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HANS PLIENINGER und KURT SCHNEIDER 
Die Anlagerung von Ammoniak an Shikimisaure 

Aus dem Chemischen Institut der Universitlt Heidelberg 
(Eingegangen am 5. Miirz 1959) 

Bei der Anlagerung von Ammoniak an Shikimisiiure (I) entstehen vorwiegend 
zwei stereoisomere Aminosffuren der Konstitution 111 und IV. 

Die Reaktionskette der Biosynthese der Anthranilsiiure und damit des lndols und 
Tryptophans in Ercherichiu coli und Neurosporu ist im wesentlichen durch Mutanten- 
versuche aufgeklrirt 1.2). Unklar ist vorlaufig, wie aus Shikimisiiure (I) biochemisch 
Anthranilsiiure (11) entsteht. 
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Es ist moglich, daB durch Anlagerung von Ammoniak an die Doppelbindung der 
Shikimistiure eine 6-Amino-dihydroshikimisiiure entsteht, ein Vorgang, der in der 
Bildung von Asparagimiiure aus Fumarsaure unter dem EinfluB der Aspartase 
eine Parallele hatte. Diese Aminosiiure konnte sich durch Austritt von drei Molekulen 
Wasser zu Anthranilsiiure aromatisieren. Diese Vorstellung steht allerdings nicht im 
Einklang mit Mutantenversuchen, die es wahrscheinlich machen, daB 5-Phospho- 
shikimisiiure (Z1) und eine, ebenfalls stickstofffreie, labile Verbindung aus Shikimi- 
siiure und Brenztraubensiiure (22) in der biologischen Reaktionskette der Shikimi- 
siiure folgen34. 

Es schien dennoch lohnend, Ammoniak an Shikimisiiure anzulagern und die Re- 
aktionsprodukte chemisch und biochemisch auf ihre Ftihigkeit zu priifen, in An- 
thranilstiure uberzugehen. Bei der Einw'rkung von konz. warigem Ammoniak auf 
Shikimisiiure im EinschluBrohr bei 150" entsteht in etwa 50% Ausbeute ein Gemisch 
von Aminosiiuren, die iiber einen stark sauren Ionenaustauscher @owex 50) vom Aus- 
gangsmaterial abgetrennt werden konnen. Beim Eluieren mit verdiinnter Ammonium- 
hydroxydlosung k a ~  man die am Austauscher gebundenen Aminosiiuren aus- 
waschen. Im Papierchromatogramm lassen sich drei Aminosiiuren nachweisen. 

Aus der ersten Fraktion des Eluats eMl t  man in sehr geringer Menge eine schwach 
sauer reagierende Aminosilure vom Schmp. 236-238" (Zen.). Die Analyse deutet 
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auf eine Verbindung der Formel C7HllN04, d. h., eine Hydroxylgruppe ist durch 
die Aminogruppe ersetzt worden. Ein N-Benzoylderivat stiitzt diese Formulierung. 
Wegen des sauren Charakters dieser ungedttigten Aminoshre nehmen wir an, daD 
die allylstandige Hydroxylgruppe der Shikimisiiure durch den NH2-Rest ersetzt 
wurde (vinylhomologe Glycinanordnung), obwohl sich bei der Aromatisierung rnit 
konz. Sal&ure bei 120" papierchromatographisch keine rn-Aminobenzoedure nach- 
weisen IaDt. 

Aus der Hauptfraktion des Ammoniakeluats, in dem papierchromatographisch 
zwei Amiiosauren mit fast gleichem RF-Wert nachweisbar sind, IaDt sich eine der 
beiden (Aminosaure A mit dem RF-Wert 0.08 -0.09) rein und ausgezeichnet kristal- 
lisiert erhalten. Sie schmilzt bei 278" (Zen.). Analyse und chemisches Verhalten 
sprechen eindeutig fur eine Aminosaure der Formel C7H13NO5, die sich durch An- 
lagerung von Ammoniak an die Doppelbindung der Shikiisaure gebildet hat. 

