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Neue Reagentien zum papierchromatographischen Naehweis 
yon Aminos~iuren, 4. Mitt.: 

Zur  C h e m i e  der  , , N i n h y d r i n - R e a k t i o n "  
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Aus dem Institut fiir Organische und Pharmazeutische Chemie 

der Universit~tt Graz 

(Eingegangen am 14. Mgirz 1968) 

Es wird gezeigt, dab bei der Umsetzung yon vic. Triketo- 
verbindungen mit Aminos~uren (,,Ninhych'in-Reaktion") inter- 
mediar die entsprechende Aminoverbindtmg, als wichtige Kom- 
ponente f/Jr die Farbstoffbildtmg, cntsteht. Die Reaktion yon 
Aminos/iuren mit 1,8-Trimethylen-chinisatinhydrat (TMCH) in 
Gegenwart von Eisessig/Ac20 ffihrt zum 3-Acetamido-4-hydroxy- 
1,8-trimethy]encarbostyril (5). 

A study of the reaction of vie. trioxo compounds with amino 
acids (ninhydrin reaction) shows that the corresponding amino 
compound is the important intermediate of dye formation. The 
reaction of amino acids with 1.8-trimethy]ene-quinisatinhydratc 
(TMCH) in the presence of acetic acid and acetic anhydride 
yields 3-acetamido-4-hych'oxy-l.8-trimethylene-carbostyril (5). 

Von McCaldin 1 ist vor einigen Jahren ein Reaktionsmeehanismus 
fiir die ,,Ninhydrin-Reaktion" aufgezeigt worden, der als ersten Schritt 
bei der Umsetzung yon Ninhydrin mit Aminosguren die Bildung eines 
Halbaminals aus den Ausgangsverbindungen vorschlggt. In  weiterer 
Folge sell ein durch CO2- und H20-Abspaltung aus diesem t{albaminal 
gebildetes Azomethin schliel]lich in 1-Hydroxy-2-amino-3-oxoinden fiber- 
gehen, welches die eigentliche Schliisselsubst~nz fiir die Farbstoffbildung 
dalstellt. 

1 D. J. McCaldin, Chem. l%eviows 60, 39 (1960). 
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Wie in der 3. Mitt. dieser Serie 2 gezeigt werden konnte, kommt auf 
Grund eigener Untersuchungen fiber das Verhalten yon 1,8-Trimethylen- 
ehinisatin-hydrat ( T M C H )  gegeniiber Aminos/iuren diesem yon M c C a l d i n  1 

postulierten Reaktionsablauf grol~e Wahrscheinlichkeit zu. Die Um- 
setzung yon T M C H  mit Aminos/iuren fiihrt ira neutralen Milieu in jedem 
Fall zum farblosen Bis-(2-oxo-4-hydroxy-l,8-trimethylen-l,2-dihydro-3- 
chinolinyl)-amin (1), welches nach unseren Beobachtungen als Vorstufe 
der dera , , N i n h y d r i n f a r b s t o f f "  analogen farbigen Verbindung angesehen 
werden kann. Die Auffindung yon I erg/ibe sich zwanglos aus einem 
zwischenzeitlich gebildeten 2-Oxo-3-amino-4-hydroxy- 1,8-trimethylen- 1,2- 
dihydrochinolin, welches tiber das entsprechende Halbaminal bei der 
Reaktion yon T M C H  mit Arainos/iure entstehen raiiBte. Als letzte 
experiraente]le Stiitze w/ire es daher wichtig, die Existenz der genannten 
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3-Aminoverbindung zu beweisen. 
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Der einfachste Weg, zu der gesuchten Aminoverbindung zu gelangen, 
w~re 4ie katal. Hydrierung geeigneter Ausgangssubstanzen. Versuche, 
dutch Reduktion des 3-Nitro- bzw. 3-Phenylazoderivates yon r 
1,8-trimethylen-c~rbostyril (3 bzw. 4) die gewiinschte 3-Aminoverbin- 
dung zu synthetisieren, schlugen allerdings fehl. 

