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Ditelrazolium-sék polarogrd fias vizsgilata
= JAMBOR BELA és BAJUSZ E@RS

Eétvés Lordnd Tudomdnyegyetem Ndvénvélet t ang Intéset. Budupest

Mint ismerctes, a trifeniltetrazoliumklorid (TTC) a biolégiai kutatasban nagymértékben
elterjedt redoxindikator, mely pl. névényi és allati szévetekben a dehidrogendz-aktiv helyek kimu-
tatasdra, st ezen enzimek aktivitdsdnak mérésére is alkalmas [10, 13,15, 16 . Az ésszerfi alkalma-
zds fontos feltétele, hogy a redukeié kémiai mechanizmusat ismerjiik. Ezért a TTC-t behaté olaroe-
rafids vizsgélatnak vetettiik ald [2], valamint fotokémiai reakeciéit is tanulményoztuk [3]P 5

Ujabban a TTC mellett annak rokonai, a ditetrazolium-vegyiiletek is elterjedében ‘-fann"zk
mivel ezek sotétebb szinfi formazdnnd redukalédnak. Két T'TComolekula dsszekapesoldsa réW;éI;
szirmaztathaték le. Eddig legjobban bevilt a 2,2’-p—(di~0-metoxi)-difenilén-s 3%, 5,5 -tetrafenil-
ditetrazolium-klorid, vagy ,.bluetetrazolium’ (BT) és a 2,2’-p.difcnj1én.3,3’,’ gs':tctrafcnjl_di_
tetrazolium-klorid, vagy ,,tetrazol-purpur” (Neotetrazolium, NT). Eléhbi kék ul:(:)bbi biborvirss
formazént ad [1, 9, 11, 14]. : :
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Bioligiai fontossiguk, valamint elméleti érdekességiik miatt a fenti vegyiileteket is hehatd
polarogrifids ‘vizsgdlatnak vetettiikk ald. Az aldbbiakban kézlend# eredménveink igazoljak vira-
kozdsunkat, hogy ti. e kett8s vegyiileteknél a TTC esetében tapasztalt bonyodalmak fokozott mér-
tékben fellépnek, s6t azokhoz Gjak is esatlakoznak.

Kisérleti rész

1. Késziilékek és modszerek tekintetében altaliban az elézg kézleményiinkben
leirtak szerint jartunk el [2].

2. Tdjékozédé vizsgdlat a polarogrammok: lefutdsdrél, Az 1. abra 10-* mélos
BT polarogramjat mutatja kiilonbsz6 py-érték mellett felvéve., A TTC-vel tett
tapasztalatok, ill. a valészind analégia alapjan feltehet§ volt, hogy a savas kozegben
lathaté elsé, kis lépesé adszorpeids lépess, az egyetlen nagy lépesé pedig a benz-
hidrazidinképzédésnck felel meg. Ez a redukeié ligos kiézeghen két lépésben folyik
le, vagyis a lépesd kettévilik. A benzhidrazidinné valé redukeié a TTC esetében
mint lattuk 4 elektron felvételével tirténik s igy a BT analég redukeidja 8§ elekt:
ront igényel. Az ennek megfeleld 1épesét — 1 V felett egy fele akkora masik lépess
koveti. Ennek értelmezésére, ill. okdanak megallapitisira nem terjeszkedtiink ki,
mert biolégiai jelent&sége nines : a lépesének megfeleld redukeié csak elektrolitikus,
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illetéleg kiilonleges kémiai médszer révéra lehetséges. Jerchel és Kuhn [6]
a TTC katalitikus hidralasaval megéllapEtotta, hogy a benzhidrazidint redukalva
benzamidrazon keletkezik 2 H-atom felvételével. Valsszinti tehat, hogy a kér-
déses lépesé benzamidrazon-képzédéssel kxapesolatos, de ez biztosan nem allithaté,
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1. Gbra
107% M BT polarogrammja kiil&nhiozé py-érték mellett felvéve

mert ismerctesek esetek [8], amikor a csepegs elektrodon vals redukeié és a kémiai
redukeié mis termékhez vezet. Amikor a kérdéses lépesdt a tovabbiakban amid-
razon-lépesének nevezziik, azt csak fenntartassal tehetjiik. Enyhén ligos és erésen
savas kozeghben a TTC-hez hasonléan hullim lathaté —1,8, ill. —0.,8 V kérili
potencialon, ; :

