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benzol vom Schmp. 127--128° mit dieser Sidure eine Anfangs violette
Losung, die sich schnell nach einem roten Farbton aufhelit. Nach 10 Min.
haben sich allerdings beide Lisungen entfirbt, wobei jedoch die zuletzt ge-
nannte im Gegensatz zur ersten eine ganz schwache orangefarbene Ténung
beibehilt.

Bei der Anwendung der neuen synthetischen Methode zur Darstellung
einiger der beschriebenen Verbindungen hat uns Hr. cand. rer. nat. Walter
Riedel wertvolle Hilfe geleistet. Es sei ihm auch an dieser Stelle herzlich
dafiir gedankt.

460. Richard Kuhn und Hermann Rudy: Lactoflavin als
Co-Ferment; Wirkstoff und Trager.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.]
(Eingegangen am 19. Oktober .1936.)

AnldBlich der Synthese des ersten Flavins, das Wachstumswirkung
zeigtel) (6.7-Dimethyl-9-l-araboflavin) wurde in einem Vortrag? mitgeteilt,
daB dieser synthetische Farbstoff dhnlich wie natiirliches Lactoflavin befihigt
sei, mit dem kolloiden Triger des gelben Ferments von O. Warburg und
W. Christian eine ,katalytisch wirksame Verbindung” zu bilden. Der
quantitative Vergleich ergab, daB die Wirkung geringer als die des gelben
Ferments und die Bindung ,,nicht spezifisch* war3). Durch geniigend lange
Dialyse konnte aller Farbstoff vom Triger entfernt werden. Der Befund
von H. Theorell4), daB bei der Zerlegung des gelben Ferments durch verd.
Siure eine Flavin-phosphorsiure entsteht und da3 diese, nicht aber Lacto-
flavin, mit dem kolloiden Triger unter Riickbildung des gelben Ferments
kuppelt, lie} die beobachtete katalytische Wirkung des Lactoflavins und
des 6.7-Dimethyl-9-l-araboflavins ,,ritselhaft’ %) erscheinen.

Nachdem die Synthese der Lactoflavin-5'-phosphorsiure? und deren
Kupplung zum gelben Ferment?) gelungen sind, haben wir neue Versuche
iiber die katalytische Wirksamkeit von Lactoflavin in Gegenwart des jetzt
viel weiter gereinigten kolloiden Trigers ausgefiihrt. Die Meinung, dal das
Vitamin B, erst nach vorangehender Veresterung mit Phosphorsiure zur
Bildung einer katalytisch wirksamen Protein-Verbindung — eines gelben
Ferments — befihigt sei, hat sich dabei nicht als richtig erwiesen.

MiBt man die Geschwindigkeit der O,-Aufnahme im System von O. War-
burg und W.Christian8): Neuberg-Ester 4- Co-Ferment aus Blut-
zellen + Zwischenferment aus Hefe mit einer gegebenen Menge von kolloi-
dem Triger unter Zusatz steigender Mengen von Lactoflavinphosphor-
sdure so wird, sobald die dquivalente Menge von 0.64 9, zugesetzt ist, eine

1) R. Kuhn u. F. Weygand, B. 67, 1939, 2084 [1934].

1) 26. Nov. 1934; Referat Angew. Chem. 48, 29 [1935]; Nature 134, 966 [1934].

3) B. 88, 166 [1935] u. zwar S. 168. 4) Biochem. Ztschr. 275, 37 [1934].
%) H. Theorell, Biochem. Ztschr. 278, 263 [1935], u. zwar S. 266.

6) R. Kuhn, H. Rudy u. F. Weygand, B. 69, 1543 [1936].

7% R. Kuhn u. H. Rudy, B. 69, 1974 [1936].

®) Biochem. Ztschr. 254, 438 [1932); 267, 492 [1933); 263, 228 [1933].
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maximale Reaktionsgeschwindigkeit erhalten, die durch weiteren
Zusatz von Lactoflavin-phosphorsiure nicht mehr gesteigert werden kann.
Dies ist von H. Theorell?) fiir die aus dem natiirlichen Ferment gewonnene
Flavinphosphorsidure gezeigt worden und dies trifft fiir die synthetische
Lactoflavin-5'-phosphorsiure in gleicher Weise zu. Sobald der Triger durch
die dquivalente Menge der prosthetischen Gruppe abgesittigt ist, kann kein
weiterer Farbstoff mehr zu katalytischer Wirkung gelangen.

Stellt man dieselbe Versuchsreihe mit I, actoflavin an, so ist bei Zusatz
der dquivalenten Menge (Mol.-Gew. des Lactoflavins = 376, Mol.-Gew. des
Tragers = 70000) fast keine O,-Aufnahme feststellbar. Steigert man aber
den Lactoflavin-Zusatz bei konstanter Menge des Trigers weiter1?), so nimmt
die Geschwindigkeit der O,-Aufnahme stindig zu und sie nahert
sich schlieBlich der mit Lactoflavin-5-phosphorsiure erziel-
baren maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (Abbild. 1).

2.5 v Lactoflavin-5'-phosphorsiure

200!

