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58. Richard Kuhn und Hermann Rudy:
6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsaure.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Tnstitut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemije.]
(Eingegangen am 24. Dezember 1934.)

Die Synthese von Flavin-carbonsduren ist nicht nur in prapara-
tiver, sondern auch in biologischer Hinsicht von Wichtigkeit. Verbindungen
dieser Art, in denen die Carboxylgruppe am Benzolkern haftet, entstehen
bei der Oxydation des ILumi-lactoflavins mit Kaliumpermanganat nach
R. Kuhn, H. Rudy und Th. Wagner-Jauregg?), und es ist zu vermuten,
dafl derartige Carbonsduren auch im Organismus aus Vitamin B, durch
Oxydation der seitenstdndigen Methylgruppen gebildet werden. Das von
W. Koschara? im Harn aufgefundene Aquo-flavin, dessen Photo-derivat
in Chloroform nicht 16slich ist, kénnte vielleicht in diese Reihe gehéren.

In der vorliegenden Mitteilung beschreiben wir eine Carbonsiure, deren
Carboxylgruppe sich in der 9-stdndigen Seitenkette befindet.
Die Flavin-Synthese von R. Kuhn und F. Weygand?®) hat sich auch im
vorliegenden Falle bewilrt, doch war es notwendig, eine neue Ausfithrungs-
form des Verfahrens zu finden. Die Kondensation von 1.2-Dimethyl-
4-nitro-5-amino-benzol mit Brom-essigsdure zur 1.2-Dimethyl-
4-nitro-5-anilino-essigsdure (I) bot nach dem Vorbild von J. P1échl4)
keine Schwierigkeit. Die Reduktion zur Amino-saure (II}, die in schwach-
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saurer Losung mit Alloxan kondensiert werden sollte, liel3 sich aber nicht
ohne weiteres ausfithren, weil die gewiinschte Amino-sidure (II) in freiem
Zustande nicht bestidndig ist und unter Abspaltung von Wasser sofort in das
Lactam III {ibergeht, das mit Alloxan nicht melr unter Flavin-Bildung
reagieren kann. Wir haben nun gefunden, da@ sich diese Schwierigkeit um-
gehen 140t, wenn man die Nitrogruppe bei alkalischer Reaktion mit Natrium-
stannit reduziert und die alkalische Lésung in eine essigsaure Lésung von
Alloxan einlaufen 148t. Unter diesen Bedingungen tritt die Flavin-Synthese
in erfolgreichen Wettbewerb mit der Lactamisierung, und man erhdlt die
gesuchte 6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsdure (IV), die wir durch ihren
Methylester, der bei 2939 unter Zers. schmilzt, gekennzeichnet haben.

CH,.COOH CH,
H,C N N H,C N N
\\/\l/ \l// ~CO v ~TN 00
IV. . . | i
~~ ///‘\/’1\‘ H /‘\/‘\//\ _NH
H.C N CO H,C N CO
‘Tl;a), 1950 [1933]. 2) Ztschr. physiol. Chem. 229, 103 [1934].

3) B. 67, 1410, 1459, 1460 [1934]. 4 B. 19, 7 (1886].
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Die freie Carbonsidure ist in Wasser, nicht aber in Chloroform 16slich.
Sie spaltet, trocken erhitzt, Kohlendioxyd ab, wobei sie in I,bumi-lacto-
flavin (V) iibergeht. Es ist bemerkenswert, dall diese Decarboxylierung
sehr leicht auch photo-chemisch erfolgt, wozu diffuses Tageslicht gentigt.
Die 6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsiure ist in neutralen und schwach sauren
Losungen besonders licht-empfindlich. "Sie geht dabei teilweise in Lumi-
lactoflavin, zum groBeren Teil aber in 6.7-Dimethyl-alloxazin iiber. In al-
kalischer Losung ist die 6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsdure gegen Licht ver-
hiltnismaBig bestindig. Daraus folgt, daB diese Carbonsiure kein Zwischen-
produkt bei der photo-chemischen Bildung von Lumi-lactoflavin aus Lacto-
flavin sein kann, was, auf Grund der Versuche von H. Ohle?) (primire Ab-
spaltung von C; aus dem Tetraoxy-butyl-Rest), R. Kuhn und F. Bir®)
zur Diskussion gestellt hatten.

Die wasser-10sliche 6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsdure zeigt in
Mengen von 30—90 v je Tag an B,-arm ernidhrten Ratten keine Wachstums-
Wirkung. Dasselbe gilt fiir ihren Glycerin-ester, der durch Umsetzung
des Natriumsalzes mit «-Chlorhvdrin gewonnen und durch eine chloro-
form-lgsliche Diacetylverbindung gekennzeichnet wurde. Man erkennt
daraus, dafl die biologische Wirksamkeit des Lacto-flavins nicht nur darauf
beruht, daBl es durch die zucker-dhnliche Seitenkette in 9-Stellung wasser-
léslich bzw. unldslich in Chloroform ist, sondern dafl dem Tetraoxy-butyl-
Rest ein spezifischer Anteil an der Vitamin-Natur zukommt.

