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UITTREKSEL

'n Oorsig word gegee van apparaluur en tegnieke wat gebruik word om die suurstojverbruikskoers (MO:) van terrestriele
en akwatiese invertebrate te meet. Die manometriese metode (veral konstante drukrespirometrie) is in die verlede baie gebruik
om MO: by invertebrate te meet. Tans word hierdie metode nog steeds suksesvol gebruik vir veral invertebrate wat kleiner
as | mg in lewende massa is. Die meer resente elektrochemiese metodes bied die voordeel dat metings oor baie longer tye
kan geskied, omdat die apparatuur makliker geoutomatiseerd gemaak kan word. Dit het veral die metings van MO: by ak-
watiese diere baie bevorder. Hiervoor is die polarografiese suurstofsensor gebruik. Met die onlangse uitvinding van die sir-
koniumsuurstofsensor kon ook noukeurige metings van die MO: van groter terrestriele invertebrate met die hulp van hier-
die elektrochemiese apparatuur verkry word.

ABSTRACT

Respirometry —as applied to terrestrial and aquatic invertebrates

A review is presented of the apparatus and techniques used to determine the oxygen consumption rate (MO:) of terrestrial
and aquatic invertebrates. The classic manometric method (especially constant pressure respirometry) has been extensively
used in the past to measure MO.. At present this method is still being used with successfor small invertebrates weighing
less than | mg in live weight. The more modern electrochemical techniques have the advantage that measurements can be
made over longer time intervals because these instruments are better suited to automation. MO: measurements were first
performed on aquatic animals with polarographic oxygen sensors. After the invention ofthe zirkonium oxygen sensor it is
now possible to make accurate measurements of MO. on bigger terrestrial invertebrates.

Sedert die eerste beskrywing van ’'n respirometer'-" het
hierdie meetmetode in die biologie, en later in die bio-
chemie, groot ontwikkelings ondergaan. Daar is nie net
beter en dus noukeuriger meetmetodes ontwikkel nie, maar
is ook beter materiale gebruik om bestaande respirome-
ters eenvoudiger, betroubaarder en soms goedkoper te
maak.

’n Opvallende aspek in die ontwikkeling van die respi-
rometrie is dat die meeste navorsers hulle eie respirome-
ters bou. Dit geld vir respirometers wat werk op sowel
manometriese beginsels” as op die beginsei van die pola-
rografiese suurstofelektrode." Met die ontwikkeling van
die heel nuutste sensors, soos die sirkoniumsensor,* kan
noukeurige metings van suurstofverbruik van relatief klei-
ner lugasemhalers oor lang periodes gemaak word.

In hierdie oorsig sal spesiaal aandag gegee word aan die
werksbeginsels van respirometers wat gebruik word vir ak-
watiese en terrestriele invertebrata.

A. MANOMETRIESE METODES

Konstante drukrespirometrie: Beginsels

Wanneer suurstofdeur die dier, (D), verbruik word en KOH
(K) die CO, chemies bind, kan die druk in ’n geslote stel-
sel verminder. Die druk in die stelsel, soos waargeneem
op die manometer (M), kan egter konstant gehou word in-
dien 'n kompensasiekamer (A) in hierdie geslote stelsel in-
gebou word (fig. 1). Die verandering in gasvolume van (2)
na (1) kan gebruik word om die hoeveelheid gas wat op-
geneem word of die hoeveelheid gas wat afgegee word, te
meet.

Met hierdie respirometer word gewoonlik suurstof wat
as gas deur diere opgeneem word, gemeet. Maar dit kan
ook koolstofdioksied meet wat deur plante en fungi op-
geneem word” as koolstofdioksied binne die geslote stesel
van die respirometer aanwesig is.

Hoewel Winterstein' die eerste keer hierdie tipe respi-
rometer beskryfen gebruik het, was dit Scholander™ wat
die meeste ontwikkelingswerk aan hierdie tipe respirome-
ters gedoen het. Soms word hierdie respirometers ook
Scholanderrespirometers genoem. ’'n Herontwerpte en
kompakte konstante drukrespirometer wat hulle weer later
verbeter het," is deur Scholander et al" beskryf.

’n Opvallende kenmerk van die nuwe ontwerp is dat die
kompensasiekamer rondom die manometer geplaas is (fig.
2). Om die respirometer te laat werk word 20% KOH op

FIGUUR I: Werksbeginsel van 'n konstante drukrespiro-
meter A, drukkompensasiekamer D, dierekamer ofrespi-
rasiekamer. K, KOH-oplossing. M, manometer
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’n stukkie filtreerpapier in bakkie B geplaas. Die respiro-
meter word in ’n waterbad met deursigtige glaswande
geplaas sodat slegs draaiprop C en stafie E bo die waterop-
pervlak uitsteek.

As die respirasie van 'n akwatiese dier in respirasiekamer
A gemeet word, dan moet die hele respirometer been en
weer geskud word sodat gasse (CO, vir diere, O, vir
plante) makliker uit die water in die lugruimte van die
respirasiekamer kan uitdiffundeer. Na temperatuurewewig,
van een uur, word die draaiprop (C) !s G° gedraai vanaf
die posisie soos op die figuur aangetoon. Hierdeur word
die kompensasiekamer, (D) geisoleer van die respirasie-
kamer (A). Die stafie (E) word op of af gedruk om so-
doende manometervloeistof (F) op die verwysingstrepie (G)
van die kapillérbuisie (H) te bring. Die gasvolume wat op-
geneem of afgegee word, kan gemeet word deur die stafie
op of af te laat skuif sodat die manometervloeistof weer
na die verwysingstrepie teruggebring kan word. Die deur-
snee van die stafie is die enigste konstante wat benodig word
om die apparaat te yk. Die respirometer wat deur Scho-

FIGUUR 2: 'n Scholanderrespirometer waarvan die druk-
kompensasiekamer, D, random die manometer gebou is.
Stafie E word gebruik om die manometervloeistofweer tot
vlak G te bring. Besonderhede word in die teks gevind.

lander vervaardig is, het ’'n stafiedeursnee wat 7,87 mm»
volume verplaas vir 1mm beweging van die stafie. Afsluit-
vlakke word bewerkstellig met O-ringe van neopreen, ter-
wyl die konusvormige draaistopper van perspeks gemaak
is. ’n Silikoonrubberseptum (I) kan op die wand van die
respirasiekamer aangebring word, waardeur gasse bygevoeg
of verwyder kan word.

