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Pro Element wurden je 13,5 ml Phase eingefiillt, aber pro Verteilungsschritt nur 10 ml (75%) 
der obern Phase transportiert. Bei einem mittleren Verteilungskoeffizienten des y-Globulins von 
1,51 entspricht dies einer Verteilungszahl von 0,8 (Verhaltnis des pro Schritt aus einem Element 
transportiertes gelostes zum verbleibenden Material [l]). Nach einigen Probeschritten wurden in 
den ersten 4 Glasern 104 ml Phasenpaar, enthaltend 2,75 g y-Globulin, eingefiillt und mit der 
automatischen Verteilung iiber 200 Transfers begonnen. In jedem Verteilungsschritt, der ca. 15 
min dauerte, wurde 6 min zur Gleichgewichtseinstellung gemischt und 6 min zentrifugiert. 

Das Phasenverhaltnis betrug je nach Versuch 1 : 1 oder 1 : 2 leichte zu schwerer Phase. Pro 
Verteilungsschritt wurden 2/a bis 3/4 des Phasenvolumens an mobiler Phase injiziert. Dieses Volu- 
men ist zugleich dasjenige der Fraktionen. 

Die Untersuchungen wurden vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS unterstutzt (Gesuch 
Nr. 3091), wofur ich seinen Behorden bestens danke. Der Blntspendedienst des Schweiz. Roten 
Kreuzes stellte humanes y-Globulin zur Verfiigung. Herrn Prof. FEY vom veterinar-bakteriologi- 
schen Institut der Universitat Bern danke ich fur die Uberlassung des Colostrum-Serums, die Aus- 
fuhrung der Immunelektrophoresen und die Bestimmungen der Antikorpertiter. Fur die treue 
Mitarbeit bin ich meinen Laboranten K. BAUMANN, u. GSTEIGER, c. WUTHRiCH und A. ZENATY zu 
Dank verpflichtet. 
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174. Echange d'oxyghne lors de la substitution Blectrophile des phhols 
par H. Dahn et J.-D. Aubortl) 

Institut de Chimie organique, UniversitC de Lausanne 

(13 VII 68) 

Summary. In the bromodesulfonation of sodium 2,6-dibromophenol-4-sulfonate (I) and similar 
compounds, the relatively stable quinoloid intermediate I1 exchanges its carbonyl oxygen with 
that of H,W by an addition-elimination process. The exchange is slower than the formation of the 
product I11 ; it is roughly comparable to the exchange velocity of quinones of similar structure. 
By reversibility of the electrophilic additon step, 180 is incorporated into the starting phenol I. In  
electrophilic substitutions with shorter life-time of the quinoloid intermediate, the oxygen ex- 
change is difficult or impossible to observe. 

Le mkcanisme gknkralement adopt6 pour la substitution klectrophile des phknols 
comporte un produit intermkdiaire, de structure quinoloide [l]. Dans certains cas, 
lorsque la seconde &ape (klimination) est trgs lente par rapport h la premi&re 
(ha(> h-J K b ) ,  l'intermkdiaire quino'ide peut Stre observ6 directement, par exemple 
par spectrophotom6trie dam I'UV. ou par spectromktrie de RMN. [2] [3]. 

l) Extrait de la these de J.-D. AUBORT, Lausanne 1968. 
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On a constat6 que deux facteurs peuvent ralentir 1’Ctape d’6limination (kb)  : 
a) l’encombrement stkrique dans le voisinage du groupe -OH du phCnol [4] ; b) le ren- 
forcement de la liaison du groupe partant au noyau: A = -H < -COO@ < -SO,O 
< -Me [5]. 

0 OH 

A A’ ‘Z 

Ainsi, lors de la bromodCsulfonation du dibromo-3,5-hydroxy-4-benzknesulfonate 
de Na  (I), CANNELL [Z] a dCmontrC l’existence d’un intermhdiaire quinoloide I1 par 
spectrophotomCtrie dans 1’UV. ; sa transformation en produit de &action I11 (Climina- 
tion, kb)  a C t C  suivie par iodom6trie. 

Par contre, lors de rCactions de bromodkprotonation ou de diazocopulation, 1’61i- 
mination Ctant rapide, la durCe de vie de l’intermkdiaire quinoloide est insuffisante pour 
permettre son observation directe. Des niCthodes indirectes ont C t C  alors utilisbes pour 
dkmontrer son existence, telles que l’observation d’un effet isotopique cinhtique, et 
l’Ctude de la catalyse basique [4] [6]. 

Nous nous sommes proposC d’examiner une nouvelle mCthode pour la dCtection 
des intermkdiaires quinolofdes en cours de substitution Clectrophile des phCnols. On sait 
que le groupe carbonyle Cchange son oxyghne avec celui de H,O, par un mCcanisine 
d‘addition-Climination (formation transitoire d‘un hydrate), ce dont les phCnols sont 
incapables, dans des conditions douces [7]. 

,, /180H 
‘C=O + H,180 C __+ ‘C=lSO + H,O 
/ / \OH -/ 

Lors de la substitution Clectrophile d’un phCnol dans H,O, l’intermkdiaire qui- 
noide, s’il se forme, peut subir un Bchange d’oxygkne de son groupe carbonyle. En 
utilisant un traceur (oxygkne-18 ou -17), l’intermgdiaire serait ainsi marquC, formant 
un produit de rBaction Cgalement marque. 

Les cCtones a,p-insaturCes Cchangent leur oxygkne plus lentement que les cCtones 
saturCes, mais nous avons observC dans un travail antkrieur [8] que les $-benzoqui- 
nones (structures analogues aux intermkdiaires quinoides) Cchangent leur oxyghe 
avec celui de H,l*O, lorsqu’elles sont substitukes par des attracteurs d’6lectrons. 
Parallklement, de tels substituants ralentissent la substitution Blectrophile, ce qui est 
favorable B l’observation de l’intermddiaire. Ainsi, la dur6e de vie de 1’intermBdiaire I1 
de la bromodCsulfonation de I [Z] Ctant comparable au temps $&change total de la 
quinone IV [8], nous pouvions prCvoir un Cchange isotopique significatif au cours de 
cette rCaction. 

