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Verfahren zur Herstellung eines zur Durchfiihrung von Schnelltests bestimmten diagnostischen Mittels.

@ Ein zur Durchfithrung von Schnelltests bestimmtes
diagnostisches Mittel zum Nachweis und zur Bestim-

mung von

a) Wasserstoffperoxyd oder Substanzen, die mit Sauer-
stoff in Gegenwart von Peroxydasen unter Bildung
von Wasserstoffperoxyd reagieren; oder

b) Peroxydasen oder Substanzen, die peroxydatisch
reagieren,

wird hergestellt, indem man einen saugfihigen Tréger

mit einer Losung (1), welche

a) eine Peroxydase oder eine peroxydatisch wirksame

- Substanz; oder

b) ein Peroxyd oder eine Substanz, die mit Sauerstoff
in Gegenwart von Peroxydasen unter Bildung von
Wasserstoffperoxyd reagiert,

in Wasser oder einer Alkohol/Wasser-Mischung geldst

enthilt, trinkt, anschliessend trocknen Jdsst und danach

mit einer Losung (2), welche ein 3,3',5,5'-Tetraalkyl-

benzidin der nebenstehenden Formel I, worin Ry, R,,

R; und R4, die gleich oder verschieden sind, gerad-

kettige oder verzweigte Alkylgruppen mit 1 bis 6 Koh-

lenstoffatomen bedeuten, in einem organischen Losungs-

mittel gelost enthilt, nachimprigniert.

(1)
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines zur Durchfiihrung von
Schnelltests bestimmten diagnostischen Mittels zum Nachweis
und zur Bestimmung von

a) Wasserstoffperoxyd oder Substanzen, die mit Sauerstoff s
in Gegenwart von Peroxydasen unter Bildung von Wasserstoff-
peroxyd reagieren; oder

b) Peroxydasen oder Substanzen, die peroxydatisch reagie-
ren,

dadurch gekennzeichnet, dass man einen saugfihigen Trd- 10
ger mit einer Losung (1), welche

a) eine Peroxydase oder eine peroxydatisch wirksame Sub-
stanz; oder

b) ein Peroxyd oder eine Substanz, die mit Sauerstoff in
Gegenwart von Peroxydasen unter Bildung von Wasserstoff-
peroxyd reagiert,

in Wasser oder einer Alkohol/Wasser-Mischung gelost ent-
hilt, trinkt, anschliessend trocknen lasst und danach mit einer
Losung (2), welche ein 3,3',5,5'-Tetraalkylbenzidin der Formel I
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worin Ry, Rz, Rs und Rs, die gleich oder verschieden sind, gerad-
kettige oder verzweigte Alkylgruppen mit 1 bis 6 Kohlenstoff-
atomen bedeuten, in einem organischen Lésungsmittel gelost
enthélt, nachimprigniert.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man als saugfihigen Tréger Filterpapier verwendet.

3. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man eine Verbindung der Formel I, worin R, R2, Rs
und R, die gleich oder verschieden sind, geradkettige oder ver-
zweigte Alkylgruppen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen bedeuten,
verwendet.

4. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man als Verbindung der Formel I 3,3’-Dimethyl-5,5'-
didthylbenzidin verwendet.

5. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man als Verbindung der Formel I 3,3',5,5'-Tetraiso-
propylbenzidin verwendet.

6. Diagnostisches Mittel, hergestellt nach dem Verfahren
gemdss Patentanspruch 1.

55

Die Reaktion von Wasserstoffperoxyd mit Oxydationsindi-
katoren unter Katalyse durch Peroxydase oder peroxydatisch
wirksame Stoffe zu farbigen Verbindungen spielt in der analyti-

schen Chemie eine besondere Rolle, weil sie ausser dem Nach- ¢,

weis von Wasserstoffperoxyd und Peroxydasen auch die
Bestimmung einer Reihe von Stoffen gestattet, die mit Sauer-
stoff und einer Oxydase unter Bildung von Wasserstoffperoxyd
reagieren. Im folgenden seien als Beispiele einige dieser Stoffe
und in Klammern die entsprechenden Oxydasen aufgezahlt:
Glucose (Glucoseoxydase), Galactose (Galactoseoxydase),
L-Aminosiure (L-Aminosdureoxydase), Cholesterin (Choleste-
rinoxydase) und Harnsiure (Uricase). Es sind dies vor allem
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Stoffe, deren Nachweis und Bestimmung in der medizinischen
Diagnostik und in der Lebensmittelchemie von grosser Bedeu-
tung sind. .

