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Samenvatting

In dit rapport wordt een literatuuroverzicht betreffende de "Adenylate Energy
Charge" bepaling gegeven. In het biljzonder wordt ingegaan op de extractieme-
thoden en de incubatie-buffers die gebruikt worden bij de enzymatische bepa-
ling. Tevens wordt aandacht besteed aan de achtergrond (voor en nadelen) van
deze parameter en wordt er ingegaan op de bemonsteringsmethoden van de te on-
derzoeken organismen.

De beste resultaten, met betrekking tot de extractiemethoden, werden verkre—
gen met Tris, TCA en PCA. Tricine, Mops, Tris, TES en Hepes bleken de meest
effectieve incubatie-buffers te zijn.

Het rapport wordt afgesloten met enige aanbevelingen tot nader onderzoek en

een computer programma voor het besturen van de detectieapparatuur (Lumac).



1. Inleiding

In onderzoek dat gericht is op het voorspellen van het gevaar van milieu—
vreemde stoffen speelt de toxiciteitsbepaling een belangrijke rol. Men kan
hierbij drie vormen van toxiciteitsonderzoek onderscheiden:

(1) kortdurend onderzoek aan &é&n soort met o.a. sterfte en groeiremming als
criteria, (2) langdurend onderzoek aan &&n soort, waarin voornamelijk suble-
thale effecten worden bestudeerd en (3) onderzoek aan interacterende soorten
en (model)ecosystemen, waarin effecten op hoger integratieniveau worden vast-
gesteld. In de praktijk prevaleert het eerste type onderzoek vanwege de lage
kosten, de eenduidigheid van het toetscriterium en de snelheid waarmee een
antwoord verkregen wordt. Een nadeel is dat met name mortaliteit een welnig
subtiele parameter is en in de veldsituatie zelden optreedt als direct gevolg
van hoge stofconcentraties in het milieu. Om deze reden pleit men in weten—
schapskringen voor het bestuderen van sub—lethale parameters op soort— of ho-
ger blologisch integratieniveau. Afgezien van de hieraan gekoppelde hogere
kosten en langere tijdsduur, wordt in dergelijk onderzoek de parameterkeuze
voornamell jk beperkt door het soort toetsorganisme. Hierdoor bestudeert men
in de praktijk maar al te vaak niet de meest gewenste parameters, zoals
blijkt uft het gegeven dat in meer dan 50%Z van de studies de onderzochte sub-
lethale effecten niet op een lager concentratieniveau optreden dan sterfte
{(Slooff en Canton, 1983; Woltering, 1984).

Stoffen interacteren eerst op moleculair niveau, alvorens aantoonbare schade
te veroorzaken op cellulair, organismaal of ecosysteem niveau. Om deze reden
verdienen aspecifieke biochemische parameters nadere aandacht. Naast vermeen—
de hoge gevoeligheld 2ijn deze parameters wellicht tijd- en daardoor kosten—
besparend, behoeven weinig blologisch materiaal en kunnen op leder soort or—
ganisme van toepassing zijn. Om deze redenen biliedt het gebruik ervan ook
voordeel in veldstudies gericht op het vaststellen van de belasting van eco-
systemen en onderdelen daarvan en kan een rol spelen bij het ontwikkelen en
controleren van ecologische normdoelstellingen.

Een potentieel geschikte biochemische parameter is de "adenylate energy
charge"” (AEC).

Met deze term wordt de hoeveelhelid energie aangegeven die voor een
blologische eenheid beschikbszar is om zich te handhaven, te groeien en zich
te vermenigvuldigen. Ofschoon het begrip AEC reeds azan het eind van de 60-er
jaren geintroduceerd werd (Atkinson, 1967), bestaat blijkens het toenemend

aantal publikaties in de afgelopen jaren over dit onderwerp pas recentelijk
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een wezenlijke belangstelling voor deze parameter (Ivanoviei en Wiebe,
1981).

In het kader van de RIVM-projecten 847109 en 842052 zal de bruikbaarheid van
AEC als eco(toxico)logische parameter nader gedvalueerd worden, waarvan het
resultaat in de vorm van een aantal deelrapporten verwoord zal worden. In dit
eerste rapport wordt aandacht besteed aan de achtergrond van AEC en wordt op
basis van literatuurgegevens een aanbeveling gedaan betreffende de te volgen
bepalingsmethode(n). Daarnaast wordt een computer (Apple)-programma gegeven

voor het sturen van de detectieapparatuur {Lumac).



2. Achtergrond

Alle metabolische omzettingen gaan gepaard met het verbruik of de vorming van
het energierijke ATP en zi]n derhalve afhankelijk van het adenine nucleotide
systeem. In dit systeem zijn de volgende individuele adenine nucleotiden te
onderscheiden: AMP, ADP en ATP. Deze stoffen bestaan uit een heterocyclische
base (adenine), waaraan een pentose ring (ribose) 1s gekoppeld met &&n (ade-
nosine monofosfaat: AMP), twee (adenosine difosfaat: ADP) of drie fosfaat-
groepen (adenosine trifosfaat: ATP), waarbij de energetische waarde toeneemt
met het aantal fosfaatgroepen.

Indien aangenomen wordt dat het streven gericht is op het handhaven van een
biclogisch evenwicht is het een logische conclusie dat de anabolische en ca-
tabolische processen onderling gereguleerd worden en dat deze regulatie kine-
tisch gecontroleerd wordt deoor hetzelfde systeem (Chapman en Atkinson, 1977).
Sommige enzymsystemen worden geactiveerd door de individuele concentraties
van AMP, ADP en ATP, terwijl andere reageren op de waarde van de ATP/AMP of
ATP/ADP ratlo. Gezien deze heterogeniteit in respons 1s het wenselijk te be-
schikken over €&n parameter, waarmee alle effecten van de adenine nucleotiden
op enzymatische processen worden gerelateerd aan het energie niveau van de
cel. Het adenine nicleotide systeem kan, gezien de rol in het opladen, op—
slaan en afstaan van energie, vergeleken worden met een electrische accumula-
tor. In analogie met de lading van een batterij wordt de energie lading van
het adenylaat systeem als een geschikte parameter beschouwd.

De lading is hierbj proportioneel aan de hoeveelheid fosfaat dat aan het AMP
toegevoegd is; door additie van 2 mol fosfaat per mol wordt het systeem vol-
ledig opgeladen en bestaat uitsluitend uit ATP (AMP + 2 P; ©— ATP + H30).
Teneinde de waarde van de lading niet variabel te laten zijn tussen O en 2
maar tussen 0 en 1 werd door Atkinson (1967) de energle lading gedefinieerd
als de helft van het aantal anhydride-gebonden fosfaat groepen per adenine
nucleotide. Dit 1is gelijk aan de mol fraktie ATP plus de helft van de mol
fraktie ADP, of, in termen van individuele concentraties: AEC = [ATP + 0.5
ADP]/[ATP + ADP + AMP].