Schon Gabriel 3 sowie v. Baeyer  und  Homolka  ~ haben am 3-Nitro-2,4- 
dioxoehinolin bzw. am entsprechenden Oxim ]~eduktionsversuche angestellt, 

2 H .  W i t t m a n n ,  W.  Dreveny  und E.  Ziegler, M.h. Chem. 99, 1205 (1968). 
a S.  Gabriel, Ber. dtsch, chem. Ges. 51, 1500 (1918). 
4 A .  v. Baeyer  und B.  Homolka ,  Ber. dtsch, chem. Ges. 16, 2218 (1883). 
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dabei aber in keinem FM1 die 3-Aminoverbindung, sondern immer nur das 
Redukton erhalten k6nnen. Xhnliche Be.obaehtungen sind auch von anderen 
Forschern 5 bei analogen Versuchen gemacht worden. 

Auch bei der Hydrierung yon 3-Nitro-4-hydroxy-l,8-trimethylen- 
carbostyril 6 (3) in Eisessig mit Pd/Kohle als Katalysator resultiert in guten 
Ausbeuten (79% d. Th.) 3,4-Dihydroxy-l,8-trimethylencarbostyril  2 (2). 
Ebenfalls zum Redukton 2 (96% d. Th.) gelangt man beim Einsatz yon 
3-Phenylazo-4-hydroxy- 1,8-trimethylencarbostyril (4). 

Auf Grund der Versuchsanordnung und der bisherigen experimen- 
tellen Befunde 2 ist wohl der SchluB zul~ssig, dab 2 nur aus der gesuchten 
3-Aminoverbindung entst~nden sein kann, welehe in Substanz nicht 
faBbar ist. Einen deu~lichen Hinweis auf die Unbests des 3-Amino- 
4-hydroxy-l,8-trimethylencarbostyrils geben Hydrierungsversuche yon 
3 und 4 in butanolischer L6sung an Pd/Kohle. Hier zeigt sich, dab nach 
Aufnahme der zur Bildung der Aminoverbindung n6tigen It2-Menge ein 
farbloses Produkt  anfifllt, welches sich beim Absaugen an der Luft, 
wie auch das Filtrat, alsbald blau fiirbt. Diese Tatsache liel~e den Schlu$ 
zu, dab wohl die gewiinschte Zwischenstufe vorgelegen sein muB, welche 
aber sofort zum Farbstoff weiterreagiert, wie nachstehencle Beobachtung 
erh~rtet. Tr/~gt man die bei 4er t tydrierung in Butanol isolierte Ver- 
bindung sofort in eine Mischung yon Eisessig und Acetanhydrid ein und 
beI~l]t einige Zeit bei 20 ~ so erh~it man ein Pro4ukt,  welches auf Grund 
der Elementaranalyse sowie des IR-Spektrums als 3-Acetamido-4- 
hydroxy-l,8-trimethylencarbostyril  (5) erkannt worden ist. Ebenfalls zu 
5 gelangt man, wenn die Hydrierung von 3 bzw. 4 von vornherein in 
Essigs~ureanhydrid/Eisessig mit Raney-Ni als Katalysator vorgenommen 
wird. 

Wie diese Versuchsergebnisse zeigen, ist die Erbringung des Beweises 
fiir alas intermedi/ire Entstehen der 3-Aminoverbindung bei der ,,Nin- 
hydrin-Reakfion" auf Grund ihrer Unbestgndigkeit nur indirekt mSglich. 
Die Yerseifung des 3-Acetylamids 5 in Athanol/NaOtI fiihrt in 39proz. 
Ausb. zum Bis-amin 1, daneben isotiert man 60% d. Th. an Redukton 2. 
iV[it verd. HC1 in Propanol entsteht aus 5 quantitativ 2, neben NIt4C1. 
Das Auftreten des Amins als Zwischenpro4ukt bei der ,,Ninhydrin- 
geakt ion"  wird noch dureh einen weiteren Befund erh/irtet. Nimmt man 
die Umsetzung yon Aminos/iuren mit T M C H  in einem Gernisch yon 
Eisessig/Essigsi/ureanhy&id vor, beobachtet man zuni~ehst CO2-Ent- 
wicklung. Bringt man die Reaktionsl6sung auf eine Diinnschichtplatte 
und l~Bt parallel dazu das N-Acetylderivat 5 laufen, so ist 3-Acetamido-4- 

5 0 .  Piloty und K..Finckh,  Ann. Chem. 333, 22 (1904); S. Ruhemann, 
J. Chem. Soc. [London] 99, 1486 (1911). 

