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I. SUMMARY

A method for measuring ATP, ADP and AMP levels in marine
sediments with a nucleotide releasing reagens was developed
and compared with the Ernst Tris-extraction method. The ATP
concentration on the surface sediment as well in a natural
tidal flat system (NIOZ-wad) as in an artificial tidal flat
system (Wadbak-zuid) was measured and ranged from 257 to 1520
ng ATP g dry sediment !. ATP concentrations measured with the
depth were compared with ETS activities. De correlation co&f—
ficient was 0.9. Furthermore were ATP, ADP and AMP concentra-
tions measured and the calculated Energy Charge were 0.52 and

085

SAMENVATTING

Een methode om ATP, ADP en AMP in marien sediment te meten
met behulp van een nucleotide releasing reagens is ontwikkeld
en vergeleken met de Tris-extractie van Ernst (1970) . ATP con-
centraties van het oppervlakte sediment zowel op het NIOZ-wad
als wadbak-zuid werden bepaald en varieerden van 257 - 1520 ng
ATP g dr sediment 1.

De in de diepte gemeten ATP concentraties werden verge-
leken met ETS aktiviteiten. De correlatie co&fficient tussen
ETS en ATP was 0.9. Verder werden ATP, ADP en AMP concentraties
bepaald en daarmee de Energy Charge berekend die 0,52 en; 0.85
bedroeg.



II. INLEIDING

Het is voor veel oecologische studies noodzakelijk om de
biomassa en de mate van metabolische aktiviteit van verschil-
lende typen organismen te kennen.

De meest conventionele technieken om microbiele biomassa
te meten zoals bakterietellingen door kweken of microscopisch
tellen zijn onbetrouwbaar gebleken door het onderschatten van
de eigenlijk aanwezige concentraties (WIEBE 1971, LEE et al.
1971) . Het adenosine triphosphaat (ATP), dat in alle levende
cellen aanwezig en in dode cellen afwezig is, is een parameter
voor de biomassa gebleken.

De quantitatieve bepaling van ATP maakt gebruik van de
volgende reaktie, waarin &é&n lichtphoton uitgezonden wordt voor
elk molekuul ATP, dat gehydrolyseerd wordt (SELINGER & McELROY
1960 )

luciferine (gereduceerd) + ATP + 0, EESE§§£§§S_E,

Mg
luciferine (geoxideerd) + AMP + P-P + Hy0 + h v
Deze photonen kunnen met behulp van een scintillatieteller
(SCHRAM 1969, KARL & LAROCK 1975, LEE et al.1971) of een photo-
meter (HOLM-HANSEN & BOOTH 1969, KARL & HOLM-HANSEN 1978) ge-
meten worden.

ATP metingen om microbiéle biomassa te schatten zijn toe-
gepast voor de waterkolom (in de diepzee HOLM-HANSEN & BOOTH,
1966, HOLM-HANSEN 1969, 1970, 1973, in een meer HOLM-HANSEN &
PAERL 1973, in een estuarium MANUELS & POSTMA 1974) en voor het
sediment (in zee ERNST 1970, YINGST 1978, in de diepzee ERNST
& GOERKE 1974, HODSON et al. 1976, in een meer LEE et al. 1971Db,
op land AUSMUS 1973, v.d. WERF 1978 en in een zout moeras
CHRISTIAN 1975).

De door HOLM-HANSEN & BOOTH (1966) ontwikkelde methode
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voor de extractie voor ATP met behulp van kokende Tris-buffer

is succesvol op watermonsters toegepast. Wanneer echter sedi-

ment op deze wijze met behulp van kokende Tris-buffer geextra-

heerd wordt levert dit strijdige resultaten (ERNST 1970,

AUSMUS 1973).

Verschillende verbeterde en andere technieken om ATP uit
sediment te extraheren zijn ontwikkeld en vergeleken.

Deze methodes zijn in twee groepen in te delen:

1. Extmctiemet behulp van kokende buffers zoals kokende
NaHCO3 (CHRISTIAN et al. 1975) en kokende Tris-buffer (
ERNST 1970).

2. Extractie met behulp van koude zuren zoals H,SO, (LEE et
al. 1971a), HpSO, - EDTA (KARL & LAROCK 1975), en H,SO, -

oxaalzuur CUNNINGHAM & WETZEL, in press).

Zowel LEE, AUSMUS, KARL & LAROCK als CUNNINGHAM kwamen
tot de conclusie, dat met niet verhittende zuur extractie
methodes betere resultaten verkregen werden, dan met kokende
buffers. Dit komt volgens KARL & LAROCK (1975) doordat de sedi-
ment deeltjes thermische gradiénten vormen, die de cellen be-
schermen en de extractie remmen. De zwavelzuur extractie me-
thode brengt echter een grotere variabiliteit in de meetresul-
taten met zich mee (BANCROFT 1976) en.doet de concentratie
ionen, die de bioluminiscentie reaktie van het luciferine-
luciferase remmen (STREHLER & TOTTER, 1952, KARL & LAROCK 1975)
sterk toenemen. De zuur extractie methode vereist dan ook ver-
dunning van het extrakt en een manier om een groot deel van de
kationen te verwijderen bijvoorbeeld door kationen uitwisseling
(LEE et al. 1971), kationen binding door EDTA (KARL & LAROCK
1975), oxaalzuur precipitatie (CUNNINGHAM & WETZEL, in press)
of met behulp van een houtskool kolom (HODSON et al. 1976).



Hoewel quantitatieve biomassa bepalingen bruikbaar zijn
voor veel oecologische studies, vertellen ze niets over de
biochemische aktiviteit van de aanwezige organismen. ATKINSON
(1965) suggereerde, dat de verhouding tussen adenosine nucleo-
tide (ATP, ADP en AMP) concentraties een belangrijke regulerende
faktor zou zijn tussen energie leverende en energy vragende
processen. Dit heeft geleid tot de definitie van de Energy
Charge (EC) van het adenylaat systeem, als de helft van het
gemiddelde aantal an hydride gebonden phosphaat groepen per

adenine deel: EC = {aTP} + % {aDP} (ATKINSON 1968)
{aTP} + {AaDP} + {aMP}

De EC is een lineaire maat voor de hoeveelheid metabolisch
beschikbare energie. Zij geeft geen informatie over de absolute
groei, maar het blijkt, dat de mate van proteine synthese en de
capaciteit tot groei meer gevoelig is voor veranderingen in de
waarde van de EC, dan voor verangeringen in de concentratie
ATP (SWEDES, 1975). Verschillende EC bepalingen zijn zowel

in plankton monsters (BgMSTEDT & SKJOLDAL, 1976, SKJOLDAL &
BRMSTEDT, 1976) in zeewater (KARL & HOLM-HANSEN 1978) als in
multicellulaire organismen en strandzand (KARL et al. 1978)
gedaan. De meest gebruikte methode, waarbij zowel ADP als AMP
enzymatisch omgezet wordt is reeds beschreven door PRADET
(1967) en CHAPMAN et al. (1971). Door KARL & HOLM-HANSEN

(1978) is deze techniek voor lage adenine nucleotide concen-
traties aangepast.

