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I n d l e d n i n g

Hed s t ø t t e  f r a  S t a t e n s  j o r d b u n d s -  og v e t e r i n æ r v i d e n s k a b e l i g e  
F o r s k n i n g s r å d  u d f ø r e s  ved  S t a t e n s  P l a n t e a v l s - L a b o r a t o r i u m s  
b a k t e r i o l o g i s k e  a f d e l i n g ,  L y n g b y ,  ø k o l o g i s k e  u n d e r s ø g e l s e r  o v e r  
j o r d b u n d s m i k r o o r g a n i s m e r .  F o r s k n i n g s p r o j e k t e t  o m f a t t e r  a n v e n d e ­

l i g h e d e n  a f  n y e r e  m e t o d e r  i  en u n d e r s ø g e l s e  a f  m i k r o o r g a n i s m e r ­

n e s  b i o m a s s e  og a k t i v i t e t  i  d a n s k e  l a n d b r u g s j o r d e r .  M a t e r i a l e t  
f o r  u n d e r s ø g e l s e n  h a r  v æ r e t  g ø d n i n g s f o r s ø g e n e  ved  A s k o v  f o r s ø g s ­

s t a t i o n  .

Med b a g g r u n d  i  de i n d t i l  nu i n d v u n d n e  e r f a r i n g e r  g i v e s  d e r  
i  d e t  f ø l g e n d e  en o v e r s i g t  o v e r  de u d v a l g t e  m e t o d e r s  u d f ø r e l s e  
i  p r a k s i s  ved  l a b o r a t o r i e t .
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MIKROORGANISMERNES BIOHASSE OG A K T I V I T E T .

D e t  s t ø r s t e  a n t a l  m i k r o o r g a n i s m e r  f i n d e s  i  j o r d b u n d e n s  ø v e r ­

s t e  1 0 - 2 0  cm.  D e r e f t e r  a f t a g e r  de som f ø l g e  a f  m a n g e l  på næ­

r i n g  og i l t .  O m k r i n g  k e r n e r  med s t o r t  i l t f o r b r u g  kan  o p s t å  i l t ­

f a t t i g e  ø e r ,  h v o r  l i v s b e t i n g e l s e r n e  h e l t  æ n d r e s .  I  r o d z o n e n  
øge s  m i k r o o r g a n i s m e t a l l e t  s t æ r k t ,  t a k k e t  være u d s k i l l e l s e  a f  
s u k k e r a r t e r ,  a m i n o s y r e r  og v æ k s t p å v i r k e n d e  s t o f f e r  f r a  p l a n t e ­

r ø d d e r  s am t  a f s t ø d n i n g  a f  v æ v s d e l e  f r a  d i s s e s  o v e r f l a d e .  He r  
e r  o f t e  100 g ange  så mange b a k t e r i e r  som i  den r o d f r i  j o r d .

Mange a f  d i s s e  f r i g ø r  h e r  p l a n t e n æ r i n g  t i l  g avn  f o r  r ø d d e r n e ;  
n o g l e  kan  b i n d e  f r i t  k v æ l s t o f  og a n d r e  p r o d u c e r e r  s t o f f e r  mod 
p l a n t e p a t o g e n e r .

I  a g e r j o r d e n  a n v e n d e s  d e t t e  ø v e r s t e  j o r d l a g  som g r o b u n d  
f o r  p l a n t e v æ k s t e n .  O o r db u n de n  kan  b e t r a g t e s  som e t  l e v e n d e  s y ­

s t e m ,  e t  l e v e n d e  væv,  h v o r  p l a n t e r ø d d e r ,  m a k r o f a u n a  ( r e g n o r m e  
og i n s e k t e r ) ,  m i k r o f a u n a  ( p r o t o z o e r ,  n e m a t o d e r  og m i d e r )  og  
m i k r o f l o r a  ( b a k t e r i e r ,  s vampe og a l g e r )  a r b e j d e r  i  i n d b y r d e s  
s a m v i r k e  og a f h æ n g i g h e d ,  med k u l i s s e r  og s u b s t r a t  b e s t å e n d e  
a f  Q r g a n i s k e  og u o r g a n i s k e  p a r t i k l e r ,  v a n d h i n d e r  og l u f t r u m .

S t ø r r e l s e n  a f  den m i k r o b i e l l e  b i o m a s s e  i  a g e r j o r d e n  v i l  
t i l  e n h v e r  t i d  være  a f h æ n g i g  a f  f u g t i g h e d ,  pH,  i l t ,  t e m p e r a ­

t u r  og r e t t e  n æ r i n g .  S t ø r r e l s e n  og i s æ r  k a p a c i t e t e n  a f  m i k r o ­

o r g a n i s m e r n e s  b i o m a s s e  e r  en v æ s e n t l i g  d e l  a f  d e t  g r u n d l a g ,
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som b e t i n g e r  t i l s t e d e v æ r e l s e n  a f  t i l  g æ n g e l i g  n æ r i n  g f o r  p l a n ­

t e r n e  u n d e r  d y r k n i n g s f o r l ø b e t .

D e t  o p t i m a l e  v a n d i n d h o l d  f o r  m i k r o o r g a n i s m e r n e  l i g g e r  nær  
2 / 3  a f  j o r d e n s  v a n d h o l d e n d e  e v n e .  V i a  v a n d i n d h o l d  p å v i r k e s  u d ­

v e k s l i n g e n  a f  i l t ,  k u l d i o x i d  og n æ r i n g s o p t a g e l s e .

F o r  b a k t e r i e l i v e t  e r  en a lm en  j o r d r e a k t i o n  o v e r  pH 6 g u n ­

s t i g .  Men d e t  e r  k e n d t ,  a t  m i k r o l o k a l i t e t e r  kan  ha ve  f o r s k e l ­

l i g  r e a k t i o n  og d e rmed  b e t i n g e  l o k a l e  v a r i a t i o n e r  i  o r g a n i s ­

m e r n e s  l i v s k å r .

T e m p e r a t u r e n  e r  a f  væsen t i i  g b e t y d n i n g  b åde  f o r  b i o m a s s e n s  
s t ø r r e l s e  og f o r  d en s  a r b e j d e .

M i k r o o r g a n i s m e r n e s  b i o m a s s e  og a k t i v i t e t  h a r  o v e r m å d e  b e ­

t y d n i n g  f o r  j o r d b u n d e n s  e g n e t h e d  som v æ k s t s u b s t r a t  f o r  p l a n t e r .  
De v i r k e r  både  som t r a n s f o r m a t o r e r  og d e p o t e r  i  e t  k o m p l e k s t  
k r e d s l ø b .  3 o r d b u n d s m i k r o o r g a n i s m e r n e  kan  b e t r a g t e s  som k e m i s k e  
k r a f t c e n t r e ,  t a k k e t  være  en s t o r  f o r m e r i n g s h a s t i g h e d ,  en b e t y ­

d e l i g  o v e r f l a d e k a p a c i t e t  og en a n s e l i g  n e d b r y d n i n g s e v n e  som 
f ø l g e  a f  e n z y m p r o d u k t i o n .  M e t o d e r n e  i  j o r d b u n d s m i k r o b i o l o g i e n  
r umme r  mange p r o b l e m e r ,  og man s ø g e r  i  d i s s e  å r  a t  f o r b e d r e  
m e t o d i k k e n ,  så d e t  kan  b l i v e  m u l i g t  a t  o pnå  e t  p å l i d e l i g t  b i l ­

l e d e  a f  b i o m a s s e n  og den m i k r o b i o l o g i s k e  a k t i v i t e t  i  j o r d e n .
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MIKROORGANISMERNES BIOMASSE

BESTEMMELSE AF BIOMASSE INDEKS EFTER 3ENKINSONS METODE.

Ved a t  dampe en j o r d p r ø v e  med c h l o r o f o r m  i n a k t i v e r e s  en d e l  
a f  m i k r o o r g a n i s m e r n e  i  j o r d e n ,  og d i s s e  t j e n e r  da som l e t  t i l ­

g æ n g e l i g  o r g a n i s k  n æ r i n g  f o r  de o v e r l e v e n d e  ( e l l e r  ved  p o d n i n g  
t i l f ø r t e )  m i k r o o r g a n i s m e r .  D e t t e  m e d f ø r e r  s t ø r r e  k u l d i o x i d - u d -  
s k i l l e l s e  i  d ampe t  end  i  u b e h a n d l e t  j o r d .  F o r s k e l l e n  b e t r a g t e s  
da som e t  u d t r y k  f o r  l e t  o m s æ t t e l i g t  o r g a n i s k  m a t e r i a l e  i n d e n  
d a m p n i n g .

M e t o d e n  kan  kun  a n v e n d e s  u n d e r  v i s s e  f o r u d s æ t n i n g e r .  J o r d e n  
må i k k e  l u f t t ø r r e s  og g e n o p f u g t e s  f ø r  d a m p n i n g ,  da l e t  t i l g æ n ­

g e l i g t  h u m u s m a t e r i a l e  så v i l  o m s æ t t e s  sammen med de døde  b a k ­

t e r i e r .  E n d v i d e r e  kan  m e t o d e n  i k k e  b r u g e s  på j o r d ,  d e r  i n d e ­

h o l d e r  e l l e r  l i g e  h a r  f å e t  t i l f ø r t  s t o r e  mængder  o r g a n i s k  ma­

t e r i a l e  .

f  i  g . 1 .

M a t e r i a l e :

2 - l i t e r  E r l e n m e y e r k o l b e r  
T r å d k u r v e  med p r o p  
A p p a r a t u r  f o r  a f t a p n i n g  a f  B a ( O H ) 2 , f i g .  2 .  
H C l - b e h o l d e r  og b u r e t t e ,  f i g .  3 .

E k s s i k a t o r e r  med hane  ( s k a l  k u n n e  t å l e  u d p u m p n i n g ) .

Sugepumpe

H g - m a n o m e t e r

K o l o n n e  f o r  r e n s n i n g  a f  c h l o r o f o r m  
S u g e k o l b e
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R e a g e n s e r :

0,04-54-5 N HCl  ( a m p u l )

0 , 04 -5 45  N 8 a ( O H )2 t i l s a t  10 g B a C l ^ / l  o p l ø s n i n g

I n d i k a t o r : .  0 , 1  g T h y m o l b l å t  o p l ø s e s  i  100  ml  H^0 + Z ml  0 , 1  M Na0H

C h l o r o f o r m

B a s i s k  A l ^ O ^

A c e t o n e  ( t e k n i s k )

0,04-54-5 N HC1 f r e m s t i l l e s  ved  a t  f o r t y n d e  en amp u l  0 , 1  HC1 op 
t i l  2200  ml  s a m l e t  v o l u m e n .

0 , 04-54-5 N Ba ( 0H)  2 f r e m s t i l l e s  ud f r a  en m æ t t e t  o p l ø s n i n g  a f  B a ( 0H)2 

på f ø l g e n d e  måde:  De r  u d t a g e s  5 , 0  ml  m æ t t e t  o p l .  a f  Ba ( 0H ) . ,  og t i l ­

s æ t t e s  7 d r å b e r  i n d i k a t o r  og t i t r e r e s  med 0,04-54-5 N HC1.  D e r a f  
kan  man b e r e g n e  h v o r  m eg e t  v a n d ,  d e r  s k a l  t i l s æ t t e s  t i l  en b e ­

s t e m t  mængde m æ t t e t  o p l ø s n i n g  a f  B a t O H ) ^ ,  f o r  a t  f å  1 m l - 0 , 4-54-5 N 
B a ( 0 H ) 2~ l  ml  0 , 0 4 5 4 5  N HC1.  F o r  a t  s t a b i l i s e r e  0 , 0 4 5 4 5  N B a ( 0 H ) 2 ~ 
o p l ø s n i n g e n ,  s k a l  d e r  t i l s æ t t e s  10 g B a C ^  p r .  1 o p l ø s n i n g .  
F o r t y n d i n g e n  a f  m æ t t e t  B a ( 0 H ) ^ b e r e g n e s  på f ø l g e n d e  måde :

5 mg m æ t t e t  B a ( 0 H ) 2 b r u g e r  x ml  0 , 0 4 5 4 5  N HC1 t i l  n e u t r a l i s e r i n g .  
M æ t t e t  B a ( 0 H ) 2 s k a l  f o r t y n d e s  — gange .

Ved f r e m s t i l l i n g  a f  5000  ml  0 , 0 4 5 4 5  N B a ( O H )2 s k a l  a n v e n d e s :  
ml  m æ t t e t  B a ( OH )2 o p l .

5

e l l e r : y ml  m æ t t e t  B a ( 0H ) 2 s k a l  f o r t y n d e s  op t i l  e t  s a m l e t  v o l u -
o Xmen p å :  y gange  y  m l .

M e t o d e :

V a n d i n d h o l d e t  i  j o r d e n  j u s t e r e s  i n d e n  m å l i n g  t i l  60 % a f  
v a n d h o l d e n d e  e v n e .  3 o r d e n s  v a n d h o l d e n d e  e vne  kan  bes t emmes på 
f ø l g e n d e  måde:
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1 .  F ø r s t  mæ t t e s  f i l t e r p l a d e n  i  en G 3 - f i l t e r t r a g t  med d e i o n i s e r e t  
va nd  ved  a t  l a d e  t r a g t e n  l i g g e  i  v a nd  i  e t  d øg n .

2 .  F i l  t e r t r a g t e n  f y l d e s  med d e i o n i s e r e t  v a nd  n e d e f r a  t i l  f i l t e r ­

p l a d e n  og a n b r i n g e s  i  en v a n d f y l d t  E r l e n m e y e r k o l b e  ( d e i o n .  
v a n d ) .

