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Physiologisch-chemische Ubungen 1 1:
K ohlenstoffhaushalt von Pflanzen und Boden
Nov 11,12, sowie 18-22

Der Inhalt:

Der ersteTeil desPraktikumsdient der analytischen Erfassung der Hauptnahr stoffeder Pflanzen und einer Einschét-
zung des Recycling dieser Nahrstoffe im Boden, der sogenannten Remineralisation durch Destruenten und deren
Enzyme. Die Hauptnéhrstoffe welche in diesem Praktikum in Pflanzensprof3 und Boden analytisch erfasst werden, sind
die Kationen Ammonium, Calzium, Kalium, Magnesium, und Natrium. Als Beispiele fur Néhrstoffrecycling im Boden
werden Phosphataseaktivitét, also die Abspaltung von Phosphat aus organischem Material, sowie Ureaseaktivitét, also
die Zerlegung von Harnstoff in Ammonium, vorgestellt.

Um diese Untersuchungen vornehmen zu kénnen, ist zunéchst eine Probenvor ber eitung notwendig. Die Pflanzen und
Bdden werden getrocknet und fein gemahlen. Im Praktikum wird eine definierte Menge des Pulvers mit heiRem Wasser
extrahiert und durch sogenannten lonentausch mit Polystyrolharzen, wel che geladene funktionelle Gruppen tragen, in
neutrale, kationische und anionische Bestandteile zerlegt.

Der zweite Teil des Praktikums soll unterschiedliche Strategien von Pflanzen zur Verteilung assimilierten Kohlen-
stoffsinihren Organen und in ihrem Lebensraum demonstrieren. Maniok und Zuckerrohr sind zwei Kulturpflanzen mit
stark unterschiedlichen Anforderungen: Zuckerrohr kann jahrzehntelang an der selben Stelle in Monokultur gezogen
werden, wéarend Maniok einen Fruchtwechsel nach zwei bis drei Jahren erfordert. Die unterschiedliche Verteilung von
Kohlenstoff in Blatt, Wurzel und Boden, wel che diesem Verhalten zu Grundeliegt, wird mittelsAnalysevon Zucker n und
dem C/N Verhaltnisin Pflanzeund Boden zu zeigen sein.

Die Reaktion der Bodenor ganismen darauf wird am Beispiel der Bodenatmung/SIR und der Dehydrogenaseaktivitét
gezeigt. Inwieweit die gefundenen |abilen Substrate im Boden metabolisiert werden, wird mit dem BIOLOG Test gezeigt.
Den AbschiuR? bildet die Gegenliber stellung der M ef3er gebnisse, wobei 6kologische und physiologische Besonder-
heiten der Pflanzen und Bdden veranschaulicht werden sollen.

Organisation

1 Kurstag MO: 8:30-17:00
Biometrie, Probenvor breitung Trocknen, Mahlen (auch Wurzel)
Ansatz der Extraktion der Boden
AAS Standards
Inkubation BIOLOG

2 Kurstag Dl 8:30-17:00
Extraktion der Pflanzen
lonentausch der Bdden
Vorbereitung GC Zucker,
Kationenanalyse, pH-Wert Boden, Gesamtkationengehalt

3 Kurstag MO: Ammoniumgehalt /Ur easeaktivitat messen 8.30-17:00
Einwaage Phosphatase, vorbereiten d.Reagenzien
Bodentrockengewichte wiegen,
Verdiinnung Anionen, Kalibrationsreihe Anionen

4 Kurstag DI:  Phosphatase, Demo Anionenchromatographie 8:30-17:00
Berechnungen, GC Zucker,

5 Kurstag MI: 830-17:00
Einwaage C/N (auch Wurzel), Bodenatmung
Glucose/Sachar ose enzymatisch,
Ansetzen: Dehydrogenaseaktivitét der Boden

6. Kurstag DO: 8:30-17:00
Bodenbioaktivitdt: Dehydrogenase
Grundumsatz: SIR, BIOLOG

7. Kurstag R 13.00-17:00
AUSWERTUNG
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M ef3parameter und Methodik

M el3parameter Extrakt/Material Methodik/Analysegerét
Pflanzen
K+, C&*, Mg*, Na HWE!, SRE? Atomabsorption
Gesamtkationengehalt HWE Kationentausch,
pH-Titration
CI, NO,, SO#, HPO,* HWE lonenchromatographie
Organische Sauren HWE lonenchromatographie
Gesamitstickstoff (C/N) TM-Pulver? Elementaranalysator
Boden
pH-Wert WE? pH-Messung
K+, C&, Mg*, Na SRE? Atomabsorption
CI, NO,, SO#, HPO,* WE lonenchromatographie
Gesamstickstoff (C/N) TM-Pulver Elementaranalysator
Ammonium KCIE’ Photometerie
Ureaseaktivitat FMat, KCIE Photometerie
Phosphataseaktivitat FMat Photometerie

Abkirzungen: 1, Heil3wasser-Extrakt; 2, Sure-Extrakt; 3, Gemahlenes Trockenmaterial; 4, Frischmaterial; °, Wasser-Extrakt;
7. Kaliumchlorid-Extrakt

Probenvor bereitung der Pflanzen

Trocknungsmethoden

Trockenschrank

Frisches Pflanzenmaterial wird in Papiersdcke eingewogen und im (vorgeheizten) Trockenschrank bei 105 °C ge-
trocknet. Diese Methode ist vor alem fir Mineral stoffanalysen geeignet. Sollen dartiberhinaus auch organische Sau-
ren quantitativ erfaldt werden, so ist eine schonendere Trocknung bei 80-95 °C vorzuziehen. Die Dauer der Trock-
nung liegt zwischen 12 und 36 Stunden.