Als Nachweisreaktion fiir Peroxydasen kommt die
Methode insbesondere fiir die Bestimmung von Hiamoglobin
infrage, wobei man anstelle von Wasserstoffperoxyd auch
organische Hydroperoxyde als Oxydationsmittel verwenden
kann.

Entsprechend ihrer grossen Bedeutung in der medizini-
schen Schnelldiagnostik sind fiir fast alle der oben genannten
Reaktionen sogenannte Schnelltests beschrieben, die eine qua-
litative oder quantitative Bestimmung einzelner Reaktionskom-
ponenten erméglichen. Dabei werden saugfihige Triger oder
Filme verwendet, die alle Reagenzien enthalten und bei denen
nach dem Kontakt mit der Untersuchungsfliissigkeit die
Farbreaktion abliduft, wenn die fragliche Substanz anwesend
ist. Die gebildete Farbe wird mit Hilfe von Farbvergleichstafeln
beurteilt oder an Remissionsphotometern gemessen, so dass
aus der Farbintensitit auf eine Konzentration der reagierenden
Substanz geschlossen werden kann.

Als Oxydationsindikatoren fiir diese Schnelltests sind eine
Reihe von Verbindungen in der Literatur und in Patenten
beschrieben, jedoch haben sich in der Praxis nur wenige durch-
gesetzt. Es handelt sich hierbei fast ausschliesslich um Verbin-
dungen der Benzidinreihe und zwar von diesen wiederum ins-
besondere um o-Tolidin. Trotz der weiten Verbreitung dieses
Indikators und seiner unzweifelhaften Vorteile gegeniiber den
anderen bekannten Indikatoren hat o-Tolidin jedoch auch
Nachteile. Zum einen ist die Substanz in den Rezepturen fiir die
Schnelltests nicht immer optimal haltbar, was zu unerwiinsch-
ten Verférbungen und Empfindlichkeitseinbussen bei lingerer
Lagerung fithren kann. Zum anderen ist das bei der Indikator-
Reaktion entstehende blaugriine Radikalkation nicht sehr sta-
bil, da es relativ leicht unter Weiteroxydation in das braune
Chinodiimin {ibergeht. Die Reaktionsfarben haben daher durch
die braune Nebenfirbung zum Teil einen schmutzigen Charak-
ter, zudem verdndern sie sich rasch und sind daher meist schon
kurz nach der vorgeschriebenen Ablesezeit nicht mehr richtig
auswertbar. Bei Serienanalysen und fiir die Dokumentation ist
dies ein entscheidender Nachteil. Man kann zwar das Radikal-
kation mit anionischen Netzmitteln in gewissem Umfang stabi-
lisieren, diese sind jedoch nicht immer anwendbar, da sie auf
die Oxydasen fiir die Primarreaktion destabilisierend wirken
konnen. -

Es wurde nun iiberraschend gefunden, dass man Schnell-
tests der obigen Art erhilt, die haltbarer sind und die stabilere
Farbstoffradikale liefern, wenn man anstelle von o-Tolidin
3,3',5,5'-Tetraalkylbenzidine der Formel I

Ry (1),

worin Ry, Rz, Rs und Re gleich oder verschieden sind und gerad-
kettige oder verzweigte Alkylgruppen mit 1 bis 6, vorzugsweise
1 bis 4, Kohlenstoffatomen bedeuten, verwendet.

