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Indledning

Med stotte fra Statens jordbunds- og veterinarvidenskabelige
Forskningsrad udferes ved Statens Planteavls-Laboratoriums
bakteriologiske afdeling, Lyngby, eokologiske underssgelser over
jordbundsmikroorganismer. Forskningsprojektet omfatter anvende-
ligheden af nyere metoder i en undersegelse af mikroorganismer-
nes biomasse og aktivitet i danske landbrugsjorder. Materialet
fof undersogelsen har veret gedningsforsegene ved Askov forsegs-
station.

Med baggrund i de indtil nu indvundne erfaringer gives der
i det felgende en oversigt over de udvalgte metoders udforelse

i praksis ved labcratoriet.






MIKROORGANISMERNES BIOHASSE OG AKTIVITET.

Det stgrste antal mikroorganismer findes i jordbundens gver-
ste 10-20 cm. Derefter aftager de som fglge af mangel pa nea-
ring og ilt. Omkring kerner med stort iltforbrug kan opsta ilt-
fattige wger, hvor livshetingelserne helt @&ndres. | rodzonen
gges mikroorganismetallet sterkt, takket veere udskillelse af
sukkerarter, aminosyrer og vakstpavirkende stoffer fra plante-
redder samt afstgdning af veavsdele fra disses overflade. Her
er ofte 100 gange sa mange bakterier som i den rodfri jord.
Mange af disse friger her plantenaring til gavn for rgdderne;
nogle kan binde frit kvelstof og andre producerer stoffer mod
plantepatogener.

| agerjorden anvendes dette gverste jordlag som grobund
for plantevaeksten. Oordbunden kan betragtes som et levende sy-
stem, et levende vev, hvor plantergdder, makrofauna (regnorme
0g insekter), mikrofauna (protozoer, nematoder og mider) og
mikroflora (bakterier, svampe og alger) arbejder i indbyrdes
samvirke og afhaengighed, med kulisser og substrat bestaende
af Qrganiske og uorganiske partikler, vandhinder og luftrum.

Sterrelsen af den mikrobielle biomasse i agerjorden vil
til enhver tid veere afhaengig af fugtighed, pH, ilt, tempera-
tur og rette nering. Stgrrelsen og iser kapaciteten af mikro-
organismernes biomasse er en vesentlig del af det grundlag,






som betinger tilstedevaerelsen af til gengelig nering for plan-
terne under dyrkningsforlghbet,

Det optimale vandindhold for mikroorganismerne ligger ner
2/3 af jordens vandholdende evne. Via vandindhold pavirkes ud-
vekslingen af ilt, kuldioxid og na&ringsoptagelse.

For bakterielivet er en almen jordreaktion over pH & gun-
stig. Men det er kendt, at mikrolokaliteter kan have forskel-
lig reaktion og dermed betinge lokale variationer i organis-
mernes livskar.

Temperaturen er af vesentii g betydning bade for biomassens
sterrelse og for dens arbejde.

Mikroorganismernes biomasse og aktivitet har overmade be-
tydning for jordbundens egnethed som vekstsubstrat for planter.
De virker bade som transformatorer og depoter i et komplekst
kredslgh. 3ordbundsmikroorganismerne kan betragtes som kemiske
kraftcentre, takket veaere en stor formeringshastighed, en bety-
delig overfladekapacitet og en anselig nedbrydningsevne som
fglge af enzymproduktion. Metoderne i jordbundsmikrobiologien
rummer mange problemer, og man sgger i disse ar at forbedre
metodikken, sa det kan blive muligt at opna et palideligt bil-
lede af biomassen og den mikrobiologiske aktivitet i jorden.






MIKROORGANISMERNES BIOMASSE

BESTEMMELSE AF BIOMASSE INDEKS EFTER 3ENKINSONS METODE.

Ved at dampe en jordpreve med chloroform inaktiveres en del
af mikroorganismerne i jorden, og disse tjener da som let til-
gengelig organisk naring for de overlevende (eller ved podning
tilfgrte) mikroorganismer. Dette medfgrer storre kuldioxid-ud-
skillelse i dampet end i ubehandlet jord. Forskellen betragtes
da som et udtryk for let omsatteligt organisk materiale inden
dampning.

Metoden kan kun anvendes under visse forudsatninger. Jorden
ma ikke lufttgrres og genopfugtes far dampning, da let tilgaen-
geligt humusmateriale sa vil omsattes sammen med de degde bak-
terier. Endvidere kan metoden ikke bruges pa jord, der inde-
holder eller lige har faet tilfgrt store mangder organisk ma-
teriale .

Materiale:

2-liter Erlenmeyerkolber fig. 1.

Tradkurve med prop

Apparatur for aftapning af Ba(OH)2, fig. 2.
HCI-beholder og burette, fig. 3.

Ekssikatorer med hane (skal kunne tale udpumpning).
Sugepumpe

Hg-manometer

Kolonne for rensning af chloroform

Sugekolbe






Reagenser:

0,04-54-5 N HCl (ampul)

0,04-545 N ga(OH)2 tilsat 10 g BaCI*/| opl@gsning

Indikator:. 0,1 g Thymolblat oplgses i 100 ml H*0 + Z ml 0,1 M NaOH
Chloroform

Basisk Al*OA

Acetone (teknisk)

0,04-54-5 N HC1 fremstilles ved at fortynde en ampul 0,1 HCL op

til 2200 ml samlet volumen,

0,04-54-5 N Ba(0H) 2 fremstilles ud fra en mettet oplesning af Ba(oH)2
pa fglgende made: Der udtages 5,0 ml mattet opl. af Ba(0H)., og til-
settes 7 draber indikator og titreres med 0,04-54-5 N HC1. Deraf

kan man beregne hvor meget vand, der skal tilsaettes til en be-
stemt mangde meattet oplgsning af BatOH)*, for at fa 1 ml-0,4545 N
Ba(0H)2~ 1 ml 0,04545 N HCL. For at stabilisere 0,04545 N Ba(0H)2~
oplgsningen, skal der tilsettes 10 g BaC" pr. 1 oplgsning.
Fortyndingen af meattet Ba(OH)" beregnes pa falgende made:

5 mg mettet Ba(OH)2 bruger x ml 0,04545 N HC1 til neutralisering.
Mattet Ba(OH)2 skal fortyndes — gange

Ved fremstilling af 5000 ml 0,04545 N Ba(OH)2 skal anvendes

ml mettet Ba(OH)2 opl.
5

eller: y ml meattet Ba(oH)2 skal fortyndes op til et samlet volu-
men pd: y gange y ml.

Metode:

Vandindholdet i jorden justeres inden maling til 60 % af
vandholdende evne. 3ordens vandholdende evne kan bestemmes pa
folgende made:






Forst mattes filterpladen i en G3-filtertragt med deioniseret
vand ved at lade tragten ligge i vand i et degn.

