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Olika konserveringsme toders inverkan p& v&t- och torrvikt hos
larver av Chironomus plumosus I.

Carl-Christer ILandahl och Bjorn Nagel1l

Inledning

I produktiansbiologiaka undersdkningar bl.a. inom limnologin &r
bestidmning av biomassa av central betydelse. Det gédller sirskilt
vid populationsdynamiska och bioenergetiska, studier, men ockss i
mer tilldmpade arbetsomriden som t.ex., vid beskrivning och grade-
ring av visss typer av féroreningspiverkan och vid uppfdljningen
av ett fororenat omrades tillfriskning m.m.,

N&r det giller att bestédmma biomassa hos makroskopisk bottenfauna
har man tidigare ofta néjt sig med =tt bestdmma de konserverade
djurens v&tvikt. Det har dock visat sig att resultaten blivit
starkt beroende av konserveringsmetodiken. Darigenom har ofts SVa~-
righeter uppkommit nir man fOrsckt jamfora undersdkningar dir oli-
ka konserveringsmetodik till&mpats. Under sénare 4r har problemet
uppmérksammats bl.a. i Samband med att intresset for bioenergetis-
ka studier okat.

Tva arbeten, sirskilt viarda att némna, som giller bottenfauna &

de av Dermott och Paterson (1974) och av Howmiller (1973). Bland
undersdkningar som ockséd ger virdetiulla aspekter mirks Paterson
och Walker (1974) samt Underhill och Cole (1967). Hur vattenhal ten
i vissa chironomidlarver kan variera under Olika f6rh&llanden re-
dovisas av Jdénasson (1965) och av Edwards (1958).

Berdkningar av bottenfaunans biomassa gbrs ofta i IVL:s recipient-
undersSkningar. Som bas for berdkningarna anvands vikten av kon-
Sérverat materigl. Konserveringens effekt pd denna vikt ar diarfor
en friga som i hdg grad versr IVL:s arbete.

Serveringsmetoder och hur de plverkar v&tvikt respektive torrvikt.
Vidare understktes vilka m8jligheter som foreligger att fran kon-
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2.
serverade larvers vatvikt vig en omvandlingsfaktor berikna lar-
vernas egentliga torrvikt d.v.s. den torrvikt som skulle ha er-

h&11its om man vig torkningen utgdtt fran levande larver.

Material och metodik

Forstksd jur

I forsdken anvindes 25-30 mm l&nga larver av en fjddermygga Chiro-
nomus plumosus L. Arten Hr Spridd over storre delen av landet och

utgdr ofta en Viktsmdssigt betydelsefull del av bottenfaunan

frémst i fSrorenade omriden. Larverna var i det 4:e och sista larv-
stadiet. De fangades i Juni-september i Léngsjon i Huddinge, Stock-
holm. Sjén dr starkt eutrofierad.

Var je forstksserie omfattade 25 larver, vilka var uppdelade i grup-
ber om 5. Avsikten med detts arrangemang var att f8 ett matt pa
Spridningen i métvirden inom varje forsdksserie.

Fore vagningen av levande- och vadtvikt placerades larverna p3 ett
filtrerpapper och avtorkades mycket noggrant med andra filtrer—
bapper. Niar larverns Syntes torra p3 ytan vigdes de. Denna avtork-
ningstid varierade mellan 20 och 60 sekunder. ILevande larver blev
fortare yttorra &n konserverade.

Torrviktsbestémningen skedde efter 8 timmars torkning vid 105°% ;
varmesk&p.

Tvd olika konserveringsvétskor anviandes, nédmligen 70 %—ig alkohol
(etanol) och 4 %-ig formalin. Varje larvegrupp om 5 djur konservera-
des i 10 m1 konserveringsvﬁtska.

F61jande Sju forsoksserier genomfordes.

Serie 0. Undersﬁkning av torrviktens beroende av torktidens lé&ngad
hos larver, som icke varit konserverade.

Serie 1. Undersékning av levande resp. torrvikt hos larver, som
icke varit konserverade.
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Serie 2. Undersdkning av vat- resp. torrvikt hos larver, som va-
rit alkoholkonserverade i 3 dygn.

