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H.J. Roth und W. Kok*)

Zur Kenntnis der Ninhydrin-Reaktion, 1. Mitt.

Reaktionen mit 2- und 4-Methoxyanilin

Aus dem Pharmazeutischen Institut der Universitat Bonn
(Eingegangen am 22. Juli 1974).

Die Umsetzung von Ninhydrin (1) mit 4-Methoxyanilin fithrt zu einem farbigen, isolierbaren
Ketimin 5. Mit 2-Mecthoxyanilin entstehcn mehrere Reaktionsprodukte. Das entsprechende
Ketimin 10a ist instabil, kann aber zu stabilen Folgeprodukten umgesetzt werden.

Investigation of the Ninhydrin-Reaction

Reaction of ninhydrin (1) with 4-methoxyaniline yields the stable ketimine 5. 2-Methoxy-
aniline reacts to different products. The analogous ketimine 10a is unstable but it is possible
to isolate stabie subsequent products.

Nachdem Ruhemann® ~3) das Triketohydrindenhydrat 1 erstmals beschrieben
hatte,erlangte die Verbindung unter der Bezeichnung Ninhydrin grofie Bedeutung
als Nachweisreagens fir Aminosduren. Auch bei der quantitativen Bestimmung von
Aminosiuren im Routinebetrieb mit Hilfe automatischer Analysegerite spielt Nin-
hydrin heute eine wesentliche Rolle. Wihrend die Farbreaktionen von 1 mit Amino-
suren und aliphatischen Aminen bereits intensiv bearbeitet wurden® = 7, gibt es

*) Auszug der Dissertation W. Kok, Bonn, 1973.
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bisher nur wenige Arbeiten iiber Farbreaktionen mit aromatischen Aminen, so da
dieses Gebiet weder vollstindig noch eindeutig geklart ist.

Eine moglichst vollstindige Aufkldrung aller Farbreaktionen des Ninhydrins ist
aus zwei Griinden wichtig:

1. Bei der Analyse von Naturstoffhydrolysaten in automatischen Eiweiflanalyse-
geriten, sog. Autoanalysern, werden ,,fremde‘* Peaks beobachtet, die nicht von
Aminosiuren stammen konnen, deren Ursache nicht immer bekannt ist und die

zu Fehldeutungen fithren konnen.

2. Die Kcnntnis aller Reaktionsprodukte von 1 ist Voraussetzung fiir die Ermittlung
seiner Spezifitit und erlaubt die Nutzung seiner Vielseitigkeit.

Die bisher in der Literatur bekannten Ergebnisse iber Farbreaktionen von 1 mit
aromatischen Aminen® ! lassen sich wie folgt zusammenfassen: 4-Hydroxy-
oder 4-amino-substituierte Aniline geben Farbreaktionen mit Ninhydrin. Ursache
fiir die Farbigkeit sind Schiffsche Basen der Struktur 2 mit konjugiertem n-Elektro-
nensystem®*19),

Mit den entsprechenden metasubstituierten Anilinen gibt 1 keine Farbreaktion,
da keine Konjugation zwischen den Substituenten méglich ist'®). Mit den o-subs-
tituierten Anilinen gibt 1 wider Erwarten ebenfalls keine Farbreaktion, obwohl
hier die Ausbildung eines konjugierten 7-Elektronensystems maglich wire. Der
Grund hierfiir ist im Falle des o-Phenylendiamins der Ringschluf zum Chinoxalin 3.
Beim 2-Aminophenol wird dagegen die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke 4 dis-
kutiert'®), die die Lichtabsorption im sichtbaren Bereich verhindern soll.
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Trifft diese Annahme tatsichlich zu, so sollte die Umsetzung mit 2-Methoxy-
anilin wiederum zu einem farbigen Produkt fithren, da hier eine Wasserstoffbriicke
nicht ausgebildet werden kann. Um die Farbreaktion von Ninhydrin mit vergleich-
baren Anilinderivaten zu untersuchen, wird deshalb zunichst die Reaktion mit
2- und 4-Methoxyanilin durchgefiihrt. Vorversuche zeigen, daf mit beiden Methoxy-
anilinen Farbreaktionen auftreten. Es wurden Versuche zur Abhingigkeit der Farb-
intensitit von der Art des Losungsmittels, von der Reaktionszeit, vom Konzentra-
tionsverhiltnis der Reaktionspartner und von der Reaktionstemperatur durchge-
fihrt!!). In allen untersuchten Losungsmitteln war die Stabilitit der Farbprodukte
nicht befriedigend, d.h. mit Hilfe der Ninhydrin-Reaktion diirften in diesem Falle,
verglichen mit anderen Bestimmungsmoglichkeiten, keine Idealergebnisse zu erzielen
sein. Die Absorptionskurven der entsprechenden Farblosungen ergaben fiir das
farbige Umsetzungsprodukt mit 2-Anisidin Maxima bei 558 und 409 nm, fiir 4-
Anisidin Maxima bei 543 und 422 nm.

DC-Untersuchungen zeigen, dafl bei der Umsetzung mit 4-Ansidin ein farbiges
Hauptprodukt entsteht, wihrend bei der Umsetzung mit 2-Ansidin nebeneinander
mehrere Produkte resultieren, wobei zwei mengenmiBig dominieren.

