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H. Auterhoff und H. Hamacher¥)

Die Farbreaktionen des Eserins
Aus dem Pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen

(Eingegangen am 11. April 1967)

Es wurden die in Pharmakopden benutzten Identititsreaktionen firr Eserin

untersucht. Dag mit Alkali entstehende Rubreserin wurde zur zusétzlichen

Charakterisierung mit o-Phenylendiamin zum entsprechenden Phenazin um-
gesetzt.

Bei der Eserinblau-Reaktion entstehen mindestens 12 verschiedene Sub-

stanzen. Die blaugefirbte Komponente (,.Eserinblau‘) wurde auf chro-

matographischem Wege in 15proz. Ausbeute rein dargestellt und als sauerstoff-

haltiges Phenoxazonderivat identifiziert. Die theoretisch denkbare Chinon-
anilform konnte ausgeschlossen werden.

Weiter isoliert wurde eine dem Eserinblau sehr dhnliche violette Substanz,
der ,,Violettstoff a‘‘. Auch diesem kommt Phenoxazonstruktur zu.
Alg ein Endprodukt der ammoniakalischen Zersetzung des Eserins wurde
der ,,Gelbstoff a* erkannt; er wurde als Phenazinderivat identifiziert.

Das Alkaloid Eserin ist durch auffillige Farbreaktionen gekennzeichnet. So wird
es in den offizinellen Arzneibiichern meist durch eine Rotfirbung mit Alkali
(,,Rubreserin-Reaktion‘) und eine Blauférbung bei der Behandlung mit Ammoniak
(,,Eserinblau-Reaktion®) charakterisiert; die Chemie dieser Umsetzungen ist aber

DC des ,,Eserinblau-Gemisches* .
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nur unvollstindig bekannt. Bereits orientierende Vorversuche zeigten, dal die
Reaktionen komplizierter verlaufen als allgemein bisher angenommen wurde.
Dampft man — wie dies Petif erstmals beschrieben hat!) — Eserin mit Ammoniak
zur Trockne ein und chromatographiert an einer Kieselgel-Schicht, so treten 12
Flecke auf, wobei das eigentliche ,,HEserinblau‘ noch am Start verbleibt (Abb. 1).
Wir beschrinken uns hier auf die Untersuchung der vier in grofierer Menge ent-
stehenden Substanzen: Rubreserin, Eserinblau, ,,Violettstoff a‘° und ,,Gelbstoff a“.
,, Violettstoff a‘ und ,,Gelbstoff a‘ sind bisher noch nicht beschrieben worden.

Rubreserin

Rubreserin ist die am hiufigsten beschriebene farbige Substanz dieser Reihe. Sie
entsteht neben anderen Substanzen bei der Einwirkung von Alkali auf Eserin.
Reines Rubreserin erhdlt man nur, wenn man Konzentrationen, pH-Werte und
Zeitfaktoren giinstig wihlt. Ein geeignetes Verfahren ist im experimentellen Teil
beschrieben. Die Umkristallisation — geeignet ist chloroformhaltiger Ather — ist
nur mit groBen Verlusten mdglich.

Die Konstitutionsklirung des Rubresering ist insbesondere auf Ellis2) zuriick-
zufithren, Er verglich das UV-Absorptionsspektrum des Rubreserins mit dem des
Adrenochroms und formulierte es als Orthochinon:

H;CHN-COO. C | 40,0, OjC [ oj : CI s
-co, ° @D
o NN 00" SN

- H,NCH, ) )
CHS CH3 -H,0 CH3 CH3 CH; CH,

Eserin Rubreserin

Coyne und Patterson®) gaben Rubreserin auf Grund des IR-Spektrums die
Zwitterionenformel, die der Adrenochromformel von Harley-Mason®) entspricht.
Adrenochrom gibt mit Carbonylreagenzien nur Monokondensationsprodukte und
reagiert mit o-Phenylendiamin nicht?). Im Rubreserin liegt das Gleichgewicht
zwischen Orthochinon- und Zwitterionen-Struktur offensichtlich stérker als im
Adrenochrom auf der Seite des Orthochinons, denn bei der Umsetzung des Rubre-
serins mit o-Phenylendiamin konnten wir ein Kondensationsprodukt isolieren, dem
auf Grund der Elementaranalyse, des Molekulargewichtes, der UV-und IR-Spektren
die Struktur des Phenazins I zukommt. Tist eine gelbe Substanz, die insbesondere
im UV-Licht eine griine Fluoreszenz zeigt. Saure willrige Lésungen sind rot gefarbt,
beim Alkalisieren schligt die Farbe nach Gelborange um (Abb. 2).

1) M. A. Petit, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. Cr. 62, 569 (1871).

2y 8. Ellis, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 79, 295, 309, 364 (1943).

3}y W. E. Coyne und G. R. Patterson, Canad. pharmac. J., Sci. Sec. 94, 45 (1961).
4) J. Harley-Mason, Experientia (Basel) 4, 307 (1948).
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Das IR-Spektrum von I zeigt im Gegensatz zu dem des Rubreserins eine aus-
geprigte C=N-Bande bei 1640 cm™!, wihrend die 1679 cm~1-CO-Bande des Rubzr-
eserins bei I fehlt; auch zeigt I keine Banden bei 3400 cm~ (NH bzw. OH) (Abb. 3).
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Abb. 3. TR-Spektrum des Rubreserin-phenazins

Eserinblau

Wird Eserin oder auch Rubreserin mit Ammoniaklésung zur Trockne einge-
dampft, so entsteht ein Substanzengemisch, dessen DC in Abb. 1 schematisch
dargestellt ist. Die Zusammensetzung des Gemisches ist nicht wesentlich anders,
wenn man nach Salway®) eine alkoholische Eserinlosung mit Bariumhydroxidlosung
unter Luftzutritt behandelt. Auch eigene Versuche, die Bildung der blauen Sub-

5y 4. H. Salway, J. chem. Soc. (London) 107, 978 (1912),
* G4*



852 Auterhoff und Hamacher gﬁgt;ga(;?g

stanz im Gemisch auf Kosten der Begleitsubstanzen zu fordern, waren erfolglos.
Daher versuchten wir, das eigentliche Eserinblau auf siulenchromatographischem
Wege zu reinigen, und fanden, dal neutrales Aluminiumoxid das geeignetste Ad-
sorbens war. Mit Chloroform wurden die meisten Begleitsubstanzen eluiert, Eserin-
blau konnte dann mit Methanol abgelost werden. Die Ausbeute an de fast einheit-
lichem Produkt betrug etwa 159, des eingesetzten Rubreserins oder Hserinols.

Eserinblau ist ein blaues, amorphes Pulver, das bis 350° nicht schmilzt, sich in
Athanol, Chloroform oder Wasser mit blauer Farbe lost, nicht aber in Ather und
Benzol. In saurer Losung ist Eserinblau recht stabil. Ein aus salzsaurer dthanolischer
Losung mit Ather ausgefilltes Hydrochlorid hatte jedoch keinen héheren Reinheits-
grad als die Base. Osmometrisch durchgefiihrte Molekulargewichtsbestimmungen
ergaben den Wert von 450. Damit war die von Pavelini®) an weniger reinen Eserin-
blaupriparaten aufgestellte Strukturformel als Phenoxazinderivat wahrscheinlich.
Da aber im Eserinblau auch nach dem Trocknen bei 56° iber P,0; i. Vak. bei
Zerewitinoff-Bestimmungen aktiver Wasserstoff nachgewiesen wurde und da
durch Reduktionsmittel entfirbtes Hserinblau mit Eisen(III)-chlorid eine Rot-
farbung gibt, die auf Phenole hindeutet, muBl ein sauerstoffreicheres Molekiil als
dies Pawolint angegeben hat diskutiert und auch der ringgeschlossenen Phen-
oxazinstruktur das ringoffene Chinonanil gegeniibergestellt werden. Die Ver-
kniipfung beider Eserinmolekiile iiber N vom C-5 zum C-5 kann der Struktur des
Rubreserins wegen als gesichert gelten; an Stelle der O-Verkniipfung im Phenoxazin
vom C-6 zum C-6 knnte auch eine Verkniipfung vom C-6 nach C-4 eingetreten sein.

