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18. Julius Schmidt und Walter Hinderer: Der Nachweis
von Persulfaten und von Blut (Peroxydasen) mit Hilfe von 2.7-
Diamino-fluoren-Chlorhydrat.

(Eingegangen am 26. November 1931.)

Seit einiger Zeit ist der eine von uns (J.Schmidt) damit beschiftigt,
teils bekannte, teils neu aufgefundene Fluoren- und Phenanthren-Abkémm-
linge hinsichtlich ihrer Brauchbarkeit zu analytischen Reaktionen zu studieren.
Wir berichten im nachfolgenden tiber Ergebnisse, welche in der Fluoren-Reihe
erhalten worden sind.

Hier war zu vermuten, dafl 2.7-Diamino-fluoren (II), welches dhn-
lichen molekularen Aufbau zeigt wie das in der analytischen Chemie schon
lange als Reagens beniitzte Benzidin (I), auch dhnliche analytische Wirkun-
gen auslosen wiirde, und diese Vermutung hat sich aufs beste bestitigt.
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Die Darstellung des 2.7-Diamino-fluorens haben wir frither be-
schrieben!). Das Chlorhydrat koénnte als empfindliches Reagens auf
freies Chlor (gechlortes Trinkwasser) und Brom beniitzt werden, doch liegt
dazu kaum ein Bediirfnis vor. Dahingegen erscheint es wertvoll zum Nach-
weis von Persulfaten und Peroxydasen (Blut, Unterscheidung von
gekochter und frischer Milch), wobei es vor den iibrigen Reagenzien, ins-
besondere dem Benzidin, verschiedene Vorziige aufweist: nimlich Leicht-
loslichkeit in Wasser und grofere Empfindlichkeit?).

Bei positivem Ausfall der Reaktion tritt eine noch in héchster Ver-
diinnung gut erkennbare Blaufdrbung ein. So z. B. rufen noch 0.00000017 g
Chlor pro ccm Wasser in der 1-proz. Losung des 2.7-Diamino-fluoren-Chlor-
hydrates eine deutliche Blaufdrbung hervor, wihrend Benzidin mit Sicherheit
Chlor nur in etwa der 3-fachen Konzentration erkennen 148t. Bei der Priifung
einer Losung von Kaliumpersulfat in Wasser I: 1000000 trat nach 5 Min.
langem Stehen die Blaufarbung noch gut erkennbar hervor. Es lassen sich
so auch Spuren von Persulfat neben viel Sulfat nachweisen. SO,-Tonen werden
vom 2.7-Diamino-fluoren-Chlorhydrat ganz 4hnlich wie vom Benzidin als
sehr schwert ldsliches Sulfat gefillt.

Bekanntlich werden in der gerichtlichen Chemie verschiedene Substanzen
zum Nackweis von Blut beniitzt, die mit Wasserstoffperoxyd in Gegenwart
von Peroxydasen eine Farbreaktion geben, insbesondere das Benzidin. Auch
hier zeigt das neue Reagens eine unverkennbare Uberlegenheit im Vergleich
zu Benzidin. So gibt 1 Tropfen Blut in 50000 ccm Wasser mit dem Fluoren-

') B. 64, 1793 [1931].
?) Das Reagens kann bezogen werden von Dr. W. Hinderer, Ober-Esslingen
a. Neckar.
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Derivat noch eine gut erkennbare Blaufirbung, mit Benzidin dagegen keine
Reaktion mehr.

Fiir den Blut-Nachweis in klinischen Fillen (Stuhl-Untersuchung)
diirft: die groBe Empfindlichkeit des Reagenses ein gewisser Nachteil sein,
da so minimale Blut-Mengen kaum mehr als pathologisch gewertet werden
konnen. Schon Benzidin ist fiir den Blut-Nachweis im Stuhl zu empfindlich,
so daB man fiir diesen speziellen Zweck Guajaktinktur verwendet. Fiir
forensische Zwecke ist jedoch die hohe Empfindlichkeit des Reagenses
erwiinscht.

