Bromometrische Bestimmung des Thionins und seiner Derivate
Von
E. Ruritka

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Naturwissenschaftlichen Fakultit
der Palacky-Universitdt in Olmiitz (CSSR)

Mit 1 Abbildung
( Eingegangen am 23. August 1962)

Es wurde die Moglichkeit einer Bromierung von Thionin,
Methylenblau, Methylengriin und Azar A in Athanol durch Brom-
wasser studiert. Es wuarden die Verbindungen 2,4,6,8-Tetrabrom.-
3,7-diamino-phenthiazoniumhydroxyd, 2,4,6,8-Tetrabrom-3,7-te-
tramethyldiamipno-phenthiazoniumbromid und 6,8-Dibrom-4-
nitro-3,7 - tetramethyldiamino - phenthiazoniumhydroxyd isoliert
und beschrieben. Der Verlauf der Bromierung wurde potentiome-
trisch verfolgt und Bedingungen zur quantitativen Bestimmung
gefunden.

Weil Thionin und seine Derivate hiufig in der Biologie und Medizin
gebraucht werden, wurde ein Verfahren zu deren rascher Bestimmung
gesucht. Schon frither wurde auf die Moglichkeit bromometrischer Bestim-
mung von Thionolin hingewiesen! und auch eine bromometrische Bestim-
mung von Thionol im biologischen Material ausgearbeitet® Die Bromie-
rung von Thionin und seinen Derivaten wurde nur wenig studiert. Grehm?3
bereitete Brommethylenblau durch Awustausch von Brom gegen eine
Aminogruppe. Durch eine direkte Einwirkung von Brom auf Methylenblau
in essigsaurem Medium bekam er einen undefinierbaren Stoff*. Derselbe
Autor fithrt die Bromierung von Athylenblau in Eisessig durch Brom aus,
wobei er Monobrométhylenblau erhielt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Méglichkeit einer Bromierung
durch Bromwasser in Athanol untersucht, und zwar von Thionin (3,7-Di-
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amino-phenthiazoniumechlorid)?, Methylenblau (3,7-Tetramethyldiamino-
phenthiazoniumchlorid) §, Methylengriin (4-Nitro-3,7-tetramethyldiamino-
phenthiazoniumbromid)? und Azur A (3,7-N,N-Dimethyldiamino-phen-
thiazoniumehlorid) 8.

Durch Einwirkung von Bromwasser auf Thionin und auf Methylenblau
entsteht nach einigen Stunden ein Tetrabromderivat geméf dem folgenden
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Der Verlauf der Bromierung wurde potentiometrisch verfolgt, und es
wurde festgestellt, daf nur bei Thionin in verdiinntem Athanol die Bro-
mierung quantitativ gemifl der Gl. (1) verlduft. Bei der Bromierung des
Methylenblaus in 96proz. Athanol bei 20° C wurde gefunden, da8 der Ver-
lauf nicht einfach ist und dafl beim Bromieren durch Bromwasser in die-
sem Medium zwei Reaktionen verlaufen (Kurve 2, Abb. 1). Durch Erho-
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hung der Temperatur auf 35-—40° C bekommt man die potentiometrische
Kurve (3), aus der man entnehmen kann, da8 es hier einerseits zur Bro-
mierung, andrerseits zur Oxydation von Methylenblau kommt®. Auch die
Potentialeinstellung ist langsam und dauert 7—10 Minuten. Bei der
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Abb. 1, (1) 10 ml 0,001 m-Lésung von Methylenblau-chlorhydrat in 96proz. Athanol wurde mit
10 ml dest. Wasser verdiinnt und bei einer Temp., von 20°C dwrch frisch bereitetes Bromwasser
titriert (1 ml Bromwasser enthielt 0,6808 mg Br).

(2) 10ml 0,001 m-Methylenblau-chlorhydrat-Losung in 96proz. Athanol wurde bei einer Temp.
von 20—22° C durch frisch bereitetes Bromwasser titriert (1 ml Bromwasser enthielt 0,6808 mg Br).
(3) 10 ml 0,001 m-Loésung von Methylenblau-hydrochlorid in 96proz. Athanol wurde durch frisch
bereitetes Bromwasser bei einer Temp. von 35—40° C titriert (1 ml Bromwasser enthielt 0,6808 mg Br)

Titration von Thionin und Azur A in 96proz. Athanol wurde nur ein
hoherer Verbrauch von Bromwasser bemerkt. Quantitativ kann man
Thionin, Methylenblau, Methylengriin und Azur A nur in verd. Athana)
(50proz.) in saurem Medium nach folgendem Schema bestimmen :

R T
YT
>N/\/\SM\N/R
R S
= —CH,, H; R’=—H, —NO,
_ R/\l/\l/N\ |/\l /Br '"\
] l |

e AN
| b R

9 F. Ruzidka, Collect. czechosl. chem. Communic. 24, 2062 (1959).

R

-+

+2Br, —> + 2HBr (2)




H. 6/1962] Bromometrische Bestimmung des Thionins 1265

Die bromometrische Bestimmung kann jedoch nicht bei Anwesenheit
von aromatischen Aminoverbindungen, Phenolen und Phenoxazonen
durchgefithrt werden.