3. Az elektronszim megdllapitdsa. A BT diffiziés 4llandéja hozzavet§legesen
0,16 - 10=% cm */sec-nak adédott. A BT &és az azonos koncentraciéji TTC polaro-
gramjat dsszehasonlitva (2. dbra) a lépcs Smagassigok ardnya 64 : 54 mm, a diffa-
ziés allandék ardnya pedig 0,16 : 0,50.% Az Ilkovic egyenlet értelmében :

i e e i=k-n)D
i 4 A TTC ismert adataibl 'R
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Az elektronszdm megéllapitdsara 1074 M TTC, A TTCovel vals analégia L Béiga

BT, valamint az ,,iices puffer” (pn = 7,2) po-

larogrammja zolédott.

4. Az adszorpeids lépesék vizsgdlata. A TTC esetében lattuk [2], hogy annak
adszorpciés lépesdje arrél ismerhetd fel, hogy egyrészt: magassiga a higany-

#* Fléz8 kozleményiinkben [5]
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nivémagassiggal egyenesen arinyos, mésrészt : azonos higanynivémagassig ese-
tében az adszorpciés lépesd magassiga dllands, vagyis fiiggetlen a koncentraciotél.
Ez utébbi szempont vizsgélatat szolgalja a BT koncentraciésorozatanak polaro-
grammja (3. dbra). E sorozat tigy késziilt, hogy a galvanométer srammentes hely-
zetét olyan magassigra allitottuk be a polarograf tologatasaval, hogy az _,ires
puffer polarogramjinak vizszintes része azonos magassigba keriiljon. Ezaltal
elkeriiltiik, hogy a , kapacitds-dram‘ miatt nagy érzékenységnél a polarogramok
felfelé tolédjanak el és ne férjenek a papirra. A méasik »fogas®, amivel a sorozat
attekinthet8ségét biztositottuk, az volt, hogy a koncentracigkat és a galvanométer-
érzékenységet ugy vialasztottuk meg, hogy azok szorzata allandé legyen, vagyis,
hogy a lépcsémagassagok egyenldk legyenek.
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1 3. dbra
BT koncentricié sorozat py = 9.0

Az abra azt mutatja, hogy fenti rendszabily ellenére a lépcsémagassag a
koncentricié novelésével csokken; mégpedig mind az els, mind a masodik
redukeids 1épesdé. E jelenséget a TTC esetében is észleltiik, a magyarazatat abban
lattuk [2], hogy egyrészt a keletkezd formazin egy része kicsapédvan, nem tud
tovabb redukalédni s ezért kisebb a mésodik 1épes6; masrészt a kicsapédott for-
mazin a higanycsepp korill adszorbeilja az oda diffundalé BT egy részét s ezért
csokken az elsd lépcsé magassaga is.

Visszatérve a polarogram-sorozat felvételének eredeti céljara, az adszorpcids
1épcsdre, az abrit megtekintve kér adszorpcids lépesd is lathato : az elss (L) — 0,1
V-ndl van, magassiga kb. 0,2 - 10-* M koncentraciénak felel meg, a masodik
7 5 értéke kb, —0,3 V, magassiganak megfeleld koncentracié pedigkb. 1,2 - 10-4 M.
Ez a masodik adszorpeids lépesd (I1.) meglepd médon a masodik redukeiés 1épesre
is atterjed, ha a BT koncentraciéja 1,4 - 10-* M-nal kisebb, Ezek alapjan az 1.
abran kézolt polarogramokon az elsé redukciés lépésnek megfeleld 1épesé E 14
értéke voltaképpen nem a valédi redukciés potencialnak felel meg, hanem a II.
adszorpciés 1épesének. Az elsd redukciés 1épés redukcids potencidljanak megélla-
pitdsara tehdt minél nagyobb koncentraciéban kell a polarografalist végezni,
hogy az adszorpcids 1épes6k minél kisebb hanyadat foglaljak el s érvényesiilhessen
a valdédi redukcids 1épess.

Sokkal nehezebb problémat jelent a miasodik redukciés lépés redukciés
potencialjanak megéallapitasa. Mint latjuk, 1,4 - 10-% M koncentracié alatt a II.
adszorpcids lépesd ; afelett pedig a formazin kicsapddisa eltorzitja a megfelel§
1épesét. Ez az egyetlen koncentracié érték, melynél egyik hatas sem zavar s igy a
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masodik redukeiés '16pés potencialjanaa k megallapitasa csak ezen koncentricid
mellett felvett polarogrammokrél lehet Séges.

