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Zur Konstitution der Farbstoffe der Sakaguchi-Reaktion, II1
Synthesen neuer Farbstoffe des Sakaguchi-Typs

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Miinster (Westf.)

(Eingegangen am 16. Mirz 1963)

Der Farbstoff aus Guanidinoessigsiure hat nicht die in der Literatur? an-
gegebene Bruttoformel und Struktur; er entspricht vielmehr den frither unter-
suchten Derivaten aus monoalkylsubstituierten Guanidinenl). Bei der Um-
setzung mit L-Arginin entsteht ein Gemisch, aus dem die beiden Hauptkom-
ponenten isoliert wurden; eine von ihnen ist unter oxydativem Abbau des
Arginins gebildet worden. Alle Stoffe sind im Gegensatz zu den Angaben
anderer Autoren Hydroxy-naphthochinonimin-Derivate. — Weiterhin wurden
substituierte Naphthole und Naphthochinone anstelle des x-Naphthols ein-
gesetzt und aus ihrem Verhalten Schliisse auf den Reaktionsverlauf gezogen.

Wihrend bei der Sakaguchi-Reaktion2 mit monoalkylsubstituierten Guanidinen
jeweils nur ein Farbstoff entsteht?), wurde schon frither gezeigt1,3), daB bei der Gua-
nidinoessigsdure und besonders beim L-Arginin, zu deren Bestimmung man diese
Reaktion meist verwendet, mehrere Farbstoffe gebildet werden. Zusammensetzung
und Struktur der Verbindungen aus Methyl- und n-Butylguanidin, die als Modell-
substanzen gewihlt wurden, stehen im Widerspruch zu den Angaben anderer Autoren.
Da diese aber die Derivate der Guanidinoessigsdure und des L-Arginins untersucht
hatten, war die Frage zu priifen, ob auch hier Farbstoffe eines anderen Typs auf-
treten.

Es zeigte sich, daB unter den gewihlten Bedingungen bei der Guanidinoessigsiure
nur ein Farbstoff, erkenntlich an dem typischen Farbumschlag im schwach alkalischen
GebietD), nachgewiesen werden kann. Er wird von anderen farbigen, gut alkali-
16slichen Substanzen begleitet, deren Abtrennung schwieriger ist als bei den frither
untersuchten Beispielen, da der Farbstoff infolge seiner Carboxylgruppe nicht mehr
wie die Alkylderivate aus alkalischer LOsung extrahierbar ist. Nach der chromato-
graphischen Reinigung erhilt man beim Umkristallisieren aus Tetrahydrofuran
- Methanol ist weniger geeignet, da langsam Veresterung stattfindet — ein gut
kristallisierendes Addukt im Molverhéltnis 1:1. Dies gibt beim Erhitzen auf 100°
das Tetrahydrofuran ab, doch bildet sich in Abhingigkeit von der Erhitzungsdauer
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1 1. Mitteil.: A. HeesiNnG, Chem. Ber. 95, 3008 [1962].

2) 8. SakAaGuUcHI, J. Biochemistry [Tokyo] 5, 25 [1925]; C. 1925 11, 1547.

3) H. KrAUT, E. VON SCHRADER-BEIELSTEIN und M. WeBER, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem.
286, 248 [1950].
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eine Nebenkomponente. Es liegt nahe, einen Ringschlul zum Glykocyamidin-
Derivat anzunehmen. Diese Substanz ist chromatographisch im Rohprodukt nach-
weisbar, nicht aber in der Losung unmittelbar nach der Herstellung; sic entsteht erst
sekundér.

Der Farbstoff aus Guanidinoessigsiure hat die Bruttoformel Ci3H;gBrN3;Oy,
wihrend S. SAkAGucHI? fiir das Chlorderivat Cp3H;3CIN3O4 fand. Die Dispro-
portionierung durch Alkali fithrte zum 2-Brom-naphthol-(1). Nach Hydrolyse und
Umsetzung mit 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol wurde die Seitenkette als 2.4-Dinitro-
phenylglycin nachgewiesen. Damit entspricht der Aufbau vollig' dem der aus alkyl-
substituierten Guanidinen erhaltenen Produkte.

