Chemisch Physiologische Ubungen:

Wur zelraumokologie
5.- 9. Mal 2003

Der Inhalt:

In diesem Praktikum sollen in erster Linie Kenntnisse Uber bodenbiol ogische Schliisselprozesse in Abhéngigkeit
vom Pflanzenbewuchs vermittelt werden. Die Grundlegenden Strategien der Speicherung in Speicherorganen
sowie die aktive Abgabe von Substanz (Wur zelexudation) in den Boden zur Férderung der Mikroorganismen und
deren Remineralisationstatigkeit werden an zwel kontrastierenden Pflanzenarten (Maniok und Zuckerrohr) in
Mono - und in Mischkultur gezeigt.

Maniok und Zuckerrohr sind zwei Kulturpflanzen mit stark unterschiedlichen Anforderungen: Zuckerrohr kann
jahrzehntelang an der selben Stelle in Monokultur gezogen werden, wérend Maniok einen Fruchtwechsel nach zwel
bis drei Jahren erfordert. Die Pflanzenorgane werden auf ihren Gehalt an Kohlenhydraten und Mineralstoffen
sowie Gesamtkohlenstoff und-stickstoff mit den Laborstandardmethoden Gaschromatographie und Massenanalyse
analysiert.

Anhand von zentralen bodenphysikalischen und -biologischen Messungen (pH-Wert, Wasserhaltekapazitét,
Bodenatmung/SIR) werden die im Boden auftretenden Anderungen nachvollzogen. Als Beispiele fur Nahrstoff-
recycling im Boden werden Phosphataseaktivitét, also die Abspaltung von Phosphat aus organischem Material,
sowie Ureasesktivitét, also die Zerlegung von Harnstoff in Ammonium, vorgestellt.

Um diese Untersuchungen vornehmen zu kdnnen, sind zundchst Biometrie und Probenvor ber eitung notwendig.
Die Pflanzen und Bdden werden getrocknet und fein gemahlen. Im Praktikum wird eine definierte Menge des Pulvers
mit heillem Wasser extrahiert und durch sogenannten lonentausch mit Polystyrolharzen, welche geladene funktionel-
le Gruppen tragen, in neutrale und kationische Bestandteile zerlegt.

Inwieweit die gefundenen labilen Substrate im Boden metabolisiert werden, wird mit dem BIOLOG Substratnutzungs-
test gezeigt.

Den Abschluf3 bildet die Gegenuber stellung der M ef3er gebnisse, wobei 6kologische und physiol ogische Besonder-
heiten der Pflanzen und Boden veranschaulicht werden sollen.

Organisation
1. Kurstag MO: 9:00-17:00
Biometrie, Probenvorbreitung Trocknen, Mahlen (auch Wurzel)
Ansatz der Extraktion der Boden (Zucker)
AAS Standards
Inkubation BIOLOG (Messung alle 12h)
2. Kurstag DI: 8:30--17:00
Extraktion der Pflanzen und Bdden (HWE, SRE)
lonentausch der Bodenextrakte fiir Zuckeranalyse
Vorbereitung GC Zucker,
Kationenanalyse (K, Mg), pH-Wert/WHK Boden
3. Kurstag MI: 8:30-17:00
Ammoniumgehalt /Ureaseaktivitat messen
Einwaage C/N (auch Wurzel)
GC Zucker
Einwaage Phosphatase, vorbereiten d.Reagenzien
Bodentrockengewichte wiegen,
4, Kurstag DO: Phosphatase, 8:30-17:00
Berechnungen, Auswertung GC Zucker,
Grundumsatz: SIR,
5. Kurstag FR: 8:30-17:00

Bodenatmung
AUSWERTUNG BIOLOG



M ef3parameter und Methodik

M el3parameter Extrakt/Material Methodik/Analysegeréat
Pflanzen
K*, Mg*, Ca¢ SRE? ) Atomabsorption
Zucker HWE cC
Gesamtstickstoff (C/N) TM-Pulver 3 Elementaranalysator
Boden
pH-Wert WE?® pH-Messung
Wasserhaltekapazitat (WHK)
K+, Ca?*, Mg* SRE? Atomabsorption
Gesamgtickstoff (C/N) TM-Pulver Elementaranalysator
Ammonium KCIE® Photometerie
Ureaseaktivitat FMat 4, KCIE Photometerie
Phosphataseaktivitét FMat Photometerie
Bodenatmung/SIR .
BIOLOG RLE

Abkirzungen: ! Heif3wasser-Extrakt; 2 Sé;’\ureExtrakt; 3 Gemahlenes Trockenmateria; 4 Frischmaterial ; > Wasser-Extrakt;
6 Kaiumchlorid-Extrakt, Ringerldsungsextrakt

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.

