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Es wird gezeigt, dab das 3,3'-Dihydroxy-2,2t-bi-l-indenon 
(1), welches Moubasher und Ibrahim ffir den Ninhydrinfarbstoff 
halten, ein Sekund/~rprodukt desselben ist. Bei der katalytischen 
Hydrierung yon 2-1~itro-l,3-indandion in Athanol entsteht 
6,!2-Dioxo-6,12-dihydro-diindeno-pyrazin (3), w/~hrend die 
Hydrolyse yon Ruhemannpurpur (2) in ammoniakal. L6sung 
zum isomeren 5,7-Dioxo-5,7-dihydro-diindeno-pyrazin (5) ffihrt. 

.New Reagents ]or the Detection o] Amino Acids by Paper 
Chromatography, VI  : Concerning the " Ninhydrin Reaction" 

I t  can be shown that  3.3'-dihydroxy-2.2'-bi-l-indenone (1), 
regarded by Moubasher and Ibrahim as the "ninhydrin dye", 
is in fact a consecutive product of the latter. The katalytic 
hydrogenation of 2-nitro-1.3-indandione in ethanol gives 6.12-di- 
oxo-6.12-dihydro-diindeno-pyrazine (3), whereas the hydrolysis 
of "Ruhemanns purple" (2) in aqueous ammonia yields the 
isomeric 5.7-dioxo-5.7-dihydro-diindeno-pyrazine (5). 

Von den mannigfachen Publikat ionen zum Mechanismus der ,,Nin- 
hydr inreakt ion"  verdient neben jener yon  McCaldin i eine yon Moubasher 
und Ibrahim 2 insofern Beachtung,  als hier im Gegensatz zu allen anderen 
Autoren behaupte t  wird, dab der l~inhydrinfarbstoff eine stickstoff- 
freie Verbindung (1) ist. 

Dieser Ansicht yon Moubasher und Mitarb. k a n n  aus den nachstehend 
dargelegten Griinden yon vorneherein widersprochen werden. 

Der Ninhydrinfarbstoff  2 wird stets als/~uBerst leieht wasserlSsliehes, 
salzartiges P roduk t  besehrieben, welches ein Absorpt ionsmaximum 1 im 

* Herrn Prof. Dr. O. Hromatka, Techn. ttochsehule Wien, zum 65. Ge- 
burtstag gewidmet. 

1 D. J. McCaldin, Chem. l~ev. 60, 39 (1960). 
2 R. Moubasher und M. lbrahim, J. chem. Soc. [London] 1949, 702. 
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UV bei 570 nm (in Wasser) aufweist. 1 fi~llt abet bei der Umsetzung yon 
Ninhydrin mit Aminos~uren in Wasser sehon in der tIitze als unlSslicher 
Niederschlag an, und erst aus dem verbleibenden dunkelblauen Filtrat 

OH 0 ONH 4 0 

0 OH 0 0 

l~Bt sich 2 ]nit Hilfe yon Ammoniumcarbonat ausfi~llen. Es ist daher sehr 
verwunderlich, dal~ die genannten Autoren 2 es un~erlassen haben, die 
nach Isolierung yon I noch immer stark gef~rbte Mutterlauge weiter zu 
untorsuehen. 

Ffir uns war zun~tchst die Frage, wio es zur Bildung yon 1 bei der 
,,Ninhydrinreaktion" kommt, deshalb interessant, da bei anderen im 
Rahmen dieser Reihe 8, a untersuchten vie. Triketoverbindungen analoge 
Produkte nicht gefunden worden sind. 

Einen ersten IIinweis auf die mSgliche Entstehung von 1 gibt die 
Untersuchung yon mit Ninhydrin am Papierchromavogramm erzeugton 
Farbfleeken mit Aminosi~uren Eluiert man solche Farbflecke sofort 
naeh deren En~wieklung und untersueht das Eluat dfinnsehichtchromato- 
graphiseh, so li~13t sich 1 nicht naehweisen, w~hrend Farbfleeke, die 
mehrere Tago dem Lich~ ausgesetzt worden sind, bereits geringe Mengen 
an 1 enthalten. Dieser experimontelle Befund deutet darauf hill, dal~ 1 
erst naehtr~glich aus dem Ruhemannpurpur (2) entsteht, was durch 
folgenden Versueh noch erh~rtet wird: 

