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25. R ichard  Kuhn und H a n s  K a l t s c h m i t t :  Isolierung von 
Lacto-flavin (Vitamin B,) aus Heu. 

[dus d .  Kaiser-Wilhelm-Institut fur medizin. Forschung, Heidelberg, 
Institut f i i r  Chemie.] 

(Eingegangen am 30. Xovember 1934.) 
Der Nachweis von F l a v i n  in grunen Blatternl) hat die Reihe der von 

R. W i l l s t a t t e r  und A. Stol12) genauer gekennzeichneten B l a t t f a r b s t o f f e  
(Chlorophyll a, Chlorophyll b, Carotin (p), Xanthophylle) um einen bemerkens- 
werten Vertreter bereichert , der dem Pflanzen-Physiologen die Bearbeitung 
neuer Fragen erschlieWt. Unsere bisherigen Beobachtungen zeigen, dai3 das 
F l a v i n  einen regelmaoig anzutreffenden Farbs tof f  a l le r  gr i inen B l a t t e r  
darstellt, und dao das Flavin im griinen Blatt zum groBten Teil an einen 
hochmolekularen Trager gebunden ist I), der ihm vermutlich Ferment-Eigen- 
schaften3) verleiht. Unbekannt ist noch, ob das F lavo-p ro te in  einen Be- 
standteil der Chloroplasten hildet, wie die Chlorophylle, oder ob es etwa im 
Zellsaft gelost ist; ob es an der Assimilation der Kohlensaure oder an der 
Atmung der Blatter beteiligt ist ;  ob das Mengen-Verhaltnis zu den assimi- 
latorischen Farbstoffen so konstant ist, wie es R. W i l l s t a t t e r  und A. Stella) 
fur die anderen Pigmente untereinander festgestellt haben ; ob und unter 
welchen Bedingungen sich dieses Verhaltnis verschiebt, und welche Bedeutung 
diesem Quotienten fur die grunen Blatter zukonimt. 

Uni die Bearbeitung dieser und anderer Fragen auf einen sicheren Boden 
zu stellen, hielten wir es vor allem fur erforderlich, die Re inda r s t e l lung  
von  F l a v i n  aus  griinen B l a t t e r n  durchzufiihren. Die Isolierung war 
noch aus einem anderen Grunde von Wichtigkeit. Das zunachst aus 1LI i 1 ch 4),  

spater aus I, e b e r 5, rein dargestellte I, a c t  o - f 1 av i  n , CI7HZON4O6, ist ein 
V i t a  mi n (B,) 6 ) ,  das vom Saugetier (Katte) nicht synthetisiert werden kann, 
sondern niit der Nahrung aufgenomnien werden muW. Es ergab sich somit 
die Aufgabe festzustellen, ob das von den griinen Pflanzen synthetisierte 
Vitamin B, unverandert in die Leber und Milch der Saugetiere gelangt7), 
oder ob es etwa im Tierkorper zunachst noch eine Umwandlung erleidet, 
wie die pflanzlichen Carotine bei ihrem abergang in das Vitamin A. 

Als Ausgangs-Material wahlten wir Heumeh l  (getrocknete Luzerne), 
xeil dieses Futter der Kiilie unmittelbar als Quelle fur das aus Kuh-Xilch 
isolierte Lacto-flavin in Betracht kam. Aus 103 kg Heumelil, die mit 1480 1 
Wasser ausgekocht wurden, konnten wir 10-15 yo der colorimetrisch erfal3- 
baren Flavin-Menge, namlich 50-70 mg, als Tetraacetylverbindung isolieren. 

l) R .  K u h n ,  Th .  W a g n e r - J a u r e g g  u. H. K a l t s c h m i t t ,  B .  67, 1 4 j z c  “9341; 
vorgetragm \-on R. K u h n  auf dem IX.  Congreso internacional de quimica pura y aplicada, 
Madrid, 7. April 1934; Th.  11-agner-Jauregg,  Ztschr. angew. Chem. 47, 318 [1934]; 
€1. v. E u l e r  u. E. Adler ,  Ztschr. physiol. Chem. 226, S7 [1g34]. 

z,  Untersuchungen uber Chlorophyll, Berlin 1913; R. W i l l s t a t t e r  u. A. S t o l l ,  
Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlensaure, Berlin 1918. 