De voordelen van deze parameter zijn:

a. AEC is a-gpecifiek en correleert met de algemene fysiologische conditie
("well-being");

b. AEC speelt een integrale rol in het energiemetabolisme van alle levende
organismen en kan derhalve door het gehele bioclogische spectrum gemeten

worden;
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AEC heeft onder normale omstandigheden een stabiele waarde die meestal
boven 0.75 ligt (Haya en Waiwood, 1983);

de variatie tussen individuen is wvoor AEC minder dan voor concentraties
van de afzonderlijke nucleotiden of andere fysiologische metingen. Dit
heeft het voordeel dat een relatief gering aantal individuen nodig is om
significante verschillen tussen toetsgroepen aan te tonen.

de reactietijd is snel en variedrt van minuten voor eencelligen tot
meestal minder dan 24 h voor meercellige organismen. In die gevallen,
waarin een respons langer duurt dan 1 dag blijkt deze reaktietiid korter

te zijn dan die van andere fysiologische veranderingen.

nadelen van deze parameter zijn:

AEC is aspecifiek en verschaft derhalve geen enkele informatie over de
aard van de belasting; |

de respons verloopt over het algemeen nlet lineair maar vertoont veelal
een stapsgewljze funktie, waardoor de interpretatie wvan een verlaging in
AEC bemoeilijkt wordt. In globale termen kunnen drie trajecten onderschei-
den worden, die echter niet scherp afgegrensd zijn. Waarden hoger dan 0.75
zijn indicatief voor optimale condities; die tussen 0.50-0.75 geven een
lichte tot matig belaste toestand aan, terwijl niveau's lager dan 0.50
kenmerkend zijn voor een zwaar belaste toestand (veelal {irreversibel)
(Haya en Waiwood, 1983);

er zijn uitzonderingsgevallen bekend, waarin zwaarbelaste organismen blijk
hebben gegeven te beschikken over mechanismen welke variaties in AEC te-

niet kunnen doen (Ivanovici en Wiebe, 1981).

Deze nadelen leiden tot de conclusie dat het toepassen van AEC in onderzoek

alleen dan zinvol is indien (1) men bekend is met de aard van de belasting

danwel over betrouwbare referentlewaarden beschikt; (2) tevens andere suble-

thale parameters mede in het onderzoek betrekt en (3) op empirische basis ge-

schikte indicatorsoorten kiest.



3. Bepalingsmethoden

In het ideale geval dient het bepalen van de AEC te berusten op het volgen
van een procedure welke leidt tot het kwantificeren van de nucleotiden in een
verhouding zoals die oorspronkelijk in de te onderzoeken cel(massa) voorkomt.
Dit stelt de nodige eisen aan de verschillende stappen die men in deze proce-
dure kan onderscheiden, te weten de bemonstering en eventuele conservering
van het biologisch object, en de extractie en uiteindelijke enzymatische be-
paling van de individuele nucleotiden. Ter vaststelling van de meest geéligen-
de procedure werd een literatuuronderzoek verricht naar de brulkbaarheid wvan

diverse technieken.

In de litertuur wordt weinig aandacht besteed aan de bemonsteringswijze wvan
de organismen en de fixatliemethode voor het handhaven van de nucleotiden ni-
veaus. Het is echter bekend dat de omzettingstijd van ATP naar ADP en/of AMP
zeer snel kan zijn (1 sec) en mede afhankelijk is van de temperatuur. Derhal-
ve kan in het algemeen gesteld worden dat de organismen zo snel en zo min mo-
gelijk verstorend bemonsterd en gedood dienen te worden en vervolgens bewaard
dienen te worden bij een zo laag mogelijke temperatuur.

De enige informatie over methoden werd verkregen uit onderzoek van plantaar—
dig materiaal. M.b.t. de monstername blijkt dat monsters van algen verkregen
door directe injectie in het extractiemiddel (buffer) een hogere ATP-waarde
geven dan monsters verkregen door filtratie over een membraanfilter (Bulleid,
1978; Henzel & Healy, 1984). Vergelijkbare resultaten werden verkregen door
Larsson en QOlsson (1979): extracties van algencellen met PCA in situ leidden
tot hogere ATP-waarden dan extracties waarbij de cellen in het extractiemid-
del werden gebracht (behandelingsduur 1 sec.). Indien toch filtratie dient te
worden toegepast wordt aangeraden de kleinst bruikbare hoeveelheid te bepa-
len. Zo vonden Jewson en Dokulil (1982) een verlaging van 64 7 gemeten aan
groeliende cellen indien volumes groter dan noodzakelijk werden ‘gebruikt.
Tevens wezen deze auteurs op de verstorende invloed van de aanwezigheid van
de in het in het medebemonsterde water opgeloste ATP, ook na gebruik van fil-
ters (0.2 m).

Uit het onderzoek van Mendelssohn en McKee (1981) komt naar voren dat direct
na bemonstering de methode van invriezen In vloeibare stikstof en bianen 24
uur vriesdrogen de beste is. Monsters ingevroren met vloeibare stikstof geven

een hogere ATP, ADP en AMP concentratie dan monsters ingevroren door middel

van droogijs; de AEC-waarde is niettemin dezelfde.
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Daarnaast werd vastgesteld dat de ATP en ADP waarden verkregen na vriesdrogen
in gedeioniseerd water hoger zijn dan na vriesdrogen in niet gedeloniseerd

water.

3.2. Extractie

Voor het verkrijgen van ATP, ADP en AMP zijn met name Iin de laatste jaren
vele extractiemethoden beschreven (Tabel 1). Het aantal vergelijkende studies
naar de recovery en betrouwbaarheid van deze methoden is echter beperkt.
Lundin en Thore (1975) vergeleken tien verschillende extractlemethoden voor
het bepalen van dg AEC van bacterién: Tris-EDTA, KOH, ethanol, butanol, chlo-
roform, methanol, zwavelzuur, TAEB, TCA en PCA. Ofschoon in eerste instantie
de analyse door bacterieel enzymatische werking tijdens de extractie werd
verstoord, bleek deze verstoring opgeheven te worden door toevoeging van EDTA
aan het extractiemiddel. In het algemeen bleek TCA het extractiemiddel te
zijn dat de actuele hoeveelheden ATP, ADP en AMP in 1intacte bacteri&n het
meest benaderd. In bepaalde bacteriestammen kunnen andere extractiemiddelen
echter even goede resultaten geven (b.v. ethanol, TAEB). Daar TCA-extractie
arbeidsintensief is kan derhalve het gebruik van meer specifieke extractie-
middelen praktisch voordeel opleveren.

Larsson en Olsson (1979) vergeleken zes extractiemethoden: Tris, ethanol,
chloroform, zwavelzuur, TCA en PCA. Extractles van algen met TCA en PCA gaven
in het algemeen een hogere ATP/ADP verhouding en een hogere AEC waarde.

