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Das polarographische Verhalten von Ti(III) 
und Ti(IV) in ~thylendiamintetraazetat ~ 

Das  p o l a r o g r a p h i s c h e  V e r h a l t e n  yon  T i ( IV)  in  T a r t r a t  
u n d  Z i t r a t  als  Tr~ ige re lek t ro ly t  w u r d e  y o n  VANDEN- 
BOSCH ~ u n d  in O x a l a t  v o n  PECSOK 3 e i n g e h e n d  u n t e r -  
such t .  E s  w i rd  d u r c h  das  A u f t r e t e n  v o n  v e r s c h i e d e n e n  
K o m p l e x e n  u n d  d u t c h  A b h / i n g i g k e i t  des  H a l b w e l l e n -  
p o t e n t i a l s  v o m  p H  u n d  de r  K o n z e n t r a t i o n  a n  K o m p l e x -  
b i l d n e r  k o m p l i z i e r t .  

I m  V e r l a u f  e ine r  U n t e r s u c h u n g  t iber  die P o l a r o g r a -  
ph ie  y o n  S c h w e r m e t a l l k a t i o n e n  in * t h y l e n d i a m i n t e t r a -  
a z e t a t  (Y-*) s t e l l t e n  w i t  test ,  dass  das  V e r h a l t e n  y o n  
T i ( I I I )  u n d  T i ( IV)  in  d i e sem K o m p l e x b i l d n e r  bei  n iede-  
r e m  p H  b e s o n d e r s  t i be r s i ch t l i ch  ist .  D a r t i b e r  so]l i m  fol- 
g e n d e n  k u r z  b e r i c h t e t  werden .  

Exper imen te l l e s .  Die  M e s s u n g e n  w u r d e n  m i t  e i n e m  
m a n u e l l e n  I n s t r u m e n t  d u r c h g e f t i h r t ,  i n d e m  d e r  Dif fu-  
s i o n s s t r o m  d i r e k t  m i t  e i n e m  e m p f i n d l i c h e n  Spiegelga l -  
v a n o m e t e r  u n d  die S p a n n u n g  de r  Zelle ( H g / T i - K o m p l e x  
in  T r ~ i g e r e l e k t r o l y t / A g a r - A g a r  0,1 m N a C 1 O j g e s .  Hg~CI,- 
E l e k t r o d e )  m i t  HiKe eines  L e e d s - N o r t h r u p - P o t e n t i o -  
me t e r s ,  T y p  K,  g e m e s s e n  wurde .  

-1.0 v/.C~.KaZ£Z - 0 . 5  

Alle LSsungen enthalten 10 -3 Mol Titan, die erw/ihnten Mengen Gela- 
tine sowie Neutralsalz, ausserdem: Kurve 1: 5" 10 -3 Mol/1NazH2Y 
und 0,1 Mol[1 Glykokollpuffer, Kurven 2-4 :5  • 10 -~ Molfl NazH2Y. 
Die pH-Werte sind: Kurve 1: 2,25, Kurve 2: 3,70, Kurve 3: 4,82, 

Kurve 4: 6,~. 

Z u r  U n t e r d r t i c k u n g  d e r  M a x i m a  e n t h i e l t e n  al le  L 6 s u n -  
gen  0 ,01% Ge la t i ne .  

De r  D i f f u s i o n s s t r o m  de r  k a t h o d i s c h e n  Wel le  des  Ti- 
( I V ) - K o m p l e x e s  be i  p H  2,05 w u r d e  bei  0,5 V gemessen ,  
die T r o p f z e i t  de r  K a p i l l a r e  b e t r u g  4,84 s u n d  die Aus-  
f l u s s g e s c h w i n d i g k e i t  1,83 m g  Hg / s  bei  e ine r  H 6 h e  de r  
Hg-S~iule y o n  66,2 cm,  d a r a u s  b e r e c h n e t  s ich  m2/3 tl/~ 
= 1,95 m g  2/3S-1/2. 