3, 0. W a r b u r g  u.  JV. C h r i s t i a n ,  Biochem. Ztschr. 254, 438 [1932]. 
4, R. K u h n ,  P. Gyorgy  u.  Th .  Wagner-Jauregg ,  B. 66, 1034 [1933]. 
5, R. K u h n  u. Th .  W a g n e r - J a u r e p g ,  B. 67, 1770 [1934], 
‘j) P. Gyorgy. R. K u h n  u. Th.  Wagner-Jauregg ,  Naturwiss. 21, 560 [1933]. 
’) Es besteht die Moglichkeit, daR gewisse Saugetiere nicht auf Vitamin B, in der 

Nahrung angewiesen sind; denn die Milch mancher Tiere (Beispiel: Lowin) zeigt keine 
grune Fluorescenz. 0. GerngroS 11. M. S c h u l z ,  Milchwirtsch. Forsch. 6, 567 [1928]. 
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Die schon krystallisierende Verbindung zeigte in der elenientaren Zusammen- 
setzung, im optischen Drehungsvermogen, im Absorptionsspektrunl und in 
der Wachstums-Wirkung Ubereinstimmung mit Tetraacetyl-lactoflavin atis 
Milch. Damit ist hewiesen, daW das Lac to - f l av in  (Vitamin B,) - von 
seinem farblosen kolloiden Trager abgesehen - ein pf lanz l icher  F a r b s t o f f  
ist, der oline chemische Veranderung vom Saugetier in der Leber gespeichert 
und in der Milch ausgeschieden wird. 

Die allgemeine Verbreitung des Vita- 
mins B, in grunen Blattern, die wir fest- 
gestellt haben, fiihrt zu der Frage, ob dieses 
Pigment neben den bekannten Blatt-Farb- 
stoffen an der Assimilat ion der  Koh- 
lensaure  beteiligt sein kann. Tatsach- 
liches dariiber wissen wir nicht. Die vorlie- 
genden Erfahrungen iiber die Bedeutung 

Abbild. I : Absorptiorisspektrum des Tetraacetyl-lnctoflavins aus Heu 
in wal3riger I,&ung. 
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Abszissen: Wellenlangeii in mp. Ordiuaten: x = 1':- log ' ' 1  

des Vitamins R, ftir chlorophyll-freie Bakterien und fur Saugetiere scheinen 
die angefiihrte Moglichkeit nicht zii stiitzen und eher auf eine Betei l igung 
a n  der  P f  lanzen-  Atmung  hinzumeisen. Man kann aber rein rechnerisch 
priifen, ob die gewaltigen assimilatorischen Leistungen griiner Blatter iiber eine 
Zwischenstufe zustandekoninien konnten, die, wie das Vitamin B,, nur in 
ganz auflerordentlich geringer Konzentration zur Verfiigung steht. 

I kg frischer, gruner Blatter enthalt etwa 0.0005 g Vitamin B, und etwa 
2.0 g Chlorophyll (a + b). Das molekulare Verhaltnis der Farbstoffe ist 
annaherntl F l av in :  Chlorophyl l  = I : ~ 0 0 0 ~ ) .  Da I Mol. Chlorophyll 
nach R. W i l l s t a t t e r  und A. Stalls) unter giinstigsten Bedingungen bis zu 
3000 Mol. Kohlendiosyd je Stunde uinzusetzen verniag, iniiflten iiber I Mol. 
Flavin 3000 x 2000 = 6 oooooo Mol. COJStde. reagieren kiinnen oder 103 
(bis 104) Mol. CO, in I Sek. Diese groIje Zahl ist auch in Anbetracht eines 
komplizierten Mechanismus nicht unbegreiflich, wenn man hedenkt, da13 
hamin-artige Zellfermente, \vie Katalase und Perosydase, nacli R. K u h n ,  
1). B. H a n d  und M. Florkinlo) 105 Mol. Substrat in I Sek. umzusetzen ver- 

8 )  In etoilierten Blattern (Salat) fanden wir das Terhdltnis Flavin : Chloropliyll 

9, UntersuchunRen iiber die A%ssimilation der Kohlenslure, Berlin rgr8.11.  Abhandl., 

-. 

zugunsten des Flavins verschoben. 

s. 43. l o )  Naturwiss. 19, 7 7 1  j1931j. 
Berichte d.  D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXVIII. 0 
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mogen. Wir kommen somit zu dem Ergebnis, daS a u s  k ine t i schen  Griin- 
den  eine Beteiligung des Vitamins B, an der Assimilation der Kohlensaure 
nicht abgelehnt werden kann. 

