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4.Q i EINLEITUNGS

Marine Bakterien benutzen fuer Stoffumsatzprozesse ein komplexes Enzym-
system, dessen einzelne Bestandteile sich sowohl in den Bakterienzellen
als auch aussen auf den Bakterienzellen befinden (BURNS, 1980, KIM &
ZOBELL, 1974). Diese ausserhalb der Bakterienmembran befindlichen bakte-
riogenen Enzyme werden in ihrer Gesamtheit als exrazellulaere Enzyme
bezeichnet. Mit Hilfe dieser extrazellulaeren Enzywme koennen die Bakte-
rien die bei der Lyse toter Organismen anfallenden komplexen organischen
Verbindungen hydrolytisch spalten. Die so entstandenen kleineren Mole-
kuele koennen dann von den Bakterien aufgenommen werden. Dies gilt
ebenso fuer die aus Exudationsprozessen des Phytaplanktons hervorgehen-
den organischen Substanzen, sofern sie makromolekularer Natur sind,
(KIM, 1983 und KIM & HOPPE, 198%3)

Die extrazellulaeren Enzyme koennen sich auch von der Zellmatrix abloe-
sen oder abgeloest werden; sie gehen dann als frei geloeste Enzyme in
die Wasserphase ueber und koennen dann z.B. an Partikel adsorbiert
verden. Vermutlich aus energetischen Gruenden kommt dieses aber meist
nur in geringem Masse vor. In jedem Fall spielen die extrazellulaeren
Enzyme aber eine wesentliche Rolle bei der Umsetzung partikulaerer
Substanzen in wmarinen Oekosystemen (KIM &k ZOBELL, 1974).
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Der weitaus groessere Teil der freien extrazellulaeren Enzyme liegt
locker an partikulaere Substanzen gebunden vor bzw. befindet sich auf
der Membran der Mikroorganismen (POLLOCK, 1962), Diese Enzyme haben
genau wie die frei im Wasser vorkommenden Enzyme eine sehr hohe
Substrat-Affinitaet zu den zu verarbeitenden organischen Substanzen.

Ein grobes Schema zeigt Abb. 1.; (HOPPE, H.G. 19835 unveroeffentlicht).

Die marinen und Brackwasserbakterjen und deren extrazellulaeren Enzyme
sind an die herrschenden in-situ-Bedingungen (Salzgehalt; pH-Wert; Tem-
peratur etc.) ihrer Umwelt angepasst. Aendert wman einen wichtigen
Unmweltparameter, wie z.B. den Salzgehalt, sehr schnell, so fuehrt dies
unter den gegebenen Laborbedingungen zu einer Aenderung der Umsatz-
rate. Ein Beispiel hierfuer ist in Tab. 10 dargestellt.

Ziel dieser Arbeit war, diese Umsatzraten in Abhaengigkeit von der Aen-
derung der Umweltparameter zu verfolgen, wobei der Einfluss des Salzge-
haltes im Vordergrund stand.

Als 1. Arbeitshypothese wurde angenommen, dass eine annaehernde Linaeri-
taet der HANES-Flots ({S1/V2\[S]1} nach der MICHAELIS-MENTEN-KINETIK vor-
liegt. Da dies aber nur bei experimenteller Temperaturerhoehung der Fall
ist, bei allen anderen Faellen aber von einer Nichtlinaeritaet ausge-
9angen werden muss, wurde in einer 2. Arbeitshypothese der Einfluss van
veraenderten Umweltbhedingungen auf die Artendiversitaet und das damit
verbundene eingeengte Spektrum vorhandener Enzywe angenommen und
diskutiert.



£:9 : MATERIAL UND METHODEN:

Da die Spaltung der Makromolekuele im natuerlichen Medium nicht direkt
gemessen werden kann, verwendet man zur Messung der Aktivitaet der vor-
handenen extrazellulaeren Enzyme leicht nachweisbare Modell-Substrate,
die nach erfolgter enzymatischer Spaltung ein leicht und eindeutig zu
identifizierendes Mess-Signal liefern. Hierfuer eignen sich Fluoreszenz-
Tracer wegen ihrer relativ einfachen und ungefaehrlichen Handhabung im
Versuchsablaut ebenso wie radipaktiv markierte Substrate, die jedoch be-
dingt durch ihre Handhabung eines groesseren Laboraufwands beduerfen,
Ausserdem kann mit fluorochromierten Substanzen der gesamte hydroly-
tische Abbau einer Verbindung gemessen werden, waehrend mit Radiotracern
nur der in Organismen inkorporierte Teil der Hydrolyseprodukte gemessen
wird. Zur Bestimmung des nicht aufgenommenen Teils ist dann eine saeu-
lenchromatographische Trennung ertforderlich,die mit Radipotracern durch-
gefuehrt, einen erheblichen Aufwand erfordert,

(Hollibaugh & Azam, 1%983)

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen wurden MUF-(Methyl-Umbelli-
feryl-)gekoppelte Substratanaloge fuer die im Versuchsmedium vorkommen-

den makromolekularen organischen Substrate verwendet. Diese MUF-Sub-
strat-Analogen ( MUF-Leucin, MUF-Phasphat, MUF-a-D-Glucosid und MUF-N-
acetyl-Glucosaminid ) wurden dem Versuchsmedium in wverschieden hohen

Konzentationen =zugesetzt, so dass bei der hoechsten Konzentration die
natuerliche Substratkonzentration gegenueber dem zugesetzten Substrat
vernachlaessigbar klein sein spllte,

Der bei der hydrolytischen Umsetzung freiwerdende Fluoreszenz-Tracer
wird als quantitatives Mass fuer die extrazellulaere Aktivitaet betrach-
tet und mit Hilfe eines Fluorimeters ( JASCO FP 3550 ) bei 3485 nm
{Immission) und 443 nm (Emission) gemessen.

Die bei den angesetzten Konzentrationsreihen (Zugqabe von 0.3 bis 80 umol
MUF -Substrat}) aufgetretenen Emissionsaenderungen wurden in Abhaengigkeit
von der Zeit aufgezeichnet ( relat. Fluoreszenz\Zeit-Plot ). Die Inku-
bationszeit betrug durchgehend ca. 6 Stunden. Die Messintervalle lagen
bei ca. 90 Minuten. Den genauen Versuchsablauf gibt Abb. Z wieder.

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden durch VYorversuche die einzelnen Mo-
dellsubstrate getestet, um das geeignetste Substrat zu ermitteln, das
dann bei den weiterfuehrenden Versuchen verwendet werden socllte. Um eine
Grundlage +uer die Vergleichbarkeit der Versuchswerte bei wveraenderten
Parametern zu finden, war es noetig, ein Modellsubstrat einzusetzen, auf
das die Enzyme der Bakterienpopulation ueber den gesamten Konzentra-
tionsbereich mit einer eindeutigen Konzentrationsabhaengigkeit in den
jeweiligen Umsatzraten reagieren.

Die Planung des gesamten Versuchsprogramms stellt sich +folgendermassen
dar:

Pro Versuchstag wurden zwei 2L-Proben in ca lm Wassertiefe an der Pier
des Instituts fuer Meereskunde in Kiel aus der Kieler Foerde entnommen.
Die gesamte Probe (4L) wurde in 2 Unterproben unterteilt, eine insitu-
Probe und eine Probe, bei der ein Parameter veraendert wurde ( z.B.:
schnelle Salzgehaltserhoehung aut S = 30 # 10"°-3 }, Anschliessend wurden
beide Proben mit je einem der 0.9. Model lsubstrate versetzt; ( 0.9 bis
80 umol bei 100 ml Probenvolumen).



Folglich waren pro Messtag 4 Probenserien zu verarbeiten!

1.: Insitu-Probe + MUF-Substrat 1
2.: Insitu-Probe + MUF-Substrat 11
3.: Veraenderte Probe + MUF-Substrat 1
q,: Veraenderte Probe + MUF-Substrat II

Alle Messergebnisse wurden gemaess den Schemata in Abb. 2 graphisch
dargestellt,

Zur Absicherung der Ergebnisse der Hauptversuche war @5 notwendig, nicht
nur die Einwirkung van schnellen und Iangsamen Salzgehaltsaenderungen
auf die insitu-Population, sondern auch aut die Auswirkungen von Tempe-
raturveraenderungen ( z.B.: Insitu-Temperatur + 10 Grad Celsius; RGT-
Regel) und pH-Wert-Aenderungen (insit-pH +/- 2) zu betrachten. Ausserdem
wurden Untersuchungen mit Fluorescamin zum Nachweis freier geloester
primaerer Aminosaeuren vorgenommen, um bei schneller Salzgehaltser-
haoehung die bezueglich der Umsatzkinetik auftretenden Veraenderungen
erklaeren zu koennen.
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2.0 ; ERGEBNISSE:
3.1 i ERGEBNISSE DER VORVERSUCHES

Die Vorversuche ergaben, dass die untersuchten pelagischen Mikroorganis-
men-Populationen gegenueber den verschiedenen zugesetzten MUF-Substraten
ein unterschiedliches Umsatzverhalten zeigen.

Bei der Verwendung von MUF-N-acetyl-Glucosaminid zeigte sich bel der
insitu-Probe ein scheinbar nicht von der Substratkonzeniration abhaen-
giges Umsatzverhalten ( Abb. 3 ).
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H der Verlauf der Geradensteigungen in gesonderter Dar-
i stellung (b). Insitu-Salzgehalt !

Die Ursache hierfuer koennte in der 9grossen Arten-Variabilitaet der
insitu-Population gesehen werden. Dies wuerde bedeuten, dass die in der
insitu-Population vorkommenden Arten extrazellulaere Enzyme mit unter-
schiedlicher Affinitaet zu MUF-N-acetyl-Glucosaminid besitzen. Dies
scheint sich zu bestaetigen, wenn man die pelagischen Mikroorganismen
der insitu-Probe einem extremen osmotischen Stress durch z.B. schnelle
Salzgehaltserhoehung auf 39 %10°-3 aussetzt. Diesen osmotischen Stress
koennen nur wenige Mikroorganismen ertragen; folglich befinden sich dann
in der Probe nur noch wenige aktive, extrem halotolerante Mikroorganis-
men mit aehnlichem Verhalten gegenueber dem Model lsubstrat.

Als Resultat ist im Gegensatz zur insitu-Probe eine deutliche Konzentra-
tionsabhaengigkeit in den jeweiligen Umsatzraten zu erkennen ( Abb. 4 ).
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Bei der Verwendung von MUF-a-D-Glucosid als Modellsubstrat zeigte sich
be{ der insitu-Probe ( Sal. = 13.2 #107-3 ) ebentc wie bei MUF-N-acetyl-
Glucosaminid keine eindeutige Konzentrationsabhaengigkeit der Umsetzung
der zugefuegten Substrate. Die ermittelten Geraden des Fluoreszenz\Zeit-
Plots lagen +uer die Konzentrationen zwischen 0.5 und 80 umol sehr dicht
zusammen und waren nicht, wie zu erwarten waere, der Substratkonzen-
tration entsprechend “gestaffelt", =ondern waren auch untereinander
vertauscht, Lediglich die Werte fuer 20 und fuer 80 umol setzten sich
deutlicher ab. Es konnte jedoch keine signifikante Jlineare Beziehung
zwischen Incubationszeit und umgesetztem Substrat festgestellt werden

{ Abb. 5 ).

Fuer die Probe mit experimentell stark erhoehtem Salzgehalt ( Sal,= 31
%#10~-3 ) zeigt sich ein aehnliches Bild wie bei der insitu-Probe, Hier
koennte eine weiterfuehrende Interpretation der Ergebnisse zu falschen
Schluessen fuehren ( Abb. & ).

Die Verwendung von MUF-Phosphat ergab zwar ueber den untersuchten Kon-
zentrationsbereich ein gleichfoermiges Bild der Substratumsetzung, doch
traten sowoh! bei der insitu-Probe ( Abb. 7 }, als auch bei der Probe
mit stark erhoehtem Salzgehalt ( Sal. ca 40 #10~-3 ) ( Abb., 8 ) Schnitt-
punkte der Geraden in den unteren Konzentrationsbereichen auf, die eine
weiterfuehrende Interpretation des Datenmaterials erschweren.

Bei Verwendung von MUF-Leucin als Modellsubstrat ergaben sich die deut-
lichsten Kanzentrationsabhaengigkeiten fuer die Umsetzung des zugegebe-

nen Substrates. Es konnte sowohl fuer die insitu~Prcbe ( Sal. = 13.2
#10~-3 ) als auch fuer die Probe mit stark erhoehtem Salzgehait
( Sal. = 31 %10~-3 ) gezeigt werden, dass die ermittelten Geraden in

einem direkten Zusammenhang mit der zugegebenen Menge an Modellsubstrat
stehen. ( Abb. 2 und Abb. 10 }.
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Da die Verwendung von MUF-Leucin als Modellsubstrat die Zusammenhaenge
zwischen Umsatzaktivitaet und Konzentration der zugegebenen Substanz am
deutlichsten wiederspiegelt, wurde 1in den <folgenden Versuchen aus-
schliesslich MUF-Leucin verwendet.

Zusammenfassend laesst sich ueber die Ergebnisse der Vorversuche folgen-
des sagen:

1) Waehrend der gesamten Inkubationszeit von ca. & Stunden verliet die
Zunahme der Fluoreszenz pro Zeiteinheit bei allen Proben fuer alle
Substrate und Konzentrationen stets streng linear, d.h. Aktivitaet und
Menge der jeweils in der Probe enthaltenen extrazellulaeren Enzyme blieb
waehrend der Inkubationszeit konstant und wurde nicht durch eventuell
denkbare Adaptions- und Wachstumsvorgaenge der Bakterien veraendert.

2) Die Erhoehung des Salzgehaltes fuehrte vermutlich ueber die dras-
tische Einengung des Artenspektrums der Bakterien und damit der Enzym-
vielfalt, in den meisten Faellen zu einer besseren Erfuellung der Enzym-
kinetik 1.0rdnung.

3) In den Faellen, wo keine deutlichen difterenzierbaren Aenderungen der
Enzymaktivitaet mit steigender Substratzugabe erfolgten, waere zu ueber-
legen, ob der gewaehlte Bereich der Konzentrationen fuer eine Substrat-
zugabe geaendert werden muss] dies betrifft besonders die Verhaeltnisse
bei dew Substrat MUF-a-D-Glucosid.

