
Aminos~iuren, 4. Mitt.: 

F a r b r e a k t i o n e n  yon A m i n o s ~ u r e n  m i t  4 , 5 - D i a c e t y l -  
e y e l o h e x e n - ( 1 )  2 

Von 

R. Riemschneider und K. PreulV 
Aus der Freien Universit~t Berlin-Dahlem 

(Eingegangen am 1. Oktober 1959) 

4,5-Di~cetyl-cyclohexen-(1) (I) reagiert unter  geeigneten Be- 
dingungen mit  Aminos~uren unter  Farbstoffbildung. 

Bei Versuehen, das zuers t  yon G. O. Schenk 4 besehriebene 4,5-Di- 
aeetyl-eyclohexen-(1)  (I) als Ausgangsmate r i a l  zur Gewinnung yon o-Di- 
ace ty l -benzol  (II)  zu verwenden (1952), fiel auf, dag  aueh I mi t  Amino-  
s~turen F a r b r e a k t i o n e n  eingeht  a. Ffir  eine I~eihe yon Aminos~uren  beob- 
ach te ten  wit  im Lange-Kolorimeter die in Tab.  1 angegebenen Absorp-  
t ionswerte  6, wenn je 10 ml Aminos~urel6sung vom pI-I 9,0 (Kolthoy-Puffer), 

en thMtend  1000 T N/mlT, ca. 30 Min. auf  80 ~ vorgew~rm~, dann  mi~ 0 ,5ml  
2proz. Mkohol. I -L6sung  versetzt ,  2 Stdn.  im Troekensehrank  auf  80 ~ 5 ~ 
e rw~rmt  und  dann  naeh  4,5 bis 194 Stdn.  s vermessen wurden.  I n  Tab.  2 

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

2 Gleiehzeitig 11. Mitt. der l~eihe , ,Aeylderivate cyclischer Verbindungen". 
10. Mitt.,  Mh. Chem. 90, 658 (1959); 9. Mitt., Mh. Chem. 90, 579 (1959); 
5. Mitt.,  Chem. Ber. 92, 1706 (1959). 

a Ansehrift ftir den Sehriftverkehr: Prof. Dr. R. Riemschneider, Berlin- 
Charlottenburg 9, Bolivarallee 8. 

4 G. O. Schenlc, Ber. dtseh, chem. Ges. 77, 741 (194r 
5 5. Mitt.,  1. c. FuBnote 2, 16. 
6 Zur besseren Ubersicht wurden nicht die Extinktions-,  sondern die 

abgelesenen Absorptionswerte gegeben. 
7 Aminos~ure-Konzentration:  I000 7 N/ml (bezogen auf Gesamtstick- 

stoff). 
s Vom Zeitpunkt  des t terausnehmens aus dem Trockensehrank ge- 

reehnet. 
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s ind  die in ess igsaurer  L 6 s u n g  ( p i t  2,1) n a c h  3stdg.  E r w ~ r m e n  a u f  80 ~ 

e r h a l t e n e n  Versuehse rgebn i s se  z u s a m m e n g e s t e l l t .  

Z u  T a b .  1 : Gly und  Lys zeigen sehon naeh  re la t iv  kurzer  Zeit  eine inten- 
sive Ffirbung.  Es  folgen: Ala mi t  etwas sehw~eherer Reakt ion ,  in groBem 
Abs tand  die anderen  un te r sueh ten  Aminosguren,  die aber  naeh  ca. 100 bis 
150 Stdn.  ebenfatls gu t  weohrnehmbare Fg rbungen  zeigten. Es  bes teht  also eine 
gewisse Paral le le  zu I I  1~ alierdings ist  die Empf indl iehke i t  der Fa rb reak t ion  
yon I mi t  Aminos~uren  geringer,  i iberdies bei tiingeren Versuehszeiten.  
Die F i i rbungen  der L6sungen yon Gly und  Lys mi t  I er innern an  Fe rman-  
ganat lSsungen (naeh 194 Stdn. allerdings Ubergang  in t ie f  dunkel ro tbraun) .  
F~ir folgende Aminos/*uren beobaeh te ten  wi t  naeh 75 bzw. 194 Stdn. die 
F~trbtmgen: rosaro t -dunkel ro t  ffir Ala ;  rosa-blaurosa fiir Phen ;  rosa-blau- 
rosa f/ir Meth ;  hellrosa-rosa f/i t  Leu ;  he l lbraunorange-braunorange  ftir 
H i s t ;  gelb f/it Cyst ;  rosaorange-braunorange  fiir Asp. 

