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On the Mechanism of Protein Crosslinking with Glutaraldehyde 

The interaction of glutaraldehyde with model aliphatic amines was studied 
in order to understand the crosslinking reaction of glutaraldehyde with 
proteins. The reaction in organic solvents gave N-alkyl-l,4-dihydropyridines 
and N,N'-dialkyl-l,5-diiminopentanes. The isolated products are new or were 
previously described by us for the first time 1. Hydration of the reaction 
products led to stable N-Mkylpiperidines and N,N'-dia]kyt-l,5-diamino- 
pentanes. In aqueous solution the reaction depends on the pH : at a pH above 7, 
N-alkybl,4-dihydropyridines and at a pH below 7, polymers were obtained. 
For the erosslinking reaction of proteins with glutaraldehyde the following 
mechanism is proposed: Monomeric glutaraldehyde reacts with the protein to 
give intermediate N-alkyl-2,6-dihydroxypiperidines. Intramoteeular dehydra- 
tion leads to the corresponding N-Mkyl-l,4-dihydropyridines. Condensation of 
5he cyclic monohydrate of glutaraldehyde and N-alkyl-2,6-dihydroxypiperi- 
dines gives linear polymeric crosstinks containing ~-oxo-N-alkylpiperidine 
units. 

( K eywords : Cros8linking mechanism; N- A lkyl- l ,d-dihydropyridines ; N ,N'- 
A lkyl-l,5-diiminopentanes) 

Einleitung 

Glut,~raldehyd ist ein hervorragendes Quervernetzungsmittel flit 
Proteine 2, 3 und gewinnt zunehmend an wissensehaftlicher sowie wirt- 
schaftlieher Bedeutung. Die wichtigsten Anwendungsgebiete sind die 
Ledergerbung, die Fixierung yon Proteinen, Zellen und biologischen 
Geweben f/iv Struktur- und Funktionsforschung in der Cyto-, Histo- 
und Immunochemie sowie die chemisehe Desinfektion und Sterilisa- 
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t ion.  Auf  die Vielzahl  der  A n w e n d u n g s m 6 g l i e h k e i t e n  des Glu ta ra l -  
d e h y d s  k a n n  in d iesem Z u s a m m e n h a n g  n ich t  ngher  e ingegangen  wer- 
den.  Es  sei dahe r  au f  einige ausf i ihr l iche  { ]be r s i ch t sa r t ike l  hinge- 
wiesen4-7. 

In w~ftrigen LSsungen steht der monomere lineare Glutaraldehyd im 
Gleichgewicht mit drei hydratisierten linearen bzw. cyclischen Formen 8. Ferner 
werden unterschiedliche oligomere und polymere Formen beschrieben, die auf 
Atdolkondensationsreaktionen 9 12 bzw. auf wasserkatalysierte Polymerisa- 
tionsreaktionen ~3 des Glutaraldehyds zurfickzuffihren sind. Die ehemische 
Uneinheitlichkeit des Glutaraldehyds erkl/~rt die komplexen Reaktions- 
mSglichkeiten mit Proteinen. Trotz einer Vielzahl yon Beitrggen verschiedener 
Autoren konnte der Mechanismus der Quer~ernetzungsreaktion yon Proteinen 
mit Glutaraldehyd bisher nicht endgfiltig aufgeklgrt werden. Es gilt jedoch als 
sicher, dag die Reaktion an den n-Butylaminoseitengruppen der Lysinreste 
erfolgt14, 15. Richard und Knowles 9 schlagen als quervernetzende Spezies ~,~- 
ungesgttigte Aldehyde vor, die mit freien Aminogruppen von Proteinen 
Michael-Addukte bilden. Monsan 11 postuliert Schiffsehe Basen als geaktions- 
produkte, die auf Grund konjugierter Doppelbindungen gegen S~ureeinwir- 
kung stabil sein sollen. Nach jfingsten Arbeiten yon Branner-Jorgensen 16 ist die 
Quervernetzung yon Proteinen dutch Glutaraldehyd lediglieh auf die Aus- 
bildung yon Schiffsehen Basen zurfickzuffihren. Die hohe Reaktivi ts  des 
Glutaraldehyds erkl~rt sich dutch Solvatationseffekte, gfinstige Kettenls 
zur Ausbildung intermolekularer Querbrfieken und die mSgliehe Stabilisierung 
durch eyclisehe Monohydrate des Glutaraldehyds. 

