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gramme wird wiederum die Lichtdurchlassigkeit gemessen. Auf den erhaltenen Dia- 
grammen werden nun die Pikhohen ausgemessen und auf der Graukeilkurve der 
zugehorige log E abgelesen, der auf der Eichkurve die Konzentration an 3,4-Benz- 
pyren in mg/100 ml Losung ergibt. Dieser Wert muss noch mit dem Faktor der 
Fleckengrossen aus der Konzentrationsreihe und dem gemessenen Chromatogramm- 
fleck multipliziert werden, wobei der Mittelwert aus Vorder- und Ruckseite ermittelt 
wird; das gleiche gilt fur die Lichtdurchlassigkeit. Der so erhaltene Wert ergibt nach 
Umrechnung der aufgetragenen Mengen, namlich 100 p l  auf dem Chromatogramm 
und 5 pl  auf der Verdunnungsreihe, die wahre Konzentration in mg/100 ml Losung. 

Werden bei der Bestimmung immer die gleiche Anlage benutzt und die Belich- 
tungseinheiten eingehalten, so lasst sich die Eichkurve fur weitere Bestimmungen 
verwenden. Im anderen Fall miissen Graukeil und Eichkurven neu ermittelt werden. 

Wir danken der Abteilung Wissenschaftliche Fotografie der Farbenfabriken BAYER AG, 
Leverkusen, insbesondere den Herren Dres. KLEIN, ECGERS und LANGNER, die freundlicherweise 
die photometrischen Messungen durchgefiihrt haben. 

ZUSAMMENFASSUNG 

3,4-Benzpyren wird auf Chromatogrammen durch gleichzeitige Messung von 
Fluoreszenzintensitat und Fleckengrosse bestimmt, wodurch die bei alleiniger Be- 
rucksichtigung der Fleckengrosse auftretenden, erheblichen Fehler vermieden werden. 

Heinz Kastien, Gasshof 
6014 Littau/Luzern 
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273. Thione, Imine, Oxime und Azine des Riboflavins 
Nucleophile Substitutionsreaktionen am Flavinkernl) 

Studien in der Flavinreihe, 10. Mitteilung2) 

von F. Muller3) 4) und P. Hemmerich 
(12. VIII.  66) 

Die Vielfalt der moglichen Flavocoenzym-Wirkungsmechanismen im breiten Spek- 
trum der bekannten Flavoproteine zeigt sich in den jungsten synoptischen Darstel- 
lungen [la] [ Z ]  komplexer denn je. Zum Verstandnis des Chemismus der Flavin-abhan- 
gigen biologischen Oxydation gibt es erst' wenige Anhaltspunkte [ Z ] .  Dies ist zweifellos 
l) Zur Nomenklatur : Flavin = Isoalloxazin = 10-substituiertes Benzo[g]pteridin-2,4-dian. 
*) Vorlaufige Mitteilung: [l]; 9. Mitteilung dicser Reihe vgl. [9]. 
3, Derzeitige Adresse : Medicinska Nobelinstitutet, Biokemiska avdelningen, Solnavagen 1, 

4, Teilauszug aus der Diss. F. MULLER, Base1 1964. 
Stockholm 60, Schweden. 
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unter anderem darauf zuriickzufuhren, dass fur Studien am proteinfreien Flavin- 
Model1 nur ausserst hydrophile Flavinderivate zur Verfiigung standen, namlich 
Flavinmononucleotid (FMN),  Flavinadenindinucleotid (FAD) und Riboflavin (Vit- 
amin B,). Demgegenuber ist aber das Aktivzentrum viekr, wenn nicht der meisten 
Flavinproteine als eher lipophiles Milieu anzusprechen : Dies kommt zum Beispiel 
drastisch beim Spektrum der Dihydroliponamid-Dehydrogenase (vgl. z. B. [ 3 ] )  zum 
Ausdruck, welches rnit dem Spektrum des in Chloroform gelosten Flavin-Chronio- 
phors identisch ist, jedoch von demjenigen in wassriger Losung stark abweicht [4]. 

Ein tieferes Verstandnis von Struktur und Keaktivitat des proteingebundenen 
Flavins verlangt daher lipophile Modellflavine. Eine solclie Abanderung kann ver- 
wirklicht werden durch Einfuhrung unpolarer Seitenketten in die Molekeln der natiir- 
lichen Flavine oder durch Abwandlung ihrer funktionellen Gruppen unter Erniedri- 
gung von deren Polaritat. 