Gegenstand der Erfindung ist daher das in Patentanspruch
1 definierte Verfahren sowie nach diesem Verfahren herge-
stellte diagnostische Mittel.



Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel [
sind bekannt, jedoch sind bisher lediglich 3,3",5,5'-Tetramethyl-
benzidin (V.R. Holland et al, Tetrahedron 30[1974] 3299-3302)
und 3,3',5,5'-Tetraithylbenzidin (R. Stroh et al,, Angew. Chem.
69[1957] 124-131) naher charakterisiert. Die Herstellung von 5
Tetramethylbenzidin nach V.R. Holland et al. (loc. cit.) erfolgte
auf an sich bekanntem Wege durch Zinkstaubreduktion des
bekannten 2,2/ 6,6’-Tetramethylazobenzols und anschliessende
Benzidinumlagerung.

Die bisher nicht beschriebenen Verbindungen 3,3’-Dime-
thyl-5,5’-didthylbenzidin und 3,3,5,5'-Tetraisopropylbenzidin
konnen beispielsweise nach Stroh et al. (loc. cit,) aus o-Tolidin
und Athylen bzw. aus Benzidin und Propylen hergestellt wer-
den.

Weitere Wege, die prinzipiell auch fiir die noch nicht
beschriebenen héheren Alkylderivate gangbar sein sollten, sind
die folgenden:

a) Oxydation von 2,6-Dialkylanilin mit alkalischem Ferricya-
nid.

b) Oxydation von 2,6-Dialkylanilin mit Silber-(II)-oxyd.

c) Reduktion von 2,6-Dialkylnitrobenzo! mit Lithiumalumi-
niumhydrid.

d) Umsetzung von 2,6-Dialkylbenzoldiazoniumsalzen mit
ammoniakalischer Kupfer-(I)}-L6sung.

Die weitere Reduktion der auf diese Weise erhaltenen Azo- 25
benzole zu Hydrazobenzolen und deren (zum Teil gleichzei-
tige) Benzidin-Umlagerung kann nach bekannten Methoden
erfolgen.

Die aus der Struktur zu erwartende prinzipielle Eignung
von 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin zum Nachweis von okkultem 30
Blut im Stuhl und Harn ist in der genannten Arbeit von V.R.
Holland et al. (loc. cit.) beschrieben, wobei als Vorteil
gegeniiber Tolidin die geringere Cancerogenitit hervorgeho-
ben wird. Die unerwartet grossere Stabilitit des Amins und sei-
nes Radikalkations in Schnelltests ist von Holland jedoch nicht 35
beschrieben, da er entsprechende Versuche nicht durchgefiihrt
hat. Fiir solche Versuche bestand auch kein Anlass, da der
Benutzer von Schnelltests die Reagenzien nicht direkt hand-
habt und somit die Frage der Cancerogenitit fiir ihn praktisch
keine Rolle spielt.

Die Verbindungen der Formel I sind auch fiir Schnelltests
zum Halogenid- bzw. Pseudohalogenid-Nachweis in Kérper-
fliissigkeiten beschrieben (CA-P 818 344). Diese Schnelltests
enthalten noch Kupfer-(Il)}-Verbindungen, welche mit den
Halogeniden unter Bildung von Kupfer-(I)-halogeniden und
freien Halogenen reagieren, die ihrerseits die Benzidin-Verbin-
dungen oxydieren. Diese Oxydation fiihrt offenbar zu den glei-
chen farbigen Radikalkationen wie die peroxydase-katalysierte
Oxydation mit Hydroperoxyden. In dem genannten Patent
wird von den zahireichen beanspruchten Benzidin-Abkémmlin- so
gen o-Tolidin (3,3'-Dimethylbenzidin) bevorzugt, woraus zu
schliessen ist, dass Tetraalkylbenzidine fiir Schnelltests weniger
geeignet sind.