Hardy et al. 17 ffihrten Modellreaktionen dureh Umsetzung von ~-Acetyl- 
lysin und 6-Aminohexansgure mit Glutaraldehyd durch und erhielten tetra- 
substituierte Pyridiniumsalze analog der Struktur  des Desmosins, das als 
natfirliches Crosslink in Elastinhydrotysaten naehgewiesen wurde is. Mit der 
Isolierung yon Anabilysin und l-(5-Amino-5-carboxypentyl)-pyridiniumehlo- 
rid aus glutaraldehydvernetztem Ovalbumin 19, 20 gelang ihnen zum erstenmal 
der direkte Naehweis von Glutaraldehyd-Crosslinks. Prims entstehen aus 
Lysinseitenketten und monomerem Glutaraldehyd Schiffsche Basen. Cyelisie- 
rung, Dehydratisierung und Isomerisierung ffihren zu N-alkylierten Pyri- 
diniumverbindungen2L Die Quervernetzung yon Proteinen dureh Glutaralde- 
hyd ist offensichtlich auf eine Vielzahl yon verschiedenen Reaktionen zurfick- 
zuffihren. Diese Annahme wird dutch Arbeiten yon Heidemann et al. be- 
stgtigt 22 . 

Die yon Lubigl besehriebenen Ergebnisse sollen zur weiteren Aufkl/irung 
des komplexen Quervernetzungsmechanismus bei der Umsetzung yon Pro- 
teinen mit Glutaraldehyd beitragen. 

Sp/~tere Arbeiten yon Ford 23 f/ihrten zu i~hnlichen Ergebni.ssen. 

Ergebnisse und Diskussion 

Bowe8 und  Cater 24 sowie K o r n  et al. 25 h a t t e n  bere i t s  gezeigt ,  dal~ es 
/~uBerst schwierig ist,  e inhei t ] iche R e a k t i o n s p r o d u k t e  bei  der  U m -  
se tzung yon  P c p t i d m o d e l l e n  bzw. A m i n o s s  mi t  G l u t ~ r a l d e h y d  zu 
isolieren.  E igene  Versuche  mi t  N ~ - A c e t y L l y s i n m e t h y l a m i d  und  N ~- 
C a r b o b e n z o x y - l y s i n  waren  ebenfal ls  erfolglos. Urn die R e a k t i o n  mi t  der  
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n-Butylaminoseitenkette des Lysins zu untersuchen, wurden daher 
einfache aliphatische Amine ffir die Umsetzung herangezogen. 

Wegen der einfaeheren Reaktionsffihrung wurde zungchst in orga- 
nisehen L6sungsmitteln gearbeitet. Je nach den Reaktionsbedingungen 
konnten N,N'-Dialkyl- 1,5-diiminopent.ane (1) und N-Alkyl- 1,4-dihy- 
dropyridine (4) isolier~ werden. Durch Hydrieren wurden die da, r- 
gestellten Verbindungen in die N,N'-Dialkyl-l,5-diaminopentane (2) 
bzw. N-Alkylpiperidine (5) fiberftihrt (s. Reaktion a und b). 

b)  

2 R--NH2 + OHC--(CH2)3--CHO - 2 H20 . 

R_N:CH_(CHz)3_CH=N R LiAtH4 R_NH_[CH2)5_NH_ R 

(9 (2) 

(hi 

R--NH 2 + 

0 0 OH 
R (3) 

H20 

Die IdenCifizierung der P~ea.ktionsprodukte erfolgte durch Elementar- 
analyse, Derivatisierung und durch spektroskopische sowie chemisehe Me- 
thoden. Im Falle der N,N'-Dialkyl-l,5-diiminopentane handelt es sieh um neue, 
bei den N-Alkyl-l,4-dihydropyridinen um erstmals beschriebene Verbindun- 
gen, die spgter yon anderen Autoren ebenfalls dureh Umsetzung yon Glutgral- 
dehyd mit primgren Aminen s3 bzw. auf ~nderem Wege erhalten wurden2< 2~ 
Die Umsetzung yon Oluta.raldehyd mit primgren Aminen liefert in Gegenwart 
yon reduzierenden Verbindungen N-Alkylpiperidine 2s, 29. 

Die isolierten N,N'-Dialkyl-l,5-diiminopentane sind in Tab. 1 auf- 
geftihrt, Die instabilen Produkte konnten lediglich mit Ausbeuten yon 
2--3% isoliert werden und wurden n~ch Reduktion und Uberfiihrung in 
die Dihydrochloride analysiert (s. experimenteller Tell). 