o CH, CHg
PO we b@( m
O
i !
CH3; CHj
-2 H,0
+Hz CH3
rﬁ:t g g
H;
Eserlnblau(—Phenoxazm) Chinonanil

Eserinblau ist in mineralsaurer Lésung stabil, was fiir die Phenoxazinstrulktur
spricht, denn Chinonanile sind gegen Séuren labil. Dies haben Piloty”) am Murexid,

) T. Pavolini, F. Gambarin und A. 8. Godenigo, Gazz. chim. ital. 81, 527 (1951).
7) O. Piloty, Liebigs Ann. Chem. 333, 32 (1904).
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Butenandi, Keck und Neubert?) an Ommochromfarbstoffen, Auterhoff und Kinsky?®)
an Azomethinderivaten von Hydroxyanthronen und Horner und Sturm10) an Anilin-
farbstoffen gezeigt.

Im allgemeinen gestatten Elektronenspektren die Entscheidung zwischen Phen-
oxazin- und Chinonanilstruktur, denn Phenoxazine, die im UV-Bereich lingerwellig
absorbieren, kénnen u. U. hydrolytisch durch Alkali zu Chinonanilen gespalten
werden, deren Absorptionsmaxima um etwa 70 nm kiirzerwellig liegen®) 11). Kompli-
zierter wird das Bild, wenn es sich um aminosubstituierte Phenoxazine handelt;
eine eindeutige Entscheidung ist hier nach den vorliegenden Beispielen nicht
moglich*).

Fiir die Phenoxazonstruktur des Eserinblau spricht auch das IR-Spektrum mit
einer ausgepriigten aromatischen Atherbande bei 1287 em™1 (Abb. 4) *¥).
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Abb. 4. TR-Spektrum von Eserinblau

,,Violettstoff a‘‘ und ,,Gelbstoff a**

Bei der Gewinnung von Eserinblau ans Rubreserin wurde durch Sidulenchromato-
graphie an Aluminiumoxid mit Chloroform ein Vorlauf gewonnen, der hauptséchlich
eine violette und eine gelbe Substanz enthielt. Die Fraktion entsprach etwa 60%,
des eingesetzten Rubreserins. Das Gemisch wurde durch préparative Schicht-
chromatographie an Kieselgel G mit Aceton-Didthylamin als FlieBmittel in 9 Zonen
zerlegt. Die am stérksten rotviolett gefirbte Zone wurde abgehoben und mit Metha-

*) Eine ausfiihrliche Zusammenstellung interessierender Elektronenspektren findet sich in der
Dissertation H. Hamacher, Tiitbingen 1987.

**) Neuerdings geben H. Musso, K. Spauke und K. B. Walter die Lage der Phenoxazondther-
bande mit 1169 em ™! an [Chem. Ber. 100, 1436 (1967)]. Eine Bande des Eserinblaus liegt
bei 1150 em ™2,

8) A. Butenandt, J. Keck und G. Neubert, Liebigs Ann. Chem. 602, 61 (1957).

9) H. Auterhoff und G. Kinsky, Arch. Pharmaz. 292, 621 (1959).

10) L. Horner und K. Sturm, Chem. Ber. 88, 329 (1955).

