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165. Richard Kuhn, Friedrich Weygand und Ernst  Friedrich 
Moller : flber einen Antagonisten des Lactoflavins. 

[Aus d. Kaiser-Wilhelxii-Institut furivfedizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.] 
(Eingegangen a m  18. August 1943.) 

Im allgemeinen findet man, daB beim Ersatz von CH, durch C1 am 
Benzolkern die krystallographischen Eigenschaften sich so wenig andern, 
dal3 liickenlose Reihen von Mischkrystallen auftreten ’). Unter diesem Ge- 
sichtspunkt haben wir das 6.7- Dichlor-9-d-r i  bof lav in  (I) dargestellt, 
das sich vom Lactof lav in  (11, Vitamin B,) nur durch den Ersatz der beiden 
kerngebundenen Methyle durch 2 C1 unterscheidet. Als Ausgangsmaterial 
diente 1.2-Dich1or-4.5-dinitrobenzo1, das mit d-Ribamin umgesetzt wurde. 
Each katalytischer Hydrierung des erhaltenen l.Z-Dichlor-4-nitro-5-d-ribityl- 
aminobenzols wurde mit Alloxan in Eisessig-Borsaure zum Flavin konden- 
siert. Es war zu erwarten, dal3 das 6.7-Dichlor-9-d-ribo-flavin entweder eine 
gewisse Wirksamkeit als Vitamin (Wuchsstoff) besitzen oder aber in den 
Zellen nur den Platz, nicht dagegen die Funktion des natiirlichen Vitamins 
iibernehnien und daher ein Antagonist des Lactoflavins sein werde. 
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Die Priifung auf Lactoflavinwirkung bei Bacterium h t i s  acidi (Stanim 
des Instituts fur Garungsgewerbe, Berlin) und bei einem Milchsaurebakterium 
(Stuhlstamm St  19)”, die beide ohne Lactoflavin nicht wachsen, fie1 im 
Konzentrationsgebiet 0.5 x 10-7 bis 2.5 x 10-6 g/ccm vollig negativ aus. Auch 
fur Hefe M, Staphylococcus aureus (Stamm vR) und Streptobacterium plan- 
turum (Stamm 10 s), bei denen Lactoflavin weder zum Wachstum notwendig 
ist, noch eine zusatzliche Wachstumssteigerung hervorruft, ergab sich keine 
Begunstigung des Wachstums durch 6.7-Dichlor-9-d-ribo-flavin (Konzen- 
trationsgebiet wie oben) . Bei allen angefiihrten Mikroorganismen, mit Aus- 
nahme der Hefe, hzt sich das Dichlorflavin als Hemmstoff  erwiesen 
(Tafel 1). 

1) P. Groth  , Elemente cler physikalischeii und chemischen Krystallograpliie, 
Miinchen und Berlin 1921, S. 283; H.  G. G: imni, Ztschr. physik. Chem. [B] 14, 169 
[1931]; H. L e t t r 6 ,  H. B a r n b e l k u .  W. Lege, B. 69, 1151 [1936]; A. N e u h a u s ,  Ztschr. 
Kristallogr. 101, 177 [1939j. cber  die Bedeutung von Isoxriorphie und partieller Racemie 
fur die physiologischen Spezifitatserscheinungen wrgl. H. L e t  t r  6 ,  Ergebn. Enzym- 
forsch. 9, 1 [1943:; K.  K u h n ,  Chemie 65, 1 j1942j. 

2) N. R u c k e r ,  IXssertat. Heidelberg 1939. 
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Tafel 1. 

1'0 11s t B n (1 ig  w a c h  s t u  insh e in men  rl e Kon zen t r a t ion e n  v o n  6.7 - D i cli 1 o r  - 
9 - d - r i b o - f l a v i n  in 10-5 gjccm. 

' Staph. aureu8 ~ sbm.  plantorum Stuhlstamm B.  lacfis Hefe 31 

4 Tagen 2 Tanen/ 4 Tagen' 2 Tagen 4 Tagen 2 Tagen, 4 Tagens 

(vR) , (10s) St 19 ncidi, Berlin 
~ ~ _ _  .- . ~~~ - ~ ~ -~ ~ ~ _ _ _  . . ~ . 

nach 2 Tagen 
I 

in >25 1.0bis 3 .3  bis 0.8 bis ' 1.Gbis i -0.4 ' -0.8 1 >2.5 
10 -5p/ccrn 6.6 13.2 3.3 6.6 j 

DaI3 es sich um einen spezif ischen Hemmstoff handelt, ergibt sich 
aus der praktischen Unwirksamkeit der folgenden Flavine (Tafel Z ) ,  soweit 
sich dies mit Riicksicht auf die meist geringe Loslichkeit der Farbstoffe 
bisher priifen lieI3. 