Fiihrt man die ,,Ninhydrinreaktion" in pri~parativem MaBstab in 
wirier. LSsung durch, filtriert nach lstdg. Erwiirmen auf 70 80 ~ die 
erkaltete L6sung yon ausgefallene'm 1 und erwi~rmt die nur mehr 2 ent- 
haltende Mutterlaugo woitere 24 Stdn., so bildet sich erneut ein Nieder- 
sehlag von 1. Nach 48 Stdn. ist das gesamte 2 verschwundon und in der 
ReaktionslSsung li~Bt sieh nur mehr 1 neben Zersetzungsprodukten nach- 
weisen. Die Bildung yon 1 wird dureh UV-Licht beschleunigt. Damit ist 
eindeutig gezeigt, daI~ 1 ein Umwandlungsprodukt des Ninhydrinfarb- 
stoffes 2 ist, fiber dessen Bildungsmechanismus sparer beriehtet werden 
wird. 

Die vorsVehend besehriebene Beobachtung l~Bt ferner den Schlu[~ zu, 
dal] auch die Bildung des Ninhydrinfarbstoffes 2 nach demselben Reaktions- 
schema wie es fiir 1,8-Trimethylenchinisatinhydrat 3, 5 und Perinaphthindan- 

3 H. Wi#mann, W. Dreveny und E. Ziegler, Mh. Chem. 99, 1205 (1968). 
4 H. Wittmann, A.  K. Mi~ller und E. Ziegler, Mh. Chem. 100, 497 (1969). 

H. Wittmann, W. Dreveny und E. Ziegler, Mh. Chem. 99, 1543 (1968). 
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trionhydrat 4 in allen Einzelheiten bereits aufgekls worden ist, vor sieh 
geht. Bei den genarmten Triketonen ist allerdings als unmittelbare Vorstufe 
zum Farbsalz die En~stehung eines en~spreehenden sekund/iren Amins 
sicherges~ellt worden, was beim Ninhydrin auf Grund des aaalogen 
t~eaktionsablaufes ebenfalls anzunehmen w~re. Der Naehweis der Ent- 
stehung einer solehen Dihydrostufe (3 steht jedoeh bislang aus. 

Dureh folgenden Versueh karm abet gezeigt werden, dal3 ein solehes 
see. Amin C intermedi~r auftritt. Bei der katalytisehen ttydrierung von 
2-Nitro-l,3-indandion bzw. 2-Phenylazo-l,3-indandion in Wasser erh/~lt 
man im tIydriergef/~B einen hellgelben Niedersehlag, der auBerhalb der 
Wasserstoffatmosph/ire nicht best/~ndig ist. Vielmehr tritt  bei Luft- 
zutritt innerhalb weniger Minuten eine intensive Blauf/~rbung auf, wobei 
der zun/~ehst Wasserunl6sliehe K6rper mit tiefblauer Farbe in L6sung 
geht: Der auf diesem Weg erhaltene blaue Farbstoff ist mit dem bei der 
Umsetzung yon Ninhydrin mit Aminos/iuren gebildeten Ruhemann- 
purpur 2 identisch. 

Auf Grund friiherer Versuehsergebnisse a, 4 ist die Annahme wohl 
zul/issig, dab es sich bei der gelben, wasserunl6sliehen Verbindung, die 
man im Hydriergef/~g vor dem Zutritt yon Luftsauerstoff beobaehten 
kann, um das unbest~ndige see. Amin (3 handelt. Gestiitzt wird diese 
Annahme noeh dadureh, dab aueh die relativ stabilen see. Amine aus 
1,8-Trimethylenchinisatin a bzw. Perinaphthindantrion ~ sehr leieht zum 
eigentlichen Farbstoff dehydrierbar sind. Beim Bis(3-hydroxy-l-oxo-2- 
indenyl):amin ((3) geniigt abet offensichtlieh schon Lnftsanerstoff, um 
diese Oxydation zu bewerkstelligen. 
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Ein vSllig anderes Produkt erh/~It man allerdings, wenn man die 
katalytisehe Hydrierung yon z. B. 2-Nitro-l,3-indandion in organisehen 
L6sungsmittoln, wie ~thanol, vornimmt. Hior seheint die tlydrolyse des 
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2-Amino-3-hydroxy-l-indenons A zum geduk ton  B nicht zu erfolgen 
und man erh/~lt als Kondensationsprodukt aus zwei Molekiilen A 
6,12-Dioxo-6,12,dihydro-diindeno-pyrazin (3), was ebenfalls als indirek- 
ter Beweis fiir das zwisehenzeitliche Ents tehen yon A anzusehen ist. 