Durch Umsetzung mit n-Butanol/HCl wurde der Butylester hergestellt. In ihm ist
die Struktur noch voll erhalten, da bei Abbaureaktionen dieselben Stoffe entstehen
wie beim Farbstoff selbst und auch das IR-Spektrum groBe Ahnlichkeit mit dem
Ausgangsprodukt zeigt. Seine Bruttoformel, insbesondere die Butoxyl-Bestimmung
bestitigen erneut die fir die Farbstoffe angenommene Zusammensetzung aus je
einem Mol. Naphthol und Guanidin.

Guanidinoessigsdure gibt bei der Sakaguchi-Reaktion nur etwa 709, der Farb-
intensitidt dquimolarer Mengen anderer Guanidine#. Da der isolierte Farbstoff in
alkalischer Losung fast die gleichen Werte fiir die Lage des Absorptionsmaximums
und die molare Extinktion wie die Methyl- und n-Butylderivate zeigt, ist dies auf
eine geringere Bildungstendenz zuriickzufiihren.

Bei der Reaktion mit L-Arginin entstehen unter den gewéihlten Bedingungen zwei
Hauptkomponenten. Thre Isolierung und Reinigung stie auf dieselben Schwierig-
keiten wie bei der Guanidinoessigsdure. Die in groBerer Menge gebildete Substanz
wurde rein dargestellt. Thre Bruttoformel CisHi3BriN4O; ist mit dem Einbau eines
intakten Arginin-Molekiils nicht zu vereinbaren.

Verdnderungen des Arginins durch Oxydationsmittel in neutraler und alkalischer
Losung wurden von J. Rocue, M. Mourcue und R.DokuaNS untersucht. Sie
fanden zahlreiche Stoffe mit unverdnderter Guanidinogruppe, darunter Aldehyde,
«-Ketosduren und Carbonséuren, die sich durch Dehydrierung und Decarboxylierung
gebildet hatten.

Das IR-Spektrum. des Farbstoffes zeigt jedoch eine Nitrilbande bei 2250/cm. Thre
Intensitit ist gering, wie es von vielen Nitrilen mit negativen Substituenten bekannt
ist®). Dies deutet auf einen Abbau des Arginins zum y-Guanidino-butyronitril hin.

OBf©®
H;N—-C—-NH-[CH;];—CH(NH;)--CO,H 2 HzN—(I3~NH—[CH2]3—CN
i} |
NH NH
Dieser Stoff wurde zwar von den obigen Autoren nicht beobachtet; bei einigen

anderen Aminosiuren erfolgt aber in neutraler bis schwach alkalischer Hypohalogenit-
16sung (<0.1n NaOH) eine analoge Reaktion7.8),

4) M. MOURGUE, Bull. Soc. chim. France, Sér. 5, 15, 181 [1948].

5) M. MoURGUE und R. DokHAN, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 239, 1518 [1954]; J. ROCHE,
M. MourcuUt und R. DokHAN, Bull, Soc. Chim. biol. 37, 55 [1955].

6) R. E. KitsoN und N. E. GrIrFrITH, Analytic. Chem. 24, 334 [1952].

7) H. D. DAKIN, Biochem. J. 10, 319 [1916]; C. 1916 11, 1142,

8) A. H. FRIEDMANN und S. MorguLls, J. Amer. chem. Soc. 58, 909 [1936].
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Die Butyronitrilkette konnte durch Abbau des Farbstoffes nachgewiesen werden:
Bei der Behandlung mit Natronlauge erfolgten Disproportionierung und Hydrolyse
zu 2-Brom-naphthol-(1) und y-Amino-butyronitril, das dabei teilweise weiter ver-
seift wurde zur y-Amino-buttersiure. Die beiden letzten Substanzen wurden als
2.4-Dinitrophenyl-Derivate durch priparative Diinnschichtchromatographie iso-
liert und durch ihre IR-Spektren identifiziert.

