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230. Richard Kuhn, Hellmuth Vetter und Hans Werner Rzeppa:
Zur Spezifitit des Lactoflavins; Ersatz der Methylgruppen durch den
Tetramethylen- und Trimethylen-Ring.

[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.]
(Bingegangen am 21. April 1937.)

Wihrend die Umstellung der Methylgruppen im Lactoflavin nach
5.7 und 6.8 die biologische Wirksamkeit verschwinden 1aBt?'), bleibt, wie
im folgenden gezeigt wird, die Fahigkeit zur Bildung einer katalytisch
wirksamen Hiweif-Verbindung noch erhalten, wenn man die 6.7-
standigen Methylgruppen durch den Tetramethylen- oder Tri-
methylen-Ring ersetzt.

Die Anregung zur Synthese solcher Flavine entstammt Beobachtungen
von P. Krinzlein?), der nach dem Vorbild des Lactoflavins o-stindige
Methylgruppen in verschiedene organische Farbstoffe eingefithrt hat und
feststellte, dafl die dadurch bedingten Effekted) den durch Angliederung
von Trimethylen- und Tetramethylen-Ringen erzielbaren vergleichbar sind.

Das 6.7-Tetramethylen-9-methyl-iso-alloxazin (I) wurde nach
dem mit K. Reinemund®) ausgearbeiteten Verfahren zur Synthese des
Lumi-lactoflavins erhalten, das 6.7-Tetramethylen-alloxazin (II)
nach O. Kiihling® aus dem 2.3-Diamino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin.
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Das6.7-Tetramethylen-9-l-araboflavin (III) und 6.7-Tetramethylen-
9-d-riboflavin (IV) gewannen wir ebenso wie das 6.7-Trimethylen-9-
l-araboflavin (V) und das 6.7-Trimethylen-9-d-riboflavin (VI) iber
die entsprechend substituierten o-Nitranilin-N-glucoside®).

Die I-Araboflavine III und V konnten sehr schon krystallisiert er-
halten werden, die d-Riboflavine IV und VI leider nicht, obwohl zur
Darstellung auch die Umsetzung der o-Dinitro-Verbindungen?) mit d-Ribamin
vorgenommen wurde und die Zwischenprodukte gut krystallisierten.

1) R.Kuhn, P. Desnuelle u. F. Weygand, B. 70, 1293 [1937].

?) Dissertat., Universitait Wiirzburg 1937. Hrn. Direktor Dr. G. Krinzlein,
I1.-G. Farbenindustrie A.-G., Hochst a. M., verdanken wir die als Ausgangsmaterial
beniitzten Nitro-amino-Derivate des Tetralins und Hydrindens.

%) Auch die entgiftende Wirkung der 6.7-stindigen Methyle, die R. Kuhn u.
P. Boulanger, Ztschr. physiol. Chem. 241, 233 [1936], an den Flavinen fanden, ist
von P.Krianzlein noch in vielen weiteren Beispielen aus der Acridinreibe u. a. fest-
gestellt worden. 4 R.Kuhn u. K. Reinemund, B. 67, 1932 [1934).

5 B. 24, 2363 [1891]. %) R.Kuhn u. R.Strébele, B. 70, 773 [1937].

7) Uber 2.3-Dinitro-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin und 5.6-Dinitro-hydrinden vergl.
R.Kuhn, H. Vetter u. P. Desnuelle, B. 70, 1314 [1937).
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Die 6.7-Tetramethylen-flavine fluorescieren in wifr. Losung olive-gelb,
die 6.7-Trimethylen-flavine griin. Die Absorptionsspektren sind in Abbild. 1

dargestellt.
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Der Einflul, den Substituenten am Benzolkern auf die Farbe
des Fluorescenzlichtes und auf die Lage der Absorptionsbanden der
Flavine ausiiben, ist aus der folgenden Zusammenstellung ersichtlich. Die
Zahlen sind unabhingig davon, ob sich in 9-Stellung eine Methylgruppe
oder eine d-Ribityl- bzw. [-Arabityl-Kette befindet.

Substituenten i Lage der Haupt-Maxima in mp
Lit. Fluorescenz

am Benzolkern i 7 l 3 l ry
Keine ............ 8) 440 335 268 — blaugriin
6.7-Trimethylen ... 9) 440 357 267 226 griin
5.7-Dimethyl ...... 11) ~ 392 266 222. hellgriin
6-Methyl.......... 9) 440 356 267 226 griingelb
6.7-Dimethyl ...... 10) 445 (365) 270 221 griingelb
6.7-Tetramethylen . 9) 450 363 266 226 olive-gelb
6.8-Dimethyl ..... 11) 450 372 270 222 gelb
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Die Iagen der Nebenbanden und die Absorptionsstirken (Ho6hen) sind
den Abbildungen?®)®) 1911} zy entnehmen. Die spiegelbildliche Beziehung
zwischen Absorptions- und Fluorescenzbanden, die bei den Diphenyl-
polyenen festgestellt wurde?), ist auch hier schon mit freiem Auge wahr-

75.70%

6.7- Trimethylen~-9-(-araboffavir in Wasser
= ~ — = 67 Tetramettylen-9-{-araboflavin in Wasser
o——o—o £~ Methyl-9-d -riboflavin in Wasser
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Abbild. 1.
: w . . 2.30 To
Abszissen: Wellenldngen in myp. Ordinaten: »x = - d.log T
c X,
d = 0.114 cm, fiir alle Messnngen.
¢ = 2.52x 10~ Mol/Liter ¢ = 2.71 x 10~ Mol/Liter ¢ = 2.99 x 10-* Mol{Liter

nehmbar, obwohl die maximalen Verschiebungen der Banden nur etwa
10 mp. betragen. Dem kurzwelligsten 1. Hauptmaximum der Absorption
(440 mp) entspricht ein schwach blaustichiges Griin, dem langwelligsten
(450 mp) ein stumpfes Gelb des Fluorescenzlichtes.

