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Vyndlez se tyk& pouziti 3, 3%, 5, 5 -tetraalkylbenzidinﬁ s 1 nebo 2 atomy uhliku
v alkylovém podilu jako oxidaénich indikdtord prirychlotestech pro dtkaz a stanoveni
peroxidu vodiku, ldtek reagujicich za tvorby peroxidu vodiku a peroxidicky uWdinnych
14tek.

Reakce peroxidu vodiku s oxidadnimi indikdtory za katalyzy peroxiddzou nebo pe-
roxidicky ddinnych ldtek za vzniku baievnjch slouCenin md v analytické chemii zvldst-
ni dlohu, nebo¥ umoZnuje krom¥ dikazu-peroxidu vodiku a peroxiddz stanovit Setné ldt-
ky reagujicl s kyslikem a oxiddzou za vzniku peroxidu vodiku. Ddle se uvdd8ji tekové
14tky a v zdvorce vZdy odpovidajici oxiddzy: glukéza (glukdzooxidéza), galaktasa
(galaktooxiddza), L-aminokyseliny (oxiddza L-sminokyselin), cholesterin (cholesteri-
noxiddza) a kyselina mo8ovd (urikdza). Jsou to pYedeviim 1ldtky, jejichZ dlkaz md vel-
ky vyznam v lékaPské diagnostice a v chemii potravin.

Jako reakce pro dikaz peroxiddz pF¥ichdzi v dvahu zejména metoda stanoveni hemo-
globinu, p¥iGemZ se misto peroxidu vodiku mohou jako oxidadni prostiedky pouZivat ta-
ké organické hydroperoxidy.

Pro velky vyznam v léka¥ské rychlodiagnostice jsou tém&Y pro vSechny shora uve-
dené reakoe popsdny tak zvané rychlotesty, které umoZnuji kvalitativni nebo kvantita-
tivni stanoveni jednotlivych reskinich sloZfek. PFitom se pouZivaji nassdkavé noside
nebo £ilmy, které obsahuji vSechny reagencie a na nich probihd po styku se zkoumanou
kapalinou v p¥ipadé, Ze je pFitomnd 14%tka, o kterou jde, barevmni reakce. Vzniklé
zbarveni se urfuje pomoci srovndvacich tabulek barev nebo se m8¥i pomoei remisnich
fotometrl, takZe se z intenzity zbarveni mife stanovit koncentrace reagujici ldtky.

Jako oxidatni indikdtory pro tyto rychlotesty je v literatu¥e a v patentech po-
psdna Yada sloulenin, avSak v praxi se jich prosadilo jen ndkolik. Jednd se témsh
vylutng o slouBeniny benzidinové Fady, zejména o o-tolidin. PPes velké rozdi¥eni to-
hoto indikdtoru a jeho nepochybné pFednosti oproti jinym zndmym indikdtorim mé4 ale
o-tolidin i nedostatky. Za prvé neni tato 1ldtka v recepturdch pro rychlotesty vidy
optimdlnd stdld, co% miZ%e vést p¥i delsim skladovdni k neZddoucim zbarvenim a ztrdtdm
citlivosti. Za druhé neni modrozeleny radikdlovy kation, vznikajici p¥i reakci indi-
kdtoru, p¥{1i¥ st4ly, nebol p¥echdz{ relativnd snadno daldi oxidaci v hn¥dy chino-
diimin. Reakéni zbarveni maji proto vzhledem k hnddému vedlejiimu zbarveni 3istednd
Spinavy chavakter, pFiemZ se rychle m&nf, nelze je proto nejlastdji ji¥ krdtce po
predepsané dobd odeditdni sprédwnd vyhodnotit. PFi sériovyich analyzdch a pro dokumen-
taci je to rozhodujici nedostatek. Je*sice moZné stabilizovat radikdlovy kationt
anionickymi smé8edly v urdité mi¥e, tato smdSedla nejsou viek vZdy pouZitelnd, je-
likoZ mohou plsobit destabilizadnd na-oxiddzy p¥i primdrni reakeci.

