
21FA HELVETICA CHIMICA ACTA 

233. Studien in der Lumiflavin-Reihe Vl) 
Spezifische Reaktivitat 

8 -standiger Substituenten am Isoalloxazin-Kernz) ; Flavin-Dirnere 
von P. Hemmerich, B. Prijs und H. Erlenmeyer 

(27. 1'111. 59) 

Im Rahmen unserer Untersuchungen zur struktur- und koordinations-chemischen 
Charakterisierung von Flavin-Metallchelaten,) als Flavoenzymmodellcn haben wir 
uns crstmals mit dem Studium dcr chemischen Reaktivitat des Isoalloxazin-Systems 
(I)2) eingehender befasst. In  einer friiheren Mitteilung4) beschrieben wir stabile 
Derivate des Leuko-isoalloxazins (111) und Substitutionsreaktionen an den 2- bzw. 
4-standigcn Osogruppen des Leuko-isoalloxazinkerns. 

R. R 

Bei diesen Untersuchungen beobachteten wir haufig das irreversible Auftreten 
tiefgriiner, ausserst stark griin fluoreszierender Produkte, vor allem beim Arbeiten 
in alkalischem Milieu in Gegenwart wasserentziehender Mittel. Umsetzungen von 
Lumiflavin- und Leukolumiflavin-Derivaten mit Phosphorhalogeniden in Pyridin5) 
oder basenkatalysierte Methylierungen dieser Vcrbindungen in Dimethylformamid 
nahmen daher nicht den normalen Verlauf ". Ahnliche tiefgriine Produkte erhielten 
wir bei Versuchen zur Darstellung von Z-4)6) und 4-Desoxyflavincn 7). 

In seiner Form konnten wir solche Produkte erstmals durch Rehandlung von 
liiboflavin (A, R = Ribityl, K' = H) und Lumiflavin (A, R = CH,, R' : H) mit 
K2C0, in heissem Dimethylformamid fassen. Reim Arbeiten unter Stickstoff erhalt 

1)  1V: Helv. 42, 1G04 (19.59). 
2) Die nczeichnungen (( Isoalloxazina und ({Vlavino werdcn in der Lit. synonym gebraucht. 

\Vir verwenden jcwcils die 13ezeichnung, nelchc den Zusammenhang besser verdeutlicht. Vgl. 
R. KUHN & A. H. COOK, Der. deutsch. chcm. Ges. 70, 761 (1937). 

3, 
4, Vgl. 1'. HEMMERICH 

5 )  Vgl. clemgegen<iber dic Reaktion von Lumiflavin mit P2S5 in Pyridin4). 
6 )  Vgl. V1. Mitt. dieser Reihc, erscheint demnachst. 
7 )  Vgl. VIK. Mitt. cliescr Reihe, erschcint demnachst. 

vgl. p. HEhrhlERICH 1(: s. ~ " . A L L A R ,  Helv. 41, 499 (1958). 
H. ERLENMEYER, Helv. 40, 181 (1957). 
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man zunachst in irreversibler Reaktion schwarzgrune Festkorper, welche lang>am 
an der Luft, schneller beim Digerieren rnit warmem verd. H,O,, braunrote bis rot- 
violette Farbe annehmen. Dieser letztere Ubergang ist reversibel : Beim Zusatz von 
Na,S,O, in alkalischem Milieu erhalt man zunachst die grune Form zuruck, welche 
sich rnit einem Uberschuss des Reduktionsmittels nach orangegelb aufhellt. 

Das Auftreten dieser tief grun gefarbten ifbergangsform entspricht den be- 
kannten tfbergangen bei der Reduktion von Flavinen, wie sie erstmals von KUHN 
K- STR~BELE~) (((Verdoflavine D) beobachtet und formuliert worden sind. Demzufolge 
durfte es sich auch hier urn einen Chinon-Semichinon-Obergang handeln. 

Die roten Pigmente werden in schon kristalliner, papierchromatographisch reiner 
Form aus 40- bis 60-proz. HC10, als Perchlorate erhalten. Sie sind nur in 6- bis 10-n. 
Mineralsauren und starken organischen Sauren gut loslich. Beim Verdiinnen dieser 
Losungen mit Wasser scheiden sich die freien Basen in roten Flocken wieder ab. 
Der Niederschlag hellt sich in alkalischem Milieu stark auf infolge Bildung von eben- 
falls unloslichen Salzen. Von neutralen Losungsmitteln vermag nur Dimethylsulf- 
oxyd die Pigmente merklich zu losen. Es entstehen orangefarbene, griinlich fluoreszie- 
rende Losungen, melche bei Zugabe von Wasser nach rotviolett umschlagen. Dies 
deutet darauf hin, dass die Pigmente in Dimethylsulfosyd a h  Salze vorliegen. Rei 
Zusatz von NaOH tritt wieder Aufhellung von rotviolett nach rotorange auf. Die 
zugehorigen Spektren geben wir in Fig. I wieder. 

I :  \ \  
300 400 500 6UOqu 

Fig. 1. Pigmeiit B' nus Riboflaviii 
~ .-.-. in (CH,),SO 
.- in H,O, pH = 4.5 
- .. - - inH,O, pH = 12 

Die Pigmente werden selbst bei stundenlangem Kochen rnit uberschussiger NaOH 
nicht merklich unter Ringoffnung hydrolysiert, nehmen dabei aber allmahlich - 
infolge Einwirkung reduzierender Verunreinigungen - die grunschwarze Semichinon- 
Farbe an. Die Verfarbung wird durch Zusatz von H,O, verhindert bzw. ruckgangig 
gemacht. Diese Alkali-Bestandigkeit ist rnit einer echten Flavin(Isoal1oxazin-) Struk- 

8,  R. RUHN R- R. STRBBELE. Ber. dcutsch. chem. Ges .  70, 753 (1937). 
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tur (I) unvcreinbarg). Sie findet sich hingegen bei II3-unsubstituierten Alloxazinen 
(11, K = H)lO), woraus zu schliessen ist, dass unsere chinoiden Pigniente im Pyrimi- 
din-Teilkern Alloxazin-Profil aufweisen. 

Weiteren Aufschluss iiber die Struktur der roten Pigmentc gaben Gruppen- 
bestimmungen : K-10-standigcs Methyl bleibt bei ihrer Bildung unverandert, hin- 
gegen ist nur noch eine C-Methyl-Gruppe pro Flavinkern vorhanden ll). Dass die 
8-standige CH,-Gruppc abgewandelt wird, folgt daraus, dass 8-Halogen-7-methyl- 
(vgl. X) bzw. 8-Amino-7-methyl-flavine keine analoge Reaktion eingehen, ebenso- 
wenig 8-unsubstituierte Flavine wie 10-Methylflavin und 10-Metl~ylflavin-7-sulfo- 
siiure3)6). Auch 8-Methylallosazine, z. B. Luniichrom, reagieren nicht analog. 