Iin Zusammenhang mit der Peroxydase-Reaktion wird in neuester Zeit
zur Unterscheidung von frischer und gekochter Milch von Casolari3) eine
Mischung von p-Phenylendiamin und Anilin empfohlen. Auch hier ist es
vorteilhafter, das 2.7-Diamino-fluoren-Chlorhydrat zu verwenden.

Fiir alle diese Reaktionen scheint die Stellung der beiden Aminogruppen
in 2 und 7 (II), also die Analogie mit dem Aufbau des Benzidins (I), wesentlich
zu sein, denn 2.5-Diamino-fluoren (III) gibt weder die Farbreaktion
wie II, noch ein schwer 16sliches Sulfat.

Beschreibung der Versuche.

Zunichst wurde das Verhalten des 2.7-Diamino-fluoren-Chlorhydrates
gegen den Luft-Sauerstoff gepriift. Dazu wurde durch eine wiBrige
Losung dieser Substanz 3 Stdn. lang Luft geleitet, ohne daB eine sichtbare
Verinderung der klaren, farblosen Lésung eingetreten wire. Ebenso ist
auf Zusatz von verd. Salpetersiure keine Verdnderung der Losung zu
erkennen. Gibt man aber zu einem Reagensglas voll Wasser einen einzigen
Tropfen Chlorwasser und setzt dann die Losung des Reagenses zu, so tritt
sofort eine intensive Griinfirbung ein. Liegt das Chlorwasser in anderen
Kounzentrationen vor, so treten Firbungen auf, die von blau iiber griin nach
gelb gehen. So geben 0.4 ccm Chlorwasser in 30 cem destilliertem Wasser
mit dem Reagens eine Gelbfirbung. Kommt dagegen 1 Tropfen Chlorwasser
auf 200 ccm reines Wasser, so erhilt man eine starke kornblumenblaue
Firbung.

Diese Beobachtungen lieBen es wiinschenswert erscheinen, zu bestimmen,
bis zu welcher Verdiinnung Chlor in Wasser mittels 2.7-Diamino-fluoren-
Chlorhydrats nachweisbar ist. Im Parallelversuch diente Benzidin-Chlor-
hydrat als Reagens, das ebenfalls mit chlor-haltigem Wasser eine gelbgriine
Farbung liefert. Dabei ergab sich die Tatsache, daf mittels des Fluoren-
Derivates noch 0.00000017 g Chlor pro ccm Wasser nach einigem Stehen
eine gut erkennbare Blaufirbung hervorrufen (am besten in der Draufsicht
zu beobachten), wihrend Benzidin mit Sicherheit Chlor nur in etwa der
3-fachen Konzentration erkennen lifit. Der Nachweis mit Benzidin wird
bei solch hohen Verdiinnungen dadurch unsicher, daf diese hell gelbgriine,
sehr schwache JFirbung von der Eigenfarbe des Wassers in Glasgefiflen
nicht meht unterschieden werden kann, wihrend die durch das Fluoren-
Derivat hervorgerufene Blaufirbung viel stirker auffillt.

Ebenso befriedigend gestaltete sich der Nachweis von Persulfaten
mit dem Flunoren-Derivat. Als Staminlosung diente eine genau o0.5-proz.
wifrige Losung von Kaliumpersulfat. Als Reagens wurde eine 0.5-proz.

3) Biochem. Perapia sperim. 16, 254; C. 1930, II 2551.
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Lésung des Diamino-fluoren-Chlorhydrates benutzt. Die Stammlssung gibt
mit dem Reagens sofort eine Gelbfirbung. Sind 0.005g Persulfat in so0g
Wasser gelost, so tritt augenblicklich auf Zusatz des Reagenses eine starke
Blaufirbung auf; ist nur 0.5 mg Persulfat in 50 g Wasser enthalten, so tritt
innerhalb 1 Min. ebenfalls deutlich die Farbreaktion ein. Bei dem Verhiltnis
Persulfat zu Wasser = 1: 1000000 trat nach 5 Min. langem Stehen die Blau-
farbung noch gut erkennbar hervor,