Filtertragten fyldes med deioniseret vand nedefra til filter-
pladen og anbringes i en vandfyldt Erlenmeyerkolbe (deion.
vand).

I tragten anbringes 50 g jord, og tragten dazkkes med en plast-
pose.

Nar jorden fyldes i, suges der vand op i jorden, og efter hen-
stand i 2-4 timer foretages med spatel en grundig omrering af
jorden. Herved falder jorden mere sammen, og en del af vandet
drener ud af jorden.

Efter henstand i et degn bestemmes jordens vandindhold ved
vejning fer og efter terring ved 1059C i 24 timer. Dette vand-
indhold er vandindholdet ved jordens vandholdende evne.

Vagt % vand ved 60 % af vandholdende evne beregnes.

Beregningseksempel:

50,000 g (vad jord fer terring)

30,000 g (jord efter terring ved 105°C i 24 timer)

20,000 g vandindhold 1 jorden

60 % af 20 ¢ HZO =12 g Hzg

Ter jord + 60 % HZO =30 g+ 12 g = 42 g

Vegtprocent H20 ved 60 % af vandholdende evne.

12 x 100 N

A5 = 28,5 % H,0






| tradkurve anbringes 60 g fugtig jord (mindst 4 stk. pr.
jordtype). Der udtages jord til bestemmelse af pH og vandprocent.
Desuden udtages en lille jordmeengde (ca. 50 g), som ophevares ved
25°C til podning af den dampede jord. Kurve med jord, anbringes
| en ekssikkator for anvendelse til chloroformdampning, og et
tilsvarende antal kurve med jord anbringes i en anden ekssikka-
tor, hvor der ikke tils@ttes chloroform.

Dampning foretages i stinkskab. Der bruges 100 ml alkoholfrit
CHCIM.Fagr dampning ma chloroformen renses for alkohol: 150 g
basisk AlI*O-, fyldes i en kolonne, og 200 ml CHC1* sendes gennem
kolonnen 3 gange. Chloroformen suges gennem kolonnen og ned i en
Erlenmeyerkolbe ved hjelp af sugepumpe (fig. 4.). Der anvendes
dobbelt mangde CHC1® idet omkring halvdelen absorberes i Al*O-,.

To ekssikkatorer med jordpreverne fores med fugtig filtrer-
papir. Den alkoholfrie chloroform anbringes i et bagerglas, hvori
der findes lidt pimpsten, og anbringes i den ene ekssikkator
(fig. 5.). Ekssikkatoren udpumpes, indtil chloroformen koger
kraftigt (ca. 700 mm Hg i undertryk), lukkes,og star i morke i
en sort plastpose i 18-24 timer. Efter 18-24 timer fjernes be-
geret med CHC1" og det fugtige filtrerpapir fra ekssikkatoren.
Denne udpumpes til et undertryk pa ca. 700 mm Hg og star sa-
ledes i 5 min.. Dette gentages 6 gange. Efter udpumpningen ma
der ikke veare vacuum pa slangen ned til pumpen, da der sa suges
olie op i slangerne. Den brugte chloroform tilsettes lidt alkohol
for stabilisering og heeldes i en flaske for senere bortskaffelse.

Tradkurvene med jord vejes med prop og anbringes i Erlenmeyer-
kolber. Eventuelt vandtab erstattes med deioniseret vand.

Den dampede jord podes pa fslgende made: 5 g udampet jord op-
stemmes i 50 ml deioniseret vand ved blanding i mixer i 2 min..
Der udtages til hver jordpregve 0,5 ml efter grundig omrgring med






spatel fer hver udtagning. 3ordopslemningen tildryppes jordpre-
verne ovenfra. | bunden af Erlenmeyerkolberne anbringes en passen-
de mangde BaiOH)* (100 ml) og 7 draber indikator. Kolber med dam-
pet og udampet jord anbringes ved 25°C. Desuden opstilles 2 kol-
ber med tradkurve uden jord for blindbestemmelse.

10 dage efter dampning titreres Ba(OH).., i kolberne, bade med
dampet og udampet jord, med 0,04545 N HCl. Kolberne tgmmes og
forsynes pany med passende mangder Ba(OH)2» sa meget at omslag
kan undgas. Titreringstallet trekkes fra blindbestemmelserne.

Vaegten af jord og tradkurv med prop kontrolleres, og der til-
fores deioniseret vand, hvis nedvendigt. Jordpreverne star yder-
ligere 10 dage, hvorefter der titreres igen og malingerne af-
sluttes .

Jorden overfgres fra tradkurv til forvejet bagerglas og vand-
procenten og den totale mangde ter jord af hver enkelt jordprave
bestemmes ved at veje pregverne fgr og efter tgrring ved 105°C i
24 timer. Inden tgrring udtages af 2 udampede og 2 dampede jor-
der 10,00 g til pH-bestemmelse. Fig. 6 viser princippet | metoden.

Beregning:

Kulstof-mikroorganisme-biomassen er beregnet efter fglgende formel:
A - (xy) X 0,273

hvor A = C i mikroorganisme-biomasse, mg/50 g ter jord.

x = CO2 udskilt fra dampet jord 0.-10. degn efter dampning,
mg/50 g ter jord

y - Co2 udskilt fra ubehandlet jord 10.-20. degn efter damp-
ning er foretaget, mg/50 g ter jord

K=0,5 den del af jordens mikroorganisme-hiomasse, der er
omsat efter 10 dggn (empirisk bhestemt konstant).

denkinson har angivet 0,5; Anderson og Domsch (1978) har angivet

0,41

0,273 = brekdel kulstof | CO2.






Eksempel pa C i mikroorganisme-biomassen er beregnet fra

resultaterne i fig. 7.

(x-y) x 0,273 (23,8 - (14,3-8,9)] x 0,273

B = =% = 0.5

= 10 mg C/50 ¢

ter jord

Resultaterne underkastes sadvanlig statistisk behandling.
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Fig. 6. Biomassebestemmelse ved chloroformdampning.
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BESTEMMELSE AF ADENOSIN TRIFOSFAT (ATP) I JORD.

ATP er en energirig forbindelse, der findes i alle levende
celler. Da cellernes indhold af ATP nedbrydes ojeblikkeligt ved
celledeod, kan ATP-mangden bruges som et udtryk for de levende
celler. Cellernes ATP-indhold er bade afhangig af cellernes
aktivitet og mangden af levende cytoplasma. Mikroorganismernes
ATP-indhold kan bestemmes kvantativt ved maling af lysudviklin-
gen, der opstar ved reaktion mellem reduceret luciferin (LHZ)’
enzymet luciferase, ilt, Mg-ioner og ATP. Luciferin-luciferase

systemet udvindes af ildfluehaler fra ildfluen Photinus pyralis.