Hingegen erhalt man ausgehend von 3-Methyllumiflavin (A, R =: K' = CH,) 
eincn entsprechenden Farbstoff, der jcdoch gegen heisse NaOH nicht mehr bestandig 
ist. Ein ahnliches Ansteigen der Alkali-Empfindlichkeit rnit der Einfuhrung von N- 
Methylgruppcn findet sich beim Alloxazin 12). 

Variiert man die beschriebene Reaktion von Lumiflavin mit K,CO, in heisseni 
Dimethylformaniid durch Zusatz von Dimethylsulfat, so erhalt man einen roten 
Farbstoff, der sich papierchromatographisch in drei Koniponenten von gleicher 
I-oter Farbe und orangeroter Fluoreszenz zerlegen l a s t  : Von diesen sind die beiden 
langsam laufenden Flecke idcntisch mit den aus Lumiflavin bzw. 3-Methyllumiflavin 
ohne Zusatz von Diniethylsulfat erhaltenen Farbstoffen. Es liegt daher nahe anzu- 
nehmen, dass cs sich bei dem dritten Bestandteil um einen noch hoher methylierten 
Korper analoger Struktur handelt. Voraussetzung hierfiir ist, dass bei der Rildung der 
roten Pigmente eine zusatzliche methylierbare cyclische NH-Gruppe in 1-Stellung 
des Flavinkerns auftritt. Wohl infolge der erwahnten Hydrolysen-Empfindlichkeit 12) 

liess sich dieser permethylierte Farbstoff jcdoch nicht rein erhalten. 
Bei Behandlung rnit naszierendein IVasserstoff erhalt man aus den roten Pig- 

nienten gelbe, cstrem - unter Ruckbildung dcr roten Pigmente - autoxydable Leuko- 
korper. Einen anderen, farblosen Typiis von Leukoverbindungen, wohl in 5-Stellung 
formyliert In) und daher stabiler, erhalt man durch Hydrierung rnit Pd-Kohle in 
warmer Ameisensaure, wobei 2 -4quivalente H, verbraucht werden. Diese farblosen 
Leukoverbindungen gehen bci milder saurer Verseifung unter Autosydation in eine 
orangegelbe, gelbgriin fluoreszierendc Form ubcr, welche bei gleicher Bruttozusam- 
mensetzung (s. unten) von dcr roten, schwacli rotorange fluoreszierenden Ausgangs- 
form auch chromatographisch verschieden ist. Diesc gclbe Form laisst sich durch 
Erwannen in alkalischer Losung wieder in die isomere rote Form uberfiihren, ist also 
mit dieser tautomer. 

9, Zur alkalischeii Hydrolysc yon Fla\-inen vgl. z. H. I V .  S. M c X u r ~  JK., J .  biol. Chemistr!. 
219, 366 (1956). 

lo) %ur ,\lkali-fiestiindigkeit \.on -4Iloxazin vgl. R. KUHN & F. UAOK, Ber. deutsch. chern. 
( k s .  67, 898 (1934). 

*I) 1Xc z\\-citc ('-Methylgruppe der Flavine -1 \vird in der I<vHK-RoTH-Bestimmung zwar 
niclit quantitativ, aber doch deutlich erfasst. Eine Iiontrolle mit analysenreinem Riboflavin 
(31 7 376) ergal) z .  U. (C')CH, 6,820;,,. ber. fiir 2 C(CH,)-Gruppen 7,980/,. 

12) Zur Alkali-Empfindliclikeit yon 1.3-Diniethylalloxazin vgl. H.  UREDEROCK C K. PFLEI- 
DEKER. Chern. Her. 87, 1119 (1954). 

13) Die Flavine A ergeben mit HCOOH unter retiuzierenden Hedingungcn stabile, farblost~ 
5-l;ormyl-T.eitkoclerivate, aus \velctien sich trei milder saurer Hydrolyse die autoxydablen Leuko- 
fla\.ine freisctzen lassen, \,gl. 6 ,  
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Wescntlich fur die Strukturaufklarung der bciden Tautomeren ist ihr papier- 
chromatographisches Verhalten : Die im Vergleich mit den Ausgangsprodukten A 
auffallend niedrigen Rf-Werte (vgl. Tabelle und Esper. Teil) scliliessen nionornere 
Struktur aus. Aus den beschriebenen Eigenschaften und Reaktionen der roten Pig- 
mente geht aber eindeutig hervor, dass bei der Rildungsreaktion aus A nur an der 
8-Methylgruppe eine irreversiblc Strukturanderung erfolgt. Dieser Befund schliesst 
wiederum hohere Polymerisation aus, so dass wir die dimere Struktur fur die cinzig 
mogliche halten14). Wir interpretieren daher die bei der Elementaranalyse dcr roten 
Pigmente und ihrer gelben Isomeren erhaltenen Werte rnit der Formel (A),-2 H. 

Aus dieser Forrnel und den bisher wiedergegebenen Befunden ergeben sich 
zwanglos die im Reaktionsschema formulierten Strukturen und Entstehungs- 
mechanismen : 

In basischem Milieu ist das tbenzochinoide, Pigment B' die erste stabile Stufe 
im Reaktionsverlauf A + A' +- R -+ B'. B' rnit dem ((Alloxazinprofil, im Pyrimidin- 
kern ist verstandlicherweise stabiler als das ((pyrimidochinoide )) Tautornere B. B lasst 
sich hingegen - wie schon erwahnt ~ aus B' durch katalytische Hydrierung und an- 
schliessende Autoxydation in saurer Losung erhalten. 

Wahrend B in allen Eigenschaften ausser dem papierchromatographischen Ver- 
halten, insbesondere im Spektrum mit den Ausgangsflavinen A ubereinstimmt, ist 
B' der kurzlich von uns eingehend untersuchten Klasse der 8-Aminoflavine, vor 
allem den1 8-Nor-8-acetylamino-2-desoxy-lurniflavin (IV, R = H, R' = CH,CO) und 
seinen Derivaten (z. B. IV, R := SCH,, R' = H), spektral schr nahe verwandt (vgl. 
Fig. 2 und 3). 