%) R. Kuhn u. F. Weygand, B. 67, 1409 [1934]. 9) Diese Arbeit.

1) R, Kuhn,P. Gyérgy u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 1034 [1933]; R.Kuhn,
H.Rudy u. Th. Wagner-Jauregg, B. 66, 1950 [1933].

11y R, Kuhn, P. Desnuelle u. F. Weygand, B. 70, 1293 [1937].

12) K, W. Hausser, R. Kuhn u. Mitarbeiter, Ztschr. physik. Chem. (B) 29, 363
[1935].
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Neben die Eigenschaften von 6.7-Tetramethylen-(I1I) und 6.7-Tri-
methylen-9-l-araboflavin (V) stellen wir diejenigen von 6-Methyl-9-1-
araboflavin und von 6-Methyl-9-d-riboflavini?):

. Schmp. o [«]f in 0.05-n. NaOH4)
Flavin (Zers) lalf in 0.1-n. NaOH + ges./, Borax
6.7-Tetramethylen-9-I-arabo- 2860 —45.8° (c = 0.27) +320° (c = 0.14)
6.7-Trimethylen-9-l-arabo-. . 3000 —61.0° (c = 0.27) +326° (c = 0.14)
6-Methyl-9-l-arabo- ....... 2760 —67.5° (c = 0.25) +277°  (c'= 0.13)
6-Methyl-9-d-ribo- ........ 2770 —62.5* {c = 0.21) +275° (¢ = 0.11)

Die Co-Ferment-Wirkung der 4 angefithrten Farbstoffe (Abbild. 2)
1aBt einen nur geringen Unterschied des 6.7-Tetramethylen- und 6.7-Tri-
methylen-flavins gegeniiber der 6-Methyl-Verbindung erkennen. Die drei I-
Araboflavine sind jedoch erheblich weniger wirksam als das 6-Methyl-9-d-
riboflavin, dessen katalytische Wirkung in Gegenwart des kolloiden Tragers
derjenigen des Lactoflavins nahe kommt.

100 vy Lactoflavin
100 v 6-Methyl-9-d-riboflavin

7
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Abbild. 2.

Co-Ferment-Wirkung: 0.5 ccm Zwischenferment, 0.5 cem Co-

Ferment aus Pferdeblut, 1 ccm m/;-Neuberg-Ester, 0.2 ccm

m/,-Phosphat pg 7, Anhang: 0.5 cem Tréger und 0.2 com Flavin

(1 cem = 0.50 mg). FEinsatz: 0.2 ccm 2 #-KOH; O,, 37°. Nach Ab-
zug der Leerwerte fiir Tréger ohne Flavin.

In bezug auf die Wachstumswirkung fanden wir das 6-Methyl-9-d-
riboflavin mit 10y je Tag und Ratte ungeniigend (alle Tiere starben nach
2 bis 6 Wochen), mit 20 v wurde jedoch die Einheit (Gewichtszunahme von

1%} Diesen Farbstoff haben bereits P. Karrer u. F. M. Strong, Helv. chim. Acta
18, 1343 [1935], beschrieben, die Schmp. 2829, [«]: —84.6° (0.05-n. NaOH) und nach
Versuchen H. v. Eulers gute Wachstumswirkung mit 10—20+y je Tag und Ratte an-
geben.

14y 1 Tropfen konz. NaOH, um die durch die Pufferwirkung des Boraxes ent-
standene schwache Fluorescenz der alkalischen Flavinlosung wieder ganz zum Ver-
schwinden zu bringen.
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40 g in 30 Tagen) nahezu erreicht. Mit 20 y 6.7-Tetramethylen- und 6.7-
Trimethylen-9-l-araboflavin blieben die Tiere bei nur geringem Anstieg des
Gewichts (2 Beispiele in Abbild. 3) iiber
10 Wochen am Leben, wihrend sie mit 10 y
nach 2—5 Wochen gestorben waren.

I/ﬂg T Das Ergebnis der Tierversuche mit den
el y drei I-Arabo-flavinen erinnert an zahlreiche
2R / T T Befunde mit dem 6.7-Dimethyl-9-l-araboflavin,

2959Y das auch im katalytischen Test!%) ganz &hn-
liche Wirksamkeit zeigt.

Die Unwirksamkeit von 6.8-Dimethyl-9-d-
2 4 e’ © % tiboflavinl), sowohl im katalytischen wie im
Wachstumstest, ist in Anbetracht der starken
Aktivitit des 6-Methyl-9-d-riboflavins erstaun-
lich. Die 6.8-Dimethyl-Verbindung ist nicht
deshalb unwirksam, weil die 7-stindige Me-
thylgruppe des Naturprodukts fehlt, sondern
weil die 8-stindige Methylgruppe die noch sehr hohe Wirksamkeit der
6-Methyl-Verbindung vernichtet.

Abbild, 3.
Bei { Zugabe von 20y 6.7-
Tetramethylen-9-I-araboflavin
- pro Tag und Ratte.

Beschreibung der Versuche.
6.7-Tetramethylen-9-methyl-isoalloxazin.
a) 2-Nitro-3-toluolsulfamino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin.