OH

"
OH

5]
HyN-CHp-CHp~CHp~CN —— HyN-CH,-CH,~CHz—COzH

<)
C15H13BriNgO; ‘OH—<

Der sonst in stirker alkalischer Hypobromitlésung vorherrschende Abbau der
Aminosduren zum Aldehyd anstelle des Nitrils® scheint hier, obwohl in etwa 1.52
NaOH gearbeitet wurde, durch die kurze Einwirkungszeit von Hypobromit und
Alkali zuriickgedringt zu sein.

Die zweite Komponente des Farbstoffgemisches aus L-Arginin, die zu etwa einem
Drittel entsteht, konnte noch nicht in reiner Form gewonnen werden. Sie zeigt das-
selbe chromatographische Verhalten wie die Hauptkomponente des Gemisches,
dargestellt nach der Vorschrift von K. R. BHATTACHARYAY, der das Butyronitril-
Derivat nicht findet, da es infolge seiner hoheren Loslichkeit bei der Aufarbeitung
entfernt wird. Die Analyse entspricht in etwa einem Sakaguchi-Farbstoff, der bei
gleichem Bauprinzip wie die bisher besprochenen Stoffe eine intakte Arginin-Seiten-
kette trigt, deren Aminogruppe als Hydrochlorid vorliegt. Hierzu paBt, daB nach dem
alkalischen Abbau 2-Brom-naphthol-(1) und Bis-2.4-dinitro-phenyl-ornithin chro-
matographisch identifiziert wurden und daB das Chlor ionogen gebunden vorliegt.

Damit ist gezeigt, dafl auch die bei der Sakaguchi-Reaktion mit Guanidinoessigsidure
und r-Arginin als Hauptprodukte gebildeten Farbstoffe gleichartig aufgebaut sind
wie die frither untersuchten Derivate des Methyl- und n-Butylguanidins. Die mehr-
fach vorgeschlagene Indamin-Struktur10) konnte dagegen nicht bestitigt werden.

Um Aufschliisse iiber den Reaktionsverlauf sowie auf die Stellung der Substituenten
zu erhalten, wurde die Sakaguchi-Reaktion am Beispiel des n-Butylguanidins mit
verschiedenen substituierten «-Naphthol-Derivaten durchgefiihrt. Mehrere iltere
Arbeiten3:10 hatten nur qualitative Ergebnisse gebracht, da nicht gezeigt wurde, ob
stets derselbe Farbstoff oder aber verschiedene Produkte dhnlicher Struktur gebildet
wurden. Lediglich im Falle der Naphthol-(1)-sulfonsiure-(2)» ist aus der hohen
Wasserloslichkeit des Farbstoffes zu schlieBen, daB die Sulfonsidure-Gruppe erhalten
bleibt.

Zunichst wurde in qualitativen Versuchen gepriift, durch welche Substituenten
im «-Naphthol die Sakaguchi-Reaktion unterbunden wird (Tab. 1, A). Da in den
Farbstoffen ein Ring des Naphthochinon-Systems vollstindig substituiert wird,
wihrend der zweite unverindert bleibtl), wurden nur Substanzen mit Substituenten
in 1- bis 4-Stellung verwendet.

9) Ann. Biochem. exp. Med. [Calcutta] 20, 93 [1960]; C. 1962, 3566.
10) K. R. BHATTACHARYA, J. Darta und D. K. Roy, J. org. Chemistry 25, 2035 [1960].
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2-Athyl-naphthol-(1) erwies sich als ungeeignet, da die Oxydation zum Didthyl-
dinaphthon11) schneller erfolgt als die Sakaguchi-Reaktion.