In de Waddenzee wordt onder invloed van de getijden stroom
grote hoeveelheden particulair organisch materiaal uit de Noord-
zee de Waddenzee hinnen gevoerd (POSTMA 1954). Deze aanvoer
is ongeveer drie maal zo groot (De JONGE & POSTMA, 1974) als
de primaire produktie in de waterkolom (POSTMA & ROMMETS 1970,
CADEE & HEGEMAN 1974a) en op de droogvallende de platen (CADéE
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& HEGEMAN 1974b) van de Waddenzee. Dit zich in de Waddenzee
ophopende organisch materiaal (POSTMA 1961), wordt door micro-
organismen gemineraliseerd.

Het grootste deel van dit organische materiaal blijkt
wanneer de Elektronen transport systeem (ETS) aktiviteit, als
maat voor de mineralisatie snelheid (PACKARD, 1971), van de
waterkolom met de ETS aktiviteit van het sediment vergeleken
wordt, in het sediment gemineraliseerd te worden (VOSJAN, 1977).

In dit onderzoek wordt een extractie methode voor marien
sediment ontwikkeld, die gebruik maakt van een "nucleotide re-
leasing" reagens. Deze methode wordt met de Tris-kook methode
van ERNST (1970) vergeleken.

Vervolgens wordt de vertikale verdeling van de biomassa
in het sediment van zowel een natuurlijk als een kunstmatig
wad systeem beschreven en deze verdeling vergeleken met, de
met behulp van ETS gemeten, Mineralisatie-snelheid.

Tenslotte wordt de Energy Charge van oppervlakte sediment
bepaald.

ITI. MATERIAAL & METHODEN
a. Monstername

Sediment van het oppervlak van zpwel het NIOZ-wad als wad-
bak-zuid (kunstmatig wad-oecosysteem) werd verkregen door bij
laag water de bovenste 1-2 cm af te scheppen. Dit monster werd
goed geroerd om een zo homogeen mogelijke suspensie te verkrij-
gen. Een sediment kern werd met behulp van een pvc-buis van
3.3 cm doorsnede en 60 cm lengte uit het sediment gestoken.
Deze kern werd in plakken met een dikte van 1-2 cm gesneden,
die tot een homogeen mengsel geroerd werden. De monsters werden
op de dag van het experiment genomen en tot het moment van de

bepaling bij 4 °c bewaard.



b. Drooggewicht bepaling van het sediment
Dit werd bepaald door een sedimentmonster gedurende 3 uur
in een droogstoof (100 oC) te plaatsen. Het gewicht wvan het
sediment werd zowel voor als na het drogen bepaald, waarna het

drooggewicht berekend kon worden.

c. ‘ATP extractie
1. Lumac methode

Bij de Lumac methode wordt gebruikt gemaakt van de vol-
gende chemicalién:
TIumit- Een stabiel luciferine luciferase reagens. HEPES-buffer
- Deze buffer wordt gebruikt om het Lumit reagens in op te los-
sen. Het is een 0,02 M HEPES (N—2—hydroxyethylpiperazine—N1—
2-ethaanzwavelig zuur) buffer (pH 7,75), die een voor de bio-
luminiscentie geschikte hoeveelheid Mg++ bevat. De buffer be-
vat tevens een agens om microbié&legroei te onderdrukken.

NRS (Nucleotide Releasing reagens voor Somatische cellen) -
Dit reagens wordt gebruikt om nucleotiden en andere kleine
molekulen uit niet microbiéle cellen kwantitatief te extraheren.
Deze kleiremolekulen worden binnen enkele seconden vrijgemaakt
uit de cellen, terwijl grote molekulen als proteinen en enzy-
men binnen de cel blijven. Doordat NRS alleen de celwand aan-
tast, waarbij de cellen hun normale vorm behouden kunnen nu-
cleotiden vrijgemaakt worden, zonder dat ze veranderd of afge-
broken kunnen worden door enzymen uit de cellen. Bakteriéle
en gist cellen worden door het NRS niet aangetast.

NRB (Nucleotide Releasing reagens voor Microbiéle cellen) -
Dit reagens extraheert nucleotiden kwantitatief binnen 15 se-
conden uit bakteriéle en gist cellen. Deze behouden tijdens de
extractie hun normale vorm, sommige somatische cellen echter,'

worden door het NRB gelyseerd .



Volgens Lumac Application Bulletin BA 210 508 moet sedi-
ment 1 : 10 verdund worden. Van deze suspensie wordt een monster
van 100 ul genomen, waarna een gelijke hoeveelheid (100 ul)
wordt toegevoegd. Aan dit mengsel wordt ook 20 ul bidest toege-
voegd. Het monster wordt 15 seconden na de toevoeging van het
NRB gemeten. Aan een tweede monster wordt in plaats van 20 ul
Hy0, 20 pl ATP interre standaard (100 ng/ml) toegevoegd. In te-
genstelling tot de Lumac methode, die de twee monsters na el-
kaar neemt, worden bij deze experimenten de beide monsters
tegelijk genomen. De bepaling (monster en monster + interne
standaard) wordt in triplo uitgevoerd.

Methodes voor de behandeling van het monsters:

a. Homogeniseren: 10 gram sediment werd met * 30 ml 0,6 M
mannitol aangevuld, in trilpotjes gedaan. Deze werden gedurende
1-3 min. gehomogeniseerd in de Braun-shaker. (Het eerste
monster werd 3 min gehomogeniseerd en 15 min na begin homo-
genisatie gemeten. Het tweede en derde werden 1 min gehomo-
geniseerd en 10 min na homogenisatie werd het tweede gemeten,
terwijl het derde direkt erna gemeten werd.

b. Schudden: Nadat 10 gram sediment met 0,6 M mannitol ver-
dund was, werd 10 seconde voor monstername de oplossing geschud.

C. Roeren: Met behulp van een magneetroerder werd het met 0,6
M mannitol verdunde monster constant geroerd.

d. Trillen: Door middel van een glazen trilstaaf werd het
met 0,6 M mannitol verdunde monster met een hoge frequentie

getrild.

2. Ernst methode
Volgens ERNST (1970) werd aan 1 gram sediment 50 ml ko-
kende 0,02 M Trisbuffer toegevoegd, hiervan werd na 10 seconden

extraheren 5 ml monster (in triplo) genomen. Dit werd gedurende
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5' bij 3000 rpm gecentrifugeerd. Vervolgens werd de bovenstaan-
de vloeistof afgepipetteerd. Bij een tweede monster werd een
ATP standaard direkt na toevoegen van de kokende Trisbuffer

Bij gepipetteerd. Bij meting van het monster in de scintilla-
tieteller werd als ATP standaard 50 ul (100 ng/ml) toegevoegd.
Bij meting in de Lumac celltester werd als standaard 0,5 ml

(1 ug/ml) ATP toegevoegd.

Een ATP ijklijn werd met behulp van verschillende ATP
verdunningen gemaakt. Het percentage ATP, dat verloren was
gegaan kon berekend worden door de gevonden counts (of RLU'S =
Relative lights Units) van de ATP standaard te vergelijken
met het aantal counts (of RLU'S) gevonden op de ijklijn bij

de zelfde concentratie ATP.

d. ATP meting
1. Met de Lumac celltester

Bij meting in de Lumac celltester (model 1030) werd min-
stens 30 min. na het aanzetten van de celltester deze zo in-
gesteld, dat na 40 seconden geintegreerd meten zonder monster
het aantal RLU'S niet meer dan 0,05 bedroeg. Wanneer de zoge-
naamde drift in de loop van het experiment groter werd, werd
deze alsnog bijgesteld. Bij meting van het monster (220 ul)
werd 2,4 sec nadat 100 ul Lumit geinjiceerd was (door de cell-

tester), gedurende 40 seconden het aantal RLU'S geirtegreerd.