Sklar en McKee (1984) vergeleken EDTA en PCA voor het bepalen van de AEC van
vis. Met EDTA werden significant lagere waarden voor ATP, ADP en AMP verkre-
gen. Niettemin bleken de nucleotiden verhoudingen min of meer wvergelijkbaar
hetgeen resulteerde 1In vrijwel dezelfde AEC-niveaus.

Mendelssohn en McKee (1981) vergeleken enige extractiemiddelen aan wvaatplan-
ten. Kokende EDTA + PVPP resulteerde in hogere AEC-waarden dan kokende EDTA,
TCA en PCA, maar deze verschillen waren niet significant.

Karl en HolmHansen (1978) vonden hogere ATP en AEC-waarden bij PCA~extractie
van marien sediment en meercellige organismen dan bij kokende Tris.

Bulleid (1978) vergeleek Tris-, NaHCO3, Sorensen- en McIlvainebuffer bij de
extractlie van ATP uilt marien sediment en zeewater. Bicarbeonaat en fosfaat
oefenden een remmende werking uit en de beste resultaten werden verkregen met

de McIlvaine buffer.



Tabel |

extractie molair/% temp. extractie op pH tot para-
midde) inC tijd gebracht pH me ter

inmin, met

Butanol-£074 81 17mM 4 3 H2504/K0K 7 AEC
CHC13-EDTA 100 M L} 2 7 AEC
CHC13-EDTA 100 mM 20 2 H2504/K0H 7 AEC
EDTA 1 md 190 0.5 7.4 AEC
E0TA 1 nN kokend 0.5 4.9 AEC
ECTA-PUPP 1 My 3 100 0.5 7.4 AEC
Ethanol Kokend | ATP
Ethang! 807 AEC
Ethanol 80 10 AEC
Ethanal 95 78 3 AEC
Ethanol-EDTA ?6%; 100nM kokend 1 7 AEC
Ethanol-EDTA 967, daM 78 1 H2504/K0H 7 AEC
Formalinezuyr B0% -20 AEl
Fostaatbuffer 75 o KCL {BrM) 7.5 AEC
Glycine 20 oM kokend 15 7.75 ATP
Glycine Kokend § 10 ATP
Glycine-EDTA kokend § ATP
G1ycine-MgEDTA 10/5 N Kokend S 10 ATP
H20 Kokend 10 ATP
HZ0 kokend 10 arp
H20 100 2 AEC
H20 )] 5 AEC
H2504-EDTA 0.6 N. 5 NaOH 7.7 AEC
H2504-EDTA 0,25 M; 17 nM ] 20-20 KOH+TRIS 7.79 AEC
HZ504-EDTA 0.25 N; 17 M 0 15 H2504/K0H 7.79 AEC
H3PD4 1M K[l 7.8-72.% aeL
HCOOH 26N 0 AEC
HCOOH-EDTA 0.38 M; 17m4 0 15 H2504/K0H 7.75% AEC
HE! 0-4 P
KOH-Tris-EDTA 10, 10, 2 mM 100 1.5 H2504/K0H 7.7% AEC
Na24P04 0.045 M Kokend 1 KHZHPO4 {0,045 M) 7.70 ATP
NaZHPD4 0.04 B kokend | citroenzuyr (0,02M) 7.70 ATP
NaZHPD4 0.04 M Kokend | citroenzuyr (0,02M) 1.7 ALl
Na3PO4/EHCI3 10 M 2 ATF

soort
organisme

bacterien
phytoplankton
bacter:en
planten

vis

planten
phytoplankton
phytoplankton
bacterien
gistcellen
phytoplankton
bacterien
planten
mariene org.
phytoplankton
water, grond
water, grond
water, grond
phrtoplankton
phytoplankton
planten
planten
divers
phytoplanktion
bacterien
phrtoplankton
bacterien
bacterien
phytoplankton
bacterien

cediment, water
sediment, water

phytopiankton
water, grond

referentie

---------------------------------

Lundin & Thore, 1975
Larsson & Olssen, 1579
Lundin & Thore, 1975
Mendelsson & McKee, 1981
Sklar & McKee, 1984
Mendelssen & McKee, 1981
St.John, 1970

Pelroy et 3, 1974
Chapman et al, 1971

Ball & Atkinson, 1975
Larsson & Olssen, 1979
Lundin & Thore, 1%75
Bonsel & Pradet, 1948
Ktinken & Skjoldal, 1983
Bedel1 & Govindjee, 1973
Afghan et al., {977
Afgharn et al., 1977
Tobin et ai., 1978
Strehler,1933

Kytin & Tillberg, 1947
Bomsel & Pradet, 1948
Pradet, 1947

Karl et al, 1978
Larsson & Dlssen, 1979
Lundin & Thore, 1975
Fitawater et al, 1983
Andersen & Mevenburg, 1%77
Lundin & Thore, 1973
Kool, 1976

Lundin & Thore, 1975
Bulleid, 1978

Bulleid, 1978

Jeuwson, 1982

Tobin et al,, 1978



Vervolg Tabel 1

extractie nolair/i temp,  ex

middel in € ti
in

NaHC03 0.1 M kokend 10

NaHC0o3 0.1 M kokend |

NaHC03 0.1 M kokend 1

NalC03 0.1 M kokend 5

NaOH 0.02 N 80 25

NaQH 0.1N &0 30

PlA §.45 M

PCA & 0 13

PCA & -19¢

PCA & -194

PCA & -4 30

PCA & 0 b

PCA & 0 30

PCA & 0 13

PCA 0.6 N

PCA 0.6-8.79 M 0

PCA 0.4-0.75 N 0

PLA 0.6-0.75 M ]

PCA §.4-0.75 N 0

PCA 0.4-0.75 M ]

PCA 0.4-1,0M

PCA 0.7 M 0 30

PCA 5 0 15

PCA KhY4 0 5

PCA /I 0 k]I

PCA-EDTA 0.58 M;?? 0 30

PCA-EDTA 0.9 N; 2 M

PCA-E0TA 1.4 M: 100 0 20

PLA-EDTA 2.3 My 67 oM 0 13

PCA-EDTA 3N 17 o ] 30

tractie op pH tot para-
id gebracht pH meter
min, net
NaOH 1.7 AEC
HCL (iN) 8.3 ATP
AEC
HC1 8.5 AEC
EDTA 5 mM 9.8 ATP
AEC
K2C03 (2 M) 7.4 ATP
-20 K2C03 (') 4.3-7.0 AEC
K2C03 6.0-6.4 AEC
K2C03 (0,1-3%) 7.4 AEC
K2C03 7.4 AEC
KOH (2,40 AEC
K2C03 (3 4.5 AEC
-20 K2Ca3 (3N 4,5-7.0 AEC
AEC
KOH,Tris,KC1 ATP
KOW,Tris,KC1 ATP
KDH,Tris KC) ATP
KOH,Tris KC ATP
KOH,Tris,KC1 AEC
EDTA (5 i)+
HEPES (0.2 M)
K2003 (34 AEC
KOH (2.3M) + EDTA 7.7% AEC
KOH (2.8N) AEC
KOR/KPT €2.5/0.2 M) 7.3 AEC
triethanolamine HCL (M)
KOH/KHCO3 (2.4/0.58 ) AEC
KOH (2,80 7.2-7.4 AELC
AEC
-0 XOH (2.3} + EDTA 7.7% AEC
HEPES (0,2 M)
HZ504/KCH 7.75 AEC
KOK €2.6N) 7.2-7.4 AEC