11



3.2 i ERGEBNISSE DER HAUPTVERSUCHE:
3.2:1 i Ergebnisee der Versuche bei insitu Salzaehalteni

Insgesamt wurden im Zeitraum vom 16.06. bis 27.06.1983 5 VWasserproben
mit insitu Salzgehalten zwischen 11,45 und 13,53 %¥10°-3 im Hinblick au¢
die Umsatzkinetik von MUF-Leucin untersucht., Diese Substanz qgilt als
Modellsubstanz $uer Verbindungen, die eine oder mehrere Peptidbindungen
aufweisen. Die natuerliche Salzgehaltsschwankung betrug waehrend des
Messzeitraums 2.08 #10~-3 bei einem Mittelwert von 12.72 ¥107-3%

in Abb. 11 sind die an den jeweiligen Messtagen vorliegenden Salzgehalte
dargestellt.
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I SALZGEH. I KONZENTRATION [umol MUF-Leucinl I STATIST. DATEN I
I INSITU 1 0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 7.5 20.0 8Q.01 P = 95 % VB 1
I (¥10--3) I Regressionsgeraden-Steigung {umal/min] I MITTELWERT\SD I
b e e e anktd I
I 11.45 I .013 .022 .030 .03% .,043 .078 .116 .241 I 0.0729 0.076 1
I 1z2.08 I .005 .016 ,020 .023 .028 .058 .072 .164 I 0.0480 0©0.052 I
I 13.20 I .010 ,013 .018 ,021 .029 .049 ,088 .226 I 0.0388 0.073 I
I 13.34 I .010 .013 .017 .020 .026 .041 .073 .142 1 0.0430 0.045 1
I 13.954 1 .022 .028 .039 .037 .041 .040 .10! .154 I 9Q.05%4% 0.048 I
I--—--— e e e e e e e e — - I

12.72 I .012 ,019 .029 ,027 .033 .037 .090 .185 I MITTELWERTE I
1 .90%96 I 6.28 6.14 7.6%9 8,38 7,946 13.9 18.8 44.9 I SD % 103 I
[-==m-— - e e — - -~ I - 1
1 F-TEST 1 1.09 1.57 1.18 1.11 3.04 1.83 35.71 I F krit.= 6.390 1
I t-TEST I 1.73 1.14 0.7%t 1.16 3.27 3.18 4.38 I t-krit.= 2.308 I
I-——— s m e e e e e e e e e e e e e e e e e - I

Tab. 1 ; Steigungen der Regressionsgeraden im Fluoreszenz\Zeit-Plot I
1 in Abhaengigkeit vom insitu Salzgehalt; MUF-Leucin; 1

Wie bei den Vorversuchen heschrieben, wurden den Wasserproben MUF-LEUCIN
in verschiedenen Konzentrationen zugesetzt und die durch die enzyma-
tische Spaltung dieser Substanz hervorgerufene Fluoreszenz nach be-
stimmten Zeiten gemessen. Auf die Angabe der resultierenden Einzelwerte
in tabellierter Form wird hier verzichtet, weil es in dieser Arbeit vor
allem um die Art und Gueltigkeit der Transformationsmoeglichkeiten geht.

Bei der Auswertung der Fluoreszenz/Zeit-Plots zeigt sich eine deutliche
Zunahme der Steigungen der den jeweiligen MUF-Leucin Substrat-Konzentra-
tionen entsprechenden Regressionsgeraden. Die gemessenen Geradenstei-
gungen sind in Tab. |1 dargestellt; Abb. 12 zeigt die Schwankungen der
Regressionsgeraden-Steigungen in Abhaengigkeit vom vorliegenden insitu-
Salzgehalt.
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H Fluoreszenz/Zeit-Plot in Abhaengigkeit vom insitu
! Salzgehalt. ( MUF-Leucin )

Die Durchfuehrung einfacher statistischer Tests ( F- und t-Test ) zeigt

jedoch, dass die Unabhaengigkeit der Mittelwerte erst zwischen 3.0 und
7.% umol nachzuweisen ist.

Berechnet man aus den vorliegenden Daten die Substrat-Saettigungskurven
(V2V\IS1) ( Abb. 13 und 19 - 23§ Tab. 2 ), so zeigen diese nicht das zu
erwartende Kurvenbild. Die Durchfuehrung der nichtlinearen Regressian
mit Hilfe eines "Optigress-Programmes" (TATZL, 1982) das aus 9 Regres-
sionsmodellen (linearj exponentielli logarithmisch} potentiell) jeweils
das Modell mit dem hgechsten Korrelationskoeffizienten auswaehlt,
zeigte, dass in allen Faellen eine potentielle Regression wit r> 0.95
vaorliegt, wachrend die Kaorrelationskoeffizienten fuer exponentielle und
logarithmische Regression jeweils unter r=¢ 0,9% lagen ( Tab, 2 .
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Dies zeigt also, dass fuer die vorliegenden Daten keine Saettigungskurve
mit einem definierten Grenzwert vorlieqgtj das Datenmaterial laesst eher
aut+ das Nichterreichen einer Substratsaettigung schliessen. Aus fruehe-
ren Versuchen ist aber bekannt, dase eine Substrat-Saettigung erst bel
sehr hohen Konzentrationen vorzuliegen scheintj {ca 1,0 Mol !!5 KIM,
1985 ). Die folgenden statistischen Untersuchungen koennen daher als
Auswertungsmoeglichkeiten und\oder Vorschlaege angesehen werden, die zur
Anwendung kommen koennen, wenn eine moegliche Substratsaettigung wegen
sehr hpher Substratzugaben, die z.B. unerwuenschte Wachstumsreaktionen
oder Endprodukthemmung hervorrufen, nicht erreicht werden.

I {s) I SALZGEHALT ([ #10~-3 1] I MITTEL- 1 8D 1
I [ve C/LY I 13.20 12.08 11.45 13.34 13.54 I WERTY I¥10~-3 1
I-wommmm - [-~ermmmm e e - [=~-—=w-- I==m===- I
1 36 I 0.4752 0.2376 0.6192 0.4770 1.0494 1 0.5717 I 300.2 I
I 72 I 0.6192 0.7632 1.,0512 0.7150 1.3354 I 0.8968 1 293.4 1
I 108 I 0.8568 0.95094 1.4328 0.8110 1.6218 1 1.1346 1 368.1 1
I 144 I 1.0008 1.09949 11,7134 0.9540 1.7649 I 1.3055 1 399.6 1
1 216 I 1.3824 1.3320 2.0520 1.1920 1.9557 I 1.5828 1 392.1 1
I 540 I 2.3400 2.6712 3.7224 1.9560 2.8619 I 2.7103 1 662.4 1
I 1440 I 4.1976 3.4344 35.95296 3.4820 4.81i76 I 4.29Z2Z2 1 895.6 1
I 5760 I 10.7784 7.8192 11.4984 6.7730 27.3456 1 8.8429 1 2143, 1
I e e e e e e e e e e e e e e e — e — - 1
ISTATISTIK I-~----=-—-- NICHTLINEARE REGRESSION «-----ccm-——————w ————— 1
IREGKR. MOD.I r r r r r I -~ I -~ I
I-———-—-==- e e e I-~----—- - L

IPOT. REGR.I 0.9987 0.9693 0.9952 0.9993 0.9973 I 0.9920 1
ILOG. REGR.I 0.9103 0.9454% 0.9490 0.9337 0.96659 I 0.9430 1 20.490 I
IEXP. REGR.I 0.85634 0.7632 0.8147 (¢.8493 0.8432 I 0.8288 1

I Tab., 2 3 VvZ-Werte aus den Substrat-Saettigungskurven V2\[S]1 tuer 1
I MUF-Leucin in Abhaengigkeit von insitu Salzgehalten, I
I gemessen im Juni 1983 in der Kieler Foerdes 1
I V2= { ug C ¥ L*-1 * h™~-1 1. I
1 Fuer die Gleichung des potentiellen Regressionsmodells I
I gilt: y= 0.091 #x°0.5319; r~2= 0.9983 1

Die Durchfuehrung des F-Tests bezueglich der gemittelten r-Werte ergibt
F-Werte wvon 2.56, 3.77 und 9.67 fuer d+l= d+2= 4 bet einem kritischen
F-Wert von &.39 fuer P=93% und (6.0 fuer P=99%;} dies bedeutet, dass das
potentielle Regressionsmodell tuer die Substrat-Saettigungskurve im Ver-
gleich zum exponentiellen und logarithmischen Regressionsmadell signifi-
kant verschiedene und damit bessere Daten liefert. Fuehrt man fuer das
potentielle wund das logarithmische Madell den t-Test fuer unabhaengige
Mittelwerte durch, so errechnet sich ein t von 4,55 bei d+=8 bei einem
kritischen t-Wert van 3.36 fuer P= 1% bzw. 5.04 fuer P= 0.1%} somit gilt
die Verschiedenheit aurch fuer den Vergleich der potentiellen mit der
logarithmischen Regression.
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Berechnet man fuer die vorliegenden Daten das HANES-PLOT, ergeben sich
die in Tab. 3 dargestellten Regressionsdaten ( Tab. 3 ).
Die HANES-PLOTS zu den jeweiligen Salzgehalten sind in den Abb. 14, 15

und 16 dargestellt.

Da dieses enzymkinetische Model! aut der MICHAELIS- MENTEN-KINETIK
basiert (MICHAELIS & MENTEN, 1913, PFAENDER, 1982, KRAMBECK, 1979 u.
a.), ist die lineare Regression die dem Modell entsprechende Kurvenan-
passung fuer die Daten ({[S1/V2)\[Sl1). Berechnet man den Punkt y= 0O auf
der Ausgleichsgerade, so erhaelt man dadurch die sogenannte MICHAELIS-
MENTEN-KONSTANTE (Km).
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! Abb. 13: Potentielle Regression ueber 5 Substrat-Saettigungskurven !
{ V2V\IS) fuer Temperatur und Salzgehalt insitu. H
H Regressionsgleichung: y = 0,091 # x~0.5318} r~2= 0.9983. H
H { MUF-Leucin ). i
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[S] I SALZGEHALT [ %¥10~-3 1 I
(s CsLL1 1 13.20 12.08 11.45 13.34 13.54 ]
---------- = e e e e e -
kY. I 7%.47 150,95 $98.06 73.47 34.31 1

72 I 106.11 94.34 &8.61 100.683 53.91 1
108 I 125.79 113.28 75.47 133.19 66.57 1
144 I 143,76 131.26 83.86 150.949 81.59 1
216 I 136.1% 161,73 105.31 174,17 101.45 1
540 I 231.04 202.16 145.14 276.12 188.68 1
1440 I 343.06 419.30 2460.235 413.5% 298.90 1
85760 I 534.33 736.33 501.07 830.41 784.14 1
—————————— I —————~—- e e ]
I 1

STAYISTIK I ------~ NICHTLINEARE REGRESSION----- 1
REGR. MOD.I ------ KORRELATIONSKOEFFIZIENT ~---- I
1 1
—————————— I r r r r r I
1 1

LINEARE R.I 0.9410 0.94681 0,.9781 0.9770 0.9910 1
POTENT,., R.I 0.9979 # 0.99 00,9923 0.9922 0.9992 1
I 1
---------- I--~- STE1GUNGEN + ACHSENABSCHNITT ---1
I I

m(lin.R,)I 0.0734 0.10%91
mipot.R.}I 0.3822 0.4717 0.4398 0.4140 0.6080 I

1
bilin.R.)I 139.37
b(pot.R.)1I 20.50

137.68
12.36

C.0759 0.1280 0.1270 1

1

83.62 138.28 6£9.38 I

10.24

18.49

3.93 1

WERT

84.720
102.850
118.282
139.762
202.628
347,012
6B1.2586

MITTEL-
WERT

0.9712
0.9943

0.103
0.463

113. 666
13,104

Tab. 3: [S1/V2-Werte aus dem HANES-PLOT (({S1s/V2)\[S1)}
MUF-Leucin in Abhaengigkeit vom insitu-Salzgehalt,
gemessen in der Kieler Foerde im Juni 19833
[si/vz = [ ug C/L/h 1.
Fuer das lineare Regressionsmodell gilt:
Fuer das potentielle Regressionsmodell gilt:

17

(%= ohne den Wert tuer 36 ug C/L/h)

I STANDARD- I
1 ABWEICHUNGI
____________ I
1 43,70 1
I 22.43 1
1 30.08 I
I 33.22 1
1 33.87 1
I 48.81 X
1 6%.849 I
1 155.15 1
I-—wrrm——— I
I I
I STANDARD- 1
I ABWEICHUNGI
3 X
____________ I
I I
I 0.0189 1
I 0.0040 I
1 1
____________ I
b I
I 0.0267 1
I 0.0874 ) ¢
I I
1 34,3050 1
I &6.64%51% I
1 I

I
fuer 1

I

I

1
¥= mx + bj 1
y= mx"*b I
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H 11.45 #10%-3; in diesem Plot wurde keine lineare
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Abb. 141 HANES-PLOT fuer die insitu-Salzgehalte 13.34 ¥10°-3 und H
13.54 ¥10~-3; in diesem Plot wurde keine lineare H
Ausgleichsfunktion, sondern eine potentielle Kurve '
berechnet. '

Wie aus Tab. 3 und den Abb. 14, 15 und 16 ersichtlich ist, folgen diese
Regressionskurven besser dem potentiellen als dem linearen Regressions-
modell. Dies ist bedingt durch eine durchwegs auftretende Abweichung der
Daten fuer kleine Substratkonzentrationen von der Ausgleichsgerade.

Die relativ hohen r-Werte fuer die lineare Regression sind darauf
zurueckzufuehren, dass durch den Abstand der einzelnen Substratkonzen-
trationen untereinander eine unerwuenschte Gewichtung zugunsten der
hoeheren Substratkonzentrationen auttritt.

Um diesen Sachverhalt naeher zu untersuchen, soll der Verlauf der Stei-
gungen innerhalb der jeweiligen HANES-PLOTS naeher betrachtet werden.
Bildet man jeweils von einem Wertepaar zum naechsten die Differenz der
Steigungen, S0 muesste gemaess dem MICHAELIS-MENTEN-MODELL bei der
linearen Regression eine Parallele zur y-Achse als Ausgleichsgerade
resultieren; ist dies aber nicht der Fall, sondern es ergibt sich eine
Trendlinie mit einem signifikant von O verschiedenem Trend ( Beweis mit
Hilte des t-Tests ), s0 kann das MICHAELIS-MENTEN-MODELL +uer die vor-
liegenden Daten nicht ohne Fehler angewendet werden.