Bei Verl/*ngerung der Zeit  des Erh i tzens  yon  Aminosf iure-I -Gemisehen 
bei IaH 9,0 auf  3 Stdn. resul t ier ten  etwas st/~rkere Farbeffekte ,  und zwar 
naeh  1 Stde. bzw. 144 Stdn . :  

Gly:  b lauv io le t t  (65,0) - - t i e r  dunke l ro tb raun  (97,5); Lys :  blauviolegt  
(Rotst ieh,  53,3) - - t i e f  dunke l ro tb raun  (98,3); Ala :  he l l ro tv io le t t  (34,0) - -  
ro t  (65,6); Phen :  hell  ro tv io le t t  (21,2) - - b l a u r o s a  (54,1); Meth :  hel lblau 
(Violettstieh, 19,2) - - b l a u r o s a  (35,9); Leu:  hellrosa (13,0) - - r o s a  (47,0); 
I-Iist * : hellgelb (13,3) - -  b raunorange  (36,5) ; Cyst  * : gelb ( 12,1 ) - -  gelb (25,9) ; 
Asp naeh 144 Stdn. :  braunorange.  

Tabel le  1. A b s o r p t i o n  6 y o n  A m i n o s / * u r e T - 4 , 5 - D i a e e t y l - e y e l o h e x e n -  
( 1 ) - L S s u n g e n  b e i  p H 9 , 0  ( R e a k t i o n s z e i t  b e i  80 ~ 2 S t d n . )  9 n a e h  

v e r s e h i e d e n e n  Z e i t e n  s 

4.5 Stdn. 75 Stdn. 194 Stdn. 4.5 Stdn. 75 Stda. 19~ Stdn. 

Gly 55,0 
Lys 55,1 
Ala 14,1 
Phen  8,9 
Meth  3,2 

90,4 97,5 
95,5 94,1 
46,7 55,0 
27,3 36,4 
20,2 34,6 

Asp 
Leu 
His t*  
Cyst* 

2,9 15,1 
16,7 

8,2 22,1 
7,0 13,1 

31,3 
41,9 
31,6 
15,2 

Tabel le  2. A b s o r p t i o n  y o n  A m i n o s - g u r e T - 4 , 5 - D i a e e t y l - c y c l o h e x e n -  
( 1 ) - L S s u n g e n  b e i  p H 2 , 1  ( R e a k t i o n s z e i t  b e i  8 0 ~  3 S t d n . )  ~ n a e h  

v e r s e h i e d e n e n  Z e i t e n  s 

Gly 
Lys 
Ala 
Phen  
.u 

1Stde. 120 Stdn. 1Stde. I20 Stdn. 

49,1 
7,2 
5,0 

15,8 
15,l 

85,5 
8,0 
6,8 

17,8 
22,9 

Asp 
Lea  
Cyst* 
Glu 

5,9 
8,9 
8,4 
4,3 

9 Troekensehrank tempera tn r .  
t0 Vgl. 1. Mitt . ,  1. e. FuBnote  1. 

9,7 
12,2 
34,1 
14,6 
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Zn Tab.  2: Bei 3stdg. Erhitzen der ca. 10~o Essigs/~ure enthaltenden 
Aminosgure-I-L6sungen (pH 2,1) wurde nach 120 Stdn. nur bei Gly eine 
intensive F~rbung (dunkelrot) beobachtet. Lys, Ala, Leu, Asp, Glu zeigten 
nach der genann~en Zeit Rosa-, Cyst Gelb-, Phen und Meth Blaurosafgrbung. 