Reagentien und Apparate

Die 0,001 m-Stammlésung von Thionin wurde durch Lésen von 0,06593 g
Thionin-chlorhydrat (Geigy), dessen Reinheit chromatographisch kontrolliert
wurde (s.u.!), in 200 ml siedenden 86proz. Athanols bereitet. Nach Ab-
kithlung auf 20° C wurde die Losung im MeBkolben auf 250 ml aufgefiillt.

Die 0,001 m-Methylenblaulosung wurde durch Auflésen von 0,09347 g
C16H1gNsS - C1- 3 HoO (Lachema), dessen Reinheit nach Umkristallisieren
aus HpO chromatographisch kontrolliert wurde (s.u.!) in 250 ml 96proz.
Athanols hergestellt.

Die 0,001 m-Methylengrinlésung wurde durch Auflés:n von 0,11132g
Methylengriin-bromhydrat (Lachema), dessen Reinheit nach Umkristallisieren
aus Hp0 chromatographisch kontrolliert wurde, in 250 ml 96proz. Athanols
bereitet.

Die 0,001 m-Lésung von Azur A erhielten wir durch Lésen von 0,02734 g
Dimethylthionin-hydrat, welches aus Azuc IT (Geigy) durch Trennung mittels
Stdulenchromatographie (auf AlyOs bei Anwendung von System 1) gewonnen
wurde. Die Reinheit wurde chromatographisch und duvrch Analyse kon-
trolliert.

Ci1aH15N308 (289,19). Ber. N 14,52, Gef. N 14,27,

Zu den cinzelnen Bestimmungen wurde frisch bereitetes, jodometrisch
gestelltes Bromwasser verwendet. Es enthielt bei der Bestimmung von Thionin
0,8151 mg Bra/ml, von Methylenblau 0,6808 mg Brs/ml, von Methylengriin
0,8630 mg Bra/ml, von Azur A 0,6992 mg Brs/ml.

Die potentiometrischen Messungen wurden mit einem Ionoscop (Labo-
ratoriumsapparate, VE-Betrieb) unter Anwendung einer blanken Platin-
elektrode und der gesittigten Kalomelelektrods durchgefiihrt.

Chromatographie von Thionin und seiner Derivate

Die Reinheit aller Ausgangsstoffe und der bromierten Produkte wurde
mittels Papierchromatographie kontrolliert. Es wurde auf dem Papier
Whatman 1 bei 20 £ 2°C gearbeitet. Als Proben wurden gewdhnlich 5 ug
Farbstoff (als 0,1proz. Losung in 96proz. Athanol oder Pyridin) aufgetragen.
Die Detektion wurde im UV-Licht kontrolliert. Als Laufmittel wurden
Butanol—Pyridin—Wasser = 5:3:3 (System 1) und Butanol-—Eisessig—
Wasser = 4:1:5 (System 2) verwendet.

Die Dauer der Entwicklung in beiden Systemen betrug 16 Stdn. Stets
wurde Thionin oder Resazurin als Standard mitchromatographiert und die
gelundenen Rp-Werte entsprechend korrigiert (Tab. 1).

Bromierungsprodukte der Thiazine

Thionin

0,26 g Thionin-chlorhydrat (Geigy) wird in der gerade notwendigen Menge
von 96proz. siedenden Athanols aufgelést. Der auf Zimmertemp. abgekiihlten
Lésung wird langsam unter stéindigem Rithren eine Losung von 0,7 ¢ Brom
in 250 ml destill. Wasser zugegeben. Nach 3stdg. Stehen wird der ausgeschie-
dene dunkelblaue Niederschlag filtriert, mit destill. Wasser und dann mit
20proz. Athanol durchgewaschen. Das nicht einheitliche Rohprodukt wurde
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mittels siedendem 10proz. Athanol extrahiert; es entstand eine intensiv
blaue Losung, welche mittels 10proz. NH; auf pH = 8—8,5 gebracht wurde.
Nach etwa 2 Stdn. schied sich ein rotbrauner Niederschlag ab, welcher filtriert,
mit Wasser und Athanol gewaschen und an der Luft getrocknet wurde.
C12H;BraN3OS (560,78). Ber. N 7,49, S 5,71, Br 57,02.
Gef. N 7,89, S 5,60, Br 57,92,

Tabelle 1. Rrp-Werte

Verbindung System I System IT
Thionin .......c.c.cvven.. 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 léslich, teilweise
16slich in Aceton (rot) und Methanol (blau); unldslich in Benzol, Toluol,
Butanol, Dioxan, Athylacetat und Tetrachlorkohlenstoff. Es handelt sich
um 2,4,6,8-Tetrabrom-3,7-diamino-phenthiazoniumhydroxyd.

