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Vorwort

Der Verfasser wollte die Grundlagen des sinngeméBen Gebrauches der sich in den
mannigfaltigsten Forschungszweigen immer mehr verbreitenden Tetrazoliumsalze
auf Grund eigener Untersuchungen und der Literatur zusammenfassen. Die viel-
seitigen Zusammenhinge und Beziehungen der Frage (Organische Chemie, Photo-
chemie, Polarographie, Enzymologie usw.) sowie die hochgradige Dispersitit der
betreffenden Literatur verursachen grole Schwierigkeiten. Diese begriinden es zum
Teil, daB die vorliegende erste Arbeit dieser Richtung weit davon entfernt ist, voll-
stindig zu sein und allen Anforderungen zu geniigen. Deshalb empfingt der Ver-
fasser jede kritische Bemerkung seitens der Fachgenossen mit verbindlichstem Dank,
um eine etwaige weitere Auflage besser gestalten zu konnen. Die auf diesem Arbeits-
feld tatigen Fachkollegen werden daher gebeten, Sonderdrucke ihrer Arbeiten dem
Verfasser ohne besondere Bitte zusenden zu wollen. Nur so kann die Literatur mit
wenig Arbeitsaufwand fortlaufend aktuell gehalten werden.

Die Aufgabe einer etwaigen nichsten Auflage wire auch eine Erginzung durch
ein die Ergebnisse der praktischen Anwendung zusammenfassendes histochemisches
Kapitel.

Der Verfasser ist verbindlichsten Dank schuldig den Herren Prof. Dr. F. B. STrRAUB,
S. MULLER. B. GYORFFY und K. Vas fiir wertvolle Kritik, Herrn Prof. Dr. H. KNOLL
fiir seine Unterstiitzung beim Erscheinen des Buches sowie den Herren G. LOBER
und H. WaGNER fiir die Hilfe beim Verlegen. Besonders bin ich den Fachkollegen
aus aller Welt fiir die freundliche Zusendung ihrer Sonderdrucke dankbar, des
weiteren dem Verlag und der Druckerei fiir die sorgfiltige Arbeit.

Budapest, 16. Juni 1959.
Doz. Dr. B. JAMBOR

Pflanzenphysiol. Inst. der Universitit,
Muzeum-korut 4/a, Budapest.
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I. EINLEITUNG

Das Triphenyltetrazoliumchlorid wurde von PEcaMANN und RUNGE [7] im Jahre
1894 erstmalig hergestellt. Sie bewiesen die Struktur der Verbindung und charakte-
risierten ihre Eigenschaften. Lange Zeit, beinahe ein halbes Jahrhundert, wurden
diese Verbindung sowie die inzwischen hergestellten Abkémmlinge nur aus organisch-
chemischen Griinden und Interessen hergestellt und studiert. Sie wurden aber
praktisch nicht verwendet.

Im Jahre 1941 haben KunN und JERCHEL [1] mit Invertseifen gearbeitet und im
Zusammenhang damit bakteriostatisch wirkende Substanzen gesucht. Dabei wurden
die lange vergessenen Tetrazoliumverbindungen wieder hervorgeholt. Wihrend
ihrer Untersuchungen [2] haben sie feststellen kdnnen, dafl diese Substanzen unter
dem Einflufl von verschiedenen biologischen Materialien (Backhefe, pflanzliche
Stoffe usw.) zu den roten, wasserunléslichen Formazanen reduziert werden. Schon
damals haben sie ihre Meinung zum Ausdruck gebracht, daB} sich die Reduktion
der Tetrazoliumverbindungen mit Hilfe von Enzymen abspielt und haben deshalb
ein weites biologisches Anwendungsfeld vorhergesehen.

Auf Grund der Arbeit von KunN und JERCHEL [2] hat haKoN [3, 4] eine Methode
ausgearbeitet, um die Keimfihigkeit von verschiedenen Samen mit Triphenyltetra-
zoliumchlorid (TTC) zu bestimmen. Wihrend des Krieges sind diese Arbeiten, die
mit der biologischen Anwendung der Tetrazoliumverbindungen zusammenhingen,
nur in Deutschland bekannt geworden. Nach dem Kriege aber lernte DuTcHER
wihrend einer Auslandsreise diese Methode kennen und hat sie dann gemeinsam
mit MATTSON und JENSEN [5] in der groBen Offentlichkeit propagiert. Von nun an
verbreitete sich die Anwendung der Tetrazoliumverbindungen sowohl fiir biologische
Untersuchungen als auch fiir Routinearbeiten und Forschungszwecke in aufer-
ordentlichem MafBle, und heute besteht die Literatur, die sich damit befaflt, aus
mehreren hundert Abhandlungen.