La broniodCsulfonation de I a done 6tC CtudiCe au moyen du traceur lSO. Les phB 
nols enrichis en lSO Ctant dklicats i prCparer, nous avons CtudiC la rCaction de I iso- 
topiquement normal avec Br, dans H,lsO. Une vkrification prkliminaire a permis de 
montrer que I, comme la plupart des phCnols [9] [lo], n’kchange pas son oxygkne avec 
H,1*0 dans des conditions douces (voir partie expkrimentale). De meme, le produit de 
rCaction (tribronio-2,4,6-phCnol, 111), qui est complktement insoluble dans l’eau, 
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Brl(r 
n’Cchange pas son oxyghe avec H,180, m&me dans des conditions plus draconiennes 

Lors de la rkaction de I avec un d6faut 3, de Br, dans H,ls0, 8.25,0”, en pr6sence 
d’une faible quantitk de HBr, nous avons observ6 la formation de produit 111” enrichi 
en l*O. L’accumulation de traceur, aprks bromodksulfonation totale, n’est toutefois 
que partielle, de l’ordre de 20% de l’enrichissement du milieu rkactionnel en ISO. - 
Nous avons observk, d’autre part, que l’accumulation de traceur s’effectue progressi- 
vement au cours de la bromod6sulfonation. En isolant le produit bromodCsulfon6 

POI ?. 

% bromodisulfonotion 

Accumulation d u  traceur en fonctinn d u  progris de la bromodbsulfonation de I 

,) A premiere vue, un Bchange lent de I11 via une bromodebromation [Z] est possible; cependant, 
nous avons toujours utilisk un defaut de Br,, ce qui exclut cette reaction. 
En presence d’un excbs de Br,, la bromodesulfonation est accompagnde de reactions parasites 
PI. 
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aprks achkvement de la rCaction B. 25,50,75 et loo%, nous avons constat6 que l’accu- 
mulation de traceur (exprim6 en 7, d’kchange, voir partie expkrimentale) est propor- 
tionnelle au progrks de la bromodksulfonation (figure). 

Pour prCciser le phCnoni6ne de I’Cchange isotopique en cours de bromodksulfona- 
tion, nous avons entrepris des essais systCmatiques avec les substrats I, V et VI, en 
faisant varier les conditions de rkactions (rksultats v. tableau). 

On constate que l’kchange isotopique en cours de rkaction est d’autant plus impor- 
tant que le rapport [Br,]/[substrat] est plus grand. Nous interprktons cette observa- 
tion de la faGon suivante : 

L’addition de Br, sur le substrat I ktant rkversible [all), l’intermkdiaire kchang6 
11* (enrichi en l8O) formera, B la vitesse dCfinie par k-, (Ctape inverse de l’addition), 
le substrat I*, enrichi en lSO. Lorsque l’excks initial de substrat I est nul, l’ensemble 
de I* est transformk, une fois la bromodksulfonation termin&e, en produit de rkaction 
111”. Par contre, lorsque l’excks initial de I est important, la fraction de I qui ne 
participe pas B. la rCaction va diluer I* marquk. La bromodCsulfonation terminke, le 
produit de rkaction 111” (form6 B partir de I* marquC, diluk) aura done un marquage 
d’autant plus faible que l’exc6s initial de substrat I est plus grand. 

Pour Ctayer notre hypothkse du marquage de I au cours de la bromodCsulfonation, 
nous avons procCdC B. une vkrification. Celle-ci serait simple A effectuer, si le substrat 

Echange isotopique e n  c o w s  de bromodisulfonation 

Solvant: H,180 (1,5-2 at.-% lSO en excks); tempirature 25,O” f 0, l”  

Essai Substrat [substrat] [Brz] W3rl  [Br-I a) % Bchange b, 
moles . 1-1 (de solvant) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

I 0,050 
0,100 
0,100 
0,100 
0,100 
0,100 
0,200 
0,300 

V 0,050 
0,100 
0,100 
0,100 
0,200 
0,300 

VI 0,100 
0,100 
0,100 
0,200 

0,040 
0,080 
0,078 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,040 
0,078 
0,080 
0,080 
0,080 
0,080 
0,078 
0,080 
0,080 
0,080 

0,009 
0,000 
0,000 
0,017 
0,017 
0,285 
0,017 
0,017 
0,009 
0,000 
0,017 
0,285 
0,017 
0,017 
0,000 
0,017 
0,285 
0,017 

0,062 
0,036 
0,078 
0,124 
1,124 
0,392 
0,124 
0,124 
0,062 
0,078 
0,124 
0,392 
0,124 
0,124 

26 
27 
24 
19 
25 
24 
10 
9 

39 
36 
28 
32 
17 
10 
4 
5 
3 
0 

a) Voir partie expdrimentale. 
b) Valeurs calculBes pour I et  V, en admettant que la formation de I’intermBdiaire (ha) ,  initiale- 

ment, est stcechiomdtrique. 

4) Nous avous pu confirmer par RMN.  l’observation de CANNELL [2] : l’addition de Br@ diminue 
la concentration de I1 (voir partie expkrimentale). 
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non entr6 en rCaction pouvait Ctre isolC, et son contenu isotopique, dosC. En rCalitC, 
l’isolement, la purification et l‘analyse isotopique5) des p-phdnolsulfonates de Na sont 
trks dClicats. Nous avons procCd6 de manigre indirecte. 

Un premier essai (essai 7 du tableau) a C t C  effectuC avec un excks de substrat I de 
150%. La bromodbsulfonation terminCe, le produit de &action 111, form6 quantitati- 
vement et insoluble dans l’eau, a Ct6 filtrC et soumis A l’analyse isotopique: on a cons- 
tat6 un Cchange de 10%. Le filtrat de ce premier essai, contenant l’excks de I non 
entrC en rdaction, a CtC additionn6 d’une nouvelle quantit6 de Br, (essai 19). Le pro- 
duit 111 de cette seconde opkration a C t C  Cgalement soumis 8. l’analyse isotopique: on a 
constat6 un 6change de 37%. 