Serie 3. Undersckning av v&t- resp. torrvikt hos larver, som va-
rit alkoholkonserverade i 3 dygn och direfter fdrvarats
i vatten i 16 timmar.

Serie 4. Understkning av vat- resp. torrvikt hos larver, som va-
rit alkoholkonserverade i 21 dygn.

Serie 5, Understkning av vat- resp. torrvikt hos larver, som va-
rit formalinkonserverade i 21 dygn.

Serie 6. Understdkning av hur stor del tarminnehdllet utgdr av
larvernas levande- resp. torrvikt,

Serie O avsdg att faststdlla det erforderliga antalet timmar for
att uppnd konstant vikt vid torrviktsbestémningen.

Resultaten fran serie 1 tjénar som referensvirden vid Jédmforelser
av vikterna hos larver som konserverats pd olika satt.

I serierna 2, 4 och 5 gjordes undersdkningar av olika konserve-
ringsvitskors inverkan P4 vat- och torrvikt. T Sserierna 2 och 4,
gjordes jamforelser mellan konservering i 3 resp. 21 dygn med av-
Sikt att utrdna om den léngre konserveringstiden medfdrde en star-
kare urlakning.

Serie 5 Hr en jamforelse med serie 4. Alkohol medftr problem vid
vétviktsvégningar genom sin snabba avdunstning. Ett sitt att kanske
kringd detta kan vara att fore viagningen sverfira larverna till
vatten. For att préva denna idé utférdes serie 3.

I serie 6 slutligen undersdktes larver med avseende P& tarminne-
hdllets vikt. Vi ville hir utrona om en fylld eller ofylld tarm
hade ndgon inverkan p& fadrsk- eller torrviktsbestémningen.

Resultat

Torktidens l&ngd

Av fig. 1 framgir att mycket smd skillnader i torrvikt erhdlls vid
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torkning l&ngre dn 2 timmar.

Konserverade larvers vétvikt i % av_levande vikt
Av tabellen framgdr att larver konserverade med alkohol (serierna
2, 3 och 4) hade en védtvikt, som ver c:a 10 % ligre &n levandevik-

ten. Viktsminskningen i procent av levandevikten skiljer sig icke

signifikant mellan de tre nimnda serierna. Vid konservering med
formalin (serie 5) erhtlls ett signifikant higre virde for vat-
vikten &n for levandevikten.

%_av_levandevikten

Av resultaten framgdr att en indunstningsrest erhdlls. Denna va-
rierade mellan 25-45 % av den slutliga torrvikten. Indunstnings-
resten + konserverade larvers torrvikt utgdr slutlig torrvikt. Det
ar alltsd klart att konserveringen medférde en pdtaglig reduktion
av larvernas torrvikt.

Serierna 2 och 4, som skiljer sig &8t med avseende pd& konserverings-
tidens l&ngd, dr icke signifikant skilda &t men medelvirdet for
torrvikten i serie 4 &r nigot légre &n i serie 2.

I serie 4, déf larverna forvarats i vatten, dr viktsforlusten till
konserveringsviatskan stdrst. Detta avspeglas tydligt i indunst-
ningsresten, som dr signifikant stérre &n i ovriga serier.

Konserverade larvers slutliga torrvikt i %_av_levandevikt

Den slutliga torrviktens procentuella andel av levandevikten ut-

“

I, 2 och 3 omkring 15 %. Nigra signifikanta
skillnader mellan serierna fanns ej. Dessa larver insamlades i

gjorde for serierna

borjan av juni. Insamlingen till serie 4 skedde i juli. Torrvikts-
andelen bhlev d4 13,2 %. I september insamlades larverna till serie
6. Torrviktsandelen hade d4 ytterligare sjunkit till 11,2 %.

