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280. Richard Kuhn, Hermann Rudy und Friedrich Weygand: 
Sgn- cbr Lactoflavin-5’-phosphorsaure. 

[Aus d. Kaiser -Wilhelm-Institut fur Medizin. Forschung, Heidelberg. Institut 
fur Chemie.] 

(Eingegangen am 22. Mai 1936.) 

Fur den aus Lactoflavin (Vitamin B,) im Tierkorper entstehenden 
Lactoflavin-phosphorsaure-ester, der mit dem von J. Banga und A. von 
Szent-Gyorgyil) entdeckten Cytoflav identisch ist, wurde die Kon- 
stitution einer 6.7-Dimethyl-9-d-ribo-flavin-5‘-phosphorsaure (VI) erorterta). 
Durch Einwirkung von Phosphoroxychlorid in Pyridin auf natiirliches Lacto- 
flavin gelang es bereits, eine Lactoflavin-phosphorsiiure synthetisch dar- 
zustellen,), die in der Loslichkeit ihrer Salze, im Reduktions-Oxydations- 
Potential, in der Hydrolysengeschwindigkeit mit 15-proz. Salzsaure und in 
der Wachstumswirkung an B,-frei e r n m e n  Ratten mit Cytoflav aus Herz- 
muskel ubereinstimmta). Die Stelle, an der die Veresterung mit Phosphor- 
saure eingetreten war, blieb aber unbekannt. 

Ausgehend von synthetischem Lactoflavin4) konnten wir nun uber 
eine Reihe von schon krystallisierenden Zwischenprodukten die Lac t  0- 
flavin-5‘-phosphorsaure auf folgendem Wege gewinnen. Lactoflavin (I) 
reagiert mit Triphenyl-chlormethan in Pyridin unter Bildung der Trityl-  
Verbindung 11, die mit Essigsaure-anhydrid in Pyridin zum 2’.3’.4’-Tri- 
ace t y 1- 5’ - t ri t y 1-1 ac t  o f lavin vom Schmp. 223-224O (111) acetyliert 
werden kann. Aus dieser Verbindung l a t  sich durch warme warige Essig- 
saure die Trityl-Gruppe unter Schonung der Acetyle abspalten. In dem 
von F. Weygand so erhaltenen 2‘.3’.4’-Triacetyl-lactoflavin vom 
Schmp. 202-203O (JV) ist nur noch die 5‘-Stellung fur die Veresterung mit 
Phosphorsaure frei. Die Phosphorylierung wurde von H. Rudy unter den 
am freien Lactoflavin bewiihrten Bedingungen2)3 ausgefiihrt und lieferte 
zunachst die 2’. 3’.4’-Tr i ace t y 1 - 1 ac t  of 1 avi  n - 5’- phosphors au  r e (V) , aus 
der sich durch verd. Natronlauge in der Kalte 3 Mol. Essigsaure abspalten 
liel3en. 

Die erhaltene ~actoflavin-5’-phosphorsaure (VI), die als Natrhm- 
und Calciumsalz isoliert wurde, konnte vorlaufig, ebenso wie Cytoflav, noch 
nicht in ein zur Identifizierung geeignetes Derivat von scharfemSchmelzpunkt 
verwandelt werden. In der Wslichkeit der Salze (Natrium-, Calcium-, Barium-, 
Silber-), im Adsorptionsverhalten (Frankonit u. a.), in der PX-Abhiingigkeit 
der Fluorescenz, im Reduktions-Oxydations-P~tentid~) und in der Wachs- 
tumswirkung an B,frei e r n W e n  Ratten stimmt die synthetische Lacto- 
flavin-5‘-phosphorsaure mit dem Naturprodukt tiberein. Je Tag und Ratte 
sind bei der in unserem Institut angewandten Grundkost 7-8y Lactoflavh 
in Form von ladoflavin-5‘-phosphorsaurem Natrium fiir eine Gewichts- 
zunahme von 40 g in 30 Tagen erforderlich, also genau soviel u4e an freiem 

1) Biochem. Ztschr. 246, 203 [1932]. 
*) R. Kuhn u. H. Rudy, B. 68, 383 [1935]; R. Kuhn, Bull. Soc. Chim. biol. 17, 

905 [1935]. 8 )  R. Kuhn u. H. Rudy,  Ztschr. physiol. Chem. 289, 47 [1936]. 
4) R. Kuhn, K. Reinemund, H. Kaltschmitt ,  R. Strobele u. H. Trisch- 

mann, N a W s s .  28, 260 [1935j; R. Kuhn, K. Reinemund, F. Weygand u. 
R. Strcbele, B. 88, 1765 [1935]. 