CH, 

Fur diese yostulierten wir auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften die tauto- 
mere benzochinoide Struktur vom Typus A' 1)6). Das papierchromatographische Ver- 
halten sowie die spektralen Eigenschaften der Pigmente €3, R' und C (s. unten) und 
einer Reihe weiterer Verbindungen der (1so)alloxazinreihe sind in der Tabelle (S. 2169) 
zusarnmengestellt . 

Die isomeren Strukturen B und B' rnachten die Existenz einer dritten, dehydrier- 
ten Stufe von Flavin-Dimeren mit der Struktur C wahrscheinlich. Tatsachlich gelang 
es uns, diese dehydrierte Stufe durch Behandlung von B' rnit H,O, in warmem, stark 
saurem Milieu zu erhalten. Durch Zugabe von Na,S,O, in neutralem Milieu l a s t  sich 
aus C wieder B' zuruckgewinnen. C ist sehr intensiv orangegelb gefarbt und schon 
in der Kalte in massig konzentrierten Sauren und hochpolaren Losungsmitteln 
loslich. Auch in verdiinnten Alkalien lost es sich mornentan rnit orangegelber Farbe. 
Geringste Spuren reduzierender Substanzen geniigen allerdings zur Verfarbung der 
alkalischen Losung nach rotbraun, wobei sich das alkaliunlosliche B' zuruckbildet . 

14) Eine direkte Bestimmung des Molekulargewichts ist 11-egen der Unloslichkeit der Dirneren 
in  den hierfur anwendbaren Losungsmitteln nicht moglich. 
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Rcakfionsschema 
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Papaerchromatographische rtnd sprktralc Eige:eitscha/len 

Rf-Wert Farbe 

2 160 

liluoresz. im 
UV-Licht 

Abs.-Max. 
in HCOOH 

L a x  I Emax . lo-' 
mu) im Papierchromatogramm 

0,209 

0,OOC)d) 
0.47.) B', R = CH,, R = H 

H Bcnzochinoides Bilumillavin u 

263/3,.2 
4xo/s,5 B', H = Ribityl, R' = H 

6 Benzochinoides Hiriboflavin H 

0,13 1)) 

0,388) 
O,OO*)d) 

rot rotorange 

R', R = H' = CH, 

B, R = Ribityl, R = H 
npyrimidochinoides Biriboflavinu 

0,70~) 

0,63b) 
0,62a) 

0,6811) 

167/2,8 
390/2,0 

170/5,0 
379/3,3 
488/0,6 

gelb 

orange 

gelbgriin 

orange 

C, R = Ribityl, R' = H 
(c Dehydro-biriboflavin s 

C, R = CH,, R' = H 
(I Dehydro-bilumiflavin u 

0,95b) 
0,23c) 

1,Oo'q 
0,868) 
0,46~) 
0,426) 

-1, 13 = CH,. R' = H 
Lumiflavin 

26613.3 
390/2,0 gelb 

rot 

gelbgriin 

S-cr-(p-Chlorbenzoy1)-lumiflavin (IX) 0,426) 261 
488 

rotorange 

hellgriin 8-Methoxy-7,lO-dimethyl-isoalloxazin 
(XI) 

0,43 c) gelh 

8-(~-Hydroxyathylamino)-7,10-di- 
methyl-isoalloxazin (XII)  0,229 griin 

gelbgriin 

orange 

7.1 0-Dimethyl-isoalloxazin-&carbon- 
*lure (V) 

0.09") 
0.35~) gelb 

0,2611) 
0 ,48~)  

~ 

blauweiss 7-Methylalloxazin-8-carbonsame (VI) farblos 

*) 20-proz. HC10, gesatt. mit n-Butanol. 
'1) 20-proz. HC.lO,/n-Butanol/Dimethylsulfoxycl 5 : 3 : 2.  
c )  Eisessigln-Butanol/Wasser 2 : 6 :  2. 
d) Dimethylformamid/n-Butanol/Wasser 2 : 6 : 2. 
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Das Spektrum von C (Fig. 2) ist dem von B, wie zu erwarten, nahe verwandt ; jedoch 
liegen die E,,, wesentlich hoher und der Abfall nach hoheren Wellenlangen hin ist 
\riel langsamer. 

300 400 500 m p  

L:ig. 2 .  Sprktrev verschzedemr Pagmeiaie 
L’igment B aus Riboflavin 
Pigment H’ aus Kiboflavln 

- .  . . Pigment C aus T.umiflavin 
aufgenommen in HCOOH 

Dic heschriebene Dimerisierungsreaktion von 8-Methylflavinen setzt die Akti- 
vierung der 8-Stellung des Isoalloxazins (I) im Gegensatz zu der des Alloxazins (11) 
voraus. In  ubereinstimmung damit steht die Rerechnung der Elektronenverteilung 
im Riboflavin durch B. & A. PULLMAX~~)  nach der LCAO-MO-Methode. Diese Au- 
toren finden fur C-8 einen niedrigeren Wert der Elektroncndichte als fur C-6, C-T 
m d  C-9. 

K H 

1-11 0 
1< = Ribit?], CHS 

T‘ITI 0 

Demzufolgc war zu erwarten, dass unter gecigneten Bedingungen 8-standiges 
Methyl mit elektrophilen Partnern wie aktivem Carbonyl und Nitrosyl reagieren 
musse. Tatsachlich konnten wir Lumiflavin (A, R = CH,, R’ = H) in siedender 

16) Proc. Nat .\cad. Sci. 45, 136 (1959). 
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Essigsaurc mit iiberschiissiger HNO, umsetzen, wobci wir die 8-Carbonsaure 1' 
isolierten. Diese ist nicht sehr stabil: in warmer alkalischer Losung wird sie eur 
7-Methyl-alloxazin-8-carbonsaure (VI) abgebaut, analog dem von WOOD et aZ.16) 

beschriebenen Abbau der 2-Iminoflavine VII zu 2-Iminoalloxazin (VIII). 
Reim Erhitzen von V in saurer Losung erhalt man ein schwer trennbares Flavin- 

Alloxazin-Cemisch, welches neben den Carbonsauren V und VI weitere (1so)alloxa- 
zine, vermutlich die Decarboxylierungsprodukte der Sauren V und VI, enthalt (vgl. 
Exper. Teil). 

300 400 500 m p  

Fig. 3 .  Spektren vevschiedener Flavinderivatc an HCOOH 
-~ IV, R = SCH,, R' = H 

IX 
~ Lumiflavin *) 

*) fibereinstimmend mit dern Spektrum van Flavin-mononucleotid in n .  HCl, vgl. H. BEINERT. 
J .  Amer. chem. Sac. 78, 5327 (1956). 