Dagegen war der Farbtest mit 2-Acetyl-naphthol-(1), das in alkalischer Lésung nur
langsam oxydiert wird12), sowie bei den in 2-Stellung halogenierten Derivaten positiv.
Dies entspricht dem Befund bei der «-Naphthol-sulfonsdure-(2)3; der Substituent
in 2-Stellung scheint also erhalten zu bleiben13), Jedoch verhindert die stark elektronen-
anziehende Nitrogruppe die Reaktion.

Tab. 1. Ergebnisse der Sakaguchi-Reaktion bei Verwendung verschiedener Naphthalinderivate

A. a-Naphthol-Derivate B. Naphthochinon-(1.4)-Derivate
2-Brom- +(S) 2-Hydroxy- —
4-Chlor- +(S) 2-Brom- -
4-Chlor-2-brom- +(S) 2-Brom-3-hydroxy- -
2.4-Dibrom- +

2-Nitro- -

4-Nitro- — C. Naphthochinon-(1.2}-Derivate
3-Sulfonsdure — 3-Brom- —
3-Hydroxy- — 3.4-Dibrom- —
2-Athyl- *)

2-Acetyl- +

2-Brom-4-hydroxy- —
3-Brom-2-hydroxy- —
3.4-Dibrom-2-hydroxy- -
2.4-Dihydroxy- —
3-Brom-2.4-dihydroxy- _

+ bzw. —: Sakaguchi-Reaktion positiv bzw. negativ.

(S): Farbstoff in Substanz isoliert.
*) siehe Text oben.

Wenn C-3 besetzt ist, unterbleibt die Farbstoffbildung, wie die Blockierung durch
die Hydroxyl- oder die Sulfonsiduregruppe zeigt. Diese Stelle darf also erst im Laufe
der Sakaguchi-Reaktion substituiert werden.

Von der 4-Stellung war schon bekannt?, daB eine Sulfurierung die Reaktion verhin-
dert, eine Halogenierung sich aber — auch durch Verringerung der Nebenreaktionen —
giinstig auswirkt. An mehreren Beispielen zeigte es sich nun, daB3 die Einfiihrung einer
Hydroxylgruppe an dieser Stelle die Farbreaktion ausschlieBt; ebenso wirkt hier die
Nitrogruppe. Nur das leicht substituierbare Halogen ist somit in p-Stellung zum
Hydroxyl erlaubt.

Weiterhin wurden verschiedene Naphthochinon-Derivate (Tab. 1, B und C) unter-
sucht, von denen bekannt ist, da3 sie mit Aminen unter Addition, Substitution oder
Kondensation reagieren konnen, und die als Zwischenstufen denkbar wiren. Weil sie
zum Teil in alkalischer Losung wenig bestindig sind, wurden sie in weiteren Ver-
suchen vorher mit alkalischer Dithionitldsung in die Hydroxylderivate iibergefiihrt.
Da die Losungen der durch das Hypobromit zuriickgebildeten Chinone geférbt sind,
wurde chromatographisch gepriift, ob ein Sakaguchi-Farbstoff gebildet worden war.

11} K. Fries und W. LOHMANN, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 2915 Anm. 1 [1921].

12) K. Fries und H. LEug, Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 753 [1922].

13} Eine Abspaltung der Acetylgruppe ist aber nicht ausgeschlossen: im 1-Acetyl-naphthol-(2)
148t sie sich durch Brom substituieren14).,

14) K. Fries, Ber. dtsch. chem. Ges. 54, 709 [1921].
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Dieser konnte jedoch in keinem Falle nachgewiesen werden, so daB ein Verlauf der
Reaktion iiber Chinon-Zwischenstufen unwahrscheinlich geworden ist.