6 E. Ziegler und Th. Kappe, MJa. Chem. 95, 59 (1964). 
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hydroxy-l,8-trimethylencarbostyril (5) eindeutig im geaktionsgemisch 
nachweisbar. Als Aminos/~uren sind Alanin, Phenylalanin, Glycin und 
Leucin eingesetzt worden. 

Da die Reaktivit/it tier freien Aminoverbindung sicherlich weit- 
gehend auf den EinfluB der beiden benachbarten Carbonylgruppen und 
auf die TautomeriemSglichkeit des Protons in 3-Stellung zuriickzufiihren 
ist, sind weitere Untersuchungen mit dem O-Methyl/~ther des 3-Nitro-4- 
hydroxy-l,8-trimethylencarbostyrfls 6 vorgenommen worden. Hier war 
zu erwarten, dab die entsprechende Aminoverbindung hinl/~nglich be- 
st/indig sein miiBte, well in 6 die Enolstruktur fixier~ ist. Ta~s/~chfich erh//lt 
man bei der Hydrierung von 6 in Butanol mi~ Pd/Kohle als Katalysator 
einerseits in 86proz. Ausb. 4-Methoxy-3-amino-l,8-trimethylencarbostyril 
(7) und andererseits in Essigs/~ureanhydrid/Eisessig die 3-Acetamido- 
verbindung 8. 

OCH3 
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\ /  
6 

7 + T ~ I C H  -> 

OCH3 
I I 

a) Butano]/Pd /~  , ~ / / % - - ~ i '  1~, 
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Das freie Amin 7 erweist sich als sehr best/~ndig gegen verdfinnte 
S/iuren und Alkalien. Ein Austausch der NH2- gegen die OH-Gruppe 
kann hier nicht mehr beobachtet werden. Beim Erhitzen yon 7 mit T M C H  

in Toluol entsteht, wie Analyse und IR-Spektrum beweisen, der dem 
,,Ninhydrinfarbstoff" analoge O-Methylg, ther, n~mlich 2-Oxo-4-methoxy- 
1,8-trimethylen-3-(2,4-dioxo-1,8- trimethylen- chinolylicten) - aminochinolin 
(9), in 60proz. Ausbeute. Versuche, den Amino-O-methyl/~ther 7 mit 
Redukgon 2 zu kondensieren, sind erfolglos verlaufen, was aber nicht 
besagt, dab diese Reaktion mit dem hypothetischen 3-Amino-4-hydroxy- 
1,8-trimethylencarbostyril nicht doch mSglich w//re. 
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Auf Grund der vorliegenden experimentellen Befunde ist das Auf- 
treten einer Amin-Zwischenstufe bei der ,,Ninhydrin-l~eaktion" wohl 
hinl~nglich bewiesen. Weiteren Untersuchungen bleibt es vorbehalten 
zu zeigen, welcher der drei vorgesehlagenen Wege yon dieser Amino- 
verbindung aus zum Farbstoff fiihrt. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der J. R. Geigy AG: Basel, 
durchgefiihr~, fiir die wir danken. 

Besonderer Dank gilt Herrn Dr. H. Sterk, am hiesigen Institut, fiir 
die Aufnahme nnd Interpretation der IR-Spektren. 

Experimenteller Teil 
1. 3-Phenylazo-4-hydroxy-l,8-tr~methylencarbostyril (4) 

2 g u-Oxo-~ ' -hydroxy-julol in  werden  in 100 ml  10proz. Na2COa-LSsung 
mi t  der  ~iquivalenten Menge Benzold iazoniumchlor id-LSsung bei 0 ~ gekuppel t .  
Orange SpieBe aus Propanol  yore  Schmp.  228 ~ Ausb.  2,1 g (70% d. Th.). 

