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379. R i c h a r d  Kuhn und Kar l  Re inemund:  Ober die 
Synthese des 6.7.9-Trimethyl-flavins (Lumi-lactoflavins). 

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fur Chemie.] 
(Eingegangen am 23. Oktober 1934.) 

Nach der von R. Kuhn  und F. Weygandl )  aufgefundenen Flavin- 
Synthese haben R. Kuhn ,  K. Reinemund und F. Weygand,) das 6.7.9- 
Tr imethyl - f lav in  (V) synthetisch dargestellt und seine Identitat mit den1 
durch Abbau des Lacto-flavins enthaltenen Lurni-lactof l av in ,  C13H12N,0,, 
bewiesen. Die Identitat beider Verbindungen ist ausfiihrlich belegt worden 
durch die Schmelzpunkte und Misch-Schrnelzpunkte der natiirlichen und 
synthetischen Praparate von I) 6.7.9-Trirnethyl-flavin, 2 )  3.6.7.9-Tetramethyl- 
flavin, 3)  Oxo-carbonsaure C1,Hl2N2O,, 4) Sublimationsprodukt Cl1H,,N,O. 
Im folgenden beschreiben wir die Zwischenprodukte  de r  Syn these ,  
iiber die noch nichts Naheres niitgeteilt war. 

Besehreibung der Versuehe. 
a) I. z - D i m e t h y 1 - 4 - n i t  r o - 5 - t o  lu  o Is u 1 fa rn i d o -be n z o 1 (I). 

16.6 g Mol) 1 .z-Dimethyl-4-ni t ro-  j-amino-benzo13) und 
19.1 g Mol) p-Toluol-sulfochlor id  lost man in 40 ccni Py r id in  
(iiber Bariurnoxyd getrocknet) und erhitzt 4- j Stdn. unter RiickfluS (Chlor- 
calciumrohr) auf dem Darnpfbade. Die noch warme braune Losung wird unter 
Riihren in 700 ccm kaltes Wasser eingegossen, wobei die Toluolsulfonyl-Ver- 
bindung als rasch erstarrendes 0 1  ausfallt. Man verreibt griindlich und wascht 
auf der Nutsche wiederholt niit Wasser. Das gelbe Rohprodukt wird in 
IOO ccm siedendem Eisessig gelost. Beim Erkalten krystallisieren 28.5 -29.0 g 

H3C, ,,,NH .SO,. C7H7 "CH3 H,C, ,,/NH. CH, 
H3C\,/\,/ '.SO 2 7  C H 7 I 

I. 11. 111. 

(89-91 yo d. Th.) ~.z-Dirneth~l-~-nitro-~-toluolsulfamido-benzol, das nian mit 
etwas kaltem Eisessig wascht und auf dem Dampfbade trocknet. Durch 
starkes Einengen der Mutterlauge (auf des Vol.) erhalt man nur noch eine 
geringe zweite Krystallisation. Aus der griinstichig-gelben Losung in Eisessig 
krystallisiert die Toluolsulfonyl-Verbindung in schonen, citronengelben, an den 
Enden abgeschragten Prisrnen (Ausloschungsschiefe etwa IoO), die bei 150.5 
bis 15r0 (k. Th.) schmelzen. 

4.148 mg Sbst.: 8.56 mg CO,, 1.90 mg H,O. - 4.138 mg Sbst.: 0.320 ccm S (ZI', 

740 mm). 
C,,H,,N,SO, (320.1). Ber. C 56.23, H 5.00, N 8.75. 

Gef. ,, 56.28, ,, 5.12, ,, 8.74. 

B. 67, 1409, 1459 [19341. ,) B. 67, 1460 "9341. 
3, Dargestellt nach E. Noel t ing ,  G. T h e s m a r ,  B. 35, 628 [1902:. Der Schmp. 

der reinen Substanz liegt bei 140.5-14rO (kurzes Therm., E.  Noel t ing :  139-140'). 
Zuni Umkrystallisieren ist ein halftiges Gemisch von Methyl- und Athylalkohol (15 Tle. 
auf I T1. Xitro-xylidin) sehr geeignet. 
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Die Substanz ist in verd. Alkali mit gelber Farbe loslich, doch ist die Los- 
lichkeit bei 15-200 nur gering. 

b) I .z - D i met  h y 1 - 4 - n i t  r o - 5 - [ N - m e t h y  1 - to  1 u o 1s u 1 fa  mid o ] - 
benzol  (11). 

