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36. Isolde Hausser, Dietrich Jerchel und Richard Kuhn: Ein
blau fluorescierendes Bestrahlungsprodukt von Triphenyl-tetrazolinm-
chlorid.

[Aus dem Iaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Korschung Heidelberg, Institut fiir
Physikalische Therapie und Institut fir Chemie*).]

(Eingegangen am 10. Dezember 1948.)

2.3.53.Triphenyl-tetrazoliumehlorid (TTC) wandelt sich bei der Be-
strahlung mit UV-Licht in alkoholischer Lisung nahezu quantitativ
in dag blau fluorescierende, schén krystallisierende 2.3-Diphenylen-
5-phenyl-tetrazoliumehlorid um.

Die Lichtempfindlichkeit von 2.3.5-Triphenyl-tetrazoliumchlorid () ist be-
reits H. v. Pechmann und P. Rungel) aufgefallen. Seit diese Substanz auf
Grund der Arbeiten von R. Kuhn und D. Jerchel?3%) sowie von (i. Lak on%%)
als Reduktionsindicator, vor allem fiir die Bestimmung der Keimfihigkeit von
Pflanzensamen im Handel erhiltlich ist, ist die Rotfirbung von Triphenyl-
tetrazoliumchlorid-Losungen im Licht jedem, der mit der Substanz arbeitet,
bekannt. In seiner Vorschrift zur Durchfiibrung des topographischen Verfah-
rens bei Mais schreibt G. Lakon: ,Die Tetrazoliumsalze sind lichtempfind-
lich, besonders bei hoheren Temperaturen. Vorratslosungen bleiben bei Zim-
mertemperatur im Dunkeln einige Wochen lang unverdndert. Tiir die Durch-
fithrung der Keimversuche wird vorgeschrieben, die mit 1-proz. Losung be-
schickten Schalen ,,bel Zimmertemperatur dunkel zu stellen®.

Da nur Licht, das absorbiert wird, chemisch wirken kann, und Triphenyl-
tetrazoliumehlorid (TTC) farblos ist, versteht man, da ultraviolettes Licht
viel stirker wirkt als Tageslicht. Bestrahlt man eine 1-proz. wiBrige, nicht
fluorescierende Losung von TTC mit UV-Licht, so fillt viel rotes Triphenyl-
formazan (11} aus; das Filtrat enthiilt cine {farblose, himmelblau fluorescierénde
Verbindung. Lifit man auf eine alkoholische Losung von TTC UV-Lieht
einwirken, so tritt Triphenyl-formazan héchstens in Spuren auf; die Losung
bleibt praktisch farblos und es gelingt unter diesen Bedingungen nahezu quan-
titativ TTC in das blau fluorescierende, schon krystallisierende Photo-Derivat
zu verwandeln. Eine verditnnte (0.01-proz.) wilirige Lisung verhilt sich wie
die alkoholische, :

Diese interessante, von 1. Hausser aufgefundene Lichtreaktion ist Gegen-
stand eingehender Messungen unter mannigfach abgednderten Versuchs-

*) Vorgetragen von R. Kuhn im Kolloguium des Instituts am 22. 11. 1948.

1) B. 97, 2920 [1894].  2) B. 74, 941 [1941].  3) B. 74, 949 [1941).

4 D. Jerchel u. W, Mshle, B. 77, 591 {1944]; D. Jerchel, FIAT Review, Biochemi-
stry, Bd. I, S. 59 [1947].

5) Ber. Botan. Ges. 60, 299 [1942]. §) Ber. Botan. Ges. 60, 434 [1942].
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bedingungen und unter Einbeziehung weiterer Tetrazoliumsalze gewesen,
ww . wobei fiir die Reaktionskinetik und fiir

7’1 IH P die Bestimmung der Quantenausbeuten
g [ 5 festrahis- der gewaltige Anstieg der Absorptions-
~produtt 70 koeffizienten im Gebiete von 240 bis

e / L S 320 my (Abbild.1) eine ausgezeichnete
/ \ MeBmadoglichkeit bot. Auch Triphenyl-
formazan (IT) 148¢ sich durch Belichten

;'f\ \ seiner alkoholischen Lésung, die dabei
nahezu entfirbt wird, in das blau

fluorescierende Kation verwandeln, das
als Pikrat vom Schmp. 331-332° iso-
liert und durch Misch- Schmelzpunkt
mit dem Pikrat des Beélichtungspro-