Reaktionen ved lysudvikling kan fremstilles sdledes:

Mg++
luci- luci- ~ luci- ~ luci-
ferase * ferin ° ATP " ferase ferin AMP + pyrofosfat
(LHZ) luciferyl adenylat)fAMP = adenosih)
complex. \monofosfat
0,
luci- oxiluci-
ferase + ferin + AMP + lys

Nar alle nedvendige stoffer er tilstede i overskud er lysud-
viklingen ligefrem proportional med koncentrationen af ATP i

reaktionsblandingen.

Ekstraktion af ATP fra celler i jord.

Mange forskellige oplesninger er blevet brugt til ekstraktion

af ATP fra forskellige omgivelser: Det er bl.a. svovlsyre, tri-
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chloreddikesyre, dimethylsulfoxid, perchlorsyre og tris-buffer.

Nar ATP-indholdet ekstraheres med syreoplgsninger, er det
vigtigt at ekstrakten har et pH < 2 for at sikre,at ATP-mole-
kylernes fosfatgrupper ikke er ioniseret. Syren dreber cel-
lerne, frigar intakt ATP og inaktiverer ATP-nedbrydende enzymer
| den sure ekstrakt adsorberes ATP-molekylerne ikke til kation-
forbindelser i suspensionen. Desuden er ATP ret stabilt under
disse forhold. Ved ekstraktionen opleses de mest P-adsorberende
forbindelser (amorfe Fe- og Al-sesquioxider og CaCO"), og det
er saledes muligt at ekstrahere mere ATP end under neutrale
betingelser. For at undga en udfeldning af ATP med Fe, Al og Ca
ioner i ekstrakten ved justering af pH til 9,8, ma disse ioner
fjernes fra ekstrakten ved en kationbytning far indstilling af
pH.

Maling af ATP.

Ved blanding af enzymoplgsning og ATP-ekstrakt fds en lys-
udvikling, der kan registreres i et specielt fotometer. Nar
lysudviklingen males, er det muligt at bestemme ATP-indholdet
I forskellige jorder.

Anvendelse af ATP-malinger.

ATP-indholdet i landbrugsjorder kan anvendes til at bestem-
me den mikrobielle biomasse og aktivitet. Til biomasse-
bestemmelser kan der regnes med et gennemsnitligt ATP-ind-
hold pr. bakteriecelle pa 0,5 x 10 * ng. Det er desuden muligt
at bruge ATP-malinger til at bestemme mangden af naringsstoffer
der er bundet i det mikrohielle cellemateriale. P& den made vil
det vere muligt at opstille modeller for jordens tilgengelige
neringsstoffer. Lee, et al. (1971) fandt forhold mellem ATP/C/
N/P/S pa 1 : 250 : 42 : 8,6 : 2,6 ved at bruge gennemsnitstal






citeret af andre (Spector, 1956; Strickland, et al., 1969).

9

(1 ng svarer til 10° 7 gq).

Materialer:

H2504 til analyse (1 N)

Ethanolamin til analyse (5 N)

Munktell 20 H filtrerpapir eller nr. 5 Whatman filtrerpapir
Dowex 50 (Na® form, x 8, 20-50 mesh)

ATP-standarder

Ildflueekstrakt, (opbevares ved —ZOOC); et glas (50 mg) oplae-
ses 1 2,5 ml destilleret vand og henstdr 2 timer ved 0°C inden
brug. (FLE-50, Sigma).

Lumac Celltester 2080 (fotometer) tilsluttet en programmerbar

regnemaskine.

Metode:
Hele ekstraktionen udferes ved OOC.

1. En jordpreve (5 g) rystes med kold svovlsyre (6 ml) i 5
minutter. Der anvendes en svovlsyrekoncentration, sdledes
at jord og syre giver en pH-vardi pa 1,5 - 2,0. Normalt an-
vendt syrekoncentration er 0,6 N - 1,5 N.

2. Preoven henstar i 20 minutter med lejlighedsvis rystning.

3. Filtrering af preven under vakuum gennem en Bilichnertragt
med Munktell nr. 20 H filtrerpapir.

4. Kationbytning af 3 ml ekstrakt to gange pd en 13 cm kolonne
(Dowex 50, Na-form). Sejlen placeres ved 5°¢C.

5. Kolonnen elueres med 4 ml kold destilleret vand.

6. Ekstrakten justeres til pH 9,8 med 5 N ethanolamin (iskappe
om glasset).

7. Madlingen udferes ved injektion af 100 ul luciferin-lucife-
rase oplesning i 50 ul preveekstrakt.

8. M3aling af hele lysudviklingen i Lumac fotometer.






ATP- standard.

Standardoplesninger (1 ml) blandes med ekstrakter (2 ml),
der er filtreret fra en steril jordpreve (punkt 3). Denne blan-
ding behandles ligesom preveekstrakten fra punkt 4. Pd den made
korrigeres for felgende: 1) ATP-tab ved tilsatning af svovlsyre,

2) tab i proceduren og 3) hemningseffekter i jordekstrakten.

Beregningseksempel:

Udregning for jordprgven:

Integration af hele lysemissionen = 10,00
(M3aleresultat)

Fortynding i proceduren = 3 m13+mi ml

10,00 (3 - 4) _ 53 33

Udregning for standarder efter samme behandling som jordprgve-

ekstraktionen (se under f{iecode) .

Integration af hele lysemissionen = 4,00
(Mdaleresultat)

Fortyndinger i proceduren = 1 ml + 2 ml og 3 ml + 4 ml
d 1 ml 3 ml
4,00 x (1 + 2) x (3 + &) _
. £ ) - 28,00

Det er vasentligt, at prevevolumen ved mdling er det samme

for preveekstrakt og for standarder.
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Efter korrektion til en standardkurve multipliceres med

won

(5 g jord og 6 ml syre) for at fa ATP-mangden pr. g jord, og

der korrigeres for jordens vandindhold for at fa ATP-mangden
pr. g ter jord. Ved at regne med et gennemsnitligt ATP-indhold
pr. bakteriecelle pa 0,5 x lO-6 ng kan biomassen pr. g ter jord

beregnes. Omregning til kg biomasse pr. ha i plejelaget bliver

det samme som ng ATP pr. g ter jord.

Alle resultater underkastes statistisk behandling.
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Plasti cbehclder med jord og syre
/ (75 mm lengde X 36mm indre diam).

Plasticbox med iskappe
(85 mm X 50mm bred )

NANNNNNWN

sand

Fig. 1

Buchnertragt med et taet

am—l"

filterpapir.

(63 mmindre diam.)

Sugekolbe (250 m)

Krdftig sugepumpe
— Glasbeholder med ekstrakt.

(100mmX 22 mmindre diam.).

\\\ \ vand

[ sand \

Fig. 2

Sugekolben opbevares ved -20°C med vadt sand. Inden forseget

heldes lidt vand i kolben og den placeres i et isbad.