2. Met de scintillatieteller
Bij meting in de scintillatieteller (Nuclear Chicago Mark
I) werd het monster op een meetbaar volume gebracht door de
Lumit 1 : 10 met 0,02 M Tris of HEPES buffer te verdunnen. Dit
mengsel werd 20 seconden na bij elkaar volgen gedurende 40

seconden in de scintillatieteller gemeten (MANUELS, 1973).
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e. Berekening van de ATP concentraties bij gebruik
making van een interne standaard
Dit gebeurt op de volgende wijze.

ng ATP/monster = x. A
B-A .

waarbij A RLU'S (of counts) van het monster,

B = RLU'S (of counts) van het monster +
interne standaard,
X = ng ATP, toegevoegd als interne standaard.

Door deze concentratie te corrigeren voor de gebruikte verdun-
ning en het drooggewicht, kan de concentratie per gram droog

sediment berekend worden.

f. Bepaling ADP en AMP en berekening van de Energy
Charge
Adenosinediphosphaat (ADP) en Adenosinemonophosphaat

(AMP) kunnen op een indirekte manier gemeten worden door het
enzymatisch om te zetten in ATP.
ADP wordt met behulp van pyruvaatkinase (PK) en fosfoenol-
pyruvaat (PEP), in aanwezigheid van K+ en Mg++ ionen omgezet
volgens de volgende reactie:

PK
ADP + PEP'?@;?Fb ATP + pyruvaat
’

AMP wordt eerst in ADP omgezet met behulp van myokinase (MK)
++
in aanwezigheid van Mg ionen, waarna dit weer tot ATP wordt

omgezet. De volgende reacties vinden plaats:

AMP+ATP~—-—§:Ig<—b 2 ADP

2 ADP + PEP ’ﬁ§§§?{> 2 ATP + 2 pyruvaat.
’



1t

De enzymen werden in de volgende oplossingen toegevoegd:
Oplossing A: 75 mM KH,PO,- Ky HPO, (pH 7,3) en 15 mM MgSOy, .
Oplossing B: oplossing A met daaraan toegevoegd 0,5 mM PEP
(Koch-light) en 1,14 ulPK (Koch-light) per 50ul oplossing.
Oplossing C: oplossing B met daaraan torgevoegd 2,78 pl MK
(Koch-1light) per 50upul oplossing.

Het sediment (10 gram) werd 1:10 met 10,8 % Mannitol ver-
dund en gedurende 15 min. getrild. Daarna werden aan 4 ver-
schillende reageerbuizen monsters toegevoegd. Buis 1: voor de
ATP bepalingen werd 100 ul monster plus 100 pl monster voor
de interne standaard genomen, hieraan werd 200 pl NRB en 100
ul oplossing A toegevoegd. Buis 2: voor de ATP + ADP bepalingen
werd 100 pl monster plus 100 ul monster voor de interne stan-
daard plus 100 pl monster om de efficiency van de ADP bepaling
te bepalen genomen. Hieraan werd 300 ul NRB en 150 ul oplossing
B toegevoegd.

Buis 3: voor de ATP + ADP + AMP bepaling werd 100 ul
monster genomen plus 100 pl NRB + 50 ul oplossing C. Buis 4:
voor de tweede ATP + ADP + AMP bepaling werd 100 ul monster
4+ 100 pl voor een interne standaard genomen. Hiervan werd 200
pl NRB toegevoegd plus 100 pl oplossing C, waaraan een bepaalde
hoeveelgeid ATP toegevoegd was, om een overmaat aan ATP te
hebben, zodat de reactie AMP - ADP efficienter zou verlopen
(KARL & HOLM-HANSEN, 1978).

Deze mengsels werden 30' bij 30 °c geincubeerd, waarna de
ATP concentratie gemeten werd. Als interne standaard werd 2,5
of 10 ng ATP toegevoegd.

Het ADP en AMP gehalte wordt berekend door respectievelijk
de gevonden ATP en ATP+ADP concentratie van de gemeten waarde
af te trekken. De Energy Charge wordt berekend met behulp van’

de berekende concentratie per g dr. sed.



12

ETS meting : Electronen transport systeem (ETS) aktiviteit werd
gemeten met de methode, zoals beschreven is door OLANCZUK-

NEYMAN & VOSJAN (1977).

IV. EXPERIMENTEN EN RESULTATEN
a. IJklijnen van de Lumac-celltester

Door middel van ATP ijklijnen werd het verband bepaald
tussen het aantal RLU's en de concentratie ATP. Concentraties
ATP (200 pl, in bidest verdund) van 0,05 - 500 ng/ml werden
zowel met een integratietijd van 10 sec (Int 10) als 40 sec
(Int 40) gemeten. Bij Int 40 bleek 5 ng (25 ng/ml) reproduceer-
baar te meten te zijn, terwijl dit bij Int 40 1-2ng (5-10 ng/ml)
was. Wanneer het monster 10 sec geintegreerd werd, bleek gra-
fische uitzetting van de hoeveelheid toegevoegde ATP tegen het
aantal RLU's een verband op te leveren, dat overeen kwam met
de rechte lijn y = 0,03 x - 0,067 en een regressieco&fficient
van 0,9977. Bij Int 40 was dit y = 0,117 x + 0,037 (r = 0,999)
en;y = 0,106 x - 0,073 (r =70,9995) (zie Fig. 1), Alle 3. de
grafieken hebben een kleine afwijking ten opzichte van het
O-punt. Bij verdunning van het ATP in 50 % zeewater werd bij
Int 40 y = 0,03 x - 1,71 (r = 0,915) gevonden. De afwijking
ten opzichte van het O-punt is groter, dan die van de in
bidest verdunde ijklijn, terwijl de helling van de hoek en de

regressiecoéfficient kleiner zijn.

b. Scheiding van bacterié&n en algen door middel van
NRS en NRB
Het NRS extraheert (volgens Lumac) alleen nucleotiden van
somatische cellen. Het NRB extraheert bacteri&le en gistcellen.
Om de mogelijkheid te onderzoeken of met behulp van deze speci-

fieke reagentia algen (somatisch?) van bacterién (microbieel)
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40
ng ATP

Fig. 1. Grafisch verband tussen RLU's en toegevoegde hoeveelheid ATP.
® en A - in bidest verdund ATP, gemeten bij Int 40; M - in bidest ver-

dund ATP, gemeten bij Int 10; A - in 50 % zeewater verdund ATP, gemeten
bijy Tnt: 40:

gescheiden konden worden, werden enkele experimenten gedaan
met een gemengde algen-bacterie culture. Als controle werd ook
een bacterie-culture gemeten. Wanneer zowel bij de algen-bac-
terie culture als de bacterie culture NRS werd gevoegd, konden
nauwelijks RLU's gemeten worden. Na toevoeging van NRB was dit
wel mogelijk (zie Tabel I).

Volgens Lumac konden bij aanwezigheid van grote hoeveel-
heden somatische cellen, deze eerst met behulp van NRS ge-
extraheerd en gefiltreerd worden. De op het filter achterge-

bleven microbié&le cellen konden vervolgens met NRB geextraheerd
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Tabel I

Extractie van ATP van bakterie en bakterie-algen cultures doormiddel van
NRS en NRB, uitgedrukt in RLU's.

