Nahrstoffe und ihre Umsétze im Pflanze-Boden System SS 2005
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809325 UE+VO, 4 St

- Der Inhalt

In diesem Praktikum werden die basalen Stofkreiddufe und Strategien im Planze/Boden System bespro-

chen und anhand der Analyse stark unterschiedlicher Arten mit kontréren Strategien demonstriert.

Dieunterschiedliche Verteilung der Hauptnahrstoffein Blatt, Wurzel und Boden werden mittel s (semi-
)quantitativer Analysevon Mineralstoffen, Zuckern* , Gesamtkohlenstoff, dem C/N Verhdtnis, sowieder

Verteilung von Kationen nachgewiesen

Diedamit in Verbindung stehenden mikrobidlen Stoffumsetzungen im Boden werden mit bodenphysikaischen

Parametern und enzymati schen Substratnutzungstestsuntersucht.

- Der Ablauf

Maniok und Zuckerrohr indrei Altersstufen

1.

Kursteg

Kursteg

Kursteg

Kursteg

Kursteg

MOQO:
Biometrie, Bodensieben, Wurzdwaschen, Trocknen,

Ansatz pH Boden (aktuell/potentiell), Extraktion fir BIOLOG

Inkubation und erste Messung BIOLOG

DI:

Messung BIOLOG (Morgensund AbendsbisFR Morgen!)
Mahlen, Extraktion der Pflanzen und Béden (HW und HCI)

Messung pH aktuell/potentiell Boden
Einwaage C/N

MI:

Vorbereitung Dehydrogenaseaktivitét

Demondtration Masse

Glucose/Secharose enzymatisch (Blatt/Boden*
Vorbereitung fir AAS (Blatt, Boden, HW und HCL )

DO:

Messung Dehydrogenaseaktivitét
Demondtration GC/HPLC

AASder Minerdstoffeu. Auswertung

FR:
Urease, Nitrat
AUSWERTUNG und Abschluss*

* @n zusdtzlicher Termin fur die Schlussbesprechung ist u.U. erforderlich
* Anhang: sacharose/Glucose Assay

8:30-17:00

8:00-17:00

8:30-17:00

8:30-17:00

8:30-17:00
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M essparameter und Probenvorbereitung

M essparameter Extrakt/Materid Methodik/Analysegerét
MasseFG, TG BL,SP WU, BO
K*, Ca®, Mg#, Na', Fe*® BL,SPBO HWE!, SRE? Atomabsorption
Zucker enzymatisch BL,SPBO HWE Photometer
Gesamtstickstoff (C/N) BL,SPBO TM-Pulver? Elementaranal ysator
pH-Wert BO HWE?, KCL pH-Messung
BIOLOG - BO Ringer-Extrakt Microplatte, Photometer
Urease, Dehydrogenase, NO  BO Frischboden 2mm Photometer
3
Abkurzungen: 1 HeiRBwasser-Extrakt; 2, Saure-Extrakt, * Gemahlenes Trockenmaterial

Probenvorbereitung der Boden

Vorbereitung und Lagerung der Béden

Mischproben werden im naturfeuchten Zustand mit einem Bodensieb zuerst grob (5 mm) und danach fein (2 mm)
gesiebt. Sollte die Feuchtigkeit der Bdden zu hoch sein, so miissen die Boden vor dem Sieben bel 4 °C angetrocknet
werden. Nach dem Sieben werden verbliebene Wurzel stiicke entfernt, die Boden in Plastiksacke abgeftillt und bei 4 °Cim
Kuhlraum gelagert. Sollte zwischen der Aufsammlung der Béden und den Analysen mehr als4 Wochen vergehen, ist es
notwendig die Boden tiefzufrieren. In diesem Fall sollten die Béden mindestens 48 Stunden vor der Probennahme bei 4
°C aufgetaut werden.

Trocknung des Bodens und Bestimmung des Wassergehaltes

Ca 5gBodenwirdineinem Aluminiumgefé bei 95 °Cim Trockenschrank fiir 48 h getrocknet. Ausder Differenz von
Frischmasse und Trockenmasse errechnet sich der Wassergehalt des Bodens.

Der s0 getrockenete Boden wird im Exsikkator aufbewahrt und kann zur Bestimmung des K ohlenstoff/Stickstoff-Verhalt-
nissesin der Schwingmiihle gemahlen werden.