Isolierung und Strukturaufklirung der Reaktionsprodukte aus Ninhydrin und
Anisidinen

Reaktion mit 4-Anisidin

Aquimolare Mengen von 4-Anisidin (4-Methoxyanilin) und Ninhydrin reagieren

in wissriger Losung in der Warme und unter Stickstoff als Oxidationsschutz zum
Azomethin 5. 4-Anisidin verhilt sich bei dieser Reaktion analog den von Friedmann*®
untersuchten Verbindungen.
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Reaktion mit 2-Anisidin

Nach den Ergebnissen der DC und der Spektrophotometrie erwartet man ein ent-
sprechendes Reaktionsprodukt auch aus der Umsetzung von Ninhydrin mit 2-Anisidin.

11 Dissertation W. Kok, Bonn 1973.
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Es gelingt jedoch nicht, eine entsprechende Verbindung zu isolieren. Wahrend der
Farbstoff in stark verdiinnten Ldsungen, wie sie bei der Spektrophotometrie vor-
liegen, wenigstens einige Stunden stabil bleibt, ist er in konzentrierteren Losungen,
wie sie fiir die priparative Darstellung bendtigt werden, extrem instabil. Man erhalt
stets nur braune, teerartige Massen, die, wie der Versuch einer osmometrischen
Molekulargewichtsbestimmung ergibt, polymeren Charakter haben. Bringt man
dagegen Ninhydrin mit der dquimolaren Menge 2-Anisidin in absol. A thanol zur
Reaktion, so erhilt man in sehr guter Ausbeute das Halbaminal 6 als hellgelbe,
kristalline Verbindung, die sich jedoch sehr leicht unter Verfarbung nach Schwarz-
griin zersetzt.

Sehr leicht 148t sich auch ein Nebenprodukt 7 der Farbreaktion isolieren. Setzt
man Ninhydrin mit einem Uberschu von o-Anisidin in Eisessig um, so erhilt man
Verbindung 7 in Form orangefarbener Kristalle. Die Struktur von 7 wird durch
Elementaranalyse, IR- und NMR-Spektroskopie ermittelt und zusitzlich abgesichert
durch die Darstellung des Diazetylderivates 8 und dessen spektroskopische Daten.

Auperdem wird 7 mit Natriumborhydrid zum Diol reduziert. Dabei entsteht ein Ol, das nicht
kristallisiert und deshalb durch Siulenchromatographie an Kieselgel aufgetrennt wird. Man
erhilt als einziges Reduktionsprodukt das Diol 9a, nicht jedoch die stercomere Verbindung 9b.
Die Zuordnung der Struktur erfolgt wieder mit Hilfe der NMR-Spektroskopie. Das Spektrum
von 9a zeigt zwei Singuletts mit der Intensitit 3 H bei § = 3,49 und 3,91 ppm, die den Mcthoxy-
gruppen zuzuordnen sind. Bei § = 4,45 ppm erscheint ein breites Singulett mit der Intensitit 4H,
da nach dem Austausch mit D, O verschwindet und den beiden aromatischen Aminogruppen
entspricht. Bei 8 = 5,48 ppm sieht man ein Quartett mit der Intensitit 4H, das nach dem Aus-
tausch zu einem Singulett mit der Intensitit 2H wird. In diesem komplexen Signal finden

sich sowohl die Resonanzen der OH-Gruppe als auch dic der dazu geminalen Wasserstoffatome.
Die restlichen Signale oberhalb § = 5,8 ppm entsprechen in ihrer Integration den 10 Aromaten-
protonen. Vergleicht man die beiden Formeln 92 und 9b, so sind unterschiedliche Symmetrie-
verhiltnisse zu erkennen. Bei 9b hat jeder der beiden aromatischen Ringe am C-2 des Indan-
geriistes eine Hydroxylgruppe und ein H-Atom als riumliche Nachbarn. Folglich miiiten sie wie
auch ihre Methoxylsubstituenten im NMR-Spcktrum die gleichen Signale geben. Das ist jedoch
nicht der Fall. Bei der Struktur 9a liegt dagegen der eine Aromat am C-2 zwischen zwei Hydroxyk
gruppen, der andere zwischen zwei H-Atomen. Die unterschiedliche Umgebung erklirt die
unterschicdliche chemische Verschiebung.

Eine derartige Stereospezifitdt der Borhydridreduktion von Indan-}1,3-dionen wurde auch
schon von Kametami und Mitarb.'?) sowie von Manske und Mitarb. festgestellt. Als Grund
fiir diese Stereospezifitit wird vermutet, da nach dem Angriff des komplexen Hydrid-Ions
am C-Atom ciner Ketogruppc die zweite Carbonylgruppe sehr viel schneller durch einen intra-
molekularen Hydridtransfer reduziert wird, als es durch ein zweites Borhydridion aus der Losung
erfolgen konnte.