Tab. 4 gibt die Steigungen von Substratkonzentration 2u Substratkon-
zentration fuer jeweils einen Salzgehaltswert wieder, wobei die Daten
von Tab. 3 die Berechnungsbasis bilden.
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It UsCcs 1 1 13.20 12.08 11.45 13,34 13.54 1 WERT 1 I
Jommmmmmem e e I----—---- [-==-----1
1 36 -~ 72 1 0.851 -1.573 0.293 0.699 0,544 1 90,1628 1 0.992 1
I 72 - 108 1 0.547 0.524 (.19l 0.904 0,352 I 0.5036 I 0.266 1
1 108 - 144 1 0.499 0,501 0.233 0.493 0.417 1 0.4286 I 0.1153 1
I 144 - 216 I 0.172 0.423 0.298 0.323 0.276 1 0.2984 I 0.090 1
1 216 - S40 1 0.230 0,125 0.123 0,315 0.269 I 0.2178 I 0.091 1
I %40 - 14490 1 Q.125 0,241 0.128 0,153 0.123 I 0.1540 I 0.050 1
I 1440 - 5760 1 0.044 0,074 0.05& 0©0.101 0.112 I 0.0774 1 0.029 1
L el ittt 1
I I 1 1
I STATISTIK: I - TRENDLINIEMNBERECHNUNG ----- I MITTEL- I sSD 1
1 LIN. REG. 1 y =mx + b I WERT 1 1
- B e il e b ¢
I 1 I I
I STEIGUNG: 1 m m # m m m 1 I I
I 1 ~,1283 -.0952 -.0338 -.1241 -.0680 1 -0.0895 1 0.039 1
I I-—-- = e e - [mr=e———=- I~———=-=-- I
1 KORR.KOEFF. I r r # r r r 1 1 1
I I -.9424 -.9134 -,7974 -,9186 -.9467 I -0.9037 1 0.061 1
1 I-— e e e I-—————-~ {-————-—- I
I t-WERT(p=1%}1} t t # t t t 1 I I
I ¢t krit=4,03 1 A4.2975 4,4869 2.9550 5.1970 6.5717 1 S.1016 1 1.465 1
I I 1 I I
o m st mmm e e e e e e e e e e ————— i
I Tab. 4: Verlauf der Steigungen zwischen den einzelnen Wertepaaren I
I im HANES-PLOT in Abhaengigkeit vom insitu-Salzgehalt. 1
1 Die Trendlinien sprechen fuer die Nichtlinearitaet der I
1 Daten der HANES-PLOTS. (#: ohne den Wert -1.573 !) I

Abb. 17 stellt das Ergebnis der Tabelle 4 zusammentassend graphisch dar.
Es wird ersichtlich, dass in allen HANES-Plots fuer insitu-Salzgehalte
ein Trend auf dem 99% Signifikanzniveaau vorliegt. Der Trend wird durch
die hoeheren Steigungen bei den niedrigen Konzentrationen bewirkt.
Betrachtet man den Verlaut der Steigungsaenderung zwischen den einzelnen
Wertepaaren, so 2zeigt sich bis 3 umol/1l MUF-Leucin kein einheitlicher
Trend in den einzelmen Plots; dies ist aber mit Sicherheit auf einzelne
Messungenauigkeiten zurueckzufuehren.
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! Abb. 17 Darstellung der Steigungen zwischen den einzelnen Werte- !
H paaren im HANES-PLOT und die Gesamt-Trendlinie (lineare i
H Regression) ueber alle 5 HANES-PLOTS mit insitu-Salzgehalt.!
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S22.2 5 Ergebnisse der Versuche mit erhgehtem Saligehall:

Insgesamt wurden S Wasserproben mit den unter 3.2.1 beschriebenen
insitu-Salzgehalten zwischen 11.45 und 13.53 # 107-3 verschieden hoch
aufgesalzt. Ziel dieser Versuche war, die Auswirkungen dieses abrupt
auftretenden osmotischen Stresses aut die extrazellulaere Enzymaktivi-
taet der pelagischen Mikroorganismen gegenueber MUF-Leucin zu erfassen.
Hierzu wurden zur Absicherung der Ergebnisse 4 Proben schnell, d.h
saofort nach der Probenahme auf ihren jeweiligen Versuchssalzgehalt auf-
gesalzt, waehrend eine Probe ( 13.34 #10~-3 insitu-Salzgehalt ! in
kleinen Schritten ueber die Dauer von 3 Stunden kontinuierlich auf ihren
Versuchssalzgehalt ( 32.4 ¥10"-3 ) gebracht wurde, um den Mikroorganis-
men Zeit fuer eine gewisse osmotische Regqulation biw. Adaptation zu
geben.

In Tab. % s5ind die Ergebnisse der Extinktion\Zejit-Plots fuer alle
erhoehten Salzgehalte dargestellt.

I SALZGEH. I KONZENTRATION fumol MUF-Leucinl I Ausgangs- und I
1 AENDERUNGI ©0.5 1.0 1.% 2.0 3.0 7.5 20.0 80.0 I Versuchs-SG. 1
I in % I Regressjionsgeraden-Steigung [umol/minl I insitu Versuch I
I e e e e e e e e e e e e e e m e ————— - I
I 272.40 I .014 .,022 .031 .035 .044 .075 .129 .282 I 11.45 - 19.74 I
1 1049.497 I .007 .013 .01l5 .017 .023 .043 .081 .132 I 12.08 - 24.70 1
I 1394.85 I .003 .010 .014 ,017 .024 .049 .091 .196 I 13.20 - 31.00 I
1 142.88 # 1 .01t .013 .017 .020 .021 .04%1 .072 .150 I 13.34 - 32.40 1
1 122.908 1 .019 .028 .033 .038 .042 .043 .103 .186 I 13.54 - 30.07 I
I e e e T e T e e T e e e e e e M r - 1
I 115.33 I .011 .017 .022 .025 .031 .0549 .096 .189 I MITTELWERTE
1 28047, l .18 7.53 9.22 10.3 11.2 14.5 20.9 58,01 SDh % 103 I
I-mmcser s m e e e e E e e e — e ———— [---ccrrrrrrr e e 1
1 F-TEST 1 1.48 1.50 1.24 1.09 1.66 2.09 7.71 I F krit.= 6.390 1
t-TESY I(-) 1.38 0.94 0.45 0.88 2.81 3.49 3.37 I t-krit.= 2.30868 I
Lo oo e o e e e e e e e e e 1
I Tab. ¢ Steigungen der Regressionsgeraden im Fluoreszenz\Zeit Plot I
1 in Abhaengigkeit vom Versuchssalzgehalt; MUF-Leucin; 1
I # : langsame Aufsalzung ueber 3 Stunden I

Bei der Auswertung der Fluoreszenz\Zeit-Plots zeigte sich auch fuer die
experimentell erhoehten Salzgehalte eine deutliche Zunahme der Steigun-
gen der den jeweiligen MUF-Leucin Substrat-Konzentrationen entsprechen-
den Regressionsgeraden. Die gemessenen Geradensteigungen sind in Tab. 5
dargestellti Abb. 18 zeigt die Schwankungen der Regressionsgeraden-Stei-
gungen in Abhaengigkeit vom vorliegenden Versuchssalxgehalt.

22



DOERNT 2DC0ZEITY CECEN SG

H L3 H
= Goare 3 :
’ E cony :
CL3n R
; 3 elwv X
) T 19‘3 H
: Iy it ;
, g 170 ;
: a 134 '
' L 120 X
’ ¢ 110 ‘
! L3 : )
: E Qi X
! H o :
! ) o H
H b ol !
. oSk X
) 1 :
[] ]

! Abb. 18! Schwankungen der Regressionsgeraden-Steigungen im i
! Flupreszenz\ZeitPlots in Abhaengigkeit vom experimentell :
: erhoehtem Salzgehalt. :

Die Durchfuehrung einfacher statistischer Tests { F- und t-Test ) ergibt
auch fuer die aufgesalzenen Proben ein aehnliches Bild wie fuer die
insitu-Salzgehalte; die Unabhaengigkeit der Mittelwerte ist erst
zwischen 3.0 und 2.5 umol nachzuweisen, 50 dass in dieser Hinsicht kein
Einfluss der Versuchsbedingungen festzustellen ist.

Vergleicht man die Mittelwerte der Geradensteigungen in den Fluoreszenz\
Zeit-Plots der aufgesalzenen Proben mit denen der insitu-Salzgehait-
Proben mit Hilfe des t-Tests fuer abhaengige Mittelwerte, so zeigt sich
in allen Faellen, dass die Mittelwerte aus der selben Grundgesamtheit
stammen.

I SUBSTRATKONZ. tI 0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 7.5 20.0 80.0 [umol/L] I
I t(ABHAENGIGE MW):I O0.71 2.36 1.54 1.53 1.77 0.94 -2.98 -0.25 1
I m mm o o o e e e e R e e e N e e oo —— - 1
I TAB. &6 ¢ T-Test fuer die Geradensteigungen in den Fluoreszenz\Zeit- 1
1 Plots; insitu-Salzgehalt gegen Versuchssalzgehalte. 1
I df =45 tikrit.) = 2.776 fuer P = 25%. 1

Berechnet man aus den vorliegenden Daten die Substrat-Saettigungskurven
( V2\IS] ) (Abb. e, 20, 21, 22 und 23), so zeigen diese ebenso wie die
Daten fuer insitu-Salzgehalte nicht das zu erwartende Kurvenbild. Die
Durchfuehrung der nichtlinearen Regression analog 3.1!1.1 zeigt, dass in
allen Faellen eine potentielle Regression mit r> 0.97 vorliegt, waehrend
die Korrelationskoeffizienten $uer exponentielle und laogarithmische
Regression jeweils unter r=< 0.97 lagen (Tab. 7}.

Dies zeigt, dass auch fuer die Daten fuer experimentell erhogehte Salzge-
halte mathematisch keine Substrat-Saettigungssurve mit einem definierten
Grenzwert vortiegt, bzw., dass eine theoretisch zu fordernde Substrat-
saettigung erst bei sehr viel hoeheren Substratkonzentratipnen erwartet
werden kann.



1 (s8] 1 SALZGEHALT [ ¥10~-3 } I MITTEL- 1 SbD 1
I [UG C/L1 I 31.00 24,70 19.74 3Z.40# 30.07 1 WERT I¥10~+3 1
) T S e et I-~=-=-==--- I------= I
1 36 I 0.13468 0.3212 0.6696 0.5250 0.9063 1 0.5118 1 299.0 1
1 72 I 0.4895 0.6192 1.0512 0.6200 1.33346 1 0.8231 1 356.6 1
I 108 I 0.56408 0.7128 1.4760 O©0.8B110 1.57491 1 1.042% 1 445.6 1
I 144 I 0.8134 0.8136 1.46704 0.9540 1.8126 @ 1.2128 1 488.6 1
1 216 I 1.1348 1.0944 2.0952 11,2880 2,0034 I 1.5252 1 484.8 1
1 %40 I 2.3400 2.0520 3.5784 1.9560 3.0050 I 2.5863 1 &89.7 I
I 1440 I 4.341&6 3.8664 6.1560 3I.6730 44,9130 1 4,5900 1 997.7 1
1 5760 1 9.345&8 &.2928 13.44%94 7.15S0 8.8720 I 9.0230 12768.8 1
(T T i Tl 1
ISTATISTIK I---===--—--- NICHTLINEARE REGRESSION ---===--—-~----c—m-——== 1
1IREGR. MaOD.I r r r r # r I ~ 1 » I
[-====m=—-- ) el I--——----- 1----—-- I

IPDT. REGR.1 0.9787 0.9934 0.9989 0.9971 0.9988 I 0.9934 I
ILOG. REGR.I 0.9404 0.9636 0.9344 0.9414 0.9533 1 0.9465 I 11.7 1
IEXP. REGR.I 0.7600 0.7958 0.838B2 0.84%9% 0.8523 1 0.8192 1

I Tab. 7 : VZ-Werte aus den Substrat-Saettigungskurven VZ\I[S] {fuer 1
1 MUF-Leucin in Abhaengigkeit von Versuchssalzgehalten, I
I gemessen im Juni 1983 mit Wasser aus der Foerde; 1
1 V2= [ ug €C ¥ L*-1 * h™~-1 1. I
I Fuer die Gleicthung des potentiellen Regressionsmodells I
1 gilt: y= D.03! ¥x°0.6013; ro2= 7?7 0,72739 77 I
1 # = langsame Autsalzung ueber 3 h; 1

Die Durchfuehrung des F-Tests bezueglich der gemittelten r-Werte ergibt
F-Werte von 1,89, 11.81 und 22.37 fuer dfl= df2= 4 bei einem kritischen
F-Wert wvon 6.3% fuer P= %5% und 16.0 fuer P= 99%; dies bedeutet, dass
auch bei einer experimentellen schnellen Aenderung des Salzgehalts das
potentielle Regressionsmodell fuer die Substrat-Saettigungskurve in
Vergleich zum exponentiellen und logarithmischen Regressionsmadell
signifikant verschiedene und damit bessere Daten liefert. Fuehrt man
fuer das potentielle und das logarithmische Modell den t-Test fuer
unabhaengige Mittelwerte durch, so errechnet sich ein t von 7.24 bei d¥=
28 bei einem kritischen t-Wert von 3.34 fuer P= 1% bzw. 5.04 +uer P=
0.1%; somit gilt die Verschiedenheit auch fuer den Wergleich der
potentiellen mit der logarithmischen Regression.
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} Abb. 19! Substrat-Saettigungskurve (V2\[S]) fuer die Salzgehalte 3
i 13.2 ¥ 10"-3 {insitu) und 31.00 ¥ 10*-3 ( experimentell '
' erhoehter Salzgehalt); ( potentielle Regressiaon ! ) '
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! Abb. 20: Substrat-Saettigungskurve {(V2\{E81) fuer die Salzgehalte H
H 12.08 * 10~-3 (insitu) und 24.07 % 10°-3 ( experimentell :
i erhpehter Salzgehalt}; { potentielle Regression ! } H
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i Abb., 22: Substrat-Sasttigungskurve (VZ2\[(S]) fuer die Salzgehalte
t 13.34 ¥ 10°-3 (insitu) und 32,40 * 10~-3 ¢ experimentell
H
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! Abb. 23! Substrat-Saettigungskurve (VZ\I(S1) fuer die Salzgehalte H
H 13.54 ¥ 10°-3 (insitu) und 30.07 ¥ 10*-3 ( experiwmentell '
! erhoehter Salzgehalt); ( potentielle Regressiaon ! ) H