Az adszorpciés lépesSkre jellemzé wmgsodik torvényszerdség, mint mondottuk
a higanynivétsl valé fiiggésik. A 4. 4bréan kozslt polarogrammok alapjan
lathatjuk, hogy az I. adszorpeids 1épes&re nézve nem’ all fenn az egyenes arany.
Viszont a teljes lépesSmagassig megsfelel a négyzetgyokes torvénynek, ez a
diffazios lépesékre érvényes. ;

A 4b 4brén a két adszorpcids lép csé egyiittes viselkedését lathatjuk. A két
lépesd Bsszege mar koveti az egyenes aranyossig torvényét ; a két adszorpeiés
lépesének az egyenes ardnyossigtol valG eltérése valészinileg azzal magyarazhats,
hogy itt az egyszerre fellép§ két adszowpeiss folyamat egymést zavarja.
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4. dbra
BT polarogrammja, killsnbézg He-nivé mellett felvéve, a) (1074 M, pu=9, b) 3 - 104 M, pn=9.0

Hogy a BT-nek két adszorpciés lépesdje van, az a TTC-vel valé analégia
alapjan varhaté is, mivel a redukcié sordn mono- és diformazan is keletkezhet s
ezeknek nyilvan eltér§ az adszorpciélcépessége, Ha az adszorpcisképességet az
adszorpcids lépcsd magassagaval jellemezziik, akkor a TTC formazédnja esetében
ez 0.5 - 10-* M, a BT-monoformazannal, mint lattuk, 0,2 - 10-* M, a BT diforma-
zdnjanal 1,2 - 10~* M-nak felel meg, az adott kisérleti feltételek mellett.

5. A redukciés potencidllpy fiiggvény. Mint emlitettiik, az els§ redukciés
Iépés potencialjat esak nagyobb, pl. 8 - 10~¢ M koncentracisja BT-oldat polaro-
gramjaibél allapithatjuk meg, mert az adszorpciés lépesd zavaré hatasa igy elkeriil-
het8. Az 5. dbran kozolt polarogramm sorozatot igy vettitk fel. Az els§ redukeids
lépés féllépess potencialjat a py fiiggvényeként a 6. dbra BT 1. gorbéje mutatja.
Meglepd, hogy a redukcids potencial az oldat py-értékétél fiiggetlennek bizonyul,
szemben a TTC, [2] és GTC [4] megfelel§ értékeivel. Mivel a formazan képzédés-
ben H feltétlenill részt vesz, a rendellenes d m 14/dpy fiiggvény a folyamat irre-
verzibilitasara vezethet§ vissza. A

A maésodik redukeiés 1épés potencialjanak megallapitisa, mint szintén lat-
tuk, 1,4 - 10=* M koncentrécidji oldat polarogrammijaibél lehetséges. Mivel ez a
sorozat igen hasonlit az 1. abrdhoz (10—% M), itt kiilon nem kozoljiik, hanem csak
az arrél leolvasott féllépesdpotencidlokat jelsltiik meg a 6. 4brdn. Mint latjuk, a
mésodik 1épés (a benzhidrazidin képzddés) potencidlja py egységenként 60 mV
eltolodast szenved. A kibdvitett Nernat-képlet szerint 0,06 m/n V-al tolodik el
pu-egységenként a redoxpotenciil, ahol m a reakciéban résztvevé H-ionok, n az



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom 5. (1956) No. 1. 121

elektronok szama. Mivel az eltolédést 60 mV-nak taléltuk,.m/n =1, Vagy-'is m —
= n = 4. Ugyanis a mésodik 1épés elektronszama, mint megallapitottuk, 4, tehat
a felvett H-ionok szdma is ugyanannyi. Ez utébbi tekintetben hasonld a helyzet,
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8. 107* M BT polarogrammja, kiilénbiz8 py érték mellett felvive

mint a TTC esetében. A hasonlésig abban a tekintetben is fennall, hogy a két lépés
sorrendje egy bizonyos py-érték alatt és felett megeserélgdik. A formazanképzidés
tekintetében azonban csak py = 9 felett all fenn a hasonlésag a TTC-vel, ez alatt
a TTC— TTF reakecid potencidlja 30 mV eltolédast szenved Pu-egységenként, a
BT — BF potencialja viszont 4llandé marad. f
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6. dbra
A BT és NT els6 és masodik redukeids 1épésének potencidlja a felvett polarogrammok alapjan, normal
kalomelelektrodhoz viszonyitva :

