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Ein Cartesianischer Submikrolitertaucher, in dem gemischt werden kann

Mixing of Solutions in a Cartesian Submicroliter-Diver

W. BECKER
Zoologisches Institut der Universitit Hamburg

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 169-172 [1973]; eingegangen am 7. November / 8. Dezember 1972)

Cartesian submicroliter-diver, mixing
A method is described of mixing solutions in a cartesian submicroliter-diver with a gas
volume of about 0.2 ul. The solutions are mixed within about 10 sec. Approximately 1-2 min
after interruption of the experiments the readings are resumed.
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Einleitung

Fliissigkeits-

Die Entwicklung des Ampullentauchers durch Zeu- -

THEN! hat die Erfassung von Gasstoffwechselraten in
der Groflenordnung von 107% ul/Stde. erméglicht.
Viele der Untersuchungen, die urspriinglich im Stan-
dard- oder Mikrolitertaucher2 u. a. durchgefiihrt
wurden, lieflen sich auch auf den Ampullentaucher als
Submikrolitertaucher mit seiner hohen Empfindlichkeit
und relativ einfachen Handhabung iibertragen. Im
Gegensatz zu den Verhiltnissen beim Standardtaucher (=== Magnet
ist es jedoch beim Ampullentaucher schwierig, wihrend \Fwssi oksitwtropten: dis
eines Versuches Fliissigkeiten im Taucher zu mischen. / gemischt werden sollen
Das ist jedoch unumginglich, wenn man die Wirkung
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von Substraten oder Inhibitoren auf Gasumsetzungen
an biologischem Material in der oben angegebenen
Groflenordnung erfassen will. In der vorliegenden
Arbeit soll eine Methode beschrieben werden, mit der
ohne nennenswerte Versuchsunterbrechung in einem y
Ampullentaucher von etwa 0,5 ul Gesamtvolumen
gemischt werden kann.
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Herstellung des Tauchers

Der Taucher (Abb. 1) besteht aus einer zylindri-
schen Glaskapillare von 10-15 mm Linge, einem In-
nendurchmesser von 0,2 bis 0,25 mm und einer Wand-
stirke zwischen 0,01 mm und 0,02 mm. Die Schwanz-
linge betrigt durchschnittlich 10 mm. Es ergibt sich
so ein Gesamtvolumen des Tauchers um 0,5 wl. Ist der

Taucher beschidkt und schwebt er im Flotationsme-

dium, betrigt das eingeschlossene Gasvolumen etwa Da mir keine Glasrohren i Wand'stéirken zur
0,2 ul. Verfiigung stehen, aus denen die benétigten diinn-

wandigen Kapillaren gezogen werden kénnen, dienen
dickwandige Thermometerkapillaren (AR-Glas, in-

Abb. 1. Schematische Darstellung des Tauchers. Nihere Er-

kliarungen siehe Text.
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2,5 mm) als Ausgangsmaterial. Sie werden zunichst
an einer Stelle zu einer Kugel aufgeblasen, aus der
dann die fiir den Taucher bendtigte Kapillare gezogen
wird. Entsprechend der Grofle der Kugel 14fit sich die
Wandstirke der Kapillare variieren. Bei brauchbaren
Taucherkapillaren ist die Wandstirke so bemessen,
daf der Taucher, zur Hilfte mit Fliissigkeit gefiillt
und zusitzlich mit dem Eisenstidbchen versehen (s. u.),
in N/10 NaOH schwebt.

