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Abbild. 1. Absorptionsspektrum von Nicotinsaure-amid in Wasser. 
Abscissen: Wellenlangen in mp. Ordinaten: x = (2 .30/c  x d) log I o /  I. 

Nicotinsaure ist ausNaturprodukten (Reis) schon mehrfachisoliert worden l) - 
Ihr Amid haben 0. W a r b u r g  und W. Chris t ian2)  unter den Spaltprodukten 
gereinigter Coferment-Praparate aus Pferdeblut aufgefunden (10-20 mg 
aus 100 1 Blut). Die von uns erzielte Ausbeute ist etwa 50-ma1 groI3er. Der 
hohe Gehalt des Herzmuskels an Nicotinsaure-amid ist bemerkenswert auch 
im Hinblick darauf, dai3 das Dia thy lamid  der  Nicot insaure  als synthe- 
tisches starkes Herzmittel (Cor amin) bekannt ist. 
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Der gelbe, blau fluorescierende, schwefelhaltige Farbstoff aus Hefe, den 
wir unter dem Namen Thiochroml)  beschrieben haben, ist in grol3erer 
Menge (250 mg aus 4050 kg Hefe) dargestellt worden, so daI3 wir nun seine 
Eigenschaften und seine Beziehungen zum Vitamin B,, auf die wir bereits. 
aus dem Vergleich der Bruttoformel C,,H,,ON,S mit C12H,,0N4S, 2 HCI 
geschlossen hatten, genauer angeben konnen. 

Der Erwartung gemail3 gelang es, krystallisiertes V i t amin  B, zum 
Thiochrom zu  dehydr ie ren .  Die Bildungs-Bedingungen des Farb- 
stoffes gestatten SchluSfolgerungen auf den Reaktions-Mechanismus und auf 

1) U. S u z u k i ,  Th.  S h i m a m u r a  u. S. Odake ,  Biochem. Ztschr. 43, 89 [1912], 
G. K l e i n  u. Mitarb., tisterr. botan. Ztschr. 80, 273 [1931]; U. Suzuki u. S. M a t -  
s u n a g a ,  Journ. Agricult. Tokyo 5, 59 [1912]; C. F u n k ,  Journ. Physiol. 46, 175 
j19131: J. C. D r u m m o n d  u. C. F u n k ,  Biochem. Journ. 8, 598 [1914]; C. V o e g t l i n ,  
Journ. Washington Acad. Sciences 6, 575 [1916]: R. R.  W i l l i a m s ,  Philippine Journ. 
Science [A] 11, 49 [1915]. 

1) R. Kuhn,  Th. Wagner-Jauregg ,  F. W. v a n  K l a v e r e n  u. H. V e t t e r ,  
Ztschr. physiol. Chem. 384, 196 [1935]. 

s, Biochem. Ztschr. 276, 464 [1935]. 
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die Konstitution. Von Bedeutung ist 1) die Wasserstoff-ionen-Konzen- 
t r a t i o n ,  2) das Redox-Po ten t i a l  des Dehydrierungsmittels. Es hat sich 
.ergeben, daB nur in atzalkalischer, nicht aber in soda-alkalischer, Losung 
die Umwandlung des Vitamins in den Farbstoff leicht gelingt. Unter den 
Redox-Indicatoren, die bisher gepriift wurden, hat nur das Porp  hyrexid  
gute Ausbeuten an Thiochrom geliefert. Das Normal-potential des Porphy- 
rexids liegt, wie vor kurzem gezeigt wurdez), weit iiber demjenigen aller 
anderen organischen Farbstoffe und kommt demjenigen des Sauerstoffs (0,) 
nahe. Fur die Bildung dieses Radikals aus seiner Leuko-Verbindung dient 
Kaliumferricyanid in alkalischer Losung, dessen Bedox-Kurve diejenige des 
Porphyrexids allerdings erst bei PH = 13 iibers~hneidet~). Bei diesem p~ 
kann demgemaki an Stelle von Porphyrexid*)  auch Kal iumfer r icyanid  
verwendet werden oder molekularer S a u  e r s t o f f , dessen Wirksamkeit freilich 
bei der Thiochrom-Bildung (wie auch in anderen Fallen) von der Anwesenheit 
geeigneter Katalysatoren abhangt 5). 