Fir die Extraktherstellung kénnen die Béden auch luftgetrocknet werden. Zur Berechnung des K orrekturfaktors zwi-
schen luftgetrockneten und im Trockenschrank getrockneten Boden, muf3 dann eine Vergleichsprobe beiden Trocknungs-
methoden unterzogen werden.

Herstellung von Bodenextrakten

Wasser extrakt

Etwa3 g gesiebter, luftgetrockneter (oder naturfeuchter) Bodenwird mit 7.5 mL A. dest. bzw. auch mit 7,5ml 0,1 N CaCl
versetzt und 12 h bei Zimmertemperatur inkubiert und dabei auf dem Kreisschittler geschiittelt. Diese Extrakte werden
direkt fur die Messung des pH-Wertes eingesetzt.

Fir andere Analysen (Zucker) wird ein weniger konzentrierter Extrakt hergestellt (0,1 g auf 1 mL, i.e 10% ig), ab-
zentrifugiert und danach filtriert. Der Wasserextrakt wird eingefroren aufbewahrt.

SAure-(HCL-Extrakt)
Siehe Sdureextrakt von Pflanzenpulver, ebenfall 10 %ig.



Bestimmung des pH-Wertes

Prinzip: Der pH-Wert (negativer Logarithmus der H,O*-Konzentration) ist ein Ma3 fur die Menge der frei in Losung
vorliegenden Protonen. Man spricht beim pH-Wert auch von der aktuellen Aciditét. Zur Erfassung der potentiellen
Aciditat hingegen wird ein Extrakt mit Lauge bis etwa pH 9 titriert, um auch solche Protonen zu erfassen, die bei
physiologischen pH-Werten nicht in dissoziierter Form vorliegen.

Fir Pflanzenpressséfte werden Blattproben (etwa 2g) eingfroren und dan mit einer Knoblauchpresse mit Filterpaperein-
lage gepresst. 60l des Extraktes werden mit einer Kol benhubpi pette aufgesogen und auf die Mef3flache einer ISFET (
lonen Sensitiver Feld Elektronen Transistor)-Elektrode pipettiert. Bodenextrakte sollten Uber Nacht abstehen, daaufge-
schldmmtes Sediment die pH-M essung empfindlich beeinflusst.

Probenvorbereitung der Pflanzen

Trocknungsmethoden

Mikrowelle

Frisches Pflanzenmaterial kann schnell und schonend auch in einem Mikrowellenherd getrocknet werden. Dazuwird die
Probein eine offene Petrischal e eingewogen und im Mikrowellenherd (ca. 2500 MHz, 600 - 1000 Weatt) fir eswa 10 minbis
20 min getrocknet. Unbedingt notwendig ist dabei, dal3im Mikrowellenherd auch eine Gefal3 mit Wasser, alseine Art
Puffer, eingebracht wird. Das Gefal sollte mindestens einen halben Liter Wasser (mdglichst grofie Oberfléche) enthal -
ten. Die Reproduzierbarkeit und Uberei nstimmung mit anderen Methoden ist fiir die meisten organischen I nhaltsstoffe
(Kohlenhydrate, organische Sauren, Aminosauren) sehr gut. Der Wassergehalt der im Mikrowellenherd getrockneten
Proben ist mit dem gefriergetrockneter Proben vergleichbar.

Trockenschrank

Frisches oder in der Mikrowelle vorbehandeltes Pflanzenmaterial wird in Papi ersécke eingewogen und im (vorgeheizten)
Trockenschrank bei 105 °C getrocknet. Diese Methodeist vor allem fir Mineral stoffanalysen geeignet. Sollen dariiber-
hinaus auch organische Suren quantitativ erfal3t werden, so ist eine schonendere Trocknung bei 80-95 °C vorzuziehen.
Die Dauer der Trocknung liegt zwischen 12 und 36 Stunden.

Herstellung und Aufbewahrung des Pflanzenpulvers

Die getrockneten Pflanzenteile werden in einer Schwing- oder Kugel-Mhle feinst vermahlen. Bei stark verholzten
Proben (Zweige, Wurzeln, ect.) ist esunbedingt erforderlich zuerst eine grobe Zerkleinerung des M ateria s vorzunehmen
(z.B.Hacksdn).

