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144. Walter Koschara: Ober ein Lyochrom ausHarn (Uro-flavin). 
[Aus d. Pharmakolog. Institut d. Medizin. Akademie Diisseldorf.] 

(Eingegangen am 24.  Marz 1934.) 
Wenn man biologisches Material auf Lyochromel)  untersucht, so sind 

W asser -1,oslic h ke i  t nnd  Flu0  r escen z hinreichende E r  ken nun  gsme r k- 
male. Die Loslichkeit kann durch Bindung der Farbstoffe an einen hoch- 
molekularen Trager verwischt sein. Um die Lyochrome in das waBrige 
Bxtrakt zu bringen, ist es in solchen Fallen erforderlich, mit verd. Mineral- 
sauren den Farbstoff von seinem Trager abzulosen 2). Die Fluorescenz, deren 
Farbe und pH-Abhangigkeit ein untriigliches Beweismittel fur das Vorhanden- 
sein von Lyochromen bildet, kann vollig durch Begleitsubstanzen, vorneh-lich 
Farbstoffe, verdeckt sein. Fur diese Tarnung bildet der H a r n  ein aus- 
gepragtes Beispiel. 

Von den zahlreichen Harn-Parbs tof fen3)  sind nur das Urochrom, 
das Uro-erythrin und das Urobilin wesentlich an der Harnfarbe beteiligt 4 ) .  

Die iiber Urochrom mitgeteilten Ergebnisse weichen so stark voneinander 
ab, daR es sich empfiehlt, als ,,Urochrom" vorlaufig die Restfarbe zu be- 
zeichnen, die nach Abzug der bekannten Ham-Farbstoffe dem Harn ver- 
bleibt4). Es ist kaum ein Zweifel, daR dieses ,,Urochrom" sich als eine Reihe 
von Farbstoffen 5, entpuppen wird, deren gemeinsames Merkmal &re Wasser- 
Loslichkeit und Unloslichkeit in indifferenten Losungsmitteln ist. Die Schwie- 
Iigkeiten, die sich der Isolierung von Substanzen mit solchen Loslichkeits- 
Eigenschaften in den Weg stellen, sind bei den Lyochromen der Molke er- 
folgreich ubenvunden worden l) 'j). Es war reizvoll, die dort entwickelte 
Arbeitsweise auf den Harn anzuwenden, zunachst im Hinblick auf die ,,Uro- 
chrom"-Frage, vor allem aber um festzustellen, ob und in welchem MaWe 
die biologisch so wichtigen Lyochrome oder Lyochrom-Derivate in den Ham 
ubergehen. Es sei vorweg bemerkt, da13 das ,,Urochrom" durch Adsorption 
an Fuller-Erde in der bei den Lyochromen ublichen Weise nicht zu fassen 
ist'). Der weitaus groRte Teil der Harnfarbe bleibt bei Behandlung des 
Harns mit Fuller-E de gelost 8 ) .  

l) Ph.  El l inger  11. W. K o s c h a r a ,  B. 66, 315 [I933]. 
2, So u. a .  bei der Frauen-Milch: Ph.  El l inger  u. W. K o s c h a r a ,  B. 66, 808 [1933]. 
a) s. N e u b a u e r - H u p p e r t ,  Die Analyse des Harns, 11. Aufl. [1913], S. 1283; ferner 

E. Abderha lden ,  Handbuch d. biolog. Arbeitsmethoden, Abt. V, T1. 5, I, S. 513, so- 
wie die kritische Zusammenfassung in Olof  H a m m a r s t e n s  Lehrbuch der physiol. 
Chemie, 9. Auflage [1922], S. 587. 

4, L. Hei l rheyer ,  ,,Die Spektrophotometrie des Harns" in E. A b d e r h a l d e n ,  
Handbuch d .  biolog. Arbeitsmethoden, Abt. IV, T1 5, I ,  S 785. 

6, Ansatze zu einer praparativen Aufteilung des ,,Urochroms" bei: Hei lmeyer  
u. O t t o ,  Ztschr. ges. exp. Med. 74, 490 [1g30], sowieL. Hei lmeyer ,  Klin. Wchschr. 12, 
229 [1g33]. 6 ,  R. K u h n ,  P. Gyorgy  u. Th.  W a g n e r - J a u r e g g ,  B. 66, 317 [1g33]. 