Die dargestellt, en N-Alkyl-l,4-dihydropyridine sowie die dazuge- 
h6rigen WerCe der Element~rgnMysen sind in T~b. 2 ~ufgefiihrt. Die 
AnMysenwerte der Derivate sowie die spektl~oskopischen Daten sind im 
experimentellen Teil angegeben. 

Die dargestellten Verbindungen dienten als Vergleichssubstanzen 
bei den Untersuchungen in wggrigen L6sungen. Durch d/innschicht- 
chromatographische Methoden konnten in wgl3rigen LSsungen keine 
bifunktionellen Schiffschen B~sen n~chgewiesen werden. Ffir die Urn- 

87 Monafshet~> f/it Cbemie, Vol. 112/11 
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setzung yon Aminen mit Glutaraldehyd in wi~grigen LSsungen ergab 
sieh eine Abhs des Reaktionsverlaufs vom pH-Wert .  Unter- 
halb pH7 wurde die Bildung yon Polykondensaten beobachtet.  Mit 
Hilfe yon Elementaranalysen konnte gezeigt werden, da8 die Polymere 
dutch intermolekulare Wasserabspaltung der prims gebildeten Dihy- 
droxypiperidine (3) entstehen und aus a-Oxo-N-alkylpiperidinstruktur- 
einheiten (8) bestehen. Oberhalb pH 7 erfolgt intramolekulare Wasser- 
abspMtung. Die dabei entstehenden Dihydropyridinringsysteme (4) 
k6nnen auf Grund ihrer hohen Instabilitgt nieht als Endstufe der 
geakt ion von Glutaraldehyd mit NH2-Gruppen in Proteinen angesehen 
werden. Ihr  ehemisehes Verhalten wurde in Anlehnnng an Arbeiten yon 
Panouse ao sowie Karrer et al. 31 untersueht.  Sie wurden anhand ihrer 
reduzierenden Wirkung gegentiber Silbernitrat nachgewiesen. Dabei 
entstehen die entsprechenden Pyridiniumverbindungen, die als Eisen- 
(III)-chlorid-Doppelsalz identifiziert werden konnten. 

In Gegenwart von Lufts~uerstoff zersetzen sich die Verbindungen sehnell 
zu braun-roten Produkten. Charakteristiseh ist die Rotf~trbung bei Einwirkung 
yon HC1-Gas. Hierbei bilden sieh wahrseheinlieh Dipyridylderiv~te, die yon 
Karrer et al.32 ~ls Chinhydrone gedeutet werden. 

Untersehiedlich ist das VerhMten der N-Alkyl-l,4-dihydropyridine gegen- 
fiber S~uren. Dureh Einwirkung konzentrierter S/iuren erfolgt sofortige Zer- 
setzung, wobei nur ein Teil des zur Synthese eingesetzten Amins zuriick- 
gespalten wird. Sehonende Beh~ndlung mit Sguren bei pH 3 fiihrt zu Pyridi- 
niumverbindungen. 

Nimmt man eine Analogie in den Reaktionsweisen der Amino- 
grulopen aliphatiseher Amine und'den Aminogruppen im Protein an, so 
ist festzustellen, dab bei allen Proteinmodifiziemngen mit GlutarM- 
dehyd pH-statisch gearbeitet werden mug. Der Grund hierfiir liegt 
darin, dab sieh das folgende Gleiehgewieht wS~hrend der Umsetzung der 
Aminogruppen naeh reehts versehiebt: 

Protein-NHa + ~ Protein-NH2 + H + 

Dutch die freiwerdender~ Protonen werden die primgr gebildeten 
P~eaktionslorodukte so ver/~ndert, dab sich farbige Produkte  bilden. Da 
diese farbigen Produkte  vornehmlich auf die Zersetzung des Dihydro- 
pyridinringsystems zurtiekzuftihren sind, sollte zur Vermeidu'ng einer 
Anf/~rbung m6gliehst im sehwaeh sauren pH-Bereieh gearbeitet wer- 
den. 

