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schieden sich, wie aus der schwankenden Zusammensetzung der Praparate 
hervorging, Gemische aus, vermutlich Gemische des Trichloro-dicupraats, 
das sich bei dem Mengen-Verhaltnis I:I bildet, mit dem T e t r a m e t h y l -  
ammonium- t r i ch lo rocupraa t ,  das aus Losungen mit dein Mengen- 
Yerhaltnis I : 6 sich abscheidet. Das letzgcnannte Salz schmilzt, nach vor- 
herigeni Sintern, bei 112 - 1 1 5 ~  zu einer braunen Fliissigkeit. 

_________ 
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120. Richard  Kuhn, P a u l  Gyorgy und Theodor  Wagner- 
J a u r e g g : ober Ovoflavin, den Farbstoff des Eiklars. 

I.\iis d. Kaiser-Wilhelm-Institiit f i i r  medizin. Forschung, Institut fur Chemie, Heidelberg 
u. ans d .  Kinder-Klinik d. Universitat Heidelberg.] 

(Bingegangen am 20. Marz 1933.) 

I so l ie rung:  Die schwach gelbliche Farbung des Eiklars ist bedingt 
durch einen Farbstoff, der als Ovof lav in  bezeichnet worden istl). Der 
Farbstoff laflt sich dem frisch geschlagenen Eiklar durch Methanol entziehen 
und auf diese Weise auch aus kauflichem getrockneten Eier-Albumin, frei 
von den1 auflerordentlichen UberschuB an Proteinen, in Losung bringen. 

Aus den gelben, griin fluorescierenden Methanol-Ausziigen wird der 
Farbstoff nach Ansauern durch Fu l l e re rde  adsorbiert und das Adsorbat 
durch verd. Pyridin eluiert. Man wiederholt die Adsorption an Fullererde 
in neutraler Losung. Zur weiteren Reinigung wird der Farbstoff durch Silber- 
nitrat gefallt und das b r a u n r o t e  S i lbersa lz  durch Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Aus 2-n. Ess igsaure  krystallisiert das Ovoflavin in schon aus- 
gebildeten, schmalen Nadeln, die nahezu gerade Ausloschung zeigen und 
mitunter biischelig verwachsen oder auch zu Drusen vereinigt sind. Die 
F a r  be der Praparate ist orange, derjenigen des Diphenyl-dekapentaens sehr 
ahnlich. Beim E r h i  t zen  im zugeschmolzenen Rohrchen findet von etwa 
240n an Dunkelfarbung statt. Bei 265O (Berl-Block) zersetzt sich der Farb- 
stoff unter Gasentwicklung. In Chloroform und Athe r  ist Ovoflavin bei 
jedem pi1 unloslich. Aus konz. waflriger Losung laat es sich durch B u t y l -  
oder Amy1 a1 ko  h o 1 und C yc  lo he  x a n  o 1 ausschiitteln. Farbstoff-Prapa- 
rate aus Hefe, Herz und Leber verhalten sich gleichartig. Das Verteilungs- 
Verhaltnis liegt in jedem Fall sehr zugunsten der waBrigen Losung. 

30 kg getrocknetes Eier-Albumin, entsprechend etwa 10000 Eiern, ent- 
halten mindestens 180 mg Farbstoff (colorimetrisch bestimmt nach der ersten 
Sdsorption an Fullererde) . Daraus sind 30 mg 3-ma1 umkrystallisiertes Ovo- 
flavin erhaltlich. 