') In  einer Mitteilung (Naturwiss. 21, 720 [1933]) berichten K. G. S t e r n  u. G. D. 
Grevi l le  iiber Versuche zur Isolierung der Harn-I,yochrome. Sie vergessen anzufiihren, 
da13 das Vorkommen von Lyochromen im Harn schon von Ph.  El l inger  u. W. K O -  
s c h a r a  (FuBnote I) festgestellt worden ist. Es ist sicher, da13 das Farbstoff-Konzentrat, 
das K.  G. S t e r n  und G. D. Grevi l le  aus Harn gewinnen, mit dem ,,Urochrom" nichts 
und mit einem Lyochrom nur sehr wenig zu tun hat. Vergl. die ahnliche Beurteilung 
der Arbeit von K. G. S t e r n  u. G. D. Grevi l le  durch Th.  Wagner-Jauregg  u. H.  Woll- 
s c h i t t ,  Naturwiss. 22, 107 [1934]. 

Das gilt fur essigsauren Harn. Nimmt man die Adsorption in mineralsaurer 
Losung vor, so wird um so mehr Farbstoff von der Fuller-Erde aufgenommen, je mehr 
Saure dem Harn zugefiigt wird. 
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Frischer Harn leuchtet im ultravioletten Licht (W 00 dsches Licht) 
kraftig blau bis blaugriin auf. Er 1aRt somit das Vorhandensein von Lyo- 
chromen nicht erkennen. Adsorption an Fuller-Erde und Elution mit Pyridin 
liefert schwarzbraune Farbstoff-Konzentrate, deren griine bis blaugriine 
Fluorescenz noch nicht fur Lyochrom-Gegenwart spricht. Diese kann auf 
zwei Arten dargetan werden : Die die Fluorescenz verdeckenden Substanzen 
werden von Kaliumpermanganat bei 00 so weit zerstort, daR die gelbgriine 
Farbe und Fluorescenz der neuen Farbstoffe nach Entfernung des Perman- 
ganat-merschusses hervortritt. Ferner kann die Entlarvung durch alkalische 
Photolyse geschehen, die chloroform-losliche Farbstoffe mit Lyochrom- 
Fluorescenz liefertg). War somit die Ex i s t enz  von Harn -F lav inen  ge- 
s i che r t  , so wuchsen die Schwierigkeiten bei ihrer praparativen Bearbeitung 
erheblich. Es erwies sich als notwendig, eine vereinfachte Arbeitsweise zur 
I so l ie rung  von Lyochromen zunachst an de r  Molke zu erproben. 

Dabei wird die bisher verwandte braunrote Fuller-Erde lo) durch eine 
hel lgraue Bleicherdel‘) von der gleichen Adsorptionskraft ersetzt12). Die 
konzentrierten und pyridin-freien Eluate der von der Bleicherde adsorbierten 
Molken-Farbstoffe werden nach Entfernung hochmolekularer Ballaststoffe 
durch Saure-Koagulation niit Ammoniuiiisulfat gesattigt. Die Lyochrome 
bleiben gelO~t2~). Es folgt eine Adsorption der Farbstoffe an Bleis~lf idl~) .  
Die Elution mit 5-proz. wal3rigem Pyridin liefert Farbstoff-Losungen, aus 
denen beim Konzentrieren ohne zusatzliche Reinigung das Lacto-f  lav in  dI4) 
krystallisiert. Der neue Isolierungsweg ist einfacher und .um 300 yo ergiebiger 
als der von Ph.  El l inger  und W. KoscharaL4) angegebenelj). 