Nyni se s pFrekvapenim zjistllo, %¥e se ziskaji rychlotesty shora uvedendho druhu,
které jsou trvanllvej§i a poskytuji stdlejSi radikdly barviva, Jestlize ge misto
o-tolidinu pouZije 3,37, 5,5 -tetramethylbenzidinu nevo 3,37, 5,5 -tetraethylbenzi-
dinu. Vyndlez se tedy t¥kd pouZit{ 3,3°, 5,5 “~tetramethylbenzidinu a 3,3%, 5,5 ~te-
traethylbenzidinu jako indikadnich indikdtord p¥l rychlostech k dikazu a stanoveni
peroxidu vodiku, ldtek, které reaguji-za vzniku peroxidu vodiku a peroxidicky d8in-
nych létek.

Zplsob vyroby 3,3°, 5,5 -tetraalkylbenzidind je zndm, aviak a% dosud je pPesnd
charakterizovén toliko 3,3°, 5,5 -tetramethylbenzidin napifklad teplotou tdni 168 °C
a 3,37, 5,5 -tetraethylbenzidin nap¥#fklad teplotou tdni v $isté formd 346 a3 348 °C
(ve formé dihydrochloridu 229 a% 231 9G). Tetramethylbenzidin se podle V. R. Hollan-
da a kol. [ﬁetrahedron 30, 3299-3302 (1974)1 vyrdbi o sobd zndmym zplsobem redukei
zndmého tetramethylbenzenu zinkovym prachem a ndslednym benzidinovym p¥esmyke. Podle
R. Strohs a kol. [Angew. Chem. 69, 124-131 (1957)] se 3,3°, 5,5 -tetrasthylbenzidin
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p¥ipravuje ethylaci benzidinu.

Z4sadni schopnost: 3,3", 5,5 -tetraalkylbenzidind s 1 nebo 2 atomy uhliku v alky-
lovém podilu, kterou lze olekdvat na zdklad® struktury tdchto slouSenin, pro dikaz
okultniho krvdceni ve stolici a mo8i, je popsdna v uvedené prdei V. R. Hollanda a kol.,
p¥idem¥ jako pYednost se zdiraznuje ni%8f kancerogenita oproti tolidinu. NeoSekivatel-
né v8t8i stdlost aminu a jeho radikdlového aniontu v rychlostech nenf vSak Hollandem
popsdna, jelikoZ neprovedl odpovidajici zkousky, a proto tuto vlastnost ani nemohl
zjistit. Pro takové zkouSky nevznikl ani popud, nebof vyuZivatel rychlotestd nemani-
puloval p¥imo s €inidly a otdzka kancerogenity pro ného tedy nemdla vyznam.

3,37, 5,5'-Tetraalkylbenzidiny 8 1 nebo 2 atomy uhliku jsou popsény také pro rych-
lotesty k dikazu halogenidd, pop¥ipadd pseudohalogenidd v t&lesnych tekutindch (kan.
patent & 818 344). P¥i t&chto rychlostech se pou¥fvd je¥t§ sloudenina dvojmocnd mé-
di, které reaguji s halogenidy za vzniku halogenidl jednomocné mddi a volnych halo~
genll, které oxiduji benzidinové sloudeniny. Tato oxidace vede z¥ejm& ke stejnym barev—
nym radikdlovym kationtim jako oxidace hydroperoxidy katalyzovand peroxiddzou. V uve-
deném patentovém spisu je z Setnych ndrokovanych derivdtld benzidinu uvddén Jjako vyhod-
ny o~tolidin (3,3 -dimethylbenzidin), z Seho¥ lze usuzovat, Ze tetraalkylbenzidiny se
povaZuji pro rychlotesty jeko méng vhodné.

Vysokd stdlost 3,3, 5,5 —tetraalkylbenzidind a jejicﬁ.radikélovjch kationtd, na
které je vyndlez zaloZen, je prekvapujici také proto, Ze vlivem tlaku elektrond pri-
davnych -alkylovych skupin by bylo moZno spife odekdvat zvySenou oxidovatelnost a +im
1.dal8i reakei na hnédy chinondiimin.