Auf Grund der Ergebnisse der durehgefiihrten Modellreaktionen 
sehlagen wit ffir die Fixierung yon Proteinen mit Glutaraldehyd 
folgenden I~eaktionsmeehanismus vor: Monomerer Glutaraldehyd, der 
im Gleiehgewieht mit dem eyelisehen Monohydrat  (6) steht  s, reagiert in 
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w~Brigen L6sungen mit den n-Butylaminoseitenketten des Proteins 
intermedi/ir zu N-Alkyl-2,6-dihydroxypiperidinen (3), welehe dann in 
Abhgngigkeit vom pH-Wer t  dureh intramolekulare Wasserabspaltung 
in die entspreehenden N-Alkyl-1,4-dihydropyridine (4) iibergehen bzw. 
dureh intermolekulare Wasserabsp~ltung Polykondensate mit c~-Oxo- 
N-alkylpiperidineinheiten (8) bilden. 

.v0 - -" . 0  . , , 
Pr Pr Pr 

(s) (~) (~) (7) 

v 

I 
Pr 

(s) 

Ouervernetzung 

Es ist anzunehmen, dab der ,von  uns vorgeschlagene Reaktions- 
mechanismus nur eine von vielen m6glichen Umsetzungen zwischen 
Glutamldehyd und Proteinen besehreibt. Die Isolierung yon N-Mky- 
lierten Pyridinimnstrukturen durch Hardy et a1.19-21 best/itigt unsere 
Ergebnisse. St6chiometrische und reaktionskinetische Studien bei der 
Umsetzung yon aliph~tischen Aminen bzw. Modellproteinen lieferten 
andere Ergebnisse als die Umsetzung mit Proteinen. Blauer et al. 8'~ 
sowie Ford 23 bezweifeln daher den Modellcharakter soleher Reaktionen. 
Die reaktionskinetisehen Abweiehungen sind wahrseheinlich auf die 
komplexen Reaktionsweisen des Glutaraldehyds zurtiekzufiihren. F/it  
die Gesamtheit  der Quervernetzungsreaktion gibt es offensichtlieh kein 
Modell, sie kann nur dureh die Umsetzung yon nat~irtiehen Proteinen 
mit Glutaraldehyd besehrieben werden. 
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Experimenteller Teil 

Darstellung yon kristallin~m Glutaraldehyd 

Kommerzielle w/il~rige Glutaraldehydl6sungen wurden bis zur S/~ttigung 
mit Kochsalz versetzt. Die Isolierung des Glutaraldehyds erfolgte dutch 
Perforation mit Diethylether. Naeh Troeknung der etherischen Phase mit 
Calciumehlorid wurde das L6sungsmittel abgedampft. Die zuriiekbleibende 
sirupartige Flfissigkeit wurde unter Stickstoff ;m Hochvakuum fraktioniert. 
Beim Aufheizen wird der Glutaraldehyd thermiseh depolymerisiert, daher mu8 
zun/~chst auf 150 ~ aufgeheizt werden. Zur Destillation reieht eine Temperatur 
von 100--120 ~ aus. Die Hauptfrakt ion (Kp. 70 ~ mm Hg) wurde in einer 

Tabelle 1. N ,N' Dialkyl- l ,5-diiminopentane au8 Glutaraldehyd und aliphatischen 
A minen 

Amin Reaktionsprodukt Kp. (~ Hg) 

Ethylarnin N,N"-Diethyl- 1,5-diiminopentan 90/5 
n-Propylamin N,N'-Dipropyl- 1,5-diiminopentan 64/2 
n-Butylamin N,N'-Dibutyl- 1,5-diiminopentan 165/10 
n-Hexylamin N,N'-Dihexyl- 1,5-diiminopentan 108/2 

mit Aceton/Troekeneis gektihlten Vorlage aufgefangen. Bei der Destillation ist 
unter absolutem Aussehlu8 von Feuchtigkeit  zu arbeiten. Bis zum Einsatz in 
die Synthese wurde der Aldehyd in der K/~ltemisehung aufbewahrt. 

Darstellung yon N,x'g'- Dialkyl- l,5-diiminopentanen 

Als Reaktionsapparatur  diente ein Rundkolben mit Gaseinleitungsrohr, 
gfihrer, RiiekfluBkiihler und einem Verbindungsstfick, auf das sieh ein Kolben 
aufsetzen lieS. Im Kolben befanden sich 1,2 tool Amin. Unter Einleiten von 
Stickstoff wurde ein Kolben mit kristallinem Glutaraldehyd auf das Ver- 
bindungsstfiek gestfilpt und beim Erwgrmen an der Luft 0,6 tool Glutaraldehyd 
unter Rfihren und Eiskiihlung (Reaktionstemperatur 0~ zum Amin 
getropft. Naeh erfolgter Zugabe wurde ca. 0,5 h gertihrt und danach ebenfalls 
unter Kiihlung KOH-Pulver zugegeben. Nach 1 h wurde die organisehe Phase 
abgetrennt, erneut mit KOH-Pulver versetzt und ca. 12h unter Kiihlung 
stehengelassen. Die Fraktionierung des getrockneten Materials erfolgte im 
Hoehvakuum fiber KOH. Die erhaltenen Reaktionsprodukte sind in Tab. 1 
aufgefiihrt. Die Identifizierung erfolgte durch I-Iydrierung und Uberffihrung in 
die Hydroehloride. 