Die Aufbewahrung des getrockneten Pulvers erfol gt in verschliefbaren Gefalien in einer Kunststoff-Tonne Gber einem
Trocknungsmittel mit Indikator (Blaugel, Phosphorpentoxid, ect.). Das Pulver ist vor Verwendung gut zu durchmischen,
daes sonst durch unterschiedliche Korngréf3en zu inhomogener Probennahme kommen kann.

Herstellung von Extrakten aus Pflanzenpulvern

- I Wir stellen jeden Extrakt 2 mal her, da sonst die nétigen Mengen nicht erreicht werden ! -

Hei3wasserextrakte

Getrocknetes (Mikrowel le oder Trockenschrank) und gemahlenes Pflanzenmateria (40mg) wird genauin 2 mL Eppendorf-
Proberdhrchen eingewogen, 1 mL A. dest. wird dazupipettiert, die Rohrchen werden verschlossen und mit einer Plastik-
spange gesichert. Danach werden die Réhrchen fir 30 min im kochenden Wasserbad inkubiert, nach dem Abkuhlen
zentrifugiert und der Uberstand in frische 1.7 mL Réhrchen mit SchraubverschiuR transferiert. HeilRwasserextrakte
werden eingefroren aufbewahrt.

SAureextrakte

Getrocknetes und gemahlenes Pflanzenmaterial wird ebenfalls in Eppendorf Reaktionsgefé3en eingewogen (End-
konzentration ca. 1% w/v) und mit 1 N HCI Ubergossen. Der Ansatz wird danach am Wasserbad etwa 30 min gekocht,
danach abgekuihlit, zentrifugiert und in Frische Réhrchen abdekantiert und der Extrakt bei Raumtemperatur aufbewahrt.
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Atomabsorptions-Spektralphotometrie (AAYS)

Prinzip: Die Analysenl6sung wird Uber ein entsprechendes Zerstéubersystem in eine Flamme eingebracht (Standard-
flamme: Luft-Acetyen, Spezialflamme fir Ca-Bestimmung: Lachgas-Acetylen); das zu messende Element wird in
der Hitze (ca. 2300 °C) atomisiert. Durch die Flamme wird gleichzeitig das Licht einer Hohlkathodenlampe ge-
schickt: das sind Gasentladungslampen, deren hohlzylindrische Kathode aus dem Material des Mef3elementes be-
steht, und die daher intensiv geblindelte, elementspezifische Strahlung abgeben (=Resonanzfrequenz des entspre-
chenden Metalls, vgl. die bekannten Natriumdampflampen). Die freien Atome in der Flamme absorbieren nun Licht
der Hohlkathodenlampe und gehen dabei in den " angeregten Zustand” Uber, dasheif3t ihr(e) (Valenz)elektron(en) bzw.
-el ektronensysteme nehmen einen Zustand héherer Energie ein. Diedabei eintretende Schwéchung des Hohlkathoden-
lampen-Lichtes kann als Messsignal registriert werden. Wenn man sich nun die Flamme als Kiivette denkt und die
Hohlkathodenlampe a's Strahlungsguelle, so hat man den Apparate-Typus des Photometers vor sich: die gemessene
Extinktion ist alsanalytisches Mald der Konzentration der freien Atomein der Flamme - und damit der Konzentration
der Metallionen in der Analysenlésung - direkt proportional. Der Monochromator steht dabei auf der Resonanzfre-
guenz. Fir die einzelnen Elemente, besonders fir die mit komplexeren Elektronenhiillen gibt es meist mehrere
Resonanzfrequenzen, die fur die analytische Praxis genutzt werden konnen. Die stark unterschiedliche
MefRempfindlichkeit (liber mehrere 10er-Potenzen) bei den einzelnen Spektrallinien hangt von deren Strahlungsin-
tensitdt ab: Verwendung der intensiven Hauptlinien erlaubt stets die empfindlichsten Messungen.

Das System mui3 wie jede spektral photometrische Methode mit Standardl 6sungen bekannter Konzentration geeicht
werden. Bei der Bestimmung von Elementen, dieihre Valenzelektronen leicht verlieren (wie z.B. K und Ca) mul3 der
Mefdésung, wie auch der Standardldsung, Césium al's sogenannter " lonisationspuffer” hinzugeflgt werden, damit die
"thermische lonisation” der Atome verhindert wird.

