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Konstantan-Thermopaar, das bei der Kondensation in den Kiihler und bei
der Destillation in das Rohr G des Kondensators eingesetzt wird.

In diesem Kondensator kann man 2001 des Roh-Paraffins reinigéen und
etwa 1001 des reinen Paraffins erhalten.

Abkiithlungs-Temp. | Temp.-Intervall

Paraffin Sdp. des fiir die Destillat.
Kondensators d. reinen Paraffins

Athan............ccveiiiinnn, —8g® ‘ —130° bis —150° | —g5° bis —85°
Propan................in —45° | —9g0® ,, —110°| —350° ,, —gq0°
Isobutan .............. ..., 1 —10° ‘ —350% ,,  —70° —15° ,, — 5°

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Vervollkommnungen des
Verfahrens von Sabatier und Senderens haben folgende Vorteile: 1) der
Verlust von 309%, Olefin ist beseitigt; 2) der Verbrauch von Brom, sowie die
umstindliche Absorption groBer Olefin-Mengen durch Brom scheiden aus;
3) die erhaltenen Paraifine sind frei von Olefin-dibromiden; 4) durch Reinigung
der Roh-Paraffine mittels tiefer Abkiihlung werden Produkte von 92-—94 9,
(statt von 809%,) Reinheit erhalten.

15. Oktober 1034.

34. Richard Kuhn und Friedrich Weygand: 6.7-Dimethyl-
9-l-arabo-flavin.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.]
(Eingegangen am 24. Dezember 1934.)

Unter den 8 stereoisomeren 6.7-Dimethvl-9-[tetraoxy-n-amyl]-
flavinen, deren Formeln auf Grund der Synthese von R. Kuhn und F. Wey-
gand!) fiir das natiirliche Lacto-flavin in Betracht kommen, 146t sich
an Hand des optischen Drehungsvermdgens eine engere Auswahl treffen.
Das natiirliche Lacto-flavin ist in n/,-Natronlauge links-drehend. Das
spezifische Drehungsvermégen [o]]) = —-115° stimmt fiir Praparate aus
Milch?), Leber®) und Luzerned) innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Das
synthetische 6.7-Dimethyl-9-l-arabo-flavin, das an B,-arm ernihrten
Ratten gute Wachstums-Wirkung zeigt®), ist nun, wie wir gefunden haben,
ebenfalls links-drehend. Polarimetrisch gepriift wurden 2 Priparate ver-
schiedener Darstellung, von denen das eine aus dem p-Toluol-sulfonsdure-
ester des 1.2-Dimethyl-4-nitro-5-oxy-benzols (I), das andere aus

1) B. 67, 1939 [1934].

2) R. Kuhn nach Messungen von Th. Wagner-Jauregg, IX. Congreso inter-
nacional de quimica, Madrid, April 1934.

3) R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, B. 67, 1770 [1934].

49 R. Kuhn u. H. Kaltschmitt, B. 68, 128 [1935].

3 R. Kuhn u. F. Weygand, B. 67, 2084 [1934].
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1.2-Dimethyl-4.5-dinitro-benzol (IT) durch Kondensation mit l-Arabin-
amin usw. bereitet war.

HaC\/\'/O -50,.CH; Hsc\r\rN()z
I. II.
H,C—">"NO, H,C—"~-">NO,

Das  svnthetische Tetraacetyl-6.7-dimethyl-9-l-arabo-flavin
krystallisiert aus verd. Essigsdure in goldgelben, regelmallig ausgebildeten
Prismen von gerader Ausloschung, die denjenigen des natiirlichen Tetra-
acetyl-lacto-flavins vollkommen gleichen. Absorptionsspektrum, Farbstirke
(Stufen-Photometer) und Fluorescenz (pr-Abhangigkeit), sowie das chromato-
graphische und photochemische Verhalten (Bildung von 6.7.9-Trimethyl-flavin)
sind gleichfalls zum Verwechseln dhnlich. Die folgenden Bestimmungen sind
wie bei Lacto-flavin mit der Tetraacetylverbindung ausgefiihrt, aber auf
freien Farbstoff umgerechnet:

Priparat 1. [a]} = (—0.10°x100):(0.079x 1) = —127°,

Priparat I1: [«]® = (—0.169x 100):(0.145 x 1) = —1100.

Das Drehungs-vermégen stimmt somit innerhalb der Fehler-
grenzen mit demjenigen des Lacto-flavins (—115% iiberein.

Eine N-Bestimmung des Pridparats II ergab: 1.691 mg Sbst.: 0.150 ccm N (199,
749 mm).

CosHyeN,Oyy (544.2). Ber. N 10.29. Gef. N 10.22.

Die l-Arabinose, von der unsere Synthese ausgegangen ist, dreht stark
rechts; der Ubergang zur starken Linksdrehung des Flavins vollzieht sich
bereits bei der Bildung des Il-Arabinamins, das schwach linksdrehend ist.