Um schlieBlich die Frage zu kliren, wie weit die Substituenten in 2- und 4-Stellung
bei der Reaktion tatsidchlich unverdndert bleiben, wurden verschiedene halogenierte
Naphthole im ‘priaparativen MaBstab mit n-Butylguanidin umgesetzt, und zwar
2-Brom-naphthol-(1)13), 4-Chlor-naphthol-(1) und 4-Chlor-2-brom-naphthol-(1).
Zunichst wurde wie iiblich mit Hypobromit gearbeitet. In allen Fillen konnte unter
Abspaltung des Chlors derselbe bromhaltige Farbstoff isoliert werden, der auch bei
der Umsetzung mit «-Naphthol entsteht. Hierdurch wurde aber noch nicht aus-
geschlossen, daB3 das Brom aus der 2-Stellung intermedidr entfernt und — eventuell
an anderer Stelle — wieder eingebaut wird. Deshalb wurde 2-Brom-naphthol-(1)
noch mit n-Butylguanidin und Hypochlorit umgesetzt. Wie schon aus analytischen
Untersuchungen bekannt17), ist hier die Ausbeute an Farbstoff geringer, die Bildung
von gefdarbten Nebenprodukten deutlich groBer. Das chromatographisch gereinigte
Reaktionsprodukt ist wiederum mit den Farbstoffen identisch, die aus «-Naphthol
und seinen Halogen-Derivaten bei der Verwendung von Hypobromit gebildet werden.

Dies zeigt, daB Substituenten aus der 4-Stellung entfernt werden. Ist dies nicht
moglich, wie bei der Nitro-, Hydroxyl- oder Sulfonsduregruppe, tritt keine Reaktion
ein. Dagegen ist die Substitution des C-2 mit Ausnahme der Nitrogruppe ohne Belang;
der Substituent bleibt erhalten. DaB es einerseits nicht gelang, Chinone als potentielle
Zwischenstufen in die Reaktion einzusetzen und daB andererseits halogenierte Naph-
thole hohere Ausbeuten an Farbstoffen geben, spricht dafiir, daB} letztere in dem
oxydierenden, alkalischen Milieu mit dem Guanidin zum Farbstoff reagieren.

Der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT bin ich fiir Sachhilfen zu Dank verpflichtet.
Ferner danke ich fiir die Aufnahme der IR-Spektren durch Herrn Dipl.-Chem. M. LORENZ
an einem Herrn Professor Dr. F. MiCHEEL von der DEUTSCHEN FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT
zur Verfiigung gestellten Spektrographen (Perkin-Elmer, Mod. 21).

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Isolierung des Sakaguchi-Farbstoffes aus Guanidinoessigsdure: Zur Lésung von 50 g NaOH,
12.5 g Harnstoff und 1.5 g a-Naphthol p. a. in 1000 ccm Wasser gibt man 250 g Eis und 0.7 g
Guanidinoessigsdure, die kurz vorher in 15 ccm 217 HCI geldst wurden. Nach etwa einer Min.
setzt man unter starkem Riihren eine Hypobromit-Losung aus 50 g NaOH, 200 ccm Wasser,
150 g Eis und 5.0 ccm Brom hinzu. Nach 3 Min. extrahiert man mit 300 ccm n-Butanol, das
verworfen wird. Man sduert mit konz. Salzsdure unter Zusatz von Eis an und extrahiert
mit 250 ccm n-Butanol. Diese Losung wird zur Entfernung der Sdure mehrfach mit Wasser
ausgeschiittelt und durch Wasserdampfdestillation i. Vak. stark eingeengt. Nach langerem
Stehenlassen bei 0° entsteht eine gelbbraune Fillung. Diese wird an einer Cellulose-Sdule mit
Benzol/Cyclohexan/Dimethylformamid (3: 6:1) getrennt. Die langsamlaufende Hauptzone

15} 2-Brom-naphthol-(1) 148t sich in guter Ausbeute durch Abspalten von schwefliger Sidure
aus 2-Brom-tetralon-(1)-sulfonsiure-(3) in alkalischer Lésung16) gewinnen. Da schon bei
mafig erhéhter Temperatur und Konzentration bis zu 50% o-Naphthol entstehen, ist
es erforderlich, unterhalb von 0° und in verdiinnter Losung zu arbeiten, wodurch die Bil-
dung des a-Naphthols fast vollig unterdriickt werden kann.