Larverna i serie 5 insamlades i Juli. Torrviktsandelen var s& hog
som 17,9 %. Darigenom intar den formalinkonserverade serien en sir-
stdllning. Samtidigt &r den genom formalinkonserveringen inte di-
rekt j&mforbar med de alkoholkonserverade sarierna.
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Serie 6 visade att tarminnehdllets andel av levandevikten endast
utgjorde 0,5 %. Detta motsvarar 4,1 % av den slutliga torrvikten.

Diskussion

For att f& mycket hdg reproducerbarhet i vagningarna valde vi att
torka i 8 timmar. Som framgdr av fig. 1 hade en torktid pd 2 tim.
gett ett myckef likartat resultat. I litteraturen redovisas tork-
temperaturer varierande fran 50 till 105°C. I manga undersdkningar
har man anvidnt 60°C under 24 tim. Man erh8ller d& ndgot hogre torr
vikter #n vid 105°C. Vad detta beror pd har &nnu inte noggrannare
undersdkts.

Sannolikt sker en viss avgdng av lagkokande fetter, eventuellt
kombinerat med en minskning av mdngden kemiskt bundet vatten. Re-
sultat erhlllna av Pavlyutin (Winberg 1971) visar att den konstan—
ta vikten hos Chironomus thummi torkad i 50°C endast med 3,5 %

Overstiger den som erhslls vid 105°C. Skillnaden ar alltsé &t-
minstone for chironomider 1liten samtidigt som tidsvinsten vid 105°
ar stor. Detta &r en icke oviasentlig fordel nir man arbetar med
stora provtagningsserier.

Vid vétviktsvégning 8r ett kritiskt moment avtorkningen av larver-
na. Det gédller att f& dem torra p& ytan utan att de forlorar nigon
kroppsviatska. Torkningen bor ske med filtrerpapper just till dess
djuren blivit yttorra och inga fler vattenflickar kan iakttagas

P4 filtrerpapperet. Denna metod har tilldmpats i detta arbete och
rekommenderas Hven av Ulomski (1951) och Dermott (1974) och tycks
enligt deras och vAr erfarenhet ge témligen vidl reproducerbara
resultat.

Va&tvikterna i de alkoholkonserverade serierna (2, 3, 4) dr c:a 10
lagre &n motsvarande levandevikt och skiljer sig inte signifikant
mellan serierna. Detta skulle kunna tolkas som att de olika kon-
serveringsférhdllandena inverkat P& larverna p& samme sitt. Torr-
viktsvirdena visar dock att s& inte ir fallet. Det &r snarare ett
resultat av att konserveringsldsningen utgdr s& stor andel av dju-
ren (c:a 85 %) att tydliga olikheter i torrviktsfraktionen endast
medfdr smd fordndringar i vAtvikten. Huvudskilet till att de alko-

C
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holkonserverade larvernas vatvikt &r ligre dn deras levandevikt

dr sannolikt att konserveringsalkoholen har ldgre densitet (0,86)
in vatten. Antar man att levande larvers vatteninneh8ll &r 85 %
visar en berdkning att de alkoholkonserverade larvernas vikt med
bibeh&1llen kroppsvolym borde bli c:a 12 % ligre &n deras levande-
vikt.De formalinkonserverade larverna skiljer sig fran de alkohol-
konserverade genom att deras vatvikt dr hogre &n motsvarande le-
vandevikt trots att visst lédckage av @mnen frén dem m8ste ha skett.
En mojlig forklaring till detta kan vara foljande. Den huvudsak-
liga viktsOkningen sker genom att larverna okar i volym genom oS-
mos sedan deras cellmembran denaturerats vid konserveringen. Sam-
tidigt inneb&dr svidllningen upptagning av formalinldsning med en
densitet (1,01) som &r ndgot stdrre 4n vattens.

Torrviktsvirdena dr naturligt nog oberoende av 1l0sningsmedlets
densitet och av larvernas volym. Torrviktsvirden ger didrfor klart
battre mojligheter till reproducerbara resultat d&n vatviktsvirdena.
Det bor darfor vara ladttare att analysera vad som sker under kon-
serveringen med hjdlp av torrvikts- dn med vatviktsviarden.