Darstellung von Ar,N'- DialkyL1,5-diaminopentan-hydrochloriden 

0,1 tool des N,N'-Dialkyl-1,5-diiminopentans wurden innerhalb yon 15 rain 
unter Rfihren zu einer L6sung von 4 g LiA1H4 in 200 ml wasserfreiem Diethyl- 
ether unter Stiekstoff hinzugetropft. Nach einer Reaktionszeit yon 1 h wurde 
mit Wasser hydrolysiert. Danaeh wurde abzentrifugiert, der Niederschlag mit 
Diethylether gewasehen und die vereinigten etherischen Phasen fiber KOI-I 
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Tabelle 2. N-Alkyl-l,g-dihydropyridine aua Glutaraldehyd und prim(iren 
A minen 

geaktionsprodukt MG Elementaranalyse (~o) Ausbeute Kp. 
(g) C H N (~o) (~ Hg) 

N-Propyl- 1,4-dihydropya'idJaa 123,20 ber. 77,99 10 ,63  11,37 12,6 
gef. 77,12 10,72 10,96 

N-Butyl- 1,4-dihydrop~'idm 137,22 ber. 78,77 11,01 10,20 39,5 
gee 77,39 11,69 10,40 

N-Pen tyl- 1,4-dihydrop3~'idin 151,25 ber. 79,40 11,33 9,27 44,6 
gef. 76,04 11 ,96  10,24 

N-Hexy]- 1,4-dJhy&'opyridin 165,28 ber. 79,93 11,58 8,49 61,4 
gef. 79,82 11,48 8,58 

71--73/13 

7 ~ 7 6 / 8  

77 80/7 

77 82/6 

Tabelle 3. N,N'-Diallcyl-l,5-diaminopentanhydrochloride 

Reaktionsprodukte Elementaranalyse (~ Fp. 
C H I< C1 (~ 

N,N'-Diethyl- 1,5-diamino- gef. 46,89 10 ,18  12 ,14  30,70 259 
pentanhydrochlorid ber. 46,73 10,47 12,12 30,68 

N,N'-Dipropyl- 1,5-diamino- gel. 51,02 10 ,63  10,93 27,44 298 
pentanhydroehlorid ber. 50,96 10 ,89  10,89 27,35 

N,N'-Dibutyl- 1,5-diamino- gef. 54,40 11,02 9,86 24,76 297 
pentanhydroehlorid ber. 54,30 11,15 9,75 24,80 

N,N'-Dihexyl- 1,5-diamino- gee 59,53 11,80 8,14 20,57 299 
pentanhydroehlorid ber. 59,50 11,70 8,15 20,70 

getroeknet. Dureh Einleiten yon HCl-Oas wurde das Hydroehlorid gefgllt. Das 
Produkt wurde zun/tehst durch L6sen in Methanol und Eingiel3en der L6sung in 
Essigester umgefallt und anschliel3end in n-Propanot umkristallisiert. Die so 
erhaltenen Hydrochloride waren ehromatographiseh einheitlieh (Dfinnsehieht 
chromatographie erfolgte aal Kieselgel-G-Sehichten mit see. BuOH : HCOOH : H20 < 
= 75: 15: 10). Die Identifizierung erfolgte dureh Element, aranalyse und 
Sehmelzpunktbestimmung. Die Versuehsergebnisse sind in T~b. 3 ~ufgef~hrt. 