Berechnet man fuer die obigen Daten das HANES-PLOT, ergeben sich die in
Tab. 8 dargestellten Regressionsdaten. )

Die HANES-PLOTS zu den jeweliligen Salzgehalten sind in den Abb. 24, 23
und 26 dargestellt.
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I IS1 I SALZGEHALT [ %*10°-3 1 I MITTEL- I STANDARD- 1

[UG €C/L) I 31.00 24,70 19.74 #32.40 30.07 1 WERT I ABWEICHUNGI
I-=-=——==—= ) i it [-————--- I~ =-—=-- 1
1 36 1 260.2% 107.82 5S3.91 68.61 39.72 1 106.06 1 87,86 1
1 72 I 147.99 1146.11 &8.61 116.13 53.91 I 100.35 I 38.51 I
I 108 1 147.72 150,95 73.04 133.19 68.61 1 118.70 1 45.41 I
I 144 I 177.58 177.58 86.26 150.95 79.46 1 134.37 I 48. 32 I
I 216 1 188.48 194.89 102.92 215.69 107.82 1 158.43 1 S51.24 1
I 3540 I 231.04 243.28 150.95 276.12 179.70 I 220.22 1 53.70 I
1 1440 I 331.75 372.71 234.03 392.07 293.11 1 324.73 1 63.47 1
I 37260 I 616.11 914.83 428.22 805.05 699.23 1 &82.69 1 186.53 I
I--------—- B et e L R I
I I I 1 I
ISTATISTIK I ------ NICHTLINEARE REGRESSIOMN----- I MITTEL- I STANDARD- 1
IREGR. MOD.I --—----— KORRELATIONSKOEFFIZIENT ---- I WERT I ABWEICHUNGI
1 I 1 I I
I=eemmmm == I r r r # r r [---=-—==- I--—-—==——-- I
1 I I

ILINEARE R.I 0.9704 0.9928 0.9694 0.94660 0.9820 1 0.9761
IPOTENY. R.I 0.8355%1 0.9870 0.9977 0.9950 0.9990 1 0,9468

Pt bt b bt
o]
o]
o
N
o>

1 I I

- I-—- STEIGUNGEN + ACHSENABSCHNITT ---I-----—=--- I--==--=-=--- I
I 1 I I I
I milin.R.)1 0.0760 0.1354 00,0626 0.1i80 0.1030 I 00,0990 I 0.0298 1
I mipot.R.)I 0.2258 0.4132 0.4170 0.4010 0.5590 I 0.4032 I 0.11849 I
1 I 1 1 1
I btlin.R.)1 186.14 (44.76 B84.67 1352.47 76.99 1 129.41 I 44.9058 1
1 b(pot.R.)XI 66.62 21.61 11.19 14.63 S5.14 I 23.84 1 24,6457 1
1 I I I I
I--rmm e s e e e e e e e e e e - = I
1 Tab. 8: (S1/V2-Werte aus dem HANES-PLOT (({S1/V2)\[S1} fuer 1
1 MUF-Leucin in Abhaengigkeit vom Versuchsssalzgehalt, I
I gemessen im Wasser der Kieler Foerde im Juni 1983; 1
1 [S3/V2 = (ug C/L/h 1. {#= langsame Aufsalzung ueber 3 h) 1
I Fuer das lineare Regressionsmodell gilt: y= mx + bj I
I Fuer das potentielle Regressionsmodell gilt: ¥y= mx"™b I
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! Abb. 24: HANES-PLOT fuer die Versuchssalzgehalte von 31.00 #10~-3 |
{ und 24.70 ¥10*-3§ fuer dieses Plot wurde je eine H
H Ausgleichsgerade berechnet. H
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i Abb. 25: HANES-PLOT fuer die Versuchssalzgehalte von 19.74 #10~-3 |
} und 30.07 ¥10~-3; fuer dieses Plot wurde keine Aus- H
! gleichsgerade berechnet, sondern eine potentielle Regres- |
' sionskurve;j H
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! Abb. 24: HANES-PLOT fuer den Versuchssalzgehalt von 32.40 ¥10°-3 H
H mit langsamer Aufsalzung ueber 3 Stunden; H
H (insitu-56 = 13.34 %10~-3); fuer dieses Plot wurde keine '
H Ausgleichsgerade, sondern eine potentielle Kurve H
} berechnet. '
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Wie aus Tab. 8 und den Abb. 24, 235 und 26 ersichtlich ist, folgen diese
Regressionskurven zum Teil dem potentiellen, zum Teil dem linearen Re-
gressionsmodell. Der Mittelwert fuer r der linearen Regression hat sich
gegenucber den insitu-Salzgehalt-Ergebnissen um 0.680 % verbessert, waeh-
rend sich der Mittelwert fuer r der potentjellen Regression um 2.77 %
verschlechtert hat. Diese Verschlechterung ist allerdings im wesent-
lichen au+t+ den ungewovehnlich niedrigen r-Wert der potentiellen Regres-
sian fuer 3J31.00 ¥%¥10°-3 Testsalzgehalt zurueckzufuehren, der durch den
hchen [S1/V2-Wert wvon 36 ug C/t bedingt wird. Insgesamt betrachtet
ueberwiegt alsa immer noch das potentielle Modell das lineare Modell
der MICHAELIS-MENTEN-KINETIK.

Tab. 9 gibt die Steigungen von Substratkonzentration zu Substratkon-

zentration +#fuer Jjeweils einen Test-Salzgehaltswert wieder, wabei die
Daten von Tab., 8 die Berechnungsbasis bilden.
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I [8] I SALZGEHALTE [ #10~-3 1 I MITTEL- 1 SD

1 C UG CrL 1 I 31.00 24.70 19,74 #32.40 30.07 1 UWERT 1

I----———————— I-—- e e I-——----- I-——-—=- I
I 36 - 72 1(-3.118) 0.230 0.408 1.320 0.394 I 0.588 1 0.495 I
I 72 - 108 1 0.3548 0.988 0.123 0.474 0.408 1 0.504 [ 0.305 1
1 108 - 144 1 0,274 0.740 0,347 0.493 0.301 I 0.4934 1 0.188 1
I 14 - 216 1 ©0.154 0.268 0.231 0.899 0.399 I 0.389 I 0.298 1
I 216 - 540 I 0.131 0.203 0.149 0©0.187 0¢.222 1 0.179 1 0.038 1
I $540 - 1440 I 0.112 0.122 0.092 0.129 0.126 1 ©O.116 [ 0.015 1
I 1440 - 5760 1 0.066 0.126 ©0.045 0.096 0©0.082 1 ©0.092 1 0.031 1
e e e e el 1
I 1 I I 1
I STATISTIK: I ----- TRENDLINIENBERECHNUNG ----—-— I MITTEL- I sh 1
I LIN. REG. 1 Y =mx + b I WERT 1 1
I I I 1 I
I--——————— I-————————— e e I--m————~- I-——-=-- I
I STEIGUNG: I m m m m ¥ m I I I
1 I -.0852 -.0908 -.0489 -.1468 -.0564 1 -0.08%96 I 0.047 1
I ) e e e e e i I-—--—~===- I------- I
I KORR.KOEFF. 1 r r r r 8 r I 1 1
I I -.8884 -.5859 -.7588 -.7957 -.9049 I -0.78866 1 0.128 1
I -0 ¢t e - I-——-===—- I-——-——- I
I t-WERT(p=5%1 t t t Lt # t I I I
1 t krit=2.57 1 3.8708 1.6168 2.6047 2.9380 4.7404 I 3.1541 [ 1.198 1
1 1 I 1 I
I- -~ m e e e e m— e o — == I
I Tab. 9: Verlauf der Steigungen zwischen den einzelnen Wertepaaren 1
1 im HANES-PLODT in Abhaengigkeit wvom Versuchssalzgehalt. 1
I Die Trendlinien sprechen fuer die Nichtlinearitaet der I
1 Daten der HANES-PLOTS. (#: langsame Aufsalzung ueber 3 h ) I

Aus Tab. 9 wird ersichtlich, dass nur fuer 1 HANES-PLOT mit einem Ver-
suchssalzgehalt van 24.70 %*10°-3 kein signifikanter linearer Trend vor-
liegt. Dies ist allerdings im wesentlichen durch den ersten Wert (0.23)
bedingt. Unter der Annahwme, dass dieser Wert als Ausreisser zu betrach-
ten ist, liegt fuer die restlichen Daten eine ]ineare Korrelation von
r= 0.91 var. Dies haette zur Folge, dass dann alle 5 HANES-PLOTS einen
signit+ikanten linearen Trend in den Steigungen aufweisen, so dass das
MICHAELIS-MENTEN-MODELL auch fuer die schnellen Aufsalzungen nur einge-
schraenkt gelten kann !

Dies gilt analog auch fuer die langsame Aufsalzung.

Abb. 27 stellt das Ergebnis der Tabelle ¢ nochmals in einer Zusammenfas-
sung graphisch dar.
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STEIGUNGEN IM HANES-PLOY STEIGUNGEN IM HRNES-PLOT

Abb. 27: Darstellung der Steigungen zwischen den einzelnen Werte- '
paaren im HANES-PLOT (a) und die Gesamt-Trendlinie (line- |
are Regression) ueber nur 4 HANES-PLOTS mit experimentell |
schnell erhgehten Salzgehalten (b). H
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Um die Wirkung der experimentellen Saligehaltsveraenderung durch schnel-
les Aufsalzen allgemein zZu untersuchen, soll im +olgenden ein Vergleich
der Steigungsaenderungen zwischen 2 aufeinanderfolgenden Wertepaaren bei
insitu- und bei Versuchssalzgehalten durchgefuehrt werden.

Bildet man die Differenz aus den Steigungsaenderungen in den HANES-PLOTS
tuer insitu- und Versuchssalzgehalte { Tab. 9 - Tab. 4 ), so0 entsteht
eine resultierdende Kurve, die Veraenderungen zwischen 2 benachbarten
Substrat-Konzentrationen in Abhaengigkeit vom insitu- und Versuchssalz-
gehalt darstellt. Bildet man ueber alle nach diesem Verfahren berech-
neten Kurvendaten eine Trendlinie wit Hilfe der linearen Regressicn, SO
gibt die moeglicherweise nachgewiesene Trendlinie eine generelle Wirkung
der unter den o. 9. Bedingungen durchgefuehrten Salzgehaltsveraenderun-
gen mieder.

Fuer die Daten aus Tab. 9 und Tab. 4 zeigt sich folgendes in Tab, 10
dargestelltes Ergebnis:
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1 (83 I SALZGEHALTE [ ¥ 10°-3 1  (INSITU / TEST ) I
I {UG C/LIT 13.20/31.00 12.08/24.70 11.45/19.74 13.34/32.40 13.54/30.071
I--------- L ettt Iommmmmmmme | e | ittt X
I 36- 721 (-3.9693 )} I ¢ 1.8033 )1 0.11%3 I  0.6210 I -0.1498 I
I 72- 1081 ©0.0011 I 0,4438 I -0.0679 I -0.4301 I 0.0563 I
I 108- 1441 -0.22%1 I 0.2387 I 0.1342 1 0.0003 1 -0.11% 1
I 144- 2161 -0.0178 I -0.154B I -0.0866 I 0.5755 1 0.1174 I
I 216- 5401 -0.0993 I 0.079% 1 0.0252 1 =-0,1283 I -0.0471 1
I 340-1440I -0.0131 I =-0.,1194 I =-0.0357 I -0.0242 I 0.0296 1
11440-57601 0.0218 I 0.0515 1 -0.0110 I -0,0054 I -0.0296 I
I-=m=-- - I-----mmmmmoe I-------==== R s | [--mmmemm - 1
I TREND~ I m= +0.019 I m= -0.080 1 m= -0.015 I m= -0.043 1 m= +0.012 I
I LINIE I r= 0.3789 I r= -0.666 1 r= -0.395 I r= -0.043 I r= 0.267 1
I (LIN.R.)I t= 0.819 I t= 1.787 1 t= 0.960 I t= 0.560 I t= 0.620 I
R e s I

Differenzen aus in den HANES-
PLOTS fuer insitu- und Versuchssalzgehalte;

1 den Steigungsaenderungen I
I I
1 die Datenbasis bilden Tab. 4 und 9. 1
1 I
I 1

Die kritischen t-Werte sind: t{dfid4)} 2.7765 P =
t{d$(3)12 2,371 P =

Wie Tab. 10 deutlich macht, ist durch die Autsalzung kein signifikanter
linearer Trend in den Steigungsdifferenzen der jeweiligen HANES-Daten
entstanden. Dies zeigt, dass ueber alle Einzelkonzentrationen kein sig-
nifikanter Trend im Bezug auf eine Salzgehaltsveraenderung durch Aufsal-

zung zu erkennen ist.

Unter den o. g. Voraussetzungen haben die HANES-PLOTS also immer noch
einen nichtlinearen Verlauf.
Es ist allerdings aus der Literatur bekannt (vgl. Einleitung), dass der

HANES-PLOT bei gemischten Bakterienpopulationen und im Vergleich 2zu den
Saettigqungskonzentrationen sehr geringer Substratzugabe im unteren Kon-
zentrationsbereich kaum Linearitaet zusammen mit den Werten fuer hoehere
Konzentrationen ergibt, Letztere weisen unter sich meistens eine Line-
aritaet auf und ermoeglichen eine einwandfreie Berechnung van Vm. Wenn
die aus niedrigen Substratzugaben resultierenden Werte mit in die
Regressionsgerade einbezogen werden, sind fehlerhafte Werte fuer die
nach dem HANES-PLOT errechenbaren Tt {(Turnover-time! und Km zu erwarten.
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3.2.3 i Eragbnisse der Versuche mit yveraenderter Temperatur;

Um den Einfluss von versuchsbedingten Temperaturaenderungen auf die
Proben abschaetzen zu koennen, wurde je eine Wasserprobe mit einem ur-
spruenglichen insitu-Salzgehalt von 13.54 % 10°-3, sowie einem daraus
abgeleiteten Testsalzgehalt von 30.07 ¥ 10+-3 auf 10 Grad (Celsius ueber
die jeweilige insitu-Temperatur langsam erwaermt, { RGT-Regel ) und an-
schliessend wie eine der insitu-Proben behandelt. Die Ergebnisse fuer
die insitu-Probe wurden bereits unter 3.2.1, die Ergebnisse der FProbe
mit experimentell erhoehtem Salzgehalt unter 3.2.2 beschrieben. NMNach-
stehend werden nur die Ergebnisse der Proben mit erhoehter Temperatur
dargestellt, Die Ergebnisse der Fluoreszenz\Zeit-Plot fuer die Proben
mit erhoehter Temperatur zeigen gegenueber den insitu-Proben einheitlich
hoehere Fluoreszenz ( = Umsatzgeschwindigkeiten ) ueber alle Substrat-
konzentrationen.

