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Die seit langem bekannten und in der Literatur als chemische
Individuen betrachteten Ather des Resazurins haben sich als
Gemische von Resazurin- und Resorufindthern erwiesen.
Mittels Chromatographie an XKieselgel oder Aluminiumoxid
konnten die Ather des Resazurins in reinster Form erhalten
werden.

Ethers of resazurin described in. the literature were found to be
mixtures of resazurin ethers and resorufin ethers. Pure resazurin
ethers could be isolated by means of chromatography on silica
gel or aluminium oxide.

Kiirzlich hat der eine von uns! gezeigt, daf Resazurinither als
Redox-Indikatoren angewendet werden konnen. Da wir bei der
Reindarstellung dieser Farbstoffe zu einigen von den Literaturangaben
abweichenden Resultaten gekommen sind, fiihlen wir uns veranlaft,
iiber unsere Versuchsergebnisse kurz zu berichten.

Wéhrend dem Resazurin eine groBe Anzahl von Arbeiten gewidmet ist,
werden seine Ather seit langem in der Literatur nicht erwibnt. Nietzki und
Mitarb.? stellten durch Umsetzung des Silbersalzes des Resazurins mit Athyl-
jodid in Athanol den Resazurindthylither dar; spéter zeigten Meyer und
HBlbers®, daB die Einwirkung von salpetrigsdurehaltiger Salpetersiure auf
Resorcinmonomethyléther in Eisessig zum Resazurinmethylither fiihrt.

Obwohl wir die Versuchsbedingungen der genannten Autoren streng ein-
gehalten haben, gelang es uns nicht, chromatographisch einheitliche Stoffe
zu erhalten. Da stets Gemische von Resazurindthern mit verhiltnismaiBig
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grofem Gehalt an Resorufindther erhalten wurden, sind wir zur Uberzeugung
gelangt, dall sowohl Nietzki als auch Meyer und Elbers unreine Produkte in
Hinden gehabt haben.

Wir versuchten Resazurin- und Resorufindther durch Chromato-
graphie an Kieselgel oder Aluminiumoxid voneinander zu trennen und
nachstehende Resazurindther 1—4 rein darzustellen.
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1: R=CH, 3: R = CH,CO0C,H,
2: R=CyH, 4: R = CH,CH,Br

Fiir die Alkylierung wurde zweckméaBig nicht vom reinen Resazurin,
sondern von seinem (emisch mit Resorufin ausgegangen, denn das
infolge der leichten Zersetzung von Resazurindthern entstandene Gemisch
der beiden Ather muBte anschlieBend sowieso getrennt werden, gleich-
giiltig, ob das Silber- oder Natriumsalz des Resazurins und Resorufins
angewendet wurden, oder aber, ob mit einem Uberschufl von Alkali-
carbonat in wiBrig-alkohol. Losung gearbeitet wurde. Es ist bemerkens-
wert, daB die Alkylierung in absol. Athanol ziemlich langsam vor sich
geht und zudem in geringer Menge eine neue, von Resazurin- und Reso-
rufindthern unterschiedliche, gelborange gefdrbte Verbindung auftritt,
die nicht niher untersucht wurde; erst nach Zugabe von Wasser
oder bei Umsetzung in gewdhnlichem Athanol findet die Alkylie-
rung mit priparativ verwendbarer, wenn auch niedriger Ausbeute statt.
Alle Versuche sie zu verbessern, blieben ohne Erfolg; Temperaturerh6hung
und lingere Reaktionsdauer hatte nur vermehrte Umsetzung von Resa-
zurin- zu Resorufindther zur Folge.

Resazurinmethylither wurde ferner aus Resorcinmonomethyldther
nach? dargestellt. Auch hier gelang es nicht, reinen Resazurinmethyl-
dther zu erhalten; das Gemisch der Ather muflte chromatographisch
getrennt werden. Wurden Resorcinmonodthyldther bzw. Resorcin-
monoglykolsiure (3-Hydroxy-phenoxyessigsiure) dieser Reaktion unter-
rogen, lag im ersten Fall die Resazurindthylither-Ausbeute unter einem
Prozent, und im zweiten trat nur sehr schwache Rotfirbung ein. Die
Reaktion scheint demmnach fiir die Darstellung anderer Stoffe dieser
Reihe chne priparative Bedeutung zu sein.

4 H. Musso, Chem. Ber. 92, 2862 (1959).
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Auch durch Einwirkung von &therischer Diazomethanlosung 146t
sich Resazurinmethylither gut gewinnen, doch muB dabei groBer Uber-
schufl an Diazomethan vermieden werden, da sonst einerseits die Zer-
setzung von Resazurinmethyldther zum Resorufinmethyldther, ander-
seits die Bildung einer neuen, nicht niher untersuchten Verbindung,
deren Rp-Wert zwischen den Rp-Werten der beiden Methyldather liegt,
in Erscheinung treten. Die analoge Umsetzung von Resazurin mit Diazo-
essigester verlduft mit so geringer Geschwindigkeit, daf sie keine pri-
parative Bedeutung besitzt.