Als Ausgangsprodukt dient 2-Nitro-3-amino-5.6.7.8-tetrahydro-
naphthalin. Zur Reinigung werden 100 g in 500 ccm Benzol heif} geldst
und chromatographisch an Aluminiumoxyd adsorbiert. Hierbei bleibt
eine betriachtliche, dunkle Zone als oberste Schicht zuriick, wihrend die
Hauptmenge mit orangegelber Farbe ins Filtrat wandert. Beim Einengen
bilden sich thombische Platten; Schmp. 125—126° (k. Th.). Nach Um-
krystallisation aus siedendem Benzol wird die Farbe wohl etwas heller,
Krystallhabitus und Schmp. bleiben jedoch unverindert. 28.8g (0.15 Mol)
Nitro-amino-tetrahydro-naphthalin werden mit 28.6g (0.15 Mol)
p-Toluol-sulfochlorid in 60 ccm trocknem Pyridin 6 Stdn. auf dem
Dampfbade erhitzt. Die noch warme Losung wird in 1 I Wasser eingegossen,
wobei das ausfallende Ol bald erstarrt. Nach dem Verreiben wischt man
oftmals mit Wasser und krystallisiert aus 150 ccmn Eisessig um; Gesamt-
ausbeute 41.5 g (80.5%,). Zur Reinigung wird noch 3-mal aus Eisessig um-
krystallisiert. Man erhalt citronengelbe, schrig zugespitzte, prismatische
Nadeln, die bei 145.5—146.5% (k. Th.) schmelzen.

4.356 mg Sbst.: 9430 mg CO,, 2.055 mg H,0. — 4.796 mg Sbst.: 0.346 cem N
(22° 740 mm). .

C,;H,;;ON,S (346.2). Ber. C 58.93, H 5.26, N 8.09.
Gef. ,, 59.04, ,, 5.28, ,, 8.13.

b) 2-Nitro-3-N-methyl-toluolsulfamino-5.6.7.8-tetrahydro-
naphthalin.

Eine Mischung von 54g der Toluolsulfamino-Verbindung mit
50 ccm n-Kalilauge wird auf 60°? erhitzt und innerhalb von 15 Min. por-

15) R. Kuhn u. H. Rudy, B. 69, 2557 [1936].
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tionsweise mit 17.5 ccm Dimethylsulfat versetzt. Beim Umschlag der
rotgelben Farbe in milchig-hellgelb wird jeweils eine geringe Menge 20-proz.
KOH zugegeben ; anlerdem wird darauf geachtet, daf} die Reaktionstemperatur
500 nicht unterschreitet. Nach beendeter Umsetzung wird der Niederschlag
abgesaugt und aus 500 ccm Methanol umkrystallisiert; Rohausbeute 4.6 g
(82.09%) ; die gelbrote Mutterlauge enthilt nicht-methyliertes Produkt (Schmp.
130--1509%). Umkrystallisation des Rohprodukts aus Methanol und absol.
Alkohol liefert schwach strohfarbene, kurze prismatische Nadeln. Schmp. 198°¢
(k. Th.).
4.237 mg Sbst.: 9.340 mg CO,, 2.190 mg H,0. — 4.761 mg Sbst.: 0.338 cem N
(229, 739 mm).
CyeH,00.N,S (360.2). Ber. C 59.97, H 5.61, N 7.77.
Gef. ,, 60.12, ,, 5.78, ,, 7.99.

¢) 2-Nitro-3-methylamino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin.

16 g N-Methyl-toluolsulfamino-Verbindung werden in einem Ge-
misch von 10 ccm Eisessig und 25 cem konz. Schwefelsiure 1 Stde.
auf dem Dampfbade erhitzt. Beim EingieBen der klaren dunkelbraunen
Losung in etwa 1 ] kaltes Wasser fallen orangefarbene Flocken aus. Sie’
werden abgesaugt, mit Wasser siurefrei gewaschen und aus absol. Alkohol
umkrystallisiert; Ausb. 8 g (86.5%). Bei nochmaliger Krystallisation aus
Alkohol wird das Produkt etwas heller, der Schmp. bleibt jedoch unverandert
bei-115.5¢ (k. Th.). Orangegelbe, verfilzte, lange Nadeln.

4.202 mg Sbst.: 9.860 mg CO,, 2.575 mg H,0.

C,,H,,0,N, (206.1). Ber. C 64.05, H 6.84. Gef. C 64.00, H 6.86.

d) 2-Amino-3-methylamino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin-
dichlorhydrat.

7 g Nitro-Verbindung werden in eine Losung von 37.5 g Zinnchloriir
(SnCl,.2H,0) in 90 ccm konz. HCI eingetragen, wobei unter Selbsterwdrmung
und HCl-Entwicklung die Substanz in Losung geht. Nach kurzem Erwirmen
auf dem Dampfbade wird die entfirbte warme LGsung in eine eisgekiihlte
Losung von 80 g NaOH in 150 ccm Wasser gegossen und das flockig aus-
fallende Diamin mit Ather ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen mit Natrium-
sulfat wird auf 100 ccm eingeengt; beim Einleiten von Chlorwasserstoff fallt
das Di-chlorhydrat flockig aus; Ausbeute 7.95 g (949%). Umkrystallisation
aus HCl-haltigem Alkohol liefert Flocken, die aus sternférmig und verfilzt
angeordneten Nadel-Aggregaten bestehen; Schmp. 184—186° (schnell erhitzt;
unter Zers.).

4.163 mg Sbst.: 8.085 mg CO,, 2.785 mg H,0.
C H gN,, 2 HCL (249). Ber. C 53.01, H 7.27. Gef. C 52.96, H 7.49.

Die freie Base sublimiert bei 1—2 mm und 110° (Badtemp.) in farb-
losen langen Nadeln und Nadelbiischeln; Schmp. 83° (k. Th.). Eine alko-
holische Losung der freien Base wird auf Zusatz von stark verd. Eisen-
chlorid fiir kurze Zeit griin, dann griinblau, langsam in olive iibergehend.
Die angesduerte alkohol. Losung der Base farbt sich mit FeCl, iber gelb
zu rot, genau wie eine alkohol. I,6sung des Dichlorhydrats.