2 . sps s
) v om0 . dukts von TTC identifiziert wurde.
Abbild. 1. 2.3.5-Triphenyl-tetrazolium- Bei d ~ F
chlorid und 2.3-Diphenylen-5-phenyl- ei der Bestrahlung von Formaza-

tetrazolium - chlorid in Alkchol. Ab- ~ nen erzielt man mit Licht verschie-
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1.) Bestrahlt man z.B. Triphenyl-formazan in Benzol mit sichtbarem
Licht (Wellenlingen um 480 my), so wird die rote Losung gelb (Abbild. 2).
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Abbild. 2. Triphenyl-formazan in Benzol. 2.05 mg Sbst. in-20 cem
Benzol; Schichtdicke der Quarzkiivette mit Doppelschliff 1 mm.

o—mo Abgorptions-Spektrum der im Dunkeln bereitoten Losung (nach
72stdg. Authewahren der Losung im Dunkeln unveréndert).
> Absorptions-Spektrum derselben Losung nach etwa 2stdg.
Belichtung mit einer 100-Wattlampe aus 30 cm Entfernung unter
Luftkithlung. Zur Bestimmung von 2-3 MeBpunkten wurdée die Be-
lichtung jeweils etwa 2 Min. unterbrochen, bis zur Bestimmung der
niichsten MeBpunkte wurde erneut 10Min. belichtet usw. Die Hohedes
Maximums bei 400 mp. hingt von der Schnelligkeit der Messungen ab.

Beim Aufbewahren im Dunkeln tritt das Absorptions-Spektrum der roten Aus-
gangslosung (unverindert) wieder auf. Dieser reversible Vorgang beruht auf
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cis-irans-Isomerie. Beim Vorliegen einer Losung des Triphenyl-formazans in
Benzol ist die gelbe Form nur im Licht bestindig.

2.) .Bestrahlt man Triphenyl-formazan in absol. Alkohol mit ungefiltertem
ultraviolettem Licht einer Quecksilber-Lampe, so erfolgt zugleich eine
Dehydrierung des Formazans IT zum Tetrazoliumsalz I bzw. zur Tetrazo-
liumbase unter Entfirbung der Lésung (a) und eine Dehydrierung des Tetr-
azoliumsalzes zum blau fluorescierenden Bestrahlungsprodukt (b).

In der vorliegenden Arbeit soll nur die chemische Natur des blau fluores-
cierenden Photo-Derivates ndher behandelt werden. Es krystallisiert aus Al-
kohol + Ather in farblosen Nadeln vom Schmp. 360—361°. Seine Bruttoformel
CoH1aN Ol ist um 2 H-Atome drmer als die des TTC (C,yHy;N,Cl). Alle Eigen-
schaften sprechen dafiir, daB es sich um das Chlorid einer quartiren Ammo-
niumbage handelt. Fiir die Konstitution war das Ergebnis der Zinkstaub-
destillation von Wichtigkeit. Hierbei lieferte TTC Benzonitril und 1.3 Mol.
Anilin, wihrend aus dém Photo-Derivat Benzonitril und Carbazol erhal-
ten wurden. letzteres entsteht mdoglicherweise iiber zuniichst gebildetes 2.2’-
Diamino-diphenyl (V). Aus der Bildung von Carbazol folgt, daB der Minder-
gehalt von. 2 H-Atomen auf der Ausbildung einer Diphenylbindung zwi-
schen den in 2- und 3-Stellung befindlichen Phenylresten des TTC beruht und
dem Photo-Derivat die Konstitutionsformel eines 2.3-Diphenylen-5-phenyl-
tetrazoliumchlorids (IIT) zukommt.

Schmp. 2559, farblos, wasser- Schmp. 172-1749, rot; wird durch
loslich, nicht fluorescierend. Belichten der Benzollosung gelb
(cis-trans-Isomerie).

1\1—\ 7 \> v;N~N—<fi’ b
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IIT. _,‘1 1v.
Schmp. 3619, farblos, wasser- olive-farben, Chloroform-
loslich, himmelblau fluorescierend. Ljsung wenig haltbar.
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TTC wirkt dehydrierend, wenn es in das Formazan 11 iibergeht; es wirkt
hydrierend, wenn sich daraus das Diphenyl-Derivat 111 bildet. Im Licht
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spielen sich Hydrierung und Dehydrierung gleichzeitig ab. Es ist denkbar,
daB die von uns aufgefundene photochemische Entstehung einer Diphenyl-
bindung auch fiir die Biogenese mancher Pflanzenstoffe, die sich vom Diphenyl
ableiten, Interesse gewinnen wird.