Vergleicht man die Substrat-Saettigungskurven von insitu-Proben, FProben
mit experimentell erhoehtem Salzgehalt und Proben mit erhaehter Tempera-
tur, s0 zeigt sich, dass die Umsatzgeschwindigkeiten im wesentlichen
staerker von der Temperaturaenderung als von der Salzgehaltsanderung
beeinflusst wird ( Abb. 28 und Tab. 11 }). Die Substrat-Saettigungskurven
fuer experimentell erhoehte Temperaturen zeigen ebenso wie die bisherig
dargestellten Substrat-Saettigungskurven nicht das zu erwartende Kurven-
bild. Die Durchfuehrung der nichtlinearen Regression analog 3.1.1 zeigt,
dass in allen Faellen eine potentielle Regression mit r> 0.99 vorliegt,
waehrend die Korrelationskoeffizienten fuer exponentielle und logarith-
mische Regression jeweils unter r={ 0.98 bzw. unter 0.858 lagen. (Tab.
11y, Dies bedeutet, dass auch fuer diese Daten keine Substrat-Saetti-
gungskurve mit einem definierten Grenzwert vorliegt.
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I 18] I SALZGEHALT [ ¥10~-3 1} I mw I Mw IMW Tie)l
I [UG C/LY 1 13,3549 13.59% 30.07 30.07% I T(i) I T(ed IiMW T(i)1
I-=-——- ) e e i e il I--——~—== I-wm——-=- I--~===- 1
1 36 I 1.04%94 1.4787 0.9093 1.5264 I 0.9794 1 1.50256 1 1:1.5 1
I 72 I 1.33856 2.0988 1.33548 2.%280 [ 1.33%&6 I 2.3134 1 1:1.7 1
1 108 1 1.6218 2.384Y 1.5741 3.0527 1 1.%5980 1 2.7188 1 1:1.7 1
I 144 I 1.7649 2.7663 1.8126 3.3389 1 1.7888 I 3.0527 I 1:1.7 I
I 214 I 1.9557 2.8142 2.0034 3.5774 1 1.9796 1 3.1958 1 1:1.6 1
I 5490 I 2.85819 44,4837 3.0030 S5.0084 I 2.9335 I 4.7461 1 1:1.6 1
I 1440 1 4.8176 35.8670 4.9130 6.7732 1 4.8653 1 6.3201 1 1:1.3 1
I 57460 I 7.3456 9.1105 8.8720 10.5415 1 8.1088 I 9.8260 1 1:1.2 1
I-————m— e e e 1-————-- 1
ISTATISTIK I--~~---- NICHTLINEARE REGRESSION -----------=-—--=---- 1 I
IREGR. MOD.1 r r r r I Mw 1 sb 1 I
I-—-—memm—- ) i I----———-- I--====-- I I
IPOT. REGR.1 0.99273 0.9953 0.9988 0.9863 1 0.9944 1 0.0036 1 1
IL.0G. REGR.I 0.96583 0,.9793 0Q.9333 0.9823 1 0.9704 I 0.0133 I 1
IEXP., REGR.1 0.8432 ©.8218 0.8523 0.7998 1 0.8442 1 0.02349 1 I
I mmm e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s ————— I
I Tab. 11: VZ2-Werte aus den Substrat-Saettigungskurven V2\LS] tuer I
I MUF-Leucin in Abhaengigkeit von Versuchssalzgehalten und I
I der Versuchstemperatur, gemessen im Juni 1983 mit Wasser 1
I aus der Foerdef I
I V2= [ ug C ¥ L"*-1 ¥ h~-1 1. 1
I * = Proben mit experimentell erhoehter Temperatur I
1 T{i} = insitu-Temp.3i Tie} = experimentell]l erhoehte Temp. I
Es 2eigt sich, dass die nach der RGT-Regel zu erwartende Verdoppelung

der Umsatzgeschwindigkeiten nicht erfolgte;

sein,

RGT-Regel

wurde durch

schwindigkeit nur um den Faktor 1,2 -

Berechnet man fuer die obigen Daten das HANES-PLOT,
12 dargestellten Regressionsdaten.
zu den jeweiligen Salzgehalten
16 und 25 dargestellt.

Yab.

D

ie

HANES-PLAOTS
sind in den Abb.

eine Temperaturerhlihung van 10 Grad Celsius die
1,7 erhoeht,
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dies kann dadurch begruendet
dass das im Versuch vorliegende Gemisch van Enzymen nicht den der
zugrunde liegenden theortischen Bedingungen des Umsatzes
einem einzigen Substrat an einem einzigen Enzym entspricht.In der

Umsatzge-

von
Regel

ergeben sich die in

insitu-Temperatur



I (8] I SALZGEHALT [ *10°-3 I MITTEL- I STAMDARD- I

1 fUG C/LY I 13.5%4 13.54%  30.07 30.07% 1 WERT 1 ABWEICHUNG1
I------=-=- I-——-=emmmemmmm— e mmmmen——— oo I---=----- [----mm-—- 1
1 36 I 34.31 24,35 39.72 23.59 1 30.49 I 7.85 1
I 72 I 33.91 34.31 53.91 28.98 1 42.8% I 13.22 1
1 108 I 66,59 45.28 68.62 3%5.38 1 53.97 1 16.28 1
1 144 I 81.59 52.05 79.45 43.13 1 64.06 I 19.38 I
I 216 1 101.45 76.7%  107.82 60.38 1 86,60 1  22.03 I
I 540 1 188.68 120.44 179.70 107.82 1 149.16 I  40.94 1
I 1440 1 298.90 245.44 293.11 212.60 I 262.S51 1 41.00 I
1 5760 I 784.14 6&32.24 649.24 %46.41 I 433.01 1  98.33 I
| it I ~= e o I-—mm————— I--——~- ~———-1
ISTATISTIK I ------ NICHTLINEARE REGRESSION----- I MITTEL- I STANDARD- I
IREGR. MOD.I 1 WERT I ABWEICHUNGI
1 I 1 I I
I-—-——mm-- I~-=—=-- KORRELATIONSKOEFFIZIENT —--~~ 1--————-—- 1-———mmmmeee 1
I I r r r r I 1 1
ILINEARE R.I 0.9910 0.9930 0.9820 0.9920 I 0.9895 1! 0.0051 1
IPOTENT. R.I 0.9990 0.9990 0.9990 0.9960 I 0.9983 I 0©.0015 I
1 1 1 1 1
1-————---- I--- STEIGUNGEN + ACHSENABSCHNITY ---[--~------ I---mmmm———- 1
1 1 1 I I
1 milin.R.)I ©.127 0.104 0.103 0.090 I 0.1060 [ 0.01%4 I
1 m(pot.R.)I 0.608 0.648 0.559 0.648 I 0.46158 1 0.0423 I
I 1 I I I
I b(lin.R.)I 69.381 45.492 76.985 38.299 1 57.5393 1 18.5624 1
I b(pot.R.)I 3.927 2.211 5.140 1.883 I 3.2903 I 1.5245 I
1 1 1 1 1
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I Tab. 12: [51/V2-Werte aus dem HANES-PLOT ((LS1/V2)\[S51} fuer

1 MUF-Leucin in Abhaengigkeit vom Versuchsssalzgehalt und

I Temperatur, gemessen im Wasser der Kieler Foerde im Juni
b 19833

1 Fuer das lineare Regressionsmodell g9ilt: y= mx + bj
1 Fuer das potentielle Regressionsmodell gilt: ¥y= mx"b

bl e b b

Die Steigungen der HANES-PLOTS fuer erhoehte Temperaturen sind geringer
als die Steigungen der HANES-PLOTS fuer insitu-Temperatur. Dies ist
dadurch begruendet, dass eine qeringere Steigung in diesen Plots eine
hoehere Umsatzgeschwindigkeit ausdrueckt (m = 1/y2 ).
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! Abb. 28: HANES-PLOT fuer die Salzgehalte 13.54 #10~-3 (insitu) und !
H 30.07 #10°-3 (exp. schnell erhoehter Salzgehalt) mit H
! experimenteller Temperaturerhoehung um +10 Grad C; fuer i
} dieses Plot wurde keine Ausgleichsgerade berechnet, H
H sondern eine potentielle Regressionskurve. H

Wie aus Tab. 12, sowie der Abb. 28 ersichtlich ist, folgen diese Regres-
sionskurven dem potentiellen Regressionsmodell.

Tab. 13 gibt die Steigungen von Substratkonzentration zu Substratkonzen-
tration tuer jeweils einen Test-Salzgehalteswert wieder, wobei die Daten
von Tab. 12 die Berechnungsbasis bilden.



I (s8] I SALZGEHMALTE { #10~-3 1 I MITTEL- I Sh I

f UG csL. 2 I 13.374 13.594% 30.07 30.07% I WERT 1 1
I-——-r—————- J-emm—m e m e e mmr o s Sme s I---w-—-- I-——m=- I
1 36 - 72 1 0.5440 0.2767 0. 3740 0.1358 1 0.338 1 0.173 1
1 72 - 108 1 0.3520 0.2214 Q.4080 0.19217 I 0.293 I 0.103 I
1 108 - 144 1 0.4170 0. 1881 0.3010 0.2153 I 0.280 I 0.103 1
I 144 - 216 1 0.2780 0.3431 0.3940 0.23968 I 0,313 I 0.06% 1
I 216 - 3540 I 0.2690 0. 1348 0.2220 0.1464 I 0.193 1 0.0864 1
1 5S40 - 1440 1 0,1230 0.1389 0.12560 0.1144 1 0,126 1 0.009 1
I 1440 - 5760 1 0.1120 0.0895 0.0820 0.0773 1 0.090 1 0.015 1
) et e ity I
I STATISTIK: I =--—--- TRENDL INIENBERECHMUNG --—--- I MITTEL- 1 SD 1
I LIN. REG. I y =mx +b I WERT b 1
| e e I----——=—-- e ittt L b b b I-=======- I-—----- 1
I 1 I I I
I STEIGUNG: I m m m m I I I
I 1 -.0&479 ~.0279 - . 03849 -.0141 I -0.0416 I 0.025 I
I 1 1 1 1
I KORR.KOEFF. I r r r r 1 1 I
I 1 -~.9468 -.6788 -. 9044 -.9290 I -0,7648 I 0.196 1
I I 1 1 I
1 t-WERT{p=S%1 t 1 t t 1 1 1
I t krit=2.57 1 &.5717 2.0649 4.7404 1.3940 I 3.6933 I 2.402 1
I m o m i e e e e e e e e e EE E  E—  m— Em ————_——— I
I Tab. 13: Verlauf der Steigungen zwischen den einzelnen Wertepaaren I
| im HANES-PLOT in Abhaengigkeit von Versuchssalzgehalt und I
1 Versuchstemperatur., 1
h Die Trendlinien fuer die Versuche mit insitu-Yemperatur 1
I sprechen fuer die Nichtlinearitaet der Daten in den I
1 HANES-PLOTS, die Trendlinien fuer die Versuche mit experi-I
I mentell erhoehter Temperatur sprechen fuer eine Lineari- I
I taet der Daten der HANES-PLOTS; 1
1 t(krit.) fuer df=3 = 2.%571; (*: insitu-Temp. + 10 Grad C.!I

Wie aus Tab. 13 ersichtlich wird, liegt fuer die HANES-PLOT mit experi-
mentell erhoehter Versuchstemperatur kein signifikanter linearer Trend
in den Steigungsdifferenzen zwischen den einzelnen Wertepaaren vor, Was
zur Folge hat, dass das Ergebnis des t-Tests eine Parallele zur x—AcChse
warscheinlich macht und damit eine Linearitaet der HANES-PLOTS fuer
diese Daten annimmt. Unter den vorliegenden Voraussetzungen kann das
MICHAELIS-MENTEN-MODELL +fuer die Versuche mit erhogehter Temperatur
zu vernachlaessigendem Fehler gelten !

Wie gezeigt wurde ist der Einfluss der Temperatur aut die Umsatzaktivi-
taet hoeher als der Einfluss des Salzgehajltes.

