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217. R i c h a r d  K u h n ,  P a u l  G y o r g y  und T h e o d o r  Wagner-  
J au  r e  g g : Ober Lactoflavin, den Farbstoff der Molke. 

L.2us (1. E;aisrr-~~ilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg 
11. aus d.  Kincler-I<liiiik der t'iiirersitiit Hcidelberg.] 

(Eingegangen am 2 0 .  Juni  1933.) 

Die Verbreitung des Vi t  a inins  B, ini Tier- iind Pflanzenreich zeigt, 
worauf wir hingewiesen haben l), auffallende vbereinstimmung mit der 
Verbreitung ge lbe r , gr  iin f 1 ti o r e s c ier  en d e r , w a s s  e r - los 1 ich e r F a r  b - 
s tof fe .  Von diesen haben wir das Ovof l av in .  den Farbstoff des Eiklars. 
krystallisiert erhalten und naher beschrieben 2 ) .  Um festzustellen, ob die 
von uns aufgefundene Empf ind l i chke i t  des  I ' i tarnins R, gegen s i ch t -  
b a r e s  L i c h t  auf der Farbstoff-Natur des Vitamins selbst beruht, muWte 
die Isolierung reiner Parbstoff-Praparate aus moglichst verschiedenem Arts- 
gangsinaterial und deren vergleichende biologische Priifung in Angriff ge- 
nomnien werden. 

Von der Intravital-Mikroskopie tierischer Organe ausgehend, die l-iel- 
fach gelbgriine Spontan-Fluorescenz erkennen lassen, sind Ph. E llin ge  r 
und W. Koschara3)  auf dieselben Farbstoffe gestoaen, zu denen tins die 
fortschreitende Konzentrierung des Vitamins R, gefiihrt hat. Ph. El l inger  
und W. Koschar  a haben als Ausgangsmaterial vor allem Molke verwendet, 
deren Farbstoff schon B. Bleyer  tind 0. Kal ln iann4)  zu isolieren versucht 
hatten. Nach ihrer vorlaufigen Mitteilung, die gleichzeitig mit der unsrigen 
zum Druck gegeben wurde, haben nunmehr Ph. El l inger  und W. KO-  
scha ra5 )  die genauere Beschreibung der Lyochrome  aus Molke mitgeteilt, 
die sie nach einer mit uns getroffenen Vereinbarung iiber die Noinenklatur 
als Lac to f l av ine  a, b und c unterscheiden. Diese Farbstoffe gehiiren nach 
der vorliegenden Beschreibung zweifellos mit dem Ovoflavin in dieselbe 
Gruppe. Sie sind charakterisiert durch Krystallform und Elementaranalysen. 
fur Lactoflavin a lie@ iiberdies eine Absorptionskurve vor. Lactoflavin a 
enthalt 21.60/~, b 31.9:/0 und c 31.3'); N, fur Ovoflavin haben wir dagegen 
nur I j. j yo N gefunden. 

Unsere Versuche, das Vi t amin  €3, a u s  Molken zu konzentrieren, 
wurden in Anlehnmg an die zur Verarbeitung von Eier-Albumin bereits 
mitgeteilten Vorschriften durchgefiihrt und haben zu einem F a r b s  t o f f - 
P r a p  a r  a t gefiihrt, das in K r  y s t a l l  f o r m , e le men t a r  e r Z u s a m in e n - 
s e t z u n g  u n d  Absorp t ionsspekt rurn  dein a u s  E ie r -Albumin  iso- 
l i e r t en  Ovof lav in  zum Verwechseln ahn l i ch  i s t .  Die Analysen, die 
wir nicht als endgiiltig betrachten, stimmen am besten auf die Forniel 
C,,H,,N,O,, wahrend wir fur Ovoflavin C,,H,,N,O,, C,,H,,N,O, und ahn- 
liche Formeln in Betracht gezogen hatten. Die Zersetzungspunkte bcider 
Farbstoffe (26 j o  bzw. 267,) stimmen ebenfalls auffallend iiberein, sind jedoch 
fur eine endgiiltige Identifizierung nicht ausreichend. 