12 T.Kametami, S. Hibino u. S. Takano, J. chem. Soc. (London), Perkin Trans. I, 1972, 391.
13 R.H.F. Manske u. Q.A. Ahmed, Canad. J. Chem. 48, 1280 (1970).
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Bei der ebenfalls NMR-spektroskopisch erfolgten Strukturzuordnung fanden Manske und
Mitarb.!*’ eine bevorzugte Ausbildung eines trans-Diols, wihrend die Reduktion von 7 hier
spezifisch zum cis-Diol 9a fiihrt.
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Die Bildung von 7 erfolgt iiberraschend, da man unter den angewandten Bedingungen
nur die Bildung von Ketiminen aus Amino- und Ketogruppe erwartet. Es erscheint
daher von Interesse, Untersuchungen iiber den Verlauf der Reaktion zu machen.
Dabei stehen zwei Fragen im Vordergrund:

1. Ist die farbige Verbindung, die zu einer kurzzeitigen, intensiven Rotfirbung
des Reaktionsansatzes fiihrt und fiir die eine der beiden Formeln 10 als Struktur
vermutet wird, ein echtes Zwischenprodukt auf dem Wege zur Bildung von 7 oder
nur ein Nebenprodukt?

2. Welche der beiden Strukturformeln entspricht wirklich dem Farbstoff 10?

Dazu werden folgende Untersuchungen angestellt:

Zu 1) Es wird ein Reaktionsansatz durchgefiihrt, indem man zunichst dquimolare
Mengen von Ninhydrin und 2-Ansidin in Eisessig zusammengibt und nach Auftreten
der Rotfirbung eine dquimolare Menge N,N-Dimethylanilin zusetzt. Der Reaktions-
ansatz liefert nach der Aufarbeitung und sdulenchromatographischen Auftrennung
des Endproduktes die drei Verbindungen 7, 11 und 12. Danach scheiden 6 und 10

14 R.H.F. Manske, R.G.A. Rodrigo, D.B. Mac Lean, D.E.F. Gracey u. J.K. Saunders, Canad. J.
Chem. 47, 3589 (1969).
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als Zwischenprodukte bei der Bildung von 7 aus. Die beiden Reaktionswege laufen,
wie in Schema Igezeigt, parallel. Dabei ist aber die Bildung von 7 wohl irreversibel,
die von 6 und 10 dagegen reversibel, da schlieBlich nur 7 bei der Reaktion iibrigbleibt
und isoliert werden kann.

Dafl 6 und 10 stets im Gleichgewicht mit ihren Ausgangsstoffen stehen, 1dft
sich beweisen. Dazu setzt man eine alkoholische Ldsung von 6 mit einer wiissrigen
Losung einer Aminosiure um. Es bildet sich Ruhemann’s Purpur (13), wie man es
auch mit reinem Ninhydrin erhilt (Gleichung 2, S. 408).

Das DC von 6 zeigt stets zwei Flecke, einen gelben, der der aufgetragenen Sub-
stanz entspricht und einen roten Fleck, den man der Verbindung 10 zuschreiben
kann. Auch bei zweidimensionaler DC erfolgt stets wieder eine Auftrennung in zwei
Flecke, was deutlich das bestehende Gleichgewicht beweist.

Schema 1

(o]
oder
'} OCH,
©.——C NH |b
L o |
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Zu 2) Um die Struktur von 10 festzulegen, werden die intermediir auftretenden
roten Farblosungen mit verschiedenen Reagenzien umgesetzt, die mit C=C- oder
C=N-Doppelbindungen charakteristische Reaktionen geben.

Die Umsetzung von 10 mit Kaliumcyanid, Thioglykolsiureester, Didthylphosphit,
Resorcin oder 8-Hydroxychinolin fithrt nicht zur Isolierung von definierten Ver-
bindungen, wie sie in der Literatur beschrieben wurden.

Erfolgreicher verlduft die Umsetzung mit 2-Mercaptodthanol. Nach einer sdulen-
chromatographischen Auftrennung des komplexen Reaktionsgemisches werden die
im Schema 2 aufgefiihrten Verbindungen erhalten. Dabei werden sowohl Reaktions-
produkte erhalten, die einer Substitution des aromatischen Ringes entsprechen
(7, 14, 16), als auch solche, bei denen das Ninhydrin die Aminogruppe substituiert
(15, 16). Eine Entscheidung iiber die Struktur von 10 kann daher noch nicht erfolgen.
Eine Umsetzung von 10 mit 2,4-Dinitrosulfenylchlorid, das als Reagens auf C=C-
Doppelbindungen verwandt wird's*'¢), ergibt die Verbindung 17. Dieses Ergebnis
weist deutlich auf ein Ketonimin 10a als farbiges Zwischenprodukt hin. Doch ent-
stehen auch hier, wie das DC zeigt, noch weitere Produkte, die nicht isoliert werden
konnten. Der endgiiltige Beweis fiir 10a als ,,Chromophor‘‘ wird in einer weiteren

Mitteilung erbracht.
e O
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15 H. Lecher u. P. Stocklin, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 409 (1925).
16 N. Karasch, H.L, Weber u. H. Tigermann, J. Amer. chem. Soc. 69, 1612 (1947).
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Dem Fonds der Chemischen Industrie, Frankfurt, danken wir fiir eine Sachbeihilfe.
Beschreibung der Versuche

2-(4-Methoxyphenylimino)-indan-1,3-dion (5)

2,46 g (0,02 Mol) 4-Methoxyanilin werden unter Zusatz von etwas Natriumdithionit (Oxy-
dationsschutz) und unter Einleiten von N3 in 100 ml H, O gelost. Zu der siedenden Lsung
wird langsam cine Losung von 3,56 g (0,02 Mol) Ninhydrin in Wasser getropft. Anschliefend
wird noch 10 Min. zum Sieden erhitzt. Nach dem Erkalten werden die ausgefallenen Kristalle
abgesaugt und aus Athanol umkristallisiert. Ausbeute: 4,1 g (78 %). Feine, metallisch glinzende
Kristallnadeln, Kslich in Alkoholen und Chloroform, schwer loslich in Wasser, CCly und Petrot
dther. Schmp.: 134° (Athanol).