Abb. 29 stellt das Ergebnis der Tabelle 13 nochmals graphisch dar.

mit
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} Abb. 29 Darstelliung der Steigungen zwischen den einzelnen Werte- )
' paaren im HANES-PLOT (a) und die Gesamt-Trendlinie H
H {lineare Regression) ueber 2 HANES-PLOTS mit experimentell !
i erhaoehter Temperatur (b). i

Biidet man die Differenz aus den Steigungsaenderungen in den HANES-PLOTS
fuer insitu- und Versuchstemperatur fuer die jeweiligen insitu- und
Versuchssalzgehalite ( dmiT+) - dmiTi}) ), so zeigt sich nach Einbeziehung
aller Daten in die Trendlinienanalyse folgendes in Tab. 14 dargestelltes
Ergebnis ueber die generelle Tendenz der Wirkung einer unter den o0.9.
experimentellen Bedingungen durchgefuehrten Temperaturerhoehung:

I £s1 I SALZGEHALTE [ # 10°-3 1] (INSITUL / TEST ) 1
I fuUG CsL3 I 13.54 I 30.07 I MITTELWERT 1
) etk le ket - Imr-—=r—mr e I-—--—m—mm e ——— I
I 36 - 22 1 -0.267 I -0.258 I -0.263 I
I 72 - 108 I ~0.131 1 -0.214 I -0.174 1
1 108 - 144 I -0.229 I -0.086 I -0.158 1
I 144 - 216 1 ~0.0s87 I ~0.154 1 -0.044 1
1 216 - 540 I ~0.134 I -0.076 I -0.1035 I
1 540 - 1440 I +0.016 1 -0.010 1 +0.003 1
1 1440 - 3760 I -0.023 1 -0.003 I -0.0149 1
G e [-=-mmm Jommmm e [-=--mmwmmmm e -1
1 I I I 1
I TRENDLINIE I m= -0.040 1 m= +0.042 1 m= +0.041 I
I Y=mx +b I r= 0.834 [ F= 0.929 I r= 0.920 I
I (LIN. REGRESSION) I t= 3.380 § t= 5.635 1 t= %5.264 I
I t(krit,.;P=5%= 2,57 I 1 I 1
I--=—- Bt il e e e — e 1
I Tab 14 : Differenzen aus den Steigungsaenderungen in den HANES- I
1 PLOTS fuer insitu- und Versuchstemperatur in Abhaengig- 1
I keit vom Versuchssalzgehalt. 1
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Wie Tab. 14 deutlich macht, ist durch die Temperaturerhoehung ein signi-
fikanter linearer Trend in den Steisungsdifferenzen der jeweiligen
HANES-Daten entstanden. Die beiden HANES-PLOTS haben unter den o. g.
Voraussetzungen jeder fuer sich einen verschiedenen Trend entwickelt,
cbwohl in der Summe dann allerdings immer noch ein signitikanter line-
arer Trend vorliegt. Dies ist ein Hinweis dafuer, dass der Steigungswert
40.042 durch einen Ausreisserwert fuer die Ditterenz zwischen 4. und 3.
Wertepaar bedingt ist. Daraus ist dann zu schliessen, dass bei den unter
den o©o. 9. Bedingungen durchgefuehrten Versuchen mit experimenteller
Temperaturerhoehungen eine Erhoehung der Umsatzraten besonders bei nied-
rigen Substatzugaben erfolgte und somit eine bessere Anpassung der Daten
an die MICHAELIS-MENTEN-GLEICHUNG gegeben ist.

Wie aus Tab. 11 ersichtlich ist, liegen fuer alle Versuche mit erhoehter
Temperatur grundsaetzlich hoehere Umsatzgeschwindigkeiten wvor. Gleich-
zteitig hat eine Linearisierung in den HANES-PLOTS eingesetzt. Dies ist
in erster Linie auf die Wertepaare 2, 3 und 4 zurueckzufuehren. Die
Abnahme der Steigungsaenderungen in Tab. 14 fuer insitu-Salzgehalte ist
damit zu erklaeren, dass die experimentelle Veraenderung nur eines ein-
zelnen Faktors eine Erhoehung der Umsatzgeschwindigkeit bewirkt. Die
Zunahme der Steigungen fuer erhoehte Salzgehalte in Tab., 14 ist u. a.
auch damit zu erklaeren, dass durch die Salzgehaltserhoehung eine ge-
ringere Anzahl von aktiven Bakterien angesprochen wird. Obwohl hier nach
Tab. 11 eine Erhoehung der Umsatzgeschwindigkeit vorliegt, ist diese
Umsatzgeschwindigkeit geringer als die insitu-Umsatzgeschuwindigkeit, da
insgesamt weniger Bakterien an den Umsatzprozessen beteiligt sind. Die
Gesamttrendlinie weist somit auf signifikant geringere Steigungen und
hoehere Umsatzraten in den HANES-PLOTS hin.
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3.2:49 i Eraebnisse der Versuche mit veraendertem pH-Wert und Auswertung
der Flucrescamin-Ergebnisse:

Um den Einfluss von versuchsbedingten pH-Schwankungen aut die Proben
abschaetzen zu koennen, wurde eine Wasserprobe mit einem urspruenglichen
insitu-Salzgehait wvon 13.00 ¥ 10"-3 und einem insitu-pH von B.6 aut die
Veraenderungen der Umsatzaktivitaet im Vergleich zum insitu-pH-Wert bei
einem experimentell veraendertem pH-Wert von insitu-pH +/- 2 untersucht.
Die Veraenderung des pH-Wertes wurden durch Zugabe von 1 normaler HCl
bzw. 1 normaler NaOH bis zum gewuenschten pH-Wert erreicht., Anschlies-
send wurden alle FProben wie eine insitu-Probe beharndelt.

Zur Verfolgung der in den Proben vorhandenen bzw. freigesetzten freien
geloesten primaeren Aminosaesuren wurde gleichzeitig die Konzentration
dieser Substanzen mit der Fluprescamin-Methode ( NORTH 1975 ) bestimmt.

! SUBSTRAT- I EXTINKTIONEN (%) I GERADENFPARAMETER ‘
! KONZENTRATION I ----- REAKTIONSZEIT ~----- I Y = m¥x + b H
b umol/L ) I 0 MINUTEN I 420 MINUTEN I m 1 b H
Pmm e I-——————— I I-————~—mr— I--meem e i
i 1 I I I i
| I = m e INSITU-SALZGEHALT ~=-~e~---we—c———-- :
} 1.0 umopl/L I 0.749 1 1.33 I 0.0014 I Q.74 '
i 7.5 umol/L I 4.25 I 4.61 I 0.0009 I 4.25 H
H 80.0 umols/L I 25.75 1 29.30 I 0. 0089 I 25.75 '
e i ) e niadednd btk dediedadeien I---rmmmme I-—-rre———— H
H 1 I I 1 ;
H I ~-—--eee————— VERSUCHSSALZGEHALT ~-=--==-=====-—->===- i
: 1.0 umcl/L 1 1.70 I 2.21 I 0.0012 I 1.70 ;
i 7.9 umolsL 1 4.34 1 4.76 1 0.0010 I 4,76 !
i 80.0 umol/L I 25.00 I 29.795 I 0.0107 I 25.00 i

! Tab. 15: Extinktionswerte und die zugehoerigen Geradensteigungen H
' fuer die Fluorescamin-Versuche bei Salzgehalten von H
H 13.0 ¥10~-3 (insitu) und 31.0 * 10"-3 (experm. erhoeht}. '

Die Ergebnisse der Fluoreszenz\Zeit-Plots fuer die Proben mit insitu-pH
zeiqgen gegenueber den Proben mit veraendertem pH-Wert einheitlich
hoehere Flupreszenz-Zunahmen | = Umsatzgeschwindigkeiten } ueber alle
SubstratKonzentrationen.

Vergleicht man die Flupreszenz\Zeit-Plots fuer insitu-Salzgehalt und

experimentell erhoehten Salzgehalt, so zeigen bei niedrigen Substrat-
Konzentrationen (1.0 umpl/L) hoehere Fluoreszenz-Zunahmen fuer die
Proben mit insitu-Salzgehalt; bei den hoeheren Substrat-Konzentrationen

(7.9 umpol/L) ergibt sich eine hoehere Steigung beim experimentell
erhoehten Salzgehalt. Dies koennte ein Hinweis dafuer sein, dass in der
Probe mindestens Z verschiedene Bakterienpopulationen mit unterschied-
lichen Anspruechen an ihre Umwelt vorhanden sindj . B. eine Gruppe
halophiler Bakterien mit hoeherer Aktivitaet bei geringen Substrat-
Konzentrationen und eine Gruppe halotoleranter Bakterien mit hoeherer
Aktivitaet bei hohen Substrat-Konzentrationen.

Die Fluorescamin-Versuche zeigen bei niedrigen Substrat-Konzentrationen
{1.0 umol/L) und insitu Salzgehalt eine hoehere Aktivitaet, also eine
staerkere Ffreisetzung primaerer Aminasaeuren, als bei einem experimen-
tel! schnell erhoehtem Salzgehalt von 31.0 * 10~ -3, waehrend bei
hoeheren Substrat-Konzentrationen (7.5 umol/L) und insitu Salzgehalt die
Aktivitaet im Vergleich zum Versuchssalzgehalt niedriger ist,
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Die Abb. 30 und 31 geben die jeweiligen Fluoreszenz\Zeit-FPlots fuer die
einzelnen Versuche bei insitu-Salzgehalt und insitu-Temperatur und expe-
rimentell veraendertem pH-Wert wieder.

Abb. 32 zeigt die FluoreszenziZeit-Plots fuer insitu-Salzgehalt (13.00 %
10~-3) und experimentell erhoehtem Salzgehalt (31.00 ¥ 107-3) und Abb.
33 die zugehoerigen Ergebnisse der Fluorescamin-Versuche.
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! Abb. 30! Fluoreszenz\Zeit-Plot fuer insitu pH = 8.6 und fuer einen |
' experimentell erhoehten pH = 10.65 MUF-Leurcin. !
H der Salzgehalt und die Temperatur sind unveraendert. }

e o - e ———————— —
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i Abb. 31: Fluoreszenz\Zeit-Plot fuer einen experimentell erniedrig !
H ten pH = 6.60 } MUF-Leucin. :
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i Abb. 32: Fluoreszenz\Zeit-Plots fuer insitu-pH = 8.6 und insitu- '
! bzw. experimentell erhoehtem Salzgehalt. MUF-Leucin. H
! Die Temperatur ist unveraendert. H
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! Abb. 33! Fluoresrenz\Zeit-Plots fuer die Fluorescamin-Versuche i
H bei insitu-pH = 8.6 und insitu- bzw. experimentell L
t erhoehtem Salzgehalt. H
} Die Temperatur ist unveraendert. i

Vergleicht man die Substrat-Saettigungskurve von insitu-Probe und Probe
mit experimentell veraendertem pH-Wert bei insitu-Temperatur und insitu-
Salzgehalt, so zeigt sich, dass die geforderte Substrat-Saettigungskurve
nicht gegeben ist. Die Ursache hierfuer ist ungeklaert. Fuer niedrige
Konzentrationen laesst sich jedoch ableiten, dass in diesem Fall sowohl
fuer pH-Erhoehung als auch fuer pH-Erniedrigung ein starker Rueckgang
der Aktjivitaet zu verzeichnen ist. Ein scheinbar geringerer Aktivitaets-

rueckgsang bei pH-Erniedrigung ist allerdings nicht gesichert festzu-
stellen.

Tab. 16 gibt die Werte von [S] und VZ fuer die Substrat-Saettigungskur-
ven wieder; auf eine statistische Analyse der Daten wird in Anbetracht
der schwer zu interpretierenden Werte verzichtet.
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I [8] I SALZGEHALT = 13 #10~-3 I My 1 SD I
I [UB C/LY I-—-----mmmmm o pH ----mmmm e 1 pH /- 1 pH +/-1
I I g2.560 10.40 6.60 1 I I
I--m—emmmm- B e e e ittt I--~----- I-===--- I
1 36 I 0.46892 0.0668 0.1908 I 0.1298 I 0.086 1
1 72 1 1.2192 0.1622 0.2194 I1 0.1908 1 0.040 1
I 1o8 I 1.5737 0.1936 0.4722 I 0.3332 I 0.1%4 1
I 144 1 2.3420 0.1717 0.5820 10,3769 1 0.290 1
I 218 I 2.1893 0.2433 0.5988 I 0.4007 I 0.223 1
I 340 1 1.7887 0.3293 0.3056 1 0.5176 1 0.017 1
I 1440 I 0.7107 0.7780 2.4374 I 1,6077 1 1.173 1
e 1
I Tab. 1é&: V2-Werte aus den Substrat-Saettigungskurven V2\[S] fuer I
1 MUF-Leucin in Abhaengigkeit von Versuchs-pH-Werten bei 1
I konstanter Versuchstemperatur und konstantem Salzgehalt I
1 gemessen im Juni 1983 mit Wasser aus der Kieler Foerde. I
I Va=f ugC /L /7 h 1. I

Berechnet man fuer die obigen Daten das HANES-PLOT, ergeben sich die in
Tab. 17 dargestellten Daten.

Die HANES-FPLOTS fuer die jeweiligen pH-Werte mit insitu-Temperatur und
insitu~-Salzgehalt sind in Abb. 34 dargestellt. Auf eine statistische
Betrachtung der HAMES-Daten wird auch in der nachfolgenden Tabelle
verzichtet, da bereits eine Interpretation der Substrat-Saettigungskur-
ven bei dem vorliegenden Material schwer moeglich ist.

I L8] I SALZGEHALT = 13.0 % 10"~-3 1
I fuCG C7/L1 I pH = 8.8 pH = 10.6 pH = 5.6

I--—---———- b e e e e I
I 36 I 52.2307 539.0958 188, 6835 1
1 72 I 59, 0559 443,94613 328.1453 1
I 108 I 68.6122 552.2445 228.7073 I
1 144 I 61,4855 838. 5933 247.4538 1
I 216 1 94. 4580 887.9224 387.0432 1
I 340 1 301.8937 101%9.%110 1068.0201 1
1 1440 1 2026. 1320 1875, 1159 590.7900 I
I---————-- I — oo e e e e e e e e e e e e e e e e e I
I Tab., 17: [S1/V2-Werte aus dem HANES-PLOT ([S1/V2\[S51) fuer MUF- 1
I L.eucin in Abhaengigkeit wvom pH-Wert bei insitu-Salzgehalt I
I und insitu-Temperatur, gemessen im Wasser der Kieler 1
I Foerde im Juni 19833 1
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H Abb. 34 HANES-PLOT fuer die pH-Werte 8.6 (insitu), 10.6 (experi- H
! mentell erniedrigt) und 6.6 (experimentell]l erhoeht) bei i
' insitu-Temperatur und insitu-Salzgehalt. MUF-Leutin. i
H Fuer diese Plots wurden keine Regressionskurven berechnet. |

Wie aus Yab, 17 sowie der Abb. 34 ersichtlich ist, t+olgen diese Kurven
keinem der varstehend genannten Regressionsmodelle. Aus diesem Grund ist
eine weitere Interpretation der Ergebnisse wenig sinnvoll.
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S2:2.9 & Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Augwertung der Eroben
mit inwsitu-Salzgehalt upd experimentel]l veraendertem
Salzaehalt:

Zur Kontrolle der Ergebnisse der MUF-Leucin-Versuche mit insitu-Salzge-
halt und experimentell! erhoehtem Salzgehalt wurden jeweils am Ende der
Messreihen Unterproben sowohl aus den unveraenderten Proben, als auch
aus den Proben mit experimentell schnell erhoehtem Salzgehalt gencmmen
und nach 3 minuetiger Faerbung mit Acridinorange ueber ein Nuclepore-
Filter filtriert ( FRANCISCO ET AL, 19733 HOBBIE ET AL, 1977). Dieses
Filter wurde dann anschliessend unter einem Epifluoreszenz-Mikroskop bei
1230-facher Vergroesserung ausgewertet,

Tab. 18 gibt die gefundenen Bakterienzahlen wieder.

i SALZGEHALT I ZELLZAHL 1 SALZGEHALT 1 ZELLZAHL I (%) I (%)
1 (¥10~-31 A 1 PRO ML I [#¥10~-31 B I PRO ML I 56 I ZELLZ.!

fmmmm oo it I--==-moommmm oo R ettt I--——-—- I--—-——- :
} INSITU-SALZGEHALT I S6. EXPERIMENTELL ERHOEHT I B/A I (V/I) |
fmmmmmmm oo | Rt I------~——m--—- [--~--———===- I---—--- I------- f
T I —-—ee- I 31.00 I 263142 1 --- 1 ——=- |
I 12.18 I 461042 I 38.93 I 364538 1 320 I 79.1 !
! 12.08 I 1776988 I 24.74 I 1337221 I 208 1 75.3 !
! 11.45 I 165911 I 19.74 I 104967 1 172 I 63.1 !
I 13.34 I 320753 1 32.40 I 246901 I 243 I 77.0 !
!  13.54 1 461230 I 30.07 I 249192 1 222 1 54.0 !

i Tab. 18: Zellzahlen in Proben aus der Kieler Foerde im Juni 1983; H
H vergleichend dargestell!t sind Proben mit insitu-Salzgehalt |
H und Proben mit experimentell schnell erhoehtem Salzgehalt. |
H Us/1 = (Zellzahl (Versuchs-5G) / Zellzahl(insitu-5G)} % 100 !

