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WARBURGOV APARAT*
M. VANDERAR i Ersa REeiNEr

Institut za medicinska istrativanja i medicinu rada, Zagreb

(Primljeno 25. UI 1962)

Prikaz sadrzava opis i teoriju Warburgova aparata. U drugom dijelu
opdirnije su iznijete praktitke upute za rad kao i primjer kalibracije
aparata i mjerenja aktivnosti enzima.

Manometrijske metode zauzimaju znatajno mjesto medu biolo$kim
metodama zahvaljujuéi u prvom redu ¢injenici da one omoguéuju mje-
renje brzine biokemijskih reakcija s velikom precizno$éu, a da pri tom
iziskuju vrlo male koli¢ine bioloskog materijala. Smatramo ih najpri-
kladnijim metodama za praéenje kemijskih, biokemijskih i fotokemij-
skih reakcija pri kojima se razvija ili apsorbira odredeni plin. Mano-
metrijske su metode nenadomjestive pri odredivanju apsorpcije kisika
ili evolucije uglji¢nog dioksida tkivnih rezova, izoliranih stanica ili nje-
zinih frakcija 1 bile su od odluénog znatenja za razja$njenje mehanizma
stani¢nog disanja. Njihova se primjena prodirila i na reakcije pri koji-
ma dolazi do stvaranja ili nestajanja odredene kiseline ili lu¥ine, a to
se moZe pratiti u prisustvu bikarbonatnog pufera. Bikarbonatni pufer
nalazi se u ekvilibriju s plinskom smjesom koja sadrfava uglji¢ni di-
oksid, i stvaranje odredene kolitine kiseline izazvat ée evoluciju odgo-
varajuée koli¢ine CO,. Na taj nalin mogu se manometrijskim metoda-
ma proutavati mnoge hidroliti¢ne reakcije, kao npr. kataliti¢ni raspad
kolinskih estera u prisustvu kolinesteraza.

Postoje tri glavna tipa manometra:

1. Kod prvog se tipa plin drZi u posudi pod stalnim tlakom, prilago-
dujuéi tekuéinu u graduiranoj cijevi koja je spojena s posudom, a pro-
mjena volumena se olitava sa cijevi. Na takvom principu baziran je
Haldaneov aparat za analizu plina.

* Ovo je prvi &anak iz serije prikaza o pojedinim metodama na podrutju medi-
cine rada i toksikologije koji ée se od broja do broja objavljivati s ciljem da koriste
praksi i pri rjeSavanju sloZenih analiti¢kih problema.



128 M. VANDEKAR | ELsA REINER

2. Kod drugog je tipa posuda pri¢vri¢ena na jedan kraj manometra,
a drugi je kraj U-cijevi otvoren i komunicira sa zrakom. Teku¢ina u
cijevi se prilagodava tako da odrZava konstantan volumen plina. a oli-
tava se promjena pritiska. Iz otitane promjene pritiska na_manometru
lako se izratuna koli¢ina stvorenog ili apsorbiranog plina. Taj tip ma-
nometra poznat je kao Warburgov manometar, jer su ga ‘Warburg i
njegovi suradnici mnogo upotrebljavali, premda zasluga u prvom redu
pripada Barcroftu i Haldaneu.

3. Treéi tip manometra naziva se diferencijalni tip manometra. On
ne radi ni pri stalnom pritisku, ni pri stalnom volumenu, vel se oboje
u isto vrijeme mijenja. Kod tog je oblika drugi kraj manometarske
cijevi- privriéen za drugu posudu sli¢nu prvoj, za razliku od Warbur-
gova tipa gdje je drugi kraj otvoren, tj. u komunikaciji sa zrakom. Time
se postizava eliminacija greSaka nastalih uslijed malenih promjena tem-
perature itd. Taj tip manometra poznat je kao Barcroftov tip, jer ga je
on usavriio, premda je taj isti princip prethodno koristio Warburg za
druge svrhe.

U Toksikolo¥kom odjelu Instituta sluZimo se ve¢ niz godina Warbur-
govom manometrijskom metodom. Ona nam sluZi pri proucavanju me-
hanizma djelovanja otrova kad in vitro istrazujemo utinak odredenih
otrova na biolotke sisteme (tkivne rezove, frakcije stanica, izolirane
enzimske sisteme i sl.) ili u studiju metabolizma otrova kad pratimo
razgradnju otrova u prisustvu odredenih bioloskih sistema. Warburgova
manometrijska metoda pokazala se nenadomjestivom u proucavanju
kinetike inhibicije kolinesteraza organofosfornim spojevima, kao i pri
odredivanju reaktivatorske moé¢i reaktivatora inhibirane kolinesteraze.
Ta se metoda uvodi u sve viSe laboratorija u nasoj zemlji.

Svrha je ovog prikaza da u prvom redu posluZi kao priru¢nik onima
koji se koriste ili namjeravaju koristiti tom metodom. Zbog toga ¢e po-
jedina poglavlja, a napose ona koja se odnose na prakticne upute za
rad, sadr¥avati pojedinosti koje ée biti moZda suvidne onima koji vet
imaju neko iskustvo s tom ili kojom drugom manometrijskom metodom.
Prikaz smo pisali na osnovu vrlo korisnih stranih priru¢nika (1, 2, 3)
kao i na osnovu vlastitih iskustava,! i cjelokupnu materiju podijelili na
ova poglavlja: T

Opis

Teorija

Kalibracija

Prakti¢ne upute za rad

Primjer kemijske kalibracije

Primjer mjerenja aktivnosti kolinesteraze

Srlhia e e

1 Prije pet godina obradili smo sliénu materiju u obliku skripata, a u sklopu »Se-
minara iz toksikologije organofosfornih spojeva«, s ogranitenom nakladom.
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1. OB

Warburgov aparat sastoji se iz manometra, Warburgove posude, ter-
mostatske kupelji i tresalice. Za pracenje specijalnih biokemijskih reak-
cija aparat moZe biti snabdjeven sistemom za uvodenje plina, sistemom
rasvijetnih tijela (za studij fotokemijskih reakcija), ili, npr., uredajem
za elektriéno podraZivanje tkivnih rezova (4).

Originalni oblik Warburgova aparata sadrzavao je po 6 manometara
sa svake strane paletvorinaste vodene kupelji. Svaka je posuda oscili-
rala u malom luku vertikalnog promjera, a jedan je motor pokretao mje-
$alicu i obje tresalice. Posljednjih godina 1zvrien je veliki broj modifi-
kacija aparata. Cirkularni tip Warburgova aparata (slika 1.1) ima okru-
glu vodenu kupelj, u koju se uronjava 14 ili viSe Warburgovih posuda.
Prednost cirkularnog aparata je u tome $to zauzima znatno manje pro-
stora, a buduéi da se manometri mogu okretati po Zelji oko kupelji, mo-
Yemo vrSiti otitanja svih manometara s jednog radnog mjesta.

1.1 Manometar

Warburgov manometar (slika 1.2) sastoji se od U-cijevi uskog unu-
tarnjeg presjeka (oko 1 mm?), koje su vertikalni krakovi dugi oko 80 cm.
Donji kraj U-cijevi spojen je s rezervoarom manometrijske tekuéine,
koji se sastoji od gumene cijevi opremljene vijkom kojim moZemo pode-
siti razinu tekuéine u cijevi manometra. U-cijev manometra pri¢vr§éena
je na stalak na kome se nalazi skala graduirana u milimetrima. Jedan kraj
cijevi je otvoren i komunicira sa zrakom, a drugi se kraj dva puta pre-
giba i zavrSava ubru$enom spojnicom na koju se pri¢vrs¢uje Warbur-
gova posuda. Komunikaciju tog kraka s atmosferom moZemo uspostaviti
preko trovodnog pipca koji sluzi i za uvodenje plina u Warburgovu po-
sudu. Na pozadini stalka nalazi se metalni nastavak koji pristaje na tre-
salicu, a udeSen je tako da je Warburgova posuda potpuno uronjena u
vodenu kupelj kad je manometar pri¢vriéen na tresalicu. Otvoreni krak
manometra moZe se zavr$avati malim proSirenjem — gornjim rezer-
voarom.

Danas se proizvode i manometri s dvostrukom kapilarom namjesto
U-cijevi (slika 1.8), kojih je prednost moguénost preciznijeg oCitavanja,
znatno veéa ¢vrstoéa i1 lake rukovanje, jer zauzimaju znatno manje pro-
stora. U principu oni se ne razlikuju od opisanog klasi¢nog tipa.

