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Aus dem Institut fiir Meereskunde an der Universitiat Kiel

Enzymatische in situ Messungen
(Neue Mefimethoden fiir Meerwasser und Sediment)

Von Tonr GrRADL

1. Zusammenfassung:
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Zur kontinuierlichen Messung metabolischer Prozesse im Sediment wurde ein Perkolator gebaut.
Ein stindiger Wasserstrom tritt durch das Sediment. Es kann auch unter Sauerstoffausschlufl gear-
beitet werden. Eine stindige Kontrolle mit Enzymelektroden oder durch Polarographie ist moglich.
Gleichzeitig entstehende Gase kénnen aufgefangen werden. Bakterielle und rein enzymatische (freie
Enzyme) Prozesse sollten mit Chloroform oder Toluolzusatz unterschieden werden, was nicht gelang.

1.2,

Um fur das freie Wasser, fiir das Sediment sowie den Perkolator eine Sondenmessung moglich zu
machen, wurden Enzymelektroden entwickelt. Sie dienen zum Nachweis des relativen Anteils von
organischem/anorganischem Phosphat, Harnstoff/Ammoniak und glycosidisch gebundener/freier
Glukose.

Dabei wird Enzym an ein diazotiertes Anilinharz gekuppelt, das in diinner Schicht auf eine Metall-
elektrode aufgebracht ist. Die Potentiale (gegen Ag-AgCl gemessen) geben das Konzentrationsver-
hiltnis von Substrat und Produkt wieder. Es wurde gezeigt, wie Absolutmessungen méglich sind.
Eichkurven wurden in Tris-HCl-puffer pH 8 aufgestellt.
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Zur Untersuchung der Feinschichtung im Sediment wurden matrixgebundene ['arbreaktionen
verwendet. Die Matrizen wurden auf Objekttrager aufgebracht.

Glukose wurde glycosidisch an ein Epoxiharz gebunden. Der Abbau wird durch Farbreaktion der
verbliebenen Glukose nach Exposition bestimmt.

Dehydrogenasen wurden mit 2, 3, 5 Triphenyltetrazoliumchlorid nachgewiesen, das {iber Teflon
an eine Matrix gebunden war. das farbige Formazan wurde gemessen.

Schwefelwasserstoff wird mit Bleiacetat nachgewiesen, das in den Waben einer getrockneten
Emulsion eingeschlossen ist. Die Zellenwinde erlauben die Gasdiffusion, wihrend das unlésliche
Reaktionsprodukt zurtickgehalten wird. In Tris-HCl-puffer pH 8 wurden fiir alle drei Reaktionen
Eichkurven aufgestellt.

Enzymatic in situ measurements (Summary):
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A percolator was constructed to measure continously metabolic processes in sediments. A continous
flow of water penetrates the sediment. Oxygen can be excluded. A continous polarographic control is
possible or a control with enzyme electrodes. Gases evolved by metabolism can be trapped. It was
attempted to discriminate bacterial and purely enzymatic processes (free enzymes) by addition of
chloroform or toluene, both of which will kill bacteria. The attempt was unsuccessful.
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Enzyme electrodes were constructed as a probe for sediments, for the percolator, and for the free
water. The enzyme electrodes permit the determination of the ratios of inorganic phosphorus/organic
phosphorus, urea/ammonia, glycosidically bound glucose/free glucose. The enzyme is coupled to a
diazotized anilin resin which is fixed on a metal electrode as a thin layer. The potentials (measured
against Ag-AgCl) correlate with the ratio of the concentrations of substrate and product. It is shown,
how absolute measurements can be performed. The electrodes are calibrated in Tris-HCI-buffer
solutions pH 8.

1.3.

To study the fine structure of sediments matrix bound colour reactions are used. The matrices are
fixed to glass slides.

Glucose is bound glycosidically to an epoxy resin. After exposition the remaining glucose is mea-
sured by a colour reaction.



Dehydrogenases are detected by 2, 3, 5 triphenyltetrazoliumchlorid which is fixed to a matrix by
spraying with a teflon aerosol. The yellow formazan colour is measured.

Hydrogen sulfide is detected by lead acetate which is enclosed in the cells of a dried emulsion. The
walls are permeable for gas (H,S), but not for the insoluble reaction product. All reactions are cali-
brated in Tris-HCl-buffer solutions pH 8.

