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ZASTOSOWANIE METODY OZNACZANIA AKTYWNOSCI ODDLCHOWEJ ETS
DO BADANTA MINERALIZACJI W OSADACH MORSKICH

Biologiczne procesy zachodzace w wodach bada
sie stosujgc oznaczenia enzymatyczne. Jakosciowe
pomiary aktywnosci enzymatycznej maja zastosowa-
“nie do lokalizowania miejsc przebiegu procesu, nato-
miast iloSciowe do okreslania jego szybkosci. Ozna-
czanie metabolicznej aktywnos$ci mikroflory i mikro-
fauny polega zwykle na pomiarze zuzycia tlenu., Do
tego celu stosuje sie rézne fizyczne i chemiczne me-
tody, jak: jodometryczna, manometryczna i potencjo-
metryczna, ktoére jednakze czesto sa zbyt malo czule.
W odréznieniu od w/w metod bardzo czula jest me-
toda biochemiczna. Zuzycie tlenu w procesie biolo-
gicznym jest wynikiem przenoszenia elektronu wzdiuz
lanicucha oddechowego czgstek transportujgcych elek-
trony ETS (elektron transport system), ktory jest
uniwersalny dla wszystkich zywych organizmoéw po-
czgwszy od bakterii a skonczywszy na cziowieku. Bak-
teryjne lancuchy oddechowe sg zwigzane iz ukladem
plazma-membrana i r6znia sie od mitochondrialnego
lanicucha oddechowegoe komorek roslinnych i zwie-
rzecych. Ogdlnie lahcuch oddechowy czastek trams-
portujacych elektrony sklada sie z dehydrogenazy
NADH, dehydrogenazy bursztynianowej i cytochro-
méw. W przypadku bakterii, pierwszy etap wutlenie-
nia miekoniecznie polega na odwodornieniu substratu
przez enzymy cytoplazmatyczne z utworzeniem NADH,

proces’ moga zainicjowaé: -enzymy flawiniowe,  ktore

przenoszg elektrony bezposrednic do tancucha 0dde~
chowego (3). -

Curl i Sandberg (2) o’oracov\r'ah metode oznacza-
nia aktywnosci \dehydrogena'zy bursztynianowej w ce-
lu okre$lenia szybkosci oddyichania zooplanktonu, na-
tomiast powyzsze oznaczenie okazalo sie nieprzydat-
ne do ornaiczania szybko$ci oddychania fitoplanktonu
(11). Inni badacze wopracowali metody oznaczania ak-
tywnosci. dehydrogenazowej ‘w glebach (5). ktére w
zmoedyfikowanej formie zastosowano do badania me-
tabolizmu w osadach (9, 10).

Zgodnie z Packardem (8) i wynikami orac wczes-
nieiszych badaczy (1. 4) aktywnod§é respiracyina cza-
stek transportujgcych elektrony ETS lepiei koreluie
z votencjalng szybkoscig respiracyjna mplanktonu ani-
7zeli aktywno$é dehydrogenazowa, poniewaz =zuzycie
tlenu kontrolowane jest przez caty lancuch oddecho-
wyv czastek transoortujgcych elektrony a nie tylko
nrzez wchodzaice w jego sktad dehydrogenazy {ryc. 7).
Mozliwosé ekstrapolacii wyniké6w pomiaréw ETS do
okreslania szybkosci proceséw mineralizacii w osa-
dach ijest uwarunkowana nastepuiacymi czynnikami:
— ilosciowym wyekstrahowaniem enzyméw z bada-
nych orébek osadu,

— wyborem optymalnego substratu.

- pomiarem maksymalnej predkosci transportu elek-

tro-nu Vmaz
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in vitro, tj. pomiarem ETS, ktory bedzie odbywat sie
na etapie ograniczajgcym szybko$é tramsportu elek-
tronu po stronie tlenu. Badania dotyczgce wyboru
optymalnych parametréw metody oznaczania aktyw-
nosci ETS w morskich osadach przeprowadzili Olan-
czuk-Neyman i Vosjan (7). Bioragc pod uwage, ze lan-
cuch ioddechowy wechodzi w skiad wszystkich tleno-
wych 1 mwiekszo$ci beztlenowych bakterii, aktywnosé
ETS bedzie wskazywala potencjalng szybkosé wiek-
szej czesci metabolicznych procesé6w prowadzonych
przez te mikroorganizmy w osadzie (7). Warunkiem
prawidlowego wykonania -oznaczenia aktywnosci
kompleksowego ukladu enzymow, jakim jest tancuch
oddechowy czgstek transportujgcych elektrony ETS,
jest okreslenie predkosci etapu limitujgcego, tj. eta-
pu utlenienia kompleksu koenzymu — @ cytochromu,
— b, ktorego predkos¢ mozna zmierzyé przy zastoso-
waniu reakcji z INT (ryc. 2). Metoda pomia-
ru aktywnos$ci ETS opiera sie na reakeji z chlor-
kiem 2-(p-jodofenylo)-3-(p-nitrofenylo)-5-fenylotetra-
zoliowym (INT). Jest to zwigzek czuly na zmiany po-
tencjatu redoksowego i jednoczesnie latwo ulegajacy
redukcji nawet w obecncéci tlenu. Zredukowana for-
ma INT, INT-formazan, jest rozpuszczalna w Wod21e
zawierajgcej 0,16% Triton X-100.