3 .  I  t r a g t e n  a n b r i n g e s  50 g j o r d ,  og t r a g t e n  dækkes  med en p l a s t  
p o s e .

4 .  Nå r  j o r d e n  f y l d e s  i ,  s u g e s  d e r  v and  op i  j o r d e n ,  og e f t e r  hen

s t a n d  i  2 - 4  t i m e r  f o r e t a g e s  med s p a t e l  en g r u n d i g  o m r ø r i n g  a f

j o r d e n .  H e r v e d  f a l d e r  j o r d e n  me re  sammen,  og en d e l  a f  v a n d e t  
d r æ n e r  ud a f  j o r d e n .

5 .  E f t e r  h e n s t a n d  i  e t  døgn bes t emmes  j o r d e n s  v a n d i n d h o l d  ved

v e j n i n g  f ø r  og e f t e r  t ø r r i n g  ved  1 0 5 ° C i  24 t i m e r .  D e t t e  v and

i n d h o l d  e r  v a n d i n d h o l d e t  v ed  j o r d e n s  v a n d h o l d e n d e  e v n e .

6 . Vægt  % v a nd  ved  60 % a f  v a n d h o l d e n d e  e vn e  b e r e g n e s .

B e r e q n i n q s e k s e m p e l :

5 0 . 0 0 0  g ( v å d  j o r d  f ø r  t ø r r i n g )

3 0 . 0 0 0  g ( j o r d  e f t e r  t ø r r i n g  ved  105 °C  i  24 t i m e r )

2 0 . 0 0 0  g v a n d i n d h o l d  i  j o r d e n

60 % a f  20 g H2 0 = 12 g H.,0

Tø r  j o r d  + 60 % H2 0 = 30 g + 12 g = 42 g

V æ g t p r o c e n t  H2 0 ved  60 % a f  v a n d h o l d e n d e  e v n e .

1 2 ,,x, .100 = 28,5 % H 2 0
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I  t r å d k u r v e  a n b r i n g e s  60 g f u g t i g  j o r d  ( m i n d s t  4 s t k .  p r .  
j o r d t y p e ) .  De r  u d t a g e s  j o r d  t i l  b e s t e m m e l s e  a f  pH og v a n d p r o c e n t .  
De su de n  u d t a g e s  en l i l l e  j o r d m æ n gd e  ( c a .  50 g ) ,  som o p b e v a r e s  ved  
2 5 ° C  t i l  p o d n i n g  a f  den dampede j o r d .  K u r v e  med j o r d ,  a n b r i n g e s  
i  en e k s s i k k a t o r  f o r  a n v e n d e l s e  t i l  c h l o r o f o r m d a m p n i n g , og e t  
t i l s v a r e n d e  a n t a l  k u r v e  med j o r d  a n b r i n g e s  i  en a nden  e k s s i k k a ­

t o r ,  h v o r  d e r  i k k e  t i l s æ t t e s  c h l o r o f o r m .

Da m pn i n g  f o r e t a g e s  i  s t i n k s k a b .  De r  b r u g e s  100 ml  a l k o h o l f r i t  
C H C l ^ . F ø r  d am p n i n g  må c h l o r o f o r m e n  r e n s e s  f o r  a l k o h o l :  150 g 
b a s i s k  A l ^O- ,  f y l d e s  i  en k o l o n n e ,  og 200  ml  CHC1^ s e n d e s  gennem  
k o l o n n e n  3 g a n g e .  C h l o r o f o r m e n  s u g e s  gennem k o l o n n e n  og ned  i  en 
E r l e n m e y e r k o l b e  ved  h j æ l p  a f  su gepumpe  ( f i g .  4 . ) . De r  a n v e n d e s  
d o b b e l t  mængde CHC1^ ,  i d e t  o m k r i n g  h a l v d e l e n  a b s o r b e r e s  i  A l ^ O - , .

To e k s s i k k a t o r e r  med j o r d p r ø v e r n e  f o r e s  med f u g t i g  f i l t r e r ­

p a p i r .  Den a l k o h o l f r i e  c h l o r o f o r m  a n b r i n g e s  i  e t  b æ g e r g l a s ,  h v o r i  
d e r  f i n d e s  l i d t  p i m p s t e n ,  og a n b r i n g e s  i  den ene e k s s i k k a t o r  
( f i g .  5 . ) .  E k s s i k k a t o r e n  u dp ump es ,  i n d t i l  c h l o r o f o r m e n  k o g e r  
k r a f t i g t  ( c a .  700 mm Hg i  u n d e r t r y k ) ,  l u k k e s , og s t å r  i  mø r k e  i  
en s o r t  p l a s t p o s e  i  1 8 - 2 4  t i m e r .  E f t e r  1 8 - 2 4  t i m e r  f j e r n e s  bæ­

g e r e t  med CHC1^ ,  og d e t  f u g t i g e  f i l t r e r p a p i r  f r a  e k s s i k k a t o r e n .  
Denne  udpumpes  t i l  e t  u n d e r t r y k  på c a .  700  mm Hg og s t å r  s å ­

l e d e s  i  5 m i n . .  D e t t e  g e n t a g e s  6 g a n g e .  E f t e r  u d p u m p n i n g e n  må 
d e r  i k k e  være vacuum på s l a n g e n  ned  t i l  p umpen ,  da d e r  så s u g e s  
o l i e  op i  s l a n g e r n e .  Den b r u g t e  c h l o r o f o r m  t i l s æ t t e s  l i d t  a l k o h o l  
f o r  s t a b i l i s e r i n g  og h æ l d e s  i  en f l a s k e  f o r  s e n e r e  b o r t s k a f f e l s e .

T r å d k u r v e n e  med j o r d  v e j e s  med p r o p  og a n b r i n g e s  i  E r l e n m e y e r -  
k o l b e r .  E v e n t u e l t  v a n d t a b  e r s t a t t e s  med d e i o n i s e r e t  v a n d .

Den dampede j o r d  p o d e s  på f ø l g e n d e  måde :  5 g u d a m p e t  j o r d  o p ­

s t emmes  i  50 ml  d e i o n i s e r e t  v and  ved  b l a n d i n g  i  m i x e r  i  2 m i n . .  
D e r  u d t a g e s  t i l  h v e r  j o r d p r ø v e  0 , 5  m l  e f t e r  g r u n d i g  o m r ø r i n g  med
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s p a t e l  f ø r  h v e r  u d t a g n i n g .  3 o r d o p s l e m n i n g e n  t i l d r y p p e s  j o r d p r ø ­

v e r n e  o v e n f r a .  I  b unden  a f  E r l e n m e y e r k o l b e r n e  a n b r i n g e s  en p a s s e n ­

de mængde B a i O H ) ^  ( 1 0 0  m l )  og 7 d r å b e r  i n d i k a t o r .  K o l b e r  med dam­

p e t  og u da m pe t  j o r d  a n b r i n g e s  v ed  2 5 ° C .  Desuden  o p s t i l l e s  2 k o l ­

b e r  med t r å d k u r v e  u den  j o r d  f o r  b l i n d b e s t e m m e l s e .

10 d age  e f t e r  d a m p n i n g  t i t r e r e s  Ba(0H) . . ,  i  k o l b e r n e ,  b åde  med 
d am pe t  og u d a m p e t  j o r d ,  med 0 , 0 4 5 4 5  N HC1.  K o l b e r n e  tømmes og  
f o r s y n e s  p ån y  med p a s s e n d e  mængder  B a ( O H ) 2 » så m eg e t  a t  o m s l a g  
kan  u n d g å s .  T i  t r e r i n g s  t a l l  e t  t r æ k k e s  f r a  b l i n d b e s t e m m e l s e r n e .

Vægt en  a f  j o r d  og t r å d k u r v  med p r o p  k o n t r o l l e r e s ,  og d e r  t i l ­

f ø r e s  d e i o n i s e r e t  v a n d ,  h v i s  n ø d v e n d i g t .  J o r d p r ø v e r n e  s t å r  y d e r ­

l i g e r e  10 d a g e ,  h v o r e f t e r  d e r  t i t r e r e s  i g e n  og m å l i n g e r n e  a f ­

s l u t t e s  .

J o r d e n  o v e r f ø r e s  f r a  t r å d k u r v  t i l  f o r v e j e t  b æ g e r g l a s  og v a n d ­

p r o c e n t e n  og den t o t a l e  mængde t ø r  j o r d  a f  h v e r  e n k e l t  j o r d p r ø v e  
bes t em me s  ved  a t  v e j e  p r ø v e r n e  f ø r  og e f t e r  t ø r r i n g  ved  105 °C  i  
24 t i m e r .  I n d e n  t ø r r i n g  u d t a g e s  a f  2 udampede  og 2 dampede j o r ­

d e r  1 0 , 0 0  g t i l  p H - b e s t e m m e l s e . F i g .  6 v i s e r  p r i n c i p p e t  i  m e t o d e n .

B e r e g n i n g :

K u l s t o f - m i k r o o r g a n i s m e - b i o m a s s e n  e r  b e r e g n e t  e f t e r  f ø l g e n d e  f o rme l :
A _ ( x - y )  X 0 , 2 7 3  rt -  K

h v o r  A = C i  m i k r o o r g a n i s m e - b i o m a s s e ,  mg / 5 0  g t ø r  j o r d .

X  = CO2 u d s k i l t  f r a  d ampe t  j o r d  0 . - 1 0 .  døgn e f t e r  d a m p n i n g ,  
mg / 50  g t ø r  j o r d  

y -  C0 2 u d s k i l t  f r a  u b e h a n d l e t  j o r d  1 0 . - 2 0 . døgn e f t e r  damp ­

n i n g  e r  f o r e t a g e t ,  m g / 5 0  g t ø r  j o r d  
K = 0 , 5 ,  den d e l  a f  j o r d e n s  m i k r o o r g a n i s m e - b i o m a s s e ,  d e r  e r  

om sa t  e f t e r  10 døgn ( e m p i r i s k  b e s t e m t  k o n s t a n t ) .

3 e n k i n s o n  h a r  a n g i v e t  0 , 5 ;  A n d e r s o n  og Domsch ( 1 9 7 8 )  h a r  a n g i v e t  
0 , 4 1  .

0 , 2 7 3  = b r ø k d e l  k u l s t o f  i  CO2 .
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Eksempel på C i mikroorganisme-biomassen er beregnet fra 
resultaterne i fig. 7.

B = * °.273 = O M  - * ° ’273 = 10 -g C/50 g
tør .jord

Resultaterne underkastes sædvanlig statistisk behandling.
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F i g .  6 . B i o m a s s e b e s t e m m e l s e  ved  c h l o r o f o r m d a m p n i n g .
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BESTEMMELSE AF ADENOSIN TRIFOSFAT (ATP )  I  30RD.

ATP e r  en e n e r g i r i g  f o r b i n d e l s e ,  d e r  f i n d e s  i  a l l e  l e v e n d e  
c e l l e r .  Da c e l l e r n e s  i n d h o l d  a f  ATP n e d b r y d e s  ø j e b l i k k e l i g t  ved  
c e l l e d ø d ,  kan ATP-mængden b r u g e s  som e t  u d t r y k  f o r  de l e v e n d e  
c e l l e r .  C e l l e r n e s  A T P - i n d h o l d  e r  b åde  a f h æ n g i g  a f  c e l l e r n e s  
a k t i v i t e t  og mængden a f  l e v e n d e  c y t o p l a s m a .  M i k r o o r g a n i s m e r n e s  
A T P - i n d h o l d  kan  bes t emmes  k v a n t a t i v t  v e d  m å l i n g  a f  l y s u d v i k l i n ­

g e n ,  d e r  o p s t å r  v ed  r e a k t i o n  m e l l e m  r e d u c e r e t  l u c i f e r i n  ( L F ^ ) ,  
e n z y m e t  l u c i f e r a s e ,  i l t ,  M g - i o n e r  og ATP.  L u c i f e r i n - l u c i f e r a s e  
s y s t e m e t  u d v i n d e s  a f  i l d f l u e h a l e r  f r a  i l d f l u e n  P h o t i n u s  p y r a l i s  
R e a k t i o n e n  ved l y s u d v i k l i n g  k an  f r e m s t i l l e s  s å l e d e s :

»4 +  +Mg
l u c i -  l u c i -  A T n ___^ l u c i -  . l u c i -  .
f e r a s e  + f e r i n  + '  f e r a s e  f e r i n  + P^1"0 os  a

( L H 2 ) ( l u c i f e r y l  a d e n y l a t ^ .  •/ AMP = a d e n o s i n ^
l c o m p l e x .  )  i ,m on o f  o s f  a t  J

° 2

jrl u c i -  o x i l u c i -
f e r a s e  + f e r i n  + AMP + l y s

Nå r  a l l e  n ø d v e n d i g e  s t o f f e r  e r  t i l s t e d e  i  o v e r s k u d  e r  l y s u d ­

v i k l i n g e n  l i g e f r e m  p r o p o r t i o n a l  med k o n c e n t r a t i o n e n  a f  ATP i  
r e a k t i o n s b l a n d i n g e n .

E k s t r a k t i o n  a f  ATP f r a  c e l l e r  i  j o r d .

Mange f o r s k e l l i g e  o p l ø s n i n g e r  e r  b l e v e t  b r u g t  t i l  e k s t r a k t i o n  
a f  ATP f r a  f o r s k e l l i g e  o m g i v e l s e r :  D e t  e r  b l . a .  s v o v l s y r e ,  t r i -
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c h l o r e d d i k e s y r e ,  d i m e t h y l s u l f o x i d , p e r c h l o r s y r e  og t r i s - b u f f e r .