Gefriertrocknung

Frisches Pflanzenmaterial wird zunéchst in gut verschlossenen Kunstoffsacken eingefroren. Dies kann entweder in
einer Tiefkuhltruhe (-20 bis -30 °C) oder im Freiland mit Trockeneis (CO,, -70 °C) vorgenommen werden. Danach
wird das tiefgefrorene Pflanzenmaterial in vorgewogene Papiersédcke umgefillt und in die vorgekihlte Gefriertrock-
nung eingebracht, wobel darauf zu achten ist, dal3 das Pflanzenmaterial nicht auftauen kann. Der Wassergehalt der
gefriergetrockneten Proben liegt immer einige Prozent Uber dem von Proben die im Trockenschrank getrocknet
wurden. Achtung: Viele Enzyme werden durch Gefriertrocknung nicht denaturiert!

Mikrowelle

Frisches Pflanzenmaterial kann schnell und schonend auch in einem Mikrowellenherd getrocknet werden. Dazu
wird die Probe in eine offene Petrischale eingewogen und im Mikrowellenherd (ca. 2500 MHz, 600 - 1000 Waitt) fr
etwa 10 min bis 20 min getrocknet. Unbedingt notwendig ist dabei, da’ im Mikrowellenherd auch eine Geféald mit
Wasser, as eine Art Puffer, eingebracht wird. Das Gefal3 sollte mindestens einen halben Liter Wasser (mdglichst
groRe Oberflache) enthalten. Die Reproduzierbarkeit und Ubereinstimmung mit anderen Methoden ist fir die mei-
sten organischen Inhaltsstoffe (Kohlenhydrate, organische Sauren, Aminosauren) sehr gut. Der Wassergehalt der im
Mikrowellenherd getrockneten Proben ist mit dem gefriergetrockneter Proben vergleichbar.

Herstellung und A ufbewahrung des Pflanzenpul vers

Die getrockneten Pflanzenteile werden in einer Schwing- oder Kugel-Mhle feinst vermahlen. Bei stark verholzten
Proben (Zweige, Wurzeln, ect.) ist es unbedingt erforderlich zuerst eine grobe Zerkleinerung des Materials vorzuneh-
men (z.B. Héckseln).

Die Aufbewahrung des getrockneten Pulvers erfolgt in verschliefdbaren Gefélden in einer Kunststoff-Tonne Uber ei-
nem Trocknungsmittel mit Indikator (Blaugel, Phosphorpentoxid, ect.). Das Pulver ist vor Verwendung gut zu durch-
mischen, da es sonst durch unterschiedliche Korngréfen zu inhomogener Probennahme kommen kann.
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Herstellung von Extrakten aus Pflanzenpulvern

HeilRwasser extrakte

Getrocknetes (Mikrowelle oder Trockenschrank) und gemahlenes Pflanzenmaterial wird genau in Mef3kolben einge-
wogen (Endkonzentration ca. 4%, w/v) und mit A.. dest. Ubergossen. Die Mef3kolben werden etwa bis zur Hélfte
gefillt und danach 30 min im kochenden Wasserbad unter héufigem Schitteln inkubiert. Nach dem Abkihlen wird
bis zur Marke aufgeflllt, gut geschittelt, abzentrifugiert und filtriert (aschfreie Filter fir feine Niederschléage). Alter-
nativ kdnnen HeiRwasserextrakte auch in einem 2 mL Eppendorf Reaktionsréhrchen hergestellt werden. Dazu wer-
den 40 mg Pulver eingewogen, 1 mL A. dest. wird dazupipettiert, die Rhrchen werden verschlossen und mit einer
Plastikspange gesichert. Danach werden die Réhrchen fur 30 min im kochenden Wasserbad inkubiert, nach dem
Abkuhlen zentrifugiert und der Uberstand in frische 1.7 mL Rohrchen mit SchraubverschluB transferiert. Heil3-
wasserextrakte werden eingefroren aufbewahrt.

SAureextrakte

Getrocknetes und gemahlenes Pflanzenmaterial wird genau in Mef3kolben bzw. Eppendorf Reaktionsgeféf3en einge-
wogen (Endkonzentration ca. 1% w/v) und mit 1 N HCI iUbergossen. Der Ansatz wird danach am Wasserbad etwa 30
min gekocht, danach abgekihlt, zentrifugiert und in Frische Réhrchen abdekantiert.

Wurden Mef3kolben verwendet, wird nach dem Abkiihlen bis zur Marke aufgefullt, filtriert (aschfreie Filter fur feine
Niederschldge) und der Extrakt in Kunststoffgefallen bel Raumtemperatur aufbewahrt.

Probenvorbereitung der Boden

Vorbereitung und L agerung der Béden

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

Trocknung des Bodens und Bestimmung des Wassergehal tes

Ca. 5gBodenwirdin einem Aluminiumgefa3 bei 95 °C im Trockenschrank fir 48 h getrocknet. Aus der Differenz von
Frischmasse und Trockenmasse errechnet sich der Wassergehalt des Bodens.

Der so getrockenete Boden wird im Exsikkator aufbewahrt und kann zur Bestimmung des Kohlenstoff/Stickstoff-
Verhdtnisses in der Schwingmihle gemahlen werden.

Fir die Extraktherstellung kdnnen die Béden auch luftgetrocknet werden. Zur Berechnung des Korrekturfaktors
zwischen luftgetrockneten und im Trockenschrank getrockneten Bdden, mulR dann eine Vergleichsprobe beiden
Trocknungsmethoden unterzogen werden.

Herstellung von Bodenextrakten

Wasserextrakt

Etwa3 g gesiebter, luftgetrockneter (oder naturfeuchter) Boden wird 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 geschittelt. Diese Extrakte werden
direkt fir die Messung des pH-Wertes eingesetzt.

Fir andere Analysen (Anionen) wird ein weniger konzentrierter Extrakt hergestellt (0,1 g auf 1 mL), abzentrifugiert
und danach filtriert. Der Wasserextrakt wird eingefroren aufbewahrt.

