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On Colour Reactions of Ortho-Acylated Benzene Derivatives with Amino Acids

The colour reactions of 10 ortho-acylated benzene derivatives with amino
acids are described and compared with ninhydrin. The preparation of the new
compounds: 1-ethyl-2,3,5-triacetyl- resp. 1,3-diethyl-2,4,5-triacetyl-benzene and
1-acetyl-2-propionylbenzene is given, including the NMR and MS data.

( Keywords: Acetyl-benzenes; Amino acid analysis)

In den letzten Jahren haben wir weitere mehrfach acylierte Aromaten
hergestellt (Tabelle 1). Verbindungen mit o-stindigen Acylgruppen
wurden bevorzugt angestrebt; o-Diacetylbenzol ist auf seine Eigenschaf-
ten als Reagenz auf Aminosduren und Amine eingehend gepriift worden
[1—31.

Die in Tabelle 1 aufgefiihrten Verbindungen sind auf ihre Nachweis-
empfindlichkeit und auf ihre Farbspezifitdt gegeniiber Aminosiduren
untersucht worden. Um die neuen Untersuchungsergebnisse mit friitheren
vergleichen zu konnen, brachten wir auch hier alle Aminosduren bei
pH 8.0 in Kolthoff-Puffer mit den in 96%igem Ethanol gelosten Acylver-
bindungen zur Reaktion [ 1, 2]. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 2 und
3 zusammengestellt. Hinsichtlich der Nachweisempfindlichkeit erschei-
nen das 1-Ethyl-2,3,5-triacetyl- und das 1,2,4-Triacetylbenzol (5 und 4)
von besonderem Interesse.

Der Vollstindigkeit halber geben wir im experimentellen Teil die
Darstellungsvorschriften und Analytik der bisher unverdffentlichten
Verbindungen 5 und 6 und néhere Hinweise auf die erstmals Kristallin
erhaltene Substanz 2 bekannt.

* 28. Mitt.: Acylverbindungen isocyclischer Verbindungen.
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Tabelle 1. Farbreaktionen der o-Acylverbindungen

Gepriifte o-Acylver

Aminosiure 1 2 3 4 5

L-Ala 103 Mv 103 Mbl 103 My 105 Mrs 10 Mv
L-Arg 10 2Mv 102 M hbl 10 3Mv 103 Mv 105 Mv
L-Gln 102 Mblv 102 Mgrbl 103 Mv 103 My 107 Mrs
Gly 10 Mv 10— Mbl 104 Mv 10— Mhv 105 Mv
L-His 103 Mdv 107" M1v 102 Mo 1073 M grbl 104 Mv
L-Hyp 10 ! Mhg 10~ Mhv 103Mv 10 SMv 103 Mv
L-1le 103 My 10— M grbl 104 Mv W04 My 104 Mv
L-Leu 1074 Mrv 102 M hbl 104 Mv 10 My 107 Mrs
L-Lys 10~4Mv  10*Mgbl  10Mv  10°Mv 10—5 M'v
D L-Met 104 My 10— Mbl 104 Mv 10 My 104 Mrs
L-Pro 10— Mg 102Mg 10" Mg 102 Mg 102 Mg
L-Ser 102Mv 102 Mv 10 °Mgrv 10 ° My 10 °5Mv
DL-Thr 102Mv  >100' My 103 My 10~ Mrs 102 Mor
L-Val 10 2Mv 10— M hbl 103 Mv 103 Mv 104 Mv

Farblegende (bei pH 8.0): bl blau, gr grau, or orange, br braun, gn griin, r rot, d dunkel,

Experimenteller Teil

Farbreaktionen auf Tiipfelplatten

14 Aminosiuren (AS) wurden in Konzentrationen von 10~ bis 1075/ in
Kolthoff-Puffer pH 8.0 (10.1 g Borax/l (a); 13.62g KH,PO,/1 (b); Pufferlosung:
53.5mlaund 46.5ml b) geldst. Aus Griinden der z. T. sehr geringen Verfiigbarkeit
einzelner Testreagenzien wurde durchweg mit 0.01 M/ Losungen in 96%igem
Ethanol gearbeitet.

In Probenglischen wurden je 100 ul AS-Losung und Reagenzldsung pipettiert,
wobei es bei den konzentrierteren AS-Ldsungen z. T. schon nach wenigen min zur
Farbausbildung kam. Die nach 30min Stehen noch ungefirbten Mischungen
wurden iiber kleiner Flamme zum Sieden erhitzt, um das Ethanol zu verfliichtigen,
wobei es bei weiteren Mischungen zur Farbausbildung kam. Die Grenzkonzentra-
tion der AS wurde durch Uberfithren von noch ungefirbten bzw. sehr schwach
gefirbten Losungen auf eine Tiipfelplatte und Erhitzen im Trockenschrank auf
80 °C bis zur Trockne (ca. 30 min) ermittelt. In Tabelle 1 sind die Grenzkonzentra-
tionen nebst Firbungen zusammengestellt. In Tabelle 2 sind noch einmal
diejenigen Substanzen aufgefiihrt, die fiir die jeweilige AS eine hohere Nachweis-
empfindlichkeit besitzen als die Standardreagenzien 1 und 11.