Berichte d. D, Chem, Gesellschaft, Jahrg, LXX. 84
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e) 6.7-Tetramethylen-9-methyl-isoalloxazin (I).

Eine Lésung von 7 g Dichlorhydrat in 25 ccm heilem Wasser wird
mit einer Losung von 6.7 g Alloxan-tetrahydrat (10%, UberschuB) 15 Min.
auf 50—60° erwidrmt. Beim Zusammengieflen farbt sich die Fliissigkeit
sofort gelbbraun, um allmihlich immer dunkler zu werden. Gleich zu Beginn
fallt ein brauner Niederschlag aus, der nach etwa 3 Min. plétzlich gelbe Farbe
annimmt. Nach 1 Stde. wird abgesaugt, mit geniigend Wasser gewasche*
und auf dem Dampfbade getrocknet; Ausb. 6.35 g (809%,). Da die Krystalli-
sation aus Ameisensidure zu dunklen Produkten fithrt, wird aus Ameisen-
sdure-Methanol (1:1) umkrystallisiert. Man erhilt gelbe verfilzte Nadeln,
die sich beim Trocknen schwach orangegelb firben; Schmp. iiber 360° (ab
345° Zers.). Zur Analyse wird 6 Stdn. bei 2 mm und 140° getrocknet.

4118 mg Sbst.: 9.610 mg CO,, 1.885 mg H,O.
CsH,,0,N, (282.1). Ber. C 63.81, H 5.00. Gef. C 63.64, H 5.12.

2.3-Diamino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin-dichlorhydrat.

3g 2-Nitro-3-amino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin werden in
eine Idsung von 18.5 g Zinnchloriir (SnCl,.2H,0) in 37 ccm konz. Salz-
siure eingetragen. Die beim Frwirmen zu einem farblosen Brei erstarrende
Masse wird in eine eisgekiihlte LOsung von 50 g NaOH in 80 ccm Wasser
eingeriihrt. Nach Zugabe von Eis wird mit etwa 400 ccm Ather ausgeschiittelt
(das Diamin ist in Ather nicht sehr gut 18slich), die dtherische Losung wird
etwas eingeengt und mit Chlorwasserstoff gesittigt, wobei das Dichlor-
hydrat in farblosen Flocken ausfillt. Ausb. 2.2 g (609%). Zur Reinigung
wird aus Alkohol unter Zusatz von wenig Wasser umkrystallisiert. Viel-
gestaltige Blattchen, z. Tl. mit wohl ausgebildeten Flichen, die in polari-
siertem ILicht schwach schiefe Ausloschung zeigen; Schmp. 302° (schnell
erhitzt, unter Zers. und Braunfarbung).

3.189 mg Sbst.: 0.331 com N (22°, 754 mm).
CH, N, 2HC (235). Ber. N 11.92. Gef. N 11.92.

Die freie Base sublimiert bei 1—2 mm und 120° (Badtemp.) in farb-
losen, langen SpieBen; Schmp. 134.5° (k. Th.). Die alkohol. Ldsung gibt
mit sehr verd. Eisenchlorid-Losung eine bestandige Blaufirbung, wihrend
sich das Dichlorhydrat auf Zugabe von Eisenchlorid an der Eintropfstelle
zunachst griin, dann sofort gelbbraun farbt.

6.7-Tetramethylen-alloxazin (II).

1.5 g Dichlorhydrat werden mit 1.5 g Alloxan-tetrahydrat in 10 cem
Wasser 15 Min. auf 50—60° erwdrmt. KEs fillt ein gelber Niederschlag, der
2-mal aus KEisessig umkrystallisiert wird. Das gelbe Krystallpulver schmilzt
iiber 360°; Ausb. 1.6 g (93.5%,). Zur Analyse wird mehrere Stdn. bei 1—2 mm
und 1400 getrocknet.

4.208 mg Sbst.: 9.645 mg CO,, 4.68 mg H,0. — 2.070 mg Sbst.: 0.376 ccm N (239,
754 mm).
C H,0,N, (268.1). Ber. C 62.69, H 4.52, N 20.90.
Gef. ,, 62,51, ,, 4.68, ,, 20.78.
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0.7-Tetramethylen-9-l-araboflavin.
a) 2-Nitro-3-amino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin-~N-I-
arabinosid.

3.8 g2-Nitro-3-amino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin werden mit
3g I-Arabinose (molare Mengen) unter Zusatz von 0.3 g Ammonium-
chlorid 3/, Stdn. in 100 ccm absol. Alkohol zum Sieden erhitzt.  Die gelb-
rote Losung wird im Vak. eingedampft, der Riickstand in 100 ccm Benzol
heifl gelést und chromatographisch an Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim
Entwickeln mit Benzol wandert unverdnderte Nitro-amino-Verbindung ins
Filtrat, das Arabinosid bleibt als oberste orangegelbe Zone adsorbiert.
Nach der Elution mit Pyridin-Methanol-Wasser {(1:2:1) wird das
Losungsmittel im Vak. véllig abgedampft; der orangegelbe sirupsése Riick-
stand wird aus 50 ccm Alkohol umkrystallisiert. Das in goldgelben ver-
filzten Nadeln krystallisierende Arabinosid besitzt keinen scharfen Schmp.
Die Ausbeute an krystallisiertem Produkt betrigt 1.0 g, die Mutterlauge
enthilt weitere 2 g.

Zur Charakterisierung wird ein Teil des Arabinosids mit Pyridin-Eisessig
acetyliert (15-stdg. Einwirkung bei Raumtemp. und 1/,-stdg. Erhitzen). Nach
der Entfernung der Losungsmittel wird 3-mal aus Alkohol umkrystallisiert.
Das Triacetyl-2-nitro-3-amino-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin-¥-
l-arabinosid krystallisiert in gelben, kurzen Nadeln, welche bei 217¢ (k. Th.)
schmelzen.