2.0. Einleitung

Zum Studium der Ab- und Umbauvorgidnge in der obersten Schicht von Meeres-
sedimenten stehen nur wenige geeignete Methoden zur Verfigung. Um insbesondere
Schichtung und Kinetik untersuchen zu kénnen, sollten Methoden auf ihre Eignung
untersucht und neue Methoden entwickelt werden.

Die Untersuchungen wurden aus Mitteln des Sonderforschungsbereiches 95 ,,Wechsel-
wirkung Meer—Meeresboden‘* finanziert. (Nr. 31)

3.0. Perkolator

Um Ab- und Umbauvorginge im Boden verfolgen zu konnen, entwickelten LEEs
(1949), Macura (1961) und Zajic (1969) eine Perkolationsmethode. Dabei wird ein
Gas oder eine Flissigkeit langsam durch eine Bodenprobe gedriickt. Die Methode von
Zajic wurde modifiziert.

3.1. Aufbau

Mit Druckluft (Rotationspumpe an Bord) wird Luft durch den Perkolator geblasen,
wodurch eine stindige Umwilzung des Wassers bewirkt wird (Abb. 1). Bis unter die
obere Offnung des Seitenrohres wird Seewasser eingefiillt. Sedimentproben werden in
Zellstoff, der die Enzymaktivitidt nicht stort, eingeschlagen (15 g Feuchtsediment in
0,4 g festen Zellstofl') und mit zwei sterilen Mullbinden (15 cm lang, 2 cm breit) einge-
bunden. Dabei wurde versucht mdoglichst ohne bakterielle Verunreinigung zu arbeiten.
Der Sedimentpfropf wird nun so im Glas festgepre3t, dal3 das Wasser gezwungen wird
durch ihn hindurch gleichsam gefiltert zu werden. Farbstoffmarkierungen (im Inneren
des Sediments) zeigen, daB sich in spitestens 10 min eine gleichmiBige Verteilung des
Farbstoffes im ganzen Perkolationsgefd3, mit Ausnahme des Totraums tiber dem Ab-
laBhahn, eingestellt hat (15 min nach Versuchsbeginn wurden daher 10 ml aus dem
Totraum abgelassen und von oben wieder zugegeben). Diese Konzentration dndert sich
wihrend der folgenden vier Stunden nicht.

Im Seitenréhrchen besteht die Moglichkeit eine Enzymelektrode (4.0.) zur kontinu-
ierlichen Messung einzusetzen. Auch eine Quecksilbertropfelelektrode zur Polarographie
kann verwendet werden.

Der obere Abschluf3 des Perkolators kann mit einer Ableitung zu einem Gasabsorp-
tionsgefa3 (z. B. CO,) versehen werden. Zwanzig Perkolatoren befinden sich in einem
temperaturkonstanten, lichtdichten Kasten.

Unter nicht zu unnatiirlichen Bedingungen kénnen hier kontinuierlich Ab- oder
Zunahme eines oder mehrerer 16slicher Stoffe sowie gleichzeitig gebildete Gase gemessen
werden. Statt PreBluft kann natiirlich auch Stickstoff oder H,S (fiir anoxische Verhalt-
nisse) verwendet werden.



3.2. Versuch

Aus Bodenproben, die mit dem Kastenbodengreifer (20 cm X 30 cm Grundfliche)
gewonnen waren, wurden je 15 g Feuchtsubstanz entnommen (genaue Bestimmung des
Trockengewichts spiter im Labor). Dabei wurden jeweils die Schichten von 0—1 cm,
1—2 cm, 2—5 cm, 5—10 cm verwendet. Es wurden 80 ml Seewasser zugegeben (oder
4 ml Chloroform und 72 ml Seewasser) sowie 4 ml 0,3 mMol der Substrate (p-Nitro-
phenyl B-D glucopyranosid; p-Nitrophenyl-B-D galactopyranosid; p-Nitrophenyl B-D
glucuronid; p-Nitrophenyl o-mannopyranosid; o-Nitrophenyl 3-D xylopyranosid; alle
p- a. Serva). Chloroform sollte die bakterielle Aktivitdt unterdriicken.