Tafel 2. 

H e  in ni - 11 n d Wit c 11 s s  t o f f r e  r sn c h  e ni i t r e  r s ch ie de n e n F1 a v in  e n  (u 11 (1 
2 w is c h  e n pro  (1 u k t e n d e r F 1 n v i n  s y n t h e se) . 

Konz. in 10-5 g/ccni. o = unwirksani. =- schwach wirksani. -.- = gut wirksani 

Substali z 

6.7-Dimethyl-9-d-arabo-flarin 

6.7-D~methyl-9-Z-arabo-flavi~ . 
9-d-Arabo-flavin . . . . . . . . . . . .  
9-l-Arabo-flarin . . . . . . . . . . . . .  
')-Oxl.athyl-flarin . . . . . . . . . . .  
9-d-Gluco-fla\-in . . . . . . . . . . . . .  

'3-Nethyl-9-d-gluco-flari~i. . . . .  

6.7-Dimetliyl-5-d-gluco-flari1i . 
3.6.7-Triniethyl-9-d-gluco- 

flarin . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Tetramethylen-'J-I-arabo-f13\-in 
6.7-Diinethyl-flari11 -9-essig- 

siiure . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

5.6-Benzo-9-rn~thyl-fla~iii  . . . .  
Flavin-9-essigsiiure . . . . . . . . .  

9-Plien yl-flarin . . . . . . . . . . . . .  

G-JIetliyl-9-d-ribo-flavin . . . . .  
6.7-~i11ietli~l-9-tl-sylo-fla~-i11 . . 

1 .2-Diiiiethy1-4-:iii1i1io-j-d-ri- 

1.2-Dimeth~l-4-1iitro-5-d-ribi- 

iV-Jlethyl-keto-chinosali~icar- 

bityl-aminobe~i zol . . . . . . . .  

tyl-amit~obciizol . . . . . . . . . .  

bonsanre . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Hemninng bei 
t?. kcti8 midi I St 19 

o r o n  0.08 
bis 2.5 

.:.. bei 2.5 

bei 2.5 

. bei 2.5 , 
0 \'on 0.08 

bis 2.5 

0 von 0.08 
bis 2.5 

O YO11 0.02 
bis 0.6 

o von 0.04 
bis 1.2 

I x i  2.5 

o von 1.6 o von 0.08 
bis 50 bis 2.5 

o von 0.4 
bis 12.5 , 

8 von 0.08 e von 0.08 
bis 2.5 bis 2.5 

Wuchsstoffwirkurig bei 
3 .  lactis acidi I St 19 

I -  
8 r o n  0.08 , 8 von 0.08 

bis 2.5 , bis 2.5 

4- bei 2.5 
o \-on 0.08 

bis 2.5 
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Aus Tafel 2 geht ferner hervor, da13 die angefuhrten Flaviiie nicht im- 
stande waren, Lactoflavin hei den lactoflavinbediirftigen Stammen zu er- 
setzen, init Ausnahnie von G-Methyl-9-d-ribo-flavin, das nach E. B. Snel l  
und F. M. Strong3)  auch hei gewissen Stammen von Thermobucterium 
helveticum und Bacterium lactis acidi Wuchsstoffwirkung zeigt. 

Abbiltl. 1. Entlienililung von I .3 x g/ccni 6.7-Dichlor-94-riho-flavin bei Staph. 
aureua v R  (lurch Lactoflavin. t = 28O. 

x-x llacli 3 Tagcn, 0-0 nach 4 Tagen, A-A nacli 6 Tageii. 

Die heminende Wi rkung  des  Dichlorf lavi i is  (I) lie13 s ich d u r c h  
Zusa tz  von Lac tof lav in  (11) vollkoxnmen aufheben  (Abbild. 1 und 2). 
6.7-Dichlor-9-d-ribo-flavin ist also eine Antagonis t  des B,-Vitaiiiins. Bei 

Abbild. 2 .  Entlienimung von 1.3 x 1 0 - 4  g/ccni 6.7-Dichlor-9-d-ribo-flavin bei Streptob. 
plantarum, Staiiini 10 S. I. G .  durch Lactoflavin. t = 28O. 