Die gefundenen Bakterienizahlen sowohl fuer insitu- als auch fuer
erhoehte Salzgehalte sind mit Ausnahme eines Wertes um eine Zehnerpotenxz
niedriger als die von anderen Autoren in der Kieler Foerde gemessenen
und verpeffentlichten Daten. Da jedoch alle Auszaehlungen von einer Fer-
son durchgefuehrt wurden, duerfte der individuelle Zaehlfehler fuer alle
Proben etwa gleich sein und somit relative Vergleiche zwischen den
Einzelwerten zulaessig sein.

Ausgehend von der Annahme, dass im Vergleich zu den Proben mit insitu-
Salzgehalt in den Proben mit erhoehtem Salzgehalt eine parallele Ent-
wicklung der Bakterienpopulation verlaeutt, die nur durch den einen
veraenderten Parameter 'Salzgehalt’ beeinflusst wird, zeigen die o. 9.
Ergebnisse eine generelle Abnahme der Zellzahlen mit zunehmendem Salz-
gehalt. Abb. 35 stellt die Daten nochmals in Form eines Regressiansplots
dar; die durchgetuehrte Regression ist eine polynomische Regression nach
der Methode der kleinsten Fehlerquadrate. Der thearetische Datenpunkt
{100%-5al.} 100%-2ellz.) wurde 10-fach, die weiteren Datenpunkte l1-fach
gewichtet.
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! POLYMOMISCHE REGRESESION: :
i "LEAST SGUARE POLYNOMIAL FI1™i
! "APPLE STAT.PAK" 1979 H

{

i :
TEST-SaAL IN % DES IHSITU-SAL. ! 8TD. FEHLER DES H

i SCHAETZWERTES ! 2.2526EE-4!:

: ( EE = ¥ 10~ n ) :

:
!
:
H 1] S N

R 2604 DCPY WERSUS DCS)
, E 90° i DATENPUNKTE 1 15 '
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P 12ed ' ,
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'
:

{ Abb. 39! Regressionsplot fuer Zellzahl\Versuchssalzgehalt; die i
H Zellzahl bei insitu-Salzgehalt wird gleich 100% gesetzt. i
H Das Verhaeltnis des Versuchssalzgehalts zum insitu-—-Salz- i
! gehalt ist in % angeben. {(Datenbasis: Tab. 18). :

Die polynomische Regression weist ein extrem hohes Signitikanzniveau
auf, was fuer eine mathematisch sinnvolle Korrelation spricht. Ob diese
Korrelation oekologisch sinnvoll ist, ist jedoch nicht gesichert und
auch aufgrund der geringen Anzahl der Datenpunkte nicht nachzuvoll-
ziehen.

Mit Sicherheit laesst sich nur feststellen, dass in einer Brackwasserre-
gion mit mit ueberwiegendem Anteil an Brackwasserbakterien eine Abnahme
der Zellzahl zu erwarten ist, wenn eine extreme Zunahme des Salzgehaltes
stattfindet. Da diese Brackwasserbakterien ihr Optimum bei Salzgehalten
um 8 % 10°-3 haben, ist ein Rueckgang der Zellzahl bedingt durch eine
Inaktivierung der Brackwasserarten zu erklaeren. Marine Bakterien mit
Salzgehaltsoptima bei bei Salzgehalten ueber 20 % 10~-3 koennen sich
unter den o. 9. DBedingungen aber unter Umstaenden besser entwickeln,
so dass der FPrpzess der Zellzahlabnahme durch ein besseres Wathstum der
marinen Bakterien z.T. kompensiert werden kann.
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4.0 : DISKUSSION:

ber extrazellulaere enzymatische Abbau von pulymeren oder oligomeren
Naehrstoffen kann mit Hilfe von Modellsubstanzen gemessen werden. 2Zur
Anwendung der Abbauraten bei verschiedenen Substratkonzentrationen be-
dient man sich ueblicherweise der MICHAELIS-MENTEM Kinetik.

Wie aus den Vorversuchen bereits ersichtlich wird, zeigen natuerliche
pelagische Mikroorganismen-Fopulatiaonen gegenueber floureszenz-tracer-
markierten Modellsubstraten ¢ MUF-Substrate ) aber ott ein vom theaore-

tischen Mpdell der MICHAELIS-MENTEN-KIMETIK abweichendes Umsatzverhal-
ten. So entspricht die Fluoreszenzzunahme im FluoreszenziZeit-Plot oft
nicht der geforderten logarithmischen Kurve (WILLIAMS, 1972).
Zum Teil treten aber auch inrerhalb einer Probe bei verschiedenen Sub-
strat~-Konzentrationen stark unterschiedliche Eigenfluoreszenz-Werte auf,
was zu einer grpssen Schwankungsbreite der "Baseline' fuehrt,

ba das MICHAELIS-MENTEM-MODELL jedoch nur die Zunahme der Fluoreszenz

pro Zeiteinheit ( = Abspaltung des Fluoreszenz-Tracers = Umsetzung des
Substrates ) betrachtet, werden diese Schwankungen in der ‘Baseline’
nicht beruecksichtigt. Hierbei koennen im Einzel+all vor allem dann

erhebliche statistische Unschaerfen bei der Ermittlung der Regressions-
geraden in den Fluoreszenz\Zeit-Plots auftreten, wenn nur eine geringe
Anzahl van Datenpunkten zur Verfuegung steht. Diese statistische Un-
schaerfe fuehrt dann auch be: der Erstellung der Substrat-Saettigungs-
kurven zu erneuten Prablemen.

Bei den wvorstehend dargestellten Versuchen zeigte sich ein weiteres
Probiem bei der Erstellung der Substrat-Saettigungskurven: Fuer die
niedrigen Substat-Konzentrationen zeigte sich in den V2\LS1-Plots durch-
wegs eine hochsignifikante potentielle Regressionakurve, waehrend die
geforderte logarithmische Kurve npur mit einer ueber S prozentigen
statistischen Unsicherheit angenommen werden kann. Die beiden Regres-
sionskurven sind in allen Faellen hochsignitikant unterschiedlich.

Dies bedeutet, dass die Substrat-Saettigungskurven unter mathematisch-
statistischer Betrachtung keine maximale Saettigungskonzentration und
damit auch keine maximale Reaktionsgeschwindigkeit zulassen.

In gleicher Weise gilt dies +uer die HANES-Plots, die als Ableitung der
Substrat-Saettigungskurven nach der maximalen Geschwindigkeit zu
betrachten sind.

Dies bedeutet, dass das MICHAELIS-MENTEN-MODELL in diesem Fall zwar mit
einem gewissen fehler den vor Urt gemessenen Werten sehr nahe kommt,
aber besonders fuer geringe Substrat-Konzentrationen starke aAbweichungen
auftreten, die aber oekologisch von besonderer Bedeutung sind, da sie zu
einer Ueberschaetzung von Km (MICHAELIS-MENTEN-KONSTANTE) und Turnover-
Zeit bzw. zu einer Unterschaetzung van V max. fuehren.

Aehnliche Schwierigkeiten sind bereits von mehreren Autoren beschrieben
warden, die sich im Gegensatz zur extrazellulaeren enzymatischen Aktivi-
taet wmit der Aufnahme geloester organischer Substanzen beschaeftigt
haben.

BURNISON & MORITA (1974) haben in ihrer Arbeit ueber die natuerliche
Substrat-Konzentration [Snl von Aminosaeurean 1& verschiedene Amino-
sasuren in Lake Klameth, Oreqon chemisch gemessen und gleichzeitig
(Kt + Sn) bestimmt. Sie fanden, dass [Snl generell groesser war als
(Kt+Sn} und schlugen als Loesung vaor, dass eventuell ein Teil der Amino-
saeuren an Partikeln adsorbiert wird und dadurch der bakteriellen Auf-
nahme entzogen wird. In neueren daenischen Arbeiten {(Joergensen, 1784)
wurden allerdings mit wverbesserten chemisch-analytischen Methoden
geringere [Snl] Werte gemessen. Es ist jedoch nichkt gesichert, ob (Kt+5n}
dann 9roesser als [5n] ist.
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DAWSON & GOCKE (1969) fanden die 3leiche Liskrepanz fuer die Aufnahme-
kinetiken wvon Glucose und Aminosaeuren in der Ostsee und der Kieler
Foerde, waehrend andere ueber nichtlineare Kinetiken bei Zuckern und
Aminosaeuren {(VACCARO & JANMASCH, 19675 MUNRO & BROCK, 1968; HAMILTON X%
FPORESLAN, 19707 CRAWFURD ET AL., 19743 BARVENIK & MALLOY, 1979) berich-
ten. AZAM Kk HODSON (1984) berichten, dass nach 1hrer Erftahrung nicht-
lineare Plots sehr verbreitet, wenn nicht gar die Regel =sind.

Die Ursachen hierfuer sind bereits vaon mehreren Autoren diskutiert wor-
den. So zeigte WILLIAMS (1972) mit Hilfte eines mathematischen Modells,
dass eine heterogene Population von Mikorganismen bei geringen Substat-
Konzentrationen nicht der MICHAELIS-MENTEN-GLEICHUNG +folgt und die
becbachteten Turnover-Raten hoeher sind als die vaorhergesagten Raten. In
einem mathematischen Modell mit variabler Artenzahl M und verschiedenen
Werten fuer Km und V max. zeigt er, dass die Beziehung zwischen [S] und
[§)1/V2 dann curvilinear ist, wenn M > 10 ist, Weiter nimmt WILLIAMS an,
dass die Curvilinearitaet bereits bei N = 2 beginnen kocennte. Er kaommt
Zum Schluss, dass erst ab Substrat-Konzentrationen van [S) 7 4 ¥ Km eine
gute Uebereinstimmung des MICHAELIS-MENTEN-MODELLS mit den Messwerten
aus einer Mischpopulation auftritt und bei geringeren Substrat-Konzen-
trationen ein Parameter wie Km nicht die gleiche Bedeutung hat, wie Km
in einer "Ein-Enzym-Ein-Substrat-Keaktion”; Km muss in diesem Zusammen-
hang als oekoclogischer Parameter gewertet werden, der im direkten Zusam-
menhang mit der gemessenen Population steht,

KRAMBECK (1979) zeigt, dass die MICHAELIS-MENTEN-GLEICHUNG "die Kinetik
einer mikrobiellen Poupulation theaoretisch nur dann approximiert, wenn
sich verschiedene, einander entgegengesetzte Abweichungstrends die Waage
halten, die auf der Ebene von Diffusionstluessen, Enzymketten und Netz-
werken, Kulturen und Populationen abgeleitet werden"” und kommt zur
Schlussfolgerung, dass "kinetische Werte wie maximale Aufnahmegeschwin-
digkeit, Turnover-Zeit wund die Summe aus Halbsaettigungskonstante und
natuerlichen Substratkonzentrationen nur Vergleiche verschiedener Tro-
phiestufen und eine Abschaetzung (bestenfalls) der Groessenordnung von
tatsaechlichen Umsatzraten spezieller Substrate” erlauben.

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Arbeit mit den o. 9. Sachverhalten,
sp koennen bezueglich der Abweichung der HANES-Plots vom linearen
Regressionsmodell bei geringen Substrat-Konzentration ahnliche Verhaelt-
nisse dargestellt werden. Erst ab 20 umol MUF-Leucin/L kann eine Linea-
ritaet angenommen werden.

Variiert man aber einen oekolougischen Parameter (Salzgehalt, lemperatur
cder pH-Wert), so zeigt sich eine meist nur geringfuegig bessere Ueber-
einstimmung mit der MICHAELIS-MENTEN-GLEICHUNG. Dies kann auf verschie-
dene Prozesse zurueckzufuehren sein, die durch den mit der Veraenderung
eines Umweltparameters verbundenen ocekologischen Stress in einer Bak-
terienpopulation innerhalb einer Probe induziert werden.

So bewirkt eine schnelle Erhoehung des Salzgehaltes einer Brackwasser-
probe woh! eine Verschiebung des Artenspektrums der Bakterien zugunsten
mariner und halophiler Bakterier. und zu ungunsten von Ekrackwasser-
Rakterien mit niedriger Salzgehaltstoleran:z. Durch Zugabe hoher
Substrat-Konzentrationen kann vermutlich gleichzeitig ein staerkeres
Wachstum induziert werden als durch Zugabe 3eringerer Substrat-Kaonzen-
trationen, wodurch einheitlichere Verhaeltrnisse in einer FPraobe ent-
stehen, als dies im natuerlichen Medium der Fall ist.

Die Ergebnisse der Versuche mit veraenderter lfemperatur zeigen ein
aehnliches Ergebnis, jedoch mit ausgepraegterer Wirkung. Durch die Tem-
peraturerhoehung um + 10 Grad Celsius erhoeht sich die Enzymkinetik nach
der RGT-Regel um 100%; dieienigen Bakterienarten, die in der Lage sind,
schnelle Umnsetzungen mit ihrem Enzymbesteck vorzunehmen, erhalten so die
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Moeglichkeit, einen wesentlichen Eintluss aut die Turnover-Zeit zu neh-
men, was eine Linearisierung der HAMES-Plots bewirkt.

