
NOTES 

CHROM. 3514 
* 

Elektrophorese und 
zoliumchlorid 

Diinnschicht-Gelfiltration von N itro=Blautetra- 

Nitro-Blautetrazoliumcl~lorid* bietet bei seiner Verwendung in der Histo- 
chemie gewisse Vorteile gegentiber anderen Tetrazoliumsalzenl. Als nachteilig, vor 
allem fiir quantitative Auswertungen, erweist sich jedoch, dass der nach Reduktion 
gebildete Formazanniederschlag nicht einheitlich blau gefarbt ist, sondern rote 
Anteile enthalt. Zur nsheren Charakterisierung der einzelnen Komponenten wurden 
mehrere NBT-Praparate verschiedener Herkunft mittels Papierelektrophorese und 
D iinnschicht-Gelfiltration untersucht. 

Substanzen. Folgende NBT-Praparate wurden tiberpriift : 

(I) Ein Handelsprodukt amerikanischer Herkunft, Firma unbekannt. 
(2) Nitro-BT, p.a. ; Ferak, Berlin. ,..,I 
(3) NitrotetrazoliumBlau rein, Lachema, Chemapol, Prag. 
(4) NBT syntlietisiert riach Tsou u.a.2 und REED UND GICI@.’ 

3 ” 

.’ 

Die Re,duktion der PrZparate nach der ,Elektrophorese und Gelfiltration zum 
Zweck der, Sichtbarmachung erfolgte mit alkalischer Ascorbins~ureld’sung. ” ’ 

Elektrophorese., .&s- fand das Gerat .E Ph 60 tiur kontinuierlichen,;.Papierelektro- 
phorese der Firma, Striihlein & Co., Ilmenau, Verwendung. ‘Fur. analyti&che’ ‘Unter- 
suchungen wurden, pro Std. 0.4 ml einer 0.1 %igen L&sung. des :‘jeweiligen ,NBT- 
Prgparates in .J&r&ensaure-Essigsaure-Wasser-Puffer (5,: ,r$i go,:’ v/v/v), pH ;N 1.2 

aufgebracht . &it diesem Puffer wurde such die I$lektrophor&e durchgeftihrt. Als 
Tr~germ~aterial diente Papier der Sorte FN 8 des VEB Speiialpapierfabrik Nieder- 
schlag. ‘Nach Aquilibrierung iiber Nacht wurde eine Spar+ung von 499 V, angelegt.; 
die Laufzeit betrug 7-F Std. 

,:’ .‘, /’ 
,, ,. 

Dfinnschicht-GeZfilEraEion. Diese wurde auf Glasplatten mit den Abmessungen 
20 x 40 cm ausgef iihrt, die 0.25 mm stark mit Sephadex G-25 Superfine (Pharmacia, 
Uppsala) bcschichtet waren. Als lFliessmittel diente 0.9 %ige ~Natriumchloridlijsung. 
Die Platte wurde iiber .Nacht aquilibriert . Die Strijmungsgeschwindigkeit war so 
eingestellt, dass Blue Dextran 2000 (Pharmacia, Uppsala) sich mit einer Geschwindig- ,_ 
keit von I bis 2 cm/Std. bewegte. Eine Trennung erforderte unter diesen Bedingungen 
40-50 Std. Es wurden etw,a;40 ,ccg des jeweiligen Prgparates, gel&t in Ameisens%rre- 
Essigsaure-Wasser-Puff er, aufgebracht . ,I .‘. 

Ergebnisse ,.; ,’ 
: ,’ _‘: 

Mittel,s kontitiuierlicher Papierelelctrophorese lassen sic11 ,die untersuchten 
NBT-PraparateNr. 2 (Fig. rb) und Nr. 4 (Fig. Id) in jeweils zwei~‘I<omponenten auf- 
trerinen Die ,+u-& weitesten kathodisch wandernde starke,, ;Bande, farbt sich, nach 
Reduktionmit alkalischer Ascorbinsaure blauviolett _,a,n:.und entspricht dem Difor- 
mazan,,‘des.NBT. Daneben wird eine schwache, langsainer wandernde, im reduzierten 

,‘.’ ‘. 
,,‘;C.. ‘. . ,/, 

R ==: NBT. -i 
‘. : ‘, .;: 1,‘. 

~,3~-(3,3~-Dimo~~~xy~q,4’-diphenplen)-bis-C’z-(p-ni~~ophenyl)-S-phenyl-tetra- 
zoliumchlorid]. 
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%ustand rote Bande beobachtet. Pr2parat Sr. I (Fig. Ia) enthslt dariiberhinaus eine 
lveitere, nach Reduktion rot erscheinende Komponente, die jedoch weiter kathodisch 
lvandert , als das dem SBT entsprechende blau\-iolette Diforrnazan. Prgparat Nr. 
3 (,I’ig. IC) er\\-ies sic11 als einlleitlicll und ergab reduziert nur die blauviolette Ha&e 
des Diformazans. 

Die Diinnschicht-Gelfiltration erbrachte prinzipiell gleiche Befunde (Fig. 2). 
Die Praparate Nr. I, 2 und 4 enthielten Anteile, die nach Reduktion als schwache rote 
Flecken hinter der kraftig blauviolett gef&-bten Hauptkomponente sichtbar wurden, 
Praparat Xr. 3 erwies sich such mit diesem Verfahren als einheitlich. 

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die nach Einwirkung alkalischer 
_Iscorbins%ure rot gefarbte Verbindung einerseits eine niedrigere elektrische Ladung, 
zur;l anderen eine geringere Molektilgrosse als die blauviolette Komponente haben 
muss. Da bereits mehrere ,%utoren darauf hingewiesen haben, dass bei der Synthese 
von Ditetrazoliumsalzen Nebenprodukte mit kleinerem Molekulargewicht, so vor 

+ 

b 

Fig. I. Kontinuierlichc Papicrclcktrophorese von S:BT. (a) Praparat Nr. I, (11) PrZparat Nr. 2, 
(c) Pr&parat Sr. 3, (~1) IXparat Sr. 4, Vcrsuchhclatcn siehc Text. 
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Fig.'a. Di.innkhicht-Gelfiltration von NBT. Von rechts nach links: Prkparate Nr. I, 2, 4, 3. Vcr- 
suchsclat,en sidle Text. 

allem such die entsprechenden Monotetrazoliumsalze, entstehen kijnnen39 4~ 5, lag 
der Gedanke nahe, die nach Reduktion rot erscheinende Verbindung mit dern eben- 
falls rot gefarbten Monoformazan des NBT zu vergleichen. Dabei zeigten beide Sub- 
stanzen nicht nur ein gleiches Lijslichkeitsverhalten gegentiber verschiedenen or- 
ganischen Lijsungsmitteln, sondern ,. such .identische Absorptionsspektren. : Die ;Pr&- 
parate Nr. I, 2 und 4 enthielten also, im Gegensatz. zum Praparat Nr. 3 noch das 
Monotetrazoliumsalz des NBT. Nicht geklart werden konnte der Charakter der in 
Praparat Nr. I (Fig. Ia) am,weitesten kathodisch wandernden Verbindung, die nach 
Reduktion ebenfalls rot gefarbt war. 
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