Die Herstellung des Tauchers entspricht der eines
normalen Ampullentauchers! mit dem Unterschied,
dafl Halsstiick und Ampulle gleichen Durchmesser
haben und nicht voneinander abgesetzt sind. Beim
Beschicken wird der Taucher, wie iiblich, zunichst als
Pipette benutzt. Nacheinander werden, durch eine
kleine Luftblase voneinander getrennt, die beiden
wihrend des Versuches zu mischenden Fliissigkeiten in
den Taucher aufgenommen. Das Versuchsobjekt be-
findet sich hierbei in Tropfen 2 (Abb. 1). In Tropfen 1
wird das mit Glas iiberzogene Eisenstibchen einge-
bracht. Anschliefend werden beide Tropfen soweit
zum Taucherschwanz hin hochgesogen, daff der Tau-
cherhals zugeschmolzen werden kann. Um dabei eine
Erwirmung der Tropfen zu vermeiden, legt man am
besten einen schmalen Deckglassplitter in einem Trop-
fen destillierten Wassers auf den Taucherhals auf. Er
behindert die Beobachtung des Materials wihrend des
Zuschmelzens nicht.

Das Stibchen, mit dem gemischt wird, besteht aus
einem Eisenkern (0,3-0,5 mm lang, Durchmesser 0,08
bis 0,12 mm), der mit Glas iiberzogen ist. Die Her-
stellung ist in Abb. 3 dargestellt. Fiir die spitere Be-
rechnung des Gasumsatzes ist es notig, die durch das
Rihrstibchen eingebrachte zusitzliche Masse zu be-
riicksichtigen. Im Vergleich zu einem Taucher ohne
Riihrstibchen muf der hier geschilderte Taucher, wenn
er schwebt, ein geringfiigig grofleres Gasvolumen auf-
weisen.

Vor Versuchsbeginn wird das Eisenstibchen mit
einem Magneten aus dem Tropfen 1 in den Gasraum
oberhalb dieses Tropfens geschoben. Er haftet durch
Adhision an der Wand und steht mit dem Tropfen 1
nicht mehr in Verbindung (Abb. 1). So ist gewihr-
leistet, daf} keine Deformation des Menisken erfolgt.
Im Hinblick auf die fiir die Einstellung der Taucher
notige freie Beweglichkeit der Menisken ‘st dies wiin-
schenswert. Anschlieflend bringt man den Taucher in
tiblicher Weise! zum Schweben und iiberfiihrt ihn dann
in das Flotationsgefif}, das moglichst an ein empfind-
liches Manometer!:6 angeschlossen wird.
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Versuchsdurchfithrung

Bau und Anordnung des Flotationsgefifles sind aus
Abb. 2 zu ersehen. Es befindet sich am unteren Ende
einer zylindrischen Glaskammer. (Sie weist ein Volu-

AnschluB zum
Manometer

Behalter B—— |

N/10 NaOH

Abb. 2. Flotationsgefifl mit Ansatzteilen. Nihere Erkli-
rungen siehe Text.
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Abb. 3. Schema zur Herstellung des Mischstibchens. Nihere
Erklirungen siehe Text.
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men von etwa 100 ml auf, wenn das Manometer nach
Zeuthen! verwendet werden soll). Uber eine Offnung
S (Schliff 29/31) kann das Flotationsgefafl beschickt
werden. Ein Ansatzstutzen an der Glaskammer fiihrt
zum Manometer, wihrend der zusitzliche Behilter B
zur Aufnahme eines Magneten dient. Bei einer Ver-
suchsdurchfiihrung werden, nach einer gewissen Zeit
der Temperaturadaption, zunichst die Anderungen
des Ausgleichsdruckes bestimmt, solange sich das Ver-
suchsobjekt im Medium des Tropfen 2 befindet. Dann
erfolgt die Zumischung des Mediums in Tropfen 1.
Zu diesem Zwecke wird der Taucher mit einer Pin-
zette5 aus dem Flotationsmedium genommen und mit
der ihm anhaftenden Fliissigkeit an die Innenwand
der Glaskammer angelegt. Er haftet durch Adhision.
Uber die Offnung S kann der Magnet an einer Halte-
rung, die wiederum an einem Feintrieb befestigt ist,
eingebracht werden. Mit diesem Magneten lif}t sich in
einfacher Weise das Rihrstibchen in den Tropfen 1
einbringen und von dort in Tropfen 2 weiterschieben.
Durch mehrmaliges Auf- und Abbewegen des Stib-
chens konnen beide Fliissigkeitstropfen gut und vor
allem innerhalb von etwa 10 sec gemischt werden. Die
zwischen beiden Tropfen liegende Luftblase wird mit
dem Eisenstibchen in den unteren oder oberen Gas-
raum geschoben. Es lifit sich dies am einfachsten durch-
fithren, wenn der Durchmesser des Stibchens die
Hilfte bis zwei Drittel des inneren Taucherdurch-
messers ausmacht. Ist der Durchmesser grofler, wird
zuviel Flissigkeit mitgeschleppt, die dann im Gasraum
zu zusitzlichen Fliissigkeitstropfen zusammenfliefit.
Ist er kleiner, kann die zwischen den Tropfen sich
befindende Luftblase nicht bewegt werden.