6. Egy kiilonleges jelenség. Az 5. abrat megtekintve, lathatjuk, hogy ha az
oldat py értéke py = 5 alé csokken, a II. adszorpciés 1épes§ magassaga novekszik,
mig végiil eléri a 4 elektron felvételének megfelel§ magassigot. Ezutén a polaro-
grammon egy maximum lathaté, majd utina az els6 redukciés Iépesd kis darabja
lathaté — 0,5 V potencidlon. Ezutin egy djabb 4 elektronos 1épess kovetkerik,
melynek lefutdsa azonban szabélytalan aszimmetrikus. Hogy e jelenség létrejottét
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fejlsdésében jobban megfigyelhessiik, a 7. abran kozslt polarogramm-sorozatot is
elkészitettiik, melyben a BT oldat konce mtracigjat py = 2,5 mellett valtoztattuk.
Az dbra azt mutatja, hogy 5.5 - 10-* M Xoncentricié alatt az adszorpciés lépesé a
teljes, 8 elektronos lépestt lefoglalja, a ko mcentracist novelve, az emlitett maximum
megjelenik az elsd, redukcids 1épés 1épesjének egy darabjaval s egyre magasabb
szabalytalan 1épesGvel. Ugyanakkor a — 1'V kériili, kb. 4 elektronos (amidrazon-)
lépesén is fellép egy maximum.

é& kiilsnleges viselkedés magyardzatat a kiovetkezdkben kisérelhetjitk meg
megadni :

A BT 4 elektron felvételével olyan kézbens§ termékké alakul, mely dimeriza-
ciéra hajlamos. A dimerizalt molekula adszorpcisképessége igen nagy s ezért né

i=0

- e =

/ 4 |

7. dbra
BT koncentrdcid-sorozat, py = 2,6

savas kozegben az adszorpcids lépesdk magassdga. Viszont a dimerizalt termék
tovabbi redukcidja mar csak nagyobb energia befektetésével, tehit negativabb
potencidlon lehetséges s ezért alakul ki az emlitett ,,szabalytalan 1épesse —0,7 V
koriili potencidlon. Ez a Iépcsé azért csak savanyt kézegben tud kialakulni, mert
kiilonben a formazankivalas miatti zawvar 1ép fel.

E magyarazat bizonyitasara vizsgélataink nem terjeszkedtek ki, mert
nyilvanvaléan specidlis polarografiai jelenségrél van szé s a szerepl tényezék
sokfélesége miatt az csak hosszadalmas munkaval volna lehetséges : ez nem volna
ardnyban a kérdésnek biolégiai alkalmazdsa szempontjibsl vals fontossagaval.

7. Katalitikus hullimok. Az 1. dbran lathatd, hogy erdsen savas és kb, sem-
leges kozegben ,nem csékkend maximum*, ill. katalitikus hullim mutatkozik,
hasonléan, mint a TTC és a ,,foto-TTC¢ esetében. E hullimokkal e helyen részle-
tesen nem foglalkozunk, mivel elsédleges célunk a biolégiai hasznilhatésag szem-
pontjabél fontos kirilmények tisztazasa. Meg kell még jegyezni, hogy az emlitett
hullimok nem mutatjak egyértelmiien a katalitikus hullimok sajatsagait.

8. A ..tetrazol-purpur* polarogrifids viselkedése. Az NT-r8l késziilt polaro-
grammok éaltaldban egészen hasonléak a BT-éhez s ezért a késziilt felvételek koziil
itt csak azokat kozoljiik, melyeken a BT-hez képest eltér§ viselkedés figyelhetd
meg. Az elsé redukeiés 1épés potencidljit kilonbozé py-érték mellett a 6. abra
mutatja s eszerint ez mintegy 100 mV-al pozitivabb a BT-nél. A masodik 1épés
-viszont a mérési hibahatéron beliill megegyezik a BT-vel.

Erdekes, hogy a BT két metoxi-csoportja milyen dént§ hatisi a formazan
.szinére, viszont a redukcids potencidlra alig van hatassal.
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Lényeges eltérést mutat a 12. dbrdn az NT a Jeirt »kiilonleges jelenség
kapcsan. Nem 1ép fel az aszimmetrikus, rendellenes lefutasd, a 8 elektron felvételé-
nek megfeleld magassagig emelkedd lépesé. Ez arra mutat, hogy az NT formazanja
kevesebb ideig tud tultelitett oldathan maradni savanyd kézegben, mint a BF
s kikapesoldddsa megakadilyozza a benzhidrazidin-képzidés Iétrejottét.

