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Z u  s a 111 m e  nse t z 11 ng v o  n I, ig  n i  n I : 
C C 1 0 . 0 ,  H G.2, OCII, 16.7. 

Das schwach gelhlich gefarbte Filtrat vom .Riickstand I wurde unter 
Kiihlung mit Wasser verdiinnt , wobei sich weiLiliche Flocken abschieden, 
die ahzentrifugiert und ausgen-aschen i n d e n .  Nacli dem 'rrocknen wurde 
ein rijtliches Pulver erhalten, das den1 Lignin auBerlich sehr ahnlich ist. 
Ausbeuten 49--5O o{). 

E 1 e m  e n t a r  - z 11 s a m in e n s e t z u n  g a n  s 2 V e r su  c hs  - R e  i 11 en : 
C -17.23, 47.72, H 5.93, 6.25, OCH, .5.12, 5.19. 

C 47.06, H 5.88. 
C2SH38018 ,, 47.90, ,, 6.12, OCH, 4.95. 

l x r .  fiir: C,,H,,O, 

= 2 [2C,HI,0, -- H,Oj + CH,. 
Die Verbindung wurde in konz. Salzsaure gelost und hei gewohnlicher 

Temperatur entsprechend den Vorschriften der 1,ignimBestimniung beliandelt. 
Nacli kurzer Zeit schied sich ein dunkler, flockiger Niederschlag ab : 7.2 O&, 

bezogen auf das Ausgangsmaterial. Es lag auch hier nach der Zusaninien- 
setzung ein normales Lignin vor (Zahlen aus 2 Versuchs-Reihen) : 

C 61.14, 60.26, H 6.3, 5.93, OCH, 17.7, 20.9. 

Das schmach gelbliche Filtrat von den1 Cellulose-aiihydrid wird nocli 
naher untersuclit. Es hestelit zweifellos auch zum grol3ten Teil aus Kohle- 
hydraten, die den Rest des noch fehlenden Lignins liefern, der bei der Behand- 
lung des Ausgangs-Holzes hinterhleiht. 

Zur p a r t i e l l e n  H y d r o l y s e  o h n e  L i g n i n - B i l d u n g  wurden 0.93 g 
Buchenspane mit Salzsaure von d = 1.19 11/, Stdn. in der Kaltemischung 
behandelt. Ruckstand 0.5G65 g = (10.9 ?:, des Ausgangs-Holzes. 2. Versucli 
70 06 Ruckstand. Zusamniensetzung (2 Versuchs-Reihen) : 

C 49.44, 49.50, H 6.05, 6.03, OCH, 6.7, 6.87. 

Die gleiche Zusaminensetzung besitzt das Rotbuchen-Holz. 
C 49.05, 49.3, €1 6.11, 5.S, OCH, 6.2, 6.4. 

78. R i c h a r d  K u h n  und H e r m a n n  Rudy :  Synthetische 
Vitamin-B,-Phosphorsaure. 

[Aus d. Iiaist.r-T~ilhelm-Iiistitut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fur Chemie.] 
(Eingrgangen :mi 22. Januar 1935.) 

Der Feststellung von H. Theorel l l ) ,  dal3 im ,,gelben Ferment" von 
0. W a r b u r g  und W. C h r i s t i a n  die Farbstoff-Rornponente (Flavin) an 
Phosphorsaure gebunden ist, komnit nicht nur fur die Enzym-Forschung 
groClte Bedeutung zu. Sie ist niit Rucksiclit auf die Vorstellung von R. K u h n ,  
1'. Gyiirgy und T h .  Wagner-  Jauregg2) ,  wonach die Farbstoff-Roniponente 
des Ferments ein Vitamin (B,) ist, auch fiir die Lehre von cler Ernahrung 
bedeutungsvoll. Es bedarf jetzt der aberpriifung, 011 das Vitamin B,, dort 
ivo es in frei dialysierbarer Form angetroffen wird, als Phosphorsaure-ester 
vorliegt oder nicht, und 013 quantitative Unterschiede in der Wachstums- 
Wirkung z\ ikl ien Flavin und Flavin-phospliorsaure bestehen. Die Unter- 

1) Riochem. Ztschr. 07.5, 37, 466 [1934]. ?) B. 66, 1034 [1933]. 
"5* 
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scliiede in der Wachstums-Wirkung synthetischer Flavine3) konnten unter 
anderem auch damit zusammenhangen, daI3 sie im Organismus verschieden 
leicht mit Phosphorsaure verestert werden, ehe die Bindung an Eiweil3 erfolgt. 