DaQf sich auch Spuren von Persulfat neben viel Sulfat auf diese Weise leicht.
crkennen lassen, zeigt folgender Versuch: In 2000 ccm Wasser wurden roo g Kaljum-
sulfat und o.0r g Kaliumpersulfat geldst (also Persnlfat : Sulfat = 1: 10000) und 20 ccm
dieser Lésung mit 5 Tropfen obiger Reagenslésung versetzt: zunichst entstand eine
weiBle Fillung von schwerloslichem Diamino-fluoren-Sulfat, urd nach etwa 1 Min.
trat deutliche Blaufirbung ein. (Das benutzte Kaliumsulfat wurde vorher fiir sich unter-
sucht und gab keine Spur einer Blaufdrbung.)

Auf Grund dieser Ergebnisse erschien es aussichtsreich, auch das Ver-
halten des Diamino-fluorens gegen Peroxydasen und Wasserstoff-
peroxyd, seine Brauchbarkeit zum Nachweis von Blut, zu untersuchen,
Dazu dienen bisher auBler Benzidin vor allem Losungen von Guajakharz,
Aloin und auch leuko-Malachitgriin. Es hat sich folgende Ausfithrungs-
form ergeben: Das blut-verdichtige Objekt (z. B. Textilfasern) wird mit
alkohol. Kalilauge ausgekocht, und diese Losung mit Essigsdure schwach
angesduert. Zu der kalten LJsung gibt man einige Tropfen einer wifrigen
1-proz. Losung von Diamino-fluoren-Chlorhydrat und wenig 3-proz. Wasser-
stoffperoxyd. Die Anwesenheit von Blut wird dann durch eine sofortige
Blaufirbung angezeigt. Bei weiteren Versuchen wurde die Empfindlichkeit.
dieser Reaktion mit derjenigen von Benzidin verglichen:

mit Fluoren-Derivat: mit Benzidin:
1 Tr. Blut in so0gWasser ............ dunkelgriin blau
) S ;0 5008 L, e blaugriin goldgelb
I, . w5000 8,0 e blau schwach gelb
1, ' 500008 .,  ...eeieeaann deutlich blau keine Reaktion
I ., 5000008 ,, ............ unsicher —

Der Nachweis von Blut-Spuren, statt im Reagensglas in Anlehnung an die Methode-
von Leers-Adler-Fiirthe) auf Filtrierpapier ausgefiihrt, konnte nicht befriedigen, da
sich das Wasserstoffperoxyd in Beriithrung mit der Cellulose ebenfalls rasch zersetzt vnd
man so zu unsicheren Ergebnissen der Reaktion kommt.

SchiieBlich wurde noch versucht, an Stelle des Diamino-fluoren-Chlor-
hydrates das leichter darzustellende Zinnchloriir-Komplexsalz des-
selben zu den Reaktionen zu verwenden, was aber daran scheiterte, daB}
dieses Salz beim Losen in Wasser infolge hydrolytischer Spaltung eine milchig
trilbe Losung ergibt. Auf Zusatz weniger Tropfen starker Salzsiure klirt
sich zwar diese Losung, aber gleichzeitig ist eine so hohe Konzentration an
Mineralsiure erreicht, da die angefiihrten Reaktionen stark verzogert werden
oder ganz ausbleiben kénnen.