Bei der Spaltung der Substrate wird das Aglykon (p- oder o-Nitrophenol) frei, dessen
Extinktion bei 420 nm (Maximum 418 nm) gemessen wird (Elko IT Zeil3). Die Konzen-
tration des Aglykons entspricht der enzymatischen Aktivitit. Bei diesem Versuch wurde
keine kontinuierliche Messung vorgenommen, sondern nur die Endkonzentration be-
stimmt.

Aus jeder Schicht wurden 10 Proben genommen, von denen je finf mit Chloroform
versetzt wurden. Bel 30 °C wurde 4 Stunden lang unter Umwilzung inkubiert und die
Extinktion danach gegen eine Nullprobe gemessen (ohne Substrat, aber mit bzw. ohne
Chloroform, sonstige Behandlung gleich). Die ersten 10 ml aus dem Perkolator wurden
verworfen (Totraum). Die Umrechnung erfolgte auf mg Trockengewicht. Die Standard-
abweichungen wurden berechnet (Abb. 3). Die Proben stammen aus einem Profil
ostlich von Gotland:

57°13,5'N 57°23,2'N 57°25,2'N
19°55,5'E 19°41,0'E 19°38,0'E
222 m Tiefe 91 m Tiefe 50 m Tiefe
Faulschlamm sandig tonig sandig

3.3. Ergebnisse

Die enzymatische Aktivitit steigt vom ersten zum zweiten Zentimeter etwas an und
geht unterhalb auf einen etwa gleichbleibenden Wert zurtick (Abb. 2). Insbesondere
die Ergebnisse im Schlick (tiefste Stelle) zeigten, daB fast die gesamte Anderung der
Aktivitdt im obersten Zentimeter vor sich geht. Eine feinere Trennung ist bei dieser
Technik jedoch nicht moglich.

DaB nach Chloroformzugabe die (nichtbakterielle?) enzymatische Aktivitit im ober-
sten Zentimeter stark zunimmt durfte ein lytischer Effekt sein, durch den Enzyme der
Bakterien freigesetzt werden. Diese Enzyme sind in lebenden Bakterien nur teilweise
aktiv. Dies stellt die Brauchbarkeit von Chloroform in Frage (mit Toluol ergaben
sich die gleichen Effekte). Die Ergebnisse widersprechen den Befunden von Horrmann
(1961), Kiss et al. (1962) und Ross (1968).

Die Hohe der enzymatischen Aktivitidt steht offensichtlich mit dem gesamten orga-
nischen Anteil der Sedimente in Zusammenhang, wobei glukosespaltene Enzyme erwar-
tungsgemdll uberwiegen, da auch die hauptsichliche Energiequelle, Detritus, zum
groBBen Teil aus Glukosepolymeren besteht.

4.0. Enzymelektroden
4.1. Bisherige Verwendung von Enzymelektroden

Enzymatische Bestimmungsmethoden werden wegen ihrer Genauigkeit und Empfind-
lichkeit oft zum Nachweis von organischen aber auch von anorganischen Substanzen,
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insbesondere von Spuren, verwendet. Nachteilig ist die Empfindlichkeit der Enzyme,
die die Methode auf das Labor beschrinkt. Seit einiger Zeit gibt es die Moglichkeit
Enzyme kovalent an Matrizen zu binden. Mit diesen Matrizen werden pH-sensoren
oder ionenselektive Elektroden iiberzogen und Anderungen, die durch die enzymatische
Aktivitidt hervorgerufen wurden, gemessen. Auch ganze Enzymsysteme konnten so im-
mobilisiert werden (BLAEDEL et al. 1972; Goucr 1973; PENNINGTON et al. 1968; WEE-
TAaLL 1969; CUuATRECASAS u. ANFINSEN 1971 a, b; Mossacu 1971 ; WEETALL et al. 1971
Paparierro 1973). Die Enzyme verlieren dabei nur wenig an Aktivitdt, werden aber
erheblich unempfindlicher gegen thermische Denaturierung und pH-Anderungen. Die
untere Nachweisgrenze wird meist durch den Sensor gegeben. Besonders ionenselektive
Elektroden erweisen sich daher fir Messungen im Meerwasser als unbrauchbar, da sie
zu unempfindlich sind.