Dil/usionsstromkonstante des Ti(IV)-Komplexes. 
CNa2H2y = 2 • 10-a  MO1/I CGlykokollpuffer =: .0,1 MOI/I 

CGelatine = 0,01 ~.~ 
p H  = 2,05 

CTi(IV) v a r i i e r t  yon  2 " 10 -5 bis  10-3 Mol/1 
id/C m213 tl/6 = 1,53 

Verhal ten bei niederen p H - W e r t e n .  Bei  p H - W e r t e n  zwi- 
s c h e n  1 u n d  2,5 l ieg t  das  H a l b w e l l e n p o t e n t i a l  de r  R e d u k -  
t ionswel le  des  T i ( I V ) - K o r n p l e x e s  ( K u r v e  1), u n a b h / i n g i g  
v o m  p H  u n d  de r  K o n z e n t r a t i o n  a n  K o m p l e x b i l d n e r  bei  
- 0,22 V gegen  die ges. Hg2C1, -Elek t rode .  T i ( I I I )  b i l d e t  
u n t e r  g le ichen  B e d i n g u n g e n  eine a n o d i s c h e  O x y d a t i o n s -  
welle m i t  i d e n t i s c h e m  H a l b w e l l e n p o t e n t i a l  u n d  g le icher  
S t u f e n h 6 h e .  

1 Vorl~iufige Mitteilung. 
2 V. VAm)ENBOSCH, Bull. Soc. Chim. Belg. 5,% 53 ° (194:0. 
3 R. I.. PECSOK, Amer. Soc. 73, 130.1 (1951). 

De r  R e d u k t i o n s - O x y d a t i o n s v o r g a n g  i s t  r e v e r s i b e l ;  
t r / ig t  m a n  A E  gegen  Alog ( i / i d -  i) auf,  so e rh / i l t  m a n  
e ine  G e r a d e  m i t  de r  N e i g u n g  - - 0 , 0 6 4  V, e n t s p r e c h e n d  
e ine r  E i n e l e k t r o n e n r e d u k t i o n .  

Diese  T a t s a c h e n  m a c h e n  fo lgende  R e d o x r e a k t i o n  als 
E l e k t r o d e n v o r g a n g  w a h r s c h e i n l i c h  : 

T i Y - i  e - -  T i Y - .  

Die  g u t e 0 b e r e i n s t i m m u n g  d e r D i f f u s i o n s s t r o m k o n s t a n t e  
m i t  d e m  i m  h ie s igen  L a b o r a t o r i u m  1 g e f u n d e n e n  W'er t  
(1,49 bei  p H  3,4) ft ir  den  K o m p l e x  F e Y -  s t t i t z t  diese 
A n n a h m e .  

D u r c h  D i s soz i a t i on  de r  K o m p l e x e  v e r m i n d e r t  s ich  die 
S t u f e n h 6 h e  in  s t a r k  s a u r e r  L 6 s u n g ;  in  1 n, a n  H4Y ge- 
sXt t ig te r  Schwefe ls i iu re  i s t  die R e d u k t i o n s w e l l e  des  Ti- 
( I V ) - K o m p l e x e s  f a s t  vo l l s t / i nd ig  v e r s c h w u n d e n .  

Die  D i s s o z i a t i o n s k o n s t a n t e  des K o m p l e x e s  T iY  w u r d e  
aus  de r  A b n a h m e  d e r  S t u f e n h 6 h e  bei  p H - W e r t e n  zwi- 
s c h e n  0,5 u n d  2 u n d  b e k a n n t e r  K o n z e n t r a t i o n  a n  K o m -  
p l e x b i l d n e r  m i t  Hi l fe  de r  v o n  SCHWARZENBACH 2 e r m i t -  
t e l t e n  D i s s o z i a t i o n s k o n s t a n t e n  y o n  H4Y i ibe rsch lags -  
m~ss ig  b e r e c h n e t ,  es e r g a b  s ich  e in  N / i h e r u n g s w e r t  yon  
A'Ti v = 2 .  1 0  - l a .  