Thre groBe Verbreitung verdanken die Tetrazoliumverbindungen gegeniiber den
bis heute fiir dhnliche Zwecke verwendeten Redoxindikatoren folgenden vorziig-
lichen Eigenschaften:

1. Wihrend die allgemein bekannten Redoxindikatoren, z. B. Methylenblau, im

allgemeinen in der oxydierten Form farbig und in der reduzierten Form farblos
sind, ist die oxydierte Form des TTC farblos und die reduzierte farbig.
Da die Redoxindikatoren in der Biologie im allgemeinen wegen ihrer Reduzier-
barkeit verwendet werden, d. h. fiir Messungen der Reduktionsfihigkeit, ist es
klar, daB3 die Anderung viel besser wahrnehmbar ist. wenn sie aus dem farblosen
in den farbigen Zustand erfolgt.

I Jambor. Tetrazoliumsalze



2 I. Einleitung

[

. Gegeniiber den anderen Redoxindikatoren ist die reduzierte Form der Tetra-
zoliumverbindungen (Formazane) im allgemeinen wasserunléslich. Das hat wieder
zwel Vorteile:

a) Die reduzierte Form bleibt an Ort und Stelle der Reduktion, so daB die topo-
graphische Verteilung der reduzierenden Enzyme im Gewebe bzw.in der
Zelle bestimmt werden kann.

b) Wegen der Unléslichkeit der reduzierten Form ist diese gegeniiber dem Luft-
sauerstoff nicht so empfindlich wie z. B. das Leuko-Methylenblau, und man
braucht beim Arbeiten mit TTC nicht unbedingt anaerobe Bedingungen
einzuhalten. Das erleichtert die Arbeit wesentlich.

3. In derselben Richtung wirkt auch der Umstand, daB die Bildung der meisten
Formazane ein irreversibler Prozef ist. Die Reduktion der Tetrazoliumverbin-
dungen geht ganz leicht vor sich, dagegen kann die Oxydation der Formazane
nur unter dem EinfluB von starken Oxydationsmitteln erfolgen.

4. Fir die biologische Verwendung ist es ferner wichtig, daBl die Toxizitit der Tetra-

zoliumverbindungen gleich oder geringer ist als die der anderen Redoxindika-

toren, so dafl die Tetrazoliumverbindungen auch ,,in vivo* anwendbar sind.

Wegen der obengenannten Vorteile wurde eine umfangreiche Forschung begonnen,
um einerseits verschiedene Tetrazoliumverbindungen herzustellen und andererseits
deren verschiedene Verwendungsmethoden auszuarbeiten. Heute verfiigen wir
schon iiber mehrere hundert Arbeiten, die iiber einige hundert hergestellte Tetra-
zoliumverbindungen berichten, von denen aber fiir biologische Zwecke nur einige
Verwendung fanden. Was die Verwendungsméglichkeiten betrifft, konnen diese
in folgende Gruppen eingeteilt werden:

1. Messung von Dehydrogenasenaktivitit in Analogie zur THUNBERGschen Methode
sowohl im intakten Gewebe als auch in Homogenaten und Zellsuspensionen.

2. Nachweis von Dehydrogenasen in histochemischen Priparaten nach einer ..in
vitro“-Inkubation.

3. Nachweis von Dehydrogenasen in postvital hergestellten Schnitten nach einer
»in vivo‘‘-Einspritzung von Tetrazoliumverbindungen.

4. Nachweis von nicht enzymatisch reduzierenden Stoffen bzw. deren Bestimmung
(reduzierende Zucker, Vitamin C).

Die Literatur iiber die Chemie und die biologische Verwendung der Tetrazolium-

verbindungen umfat heute schon mehrere hundert Arbeiten. Dariiber hinaus

sind auch einige Reviews erschienen [6, 8,9, 10, 11].

Nach Ubersicht der umfangreichen Literatur kann behauptet werden, daB die
oben erwihnten Verwendungsmethoden im allgemeinen auf empirischer Basis aus-
gearbeitet wurden ohne Erkenntnis der Reaktionsmechanismen. In den meisten
Fillen wurden nicht einmal sehr kritische Untersuchungen durchgefiihrt. Das hatte
dann zur Folge, dal die mit den Tetrazoliumverbindungen erhaltenen biologischen
Ergebnisse sehr oft nicht reproduzierbar und miteinander nicht vergleichbar waren.
Es schien deshalb notwendig, den Reaktionsmechanismus der Reduktion der Tetra-
zoliumverbindungen, speziell bei dem weitverbreiteten TTC, die photochemischen
Reaktionen und andere Vorbedingungen der enzymologischen Anwendbarkeit sowie
deren Grenzen eingehend zu studieren.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit kann in folgenden Fragengruppen zu-
sammengefallit werden:
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. Mechanismus der Reduktion von TTC und anderen Tetrazoliumverbindungen.

Die Reduktionspotentialwerte und deren Abhingigkeit vom pa-Wert des Mediums..

. Die Frage der Reversibilitit des Redoxvorganges und der Aktivierungsenergie,

die damit verbunden ist.

Mechanismus der Lichtreaktionen der Tetrazoliumverbindungen und daraus sich

ergebende Schlufifolgerungen auf die Natur dieser Verbindungen.

Feststellung der Frage, ob das Licht die chemische und enzymatische Reduktion

der Tetrazoliumverbindungen katalysiert.