Die Labilitat der N-10-Alkyl-Bindung bei 8-unsubstituierten oder elektrophil 
substituier tcn Flavinen ist eine allgemeine Erscheinung, auf welche wir in einer 
spateren Arbcit 6) noch naher eingehen. 8-Alkylflavine nehmen diesbezuglich eine 
Mittelstellung ein : ihre N-10-Alkyl-Rindung l a s t  sich nur noch mit Miihe spalten, 
so z. R. photolytischl7) oder bei langerem Erhitzen mit geeigneten Katalysatoren6). 
Die noch weniger elektrodcfizienten 8-Aminoflavine l) zeigen keine diesbezugliche 
Reaktivitat mehr. 

l6) R. M. CRESWELL, A .  C. HILL & H. C. S. \\'ooD, J. chem. Sac. 1959, 698. 
17) Vgl. z. B. S. SHIMIZU, J .  Vitaminology (Japan) 1, 39 (1955). 
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Einen -4ngriff von -C=O am 8-standigen Methyl konnten wir beim Lumiflavin 
mit p-Chlorhenzaldehyd in konz. H,SO,/P,O,-Mischung bei Raumtemperatur nach- 
weisen: Dic zunachst tiefrote Losung verfarbt sich im Laufe einiger ‘rage olivgrun. 
Nach 2 Wochcn erhalt man beim Aufnehmen niit Wasser ein orangerotes, schwach 
orange fluoreszicrendes Produkt, welches organisch gebundenes C1 enthalt und mit 
Alkali unlosliche, gelbe Salze bildet. Das Spektrum der chromatographisch reinen 
Verbindung ist im Rereich von 240-600 mp mit denijenigen der roten Pigmente €3’ 
fast vollkommen identisch und entspricht somit einer benzochinoiden Struktur. Den 
hohen Laufwerten in neutralcn Fliessmitteln zufolge muss es sich jedoch um ein 
monomeres Flavin handeln. Auf Grund dieser Eigenschaften mochten wir vorlaufig 
die Struktur I X  vorschlagenl*). 

I X  

Die Aktivierung der 8-Stellung im Isoalloxazin-System zeigt sich weiterhin 
darin, dass 8-Chlor-7,10-dimethyl-isoalloxazin (X)l) sich - wie wir fanden - durch 
nucleophile Reagenzien leicht in dieser Stellung substituieren lasst. So fuhren die 
Umsetzungen mit Natriummethylat bzw. Aminoathanol zu 8-Methoxy- (XI) bzw. 
8-(2‘-HydroxyYthyl-amino)-isoalloxazin (XII). 

CH, CH, 
i I v R\ /\/. \AA 

(J I Yo yy Y \ryN;o 
d 

CH,’\/\N”\( CH,’X \X//\CKH X I  R =  OCH, 
s 0 0 XI1 R = XHC:H,CH,OH 

Zusammenfassend ergibt sich die Feststellung, dass im natiirlichen Flavin die 
8-Methylgruppe als reaktives nucleophiles Zentrum neben der N-3-Stellung zu be- 
riicksichtigen ist. Das Fehlen der 8-Methylgruppe muss daher trotz nur geringen 
sterischen und elektronischen Veranderungen in der Molekel von erheblicher Aus- 
wirkung auf das physiologische Verhalten sein, wie dies durch die Antinietaholit- 
Eigenschaften der 8-Chlorflavine le) belegt wird. Die 8-Methylgruppe tragt weiterhin 
stark zur Stabilisierung der N-10-R-Bindung bei, d. h. bei fehlendem + I-Effekt20) 
in 8-Stellung wird das Elektronenpaar am N-10 wesentlich staTker zur Kesonauz 
herangezogen 6). 

Weitcrhin ist die Frage nach der moglichen biochemischen Redeutung der di- 
meren Flavinpigmente aufzuwcrfen. Trotz ihrer Schwerloslichkeit sind die ct Bi- 
flavine D vermutlich unter geeigneten Losungs- oder Kolloidverteilungs-Bedingungen 
elektromotorisch aktiv, so dass prinzipiell eine Mitwirkung solcher Partikeln bei der 
biologischen Wasserstoff-ubertragung moglich ist. 

synthese von W. E. CASS. J. Xmer. chem. SOC. 64, 755 (1942). 

(1043). 

lR) Die dehydrierende Wirkung von H,SO,/P,O,-Gemisch findet sich z. B. bei der Oxazol- 

lS) Vgl. z. H. H. KUHN. F. WEYGAND R: E. 1;. MOLLER, Ber. dcutsch. chem. Gcs. 76, 1044 

20) C. 1C. INGOLD, Structure and Mechanism in Organic Chemistry, New \’ark 10.53, S. 247. 
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Eines der wichtigsten Flavoprotein-Substrate, die auch elektronisch dem Flavin 
nahe verwandtcn Pyridinnucleotide (Coenzyme I, II), sind allem Anschein nach 
ebenfalls zur Ausbildung von Dimercn befahigt, wie vor kurzem WALLENFELS & 
GELLRICH 21) in einer Studie an Modellsystemen iiberzeugend darlegten. Die genannten 
Autoren vermuten eine lcatalytische Wirkung von Molybdo-Flavoproteinen zz) auf 
rlic Rildung von dimeren Pyridiniumsalzen in vivo. 

Eine metallkatalysierte Dimerisierung von Flavinen in vivo laisst sich in gleicher 
Weise vermuten. Der ubergang A -+. A' musste dann in folgender Weise formuliert 
werden : 

R R 
H I I 

+ H+ 

. I  '.. 0 
*.-. / . .  

Me/2 
&e+ G 

Weitere Studien sollen die Moglichkeit einer solchen Katalyse abklaren. 
Dem Schweizerischen Nationallonds ZUY Fiirderung der wissenschaftlichen Forschzing danken 

wir fur die Unterstutzung dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil 
Zum papierchromatographischen Nachweis der Verbindungen. - Alle uns be- 

kannten monomeren Flavine und Alloxazine lassen sich auf Papier mit Hilfe wasseriger Fliess- 
mittelgemische, welche als organische Komponente Butanol, Tetrahydro-furan oder Uioxan ent- 
halten, gut chromat~graphieren~~). Zur Erhahung der Loslichkeit - inshesondere bei hoch- 
polaren Flavinen wie z. R. 8-Aminoflavinen') - empfiehlt sich Zusatz von Dimethylformamid, 
Uimethylsulfoxyd oder niedermolekularen Carbonsauren. Im Falle der letzteren wirkt die parallcl- 
laufende Veresterung des Fliessmittels allerdings oft storend. 