C]sI-I15N~O2. Ber.  N 13,76. Gel. N 13,32. 

2. 3-A cetamido-d-hydroxy, l,8-trimethylencarbostyril (8) 
a) A us 3- N itro-4-hydroxy- l ,8-trimethylencarbostyril ~ (3) 

Man 16st 1 g 3 in e inem Gemiseh yon 50 ml  AcuO und  70 ml  Eisessig bei 
e twa  50 ~ und  hydr ie r t  un te r  Zugabe yon  0,3 g l~aney-Ni bis zur  Beendigung 
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der H2-Aufnahme. Aus dem eingeengten Fi l t ra t  resultieren farblose Kristalle, 
die aus Butanol lunkristallisiert werden. Schmp. 216 ~ Ausb. 1 g (84~o d. Th.). 

CI4It14N2Oa. Ber. N 10,85. Gef. N 11,09. 

b) A us 3- P henylazo-4-hydroxy- l , 8-trimethylencarbostyril (4) 

Analog a). 1 g 4 in 40 ml A c 2 0  und 60 ml Eisessig. Ausb. 0,85 g (94% 
d. Th.). 

c) A us 3-Amino-4-hydroxy-l,8.trimethylencarbostyril 

0,5 g 3 bzw. 0,5 g 4 werden in 150 ml Butanol heil~ gelSst und nach dem 
Erkalten unter Zugabe yon 0,4 g 5proz. Pd auf AktivkoMe bis zur beendeten 
H2-Aufnahme hydriert. Man saugt rasch ab, tr~gt, ohne yore KatMysator 
zu trennen, das erhaltene 3-Amino-4-hydroxy-l,8-trimethylencarbostyril  in 
eine Miscbung yon 5 ml Eisessig mit  5 ml A c 2 0  ein und bel~igt 12 Stdn. bei 
20% Danach erhitzt man kurz zum Sieden und filtriert vom Katalysator  ab. 
Die l~einigung erfolgt wie unter a). Ausb. 0,4 g (78% d. Th.) aus 3 bzw. 
0,35 g (98% d. Th.) aus 4. 

d) Nachweis yon 5 im  Reaktionsgemisch aus T M C H  und Aminosgturen 

Zu einer heil3en L6sung yon 0,2 g T;I/ICH in 5 ml Eisessig und 5 ml A c 2 0  
fiigt man 0,2 g Aminosgure und erhitzt 1--2 Min., bis unter CO2~Entwicklung 
Entf~rbung eintritt .  Eine Probe aus dem Reaktionsgemisch und 3-Acetamido- 
4-hydroxy-earbostyril  (5) als Standard werden in 3 verschiedenen Lauf- 
mit teln diinnsehiehtchromatographisch an Kieselgel G nach Stahl gepriift 
(Benzol/Eisessig = 3 : 1, Essigester/Methanot = 98 : 2 und CHC13/Aeeton = 
7 : 3). In a,lle~ drei F&llen ist 5 eindeutig im Reaktionsgemisch aus T M C H  
und Aminos~ture naehweisbar. 

3. H ydrolyse yon 3-A cetamido-4-hydroxy, l,8-trimethylencarbostyril (5) 

a) Sauer 

Man 16st 0,5 g 5 in 35 ml Propanol, versetzt mit 6 ml konz. tiC1 und 
erhitzt 1 Stde. am R~ckfluB. Beim Erkal ten f{illt nach Zugabe yon 10 ml 
H20 2-Oxo-3,4-dihydroxy-l,8-trimethylencarbostyril  2 (2) in 91proz. Ausb. 
an und wird aus Eisessig gereinigt. Schmp. 228 ~ Im  Fil t rat  ist NH4C1 nach- 
weisbar. 

b) AlIcalisch 

0,5 g 5 werden in einem Gemisch yon 10 ml J~thanol und 20 ml 20proz. 
N a 0 H  3 Stdn. im Sieden gehalten, hierauf mit  10 ml H20 versetzt und mit 
verd. H2SO4 neutralisiert. Man saugt nach 1 Stde. ab und koeht das Produkt  
mit  ca. 5 ml Eisossig aus. Als Riickstand verbleib~ 0,1 g (39% d. Th.) Bis- 
amin 2 1 vom Sehmp. 265 ~ Aus dem eingeengten FiRrat  werden noch 0,3 g 
(60% d. Th.) an l~edukton ~ 2 isoliert. 