Bei von pH8.0 abweichenden Werten werden teilweise andere Farbungen
beobachtet.

1-Acetyl-2-propionylbenzol (2) aus 1-Methyl-4-ethylnaphthalin (12)

In 100ml 90%iger Essigsdure wurden 6.68 g (0.04mol) 12, Kp. 5 pa, 138—
140 °C (durch Wolff-Kizner-Reduktion von 1-Methyl-4-acetylnaphthalin) bei 50
bis 52 °C innerhalb von 30 min mit einer Losung von 16 g (0.16 mol) CrO; in 50 ml
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mit Aminosduren: Grenzkonzentration und Firbung
bindungen (Exp. Teil)
6 7 8 9 10 11
103 My 102Mv 102Mbry 103Mblv 10 3Mbryv 103 Mvbr
10! M vbr 102 Mv 103Mv 102Mblv  102Mgbr 10 2Mv
102 Mrv 103 Mv 10> Mrs 103 Mrv 10 2Mbry 10 2Mvbr
10— Mblv 104 Mv 104 Mv 105 Mhv 10 Mbrv 104 Mblv
102 Mo 10— M ggn 103 Mo 103 Mo 103Mgbr 103 Mv
10~ Mrv 10 ' Mv 105 Mv 10 'Mv 10"Morg 10 2Mor
102 Mv 103 Mv 103 Mv 10 2Mv 103Mvbl 10 2Mv
103 Mv 102 Mblvy 100 M rs 103 Mblv 104 Mblv 103 Mv
104 Mblv 10— Mbrv 104 Mv 10— Mv 10 Mbr 103 Mor
104 Mv 104 Mrv 10~* Mrs 104 Mv 103 Mbrv 102 Mv
10 Mhg >10—' Mhg 102Mg  10°'Mg  10'Mg  10~2Mgbr
102 Mv 103 Mv 1003 My 103 Mv 102Mobr  102Mv
102 Mrs 102 Mrv 103 Mor 102 Mv 102 Mrbr 102 Mblv
lOflMgrbl 10 3Mv 103 Mv 102 Mv 102 Mbr 103 Mv

h hell, rs rosa, g gelb, o oliv, v violett

Tabelle 2. Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit von Aminosduren gegeniiber den
Standard-Reagenzien o-Diacetylbenzol (1) und Ninhydrin (11)

Amino- Grenzkonz. mit Niedrigere festgestellte Grenzkonz.
sdure 1 11 mit den Verbindungen 3—10
L-Ala 103 M 103 M 105 M (4, 5)
L-Arg 102 M 102 M 103M (3,4,7, 8)
10° M (5)
L-Gln 103 M 1072 M 107 M (5,8
Gly 104M 1074 M 10° M (4—6, 9, 10)
L-His 103M 103 M 1074 M (5)
L-Hyp 1071 M 102 M 103°M @3, 5)
10 M (8)
10—5M (4)
L-Tle 103 M 1072 M 1074 M (2—5)
L-Leu 104 M 103M 10 M (5)
1075 M (8)
L-Lys 104 M 10— M 10—5 M (3—35)
DL-Met 104 M 103 M 105 M (4)
L-Pro 10" M 102M —
L-Ser 102 M 1072M 103 M (7—9)
105 M (3—5)
DL-Thr 102 M 10°2M 1032M(3,5,8)
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80%iger Essigsdure versetzt. Nach 24 h Riihren bei 25 °C wurde das iiberschiissige
CrO,; mit Methanol reduziert und die Essigsdure im Vakuum abgezogen. Der
griinbraune Riickstand wurde in 40 ml Wasser aufgenommen und mit Ether im
Perforator erschopfend extrahiert. Die neutralisierte und getrocknete etherische
Phase wurde vom Losungsmittel befreit, mit S5ml CH,Cl, versetzt und einer
chromatographischen Trennung iiber Kieselgel (mobile Phase Methylenchlorid)
unterworfen. Es konnten neben einem g nicht umgesetzten Ausgangsmaterials 3 g
2 (aus Ligroin) erhalten werden. Ausbeute: 3 g farblose Kristalle = 50% d. Th.
bezogen auf Umsatz. — Bisher nur als Ol erhalten [1].