Im Zusammenhang mit der biologischen Verwendung wire die Untersuchung

folgender Faktoren wichtig:

a) Einwirkung der Konzentration von Substrat, biologischem Objekt und TTC
auf das Ausmal} der Reduktion.

b) Einwirkung der Zerstérung der Zellenstruktur (Homogenisierung), der An-
wesenheit von Luftsauerstoff und der Vakuum-Infiltration auf die Formazan-
bildung.

¢) Eindringen von TTC in das intakte Gewebe und die intakten Zellen.

d) Untersuchung der Maglichkeit, verschiedene Dehydrogenasen nebeneinander
zu bestimmen.

Literatur 1

[1] Kunn, R., und JErcHEL, D., Ber. dtsch. Chem. Ges. 74 B., 941 (1941).
{2] — — Ber. dtsch. Chem. Ges. 74 B., 949 (1941).

[3] Lakon, G., Ber. dtsch. Bot. Ges. 60, 434 (1942).

[4] — Saatgut-Wirtschaft, 180 und 205 (1953).

[5] Marrson, A.M., JENSEN, C.O., und DurcHER, R. A., Science 106, 294 (1947).
[6] NiNnEaam, A. W., Chem. Rev. 55, 355 (1955).

[7] Pecamanny, H., und RuNcE, P., Ber. dtsch. Chem. Ges. 27, 2920 (1894).
[8] Raceio, M., und pE Raccro, N. M., Cienciae invest. 7, 35 (1951).

[9] Riep, W., Angew. Chem. 64, 391 (1952).

[10] SmutH, F. E., Science 113, 751 (1951).

[11] Soncin, E., Arch. Ital. Sci. Farmacol. Ser. IIL. 4, 3 (1954).
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II. ORGANISCHE CHEMIE

A. Einleitung

Die Struktur der Tetrazoliumsalze kann folgendermaBen dargestellt werden:

~N-R,

B—C// | ox-
\ |
N=N—R,

Der zentrale Tetrazoliumring enthilt ein Kchlenstoffatom und vier Stickstoffatome.
Eines der Stickstoffatome ist quarternir und demzufoige haben die Tetrazolium-
verbindungen Salzcharakter. Anstelle von R, kénnen Alkyl-, Aryl- und sogar hetero-
zyklische Substituenten stehen. Die Gruppen R, und R, sind aber bei allen bis jetzt
hergestellten Tetrazoliumverbindungen Aryl-Gruppen.

Die aus Tetrazoliumverbindungen durch Reduktion entstehenden Formazane

_kommen durch Aufnahme von zwei Elektronen und einem Proton zustande. Diese
Aufnahme vollzieht sich an den Stickstoffatomen 2 und 3. deren Bindung und damit
gleichzeitig auch der Fiinfring aufgespalten wird:

N—NH—R,
e *
\N=N—R,

Die aufgezeichnete Strukturformel enthilt also ein Proton mehr als die vorherige.
Ein weiteres Proton dient zur elektrostatischen Neutralisierung des zum Tetra-
zoliumkation gehérenden Anions (z. B. C17). Das Formazan ist demnach kein Kation,
sondern ein neutrales Molekiil.

Eine sehr grofie Zahl von Formazanen und Tetrazoliumverbindungen wurden
bisher hergestellt. Die verschiedenen Synthesemethoden, die Strukturfragen der
Verbindungen sowie deren Eigenschaften wurden von Riep [13] kurz zusammen-
gefaBt. von NIENEHAM [8] dagegen in einer 130 Seiten umfassenden Monographie
beschrieben. Deshalb sollen hier nur die in biologischer Hinsicht nétigen minimalen
Kenntnisse iiber die Chemie dieser- Verbindungen dargestellt werden.

B. Synthese der Formazane

Da die Tetrazoliumsalze bis jetzt nur durch Oxydation der entsprechenden Forma-
zane herstellbar sind, ist es verstdndlich, daf3 PEcaMANN [11] und unabhingig von
ihm BAMBERGER und WHEELRIGHT [1] 1892 zuerst die Formazane entdeckt bzw.
synthetisiert haben.
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Schon in dieser Zeit wurden fiir die Synthese der Formazane drei mbgliche Wege
festgestellt:

1. Diazoniumsalze und Aldehyd-Phenylhydrazone

 ,N—NH—R, N—NH—R,
RI‘C( — Rl—c( " 4+ Ha
“H-N=N—R,]" CI— \N—=N—R,

Diese Reaktion lauft in alkalischer Losung glatt ab, und bis heute ist dieser Weg
zur Herstellung der Formazane der am hiufigsten beschrittene. In der Zwischenzeit
ist es gelungen, Diazoniumsalze statt mit Aldehyd-Phenylhydrazonen mit den ver-
schiedenartigsten Verbindungen unter Formazanbildung reagieren zu lassen. Dar-
iiber berichtet N1ENEHAM [8] ausfiihrlicher.

2. Phenylhydrazin und Siure-Phenylhydrazide

Diese Reaktion hat ebenfalls Formazanbildung zur Folge. Statt Phenylhydraziden
kénnen auch verschiedene andere Verbindungen reagieren.