Nå r  A T P - i n d h o l d e t  e k s t r a h e r e s  med s y r e o p l ø s n i n g e r ,  e r  d e t  
v i g t i g t  a t  e k s t r a k t e n  h a r  e t  pH < 2 f o r  a t  s i k r e , a t  A T P - m o l e -  
k y l e r n e s  f o s f a t g r u p p e r  i k k e  e r  i o n i s e r e t .  S y r e n  d r æ b e r  c e l ­

l e r n e ,  f r i g ø r  i n t a k t  ATP og i n a k t i v e r e r  A T P - n e d b r y d e n d e  e n z y m e r  
I  den s u r e  e k s t r a k t  a d s o r b e r e s  A T P - m o l e k y l e r n e  i k k e  t i l  k a t i o n -  
f o r b i n d e l s e r  i  s u s p e n s i o n e n .  Desuden  e r  ATP r e t  s t a b i l t  u n d e r  
d i s s e  f o r h o l d .  Ved e k s t r a k t i o n e n  o p l ø s e s  de m e s t  P - a d s o r b e r e nde  
f o r b i n d e l s e r  ( a m o r f e  F e -  og A l - s e s q u i o x i d e r  og CaCO ^ ) ,  og d e t  
e r  s å l e d e s  m u l i g t  a t  e k s t r a h e r e  me re  ATP end u n d e r  n e u t r a l e  
b e t i n g e l s e r .  F o r  a t  u ndgå  en u d f æ l d n i n g  a f  ATP med Fe ,  A l  og Ca 
i o n e r  i  e k s t r a k t e n  ved  j u s t e r i n g  a f  pH t i l  9 , 8 ,  må d i s s e  i o n e r  
f j e r n e s  f r a  e k s t r a k t e n  ved  en k a t i o n b y t n i n g  f ø r  i n d s t i l l i n g  a f  
p H .

M å l i n g  a f  ATP .

Ved b l a n d i n g  a f  e n z y m o p l ø s n i n g  og A T P - e k s t r a k t  f å s  en l y s ­

u d v i k l i n g ,  d e r  k an  r e g i s t r e r e s  i  e t  s p e c i e l t  f o t o m e t e r .  Nå r  
l y s u d v i k l i n g e n  m å l e s ,  e r  d e t  m u l i g t  a t  bes t emme  A T P - i n d h o l d e t  
i  f o r s k e l l i g e  j o r d e r .

A n v e n d e l s e  a f  A T P - m å l i n q e r .

A T P - i n d h o l d e t  i  l a n d b r u g s j o r d e r  kan  a n v e n d e s  t i l  a t  b e s t e m ­

me den m i k r o b i e l l e  b i o m a s s e  og a k t i v i t e t .  T i l  b i o m a s s e -  
b e s t e m m e l s e r  kan  d e r  r e g n e s  med e t  g e n n e m s n i t l i g t  A T P - i n d -  
h o l d  p r .  b a k t e r i e c e l l e  på 0 , 5  x 10 ^ n g .  D e t  e r  d e s u d e n  m u l i g t  
a t  b r u g e  A T P - m å l i n g e r  t i l  a t  bes t emme  mængden a f  n æ r i n g s s t o f f e r  
d e r  e r  b u n d e t  i  d e t  m i k r o b i e l l e  c e l l e m a t e r i a l e .  På den  måde v i l  
d e t  være  m u l i g t  a t  o p s t i l l e  m o d e l l e r  f o r  j o r d e n s  t i l g æ n g e l i g e  
n æ r i n g s s t o f f e r .  L e e ,  e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  f a n d t  f o r h o l d  m e l l e m  A T P /C /  

N / P / S  på 1 : 250  : 42 : 8 , 6  : 2 , 6  ved  a t  b r u g e  g e n n e m s n i t s t a l
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e i t e r e t  a f  a n d r e  ( S p e c t o r ,  1 9 5 6 ;  S t r i c k l a n d ,  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .
_ 9

(1  ng s v a r e r  t i l  10 g ) .

M a t e r i a l e r :

H^SO^ t i l  a n a l y s e  ( 1  N)

E t h a n o l a m i n  t i l  a n a l y s e  (5 N)

M u n k t e l l  20 H f i l t r e r p a p i r  e l l e r  n r .  5 Whatman f i l t r e r p a p i r  
Dowex 50 (N a + f o r m ,  x 8 , 2 0 - 5 0  mesh)

A T P - s t a n d a r d e r

I l d f l u e e k s t r a k t ,  ( o p b e v a r e s  ved  - 2 0 ° C ) ;  e t  g l a s  ( 5 0  mg) o p l ø ­

s e s  i  2 , 5  ml  d e s t i l l e r e t  v a nd  og h e n s t å r  2 t i m e r  ved  0°C i n d e n  
b r u g .  ( F L E - 5 0 ,  S i g m a ) .

Lumac C e l l  t e s  t e r  208 0 ( f o t o m e t e r )  t i l s l u t t e t  en p r o g r a m m e r b a r  
r e g n e m a s k i n e .

M e t o d e ;

H e l e  e k s t r a k t i o n e n  u d f ø r e s  ved  0 ° C .

1 .  En j o r d p r ø v e  ( 5  g)  r y s t e s  med k o l d  s v o v l s y r e  (6 m l )  i  5 
m i n u t t e r .  De r  a n v e n d e s  en s v o v l s y r e k o n c e n t r a t i o n ,  s å l e d e s  
a t  j o r d  og s y r e  g i v e r  en p H - v æ r d i  på 1 , 5  -  2 , 0 .  N o r m a l t  a n ­

v e n d t  s y r e k o n c e n t r a t i o n  e r  0 , 6  N -  1 , 5  N.

2 .  P r ø v e n  h e n s t å r  i  20 m i n u t t e r  med l e j l i g h e d s v i s  r y s t n i n g .

3 .  F i l t r e r i n g  a f  p r ø v e n  u n d e r  vakuum gennem en B ü c h n e r t r a g t

med M u n k t e l l  n r .  20 H f i l t r e r p a p i r .

k .  K a t i o n b y t n i n g  a f  3 ml  e k s t r a k t  t o  g ange  på en 13 cm k o l o n n e

(Dowex  50 ,  N a - f o r m ) .  S ø j l e n  p l a c e r e s  ved  5 °C .

5 .  K o l o n n e n  e l u e r e s  med 4 ml  k o l d  d e s t i l l e r e t  v a n d .

6 . E k s t r a k t e n  j u s t e r e s  t i l  pH 9 , 8  med 5 N e t h a n o l a m i n  ( i s k a p p e  
om g l a s s e t ) .

7 .  M å l i n g e n  u d f ø r e s  ved  i n j e k t i o n  a f  100  y 1 l u c i f e r i n - l u c i f e -

r a s e  o p l ø s n i n g  i  50 y l  p r ø v e e k s t r a k t .

8 . M å l i n g  a f  h e l e  l y s u d v i k l i n g e n  i  Lumac f o t o m e t e r .
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ATP-  s t a n d a r d .

S t a n d a r d o p l ø s n i n g e r  (1 m l )  b l a n d e s  med e k s t r a k t e r  ( 2  m l ) ,  
d e r  e r  f i l t r e r e t  f r a  en s t e r i l  j o r d p r ø v e  ( p u n k t  3 ) . Denne b l a n ­

d i n g  b e h a n d l e s  l i g e s o m  p r ø v e e k s t r a k t e n  f r a  p u n k t  4-. På den måde  
k o r r i g e r e s  f o r  f ø l g e n d e :  1 )  A T P - t a b  v ed  t i l s æ t n i n g  a f  s v o v l s y r e ,  
2)  t a b  i  p r o c e d u r e n  og 3)  h e m n i n g s e f f e k t e r  i  j o r d e k s t r a k t e n .

B e r e q n i n q s e k s e m p e l :

U d r e g n i n g  f o r  j o r d p r ø v e n :

I n t e g r a t i o n  a f  h e l e  l y s e m i s s i o n e n  = 1 0 , 0 0  
( M å l e r e s u l t a t )

t - . , .  . , 3 m l  + 4 m lF o r t y n d i n g  i  p r o c e d u r e n  = --------- ^ ^ -------

1 0 ->.0- 0 O  l ^  = 2 3 ^ 3 3

U d r e g n i n g  f o r  s t a n d a r d e r  e f t e r  samme b e h a n d l i n g  som j o r d p r ø v e -  
e k s t r a k t i o n e n  ( s e  u n d e r  M e t o d e ) -

I n t e g r a t i o n  a f  h e l e  l y s e m i s s i o n e n  = 4-, 00  
( M å l e r e s u l t a t )

. , 1 m l  + 2 ml  3 ml  + 4- mlF o r t y n d i n g e r  i  p r o c e d u r e n  = --------- l " "mT-------  --------- 3 ml -------

4 , 0 0 X (1  + 2 )  X ( 3  + 4 )  = 28>0Q

D e t  e r  v æ s e n t l i g t ,  a t  p r ø v e v o l u m e n  ved  m å l i n g  e r  d e t  samme 
f o r  p r ø v e e k s t r a k t  og f o r  s t a n d a r d e r .





- 20 -

w s u p  -
v1k:u M(S

23,3

A T P -  S T A N D A R D  
k U R V E

S D  i  M

So o . ~
£>D Z>

8 ^ 5  A lP /m f i .  

- 1 6  0  —

S2l

E f t e r  k o r r e k t i o n  t i l  en s t a n d a r d k u r v e  m u l t i p l i c e r e s  med 2.

(5  g j o r d  og 6 ml  s y r e )  f o r  a t  f å  ATP-mængden p r .  g j o r d , og

d e r  k o r r i g e r e s  f o r  j o r d e n s  v a n d i n d h o l d  f o r  a t  f å  ATP-mængden

p r .  g t ø r  j o r d .  Ved a t  r e g n e  med e t  g e n n e m s n i t l i g t  A T P - i n d h o l d
_ />

p r .  b a k t e r i e c e l l e  på 0 , 5  x 1 0 " °  ng kan  b i o m a s s e n  p r .  g t ø r  j o r d  
b e r e g n e s .  O m r e g n i n g  t i l  kg  b i o m a s s e  p r .  ha i  p l ø j e l a g e t  b l i v e r  
de t  samme som ng ATP p r .  g t ø r  j o r d .

A l l e  r e s u l t a t e r  u n d e r k a s t e s  s t a t i s t i s k  b e h a n d l i n g .
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Pias ti cbehdder med jord og syre 
^ 75 mm længde >C 35mm indre diam).

Plasticbox med iskappe 
(ö5mmX50mm bred).

Fig. 1

Kraftig sugepumpe

Büchnertragt med et tæt 
filterpapir.
(63 mm indre diam.) 

Sugekolbe (250 ml.

Glasbeholder med ekstrakt 
(l00mmX 22mmindre diam

Fig. 2

Sugekolben opbevares ved -20 C med våd t  sand. Inden f o r søge t  
hældes l i d t  vand i  ko lben og den p l ace r es  i  e t  i sbad .



I
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Glas tragt

Glasror

O 

©

( 2OOmm *  8 mm indre diam,

Kationbytterresin.
^fyldes op til 130mmi glasrøret

Kanyle.
50mmlængde X 1,4 mm i diam. 

Plastbox med is.

Fig. 3

Fy l d n i n g  a f  ko lonne.

Kolonnens neders te  åbning l ukkes  med en gummiprop uden kany l e  
og kolonnen f y l de s  med d e s t i l l e r e t  vand. I onby t t e r m a t e r i a l e t  
f ug t es  med d e s t i l l e r e t  vand og på f y l de s  ko lonnen.  D e r e f t e r  kan 
gummiproppen e r s t a t t e s  med den prop,  hvor  der  går en kany l e  
igennem. Kolonnerne kan f y l d e s  ved s t ue t empera t u r  og derpå p l a ­

ceres ved 5°C.
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L i t t e r a t u r ;

B a n c r o f t ,  K. P o u l ,  E . A .  and  W i e b e ,  W . 3 .  ( 1 9 7 6 ) :  The e x t r a c ­

t i o n  and  m e a s u r e m e n t  o f  a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  f r o m  m a r i n e

s e d i m e n t s .  -  L i m n o l .  O c e a n o g .  2 1 ,  2 7 3 - 4 8 0 .

E i l a n d ,  F i n n  ( 1 9 7 8 ) :  An i m p r o v e d  m e t h o d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  
a d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  (ATP )  i n  s o i l .  -  S o i l  B i o l .  B i o c h e m .

L e e ,  C .C .  H a r r i s ,  R . F .  W i l l i a m s ,  3 . D .H .  A r m s t r o n g ,  D . E .  and  
S y e r s  , 3 . K . ( 1 9 7 1 ) :  A d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  i n  l a k e  s e d i ­

m e n t s :  I .  D e t e r m i n a t i o n .  -  S o i l  S e i .  Am e r .  P r o c .  3 5 .  8 2 - 8 6 .

S p e c t o r ,  W.S.  ( 1 9 5 6 ) :  H a n dbo ok  o f  B i o l o g i c a l  D a t a .  W.B .  S a u n d e r s

C O . ,  P h i l a d e l p h i a .

S t r i c k l a n d » .  3 . D . 3 .  H o l m - H a n s e n ,  0 .  E p p l a y ,  R.W.  and L i n n ,  R . 3 .

( 1 9 6 9 ) : The u se  o f  a deep t a n k  i n  p l a n k t o n  e c o l o g y :  I n  S t u d i e s

o f  t h e  g r o w t h  and c o m p o s i t i o n  o f  p h y t o p l a n k t o n  c r o p  a t  l o w  
n u t r i e n t  l e v e l s .  - L i m n o l .  O c e a n o g .  1 4 ,  2 3 - 2 4 .
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BESTEMMELSE AF BAKTERIER I  30RD VED PLADESPREDNINGER.

