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[ I  I ]  Analog konnte auc h p-Terphenyl (im Gegensatz zu den o- und ni-lsome- 

ren) in Y7 % Selekiivitit I U  4.4”-Dichlor-p-tcrphenyl umgesetrt werden. 
1121 Der Katalysator 1st nach mehrfachem Einsatr ohne Aktivititsminderung 

ronrgenogrsphiwh unverbndert. 
1131 Die Annahme.daUdie Katalyse tatsichlich im lnnern des Zeoliths abliuft. 

wird dadurch erhir te t .  daO auch ein a n  der i u k r e n  Oberfliche trirnethyl- 
silylierter K-Zeolith L unvcrrnindert Aktivi td  und Selektivifit(9h %) auf- 
wcist. 

1141 Dies 1st in Einklang rn i t  Befunden aur dcr Chloricrung in Gegenwart von 
Zeolithen der Y-Reihc. bei dcnen sich die mit hohercr Aciditit a15 nicht 
p-selektiv rrwiescn [bd e.71 

1 151 K.-H. Hellwegr (Hrsg.). ~ u i ~ ~ / ~ ~ / r - ~ ~ j r r i . \ ~ ~ , i r i ,  Burid 1. 4 7i.d. 6. Aufl.. Sprin- 
ger. Berlin 1955. S. 523 525  

1161 Die Zeolithc wurdcn jeweilr vor ihrer Verwcndung 3 h hei 400 Ccalcinicrt 
(Muffelofen). 

[ 171 Die Zusarnmensctrung dcr Rcaktionsgemisches wurde gaschromatogra- 
phrsch durch Vcrgleich mil authentischen Proben bestimmt. 

Salzfreie Synthese von Azo- und 
Hydrazonfarbstoffen unter C0,-Druck 
Von Roderich Ruue*, Alfred Brack und Karl H .  

Profissor Kurl Hrinz Biichel :urn 60. Gehurtstag Rewidmet 

Wir stellen hier ein neues Verfahren zur Herstellung von 
Azofarbstoffen v c r ,  bei dem die zur Diazotierung notwendige 
salpetrige Siure JUS ihren Salzen oder Estern rnit COz bei 
einem Druck von 5 his 65 bar freigesetzt wird. Die Menge der 
bei den bisherigeri Herstellungsverfdhren als Nebenprodukte 
anfallenden anorganischen und organischen Salze wird bei 
dieser Arbeitsweise erheblich vermindert. Dies 1st unter oko- 
logischen Gesichtspunkten von groBer Bedeutung. 

Azofarbstoffe konnen in einem zweistufigen oder einem 
einstufigen Verfahren hergestellt werden. Im ersten Fall wird 
in wCBrig saurer Losung mit Natriumnitrit 1 ein Diazonium- 
salz gebildet. das anschlieBend mit der Kupplungskompo- 
nente zur Reaktion gebracht wird“]. Im zweiten Fall wird 
durch Diazotierung in Gegenwart der Kupplungskom- 
ponente direkt das gewiinschte Produkt e r h a l t e ~ ~ ‘ * ~ .  Als 
Nucleophile kiinnen dabei neben Arenen auch methylen- 
aktive Verbindungen eingesetzt ~ e r d e n ~ ~ . ‘ ’ .  

Ein Nachteil beider Verfahren sind die als Nebenprodukt 
anfallenden groBen Mengen Salz aus der Neutralisation der 
verwendeten Siure. Erwiinscht ist deshalb ein Verfahren. das 
die Bildung dies,, Nebenprodukte vermeidet. 

C 0 2  ist ein inertes. gasformiges Saureanhydrid. das sich 
miihelos durch h d e r u n g  von Druck oder Temperatur aus 
dem Hydratationsgleichgewicht entfernen 1iBt. Unter At- 
mosphlrendruck reagiert eine wih ige  Losung von Kohlen- 
dioxid nur schwach sauer. ErwartungsgemaB fiihrte deshalb 
das Einleiten eines kriftigen C0,-Gasstromes in eine Mi- 
schung aus aromatischem Amin, Kupplungskomponente 
und wiBriger Natriumnitritlosung auch nicht in Spuren zur 
Bildung einer Azoverbindung. 

