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Mit 1 Abbildung 

(Eingegangen am 23. A u g u s t  1962) 

Es wurde die M6glichkeit einer Bromierung yon Thionin, 
5~ethylenblau, Methylengriin und Azar A in ~thanol durch Brom- 
wasser studiert. Es wurden die Verbindungen 2,4,6,8-Tetrabrom- 
3,7 -diamino-phenthiazeniumhydroxyd, 2,4,6,8-Tetrabrom-3,7-te- 
tramethyldiamiDo:phenthiazoniumbromi4 und 6,8-Dibrom-4- 
nitro-3,7 - tetramethyldiamino - phen~hiazoniumhydroxyd isoliert 
und beschrieben. Der Verlauf der Bromierung wurde po~entiome- 
trisch verfolgt und Bedingungen zur quantitativen Bestimmung 
gefunden. 

Weil Thionin und seine Derivate hgufig in der Biologie und Medizin 
gebraueht werden, wurde ein Verfahren zu deren raseher Bestimmung 
gesueht. Sehon friiher wurde auf die M6gliehkeit bromometriseher Bestim- 
mung yon Thionolin hingewiesen 1 und aueh eine bromometrisehe Bestim- 
mung yon Thionol im biologisehen Material ausgearbeitet 2. Die Bromie- 
rung yon Thionin und seinen Der iwten  wurde nut wenig studiert. Gnehm a 

bereitete Brommethylenblau dureh Austauseh yon Brom gegen eine 
Aminogruppe. Dutch eine direkte Einwirkung yon :Brom auf MethylenMau 
in essigsaurem Medium bekam er einen undefinierbaren Stoff ~. Derselbe 
Autor fiihrt die Bromierung yon J~thylenblau in Eisessig dutch Brom aus, 
wobei er Monobrom/ithylenblau erhielt. 

In  der vorliegenden Arbeit wurde die M6glichkeit einer Bromierung 
dutch ]~romwasser in ~thanol untersucht, und zwar yon Thionin (3,7-Di- 

1 E.  Ru~i~ka und M .  Kotou~ek, Z. anal. Chem. 183, 35i (1961). 
2 W.  Stewart,  J. Assoc. Offie. Agr. Chemists 28, 693 (1945). 
3 R.  Gnehm u n d  E.  Walder,  J. prakt. Chem. [2] 76, 419 (1907). 
4 R. Gnehm, 1. e., S. 422. 
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amino-phenthiazoniumchlorid) 5, Methylenblau (3,7-Tetramethyldiamino- 
phen~hiazoniumehlorid) ~, 3/Ie~hylengrfin (4-Ni~ro-3,7-tetrame~hyldiamino- 
phenthiazoniumbromid) -7 und Azur A (3,7-N,N-Dimethyldiamino-phen- 
thiazoniumehlorid) s. 

Dutch Einwirkung yon Bromwasser auf Thionin und auf Methylenblau 
entsteht naeh einigen Stunden ein Tetrabromderivat gemgB dem folgenden 
Schema : 
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bei Methylengrfin entslbeht, ein I)ibromderivat : 

I o2 \, K 1 + 

" ~ ! \ N , / C H ~  + S~Br 

CHa Br ~CH a  

Der Verlauf der Bromierung wurde po~en~iomeSrisch verfolgt, und es 
wurde festgestellt, daft nur bei Thionin in verdiinntem Athanol die Bro- 
mierung quantitativ gem//13 der G1. (1) verl/~nft. Bei der Bromierung des 
~{ethylenblans in 96proz. 2~thanol bei 20 ~ C wurde gefunden, dab der Ver- 
lauf nieht einfaeh ist und dab beim Bromieren dutch Bromwasser in die- 
sem Medium zwei Reaktionen verlaufen (Kurve 2, Abb. 1). Dutch Erh6- 

5 Ch. Lauth,  Ber. dtseh, chem. Ges. 9, 1035 (1876). 
A.  Bernthsen, Ann. Chem. 230, 73 (1885); Bet. d~seh, chem. Ges. I7, 

611 (1884); 25, 3128 (1892). 
7 JR. Gnehm und E. Walder, 1. e. 3, S. 402. 
s W . J .  iFZacNeal und J .  H.  Ki l ial l ,  J .  Amer. Chem. Soc. 48, 740 (1926). 
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h u n g  de r  T e m t ) e r a t u r  auf  3 5 - - 4 0  ~ C b e k o m m t  m a n  die  p o t e n t i o m e t r i s c h e  

K u r v e  (3), aus  de r  m a n  e n t n e h m e n  k a n n ,  d a b  es h ie r  e ine r se i t s  zur  Bro-  

m i e r u n g ,  a n d r e r s e i t s  zur  O x y d a t i o n  y o n  M e t h y l e n b l a u  k o m m t  9 A u e h  die 

