
15. 11. 1969 Speeialia 1227 

A 'Warburg' Respirometer for Measurements Under Continuous Irradiation 

For  inves t igat ions  of recovery  phenomena  in micro-  
organisms, respira t ion rates under  cont inuous X-i r radia-  
t ion had to be measured  in situ and wi thou t  handl ing the  
samples. A special Warburg  respi rometer  was designed, 
incorpora t ing  an X- ray  tube  mounted  below its water-  
bath.  

A commerc ia l ly  avai lable  in s t rumen t  (Fotowarburg  
F 26, C. Braun,  Melsuiigen, Germany)  was modified.  The  
optical  sys tem was removed  and the  glass b o t t o m  of the  
wa te r -ba th  replaced by  an a lumin ium sheet, 5 m m  thick. 
This was mil led out  to a thickness of 0.3 m m  at  4 posi- 
tions. The  th in  areas were 3 cm .by 5 cm wi th  8 cm 
between them.  

A 100 kVp X- ray  tube  (type F A  100/2, C. H.  F. Miiller, 
Hamburg ,  Germany)  was moun ted  on a chain-dr iven 
sledge below the  wa te r -ba th  and moved  by remote  
control.  Accurate  posi t ioning was  effected reproducib ly  
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by  electric relays which cut  the current  to the  mo to r  
dr iv ing the  chain. 

Both  the W a r b u r g  assembly and the  X- ray  tube  were 
enclosed in 5 m m  lead sheet. F lap  doors in the  shielding 
allowed ad jus tmen t  of the  Warburg  controls. The  power  
supply was brought  in th rough holes in the  bo t tom.  The 
connect ing tubes f rom the  manomete r s  to the  recorder  
were guided th rough  a 5 m m  slit made  by over lapping 
lead sheets. 

The  manomet r i c  recorder  used (Longator,  C. Braun,  
Melsungen) provided  for 7 s imul taneous  traces. One was 
used for the  t he rmobarome te r  and 6 for the exper imenta l  
vessels. 

The  X- ray  beam f rom the  tube  run a t  100 kVp, 
20 mAmp,  was col l imated by  a 5 m m  lead applicator .  
Isodose curves were measured in air using a th imble-  
chamber  and a Siemens dosimeter .  One vessel was ex- 
posed a t  a t ime. The dose-rate f rom scat tered radia t ion  
to the  o ther  vessels was less t han  1% of the  exper imenta l  
dose-rate if t hey  were n lounted close to the  bo t tom of the  
water-bath .  The  dose-rate in the  cell suspension was 
determined to be 4.8 Krads /min  by  ferrous sulphate  
dos imet ry  (G Fe+++ = 15.5) 1. 

Zusammen/assung. Der Aufbau  einer Appa ra tu r  zur 
manomet r i schen  Respi ra t ionsmessung kontinuier l icher  
R6ntgens t rah lung  wird beschrieben. 

W .  TRAMPISCH, J .  KIEFER, 
H. WALDVOGEL and E. L. SATTLER 

Strahlenzentrum, lnstitut /#r Biophysik, 
D-5300 Giessen (Germany), 27 May 1969. 

Basic design of the apparatus:  the front flap-doors and the mano- 
meters are removed. Explanation: (a) waterbath of F26; (b) control 
panel of F26; (e) X-ray tube; (d) cooling water and high voltage; 
(e) sledge; (f) rail for the sledge; (g) motor; (h) front panel of relay 
box, (i) shielding. 

1 The discussions with Professor A. SCURAIJe and the substantial  
technical support  of ~<[r. W. SCHNEIDE~ are gratefully acknow- 
ledged. 

Reinigung mikrobiologischer Objekte 
durch Ultrafiltration 

zur Vorbereitun~ elektronenmikroskopischer Priiparate 

Bet der Vorbere i tung der Pr~para te  fiir das Elekt ro-  
nenmikroskop  ist es n6tig, dass die zu beobachtenden  
Objekte  von  L6sungen (N~hrb6den, 16sliche Zellbestand- 
teile USW.), in denen sie sich vo r  der  Isol ierung befanden, 
gereinigt  werden. Die s tudier ten  Objekte  werden  daher  
gew6hnlich in desti l l iertes Wasser  oder  in eine LSsung 
fl i ichtiger Salze iiberfiihrt.  W e n n  es sich um IIicht feste, 
u m  briichige, faserige oder  IIetzf6rmige S t ruk turen  und 
um kleiiie Mater ia lmengen hande l t  und wenn es notweii-  
dig ist, bet  der  1Reiiiigung such  gr6ssere Molekiile (Poly- 
peptide,  Eiwei~3stoffe oder  F r a g m e n t e  von  Nukle in-  
situren usw.) zu entfernen,  st6sst der  Reinigungsprozess  
auf  eine Reihe  yon Hindernissen.  