Ndr det gdller konserverade larvers torrvikt (exklusive indunst-
ningsresten) och indunstningsresten i procent av levandevikten
féreldg ingen signifikant skillnad mellan serierna 2 och 4 trots
olika 18ng konserveringstid (3 resp. 21 dygn). Detta kan tydas

som att de for torrvikten betydelsefulla processerna i alkoholen
slutforts redan efter 3 dygn och att ddrfdr ingen ytterligare vikt-
minskning ddrefter sker. Howmiller (1974) fann att motsvarande for
vatvikt d.v.s. konstant vadtvikt intrdffade forst efter c:a 50 dygn.
Det &r troligt att det med hans metodik skulle kridvts lika 1lang
tid for erhdllande av konstant torrvikt. Skillnaden mellan vara
och Howmillers resultat kan sannolikt hdnfdras till skillnaden i
metodik. Howmiller lade sina larver i vatten fore varje vigning
och centrifugerade dadrefter bort allt ytligt sittande vatten. Ef-
ter vigningen &terfdrdes larverna till konserveringsldsningen var-
efter samma procedur upprepades vid n8sta vigningstillfdlle. En
sddan tdmligen h&rdhdnt behandling medfdr sannolikt en kraftig ur-
lakning av djuren. S8rskilt forvaringen i vatten tycks som framgédr
av vdra resultat medfora en kraftig viktsforlust. Det &r dirfor
sannolikt att den av Howmiller anvidnda metoden ger ldgre virden

dn de som gidller larver som fatt ligga orodrda i konserveringsvits-
kan. Vattenbadningens effekt framgdr i serie 3 genom dennas frén
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O0vriga jamforbara seriers signifikant ligre torrvikt resp. signi-
fikant hoégre indunstningsrest. Vid vaxlingen mellan vatten och
alkohol observerades kraftiga turbulenser runt larverna. S&dana
bor dven forekomma inuti larverna och bidraga till att luckra upp
vavnaderna och dirigenom odka utlosningen fran dem.

Av speciellt intresse i denna undersdkning var den slutliga torr-
viktens procentuella andel av levandevikten. Virdena varierar mel-
lan 11-15 % med undantag av serie 5 som avviker och ddrfor disku-
teras s8rskilt. I litteraturen uppges foljande virden for nagra
chironomidarter: Anatopynia sp. 11,4-11,9 % (Howmiller, 1972);
Tanytarsus barbitarsis, 14,2-16,4 % (Paterson and Walker, 1974);
och Chironomus riparius 9,7-17,9 % (Edwards, 1958). For Chironomus
plumosus insamlade i m&nadsskiftet Juni-juli noterades virdet
11,8%0,4 % (Underhill och Cole, 1967). Som synes faller vara vir—
den inom dessa ramar. Som framgdr i tabellen S junker vara virden

frén juni till september fr8n c:a 15 % till c:a 11 %. Detsamma
konstaterades av J6nasson (1965) for Chironomus anthracinus dir
vdrdena sjonk frén 18,5 % i maj till 12,5 i november. De S junkan-
de vidrdena misstdnks i J6nassons fall ha samband med att larverna
tvingats att svdlta. Om s& kan ha varit fallet dven for vdra lar-

ver ar oss obekant.

Vad kan orsaken vara till att de slutliga torrviktsvidrdena for de
formalinkonserverade larverna (serie 5) &#r s& mycket hogre &n i
deh jamforbara parallellgruppen i serie 49 Samma sak gdller for de
konserverade larvernas torrvikt exklusive indunstningsresten men
inte for indunstningsresten ensam. Studeras tabell 5 i Dermott och
Paterson (1974) kan samma sak iakttagas. Forfattarna diskuterar
dock inte detta nirmare. Viktokningen skulle kunna férklaras ge-
nom att det till larverna binds komponenter fran formalinet vilka
inte avgdr vid torkningen. Formalin &r kint for att reagera med
fria aminogrupper i proteiner. Dirvid binds tva formalinmolekyler
till varje aminogrupp (Lehninger, 1971). Vidare kan formalin i
svagt alkaliska l6sningar (pH 751=7,5) polymeriseras till socker—
arter (Karrer, 1950). B&da dessa reaktioner ger upphov till Hmnen
som inte avgdr vid torkning i 105°C. Det dr d&8rfor mojligt att
viktokningen kan forklaras av att en eller bdda av dessa reaktioner
skett. For fullsténdighetens skull bdr ockss nédmnas att vid in-




