsmal 4: er der forskel pd koncentrationen mellem de prover, der analy-
seres hos hhv. eksterne laboratorium og derfor ferst filteres efter modtagel-
sen i laboratoriet (efter omkring 8 timer) og NST-laboratoriet, hvor preverne
er filtreret umiddelbart efter indsamlingen?

Spergsmal 5: eendres neeringsstofkoncentrationen (TN) af en forsinket auto-
klavering pa op til 36 timer? - tidstrend med flg. tidsoplesning: 6, 12, 24, 30
og 36 timer.

Spergsmal 6: kan autoklaverede TN-prover opbevares op til en maned ved
stuetemperatur for analyse? - tidstrend med flg. tidsoplesning: 1, 2, 3 og 4
uger



2 Statistiske analyser og resultater

Indsamlingen og analysen af vandpreverne folger et traditionelt split-plot
design, hvilket betyder, at der ikke er fuld randomisering for alle faktorer.
Mere konkret si er der ikke randomisering pa tveers af forskellige opbeva-
ringstider, idet proverne fra de forskellige opbevaringstider analyseres sepa-
rat. De tidsmeessige faktorer i data (forskellige opbevaringstider) udger der-
for blokke (whole-plot) af malinger, som er udfert samtidig. Indenfor hver af
disse blokke er der malt triplikater for hver af de 7 lokaliteter (split-plot). Det
antages, at provergrene fra de 7 lokaliteter indenfor en blok er analyseret i
mere eller mindre tilfeeldig reekkefolge, eller at de er analyseret indenfor sa
relativt kort tid, at der ikke optreeder systematiske tidsmeessige variationer
som pavirker malingerne. Opbevaringstiden af preverne er hovedfaktor i
forseget (behandlingen), som gnskes belyst pa tveers af en raekke lokaliteter,
som spaender bredt i deres koncentrationer af naeringsstoffer.

Det samlede eksperiment er foretaget 7 gange (med ca. 1 méneds interval),
og disse manedlige gentagelser af eksperimentet udger replikationen for
blokke eller whole-plot. For at vurdere effekten af opbevaringstider (faktor i
forseget), skal systematiske variationer i opbevaringstiden mellem replikati-
oner af forsgget (7 maneder) holdes op mod den tilfeeldige variation, som
skyldes triplikatmalingerne, og den tilfeeldige variation, som skyldes at man
maler pa blokke af data til forskellige tidspunkter (blok error).

For TN er der tale om et lidt udvidet eksperiment sammenlignet med de an-
dre analyser, idet en blok udgeres af en kombination af “antal timer inden
autoklavering” og ”antal uger for analyse efter autoklavering”.

Alle koncentrationer angivet i ug 1! for det givne neeringsstof, hvilket bety-
der i pg N I'* for ammoniun, nitrit+nitrat og TN, pg P 1" for fosfat og pg Si I
for silikat.

De konkrete statistiske analyser og resultater er behandlet separat for hvert
sporgsmal nedenfor. Et fatal af malinger af ammonium, nitrit+nitrat og fos-
fat var angivet med detektionsgreensen for prever analyseret pa ALS og Eu-
rofins, og af hensyn til de statistiske analyser er disse veerdier erstattet med
den halve detektionsgreense. For alle de statistiske analyser geelder, at de
malte koncentrationer af neeringsstoffer er log-transformerede, da variatio-
nen i data stiger med koncentrationen. For at hadndtere de lave og til tider
negative veerdier i dataseettet, som optreeder for ammonium, nitrit+nitrat og
fosfat koncentrationer malt pd NST’s laboratorium, er fglgende transforma-
tion anvendt for disse variable log(X+a) for alle tre laboratorier, hvor a er sat
til henholdsvis 3,0 pg 171, 1,0 pg I' og 1,5 ug I'1. Antagelsen om lognormal-
fordelte neeringsstofkoncentrationerne understottes af plots af middelveerdi
mod standardafvigelse for grupper af data, som viser en stigende standard-
afvigelse som funktion af middelveerdien (data ikke vist her).