Da mit den ublichen Methoden der Meereschemie Feinstrukturen im freien Wasser
nur schlecht erfallt werden kénnen, sind kontinuierlich messende Sonden (GRASSHOFF
1969; fur Sauerstoff) von groBem Wert. Wie gezeigt wurde sind die Verhiltnisse im
Sediment dhnlich. Fur pH, pS% und Eh wurde von WHITFIELD (1971) eine Sonde
entwickelt, die sowohl im freien Wasser, wie auch im Sediment verwendet werden kann.

4.2. Prinzip der verwendeten Enzymelektroden

Es wurden Enzymelektroden entwickelt, die eine kontinuierliche Messung von drei
Parametern gestatten. Nach Porter (1912), Worrr (1962) und HAWKRIDGE et al.
(1973) wird die Erzeugung von Potentialen durch enzymatische Aktivitdt zur Messung
verwendet. Die Hohe der Potentiale bei Oxidoreduktasen ist dabei proportional dem
Logarithmus des Quotienten aus den Konzentrationen von Substrat und Produkt. Wenn
man aber nach BLAEDEL et al. (1972) annimmt, dal fiir eine enzymatische Reaktion,

k k
Enzym + Substrat Py Enzymsubstratkomplex - N Enzym + Produkt
k, k,
gilt, daB3 k,; der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion ist und weiter, dal3
die Substratkonzentration gegeniiber der Michaelis-Menten-Konstanten (Substratkon-
zentration bei halbmaximaler Umsatzgeschwindigkeit) gering ist, so ergibt sich fiir das
Potential E die Niaherungsgleichung, bei der die Produktkonzentration vernachldssigt
wurde:

E = E’' + 59 log (Substratkonz. + B) (mV);

Dabei ist E’ das Referenzpotential und B eine empirische Konstante, in die das Puffer-
medium und stérende oder fordernde Ionen eingehen. Bei B = 0 sollte sich fir die
Anderung der Konzentration um eine Zehnerpotenz das Potential um 59 mV #ndern.
BLAEDEL et al. (1972) fanden in guter Ubereinstimmung bei einer Ureaseelektrode mit
pH-Sensor eine Anderung um 55 mV. Meerwasser scheint durch seinen konstanten pH
ein geeignetes Puffermedium zu sein. Korrekturwerte B miifiten tabelliert werden.

Die bisher verwendeten Matrizen waren meist Gele, die einen Einsatz als Sonde nicht
gestatten. Es wurde daher ein Kondensationsharz aus Anilin und Formaldehyd ver-
wendet, dessen Aminogruppen eine Kupplung mit dem Enzym erlauben. Das Harz ist
so fest, daB3 die Elektrode ohne Verletzung der Matrix in die Faulschlammsedimente
gesteckt werden kann. Die Diffusion zur Elektrode wird durch die Verwendung der sehr
dinnen Harzschicht so wenig behindert, dal3 bei einer Konzentrationsdnderung um
20%, nur 0,5—1 sec Anpassungszeit nétig sind.
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Eine Verbesserung der Methode kénnte durch kovalentes Kuppeln an Glas moglich
sein (WEeTALL u. Herse 1969).

4.3. Herstellungsmethode

9 ml frisch destilliertes Anilin, 9 ml Eisessig, 30 ml Athanol, 0,1 g ZnCl, und 30 ml
Formaldehyd 359, werden 1 Stunde bei 70 °C geriihrt. Das ausfallende weille Harz
wird abgetrennt und getrocknet.

HCHO

NH2
weitere Vcrnctzung
CH OH
SauCl
70° C

O-Methylol

7 g des Harzes werden in 150 ml Aceton gelost. Eine Metallelektrode (Beckmann
Electrode 39273 A 6) wird kurz in diese Loésung eingetaucht. Nach Verdampfen des
Acetons bildet sich ein diinner Film an der Metalloberflache.

In Abwandlung der Methode von SunpeEram und Hornsy (1972) wird nun bei 0 °C
die Aminogruppe mit 0,5% NaNO,-Losung in 0,1 n HCI diazotiert. Es wird kurz mit
0,5n HCI (eiskalt) gewaschen. Bei 0 °C wird die Elektrode eine Stunde lang in eine
1%, Losung des Enzyms in Tris-HCl-puffer pH 8 getaucht. Dabei reagiert die Diazo-
gruppe des Harzes mit einigen Tyrosinresten des Proteins.