Auch die zweite Aminosiiure der Hauptfraktion (Aminosaure B rnit dem RF-Wert 
0.12) laDt sich in fester, aber nicht kristallisierter Form erhalten, wenn man die Mutter- 
lauge, aus der die Aminosaure A zum groDten Teil ausgefallt wurde, nochmals an 
einer Cellulosestiule auftrennt. Sie ist stark hygroskopisch, bild2t leicht einen Sitw 
und zersetzt sich langsam schon bei 100". Nach d$r Analyse und ihrem chemischen 
Verhalten ist diese Verbindung rnit der Aminosaure A stereoisomer. 

Aus beiden Amioduren erhalt man noch stark wasserlosliche N-Benzoylderi- 
vate, die man deshalb iiber einen Ionenaustauscher isoliert. 

Bei dem Isomerenpaar (Amiiostiure A und B) handelt es sich um @-Aminosiiuren 
(6-Amino-dihydroshikimisiiuren), wie aus der Bildungsweise (Anlagerung von Am- 
moniak an a.@-ungesiittigte Sauren) und den Eigenschaften (Aromatisierung zu An- 
thranileure, siehe weiter unten) hervorgeht. 

Beide Aminosauren reagieren nach der ublichen Methode mit waBrigsr I -proz. 
Ninhydriiosung nur sehr schwer, und die Blaufarbung tritt erst nach langerem Er- 
hitzen sehr schwach auf. Dieses Verhalten gegeniiber Ninhydrin ist nach L. BIRKOFER 
und I. STORCH~) fiur p-Aminosauren charakteristisch. sehr vie1 schneller erfolgt die 
Reaktion rnit einer 0.2-proz. Losung von Ninhydrin in 95% n-Butanol und 5 %  
2 n  EssigsAure6), wobei schon nach kurzem Erhitzen eine deutliche blauviolette Far- 
bung auftritt. 

Vier stereoisomere Formen lassen sich formal durch Anlagerung von Ammoniak 
an Shikimisaure konstruieren: zwei, in denen die Aminogruppe (in 6-Stellung) zur 
Carboxylgruppe in cis- und zwei, in denen sie in rruns-Stellung steht. 

H C02H H. C02H HOZC,\>/H H2N~*,,o 
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5 )  Chem. Ber. 87, 574 [1954]. 
fi) F. CRAMER in ,,Papierchromatographie", S. 55,  Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. 1953. 
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Da sich aber nur zwei der vier moglichen Isomeren gebildet haben, mu0 die Ad- 
dition in sterisch einheitlicher Reaktion erfolgt win. Die Frage, ob unter den von 
uns gewahlten Bedingungen der Ammoniakanlagerung an Shikimkiiure sich cis- 
oder ?runs-Cyclohexan-amhosauren bilden, haben wir an einer Modellverbindung 
zu entscheiden versucht. So addiert die A1-Tetrahydrobenzoelure Ammoniak unter 
ausschliel3licher Bildung von r r a n s - H e x a h y d r o a n t n ~ l ~ 7 ) .  

Ubertragt man die an der A]-Tetrahydrobenzoesbre gewonnenen Ergebnisse auf 
die Shikiknisiiure, so kommen jetzt nur noch die Formen 111 und IV in Betracht, die 
wir unseren Aminosauren A und B in folgender Weise zuordnen konnen: 

Die N-Benzoylderivate der Aminosiiuren A und B wurden mit Aceton, das 1% 
Chlorwasserstoff enthiilt, mehrere Tage geschuttelt. Bei dieser Behandlung bilden 
bekanntlich nur cis-smdige Hydroxyle des Cyclohexanrings Isopropylidenverbin- 
dungen, und gleichzeitig kann die Carboxylgmppe mit einer noch freien cis-stkdigen 
y- oder 8-Hydroxylgruppe einen Lactonring bilden, wie es bei der protonenkata- 
lysierten Acetonierung der Chinalure, aus der sich Acetonchinid bildet, der Fall 
ist. Aus der N-Benzoylverbindung der Aminosiiure A erhielten wir eine sauer rea- 
gierende Verbindung vom Zen-P. 102-la", deren Analyse fur die freie Saure VII 
spricht, warend die N-Benzoylverbindung der Aminosaure B ein neutral reagie- 
rendes Lacton (VIII) vom Schmp. 209-210" lieferte. Danach kommt der Amino- 
Gure A die Konfiguration 111, der Aminosaure B diejenige von IV zu. 