Si, lors de la premi6re opkration, le substrat I non entrC en rdaction ne s’Ctait pas 
enrichi en 1 8 0 ,  l’kchange au cours de la seconde (oh l’excgs de substrat est de 60%) 
aurait dii Ctre de l’ordre de 15% (estimation sur la base des valeurs du tableau). 
L’Cchange de 37% que nous avons observC montre bien que le substrat non entrC en 
rCaction au cours de la premikre riraction a accumul6 du traceurs). 

Estimation des vitesses d’e‘change. Pour les bromodksulfonations de I et de V, oh 
k ,  < k-, < K ,  [a] [5], on peut considber que, au niveau de l’intermbdiaire’), 1’Cchange 
isotopique (k,) et l’klimination (kb) forment un systgme de rCactions concurrentes 
respectivement de pseudo-premier ordre et de premier ordre. Voici le sch6ma pour la 
rCaction de I: 

111 

11* __+ III* 

.-a/ ] k o  

I* + Br, 

Le produit de 1’6limination irrCversible (k,) subie par I1 est 111, fraction isotopi- 
quement normale du produit de rCaction. Si la rdaction est effectuke avec des quanti- 
tCs CquimolCculaires de I et de Br,, le corps II*, form6 de manikre irrCversible B partir 
de I1 (k,) sera, en fin de &action, intkgralement transform6 en III*, fraction marquCe 
du produit de rkaction. La rCaction r6versible entre 11* et I* (k ,  et k-,) n’y change 
rien, pour autant que I ne soit pas initialement en excks par rapport B Br,, et pour 
autant que l’on mesure 1’Cchange isotopique pour l’ensemble de la bromod6sulfona- 
tion. 

Les constantes k ,  et k-, Ctant tr&s supdrieures aux constantes k, et k,, le systkme 
concurrent est en rCalitC observable tout au long de la rCaction, ainsi que le montre la 
relation yo d’Cchange/% de bromodCsulfonation, relation qui est linCaire, compte 
tenu des incertitudes de mesures (figure). 

5 ,  Les 3 atomes de 0 du groupe -SO,Na provoquent, en cours d’analyse isotopique, une dilution 

6, Une preuve analogue a B t C  apport6e lors de la mesure de l’accumulation de traceur en fonction 

7)  L’Bquilibre de formation de l’intermkdiaire peut &re n6glig6, car ka & k,. 

du traceur par un facteur 4. 

de l’avance de la bromodksulfonation (voir partie expirimentale). 
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Dans le produit de rkaction (I11 + III*), la fraction isotopiquement normale I11 
sera donc proportionnelle B k,, alors que la fraction marquke 111” sera proportionnelle 
B k,. L’analyse isotopique du produit de rkaction permet ainsi de dkterminer le rapport 
des constantes k ,  et k,: 

% Bchange 
- - k,=- [In*] 

k ,  [111] 100- (% Bchange) * 

Cette relation nous a permis d’kvaluer les rapports k, /k ,  pour les bromodksulfona- 
tions de I et de V:  pour I, k,/k, = 0,23 (essai 4, tableau), pour V, k,/k, = 0,39 (essai 11, 
tableau). Ces valeurs ne sont qu’approximatives, car l’excks initial de substrat, qui 
devrait &tre nu1 pour une dCtermination correcte, est ici de 25%. 

Afin d‘Cvaluer les valeurs de k,, nous avons mesurC, par spectrophotomktrie dans 
l’UV., les constantes de vitesse d’klimination k ,  (voir partie expkrimentale). Pour la 
bromodksulfonation de I ,  nous avons trouvk k ,  = 5,98 . min-l, valeur proche de 
celle trouvke par CANNELL [2]*), k ,  = 5,49 . lop3 min-l; pour la bromodksulfonation 
de V, nous avons obtenu k ,  = 5,29 * min-1. Nous avons constatk que les cinktiques 
de ces deux rkactions sont en excellent accord avec le premier ordre. 

Les valeurs de k ,  et des rapports k,/k, nous ont permis d‘Cvaluer les valeurs de k,, 
constantes de vitesse d’kchange des intermkdiaires quinoides ; nous les avons coni- 
parCes aux constantes de vitesse d’kchange (de pseudo-premier ordre kgalement) des 
$-benzoquinones tktrahalogknkes correspondantes, mesurCes prCcCdemment [S]. La 
constante K ,  = 1,4. min-1 de l’intermkdiaire dibromk I1 est d’une grandeur coni- 
parable B celle de la constante de vitesse d’kchange du bromanil: 1 , l O  min-1 
(mesurke dans le tktrahydrofuranne en milieu neutre, 2 25,O” [S]). De m&me, la cons- 
tante k ,  = 2,l * min-1 de l’intermkdiaire dichlork de la bromodksulfonation de V 
est de l’ordre de grandeur de la constante de vitesse d’kchange du chloranil: 5,95 10-3 
min-I (mesurke Cgalement dans le tktrahydrofuranne en milieu neutre, 2i 25,O” [S]). 

Bien que les constantes de vitesse d’kchange des intermkdiaires quinoides et des 
quinones aient C t C  mesurkes dans des conditions trhs diffkrentes (solvant et pH), on 
constate qu’elles sont du m&me ordre de grandeur. D’autre part, la chloration en 
position u par rapport au groupe carbonyle conduit B un kchange plus rapide que la 
bromation, ceci tant pour les intermkdiaires quinoides que pour les quinones. 

Le substrat VI, qui comporte un groupe nitro, ne forme pas d‘intermkdiaire dCce- 
lable par spectrophotomktrie UV. ou par spectromktrie de RMN. (voir partie expkri- 
mentale) ; ceci est en accord avec la dkstabilisation gCnkrale des systkrnes quinoides 
par des groupes nitro [5]. Toutefois, un faible kchange isotopique en cours de bromo- 
d4sulfonation (5  5%) permet de conclure B la formation d’un intermkdiaire, quoi- 
qu’en trks faible concentration; la constante k ,  doit &re de valeur klevke par rapport 
B k ,  et k-a. 

