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Es ist gelungen, mit dem, dem Ninhydrin analog gebauten 
1,2,3-Trioxo-2,3-dihydrophenMen (1), den Meehanismus der 
,,Ninhydrinreaktion" aufzuklfiren. 

New Reagents ]or the Detection o] Amino Acids by Paper 
Chromatography, V. : Reaction o] 1.2.3. Trioxo.2.3-dihydrophenalene 
with Primary Amines 

The mechanism of the "ninhydl'in reaction" has been estab- 
lished using 1.2.3-trioxo-2.3-dihydro-phenalen (1) as a model 
compound. 

Wie in den beiden vorangegangenen Mitteilungen dieser Serie l, 2 
gezeigt worden ist, 1/iBt sich mit I-Iilfe yon ,,1,8-Trimethylenchinisatin- 
hydrat : '  ( T M C H )  als ~Iodellsubstanz der yon MeCaldi~ 3 vorgesehlagene 
Mechanismus fiir die , ,Ninhydrinreaktion" weitgehend beweisen. Die 
Untersuehungen haben gezeigt, dab als wichtige Komponente  inter- 
medi/~r eine nieht faBbare Aminoverbindung entsteht, welehe Ms wesent- 
liehes Zwischenprodukt der Farbstoffbildung erkann~ worden ist. Aller- 
dings war es nieht m6glieh, den letzten Schritt tier Reaktion klarzustellen. 
McCaldin a ist der Ansicht, daB im Falle des Ninhydrins intermedi~r ge- 

i Helga Wittmann, W. Dreveny und E. Ziegler, )[h. Chem. 99, 1205 (1968). 
Helga Wittmann, W. Dreveny und E. Ziegler, Mh. Chem. 99, 1543 (1968). 

a D. J. ~lcCaldin, Chem. Rev. 60, 39 (1960). 
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bildetes 1-Hydroxy.2-amino-3-oxo-inden mit noch nieht umgesetzter 
Triketoverbindung unter Wasserabspaltung den Farbstoff ergibt. 

Auf Grund der eru4hnten experimentellen Befunde 1, e am T M C H  

lassen sich fiir die Bildung des eigentlichen ,,Ninhydrinfarbstoffes", vom 
hypothetischen , ,2-Oxo-3-amino-4-hydroxy-I ,8-trimethylen-t ,2-dihydro- 

chinolin" ausgehend, 3 geaktionswege vorsch]agen: 
1. Die Aminzwischenstufe kondensiert sich mit nicht umgesetzter 

Triketoverbindung zum Farbstoff. 
2. Die Aminzwischenstufe bildet re_it sich selbst unter NHa-Austritt 

und nachfolgender Dehydrierung den Farbstoff. 
3. Die Aminzwischenstufe reagiert mit dem entsprechenden Redukton 

unt.er Wasserabspaltung. 

~u Untersuchungen fiber die Eignung yon vic. Triketoverbindungen 
zur ,,Ninhydrinreaktion" haben gezeigt, dal~ sich auch das 1,2,3-Trioxo-2,3- 
dihydro-phenalen (Perinaphthindantrion) (1) zum papierchromatographischen 
Nachweis yon Aminos~turen eignet. Alanin l~Bt sich z. B. noeh in Mengen unter 
1 Y dutch Besprfihen mit einer 0,2proz. alkohot. L6sung von 1 deutlich am 
Papierchromatogramm nachweisen. 

Bei der Umsetzung yon Perinaphthindantrion-hydrat (1) mit ~-Amino- 
s~uren kann man ebenso wie bei T M C H  1 die Vorstufe des eigentlichen 
Fa.rbstoffes, das Bis-(3-hydroxy-l-oxo-phenalen-2-yl)-amin (2) isolieren. 
Durch Behandeln mit methanolischem Alkali li~ltt sich auch hier das 
Bisamin 2 in das Farbsalz 3 iiberfiihren. Dieses hat, wie schon bcim 
T M C H  1 gezeigt worden ist, eine dem , ,guhemann-Purpur" an~loge 
Konstitution und ist identisch mit jenem Farbstoff: der am Papier- 
chromatogramm durch Bespriihen mit 1 aus Aminosiiuren entsteht. 

Gen~uso wie bairn Murexid u~d allen anderen analog gebauten Farbsalzen, 
ist aueh die freie S~ure yon 3 nicht isolierbax. Schon beim vorsichtigen Be- 
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handeln einer w~il~r. LSsung des Na-Salzes 3 mit verd. S~iuren tritt Zersetzung 
ein. 