Dieses Ergebnis bildete die Grundlage fur die Versuche zur I so l ie run  g 
der  Harn-Lyochrome.  Bei ihnen wird die Adsorp t ion  a n  Bleicherde 
und die E lu t ion  mi t  Pyr id in  wie bei der Molke ausgefiihrt. Die pyridin- 
freien Farbstoff-Konzentrate konnen durch E’allung mit Bleiessig stark auf- 
gehellt werden. I m  Filtrat der Fallung adsorbiert man die Farbstoffe an 
Bleisulfid. Die Bluate sind hellrotbraun gefarbt bei starker gelber Fluores- 
cenz im Wood-Licht. Sattigung mit Aminoniumsulfat la& auch die E‘arbe 
der Lyochrome hervortreten. Im Filtrat vom Ammoniumsulfat-Niederschlag 
werden die Adsorption an Bleisulfid und Elution wiederholt. Aber selbst 
die so gewonnenen, weit gereinigten Farbstoff-Losungen sind in groRerer 
Konzentration noch hellrot 16). Weder durch Aceton-Fallung, noch iiber 
Schwermetallsalze lieR sich eine weitere Reinigung herbeifiihren. 

s, 0. W a r b u r g  u. W. C h r i s t i a n ,  Naturwiss. 20, 980 [1932]. - Mit Hilfe tler 
gleichen Reaktioii weisen auch T h .  W a g n e r -  J a u r e g g  u. H .  W o l l s c h i t t ,  Naturl\-iss. 
22, 107 1x9341. Flavine im Harn nach. 

lo) R i e d e l - d e  Hae t i  A , - G . ,  Berlin. 
11) ,,Floridin“-Bleicherde XXF,  zu beziehen von H e r m a n n  Beiisniaii i i ,  Breniex. 

12) Die Bleicherde ist ausgezeichnet durch gleichniafiiges Korii und gutes S e d -  

13)  Sie kiinnen der Salzlosung mit Pyritliii quantitativ entzogen werden. 
la) P h .  ICllinger u. W. K o s c h a r a ,  B. 66, 1 4 1 1  “9341. 

S S F  bezeichnet einen Mahlungsgrad. 

metitieren. 

Noch hohere Ausbeiiten erzielen R .  K u h n ,  H. R u d y  u. T h .  W a g n e r - J a u -  
r e g g ,  B. 66, 1950 “9331, durch Reinigung von auf anderem Wege erhaltenen Farbstoff- 
Konzentraten mit  Hilfe des Thalliumsalzes. 

16) Erst  durch @inrnirkunji Ton Permangaiiat (s. 0.)  uiid %erstoren des uberschiissijien 
Permanganats mit Wasserstoffperosyd tri t t  die reine Lyochrom-Farbe hervor. 
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Die D a r s t e l l u n g  e i n e s  k r y s t a l l i s i e r t e n  L y o c h r o m s  a u s  H a r n  
ist erst gelungen mit Hilfe der c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  A d s o r p t i o n s -  
Analyse .  Dieses elegante Verfahren, das von T s w e t t  zuerst angegeben und 
dessen Leistungsfahigkeit insbesondere von R. K u h n  erwiesen wurde, ist 
\-or kurzem von A. W i n t e r s t e i n  und G. Stein17) naher beschrieben, aus- 
gebaut und in seinem Verwendungs-Bereich fur Substanzen in organischen 
Losungsmitteln unirissen worden. In der vorliegenden Arbeit wird die 
fruchtbare Untersuchungsmethode fur die Bearbeitung wal3riger Losungen 
gewonnen la). Dabei gestattet die Beobachtung des Chromatogramms im 
\V o o d-Licht ( Fluorescenz-Erscheinungen) eine scharfere Beurteilung, als sie 
im Tageslicht moglich ist. 

Da in den aus Harn gewonnenen Farbstoff-Konzentraten nach der 
2.  Bleisulfid-Adsorption noch ein Straul3 verwandter Stoffe vorliegt, ist bei 
der Herstellung des Chromatogramms ein mildes Adsorptionsmittel mit 
eineni schwachen Entwickler zu kombinieren. Bleiclierde und Methanol- 
Wasser-Pyridin-Geniische fiihren zu einer Trennung der Bestandteile. Aus 
der in1 Chromatogramm sich entwickelnden starksten Farbzone laat  sich 
ein krystallisiertes Lyochrom gewinnen. Es wird vorlaufig Uro-f l a v i n  ge- 
nannt. Aus 1700 l Manner-Harn werden rund 50 nig Uro-flavin gewonnenls). 
Gro-flavin krystallisiert aus Wasser in rotgelben Nadelchen, die zu wattigen 
Drusen vereinigt sind. Es schmilzt unter vollkommener Zersetzung bei 272O 
(unkorr., langsanies Erhitzen). Die Elementaranalyse fuhrt zu der Formel 
C,,H,,O,N,. Es zeigt alle Lyochrom-Eigenschaften. Ini Chromatograrnm er- 
weist sich Uro-flavin als einheitlich. Leider fehlen noch seine spektroskopischen 
Daten. 