Die grossere Stabilitéit der Verbindungen der Formel I und
ihrer Radikalkationen ist weiterhin insofern iiberraschend, als 55
der elektronendriickende Einfluss der zusétzlichen Alkylgrup-
pen eher eine gesteigerte Oxydierbarkeit und damit eine
Weiterreaktion zum braunen Chinondiimin hétte erwarten las-
sen.

Die Tetraalkylbenzidine der Formel I konnen in allen Fillen oo
eingesetzt werden, in denen bisher o-Tolidin verwendet wurde,
wobei die bekannten Rezepturen gegebenenfalls etwas modifi-
ziert werden kénnen. Gegebenenfalls konnen zur Farbstabili-
sierung verwendete anionische Netzmittel durch weniger
aktive ersetzt oder ganz weggelassen werden. So kénnen die
Tetraalkylbenzidine beispielsweise in Testpapieren zum Nach-
weis von Glucose im Harn, von Blut im Harn, von Cholesterin
im Serum, Wasserstoffperoxyd in Milch oder in Testfilmen zur

10

15

20

40

45

65

619 048

Bestimmung von Glucose in Blut und Serum und in vielen ande-
ren Tests verwendet werden. Alle diese Tests zeichnen sich
dadurch aus, dass die Farbreaktionen leuchtender, stabiler und
zum Teil besser abgestuft sind als bei der Verwendung von
o-Tolidin, da die blaugriinen bis griinen Farbungen der Radikal-
kationen der Tetraalkylbenzidine nicht durch Anteile der brau-
nen Chinondiimine «verschmutzt» sind.

Bei den in den folgenden Beispielen beschriebenen Schnell-
tests treten die Eigenschaften der erfindungsgemiss verwende-
ten Tetraalkylbenzidine besonders hervor, wobei einzelne Ver-
treter der Verbindungsklasse gegebenenfalls noch besonders
vorteilhafte Wirkungen haben kénnen: So zeigt sich die gestei-
gerte Haltbarkeit der Tetraalkylbenzidine der Formel I
gegeniiber o-Tolidin insbesondere bei der Lagerung von Test-
papieren zum Nachweis von Blut im Harn. Die gesteigerte Sta-
bilitat der Radikalkationen fithrt bei den Testfilmen zur Gluco-
sebestimmung dazu, dass die Messung in einem relativ langen
Zeitraum vorgenommen werden kann. Die Verwendung von
Tetradthylbenzidin beim Harnglucose-Test fithrt zu Testpapie-
ren, bei denen die Reaktionsfarbe tagelang nahezu unverindert
bleibt, was fiir Fritherkennungsaktionen, bei denen die Proban-
den die benutzten Teststreifen an eine zentrale Auswertungs-
stelle senden, von besonderer Bedeutung ist.

Anhand der folgenden Beispiele soll die Erfindung niher
erldutert werden.

Beispiel 1
Testpapier zum Nachweis von Blut im Harn

Filterpapier (Schleicher und Schiill Nr. 23SL) wird nachein-
ander mit folgenden Losungen imprigniert und bei 40 °C
getrocknet:

Losung 1

1,2 molarer Citratpuffer vom pH 5,25 35,0 ml
Athylendiamintetraessigsiure, Dinatriumsalz 01g
Dioctylnatriumsulfosuccinat 05g
2,5-Dimethylhexan-2,5-dihydroperoxyd (ca. 70%ig) 16¢g
Phosphorsiuretrimorpholid 127g
Athanol 30,0 ml
dest. Wasser ad 100,0ml]
Losung 2

3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin 03g
Phenanthridin 02g
Toluol ad 100,0 ml

Man erhélt ein weisses Testpapier, welches sich beim Ein-
tauchen in bluthaltigen Urin nach ca. 5 bis 20 Sekunden blau-
griin verfarbt. Sind die Erythrozyten intakt, so sind die Papiere
blaugriin gesprenkelt. Ist Himolyse eingetreten oder befindet
sich von vornherein freies Himoglobin im Urin, so werden die
Papiere gleichmissig blaugriin gefarbt. Die Empfindlichkeit
liegt bei ca. 5 Erythrozyten/mm® oder der entsprechenden
Menge Hamoglobin. Eine niedrige Zahl intakter Erythrozyten
kann unter Umstinden noch einzelne blaugriine Punkte auf
dem Testpapier hervorrufen. Die Empfindlichkeit gegeniiber
Myoglobin entspricht der von Hamoglobin.