A masik kiilonbség a BT-vel szemben az, hogy Itigos kozeghen az NT kicsa-
p6dé formazanja nem adszorbedlja az NT-t a Hg-csepphez ez akadalytalanul
oda diffundalhat : s igy az elsd redukciés 1épés lépesGje eléri a teljes, 4 elektronnak
megfelel§ magassagot.

9. A4 BT — BF reakcié reverzibilitdsa kérdésének kisérleti bizonyitasara
sok sikertelen erdfeszitést forditottunk, Nem sikerillt ui. olyan oldészert talalnunk,
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8. dbru
8 107+ M NT, polarogrammja kiilinbézii pr-érték mellett felvéve

mely a BT-t és formazinjit is egyardnt oldja s amellett polarografiai szemponthdl -
inaktiv. Ha ezekbdl a kisérletekb6l mégis megengedhetd volna kovetkeztetést
levonni, akkor a reakcié irreverzibilitdsa latszik valGszintibbnek, aldtamasztva
az 5. pontban e kérdésben kozdlteket.

Az eredmények értékelése

A ditetrazdliom vegyiiletek polarografidas viselkedése sokban hasonlit a
TTC-éhez, de a két TTC-molekula kapcsolédasanak hatisa is érvényesiil, Ezek
a kiilonleges jelenségek altaldban specidlis polarografids sajatsiagok, melyek a
szébanlevl vegyiiletek biolégiai indikatorként valé hasznalatit kézvetleniil nem
érintik. Tudomésunk szerint a ditetrazélium vegyiiletek eddig egyediilalléak
abban, hogy 2 adszorpeids lépesGjitk van, nem is szélva a kisérleti rész 6. pont-
jaban ismertetett ,kiildnleges jelenség <-rél.

Ami mar most a formazinna valé redukeié potencialjat illeti, ez semleges
kozegben a TTC-nél —0,09 V, az NT-nél —0,12 V, a BT-nél pedig —0,21 V, a
n—H,-elektrddra vonatkoztatva. Ebbél az kévetkeznék, hogy legkénnyebben a
TTC volna redukélhaté, legnehezebben a BT. El§z8 kozleményeinkben rdmutat-
tunk azonban [2, 5], hogy a formazanok oldhatatlansiga bizonytalanna teszi az
ilyen kivetkeztetést. Hozzdjarul ehhez még az is, hogy a redukeié kisebb-nagyobb
mértékben irreverzibilis lehet. Mint lattuk, minden valdszintiség szerint irrever-
zibilis a vizsgilt 2 ditetrazélium vegyiilet redukcidja s a TTC-é is csak ligos kizeg-
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ben reverzibilis. (Folvamathan levé Vizsgalataink szerint a TTC reverzibilitisa
a pp csdkkenésével csékken.) ' :

Minthogy polarograffal az irrev-erzibilis reakcisk lépesdje nem a szabad-
energianak megfelels potencidlon, hamnem az aktivalasi energianak megfelel6
tilfesziiltséggel jelentkezik, az igy kap ott redukeiés potencial értékek a redukal-
hatésagnak csak az esetben lehetnek fo kmérsi, ha az aktivalasi energiat csdkkentd
tényezék nincsenek az oldatban. Ilyern hatastiak biolégiai anyagokban bizgnyos
enzimek, a polarografianil a Hg-csepp adszorbealéképessége, a potenciométeres
redox-titralasnal a ,,mediatorok*. Valo szinileg adszorpeiés hatas révén csskkenti
az aktivalasi energiat a hé-denaturalt ~érszérum [17] és a zselatin is [3]. A fény
is aktivalasi energidt csikkent6 hatastimak bizonyult a TTC-nél, a BT-nél ellenben
nem [3]. ‘

Ilyen koridmények kozott érthets, hogy a redukciés potencial csak egyik -
tényezdje a redukédlhatésagnak. Ezzel magyardzhaté pl., hogy szulfhidril vegyii-
letekkel nem a TTC, hanem az NT és BT redukalhatdk kénnyebben [12]. Ugyan-
ezt észlelte Le a ¢ h [7] is, redukilészexként dihidrometilnikotinamidot hasznalva.

