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59. Einfache Synthese kristallisierter Lactoflavin-5’-phosphor- 
same (Coferment des Flavinenzyms) 
von M. Viscontini, C. Ebnother und P. Karrer. 

(4. I. 52.) 

Laetoflavin-5’-phosphorsiiure7 welche d s  Coferment yon %’la- 
vinenzymen wirksam ist, wurde zucrst voii R. Kuhn und Mitarbei- 
tern1), spater nach einem entleren Verfahren von dem einen von uns 
und Mitarbeiternz) synthetisch erhalten. Alle diese Praparate waren 
aber uneinheitlich. Neuerdings teilten L. A. Plexner & W. G. Parkas3) 
in einer Notiz mit, dass sie den genannten Phosphorsaureester dureh 
Einwirkung von hydratisiertem Phosphoroxychlorid auf Lactoflavin 
darstellten und ein kristallisiertes Monodiiithanolamin-Salz der Ver- 
bindung erhielten. 

Nach Absehluss unserer Versuche wurde uns ein amerikanisches 
Patent bekannt, in welchem die Phosphorylierung von Lactoflavin 
mittels Pyrophosphorsaure beschrieben wircI4). Nach dieser Patent- 
schrift eritstehen aus Lactoflavin und Pyrophospborsaure bei stunden- 
langem Erwarnien Dilactoflavin-pyrophosphorsaureester, welchc sich 
durch Mineralshren zu Lactoflavin-5’-phosphat hydrolysieren lassen. 
Uber die Reinheit der erhaltenen Praparate gibt die Patentschrift 
keine Unterlagen. 

Es ist uns gelungen, L:ictoflx~-i1~-5’-pEios~iliorsaureester auf ein- 
fachem Wege rein untl kristallisiert darzustellen : Bei dcr Einwirkung 
von Metaphosphorsaure (frei von Pyrophosphorsiiure) auf Lactoflavin 
bei 50-60° erhalt man cin Gemisch von Phosphorsaurecstern, das 
nach der Hydrolyse mit n. Salzsaure eiri Gemisch von wenig Lacto- 
flavin, etwas Lactoflavin-polyphosphat (wahrschcinlich Diphosphat 
oder einer Mischung von Diphosphaten) und als Hauptprodukt Lacto- 
flavin-5’-monophosphat ergibt. Dss Papiercliromatogramm (Ent - 
wicklungsflussigkeit 5-proz. wasserige Natriumacetatlosuig + Iso- 
amylalkohol) dieser Mischung zeigt drei gelbe Flecken; der am wenig- 
sten weit gewanderte enthalt Lactoflavin, der mittlere Lactoflavin-5’- 
monophosphat und der oberste wahrscheinlich ein Diphosphat. Der 
mittlere Heck ubertrifft die beiden anderen stark an Tntensitat. 

l) R. Euhn, H .  l ludy  LC. F .  Jl’eygand, B. 69, 1543 (1936); I?. K i c h i i  d, li. l tnd!l ,  

P. Kurrer, P. Prei & H .  Neerwein, Hclv. 20, 79 (1 937). 
B. 69, 1974 (1936). 

3, Chem. Engm. News 29, 3947 (1951). 
4, USA. Patent Nr. 2 535 385 voni 9. Januar 1947, erteilt Uezcinbrr 1950 ( l j i e i -  

vogeZ& Ridge, White Laboratories Inc. Newark, N. J.). 
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Die Trennung der drei Substanzen liess sich auf folgende Weise 
ausfuhren : Durch Kristallisation aus Wasser erfolgt die Trennung in 
einen kristallincn Niederschlag, bestehend aus Lactoflavin-5’-phosphat 
und Lactoflavin, und in einen in der Mutterlauge verbliebenen Anteil, 
welcher das leichter losliche Lactoflavin-diphosphat enthiilt. 

Lactoflavin und Lactoflavin-T>’-phosphorsaure trennten wir durch 
Behandeln mit Natriumhydrogcncarbonat -Losung, wobei Lactoflavin 
ungelost bleibt, wiihrend der Phosphorsiiureester als Natriumsalz in 
Losung geht. Er wird durch Rnsauern daraus zuruckgewonnen und 
%us Wasser umkristallisiert. 

Lactoflavin-5’-phosphat kristallisiert in zu Drusen verwachsenen 
frinen Nadcln. Sein Calciumsalz ist in Wasser schwer, das Magnesium- 
salz bctrachtlich, das Natriumsalz sehr leicht loslich. 

Die Stellung des Phosphorsaurerestes geht daraus hervor, dass 
die Verbindung bei der Behandlung mit Perjodsa,;urel) keinen Formal- 
dehyd bildet. 

Herr Prof. Otto Warbuty, Ikdin-Dahlem, hatte die Freundlich- 
krit, unser Priiparat von kristsllisierter Laetoflavin-5’-phosphors~ure 
auf seine Wirksamkcit als Coferment des Flavinenzyms zu prufen. Er 
fsnd, dam die Wirkung ties synthatischen Praparates derjenigen des 
naturlichen Cofermentes zamindest ebenburtig (evtl. urn einige Pro- 
zclnte st&rker) ist. 

Herrn Prof. IVarburg danken wir fur die Rusfuhrung dieses Versuches verbindlichst. 
Werner danken mir bestens der Stiftung f uy wissenschaftliche Forschung an der Uni- 

versitut Zurich sowie den Arbeitsbeschnffungskredgten des Bundes, deren finanzielle Unter- 
stutzungm zur Ausfuhrung diesrr Arbeit britnigcn. 