2.1 Effekt af opbevaringstid for uorganiske nceringsstoffer

I dette afsnit underseges om koncentrationerne af nitrit+nitrat, ammonium,
fosfat og silikat eendrer sig systematisk med en gget opbevaringstid for ana-
lysen (Spergsmal 1 i NST projektbeskrivelse). I denne analyse indgar del-
prover, som har vaeret opbevaret koldt (0-4 °C) i henholdsvis 6, 12, 24, 30, 36
og 52 timer (52 timer kun for nitrit+nitrat).



Opbevaringstiden kan potentielt pavirke de malte koncentrationer pa to
mader:

1) En systematisk eendring i koncentrationsniveauet med opbevaringstiden
2) En eendret variation mellem replikate malinger med opbevaringstiden

2.1.1 Metode

For at undersgge en potentiel systematisk zendring i koncentrationsniveauet
med opbevaringstiden er de log-transformerede koncentrationer analyseret
ved folgende model (sma bogstaver angiver systematiske effekter og store
bogstaver angiver tilfeeldige effekter):

Log(X+a) = di + tj + Lk + tjxLx + D;xTj + DixLx + Dix Tj XLy + eyjk

hvor d; beskriver variationen mellem datoer, t; beskriver effekten af opbeva-
ringstiden, lx beskriver variationen mellem lokaliteter og tjxlx beskriver om
effekten af opbevaringstiden sendrer sig mellem lokaliteter. De fire sidste led
i modellen er tilfeeldige effekter, som beskriver variationer i opbevaringsti-
den mellem forskellige datoer (D;xT;), variationer mellem lokaliteter for for-
skellige datoer (D;xLy), variationer i opbevaringstider mellem forskellige da-
toer og lokaliteter (D;x Tj xLx) og residualvariationen (e), som angiver varia-
tionen mellem replikater.

For at undersgge en potentiel eendring i variansen pé replikater er folgende
model analyseret:

Log(X+a) = Wijx *+ ek,

hvor pix er middelveerdien for hver enkelt seet af triplikate malinger, e ) er
residualvariationer mellem triplikate malinger. Det undersgges om varian-
sen for residualvariationerne V/[iw] varierer med opbevaringstiden. Den re-
lative usikkerhed pa replikater er beregnet ud fra V[jgu)].

2.1.2 Resultater

Der var (ikke overraskende) meget signifikante forskelle mellem datoerne
for prevetagning og mellem lokaliteter (Tabel 2.1). For ammonium, ni-
trit+nitrat og silikat var der ingen systematisk effekt af opbevaringstiden for
de enkelte lokaliteter. Derimod var der bade generelle og lokalitetsspecifikke
systematiske effekter af opbevaringstiden for fosfat, hvilket betyder, at der
var forskel i fosfatkoncentrationerne for forskellige opbevaringstider, og
denne forskel var forskellig mellem lokaliteter.

Tabel 2.1. P-veerdier for systematiske effekter i modellen for oplgste uorganiske nee-
ringsstoffer. Signifikante effekter (P<0.05) er fremhaevet med gra toning. Systematiske
effekter er: di=variation mellem dage, t=variation mellem opbevaringstider, l=variation
mellem lokaliteter og tjxl,=variation mellem opbevaringstider for forskellige lokaliteter.

Naeringsstof d; t; Ik %Iy

Ammonium <0,0001 0,2654 <0,0001 0,1013
Nitrit+nitrat <0,0001 0,8251 <0,0001 0,9140
Fosfat <0,0001 0,0316 <0,0001 0,0061
Silikat <0,0001 0,7555 <0,0001 0,3557




Disse tendenser ses tydeligt i middelniveauerne for neeringsstofkoncentrati-
onerne som funktion af opbevaringstiden (Figur 2.1). Middelniveauet var
konstant omkring 18-19 pg 1! for ammonium, omkring 110 pg 1! for ni-
trit+nitrat, dog med en lidt hejere veerdi for 52 timers opbevaring (116 pug1?),
og omkring 435 pg 11 for silikat. Middelniveauet for fosfat steg derimod med
opbevaringstiden fra 10,7 til 12,7 pg 11, hvilket er en 19 % stigning. Der var
ingen signifikant stigning fra 6 timer og op til 24 timer, hvorimod forskellen
mellem 6 og 30 timers opbevaring (P=0,0074) og mellem 6 og 36 timers op-
bevaring (P=0,0044) viste en signifikant stigning i fosfatkoncentrationen.
Stigningen fra 12 og 24 timers til 36 timers opbevaring var henholdsvis 8 %
og 10 %, om end disse stigninger ikke var signifikante (P=0,1871 og
P=0,1294).