Glastragt.

= Glasrgr

<200mm X 8mmindre dicm.)

|_— Kationbytterresin.
(fyldes op til 130mm | glasrgzjret).

£ O\ NN

Kanyle.

(SOmmlcengde X 14 mmi diam. )

o o —EEL

@ - Plastbox med is.

-Fyldning af kclonne.

Kolornens nederste dbning lukkes med en gummiprop uden kanyle
cg kolonnen fyldes med destilleret vand. Ionbyttermaterialet
fugtes med destilleret vand og pafyldes kolornen. Derefter kan
gummiproppen erstattes med den prop, hvor der gar en kanyle
igennem. Kolornerne kan fyldes ved stuetemperatur og derpd pla-

ceres ved SOC.
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BESTEMMELSE AF BAKTERIER | 30RD VED PLADESPREDNINGER.

Pladespredningsmetoden er den fgrst udarbejdede metode til
kvantitative bhestemmelser af bakterier og svampe i jord (Koch,
1881). Den bruges desuden til kvalitative studier af jordens
mikroflora (isolering og rendyrkning af kolonier). Ved inkubering
af agarsubstrat tilsat en jordsuspension udvikles de enkelte mi-
kroorganismer til kolonier. Efter tealling af disse, kan antal og
biomasse af levedygtige mikroorganismer i den oprindelige jord-
preve beregnes. Hvis der anvendes substrater og inkubationsfor-
hold, som er sa lidt selektive som muligt, kan man i hvert fald
fa et udsnit af mikroorganisme-populationen.

Metoden er tidskrevende, og den har varet meget diskuteret
p.g.a. en rekke fejlkilder. Kritikere af metoden mener, at pla-
despredninger kun viser et. lille udsnit af den totale mikroflo-
ra. Den anvendes dog stadig i vidt omfang til mange undersggelser

Materialer:;

Substrat til bakterier:
Trypton-soya-agar (TSA) Oxoid 10 g
Tilleg af Difco agar 9 ¢
ad 1000 ml vand
Autoklavering i 20 min., ved 120°C
pH 7,3
Actidion (Cycloheximide), svampehgmmende stof:0,625 g Acti-
dion oplgses i 25 ml 95 % ethanol. 0,4 ml af denne oples-
ning tilsettes 200 ml agar. Opbevares i koleskab.
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Metode:

Oorden sigtes (2 mm sigte), blandes og vandindholdet bestem-
mes. 3 X 1 g jord afvejes, og 1 g tilfgres 100 ml af fortyndings-
mediet (pc) og blandes i en mixer i 2 minutter (1 hastighed).

Fra hver af de 3 x 1 g jord udfgres 2 fortyndingsraekker. Der
anvendes 3 forskellige fortyndinger i hver fortyndingsraekke og
fra hver af disse fortyndinger podes i & Petriskale.

3 jordprgver a 2 fortyndingsraekker.
3 fortyndinger i hver fortyndingsraekke.
Fra hver fortynding podes 6 Petriskale.

lalt 108 skale pr. jordtype. Desuden inkuberes ikke podede
skale som kontrol.

Der podes med 1 ml i hver af .Petriskdlene og podematerialet
overhaldes derpa med det smeltede agarsubstrat (afkslet til ca.
50°C) og blandes omhyggeligt ved forsigtig rotering af skalene.
Skalene henstar til sikker- stivning.

Skalene inkuberes ved 24°C med bunden opad og talles 4. og
8. dag.

Beregningseksempel:

1 g frisk jord med en terstofprocent pa 85.

Jorden er fortyndet 1:800.000.

Antal kolonier gennemsnit = 80.

Frisk cellevegt = 1,1 x 10°*2 g pr. bakterie svarende til 0,2 x
10”12 tgrvaegt.

80 X 800.000 X 1%% = 75,29 x 10" bakterier/g ter jord
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Sattes plosjelaget til 20 cm og regnes med en vagt af dette pr.

ha pa 2500 tons fas:

kg jord i plajelagét/ha = 25 X lOS

5 -12 =

75,29 x 10° x 25 x 10° x 1,1 x 10 207,1 kq frisk vaqt bakterie

biomasse/ha ter jord i plsjelaget.

Alle resultater underkastes statistisk behandling.

Substrat til svampe:

Glucose-pepton-agar med Bengal Rosa:

Glucose 10 g
Pepton, mykologisk 5 g
KH,PO, lg
_39504 0,5 ¢
Bengal Rosa : 0,3 g
Agar 20 g

Ad 1000 ml vand
Autoklavering i 20 min., ved 120°C.

pH 5,7

Bengal Rosa begraznser svampekolonistsrrelsen og hammer mange
bakterier.

Ved svampe anvendes som regel lavere fortyndingsgrader.






1ml

EKSEMPEL PA EN FORTYNDINGSRAKKE

1gjod i
100 ml pc
1:100

Fortyndinger til bakterier: 1:200.000, 1:400.000,

Fortyndingsmedier:

pc = 0,1 % pepton og 0,2 % calgon (natriumhexametafosfat) i sterilt vand.

1.ml
1 ml
1ml '
W
S0m p LO0ml p 80m p 160 ml p
1: 5000 1:200.000 1 =4(I]OOO 1: 800000
\L%ﬂ J/‘Iml J/1ml
Q00O OO0 OO0
OO0 OO0 OO0
Petri skale.
1:800.000.

p = sterilt vand med 0,1 % pepton.
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FLUORESCENSMIKROSKOPI

Bestemmelse af kimtal (biomasse) ved fluorescensmikroskopi

Fluorescensmikroskopet kan anvendes til direkte talling af
bakterier i en jordsuspension og dermed til sken over jordbun-

dens bakterie-biomasse (Strugger, 1949). Metoden er senere modi-

ficeret af Trolldenier (1973), hvis beskrivelse ligger til grund

for narverende formulering.

Metoden er begrundet i, at man efter farvning af en
jordsuspensicn med visse fluorescerende farvestoffer under mi-
kroskopet kan skelne jordﬁakterier fra de heterogene organiske

0g uorganiske partikler. Man har isar arbejdet med acridin oran-

ge, og man antog i begyndelsen, at man med dette farvestof klart
kunne adskille levende bakterier fra dede, idet man mente, at
levende bakterier fluorescerede grent, medens dede organismer

var rpode. Senere undersggelser har afkraftet denne hypotese, der
formentlig kun galder for visse gram-negative bakterier. N&r meto-
den dog ikke dermed er totalt forkastet, beror det pa, at selve
farvningen hjzlper et trenet gje til en tydelig adskillelse mel-

lem bakterier og jordpartikler.

Metode:

1. Inkubering af jordpreve efter justering af vandindhold, f.eks.

til 18 %, i 3 degn ved 25°C.