P l a d e s p r e d n i n q s m e t o d e n  e r  den f ø r s t  u d a r b e j d e d e  m e t o d e  t i l  
k v a n t i t a t i v e  b e s t e m m e l s e r  a f  b a k t e r i e r  og svampe  i  j o r d  ( K o c h ,  
1 8 8 1 ) .  Den b r u g e s  d e s u d e n  t i l  k v a l i t a t i v e  s t u d i e r  a f  j o r d e n s  
m i k r o f l o r a  ( i s o l e r i n g  og r e n d y r k n i n g  a f  k o l o n i e r ) .  Ved i n k u b e r i n g  
a f  a g a r s u b s t r a t  t i l s a t  en j o r d s u s p e n s i o n  u d v i k l e s  de e n k e l t e  m i ­

k r o o r g a n i s m e r  t i l  k o l o n i e r .  E f t e r  t æ l l i n g  a f  d i s s e ,  k an  a n t a l  og  
b i o m a s s e  a f  l e v e d y g t i g e  m i k r o o r g a n i s m e r  i  den o p r i n d e l i g e  j o r d ­

p r ø v e  b e r e g n e s .  H v i s  d e r  a n v e n d e s  s u b s t r a t e r  og i n k u b a t i o n s f o r ­

h o l d ,  som e r  så l i d t  s e l e k t i v e  som m u l i g t ,  k a n  man i  h v e r t  f a l d  
f å  e t  u d s n i t  a f  m i k r o o r g a n i s m e - p o p u l a t i o n e n .

M e t o d e n  e r  t i d s k r æ v e n d e ,  og den h a r  v æ r e t  m e g e t  d i s k u t e r e t  
p . g . a .  en række  f e j l k i l d e r .  K r i t i k e r e  a f  m e t o d e n  m e n e r ,  a t  p l a ­

d e s p r e d n i n g e r  kun  v i s e r  et. l i l l e  u d s n i t  a f  den t o t a l e  m i k r o f l o ­

r a .  Den a n v e n d e s  dog  s t a d i g  i  v i d t  om f an g  t i l  mange u n d e r s ø g e l s e r

M a t e r i a l e r :

S u b s t r a t  t i l  b a k t e r i e r :

T r y p t o n - s o y a - a g a r  ( TSA )  O x o i d  10 g 
T i l l æ g  a f  D i f c o  a g a r  9 g

ad 1000  ml  vand

A u t o k l a v e r i n g  i  20 m i n . ,  v e d  1 20 °C  
pH 7 , 3

A c t i d i o n  ( C y c l o h e x i m i d e ) ,  s vampehømmende s t o f : 0 , 625  g A c t i -  
d i o n  o p l ø s e s  i  25 m l  95 % e t h a n o l .  0 , 4  ml  a f  d enne  o p l ø s ­

n i n g  t i l s æ t t e s  200 ml  a g a r .  O p b e v a r e s  i  k ø l e s k a b .
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M e t o d e :

O o r de n  s i g t e s  (2 mm s i g t e ) ,  b l a n d e s  og v a n d i n d h o l d e t  b e s t e m ­

mes .  3 X 1 g j o r d  a f v e j e s ,  og 1 g t i l f ø r e s  100  ml  a f  f o r t y n d i n g s ­

m e d i e t  ( p c )  og b l a n d e s  i  en m i x e r  i  2 m i n u t t e r  (1 h a s t i g h e d ) .

F r a  h v e r  a f  de 3 x 1 g j o r d  u d f ø r e s  2 f o r t y n d i n g s r æ k k e r .  De r  
a n v e n d e s  3 f o r s k e l l i g e  f o r t y n d i n g e r  i  h v e r  f o r t y n d i n g s r æ k k e  og  
f r a  h v e r  a f  d i s s e  f o r t y n d i n g e r  p o d e s  i  6 P e t r i s k å l e .

3 j o r d p r ø v e r  å 2 f o r t y n d i n g s r æ k k e r .

3 f o r t y n d i n g e r  i  h v e r  f o r t y n d i n g s r æ k k e .

F r a  h v e r  f o r t y n d i n g  p o d e s  6 P e t r i s k å l e .

I a l t  108 s k å l e  p r .  j o r d t y p e .  Desude n  i n k u b e r e s  i k k e  p od e d e  
s k å l e  som k o n t r o l .

De r  p ode s  med 1 m l  i  h v e r  a f  . P e t r i s k å l e n e  og p o d e m a t e r i a l e t  
o v e r h æ l d e s  d e r p å  med d e t  s m e l t e d e  a g a r s u b s t r a t  ( a f k ø l e t  t i l  c a .  
5 0 ° C )  og b l a n d e s  o m h y g g e l i g t  v e d  f o r s i g t i g  r o t e r i n g  a f  s k å l e n e .  
S k å l e n e  h e n s t å r  t i l  s i k k e r -  s t i v n i n g .

S k å l e n e  i n k u b e r e s  ved  24°C med bun de n  opad  og t æ l l e s  4 .  og

8 . d a g .

B e r e q n i n q s e k s e m p e l :

1 g f r i s k  j o r d  med en t ø r s t o f p r o c e n t  på 8 5 .

J o r d e n  e r  f o r t y n d e t  1 : 8 0 0 . 0 0 0 .

A n t a l  k o l o n i e r  g e n n e m s n i t  = 8 0 .
-12F r i s k  c e l l e v æ g t  = 1 , 1  x 10 g p r .  b a k t e r i e  s v a r e n d e  t i l  0 , 2  x 

1 0 " 12 t ø r v æ g t .

80 X 8 0 0 . 0 0 0  X 100 = 7 5 , 2 9  x 1 0 ^  b a k t e r i e r / g  t ø r  j o r d
85
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S æ t t e s  p l ø j e l a g e t  t i l  20 cm og r e g n e s  med en væg t  a f  d e t t e  p r .

ha på 2 500  t o r , s  f å s :

kg  j o r d  i  p l ø j e l a g e t / h a  = 25 x 1 0^

75 , 2 9  X 10 ^  X 25 X 10^  x 1 , 1  x 1 0 - ^  2 0 7 , 1  kg  f r i s k  væg t  b a k t e r i e
b iomasse/ha t ø r  j o r d  i  p l ø j e l a g e t

A l l e  r e s u l t a t e r  u n d e r k a s t e s  s t a t i s t i s k  behand l i ng .

S u b s t r a t  t i l  s vampe :

G l u c o s e - p e p t o n - a g a r  med B e n g a l  Ro sa :

G l u c o s e  10 g

P e p t o n ,  m y k o l o g i s k  5 g

KH2 P04 1 g

MgS0^ 0 , 5  g

B e n g a l  Rosa 0 , 3  g

A g a r  20 g

Ad 1000  ml  vand

A u t o k l a v e r i n g  i  20 m i n . ,  v e d  1 2 0 ° C .  
pH 5 , 7

B e n g a l  Rosa  b e g r æ n s e r  s v a m p e k o l o n i s t ø r r e l s e n  og hæmmer mange  
b a k t e r i e r .

Ved svampe a n v e n d e s  som r e g e l  l a v e r e  f o r t y n d i n g s g r a d e r .





EKSEMPEL PÄ EN FORTYNDINGSRÆKKE

ooo ooo o o o
ooo ooo ooo

Petri skåle.
F o r t y n d i n g e r  t i l  b a k t e r i e r :  1 : 2 0 0 . 0 0 0 ,  1 : 4 0 0 . 0 0 0 ,  1 : 8 0 0 . 0 0 0 .

F o r t y n d i n g s m e d i e r :

pc = 0 , 1  % p e p t o n  og 0 , 2  % c a l g o n  ( n a t r i u m h e x a m e t a f o s f a t ) i  s t e r i l t  v a n d .  
p = s t e r i l t  v a nd  med 0 , 1  % p e p t o n .
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L i t t e r a t u r :

J e n s e n ,  V . ( 1 9 6 7 ) :  The p l a t e  c o u n t  t e c h n i q u e .  I  The e c o l o g y  
o f  s o i l  b a c t e r i a .  L i v e r p o o l  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  1 5 8 - 1 7 0 .

K o c h ,  R.  ( 1 8 8 1 ) :  U n t e r s u c h u n g  von  p a t h o g e n e n  O r g a n i s m e n :  B o d e n ­

u n t e r s u c h u n g .  M i t t .  K.  G e s u n d h e i t s a m t .  1 ,  3 4 - 3 6 .

P h i l l i p s o n ,  3 .  ( 1 9 7 1 ) :  M e t h o d s  o f  s t u d y  i n  q u a n t i t a t i v e  s o i l  
e c o l o g y :  p o p u l a t i o n ,  p r o d u c t i o n  and e n e r g y  f l o w .  I BP  H a n d ­

b o o k ,  n o .  1 8 .
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FLUORESCENSMIKROSKOPI

B e s t e m m e l s e  a f  k i m t a l  ( b i o m a s s e )  ved  f l u o r e s c e n s m i k r o s k o p i

F l u o r e s c e n s m i k r o s k o p e t  kan  a n v e n d e s  t i l  d i r e k t e  t æ l l i n g  a f  
b a k t e r i e r  i  en j o r d s u s p e n s i o n  og d e rmed  t i l  s køn  o v e r  j o r d b u n ­

d e n s  b a k t e r i e - b i o m a s s e  ( S t r u q g e r ,  1 9 4 9 ) . M e t o d en  e r  s e n e r e  m o d i ­

f i c e r e t  a f  T r o l l d e n i e r  ( 1 9 7 3 ) ,  h v i s  b e s k r i v e l s e  l i g g e r  t i l  g r u n d  
f o r  næ r væ ren de  f o r m u l e r i n g .

M e t o d e n  e r  b e g r u n d e t  i ,  a t  man e f t e r  f a r v n i n g  a f  en 
j o r d s u s p e n s i o n  med v i s s e  f l u o r e s c e r e n d e  f a r v e s t o f f e r  u n d e r  m i ­

k r o s k o p e t  kan  s k e l n e  j o r d b a k t e r i e r  f r a  de h e t e r o g e n e  o r g a n i s k e  
og u o r g a n i s k e  p a r t i k l e r .  Man h a r  i s æ r  a r b e j d e t  med a c r i d i n  o r a n ­

ge , og man a n t o g  i  b e g y n d e l s e n ,  a t  man med d e t t e  f a r v e s t o f  k l a r t  
k u n n e  a d s k i l l e  l e v e n d e  b a k t e r i e r  f r a  d ød e ,  i d e t  man m e n t e ,  a t  
l e v e n d e  b a k t e r i e r  f l u o r e s c e r e d e  g r ø n t ,  medens  døde o r g a n i s m e r  
v a r  r ø d e .  S e n e r e  u n d e r s ø g e l s e r  h a r  a f k r æ f t e t  d enne  h y p o t e s e ,  d e r  
f o r m e n t l i g  kun  g æ l d e r  f o r  v i s s e  g r a m - n e g a t i v e  b a k t e r i e r .  Nå r  m e t o ­

den  dog i k k e  de rmed  e r  t o t a l t  f o r k a s t e t ,  b e r o r  d e t  p å ,  a t  s e l v e  
f a r v n i n g e n  h j æ l p e r  e t  t r æ n e t  ø j e  t i l  en t y d e l i g  a d s k i l l e l s e  m e l ­

l em  b a k t e r i e r  og j o r d p a r t i k l e r .

M e t o d e :

1 . I n k u b e r i n g  a f  j o r d p r ø v e  e f t e r  j u s t e r i n g  a f  v a n d i n d h o l d ,  f . e k s .

t i l  18 %, i  3 døgn ved 2 5 ° C .
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2 .  A f v e j n i n g  a f  10 g j o r d  i  90 ml  0 , 2  % c a l g o n  ( N a - h e x a m e t a f o s -  
f a t ) .  S u s p e n s i o n e n  r y s t e s  på r y s t e a p p a r a t  15 m i n u t t e r .  Den 
f o r t y n d e s  t i l  den e n d e l i g e  f o r t y n d i n g  ( 1 / 1 0 0 ) v e d ,  a t  d e r  u d ­

t a g e s  1 , 8  ml  s u s p e n s i o n  i  1 6 , 2  ml  d e s t .  s t e r i l  v a n d ;  s l u t r u m -  
f a n g e t  e r  da 18 m l .

3 .  T i l s æ t n i n g  a f  2 ml  r e n  1 % a g a r  ( D i f c o )  a f  en t e m p e r a t u r  m e l ­

l em  55°C og 60 °C .  S u s p e n s i o n e n ,  d e r  nu e r  20 ml  i a l t ,  r y s t e s  
k r a f t i g t  i  h ånden  1  m i n u t .

4 .  10 y l  a f  s u s p e n s i o n e n  a n b r i n g e s  på e t  s p e c i e l t  o b j e k t g l a s

( s e f i g .  1) med en s æ r l i g  p i p e t t e  ( E p p e n d o r f  4 7 0 0 ) ,  s å l e d e s ,  a t  
mængden h o l d e s  i n d e n  f o r  y d e r s t e  r i n g g r æ n s e .  F o r  e t  g o d t  r e s u l ­

t a t  a f  p r æ p a r a t i o n e n  e r  d e t  v æ s e n t l i g t ,  a t  g l a s s e n e  e r  a f f e d ­

t e d e  med a c e t o n e  f ø r  b r u g e n ,  s am t  a t  de t i l l a d e s  a t  s t i v n e  på  
en b o r d f l a d e ,  som e r  k o n t r o l l e r e t  v a n d r e t .