Methylenblaw
0,38 g Methylenblau-chlorhydrat (Lachema) wurde bei 65°C in 150 ml
96proz. Athanol aufgeldst. Nach Abkihlung auf 20° C wurde unter sténdigem
Rithren nach upd nach eine Losung von 0,8 g Brom in 250 ml destill. HsO
zugegeben. Am Ende der Reaktion begann sich ein rotvioletter Stoff auszu-
scheiden, 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. Durch Trocknung an der Luft, schon bei normaler
Temp., verinderte sich die Farbe in dunkelbraun, bei einem wechselndem
Wassergehalt. Darum wurde das Salz zur Analyse im Thermostaten bei
105° C getrocknet.
C1eH14BraN3S - Br (6879,7). Ber. N 6,18, 84,71, Br 58,79.
Gef. N 6,16, S 5,13, Br 58,41,

Das Bromid ist in Anilin gut 16slich, schwerer in Methanol, Butanol und
Nitrobenzol. Unléslich ist es in Benzol, Toluol, Aceton und Dioxan. Es han-
delt sich um 2,4,6,8-Tetrabrom-3,7-tetramethyldiamino-phenthiazonium-
bromid.

Methylengriin
0,23 g Methylengrin-bromhydrat (Lachema) wurde in 180 ml 96proz.
Athanol geldst und unter intensivem Riihren eine Lésung von 0,6 g Brom
in 200 ml destill. H20 hinzugefiigt. Es entstand eine kleine Menge violetter
Schuppen. Nach 2stdg. Stehen wurde die Losung mit 5proz. NHs auf pH =
= 17,5—8 eingestellt, wodurch eine rotbraune Ldosung entstand, welche mittels
Athylacetat ausgeschiittelt wurde. Der Extrakt wurde eingeengt, das Produkt
einigemal aus Athylacetat umkristallisiert und an der Luft getrocknet.
C16H16BraN4Os8 (504,0). Ber. N 11,12, 8 6,36, Br 31,71.
Gef. N 11,72, S 6,23, Br 32,35.
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Das 6,8-Dibrom-4-nitro-3,7-tetramethyldiamino-phenthiazoniumhydroxyd
ist gut 18slich in Anilin (braun), in Aceton (rot), in Dioxan {rot) und in Toluo!
(rotbraun); teilweise loslich in Nitrobenzol {(braun), in Methanol (violettbian)
und in Butanol (rot).

Potentiometrische Bestimmung von Thionin und seiner Derivate

Die Titrationen wurden derart vorgenommen, daf zur abgemessenen
9,001 m-Loésung des zu untersuchenden Stoffes in 96proz. Athanol das gleiche
Volumen an destill. H20 zugefiigh wurde sowie unter gritndlichem Rihren
in Portionen frisch bereitetes Bromwasser. Bei Methylenblau ist es win-
schenswert, bei 20° C zu arbeiten. Bei hoheren Temperaturen ergeben sich
keine reproduzierbaren Werte. Die Potentialeingtellung dauerte ca. 3 Min. Bei
der Titration von Thionin ist die Tangentenneigung im Aquivalenzpunkte
246 mV/m}, der Aguivalenzpunkt 640 mV und der pH-Wert im Aquivalenz-
punkte 2,4; bei Methylenblau lauten die entsprechenden Werte 624 mV/ml,
558 mV und 2,3; bei Methylengrin 383 mV/ml, 612 mV und 2,5; bei Azur A
349 mV/ml, 568 mV und 2,6.

1ml 0,01 n-Bromwasser entspricht 0,2838 mg Thionin, 0,7115 mg Me-
thylenblau, 0,8244 mg Methylengriin und 0,6814 mg Azur A.

Die Bestimmung der cben angefithrten Verbindungen mittels Bromwasser
18t neben aromatischen Aminen, Phenolen und Phenoxazonen, welche auch
bromierbar sind, nicht durchfithrbar.

Eine Ubersicht der Ergebnisse ist in der Tab. 2 angefiihrt.

Tabelle 2
Verbindung Gergne;)en Geftx:lngdsn e Fehler %
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
Methylengrin ..... 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 ... ... .. ... 1,360 1,328 — 0,032 — 2,64
2,721 2,684 — 0,037 — 1,35
4,081 4,192 0,111 2,72

Ich danke Herrn Ing. Z. Strdnsky fiir die Ausarbeitung des chromato-
graphischen Teiles meiner Arbeit,