Mikrowelle

Frisches Pflanzenmaterial kann schnell und schonend auch in einem Mikrowellenherd getrocknet werden. Dazu wird die
Probein eine offene Petrischale eingewogen und im Mikrowellenherd (ca. 2500 MHz, 600 - 1000 Watt) fir etwa 10 minbis
20 min getrocknet. Unbedingt notwendig ist dabei, dal3 im Mikrowellenherd auch eine Gefal3 mit Wasser, alseine Art
Puffer, eingebracht wird. Das Gefal3 sollte mindestens einen halben Liter Wasser (mdglichst grof3e Oberfléche) enthal-
ten. Die Reproduzierbarkeit und Ubereinstimmung mit anderen Methoden ist fiir die meisten organischen Inhaltsstoffe
(Kohlenhydrate, organische Sauren, Aminosauren) sehr gut. Der Wassergehalt der im Mikrowellenherd getrockneten
Probenist 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. Hackseln mit einer Kaffeemiihle).

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 KorngréfRen zu inhomogener Probennahme kommen kann.
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Herstellung von Extrakten aus Pflanzenpulvern

HeiRwasserextrakte

Getrocknetes (Mikrowelle oder Trockenschrank) und gemahlenes Pflanzenmaterial wird genau in eingewogen (End-
konzentration ca. 4%, w/v) und mit A.. dest. Uibergossen.

Dazu werden 80 mg Pulver in 5 ML-Eppendorf-Proberéhrchen eingewogen, 2 mL A. dest. wird dazupipettiert, die
Réhrchen verschlossen und mit einer Plastikspange gesichert. Danach werden die Réhrchen fir 30 min im siedenden
Wasserbad (90°C) inkubiert, nach dem Abkuihlen zentrifugiert und der Uberstand in frische 1.7 mL Rohrchen mit Schraub-
verschluB transferiert. HeilRwasserextrakte werden eingefroren aufbewahrt.

SAureextrakte

Getrocknetes und gemahlenes Pflanzenmaterial wird genau in Mef3kolben bzw. Eppendorf Reaktionsgefél3en einge-
wogen (Endkonzentration ca. 1% wiv, i.e. 20mg auf 2ml) und mit 1 N HCI tibergossen. Der Ansatz wird danach am
Wasserbad etwa 30 min gekocht, danach abgekiihlt, zentrifugiert und in Frische Réhrchen abdekantiert und der Extrakt
in Kunststoffgefélien bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Probenvorbereitung der Boden

Vorbereitung und L agerung der Boden

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 Béden in Plastiksécke abgefiillt und bei 4
°C im Kuhlraum gelagert. Sollte zwischen der Aufsammlung der Boden und den Analysen mehr als 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 Wassergehaltes

Ca. 5 g Bodenwird in einem Aluminiumgefa bei 95 °C im Trockenschrank fiir 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-
Verhdltnisses in der Schwingmiihle gemahlen werden.

Fir die Extraktherstellung kdénnen die Béden auch luftgetrocknet werden. Zur Berechnung des Korrekturfaktors
zwischen luftgetrockneten und im Trockenschrank getrockneten Bdden, mul3 dann eine Vergleichsprobe beiden
Trocknungsmethoden unterzogen werden.

Herstellung von Bodenextrakten

Wasser extrakt

Etwa 3 g gesiebter, luftgetrockneter (oder naturfeuchter) Boden wird mit 7.5 mL A. dest. bzw. auch mit 7,5ml 0,2 N KCl
versetzt und 12 h bei Zimmertemperatur inkubiert und dabel auf dem Kreisschiittler geschiittelt. Diese Extrakte werden
direkt fir die Messung des pH-Wertes eingesetzt.

Der Wasserextrakt wird eingefroren aufbewahrt.

Fur die Gaschromatografie (GC) der Boden werden 10g frischer Boden in der Mikrrowelle getrocknet, dann5g TM in 20
ml A.d. wieoben, jedoch Uber nacht und am Kreisschiittler, extrahiert, dieser Extrakt im Rotavapor einkonzentriert undin
0,5mL A.d. aufgenommen und eingefroren.