0bwohl die Bildung des Bisa.mins 2 tiber ein HMbaminal als erste 
Zwisehenstufe dnrch frfihere Untersuehungen 1 gesiehert werden konnte~ 
ist dies auch noch am 1,2,3-Trioxo-2,3-dihydro-phenMen-hydrat (1) dureh 
Umsetzung mit 2,6-Dimethylanilin und vor allem mit/~-AminoisovMerian- 
s&ure gezeigt worden. Bei beiden genannten Verbindungen ist die Bildung 
eines Azomethins aus dem primKr entstehenden Halbaminal infolge des 
Fehlens eines Protons in ~x-Stellung zur NH2-Gruppe nieht mehr m6glich. 
Die Reaktion bleibt daher auf der Stufe des Ha lbaminals stehen, wie die 
Isolierung yon 4 und 5 beweist. 
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Wie die experimentellen Befunde zeigen, reagiert 1 mit Amino- 
verbindungen weitgehend analog dem T M C H .  Besonders wertvoll ist 
uns 1 abet deshalb, well das bereits beka.nnte 2-Amino-3-hydroxy-l-oxo- 
phenalen 4 (6) die fiir die ,,Ninhydrinreaktion" postulierte Aminzwischen- 
stufe darstellt. 

Die Struktur yon 6, welehe aus der Bildungsweise 4 nieht unbedingt be- 
wiesen seheint, konnte in einer jfingst erschienenen Arbeit yon Eistert~ dutch 
eine neue Synthese sowie auf Grund der IR-spektroskopischen Daten gesichert 
werden. 

Um nun aber eine Entscheidung da.riiber zu treffen, auf welchem der 
drei vorgesehlagenen Wege 2 die Farbstoff-(3)- bzw. Bisamin-(2)-bildnng, 
ausgehend yon 6, tats/~ehlieh vor sieh geht, sind die drei MSglichkeiten 
experimentell nachgepriift worden. Da.bei wurden dieselben Reaktions- 
bedingungen eingehalten, unter denen auch sonst die Farbstoffbildung 
erfolgt ist. 

Auf Grund des yon M c C a l d i n  S postulierten l~eaktionsmeeho~nismus ist zu- 
nfiehst versucht worden, das Amin 6 mit der Triketoverbindung 1 in w~tflrig- 
alkohol. L6sung zur Reaktion zu bringen. Dabei hat sich gezeigt, dab auch naeh 
mehrstfindigem Erhitzen keine Reaktion eintritt; man erh~tlt vielmehr die 
Ausgangsverbindungen zuriick. Auch bei Anwendung hShersiedender L6sungs- 

4 G. Errera,  Gazz. chim. ital. 43, I, 583 (1913), 44, II, 18 (1914). 
B. Eistert ,  W.  Egfler und H.  G6th, Chem. Ber. 101, 2162 (1968). 
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mittel, wie z. B. Toluol oder Xylol, fflhrt die Umsetzung nieht zum erwarteten 
Farhstoff 3 ; es l~l~t sich lediglieh eine Verbindung der Bruttoformel C39H19NO7 
isolieren, deren Struktur noch nieht genau ermittelt  werden konnte. 

Ebenso ist der unter 2. postulierte Reaktionsweg, die Bildung des Bis- 
amins 2 dureh Kondensation der Aminoverbindung 5 zu bewirken, selbst bei 
Anwendung hoehsiedender L6sungsmittel nicht reMisierbar. Auch hier wird 
unver/~ndertes 6 zuriickerhalten. 

Dagegen reagiert  b mi t  dem g e d u k t o n  7 sehon in 70proz. Athanol  in  
gu ten  Ausbeu ten  (63% d. Th.) zum Bisamin 2. 

OH OH S - - \  / \ f - - \  

Ho f - \ - - /  / \ / , - \  / - - \  
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Dam_it ist e indeutig gezeigt, dag der letzte Schri t t  der , ,Ninhydrin-  
reak t ion"  in der Kondensa t ion  der intermedi/ ir  en t s tehenden  Amino-  
ve rb indung  6 mit  gleichzeitig gebildetem Reduk ton  71, 2 u n d  nicht,  wie 
McCaldin 3 vorsehl//gt, mi t  unver/~nderter Tr ike toverb indung  besteht.  

