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In  dieser Arbeit wurden SchluBfolgerungen fiber den simul- 
tanen Verlauf der beiden l~eduktionsphasen yon l~esazurin fiber- 
prfift. 

Welters wurden Bedingungen ffir die quanti tat ive titano- 
metrische Bestimmung yon Resazurin und seiner Derivate ermit- 
felt. 

The conclusions about the simultaneous course of reduction 
of Resazurin to l%esorufin and Resorufin to Dihidroresorufin 
were verified in this work. 

The conditions for the quanti tat ive titanometric determination 
of Resazurin and its derivatives were found. 

I n  einer vorangegangenen Arbei t  I h~ben wir uns  mit  der Reduk t ion  
yon  l~esorufin [7-Hydroxyphenoxazon-(3)]  (1) befaBt und  die Basis zum 
Studi~m der l~eduktion seines N-Oxides ( R e s a z u r i n =  7-Hydroxy- 
phenoxazon-(3)-10-oxid, 2) und  seiner Derivate,  wie Methyls 

r in  (3) und  o-Aeetylresaznrin (4) gesehaffen. 
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J .  A d d m e k  und J.  Andree,  Mikrochim. Acta [Wien], 1 E.  RuniC]ca, 
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In den bisherigen Arbeiten, welehe diese Problematik betreffen, werden 
zwei fundamentMe Phasen der Reduktion erwghnt 2, wobei die zweite 
Phase (GI. 2) unter bestimmten Verhgltnissen zweistufig fiber das blaue 
intermedigre Stadium des Semiehinons 5 vor sieh geht. Dieses wird weiter 
zur Leukoform Dihydroresornfin (6) reduziert (G1. 3, 4). Dieser Vorgang 
ist vollkommen reversibel. 

Die erste Phase stellt einen irreversiblen Vorgang vor, AbspMtung des 
Sauersgoffatoms, das semipolar an das Stiekstoffatom gebunden ist. 
Eine Arbeit von Twiyg 2 befal3te sieh mit der potentiometrisehen Er- 
forsehung der gesaznrinreduktion bei pH 6--7;  er arbeitete aueh Metho- 
den znr Bestimmung von gesazurin neben Resorufin aus. Seine Fest- 
stellung, dab die zweite Phase der Reduktion simultan mit der ersten vor 
sich geht, ist sehr wiehtig; er weist naehdriicklieh darauf hin, daft seine 
Folgerungen zumindest im erwghnten pI-I-Bereich gtiltig sind. 

In  der vorliegenden Arbeit haben wit" Twiggs Folgerungen tiber die 
beiden simultan vor sieh gehenden Phasen bestgtigt nnd auI extrem saute 
L6sungen bis in das negative pI-I-Gebiet erweitert. Weiter waren wir be- 
strebt, die Bedingungen zur quantitativen titanometrischen Bestimmung 
yon gesazurin und dessen Derivaten zu linden. 

V e r w e n d e t e  R e a g e n t i e n  und  A p p a r a t u r e n  

Zur l~eduktion wurde 0,01 n-TiC13 in Chlorwasserstoffsgure mit der End- 
konzentration n/1 verwendet, die in automatisehen Btiretten for Titration in 

2 R. S. Twigg, Nature [London] 155, 401 (1945). 
1 0 0 "  
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einer inerten Atmosphere unter Verwendung yon Wasserstoff aufbewahrt  und 
potentiometriseh gegen 0,01n-(NH4)Fe(SO4)2' 12t t204,  5 gestellt wurde 3. 
Bei potentiometrisehen Messungen wurde eine blanke Plat inelektrode und 
eine ges~ttigte Kalomelelektrode verwendet. Die Potentialdifferenz wurde 
mit  dem Kompensationsger~t  Ionoskop gemessen; die Temp. lag bei alien 
Messungen bei 24 ~ 1 ~ C. 

Zum Ansiiuern ha t  man konz. tIC1 verwendet,  die Titrat ion ist nach aus- 
reichendem Durchleiten yon CO2 im Dunkeln durehgeffihrt worden. Alle 
Reagentien waren p. a.-QuaIit/it (Firma Lachema n. p. [VEB]). Die Reinheit  
der Farbstoffe  wurde chromatographisch (Silikagel bzw. Papierehromato- 
graphie) geprfift % 

Titrationsvorgang 

Fflr die Titration hat man 50 oder I00 rnl 10-4m-LSsungen in 96proz. 
Alkoho], bei der Titration des Natriumsalzes des ]~esazurins 25 ml I0-3~-L6 - 
sung verwendet. Nur ftir eine MeI~reihe hat man Resazurin-Natriumsalz in 
H20 gel6st. 