Zusammense tzung:  Ovoflavin enthalt weder Schwefel noch Phosphor. 
l)ie fur C, H und N gefundenen Werte stimmen fur Praparate verschiedener 
Darstellungen noch nicht genau iiberein. Sie sind annahernd mit der Formel 
C,H,,N,O, vereinbar. Unter der Annahme, daB bei der gelinden katalytischen 
Hydrierung mit Palladium (s. u.) I Mol. Wasserstoff verbraucht wird, miissen 
jedoch 4 Stickstoffatome im Molekiil vorhanden sein. Danach kamen die 
Formeln C,,H,,N,O,, CIiH2,N,O, und ahnliche in Betracht. 

l )  I<. K u l i n ,  1'. (:)-6rgy 11. ' P h .  IVxgner-Jauregg,  B .  66, 317 i193;:. - bhnliche 
Fnrlxtoffe am Molke haben gleiclizeitig 1'11. E l l inger  u .  TI'. I i o s c h a r a ,  B. 66, 3 1 5  
-19,3;!, unter dein Sameti ,,J, yo  c h ro m e" 1)eschrieben. 
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Hydr ie rung :  I. 505 mg Ovoflavin wurden in 0.25 ccm n/,,,-NaOH ge- 
lost und mit 17 mg Palladiumoxyd (reduziert) in Wasserstoff bei 2 5 O  ge- 
schiittelt. Nach 10 Min. waren 95.8 cmn  Wasserstoff aufgenoinmen und 
\-ollkommene Konstanz erreicht. Unter Annahme der Formel C,,H,,N,O, 
sind I .03 Mole Wasserstoff aufgenonimen worden. Die griingelb gefarbte 
Losung nahm beim Schiitteln mit Luft ihre anfangliche, intensiv orange- 
gelbe Farbe wieder an. 

Hydriert man niit Platinosyd, so geht die Wasserstoff-Aufnahme weiter. 
Nach aufnahme von 3 Molen H, war die Losung vollkomnien entfarbt. Beim 
Schiitteln mit Luft kehrte die urspriingliche Farbe zuriick. 

Absorp t ions  sp  e k t  r u in : Ovoflavin stimmt 
spektroskopisch auffallend nahe iiberein niit einem 
Farbstoff C,,H,,N,O,, den 0. Warburg  11. W. Chri- 
s t i  an  z, atis der Farbstoff-Komponente eines gelben 
Osydations-Fermentes aus Hefe durch Belichten in 
alkalischer Losung gewonnen haben. 0. Warburg  
und W. Chris t i  an3) haben das ilbsorptionsspek- 
trum ihres Praparates in Chloroform-Losung ge- 
messen. Da unser Farbstoff in Chloroform unloslich 
ist, wurde zum Zwecke eines unmittelbaren Ver- 
gleichs der krystallisierte, chloroform-losliche Farb- 
stoff aus Hefe, fur dessen Gberlassung wir Hrn. 
0. Warburg  zu sehr grol3em Danke verpflichtet 
sind, auch in waflriger Lijsung licht-elektrisch photo- 
metriert4). Das Ergebnis des Vergleichs ist aus 
Figur I ersichtlich. 

A 200 3 

Fig. 1 .  Absorptionsspektreii der 0.005-proz. Losungen in Wasser. d = 0.508 cm. - Farbstoff aus Eiklar - _ - _  Umgelagerter Farbstoff aus Hefe. 

Die niasimalen molaren Estinktionskoeffizienten fur Ovoflarin x = 2.30/c x d 
log JojJ  betragen Linter .Innahme des Molekulargewichts 364 : 

A = 44G mp x 2.11  x 1 0 4  

A = 366 mp x = 1.75 x 104 

A = 267 m p  X = 8 . 5 X I O '  

2) Saturwiss. 20, 980 [1932]; Biochem. Ztschr. 257, 492 [19331. 
3 )  Biochem. Ztschr. 2.58, 496 [1933]. 
4 )  U'ir verdanken die Messnngen der Preundlichkeit 7-011 Hm.  K .  W. Hausser .  