Saure-(HCL-Extrakt)
Siehe Sdureextrakt von Pflanzenpulver.



Analysenmethoden

Elektrochemische M ethoden

Bestimmung von pH-Wert und Gesamtkationengehalt

Prinzip: Der pH-Wert (negativer Logarithmus der H,O*-Konzentration) ist ein Mal3 fur die Menge der frei in Losung
vorliegenden Protonen. Man spricht beim pH-Wert auch von der aktuellen Aciditat. 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. Bei der Bestimmung des Gesantkationengehaltes
werden alle Kationen eines Extraktes mit einem lonentauscherharz durch Protonen ersetzt und diese danach durch
Titration mit Lauge bestimmt.

Bestimmung des Gesamtkationengehaltes: 1 mL HeiRwasserextrakt wird auf einen sorgféltig regenerierten und neutral -
gewaschenen Kationenaustauscher (DOWEX 50W x 8, 50 - 100 mesh, H*-Form) aufgebracht und mit 3 x 2 mL Aqu.
dest. nachgespiilt. Der Durchlauf wird in einem 10 mL Mef3kolben aufgefangen und bis zur Marke aufgeftillt. Ali-
quote Mengen davon werden einer automatischen Titration (pH-Elektrode) mit 0.01 N (CO,-freier) NaOH unterzo-
gen. Zur Eichung werden 5 mL 0.01 N HCI (z.B. "Titrisol") eingesetzt.

Atomabsorptions-Spektralphotometrie (AAS)

Prinzip: Die Analysenldsung wird Uber ein entsprechendes Zerstaubersystem 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 gebiindelte, 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, das heifdt ihr(e) (Valenz)elektron(en)
bzw. -elektronensysteme nehmen einen Zustand hoherer Energie ein. Die dabei eintretende Schwéchung des Hohl-
kathodenlampen-Lichtes kann als Mef3signal registriert werden. Wenn man sich nun die Flamme als Kiivette denkt
und die Hohlkathodenlampe als Strahlungsquelle, so hat man den Apparate-Typus des Photometers vor sich: die
gemessene Extinktion ist as analytisches Mal3 der Konzentration der freien Atome in der Flamme - und damit der
Konzentration der Metallionen in der Analysenldsung - direkt proportional. Der Monochromator steht dabei auf der
Resonanzfrequenz. Fir die einzelnen Elemente, besonders fur die mit komplexeren Elektronenhillen gibt es meist
mehrere Resonanzfreguenzen, die fur die analytische Praxis genitzt werden kénnen. Die stark unterschiedliche
MeRempfindlichkeit (Uber mehrere 10er-Potenzen) bei den einzelnen Spektrallinien héngt von deren Strahlungsin-
tensitdt ab: Verwendung der intensiven Hauptlinien erlaubt stets die empfindlichsten Messungen.

Das System mul3 wie jede spektral photometrische Methode mit StandardlGsungen bekannter Konzentration geeicht
werden. Bei der Bestimmung von Elementen, die ihre Valenzelektronen leicht verlieren (wie z.B. K und Ca) muld der
Mefdldsung, wie auch der StandardlGsung, Casium als sogenannter ”lonisationspuffer” hinzugefligt werden, damit
die "thermische lonisation” der Atome verhindert wird.

Durchfuhrung:

Herstellung der Standardldsungen aus 1000 mg/L Stammldsungen (bzw. 100 mg/L Zwischenverdiinnungen). In den
Standardlésungen lassen sich zur Vereinfachung alle 4 Elemente kombinieren; jeweils 100 mL ansetzen. Die Kon-
zentration an CsCl soll 0.1% betragen. Zu beachten ist, dal3 die "Matrix” der verwendeten Eichldsungen der "Ma-
trix” der Proben (Wasser, Sduren, Ammoniumacetat) angepaldt werden muf3!

mg /L Standard 1 Standard 2 Standard 3

Standard 4

Magnesium 0.5 1.0 2.0 5.0
Calcium 10.0 5.0 1.0 2.0
Kdium 20 50 100 10

Natrium 05 10 20 50




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

\orbereitung der Proben:

HeiRwasserextrakte: |n den entsprechenden Plastikgeféaiden (, Greiner-cups*) werden wassrige Verdiinnungen von 1:50
und 1:400 angesetzt, die 0.1% CsCl enthalten. Saure-Extrakte: In den entsprechenden Plastikgefél3en werden die Extrakte
1:100mit IN HCl in 0.1% CsCl verdinnt.

MelRparameter:

Element Linie (nm) Spaltbreite (nm) Bereich (mg L) Lampe
(mA)

Na 589.0 0.2 <5 8

K 766.5 0.7 <10 12
Mg 285.2 0.7 <5 6
Ca 4227 0.7 <10 15

Anionenchromatographie

Allgemeines: lonenchromatographie ist eine flRkigchromatographische Methode bei der die zu analysierenden Sub-
stanzen (Analyten) an einem lonenaustauscherharz oder -silikagel aufgetrennt werden. Die Saule wird von einer
mobilen Phase durchspiilt, die fir eine Elution der Analyten von der stationéren Phase sorgt. Mit Hilfe der Anionen-
chromatographie lassen sich anorganische Anionen (etwa Chlorid, Sulfat, etc.) und organische Sauren (z.B. Apfel-
oder Zitronensaure) bestimmen, wobei zur Detektion ein Leitfahigkeits-Detektor verwendet wird. Leitfahigkeits-
detektoren erfassen Anderungen in der elektrischen Leitfahigkeit des Eluenten. Ein Problem ist dabei die hohe Eigen-
leitfahigkeit des Eluenten, der jaselbst ein Elektrolyt sein muf3. Zur Unterdriickung der Eigenleitfahigkeit des Eluenten
wird vor den Detektor ein ,, Supressor* geschaltet, der auf chemischem Wege die Leitfahigkeit des Eluenten (hier eine
verdinnte Natronlauge) herabsetzt.