Resazurinither sind sowohl im festen Zustand, als auch in alkoholi-
schen Losungen gegen Wirme sehr empfindlich. Deswegen empfiehlt
es sich nicht, sie aus Athanol umzulésen oder lange bei hoherer Temperatur
zu trocknen. Deshalb gelang es auch nicht, den hochempfindlichen Resa-
zurin-B-brométhylither zu isolieren. In unpolaren Lésungsmitteln sind
diese Stoffe relativ besténdig.

IR-Bestrahlung in alkohol. Lésung wandelt Resazurindther im Laufe
weniger Min. glatt und quantitativ in Resorufindther um; dies tritt —
in bedeutend kieinerem Umfang — auch am Tageslicht ein.

SchlieBlich wurde noch das nach Nielfzki und Mitarb.? hergestellte
Gemisch von Resazurin- und Resorufinacetat chromatographisch ge-
trennt und Resazurinacetat isoliert.

Experimenteller Teil

Alle Schmelzpunkie wurden nach Kofler bestimmt und sind korrigiert.
Die Absorptionsmaxima beziehen sich auf Feinsprit als Lésungsmittel und
die Messungen erfolgten in einem Beckman-DU-Gerit. Der erste Rp-Wert der
diinnschichtchromatographischen Angaben (DC) bezieht sich auf Kieselgel
und Benzol—Aceton (3:1), der zweite auf AlO3 und CHCls. Bei der
Stulen- und Dinnschichtchromatographie wurde Silikagel CH(Lachema)
und Aluminiumoxid Reanal (Aks. Stufe I, neutral) verwendet.

Resazurinmethyldther (1)

a) 50 mg des nach Weselsky?® hergestellten Gemisches von Resazurin und
Resorufin wurden in 300 em?® Athanol unter gelindem Frwérmen geldst ; nach
Abkiihlung auf Zimmertemp. wurde mit einer aus 0,5 g Nitrosomethylharn-
stoff dargestellten #ther. CHyNo-Losung portionsweise versetzt. Nach Auf-
héren der Ns-Entwicklung (was nach einigen Min. der Fall war) konnten nar
Spuren von Ausgangsstoffen chromatographisch festgestellt werden. Darauf
destillierte man unter vermindertem Druck zuerst iberschiiss. CH,N, und
dann, bei hochstens 40° Badtemp., den Alkohol bis zur Trockne ab. Der rot-
braune Riickstand wurde in Benzol—Aceton (3:1) gelost und an Kieselgel,
wie unter (b) beschrieben, chromatographiert.

b) Nach dem Verfahren von Meyer und Elbers (1. ¢.) wurde die Urasetzung
mit § g Resorcinmonomethylidther durchgefiihrt. Dabei wurden 0,75 g braun-

8 P. Weselski, Ann, Chem. 162, 273 (1872).
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rotes, fein kristallinisches Pulver vom Schmp. 248-—251° gewonnen, was mit
den Literaturangaben?® in gutem Einklang steht. Dinnschichtchromatogra-
phisch war das Produkt jedoch nicht einheitlich und wurde deshalb der Séu-
lenchromatographie an Kieselgel in Benzol—Aceton (3:1) unterworfen. Dabei
erhielt man zwel Zonen: eine rascher wandernde gelborange Zone (Reso-
rufinmethylédther) und eine tiefrote Zone, die dem Resazurinmethyldther ent-
spricht. Um bei der Trennung befriedigende Ergebnisse zu erzielen, war es er-
forderlich, einen ziemlich groBen Uberschufl an Kieselgel zu verwenden. So
konnten z.B. 20—30 mg des nach a) oder b) hergestellten Gemisches an
250—300 g Kieselgel verliflich aufgetrennt werden. Statt Kieselgel kann
auch AlsO3 (CHCl; als Losungsmittel) verwendet werden. Die vereinigten
roten Eluate mehrerer Ansitze wurden bei 40° Badtemp. im Vak. zur Trockne
verdampft. Der Rickstand ergab nach Umkristallisieren aus Benzol—Petrol-
dther rotbraune, verfilzte Nadeln. Zur Analyse wurde durch mehrtégiges
Stehen im Vak. Giber P30s5 getrocknet; Schmp. 275—278° (u. Zers.) (Lit.?
252°).

C13H04N. Ber. C 64,20, H 3,73, N 5,76.
Gef. C 64,32, H 3,73, N 5,52.

Maxima: 204, 226, 494, 525, 560 (Schulter) my.;
e = 31500, 36500, 15200, 16100, 9500.

DC: 0,44; 0,20.

Der Abdampfriickstand aus den gelborange Eluaten lieferte nach dem Um-
16sen aus Athanol Resorufinmethylither als feine orange Nidelchen, die, bei
110° getrocknet, den Schmp. von 253-—254° besafien.

C13HypOsN. Ber. N 6,17. Gef. N 5,94.
Maxima: 225, 252, 280 (Schulter), 400 (Schulter), 465 my.;

e = 24400, 14200, 6000, 10000, 22300,
DC: 0,62; 0,29.