Gefiltreerd
Ongefiltreerd Filtraat Filter
RLU-
NRB NRS NRB NRS HpO NRB NRS
Bakt 57 0,5
5,8 0,05
Algen + 0,42 -0,03
Bakt 0,38 -0,07
0,40 -0,04
0,280,010 £.8 ,05 0,73 0,46
0,2 0,05
0,2 0,03
0,18 0,04
9,13 0,22
0,04 1532
0,03 1,20

en gemeten worden. Zowel het filter als het filtraat werden

gemeten. De resultaten waren zeer wisselend (zie Fig. 1).

c. Behandeling van het sedimentmonster
1. Oplosmiddel

Nadat het sediment volgens Lumac voorschrift 1:10 met
bidest verdund en gemeten was, bleek het aantal RLU's in de
tijd af te nemen. Daar het monster in een hypotonisch milieu
werd gebracht kon een groot deel van de cellen openbarsten,
waardoor ATP'ases in oplossing konden komen.

Het gevolg van het in oplossing komen van deze ATP'ases
is een snelle afbraak van het ATP. Wanneer het sediment met
zeewater (isotonisch) verdund werd, was het aantal RLU's zeer
klein, dit als gevolg van de hoge concentratie Cl  ionen, die
een remmende werking op het luciferine - luciferase systeem

hebben (STREHLER & TOTTER, 1952, KARL & LAROCK, 1975). Als
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Tabel II

ATP concentraties en standaarddeviaties van sedimentmonsters, gemeten op
verschillende tijdstippen na verdunning. Tijd = tijd, waarin meting
plaatsvond na toevoeging van mannitol; x = gemiddeld gemeten ATP concen-

tratie; s = standaarddeviatie.

Tijd(min) x s (¥) Tijd(min) x s (%)
0,5 M mannitol 1-18 946 2257 (214) 18-40 Fa5CRag W "5)
0,5 M mannitol 0,5-14 989 229 :123) 14-36 1152 :188.(16)
1-18 2282 904 (40) 18-40 1393 278 (20)
0,5 M mannitol 1-15 negwaarde 15-40 1624 302 (19)
0,6 M mannitol 1-15 7150 4434 (62) 15-40 426 283 (25)

oplosmiddel dat ten eerste isotonisch ten opzichte van de cel
len was en daarbij ten tweede geen remming van het luciferine-
luciferase plaatsvond werd mannitol gekozen. Verdunning van het
sediment met een oplossing van mannitol gaf geen vermindering
in de ATP concentratie te zien (zie Tabel II). Eerst werd een
oplossing van 0,5 molair (gelijke molariteit t.o.v. 230/00
zeewater) gebruikt later een oplossing, die isosmotisch was
met zeewater dat een saliniteit wvan 320/00 heeft. Dit komt over-
een met een oplossing van 0,6 molair mannitol (WOLF, 1966).
Om eventuele groei van bacterién te remmen werd 50 mM KCN toe-
gevoegd. Dit bleek geen negatieve invloed te hebben op de ATP
concentratie vergeleken met het monster zonder toevoeging.
Aangezien bij alle metingen de standaarddeviatie van be-
palingen, die binnen 15 min na toevoeging van mannitol gedaan
waren, groter was, dan de standaarddeviatie van bepalingen, na
15 min gedaan, werd besloten het monster voor de bepaling pas

na 15 min trillen te nemen.

2. Adsorptie aan het sediment
By metingen van ATP in het sediment is een groot probleem

het niet kunnen meten van ATP door adsorptie aan het sediment
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en irreversibele bindingingen van fulvine zuur aan het ATP
(CUNNINGHAM & WETZEL, in press). Er werd geprobeerd om zoveel
mogelijk bacterién en algen in oplossing te krijgen, voordat
het ATP vrijgemaakt wordt (door NRB). Wanneer de algen en bac-
terién in oplossing zijn, zal het NRB makkelijker in kunnen
werken. Als het monster echter zeer troebel is, zullen (door
doving) weinig RLU's gemeten kunnen worden. Er werd geprobeerd
een methode te verkrijgen, waarbij de verhouding tussen de ge-
meten ATP concentratie en het aantal RLU's het meest optimaal
is. De volgende methodes werden vergeleken: 1. Homogeniseren,
2. Schudden, 3. Roeren, 4. Trillen. De resultaten van de ver-
schillende methodes waren nogal wisselend (zie Tabel III). Na
homogenisatie met de Braun-shaker werd, vergeleken met het ge-
schudde monster, veel ATP gemeten; de spreiding daarentegen van
het geschudde monster was kleiner. De homogenisatie met behulp
van de Braun-shaker had verder als nadeel, ten eerste, dat hij
nogal bewerkelijk was en ten tweede, dat door het zeer heftige
schudden de cellen kapot getrild konden worden. Het is mogelijk,
dat zowel kleine (ATP) als grote molekulen (ATP'ases, pyruvaat-
kinases) in oplossing kunnen komen. Hydrolysering en afbraak
van het ATP door ATP'ases kunnen hierdoor plaatsvinden. Dit
waren ook de redenen waarom van homogenisatie afgezien werd.

De methoden onder punt 2 t/m 4 gaven geen duidelijke aanwijzing
om een van de methoden boven de anderen te prefereren. De ge-
vonden concentraties ATP waren niet erg constant. Bij verschil-
lende monsters gaven verschillende methodes het hoogste percen-
tage ATP. De standaarddeviaties waren ook aan nogal wat sprei-
ding onderhevig. Bij gebruik van High Sensitivity Lumit bleken
3-4 maal meer RLU's per 2ng standaard ATP gemeten te worden.

Er werd besloten om het monster met behulp van een trilstaaf
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Tabel III

Resultaten van ATP extractie bij behandeling van wadbaksedimentmonsters,

gmeten na behandeling volgens verschillende methodes. RLU. 2ng_1 = RLU's

per toegevoegde interne standaard (2ng) ngA'I‘P.g.drsed—1 = gegiddelde ATP

concentratie per gram droog sediment s = standaarddeviatie; - sediment-
monster gemeten met High Sensitivity Tumit.

ni

RLU. ngATP.

2ng” ! g.drsed ! (ng) (%)
10-7 Braun-shaker 1 0,38 2269 530 23,4
Schudden 0,778 787 89 18,3
11-7 Braun-shaker 2 0;518 380 37 9,6
Braun-shaker 3 0,550 537 74 13,7
Schudden 12017 374 40 3,8
27-7 Trillen 1,216 481 - I b
1,140 417 a7 8,8
15170 368 16 4,3
Roeren 1,216 280 37 131
G L 315 6 1,8
1,036 352 Lo Byl
Schudden 1,376 316 24 10,9
1,422 219 27 12,2
& 0,95 329 9 2,9

8-8 Trillen 4,03 531 64 12
3,08 526 17 14,1
& 3,8 809 254 31,4
Schudden 25 1020 532 52,2
33 578 116 20,1
2.9 522 444 51,9

te behandelen, omdat ten eerste bij trillen waarschijnlijk

meer bacterien en algen "in oplossing” gaan, dan door te schud-
den of te roeren. Ten tweede werden bij trillen meer RLU's in
hetzelfde monster gemeten, dan op de andere wijzen. Bij lagere
ATP concentraties ( bijvoorbeeld dieper in de wadbodem) ligt
het aantal RLU's zo langer binnen het meetbereik (I 0,1 RLU)

van het apparaat.