Je 5 g Toluolsulfonyl-Verbindung (I) werden niit 50 ccm n/,-Kalilauge4) 
iibergossen und auf 50-6oo erwarmt, wobei sich am Boden des Gefasses ein 
rotliches 01 bildet. Nun gibt man nicht zu langsam, in kleinen Anteilen unter 
lebhaftem Schiitteln insgesanit 17.5 ccni Dimethylsulf  a t  zu. Jedesmal, 
wenn der Farbumschlag nach milchig-hellgelb anzeigt, da13 die Losung sauer 
wird, gibt man etwas zo-proz. Kal i lauge  zu. Gegen Ende der Reaktion wird 
der Farbumschlag immer weniger deutlich, weshalb man zuletzt ofters mit 
Lackmus-Papier priift. Reicht die Reaktionswarme nicht mehr aus, uni die 
anfangliche Temperatur (50 -6oO) aufrecht zu erhalten, so erwarmt nian von 
Zeit zu Zeit wieder. In etwa 15 Min. sol1 die Methylierung beendet sein. 

Die methylierte Toluolsnlfonyl-Verbindung scheidet sich schon wahrend 
der Reaktion in fast farblosen Flocken aus, die durch iiberschiissiges Dimethyl- 
sulfat vorubergehend wieder zu einem 01 werden konnen. Nach beendeter 
Methylierung wird abgesaugt, mit Wasser gewaschen und noch feucht aus 
150-180 ccm siedendem Methanol, dem man in der Hitze vorsichtig einige 
ccm Wasser zusetzt, umkrystallisiert. Man erhalt so 4.5-4.9 g (87-94 % d. 
Th.) methylierte Toluolsulfonyl-Verbindung, durch Einengen der Mutterlauge 
bis zu 0.5 g weitere, etwas weniger reine Substanz. Zur Analyse wurde aus 
Methanol und 2-ma1 aus khylalkohol umkrystallisiert, wobei fast farblose 
(ganz bla13 strohgelbe) Nadeln erhalten wurden, die zu schonen Rosetten ver- 
einigt waren. Der Schmp. liegt nach wiederholten Krystallisationen aus 
Methanol und aus Eisessig bei 148,5-14g0 (k. Th.). 

4.264 mg Sbst.: 8.98 mg CO,, 2.05 mg H,O. - 3.933 mg Sbst.: 0.289 ccm N ( z I O ,  

740 mm) ' 
C,,H,,N,SO, (334.1). Ber. C 57.48, H 5.43, N 8.38. 

Gef. ,, 57.42, ,, 5.38, ,, 8.31. 
In verd. Alkali ist die methylierte Toluolsulfonyl-Verbindung unloslich. 

c) I. z - D i me t h y 1 - 4 - n i t  r o - 5 -met  h y 1 am in o - b e n z o 1 (111). 
22.2 g (2/30 Mole) methyl ie r te  Toluolsu l fonyl -Verbindung (11) 

werden mit einem Geniisch von 10.5 ccm Eisessig und 25 ccm konz. Schwe- 
fe l saure  I Stde. auf dem Dampibade erhitzt. Die erkaltete rotbraune Losung 
wird in 700 ccm kaltes Wasser gegossen, wobei das methylierte Nitro-xylidin 
in orangefarbigen Flocken ausfallt. Das mit Wasser gewaschene und ge- 
trocknete Rohprodukt (11.3 g, 94% d. Th.) wird aus 150 ccm absol. k h y l -  
alkohol umkrystallisiert. Man erhalt dabei glanzende, orangerote, rechteckige 
Tafelchen oder schmale Prismen, die bei 13g0 (k. Th.) schmelzen. 

4.220 mg Sbst.: 9.34 mg CO,, 2.52mg H,O. - 4.164 mg Sbst.: 9.215 mg CO,, 2.48 mg 
H,O. - 3.087 mg Sbst.: 0.417 ccm X (zoo, 740 mm). - 3.387 mg Sbst.: 0.457 ccm N 
{zoo, 741 mm). 

C,H,,N,O, (180.1). Ber. C 59.97, €I 6.72, N 15.56. 
Gef. ,, 60.36, 60.34, ,, 6.68, 6.66, ,, 15.33, 15.33. 