Vor der Titration wurde die n6tige Menge Salzs~Lure zugesetzt. I)urch den 
Inhalt des Kolbens lieg man 5 Min. reines CO 2 sprudeln; w~hrend der Titration 
wurde Inagnetiseh gemiseht. 

Die spektrometrisehen IYiessungen wurden mit dem Beekman-DU (nur im 
Bereich yon 320 bis 700 nm) gemessen. 

Die Potentiale wurden naeh der Zugabe des Titrationsreagens in gleiehen 
Zeitabst~nden abgelesen. 

Um die Farbumsehl~ge in den verdunkelten Kolben beobaehten zu k6nnen, 
wurde die Zufuhr yon CO2 unterbroehen, dureh Pressen und wiederholtes 
Loslassen eines Gummischlauehes ein wenig LSsung in die gl~serne Gasleitung 
bis fiber das Niveau des verdunkelten Kolbens angesaugt, wieder Gas einge- 
leitet und dadurch der angesaugte Teil der L6sung in die titrierte L6sung zu- 
rfiekgetrieben. 

P o t e n t i o m e t r i s c h e  B e s t i m m u n g  y o n  l ~ e s a z u r i n  m i t  TIC13 

Aus den Gleichungen (1)--(4)  geht  hervor ,  dab  die vollst/~ndige I%eduk- 
t ion  mi t  dem Aus tausch  yon  4 E lek t ronen  ve rbunden  is~. 

1 ml 0,01n-TiCla en t spr ich t :  0,6295 mg 2 
oder  0,6075 mg 3 
oder  0,6780 mg 4 

Die Pr/~parate $ und  4 wurden  yon  Mi ta rbe i t e rn  unseres In s t i t u t s  
be re i t e t  6. Das  P r ~ p a r a t  2 war  ein Erzeugnis  der  F i r m a  L a c he ma  n. p. 
(VEB), ch romatograph i sch  vo l lkommen  re in;  anfangs wurde  ein Na-  
l%esazurinsa]z verwendet ,  das  e twa 22% Na2C03 enthiel t .  

a R.  Flatt  und F .  Sommer, Helv. Chim. Acta 25, 684 (1942). 
W. M .  Thornot und A.  E.  Wood, Ind.  Engng. Chem. 19, 150 (1927). 
E. Zint l  und A.  Ranch, Z. Anorg. Chem. 146, 281 (1925). 

6 E. Ru~iSka und J.  Jw~ina, Mh. Chem. 97, 130 (1966). 
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Eine Znsammenfassung yon Titrationsresultaten und den Bedingungen, 
welehe eingehMten wurden, gibt Tab. 1. 

Tabelle 1 

Vers.-No. Norm. Einwaage, gefunden, Fehler Amnerkung 
und tier tICI mg rag % 

Substanz 

1. 3 0,25 2,43 2,21 - -  9,0 

2. 3 0,25 2,43 2,11 
3. 3 0,25 2,4~3 1,22 

4. 3 0,1 2,43 2,44 

--- 13,2 
- -  49,7 

- -  0,33 

5. 3 0,1 2,43 2,43 0,00 
6. 3 0,25 2,43 2,40 --- 1,23 
7. 3 0,5 1,216 1,192 - -  1,97 dto. 
8. 4 0,1 1,356 1,346 - -  0,74 dto. 
9. 4 0,1 2,712 2,70 .... 0,44 dto. 

Bereitet und momentan bei Tageslieht 
bearbeitet 

Bearbeitet naeh 30 Min. im Lieh~ 
Die LSsung stand den ganzen Tag ohne 

Ans/iuerung im Lieht 
Bereitung und Verarbei~ung bei Dunkel- 

heig 
dto. 

D u r c h f i i h r u n g  de r  s p e k t r o p h o t o m e t r i s e h e n  M e s s u n g e n  

Die spektrophotometrischen Messungen betrafen die L6sungen yon 
10-4m-Resazurin (2) und Methyl/itherresazurin (3); zmn Vergleich sind 
aueh L6sungen yon Resorufin (ira Siehtbaren) gemessen worden. 