3. Invriezen van het sedimentmonster
Om te bepalen of het mogelijk is monsters gedurende een

bepaalde tijd te bewaren, werd een monster in vloeibare Ny in-
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ng ATP
gdrsed™
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Fig. 2. ATP concentratie§van ingevroren sedimentmonsters van verschil-
lende dieptes, uitgezet tegen de tijd waarin het monster ingevraren is.
® - monster 0-10 mm; A - monster 10-20 mm; B} - monster 30-50 mm; m-
monster 60-80 mm; A - monster 160-180 mm. Bij berekening van de concen-
traties ATP. g dr sed~! werd aangenomen, dat het drooggewicht van de in-
gevroren monsters hetzelfde was, als dievan de oorspronkelijke monsters
(op t=0).

gevroren. Dit werd met het doel gedaan, dat alle monsters te-
gelijk genomen zouden kunnen worden, om een optimale vergelij-
king mogelijk te maken. ATP concentraties in sedimentmonsters
werden op de dag van de monstername zelf en 1, 3, 6 en 10 dag (
en) na invriezen gemeten (zie Fig. 2). Bij vergelijking met

het direkt gemeten monster bleek de concentratie ATP vooral de

eerste 3 dagen sterk af te nemen. De volgen de dagen bleef deze

redelijk constant.
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Tabel IV

Resultaten van ATP extractie bij verschillende verdunningen van het wad-
baksedimentmonster. De verdunning van het monster is de verhouding monst-
er: mannitol; RLU.2ng 1 = RLU's per interne standaard.

Verdunning RLU RLU_ ng ATP* (g dr sed 1)
sedimentmonster monster 2ng 1

1z:1 0,09 niet te meten -

1:5 0,737 0,23 550

1:10 2;073 0,44 1520

1:20 2,043 220 565

4. Verdunningsfaktor van het monster

De verdunningsfaktor van het monster bleek niet evenredig
met het aantal gevonden RLU's en de doving van het monster.
Bij verschillende verdunningen (1:1, 1:5, 1:10, 1:20) werd het
aantal RLU's gemeten en het ATP concentratie berekend (zie
Tabel IV). Bij de verdunningsfaktor 1:1 kon geen ATP concentra-
tie bepaald worden. Het aantal RLU's van het monster was zo
laag, dat aan deze waarden nauwelijks enige betrouwbaarheid
toegekend kunnen worden. Aangezien het hoogste percentage ATP
gevonden wordt bij een verdunning van 1:10 is deze verder aan-

gehouden.

d. Interne standaard

Aangezien het optimale standaard volume (volgens Lumac)
+* 5 procent van het totaal toegevoegde volume (300 ul) is, werd
20 pl toegevoegd. Verder moet volgens Lumac de concentratie van
de interne standaard zo gekozen worden, dat het aantal RLU's
van de interne standaard en het monster ongeveer even groot is.
De meest geschikte concentratie interne standaard werd bij een
verdunningsfaktor 1:10 bepaald door zowel 0,5 ng; 2 ng; 5ng als
20 ng aan een monster toe te voegen (zie Tabel V). Het verband

tussen RLU's en de concentratie was lineair. Bij toevoeging van
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Tabel V

Resultaten bij toevoeging van verschillende interne standaards aan het
wadbaksedimentmonster.

ng ATP- RLU RLU ng ATP- (g dr sed ! s (%)

standaard ! monster standaard !

05 &y 253 negatief - -

2 2:973 0,44 1520 214 (14)
5 2,12 2,03 821 66 ( 8)
20 2,153 7,91 859 58147

2 ng werd het hoogste percentage ATP gemeten. Hoewel de stan-
daarddeviatie bij 2 ng groter was, dan bij 5 ng en het aantal
RLU's van de interne standaard niet even groot is, als die van
het monster werd toch besloten om deze concentratie aan te
houden. Wanneer metingen gedaan werden met een kleinere ATP
concentratie (minder RLU's) zou deze concentratie interne stan-
daard ook nog te gebruiken zijn. De verhouding RLU's standaard:

RLU's monster wordt dan immers niet al te groot.

e. Vergelijking van de ATP concentratie van verschil-
lende methoden op verschillende apparatuur

ATP bepaling volgens Tris-kook methode op de scintillatie-
teller en volgens Lumac methode op Lumac celltester: Na koken
bleek 96,6 % van het ATP na vergelijking met de ijklijn ver-
loren gegaan te zijn. Dit verlies is het gevolg van het koken
als ook van doving omdat de monsters, welke gebruikt zijn voor
de ijklijn, niet gekookt waren. De ATP ijklijn bleek bij hoge
concentratie (> 0,125 ng/ml) niet lineair meer te zijn en het
aantal counts nam bij een concentratie van 0,25 ng/ml zelf af.
Ten gevolge hiervan was het niet mogelijk met behulp van de
ATP ijkcurve rechtstreeks het percentage ATP te berekeren, dat

in het oorspronkelijke monster, voor Tris-extractie zat. Aan-
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gezien slechts 3,4 % ATP overgebleven was na Tris koken, was
het op de ijklijn gevonden percentage ATP ook slechts 3,4 %.
Op deze manier kon het oorspronkelijke monster (100 %) toch
berekend worden. Dit kwam overeen met 160 ng ATP* g dr sed !
Wanneer het monsters geschud en in de Lumac celltester gemeten
werd, was de gemeten concentratie 304 ng ATP* g dr sed 1.

ATP bepaling volgens Lumac methode, zowel in de Lumac cell-
tester als in de scintillatieteller: Na het monster geschud
te hebben werd in de scintillatieteller 680 ng ATP® g dr sed !
gemeten. Bij schudden, roeren en trillen werd in de Lumac cell-
tester respectivelijk 540, 777 en 680 ng ATP- g dr sed 71 ge-
meten.

Tris-kook methode en Lumac methode vergelijken op de
celltester: Bij de Trisbepaling in de celltester werd 119 ng
ATP* g -dxr sed ! gevonden. Bij het koken bleek na vergelijking
van het monster met de ijkcurve geen of nauwelijks ATP ver-
loren tezijn. Dit is tegenstelling tot eerdere metingen. Bij
trillen of schudden van het monster werd respectivelijk 257 en
600 ng ATP- g dr sed ! (trillen) en 342 en 346 ng ATP- g dr

sed ! (schudden) gemeten.

f. ATP en ETS bepalingen in het sediment

Van enkele kernen, die zowel op het NIOZ-wad als Wadbak-
zuid gestoken waren, werden op verschillende dieptes ATP con-
centraties gemeten (zie Tabel VI). De verkregen profielen staan
weergegeven in Fig. 3. De ATP concentratie van de op het NIOZ-
wad genomen monsters (Fig. 3. a, ¢, d, e) vertonen een grote
mate van correlatie. De regressie-coé&fficiént van de profielen
varieert van 0,8 - 1,0. Het hoogste percentage ATP wordt in de

bovenste laag gemeten en neemt snel af met de diepte. De con-
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Tabel VI

ATP concentraties in de diepte op verschillende plaatsen op het NIOZ-
wad en in wadbak-zuid.