3 i ' "  
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Fur die Chloroform-IAsung des Hefe-Farbstoffs ergibt die Messung von 0.  W a r  - 
burg  und W. Chr is t ian :  

h = 4 j 2  mp H 2 . 5 8 ~ 1 0 ~  
A = 350 m p  ic = I .94 x 1 0 4  

h = 270 mp ic == h . ~ G x i o *  

Das grune Fluorescenzlicht des Ovoflavins erstreckt sich von 500 mp 
bis uber 630 mp. Nach spektrographischen Aufnahmen liegt das Maximum 
der Intensitat bei etwa 565 mp.. Wie schon erwahnt, verschwindet die 
Fluorescenz auf Zusatz von Alkalien und Mineralsauren. Die damit ver- 

bundenen Anderungen des Absorptionsspektrunls sind 
in Figur 2 dargestellt. 

Alkal ien und  Sauren :  3.09 mg Farbstoff 
wurden in 10 ccm Wasser gelost und unter Zusatz 
von Phenol-phthalein mit n/,,,-NaOH nach F. Pregl  
titriert. Schon nach 0.02 ccm trat Umschlag ein. Fur 
I Aquiv. Alkali waren 0.90 ccni berechnet. Ovo- 
flavin besitzt danach keine frei titrierbare Carb- 
oxylgruppe. Die titrierte Losung wurde auf 33 ccm 
verdunnt und nach K j e l d a h l -  P reg l  mit 7 ccm 
30-proz. Natronlauge der Wasserdampf-Destillation 
unterworfen. Fur I Aquiv. Ammoniak waren 0.90 ccin 
n/,,-HCl (Methylrot) berechnet, verbraucht wurden 
0.00 ccni. Der Farbstoff ist somit kein Ammoniurn- 
salz und enthalt keine entsprechend leicht abspalt- 
bare Aminogruppes). Erhitzt man den Farbstoff 
mit n-Natronlauge zuin Sieden, so ist er nach 
1-2 Min. unter Entfarbung zerstort. 

\ 
\ 
\ 

0 3 
Fig. 2. Farbstoff aus Eiklar (Ovoflavin). d = 0.508 cm. 

- 0.00 j yo in 0.5-n. Salzsaure 0.005 % in 0.5-n.Natronlauge 

Im Gegensatz zur Empf indl ichkei t  gegen Alkal ien,  die eine Auf- 
spaltung des Molekuls bewirken, ist Ovoflavin gegen Minera lsauren  seh r  
bes t  andig.  Die Farbe bleibt bei Iz-stdg. Kochen init To-proz. Schwefel- 
saure unverandert. 

O x y d a t  ions-  und  Redu k t  i onsini tt  e l  : Die Bestandigkeit des Ovo- 
flavins gegen siedendes Bromwasser ist bereits erwahnt. Auch durch Kochen 

s, Auch die Prufung auf XH,-Gruppen nach v a n  S lyke  fie1 negativ aus. 
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niit starker Sa lpe te r sau re  oder Wassers tof fsuperoxyd,  sowie durch 
sa lpe t r ige  Saure  (Natriumnitrit + Eisessig) wird der Farbstoff nicht zer- 
stort. Zur Reduktion ist, auiger Hydrosulfit in soda-alkalischer Losung, auch 
Z inks t aub  geeignet, der die waigrige Losung des Farbstoffs beim Schiitteln 
entfarbt. Der Zinkschlamm lost sich in verd. Salzsaure farblos auf. Beim 
Schiitteln mit Luft bildet sich der Farbstoff zuriick. Auch die durch Hydro- 
sulfit entfarbten Losungen regenerieren den Farbstoff beim Schiitteln mit 
Luft. Versetzt man die waigrige Losung mit einem nicht zu groigen 'i;berschuB 
von Natriumhydrosulfit, so tritt beim Schiitteln mit Luft Gelbfarbung auf, 
die beim Stehen wieder verschwindet, um beim Schiitteln mit Luft wieder 
zuriickzukehren usw. Das Spiel erreicht erst mit dem Verbrauch des Hydro- 
sulfits sein Ende. Dieser Versuch besagt, daig das System Flavin +I,euko- 
flavin sauerstoff-ubertragend wirkt. 