Mit diesem Konzentrat wird spéter wie mit den Pflanzenextrakten verfahren.

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



Analysenmethoden

Bodenphysikalisch/chemische M ethoden

Bestimmung des pH-Wertes und der restlichen Kationenaustauschkapaztat

Prinzip: Der pH-Wert (negativer Logarithmus der H,O*-Konzentration) ist ein Mal fr die Menge der frei in Losung
vorliegenden Protonen. Man spricht beim pH-Wert auch von der aktuellen Aciditat.

Wird der pH Wert in einem KCL oder auch CaCL Extrakt gemessen, spricht man von der sg. potentiellen Aciditét.

Die Differenz dieser Werte entspricht der sg. restlichen Kationenaustauchkapazitét, also der Kapazitét eines Bodens,
weitere Kationen an den lonenaustauscherstellen (Huminsaureresten) zu binden.

Ausfihrung: In 2ml Eppendorfgefassen wird ein Drittel der Rohrchenhdhe mit frischem Boden aufgefullt und mitje1,5
mL A.d. bzw 0,1N K Cl tberschichtet und danach geschiittelt. Jede Probe wird doppelt angesetzt. Messung mittels pH-
Einstabmesskette.

Bestimmung der Wasserhaltekapazitét

Frische Bodenproben (5g) werden in Injektionsspritzen, deren Boden mit Filterpapier bedeckt wurde, eingewogen und
in einem Becherglas mit Waser Uberschichtet. Nach 2 Stunden wird das tiberschiissige Wasser auslaufen gelassen und
das Gesamtgewi cht gewogen. Ausder Differenz dieses Gesamtgewichtes minus Taragewicht der Spritze und minusdem
Bodenfrischgewicht wird das Séttigungswasser ermittelt.

Parallel dazu werden Bodenproben gleicher Frischeinwaage tiber Nacht getrocknet und so das aktuelle Fischwasser
gemessen. Séttigungswasser und Frischwasser werden addiert und als maximaler Wassergehalt in Prozent der Trocken-
masse angegeben. diesen Wert nennt man dann (maximale) Wasserhaltekapazitét (WHK) bzw. Feldkapazitét.

Atomabsorptions-Spektralphotometrie (AAS)

Prinzip: Die Analysenltsung 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 geniitzt 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 mulR3 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” hinzugefliigt werden, damit
die”thermische lonisation” der Atome verhindert wird.



Durchfiihrung:

Herstellung der Standardldsungen aus 1000 mg/L Stammlésungen (bzw. 100 mg/L Zwischenverdiinnungen). In den
Standardl 6sungen lassen sich zur Vereinfachung alle 4 Elemente kombinieren; jeweils 100 mL ansetzen. Die Konzentra
tion an CsCl soll 0.1% betragen.

mg/L Standard 1 Standard 2 Standard 3 Standard 4
Magnesium 05 10 20 50
Cdcium 100 5.0 10 20
Kdium 20 5.0 100 10

Fir Na, K und Mg: Acetylen-L uft-Flammeim Mischungsverhétnis 1:3 - oxidierend.
Fir Ca: Acetylen-Lachgas-Flammeim Verhéltnis1:2 - leicht reduzierend.

\orbereitung der Proben:

HeiRwasserextrakte: In den entsprechenden Plastikgeféiden (, Greiner-cups*) werden wéssrige Verdiinnungen von 1:50
angesetzt, die 0.1% CsCl enthalten. Sdure-Extrakte: In den entsprechenden Plastikgefal3en werden die Extrakte 1:100 mit
IN HCI in0.1% CsCl verdiinnt.

Mef3parameter:

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 422.7 0.7 <10 15




Phosphataseaktivitatsbestimmung

Prinzp: Bodenproben werden mit el ner Phenyl phosphatdi natriumsal z-Substratl 6sung versetzt und 3
Stunden lang bei 37°C bebriitet. Das abgespaltene Phenol wird mit 2,6 Dibromchinon-Chlorimid an-
gefarbt 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 16sen
|6st sich schlecht, daher friih herstellen und nicht ganz aufgefillt ins Ultraschal lbad

4a) Stamml 6sung fur Kalibration: im K dihlschrank desMahlraumes, hdlt 1anger = Img/ml
10 mg Phenol in 10 ml Mef3kolben mit A. dest 16sen