P o t e n t i a l e i n s t e l l u n g  is t  l a n g s a m  u n d  dauer~G 7 - - 1 0  M i n u t e n .  Bei  d e r  
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Abb. 1. (1) 10 ml O,001m-L6sung yon M:ethylenbIau-chlorhydrat in 96proz. Athanol wurde mit 
10 ml desr Wasser verdfinnt und bei einer Temp, yon 20 ~ C dnich frisch bereitetes t~romwasser 

titriert (1 ml Bromwasser enthielt 0,6808 mg Br). 
(2) 10ml 0,O01m-l~Iethy]enblau-chlorhydra~-LSsung in 96proz, ~thanol wurde bei einer Temp. 
Yon 20--22 ~ C dutch lrisch bereite~es Bromwasser titriert (1 ml :Bromwasser en~hielt 0,6808 mg Br). 
(3) 10 ml 0,001m-LOsung Yon Methylenblau-hydrochlorid in 96proz. ~thanol wurde dutch friseh 
bereitetes Bromwasser bei einer Temp. yon 35--40 ~ C titriert (1 ml ]~romwasser enthielt 0,6808 mg :B~) 

T i t r a t i o n  y o n  T h i o n i n  u n d  A z u r  A in  96proz .  ~ t h a n o l  w u r d e  n u r  e in  

h 6 h e r e r  V e r b r a u c h  y o n  B r o m w a s s e r  b e m e r k t .  Q u a n t i t ~ t i v  k a n n  m a n  

Th ion in ,  M e t h y l e n b l a u ,  M e t h y l e n g r i i n  u n d  A z u r  A n u r  in  r e t d .  ~ t h a n a ~  

(50proz.)  in  s a u r e m  M e d i u m  n a e h  f o l g e n d e m  S c h e m a  best~immen:  

I ! l 1 
R '1 I I R 

1% R 

R = - - C H  8, H ;  R ' ~ - - H ,  - - N O  

I 1 ! +="  / 

l _J  R I 
9 E .  R u ~ i S k a ,  Collect. czechosl, chem. Communic .  24, 2062 (1959). 
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Die b romomet r i scho  Bes t immung  kann  jedoch n ich t  bei Anwesenhei t  

yon arom~t ischen Aminoverb indungen ,  Phenolen  und Phenoxazonen  
durchgef t ihr t  werden.  

R e s g e n t i e n  u n d  A p p s r a t e  

Die 0,001 m-StammlSsung yon Thionin wurde durch L6sen yon 0,06593 g 
Thionin-chlorhydrst  (Geigy), dessert Rein_belt chromatographisch kontroll iert  
wurde (s. u.!), in 200ml siedonden 96proz. Xthanols bereitet,  Nseh Ab- 
kfihhmg auf 20~ wurde die L6sung im Megkolben auf 250 ml sufgefiillt. 

Die 0,001 m-Methylenblsul6sung wurde dutch Aufl6sen yon 0,093r g 
C16HlsN3S" C I - 3  }I20 (Lsehema), dessen P~einheit naeh Umkristall isieren 
sus I-I20 chromatographisch kontroll iert  wurde (s. u.!) in 250 ml 96proz. 
Xthsnols hergesteltt. 

Die 0,00t m&'Iethylengr/inl6sung win-de d.urch Aufl6sen von 0,11132g 
~iethylengri in-bromhydrat  (Lschems), dessen !geinheit nach Umkristall isieren 
sus K20 ehromstogrsphisch kont~olHert wurde, in 250 ml 96proz. Xthanols 
bereitet.  

Die 0,001 m-L6sung yon Azur A erhielten wit  dutch L6sen yon 0,02734 g 
Dimethyl thionin-hydrat ,  welches aus Azur I I  (@eigy) durch Trennung mittels 
S~uJenchcomatogTaphie (anf AlsO3 bei Angendung  yon System 1) gewonnen 
wurde. Die tgeinheit wurde chroma~ogrsphiseh und dutch Anslyse kon- 
trolliert.  

ClaHlaNaOS (289,19). Bet. N 14,52. Gel. N 14,27. 

Zu den einzelnen Bestimmungen wurde frisch bereite~es, jodometrisch 
gestelltes Bromwasser verwendet,. Es enthiel t  bei de~ �9 Best immung yon Thionin 
0,8151 mg Br2/ml, yon Methylsnblml 0,6808 mg Brs/ml, yon Methylengriin 
0,8630 mg Br~/ml, yon Azur A 0,6992 mg Br2/ml. 