Kao manometrijsku teku¢inu mozemo upotrijebiti bilo koju vodenu
otopinu poznate gustoée, a po moguénosti obojenu. Sastav i priprema
manometrijske tekuéine opisana je u poglavlju 4.1.
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1.2 Warburgova posuda

U Warburgovoj posudi odvija se kemijska reakcija
koju moZemo, po Zelji, zapoleti, na nju utjecati ili je
-prekinuti prelijevanjem reakcione smjese iz postranié-
ne u glavnu komoru. Ona se, u pravilu, sastoji od glav-
ne komore i jedne ili vi§e postrani¢nih komora (slika
1.4a). Glavni otvor Warburgove posude sluZi za doda-
vanje Warburgovih komponenata, a ujedno se preko
njega posuda uévri¢uje na ubruSenu spojnicu mano-
metra (slika 1.2). Postrani¢na komora je snabdjevena
manjim otvorom kroz koji se u nju dodaju reakcione
komponente. Taj otvor zatvara se ubrufenim &epom.
Taj tep moze biti snabdjeven ventilom kroz koji izlazi
plin za vrijeme uvodenja plina u posudu. Postrani¢na
komora takvog je oblika da se njezin sadriaj u toku
tresenja ne prelijeva u glavnu komoru. Za mjerenje
respiracije biolofkog materijala glavna komora posude
snabdjevena je centralnom komoricom (slike 1.2 i 1.4)
u koju se stavlja luZina radi apsorpcije uglji¢nog di-
oksida. Pored opisanog standardnog oblika upotreblja-
vaju se Warburgove posude sloZenijih oblika, zavisno

: od specijalnih cksperimentalnih zahtjeva (slike 1.4 b,
Sl. 1.3 — Mano- ¢, d) :

metar s dvostru- P T
kom kapilarom

Manometar ¢ini s Warburgovom posudom funkcio-
nalnu cjelinu.

1.3 Termostatska kupelj

Oblik termostatske kupelji, a prema tome i volumen vode koju sadr-
Zava, varira prema izvedbi Warburgova aparata. Paletvorinasti oblik
sadrzava oko 80 I vode, a cirkularni tipovi sadrzavaju znatno manje vo-
lumene (oko 10 1).

Termostatska kupelj snabdjevena je uredajem za grijanje i uredajem
za hladenje. Zagrijavanje kupelji zasniva se u pravilu na sistemu ugra-
denih elektri¢nih grijalica razli¢itih jakosti, koje su prikljuéene na relej
i kontaktni termometar. Poetno zagrijavanje kupelji vr§i se maksimal-
nim intenzitetom, a za odrZavanje temperature na Zeljenoj visini po-
trebno je empirijski podesiti optimalni intenzitet grijanja. Drugi nad&in
zagrijavanja kupelji vr$i se pomoé¢u elektroda. U termostatsku kupel;
stavlja se odredena kol¢ina natrijeva klorida koji daje kupelji potrebnu
elektri¢nu vodljivost. Elektrode se napajaju izmjeni¢nom strujom.

Za odrzavanje temperature niZe od sobne, kod nekih je aparata pred-
viden uredaj za hladenje. On se sastoji od spiralnih metalnih cijevi,
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(a) (b)

(d)

Sl. 1.4 — Neki tipovi Warburgovik posuda: (a) posuda sa dvije postranicéne komore

i centralnom komoricom za luzinu, (b) posuda sa dvije Cafice fiksirane magnetom,

(c) posuda koja omoguluje veliku kontakinu povrinu izmedu plinske i tekule faze
i (d) posuda za rad s velikim volumenima tekuée faze

kroz koje protjeée vodovodna voda ili koja druga tekuéina prethodno
hladena u niskotemperaturnom termostatu.

Mijesanje vode u termostatskoj kupelji vrii se bilo mjesalicom ili vo-
denom pumpom. '

Kod velikih se vodenih kupelji odrava postojanost temperature, u
pravilu, lakse nego kod onih s malim volumenima, ali je, s druge strane,
teZe posti¢i izjednalenu temperaturu u svim dijelovima kupelji, koja
treba biti unutar 0,05° C. Znalenje tih dvaju faktora razmotrit ¢emo u
poglavlju 4.9. Cirkularni tip Warburgova aparata prikazan na slici 1.1
tako je tehnicki usavrien, da unato& relativno malom volumenu vode
varijacije temperature kupelji iznose — prema specifikaciji proizvodada
— svega =T 0,05°C.

U termostatsku kupelj uronjene su Warburgove posude, ali ne i ma-
nometarska kapilara. Pretpostavlja se, medutim, da se temperatura plin-
ske faze u dijelu manometra do 0-tatke ne razlikuje mnogo od tempe-
rature Warburgove posude. Ta aproksimacija je dopustena s obzirom
na relativino veoma mali volumen tog dijela plinske faze.
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14 Tresalica

Zavisno od konstrukcije aparata tresalice su izvedene tako da omo-
guéuju zajednitko tresenje bilo svih manometara (cirkularni tip), ili
odvojeno tresenje dviju grupa manometara sa svake strane vodene ku-
pelji (patetvorinasti oblik). Kod nekih se aparata vrsi zasebno tresenje
manometara, tako da se oni mogu za vrijeme olitavanja individualno
zaustavljati.

Tresalica omoguéuje jednoliko muékanje reakcione smjese u War-
burgovim posudama, kako bi se osiguralo brzo uspostavljanje ravnoteze
plinova izmedu tekuée i plinske faze. Brzina tresenja i amplituda mogu
se regulirati.?

2. TEORIJA APARATA

Warburgov aparat radi na principu konstantnog volumena. Mjere-

njem promjene pritiska pri konstantnom volumenu i konstantnoj tem-
peraturi izratuna se koli¢ina oslobodenog ili apsorbiranog plina u toku
neke reakcije na osnovu plinske jednadzbe.

Vet smo u opisu spomenuli da Warburgova posuda ¢ini s manome-
trom funkcionalnu cjelinu. Ukupni volumen Warburgove posude i di-
jela manometra do nul-tatke (vu) sastoji se od volumena plinske faze

(vp) 1 volumena tekuée faze (vt):
Vu' = Up + Ut (21)

Pretpostavimo da se u Warburgovoj posudi nalazi reakciona smjesa
u kojoj se oslobada neki plin. Tekua faza mora biti zasi¢ena tim pli-
nom i zato plinsku fazu — dijelom ili u cijelosti — treba sacinjavati taj
plin.

Poéetna koli¢ina plina u plinskoj fazi odredena je ovim izrazom:

278 P
a; = Up* —T . Pop (22)

gdje je P potetni pritisak u posudi, p je parcijalni pritisak vodene pare,
je apsolutna temperatura, a Po je normalni pritisak.
Potetna koli¢ina otopljenog plina u tekucoj fazi iznosi:
P-p
Po

by =i o

(2.3)

gdje je a topljivost plina.

* Vaino je za odredeni reakcioni sistem unaprijed utvrditi minimalnu potrebnu
brzinu tresenja i zatim je treba podesiti na onu brzinu koja iskljuluje utjecaj brzine
tresenja na brzinu reakcije koju mjerimo.
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Ako se u toku reakcije oslobodi koli¢ina plina x, a volumen plinske
faze ostaje isti, poveéa se pritisak u posudi za # mm manometrijske te-
kutine. Krajnja koli¢ina plina u plinskoj fazi prema tome iznosi:

9 Pp

a; = Up T 2 P (24)
a krajnja koli¢ina otopljenog plina:
b2=vt-a-w (2.5)

_Kolitina oslobodenog plina x jednaka je razlici poletne i krajnje ko-
li¢ine tog plina u plinskoj i tekutoj fazi:

x = (ay + b,) — (a, + b,) (2.6)
ili, uvrStavanjem jednadzbi 2.2 do 2.5:
Up 2;? U
v =i P, , (2.7)

Izraz u zagradi je konstantan za odredeni plin, temperaturu, volu-
men tekuce faze i volumen plinske faze i zove se konstanta Warburgove
posude: :

2738
Vp* shevi o
T

ke - (2.8)

Poznaje li se konstanta Warburgove posude moZe se mjerenjem pro-
mjene pritiska A izralunati koli¢ina oslobodenog plina x u toku neke
reakcije: :

x=Fk-h (2.9)

Teorija Warburgova aparata vrijedi jednako radi li se o reakciji pri
kojoj se plin oslobada ili apsorbira, s time da je uobitajeno predznake
za koli¢inu plina x i promjenu tlaka & u prvom sluaju oznatiti pozi-
tivno, a u drugom slucaju negativno.