6 )  R. Kuhn u. P. Boulanger. B. 69, im Druck [1936]. 
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Abbild. 1. Wachstumswirkung der Lactoflavin-5'-phosphorsaure. 

Die Angaben in y bedeuten Farbstoffmengen ';,H,N,O,, also die in Form von 
S'-phosphorsaurem Natrium angewandten Mengen Lactoflavin. 

p. 0. = per 0s. i. p. = intraperitoneal. 
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Lactoflavin6) oder an naturlicher Lactoflavin-phosphorsa~re~). Dies gilt 
nicht nur fiir  die Verabreichung per os, bei der durch Phosphatasen 
des Magen-Darm-Kanals ein etwaiger Unterschied verwischt werden konnte , 
sondern auch fur intraperitoneale Einspritzung (Natriumsalz in 
Ringer-Losung). In Abb. 1 finden sich Beispiele fur die Wachstumswirkung 
der synthetischen Lactoflavin-5'-phosphorsaure bei peroraler und intra- 
peritonealer Verabreichung . 

Da13 durch Trityl-chlorid nach B. Helferich') bei Nucleosiden nur die 
primaren Hydroxylgruppen verathert werden, ist durch Untersuchungen 
von H. B re d e r e c k s, an zahlreichen Beispielen gezeigt worden. 

Besehreibnng der Versache. 
5'-Trityl-lactoflavin (11). 

150 mg Lactoflavin (Schmp. 292O) wurden in 100 ccm trocknem 
Pyridin in der Hitze gelost. Die Halfte des L6sungsmittels wurde dann im 
Vakuum ohne Capillare wieder abgedampft. Nach Zugabe von 500 mg 
Tritylchlorid erhitzte man 2 Stdn. auf 70--80° unter Chlorcalcium- 
Verschlui3. Eine in Wasser gegossene Probe gab nach dieser Zeit allen Farb- 
stoff beim Durchschutteln mit Essigester an diesen ab. Die Hauptmenge 
wurde nun im Scheidetrichter mit Wasser versetzt, gut durchgeschuttelt 
und der Farbstoff sowie das iiberschussige Tritanol in mehreren Portionen 
mit Essigester der warigen Phase entzogen. Eine geringe Menge Farbstoff 
blieb dabei in der warigen Schicht. Nach dem Klaren mit wenig Natrium- 
sulfat wurde die Essigester-=sung im Vakuum eingeengt. Den krystallisierten 
Riickstand loste man in wenig heil3em Alkohol und fallte durch Zusatz von 
Benzin (Sdp. 70-80°) den Farbstoff aus. Auf diese Weise konnte das uber- 
schussige Tritanol bequem entfernt werden. Nach 5 Umfdlungen aus 
Alkohol + Benzin wurde das Trityl-lactoflavin aus absol. Alkohol um- 
krystallisieft. Man erhielt es so in schonen, orangefarbigen Elrystallen, die 
aber keinen definierten Schmelzpunkt zeigten. Wurde die Substanz im 
Berl-Block langsam erhitzt, so zersetzte sie sich erst oberhalb 2500, brachte 
man dagegen das Schmelzpunktsrohrchen bei 220° ein, so schmolz sie.sofort. 
In Wasser und Benzin ist die Substanz unloslich, in Essigester lost sie sich 
gut und lut sich aus absol. Alkohol umkrystallisieren. 

Zur Analyse wurde 1 Stde. bei looo und 0.1 mm getrocknet. 
3.793 mg Sbst.: 9.69 mg CO,, 1.95 mg H,O. - 4.241 mg Sbst.: 0.342 ccm N 

C,,H,O,N, (618.3). 
(747 mm, 23O). 

Ber. C 69.87, H 5.54, N 9.06. 
Gef. ,, 69.67, ,, 5.75, ,, 9.14. 

Das 5'-Trityl-lactoflavin wird schon durch verdiinnte E s s i g s a u r e 
beim Erwarmen in Lactoflavin und Tritanol gespalten. Gegen verdiinnte 
Natronlauge ist es in der a t e  bestandig. Die Loslichkeit in Essigester 
(Phasenprobe) dient zur Unterscheidung von Lactoflavin. 