4b ) Gebrauchd 6sung fir Kdibration: taglichfrisch herstellen=10ug/ml
Iml Stammlsg. in 100 ml Mef3kolben mit A.dest auffillen

* Phenylphosphat und Dibromchinon werden im K tihlschrank aufbewahrt

Probenansatz:

2Vollproben zuje: 2g Boden 1 Blindprobezu 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 30ml Greiner-Gefélefiltrieren
* 5minbe 10000 Umdrehungen zentrifugieren



Far breaktion:

Proben:
In30ml Geféssen X 0,5ml pl Boratpuffer (Multipette)
200l Filtrat
2,5ml A. dest ( Multipette)
100 pl Farbstoffreagenz
--> schitteln

Kalibrationsgerade:
je2ma in30ml Greiner-Gefassen herstellen:

Phenol Boratpuffer  Phenolgebrauchslsy A. dest Farbreagenz
(1giniL)
Oug 0,5ml 0 25ml 100 pl (Reagentienleerwert)
50ug 0,5ml 0,5ml 2,5ml 100 pl
100ug 0,5ml 1mi 25ml 100 pl
150ug 0,5ml 1,5ml 2,5ml 100 pl
200ug 0,5ml 2mi 25ml 100 pl

Proben und Kalibrationslésungen:

* schitteln

* 30 min Farbe entwickelnlassen

* Probenmit 6,7 mL A.dest, Kdibrationenjenach Inhalt mit 6,9 bis 4,9ml A.d. auf 10 mL aufftllen
* 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 bel den Eichgeraden befillt (mit ansteigender Kon-
zentration), daneben anschlief3end oben die Vollproben, darunter die Blindproben, danach

* Einsteigen dsAnalyzer Pal3wort Analyze
* X read Data: Probennamen eingeben Konzentrationen der Eichpunkte eingeben
* Read plate:  Fenster um Wellenléngenbereich auszusuchen

Berechnung:

(VP-BP)*20*100 = ug 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 eln 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)
NaéH—BodenI abor

K Cl— Bodenlabor

Na Salicylat — Bodenlabor
Dichlorisocyanursiurer—Giftschrank alg Labor
Harnstoff — Bodenlabor

Na- Nitroprussd—Giftschrank alg Labor

Methode: je 2 Vollproben., 1 Blindprobe.

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: * 0,1M KCL Lsg.in0,1M HCI herstellen
* Kalibrationsreihe herstellen

Nach 2 Stunden : Vollproben +20ml KCL + 1ml A.dest — 30min schiitteln
Blindproben .+20ml KCL + 1ml Harnstofflsg —30min schiitteln
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Wahrend des Schiittelns : Weithal skolben mit N- freien Faltenfiltern vorbereiten

Alle Proben filtrieren  (_ Alle Reagenzien missen fertig sein)

* 2ml Eppendorf-Reagenzgefalde(sg.Eppis) vorbereiten Probenzahl + 2mal 5 Eppisfir zwel
Eichgeraden
* Pipetten kalibrieren

Kalibration: Diese erfolgt mit einer N-Stammlosung (3,8207 g NH,Cl / 1000 mL Aqua dest. = 1000
mg/L N). Diese Stamml dsungwird somit der K Cl-L dsung verdiinnt, dal? manfol gendeK onzentrationen erhélt:
5, 10, 15, 20, 25 und 30 mg/L. Jeweils 100ul der unterschiedlichen K onzentrationen werden wiederum zur
Farbreaktion eingesetzt Eswird empfohlen 2 Kalibrationreihen herzustellen.

Farbreaktion:

Pro Eppi :  100ul einer Probe oder einer Eichlsg
900ul A. dest.
500pul Mischlsg.

200p! Oxidationsmittel

* am Vortex schitteln, 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 zwel senkrechten Spalten werden mit den beiden Eichgeraden befiillt (mit ansteigender
Konzentration), daneben anschlief3end oben die Vollproben darunter die Blindproben.

* Einsteigen dsAnalyzer Pal3wort Analyze
* X read Data: Probennamen eingeben Konzentrationen der Kalibrationspunkte eingeben
* Read plate:  Fenster um, Wellenléngenbereich auszusuchen

* Speichern
Berechnung:
(VP-BP)*22*100 = xug 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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Zucker: lonentausch und Vorberetungfur Kapillar- GC

lonentauscher 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 AN 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
Extraktenin GC-Vidspipettieren (100 ul).

