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Samenvatting 

In dit rapport wordt een literatuuroverzicht betreffende de "Adenylate Energy 

Charge" bepaling gegeven. In het bijzonder 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 bemonsterlngsmethoden van de te on­

derzoeken organismen. 

De beste resultaten, met betrekking tot de extractiemethoden, werden verkre­

gen met Tris, TCA en PCA. Trlcine, 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 (Luraac). 
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1. Inleiding 

In onderzoek dat gericht is op het voorspellen van het gevaar van milieu-

vreemde stoffen speelt de toxlciteltsbepaling een belangrijke rol. Men kan 

hierbij drie vormen van toxiciteitsonderzoek onderschelden: 

(1) kortdurend onderzoek aan één soort met o.a. sterfte en groelremmlng als 

criteria, (2) langdurend onderzoek aan één 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 weinig 

subtiele parameter Is en in de veldsltuatie 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 biologisch integratieniveau. Afgezien van de hieraan gekoppelde hogere 

kosten en langere tijdsduur, wordt in dergelijk onderzoek de parameterkeuze 

voornamelijk beperkt door het soort toetsorganisme. Hierdoor bestudeert men 

in de praktijk maar al te vaak niet de meest gewenste parameters, zoals 

blijkt uit het gegeven dat in meer dan 50% 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, organlsmaal of ecosysteem niveau. Om deze reden 

verdienen aspecifieke biochemische parameters nadere aandacht. Naast vermeen­

de hoge gevoeligheid zijn deze parameters wellicht tijd- en daardoor kosten­

besparend, behoeven weinig biologisch materiaal en kunnen op ieder soort or­

ganisme van toepassing zijn. Om deze redenen biedt 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 normdoelstelllngen. 

Een potentieel geschikte biochemische parameter is de "adenylate energy 

charge" (AEC). 

Met deze term wordt de hoeveelheid energie aangegeven die voor een 

biologische eenheid beschikbaar is om zich te handhaven, te groeien en zich 

te vermenigvuldigen. Ofschoon het begrip AEC reeds aan het eind van de 60-er 

jaren geïntroduceerd 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 (Ivanovlcl en Wiebe, 

1981). 

In het kader van de RIVM-projecten 847109 en 842052 zal de bruikbaarheid van 

AEC als eco(toxico)logische parameter nader geëvalueerd 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)• 
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2. Achtergrond 

Alle metabolische omzettingen gaan gepaard met het verbruik of de vorming van 

het energierijke ATP en zijn derhalve afhankelijk van het adenine nucleotide 

systeem, In dit systeem zijn de volgende Individuele adenine nucleotiden te 

onderschelden: AMP, ADP en ATP, Deze stoffen bestaan uit een heterocycllsche 

base (adenine), waaraan een pentose ring (rlbose) is gekoppeld met één (ade­

nosine monofosfaat: AMP), twee (adenosine dlfosfaat: 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 

biologisch evenwicht i s het een logische conclusie dat de anabollsche en c a -

tabolische processen onderling gereguleerd worden en dat deze regulatie kine­

tisch gecontroleerd wordt door 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 ratio. Gezien deze heterogeniteit in respons is het wenselijk te be­

schikken over één parameter, waarmee alle effecten van de adenine nucleotiden 

op enzymatische processen worden gerelateerd aan het energie niveau van de 

cel. Het adenine nucleotide 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 -I- H2O). 

Teneinde de waarde van de lading niet variabel te laten zijn tussen O en 2 

maar tussen O en 1 werd door Atkinson (1967) de energie lading gedefinieerd 

als de helft van het aantal anhydrlde-gebonden fosfaat groepen per adenine 

nucleotide. Dit is gelijk aan de mol fraktie ATP plus de helft van de mol 

fraktle ADP, of, in termen van individuele concentraties: AEC = [ATP + 0,5 

ADP]/[ATP -I- ADP + AMP]. 

De voordelen van deze parameter zijn: 

a. AEC is a-speciflek en correleert met de algemene fysiologische conditie 

("well-being"); 

b. AEC speelt een integrale rol in het energlemetabollsme van alle levende 

organismen en kan derhalve door het gehele biologische spectrum gemeten 

worden; 
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c. AEC heeft onder normale omstandigheden een stabiele waarde die meestal 

boven 0,75 ligt (Haya en Walwood, 1983); 

d. de variatie tussen individuen is voor 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. 

e. de reactietijd is snel en varieert van minuten voor eencelllgen tot 

meestal minder dan 24 h voor meercellige organismen, In die gevallen, 

waarin een respons langer duurt dan 1 dag blijkt deze reaktietijd korter 

te zijn dan die van andere fysiologische veranderingen. 

De nadelen van deze parameter zijn: 

a. AEC is aspecifiek en verschaft derhalve geen enkele informatie over de 

aard van de belasting; 

b. de respons verloopt over het algemeen niet lineair maar vertoont veelal 

een stapsgewijze funktle, waardoor de Interpretatie van 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 Walwood, 1983); 

c. er zijn uitzonderingsgevallen bekend, waarin zwaarbelaste organismen blijk 

hebben gegeven te beschikken over mechanismen welke variaties in AEC te­

niet kunnen doen (Ivanovlcl 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 

danwei over betrouwbare referentiewaarden beschikt; (2) tevens andere suble-

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

schikte Indicatorsoorten kiest. 
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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 Onderschelden, 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 geëigen­

de procedure werd een literatuuronderzoek verricht naar de bruikbaarheid van 

diverse technieken. 

3.1. ̂ ê ojis_tê î g_ê  £̂ ojïŝ r̂ ê£̂ ljig 

In de litertuur wordt weinig aandacht besteed aan de bemonsteringswijze van 

de organismen en de fixatiemethode 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 monstemame 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 membraanfliter (Bulleld, 

1978; Henzel & Healy, 1984). Vergelijkbare resultaten werden verkregen door 

Larsson en Olsson (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 % gemeten aan 

groeiende 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 binnen 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 gedeioniseerd 

water. 