Durchfihrung:

Saule Anionentauscher lonPac AS11 (starker Anionenaustauscher auf Latex-Harz- Basis),
10 um, 25 cm x 4 mm | nnendurchmesser.

Vorsaule: lonPac AS11-guard, 13 pm, 5cmx 4 mm.

Eluent: Ternédrer Gradient: 5.0 mM NaOH, 100 mM NaOH, A. dest.
0.5 mM NaOH auf 37.5 mM NaOH in 16 min.

FluRrate; 2mL min? bei 80 ca. bar

Temperatur: Konstant 35 °C

Injektor: 6-Wege-Ventil mit einem Einspritzvolumen von 10 pL

Detektor: Leitfahigkeitsdetektor nach chemischer Supression (Autosupressionsmodus)

Der kationengetauschte Heil3wasserextrakt (Pflanzen) beziehungsweise der Wasserextrakt (Béden) wird nach der
notwendigen Verdiinnung (1:40, bei Halophyten 1:100, je 1 ml)) direkt eingespritzt. Die Auswertung erfolgt Uber Kalibrie-
rung mit Reinsubstanzen bekannter K onzentration (Stammldsung 400mg/L, --> 40,20,10,5,2.5 mg/L ).



Phosphataseakti vitatsbestimmung

Prinzip: Bodenproben werden mit einer Phenyl phosphatdinatriumsal z-L 6sung versetzt und 3
Stunden lang bel 37°C bebriitet. Das abgespaltene Phenol wird mit 2,6 Dibromchinon-Chlorimid
angefarbt und photometrisch bel 605 nm vermessen.

L 6sungen:

1) Substratldsung: bei 4°C einige Tage haltbar (500ml reichen fir einen Probendurchgang)
13,5g Phenylphosphat Dinatriumsalz mit A. dest in 500ml Mef3kolben |6sen

2) Boratpuffer: im Bodenlabor im Abzug
12,4g Borsdurein 100ml 1M NaOH (= 40g NaOH in 1000ml Mef3kolben mit A.d flllen)
+ 600ml A. dest
pH Wert mit Natronlauge auf pH 10 einstellen
mit A. dest auf 1000ml aufftllen

pH Meter: einschalten
zuerst mit Standard pH 7 kalibrieren
dann mit Standard pH 4 kalibrieren; Signal mul3 mit Standard tbereinstimmen

3) Farbstoffreagenz: mul3jeden Tag frisch hergestellt werden!!
100mg 2,6 Dibromchinon Chlorimid mit Ethanol (60%v/v) auf 50ml |6sen
|6st sich schlecht, daher friih herstellen und nicht ganz aufgefillt ins Ultraschal lbad

4a)_Stamml 6sung: im K tihlschrank des Mahlraumes, hélt langer = Img/mli
1,00g Phenol in 1000ml Mef3kolben mit A. dest |6sen

4b ) Gebrauchsdsung: taglich frisch herstellen =10ug/ml
10ml Stammisg. in 1000ml Mef3kolben mit A.dest auffillen

* Phenylphosphat und Dibromchinon werden im K tihlschrank aufbewahrt

Probenansatz:

3 Vollproben zu je : 2g Boden 1 Blindprobe zu je : 2 g Boden
4 ml A.dest 6 ml A.dest
2 ml Substrat

* Kolben mit Stopfen verschliefzen
* gut schitteln
* 3 Stunden bei 37 °C inkubieren

* dleKolben: + 14 ml A. dest. ad 20ml

* gut schitteln

* durch kleiner geschnittene Filter in 50ml Weithal skolbenfiltrieren
* 5 min bei 10000 Umdrehungen zentriefugieren



Far breaktion:

Proben:

Inje50ml Erlenmayerkolben : 500ul Boratpuffer (Multipette)
200ul Filtrat
100ul Farbstoffreagenz
schutteln

2,5ml A. dest ( Multipette)
Kalibrationsgerade: 2mal in 10ml Mef3kolben herstellen

Phenol Boratpuffer  Phenolgebrauchslsy  Farbreagenz  A. dest

(1gin1lL)
Opg 0,5ml 0 0,1ml 2,5ml
50ug  0,5ml 0,5ml 0,1ml 2,5ml
100ug 0,5ml 1ml 0,1ml 2,5ml
150ug  0,5ml 1,5ml 0,1ml 2,5ml
200pg 0,5mil 2ml 0,1ml 2,5ml

Proben und Kalibrationsdsungen:

* schiitteln

* 30min Farbe entwickeln lassen

* mit 6,7 ml A.dest auf 10 ml auffillen 10ml Kolben mit Eichlsg auch bis zur Marke auffiillen
* am Photometer bel 605 nm vermessen

Messung mit Rainbow Photometer:

*Microtiterplatten fillen : pro Probe 250pl Boden nicht bertihren

Dieersten zwei senkrechten Spalten werden mit den beiden Eichgeraden befiillt (mit anstelgender
Konzentration), daneben anschlief3end oben die VVoll proben darunter die Blindproben.

* Einsteigen alsAnalyzer Pal3wort Analyze

* X read Data: Probennamen eingeben Konzentrationen der Eichpunkte eingeben
* Read plate:  Fenster um Wellenléngenbereich auszusuchen

Berechnung:

(VP-BP)*20*100 = pg Phenol gTS*h?
0,2*2* %TS*3h

VP Mittelwert Extinktionender Vollprobe
BP Mittelwert Extinktionender Blindprobe
y =kx +d Eichgerade

% TS Trockensubstanzfaktor (TSin % FG)

:0,2 Filtrat (Zentrifugat), : 2 (EW), :3 (Ink.dauer in h) - 20(mL im 1.Kolben)
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Ammonium/Ureaseaktivitétsbestimmung

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 Milleu wird dabei ein griiner Farbkomplex gebildet. Natri-
um-Nitropussid (Achtung: Giftig!) wirkt dabel als Katalysator und steigert die Empfindlichkeit der
Reaktion.