Kort nadat hierdie respirometer kommersieel vervaardig
is, het Gilson- 'n vereenvoudigde konstante drukrespiro-
meter op die mark gebring wat so suksesvol was dat die
meeste respirometers vandag van hierdie tipe is (fig. 3).
Die manometers is van ’n spesiale plastiek (Lexan) gemaak
en is bo die waterbad se watervlak geplaas. Die een arm
van ’n serie van manometers is in verbinding met ’'n
gemeenskaplike kompensasiekamer deur ’n veelvuldige
koppelstuk (A). Die volume van kompensasiekamer (F)
behoort . keer die volume te wees van die volumes van
al die respirasiekamers (R) tesame, wat in gebruik is. ’n
Groot voordeel van die Gilsonrespirometer is dat die aflees
van elke respirometer digitaal (fig. 3), verdeel in mikro-
litereenhede, is. Dit word bewerkstellig met behulp van ’n
mikrometer met 'n plastiekstaaf wat in- en uitgedraai word
sodat maksimaal 500 [d in volume verplaas word, 'n Ver-
dere voordeel is dat die manometers staties bly, terwyl die
bewegende respirasiekamers met hoékwaliteit- dikwandige
tygonbuise (E) (met 'n kapillére boor) verbind word. Hier-
deur word diffusie van gasse beperk. As die gas binne die
tygonbuis ongeveer dieselfde konsentrasie is as dié van
byvoorbeeld lug, sal diffusie van ’n gas na buite of binne
nie meetbare veranderinge veroorsaak nie. Is die gas in die
buise egter byvoorbeeld honderd persent Oj, sal die
diffusie van O, deur die wand so groot wees dat meetbare
veranderinge in die opnamekoers van O, sal plaasvind.
Om dit te oorbrug is dit noodsaaklik om, saam metdie kom-
pensasiekamer en respirasiekamers (fig. 3), ook 'n kon-
trolekamer in die stelsel te voeg sonder ’n respirerende dier
of biologiese materiaal. Hierdeur kan die nodige korrek-
sies aangebring word vir die diffusie deur die buiswande.

Die hoeveelheid gasverandering wat deur die mikrome-
ter gemeet word, moet verwerk word na standaardtempe-
ratuur, lugdruk en droé gas (STDD) sodat die waardes
vergelyk kan word met derglike waardes by ander labora-
toria.

(d gas opgeneem of afgegee by (STDD) per uur
x Vg

waar; Vgdie hoeveelheid gas ([al) is wat per uur opgeneem
(afgegee) is; T die absolute temperatuur waarby die eksperi-
ment uitgevoer is; P — Pho die barometerdruk waar-
tydens die metinge gedoen is, minus die dampdruk van
water; en 760 die barometerdruk by seespieél in mmHg is.

Daar is geargumenteer dat die akkuraatheid van gasop-
name (of afgifte) beinvioed word as die mikrometer met
sy suier en gasvolume by kamertemperatuur gehou word.
As die temperatuur toeneem, sal die gas in die suierruimte
uitsit en sodoende die lesings be'invioed. Om dit te verhoed
is konstante drukrespirometers so ontwerp dat daardie deel
van die mikrometer wat die suier en gasvolume bevat, onder
water gehou word (kyk stippellyne x van fig. 3).

’n Nadeel van konstante drukrespirometers wat ’n invloed
op die noukeurigheid van die metings uitoefen, is die feit
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FIGUURS3: Diekonslantedrukrespirometer van Gilson. A, glaskoppelstuk. B, mikwmeter. C, krciantjie. D, manometerindeks.
R, respimsiekamer. K, 15% KOH-oplossing. F, drukkompensasiekamer. W, watervlak. X, watervlak van sommige

GUsonrespirometers.

dat die gassamestelling in die dierekamer of respirasie-
kamer kan verander wanneer byvoorbeeld suurstof deur 'n
dier opgeneem word, en dit nie weer deur dieselfde volume
suiwer suurstofaangevul word nie. As die gemetaboliseerde
gas nie periodiek aangevul word nie, kan, in die geval van
aerobiese respirasie by diere, die stikstofkonsentrasie in
die dierekamer te hoog styg. Daarom word suiwer suur-
stof en nie lug nie, periodiek gebruik om die manometer
weer tot sy oorspronklike stand of druk in te stel. Vir baie
noukeurige metinge word aanbeveel dat die korreksiekon-
stantes soos beskryf’ gebruik word. Die Gilson-konstan-
tedrukrespirometer is verder verbeter deurdat die mano-
meterveranderinge deurlopend op ’'n penregistreerder
geregistreer word. By die registrerende Gilsonrespirome-
ter word die manometervloeistof na die nulpuntposisie
gebring deur ’n servostelsel en nie deur die hand van die
eksperimenteerder nie. As suurtofdeur die dier opgeneem
word, beweeg die manometervloeistof na benede. Hierdie
beweging word waargeneem deur ’n ligsensitiewe resistor,
sodat die servomeganisme die suier elektries van die
mikrometer na benede laat beweeg om vir hierdie veran-
dering te kompenseer. Die grootste voordeel van ’n regi-
strerende respirometer is dat metings aaneenlopend en oor
baie lang periodes kan geskied.”

Scholander se ontwerpe van konstante drukrespirome-
ters oor baiejare“’ " het bewys dat sy respirometers baie
prakties en betroubaar is indien dit deur ’n goeie in-
strumentmaker gebou kan word. Verder kan Scholander-
respirometers aangepas word vir verskillende groottes diere