Fosfatkoncentrationerne steg ogsa konsekvent med opbevaringstiden for al-
le undersggte lokaliteter (Figur 2.2), men stigningen fra 6 til 36 timer var
storst for de lokaliteter med de laveste koncentrationer (30-52 % for Kerte-
minde top, Knebel Vig og Lokken). Derimod var den relative stigning kun 4
% og 6 % for henholdsvis Hjarbeek Fjord og Nyborg. Denne systematiske
stigning indikerer et potentielt problem med leengere opbevaringstider for
fosfat, specielt for omrdder med lavere koncentrationer.
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Figur 2.1. Middelveerdier for alle lokaliteter samlet med 95 % konfidensgreenser for opbevaringstider fra 6 timer op til 36 timer
(52 timer for nitrit+nitrat) for oplgste uorganiske naeringsstoffer. Enhederne eriug N 1", ug P I og ug SiI”".
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Figur 2.2. Middelveerdier for hver af lokaliteterne med 95 % konfidensgreenser for opbe-
varingstider fra 6 timer op til 36 timer for fosfat (PO,*). Enhederne er ug P I"".

Variansen pa replikate malinger varierede signifikant med opbevaringstiden
for alle oplgste uorganiske neeringsstoffer, men der var ikke noget fast men-
ster i de relative usikkerheder pa replikate malinger (Figur 2.3). Den relative
usikkerhed var 4-11 % for ammonium, 1-6 % for nitrit+nitrat, 2-7 % for fosfat
og 0,5-1 % for silikat. Den lave relative usikkerhed for nitrit+nitrat for 52 ti-
mers opbevaring kan skyldes f& prover med denne opbevaringstid. Samtidig
skal det bemeerkes, at den relative usikkerhed er specielt stor for ammoni-
um, da der er mange maleveerdier tet pa nul, hvilket giver en relativt sterre
usikkerhed.
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Figur 2.3. Den relative usikkerhed pa replikate malinger for oplgste uorganiske naerings-
stoffer.
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2.1.3 Konklusion spargsmal 1

Der er ingen signifikant effekt af leengere opbevaringstid for ammonium, ni-
trit+nitrat og silikat. Disse opleste uorganiske neaeringsstoffer kan derfor op-
bevares koldt i op til 36 timer uden at koncentrationsniveauet sendrer sig.
Fosfatkoncentrationen stiger generelt med leengere opbevaringstid, og pro-
verne ber hgjst opbevares 24 timer, men det anbefales en sa kort opbeva-
ringstid som muligt.

2.2 Effekt af frysning pd nceringsstofkoncentrationer

I dette afsnit underseges om koncentrationerne af nitrit+nitrat, ammonium,
og fosfat eendrer sig systematisk ved frysning i ca. en maned i forhold til op-
bevaring i keleskab (0-4 °C) op til 36 timer (Spergsmél 2 i NST projektbe-
skrivelse). For ammonium og nitrit+nitrat er alle resultaterne fra tidstrend-
analysen puljet (6, 12, 24, 30, 36 timer), hvorimod det for fosfat kun er resul-
taterne fra 6, 12 og 24 timer, der er puljet.

Opbevaringsmetoden kan potentielt pavirke de malte koncentrationer pa to
mader:

1) En systematisk eendring i koncentrationsniveauet med opbevaringstiden
2) En eendret variation mellem replikate malinger med opbevaringstiden

2.2.1 Metode

For at undersgge en potentiel systematisk sendring i koncentrationsniveauet
med opbevaringstiden er de log-transformerede koncentrationer analyseret
ved felgende model (sméd bogstaver angiver systematiske effekter og store
bogstaver angiver tilfeeldige effekter):

Log(X+a) = di + 0j + Ik + 0jxIx + DixOj + DixLi + Dix O xLi + ek

hvor d; beskriver variationen mellem datoer, oj beskriver forskellen mellem
opbevaring i keleskab og frys, Ik beskriver variationen mellem lokaliteter og
ojxlx beskriver eendringer i opbevaringsmetoden mellem lokaliteter. De fire
sidste led i modellen er tilfeeldige effekter, som beskriver variationer i opbe-
varingsmetoden mellem forskellige datoer (D;x0;), variationer mellem loka-
liteter for forskellige datoer (DixLy), variationen i opbevaringsmetoden mel-
lem forskellige datoer og lokaliteter (Dix O; xLi) og residualvariationen (e),
som angiver variationen mellem replikater.