Reagenzien und deren Standort:

Mischldsung: Gleiche Volumsteile 0,3 N NaOH, Na-Salicylat-L 6sung und Aquadest.

Na-Salicylat-Losung: 17 gNa-Salicylat und 120 mg Nitroprussid-Natriumwerdenin 100 mL Aquadest. gel st
(téglichfrischzubetreiten).

Oxidationsmittel: 0,1 g Dichlor-lsocyanursdure Natriumsalz in 100 mL Aqua dest. 16sen (taglich frisch
zubereiten).
*Qubstratlosung: 2,4 g Harnstoff in 500 mL

NH Cl —allgemeines Labor (2. Lade)

Na(43H—aIIg. Labor

K Cl— Bodenlabor

Na Salicylat — Bodenlabor
Dichlorisocyanursdurer.—Bodenl abor

Harnstoff — Bodenlabor

Na Nitroprussid—Chemikaliendepot Linksim Glaskasten

Methode: je 2 Vollproben., 2 Blindproben.

Vollproben: 2g naturfeuchter Boden in zwei 50ml Erlenmeyer-Schmal hal skolben elnwiegen, mit
1ml Harnstofflsdsung beuchten, und mit Korkstopfen verschliefzen.
2 Stunden bel 37°C in den Brutschrank ( Bodenlabor rechts vom Fenster) geben.

Blindproben: 2g naturfeuchter Boden in zwei 50 ml Schmal hal 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 : Vollproben  + 1ml A.dest + 20ml KCL — 30min schiitteln  (max.76 Pr)
Blindproben + 1ml Harnstofflsg. +20ml KCL ——30min schiitteln
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Wahrend des Schiittelns : Weithal skolben mit N- freien Faltenfiltern vorbereiten

Alle Proben filtrieren  (_ Alle Reagenzien miissen fertig sein)

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

Kalibration: Diese erfolgt mit einer N-Stammlésung (3,8207 g NH,Cl / 1000 mL Aqua dest. = 1000
mg/L N). Diese Stamml 6sungwird so mit der K CI-L 6sung verdiinnt, dal3manfol gendeK onzentrationen erhalt:
5, 10, 15, 20, 25 und 30 mg/L. Jeweils 100ul der unterschiedlichen Konzentrationen werden wiederum zur
Farbreaktion eingesetzt Eswird empfohlen 2 Kalibrationreihen herzustellen.

Farbreaktion:
Pro Eppi : 100ul einer Probe oder einer Eichlsg
900ul A. dest.
500p! Mischlsg.

200l Oxidationsmittel

* am Vortex schuitteln, 30min stehen lassen, danach eventuell noch einmal schiitteln

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

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

Messung mit Rainbow Photometer:

*Microtiterplatten fillen : pro Probe 250pl Boden nicht bertihren

Die ersten zwei senkrechten Spalten werden mit den beiden Eichgeraden befiillt (mit anstelgender
Konzentration), daneben anschlief3end oben die Voll proben darunter die Blindproben.

* Einsteigen alsAnalyzer Pal3wort Analyze
* X read Data: Probennamen eingeben Konzentrationen der Kalibrationspunkte eingeben
* Read plate:  Fenster um, Wellenl&ngenberei ch auszusuchen

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

: 2(EW) :2 (Ink.dauer) - 22 (mL im 1.Kolben)
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Bodenextraktion fur Zucker und Aminosdur en- Checkliste

ca. 20 g Boden in 100 mL Schmalhals-Erlenmeyerkolben einwégen

+ S:mL 60 % Aceton (v/v) = mit Korkstopfen verschlief3en

15 :bei 250 rpm auf Horizontal schittler

Ab:Jtschen: Filter MN 640W =» 3 mal mit 10 mL 60 % Aceton nachwaschen
in 2¢50 mL Rotavaporkolben tberfihren (3 ma mit A.m. nachwaschen)
zur*l'rockene einengen (bei 200 mbar beginnen)

v
in2mL A.m. aufnehmen = in2 1,7 mL Eppis (safe-twist) einfrieren

Zucker: lonentausch und Vorberetungfur Kapillar- GC

| onentauscher konditionieren

Kationentauscherharz (KT) Dowex 50Wx8 (50-100 mesh, H* Form) in 250ml Erlenmeyerkolben
geben und 30 min bel 60° mit 1IN HCI im Wasserbad inkubieren, bis zur Neutralité mit A.dest
waschen

Anionentauscherharz (AT) Dowex 1x8 (50-100 mesh Cl- Form) in 250ml Erlenmeyerkolben geben
und 30 min bei 60° mit IN HCI im Wasserbad inkubieren, bis zur Neutralitat mit A.dest waschen,
dann 30 min mit 1 N NaOH inkubieren, neutral waschen und 30 min mit 1 N Formiat inkubieren,
neutral waschen.

AT und KT am Suppel coblock in grof3em |l onentauscherséul chen trockensaugen (min 5 min) undim
Verhdltnis AT:KT = 3:2 mischen (Waage). Gemischen lonentauscher in grof3em Erli in Wasser
aufbewahren.

Batch- Ionentauschen

Ca 250 mg mit gelbem Capillettor (abgeschnittene Spitze) in 2ml Eppi pipettieren (400 ul auf
Cappilettor einstellen), 400 ul Probe und 40 ul 0,4% Pentaerythrit dazugeben. 2 h bel 700 rpm im
Eppi-Schittler schitteln.

In neuer Beckmann zentrifugieren (3 min, 15.000 rpm) und ein Aliquot aus den ionengetauschten
Extrakten in GC-Vials pipettieren (100 - 200 pl).