Dar~.tellung yon u 1,4 dihydropyridinen 

In einem Dreihalskolben mit R(ihrer, P~fickflul3kfihler, Wasserabscheider 
und zwei Tropftrichtern wurden 800m! Cyclohexan zum Sieden erhitzt. 
Innerhalb l h wurden 0,15mol Glutar~ldehyd in 80ml Cyclohexan sowie 
0,15 tool Amin in 80 ml Cyclohexan gleichzeitig und rnit gleieher Geschwindig- 
keit zugetropft. Die L6sung fgrbte sieh gelblieh und es wurden 3,5 ml Wasser 
abgeschieden. Um etwa vorhandene Schiffsche Basen zu hydrieren, wurde 
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LiA1H4 zugesetzt. Die LSsung wurde unter Stiekstoff abfiltriert und fiber 
NaOH getrocknet. Naeh Abziehen des LSsungsmittels wurde im Vakuum unter 
Stickstoff fraktioniert. Die erhaltenen Reaktionsprodukte sowie die dazu- 
gehSrigen Analysend~ten finden sieh in Tab. 2. Die spektroskopischen Daten 
sind im folgenden aufgeffihrt. 

N-Hexyl- 1,4-dihydropyridin : 
IR:  3050m; 2950s; 2900s; 2800s; 1680s; 1610s. 
NMR (~, ppm): 0,7--2,0 (m, 11H); 2,75 (m, 2 H); 4,15 (m, 2 H); 5,6 (q, 2 H). 

Tabelle 4. N-Alkyl-piperidiniumchloride 

Reaktionsprodukt Elementaranalyse (~o) Fp. 
C H N C1 (~ 

N-Propyl-piperidiniumehlorid gef. 57,43 10,99 8,92 22,48 - -  
ber. 58,70 11,08 8,56 21,66 

N -Butyl-piperidiniumehlorid gel. 60,91 11,02 7,98 20,14 267 
ber. 61,20 10,70 7,90 20,00 

N -Pentyl-piperidiniumehlorid gef. 62,16 11,99 7,34 18,51 194 
ber. 62,64 11,57 7,30 18,50 

N-Hexyl-pipei~diniumehlorid gef. 63,72 12,14 6,88 17,26 196 
ber. 64,20 11,76 6 , 8 1  17,23 

Darstellung yon N- Alkyl-piperidiniumchloriden 

5 g N-Alkyl-l :4-dihydropyridin wurden in 300 ml Ethanol gelSst. Um das 
Re~ktionsgemisch vor Oxidation zu schfitzen, wurden 0,5 g LiA]H 4 zugesetzt. 
Die LSsung wurde in einem Autoklaven unter gi ihren bei 150bar und 
Raumtemperatur  hydriert. Als K~t~lysator diente feinverteiltes Palladium. 
Nach der Hydrierung wurde vom Kata lysa tor  abfiltriert, d~s Fi l t ra t  nach dem 
Zersetzen des LiA1H 4 nait MgS04 getrocknet und naeh Abziehen des LSsungs- 
mittels aufgearbeitet. Das l~eaktionsprodukt wurde dureh Wasserd~mpf- 
destillation isoliert und durch Einleiten yon HC1 in das Hydrochlorid fiber- 
ffihrt. Weitere Reinigung erfolgte dutch Umfs in absolutem Diethylether, 
Sublimation im Hochvakuum und Umkristallisieren aus EssigsSmreethylester. 
Die so erhaltenen Reaktionsprodukte w~ren ehrom~tographiseh einheitlieh. 
Die dazugehSrigen Analysenergebnisse sind in Tab. 4 uufgeffihrt. 

Versuche zur Identifizierung yon SchifJ~chen Basen in wiiJ3riger Lbsung 

Glutaraldehyd und Hexylamin wurden in pH-Bereichen zwischen pH 2 und 
10 in versehiedenen molaren Verh/~ltnissen umgesetzt. Der l~'bersehuB an 
Glutaraldehyd sowie die mSglieherweise entstandenen Schiffschen Basen 
(N,N'-Dihexyl-l,5-diiminopentan) wurden mit NaBt t  4 hydriert. Unter diesen 
Bedingungen lassen sieh vorhandene Aminale nieht hydrieren. Dutch AnsSmern 
der w/iSrigen ReaktionslSsung wurden die entstandenen N,N'-Dihexyl-l,5- 
diaminopentane in die Hydrochloride fiberffihrt und die Aminale in Aldehyd 
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and Amin zurfiekgespalten. Der freigesetzte Glutaratdehyd kann durch Was- 
serdampfdestillation isoliert werden. Der positive Naehweis von Glutaraldehyd 
im Wasserdampfdestil lat  war ein eindeutiger Beweis f~r die Bildung yon 
Aminalen aus Glutaraldehyd and Amin. Dutch Zusatz yon konzentrierter 
Natronlauge wurde alkaliseh gemaeht, die Amine wurden d ureh Wasserdampf- 
destillation isoliert und mit Diethylether extrahiert.. In die etherische Phase 
wurde HC1-Gas eingeleitet. Der entstehende Niedersehlag m/il3te sieh theore- 
tisch aus dem Hydroehlorid des (aus dem Aminal zurfickgespalt.enen) Hexyl- 
amins und dem Hydrochlorid des N,N'-Dihexyl-l ,5-diaminopentans zusam- 
mensetzen. Dutch dfinnsehiehtehromatographisehe ~ethoden konnte jedoeh 
kein N,N'-Dihexyl-1,5-di~minopentan-hydroehlorid naehgewiesen werden. Die 
Bildung yon c<,c~-bifunktionellen Schiffsehen Basen aus Glutaraldehyd und 
Amin in wgl3rigen Medien kann folglieh a..u.sgesehlossen werden, w~hrend der 
Naehweis yon Aminalen eindeutig verlief. Uber die Bildnng von monofunktio- 
nellen SchifJ~ehen Basen kann jedoeh keine Aussage getroffen werden. 