Das  N o r m a l p o t e n t i a l  des  S y s t e m s  T i ( I I I ) - I o n / T i ( I V ) -  
I o n  l i eg t  bei  - - 0 , 0 4  V gegen  die n - H 2 - E l e k t r o d e  3, das  
H a l b w e l l e n p o t e n t i a l  des  T i Y / T i Y - - S y s t e m s  l i eg t  bei  
- 0 , 2 2 V  gegen  die ges. Hg2Clz -E lek t rode  ode r  bei  + 0 ,03V 
gegen  die n - H ~ - E l e k t r o d e .  W e n n  wi r  den  E i n f l u s s  de r  
Ionens t~ i rke  vernachl~iss igen ,  so l i n d e n  wir ,  dass  de r  
K o m p l e x  T i Y -  e t w a s  m e h r  als e ine  Z e h n e r p o t e n z  s ta -  
b i le r  i s t  als  de r  K o m p l e x  T iY.  

Verhal ten bei h6heren p H - W e r l e n .  Bei  p H - W e r t e n  f iber 
2,5 w i rd  das  H a l b w e l l e n p o t e n t i a l  des  R e d u k t i o n s v o r -  
ganges  abh~ingig v o m  p H  u n d  de r  K o n z e n t r a t i o n  a n  
K o m p l e x b i l d n e r ,  die Wel le  w i rd  i r r eve r s ibe l ,  u n d  die 
Wel l enhOhe  n i m m t  s t a r k  a b  ( K u r v e n  2-4) .  

F t i r  die O x y d a t i o n s w e l l e  des  T i ( I I I ) - K o m p l e x e s  g i l t  
q u a l i t a t i v  dasse lbe ,  die HOhe u n d  de r  r e v e r s i b l e  C h a r a k -  
t e r  de r  Wel le  b l e i b e n  a b e r  e t w a  e ine  p H - E i n h e i t  l~inger 
e r h a l t e n .  

Dieses  V e r h a l t e n  w u r d e  n o c h  n i c h t  s y s t e m a t i s c h  un-  
t e r s u c h t ;  v e r m u t l i c h  w e r d e n  O x o k o m p l e x e ,  wie sie 
SCHWARZENBACH 4 bei  A l u m i n i u m ,  E i s e n  u n d  C h r o m  
fes t s te l l t e ,  und ,  bei  h 6 h e r e m  p i t ,  m e h r k e r n i g e  K o m -  
p lexe  geb i lde t ,  wobe i  d ieser  U b e r g a n g  b e i m  T i ( I V ) - K o m -  
p lex  f r t ihe r  e r fo lg t  als  b e i m  T i ( I I I ) - K o m p l e x .  

Die Durehffihrung dieser Arbeit wurde durch ein Stipendium der 
Janggen-P6hn-Stiftung (St. Gallen) sowie durch einen Beitrag aus 
Mitteln der Graduate School der University of Minnesota ermSg- 
licht. 
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w i t h  t h e  p r o b a b l e  f o r m u l a  T i Y -  a n d  T iY,  w h i c h  are 
r e d u c e d  r e v e r s i b l y  a n d  i n d e p e n d a n t l y  of p H  a t  t h e  
d r o p p i n g  Hg-e l ec t rode .  T e m p o r a r y  v a l u e s  a re  g i v e n  for  
t he  d i s soc i a t i on  c o n s t a n t s .  A t  h i g h e r  p H  va lues ,  t h e  elec- 
t r o d e  p rocesses  a re  i r r eve r s i b l e  a n d  d e p e n d a n t  on  pH .  
F r o m  t h i s  fac t ,  a n d  f rom t h e  dec rease  in w a v e  h e i g h t ,  
t h e  p r e sence  of c o m p l e x e s  c o n t a i n i n g  o x y g e n  a n d  n u m e r -  
ous nucle i  is conc luded .  

A Modi f icat ion  of  the  H i s t o c h e m i c a l  M e t h o d  for 
D e m o n s t r a t i o n  of  Alka l ine  P h o s p h a t a s e  in which  

the  Dif fus ion P h e n o m e n o n  is  Reduced  

The  m e t h o d  for  h i s t o c h e m i c a l  d e m o n s t r a t i o n  of a lka -  
l ine p h o s p h a t a s e  p r e s e n t e d  b y  GOMORI t a n d  TAKA- 
.~IATSU 2 h a s  b e e n  t h e  o b j e c t  of a n u m b e r  of c r i t i ca l  
s tud ies  u p o n  w h i c h  m o d i f i c a t i o n s  h a v e  b e e n  based .  