3 Methyliert man in der iiblichen Weise mit Natronlauge in der Kalte, so bleibt 
die Methylierung leicht unvollstandig. 
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d) I. z - Dime t h y 1 - 4 - a mi n o - 5 - met  h y 1 am in o - b en z o 1 (IV) . 
12.25 g 1.z-Dimethyl-4-ni t ro-  j -methylamino-benzol  (111) tragt 

man unter Umschiitteln in eine Losung von 75 g Zinnchloriir (SnCl,, z H,O) 
in 150ccm konz. Sa lzsaure  ein, wobei die Substanz unter Aufsieden in 
Losung geht. Zur Vervollstandigung der Reduktion erhitzt man noch einige 
Minuten auf dem Drahtnetz und gieBt noch warn1 in eisgekiihlte, carbonat- 
freie, iiberschiissige Natronlauge (zoo g NaOH in 350 ccm Wasser). Das dabei 
ausfallende Diamin wird sofort durch mehrmaliges Ausschiitteln in k h e r  
a~fgenommen~),  der k h e r  iiber Natriumsulfat getrocknet, auf etwa 100 ccm 
eingeengt und trockner Chlorwasserstoff eingeleitet. \‘on dem fast farblosen 

CH3 

IV. VI 

Dich lo rhydra t  (14.55 g, 96% d. Th.) wurden 0.5 g zur Analyse aus j ccm 
HC1-haltigem Alkohol umkrystallisiert. Die reine Substanz stellt farblose, 
breite Nadeln dar, die sich bei schnellem Erhitzen zwischen 180O und 185O 
zersetzen. 

4.291 mg Sbst.: 7.57 mg CO,, 2.66 mg H,O. - 3.385 mg Sbst.: 0.371 ccm N ( 2 0 ~ .  

750 mm). - 3.704 mg Sbst.: 0.408 ccm N (zoo, 749 mm). 
C,H,,N,,zHC1 (223.0). Ber. C 48.42, H 7 . 2 3 ,  N 12.56. 

Gef. ,, 48.17, ,, 6.94, ,, 12.60, 12.65. 

Die f re ie  Base C,H,,N, sublimiert unter 1-2 mm bei etwa goo (Luftbad) 
in schneeweiflen, breiten, dachformig abgeschragten Prismen, die mitunter 
facher-formig verwachsen sind. Schmp. 79-800. 

Die Losung des I .z-Dimethyl-4-amino-5-methylamino-benzols in Alkohol 
wird durch einen Tropfen sehr verd. Eisenchlorid-Losung tiefblau. Gibt 
man etwas a-nSalzsaure zu, so schlagt die Farbe nach smaragdgriin (bestandig) 
um. Die konz. waiSrige Losung des Dichlorhydrats gibt mit Ferrichlorid (Unter- 
schuB) eine tief smaragdgriine Farbung, die jedoch in wenigen Sekunden nach 
olive umschlagt. 

e) 6.7. g - TI i m e t h y 1 - f I a v i n (I, u m i - 1 a c t o f 1 a v in , V) . 
EineLosungvon 6.0 gdesDichlorhydratsvon IVwirdmit einerLosung 

von 6.4 g Alloxan-Tetrahydrat (10 % Uberschul3) in 25 ccm Wasser versetzt 
und 15 Min. auf 50-600 erhitzt. Der Farbstoff beginnt schon nach wenigen 
Minuten auszufallen, nach dem Erkalten wird abgesaugt und im Vakuum ge- 
trocknet. Das Rohprodukt wiegt 6.2 g (go % d. Th.). Zum Umkrystallisieren 
wird in 12 Tln. heil3er Ioo-proz. Ameisensaure gelost, der man zur Beschleuni- 
gung der Krystallisation noch etwas Aceton oder Methanol zusetzen kann. 
Das 6.7.9-Trimethyl-flavin krystallisiert aus Ameisensaure in seideglanzenden, 
gelben , sehr feinen, langen Nadeln, die Ameisensaure gebunden enthalten. 

j) Emulsions-Bildung lal3t sich durch Verdiinnen mit Wasser unschwer verhindern. 
I 
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Trocknet man 3 Stdn. unter 14 mm bei IOOO, so enthalten die Krystalle noch 
etwa ‘ I z  Mol Ameisensaure : 

4.235 mg Sbst.: 8.99 mg CO,, 1.67 mg H,O. - 4.097 mg Sbst.: 8.69 mg CO,, 1.70 mg 
H,O. - 2.355 mg Sbst.: 0.418 ccm N (zoo, 750 mn;). - 2.465 mg Sbst.: 0.437 ccm N 
(20°, 750 mm). 

zC,,H,,h’,O,,H.COOH. Ber. C 58.04, H 4.69, N 20.06. 
Gef. ,, 57.90, 57.85, ,, 4.41, 4.64, ,, 20.41, 20.38. 