Cy16H 1 NO3 (265,26) Ber.: C 72,44 H 4,18 N §5,28; Gef.: C 72,65 H 4,47 N §,74. UV-Spektrum
(Methanol): )\max =229,5 nm (€ = 20500); 249 nm (19300); 300,5 nm Sch.; 407,5 nm (8230);
543 nm (2030). IR-Spektrum: Banden bei 1674 und 1715 cm™! (¥ o), keine Banden iiber
3000 cm™t. NMR-Spektrum (CDCl3): Die 8 aromatischen Protonen geben ein kompliziertes
Multiplett im Bereich von & = 6,6 bis 8,4 ppm. Die 3 H der Methoxygruppe geben ein Singulett
bei § = 3,82 ppm.

2-Hydroxy-2-(2-methoxyphenylamino)-indan- 1, 3-dion (6)

3,56 Ninhydrin (0,02 Mol) werden in Athanol gelost, mit 2,25 ml 2-Methoxyanilin (0,02 Mol)
versetzt und auf dem Wasserbad kurz auf 70° erwirmt. Nach dem Erkalten wird das Losungs-
mittel i. Vak. abgezogen, bis die Lsung Sirupkonsistenz hat. Bei 0° kristallisicrt 6 nach 24 Std.
aus. Das Umkristallisieren gelingt durch Auflésen in Dichlormethan in der Kilte, Zufiigen von
Petrolither im Uberschuft und vorsichtigem Einengen in der Kilte. Rohausbeute: 3,6 g (64 %).
Hellgelbe Kristalle, sehr leicht 16slich in allen organischen Losungsmitteln aufier Kohicnwasser-
stoffen. Sie sind sehr leicht zersetzlich und verfarben sich bei der Aufbewahrung. Schmelz-
verhalten: (Athanol/Petrolither): Ab 100° Mikrodestillat, Schmp. 106 bis 108° (Zers.).
CysH3NOy4 (283,3) Ber.: C 67,84 H 4,63;Gef.: C 67,06 H 4,64, UV-Spektrum (Athanol):
Amax = 227,5 nm (€ = 51300); 283 nm (4200). IR-Spektrum: Banden bei 3390 (Sch) und
3305cmt (v OH, NH) 17t10und 1740 cmt (v c=0) NMR-Spektrum (CDCl3): Signale bei

§ = 3,78 ppm und Singulett mit Schulter (4 H, OCH3 und NH), 6,84 ppm Multiplett (4 H,

Aromatische Protonen des Anisidins); 7,98 ppm Multiplett (4 H, aromatische Protonen des
Indandions).

Umsetzung von 6 mit Aminosduren

Zu einer 0,1 proz. Losung von L-Alaninin einem wissrigen Phosphatpuffer von pH 5,8 wird
eine dquivalente Menge ciner 1 proz. Lésung von 6 in Athanol getropft. Innerhalb weniger
Min. entwickelt sich bei Raumtemp. eine violette Firbung. Das UV-Spektrum zeigt zwei gleich
hohe Maxima bei 540 und 400 nm, wie sie fiir Ruhemann’s Purpur charakteristisch sind.
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2,2-Bis-{4-amino-3-methoxyphenyl)-indan- 1, 3-dion (7)

A: 3,56 g Ninhydrin (0,02 Mol) werden in 100 ml Eisessig hei gelost. Die noch 80° heifde
Lésung wird zu einer ca. 50° warmen Losung von 6,75 ml 2-Methoxyanilin (0,06 Mol) in Eis-
essig getropft. Die Mischung wird 10 Min. unter Riickfluf zum Sieden erhitzt. Die kalte Losung
wird durch Eingiefen in einc gesattigte NaHCO3-Losung neutralisiert. Das Rohprodukt wird
zweimal aus Athanol umkristallisiert. Ausbeute: 4,8 g (54 %).

B: Darstellung aus 6:

2,83 g 6 (0,01 Mol) werden ohne Erwidrmen in Chloroform gelost. Diese Losung wird langsam
und unter kriftigem Riihren in eine auf 70° erwirmte Lésung von 2,25 m! 2-Methoxyanilin
(0,02 Mol) in Eisessig getropft. AnschlieBend wird der Eisessig i. Vak. entfernt und der Riick-
stand zweimal aus Athanol umkristallisiert. Ausbeute: 0,8 g (20 %). Tieforangefarbene Kristalle,
léslich in Eisessig, Chloroform, Mineralsiuren, wenig 16slich in Athanol und Methanol, praktisch
unléslich in Wasser und Kohlenwasserstoffen. Schmp.: 163 bis 164° (Athanol).