Teorija aparata vrijedi jednako i onda ako je uz reagirajuéi plin u
Warburgovoj posudi prisutan i koji drugi plin. Tako se, na primjer,
moZe mjeriti potroSak kisika nekog tkiva, iako je u Warburgovoj po-
sudi zrak a ne samo kisik. Buduéi da koli¢ina dusika u toku reakciie
ostaje nepromijenjena, parcijalni tlak duSika ostajc isti, a ne mijenja
se ni koli¢ina dusika u tekucoj fazi. Jedino se mijenja parcijalni tlak
reagirajuceg plina, u ovom slu¢aju kisika, za iznos od 2 mm manome-
trijske teku¢ine. Prema tome, prisustvo du$ika ne utjele na vrijednost
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konstante Warburgove posude. To objas$njava i zasto se topljivost «
u jednadzbama odnosi na reagirajuéi plin, a ne na sve plinove prisutne
u Warburgovoj posudi.

3. KALIBRACIJA APARATA

Kalibracijom aparata odreduje se konstanta Warburgove posude, k,
a to je koli¢ina plina u mikrolitrima, koja uzrokuje pri konstantnom vo-
lumenu 1 konstantnoj temperaturi promjenu pritiska od 1 mm manome-
trijske teku¢ine. Konstanta posude moze se odrediti na tri nalina.

3.1 Kalibracija #ivom

Kod kalibracije zivom izralunava se konstanta Warburgove posude
iz jednad?be 2.8. U toj jednadZbi su vrijednosti 7 i v: zadane eksperi-
mentalnim uvjetima, a topljivost plina a pri odredenoj temperaturi sa-
znaje se iz odgovarajuéih fizikalnih tablica. Tablica 3.1 prikazuje toplji-
vost plinova (pri razli¢itim temperaturama) koji se najcesce koriste. Po-
trebno je, prema tome, odrediti samo vrijednosti Po 1 vp .

Tablica 3.1
Topljivost plinova (prema Dixonu (1) i Umbreitu i sur. (2)*
. Tempera- ‘
tura (°C) 0, €O, | H, CcO N,
10 0,038 1,194 0,020 — 0,020
15 0,034 1,019 0,019 - 0,018
20 0,031 0,878 0,018 0,023 0,015
25 0,028 0,759 0,018 0,021 0,014
30 0,026 0,665 0,017 0,020 0,013
35 0,024 0,592 0,017 0,019 0,013
37 0,024 0,567 0,017 0,018 0,012
40 0,023 0,530 0,016 0,018 0,012

* Topljivost (a) je iskazana kao mililitri plina (pri NTT) otopljeni u ml vode pri
1 atm.

Pri 88°C agp iznosi 0,55 za vodu, 0,587 za Ringerovu otopinu, 0,517 za Ringe-
rovu otopinu koja sadrzava 0,3 N HCI, 0,51 za serum.

Kod odredivanja normalnog pritiska P, u milimetrima manometrij-
ske tekuéine izmjeri se gustota manometrijske tekuéine D uobitajenim
fizikalnim metodama, a P, se zatim izratuna iz jednadzbe
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760 - 13,60
=

P, = (3.1)

Volumen plinske faze v, dobije se iz razlike ukupnog volumena i vo-
lumena tekuce faze (jednadzba 2.1). Ukupni volumen izmjeri se tako da
se Warburgova posuda i dio manometra do nul-tacke ispune Zivom.

Najprikladniji nadin punjenja manometra i posude Zivom je ovaj:
udini se oznaka na cijevi manometra oko 2 cm iznad ubrusene spojnice
na koju se pri¢vrS¢éuje posuda. Prazni manometar se okrene, trovodni
pipac zatvori 1 kroz ubrusenu spojnicu manometra nalije se ziva tako da
ispunjava cijev manometra od nul-tatke do ulinjene oznake. Ziva se
tada ispusti u posudu za vaganje. Manometar se vrati u normalni po-
lozaj, Warburgova posuda se ispuni Zivom i prifvrsti na manometar.
Koli¢inu zive podesimo tako da upravo doseze nacinjenu oznaku na
cijevi manometra, kada je posuda dobro fiksirana uz manometar. Ta
Ziva se zatim doda prvoj koli¢ini Zive u posudi za vaganje, izmjeri se
temperatura, pa se ukupna koli¢ina izvaze.

Poznavajuéi tako teZinu Zive i njezinu gustotu pri temperaturi kali-
bracije, izracuna se trazeni volumen v..

Ako ne upotrebljavamo Warburgove posude i manometre u fiksnim
kombinacijama veé Zelimo da se svaka posuda moZe koristiti sa bilo
kojim manometrom, treba odvojeno kalibrirati Warburgovu posudu 1
dio manometra do nul-tatke. Prema Dickensu (5) zasebna se kalibracija
provodi uz pomo¢ jedne dodatne Warburgove posude s ubrusenim ce-
pom, na kojoj se nalazi kratki nastavak kapilare, sli¢cne onoj na mano-
metru aparata. Ta dodatna posuda sluzi kao Pil{nometar. Volumen tog
piknometra (a) odredi se pomoéu Zive na uobifajeni nalin. Zatim se
izmjeri volumen svakog manometra u kombinaciji s tim piknometrom
(b) i volumen svake posude u kombinaciji s ubruSenim ¢epom piknome-
tra (c). Za bilo koju kombinaciju posude i manometra ukupni volumen
prema tome 1znosi:

vw=c¢c+b—a (3.2)

8.2 Miinzer-Neumannova metoda

Princip te metode sastoji se u mjerenju promjene pritiska u Warbur-
govoj posudi, koju uzrokuje dodatak poznatog volumena nekog plina,
na primjer zraka, pri konstantnoj temperaturi. Takvim mjerenjem odre-
duje se ukupni volumen plinske i tekuée faze vu pa se na osnovu jed-
nad’be 2.8 za odredene eksperimentalne uvijete izratuna konstanta %.

Za provodenje te kalibracije treba imati dodatni uredaj (shematski
prikazan na slici 3.1). Taj uredaj sastoji se iz manometra (A), kalibri-
rane pipete (B) i posude za niveliranje (C). Uredaj se prikljutuje iznad
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trovodnog pipca (T) Warburgova ma-
nometra (D). Warburgova posuda je
priklju¢ena na Warburgov manometar
i ona je u toku kalibracije prazna.

Kalibrirana pipeta nalazi se u ter-
mostatskoj kupelji kao i Warburgova
posuda. Trovodni pipac se okrene ta-
ko da spaja plinsku fazu Warburgove
posude s kalibriranom pipetom. U tom
poloZaju izmjeri se tlak na otvorenom
kraku Warburgova manometra i urav-
notezi dodatni manometar uz pomoé
posude za niveliranje. Zatim se podi-
zanjem posude za niveliranje uvede
odredena koli¢ina plina u Warburgo-
vu posudu i pipac T se zatvori. Nakon
podizanja manometrijske tekuéine u
zatvorenom kraku manometra D do
prvobitne razine ofita se povecanja
” ; tlaka A na otvorenom kraku. Zatim

A B e D ponovo uravnotezujemo dodatni ma-
Sl. 3.1 — Shematski prikaz za kali- TOMetar s posudom za niveliranje i
braciju Miinzer-Neumanovom me- olitamo na kalibriranoj pipeti volumen

todom. Za tumacenje vidi tekst plina Uz, koj(i smo unijeli u Warbur-
govu posudu. :
TraZeni velumen wv. iznosi:
Oz P
i (3.3)

gdje je P atmosferski pritisak u mm manometrijske tekuéine.

Kalibracija aparata moze se, dakako, provesti i tako da se poznati
volumen plina oduzme iz Warburgove posude, namjesto da se dodaje,
kao 3to je naprijed opisano.

3.8 Kemijska metoda

Kemijska metoda se sastoji u evoluciji ili apsorpciji poznate koli¢ine
x nekog plina kemijskom reakcijom u Warburgovoj posudi. Mjerenjem
promjene tlaka 2 u Warburgovoj posudi uzrokovane tom kemijskom
reakcijom, izratuna se konstanta posude iz jednadbe 2.9.

Konstanta posude za uglji¢ni dioksid dobiva se evolucijom uglji¢nog
dioksida pri reakciji natrijeva bikarbonata i jake kiseline. Konstanta za
kisik odreduje se evolucijom kisika u reakciji vodikova superoksida i
kalijeva permanganata ili apsorpcijom kisika na cisteinu u prisustvu
ferosulfata. Konstanta za dusik dobije se mijefanjem alkalne otopine
hidrazina s otopinom kalijeva dijodata. (Ta konstanta je prakti¢ki iden-
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ticna konstanti za kisik.) U svim navedenim reakcijama jedan je re-
aktant prisutan u suvisku, a drugi je reaktant standardiziran.