5 .  F a r v n i n g  a f  p r æ p a r a t e t  f o r e t a g e s  v ed  p å f ø r i n g  med p i p e t t e  a f  
en v a n d i g  o p l ø s n i n g  a f  a c r i d i n  o r a n g e  ( k o n e .  1 : 1 5 0 0 0 )  med 
t e m p e r a t u r  4 0 ° C .  F a r v e t i d  2 m i n u t t e r .  F a r v e n  a f s k y l l e s  f ø r s t  
f o r s i g t i g t  med d e s t .  v a nd  f r a  en s p r ø j t e f l a s k e  og p r æ p a r a t e t  
s k y l l e s  d e r p å  v ed  d y p n i n g  i  4 h o l d  v an d  ( b æ g e r g l a s )  med 2 m i ­

n u t t e r  i  h v e r t . P å  p r æ p a r a t e t  læ g g e s  t i l  s i d s t  e t  p a r  d r å b e r  
d e s t .  v a n d ,  og d e t  f o r s y n e s  med dækg l as . .

6 . D e r  a n v e n d e s  g e n n e m f a l d e n d e  U V - l y s  i  m i k r o s k o p e t .  T æ l l i n g  
f o r e t a g e s  i  f e l t e t  m e l l e m  de t o  r i n g e  (se, f i g .  i ) . } i d e t  h e r  
a n g i v e s  a t  være den s i k r e s t e  f o r d e l i n g .  De r  t æ l l e s  f a r v e d e  -  
r ø d e  og g r ø n n e  -  f l u o r e s c e r e n d e  p a r t i k l e r  a f  d i s t i n k t  k u g l e -  
e l l e r  s t a v f o r m .  De r  t æ l l e s  10 s y n s f e l t e r  i  h v e r t  a f  3 p r æ p a ­

r a t e r ,  og g e n n e m s n i t s t a l l e t  f o r  de i a l t  30 s y n s f e l t e r  a n g i ­

v e s .  De r  e r  a n v e n d t  o k u l a r  6 , 3  x cg  o b j e k t i v  60 x ved  u n ­

d e r s ø g e l s e n .  Ved u d r e g n i n g  a f  k i m t a l  t a g e s  h e n s y n  t i l  de
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f o r e t a g n e  f o r t y n d i n g e r  ( s e  e k s . ) .

F ø l g e n d e  æ n d r i n g e r  i  m e t o d e n  e r  f o r e t a g e t :  N e d s a t  r y s t e t i d  ( f r a  
30 t i l  15 m i n u t t e r ) ,  den s m e l t e d e  a g a r s  a f k ø l i n g  t i l  mel lem 55°C og 
6 0 0 C , o p v a r m n i n g  a f  f a r v e o p l ø s n i n g e n  t i l  4 0 °C  og f ø r s t e  s k y l n i n g  
med s p r ø j t e f l a s k e .

F i g .  1 .  T i l  a n a l y s e n  a n v e n d e s  o b j e k t g l a s  med i n d g r a v e r e t  c i r k e l
2( d i a m e t e r  1 1 , 3  mm, a r e a l  1 cm ) .  K o n c e n t r i s k  med denne  e r  i n d ­

g r a v e r e t  en c i r k e l  med d i a m e t e r  7 , 7 2  mm. På denne  c i r k e l s  y d e r ­
s i d e  v æ l g e s  s y n s f e l t e r n e  f o r  t æ l l i n g ,  i d e t  a g a r l a g e t  h e r  h a r  
e n s a r t e t  t y k k e l s e .
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En v a n s k e l i g h e d  ved  m e t o d e n  e r  f a r v n i n g e n  a f  h u m u s p a r t i k l e r ,  
i d e t  de f o r  de a n v e n d t e  j o r d e r  h a r  d o m i n e r e t  s y n s f e l t e t ,  s å l e d e s  
a t  o v e r s i g t  og t æ l l i n g  a f  b a k t e r i e r n e  i k k e  e r  m u l i g .  En y d e r l i ­

g e r e  f o r t y n d i n g  a f  s u s p e n s i o n e n  v i l  b e v i r k e ,  a t  d e r  b l i v e r  så 
f å  o r g a n i s m e r  i  s y n s f e l t e t ,  a t  d e t  m e d f ø r e r  v æ s e n t l i g  s t a t i s t i s k  
u s i k k e r h e d .  H v i s  man i n k u b e r e r  j o r d e n  f ø r  u n d e r s ø g e l s e n  i  2 døgn  
med en s v a g  n æ r i n g s o p l ø s n i n g  med C/N = 1 0 / 1 ,  f . e k s .  0 , 1  % g l u ­

c o s e  og 0 , 1 1  % a m m o n i u m n i t r a t ,  i . s t e d e t  f o r  med v an d  a l e n e ,  o p ­

n ås  så me ge t  h ø j e r e  k i m t a l ,  a t  den s t a t i s t i s k e  s i k k e r h e d  ved  
t æ l l i n g e r n e  b l i v e r  s t ø r r e .  Men v æ r d i e n  b l i v e r  da me re  e t  u d t r y k  
f o r  a k t i v e r e t  b a k t e r i e - b i o m a s s e  end f o r  de h e l t  n a t u r l i g e  v æ r d i e r .

De v a l g t e  e k s e m p l e r  h a r  m a t e r i a l e  i  en u n d e r s ø g e l s e  a f  u g ø d e t  
og k u n s t g ø d e t  j o r d  f r a  A s k o v  f o r s ø g s s t a t i o n  ( 1 9 7 7 ) .  J o r d p r ø v e r n e  
b l e v  i n k u b e r e t  med o v e n n æ v n t e  n æ r i n g s o p l ø s n i n g .

1 .  U d r e q n i n g s e k s e m p e l : u g ø d e t  j o r d

M i k r o s k o p i s k  t æ l l i n g s r e s u l t a t  ( g e n n e m s n i t  a f  30 s y n s f e l t e r ) :

41 b a k t e r i e r .

A n t a l  r e g n e s  f ø r s t  op t i l  a n t a l / c m ^ :  I — A..n 9 s f f .n — - — - P.P- ■

S y n s f e l t a r e a l  (mm )
2På 1 cm a n b r i n g e s  0 , 0 1  ml  j o r d s u s p e n s i o n

2A n t a l / m l  f o r t y n d i n g  = a n t a l / c m  x 100

A n t a l / g  j o r d  = a n t a l / m l  x f o r t y n d i n g s f a k t o r

Med d e t  nævn t e  t æ l l i n g s r e s u l t a t  og f o r t y n d i n g  1 : 5 0 :

41 X 100 x 100 x 50 n • i i u , . , . j---------------------------------------—  = 418 m i l l .  b a k t e r i e r / g  j o r d .
3 , 1 4  X 0 , 1 2 5

Da v a n d p r o c e n t e n  ved  t æ l l i n g e n  v a r  1 0 , 6 5  % i  j o r d p r ø v e n ,  e r

b a k t e r i e t a l l e t  467 m i l l .  b a k t e r i e r / g  t ø r  j o r d »
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og p l a d e s p r e d n i n g  ( P )  u n d e r  ens  b e t i n g e l s e r .  B a k t e r i e t a l :

m i l l / g  t ø r  j o r d .  B i o m a s s e  kg ha ( p l ø j e l a g ) ,  t ø r  j o r d .

Vægt  a f  p l ø j e l a g  ( 2 0  cm) = 2 500  t o n s / h a .  F r i s k  væg t  a f
- 1  ?en b a k t e r i e :  1 , 1  x 1 0  g .

2. Eksempel på sammenligning af fl uorescen smikroskopi (F)

B a k t e r i e t a l B a k t e r i e t a l B i o m a s s e B i o m a s s e
F P F P

u g ø d e t  j o r d 431 m i l l . 40  m i l l . 215 kg 2 0  kg

g ø d e t  j o r d 583 m i l l . 99 m i l l . 291 kg 49 kg

Den k u n s t g ø d e d e  j o r d  h a r h ø j e s t e  v æ r d i e r f o r  k i m t a l og b i o  -

m a s s e .  V æ r d i e r n e  ved  d i r e k t e  m i k r o s k o p i  e r  6 - 1 0  g ange  r e s u l ­

t a t e r  a f  p l a d e s p r e d n i n g e r ,  h v i l k e t  s t e m m e r  med e r f a r i n g  f r a  
a n d r e  a r b e j d e r .

De l a v e r e  r e s u l t a t e r  f o r  p l a d e s p r e d n i n g e r  b e r o r  på d i s s e s  
b e g r æ n s n i n g  m . h . t .  o p v æ k s t m u l i g h e d e r  på k u n s t i g e  s u b s t r a t e r  f o r  
j o r d b u n d s b a k t e r i e r n e .  Også m i k r o s k o p i s k e  t æ l l i n g e r  kan  g i v e  f o r  
l a v e  v æ r d i e r ,  som f ø l g e  a f ,  a t  b a k t e r i e r  t a b e s  u n d e r  p r æ p a r a t i o n e n ,  
a t  b a k t e r i e r  i k k e  o p t a g e r  f a r v e s t o f f e t  og e n d e l i g  a f ,  a t  en d e l  
b a k t e r i e r  s k j u l e s  på b a g s i d e n  a f  j o r d p a r t i k l e r  og d e r f o r  i k k e  e r  
s y n l i g e .  De h e r  næ vn t e  f o r h o l d  m o d v i r k e s  dog  f o r m e n t l i g  a f ,  a t  
døde  c e l l e r  o gså  f a r v e s  og m e d t æ l l e s .

A n v e n d e l s e  a f  f l u o r e s c e n s m i k r o s k o p e t  ved  bedømme l s e  a f  j o r d ­

b u n d s m i k r o f l o r a e n  e r  i  de s i d s t e  å r  o p t a g e t  p å n y .  Den r e t  a r ­

b e j d s k r æ v e n d e  p r o c e d u r e  g ø r  i k k e  m e t o d e n  e g n e t  t i l  s e r i e u n d e r s ø ­

g e l s e r .  Men med nogen  e r f a r i n g  kan  m e t o d e n  b r u g e s  t i l  s u p p l e r i n g  
a f  a n d r e  b e s t e m m e l s e r  a f  me r e  v i d e n s k a b e l i g  k a r a k t e r .  I  S v e r i g e  
( S ö d e r s t r ö m  1978 )  e r  f a r v e s t o f f e t  f l u o r e s c e i n  d i a c e t a t  (FDA)  t a g e t  
i  b r u g  v ed  b e s t e m m e l s e r  a f  s v a m p e b i o m a s s e .  F æ g r i  ( 1 9 7 7 ) h a r  a n -
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v e n d t  m e m b r a n f i l t r e r i n g ,  f a r v e s t o f f e t  a c r i d i n  o r a n g e  og e p i -  
f l u o r e s c e n s  ( p å f a l d e n d e  U V - l y s )  ved  b a k t e r i e t æ l l i n g e r .

L i t t e r a t u r :

F æ q r i ,  A .  e t  a l .  ( 1 9 7 7 ) ; B a c t e r i a l  and f u n g a l  a c t i v i t i e s  i n  
s o i l .  S o i l  B i o l .  B i o c h e m .  9 ,  s .  1 0 5 - 1 1 2 .

S t r u q q e r ,  S.  ( 1 9 4 8 ) :  F l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  e x a m i n a t i o n  o f  
b a c t e r i a  i n  s o i l .  Can .  3 .  Re s .  C,  2 6 ,  1 8 8 .

S ö d e r s t r ö m ,  B.  ( 1 9 7 8 ) :  F u n g i  i n  S w e d i s h  c o n i f e r o u s  s o i l s .  F u n ­

g a l  b i o m a s s  and a c t i v i t y  and  m i c r o f u n g a l  s p e c i e s  c o m p o s i t i o n .  
D i s p u t a t s .  Lund  summ. 14 s .

T r o l l d e n i e r ,  G. ( 1 9 7 3 ) :  The u se  o f  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y  f o r  
c o u n t i n g  s o i l  m i c r o o r g a n i s m s .  B u l l .  E c o l »  Res .  Commu 17 s .  
5 3 - 5 9 .
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MIKROORGANISMERNES RESPIRATION

MÅLING AF KULDIOXID PRODUKTION I  JORD

K u l d i o x i d - p r o d u k t i o n e n  kan  be s t emmes  ved  i n k u b a t i o n  a f  
en p a s s e n d e  j o r dm æ ngd e  i  en l u k k e t  k o l b e  o v e r  en BaCOHO^ - op -  
1 ø s n i n  g e f t e r f u l g t  a f  en t i t r e r i n g  a f  o v e r s k u d d e t  a f  B a ( OH) ^ • 
R e s p i r a t i o n s m å l i n g e n  g i v e r  e t  u d t r y k  f o r  den t o t a l e  a k t u e l l e  
a k t i v i t e t ,  men r e s u l t a t e r n e  a f h æ n g e r  b åde  a f  mængden a f  l e v e n ­

de m i k r o o r g a n i s m e r  og a f  den t i l s t e d e v æ r e n d e  mængde a f  oms æ t ­

t e l i g t  o r g a n i s k  s t o f .

M a t e r i a l e r :

A p p a r a t u r :  se f i g .  1 - 2 - 3 .

R e a g e n s e r :  0 , 0 4 5 4 5  N BaCOH)^ t i l s a t  10 g B a C l ^ / l  o p l ø s n i n g

0 , 0 4 5 4 5  N HC1

I n d i k a t o r :  0 , 1  g T h y m o l b l å t  o p l ø s e s  i  100 ml  v and  
+ 2 ml  0 , 1  M Na0H.