/
/

X , 150 y Lactoflavin

100 /

/5 30 v Lactoflavin

cmm Op

2.5 v Lactoflavin
M. 60

Abbild. 1. Co-Ferment-Wirkung von Lactoflavin.
Die Kurve fiir Lactoflavin-5’-phosphorsiure stellt die bei der gegebenen Triger-Menge
erzielbare maximale Reaktionsgeschwindigkeit dar.

Krystallisiertes Lactoflavin aus Milch!!), aus Hefe!?) und das synthe-
tische Vitamin!?) zeigen dasselbe Verhalten, so da die katalytische Wirkung

%) Biochem. Ztschr. 278, 263 [1935], u. zwar S. 283.

10) In den eingangs erwdhnten Versuchen [FuBn. 2] mit natiirlichem Lactoflavin
und synthetischem 6.7-Dimethyl-9-l-araboflavin war ein groBer Uberschuf an Farbstoff
angewandt worden. 1) R. Kuhn, H. Rudy u. F. Weygand, B. 68, 625 [1935].

12) R. Kuhn u. H. Rudy, unveroffentlicht.

13) R. Kuhn, K. Reinemund, F. Weygand u. R. $trdbele, B. 68, 1765 [1935].
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nicht durch geringe Mengen von Begleitstoffen erklirbar ist. Ohne Zusatz
des Trigers sind auch die héchsten angewandten Vitaminmengen praktisch
wirkungslos.

Fine Phosphorylierung des Lactoflavins findet, wie besondere Versuche
zeigten, wihrend des katalytischen Vorganges nicht statt. Selbst nach
15-stdg. Versuchsdauer lag der gesamte Farbstoff noch als freies Flavin vor.

Es gibt also zwei verschiedene Arten der Bindung des Wirkstoffes Iacto-
flavin an den Triger, die beide zu katalytisch wirksamen Symplexen!4)
filhren. Das phosphorfreie und das phosphorhaltige Flavin-Enzym unter-
scheiden sich wesentlich durch die Haftfestigkeit der prosthetischen
Gruppen: 1) Lactoflavin und Triger vereinigen sich umkehrbar,

Lactoflavin + Trager = Lactoflavin ... Trager,

wobei das Gleichgewicht bei neutraler Reaktion und sehr groBer Verdiinnung
der in Aquivalenten Mengen vorhandenen Reaktionsteilnehmer praktisch
ganz auf der linken Seite liegt. Mit steigender Konzentration an Lactoflavin
» nimmt die Konzentration der katalytisch wirkenden Verbindung Lacto-
flavin ... Trager zu. Durch Dialyse bei py 7 148t sich alles Vitamin vom
Trager entfernen.

2) Zwischen Lactoflavin-5'-phosphorsiure und Triger besteht ein ent-
sprechendes Gleichgewicht,

Lactoflavin-5'-phosphorsaure + Triger = gelbes Ferment,

das bei neutraler Reaktion ganz auf der rechten Seite liegt. Dieses Gleich-
gewicht ist pg-abhingig, so daB, wie H. Theorell?) gezeigt hat, erst in saurer
Losung (pap<4) aller Farbstoff vom Triger durch Dialyse entfernbar ist15).

Der Unterschied in der Co-Ferment-Wirkung von Lactoflavin
und Lactoflavin-5-phosphorsdure ist nur quantitativer Art. Er
beruht ganz iiberwiegend auf der verschiedenen Lage der beiden Disso-
ziationsgleichgewichte. Das absolute Wirkungsvermégen der Ver-
bindung Lactoflavin. . . Trager ist, wie aus den Abbild. 1 und 2 zu schlieBen ist,
von derselben GrdBenordnung wie das der Verbindung Lactoflavin-
5’-phosphorsiure. . . Triger. Beide Protein-Verbindungen stellen Fermente
dar. Es ergibt sich, daB Lactoflavin nicht nur die biologische Vorstufe eines
Ferments, ein Pro-Ferment, ist, sondern da3 ihm unmittelbar bereits die
Eigenschaften eines Co-Ferments zukommen. Daf} ein Co-Ferment durch
Dialyse bei neutraler Reaktion von seinem Triger abgelost werden kann, ist
in anderen Fillen schon vielfach beobachtet worden.

Die Veresterung des Lactoflavins mit Phosphorsiure ist, quantitativ be-
trachtet, fiir die katalytischen Wirkungen, die das Vitamin im Organismus
entfaltet, von gréter Bedeutung. Die Frage, inwieweit daneben auch phos-
phorfreie Flavin-Enzyme physiologisch eine Rolle spielen koénnen, ist von
geringerer Wichtigkeit. Man muf sich allerdings vergegenwirtigen, daB in
den tierischen Organen stets betrichtliche Mengen des Vitamins bzw. seines
Phosphorsiure-esters in freiem Zustande vorkommnien, in dem sie fluores-

14) R. Willstiatter u. M. Rohdewald, Ztschr. physiol. Chem. 225, 103 [1934].

15) Biochem. Ztschr. 272, 155 [1934]; 278, 263 [1935].