Zur Prufung dieser und ahnlicher Fragen, soweit sie fur die Theorie 
der Vitamin-B,-Wirkung wiclitig erscheinen, haben wir die Dar s t e l lung  
von  Lactoflavin-phosphorsauren in Angriff genommen. Von Estern 
des Lacto-flavins ist bisher nur eine schon krystallisierende T e t  r aace ty l -  
v e r b  i n du  n g4) bekannt . Die Gewinnung eines Phosphorsaure-esters gelang 
mit Hilfe von Phosphorovychlorid in Pyridin. Nach Reinigung iiber das 
Silbersalz konnte als Natriumsalz eine I, a c  t o f 1 av in-  p hosp h o r s a u r  e , 
C;,H,,N,PO,, in orangefarbigen, kugelformigen Aggregaten radiar angeordneter 
Nadelchen erhalten werden. Die Stellung und die Einheitlichkeit der Stellung 
der Phosphorsaure ist nicht bewiesen. Nimmt man an, daI3 die durch Blei- 
tetraacetat nachgewiesene primare Hydr~xylgruppe~) bevorzugt reagiert, so 
ist das Formelbild I wahrscheinlich, das an die Konstitution der Muskel- 
Adenylsaure erinnert . 

Die Moglichkeit zu einer der H e  f e -  Adenylsaure vergleichbaren Lacto- 
flavin-phosphorsaure (etwa 11) zu gelangen , bietet vielleicht eine Mono- 
aceton-Verbindung des  Lac to- f lav ins5) ,  fur die vor allem die Konsti- 
tution 111 in Betracht kommt. 

CH2 CH, 

H.&.OH 

H.&.OH 
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3, Nach dem derzeitigen Stande der Tier-Versuche fiat das T w i i  X .  K~uIin 11. F .  TVey- 
g a n d ,  B. ($7, 1939, 2054 [1934], aiis 2-Arabinose synthetisierte F lnr i t i  etwa I/, dcr Wachs- 
tunls-\l'irknnji des natiirliclien 1,acto-flavins, w%llrend der eiitspreclirndie aus rl-Xylose 
syntlietisierte Fatbstolf mit LO y je '1'3s wirkungslos ist. 

R. 1<11hn, H. R u d y  11. Th.  TVagner - Jau reZg ,  I;. 64;, 1050 i1933j. 
6, R. I i u h n ,  Angew. Chem. 48, 23 119351. 
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Der aus Lacto-flavin selbst erhaltene Phosphorsaure-ester (Na-Salz) ist 
in der Farbe des festen Praparates, in der Farbe, sowie Fluorescenz der 
Losungen mit Lacto-flavin iibereinstimmend. Im elektrischen Feld (10 Milli- 
ampere, 220 Volt, pH = 7.17) wandert die synthetische Vitamin-B,-Phosphor- 
saure rasch anodisch in Ubereinstinimung niit der Wirkungs-Gruppe des 
gelben Ferments1) und im Gegensatz zu Lacto-flavin, dessen iso-elektrixhe 
Zone6) sich von etwa PH = 3 bis p4I = 9 erstreckt. Fur die folgenden 
Fallungs-Reaktionen dienten je 0.036-proz. Liisungen (auf C,,H,,N,O, ber.), 
die mit dem gleichen Volumen der Metallsalz-Losungen versetzt wurden. 

bas. 
PbAc, 

15--20° (Alkohol) NH, (ges.) ges. (40% A) (ges,) 
Nach Stehen iiber Nacht bei AgNO, TI,SO, HgCl, HgAc, CaAc, 

- - T - Lacto-flavin , . , . . , . . . . . . + + 
Lactoflavin-phosphorsaure + - __ + - + 

Eeschreibung der Versuche. 
Vitamin  - B - P ho sp  h o r s a u r e. 