16} A. RiecHE und H. SEEBOTH, Liebigs Ann. Chem. 638, 43 f. [1960].

17) C. J. WEBER, J. biol. Chemistry 86, 217 [1930].
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wird mit Dimethylformamid/Aceton eluiert. Man bringt die Losung zur Trockne und ex-
trahiert den Riickstand mit Methanol. Er ist noch durch 2 Stoffe in geringer Menge ver-
unreinigt, von denen einer der Methylester zu sein scheint (OCHj : etwa 0.6 %,). Ausb. 0.05
bis 0.1 g; Zers.-P. 238°.

Absorptionsmaximum in 0.01  NaOCHj: 520 my (log € = 4.70).

Ci13HoBrN3O4 (352.2) Ber. C44.34 H 2.86 Br22.96 N 11.93
Gef. C43.71 H 3.27 Br 21.50 N 10.75

Der Farbstoff kann aus peroxydfreiem Tetrahydrofuran umkristallisiert werden, mit dem
er ein Addukt im Verhiltnis 1: 1 bildet. Das Tetrahydrofuran wird bei 100° i. Vak. abgegeben
(Gewichtsabnahme ber. 17.01%; gef. 15.86%), langsam auch schon an der Luft, und beim
Aufbewahren iiber Tetrahydrofuran wieder aufgenommen (Gewichtszunahme ber. 20.47%;;
gef. 19.68 %). Gelbe, verfilzte Nadeln, Zers.-P. 243°,

Cy3H;0BrN304-C4HgO (424.3) Ber. C48.12 H4.28 Br18.84 N 9.91
Gef. C48.54 H4.01 Br19.40 N 10.04

n-Butylester des Sakaguchi-Farbstoffes aus Guanidinoessigsiure: 0.20 g Farbstoff werden in
300 ccm n-Butanol unter Zusatz von 2n NaOH gelost. Man versetzt mit iiberschiiss. verd.
Salzsdure und engt i. Vak. bei etwa 50° langsam ein. Etwa die Hilfte setzt sich zum Ester um.
Die Trennung erfolgt durch Chromatographie, wie beim Farbstoff beschrieben. Der Ester
wandert fast an der Front. Er wird aus Tetrahydrofuran umkristallisiert. Gelbe Nadeln,
Zers.-P. 254°,

Ci17H13BrN3O4 (408.3) Ber. C 50.01 H 4.45 Br 19.58 N 10.29 C4H,0 17.91
Gef. C50.18 H4.21 Br19.57 N 10.60 C4H,O 18.39

Abbau des Farbstoffes aus Guanidinoessigsdure und seines n-Butylesters: Jeweils 40 mg
werden in 8 ccm 2x NaOH 10 Min. zum Sieden erhitzt. Die erkaltete Losung wird angesiuert
und mit Ather extrahijert. Das in der Atherlosung enthaltene 2-Brom-naphthol-(1) (etwa 8 mg)
wird durch Diinnschichtchromatographie (Kieselgel-G; 0.25 mm; Cyclohexan/Benzol/
Pyridin = 7.5:2:0.5) sowie durch sein IR-Spektrum identifiziert. Die wiBr. Lésung wird
in der iiblichen Art mit 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol umgesetzt. Man reinigt das 2.4-Dinitro-
phenylglycin (9 mg) durch priparative Diinnschichtchromatographie (Kieselgel-G; 0.35 mm;
Chloroform/Methanol/Eisessig = 9.5: 0.5: 0.118)) und identifiziert es durch sein IR-Spek-
trum (Karte No. 6052 der DMS-Kartei19)).