Prednost kemijske metode nad ostalim metodama je u tome Sto se ta
kalibracija provodi pod eksperimentalnim uvjetima pri kojima se izvode
1 sami pokusi. Tom metodom u isto vrijeme provjeravamo ispravnost
aparata (brtvljenje, termostatska kontrola itd.) kao i talnost i svlada-
vanje tehnike rada. U pravilu kalibraciju ponavljamo 8 puta i dobivene
konstante se moraju podudarati unutar 1-2%.

U poglavlju 5 je detaljno opisan postupak odredivanja konstante
Warburgove posude za uglji¢ni dioksid pri 37° C.

3.4 Konstanta Warburgove posude i njezino preracunavanje za
razlicite eksperimentalne uvjete

Konstanta Warburgove posude je faktor kojim mnoZimo promjenu
pritiska u posudi (izraZzenu u mm manometrijske tekuéine) da bismo do-
bili koli¢inu plina (izraZzenu u ul pod normalnim uvjetima), a koji se u
toku reakcije — pod odredenim eksperimentalnim uvjetima — razvio ili
potrosio. Iz préthodnog poglavlja smo vidjeli da konstantu Warburgove
posude odredujemo kalibracijskim postupkom i da se ona odnosi na
Warburgovu posudu i dio manometra do nul-tacke.

Vrijednost & je konstantna za zadani skup eksperimentalnih uvjeta 1
mijenja se samo onda kad se ti uvjeti mijenjaju. Ako se sluzimo istim
Woarburgovim posudama pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima (naj-
¢eSée variramo volumen tekuée faze ili koristimo drugi plin), izratunava
se za svaki skup novih uvjeta konstanta na osnovu jednadzbi iznesenih
u teoriji aparata.

Pri odredivanju konstante kalibracijom sa Zivom ili Miinzer-Neuma-
novom metodom, odreduje se ukupni volumen plinske i tekuce faze vi, a
konstanta se izratunava na osnovu jednadzbe 2.8. Kod tih metoda kali-
bracije nema, prema tome, teSkoéa pri izratunavanju konstanata za bilo
koje eksperimentalne uvjete, jer se samo odgovarajue vrijednosti v,
vp 1 @ uvrste u jednadzbu. Kod odredivanja konstante kemijskom meto-
dom dobije se direktno konstanta k. Zbog toga za preratunavanje kon-
stanata koje vrijede za druge uvjete treba najprije izracunati v, iz jed-
nad’be 2.8 prema uvjetima pri kojima je kalibracija vrena. Poznava-
juéi tako v, i v, uvrste se u jednad?bu 2.8 novi eksperimentalni uvjeti
1 izratuna se nova konstanta.

Pored takvog nalina preralunavanja konstanata ima niz pojednosta-
vljenih metoda, osobito ako se radi o promjeni samo jednog od uvjeta
rada. Postoji relativno jednostavan odnos izmedu konstanata koje se
odnose na razlitite volumene tekuée i plinske faze. IskaZemo li promjenu
volumena tekué¢e faze od 1 ml sa 4 ml iz jednadZbe 2.8, proizlazi da je:
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2

A B0 R 1000 e o,

Aml =k —Fk = - z
Pf) AR S PV)
k’ se odnosi na posudu sa 1 ml tekuéine vise.
Preuredenjem ta jednadzba prelazi u:
7
— 1000 —Q—Ti + 1000 * @
Aml = (3.5)

P,

Prema tome 4 ml je nezavisan od v, i vt i zavisi samo od a i T. U ta-
blici 3.2 navedene su vrijednosti 4m za kisik i uglji¢ni dioksid pri raz-
li¢itim temperaturama.

Tablica 3.2
Vrijednosti /\,,; za kisik i ugljiéni dioksid (2)
T t
om?)ecr)a ura Aml O, 4 ml CO,
20 —0,090 —0,005
98 —0,088 —0,020
33 —0,087 —0,026
37 —0,086 —0,031
43 —0,084 —0,087

Za svako povetanje volumena tekuée faze u iznosu od 1 ml umanjuje se konstanta
Warburgove posude za tabeliranu vrijednost.

Konstruirani su i razli¢iti nomogrami koji sluZe za izratunavanje kon-
stante odnosno njihovo medusobno preratunavanje (6). U pravilu, za
koriStenje tih nomograma treba poznavati ukupni volumen vu i volumen
tekuce faze v

4. PRAKTICNE UPUTE ZA RAD
4.1 Priprema manometrijske tekucine

Najle$ée se upotrebljava manometrijska tekuéina ovog sastava (Bro-
dieova otopina):
23 ¢ NaCl
5 g natrijeva holeata (Merck)
u 500 ml H,O
Gustota = 1,033
P, = 10.000 3

3 Vidi jednadzbu 3.1

(3.4)
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Toj otopini dodaje se Evanovo plavilo (200 mg/l) ili kiseli fuksin. Mogu
se upotrijebiti i druge boje, no pri izboru treba biti oprezan, jer neke od
njih su nestabilne i rastvaraju se u manometru.

Krebs (7) je opisao modifikaciju za pripremanje manometrijske teku-
¢ine koja ima neke prednosti. Zutne soli, koje je predloZio Brodie, za-
mijenjene su neionskim deterdentom »alkilaril-polietoksietanolnog ti-
pa«. Manometrijska tekué¢ina, koju je opisao Krebs, ima takoder speci-
fi¢nu tezinu 1,033 pri 20° C i ovog je sastava:

NaBr (anhidri¢ni) 44 g
Stergene (ili Lissapol N) 1 ¢
Evanovo plavilo 03g
H,0 do 1000 ml

Ako otopinu treba filtrirati, upotrijebit éemo filtar od sintrovanog sta-
kla, jer papir za filtriranje uklanja, zbog adsorpcije, dio boje.

4.2 Punjenje manometra

Za vrijeme punjenja drzimo manometar u vodoravnom ili lagano
kosom poloZaju. Gumeni rezervoar punimo pomotu kapaljke sve dotle
dok se manometrijska tekuéina ne pojavi u kapilarama manometra. Pri
punjenju treba nastojati da u rezervoaru zaostane $to manje zraka (pje-
ne). Ispunjeni rezervoar zatvaramo staklenim fepom i zatim pritiskom
prsta s razliitih strana na gumu rezervoara istiskujemo zrak do po-
sljednjeg mjehuri¢a. Dobro punjeni manometar je onaj kojemu moZe-
mo mijenjanjem pritiska na rezervoar — a kad su oba kraka manometra
otvorena — podesiti manometrijsku tekué¢inu od 0-300 mm.

Dodavanje tekuéine manometru moZe se vriti kroz otvoreni krak ma-
nometra, ali prije treba lijevi stupac manometrijske tekuéine — zatva-
rajuéi spoj sa zrakom na desnom kraku — dovesti do gornjeg rezervoara.
To se smije Ciniti samo onda ako je gornji rezervoar manometra pot-
puno ¢ist. Ne preporutuje se dodavati ili vaditi manometrijsku tekuéinu
pomocu injekcione igle i1 Strcaljke probadanjem gumenog rezervoara,
jer starenjem gume probodena mjesta polinju propustati manometrij-
sku tekuéinu.

4.3 Uklanjanje mjehuriéa iz kapilare manometra

Ako je stupac manometrijske tekuéine u manometru prekinut zraé-
nim mjehuri¢éima, moZemo ga ponovo sastaviti na taj na¢in da prstom
naglo komprimiramo gumeni rezervoar manometra i zatim polagano
popustamo pritisak. Ponavljaju¢i ovaj postupak viSe puta, zralni se
mjehuriéi dignu na povr§inu manometrijske tekuéine.
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4.4 Cis¢enje manometara

Zaostajanje manometrijske teku¢ine uz stijenku manometra uka-
zuje na onelitenje kapilare na tom mjestu. Masnoca ili druga neci-
stota u manometru uzrokuje pogrefna otitanja, i zbog toga pri svakoj
sumnji na oneti{¢éenje manometra treba taj manometar temeljito ofi-
stiti.