Die Farbstoffmessungen erfolgten in einem lichtelektrisehen Kolorimeter 
nach B. Lange unter Verwendung eines Griin- (VG 9) bzw. dunklen Blau- 
filters (BG 12). Das Blaufilter wurde zur Messung der mit einern * bezeichne- 
ten Aminosauren benutzt. Die Messungen haben wir nicht in planparMlelen 
Kiivetten, sondern in sogenannten Reagensglasktivetten mit einem Dureh- 
messer yon I em und einem Fassungsverm6gen von 10ml durehgefiihrt 
(grobquantita$iv). 

Die v e r w e n d e t e n  A m i n o s ~ u r e n :  Glyein, dl-Lysin-HC1, 1-Leuein, 
dl-~-Alanin, dl-Phenylalanin, dl-Methionin, dl-VMin, dl-Histidin, 1-Cystein- 
HC1, Glutamins~ure, Asparagin. 

Fiir die mit I intensiver fi~rbenden Aminosiiuren Gly und Lys wurde 
die Abh/~ngigkei~ ihrer F~rbung yon der Aminos~ure-Konzentration unter- 
sueht. Einige Mel3werte : 

h~/mL 

Gly 11, 12 

nach 
24 Stdn. 

t 
I 

10 ] 24,8 
100 i 29,4 

1000 1 50,5 

nach 
48 Stdn. 

28,3 
35,5 
76,1 

7 N/mi  

10 
100 

1000 

Lys II, 13 

nach 
24 Stdn. 

17,0 
66,2 
90,9 

nach 
48 S~dn. 

16,8 
72,1 
96,0 

Gly bzw. Lys wurden aueh bei Zimmertemp. mit I zusammenge- 
braeht. Gly: 1000 y N/ml zeigten im Kolthoff-Puffer naeh 4 Stdn. die Ab- 
sorption 11,0, naeh 122Stdn.: 95,0; naeh 122Stdn. 100 yN/ml: 68,8, 
10 yN/ml: 55,3. In essigsaurer L6sung: 1000 yN/ml naeh 4 Stdn.: 5,4, 
naeh 122 Stdn. : 56,1 ; 100 yN/ml naeh 122 Stdn. : 7,9. Die entspreehenden 
~Verte ffir Lys im Kolthoff-Puffer pH 9,0 liegen naeh 122 S~dn. bei 63,9 f/Jr 
1000 yN/ml, 40,0 ffir 100 yN/ml und 10,1 fiir 10 yN/ml. 

Orientierungsversuehe mit weiteren Aminos/iuren: Ein bis zwei Spa- 
telspitzen Aminosgure wurden in ca. 5 ml KoIthog-Puffer vom pH 9,0 
gel6st, mit 0,5 ml einer 2proz. alkohol. LSsung yon I versetzt und 1 bis 
3 Stdn. im Troekensehrank auf 80 • 5 ~ erwi~rmt. Naeh ]stdg. Erhitzen 
zeigten ~-Alanin und Taurin einen rosavioletten Farbton, naeh 3stdg. 
Erhitzen war ~-Alanin dunkelblauviolett, Taurin dunkelrotviolett, 
~-Aminobutters//ure hellblauviolet~, Glutaminsgure sehr sehwaeh rosa, 
Tyrosin sehwaeh brgunlieh. Naeh 24 Stdn. waren die t~grbungen ent- 
spreehend intensiver. Pept.ide wie Gly-gly, GyI-ala und andere gaben 
ebenfalls violette F/~rbungen. 