Beschreibung der Versuche.

1.2-Dimethyl-4-nitro-5-anilino-essigsaure: 15g Brom-essig-
sdure und 18 g 1.2-Dimethyl-4-amino-5-nitro-benzol werden —
analog der Darstellung von [o-Nitro-anilino]-essigsiure nach J.P16chl —
1 Stde. auf 130° erhitzt. Das aus den ammoniakalischen Ausziigen nach dem
Erkalten und Ansduern ausfallende Rohprodukt wird 1-mal aus Alkohol
umkrystallisiert. Ausbeute: 11.2 g. Der Schmp. von 2049 (korr.) dndert sich
bei weiterem Umkrystallisieren aus Alkohol und aus Eisessig nicht.

4.066 mg Sbst.: 8.03 mg CO,, 1.97 mg H,0. — 3.488 mg Sbhst.: 0.388 ccm N (200,
745 mm).

CyoH,pN,0,. Ber. C 53.55, H 5.40, N 12.50.
Gef. ,, 53.86, ,, 542, ,, 12.70.

6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsdure: 1l1g der 1.2-Dimethyl-4-
nitro-5-anilino-essigsiure werden in 200 ccm 2-n. NaOH gelost und zu
500 ccm einer 35 g Zinnchlorir (+2 H,0) enthaltenden Stannit-Ldsung
gegeben, wodurch die Farbe im Verlaufe von 15 Min. stark aufgehellt wird.
Die alkalische Losung wird nun in 3 Portionen zu einer Lésung von je 5 g
Alloxan in 200 ccm Eisessig und 20 cem Wasser unter Rithren langsam
zuflieBen lassen, wobei die Temperatur auf 50—60° gehalten wird. Das Ganze
wird mit 200 ccm konz. Salzsiure versetzt und mit 110 g Holzkohle
{Hiag) 1 Stde. gerithrt, bis der gesamte Farbstoff adsorbiert ist. Die Kohle
wird zundchst kalt, dann warm mit Wasser gewaschen (8—10-mal) und
der Farbstoff mit Pyridin-Methanol-Wasser-Gemisch eluiert. Beim Einengen
der Eluate auf 200 ccm krystallisiert das Rohprodukt in feinen Nadeln.
Ausbeute 4.4 g (kolorimetrisch sind davon 0.5 g Flavin-Farbstoff).

5} B. 67, 155 [1934]. §) B. 67, 893 [1934]
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Das Rohprodukt wird aus Alkohol und konz. Essigsdure umkrystallisiert,
dann durch mehrstindiges Schiitteln mit salzsdure-haltigem Methylalkoliol
in den Methylester ibergefithrt. Die Methanol Lésung wird in wiBrige
Natriumacetat-Losung gegossen, diese mit Chloroform ausgeschiittelt und
die gut getrocknete Chloroform-Losung an eine Siule von Aluminiumoxvd
adsorbiert. Entwickelt wird mit Chloroforni, eluiert mit Chloroform + 109/
Methanol. Der so chromatographisch gereinigte Methylester wird aus konz.

Essigsaure umkrystallisiert (3-mal). Schmp. 293°

75707 (korr.) unt. Zers.
2.724 mg Sbst.: 5.73 mg CO,, 1.15 mg H,O. — 2.065
mg Shst.: 0.322 cem N (20° 738 mm).
Cy:H,, N, O, Ber. C57.31, H4.49, N 17.83.
Gef. ,, 537.37, ,, 4.72, ,, 17.64.
50-70%——

Der Methylester kry-
stallisiert in biischelfér-
mig vereinigten, glinzen-
den, gelben Nidelchen.
Das Absorptionsspektrum

25109 ist in Abbild. 1. darge-
stellt. Die Substanz ist
gut loslich in Ameisen-
sdure, Eisessig und Chlo-
roforni, weniger in Alko-

N hol, fast gar mnicht in

200 Joo 400 S500m,e  Wasser, so dall bei der
Abbild. 1. 6.7-Dimethyl-flavin-9-essigsiure-methylester. Verteilungs - Probe  zwi-
Abszissen: Wellenlingen in mp. schen Chloroform und

. 2.30 I, Wasser aller Farbstoff

Ordinaten: » = = - log - in der unteren Schicht
Lésungsmittel: absol. Alkohol (10 %) + Chloroform (90 2). bleibt. Durch verd. Na-
d =0.114cmn. ¢ =7.3.10-% Mol /Liter. tronlauge, weniger leicht

durch Ammoniak erfolgt
schon bei 15—20° in kurzer Zeit Verseifung. Nach dem Ansduern mit
Essigsdure 1aBt sich dann kein Farbstoff melr mit Chloroform ausschiitteln.