[o]2 = (0.6520%100):(0.30 x 2) = + 108.6% 4 1.50 (Methylacetat).

4.035 mg Sbst.: 8.275 mg CO,, 2.22 mg H,0. — 5.848 mg Sbst.: 0.328 ccm N (249,
753 mm). .

CyHaOoN, (450.2). Ber. C 55.97, H 5.82, N 6.22.
Gef. ,, 55.93, ,, 6.16, ,, 6.39.

b) 6.7-Tetramethylen-9-l-araboflavin-tetracetat.

950 mg krystallisiertes Arabinosid werden in einer Mischung von
7.4 ccm 0.4-n. prim. Borat, 195 ccim Alkohol und 47.5 c¢cm Wasser unter
Zusatz von 5g 1-proz. Pd-Katalysator®) 7 Stdn. bei 80° unter einem H,-
Druck von 25 Atm. geschiittelt. Die schwach gelbliche Losung wird zentri-
fugiert, im Vak. zur Trockne gedampft und in etwa 15 ccm Eisessig gelost.
Bei Zugabe einer Mischung von 0.7 g Alloxan und 0.7g Borsiure in
25 cem Eisessig tritt sofort Dunkelfirbung ein. Nach 12 Stdn. wird der
Eisessig abgedampft, der Riickstand unter Schiitteln in wenig verd. Natron-
lauge gelost, mit Wasser verdinnt und mit Eisessig schwach angesiuert.
Die nach 3 Tagen bei 00 ausfallenden gelben Nadeln von 6.7-Tetramethylen-
alloxazin werden abgetrennt; zur vélligen Entfernung des Alloxazins wird
die essigsaure Losung mehrere Stdn. mit Chloroform extrahiert. Da das
Flavin noch Stoffe enthilt, welche die Krystallisation stoérend beeinflussen,
wird eingeengt und der Riickstand (0.58 g) mit Pyridinh-Essigsidure-
anhydrid acetyliert, unter Entfernung des in Pyridin unldslichen Anteils.
Nach der Acetylierung (15 Stdn. bei Raumtemp. und Y/, Stde. bei 1009)
werden die Losungsmittel abgedampft; der Riickstand wird in Chloroform
gelost und nach Entfernung wasserloslicher Begleitsubstanzen chromato-
graphisch an Aluminiumoxyd adsorbiert. Beim Entwickeln mit Chloro-
form wandert das Acetyl-flavin ins Filtrat, dunkle Nebenprodukte werden

84*
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zuriickgehalten. Der nach dem Abdampfen des Chloroforms hinterbleibende
Riickstand bildet nach 2-maliger Umkrystallisation aus 15-proz. Alkohol
orangegelbe, sternférmig angeordnete Krystalle, die bei 243° unter Dunkel-
farbung schmelzen.
3.855 mg Sbst.: 7.960 mg CO,, 1.855mg H,0. — 2.552mg Sbst.: 0.217 cem N
(21°, 756 mm).
CyrH,00,0N, (570.2). Ber. C 56.82, H 5.27, N 9.82.
Gef. ,, 56.31, ,, 5.38, ,, 9.82.

6.7-Tetramethylen-9-l-araboflavin (iiber die Arabitylamino-Verbindung).
a) 2-Nitro-3-[l-1'-arabitylamino]-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin.
1.6 g I-Arabinamin (aus 2 g Oxim)!) werden mit 1 g 2.3-Dinitro-
5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin?) 6 Stdn. in 50 ccm Pyridin gekocht.
Nach Entfernung des Pyridins wird mit 70 ccm Alkohol heil digeriert und
der Riickstand aus etwa 1 I Wasser und dann aus. Eisessig umkrystallisiert.
Das in orangefarbenen, sternférmig angeordneten Nadeln krystallisierende
Produkt schmilzt bei 208-—209°; Ausb. 0.625 g. Zur Analyse wird 6 Stdn.
bei 1-—2 mm und 100° getrocknet.
4.101 mg Sbst.: 8.26 mg CO,, 2.51 mg ¥,0. — 4.030 mg Sbst.: 0.304 ccm N (23°,
755 mm).
CusH,,0,N, (326.2). Ber. C 55.18, H 6.81, N 8.58.
Gef. ,, 54.93, ,, 685, ,, 3.64.

b) 6.7-Tetramethylen-9-l-araboflavin.

550 mg Nitro-arabitylamino-Verbindung werden mit 200 mg PtO,
in 62.5 ccm 80-proz. Alkohol mit Wasserstoff geschiittelt. wobei die Fliissig-
keit nach 50 Min. entfirbt ist. Es wird vom Katalysator abfiltriert, mit
Alkohol nachgewaschen und im Vak. zur Trockne gedampft (N,-Atmosphire).
Die Kondensation zum Flavin mit 0.26 g Alloxan und 0.26 g Borsdure
erfolgt nach der iiblichen Methode. Der Eindampfriickstand der Eisessig-
Losung wird in wenig verd. Lauge aufgenommen und nach Entfernung un-
geldster Anteile mit Essigsdure schwach angesiuert. Der bei 0° nach mehreren
Tagen ausfallende Niederschlag wird mehrmals aus 2-n. Essigsiure, in welcher
er ziemlich schwer loslich ist, umkrystallisiert. ‘Die gelben, langen Nadeln
schmelzen scharf bei 2852860 (k. Th.). Zur Analyse wird 3 Stdn. im Vak.
bei 1400 getrocknet.

2.385 mg Sbst.: 4.94mg CO,, 1.205mg H,0. — 1.752mg Sbst.: 0.213ccm N
{21°, 751 mm).