Versu(~he zur Identifizierung yon N-Al]cyl-l,4-dihydropyridinen in w~fi~'igen 
L68ungen 

0 , 1  mol Hexylaminhydroehlorid wurden in 100ml Wasser gel6st. Unter 
Einleiten yon Stiekstoff wurde kurz erhitzt, um aus der ReaktionslSsung 
Spuren yon Sauerstoff zu entfernen. Dureh Zugabe yon Natronlauge wurde der 
entspreehende pH-Wer t  eingestellt. Mit Hilfe eines Autoti trators wurden eine 
verdtinnte GlutaraldehydlSsung und 0,1 N Natronlauge so langsam zugetropft, 
dag der pH-Wer t  der L6sung immer konstant  blieb. Das Ende der Reaktion 
war daran zu erkennen, dal3 keine Natronlauge mehr verbraueht wurde. Bei 
ivH-Werten oberhalb yon 8 sehied sieh ein leieht gelbliehes 01 ab. Es wurde mit 
Diethylether extrahiert and die etherisehe Phase mehrmals mit Wasser ge- 
waschen. Naeh dem Troeknen mit KOH wnrde das LSsungsmittel abgedgmpft. 
Es blieb eine gelbliehe Flfissigkeit zurfiek, die sieh bei Zugabe yon SSouren rot 
f/irbte und aus wgl3rigen SilbernitratlSsungen elementares Silber ausfg~llte. 
Naeh Reaktion bei pH-Werten fiber 8 wurden die Produkte dureh Eintropfen 
der ReaktionslSsung in eine Misehung aus 10g NaBH 4 und 400ml Wasser 
hydriert.  Es floekte ein gelber Niedersehlag aus. Naeh StehenIassen fiber Naeht 
wurde das Polymere in Methylenehlorid aafgenommen, naeh mehrfachem 
Wasehen der organisehen L6sung mit Wasser wurde dureh Umfgllen mit 
Diethylether gereinigt. Dureh Einleiten yon ItC]-Gas in eine Methylenehlorid- 
15sung des Reaktionsproduktes wurden die Hydroehloride geffillt. Ein Teil des 
Reaktionsproduktes fiel als polymeres Harz an. 

Die bei versehiedenen ioH-Werten erhaltenen Reo~ktionsprodukte wurden 
dutch Elemen~granalyse untersueht. Die bei pH-Werten > 7 dargesteltf:en 
Verbindungen hat ten einen Sauersl~offgehalt yon 2--3 ,2~,  w~ihrend die bei pH- 
Werten < 7 erhaltenen Produkte einen Sauerstoffgehalt yon 7,5--8% auf- 
wiesen. 

Bei den Reaktionsprodukten, die oberhalb yon pH 7 erhMten wurden und 
einen niedrigen Sauerstoffgehalt aufwiesen, hat vermuttieh eine intramoleku~ 
lare Wasserabspaltung zum Dihydropyridinring (4) stattgefhnden, zumal aueh 
eine RotfSzbung mit HCLGas und Ffi.llung mit Silbernitrat eintrat. Die 
t>~eaktionsprodukte, die unterhalb yon pH7 erhalten wurden, hatten poly- 
meren Charakter. Ferner lagen die Sauerstoft\verte in der GrSl3enordnung, wie 
sie bei einer intermolekularen Wasserabspaltung zwisehen N-Alkyl-2,6-dL 
hydroxy-piperidinen (3) im Sinne einer Polykondensat.ion erhMten werden. 
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Reaktionen und Eigenschaften der N- A lkyl- l ,4-dihydropyridine 

U V-Absorption: N-Alkyl-dihydropyridine sind stark reduzierend3L3~, 34 
und gehen in wS~Brigen LSsungen leicht in die Pyridiniumstufe fiber. Der 
Nachweis kann UV-spektroskopiseh erfolgen. Dihydropyridine absorbieren bei 
315 nm, Pyridiniumstrukturen bei 258 rim. 