For at undersgge en potentiel eendring i variansen pa replikater er folgende
model analyseret:

Log(X+a) = Wik + ek,

hvor pix er middelveerdien for hver enkelt seet af triplikate malinger, e 1) er
residualvariationer mellem triplikate malinger. Det undersgges om varian-
sen for residualvariationerne V[yw] varierer med opbevaringstiden. Den re-
lative usikkerhed pa replikater er beregnet ud fra V]

2.2.2 Resultater

Som for analysen ovenfor var der meget signifikante forskelle mellem dato-
erne for provetagning og mellem lokaliteter (Tabel 2.2). Derimod var der in-



gen effekt af opbevaringsmetoden (kel/frys), hverken generelt eller specifikt
for nogle af lokaliteterne. De smé og ikke-signifikante forskelle mellem de to
opbevaringsmetoder ses ogsa tydeligt af middelveerdierne (Figur 2.4).

Tabel 2.2. P-veerdier for systematiske effekter i modellen for oplaste uorganiske nae-
ringsstoffer. Signifikante effekter (P<0.05) er fremhaevet med gra toning. Systematiske
effekter er: di=variation mellem dage, t=variation mellem opbevaringstider, lx=variation
mellem lokaliteter og tjxl,=variation mellem opbevaringstider for forskellige lokaliteter.

Naeringsstof d; t; I %l

Ammonium <0,0001 0,8145 <0,0001 0,6793
Nitrit+nitrat <0,0001 0,6093 <0,0001 0,8149
Fosfat <0,0001 0,2503 <0,0001 0,3257

Det er dog veerd at bemeerke, at koncentrationen i de frosne fosfatprgver var
noget hgjere end proverne pa kel. Da fosfatpreverne viste stigende koncen-
trationer med opbevaringstiden, er det derfor relevant at undersege, om der
er forskel pa proverne med 6 timers kel og frysning. Ved anvendelse af
samme model (kun prover fra 6 timers opbevaring i keleskab og 4 ugers
frost) blev der ikke fundet nogen generel forskel i opbevaringsmetode
(P=0,2146) eller specifik for lokaliteter (P=0,1435). Fosfatkoncentrationen i de
frosne prover var 14 % hejere end proverne med 6 timers opbevaring i kele-
skab. Fosfatkoncentrationen pa frost var derfor lavere end prever opbevaret
pa kol i 30 og 36 timer. Ved sammenligning af preverne med 12 timers kol
og frysning var der ingen generel forskel i opbevaringsmetode (P=0,4595),
ligesom der heller ikke var det ved sammenligning af preverne med 24 ti-
mers kel og frysning (P=0,7234).
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nitrit+nitrat og fosfat. Kaleskabsprgverne (6, 12 og 24 timer) er puljede fra tidstrendsanalysen (se metodebeskrivelse). Enhe-

derneeriugNT"ogug P I

12

Variansen pa replikate malinger aendrede sig ikke mellem koleskab og frost
for ammonium, som for begge opbevaringsmetoder var omkring 7 %. Der-
imod udviste nitrit+nitrat en sterre variation i frostpreverne (9 %) end pro-
verne pa kol (4 %), hvorimod det modsatte menster gjorde sig geeldende for
fosfat (Figur 2.5).
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Figur 2.5. Den relative usikkerhed pa replikate malinger for ammoniun, nitrit+nitrat og
fosfat.