Tetraalkylbenzidiny se podle vyndlezu mohou poufivat ve viech p¥ipadech, ve kte-
rych byl aZ dosud pouZivdn-o-tolidin, p#ifem# se mohou pop¥ipadé trochu modifikovat
znédmé receptury. Pop¥ipads se mohou pro stabilizaci barvy pou¥itd anionickd smdSedla
nehradit ménd aktivnimi nebo zcela vynechat. Tak se mohou pouZit nap¥iklad tetraallyl-
benzidiny v testovacich papirkdch pro dikaz glukézy v moSi, krve v mo¥i, chlolesteri-
nu v séru, peroxidu vodiku v mléce nebo se mohou pou¥it v testovacich filmech pro
. stanoveni glukozy v krvi a séru a v mnoha jinych testech. VSechny tyto testy se vy-
znaduji tim, Ze barevné reakce jsou jasndj¥i; stdlejdi a z34sti lépe odstupnoviny
ne? p¥i pouZiti o-tolidinu, nebot modrozelend a% zelend zabarvend radikdlovych ka-
tionth tetraalkylbenzidind nejsou zadpindna podily hn&dého chinondiiminu.

U rychlotestld, popsanych v ndsledujicich p¥ikladech praktického provedeni, vy-
stupuji do pop¥edi zejména pFekvapivé vlastnosti tetraslkylbenzidin® s 1 nebo 2 atomy
uhliku, zejména jejich zvySend stdlost ve srovndnf s o-tolidinem zv14¥t3 p¥i sklado-
védni testovacich papirkd pro dikaz krve v mo¥i. ZvySend stdlost radikdlovych kation-
%4 v p¥ipadé testovacich filmi pro stanoveni glukozy umoZruje provdd&t mé¥eni v rela-
tivng dlouhém Easovém obdobi. PouZiti tetraethylbenzidinu p¥i testu glukozy v modi
vede k testovacim papirkim, u kterych reakdni zabarveni zdstdvd po celé dny témd¥
nezménéno, cof mé zvlidEitni vyznam pro Sasné diagnézy, pFi kterych diagnostici posila-
Ji pouZité testovaci papirky do centrdlnich mist k vyhodnoceni.

Nésledujici praktické pFiklady vyndlez bliZe objasmuji, nijak Jjed vSak neomezuji.

P¥iklad 1

Pestovaci papirek pro dikaz krve v modi
Filtredni papir (Schleicher a Schill &. 23SL) se impregnuje ndsledujfcimi roztoky
a usudi p¥i 40 °c:
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Roztok 1

1,2 moldrni citrdtovy pufr o pH 5,25 4 ' 35,0 ml
dvojsodnd sil etylendiamintetraoctové kyseliny 0,1 g
diocktylnatriumsulfojantaran 0,5 g
2,5-dimetylhexan-2,5-dihydroperoxid 70%ni 1,6 g
trimorfolid kyseliny fosforeéné 12,7 g
etanol 30,0 ml
destilovand voda ad 100,0 ml
Roztok 2

3,37, 5,5 -tetrametylbenzidin 0,3 g
fenantridin 0,2 g
toluen ad 100,0 ml

Ziskd se bily testovaci papirek, ktery se p¥i namodeni do mo&i obsghujici krev

Po 5 aZ 20 s zbarvi modrozelend. JestliZe jsou erythrocyty intakini, jsou papirky
modrozelend tedkované., JestliZe dojde k hemolyze nebo jestliZe se nachdzi’pFedem
volny hemoglobin v mo&i, papirky se zbarvi rovnomdrné modrozeleng. Citlivost se po~-
hybuje okolo 5 erythrocytﬁ/mm3 nebo odpovidajiciho mnoZstvi hemoglobinu. NiZsi po- -
Set intaktnich erythrocytli miZe za urditych okolnosti vyvolat jeSté jednotlivé modro-
zelené body na testovacim papirku. Citlivost vi8i myoglobinu odpovidd citlivosti he-
moglobinu.