Wir haben ferner das 2.7-Diamino-fluoren-Chlorhydrat mit dem von
Casolari angegebenen Reagens verglichen: Dabei ergab sich, dal} beide
Reagenzien mit frischer Milch bei Zimmer-Temperatur nach 10 Min.
langem Stehen eine Farbreaktion geben, und zwar firbt sich die Phenylen-

4) Fiirth, Lehrb. physiol. pathol. Chem., II1. Aufl,, 2. Bd., 8. 509.
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diamin enthaltende Probe zunichst r6tlich und ist nach 24-stdg. Stehen
intensiv rotviolett geworden. Die das Fluoren-Derivat enthaltende Probe
.dagegen zeigt nach 10 Min. eine schon blaugriine Fiarbung, die iiber Nacht
in gelb umschligt. Noch mehr zugunsten des Diamino-fluorens fillt die
Probe aus, wenn es sich um abgekochte Milch handelt. Diese gibt selbst
nach 2-stdg. Stehen mit dem Fluoren-Derivat keine Farbung, und auch
nach 24 Stdn. ist nur eine ganz schwache Gelbfirbung sichtbar. Wird da-
gegen Phenylendiamin angewandt, so ist nach 24 Stdn. das Reaktionsgemisch
genau so stark rotviolett gefirbt, wie wenn als Untersuchungs-Objekt un-
gekochte Milch benutzt worden wire. Bei beiden Reaktionen wurde beob-
achtet, daf in stark essigsaurer Losung die Farbreaktion viel spiter ein-
tritt und in Gegenwart von Mineralsiuren ganz ausbleibt. Am besten
sduert man zur Ausfithrung dieser Proben die Milch nur schwach mit Essig-
siure an. Uber die Konzentration der Reagens-Losung und des angewandten
Wasserstoffperoxydes gilt das beim Blut-Nachweis Mitgeteilte.

Stuttgart, im Dezember 193I.

19. A.Blumann und F. Hesse: Uber einen neuen
Sesquiterpen-alkohol.
{Aus d. Laborat. d. Vanillin-Fabrik G.m. b. H., Hamburg.]
(Eingegangen am 27. November 1931.)

In dem fliichtigen Ol von Pinus maritima entdeckte G. Dupont?)
ein Sesquiterpen der Zusammensetzung C,;H,,. Der Forscher machte
darauf aufmerksam, daB in dem &dtherischen Ol der Aleppo-Foéhre
wahrscheinlich derselbe Kohlenwasserstoff enthalten ist, nur mit dem Unter-
schiede, daB der letztere links dreht. Die von Dupont festgestellten Kenn-
zahlen konnten wir bestitigen. AuBer einem bei 109—110° schmelzenden
Nitrosit wurden keine weiteren Derivate von ihm hergestellt.

Wir fanden nun, daB dieser Kohlenwasserstoff, welcher uns in reich-
lichen Mengen zur Verfiigung steht, recht reaktionsfihig ist. Mit Eisessig-
Schwefelsiure wandelt er sich in ein Sesquiterpen von gleicher Zusammen-
setzung, aber viel hoherem spez. Gewicht und starker Linksdrehung um.
Beim Schiittein mit verd. Schwefelsiure geht er leicht in einen Sesqui-
terpen-alkohol iiber, welcher bald erstarrt und sich durch Umkrystalli-
sieren beguem rein erhalten 1ift. Wir nahmen zunichst an, daB dieser se-
kundarer Natur ist, da er sich mit Essigsidure-anhydrid quantitativ verestern
148t und wasser-abspaltenden Mitteln starken Widerstand entgegensetzt.
Andererseits aber ist es nicht mdglich, ihn mit Phthalsiure-anhydrid in den
Phthal-ester {iberzufithren, und auch die Oxydation mit Chromsiure ver-
lauft ohne Ergebnis. Dagegen gelingt es, nach der ausgezeichneten Vorschrift
von H. Wienhaus?) cinen schon krystallisierenden Chromsidure-ester
zu gewinnen, wodurch einwandfrei festgestellt wurde, dafl es sich um einen
tertidren Sesquiterpen-alkohol handelt. Bemerkenswert ist die auBer-
ordentliche Bestindigkeit gegen anorganische Sduren. Selbst bei Behandlung
mit konz. Salpetersiure wird der Alkohol nicht verindert, und auch alkohol.
Schwefelsdure greift ihn nicht an.

1) Les essences de Térébenthine, S. 234. %) B. 47, 322 [1914.