Nach dem Mischen wird das Eisenstibchen aus dem
nun einzigen Tropfen nach oben in den Gasraum des
Taucherhalses gebracht und der Taucher in das Flo-
tationsmedium zuriickgeschoben. Ein neuer Ausgleichs-
druck wird eingestellt und der Versuch kann fortge-
setzt werden.

Wihrend des Mischens bleibt der Taucher auf der
gleichen Temperatur, die er auch vorher im Flotations-
medium angenommen hat, da die Glaskammer véllig
in das Wasserbad eintaucht. Damit iiber den Magneten
und die Pinzette, die beide in die Glaskammer einge-
bracht werden miissen, der Taucher nicht in seiner
Temperatur verandert wird, befinden sich diese seit
Versuchsbeginn in dem Behilter B. Sie werden somit
ebenfalls iiber das Wasserbad temperiert. Ein hoher
Kragen, der Behilter B und Schliffansatz umschlieSt
verhindert, daf} sie beim Einbringen in die Glaskam-
mer den durch das Wasserbad temperierten Raum ver-
lassen.

Alle diese Vorkehrungen ermdglichen es, nach dem
Mischen sofort mit dem Versuch weiterzufahren, ohne
eine erneute Temperaturadaption abwarten zu miissen.
An Hand von Kontrollversuchen nach dem oben ge-
schilderten Verfahren, aber ohne Versuchsobjekte, liefd
sich dies feststellen. So ist aus Abb. 4 zu ersehen, daf}
die Auftriebsinderungen des Kontrolltauchers pro
Zeiteinheit auch nach dem Mischen der Tropfen und
der Fortsetzung des Versuches konstant geblieben sind.

171

T-— h o—_—o 0
sl X Kontrolltaucher
SL
(2]
~F
8- Taucher mit
3 Miracidium
Tk
1=
s
< |-
=
Gt t
-%'—
Lo g q - f.9 @ 9 ¢ 9 L i o 9o 4 3 0 % ¢ 4 8. &
0 60 120 180 240

Zeit in min—>

Abb. 4. Sauerstoffverbrauch eines Miracidiums von Schi-
stosoma mansoni in destilliertem Wasser vor und in physio-
logischer Kochsalzlsung (0,9°/0) nach dem Mischvorgang.
Der Kontrolltaucher ist mit eingezeichnet. Der Pfeil zeigt
den Zeitpunkt an, an dem gemischt wurde.

Eine Anpassungsphase, innerhalb der erst Linearitit
erreicht werden miifite, ist nicht vorhanden. Die prak-
tisch unvermeidbare Parallelverschiebung beider Kur-
ven, die fiir die Auswertbarkeit des Versuches keine
Bedeutung hat, rithrt von der wihrend des Versuches
notigen (s. 0.) Neueinstellung des Tauchers her.