Po t¥idennim teplotnim zatiZeni pFi 60 °C jsou testovaci papirky zcela slabd na-
Zloutle zbarveny, jejich citlivost zlstala v podstaté stejnd, pouze reakéni doby
se prodlouZily na 60 aZ 90 s. Testovaci papirek stejného sloZeni s o-tolidinem na-
misto tetrametylbenzidinu je po stejném zatiZeni Zlutohn&d& zbarven, citlivost se
pohybuje okolo 20 erythrooytt‘x/mm3 .

Papirky se stejunou citlivesti a stabilitou, které pouze o ndco pomaleji a s Eistou
zelenou barvou reaguji, se ziskaji pFi pou¥iti ekvimoldrnfch mmo¥stvi 3,3", 5,5 -
-tetraetylbenzidinu, 3,3 -dimetyl-5,5 -dietylbenzidinu nebo 3,3°, 5,5 -tetraisopro-
pylbenzidinu.

P¥iklad 2

Testavaci papirek pro stanoveni krve v moSi

JestliZe se v receptufe z pFikladu 1 nahradi dioktylnatriumsulfojantaran stejnym
mnoZstvim lauroylsarkozinu nebo se zcela vynechd povrchové akitivni® prost¥edek, ziska-
ji se testovaci papirky, kiteré jsou sice o ndco méng citlivé ne? v p¥ikladu 1, kters
Jsou ale vidy jeSt&€ citlivEjdi ne% odpovidajici papirky s o-tolidinem. Barevné re-

akce g moli, kterd obsghuje 50 hemolyzovanych erythrocytﬁ/mm3 jsou shrnuty v tabulce 1.

Tabulks 1
bek smdCedla lauroylsarkoesin
tetrametylbenzidin slabd zelené zelené

o-tolidin glabd Sedohnédé slabé hnédozelené

4
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Priklad 3

Testovaci papirek pro dikaz glukozy v modi

Filtra¢ni papir (Schleicher a Schull 5§7 NF) se impregnuji roztoky ndsledujiciho slo-
Zeni a usudi p¥i 50 °C:

Roztok 1

glukozooxiddza (70 U/mg) 222 mg
peroxiddza (70 U/mg) 28 mg
morfolinoetansulfondtovy pufr (pH 6, 1,0 M) 50 ml
tartrazin ’ 80 mg
polyvinylpyrrolidin 300 mg
destilovand voda ad 100 ml
Roztok 2

3,3°, 5,5 -tetrametylbenzidin 600 mg
etanol ad 100 ml

Stejnym zplsobem se vyrobi testovaci papirky, které obsahuji ekvimoldrni mnoZstvi 3,3°,
5,5 ~tetraetylbenzidinu, pop¥ipadd o-tolidinu. Reak¥ni zbarveni tchto testovacich pa-
pirkd s molemi, obsahujicimi glukdzu po 60 a% 120 s po namoSen{ jsou shrauty v niZe
uvedené tabulce. U tetrametylbenzidinu zdstanou tato zbarveni 10 af 15 minut konstant-
ni, p¥i usudeni dostanou spife namodraly charakter a v této form$ zlatanou stdlé po
celé dny. Zbarveni s tetraetylbenzidinem zblednou pondkud p¥l sudenf, ani¥ by se m¥-
nila hodnota zbarveni a jsou potom po celd dny stdlé.

- Zbarveni ziskand s o-tolidinem podnou ji% po 5 a¥ 10 minutdch Zloutnout a blednout
a jsou po usuSeni b&hem 2 a¥ 4 hodin vZdy podle koncentrace glukozy zcela vybledlé
nebo slabé olivové mnddé.