M e t o d e :

U n d e r s ø g e l s e  a f  l u f t t ø r r e t  j o r d .

Den f r i s k e  j o r d  l u f t t ø r r e s ,  k n u s e s  og s i g t e s  (2 mm s i g t e ) .  
F ø r  m å l i n g  t i l s æ t t e s  v and  med de n ø d v e n d i g e  m i n e r a l e r ;  d e r  
t i l s t r æ b e s  e t  C / N - f o r h o l d :  1 0 / 1 .  De r  t i l s æ t t e s  y d e r l i g e r e  
k u l s t o f k i l d e r  ( e v t .  o p l ø s t  i  v a n d e t ) .  De r p å  a f v e j e s  den f u g ­

t i g e  j o r d  ( s k a l  s v a r e  t i l  50 g o v n t ø r  j o r d )  i  m e t a l k u r v e n .
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Den f r i s k e  j o r d  s i g t e s  ( 2  mm s i g t e )  og b l a n d e s  g r u n d i g t .  
D e r e f t e r  a f v e j e s  den f r i s k e  j o r d  ( s k a l  s v a r e  t i l  50 g o v n -  
t ø r  j o r d )  i  m e t a l k u r v e n .

I  b unden  a f  E r l e n m e y e r k o l b e r  a n b r i n g e s  m e l l e m  30 ml  og  
60 m l  B a ( 0 H ) 2 + 7 d r å b e r  i n d i k a t o r .  K u r v e n e  med j o r d  hænges  
d e r i  og k o l b e r n e  t i l p r o p p e s  ( f i g .  1 ) .  Den a f  j o r d p r ø v e n  p r o ­

d u c e r e d e  CO^ p a s s e r e r  gennem m e t a l t r å d b e h o l d e r e n  og a f g i v e s  
t i l  B a ( 0 H ) 2 * Med m e l l e m r u m  t i t r e r e s  B a ( 0 H ) 2 med HC1 . K o l b e n  
t ømmes og f o r s y n e s  p ån y  med B a ( OH) 2 så m eg e t  a t  o m s l a g  kan  u n d ­

g å s .  T i  t r e r i n g s t a l l e t  t r æ k k e s  f r a  en b l i n d b e s t e m m e l s e ,  d e r  u d ­

f ø r e s  i  en a nden  k o l b e  med samme mængde B a ( 0 H ) 2 men uden  j o r d ­

p r ø v e .  D e r v e d  e l i m i n e r e s  l u f t e n s  C O ^ - i n d h o l d .

A n t a l  f æ l l e s b e s t e m m e l s e r :  T i l  h v e r  f o r s ø g s s e r i e  s k a l  d e r  være  
2 - 3  f æ l l e s b e s t e m m e l s e r  og t i l s v a r e n d e  a n t a l  k o l b e r  t i l  b l i n d ­

p r ø v e r .

p H - b e s t e m m e l s e n :  Man b ø r  m å l e  j o r d e n s  pH v ed  s t a r t  og s l u t n i n g  
a f  f o r s ø g e t .  J o r d e n s  f u g t i g h e d  o p r e t h o l d e s  ved  t i l s æ t n i n g  a f  
1 / 2  ml  vand  t i l  a l l e  k o l b e r  n å r  d e t  e r  p å k r æ v e t .

R e a k t i o n  og b e r e g n i n g  a f  s y r e n s  n o r m a l i t e t :

O r g a n i s k  s t o f  + 0^ ----- ^  C0 2 + H^0

C0 2 + Ba ( OH ) 2----- *  BaC0 3 + H2 0

Ved t i t r e r i n g :

B a ( OH) 2 + 2HC1— *  B a C l 2 + 2H2 0

D e t  s e s ,  a t  t i l  h v e r t  m o l e k y l e  C0 2 s v a r e r  2 m o l e k y l e r  HC1.

Man ø n s k e r  a t :

1 ml  X N B a ( 0 H ) 2 « ^  1 ml  x N H C 1 1 mg C0 2

Un dersøgelse af naturlig jord.
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H C l ' s  n o r m a l i t e t  b e r e g n e s :

1 X 10
44

- 3 xN HCl  X 1 ml  
2 X 1000mo l  CO,

2 e r  a n t a l  m o l e k y l e r  HC1

1 X 0 , 0 4 5 4 5  N HC1

F r e m s t i l l i n g  a f  0 , 0 4 5 4 5  N B a ( 0H ) . ,  g ø r e s  på f ø l g e n d e  måde:

De r  f r e m s t i l l e s  en m æ t t e t  o p l ø s n i n g  a f  BaCOH)^ *  De r  u d t a g e s

5 , 0  ml  m æ t t e t  o p l .  a f  BaCOH)^  t i l s æ t t e s  7 d r å b e r  i n d i k a t o r  og  
t i t r e r e s  med 0 , 0 4 5 4 5  N HC1.

B e r e g n i n g :

Mængden a f  u d v i k l e t  CO2 , b e r e g n e s  på b a s i s  a f  f o r s k e l l e n  
m e l l e m  t i t r e r i n g e n  a f  k o l b e n  med j o r d  og k o n t r o l k o l b e n .  1  ml

0 , 0 4 5 4 5  N HC1 s v a r e r  t i l  1 mg u d s k i l t  CO^* R e s u l t a t e r n e  a n g i ­

v e s  i  mg CO2 / 5 O g t ø r  j o r d .

B e r e g n i n g s e k s e m p e l :

T i t r e r i n g  a f  k o l b e  med j o r d p r ø v e  e f t e r  144  t i m e r  = 3 0 , 0 0  ml  
T i t r e r i n g  a f  k o n t r o l k o l b e  e f t e r  144  t i m e r  = 5 , 0 0  ml

D i f f e r e n c e  = 2 5 , 0 0  m l

U d v i k l e t  C0^ = 25 mg 0 0 ^ / 5 0  g våd  j o r d / 1 4 4  t i m e r

T ø r s t o f p r o c e n t  i  j o r d e n  = 8_5

U d v i k l e t  C0-, = — —* - ^  = 2 9 . 4  mg C 0 „ / 5 0  g t ø r  j o r d / 1 4 4  t i m e r
c. □ 5 ------------------------- c ----------- --------------------------------------------------

H v i s  man t i t r e r e r  k o l b e r n e  l ø b e n d e ,  kan  mg C 0 ̂  p r .  50 g t ø r

j o r d  a f b i l d e s  som f u n k t i o n  a f  t i d e n .

R e s u l t a t e r n e  b e h a n d l e s  s t a t i s t i s k .
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burette

gummi­
slange.

gummiprop.

trådkurv med jord

2 ItrErlenmeyerkolbe.

Eĉ DH) 2j- opløsning.

natronkalk Fig. 1





F i g .  i f .  Ku l d i oxyd  p ro du k t i o n  f r a  j o r d  t i l s a t  p l a n t em a t e r i a l e .
1 . j o r d  uden t i l s æ t n i n g
2 . j o r d  t i l s a t  0 , 4  % r ødk løve r
3.  j o r d  t i l s a t  0 , 4  % r a j g ræs
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L i t t e r a t u r :

P e t e r s e n ,  E r i k  3 .  ( 1 9 2 6 ) ; U n d e r s ø g e l s e r  o v e r  f o r h o l d e t  m e l l e m  
j o r d e n s  k u l s y r e p r o d u k t i o n ,  k e m i s k e  t i l s t a n d s f o r m  og m i k r o ­

b i o l o g i s k e  a k t i v i t e t .  T i d s s k r i f t  f o r  P l a n t e a v l ,  3 2 ,  6 2 5 - 6 7 2 .
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MÅLING AF ILTFORBRUG I  JORD I  ET GILSON RESPIROMETER.

J o r d e n s  å n d i n g  b e s t emmes  ved  a t  m å l e  j o r d p r ø v e r n e s  O ^ - f o r -  
b r u g  i  e t  G i l s o n  r e s p i r o m e t e r .  M å l i n g e r n e  f o r e g å r  v e d ,  a t  p r ø ­

v e r n e s  C O ^ - p r o d u k t i o n  a b s o r b e r e s  i  K0H,  h v o r e f t e r  O ^ - f o r b r u g e t  
b es t e mm es  ved  a t  m å l e  r u m f a n g s f o r m i n d s k e l s e n  i  l u f t e n  i  e t  l u k ­

k e t  s y s t e m .

M å l e p r i n c i p p e t  e r  i l l u s t r e r e t  i  f i g .  1 .  I  p r ø v e k a r r e n e  a n ­

b r i n g e s  j o r d p r ø v e r n e  t i l l i g e  med e t  g l a s  med K 0 H - t a b l e t t e r  og  
e t  r ø r g l a s  med d e s t .  H ̂  0 .  I  r ø r g l a s s e t  med v and  e r  a n b r a g t  en  
s t r i m m e l  f i l t r e r p a p i r  f o r  a t  øge  v æ s k e o v e r f l a d e n .  K a l i u m h y d r o ­

x y d e n  a b s o r b e r e r  CO^ f r a  j o r d e n  og v a n d e t  m o d v i r k e r  den u d t ø r ­

r e n d e  v i r k n i n g  a f  K0H på j o r d p r ø v e r n e .  P r ø v e k a r  og r e f e r e n c e f l a ­

s k e  e r  gennem d i f f u s i o n s t æ t t e  s l a n g e r  f o r b u n d e t  l u f t t æ t  t i l  
h v e r  s i n  s i d e  a f  e t  m a n o m e t e r .  U n d e r  m å l i n g e r n e  e r  h anen  t i l  
a t m o s f æ r e n  l u k k e t ,  a f b r y d n i n g s h a n e n  e r  åben  og o p e r a t i o n s h a n e n  
e r  l u k k e t .

Da C O ^ - u d s k i l l e l s e n  f r a  j o r d e n  a b s o r b e r e s  i  K0H v i l  t r y k k e t  
på p r ø v e s i d e n  a f  m a n o m e t r e t  f a l d e  i  f o r h o l d  t i l  r e f e r e n c e s i d e n  
som f ø l g e  a f  j o r d p r ø v e r n e s  O ^ - f o r b r u g .  H e r v e d  s t i g e r  m a n o m e t e r ­

væsken  på p r ø v e s i d e n .  Ved h j æ l p  a f  m i k r o m e t e r s k r u e n  b r i n g e s  væ­

s k e n  i  de t o  m a n o m e t e r a r m e  i  n i v e a u .  D e t  r u m f a n g  som l u f t r u m ­

f a n g e t  d e r v e d  f o r m i n d s k e s  med,  kan  d i r e k t e  a f l æ s e s  i  y l  på m i ­

k r o m e t e r s k r u e n .

Da en l u f t a r t s  r u m f a n g  e r  m eg e t  a f h æ n g i g  a f  t e m p e r a t u r e n  e r  
d e t  n ø d v e n d i g t  med en n ø j a g t i g  t e m p e r a t u r k o n t r o l .  D e t t e  o p n å s
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F ig . 1. Pr incippet i G i lson Respi- 
rometret .
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ved  a t  h ave  p r ø v e k a r  og r e f e r e n c e f l a s k e r  a n b r a g t  i  e t  t e r m o s t a t ­

s t y r e t  v a n d b a d ,  med en t e m p e r a t u r v a r i a t i o n  på t 0 , 0 5 ° C .  F o r  
a t  k o r r i g e r e  f o r  æ n d r i n g e r  i  l u f t r u m f a n g e t ,  som i k k e  s k y l d e s  
j o r d p r ø v e r n e s  O ^ - f o r b r u g ,  m e d t a g e s  d e r  ved  a l l e  m å l i n g e r  b l i n d ­

p r ø v e r .  D i s s e  b e s t å r  a f  p r ø v e k a r  u den  j o r d ,  men med r ø r g l a s  
med KOK og d e s t .  H^O.  B l i n d p r ø v e r n e  e r  a n b r a g t  på samme måde  
som k a r r e n e  med j o r d .  A f l æ s n i n g e r n e  på j o r d p r ø v e r n e  k o r r i g e r e s  
med b l i n d p r ø v e r n e s  a f l æ s n i n g e r .

M e t o d e :

( V e j l e d n i n g  t i l  G i l s o n  R e s p i r o m e t e r )  . t

T i l  m å l i n g e r  a n v e n d e s  e t  G i l s o n  R e s p i r o m e t e r  mo d e l  GR 14  
med t o  r e f e r e n c e f l a s k e r  og 13 p r ø v e k a r ,  h v o r a f  de 2 b r u g e s  t i l  
b l i n d p r ø v e r .  P r ø v e k a r r e n e  e r  f r e m s t i l l e t  a f  p l e x i g l a s r ø r ( 3 , 6 x

7 , 0  c m ) .  Ved h j æ l p  a f  e t  l å g  med h u l  i  f a s t g ø r e s  k a r r e n e  l u f t ­

t æ t  t i l  f o r b i n d e l s e n  op t i l  m a n o m e t e r e n h e d e n .  Ved h v e r  m å l i n g  
u d t a g e s  2 - 4  p r ø v e r  a 10 g j o r d  f r a  samme j o r d .  J o r d p r ø v e r n e  a n ­

b r i n g e s  sammen med KOM og h^O i  p r ø v e k a r r e n e .  P r ø v e r n e  t e m p e ­

r e r e s  i  m i n d s t  3 i  t i m e  i  v a n d b a d e t  v ed  m å l e t e m p e r a t u r e n  og d e r ­

e f t e r  m å l e s  0 ^ - f o r b r u g e t . M å l i n g e r n e  b ø r  s t r æ k k e  s i g  o v e r  m i n d s t

3 t i m e r  med a f l æ s n i n g e r  c a .  h v e r  h a l v e  t i m e .  S å f r e m t  d e r  i k k e  
e r  s y s t e m a t i s k  f a l d  e l l e r  s t i g n i n g  i  a f l æ s n i n g e r n e  b e r e g n e s  O2 -  
f o r b r u g e t  ud f r a  f ø r s t e  og s i d s t e  a f l æ s n i n g .  I  m o d s a t  f a l d  b e ­

r e g n e s  O ^ - f o r b r u g e t  ud f r a  den m e s t  s t a b i l e  p e r i o d e  i  a f l æ s ­

n i n g e r n e .  E f t e r  a t  m å l i n g e r n e  e r  a f s l u t t e t , v e j e s  a l l e  j o r d p r ø ­

v e r  i  f u g t i g  t i l s t a n d  og e f t e r  t ø r r i n g  ved  105 °C  f o r  h e r v e d  a t  
k u n n e  b e r e g n e  O ^ - f o r b r u g e t  p r .  g t ø r  j o r d .