Datum Plaats Diepte  ATP s (%)
in mm ng gdrsed_1
3-8-78 NIOZ-wad profiel 0-20 379 & 26 (7)
30-40 308 * 25 (8)
40-60 164 & 16 (10)
60-80 Tid i 12 L)
140-160 81 + 13 (16)
250-270 109 * 16 (15)
7-8-78 Wadbak-zuid profiel 0-20 507 > 113 (22)
20-40 343 ax 48 (14)
40-60 527 + 158 (30)
60-80 95 t 10 (10)
80-100 71 <3 11 (15)
120-140 82 2k 11 (14)
180-200 33 + 3 (8)
240-260 O + 2 (9)
22-8-78 NIOz-wad profiel (pt2) 0-10 658 x 80 (12)
10-20 402 3 45 (11)
25-35 207 2+ 19 (9)
50-60 148 ik 9 (6)
90-100 108 B 25 (23)
170-180 146 * 6 (4)
23-8-78 NIOZ-wad profiel (pt3) 0-10 347 I 79, (22)
10-20 2305k 16 \7)
25-35 201 + 11 (6)
50-60 188 & 16 (9)
90-1.00 »72 88 sgr 12 (14)
170-180 167 + 12 (7)
29-8-78 NIOZ-wad profiel (pt5) Cc-10 2517 < 29 (11)
L0200 S tpge 2iais ol
30-50 123 o+ 6 (5)
60-80 99 i 4 (4)
160-180 101 + 6 (6)
240-260 35 i 6 (16)

centratie ATP nam bij het NIOZ-wad op 2 cm diepte af tot 2/3
van de in de bovenste cm gevonden ATP concentratie. Bij de
profielen a, d, e werd op 4-5 cm de helft van de ATP concentra-
tie gemeten, terwijl dit by ¢ op 3 cm diepte slechts 1/3 ge-

meten werd. Dit is tevens het monster, waar aan het oppervlak
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ngATP gsed™
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Fig. 3. Vertikale verdeling van ATP en ETS in wadsediment a. NIOZ-wad,
3-8-'78; b. wadbak-zuid, 7-8-'78; c. NIOZ-wad (punt 2), 22-8-'78; d.
NIOZ-wad Spunt 3), 23-8-'78; e. NIOZ-wad (punt 5), 29-8-'78. A - ng ATP.
g.dr sed 1; A- ng ATP. g.nat sed_l; ® - ETS-aktiviteit (mmol 0j). g.dr
sed 1; O - ETS-aktiviteit (mmol 0y). g.nat sed Sl

de hoogste ATP concentratie (> 650 ng ATP¢ g dr sed-l) gemeten

werd.
Tussen de monsters van het NIOZ-wad en dat van de wadbak

was een veel kleinere correllatie-coé&fficiént, dan tussen de
NIOZ-wad profielen onderling nl. 0,57 - 0,83. In het wadbak
monster werd ook een veel hogere ATP concentratie (ten opzichte
van het oppervlakte monster) op veel grotere diepte gemeten.
Op * 5 cm was de concentratie ATP ongeveer even groot als de
concentratie in de oppervlakte laag. Deze concentratie nam met
de diepte snel af. Op 7 cm diepte was nog slechts 1/5 van deze
concentratie aanwezig.

Van twee monsters (c en d) werd ook de ETS-aktiviteit
bepaald. De correllatie-coéfficiént tussen ETS en ATP is voor
c en d respectievelijk 0,946 en 0,950. Hieruit blijkt, dat de

verdeling van de ETS-aktiviteit en de ATP concentratie een
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grote overeenkomst vertoont.

g Bepaling ATP, 'ADP;, -AMP:en berekening van de Energy
Charge

Voor zowel ATP, ADP als AMP bepalingen werden in eerste
instantie uit het verdunde getrilde sediment 2 aparte monsters
per bepaling genomen. Bij 200 pl oplossing C werd 10 il e(dpg/
ml) gevoegd. 50 pl hiervan werd aan het te bepalen monster toe-
gevoegd (2,27 ng ATP). Na incubatie van alle monsters werd het
aantal RLU's bij de eerste twee experimenten (Tabel VIT 1’529
direkt gemeten. Bij deze bepalingen was het aantal RLU's per
toegevoegde interne standaard (2ng) erg laag, waardoor soms
nauwelijks of geen verschil met het monster gemeten werd. De
uiteindelijk gevonden percentages ATP waren ook aan zeer veel
spreiding onderhevig zodat de ADP en AMP concentraties niet
altijd te berekenen waren. Bij de volgende experimenten (Tabel
VII 3-5) werden de monsters na incubatie gedurende 5' bij 4000
rpm gecentrifugeerd, zodat het sediment en de geextraheerde
cellen gepelletteerd werden. Bij het derde experiment werd een
Energy Charge (EC) van 0,415 gevonden. Omdat de variatie in het
aantal RLU's, vooral bij de bepaling van de totaal aanwezige
nucleotiden, groot was, werd besloten slechts &én monster te
nemen, waaraan een triplo bepaling gedaan werd. Aan 450 ul
oplossing C werd 50 ul (lug- ml l) arp toegevoegd (v 4,3 ng
ATP per bepaling). Als interne standaard werd zowel 5 ng als
10 ng ATP toegevoegd. Het gemeten aantal RLU's van de interne
standaard van 5 en 10 ng was ongeveer evenredig. Bij de meting
van het totale adenine nucleotide gehalte, was het aantal RLU's
van de interne standaard bij beide experimenten echter kleiner,
dan bij de overige twee bepalingen (ATP en ATP+ADP) , die qua

grootte ongeveer overeen kwamen. Het gevonden ADP percentage
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Tabel VII

ATP, ADP, AMP bepalingen en de berekening van de Energy Charge.

ng- g dr sed !

Monster 2 ng 5 ng 10 ng ADP ATP + s (%) ADP AMP EC
(RLU) ATP ATP ATP
(RLU) (RLU) (RLU)

(2 ng)
ATP 0,75 0,25 935 + 219 (23)
ATP+ADP 2,89 0,13 0,055 7293 - 6358 - >
ATP+ADP+AMP 1,89 0,33 1525 + 437 (29)
ATP 1,63 0,26 2381 + 208 (9)
ATP+ADP 2,84 0,685 0,56 1557 2 - -
ATP+ADP+AMP 2,76 0,545 1066
ATP 0,81 0,415 663
ATP+ADP 1,633 0,67 2078 1415 1228 0,415
ATP+ADP+AMP 2,79 0,26 3306
ATP 0,977 0,623 1,267 > ™ 1419 + 88 (6)
ATP+ADP 1,047 0,583 1,073 0,54 1739 + 17 (1) 320 124 0,848
ATP+ADP+AMP 1,123 0,447 0,783 1862 + 492 (26)
ATP 0,87 0,65 1,317 1382 + 193 (14)
ATP+ADP 1,167 0,603 1,313 0,51 1819 + 87 (5) 437 1209 0,520
ATP+ADP+AMP 1,167 0,40 0,81 3078 + 448 (15)

varieert, bij de berekening met behulp van 10 ng interne stan-

daard, van 23-32 % van de aanwezige ATP concentratie en van

15-17 % van de totale adenine nucleotiden concentratie. Bij

de AMP concentratie lag dit respectievelijk tussen de 9-91 %

en 7-40 %. Bij deze laatste meting was de spreiding in deze

gevonden concentratie ook veel hoger (zie Tabel VII). De ge-

vonden EC's waren respectievelijk 0,846 en 0,520.
Tegelijkertijd werden ook ATP bepaling gedaan op de Lumac-

methode (zie Tabel VIII). Hoewel er beduidend meer RLU's ge-

meten werden op de Lumac methode, waren de ATP concentraties

lager, dan die gevonden werden bij de berekening van de EC.
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Tabel VIII