15%} Fiir Esterasen haben H. Kraut u. W. v. Pantschenko-Jurewicz (Biochem.
Ztschr. 275, 114 [1935]) ein Gleichgewicht zwischen aktiver Gruppe (Agon) und Triger
(Pheron) eingehend erortert.
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cieren (Ph. Ellinger und W. Koschara®), H. v. Euler und E. Adler)).
In der Leber eines im Alter von 2 Jahren verstorbenen Kindes fand Hr. F. Wey-
gand 1.30 mg freies Lactoflavin und nur 0.09 mg Lactoflavin-phosphorsiure.
Die Resorption war offenbar ohne vorangehende Phosphorylierung ein-
getreten. _

Die bloBBe Feststellung, daB ein Flavin — wie z. B. dasjenige in der Netz-
haut?”) — dialysierbar ist, schlieBt eine Bindung an Fiwei nicht aus.

Ahnlich wie Lactoflavin (6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin) gibt auch 6.7-Di-
methyl-9-l-araboflavinl) mit dem Triger eine leicht dissoziierende, kata-
lytisch wirksame Eiwei-Verbindung, wihrend das Spiegelbild (6.7-Di-
methyl-9-d-araboflavin)?®) wirkungslos ist (Abbild. 2).
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Abbild. 2. Spezifitit der Co-Ferment-Wirkung freier Flavine.

Das 3.6.7-Trimethyl-9-d-riboflavin!3) ist ebenso unwirksam, wie
die daraus gewonnene 3.6.7- Trimethyl-9-d-riboflavin-(5’)-phosphor-
sdure. Das direkt kupplungs-unfihige Flavin wurde also auch durch Ver-
esterung mit Phosphorsiure nicht aktiv. Im Versuchsteil sind eine Reihe von
weiteren Flavinen zu finden, die auf Co-Ferment-Wirkung gepriift wurden.
Die bis jetzt vorliegenden Ergebnisse fithren zu folgendem Bild:

1) Die Bildung eines Flavin-Enzyms ist nur mdéglich, wenn die NH-
Gruppe in 3-Stellung fret ist. Der Ersatz von NH durch NCH, macht alle
Flavine unfahig zur Bildung nicht fluorescierender Alkalisalze und damit
gleichzeitig unfahig zur Bildung nicht fluorescierender, katalvtisch wirksamer
Protein-Verbindungen.

%) Ph. Ellinger u. A. Hirt, Ztschr. Anat. Entwickl.-Gesch. 90, 791 [1929];
Ph. Ellinger u. A. Hirt in E. Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden,
Abteil. V, TL. 2/2, S. 1753 [1930]; Ph. Ellinger u. W. Koschara, B. 66, 315 [1933].

17) Ztschr. physiol. Chem. 223, 105 [1934].

18) R. Kuhn u. F. Weygand, B. 68, 1282 [1935].
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2) Nichst der freien NH-Gruppe in 3-Stellung sind die Struktur der
hydroxydhaltigen Seitenkette in 9-Stellung und die stereochemi-
sche Anordnung der Hydroxyle ausschlaggebend.

a) Von den Flavinen, die in 9-Stellung eine Pentitkette tragen, sind
bisher nur solche in Flavin-Enzyme iibergefiihrt worden, bei denen die OH-
Gruppe in 2’-Stellung bei der iiblichen Schreibweise nach links zu stehen
kommt, wie es bei den von der d-Ribose und I-Arabinose abgeleiteten Farb-
stoffen der Fall ist.

b) Die Acetylierung aller Hydroxyle vernichtet jede Co-Ferment-
Wirkung. 2°.3'.4'.5'-Tetraacetyl-lactoflavin!®) und 2'.3'.4'-Triacetyl-lacto-
flavin-5’-phosphorsiure®) sind ganz unwirksam.

c) Die den Nucleosiden entsprechenden Flavin-9-glucoside kénnen
keine Flavin-Enzyme bilden. Selbst das 6.7-Dimethyl-flavin-9-d-ribosid 21),
das sich vom Vitamin B, nur durch den Mindergehalt von 2 H-Atomen unter-
scheidet, zeigt gar keine katalytische Wirkung.

3) Die beiden 6.7-stdindigen Methylgruppen des Vitamins diirfen
nicht gleichzeitig in Fortfall kommen.

4) Die Veresterungmit Phosphorsiureist, sobald die voranstehenden
Bedingungen erfiillt sind, fiir die katalytische Wirksamkeit der Flavine nicht
notwendig, aber fiir die Haftfestigkeit der Farbstoffe am Triger bedeu-
tungsvoll.

Diese in vitro gewonnenen Ergebnisse wollen wir nun Punkt fiir Punkt
vergleichen mit denjenigen, zu denen wir bei der Priifung derselben Flavine in
vivo gekommen sind, also mit der Wachstumswirkung an Bg-frei er-
nihrten Ratten:

1) Wie im katalytischen Test haben wir auch im Vitamin-Test nach
P. Gyorgy, F.W. van Klaveren, R. Kuhn und Th. Wagner-Jau-
regg??) alle Flavine, bei denen die NH-Gruppe in 3-Stellung methyliert ist,
unwirksam befunden 23).

