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Tabelle 2.
- e —————re——
Dioxy-aceton Glucose : Fructose Galaktose
Sdure u. Konzentrat. 24 120 24 120 48 120 48 120
Stdn. Stdn. | Stdn. Stdn. |Stdn. Stdn. |Stdn. Stdn.
nf,-Schwefelsaure ........... 189, 26% |~ 12% |24% 25% | 2.8% 9%
n/o-Schwefelsaure .......... 0% 23% ! — 11%[15% 27% —  0.6%
n/yo-Schwefelsdure .......... 10% 26% : — 05%|13% 30% — 0.4%
Pn = 3.8 (Acetat-Puffer) ..... 9% 209% & — 1.7% 1 1.1% 7% —  1.2%
pr = 6 (Phosphat-Puffer)... | 119 30% | — 0.4%| — 2.4%| — 0.1%

7) ,,Lignin-Bestimmung‘ mit Methyl-glyoxal.

Von Hilpert!) ist darauf hingewiesen worden, dall bei der iiblichen
Lignin-Bestimmung dadurch Fehler entstehen konnen, dafl unter den hierbei
gebriuchlichen Bedingungen der im allgemeinen als Lignin angesehene Riick-
stand aullerdem auch Huminsduren enthdlt, wenn das Ausgangsmaterial
nicht frei von Hexosen oder Pentosen war. Bei Vornahme einer Lignin-
Bestimmung mit reiner Glucose erhielt er 0.9 %, Huminsdure. Wir fiihrten
deshalb auch mit Methyl-glyoxal eine , Lignin-Bestimmung’ durch, um zu
sehen, ob auch Drei-Kohlenstoff-Systeme, wenn sie in einer Substanz vor-
handen sind, deren Lignin-Gehalt durch Huminsiure-Bildung hdher vor-
tduschen, als er tatsichlich ist. Es wurden hierzu 3 g festes, gepulvertes
Methyl-glyoxal mit 150 ccm 72-proz. Schwefelsiure versetzt und in einer
Stopselflasche 48 Stdn. bei 15—20° aufbewahrt. Dann wurde mit I500 ccm
Wasser verdiinnt, kurz aufgekocht und filtriert. Es konnten 120 mg Humin-
sdure (d. s. 49, d. Th.) isoliert werden, womit sich die eingangs ausgesprochene
Vermutung bestitigt.

359. Richard Kuhn und Hermann Rudy: 6.7-Dimethyl- und
1.3.6.7-Tetramethyl-alloxazin.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.]
(Eingegangen am 1. Oktober 1934.)

Seit 1 Jahr sind in unseremt Institut verschiedene Umwandlungen des
IL,acto-flavins beobachtet worden, bei denen Verbindungen auftreten, die
offenbar der Alloxazin-Reihe angeho6ren. Ihre nihere Untersuchung wurde
zunichst zuriickgestellt, da es vorerst diejenigen Abbauprodukte aufzu-
kliren galt, die spektroskopisch und in der Hamstoff-Bildung bei der alkali-
schen Hydrolyse!) mit dem Lacto-flavin iibereinstimmen, die also noch Fla-
vine darstellen. Nachdem dieses Ziel durch die Konstitutions-Aufklarung
und Synthese des Lumi-lactoflavins erreicht ist?), bietet die Aufklirung der
anderen Wege des Abbaues keine sonderlichen Schwierigkeiten mehr. Die
wichtigsten Umwandlungen des Lacto-flavins, bei denen alloxazin-artigen
Verbindungen begegnet wurde, sind: 1) Die Abspaltung der zucker-dhnlichen
Seitenkette mit Hilfe von Bleitetracetat3) (Perjodsdure), 2) Die Spaltung

1} 0. Warburg u. W. Christian, Biochem. Ztschr. 258, 496, 263, 228 [1933];
R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 1577 [1933].

2) R. Kuhn, K. Reinemund u. F. Weygand, B. 67, 1460 [1934].

3) R. Kuhn, H. Rudy u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 1950 [1933].
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des Lacto-flavins durch Licht bei neutraler oder schwach saurer Reaktion3),
3) Die Einwirkung von Alkalien auf Lumi-lactoflavin, wobei u. a. ein methyl-
imid-freies ,,soda-16sliches Reaktionsprodukt auftritt4). Die Bildung dieses
Reaktionsproduktes haben wir bereits dahin erklirt?), dal es sich um eine
alkalische Entmethylierung des Lumi-lactoflavins handelt, die an den be-
kannten Ubergang von Pyocyanin in «-Oxy-phenazin unter ihnlichen Be-
dingungen erinnert. Daraus folgt unter Beriicksichtigung der von uns auf-
geklirten Konstitution des Lumi-lactoflavins (6.7.9-Trimethyl-flavins), daf
dem soda-l6slichen Reaktionsprodukt die Konstitution eines 6.7-Dimethyl-
alloxazins (I) zukommt.