Die Entstehung blau fluorescierender Stoffe aus Vitamin B, durch Oxy- 
dation ist erstmals von R. A. Peters6) beobachtet worden; die Bildung 
einer dem Thiochrom ahnlichen krystallisierten Verbindung haben im Anschluki 
an  unsere erste Mitteilung G. Barger ,  F. Bergel und A. R. Todd') mit 
Hilfe von Kaliumferricyanid erzielt. Hr. Prof. G. Barger  hatte die grol3e 
Freundlichkeit, uns eine Probe des 7 on ihm erhaltenen Dehydrierungs- 
produktes zum Vergleich mit Thiochrom zuzusenden. Wir fanden, dal3 diese 
Substanz mit dem von uns aus Hefe und aus Vitamin B, mit Porphyrexid 
dargestellten Thiochrom iden t i sch  ist: Schmp. 226-227" (k. Th.), Schmp. 
des Thiochroms 227-228O (k. Th.), Misch-Schmp. 227O (k. Th.). Die Krystall- 
form und die Intensitat der Fluorescenz bei PH = 7.8 stimmten genau iiberein, 
die im Tageslicht gelbe Farbe des Praparats war etwas intensiver. 

Uberraschend war die Beobachtung, daki Kal iumfer r icyanid  in verd. 
Ilatronlauge, nicht aber in soda-alkalischer Losung, Thiochrom bildet, denn 
das Redox-Potential des Systems Ferricyanid-Ferrocyanid ist im fraglichen 
Gebiet3) unabhangig vom pH. Diese Tatsache fand durch folgenden Versuch 
eine Erklarung: Vitamin B,-Chlorhydrat (je 4 mg) wurden vor Zusatz des 
Ferricyanids a) in 5 ccm 2-n. Natronlauge gelost und nach 1 Stde. (ZOO) mit 
10 ccm n-Natriumbicarbonat-Losung verdiinnt, b) in 15 ccm 0.66-n. Natrium- 
carbonat gelost. Die endgiiltige Zusammensetzung beider Losungen war 
.genau die gleiche. Auf Zusatz von Kaliumferricyanid verstarkte sich die 
bereits (0,) vorhandene blaue Fluorescenz von Losung a ganz aderordentlich 
zum intensiven Leuchten des Thiochroms, wahrend Losung b ganz unver- 
andert (dunkel) blieb. 

z, R. Kuhn u. W. Franke,  B. 68, 1528 [1935]. 
s, vergl. Abbild. 1 bei R. Kuhn u. W. Franke, a. a. 0. und Abbild. 14 bei L. Mi- 

c h a e l i s ,  Oxydations-Reduktions-Potentiale, 2. Aufl. Berlin, 1933, S. 102. 
4) Chinon, das dem Porphyrexid im Redox-Potential unter den iiblichen Redox- 

Indicatoren noch am nachsten kommt, kounte in alkalischer %sung aus bekannten 
.Griinden nicht verwendet werden. Mit Methylenblau gelingt die Bildung von Thio- 
chrom nicht. 

5, Fiir die Bildung von Thiochrom in Hefe-Auszugen kommt die Einwirkung von 
0, in Gegenwart von Katalysatoren namentlich bei- alkalischer Reaktion in Betracht. 

e, Nature 135, 107 [1935]. ') Nature 136, 259 [1935]. 
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Dieser Versuch beweist, da13 die Einwirkung der verd. Natron- 
lauge auf das Vitamin eine vorbereitende Reaktion der Farbstoff-  
bildung ist, die von der eigentlichen Dehydrierung unabhangig ist. 

Nach der von R. R. Williams*) fur das Vitamin begriindeten Formel I 
kann diese vorbereitende Reaktion nicht einfach die Bildung der Base aus dem 
quartaren Salz sein, da sich in diesem Falle bei ubereinstimmendem PH gleiche 
Reaktionsfahigkeit ergeben sollte. Es muB sich vielmehr um die Bildung 
einer Pseudobase handeln, die entsprechend den von A. Hantzsch ent- 
deckten Zeit-Phiinomenen noch erhalten bleibt, wenn man die alkalische Losung 
durch Zusatz von Bicarbonat in eine Carbonat-Wsung venvandelt. Fur die 
Pseudobase des Vitamins B,, auf deren Existenz aus potentiometrischen 
Titrationen bereits geschlossen wurde s), kommt unter Zugrundelegung von I 
nur Formel I1 in Betracht. Erst an der Pseudobase setzt die Dehydrierung 
ein, uber deren Verlauf folgende Beobachtungen Aufschlul3 geben: 1) Bei 
der Titration mit Porphyrexid reduziert 1 Mu1 Vitamin-Pseudobase 2 Mole 
Radikal. Die Abgabe von 2 H-Atomen entspricht dem Unterschied 
zwischen der Bruttoformel der hypothetischen Anhydrobase C;,Hl,0N4S des 
Vitamins und derjenigen des Thiochroms C;,H140N4S. 2) Die Zahl der 
C-standigen Methylgruppen (3) er€%hrt keine Veranderung; bei der 
durchgreifenden Oxydation mit Chromsaure nach R. Kuhn und H. Roth 
geben Vitamin B, und Thiochrom ubereinstimmende Ausbeuten an Essig- 
saure. 3) Die Bindungsart  des Schwefels bleibt erhalten; Thiochrom 
spaltet wie Vitamin B, beim Erhitzen mit Natronlauge l&S ab. 4) Die Amino- 
gruppe und die MeWngruppe des Vitamins gehen bei der Farbstoffbildung 
verloren; Thiochrom spaltet mit salpetriger Saure nach D. D. van  Slyke 
keinen Stickstoff ab; es kuppelt nicht mit diazotierter Sulfanilsaure in 
Gegenwart von Formaldehyd. 5) Die entsprechend geanderte Basen-Disso- 
ziationskonstante des Thiochroms ergibt sich aus der pH-Abhangigkeit 
seiner Fluorescenz (Abbild. 2). 6) Die Aminogruppe beteiligt sich an der 
Bildung eines neuen Ringes, da nur konjugierte Systeme in cyclischer 
Anordnung dem Thiochrom vergleichbare Fluorescenz-Helligkeit zeigen 
(Schutz gegen loschende StoGe) lo). Das blau fluorescierende Thiochrom 
ist mithin nach I11 zu formulieren. Es ist tricyclisch gebaut wie die grun 
fluoresuerenden Flavine. 