3. Phenylhydrazid-Chlorid und Phenylhydrazon

Diese Reaktion z. B. fiihrt gleichfalls zur Bildung von Formazan.

C. Synthese der Tetrazoliumverbindungen

Die Synthese der Tetrazoliumverbindungen geschieht durch Oxydation der ent-
sprechenden Formazane. Die bei diesem Schritt der Herstellung von Tetrazolium-
verbindungen seit PECHMANN und RUNGE [12] erzielten Verbesserungen erstrecken
sich im wesentlichen nur auf eine bessere Auswahl der Oxydationsmittel.

Da die Tetrazoliumverbindungen ziemlich teuer und auch nicht immer zuginglich
sind, scheint es zweckmiflig, die Vorschrift der Synthese der zwei am hiufigsten
gebrauchten Tetrazoliumverbindungen hier anzugeben.

Die Vorschrift zur Herstellung von TTC, ausgearbeitet von MATTSoN und
Mitarbeitern [7], ist die folgende:

21,2 g (0,2 mol) frisch destillierter Benzaldehyd werden in 125 ml Methanol gelost und 21,6 g
(0,2 mol) Phenylhydrazin unter Riihren hinzugefiigt. Das entstehende Hydrazon wird mit Me-
thanol auf 1 | verdiinnt und zu einer Losung von 50 g NaOH und 70 g Natrium-Acetat in 1 1 Me-
thanol hinzugegeben. Diese Losung wird auf 20°C abgekiihlt und mit der Phenyldiazonium-
chloridlésung versetzt, die folgendermaflen hergestellt wird:

Zu einer Mischung von 18,6 g Anilin (0,2 mol), 50 ml konzentrierter Salzsédure und 50 ml Wasser
werden 14—15 g Natriumnitrat in kleinen Portionen unter stindigem Riihren hinzugefiigt. Diese
Losung wird zu der vorherigen gegeben, und das Formazan fillt in kleinen roten Kristallen aus.
Es wurde eine Formazanausbeute von 15,8 g (239,) erreicht. Der Schmelzpunkt des Formazans
betragt 170° C.

Von dem so erhaltenen Formazan werden 15 g (0,05 mol) in 100 ml Chloroform gelost und die
Losung auf 20° C abgekiihlt. Nach Zugabe von 30 g Bleitetraacetat verschwindet die rote Farbe.
Das Chloroform wird abdestilliert und der Riickstand in Wasser gelést. Man fiigt Salszaure hinzu
und filtriert das entstandene Bleichlorid ab. Das monobasische Triphenyltetrazoliumchlorid
wird aus dem Filtrat durch dreimalige Extraktion mit Chloroform entfernt. Das saure Salz
bleibt dabei im Wasser (Wasser : Chloroform == 3 : 1). Die Chloroformlésung wird im Wasserbad
eingeengt und auf Zugabe von Ather kristallisiert das Tetrazoliumsalz in langen seidigen Nadeln.

Es wurden 9,7 g (auf das Formazan berechnet 57,79,) Triphenyltetrazoliumchlorid erhalten,
dessen Schmelzpunkt 345° C betragt.



6 I1. Organische Chemie

Zur Herstellung von 3,3'-Dianisol- bis-4,4'-(3,5-Diphenyl)-Tetrazoliumchlorid (BT)
geben RUTENBURG und Mitarbeiter [14] die folgende Vorschrift:

108 g Phenylhydrazin werden in einem Liter 909%jigen Methanol gelést, und unter Riihren
werden 106 g frisch destillierter Benzaldehyd zugefiigt. Es fillt ein gelbes kristallines Produkt
aus. Dieses wird nach Abkiihlung der Losung auf 0° C abfiltriert und getrocknet. Als Ausbeute
werden 175—180 g Benzaldehyd-Phenylhydrazon erhalten.

Davon werden 157 g in 1,2 1 Pyridin aufgelést und auf —5° C abgekiihlt. Dazu werden 676 g
stabilisiertes, tetraazotiertes Di-o-Anisidin in kleinen Portionen unter Riihren hinzugegeben.
Die Temperatur, die sich wiihrend der Reaktion erhéht, wird mit einer Eis-Kochsalzmischung
unter +5° G gehalten. Das Tetrazoliumsalz wird langsam zugefiigt, und die nach Zugabe der
einzelnen Portionen einsetzende Reaktion it man erst ablaufen, bevor man die nichste Por-
tion zugibt. Die Zugabe der ganzen Menge von Tetrazoliumsalz dauert auf diese Weise ungefihr
2,5 h. Die triibe dunkelblaue Mischung wird dann auf Zimmertemperatur erwirmt und 2 h lang
geriihrt, bis die Gasentwicklung aufhért. Dann wird unter lebhaftem Riihren 1 1509 iger Athyl-
alkohol dazugegeben. Das bldulichschwarze ausgeschiedene Formazan wird in einem Biichner-
Trichter abfiltriert, einmal mit 250 ml 509%igem Athylalkohol gewaschen, trockengesaugt und
dann mit siedendem destillierten Wasser griindlich gewaschen. Das Produkt wird getrocknet,
zu einem festen Pulver verrieben und nochmals mit heiBem destillierten Wasser zur Beseitigung
der anorganischen Salze 15 min geriihrt. Das bldulichschwarze Produkt wird abgesaugt und mit
heiflem destillierten Wasser zehnmal gewaschen. Ausbeute an Diformazan 220—230 g, Schmelz-
punkt 204—206° C.