Experimentel ler  Tei l .  
1 g fein gepulvertes Lactoflavin wird in Metaphosphorsaiure, die durch Entwassern 

von 7 cm3 85-proz. Orthophosphorsaure hergcstellt worden wm, eingetragen und diese 
Mischiing wahrend 10-15 Min. auf 50-60O erwlrmt. Nach dem Erkalten nimmt man die 
Reaktionsmasse in 5-6 em3 Wasser auf und eentrifugiert einen geringen Niederschlag, 
der im wescntlichen aus unveriindertem Lactoflavin besteht, ab. Die klare Losung wird 
hierauf in 50 em3 a.bs. Athanol eingegossen, wobei ein gelber, flockiger Niederschlag aus- 
fallt, den man abzentrifugiert und mit Alkohol und Ather wascht. Ausbeute 1,30 g. 

Dieses hygroskopische Rohprodukt wird in 100 om3 n. HCl gelost, die Losung wah- 
rend 10 Min. auf 10OD erwarmt, hicrauf im Vakuum bis zur Trockene eingedampft, der 
Ruckstand mit 30 om3 abs. Alkohol verrieben, der Niederschlag abzentrifugiert und mit 
Alkohol und Ather gewaschen. Ausbeute 900 mg eines nichthygroskopischen Produktes, 
das, wie sich durch Papierchromatographie nachweisen lasst (Entwiclclungsfliissigkeit : 
Mischung von 5-proz. Natriumacetatlosung und Isoamylalkohol 1 : 1) aus etwas Lacto- 
flavin, eiiiem Lactoflavin-diphosphat und als Hauptmenge aus Lactoflavin-5’-phosphat 
besteht. 

Man liist diesos Rohprodukt (900 nig) in 20 cm8 Wasscr. Aus dieser Losung kristal- 
lisicrt iniierhdb 24 Std. cin Gemisch yon JAactoflavin-5’-phosphat und Lactoflavin aus, 

P. Kurrerd. K .  PfneRler, Helv. 17, 766 (1934); H .  v. Euler, P. Karrer& B. Recker, 
Hclv. 19, 1060 (1936). 
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wahrend in der Mutterlauge die Lactoflavin-diphosphorsaure gelost bleibt. Sollte der 
Niederschlag noch etwas Diphosphat enthalten (Papierchromatogramm-Test), so ist eine 
weitere Kristallisation atis Wasser notwendig. 

Hierauf wird der Niederschlag, der aus Lactoflavin-5'-phosphat und wenig Lacto- 
flavin besteht, in 20 em3 Wasser suspendiert und mit einer Natriumhydrogencarbonat- 
Losung genau neutralisiert. Dabei geht Lactoflavin4'-phosphorsaure als Natriumsalz in 
Losung, wahrend Lactoflavin ungelost bleibt. Kach Zugabe von etwas Tierkohle trennt 
man den Niederschlag ab, sauert das klare Filtrat mit Salzshre leicht an und konzentriert 
es  im Vakuum. Nach kurzem Stehen kristaliisiert aus dieser Losung LactofIa~h-5'- 
phosphorsaureester aus, der praktisch rein ist. Die Kristallo bcstehen aus zu Drusen ver- 
wachsenen feinen Nadeln. 

C,,H2,O,N4P,3 H,O Ber. C 40,00 H 5,29 pu' 10,98 P 6,080/:, 
(510) Gef. ,, 40,36 ,, 5,16 ,, 11,15 ,, 5,85% 

Das Calciumsalz des Lactoflavin-5'-phosphatcs ist in Wasser wenig, das Magnesium- 
salz ziemlich leicht loslich. Die Natrium- und Kalisalze der Verbindung losen sich in Wasser 
leicht auf. 

Bei der Oxydation von 100 mg Lsctoflavin-5'-phosphat mittels l'erjodsaure nach 
dem von uns fruher beschriebenen Verfahrenl) wurdo nur 1 mg Formaldehyd-dimedon er- 
halten. Unter denselben Bedingungen lieferte die Oxydation von 125 mg Lactoflavin ca. 
40 mg der Formaldehyd-dimedon-Verbindung. Der Versuch zeigt, dass die untersuchten 
Praparate von Lactoflavin-5'-phosphat hochstens Spuren von Lactoflavin enthalten. 

Zu  sammenf a s sung. 
Es wird eine einfache Methode zur Darstellung kristallisierter 

Lsctoflavin-5'-phosphorsaure (Cofernient dcs Flavinenzyms) beschrie- 
ben, die in der Einwirkung von Metaphosphorsiiurc auf Lactoflavin 
besteht. 

Zurich, Chemisches Institut dcr Universitiit. 

60. Zur Konstitution des ,,Aneurinthiazolons" 
von P. Karrer und H. Krishna. 

(4. I. 52.) 

Beim Erhitxen von Aneurin-disulfid in hochsiedenden Losungs- 
mitteln bilden sich Thiochrom und einc farblose, bei 237O schmel- 
zende Verbindungz), welche ,,hneurinthiazolon" genannt wurde. Fur 
das Aneurinthiazolon haben P. Sykes & A. R. Todd3) Formel I sehr 
wa,hrscheinlich gemacht ; sie konnten aber keine iibcrsichtlich ver- 
laufende Synthese finden, welche diese Formel bestatigt hatte. 

Der nachstehend beschriebene Versuch zeigt, dass sich ,,Aneurin- 
thiazolon" durch LiAlH, zu Dihydro-aneurin (11) reduzieren Pisst, 

I) P .  Karrerd K.  Pfaehler, Helv. 17, 766 (1934); H .  v. Euler, P. Knrrerd B. Uecker, 

z, R. R. Williams & 0. Zima, B. 73, 941 (1040). 
3) SOC. 1951, 534. 

Helv. 19, 1060 (1936). 