f3H3 CH3 
CH, el C=-=C. CH, . CH, . OH 

f 

CH3 C==-- C . CH, . CH, . OH 
N"C"N<$H-J 

I Prnphpxid 
OH ~ 

t I 
NaOH 

J. ,?< I 
N C  CH- S 

II 
H3C.C 

I 
H3C.C C-NH, "' I. %N'\NH, 11. 

8)  Journ h e r .  &em. Soc. 67, 229 [1935]; R. R. Williams, €2. R. Buchman u. 
A. E. Ruehle,  Journ. Amer. chem. Soc. 67, 1093 [1935]. 

0 )  T. W. Birch u. I,. J. Harris, Nature 136, 654 [1935]; A. C. G. Moggridge u. 
A. G. Ogston, Biochem. Journ. 29, 866 [1935]; R. R. Williams u. A. E. Ruehle. 
Journ. Amer. chem. SOC. 67, 1856 [1935]. 

10) K. W. H a w s e r ,  R. Kuhn u. E. Kuhn, Ztschr physikal. Chem. (B) 29, 417 
[1935]. 

Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXVIII. 153 
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Die schwach gelbe F a r b e  des Thiochroms wird durch Formel I11 sehr 
gut erklart, wenn man bedenkt, d& ein ringformig gebundenes Schwefelatom 
(vergl. Benzol-Thiophen) nicht nur chemisch, sondern auch optisch einer 
Athylengruppe entspricht . Unter diesem Gesichtspunkt stellt das Thiochrom 
ein durchkonjugiertes System dar. Die Reduktion zum farblosen, nicht 
fluorescierenden Leuko- th iochrom (IV) ist von einer Unterbrechung der 
Konjugation begleitet . 

Von besonderem Interesse war die P ru fung  von reinem Thiochrom 
auf an t i -neur i t i sche  Wirksamkei t .  Es ergab sich, daS 18Oy und 300y 
a n  der  T a u b e  n i ch t  den  ger ings ten  Einf luB auf d ie  Krampf -  
Zu s t a n d e haben. Dieses Ergebnis ist bei dem verhiiltnismiiljig bedeutenden 
konstitutionellen Unterschied zwischen Vitamin und Farbstoff verstandlich. 
Es ist nicht wahrscheinlich, da13 die Wirkungsweise des Vitamins B, auf das 
Redox-Verhalten des Thiochroms zuriickzufiihren sein wird. 

H. W. Kinners ley ,  J. R. O'Brien und R. A. Peters1,) haben jetzt 
ihre Beobachtungen iiber die Bildung von blau fluorescierenden Losungen 
aus Vitamin B, ausfuhrlich beschrieben. Unter den dabei erhaltenen Chino- 
chromen sol1 sich eine Verbindung befinden, die noch Vitamin B,-Wirksam- 
keit (catatorulin Test) zeigt. Dazu mochten wir bemerken, da13 wir ver- 
schiedentlich auch krystaoisierte Thiochrom-Praparate in Handen hatten, 
die bei stimmenden Elementar-analysen noch nennenswerte B,-Wirkung 
an der Taube zeigten, durch wiederholtes Umkrystallisieren aber ganz inaktiv 
wurden. DaS es verschiedene blau fluorescierende Substanzen gibt, die sich 
aus Vitamin B, und weiterhin auch aus Thiochrom bilden, wird durch die 
folgende Beschreibung unserer Versuche bestatigt . Um unter ihner das 
Thiochrom ausfindig zu machen, ist die pE-Abhangigkeit der Fluorescenz 
und die Absorptionsbande bei 368 mp. (Abbild. 7) niitzlich; zur entscheidenden 
Identifizierung empfehlen wir den Schmp. (Misch-Schmp.), obwohl das 
Schmelzen unter Zersetzung (Orangefarbung) stattfindet. 