Die potentiometrischen Messungen wurden mit  einem Ionoseop (Lsbo- 
r s tor iumsappsrs te ,  VE-Betrieb) unter  Anwendung einer blanken Plat in-  
elektrode und der ges~ittigten Kalomelelektrode durehgefiihrt. 

C h r o m a t o g r s p h i e  y o n  T h i o n i n  u n d  s e i n e r  D e r i v s t e  

Die Reinheit  s!ler Ausgsngsstoffe und der bromierten Produkt~ wurde 
migtels Papierehromstogrsphie  kontrolliert .  Es wurde auf dem Pspier  
Wha tman  1 bei 20 ~ 2 ~ C gesrbeitet .  Als Proben wurden gew6hnJieh 5 ~g 
Farbstoff  (Ms 0,tproz. LSsung in 96proz. Athsnol  oder Pyridin) aufgetragen. 
Die Detekt ion win'de im UV-Lieht  kon~rolliert. Als Laufmit tel  wurden 
Bu t sno t - -Py r id in - -Wasse r  = 5 :3 :3  (System 1) und Bugsnol - -Eisess ig- -  
Wasser = 4 :1 :5  (System 2) verwendet. 

Die Dauer der Engwicklung in beiden Systemen betrug 16 Stdn. Stets 
wurde Thionin 0der Resszurin sis S~andsrd mitchromstographier t  und die 
gefundenen RFAVert.e entspreehend korr igier t  (Tab. 1). 

B r o m i e r u n g s p r o d u k t e  d e r  T h i a  z i n e  
T h i o n i n  

0,26 g Thionin-ehlorhydrst  (Geigy) wird in der gersde not wendigen Menge 
yon 96proz. siedenden Xthanols aufgelbst. Der auf Zimmertemp. sbgekfihlten 
L6sung g i r d  l sngssm unter  st/tndigem l~iAhren eine L6sung yon 0,7 g Brom 
irt 250 ml destill. ~u zugegeben. Nach 3stdg. Stehen wird der susgesehie- 
dene dunkelblsue Niedersehlag filtriert, mit  destill, g a s s e r  und dann mit  
20proz. Athsnol  durchgewasehen. Das nieh~ einheitliche Rohprodukt  wurde 
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mittels siedendem 10proz. ~_thanol extrahiert; es entstand eine intensiv 
blaue L6sung, welehe mittels 10proz. NH3 auf pH = 8--8,5 gebraeht wurde. 
Naeh etwa 2 Stdn. sehied sieh ein rotbrauner Niedersehlag ab, weleher filtriert, 
mit  Wasser und Nthanol gewasehen und an der Luft getroeknet wurde. 

CI~H7Br4NaOS (560,78). Bet. N 7,~9, S 5,71, Br 57,02. 
Gef. N 7,89, S 5,60, Br 57,92. 

Tabelle i. RF-Werte 

Verbindung System I System II 

Thionin ................ 0,65 0,60 
Tetrabromthionin ........ 0,81 0,66 
Methylenblau ........... 0,48 0,51 
Tetrabrommethylenblau.. 0,90 0,87 
Methylengriin ........... 0,585 0,65 
Dibrommethylengriin . . . .  0,87 0, 88 
Azur A . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,67 0,63 

Die Verbindung ist in Anilin violett, in Nitrobenzol rot 16slieh, teilweise 
16slieh in Aceton (rot) und  Methanol (blau); unl6slich in Benzol, Toluol, 
Butanol, Dioxan, Athylacetat und Tetrachlorkohlenstoff. Es handelt  sieh 
um 2, 4,6,8-Tetrabrom-3, 7.diamino-phenthiazoniumhydroxyd. 

MethylenbIau 
0,38 g Methylenblau-chlorhydrat (Laehema) wurde bei 65~ in 150 ml 

96proz. Athanol aufgelSst. Naeh Abkfihlung auf 20 ~ C wurde unter st~ndigem 
Rfihren naeh und naeh eine L6sung von 0,8 g Brom in 250 ml destill. H20 
zugegeben. Am Ende der t~eaktion begann sich ein rotvioletter Stoff auszu- 
seheiden, welcher nach 4stdg. Stehen abfiltriert, zuerst mit  destill. H20 und 
dann mit  96proz. Athanol gewaschen wurde. Er erschien unter dem Mikro- 
skop als violette Nadeln. Dureh Trocknung an der Luft, schon bei normaler 
Temp., ver~inderte sieh die Farbe in dunkelbraun, bei einem weehselndem 
Wassergehalt. Darum wurde das Salz zur Analyse im Thermosta~en bei 
105 ~ C getroeknet. 

CI~HI4Br4NaS �9 Br (679,7). Ber. N 6,18, S 4,71, Br 58,79. 
Gef. N 6,16, S 5,13, Br 58,41. 