P r o c e d u r e :

1 .  A n b r i n g  15 + 20 ml  d e s t .  H-,0 i  r e f e r e n c e f l a s k e r n e .

2 . F y l d  v a n d b a d e t  op t i l  c a .  4 cm f r a  k a n t e n  med d e i o n i s e r e t  v a n d .
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3 .  I n d s t i l  den ø n s k e d e  t e m p e r a t u r  med s k r u e n  o v e r  k o n t a k t t e r m o ­

m e t e r e t .

4 .  S t i l  a l l e  h a n e r , s å l e d e s  a t  de e r  å b n e .

5 .  A n b r i n g  f o l d e t  f i l t r e r p a p i r  ( c a .  1x7  cm) i  r ø r g l a s .

6 . I n d f e d t  s l i b  og g u m m i r i n g  i  p r ø v e k a r r e n e s  l å g  med v a n d f r i t  
l a n o l i n .

7 .  Tænd f o r  r e s p i r o m e t r e t .

8 . A f v e j  j o r d  i  p r ø v e k a r r e n e .

9 .  De r  s k a l  være  m i n d s t  2 b l i n d - p r ø v e r  ( p r ø v e k a r  u den  j o r d ,  men 
med K 0 H - t a b l e t t e r  og H2 O ) .

1 0 .  H v i s  i k k e  a l l e  m a n o m e t r e  e r  i  b r u g  l u k k e s  s l i b e t  med en gum­

mi  h æ t t e .

1 1 .  Ca .  10 s t k .  K 0 H - t a b l e t t e r  f y l d e s  i  små g l a s  ( 2 x 3  c m ) ,  som 
a n b r i n g e s  i  p r ø v e k a r r e n e .

1 2 .  Ca .  2 ml  d e s t .  H2 0 f y l d e s  i  r ø r g i a s  med f i l t r e r p a p i r ,  som 
a n b r i n g e s  i  p r ø v e k a r r e n e .

1 3 .  P r ø v e k a r r e n e  a n b r i n g e s  på r e s p i r o m e t r e t ,  og sænkes ned  i  v a n d ­

b a d e t .  S l i b  v ed  m a n o m e t r e ,  som i k k e  e r  i  b r u g ,  sænkes  og så  
ned  i  v a n d b a d e t ,  og  a f b r y d n i n g s h a n e r n e  t i l  d i s s e  m a n o m e t r e  
l u k k e s .

1 4 .  K o n t r o l l e r  t e m p e r a t u r .

1 5 .  M i n d s t  3? t i m e s  h e n s t a n d  f ø r  m å l i n g  f o r  o p n å e l s e  a f  t e m p e r a ­

t u r l i g e v æ g t  .

1 6 .  I n d s t i l  den s o r t e  l i n i e  ud f o r  m a n o m e t e r v æ s k e n s  m e n i s k e b u n d .

1 7 .  Hanen t i l  a t m o s f æ r e n  l u k k e s .

1 8 .  Ca .  30 m i n .  s e n e r e  l u k k e s  o p e r a t i o n s h a n e n .  De r  b ø r  gå c a .  30  
m i n .  f o r  a t  d e r  k an  o p n å s  " l u f t - l i g e v æ g t "  m e l l e m  p r ø v e k a r

og r e f e r e n c e f l a s k e r .

1 9 .  A f l æ s n i n g  s k a l  s k e  n å r  v a r m e l e g e m e t  e r  s l u k k e t  ( r ø d  l am pe  e r  
s l u k k e t ) ,  og d e r  a f l æ s e s  ved  m e n i s k e n s  b u n d .
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2 0 .  Ca .  45 m i n .  s e n e r e  t a g e s  1 .  a f l æ s n i n g  ( b e n y t t e s  som n u l ­

a f l æ s n i n g ) .  I  d e t t e  t i d s r u m  sænkes  p r ø v e k a r r e t s  C O ^ - i n d -  
h o l d  t i l  e t  k o n s t a n t  n i v e a u  ved  a b s o r p t i o n  i  KOK.

B e r e g n i n g :

Ved b e r e g n i n g  a f  O ^ - f c r b r u g e t  p r .  g t ø r  j o r d  k o r r i g e r e s  a l l e

m å l i n g e r  t i l  0°C og 760  mm Hg e f t e r  f ø l g e n d e  f o r m e l  ( U m b r e i t  e t
a l .  1 9 7 2 ) :  y l  gas  v ed  0°C og 760 mm Hg = ( P - P w ) AV

760  T

H v o r  P = b a r o m e t e r t r y k  mm Hg

= v a n d d a m p t r y k  ved  t e m p e r a t u r  T 
T -  t e m p e r a t u r  ved  m i k r o m e t e r  i  K e l v i n g r a d e r ,  K 

AV = p i  gas  m å l t  med m i k r o m e t r e t

B e r e q n i r . q s e k s e m p e l :

I l t  f o r b r u g t  på 120 m i n .  = 60 y l  Q. , / 1 0  g våd  j o r d  

t ø r s t o f p r o c e n t  = 8_5

K o r r e k t i o n  f o r  v a n d i n d h o l d  og o m r e g n i n g  t i l  1 g j o r d .

AV = " 8 5 ^ 1 0  = 7 , 0 6  U i  0 2 / q  t ø r  j o r d  

T e m p e r a t u r  = 25°C

= 2 3 , 7 5 6  ( s e  t a b e l  1 f o r  v a n d d a m p t r y k ) .

T = 273 -  25

U d r e g n i n g  a f  k o n s t a n t e n  = 273 ( 7 5 5  -  2 3 , 7 5 6 )  _ ^ ^
( s e  f o r m l e n  o v e n f o r )  760  ( 2 7 3  -  2 5 )  2

t i  4. 4: u 60 X  100  X  1 , 0 5 9  X  60 , , , .I l t f o r b r u g  = — 85 ' x 10 x 120-------------- = 3 , 7 4  y l  0 2 / g  t ø r  j o r d / t i m e

R e s u l t a t e r n e  u n d e r k a s t e s  s æ d v a n l i g  s t a t i s t i s k  b e h a n d l i n g .
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Temp . 
°C

Oo

0 , 2 0 , 4 0 , 6

00O

1 0 9 , 2 0 9 9 , 3 33 9 , 4 5 8 9 , 5 8 5 9 , 7 1 4

1 1 9 , 8 4 4 9 , 9 7 6 1 0 , 1 0 9 1 0 , 2 4 4 1 0 , 3 8 0

1 2 1 0 , 5 1 8 1 0 , 6 5 8 1 0 , 7 9 9 L o , 9 41 1 1 . 0 8 5

13 1 1 , 2 3 2 1 1 , 3 7 9 1 1 , 5 2 8 1 1 , 6 8 0 1 1 , 8 3 3

14 11 , 9 87 1 2 , 1 4 4 1 2 , 3 0 2 1 2 , 4 6 2 1 2 , 6 2 4

15 1 2 , 7 8 8 1 2 , 9 5 3 1 3 , 1 2 1 1 3 , 2 9 0 1 3 , 5 6 1

16 1 3 , 6 3 4 1 3 , 8 0 9 13 , 9 87 1 4 , 1 6 6 1 4 , 3 4 7

17 1 4 , 5 3 0 1 4 , 7 1 5 1 4 , 9 0 3 1 5 , 0 9 2 1 5 , 2 8 4

18 1 5 , 4 7 7 1 5 , 6 7 3 1 5 , 8 7 1 1 6 , 0 7 1 1 6 , 2 7 2

19 1 6 , 4 7 7 1 6 , 6 8 5 1 6 , 8 9 4 1 7 , 1 0 5 17 , 3 19

2 0 .- 1 7 , 5 3 5 1 7 , 7 5 3 1 7 , 9 7 4 18 , 1 97 1 8 , 4 2 2

2 1 18 , 6 50 1 8 , 8 8 0 1 9 , 1 1 3 1 9 , 3 4 9 1 9 , 5 8 7

2 2 1 9 , 8 2 7 2 0 , 0 7 0 2 0 , 3 1 6 2 0 , 5 6 5 2 0 , 8 1 5

23 2 1 , 0 6 8 2 1 , 3 2 4 2 1 , 5 8 3 2 1 , 8 4 5 2 2  , 1 1 0

24 2 2 , 3 7 7 2 2 , 6 4 8 2 2 , 9 2 2 23 , 1 98 2 3 , 4 7 6

25 2 3 , 7 5 6 2 4 , 0 3 9 2 4 , 3 2 6 2 4 , 6 1 7 2 4 , 9 1 2

26 2 5 , 2 0 9 2 5 , 5 0 9 2 5 , 8 1 2 2 6 , 1 1 7 2 6 , 4 2 6

27 2 6 , 7 3 9 2 7 , 0 5 5 2 7 , 3 7 4 2 7 , 6 9 6 2 8 , 0 2 1

28 2 8 , 3 4 9 2 8 , 6 8 0 2 9 , 0 1 5 2 9 , 3 5 4 2 9 , 697

29 3 0 , 0 4 3 3 0 , 3 9 2 3 0 , 7 4 5 3 1 , 1 0 2 3 1 , 4 6 1

30 3 1 , 8 2 4 3 2 , 1 9 1 3 2 , 561 32 , 9 3 4 3 3 , 312

31 3 3 , 6 9 5 3 4 , 0 8 2 3 4 , 4 7 1 3 4 , 8 6 4 3 5 , 2 6 1

32 3 5 , 6 6 3 3 6 , 0 6 8 3 6 , 4 7 7 3 6 , 8 9 1 37 , 3 08

33 3 7 , 7 2 9 3 8 , 155 3 8 , 5 8 4 3 9 , 0 1 8 3 9 , 4 5 7

34 39 , 8 98 4 0 , 3 4 4 40 , 796 4 1 , 2 5 1 41 , 7 1 0

T a b e l  1 .  V a n d d a m p t r y k  ved  f o r s k e l l i g e  t e m p e r a t u r e r .
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L i t t e r a t u r :

U m b r e i t ,  W .W. ,  G u r r i s ,  R .H .  and  S t a u f f e r ,  3 . F .  ( 1 9 7 2 ) :  Manome  
t r i e  and  B i o c h e m i c a l  T e c h n i q u e s .  B u r g e s s  P u b l i s h i n g  Company  
U . S . A .
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MIKROORGANISMERNES ENZYMAKTIV ITET I  JORD

DEHYDROGENASE-AKTIVITET I  JORD.

Da e n z y m e r n e  e r  v i g t i g e  k a t a l y s a t o r e r  ved  f o r l ø b e t  a f  a l l e  
i  j o r d b u n d e n  f o r e k o m m e n d e  b i o k e m i s k e  og b i o l o g i s k e  p r o c e s s e r ,  
h a r  de v æ r e t  g e n s t a n d  f o r  en d e l  opmærksomhed  i n d e f o r  den s i d ­

s t e  s n e s  å r .  A d s k i l l i g e  h a r  f o r s ø g t  a t  f i n d e  en sammenhæng  
m e l l e m  en j o r d s  d y r k n i n g s e g n e t h e d  og den s  e n z y m k a p a c i t e t .  Op­

f y l d e l s e n  a f  d e t t e  må l  h a r  h i d t i l  v o l d t  v i s s e  v a n s k e l i g h e d e r  
ude n  dog a t  s vække  i n t e r e s s e n  f o r  e n z y m e r n e s  v i r k e ,  i d e t  d e r  
kan  være  t a l e  om så mange a n d r e  p e r s p e k t i v e r  i  d enne  sammenhæng.  
Man k u n n e  f . e k s .  tænke  s i g  a t  s a m m e n ko b l e  e n z y m b e s t e m m e l s e r  med 
u n d e r s ø g e l s e r  o v e r  f o r u r e n i n g s f a k t o r e r  såsom t u n g e  m e t a l l e r  og  
b e k æ m p e l s e s m i d d e l r e s t e r  i  j o r d b u n d e n «

D e h y d r o g e n a s e r n e  i  j o r d  f i n d e s  i  de l e v e n d e  c e l l e r ,  da de e r  
e n d o e n z y m e r ,  men kan  o g s å  l o k a l i s e r e s  i  døde c e l l e r ,  r o d e k s s u -  
d a t e r  og som " f r i e "  e n z y m e r  ( S k u j i n s ,  1 9 6 7 ) . De " f r i e "  e n z y m e r  
kan  a d s o r b e r e s  t i l  l e r -  og h u m u s k o l l o i d e r ,  h v o r  de e r  b e s k y t ­

t e t  mod n e d b r y d n i n g .