11y H. Musso und H. Q. Matthies, Chem. Ber. 90, 1814 (1957).
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nol extrahiert. Man erhielt ein amorphes, hygroskopisches, violettgefédrbtes Pulver
(,,Violettstoff a*“), das fast in allen Eigenschaften dem Eserinblan entsprach und
sich nur im Rf-Wert und im sichtbaren Teil des Elektronenspektrums deutlich von
diesem unterschied. So bleibt bei der DC an Kieselgel G Eserinblau mit allen Flie§3-
mitteln am Start, ,,Violettstoff a* hat z. B. beim FlieBmittel Aceton-Didthylamin
{9 + 1) den Rf-Wert von 0,5—0,6. Die TR-Spektren beider Substanzen sind sehr
dhnlich. So mufl auch fiir ,,Violettstoff a** Phenoxazoncharakter angenommen
werden. Aus Hserinblau entsteht bei lingerem Aufbewahren der Substanz neben
anderen Produkten auch etwas ,, Violettstoff a*, ,, Violettstoff a** lagert sich anderer-
seits z. T. in Eserinblau um. Die Einstelung eines Gleichgewichtes konnte aber
nicht beobachtet werden. Eventuell ist ,, Violettstoff a“ ein weniger hydroxyliertes
Eserinblau.

Aus dem Schichtchromatogramm zur Gewinnung von ,, Violettstoff a“ wurde auch
die am stérksten gelb gefirbte Zone eluiert. Der gewonnene ,,Gelbstoff a‘“ scheint
ein Endprodukt der ammoniakalischen Zersetzung des Eserins zu sein. Erhitzt man
lingere Zeit Eserin in 25proz. Ammoniaklosung, so enthilt das Reaktionsgemisch,
in dem Eserinblau und ,,Violettstoff a‘‘ nicht mehr nachweisbar sind, mehrere gelbe
und rote Bestandteile. Diese wurden schichtchromatographisch getrennt und die
Zone des ,,Gelbstoff a‘ extrahiert. Die amorphe, orangefarbene, sehr hygroskopische
Substanz fiel in 13proz. Ausbeute, ber. auf Eserin, an. Die saure Losung ist rot,
die alkalische fluoresziert gelbgriin. Im IR-Spektrum des ,,Gelbstoff a* fehlt
die Phenoxazondtherbande bei 1287 em™3, es treten aber die Absorptionsbanden
des Phenazingeriistes zwischen 1400 und 1650 cm™! auf; die Bande bei 1623 cm™!
kann der C=N-Valenzschwingung zugeordnet werden. So ist ,,Gelbstoff a‘* sicher
ein Phenazinderivat, iiber dessen Substitution aber keine Aussagen gemacht wer-
den kinnen.

Wir danken dem Fonds Chemie fiir die Unterstiitzung der Arbeit.

Beschreibung der Versuche

Gewinnung von Rubreserin

1 g Eserinsulfat wird mit 100 ml 0,1 n NaOH 10 Min. geschiittelt, der Ansatz rasch mit
gesittigter Weinsturelosung angestiuert und mit Natriumhydrogencarbonatlésung auf pH 8
gebracht. Man extrahiert 4mal mit je 50 ml Ather, wodurch Eserin und Eserinol entfernt
werden. AnschlieBend wird 4mal mit je 50 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten
Chloroformausziige werden zur Trockne gebracht. Das gewonnene Rubreserin, das in etwa
35proz. Ausbeute anfillt, enthilt noch etwas Eserinol und Eserinblau. Eine Umkristalli-
sation ist aus Chloroform-Ather (1 + 9) moglich; die Ausbeute an reinstem Rubreserin
(Schmp. 152°) betrigt 109, des rohen Rubreserins.