Cy3HpoN2 04 (388,4) Ber.: C 71,12 H 5,19 N 7,21; Gef.: C 71,10 H 5,35 N 6,96. UV-Spektrum
(Athanol): A, = 214,5 nm (€ = 56000); 227,5 nm (62300); 248,5 nm (33500); 293,5 (9000).
Azoreaktion: 10 mg Substanz werden in 3 ml Eisessig gelost, die Losung wird im Eisbad bis

zur beginnenden Kristallisation des Losungsmittels abgekithit. Dann wird eine ebenso kalte
Losung von NaNO, in Eisessig zugetropft, bis ca. die dreifache dquivalente Menge erreicht ist.
Die tiefgriine Lésung wird zu einer Losung von 20 mg $-Naphthol in Athanot gegeben. Nach
kurzer Zeit cntsteht cine tiefrote Fiarbung. Im DC ist ein roter Fleck zu sehen neben mehreren
farblosen Nebenprodukten.

2,2-Bis-(4-acetylamino- 3-methoxyphenyl)-indan- 1, 3-dion (8)

400 mg 7 werden in 10 ml Pyridin gelost. Man gibt 3 ml Acetanhydrid zu und hilt die Mischung
20 Min. unter Riickfluf am Sieden, dann werden 10 ml Methanol zugegeben und weitere 10 Min.
erhitzt. Danach wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der Riickstand aus Athanol umkris
tallisiert. Ausbeute: 320 mg (62 %). Bladgelbe Kristalle, gut l6slich in Chloroform, 16slich in
Athanol und Methanol, wenig [6slich in Ather und Benzol. Schmp. 239—-241° (Athanol). UV-
Spektrum (Methanol): A, = 226 nm (€ = 63600); 249,5 nm (37400); 289 nm (12900). IR-
Spektrum: Banden bei 3170 cm™! (v ggy); 1745 und 1703 cm™! (¥ ¢=); 1650 cm™! (Amid I).
NMR-Spektrum (CDCl3): Signale bei% = 8,0 ppm Multiplett (8 H), nach Austausch mit D,O
noch 6 H Intensitit; & = 6,9 ppm Multiplett (4 H); 3,78 ppm Singulett (6 H, OCH3); 2,16 ppm
Singulett (6 H, Accty}H).

1,3-Dihydroxy-2,2-bis-(4-amino-3-methoxyphenyl)-indan (9a)

2 g 7 (5 mMol) werden in 500 ml Athanol in der Wirme gelost. Diese Losung wird unter inten-
sivem Riihren wiihrend 30 Min. zu einer Suspension von 1 g NaBH, in 200 ml A thanol getropft;
anschliefend fiigt man im Abstand von 10 Min. noch zweimal 0,2 g NaBH4 hinzu. Die orange-
farbene Losung wird dabei hellgelb. Der Uberschuf an NaBH4 wird durch vorsichtiges Zutropfen
von Aceton zerstért; anschlieBend wird die Losung mit verdiinnter HCI neutralisiert und i. Vak.
bei 20° auf SO ml eingeengt. Nach Zugabe von 250 m] Ather wird dreimal mit einer alkalischen
Sorbitlésung (10 % Sorbit und 2 % NaOH in Wasser) und noch zweimal mit Wasser ausgeschiittelt.
Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Es kann weder
mit diesem noch mit einem anderen Losungsmittel Kristallisation erreicht werden. Daher wird
cine Auftrennung durch SC vorgenommen. Nach Entfernen aller Reste anderer Losungsmittel

i. Vak. wird der 6lige, braune Riickstand in 5§ ml Chloroform aufgenommen und an einer Siule
(¢ 50 mm, 1= 140 cm) mit 300 g Kieselgel chromatographiert. Zunichst wird mit reinem
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Chloroform eine gelbe Substanz isoliert (ca. 10 mg = 0,5 %), die bisher nicht identifiziert werden
kann. Anschliefend wird 9a durch Chloroform : Aceton = 9 : 1 cluicrt. Der Rest waren poly-
mere Substanzen. Ausbeute: 110 mg (5 %). Fast weifie Kristalle, 1dslich in DMSO, wenig 1slich
in Methano!, Athanol, unloslich in unpolaren Losungsmitteln (Chloroform, Ather, Petrolither).
Schmp.: 185-187° (Athanol). UV-Spektrum (Athanol): A,,, = 243 nm (€ = 18800); 290 nm
(5000).

Reaktion von Ninhydrin mit 2-Methoxyanilin und N,N-Dimethylanilin zu 7, 11 und 12

3,56 g Ninhydrin (0,02 Mol) werden in 150 ml Eisessig in der Hitze geldst, dazu wird eine
Losung von 2,25 ml (0,02 Mol) 2-Methoxyanilin gegeben. Der Reaktionsansatz farbt sich
sofort tiefrot und wird nach 1 Min. mit einer Losung von 2,42 g N,N-Dimethylanilin (0,02 Mol)
in 50 ml Eisessig versctzt. Nach 15 Min. ist die rote Farbung verschwunden und die Losung
gelborange. Sic wird mit 300 ml Benzol und 1000 ml Wasser versetzt. Die organische Phase
wird abgetrennt, mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung neutralisiert, zweimal mit
Wasser gewaschen, abgetrennt, mit Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Eine Chromato-
graphiesdule (1= 1m, ¢ 5 cm) wird mit 700 g Kiesclgel, Aktivititsstufe 2 bis 3 beschickt. Die
Sidule wird so lange mit wasserfreiem Benzol gewaschen, bis das Eluat mit Natriumdraht keinen
Wasscrstoff mehr entwickelt, Dann wird das Reaktionsgemsich in der kleinstmoglichen Menge
Benzol gelost und auf die Sdule gegeben. Man eluiert mit reinem Benzol die Verbindung 11,
Anschliefend wird 12 durch Benzol : Aceton =95 : § (Vol. T.) und zuletzt 7 mit Benzol :
Aceton =9 : 1 (Vol. T.) eluiert. Die Eluate werden eingeengt und der Rickstand umkristal
lisiert.