2.2.3 Konklusion spgrgsmal 2

Der er ingen signifikant forskel pd om opbevaring af preverne for ammoni-
um og nitrit+nitrat sker i henholdsvis fryser og keleskab. Dog tyder en 14 %
hgjere fosfatkoncentration for prever, som har veret opbevaret pa frost ca.
en maned, pa en svag endring af prevens indhold. Prover til analyse for
ammonium og nitrit+nitrat kan derfor godt fryses uden at koncentrationsni-
veauet eendrer sig, hvorimod prever til fosfatbestemmelse ber opbevares pa
kol sa kort tid som muligt, hvis det skal sikres, at der ikke sker eendringer i
indholdet.

2.3 Effekt af en maneds opbevaring pd kel for silikat

I dette afsnit underseges, om silikat koncentrationerne eendrer sig systema-
tisk ved opbevaring i keleskab (0-4 °C) fra 36 timer til ca. 4 uger (Spergsmal
3 i NST projektbeskrivelse). Til denne analyse benyttes kun silikatprever
som er opbevaret i henholdsvis 36 timer og 4 uger pa kel.

Opbevaringsmetoden kan potentielt pavirke de malte koncentrationer pa to
mader:

1) En systematisk eendring i koncentrationsniveauet med opbevaringstiden

2) En eendret variation mellem replikate malinger med opbevaringstiden



2.3.1 Metode

For at underspge en potentiel systematisk sendring i koncentrationsniveauet
med opbevaringstiden er de log-transformerede koncentrationer analyseret
ved felgende model (sma bogstaver angiver systematiske effekter og store
bogstaver angiver tilfeeldige effekter):

Log(X+a) =d; + tj + Ik + tjxlx + DixTj + DixLy + Dix Tj xLi + ey

hvor d; beskriver variationen mellem datoer, tj beskriver forskellen mellem
opbevaring 36 timer og 4 uger i keleskab, Ix beskriver variationen mellem
lokaliteter og t;xlx beskriver forskellen i opbevaring mellem lokaliteter. De fi-
re sidste led i modellen er tilfeeldige effekter, som beskriver variationer i op-
bevaringsmetoden mellem forskellige datoer (D;xT;), variationer mellem lo-
kaliteter for forskellige datoer (D;xLy), variationen i opbevaringsmetoden
mellem forskellige datoer og lokaliteter (D;x Tj xLy) og residualvariationen
(e), som angiver variationen mellem replikater.

For at undersgge en potentiel eendring i variansen pé replikater er folgende
model analyseret:

Log(X+a) = Wik + e i)

hvor pix er middelveerdien for hver enkelt seet af triplikate malinger, e i) er
residualvariationer mellem triplikate malinger. Det undersgges om varian-
sen for residualvariationerne V[iy] varierer med opbevaringstiden. Den re-
lative usikkerhed pa replikater er beregnet ud fra V[jg)].

2.3.2 Resultater

Der var ingen signifikant forskel i silikatkoncentrationen mellem prever op-
bevaret 36 timer og 4 uger pa kel (Tabel 2.3). Den lille forskel mellem de to
opbevaringer er ligeledes tydelig for afbildede middelveerdier (Figur 2.6).

Tabel 2.3. P-veerdier for systematiske effekter i modellen for opbevaring af praver til
silikatanalyse pa kgl i henholdsvis 36 timer og 4 uger. Signifikante effekter (P<0.05) er
fremhaevet med gra toning. Systematiske effekter er: di=variation mellem dage, tj=variation
mellem opbevaringstider, l,=variation mellem lokaliteter og t;xlx=variation mellem opbeva-
ringstider for forskellige lokaliteter.

Naeringsstof d; t; I %Iy
Silikat <0,0001 0,9224 <0,0001 0,8547

Der var signifikant forskel i variansen mellem replikate mélinger, hvor den
relative usikkerhed for prever pd kel 4 uger (1,3 %) var lidt sterre end den
relative usikkerhed for prever pa kel 36 timer (0,8 %).
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Figur 2.6. Middelkoncentrationen af silikat for alle lokaliteter samlet med 95 % kon-

fidensgraenser for henholdsvis 36 timers og 4 ugers opbevaring pa kel. Enheden er ug Si
.

2.3.3 Konklusion spgrgsmal 3

Der er ingen signifikant forskel mellem 36 timers og 4 ugers opbevaring pa
kel af prever for silikat. Prover til analyse for silikat kan derfor godt opbeva-
res 4 uger uden at det pavirker middelkoncentrationen.