Nous avons encore constatk que l’influence de 1’aciditC du milieu et de la concen- 
tration en BrQ sur l’dchange isotopique lors des bromodCsulfonations de I, V et VI est 
faible. Cette observation est en accord avec les conclusions de CANNELL [2] pour l’ktude 
cinktique de la rCaction de 1. 

8) Mesurde par iodomdtrie, les conditions de reaction &ant analogues. 
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Nous avons appliquC la mCme mCthode k l’Ctude des rkactions d’halogknation de 
phknols suivantes: 

phCnol-4-sulfonate de Na + 2 Er, -+ dibromo-3,5-hydroxy-4-benz~nesulfonate 
de Na; 
nitro-4-phCnol+ 2 Br, + dibromo-2,6-nitro-4-phknol; 
nitro-4-phknol + I, + iodo-2-nitro-4-phknol; 
chloro-2-nitro-6-phCnol + I, + chloro-2-iodo-4-nitro-6-phknol; 
acide dibromo-3,5-hydroxy-4-benzoique + I, + dibromo-2,G-iodo-4-phCnol 
(iododkcarboxylation) . 

Dans aucun cas nous n’avons observk un kchange isotopique significatif. Les inter- 
mkdiaires quinoides, s’il s’en forme, ne doivent donc pas poss6der un temps de vie 
suffisant pour leur permettre d’Cchanger leur oxyghe avec HZ18O. Les valeurs Clevkes 
des constantes k ,  par rapport aux constantes k,, k-, et k,, ou les valeurs trks faibles 
des rapports k,/k-, peuvent expliquer ces constatations. 

On peut ainsi dkfinir les conditions pour l’observation d’un kchange significatif 
lors de la substitution klectrophile d’un phknol: 

1. k ,  > k-, > k , ,  2. k ,  2 k , .  

L’enrichissement en 1 8 0  du milieu rkactionnel, ainsi que la prkcision (sensibilite) 
des analyses isotopiques jouent un rBle important. En admettant que la condition 1 
soit remplie (intermkdiaire quinoide form6 en grande concentration) et que l’on 
puisse dkceler avec certitude un enrichissement de 0,05 at.-% l*O dans le produit de 
rkaction, l’utilisation d’un solvant contenant 1 at.-% l 8 0  permettra l’identification 
d’un intermkdiaire pour lequel k,/k, = 0,05. Avec un solvant contenant 50 at.-% lSO, 
un intermkdiaire sera dkjB dkcelk pour k,/k, = 0,001, soit une klimination 1000 fois 
plus rapide que l’kchange isotopique. Mais si la condition 1 n’est pas remplie (inter- 
mkdiaire form6 en faible concentration), une telle discussion est alors impossible. 

Dosage de l80. La stabilitk exceptionnelle de phknols halogknks ne permet pas 
l’application de la mkthode de DAHN, MOLL & MENASS& [ll] ; une dCgradation plus 
hergique est nkcessaire. 

Certains rkactifs permettent une dkgradation de la substance analyske avec trans- 
formation de son oxyghe en CO,, dont la teneur en l8O est dosCe par spectrom6trie de 
masse: HgCl, [GI, le mklange HgC1,-Hg(CN), [13], le chlorhydrate de guanidine [14] 
et le mklange HgC1,-chlorhydrate de guanidine [15] ont ktC proposks. Ces prockdes 
pr6sentent divers dksavantages, notamment la formation parasite de HCI, difficile 8. 
Climiner [ll], ou les difficultks de purification et de conservation du rkactif [15]. 

Nous avons Clabori: un nouveau prockck de &gradation qui consiste A chauffer la 
substance 3-12 h B 300” avec l’un des deux rkactifs suivants, de m&me efficacit6: un 
mklange dicyandiamide-HgC1, ou un mklange mClamine-HgC1,g). Dans le CO, formC, 
B teneur en lSO identique 8. celle de la substance analyske, on dose le traceur par spec- 
troin6trie de masselO). Cette mkthode prCsente les avantages suivants: 
8, Le choix de ces rCactifs a B t B  determine par la pr&ence, dans leurs structures, du groupe 

dans des substances 
)C=N-, qui parait &re le centre reactif: H,O est ainsi transformke en CO, [14]. 

lo) Ce procCd6 d’analyse ne permet Cvidemment pas le dosage diff6renciC de 
possCdant plusieurs atomes de 0 de contenus isotopiques diffkrents. 
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a) les rCactifs de dbgradation sont aisCs A manipuler et A conserver ; 
b) la dbgradation de substances organiques tr&s diverses peut stre ainsi effectuCe 

(des halogkno- et amino-phCnols, des cCtones et quinones, des acides carboxyliques 
et leurs dCrivCs, ainsi que des compos6s nitroso ont 6tC d6gradCs avec succks) ; 

c) il ne se forme pas de HC1 lors de la dkgradation, ce qui simplifie considCrable- 
inent la purification du CO,. 

Partie experimentale 
Les F. sont corriges. Les mesures spectromBtriques ont 6tB r6alisBes au moyen des appareils 

suivants: IR. : BECKMAN, modBle IR-5; UV. : BECKMAN, modkle DB-G, coup16 & un enregistreur de 
meme marquc, modkle 910 incheso; RMN. : VARIAN, mod& A 60-A. Les analyses centksimales ont 
i t6  effectuees par le Dr K. EDER, au  Laboratoire microchiinique de 1'Ecole de Chiinie, UniversitB 
de Genhve. Les dosages finals de lSO par spectromdtrie de masse, ont B t B  rialisds par le Prof. 
M.THURKAUF, B l ' hs t i tu t  de Chimie physique de l'Universit6 de Bgle, et par le PD. Dr P. BAERT- 
SCHI, Q 1'Institut FidBral pour 1'Etude des Rdacteurs, Wurenlingen. 