X--x nach 45 Stdn., .--. nacli 53 Sttln., 0-0 nach 70 Stdn., 
A-A nach 95 Stdn.,  0-0 nacli 141 Sttln. 

- 
3) Journ. biol. Chem. 123, 112 [1938]; Erizyriiologia Den Itaax, 6, 1% [1939]. 
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50% des normalen Wachstums betragt das Verhaltnis der Konzentrationen 
Lactoflavin : Dichlorflavin fur 

nach 2 Tagen 
nach 3 Tagen 
nach 4 Tagen 
nach 6 Tagen 

Zum Vergleich sei 

Staph. aureus Sbm. plantaruni 
(10S.I.G.) 

1:25 
. . . . . . .  1:50 1:60 
. . . . . . .  1:70 1 : 130 
. . . . . . .  1:280 1 165 

(VR) 
- . . . . . . .  

erwahnt, da13 das Verhaltnis p-Amino-benzoesaure : 
Sulfapyridin bei 50-proz. Hemplung des normalen Wachstums gemisser Stamme 
von Sbm, plantarum ziemlich unabhangig von der Versuchsdauer 1 : 35 betragt. 
Diese Konstanz scheint dadurch bedingt zu sein, dal3 derartige Stamme nicht 
befahigt sind, p-Amino-benzoesaure in solchen Mengen zu synthetisieren, wie 
sie unter den eingehaltenen Bedingungen*) fur eine Enthemmung der Sulfon- 
amide in Frage kommen. Beim Antagonismus Dichlorflavin + Diniethvl- 
flavin liegt die zeitliche Verschiebung der Quotienten im Sinne einer Synthese 
von Lactoflavin durch die Bakterien5). 

Die Bes t immung des  R e d o s p o t e n t i a l s  (Abbild. 3) hat ergeben: 
6.7-Dichlor-9-d-ribo-flavin . . . . . . . . .  E, = -0.095 1' ( p ~  = 7) 
6.7-Dimethyl-9-d-ribo-flavin6). . . . . .  €3, = -0.185 V (p~r  = 7) 

, P H  
Abbild. 3 .  Redoxpotentiale von 6.7-Diclilor-9-d-riboflavin. 

Danach ist das Antivitamin in seiner Dihydrostufe ein erheblich schwache- 
res Reduktionsmittel als Leukolactoflavin. Vielleicht kann das Dichlorflavin 
in  den Zellen das Lactoflavin deshalb nicht funktionell ersetzen, weil die 
Dihydrostufe des , ,gelben Dichlorfermentes" nicht mehr negativ geriug ist, 
um 0, zu H,O, zu hydrieren. 

4, T;. P. 3li i l ler  ti. K. S c l i w a r z ,  B. 74, 1612 [1941]; R.  K a h n ,  E. I>. J I6 l l e r  
11. G. \Vcnt l t ,  13. 76, 405 [l9+31. 

5) Ver\veidet nian ganz gerinjie Konzcntrationen eines Sulfonariiids (Sulfanilamid 
lo-' g/ccni) l x i  ,'i6nc. p[<ottnrurn, so beobachtet tnan bei der Enthen~niung durch p-htnino- 
benzoesiiure eine y m z  entsprechende Verschiebung der Quoticnten ini Sinne einer 
p-.4mino-benzoesaure-Synthese durch tlas Bacteriuni, die schon in etwa 10 pass ape^^ 
bei fortlnufeiider ErhBliung der Sulfatiilaniidkolizentratioll bis ziir Resistexz VOII S h c .  
pla,ttarto)~, gcgen niindestens g Sulfaiiilaiiiid/ccni fiihren kann (E. F. Niil le r , tin- 

wrijffentliclit). e )  R .  K u h n  1 1 .  1'. Roiilaxiger,  R .  69, 1557 [1936]. 
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Beschreibung der Versuche. 
1.2- Dic h lor  -4.5 -d in  i t r 0-  be nzol'j : 80 ccm Schwefelsaure (d 1.872) 