Phenazin des Rubreserins (I)

50 mg Rubreserin, 23,3 mg o-Phenylendiamin, 3 ml Athanol und 2 ml Wasser wurden
2 Std. unter RiuckfluB erhitzt, die Losung auf */; des Vol. eingeengt, mit Natronlauge
alkalisiert und 6mal mit je 25 ml Petrolidther (Sdp. 50—70°) ausgeschiittelt. Der Petrol-
atherriickstand betrug 49 mg. Eine etwas niedrigere Ausbeute wurde erzielt, wenn man als
Lésungsmittel 1 ml Athanol -- 1 ml Eisessig verwendete. Die Ausbeute war kaum halb so
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hoch, wenn als Losungsmittel 1 ml Athanol + 7 ml 34proz. Salzsiure verwendet wurden.
Der Schmp. von I lag nach dem Trocknen bei 80° i, Vak. {iber P,0; bei 99—100°.
CeHqoN, Ber.: C74,97 H6,62 N 18,40 Mol.-Gew. 304,4
Gef.: C7340 H6,73 N 16,63 Mol.-Gew. 335 (osmometr.)

Das Hydrochlorid wurde aus Ather mit HCl gefillt; der Schmp. lag nach zweimaligem

Umbkristallisieren aus Athanol/Ather bei 213—215°.
C1oH2eN,Cl, - HyO (305,3) Ber.: C57,73 H 6,12 N 14,17 C117,94
Gef.: 5745 H 6,26 N 12,93 Cl 16,06
C57,33 H6,37 N13,63 Cl1596
Gewinnung von Eserinblau

500 mg Rubreserin wurde in 40 ml Athanol unter Einleiten von NH,-Gas 3 Std. unter
RiickfluB erhitzt und das Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand
wurde in 10 ml Chloroform gelost und die Losung auf eine Sdule mit 30 g Aluminiumoxid
(neutral) gegeben. Mit Chloroform wurden eine gelbe und zwei rotviolette Zonen herunter-
geldst und dann mit Methanol das Eserinblau eluiert. Die blaue Substanz wurde noch 2mal
in gleicher Weise iiber je 10 g Aluminiumoxid gereinigt. Ausbeute an Eserinblau nach ein-
maliger Siulenchromatographie 80 mg.

CyeH31Nz0,-3H,0  Ber.: C€62,51 H 7,47 N 14,02 Akt. H 1,2 Mol.-Gew. 499,68
Gef.*): C 63,39 H 6,96 N 14,69 Akt. H 1,0 Mol.-Gew. 450
(osmometr.)
Hydrochlorid
CyeH3, N0, -4H,0-3HCL (627,0) Ber.: (4981 H6,75 N 11,17 C119,9¢
Gef.*): C49,80 H6,78 N 12,00 C116,13
Gewinnung von ,,Violettstoff a*

Die bei der siulenchromatographischen Reinigung des Eserinblaugemisches an Alumi-
niumoxid gewonnene Chloroformlésung wurde zur Trockne gebracht. 60 mg des Riick-
standes wurden in 4 ml Chloroform geldst und auf eine Kieselgel-G-Platte (Schichtdicke
1,5 mm) zur priparativen Trennung aufgetragen. Entwickelt wurde mit dem FlieBmittel
Aceton-Didthylamin (9 + 1). Von den entstande-
nen 9 Zonen (Abb. 5) wurde die rotviolette (Rf 0,45 gelb—__
bis 0,65) abgehoben, mit Methanol eluiert und  orange—_ ae0%esos0s °a®s oaoseeocte
erneut an der Kieselgelschicht chromatogra- gelb \ﬁ Ll
phiert. Der Riickstand des Methanoleluats wurde [Gelbstotfal ™
in 5 mi Chloroform gelost, die Losung filtriert, rot
zur Trockne gebracht und der Riickstand iiber 4yiglett
P,0; bei 50° getrocknet. Ausbeute: 20 mg. i Violettstoff a)

Front

rotviolett

rotviglett ——
Abb. 5 gelb
Schematisches Chromatogramm zur Gewinnung

von ,,Violettstoff a‘‘ und ,,Gelbstoff a*

blay
Da sich bei jeder chromatographischen Operation Zersetzungsprodukte neu bilden, kann
die Reinigung des ,,Violettstoffs a* nicht beliebig oft wiederholt werden.