Ein besonderer Vorgang mul3te bei Messungen yon Zwisehenprodukten 
der Resazurinreduktion und Resorufinreduktion eingehalten werden, da 
diese schon bei den normalen Mel~bedingungen zu leicht mit  Luf~sauer- 
stoff rea.gierten s. Um festzustellen, in welehem AusmM~ die einzelnen 
Zwisehenprodukte in versehiedenen Stadien der Reduktion vorhanden 
sind (deren Koexistenz dtlreh die Simultaneit/~t der Vorg//nge ermSglieht 
wird), haben wir einerseits den Gesamtverbraueh an TiCI3 (ftir die voll- 
stgndige Reduktion des Resazurin) zur Leukoform (Dihydroresorufin, 6) 
festgestellt, zu anderen Proben nur einen gewissen Tell Titrationsreagens 
zugefiigt, um ein bestimmtes geduktionsstadium zu erreiehen; die iibrigen 
Titrationsbedingungen wurden unver~;ndert beibehMten. Aus diesen LS- 
sungen hat man mit  Hilfe einer mit  C02-Gas gefiillten Pipette eine Probe 
abgemessen und in eine dutch C02 luftfrei gemaehten Kiivette, die dureh 
einen Gummiversehlug versehlossen ~urde, gebraeht. 

In  ghnlieher Weise hat  man dann l~esorufin (1) bearbeitet, welches 
vergleiehbare Spektren lieferte (Abb. 2). 

Denselben Vorgang hat  'man bei der Ermit t lung yon Abhgngigkeit 
der simultan verlaufenden l~eduktion yon der Konzentrat ion der S/~ure, 
die man im voraus in die/4i ivet te  gegeben ha, t, angewandt. 

s E . R u ~ i S k a ,  Chem. listy 51, 1814 (1956). 
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g e s u l t a t e  u n d  . D i s k u s s i o n  

Die auifallends~e Erscheinung bei der Titration yon I~esazurin (2) ist 
der anom~le Verlauf der Titr~tionskurven (Abb. 3). Die ersten Stadien der 
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Abb. 1. 8pektrum der Reduktionszwischenstufen yon ttesazcrin (2) im visuellea Bereich. 25 mi 
10-~m-LSstmg, Aciclit~,t eingesteilt ~uf 2n-HCL Titration rnit 0,01n-TiCia 

Kurve (a) 8pektrum der tot, aI o~:ydier?~en Form 
Kurve (b) 8pektrum nach �88 Reduktion 
Kttrve (c) . . . .  8pektrum n a c h � 8 9  Reduktion 
Kurve (d) . . . . . . . . . .  Spektrum n a c h � 9 0  Reduktion 

Reduktion verl~ufen bei fast konst~ntem Potential, so dal] sich auf der 
Titrationskurve ein waagrechtes Plateau bildet. Auf s Erscheinung 
macht  Cihalik ~ bei der potentiometrischen Titration yon C10a-, BrOa- und 
JOa-  mit  Titaniumchlorid aufmerksam. Bei der potentiometrischen Ti- 
tration yon Sb III mit  CrSO4 stellt er zusammenfassend lest, d~f~ man 
immer dann diese Erseheinung wahrnimmt,  wenn as zur Bildung yon 
nichtionogenen Formen kommt.  

J.  ~ihal4s Pobentiometrie, ~raha (1961), S. 566, 589. 
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Bei der Ti t ra t ion  yon Resazur in  (2) nehmen  wir an, dag der horizontale 

Teil der Kurve  der irreversiblen Phase der Reduk t ion  en~spriehb, wo es zuc 

Abspal tung des N--Oxid-Sauers tof fs  nach G1. (1) kommt.  Die bisherigen 

Arbei ten  n a h m e n  eine mehr oder weniger sofortige Abspa l tung  yon  Sauer- 

Entspricr162 v~g~v~~l ~O im IAe#ium //$'l, 
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Abb. 2. Spektrum der l~edt~tio~zwischenstufen yon Resorufin (1) im visuellen Bereich. 25 ml 
10-4m-L6sung. AciditS~t korrigiert auf 2n-tiC1 

Kurve (a) . . . . . . . . .  Spektrum der total oxydierten Form 
Kin're (b) . . . .  Spektrum nach�89 IIeduk~ion 

stoff aus I~esazurin beim Ans//uern an un te r  Bi ldung yon Resofurin 10,11, 12 

Folgende Tatsachen seien aber dieser Sehlul~folgerung gegenfibergest.ellt : 
Sollte sick der Sauerstoff soforg naeh dem Ans/iuern abspalten,  k6nn te  m a n  
n u t  d a n n  bei mehreren Proben  die gleiehen Tigrationsresultate erreichen, 
wenn der freigewordene Sauerstoff quan t i t a t i v  in  der Probe bleiben wiirde, 

lo p .  Weselsky,  Ann .  Chem. 102, 273 (1872). 
11 G. Heller, W. Dietrich und R.  Reichardt,  J. pra.kt. Chem. 139 (1928). 118, 
12 R.  N ie t z sk i ,  A .  Dietze und H. Mdckler ,  Ber. dtsch, chem. Ges. 22, 3023 

