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Farbreaktionen von Aminosiuren mit 4,5-Diacetyl-
cyclohexen-(1)2

Von

R. Riemschneider und K. Preuff?

Aus der Freien Universitdt Berlin-Dahlem
( Eingegangen am 1. Oktober 1959 )

4,5-Diacetyl-cyclohexen-(1) (I) reagiert unter geeigneten Be-
dingungen mit Aminosduren unter Farbstoffbildung.

Bei Versuchen, das zuerst von @. O. Schenk* beschriebene 4,5-Di-
acetyl-cyclohexen-(1) (I} als Ausgangsmaterial zur Gewinnung von o-Di-
acetyl-benzol (II) zu verwenden (1952), fiel auf, daBl auch I mit Amino-
séuren Farbreaktionen eingeht®. Fir eine Reihe von Aminosiuren beob-
achteten wir im Lange-Kolorimeter die in Tab. 1 angegebenen Absorp-
tionswerte®, wenn je 10 ml Aminoséurelésung vom pH 9,0 (Kolthoff-Puffer),
enthaltend 1000 v N/ml?, ca. 30 Min. auf 80° vorgewdrmt, dann mit 0,5m!
2proz. alkohol. I-Losung versetzt, 2 Stdn. im Trockenschrank auf 80 - 5°
erwirmt und dann nach 4,5 bis 194 Stdn.® vermessen wurden. In Tab. 2

1 3. Mitt., Mh. Chem. 84, 522 (1953); 1. Mitt. Mh. Chem. 86, 201, 680
(1955).

? Gleichzeitig 11. Mitt. der Reihe ,,Acylderivate cyclischer Verbindungen ‘.
10. Mitt., Mh. Chem. 90, 658 (1959); 9. Mitt., Mh. Chem. 90, 579 (1959);
5. Mitt., Chem. Ber. 92, 1706 (1959).

3 Anschrift fur den Schriftverkehr: Prof. Dr. R. Riemschneider, Berlin-
Charlottenburg 9, Bolivarallee 8.

4 @G. 0. Schenk, Ber. dtsch. chem. Ges. 77, 741 (1944).

5 5. Mitt., 1. c. Fulinote 2, 16.

6 Zur besseren Ubersicht wurden nicht die Extinktions-, sondern die
abgelesenen Absorptionswerte gegeben.

7 Aminosgure-Konzentration: 1000 vy N/ml (bezogen auf Gesamtstick-
stoff).

8 Vom Zeitpunkt des Herausnchmens aus dem Trockenschrank ge-
rechnet.
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sind die in essigsaurer Loésung (pH 2,1) nach 3stdg. Erwirmen auf 80°°
erhaltenen Versuchsergebnisse zusammengestellt.

Zu Tab. 1: Gly und Lys zeigen schon nach relativ kurzer Zeit eine inten-
sive Farbung. Es folgen: Ala mit etwas schwécherer Reaktion, in groflem
Abstand die anderen untersuchten Aminosiuren, die aber nach ca. 100 bis
150 Stdn. ebenfalls gut wahrnehmbare Fiarbungen zeigten. Es besteht algo eine
gewisse Parallele zu IT1, allerdings ist die Empfindlichkeit der Farbreaktion
von I mit Aminosduren geringer, uUberdies bei ldngeren Versuchszeiten.
Die Farbungen der Losungen von Gly und Lys mit I erinnern an Perman-
ganatlésungen (nach 194 Stdn. allerdings Ubergang in tief dunkelrotbraun).
Hir folgende Aminosduren beobachteten wir nach 75 bzw. 194 Stdn. die
Farbungen: rosarot-dunkelrot fur Ala; rosa-blaurosa fiir Phen; rosa-blau-
rosa fur Meth; helirosa-rosa fur Leu; hellbraunorange-braunorange fir
Hist; gelb fiir Cyst; rosaorange-braunorange fur Asp.