Substrats. - Dibromo-3,5-hydroxy-4-belzzdnesulfonate de N a  ( I )  : le p-ph6nolsulfonate de Na a 
6t6 brome par un procBd6 modifit! de ALLAIN-LE CANU [16]. hpr&s recristallisation dans l'eau on a 
obtenu, avec un rendement de 52%, un produit de poids Bquivalent 354 (calc. 353,98). - Sel de S- 
benzylisothio-uronium (prepar6 selon [17]) : F. 201-202". 
C,,H,,Br,N,O,S, (494,27) Calc. C 34,02 H 2,86 N 5,670/, Tr. C 33,90 H 2,71 N 5,61y0 

Dichloro-3,5-hydroxy-4-benzdnesulfonate de N a  ( V )  : le dichloro-2,6-phCnol a 6 t i  sulfond selon 
ARMSTRONG [IS]. Aprks 2 recristallisations dans l'eau on a obtenu, avec un rendement de 39%, un 
produit de poids equivalent 265,s (calc. 26S,06). - Sel d e  S-benzyzisolhio-uronium (prbpari selon 
[17]) : F. 171-172". 
C,,Hl4C1,N,O4S, (405,35) Calc. C 41,48 I1 3,48 N 6,91% Tr. C 41,19 H 3,40 PIT 6,94y0 

Bromo-3-nitro-5-hydroxy-4-benz~nesulfonate de Nu  ( V I )  : le nitro-3-hydroxy-4-benz&nesulfo- 
nate de Na, prepare selon KING [19], a 6t6 brom6 par un procCd6 modifie de SAKELLARIOS [20]. On 
a obtenu, avec un rendement de 31 7;. un produit de poids Bquivalent 319 (calc. 320,07). - Sel de S- 
benz~ l i so th io -uran ium (prBpar8 selon [17]) : F. 172-174". 
C1,Hl,BrN,O,S, (460,36) Calc. C 36,52 H 3,07 N 9,13% Tr. C 36,49 H 3,07 N 9,47% 

Bromodbsulfonations dans H,ls0. - a) Au moyen de Br, (essais 3, 70 et 75 d u  tableau). Une 
solution de 0,040 ml (0,78 mmole) de Br, dans 7 nil de H,lsO (1,s-2 at.-% lB0 en excks) et une 
solution de 1,OO mmole de substrat (I, V ou VI) dans 3 nil de m&me solvant sont thermostabilisies 
Q 25,O" & 0,l" pendant une nuit. Les deux solutions sont m6lang6es et le melange est maintenu 24 
Q 48 h A cette m6me temperature, jusqu'B reaction negative au papier ioduro-amidonn6. Le produit 
prCcipit6 est alors filtr6, lave par 3 fois 5 ml d'eau, sCchB sous 10 Torr sur CaCl, et soumis au dosage 
du lSO. On a calcul6 les % d'kchangc, dBfinis par la relation 

enrichissement en 1 8 0  du  produit de reaction 
enrichissement en 1 8 0  du milieu rkactionnel 

yo d'kchange = - , ' 10011) . 

Les produits form& ont 6t6 identifies au moyen de leurs F. : tribromo-2,4,G-phe'nol obtenu B 
partir de I: F. 93" (litt. [Zl]: F. 95"); dichloro-2,G-bromn-4-phe'nol obtenu B partir de V: F. 65-66" 
(litt. [22]: F. 66,5"); dibromo-2,4-nitro-6-phe'nol obtenu B partir de VI: F. 111-114" (litt. [20]: 
F. 117,5"). 

b) Au moyen de KBr0,-HBr (essais 7-2, 4-9, 11-74 et  16-18 du tableau).  Une solution de 1-3 
mmoles de substrat (I, V ou VI) et  de 0,267 mniole (1,60 m6q-ox.) de KBrO, dans 10-20 ml de 
H,180 (1,5-2 at.-% lSO en excks) est thermostabilisee B 25,O" jI 0,l" pendant une nuit. On y ajoute, 
en agitant soigneusement, 0,l-0,5 ml d'acide bromhydrique aziotropique (47,8% de HBr; 8,90 M).  

Le mClange est maintenu A 25,O" pendant 24 h. 28 h, jusqu'h. r6action nBgative au papier ioduro- 
amidonn6. Le phenol est is016 c t  analyse comme decrit ci-dessus. 

Dans l'essai 5, on a ajoutB 10 mmoles de NaBr. 

11) L'enrichissement en 1 8 0  du milieu rdactionnel est constant au cours de la r6action (tr&s large 
excks de Hz180). 
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Vdrification de l’absence d’tchange entve I et HzlsO e n  milieu acide. Une solution de 1,s mmole de 
1 dans 4,5 ml de H,l80 (1,55 at.-% lSO en excks) et 0,020 ml (0,18 mmole) de HBr 8 ,901~~  a i t 6  
maintenue 168 h 8. 25,O” & 0,l”. Ensuite, 3 ml de cette solution ont Bt6 ajout6s 8. une solution, 
Cgalement thermostabilisee 8. 25,O” & 0,1”, de 0,040 ml (0,78 mmole) de Br, dans 7 ml de H,180 
(1,515 at.-% 180 en excks). Aprks plus de 24 h de reaction 8. la m&me temperature (reaction negative 
au papier ioduro-amidonne), le tribromo-2,4,6-phBnol a it6 isole et analys6 comme dkcrit plus haut : 
0,37 at.-% lSO en exchs, correspondant 8. un Bchange de 24%. Dans l’essai 3 (tableau), oh I a 6t6 en 
contact avec HZ1*O pendant environ 15 h seulement, 1’6change 6tait Bgalement de 24% ; on en con- 
clut que I, maintenu 168 h en solution acide dans H,180, n’a pas subi d’6change d’oxygkne avec le 
solvant. 