E n z y m e r n e  s p i l l e r  en v æ s e n t l i g  r o l l e  i  de f ø r s t e  t r i n  ved  
o m s æ t n i n g e n  a f  de o r g a n i s k e  s t o f f e r  i  j o r d b u n d e n ,  i d e t  de e r  i  
s t a n d  t i l  a t  f r a s p a l t e  h y d r o g e n  f r a  h y d r o g e n i n d e h o l d e n d e  f o r ­

b i n d e l s e r  og o v e r f ø r e  d e t  t i l  a n d r e  s t o f f e r .  B e r ø r e r  l e v e n d e  
a k t i v e  c e l l e r  s å l e d e s  o p l ø s t  t e t r a z o l i u m s a l t , r e d u c e r e s  d e t  t i l  
d e t  r ø d e  f a r v e s t o f  f o r m a z a n . Denne r e d u k t i o n  f o r e g å r  s æ r d e l e s  
l e t ,  og den o p n å e d e  f a r v e i n t e n s i t e t  u d n y t t e r  man i  l a b o r a t o r i e t
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t i l  a t  f å  e t  r e l a t i v t  må l  f o r  den s t o f o m s æ t n i n g s i n t e n s i t e t ,  som 
f i n d e r  s t e d  i  de l e v e n d e  c e l l e r ,  s a m t  f o r  den d e h y d r o g e n a s e - a k -  
t i v i t e t ,  d e r  e r  k n y t t e t  t i l  d i s s e  c e l l e r s  v i r k s o m h e d .

L e n h a r d  ( 1 9 5 6 )  v a r  den f ø r s t e ,  d e r  a n v e n d t e  2 , 3 , 5 - t r i f e n y 1 -  
t e t r a z o l i u m k l o r i d  (TTC)  t i l  d e h y d r o g e n a s e - a k t i v i t e t b e s t e m m e l s e  
i  j o r d .  TTC e r  f a r v e l ø s  i  o x y d e r e t  f o r m ,  men r ø d  i  r e d u c e r e t  
f o r m  og f o r m a z a n d a n n e l s e n  e r  i r r e v e r s i b e l .  L e n h a r d s  f o r s ø g  v i s t e ,  
a t  f o r m a z a n d a n n e l s e n  u d e l u k k e n d e  s k y l d e s  m i k r o b i e l  v i r k s o m h e d ,  
men d e t t e  e r  i k k e  i  f u l d  o v e r e n s s t e m m e l s e  med T h a l m ann  ( 1 9 6 8 ) ♦

Han s t i l l e d e  s p ø r g s m å l e t  om F e ++ -  og s u l f i d f o r b i n d e l s e r  k an  r e ­

d u c e r e  TTC,  h v i l k e t  v i l  m e d f ø r e  a t  u d e b l i v e n d e  r e a k t i o n  e f t e r  
a u t o k l a v e r i n g  i k k e  e r  b e v i s  f o r ,  a t  f o r m a z a n d a n n e l s e n  e r  b i o l o ­

g i s k  b e t i n g e t ,  i d e t  s u l f i d f o r b i n d e l s e n  des t r ue re s  ved  a u t o k l a v e ­

r i n g .

Da d e h y d r o g e n a s e - a k t i v i t e t e n  h o v e d s a g e l i g t  a f h æ n g e r  a f  m i k r o ­

o r g a n i s m e r n e s  s t o f s k i f t e a k t i v i t e t ,  e r  d e t  i k k e  o v e r r a s k e n d e ,  a t  
d e n s  s t ø r r e l s e  i  f o r s k e l l i g e  j o r d e r  i k k e  a l t i d  s v a r e r  t i l  d e t  
s a m l e d e  a n t a l  l e v e d y g t i g e  o r g a n i s m e r ,  d e r  i s o l e r e s  på e t  s p e ­

c i e l t  s u b s t r a t .  I n t e n s i t e t e n  a f  den m i k r o b i e l l e  o m s æ t n i n g  i  
j o r d e n  a f h æ n g e r  a f  mængden a f  m i k r o o r g a n i s m e r  og d e rmed  a f  d e ­

r e s  l i v s b e t i n g e l s e r  i  den p å g æ l d e n d e  j o r d .  L i v s b e t i n g e l s e r n e  
a f h æ n g e r  a f  t i l g æ n g e l i g t  k u l s t o f ,  k v æ l s t o f ,  k a l i u m ,  c a l c i u m  og  
mange a n d r e  s t o f f e r .  Dog e r  d e r  i  n o g l e  j o r d e r  f u n d e t  en p o s i ­

t i v  sammenhæng m e l l e m  d e h y d r o g e n a s e - a k t i v i t e t .  og h a s t i g h e d e n  a f  
i l t - o p t a g e l s e  e l l e r  C O ^ - u d s k i l l e l s e  ( S t e v e n s o n  ( 1 9 5 9 ) ,  C a s i d a  
e t  a l  . ( 1 9 6 4 ) .  P o s i t i v  sammenhæng m e l l e m  d e h y d r o g e n a s e - a k t i v i - 
t e t  og a n t a l l e t  a f  l e v e n d e  b a k t e r i e r  e r  b l a n d t  a n d r e  f u n d e t  a f  
R o t h  ( 1 9 6 6 )  og R a q u o t i s  ( 1 9 6 7 ) .

L e n h a r d  ( 1 9 5 6 ) f a n d t  s t ø r r e  d e h y d r o g e n a s e - a k t i v i t e t  i  h um us ­

r i g e  j o r d e r  end i  h u m u s f a t t i g e  j o r d e r .  K o z l o v  og M i k h a y l o v a  
( 1 9 6 5 ) f a n d t  a f t a g e n d e  a k t i v i t e t  med t i l t a g e n d e  j o r d d y b d e .
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De f l e s t e  p u b l i c e r e d e  a r b e j d e r  a n f ø r e r ,  a t  d e h y d r o g e n a s e  
g i v e r  m a x i m a l  a k t i v i t e t  o m k r i n g  pH = 7 , 6  v ed  a n v e n d e l s e  a f  
t r i s  p u f f e r .  D e t  v i l  s i g e ,  a t  a k t i v i t e t e n  i k k e  n ø d v e n d i g v i s  
e r  m a x i m a l  u n d e r  m a r k f o r h o l d .

C u r l  og S a n d b e r g  ( 1 9 6 1 ) b r u g t e  2 - p - j o d - f e n y l - 3 - p - n i t r o -  
f e n y l - 5 - f e n y l - t e t r a z o l i u m - v i o l e t  ( I N T )  som H a k c e p t o r  f o r  a t  
f i n d e  den b i o l o g i s k e  a k t i v i t e t  i  v a n d o m r å d e r .  De v a l g t e  I N T ,  
f o r d i  d e t t e  s t o f  h u r t i g t  b l e v  r e d u c e r e t ,  s å l e d e s  a t  d e t  i k k e  
e r  n ø d v e n d i g t  a t  f r e m b r i n g e  i l t f r i  f o r h o l d  u n d e r  p r o c e d u r e n .  
D esu den  g i v e r  d enne  t e t r a z o l i u m - f o r b i n d e l s e  den s t ø r s t e  f ø l ­

s omhed  og d e t  e r  m u l i g t  a t  f æ r d i g g ø r e  a n a l y s e n  på k o r t e r e

I  d e t  f ø l g e n d e  e r  en m e t o d e  b e s k r e v e t ,  h v o r  d e h y d r o g e n a s e -  
a k t i v i t e t  kan  b es t emmes  ved  r e d u k t i o n  a f  I N T .

M a t e r i a l e r :

T e t r a c h l o r e t h y l e n  ( t i l  s p e k t r o f o t o m e t r i )

A c e t o n e  ( t i l  s p e k t r o f o t o m e t r i )

T e t r a c h l o r e t h y l e n - a c e t o n e  b l a n d e s  i  f o r h o l d e t  1 : 1 , 5 .  B l a n d i n g e n  
e r  i k k e  v a n d o p l ø s e l i g .

I N T * ;  100 mg INT o p l ø s e s  i  50 mg H^0 ( 0 , 2  % ) .  N o g l e  f å  p i  3 N 
Na- ,C0^ t i l f ø r e s ,  så pH e r  på 7 , 5 .  Den g u l b r u n e  o p l ø s n i n g  kan  
o p b e v a r e s  i  k ø l e s k a b  ved  5°C i  f l e r e  m å n e d e r .

Na ^CO^ ;  3 N o p l ø s n i n g ^  159 g / l  
F o s f a t  p u f f e r ;

t i d .

0 , 2  M o p l ø s n i n g
7 , 2 2  g / l  a f  KH2 P 0 2 

8 , 0 0  g / l  a f  Na0H
(pH i n d s t i l l e s  på 7 , 9 )

N a - s u c c i n a t ;  0 , 4  M ^  6 4 , 8 3 2  g / l  
A s c o r b i n s y r e ;  0 , 0 0 1  M 0 , 7 6 1 3  g / l
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M e t o d e :

Kan f o r b e r e d e s  d agen  f ø r  e k s p e r i m e n t e t  p å b e g y n d e s .  
R e a k t i o n s b l a n d i n g e n  f y l d e s  i  50 ml  c e n t r i f u g e g l a s .  Den b e s t å r  

a f  2 ml  f o s f a t  p u f f e r ,  1 ml  0 , 2  % INT og 1 m l  0 , 4  M N a - s u c c i n a t .  
Husk  r e a k t i o n s b l a n d i n g  t i l  s t a n d a r d e r n e ,  som s k a l  u d f ø r e s  sam­

men med p r ø v e r n e .  Desuden  s k a l  d e r  b r u g e s  r e a k t i o n s b l a n d i n g e r  
uden  1 ml  I N T ,  men e r s t a t t e t  med 1 m l  d e s t i l l e r e t  v a nd  t i l  k o n ­

t r o l .  A l l e  c e n t r i f u g e g l a s s e n e  o p b e v a r e s  i  k ø l e s k a b  t i l  næs t e  
d a g .

1 .  H v e r  j o r d p r ø v e  a f v e j e s  i  1 g p o r t i o n e r  og f y l d e s  i  c e n t r i ­

f u g e g l a s s e n e ,  d e r  i n d e h o l d e r  r e a k t i o n s b l a n d i n g e n .  S t a n d a r d e r  
med 1  ml  t i l s æ t t e s  o g så  g l a s  med r e a k t i o n s b l a n d i n g  ( s e  a t a n -  
d a r d k u r v e ) . De suden  f y l d e s  1 g p o r t i o n e r  a f  s t e r i l  j o r d  i  
g l a s  med r e a k t i o n s b l a n d i n g  u den  I N T .

2 .  B l a n d  p r ø v e r n e  med en w h i r l y  m i x e r  i  10 s .  P r ø v e r n e  og s t a n ­

d a r d e r n e  i n k u b e r e s  i  45 m i n .  ved  3 0 ° C .

3 .  G l a s s e n e  p l a c e r e s  på i s b a d ,  og r e a k t i o n e n  a f b r y d e s  ved  a t  t i l ­

f ø r e  8 ml  t e t r a c h l o r e t h y l e n - a c e t o n e .

4 .  B l a n d i n g e r n e  r y s t e s  i  60 m i n .  ved  2 5 ° C .

5 .  G l a s s e n e  c e n t r i f u g e r e s  ved  3000  r . p . m .  i  4 m i n .

6 . Den f a r v e d e  f a s e  ( r ø d )  s u g e s  o m h y g g e l i g t  op med en p i p e t ­

t e  .

7 .  D e t  e k s t r a h e r e d e  f o r m a z a n  kan  o p b e v a r e s  n o g l e  dage  uden  æn­

d r i n g e r  i  a f l æ s n i n g e n .  O p b e v a r  f o r m a z a n o p l ø s n i n g e n  i  mø r ke  
ved  5°C i n d t i l  a n a l y s e r i n g .

8 . F a r v e s t y r k e n  f r a  j o r d p r ø v e r n e  a f l æ s e s  ved  490  nm imod  b l i n d ­

v æ r d i e n ,  h v o r  s t e r i l  j o r d  e r  b e h a n d l e t  u den  I N T .  S t a n d a r d e r n e  
a f l æ s e s  imod  b l i n d v æ r d i  a f  t e t r a c h l o r e t h y l e n - a c e t o n e .

Mængden a f  o v e r f ø r t  H+ kan  s å l e d e s  b es t emmes  ved  k o r r e k t i o n
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t i l  en s t a n d a r d k u r v e  og u d t r y k k e s  som m i l l i e q v i v a l e n t e r  ( m e q v . )  
H+ / g  t ø r  j o r d .

R e a k t i o n e n  e r  h u r t i g  og f ø l s o m ,  og d e s u d e n  u a f h æ n g i g  a f  o x y g e n ­

t i l s t a n d e  ( a e r o b e / a n a r o b e  f o r h o l d ) .

B e r e q n i n q s e k s e m p e l :

M å l i n g  i  S p e k t r o f o t o m e t e r  ( a b s o r p t i o n )  
P r ø v e n s  f a r v e i n t e n s i t e t  = 0 , 5 0 0

EK5I.'l Px>n

D£HYORO(S£W A=>£

So -vcoev̂ E
£>0  0 , 0 0 0 2  (TO.«^v.h+ fO 0 . 0 - 0 0  

0 , 0 0 0 - ^  — ^  O.  A o  O 

OiOOO<o 0-(o00 —

rm .act̂ - VC

R e s u l t a t e r n e  b e h a n d l e s  s t a t i s t i s k .
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STANDARDKURVE T I L  DEHYDROGENASE-AKTIVITET

1 ml  a f  de f o r t y n d e d e  p o r t i o n e r  a f  a s c o r b i n s y r e o p l ø s n i n g  
t i l f ø r e s  r e a k t i o n s b l a n d i n g e n .
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