138

Das polarographische Verhalten von Ti(III)
und Ti(IV) in Athylendiamintetraazetat!

Das polarographische Verhalten von Ti(IV) in Tartrat
und Zitrat als Trigerelektrolyt wurde von VANDEN-
BosCH? und in Oxalat von PEcsok® eingehend unter-
sucht. Es wird durch das Auftreten von verschiedenen
Komplexen und durch Abhingigkeit des Halbwellen-
potentials vom pH und der Konzentration an Komplex-
bildner kompliziert.

Im Verlauf einer Untersuchung iiber die Polarogra-
phie von Schwermetallkationen in Athylendiamintetra-
azetat (Y4%) stellten wir fest, dass das Verhalten von
Ti(I11) und Ti(IV) in diesem Komplexbildner bei niede-
rem pH besonders iibersichtlich ist. Dariiber soll im fol-
genden kurz berichtet werden.

Experimentelles. Die Messungen wurden mit einem
manuellen Instrument durchgefiihrt, indem der Diffu-
sionsstrom direkt mit einem empfindlichen Spiegelgal-
vanometer und die Spannung der Zelle (Hg/Ti-Komplex
in Tragerelektrolyt/Agar-Agar 0,1 m NaClO,/ges. Hg,Cl,-
Elektrode) mit Hilfe eines Leeds-Northrup-Potentio-
meters, Typ K, gemessen wurde.

M‘;_ s
z._
12 W Ej 4
7.—
a N
-05 —1-0 v/ges Kl £,

Alle Lésungen enthalten 1073 Mol Titan, die erwihnten Mengen Gela-

tine sowie Neutralsalz, ausserdem: Kurve 1:5 - 103 Mol/l NaH,Y

und 0,1 Mol/l Glykokollpuffer, Kurven 2—4: 5+ 1072 Mol/l Na,H,Y.

Die pH-Werte sind: Kwurve 1: 2,25, Kurve 2: 3,70, Kurve 3: 4,82,
Kurve 4: 6,2.

Zur Unterdriickung der Maxima enthielten alle Lésun-
gen 0,019 Gelatine.

Der Diffusionsstrom der kathodischen Welle des Ti-
(IV)-Komplexes bei pH 2,05 wurde bei 0,5V gemessen,
die Tropfzeit der Kapillare betrug 4,84 s und die Aus-
flussgeschwindigkeit 1,83 mg Hg/s bei einer Hohe der
Hg-S4ule von 66,2 cm, daraus berechnet sich m2/3 £1/6
= 1,95 mg 2357112,

Diffusionsstromkonstante des Ti(IV)-Komplexes.

CNaH,Y = 2° 10-3 Mol/l CGlykokollpuffer = 0,1 1\'/[0.1,'/l
CGelatine = 0,01 9’3
pH = 2,05
criv) variiert von 2 - 1078 bis 1073 Mol/1

ia/C w2l 106 — 1,53

Verhalten bei niedeven pH-Wevien. Bei pH-Werten zwi-
schen 1 und 2,5 liegt das Halbwellenpotential der Reduk-
tionswelle des Ti(IV)-Komplexes (Kurve 1), unabhingig
vom pH und der Konzentration an Komplexbildner bei
— 0,22V gegen die ges. Hg,Cl,-Elektrode. Ti(I1I) bildet
unter gleichen Bedingungen eine anodische Oxydations-
welle mit identischem Halbwellenpotential und gleicher
Stufenhohe.

1 Vorliufige Mitteilung.
2 V. VANDENBOScH, Bull. Soc. Chim. Belg. 58, 532 (1044).
3 R. I.. PEcsok, Amer. Soc. 73, 1304 (1951).
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Der Reduktions-Oxydationsvorgang ist reversibel;
tragt man AE gegen Alog (i/iq — %) auf, so erhdlt man
eine Gerade mit der Neigung — 0,064 V, entsprechend
einer Einelektronenreduktion.

Diese Tatsachen machen folgende Redoxreaktion als
Elektrodenvorgang wahrscheinlich:

TiY 4 e= TiY".
Die gute Ubereinstimmung der Diffusionsstromkonstante
mit dem im hiesigen Laboratorium?! gefundenen Wert
(1,49 bei pH 3,4) fiir den Komplex FeY~ stiitzt diese
Annahme.