Die vorliegende Arbei t  wurde mat Unte r s t i i t zung  der J.  R. Geigy AG, 
Basel, durchgefiihrt ,  ftir die wir danken.  

Ferner  danken  wit  Her rn  Dr. H. Sterk vom hiesigen l n s t i t u t  ffir Auf- 
nahme  und  In te rp re ta t ion  der II~- und  NMl%Spektren.  

Experimenteller Tell 

1. t ,2,3- Trioxo-2,3-dihyd~'o.phenagen-hydrat (1) (verbesserte M ethode s, 7) 

a) 2,2-Dimorpholino. l,3-dioxo-2,3-dihydro-phenalen 

15g 2,2-Dichlor-l,3-dioxo-2,3-dihydro-phenalen 5 werden in 70ml  Di- 
methylformamid gel6st, auf 0 ~ gekfihlt und 30 ml Morpholin zugeffigt. Die 
Temperatur steigt dabei auf ungefi~hr 40 ~ an und ?r �9 tiC1 scheidet sich 
in Form ]anger Nadeln ab. Nach etwa 2 Stdn. tropft man unter  t~fihren bei 
0 ~ 200 ml t t20  zu, wobei das gelbe 2,2-Dimorpholino-l,3-dioxo-2,3-dihydro- 
phenalen kristallin a nfiillt, welches zur Weiterverarbeitung bereits genfigend 
rein ist. Nadeln aus Methanol, die bei etwa 154 ~ schmelzen (u. Zers.). Ausb. 
19 g (92% el. Th.). 

C21H22N204. .Ber. N 7,65. Gef. N 7,37. 

b) 1,2,3-Trioxo-2,3-dihydro.phenalen.hydrat (1) 

Mall 16st 15 g 2,2-Dimorpholino-l,3-dioxo-2,3-dihydro-phenMen in 200 ml 
t t20  und 70 ml konz. HCI und erw/~rmt 2--3 Min. auf 80 ~ Das beim Ab- 

6 Th. Kappe, Erika Lender und E. Ziegler, Mh. Chem. 90, 990 (1968). 
Th. Kappe, Erika Lender und E. Ziegler, Mh. Chem. 99, 2157 (1968). 
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kfihlen ausfal lende 1 wird aus sehr verd.  Essigsfinre umkris ta l l is ier t .  Ausb.  
7 ,6g  (81~o d. Th.)  hel lrote Pr ismen,  die bei 130 ~ un te r  Dunkelrotf /~rbung 
Wasser  abspMten und  bei 270--273 ~ (u. Zers.) sehmelzen;  (Lit. ~ 273~ 

2. Bis-(3.hydroxy- l.oxo-phenalen.2.yl)-amin (2) 

a) Aus 1 und Aminosii~uren 

3 g 1 werden  in 120 ml  ~ t h a n o l  in der W/i rme gel6st und  1,2 g Alanin  in 
50 ml  1-120 zugegeben.  Man erh i tz t  2 Stdn.  am sied. ~Vasserbad und  saugt  naeh  
dem E r k a l t e n  2 ab. t t e l lb raune  Nade ln  aus Ch lo rbenzo l - -Xthano l  (1: 1), 
Schmp.  > 310~ Ausb. 1,5 g (569/o d. Th.). 

C~6tt15NO4. Ber.  N 3,45. Gef. N 3,52. 

I lR-Spekt rum in K B r :  3000--2600/cm . . . . . . . . . .  Nt-I, OH 

1630/cm . . . . . . . . . . . . . . . .  CO 

1570/cm, 1540/cm . . . . . . .  C O - - H O  assoz, nnd  

C - - C  

Be im Ans~tuern der Mut te r lauge  erh~lt  m a n  0,6 g t~edukton 7. 

b) Aus der Aminoverbindung 6 und Redukton 7 

Man suspendier t  0,5 g rein gepulv.  6 in 150 ml  70proz. -~thanol und setzt  
eine heige L6sung von  0,5 g 7 in 100 ml  70proz. ~_thanol zu. Es wird 3 Stdn.  
am RiickfluB erhi tz t ,  wobei 2 in 63proz. Ausbeu te  anfgllt .  