wat of in lug of in ’n akwatiese medium respireer. Die kon-
stante drukrespirometer wat vir vis ontwerp is* word
reeds vir baie jare in hierdie laboratorium vir die meting
van die suurstofopnamekoers by visse gebruik. Die
respirometer (fig. 4) is egter verbeter"* ten opsigte van die
dryfas wat die waterroerder laat draai. Dit is vervang met
’n magnetiese roerder wat deur ’n water- en lugdigte per-
spekswand (w) werk. Hierdie verandering verseker dat lek-
kasies van die respirasiemedium, hetsy lug of water, uit-
gesluit is. Ook is die kaliumhidroksiedreservoir en die
roterende waterroerder naby mekaar geplaas. Sodoende kan
die apparaat ook gebruik word om die suurstofverbruik van
terrestriéle diere te meet (fig. 4). Hierdie plasing van die
KOH naby die roerder het tot gevolg dat die lug (waarin
CO, voorkom) goed geroer word sodat die CO. chemies
met die KOH kan bind. Die rivierkrap Potamonautes war-
reni se suurstofverbruikskoers in water en in lug is sukses-
vol met hierdie respirometer gemeet."* Hierdie tipe Scho-
landerrespirometers kan nadelig wees ten opsigte van die
gebruikte meettyd as die respirasiekamer se volume byvoor-
beeld 10X keer groter is as die volume van die respirerende
dier. Dit beteken in die praktyk dat tydintervalle van s tot
12 uur nodig is vir opeenvolgende lesings, omdat die ma-
nometerrespons baie stadig is vir klein proetdiere in 'n groot
respirasiekamer. Die ideaal is dat die respirasiekamer-
volume nie meer as vyf keer die volume van die respire-
rende dier moet wees nie. 'n Te groot respirasiekamer kan
ook lei tot onnoukeurige aflees van die manometermeniskus
nadat dit na die nulpuntposisie teruggebring is. 'n Groot
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FIGUUR4: ' Scholanderrespirometer vir akwatiese diere. A, respirasiekamer. B, drukkompensasiekamer. F, perspeksblok
waaraan die motor (P) en manometer (C) vasgeskroefword. A/j, perspeksprop wat KOH-houer binne respirasiekamer seel.
K, manometer. L, verbindingsbuis. T, mikrometer E, koper voetstuk. F/, roerder.

FIGUUR 5: m Scholanderrespirometer waarvan die kompensasiekamer en respirasiekamer direk in verbinding met die mano-
meter is. 'h Stel van drie respirometers is uit een perspeksblok (A) gemaak. A,, borand van waterbad. A, perspeksblok.
B, voorkant van respirasiekamer C,metaaldraer virperspeksblok. D,prop. E, spuitgeykinmikroliters. F, kompensasiekamer.
M, manometer G, gaatjie na respirasiekamer/kompensasiekamer

respirasiekamer het tot gevolg dat ’n klein uitwyking op
die manometer ’n relatief groot volume suurstofverbruik
van die dier voorstel. Hierdie klein verandering in die
manometerstand moet dan met ’n relatief groot volume
suiwer suurstof in die spuit na die nulpunt teruggebring
word. Hierdeur kan die swak reagerende manometerko-
lom nie altyd noukeurig op die nulpuntposisie geplaas word
nie. ’n Oplossing hiervoor is om ’n klein respirasiekamer
te gebruik en die manometerbuis met ’n baie klein deur-
snee te voorsien. Vir die doel is manometers (gemaak van
glas) met 'n kapillére deursnee van 0.5 mm baie doel-

treffend. Krebs'~ se watergebaseerde manometerviloeistof
met 'n soortlike digtheid van 1,033 by 20° C is geskik vir
bykans alle manometriese respirometers.

’n Scholandertipe konstantedrukrespirometer, gemaak
uit perspeks waarby die respirasie- en kompensasiekamer
direk met die v-vormige manometer in verbinding is (fig.
5), word in hierdie laboratorium gebruik om die suurstofop-
namekoers van die skerpioen Opisthophthalmus latimanus
(3 g in massa) te meet. Vir die metings van hiedie terres-
triéle lugasemhalende dier was dit nie nodig om die
respirometer te skud soos vir akwatiese diere wat in water
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asemhaal nie, omdat die snelheid van diffusie van suurstof
in lug 10 000 kccr vinniger as in water is. Die volume van
die respirasiekamers vir die MO, nietinge by skerpioene
was s ml. Met die hulp van 'n 0,5 ml-gasdigte spuit (10
. per divisie) kon 'n noukeurigheidsgraad van onder :o
[ii per uur verkry word (ongepubliseerde resuitate). Dit is
gevind dat klein respirasiekamers en groot kompensasie-
kamers die sensitiwiteit van die metinge verhoog. Die mect-
prosedure is kortliks soos volg: ’n hoeveelheid van 'n 0,5
ml 12% KOH-oplossing word op 20 cm- Whatman nr,
I-filtreerpapier gedrup sodat dit die hele oppervlak van die
papier bedek. Die filtreerpapier word silindries gevou en
in ’n 5 ml-polietileenllessie met platiekdeksel, waarvan die
wande en bodem gcperforeer is, geplaas. Die flessie word
in die respirasiekamer geplaas, gevolg deur die skerpioen.
Tydens die metinge word die respirometer onder water in
’n waterbad (25° C + 0,5° C) gehou. Na ’n periode van
30 minute vir termo-barometriese ewewig word die
manometeropcning aan die kompensasiekamer se kant ge-
sluit. Die 0,5 ml-gasdigte spuite (wat met suiwer suurstof
gevul is) word op dieselfde moment met die manometer-
opening aan die respirasiekamer se kant verbind. Die voor-
dele van die Scholandertipe respirometers is dat dit mak-
lik vervoer kan word en dat veldopstcllings nie uitgesluit
is nie. Hierdie respirometers is ook baie goedkoper as dit
vergelyk word met polarografiese suurstofsensors."'* Nog
’n voordeel is dat konstante volumerespirometers so ver-
klein kan word dat die suurstofopnamekoers van 'n enkele
dier so klein soos 1mg in massa soos Duphnia™’ of groter
diere (5-10 mg) soos kleiner kewers of miere™™ hiermee
gemeet kan word (fig. s ). By hierdie miniatuurrespirome-
ters geld dieselfde beginsel, naamlik dat die gasvolumes
van veral die respirasiekamers so klein moontlik gehou
moet word vir beter sensitiwiteit. Dus is die volume van
die respirasiekamer 0,5 tot 1,0 ml vir die meet van 1 mg
diere, met 'n noukeurigheid van 0,05 mm’ per uur;"’3 tot
4 ml vir diere met ’'n massa van 1tot 20 mg, met 'n nou-

keurigheid van 1 mm~ per uur;™ 20 tot 30 ml vir diere van
1tot 3 g, met ’n noukeurigheid van 10 mm’ per uur; I(X)
ml vir diere met 'n massa van 20 tot 30 g met 'n noukeurig-
heid van .o mm’ per uur,"* en een liter vir diere van .0
g in massa, met 'n noukeurigheid van 100 mm’ per uur.