2,2-Bis- (4-amino-3-methoxyphenyl)-indan-1,3-dion (7)

Ausbeute: 1,4 g (18 %). Die hier gewonnene Substanz ist in allen Eigenschaften identisch mit
der oben beschriebenen Substanz 7,

2-(4-Dimethylaminophenyl)-2- (4-amino-3-methoxyphenyl)-indan- 1,3-dion (11)

Ausbeute: 0,4 g (5,2 %). Nach Umkristallisieren aus Methanol orangefarbene Kristalle, leicht
16slich in Chloroform, Dichlormethan und Aceton, wenig l6slich in Methano) und Athanol,
unléslich in Petroldther. Schmp.: 163-165° (Methanol).

CypHxN,0;5 (386,4) Ber.: C 74,59 H 5,74 N 7,25; Gef.: C 74,77 H 5,84 N 7,34.UV-Spektrum
(Methanol): )\max =225 nm (€ = 58400); 252 nm (34500); 293 nm (8530). IR-Spektrum:
Banden bei 3340 und 3420 cm’! (v N-H); 1700 und 1725 cm™! (v c=0)- NMR-Spektrum
(Aceton-dg): Signale bei 6 = 8,24 ppm Singulett (4 H, aromatische Protonen des Indandions);
7,0 ppm Multiplett (8 H, aromatische Protonen der beiden Aminreste); 4,47 ppm breites
Singulett, verschwindct nach Austausch mit D, O (2 H, NH,-Gruppe); 3,73 ppm Singulett

(3 H, OCH3-Gruppe); 2,93 ppm Singulett (6 H, NCH3-Gruppen).

2,2-Bis-(4-dimethylaminophenyl)-indan-1,3-dion (12)

Ausbeute: 1,6 g (21 %). Aus Benzol oder Dichlormethan/Petrolither gelbgriine Kristallnadeln,
aus Methanol organgefarbene Kristalle. Gut 18slich in Chloroform, Dichlormethan, wenig
loslich in Methanol, Athanol, Benzol, unléslich in Petrolither. Schmp. (Benzol): Schmilzt
unter Aufsieden bei 110-112°, anschlieBend Rekristallisation, schmilzt wieder bei 169-171°.
Schmp. (Methanol): 168—169°. Die gelbgriinen Kristalle enthalten, wie das NMR-Spektrum
zeigt, jeweils 1/2 Mol Benzol bzw. 1 Mol CH,Cl, als Kristallosungsmittel.
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C75H24N602 . 1/2 C6H6 =2 C25H24N202 1 C6H6 = C56H54N404 (847,11) Ber.: C 79,41
H 6,43 N 6,61; Gef.: C 78,98 H 6,37 N 6,67. UV-Spcktrum (Methanol):}\max =224,5 nm

(€ = 56100); 257 nm (43800); 301 nm (8790). IR-Spektrum: Keine Bande iiber 3100 cm’!,
Banden bei 1695 und 1750 cm™! (v c=0)- NMR-Spektrum (Accton-dg): Signale beid = 8,18
ppm Singulett (4 H, Protonen des Indanions); 6,95 ppm Multiplett, symmetrisch (8 H, aroma-
tische Protonen des Amins); 2,93 ppm Singulett (12 H, N-CH3-Gruppen).

Umsetzung von Ninhydrin mit 2-Methoxyanilin und 2-Mercaptodthanol zu 7, 14, 15 und 16

3,56 g Ninhydrin (0,02 Mol) werden in 250 m! Eisessig geldst. Zu der 60° warmen Ldsung

wird schnell eine Losung von 2,25 m] 2-Methoxyanilin (0,02 Mol) in 50 ml Dioxan gegeben.
Nach Ausbildung der intensiven Rotfarbung (ca. 2 Min.) wird eine Losung von 1,5 ml 2-Mer-
captoithanol zugegeben. Die Mischung wird 2 Std. unter Lichtausschluf aufbewahrt, dann

ist dic rote Farbe vollig verschwunden. Die braune Losung wird bei Raumtemp. i. Vak. eingeengt,
der o6lige Riickstand mit 300 ml Benzol aufgenommen und die Losung durch Ausschiitteln mit
Natriumhydrogencarbonatlésung neutralisiert. AnschlieBend wird die organische Phase mit
Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Dic Losung wird dann wieder i. Vak. bis
zur beginnenden Triibung eingeengt. Die so vorbereitete Losung wird auf eine Sdule mit 700 g
Kieselge! gegeben, die, wie bei der Isolicrung von 7, 11 und 12 beschrieben, vorbereitet ist.
Zunichst wird mit Benzol : Aceton =9 : 1 (Vol. T.) eluiert. Es werden 10 Fraktionen je 1 1
aufgefangen. Anschliefend wird mit Benzol : Aceton = 8 : 2 (Vol. T.) eluiert; es werden weitere
15 Fraktionen aufgefangen. Durch Einengen und anschlieBendcs Umkristallisieren konnen aus
den Fraktionen 3—5 Substanz 15, aus der Fraktion 7 kann Substanz 7, aus Fraktion 10 Sub-
stanz 14 und aus den Fraktionen 16—18 Substanz 16 rcin erhalten werden. Die iibrigen
Fraktionen konnen entweder nicht zur Kristallisation gebracht werden oder die Substanzen
zersetzen sich beim Umkristallisieren.