Tabulka 2
me ?051;§°§gztoku o-tolidin tetrametylbenzidin  tetraetylbenzidin
0 Zluté Zluté Zluté
50 svétle zelené svétle zelené svétle zelend
100 zelené modrozelend gt¥ednd zelend
250 modrozelend zelenomodré zelend
500 zelenomodré modrodernd tmavozelend
1000 olivovE dernd Sernd hluboce zelené

Testovaci papirky, které obsshuji ekvimoldrni mnoZstvi 3,3'—dimetyl-s,5'-dietylben—
zidinu, se chovajf s ohledem na charakter s stdlogt reakénich barev jako papirky

s tetraetylbenzidinem.
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P¥{klad 4

Testovaci papirky pro ddkaz peroxidu vodiku

Filtradni papir byl impregnovdn ndsledujicimi roztoky a ususen p#i 40 °¢;

Roztok 1

trojndsobnd sil kyseliny citronové, dihydrdt 225 mg
kyselina citronovd, monohydrét 175 mg
peroxiddza (70 U/mg) 50 mg
natriumalgindt 150 mg
polyoxyetylensorbitanmonolaurdt (Tween 20) 1300 mg
kopolymér vinylpyrrolidinu s vinylacetdtem 375 mg
destilovand voda ad 100 mg
Roztok 2

3,37, 5,5 -tetrametylbenzidin 500 mg
aceton ad 100 ml

Takto vyrobeny testovaci papirek ddvd s peroxidem vodiku ve vodnfch roztocich, na-
p¥iklad mléce, modrozelené reakdni zbarveni aZ do koncentrace 0,1 mg na 100 ml roz-
toku.

P¥iklad 5

Testovaci papirek pro dikaz cholesterinu a esterd cholesterinu v séru

Piltradni papir (Schleicher a Schull 597 NF Ind.) se impregnuje roztoky ndsledujiciho
sloZeni a ususi se p¥i 40 %c:

Roztok 1

1 moldrni citranovy pufr, pH 7 20,0 ml
cholesterinoxiddza (60 U/mg) 0,1 ¢

cholesterinesterdza (18 U/mg) 0,25 g
peroxiddza (70 U/mg) 0,05 g
destilovand voda ad 100,0 ml
Roztok 2

3,37, 5,5 -tetrametylbenzidin 0,28 g
polyetylenokrylfenoleter (Triton X 100) 0,5 g

metylenchlorid ad 100,0 ml

Takto ziskané testovaci papirky reaguji se séry, které obsahuji cholesterin a/nebo
cholesterinester, za vzniku zelenfch barevnych tond, jejich¥ intenzita odpovidd
koncentracl cholesterinu. Odpovidajici testovaci papirky, které misto
tetrametylbenzidinu obsahuji o-tolidin, reaguji rovndZ za vzniku zelenych barev-
nfch tond, které jsou ale mén intenzivni. .

*h
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P¥iklad 6

Testovaci £ilm pro stanoveni ni%¥ich obsahl glukozy v krvi nebo séru

Komponenty

disperse polyvinylacetdtpropionanu (Propiofan 70 D) 45,0 g

1,85%ni roztoku natriumalgindtu v 0,5 M

fosforednanovém pufru o pH 5,5 35,0 g

natriumnonylsiran rozpustény v 5,0 ml vody 0,75 g
glukozooxiddza (62,7 U/mg{} rozpubtdné v 10 ml vody 0,189 g
peroxiddza (68,8 U/mg) 0,235 g
3,3%, 5,5 ~tetrametylvenzidin rozpudtiny

v 5 ml acetonu 0,68 g

SloZky se dob¥e promisf, nat¥ou se v tloudfce vratvy 200 /um na £0lii a 35 minut se
susi p¥i 60 °C. Nakapdnf krve obsehujfci glukdzu a jeji m&Feni po 1 minut¥ poskytuje
po daldich 2 minutdch, p#i rozmez{ obsahu glukdzy od 5 af do 100 mg na 100 ml rozto-
ku, modrozelené reakiéni zbarveni stoupajici intenzity, které se mife zmd¥it b&¥nd
proddvanym remisnim fotometrem. Ndsledujici tabulka 3 ukazuje kinetiku vyvoje zbarve-
ni p¥i 60 mg glukdzy ve 100 ml roztoku ve srovndni s testovacim filmem, ve kterém

je misto tetrametylbenzidinu obsaZeno 500 mg o-tolidinu. JestliZe se testovaci film.
zeh#ivd 12 dni na 50 °C, nelze zjistit prakticky %4dné zbarveni. Testovaci film

s o-tolidinem je naproti tomu velmi siln& Zlutohn&d& zbarven.