Nach dreitigiger Temperaturbelastung bei 60 °C sind die
Testpapiere ganz schwach gelblich gefirbt, ihre Empfindlich-
keit ist im wesentlichen gleich geblieben, lediglich die Reak-
tionszeiten haben sich auf ca. 60 bis 90 Sekunden verlingert.
Ein Testpapier der gleichen Zusammensetzung mit o-Tolidin
anstelle von Tetramethylbenzidin ist nach der gleichen Bela-
stung gelbbraun verfarbt, die Empfindlichkeit liegt etwa bei 20
Erythrozyten/mm3. )
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Papiere gleicher Empfindlichkeit und Stabilitit, die ledig-
lich etwas langsamer und mit rein griiner Farbe reagieren,
erhilt man bei Verwendung dquimolarer Mengen von 3,3',5,5'-
Tetraithyl, 3,3'-Dimethyl-5,5-didthyl- oder 3,3’ 5,5'-Tetraiso-
propylbenzidin.

Beispiel 2
Testpapier zum Nachweis von Blut im Harn

Ersetzt man in der Rezeptur von Beispiel 1 das Dioctylna-
triumsulfosuccinat durch die gleiche Menge Lauroylsarkosin

oder lisst das oberflichenaktive Mittel ganz weg, so erhilt man

Testpapiere, die zwar weniger empfindlich sind als die gemass
Beispiel 1, die aber immer noch empfindlicher sind als entspre-
chende Papiere mit o-Tolidin. Die Farbreaktionen mit einem
Harn, der 50 hamolysierte Erythrozyten/mm? enthilt, sind in
untenstehender Tabelle zusammengefasst.

ohne Netzmittel Lauroylsarkosin

Tetramethylbenzidin ~ schwachgriin ~ griin
o-Tolidin schwach schwach

graubraun braungriin
Beispiel 3

Testpapier zum Nachweis von Glucose im Harn

Filterpapier (Schleicher & Schiill 597 NF) wird mit Losun-
gen folgender Zusammensetzung getrankt und bei 50 °C
getrocknet:

Losung 1 )
Glucoseoxydase (70 U/mg) 222 mg
Peroxydase (70 U/mg) 28 mg
Morpholinoéthansulfonat-Puffer (pH 6, 1,0 m) 50 ml
Tartrazin 80 mg
Polyvinylpyrrolidin 300 mg
Wasser, dest. ad 100 ml
Losung 2

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin 600 mg
Athanol ad 100ml

Auf die gleiche Weise werden Testpapiere hergestellt, die

dquimolare Mengen 3,3',5,5'-Tetraithylbenzidin bzw. o-Tolidin
enthalten. Die Reaktionsfarben dieser Testpapiere mit glucose-

haltigen Harnen etwa 60 bis 120 Sekunden nach dem Eintau-
chen sind in untenstehender Tabelle zusammengefasst. Beim

Tetramethylbenzidin bleiben diese Farben etwa 10 bis 15 Minu-

ten konstant, beim Trocknen bekommen sie einen mehr blauli-
chen Charakter und bleiben in dieser Form tagelang stabil. Die
Farben mit Tetraithylbenzidin verblassen beim Trocknen
geringfiigig, ohne den Farbwert zu dndern, und sind dann tiber
Tage stabil, Die mit o-Tolidin erhaltenen Farben beginnen

schon nach 5 bis 10 Minuten zu vergilben und zu verblassen und

sind nach dem Trocknen in ca. 2 bis 4 Stunden je nach Glucose-
konzentration ganz verblasst oder schwach olivbraun.

mg % Glucose o-Tolidin Tetramethylbenzi- Tetraithylbenzi-

din din
0 gelb gelb gelb
50 hellgriin hellgriin hellgriin
100 griin blaugriin mittelgriin
250 blaugriin griinblau griin
500 griinblau blauschwarz  dunkelgriin
1000 olivschwarz schwarz - tief griin

4

Testpapiere, die dquimolare Menge 3,3'-Dimethyl-5,5'-didthyl-
benzidin enthalten, verhalten sich hinsichtlich Charakter und
Stabilitit der Reaktionsfarben praktisch so wie solche mit
Tetradthylbenzidin.