PROCESY MINERALIZACJI W OSADACH Z WADDEN SEA

W piytkich przybrzeznych wodach, do ktoérych ma-
lezy Dutch Wadden Sea osiada ma dnie duza ilosc
maiterialu organicznego. Pochodzi on =z produkcji
pierwotne] przebiegajacej w kolumnie wody i na pty-
ciznach przyplywowych, a takze przenoszony jest z
gleb 1 z przylegajacego do Wadden Sea Morza P61~
nocnego. Duza czesé osadzonego ma dnie materiatu
organiczmego jest mineralizowana w osadzie, tzn. u-
lega biologicznemu utlenieniu. W procesie minerali-
zacji biorg udiziat r6zne akceptory elektronéw, jak:
tlen, azotany, siarczany i dwutlenek wegla, ktére
wykorzystywane sa w/w koleinodci i redukowane od-
powiednio do: wody, azotynéw, tlenku azotu, azotu
gazowego, siariczynéw, siarczkéw i metanu (6). W §ro-
dowisku beztlenowym, czasteczki organiczne moga u-
legaé¢ fermentacji, ktérej produktami sa: alkohole,
nizsze kwasy tluszczowe, mleczany i woddér gazowy.
Produkty fermentacji. jak mp. zredukowane zwigzki
azotu i siarki zawieraja w swoich czasteczkach ener-
gie, ktéora moze byé uwolniona jezeli produkty te
znajda sie w $rodowisku tlenowym. Tg droga pow-
stajg w osadzie réznorodne nisze ekologiczne zasied-
lone przez rdézne grupy mikrobiologiczne i formuig sie
strefy odrézniajgce sie stopniem zaawansowania roz-
kladu zwigzkbéw organicznyich. I tak: w gérnej, utle-
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Ryc. 1. Powigzanie lancucha oddechowego czgstek

przenoszqcych elektrony z cyklem Krebsa i oksyda-
cyjng fosforylacja (wg Packarda — 8).

UQ-b — kompleks ubichinon (koenzym Q) -cytochriom-b,

FPp — flawoproteid (ukiad redukujacy NADH), FPg — fla-

woproteid (ukiad dehydrogenazy bursztynianowej), ADP —

dwufosforan adenozyny, ATP — trojfosforan adenozyny.

Fig. 1. Relationships between respiratory chain of
electron transporting particles and the Krebs cycle
and oxidizing phosporization (after Packard +— §).

UQ-b — ubichinone (coenzime Q) — clitochrome-b complex,
FPp — flavoproteid (NADH reducing system), FPg — flavo-
proteid (succinic dehydrogenesis system), ADP — adenozine

biphosphate, ATP — adenozine triphosphate.

nionej warstwie wystepuja tlenowe, heterotroficzne
organizmy, ktoére wykorzystuja material organiczny
z wody mnadosadowej. Oprécz tego rozwijaja sie tle-
nowe chemoautotroficzne organizmy, ktore zuzywaja
zredukowane zwigzki siarki i azotu, pochodzace z
gtebszych warstw beztlenowych. Tlenowa warstwa po-
wierzchniowa o grubo$ci od kilku milimetréw do kil-
ku centymetréw ma ciemnobrunatne zabarwienie
pochodzgce od wodorotlenkéw Zelaza i manganu. War-
stwa beztlenowa wznajdujgca sie ponizej zabarwio-
na jest ma czarno od wystepujacych w niej siarcz-
kow zelaza. W tej warstwie dominujg wzglednie bez-
tlenowe 1 beztlenowe oroammmy, gtownie redukujate
siarczany. Glebiej znajduje sie jasnoszara strefa pi-
rytu (12).

MATERIALY I METODY

Probki osadu do badan pobierano przy niskim sta-
nie wo6d z wplycizn odplywowych w poblizu wyspy
Texel ma Dutch Wadden Sea, przy pomocy rurki o
$rednicy 21 ¢m. Rdzenie osadu o diugosci 35 cm po
wyjeciu z prébnika dzielono ma odcinki odpowiada-
jace réoznym glebokosciom. Zawarto§¢ wody w prob-
kach osadu okreslono przez wysuszenie nawazki osadu
do statej wagi w temp. 105°C.

Do pomiaru aktywnosci ETS w osadach morskich
zastosowano metode opisang jprzez Olanczuk-Neyman
i Vosjana (7). Ekstrakty komoérkowe przygotowywano
przez homogenizacje nawazek osadu z buforem w ob-
nizonej temperaturze oo 4°C w homogenizatorze me-
chanicznym (Model MSK, Braum-Melsungen) przez 1
min. przy 4000 obr/min. Surowe homogenaty wiro-
wano przy 1070 g w temp. 4°C przez 30 min. Dwa ml
ekstrakitu komoérkowego inkubowano z 1 ml roztworu
substratu 1 0,5 ml roztworu INT w temperaturze
20°C, przez 5 min. Kohcowe stezenia skladnikéw w
mieszaninie reakcyjnej wynosity: 15 uM MgSO, 85
mM buforu fosforano-sodowego pH = 8,0, 0,03% v/v
poliwinylopirolidyny PVP, 0,154% v/v Triton X-100,
0,5 mM NADH, 0,15 mM NADPH, 80 mM bursztynia-
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Ryc. 2. Reakcja wutlenienia-redukcji pomiedzy INT

a kompleksem wubichinon-cytochrom-b.