Isolierung der ersten Komponente des Sakaguchi-Farbstoffes aus r-Arginin: Die Umsetzung
von 1.25 g L-Arginin-hydrochlorid erfolgt wie bei der Guanidinoessigsdure, jedoch miissen
beide Butanolldsungen aufgearbeitet werden. Die chromatographische Trennung gelingt an
Kieselgel mit dem Gemisch Benzol/Tetrahydrofuran/Dimethylformamid (2:3:1), wobei
diese Komponente fast an der Front wandert. Gereinigt wird durch Extraktion mit Methanol
und anschlieBendes Umkristallisieren aus Tetrahydrofuran. Gelbe Nadeln vom Zers.-P.
248°. Ausb. etwa 0.1 g. Im IR-Spektrum (in KBr) tritt eine schwache Nitrilbande bei 2250/cm
auf,

Cy15sH13BrN4O, (361.2) Ber. C 49.87 H 3.63 Br22.13 N 15.51
Gef. C49.86 H 3.67 Br23.17 N 14.82

Isolierung der zweiten Komponente des Sakaguchi-Farbstoffes aus r-Arginin: Bei der chro-
matographischen Abtrennung der ersten Komponente wandert eine zweite Zone nur sehr
langsam. Sie wird durch mehrfaches Extrahieren mit Methanol gereinigt, ist aber auch dann

18) M. BRENNER, A. NIEDERWIESER und G. PaTaki, Experientia [Basel] 17, 145 [1961].
19} Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr., und Butterworth Scientific Publications, London WC 2.
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noch nicht chromatographisch einheitlich, sondern von Nebenprodukten mit sehr &hnlichem
Verhalten begleitet. Ausb. etwa 0.05 g. Zers.-P. 212—215°,

C16H13BrCIN4O4 (445.7) Ber. C43.12 H4.08 Br17.93 Cl17.96 N 12.57
Gef. C44.39 H4.14 Br16.57 C17.32 N 11.43

Das Chlor liegt ionogen gebunden vor: man suspendiert den in Wasser fast unloslichen
Farbstoff in verd. Natronlauge und extrahiert ihn mit Benzol. In der wiBr. Phase wird das
Chlor potentiometrisch ermittelt.

Abbau der ersten Farbstoffkomponente aus L-Arginin: Die Alkalibehandlung und die Iso-
lierung des 2-Brom-naphthols-(1) erfolgen wie beim Derivat der Guanidinoessigsdure. Die
wiBr. Losung wird mit 1-Fluor-2.4-dinitro-benzol unter Zusatz von Aceton und NaHCO3;
umgesetzt. Nach dem Abdampfen des Acetons wird ausgeithert. Die wilr. Phase enthilt
4-[2.4-Dinitro-anilino]-buttersdure, dic — wie fiir das Glycinderivat beschrieben — isoliert
und durch Vergleich mit authent. Material20) identifiziert wird. Die Atherlésung wird ein-
geengt, der Riickstand in Wasser/Aceton aufgenommen und zur Entfernung des iiberschiiss.
1-Fluor-2.4-dinitro-benzols mit Glycin in Gegenwart von NaHCO3; umgesetzt. Das Aceton
wird i. Vak. entfernt, das 4-/ 2.4-Dinitro-anilino]-butyronitrilin Ather aufgenommen und durch
priparative Diinnschichtchromatographie vom mitentstandenen 2.4-Dinitro-anilin getrennt.
Die Identifizierung durch das IR-Spektrum erfolgte in CHCIl3-Losung, da das Nitril in
Kristallmodifikationen mit etwas verschiedenen Spektren kristallisiert.

Abbau der zweiten Farbstoffkomponente aus L-Arginin: Alkalibehandlung von 10 mg Farb-
stoff und Aufarbeiten werden durchgefiihrt, wie mehrfach beschrieben. 2-Brom-naphthol-(1)
und Bis-[2.4-dinitro-phenyl]-ornithin werden durch Diinnschichtchromatographie in verschie-
denen Systemen18) identifiziert.

4-[2.4-Dinitro-anilinoJ-butyronitril: 0.5 g y-Amino-butyronitril-hydrochlorid2!) werden in
Aceton/Wasser mit der berechneten Menge I-Fluor-2.4-dinitro-benzol wie iiblich umgesetzt.
Das bald ausfallende Reaktionsprodukt kristallisiert aus Aceton in derben Prismen; Schmp.
120°. Aus iibersitt. Atherlésung kristallisiert es in verfilzten Nadeln.