05 nig Lac to- f lav in  werden in 35 ccm Pyr id in  durch Erhitzen gelost. 
In die eis-gekiihlte Losung werden 26.8 mg Phospl ioroxychlor id  (mit 
Pyridin verdunnt) zugefiigt. Nach 1-stdg. Aufbewahren hei O o  lafit man 
weitere 8 Stdn. bei 15---20° im Dunkeln stehen, wirft einige Stuckchen Eis 
hinein, fiigt wenig Na t r iumace ta t  zu und verdampft das Pyridin im 
Vakuum, wobei die Temperatur nicht iiber 50° steigen SOU. Das pyridin- 
freie Rohprodukt wird in 30 ccm Wasser mit wailhigem S i lbe rn i t r a t  ver- 
setzt. Uber Nacht @is-Schrank) scheidet sich ein rotes Silbersalz flockig ab. 
Es wird an der Zentrifuge mit ~ ~ a ~ r i g ~ a ~ o l i o l i s c h e r  Silhernitrat-Losung ge- 
waschen, in 20-proz. Essigsaure unter Zusatz von Natriuniacetat warm gelost 
und niit H,S zerlegt. Das Filtrat des Silbersulfids wird im Vakuum vor- 
sichtig zur Troche  verdampft, der Riickstand in 5ccm warmem Wasser 
unter Zusatz eines Tropfens 2-tz. Essigsaure aufgenommen, filtriert und mit 
dern 8-10-fachen Xol. Alkohol versetzt. Beini Stehen im Eis-Schrank kry- 
stallisiert in guter Ausbeute (50 mg) die Vi tamin-B, -Phosphorsaure  31s 
Nat r iumsalz  aus. 

Synthetische Flavine, die in 9-Stellung hydroxyl-haltige Seitenketten 
tragen, lassen sich in entsprechender Weise in Phosphorsaure-ester verwandeln. 

4.S99 mg Sbst.: 7.42 nig CO,, 1.757 mg H,O, 1.17 mg Asche. - 3.406 mg Sbst. :  
0.326 ccm N (763 mm, 21O). - 1.583 mg Sbst.: 0.209 mg P,0,7) (nnch Veraschen). -- 
0.658 mg Shst.: 0.101 mg P,O, (nach Veraschen). 

C,,H,,N,PO,Na. 
C,,H,,N,PO,Na,. 

Ber. C 42.66, H 4.22, N 11.72, P 6.52. 
Ber. C 40.78, H 3.84, W 11.20, P 6.3-1. 
Gef. ,, 41.31, ,, 4.01, ,, 11.14, ,, 6.00, (3.7’7. 

Die Farbstarke (x = 26.104 fur A = 445 nip) entspricht derjenigen des 
Lacto-flavins. 

8) R. Kuhn u. G. I I o r u z L i ,  B. 67, 888 [1934]. 
7)  K. 1,ohmann u.  I,. J e n d r a s s i k ,  Riochem. Ztschr. 178, 419 [1926] 
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Z u s a t z  a m  26. J a n u a r  1935: P r u f u n g  auf k a t a l y t i s c h e  W i r k u n g e n  
(Th. W a g n e r - J a u r e g g  und E. F. Mol le r ) .  

In dem von 0. W a r b u r g  und W. C h r i s t i a n 8 ) ,  sowie von 
H. Tl ieorel lg)  angewandten Ferment - System wurde die synthetische 
Vitamin-B,-Pliosphorsaure nach der Metliylenhlau-Metliode gepriift. 