Accumulation d u  traceur au cours de la bromode’sulfonation de I (figure). Une solution de 4,OO 
mmoles de I et 1,068 mmole (6,40 m6q-ox.) de KBrO, dans 40 ml de Hzls0 (1,70 at.-% 180 en 
ex&) a dt6 thermostabilisee h 25,O” & 0,l” pendant une nuit. Au temps t = 0 on a ajoute, en 
agitant soigneusement, 0,800 ml (7,12 mmoles) de HRr 8 , 9 0 ~  dans l’eau. Aprks 48 min & 25,0”, 
temps correspondant h. 25% de bromodesulfonation12), on a filtre rapidement le tribromo-2,4,6- 
phenol prCcipit6 et replace immediatement le filtrat dans le thermostat, pour la suite de la reaction. 
Cette operation a 6t6 r6p6t6c aprks 116 min (50% de bromodBsulfonation), 231 min (75%) et plus 
de 24 h (r6action totale). Les prCcipit6s ont 6t6 trait& comme indiqu6 plus haut: fraction 1 (0-25% 
de bromod6sulfonation) 0,07 at.-% 180 en excks; fraction 2 (25-50% de bromod6sulfonation) 
0,23 at.-% I S 0  en excks; fraction 3 (50-75% de bromodesulfonation) 0,40 at.-% en excks; 
fraction 4 (75-100% de bromod6sulfonation) 0,58 at.-% lSO en excbs. 

Aprks 25% de bromodesulfonation, l’enrichissement en lSO du produit de reaction Btait donc 
de 0,07 at.-% en excks (soit 4% d’kchange); aprk  50% de bromod6sulfonation, il Btait de 
(0,07+0,23)/2 = 0,15 at.-% 180 en excks (soit 9% d’echange); aprks 75% de bromoddsulfonation, 
il Btait de (0,07+0,23+0,40)/3 = 0,23 at.-% lSO en excks (soit 14% d’echange); a p r h  lOOyo de 
bromodBsulfonation, il 6tait de (0,07+0,23+0,40+0,58)/4 = 0,32 at.-% I8O en excbs (soit un 
6change de 19%, valeur identique k celle trouvee dans l’essai 4 du tableau, effect& dans les m&mes 
conditions). 

Mise  e n  tvidence d u  marquage de I pendant la bromoddsulfonation (essais 7 et 19). Aprhs filtra- 
tion du tribromo-2,4,6-phdnol pricipite, le filtrat de l’essai 7 (tableau), qui contenait encore 1,20 
mmole de I n’ayant pas rkagi, a 6t6 additionni de 0,100 ml (0,89 mmole) de HBr 8 , 9 0 ~ .  hprbs 
thermostabilisation h 25,O” f 0,1”, on a ajout6 0,250 ml (0,25 mmole = 1,50 m6q-ox.) de solution 
1~ de NaBrO, dans l’eau. Aprks 24 h (reaction negative au papier ioduro-amidonn6), le tribromo- 
2,4,6-phCnol precipit6 a dt6 isole et analys6 comme indiqu6 plus haut. 

Rkaction 1 (essai 7) : enrichissement du milieu = 1,56 at.-% l80 en exchs, cnrichissement du 
produit de reaction = 0,16 at.-% 180 en exchs, soit un Bchange de 10%.  

KBaction 2 (essai 19) : cnrichissement du milieu = 1,56 at.-% lSO en excks, enrichissement dn 
produit de reaction = 0,57 at.-% lSO en exchs, soit un 6change de 37%. 

Mesures des constantes de vitesse d’Bliminationkb par spectrophotomBtrie dans l’U.V., 
pour les bromodBsulfonations de I etV. - On a mesur6 la vitesse de disparition de l’absorption 
intense des intermediaires quinoi’des: 1,,, = 278,5 nm ( E  = 11 200) pour l’intermediaire de I, et 
J.max = 270 nm ( E  = 12600) pour l’intcrmediaire de V 9 .  - Conditions de r6action: temp6rature 
25,O” f 0,1”, solvant = H,O, [substrat ajouti] = 1,30 . ~ O - , M ,  [Br, ajoute] = 1,04. 1 0 - 4 ~ ,  
[IIClO,] = 1,43. 1 0 - 2 ~ .  

La mesure logarithmique des yo d’absorption a permis d’obtenir directement une courbe de la 
concentration de l’intermediaire en fonction du temps. Les r6sultats ont Bt i .  trait& par la m6thode 
de GUGCENHEIM “231, et les constantes k ,  de premier ordre ont Bt6 calculees par la mdthode des 
moindres carr6s. 

Mise en Bvidence de la formation des intermediaires lors de la bromodBsulfona- 
tion par RMN. - Conditi0nsdenzesure:TempBrature- 1,5” & O,l”,solvant = D,O, [substratajoutC] 

1,) Temps d6terminCs sur la base de k ,  = 6 . 
tion de I, mesuree par spectrophotometrie dans I’UV. 

13) Le substrat VI ne forme pas d’intermidiaire detectable. 

min-l, constante de vitesse de bromod6sulfona- 
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= 0,351~1, [Br, ajoutC] = 0,211~1, [NaBr ajoutCj = 0 , 0 7 ~ ,  [HBr ajout61 = 0,OSrd. Cesconcentratioas 
permettaient de prevoir, si la formation des intermediaires Ctait stcechioniCtrique : [intermediaire] 
= 0 , 2 1 ~  et [substrat non transform61 = 0 , 1 4 ~ .  

RisuZtats: Pour le substrat I, le signal des H de l'interm6tliaii-e Ctait de 175 cps infBrieur au 
signal de H,O, et  le signal des H aromatiques de I non transform6 Ctait de 178 cps infCrieur au 
signal de H,O; l'intkgration de ces signaux a permis de priciser que I'intermidiaire se forme avec 
un rendement de 58% (par rapport & la stcechiometrie de la reaction). 

Pour le substrat V, le signal des H de l'intermidiaire 6tait de 160 cps infkrieur au signal de 
H,O, et  le signal des H aromatiques de V non transform6 Btait de 166 cps inf6rieur au signal de 
H,O; l'intigration a permis de priciser que l'intermkdiaire se forme avec un rendement de 70%. 