111 
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1 

OH OH 
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I Acnon HCI 

1 !? C6H5.c0-N+6 HOzC.. C6H5.c0-2H@0 e 

O.... 0.. 
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H,C--C--- 0 H3C-C- 0 
I 

CH3 VII CH3 VIIl 

Die chemischen Befunde fur die Saure VIL lassen sich mit den Daten des IR-Spek- 
trumss) gut vereinbaren. Bei 34oO/cm tritt die breite Ban& der OH-Valexmchwingung 
der Hydroxylgruppe des freien Carboxyls auf und bei 10SO-l090/cm die C-O- 
Valenzschwingung der freien sekundiiren Hydroxylgmppe an C-Atom 3 des 6-Rings. 

7) A. PLIENINOER und K. S c m E m E R ,  Chem. Ber. 92, 1594 [1959), nachstehend. 
8 )  Die Spektren sollen in der Kartei ,,Dokumentation der MolekUlspektroskopie", Verlag 

Chemie, WeinheimlBergstr., vedffentlicht werdcn. 
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Auch beim Lacton VIII stimmen die chemischen Ergebnisse mit dem IR-Spektrum 
gut uberein; an Stelle der C=O-Valenzschwingung der freien Carboxylgruppe bei 
1665/cm ist die in ihrer kurzwelligen Lage sehr charakteristische C=O-Valenzschwin- 
gung des Lactonrings bei 1780/cm getreten; entspr. fehlt die starke O-H-Valenz- 
schwingung der freien Carboxylgruppe. 

SchlieBlich haben wir die Aminosauren I11 und IV rnit konz. Saldure im Bomben- 
rohr auf 125 - 130" erhitzt und im Reaktionsgemisch einwandfrei Anthranikiure neben 
Anilin nachweisen konnen. B e h  Erhitzen rnit Schwefelsiiure und Alkohol auf 120" 
erhiilt man Anthranilaure-athylester. 

Anm. b. d. Korr.: D. B. SPRINSON und P. R. SRINIVASAN von der Columbia University New 
York haben die Aminosiiuren 111 und IV in FUtterungsversuchen und im enzymatischen 
Test bei Coli Mangelmutanten auf ihre Fahigkeit untersucht. Anthranilsiiure zu ersetze.n 
bzw. zu bilden. Die Resultate waren negativ. Eine Verbffentlichung iiber die Versuche ist 
in J .  Amer. chem. Soc. im Druck. 

Die DEUTSCHE FORSCHUNGSQEMEINSCHAFT hat diese Arbeit wesentlich unterstiitzt ; der 
BADISCHEN ANILIN- & SODA-FABRIK danken wir fur Chemikalien. 

BESCHREIBUNG D E R  VERSUCHE 

Anlageruttg von Ammoniak an Shikimisaure: 17.4 g Shikimisaure werden mit 150 ccm 
(ca. 25-proz.) wa8r. Ammoniak 50-60 Stdn. im Bombenrohr auf 150- 155" erhitzt. Nach 
Offnen des Bombenrohres wird die braune Reaktionslbsung i. Vak. eingedampft, wobei 19.1 g 
eines braunen, glasartigen Produktes zuriickbleiben. Diesen Rackstand lbst man in 50 ccm 
Wasser und kocht ihn zur Entfarbung (am besten unter Durchperlen eines Stickstoffstromes) 
zweimal rnit Aktivkohle. Das erhaltene klare Filtrat wird mit Wasser auf ein Gesamtvolumen 
von 1 I verdiinnt und iiber einen stark sauren Kationenaustauscher*) gegeben. 