Durchfiihrung:

Herstellung der Standardl 6sungen aus 1000 mg/L Stammldsungen (bzw. 100 mg/L Zwischenverdiinnungen). In den
Standardl 6sungen lassen sich zur Vereinfachung alle 4 Elemente kombinieren; jeweils 100 mL ansetzen. Die Kon-
zentration an CsCl soll 0.1% betragen. Zu beachtenist, daf3die” Matrix” der verwendeten Eichlésungen der " Matrix”
der Proben (Wasser, Sduren, Ammoniumacetat) angepaldt werden mufd! Die fertigen Lésungen werden inje 2 15 ml
Gefél3e Uberfihrt und ein Satz fur die Analyse bereitgestellt, der andere aufbewahrt.

mg/L Standard 1 Standard 2 Standard 3

Standard 4

Magnesium 0.5 1.0 2.0 5.0
Cacium 10.0 5.0 1.0 2.0
Kalium 2.0 5.0 10.0 1.0
Natrium 05 10 20 50
Eisen 10 50 20 05
Summe 140 170 170 135

Fir Na, K und Mg: Acetylen-L uft-Flammeim Mischungsverhéltnis 1:3 - oxidierend.
Fir Ca: Acetylen-Lachgas-Flammeim Verhdtnis 1:2 - leicht reduzierend.

Vorbereitung der Proben:
Heil3wasserextrakte: In den entsprechenden Plastikgeféfden (,, Greiner-cups') werden wéssrige Verdiinnungen von 1:50

und 1:400 angesetzt, die 0.1% CsCl enthalten. Sdure-Extrakte: |n den entsprechenden Plastikgefél3en werden die Extrakte
1:100 mit IN HCl in 0.1% CsCl verdiinnt.

Mef3parameter:

Element Linie(nm) Spaltbreite (nm) Bereich(mgL™?) Lampe(mA)
Na 589.0 02 <5 8

K 7665 07 <10 12
Mg 2852 07 <5 6
Ca 4227 07 <10 15
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Enzymatische Substratbestimmung: Glucose und Saccharose

Prinzip: Sacharose wird durch das Enzym b Fructosidase in Glucose und Fructose zerlegt (Hydrolyse).
Zur Glucosebestimmung vor der Saccharose-Hydrolyse wird die freie Glucose mit Hilfe deiner Glucose-
Oxidase in je ein Equivalent Gluconsaure und H,0, (Wasserstoffperoxyd) umgewandelt.

Die Equivaente wandeln ein Reagens (p-Hydroxybenzoesiure + Aminoantipyrin).ineinen Quinoneimin-
farbstoff um, dssen Konzrntration photometrisch bei 510 nm vermessen wird.

Saccharose durch das Enzym 3-Fructosidase zu Glucose und Fructose hydrolysiert (enzymatische Inversi-
on). Danach wird Glucose nach dem obigen Prinzip bestimmt. Aus der Differenz des Glucosegehaltes nach
und vor der Inversion wird dann der Saccharosegehalt berechnet.

--> Methode s ehe Anhang: megazyme Assay

Demonstration:
HPL C der Zucker mit e erktrochemischer Detektion (pulsed amperometric detection, PAD)

1

Probenvorbereitung .
Zur Anayse gelangen je 1ml verdiinnte 4% Helisswasserextrakte (siehe oben). Die Verdinnung der
Proben erfolgt mit MilliQ -Wasser , um eine Kohlenhydratkonzentration zwischen 5- 30 mg zu
erreichen. Wir beginnen mit einer Verdiinnung von 1+50.
Standards: 0,1 | 1 | 10 | 100 mgL"* Die Testldsungen werden aus 1000 mgL ! Stammldsungen (siehe
untere Tabelle) nach folgender M ethode hergestellt : 2000mgL -1,100ul + 900 A.d ergibt 100mgL %, davon
100 L fir die néchste Verdiinnung verwenden, der Rest (900uL) kommt zur Anaysein ein Proberdhrchen
und wird verschlossen.

-Die Proben dirfen keine Losungsmittel (Ethanol 0.4.) enthalten. Diese L6sungsmittel geben
amperometrische Signale und interferieren darum mit der Analyse. Solche Proben méssen zuvor komlett
getrocknet und so vom Lésungsmittel befreit, dann in MilliQ Wasser aufgenommen werdem. Auch hohe
Salzkonzentrationen (Bodenproben!) verfalschen die Signale, indem sie die Retentionszeiten verschieben.