Zur Herstellung eines Papierehromatogramms versehiedener Amino- 

11 pH 9,0 (Koltho~-Puffer). 
12 Reaktionszeit: 45 Min. bei 80 ~ 
la t~eaktionszeit: 2,5 S~dn. bei 80 ~ 



H. 6/1959] Aminos~uren 927 

ss du tch  En twick lung  mi t  I haben  wit jeweils 0,1 ml (enthal tend 
ca. 100 ~, N) einer Reihe yon  Aminos~ure-L6sungen (KolthoG-Puffer) auf- 
getragen (Flecken), an  der Luf t  getroeknet,  mi t  I bespriiht,  getrocknet  
u n d  2 Stdn.  im Trockenschrank auf  80 ~ erwgrmt:  Gly zeigte schon nach 

Stde. einen b lauro ten  Fleck, w/~hrend die anderen  u n t e n  genann ten  
Aminos~uren nach dieser Zeit k a u m  wahrnehmbar  waren. Nach 2 Stdn.  
beobachte ten  wir blaurote  bzw. rotviolet te  Flecken unterschiedlicher 
In t ens i tg t  fiir Gly, Phen,  Leu, Meth,  Lys,  Val,  Ala. Naeh 20stdg. Auf- 
bewahren bei Z immer tempera tu r  waren die F~irbungen noch intensiver.  
Aueh Asp zeigte jetzt  e inen sehwaehen rosafarbenen a n d  Cyst einen 
br~unl ichen Fleck, w~hrend Hist  n icht  wahrnehmbar  w~r. - -  Gly in 
essigsaurer L6sung der gleiehen Konz.  zeigte einen hellen blaurosafar- 
benen  Fleck. Ers t  nach mehreren Woehen hat te  die FarbintensitS~t der 
Flecken abgenommen.  

Experimenteller Tell 2 

4 ,5- Diacetyl-cyclohexe~- (1) ( I ) 
34 g Aeetonylaeeton wurden mit  20,5 g seleniger Sfiure (krist.) in 600 ml 

Wasser 8 Stdn. unter  Rfihren auf 70--75 ~ (Wasserbad) erwarmt. Schon 
n aeh kurzer Zeit begann Se-Ausscheidung. Nach Beendigung der I~eaktion 
und Stehen fiber Naeht hatte sieh der grSl3te Tell des Seals  fester Klumpen 
am Boden abgesetzt. Der restliche Tell des Se war yon so feiner Besehaffen- 
heir, dal~ sieh dm'ch Absaugen keine gute Trennung erzielen liel~. Das Fil trat  
wurde mit  Ammoniumsulfat  ges~ttigt, wobei Diaeetyl~thy]en in brauner 
(Se-haltiger) fester Form ausfiel. Die Suspension wurde ffinfmal mit  ca. 100 ml 
Xther extrahiert, die ~ther. L6sung fiber Na~SO4 getrocknet, filtriert und 
der Xther im Vak. abgezogen. Der 51ige Rfickstand wurde achtmal mit  50 bis 
100ml Petrol/~ther (Sdp. 40 70 ~ ausgekocht. Aus Petroliither kristalli- 
sierte Diaeetyliithylen in gelben feinen Nadeln (das Fil trat  wurde jeweils 
wieder zum Auskoehen verwendet). Es wurde noeh zweimM aus Petrol/%her 
umkristallisiert: 8,0 g yore Sehmp. 75--79 ~ 

r g Diaeetyl~tthylen wurden in 25 ml n-Propanol/n-Butanol mit  ca. 
15--20 g Butadien (wegen der schleehten Handhabung wurde das Butadien 
nieht abgewogen, sondern in groBem l~berschug zugesetzt) unter Zugabe 
yon ca. 0,1 g Hydrochinon im Bombenrohr (auf 2 ]~ohre verteilt) 11 Stdn. 
auf 100 ~ erhitzt und anschliegend 1 Woehe bei Zimmertemperatur liegen 
gelassen (ira 1Rohr hatte sich sehon naeh Herausnahme aus dem Ofen eine 
homogene gelbe LSsung gebildet). Naeh Abtrennen des fiberschiissigen 
Butadiens und Abziehen des LSsungsmittels im Vak. wurde zur Isolierung 
yon I der Rfiekstand zweimal im Vak. destilliert: 5,8 g I yore Sdp.14,5 123 
bis 126 ~ 

Das orangerote Bis-(2,4-dinitrophenyl.-hydrazon) yon I schmilzt bei 212 ~ 
C22H22NsOs (526,5). Ber. C 50,2, t I  ~,22, N 21,3. 