2.4 Effekt af forskellige laboratorier

I dette afsnit undersegges, om der er signifikant forskel pa de neaeringsstof-
koncentrationer, som maéles pa NST’s laboratorium sammenholdt med pro-
ver analyseret efter standardmetoder pa analyselaboratorierne ALS og Euro-
fins. For preverne fra ALS og Eurofins er der kun indberettet middelverdier
over triplikatmalinger. Derfor er NSTs data ligeledes puljet som middelveer-
dier over de tre replikate malinger. Endvidere sammenholdes alle NST data
fra tidstrendanalysen (prever pa kel) op til 36 timer, dog kun op til 24 timer
for fosfat (se konklusion pa Spergsmal 1 ovenfor), med malingerne fra de to
analyselaboratorier.

Med udgangspunkt i dette dataseet undersoges:

1) om der er generel forskel pa middelniveauet for neeringsstoffer (ammoni-
um, nitrit+nitrat, fosfat, silikat og TN) malt pd de tre forskellige laboratorier

2) om en eventuel forskel mellem laboratorier varierer mellem lokaliteter

3) hvis der er forskel, hvori bestar forskellen mellem de forskellige laborato-
rier

2.4.1 Metode

For at undersgge en potentiel systematisk sendring i koncentrationsniveauet
mellem laboratorier er de log-transformerede koncentrationer analyseret ved



felgende model (smda bogstaver angiver systematiske effekter og store bog-
staver angiver tilfeeldige effekter):

Log(X+a) = di + aj + Ik + ajxl + DixAj + DixLi + Dix Aj xLi + ek

hvor d; beskriver variationen mellem datoer, a; beskriver forskellen mellem
laboratorier, I« beskriver variationen mellem lokaliteter og a;jxlx beskriver om
forskellen mellem laboratorier varierer mellem lokaliteter. De fire sidste led i
modellen er tilfeeldige effekter, som beskriver forskelle mellem laboratorier
for forskellige datoer (DixAj), variationer mellem lokaliteter for forskellige
datoer (D;xLy), variationen mellem laboratorier for forskellige datoer og lo-
kaliteter (Dix Tj xLx) og residualvariationen (e).

2.4.2 Resultater

Der var meget signifikante forskelle mellem datoerne for prevetagning og
mellem lokaliteter (Tabel 2.4). For nitrit+nitrat og silikat var der ingen sy-
stematisk forskel mellem laboratorier.

Tabel 2.4. P-veerdier for systematiske effekter i modellen for naeringsstoffer malt pa
forskellige laboratorier. Signifikante effekter (P<0.05) er fremhaevet med gra toning. Sy-
stematiske effekter er: di=variation mellem dage, aj=variation mellem analyselaboratorier,
lk=variation mellem lokaliteter og a;xl=variation mellem analyselaboratorier for forskellige
lokaliteter.

Naeringsstof d; aj Ik ERd

Ammonium 0,0085 0,0330 <0,0001 0,6361
Nitrit+nitrat <0,0001 0,5265 <0,0001 0,4773
Fosfat <0,0001 0,1918 <0,0001 0,0062
Silikat <0,0001 0,1069 <0,0001 0,3155
N 0,0016 0,0196 <0,0001 0,0094

For ammonium var der en generel systematisk forskel mellem laboratorier-
ne, idet ALS i middel mélte mere end dobbelt s& hgje koncentrationer som
NST (109 %) og Eurofins malte 51 % hgjere koncentrationer (Figur 2.7). Disse
forskelle var konsistente for alle lokaliteter. Det er sandsynligt at de hajere
koncentrationer skyldes, at vandpreverne analyseret af ALS og Eurofins
forst er filtreret efter ankomst til laboratoriet omkring 8 timer efter prove-
tagning, og at der derfor kan have veeret frigivelse af ammonium fra parti-
kuleert organisk stof under opbevaringen.