Der Austauscher wird vorher in der ublichen Weise rnit 2 n NaOH, 2 n HCI und dest. 
Wasser abwechselnd behandelt, dann in Wasser aufgeschliimmt und in eine Glassaule von 
ca. 10 mm Durchmesser und 75 cm Ltinge eingefiillt. Die Durchlaufgeschwindigkeit der zur 
Trennung aufgegebenen Lbsung sol1 dabei 60 ccm Fliissigkeit/Stde. nicht iiberschreiten. Man 
w k h t  rnit 200ccm Wasser nach und erhPlt nach dem Eindampfen der durchgelaufenen 
Flussigkeit und des Waschwassers 4.3 g (25 %) nicht umg2setzte Shikimisaure zuriick, die als 
sauer reagierende Verbindung vom Austauscher nicht gebunden wird. 

Die an den Austauscher gebundenen Aminosauren werden rnit 0.1 n NH40H aus der Siule 
verdrangt (Durchfluogeschwindigkeit auch hier 60 ccm Fliissigkeit/Stde.), das Eluat wird 
frdktioniert aufgefangen. Die einzelnen Fraktionen chromatographiert man in der spater 
angegebenen Weise an Papier und kann so die Bildung von drei Aminosiuren feststellen. 

Isolierung einer Aminosaure unbekannter Struktur: Die ersten 40--50 ccm des Eluats rea- 
gieren schwach sauer ( p ~  4-5) und ergeben beim Einengen und Zugabe von Alkohol200 mg 
farblose Kristalle. Nadelchen (aus 50-proz. Alkohol), Schmp. 236 -238" (Zers.). 

C7HllNO4 (173.2) Bet. C 48.54 H 6.40 N 8.09 Gef. C 47.75 H 6.24 N 7.95 

N-Benzoylverbindung: 180 mg der Aminosaure, gelbst in 4 ccm I n NaOH, werden mit 
200 mg Natriumacetat und 175 mg frisch destilliertem Benzoylchlorid 20 Min. unter Kiihlung 

*) ALs Austauscher diente in diesem und den folgenden Versuchen Dowex 50, 200 bis 
-- 

400 mesh, der Dow CHEM. COMP., Midland, Michigan. 
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geschllttelt. Nach Anduern mit 2 n HCI scheiden sich weiDe Kristalle ab; Schmp. 128 - 130" 
(aus verdiinntem Akohol). Ausb. 150 mg (52% d. Th.). 

C14H15N05 (277.3) Ber. C 60.63 H 5.46 N 5.05 Gef. C 60.63 H 5.70 N 5.03 

6-Amino-dihydroshikimisuure A: Zur lsolierung der beiden anderen Aminosiluren wird das 
Eluat i. Vak. auf 10 ccm eingeengt und bis zur bleibenden Trllbung rnit Akohol versetzt. Bei 
mehrstiindigem Stehenlassen im Eisschrank nach vorherigem Anreiben der GefaDwand 
kristallisiert die eine der beiden strukturisomeren Aminosiiuren in langen, bis zu 1 bis 2 cm 
langen farblosen Nadeln aus. Aus der Mutterlauge lN3t sich beim weiteren Einengen und 
Zugeben von Alkohol nochmals kristallisierte Aminodure gewinnen. Gesamtausbeute: 4.8 g 
(23 % d. Th., bez. auf eingesetzte, und 30%, bez. auf umgesetzte Shikimidure). Zur Analysc 
wird die AminosiIure in Wasser gelbst und mit Alkohol ausgefallt, wobei sie mit 1 Mol. 
Wasser auskristallisiert. Schmp. 278" (Zers.). 