Da8 unser Farbstoff-Praparat mit keineni der von Ph. El l inger  und 
W. Koscha ra  beschriebenen iibereinstimiiit und \-or allem im Stickstoff- 

I )  K. K u l i n ,  P. G p o r g y  11. T h .  I V a g n e r - J n u r e g g ,  C. 66. 31;  '1933..  
2 ,  K. K u h n ,  P. G y o r g y  11. T h .  \ V a g n e r - J a n r e g g .  B. 66, r9.i, . 
:') R .  tic, ,315 r193.31. 
4, I~iocheni. %tsc!ir. I-;,;, , j ~  ~ 1 ~ 2 5 '  ; clort die friiher? 1,iteratur. 
G )  13. titi, sos LIq.33;. 
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Gehalt von diesen stark abweicht, konnte darauf beruhen, da13 wir die A d -  
s o r p t i o n  des Farbstoffs an Fullererde in s t a r k  s a u r e r  Losung  (3'j0 HClj 
v-ornehmen und nicht bei neiitraler Reaktion. Bei unserer Arbeitsweise ist 
niit der Abspaltung von Farbstoff aus komplizierteren Vorstufen zweifellos 
zu rechnen. Fur die Anreicherung des Vitamins hat sich jedoch diese Ma& 
nahine als unbedenklich erwiesen. Die Farbstoffe voii Ph. El l inger  und 
1%'. Koscha r  a konnten, vorausgesetzt, daIj sie sich als einheitlich erweisen, 
den in der Milch urspriinglich vorhandenen entsprechen oder diesen jedenfalls 
noch nahestehen. Bin Praparat von Lactoflavin a, das tins die genannten 
Autoren zur Prufung iin Tierversuch iibergeben hatten, zeigte nach den1 
Auflosen in Wasser allerdings nur 10 yo der F a r b s t a r k e  unseres Lacto- 
flavins6). Uanach m a t e ,  vorausgesetzt, dal3 eine einheitliche Substanz 
vorliegt, die Bindungsart des Farbstoffs noch recht konipliziert sein. 

. \bsorp t i o t i s -Spek t rum:  Lactoflavin ist spektroskopisch dem Oroflai-iti7j 
auBerordentlich iiihtilich. Die Absorptionskurre (Fig. I ) ,  die wir der Ihnndlichkeit von 
Hrn. I(. W ,  H a u s s e r  verdanken, zeigt im Siclitbaren ein Maximum bei 44.j mp, das rot1 
.einer langwelligeren und einer kurzwelligeren Bande begleitet n-ird. Im nahen L-ltra- 
violett folgt eitie nur wetiig niedrigere Doppelbande (380 und 36j mp), an die sich die 
starkste Bande bei 265 m p  und eine etwas schwachere hei 220 mp anschliel3en. Abge- 
sehen voii dem kurzwelligsteii Maximum ( 2 2 0  mp), das beim Farhstoff aus Eiklar fehlte"), 

Fig. I .  Ahsorptionsspektrum des Lactoflai-ins in TVasser. 
(Das Molekulargewicht is t  zu 364 angenommen) . 

Abszisseti : Wellenlangen in m[p, Ordinaten : x. IO-:. 

sind die Absorptioiiskurven Ton 1,aetoflaviti und Oroflaviti fast zur Deckuiig zii bringen. 
Die maximaleti inolareti ~stinktiotiskoeffizienteii y. = 2.3o/c X d.log Jo'J (c iti Molen/Liter, 

6 ,  vergl. :inch die Xhsorptionskurve R .  66, 3r5  [1933]. 
7, vergl. die Absorptionskurren unserer Mitteilung B. 66, 5 T T f .  [14.33:, 
H, Hier ivurcle friiher nicht so weit gemessen. Sach neueren Messungen zeigen 

auch Ovoflarin niid das chloroform-l6.ilicl1e Flavin RUS Hefe eitie vierte -1bsorptions- 
baiide bei 220 my. 
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(1 in cm) sind fur Lactoflavin ein wenig hiiher und betragen unter .;lnnahnie des Mole- 
kulargewichts 364 : 