2) Konstitution und Konfiguration der hydroxylhaltigen Seitenkette
wirken sich bei beiden Bestimmungsmethoden gleichartig aus. Eine quanti-
tative Ubereinstimmung, d. h. eine Proportionalitit zwischen katalytischer
Wirkung und Wachstumseffekt ist nicht zu erwarten.

a) Soweit eigene Versuche vorliegen??), ist die Ubereinstimmung bisher
vorziiglich. Eine wesentliche Vermehrung des Vergleichsmaterials an weiteren
Flavinen steht hier in Aussicht. Ein Widerspruch liegt vor beim 6.7-Dimethyl-
9-d-araboflavin, das keine katalytische Wirksamkeit hat, das aber H. v. Euler,
P. Karrer und M. Malmberg?) auf Grund von Wachstumsversuchen unter
die Zahl der wirksamen B,-Vitamine aufgenommen haben. Im hiesigen In-
stitut ist das 6.7-Dimethyl-9-d-araboflavin®®) an Byfrei ernihrten Ratten
wiederholt gepriift und stets unwirksam befunden worden. Hr. B. C. P. Jan-
sen teilte uns mit, dal auch in Amsterdam keine Wachstumswirkung dieses
Flavins festgestellt werden konnte.

19) R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 1577 [1933].
20) R. Kuhn, H. Rudy u. F. Weygand, B. 69, 1543 [1936].
) R. Kuhn u. R. Strébele, Angew. Chem. 49, 6 [1936].
22) Ztschr. physiol. Chem. 228, 236 [1934].
23) R. Kuhn, Angew. Chem. 49, 6 [1936].
) Helv. chim. Acta 18, 1336 [1935]; P. Karrer u. T. H. Quibell, Helv. chim.
Acta 19, 1034 [1936). 2% R, Kuhn u. F. Weygand, B. 68, 1282 [1935].
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b) Die Vernichtung der katalytischen Wirksamkeit durch Acetylierung
der Hydroxyle war auf Grund der in vivo gewonnenen Ergebnisse unerwartet,
denn die Wachstumswirkung des 2'.3".4".5'-Tetraacetyl-lactoflavins bleibt
hinter derjenigen des freien Vitamins nur wenig zuriick?¢). Wenn man bedenkt,
wie duBerst leicht Tetraacetyl-lacto-flavin verseifbar ist1?%), wird man geneigt
sein, diesen Gegensatz durch die Annahme zu erkliren, dall die Tetraacetyl-
Verbindung im Organismus Hydrolyse erleidet und erst das freie Lactoflavin
zur Wirkung gelangt.

¢) 6.7-Dimethylflavin-9-d-ribosid ist im Tierversuch nicht nur bei peroraler
Verabreichung, wobei mit hydrolytischer Spaltung im Magen zu rechnen war,
sondern auch bei intraperitonealer Einspritzung, ohne Wachstumswirkung.

3) In Ubereinstimmung mit dem katalytischen Test ist noch kein Flavin
bekannt geworden, das bei unsubstituiertem Benzolkern (freie 5-, 6-, 7- und
8-Stellung) Wachstum an B,frei erndhrten Ratten hervorruft.

4) Die Veresterung des Lactoflavins mit Phosphorsdure in 5'-Stellung ist
ohne EinfluB} auf die Wachstumswirkung?®). Bei der im hiesigen Institut an-
gewandten Grundkost??) erzeugen Lactoflavin, Lactoflavin-5'-phosphorsiure
und gelbes Ferment iibereinstimmend eine Gewichtszunahme von 40 g in
30 Tgn., wenn 7—S8 y Farbstoff (C,;HyN,Og) je Tag und Ratte gegeben werden.
Selbst beim gelben Ferment macht es dabei nichts aus, ob man per os fiittert
oder intraperitoneal spritzt?8).

Aus der soeben durchgefiihrten Gegeniiberstellung erhellt, daBl mit den
vorliegenden Versuchen auf dem Gebiete des Vitamins B, ein Ziel der Wirkstoff-
Forschung erreicht scheint: ohne Zellen und Gewebe iiber Wirksamkeit
und Unwirksamkeit natiirlicher wie synthetischer Wachstumsstoffe ent-
scheiden zu kénnen. Der neue katalytische Test erfordert zur Ausfithrung
etwa eine Stde. gegeniiber vielen Wochen, die man zum Wachstumstest be-
nétigt. Uber die praktischen Anwendungsméglichkeiten eines Vitamins wird
immer nur der Versuch am lebenden Objekt entscheiden. Dem Chemiker aber,
der Stoffe mit Vitamin-Wirkung synthetisch darstellt, wird eine schnell aus-
fithrbare Orientierung dariiber, ob er auf dem richtigen Wege ist, willkommen
sein: die katalytisch unwirksamen Flavine werden aller Voraussicht nach
auch im Tierversuch keine Wachstumswirkung entfalten. Umgekehrt wird
man damit rechnen, daf8 vielfach Flavine im lebenden Tier das Wachstum
schwicher beeinflussen werden, als es ihrer katalytischen Wirksamkeit in vitro
entspricht. Denn die Resorption und neben anderen Umstinden insbesondere
die Veresterung mit Phosphorsiure, die fiir die quantitativen Verhiltnisse aus-
schlaggebend ist, werden von Fall zu Fall verschieden sein. Sollten wider Er-
warten katalytisch unwirksame Flavine mit Sicherheit als wachstumsférdernd
erkannt werden??), so wird dies die seit 3 Jahren vertretene Vorstellung, da
die Wirksamkeit des gelben Vitamins auf die katalytischen Wirkungen eines
im Tierkérper daraus entstehenden gelben Ferments hinausliuft, nicht mehr