Nadele van manometriese respirometers

Een van die grootste nadele van respirometers wat op die
manometriese beginsel werk, is dat metings in kort inter-
valle gemaak moet word deur die manometer weer na die
nulpuntposisie terug te bring. Dit verg langdurige persoon-
like aandag en kraanmanipulasies met die hand.

Om hierdie probleem op te los is elektrolitiese respiro-
meters ontwikkel™'-" sodat, sonder persoonlike toesig, die
regte volumehoeveelheid suurstof elektrolities bygevoeg
word. Hierdie byvoeging word elektronies geregistreer en
sodoende kan die suurstofverbruikskoers bepaal word. Die
meetprosedure is kortliks soos volg: die dier word in ’n
verseélde kamer geplaas en die geekspireerde CO, word
chemies deur 4% KOH op filtreerpapier geabsorbeer (fig.
7). Suurstof wat deur die respirerende organisme opgebruik
word, veroorsaak dat die druk in die respirasiekamer en
verseélde ruinite daal. Dit het tot gevolg dat die versadigde
kopersulfaatoplossing styg en met die platina-anode in die
dikglaskapillér inaanrakingkom. ’n Stroom (1,0mA)ont-
staan vanaf ’n konstante stroombron, wat ook ’n digitale
teller in werking stel. Met die gebruik van Faraday se Wet
kan bereken word dat, in hierdie geval (1,0 mA puls van
0,1 sekonde), 5,8039 nl suurstofgeproduseer word vir een
puls by standaarddruk en -temperatuur. Die teoretiese gas-
volume per puls (V,) by ’n gegewe temperatuur kan dan
bereken word as:

V, = 58039 X (273 + 1)/273

Die suurstof wat by die platina-anode vrykom, diffundeer
opwaarts in die glaskapillér se lumen tot by die respirasie-
kamer, waar dit weer vir respirasie beskikbaar is. In die

FIGUUR 6: 'n Konstante drukrespirometer vir klein insekte met h noukeurigheidsgraad van 0,33 mm- per uur.
/, mikrometer. 2, stoorruimte vir suurstof. 3, respirasickamer. 4, manometer. 5, kompensasiekamer. 6, ruspunte van
perspeksraam. 7, drapen van perspeksraam. Die lengte van die respirometer is 15 cm.
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FIGUUR 7: Die elektrolitiesc respirometer vir klein terre-
striéle invertebrate. A, inlate vir gasdriikewewig. B, respi-
rasiekamer. C, houertjie met 15% KOH-oplossing. D, pla-
tina-anode. E, koperkatode, F, versadigde kopersulfaat-
oplossing. G, glaskapillére.

praktyk is hierdie elektrolitiesc respirometer vir ten minste
s dae lank gebruik vir sowel terrestriéle as akwatiese diere
van nie groter as 10 mg in lewende massa nie.”*Een van
die probleme wat kan ontstaan, is die vorming van osoon
by elektrolitiesc rcspiromcters. Woodland’®stel egter voor
dat osoon in respirometers gekataliseer word deur die
gebruik van nikkel di-N-butielditiokarbamaat.

Cartesiese duikers

Die meting van die respirasie-aktiwiteit van klein terres-
triéle arthropcde, soos Collembola en Acari wat kleiner
as 1 mg is, vereis 'n metode van meting wat ordes meer
sensitief moet wees as konvensionele manometriese
respirometrie. As die suurstofverbruik van eensellige alge,
protosoé en enkele selle of ontwikkelende eiers van meer-
sellige diere gemeet moet word, is bestaande manometriese
metodes te onnoukeurig. Hiervoor is die Cartesiese duik-
er ontwikkel.”

’n Groot voordeel van Cartesiese duikerrespirometrie is
dat dit betreklik goedkoop is om die duikertjie en ander
onderdele te vervaardig. Die belangrikste is egter dat dit
’n noukcurigheidsgraad van minstens o *fil Oj per uur

besit. Nadele van hierdie tipe mikrorespirometrie is dat
sekere vaardighede eers bemeester moet word en ook dat
dit tydrowend is om die metings te doen. Sedert die eerste
beskrywing van die Cartesiese duiker het dit heelwat ont-
wikkelinge ondergaan en kan daar gevolglik 'n onderskeid
tussen twee tipes gemaak word.

Oop duikers (fig. s A)

Die oorspronklike vorm bestaan uit ’n Pyrex-glasbuisie
waarvan die een kant oop is en aan die toe kant voorsien
is van ’n soliede glasstafie wat as ’n soort “kielmassa” op-
tree. In die middelste gedeelte, wat bolvormig is, word die
diertjie geplaas. In die oop nekgedeelte, aan die onderkant
van die nek, word KOH geplaas, gevolg deur ’n olieseél
en dan 'n mondseel wat gewoonlik dieselfde tipe oplossing
is as dié waarin die duikertjie gaan dryf. Oop- of standaard-
duikers word nie slegs as respirometers gebruik nie, maar
ook vir sekere biochemiese prosesse waar gasse
geproduseer of opgeneem word.

Glaspropduikers (fig. s B)

Hierdie tipe duiker is baie geskik om die metabolisme van
diere te bepaal. Hierdie tipe duikers is deur Zeuthen- ont-
wikkel. Oor die algemeen is die konstruksie, bantering en
voorbereiding van hierdie tipe duikers makliker as dié van
die oop tipe. Dit kan vir sowel terrestriéle as akwatiese diere
gebruik word. Die noukcurigheidsgraad is omtrent 10 *[il
per uur.