T h e  d i f fus ion  p h e n o m e n a ,  f i r s t  d e m o n s t r a t e d  b y  MAR- 
TIN a n d  JAcoBY "~, a re  n o w  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  to  re-  
p r e s e n t  a se r ious  o b j e c t i o n  to  t h e  m e t h o d ,  i n a s m u c h  as 
t he  d i f fus ion  is t h o u g h t  to  ef fec t  p r i n c i p a l l y  t h e  cell 
nucle i  w h i c h  cou ld  t h e r e b y  s i m u l a t e  p h o s p h a t a s e  a c t i v -  
i ty.  A n y  poss ib le  o r ig ina l  e n z y m e  a c t i v i t y  is t h e r e b y  
masked .  F o r  t h i s  reason ,  t h e  q u e s t i o n  as to  w h e t h e r  
a lka l ine  p h o s p h a t a s e  ex i s t s  a t  all  in  cell nuc le i  m u s t  
r e m a i n  u n a n s w e r e d .  C y t o c h e m i c a l  p h o s p h a t a s e  de t e r -  
m i n a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  is o n l y  m i n o r  a c t i v i t y  in  
cell nuc le i  in  l iver ,  k idney ,  a n d  i n t e s t i n e  4. 

C ,~ .,-f, , 

• : ;  L~d 4' 

Rat intestine (duodenum). Fixation: acetone. Stained for alkaline 
phosphatase. Personal modification. Incubated for 1 hour. Cobalt 
nitrate. Note that cell nuclei (c.n.) are not stained, g.r. = Golgi 

region, s.b. = striated border. 280: I. 

The re fo re ,  t h e  e f fec t  of a c e t o n e  in  t h e  i n c u b a t i o n  m i x -  
t u r e  h a s  b e e n  s t u d i e d  w i t h  r e g a r d  to  d i f fus ion ,  fo l lowing  
MARTIN a n d  JACOBYL us ing  s u p e r i m p o s e d  sec t ions .  

T h e  d i f fus ion  o b s e r v e d  b y  MARTIN a n d  JACOBY 1 a n d  
o t h e r s  h a s  b e e n  ver i f ied .  Th i s  d i f fus ion  dec reases  w i t h  
r i s ing  c o n c e n t r a t i o n  of a c e t o n e  in  t h e  i n c u b a t i o n  mix -  
tu re ,  ceas ing  e n t i r e l y  a t  a c o n c e n t r a t i o n  of 50 %. H o w -  
ever ,  a t  t h a t  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  h a s  
d i m i n i s h e d  c o n s i d e r a b l y ,  in  p a r t ,  b ecau s e  of l owered  
s o l v e n t  e f fec t  u p o n  t h e  s u b s t r a t e .  T h e  o p t i m a l  resu l t s ,  
f r om th i s  p o i n t  of view, were  o b t a i n e d  w i t h  an  i n c u b a t i o n  
m i x t u r e  c o n t a i n i n g  40 % a c e t o n e  c o n c e n t r a t i o n .  Q u a n -  
t i t a t i v e  c h e m i c a l  c o n t r o l s  show t h a t  t h i s  lowers  t h e  phos -  
p h a t a s e  a c t i v i t y  b y  a p p r o x i m a t e l y  20 %. H i s t o c h e m i c a l  
con t ro l s  s h o w  t h a t  no  n ew  nonspec i f i c  r e a c t i o n s  ar ise.  

P r e p a r a t i o n s  m a d e  in  t h i s  m a n n e r  d i f fe r  f r o m  t h o s e  
de sc r ibed  ear l ie r ,  in  t h a t  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  cou ld  n o t  
be s h o w n  in  cell  nuc le i  in  l iver ,  k i d n e y ,  or  i n t e s t i n e .  No 
o t h e r  d e v i a t i o n s  f r o m  t h e  c u r r e n t  c o n c e p t i o n  c o n c e r n i n g  
t h e  l o ca l i z a t i o n  of a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  in  t h e s e  t i s sues  
cou ld  be  d e m o n s t r a t e d .  