Bei Verldngerung der Zeit des Erhitzens von Aminosédure-I-Gemischen
bei pH 9,0 auf 3 Stdn. resultierten etwas stdrkere Farbeffekte, und zwar
nach 1 Stde. bzw. 144 Stdn.:

Gly: blauviolett (65,0) — tief dunkelrotbraun (97,5); Lys: blauviolett
(Rotstich, 53,3) — tief dunkelrotbraun (98,3); Ala: hellrotviolett (34,0) —
rot (65,6); Phen: hell rotviolett (21,2) — blaurosa (54,1); Meth: hellblau
(Violettstich, 19,2) — blaurosa (35,9); Leu: hellrosa (13,0) — rosa (47,0);
Hist *: hellgelb (13,3) — braunorange (36,5); Cyst*: gelb (12,1) — gelb (25,9);
Asp nach 144 Stdn.: braunorange.

Tabelle 1. Absorption® von Aminosédure’-4,5-Diacetyl-cyclohexen-
(1)-Losungen bei pH 9,0 (Reaktionszeit bei 80°: 2Stdn.)® nach
verschiedenen Zeiten?

| 4.5 Stdn. ] 75 Stdn. ; 194 Stdn. ! 45 Stdn. | 75 Stdn. 5194 Stdn.

i ! | | ! ;

| ‘ t ;
Gly = 550 ° 904 97,5 | Asp 2,9 15,1 | 31,3
Lys = 551 = 955 94,1 | Leu | 16,7 41,9
Ala 14,1 46,7 55,0 Hist* | 8,2 | 22,1 = 31,6
Phen 8.9 27,3 364 | Cyst* | 7.0 | 131 152
Meth 3,2 20,2 34,6 ; ‘

Tabelle 2. Absorption von Aminoséure’-4,5-Diacetyl-cyclohexen-
(1)-Lésungen bei pH 2,1 (Reaktionszeit bei 80°: 3Stdn.)® nach
verschiedenen Zeiten?®

1 Stde. 120 Stdn. 1 Stde. ' 120 Stdn.
\
Gly 49,1 1 85,5 Asp 5,9 } 9,7
Lys 7,2 8,0 Leu 8.9 12,2
Ala ! 5,0 6,8 Cyst* 8,4 l 34,1
Phen | 15,8 17,8 Glu 4,3 | 14,6
Meth 1 15,1 22,9 |

® Troelgnschranktemperatnr.
1 Vgl. 1. Mitt., 1. ¢. Fubnote 1.
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Zu Tab.2: Bei 3stdg. Erhitzen der ca. 109, Essigsdure enthaltenden
Aminosaure-I-Losungen (pH 2,1) wurde nach 120 Stdn. nur bei Gly eine
intensive Féarbung (dunkelrot) beobachtet. Lys, Ala, Leu, Asp, Glu zeigten
nach der genannten Zeit Rosa-, Cyst Gelb-, Phen und Meth Blaurosafirbung.

Die Farbstoffmessungen erfolgten in einem lichtelektrischen Kolorimeter
nach B. Lange unter Verwendung eines Grin- (VG 9) bzw. dunklen Blau-
filters (BG 12). Das Blaufilter wurde zur Messung der mit einem * bezeichne-
ten Aminosduren benutzt. Die Messungen haben wir nicht in planparallelen
Kiivetten, sondern in sogenannten Reagensglaskuvetten mit einem Durch-
messer von 1em und einem Fassungsvermdgen von 10 ml durchgefithrt
(grobquantitativ).

Die verwendeten Aminosiduren: Glycin, dl-Lysin-HCl, 1-Leucin,
dl-a-Alanin, dl-Phenylalanin, dl-Methionin, di-Valin, dl-Histidin, 1-Cystein-
HCL, Glutaminsdure, Asparagin.

Fiir die mit I intensiver farbenden Aminosiuren Gly und Lys wurde
die Abhingigkeit jhrer Farbung von der Aminosiure-Konzentration unter-
sucht. Einige MeBwerte:

Gly11, 12 Lys1i, 13
+ Njml ! nach nach 1 N/ml nach nach

24 Stdn. 48 Stdn. ' 24 Stdn, 48 Stdn.

24,8 28,3 10 17,0 I 16,8

10
100 | 29,4 35,5 100 66,2 | 72,1

1000 ‘ 50,5 76,1 1000 90,9 i 96,0

Gly bzw. Lys wurden auch bei Zimmertemp. mit I zusammenge-
bracht. Gly: 1000 v N/ml zeigten im Kolthoff-Puffer nach 4 Stdn. die Ab-
sorption 11,0, nach 122 Stdn.: 95,0; nach 122 Stdn. 100 yN/ml: 68,8,
10 yN/mi: 55,3. In essigsaurer Losung: 1000 yN/ml nach 4 Stdn.: 54,
nach 122 Stdn.: 56,1; 100 vN/ml nach 122 Stdn.: 7,9. Die entsprechenden
Werte fiir Lys im Kolthoff-Puffer pH 9,0 liegen nach 122 Stdn. bei 63,9 fur
1000 yN/ml, 40,0 fur 100 yN/ml und 10,1 fir 10 yvN/ml.