Von dem Diformazan werden 66 g in einen 2 1-Dreihalskolben, versehen mit Riihrer und Tropf-
trichter, gebracht und 0,5 1 959%;iger Athylalkohol hinzugefiigt. Dazu werden 58 g Amyl- oder
Isoamylnitrit gegeben. Nun lat man unter stéindigem Riihren 49 g konzentrierte Salzsdure bei
Zimmertemperatur in 1 h hinzutropfen. Tropfenweise werden weitere 8 g Amylnitrit und 6,5 g
konzentrierte Salzsdure hinzugegeben. Das Diformazan wird dabei gelést, und seine Farbe ver-
schwindet wihrend der Oxydation zum Ditetrazoliumchlorid. Die entstehende gelblichbraune
Losung wird nach 24stiindigem Riibren von dem dunkelbraunen Niederschlag abfiltriert. Der
Riickstand wird einmal mit heilem Athylalkohol gewaschen und dann verworfen. Die Filtrate
werden auf 0,5 1 eingeengt, in 2 1 warmes Wasser gegossen und die Mischung durch Kochen auf
2 1 eingeengt. Der withrend der Einengung aufsteigende teerartige Schaum wird mit einem Spatel
abgenommen und verworfen. Dann werden 5 g Aktiv-Kohle hinzugefiigt, und die Losung wird
nach 15miniitigem Kochen schnell abgesaugt. Das Filtrat wird auf 1,7—1,8 1 eingeengt und iiber
Nacht stehengelassen. Dabei scheidet sich das Ditetrazoliumchlorid als lichtgelber Niederschlag
aus. Das Produkt wird abfiltriert, mit wenig Athylalkohol-Ather-Mischung (1:1) gewaschen
und getrocknet. Die Ausbeute betrigt 24—27 g. Weitere 10—15 g sind durch wiederholtes Ein-
engen des Filtrates zu gewinnen. Wenn die wiBrige Losung des Ditetrazoliumchlorids zu sehr
gesittigt ist, neigt das Produkt dazu, sich in einer teerartigen Form auszuscheiden. Diese er-
starrt aber langsam beim Stehen.

Das Produkt kann durch Auflssung in Athylalkohol oder Chloroform und nachfolgender Aus-
fillung mit Ather gereinigt oder aus Methanol-Athylacetat-Mischung umkristallisiert werden.
Die Oxydation mit Bleitetraacetat verlduft nach Angaben der Verfasser schlechter.

D. Eigenschaften der Formazane und Tetrazoliumverbindungen

Warum die Tetrazoliumverbindungen farblos und die Formazane farbig sind,
kann auf Grund der Molekiilstruktur bis jetzt in noch nicht befriedigender Weise
erklirt werden.

Sowohl die Tetrazoliumverbindungen als auch die Formazane haben einen quasi-
aromatischen Charakter, d. h. die Lage der Doppelbindungen kann formelmifBig
nicht fixiert werden. Die Formazane verdanken ihre Ringstruktur dem Chelat-
Charakter des Amino-Wasserstoffs. Die Struktur der Formazane sollte demnach
eigentlich so geschrieben werden:
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Die Reduktion der Tetrazoliumverbindungen ist leicht durchzufiihren, die riick-
liufige Oxydation dagegen nur sehr schwer. Hierzu sind sehr starke Oxydations-
mittel nétig.

Auch stereochemische und andere Probleme der Formazane und Tetrazolium-
salze wurden eingehend untersucht. Besonders auf Grund des optischen Verhaltens
konnten in diesen Fragen gréBere Fortschritte erzielt werden (Absorptionsspektren,
photochemische Reaktionen usw.).

Die Zahl der bis jetzt hergestellten Tetrazoliumsalze hat hundert schon iiber-
schritten. Der grofite Teil davon ist aber nicht biologisch, sondern nur rein theo-
retisch bzw. organisch-chemisch interessant.

E. Anwendung der chemischen Reduktion der Tetrazoliumsalze

WEINER [17] beschreibt eine Nachweismethode fiir reduzierende Verbindungen
folgendermaflen:

Zu 2 Tropfen der unbekannten Verbindung oder zu einigen Kristallen derselben
wird 1 ml Wasser gegeben (ist sie unléslich, nimmt man Isopropanol). Nun werden
4 Tropfen n-NaOH und 4 Tropfen 0,1 %jige wiBrige TTC-Losung hinzugesetzt und
die Mischung nach Umschiitteln einige Minuten stehengelassen. Das Auftreten einer
roten Firbung bedeutet, dafl die untersuchte Verbindung ein Reduktionsmittel war.