CyoH 40N, (402.2). Ber. C 56.69, H 5.52, N 13.93.
Gef. ,, 5649, ,, 5.65, ,, 13.95.

[l = (—0.1230x1):(0.002686 X 1) = —45.80 4 30 (0.1-n. NaOH),

[o)l = (+0.43201):(0.001343% 1) = + 320° £ 10° (0.05-n. NaOH,

lfy~ges. mit Borax +4 1 Tropfen konz. NaOH).

6.7-Trimethylen-9-l-araboflavin (itber das Arabinosid).
a) 6-Nitro-5-amino-hydrinden-N-Il-arabinosid.

Nach 2-stdg. Kochen von 3g I-Arabinose mit 3.6 g 6-Nitro-5-
amino-hydrinden und 0.3 g Ammoniumchlorid in 100 ccm absol. Al-
kohol wird die klare Losung eingedampft; der Riickstand wird in Beuzol
unter Zusatz von wenig Alkohol aufgenommen und chromatographisch an
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Aluminiumoxyd adsorbiert. Aus dem Filtrat werden 2.4 g unverindertes
Nitro-amino-hydrinden zuriickgewonnen. Nach der Elution des orangegelben
Kondensationsprodukts mit Pyridin-Gemisch wird das Pyridin im Vak. voll-
stindig abgedampft und der Riickstand mit Alkohol angerieben. Im Verlaufe
mehrerer Stunden findet hierbei die Umwandlung einer orangefarbenen, in
Alkohol leicht 1gslichen Form des Arabinosids in hellgelbe, lange Nadeln
statt. Ausb. 17—229;. Zur Charakterisierung wird mit Pyridin-Essig-
sdure-anhydrid acetyliert; die Reinigung des Reaktionsproduktes erfolgt
durch 3-malige Umkrystallisation aus Alkohol. Die hierbei erhaltenen gelben
Nadeln des Triacetyl-6-nitro-5-amino-hydrinden-N-Il-arabinosids
schmelzen bei 220-—220.50.
~ 4.095 mg Sbst.: 8.23 mg CO,, 2.06 mg H,0. — 5.021 mg Sbst.: 0.293 cem N (22°
744 mm).
CpoH,, 00N, (436.2). Ber. C 55.02, H 5.55, N 6.42.
Gef. ,, 54.81, ,, 5,63, ,, 6.61.

b) 6.7-Trimethylen-9-l-araboflavin.

1.0 g Arabinosid wird in einer Losung von 8 ccm 0.4-n. prim. Borat,
390 ccm 96-proz. Alkohol und 102 ccm Wasser unter Zusatz von 5 g 1-proz.
Pd-Katalysator 6 Stdn. bei 70—75° und 30 Atm. H,-Druck geschiittelt.
Nach dem Abdampfen der Lésungsmittel wird wie iiblich mit 0.75 g Alloxan
und 0.75 g Borsaure in Eisessig kondensiert. Die dunkle Lisung wird nach
16 Stdn. von wenig Ungelostem befreit und zur Trockne gedampft. Der
dunkelbraune Riickstand ist sehr leicht ldslich in Wasser, erst nach mehzr-
tagigem Stehen im Eisschrank bilden sich orangefarbene Nadeln. Zur Ent-
fernung von geringen Mengen 6.7-Trimethylen-alloxazin -wird der Nieder-
schlag einige Stdn. mit Chloroform extrahiert und dann mehrmals aus 2-n.
Tssigsdure, anschlieBend aus Wasser umkrystallisiert. Die orangegelben
Nadeln schmelzen bei 3000 (k. Th., unter Zers.); Ausb. 145 mg. Zur Analyse
wird 3 Stdn. bei 1—2 mm und 100° getrocknet.

3733 mg Sbst.: 7.32mg CO,, 1.875mg H,0. — 3.180 mg Sbst.: 0.390 cem N
(23°, 740 mm).

CyeH 00N+ H,0 (406.2). Ber. C 53.18, H 5.47, N 13.79.
Gef. ,, 53.48, ,, 5.62, ,, 13.77.
[l = (—0.167°x 1): (0.002726 x 1) = —61° 4 4 9(0-1-n. NaOH),
[0l = (-4 0.4449 x 1):(0.001363 X 1) = - 3269 & 10° (0.05-n. NaOH,
1/,-ges. miit Borax 4 1 Tropfen konz. NaQOH).

6.7-Trimethylen-9-l-araboflavin-tetracetat.

Die Acetylierung erfolgt nach den fiir die Darstellung des Tetramethylen-
araboflavin-acetats angegebenen Bedingungen durch Eirwirkung von Py-
ridin-Acetanhydrid. Reinigung des Acetylierungs-Rohprodukts aus
Chloroform-Lésung durch chromatographische Adsorption an Aluminium-
oxyd und Krystallisation aus siedendem Wasser. Man gewinnt goldgelbe,
mikrokrystalline Kiigelchen, die am Rand strahlig ausgebildet sind; der
Schmp. liegt bei 200.5-—201.5° (k. Th., Dunkelfarbung).

4.075 mg Sbst.: 8.395mg CO,, 1905 mg H,0. — 3597 mg Sbst.: 0.317 ccm N
(239, 743 mm).

CoeHp000N, (556.2)) Ber. C 56,00, H 5.07, N 10.07.
Gef. ,, 5618, ,, 5.23, ,; 0.94.
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2-Nitro-3[d-1'-ribitylamino]-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin.