Das uns bekannte Erscheinungsbild der Kohlensaure wird 
durch das scheinbare erste Dissoziationsgleichgewicht be- 
schrieben, dessen pK 6.46 betrlgt. Dieser pK-Wert setzt sich 
additiv aus dem des vorgelagerten Hydratationsgleichge- 

wichts von CO, (pK = 3.16) und dem der wahren ersten Dis- 
soziationsstufe der Kohlensaure (pK, = 3.3) zusammenf”. 
Dieses vorgelagerte Hydratationsgleichgewicht sollte sich 
durch Anwendung von Druck in der Weise verschieben las- 
sen. daB die wahre erste Dissoziationsstufe der Kohlensiure 
zur Diazotierung genutzt werden kann. 

Zunichst wurde die einstufige Synthese des Hydrazonfarb- 
stoffvorliufers 4 gernGB Gleichung (a) untersucht. Bei einem 

+ H z N e O C H g  + NoN02 

Druck von 5 bar fand bereits eine merkliche Umsetzung statt, 
bei 30 bar betrug die Ausbeute iiber 80 YO, und bei 50 bar 
war eine vollstindige Umsetzung erreicht. Ausbeute und Pro- 
duktreinheit lassen sich verbessern, wenn man WasseriMe- 
thanol-Mischungen als Losungsmittel verwendet. denn Me- 
thanol hat nicht nur ein hoheres Losungsvermogen fur Amine 
und Kupplungskomponenten, sondern auch fur CO,fhl. 

Da der Farbstoff nahezu salzfrei als Farbbase 4 erhalten 
wird. kann die Methylierung zum N-Alkyl-N-arylhydrazon- 
farbstoff unmittelbar angeschlossen werden. Anstelle von 
Natriumnitrit konnen auch Ester der salpetrigen Siure. bei- 
spielsweise lsoamylnitrit 5 oder Methylnitrit 6 verwendet 
werden, um die Bildung von Salzen vollig auszuschlieBen‘71. 

Nach diesem Verfahren wurde eine groBe Zahl von Azo- 
farbstoffen hergestellt. Von besonderem Interesse ist. daO bei 
diesem einstufigen Verfahren die Diazotierung und Kupplung 
heterocyclischer Amine mit tertiaren aromatischen Aminen 
in quantitativer Ausbeute gelingt, denn normalerweise lassen 
sich heterocyclische Amine nur in konzentrierten Siuren rnit 
Nitrosylschwefelsaure diazotieren. Nach unserem Verfahren 
erhalt man beispielsweise aus 3-Amino-l,2.4-triazol 7, N -  
Benzyl-N-ethyl-3-methylanilin 8 und Isoamylnitrit 5 in einer 
Methanol/Wasser-Mischung unter einem COz-Druck von 
53.5 bar quantitativ den Azofarbstoff 9I7l [GI. (b)]. 
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Experimen telle.7 

2.3-Dihydro-I.2.3-trimethylindol-2-ylidenmethana~o(4’-methoxy~n~ol) 4: 
I73 g ( I  mot) 2.3-Dihydro-l.3.3-trirnethyl-2-rnethylenindol 2. I23 g (1 mol) 4- 
Methoxyanilin 3 und eine Losung von 73 g (1.06mol) Natriumnirrir 1 in 
300 rnL Wasser werden in einern DruckgefiD vorgelegt und CO, his zu einem 