Nie-Cartesiese gradiéntduikers (fig. s C)

Dit het die vorm van ’n klein ampulla wat bo toe is. Die
onderste deel het ’n lang stert wat oop is. Hierdie glasduiker
dryf met sy stert na onder in 'n Na.So . -oplossing wat as
'n soortlike digtheidsgradiént opgemaak is (..o aan die
bokant tot 1,06 op die bodem van die lang fles). Die dier-
tjie word aan die bodeel van die ampulla gehou met die
hulp van poreuse polistireen. ’n Klein hoeveelheid
5%-NaOH word in die kapillére stertgedeelte opgesuig, wat
dien om die COj wat respiratories afgegee word, chemies
te bind. Gradiéntduikers, met ’n noukcurigheidsgraad van
0,75 nl per uur, is deur Nexo ct aF* vir akwatiese diere en
deur Petersen™” vir terrestriéle diere (Collembola) ontwik-
kel. Streng gesproke kan die gradiéntduiker nie as ’n egte
Cartesiese duiker gegroepeer word nie.-'

Geslote duikers (fig. s D)

Hierdie tipe duiker werk in beginsel dieseltde as die
glaspropduiker. Wanneer die suurstof in die lugruimte binne
die perspeksonderstuk (4) deur die dier verbruik word en
koolstofdioksied chemies met die NaOH-oplossing bind,
verklein die gasruimte deurdat die NaOH-oplossing via die
gaatjie in die proppie die plek daarvan inneem. Die dui-
kertjie word swaarder as die omringende NaOH-oplossing
en die duikertjie sink. Met behulp van die manometer word
die ewewigdruk van die duiker bepaal en met verdere
berekeninge kan die MOj van die diertjie vasgestel word.
Die voordeel van hierdie tipe duikertjie is hoofsaaklik dat
dit uit perspeks vervaardig is en dus nie maklik kan breek
nie.

Die werksbeginsel van ’n Cartesiese duiker
’n Cartesiese duiker is 'n konstantevolume, veranderde-
druk- manometriese gasmeter en word dit gegroepeer onder
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FIGUUR 8: A, B, C, D, Vier tipes duikers. A: Oopduiker. a, flotasiemedium. h, lug. ¢, oUeseél. d, lugruimte. e, NaOH-
oplossing. f waterlagie met akwatiese diertjie. B: Glaspropduiker. /, watervolume met akwatiese dier. Il, lugruimte. I,
0,1 mol NaOH-oplossing. 1V, duikerliggaam. V, glasprop met massa. C: Gradiéntduiker. Dt, terrestriéle dier P, polistireen.
L, lugruimte. K, NaOH-opolossing. S, stertstuk. D: Geslote duiker gemaak van perspeks. I, proppie met gaatjie. 2, 0,1 mol
NaOH-oplossing. 3, perspekshostuk. 4, perspeksonderstuk. 5, perspeksmassa.

die kiassieke Warburgrespirometers en nie onder die
Scholandertipe respirometers nie. Laasgenoemde werk vol-
gens die beginsel van konstantedrukvcranderde volume. Die
glaspropduiker bestaan gewoonlik uit ’n glashouer wat 'n
gasvolume insluit (fig. - B). Die gasvolume is direk in ver-
binding met die omringende flotasiemedium wat uito.. mol
1 ' KOH bestaan. As die suurstof in die gasvolume van
die duiker verbruik word (die CO, word deur die KOH
geabsorbeer), daal die druk in die duiker. Hierdie daling
word opgehefen in ewewig gebring deurdat 'n bietjie KOH-
oplossing in die duiker inbeweeg. Die gevolg hiervan is
dat die duiker nie meer soveel flotasiemedium verplaas nie
en die duiker tot by die bodem van die flotasiefles sink.
Om die volume van die duiker weer na die oorspronklike
terug te bring word die druk in die flotasiefles met die hulp
van die manometer verlaag. Hierdie verskil in die druk (be-
gindruk minus einddruk, AP) word gebruik om die suur-
stofverbruik per indiwidu per uur (VO,) te bereken. Die
volgende vergelyking word hiervoor gebruik:-*

waar:
VO, = suurstofverbruikskoers per individu per uur;

Vg = gasvolume ([xl) in duikers (=duikerkonstante, yk-
volume);

AP = verskil in ewewigsdruk per uur in mm Brodie;

normale druk (10 000 mm Brodie);

T = absolute temperatuur (K)

+0
I

Duikerkonstante (ykvolume): Vg

Hierdie volume (Vg) word vir die glaspropduiker met be-
hulp van 'n tienmikroliter-Hamiltonspuit afgemeet. Onge-
veer . tot. [d word presies afgemeet en in die kopgedeelte
van die duikertjie geplaas. As die duikertjie van perspeks
gemaak is en die flotasiemedium is 0,1 mol 1 ' NaOH
(fig. = D), word die gasvolume by ewewigsdruk vir elke af-
sonderlike duiker soos volg bereken:

Vg = Massa van duiker x S—
4sm NaOH  sm perspeks)
waar:

Vg = duikerkonstante (ykvolume);
sm = soortlike massa vir NaOH (0,1 moll "): 1,0028;
soortlike massa van perspeks: :.

Die duikerkonstante van die perspeksduikers wat in hier-
die laboratorium gebruik word, is gemiddeld 94,1 fjJ, maar
deur weging moet die duikerkonstante van elke duiker vas-
gestel word.
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B. ELEKTROCHEMIESE METODES

Respirometers wat ontwerp is om die suurstofkonsentrasie
in water deur middel van elektrochemiese suurstofsensors
te meet het, sedert Clark” se uitvinding van die mem-
braanbedekte polarografiese elektrode, groot opgang ge-
maak. Ongelukkig kon suurstofkonsentrasies met hierdie
metode nie in lug vir terrestriéle diere gemeet word nie,
maar slegs in water as respirasiemedium. Die onlangse ont-
wikkeling van die sirkoniumsuurstofsensor het navorsers
egter in staat gestel om ook suurstofverbruik van lugasem-
halers te meet (kyk later). Die polarografiese suurstofsen-
sor (PSS) het ’n noukeurigheidsgraad van 3 nmol 1 'O,
per uur, terwyl 'n Cartesiese duiker ’n sensitiwiteit van 0,05
mmol 1 ' Oi per uur het. Die suurstofverbruik van die ka-
tode (20 [xmin deursnee) vir die PSS is gewoonlik minder
as . nmol . ' Oj per uur.-*

Die Clarkpolarografiese suurstofsensor (PSS)

Die werksbeginsel van die polarografiese suurstofsensor
van Clark is soos volg (fig. 9): ’n spanning word toegepas
sodat ’n platinakatode in ’n negatiewe potensiaal ten op-
sigte van die elektrolietoplossing is. Die ander elektrode,
naamlik die anode in die elektriese sel, is nie polariserend
nie en bestaan uit ’n silwerbandjie. Die toegepaste span-
ning is te laag om elektrolise in die sel te veroorsaak, met
die gevolg dat die platinakatode gepolariseer word. Water-
stof word gevolglik op sy blootgestelde oppervlak gevorm.
Suurstofdiffundeer deur die membraan en verbind met die