Vergelijking van getrild en bij EC bepaling geincubeerd wadbaksediment-
monster. Std = aantal RLU's per toegevoegde interne standaard (2ng of

5000
Geincubeerd Getrild
Monster std ng ATP_ s% Monster std lefi iU o s%
(RLU) (RLU) gdrsed 1 (RLU) (RLU) gdrsed 1
(2ng) (2ng)
0,75 .25 935 23 o U e 5,0 600 13
1,63 0,26 2381 9 6,4 15 22 1156 26
(5ng) (5ng)
0,977 0,623 1489 9 3,93 Lk 1004 17
1,167 0,603 1427 19 S0 3723 803 5

V.. DESKUSSIE

De gevonden ijklijnen op de Lumac-celltester laten een
rechtlijnig verband over het gehele gemeten gebied tussen de
ATP concentratie en het aantal RLU's zien (zie Fig. 1.). De
helling van de bij Int 40 gemeten in bidest verdunde concen-
traties ATP is in beide gevallen bijna even groot, wat op sta-
biliteit van het apparaat duidt. Het met zeewater verdunde
monster geeft bij eenzelfde ATP concentratie veel minder RLU's
en ook een kleinere regressiecoéfficiént. Dit is waarschijnlijk
het gevolg van de inhiberende werking van de in zeewater aan-
wezige ionen op het luciferine-luciferase (KARL & LA ROCK, 19
75) . Omdat het mogelijk was bij Int 40 lagere concentraties ATP
reproduceerbaar te meten, werden alle sediment monsters met Int
40 gemeten.

Het bleek niet mogelijk algen en bacterién in een culture
van elkaar te scheiden (zie Tabel I). Het aanwezige ATP in het
filtraat leek eerder het gevolg van de filtratie, waardoor de

cellen kapot gingen, dan het gevolg van extractie van ATP door
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NRS. De sediment monsters werden daarom alleen geé&xtraheerd
met NRB, waardoor zowel algen als bacterién gemeten werden.

Het meten van ATP in sediment wordt bemoeilijkt, omdat
de te meten organismen niet door filtratie te concentreren
zijn, zoals bij watermonsters (HOLM-HANSEN & BOOTH, 1966).
Verder is een probleem het zoeken naar een geschikt extractie
middel om ATP uit sediment te extraheren en de effecten te
miniseren van stoffen die het ATP binden, zoals fulvine zuur
(CUNNINGHAM & WETZEL, in press) of het luciferine-lucerferase
remmen, zoals sommige ionen (KARL & LA ROCK, 1975 en HODSON
et al 1976).

Bij de eerste extractie methoden (ERNST, 1970, LEE et al.
1971), CHRISTIAN, 1973, KARL & LA ROCK, 1975) wordt een extract
verkregen, waarbij met behulp van een ijklijn gecorrigeerd
wordt voor verlies van ATP in de oorspronkelijke concentratie
ATP berekend wordt. Na het verkrijgen van dit extract, moet
meestal nog een extra procedure ingevoerd worden om de ion
concentratie te verminderen, zoals kationen uitwisseling (LEE
et al. 1971a) of precipitatie (CUNNINGHAM & WETZEL, in press).
De lichtemissie in de reactie neemt immers lineair af met de
log van de ion concentratie (behalve Mg++) (KARL & LA ROCK
1975) . Niet alleen anorganische stoffen hebben een inhiberende
invloed, organische stoffen als fulvine zuur (CUNNINGHAM, in
press en v. WIJNGAARDEN, 1977) remmen de lichtemissie door
vorming van een irreversibel fulvinezuur- ATP complex, dat
niet in staat is met het luciferine-lucferase systeem te re-
ageren.

Bij de hier gebruikte methode wordt het monster voor de
extractie verdund, zodat zowel de ion- als de fulvinezuur-
concentratie verdund wordt. Na extractie wordt een bekende

hoeveelheid ATP (interne standaard) toegevoegd, om zo voor de
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remmende werking van ionen, fulvinezuren en de troebelheid
van het monster te corrigeren. Het maken van een ijklijn, om
de oorspronkelijke ATP concentratie te berekenen is dan ook
niet nodig.

Bij verdunning van het monster in bidest, werd een snelle
afname van ATP, direkt na verdunning, gevonden. Met in oplos-
sing komen van ATP'ases, waardoor het ATP omgezet wordt met als
eerste stap de vorming van ADP lijkt een redelijke verklaring.
Wanneer het monster in een isotonische oplossing van mannitol
gebracht wordt blijkt de ATP concentratie niet meetbaar af te
nemen. Indien 15' na verdunning van het sediment de ATP concen-
tratie gemeten wordt, is de standaarddeviatie veel kleiner,
dan wanneer direkt met de meting begonnen wordt (zie Tabel II).
Waarschijnlijk kan dit worden toegeschreven aan het feit, dat
pas na een bepaalde tijd een homogene suspensie verkregen is.
In de tijd tussen het toevoegen van mannitol en het meten van
de ATP concentratie leek geen meetbare toename van ATP door
bacterie groei opgetreden te zijn, aangezien een monster met
daaraan 50 nM KCN toegevoegd geen lagere ATP concentratie gaf,
vergeleken met het monster zonder toevoeging. (Aangenomen werd,
dat door KCN de meeste bacterién in hun groei geremd zouden
worden) .

Er werd op verschillende manieren geprobeerd een homogéne
suspensie met zoveel mogelijk bacterien en algen in oplossing
te krijgen.

Bij behandeling van het sediment monster met de Braun-
shaker werd een dusdanig grote variatie in ATP concentratie
gevonden en kon het zeer heftig trillen het kapot gaan van de
cellen voor de extractie tot gevolg hebben, dat van deze

methode werd afgezien.



29

Er werd ook niet overgaan tot het roeren van het monster
met een magneetroerder omdat het ATP gehalte beinvloed kon
zijn door aératie (KUCNEROWICZ, 1978), die hier meer plaats
vond dan bij het schudden of trillen van het monster.

Het trillen werd als standaard methode gekozen, omdat aan-
genomen werd, dat vergeleken met het met de hand schudden, meer
aan het sediment geadsorbeerde bacterien in oplossing zouden
komen, zodat het NRB makkelijker ook op de nog aan het sediment
geadsorbeerde bacterién kon inwerken. Verder was het aantal
RLU's relatief groter, wat als voordeel had, dat bij lagere
ATP concentraties (bijvoorbeeld dieper in de bodem) deze toch
nog gemeten konden worden. Hoewel de spreiding in de bepaling
van het gemeten monster groot is (bij het trillen 2-31 %, zie
Tabel III), worden deze waarden ook bij anderen zoals YINGST
(1978) met een gemiddelde standaarddeviatie van 24 % en CUN-
NINGHAM (in press) met een standaarddeviatie van 20 % gevonden.
Het is niet duidelijk of de spreiding in de gevonden ATP con-
centraties van submonsters, die uit een sediment monster ge-
nomen zijn (zie Tabel III), het gevolg is van de methodes die
niet voor een homogeen genoeg monster zorgen of inherent is
aan het sediment monster zelf. CUNNINGHAM (in press) vond met
een H,SO,-oxaalzuur extractie ook een grote variatie in het
geextraheerde ATP gehalte in hetzelfde sediment monster.