Nach Niederschrift dieser Abhandlung ist eine Arbeit von A. Wind a us, 
R. Tschesche und R. Grewelz) erschienen, die auf Grund rein theoretischer 
Eetrachtungen fur die Bildung von Thiochrom aus Vitamin B, einen Reak- 
tions-Mechanismus vorschlagen, der sich von dem, den wir entwickelt hahen 

Biochem. Jourq. 29, 2369 [1935]. 
I*)  Ztschr. physiol. Chem. 237, 98 [1935]. 
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( Formeln I-III), nur durch die Annahme einer Carbonylverbindung unter- 
xheidet, die sich zwischen I1 und I11 durch Dehydrierung der Pseudobase 
vor Eintritt des Ringschlusses bildet . Fur diese durchaus wahrscheinliche 
Annahme ergibt sich aus unseren Versuchen leider noch kein greifbarer 
Anhaltspunkt. 

In  einer Abhandlung von G. Rohde13), die vor kurzem erschien, findet 
sich folgende xhone Analogie zur letzten Stufe der Thiochrom-Bildung : 

___-- 
(1935)l 
.. 

C,H,. COOH C&, . COOH 

C c 
H,C.C - CH'C---C.CH, ---+ H,C.C-C@'C----C.CH, 

II I / I  II II I II /I 
V. N,,CO ,C,,N VI. N,,C,,C\,N 

C6H5.N H,N N.C6H, C6H5.N N N.C,H, 

Die Verbindung V I  fluoresciert stark blau und giht wie Thiochrom 
mit Mineralsauren gelbe, griin fluorescierende Sake. 

Besehreibnng der Versnehe. 
Fluorescenz-Hell igkei t .  

Die maximale Fluorescenz von Thiochrom in 0.01-n. Natronlauge liegt 
bei 4 6 0 4 7 0  mp14). Das blaue Fluorescenz-Licht ist daher etwas violett- 
stichiger als das von Chininsulfat in Wasser (Maximum: 4 7 0 4 8 0  mp). 
Fur den quantitativen Vergleich am Stufen-Photometer diente eine 0.001-proz. 
Losung von Thiochrom in n/,,,-Natronlauge und eine 0.001-proz. Losung 
von Chinin (Base) in 0.1-n. Schwefelsiiure. Beobachtet wurde in 0.50-cm- 
Cuvetten im durchfallenden Licht (Abstand der Analysen- Quarzlampe von 
den Cuvetten = 30 cm) ohne Farbfilter bei etwa 200. Unter diesen Bedin- 
gungen ist die Fluorescenz-Helligkeit des Thiochroms 1 l/,-mal so grol3 wie 
die des Chininsulfats (gef. 100 : 63.6). Vergleicht man eine 0.002-proz. Losung 
von Chinin in n/,,-Schwefelsaure mit einer 0.002-proz. Losung von Chinin 
in 1.5-proz. wal3rigem Alkohol, so findet man, dal3 die Base nur 6.4% der 
Fluorescenz-Helligkeit des Sulfats zeigt . Thiochrom leuchtet also unter den 
angegebenen Bedingungen 24-ma1 heller als Chinin Is). Die Fluorescenz einer 
0.00000005-proz. Losung von Thiochrom in n/,,,-Natronlauge (1 mg Thio- 
chrom in 2000 1, bzw. 0.0005y in 1 ccm) ist eben noch sichtbar. 

Konzentrations-Abhangigkeit der  Fluorescenz. 
1 ccm 0.00458-proz. Losung von Thiochrom in Wasser wurde mit 1 ccm 

Phosphat-Puffer (m/,-Dinatriumphosphat, m/,,-Citronensaure ; Mc I lva ine ;  
PH = 7.8 ; Maximum der Fluorescenz-pE-Kurve) vermischt. Die entsprechende 
Fluorescenz ist in Abbild.. 1 als 100 eingetragen. Die weiteren Punkte wurden 
nach Verdiinnung mit demselben Bhosphat-Puffer gemessen. Dabei leuchteten 
die Losungen in den Cuvetten (d = 0.50 cm) im gesamten Volumen, nicht 
nur an der der Quarzlampe zugewandten Seite. 

la) Journ. prakt. Chem. 121 141, 325 [1935]. 
14) d. h. rund 100 rnp langwelliger als die Haupt-absorptionsbande. 
15) Fiir aquimolare Losungen ergibt sich das Verhiiltnis 1 : 20. (C,,H,,ON,S = 262, 

C,,H,~O,N, = 324.) 
163* 
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Th iochrom 

0.00228 
0.00114 
0.00057 
0.000285 
0.000143 

(%) 
yo Fluorescenz nach 

Verdiinnung 1 : 2 Fluorescenz 

100 
59.8 
33.2 
17.9 
9.5 

- 
59.8 
56.0 
54.2 
53.0 

Zwischen Konzentration und Fluorescenz besteht also in dem unter- 
suchten Gebiet keine genaue Proportionalitat, doch nahert man sich dieser 
mit steigender Verdiinnung. 