Pour le substrat VI, le signal des H aromatiques 6tait de 203 cps infBrieur au signal de H,,O 
(quadruplet avec J = 2,5 cps) ; aucun signal correspondant ?I la formation d'un intermediaire n'a 
Bt6 detect& 

IJne seconde se'vie de mesures a B t B  effectuie en presence d'une forte concentration en HElr: 
temperature - 1,s" & 0,1", solvant = H,O, [substrat ajoutC] = 0,351~1, [Br, ajout61 = O , l 8 ~ ,  
[NaBr ajoute] = 0,06nc, [HBr ajout61 = 0 , 7 6 ~ .  - RBsultats: pour les substrats I, V et  VI, on n'a 
pas observe la formation d'intermbdiaires. 

Haloghations diverses de phenols d a m  HzlsO - Bronzatiolz totale duphe'izolsulfonate-4de Nu. 
Une solution de 3,OO mmole de phPnolsulfonate-4 de Na et de 0,933 mmole (5,60 m4q-ox.) de 
KBrO, dam 10 ml de H,lsO (2,02 at.-% I S 0  en excks) a 6t6 thermostabilis6e 8. 25,O" & 0,l" pendant 
une nuit. On y a ajoutd, en agitant, 0,400 ml (3,54 mmoles) de HBr 8,9Oiv. Aprks 24 h A 25,0", 
le tribromo-2,4,6-phBnol precipite a i t 6  isolC et analysC comme indiquC plus haut : enrichissement 
de 0,51 at.-% 180 en excks, correspondant h un dchange de 25% pour les 2 Ctapes de bromoddproto- 
nation et  l'dtape de bromoddsulfonation. 

Afin d'estimer 1'6change au cours des Btapes de bromodiprotonation, un essai de bromod6sul- 
fonation isolee a i t6  effectu6, dans des conditions de reaction identiques. Une solution de 1 , O O  
mmole de I, 0,666 mmole de KBr et 0,267 mmole (1 ,GO m8q-ox.) dans 10 ml de H,ISO (2,02 at..-% 
lSO en excks) a CtC therniostabilis6e 8. 25,0° i 0,l" pendant une nuit. On y a ajout6, en agitant, 
0,170 ml (1,52 mmole) de HBr 8 , 9 0 ~ .  Apr&s 24 h 8. 25,0", le tribrorno-2,4,6-phinoZ prCcipit6 a B t B  
is016 et  analysC: enrichissement de 0,53 at.-% lsO en excks, correspondant un &change de 26% 
pour la bromodCsulfonation seule. On en conclut qu'il n'y a pas d'khange d'oxygkne au cours de la 
bromod6protonation du ph6nolsulfonate-4 de Na. 

Bromodiprotonation du p-nitrophtnol. Une solution de 1,OO mmole de p-nitrophinol, 30 mmoles 
de NaBr et  4,5 mmoles de HBr (0,500 ml HBr 8,9Ou) dans 28 ml de H,lsO (1.52 at.-% lSO en ex&) 
a B t B  thermostabilisbe 8. 0" 0,2". On y a ajout6, en agitant, une solution de 0,67 mmole (4,OO 
m6q-ox.) de KBrO, dans 2 ml du m&me solvant, prkalablement refroidie h 0". Aprks 15 min 2, 0" 
(r6action nCgative au papier ioduro-amidonn6) le precipite a 6tC filtr6, lave au moyen de 3 fois 3 ml 
de HCl O , ~ N  et sdch6 sous 10 Torr sur CaCl,: 249 mg (92%) de dibvomo-2,6-nitro-4-phe'noZ. Aprks 
recristallisation dans le mCthanol, 80% : F. 143" (litt. [24] : F. 144"); enrichissement de 0,02 at.-% 
l 8 0  en excis, correspondant & un Bchange de 0%. - Spectre de RMN. (dans le tCtrahydrofuranne 
[THF] absolu, reference interne = tetramethylsilane [TMS]) : t = 1,60 ppm (singulet des H 
aromatiques) . 

Iododdpotonation du p-nitvophknol On a therniostabilisC A 25,O" & 0,1", pendant une nuit, line 
soution de 1 , O O  mmole dep-nitrophenol et  10 mmoles de Na,HPO, clans 10 ml de H , W  (1,63 at.-% 
ISO en exc&s), et une solution de 1 , O O  mmole de I, ct 4,OO mmoles de KI dans 10 ml du meme solvant. 
Les deux solutions ont C t B  mBlangCes, et  la reaction a 6t6 laissee s'cffectuer 8. 25,O" pendant 413 h. 
Le melange rkactionnel a CtC trait6 par 1 ml de HC136-38% et extrait par 20 + 10 + 5 ml de CH,Cl,. 
Les extraits reunis ont Ct6 s6chCs sur Na,SO, anh., et le solvant BvaporB sous vide. Le residu huileux 
a Bt6 cristallisi. dans 8 ml de CCI,: on a obtenu 201 m g  (76%) de iodo-Z-nitvo-4-~hSnoZ, F. 79-81" 
(litt. [25j : F. 86-87") ; enrichissement de 0,02 at.-% 180 en excks, correspondant 8. un Bchango de 
0%. - Spectre de RMN. (dans le T H F  absolu, reference interne = TMS) : t = 1,41 ppm: dou.blet 
int6grC pour 1 H (pos. 3 ) ;  t = 1,89 ppm: quadruplet integr6 pour 1 H (pos. 5) ;  z = 3,06 ppm: 
doublet integr6 pour 1 H (pos. 6) ; couplage 3-5 : J = 3 cps, couplage 5-6 : J = 9 cps. 

Iododtprotonation du chZoro-2-nitvo-6-phdnol. Les conditions de reaction Ctaient identiyues 8. 
celles de l'iododeprotonation du p-nitrophenol. La reaction achevee, Ie melange reactionnel a Bt6 
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trait6 par 1 ml de HC1 36-38%; le prCcipit6 a Bt6 filtr6, lave au moyen de 3 fois 3 ml de HC1 0 , l ~  
et sBch6 sous 10 Torr sur CaCl,: 269 mg (90%) de chloro-2-iodo-4-nitro-6-phBn01, qui ont Bt6 re- 
cristallises dans le methanol & 80% (F. 73-73") ; enrichissement de 0,02 at.-% lSO en excks, corres- 
pondant L un Bchange de 0%. 