Als Beispiel kalln die Vorberei tui ig  der Prgpara te  yon 
Mykoplasmen und L-Formen der Mikroorganismen oder  

Bakter iophagen  aus Kul tu ren  ini t  einer verh/iltnisln/issig 
niedrigen Anzahl  von Par t ike ln  pro Volumeinhei t  dienen. 
Autorei i  yon Arbei ten  iiber die Vorbere i tung  yon Bak-  
teriophageI1 fiir die E lek t ronenmikroskopie  1-4 ft ihren an, 
dass es m6glich ist, die lReiniguiig yon Phago lysa ten  

1 S. BRENNER, G. STREISINGER, R. W. HORNE, S. P. CHAMPE, 
I. BARNETT, S. BENZER und M. W. REES, J.  molee. Biol. 1, 281 
(1959). 

2 D. ]~. BRADLEY, The Mo~phology and Physiology o] Bacterio- 
phages as Revealed by Electron Microscope, J. R. mierosc. Soc. 84, 
257 (1965). 

8 D. E. BRADLEY, Bact. Rev. 31, 230 (1967). 
4 A. S. TIC~ION~KO, in Elektronmikros]~opideshi]e metody issledo- 

vani]a biologideskich ob#htov, (Verlag Nauka, Moskau 1963), p. 30. 
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dutch Zentrifugieren, Dialyse oder Agarfiltration durch- 
zufiihren. Das Ultrazentrifugieren gibt gute iResultate 
vor  al lem bei einer gr6sseren Menge einer gentigend kon- 
zentr ier ten Suspension yon Bakter iophagen,  besonders 
wenn es sich nicht  um Phagen  mi t  sehr langen, dtinnen 
und briichigen Schw&nzen und solche mi t  Fasern an den 
Schw~tnzen handel t .  Mit  einer Dialyse kann man  eine 
Reihe yon Stoffen mi t  grSsseren Molekiilen nicht  besei- 
tigen. Die Agarf i l t ra t ion ist in ihrer Anwendung eben- 
fails begrenzt ,  vo r  al tem durch die kleine. Fliissigkeits- 
menge, die pro Fi l terf l~cheneinhei t  vera rbe i te t  werden 
kann, und die UnmSglichkei t ,  eine beliebige Membran  
zu w&hlen, die dann als Objekttr&ger fiir die elektronen- 
mikroskopische Beobach tung  dient.  

Als Methode,  die die erw~hnten Verfahren gtinstig 
ergS~nzen kann, beni i tz ten wi t  die Ul t ra f i l t ra t ion  durch 
Kol lodium-Membranf i l te r  5 mi t  e inem durchschni t t l ichen 
Porendurchmesser  von  300 A und einer kreisf6rmigen 
Fi l t ra t ionsf l~che yon 2,5 cm 2 (Durchmesser 18 mm), bei 
einem 13berdruck yon 1,25 a rm yon  Stickstoff  oder Luft .  
Auf den Membranf i l te r  gossen wi t  1 ml  einer 2%igen 
Ammoniumaze ta t l6sung  in Wasser,  deren p H  auf den 
Na tu ra lwer t  du tch  A m m o n i u m k a r b o n a t  eingestell t  wor- 
den war, und liessen 0,6 ml  Fli issigkeit  durch einen Ti l ter  
durchfliessen. Dann  ft igten wir 3 ml der Phagensuspen-  
sion hinzu, die 8 • 107 bis 10 ~~ Phagen /ml  enthiel t  und 
yon gr6sseren Tei lchen durch Zentr i!ugieren bei 12 000 g 
gereinigt  worden  war. Wir  f i l t r ier ten diese Menge, bis 
fiber dem Til ter  ungefghr 0,4 ml  tibrigblieb. Dann  fi igten 
wir  1 ml  einer neut ra len  L6sung der oben erwXhnten 
fl i ichtigen SMze hinzu und f i l t r ier ten abermals,  bis tiber 
dem Til ter  ungef~Lhr 0,4 ml  tibrigblieb. Dies f t ihrten wi t  
im ganzen 4real durch. Die I / :onzentrat ion der gel6sten 
Stoffe, die den Til ter  passierten, ha t  s i ch  also dutch  
dieses Verfahren ungef~hr 250mal verr ingert .  Dann  ftig- 
ten  wir zu der Phagensuspensi0n,  die tiber dent Til ter  
aufgefangen war, 2 ml der neut ra len  L6sung yon fliich- 
t igen Salzen hinzu,  wuschen dami t  den Tilter,  gossen sir 
in ein besonderes Gef~ss ab, nahmen  die ganze Fi l t ra-  
t ionseinr ichtung auseinander  und reinigten sir durch 
Auswaschen mi t  dest i l l ier tem Wasser. Dann  f i l t r ier ten 
wi t  die Phagensuspension aus der ersten Fi l t r ierung durch 
einen gleichen Vorgang entweder  durch dieselbe oder eine 
neue F i l t r a f ionsmembran  m i t d e r  gleichen PorositXt. Die 
resul t ierende Verdt innung tier gel6sten Stofie  be t rug  
also ungef~hr das 65 000fache. Alle &nderungen des Fil- 
t ra t ionsdruckes  nnd der Ionenst~rke musste  man  so zart  
als m6glich durchfiihren. 