Tabulka 3
gas (min) 1 2 3 5 10
intenzita tetrametylbenzidinu
(ddle TMB) 88 87 85 84 85

intenzita o-tolidinu 73 68 64 60 67

P¥iklad 7

Testovaci film pro stanoveni normdinfho a zvySeného obsahu glukdzy v krvi a séru

Testovaci £ilm se vyrobi podle piikladu 6, tento obsshuje dodateéné 0,050 g 9-(2‘1
-aminopropyl)-3-aminokarbazoldihydrochlorid. Nakapdnf krve obsahujici glukdzu a je-
ji setPeni po jedné minutd poskytuje po dal3{ minuté ndsledujici reskéni zbarveni:

60 mg glukdzy - okrové

120 mg glukozy - olivové

180 mg glukozy - modrozelené s promdmmou hloubkou
zbarveni

(vdy ve 100 ml roztoku)

Tyto barvy se samy o sobd neméni p#i dvoudennim uchovdvéni v atmosféfe laborato¥e.
U analogického testovaciho filmu, ktery obsahuje 0,600 g o~-tolidinu a 0,025 g
9-(}¥ -aminopropyl )~3-aminokarbazoldihydrochloridu se méni modrozelené zbarveni
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smérem k Zlutozelenym tontm.

Dobu trvdni stidlosti barvy p¥i obsshu 150 mg glukozy na 100 ml roztoku, mé¥eno ns re-
flomatu, ukazuje ndsledujici tabulka 4.

Tabulka 4
doba (hod) 0 1 2 4 8 24
intenzita TMB 61 62 62 62 62 62°
intenzita o-tolidinu 51 52 51 50 47 42

JestliZe se testovaci film zah¥{vd 12 dni na 50 °C, nelze zjistit 7d4ané zmdny zbarve-
n{ a vyhodnoceni pomoci srovndvacich barev je nespornd moZné. Testovaci prouZky obsa-
hujici o-tolidin jsou naproti tomu siln¥ Zlutohnddd zbarveny a srovndni s barevnou
Skdlou jiZ neni moZné.

V nésledujicich pFikladech je popsdna vyroba dvou a¥ dosud nezndmfch slouSenin zming-
nych shora.

P¥fklad 8

3,3 -Dimetyl-5,5 -dietylbenzidin

Varianta I

Ve dvoulitrové t¥{hrdlé bance s michadlem, kapaci ndlevkou a teplomérem se suspenduje
96,5 g (0,564 mol) 2-metyl-6-etylanilinhydrochloridu ve smési se 79,5 ml koncentrova-
né kyseliny chlorovodikové (d = 1,18 g/ om’ ) a8 330 ml vody a za dobrého chlazeni ledem
se p¥i 0 aZ 3 °C p¥ikape roztok 39 g dusitanu sodného ve 150 ml vody bShem 30 minut
za michdnf. Potom se michd jeSt¥ asi 1 hodimu p¥i 0 a¥ 3 °C a roztok diazoniové soli
se z¥edi pFidavkem 600 ml ledové vody.