Trennung von Mono- und Oligosacchariden

Sale  PA100 (250 x 4mm) mit 50mm-Vorsdule
Elution: 100mM NaOH isocratisch, ImL/min Flow

Diesigt die Standardmethode fir Kohlehydrate. Sie ist auch geeignet fur die Analyse von Glukose aus
enzymatischer Stérkespaltung (Gesamtanalyse kann auf 8-10 min reduziert werden). Eine dhnlich gute
Trennung kann mit PA10 (250x2mm) S&ulen, eluiert mit 100mM NaOH bel 0,25mL/min erreicht werden.
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Ammonium/Ureaseaktivitatsbestimmung

Prinzip: Ammonium wird aus K Cl-Extrakten mit einer modifizierten Berthel ot-Reaktion bestimmt. Die
Bestimmung basiert auf der Reaktion von Natrium-Salicylat mit NH, in Anwesenheit von Na-
Dichloroisocyanursaure. Im alkalischen Milleuwird dabel ein griner Farbkomplex gebildet. Natrium-
Nitropussid (Achtung: Giftig!) wirkt dabei asKatalysator und steigert die Empfindlichkeit der Reaktion.

Reagenzien und deren Standort:

Mischlosung: Gleiche Volumsteile 0,3 N NaOH, Na-Sdlicylat-L 6ésung und Aqua dest.

Na-Salicylat-Losung: 17 g Na-Salicylat und 120 mg Nitroprussid-Natrium werden in 100 mL Aqua dest.
gelost (téglich frisch zubetreiten).

Oxidationsmittel: 0,1 g Dichlor-Isocyanursaure Natriumsalz in 100 mL Aqua dest. 18sen (téglich frisch
zubereiten).
* Qubstratlsung: 2,4 g Harnstoff in 500 mL

NH Cl —algemeinesLabor (2. Lade)

NaOH—allg. Labor

K Cl— Bodenlabor

NaSalicylat — Bodenlabor
Dichlorisocyanursaurer—Bodenlabor

Harnstoff — Bodenlabor

Na- Nitropruss d—Chemikaliendepot Linksim Glaskasten

M ethode: je 2 Vollproben., 2 Blindproben.

Vollproben: 2g naturfeuchter Bodenin zwe 50ml Erlenmeyer-Schmal ha skolben einwiegen, mit Im
Harngtoffl sbsung beuchten, und mit Korkstopfen verschlief3en.
2 Stunden bei 37°C in den Brutschrank ( Bodenlabor rechtsvom Fenster) geben.

Blindproben: 2g naturfeuchter Bodeninzwe 50 ml Schmalhal serlenmeyerkol ben einwiegen,
mit 1ml A.dest. befeuchten, mit Korkstopfen verschlief3en.
2 Stunden bei 37°C in den Brutschrank.

Waéhrend der Inkubationszeit: * KCL Lsg. herstellen
* Eichreihe herstellen

Nach 2 Stunden : Vallproben + 1ml A.dest + 20ml KCL — 30min schitteln  (max.76 Pr)
Blindproben + 1ml Harnstofflsg. +20ml KCL ——30min schiitteln

Wahrend des Schiittelns : Weitha skolben mit N- freien Faltenfiltern vorbereiten



Alle Probenfiltrieren  (Alle Reagenzien miissen fertig sein!)

* 2ml Eppendorf-Reagenzgefal3e(sg.Eppis) vorbereiten Probenzahl + 2mal 5 Eppisfir zwei
Eichgeraden
* Pipetten kdibrieren

Kalibration: Diese erfolgt mit einer N-Stammltsung (3,8207 g NH,CI / 1000 mL Aqua dest. = 1000
mg/L N). Diese Stammldsung wird so mit der KCI-L dsung verdiinnt, dal3 man fol gende K onzentrationen erhélt:
5, 10, 15, 20, 25 und 30 mg/L. Jeweils 100ul der unterschiedlichen Konzentrationen werden wiederum zur
Farbreaktion eingesetzt Es wird empfohlen 2 Kalibrationreihen herzustellen.

Far breaktion:
ProEppi : 100l einer Probe oder einer Eichlsg
900l A. dest.
500p! Mischisg.