wurden vorsichtig unter Eiskiihlung in 53 ccm Salpetersaure (d 1.5) gegossen. 
Dazu gab man 20 g o-Dichlor-benzol  und erhitzte im Olbade 15 Stdn. 
auf 110O. Nach dem Abkiihlen goB man auf Eis, saugte ab und wusch rnit 
Wasser. Nach dem Trocknen im Vakuumexsiccator wurde erneut rnit einer 
Mischung aus 80 ccm Schwefelsaure (d 1.872) und 53 ccm Salpeterdure 
(d 1.5) 6Stdn. im Olbad auf l l O o  erhitzt. Man go13 nach dem Abkiihlen 
auf Eis, saugte ab, wusch mit Wasser und krystallisierte aus Alkohol und 
a m  Eisessig um. Ausb. 4.2 g, Schmp. 1070 nach Sintern bei 103O. 

1.2-Dichlor-4-ni t ro-5-d-r ibi tylamino-benzol :  0.85 g 1.2-Di- 
chlor-4.5-dini t ro-benzol  und 2.2 g rohes d-Ribamin  (etwa 1.2 g reines 
&Ribamin) wurden in 10ccm 80-proz. Alkohol im Rohr zunachst 20Min. 
im Dampfbad auf 1000 und dann noch 4 Stdn. auf 140° erhitzt. Schon beim 
Erwarmen im Dampfbad erfolgte Rotfkrbung. Nach dem Erkalten wurde 
im Vakuum zur Trockne gebracht, wobei sich ziegelrote Krystalle ausschieden. 
Diese wurden 2-ma1 mit je 20 ccm Ather gewaschen. Nach dem Umkrystalli- 
sieren aus waRr. Alkohol (2-mal) Schmp. 183-185O. Bei einem Ansatz von 
2.55 g 1.2-Dichlor-4.5-dinitro-benzol und 6.6 g rohem d-Ribamin erhielt man 
2 g 1.2-Dichlor-4-nitro-5-d-ribitylamino-benzol. 

C,,H,,O,N,Cl, (341.1). Ber N 8 21, C1 20.79. Grf.  N 8.42, C1 21.11. 

6.7- Dic hlor-9-d-r i  bo-  f l av in  : a) H y d r  ier u n  g : 0.4 g Platinoxyd 
nach Adams wurden in 20 ccm 70-proz. Alkohol vorhydriert. Dann gab 
inan 1 g 1.2 - D i c h l  o r  -4  - n i t  r o - 5 - d - r  i b i t  yl  a m i n o - b e nz  o 1 hinzu und 
schiittelte niit Wasserstoff. Binnen 1 Stde. wurden 200 ccm Wasserstoff auf- 
genommen, dann kam die Hydrierung zum Stillstand. Die leicht braune 
Losung wurde voin Katalysator befreit und im Vakuum eingedampft. 

b) Ko n dens  a t  i o n  : Der olige Riickstand wurde in 50 ccm Eisessig gelost. 
Uann gab man eine etwa 30° warme, klare Losung von 0.7 g Al loxan- t e t r a -  
h y d r a t  und 1.2 g Borsaure in SO ccm Eisessig hinzu. Es trat sofort Flavin- 
bildung ein. Man erwarmte bis auf etwa 50°, 1ieB iiber Nacht stehen, ver- 
dampfte den Eisessig und dampfte 3-ma1 je 50 ccm absol. Alkohol zur Ent- 
fernung der Borsaure nach. Das letzte Destillat enthielt keinen Borsaure- 
ester mehr. Dann erhitzte man rnit 50 ccm absol. Alkohol zum Sieden und 
lie13 iiber Nacht auskrystallisieren. Es wurde abgesaugt und getrocknet : 
0.95 g dunkelgelbe Nadeln. Zur Reinigung wurde im Soxh le t -  Apparat 
mit absol. Alkohol extrahiert. Nach 22Stdn. war noch vie1 Flavin in der 
Hiilse. Die alkohol. Losung lieferte nach dem Konzentrieren im Vakuum 
ein Krystallisat (200 mg) vom Schmp. 271-275O. Der in der Hiilse verbliebene 
Teil wurde aus Wasser umkrystallisiert und lieferte als 1. Fraktion 300mg 
Flavin vom Schmp. 273-275O und als 2. Fraktion 50 mg vom Schmp. 273-275O. 

Zur Analyse wurde die erste, aus Wasser erhaltene Fraktion nach 2-stdg. 
Trocknen bei 100°/12 mm verwendet. 
C,,H,,06N,C12 (417.2). Ber. C 43.18, H 3.3S, N 13.43. ( k f .  C -13 00, H 3.77, K 13 08. 