5
Beispiel 4
Testpapiere zum Nachweis von Wasserstoffperoxyd

Filterpapier wird mit folgenden Losungen getrinkt und bei

40 °C getrocknet:

10
Losung 1

Trinatriumcitrat, Dihydrat 225mg
Citronensiure, Monohydrat 175mg
Peroxydase (70 U/mg) 50 mg
15 Natriumalginat 150 mg
Polyoxyithylensorbitanmonolaurat (Tween20) 1300 mg
Vinylpyrrolidin-Vinylacetat-Mischpolymerisat 375mg
Wasser, dest. ad 100ml
20 Losung 2 :
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin 500 mg
Aceton ad 100mi

Das so gefertigte Testpapier gibt mit Wasserstoffperoxyd
25 in wissrigen Losungen, beispielsweise Milch, blaugriine
Farbreaktionen bis herunter zu Konzentrationen von 0,1 mg %.

Beispiel 5
Testpapier zum Nachweis von Cholesterin und Cholesterin-
30 esternin Serum
Filterpapier (Schleicher & Schiill 597 NF, Ind.) wird mit
Losungen folgender Zusammensetzung getrinkt und bei 40 °C
getrocknet: .
Losung 1

35 1 molarer Citratpuffer pH7 20,0 ml
Cholesterinoxydase (60 U/mg) 0lg
Cholesterinesterase (18 U/mg) 025g
Peroxydase (70 U/mg) 005g
Wasser, dest. ad 100,0ml

40
Losung 2
3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin 028¢g
Polyithylenoctylphenoléther (Triton X 100) 05g
Methylenchlorid ad 100,0ml

45
Die so erhaltenen Testpapiere reagieren mit Seren, die
Cholesterin und/oder Cholesterinester enthalten, mit griinen
Farbtonen, deren Intensitit der Konzentration des Choleste-
rins entspricht. Entsprechende Testpapiere, die anstelle von
so Tetramethylbenzidin o-Tolidin enthalten, reagieren ebenfalls
mit griinen Farbténen, die aber weniger intensiv sind.
In den folgenden Beispielen wird die Herstellung von 2 bis-
lang nicht bekannten Verbindungen der Formel I beschrieben.

ss Herstellungsbeispiel A
3,3’-Dimethyl-5,5'-diéthylbenzidin
Variante I
In einem 2-Liter-Dreihalskolben mit Rithrer und Tropftrich-
ter und Thermometer suspendiert man 96,5 g (0,564 Mol) 2-Me-
¢o thyl-6-athyl-anilin-hydrochlorid in einer Mischung von 79,5 ml
konzentrierter Salzsidure (d = 1,18) und 330 ml Wasser und
tropft unter guter Eiskiihlung bei 0 bis 3 °C eine Losung von
39 g Natriumnitrit in 150 ml Wasser unter Rithren innerhalb 30
Minuten zu. Man rithrt dann noch ca. 1 Stunde bei 0 bis 3 °C
¢s nach und verdiinnt die Diazoniumsalzlosung durch Zugabe von
600 ml Eiswasser.
In der Zwischenzeit werden in einem 6-Liter-Dreihalskol-
ben mit Riihrer, Tropftrichter und Thermometer (Y-Stiick)