Masnoéu ¢emo lako ukloniti iz manometra ovim postupkom: mano-
metar se isprazni i na mjesto gumenog rezervoara stavimo gumenu ci-
jev koja je spojena s vodenom sisaljkom. Kroz oba kraka manometra
prosisava se naizmjence aceton na taj natin da jedan kraj uronjavamo
u posudu s acetonom, a drugi krak u isto vrijeme zacepimo prstom. Na-
kon acetona prosisavamo kroz manometar destiliranu vodu i najposlije
pustimo da se kapilare manometra osuSe strujom zraka. Ako se radi o
oneti$éenju koje ne moZemo ukloniti na taj natin, manometre treba ski-
nuti sa stalka i ostaviti uronjene 24 sata u krom-sumpornoj kiselini ili
u luZnatoj otopini kalijeva permanganata.

Manometre treba prati barem dva puta na godinu, a jedamput na
godinu treba izmijeniti gumene rezervoare na svim manometrima.

4.5 Cis$éenje Warburgovih posuda

Warburgove posude moraju biti besprijekorno tiste. Postoje mnoge
metode za ¢is¢enje manometrijskog posuda, i njihov ¢e izbor zavisiti o
reakciji i tipu bioloskog sistema koji Zelimo proucavati. Homogenizirano
tkivo Cesto je osjetljivo na onedi¥éenje metalima, a, s druge strane, bak-
terijske su suspenzije obitno neosjetljive na male koli¢ine metala, ali su
izrazito osjetljive na tragove vitamina ili drugih organskih supstancija.
Pri upotrebi masnih preparata posude moramo temeljito prati organ-
skim otapalom. Ako je na dnu posude zaostala masna prevlaka moZe se
desiti da luZina spuzne iz centralne komorice. U mnogim ¢e slu¢ajevima
ispiranje vruéom vodom biti dovoljno za uklanjanje masnoca.

Opisat éemo nekoliko metoda ¢i¥éenja, od kojih pri radu preparatima
kolinesteraze, kao i u radu s mitokondrijima i tkivnim rezovima, naj-
ir_iﬁe koristimo posljednju metodu, tj. metodu liS¢enja sumpornom kise-
inom.

Bikromatska metoda

a) Stavi Warburgove posude u benzin (bez olova!) da se skine ma-
snoca ili ukloni masnoéu pamuénom krpicom nakvasenom u benzin.

b) Peri vodom.

¢) Stavi posude na 12 do 24 sata u otopinu za ¢i¥¢enje. (Otopina za
ti¥¢enje: otopi 63 g natrijeva (ili kalijeva) bikromata grijanjem u 35 ml
vode. Dodaj koncentriranu H,SO4 do jedne litre.)
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d) Odstrani otopinu za &i¥éenje vodom, peri u destiliranoj vodi ba-
rem 6 puta. Neki stavljaju Warburgovu posudu u razrijedenu NaOH
(5 g/1) posto su uklonili glavninu kromne kiseline, a prije ispiranja de-
stiliranom vodom.

WMetoda duSicnom kiselinom

a) Stavi Warburgove posude u benzin na 30 minuta da se ukloni ma-
snoca, ili to ucini krpicom nakvaSenom u benzinu.

b) Peri vodom.

¢) Stavi posude u smjesu jednakih dijelova koncentrirane H,SO, i
HNO; u staklenoj posudi. Grij ovu mjefavinu 30 do 60 minuta u dige-
storu. Hladi.

d) Ukloni kiselinu, peri nekoliko puta destiliranom vodom.

Metoda deterdzentnim sredstvima

a) Ukloni masnoéu krpicom nakva$enom u bezinu.

b) Peri vodom.

¢) Uroni Warburgove posude u plitku posudu koja sadrfava jednu
zlicu deterdZenta na 4-5 1 vode. Kuhaj oprezno 15 minuta. Predugo gri-
janje ili kuhanje ubrzava izjedanje Warburgovih posuda. Pogodna ku-
pelj za liS¢enje predstavlja cilindri¢na staklena posuda s bakrenom
spiralom uronjenom u otopinu deterdZenta; kupelj se grije parom koja
prolazi kroz spiralu. Uronjene posudice mogu se grijati i u autoklavu.

d) Isperi nekoliko puta destiliranom vodom.

Metoda sumpornom kiselinom

a) Isperi Warburgove posude $to vrelijom tekuéom vodom.

b) Stavi posude u pocakljenu zdjelu u kojoj se nalaze 3—4 #lice sa-
punskog pradka na 1 litru vode. Kuhaj oprezno 15 minuta.

¢) Isperi dobro vruéom vodom.

d) Ispuni zasebno svaku posudu koncentriranom H,SO, u koju je
dodana 1 #li¢ica kalijeva permanganata na 200 ml kiseline (budi opre-
zan pri dodavanju permanganata u kiselinu!). Warburgove posude ispu-
ni kiselinom do bruSenog grla i ostavi kiselinu u posudi 1-2 minute. {Ce-
pove Warburgovih posuda ne uronjavamo u kiselinu, veé ih nakon ku-
hanja u sapunskom pratku ispiremo vrelom, a zatim destiliranom vo-
dom.)

e) Vrati kiselinu u bocu i isperi posude vruéom tekuéom vodom. Ista
se kiselina mozZe upotrijebiti nekoliko puta, sve dok ne promijeni boju
iz tamnozelene u smedu.

f) Isplahni posude 3 puta destiliranom vodom, ocijedi i izvrnute slo%i
na papir za filtriranje u koSaricu. Ostavi su$iti preko noéi ili u suSioniku
na 1102C.
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4.6 Podmazivanje

Za podmazivanje ubrusenih spojnica manometara na koje se priklju-
¢uju Warburgove posude, kao i za podmazivanje tepova koji zatvaraju
postraniéne komore, upotrebljavaju se maziva koja sluZe za brtvljenje
(anhidri¢ni lanolin ili smjesa vazelina i parafinskog ulja). Ako je tem-
peratura kupelji iznad sobne temperature treba 1-2 minute nakon uro-
njavanja Warburgovih posuda u termostatsku kupelj ponovo udvrstiti
sve spojeve koji treba da brtve, tj. spoj izmedu manometra i posude i
¢ep na postraniénoj komori Warburgove posude.

Mazivo za podmazivanje trovodnog pipca na manometru mora biti
takvo da u isto vrijeme i brtvi i omogucuje klizanje. U tu svrhu dobro
¢ée nam posluZiti maziva koja se upotrebljavaju za birete.

4.7 Uvodenje plina u Warburgove posude

U mnogim pokusima satinjava plinsku fazu umjesto zraka drugi plin
ili smjesa plinova. Za te slutajeve Warburgov aparat je snabdjeven
podesnim sistemom kojim se preko gumenih cijevi, a preko trovodnog
pipca na manometru, uvodi plin u Warburgovu posudu. Uvodenje plina
u pravilu vrdimo ve¢ kad se Warburgove posude nalaze uronjene u
vodenu kupelj, a upotrebom visestrukih cijevi ¢itava serija posuda ispu-
niava se %eljenim plinom odjednom. Pri tom je tresalica u pogonu.
Plin izlazi iz Warburgove posude kroz &ep postranitne komore koji je
opskrbljen pipcem, i samo u odredenom poloZaju Cepa taj pipac je
otvoren. Da bismo mogli provjeriti da plin zaista struji kroz sve posu-
dice, stavljamo na &ep postranitne komore hidrauli¢ni ventil (»grglja-
vac«) (slika 1.2). Rezervoare tog ventila ispunjavamo vodom, tako da
mjehuriéi plina koji se javljaju pokazuju da plin struji kroz ‘Warbur-
govu posudu. Potrebno je da proteée oko 1 litra plina kroz Warbur-
govu posudu, da bi se sav zrak sa sigurno$tu istisnuo iz posude.

Kada dulje vremensko razdoblje koristimo odredenu smjesu plinova,
najbolje je raditi sa &eliénim bocama koje sadrzavaju tu smjesu pod
odredenim pritiskom.* Male koli¢ine smjese plinova mogu se pripremiti
u zalepljenim bocama, puncéi posude vodom i istiskuju¢i mjerene koli-
¢ine vode plinovima po Zelji. Smjesa plinova istiskuje se zatim iz boce
vodom i provodi kroz Warburgove posude. Ako smjesa plinova sadr-
ava CO,, upotreba vode za istiskivanje plina promijenit ¢e sastav plin-

4 Mnoge smjese plinova, koje koristimo u radu s Warburgovim paratom, kod nas
se ne proizvode. Za odredivanje aktivnosti kolinesteraze pripremamo smjesu ugljitnog
dioksida i dudika (5°%0 CO, + 95% N,) na ovaj natdin: &eli¢nu bocu ispunimo sa CO,
do 5 atm. pretakanjem iz druge boce u kojoj imamo CO, pod vetim pritiskom. Na
tih 5 atm. CO, damo u postrojenju koje puni boce dufikom nadopuniti bocu do
100 atm. dufikom Schollinderovom metodom provjeravamo zatim koncentraciju CO,
u nafoj smjesi. Na slian naéin mogu se proizvesti i druge smjese. 2
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ske smjese, ako voda nije prije toga bila zasi¢ena sa COs pri odrede-
nom CO, pritisku.