200l Oxidationsmittel

* am Vortex schiittel n, 30min stehen lassen, danach eventud | noch einma schiitteln

Nach 30 min. ist die Reaktion quantitativ verlaufen und die L ésungen werden bel 660 nm gegen den
Leerwert der Eichreihe vermessen.

* Photometer aufdrehen— 1. Computer einschaten
2. Photometer hinten rechts einschalten

M essung mit Rainbow Microplatten- Photometer :

*Microplattenfillen: proProbe250ul  Boden der Platte nicht bertihren (Teil der Optik!)

Dazu am besten das L ayout der Platte zuerst auf Paier aufschreiben und beim Pipetieren dazu legen!
Dieersten zwei senkrechten Spalten werden mit den beiden Eichgeraden befillt (mit ansteigender Kon-
zentration), daneben anschlief3end oben die Vol proben darunter die Blindproben.

* EingteigenalsAndyzer Pal3wort Analyze
* X read Data: Probennamen eingeben Konzentrationen der Kalibrationspunkte eingeben
* Readplate:  Fenster um, Wellenl&ngenbereich auszusuchen

* Speichern
Berechnung:
(VP-BP)*22*100 = xug N-gTS* ht
2* %TS*2h
VP Mittelwert Extinktionen der Vollprobe
LP Mittelwert Extinktionen der Leerprobe
y =kx +d Eichgerade
% TS Trockensubstanzfaktor (TSin % FG)

: 2(EW) :2 (Ink.dauer) - 22 (mL im 1.Kolben)
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Gesamtkohlenstoffanalyse und d=C- Verhéltnis

Je 1 g der gesiebten Boden werden in der Mikrowelle getrocknet und anschlief3end in der Schwing-
muhle fein vermahlen. Fir die Messung der C-Isotopenverhédtnisse werden je 10 mg des Boden-
pulversin Zinnkapse eingewogen.

BIOLOG- Test

Prinzip: Einemodifizierte Dehydrogenaseresktion mit TTC (Triphenyltetrazolimchlorid) als Substrat wird
benutzt, um eine Microorgani smensuspens on auf potentielle Nutzung von niedermol ekul aren organischen
Substraten zu prifen. Der Test wird in Mikrotiterplatten durchgeftihrt, die bereitsdie Chemikalien flir den
DHA Test sowie Spuren und N&hrelemente enthalt. Der Extrakt und die C-Qellen (niedermolekularen
Substrate) werden in die Plattenvertiefungen pipettiert und die Farbentwicklung von TTC zu TPF
(Triphenylformazan) im Photometer in gleichbleibenden Intervalen (6-12) Stunden nachgemessen.

Durchfuihrung: 1 g Bodenwirdin 10 mL Ringerlésung (2, 25g NaCL, 0,105g KCl, 0,12gCaCl, 0,05
NaHCO3 pro Liter A.d.) geschittelt und 1 min bei 500 U/min zentrifugiert.

Der Extrakt wird 100-fach verdinnt, 100ul des verdiinten Extraktes werden gemeinsam mit 60ul
Subgtratl Gsung in die Vertiefungen der Mikroplatte pi pettiert (schrég, Hand abstiitzen, gutesLicht!). Dabel
sollen die Platen so oft dsmadglich mit dem Decke gegen Kontamination geschiitzt werden. Zur besseren
kontrolle das Plattenlayout ausdrucken und dazulegen!

L eerwerte zur Kontrolle von Kontaminationen: 160l Wasser, 160ul Ringerl6sung, Substrat+ Wasser.
DiePlatten werden bei 25°C incubiert und sofort sowie ale 12 Stunden bel 542 nm vermessen.

Substrate (0,5% L sg): Asparagin, Isoleucin, Glycin, Glutamin, Glucose, Sacharose, Stérke, Methyl-
cdlulose, Harngtoff, BovinSerumAlbumin (BSA), sowie Kadium-, Cacium-, Magnesumchlorid s
Zusatz zu gluc, asn.

... der Versuch soll nach folgendem Layout (zum Pipettieren ausdrucken!) angesetzt werden!