soor t
organisme

referentie

strangzand
sedinent, water
bacterien
planten

milt
100qdieren
phytoplankton
molusken
crustaceen
mosse!
visspieren
planten

vis

mossel

nossel

21gen

algen

dlgen

algen

algen

bloedplaatjes
algen
bacterien
gist

bacterien
shrioptankton

vis {bloed, ¥ieuwen)
phrtopiankion

bacterien
diatomeen

Karl et al, 1578

Bulleid, 1978

Wiebe & Bancroft, 1975
Pamatmat, 1979

Uettermark, 1970

Lust et al, 1981
Lewensteip & Schneider, 1972
lvanovici, 1979

Giesy et al, 198!

Giesy et al, 1983

Vetter & Hodson, 1982
Mendelsson & McKee, 1981
Sklar & McKee, 1984
Tvanovici, 1980

Wijsman, 1984

Urbach & Kaiser, 1972
Ginmter, 1973

Bornefield, 1978
Botiomiey & Stewart, 1974a
Bottomley & Stewart, 197éb

Mills, 1973

Larsson et al, 1978
Chapman et al, 1371
Ball & Atkinson, 1974

Swedes, 1975
Falkowski, 1977

Leray et al, 1981
Larsson & Olssen, 1979

Lundin & Olsen, 1973
Falkowski, 1977



Vervolg Tabe) I

extractie molair/Y temp.  extractie op pH tot para- soor t referentie
midde! inC tijd gebracht pH meter organisme

inmin, met
TCA AEC planten Pamatmat, 1979
TCA 5/ 4 AEC planten Pradet, 1947
TCA 4 =15 4y,25 AEC planten Bomsel & Pradet, 1948
TCA 0.31 M (54 ] 15 KOH ATP algen Jeanjean, 1974
TCA 7 0 3 AEL mossel Wijsman, 1974
TCA 107 0 5 KOH (2.8N) AEC planten Mendelsson & McKee, 1981
TCA-EDTA 0.25 M;9.3 nM 0 20-30 AEC zoop!anktan Skjeldal, 1981
TCA-EDTA 0.5 M; 17 oM 0 10-15 AEC nosse] Skjoldal & Barkati, 1982
TCA-EDTA 0.51 M; 17 0 15 1.75 AEC bacterien Lundin & Olsen, 1975
TCA-EDTA 0.51 M; 100 mN 0 20-30 AEC phytoplankten Larsson & Olssen, 1979
TCA-Na2HP04-Paraguat 0.5 M; 0.25 M; 0.1 M D 5 NalH 7.4 AEC grond Brookes et al, 1983
Tricine 0.025 md 7.4 ATP Webster et al, 1980
Tris Kokend ATP phytoplankton Kool, 1974
Tris 20 md kokend 5 7.75 ATP phytopiankten Holm-Hansen, 1970
Tris 20 nM kokend 9 7.7 AEC divers Karl et al, 1978
Tris 20 nN 94 7.7 AEC isopaden Skjoldal & Bakke, 1977
Tris 20 mo % 7.7 AEC isopoden Skjoldal & bakke, 1970
Tris 20 ™ 9% 7.7 atC isopoden Bakke & Skjoldai, 1979
Tris 20 md KoKend 7.7 AEC algen Riemann & Wium—Andersen, 198]
Tris 20 mid kokend | 2.7 AEC phrtopiankton Riemann & Wiym-Andersen, 1987
Tris 20 mM kokend HCL (IN) 2.7 ATP sediment, water Bulleid, 1978
Tris 20 M kokend 4 7.7 AEC algen Jewson & Dokulil, 1982
Teis 50 oM 93 HCL 7.4 AEC capepoden Bamstedt & Skjoldal, 1974
Tris 30 5 HCL 7.4 AEC 200ptanktion Skjoldal & Bamstedt, 1974
Tris 50 nM 95 5-8 7.4 AEC zooplankton Skjoldal & Bamstedt, 1977
Tris 50 md kokend 9 7.7 ATR algen Hendzel & Healy, 1984
Tris 0.1 M atetaat 7.7% ATP Nichols et al, 1981
Tris I Kokend HC 8.0 AED mossel Wijsman, 1974
Tris- EDTA 20 nN; 2 M kKokend 2 CH3COOH 7.7 AL phytoplank ton Larsson & Olssen, 1979
Tris- EDTA 20 nM; 2 MM 100 1.9 H2504/K0H 7.7% AEC barterien Lundin & Thore, 1975
Tris- ECTA 50 uM; 2mM 7.7 - 4P phvtoptankton Pridmore et al, 1984
Tris-Arsenaat- 100 rM; 10 mM 100 1.5 H2504/K0H 7.4 AEC hacterien Lundin & Thore, 1975

£0TA- n-Butanol

10 a4y &4

- 01 -



Met de enzymatische bepaling kan alleen de concentratie van het ATP van een
monster worden bepaald. Het luciferase kataliseert de ATP afhankelijke oxida-
tie van het D-luciferine {(LH2). Eerst wordt een luciferase: luciferyl adeny-
laat (LH2: AMP) complex gevormd, dat onder invloed van 03 het oxyluciferi-
ne, COp, AMP en licht produceert. Wil men ook de concentraties van ADP en
AMP van een monster weten, dan dienmen zij met de onderstaande reactles omge-

zetr te worden tot ATP.

pyruvaatkinase (Pk)

a. fosfoenolpyruvaat (PEP) + ADP pyruvaat + ATP

K, Mg
myokinase (MK)

b. ATP + AMP - 2 ADP
Mg

Voor de bepaling wordt het vuurvlieg luciferase en luciferine gebruikt. Luci-
ferase en luciferine van verschillende biocluminiserende organismen kunnen
echter sterk verschillen (Kricka & Thorpe, 1983). Bij de bepaling wordt te-
vens gebruik gemaakt van een incubatiebuffer. Net als bij het extractiemiddel
is hier een breed scala van buffers toegepast (Tabel II). Ook hier zijn
slechts enkele vergelijkende onderzoeken naar de verstorende werking op de
enzymatische reactie en de betrouwbaarheid gedaan:

Afghan et al. (1977) vergeleken in een onderzoek naar de AEC van grond en wa-
ter tien verschillende buffers: Tris, MOPS, arsenaat, fosfaat, glycylglycine,
8-collidine, HEPES, TES, Tris maleaat en glycine. MOPS, Tris, TES en HEPES
buffers gaven de beste resultaten.