Abbild. 1 : Konzentrations-Abhangigkeit der Fluorescenz. 
Abszissen: Konzentrat. in lo-* % ; Ordinaten: Fluorecenz-Helligkeit in % 

der bei c = 22.8 x lo-* % gefundenen Helligkeit. 

Zur Priifung auf einen Neutralsalz-EinfluI3 der Puffer wurde eine 
0.002-proz. Thiochrom-Losung in Wasser einmal mit der gleichen Menge 
m/,-Phosphat--m/,,-Citronensaure, das anderemal mit der gleichen Menge 
m/,-Phophat--m/,,-Citronensaure von PH = 7.8 verdiinnt. Die Ablesung 
am Stufen-Photometer ergab keinen Unterschied (gef. 50.1 : 50). Dasselbe 
ergab sich bei PH = 10.48 mit m/,,- und m/,,-Glykokoll-Puffer (gef. 50.5 : 50). 

pH - A b h a n g i g k ei t d e r Fluoresce n z. 
Je 1 ccm einer 0.002-proz. wal3rigen Thiochrom-I$sung wurde mit 1 ccm 

Puffer-Losung verdiinnt. Fur p~ = 4.6-7.8 dienten Gemische vom m/,-Di- 
natriumphosphat und m/,,-Citronensaure (Mc Ilvaine) ; fur pH = 8.2-13.0 
Gemische von m/,o-Glykokoll, m/,,-Natriumchlorid und n/,,-Natronlauge 
(Sorensen). Die Fluorescenz wurde in 0.50-cm-Cuvetten mit dem Stufen- 
Photometer gemessen (Einstrahlung in der optischen Achse, Entfernung der 
Cuvetten vom Schwarzglas der Analysen-Quarzlarnpe = 30 em). Zum Ver- 
gleich diente eke  0.001-proz. Thiochrom-Losung yon PH = 7.8 (Phosphat- 
Puffer). Beobachtet wurde ohne Farbfilter bei etwa ZOO. 

Das Ergebnis der Messungen ist aus Abbild. 2 ersichtlich. Das aus Hefe 
und das durch Dehydrierung von Vitamin B, gewonnene Thiochrom stimmen 
sehr genau iiberein. Der Knick der pH-Kurve bei p~ = 8 diirfte auf dem 
ijbergang vom Phosphat- zum Glykokoll-Puffer beruhen. Bei pH-Werten 
unter 6 schlagt die rein blaue Farbe des Fluorescenz-Lichtes nach griin-blau, 
spater nach griin-gelb um (Salzbildung), so da13 der unterste Teil der Kurve 
nicht mehr als wahre Dissoziationskurve betrachtet werden darf. Zu beruck- 
sichtigen ist ferner, daI3 in dem aus aul3eren Grunden (Helligkeit der Fluores- 
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Abbild. 2. pH-Abhangigkeit der Fluorescenz. 
Abscissen : PH ; Ordinaten : yo der maximalen Fluorescenz-Helligkeit. 

o o o Praparat aus Hefe; x x x Priiparat aus kryst. Vitamin B,. 

cenz) angewandten Konzentrations-Bereich die Fluorescenz-Starke nicht ganz 
genau der Thiochrom-Konzentration proportional ist. Der dadurch bedingte 
Fehler betragt maximal 10 yo. Soweit die Methodik, aus Fluorescenz-pH- 
Kurven Dksoziationskonstanten zu berechnen, im vorliegenden Falle an- 
wendbar ist, ergibt sich die Basen-Dissoziationskonstante des Thiochroms zu 
kb = 0.2.10-' (Wendepunkt bei PH = 6.3). Thiochrom ist somit etwa 
50000-ma1 starker basisch als Lactoflavin (kb = 0.5. 10-la), und im Gegensatz 
zu dksem fehlen ihm auch saure Eigenschaften. 

Schichtdicke und Fluorescenz. 
In einer Cuvette von d = 0.10 cm fluoresciert eine 0.00456-proz. Losung 

von Thiochrom in Wasser in ihrem gesamten Volumen (30 cm vor dem 
Schwarzglas der Hg-Lampe). Bei d = 1.00 cm leuchtet die der Hg-Lampe 
abgewandte Seite nicht mehr. DemgemaiS nimmt die Fluorescenz-Helligkeit 
bei weiterer Erhiihung der Schichtdicke kaum mehr zu (Abbild. 3). 