c 

Beschreibnng der Versuche. 
103 kg Heumeh l  (kalifornische Luzerne; G. Moser, Mannheim) wurden 

in Anteilen von je 5 kg zunachst niit der 9-fachen, dann mit der 5-fachen 
Menge Wasser (insgesamt 1480 1) 1/4 Stde. zum Sieden erhitzt. Durch 
Absaugen auf einer Steinzeug-Nutsche erhielten wir I 270 1 braunen Koch-  
s a f t ;  der Riickstand war griin gefarbt. Der Kochsaft wurde mit 104 1 
konz. Salzsaure angesauert und unter Riihren mit 11.3 kg Fu l l e re rde  
versetzt. Das Adsorbat wurde rnit Wasser bis zur neutralen Reaktion (Lack- 
mus) gewaschen (Abdekantieren und Zentrifugieren) und zuerst mit der 
3-fachen, dann rnit der zl/,-fachen Menge Pyridin-Geniisch (I T1. Pyridin 
+ 4 Tle. Methanol -+ 5 Tle. Wasser) eluiert; bei der zweiten Elution wurden 
noch 0.3 Tle. Aceton hinzugefiigt. Wir erhielten 62 1 Eluat, das wir zur 
Ausflockung von Fullererde u. a. mit 84 1 Aceton verdiinnten. Das pyridin- 
haltige Filtrat versetzten wir mit 7.3 1 Vol.) 10-proz. Bleiacetat-Losung, 
wobei eine dunkle Fallung schwerloslicher Bleisalze (quercitrin-haltig) auftrat. 
Die iiberstehende Losung, die den groBten Teil des Flavins enthielt, war 
nur noch hellbraun gefarbt. Sie m-urde, nach Abzentrifugieren der Fallung, 
im Vakuum anf 10 1 (1/15) eingeengt. Die neuerdings Mar zentrifugierte 
Losung behandelten wir in Anteilen von je I 1 mit Schwefelwasserstoff. Ein 
gelber Farbstoff wurde vom Bleisulfid nicht niedergeschlagen. Die Zerlegung 
der rnit kalteni Wasser gewaschenen, flavin-haltigen Bleisulf id-Nieder- 
schlage 11) erfolgte durch 4-5-maliges Auskochen rnit Wasser, zuletzt unter 
Zugabe von I yo Essigsaure. Die so erhaltene, gelbe, griin-fluorescierende, 
waiWrige Losung (21  1) enthielt nach colorimetrischer Bestimmung 170 mg 
Farbstoff (als Lacto-flavin ber.). Zur weiteren Reinigung wurde nun an 400 g 
F r  a n ko n i t KL adsorbiert, das Adsorbat mit Wasser gewaschen und 2-ma1 
mit Pyridin-Gemisch eluiert (zuerst j Vol. Pyridin + 4.5 Vol. Wasser + 2.5 
Vol. Aceton + 8 Vol. Methanol; dann: 3 Vol. Pyridin + 5.5 Vol. Wasser + 2 
Vol. Aceton + 5 Vol. Methanol). Die vereinigten Eluate engten wir itn 
Vakuum bis zur beginnenden Triibung (Frankonit) ein und fallten mit dem 
doppelten Volumen Aceton. Der gelbe, flavin-haltige Niederschlag wurde 
abgetrennt und im Vakuum getrocknet, die Aceton-Losung im Vakuum zur 
Trockne verdanipft. Wir vereinigten den wasser-freien Riickstand mit dem 
getrockneten (frankonit-haltigen) Niederschlag und erhitzten kurze Zeit mit 
300 ccm trocknem Pyridin. Nach dem Erkalten setzten wir 30 ccm (1jl0) 
Ess igsaure-anhydr id  zu, lieBen 2-3 Stdn. stehen und erhitzen noch 
I Min. zum Sieden. Das erkaltete Acetylierungs-Gemisch lienen wir in eis- 
gekiihlte 2-n. Salzsaure eintropfen und gaben noch soviel Salzsaure nach, 
da13 die Losung eben kongo-sauer hlieb. Ausgeschiedener Frankonit wurde 
abzentrifugiert und das entstandene Acetyl-f lavin mehrmals mit Chloro- 
form ausgeschuttelt 12). Die vereinigten Chloroform-Ausziige (2.5 1) wurden 
griindlich mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Sie 
enthielten nach colorimetrischer Bestimmung 100 mg Farbstoff. 