GC Viasim Speed-Vac trocknen und im Exsikkator aufbewahren. Kurz vor dem silylieren noch mal
im Speed-Vac scharf trocknen.

Derivatisieren/Silylieren

Trockenes Pyridin mit 0,02% Phenyl-b-d-glucopyroinosit versetzen.

TCMS (1 Teil) und BSTFA (10 Teile) mit Hamiltonspritzen in ein GC Vial geben, mischen und mit
Kappeverschliefden.

200ul Pyridin + 0,02% Phenyl-b-d-glucopyranosid mit Pipette in GC Via geben, sofort Kappe
aufsetzen.

BSTFA/TMCS mit Hamiltonspritze (250ul) aus dem verschlossenen Silylierungs-Vial aufsaugen
und 50pl am Rand des Probenvial s einlaufen lassen. K appe festkrempen.

1h bei 75°Cim Heizblock inkubieren.
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Gaschromatographie

Allgemeines: GLC (Gas Liquid Chromatography) ist eine chromatographische Methode, bei der eine
Flussigkeit alsstationdre Phase und eininertes Gasa s mobil e Phase fungiert. Al s stationére Phasen kommen
hauptséchlich hochsiedende aliphatische oder aromatische Carbonsauren sowie Silikondlein Frage. Diese
Flissigkeiten werden auf ein Tragermaterial mit grof3er Oberflacheaufgebracht undin Saulen mit etwa2 mm
Durchmesser gepackt (gepackte Saulen). In der Kapillar-Gaschromatographi e hingegen wird die stationére
Phase ohne Tragermaterial an die Wand einer Glaskapillare (0.25 - 0.53 mm 1 D) chemisch gebunden oder al's
Film aufgebracht. Die meisten Trennflissigkeiten sind bei htheren Temperaturen nur unter Ausschlufdvon
Sauerstoff stabil. Daher miissen die Saulen bei Temperaturen tber 50° C standig mit einem inerten Gas
durchsptilt werden. Die mobile Phase nimmt am Trennprozef3 selbst nicht teil, sondern sorgt nur fir den
Transport der Probemol ekiiledurch die Saule. DasProbegemischwirdineinem Einspritzbl ock verdampft, und
dieeinzelnen KomponentenwerdennachihremV erteilungskoeffizientinder stationdren Phaseaufgetrennt. Die
Auftrennung der Substanzenist einerseitsvonder Pol aritét der stationaren Phaseund von der Geschwindigkeit
desTrégergasdurchflusses, und andererseitsvon der Saulen-Temperatur abhangig. Haufigwirddie Tempera-
turwahrend des Trennprozessesgesteigert (Temperaturprogramm), wodurch die Auftrennung von Substanzen
mit stark unterschiedlichen Elutionstemperaturen in relativ kurzer Zeit moglich wird. Der gebrauchlichste
Detektor inder GC ist der sogenannte Flammen-| onisations-Detektor (FID), der Spannungsanderungen, die
durchdielonisation verbrennender organischer Mol ekiile ausgel dst werden, registriert.

Zucker und organi sche Substanzen|assen sich nicht verdampfen, sondern zerfallen bei héheren Temperaturen.
Siemiissen daher vor dem Gaschromatographi eren chemisch dahingehend verandert werden, da3 sieausrei-
chend flchtig und bei htheren Temperaturen stabil sind. Am haufigsten werden Trimethylsilyl-Ether und -
Ester (Reaktion mit -OH und -COOH - Gruppen) dieser Substanzen hergestellt. Dadiese TMS-Derivatevon
organischen Sdurenund Zuckern allerdingsbeim K ontakt mit Wasser | ei cht zerfallen, miissen alle Probenvor
der Derivatisierungineinemwasserfreien L 6sungsmittel aufgenommenwerden.

GLC der niedermolekularen Kohlenhydrate und Cyclite

Sule: Kapillarsdule, 45 m x 0.32 mm Innendurchmesser.

Sationére Phase: HP1, 0.5 pm.

Temperatur programm: 85°, 1 minisotherm; 85-220°, mit einer Heizrate von 30°/min; 220°, 10 minisotherm;
220-250°, 3°/min; 250-315°, 5°/min; 315°, 5 min isotherm.

Tragergas. He, 140 kPa bei 85°; konstanter Flul3.

Brenngase: H, und Pref3luft.

Injektor: Temperaturprogrammiert, 3° Uber Saule.

Detektor: Flammeni oni sati onsdetektor; 330° C.

Derivatisierung: Die trockenen Proben werden in 200 pL wasserfreiem Pyridin, das 0.05% Phenyl-b-D-
Glucopyranosid als interner Standard enthdlt, gel6st (siehe Probenvorbereitung). Danach wird mit 50 L
BSTFAin5% TMCS30Minutenbei 75° Cderivatisiert. Diederart silylierten Ansatzesind fir rund 12 Stunden
im Khlschrank haltbar.

Durchfthrung: 0.5uL der derivatisierten Ansatzewerdeninden Gaschromatographeninjiziert. Diequantita-
tive Auswertung erfol gt tber Kalibrierungen mit Reinsubstanzen bekannter K onzentration, unter Bezug auf
eineninternem Standard.
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2.6.1. 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 des Enzyms
Hexokinasein Gegenwart von ATP (und unter Bil dquJg von ADP) zu Glucose-6-Phosphat (G6P) phosphoryliert.
Das so entstandene G6P wird daJrrm durch NADP  durch das Enzym G6P-Dehydrogenase zu Glucongrt-6-
Phosphat oxidiert, wobei NADP zu NADPH + H  reduziert wird. Die umgesetzte Menge an NADP  ist
dabel der Menge an Glucose agquivalent. Der Anstieg der Extinktion wird daher bei 340 nm vermessen. Nach
Abschluf? dieser Reaktion (also wenn die gesamte Glucose umgesetzt wurde) wird Saccharose durch das
Enzym 3-Fructosidase zu Glucose und Fructose hydrolysiert (enzymatische Inversion). Danach wird Gluco-
se nach dem obigen Prinzip bestimmt. Aus der Differenz des Glucosegehaltes nach und vor der Inversion
wird dann der Saccharosegehalt berechnet.