So gewaschene Bakter iophagen  bent i tz ten wi t  zur Her-  
stel lung der Pr~parate ,  die dann posi t iv  mi t  Uranyl -  
aze ta t  oder nega t iv  mi t  einer neut ra len  L6sung von  
Na t r iumphosphowolphrama t  gefgrbt  oder  metal l -  
bedampf t  wurden.  Die Qual i tg t  des Durchwaschens,  die 
Unversehr the i t  der Teilchen und die Fgrbung  erm6glich- 
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Die Struktur des Phagenschwanzes des Bakteriophagen 81 Straphy- 
lococcus aureus. Praparat mit Uranylazetat gef~rbt. Elektronen- 
optische VergrSsserung • 35800. PrXparat: S. KLmSFKOVA, 
B. LIgKA. Aufnahme: VL. DRAHOg, Institut der Instrumenten- 
technik der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften. 

ten  , Detai ls  yon ungefiihr 20A_in der S t ruk tu r  der Schwiinze 
und in den Hiil len der Phagenk6pfe  zu beobachten  
(Figur). Zum Zwecke einer noch vo l lkommeneren  Reini-  
gung und Eind ickung  i s t e s  m6glich, eine so zuberei te te  
Bakter iophagensuspension in e inem Cs 
dienten zu zentr i fugieren und sir bei der  Fi l t r ierung in 
eine CsC1-L6sung zu iiberfiihren. 

Bei  der Rein igung v0n Mykoplasmei1 und L-Formen 
i s t e s  im Hinbl iek  auf die gr6sseren Ausmasse dieser 
Objekte  nicht ngtig,  Ti l ter  mi t  so kleinen Poren zu be- 
niitzei1, und man  kann dann einen niedrigeren Fi l t ra t ions-  
druck anwenden .  Deshalb eignet  sich dafiir  die iibliche 
Unte rdruckf i l t ra t ion  du tch  Membranf i l te r  mi t  einer 
durehschni t t l ichen Poros i tg t  yon ungef~ihr 0,1 tzm. 

Summary. A method  for p repara t ion  of electron 
microscopic specimens by  u l t raf i l t ra t ion  can be used for 
bacteriophages,  mycoplasma,  and fragile biological  par-  
ticles, especially f rom solutions containing low concen- 
t ra t ions  of these part icles  and when i t  is necessary to 
r emove  also macromolecules  up to a cer ta in  size. 

B. LIgKA und J. gMARDA 

Biophysikalisches Institut der Tschechoslowakischen 
Akademie der Wissenscha/ten in Brno und 
Biologisches Institut der medizinischen Fakultiit der 
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C O N G R E  S SU S 

S w i t z e r l a n d  T h e  5th E U C H E M  Conference  on  S t e r e o c h e m i s t r y  

at  the  B ~rgenstock , near Lucerne, 3-9 May 1970. 
The number  of par t ic ipants  will be limited. Inquir ies  and 
applicat ions should be addressed before 10 J a n u a r y  ]970 

to the Chairman, Pr0fesser E. Havinga, Chemische Labo- 
ratoria, Rijksuniversiteit, Postbox 75, Leiden (The Nether- 
lands). 