For fosfat var der ingen generel systematisk forskel, men der var
lokalitetsspecifikke forskelle mellem laboratorier (Tabel 2.4). Dette forhold
ses tydeligst ved, at der for lokaliteter med lave fosfatniveauer ikke er
forskel mellem laboratorier, hvorimod NST middelniveauerne er noget
hgjere for lokaliteter med hgje middelniveauer (Figur 2.7). Afklaring af
arsagen til denne forskel ligger underfor projektets rammer.
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Figur 2.7. Middelkoncentrationer med 95 % konfidensgraenser malt af tre forskellige laboratorier for neeringsstoffer. Til venstre
er afbildet middelkoncentrationen for alle lokaliteter samlet og til hgjre er afbildet middelkoncentrationer specifikt for de enkelte
lokaliteter. Enhederne eriug N 1", ugP 1" og ug Sil™.

Endelig var der signifikant forskel mellem laboratorier for TN koncentratio-
nerne, og disse forskelle var desuden forskellige mellem lokaliteter. Generelt
var TN koncentrationerne fra ALS og Eurofins henholdsvis 17 % og 12 % la-
vere end NST’s mélinger (Figur 2.7). Denne forskel var mere markant for lo-
kaliteter med hgje TN koncentrationer og mindre markant for lokaliteter
med lave TN koncentrationer. Arsagen til denne forskel vides ikke.

2.4.3 Konklusion spgrgsmadl 4

Der er ingen signifikant forskel mellem laboratorierne for malinger af ni-
trit+nitrat og silikat. Derimod er mélingerne af ammonium veesentlig hgjere
for ALS og Eurofins sammenlignet med NST’s malinger. For lokaliteter med
hgje niveauer af neeringsstoffer fandt ALS og Eurofins veesentligt lavere
indhold af fosfat og TN end NST. Det er ikke indenfor projektets rammer
muligt at afklare arsagen til denne forskel.

25 Effekt aof opbevaringstid for TN fer og efter autoklavering

I dette afsnit underseges om TN koncentrationerne eendrer sig systematisk
for forskellige opbevaringstider pa kel (0-4 °C) fer autoklavering (6, 12, 24,
30 og 36 timer) (Spergsmal 5 i NST projektbeskrivelse) og forskellige opbe-
varingstider ved stuetemperatur efter autoklavering (1, 2, 3 og 4 uger)
(Spergsmal 6 i NST projektbeskrivelse). Begge spergsmal vedrerende opbe-
varing af prever for TN analyser besvares i det felgende med den samme
model.

Opbevaringstiderne for og efter autoklavering kan potentielt pdvirke de
malte koncentrationer pa to mader:

1) En systematisk eendring i koncentrationsniveauet med opbevaringstiden
pa kel for autoklavering

2) En systematisk aendring i koncentrationsniveauet med opbevaringstiden
efter autoklavering

3) En eendret variation mellem replikate mélinger med opbevaringstiden pa
kel for autoklavering

4) En eendret variation mellem replikate mélinger med opbevaringstiden ef-
ter autoklavering

17
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2.5.1 Metode

For at oge styrken i analysen underseges effekten af opbevaringstid for og
efter autoklavering med den samme model. Da der kun er foretaget analyser
med forskellig opbevaring for autoklavering for efterfelgende opbevaring
ved stuetemperatur i 3 uger, og tilsvarende kun er foretaget analyser med
varierende opbevaring efter autoklavering med 6 timers opbevaring pa kel
inden autoklavering, er det ikke muligt at undersgge potentielle interaktio-
ner mellem opbevaringen for og efter autoklavering. De log-transformerede
koncentrationer er analyseret ved folgende model (sma bogstaver angiver
systematiske effekter og store bogstaver angiver tilfeeldige effekter):

Log(X+a) =d; + t+ I + tjxlk +u + wxli
+ DixTj + DixLi + Dix Tj XLy + DixUj + Dix UpxLg + emgjk)

hvor d; beskriver variationen mellem datoer, t; beskriver variationen som
folge af forskellige timers opbevaringstider i keleskab fer autoklavering, lx
beskriver variationen mellem lokaliteter og u; beskriver variationen som fol-
ge af forskellige ugers opbevaring efter autoklavering. Interaktionerne tjxli
og uxlx beskriver om effekterne af opbevaringstid varierer mellem lokalite-
ter. De seks sidste led i modellen er tilfeeldige effekter, som beskriver varia-
tioner i opbevaringsmetoden for autoklavering mellem forskellige datoer
(DixT;), variationer mellem lokaliteter for forskellige datoer (D;xLy), variati-
oner i opbevaringsmetoden fer autoklavering mellem forskellige datoer og
lokaliteter (Dix T;j xLy), variationer i opbevaringsmetoden efter autoklave-
ring mellem forskellige datoer (D;xUy), variationer i opbevaringsmetoden ef-
ter autoklavering mellem forskellige datoer og lokaliteter (D;x U; XLy) og re-
sidualvariationer (e), som angiver variationen mellem replikater.