NH, [N+ ¥=N1+ ou
HNO, + 2 Hy,O;
2 ! +
Plotem Protem

(Tyrosinrest)

Nach einer Stunde wird mit 0,1 n NaHCO; in Wasser (0 °C) nachgewaschen und die
Elektrode feucht bei 4 °C aufbewahrt.

Die Eichungen geschahen in Tris-HCl-puffer pH 8 in einem thermostatiertem Wasser-
bad bei 20 °C. Es wurden die Potentiale gegen eine Ag-AgCl Referenzelektrode (Ingold,
Argenthal S;) gemessen. Bei allen Elektroden wurden Vergleiche mit Meerwasser
(Ostseeprobe) mit steigender Zugabe von Substraten gemacht. Es zeigten sich nur
geringfiigige Anderungen gegeniiber der Messung im Puffer.

Die Elektroden zeigten tiber einen Bereich von mindestens vier Tagen keine oder nur
geringfiigige Drift. Die Ureaseelektrode war noch nach 12 Tagen verwendungsfihig.

4.4. Phosphataseelektrode

Es wurde alkalische Phosphatase aus Kélber-Mucosa verwendet (1 EU/mg 3.1.3.1.
Orthophosphorsiauremonoesterphosphohydrolase, Serva).

Vorherige Versuche nach Uprpike und Hicks (1967), in der das Enzym in ein Acryla-
midgel eingeschlossen wurde, fithrten (mit Lecithin als Eichsubstanz) zu schlechten
Ergebnissen. Die Zeit zur Gleichgewichtseinstellung war lang (2—3 min), eine erheb-
liche Elektrodendrift war zu beobachten.



Bei Verwendung des Anilinharzes ergab sich die Eichkurve (Abb. 3; mindestens je
5 Parallelmessungen). Die untere Nachweisgrenze lag unter 1 pgat Lecithin P/1, die
Standardabweichung betrug im Mittel 4 0,6 mV. Statt der theoretisch zu erwartenden
Steigung um 59 mV pro Konzentrationsdekade ergeben sich 52 mV. Wird statt Lecithin
eine Eichreihe mit anorganischem Phosphat (Na,HPO,) gemessen, so ergibt sich statt
der Verminderung des positiven Potentials der Elektrode eine Zunahme mit einer Stei-
gung von 55 mV/Dekade. Da im Meerwasser sowohl organisch gebundenes als auch
anorganisches Phosphat vorliegt, gibt die Elektrodenmessung deren Konzentrationsver-
hiltnis wieder. Um zu Absolutmessungen zu gelangen, miilte eine zweite Elektrode
eingesetzt werden, fur die entweder Substrat oder Produkt im Meerwasser gleich Null
gesetzt werden kann. Bei Phosphatmessungen eignetsichhierzu Pyrophosphatase (3.6.1.1.
Pyrophosphatphosphohydrolase), die die Reaktion katalysiert:

2 Orthophosphat —-> H,O -+ Pyrophosphat

Gelostes Pyrophosphat diirfte nur in minimaler Menge im Meerwasser gelost sein.
Da somit anorganisches Phosphat absolut gemessen werden kann, 1483t sich organisches
Phosphat aus dem MeBwert der Phosphataseelektrode berechnen.

4.5. Ureaseelektrode
Es wurde Urease verwendet (3.5.1.5. Ureaamidohydrolase; 40 EU/mg; Serva).

Der Versuch Urease an Polystyrol zu binden (HornBy und Frrrippusson 1970)
brachte schlechte Ergebnisse. Bei Verwendung des Anilinharzes wurde die Eichkurve
(Abb. 4; mindestens 5 Parallelproben) gewonnen. Als Eichlésung diente Harnstof in
Tris-HCl-puffer pH 8. Die Nachweisgrenze liegt unter 1 pgat Harnstoff-N/l. Die mitt-
lere Standardabweichung betrug 1,1 mV. Trotz der tiber einen weiten Bereich recht
guten Eichkurve betrug die Steigung pro Konzentrationsdekade nur 2,7 mV. Wird mit
Ammoniumsulfat geeicht, so sinkt das positive Potential mit etwa der gleichen (aber
negativen) Steigung. Zur Messung aller Stickstoffkomponenten wiirde sich folgendes
System an Enzymelektroden eignen (alle Pfeile entsprechen bekannten, enzymatischen
Reaktionen):

CcO (NH2)2 <~ NH3 > NHZOH “— 1\1202~2 > NO'2 <> NO"3

Da die Aktivititen von NH,OH und N,0O,%" im Meerwasser gleich Null gesetzt werden
kénnen, wird die Absolutmessung von NO, und NH,; méglich. Harnstoff- und NO-,-
aktivitdten kénnen dann rechnerisch ermittelt werden.