FIGUUR 9: Die Clarkpolarografiese suurstofsensor |,
platinakatode. 2, silweranode geheg op silwer-silwer-
chloriedhandjie. 3, silwer-silwer-chloriedbandjie. 4, teflon-
memhraan. 5, elektroliet. 6, glasliggaam. 7, rubherkous.
8, O-ring. 9, plastiekInds. 10, koaksiaalkahel.

waterstof om water of waterstofperoksied te vorm. Hier-
die depolarisasie verander die hoeveelheid stroomvloei in
die elektrode. Die hoeveelheid stroomvloei wat verander,
hang direk af van die konsentrasie en die snelheid van suur-
stofbeweging deur die membraan. As die konsentrasie van
suurstof aan die binnekant van die membraan laag bly, is
die verandering van die elektrodestroom direk eweredig
aan die uitwendige suurstofkonsentrasie oor ’'n baie wye
konsentrasiegebied. Die belangrikste faktore wat die suur-
stofbeweging deur die membraan beinvloed, is temperatuur,
dikte van die membraan, elektrolietouderdom en roering
van die water aan die buitekant van die membraan. Om hier-
die redes word PSS altyd geyk vir die bepaalde eksperi-
ment waarvoor dit gebruik word. Die elektrochemiese ge-
beure in die omgewing van die katode en anode word soo0s
volg voorgestel:”

Platina-elektrode (katode):
2H*  2,- O, - Hjo,
(H.0j) -h 2H+ £ 2, - 2HjO

Silwerelektrode (anode):
4Ag + 4C1 ™ 4AgCl HA4,-

(Die elektrone wat by die anode ontstaan, word deur die
platinakatode gebruik om suurstof te reduseer.)

Hierdie tipe PSS word volgens elektrochemici”®’ geklas-
sifiseer as 'n voltametriese PSS, omdat 'n spanning van 0,6
volt met behulp van ’n bron geskep moet word.

1CM

FIGUUR 10: Die silwer-iood-galvaniese polarografiese
suurstofsensor. I, silwerkatode. 2, loodanode. 3, epoksie-
harsliggaam. 4, tefionmernbraan, 5, elektroliet (NaHCOj).
6, rubberkous. 7, O-ring. 8, plastiekhuls. 9, koaksiaalka-
bel.
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Die silwer-lood-galvaniese polarografiese suurstofsen-
sor (PSS)

Hierdie tipe clektrode is deur Hahn™“ ontwikkecl vir
bloedgasanalises en deur Mackereth™' aangepas vir die
langdurige registrasie van suurstof in vloeistowwe of gasse
(fig. 10). Die elektrochemiese prosesse is soos volg: vir
die working van hierdie elektrode is dit nie nodig om 'n
uitwendige spanningsbron te verskaf nie. Daar is reeds 'n
potensiaalverskil tussen die silwerkatode en die spiraal-
gedraaide loodanode.

Silwerkatode:
0. + HjO + 2, - - 20H

Loodanode;
Pb - Pb=" + 2,
Pb= + 20H Pb(OH,.

Gesamentlik: + Pb + H,0 -»Pb (OH.).

Die galvaniese PSS het voordele bo die voltametriese PSS,
omdat dit (i) ten minste 3 keer vinniger reageer as die vol-
tametriese elektrode™' en (ii) vir langtermynmetings van
’n paar weke beter stabiliteit gee.-~ Dat die galvaniese
elektrode enigsins die voltametriese elektrode in bloedgas-
en langtermyn biologiese meting sal vervang, is te betwyfel.
Die vernaamste rede hiervoor is dat vervaardigers reeds
’n voorsprong het in die vervaardigingsproses van die
Clarktipe polarografiese elektrode. Ekonomiese redes sal
dus swaarder opweeg teenoor die goeie responstyd en
liniére eienskappe van die galvaniese sel. Met behulp van
die PSS is 'n groot verskeidenheid respirometers deur
navorsers ontwikkel om in hulle bepaalde behoeftes te
voorsien.

Geslote stelselre.spironieters

Hierdie tipe respirometers is maklik om te ontwerp en word
gebruik om korttermynmetings te maak. In beginsel word
’n bepaalde volume water met lug versadig gemaak. Die
aanvangs-POj word gemeet kort nadat die volume water
lugdig van die atmosfeer afgeseél is. Na die verloop van
’n bepaalde tyd, of tot die POj gedaal het tot ’n waarde
wat tot 50% minder as die aanvangswaarde is, word die
metinge gedoen en die volume water waarin die dier is,
weer versadig gemaak met lug. Die verskil in die aanvangs-
PO: en finale PO, gee A PO,. Hierdie waarde word ge-
bruik om die suurstofverbruikskoers vas te stel. Belang-
rike vereistes van die geslote stelsel is dat (i) die water goed
geroer moet word; (ii) daar geen lugborrels in die respire-
rende watermedium vasgevang word nie; (iii) die verhou-
ding van volume respirerende water en die suurstofver-
bruikskoers van die dier nie te hoog is nie; (iv) die PQj
van die respirasiemedium nie laer daal as wat die kritiese
suurstofspanning, P,, van die dier is nie.- By hierdie
spanning word die respirerende dier se suurstofverbruik
beinvloed deur die hipoksiese toestande van sy omgewing.

Alhoewel die nadele van geslote stelsels wel bekend
is,” meen Oertzen™*dat by 80% van alle respironietriese
metings van akwatiese diere geslote respirometriestelsels
gebruik word, 'n Belangrike aspek van geslote stelsel-
repirometrie is dat die watervolume goed geroer moet word.
Dit het die gevolg dat die waterlagie teen die PSS gedurig
vervang word sodat 'n maksimale suurstofgradiént in stand
gehou kan word. Behalwe vir die magnetiese roerder wat

in baie gevalle gebruik is om die magneetvolger in die
repirasiehouer te laat draai, is ook suksesvol gebruik ge-
maak van ’'n wateraangedrewe turbine wat die magneet-
volger laat draai.” "* Die wateraangedrewe turbine wat die
magneetvolger laat draai, kan op enige plek in die respira-
siekamer ingebou word. Dit laat nie slegs ruimte om die
respirasiekamer se posisie en vorm drastics te verander
nie,” maar ondervind ook geen probleme om die tempe-
ratuur van die respirasiewater te beinvloed nie. Dit is in
teenstelling met 'n ingeboude elektriese aangedrewe mag-
neetvolger. Die volume van die respirasiekamer by geslo-
testelselrespirometrie kan wissel van ’'n paar [xP tot soveel
as 950 ml-* met 'n noukeurigheidsgraad van minder as
5%.