2,2-Bis-(4-amino-3-methoxyphenyl)-indan- 1,3-dion (7)

Ausbeute: 620 mg (8 %, berechnet auf eingesetztes Ninhydrin). Die so isolierte Substanz ist mit
der weiter obenbeschriebenen Substanz 7 identisch.

2-Hydroxy-2-(4-amino-3-methoxyphenyl)-indan-1,3-dion (14)

Ausbeute: 185 mg (3,3 %). Fast weifles, kristallines Pulver (aus Methanol), 16slich in DMSO,
wenig I6slich in Methanol und Athanol, sehr schwer Ioslich in Benzol und Chloroform, unldslich
in Petrolither. Schmelzverhalten: Mikrosublimat ab 200°, Mikrodestillat ab 210°, schmilzt bei

220° u. Zers..

C16H13NO4 (283,24) Ber.: C 67,84 H 4,63 N 4,95; Gef.: C 66,76 H 4,77 N 4,78. IR-Spektrum:
Banden bei 3395, 3310 und 3175 cm’! (v OH’ Y NH, ) 1731 und 1758 cmr! (v c=0)- NMR-
Spektrum (DMSO-dg): 6 = 8,04 ppm Singulett (4 H,lNinhydrinprotonen), 6,4 und 6,95 ppm
Multiplett (3 H, aromatische Protonen des 2-Methoxyanilins); 6,62 ppm Singulett, verschwindet
nach Austausch mit D, O (1 H, OH); 4,83 ppm breites Singulett, verschwindet nach Austausch
mit D,0 (2 H, NH,); 3,74 ppm Singulett (3 H, OCHj3).

2-(2-Methoxyphenylamino}-2-(2-hydroxyithylmercapto)-indan-1,3-dion (15)

Ausbeute: 680 mg (9,9 %). Umkristallisiert aus Dichlormethan-Petrolather dunkel orangefarbene
Kristalle, die 0,5 Mol Dichlormethan enthalten. Aus Methanol orangefarbene Kristalle, 10sungs-
mittelfrei, 16slich in Chloroform, Dichlormethan, Methanol und Athanol, gut 16slich in DMSO,
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sehr schwer loslich in Tetrachlormethan, unléslich in Petrolither. Schmp.: 50—52° (Dichlor-
methan-Petrolither) u. Zers. und Gasentwicklung, 83—84° (Mcthanol).

C1gH17NO4S (343,32). Ber.: C 62,97 H 4,99 N 4,08 S 9,32; Gef.: C 63,06 H 4,40 N 3,75

S 9,14, IR-Spektrum: Banden bei 3485 und 3260 cm! ¥ on ¥ Ny bei 1702, 1731 und

1746 cml (¥ o). NMR-Spektrum (CDCl3): 8 = 7,97 ppm symm. Multiplett (4 H, Ninhydrin);
6,85 und 7,3 ppm Multiplett 4 H, 2-Methoxyanilin); 5,32 ppm Singulett (1 H, Kristall-CH,Cl,);
3,83 ppm Singulett (3 H, OCH3); 3,74 ppm Singulett (1 H, OH); 3,58 ppm Triplett (2 H, CH,
neben OH); 2,82 ppm Triplett (2 H, CH; neben S); 2,0 ppm breites Singulett (1 H, NH). Die
Zuordnung der beiden CH,-Gruppen erfolgt mit Hilfe eines zweiten, in DMSO-d¢ aufgenommencn
Spektrums. Hier ist eine Kopplung zwischen dem Proton der OH-Gruppe und den Protonen der
benachbarten CH,-Gruppe zu beobachten. Auch die Integrationen der Signale fiir die OH- und
NH-Gruppe lassen sich hier besser bestimmen.

2-[2-Methoxy-4-(2-methoxy-1",3-diketoindanyl-2’)-phenylamino } 2-(2-hydroxy-dthylmercapto)-
indan-1,3-dion (16)

Ausbeute: 220 mg (2,3 %). Nach Umkristallisieren aus Methanol orangebraunes, mikrokristal-
lines Pulver, wenig 16slich in DMSO, schwer 18slich in Methanol und Athanol, sehr schwer
16slich in Chloroform und Benzol, unléslich in Petroldther. Schmp.: 200 bis 203° (Mcthanol) u.
Zers.