4.6. Emulsinelektrode

Es wurde Emulsin verwendet (3.2.1.21. B-D-Glucosid-glucohydolase; B-Glucosidase;
> 4,5 EU/mg; Serva).

Zur Eichung diente p-Nitrophenyl 8-D glucopyranosid (mindestens 5 Parallelmessun-
gen). Die Nachweisgrenze liegt unter 1 pgat p-Nitrophenylglucopyranosid-glycosidische
Bindung/l. Die Standardabweichung betrug im Mittel + 1,0 mV. Die Steigung pro
Konzentrationsdekade betrug 85 mV. (Abb. 5). Das Ergebnis der Messung, das Aktivi-
tatsverhiltnis von B-glykosidisch gebundener Glukose zu freier Glukose, kann als Mal3
fir den Abbau organischer Substanz verwendet werden.
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5.0. Plattenmethoden

5.1. MeBiprinzip

Aus vielen Untersuchungen an Sedimenten geht hervor, daB3 sich besonders am
direkten Boden-Wasserkontakt Mikroschichtungen ausbilden, die im allgemeinen bei
Untersuchungen zerstért werden (SiEBERT und ScHwARTZ 1956; Grouam 1958; ZAH-
NER 1968).

Es wurden daher Nachweisreaktionen fiir Glukosidasen, Dehydrogenasen und Schwe-
felwasserstofl’ entwickelt, die an Feststoffmatrizen ablaufen und sowohl im Labor wie
in situ durch Taucher ausgefithrt werden kénnen. Diese Matrizen sind auf Objekttrager
aufgezogen und werden direkt ins Sediment gesteckt. Laufen nun Farbreaktionen in den
Matrizen ab, so kann nach der Exposition die Extinktion im Densitometer in Langs-
richtung des Objekttriagers gemessen werden. Die Extinktionskurven geben dabei die
Intensitidt der verfolgten Reaktion in ungestorter Schichtfolge wieder (Abb. 6). Die
rdaumliche Genauigkeit wird dabei nur durch die Diffusion begrenzt. Durch Farbmar-
kierungen an Faulschlammsedimenten konnte gezeigt werden, dafl beim Eintauchen
zwar die Schichten insgesamt etwas verbogen wurden, die Schichtung jedoch nicht
gestort wurde. Da die Methode schnell, einfach und unter Vermeidung von Stérung in
der Schichtung vor sich geht, scheint sie fir 6kologische Untersuchungen des Sediments
gut geeignet.

Alle Methoden wurden erfolgreich an Sedimenten erprobt. Es wurden drei Typen
von Reaktionen entwickelt:

1. Zum Nachweis von Glycosidasen wurde Glukose glycosidisch an eine Matrix gebun-
den. Das Fehlen der Glukose nach Exposition gibt den enzymatischen und bakteri-
ellen Abbau wieder. Ahnliche Methoden lassen sich fiir Peptidasen und andere Ab-
baureaktionen denken.

2. Zum Nachweis von Dehydrogenasen wurde das in der Bakteriologie tibliche Nach-
weisreagenz 2, 3, 5 Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) unloslich gemacht und die
Formazanbildung zum Nachweis verwendet. Eine Reihe anderer Farbstoffreaktionen
148t sich dhnlich ausfithren. Hierbei ist vor allem an die Synthese von Farbstoffen
zu denken, die durch lange aliphatische Seitenketten unléslich gemacht wurden,
ohne daB3 die Reaktion beeinfluB3t wird (Farbfilmchemie).