26) P. Gyoérgy, R. Kuhn u. Th. Wagner-Jauregg, Ztschr. physiol. Chem. 223,
241 [1934]. ?”) R. Kuhn u. H. Rudy, Ztschr. physiol. Chem. 239, 47 [1936].

%) R. Kuhn u. H. Rudy, unverdffentlicht; teilweise ref. Angew. Chem. 49, 323
[1936].

2%) vergl. die Angaben von H. v. Euler, P. Karrer u. M. Malmberg (Fulin. 24)
iiber die Wachstumswirkung des 6.7-Dimethyl-9-d-araboflavins. Dall aus einem un-
wirksamen Flavin im Organismus eine aktive Flavin-phosphorsidure gebildet wird, er-
scheint nicht unméglich.
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erschiittern. In allen Einzelheiten, die wir aufgezeigt haben, und bei allen
svnthetischen Flavinen, die bisher von uns untersucht wurden, tritt die nahe
Beziehung zwischen katalytischer Wirksamkeit und Wachstumswirkung klar
zu Tage. In Zukunft etwa noch auftretende Unstimmigkeiten diirften den ge-
wonnenen Einblick in die Wirkungsweise eines Vitamins nur noch um die
Erkenntnis zusitzlicher HilfsmaBnahmen des Tierkdrpers bei der Bildung von
Flavin-Enzymen aus Flavinen bereichern.

Der katalytische Test, wie wir ihn vorschlagen, ist bei genauer Betrach-
tung nicht ganz physiologisch. Da wir die Wachstumswirkung der Flavine
an der Ratte messen, sollten wir auch den in den Organen der Ratte vor-
kommenden und nicht den aus Hefe isolierten spezifischen EiweiBk&rper als
kolloiden Triger zur Messung der katalytischen Wirksamkeit benutzen, sofern
quantitative Vergleiche angestrebt werden. In Anbetracht der Tatsache, daB3
die Globine in den Blutfarbstoffen verschiedener Tiere, ja sogar bei ver-
schiedenen Individuen derselben Art, charakteristische Unterschiede (S-Ge-
halt!) aufweisen, wird man auch eine Verschiedenheit der in Hefen und in
verschiedenen Tieren gebildeten Triger-Proteine des gelben Vitamins bis auf
weiteres fiir moglich halten. DaB die Dehydrase (Zwischenferment) im kata-
lytischen Test gleichfalls aus Hefe stammt und nicht tierischen Ursprungs ist,
erachten wir demgegeniiber nicht als storend; ebensowenig den Umstand, da3
die Dehydrierung von Neuberg- und Robison-Ester, die als Substrate an-
gewandt werden, mit dem Wachstumsvorgang bei Tieren vielleicht gar nichts
zu tun hat. Denn es geht aus den Untersuchungen von O. Warburg und
W. Christian iiberzeugend hervor, dafl Substrat und Dehydrase nur die Auf-
gabe haben, die Nicotinsiure-amid-Gruppen des im Reaktionsansatz ent-
haltenen farblosen Co-Ferments aus Blutzellen zu hydrieren. Diese Dihydro-
Verbindung, auf deren Bildungsweise es mithin nicht ankommt, stellt fiir die
gepriiften Flavin-Enzyme das ,,unmittelbare Substrat” dar. Nachdem nicht
nur die hydrierte Stufe des Co-Ferments aus Blutzellen (Triphospho-Pyridin-
Nucleotid), sondern nach H. v. Euler auch die hydrierte Stufe der Cozymase
aus Hefe (Diphospho-Pyridin-Nucleotid) durch gelbes Ferment spezifisch de-
hydriert wird, ist eine Reihe von Modifikationen zur Priifung der katalytischen
Wirkungen natiirlicher und synthe-

tischer Flavine naheliegend. _OH
Versucht man aus den vorliegen- (Iin.O.P\=O

den Tatsachen eine Strukturformel HO.C.H OH -

des gelben Ferments abzuleiten, |

welche die Bindungsverhiltnisse der HO-?-H

prosthetischen Gruppe an den Triger HO.C.H

zum Ausdruck bringt, so mufl man, wie I.
schon R. Kuhn und P. Boulanger%)
sowie H. Rudy?) ausgefiihrt haben, N N
der iiberragenden Bedeutung der NH- H:,C.,/ NS \/ \CO
Gruppe in 3-Stellung (salzartige Bin- L |
dung) und der Phosphorsdure (Haft- H,C