0 )  R. Kuhn, H. Rudy u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 1950 [1933]. 
7) Ztschr. angew. Chem. 41, 871 [1928], zusammenfassendes Referat. 
0 )  B. 66, 1830 [1932]; 66, 198 [1933]; Ztschr. physiol. Chem. W8, 61 [1934]. 
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2'.3'.4'-Triace t yl- 5' - t r i t yl-lac t of lavin (111). 
200 mg 5'-Trityl-lactoflavin wurden in 30 ccm trochem Pyridin 

gelost, mit 10 ccm Essigsaure-anhydrid versetzt und 24 Stdn. stehen- 
gelassen. Danach wurde einige Min. zum Sieden erhitzt und nach dem Erkalten 
in Eiswasser gegossen. Der Farbstoff wurde rnit Essigester ausgeschiittelt, 
dieser rnit Wasser gewaschen, rnit Natriumsulfat geklart, mit etwas Pyridin 
versetzt und im Vakuum eingeengt. Der gelbe, krystallisierte Riickstand 
wurde zur Analyse 2-ma1 aus Essigester umkrystallisiert. Aus absol. Alkohol 
erhdt man das 2'.3'.4'-Triacetyl-5'-trityl-lactoflavin in langen, gelben, an 
den Enden zugespitzten, schmalen Prismen, die zu Kugelbiischeln vereinigt 
sind. Schmp. 223-224O (k. Th.). 

Zur Analyse wurde unter 0.1 mm bei looo getrocknet. 
4.210 mg Sbst. : 10.40 mg CO,, 2.005 mg H,O. - 4.011 mg Sbst. : 0.265 ccm N 

(761 mm, 20O). 
C,,H,,OBN, (744.34). Ber. C 67.71, H 5.41, N 7.52. 

Gef. ,, 67.37, ,, 5.33, ,, 7.71. 
Die Triacetyl-trityl-Verbindung liefert einen in Essigester nicht mehr 

loslichen Farbstoff (Lactoflavin) erst, wenn man rnit verd. Essigsaure 
erwarmt und mit verd. Natronlauge in der Kalte kurz stehen l a t .  Die 
Abspaltung von Trityl und Acetyl kann auch in umgekehrter Reihenfolge 
vorgenommen werden. 

2'.3'.4'-Triacetyl-lactoflavin (IV). 
200 mg Triacetyl-trityl-lactoflavin wurden mit 20 ccm 80-proz. 

wariger Essigsaure 1/2 Stde. zum Sieden erhitzt. Eine nach dieser Zeit 
in der Kalte rnit verd. Natronlauge alkalisch gemachte und nach einigen 
Sek. mit Essigsaure wieder lackmus-sauer gemachte Probe gab beim Durch- 
schiitteln rnit Essigester keinen Farbstoff an diesen ab, ein Zeichen, da8 
der Trityl-Rest abgespalten war. Zur Aufarbeitung wurde die essigsaure 
Losung des Farbstoffs mit Wasser verdiinnt, zur Entfernung des abgespaltenen 
Tritanols rnit viel B enzin ausgeschiittelt und das Triacetyl-lactoflavin 
dann der wafirigen Schicht mit viel Essigester entzogen. Nach dem Ein- 
engen der Essigester-Losung im Vakuum wurde das krystallisiert zuruck- 
bleibende Flavin in wenig siedendem Essigester gelost und rnit Benzin ver- 
setzt. Diese Umfallung wurde 2-ma1 wiederholt. Umkrystallisiert wurde 
zuletzt 1-ma1 aus Essigester, dann 2-ma1 aus Wasser. Aus Wasser erhalt 
man das 2'.3'.4' - T r i a ce t y 1- 1 ac t  of 1 av i n in gelben, langen, an den Enden ab- 
geschnittenen Stabchen (Ausloschung 90O). Schmp. 202-203° (k. Th.). 

Zur Analyse wurde 1 Stde. bei 100, und 0.1 mm getrocknet. 
4.526 mg Sbst.: 9.04 mg CO,, 2.195 mg H,O. - 4.906 mg Sbst.: 0.476 ccm N 

(751 mm, 21O). - 6.298 mg Sbst.: 3.50 ccm n/,,,-NaOH. 
C,,H,,,O,N, (502.25). 'Ber. C 54.95, H 5.22, N 11.15, CH,CO 25.80. 

Gef. ,, 54.50, ,, 5.43, ,, 11.13, ,, 23.91. 
Das Triacetyl-lactoflavin geht wie das Tetraacetyl-lactoflavin aus verd. 

wd3riger Losung beim einmaligen Durchschiitteln rnit Chloroform vollstandig 
in dieses iiber. 