Assay: In Glaskuvetten, bei 40°C thermostatiert.

Glucose-Proben Sacchar ose-Proben
Probe Leerwert Probe Leerwert
Citrat-Puffer, pH 4.6 / 3-Fructosidase _— _— 0.20 mL 0.20 mL
Probe 0.10mL 0.10 mL _—
Aqu. glasdest. 0.10mL _ 0.10 mL

Mischen und Probe 15 min bei Raumtemperatur inkubieren.

Triethanolamin-Puffer, pH 7.6 1.00 mL 1.00 mL 1.00 mL 1.00 mL
(inkl. ATP, NADP, MgSO 4)
Aqu. glasdest. 2.00mL 2.00mL 1.50 mL 1.50 mL

Mischen und nach 5 min die Extinktion bei 340 nm festhalten.

Hexokinase / G6P-Dehydrogenase 0.02mL 0.02mL 0.02mL 0.02mL

Mischen und Extinktionsanstieg bis zur Konstanz verfolgen und Extinktion festhalten.

Die Berechnung erfol gt tber den molaren Extinktionskoeffizienten von NADPH: eine Extinktionsdifferenz
von 1.000 entspricht 0.1608 x 10* mol pro mL. Die Messung einer Saccharose-Standardl Gsung dient nur zur
Uberpriifung der Arbeitstechnik.

Reagenzien:
Citrat-Puffer 50 mM, pH 4.6 (inkl. -Fructosidase 72 U/mL)
Triethanolamin-Puffer 200 mM, pH 7.6, 10 mM MgSO,

(inkl. 2.4 mg/mL NADP, 5.8 mg/mL ATP)
Enzymsuspension 290 U/mL Hexokinase und 145 U/mL G6P-DH

Saccharose-Standardl8sung 500 mg/L A.dest. (unverdiinnt einsetzen)
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Ultrarot-Absorptions-Spektrometer URAS (Bodenatmung)

Prinzip: Heterogene Gase (Gase, die aus unterschiedlichen Atomen bestehen) absorbiereninfrarote
Strahlung, wobei die absorbierte Energie im betroffenem Molekil Schwingungen in allen Raum-
richtungen bewirkt. Fur die Summe der betroffenen Moleklle bedeutet dies eine Temperaturerho-
hung. In einem geschlossenen Gefal? wird dadurch eine Druckzunahme bewirkt (Gasgesetz von
Gay-Lussac). Beim URAS (engl. IRGA, infra-red-gas-analyser) werden ein CO2- freies Referenz-
gas und zu messende Gase gleichzeitig einer bestimmten Intensitét I nfrarotstrahlung ausgesetzt. Je
nach Konzentration der Gase wird unterschiedlich viel IR absorbiert. Die nicht absorbierten Rest-
IR Strahlungen gelangen in einen Detektor. Dieser besteht aus einer abgeschl ossenen, CO2- gefill-
ten Kammer, welche durch eine Membran zweigeteilt ist. Durch diese Konstruktion treten Druck-
unterschiede auf, welche elektronisch ausgewertet und in ppm CO2 angezeigt werden. Auf diese
Weisewird die CO2 Entwicklung in Boden als sg. Bodenatmung erfaldt. Diese kann als Mal3 fir die
Belebtheit von Boden herangezogen werden, dasieim Verhdtnis zur atmenden Biomasse (Anderson
& Domsch, 1978) steht. Wird dem Boden ein Substrat zugesetzt (z.B. Glucose), kann die derart
zusétzlich stimulierte CO2-Freisetzung des Bodens als sg. Substrat stimulierte Bodenatmung, die
mit der maximal moglichen Aktivitét lebender mikrobieller Biomasse zusammenhangt (Substrat in-
duzierte Respiration- SIR) gemessen werden.

Durchfihrung: 50 g naturfeuchter, auf 2 mm gesiebter Boden wird im Tiefkihlbeutel (Becherglas)
eingewogen, mit 0.2 % FM (0,1 g) Glucose versetzt (separat einwiegen!) und gut gemischt (im
Plastiksack durch Aufblasen des Beutels mit anschlief3endem Schiitteln). Dieses Gemisch wird in
K tivetten gefillt, deren untere Offnung mit einer Schicht ZelIstoff bedeckt ist. Wird nur die Boden-
amung bestimmt, unterbleibt die Glucosezugabe. Die K tivetten werden nun bel einer Raumtemperatur
von 25°C kontinuierlich mit CO2-freier Luft gespilt (etwa 6 L / h, "offener Kreislauf") und die
CO2-Konzentration ale 30 min mit dem URAS gemessen. Zur Auswertung gelangt der jewells
niedrigste (nach etwa 6 h) erreichte Wert.