C,H,ClINO, (299,47) Calc. C 24,06 H 1,01 N 4,68% Tr. C 24,09 H 1,23 N 430% 

Spectre de RMN. (dans le THF absolu, reference interne = TMS):  t = 1,68 ppm: doublet 
intdgre pour 1 H (pos. 5) ; t = 1,95 ppm: doublet intCgr6 pour 1 H (pos. 3) ; couplage 3-5 : J = 
2,5 cps. - Spectre d'absorption IR. (dans KBr) : 1328 et 1527 cm-I (-NO,) ; 1244 cm-I ( C O H ) :  
762 cm-l (C-Cl); 883, 1449 et 1597 cm-1 (aromatiques). 

Iodode'carboxylation de l'acide dibromo-3,5-hydrox~~-4-benzoBque. Les conditions de reaction 
Ctaient identiques L celles de l'iododkprotonation du p-nitrophenol. La reaction achevCe, le m6- 
lange reactionnel a Bt6 trait6 par 1 ml de HC136-38% ; le precipite a Bt6 filtr6, lave au moyen de 3 
fois 5 ml d'eau et sCch6 sous 10 Torr sur CaCI, : 366 mg (97 %) de dibromo-2,6-iodo-4-phhnol. Aprks 
recristallisation dans le methanol & 50%, 17. 103-104" (litt. [26] : F. 105") ; enrichissement de 0,OO 
at.-% lSO en excbs, correspondant 2 un &change de 0%. 

Dosage de ISO. - Rhactif dicyandiamide-HgCl,: la dicyandiamide, recristallisee deux fois dans 
l'eau (F. 211-212"), et HgCI, ({pour analyseo sont melanges dans la proportion 1 : 1,6. Avant usage, 
le reactif est s6chC plusieurs heurcs sous 10 Torr sur P,O,. 

Re'actif mklamine-HgCZ,: la melamine (FLUKA > 99%) et HgCl, ((pour analysei) sont melanges 
dans la proportion 1 : 1. Avant usage, le reactif est sechi: plusieurs heures sous 10 Torr sur P,O,. 

Dosage. Un melange de 20-50 mg (0,1-0,2 mmole) de substance & analyser et de 100-150 mg de 
reactif est place dans un tube en pyrex (longeur ca 15 cm, diamiitre interieur 5 mm) scelle & une 
extremitd et &tire & l'autre en une pointe de 2-3 cm de longueur. Aprbs l'avoir 6vacu6 jusqu'&10-4& 

Torr, le tube rempli est scell6 de telle manikre que sa longueur finale soit proche de 10 cm. 
Au moyen d'un four Blectrique il est chauffe & 300" f 10' le temps voulu (3-12 h, selon la substance 
B. analyser). Aprhs refroidissement, le tube est ouvert (par rupture de sa partie Btir6e) dans un 
appareillage [ll] prealablement 6vacue 2 10-4-10-5 Torr. Le CO, form6 est condense & - 180", 
pour Bliminer l'eau formee en cours de degradation; le CO, est port6 k - 80°, condense dans un 
collecteur refroidi & - 180' et Bvacue & 10-4-10-5 Torr (6liniination des gaz non condensables). 
Apr& repetition de I'op6ration, 1'6chantillon de CO, est pr&t pour la spectrometric de masse. 

Les auteurs remercient sinckrement le FONDS NATIONAL SUISSE DE LA RECHERCHE SCIENTI- 
FIQUE de l'aide financikre accordke pour ce travail. 
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175. Naturstoffe aus Mikroorganismen 

Isolierung von L-Monapterin aus Pseudornonas roseus fluorexens 
J. C. MARCHAL 1937 und seine Konstitutionsaufklarungl) 

von M. Viscontini und R. Buhler-Moor 
Organisch-Chemisches Institut der Universitat, Ramistrasse 76, CH-8001 Zurich 

(19. VII. 68) 

2. Mitteilung [1] 

Zusammenfassung. Aus einer Kultur von Pseudomonas roseus f luowscens J. C. MARCHAL 1937 
in eisenfreier, synthetischer Nahrlosung wurde u. a. ein Pterin isoliert, das sich als (+ )-6-(~-threo- 
1’, 2’, 3’-TrihydroxypropyI)-pterin erwiesen hat. - Isolierung, Eigcnschaften und Konstitutions- 
aufklarung des Monapterins werden in dieser Arbeit beschrieben. 

1937 isolierte J. C. MARCHAL aus einer Trinkwasserquelle bei Nancy (Frankreich) 
ein neues, chromogenes Bakterium, das er als Pseudomonas roseus fluorescens bezeich- 
net hat. Dieses Pseudomonas besitzt die eigentiimliche Eigenschaft, in Nahrlosung 
mit oder ohne Eisen zu wachsen, aber nach ganz verschiedenen Stoffwechselzyklen. 
In  synthetischen, eisenfreien Nahrlosungen wachst das Pseudomonas langsamer und 
scheidet im Kulturmedium zahlreiche fluoreszierende Substanzen aus, die in eisen- 
haltigeni Kulturmedium nicht oder nur in geringen Konzentrationen zu finden sind. 

In der ersten, vorlaufigen Mitteilung [l] berichteten wir uber die Isolierung von 
Monapterin, 6-Hydroxymethyl-pterin und zalilreichen Porphyrinen der Copropor- 
phyrin-Reihe aus einer synthetischen, eisenfreien Nahrlosung. In  der vorliegenden 
Arbeit beschreiben wir die Isolierung und die Konstitutionsaufkliirung des Monapte- 
rins, das sich als ein Stereoisomeres des D-Neopterins (I), und zwar als 6-[~-threo- 
l’, Z’, 3’-Trihydroxypropyll-pterin (11), erwiesen hat. 

l) Auszug aus der Dissertation von R. B UHLER-MOOR, Universitat Zurich 1968. 