Orientierungsversuche mit weiteren Aminosduren: Ein bis zwei Spa-
telspitzen Aminosiiure wurden in ca. 5 ml Kolthoff-Puffer vom pH 9,0
gelost, mit 0,5 ml einer 2proz. alkohol. Losung von I versetzt und 1 bis
3 Stdn. im Trockenschrank auf 80 - 5° erwirmt. Nach 1stdg. Erhitzen
zeigten $3-Alanin und Taurin einen rosavioletten Farbton, nach 3stdg.
Erhitzen war (-Alanin dunkelblauviolett, Taurin dunkelrotviolett,
x-Aminobuttersiure hellblauviolett, - Glutaminsdure sehr schwach rosa,
Tyrosin schwach briaunlich. Nach 24 Stdn. waren die Farbungen ent-
sprechend intensiver. Peptide wie Gly-gly, Gyl-ala und andere gaben
ebenfalls violette Farbungen.

Zur Herstellung eines Papierchromatogramms verschiedener Amino-

11 pH 9,0 (Kolthoff-Puffer).
12 Reaktionszeit: 45 Min. bei 80°.
13 Reaktionszeit: 2,5 Stdn. bei 80°.
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sduren durch Entwicklung mit I haben wir jeweils 0,1 ml (enthaltend
ca. 100 v N) einer Reihe von Aminoséure-Losungen (Kolthoff-Puffer) auf-
getragen (Flecken), an der Luft getrocknet, mit I bespriht, getrocknet
und 2 Stdn. im Trockenschrank auf 80° erwdrmt: Gly zeigte schon nach
15 Stde. einen blauroten Fleck, wiéhrend die anderen unten genannten
Aminosiduren nach dieser Zeit kaum wahrnehmbar waren. Nach 2 Stdn.
beobachteten wir blaurote bzw. rotviolette TFlecken unterschiedlicher
Intensitdt fiir Gly, Phen, Leu, Meth, Lys, Val, Ala. Nach 20stdg. Auf-
bewahren bei Zimmertemperatur waren die Farbungen noch intensiver.
Auch Asp zeigte jetzt einen schwachen rosafarbenen und Cyst einen
braunlichen Fleck, wdhrend Hist nicht wahrnehmbar war. — Gly in
essigsaurer Losung der gleichen Konz. zeigte einen hellen blaurosafar-
benen Fleck. Erst nach mehreren Wochen hatte die Farbintensitit der
Flecken abgenommen.

Experimenteller Teil 2
4,5-Diacetyl-cyclohexen-(1) (1)

34 ¢ Acetonylaceton wurden mit 20,5 g seleniger Sdure (krist.) in 600 m!
‘Wasser 8 Stdn. unter Rihren auf 70—75° (Wasserbad) erwdrmt. Schon
nach kurzer Zeit begann Se-Ausscheidung. Nach Beendigung der Reaktion
und Stehen tiber Nacht hatte sich der gréfite Teil des Se als fester Klumpen
am Boden abgesetzt. Der restliche Teil des Se war von so feiner Beschaffen-
heit, daf sich durch Absaugen keine gute Trennung erzielen lief. Das Filtrat
wurde mit Ammoniumsulfat gesidttigt, wobei Diacetylathylen in brauner
(Se-haltiger) fester Form ausfiel. Die Suspension wurde fiinfmal mit ca. 100 ml
Ather extrahiert, die ather. Losung iiber NapSOy getrocknet, filtriert und
der Ather im Vak. abgezogen. Der élige Riickstand wurde achtmal mit 50 bis
100 ml Petrolather (Sdp. 40—70°) ausgekocht. Aus Petrolidther kristalli-
sierte Diacetylidthylen in gelben feinen Nadeln (das Filtrat wurde jeweils
wieder zum Auskochen verwendet). Es wurde noch zweimal aus Petroldther
wmbkristallisiert: 8,0 g vom Schmp. 75—79°14