CpeHyN;0,-2H,0  Ber.: € 64,84 H7,33 N 14,564 Akt. H0,84 Mol.-Gew. 481,6
Gef*¥): C 65,12 H 7,13 N 14,15 Akt. H 1,03 Mol.-Gew. 425

*) Mittelwerte von 4 Chargen.

=+ Start
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Gewinnung von ,,Gelbstoff a“

a) Vom Schichtchromatogramm Abb. 5 wurden die gelben Zonen Rf 0,75—0,90 ab-
gehoben, mit Methanol eluiert und erneut an einer Kieselgel-Schicht chromatographiert,
wobei Petroldther (Sdp. 50-—70°)-Chloroform-Didthylamin (6 4+ 3 -+ 1) als FlieBmittel
verwendet wurde. Von 3 entstehenden Zonen wurde die am stirksten entwickelte (Rf 0,35
bis 0,45) eluiert und gab ,,Gelbstoff a‘‘. Die Substanz wurde mit Chloroform umgelést,

b) 1 g Eserin, 5 ml Athanol und 50 ml 25proz. Ammoniaklésung wurden unter Einleiten
von NH;-Gas 24 Std. am RickfluB erhitzt. Die Mischung wurde zur Trockne gebracht
und wie oben beschrieben chromatographiert. Ausbeute an ,,Gelbstoff a** 130 mg.

Anschrift: Prof. Dr. H. Auterhoff, 74 Tibingen, Wilhelmstr. 27. {Ph 436]

H. Pischel und G. Wagner
Nucleotidanaloga von 1-(8-p-Ribofuranosyl)-pyridon-(2)

Aus dem Pharmazeutischen Institut der Karl-Marx-Universitit Leipzig

(Eingegangen am 11. April 1967)

Bei der Umsetzung von 1-Brom-2,3-di-O-benzoyi-5-O-diphenylphosphoryl-
D-ribofuranose (I) mit dem Silbersalz des 2-Hydroxypyridins (IT) nach dem
Fischer-Helferich-Verfahren entsteht das 2-Hydroxypyridin-O-Derivat III.
III kann durch O—>N-Umglykosidierung mittels HgBr, in das Pyridon-(2)-
N-Derivat IV iibergefithrt werden, wobei die Ausbeuten von der HgBr,-Kon-
zentration abhingen. Durch quantitativen Vergleich mit der O—N-Um-
glykosidierung des benzoylierten 2-Hydroxypyridin-O-ribofuranosids ITIa
unter gleichen Bedingungen wurde festgestellt, daB die Diphenylphosphoryl-
gruppe in 5'-Stellung des Ribofuranosidrestes einen hemmenden EinfluB auf
die genannte Reaktion ausiibt.

IV kann auch aus dem 2',3'-Di-O-benzoylribofuranosid V und Diphenyl-
phosphochloridat erhalten werden. Alkalische Hydrolyse von IV mittels 0,5 n
NaOH ergibt Pyridon-(2)-N-ribofurancsid-5'-phenylphosphat (VI), das durch
Schlangengiftphosphodiesterase in Pyridon-(2)-N-ribofuranosid-5'-phosphat
(VII) gespalten wird. VII entsteht auch aus dem 2',3'-Isopropylidenribo-
furanosid VIII und §-Cyanithylphosphat durch Kondensation mit Dicyelo-
hexylearbodiimid und Abspaltung der Schutzgruppen. VII wird durch in-
testinale alkalische Phosphatase in Pyridon-(2)-N-ribofuranosid und Phos-
phorséure gespalten.

Die Synthese von Nucleotiden erfolgt in der Regel vom Nucleosid aus, das nach
einem der in den letzten Jahren zahlreich entwickelten Methoden phosphoryliert
wird?) 2). Prinzipiell werden nach diesen Methoden das in geeigneter Weise ge-

1) Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Band XIX, Organische Phosphorverbindun-
gen, Teil 2, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1964.
%) F. Cramer, Angew. Chem. 73, 49 (1961); 78, 186 (1966).