Bonyolitja a két utébbi észlelet értékelését az, hogy a redukeié mértékét
csak a szinezddés mértékébsl, szemmel allapitottik meg, viszont ismeretes, hogy
a ditetrazolium vegyiiletek formazanjai sokkal intenzivebb szintiek, mar kisebb
mennyiségben is észreveheték,

Készonettel tartozunk W. Ried tirnak a BT, a Farbenfabriken Bauer cégnek az NT
szives dtengedéséért, Bardany Mihalynénak a diffvziss allandé meghatarozasaért, Kishan Klara-
nak és Vagvélgyi Editnek a technikai segitségért.

Ossze foglalas

A _blue tetrazolium* és ,,neotetrazolium‘ néven ismert és biolégiai redukcids
indikatornak hasznalt ditetrazolium wegyiiletek polarografids vizsgélata alabbi
eredményekre vezetett : ‘

1. Két adszorpciés lépesdjitk van és valdszinileg 4 katalitikus hullimot
adnak, de az utébbiak rendellenesen viselkednek. : : :

2. A formazanni valé redukcié potencidlja a kozeg py-értékétél fiiggetlen :
a BT esetében n—H, elektrédra vonatkoztaiva —0,22 V, az NT esetében —0,12 V.,
A redukcié minden jel szerint irreverzibilis, tehat a megadott potencislok az akti-
valasi energiat is magukban foglaljak. Megfelel§ enzimek jelenléte redukélhats-
sdgukat kisebb-nagyobb mértékben fokozhatja.

3. Az 1 és 2 helyzetli N-atomokon valé redukeié potenciilja py-egységen-
ként 60 mV eltolédast mutat. Ennck kévetkezményeként a redukeis savas és
lagos Lkizeghen mas utat kévet, a TTC-hez hasonléan.

4. Mindkét vizsgilt vegyiilet a redukcidkor keletkezd és kicsap6dé formazan
miatt a TTC-hez hasonléan rendellenes polarogramot ad.

5. A BT savas kozegben és nagyobb koncentraciéban (6,10-% M felett)
polarografilva —valdszintileg egy kdzbens§ termék dimerizaciéja folytin —
tovibbi kiilnleges jelenséget okoz: az els§ adszorpeiés lépes§ magassaga erdsen
nd és egy tjabb, rendellenes lefutdsd 1épesé jelenik meg negativabb potencidlon ;
valszintileg a dimerizalt termék redukeciés lépesdje.

6. Az NT ezt a kiilonleges jelenséget az adott feltételek mellett nem mutatja,
viszont ligos kézegben is elmarad az els8 redukeids 1épesének a kicsapédott for-
mazin miatti csékkenése (1. 4. pont). i

Erkezett : 1955, mdrcius 1.



AGROKEMIA ES TALAJTAN Tom 5. (1956) No. 1. 125

Irodalom

[1] Antopol, W., Glaubach, S. & Goldman, L. : U. 5. Publ. Health Rep. 63, 1231. 1948.
[2] Jdmbor, B.: Acta Chim. Hung. 4. 55. 1954, -
[3] Jambor, B. : Agrokémia és Talajtan. 5. 89., 99., 111. 1956.
[4] Jambor, B.& Mester, L.: Agrokémia és Talajtan 5. 127. 1956,
[5] Jdmbor, B.: Annal. Biol. Univ. Hung, 2. 97, 1952. )
[6] Jerchel, D. & Kuhn, R.: Liebigs Ann. 568. 185. 1950.
[7] Leach, S. J.: Személyes kizlés.
[8] Miiler, O. H.: ,Polarography.” Weissherger, A.: ,.Physical Meth. Org. Chem.” XXVTIL
1841. New York. 1949, :
[9] Neumann, K. & Koch, G. : Hoppe-Seylers Z. Physiol. Chem. 293, 35. 1953.
[10] Ried, W.: Angew. Chemie. 64. 391. 1952, : -
111] Ried, W. & Gick, H.: Liebigs Ann. 581. 16. 1953,
[12] Roberts, L. W.. Stain Techn. 29. 63. 1954, )
[13] Roberts, L. W.: Diss., Univ. Missouri. (Mikrofilm) 1952,
[14] Rutenburg, A. M., Seligmann, A. M. & Gofstein, M. : Cancer Res. 10. 113. 1950,
[15] Smith, F. E. : Science 113. 751. 1951. 5
[16] Soncin, E.; Arch. Ital. Sci. Pharmacol. 4. No. 3. 1954.
{17] Stiittgen, G. : Klin. Wschr. 19. 766. 1951,