4,5 ¢ Diacetyldthylen wurden in 25 ml n-Propanol/n-Butanol mit ca.
15—20 g Butadien (wegen der schlechten Handhabung wurde das Butadien
nicht abgewogen, sondern in groBem UberschuBl zugesetzt) unter Zugabe
von ca. 0,1 g Hydrochinon im Bombenrohr (auf 2 Rohre verteilt) 11 Stdn.
auf 100° erhitzt und anschlieBend 1 Woche bei Zimmertemperatur liegen
gelassen (im Rohr hatte sich schon nach Herausnahme aus dem Ofen eine
homogene gelbe Losung gebildet). Nach Abtrennen des tiberschiissigen
Butadiens und Abziehen des Lésungsmittels im Vak. wurde zur Isolierung
von I der Riickstand zweimal im Vak. destilliert: 5,8 g I vom Sdp.14,5 123
bis 126°15,

Das orangerote Bis-(2,4-dinttrophenyl-hydrazon ) von I schmilzt bei 212°.

C2oH2oNg0s (526,5). Ber. C 50,2, H 4,22, N 21,3.
Gef. C 50,5, H 4,40, N 21,2.

4 Schmp. 78° nach M. W. Goldberg und P. Miiller, Helv. chim. Acta 21,
1701 (1938).

15 Sdp.14 123° nach G. 0. Schenk, 1. c. Fuinote 4 — Vgl. auch Tab 1, E in
Mh. Chem. 90, 580 (1959).
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Das I-Diozim schmilzt bei 152°,

C1oH16N202 (196,2). Ber. C 61,2, H 8,20, N 14,3.
Gef. C 61,5, H 8,04, N 14,7.

Uber Analoge des Diacetylathylens wie z. B. Diacetylbutadiene und Di-
acetylacetylen (I11) berichten wir an anderer Stelle. Das nicht kristallisierende
IIT konnte als Bis-(2,4-dinitrophenyl-hydrazon) vom Schmp. 235—238° (aus
Toluol) charakterisiert werden. Mit I1T behandelte Aminosidureflecken fluores-
cierten im UV-Licht, z. B. Gly, Lys und Meth: blau; Phen, Arg: gelb;
Cyst, Hist: griingelb.

o-Diacetylbenzol (I11) aus 15 8;

Die Dehydrierung von 6 g I mit 1 g Pd-Kohle erfolgte unter Turbinieren
in N-Atmosphére durch 20stdg. Erhitzen in siedendem Toluol-Xylol. Va-
kuumdestillation des nach iiblicher Aufarbeitung erhaltenen Reaktionspro-
duktes gab ca. 3 g I und eine bei 0,1 mm zwischen 75 und 110° tibergehende
Fraktion (ca. 1 g), die weitgehend zur Kristallisation gebracht werden konnte:
0,8 g II vom Schmp. 38°. — II wurde zur Charakterisierung in das Bis-
( 2,4-dinitrophenyl-hydrazon ) vom Schmp. 211° und in 1,4- Dimethyl-phthalazin
vom Schmp. 108° iibergefithrt. Uber Farbreaktionen von II mit Amino-
sduren vgl. 1. Mitt. dieser Reihel.

Zur préparativen Gewinnung von II empfehlen wir nicht den oben ange-
gebenen Weg, sondern z. B. die Oxydation von o-Athylacetophenon?’.

Wahrend bei Berithrung mit o-Diacetylbenzol mit der Haut schon nach
ca. 1/, Stde. eine erste Wirkung in Form einer leichten Rosafdarbung der
Haut bemerkbar wird, die dann nach 2—3 Stdn. in ein tiefdunkles Blau bzw.
Blauviolett tbergeht, sind bei Berithrung mit 4,5-Diacetyl-cyclohexen-(1)
erste Anzeichen erst nach ca. 3—6 Stdn. sichtbar und maximale Farbtiefe
wird erst nach 10—20 Stdn. erreicht.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Forderung dieser
Arbeit bestens gedankt.

16 R. Riemschneider und B. Béttcher (1952). Auszugsweise verdffentlicht
in. Chem. Ber. 92, 1706 (1959).
17 Vgl. 5. und 9. Mitt., L. ¢. FuBnote 2.