Berechnung der Ergebnisse: Die Mefl3werte werdeninmg CO2/ h/ 100 g Boden FM oder TM
nach folgender Formel umgerechnet:

mg/L / 10e6 * flow *10e3 mL CO2 in der Probe pro Stunde
(c[ppM] / 10e6 * flow[L/h]] *10e3 / weight *10e3/*1,96 mg CO2 /kg Boden

¢ *f* 1,000 *1.000 frc
x = *1,96 X = mmememeneees *1,96
1.000.000 *w w

mL CO2 /kg FW * h
air flow rate (L/h)
CO2 - concentration ( mg/L )
weight of the soil sample (g )

s 0 "X

Esergibt sich die Moglichkeit , in einem Koordinatensystem auf der X-Achse die Zeit und auf der
Y -Achse die CO2- Konzentration aufzutragen und die so entstehenden Kurven hinsichtlich ihrer
Steigung zu vergleichen.
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Dehydrogenasesaktivitét (DHA) von Béden

Prinzip: Dehydrogenasen werden zu den Oxidoreduktasen gezahlt und bewirken die Oxidation organischer
Verbindungen durch Abspaltung von zwei Wasserstoffatomen. Viel e spezifische Dehydrogenasen Ubertragen
den abgespaltenen Wasserstoff auf einesder 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 Bodensresultiert daher ausder Aktivitat
verschiedener Dehydrogenasen, welche ein wesentlicher Bestandteil des Enzymsystems sémitlicher Mikroor-
ganismen sind (Enzyme des Atmungsstoffwechsels, des Citratzyklus und des Stickstoffstoffwechsels). Somit
dient die Dehydrogenasesktivitét alsIndikator fiir biologische Redoxsystemeund kann alsMal3fur die Inten-
sitét mikrobieller Stoffumsetzungen im Boden angesehen werden (Tabatabai 1982).

Das Bodenmaterial wird mit einer Triphenyltetrazoliumchloridlésung (TTC) versetzt und 16 Stunden bei
25°C bebriitet. Dasfreigesetzte Triphenylformazan (TPF) wird mit Aceton extrahiert (Rotférbung) und photo-
metrisch bei 546 nm gemessen.

Durchfuihrung: 5,0 g naturfeuchter Boden werden in 4 Reagenzglaser eingewogen. Zu 3 Proben werden 5 ml
Substratldsung 3.2 zugesetzt (Vollproben). Zur Leerprobe werden anstelle der Substratl6sung 5 ml Puffer 3.1
pipettiert. Nach dem Mischen werden die Reagenzgl aser mit Gummistopfen verschlossen und 16Stunden bel
25°Cinkubiert. Zur Extraktion des gebildeten Triphenyl formazan werden die Proben mit 25 ml Aceton 3.3
versetzt und 2 Stunden im Dunkel n geschiittelt. Anschlief3end werden die Kolbeninhaltein einem halbdunklen
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 gel 6st und mit Sal zséure auf pH
7,6 eingestellt und mit dest.Wasser auf 1000 ml aufgefuillt.

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

3.3 Acetonp.A.

3.4 Kalibrations6sung

3.4.1 TPF-Stammldsung (10 mg TPF ml2)
1,000 g Triphenylformazan (TPF) werden in 100 ml mit Aceton 3.3 gel 6st.

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

Berechnungder Ergebnisse

Ausder Kalibrationskurve werden die pug TPF im Ansatz ermittelt.

(VP-LP) 100

5% %TS = wgTPFQg'TS16hH
VP : Mittelwert der Vollproben (ug TPF)
LP: Mittelwert der L eerproben (ug TPF)
5: Bodeneinwaage (g)

100 %TS?! Trockensubstanzf aktor
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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-1sotopenverhéltnisse werden je 10 mg des Boden-
pulversin Zinnkapsel eingewogen.

Biolog Test

Prinzip: Eine modifizierte Dehydrogenasereaktion mit TTC as Substrat wird benutzt, um eine
Microorganismensuspension auf potentielle Nutzung von niedermol ekularen organi schen Substra-
ten zu prifen. Der Test wird in Mikrotiterplatten durchgefiihrt, die bereits die Chemikalien fir den
DHA Test sowie Spuren und Nahrelemente enthélt. Der Extrakt und die C-Qellen (niedermolekularen
Substrate) werden in die Plattenvertiefungen pipettiert und die Farbentwicklung im Photometer in
gleichbleibenden Intervallen (6-12) Stunden nachgemessen.

Durchfiihrung: 1 g Bodenwirdin 10 mL Ringerlésung (2, 25g NaCL , 0,105g KCI, 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 60l
Substratlésung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert.

Leerwerte!

Die Platten werden bei 25°C incubiert und sofort sowie alle 12 Stunden bei 542 nm vermessen.

Substrate (0,5% L 5g): Asparagin, Isoleucin, Glycin, Glucose, Sacharose, Stérke, Methylcellulose,
Harngtoff, BovinSerumAlbumin

Layout der BIOLOG Platten

IOTMMmMOOm>—

IOTMMmMOoOO >

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
asp M M z z M+N M+N (Z+N Z+N |A.d.+S A.d. +S Ringer A.d.
ile M M z z M+N M+N (Z+N Z+N |A.d.+S A.d. +S Ringer A.d.
gly M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S A.d. + S Ringer |A.d.
glu M M z z M+N M+N (Z+N Z+N |A.d.+S A.d. +S Ringer A.d.
gluc M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S /A.d. + S Ringer |A.d.
succ M M z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S A.d. + S Ringer |A.d.
starch M M z z M+N M+N (Z+N Z+N |A.d.+S A.d. +S Ringer A.d.
me-cell M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S /A.d. + S Ringer |A.d.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
urea M M z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S /A.d. + S Ringer |A.d.
BSA M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S A.d. + S Ringer |A.d.
asp+NO3 M M z z M+N M+N (Z+N Z+N |A.d.+S A.d. +S Ringer A.d.
asp+NH4 M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S /A.d. + S Ringer |A.d.
asp+PO4 M M Zz z M+N |M+N | Z+N Z+N A.d.+ S|A.d. + S Ringer A.d.
gluc+NO3 M M z z M+N M+N (Z+N Z+N |A.d.+S A.d. +S Ringer A.d.
gluc+tNH4 M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S /A.d. + S Ringer |A.d.
gluc+PO4 M M Z z M+N M+N Z+N Z+N A.d.+ S A.d. + S Ringer |A.d.

Die Auswertung erfolgt anhand des Ansprechpunktes (initial p point of response, threshold), der Stei-
gung imlinearen Bereich und desr erreichten Maxima.