Abbild. 3.  Abbild. 4. Kinetik der alkalischen Photolyse 
Schichtdicke  und Fluorescenz.  Abseissen: Belichtungsdauer in Minuten; 

Abscissen : Cuvetten-Dicke in cm ; Ordinaten : Fluorescenz-Helligkeit in % der 
Ordinaten: der maximalen Helligkeit der unbelichteten Losung, bzw. Yo 

Fluorescenz-Helfigkeit . der Anfangskonzentration. 
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Kine t ik  der  a lkal ischen Photo lyse .  
In  einer Glasschale haben wir Thiachrom (1 rcm = 52.8 y) in n/,,-Natron- 

lauge aus 30 cm Abstand rnit einer 500-Watt-Lampe 10, 40 und 90 Min. be- 
lichtet . Der Vergleich mit der unbelichteten Losung am Stufen-Photometer 
ergab, daI3 die Fluorescenz-Intensitat ganz unverandert war. 

I m  grellen Sonnenlicht (11. September 1935, wolkenlos, 12-14.30 Uhr) 
nahm dagegen die Fluorescenz dieser Losung, die sich jetzt in einem gewohn- 
lichen Reagensglas von 1 cm Durchmesser befand, bald ab, nach 105 Min. 
auf 20% des Anfangswertes. Aus Abbild. 4 ist der Verlauf der alkalischen 
Photolyse ersichtlich. 

Verha l ten  gegen Adsorp t ionsmi t te l .  
Je 2 ccm einer Losung von 5 mg Thiochrom in 100 ccm reinem Wasser 

wurden mit je 1 Spatelspitze verschiedener Adsorbenzien 1 Min. geschiittelt . 
Nach dem Absitzen wurde die Fluorescenz-Starke der iiberstehenden Losungen 
mit derj enigen der Ausgangslosung vor der Analysen- Quarzlampe verglichen . 

Es adsorbierten praktisch nicht : Aluminiumoxyd und Calciumcarbonat ; maBig 
bis stark: Kieselgur, Fullererde (braun), Talcum und Floridin XS; nahezu vollstandig : 
Clarit, Frankonit SB, Floridin XXF und Fullererde (weil3). Seiner basischen Natur 
entsprechend, wird Thiochrom von sauren Silicaten besonders gut adsorbiert. Mi t 
Frankonit KI, und Granosil verschwand die Fluorescenz ebenfalls, doch beruhte die 
Erscheinung in diesen Fiillen auf Salzbildung (Abgabe von Saure an die Liisung) : wurde 
abfiltriert und mit etwas 2-n. Natronlauge versetzt, so leuchteten die Losungen wieder 
stark blau. Das Adsorbat an Talcum fluoresciert sehr lebhaft. 

Oxyda t ion  von  Vi tamin  B, m i t  Porphyrexid .  
Eine Losung von Vitamin B,, 2 HC1 in n/,,-Natronlauge wird so lange 

mit einer warigen Porphyrexid-Losung versetzt, bis die rote Farbe der Losung 
nur noch langsam verschwindet. 3.428 mg Vitamin B,, 2 HC1 (M.-G. 337) ver- 
brauchten 0.9 ccm einer n/,,-Porphyrexid-Losung (F = 1.027) ; ber. : 2.0 
Aequiv., gef. : 1.83 Aequiv. Zur Isolierung wird rnit Chloroform extrahiert 
und wiederholt aus Chloroform umkrystallisiert. Die Eigenschaften des aus 
kryst. Vitamin erhaltenen Thiochroms sind aus Abbild. 2 und Abbild. 7 er- 
sichtlich. 

K a  t a1 y t isc he  H y d r i e r  ung. 
a) I n  re inem Wasser  : 3.254 mg Thiochrom in 2 ccm Wasser wurden 

rnit 25.5 mg Palladiumoxydl6) und Wasserstoff geschiittelt. Die Messung 
des H,-Verbrauchs erfolgte nach R. K u h n  und E.  F. Mollerl') bei 250. Nach 
17 Stdn. waren 0.80 Mol H, aufgenommen; der Endwert (170 Stdn.) entsprach 
0.90 Mol. H,. Die Fluorescenz der Losung war am Ende vie1 geringer, aber 
nicht ganz verschwunden. b) I n. n/,,-S a 1 z s a u r e : Schneller laat sich Thio- 
chrom in saurer Losung hydrieren. Fur 3.530 mg Substanz in 2 ccm n/,,-Salz- 
saure rnit 21 mg Palladiumoxyd ergab sich die in Abbild. 5 dargestellte 
H,-Aufnahme . 

16) 
1 7 )  Angew. Chem. 47, 145 [1934]. 

R. I,. Shriner u. R. Adams, Journ. Amer. chem. SOC. 46, 1683 [1924]. 
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Abbild. 5 .  
K a t a l y t i s c h e  H y d r i e r u n g  v o n  
T h i o c h r o m  i n  0.1-n. S a l z s a u r e .  
Abscissen: Zeit in Stdn. ; Ordinaten : 

H,-Aufnahme in Molen. 