Alkalische buffers (pH 10 en hoger) voorkomen hydrolyse van ATP en bleken het
meest effectief. Zo bleven ATP-standaarden in 0.01 M glycine (pH 10) geduren-—
de tenminste zes maanden stabiel. Vastgesteld werd dat metalen de relatieve
luminicentie kunnen remmen; deze remming kan worden voorkomen door toevoeging
van 0.01 M Mg/EDTA aan de glycine. Nicols et al., (1981} onderzochten de ef-
fecten van verschillende anionen in een buffer. Onderzocht werden acetaat,
chloride, sulfaat, fosfaat, formaat, nitraat, malaat, citraat, succinaat,
tartraat, oxalaat, propionaat en butyraat. Ofschoon alle anionen een remmende
werking uitoefenen op het wvuurvlieg luciferase, bleken acetaat en succlnaat
het minst remmend te werken waarbij het gebruik wvan acetaat wordt aanbevo-—

len.
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Tabe! 11

buffer + toevoegingen verwijzing

Arsenaat Afghan el al1,, 1977
fosfaat NgSh4 Vetter & Hodson, 1982
fosfaat Afghan et al,, 1977
glrycine Afghan et al., 1977

glycyiglycine
glverighycine

glycylglycine

1ycyiglycine
{i"IYIglycine
alyeylighycine

glveylglycine
glycyiglycine
glycrlglycine
glycriglycine
HEPES
HEPES
HEPES
HEPES
inidazole-HLl
kalivm-fosfaat
Kalium-{fosfaat
kalium-fosfaat
kalium-fosfaat
kalium-fostaat
kalium-fosfaat
katium-fosfaat
MOPS
jumfosfaat
natriunfosfaat
natrimfosfaat
natriunfosfaat
NaZHPO4-HC!
TES
tricine

triethanotanine~HC!

triethanolanino

Tris
Tris
Tris
Tris
Tris
Tris-EDTA
Tris-EDTA

Tris-HC!
Tris-maleaat
s-collidine

DTT; EGTA; MgCi2; BS4;
P1,P5-di(adenosine-3')-
pentafosfaat

MgCl2

Mgl12

Ngl12

Mgli2

Mgl12

MgC12

MgCi2

KC1

Mo-acetaat; H20
Mg-acetaat; H20
MgCl2; KEI
Mgli2

NgCl2; KCI
MgS04

Mol12

MgCl12

MoC12

Mg12

MgC12
MgCi2
NgC12
MgC12
MgCi2; arsenaatbuffer

MgS04; EDTA; DTT

KC1; MgC12; EDTA; BS&; DTT;

D-[U-14Clglucose
MgCl2; DTT; NADH;
P-glyceraat

Mg: K

MgC12; KO

ace taat

MgC12; kaliumfosfaatbuffer

Mgl1Z; KCL
MgSD4; K2504
MgS04; K2504

KC1; MgC12

Afghan et al., 1977
Lust et al., 1961

Chapman et al., 197]
Panatnat et al., 1979
Skjoldal & Bakke, 1977
Wiebe & Bancroft, 1871
Skjoidal & Bakke, 1978
Suedes et al., 1975
Falkowski, 1977

Giesy et al., 1983
nethode Lumac

Afghan et al., 1977
M2ndelshon & McKee, 1981
Skiar & McKee, 1984

Lust et al,, 1981
Kiinken & Skjoldal, 1983
Klinken & Skjoldal, 1983
Ball & Atkinson, 1975
Skjoldai & Banstedt, 1977
Bakike & Skjoldal, 1979
Chapman et al,, 1971
Panatmat ot al., 1979
Afghan et al., 1977

Kar! & Holm-Hansen, 1978

Riemann & Wiun-Andersen, 1981

Fitzwater et al,, 1983
Jowson & Dokulil, 1982
Brookes et al., 1983
Afghan et al,, 1977
Webster ot al,, 1980
Goswani & Pande, 1984

Kimnich et al,, 1975

Kart & Holn-Hansen, 1978
Skjoldal & Barkati, 1981
Nichols et al,, 1981
Skjoldal, 1981
Wettermark et al., 1970
Larsson & Olssen, 1979
Lundin & Thore, 1975
Kimich et al., 1975
Afghan et al., 1977
Afghan et al,, 1977
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Webster et al. (1980) vonden dat Tris, tricine en glycylglycine buffers een
significant hogere lichtproductie tot gevolg hadden dan HEPES of fosfaatbuf-
fers en adviseerden op grond van hun bevindingen het gebruik van tricine.

De bepaling met behulp van het vuurvlieg luciferase dient zo spoedig mogelijk
na de extractie plaats te vinden. Afghan et al. (1977) melden dat ontdooide
oplossingen, zelfs in een 1jsbad, hun ATP verloren met een snelheid van 1 3
2% per minuut.

Wijsman (1976} vond dat ATP concentraties verkegen na homogenisatie met be-
hulp van TCA onafhankelljk zijn van de tijd tussen de homogenisatie en de en-
zymatische bepaling, dit in tégenstelling tot PCA (zie figuur 1). Kokende

Tris geeft eveneens een stablel extract.

4. Aanbevelingen

Ofschoon door vele onderzoekers de AEC in diverse matrices gemeten is kan op
grond van onderhavig literatuuronderzoek geconcludeerd worden dat er nog on-
voldoende kennis bestaat voor het doen van een aanbeveling m.b.t. de te vol-
gen bepalingsmethoden. Hiertoe 1s verder fundamenteel onderzoek noodzakeli jk.
De volgende aanbevelingen voor dergelijk onderzoek zijn:
a. M.b.t. de monstername
= het bepalen van het aantal organismen dat nodig is om statistisch ver-
antwoord te werken;
~ het bepalen van de Invloed van de wijze en snelheld van manipulatie van
de organismen voordat fixatie plaats vindt;
= het bepalen van de invloed van leeftijd c¢q. stadium van de organismen;
= het bepalen van de invloed van schommelingen in temperatuur, licht en
zuurstofgehalte;
= het bepalen van de invloed van de stroomsnelheid van het water;
- het bepalen van de invloed van het verversen van het medium;
= het bepalen van de invloed van populatiedruk en voedselstress.
Bedoelde onderzoekingen zijn fundamenteel voor verdere laboratorium~ en veld-
studies aan AEC en dienen soortspecifiek gericht te zijn.
b. M.b.t. conservatie en extractie
= het bestuderen van de mogelijkheid om de organismen met het extractie-
middel in te vriezen;

= het wvaststellen van het meest effectieve extractiemethode (Tris, TCA,

PCA (zie bijlage A));
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~ het vaststellen van de meest effectieve behandelingsmethode (sonifice~
ren, vriesdrogen, vermalen);

- het bepalen van het mogelijke verschil in resultaat na directe opwerking
en na een zekere perlode van opslag.

Deze studies dienen gekoppeld te verlopen en eveneens soortspecifiek ge-

richt te zijn.