CreEroNis und STEIN [3] geben zum Nachweis von kleinen Mengen von orga-
nischen und anorganischen Reduktionsmitteln das folgende Verfahren an:

Zu 0,1 ml 19%,iger Tetrazoliumlésung werden in einem kleinen Reagenzglas 0,3 ml
0,3 n-NaOH und 0,5 ml Wasser gegeben. Die Mischung wird zum Sieden gebracht.
Unter diesen Umstinden darf noch keine Firbung auftreten. Danach werden 1—20 y
der zu untersuchenden Substanz in 0,1 ml eines geeigneten Lésungsmittels aufgelost,
hinzugegeben und die Lésung weitere 30 sec gekocht. Ist die untersuchte Verbindung
ein Reduktionsmittel, so tritt eine starke Rotfirbung wiihrend des Kochens auf.
Positive Reaktionen geben reduzierende Zucker, Ketosteroide, Ascorbinsidure, Alde-
hyde, Fe2*, HS—, $2—, Sn0,2—, SO,2—, Pb0,2~ usw. Die zwei letztgenannten Ver-
bindungen reduzieren das BT nicht bis zum blauen Diformazan, sondern nur bis
zum roten Monoformazan. Dieses wird dann durch stirkere Reduktiosnmittel zum
Diformazan weiterreduziert.

TREVELYAN und Mitarbeiter [15] verwendeten das TTC zum Nachweis von redu-
zierenden Zuckern auf Papierchromatogrammen. Die Papierstreifen werden nach
der Trocknung mit 0,59%,iger chloroformischer TTC-Losung bespriiht, wieder ge-
trocknet, mit alkoholischer NaOH bespriiht und dann iiber Nacht liegengelassen.
Die Stellen, an denen sich reduzierende Zucker befinden, werden durch Erscheinen
von roten Flecken sichtbar. Die Farbung entwickelt sich schneller, wenn das Papier
5 min lang in einem feuchten Raum erwirmt wird. Nichtreduzierende Disaccharide,
z. B. Saccharose oder Trehalose, geben die Reaktion nicht.

WALLENFELS [16] verwendete das TTC zum Nachweis und zur quantitativen Be-
stimmung verschiedener Zucker auf Chromatogrammen. Das eindimensionale Chro-
matogramm wird mit n-Butanol-Essigsdure-Wasser-Gemisch durchgefiithrt. Nach
Beendigung wird das getrocknete Papier mit einer 1: 1-Mischung von 2 %,igem TTC
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und n-NaOH bespriiht und 20 min lang bei 40° C in einem wasserdampfgesittigten
Raum gehalten. Danach wird das iiberfliissige TTC mit Wasser vorsichtig ausge-
waschen und das Papier bei 25° C getrocknet. Die Zucker werden in roten Flecken
auf dem weiflen Papier sichtbar. Die Flecke zeigen scharfe Abgrenzungen. Bei hsherer
Trocknungstemperatur wird das Papier allmahlich iiberall rot. Der Formazangehalt
der Flecke hiingt cinerseits von der Art des Zuckers, andererseits von dessen Menge
ab. Wenn man die roten Flecke ausschneidet und mit 10 9, konzentrierte Salzsiure
enthaltendem Pyridin extrahiert, kann man die Menge des Formazans durch Photo-
metrieren bestimmen. So hat der Verfasser zwischen der aufgetragenen Menge und
dem Formazangehalt eine lineare Proportionalitit gefunden. Verschiedene Zucker
reduzieren das TTC verschieden stark. Deshalb muB fiir alle Zuckerarten eine Eich-
kurve aufgestellt werden. Auch die Identifizierung eines unbekannten Zuckers ist
auf Grund der gebildeten Formazanmenge méglich, wenn man zuvor bekannte
Mengen des fraglichen Zuckers auf TTC einwirken lidBt.

PADRr, SMID und SicHo [9] beschreiben eine Methode zum Nachweis reduzierender
Verbindungen (speziell von Vitamin C) auf Papierchromatogrammen mit Hilfe von
TTC und BT. Das Laufenlassen der absteigenden oder Kreischromatogramme ge-
schieht mit einem geeigneten Losungsmittel. Am geeignetsten hat sich eine 4: 1: 3-
Mischung von n-Butanol-Essigsiure-Wasser erwiesen. Nach Beendigung wird das
Papier mit einer 1 : 1-Mischung von 0,5 %igem TTC (oder BT) und n-NaOH bespriiht.
worauf die Flecke der anderen reduzierenden Stoffe sofort sichtbar werden (in roter
bzw. blauer Farbe), wihrend die der Zucker erst nach Erwirmung erscheinen. Die
Reaktion ist fiir Vitamin C nicht spezifisch. Auch andere Reduktionsmittel geben
eine positive Reaktion. Das schadet aber nichts, weil in den iiblichen Losungsmitteln
der Rp-Wert des Vitamins C einen ziemlichen Unterschied zu denjenigen der anderen
Reduktionsmittel und Zucker aufweist. In pharmazeutischen Priparaten, in welchen
auBer Vitamin C keine anderen reduzierenden Verbindungen anwesend sind, kann
das Vitamin C auch quantitativ bestimmt werden. Aber auch in Obst usw. kann die
quantitative Bestimmung der reduzierenden Verbindungen durch Trennung der
Chromatogrammflecke vorgenommen werden. Die Nachweisempfindlichkeit des
Vitamins C auf Chromatogrammen betrigt im Falle von TTC 15—20 p, bei Ver-
wendung von BT 10 y.