Afvejning af 10 g jord i 90 ml 0,2 % calgon (Na-hexametafos-
fat). Suspensionen rystes pa rysteapparat 15 minutter. Den
fortyndes til den endelige fortynding (1/100) ved, at der ud-
tages 1,8 ml suspension i 16,2 ml.dest. steril vand; slutrum-
fanget er da 18 ml.

Tilsatning af 2 ml ren 1 % agar (Difco) af en temperatur mel-
lem 55%309 600C. Suspensionen, der nu er 20 ml ialt, rystes
kraftigt i handen 1 minut.

10 pl af suspensionen anbringes pa et specielt objektglas

(se fig:. 1) med en sarlig pipette (Eppendorf 4700), saledes, at
mengden holdes inden for yderste ringgraﬁse. For et godt resul-
tat af preparationen er det vasentligt, at glassene er affed-
tede med acetone for brugen, samt at de tillades at stivne pa
en bordflade, som er kontrolleret vandret.

Farvning af praparatet foretages ved pafering med pipette af
en vandig oplesning af‘acridin orange (konc. 1:15000) med
temperatur 40°C. Farvetid 2 minutter. Farven afskylles forst .
forsigtigt med dest. vand fra en sprejteflaske og prazparatet
skylles derpa Qed dypning i 4 hold vand (bazgerglas) med 2 mi-
nutter i hvert.Pa praparatet lazgges til sidst et par draber
dest. vand, og det forsynes med dakglas.

Der anvendes gennemfaldende UV-lys i mikroskopet. Talling
foretages i feltet mellem de to ringe (se fig, 1), idet her
angives at vere den sikreste fordeling. Der talles farvede -
rgde og grenne - fluorescerende partikler af distinkt kugle-
eller stavform. Der talles 10 synsfelter i hvert af 3 prepa-
rater, og gennemsnitstallet for de ialt 30 synsfelter angi-
ves. Der er anvendt okular 6,3 x cg objektiv 60 x ved un-

derspgelsen. Ved udregning af kimtal tages hensyn til de






foretagne fortyndinger (se eks.).

Feslgende @ndringer i metoden er foretaget: Nedsat rystetid (fra
30 til 15 minutter), den smeltede agars afkeling til mellem 55°C og

6OOC, opvarmning af farveoplesningen til 40°cC og forste skylning

med sprojteflaske.

Fig. 1. Til analysen anvendes objektglas med indgraveret cirkel
(diameter 11,3 mm, areal 1 cmz). Koncentrisk med denne er ind-
graveret en cirkel med diameter 7,72 mm. P& denne cirkels yder-
side valges synsfelterne for telling, idet agarlaget her har

ensartet tykkelse.






En vanskelighed ved metoden er farvningen af humuspartikler,
idet de for de anvendte jorder har domineret synsfeltet, sdledes
at oversigt og telling af bakterierne ikke er mulig. En yderli-
gere fortynding af suspensionen vil bevirke, at der bliver sa
fa organismer i synsfeltet, at det medforer vasentlig statistisk
usikkerhed. Hvis man inkuberer jorden fgr undersegelsen i 2 daegn
med en svag naringsoplesning med C/N = 10/1, f.eks. 0,1 % glu-
cose 6g 0,11 % ammoniumnitrat, i stedet for med vand alene, op-
nds sa meget hejere kimtal, at dén statistiske sikkerhed ved
tellingerne bliver steorre. Men vardien bliver da mere et udtryk
for aktiveret bakterie-biomasse end for de helt naturlige verdier.

De valgte eksempler har materiale i en underssgelse af ugedet
og kunstgedet jord fra Askov forsegsstation (1977). Jordpreverne

blev inkuberet med ovennavnte naringsoplesning.

1. Udregningseksempel: ugedet jord

Mikroskopisk tellingsresultat (gennemsnit af 30 synsfelter):

4) bakterier.

2, Tallingsantal x 100

Antal regnes forst op til antal/cm >
Synsfeltareal (mm~)

Pa 1 cm2 anbringes 0,01 ml jordsuspension

Antal/ml fortynding = antal/cm2 x 100

Antal/g jord = antal/ml x fortyndingsfaktor

Med det navnte tazllingsresultat og fortynding 1:50:
41 x 100 x 100 x 50

3,14 x 0,125°

418 mill. bakterier/g jord.

Da vandprocenten ved tazllingen var 10,65 % i jordpreven, er

bakterietallet 467 mill. bakterier/g ter jord.







2. Eksempel pad sammenligning af fluorescensmikroskopi (F)
og pladespredning (P) under ens betingelser. Bakterietal:
mill/g ter jord. Biomasse kg ha (plejelag), ter jord.

Vegt af plejelag (20 cm) = 2500 tons/ha. Frisk vagt af

en bakterie: 1,1 «x 10712 g.
Bakterietal Bakterietal Biomasse Biomasse
F P F P
ugedet jord 431 mill. 40 mill. 215 kg 20 kg
gogdet jord 583 mill. 99 mill. 291 kg 49 kg

Den kunstgedede jord har hgjeste vardier for kimtal og bio-
masse. Verdierne ved direkte mikroskopi er 6-10 gange resul-
tater af pladespredninger, hvilket stemmer med erfaring fra

andre arbejder.

De lavere resultater for pladespredninger beror pa disses
begransning m.h.t. opvakstmuligheder pa kunstige substrater for
jordbundsbakterierne. 0gsd mikroskopiske tallinger kan give for
lave verdier, som feglge af, at bakterier tabes under praparationen,
at bakterier ikke cptager farvestoffet og endelig af, at en del
bakterier skjules pa bagsiden af jordpartikler og derfor ikke er
synlige. De her navnte forhold modvirkes dog formentlig af, at
dede celler ogsd farves og medtalles.

Anvendelse af fluorescensmikroskopet ved bedamﬁelse af jord-
bundsmikrofloraen er i de sidste ar optaget pany. Den ret ar-
bejdskravende procedure geor ikke metoden egnet til serieundersg-
gelser. Men med nogen erfaring kan metoden bruges til supplering
af andre bestemmelser af mere videnskabelig karakter. Sverige

(S6derstrém 1978) er farvestoffet fluorescein diacetat (FDA) taget

i brug ved bestemmelser af svampebiomasse. Fagri (1977) har an-







vendt membranfiltrering, farvestoffet acridin orange og epi-

fluorescens (pafaldende UV-lys) ved bakterietallinger.
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MIKROORGANISMERNES RESPIRATION

MALING AF KULDIOXID PRODUKTION | JORD

Kuldioxid-produktionen kan bestemmes ved inkubation af
en passende jordmangde i en lukket kolbe over en BaCOHO"-op-
1gsning efterfulgt af en titrering af overskuddet af Ba(OH)"e
Respirationsmalingen giver et udtryk for den totale aktuelle
aktivitet, men resultaterne afhenger bade af meengden af leven-
de mikroorganismer og af den tilstedevaerende maengde af omset-
teligt organisk stof.