3. Farbsalz 3 

0,2 g 2 werden  mi t  40 ml  Methanol  und  2 ml  n - N a O H  verset.zt, wobei nach 
km'zem Schi i t te ln  in tensive Blauff i rbung auf t r i t t .  Man br ingt  in einer Porzel lan-  
schale a m  Wasserbad  zur  Trockene  und  wfischt den Ri icks tand  mi t  w a r m e m  
Methanol  und H 2 0 ;  Ausb.  0,1 g (48% d. Th.). 

Cu6HI~N0aNa. Ber.  Na  5,41. Gef. Na  5,89. 

I R - S p e k t r u m  in K B r :  1630/cm . . . . . . . . . . . .  CO 
16001cm1 
1570/cm~ . . . . . . . . . . .  C = C  und  Ai 'omat  
1520/cmt 
1280/era . . . . . . . . . . . .  O - - N a  

4. 2- ( 2',6'-Dimethylanilino ) .  2-hydroxy.l,3-dioxo-2,3-dihydro-phenalen (4) 

Zu einer heiBen LSsung yon  1 g 1 in 50 ml  ~ t h a n o l  fiigt m a n  0,7 m! 2,6-Di- 
rnethylani l in  und e rh i tz t  2 Stdn.  a m  sled. Wasserbad,  wobei  Dunkelf / i rbung 
mfftr i t t .  Naeh  dem E inengen  des l~eakt ionsgemisehes erhfilt m a n  0,8 g 

O/ (5a/o  d. Th.)  4, welches vors ieh t ig  mi t  Alkohol  gewasehen wird.  Aus Chlor- 
benzol  ge tbbraune Pr i smen  yore  Sehmp.  248--250 ~ (m Zers.). 

C21I-I17NO3. Ber.  C 76,12, H 5,17, N 4,23. 
Gef. C 75,91, t-I 5,27, N 4,36. 

I R - S p e k t r u m  in K B r :  3200/em . . . . . . . . . . . .  N i l ,  O H  
1710/em } C = O  
16s0/o  : : : : : : : : : : : :  c = o  
1630/cm . . . . . . . . . . .  : )  ~ C =  O - - H O  
1610/cm . . . . . . . . . . .  C = O - - H N  assoz. 
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N M R  in CFaCOOH (3 in ppm) :  

2,2 . . . . . . . . . .  - - C H 3  
7,0 (~[) . . . . . . .  I-I3,,4,,5, 
7,8 (M) . . . . . . .  H5,8 
8,3 (M) . . . . . . .  H4,6,v,9 

5. N-2- ( 2-Hydroxy. l ,3-dioxo- 2,3.dihydro-phenalenyl ) . ~-amino-isovalerian- 
saute (5) 

1 g 1 wird in 30 ml  heiBem ~ t h a n o l  gel6st und  mi t  einer ebenfMls hei•en 
L6sung yon  0,6 g ~-Amino-isovalerians~iure in 60 ml  ~'4thanol versetz t .  Man 
rf ihr t  noch 2 Stdn.  bei 20 ~ und erh/ilt  1,3 g 0 0 %  d. Th.) an 8. ])as ]?rodukt 
kann  nicht  umkris ta l l i s ier t  werden  und  wird zur Rein igung  nur  mi t  w a r m e m  
"4thanol gewaschen.  Schmp.  177--180 ~ (u. Zers.). 

C18H17NOs. Ber.  N 4,28. Gel. N 4,60. 

I R - S p e k t r u m  in K B r :  3200--2500/cm . . . . . .  OH,  N H  assoz., COOH 
1715/cm; 1690/cm . . .  C : 0 ,  C : O ,  COOH 

N M R  in Di~ISO (3 in ppm) :  1,2 - - C H a  
2,1 - - C H 2 - -  
8,0 (M) Hs,  s 
8,5 (M) Ha,6,7,9 

6. 2,3.Dihyd~vxy-l.oxo.phenalen 4 (Redu]cton ) (7) 

0,5 g 0 werden  in e inem Gemisch yon 10 ml  H 2 0  und 2 ml  konz. HC1 
2 - - 3  Min. erhi tz t ,  wobei ]~otf~irbung auf t r i t t .  Nach  dem Erka l t en  gewinnt  
m a n  0,4 g (80% d. Th.)  7, welches uus Xy lo l  umkris ta l l is ier t  werden ka.nn und 
mi t  e inem auf  anderem Weg hergestellben P roduk t  ~ in Schmp.  und Misch- 
schmp, ident isch ist. 