Trocknet man 3 Stdn. unter I - z  mm bei 135’, so entweicht alle Ameisen- 
saure, und das 6.7.9-Trimethyl-flavin nimmt orangegelbe Farbe an (so 
wie die aus Eisessig krystallisierenden Produkte) . 

4.326 mg Sbst.: 9.68 mg CO,, 1.93 mg H,O. - 4.614 mg Sbst.: 10.25 mg CO,, 1.95 mg 
H,O. - 2.239 mg Sbst.: 0.433 ccm N (23O, 753 mm). - 2.170 mg Sbst.: 0.420 ccm N 
(23O. 753 mm). 

C,,H,,N,O, (256.1). Ber. C 60.91, H 4.72. N 21.86. 
Gef. ,, 61.03, 60.71, ,, 4.99, 4.73, ,, 22.10, 22.12. 

Das licht-elektrisch gemessene Absorp t ionsspe k t  rum ist mit dem- 
jenigen des natiirlichen Lumi-lactoflavins identisch. Ameisensaure hat sich 
auch bei anderen Flavinen als hervorragendes Krystallisationsniittel bewahrt. 

f )  A 11 ox  a n  y 1 - I. z - d i m e t h y 1 - 4 - a m  in o - 5 - met  h y 1 am in o -be n z o 1 (VI) . 
4.9 g I .z - D ime t h y 1 - 4 - am in o - 5 - met  h y 1 a m  in o - b e n z o 1 (IV) wurden 

niit 7.0 g Alloxan-Tetrahydrat6), jedes fur sich in absol. Alkohol, insgesamt 
70 ccm, gelost, bei 15--zoo vermischt’). Nach wenigen Minuten beginnt die 
Abscheidung des gelben Kondensationsproduktes, die man durch Aufbewahren 
im Eis-Schrank vervollstandigt. Man erhalt 8.3 g (93 yo d. Th.) getrocknetes 
Rohprodukt, das sich fast ohne Verlust aus 20 Tln. siedendem Eisessig um- 
krystallisiren laat. Die griinstichig-gelbe Substanz stellt schmale, gerade aus- 
loschende Stabchen dar, die unt. Zers. bei 25I -Z5Z0  (k. Th.) schmelzen. 

4.336 mg Sbst.: 9.00 mg CO,, 1.93 mg H,O. - 2.395 mg Sbst.: 0.424 ccm N (210, 

753 mm). - 2.191 mg Sbst.: 0.395 cm N (23O. 753 mm). 

C1,HI4N4O3 (274.1). Ber. C 56.91, H 5.14, N 20.43. 
Gef. ,, 56.61, ,, 4.98, ,, 20.37, 20.60. 

g) I -Met h y 1 - z - o x o - 6.7 -dime t h Y 1 - I. z - d i h y d r o - c h in o x a lin - 
3-carbonsaure  (VII). 

5.0 g Alloxanyl-~.z-dimethyl-~-amino-~-methylamino-ben~ol 
(VI) werden mit 150 ccm a-nSodalosung 3 Stdn. unter RiickfluB gekocht. 
Man filtriert und macht mit konz. Salzsaure kongo-sauer. Die ausfallende 

VII. VIII. 

6) u b e r  Nacht im Vakuum iiber Pentoxyd getrocknet. 
’) vergl. 0. Kiihl ing,  B. 39, 1324 [1906]. 