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

Zur Kdlibrationwerden je 30pl, 60ul, 90ul 0,1% iger Reinsubstanzgemische (glycerin, fructose, glucose,
mannitol, myoinositol, saccharose, treha ose, raffinose) mit 10 pl 0,4% Pentaerythrit versetzt und ebenfals
inGC Vidszur Trochenegebracht (im*“ Speedvac”).

Derivatiseren/Silylieren

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

TCMS(1Tel) und BSTFA (10 Teile) mit Hamiltonspritzeninein GC Via geben, mischen und mit Kappe
verschlief3en.

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

BSTFA/TMCSmit Hamiltonspritze (150ul) ausdem verschlossenen Silylierungs-Vid aufsaugen und 50ul
am Rand des Probenvialseinlaufen lassen. K appefestkrempen.

1h bei 75°Cim Heizblock inkubieren.
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Gaschromatographie

Allgemeines: GLC (Gas Liquid Chromatography) ist eine chromatographische Methode, bei der eine
Flussigkeit al sstationéare Phase und ein inertes Gas alsmobile Phasefungiert. Als stationére Phasen kommen
hauptséchlich hochsiedende aliphatische oder aromatische Carbonsduren sowie Silikondlein Frage. Diese
Flissigkeiten werden auf ein Tragermaterial mit groRer Oberflache aufgebracht undin Sdulen 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 Trennfllissigkeiten sind bei htheren Temperaturen nur unter Ausschluf3von
Sauerstoff stabil. Daher miissen die Saulen bel Temperaturen Uber 50° C standig mit einem inerten Gas
durchsptilt werden. Die mobile Phase nimmt am Trennprozel3 selbst nicht teil, sondern sorgt nur fir den
Transport der Probemol ekiiledurch die Séule. DasProbegemischwirdineinem Einspritzbl ock verdampft, und
dieeinzel nen KomponentenwerdennachihremV erteilungskoeffizientinder stationéren Phaseaufgetrennt. Die
Auftrennungder Substanzenist einerseitsvonder Polaritét der stationdren Phaseund von der Geschwindigkeit
desTragergasdurchflusses, und andererseitsvon der Saulen-Temperatur abhéngig. Haufigwird die Tempera-
turwahrend des Trennprozessesgestei gert (Temperaturprogramm), wodurch die Auftrennung von Substanzen
mit stark unterschiedlichen Elutionstemperaturen in relativ kurzer Zeit moglich wird. Der gebréauchlichste
Detektor inder GC st der sogenannte Flammen-lonisations-Detektor (FID), der Spannungsanderungen, die
durch dielonisation verbrennender organischer Mol ek il e ausgel 6st werden, registriert.

Zucker und organische Substanzenlassen sich nicht verdampfen, sondern zerfallenbei htheren Temperaturen.
Siemuissen daher vor dem Gaschromatographi eren chemisch dahingehend verandert werden, da3 sie ausrei-
chend fltichtig und bei héheren Temperaturen stabil sind. Am héufigsten werden Trimethylsilyl-Ether und -
Ester (Reaktion mit -OH und -COOH - Gruppen) dieser Substanzen hergestellt. Dadiese TM S-Derivatevon
organischen Saurenund Zuckernallerdingsbeim K ontakt mit Wasser | eicht zerfallen, miissen alle Probenvor
der Derivatisierungineinemwasserfreien L 6sungsmittel aufgenommenwerden.

GLC der niedermolekularen Kohlenhydrate und Cyclite

Sule: Kapillarsaule, 45 m x 0.32 mm Innendurchmesser.

Sationére Phase: HP1, 0.5 pm.

Temperaturprogramm: von 85° auf 315°C mit 10° min* aufheizen, dort 10 min isoterm halten
Tragergas. He, 140 kPa bei 85°; konstanter Fluf3.

Brenngase: H, und Prefdluft.

Injektor: Temperaturprogrammiert, 3° Uber Saule.

Detektor: Flammenioni sationsdetektor; 330° C.

Derivatisierung: mit BSTFA in5% TMCS30Minutenbel 75° C. Diederart silylierten Ansétzesind fir rund
12 Stundenim K tihlschrank haltbar.