Biologische Pri i fung:  In unserer vorlaufigen Mitteilungl) wurde die 
Moglichkeit erortert, daig das Vi tamin  B, zu Farbstoffen aus der Gruppe 
der Flavine in Beziehung steht, da es schon durch sichtbares Licht zerstort 
wird. An B,-arm ernahrten Ratten, welche die Grundkost von A. Bourquin  
und H. C. Sherman6)  erhalten, ist Ovoflavin in taglichen Mengen von 50 y 
vollkommen unwirksam. Verfuttert man gleichzeitig ebenfalls unwirksamen 
Hefe-Kochsaft, der mit Fullererde behandelt ist, so setzt Wachstum ein. In  
gereinigten Ovoflavin-Losungen ist danach eine Komponente des Vitamins B,, 
das sich als uneinheitlich erweist, enthalten. Gtwichtszunahmen in 21 Tagen : 
E = Uber das Silbersalz geieinigte Farbstoff-Losung aus Eiklar (pro die 
50-60 y Ovoflavin enthaltend) ; H = Hefe-Kochsaft, mit Fullererde behandelt 
(pro die 1-1.5 ccm konz.). 

E: bis 4 g, H:  bis 6 g, E + H :  bis 24 g. 
Pfoten und schuppiger Schwanz heilten nur bei Fiitterung von E+H,  

.A! nicht rnit E allein oder H allein. 

Dars te l lung .  
2 kg in der Kugelmiilile feingepulvertes Eier -Albumin  werden niit 

8 1 80-vo1.-proz. Methanol  24 Stdn. bei 30" geschiittelt. Nach dem Ab- 
saugen wird nochmals mit 6 1 80-proz. Methanol 12 Stdn. estrahiert. Die 
vereinigten Farbstoff-Ausziige befreit man weitgehend von Methanol durch 
Einengen im Vakuum auf 1~/ , -3  1. Zur Adsorption wird niit dest. Wasser 
auf 4500 ccm verdiinnt, mit 370 ccm konz. Salzsaure angesauert und rnit 
100 g Fullererde I Stde. geriihrt. Das Adsorbat wird in der Zentrifuge wieder- 
holt mit vie1 Wasser gewaschen, bis es kein Chlor-Ion mehr abgibt. Die 
Elution erfolgt durch I1/,-stdg. Riihren mit eineni Geniisch von 2400 ccm 
dest. Wasser, 600 ccm Methanol und 600 ccm Pyridin. Zuletzt wird noch 
mit etwas 50-proz. Methanol gewaschen. Elution und Waschfliissigkeit 
werden vereinigt und im Vakuum auf etwa 150-200 ccm eingeengt'), die 
dabei ausfallende Fullererde abzentrifugiert und mit Methanol gewaschen. 
Durch weiteren Zusatz des gleichen bis doppelten Volumens Methanol flockt 
man die noch kolloidal geloste Fullererde, wenn notig, unter Zusatz von 
wenigen l'ropfen Eisessig, aus. 

G, Journ. Amer. them. SOC. 53, g j O I  [ r g j r ] .  
7 )  I)ndurch wird prak t id i  nlles Pyridin tntfernt. 



580 K t i h ~ i ,  G y b r g y ,  Il'agner-.f a u r e g g .  [Jahrg 66 

Aus der im Vakuuiri eingeengten 1,osung werden durch Zusatz von 
Aceton farblose Begleitstoffe ausgefallt. Die vom Aceton im Vakuum be- 
freite Losung schiittelt man mit Ather aus, his neuer Ather nicht illehr gelb 
gefarbt wird, wobei die braungelb gefarbte, griin fluorescierende, waorige 
Losung vollkoinmen klar wird. Man versetzt diese nochmals niit Aceton, 
bis nichts mehr ausgefatlt wird, und lafit iiber Nacht stehen. Nacli dein 
Filtrieren engt man im Yakuum auf 20 ccni ein. 