Durch Dissoziation der Komplexe vermindert sich die
Stufenhohe in stark saurer Lésung; in 1 %, an H,Y ge-
sittigter Schwefelsdure ist die Reduktionswelle des Ti-
{IV)-Komplexes fast vollstindig verschwunden.

Die Dissoziationskonstante des Komplexes TiY wurde
aus der Abnahme der Stufenhthe bei pH-Werten zwi-
schen 0,5 und 2 und bekannter Konzentration an Kom-
plexbildner mit Hilfe der von SCHWARZENBACH? ermit-
telten Dissoziationskonstanten von H,Y iiberschlags-
missig berechnet, es ergab sich ein Ndherungswert von
Kriv= 210718

Das Normalpotential des Systems Ti(I11I)-Ion/Ti(1V)-
Ton liegt bei — 0,04 V gegen die n-H,-Elektrode?, das
Halbwellenpotential des TiY/TiY -Systems liegt bei
—0,22V gegen die ges. Hg,Cl,-Elektrode oder bei 4 0,03V
gegen die #-H,-Elektrode. Wenn wir den Einfluss der
Tonenstiarke vernachldssigen, so finden wir, dass der
Komplex TiY~ etwas mehr als eine Zehnerpotenz sta-
biler ist als der Komplex TiY.

Verhalten bei hoheven pH-Werlen. Bei pH-Werten iiber
2,5 wird das Halbwellenpotential des Reduktionsvor-
ganges abhingig vom pH und der Konzentration an
Komplexbildner, die Welle wird irreversibel, und die
Wellenhohe nimmt stark ab (Kurven 2-4).

Fiir die Oxydationswelle des Ti(III)-Komplexes gilt
qualitativ dasselbe, die Hohe und der reversible Charak-
ter der Welle bleiben aber etwa eine pH-Einheit linger
erhalten.

Dieses Verhalten wurde noch nicht systematisch un-
tersucht; vermutlich werden Oxokomplexe, wie sie
ScHWARZENBACH? bei Aluminium, Eisen und Chrom
feststellte, und, bei héherem pH, mehrkernige Kom-
plexe gebildet, wobei dieser Ubergang beim Ti(IV)-Kom-
plex {riiher erfolgt als beim Ti{(I1I}-Komplex.

Die Durchfuhrung dieser Arbeit wurde durch ein Stipendium der
Janggen-PShn-Stiftung (St. Gallen) sowie durch einen Beitrag aus
Mitteln der Graduate School der University of Minnesota ermdog-
licht.

M. BLuMERS® und I. M. KOLTHOFF

School of Chemistry, University of Minnesota, Min-
neapolis, den 31. Dezember 1951.

Summary

Ti(III) and Ti(IV) form complexes, at pH values of
under 2-5, with ethylene di-amino-tetra-acetate (Y %)

1 1. M. KortHorF und C. L. AverBacH, Amer. Soc. (1932), im
Druck.

2 G. ScuwaRrRzENBACH und H. AckermMaNN, Helv. chim. acta 30,
1798 (1947).

3 1. M. KortHorr und E. B. SanpeLL, Textbook of Quantitative
I'norganic Analysis (Verlag Macmillan, New York 1943), S. 483.

4 G. ScHWARZENBACH und W. BIEDERMANN, Helv. chim. acta 31,
159 (1948).

5 Gegenwirtige Adresse: Anstalt fiir anorganische Chemie der
Universitit Dasel.
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with the probable formula TiY™ and TiY, which are
reduced reversibly and independantly of pH at the
dropping Hg-electrode. Temporary values are given for
the dissociation constants. Athigher pH values, the elec-
trode processes are irreversible and dependant on pH.
From this fact, and from the decrease in wave height,
the presence of complexes containing oxygen and numer-
ous nuclei is concluded.

A Modification of the Histochemical Method for
Demonstration of Alkaline Phosphatase in which
the Diffusion Phenomenon is Reduced

The method for histochemical demonstration of alka-
line phosphatase presented by Gowmori! and Taxa-
MATSU? has been the object of a number of critical
studies upon which modifications have been based.

The diffusion phenomena, first demonstrated by Mar-
TIN and Jacosy?, are now generally considered to re-
present a serious objection to the method, inasmuch as
the diffusion is thought to effect principally the cell
nuclei which could thereby simulate phosphatase activ-
ity. Any possible original enzyme activity is thereby
masked. For this reason, the question as to whether
alkaline phosphatase exists at all in cell nuclei must
remain unanswered. Cytochemical phosphatase deter-
minations indicate that there is only minor activity in
cell nuclei in liver, kidney, and intestine*.