Die nachstehend beschriebenen Farbstoffe laufen in allen dicsen Fliessmitteln nicht, machen 
vielmehr das Arbeiten in stark mineralsaurem Milieu erforderlich. Am besten bewahrt haben sich 
Gemische der Zusammensetzung 20-proz. HC10, mit n-Butanol gesattigt und 20-proz. HCIO,/ 
(CH3),SO/n-Butanol5 :2: 3. 

Die erhaltenen Rf-Werte sind in der Tabelle (S. 2169) zusammengestellt. 
Pigmente B'. - Pigment B' ( R  = CH,, R' = H )  aus Lumiflavin. Eine Suspension von 

1 g Lumiflavin (A, R = CH,, R = H) und 1 g K,CO, in 10 ml Dimethylformamid wird in 
Stickstoffatmosphare unter Riihren auf dem C)lbad erwarmt. Bei ca. 100" tritt allmahlich Farb- 
umschlag nach Tiefgriin auf. Nach 2stdg. Erhitzen auf 120-130° sind papierchromatographisch 
nur noch Spuren von Ausgangsmaterial nachweisbar. Die schwarzgriine Suspension wird siedend- 
lieiss filtriert. Den Riickstand, welcher an der Luft allmahlich rot wird, nimmt man in heisser 
20-proz. HCIO, auf, unter Zusatz von wenigen ml 3-prOZ. H,O,. Nach ca. halbstiindigem Dige- 
rieren auf dem Wasserbad liegt der suspendierte Festkorper in komiger, karmin- his braunroter 
Form vor. Xach Filtration, Seutralwaschen mit verd. Natriumacetatlosung und Trocknung bei 
100"/12 Torr erhalt man 0,66 g fast reines, rotbraunes Produkt. 

Aus 60-proz. heisser HCIO, erhalt man ein PerchIorat in schonen, karminroten Nadeln. 
welche mit 20-proz. HClO,, Aceton und Ather gewaschen werden. Nach l2stdg. Trocknen bei 
1 0 0 u / O , O l  Torr sincl sie stark hygroskopisch. 

21) I<. WALLENFELS 6c M. GIXLRICH, Chem. Ber. 92, 1406 (1959). 
22) Vgl. z. B. H. R. MAHLRR, Adv. Enzymol. 17, 233 (1956). 
23) Die Chromatogramme werden vorzugsweise im Uunkeln entwickelt, vgl. irn weiterenl), 

s. 1608. 
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Die ;\nalysenresultate") cntsprcchcn der Zusammensetzung (Lumiflavin -H)?, 2 HCIO,, 
ZH,O. 
C ~ 6 H ~ 8 0 1 4 ~ 8 C I ,  Ber. C 41,7 H 3 ,s  N 15.0 ('1 9,5 (S)CH, 4.0 (C)CH, 4,00,, 

GeI. ,, 41.0 ,, 3,G ,, 14,4 ,, 0 .8  ,, 4,4 ,, 4,20/:11) 
\Yascht man die Kristalle auf dern Filter rnit 2-n. XH,OH neutral, so nehmen sie rotbraunP 

Farbe an.  l h r c h  24stdg. Trocknung bei lGO'/0,001 Torr lasst sich das Hydratwasser his au i  
'/,Mol. pro Flavinkern entferncn. Tlic Kristallc zeigen jetzt die Zusammensetzung (Lumiflavin-H),, 
'I, H,O und sind trotz ihrer M'asserunloslichkcit sehr hygroskopisch. 
C',6H,,0,N8,~2H,0 Ber. C 60.16 H 4.47 N 21,55u/, Gef. C G0,OX H 4,01 N 21.360., 

Der Farbstoff liildet unter Aufhellung noch Orange niit verd. NaOH cin nnlosliches Salz. 
Uer Farbumschlag l lsst  sich am tiesten beobachtcn beim Versetzen dcr orangegelhen Losung 
tles E'arhstoffs in L)imethylsulfoxyd rnit dem glcichen Vol. Wasser (Umschlag nach Hotviolett) 
und dann mit 1 l'ropfen 2-n. KOH (IJmschlag nach Orange). vgl. Fig. 1. 

Eine Probe des Farbstoffs wurde 8 Std. rnit 2-n. NaOH zum Kiickfluss erwirmt,  wohei ein 
langsamer Farbumschlag nach Schwarzgriin auftritt.  welcher durch Zusatz eines Tropfcns Per- 
hydro1 wiedcr aufgchobcn wird. Aus dcr Suspension licss sich der Farbstoff mit geringen Ver- 
lustcn wicdcr zuriickgcwinncn 8 ,  I " ) .  

Pipizent B' ( I?  = Ribztyl, R' = H )  uus Riboflavin. I n  analogem \Terfahren crhalt man aus 

Riboflavin (A,  H = Ribityl, K' = H )  einen Farbstoff, der nach zweimaligcr Kristallisation aus 
40-proz. HC10, in schonen karniinroten Nadeln vorliegt. Nach Neutralwaschcn rnit 2-n. NH,OH 
und 12stdg. Trocknung bei 130"/0,01 Torr zeigt er die Zusammensetzung (Riboflavin-H),,'/, H,O. 
C,H,80,,N8.~2 H,O Ber. C 53,s H S , 2  N 14.874 Gef. C 53,7 H 4,9 N 14.8% 

Idst man das Perchlorat ohne zu neutralisieren in heissem 90-proz. wasscrigcm 1)imethpl- 
sulfoxyd und fa l l t  aus dcr hcisscn T-osung durch Zugabe von <4thanol. so erhalt man dcn Farb- 
stoff rnit 1 Mol. (CH,),SO solvatisicrt. Zur Analyse wurde bci 100°/O,Ol Torr gctrocknct. 

(:3rH,80,,N8,(',H,0S Rcr. (' 52,2 H 4,9 N 13,5% Gef. C 51.8 H 5,0 N 13.60/; 
Pigment 11' ( H  = H' = C H , )  aus ~ - . ~ ~ e t ~ ~ J Z l ~ ~ ~ ~ i f Z ~ u ~ ~ z z ~ ) .  Ausgehend von 3-Mcthyllumiflavin 

(A ,  R = R' = CH,) rrhicltcn wir in analogcr U'eise nach Kristallisation aus 60-proz. HCIO,, 
wobci man zur Vcrvollstandigung der Ahschcidung in der Warmc mit dem gleichen Vol. \Vasser 
verdiinnte. nach Seutralwaschen und Trocknung wie oben den analogcn Farbstoff der Zusam- 
mcnsctzung (Mrth yllumiflavin--H),,'I, H,O. 