x = 2.40 x 104 

x = 2.15 x 104 

x = 7 . 8 ~ 1 0 ~  
x = 7.1 x 104 

= 41.5 m p  
-h = 36.5 m p  
1 = 265 m p  
i\ = 220 m p  

Wafirige Losungen von Lactoflavin fluorescieren intensiv griin. Auf 
Zusatz von sehr verd. Ammoniak oder von 2-n.. Schwefelsaure verschwindet 
die Fluorescenz reversibel, auf Zusatz von 2-n. Essigsaure bleibt sie bestehen . 
In der Empfindlichkeit gegen Alkalien und der Bestandigkeit gegen Mineral- 
sauren stimmt der Farbstoff aus Milch mit demjenigen aus Eiklar iiberein,. 
ebenso in der Widerstandskraft gegen Oxydationsmittel (Br,, HNO,, HNO,, 
H,O,) und der reversiblen reduktiven Entfarbung durch Hydrosulfit oder 
Zinkstaub. In Chloroform ist  auch Lactoflavin unloslich. 

Biologische Pri i fung.  
Lactoflavin ist an B,-arm ernahrten Ratten, welche die Grundkost 

von A. Bourqu in  und H.  C. She rmang)  erhalten, in taglichen Mengen 
von j o  y vollkommen unwirksam. Nach unseren ErfahrungenlO) sind jedoch 
in dieser Diat mindestens 2 verschiedene Faktoren in ungeniigender Menge 
enthalten, von denen der eine (farblose) sich in Hefe-Kochsaften findet, 
aus denen man die Flavine, z. B. durch Adsorption an Fullererde, entfernt 
hat. Die eingehende Priifung im Tierversuch unter Zusatz dieses Faktors, 
uber die gleichzeitig in den ,,Naturwissenschaften" 11) berichtet wird, hat 
ergeben, daf3 j y Lac to f l av in  p r o  T a g  u n d  R a t t e  bei gewichtskonstanten 
Tieren fiir normales Wachstum geniigen. Der krystallisierte Farbstoff stellt 
damit das w i r  k s  ams  t e b i she  r e r h  a1 t en  e Vi t amin  - B,-Pr a p  a r a t dar. 

Lyochrome u n d  Lipochrome.  
Zu den lebenswichtigen Farbstoffen, die der Organismus der Saugetiere 

mit der Nahrung aufnimmt, sind nunmehr aul3er den Lipochromen (Caro- 
tinen) auch die Lyochrome (Flavine) zu ziihlen. Die Gegeniiberstellung der 
wichtigsten Eigenschaften beider Farbstoff-Klassen fiihrt zu folgendem Bild : 

L y o c h r o m e  I, i p o c h r o m e  
Zusamniensetzung stickstoff-haltig 
Liislichkeit wasserloslich 
Farbe der Losungen gelb bis orange 
I%orescenz stark griinI3) 

stickstoff-frei 
unloslich in Wasser'*) 
gelb bis rot 
schwach gelb bis griin") 

y, Journ. Amer. chem. SOC. 53, 3501 [1931]. 
lo) B. 66, 576 [1933], u. zw. S. 579. 
11) P. G y s r g y ,  R. K u h n  11. Th.  W'agne r - Jau regg ,  Naturwiss. 21 [1933], im 

l h u c k .  
I ? )  Ausnahme : Crocine des Safrans, in denen die wasser-unloslichen Crocetine glu- 

cosidisch gepaart sind. In) pH abhangig. 
14) C a r o t i n  und Lycop in  sind in der Literatur als nicht fluorescierend beschrieben. 

Sach einer Untersuchung yon Hm. K. W. H a u s s e r  zeigen sie jedoch einwandfreie, wenn 
auch schwache F luo rescenz .  Das Fluorescenzspektrum steht zum Absorptionsspektrum 
jeweils im selben Verhaltnis wie bei den synthetischen Farbstoffen der Diphenyl-polyen- 
Keihe. 
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I, y o  c h r o m e 
Prosthetisch gebunden an Polysacrharid'j), Eiweill 
Sauren sehr bestandig 
Alkalien empfindlich") 
Oxydationsmittel sehr bestandig la) 

Biolog. Beziehungen zu 

Tagesdosis pro Katte 

Vitamin B, und Oxydations- 
fermenten 

5 y 1,actoflavin 

L i p 0  c h r o m  e 

sehr empfindlich 
bestandig 
sehr empfindlich I!') 