Materialer:

Apparatur: se fig. 1-2-3.
Reagenser: 0,04545 N BaCOH)* tilsat 10 g BaCI*/I oplasning
0,04545 N HC1
Indikator: 0,1 g Thymolblat opleses i 100 ml vand
+ 2 ml 0,1 M NaOH.

Metode:
Undersegelse af lufttgrret jord.

Den friske jord luftterres, knuses og sigtes (2 mm sigte).
Fgr maling tilsettes vand med de nedvendige mineraler; der
tilstrebes et C/N-forhold: 10/1. Der tilsettes yderligere
kulstofkilder (evt. oplgst i vandet). Derpa afvejes den fug-
tige jord (skal svare til 50 g ovntgr jord) i metalkurven.
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Undersggelse af naturlig jord.

Den friske jord sigtes (2 mm sigte) og bhlandes grundigt.
Derefter afvejes den friske jord (skal svare til 50 g ovn-
ter jord) i metalkurven.

| bunden af Erlenmeyerkolber anbringes mellem 30 ml og
60 ml Ba(OHy2 + 7 draber indikator. Kurvene med jord hanges
deri og kolberne tilproppes (fig. 1). Den af jordprgven pro-
ducerede CO" passerer gennem metaltradbeholderen og afgives
til Ba(0H)2* Med mellemrum titreres Ba(OH)2 med HCl. Kolben
temmes og forsynes pany med Ba(OHy2 sa meget at omslag kan und-
gas. Titreringstallet trekkes fra en blindbestemmelse, der ud-
fares i en anden kolbe med samme mengde Ba(OH)2 men uden jord-
prgve. Derved elimineres luftens CO”-indhold.

Antal fellesbestemmelser: Til hver forsggsserie skal der vere
2-3 faelleshestemmelser og tilsvarende antal kolber til blind-
prover,

pH-bestemmelsen: Man bgr male jordens pH ved start og slutning
af forsgget. Jordens fugtighed opretholdes ved tilsatning af
172 ml vand til alle kolber ndr det er pakrevet.

Reaktion og beregning af syrens normalitet:

Organisk stof + QM7 CO02 + HA0

Coz + Ba(OH)2-* BaCos + Hzo

Ved titrering:

Ba(OHy2 + 2HC1—* BaCl2 + 2H20

Det ses, at til hvert molekyle CO02 svarer 2 molekyler HCL.
Man gnsker at:

I m X NBa(OH)2«* 1 ml x NH C 1 1 mg CO2
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HCIl's normalitet beregnes:

-3
1 X 10 xN HCI 1 ml
14 mol €O, 2% 1000

2 er antal molekyler HCI
L 0,04545 N HCI

Fremstilling af 0,04545 N Ba(0H)., geres pa folgende made:

Der fremstilles en mettet oplgsning af BaCOH)** Der udtages
5,0 ml mettet opl. af BaCOH)" tils@ttes 7 draber indikator og
titreres med 0,04545 N HCL.

Beregning:

Maengden af udviklet CO2, beregnes pa basis af forskellen
mellem titreringen af kolben med jord og kontrolkolben. 1 ml
0,04545 N HCL svarer til 1 mg udskilt COM™ Resultaterne angi-
ves i mg CO2/s50 g tar jord.

Beregningseksempel:

Titrering af kolbe med jordprove efter 144 timer = 30,00 ml
Titrering af kontrolkolbe efter 144 timer = 5,00 ml
Difference = 25,00 ml
Udviklet CO* =25 mg 00"/50 g vad jord/144 timer
Terstofprocent i jorden = 85

Udviklet C0-, = ——*_-" =294 mg CO,/50 g ter jord/144 timer

Hvis man titrerer kolberne lgbende, kan mg CO™ pr. 50 g taer
jord afbildes som funktion af tiden.

Resultaterne behandles statistisk.
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Fig. if. Kuldioxyd produktion fra jord tilsat plantemateriale.
1. jord uden tilsaetning
2. jord tilsat 0,4 % redklgver
3. jord tilsat 0,4 % rajgrees
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MALING AF ILTFORBRUG I JORD I ET GILSON RESPIROMETER.

Jordens anding bestemmes ved at male jordprevernes Oz—for-
brug i et Gilson respirometer. Mdlingerne foregdr ved, at pro-
vernes COZ—produktion absorberes i KOH, hvorefter Oz—forbruget
bestemmes ved at male rumfangsformindskelsen i luften i et luk-
ket system.

Maleprincippet er illustreret i fig. 1. I prevekarrene an-
bringes jordpregverne tillige med et glas med KOH-tabletter og
et rerglas med dest. HZO' I rorglasset med vand er anbragt en
strimmel filtrerpapir for at @ge vaskeoverfladen. Kaliumhydro-
xyden absorberer CO2 fra jorden og vandet modvirker den udtor-
rende virkning af KOH pa jordpreverne. Prgvekar og referencefla-
ske er gennem diffusionstatte s}anger forbundet lufttazt til
hver sin side af et manometer. Under mdlingerne er hanen til
atmosfaren lukket, afbrydningshanen er aben og operationshanen
er lukket.

Da COZ—udskillelsen fra jorden absorberes i KOH vil trykket
pd prevesiden af manometret falde i forhold til referencesiden
som fglge af jordprevernes Oz—forbrug. Herved stiger manometer-
vesken pd pravesiden. Ved hjelp af mikrometerskruen bringes va-
sken i de to manometerarme i niveau. Det rumfang som luftrum-
fanget derved formindskes med, kan direkte aflazses i ul pad mi-
krometerskruen.

Da en luftarts rumfang er meget afhangig af temperaturen er

det nedvendigt med en nejagtig temperaturkontrol. Dette opnds
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ved at have provekar og referenceflasker anbragt i et termostat-
styret vandbad, med en temperaturvariation pa t 0,05°C. For

at korrigere for andringer | luftrumfanget, som ikke skyldes
jordprgvernes O*-forbrug, medtages der ved alle malinger blind-
prgver. Disse bestar af prgvekar uden jord, men med rgrglas

med KOK og dest. HMO. Blindpreverne er anbragt pd samme made
som karrene med jord. Aflesningerne pa jordpreverne korrigeres
med blindprevernes aflesninger.

Metode:
(Vejledning til Gilson Respirometer) .