Uvodenje plina u Warburgove posude vréimo pod tlakom od priblizno
200 mm manometrijske tekuéine, i ono traje obi¢no 5 minuta. Po zavr-
Senom uvodenju plina zatvara se trovodni pipac manometra i ventil na
¢epu postrani¢ne komore. U isto vrijeme mo¥emo podesiti manometrij-
sku teku¢inu tako da iskoristimo $to veéi dio skale na manometru za
olitanja (vidi poglavlje 4.8).

4.8 Nul-tacka i ocitanje pritiska posto je manometrijska tekuéina
presla graduiranu skalu

Za nul-tacku dobro je izabrati onu koja ée omoguéiti maksimalno
iskori$tenje graduirane skale. Kad mjerimo potrofak plina prikladna je
tatka na 250 mm, a kad mjerimo evoluciju plina prikladna je tatka na
50 mm. Jasno je da kalibracija-manometra mora uvijek biti vriena do
nul-tacke, tj. u prvom sluéaju do 250 mm, a u drugom do 50 mm skale.

Buduéi da je mnogo jednostavnije vriti kalibraciju samo za jednu
nul-tacku, sluzimo se Cohenovom metodom koja omoguéuje iskoristenje
cijele skale manometra za oba slutaja, tj. pri mjerenju potrotka kao i
evolucije plina, a da se pri tom nul-tatka nalazi na sredini kraka (na
150 mm). Ta metoda shematski je prikazana na slici 4.1. Za mjerenje

300

(a) (b)

Sl. 41 — PodeSavanje manometrijske tekuline za maksimalno iskoristenje graduirane
skale pri pokusima apsorpcije (a) i evolucije (b) plina
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potroika plina spustimo manometrijsku tekuéinu do blizu dna skale,
pri &mu je trovodni pipac otvoren. Trovodni pipac zatim zatvorimo i
podesavanjem manometrijske teku¢ine na nul-tacku u zatvorenom kraku
porast ¢e tekuéina u otvorenom kraku manometra do blizu vrha gra-
duirane skale. Za mjerenje evolucije plina vi¥imo obratni postupak:
s otvorenim trovodnim pipcem dignemo manometrijsku tekuéinu do blizu
vrha graduirane skale. Trovodni pipac zatvorimo, a podeSavanjem ma-
nometrijske tekuéine na nul-tatku spustit ¢e se tekuina u otvorenom
kraku do blizu dna skale.

Ako unato¢ gornjem postupku — zbog velike koli¢ine apsorbiranog
odnosno stvorenog plina u toku reakcije — nivo manometrijske teku¢ine
prede graduiranu skalu, moZemo Voglerovim postupkom (8) otitati pri-
tisak u posudi na ovaj natin: manometrijsku teku¢inu podesimo tako da
se stupac u otvorenom kraku nalazi na skali. Time se tekucina u zatvo-
renom kraku udaljila od nul-tatke za ¢ milimetara. Zabiljezimo ofita-
nje na otvorenom kraku (k). Zatim podesimo manometrijsku tekucinu
u zatvorenom kraku na udaljenost od 2 ¢ milimetra od nul-tatke i zabi-
lje#imo otitanje (h,) na otvorenom kraku. Razliku h;—he dodamo (pr1
razvijanju plina) odnosno oduzmemo (pri apsorpciji plina) otitanju hy
da bismo dobili stvarni pritisak u Warburgovoj posudi, tj. onaj kad bi
manometrijska tekuéina u zatvorenom kraku bila na nul-tacki.

4.9 Znalenje i funkcija termobarometra

Warburgovi su manometri vrlo osjetljivi na neznatne promjene atmo-
sferskog pritiska ili temperature vodene kupelji, jer je manometarska
cijev na jednom kraju otvorena i komunicira sa zrakom. Takve se pro-
mjene redovito de$avaju za vrijeme pokusa i mogu u roku od jednog
sata izazvati razlike u oditanju od 15-20 mm, ili ¢ak i viSe. Zbog toga
je potrebno, pored efikasne termostatske kontrole i efikasnog mijesanja
vodene kupelji, da uz »eksperimentalne manometre«, tj. manometre ko-
jima mjerimo odredenu reakciju, imamo i jedan dopunski manometar,
koji djeluje kao »termobarometar«.

Termobarometar se ne razlikuje od ostalih manometara s Warbur-
govom posudom, osim $to se u posudu umjesto reakcione smjese stavlja
samo voda ili puferska otopina. Obi¢no koristimo jedan termobarometar
za grupu eksperimentalnih manometara, koja nije veta od 6, tako da
kod aparata sa 14 manometara imamo u pravilu 2 termobarometra.
Kada vrimo otlitavanja na eksperimentalnim manometrima, uvijek
vr§imo 1 olitavanja na termobarometru. Posljednje se olitanje odbija
od prvih, kako bismo iskljuéili pogreske nastale zbog promjena u vanj-
skim uvjetima. Ako razina tekuéine u otvorenom kraku termobarometra
raste, tada se radi ili o padu tlaka u sobi ili o porastu temperature vo-
dene kupelji. Pad razine manometrijske teku¢ine u termobarometru
uzrokovan je obrnutim udincima.
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Jasno je da nije potrebno poznavati kontante ovog manometra, jer je
promjena tlaka izazvana promjenom temperature jednog zatvorenog
plinskog volumena jednaka za bilo kakav volumen Warburgove posude.
Isto tako, buduéi da svaka promjena u atmosferskom pritisku djeluje
jednako na otvorenom kraku svih manometara, sve ée promjene utje-
cati na olitavanje svih instrumenata na isti na¢in, makar su njihove
Warburgove posude razlititog volumena.

Slika 4.2 ilustrira funkciju termobarometra. Potetno oCitanje na eks-
perimentalnom barometru iznosilo je 152 mm, a na termobarometru
149 mm. Deset minuta kasnije olitanje na eksperimentalnom barometru

iznosilo je 170 mm, a na termobaro-
metru 158 mm. Porast tlaka u ter-
mobrarometru (b) bio je uzrokovan
ili povetanjem temprature vodenc
kupelji, 1li padom atmosferskog pri-
tiska. Porast tlaka na eksperimen-
talnom barometru imao je dva uzro-
ka: razvijanje plina u Warburgovoj
posudi (a) i promjenu temperature
kupelji i atmosferskog pritiska (b).
Prema tome, porast olitanja na ter-
mobarometru se odbija od zapaZe-
nog porasta tlaka u eksperimental-
nom barometru. Pri pokusima gdje
mjerimo apsorpciju plina vrsit ce-
mo korekciju u obrnutom smislu.
Dva faktora su od velikog znale-
nja za rad Warburgova aparata u
odnosu na vodenu kupelj i njezinu
termostatsku kontrolu: prvi je odr-

v . v . . v
Zavanje temperature na Zeljenoj tad-

ki, a drugi je odrZavanje jednolike
temperature unutar cijele kupelji.
Navest ¢emo dva primjera iz kojih
se vidi da je drugi faktor, tj. efika-
sno mijesanje vode u kupelji pace
vazniji od prvog: pretpostavimo da
je u cijeloj kupelji temperatura
jednoliko rasprostranjena, ali ona
za vrijeme pokusa opada za 1°C
ispod zadane temperature. Termoba-
rometar je reagirao na ovu promje-
nu temperature i glavna pogreska iz-
ratunanog rezultata proizaéi ¢e zbog
upotrebe pogre$nog faktora za War-
burgovu posudu. Konstanta War-

170
152 150 150
149 150 1534, U150
149
170
a
152 B1b ||150

Sl. 4.2 — Shematski prikaz upotrebe
termobarometra.
Za tumaclenje vidi tekst



148 M. VanpeExar i Ersa REINER

burgove posude je, naime, funkcija temperature, ali pogreska ce biti
relativno malena, jer pri padu temperature od npr. 28° C na 27° C kon-
stanta na O, se mijenja svega za 0,3%. Pretpostavimo drugi slucaj. Tem-
peratura kupelji nije jednoliko rasprostranjena i razlika u temperaturi
termobarometra i eksperimentalne Warburgove posude iznosi 1° C. Zbog
te razlike u temperaturi eksperimentalni manometar ¢e pokazati pritisak
koji je uvetan odnosno umanjen za toliko koliko odgovara koli¢ini od
83 ul plina na svakih 10 ml plinske faze. Takav artefakt unosi veoma
veliku pogresku u konacni rezultat. .