O H 0 0 
>N N 

NO2 C2HsOH ~ N N 

O O 

M c C a l d i n  1 postuliert bei seinem Mechanismus beziiglich der Ninhydrin- 
reaktion als ersten Schritt die Bildung eines I-Ialbaminals aus vic. Triketo- 
und Aminoverbindung. I)anach wird die Entstehung eines Azomethins 
gefordert, wobei M c C a l d i n  feststellt, dal~ bei Verbindungen, die wegen 
des Fehlens eines Protons in u-Stellung zur NH2-Gruppe kein Azomethin 
geben kSnnen, auch die Farbstoffbildung unterb]eiben mull  

Dieser Sachverhalt ist yon uns an anderen Triketonen a, 4 experimen, 
tell nachgepriift und besti~tigt worden. Ebenso gibt aueh 1Ninhydrin 
weder mit  Anilin oder ~-Aminoisovalerians~ure noeh mit  Anthranils~ure 
R u h e m a n n p u r p u r  (2). Die Isolierung der entspreehenden Halbaminale 
ist wegen ihrer groiten Zersetzlichkeit ~ul~erst schwierig. Nur das  Halb- 
aminal 4 aus Ninhydrin und Anthranilsi~ure ist in Substanz fal~bar. 

0 

0 COOH 

Abschliel~end soll noeh auf einen wesentlichen Unterschie4 zwisehen 
~inhydrin,  dem /~ltesten Aminos/~urereagens, und ~-subst .  Chinis~- 
tinen a, ~ bzw. Perinaphthindantrion 4 hingewiesen werden. Die I tal tbar-  
keit der Farbflecken auf einem Aminos/~urechromatogramm ist n/~mlieh 
bei Verwendung yon Ninhydrin als Spriihreagens wesentlich geringer als 
bei den anderen genannten Triketonen. Besonders in Gegenwart yon 
Ammoniak verbl~ssen die Iqinhydrin-Farbfleeke sehr schnell und sind 
bald nur mehr schwer zu erkennen. Dieselbe Beobachtung macht  man  
beim Versetzen einer w/~l~rigen L5sung des Farbsalzes 2 mit  Ammoniak. 
Die vorerst tiefblaue L5sung wird allm/~hlich gelb und nach etwa 48 Stdn. 
hat  sich eine gelbe kristalline Verbindung 5 abgesehieden, welehe auf 

6 H.  Wi t tmann ,  Mh. Chem. 951 523 (1965). 
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Grund  der  ana ly t i schen  D a t e n  mi t  dem Py raz in  $ i somer  ist.  F i i r  die 
Bi ldung  yon  5 w~re folgender Reak t ionsweg  d e n k b a r :  

2 ~ N 
= NH40 H 

o o 

I -H20  

o 0 

Aus  e inem l~ngere Zeit  un te r  NH3-Atmosph~re  au fbewahr ten  
Ninhydr in fa rb f l eck  a m  Pap i e r  liil~t sieh mi t  Bu tano l  5 ebenfal ls  eluieren. 

Zusammenfassend  kann  gesagt  werden,  dab  zwischen den einzelnen 
im l~ahmen dieser I~eihe behande l t en  vic. T r ike tove rb indungen  beziiglieh 
ihres Verha l tens  gegeniiber  Aminosi~uren und  prim.  Aminen  keine  
prinzipiel len,  s o n d e r n  lediglich graduel le  Untersch iede  bestehen,  die 
sich - -  wie gezeigt  werden konn te  - -  vor  a l lem in der  unterschiedl ichen 
Bes t~ndigke i t  der  bei  der  Fa rbs to f fb i ldung  auf t re tenden  Zwisehen- 
p r o d u k t e  i~uBern. 

Wi r  danken  Her rn  Doz. Dr.  H. Sterk, a m  hiesigen Ins t i t u t ,  fiir Auf- 
n a h m e  und  I n t e r p r e t a t i o n  der  I t~-Spekt ren  und  der  F i r m a  J .  1~. Geigy 
AG, Basel,  ~iir die Unte r s t i i t zung  dieser Arbei t .  