Bemerkenswert ist das unterschiedliche Verhalten veon I und IIT gegen
Reduktionsmittel, insbesondere gegen Natriumdithionit. Wéhrend 1 in
soda-alkalischer L.osung durch Natriumdithionit sehr glatt zum roten Triphenyl-
formazan (IT) hydriert wird, erhalt man aus I1I einen olive-farbenen Stoff,
der sich mit Chloroform der wéBrigen Schicht entziehen 1iBt. ‘Die Chloroform-
losung ist lichtempfindlich und auch im Dunkeln nicht sehr haltbar. Wir
rechnen mit der Moglichkeit, dal die olive-farbene Verbindung das entladene
Kation des 2.3-Diphenylen-5-phenyl-tetrazoliumsalzes darstellt, d. h. ein freies
Radikal (IV) mit unpaarer Zahl von Elektronen ist, das als ein N-haltiges Ana-
logon zum Pentaphenyl-cyelopentadienyl von K. Ziegler aufgefait werden
konnte. Iiir die radikalartige Natur des olive:farbenen Redultionsproduktes
spricht, daB wir durch Umsetzung der frisch bereiteten Chloroforinlésung mit
aus Silberperchlorat und Jod in Ather nach M. Gomberg dargestelltem Cl0,
2.3-Diphenylen-5-phenyl-tetrazoliumperchlorat erhalten haben, das
nach Schmelzpunkt (310% und Mischprobé identisch ist mit einem aus TIT
und Natriumperchlorat hergestellien Vergleichspraparat. Die Bildung dieses
quartiren Ammmoniumsalzes nach der Gleichung N 4 C10, — iIN* 4 CIO,
wiirde der von E, Weilz?) entdeckten Bildung der Aminiamsalze N 4 ClO,
— iIN* - Cl0; formal entsprechen. )

Beschreibung der Versuche.
“ (Dietrich Jerchel).
2.3-Diphenylen-5-phenyl-tetrazoliumehlorid (IIT).

1.5 g reines Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC), in 1500 ccm absol. Alkohol
gelost, wurden in 20 mm dicken Quarzkiivetten 14 Stdn. mit dem ungefilterten UV-Licht
einer S 500 Quecksilber-Hochdrucklampe der Quarzlampengesellschaft Hanau (500 Watt)
aus 60 cm Entfernung bestrahlt.

Das Losungsmittel wurde bis auf 10 cem verdampft. Auf Zusatz von etwa 20 cem
trockenem Ather fielen 1.27 g 2.3-Diphenylen-5-phenyl-tetrazolinmcehlorid aus.
Zur Analyse krystallisierten wir aus Alkohol - Ather um, wobei glitzernde, farblose Nédel-
chen vom Schmp. 360--361° (Berl-Block) erhalten wurden, die wir bei 138°/0.1 Torr trock-
neten.

C H 5N, (332.8) Ber. C68.57 H 3.94 N 16.83
Gef. (68.59, 68.33 H 4.22, 3.97 N 16.45, 16.82.

Das in Wasser schwer 1osliche Pikrat krystallisiert aus Pyridin in gelben, haarfeinen
Nadeln vom Schmp. 330 331°.

CpH 5N, CgHLN0, (525.5) Ber. C57.14 H 2.88 N 18.66
Gef. C57.37 H 2.88 N 19.05.

Das Perchlorat ist in Wasser schwer 18slich und krystallisiert aus Alkohol in weiflen

Nadeln vom Schmp. 310°.

Destillation mit Zinkstaub (Carbazol).

100 mg 2.3-Diphenylen-5-phenyl-tetrazoliumchlorid wurden mit 1 g Zink-
staub in einer Reibschale innig vermischt und in ein etwa 20 em langes Glasrohr von
10 mm lichter Weite gefiillt, dessen eines Ende abgeschmolzen war. Durch leichtes Klopfen
sorgte man dafiir, daf} in dem horizontal eingespannten Rohr iiber dem Zinkstaub ein

") E. Weitz u. H. Schwechten, B. 59, 2307 [1926].
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Luftraum von 2-3 mm Hohe entstand. Beim vorsichtigen Frhitzen mit freier Flamme

entwich zunichst wenig Wasserdampf, dann folgte ein blafigelb gefirbter Tropfen (Ben-

zonitril) und bei stiirkerem Erhitzen eine sofort krystallisiecrende Substanz.
Identifizierung des Benzonitrils: nf) 1.5287; v} ecines Vergleichspriparates

1.5283. MNie Verseifung mit 3 cem 60-proz. Phosphorsiure in der Siedehitze (3 Stdn.) lie-
ferte Benzoesdure, die sich im Kiihler abschied und nach Reinigung durch Sublimation
bei 1219 schmolz (Mischprobe).