(1889). 
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oder wenn man ihn quantitativ aus der Probe entfernte. Wh' versuehten, 
den gegf. freigemachten Sauerstoff qnantitativ oder teilweise zn verdr~ngen, 
indem wit die anges/~uerte L6sung in einem luftleeren Exsiecator aufbe- 
wahrten; nach ca. 12stdg. Stehen (im Dunkeln) wurden die gleichen 
Titra, tionsresultate festgestellt wie bei einer momentan titrierten Probe. 
Auch der Versueh, den freigemaehten Sauerstoff dureh Durohleiten yon 
C02 auszutreiben, hut nicht zur Verminderung des Verbrauches bei der 
Titration gefiihrt, ebensowenig halbstiindiges Sieden der mit HC1 ange- 
ss t~esaznrinl6snng (im Dunkeln). 

Erst 5stdg. Koehen der anges~nerten L6sung yon I~esazurin- 
Natriumsalz (ira Dunkeln) ftihrte zur Abspaltung yon N-Oxid-Sauerstoff 
(bis zu 25~ Abspaltung yon Sauerstoff und damit auch die Zersetzung 
yon Resazurinderivaten wird yon einem Farbumsehlag begleitet (beim 
Methylgtherresazurin (3) yon orangerot auf orangegelb, was aueh visnell 
zu beobachten ist. Dagegen weist das Spektrum einer alkoholischen L6sung 
yon Methyl/~therresazurin (3) nach lstdg. Kochen im Dunkeln keinen 
Unterschied gegeniiber dem der urspriingliehen Probe auf. 

Man mug hervorheben, dab das Liekt auf die Abspaltnng von Sauer- 
stoff ans dem Resaznrin einen grol]en Einflng ausiibt, was sich besonders 
bei substituierten Derivaten (3), Tab. l, Fall 1--3, zeigte. Deshalb haben 
wir meistens unter Liehtabschlnl3 gearbeitet. Der Liehteinflul~ auf den 
t~ednktionsvorgang wird gegenwgrtig eingehend yore Mitarbeiter-Kollek- 
tiv nnseres Institnts studiert. 

Auf Grund dieser Tatsaehen kann man sagen, dag die spontane Ab- 
spaltnng yon N-oxidisehem Sauerstoff nach dem Ans/iuern sehr langsam 
tortsehreitet. Dies macht es m6glieh, bei Erfiillnng der vorgeschriebenen 
]~edingnngen Resazurin und seine Derivate qnantitativ titanometriseh 
zu bestimmen, wahrseheinlieh aneh andere M-Oxide, wie wir z .B.  am 
N-Oxid des Benzo[a]phenoxazons nachgewiesen haben is. 

Auf Grund nnserer Befunde nehmen wir an, dug es znr Abspaltnng von 
N-Oxid-Sauerstoff erst w/~hrend der Titration kommt. 

Wie wir sehon angefiihrt haben, ist es m6g]ich, die Vorg/~nge in dem 
System durch die Gleichungen (1)--(4) anszudriieken, wobei Simul- 
taneitgt des Geschehens in :Betraeht gezogen wird. 

Diese Reaktion ist irreversibel. In schwach sauren LSsungen (0,1n- 
HC1) gibt es keine zweckm/~l~igen Bedingungen weder Iiir Semichinon (5) 
naeh G1. (3), noch kann Reaktion nach G1. (4 0 eintreten. Bis zum Stadium 
der Halbreduktion verl/~nft die Reaktion meistens naeh G1. (1). Mit dieser 
l~eaktion parallel, jedoch in geringem AusmaB, verlgnft die Reaktion 
naeh GI. (2), weil der erste Potentialsprnng den Pnnkt  der HMbreduktion 
iibertrifft. 