3.2. Extr_aĉ i_e 

Voor het verkrijgen van ATP, ADP en AMP zijn met name in 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 extractiemethoden voor 

het bepalen van de AEC van bacteriën: 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 intacte bacteriën het 

meest benaderd. In bepaalde bacteriestammen kunnen andere extractiemiddelen 

echter even goede resultaten geven (b.v. ethanol, TAEB), Daar TCA-extractle 

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. Extracties 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 vergelijkbaar 

hetgeen resulteerde in vrijwel dezelfde AEC-niveaus. 

Mendelssohn en McKee (1981) vergeleken enige extractiemiddelen aan vaatplan-

ten. Kokende EDTA -I- PVPP resulteerde in hogere AEC-waarden dan kokende EDTA, 

TCA en PCA, maar deze verschillen waren niet significant. 

Karl en Holm-Hansen (1978) vonden hogere ATP en AEC-waarden bij PCA-extractie 

van marien sediment en meercellige organismen dan bij kokende Tris. 

Bulleld (1978) vergeleek Tris-, NaHC03, Sorensen- en Mcllvalnebuffer bij de 

extractie van ATP uit marien sediment en zeewater. Bicarbonaat en fosfaat 

oefenden een remmende werking uit en de beste resultaten werden verkregen met 

de Mcllvaine buffer. 



TabrI I 

extractie 
nidde) 

Butanol-EOTA 
CHC13-EDTA 
CHC13-E0TA 
EDTA 
EDTA 
EDTA-FVPP 
Ethanol 
Ethanof 
Ethanol 
Ethanol 
Ethanol-EDTA 
Ethanol-EDTA 
Fornalinezuur 
Fos^aatbu^fer 
Glycine 
Glycine 
Glycine-EDTA 
Glycine-MgEDTA 
H20 
H20 
H20 
H2Ü 
H2S04-EDTA 
H2S04-E0TA 
H2S04-E0TA 
H3P04 
HCOOH 
HCOOH-EDTA 
HCl 
KOH-Tris-EDTA 
Na2HP04 
Na2HP04 
Na2HP04 
Na3P04/CHC!3 

nolair/*/ 

83X; ITtiW 
100 nH 
100 n^ 
1 nri 
1 nM 
1 nM; S; 

Bsy. 

9^. 
96y.] tOOnH 
9£{, 4rif1 

m. 
75t#1 
20 irfi 

10/5 tiH 

0.6 N. 
0.25 M; 17nf1 
0.25 M; )7Trf1 
1 M 
2,iiM 
0.38 M; 17nM 

10, 10, 2 n ^ 
0.065 M 
0.04 h 
0.04 M 
10 nM 

tenp. 
in C 

20 
100 
20 
100 
Kokend 
100 
kokend 

80 
78 
kokend 
78 
-20 

kokend 
kokend 
kokend 
kokend 
kokend 
kokend 
100 
60 

0 
0 

0 
0 
0-4 
100 
kokend 
kokend 
kokend 

extractie op pH 
tijd 
in min. 

3 
2 
2 
0.5 
0.5 
0.5 
1 

10 
5 
1 
I 

15 
5 
5 
5 
10 
10 
2 
5 
5 
20-20 
15 
30 

15 

1.5 
! 
1 
1 
2 

gebracht 
net 

H2S04/K0H 

H2S04/K0H 

H2504/K0H 

KCL (8n*1) 

NaOH 
KOH+TRIS 
H2S04/K0H 

H2504/KOH 

H2S04/K0H 
KH2HP04 (0.065 M) 
citroeniuur (0.02H) 
citroeniuur (0,02M) 

tot 
pH 

7 
7 
7 
7.4 
6.5 
7.4 

7 
7 

7.5 
7.75 
10 

10 

7.7 
7.75 
7.75 
7.8-7.9 

7.75 

7.75 
7.70 
7.70 
7.7 

para­
meter 

AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
ATP 
ATP 
ATP 
ATP 
ATP 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
AEC 
ATP 
ATP 
AtC 
ATP 

soort 
organisne 

bacteriën 
phytopUnkton 
bacteriën 
planten 
vis 
planten 
phytopUnkton 
phytopUnkton 
bacteriën 
gistcellen 
phytopUnkton 
bacteriën 
planten 
narJene org. 
phytopUnkton 
water, grond 
water, grond 
water, grond 
phytopUnkton 
phytopUnkton 
pUnten 
planten 
divers 
phytopUnkton 
bacteriën 
phytopUnkton 
bacteriën 
bacteriën 
phytopUnkton 
bacteriën 
sediment, water 
sediment, water 
phytopUnkton 
water, grond 

referentie 

Lundin & Thore, 1975 
Larsson 4 Olssen, 1979 
Lundin A Thore, 1975 
Mendelsson 4 McKee, 1981 
Sklar & McKee, 1984 
Mendelsson & McKee, 1981 
St.John,1970 
Pelroy et jl, 1976 
Chapman et al, 1971 
Ball & Atkinson, 1975 
Larsson & Olssen, 1979 
Lundin 4 Thore, 1975 
Bonsel & Pradet, 1968 
Klinken & Skjoldal, 1983 
Bedell & Govindjee, 1973 
Afghan et al., 1977 
Afghan et al., 1977 
Tobin et al,, 1978 
Strehler,1953 
Kylin tt Tillbtrg, 1967 
Bonsel & Pradet, 1968 
Pradet, 1967 
Karl et al, 1978 
Larsson & Olssen, 1979 
Lundin & Thore, 1975 
Fitzuater et al, 1983 
Andersen & Meyenburg, 1977 
lundin & Thore, 1975 
Kool, 1976 
Lundin Jt Thore, 1975 
Bulleid, 1978 
Bulleid, 1978 
Jewson, 19B2 
Tobin et a h , 1978 

l 

00 

I 



Vervolg Tabel I 

extractie 
middel 

NaHC03 
NaHC03 
NaHC03 
NaHC03 
NaOH 
NaOH 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 
PM 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 
PCA 

PCA 
PCA 
PCA 
PCA 

PCA 
PCA-EÖTA 
PCA-EDTA 
PCA-EOTA 

PCA-EDTA 
PCA-EOTA 

moUir/"/ 

0.1 M 
0.1 H 
0.1 N 
0.1 M 
0.02 N 
0.1 N 
0.45 M 
SA 
6X 
&. 
&, 
a 
&. 
&, 
0.6 M 
0.6-0.75 M 
0.6-0.75 M 
0.6-0.75 H 
0.6-0.; ?5M 
0.6-0.75 M 

0.6-1.1 
0.7 M 
35X 
35*/ 

35'/ 
0.58 H 
0.9 N; 
1.4 M; 

2.3 M; 

1 M 

\V 
2mM 
100:TW 

67 irfl 
35*/; 17 mM 

temp. 
in C 

kokend 
kokend 
kokend 
kokend 
60 
60 

0 
-196 
-196 
-4 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 

0 
0 

0 

0 
0 

extract 
tijd 
in nin. 