Ausf i ihrung de r  Bakter ien tes te .  . 
Die Bakterienteste wurden in der iiblichen Weise durchgefiihrt. Das 

nicht vollsynthetische Nahrmedium fur die lactoflavinbediirftigen Stamme 

i ,  Journ .  chem. SOC.  London 83, 867 [1904]. 
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(Bacterium lactis. acidi und Stuhlstamni St 19) hatte folgende Zusammen- 
setzung (Tafel 3) : 

Tafel 3. 
Z u  s a m me 11 s e t  zu n g d e r N 5 11 r 1 o su  n g f iir d ie  1 a c t  o f 1 a v in bed  iir f t ige n Stain me 

(Konz. im lTersuch in g/ccm). 
Atnniouiumsulfat (Nerck  p. a. 1217) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.5 x lo-'? 
Natriumacetat + 3H,0a) .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.38 x lo-?  
Diuatriumphosphat + 2H,O (hlerck 6580) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.2.5 x 10-" 
Monokaliumphosphat (nacli Sorei isen,  Merck 4573) . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.P3 x 10-3 
Xagnesiumsulfat + 7H,O (J le rck  5882) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 . 4 2 ~  
Ferricitrat (Merck Erg. B. 5) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4.2 x l W 5  
Mangan(I1)-chlorid + 4H,O (Merck 5926) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.25 x 10-5 
Glucose (Merck 8341)h) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2.0 x10-' 
I-Cystein-hydrochlorid (Hoffrnatin-La Roche)  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3.42 x lo-' 
d,Z-pantothensaures Natrium (Hoffmann-La  Roche)  . . . . . . . . . . . . . . . . .  4.0 x lo-: 
, , F e p t o n p h o t o l y s a t "  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.6 ccxii/6 ccm 
Lactoflavin (synth., I. G. Elberfeld)c) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0.42 x lo-' 
Aneurin hydrochlorid (synth., Elberfeld) . . wie ini Nahrmediuni fur Sbm. phatztarum 8)  

Nicotinsaure und Amiuosauren . . . . . . . . . .  I nur bei einigeu \'ersuchen zugegeben. 
Natriumhydroxyd p. a .  zur Einstellung auf PH 6.G. 

a) Nach Aufkocheu niit 1 % Carbo act. sicc. (hierck) in waRr. Losung umkrystalli- 
siert und im Vak. iiber P,O, bei Zimmertemp. getrocknet. 

b) Nacli Aufkochen niit 1% Carbo act. sicc. (Merck) in waDr. hoclikonz. Losung 
durch Zugeben von mit Petrolather vergalltem Alkohol bis zu einemGehalt von 70 Vol: % 
bei -200 utnkrystallisiert und erst uber H,SO, bei Zirnmertemp., d a m  iiber P?O, bei 
1000 im Yak. getrocknet. 

C) Nur in den Hemmungstesten anwesend. 

Das lactoflavinfreie ,,Peptonphotolysat" wurde in Anlehnung an 
E. E. Snel l  und F. M. StrongQ)  dargestellt: 

Je 40 g Merck-  und Witte-Pepton wurden, gelost in 1 I n-NaOH, 
in einer flachen Schale von einer etwa 30 cm entfernten Nitralampe mit 
Reflektor 6 Stdn. unter Kiihlung durch den Luftstroni eines Ventilators 
bestrahlt. Dann stand die Losung. noch 18 Stdn. im Dunkeln bei Zimmer- 
temperatur. Sie wurde nun mit Eisessig auf pn 6.6 eingestellt und auf 12 
aufgefiillt. SchlieBlich wurde eine geringe Niederschlagsmenge durch l/&dg. 
Zentiifugieren (3000 U/Min.) entfernt. Die Losung behalt ihre Aktivitat 
unter Tol~iol im Eisschrank einige Monate. 