13 E .  R u ~ i S k a ,  nicht publiziert. 
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Die F~.rbung der his zur H//lfte reduzierten Probe ist orangegelb. Diese 
Farbe ist den Resorufinderiwten in sauerem Medium eigen. Von der Ab- 
wesenheit (oder yon einer be]anglosen Menge) des Semiehinons zeugt auch 
die oben angeftihrte Verf/irbung, da die Anwesenheit yon Semiehinon a, ls 
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Abb.  3. Po ten t iomet r i sche  K u r v e n  von  l~esazurin (2) und lt~esoruf~n (1); 50 ml 10 4m-L6sung. 
Acidi t~ t  der LSsung  korr ig ier t  au f  3n-ttC]. T i t r ie r t  m i t  0,01n-TiCl~ 

K u r v e  (a) :Resazurin 
K u r v e  (b) Resoruf in  

RadikM mit ~ngepaarten Elektronen den Anlal~ zu einer intensiv blauen 
F//rb~ng gibt. 

Der Reaktionsverl~uf vom Stadium der IIalbreduktion bis zum Ende 
der Reduktion wird dureh die G1. (2) und dureh die zweite H/ilfte der 
Kurve  a (Abb. 3) ausgedriiekt. 

Bei st, eigender Konzentrat ion der S//ure kommt  die ge~ktion (3) zur 
Gelt~ng ~nf Kosten der Reaktion (1). Resazurin (2) als solehes h/~lt sieh 
geraume Zeit in der Misehung, demzufolge wird der Potentialsprung 
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weiter, hinter die Halbreduktion, versehoben; ~us diesem Grnnde ist das 
Plateau ~nf der Knrve 1/~nger (Abb. 4, Kurve b, c). 

Dies haben wit  in 0,05n-, 3n- nnd 6n-HC1 gepriift. In den letzten zwei 
F/~llen war die F/~rbnng im Stadium der Halbreduktion violett-blau gewesen, 
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Y. Re#ukt ien 

was bereits auf Semiehinon hinweist. Beim ersten Potentialsprung, welcher 
in 3n-, noeh mehr in 6n-He]  welter hinter die Halbreduktion riiekte, 
war die F~rbung sehon rein blau. Wie wir in unserer vorangegangenen 
Arbeit festgestellt h~ben 1, wird mit steigender Acidit~t der Ablauf der 
Reaktion (4) gehemmt; Semiehinon wird wahrseheinlieh stabitisiert und 

A b b .  4. P o t e n t i o m e t r i s c h e  ~ e d u k t i o n s k u ~ v e n  y o n  I~esazuriu bei  verschiedener  K o n z e n t r a t i o n  aa  
H e l .  50 ml  10-4 wi~l~r. LSsung .  D u r c h  Zugabe  der be t . / r  y o n  konz. tfCI wurde  die Ac id i tg t  

der L 6 s u n g  korrigiert.  Titriert  m i t  0,01n-TiCla 
K u r v e  (a) in 0,1n-ItCl 
K u r v e  (b) in 3n-:ETC1 
Kurve  (c) in 6n-He1 
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aul]erdem wird die Rednktionsfghigkeit yon TiCla mit steigender Acidit/it 
herabgesetzt. Die L6sung wird aueh dureh lJbersehul~ yon Titrations- 
reagens nicht v611ig entfgrbt. 

Zn den erw/ihnten Schlulafolgernngen sind wit auf Grnnd yon spektro- 
photometrisohen Messnngen in verschiedenen Rednktionsstadien gelangt, 
we ~xls der Existenz der Maxima und ihren H6hen zu ersehen ist, welche 
l:~eaktionsprodnk~e und in welchen beil/*ufigen ~engen sie vertreten sind 
(Abb. 1, 2). 

Eine gena.ne quantitative Answertung der Spektrert konnte nicht vor- 
genommen werden, weft es nieht gelungen ist - -  trotz der angewandten 
M a l 3 n a h m e n -  die Zwisehenprodukte im urspriingliehem Stadium 
wghrend der Messnngen zu stabilisieren. 

Trotzdem haben uns diese Resultate gezeigt, wie die yon Twigg ~ be- 
schriebene Simultaneitgt der V0rg/tnge durch Variation der Konzentration 
aus Sgure beeinflnBt wird nnd welche Zwischenprodukte in den verschie- 
denen I~ednktionsstadien anzutreffen sind. 

Die gewonnenen Erkenntnisse sind auch ftir die quantitative titano- 
metrische Bestimmung yon Methylgtherresazurin (3) und o-Acetyl- 
resazurin (4) beniitzt worden. 

Die Resultate ~rurden in Tab. 1 (S. 1561.) zusammengefaBt. 