0.5 com m/, ,-Neuberg-Ester (Kaliumsalz) + 0.5 ccm Znischenferment in m/loo- 
Katriumbicarbonat + 0.2 ccni Coferment I + 0.4 ccm Protein (aus galbem Perrnent 
d u r A  Abspaltung der Wirkungs-Gruppe; 10-proz. Losung eines mit Chloroform ge- 
reinigteu Praparates). D a m  kam 0.1 ccm 0.03G-proz. Losiing ron  L a c t o - f l a v i n  
bzw. L a c  t o  f l a v i n  - p h o s p h o r s  Pure  (Na-Salz) von gleiclieni Farbstoff-Gehalt. Die 
Entfarb~uigs-Zeiten (350) des Methplenblaus (1 : 5000; 0 . 5  ccm) waren : 

ohne Flavin-Zusatz . . . . . . . . . . . . . .  37 Mix. 62 Min. 
Lacto-flavin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  37 Min. 60 Min. 
Lactoflavin-phosphorsaure . . . . . . . .  20 Min. 32 Min. 

h'u hn , K I( b t  sc  72, ) T I  i t  t .  
---___-______--- __ _____ 

Im Gegensatz zuin Lacto-flalrin bewirkte soinit der synthetische Plios- 
phorsaure-ester eine Verkiirzung der Entfarbungs-Zeiten :tuf etwa die Halfte. 
Der Effekt ist jedoch, verglichen mit demjenigen, den eine Losung des 
, gelben Fermentes" von etwa gleiclieni Farhstoff-Gehalt gab (Bntfiirbungs- 
Zeit 1 &fin.), gering. 

79. R i c h a r d  Kuhn und H a n s  K a l t s c h m i t t :  Uber den 
Zustand des Vitamins B, in der Kuhmilch. 

[Xus d. Kaiser-\Vilhelm-Institut fiir hIedizin. Forscliung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.] 
(Eingepngeii am 22. Jaiiuar 1935.) 

Das in frischer Kuhmilch enthaltene Lacto-flavin (Vitaniin B,) ist zu 
etwa 90 yo leiclit dialysierbar') . Jler Dialyse-Versucll besagt nur, dai3 der 
Farbstoff niclit an EiweiB gebunden ist. Er verniag nicht zii entscheiden, 011 
das Vitamin in freier Form vorliegt, oder oh es niit Pliosphorsaure verestert 
ist, wie in der Ton H. Theorel12j  isolierten Wrkungs-Gruppe des gelben 
Ferments von 0. War  13 LI r g mid W. C 11 r i s t i a n 3 ) .  

Das Verhalten im elektrischen Feld (H. T h e o r  ell) gestattet leiclit, 
zwischen Lacto-flavin und Lactoflariii-phospliorsaure zu untersclieiden. Re i 
Anwendung von frisch entrahniter Kuhmilch heohachteten wir, dal', im elek- 
trisclien Feld (220 Volt, 10 &Iilli-anip., P J I  =: 7.2, 712 /,,-Phosphat) die niilchig- 
weil3e Suspension anodisch wandert , der gelbgriin fluorescierende Farbstoff 
aber k e i n  e Wanderung erkennen la&. Zuni Vergleich wurde nuch friscli 
entralimte kuhmilcli bei 0 O der Dialyse unterworfen unct das Dialysat ini 
Vakuuiii sehr sorgfaltig eingeengt. Das scliijn gelbgriin flnorescierende Kon- 
zentrat lie13 unter den ohen nngegebenen Bedingungen im elektrischen Feld 
ebenfalls k e i n e  Wanderung des Farbstoffs erkennen. 

*) Biochem. Ztschr. 254, 438 [1932], 466, 375 [1933]. 
g, Biochem. Ztschr. 272, 155, 27.5, 37 [1934]. 

P. G y o r g y ,  R. K u h n  u.  Th. \Vagner - Jau regg ,  Ztschr. physiol. Chem. 223, 
21, u. zw. S. 26 [1934]; H. v. E u l e r  u .  E. A d l e r ,  Ztschr. physiol. Chem. 428. 105 [1934]; 
R. K u h n ,  Th.  Wagner - Jau rep i :  n. H. K a l t s c h m i t t ,  B. 67, 1452, u. zw. S. 1457 
[1934]. 2, Biocheru. Ztschr. 475, 27, 466 j19341. 

3, Biochem. Ztschr. 9.54. 13s ilcl32j, %7, 402 :1933], 2.59, 496 [1933]. 963, 22s  [1933!. 