For at undersgge en potentiel eendring i variansen pé replikater er folgende
generelle model analyseret:

Log(X+a) = Wik + e i)

hvor pix er middelveerdien for hver enkelt seet af triplikate malinger, e gy er
residualvariationer mellem triplikate malinger. Det undersgges om varian-
sen for residualvariationerne V[jzy] varierer med opbevaringstiden for og
efter autoklavering. Den relative usikkerhed pa replikater er beregnet ud fra
Vi)l

2.5.2 Resultater

Som forventet var der signifikante variationer mellem datoer for provetag-
ninger og mellem lokaliteter (Tabel 2.5). Derimod var der ingen signifikant
effekt af hverken opbevaringstiden pa kel for autoklavering eller opbeva-
ringstiden i stuetemperatur efter autoklavering. Dette menster var generelt
for alle lokaliteter, idet der ikke var nogen signifikant effekt af interaktionen
mellem opbevaringstider og lokalitet.

Tabel 2.5. P-veerdier for systematiske effekter i modellen for opbevaringstider af TN
prover far og efter autoklavering. Signifikante effekter (P<0.05) er fremhaevet med gra
toning. Signifikante effekter (P<0.05) er fremhaevet med gra toning. Systematiske effekter
er: di=variation mellem dage, tj=variation mellem opbevaringstider for autoklavering,
lk=variation mellem lokaliteter og t;xlx=variation mellem opbevaringstider fgr autoklavering
for forskellige lokaliteter, ul=variation mellem opbevaringstider efter autoklavering og




uxl=variation mellem opbevaringstider efter autoklavering for forskellige lokaliteter.
Naeringsstof d; t; Ik %Iy u uxly
TN 0,0011 0,3589 |« <0,0001 0,6081 0,2890 0,7214

TN middelkoncentrationerne varierede fra 594 op til 609 pg 1! for de forskel-
lige opbevaringstider feor autoklavering uden nogen speciel systematik
(Figure 2.8). Det samme gjorde sig geeldende for TN middelkoncentrationer-
ne for forskellige opbevaringstider efter autoklavering, som varierede fra

597 til 609 pg 1.
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Figure 2.8. TN middelkoncentrationer med 95 % konfidensgraenser for forskellige opbevaringstider far og efter autoklavering.
Enheden er ug N I”".

Den relative usikkerhed pa replikate TN malinger var ganske lille (~0,5 %),
og der var ikke signifikant forskel mellem de relative usikkerheder for
forskellige opbevaringstider for autoklavering, hvorimod der var signifikant
forskel mellem forskellige opbevaringstider efter autoklavering (Figure 2.9).

0.6% - 0.7% 1
5 : % 0.6% -
E’ 05 § 0.6% E
s 1 205% -
=~ 0.4% - o; 7
of0 1 r-% 4
_g' E - 0.4% -
£03% - £ 1
5] 1 o 0.3% -
X~ y = ]
% 0.2% - 7 ]
: 1 : 0.2% -
- 5 1
3 0.1% ] £ 0.1% -
0.0% - . . 0.0% - .
6 12 24 30 36 1 2 3 4

Prgvens alder inden autoklavering i timer Analyse uger efter autoklavering
Figure 2.9. Den relative usikkerhed pa replikate malinger af TN for forskellige opbevaringstider fgr og efter autoklavering.

2.5.3 Konklusion spgrgsmal 5 og 6

Der er ikke signifikant forskel mellem forskellige opbevaringstider pé kel for
autoklavering af TN prover og ikke signifikant forskel mellem forskellige
opbevaringstider ved stuetemperatur efter autoklavering. Prover til analyse
for TN kan derfor godt opbevares op til 36 timer for autoklavering og op til 4
uger efter autoklavering uden at middelniveauet sendrer sig.
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