Die Ubereinstimmung des Drehungsvermégens zwischen dem syntheti-
schen und dem natiirlichen Vitamin wird bindende SchluBfolgerungen erst
gestatten, wenn die in Gang befindlichen Synthesen aus anderen Zuckern
erkennen lassen, wie weit die Stellung einzelner Hydroxylgruppen das Dre-
hungsvermégen und die Wachstums-Wirkung der entsprechenden Flavine
zu beeinflussen vermag. Nimmt man an, da@ die dem Chromophor am nichsten
stehende Hydroxylgruppe iiber den Sinn der Drehung entscheidet, so kommen
I-Arabinose, d-Xylose, l-Liyxose und d-Ribose in Betracht. Mit Sicherheit
auszuschlieflen ist d-Arabinose. Neben der I-Arabinose ziehen wir besonders
in Betracht die d-Ribose, wonach dem Lacto-flavin Formel III oder IV
zukdme.

_CO._-N._ _CH. _CH; CO_~N___CH._ _CH,
HN C ¢ C HN C C c
[ [ | I | i
ocC C C C ocC C C C
\—N=/\N/\CH/\CH3 SNFSN S \CH3
[ |
CH, CH,
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H—-C-OH H—C—OH
l |
I11. HO—C—H Iv. H-C-OH
HO—C—H H--C—OH

| {
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Das synthetische 6.7-Diniethyl-9-/-arabo-flavin (III) wurde in orientieren-
den Versuchen auf sein Kupplungs-Vermogen mit dem kolloiden Tréger des
gelben Ferments von O.Warburg und W.Christian gepriift. Als
kolloider Tréager dienten bis einschlieflich der Chloroform-Stufe nach O. War-
burg und W. Christian gereinigte Ferment-Priparate aus Hefe, aus denen
durch Dialyse gegen ganz verd. Salzsiaure nach H. Theorell®) die Farbstoff-
Komponente entfernt war. Es ergab sich, daf} solche Eiwei-Lésungen bei
neutraler Reaktion den Farbstoff nur zu einem sehr geringen Teil zu binden
vermogen?). In quantitativen Versuchen, die Hr. Th. Wagner-Jauregg
vergleichend mit Lacto-flavin ausgefithrt hat, ergab sich, dal} dieser geringe
Effekt durchaus unspezifisch ist®) und die katalytischen Wirkungen
(Hexose-monophosphorsiure, I-Apfelsiure), die zu erwarten waren, wenn der
synthetische oder natiirliche Farbstoff C,;H,,N,O4 die wirksame Gruppe des
gelhen Ferments im Versuch von H. Theorell$) ersetzt hitte, ausblieben.

Ganz neuerdings hat nun H. Theorell®) mitgeteilt, dall auch der aus
reinem (krystallisiertem) gelben Ferinent gewonnene EiweilBkorper (kolloider
Trager) mit Lacto-flavin nicht reagiert. Er hat entdeckt, dall bei der Dena-
turierung des gelben Ferments neben der Farbstoff-Komponente noch 1 Mol
Phosphorsdure auftritt. Die Vorstellung, dall im Lacto-flavin (Vitamin B,)
ein Pro-ferment!®) vorliegt, kann jetzt auch in Anbetracht der ergebnis-
losen Paarungs-Versuche mit dem kolloiden Trager in vitro bestehen bleiben,
wenn man annimmt, dafl nicht Lacto-flavin selbst, sondern eine Lacto-
flavin-phosphorsdure die ,wirksame Gruppe’ des Ferments darstellt,
Da im Tier-Versuch schon das Lacto-flavin als ,,wirksanie Gruppe** in Er-
scheinung tritt, ist anzunehmen, dal3 dem Organismus nicht nur die Paarung
dieses Vitamins mit einem Protein, sondern auch die Veresterung mit Phosphor-
sdure iiberlassen bleibt: Vitamin + Phosphorsiaure 4 Protein = Ferment.

Aus seiner Fntdeckung hat H. Theorell®) den Schlull gezogen, dal die
Wirkungsgruppe des gelben Ferments ein , Nucleotid™ ist!), in dem an
Stelle eines Purins das 6.7-Dimiethyl-alloxazin vorkommt. Dazu mochten
wir bemerken: 1) Auf Grund der von uns durchgefithrten Synthesen halten
wir es fiir ausgeschlossen, dafl dem gelben Ferment das 6.7-Dimethyl-alloxazin
zu Grunde liegt, und fiir bewiesen, daf die farbige Stammsubstanz das 6.7-Di-
methyl-iso-alloxazin = 6.7-Dimethyl-flavin ist. Der grofe spektroskopische
Unterschied zwischen Alloxazinen und Flavinen und die nahe spektroskopische
Ubereinstimmung zwischien den synthetischen Flavinen und dem gelben
Ferment lassen daran keinen Zweifel. Wiirde sich das Ferment vom Allox-
azin ableiten, so kénnte sich die zucker-dhnliche Seitenkette — wenn man nicht
ammoniumsalz-artige Bindung annehmen will — nicht in 9-Stellung befinden,
und sie miifite bei der Abspaltung des Proteins bzw. der Phosphorsdure erst
an diesen Ort wandern, was sehr unwahrscheinlich ist. 2) Im Gegensatz
zu den Nucleosiden 143t sich die zucker-dhnliche Seitenkette des Lacto-flavins

%) Biochem. Ztschr. 272, 135 [1934].
?) Dies wurde von R. Kuhn in einem Vortrag (Kolloquium des Kaiser-Wilhelmn-
Instituts, Heidelberg 26. Nov. 1934} demonstriert.