CH,

H,C N NH H,C NN
' . _NH IL | N.CH
HSC/\/\I(\C6 H3C/\/\1Q'/\C6 3

Das 6.7-Dimethyl-alloxazin ist bereits synthetisch nach dem Verfahren
von O. Kiihling dargestellt worden®), doch wird nur angegeben, dal} es
,»sich im geschlossenen Réhrchen oberhalb 300° dunkel firbt, ohne bis 340°
zu schmelzen®, worauf sich natiirlich keine Identifizierung griinden 148t,
zumal auch eine Beschreibung der Krystallform und FElementar-analysen
fehlen. Zur Aufklirung der angefithrten Abbauprodukte des ILumi-lacto-
flavins beschreiben wir daher das synthetische 6.7-Dimethyl-alloxazin
genauver: Es stimmt in der Krystallform (gerade ausléoschende Nadeln), im
Absorptionsspektrum (s. Abbild.®)), in den Farbreaktionen (Farbvertiefung
mit Alkali, rote Zwischenstufe bei Reduktion in mineralsaurer Idsung), in
der blauen Fluorescenz (auch py-Abhéngigkeit) mit dem soda-16slichen Abbau-
produkt des I,umi-lactoflavins {iberein, zeigt aber wie dieses keinen scharfen
Schmelzpunkt. Dafiir 148t es sich leicht durch Diazo-methan?) in seinen
N-Dimethylather, das 1.3.6.7-Tetramethyl-alloxazin (II), verwandeln,
das einen guten Schmp. (252° korr.) besitzt. Um die Konstitution dieser
Verbindung auf einem unabhingigen Wege zu sichern, haben wir sie auch
durch Kondensation von I.z2-Dimethyl-4.5-diamino-benzol mit Di-
methyl-alloxan dargestellt und in allen Eigenschaften Ubereinstimmung
mit dem durch Einwirkung von Diazo-methan auf 6.7-Dimethyl-alloxazin
gewonnenen Produkt festgestellt (Misch-Schmp. 252°% korr.). Die Schmelz-
punkte und Misch-Schmelzpunkte der in 1.3-Stellung dimethylierten Alloxazine
erscheinen fiir die Identifizierung der Stammsubstanzen besonders geeignet$),
auch gelingt infolge der besseren Loslichkeit die Reinigung durch Krystalli-
sation leichter.

9 R. Xuhn u. H. Rudy, B. 67, 982 [1934].
5) X. G. Stern u. E. R. Holiday, B. 67, 1104, 1442 [1034].
8 vergl. R. Kuhn u. H. Rudy, B. 67, 892 [1934], Abbild. 3, S. 894.
7) R. Kuhn u. F. Biar, B. 67, 898 [1034].

8) Beispiel: Ein Gemisch von 1.3-Dimethyl-alloxazin (Schmp. 238%) und 1.3.6.7-
Tetramethyl-alloxazin (Schmp. 252°) beginnt bereits bei 218° zu schmelzen und ist
schon bei 229° klar.
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Aus dem ,,soda-l6slichen’ Spaltstiick

, des Lacto-flavins, das nicht gleich in ana-
\ lysen-reiner Form erhalten worden war9),
Il lieB sich jetzt durch Einwirkung von Di-
0 azo-methan nach R. Kuhn und F. Bar”)
| ein N-Dimethyliather gewinnen, der
\l in allen Eigenschaften (Schmp. und Misch-
Schmp. 252° mit dem synthetischen 1.3.6.7-

‘ Tetramethyl-alloxazin (I1I) iibereinstimmte.
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Daraus folgt in Ubereinstimmung mit der
bereits ausgesprochenen Erwartung?), da3
im ,,soda-16slichen‘ Spaltstiick 6.7-Dime-
thyl-alloxazin (I) vorliegt.
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Abbild. 1: 6.7-Dimethyl-alloxazin, C;,H;(N,O,.

in n/,-Natrinmcarbonat-Lésung (c = 1.04 X 10-* Mole/Liter, d = 0.508 cm).
— —— in Chloroform (909%, + 109, Alkohol) (c= 0.95 X 10-* Mole/Liter, d = 0.508 cm).

Beschreibung der Versuche.
6.7-Dimethyl-alloxazin.