MOj-berekeninge vir geslote stelselrespirometrie
Hier volg ’n voorbeeld hoe om MO, met die varswater-
krap as proefdier te bepaal. Om die MO, te bereken moet
die aanvanklike verandering in die POj-waarde, APO,,
eers vasgestel word. Hiervoor is die volgende gegewens
nodig:

1 Netto volume van respirometerkamer = 905 ml.
(Die volume van die respirerende dier = 45 ml.)

. Die oplosbaarheidskoéffisiént, a, van 1 liter varswater
by 760 mmHg lugdruk en 25° C moet bekend wees
(5,7878 ml 1-')~*

. Barometriese druk (Potchefstroom) = 655 mmHg.

. Dampdruk van water by 25° C = 23,8 mniHg.

. Aanvangswaarde van POj in respirometer (655 - 23,8
x 20,9%) = 132,1 mmHg.

. Eindwaarde van PO, (na 20 minute) in respirometer =
80,0 mmHg.

7. Berekening en metinge van MO, per kg diermassa per

minuut:
MO,(mmoll* Oj kg ' min ') =

N

g b~ w

o

905“ 655" 5,7878" 52,1+ 1000" \" i
1000 ~ 760 ~ 1~ 132b- " 46,8« " 22 ~ 20

waar:

a = netto volume van respirasiekamer (950 ml -4 5 ml;
(= volume van die krap): 905 ml);

b = barometerdruk in Potchefstroom: 655 mmHg;

c = a, oplosbhaarheidskoéffisiént van varswater by 760
mmHg en 25° C;’*

d = 72170,:52,1 mmHg (PO, is 132 mmHg van water
by aanvangstyd van respirasie — PO, is 80 mmHg
na .o minute respirasie);

= PO, van water in Potchefstroom in mmHg;

= suurstofverbruikskoers uitgedruk per kg krap;

massa van krap in g;

= gaskonstante per mmol O, is 22,4 ml,

= tyd verwerk na per minuut.

—_ o nQ =h D
1

Hierdie waardes word dan verwerk na standaardtempe-
ratuur (0° C), druk (760 mmHg) en droé lug (STDD.)’

Langtermyndeurvloei- of -oopstelselrespirometrie

Die vernaamste voordele van hierdie stelsel is dat (i) eks-
kretoriese produkte (NH,, CO,, laktaat, feses) wat die
suurstofverbruik van akwatiese diere beinvloed, gedurig
tydens hierdie tipe meting verwyder word; (ii) sirkadiese
ritmes wat via die suurstofverbruikskoers weerspieél word.
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FIGUUR II: Die dubbelvloeirespirometer. Water vanaf 1 reservoir (WR) word dear PSS(l) gestuur om die elektrode te yk.
PSS(2) is in bedryfen meet die MO. van die diertjie in respirasiekamer (AC). Die boonste 4-rigting (V) en onderste 4-rigting
(V) kleppe sorg dat die water alternerend na PSS(I) en PSS(2) gelei word. DS, dryfas vir kleppe. PS, mantel om elektrode.
POS, polarografiese suurstofsensor (PSS). Sc, roerderkamer. RM, draaiende magneet. CT, kapillére huisie. MH, magneethuls.

MF, magneetroerder.

o o k gemeet kan word; (iii) geleidelike verandering in die
suurstofverbruikskoers opgespoor en (iv) standaard-
metabolisme bepaal kan word.
'n Groot nadeel van langtermyn-deurvloeirespirometrie
is dat die platinakatode van die voltametriese PSS wat 20
dik is, en net by die glasoppervlak uitsteek, maklik met
tyd bedek kan raak. Dit gebeur deur afsetting in die water
en die vorming van bakteriéle stowwe. In teenstelling hier-
mee is die galvaniese PPS minder onderhewig aan die be-
dekking van die katode tydens langdurige eksperiniente.”
In beginsel word die verskil in die POn-waardes tussen
die ingangswater PO, (i) en uitgangswater PO, (ii) met
PSS bepaal. Tesame met die vloeisnelheid van die water
deur die dierekamer en die oplosbaarheidskoéffisiént kan
die suurstofverbruik. Mo, (mmol . 'O. 1 'kg 'min ),
bepaal word:
1 Die oploshaarheidskoéffisiént, a, van 11 water by 760
mmHg en 25 °C is 5,7878 ml.'*
2. Die hoeveelheid O, opgelos in 1 ( water in Potchef-
stroom by 25° C;

= is X 57X78

= 4,9881 ml 1 by 1321 mmHg [655 mmHg - 23,8
mmHg X 20,94% O. = 1321 mmHg].

3. Die POi (1) is 1321 mmHg en PO, (2) is 80 mmHg vir
’n watervloeitempo deur die respirasiekamer van 150
ml min

4. Die massa van die akwatiese dier is 59,9 g. Die gaskon-
stante, R, is 22,4 ml.

52,1 4,9881 150 1000 1
X X X = A~ X
132,1 1 1 59,9 22,4

MO. = 2551 mmol 1™ Oj kg ' min™.

Hierdie waarde word dan verwerk na standaardtemperatuur
(°C), druk (760 mmHg) en droe lug (STDD).»

Die meeste oopstelsels maak van 'n enkele Clarkelek-
trode gebruik. Deur middel van elektroniese skakelaars™’
word die water alternerend vanaf verskeie respirometers
aan die enkele Clarkelektrode blootgestel.”* Die PO, van
die inlaatwater word apart gemonitor nadat die respirasie-
medium met lugsuurstof 100% versadig gemaak is. Hier-
die lesing stel dan PO, (1) voor, terwyl PO, (2) afgelees
word nadat die inlaatwater die respirasiekamer verlaat het.
Die dubbelvloeirespirometer*' bestaan uit twee Clarkelek-
trodes, waarvan die een elektrode die PO, van die
inkomende water meet terwyl die ander elektrode die POj
van die uitgaande water meet."* " Dit is noodsaaklik dat
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FIGUUR 12: 'n Diagranmatiese voorstelling van ' dubhelvloeirespironieter waarhy twee Ckirkelektrodes (PSS) gehruik
word. D, respirasiekamer. E, en £, twee termostatiese beheerde Ckirkelektrodes. P,, mikroperistalspomp. R, reservoir T,
waterhad. S, siiurstofmeters wat elk h Clarkelektrode bedien. P,, pomp.