126. 
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hellgelbe 0x0-saure wird mit Wasser auf der Nutsche gewaschen und noch 
feucht aus 45 ccm siedendem Eisessig unikrystallisiert. Man erhalt 3.2 g 
(80 yo d. Th.) strohgelbe, abgeschragte Stabchen von gerader Ausloschung, die 
oft biischelig angeordnet sind. Rasch erhitzt, schmilzt die Substanz bei 214O 
(k. Th.) unter lebhafter Zersetzung (C0,-Abspaltung). Die synthetische 
p-0x0-saure stimmt in allen Eigenschaften iiberein mit der Verbindung 
C,,H,,N,O,, die R. Kuhn  und H. Rudys)  durch alkalischen Abbau des 
natiirlichen, R. Kuhn ,  K. Reinemund und F. Weygand,) durch alkali- 
schen Abbau des synthetischen Lumi-lactoflavins erhalten haben. Das aus 
unserer synthetischen Saure beim Erhitzen sich glatt bildende Decarboxylie- 
rungsprodukt C,,H,,N,O, das I -Me t h  yl-2 - 0x0-6.7-dime t h y l -  1.2 -d i -  
hydro-chinoxal in  (VIIIj schniilzt bei 176~. Es ist mit dem entsprechenden 
Abbauprodukt des natiirlichen und des synthetischen Lumi-lactoflavins nach 
allen untersuchten Eigenschaften identisch. 

4.193 mg Sbst.: 9.52 mg CO,, 2.02 mg H,O. - 4.308 mg Sbst.: 9.74 mg CO,, 2.07 mg 
H,O. - 4.090mg Sbst.: 0.426 ccm N ( z I O ,  7 j j m m ) .  - 3.935 mg Sbst.: 0.421 ccm N 
( 2 1 O ,  7 j2  mm). 

C,,H,,N,03 (232.1). Ber. C 62.04, H 5.21, N 12.06. 
Gef. ,, 61.92, 61.66, ,, 5.39, 5.38, ,, 12.01, 12.03. 

Nach den gegebenen Vor~chriften~) haben wir aus 16.6 g Mol) 1.2- 
Dimethyl -4-n i t ro-  j -amino-benzol  19.2 g (75 yo d. Th.) Lumi- lac to-  
f l av in  erhalten. Die Ausbeuten in den aufeinander folgenden Stufen betrugen 
92 yo, 96 yo, 94 Yo, 96 yo und 94 % d. Th. Aus I kg des Nitro-xylidins konnte 
man daher etwa 11 j o  g 1,umi-lactoflavin darstellen, wozu auf dem fruheren 
Wege die Verarbeitung von etwa 7 Millionen Litern Milch erforderlich ware. 

380. R ichard  Kuhn und H e r m a n n  Rudy: nber dio photo- 
chemiche Bildung von 6.7-Dimethyl-alloxazin aus Lacto-flavin. 
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fur medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fur Chemie.] 

(Eingegangen am 23. Oktober 1934.) 

DaB Vitamin B, (Lacto-f lavin)  schon durch sichtbares Licht inakti- 
viert (zerstort) wird, ist bereits wiederholt mitgeteilt wordenl). Dabei wurde 
besonders hervorgehoben, daB nicht nur in a lkal ischer  Losung, in der 
0. W a r b u r g  und W. Chris t ian2)  an der Farbstoff-Komponente des gelben 
Hefe-Fermentes die Bildung eines chloroform-loslichen Farbstoffs zuerst 
aufgefunden hatten, die Wirksamkeit verlorengeht, sondern daB auch in 
neu t r a l e r  und saurer  Losung das Vitamin B, schon durch blaues und 
violettes Licht zerstort wird. B. C. P. J ansen  und H. G. K. Westenbrink3)  
haben dies bestatigt und bestrahlte Hefe-Praparate fur die Grundkost von 
Ratten verwendet, die zur Bestimmung von Vitamin B, dienten. In einer 

*) B. 67, 892 [I9341. 
9) Die Methylierung des Nitro-xylidins ist in Anlehnung an Versuche mit o-Kitranilin 

von E. H. Usherwood u. M. A. W h i t e l e y ,  Journ. chem. SOC. London 123, 1069, u. 
zw. S .  1084, durchgefiihrt. 

l) R. K u h n ,  P. Gyorgyu.  Th .  W a g n e r - J a u r e g g ,  B. 66,317 [I933]; P. Gyorgy,  
R. K n h n  u. T h .  W a g n e r - J a n r e g g ,  Klin. Wchschr. 12, 1241 [1933]; R. K u h n ,  Journ. 
SOC. chem. Ind. 62, 981 [1g33]. ,) Naturwiss. 20, 980 [I932]. 

3) Acta brev. neerl. Physiol. 3, 167 [1933]; Ber. Physiol. 78, 591 [1934]. 