- het vaststellen van de nauwkeurigheid waarmee de nucleotiden bepaald
kunnen worden en het bepalen van het mogelijk verstorend effect van ATP
en ADP bij het kwantificeren van AMP en ADP.

- het vaststellen van de meest effectieve incubatie-buffer (Tricine, MOPS,
Tris, TES en HEPES (tabel II)).
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Figuur 1. ATP-waarden als een functie van de tijd tussen
homogenisatie met PCA of TCA en de enzymatische
bepaling (Wijsman, 1976)
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Lijst van gebrujkte afkortingen en verklaring van enige namen

BSA
DTT
EDTA
EGTA
HEPES
MOPS
NADR
PCA
PVPP
TAER
TCA
TES
Tricine

Tris

bovine serum albumin

dithiothreitol

ethylenediaminetetraacetic acid

ethylene bis—{oxyethylenenitrolo)tetraacetic acid
N-2-hydroxyethylpiperozine-N-2-ethanesulfonic acid
3-(N~-morpholino)—-propanesulfonic acid
1,4-dihydro-nicotinamide adenine dinucleotide
perchloric acid

polyvinylpolypyrrolidone
tris-EDTA-arsenate-n-butanol

trichloroacetic acid
N=-tris(hydroxymethyl)methyl-2—amino-ethanesulfonate
N-tris(hydroxymethyl)methylglycine
tris{hydroxymethyl)aminomethane
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Bijlage A: de drie extractiemethoden (Tris, PCA en TCA)

4
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Lumac-methode: Tris—extractie

4,5 ml kokende Tris—EDTA

— |

| 0,5 ml monster

~

3 min. koken bij 98° C
afkoelen op 1js

volume 0515,0 ml brengen

ATP, Aﬁ%, AMP bepalen
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Sklar, McKee (1984) : PCA-extractie

1 mg bevoren

weefsel

3 ml 6% PCA-opl.

ellet

4

nasp&%len met 3 ml PCA

30 min. op ijs zetten PCA

gewicht bepalen

malen in morties in vloeibare Ny

overbrengen in centrifugebuis

15 minY centrifugeren 20.000 g bij 4° C

supernatant

\

neutraliseren met 5 N

KoCO3 tot pH 6,5

v
15 min. op ijs

15 min. centrifugeren 20.000 g
bij 4°C

pellet

supernatant

ool

ATP, ADP,;” AMP bepalen
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Wijsman, 1976 : TCA-extractie

weefsel in vloeibare N2

N2 verdampen

v
Natte gewicht bepalen

¥

< 3 volumes ijskoude 7 w/v % TCA

l
5 min. homogeniseren

centrifﬁéeren: 35.000 g, 15 min., 0° C

pellet supernatant

5 ml neutraliseren m.b.v. 5 M KpCOj

ATP, ADP, AMP bepalen
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Bepaling ATP, ADP, AMP volgens Lumac—-methode

100 pl monster 100 yl monster 100 yl1 monster
<—100u1A| 100 p1 B “Q100yp1c
N
e -
30 min. kt of 30° C 30 min. kt of 30° C 30 min. kt of 30° C
koelen tot kt koelen tot kt koelen tot kt
- ¥ ! A 4
50 41 monster 50 U1 monster 50 ¥1 monster
1100 Y1 Lumit PM € 100 U1 Lumit PM $1100 U1 Lumit PM
<4 b3
N
ATP bepalen ATP+ADP bepalen ATP+ADP+AMP bepalen
A = 25 mM Hepes —-10 mM KC1, pH 7,75
B = phosphoenolpyruvate en pyruvatekinase in Hepes - KC1 pH 7,75
C = myokinase enzym in 3,2 M (NH4)p SO4 in reagens B

Lumit PM = luciferine — luciferase in 25 mM Hepes pH 7,75

kt = kamertemperatuur
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Bijlage B: Computerprogramma voor de besturing van de detectie appartuur

(Lumac)
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st

1 REM BOTO 1080
100 60TO 980

110 REM BEBRUIKTE SUBROUTINES

120 REY PRNTLINES PRINTEN OP HP VP

130 VTAB (VPZ): HTAB CHPY.): PRINT PRNTLINES;
140 RETURN

150 REM SCHOUNWKEN EN OPZETTEN BEELDSCHERM
160 TET

170 L1 = ° ——- .
180 L2 = * .
190 L3 = ° .
A0 HME

210 VP% = 1:HPZ = 11PRNTLINES = Li¢s INVERSE : GOSUB 130
220 VP = 2:HP% = 1:PRNTLINES = 28: GOSUB 130:VP% = 23:PRNTLINES = L3%: GOSUB 130:UP% = 24: GOSUB 130: NORMAL
230 RETURN

240 REM UITLEZEN DISPLAY BIOCOLNTER

260 D= PEEK (49313)

MH=D

280 D= (INT(D/2) 42

290 IF H = D THEN 260

300 £ = 16:6 =0

M0 FORT=1T06

ME=E+ 16

330 POKE 49313,E

M0 F = PEEK (49313)