Tdentifizierung des Carbazols: Das Rohkrystallisat aus dem Rohr gab, in wenig
Methanol gelsst, mit alkohol, Pikrinsiure-Lésung eine dichte Fillung von orangefarbenen
Nidelchen, die aus alkohol. Pikrinsédure-Losung umkrystallisicrt wurden und dann'bei 186
bis 189% schmolzen. Sclinp. cines Vergleichspraparates von Carbazol-pikrat 188~190°;
Mischprobe: 187-189¢ (Kofler). Beim Umbkrystallisieren von Carbazol-pikrat aus Alkohol
erhiclt man freics Carbazol vom Schmp. 230-231¢ (Kofler).

In einem quantitativ durchgefithrten Mikroversuch, in dem 25 mg 2.3- ]) Lphenvlen-
5-phenyl-tetrazoliumchlorid mit Lmkstaub destilliert wurden, erhielten wir 5.5 mg
(ber. 8.1 mg) Benzonitril = 689 d.Th. und 5.7 mg (ber. 12.4 mg) Carbazol - - 469 dex
Theorie.

Vergleichgversuchmit2.2’- Diamino-diphenyl(V): Unter den angegebenen Be-
dingungen leferte 2.2’-Diamino-diphenyldihydrochlorid, mit der 10fachen Menge Zink-
staub destilliert, in guter Ausheute Carbazol vom Schmp. 2319 (Berl-Block).

Hrn. Hans Fischer danken wir fiir seine wertvolle Hilfe beim chemisch-priaparativen
Teil der Arbeit, I'rln. A. Dold fir die Messung der Absorptions-Spektren.

37. 0fto Kruber: Uber das 2-Aza-fluoranthen im Steinkohlenteer,
[Aus dem msqensdlafth(h(\n Lahoratorium der Uesellschaft fir Teerverwertung m.b.H.,

Duisburg-Meiderich. ]
(Eingegangen am 24, November 1948.)

Aus der um 385° siedenden Fraktion des Steitikohlenteers wurde
eine Base (' ; 1§, N isoliert und als 2-Aza-fluoranthen identifiziert.

Die Basen der hochsiedenden Fraktionen im Steinkohlenteer sind bis jetzt
nur sehr wenig bekannt. Allein das Acridin und das Phenanthridin, beide um
3500 siedend, werden als basische Bestandteile des Anthracendls, dessen Siede-
grenzen bis itber 3600 hinausgehen, erwihnt. Ksenthiilt nach der in der Technik
iiblichen volumetrischen Bestimmungsart 23 % Basen. In noch hisheren Siede-
lagen der Teerole nimmt der Basengehalt zu; er steigt in der bis- 390° sieden-
den Fluoranthen-Pyren-Fraktion anf 4—6 ¢, an. Die noch unbekannten Basen
dieser Fraktion stellen nach der Abtrenuung von Neutralstoffen und den hier
noch spirlich vorkommenden Phenolen cin sehr zihfliissiges Ol dar.

Durch wiederholte Fraktionierung lieBen sich aus der um 385%siedenden Frak-
tion feste Stoffe abscheiden, aus welchen naech mehrfachem Umlosen eine Base
in groBlen glinzenden Krystallen rein erhalten wurde; sie ist das noch unbe-
kannte 2-Aza-fluoranthen (I). Als Abkémmling des Isochinolins zerfiillt
sie, wic dieses selbst, bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat nach zwei
Richtungen; neben Kluorenon-carbonsiure-(1) (I1) entsteht 4-Aza-fluorenon-
carbonsédure-(1) (I11). Durch Erhitzen mit Kalk wird aus den Siuren Fluo-
renon (1V) bzw. das schon lange bekannte und kiirzlich?) wieder aus dem 4-Aza-
fluoren gewonnene 4-Aza-fluorenon (V) erhalten.

1) B. 81, 483 [1948).