210 g Kupfer-(Il)-sulfat in 900 ml Wasser geldst und mit 363 ml
konzentriertem Ammoniak (d = 0,88) versetzt. Dann 16st man
90 g Hydroxylammoniumchlorid in 150 ml Wasser und tropft
unter Eiskiihlung eine Losung von 95 g Kaliumhydroxyd in 72
ml Wasser zu. Diese gut gekiihlte Lésung gibt man bei 10 bis
15 °C unter Stickstoff innerhalb 15 Minuten zu der geriihrten
Kupfertetraminlosung, wobei ein hellblauer Kupfer-(I)-salz-
komplex gebildet wird. Unter Eiskiihlung, kriftigem Rithren
und unter Stickstoff wird nun bei 12 bis 15 °C innerhalb von 1,5
Stunden die gekiihlte Diazoniumsalzlésung zugetropft (Tropf-
trichter mit Einleitungsrohr versehen, das mit U-férmiger Bie-
gung unter die Oberfliche der Kupfersalzlésung reicht). Nach
beendeter Zugabe wird eine Stunde nachgeriihrt, danach schiit-
telt man die Reaktionslosung mit 4 X 200 ml Ather aus. Die ver-
einigten Atherextrakte werden mit 3 X 50 ml 25% N atronlauge,
2 x 100 ml Wasser, 3 x 100 ml 2N-Salzsiure und 2 X 100 ml
Wasser durchgeschiittelt. Man erhilt 55,4 g Azoverbindung als
rotes Ol Die chromatographische Trennung an einer Kiesel-
gelsdule (Fiillhohe 100 cm, Sdulendurchmesser 4,8 cm) mit
Chloroform-Ligroin 1 : 4 (Kieselgelmenge 1,5 kg, Durchmesser
0,063 bis 0,2 mm) gibt 33,7 g reines 2,2'-Dimethyl-6,6/-didthyl-
azobenzol a_!s rotes Ol Man 16st dieses in 1,6 Liter Diidthylither,
gibt 330 ml Athanol dazu, dann eine Lésung von 135 g
Ammonchlorid in 1,5 Liter Wasser und fiigt unter kriftigem
Riihren portionsweise bei 22 °C 300 g Zinkstaub zu. Nach
5stiindigem Riihren ist die Reduktion beendet. Man trennt die
fast vollig entfirbte, organische Phase ab und schiittelt die
wissrige Schicht dreimal mit je 250 ml Ather nach. Die ver-
einigten Atherextrakte werden dann mit 210 ml 3N-Schwefel-
séure versetzt und geriihrt. Dabei bildet sich das Sulfat als farb-
lose, zunéchst klebrige Fillung. Nach Zugabe von 200 ml Atha-
nol erhilt man 30,5 g 3,3’-Dimethyl-5,5'-didthylbenzidinsulfat
als farblose Kristalle. Man trégt dieses Produkt in 150 ml sie-
dend heisses Wasser ein, kiihlt unter Riihren auf Zimmertempe-
ratur, versetzt mit 200 ml 2N-Natronlauge und extrahiert mit
4 x 100 ml Chloroform. Die vereinigten Chloroformextrakte
werden iiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Riick-
stand 25,5 g hellbraune Kristalle. Dieses Rohprodukt wird aus
Methanol-Wasser umkristallisiert. Man erhilt 23 g = 30,4% bei-
gefarbene Kristalle, Schmelzpunkt 69 bis 70 °C.

Das Dihydrochlorid (CisH24N2 - 2 HCI) schmilzt bei 289 bis
291 °C(Zers.).

Variante [

1,5 g Aluminium und 0,1 g Quecksilberchlorid werden mit
75 g Anilin im Autoklaven auf 300 °C erhitzt, wobei sich das
Aluminium unter Wasserstoff-Entwicklung aufldst. Nach dem
Erkalten werden 92 g Tolidin und 4,5 g wasserfreies Alumini-
umchlorid zugegeben. Danach wird auf 280 bis 300 °C hochge-
heizt und Athylen von 200 atm. aufgepresst. Nach etwa 3 Stun-
den ist die Athylenaufnahme beendet. Danach wird abgekiihlt
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und die Reaktionsmasse mit verdiinnter Natronlauge ausge-
schiittelt. Aus der organischen Phase werden im Vakuum
2-Athylanilin und 2,6-Diithylanilin abdestilliert (bis etwa
120 °C/10 mm).