Die Beimpfung erfolgte mit einer Ose (Drahtstarke 1 nim, innerer Osen- 
durchniesser 2 nun) aus einer 2-tagigen Kultur in dem angegebenen Medium. 
Die Ziichtung der Stamme wurde ebenfalls in diesem Medium vorgenommen 
(Uberimpfung alle 2-3 "age), doch muBte gelegentlich - zur Konstant- 
haltung der EigenschaftenlO) - eine Passage in Glucose-Mn-Bouillon ein- 
geschaltet werden. Dies hangt offenbar damit zusammen, da13 in dem an- 
gegebenen Medium noch eine oder mehrere lebenswichtige Substanzen fehlen. 
Jedoch hat das von E. E. Snel l  und F. M. S t ronge)  zur Verbesserung ihres 

8 )  R. K u h n ,  E. F. Moller u. G. W e n d t ,  B. 76, 405 [1943]. 
O) Ind. Eugng. Chem., analyt. Edit. 11, 34G [1939]. 

lo) Der Berliner Stamm des Bacterium Zactis acidi kann leicht in der Weise ,,uni- 
schlagen", daD er Lactoflaviii synthctisiert. Eine Zuriickziichtung war bisher nicht 
moglich. Die syiiter vom Institut fur Garungsgewerbe bezogenen Kulturen benotigten 
samtlich kein Lactoflavin mehr. 
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Glucose- 1-2 gewaschen 
&In- Tage 0.9%NaC1 

Bouillon 

Lactoflavintestes mit Thermobacterium helveticum angegebene ,,Hefesupple- 
nient" bei unseren Stammen keine Wirkung. 

Bei den ubrigen Stammen wurden die Hemmungs- bzw. Enthemmungs- 
versuche in den bereits veroffentlichten synthetischen Nahrmedien11)12), 
die kein 1,actoflavin enthalten, angestellt. Die Art der jeweiligen Beimpfung 
hzw. Vorziichtung der Stamme ist aus der folgenden Tafel4 zu ersehen: 

l/l 2 mm 

I 

Tafel 4. 
Zuch tux ig  u n d  A r t  d e r  B e i m p f u n g .  

Beimpfung 
, Behand- 

Medium Alter KOIIZ. 1 Ose 
I 

lung 

Sbm. plantamm 

Staph. aureus (vR) . . 
(10s. I.G.) . . . . . . .  

Hefe (M) . . . . . . . . . . .  

syllth. ' 2-3 
R)ll) , Tage 

Glucose- ' 2-3 
&In- Tage 

Bouillon , 

sytith.") , 2-3 
~ Tage 

I , 
synth.  ~ - 
b)ll) Tage ~ 

a) mit 10-7 g p-Amino-benzoesaure/ccm. b, mit lo-@ g p-Amino-benzoesaure!ccm. 

Die syiithetische Nahrlosung fur die Versuche mit Hefe war wie folgt zusammen- 
gesetzt : 

Nahrboden fur Hefe 11. g/ccm 

...................... 1.0 x 10-3 
. . . . . . . . . .  4 . 4 2 ~  10-4 

. 1.0 x 10-4 
1-Tryptophan (nnt., H o f f m a n n - L a  R o c h e ) b )  . . . . . .  . . . . . . . .  0.5 x 10-4 
tl,Z-AsparaRinsaurc (Synth., H. S t o c k e r ) b )  . . . . . . . . . .  . . .  5.0 x lo-' 
d,Z-Glutarninsaiurc (synth., H. S t o c k e r )  b, . . . . . . . . . . . .  5.0 x 10-4 
2-Argininnitrat (nat. ,  H o f f m a n  xi - La R o c  . . . . . . . . . . . .  0.5 x 1 0 - 4  
Aneurinchlorid-hydrochlorid (synth. ,  I. G . )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.0 x 10-7 
Xicotinsaure (aus Nicotin, H e y 1  & Co.)") . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1.7 x 10-7 

11) R .  K u h n ,  E. F .  Mol l e r  U.  G. W e n d t ;  B. 76, 405 [1943]. Es seihier berichtigt, 
da13 dort  in der Nahrlosung fur Staph. aurew die Konz. von MgSO, + 7H,O, Ferricitrat 
ul:d MnC1, + 4H,O 5-ma1 zu hoch axigegeben sind. 

I*) R. K u h n ,  L. B i r k o f e r  u. E. F .  i l lol ler ,  B. 76, 900 [1943]. 
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Atleninsulfat (I3 off 111 ail  11 -I, :L Roche)")  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  4.3 x 10 -5  

I<iotinmrthylcster (Kog l )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 x 10-0 
$Alaiiin (synth., €1. S t o c k e r )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 x 
))i-Inosit ( S c h u c h a r d t )  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 x 
niit S a O H  ( J fc rck  p. a , )  auf gewiinschtes PH einstellen. 
Ueimpfung init Kultur. die bereits in vielen Passagen auf dieseni Nahrboden ( p ~  6.6; 
laufend gcziichtct wurde. 1 Ose 2 mm 0. 