Durchfthrung: 0.5 puL der derivatisierten Ansédtze werden in den Gaschromatographen injiziert. Die
guantitative Auswertung erfolgt Uber Kalibrierungen mit Reinsubstanzen bekannter Konzentration, unter
Bezug auf einen internem Standard.
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Ultrarot-Absorptions-Spektrometer URAS (Bodenatmung)

Prinzip: Heterogene Gase (Gase, die aus unterschiedlichen Atomen bestehen) absorbieren infrarote
Strahlung, wobei die absorbierte Energie im betroffenem Molekil Schwingungen in allen Raum-
richtungen bewirkt. Fur die Summe der betroffenen Molekile bedeutet dies eine Temperaturerho-
hung. In einem geschlossenen Gefald 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 elner bestimmten Intensitét Infrarotstrahlung ausgesetzt. Je
nach Konzentration der Gase wird unterschiedlich viel IR absorbiert. Die nicht absorbierten Rest-
IR Strahlungen gelangen in elnen Detektor. Dieser besteht aus einer abgeschlossenen, 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 alsMal3 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.

Durchfthrung: 30 g naturfeuchter, auf 2 mm gesiebter Bodenwirdim Tiefkihlbeutel (Becherglas) einge-
wogen, mit 0.6 % FM Asparagin versetzt (separat einwiegen!) und gut gemischt (im Plastiksack durch
Aufblasen des Beutel smit anschlief3endem Schiitteln). Dieses Gemisch wird in K livetten geflllt, deren
untere Offnung mit einer Schicht ZelIstoff bedeckt ist. Wird nur die Bodenatmung bestimmt, unterbleibt die
Glucosezugabe. DieK livetten werden nun bei einer Raumtemperatur von 25°C kontinuierlich mit CO2-
freier Luft gespllt (etwa6 L / h, "offener Kreidauf") und die CO2-K onzentration alle 30 min mit dem
URAS gemessen. Zur Auswertung gelangt der jewellsniedrigste (nach etwa6 h) erreichte Wert.

Berechnung der Ergebnisse: Die Mef3werte werden in mg 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 f*c
x = *1,96 X = mmememennenes *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 Méglichkeit , in eitnem 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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Gesamtkohlenstoffanalyse und D*C- Verhéltnis

Je 1 g der gesiebten Boden werden in der Mikrowelle getrocknet und anschlief3end in der Schwing-
mihlefein vermahlen. Fir die Messung der C-Isotopenverhd tnissewerden je 1-2 mg des pflanzenpulvers
bzw 2-3mg des Bodenpulversin Zinnkapsaln eingewogen.

Biolog Test

Prinzip: Eine modifizierte Dehydrogenasereaktion mit TTC as Substrat wird benutzt, um eine
Microorganismensuspension auf potentielle Nutzung von niedermol ekularen organischen Substra-
ten zu prufen. 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 (niedermol ekularen
Substrate) werden in die Plattenvertiefungen pipettiert und die Farbentwicklung im Photometer in
gleichbleibenden Intervallen (6-12) Stunden nachgemessen.

Durchfiihrung: 1 g Bodenwirdin 10 mL Ringerldsung (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 verdiinnt, 100ul des verdiinten Extraktes werden gemeinsam mit 60ul
Substratlésung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert.

Leerwerte!

DiePattenwerden bel 25°C (Raumtemperatur) im Dunklenincubiert und sofort sowiedle 12 Stundenbel
542 nm vermessen.

Substrate (0,5% Lsg): Glutamin, Asparagin, Isoleucin, Glycin, Glucose, Sacharose, Stérke, Methyl-
cdlulose, Harngtoff, BovinSerumAlbumin

Layout der BIOLOG Platten

I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A asn M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
B ile M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
C gly M M M Z z Z M+Z M+Z (M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
D gin M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
E gluc M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
F succ M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
G starch M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
H me-cell M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A urea M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
B BSA M M M z z z M+Z M+Z (M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
C asn+NO3 M M M z z z M+Z M+Z (M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
D asn+NH4 M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
E asn+PO4 M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S Ringer A.d.
F gluc+NO3 M M M z z z M+Z M+Z |(M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
G gluc+NH4 M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S |Ringer A.d.
H gluc+PO4 M M M z z z M+Z M+Z M+Z A.d. + S |Ringer A.d.

Die Auswertung erfol gt anhand des Ansprechpunktes (initia p point of response, threshold), der Stel-
gung imlinearen Bereich und der erreichten Maxima.
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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