- NH
festigkeit) gleichzeitig Ausdruck ver- "NNNZNeo”
leihen:

H, Elvw{elﬁ

O

3% B. 69, 1557 [1936]. 31) Naturwiss. 24, 501 [1936].
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Die SchluBfolgerung, daB ,mindestens” 2 Haftstellen anzunehmen
sind3?), wird durch die neuen katalytischen Versuche als sehr berechtigt er-
wiesen. Denn es zeigt sich, da3 das Wirkungsvermégen der Flavine, das wir
jetzt ohne Zellen und Gewebe messend vergleichen konnen, ebenso wie deren
EinfluBl auf das Wachstum auch von den Methylgruppen am Benzolkern sowie
von den freien Hydroxylen der Seitenkette in hohem MaBe abhingt. Es liegt
nun nahe, zu sagen, die Frage nach den Haftstellen und deren Formulierung
verliert damit ihren Sinn, man miite die punktierten Linien, hinter denen
sich die Grenzen unseres Wissens verbergen, vom Triger-Eiweil} auch nach
den Hydroxylen und nach den Methylen am Benzolkern ziehen: die prosthe-
tische Gruppe als Ganzes bettet sich an einer bevorzugten Stelle
des Trigermolekiils ein. Wir glauben, daB diese Vorstellung sehr weit-
gehend zutrifft, aber wir glauben nicht, daBl dadurch die iiberragende Bedeu-
tung der im Formelbild ersichtlichen Haftstellen geschmilert wird. Die
Methylgruppen haben einen so starken Einflul auf das Redox-Potential3?),
daB es vorldufig nicht notig erscheint, an dieser Stelle eine unmittelbare Bin-
dung an den Trager anzunehmen.

In dem ohne Vermittlung von Phosphorsiure aus Lactoflavin entstehenden
Flavin-Enzym ist die hauptsichlichste Haftstelle an der NH-Gruppe in 3 zu

suchen. Der groBe EinfluB, den Ande-

CH,.OH rungen in der Konstitution und Konfi-
HO.Cli.H guration der Pentitkette ausiiben, legt
I auch in diesem Falle die Vorstellung
HO.C.H von der , Einbettung’ des gesamten
11. HO.é.H Farbstoffmolekiils am Eiwei3 nahe.
| Das Flavo-phospho-protein I, in
CH, dem die prosthetische Gruppe an 2Stel-
IlT N len am EiweiB haftet, zerfallt erst in
HC./ "\ saurer Lsung in die beiden Komponen-
| Co ten. Das Flavo-protein II, in dem

C | ll\TH.,,.,.......,EiweiB sich nur eine Haftstelle findet, ist
NN o7 schon bei neutraler Reaktion sehr
weitgehend dissoziiert.

H

Beschreibung der Versuche.

Die zur Gewinnung des kolloiden Trigers verwendeten Priaparate von
gelbem Ferment waren wie friiher?) aus Hefe der Léwenbrauerei-Miinchen
nach H. Theorell®) dargestellt. Sie enthielten 376 Tle. Farbstoff (C,;H,oN,Oq)
in etwa 140000 Tln. Trockensubstanz. Die 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin-
schwefelsiure wurde durch Einwirkung von Chlorsulfonsiure in Pyridin
auf Lactoflavin bereitet. Das gepriifte Priparat enthielt gar kein un-
verestertes Vitamin und wanderte bei pg = 7.2 so wie Lactoflavin-5’-phosphor-
sdure anodisch. Die Co-Ferment-Wirkung dieses Schwefelsiure-esters ist
bemerkenswert, aber nicht mit derjenigen des 5’-Phosphorsiure-esters ver-
gleichbar. Denn durch Dialyse bei neutraler Reaktion lieB sich der Farbstoff
vom Trager ablosen.

32) Die Lactoflavin-5’-phosphorsiure ist dreibasisch. Ob von den beiden sauren
OH-Gruppen, die das Phosphoratom trdgt, nur eine oder beide die Bindung an den
spezifischen Eiweikérpern vermitteln, ist noch unbekannt.
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Methylenblau-Entfirbung.

Je 0.50 ccm Methylenblau 1:5000, 0.10 ccm m/y;-Phosphat von pg7.0, 0.1 ccm m/yo-
Neuberg-Ester (Kaliumsalz), 0.20 ccm Co-Ferment aus Pferdeblut, 0.50 ccm Zwischen-
ferment aus Léwenbriau-Hefe. 37°. Je 10 + Farbstoff als C,;H,N,O, (Uberschug).