4. 3,4. Dih ydroxy- l ,8.trimeth ylencarbostyril 2 (2) 

0,5 g 3 bzw. 0,5 g 4 werden in 50--70 ml heigem Eisessig gelbst und nach 
dem ErkMten mit  0,3 g 5proz. Pd auf Aktivkohle his zur beendeten H~- 
Aufnahme hydriert.  Aus dora eingeengten Fi l t ra t  resultieren 0 ,4g (79% 
d. Th.) 2 aus 3 bzw. 0,35 g (96% d. Th.) 2 aus 4 yore Sehmp. 228% 

Monatshefte ftir Chemie, :Bd. 99]4 99 
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5. 3-Nitro-4-methoxy-l,8-trimethylencarbostyril (6) 

Man 16st 4 g 3 in 500 ml heii]em Toluol, fiigt nach dem Erkalten eine 
benzol. Diazornethanl6sung (aus 7 g Nitrosomethylharnstoff) hinzu und 
beliiflt his zur Beendigung der Iq~-Entwicklung. 0 f~llt beim Einengen aus 
und wird aus Butanol  in blaBgelben Plat ten vom Sehmp. 207 ~ gewonnen. 
Ausb. 4 g (94% d. Th.). 

C13I-I12N204. Bet. hl 10,77. Gel. l~i 10,71. 

6. 3-Amino-4.methoxy-l,8-trimethylencarbostyri[ (7) 

1 g 6 wird in 100ml heiBem Butanol gel6st, nach dem Erkalten mit  
5proz. Pd auf Aktivkohle hydriert, nach beendeter H2-Aufnahme filtriert 
und zur Trockene gebracht. Aus wenig ~thanol  blaBgelbe B1/~ttchen vom 
Schmp. 151 ~ Ausb. 0,8 g (86% d. Th.). 

C~3H14N202. Ber. I~ ~ 12,17. Gel. :N 12,06. 

7. 3-Acetamido.g-methoxy-l,8-trimethylencarbostyril (8) 

Man 16st 1 g 6 in der Hitze in einem Gemisch yon 35 ml Ac20 und 40 ml 
Eisessig und hydriert die erkaltete L6sung mit 0,4 g l~aney-Ni bis zur Be- 
endigung der I-I2-Aufnahme. Das Fil trat  wird zur Trockene gebracht und  mit  
J~thanol angerieben. Farblose Prismen aus Wasser yore Schmlo. 185--186 ~ 
Ausb. i g (94% d. Th.). 

C15I-I16N2Oa. Bet. N 10,29. Gef. N 10,26. 

8. 2.0xo-4-methoxy-l,8-trimethylen-3-(2,4-dioxo-l,8-trimethylen-chinoliden)- 
aminochinolin (9) 

Zu einer heiBen L6sung yon 1 g T M C H  in 100 ml Toluol und 3 Tr. Eis- 
essig fiigt man 1 g 7 hinzu, erhitzt 2 Stdn, am RiickfluB und entfernt dabei 
das bei der l~eaktion gebildete t t20  mittels Au 9 wird ab- 
gesaugt, zur ]~einigung in warmem DM.F gel6st und am Wasserbad langsam 
eindunsten gelassen, wobei sieh gelbe Kristalle vom Schmp. 216 ~ (u. Zers.) 
abseheide•. Ausb. t , t  g (60% d. Th.). 

C2aHszNaO4. Ber. C 70,25, H 4,95, N 9,83. 
Gel. C 69,75, H 4,95, N 9,87. 

IR-Spektrum in KBr:  1660/cm . . . . . . .  C=  O 
1640/cm . . . . . . .  C=O,  C = N  gekopp. 