On t h e  bas i s  of t h e  a f o r e m e n t i o n e d  o b s e r v a t i o n s ,  a 
m o d i f i c a t i o n  of t h e  h i s t o c h e m i c a l  m e t h o d  for  d e t e r m i n -  
ing  a lka l ine  p h o s p h a t a s e  is r e c o m m e n d e d .  T h i s  i n v o l v e s  
i n c u b a t i o n  in t h e  p r e sence  of 40 % a c e t o n e  a f t e r  d e p a r a f -  
f in¢ t ion .  C o n t i n u o u s  c o n t r o l s  m u s t  a h v a y s  be  m a d e .  

T h e  i n t r o d u c t i o n  of t h i s  m o d i f i c a t i o n  lowers  n o t  o n l y  
t h e  s o l a b i l i t y  of t h e  e n z y m e ,  b u t  also t h a t  of c a l c i u m  
p h o s p h a t e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  mi l i eu  in w h i c h  t h e  d i f fus ion  
t a k e s  place  is c h a n g e d  in t h a t  t h e  p r o t e i n  of t h e  t i s sue  is 
f u r t h e r  c o a g u l a t e d .  T h e  l a ck  of  t h e  p h o s p h a t a s e  r e a c t i o n  
in t h e  cell nuc le i  in  t h e  o r g a n s  s t u d i e d  m u s t  n o t  be  i n t e r -  
p r e t e d  as m e a n i n g  t h a t  t h e  e n z y m e  is e n t i r e l y  a b s e n t  
the re .  I t  is poss ib le  t h a t  t h e  nuc le i  c o n t a i n  e n z y m e  in 
s u c h  low c o n c e n t r a t i o n s  t h a t  t h e  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a -  
t i o n  t h e r e  n e v e r  b e c o m e s  h i g h  e n o u g h  for  p r e c i p i t a t i o n  
to  o c c u r  unless  p h o s p h a t e  or  pos s ib ly  e n z y m e  dif fuse  
f rom o t h e r  p laces  w i t h  h i g h e r  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  2. 
A p r e c i p i t a t i o n  is t h e n  o b t a i n e d  t h r o u g h  a d d i t i v e  effect ,  
b u t  w h e n  t h e  d i f fu s ion  h a s  b e e n  r educed ,  t h e  n e c e s s a r y  
p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  is n e v e r  a t t a i n e d .  

B. FREDRICSSON 

His to log i ca l  D e p a r t m e n t ,  K a r o l i n s k a  I n s t i t u t e r ,  S tock -  
holm,  J a n u a r y  29, 1952. 

Z u s a m m e n / a s s u n g  

Die  D i f f u s i o n s p h X n o m e n e  bet  de r  h i s t o c h e m i s c h e n  
P h o s p h a t a s e r e a k t i o n  i m  a l k a l i s c h e n  G e b i e t  k 6 n n e n  re-  
d u z i e r t  w e r d e n ,  w e n n  die I n k u b a t i o n s m i s c h u n g  4 0 %  
A z e t o n  e n t h ~ l t .  D a b e i  t r e t e n  ke ine  n e u e n  u n s p e z i f i s c h e n  
R e a k t i o n e n  ode r  e ine  gr6ssere  I n a k t i v i e r u n g  des  E n -  
z y m s  auf.  

1 B. F. MARTtU and F. j'ACOBV, J. Anat. 83, 851 (1949). 
2 XV. L. DOYLE, Am. J. Anat. 87, 79 (1950). 

A n u m b e r  of m e t h o d s  for  t he  e x t r a c t i o n  of p h o s p h a t a s e  
m a k e  use  of a c e t o n e  in  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  m a j o r  
p a r t  of t h e  e n z y m e  is c o n t a i n e d  in  t h e  p r o t e i n  f r a c t i o n  
wh ich  p r e c i p i t a t e s  in  t h e  p r e sence  of 38 to  50 % a c e t o n e  s. 
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