Lactoflavin-5'-phosphorsaure (VI). 
40 mg Triacetyl-lactoflavin werden in 100 ccm trocknem Pyridin 

heil3 gelost und nach dem Abkiihlen auf 15-20° mit einer etwa 250 warmen 
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Losung von 1 g Phosphoroxychlorid in 50 ccm trocknem Pyridin versetzt. 
Sehr bald tritt schwache Braunfarbung auf, die sich zusehends verstiirkt. 
Zur Zersetzung des unveranderten Phosphoroxychlorids wird nach einigen 
Min. auf Eis  gegossen, dann das Pyridin im Vakuum entfernt, der Farbstoff 
an Frankoni t  KL adsorbiert und das Adsorbat mehrfach mit Wasser aus- 
gewaschen. Nach Elution mit Pyridin-Methanol-Wasr wird im Vakuum 
zur Trockne verdampft und der Ruckstand in wenig Wasser aufgenommen. 
Die Abspaltung der Acetylgruppen erfolgt durch 5 Min. langes Stehen- 
lassen bei 15-20° in etwa n/,-alkalischer Lasung. Die weitere Reinigung 
nird durch Versetzen der neutralisierten Usung mit Si lberni t ra t ,  Ab- 
trennen des Niederschlags, Zerlegen mit Schwefelwasserstoff, Einengen im 
Vakuum und F a u n g  mit Calciumacetat  aus Ml3rig-alkoholischer Ikisung 
vorgenommen. 

Die Lactoflavin3'-phosphorsaure enthielt keine Spur von freiem Lacto- 
flavin, wovon wir uns nach demselben Verfahren uberzeugten, das zur Messung 
der Kinetik der Phosphorsaure-Abspaltung aus Lactoflavin-phosphorsauren 
entwickelt worden ist 7. 

Der Justus-Liebig-Ges ellschaft danken wir aufrichtig fiir die 
Gewahrung eines Stipendiums. 

281. Richard Kuhn und John C. Lyman: ober daa Redox- 
Potential dea Murexids. 

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Insitut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fur Chemie.] 
(Eingegangen am 22. Mai 1936.) 

Versetzt man eke wal3rige Lasung von Murexid mit etwas Natrium- 
hydrosulfi t ,  so wird sie augenblicklich entfarbt. Schuttelt man dam mit 
Lu f t , so kehrt die rote Farbe in unverminderter Starke zuriick. Dieser Vex- 
such zeigt, da13 der seit uber 100 Jahren bekannte Farbstoffl) zur Bildung 
einer Leuko-Verbindung befahigt ist. Durch Ti t ra t ion mit Natrium- 
hydrosulfit l a t  sich der Farbstoffgehalt  in Praparaten verschiedener 
Darstellung quantitativ bestimmen: 1 Mol. Murexid nimmt 2 H-Atome auf. 
Man findet auf diesem Wege, d& die zahlreichen Vexfahen, die zur Dar- 
stellung von Murexid empfohlen wurden, sehr unreine Praparate liefern, die 
meist nur wenige Prozent Farbstoff enthaltena) und in der Hauptsache aus 
U r amil bestehen, dessen elementare Zusammensetzung (C,H,N,O,) si& von 
der des Ammoniumsalzes der Purpursaure (C,H,N,O,) kaum unterscheidet . 
Nach sehr zahlreichen Versuchen erhielten wir die reinsten Praparate nach 
dem Verfahren von 0. Pilotya). Sie enthielten nach der Titration mit Hydro- 
sulfit 97-98% Farbstoff. Die Ausbeute betrug aber nur etwa 2% des an- 

l) W. Prout, Philos. Trans. Roy. Soc. London 1818, 420; J .  Liebigu. F. Wohler, 
A. 26, 319 [1838]; 88. 120 [1840]. 

') Ein von Dr. Fraen.ke1 u. Dr. Landau bezogenes PrGparat von Murexid ent- 
hielt weniger als 1 yo Farbstoff. 

s) A. 888, 22 [1904]. Geeignet, aber such nicht ergiebig, sind ferner die Verfahren 
von M. Slimmer u. J .  Stieglitz (Amer. &em. Journ. 81, 661 [1904]) und von 
W. N. Hartley (Journ. chem. Soc. London 87, 1791, 1805, 1819 [1905]), der such die 
Lage der Absorptionsbanden feststellte. 