Unter der Beruecksichtigung der Ergebnisse von Williams (1973) kann so
die Abuweichung der Messwerte von der MICHAELIS-MENTEN-GLEICHUNG ein Mass
fuer die Arten-Diversitaet sein. Diese These unterstuetzen unsere Ergeb-
nisse der Zellzahlen-Analyse insafern, da eine signifikante Abnahme der
Zellzahlen mit zunehmender Veraenderung des Salzgehaltes gezeigt werden
konnte.

Es laesst sich also folgendes teststellen:

Erst bei relativ hohen Substrat-Zugaben ueber 20 umol\L kann ein line-
ares HAMES-Plot angenommen werden. Bezieht man kleinere (S]-Werte in die
HANES-Plots ein, so werden diese curvilinear, wobei eine Potenzkurve
fuer MUF-Leucin signifikant vorkommt. Geht man dennoch von einer line-
aren Interpolation fuer Km aus, sOo unterschaetzt man V max und die
Turnover-Rate u, U. erheblich.

Eine Veraenderung des natuerlichen Milieus einer bakteriellen insitu-
Population nimmt einen Einfluss auf die Kinetik und auch auf die Arten-
zusammensetzung; diese wiederum bewirkt ein "teed-back' aut die Kinetik.
Die Beeinflussung durch die Veraenderung des natuerlichen Saligehaltes
ist wesentlich geringer als durch Veraenderung der Temperatur und des
pH-Werts.

Die einzelnen Versuche geben z. T. Hinweise daraut, dass in einer Probe
mindestens 2 Gruppen von Bakterien mit verschiedenen oekolagischen An-
spruechen bezueglich des Salzgehaltes und der Substrat-Konzentration
vorhanden sind, was die Beeinflussung des MICHAELIS-MENTEM-MODELLS durch
die Arten-Diversitaet in einer Probe betuerwortet.

Da diese Hypothese allerdings sehr umstritten ist, kann fuer einen
weiterftuehrenden alternativen Arbeitsansatz allerdings der Reaktionsraum
um die Zellen nicht unberuecksichtigt bleiben.

Wie weit die HANES-Plots noch Geraden aehnelrn, wird alternativ auch
davon abhaengen, wWie sich die kinetischen Eigenschaften der Exoenzyme,
der Substratau+nahme in die Zelle, eine moegliche Produkthemmung und die
Abdiffusion der Manomeren aus dem Reaktiansraum um die Zelle bei ver-
schiedenen Eintluessen gegeneinander verschieben. Der Ditfusionsverlust
wird dann ins Gewicht fallen, wenn die Produkt-Konzentration ansteigt.
Bei sehr hohen Substrat-Konzentrationen wird sich eine Produkt-Konzen-
tration einspielen, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit der Exoenzyme
die biologische wund die diftusionsbedingte Ent+ernung der Monomeren
gerade ausgleicht.

Bei abrupt erhoehtem Salzgehalt wird sicher die Auftnahmetaehigkeit der
Zellen leiden, so dass die Kinetik der Diftusionsverluste das Bild
bestimmt, waehrend bei Temperaturerhoehung der Zellstotfwechsel zur
wesentlichen Reduzierung der Maonomeren beitraegt.
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3.0 i SUMMARY:

The extracellular enzyme activity ot marin pelagic microrganisms Causes
filling up of the ’‘pool’ of monomer and polymer organic compounds in the
water by hydrolysis.

Recently, this process can be measured under 'in-situ’ conditions by
using fluorochromic Substrates. (HOPPE, 1983).

Therefore the production ot oligomolecular chemical compounds can be
compared with the bacterial uptake of these substrates, which are
measured with radiotracer technigues. (VACARRG & JANNASCH, 1966)

The mathematical interpretation of the measurements gften showed non-
linearity o+ the HANES-Flote (L$1/V2\[S)), as discussed by various
authors with regard to the conditions of molecular substrate uptake
under di+ferent aspects.

(WILLIAMS, 1973, AZAM & HODSON, 1981, and KRAMBECK, 197?).

As reparted in this paper, the nonlinearity af the HANES-Plots under
+ast experimental changes of the salinity was not as significant as
before or particularely no longer existant.

The wuse of ditterent statistic regression wmodels showed, that the
nonlinaearity of the HANES-Plats in the range oft the lower substrate
concentraticns was less signiticant by changing the salinity

experimentally very quick.

Almost linear HANES-Plots were only achieved by higher temperatures.
This result is discussed as an effect of mortality induced reduction of
the number microorganism-species in the brackish water, which are not
able to adapt tc marine osmatic conditions in short times.

LUSAMMENFASSUNG:

Die extrazellulaere Enzymaktivitaet marin-pelagischer Mikroorganismen
bewirkt durch die Hydrolyse polymerer Verbindungen ein Auffuellen des
‘pools’ monomerer und oligomerer Substanzen im Wasser.

Dieser Prozess kann seit kurzem mit Hilfe van fluaorochromierten Modell-
substraten unter 'in-situ’ Bedingungen gemessen werden. (HOPFE, 1983).
Die Produktion niedermolekularer chemischer Verbindungen kann damit
durch die bakterielle Aufnahme dieser Stot+fe, die wmit Radio-Tracer-
Methoden gemessen wird, verglichen werden. (VACCARD & JANNASCH, 19648)

Bei der mathematischen Auswertung der Messwerte treten jedoch haeutig
Unregelmaessigkeiten (Nichtlinearitaet ) in der graphischen Darstellung
(LS31/7V2N\IS]3 HANES-FLOT) auf, die im Hinblick aut die Verhaeltnisse bei
der molekularen Stoffaufnahme bereits von mehreren Autoren unter ver-
schiedenen Gesichtspunkten betrachtet und interpretiert wurden;j
(WILLIAMS, 1973 und AZAM & HODSON, 1981, sowie KRAMBECK, 1979).

Die Benutzung verschiedener statistischer Regressionsmodelle zeigte,
dass die oft auftretende Nichtlinearitaet der HANES-Plots im Bereich der
niedrigen Substratkonzentrationen durch abrupte experimentelle Erhoehung
des Salzgehaltes geringfuegiyg abgeschwaecht wird.

Annaehernd lineare HANES-Plots ergeben sich allerdings nur bei Tempera-
turerhoehung, Dieses Ergebnis wird diskutiert als Auswirkung einer mor-
talitaetsbedingten Erniedrigung der Artenzahl der Mikroorganismen im
Brackwasser, die nicht die Faehigkeit zur Kurzzeit-Anpassung an marine
asmotische Verhaeltnisse haben.

s2



6,0 i DANKSAGUNG:

Wir moechten wir uns besonders bei der Abt. Marine Mikrobiologie des
Inst. ., Meereskunde in Kiel fuer die Bereitstellung der Arbeitsplaetze
und der Geraete und +inanzieller Mittel, sowie fuer die +reundliche
Unterstuetzung bei den Labprarbeiten und die stetige Hilfsbereitschaft
bedanken.

Weiter gilt unser Dank Herrn und Frau Dr. Xrambeck (Max-Planck Institut
fuer L imnologie in Ploen) sowie Herrn Dr. L.-A. Meyer-Reil (Institut
tuer Meereskunde, Kiel) tuer die kritische Durchsicht des Manuskripts
und der hilfreichen Diskussionsbeitraege.

53



2.0 i LITERATUR;

Azam, F., and Hodson, R.E., 1981, Multiphasic kinetics for
d~g9lucose uptake by assemblages of natural marine bacteria.
UCSD 10P20-3903 submitted to! Mar. Ecol. Prog. Ser.

Barvenik, F.W., and Mallay, 8$.C. (1979). Kinetic patterns of microbial
amino acid uptake and wmineralization in marine waters.
Estuarine Coastal Mar. Sci. 8: 241-250;

Burnison, B.K., and Morita, R.Y., {(1974). Heterotrophic potential +for
amino acid uptake in a naturally eutrophic lake.
Appl. Microbiol. 27t 488-495;

Burns, R.G., (1980). Microbial adhesion to soil surfaces:
Consequences for growth and enzyme activities.
In: Microbial adhesion to surfaces. Chapter 14,
R.C.W. Berkely, J.M. Lynch, J. Melling, P.R. Rutter,
and B. Vincent [(eds.];
Symposium o+ the Society of Chemical 1ndustry and the
Society for General Microbiology. Univ. of Readingi

Burton, G.A., Jr., and Lazorchak, J.M. (1983). Substate associated
microfauna.
J. Water Poll. Contr. Fed. 55! 863-8679

Crawford, C.C., Habbie,J.E., and Webb, K.L., (1974), The utilization ot
dissolved t+ree amino acids by estuarine microorganisms.
Ecology 335: 3351-3563%

Dawson, R., and Gocke, K., (1978). Heterotrophic activity in comparison
to the free amino acid concentrations in the Baltic Sea water

samples.
Oceanol. Acta 1: 45-354;

Francisco, D.E., Mah, R.A., Rabin, A,C., (1973), Acridine orange
epifluorescence technique for counting bacteria.
Trans. Am. Micros. Soc. 92: 416-421%

Hamilton, R.D., and Preslan, J,E. (1970); Observations on heterotrophic
activity in the esastern tropical Pazific.
Limnol. Oceanogr. 13: 393-401;

Hobbie, J.E., Daley, R.J., and Jasper, S., (1977), Use of nucleopore
filters for counting bacteria by fluorescence microscopy.
Appl. Enviromn. Microbiol. 33! 1225-1228%

Hoppe, H.G., (1983). Significance of exoprotealytic activities in the

ecology of brackish water:
measurements by means of methylumbelliferyl-substrates.

Mar. Ecol. Prog. Ser. 1i: 299-308)

Joergensen, N.0.G., (1984} in press). Are dissolved free amino acids
tree?
Microbial Ecology;

Kim, J., and ZoBell, C.E., (1974). Occurence and activities of cell-free
enzymes in oceanic environments.
In: E+tect ot the ocean environment on microbial activities,
pp 368-383;
R.R. Colwell & R.Y., Morita f(eds.)$ Univ., Park Press}

Kim, S.J., (1983) in preas. Significance of attached bacteria in the
cycle ot organic matter in aquatic environments.
Diss. Univ. Kiel.



Kim, §.,1. & Hoppe, H.G., {1989) in press. Microbial e)tracellular enzyme
detection on agar plates by means of fluorogenic methyl-
umbel literyl-substrates,
Proc. 2nd. 1Int. Coll., Marine Bacteriology, Brest; France

Krambeck, Ch. {(197%?). Applicability and limitations of the Michaelis-
Menten equation in microbial ecology.
Arch. Hydrobiol. - Beih., Ergebn. Limnol. 12: &4-764;

Michaelis, M., and Menten, M.L., (1913). Kinetics o+ invertase action.
Z. Biochem. 49: 3I33%

Morris, J.G6G., {(1976). Physikalische Chemie tuer Bionlogen, pp 282-288}%
Uebers. wvon A.Hoepfnerj
Verlag Chemie

Munro, A.L.S., and Brock, T.D., (1968)., Distinction between algal and
bacterial utilization of sojuble substances in the sea.
J. Gen. Microbiol. 81: 935-942;

North, B., (1975}). Primary amines in California coastal waters:
Utilization by phytoplankton.
Limnol. Oceanogr. 20 (i): 20-27}

Pfaender, P. (1982). Enzyme. Bezugsquellen, Daten, Eigenschaften,
pp 4-58.
Gustav Fischer
Pollock, M.R., {(1962). Exoenzymes.
In: The Bacteria, Vol. 4: pp 121-178j
C. Gunsalus & R.Y. Stanier [eds.]; Academic Press}
Priest, F.G., (1984). Extracellular Enzymes.
p 1-79;
Van Nostrand Reinhold (UK) Co. Ltd.

Rheinheimer, G., (19&8). Beabachtungen ueber den Einfluss vaon
Salzgehaltsschwankungen aut+ die Bakterienflora der westlichen
Ostsee.

Sarsia 394! 253-262%

Rheinheimer, G., (1971). Ueber das Vorkommen von Brackwasserbakterien in
der Ostsee.

Vie et Millieu 22: 281-291}

Swmith, D.F., Wiebe, W.J., Higgins, H.W., (17849), Heterotrophic potentia]
estimates: an inherent paradox in assuming Michaelis-Menten
kinetics.

Mar. Ecol. Prog. Ser. 17: 49-3&3

Somville, M., Billen, G. (1983). A method for determining exoprateasic
activity in natural waters.
Limnol. Oceanogr. 28! 190-193;

Struegger, S. (1949). Fluprescent microscope examination ot bacteria in
soil.

Can. J. Res. 26 288}

Tatzl, G. (1982). Optigress - Ein Multitunktionsprogramm.
PPX Software Magazin 4(2)! 12-19%

Udentriend, S., et al., (1972). Fluorescamine! a reagent for assay of
amino acids, peptides, and primary amines in the picomole range.
Science 178: 87i-872;

599



Vaccaro, R.F., and Jannasch, H.W., (1968). Studies on heterotrophic
activity in seawater based on glucose assimilation.
Limnol. Oceanogr. 11: 596-607;

Vacarro, R.F., and Jannasch, H.W., (1967). Variations in uptake kinetics
for glucoss by natural populations in seawater.
Liwnol. Oceanogr. 12: J540-542;

Van Es, F.B., and Meyer-Reil, L.A., (1982). Biomas and metabolic
activity ot heterotrophic marine bacteria.
Adv., Microbial Ecol. &: 111-16%9;

Weigele, M., DeBernardo, S.L., Tengl, J1.P., & Leimgruber, W., (1972).
A novel reagent for the fluorometric assay of primary amines.
J. Am. Chem. Soc. 94: 3927- 5928%

Williams, P.J. LeB., (1973). The validity of the application of simple
kinetic analysis to heterogeneous microbial populations.
Limnol. Oceanagr. 18: 159-1&35;

Zimmermann, R.,; and Meyer-Reil, L.A., (1974), A new method for
fluorescence staining of bacterial populations on menbrane filters.
Kieler Meeresforsch. 30: 29-27;

ZoBell, C.E. (1944). Marine Micrabiology;}

Chronica Botanica.
Waltham, Mass.