Fp. = 49—50°C. '"H-NMR (CDCl;, 270 MHz): 6 = 7.64 (quint, 1H, J =7
and 3 Hz, Ar-H 3), 7.56 (quint, 2H, J = 7 and 3Hz, Ar-H 4 and H 5), 7.46 (quint,
1H,J=7and 3Hz, 4r-H 6), 2.81 (q, 2H, J = 8 Hz, Propionyl-CH,), 2.56 (s, 3 H,
Acetyl-CH,), 1.24 (s, 3 H, Propionyl-CH,). MS (80¢V, 40°C): m/fe = 176 (M ™),
161 (M-CH,), 148 (M-C,H,), 147 (M-C,H;), 133 (M-CH;CO).

1-Ethyl-2,3,5-triacetylbenzol (5) durch Permanganatoxydation
von 2,4,6-Triethylacetophenon (13)

20.4g (0.1 mol) 13 (Kp.s5ppa, 115—118°C) wurden in 100 ml Wasser und 1g
Trioctylmethylammoniumchlorid unter starkem Riithren suspendiert und bei
85°C innerhalb von 8 h mit einer Verreibung von 63.2 g (0.4 mol) KMnO, und
98.6g (0.4mol) MgS0O,-7H,0 oxidiert. Nach vollstindiger Umsetzung des
Permanganats wurde vom entstandenen MnO, abgesaugt, MnO, und Filtrat
erschopfend mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden vom
Losungsmittel befreit und iiber Kieselgel 60 mit CHCl,/Essigester (99 : 1) chroma-
tographisch getrennt. Neben 10.4 g unumgesetztem 13 wurden 3.2 g 5 (aus Aceton)
isoliert. Ausbeute: 3.2 g farblose Nadeln = 30% d. Th. bezogen auf Umsatz.

Fp. 105—106 °C. 'H-NMR (CDCl;, 270 MHz): § = 8.3 (s, 1 H, 4r-H 4), 8.03
(s, 1 H, Ar-H®6), 2.69 (s, 3H, 2-Acetyl-CH,), 2.68 (s, 3H, 4-Acetyl-CH,), 2.62 (g,
2H, J=64Hz, Et-CH,), 2.49 (t, 3H, J = 6.4Hz, E-CH,). MS (80¢V, 80°C):
mfe =232 (M%), 218 (M-CH,), 217 (M-CH,), 189 (M-COCH,), 175 (M-
COCH;,—CH,), 77 (M-COCH,—2 COCH,—C,H,), 43 (COCH,).

1,3-Diethyl-2,4,5-triacetylbenzol (6) aus 1,3,5-Triethyl-2,4-diacetylbenzol (14)

Analog zur vorstehenden Vorschrift wurden 24.6 g (0.1 mol) 14 (Fp. 77.5°C)
eingesetzt. Nach erfolgter Umsetzung (Dauer 48 h) wurde wie oben beschrieben
aufgearbeitet. Neben 20 g 14 wurden 2.43 g 6 isoliert. Ausbeute: 2.43 g farblose
Nadeln = 50% d. Th. bezogen auf Umsatz.

Fp. 102 °C. 'H-NMR (CDCl,, 270 MHz): § = 7.62 (s, 1 H, A»-H), 2.61 (s, 3 H,
1-Acetyl-CH,), 2.59 (q, 2 H, J = 8 Hz, 3-Et-CH,), 2.54 (s, 3 H, 2-Acetyl-CH}), 2.50
(s, 3H, 4-Acetyl-CH,), 2.45 (q, 2H, J = 8 Hz, 5-E+-CH,), 1.27 (t, 3H, J = 8 Hz, 3-
E-CH,), 1.12 (1, 3H, J = 8 Hz, 5-Et-CH;). MS (80¢V, 80°C): m/e = 260 (M ™),
245 (M-CHj;), 231 (M-C,H,), 227 (M-CH;—H,0), 217 (M-CH,CO), 175 (M-
CH,CO—COCH,), 161 (M-CH,CO—COCH,—CH,), 128 (M-CH,CO—
2COCH,—CH,), 115, 91 (M-COCH,—2COCH,—C,H,—CH,), 77, 43
(COCH,).

Weitere geteste o-acylierte Benzole:
1,2-Diacetylbenzol (1): Fp. 40°C [1, 4, 5].
1-Acetyl-2-propionylbenzol (2): Fp. 49—50°C [1].
1,2,3-Triacetylbenzol (3): Fp. 149 °C [6].
1,2,4-Triacetylbenzol (4): Fp. 75°C [7, &].
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1-Methyl-3-ethyl-5,6-diacetylbenzol (7) (nur im Gemisch mit 96% 1-Methyl-
3-ethyl-2,5-diacetylbenzol): Kp.g 4mpar 117 °C, 1% 1.5350 [9].

[-Methyl-2,3,5-triacetylbenzol (8): Fp. 106.5°C [9].

1-Methyl-3-ethyl-2,5,6-triacetylbenzol (9): Fp. 149.5°C [10].

1-Methyl-2,3,5,6-tetraacetylbenzol (10): Fp. 183.6°C [10].

Und zum Vergleich Ninhydrin (11): Fp. 241.3°C [11, 12].
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