3. Zum Nachweis von Schwefelwasserstoff mit Bleiacetat wird die Tatsache benutzt,
dafl im Wabennetz einer getrockneten Emulsion Gase und Flussigkeiten durch die
Zellenwinde leicht diffundieren koénnen, ein unlGsliches Reaktionsprodukt jedoch
zurlckgehalten wird.

Ein Geridt zur schnellen Auswertung der Objekttrager wird konstruiert, da die im
Handel erhiltlichen Densitometer den speziellen Anspriichen nicht geniigen.

5.2. Glucosidasenachweis

Zu 120 m1 0,2 mol methanolischer Glukoselésung werden 30 ml Aceton (als Losungs-
vermittler) und 25 g (15 g Binder; 10 g Hirter) eines Epoxiklebers (UHU-plus) gegeben.
Nach Rithren (30 min, 20 °C) werden, mit Aceton gereinigte, Objekttriger eingetaucht
und anschlieBend bei 40 °C drei Stunden getrocknet. Es ergibt sich dabei eine Belegung
von 0,26 mg/cm?, was 0,06 mg Glukose pro cm? entspricht. Danach werden die Objekt-
trager mit flieBendem Leitungswasser, schlieSlich mit aqua dest. 30 min lang gesptilt.
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Bei 20 °C werden sie 6 Stunden lang der Verdiinnungsreihe einer Hefesuspension
(Backerhefe) in Tris-HCl-puffer pH 8 exponiert (je 5 Parallelproben und 5 Nullproben
mit reinem Puffer). Die Glucosidaseaktivitdt der Hefesuspension wird an der gleichen
Verdinnungsreihe (5 Parallelproben) mit p-Nitrophenyl 8-D glucopyranosid durch
p-Nitrophenolabspaltung bestimmt (Messung bei 420 nm; Elko II, Zei3). Der Bereich
erstreckt sich tiber den, der im Sediment gefunden wurde (3.3).

Nach der Exposition werden die Platten entnommen, kurz abgesptilt (aqua dest.),
mit Anilinphthalatreagenz zur Dinnschichtchromatographie bespritht und 10 min bei
110 °C getrocknet. Bei 720 nm wird danach die Extinktion der Platten gemessen (Elko II,
ZeiB) gegen einen unbeschichteten Objekttrager. Die Nullwerte wurden gemittelt und
der Mittelwert von den Einzelwerten subtrahiert. Es ergab sich die Eichkurve (Abb. 7).
Die Nachweisgrenze liegt unter 1 pgat p-Nitrophenyl-B-D-glucopyranosid-glycosidische
Bindung/l. Die mittlere Standardabweichung war 4 0,002 Extinktionswerte.

Die Bindung der Glukose geht wahrscheinlich so vor sich: Als Binder dient der
Bisphenyl-A-Diglycidédther. Als Harter konnen Diamine oder Phthalsdureanhydrid ver-
wendet werden, die zu einer Polymerisierung fithren. Ist wihrend der Polymerisation
Glukose anwesend, so wird statt einer OH-Gruppe eine glycosidische Bindung geknipft.
Die Umlagerung aus der B in die a-Form, die bei anderen Verfahren nie ganz zu ver-
meiden ist, unterbleibt dabei.

CFIS
CH,—CH—CH,—O— —C— —O—CH,—CH—CH,
~N o~ | ~No”
CH,

Bisphenyl-A-Diglycidéther *ohne Glukose wiirde hier

eine OH-guppe stehen
CIH_.,
—O—@—C— —O—CH,—CH—CH,|-O
| |

CH,
CH,OH o,

1o/

OH\OH w /"