Vitamin A 

- 16) 

5 y I- oder y-Carotin. 
2 .  j y e-Carotin zo)  

Die Carotine sind Vorstufen des A-Vitamins (Pro-vitamine), die Flavinc 
verniutlich Vorstufen von Oxydations-fermenten (Pro-fermente) 21). 

D ar s t e l  lung. 
300 11,abmolke aus frischer Kuhmilch werden mit 24.6 1 kons. Sa lz -  

s a u r e  versetzt und mit 2.4 kg Fu l l e re rde  1'1~ Stdn. geriihrt. Man IaBt 
absitzen, hebert die uberstehende Fliissigkeit ab und wascht das Adsorbat 
so lange mit dest. Wasser, bis sich mit Silbernitrat kein Chlor-Ion tnehr 
nachweisen la&. Zur E lu t ion  wird ~ l / , S t d n .  mit einer Mischung von 
2.7 1 Pyridin, 2.7 1 Methanol und 10.8 1 dest. Wasser geriihrt. Man zentri- 
fugiert, engt die Elutionsfliissigkeit im Vakuum auf ein kleines Volurnen 
ein und bringt kolloidal geloste E'ullererde durch Zusatz des gleichen bis 
doppelten Volumens Methanol zuin Ausflocken z z ) .  Die abzentrifugierte 
Farbstoff-Ltjsung wird im Vakuum vom Methanol befreit und wiederholt 
niit A the r  ausgeschiittelt, dann mit dein 10-fachen Volumen Aceton versetzt 
und iiber Nacht stehen gelassen. Nach dein Filtrieren engeti wir iin Vakuum 
.auf 350 cciii ein und adsorbieren den Farbstoff erneut durch 3/4-~tdg. Schiitteln 
niit 42 g F r a n k o n i t  ,,K L". ALE dem mehrmals gewaschenen Adsorbat 
eluieren wir das Lactoflavin niit 75 ccm Pyridin + ZOO ccm Methanol -t 
100 ccm Wasser. 

Die zweite E lu t ion  wird unter 15 nim auf 75 ccin eingeengt, init z ccm 
Bisessig und 1000 ccni Aceton versetzt und nach Abzentrifugieren des aus- 
fallenden Niederschlags erneut im Vakuuin, diesmal bis auf 8 ccm, eingeengt. 
Wahrend des Einengens treten immer wieder farblose Fallungen auf, von 
denen abzentrifugiert werden muB. Die klare, konzentrierte Losung wird 
niit gesattigter Pikrinsaure-Losung versetzt, wodurch Kreatinin nnd 
andere Begleitstoffe ausgefallt werden, wahrend das Lactoflavin in Losung 
bleibt. Die Entfernung iiberschiissiger Pikrinsaure erfolgt durch Extraktion 

l j )  T h e  S v e d b e r g  LI. J .  B. E r i k s o n ,  Naturwiss. 21, j j o  [ r g j j j .  - Die zugrunde 
liegenden Stickstoff-Bestimmungen stammen von 0. W a r b u r g  und XV. Chris t ian .  

18) Xur in den Farbstoffen des Hummers, K. K u h n  11. E. L e d e r e r ,  B. 69, 488 
(19331, und anderer Crustaceen treten Lipochroirie als prosthetische Gruppen, an EiweiD 
gebunden, auf. 

17)  In  der Hitze erfolgt hydrolytische Spaltung nnter Ent fa rbuu~.  
1'1 Gegen \Vasserstoffsuperosyd, Brom, Salpetersiure auch in der Sieckhitze. Durch 

ChromsKure und Permanganat ist hbbau zu erzielen; vergl. Ph. El l inger  u .  11.. K O -  
s c h a r a ,  B. 66, 808 119331. 

19) Vielfach tritt an der Luft schon bei gewohnliclirr Tetnperatur Autosydation eiu. 
20) R. K u h n  11. H. B r o c k m a n n ,  Klin. Wochenschr. 12, 972 [1gj3:. 
21) R. K u h n ,  Xachr. Kaiser-Wilhelm-Ges. 2, 1 3  [Ig33], Beilage zu d. Naturwiss. 21. 
22) Die Elution der Molken-.Idsorbate hat Hr. H. S t o c k e r  ausgefiihrt. 
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:nit Aqther im Dunkeln. Engt man die ausgeatherte Losung im Vakuuni 
ein, so scheidet sich der Farbstoff krystallinisch ab. Zur Reinigung wird 
3-ma1 aus kochender 2-n. Essigsaure umkrystallisiert. Die Ausbeute betragt 
dann 6 mg. 