C7H13N05. HzO (209.2) Ber. C 40.18 H 7.22 N 6.70 Gef. C 40.04 H 7.04 N 6.52 

Bei 24 stdg. Trocknen bei 100"/1 Torr iiber P2Os entweicht das Kristallwasser. 
C~H13N05 (191.2) Ber. C 43.98 H 6.85 N 7.33 Gef. C 44.03 H 6.78 N 7.51 

6-Amino-dihydroshikimisaure B: Aus der Mutterlauge der rnit Akohol fast vollstiindig aus- 
gefiillten krist. Aminosaure A lHOt sich auch bei weiterer Zugabe von Alkohol kein kristalli- 
siertes Isomercs isolieren. Es scheidet sich lediglich am Boden ein gelblicher Sirup ab. der 
auch nach langerem Stehenlassen nicht durchkristallisiert. Die Mutterlauge gibt man deshalb in 
konzentrierter Form auf eine rnit Cellulosepulver gefiillte Glassiiule von I m LZnge und 
4 - 5 cm innerem Durchmesser, die folgendermakn priipariert wurde: Das Cellulosepulver 
(Whatman Nr. 1) wird rnit Aceton angeriihrt und, wenn es gequollen ist, in die Saule gefiillt, 
die am unteren En& rnit eimr fltissigkeitsdurchlisigen Siebplatte versehen ist. GleichmSBig 
feste und fast blasenfreie Fiillung ist notwendig. Man verdrangt das Aceton mit einem Gemisch 
aus n-Butanol/Eisessig/Wasser (4: 1 : I).  das als Entwicklungsgemisch dient, aus der Siule 
und kann nun die Mutterlauge aufgeben. D a m  laDt man wieder das Lbsungsmittelgemisch 
durchlaufen und halt eine DurchfluDgeschwindigkeit von 50 a m  Fliissigkeit/Stde. ein. Das 
durchlaufende Gemisch wird fraktioniert aufgefangen, und die einzelnen Fraktionen werden 
papierchromatographiert. Nach Abdestillieren des Lbsungsmittels identischer Fraktionen 
i. Vak. bei einer 50" nicht iibersteigenden Badtemperatur lLDt sich auf diese Weise trotz des 
geringen Unterschieds im RpWert gcgenllber ihrem Isomeren die Aminosaure B in fester, 
aber nicht kristallisierter Form gewinnen. Die beim Einengen ausfallende SBure wird im 
Exsikkator von den letzten Spuren Lbsungsmittel befreit. Die sehr stark hygroskopische 
Substanz zersetzt sich oberhalb von loo" und kann beim Umlbsen aus verschiedcnen 
Lbsungsmitteln nicht kristallisiert erhalten werden. 

Ausb. 4.6 g (22 % 6 Th. an eingesetzter und 29 % an umgesetzter Shikimidure). 
C~HIJNOS (191.2) Ber. C 43.98 H 6.85 N 7.33 Gef. C 43.73 H 6.85 N 7.34 

N-Benzoyl-6-amino-dihydroshikimisaure A: 6.9 g Aminosaurehydrut A,  gel6st in 40 ccm 
10-proz. Natronlauge, werden unter EiskUhlung und Schiitteln tropfenweise rnit 5.8 g Benzoyl- 
chlorid versetzt. Dann schiittelt man noch 1 Stde. bei 5', duert  mit konz. Salzsaure an und 
schuttelt die gebildcte Benzoesaure mit Ather zweimal aus. Die salzsaure waDrige Lbsung 
wird i. Vak. bei einer Badtemperatur von 40 - 50" zur Trockne eingedampft, der Riickstand 
in 200 ccm Wasser gelbst und zur Entfernung von NaCl und der nicht umgesetzten Ausgangs- 
verbindung iiber eine mit einem stark sauren Katiomustauscher gefiillte SLule gegeben. 
Man wicht  rnit Wasser neutral und dampft Filtrat und Waschwasser i. Vak. bei 45" ab. 
Zuriick bleibt die leicht hellbraun gefarbte N-Benzo) I-aminosdure A.  der noch Spuren von 
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Salzsiiure anhaften, die durch Trocknen ikber Kaliumhydroxyd im Exsikkator entfemt 
werden. Ausb. 9.1 g (93 % d. Th.). Zweimaliges Umkristallisieren aus wenig Wasser/Alkohol 
(4: 1) ergibt farblose, schwach hygroskopische Bltittchen, Schmp. 223". 