4.10 Dodavanje reakcionih komponenata u toku pokusa

Za dodavanje reakcionih komponenata u toku pokusa Warburgove su
posude snabdjevene sa jednom, dvije ili viSe postrani¢nih komora. Pre-
takanjem tekuéine iz postraniéne komore u glavnu mozemo po Zelji za-
poleti, utjecati ili prekinuti reakciju koja se zbiva u Warburgovoj po-
sudi. Po$to smo materijal iz postrani¢ne posude prelili, potrebno je po-
strani¢nu komoru jo§ 2-8 puta isprati sadrzajem glavne komore preli-
jevanjem amo-tamo, i na kraju vratimo sav sadrzaj u glavnu komoru.
Bez takvog ispiranja ne postize se kvantitativan prenos materijala iz
postrani¢ne komore u glavnu. Pri vadenju manometra iz kupelji treba
prstom zalepiti otvoreni kraj manometra. Time ¢emo sprijetiti da kon-
trakcija ili $irenje plina zbog promjene temperature usiSe odnosno po-
tisne manometrijsku tekuéinu.

Postrani¢nu komoru ne smijemo ispuniti tekuéinom do kraja. U ko-
moru kapaciteta od 1 ml najbolje je dodavati 0,5 ml ili manje sadrzaja.
Radimo li Warburgovim posudama malog volumena, ne treba stavljati
u postrani¢nu komoru volumene veée od 0,25 ml. Na taj ¢emo nacin
sprijeciti nezeljeno prerano prelijevanje sadrzaja u glavnu komoru, a
pored toga omoguéit ¢emo da se brze postigne ravnoteza izmedu plinske
1 vodene faze u postrani¢noj komori. Desi li se da te dvije faze nisu u
ravnotezi, naglo ¢ée se evoluirati ili apsorbirati plin pri prelijevanju
sadrzaja postranitne komore u glavnu.

Isto tako, dobro je prilagoditi sastav otopine u postrani¢noj komori
tako da se ona razlikuje od otopine u glavnoj komori samo u jednom
faktoru. Tako npr. za odredivanje aktivnosti kolinesteraze pripremamo
otopine supstrata (kojima punimo postrani¢nu komoru) u bikarbonat-
nom puferu jednakog sastava onome u kojem je suspendiran preparat
kolinesteraze u glavnoj komori. Isto tako pripremaju se i otopine inhi-
bitora, u pravilu, u bikarbonatnom puferu jednakog sastava. Prema to-
me, dodavanje supstrata ili inhibitora enzimu koji se nalazi u glavnoj
komori mijenja sastav otopine u glavnoj komori samo za jednu kom-
ponentu.

Posudicama koje nemaju dovoljan broj postrani¢nih komora mogu se
dodati »Keilinove tafice« koje pomotéu male kvacice od stakla ili pla-
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tinske Zice povjeSamo na rub centralne komorice. Opreznim potresanjem
one se mogu otkvaciti s ruba, i na taj ¢e se nalin sadrzaj &aSice izliti u
glavnu komoru. Dixon je opisao moguénost dodavanja vi¥e reakcionih
komponenata, koriste¢i dvije »Keilinove ¢aSice« s kukama razlitite du-
Zine: pri manje doziranom potresanju izvrnut ée se ona s kraéom kukom,
a tek kod jateg potresanja druga.

Pri pokusima u kojima Zelimo utjecati na reakciju a da pri tom ne
moramo vaditi manometar s Warburgovom posudom iz kupelji radi pre-
lijevanja sadrzaja, koristimo Warburgove posude snabdjevene magne-
tom, a umjesto postrani¢ne komore u glavnoj se komori nalazi staklena
¢asica s utaljenom Zeljeznom kotvom (slika 1.4b). Povlatenjem ko-
nopca odstranjuje se magnet i CaSica se prelijeva zbog tre$nje mano-
metra.

Cesto Zelimo punjenje Warburgovih posuda — napose ako se radi o
nestabilnom enzimskom preparatu ili nestabilnoj kojoj drugoj kompo-
nenti — izvrSiti u $to kratem vremenskom roku. U tom slu¢aju sluzimo se
tuberkulinskom pipetom (slika 5.1), koja omoguéuje brzo pipetiranje
odredene koli¢ine enzimskog preparata u Warburgovu posudu. Tuber-
kulinska pipeta pokazala se narodito podesnom u radu s viskoznim ma-
terijalom, kao $to je krv, homogenati tkiva i sl. Kalibracija i rad s tu-
berkulinskom pipetom opisani su u poglavlju 5.

5. PRIMJER KEMIJSKE KALIBRACIJE

U ovom primjeru opisat ¢emo odredivanje konstante Warburgove po-
sude za uglji¢ni dioksid (9) pri 37° C i za volumen tekuce faze od 2,0 ml.
Dobivenu konstantu mozemo izravno primijeniti za izralunavanje re-
zultata mjerenja aktivnosti kolinesteraze i drugih enzima ako su uvjeti
ove kalibracije i uvjeti mjerenja aktivnosti enzima jednaki. Za druge
uvjete rada ili drugi plin treba preracunati dobivenu konstantu na naéin
opisan u poglavlju 3.4.

5.1 Princip metode

Dodavanjem poznate koli¢ine sumporne kiseline bikarbonatnom pu-
feru kojega ima u suvisku, izludi se iz pufera poznata koli¢ina uglji¢nog
dioksida koju mjerimo.

5.2 Materijal

Bikarbonatni pufer: NaHCO, (0,0357 M); NaCl (0,164 M)
Plinska smjesa: CO, (5 vol.%0); N, (95 vol.%).
Kiselina: standardizirana H,SO, (0,05 N).
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Sl. 5.1 — Tuberkulinska pipeta

Mikropipeta volumena 0,200 ml. Namjesto mikropipete moZe sluZiti
kalibrirana tuberkulinska pipeta (slika 5.1), koja se sastoji od metalnog
okvira s vijkom pri¢vriéenim na tuberkulinsku pipetu. Tuberkulinska
pipeta je produZena na vrhu staklenom kapilarom, koja je na kraju za-
Siljena. Metalni vijak se namjesti tako da pipeta prima 0,2 ml tekucine.
Tatan volumen tekuéine se odredi vaganjem vode koju sadrZava tuber-
kulinska pipeta (to ponavljamo 3-5 puta). Poznajemo li gustou vode
pri temperaturi vaganja izratunamo volumen. Kod upotrebe pipete treba
paziti da u pipetu ne udu mjehuri¢i zraka i zbog toga pri prenosenju
sadr¥aja pipete u Warburgovu posudu vrh pipete treba uroniti u te-
kutinu. :

5.8 Postupak

U glavnu komoru Warburgove posude odmjeri se 1,8 ml bikarbonat-
nog pufera, a u postrani¢nu komoru 0,2 ml sumporne kiseline. Zatim se
u posudu uvodi plinska smjesa 5 min., i za to vrijeme je tresalica apa-
rata u pogonu. Nakon zavr$enog uvodenja plinske smjese i uspostavlja-
nja toplinske ravnoteZe (10 min.) izmjerimo pritisak u posudama koje
kalibriramo i u termobarometru. Mjerenje pritiska ponavlja se 4 puta
u razmacima od 5 min. U tim razmacima tresalica aparata je u pogonu.
Zatim prelijemo kiselinu iz postrani¢ne u glavnu komoru, pa ponovo
4 puta olitamo pritisak.? Razlika aritmeti¢kih sredina prvih i drugih

5 Qtitanja se moraju nakon korekcije termobarometrom medu sobom dobro podu-
darati. U protivnom sluaju nije postignut termoekvilibrij ili manometar nedovoljno
brtvi.
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otitanja je vrijednost k2 u jednadzbi 2.9. Vrijednost x u istoj jednad¥bi
dobijemo ovako:
K€ 0 O (5.1)

gdje je ¢ normalitet sumporne kiseline, v je volumen kiseline u posudi
iskazan u mikrolitrima, a v’ je volumen uglji¢nog dioksida u mikrolitri-
ma pod normalnim uvjetima, koji odgovara ul 1 N sumporne kiseline.