NONAPOrPAGPHUECKOE MCCIIEOJOBAHHWE OUTETPA3OJIMEBBLIX
COJIEH L

B. simbop u 3. Baoc
Kageapa pusuonoruy pactensil Yuusepcurera usm. J1. 3tBeiua,?Byganewr (Beﬂrpnﬂ)

Peawme

[Moststporpaduuecioe n3y4eHHe AMTETPA30NHCEBIX COCTMHCHMH, NPHMEHSEMBIX B KAUECTRE
OHOTOIHYECKHX BOCCTAHOBHTEILHBIX HHAMKATOPOB i H3BCCTHLIX 1104 HA3BAHMEM »blue tetrazoliume
(BT) n »neotetrazoliume (HT), npuseno i cneayomum pesynbratam: 1. Mmewrcs ape aacopn-
LHOHHDIE CTYTMEHN I -— [0 BCeH BEPOATHOCTH — 4 KATATMTUYLCKHME BOJIHEL, HO NOCTEIHHE BEIYT
ceba aHoMaabHO. ]

2. ToTeHuuan BOCCTAHOBICHIS B (JOPMA3AH HE 3ABICUT OT BeIMUHHLI PH cpedibl; B ciyuae
BT otHocuTenbHo anexrpoga u-H, pasen — 0,22B, a B ciyuae HT — 0,12B. Boccranoenenue
SIBISICTCH I10 BCEM IIPH3HAKAM HEOGpaTHMLIM, CJIEA0BATENbHO YKA3AHHbLIE NOTEHHIHANBI BKAKYAIOT
B ce0sa M SHEPIHI0 aKTHBHPOBAHHS., Hanuune cooTBeTCTBY O X (GEPMEHTOB MOXKET B 00J1bLISH-
MCHBUIEH CTCMEHM TOBLICHTh UX BOCCTAHABINBAEMOCTD,

3. IloTeHnman BOCCTAHOBJICHMS HA aTOMax a30Td B TMOMOYKEHHHM 1. m 2, 00HapyMuBaer
ciasur B 60 MB va xayayw exnnunty pH. B pesyabrare sToro — amamornuso TTX — BOCCTAHOB-
JIEHME HJET 110 PASHOMY NyTH B KMCHOH u 1IeI0uH0# cpere. "

4, O0a mceaeayemble coefuaeHnst — aganornuno TTX — naw0T aHOMAaTbHYI0 MOAApor-
pammy K3-3a 00pasyomerocst B MPOUECce BOCCTAHOBIEHHS M 0CAMKAAIET0CA POPMA3aHA.

5. Tpn noasiporpaduposanuun BT B kucsoil cpefie u B G0bImoit KOHLEHTPAUH (BBILIE
6.10—*M) - BCPOSITHO BCACACTBIC AMMEPH3AIUMH OXHOTO NPOME>KYTOYHOrO IPOAYKTa — 0DHAPY-
JKUBACTCH CNEIyomee 0co00¢ sIBACHHIE : BLHICOTA NEPBOIf AACOPTILIIOHHON - CTYNIEHH PE3KO BO3pac-
TaeT, U NOSABISIETCA HOBAH CTYIEHb AHOMAIBLHOTO XOAA TIPH OOJICE OTPHLATENBHOM IOTEHIHAIE.
J1a CTyNCHb UPEACTABAACT COJ0H BCPOSITHO BOCCTAHOBMTENLHYIO CTYICHE IHMEPH3UBAHHOTO
TIPOAYKTA. :

6. HT mpn aRHLIX yCNOBHSX HE 0GHADYRUBAET 9TOT0 0DCOGOT0 SBACHH A, HO U B IIEOHHOIT
Cpee HC YMEHBIIACTCS BEIMYMHA TEPBOH BOCCTAHOBMTEBHOI CTYNeHH BCAEICTBHE OCAMIAIO-
merocsi popmazana (cm. IYHKT 1—4).

Pucyror 7.: Ioaaporpamya 10—!M BT upu pasmuudoit semuune pH,

‘Pucynor 2.: MNonsporpamma 10—*M TTX, BT n 7. 1. wiycroro dydpdepar (pH = 7,2),
CHATA JsA ONPEIETEHHS] UMCNA SNEKTPOHOB. :

Pucynor 3.: Pasmmunbie koHuentpauun BT npu pH = 9,0,

Pucyror . ; Tlonsiporpamma BT, cHsta npi pasanusom yposre pryTi. a.): 10—M, pH - 0;
b.): 3.10—M, pH = 9,0.