MarrsoN und JENSEN [6] arbeiteten eine Methode zur quantitativen Bestimmung
von reduzierenden Zuckern aus:

Das zu untersuchende Material wird so verdiinnt, da} in 10 ml Lésung 3—30 mg
Laktose oder 0,3 —2,7 mg Fruktose oder 1,5—19 mg Glukose oder 0,4 —4,7 mg Invert-
zucker gelost sind. 10 ml der so verdiinnten Losung stellt man in einen Thermostaten
von 25° C, fiigt nach einigen Minuten 10 ml n-NaOH hinzu und beldBt die Lésung
weitere 6 min im Wasserbad. Dann gibt man 2 ml 0,4 9%ige TTC-Lésung hinzu und
bringt die Probe nochmals (genau 30 min) ins Wasserbad. Nach Ablauf dieser Zeit
werden 10 ml konzentrierte Salzsiiure enthaltendes Pyridin hinzugefiigt (15 ml
konz. Salzsdure + 100 ml Pyridin). Die Losung wird dadurch sauer, die Reduktion
bleibt stehen und das Pyridin bringt das Formazan in Lésung, welches anschlieBend
photometriert werden kann. Das Endergebnis wird mit Hilfe einer Eichkurve fest-
gestellt. Die Steilheit der Eichkurven ist bei den verschiedenen Zuckern unterschied-
lich. Die Verfasser haben die Methode zur Bestimmung von Laktose in Milch und
Glukose und Fruktose nebeneinander in Honig ausprobiert. Die erhaltenen Ergeb-
nisse waren in gutem Einklang mit den Werten, die durch andere Methoden erhalten
wurden. Diese Bestimmung von Glukose und Fruktose nebeneinander geschieht mit
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groBer Genauigkeit durch Kombination der TTC-Methode mit einer anderen Be-
stimmungsmethode.

GERAUER [5] bestimmt die Reduktionsfihigkeit gewisser, zur Heilung von Haut-
krankheiten dienender Salben in der Weise, daB3 er 10 g der zu untersuchenden Salbe
mit 2,5 ml 1 9%iger TTC-Lésung vermischt und in einer 3 mm dicken Schicht 15 min
lang mit UV-Licht bestrahlt. Danach wird das mit Butanol extrahierte Formazan
photometriert. Aus den mitgeteilten Ergebnissen geht hervor, daB der Gehalt an Re-
duktionsmitteln in der Salbe und die gebildete Formazanmenge in einem nicht line-
aren Verhiltnis stehen. Selbst der Verfasser betrachtet die Methode als eine semi-
quantitative. Die offensichtliche Ursache der Abweichung ist damit zu erkliren,
dal das Licht nur in den oberen Teil der 3 mm dicken Schicht eindringen kann.

PeArse [10] hat mit Tetrazoliumsalzen nach einer Inkubationszeit von einer
Stunde bei 60° C und pr 12,8 in Gewebeschnitten Formazanbildung festgestelit,
und zwar durch Einwirkung folgender Verbindungsgruppen:

1. Cystein, 2. Lipoide oder Lipofuscin, 3. reduzierende Zucker. Deren Reaktions-
fahigkeit mit den Tetrazoliumsalzen wurde auch durch ,,in vitro*‘-Versuche bestitigt.
Die Unterscheidung der angefiihrten drei Gruppen von Verbindungen nebenein-
ander ist auf Grund der Tetrazoliumreaktion nicht méglich. Dazu miissen andere
histochemische Reaktionen verwendet werden. Der Verfasser betont, dafl der Reak-
tionsmechanismus und die Verwendungsméglichkeiten noch nicht eingehend eir-
forscht und daBl dazu noch weitere Untersuchungen nétig sind.

BARNETT und SELIGMANN [2] inkubieren den entsprechend fixierten Gewebeschnitt
zum simultanen Nachweis der SS- und SH-Gruppen 8 —12 h lang in folgender Losung:

48 ml 109%iges KCN 4+ 2 ml n-NaOH + 25 mg BT.

Die SS-Gruppen werden durch den EinfluBl von KCN reduziert und nehmen an
der Reaktion mit dem Tetrazoliumsalz ebenfalls teil. Mit NT geht die Reaktion schnel-
ler. So ist eine 2—3 h lange Inkubation schon au:reichend. Obwohl die Tetrazolium-
verbindungen auBler von der SH-Gruppe auch von vielen snderen Verbindungen
reduziert werden, welche in dem Gewebe anwesend sein kénnen, ist die Methode
nach Angaben der Verfasser trotzdem fiir SH-Gruppen spezifisch, weil die vor-
geschriebene Vorbehandlung die iibrigen Reduktionsmittel eliminiert.