3.32g I.2-Dimethyl-4-nitro-5-amino-benzol werden in eine Lo-
sung von 18 g Zinnchloriir (2H,0) in 40 ccm konz. HCI eingetragen, wo-
bei starke Erwarmung eintritt. Nach 5—10 Min. wird mit Wasser verdiinnt,
stark alkalisch gemacht und ausgeithert. In den getrockneten Ather leitet
man trocknen Chlorwasserstoff, wodurch das Chlorhydrat des 1.2-Di-
methyl-4.5-diamino-benzols quantitativ ausfillt. Nach dem Zentri-
fugieren und Verjagen des Athers wird in 50 ccm Wasser gelést und die
Losung von 4.36 g Alloxan (4H,0) in 50 ccm Wasser eingetragen. Nach
kurzem Stehen fillt das Alloxazin citronengelb aus. Aus 500 ccm Eisessig
krystallisieren 2.5 g (54 %, auf Diamin berechnet) analysen-reine Substanz
in langen, diinnen, zu Biindeln vereinigten Nadeln aus; den Rest gewinnt
man durch Verdiinnen der Mutterlauge mit dem gleichen Volumen Wasser
und Stehenlassen im Eisschrank. Die Substanz schmilzt nicht, sondermn ver-
farbt sich ab 335° langsam und ist bei 360° stark zersetzt.

4.454 mg Sbst.: 9.73 mg CO,, 1.72 mg H,0. — 2.131 mg Sbst.: 0.427 cem N (24°,
758 mm).

CH (N,O,. Ber. C 59.48, H 4.17, N 23.13.
Gef. |, 59.57, ,, 4.32, ,, 22.96.

1.3.0.7-Tetramethyl-alloxazin.
Aus 10 g Coffein wird nach Maly und Andreasch?) die Bisulfit-Ver-
bindung des Dimethyl-alloxans dargestellt. Der Niederschlag wird einmal

¥} Monatsh. Chem. 3, 92 [1882].
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mit geniigend Wasser gewaschen, in 200 ccm heiflem Wasser gelost und mit
dem Chlorhydrat von 2.7g (=15 Mol) I.2-Dimethyl-4.5-diamino-
benzolin 50 ccm Wasser versetzt. Die Kondensation findet statt, wenn man
auf dem Dampfbade stark einengt. Der hellgelbe Niederschlag wird mit
Wasser gewaschen und aus Eisessig unter Zusatz von Wasser umkrystallisiert.
Nach 3-maligem Umlosen schmiolz die Substanz bei 252°, weiteres Umkry-
stallisieren dnderte den Schmelzpunkt nicht.

4.210 mg Sbst.: 9.64 mg CO,, 2.01 mg H,0, — 2.068 mg Sbst.: 0.379 cecm N (24°,

755 mm). — 3.706 mg Sbst.: 6.58 mg AgJ1o).
C,,HyN,O,. Ber. C 62.20, H 5.22, N 20.73, CHg 11.11.
Gef. ,, 62.45, ,, 5.34, ,, 20.92, ,, 11.30.

Die Ausbeute kommt der Berechnung nahe. Das 1.3.6.7-Tetramethyl-
alloxazin krystallisiert in strohgelben, nahezu quadratischen, glitzernden
Téfelchen, die unter gekreuzten Nicols bunt leuchten und parallel zu den
Kanten ausléschen. In der Regel sind kleinere Téafelchen aufgewachsen ). Im
Gegensatz zur 6.7-Dimethyl-Verbindung gibt die Substanz kein Silbersalz.
Die stark verd., neutrale Losung fluoresciert vor der Quarzlampe himmelblau.
Durch Natriumhydrosulfit verschwindet die Fluorescenz, beim Schiitteln mit
Luft kehrt sie zuriick. Das nicht-methylierte Alloxazin verhdlt sich in dieser
Hinsicht gleichartig. Durch verd. Alkali verschwindet aber die himmelblaue
Fluorescenz nur beim 1.3.6.7-Tetramethyl-Produkt, und zwar itreversibel,
wihrend sie bei der 6.7-Dimethyl-Verbindung reversibel nach griingelb um-
schlagt.

Das aus dem soda-16slichen Abbauprodukt des Lumi-lactoflavins
durch FEinwirkung von Diazo-methan gewonnene 1.3.6.7-Tetra-
methyl-alloxazin gab bei der Analyse:

3.232 mg Sbst.: 7.40 mg CO,, 1.55 mg H,O0. — 1.883 mg Sbhst.: 0.339 cem N
(22°, 759 mm).

¢,,H,,N,0,. Ber. C 62.20, H 5.22, N 20.73.
Gef. ,, 62.44, ,, 5.37, ,, 20.80.

1) Nach R. Kuhn u. H. Roth, B. 67, 1458 [1934].

11) Mitunter erhdlt man die Substanz aus Essigsdure auch in feinen, gerade aus-
16schenden Nadeln. Unter o.2 mm sublimiert die Substanz bei 180—200° in glinzenden,
citronengelben Nadeln vom unverdnderten Schmp. 252° (korr.).