L h c k  von 50 bar eingelcitcf. Die Tcmperafur steigf his 35 C a n ,  und der Druck 
sinkt ah. Durch w i f e r e s  Einleifcn von CO, wird ern Druck von 50 bar  aufrechr- 
erhalren. Man 1201 3 h hei 35-40 C ruhren und enfspannt anschl ieknd das  
DruckgefiO his a u f  Normaldruck. Das enrwcichende Kohlendioxid kann wie- 
derverwcnder werden. Die schwach alkalisch reagierende Suspension der  Farb-  
base wird ahgeszugt. neutral gcwaschen und getrocknet. Man erhi l t  301.2 g 
(YX%) 4. Fp = 147 150 C. korrekre C.H.N-Analysc. M S  ( E l ,  70eV):  mi: 
307 ( M I ,  IOO'Y.). 1x5 (3Y%). 159 (92%). IR (KBr):  C[cm-']  = 1585  (s). 
1245 (s) 

I .2.4-Triaiolyl~3-azo-4'-( N'-henzyl-N'-efhyl-3'-mcfhylanilin) 9 .  In cinem 
t)ruckgeI;iU werclcn 16.X g (0.2 mol) 7. 45.0 g (0.2 mol) 8. 30.4 g (0.26 mol) 5. 
X O  m L  Methanol und 40 m L  Wasser ms;immcngegebcn und CO, his zu einem 
Druck von 53.5 bar  eingcleircf. Der Autoklav wird auf  40 'C erwirmf und 3 h 
die Tcmperarur 'ion 3 4 - 4 0  C sowie durch weiteres Einleitcn von CO, etn 
Druck von 50 5 5  bar aufrechtcrhalfcn. Danach l i O t  man das  ReaktionsgefiO 
erkaltcn und enfspannt auf Normaldruck. L h s  CO, wird zuruckgewonnen und 
wiedercingesetrf. Man desrillierf Mefhanol ah und hringt den Ruckstand mif 
gesitligter Kochsalilosung und cfwas Salzsiure i u r  Krisfallisarion. Der  Farh-  
sfoff wird durch Verriihrcn mil Dichlormethan weifer gereinigf und anschlie- 
k n d  getrocknet 4usheufc: 61.4 g (100 %) 9. Fp = 80 94 'C. korrckfe C.H.N. 
Analyse. ' H - N M R  (CDCI, .  270 MHz) :  6 = 1.25 (I. 3 H). 2.53 (5. 3 H) .  3.53 
(q. 2 H). 4.61 (5 .  :I H),  6.52 (s, 1 H). 7.05 7.40 (mehrere m. 7 H). 7.78 (d. 1 H). 
X . 2 6 ( ~ .  1 H).  MS(El .7YeV):111/~33?0(M' .55%).265(8%).250(9%).229 
( M ' - C , H , .  26°C).  Y I  (100%). - IR (KBr) :  i. [cm-'1 = 3430 (s). 1595 (s) .  
1230 ( S ) .  
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Antikorper-katalysierte Hydrolyse 
glycosidischer Bindungen ** 
Von Jean- Louis Rcytnoncl, Kin1 D .  Jandu * 
und RicI i~rd  ' 4 .  Lrrncv * 

Monoklonale Antikorper gegen Ubergangszustands-Ana- 
loga katalysieren eine Reihe von chemischen Reaktionen[']. 
weshalb sie als Abzyme (crntihody enzymes) bezeichnet wer- 
den. Die bishcr bekannten Beispiele konzentrieren sich auf 
basenkatalysierte Transformationen rnit negativ geladenen 
Ubergangszustinden sowie. in geringerem MaBe. auf elek- 
trocyclische und Redoxreaktionen. Wir berichten hier uber 
den ersten Antikorper. der die siiureunterstutzte Hydrolyse 
einer aktivierten glycosidischen Bindung katalysiert'21. 