Ph. E l l inger  u. W. K o s c h a r a ,  B. 66, 1411 [1933]. 
12) In der uaBrigen Phase blieb ein brauner Farbstoff zuriick. 
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Der braune Riickstand der Chloroform-Ausziige wurde zur chromato- 
graphischen Reinigung in alkohol-freiem Ess iges te r  gelost und durch eine 
Saule von aktivierteni Aluminiumoxyd (nach H. Brockmann)  filtriert. 
Entwickelt wurde mit Essigester. Zur Elution der intensiv gelben H a u p  tzone,  
die das Flavin-acetat enthielt, diente ein Gemisch von 80 Vol. Essigester 
.f 20 Yol. Methanol. Das Eluat wurde zur Trockne gebracht, in Essigester 
aufgenommen und einer n e ue  r l i  c h e n Ads o r p t i o n an aktiviertem Alu- 
miniumoxyd im Rohr unterworfen. Zur Entwicklung des zweiten Chromato- 
gramms diente wieder Essigester, der nunmehr eine Aufteilung des Farh- 
stoffes in z Zonen ermoglichte. Die obere, fester haftende Zone wurde rnit 
W ass  er  eluiert und das Eluat mehrmals mit Essigester durchgeschiittelt. 
Dabei blieb in der waBrigen Phase viel Farbstoff (verseiftes Flavin-acetat) 
zuriick. Die Essigester-Ausziige vereinigten wir mit dem aus der unteren 
Zone erhaltenen Acetyl-flavin. Die untere, leichter entwickelbare Zone des 
Chromatogramms wurde mit Essigester + Methanol 4 : I eluiert, das Eluat 
im Vakuum zur Trockne gebracht und der hellgelbe Riickstand (30 mg) 
a-ma1 aus absol. Alkohol, dann a-ma1 aus siedendem Wasser umkrystallisiert. 
Wir erhielten lange, gelbe Prismen, die zwischen gekreuzten Nicols gerade 
Ausloschung zeigten und bei 235' unt. Zers. schmolzen. Der Misch-Schmp. 
rnit T e t r a a c e t y 1 - 1 a c t  of 1 a v  i n aus Milch zeigte keine Depression. Beide 
Praparate stimmten auch in der elementaren Zusammensetzung und im 
optischen Drehungsvermogen iiberein. 

2.552 mg Sbst.: 5.18 mg CO,, 1.24 mg H,O. - 3.638 mg Sbst.: 0.328 ccm N (21~.  

757 mm). 
C,,H,,N,O,,. Ber. C 55.15, H 5.20, N 10.30. 

Gef. ,, 55.36, ,, 5.44. ,, 10.43. 
[a]g = (-0.210 x 100) : (0.25 x I )  = -84O (a/,,-Natronlauge), 
[a]$ = (-o.zIO x 100) : (0.172 x I )  = -122~ (auf freies Flavin ber.). 
Fiir Tetraacetyl-lactoflavin aus Milch fanden wir unter denselben Be- 

[CT]; = (-o.zoo x 100) : (0.25 X I)  = -80, (n/,,-Natronlauge), 
[a]K = ( - -0 .20~  x 100) : (0.172 x I) = -116~ (auf freies Flavin 6er.). 
Im Stufen-Photometer zeigte das Flavin-acetat aus Heu (0.573 mg in 10 ccm Wasser) 

in einer Schichtdicke d = 0.25 cm bei 470 my (Farbfilter S 47) eine Durchlassigkeit von 
49.4%. Daraus folgt E = 1.224. Fur eine 0.005-proz. Losung wurde E = 1.07 betragen. 

Die rnit Essigester-Methanol eluierte untere Zone des zweiten Chromato- 
gramms enthielt noch viel Farbstoff. Dieser lieB sich rnit Wasser eluieren. 
Durch Ausschiitteln rnit Essigester, wobei wieder freies Flavin in der waflrigen 
Phase zuriickblieb, konnten noch 17 mg Acetyl-lactoflavin gewonnen werden. 

Das aus Heu isolierte Lacto-flavin zeigt, wie das aus Milch dargestellte, 
an B,-arm ernahrten Ratten starke Wachstums-Wirkung. Uber den quan- 
titativen biologischen Vergleich soll an anderer Stelle naher berichtet werden. 

Hrn. H. S tocke r  danken wir fur seine eifrige und geschickte Mit- 
arbeit. Der Jus tus -L ieb  ig-Gesel lschaft  sprechen wir fur die Ge- 
wahrung eines Stipendiurns unseren besten Dank aus. 
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