('r8H,,0,1i8.'/zH,0 Ber. C 61,4 H 5,2?; Gef. C 61,l  H 4.9% 
Lkses l'igmcnt ist gegen heisse iXaOH nicht melir Iiestlndig. 
Hie Pigmente H' werdcn in wasscriger Suspension bei Zimmertemperatur [lurch Na,S,04 zu 

Semichinonrn reduziert, welche in alkalischrr I-osung griin, in ncutralcr und saurer Losung 
braunrot bis orangcrot vorlicgcn. 

Redox-Verhalten der Pigmente. - 1. P i g m e n t  I <  ( I ?  : Ribityl, H' = 11) aus  I?lbu- 
jluuzn. In einer heizbaren Schiittelbirne wurden 0.22 g tles roten ~~Ririboflavinsr~ (B', H = Ribi- 
tyl, H' = H) in 2 0  ml ahs. HCOOH suspendicrt und mit  ca.  50 mg lo-proz. vorhydricrter l'd- 
Kohle hei .4tmospharrndruck und 80 ' 1.uftbad-Teinpcratur hydriert. Die H,-Aufnahme betrug 
14.0 ml, bcr. fiir 2 Aquiv. H, 14,3 ml (hl = 759). Man filtrierte hciss auf einer kleinen Glasfrittr, 
wusch mit heisscr ahs. HCOOH nach und dampfte das nur schwach rotlich gcfirbte Fil trat  iin 
Vakuurn cin. I)er fast farblose Ki i ck~ tand '~ )  wurdc ca. 5 Min. mit 4-n. HCI erwarmt, wohci 
intcnsivc rotviolcttc sRhodoflavin 11-1'arbung~~) und -FBllung auftrat. Nach dem Abkiihlen ver- 
sctzte man mit ca. 5 ml 3 - p r O Z .  H,O, und filtriertr tlcn nunnichr hell orangegelhen Niederschlag 
ab.  Zur Rcinigung loste man nochmals in warmer 6-n. HCI und fallte durch Zusatz von \Vasser. 
Man crhiclt 0.08 g feine gelbe, hygroskopischc Kristallstabchen, welche nach Trocknung bri 
120"/0.01 Torr dieselhe Ziisammcnscteung zeigten wie das rote hus#angsmaterial, nimlich 
(I~iboflavin-H),.'/, H,O. 

C,H,,O,,N,,~/., H,O Bcr. c' .j3,8 H .5,2 S 14.8'jb (;cf. c' .53,3 H 5,2 X 14.7% 

Zu den Schwierigkeiten bei der Verbrennungsanalyse der Verbindungen vgl. l), S. 1607. 
ss) R. K C H x  LYI H.  RUDY. Ber. deutsch. chem. Ges.  67, 1125, 1298 (1934). 
29)  Diese l+'arbung ist charakteristisch fiir die Keonydation von Ixukoflavinen in saureni 

Milieu, vgl. *) "). 
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Die Kristalle sind im Gegensatz zum Ausgangsmaterial in kaltcr HCOOH g u t  loslich, eben- 
so in heissem Dimethylsulfoxyd und Dimethylformamid mit grungelbcr Fluorcszcnz. 

Versetzt man eine wasserige Suspension dcr Kristallc rnit 2-n. NaOH. so tritt momcntan 
Auflijsung ein, gefolgt von der Abschcidung cines hellgelben, flockigen Xiederschlages, der sich 
voriibergehend auflost und beim ErwSrmen nach Orangebraun umschllgt. Nach Ansauern erhalt 
man rotbraune Flocken, chromatographisch und spektrophotometrisch identisch mit dem Aus- 
gangsprodukt B' (R = Hibityl, H' = H). 

Mit  Na,S,O, reagiert B (R = Ribityl, R' = H) in wasseriger Suspension erst bcim Er- 
warmen, unter Bildung eines ockcrfarbenen Semichinons. 

2. V e r b i n d u n g  C (I? = Itzbityl, R' = H )  aus It iboflavzn. 0.1 g des roten Biriboflavins (B', 
K = Ribityl, R' = H) wird in 5 ml 6-n. HCl gelost, rnit 0,5 ml Perhydrol versetzt und auf 
dem Wasserbad erwarmt2?), his die zunachst tiefrote Losung sich nach gelborange aufgehellt hat. 
Beim Verdiinnen der siedenden Losung rnit Wasser scheiden sich reichlich feine orangegelbc 
Kristallnadeln ah. Zur Reinigung wird die Umfallung aus 6-n. HC1 unter Zusatz von 1 Tropfen 
Perhydrol wiederholt. Sach Auswaschen mit Wasser und Aceton und Trocknung bei 25"/12 Torr 
crhalt man 0,07 g orangegelbe, C1-haltige Stabchen. Zur Analyse wurde bei 20"/0,01 Torr gr- 
trocknet. 

C,H,,O,,N,, 2 HCl Ber. C 49,7 H 4,7 N 13,60/, Gef. C 49.2 H 4,6 N 13,30/, 

Bei scharferer Trocknung ( l O O o / O , O l  Torr) des schwach hygroskopischen Dihydrochlorids 
bildet sich unter Rotfarbung und teilweiser Zersetzung das Ausgangsmaterial B' ziiruck. 

Die Kristalle sind ziemlich gut loslich in HCOOH, Dimethylsulfoxyd und Dimethylformamid. 
die Losungcn sind orangegelb und zeigen orangegelbe IJluoreszenz. In 2-n. NaOH losen sich die 
Kristalle momentan; die zunachst dunkelgelbe, klare Losung triibt sich beim Stehen unter Ab- 
scheidung orangeroter Flocken. Sofortigc Reduktion erhalt man beim Behandeln der wasserigen 
Suspension von C rnit wenig Na,S,O,, wobei zunachst rotes B (R = Kibityl, R' = H), dann 
olivbraunes Semichinon entsteht. Das so erhaltrnc B' ist spektrophotometrisch unti chromato- 
graphisch rnit dern Ausgangsprodukt identisch. 