Fur diese IJntersuchung wiihlten wir die Hydrolyse des 
Aryloxytetrahydropyrans 1 aus. Obwohl dieses Acetal sehr 
vie1 labiler 1st als ein echtes Glycosid. bietet es ein prototypi- 
sches Modell fur eine glycosidische B i n d ~ n g [ ~ " .  bl. Der ge- 
schwindigkeitsbestimmende Schritt sowohl der spontanen 
als auch der siiurekatalysierten Spaltung ist die heterolyti- 
sche Spaltung der exocyclischen Kohlenstoff-Sauerstoff-Bin- 

Aufgrund stereoelektronischer Effekte ist die Re- 
aktionsgeschnlndigkeit konformationsabhiingig. wobei das 

['I Prof. K. D J m d a .  Prof. R .  A Lerncr. Dr .  J.-L. Reymond 
Departmcnfs of Molecular Biology and Chemistry 
The  Scripps Fksearch Insfirufe 
10666 North rorrcy Pines Road. La Jolla. C A  92037 (USA) 

["I Diese Arheir wurde vom U S  Nafional Institute of Health ( G M  43858. 
K. D. J )  und Clem Schwctzcrischen Nationalfonds zur Forderung der  Wts- 
senschaffen (Postdoc-Stipendium fur J - L .  R . )  geforderf. 

Sesselkonformer rnit dem Aryloxyrest in axialer Stellung die 
labilere Form ist (Abb. l)13d1. Eine detaillierte semiernpiri- 
sche Berechnung der Geometrie des Ubergangszustands er- 
gab. dalj die exocyclische C-0-Bindung 1.8-2.2 8, lang istl41. 
Wir folgerten, dal3 Piperidinium-Ionen wie 2 oder 3 mit einer 
Kohlenstoff-Stickstoff-Bindung von ca. 1.5 8, Liinge akzep- 
table Analoga fur den vorgeschlagenen kationischen Uber- 
gangszustand der siiurekatalysierten Spaltung von 1 sein 
konnten. vorausgesetzt. daB der benzylische Substituent am 
Stickstoff in die axiale Position gezwungen werden kann. 
Dies wurde durch Substitution der 3-Position von 2 und 3 
erreicht. wobei die Antigene 4-6 entstanden. Zusiitzlich 
wurde damit eine gute Moglichkeit fur die Hapten-lmmobi- 
lisierung an einem Carrierprotein geschaffen (Abb. 1 ). 
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Ahh.  I Ohen:  Mechanismus der hydrolytischen Spaltung von 2-Aryloxyte- 
frahydropyranen. Unten: Uhergangszusfands-Analoga. 

Das Hapten 4 wurde, ausgehend von 3-Hydroxymethyl- 
piperidin und 4-Chlormethyl-N-(2-hydroxyethyl)benzamid, 
in acht Stufen synthetisiert"]. Auf iihnliche Weise wurde ein 
1 :I-Gemisch der diastereomeren Haptene 5 und 6, ausge- 
hend von 3-Hydroxymethyl-N-methylpiperidin. erhalten. 5 
und 6 wurden durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissig- 
keitschromatographie (RP-HPLC) getrennt[h"l. ihre relativen 
Konfigurationen wurden anhand des H-NMR-Spektrums 
von 5 bestimmt[hhl. Urn lmmunogenitiit zu gewiihrleisten. 
wurden 4-6 rnit einem Verbindungsstuck verknupft (5-[(2,5-  
Dioxo-1 -pyrrolidinyl)oxy]-5-oxopentanoylchlorid. EtiPrZN. 
Dimethylformamid (DMF).  -30°C) und diese aktivierten 
Haptene an die Carrierproteine Rinderserumalbumin (BSA) 
und Keyhole-Limpet-Hiimocyanin (KLH) gekuppelt. Balb/ 
c-Miiuse wurden rnit den KLH-Konjugaten immunisiert 
und die Antikorper nach Standardvorschriften erzeugtI']. 
Die monoklonalen Antikorper wurden von Ascites-Flussig- 
keit uber eine Anionenaustauschchromatographie gereinigt 
(es wurden 16 Antikorper aus der Immunisierung mit 4, 26 
aus der mit 5 und 3 aus der mit 6 erhalten) und gegen Sub- 
strat 1 auf die Bildung von 4-Hydroxy-N-(2-hydroxy- 
ethyl)benzamid''] getestet. Zwei aus der lmmunisierung mit 
Hapten 5 hervorgegangene monoklonale Antikorper zeigten 
katalytische Eigenschaften. Nach Affinitiitschromatogra- 