Diese Losung wird iriit 6.5 g Fullererde 3 Stdn. geschiittelt. Die vom 
Adsorptionsmittel abzentrifugierte Losung ist noch gelb gefarbt. Die Fuller- 
erde wird niit wenig dest. Wasser gewaschen und zwecks Elution des Farb- 
stoffs mit einer Mischung von 40 ccin Wasser $- 20 ccni Methanol +- 15 ccin 
Pyridin z1I2 Stdn. geschiittelt. Zentrifugieren, auf 40 ccni einengen, mit 
Aceton versetzen und iiber Nacht stehen lassen. 

Die filtrierte Losung engt man ihm Vakuuin auf etwa 10 ccin ein und 
setzt 5-proz. Silbernitrat-Losung zu, his nichts niehr ausfallt. Der von der 
iiberstehenden, braunrot gefarbten Losung abzentrifugierte, rotbraun gefarbte 
Niederschlag wird mit kleinen Portionen 50-proz. Essigsaure so lange durch- 
geriihrt, his nur mehr wenig Farbe in Losung geht. Die vereinigten Losungen 
befreit nian durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom Silber, zentri- 
fugiert und engt die Losung im L-akuum fast zur Trockne ein. Die ausge- 
schiedenen Krystalle werden 3-ma1 aus wenig kochender 2-n. Bssigsaure 
umkrystallisiert. Ausbeute : 2 mg. 

Braunorange gefarbte, feine Kadeln, die zu kugeligen Drusen vereinigt 
sind und zwischen gekreuzten Nicols etwa gerade Ausloschung zeigen. Beim 
Erhitzen im zugeschmolzenen Rohrchen im Ber l -  Block farben sich die Kry- 
stalle ab 240O dunkel und zersetzen sich bei 265O. 

Zur .Inalyse wird im Hochvakuuni iiber P,Oj hei 1ooo getrocknet*). 
Agj  2.054 mg Sbst.: 3.965 mg C 0 2 ,  1.005 mg H,O, 0.016 mg Asche. - 1.00~3 IUE 

Sbst.: 0.133 ccm N ( 1 5 ~ .  760 mm). - B9) 2,743 mg Sbst.: 5.365 mg CO,, 1.30 mg H.?O, 
0.010 mg Asche. - 1.174 mg Sbst.: 0.152 ccm N (170, 757 mm). - C9) 2.081 mg S h t . :  
4.08 mg CO,, 1.00 mg H,O, 0.032 tng Ssche. - 1.402 mg Sbst.: 0.187 ccm N (zoo, 747 IIIIIIJ.  

C16H&406. Ber. C 52.7, H 5.50, 15.4. 
C I ~ H ~ O N ~ O ~ .  ,, 54.4. ) )  5.339 ,, 14.9. 

Gef. 53.06, 53.54, j4.30, ,, 5.52,  5.32, 5.46, 15.64, 15.24, 15.50. 

Colorimetrische Bestimmung des Ovoflavins im Stufen-Photometer (C. 2eis.s) : 
Konzentration der 1,osung == 0.005 yo. Schichtdicke 0.2,j.j cm.  Wellenlange 470 I I I ~  

(Parbfilter S 47). 
B 9 ) :  DurchlSssigkeit = 50.8yo; E = 1.18. 

C9) : = 53 .5%;  E = I .0j .  

Bei der Darstellung der Praparate hatten wir uns der eifrigen Unter- 
stiitzung durch Hrn. H. S t o c k e r  zu erfreuen. Der D e u t s c h e n  F o r -  
s c h u n g s - G e m e i n s c h a f t  danken wir fur iiberlassene Apparate. 

8, Bei weiterem Erhitzen auf rSo0 ( j  Stdn.) war keine Gewichtsahnalime mvhr 
festzustellen. 

9 )  A, B untl C sitid €'rlipctr,tte. die  in 1-erschiedeiien Atisiitzen rlargestellt wurdcii 