") Nach Aufkochen init 1 % Carbo activatus siccus (Merck) in wainr. hochkonz. 
Losung, durcli Zugabe von rnit Petrolather vergallteni Alkohol bis zu einem Gehalt 
\-on 70 Val.-%, bei -20" umkrystallisiert und  erst  iiber H,SO,, dann iiber P,O, bei 
Zimmertemp., sclilieRlich iiber P,O, bei 100O in1 Vak. getrocknet. 

b, Nach Aufkochcn niit 1% Carbo activatus siccus (Merck) nus \ o a k .  Losung 
umkrystallisiert und ini Vak. iiber P,O, bei Zimniertemp. getrocknet. 

C) 2-nial bei 0.1 mtn sublimiert, I-nial mit 1 % Carbo act. sicc. (Xerck )  nus H,O 
nnikrystallisiert, iiber P,05 bei 1000 irn Vak. getrocknet. 

166. Heinz Ohle,  Marianne Hielscher und Gerda Noetzel:  
Die Spaltung der Tetraoxybutyl- chinoxaline , 111. Mitteil.*). Der 

Reaktionsmechanismus . 
[Aus d .  Chem. Insti tut  d .  Universitlt Berlin.] 

(Eingegangen an1 10. Yai 1943.) 

In der I. Mitteil. dieser Reihe ist gezeigt worden, daB das 2 - 0 x y - 3 - [ &  
arabo- t e t r a o s  y b u  t yl] -ch in  o x a l i  n (I) beim Kochen seiner waBrigen 
Losung mit der a q u i m o l e k u l a r e n  Menge P h e n y l h y d r a z i n  eine Spaltung 
der Seitenkette erleidet. Von den Bruchstiicken war eine in roten Nadeln 
krystallisierende Verbindung vom Schmp. 278-279O (Zers.) gefaBt worden, 
deren Zusammensetzung dem P h e  n y l h  y d  r a z  on  des 2-Ox y-chi n o x a l i  n -  
3 - a l d e h y d s  entspricht, die aber - wie vor kurzeml) ausgefiihrt worden 
ist - die Azostruktur I1 besitzt, und auI3erdem ein Stoff, der als unreines 
Tribenzoylglycerin angesprochen worden war, dessen Schmelzpunkt aber 
riicht auf den der reinen Verbindung hatte gebracht werden konnen. Bei 
der Kacharbeitung dieses Versuchs, der inzwischen wiederholt und in ver- 
schiedenen Abwandlungen stets in Schliffapparaturen durchgefuhrt worden 
ist, konnte dieser Stoff in keinem Falle wiedergefunden werden. 

Unter den oben genannten Bedingungen fallt I1 stark verunreinigt und 
in schlechter Ausbeute an. Verwendet man indessen 3 Mol. P h e n y l h y d r a z i n  
auf 1 Mol. I oder mehr, so erhalt man I1 nach 40-stdg. Kochen sofort in 
analysenreinem Zustand und in praktisch quantitativer Ausbeute unter 
Verbrauch von 3 Mol. P h e n y l h y d r a z i n  und Bildung von je 1 Mol. Aninio- 
n i a k  und Anil in .  Das Phenylhydrazin wirkt also auch hier - iihnlich wie 
bei der Osazon-Bildung - z. T1. d e h y d r i e r e n d .  Das demnach als 2. Spalt- 
stuck anzunehinende Glycerinaldehyd-phenylhydrazon (111) konnte nicht 
isoliert werden. Es wird offenbar weiter verandert. Von den Umwandlungs- 
produkten wurde in geringer Menge ein schlecht krystallisierter Stoff von 
der Zusammensetzung C,,H,,N, isoliert, der durch Kondensation von M e t h y l -  
g l y o x a l  mit je 1 Mol. P h e n y l h y d r a z i n  und Ani l in  entstanden gedacht 
werden kann. Die chemische Einheitlichkeit und MolekiilgroOe ist zweifelhaft. 

*) I. Nitteil.: B. 67, 155 [1934]; 11. Mitteil.: B.  70, 2148 [1937]. 
I)  B. 76, 624 [1943]. 