Cl4Hl7N06 (295.3) Ber. C 56.94 H 5.80 N 4.74 Gef. C 56.71 H 5.84 N 4.86 

N-Benroyl-6-amino-dihydroshikimisaure B: 1.3 g Aminosaure B lBst man in 20 ccm 1 n 
NaOH, gibt 1.1 g Benzoylchlorid zu und schiittelt unter KUhlen, bis der Geruch nach Benzoyl- 
chlorid verschwunden ist (30 Min.). Die alkalische LBsung wird mit konz. Salzstiure kongo- 
sauer gestellt, zweimal mit je 20 ccrn Ather ausgeschiittelt und wie oben aufgearbeitet (der 
Rildtstand der wt ih .  Lasung wird in 50 ccrn Wasser aufgenommen usw.). Man erhtilt eine 
amorphe weilk Substanz, die auch beim UmlBsen aus verschiehen LBsungsmittelgemischen 
nicht kristallisiert, obwohl sie keine Ausgangsverbindung mehr enthillt. Ausb. 0.78 g (40% 
d. Th.). 

Durch Verdrtingen mit 0. I n m 0 H  kann man aus der SBule 0.24 g nicht umgesetzte 
6-Amino-dihydroshikimistiure B zurllckgewinnen. 

Die papierchromatographische Trennung der Aminosauren: In Ubereinstimmung rnit den 
Befunden von BIRKOFER~) reagieren die beiden isomeren Aminostiuren A und B nach &r 
ublichen Methode mit wMr. I-proz. NinhydrinlBsung nur sehr schwer, und die BlauRrbung 
tritt erst nach hngerem Erhitzen und nur sehr schwach wahrnehmbar auf; sehr vie1 schneller 
erfolgt die Farbreaktion aber mit einer 0.2-proz. LBsung von Ninhydrin in 95 % n-Butanol 
und 5 % 2 n Essigstiure. Schon nach kurzem Erhitzen tritt eine blaugrune, bei ltingerem Er- 
hitzen in Blauviolett umschlagende intensive Farbung auf. 

Am vorteilhaftesten arbeitet man wegen des geringen RpWert-Unterschiedes der zwei iso- 
meren Aminostiuren nach der absteigenden Methode rnit einem Gemisch von n-Butanoll 
Eisessig/Wasser (4: 1 : 1). Die Laufzeit betrtigt bei Venvendung von Schleicher & Schull- 
Papier 2043 b mgl und einer konstanten Raumtemperatur von 20" 24-30 Stdn. 

Die Papierstreifen werden nach 1 -2 stdg. Trocknen an der Luft mit der oben angegebenen 
0.2-proz. NinhydrinlBsung besprUht und zur Sichtbarmachung der Flecke 12-15 Min. bei 
110- 115" getrocknet. Die Fleckc werden bei den beiden isomeren Aminosauren nach an- 
fbglicher Blaugriin-Farbung an der Luft blauviolett, wilhrend die ungestittigte Aminosaure 
schon von Beginn an eine blauviolette Farbe zeigt. 

6-Amino-dihydro- 6-Amino-dihydro- ungesiittigte 
shikimishre A shikimisilure B Aminostiure 

-. _- - 
RpWert 0.08 -0.09 0.12 0.32 

4.5-Isopropylidend-benzoylamino-dihydroshikimisaure ( V I I )  : 6.0 g N-Benzoylaminosaure A 
werden bei 20" in einer Flasche mit 150 ccrn trockenem Aceton, das 1 % Salzsiiure enthtilt, 
5 Tage geschlittelt. Danach wird vom nicht umgesetzten Ausgangsprodukt (3.8 g) abfiltriert 
und zur Entfemung der SaWure  n i t  einem UberschuO gesiittigter Natriumhjdrogen- 
carbonatlbsung versetzt. Man destilliert das Aceton i. Vak. ab, stellt rnit verd. Salzsiiure gerade 
kongosauer und schuttelt mit je 50 ccm Essigester fiinfmal aus. Nach Trocknen der vereinigten 
Essigesterausziige uber Magnesiumsulfat wird das L6sungsmittel i. Vak. abgedampft und der 
gelbliche Ruckstand mit wenig Alkohol gelBst. Die Isopropylidenverbindung wird mit Ather 
als flockiger weilkr Niederschlag ausgeftillt. Zers.-P. 102- 104". Ausb. an Rohprodukt: 
2.1 g (31 % d. Th.). 