Til malinger anvendes et Gilson Respirometer model GR 14
med to referenceflasker og 13 prevekar, hvoraf de 2 bruges til
blindprever. Prgvekarrene er fremstillet af plexiglasrgr(3.6 x
7,0 ¢m). Ved hjelp af et lag med hul i fastgeres karrene luft-
tet til forbindelsen op til manometerenheden. Ved hver maling
udtages 2-4 prover a 10 ¢ jord fra samme jord. Jordprgverne an-
bringes sammen med KOM og h"O i prevekarrene. Prgverne tempe-
reres i mindst 3i time i vandbadet ved maletemperaturen og der-
efter males o”-forbruget. Malingerne bar strekke sig over mindst
3 timer med aflesninger ca. hver halve time. Safremt der ikke
er systematisk fald eller stigning i aflesningerne beregnes Oz-
forbruget ud fra forste og sidste aflesning. | modsat fald be-
regnes O”"-forbruget ud fra den mest stabile periode i afles-
ningerne. Efter at malingerne er afsluttet,vejes alle jordpre-
ver i fugtig tilstand og efter tgrring ved 105°C for herved at
kunne beregne O"-forbruget pr. g tar jord.

Procedure:

1. Anbring 15 + 20 ml dest. H-0 i referenceflaskerne.

2. Fyld vandbadet op til ca. 4 cm fra kanten med deioniseret vand.
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Indstil den enskede temperatur med skruen over kontakttermo-
meteret.

Stil alle haner,saledes at de er abne.

Anbring foldet filtrerpapir (ca. 1x7 cm) i rgrglas.

. Indfedt slib og gummiring i provekarrenes lag med vandfrit

lanolin.
Tend for respirometret.

. Afvej jord i pregvekarrene.

Der skal veaere mindst 2 blind-pregver (prevekar uden jord, men
med KOH-tabletter og H20).

Hvis ikke alle manometre er i brug lukkes slibet med en gum-
miheatte.

Ca. 10 stk. KOH-tabletter fyldes i sma glas (2x3 cm), som
anbringes i prgvekarrene.

Ca. 2 ml dest. H20 fyldes i rergias med filtrerpapir, som
anbringes i pregvekarrene.

Prgvekarrene anbringes pa respirometret, og senkes ned i vand-
badet. Slib ved manometre, som ikke er i brug, senkes ogsa
ned i vandbadet, og afbrydningshanerne til disse manometre
lukkes.

Kontroller temperatur.

Mindst 3? times henstand fgr maling for opnaelse af tempera-
turligevegt.

Indstil den sorte linie ud for manometervaeeskens meniskebund.
Hanen til atmosferen lukkes.

Ca. 30 min. senere lukkes operationshanen. Der ber ga ca. 30
min. for at der kan opnas "luft-ligeva gt" mellem provekar
og referenceflasker.

Aflesning skal ske nar varmelegemet er slukket (red lampe er
slukket), og der afleses ved meniskens bund.
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20. Ca. 45 min. senere tages l. aflasning (benyttes som nul-
aflesning). I dette tidsrum saznkes provekarrets COz-ind—

hold til et konstant niveau ved absorption i KOH.

Beregning:

Ved beregning af Oz-forbruget pr. g ter jord korrigeres alle

malinger til 0°c og 760 mm Hg efter felgende formel (Umbreit et

al. 1972): ul gas ved 0°C og 760 mm Hg = 273 (P-P,) 4V

760 T
Hvor P = barometertryk mm Hg
Pw = vanddamptryk ved temperatur T
T = temperatur ved mikrometer i Kelvingrader, K
AV = ul gas mdlt med mikrometret
Beregningseksempel:
I1t forbrugt pa 120 min. = 60 ul 02/10 g vad jord

terstofprocent = 85

Korrektion for vandindhold og omregning til 1 g jord.

60 x 100 .
Av = m = 7,06 }.1]. 02/9 tor JOI‘d
Temperatur = 259¢C
Pw = 23,756 (se tabel 1 for vanddamptryk).
T =273 - 25
Udregning af konstanten = 273 (755 - 23,756)
= 1,059
(se formlen ovenfor) 760 (273 - 25)
_ 60 x 106 x 1,059 x €0 _ . .
Iltforbrug = 55 10 % 130 = 3,74 ul Oz/g ter jord/time

Resultaterne underkastes sa@dvanlig statistisk behandling.






12
13
14

15
16
17
18
19

20.-
21
22
23
24

25
26
21
28
29

30
31
32
33
34

Tabel 1. Vanddamptryk ved forskellige temperaturer,

9,209
9,844
10,518
11,232
11,987

12,788
13,634
14,530
15,477
16,477

17,535
18,650
19,827
21,068
22,311

23,756
25,209
26,739
28,349
30,043

31,824
33,695
35,663
37,729
39,898
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9,333
9,976
10,658
11,379
12,144

12,953
13,809
14,715
15,673
16,685

17,753
18,880
20,070
21,324
22,648

24,039
25,509
27,055
28,680
30,392

32,191
34,082
36,068
38,155
40,344

0,4

9,458
10,109
10,799
11,528
12,302

13,121
13,987
14,903
15,871
16,894

17,974
19,113
20,316
21,583
22,922

24,326
25,812
21,374
29,015
30,745

32,561
34,471
36,477
38,584
40,796

0,6

9,585
10,244
Lo,941
11,680
12,462

13,290
14,166
15,092
16,071
17,105

18,197
19,349
20,565
21,845
23,198

24,617
26,117
271,696
29,354
31,102

32,934
34,864
36,891
39,018
41,251

o8

9,714
10,380
11.085
11,833
12,624

13,561
14,347
15,284
16,272
17,319

18,422
19,587
20,815

22,110

23,476

24,912
26,426
28,021
29,697
31,461

33,312
35,261
37,308
39,457
41,710
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MIKROORGANISMERNES ENZYMAKTIVITET | JORD

DEHYDROGENASE-AKTIVITET | JORD.

Da enzymerne er vigtige katalysatorer ved forlgbet af alle
| jordbunden forekommende biokemiske og hiologiske processer,
har de veret genstand for en del opmarksomhed indefor den sid-
ste snes ar. Adskillige har forsggt at finde en sammenhang
mellem en jords dyrkningsegnethed og dens enzymkapacitet. Op-
fyldelsen af dette mal har hidtil voldt visse vanskeligheder
uden dog at sveaekke interessen for enzymernes virke, idet der
kan veere tale om sa mange andre perspektiver i denne sammenhang.
Man kunne f.eks. tenke sig at sammenkoble enzymbestemmelser med
undersggelser over forureningsfaktorer sasom tunge metaller og
bekempelsesmiddelrester i jordbunden«

Dehydrogenaserne i jord findes i de levende celler, da de er
endoenzymer, men kan ogsd lokaliseres i dede celler, rodekssu-
dater og som "frie" enzymer (Skujins, 1967). De "frie" enzymer
kan adsorberes til ler- og humuskolloider, hvor de er bheskyt-
tet mod nedbrydning.