BEKENDE P02(LUG) Q

I"ONBEKENDE PO- \

£r0)
Pt

FIGUUR 13: Die sirkoniumsuiirstofsensor O, oond wat die pkuinabedekte sirkoniumdioksiedsiUnder tot 750° C verliit. Pt.
platinalaag. Zr. :, sirkoniumdioksiedsiUnder.
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’n baie noukeurige mikroperistalspomp (P2) die water, as
respirasiemedium, na die twee elektrodes pomp (fig. ::).
Hoewel die gebruik van perspeks by die maak van die
respirasieckamer ontmoedig word/' is egter gevind"” dat »
mm dik wande vir hierdie houers voldoende is om die per-
meabiliteit van suurstofdeur die perspekswand te bekamp.
Vir geslote stelsels met baie klein respirasiekamers wat die
respirasiewater vir lang periodes stagnant moet hou, kan
die perspekswand, suurstof deurlaat. As die suurstofver-
bruikskoers vir lugasemhalende diere by deurvloeistelsels
gemeet moet word, word suurstof met 'n paramagnetiese
sensor, gaschromatograaf of deur 'n massaspektrometer®-"
gemeet.

Deurvloeistelsels vir lugasemhalende invertebrate
Onlangs-' is meetapparatuur beskikbaar gestel om die
suurstofverbruikskoers te meet deur gebruik te maak van
die elektrolitiese eienskappe van sirkoniumdioksied
(Zr0j) by hoé temperature. Die sirkoniumsuurstofsensor
is kommersieel bekombaar as ’n suurstofanaliseerder
(Ametek Thermox, Instruments Division USA) vir die
respirometrie van lugasemhalende diere van groter as :o
g. Basies bestaan die sensor uit 'n silinder wat aan die een
kant gesluit is en gemaak is van sirkoniumdioksied wat
gestabiliseer word deur kalsiumoksied by te voeg (fig. 13).
Dun gasdeurlatende iae van platina, wat ook dien as elek-
trodes word op die binne- en buitekant van die silinder neer-
gelé. Die silinder is gasdig sodat die meng van gasse aan
die binne- en buitekant verhoed word.

Aan die oop kant van die silinder word ’n inlaat- en uit-
laatbuis voorsien om die toetsgas in die silinder te laat in-
stroom. Die buite-elektrode is blootgestel aan die om-
gewingsgas, wat lug kan wees. Vir optimale funksionering
moet die sensor verwarm word tot ’n temperatuur van tus-
sen 360 en 800° C. Vir die Ametek (S-3A-suurstofana-
liseerder) word die ZrO, by 750° C geleidend vir oksied-
ione en funksioneer dan as ’n elektroliet. Die reaksie: O
4 4e* -» 20" word by hierdie temperature volledig om-
keerbaar en die sensor word ’n tipiese potensiometriese
instrument. Die spanning wat geproduseer word, kan met
die Nernstvergelyking bepaal word. Hierdie spanning is
direk eweredig aan die verskil in suurstofkonsentrasie aan
weerskante van die Zr. . -silinder.

SIXyrOPMERKING

Die verskillende metodes om die suurstofverbruikskoers
by akwatiese diere te meet het egter een nadeel gemeen.
Dit is dat ’n deel van die suurstof, opgelos in die water,
deur bakterieé verbruik kan word. Dit isvasgesteldat
die suurstofopname weens bakteriéle aktiwiteit in die water
en op die dier self, indie respirasiekamer, meer as 1% van
die MOj-waarde van die gemete dier kan bydra. Die aan-
wending van antibiotika om die bakterieé te dood, word
nie aanbeveel nie, omdat dit o.a. die respirasiefisiologie
van die respirerende dier kan versteur.*” Om die bydrae
van die suurstofverbruikskoers deur bakterieé tot ’'n dier
se MO, vas te stel, kan - binne perke - die bakterieé
toegelaat word om te groei. Deur die bakterieé se suur-
stofverbruik apart te meet en die waarde van die totale
waarde van die suurstofverbruikskoers af te trek, kan die
werklike suurstofverbruikskoers van die eksperimentele
dier vasgestel word.

Die manometriese metode om die MO. van lugasem-
halers vas te stel sal nog vir lank in die toekoms gebruik
word. Sekerlik die belangrikste rede hiervoor is dat
respirometers wat op hierdie beginsel gebou word, nie net
relatief goedkoop is nie, maar deur navorsers so ontwerp
kan word dat dit by die omstandighede van die dier of ek-
speriment kan pas. Die sirkoniumsuurstofsensor wat on-
langs op die mark gekom het, sal waarskynlik in die
toekoms alle ander makrorespirometers vervang om MO,
van groter invertebrate en ander lugasemhalers te meet. Die
belangrike voorvereiste is dat die meetselle, wat vir soog-
diere ontwerp is, kleiner gemaak moet word en dat die elek-
tronika so aangepas word dat die MQOj van indiwiduele in-
sekte soos miere, kewers en hulle larwes gemeet kan word.
Hiermee is alreeds sukses behaal.'”

Metaboliese mikrokalometrie en respirometrie™* is ’'n
waardevolle meettegniek as veral studies van diere gemaak
word waar veranderinge in die metaboliese toestand plaas-
vind, byvoorbeeld: ’n dier kan van aerobiese na anaerobiese
respirasie oorgaan, of herstel van anoksia. Hierdie ap-
paratuur is baie duur en daar word veral probleme onder-
vind om die basislyne in langtermynmetings te stabiliseer.

Die Cartesiese duikertegniek het onlangs groot opgang
gemaak, veral omdat duikers wat van perspeks vervaardig
is, suksesvol gebruik is. Met hierdie moderne duikers kan
die MO: van insekte wat enkele mikrogram of milligram
weeg, gemeet word.

Respirometrie van kleiner invertebrate het baie bygedra
tot ons kennis van die vergelykende respirasiefisiologie van
hierdie diere. Omdat MOj-metings die fundamentele bio-
logiese prosesse weerspieél, kan hierdie meettegniek in die
toekoms van nog meer nut wees, veral t.o.v. die besoede-
lingsbeskadiging by hierdie diere.
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