HODSON et al. (1976) geven als verklaring voor deze variabili-
teit de heterogeniteit van het sediment met betrekking tot de
verdeling van macroscopische evertebraten, die ook geéxtra-
heerd worden wanneer het monster niet gezeefd wordt. Dit zou
een significante variatie in biomassa in duplo monsters uit
een sediment kunnen geven.

Uit het experiment, waarbij sediment ingevroren wordt in
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in vloeibare Np, kan gekonkludeerd worden, dat invriezen om
het monster te bewaren voor ATP bepalingen geen geschikte
methode is (zie Fig. 2). Het verschil in ATP concentraties ge-
vonden na 3 dagen en langer invriezen, is waarschijnlijk het
gevolg in de homogeniteit van het monster en onnauwkeurigheid
van de bepaling op zich.

Bij vergelijking van de Lumac-methode met de Tris-kook
methode van ERNST, bleek dat de Tris-extractie sterk aan vari-
atie onderhevig was. Het percentage terug gevonden ATP varieerde
van 3,4 % tot meexr dan 100 %. Een mogelijk verklaring voor
deze wisselende extractie is de thermische gradient theorie
van KARL & LA ROCK (1975). Verder bleek het moeilijk zoals
AUSMUS (1973) vermeldde geschikte standaards te vinden, die
gelijktijdig met de monster meegenomen konden worden. Met de
Lumac-methode werd ongeveer twee maal zoveel ATP gemeten, zo-
wel bij vergelijking van monsters, behandeld volgens Lumac-
methode en gemeten op de celltester en volgens Tris-methode
en gemeten op de scintillatieteller als bij vergelijking van
beide methodes op de celltester.

Bij meting op beide apparaten van het volgens Lumac ge~
extraheerde monster werd op beide apparaten ongeveer gelijke
ATP concentraties gemeten.

De op het NIOZ-wad gemeten ATP concentraties in de bo-
venste laag van het sediment varieren van 257-1126 ng ATP- g
droog sediment !. In de wadbak-zuid werd als laagste conc
368 en als hoogste 1520 ng ATP g dr sed 1 gevonden.

Wanneer deze concéntraties vergeleken worden met de in de
literatuur vermeldde ATP concentraties, blijken deze ongeveer
in dezelfde orde grootte te liggen (zie Tabel IX).

Bij het meten van de ATP concentraties in de diepte, wordt
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Tabel IX

Vergelijking ATP concentraties uit verschillende milieus. *Dit sediment
is gedroogd bij 18-20 °c.

ATP conc. Monsterplaats Bron
ug'gdrsed_1
15 =935 Oppervlaktesediment LEE et al. (1971)
van een meer :
1,2 =98 Bovenste cm CHRISTIAN et al. (1975)
in een zoutmoeras
1:2° =253 Oppervlaktesediment v. WIIJNGAARDEN (1977)
Waddenzee
1,09 - 7,64 Bovenste cm YINGST (1978)
op 14 m diepte in zee
0,84 Sediment. van een meer CUNNINGHAM & WETZEL (in press)
0,26 = 1,13 Oppervlaktesediment dit verslag
NIOZ-wad
0,37 - 1,52 Oppervlaktesediment dit verslag
» Wadbak-zuid :
0,08 - 1,32 Oppervlaktesediment ERNST & GOERKE (1974)

op 252-5510 m diepte
in diepzee

de hoogste concentratie ATP in de bovenste cm's van het sedi-
ment gemeten en neemt dan snel af met de diepte (zie Fig. 3).
Een dergelijke verdeling van biomassa wordt ook door YINGST
(1970 op 14 m diepte in de zee en door CHRISTIAN (1975) in een
zoutmoeras gevonden.

In Fig. 3 ¢, d en e staan profielen weergegeven, waarbij
c een punt is dat het dichtst bij de kust ligt en e het verst
van de kust. Hierbij lijkt de ATP concentratie met toenemende
afstand tot de kust in de bovenste cm's af te nemen, terwijl
de concentratie in diepere lagen op alle 3 de punten ongeveer
even groot is. Aangezien het punt met de hoogste ATP concen-
tratie bij eb langer droog staat en aan grotere Ojpconc en
licht intensiteit bloot staat kan dit misschien een grotere
ATP produktie tot gevolg hebben. Het sediment in wadbak-zuid

lijkt tot op grotere diepte dezelfde ATP concentratie als in
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de bovenste cm te hebben, waarna hij zeer snel tot zeer lage
concentratie (< 100 ng ATP g dr sed 1) afneenmt.

De hoge correllatie coefficient tussen de ATP concentra-
tie en de ETS aktiviteit duidt op een overeenkomst tussen de
mineralisatie snelheid (ETS) en de biomassa (ATP). Dit zou
niet het geval behoeven te zijn zoals VOSJAN (Vakbl. Biol.,
1977) beschrijft, waar in een zdne met zuurstof deficientie
in de waterkolom in de Pacific hoge ETS waarden gevonden worden,
maar voor de biomassa geen relatief maximum gevonden -wordt.

De Energy Charge, geeft niet alleen een maat voor de eiwit
synthese en capaciteit tot groei (SWEDES, 1975), maar is ook
een maat voor de extractie snelheid. Bij een hoge EC zal weinig
ATP omgezet zijn in ADP en AMP, dit duidtop een snelle extractie
waarbij weinig hydrolyse heeft plaats gevonden. Nadat de hier
gebruikte methode aangepast was (Tabel VII, IV en V), door
slechts één monster te nemen, waardoor de spreiding in de be-
palingen kleiner werd en een grotere interne standaard te ne-
men, werden EC's gevonden van 0,85 en 0,52.

De ADP concentratie uitgedrukt als percentage van de
totaal aanwezige hoeveelheid adenine nucleotiden was 17 % en
15 %. De gevonden AMP concentraties waren echter 7 % en 40 %.
Bij KARL et al. (1978) werd voor ADP en AMP concentraties re-
spectievelijk 20-23 % en 10-11 % gevonden. Wanneer de ATP en
ADP concentratie (zie Tabel VII) van de beide metingen met
elkaar vergeleken worden, blijkt deze in beide gevallen in de-
zelfde orde van groote te liggen. Hoewel de ADP en ATP bepaling
redelijk lijkt te verlopen, blijkt het bepalen van de AMP con-
centratie heel wat moeilijker te liggen. Bij deze bepaling
was de spreiding in de metingen (RLU's) ook het grootst. De

spreiding in de resultaten van 2-31 % en de te bepalen AMP
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concentratie die ongeveer 10 % van de totale adenine nucleo-
tide pool is lijken het meten van de juiste AMP concentratie
te bemoeilijken. Het zoeken naar een aanpassing in de methode,
waardoor binnen de bepalingen minder spreiding gevonden wordt,

zal zeker tot betere en meer constante EC waarden leiden.
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