Enzymerne spiller en veasentlig rolle i de fgrste trin ved
omsatningen af de organiske stoffer i jordbunden, idet de er |
stand til at fraspalte hydrogen fra hydrogenindeholdende for-
bindelser og overfore det til andre stoffer. Bergrer levende
aktive celler saledes oplest tetrazoliumsalt, reduceres det til
det rgde farvestof formazan. Denne reduktion foregar seardeles
let, og den opndede farveintensitet udnytter man i laboratoriet






til at fa et relativt mal feor den stofomsatningsintensitet, som
finder sted i de levende celler, samt for den dehydrogenase-ak-
tivitet, der er knyttet til disse cellers virksomhed.

Lenhard (1956) var den ferste, der anvendte 2,3,5-trifenyl-

tetrazoliumklorid (TTC) til dehydrogenase-aktivitetbestemmelse

i jord. TTC er farvelss i oxyderet form, men red i reduceret
form og formazandannelsen er irreversibel. Lenhards forseg viste,
at formazandannelsen udelukkende skyldes mikrobiel virksomhed,

men dette er ikke i fuld overensstemmelse med Thalmann (1968).

Han stillede spsrgsmalet om Fe™® - og sulfidforbindelser kan re-
ducere TTC, hvilket vil medfgre at udeblivende reaktion efter
autoklavering ikke er bevis for, at formazandannelsen er biolo-
gisk betinget, idet sulfidforbindelsen destrueres ved autoklave-
ring.

Da dehydrogenase-aktiviteten hovedsageligt afhanger af mikro-
organismernes stofskifteaktivitet, er det ikke overraskende, at
dens storrelse i forskellige jorder ikke altid svarer til det
samlede antal levedygtige organismer, der isoleres pa et spe-
cielt substrat. Intensiteten af den mikrobielle omsaztning i
jorden afhanger af mangden af mikroorganismer og dermed af de-
res livsbetingelser i den pagaldende jord. Livsbetingelserne
afhaznger af tilgengeligt kulstof, kvalstof, kalium, calcium og
mange andre stoffer. Dog er der i nogle jorder fundet en posi-
tiv sammenhang mellem dehydrogenase-aktivitet og hastigheden af

ilt-optagelse eller COZ-udskillelse (Stevenson (1959), Casida

et al. (1964). Positiv sammenhang mellem dehydrogenase-aktivi-

tet og antallet af levende bakterier er blandt andre fundet af

Roth (1966) og Raquotis (1967).

Lenhard (1956) fandt sterre dehydrogenase-aktivitet i humus-

rige jorder end i humusfattige jorder. Kozlov og Mikhaylova

(1965) Tandt aftagende aktivitet med tiltagende jorddybde.
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De fleste publicerede arbejder anfgrer, at dehydrogenase
giver maximal aktivitet omkring pH = 7,6 ved anvendelse af
tris puffer. Det vil sige, at aktiviteten ikke ngdvendigvis
er maximal under markforhold.

Curl og Sandberg (1961) brugte 2-p-jod-fenyl-3-p-nitro-
fenyl-5-fenyl-tetrazolium-violet (INT) som H akceptor for at
finde den biologiske aktivitet i vandomrader. De valgte INT,
fordi dette stof hurtigt blev reduceret, saledes at det ikke
er ngdvendigt at frembringe iltfri forhold under proceduren.
Desuden giver denne tetrazolium-forbindelse den stgrste fgl-
somhed og det er muligt at ferdiggere analysen pa kortere
tid.

| det folgende er en metode beskrevet, hvor dehydrogenase-
aktivitet kan bestemmes ved reduktion af INT.

Materialer:

Tetrachlorethylen (til spektrofotometri)

Acetone (til spektrofotometri)

Tetrachlorethylen-acetone blandes i forholdet 1:1,5. Blandingen
er ikke vandoplgselig.

INT*; 100 mg INT oplgses i 50 mg H*0 (0,2 %). Nogle fa pi 3 N
Na-,CO" tilfgres, sa pH er pa 7,5. Den gulbrune oplesning kan
opbevares i kgleskab ved 5°C i flere maneder.

Na"CO”", 3 N oplasning” 159 g/l

Fosfat puffer;

| 7,22 gll af KH2P02 | | 0
0,2 Moplgsning (pH indstilles pa 7,9)
8,00 g/l af NaOH

Na-succinat; 0,4 M 64,832 ¢/l
Ascorbinsyre; 0,001 M 0,7613 g/l






Metode:

Kan forberedes dagen for eksperimentet pabegyndes.

Reaktionsblandingen fyldes i 50 ml centrifugeglas. Den bestar
af 2 ml fosfat puffer, 1 ml 0,2 % INT og 1 ml 0,4 M Na-succinat.
Husk reaktionsblanding til standarderne, som skal udfgres sam-
men med preverne. Desuden skal der bruges reaktionsblandinger
uden 1 ml INT, men erstattet med 1 ml destilleret vand til kon-
trol. Alle centrifugeglassene opbevares i keleskab til naste

dag.

1. Hver jordpreve afvejes i 1 g portioner og fyldes 1 centri-
fugeglassene, der indeholder reaktionsblandingen. Standarder
med 1 ml tilsattes ogsa glas med reaktionsblanding (se atan-
dardkurve). Desuden fyldes 1 g portioner af steril jord i
glas med reaktionsblanding uden INT.

2. Bland preverne med en whirly mixer i 10 s. Pregverne og stan-
darderne inkuberes i 45 min. ved 30°C.

3. Glassene placeres pad isbad, og reaktionen afbrydes ved at til-
fore 8 ml tetrachlorethylen-acetone.

4. Blandingerne rystes i 60 min. ved 25°¢.

5. Glassene centrifugeres ved 3000 r.p.m. i 4 min.

6. Den farvede fase (red) suges omhyggeligt op med en pipet-
te.

7. Det ekstraherede formazan kan opbevares nogle dage uden &n-
dringer i aflasningen. Opbevar formazanoplesningen i morke
ved 5°C indtil analysering.

8. Farvestyrken fra jordpreverne aflases ved 490 nm imod blind-
verdien, hvor steril jord er behandlet uden IMNT. Standarderne
aflaeses imod blindverdi af tetrachlorethylen-acetone.

Mengden af overfort H™ kan s&ledes bestemmes ved korrektion
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til en standardkurve og udtrykkes som millieqvivalenter (meqv.)

Htlg ter jord.

Reaktionen er hurtig og felsom, og desuden uafhangig af oxygen-

tilstande (aerobe/anarobe forhold).

Beregningseksempel:

Maling i Spektrofotometer (absorption)

Prgvens farveintensitet = 0,500
DEHYORO(SEWA=>£ £50 0,0002 (TO.«*v.h+fO 0.0-00
So ~wvooev't 0,000-A — A 0.A0 O
EK5|'|PX>H OCID@ O'(OOO -
m .acp- VC

Resultaterne bhehandles statistisk.
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STANDARDKURVE TIL DEHYDROGENASE-AKTIVITET

1 ml af de fortyndede portioner af ascorbinsyreoplgsning
tilfgres reaktionshlandingen.
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