1.28 g d-Ribamin (durch Hydrierung aus 1.6 g d-Ribose-oxim)!) werden
6 Stdn. mit 1.5 g 2.3-Dinitro-5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin in 50 ccm
Pyridin gekocht. Nach dem Eindampfen zur Trockne wird der tiefbraune
Riickstand zunichst mit Ather digeriert, wobei dieser sich schwach gelb
farbt, und dann mehrmals mit Athylalkohol ausgekocht. Aus der roten
alkoholischen Losung fillt auf Zusatz von Ather ein brauner, flockiger Nieder-
schlag, der sich mit Wasser ausschiitteln 148t. Durch Einengen des waBr.
Extrakts und mehrtdlige Krystallisation aus etwa 200 ccm Wasser erhilt
man orangegelbe, gefiederte Nadelbiischel, die bei 138—139° (k. Th.) schmelzen ;
Ausb. 045 g.

3.703 mg Sbst.: 7.530 mg CO,, 2.280 mg H,0. — 2.613 mg Sbst.: 0.196 ccm N
(200, 755 mm).
CsH,,00N, (326.2). Ber. C 55.18, H 6.81, N 8.58.
Gef. ,, 55.46, ,, 6.89, , 8.68.

6-Methyl-9-d-riboflavin.

2g d-Ribose werden 2 Stdn. mit 2g 3-Nitro-4-amino-toluol in
100 ccm absol. Alkohol gekocht. Nach dem Abdampfen des Alkohols im
Vak. wird in Benzol aufgenommen und an Aluminiumoxyd chromato-
graphisch adsorbiert. Beim Entwickeln mit Benzol wandert das nicht um-
gesetzte Nitro-amino-toluol ins Filtrat, wihrend das 3-Nitro-4-amino-
toluol-N-d-ribosid als oberste orangegelbe Zone adsorbiert bleibt. Nach
der Elution mit Pyridin-Methanol-Wasser (2:2:1) wird zur Trockne
gedampft; der Riickstand wiegt 2.2 g. Beim Anriithren mit Alkohol krystalli-
sieren gelbe, zu Biischeln vereinigte Nadeln; Ausb. 500 mg. Aus der Mutter-
lauge werden nach Zusatz von viel Wasser und Extraktion mit Essigester
und Ather weitere 100 mg krystallisiert gewonnen.

0.60 g krystallisiertes Ribosid werden 5 Stdn. in einer Ldsung von
195 cem Alkohol, 5cem 0.4-n.prim. Borat und 50 ccem Wasser ' unter
Zusatz von 3 g 1l-proz. Pd-Katalysator bei 80° und 25 Atm. H,-Druck
geschiittelt. Nach beendeter Reduktion wird die farblose Losung vom Ka-
talysator befreit und zur Trockne gedampft. Man 16st in etwa 15 ccm Eis-
essig und gieft zu einer Mischung von 500 mg Alloxan + 500 mg Borsdure
in 25 ccm Eisessig, wobei sofort Dunkelfirbung eintritt. Nach kurzem Er-
wirmen wird der Fisessig im Vak. abgedampft, der dunkle Riickstand wird
in verd. Essigsiure aufgenommen. Da sich aus- der schwach essigsauren
Losung auch nach mehrtigigem Stehenlassen im FEisschrank nur geringe
Mengen orangegelbe Nadeln, vermischt mit schwach gelbem Produkt, ab-
geschieden haben, wird mit Wasser auf 100 ccm verdiinnt und 2-mal 11/, Stdn.
mit je 5g Frankonit KI, gerithrt. Die Elution erfolgt durch 3-maliges
Riihren mit Pyridin-Methanol-Wasser (1.5:4:2). Nach Entfernung des
Pyridins, Einengen auf 5 ccm und mehrtidgigem Kithlen auf 0°¢ hat sich ein
dunkler, mikrokrystalliner Niederschlag abgesetzt, der 2-mal aus wenig
2-n.Essigsiure umkrystallisiert wird. Goldgelbe, kurze Prismen, z. Tl. zu
Klumpen vereinigt; Schmp. 276—277° (k. Th., unter Zers. und Dunkel-
farbung). Die Mutterlaugen scheiden nach mehreren Wochen gréBere Mengen
Flavin ab, véllig frei von Alloxazin und Lumiflavin.
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4.083 mg Sbst.: 8.005mg CO, 1.855mg H,0. — 3.056 mg Sbst.: 0.425ccm N
(20°, 742 mm).
CieH 306N, (362.2). Ber. C 53,01, H 5.03, N 15.46,
Gef. ,, 5347, ,, 5.08, , 15.82,
lo]¥ = (—0.13159x 1):(0.002111 x 1) = -—62.5° 4 4° (0.1-n. NaOH), .
[o]} = (+0.29° x1):(0.00106 x1) = 4 275° < 100 (0.05-n. NaOH,
1/,-ges. mit Borax + 1 Tropfen konz. NaQH).

6-Methyl-9-l-araboflavin.

Die Darstellung des Arabinosids erfolgt durch 2-stdg. Kochen einer
Lésung von 4 g I-Arabinose und 4 g 2-Nitro-p-toluidin.in 200 ccm absel.
Alkohol. Das chromatographisch gereinigte Rohprodukt wiegt 6 g; beim
Anreiben mit Wasser wird die iiberschiiss. Arabinose herausgelost, der Riick-
stand (2 g) ist krystallisiert. Zur Hydrierung wird 1 g des Arabinosids in
einer Losung von 195 ccm Alkohol, 8 ccm 0.4-n, prim. Borat und 47 ccm
Wasser unter Zusatz von 5 g 1-proz. Pd-Katalysator 7 Stdn. bei 70¢ und
25 Atm. H,-Druck geschiittelt. Der farblose Eindampfriickstand der vom
Katalysator befreiten Losung wird in etwa 15 ccm Eisessig aufgenommen
und zu einer Mischung von 0.7 g Alloxan + 0.7 g Borsdure in 30 ccm
Kisessig gegeben. Nach 15 Stdn. wird die Eisessig-Losung zur Trockne ver-
dampft, der Riickstand wird mit sehr verd. Natronlauge geschiittelt. Nach
Entfernung eines braunen volumindsen Niederschlags wird mit Eisessig
schwach angesduert, wobel ein gelbbrauner Niederschlag von 6(7)-Methyl-
alloxazin ausfallt. Das Filtrat wird auf 30 ccm eingeengt und auf 0° gekiihlt.
Bald scheidet sich ein orangefarbener, feinkrystalliner Niederschlag ab,
der nach 2 Tagen abgesaugt wird. Zur Entfernung von mitgerissenem Methyl-
alloxazin wird 3 Tage mit Chloroform ausgezogen; der Riickstand {95 mg)
wird mit absol. Alkolhol fraktioniert extrahiert. Die ersten Extrakte werden
verworfen, der Riickstand wird mehrmals aus etwa 10 ccm 2-n. Essigsiure
umkrystallisiert. Die langen, orangegelben Nadeln schmelzen bei 276° (k. Th.,
schnell erhitzt, unter Zers.). Zut Analyse wird bei 1—2 mm und 140°
getrocknet.