C—2=C
H oOH

5.3, Dehydrogenasenachweis

Zur Kennzeichnung der biologischen Aktivitit von Schlimmen wird oft die Reduktion
von 2, 3, 5 Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zum Formazan verwendet (Riep 1952;
Ninenam 1955; Hirte 1963; LeEnHARD 1966). Die Reduktion wird durch Sauerstoff
nicht beeinflu3t. Das Redoxpotential der ,,biologischen Redoxdquivalente* NADH und
NADPH + H ist geeignet, das Formazan zu bilden. Insofern ist die Bezeichnung
Dehydrogenasenachweis nicht véllig korrekt.
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Da TTC gut wasserloslich ist, das Formazan jedoch nicht, wird eine Emulsion als
Trager verwendet. Eine gesittigte Mastixlosung in Terpentin wird mit einer wissrigen
gesittigten Gummiarabicumlésung im Verhdltnis 92 : 8 (v/v) gemischt. 10 ml dieser
Mischung werden mit 0,3 g TTC gemischt. AnschlieBend wird im Ultraschallbad
homogenisiert, wobei eine Wasser-in-Ol-Emulsion entsteht. Die gereinigten Objekttrager
werden durch Tauchen beschichtet. Nunmehr wird 3 Tage bei 20 °C im Dunklen
getrocknet. Die trocknende Emulsion erhilt die Wabenstruktur teilweise, was eine
wesentliche VergréBerung der Oberflaiche bewirkt. Da die Reduktion zum groBen Teil
im direkten Kontakt mit Bakterienzellen vor sich geht, ist dies von Vorteil. Anheftungs-
moglichkeiten scheinen die Aktivitdt von Bakterien stark zu erhohen. Die Verhiltnisse
im Sediment werden dabei in etwa simuliert. Dieser enge Kontakt fiihrt jedoch gleich-
zeitig dazu, dal3 TTC in erheblicher Menge in Bakterienzellen geldst wird. Es gelang,
dies zu verhindern, indem die Platten nach dem Trocknen mit Sprithteflon (Pampus KG,
DuPont) bespritht und erneut getrocknet wurden. Die Reduktion fiihrt jetzt zu einem
Formazan, das nicht mehr rot sondern gelb ist. Die Unléslichkeit bei gleichzeitiger
Reaktionsfahigkeit und die Farbverschiebung lassen vermuten, daf3 durch das stark
polare Fluor im Teflon eine feste, nicht kovalente Bindung erfolgt.

Die Eichung erfolgte mit der Verdiinnungsreihe einer Hefesuspension (Bickerhefe)
in Tris-HCl-puffer pH 8 (je 5 Parallelproben und 5 Nullproben). Der Bereich tiberdeckt
Aktivitaten, die in situ gemessen wurden. Die Dehydrogenaseaktivitit wurde nach der
Standardmethode mit gelosten TTC bestimmt (jeweils 5 Parallelproben aus der gleichen
Verdiinnungsreihe und 5 Nullproben). Es wurde 4 Stunden lang bei 20 °C im Dunklen
inkubiert. Danach wurde die Extinktion der Platten bei 420 nm gegen eine unbeschich-
tete Glasplatte gemessen (Elko IT Zeif3). Die 5 Nullwerte (Exposition in reinem Puffer)
wurden gemittelt und von den Einzelwerten subtrahiert.

Es ergab sich die Eichkurve (Abb. 8). Die Nachweisgrenze liegt unter 0,5 pgat TTC-
reduktionsdquivalent/l. Die mittlere Standardabweichung betrug + 0,008 Extinktions-
werte.

5.4. Schwefelwasserstoffnachweis

Nach der Sauerstoffzehrung kann im Sediment Schwefelwasserstoff entstehen (BERNER
1963 ; Kovana 1964; Bourpin 1967). Gerade hier ist die Tiefenschichtung von beson-
derem Interesse.

Es wird die Reaktion von Bleiacetat mit H,S zu unléslichem PbS verwendet. In einer
Mastix-Gummi-arabicum-Emulsion (5.2) werden 49, Bleiacetat (w/v) gelost. Es wird
im Ultraschallbad emulgiert. Die gereinigten Platten werden durch Eintauchen be-
schichtet. Nach eintigiger Trocknung (40 °C) wurden die Platten in Eichlésungen von
Na,S in Tris-HCl-puffer pH 8 inkubiert (je 5 Parallelproben und 5 Nullproben in
reinem Puffer). Die Eichreihe {iberdeckt den mdglichen in situ Bereich. Nach vier
Stunden bei 20 °C wurden die Platten entnommen und getrocknet. Bei 590 nm wurde
die Extinktion gegen einen unbeschichteten Objekttridger gemessen. Die gemittelten
Nullwerte wurden subtrahiert (Elko II. Zeil3).

Es ergab sich die Eichkurve (Abb. 9). Die Nachweisgrenze liegt unter 1 pgat H,S-S/I.
Die mittlere Standardabweichung betrug + 0,0009 Extinktionswerte.
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