Je 0.50 ccm kolloider Triger entfirbt nach
0.10 cem WasSeT .. ....vivernenenoneonoroeeencoannaneons e e 17 Min.
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin-5'-phosphorséure. ............... 1,
0.10 ccm 3.6.7-Trimethyl-9-d-riboflavin-phosphorsdure................ 16 ,,
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin-schwefelsidure (Na-Salz) ........ 3,
0.10 ccm Lactoflavin ohne Triger (4 0.5 ccom Wasser) .............. 16 ,,

Je 0.50 cem kolloider Tréger -+ wechselnde Mengen Flavin entfarbt nach
010 CCIm WasSSeT . ...vvivierenneaneesansenasasnssessananns 21 Min.
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin (synth.) ................ 30y 1y,

12 v 2 .
3y 4y
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-l-araboflavin . .............. ... oat 30 y 13,
12 Y 21/2 "
3y 53y .
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-araboflavin. ...................... 30 v 17Y, .,
12 v 20Y, .,
0.10 cem 3.6.7-Trimethyl-O-d-riboflavin .. ................. ... 30 vy 15 .
12 v 20 "
3 vy 22 "
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin-schwefelsdure (Na-Salz) .. 30 v 2y, ,,
12 v 2y, .,
3y Y .

entfirbt nach

Je 0.50 ccm kolloider Tréger + 0.10 ccm Wasser........ 23 Min.

0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin aus Molke ............ 150 v 1%, ,,

0y 24y

0.10 ccm 9-d-Riboflavin ......... ... il 150 v 8%, .,

50 v 104, .,

0.10 ccm 9-d-Araboflavin .......... . oiiiiiiii i, 150 v 11 .

50 v 143,

0.10 cem 9-l-Araboflavin .......... ool iiii 150 v 11 .

50 v 12%,

0.10 ccm Tetraacetyl-6.7-dimethyl-9-d-riboflavin (aus Molke) .. 100 y 12/, ,

50 vy 16 "

0.10 ccm 9-d-Glucoflavin. . ....o.veniiiii it 150 v 11%/, ,

50y 14,

0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-ribosidoflavin.................... 35y 12 .

0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-araboflavin ohne Trager.......... 150 v 123, ,
0.10 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin aus Molke 4 0.5 ccm

WaASSET vt viieeneranncesossnocnansanearoneenans 150 v 18 v

+ 0.1 ccm Wasser 23  Min.

0.1 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-riboflavin-5’-phosphorsdure ....... 15y 2y,

0.1 ccm Triacetyl-6.7-dimethyl-9-d-riboflavin-5’-phosphorsiure 15 v 17 v

0.1 ccm 6.7-Dimethyl-9-d-glucoflavin ...................... 50 y 11 .

Unmittelbar vergleichbar sind nur die mit gleichem Triger und Zwischenferment
ausgefiihrten Versuche. Dasselbe gilt fiir die folgenden manometrischen Messungen.
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Sauerstoff-Aufnahme (cmm).

Je 1 cem mf,-Neuberg-Ester, 0.20 ccm m/,-Phosphat pg 7.0, 0.50 ccm Co-Ferment
aus Pferdeblut, 0.50 ccm Zwischenferment aus Léwenbriau-Hefe. Im Anhang 0.50 ccm
kolloider Triger + 0.10 ccm Flavin bzw. Flavinphosphorsdure (wechselnde Mengen).
Im Einsatz 0.20 ccm 2-n. Kalilauge. Reiner Sauerstoff, 37°.

6.7Di- | 867-Tri- | 6.-Di- | 3.6.7-Tri-
Zeit Trlfger J;:,;.‘,,'-‘f,’},'_ 5["1,”_;",’,(';_ ;f:'];_‘r‘;g(‘)_ 6.7-Dimet21yl-2l-1d)-riboﬂavin n:ietl.ngl-Q-
in | ohne avin- avin- avin- synth. -ribo-

: 3 §'-phos- hosphor- | schwefel- 3

Min. | Flavin phogsllnre P sﬂgre ® sHure X flavin
25+ 41 +y 30 v By | 257 2y
[nach Abzug des vom Triger anfgenommenen O, ausSpalte 2]

5 1.55 19.25 0 1.8 5.2 34 0 0.85
10 33 43.3 0 1.7 13.6 3.6 0 1.55
15 33 67.4 0 4.9 23.7 5.3 +0.5 2.75
20 3.3 96.9 0 4.9 371 7.0 0 5.15
30 9.35 121.6 2.1 11.6 54.8 6.1 —0.8 6.35
40 [ 171 175.9 0 11.8 62.2 1.8 0 59
60 | 26.5 232.5 0.5 19.7 86.5 4.4 +0.5 4.9

6rDi- |86.-Tri-| 65-Di- © 36.7- | 6.7-Di- | 6.7-Di-

. 150 y méthyl- methyl- | methyl-9: 6.7-Di- | Tri- |methyl-| methyl-

Zeit | Triger | Lacto- | 9-d-ribo- | 9-d-ribo-| d-ribo- methyl-|

: favin | Mavin- | flavin- | favin- |g oo imethyl- | 9-- ) 9-d-
in | ohme | flavin | 5 phos. | phos- [schwefel- favin |9-d-tibo-| arabo- | arabo-
Min. | Flavin 'Ifi'lilinzr ‘5‘:‘01':' g;'l?:‘; (,\-’;“.‘éf,?,] avi flavin | flavin | flavin