Der Verg le ich  von  U r o - f l a v i n  in i t  L a c t o - f l a v i n  d zeigt im 
Krystallbild und Lyochroni-Charakter Ebereinstimmung. Der Schmelzpunkt 
des Lacto-flavins d (I-ma1 aus Wasser umkrystallisiert) lie@ bei 267-2680 zo) .  
Ebenda schmilzt auch ein Gemisch der beiden Farbstoffe. Der um 4O hohere 
Schmelzpunkt des Uro-flavins wird in mehreren vergleichenden Versuchen 
gefunden und komnit selbst den1 Roh-krystallisat zu. Die I'rufung im Chro- 
niatogranim lafit bei einem Gemisch gleicher Teile von Lacto-flavin d und 
Uro-flavin keine Differenzierung erkennen 21). Die F o r m e l n  von Lacto- 
flavin d (C,,HzoOiK4) 2 2 )  und Uro-flavin (C,,H,,O,N,) sind noch zu wenig 
gestiitzt, als da13 sie sichere Schliisse zuliel3en. Es scheint Uro-flavin von 
Lacto-flavin d verschieden zu sein. 

l i )  Ztschr. pliysiol. Cliem. 220, 247 .  Dort auch die iiltere J,iteratur. 
l a )  In der angefiilirten .irlieit sagen 1. I V i n t e r s t e i n  11. G .  S t e i n  iiber das Cliro- 

ni:itogramm wiil3riger Losungen lediglich : , .Iiiwieweit sich die T s w e  t t sche  Methode 
auch nuf wasser-losliche Yerbindungeii wird iihertragen lassen, haben wir iioch nicht 
niilier iuitersucht. 111 einem Fa11 konnten wir die .lnreiclierung eines wasser-loslicheii 
Farbstoffs a m  biologischem Material diirch .Idsorption an Talkiirn erzielen." 

19) T k r  €Inrn c n t h d t  weniger Lyochi-onie RIS die Molke 
?") l k r  1. c .  angejiebene Schmp. '70-2;zO wurde lx i  schnelleni Erhitzeii gefuiideii. 
" 1  Es ist ni6jilic11, dn13 hei geeigneter \\.ah1 von r\dsorptionsmittel nnd Entwickler 

die Treiinimg gelinjit . 
..) 1)ie 1:orrnel CI;HLU(IGSI fiir Lacto-flavin ( =  1,ncto-flavin d )  yon K .  K u h l i ,  

H. R u d y  11. T h .  \ \ ~ a g n e r - J n i i r e ~ : g ,  R .  66, 1950 :19.33;, ist stirlter jiesicliert nls die 
oben p i a n n t e .  
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In eingehender Priifung haben R. K u h n  und Th.  Wagner-  J a ~ r e g g ' ~ )  
die I d e n t i t a t  von Ovo-f lavin und  Lac to- f lav in  wahrscheinlich machen 
konnen. Sollte sich auch Uro-f lavin als identisch mit dem Milch-Farbstoff 
erweisen, so wird man dennoch nicht von ,,dem" Lyochrom oder ,,dem" 
Flavin sprechen konnen. Das natiirliche Vorkommen verschiedener Farb- 
stoffe von Lyochrom-Charakter 24) scheint neuerlich erwiesen durch die Er- 
fahrungen bei der chromatographischen Analyse der Ham-Konzentrate. Es 
treten regelmaig neben dem starksten Farbstoffring, aus dem man das 
Uro-flavin isolieren kann, noch drei Farbringe auf, die sich in wiederholten 
Chromatogrammen gut trennen lassen. Es besteht kaum ein Zweifel, daB sich 
jedem dieser Ringe ein besonderes Lyochrom zuordnen laBt, so daB diese 
Arbeitsweise insgesamt 4 Lyochrome im Ham aufweist 25). 