Rat intestine (duodenum). Fixaiion: acetone. Stained for alkaline
phosphatase. Personal modification. Incubated for 1 hour. Cobalt

nitrate. Note that cell nuclei {c.n.) are not stained. g.r. =
region. s.b. = striated border, 280:1.

Golgi

A number of methods for the extraction of phosphatase
make use of acetone in various concentrations. The major
part of the enzyme is contained in the protein fraction
which precipitates in the presence of 38 to 509, acetone?®.

Gomort, Proc. Soc. Exp. Biol. 42, 23 (1939).
Takamatsu, Trans. Soc. Path. Japan 29, 492 (1939).
F. MarTIN and F. JAcoBy, J. Anat. 83, 351 (1949).

1 H. G. HErs, J. BERTHET, L. BERTHET, and CHRr. DE DUvE, Bull.
Soc. Chim. Biol. 33, 21 (1951).

5 M. A. M. Asur-Fapr, E. J. King, J. RocHE, and NGUYEN-VAN
Tnoar, Biocheni. J. £4, 428 (1919).
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Therefore, the effect of acetone in the incubation mix-
ture has been studied with regard to diffusion, following
MARTIN and JAcoBY!, using superimposed sections.

The diffusion observed by MArTIN and JacoBy! and
others has been verified. This diffusion decreases with
rising concentration of acetone in the incubation mix-
ture, ceasing entirely at a concentration of 50%. How-
ever, at that concentration, the enzyme activity has
diminished considerably, in part, because of lowered
solvent effect upon the substrate. The optimal results,
from this point of view, were obtained with an incubation
mixture containing 409, acetone concentration. Quan-
titative chemical controls show that this lowers the phos-
phatase activity by approximately 209%,. Histochemical
controls show that no new nonspecific reactions arise.

Preparations made in this manner differ from those
described earlier, in that phosphatase activity could not
be shown in cell nuclei in liver, kidney, or intestine. No
other deviations from the current conception concerning
the localization of alkaline phosphatase in these tissues
could be demonstrated.

On the basis of the aforementioned observations, a
modification of the histochemical method for determin-
ing alkaline phosphatase is recommended. This involves
incubation in the presence of 409, acetone after deparaf-
fination. Continuous controls must always be made.

The introduction of this modification lowers not only
the solability of the enzyme, but also that of calcium
phosphate. In addition, the milieu in which the diffusion
takes place is changed in that the protein of the tissue is
further coagulated. The lack of the phosphatase reaction
in the cell nuclei in the organs studied must not be inter-
preted as meaning that the enzyme is entirely absent
there. It is possible that the nuclei contain enzyme in
such low concentrations that the phosphate concentra-
tion there never becomes high enough for precipitation
to occur unless phosphate or possibly enzyme diffuse
from other places with higher enzyme concentration?,
A precipitation is then obtained through additive effect,
but when the diffusion has been reduced, the necessary
phosphate concentration is never attained.

B. FREDRICSSON

Histological Department, Karolinska Institutet, Stock-
holm, January 29, 1952,

Zusammenfassung

Die Diffusionsphdnomene bei der histochemischen
Phosphatasereaktion im alkalischen Gebiet kénnen re-
duziert werden, wenn die Inkubationsmischung 409
Azeton enthilt. Dabei treten keine neuen unspezifischen
Reaktionen oder eine grossere Inaktivierung des En-
zyms auf,

1 B. F. MARTIN and F. JacoBy, J. Anat. 83, 351 (1949).
2 W. L. DovLE, Am. J. Anat. 87, 79 (1950).

Sur la présence de pigments jaunes non
caroténoides chez Mucor hiemalis

Mucor hiemalis (Phycomycéte) est un trés fort produc-
teur de caroténoides!. Comme Phycomvces?, Mucor hie-

1 W, H. ScuoprER, Bull. Soc. bot. Genéve 20, 149 (1928).

2 W. H. ScroprER et E. C. Gros, Exper. 6, 419 (1950). — E. C.
(;ROB, G. G. PorETTI, A, v. MURALT et W. H. Scrorregr, Exper. 7,
218 (1951).