Pueyrox 3. : Ioasporpamma 8.10—4M BT, cHAra npn pasmiuHoii peamanxe pH,
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Pucynox 6.: [Norenuuan nepsoit B BTOpoii BOCCTAHOBHTENIbHBIX cTynencii BT u HT na
OCHOBAHHM CHATBHIX IIOJSIPOTpaMMm (MOTEHIMATY QTHECeH K HOPMAIIBHOMY KaNOMETbHOMY SJ1€K-
TpOLY).

Pueynox 7.: PasnuyHble KOHNEHTpAUHEy BT opu pu = 2,5.

Pueynoi 8. : Tonsporpawva 8.10—*'M HT, cusata npu pasmunoit eanuumne py.

Polarographische Untersuckaung von Ditetrazolium-Salzen

B. JAMBOR wund E. BAJUSZ
Pflanzenphy=iologisches Institut der L. Estvéss Universitit, Budapest (Ungarun)

Zusamxmenfassung

Die polarographische Untersuchung der als Reduktions-indikatore verwendeten »Blue
tetrazolinm« sowie »Neotetrazolium« benannten Ditetrazolium-verbindungen fithite zu folgenden
Resultaten :

1. Sie besitzen zwei Adsorptionsstufen uxad ergeben wahrscheinlich vier katalytische Wellen.
Die letzteren verhalten sich jedoch regelwidrig.

2. Die Potentiale der Reduktion zu Formazan ist vom pH-Wert der Losung unabhingig
und betrigt bei BT bezogen auf die n-Hy-Eleletrode —0,22 V, bei NT —0,12 V. Allen Anschein
nach ist die Reduktion irreversibel, somit enthalt en die angegebenen Potentiale auch die Aktivierungs-
energie. Die Anwesenheit entsprechender Enzyme vermag die Reduktionsfihigkeit in verschiedenem
Masse zu erhihen.

3. DieReduktionspotentiale an N-Atomen der 1. und 2. Stelle zeigt cine Verschiebung von
60 mV per py -Einheit. Als dessen Folge lduft die Reduktion — wie bei TTC — in sauren und alka-
lischen Medien verschieden ab.

4. Ahnlich wie bei TTC ergeben beide untersuchten Verbindungen zufolge des bei der Reduk-
tion entstandenen und gefiliten Formazans regelwidrige Polarogramme.

5. In saueren Medien und bei hoheren Konzentrationen (iiber 6,10—% M) polarographiert
ergibt BT — aller Wahrscheinlichkeit nach infolge der Dimerisation eines Zwischenproduktes —
eine weitere eigentiimliche Erscheinung : die Héhe der ersten Adsorptionsstufe wiichst hetrichtlich
und es erscheint eine zweite, regelwidrig verlaufende Stufe von negativerem Potantial. Dies ist
wahrscheinlich die Reduktionsstufe des dimerisierten Produktes.

6. NT zeigt die vorhin beschriebene Eigentiumlichkeit unter den selben Umstinden nicht ;
auch bleibt in alkalischen Medien die von dem gefillten Formazan bedingte Verminderung der
ersten Reduktionsstufe aus (siche Puinkt 4.).

Abb. I.: Polarogramm des BT (Konzentration: 10~% M) bei verschiedenen pp-Werten.

Abb. 2.: Polarogramm des BT, TTC (Konzentration: 10~* M) sowie des »leeren Puffers«
(pH = 7,2), zur Feststellung der Elektronenzahl.

Abb. 3.: BT-Konzentrationsseric (pn = 9,0).

Abb. 4.: Polarogramm des BT bei verschiedenen Hg-Niveaus. o) 10=¢ M, pg = 9,0.
b) 3,1074 M, py = 9,0.

Abb. 5. : Polarogramm des BT (Konzentration : 8 - 10~ M) bei verschiedenen py-Werten.

Abb. 6.: Die Potentiale der ersten und der zweiten Reduktionsstufe des BT und NT, auf
Normal-Kalomelelektrode bezogen.

Abb. 7.: Konzentrationsserie des BT, py = 2,5. :

Abb. 8. : Polarogramm des NT (Konzentration: 8 - 1074 M) bei verschiedenen pq-Werten.