dunstning av en formalinlOsnirig bildas en annan polymerisationspro-
dukt, paraformaldehyd, som &Hr ett amorft fast dmne. Detta dr dock
tamligen flyktigt och bdr fullstidndigt ha forgasats under tork-
ningens slutskede.

Resultaten frén forsdksserie 6 visar att variationer i tarminne-
hdllets storlek dr praktiskt taget fSrsumbara dven i matningar dér

hog noggrannhet Onskas.

Slutsatser

Alla de anvinda konserveringsmetoderna medfdr alltsd en tamligen
stor utldsning av torrsubstans. En efterftljande forvaring i vat-
ten Okar dessutom ytterligare utltsningen. Ur utlosningssynpunkt
inneb&dr alltsd varken alkohol eller formalin ndgra klara fordelar
Jamfdort med varandra. Formalin d4r dirigenom att det Ar tamligen
starkt allergiframkallande mindre lémpligt d&n alkohol. Darfor ta-
lar allt for att man vid rutinmdssig konservering bdr anvinda al-
kohol istdllet for formalin.

Bestdmning av levandevikt ger enligt vAr erfarenhet bittre repro-
ducerbara resultat &n bestdmning av vadtvikt p& konserverade larver.
Huvudskédlet till detta d4r formodligen att konserverade larver ir
kansl igare fér mekanisk paverkan dn levande. Genom konserveringen
forstors ndmligen larvernas cellmembran, vilket kan innebira for-
lust av kroppsvitska.

Ett av undersckningens m8l var att f& fram en omvandlingsfak tor
for skattning av torrvikt utifrdn vigd vatvikt. Detta dr fullt
mojligt att gbra men riktigheten och precisionen blir dock inte
s& god. Det foreligger en uppenbar risk for att variationer i den
egentliga torrvikten maskeras genom att huvudandelen av det man
viager vid vatviktsvigning utgdres av konserveringsmedel. Som fram-
gldr ovan skulle omvandlingsfaktorn variera for olika tidpunkter
inom samma utvecklingsstadium, mellan olika stadier (Dermott och
Paterson, 1974) och mellan olika arter. Det &r tydligt att om en
omvandlingsfaktor skall anvindas, och en hog riktighet samtidigt
Onskas, dd fi8r den endast anvindas vid samma konserveringsmetod
péd samma art i samma stadium och i samma fysiologiska tillstéand.
Det finns naturligtvis méjlighet att anvinda omvandlingsfaktorn
mindre strikt. Ddrvid &r det dock onskvirt att anvindandet fore-
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gédtts av sddana undersdkningar att den ungefirliga missvisningen
i omvandlingen kan anges.

En metod som sannolikt skulle forbiattra skattningen av den egent-
liga torrvikten vore att bestdmma de konserverade larvernas torr-
vikt och dédrefter korrigera med en faktor for den under konserve-
ringen utldsta substansen. Ddrigenom undviks konserveringsmedlets
maskeringseffekt.

Som helt klart framstidr dock att om higsta riktighet och precission
efterstrédvas miste torrviktsbestidmningen gdras genom intorkning av
levande larver.

De redovisade resultaten tyder pa att mdnga tidigare undersdkningar,
dér vikten hos konserverat material anvints for att skatta levande-
vikten (standing crop), méste betraktas med viss reservation.
Sarskilt gdller det for fall dir konserveringsmetoden inte redo-
visats.
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Fig. 1.
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TORKKURVA
Torrvikt i % av levandevikt
efter torkning i:
2 timmar 15.86 * 0.65
4 i 15.83 * 0.67
6 " 15.73 } u.66
8 " 15.64 * 0.67
15 N 15.64 * 0.64
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