Der Riickstand wird mehrfach aus verdiinnter Salzsiure
umkristallisiert. Man erhélt das Dihydrochlorid des 3,3’-Dime-
thyl-5,5’-didthylbenzidins. Schmelzpunkt 288 bis 292 °C (Zers.).

w

Herstellungsbeispiel B
3,3',5,5'-Tetraisopropylbenzidin
Eine Losung von 100 g 2,6-Diisopropylanilin in 1280 ml
Wasser und 102 ml konzentrierter Salzsiure (d = 1,18) wird auf
90 °C erwirmt und rasch zu einer 97 °C heissen Losung aus
Kaliumhexacyanoferrat<(III) in 5100 ml Wasser und 143 g
Natriumhydroxyd getropft. Wegen der auftretenden freien
Blausiure wird unter einem gut zichenden Abzug gearbeitet.
Die entstehende, rotgefirbte Suspension wird 15 Minuten
nachgeriihrt, abgekiihlt und mit 6 x 300 ml Ather ausgeschiit-
telt. Die Atherextrakte werden iiber Natriumsulfat getrocknet,
abgesaugt und eingeengt. Man erhilt 97 g Azoverbindung als
rotes Ol Die chromatographische Trennung an einer Kiesel-
gelsiule (Fiillhohe 110 cm, Sdulendurchmesser 8 cm) mit Chlo-
roform-Ligroin 1 : 4 (Kieselgelmenge 1,5 kg, Durchmesser 0,05
bis 0,2 mm) gibt 32,45 g ziegelrote Kristalle, Schmelzpunkt 134
bis 136 °C.
Die Azoverbindung wird in 500 ml Eisessig gelost, 150 g
Zinkstaub zugegeben und 30 Minuten unter Rithren am Riick-
fluss erhitzt. Danach wird der iiberschiissige Zinkstaub abge-
saugt und das Lésungsmittel im Vakuum eingeengt. Man erhilt
17,5 g farblose Kristalle, diese rithrt man mit 150 ml Wasser an,
gibt 150 ml 2N-Natronlauge zu und schiittelt dreimal mit je 150
ml Chloroform durch. Dabei erhélt man 12,4 g rohes 3,3',5,5'-
Tetraisopropylbenzidin; dieses wird mit 90 ml Acetanhydrid
versetzt, kurz aufgekocht und das iiberschiissige Acetanhydrid
35 am Rotationsverdampfer eingeengt. Man 16st den Riickstand in
20 mi Isopropanol, gibt 180 ml Ligroin zu und saugt die gebilde-
ten Kristalle ab. Die erhaltene N,N’-Diacetylverbindung wird
nochmals aus Isopropanol-Ligroin 2 : 1 umkristallisiert. Man
isoliert 7,6 g farblose Kristalle, Schmelzpunkt 366 °C. Diese

40 werden zur Abspaltung der N-Acetylgruppen in einem
Gemisch von 180 ml Eisessig und 50 ml konzentrierter Salz-
saure im Autoklaven 6 Stunden auf 130 bis 140 °C erhitzt.

Danach wird die Reaktionslosung eingeengt, der Riick-

stand mit 200 ml 2N-Natronlauge versetzt und die in Freiheit

45 gesetzte Base mit4 X 50 ml Chloroform extrahiert. Man trock-

net die Chloroformextrakte iiber Natriumsulfat, saugt ab und

engt ein. Dabei wird 3,3/,5,5'-Tetraisopropylbenzidin als briun-

liches Ol erhalten. '

Ausbeute 5,6 g (Mol-Gew. 352).

Das Dihydrochlorid (C2sH36N2 - 2 HCI) schmilzt bei 263 bis
265 °C (Zers.).
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