Layout der BIOLOG Platten

Platte 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
asn A M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 asn asn M+A.d. A.d.
ile B M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z3 Z 3 ile ile M+A.d. A.d.
aly C M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z3 Z3 gly aly M+A.d. A.d.
gln D M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z3 Z3 gln gln M+A.d. A.d.
gluc E M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 gluc gluc M+A.d. A.d.
succ F M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 succ succ M+A.d. A.d.
starch G M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 starch |starch |M+A.d. A.d.
me-cell H M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 me-cell 'me-cell M+A.d. A.d.
Platte 2 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
urea A M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 urea urea Z1+A.d. A.d.
BSA B M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z3 Z3 BSA BSA Z1+A.d. A.d.
asn+CacCl Cc M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 asn+CaCasn+CaC Z1+A.d. A.d.
asn+KCl D M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z3 Z3 asn+KCl lasn+KCl Z1+A.d. A.d.
asn+MgCl E M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 asn+MgCasn+MgCZ1+A.d. A.d.
gluc+CaCl F M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z 3 Z 3 gluc+CaCgluc+CaCZ1+A.d. A.d.
gluc+KClI G M M Z1 Z1 Z2 Z2 Z3 Z3 gluc+KCl gluc+KCl Z1+A.d. A.d.
gluc+MgCl 'H M M Z1 zZ1 Z2 Z2 Z3 Z3 gluc+Mg(gluc+Mg(Z1+A.d. A.d.
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Dehydrogenaseaktivitét (DHA) von Boden

Prinzip: Dehydrogenasen werden zu den Oxidoreduktasen gezahlt und bewirken die Oxidation organischer
Verbindungen durch Abspaltung von zwel Wasserstoffatomen. Viele spezifische Dehydrogenasen Ubertra-
gen den abgespaltenen Wasserstoff auf eines der beiden Co-Enzyme NAD oder NADP. Durch diese Co-
Enzyme wird der Wasserstoff in die Atmungskette eingeschleust oder ist an reduktiven Vorgangen von
Biosyntheseprozessen beteiligt. Die Dehydrogenaseaktivitét eines Bodens resultiert daher aus der Aktivitat
verschiedener Dehydrogenasen, welche ein wesentlicher Bestandteil des Enzymsystems samtlicher Mikro-
organismen sind (Enzyme des Atmungsstoffwechsels, des Citratzyklus und des Stickstoffstoffwechsels).
Somit dient die Dehydrogenaseaktivitét als Indikator fiir biologische Redoxsysteme und kann als Mal3 fir die
Intensitét mikrobieller Stoffumsetzungen im Boden angesehen werden (Tabatabai 1982).

Das Bodenmaterial wird mit einer Triphenyltetrazoliumchloridiésung (TTC) versetzt und 16 Stunden bei
25°C bebriitet. Das freigesetzte Triphenylformazan (TPF) wird mit Aceton extrahiert (Rotfarbung) und
photometrisch bel 546 nm gemessen.

Durchfihrung: 5,0 g naturfeuchter Boden werden in 4 Reagenzglaser eingewogen. Zu 3 Proben werden 5
ml Substratl6sung 3.2 zugesetzt (Vollproben). Zur Leerprobe werden anstelle der Substratlosung 5 ml Puffer
3.1 pipettiert. Nach dem Mischen werden die Reagenzglaser mit Gummistopfen verschlossen und 16Stunden
bei 25°C inkubiert. Zur Extraktion des gebildeten Triphenyl formazan werden die Proben mit 25 ml Aceton
3.3 versetzt und 2 Stunden im Dunkeln geschiittelt. Anschlief3end werden die Kolbeninhalte in einem halb-
dunklen Raum filtriert. Die Extinktion der Filtrate wird innerhalb 1 Stunde bei 546 nm photometrisch gegen
den Blindwert gemessen.

Reagentien:

3.1 Trispuffer (0,1 M)
12,11 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan werden in 600 ml dest Wasser geldst und mit Salzsdure auf pH
7,6 eingestellt und mit dest.Wasser auf 1000 ml aufgefullt.

3.2 Substratlosung 1 % TTC (w/v) in Puffer 3.1 gelost (ist im Dunkeln ca. 1 Woche bel 4°C haltbar).

3.3 Aceton pA.

3.4 Kalibrationd6sung

3.4.1 TPF-Stammlésung (10 mg TPF mi+)
1,000 g Triphenylformazan (TPF) werden in 100 ml mit Aceton 3.3 gel6st.

3.4.2 TPF-Gebrauchsldsung (0,1 mg TPF mi~l) 1 ml Stammlosung 3.4.1 wird mit Aceton 3.3 auf 100 ml
verdinnt. Zur Erstellung der Kalibrationskurve werden 0, 1, 2, 5 und 10 ml Losung 3.4.2 in5
Reagenzglaser pipettiert und mit Losung 3.3 auf 30 ml erganzt. Die L 6sungen entsprechen 0, 100,
200, 500 und 1000 pg TPFim Ansatz.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der Kalibrationskurve werden die pg TPF im Ansatz ermittelt.