Die Lyochrome des Hams werden aus der Nahrung stammen. Die Be- 
deutung des Uro-flavin-Vorkommens wird gewiirdigt werden, wenn die Be- 
ziehungen zum Lacto-flavin klargestellt sind. Es ist femer geplant, die Ab- 
hangigkeit der Uro-flavin-Menge von verschiedenen Faktoren zu untersuchen. 
Dabei erlaubt die chromatographische Adsorptions-Analyse, die Lyochrome 
aus 100 ccm Harn in 2-3 Stdn. nicht nur sichtbar zu machen, sondem auch 
zu bestimmen. Es ist selbstverstandlich, daB die analytische wie die pra- 
parative Bedeutung des Chromatogramms sich nicht nur auf den Ham be- 
schrankt. So ist beispielsweise die Abtrennung reiner Lyochrom-Losungen 
aus Leber-Konzentraten rnit dem Chromatogramm-Verfahren glatt gelungen. 

Besehreibung der Versuche. 
a) Be r e i t un g d e r Ur o - f 1 a v in - K o n z e n t r a t e. 

Im Laufe von 24 Stdn. werden IOO 1 Manner-Harn in einem Ballon, der 
1.5 1 z5-proz. Salzsaure enthalt 26)); gesammelt und rnit z kg Bleicherde 10 Min. 
verruhrt. Nach 15 Min. hat sich die Bleicherde vollstandig abgesetzt. Die 
klare Losung abhebem. Den zuriickbleibenden Schlamm (8 1) auf der Nutsche 
absaugen, rnit 5 1 Wasser waschen und die Farbstoffe mit 10 1 40-proz. waiw- 
rigen Pyridins herauslosen. Die braunroten Eluate im Vakuum auf I 1 ein- 
engen. Die dabei auftretende Fallung (im wesentlichen Harnsaure) abtrennen, 
die schwarzbraune Mutterlauge rnit ZOO ccm einer ro-proz. Bleiessig-Losung 
versetzen und die braune, kasige Fallung absaugen. Das dunkelrote Filtrat 
nach Hinzufiigen von 50 ccm der Bleiessig-Losung rnit Schwefelwasserstoff 
sattigen. Bleisulfid abfiltrieren und mit Wasser gut waschen. Die Elution 
der Farbstoffe geschieht rnit 400 ccm eines Gemisches von 7 Tln. Methanol, 
2.5 Tln. Pyridin und I T1. Wasser. Wenn man mit dem Gemisch das Blei- 
sulfid erschopft hat, so zeigen die Oxydation einer Probe des Bleisulfids rnit 
konz. Salpetersaure und folgendes Abstumpfen mit Natriumacetat noch ganz 
erhebliche Mengen Lyochrome an. Setzt man die Elution mit dem oben ge- 
nannten Gemisch, dem 0.5 Tle. Eisessig zugefiigt sind, fort, so lost man jetzt 

''1 B .  66, I577 [1933]. 
24) vergl. P. G y o r g y  u. R. K u h n ,  Naturwiss. 21, 405 [1933;. 
23) Diese Farbstoffe haben nichts mit Lacto-flavin a-c (B. 66, 808 [19,33'*) zu tun.  

Die Einheitlichkeit der dort beschriebenen Verbindungen wird von R. K u h n  u. Th. Wag- 
n e r - J a u r e g g ,  B. 66, I 579 [1933], bestritten. Die Entscheidung sol1 durch chrornato- 
graphische Adsorption erbracht werden. 

26) Salzsaure Adsorption scheint etwas ergiebiger zn sein als essigsanre bei nller- 
dings vermehrten Begleitfarbstoffen. 



(1g34)] Koschara:  ober ein Lyochrom aus Harn (Uro-/lavLn). 765 

allen Farbstoff ab 27) .  Der fordernde EinfluB des Eisessig-Zusatzes bei der 
Elution der Lyochromel) tritt hier besonders scharf hervor. Der Eisessig- 
Effekt deutet an, daB es am Bleisulfid zwei Arten von aktiven Stellen gibt. 