Gel. C 50,5, K 4,40, N 21,2. 

~4 Schmp. 78 ~ nach jVI. W. Goldberg und .P. Mi~ller, Helv. ehim. Acta 21, 
1701 (1938). 

t5 Sdp.14 123 ~ naeh G. O. Sche~tlc, 1. c. Fugnote 4 - -  Vgl. aueh Tab 1, E in 
Mh. Chem. 90, 580 (1959). 
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Das I-Dioxim sehmilzt  bei 152 ~ 

CloH16N202 (196,2). Ber~ C 61,2, I-I 8,20, N 14,3. 
Gef. C 61,5, H 8,04, N 14,7. 

l Jber  Ana]oge des Diacetyli~thylens wie z . B .  Diace ty lbu tad iene  und Di- 
aee ty laee ty len  (III)  ber ieh ten  wir an anderer  Stelle. Das n ieht  kris tal l is ierende 
I I I  konnte  als Bi.~- (2,4-dinitrophenyl-hydrazon) v o m  Sehmp. 235--238 ~ (aus 
Toluol) eharakter is ier t  werden. Mit  I I I  behandel te  Aminos~uref leeken fluores- 
eier ten im UV-Lieh t ,  z . B .  Gly, Lys und  Meth:  b lau;  Phen,  Arg :  gelb;  
Cyst, t I i s t :  griingelb. 

o-Diacetylbenzol ( I I )  aus 15, 1~. 

Die Dehydr ie rung  yon 6 g I mi t  1 g Pd -Koh le  erfolgte unter  Turbin ieren  
in N-Atmosphe re  dureh 20stdg. E rh i t zen  in s iedendem Toluol-Xylol .  Va- 
kuumdes t i l l a t ion  des naeh iiblieher Aufarbe i tung  erha l tenen  l%eaktionspro- 
duktes  gab ca. 3 g I u n d  eine bei 0,1 m m  zwisehen 75 und 110 ~ i ibergehende 
F r a k t i o n  (ca. 1 g), die wei tgehend zur Kris ta l l i sa t ion gebraeht  werden konnte  : 
0,8 g I I  v o m  Sehmp. 38 ~ - -  I I  wurde  zur  Charakter is ierung in das Bis- 
(2,4-dinitrophenyl-hydrazon) v o m  Sehmp. 211 ~ und in 1,4-Dimethyl-phthalazin 
v o m  Sehmp. 108 ~ i ibergefiihrt ,  l Jber  Fa rb reak t ionen  yon I I m i t  Amino-  
s/~uren vgl. 1. Mitt .  dieser Reihe  1. 

Zur  pr / ipara t iven  Gewinnung yon I I  empfehlen  wir n ieht  den oben ange- 
gebenen Weg, sondern z. B. die Oxyda t ion  yon o -Nthy laee tophenonlL  

W~hrend  bei Ber i ihrung mi t  o-Diaeetylbenzol  mi t  der t I a u t  sehon naeh  
ca. 1/2 Stde. eine erste Wi rkung  in F o r m  einer leiehten Rosaf~trbung der  
H a u t  bemerkbar  wird, die dann naeh  2 - - 3  Stdn. in ein t iefdunkles Blau  bzw. 
Blauv io le t t  i lbergeht ,  sind bei Ber i ihrung mi t  4,5-Diaeetyl-eyclohexen-(1)  
erste Anzeichen erst  naeh ca. 3 - - 6  Stdn.  s iehtbar  und  max ima le  Farb t ie fe  
wird erst  naeh 10--20 Stdn. erreieht.  

De r  Deutschen Forschungsgemein~cha/t sei fiir die F S r d e r u n g  dieser  

A r b e i t  bes tens  g e d a n k t .  

16 R. Riemschneider und B. Bdttcher (1952). Auszugsweise verSffent l icht  
in Chem. Ber. 92, 1706 (1959). 

17 Vgl. 5. und 9. Mitt . ,  1. e. Fugno t e  2. 