#) Nach Versuchen von Dr. W. Franke vermégen auch Legumin, Ricin, Kaninchen-
Serum, Insulin, Hefe-Nucleinsdure und andere Proteine nicht Lacto-flavin spezifisch zu
binden. ) Biochem. Ztschr. 275, 37 [1934].

10y R.Kuhn, Naturwiss. 21, 561 [1932]; Mitteill. d. Kaiser-Wilhelm-Ges. 2, 13 [1933].
11} Die Anfiihrungszeichen stammen von H. Theorell
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nicht hydrolytisch abspalten!?). Dieser grundsitzliche Unterschied schliefit
natiirlich etwaige genetische Beziehungen zu echten Nucleotiden nicht aus.
Vielleicht ist bei gelben Fermenten verschiedener Herkunft auch die noch
unbekannte Stellung des Phosphorsiure-Restes verschieden, wie bei den
Adenylsduren aus Hefe und aus Muskel.

Der Mangel an Hydroxylgruppen, welche {fiir die Veresterung der
Phosphorsiaure in Betracht kommen, macht es verstindlich, daB das syn-
thetische 6.7-Dimethyl-9-n-amyl-flavin!®) auch in Gaben von I100¥y
je Tag keine Wachstums-Wirkung an B,-arm erndhrten Ratten zeigt.

35. Richard Kuhn und Hermann Rudy: Uber die optische
Aktivitdt des Lacto-flavins.

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.]
(Eingegangen am 24. Dezember 1934.)

In neutraler wilBriger ILosung zeigt Lacto-flavin kein mefbares
Drehungsvermdégen, in alkalischer Losung ist es stark linksdrehend
(Th. Wagner-Jauregg). Fiir den Vergleich mit stereoisomeren
synthetischen Flavinen C,;H, N,O, ist es von Wichtigkeit, die optische
Aktivitat unter verschiedenen Bedingungen genauer zu kennen. Die folgenden
Messungen zeigen, daf} so wie in neutraler Lsung auch in 2-n. Schwefelsdure,
worin Lacto-flavin als Kation nicht fluoresciert, das Drehungsvermégen
unmefibar gering ist. In den ebenfalls nicht fluorescierenden alkalischen
Losungen!) wird maximale Links-Drehung beobachtet, wenn auf 1 Mol
Farbstoff 1 Mol Natronlauge oder nur wenig mehr trifft. Bei hoherem Alkali-
Gehalt nimmt das Drehungsvermégen wieder ab. Durch Ammonium-
molybdat (1 MoO,:1 Lacto-flavin in n/,;-NaOH) wird die optische Aktivitat
nicht verandert, durch Borax (halb-gesdttigt in n/,;-NaOH) aber in starke
Rechtsdrehung verwandelt. Die stark fluorescierende Losung in Eisessig
dreht ziemlich weit links. Es kommt also nicht nur auf den elektro-chemischen
Zustand des amphoteren Farbstoffs an, sondern in Ubereinstimmung mit der
Erwartung auch auf das Losungsmittel.

()l = (£0.01° x100):(0.169x 2) = 4 3% (2-n. Schweifelsdure),
(o) = (-20.01° x100):(0.211 x 1) = £ 5° (Wasser, n/;o,-NaCl},
[} = (—0.565°x100):(0.492 x 1) == — 1149 (n/,;-Natronlauge),
[a]dy = (——0.344°x 100): (0.492 x 1) = —70.5° (n/,;-Natronlauge),
[e]f = (—0.51,°X 100):(0.447 x 1) = —115° (n/,-Natronlauge),
[eddh = (—0.264°x100):(0.447 x 1} = —60° (n/;,-Natronlauge),
ldp = (—0.52,°x 100):(0.473 x 1) = —110.5° (n/;-Natronlauge),
[o)iy = (—0.28,9% 100):(0.473 x 1) = —60° (n/,-Natronlauge),
[o]B = (—0.326°x 100): (0.418 X 1) — —789 (1.4-n. Natronlauge),
ey = (—0.1459x 100): (0.418 x 1) = —34° (1.4-n. Natronlauge),
[eld = ( 0.56° x100):(0.227 x 2) = —123.5° (Molybdansiure)?),

12) R. Kuhn u. Th. Wagner-Jaunregg, B. 66, 1577 [1933].

13 R, Kuhn u. F. Weygand, B. 67, 1941 [1934].

1) Zur pg-Abhingigkeit der Fluorescenz vergl. R. Kuhn u. G. Moruzzi, B. 67,
888 [1934].

?) 22,656 mg Lacto-flavin + 10.665 mg Ammoniummolybdat (4 H,0) in 10 ccm
n/y5-Natronlauge.