30 FORI=1703

%0 IFF <2 ° (7 - 1) THEN 380
MF=F-2-¢-1

380 NDXT |

W6=6210+F

400 NEXT T

419 RETURN

420 REN GEGEVENS NAAR ARRAY

430 LET METINGNR, = METINGNR + |

440 LET ACNETINGNRY) = AP: REN POMPNR

450 LET MS(METINGNRZ,1) = 68: REN NDDE

460 LET CCNETINGNRY) = §: REM AANTAL COLNTS
470 RETURN

483 RBM INITIALISEREN PONPNR

WOC=APH 4+

00 POKE 49315,255

510 POKE 49313,C

520 POXE 49324,0

530 RETURN

40 REM POMP AANSTUREN BIJ METING

950 C = C + 2: POKE 49313,C

860 C = € - 1: POKE 49313,C

870 C = C - 1: POKE 49313,C

80 POKE 49324,1%2

999 POKE 49315,240

S0 POKE 49324,192

610 POXE 49313,0

620 RETURN

30 REM REINITIALISEREN BIOCOUNTER

40 POXE 49315,255

450 POKE 493131

60 POXE 49324,0

70 POKE 49313,3

¢80 POKE 49313,1

490 RETURN

706 REM STATUSLIN

710 TEXT
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720 1F P = 0 THEN P$ = *UIT"
730 IF P =1 THEN P$ = "AAN"
740 HTAB (10): VTAB (23)
750 PRINT *PONP *;AP;* PRINTER °;P$
760 RETURN
770 REM DISPLAY ROUTINE
780 REM IF INT ( VAL (B$)) ¢ 4 THEN RETURN
790 IF INT ( VL (B%)) > 7 THEN RETUMN
B0 TEXT : HTAR (1): VIAB (17)
BI10 IF P =1 AND METINGNRZ = | THEN PRINT CMR¢ (4)"PREI"
B15 HTAB (1): VUTAB (17): PRINT * *; BTAR (1) VIAB (18): PRINT °®
*: KTAB (1) VTAB (17
820 PRINT "METINENR PONPNR  OPTIE  RLU®
825 PRINT * .
B30 IF P=1 THEN PRINT CHRS (4)*PRE|"
B0 JF METINGNRY ¢ > DAND INT ¢ VAL (B%)) > 4 THEN PRINT TABC 4);METINGNRY - 3; TABC 17);A(METINGNR, - 1); TAB¢ 27);
MS(METINGNRY - 1,1); TABC 34) ;CCMETINGNRY - 1)
B30 IF METINGNR, ¢ ) 0 THEN PRINT TABC 4)METINGNRY; TAB( 17) ;A(NETINANRL) ; TABC 27); {MS(NETINGNRU, 1) ; TABC 34) jCINET]
NENRED)
840 IF P =1 THEN PRINT CHRS (4)°PRED*
870 RETURN
8B0 VP = VP + {:PRNTLINES = “DRUK OF EEN TDETS OM VERDER TE GAAN *: GOSUB 130: GET W$: PRINT *
": HIME : RETUMN

890 RETUMN

900 REM WEGSCHRIJVEN NeAR SCH1JF

910 RETURN

920 REM PLAATIE 1§

P30 POKE - 16299,0: POKE - 14297,0: POKE - 14302,0: POKE - 14304,0

940 RETURN

#50 REM PLARTJE 2 APPLE CONTROLLING BIOCOUNTER

960 POKE - 14300,0: POXE - 14297,0: POKE - 14302,0: POKE - 14304,0

$70 RETUMN

980 D% = CHR$ (4)

970 5¢ = "BLOAD BJOSCRI,AB192,54,D1"

1600 PRINT D8;5%

1610 6OSUB 920

1020 5% = "BLOAD BIOSCR2,A146384,54,D1"

1030 PRINT D%;Ss

1040 DIM ACI00): DIN M$<100,1): DIN C(100)

1050 LET METINGNR: = 0: LET AP = 0

1040 LET 6= 0: LET P = 0:68 = *0°

1970 HIME : TEXT

1080 REM PROGRAMMA STURING DMV MENU

1090 BOSUB 170:Vp% = 1:HPZ = 101PRNTLINES = * MENU KAART BIOCOUNTER *: 6OSUB 130
1100 POKE 34,17: POKE 35,22

1110 INVERSE

1120 FOR 1 =570 13

1130 VP = T:HPZ = 11PRNTLINES = *(" + STRS (1 - 4) + *)": GOSUB 130

1140 NEXT : NORMAL

1130 VP = 3:HPY = 5:PRNTLINES = "ADDITIE NBV POMP 1 *: B0SUB 130

1060 VP% = 6:HP/ = S:PRNTLINES = *ADDITIE MBV POMP 2 ': 60SUB 130

1170 VF7 = 75HPX = S:PRNTLINES = "ADDITIE NBY PONP 3": 60SUB 130

1180 VP = B:HPZ = 5:PRNTLINES = "METBY *: 60SUB 130

1190 UPZ = 9:HP/ = S:PRNTLINES = *STANDAARDADDITIE MBV POMP 142*: BOSUB 130
1200 VPZ = 10:HP7 = 5:PRNTLINES = *STANDAARDADDITIE MBV PONP {43°: GOSUB 130
1210 VP4 = 11:HF/ = 3:PRNTLINES = *STANDAARDADDITIE AUTONATISCH *: 60SUB 130
1220 VP = 12:HF%, = 5:PRNTLINES = "PRINTEN RESULTATEN AAN/UIT®: GOSUB 130
1230 VP% = 131HPY = 5:PRNTLINES = *SUB MENU DATAVERWERKING®: 60SUB 130

1240 VW7 = 14:HP = 14:PRNTLINES = *UM KEUZE ?: *: BOSUB 130: FLASH : PRINT * *;: NORMAL
1250 605UB 700

1260 60SUB 770

1270 HTAB (26): VTAB (16)

1275 @ = FRE (D)

1280 GET Gt
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1782 IF 6% = CHRS (13) THEN BOTO 2220
1290 IF VAL (B%) < 0 DR WAL (B%) ) 9 THEN 1280
1300 ON INT ¢ VAL (B%)) BOTO 1320,1320,1320,1370,1480,1610,1700,1730,2220,2220
1310 60TO 1250

1320 REN INITIEREN N PONP

1330 LET AP = INT ( VAL (B$))

1339 6OTO 1400

1340 GOSUB 700

135 GOSUB 480

1340 6OTO 1250

1370 REN METEN

§38) WTAB (1): VTAB (20): PRINT * .
1390 LETAP=1

1400 BOSUB 700

1410 $0SUB 950

1430 GOSUB 480

1435 60SUB 540

1440 6OSUB 240

1450 GOSUB 420

1460 §OSUB 430

1470 6070 1250

1480 REM STANDAARD ADDITIE MBY POMP 2
1490 6OSUB 950

150 FOR GP = 1 T0 2

1510 AP = O

1530 5OSUB 480

1535 GOSUB 540

1540 GOSUB 240

1550 60SUB 420

1560 GOSUB 630

1570 NEXT QP

1580 TEXT

1600 6OTO 1250

1610 REM STANDAARD ADDITIE MBV PONP 3
1620 GOSUB 950

1630 FOR GP = 1 T0 3 STEP 2

1440 AP = O

1650 GOSUB 480

1655 GOSUB 540

1660 60SUB 240

1670 GOSUB 420

1680 6OSUB 630

1690 NEXT QP

1700 TEXT

1720 6OTO $250

1730 LETP=P4+1:IFP) =2 THNP =0
1750 GOTO 1250

1760 PRINT CHRS (13) CHRS (4)"CATALDG,02°: VIAB (22): HTAB (1): INPUT *NAAN TE SAVEN FILE :°;Nadits
1765 IF NodM$ = ** THEN 60TO 2220

1776 REM  PRINT CHRS (13) CHRS <4)"DELETE'NAAMS
1780 PRINT CHRS (13) CHRS ¢4)"OPEN"NAGMS
1790 PRINT CHRS (13) CHRS (4)°WRITE'NaAM
1890 PRINT METINGNR

1850 FOR X = | TO NETINGWY,

1820 PRINT X

1830 PRINT ACX)

1840 PRINT N8(X, 1)

1850 PRINT COO

1860 NEXT X

1870 PRINT CHRS (13) CHRS (4)*CLOSE‘NAAMS
1880 GOTO 2220

1090 REM GEGEVENS WWN SCHIJF

1892 ONERR GOTO 199



1900
1965
1810
1912
1915
1920
1930
1940
1950
1960
197
1980
1990
1991
1992

1993
1994

1995
2000
018
s Yyl
2030
2840
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HTAB (1): VIAB (16): PRINT CHRS (13) CHRS (4)°CATALDS,D2*
PRINT : PRINT