Resazurindthylather (2)

2 g des Gemisches von Resazurin und Resorufin wurden in einer durch
Auflésen von 0,3g Na in 100 em? Athanol bereiteten NaOCzHj-Losung
15 Min. unter Riithren am RiickfluB gekocht. Danach wurde 2 Stdn. mit 2 ecm?
CoHsJ auf 60° erwirmt, das Reaktionsgemisch im Vak. zur Trockne einge-
dampft (Badtemp. < 50°) und der Riickstand mit Benzol (insgesamt etwa
300 ¢m?) portionsweise ausgezogen. Benzol wurde unter vermindertem Druck
abgedampft, der Farbstoff in Benzol—Aceton (3:1) aufgenommen und wie
oben der Chromatographie unterzogen. Die Eluate lieferten 110 mg dunkelrote,
verfilzte Nadeln, die, aus Benzol—Petrolither umgeldst und tber PgOs im
Vak. getrocknet, bei 258—259° (u. Zers.) schmolzen (Lit.? 215°).

014H1104N. Ber. C 65,37, H 4,31, N5,45.
Gef. C 64,80, H 4,25, N 5,53.

Maxima: 204, 226, 494, 525, 560 (Schulter) mp;
€ : 28400, 35700, 15900, 17000, 10100.
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DC: 0,45, 0,14

Auflerdem wurden 80 mg orangerote, kleine Nadeln von Resorufinathyi-
ather erhalten. Die aus Athanol umkristallisierte und bei 110° getrocknete
Substanz zeigte den Schmp, von 235—236°; Lit.2 225°.

C14H;1103N. Ber. N 5,81, Gef. 5,57.
Maxima: 225, 252, 280 (Schulter), 400 (Schulter), 465 mu.;

e = 25500, 14000, 5800, 10200, 23500.
DC: 0,64; 0,29.

Resazurincarbithoxymethyldather (3)

Ahnlich wie fir 2 angegeben, wurden 2 g des Gemisches von Resazurin
und Resorufin mit 2,5 g Bromessigsduredthylester umgesetzt und aufgear-
beitet. Man erhielt dabel 160 mg tiefrote, filzige Nadelchen ; die aus Benzol—
Petroldther umgeldste und mehrere Tage tiber P05 im Vak. getrocknete
Substanz schmolz bet 193—196° (u. Zers.); sie ist bisher nicht beschrieben
worden.

C16H1306IN. Ber. C 60,95, H 4,16, N 4,44,
Gef. € 60,97, H 4,22, N 4,54,

Maxima: 202, 232, 493, 525, 560 (Schulter) my.;
e = 19600, 28000, 14500, 14800, 8500.
DC: 0,47; 0,13,

Der dem Stoff 3 analoge Resorufincarbithoxymethylither wurde nach
Umlésen aus Athanol und Trocknen bei 110° als orangerote Nédelchen (150mg)
vom Schmp. 171—173° erhalten; auch dieser Stoff ist bisher nicht beschrieben
worden,

C16H1305N. Ber. C 64,20, H 4,38, N 4,68,
Gef. C 64,30, H 4,05, N 4,54.

Maxima: 223, 252, 279 (Schulter), 394 (Schulter) 463 my;
e = 23000, 13500, 4400, 10200, 20400.
DC: 0,65; 0,24.

Resorufin-B-bromdthylither: 0,56 g des Gemisches von Resazurin— Reso-
rufin mit 2 em?® Athylenbromid wurden in tiblicher Weise umgesetzt und auf-
gearbeitet. 4 konnte seiner Labilitit wegen nicht gefalt werden, es wurden
nur 85 mg Resorufin-B-brométhylither (orangerote Nadeln, aus Athanol) ge-
wonnen. Beim Erhitzen vertiefte das Produkt allmihlich seine Farbe und
schmolz anschlieflend bei 223—226° (u. teilw. Zers.).

014H1003NBI'< Ber. C 52,53, H3,15, N4,38,
Gef. C 52,43, H 3,33, N 4,30.

Resazurinacetas: Das aus dem Gemisch von Resazurin und Resorufin nach
Nietzki® hergestellte Produkt lieferte nach Chromatographie an einer Kiesel-
gelséiule das gegen Wiirme duBerst empflindliche Resazurinacetat vom Schmp.
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219—222° (u. Zers.; Lit. 222°). Zur Analyse wurde es iber P05 im Vak. ge-
trocknet.

C14HgO5N. Ber. C 62,00, H 3,35, N 5,16.

Gef. C 61,98, H 3,44, N 4,83.

Maxima: 204, 234, 488, 512, 560 (Schulter) myu;
e = 21300, 27900, 11600, 10800, 5800.

DC: 0,60; an AlsOg tritt Verseifung ein.
Das entsprechende Resorufinacetat, Schmp. 225,5-—227°, ist in der Litera-
tur mehrfach beschrieben worden (z. B. Musso*: Schmp. 223—226°).

DC: 0,73; an Al2Oj3 verseifte es sich.



