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CHROM. 3514

Elektrophorese und Dunnsch|cht-GeIfiltrat|on von Nltro-Blautetra- |
zollumchlorld ' '

Nltro-Blautetrazohumchlond* bietet bei seiner Verwendung in der Histo-
chemie gewisse Vorteile gegeniiber anderen Tetrazoliumsalzen!. Als nachteilig, vor
allem fiir quantitative Auswertungen, erweist sich jedoch, dass der nach Reduktion
gebildete I‘ormazanmederschlag nichit einheitlich blau gefirbt ist, sondern rote
Anteile enthdlt. Zur ndheren Charakterisierung der einzelnen Komponenten wurden
mehrere NBT-Priparate verschiedener Herkunft mittels Paplerelektrophorese und
Dunnschlcht-Gelﬁltratlon untersucht.

Ex;bemmentelles

Substanzen. Folgende NBT-Praparate wurden uberpruft

(1) Ein Handelsprodukt amerikanischer Herkunft, I‘1rma unbekannt

(2) Nitro-BT, p.a.; Ferak, Berlin.

(3) N1trotetraaohum Blau rein, Lachema, Chemapol Prag

(4) NBT synthetisiert nach Tsou u.a.? und RIED UND GICKS. = -

Die Reduktion der Prdparate nach der Elektrophorese und Gelﬁltratxon zum
Zweck der S1chtbarma.chung erfolgte mit alkalischer Ascorbmsaurelosung

Elektrophorese. Es fand das Gerdt E Ph 60 zur kontinuierlichen Pap1ere1ektro-
phorese der Firma: Strohlem & Co., Ilmenau, Verwendung. Fiir analytxsche ‘Unter-
suchungen wurden pro Std. o.4 ml einer 0.1 %igen Losung des ]ewexhgen NBT-
Prédparates in. Amelsensa.ure—-Ess1gsaure-—Wasser—Puffer (5215 80, v/v/v), PH ~ 1.2
aufgebracht. Mit diesem Puffer wurde auch die Elektrophorese durchgefiihrt. Als
Tragermatena.l diente Papier der Sorte FN 8 des VEB. Spezm.lpaplerfabnk Nieder-
schlag. Nach Aqu1hbr1erung iiber Nacht wurde eme Spannung von 400 V angelegt
die Laufzeit betrug 7-8 Std. :

Dunnsckzcht-GeZﬁltratwn D1ese wurde auf Glasplatten m1t den Abmessungen
20 X 40 cm ausgefiihrt, die 0.25 mm stark mit Sephadex G-25 Superfine (Pharmacia,
Uppsala) beschichtet waren. Als Fliessmittel diente 0.9 %ige ‘Natriumchloridlésung.
Die Platte wurde {iber Nacht aqu111br1ert Die Stromungsgeschwmd1gke1t war so
emgestellt dass Blue Dextran zooo (Pharmacia, Uppsala) sich mit einer Geschw1nd1g-
keit von 1 bis 2 cm/Std. bewegte Eine Trennung erforderte unter diesen Bedingungen
40-50 Std. Es wurden etwa 40 ug des ]ewe111gen Préparates, gelost in Ame1sensaure—
Essxgsaure—Wasser-Puffer, aufgebracht v S ;

Ergebmsse _ N
Mittels kontmmerhcher Pap1erele1strophorese lassen smh d1e untersuchten

NBT-Praparate Nr 2 (Fig. 1b) und Nr. 4 (Fig. 1d) in jeweils zwei Komponenten auf-
trennen. Die: ‘am weitesten kathodisch wandernde starke. ‘Bande firbt sich- nach
Reduktlon m1t alkalischer Ascorbinsdure blauviolett an: und entspncht dem Difor-
mazan des NBT. Daneben wird eine schwache, langsamer wandernde, 1m reduz1erten

S vNBT, = 3,3’-(3,3’-Dimethoxy.-4‘.4'-dipheﬂylen)-bis-[2-’(p-nitrophenyl)-5-phen’y1-tetra-
zoliumchlorid]. ‘ . , TR o
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des Difurmazans.

ein 1 und ergab reduziert nur die blauviolette Bande

Die Diinnschicht-Gelfiltration erbrachte prinzipiell gleiche Befunde (Fig. 2).
Die Praparate Nr. 1, 2 und 4 enthielten Anteile, die nach Reduktion als schwache rote
Flecken hinter der kriftig blauviolett gefarbten Hauptkomponente sichtbar wurden,
Praparat Nr. 3 erwies sich auch mit diesem Verfahren als einheitlich.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die nach Einwirkung alkalischer
Ascorbinsdure rot gefirbte Verbindung einerseits eine niedrigere elektrische Ladung,
zunii anderen eine geringere Molekiilgrosse als die blauviolette Komponente haben
muss. Da bereits mehrere Autoren darauf hingewiesen haben, dass bei der Synthese
von Ditetrazoliumsalzen Nebenprodukte mit kleinerem Molekulargewicht, so vor
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Fig. 1. Kontinuicrliche Papicrelektrophorese von NBT. (a) Praparat Nr. 1, (b) Prédparat Nr. 2,
(c) Praparat Nr. 3, (d) Priparat Nr. 4, Versuchsdaten siehe Text.
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Fig. 2. Diinnschicht-Gelfiltration von NBT. Von rechts nach links: Priparate Nr. 1, 2, 4, 3. Ver-
suchsdaten siehe Text. _

allem auch die entsprechenden Monotetrazoliumsalze, entstehen k&nnen2.4.5, lag
der Gedanke nahe, die nach Reduktion rot erscheinende Verbindung mit dem eben-
falls rot gefirbten Monoformazan des NBT zu vergleichen. Dabei zeigten beide Sub-
stanzen nicht nur ein gleiches. Loslichkeitsverhalten gegentiber verschiedenen or-
ganischen Loésungsmitteln, sondern auch identische Absorptionsspektren. Die Pri-
parate Nr. 1, 2 und 4 enthielten also im Gegensatz zum Priparat Nr. 3 noch das
Monotetrazoliumsalz des NBT. Nicht geklidrt werden konnte der Charakter der in
Priaparat Nr. 1 (Fig. 1a) am weitesten kathodisch wandernden Verbmdung, die nach
Reduktion ebenfalls rot gefarbt war. ‘ : ‘
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