C8H3 NO,S (517,41) Ber.: C 64,99 H 4,48 N 2,71 S 6,18; Gef.: C 65,18 H4,55 N 3,25 S 7,04.
IR-Spektrum: Banden bei 3400 cm™! und 3260 cm-! (beide breit) (¥ gy» ¥ yy); 1690, 1703,
1722,1731 und 1746 cm™! (v c=0) NMR-Spektrum: In DMSO-dg geben die aromatischen
Protonen der beiden Indandionreste ein gemeinsames Signal (scharfes Singulett) bei §=18,02 ppm
mit der Integration 8 H. Die drei Ringprotonen des Amins geben ein wenig aufgelostes Signal bei
6 = 6,5 ppm. Bei & = 6,3 ppm erscheint das Singulett der Hydroxylgruppe am C 2’ des Indandions.
Das Signal verschwindet beim Austausch mit D, O - ebenso das Triplett bei 6 = 5,2 ppm, das der
Hydroxylgruppe der 2-Hydroxyithylmercapto-Gruppe zuzuordnen ist. In CDCl3 beobachtet
man bei & = 3,75 ppm das Singulett der Methoxygruppe am aromatischen Amin. Es verdeckt
teilweise das Triplett bei § = 3,6 ppm mit der Integration 3 H, das der $-stindigen Methylen-
gruppe der 2-Hydroxyathylmercapto-Gruppe cntspricht. Die a-stindige Methylengruppe erzeugt
ein Triplett bei § = 2,85 ppm.

2-(2-Methoxyphenylamino)-2-(2,4-dinitrophenylmercapto)-indan- 1, 3-dion (17)

1,78 g Ninhydrin (0,01 Mol) werden in Eisessig gelost. Dazu wird eine Losung von 1,23 g
2-Methoxyanilin (0,01 Mol) in Eisessig gegeben. Die Lésung wird kurz auf 70° erwirmt.
Nachdem die Losung tief violettrot gefirbt ist, wird eine Losung von 2,35 g 2,4-Dinitrobenzol-
sulfenylchlorid (0,01 Mol) in Eisessig zugegeben. Nach mehrstiindigem Stehen bei Raumtemp.

ist die Lésung klar und braun geworden. Das Losungsmittel wird bei Raumtemp. i. Vak. entfemt,
der olige Riickstand mit Chloroform aufgenommen und mit Natriumhydrogencarbonat-Lsung
neutral gewaschen. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.

Der 6lige Riickstand wird mit wenig Methanol versetzt, wonach 17 auskristallisiert, das aus
Athanol umkristallisiert wird. Ausbeute: 0,6 g (8,6 %). Gelbes Kristallpulver, 16stich in DMSO,
wenig loslich in Methanol und Athanol, schwer loslich in Chloroform und Dichlormethan,
unléslich in Petrolither. Schmp.: 267—269° (Athanol) u. Zers. NMR-Spektrum (DMSO-dg):

Bei & = 8,98 ppm befindet sich ein Dublett, das dem Proton in Stellung 3 des Nitroaromaten
entspricht, Es zeigt nur eine Kopplung mit dem H 5 in Metastellung, J = 2,5 Hz. Bei 6 = 8,45 ppm
ist das Signal des H 5 am Nitroaromaten. Es wird einmal durch die Metakopplung mit dem H 3
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(J = 2,5 Hz.) und zusitzlich durch die Orthokopplung mit dem H 2 des gleichen Ringes (J = 9 Hz.)
in etwa 4 gleich intensive Linien aufgespalten. Das Signal des H 2 am gleichen Ring befindet sich
zusammen mit den Signalen der aromatischen Protonen am Indandion im Bereich von 8 = 7,2

bis 8,2 ppm. Die Signale der Protonen am aromatischen Amin liegen im Bereich von 6,3 bis

7,0 ppm. Das Signal des Protons am Stickstoff wird durch das intensive Singulett der Methoxy-
gruppe verdeckt, wie es auch schon bei den Verbindungen 7 und 11 der Fall war. Ein Austausch
mit D, O ist hier nicht moglich, da die Substanz dann ausfilit.

Anschrift: Prof. Dr. H.J. Roth, 53 Bonn-Endenich, An der Immenburg. [ Ph 466 ]

E. Lebenstedt* und W. Schunack
Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei HistaminanalogaV, 5. Mitt.
Imidazo[ 4,5-h]isochinoline

Aus dem Fachbereich Pharmazie der Johannes Gutenberg-Universitiat, Mainz
(Eingegangen am §. August 1974).

Es werden zwei Wege zur Darstellung des neuen Heterotricyclus Imidazo[4,5-hlisochinolin (7a)
sowie zwei seiner partiell hydrierten Derivate 6, 7, 8, 9-Tetrahydro-imidazo[4,5-h]isochinolin
(7b) und 4,5,5a,6,7,8,9,9a-Octahydro-imidazo-[4,5-hJisochinolin (7¢) beschrieben.

Imidazo[4,5-h Jisoquinolines

Two ways for the preparation of the new heterotricycle imidazo[4,5-hJisoquinoline (7a) and
two of its partially reduced derivatives, 6,7,8,9-tetrahydro-imidazo[4,5-hJisoquinoline (7b) and
4,5,5a,6,7,8,9,9a-octahydro-imidazo[4,5-h Jisoquinoline (7¢), are described.

+ Teilergebnisse der Dissertation E. Lebenstedt,
1 4. Mitt.: W, Schunack, Arch. Pharmaz. 307, 517 (1974).