10 
1 
1 
5 
25 
30 

15-20 

30 
5 
30 
15-20 

30 
15 
5 

30 
30 

20-30 

15 
30 

ie op pH 
gebracht 
met 

NaOH 
HCL (IN) 

HCl 
EDTA 5 nM 

K2C03 <2 M) 
K2C03 (5N) 
K2C03 
K2C03 (0.1-5N) 
K2C03 
KOH i l .m) 
K2C03 (5N) 
K2C03 <5N) 

K0H,Tri5,KCl 
K0H,Tri5,KCl 
KOH,Tris,KCl 
KOH,Tris,KCI 
KOH,Trls,KCl 
EDTA (5 irfO* 
HEPES (0.2 M) 
K2C03 (3M) 
KOH (2.5H) • EDTA 
KOH (2.6N) 
KOH/KPI (2.5/0.2 M) 
triethanoUmine HCL (2M: 
K0H/KHC03 (2.6/0.58 M) 
KOH (2.6N) 

KOH (2.5M) • EOTA 
HEPES (0.2 M) 
H2S04/KOH 
KOH (2.6N) 

tot 
pH 

7.7 
8.3 

8.5 
9.8 

7.4 
6.5-7.0 
6.0-6.4 
7.4 
7.4 

6.5 
6.5-7.0 

7.75 

7.3 
1 

7.2-7.4 

7.75 

7.75 
7.2-7.4 

para­
meter 

AEC 
ATP 
AEC 
AEC 
ATP 
AEC 
ATP 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
ATP 
ATP 
ATP 
AEC 

AEC 
AEC 
AEC 
AEC 

AEC 
AEC 
AEC 
AEC 

AEC 
AEC 

soort 
o''ganisne 

strandzand 
sediment, water 
bacteriën 
planten 
nÜt 
zoogdieren 
phytopUnkton 
nolusken 
crustaceen 
mossel 
visspieren 
planten 
vis 
mossel 
mossel 
algen 
algen 
algen 
algen 
algen 

bloedDlaatjes 
algen 
bacteriën 
gist 

bacteriën 
phytopUnkton 

referentie 

Karl et al, 1978 
Bulleid, 1978 
Uiebe & Bancroft, 1975 
Pamatmat, 1979 
Uettermark, 1970 
Lust et al, i9Bl 
Lewenstein & Schneider, 1972 
Ivanovici, 1979 
Giesy et al, 1981 
Giesy et al, 19B3 
Vetter & Hodson, 1982 
Mendelsson & McKee, 1981 
Sklar i McKee, 1984 
luanovici, 1980 
Uijsitan, 1984 
Urbach & Kaiser, 1972 
Gimnler, 1973 
Bornefield, 1976 
Bottonley h Stewart, 1976a 
Bottooiley & Stewart, 1976b 

Mills, 1973 
Larsson et al, 1978 
Chapman et al, 1971 
Ball 4 Atkinson, 1974 

Swedes, 1975 
Falkowski, 1977 

uis (bloed, kieuwen) Leray et al, 1981 
DhytopUnkton 

bacteriën 
diatonieen 

Larsson 4 Olssen, 1979 

Lundin 4 Olsen, 1975 
Falkowski, 1977 

I 

I 



Vervolg Tabel t 

extractie 
middel 

TCA 
TCA 
TCA 
TCA 
TCA 
TCA 
TCA-EDTA 
TCA-EDTA 
TCA-EDTA 
TCA-EDTA 
TCA-Na2HP04-Para(iua 
Tricine 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris- EOTA 
Tris- EOTA 
Tris- EDTA 
Trls-Arsenaat-

EDTA- n-Butanol 

moUir/7 

5"/ 
5"̂  
0.31 M (5"/.) 
7f, 
W. 
0.25M;9.3nM 
0.5 Hi 17 nn 
0.51 M; I7nM 
0.51 M; 100 ™« 

it 0.5 Mj 0.25 M; 0, 
0.025 nM 

20 Fril 
20 (iM 
20 rrfl 
20 nW 
20 nM 
20 frfl 
20 iiM 

20 n« 
20 irfl 
50 nrt 
50 nM 
50 nN 
50 nfl 
0.1 M 
O.I M 
20 nrt; 2 nM 
20 nrt; 2 nrt 
50 uH; 2nrt 
100 nrt; 10 mM 
10 nrt; a 

temp. 
in C 

4 
-15 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

.1 M 0 

kokend 
kokend 
kokend 
96 
96 
96 
kokend 
kokend 
kokend 
kokend 
95 
95 
95 
kokend 

kokend 
kokend 
100 

100 

extractie 
tijd 
in min. 

4X.25 
15 
5 
5 
20-30 
10-15 
15 
20-30 
5 

5 
5 

1 
1 
4 

5-8 
5 

2 
1.5 

1.5 

' op pH 
gebracht 
met 

KOH 

KOH (2.6N) 

NaOH 

HCL (IN) 

HCL 
HCL 

acetaat 
HCI 
CH3C00H 
H2504/KOH 

H2S04/K0H 

tot 
pH 

7.75 

7.75 

7.75 

7.75 
7.75 

para­
meter 

AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
ATP 
ATP 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
AEC 
AEC 
AEC 
AEC 
ATP 
ATP 
AEï 
AEC 
AEC 
ATP 
AEC 

soort 
organisme 

planten 
planten 
pUnten 
algen 
mossel 
planten 
zoöplankton 
mossel 
bacteriën 
phytopUnkton 
grond 

phytopUnkton 
phytoplankton 
divers 
isopoden 
isopoden 
Isopoden 
algen 
phytopUnkton 
sediment, water 
algen 
copepoden 
zoöplankton 
zoöplankton 
algen 

mossel 
phytopUnkton 
bacteriën 
phytopUnkton 
bacteriën 

referentie 

Pamatmat, 1979 
Pradet, 1967 
Bonsel h Pradet, 1968 
Jeanjean, 1976 
Wijsman, 1976 
Mendelsson 4 McKee, 1981 , 
Skjoldal, 1981 
Skjoldal 4 Barkati, 1982 
Lundin 4 Olsen, 1975 
Larsson 4 Olssen, 1979 
Brookes et al, 1983 
Webster et al, l'?80 
Kool, 1976 
Holm-Hansen, 1970 
Karl et al, 1978 
Skjoldal 4 Bakke, 1977 
Skjoldal 4 bakke, 1978 
Bakke 4 Skjoldal, 1979 
Riemann 4 Wium-Andersen, 1981 
Riemann 4 Wium-Andersen, 1982 
Bulleid, 1978 
Jewson 4 Dokulil, 1982 
Banstedt 4 Skjoldal, 1976 
Skjoldal 4 Banstedt, 1976 
Skjoldal 4 Bamstedt, 1977 
Hendzel 4 Healy, 1984 
Nichols et al, 1981 
Wijsman, 1976 
Larsson 4 Olssen, 1979 
Lundin 4 Thore, 1975 
Pridmore et al, 1984 
Lundin 4 Thore, 1975 

o 
I 
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3,3. ̂ n£yma_tî c2ie_b̂ p£̂ ll̂ n̂  

Met de enzjTnatische 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 O2 het oxyluciferi-

ne, CO2, AMP en licht produceert. Wil men ook de concentraties van ADP en 

AMP van een monster weten, dan dienen zij met de onderstaande reacties omge­

zet te worden tot ATP. 

pyruvaatkinase (Pk) 
-> 

a. fosfoenolpyruvaat (PEP) + ADP ^ ,, pyruvaat + ATP 
K , Mg 

myoklnase (MK) 

b. ATP + AMP Z * 2 ADP 
Mg 

Voor de bepaling wordt het vuurvlieg luciferase en luciferine gebruikt. Luci­

ferase en luciferine van verschillende bioluminiserende 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 

enzjnnatlsche 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, 

s-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. Nlcols et al., (1981) onderzochten de ef­

fecten van verschillende anionen in een buffer. Onderzocht werden acetaat, 

chloride, sulfaat, fosfaat, formaat, nitraat, malaat, eitraat, succinaat, 

tartraat, oxalaat, propionaat en butyraat. Ofschoon alle anionen een remmende 

werking uitoefenen op het vuurvlieg luciferase, bleken acetaat en succinaat 

het minst remmend te werken waarbij het gebruik van acetaat wordt aanbevo­

len. 
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buffer 

Arsenalt 
f os fu t 
fosfaat 
glycine 
glycylglycine 
glycylglycine 

glycylglycine 
ülycylgJycine 

^Ky tg l yc i ne 
gTycylglycine 
glycylglycine 
glycylglycine 
glycylglycine 
glycylglycine 
HEPES 
HEPES 
HEPES 
HEPES 
inidazole-HCI 
kaliun-fosfaat 
kalium-fosfaat 
kaliun-fosfaat 
kaliun-fosfaat 
kaliun-fosfaat 
kaliun-fosfaat 
kaliun-fosfaat 
MOPS 

^Ériunfosfaat 
natriuafosfaat 
natriunfosfaat 
natriunfosfaat 
Na2HP04-HCI 
TES 
tr icine 
trJethanolanine-

triethanol an ino 

Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris 
Tris-EDTA 
Tris-EDTA 

Tris-HCl 
Tris-naleaat 
s-co11idine 

* toevoegingen 

MgS04 

DTT; E6TA; MgC12i BM; 
P l ,P5 -d i ( adeno5 ine -5 ' ) -
pentafosfaat 
MgCI2 
MgCI2 
MgC12 
MgC12 
M9C12 
HgC12 
MgC12 

KCl 

Hg-acetaat ; H20 
Hg-acetaat ; H20 
MgC12; KCI 
HgC12 
MgCI2; KCl 
MgS04 
M9CI2 
H9CI2 
HgCI2 
MgCI2 

MgC12 
MgCI2 
MgC12 
MgC12 
HgC12; arsenaatbuf fer 

MgS04i EDTA; DTT 
-HO KCl; MgC12; EDTA; 

D-[U-14C]glucose 
MgC)2; DTT; mDH; 
3P-glyceraat 
Hg; K 
H9CI2; KCl 
acetaat 

BSA; DTT 

MgC12; K a l i u a f o s f a a t b u f f e r 
HgCI2i KCL 
HgS04; K2S04 
HgS04; K2S04 

K O ; H g 0 2 

iftrvêijiinq 

Afghan et « 1 . , 1977 
Ve t te r 4 Hodson, 1982 
Afghan e t a l . , 1977 
Afghan et a l . , 1977 
Afghan et a l . , 1977 
Lust ( t a l . , 1981 

Chapnan et a l . , 1971 
Panatnat et a l . , 1979 
Sk jo lda l 4 Bakke, 1977 
Uiebe & Bancro f t , 1971 
Sk jo lda l 4 Bakke, 1978 
Suedes et a l . , 1975 
Fa lkowsk i , 1977 
Biesy et a l . , 1983 
nethode Lunac 
Afghan et a l . , 1977 
Mtndelshon 4 McKee, 1981 
Sklar 4 McKee, 1984 
Lust et a l . , 1981 
Kl inken 4 S k j o l d a l , 1983 
Kl inken 4 S k j o l d a l , 1983 
B a n 4 A tk inson , 1975 
Sk jo lda l 4 Banstedt, 1977 
Bakke 4 S k j o l d a l , 1979 
Chapnan et a l . , 1971 
Panatnat e t a t . , 1979 
Afghan et a l . , 1977 
Kar l 4 Holn-Hansen, 1978 
Rienann 4 Uiun-Andersen, 1981 
F i t n i a t e r et a l . , 1963 
Jewson 4 D o k u l i l , 1982 
Brookes et a l . , 1983 
Afghan e l a l . , 1977 
Webster et a l . , 1980 

; 6osuani 4 Pande, 1984 

Kinn ich et 1 I , , 1975 

Kar l 4 Holn-Hansen, 1978 
Sk jo lda l 4 B a r k a t i , 1981 
N icho ls et a l . , 1981 
S k j o l d a l , 1981 
Ue t temark et a l . , 1970 
Larsson 4 Olssen, 1979 
Lundin 4 Thore, 1975 

K l m i c h et a l . , 1975 
Afghan et a l . , 1977 
Afghan et a l . , 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 ijsbad, hun ATP verloren met een snelheid van 1 a 

2% per minuut. 

Wijsman (1976) vond dat ATP concentraties verkegen na homogenisatle met be­

hulp van TCA onafhankelijk zijn van de tijd tussen de homogenisatle en de en­

zymatische bepaling, dit in tegenstelling tot PCA (zie figuur 1). Kokende 

Tris geeft eveneens een stabiel extract. 

A. 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 is verder fundamenteel onderzoek noodzakelijk. 

De volgende aanbevelingen voor dergelijk onderzoek zijn: 

a. >l._b,_t._d̂  ̂ onstername 

- het bepalen van het aantal organismen dat nodig is om statistisch ver­

antwoord te werken; 

- het bepalen van de invloed van de wijze en snelheid van manipulatie van 

de organismen voordat fixatie plaats vindt; 

- het bepalen van de invloed van leeftijd cq. 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. ^•^•_t._c£n^e^v^t_le_e^ ^J^l.^È.'^l.^^ 

- het bestuderen van de mogelijkheid om de organismen met het extractie­

middel in te vriezen; 

- het vaststellen 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 periode van opslag. 

Deze studies dienen gekoppeld te verlopen en eveneens soortspecifiek ge­

richt te zijn. 

c, M.^._t._e^z^^t_is£^h^ b̂ ê â irig 

- 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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2 3 4 5 6 hours 

t ime after homogenization 

Figuur 1, ATP-waarden als een functie van de tijd tussen 
homogenisatle met PCA of TCA en de enzymatische 
bepaling (Wijsman, 1976) 
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Lijst van gebruikte afkortingen en verklaring van enige namen 

BSA bovine serum albumin 

DTT dithlothreltol 

EDTA ethylenediaminetetraacetlc acid 

EGTA ethylene bls-(oxyethylenenitrolo)tetraacetic acid 

HEPES N-2-hydroxyethylpiperozine-N-2-ethanesulfonic acid 

MOPS 3-(N^morphollno)-propanesulfonic acid 

NADH 1,4-dlhydro-nlcotinamide adenine dinucleotide 

PCA perchloric acid 

PVPP polyvinylpolypyrrolidone 

TAEB trls-EDTA-arsenate-n-butanol 

TCA trichloroacetic acid 

TES N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino-ethanesulfonate 

Tricine N-trls(hydroxymethyl)methylglyclne 

Tris tris(hydrox3niiethyl)amlnomethane 
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Bijlage A: de drie extractiemethoden (Tris, PCA en TCA) 
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Lumac-methode: T r i s - e x t r a c t i e 

4 ,5 ml kokende Tris-EDTA 

0,5 ml monster 

3 min. koken b i j 98'" C 

afkoelen op i j s 

volume op 5,0 ml brengen 

ATP, ADP, AMP bepalen 
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Sklar. McKee (1984) : PCA-extractie 

1 mg bevoren 

weefsel 

3 ml 6% PCA-opl. 

malen in mor t i e s in v l o e i b a r e N2 

overbrengen in cen t r i f ugebu i s 

naspoelen met 3 ml PCA 

30 mln. op i j s ze t t en PCA 

gewicht bepalen 

15 minr cen t r i f uge ren 20,000 g b i j 4*' C 

n e u t r a l i s e r e n met 5 N 

K2CO3 t o t pH 6.5 

15 min. op i j s 

I 
15 min. cen t r i fuge ren 20.000 g 

b i j 4''C 

supe rna t an t 

I ATP, ADPr AMP b e p a l e n 
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Wijsman, 1976 : TCA-extractle 

weefsel in vloeibare N2 

I 
N2 verdampen 

l 
Natte gewicht bepalen 

^ 3 volumes i j skoude 7 w/v % TCA 

5 min. homogeniseren 

c e n t r i f u g e r e n : 35.000 g, 15 min . , O" C 

5 ml n e u t r a l i s e r e n m.b.v . 5 M K2CO3 

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

100 pi monster 

100 yl A 

30 min. kt of 30** C 

koelen tot kt 

50 yi monster 

100 Vl Lumlt PM 

ATP bepalen 

100 Tjl monster 100 yl monster 

100 pi B <:- 100 yl C 

30 min. kt of 30° C 30 min. kt of 30° C 

koelen tot kt koelen tot kt 

50 Pl monster 50 pl monster 

100 Pl Lumlt PM ^ 100 Pl Lumlt PM 

>!/ 
ATP-HADP bepalen ATP-HADP-I-AMP bepalen 

A = 25 mM Hepes -10 mï-1 KCl, pH 7,75 

B = phosphoenolpyruvate en pyruvatekinase in Hepes - KCl pH 7,75 

C = myoklnase enzym in 3,2 M (NH4)2 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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KIST 

] l e i GOTO loeo 
110 60T0 980 
110 RB1 BEBRUIICTE SUBROUTINES 
120 RBi PRKTLINE$ PRIKTB^ OP HP,VP 
130 VTAB <Vr/.): HTAB (HP/) : PRIKT PfNTLlNE»; 
140 RETURN 
i M m s a m m i s i EN OPZETTEN BEELDSCHERM 

UO TE)CT 

170 L l« = " • 
180 L2$ = • 
190 L » = ' 
210 HWE 
210 ^ n = liHPX » liPfNTLIKEt « L i t : IN>^RSE ; GOSUB 130 
229 WZ = 2ïHP'/. = l:PRMTLINEi « L2«: 60SUB 130:VRi = 23:PINTL1NE« = L3»: BOSUB 130:VP"/. = 24: GOSUB 130: NORHAL 
230 RETURN 
240 REM UITLEZEN DISPLAY BIOCOINTER 
260 D = PEEK (49313) 
270 H = D 
2W D = ( INT <D / 2 » « 2 
290 IF H = D THB4 2ÓD 
300 E « 16:6 = 0 
310 FOR T = 1 TO 6 
m i ' i * 16 
330 POKE 49313,E 
340 F = PEEK (49313) 
350 

m 
FOR 1 = 1 TO 3 
IF F < 2 ' (7 - I ) THEN 380 

370 F = F - 2 * (7 - 1) 
380 NE)a I 
390 G = G < 10 « F 
400 
410 
420 
430 
440 
450 
A6Q 
470 
480 

NE)aT 
RETURN 
RBI GEGEVENS NMR ARIMY 
LET HETINWB! = MHINeNB; • 1 
LET A(HniNGNR:i) « AP: REH PQNPNR 
LET t » ( M n i N G N ! K , l ) = B«: REN NODE 
LET C(KETINGNRZ) = 6 : RBI «WTAL COINTS 
RHUIM 
RBI INITIALISERB^ PQHPNR 

490 C = AP « 4 • 1 
500 
510 
520 
5.30 
540 

POKE 49315,255 
POKE 49313,C 
POKE 49324,0 
RETURN 
RBI PQHP MNSTURB4 BIJ NHING 

550 C - C 4 2 : POKE 49313,C 
5 « C « C - 1 : PME 49313,C 
570 C « C - 1 : POKE 49313,C 
580 
598 
MO 
«10 
i20 
«30 
«40 
«50 
««0 
«70 
«80 
«98 
760 
710 

POKE 49324,192 
POKE 49315,240 
POKE 49324,192 
POKE 49313,0 
RETURN 
RBI iKINITlALISERB4 BIOCOUKTER 
POKE 49315,255 
POKE 49313,1 
POKE 49324,0 
POKE 49313,3 
POKE 49313,1 
RETUm 
RBt CTATUSLIJN 
TEXT 
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720 IF P = O THm P« = ' U I T ' 
730 IF P = 1 THB< P» = 'AAN' 
740 KTA6 ( 1 0 ) : VTAB (23) 
750 PRIKT "POIP ' l A P ; ' PRINTER ' ; ? $ 
7«0 RHURN 
770 RB1 DISPUY ROUTINE 
780 RB1 IF IKT ( VAL (91)) < 4 THB4 RETURN 
790 IF IKT ( % l (B«)) ) 7 THW RETURN 
800 TE)a : KTAB ( 1 ) : VTAB (17) 
810 IF P = 1 AND fCTlNWIK = 1 THB< PRIHT CWM ( 4 ) ' P R I i r 
815 KTAB ( 1 ) : VTAB ( 1 7 ) : PRIKT • ' : KTAB ( 1 ) : VTAB ( 1 8 ) : PRINT ' 

' : KTAB ( D J VTAB (17) 
820 PRINT 'METINÉNR PflHPNR OPTIE RLU' 
825 PRINT • • 
830 IF P = 1 THB^ PRIKT CHRI (4)'PRI1' 
840 IF fffTINGNltt < > O AND IKT ( VAL ( W ) ) > 4 THBf PRIKT TAB( 4)jMniNENR:i - 1 ; TAB( 17);A(MniNGNBi - 1 ) ; TAB( 27 ) ; 

H»(MniNEMRy. - 1 ,1) ; TAB( 34);C(MniNGNRX - 1) 
850 IF HETINGNiï/ < ) O THB< PRINT TAB( 4)iNFTINGNH:;; TAB( 17);A(HETIN8NRy.); TAB( 27) ; ;M$(HniNGNK' . , l ) ; TAB( 34);C(HETI 

NGNR )̂ 
860 1 F P = 1 T H E N PRIKT CHRt (4 ) 'PRI0 ' 
870 RETURN 
880 VP7. = VRi • 1:P(WTLINE« = 'DRUK OP EW TOETS OH VERDER TE ftVSM ' : GOSUB 130: GET U«! PRIKT ' 

• : HOME : RETURN 
890 RETURN 
900 RB1 UEB5CHR1JVB4 r«V^R SCHIJF 
910 RETURN 
920 REM PLAATJE 1 
930 POKE - l«299,0 i POKE - 1«297,0: POKE - U302 ,0 i POKE - 1«304,0 
940 RHUm 
950 RD1 PLAATJE 2 APPLE CONTROLLING BIOCOWTER 
9«0 POKE - l«3flO,0: POKE - 16297,0: POKE - 16302,0: POKE - 16304,0 
970 RETUm 
980 D« = CHRt (4) 
990 St = 'BLQAD BI0SCR1,A8192,S6,D1' 
1000 PRIKT Dt ;St 
I I I O GOSUB 920 
1120 St = -BLOAD BI0SCR2,A16384,S6,D1-
1030 PRIKT Dt ;S t 
1140 D lMAdOO) : D I N N t d O O , ! ) : DIM C(IOO) 
1050 LET METINGNRX = 0: LET AP = O 
1160 LET G = 0: LET P n 0:Gt = ' O ' 
1070 HDHE : TE)a 
1080 RBi PROGf^Vttt STlStlNG m j HB4U 
1190 GOSUB 170!Vr/ = ItHPV. = lOiPBITLINEt = ' MB<U IttMRT 810C0UKTER ' : GOSUB 130 
1100 POKE 34,1?: POKE 35,22 
1110 ir«;ERSE 
1120 FOR I = 5 T 0 13 
1130 VRï = l ' . m = liPRNTLINEt s • ( • • STRt ( I - 4) • ' > • ; GOSUB 130 
1140 NE)CT : NORmL 
1150 VPX = 5:Hr/, = SiPRNTLIMEt « 'ADDITIE NBV POMP 1 ' : GOSUB 130 
1160 m . ' i \ m . " 5:PINTLINEt = 'AOOITIE HBV PWP 2 ' : GOSUB 130 
1170 V r / = 7:HP'/ = 5:PRNTLINEt = 'ADDITIE NBU POMP 3 ' i GOSUB 130 
HBO WA = 6:HP*/. « 5:PRNTLINEt = 'METB^ ' : GOSUB 130 
1190 WA > 9 \ m . = 5:PRKTLINEt = 'STANOMtDADDITIE HBV PttIP 142 ' : GOSUB 130 
1200 WA « 10:HP/ ^ S:PimLINEt = 'STANDMRDADDITIE MBV PQHP 143 ' ; GOSUB 130 
1210 WA = I1;HP"/ = 5iPINTLINEt « 'STANDft^RDADDITIE AUTOIttTISCH ' : GOSUB 130 
1220 WA = \ 2 i m = SiPRKTLINEt =• 'PRIKTB4 RESULTATB4 M N / U I T ' : GOSUB 130 
1230 WA = 13iHP-/ n SiPRKTLINEt = 'SUB l © « l DATAVERUERKING': GOSUB 130 
1240 WA = U ' . m « 14:PINTLINEt = 'UU KEUZE ?: ' : GOSUB 130: FLî SH : PRIKT ' ' ; : NORIAL 
1250 GOSt» 700 
1260 GOSUB 770 
1270 KTAB (26) t VTAe (16) 
1275 9 = FRE (0) 
1260 G H G I 
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1282 IF Gt = Clffit (13) THB« GOTO 2220 
1290 IF VAL (Bt) < O DR VAL (Gt) > 9 ^ m 1200 
1300 ON INT ( VAL (Gt)) GOTO 1320,1320,1320,1370,1480,1610,1700,1730,2220,2220 
1310 GOTO 1250 
1320 RBI INITIERB4 Vm POMP 
1330 LET AP = INT ( VAL (9 t ) ) 
1339 GOTO 1400 
1340 GOSUB 700 
1350 GOSUB 480 
1360 GOTO 1250 
1370 RBI MFTBt 
1380 KTAG (1 ) : VTAB (20) ; PRIKT ' 
1390 LET AP = 1 
1400 GOSUB 700 
1410 GOSUB 950 
1430 60SUB 480 
1435 GOSUB 540 
1440 GOSUB 240 
1450 GOSUB 420 
1460 GOSUB 630 
1470 GOTO 1250 
1480 RBI STANDiMRD ADDITIE M9J POMP 2 
1490 GOSUB 950 
1500 FOR QP = 1 TO 2 
1510 AP = QP 
1530 GOSUB 480 
1535 GOSUB 540 
1540 GOSUB 240 
1550 GOSUB 420 
1568 GOSUB 630 
1570 HEX] OP 
1580 TE)a 
1600 GOTO 1250 
1610 RBI STANDARD ADDITIE MBV POMP 3 
1620 GOSUB 950 
1630 FOR OP = 1 TO 3 STEP 2 
1640 AP = 6P 
1650 GOSUB 480 
1655 GOSUB 540 
1660 GOSUB 240 
1670 GOSUB 420 
1680 GOSUB 630 
1690 NE)(T QP 
1700 TE)a 
1720 GOTO 1250 
1730 L H P = P 4 1 : IF P > » 2 THB< P = O 
1750 GOTO 1250 
1760 PRIKT CHRt (13) CHRt (4)'CATAL0G,D2': VTAB (22) : HTAB ( 1 ) : INPUT ' fWÜ TE SAVB4 FILE : ' ; r m i t 
1765 IF NMMt = " THB4 GOTO 2220 
1770 RBI PRIKT CHRt (13) Ctffit (4) 'DELETE'fmit 
1780 PRIKT m n (13) Clffit (4) '0PB*'r*Wm 
1790 PRIKT CHRt (13) CHRt (4)'URITE'NMm 
1880 PRIKT HETINmR:^ 
1810 FOR X > 1 TO minamic^. 
1820 PRINT X 
1830 PRIKT A(X) 
1S40 PRIKT N t (X , l ) 
1850 PRINT C(X) 
1860 NE)ax 
1870 PRIKT CHRt (13) C m (4)'aDSE'NMMt 
1880 GOTO 2220 
1890 RBI GE6EVB4S UAN SCHIJF 
1892 ONERR GOTO 1991 
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1900 KTAB ( 1 ) : VTAB ( 1 6 ) : PRIKT CHRt (13) CHRt (4)'CATAL0&,D2' 
1905 PRIKT : PRINT 
1910 VTAB ( 2 2 ) ; KTAB ( 1 ) : INPUT 'NMVi TE [ A m DATAFILE ? ' {NMNt 
1912 IF NAA» = " THB< HOME : GOTO 2220 
1915 PRIKT CHRt (13) m t (4) 'VERlFY'rWWt 
1920 PRIKT CHRt (13) CHRt (4 ) ' 0PB< ' l *Wt t 
1930 PRIKT CHRt (13) CHRt (4)-READ'IMV1t 
1940 INPUT METIK8WK 
1950 F O R X = 1 TOMHIUGNIC. 
I960 INPUT fi,A(XÏ,W(X,n,C(X> 
1970 NEXTX 
1980 PRIKT CHRt (13) CHRt (4)'CLOSE't*V5m 
1990 GOTO 2220 
1991 RBI WLL 794 
1992 IF PEEK (222) = 9 THB< PRKTLlNEt = 'DISKETTE IS VOL, VEWW6 HB1 DOOR EB^ LEGE ':HP*>i = 1;VP7. « 2 1 : GOSUB 130: FOR I 

" 1 TO 9000 iVPV. > 23: GOSUB 880: GOTO 1890 
1993 IF PEEK (222) = 8 THB< PRKTLlNEt = 'DISKETTE IS NIET TE LEZB^' iVR = 21:HP'/. = 1 ; GOSUB 130: FOR I « 1 TO 9000:VPX = 

23: GOSUB 880: GOTO 1890 
1994 IF PEEK (222) = 6 THB PRKTLlNEt = 'FILE NIET GEVONDB̂  ' J H R Ï = lOiVPÏi « 2 1 : FLASH : GOSUB 130: FOR X = 1 TO 9000:VP 

'A = 23:HP/. = 1 : NOR^L : GOSUB 880: GOTO 1B90 
1995 GOTO 2020 
2000 VTAB ( 2 3 ) : KTAB ( ] ) : PRIKT ' F U B m i i ' ^ m m i KTAB ( 2 5 ) : PRIKT •RECORD(S) i ' lMHlNf lNR^ 
2010 RETURN 
2820 RBI HARDCOPY VAN DE 6E6EVB4S 
2030 GOSUB 170:VP^ ^ \ i m = IhPRKTLINEt = ' PRIKTB< GE6EVB4S *: GOSUB 130 
2040 IF METINGNRX = O THB* WA = I'MFA = liPRNTLINEt = 'ER ZIJN GEB< GEGEVB^S DM TE PRIKTE ' : GOSUB 130: FOR I = 1 TO 3 

000: NEXT : GOTO 2220 
2050 WA = 5:HP"/i = liPRNTLINEt = 'ZET DE PRINTER M i ' i INVERSE : GOSUB 130; NORMAL tWA = 9:PRKTLlNEt = 'DRUK Effl TOHS DM 

VERDER TE OWN ' ; ^SUB 130: GET Ut 
2060 HOME iWA = S iHR « I:PIWTLlNEt = 'PRINTS^ ' * r * V W : FLASH ; GOSUB 130: NORTWL 
2070 PRI 1 : POKE 1657,90: RBI BREEDTE=90 
2080 PRIKT ; PRI 0: PRI l i RBI NODI6 VOOR PRIKTERKURB4 
2090 PRINT 'MONSTERFILE: ' j i m t t 
2100 PRIKT : PRIKT 
2110 PRIKT = 'DATAFILE: 8I0C0UKTER-' • W ^ m 
2120 PRIKT : PRIKT 
2130 PRIKT 'METINSNR POMPNR OPTIE RLU" 
2140 PRINT ' • 
2150 FOR X = 1 TO METINGNR^C 
2160 PRINT TAB( 4);X; TAB( 17)tA(X); TAB( 26)iMt(X,l);TAB( 33);C(X) 
2180 NEXTX 
2190 PRIKT : PRIKT ' ' 
2200 PRt O 
2210 GOTO 2220 
2220 RBI SUBtCNU 
2230 HOME ; G0SU6 170:Vr>! = \ : m . = 8:PRNTLlNEt = 'SU8HB4U GE6B ;B4SVERUERKIN6 ' : GOSUB 130 
2240 POKE 3 4 , 2 : POKE 35,22 
2250 INVERSE 
2260 GOSUB 2000 
2270 FOR I « 5 T 0 11 
2280 Vr> i= I : H r / s ] iPRKTLINEt= ' < ' * STRt (1 - 4) • ' ) ' : GOSUB 130 
2290 NEXT : NOfM^L 
2300 WA ' 5:HP/! - SiPRKTLINEt = 'GEGEVBJS UMN SCHIJF'i GOSUB 130 
2310 WA = 61HP'/ = SiPWTLINEt = 'GEGEVBfS r«MR HH SCHEm*: BOSUB 130 
Z m W A ' 7:HP/. « SiPRKTLINEt 3 'GEGEVB4S r«MR DE PRINTER'; GOSUB 130 
2330 WA - B t m . B SiPRKTLINEt = • 6 E G B ; B 4 S t«MR SCHIJF'i GOSUB 130 
2340 WA = 9:HP>i = 5:PRKTLINEt > '8EG£VB«S UISSB4 ' i GOSUB 130 
2350 WA = lOiHTy! » SiPWTLINEt = 'TERUG l*WR m HOOFOMWU • : GOSUB 130 
2360 WA = l l i m » SiPRWTLINEt « 'MSCÏMMNDO'S ' j GOSUB 130 
2370 VPK » 16!HP/ « MipWTLINEt = 'UU KEUZE ? : ' ; GOSUB 130 
2380 KTAB ( 2 6 ) i VTAB (16) 
2390 GET Gt 
2392 I F G t = CHRt(13)THB4 GOTO 1070 
2480 IF VAL (Gt) < 1 DR VAL (Gt) > 7 l ¥ B i 2390 
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2410 W INT ( m ( G t ) ) GOTO 1 6 9 0 , 2 4 3 0 , 2 0 2 0 , 1 7 6 0 , 2 5 9 0 , 1 0 8 0 , 6 0 0 0 
2420 GOTO 2220 
2430 HOME \ m C / . = IKT (METINONR^ / 10 * 0 . 5 ) 
2440 IF NETINGNR;^. ^ O THB« WA = SiHP*/. = ItPfffTLINEt ' 'ER ZIJN GEB4 GE6EVB4S I I I ! ! ' i INVERSE : GOSUB 130 : FOR I » 1 TO 

3000 : HDC\ i GOTO 2220 
2450 FOR Y - O TO t « ^ 
2460 KTAB ( 1 ) : VTAB ( 7 ) 
2470 PRIKT ' ' 
2480 PRIKT ' m V W I R PfftPNR OPTIE RLU' 
2490 PRIKT • • 
2500 PRIKT 
2510 FOR X s 10 » Y • 1 TO 10 i Y • 10 
2520 IF X > METINWR^. THB^ 2560 
2530 PRIKT TAB( 4);X,' TAB( 17)iA(X)j TABf 26>iMt(X,]),' TAB( 33),'C(X) 
2540 l € X T X 
2550 PRIKT ' • 
2560 KTAB ( 1 ) : VTAB ( 2 3 ) ; IK^ERSE : PRIKT ' DRUK OP EB4 TOETS OH DOOR TE GMN!> ' : KTAB ( 1 ) : VTAB ( 2 ) : GET U t : KTAB ( 1 ) 

i VTAB ( 2 3 ) ; PRIKT ' ' i NORTttL : HOME 
2565 IF X ) » NniNmR;^ TKW GOTO 2220 
2570 NEXTY 
2580 GOTO 2220 
2590 RBI ALLE 6EGEVB4SUISSEN 
2600 HOME iWA = 5;Hr/. = ijPRKTLINEt = 'l^V^RSCHUUING ' « CHRt ( 1 3 ) • 'U ftWT ALLE GEGEVENS UITWISSB^' * CHRt ( 1 3 ) • 'D 

OORGAAN UAH) ? : ' : GOSUB 130 
2610 GET Ut 
2620 IF Ut = ' J ' THB* METINGNBi = 0 ; l * W » = ' 
2630 GOTO 2220 