Abbild. 6. Absorptionsspektren von hydriertem Thiochrom 
(in n/,,-HCl hydriert) und einer Losung von Vitamin-B,-Hydro- 

chlorid in n-NaOH (nach 7 Tagen gemessen). 
Abscissen: Wellenlange in mp;  

Ordinaten: x = (2.30/c x d) log I,/ I. 

Es werden somit 2 Mol. H, bevorzugt aufgenommen. Die anfangs gelbe 
LaSung war nach der Hydrierung vollkommen entfiirbt, die anfangs stark 
gelbgriine Fluorescenz ganz schwach blau geworden. Das Absorptionsspektrum 
der hydrierten Losung ist in Abbild. 6 (Kurve 1) dargestellt. Kurve 2 gibt das 
Spektrum des Hydrierungsproduktes in n/,,-Natronlauge an. Zum Vergleich 
ist das Absorptionsspektrum einer Losung von Vitamin B,, 2 HC1 in n/,-Natron- 
lauge, die 7 Tage bei 15-20° gestanden hatte, aufgetragen. 

Vitamin B, (3.180 mg Dichlorhydrat) wurde ebenfalls in n/,,-Salzsaure 
(2  ccm) mit Palladiumoxyd (23.8 mg) hydriert .  Schon nach 1 Stde. kam 
die H2-Aufnahme (1.08 Mol. H,) zum Stillstand. Unter genau gleichenlBedin- 
gungen nimmt also das Vitamin 1 Mol. Wasserstoff weniger auf als das Thio- 
chrom . 

C-Me thyl-  B estimmungen. 
Bei der O x y d a t i o n  m i t  Chromsaure  nach R. K u h n  und H. R o t h  wurde ge- 

funden: a) 7.116 mg Vitamin-B,-Dichlorhydrat : 3.70 ccm n/,,,-NaOH. 
C,,H,,ON,S, 2 HC1. Gef. CH, (C) = 1.75 M o ~ .  

b) 6.341 mg Thiochrom: 3.93 ccm n/,,,-NaOH. 

Es folgt, daf3 die Methylgruppe am Thiamlring sich nicht am Ringschld 
bei der Dehydrierung des Vitamins zum Thiochrom beteiligt. Da im vorlie- 

C,,H,,ON,S. Gef. CH,(C) = 1.62 Mol. 
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genden F d e  mit einer durchschnittlichen Ausbeute an Ess igsaure  von nicht 
mehr als 50-60~0 d. Th. zu rechnen ist18), mu13 man im Thiochrom wie im 
Vitamin B, lo) 3 C-Methylgruppen annehmen. 

,,Methylimid"-Bestimmungen. 
Wie Thiochrom und Vitamin B, geben noch andere Verbindungen,  

d i e  f re i  von  Methyl imid-Gruppen s ind ,  be i  normaler  Ausfi ihrung 
d e r Met h y li mi d - B e s t i.m mun g nach Vie b o c k-Slo t t a-  H a b er  1 andm) 
pos i t ive  Werte .  Der fur 1 CH,-Gruppe berechnete Wert wird erreicht bei 
T h i a z ol -P i  k r a t ; bei 2 -A mi n o - t h i  a z o 1 ; 4 -Met h y 1 - t h i  a z o 1- 5 - carbon - 
sau re  und bei Oxazolen bleiben die Werte hinter der ,,Theorie" stark 
zuruck. 

Substanz 
Thiochrom . . . . . . . . . . . .  
Vitamin B, ........... 

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  

. . . . . . . . . . .  
Thiazol-Pikrat ........ 
2-Amino-thiazol ........ 
4-Methyl-thiazol-5-car- 

lionsaure . . . . . . . . . . .  

2.5-Dimethyl-thio-diazo1 

@, p-Dimethyl-oxazol ... 
a, p-Dimethyl-oxazol ... 

Formel (MoL-Gew.) 

c12H14N40s (262) 
ClPH1,N,OS, 2HCl (337) 
C,,H,,N,OS, 2HCl (337) 
Cl,H,,N,OS, 2HCl (337) 
ClBH,,N40S, SPikrolonsaure (792) 
C,H,NS, C,H,O,N, (304) 
C,H,N,S (100) 

C,H,NO,S (133) 
C,H,NO,S (133) 

C,H,NO (97) 
C,H,NO (97) 

CIHeNaS (114) 

, ,CH," ber . 
5.72 
4.45 
4.45 
4.45 
1.89 
4.93 

15.00 

11.28 
11.28 
13.16 
15.5 ,l) 

15.5 ,') 

, ,CH," gef. 
5.92 
4.03 
3.50 
3.31 
2.02 
4.72 
2.95 

2.53 
2.34 

0.95 
0.71 

0.0; 

Abbild. 7. A b s o r p t i o n s s p e k t r e n  v o n  T h i o c h r o m .  
Abscissen: Wellenliinge in mp; Ordinaten: x = (2.30/cxd) log I,/I. 