CioH1oN4O4 (250.2) Ber. C48.00 H4.03 N 22.39 Gef. C47.99 H4.41 N 23.09

2-Brom-naphthol-(1)1516); Zur Losung von 10 g Natriumsalz der 2-Brom-tetralon-(1)-
sulfonséure-(3) in 150 ccm Wasser und 150 g Eis gibt man unter gutem Riihren schnell die
Losung von 20 g NaOH in 100 ccm Wasser und 100 g Eis. Nach 2 Min. wird mit halbkonz.
Sdure unter Zusatz von Eis angesiduert. 5.1 g (75 % d. Th.) eines Rohproduktes fallen aus, das
nur Spuren an «-Naphthol enthilt. Es wird durch Umkristallisieren aus Petrolither rein er-
halten. Schmp. 48° (Lit.22): 45°),

Sakaguchi-Farbstoff aus substituierten Naphtholen und n-Butylguanidin: Die Ansitze werden,
wie fiir «-Naphthol beschrieben!), mit dquimolaren Mengen seiner Derivate durchgefiihrt.
Die Farbstoffe werden aus Tetrahydrofuran umkristallisiert. Die aus 2-Brom-naphthol-(1),
4-Chlor-naphthol-(1) und 4-Chlor-2-brom-naphthol-(1) gebildeten Produkte sind nach Chro-
matogramm und IR-Spektren mit dem Farbstoff aus a-Naphthol identisch.

Die Reaktion von 2-Brom-naphthol-(1) mit Butylguanidin und Hypochlorit wird entspre-
chend ausgefithrt. Um zu starke Verharzung zu vermeiden, mull die Hypochloritlosung

20) K. R. Rao und H. A. SoOBER, J. Amer. chem. Soc. 76, 1328 [1954].

21) A. A. GoLpBerG und W. KELLY, J. chem. Soc. [London] 1947, 1369; A. F. McKAYy und
Mitarbb., J. Amer. chem. Soc. 81, 4328 [1959].

22) H. H. HopasoN und D. E. HATHWAY, J. chem. Soc. [London] 1944, 538.
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(90 ccm mit 7.7 % aktivemn Chlor) in zwei Anteilen im Abstand von 3 Min. zugesetzt werden.
Ausb. an tiefbraunem Rohprodukt 0.17 g; nach Reinigung 0.06 g. Der Stoff ist identisch mit
den obigen Substanzen.

Qualitative Farbteste mit substituierten Naphtholen und Naphthochinonen (Tab.1): 1 ccm
2n NaOH, 0.5 ccm 5-proz. Harnstofflosung und 0.5 ccm einer n-Butylguanidinlosung, die
50 mg des Sulfats in 100 ccm Wasser enthilt, werden gemischt. Hierzu gibt man unter Schiit-
teln 0.5 ccm einer 0.2-proz. methanol. L8sung der zu untersuchenden Substanz und spritzt
1 ccm einer Hypobromitlosung ein, hergestellt durch Aufldsen von 5 g KOH und 0.6 ccm
Brom in 100 ccm Wasser. Nach einigen Min. extrahiert man mit wenig Butanol. Eine Gegen-
probe ohne Butylguanidin wird ebenso bearbeitet.

Die Naphthochinone werden auflerdem in reduziertem Zustand untersucht: Kurz bevor
sie zugegeben werden, setzt man der alkalischen Harnstofflésung wenig mehr Dithionit zu,
als zur Reduktion erforderlich ist. Uberschiiss. Dithionit in kleinen Mengen stért die Saka-
guchi-Reaktion nicht.

Falls kein Unterschied zwischen Probe und Gegenprobe zu erkennen war, wurden diese
zusitzlich durch Diinnschichtchromatographie untersucht.