Experimenteller Tell 

1. 3,3"-Dihydroxy-2,2"-bi-l-indenon (1) 

a) Aus Ruhemannpurpur (2) 

Eine LSsung yon 4 g Ninhydrin in 250 ml Wasser wi rd  mit  2 g Alanin in 
40 ml Wasser unter  oftmaligem Umsehii t teln 1 Stde. auf 70--80 ~ erw~rmt. 
Nach dem Erkal ten  saugt man 1 (0,7 g) ab und erw~rmt das F i l t ra t  weitere 
48 Stdn., w o b e i  die zun~ehst tiefblaue Farbe  in Braun iibergeht. Nach 
Fi l t ra t ion li~I3t sich nur mehr 1 neben Zersetzungsprddukten nachweisen. 

b) Au8 einem mit Ninhydrin entwickelten Aminos(~urechromatogramm 

Ein mit  einer lproz, a lkoho l .  NinhydrinlSsung entwickeltes t)apier- 
chromatogramm yon Alanin wird mehrere Tage am Licht aufbewahrt  und 
danaeh die Farbflecke mit  Benzol eluiert.  I m  Eluat  ist 1 dfinnschicht- 
chromatographisch - -  Laufmit te l :  Benzol/Eisessig = 5 : 1  - -  nachweisbar. 
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2. Katalytische Hydrierung von 2-Nitro.l,3.indandion bzw. 2-Phenyl-azo-l,3- 
indandion 

l~eaktionsansatz a) 1 g 2-~qitro-l,3-indandion in 100 ml Wasser; b) 1 g 
2-Phenylazo-l,3-indandion in 350 ml Wasser. Man hydriert mit  0,3 g 5proz. 
Pt-Aktivkohle bis zur Beendigung der He-Aufnahme, wobei sich im Hydrier- 
kolben ein gelber Niedersch]ag bildet, der an der Luft rasch mit  dunkelblauer 
Farbe in LSsung geht. Nach Filtration wird 2 mit  Ammoniumearbona~ aus- 
gef/~llt. Ausb. a) 0,2 g (24% d. Th.); b) 0,15 g (23,5% d. Th.). 

3. 6,12-Dioxo.6,12-dihydro-diindeno.pyrazin (3) 

Eine LSsung yon 1 g 2-Nitro-l,3-indandion in 70 ml Athanol wird mit  
Raney-Nickel bzw. 5proz. Pt-Aktivkohle bis zur Beendigung der H~-Auf- 
nahme hydriert. Braune Nadeln ~us Butanol, Schmp. 396--398 ~ Ausb. 
0,15 g (20% d: Th.). 

ClsHsN~O2. Ber. C 76,05, H 2,84, N 9,85. 
Gef. C 75,70, H 2,70, N 9,84. 

IR-Spektrum in KBr:  1720/cm CO. 

4. N- ( 2-Hydroxy-l,3-d ioxo-2-indenyl ) -anthranils(ture (4) 

Man 15st 4 g Ninhydrin in der W/~rme in 60 ml Athanol, fiigt eine eben- 
falls warme alkoho]. LSsung yon 3,2 g Anthranilss hinzu und  erhitzt das 
l~eaktionsgemisch 4 Stdn. am t~iickfluI~. Nach Entfernung des LSsungs- 
mittels im Vak. wird der l~iicks~and mit  ~_thanol : Jkther ~ 1 : 1 angerieben. 
Gelbe Nadeln, Schmp. 193~ Ausb. 2 g (32% d. Th.). 

C16tt11NO5. Bet. N 4,71. Gel. N 4,66. 

IR-Spektrum in KBr:  3240/em NH und OH, 3100T2800/cm COOH, 
1760 und  1720/cm CO, 1660/cm COOH. 

5. 5,7-Dioxo-5,7-dihydro.diindeno-pyrazin (5) 

0,4 g 2 werden in 250 ml Wasser gelSst, mit  75 ml verd. Ammoniak- 
15sung versetzt und  48 Stdn. unter  l~iihren bei 20 ~ belassen. Dabei entf~rbt 
sich die an~angs blaue LSsung und  es bilden sieh gelbe Kristalle, die aus viel 
Butanol umkristallisiert werden. Gelbe Nadeln, Schmp. 343--345~ Ausb. 
0,2 g (57% d. Th.). 

ClsI-IsN202. Bet. C 76,05, H 2,84, • 9,85. 
Gef. C 75,54, H 3,13, !~7 9,78. 

IR-Spektrum in KBr:  1730/cm CO. 

Zum dfinnschichtchromatographisehen Nachweis yon 5 aus einem unter 
NHs-Atmosph~re aufbewahrten Ninhydrinfarbfleck am Papier wird Benzol : 
Essigester ~ 9 : 1  verwendet. 