(VP-LP) 100

5% %TS = ugTPFg!TS16H
VP: Mittelwert der Vollproben (ug TPF)
LP: Mittelwert der Leerproben (ug TPF)
5: Bodeneinwaage (Q)

100 %TS? : Trockensubstanzfaktor
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Enzymatische Nitrat- und Nitritbestimmung

DasMel¥prinzipist volligana og zur Nitratreduktasebestimmung. Der Boehringer Nitrat/Nitrit- Kit Nr.
1746081 beinhal tet diemel¥ertigen Reagenzieneinschlieldichlyophiliserter Nitratreduktase.
Gemessenwird (im Praktikumnur) dieSummeausNitritund Nitrat.

AlsKdibrationsreihewerden 6 L 6sungen zwischen 0,05mgbisSmg Natriumnitrat proLiter verwendet (al so
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 mgL, je 20 ml). Zur Messung gelangen die 4% igen Hel Rwasser-
extraktenachfolgender Arbeitsvorschrift desBeipackblattes. Allerdingswerden

1. dieMischungenin Eppendorf- Probenréhrchenanstatt in K tivetten durchgef iinrt und

2.nachder 15minttigenInkubationim Dunklenje200ul inje2 Mikrotiterpl atten-V ertiefungen pipettiert.
Die Mikrotiterplatte wird mit alen Proben und den 2 Kalibrationsreihen beschickt, dann wird alles
gleichzeitigimMikropl attenphotometer vermessen.

5. Determination

Wavelength™: 5440 nm (Hg 546 nmy)

Glaes cuvaette®; 1.00 cm, semimicro

Temperaturs; 20 - 25°C

Violurmse: 127 m

Measuramenl against blank

Sample solution: 0.05 mg — 5.00 myg nitrite or nitrate/|

' Cary out the measuremant at 540 am ifusirg a spectmphatpmater, at 46 nm i
uzing & spectral ing pholometer wilh & mercury vapor lamp '
? Dizposah & cuvettes may be used insteac of glass cuvottas,

8. Measurement

Pipette Into | Riank Sample , | Blank Sample
cuvettes: e nitrite I nitrite + nitrite +
 Nitrate nitrate
Sampls Ny 0.5p0 ml - 0.500 ml
Redist. 0.77oYl 70 mi 0.500 m -
water |
Reaction | - ' - 0.250 m 0.250ml | NADPH in Phosphatpuffer
mixture 2
Soluticn 3 - - 0.020 ml 0.cac mi Nitratreduktase
Mix**, incubate for 30 }ﬁiﬂ at mn}q lemperature, raad off A, and add
Color p2dym | 0250m | G256ml | gyjfanilsiure
reagant | )
Color J.250 0.250 mi 0.250 mi -Naphtvlethvlendiami
reagent |l - a-Naphtylethylendiamid
iz, &llow to stand n the dark at room temperature for 10 w© 15 min,
read off A;. e

* Belore adding the sample solution rnse the pioette supplieo with the test or tna
tip of the: piston pipette with the sample.
“Ye.g. usirg & spatula or ov swirling after saaling, e.g. with Parafilm®

7. Calculation

Graphical evaluation

Tha rasult is calculated from the calibration curves construcled using the
standard sclutions. Plot the change in absoroance obtained 7or the
sodium nitrte and potassium nitrate standard solutions on the y-axis
egainst the comesponding nitrite or nitvate concentrations in Mg/l on the
-axis.

IEILI’I'llLl'Ii'.rl‘t‘B = mE' I|é"1.:': iz EAE 'A1}Bhr:.ﬂ. riil-il=
lﬂ""["ni'.rilﬂ.: - nitrate = [‘&'S_Aflr e 4 nerats T [A}_Al.'ﬂlﬂ'lk ritrite o nitredo
DAvirears = OPrtriza + nitrare = DPairiee