’

Mezitim se v 6%i litrové tFihrdlé bence s michadlem, kapaci ndlevkou a teplomdrem
(Y-kusem) se rozpusti 210 g siranu m&dnatého v 900 ml vody a doplni 363 ml koncentro-
vaného amonigku (d = 0,88 g/ em> ). Potom se rozpusti 90 g hydroxylamoniumchloridu ve
150 ml vody a za chlazeni ledem se p¥ikape roztok 95 g hydroxidu draselného v 72 ml
vody. Tento dob¥e ochlazeny roztok se p¥idd p¥i 10 a% 15 ¢ pod dusikem b&hem 15 mi-
mut k michanému roztoku tetraminu mSdnatého, pFiSem¥ vznikne sv&tlemodry komplex

s0li jednomocné m&di. Za chlazeni ledem, mohutného michdn{ a pod dusikem se p¥i 12 aZ
15 9¢ p¥ikape b¥hem 1,5 hodiny ochlazeny roztok diazoniové soli (kapaci ndlevka je
opat¥ens zavdd&ci trubkou, kteri ohnutim ve tvaru U dosahuje pod povrch rozitoku soli
médi). Po ukonfendém priddvdni se michd jeSté jednu hodinu, potom se reakdni roztok
vyt¥epe s 4 x 200 ml eteru. Spojené eterické extrakty se prot¥epou 3 x 50 ml 25%
hydroxidu sodného, 2 x 100 ml vody, 3 x 100 ml 2N kyseliny chlorovodikové a 2 x 100
ml vody. Ziskd se 55,4 g szosloudeniny ve form& Serveného oleje. Chromatografické
d8leni na silikagelu (v¥Zka ndplné 100 cm, primér sloupce 4,8 cm) se smdsi chlorofor~
mu 8 ligroinem 1 : 4 (mnoZstvi silikagelu 1,5 kg, primdr 0,063 aZ 0,2 mm) ddvd 33,7 g
&istého 2,2 -dimetyl-6,6 -dietylazobenzenu ve formé Zerveného oleje, ktery se rozpus-
ti v 1,6 litru dietyleteru, pFidd se 330 ml etanolu, potom roztok 135 g amoniumchlo-
ridu v 1,5 litru vody & za mohutného michdnf se po Sdstech pFidd p#i 22 °C 300 g

"



Cs 273 301 8

zinkového prachu, Po 5ti hodinovém michdni je redukce ukonfena. Témd¥ Uplné se o0dd¥li
odbarvend, organickéd fdze a vodnd vrstva se prot¥epe t¥ikrdt vidy 250 ml eteru. Spo=
jené eterické extrakty se potom doplni 210 ml 3N kyseliny sirové a michaji. P#itom

ge vytvo¥d siran ve form& bezbarvé, nsjdrive lepivé sraZeniny. Po p¥idavku 200 ml
etanolu se ziskd 30,5 g 3,3 -dimetyl- 5 5°-dietylbenzidinsulfdtu ve formd bezbarvych
krystalds Tento produkt se vmese do 150 ml vrouci vody, za michdnf se ochladi na te-
plotu mistnosti, doplni se 200 ml 2n hydroxidu sodného s extrahuje se 4 x 100 ml chlo-
roformu. Spojené chloroformové extrakty se usu¥i siranem sodnym a zahusti., Zbytek,
22,5 g svétlehnédych krystall se pFekiystaluje ze smdsi metanolu s vodou. Ziskd se

23 g = 30,4 % pFibarvenych krystald, t.,t. 69 a¥ 70 °C.

Dihydrochlorid (018H24N2 . 2HCL) taje p¥iL 289 a% 291 °C (rozklad).

Varianta II

1,5 g hlinfku a 0,1 g chloridu rtufného se zah¥Iv4 se 75 g anilinu v autokldvu na

300 °c, p¥iem¥ se hlinik rozpusti za vyvoje vodiku. Po ochlazeni se p¥idf 92 g
o-tolidinu a 4,5 g bezvodého chloridu hlinitého. Potom se vie zah¥eje na teplotu 280

a% 300 °C a vtladi se etylen s tlakem 20 MPa. Asi po 3 hodindch je pohlcovdni etylenu

ukonteno. Autokldv se ochladi a reakdni hmota se vyt¥epe se zF¥eddnym hydroxidem sod-

nym. 2 organické fdze se ve vakuu oddestiluje 2-etylanilin a 2,6~dietylanilin (a%

120 °¢/1,3 kPa),

Zbytek se ndkolikrét prekrystalizuje ze z¥eddné kyseliny chlorovodikové. Ziskd se di-
hydrochlorid 3,3 -dimetyl-5-5"-dietylbenzidinu.