,Die gesammelten Eluate, insgesaint 1000 ccm, einengen auf 100 ccrn und 
I 2 Stdn. mit Ather extrahieren. Schmutzigbraune Niederschlage abtrennen, 
die dunkelrote, klare Mutterlauge rnit Ammoniumsulfat sattigen, das lyo- 
chrom-gelbe Filtrat des entstehenden Niederschlags rnit 100 ccm Wasser ver- 
diinnen, mit 10 ccm 10-proz. Bleiessig-Losung versetzen und mit Schwefel- 
wasseratoff sattigen. Nach Waschen des Bleisulfids wird die Elution rnit 
200 ccm einer 5-proz. waBrigen Pyridin-Losung, der I ccm Eisessig zugesetzt 
ist, angeschlossen. Einengen der Eluate auf 30 ccm. 6 Stdn. ausathern. Da- 
bei fallen rotbraune Niederschlage 28), die abgetrennt werden. Die ausge- 
atherte, hellrote Farbstoff-Losung im Vakuum von Ather und durch Schwefel- 
wasserstoff von Spuren Blei befreien. Einengen auf 10 ccm. Diese Losung 
wird der chromatographischen Analyse unterworfen 29). 

b) C h r o m a t  o g r a ph  i s ch  e Adsorp t ion  s an  a 1 y s e v o n L y o c h r o ni - 
Losungen. 

Die Herstellung des Chromatogramms geschieht in der von Tswe t t  
beschriebenen Weise. Die sinnreiche Anordnung, wie sie in der Arbeit von 
A. Winters te in  und G. Stein1') angefiihrt wird, hat ihre groBen Vorziige, 
wenn die Farbzonen mechanisch getrennt werden. Entwickelt man jedoch 
bis zum Austritt der Farbringe (,,fliissiges Chromatogramm"), so ist die im 
folgenden geschilderte Anordnung einfacher : Ein gerader VorstoB (Durch- 
messer 31 mm) rnit eingeschmolzener Glassiebplatte und Rundfilter wird in 
3 Portionen rnit 15 g Bleicherde XXFll) trocken angefiillt. Jede Portion 
ist sorgfaltig und gleichmaBig festzustampfen (Glasstab rnit Korken). Man 
giel3t auf die 34 mm hohe Erdsaule vorsichtig ein Lyochrom-Konzentrat 
(40 ccm), das in der unter a) beschriebenen Weise aus 400 1 Harn erhalten 
worden ist. Nachdem die Erdsaule in ihrer ganzen Hohe durchfeuchtet ist, 
wird der VorstoB iiber eine Saugflasche an ein schwaches Vakuum ange- 
schlossen. Am oberen Rand der Bleicherde werden die Lyochrorne in 8 mm 
breiter Schicht fixiert. Gleichzeitig bildet sich in der Mitte des Rohres ein 
Farbring, der im Wood-Licht (ebenso wie der obere Farbstoff-Rand) durch 
grellgelbe Fluorescenz scharf hervortritt und schon rnit wenig Wasser durch 
die Saule wandert und austritt. Es spricht alles dafiir, daB es sich bei dem 
Lyochrom dieses Ringes urn einen besonderen Farbstoff handelt, der von den 
bisher bekannten Flavinen durch seine geringe Haftfestigkeit an Bleicherde 30) 
zu unterscheiden ist. Da reine Uro-flavin-Losungen diesen Farbring ini Chro- 
matogramm nicht zeigen, handelt es sich nicht um eine permutit-ahnliche 
Wirkung der Bleicherde. 

Die 8 mm breite Hauptschicht wird rnit 150 ccm Wasser gewaschen 
(Entfernung griiner und gelber Begleitfarbstoffe) und wandert dabei einige 

2;) DaI3 dabei etwas Blei in Losung geht, ist fur die Il'eiterverarbeitung belanglos. 
2*) Sie scheinen ahnliche Verbindungen zu enthalten, mie sie bei der Molke als 

29) Zuhilfenahme des Chromatogramms auf einer fruheren Stufe wird den -1rheits- 

30) In  saurer 1,osunp wird der Farbstoff besser fisiert. 

Lacto-flavin a-c heschrieben sind. 

gang wreinfachen konnen. 