4.070 mg Sbst.: 7.650 mg CO,, 1.960 mg H,0. — 2.821 mg Sbst.: 0.361 ccm N
(22°, 745 mm). — 3.026 mg Sbst.: 0.393 ccm N (20°, 745 mmy).

C,H1s06N, - H,0 (380.2). Ber. C 50.50, H 5.31, N 14.73.
Gef. ,, 51.25, ,, 5.39, ,, 14.83.
[l = (—0.1689 x 1)1 (0.002493 x 1) = —67.504 40 (0.1-n. NaOH),
(o)) = (4 0.3459x 1):(0.001247 X 1) = + 277° 4 10° (0.05-n. NaOH,
1/p-ges. mit Borax + 1 Tropfen konz. NaOH).

6(7)-Methyl-alloxazinl).

Der bei der Darstellung von 6-Methyl-9-l-araboflavin entstehende gelb-
braune Niederschlag wird 3-mal aus siedendem FEisessig umkrystallisiert.
Man erhilt citronengelbe Krystalldrusen, die sich ab 335° unter Dunkelfarbung
zersetzen.

4.097 mg Sbst.: 8.630 mg CO, 1.325mg H,0. — 1.927 mg Sbst.: 0.417 cem N
(24°, 758 mn).

¢, H,0,N, (228.1). Ber. C 57.87, H 3.55, N 24.55.
Gef. ,, 57.45, ,, 3.62, ,, 24.24.

1) O, Kiihling, B. 24, 2363 [1891].
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Die chromatographische Adsorption aus Chloroform-Lésung an Aluminium-
oxyd und Entwicklung mit Chloroform-Alkohol, Alkohol-Pyridin und Pyridin
148t keine Aufteilung in 2 Zonen erkennen. Methyl-alloxazin wird sehr stark
von Aluminiumoxyd festgehalten, nach dem ZEntwickeln mit 150 ccm
Pyridin ist die gelbe Zone nur 4—5 mm breit.

231. Richard Kuhn,Hellmuth Vetter und Pierre Desnuelle: Homo-
loge des o-Nitro-phenyl-hydroxylamins.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.}
(Hingegangen am 21. April 1937))

Durch Reduktion von o-Dinitro-benzol und von o-Nitro-nitroso-benzol
mit Ascorbinsdure gelang es, das in Losung schon vielfach beobachtete
o-Nitro-phenyl-hydroxylamin, eine 4ulerst empfindlicheSubstanz, krystallisiert
zu1 gewinnenl). Auf diesem Wege sind jetzt eine Anzahl von Homologen dar-
gestellt worden, namlich das 3-Nitro-2-hydroxylamino-5.6.7.8-tetra-
hydro-naphthalin (I), das 6-Nitro-5-hydroxylamino-hydrinden (IT},
das3.4-Dimethyl-6-nitro-phenyl-hydroxylamin (IIT) und das 3.5-Di-
methyl-6-nitro-phenvl-hydroxylamin (IV).

CH: CHo
¢ N/ \.NHOH C/ /" \.NHOH
' NO HL | Ixo
N AV AV
1. CH, . CH,
HaC.\/ \\.NHOH HyC.// \.NHOH
150 SO v
L l.NO : -
HC.( NO, W NO,

CH,

Als Ausgangsmaterial dienten die o-Nitro-amino-Verbindungen, die nach
K. Bamberger?) mit Caroscher Siure zu den o-Nitro-nitroso-Verbindungen
oxydiert wurden. Die Darstellung des Nitro-hydroxylamino-hydrindens er-
folgte durch Reduktion von 5.6-Dinitro-hydrinden mit Ascorbinsiure;
das 5.6-Dinitro-hydrinden war durch Oxydation der entsprechenden Nitro-
nitroso-Verbindung erhalten worden. Die Anwendung von 2.3-Dinitro-
5.6.7.8-tetrahydro-naphthalin und von 1.2-Dinitro-4.5-dimethyl-
benzol an Stelle der entsprechenden Nitro-nitroso-Verbindungen liel die
Nitro-hydroxylamin-Produkte in gleicher guter Ausbeute gewinnen. Das
3.5-Dimethyl-6-nitro-phenyl-hydroxylamin (IV) entstand aus dem
unsymmetrischen 1.3-Dimethyl-4.5-dinitro-benzol (V), aber nur in sehr
schlechter Ausbeute. Seine Xonstitution ergibt sich daraus, daf dieselbe
Verbindung in selir viel besserer Ausbeute aus 1.3-Dimethyl-4-nitro-5-

) R. Kuln u. I Weygand, B. 69, 1969 [1936].
%) E. Bamberger u. E. Hiibner, B. 36, 3803 [1903].