Fzg 2. Oxidation-reduction reaction between INT and
ubichinon-citrochrome-b system.
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Ryc. 3. Pionowe rozmieszczenie aktywnosci ETS w
osadzie morskim z Dutch Wadden Sea. Oznaczenia
wykonano w trzech niezaleZnych rdzeniach osadu.

Fig. 3. Distribution of ETS activity in section of ma-
rine deposit from the Dutch Wadden Sea. Determina-
tions were made for three separate cores.

nu sodowego i 0,80 mM INT. Reakcje zatrzymywano
1 ml mieszaniny formaldehydowo-mrowczanej. Ab-
sorpcje utworzonego INT-formazanu mierzono przy
490 nm wobec préby S$lepej skladajgcej sie z: 2 ml
ekstraktu komoérkowego, 1 ml buforu homogenizacyj-
nego, 0,5 ml roztworu INT i wprowadzonej po inku-
bacji mieszaniny formaldehydowo-mroéwczane;j.

WYNIKI I DYSKUSJA

W celu okreslenia szybkosci przebiegu procesdéw
mineralizacji w Dutch ‘Wadden Sea zmierzono aktyw-
no$¢ ETS w probkach osadow dennych i w kolum-
nie wody nad osadem. Stwierdzono, ze regularne
przypltywy morza wywierajg silny wplyw mna aktyw-
noé¢ ETS. Najwyzsza aktywnos$é przypadajgca na litr
wody wystapita podczas odptywu, natomiast aktyw-
no$é przypadajgca na gram suchej substancji zawie-



szonej w wodzie byla najwyzsza przy mniezmieniajg-
cym sie poziomie wody ,slack tide”., Aktywnosé¢ w
wodzie zmieniala sie w granicach od 6 do 22 pl O,
17th—1 i od 55 do 220 ul O, g—th—1.

Aktywnos¢ ETS powierzchniowej warstwy osadu
na gram suchej masy osadu byla o rzad wielkosci
nizsza od aktywnosci substancji organicznej zawie-
szonej w wodzie (ryc. 3). Z drugiej za$ strony po-
roOwnanie aktywmosci ETS przypadajacej na m? w
wodzie i w osadzie pozwala sgdzi¢, ze osad odgrywa
daleko wazniejszg role w procesie mineralizacji (13).

Pionowe rozmieszczenie aktywnosci ETS w osa-
dzie przedstawia krzywa wyktadnicza: najwyzsza ak-
tywnos$¢ wystepuje na powierzchni osadu, szybki spa-
dek obserwuje sie do glebokosci ponizej 2 icm, po
czym nastegpuje powolne obnizanie sie aktywnosci
(ryc. 3). W kolumnie osadu o difugosci 35 cm tylko
okoto 10% mineralizacji odbywa sie W powierzchnio-
wej warstwie, natomiast pozostate 90% mineralizacji
przebiega w glebszych beztlenowych  warstwach.
Vosjan (12) dowiodl, ze w itej beztlenowej warstwie
osadu istotng role pelni mineralizacja poprzez re-
dukcje siarczanéw. Przedstawione wyniki wskazuja
na dominujgce znaczenie beztlenowych warstw osa-
dow dennych w procesie mineralizacji substancji or-
ganicznych.
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PE3IOME

OnucaHo NpuUMeHeHue HOBOI'O OMOXMMMYECKOro Me-
TOJa -ONpenesieHMsa CKOPOCTM XOha KMCIOPOAHBIX 1 Oec-
KMUCJIOPOAHBIX IIPOIECCOB MMHEPAJIM3alMM B MODPCKUX
ocazkax. MeTon OCHOBaH Ha ONPEAeNIeHMM MAbIXaTellb-
HOM aKTHMBHOCTYM YaCTHUI] TPAHCIOPTUPYIOIMUX SJIEKTPO-
el OTC ¢ mpumenenuem peakiuu c¢ VHT. B craTee
OmnpenesieH0 BEPTMUKAJIBHOE PACIIOJIOXKeHUe aKTMBHOCTU
DTC B KoJioHHE ocajgkoB jauHom 35 cm. O6pamreHo
BHMMaHMWE HaA JOMMHMpPYIOLIee 3Hadenue OGeCKMUCIOpos-
HBIX IIJIACTOB JOHHBIX OCAAKOB, a OCOOEHHO HaXOAA-
mmMxca B HUX OakTepuir, KOTOpbIe BOCCTAHOBJAIOT
cynbdaTel B Ipolecce MMHEPaIM3auuM OPTaHUIEeCKOro
BelllecTBa. . §