min B, gewonnen. 
.... = Thiochrom aus Hefe; - = durch Dehydrierung von Vita- 

Is) vergl. R. K u h n  u. F. L 'Orsa ,  Ztschr. angew. Chem. 44, 847 [1931]. 
lo) vergl. R. R. Wi l l iams ,  E. R. B u c h m a n  u. A. E. R u e h l e ,  Journ. h e r .  

vergl. F. Pregl-H.  R o t h ,  Die quantitative organische Mikro-analyse, 4. A d . ,  

*I) Bei diesen Substanzen. bei denen das C-Atom zwischen den Heteroatomen eine 

chem. Soc. 57, 1093 [1935]. 

Berlin 1935, S. 234. 

Methylgrappe tragt, erschien die Bildung von A t h y l j o d i d  moglich. 
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3.586 mg Vitamin-B,-Chlorhydrat verbraucht. bei 345, nach 3 Stdn. 2.37 ccm ?a/,,,- 
Na,S,O,, 3.281 mg Vitamin-B,-Chlorhydrat bei 350, nach 3 Stdn. 2.30 ccm n/,,-Na,SPOs. 

6.064 mg Thiazol-Pikrat verbraucht. nach 6 Stdn. bei 340, 5.71 ccm n/~,-Na~S,Os. - 
4.900 mg 2-Amino-thiazol verbraucht. nach 5 Stdn. bei 340, 2.89 ccm n/,,-Na,S,O,. - 
3.904 mg 4-Methyl-thiazol-5-carbonsaure verbraucht. nach 4 Stdn. bei 340, 1.98 ccm 
n/so-Na,S,08, 3.945 mg Sbst. nach 3 Stdn. bei 330, 1.85 ccm n/,,-Na,SIO,. - 4.372 mg 
2.5-Dimethyl-thiodiazol verbraucht. nach 1 Stde. bei 3400 kein Thiosulfat. - 5.677 mg 
a, y-Dimethyl-oxazol verbraucht. nach 3 Stdn. bei 3450 1.08 ccm n/,,-Na,S,O,. - 3.898 mg 
p, y-Dimethyl-oxazol verbraucht. nach 3 Stdn. bei 335, 0.55 ccrn n/,,-NasS,O,. Bei allen 
Bestimmungen wurde 2-3-ma1 destilliert. 

van Slyke-Bestimmung: 14.725 mg Thiochrom in Eisessig mit 
30-proz: Natriumnitrit-Wsung 40 Min. geschuttelt. Gef. 0.52 ccm Gas; Leer- 
wert vor der Bestimm.: 0.47 ccm; Leerwert nach der Bestimm.: 0.48 ccm. 
Fur 1 NH,-Gruppe berechnen sich 1.25 ccm N,, wahrend nur 0.04 ccm ge- 
funden wurden. Vitamin B, reagiert unter den angegebenen Bedingungen 
auch kaum mit salpetriger Spurell). 

Reduktion mit  Zn in HC1: Die gelbe Losung von Thiochrom in 
10-proz. Salzsiiure entfarbt sich auf Zusatz von Zinkspiinen. Eine farbige 
(radikal-artige) Zwischenstufe ist dabei nicht zu beobachten. 

In konz. Schwefelsaure lost sich Thiochrom mit weingelber Farbe; 
die Losung fluoresciert schwach gelb-griin. 

Beim Kochen mit 2-n. Natronlauge verschwindet die blaue Fluorescenz 
des Thiochroms im Lade einer Stunde vollstandig. Die erkaltete Wsung 
farbt sich auf Zusatz von Nitroprussidnatrium intensiv violett (Na,S). 
Durch Extraktion mit Chloroform erhalt man eine merkwiirdigerweise wieder 
blau-fluorescierende, schwefel-freie Substanz. Diese fluoresciert aber auch in 
saurer Losung blau (Gegensatz zu Thiochrom) .. 

Hrn. Prof. A. Windaus und Hm. Prof. R. Stolld danken wir fur die 
Uberlassung der Thiazole, Hrn. Doz. W. Keil fur die Oxazole, die von den 
HHm. H. Roth und H. W. Rzeppa auf ihr Verhalten bei der Methylimid- 
Bestimmung gepriift wurden. Der Firma E. Merck danken wir fur die mer-  
lassung von krystallisie.qtem Vitamin-B,-Chlorhydrat . Besonderen Dank 
schulden wir dem Werk Elberfeld der I.-G. Farben und seinem Direktor 
H. Horlein fur die Unterstutzung unserer Arbeit. Die Priifung des Thio- 
chroms an neuritischen Tauben wurde im Physiologischen Laboratorium der 
I.-G. Farben,  Elberfeld von Hm. Dr. F. Schultz durchgefuhrt. 