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXVII. 50 
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Millimeter zur Rohrmitte 31). AnschlieBend eluiert man mit einem starken 
Entwickler, am besten mit 100 ccm einer 5-proz. waBrigen Pyridin-Losung. 
Die getrennt aufgefangene Lyochrom-Fraktion wird auf 10 ccm eingeengt 
und ein zweites Ma1 iiber Bleicherde filtriert: Rohr 27 mm; 15 g Bleicherde; 
Schichtbohe 46 mm. Das rnit Wasser auswaschbare Lyochrom tritt in diesem 
zweiten Chromatogramm nur ganz schwach a d .  Waschen mit 50 ccm 
Wasser. Dadurch Ausdehnung der Farbzone von 3 auf 7 mm. Elntwickelt 
wird rnit einem Gemisch von 3 Tln. Methanol, I "1. Wasser und I T1. Pyridin. 
Mit 250 ccm dieses schwachen Entwicklers werden 3 Lyochrom-Farbringe 
allmahlich scharf voneinander getrennt 32). Die Lyochrom-Konzentrationen 
der 3 Farbringe verhalten sich (Reihenfolge im Chromatogramm von unten 
nach oben) nacb roher Schatzung wie 6: 2 : I. Aus der I. und starksten Farb- 
zone gewinnt man nach Austreiben und Einengen der Fraktion auf 3.5 ccm 
waariger Losung das krystallisierte Uro-f lavin.  

Zur A n a l y ~ e ~ ~ )  wird das Uro-flavin noch 2-ma1 am Wasser umkrystalli- 
siert und bei 750 im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 3 Stdn. getrocknet. 

3.166 mg Sbst.: 6.175 nig CO,, I 480 mg H,O, 0.006 mg Asche. - 3.790 mg Sb3t.r 
7.410 mg CO,, 1.805 mg H,O, 0.007 mg Asche. - 3.060 mg Sbst.: 0.366 ccm N (zooB 
758 mm). - 2.946 mg Sbst.: 0.343 ccm N (zoo, 758 mm). 

CI,H,,O,N,. Ber. C 53.2, H 5.4. N 13.8. 
Gef. ,, 53.19, 53 33,  ,, 5.23, 5.33, ,, 13.90, 13.53. 

Der Notgemeinschaf t  de r  Deutschen  Wissenschaf t  sage ich fur 
die Gewahrung ekes Forschungs-Stipendiums meinen besten Dank. 

145. Yasuhiko Asahina und Yait iro  Tanase  : 

Proto-cetrarsaure und ihre Alkylather. 
Untersuchungen iiber Flechtenstoffe, XXXVIII. Mitteil. : Ober die 

[Aus d. Pharmazeut. Institut d. UniT-ersitat 'I'okyo.] 
(Eingegangen am 21.  MSrz 1934.) 

Wie Hessel)  richtig erkannte, kommt die Ce t r a r sau re  in Cetraria 
islandica Ach. nicht fertig gebildet vor, sondern ist aus der Fumar -p ro to -  
c e t r ar  s a u r e durch Alkoholyse hervorgegangen . Es ist weder Z o p f no& 
Hesse gelungen, die zugrunde liegende P ro to -ce t r a r sau re  rnit Sicherheit 
in der Natur nachzuweisen. Zopf2) vermutete aber, daB die von Hesse 
aus Ramalina farinacea erhaltene Ramal insaure  rnit Proto-cetrarsaure 
identisch ist. Vor kurzem haben Asahina und Yanagi ta3)  gezeigt, daB 
die Capr a rs  Pure aus Parmelia caperata nichts anderes ist als Proto-cetrar- 
saure. Gleichzeitig haben Asahina und Tukamoto*)  das Vorkommen 
der letzteren in Usnea montis Fuji M o t  y k a nachgewiesen. 

Wir haben nun Parmelia Zollingeri H6pp  aus Formosa, eine ansehnliche, 
tropische Blattflechte, chemisch untersucht und darin reichlich (12 %) Pro to -  
c e t r a r s a u r e ,  neben geringeren Mengen At ranor in  und einer Spur Leca-  

3 1 )  Uic Haftfestigkeit des 1:;irbrings steigt init dcin Reinlieitsgrad. 
3 p )  I)meben treten blaugrii-griin fluorescierende sclimale Zonen n u f .  
3 3 )  -\us,oefuhrt von \Veiler,  Charlottenburg. 
l )  Jnurn .  prakt. Chem. [z] 70, 458 [1904]. 
3, 1;. 66, 1217  [1933]. 

2, Zopf ,  Die Flechtenstofie, S. 176. 
') B. 66, 1 2 j 7  [1933]. 