FiNDLAY [4] untersuchte die Reaktion von Cystein und NT .,in vitro** zur Fest-
stellung, inwieweit die Tetrazoliummethode fiir den histochemischen Nachweis der
SH-Gruppe zuverlissig ist. Die chemische Reaktion ist sehr unsicher, sowohl was
den quantitativen Ablauf als auch was die Proportionalitit mit der Konzentration
des reagierenden Stoffes betrifft. Der pu-Wert, die Anwesenheit von Sauerstoff
sowie von anderen Reduktionsmitteln beeinflussen die Entwicklung der Firbung in
einer komplizierten Weise. Durch Thioglycerin wird das NT in zwei Schritten redu-
ziert. Zuerst bildet sich Monoformazan, dann Diformazan. Aquivalente Mengen
verschiedener SH-Verbindungen reagieren mit den Tetrazoliumsalzen in verschie-
denem Ausmaf. Demzufolge ist die quantitative Abschitzung des histochemischen
Bildes unsicher, abgesehen davon, daBl die Reaktion, d. h. die Verfirbung, verhalt-
nismiBig schwach ist. Trotzdem glaubt der Verfasser, daf} die histochemischen Er-
gebnisse mit denjenigen, die durch andere Methoden erhalten wurden (z. B. mit
»DDD*), vergleichbar sind. obwohl die Ubereinstimmung nicht vollstindig ist.
Aber die Ergebnisse der histochemischen SH-Nachweise standen auch mit den che-
mischen Bestimmungen nicht in Einklang. Das Inkubieren geschieht bei pu 10,
wo die reduzierenden Zucker noch nicht, die Enzyme nicht mehr reduzieren.

3
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Fiir histochemische Zwecke kann die Methode am besten zum gemeinsamen Nach-
weis der SH- und SS-Gruppen verwendet werden. Zum getrennten Nachweis kénnte
man die SH-Gruppen blockieren und die SS-Gruppen nach Reduktion mit KCN
nachweisen. Dazu scheint die Reaktion aber nicht in ausreichendem MaBe geeignet
zu sein.
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III. ELEKTROCHEMIE

A. Redoxpotential

KusN und JErRCHEL haben 1941 mitgeteilt, daB Tetrazoliumverbindungen von
biologischen Substanzen enzymatisch zu Formazanen reduziert werden [18]. Fiir
die eingehendere Untersuchung der Enzymsysteme mit diesen Substanzen ist es
wichtig, die Redoxpotentialwerte der Tetrazoliumverbindungen und den Mecha-
nismus der Reduktion zu kennen. So ist es verstindlich, daB die erste Aufgabe von
KunN und JERCHEL in orientierenden Untersuchungen bestand, deren Ergebnisse
in der oben zitierten Arbeit mitgeteilt wurden (Tabelle 1).

Tabelie 1

Formazanbildung aus 2,3-Diphenyl-5-n-hexyltetrazoliumchlorid unter Einflul verschiedener
Redoxindikatoren. Nach KuHN und JErcHEL [18].

Indikator E, (Volt) Formazanbildung
Methylenblau .................... -+ 0,011 —_
Indigotetrasulfonat ............... — 0,046 —
Altes gelbes Ferment ............ — 0,060 —
Indigodisulfonat ................. — 0,125 -
Kresylviolett .................... — 0,167 -
Janusgrin ............ ... — 0,258 -+
Neutralvot : :owssimm o siwe o mas s s 6o — 0,341 -
Phenosafranin ................00n — 0,525 -

Anmerkung: 10~2 mol Indikator wurde mit Natriumdithionit bis zu 509, reduziert. Das zu-
gesetzte Tetrazoliumsalz ist ebenfalls 1072 mol in 107! mol neutralem Phosphatpuffer.

Es wurde festgestellt, daB das Redoxpotential des untersuchten Tetrazolium-
salzes zwischen —0,17 und —0,26 V liegt. Nach einigen Jahren haben JERCHEL
und MGHLE [16] zur genauen Bestimmung des Redoxpotentials des Systems TTC/TF
die in solchen Fillen gebriauchliche Redoxtitration versucht, aber ohne Erfolg. Dar-
aus konnte geschlossen werden, daBl man es hier mit einem irreversiblen System
zu tun hat. Diese Annahme wird durch priparative Arbeiten unterstiitzt. Das TTC
kann sehr leicht zu Triphenylformazan reduziert werden, jedoch ist eine Oxydation
des Formazans zu TTC nur mit starken Oxydationsmitteln moglich (Bleitetraacetat,
Amylnitrat, Quecksilberoxyd usw.). Deswegen ermittelten die zitierten Autoren an-
- statt des Redoxpotentials das scheinbare Reduktionspotential. Der Unterschied
zwischen beiden ist folgendermaflen zu verstehen:



