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Modifizierung der Proteinanalyse für Sedimente

Maria LEICHTFRIED
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Abstract: Short notice to the modification of the analysis of protein in sediments. After
problems with the high natural coloration of the sediment extracts a modification became
necessary of the analytical method. Instead of the micro-biureth reaction, the Folin-
Ciocolteu's reagent is used.

Wie schon in der letzten Bemerkung zur Proteinanalyse (LEICHTFRIED,1991)
festgestellt, ist die Gesamtheit der Proteine in den Bettsedimenten eines Fließgewässers ein
wichtiger Parameter, um das wesentliche Kompartiment der organischen Substanz, das
Futter bester Qualität zu charakterisieren und zu beschreiben. Am zielführendsten
erscheint die Methode PUSCH's (1987), basierend auf der von RAUSCH (1981)
modifizierten Mikro-Biuret Methode. Diese wurde in Lunz im Jahre 1991 getestet und für
die vorliegende Fragestellung brauchbar befunden (LEICHTFIRED, 1991). Bei der
weiteren analytischen Arbeit mit Bettsedimenten mußte festgestellt werden, daß die
Extrakte der analysierten Sedimente viel zu hohe Eigenfarbe haben, daß diese die Färbung
der Proteinreaktion nahezu unmeßbar macht. Die Mikro-Biuret Reaktion wird bei einer
Wellenlänge von 310 nm gemessen, bei der die Eigenfarbe voll mitgemessen wird und im
Durchschnitt 97 % der Gesamtextinktion beträgt (Tab. 1).

Probe Nr

Extinktion
Eigenfarbe
Biuret-Reaktion

Differenz

1

1280

1290

10

0.78

2

1200

1240

40

3.23

3

1220

1260

40

3.17

4

1210

1250

40

3.20

5

1180

1210

30

2.48

6

1180

1210

30

2.48

7

1200

1240

40

3.23

8

1200

1250

50

4,00

9

1220

1270

50

3.94

n = 9 CFL = ± 0.7443 %
xg = 2.804 % LL = 1.9941 %
s2 = 0.9376 UL = 3.8334 % 100 % - 2.8 % = 97.2%

Tab. 1: Extinktion der Mikro-Biuret Reaktion im Sediment und der Eigenfarbe dieses
Sediments bei 310 nm, sowie prozentueller Anteil der Mikrobiuret - Färbung an der
Extinktion.
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Proteinanalyse

Außerdem bewegen sich diese hohen Extinktionen an der Meßgrenze des Photometers.
Eine neuerliche Methodensuche führte zu der Methode nach LOWRY et all. (1951),
modifiziert nach SCHMID-ARAYA (1989), bei der das FOLIN - CIOCALTELTs
Reagenz verwendet wird. Die schon beschriebene bewährte Proteinextraktion der
Sedimente nach RAUSCH (1981) wird beibehalten. Das phenolische Reagenz von FOLIN
und CIOCALTEU (1927) wird durch die aus Protein entstandenen Phenolverbindungen
zu "Molybden-Blau" reduziert und colorimetrisch bestimmt. HERRIOTTs (1941)
Vorbehandlung der Proteine mit Lauge und Kupfersalz (NaOH - Nz^COß - CuSO4 -
Tartrat Reagenz) ermöglicht aber erst eine reproduzierbare Analytik. Diese
Vorbehandlung verstärkt nicht nur die Farbreaktion, sondern vermindert auch die
Unterschiedlichkeiten der Reaktionen gegenüber verschiedenen Proteinmolekülen.
Colorimetrisch wird bei 660 nm gemessen. Bei dieser Wellenlänge wird die gelb/bräunliche
Eigenfärbung der Sedimente nicht mitgemessen. Darüber hinaus erhöht diese Methode die
Sensitivität gegenüber der Micro-Biuret Reaktion um einen Faktor um etwa 60
(HERBERT, et al., 1971). Die Reproduzierbarkeit der Standardanalyse mit Folin-
Ciocolteu's Reagenz wurde in 3 Serien getestet und für zufriedenstellend befunden (Abb.
1). Die Reproduktion der Sedimentanalyse wurde ebenfalls in 3 Serein bei verschiedenen
Probeneinwagen geprüft. Die Standardabweichung bewegt sich zwischen 2.6 und 4.9 % und
ist damit akzeptabel (Tab. 2).
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Abb. 1: Test der Proteinstandardanalysen mit Folin-Ciocolteu's Reagenz (Standard bovine
serum albumin), 3 Serien, n = 21
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