UTAB (22): HTAB (1): INPUT "NAAN TE LADEN DATAFILE ? ";NAAM$

1F Naits = ** THEN HIME ; 6OTO 2220

PRINT CHR$ (13) CHRS$ (4)*VERIFY'NaaM$

PRINT CHR$ (13) CHRS (4)"OPEN"NAAMS

PRINT CHRS (13) CHRS (4)"READ"NAANS

INPUT METINGNR,

FOR X = 1 T0 NETINGNR,

INPUT @,A(X) M$¢X, 1), CCX)

NEXT X

PRINT CHRS (13) CHRS (4)"CLOSE"NAAMS

601D 2220

REM  CALL 794

IF PEEK (222) = 9 THEN PRNTLINES = “DISKETTE IS VOL, VERVANG HEM DOOR EEN LEGE *:HPY = 1:UP% = 21: GOSUB 130: FOR I
= | TO 9000:VF% = 23: §0SUB 880: BOTO 1890

IF PEEK (222) = § THEN PRNTLINES = *DISKETTE IS NIET TE LE2EN®:UP% = 20:HP% = 1: GOSUB 136: FOR 1 = 1 TO 9000:VPY =

23: GOSUB 880: GOTO 1890

IF PEEK (222) = 4 THEN PRNTLINE$ = "FILE NIET GEVONDEN ®:HPX = 10:VP% = 21: FLASH : 60SUB 130: FOR X = 1 T0O §000:VP

4= 23:HP = 1: NORMAL : G0SUB 8B0: 60T 1890

6070 2020

VIAB (23): HTAB (1): PRINT "FILENAAN : "jNAAMS: WTAB (25): PRINT "RECORD(S) :*jMETINGNR

RETURN

REM HARDCOPY VAN DE BEGEVENS

G6OSUB 170:VF% = 1:HP = 11:PRNTLINES = * PRINTEN GEGEVENS *: BOSUB 130

IF METINGNRY, = 0 THEN VP = S:HP% = $:PRNTLINES = "ER ZIJN GEEN GEGEVENS (M TE PRINTEN *: GOSUB J30: FOR 1 =1 T0 3

000: NEXT : GOTO 2220

2850 VP4 = 5:HPY, = 1:PRNTLINES = "ZET DE PRINTER AAN": INVERSE : 60SUB 130: NORMAL :UP/ = 9:PRNTLINE$ = "DRUK EEN TOETS (M

2060
2070
2080
2090
2100
2110
2120
2130
2140
2150
2160
2180
2190
2200
2210
2220
2230
2240
2250
2260
2720

VERDER TE GAAN °: GOSUB 130: BET W

HOME :VPZ = 5:HPZ = {:PRNTLINES = *PRINTEN ° + NAAMS: FLASH : 60SUB 130: NORMAL
PRE 1: POKE 1457,%0: RBY BREEDTE=90

PRINT : PR® D: PRY {: REM NODIG VOOR PRINTERKUREN

PRINT *MONSTERFILE: *;NAAMS

PRINT : PRINT
PRINT = *DATAFILE: BIOCOLNTER-* + NaaMs

PRINT : PRINT

PRINT *NETINGNR  PONPNR  OPTIE  RLU°
PRINT ° .

FOR X = 1 T0 NETINGNR!

PRINT TABC 4);X; TABC 17)jA(X); TABC 26);M8(X,1); TAB( 33);000
NEXT X

PRINT : PRINT *---- .

PRY 0

60T0 2220

REN SUB MENU

HOME : GOSUB 170:UP% = 1:HPZ = B:PRNTLINES = "SUBMENU GEGEVENSVERWERKING': GOSUB 130
POKE 34,2: POKE 35,22

INVERSE

60SUB 2000

FOR 1= 570 1

2280 VP, = 1:HPZ = |PRNTLINES = "(* 4 STRS (I - 4) ¢ ")": GOSUB 130

2290

NEXT : NORWAL

2300 VP, = 5:HP% = S:PRNTLINES = *BEGEVENS WAN SCHIJF*: 6OSUB 130

2310 VF, = 8:HPZ = 5:PRNTLINES = "BEGEVENS NAAR HET SCHERM®: BOSUB 130
2320 WP7 = 7:HP% = DiPRNTLINES = *GEGEVENS NAAR DE PRINTER": GOSUB 130
2330 UPY = B:HFY = J:PRNTLINES = *GEGEVENS NAAR SCHIJF®: B0SUB 130

2040 VP = 9:HP/ = 5:PRNTLINES = “BEGEVENS WISSEN *: GOSUB 130

2330 VP = J0:KP/ = 5:PRNTLINES = *TERUS NAAR HET HOOFDMENU  °: G0SUB 130
2380 VPY = 11:HP7 = J:PRNTLINES = *DOSCONNANDO'S *: 605U8 130
2370 VP = 16:HP% = 14:PRNTLINES = *\M KEUZE ?:": 6OSUB 130

2380
3%
2392
2480

HTAB (26): VIAB (14)

BET B¢

IF 0% = CHRS (13) THEN 6070 1070

IF VAL (6%) (1 DR VAL (B%) ) 7 THEN 2350
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2410 N INT (\aL (6%)) GOTO 1890,2430,2020,1740,2570,1080,4000

2420  60T0 2220

430 HOME :MAC/ = INT (NETINGNRY / 10 ¢+ 0.5)

2440 IF NETINGNRY = 0 THEN VP4 = 5:HPY = {:PRNTLINES = "ER ZIJN GEEN SEGEVENS '!!!' *: INVERSE : GOSUB 130: FOR I = 1 T0
3000 NEXT : 6070 2220

2450 FOR Y = 0 T0 MO/

2448 HTAB (1): VIAR (7)

2470 PRINT °-- - '
2480 PRINT "METING®R  PONPNR  OPTIE  RLU”
P | R '
2500 PRINT

2500 FORX =10 %Y + 1TO10 3 + 10

2520 IF X ) METINGNR. THEN 2560

2530 PRINT TABC #)X; TAB( 17);8000; TAB( 26);M8(X,1); TABt 33);C(0)

2540 NDXT X

2550 PRINT *

2560 KTAB (1): VTAB (23): INVERSE : PRINT * DRUK OP EEN TOETS OM DODR TE GAAN'' *: HTAB (1): VIAB (2): GET W$: HTAB (1)
: VTAB (23): PRINT * " NORMAL : HOME

2565 IF X ) = METINGNR. THEN 6OTO 2220

2570 NEXT Y

7580 GOTO 2220

2590 REM ALLE GEGEVENS WISSEN

2600 HWOME :UP = S:NP% = 1iPRNTLINES = "WAARSCHUMING * + CHRS (13) + *U GAAT ALLE GEGEVENS UITWISSEN® + CHR$ (13) + °D
BORGAAN (JAN) 2 :*: GOSUB 130

2610 GET s

2620 IF U$ = *J° THEN METINGNRY = O:NoaMs = ° .

2630 8070 2220