Tablica 5.1

Kemijska kalibracija Warburgove ﬁosude.
(Izvadak iz laboratorijskog dnevnika)

e 04 v Od¢itanja na termo-
metru kojeg posudu b ¢
kalibriramo al(.ome)‘ e
(mm) mm
102 102 149
prije dodavanja H,SO, 105 102 150 =1
108 101 151 —2
104 101 152 —3
aritmetitka sredina: 1015
207 202 154 —5
nakon dodavanja H,SO, 208 202 155 [ —B
208 202 155 —6
209 208 155 —6
aritmeticka sredina: 202,3

h = 202,3 — 101,5 = 100,8

Za ilustraciju smo u tablici 5.1 prikazali izvod iz laboratorijskog dnev-
nika kalibracije jedne Warburgove posude. U prvoj koloni navedena su
olitanja pritiska posude koju kalibriramo; u koloni pored nje ta su oci-
tanja korigirana na osnovi promjena pritiska u termobarometru. Korek-
cije se vrSe prema prvom olitanju termobarometra. Predznak »minus«
u drugoj koloni termobarometra oznacuje da tu vrijednost treba odbiti.
(Da je pritisak u termobarometru padao, vr$ili bismo pribrajanje.)

Standardiziranjem sumporne kiseline odredili smo njezin normalitet
(¢ = 0,05312), a kalibracijom tuberkulinske pipete odredili smo njezin
volumen (v = 204,9 ul). v’ je dobiven na ovaj natin: 1000 ml 1N H,SO,
ekvivalentno je sa 44,010 ¢ CO,. Volumen jednog mola CO, pri nor-
malnim uvjetima iznosi:
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44010 _ 992681
19768

gdje je nazivnik gustota CO,. Odavde izlazi da je
1 4l IN H,S0, .. 22,263 1l CO, pri NTT
a to je upravo v’. Uvritavanjem u jednadzbu 5.1 dobije se
x = 0,0313 - 204,9 - 22,263 = 242,36
pa prema tome konstanta Warburgove posude iznosi (jedn. 2.9):

o ®o 24036

L [

6. PRIMJER ODREDIVAN]JA AKTIVNOSTI
KOLINESTERAZA

Opisat ¢emo odredivanje aktivnosti serumske kolinesteraze prema
acetilkolinu kao supstratu pri 37°C i pH 7,7. Pregled metoda odredi-
vanja aktivnosti kolinesteraze objavljen je u jednom ranijem broju
ovog Casopisa (12).

6.1 Princip metode

Hidrolizom supstrata kolinesteraze nastaje kiselina i ester. Ako je
supstrat koliensteraze acetilkolin, nastaje hidrolizom kolin i octena ki-
selina:

kolinesteraza

+ +
(CH,); N (CH,), 0.CO.CH, + H,0 ~"% (CH,),N (CH,), OH +
+ CH,COOH

Enzimsku hidrolizu mjerimo u bikarbonatnom puferu zasi¢enom ugljic-
nim dioksidom i zbog toga ¢e se u toku reakcije oslobadati ugljiéni
dioksid. Koli¢ina oslobodenog ugljitnog dioksida proporcionalna je ko-
li¢ini hidroliziranog supstrata.

Na toj reakciji zasniva se manometrijska metoda odredivanja aktiv-
nosti kolinesteraze, koju je razradio Ammon (10) a modificirali Ald-
ridge i Davison (11).

6.2 Materijal

Pufer: NaHCO, (0,057 M); NaCl (0,164 M); MgCl, (0,04 M)
Plinska smjesa: CO, (5 vol.%); N, (95 vol.%)
Supstrat: acetilkolin klorid (0,0276 M) otopljen u puferu.®

¢ Otapanjem jedne ampule acetilkolinklorida od 0,1 g u 2 ml pufera dobijemo gore
navedenu molarnu koncentraciju.
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Preparat kolinesteraze: 20%o otopina defibriniranog konjskog seruma
u puferu.

6.3 Postupak

U glavnu komoru Warburgove posude odmjerimo 1,6 ml pufera i
0,2 ml preparata kolinesteraze, a u postrani¢nu komoru 0,2 ml supstrata.
Zatim se u posudu uvodi plinska smjesa 5 min., za koje vrijeme je tre-
salica aparata u pogonu. Nakon uspostavljanja toplinske ravnotee pre-
lijemo supstrat iz postranitne komore u glavnu. Otitanja zapodinjemo
10 min. kasnije — poSto se uspostavio potrebni ekvilibrij. U pravilu vrii-
mo ocitanja svakih 5 min. u ukupnom vremenskom perodu od pola sata.
U intervalima izmedu mjerenja tresalica aparata je u pogonu.

6.4 Izracunavanje aktivnosti enzima

Ako su eksperimentalni uvjeti takvi da je koli¢ina oslobodenog uglji¢-
nog dioksida (a ta odgovara povetanju tlaka u Warburgovoj posudi %)
linearna funkcija vremena ¢, tada se reakcija moZe prikazati pravcem
koji prolazi ishodiStem:

h=1b-1 (6.1)

Budu¢i da je aktivnost enzima definirana kao koli¢ina hidroliziranog
supstrata u jedinici vremena, njegova aktivnost odgovara nagibu pravca
b u jednadzbi 6.1. Ako je razlika

hb—t=lh—t,=t, —t;=....= M

a broj mjerenja n paran, nagib pravca koji prolazi ishodistem je flefi—
niran na osnovu skraene regresijske analize pravca ovom jednadZbom
(18, 14):

g b= Ly — Ry (6.2)
At
- _ 3(hy—hy) + (hy—hs)
zan =4 b= VTICEST) - (6.3)
- _ 5 (he—hy) + 8 (hs—hy) + (hy— hy) (6.4
a0 B AB+ 2T 19 o

i tako redom.

Izratunavanjem nagiba pravca b dobivamo aktivnost kolinesteraze
iskazanu u milimetrima manometrijske teku¢ine na minutu. Kako bismo
aktivnost iskazali u mikrolitrima na minutu treba dobiveni rezultat b
pomnoziti s konstantom Warburgove posude. Tako izratunana aktiv-
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nost odnosi se na kolitinu preparata u Warburgovoj posudi. Konacni
rezultat mjerenja aktivnosti enzima obilno iskazujemo na jedinitni vo-
lumen ili jediniénu teZinu preparata.

Temperatura kupelji: —C| Gasiranje 0d —— 0 woee POPAIAL oo iis Broj pokusa: ceommsmmm e

Braina tresenjy; . /min. Inkubacija od . do oo Datomi i 10K

Broj : Rl o T.B.
Konstanta e

(Glavaa komora

komorica ) 1

Vrijeme (u min); otitanje (u m)

Suma

mm/min
p1/fmin

Sl. 6.1 — Formular za unoSenje cksperimentalnih podataka pri radu s Warburgovim
aparatom

Standardni oblik laboratorijskog dnevnika kojim se koristimo pri radu
s Warburgovim aparatom prikazuje slika 6.1. Na tablici 6.1 prikazan
je izvadak iz laboratorijskog dnevnika mjerenja aktivnosti kolinesteraze
seruma konja..U prvoj su koloni navedena otitanja eksperimentalnog
manometra; pored nje navedene su razlike izmedu pojedinih otitanja
korigirane s obzirom na porast ili pad termobarometra. U tre¢oj koloni
navedene su zbrojene vrijednosti druge kolone.

U naSem primjeru mozemo se posluZiti jednadzbom 6.4, budu¢i da je
zavisnost aktivnosti kolinesteraze linearna funkcija vremena. Vrijednost
At u naSem primjeru iznosi 5 min, pa je prema tome koli¢ina uglii¢nog
dioksida, izraZena u mm/min:

5(99 — 15) + 8 (74 — 29) + (59 — 45)

e 5(8 + 82 + 19 = 39251 mm/min
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Tablica 6.1

Odredivanje aktivnosti kolinesteraze
(lzvadak iz laboratorijskog dnevnika)

Vtijeme otitavanja Otitanja na cksperimentalnom Otitanja na
o) manometru termobarometru
: (mm) (mm)
135 158

5 149 15 15 157 =1

10 163 14 o 157 0

15 177 16 45 155 +2

20 : 192 14 59 156 —1

25 208 15 74 157 —1

30 222 15 99 156 +1

Aktivnost kolinesteraze, iskazana u ul CO,/min, iznosi:
b-k=3,251-1879 = 6,109 ul COy/min
a aktivnost kolinesteraze iskazana u ul CO,/min/ml seruma iznosi:

6,109

=y e 15,28 1l COy/min/ml seruma.
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Summary
WARBURG APPARATUS

The description and theory as well as methods of calibration of the Warburg
apparatus are given. The review includes a detailed description of laboratory tech-
niques and an example of calibration of the apparatus and determination of the
enzyme activity.
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