Reduktion von Silbernitrat: 1 g N-Alkyl-l,4-dihydropyridin wurde in Etha- 
nol gelSst und zu einer w/~grigen SilbernitratlSsung getropft. Es fiel elementares 
Silber aus. Danaeh wurde yore Niedersehlag abfiltriert und im Filtrat auf einen 
~bersehul~ an Silbernitrat geprfift. Dureh Zugabe yon halbkonzentrierter 
S~lzss wurde der Ubersehul3 an Ag + gefgllt und erneut filtriert. Das UV- 
Spektrum des Filtrats war mit dem einer Pyridiniumverbindung identiseh. 

Reduktion von NaHSQ:  l g Hexyl-l,4 dihydropyridin wurde in wenig 
Alkohol gelSst und zu einer NaHSOa-L6sung (pH 4) sehr langsam unter gfihren 
zugetropft. Die LSsung f~rbte sieh im Augenbliek des Zutropfens sehwach rot- 
violett, wurde aber ansehliegend entf~rbt. Das UV-Spektrum dieser LSsung 
war identiseh mit dem einer N-Alkyl-pyridiniumverbindung. 

Zersetzung dutch Siiureeinwirkung: Dureh Zugabe von 6N HC1 zu einer 
alkoholisehen N-Hexyl-l,4-dihydropyridinlSsung sehied sieh Bin braunroter 
Niedersehlag ab. Der Stickstoffwert des Niedersehlags deutete darauf hin, dag 
nieht das gesamte Hexylamin zurfickgespalten wurde. Dureh dfinnschieht- 
chromatographisehe Untersuehung des Filtrats konnte gezeigt werden, dab ein 
anderer Teil des Hexylamins aus dem Dihydropyridinring zuriickgespalten 
wurde. 

(Die DC-Untersuehungen erfolgten an Kieselgel-G-Sehiehten mit sec. 
BuOH : HCOOH : HeO = 75 : 15 : 10.) 

Uberfii, hrung in die Pyridiniumverbindung durch schonende Siiurebehand- 
lung: 5g N-Hexyl-l,4-dihydropyridin wurden in 50 ml Dioxan gel5st und zu 
einer Mischung Bus 50 ml Dioxan und 50 ml Wasser getropft. Die LSsung wurde 
mit Hilfe eines Autotitrators konstant auf pH3  gehalten, die l~eaktions- 
misehung gut gerfihrt und bis kurz unter den Siedepunkt erhitzt. Die Reak- 
tionszeit betrug 6 h. Die br~unliche L5sung wurde eingedampft: mit Wasser 
aufgenommen, mit Aktivkohle aufgekoeht und filtriert. Das hellgelbe Filtrat 
zeigte das UV-Spektrum einer N-Hexyl-pyridiniumverbindung (2max = 
258 nm). 

Oxidation und Nachweis der N-Alkyl-pyridiniumsalze als Doppelsalz: Nach 
der Oxidation des N-Alkyl-l,4-dihydropyridins mit AgNQ wurde das Filtrat 
mehrmals eingedamps und mit konzentrierter Salzsaure immer wieder au~ 
genommen. Der Rfickstand war eine Mare hochviskose Substanz. Sic war 
ehromatographiseh einheitlich und wurde in wenig Alkohol gelSst und mit einer 
konzentrierten FeCla-L5sung (10g FeCloo/50ml Wasser) versetzt. Der aus 
gefallene Niederschlag wurde abzentrifugiert und in siedendem Eisessig um- 
kristallisiert. Das Produkt fiel in Form yon braunroten Kristallen an, die zur 
Entfernung des Eisessigs mit Petrolether gewaschen und im Exsikkator 
getrocknet wurden. 
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El(,montaranalyse des N-Hexyl-l ,4-dihydropyridiniumchlorid-Doppelsal- 
zes : 

CnHlsNCI" FeC1 a. Ber. C 36,4, H 5,0, C139.1. 
Gel. C35,7, H4,8, C140,2. 
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