Lac to f l av in  stellt braunorange gefarbte, feine Nadeln dar, die mit- 
unter zu kugeligen Drusen vereinigt sind und zwischen gekreuzten Nicols 
e tya gerade Ausloschung zeigen. Beim Erhitzen im Ber l -  Block (zugeschmol- 
zenes Rohrchen) tritt von etwa 240° an zunehmende Dunkelfarbung und 
bei 2670 (korr. 2710) Zersetzung unter Sintern ein. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 100" uber Phosphorpentoxyd j Stdti. ge- 
trocknet. 

z..jz9 mg  Sbst.: 4.61 mg CO,, 1.14 mg H 2 0 ,  0.005 mg Asche. - 2.344 mg Sbst.: 
4.j7.j mg C 0 2 ,  1.15 mg H,O, 0 . 0 2 j  mg Asche. - 2.242 mg Sbst.: 0.299 ccm N (22O, 752 mm). 

C17HzoX406 (376) .  Ber. C 54.4, H 5.332 hT 14.9. 
Gef. ,, 53.98, 53.81, ,, 5.48, 5.54. ,, I j . 2 4 .  

C o lo  r i m e  t r i s e  h e  B e s  t i m m u n g  im Stufen-Photometer (C. Ze iss )  : Konzentrat. 
cler Losung (IVasser) = 0.005 yo, Schichtdicke = 0.2 j em, Wellenliinge = 470 nip (E'arh- 
filter S 47). Uurchlassipkeit = 51 yo, E I 1.17. 

Der Deu t schen  Forschungs-Genieinschaft  sprechen wir fur die 
vberlassung von Apparaten unseren aufrichtigen Dank aus. 

218. G. S c h r o e t e r : Uber die chemische Konstitution der Aldehyd- 
und Keton-Bisulfite (111. (vorlaufig.) Mittei1.l)). 

[Aus d.  Chem. Insti tut  d. Tierarztl. Hochschule Berlin.] 
(Eingegangen am ' 3 .  Jiini 1933.) 

H. J .  Backer  und H. Mulder  haben eine Arbeit ,,Derives acyles de 
l'acide amino-methan-sulfonique" 2, veroffentlicht, die sich mit unseren 
Arbeiten beriihrt. Die Autoren kommen zu dern Schlul3, dal3 die von Rein-  
k i n g 3, aus F o r m  a Id e h y d - b i s u 1 fit und Ammonia  k erhaltene Saure 
wahre Am in  o -me t  h a n  - su l  f o ns a u r  e ist, deren Bestandigkeit durch 
,Icylierung in der NH,-Gruppe (Ac .NH . CH, .SO,H) erhoht wiirde. - Wir 
haben. ausgehend von einer neu aufgefundenen Sulf o-ess ighydraz id-  
sau  r e , HO,S . CH, . CO . NH . NH,, eine Anzahl von Derivaten der wahren 
.%mino-methan-sulfonsaure, wie R,N .SO,. CH,. N:  CO, R,N .SO,. CH,NH. ,' 

und werden iiber die umfangreichen einschlagigen Beobachtungen an anderer 
Stelle eingehend berichten, sowie dort auch die Theorie erortern. - Nur zwei 
zu der Theorie in Beziehung stehende Beobachtungen mochten wir jetzt schon 
niitteilen: I) Die , ,Reinking-Saure",  wie wir die jetzige Amino-methan- 
sulfonsaure vorlaufig benennen wollen, titriert sich nach unserer Beobachtung 
init Phenol-phthalein und n/,,-Natronlauge scharf als einbasische Saure, 
was bei einer echten Amino-sulfonsaure ebensowenig der Fall sein sollte, 

CC>,C,H,, c,H,. o SO,. CH,. N : CO, co (NH. CH, .so,H), llsw., liergestellt 
' 

I )  vergl. B. 59, 2341 [1926!, 61, 1616 [192S!. 
z ,  Kec. Trav. chim. Pays-Bas 52, 454 [rg33j. .') B.  38, 1077  [19ojl 