C I ~ H ~ ~ N O ~  (335.4) Ber. C 60.88 H 6.31 N 4.18 Gef. C 60.23 H 6.24 N 3.88 

Aquivalenztitration: Ber. 10.00 ccrn n/lo NaOH, Gef. 10.04 ccrn 
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4.5-lsopropyliden-6-benzoylamino-dihydroshikimis~ure-lacton- (3)  ( VIII) : 0.5 g N-Benzoyl- 
aminosaure B werden bei 40" rnit 60 ccm trockenem Aceton, das 1 % Salzsaure enthiilt, 5 Tage 
mit einem Magnetstift gerlihrt. Zur Neutralisation der Salzsaure schllttelt man die gelbe 
Lbsung 3 Stdn. rnit 10 g neutralem Bleicarbonat bei Raumtcmperatur und saugt ab. Das 
Aceton wird i. Vak. abgedampft; der leicht gelb gemrbte Riickstand ergibt, aus Alkohol/ 
Aceton (3: I )  umkristallisiert, derbe farblosb Nadeln vom Schmp. 209-210". Ausb. an Roh- 
produkt : 0.21 5 g (40 % 6 Th.). 

C17H19N05 (317.4) Ber. C 64.36 H 6.03 N 4.42 Gef. C 64.38 H 6.39 N 4.58 

Aromatisierung der 6-Amino-dihydroshikimisiiuren A und B: 3 g Aminosaure und 40 ccm 
konz. Salzsaure werden im Bombenrohr 30 Stdn. auf 125 - 130" erhitzt. Nach Offnen der 
Bombe wird die SaIzsAure i. Vak. abdestilliert, der braune Rtlckstand in wenig 2 n NaOH 
geltist und dreimal rnit je 20 ccm Ather ausgeschuttelt. Die vereinigten Atherauszllge trocknet 
man Uber Kaliumcarbonat. Nach Abdestillieren des Athers bleiben wenige Trbpfchen einer 
braunen Fliissig .eit zurllck, die h i m  Erwiirmen rnit 5O-prOZ. Kalilauge und Chloroform 
stark nach Isonitril riechen. 

Die Rungesche Probe rnit wiiariger Chlorkalklbsung ergibt eine deutliche violette FPrbung. 
Die oben erhaltene alkalische Lbsung wird mit 2 n H2SO4 aufpw 5 eingestellt und fiinfmal 

mit je 25 ccm k h e r  ausgeschiittelt. Nach Trocknen der vereinigten Xtherextrakte iiber 
Magnesiumsulfat und Abdestillieren des Athers bleiben 55  mg einer gelbbraunen Substanz 
zuriick. 

-Ein Teil des Riickstandes wird mit Benzoylchlorid nach Schottm-Baumann in alkalischer 
Lbsung benzoyliert ; die erhaltene gelbliche Verbindung schmilzt nach dem Umkristallisieren 
aus wenig verd. AUcohol bei 176-177" (mit Monoskop gemessen) und zeigt, gemischt rnit 
N-Benzoyl-anthranilsure, keine Schmp.-Depression. 

Beim Diazotiem des gelbbraunen Rllckstandes und nachfolgender Kupplung rnit @- 
Naphthol erhillt man einen roten Farbstoff vom Schmp. 264-266" (Zers.). Der aus reiner 
Anthranilslure dargestellte Farbstoff schmilzt bei 270", der Misch-Schmelzpunkt bider  Ver- 
bindungen weist keine Depression auf. 

Die verdiinnte alkalische LAIsung und eina iitherische Lbsung des gelbbraunen Riickstandes 
fluoreszieren intensiv blau. 

Auch das Papierchromatogramm (absteigende Methode, Lbsungsmittel n-Butanol/Eis- 
essiglwasser 4: 1 : 1) ergibt Ubereinstimmung mit Anthrmilsuure, RrWert 0.89 -0.90. 