Die Rcdox-Ubcrgange verlaufen auch in Suspension sehr schnell. 
Spektrale Eigenschaften der Pigmente. -- Die Spektren der Pigmente B, B' und C 

wurden im Bereich von 230600 m p  in abs. HCOOH aufgenommcnZ8) und mit den Spektrcn von 
Lumiflavin (A, R = CH,, R = H), 8-Acetylamino-8-nor-2-dcsoxy-lumiflavin (IV, R = H, R = 

CH,CO), 8-Nor-8-amino-2-desoxy-2-methylmcrcapto-~umiflavin (IV, K = SCH,, R' = H) sowic 
dem Spektrum dcs Kondensationsprodukts IX aus  p-Chlorbenzaldchyd und Lumiflavin ver- 
glichen (siehe Fig. 2 und 3). Wir fiihrcn die Uaten der gefundenen Absorptionsmaxima in dcr 
Tabelle (S. 2169) an. Das Pigmcnt R, welches wie beschriebcn leicht in R' ubergeht, zcigt im Spek- 
trum cine Schultcr bri 488 mp, welche auf Vcrunreinigung tiurch B' zuriickzufiihren sein kann. 

Reaktionen von 8-Nor-8-chlor-lumiflavin (X)l). - 1. 8-Methoxy-7,70-dinzcthyl- 
isoalloxazan ( X I ) .  0,l g X wurden rnit einer Losung von 30 mg Xa in 50 ml abs. CH,OH 3 Std. 
zum Sieden erhitzt. Die zunachst klare gclbbraunc Losung dunkelt allmahlich untcr geringfiigiger 
Abscheidung gelblicher Flocken, von welchen abfiltriert wurde. Das Filtrat nahm man nach Ab- 
dampfen im Vakuum mit 2-n. NaOH auf, filtrierte und goss in siedende 2-n. Essigsaure. E s  
scheiden sich fcine orangegelbe Nadeln ah, welchc chromatographisch rein sind und sich vom 
Ausgangsprodukt durch mehr grunliche Fluoreszenz und tiefer orangegelbe Farbe unterscheiden. 
Ausbeutc 52 mg (53%). Zur hnalyse wurdc die Umfallung wiederholt. Nach Trocknung bei 
l O O " / O , O l  Torr enthielt die Verbindung noch I / ,  Mol. Wasscr. 

Cl,H120,N4,Y2 H,O Ber. C 55.5 H 4,7 N 19,9 (O)CH, 5,3 (X)CH, 5,37" 
Gef. ,, 55,7 ,, 4,4 ,, 20,2 ,, 4 3  I ,  4,7% 

2.8-~-H~~droxyiithylanzin1~-7,70-~iinzcthyl-isor12loxnzin ( X Z I ) .  0,l g X wurde rnit 10 ml Athano- 
amin 2 Std. unter haufigem Umschiittcln auf dem Wasserbatl erwarmt. Das gelbe Ausgangs- 
material geht im 1.aufe von 30 Min. vollstandig in Losung, es tritt dabei zunachst Vcrfarbung 
nach Rot und dann Abscheidung orangeroter Kristalle auf. Man engte im Vakuum auf ca. 2 ml 

27) Flavine vom Typus A werden unter diesen Bedingungen nicht verandert. 
,*) .4ufgenommen mit einem UNICAM-Spektrophotometer Typ SP 500. 
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ein, filtrierte, wusch mit vcrd. Essigsaure und Aceton und erhielt 58 mg (540,L) chromatographisch 
rcincs Produkt, welches man zur Analyse aus 2-n. NaOH mit Eisessig umfallte. Dabci kristallisiert 
im Laufc mehrerer Std. hei 0" dic Verhindung XI1 in fcinen, ziegelroten Nadeln, die 12 Std. bei 
1 hO"/0,01 Torr getrocknet wurden. 

C,,H,,O,N, Ber. C 55,80 H 5.02 N 23,25% Gef. C 55,42 H 5,42 N 22,08% 

Rci Versuchen zur Umsetzung von X rnit Natriumacctat in Eisessig oder geschmolzcnem 

Reaktion von Lumiflavin (A, R = CHI, R' = H) rnit HNO,. - 0,5 g Lumiflavin 
wurtlcn in 50 ml Eisessig 3 'rage untcr Riickfluss erhitzt, wobei man zu Anfang und nach 
jc 8-12 Std. je 0.2 g SaNO, zusetzte und die Keaktion papicrchromatographisch verfolgte. 
Schon nach 2-3 Std. zeigt das Chromatogramm im System Eisessigln-Butanol/Wasser 2:6: 2 
neben dcm Ausgangsmaterial cincn zweiten, ebenfalls orangcgelhen, gelb fluoreszierenden Fleck 
vom ungefahr halhcn Rf. Die Umsetzung war nach 3 Tagen fast vollstandig. Nach Einengcn im 
Yakuum nahm man mit 2-n. HCI auf und filtricrte vom Kicderschlag. Nach Auswaschen mit 
\Vasser und Xceton crhiclt man 0,41 g eines gelbcn l'lavins, welches auf Grund seiner guten 
Loslichkeit in NaHCO, und 2-n. NH,OH als Carbonsaurc anzusprechen war. Zur Reinigung 
kristallisiertc man das NH,-Salz aus vcrd. Essigsaure-Ammoniumacetat-Losung. wobei cs sich im 
Laufe mehrerer Std. bei 0" in schonen. orangefarbenen Schiffchen abschcidet. Die freie Saure 
crhielt man (lurch Waschcn mit 2-11, HCl zuriick. Sic ist warmeempfindlich und in Wasser ausserst 
schwcr loslich. Nach den Analysenwerten handelt es sich um dic 7,10-l)imethyl-isoalloxazin-8- 
carbonsaurc (V).  

C,,H,,O,N, Ber. C 5 4 3  H 3.5 N 19,6y0 Gef. C 54,5 H 4.0 N 19,1yo 

Beim Versuch. die freie Saure a u s  heisser HCOOH umzukristallisieren, erhielt man ein Sub- 
stanzgcmisch, in welchem sich neben V die nachstehend beschriebene Alloxazincarbonsaure VI, 
sowie jc cin wciterer gelb bzw. blauweiss fluoreszierender Fleck feststellen liess, welche vermut- 
lich dcn Ikcarboxylierungsprodukten von V und VI, 7,lO-Dimethylflavin und 7-Methylalloxazin, 
zuzuordnen sind. 

I3ne Prohe von V wurde in 2-n. KOH gelost und ' i 2  Std. auf dem U'asscrbad auf ca. 70" 
trwarmt. Die warme Losung wurde bis zur heginnenden Ausfallung mit 2-n. HC1 versetzt. Der 
so crhaltene, nur noch schwach gclbc Niederschlag enthalt kein V mehr. Im Papicrchromato- 
gramm erhalt man einen scharfen Fleck von blauweisser Fluoreszenz, die charaktcristisch fur 
Alloxazine ist. Zur Analyse wurde aus wasserigem Dimethylformamid umkristallisiert und 12 Std. 
hci 100°/O,Ol Torr getrocknet. Die gefundencn Werte treffen auf 7-Methyl-alloxazin-%carbon- 
siiure (VI) zu.  