8 507 307 sy | 150y | 150y | 150+ | 150y
[nach Abzug des vom Triger bzw. Flavin allein aufgenommenen
O, aus Spalte 2 u. 3]

5 1.6 0.1 13.0 0 0.1 19 0 4.7 0.8
10 1.6 0 28.8 0 5.1 139 1.6 13.5 3.25
20 31 1.7 59.0 2.1 12.0 35.0 1.8 28.3 54
30 6.3 1.7 82.5 23 17.2 50.7 0.2 39.3 38
45 9.4 34 114.6 2.8 225 73.6 0.4 56.6 39
60 15.7 8.4 1423 49 314 95.3 0.3 72.2 3.7
75 18.8 11.8 162.2 3.5 36.7 110.2 2.2 84.2 5.2

b T | Tetras 6.7-Di-
Trd ,,.,iﬁo- m:tl! 1-9- z‘alqetyl-eﬂ- 9-d-Ribo- |9-l-Arabo (9-d-Arabo- | methyl-
Zeit Ia- | flavin-5- fla-vriln?.';’- ;_’gfl,tlll’)%l_' flavin flavin flavin  |9-l-arabo-

R r | phosphor- A .
in g]fn petien pho;phor- flavin flavin

. ohne sture

Min. .
Flavin 157 157 100 150 vy 150y 150 y 150 vy
{nach Abzug des vom Triger bzw. Flavin allein aufgenommenen Q,]

5 3.2 2.2 0 0 0 0 0 0.3
10 6.5 9.5 0 0 0 0 0 0.5
20 9.7 21.3 0 0 0 0 0 6.0
35 16.2 40.3 1.0 0 0 0.5 1.0 10.0
50 17.8 54.2 1.0 0 1.6 1.0 0 18.8
75 21.1 80.0 1.3 1.7 4.8 1.2 0.5 26.0

110 29.2 102.8 1.1 1.1 12.0 1.8 0.9 32.0
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Zeit Triger ohne 6.7-D.1meth)jl-
in Min Flavin 9-d-riboflavin
’ (aus Molke)
150 v
10 0 20.5
20 0 27.4
30 0 36.4
40 16 47.1
55 6.5 63.2
75 16.3 77.8
105 213 105.7

Hm. H. W. Rzeppa danken wir fiir seine ausgezeichnete Unterstiitzung
bei der Ausfithrung aller Messungen.

461. Felix Seidel und Otto Engelfried: Chemische und textil-
chemische Studien an neuen Textilhilismitteln und Farbstoffen.
[Aus d. Chem. Institut d. Universitit Tiibingen.]

(Eingegangen am 9. Oktober 1936.)

Seit dem Beginn der gro8technischen Herstellung kiinstlicher Spinnfasern
war die Textilchemie stindig bestrebt, deren Eigenschaften zu verbessern.
Diese Einstellung zeigt sich einerseits an der Vervollkommnung des Spinn-
vorganges und andererseits an der Verwendung vieler und verschiedenartigster
Spezialpriparate, die als Zusitze zu den Spinnlésungen oder fiir eine Nach-
behandlung des fertigen Fadens Verwendung finden.

Bekanntlich besitzt Kunstseide in nassem Zustande — gegeniiber der
natiirlichen Cellulosefaser — eine erheblich verminderte Reil}festigkeit; dieser
Nachteil zeigt sich bei allen Naf3-Behandlungen in der hiufigen Wiederkehr
mechanischer Schiden. Wischerei und Bleicherei miissen mildere Behand-
lungsformen wihlen, die im allgemeinen auf eine Verminderung von Tempe-
ratur und Finwirkungszeit hinauslaufen. Gegenwiirtig findet diese Forderung
in den vorhandenen Netz- und Emulgierungsmitteln ihre Erfiillung.

Die Erfahrungen und Erfolge, welche fast immer zuerst bei der Nach-
behandlung kiinstlicher Spinnfiden mit den verschiedenartigsten techni-
schen Praparaten gewonnen wurden, sind alsbald auch auf pflanzliche und
tierische Spinnfasern iibernommen worden. Die chemische Patentliteratur

. und der Reklameteil textilchemischer Zeitschriften weisen dauernd auf die

Veredelungsmdglichkeiten aller Gespinstfasern hin. Es ist aber geradezu iiber-
raschend, daB dieses Gebiet der Chemie kaum eine eingehende wissenschaft-
liche Bearbeitung gefunden hat. Nur iiber die neueren chemischen Wasch-
mittel, die sauren Schwefelsiure-ester der Fettalkohole und die Kondensations-
produkte vom Typus der ,Igepone” finden sich einige wissenschaftliche Ab-
handlungen, aber auch ihr Inhalt ist z. T1. weniger auf priparative und syste-
matische Forschung eingestellt, als vielmehr auf eine etwas einseitige Be-
tonung der Vorziige moderner technischer Handelspriparate der Veredelungs-
industrie. Demzufolge finden sich im chemischen Schrifttum auch kaum Ver-
offentlichungen, wie sie die Farbenchemie in so groBer Zahl kennt, in denen
Berichte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LXIX. 166