Diskussion

Das Problem, in einem Ampullentaucher wihrend
des Versuches zu mischen, ist schon von HAMBERGER
u. TENGROTH? und von CHAKRAVARTYS behandelt
worden. CHAKRAVARTY hat die Methode, mit der im
allgemeinen Fliissigkeiten im Standardtaucher gemischt
werden, auf den Ampullentaucher iibertragen. Durch
kurzfristigen Uberdruck lifit er zwei Tropfen, wobei
einer ein Seitentropfen ist, zusammenflieflen. Die von
ihm verwendeten Taucher haben allerdings Gasvolu-
mina um 10 ul, so dafl gerade der besondere Vorteil
des Ampullentauchers, seine hohe Empfindlichkeit bei
Gasvolumina unter 1 ul, verlorengeht. HAMBERGER &
TENGROTH bringen die einzumischende Fliissigkeit in
versiegelten Kapillaren in den Taucher. Durch den
kurzen Impuls eines scharf gebiindelten Laserstrahles
wird die Kapillare zerbrochen und ihr Inhalt kann in
das Medium mit dem Versuchsobjekt diffundieren.
Zwar konnen hier relativ kleine und damit auch emp-
findliche Taucher verwendet werden (die Autoren
geben ein Trockengewicht der Taucher von 1-2 mg
an), ein Nachteil dieser Methode liegt aber meines Er-
achtens darin, dafl erhebliche Zeit verstreichen mufl,
ehe der zuzumischende Stoff aus der nur 20 u starken
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Kapillare in die Fliissigkeit diffundiert und sich dort
gleichmiflig verteilt. Werden schnell bewegliche Ob-
jekte untersucht, besteht weiterhin die Gefahr, daf}
sie vom Laserstrahl getroffen und beschidigt oder ge-
totet werden. Vor allem wenn im Taucher nicht nur
ein Organismus untersucht wird, sondern sich mehrere
gemeinsam bewegen, darf dies nicht unterschitzt wer-
den.

Die Verwendung des von mir in der hier vorliegen-
den Arbeit geschilderten Tauchers vermag die Nach-
teile sowohl der Methode nach CHAKRAVARTY als
auch der nach HAMBERGER & TENGROTH, auszuschal-
ten. Der Taucher kann ein echter Submikrolitertaucher
mit einem Gasvolumen von 0,2 ul und einer dement-
sprechend hohen Empfindlichkeit sein. Die Zumi-
schung einer Fliissigkeit ist innerhalb von wenigen
Sekunden abgeschlossen. Untersuchungen an Eiern und
Miracidien von Schistosoma mansoni haben dariiber-
hinaus gezeigt, daf keine Beeintrichtigung der Or-
ganismen durch den Mischvorgang erfolgt.

Ein Nachteil gegeniiber den schon bekannten Metho-
den mag im Einzelfall die erforderliche Neueinstellung
des Tauchers nach dem Mischen der Flissigkeiten sein.
Ganz allgemein mufl wohl fiir eine exakte Bestim-
mung des Ausgleichsdruckes bei allen bekannten mano-
metrischen Methoden mit etwa 2-3 min gerechnet
werden. Der zusitzliche Zeitaufwand fiir die Neuein-

W. Becker - Ein Cartesianischer Submikrolitertaucher, in dem gemischt werden kann

stellung des Tauchers nach dem Mischvorgang kann
mit 1-2 min veranschlagt werden. Er wird in den
meisten Fillen keine Rolle spielen. Sollte das doch
einmal der Fall sein, so kann wohl durch die Ver-
wendung entsprechend starker Magnetfelder durch die
Glaswand des Flotationsgefiafles hindurch gemischt
werden. Der Taucher miiffite hierzu am Boden ruhen,
um ein Widerlager zu haben, das Riihrstibchen kdnnte
aus diesem Grunde nur von oben nach unten bewegt
und miifite nach dem Mischen in den unteren Gasraum
geschoben werden. Um eine mdoglichst gute Durch-
mischung zu erzielen, wire die Verwendung eines
Wechselstromelektromagneten wiinschenswert, dessen
Frequenz ein Riihrstibchen noch gut folgen kann.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich
sehr fiir die Unterstiitzung der Arbeit.
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