C,,H,O,K, Ber. C 52,9 H 3.0 N 20,6% Gef. C 52,4 H 3,7 N 20,7% 

Reaktion von Lumiflavin rnit p-Chlorbenzaldehyd. - 0,2 g Lumiflavin (A,  R = 
C'H,, K' = H) und 0,2 g p-Chlorbcnzaldehyd wurden zusammcn in 5 ml kouz. H,SO, gegehen 
und ca. 1 Std. geschiittelt, bis eine homogene, tieIrote Losung entstanden war. Uanach setzte 
man 0,s g P,O, zu und vcrschloss den Kolbcn unter N2. Nach 2wochigcm Stehen im Dunkeln 
hei 20-25" war ein Farbumschlag nach Olivgriin aufgetreten. Man nahm nun den Kolbeninhalt 
schnell niit ca. 50 ml ICiswasser auf uud filtriertc. I>er karminrote Kiickstand wurde rnit 2-n. 
NaOH gut gcwaschen zur Entfernung unvcrhrauchten Ausgangsmatcrials, wobei Farbumschlag 
nach Orangcgclb auftritt. 13eim Neutralwaschen mit verd. Essigsaure bildet sich die karminrote 
Farbc wietier zuriick. Sach Trocknung mit Accton kristallisicrte man zweimal aus ahs. HCOOH/ 
I)imethylformamid. Dic so crhaltenen rotcn Kristallstabchen zeigtcn nach 12stdg. Trocknung 
bri 120°/0,01 Torr annahernd die auf die Formcl IX stimmcnden Wertc. 

C,,H,,O,S,Cl Ber. C 60,s H 3,8 N 14.2 C1 9,0yo 
Gef. ,, 60,4 ,, 4 3  ,, 13,6 ,, 7,2% 

Satriumacctat hlicb das Ausgangsmaterial unvcr&ndert. 

I)cm mikroanalytischen Laboratorium der CIBA AKTIENGPSELLSCHAFT (Drs. H.  GYSEL und 
\V. I'ADOWETZ) danken wir fiir die Ausfiihrung der schwierigen Mikroanalpscn, insbesonderc fur 
die C~ru~)~)cnbcstimmuiigeti, 

Yrl. 1-1. KULL sind wir fiir cxperimentellc Mitarbeit zu Dank verpflichtet. 
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The 8-methyl group of riboflavin and lumiflavin is shown to be activated, in 
agreement with €3. B A. PULLMAN’S LCAO-MO-model. Chemical evidence for this 
is given by reactions of 8-chloro-7,10-dimethyl-flavin with nucleophilic agents, of 
8-methylflavins with NO and CO groups, and by the base-catalysed dimerisation 
of 8-methylflavins giving rise to a new class of flavin-like pigments. The particular 
redox-behaviour of these “biflavins” is described and their possible biochemical 
importance is discussed. 

Anstalt fur Anorganische Chemie der Universitat Base1 

234. Substitution und Elimination durch Aluminiumoxyd : 
3-Benzoyloxycholesten- (1) und 1 -Benzoyloxy-cholesten- (2) 

von Ch. Tamm und R. Albrecht 
(27. VIII. 59) 

Die Reduktion von Cholesten-(1)-on-(3) (I) mit LiAlH, verlauft praktisch stereo- 
spezifisch, indem man etwa 70% Cholesten-(l)-o1-(3j3) (11) und nur etwa 5,5% 
CholestanoL(3a) erhaltl) ”)”). Ein ahnliches Verhalten zeigt I gegcniiber NaBH,, wo 
Cholestanol-(3,8) das Hauptprodukt darstellt ,). Behandlung von Cholesten-(1)-on-(3) 
(I) mit Al-Isopropylat fuhrt zu einem komplcxen Stoffgemisch, in welchem ebenfalls 
Cholesten-(l)-ol-(3j3) (11) die Hauptkomponente ist 3). In keinen von diesen Reak- 
tionen hatte sich das epimcre Cholesten-(l)-ol-(3a) (VII) in fassbaren Mengen ge- 
bildet. Die Herstellung dieses noch unbekannten Allylalkohols gelang jetzt auf fol- 
gende Weise : 

Wurde reines krist. 3 j3-Benzoyloxy-cholcsten-(l) (IV) an ((neutralemu A1,03 der 
Aktivitatsstufe I S )  nach der ublichen Durchlaufmethode6) chromatographiert, so 
konnte man nur noch sehr wenig Ausgangsmaterial unverandert zuruckgewinnen. 
Statt dessen waren mindestens drei neue krist. Produkte, namlich Cholestadien-(l,3) 
(IX), 3a-Hydroxy-cholesten-(l) (VII) und Subst. CHT 208, sowie ein schwer trcnn- 
bares Kristallgemisch entstanden. Fur die weitere Untersuchung dieser und der 
weiter unten beschriebenen analogen Reaktionen wurde die Behandlung mit A1,03 
standardisiert, indem eine Losung der Benzoate in Petrolather nach der Adsorption 
an das A1,03 noch 18 Std. bei 22” stehengelassen7) und erst dann die Elution vor- ___ - 

l )  PI. A. PLATTNER, A. FURST & H. ELS, Helv. 37, 1399 (1954). 
a) W. BERGMANN, M. I < I T ~  & D. J. GIANCOLA, J. Xmer. Chem. SOC. 76, 4974 (1954). 

,) NaBH, sattigt gleichzeitig die d’-Doppelbindung ab. 
6)  Es wurdc Aluminiumoxyd (A1,0,) der Fa. M. \\‘OELM, Eschwege, Deutschland, verwendet. 

Zur Standardisierung dcr .Aktivit&ten vgl. H. BROCKMANN & H. SCHODDER, Ber. deutsch. Chem. 
Ges. 74, 73 (1941); G. HESSE, I. DANIEL & G. WOHLLEBEN, Angew. Chem. 64, 103 (1952). 

3, R. ALBRECHT & CH. TAMM, Helv. 40, 2216 (19.57). 

@) T. REICHSTEIN & C. W. SHOPPEE, Disc. Farad. Sac. Nr. 7, 305 (1949). 
?) Vermutlich lassen sich durch Schiitteln der Losungen mit A1,03 kiirzere Reaktionszeiten 

erzielen. 
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