Das Bromid ist in Anilin gut 15slieh, schwerer in Methanol, Butanol und 
Nitrobenzol. UnlSslieh ist es in Benzol, Toluo], Aeeton und Dioxan. Es han- 
delt sich um 2,4,6,8-Tetrabrom-3,7-tetramethyldiamino-phenthiazonium- 
bromid. 

Methylengr~n 
0,23 g Methylengrfn-bromhydrat  (Lachema) wurde in 180ml 96proz. 

~_thanot gel6st und unter intensivem Rflhren eine L6sung yon 0,6 g Brom 
in 200 ml destill, m20 hinzugefiigt. Es entstand eine kleine Menge violetter 
Sehuppen. Naeh 2stdg. Stehen wurde die LSsung mit 5proz. NI-I3 auf pH = 
= 7,5--8 eingestellt, wodureh eine rotbraune LSsung entstand, welehe mittels 
J~thylaeetat ausgeseh/ittelt wurde. Der Extrakt wurde eingeengt, das Produkt 
einigemal aus Athylaeetat umkristallisiert und an der Luft getroeknet. 

C161-I16BrzN4OaS (504,0). Ber. N 11,12, S 6,36, Br 31,71. 
Gel. N II,72, S 6,23, Br 32,35. 
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Das 6,8-Dibrom-4-nitro- 3, 7-tetramethyldiamino-phenthiazonimnhydroxyd 
~st gut 16slie1~ in Anilin (braun), in Aceton (rot), in Dioxan (ro~) nnd in ToI~2o~ 
(to,braun); t~ilweise l/Jslieh in Nitrobenzol (beaun), in Methanol (vio[ettblan) 
und in Butanol (ro~). 

P o t e n t i o m e t r i s e h e  B e s t i m m u n g  y o n  T h i o n i n  u n d  s e i n e r  D e r i v a t e  

Die Titrationen wurden derart vorgenommen, dal3 zur abgemessenen 
0,00I m-L6sung des zu untersuelaenden Stoffes in 96proz. Nthanol das gleiche 
Volumen an destill. H20 zugeftigt wurde sowie unter grfindliehem t{/ihren 
in Portionen friseh bereitetes Bromwasser. Bei Methylenblau ist es w/in- 
sehenswert, bei 20 ~ C zu arbeiten. Bei h6heren Temperaturen ergeben sieh 
keine reproduzierbaren Werte. Die Potentialeinstellung dauerte ca. 3 Min. Bei 
der Titration yon Thionin ist die Tangentenneigung im ~quivalenzpunkie  
246 mY/mi, der J~quivatenzpunklb 640 mV und der pH-Wert  im ~quivalenz- 
punkte 2,4; bei ~e thylenblau  lauten die entsprechenden ~Verte 6~4 mV/ml, 
�9 558 mV und 2,3; bei Methylengr/in 383 mV/ml, 612 mV und 2,5; bei Azur A 
a49 mV/ml, 568 mV und 2,6. 

1 ml 0,01 n-Bromwasser entsprieht 0,2838 mg Thionin, 0,7115 mg Me- 
thylenblau, 0,8244 mg Methylengr/in und 0,6814 mg Azur A. 

Die Bestimmung der oben angefiihrten Verbindungen mi{tels Bromwasser 
ist neben aromatisehen Aminen, Phenolen trod Phenoxazmmn, welehe aueh 
bromierbar sind, nieht durehf/ihrbar. 

Nine l~rbersieht der Ergebnisse ist in der Tab. 2 angeftihr~. 

T a b e l l e  2 

Verbindnng Gegeben Gefaaden FehIer 
mg mg mg % 

Thionin . . . . . . . . . . .  1,136 1,119 - -  0,017 - -  1,49 
2,272 2,234 - -  0,038 - -  1,67 
3,408 3,421 0,013 0,38 
4,544 4,512 - -  0,032 - -  0,70 

Methylenblau . . . . .  2,841 2,863 0,022 0,77 
4,261 4,340 0,079 1,85 
5,682 5,621 - -  0,061 - -  1,07 

Methylengriin . . . . .  3,292 3,207 - -  0,085 - -  2,58 
5,038 5,083 0,045 0,89 
6,584 6,678 0,094 1,42 

Azur A . . . . . . . . . . .  t,360 1,328 - -  0,032 - -  2,64 
2,721 2,684 - -  0~037 - -  1,35 
4,081 4,192 0,111 2,72 

Ich  danke Her rn  Ing.  Z. Strdnsk~ fiir die AnsarbeiSung des ehroma~o- 
graphisehen  Teiles meiner  Arbeit .  