T.t. 288 a% 292 °C (rozklad).

P¥iklad 9

3,3, 5,5 ~Tetraisopropylbenzidin

Roztok 100 g 2 6—dlisopropylanilinu ve 1 280 ml vody a 102 ml konocentrované kyseliny
chlorovodikové (d = 1,18 g/cm ) se zah¥ivd na 90 °C a potom se rychle p¥ikape k 97 °¢
horkému roztoku sloZenému z hexakyano¥elezitanu draselndho v 5 100 ml vody a 143 g
hydroxidu sodného. V disledku vzniklé volné kyseliny kyanovodikové se pracuje za po-
uZiti dob¥e odtehujici digesto¥e. Vznikld ¥ervend zbarvens suspense se michd jesdtd

15 minut, ochladi se a vyti¥epe 6 x 300 ml eteru. Bterické extrakty se suf¥i siranem
sodnym, odsaji a zahusti, Ziskd se 97 g azogloudeniny ve form¥ Servendho oleje.
Chromatografické dsleni na sloupci silikagelu (vyZka ndplnd 110 cm, primér sloupce

8 cm) se sm&si chloroformu s ligroinem 1 : 4 (mo¥stvy silikégelu 1,5 kg, primér

0,05 az 0,2 mm) poskytne 32,45 g cihlovs gervenych krystald. T.t. 134 a% 136 °q,

Azosloudenina se rozpusti v 500 ml ledové kyseliny octové, p¥id4 se 150 g prachové-
ho zinku a 30 minut se zah¥{vd za michéni pod zp&tnym tokem. Potom se odsaje preby-
tedny zinkovy prédSek a rozpoudtddlo se ve vakuu zahusti. Ziskd se 17,5 g bezbarvych
krystall, tyto se smichaji se 150 ml vody, p#id4d se 150 ml 2N hydroxidu sodného a
protrepe gse t¥ikrdt vidy se 150 ml chloroformu. P¥itom se ziskd 12,4 g surového 3, 3 ’
5,5 —tetraisopropylbenzidlnu, tento se .doplni 90 ml acetanhydridu, krdtce se pova¥i

a prebytedny acetanhydrid se odpa¥i na' rotadnim odpa¥ovadi. Zbytek se rozpusti ve

20 ml isopropanolu, pFidd se 180 ml 1igroinu a vzniklé krystaly se odsajl. Ziskand
N,N -dlacetylsloucenina se je8t& jednou prekrystaluje ze smdsi isopropanolu g li-
groinem v poméru 2 : 1. Izoluje se 7,6°g bezbarvych krystall, t.t. 366 °C. Tyto se

.t
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pro odit¥peni N-acetylskupin zah¥ivaji ve smdsi sloZené ze 180 ml ledové kyseliny
octové a 50 ml koncentrovand kyseliny chlorovodikové v autokldvu 6 hodin na 130 aZ
140 °c. .

Potom se reakdni ruztok odpa¥i, odparek se doplni 200 ml 2N hydroxidu sodného a uvol-
n¥nd bdze se extrshuje 4 x 50 ml chloroformu. Chloroformové extrakty se susi siranem

sodnym, odsaji a zahusti, PFitom se ziskd 3,3, 5,5 -tetraisopropylbenzidin ve formé

nshnédlého oleje.

VytéZek 5,6 g (mol. hmot. 352).

Dihydrochlorid (Cp HyeN, . 2HCL) taje p¥i 263 a% 265 °C (rozklad).

PREDMET VYINLALEZU

Pouziti 3,3, 5,5 -tetramethylbenzidinu nebo 3,3", 5,5 -tetraethylvenzidinu
jako oxidadnich indikdtori p#i rychlotestech pro diksz & stanovent peroxidu vodiku,
ldtek reagujicich za tvorby peroxidu vodiku a peroxidicky ddinnych l4tek.

#
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