In Weiterverfolgung unserer Vorarbeiten [5-71 konnten wir nun belicbige Reste 
in den Pyrimidonteil des Flavinkcrns (I) in 2- uiid 4-Stellung einfiihren, und zwnr so- 
wohl in der Lumiflavin-Rcihe (I, R ”  = CH,) wie in der Riboflavin-Reihc (I ,  R ”  = 

Ribityl). Dicse Synthesen werclen derzeit auf die Flavinmononucleotid-Reihe (I ,  
R ”  = Ribityl-5-phosphat) ausgedehnt [8]. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Synthesen und chemischen Eigenschaften 
dieser neuen Flavine beschrieben. Ihre optischen Daten haben wir schon gemeinsam 
mit DUDLEY & EHRENBERG [9] mitgeteilt und interpretiert ; weiterhin wurde rnit 
MCCORMICK Oi ARSENIS [lo] iiber ihre enzymatische Phosphorylierung berichtet 
Untersuchungen sind im Gange iiber die aus der Elektronenspinresonanz-Hyperfein- 
aufspaltung abzuleitenden Strukturen der analogen Flavosemichinone5) sowie iiber 
die Elektronenspinresonanz der zugehorigen Flavochinon-Triplettzustande [ll] . Die 
neuen Flavine eignen sich vornehmlich zum Studium der Metallchelate der analogen 
Flavosemichinone (diesbeziigliche optische Daten, s. Ubersicht in [12]). 

Unsere Synthesen gehen von den tiefroten Thioflavinen 11, und 1146) aus. 11, 
wird, durch Kondensztion aus 2-Thiobarbitursaure erhalten [5], 11, durch selektive 
Sulfhydrierung von I. Beide Thioflavine werden leicht oxydativ unter quantitativer 
Ruckbildung von I entschwefelt (s. Formelschema). 

Hydroxylamin und Hydrazine H,NNR, ersetzen den Schwefel in I1 uilter Bildung 
der Flavoxime I11 und Flavohydrazone IV, welch letztere im Falle R = H rnit Alde- 
hyden die Flavazine V ergeben. Alle diese Flavin-Derivate sind als Neutralkorper 
tiefviolett bis blau gefarbt. 111 und IV sind nur in Form ihrer Salze bestandig: Die 
freien Basen disproportionieren sich langsam, was darauf schliessen lasst, dass es sich 
um eine Hydridverschiebung aus der Oxim- resp. Hydrazon-Gruppe in den Kern 
handelt, wonach der Kern autoxydiert und der Substituent durch Hydrolyse ent- 
fernt wird unter Riickbildung von I. Die Azine V und die Hydrazone IV lassen sich 
mit SnCl, in Salzsaure zu den Iminen VI (R = H) reduzieren. 

Die Thione 51, reagieren, anders als rnit CO-Reagentien, mit ((harten B Basen [13] 
wie z. B. Ammoniak nur schlecht. Die Umsetzung wird jedoch moglich, wenn man die 

5 ,  Wir bezeichnen die Flavin-Oxydationsstufen durchgangig als Flavochinon, Flavosemnichinon, 
Flavohydrochinon. Zur  Spinverteilung in Flavosemichinonen vgl. EHRENBERG, ERIKSSON Ce 
MULLER in [Z], S. 37. 

6 ,  Zur Erklarung der Formelnummern, z. B. IV,,, vgl. Legende des Formelschemas. 
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Das Formelschema ist so abgefasst, dass moglichst viele analoge Verbindungen durch tlic gleiche 
Formel ausgedruckt werden konnen. Die Indices 2 und 4 kennzeichnen den Substitutionsort an 
den betreffenden Flavinen, die Indices a,  b, c kennzeichnen die Substituenten in 3- uncl 10-Stel- 
lung: a = Lumiflavinclerivat (R” = CH,, R’ = H), b = Alkyl-Lumiflavinderivat (R”  = R’ = 

CH,), c = Riboflavinderivat (R”  = CH,(CHOH),CH,OH, R’ = H).  Fur die Amine I V  ist niir dic 
- im unsubstituierten Fall bevorzugte - Amino-Tautomerform angegeben. 

Thione TI zuvor in die entsprechenden Thioester VII iiberfuhrt. Diese Alkylierungen 
verlaufen unter Ausschluss von Wasser bei Raumtemperatur und im Falle von 11, 
sogar ohne Basenkatalyse. Dabei tritt  bei 11, entgegen fruheren Annahmen [6] aus 
unserem Laboratorium ’) keine N(3)-Alkylierung ein. 3--4lkylderivate, z. B. II,,, lassen 
sich jedoch durch direkte Kondensation aus 1-Methyl-2-thiobarbitursaure gewinnen. 

Die Thioester VII, die S-Alkylthioflavine oder Alkylmercapto-desoxyflavine dar- 
stellen, sind die ersten stabilen Flavine mit einer streng einwertigen Funktion im 
Pyrimidin-Teil. Aus dersclben Verbindungsreihe haben wir inzwischen auch O-Alkyl- 
flavine VIII, [I41 [15] erhalten, ferner haben wir das Desoxyflavin IX, [I51 darge- 
stellt. Alle diese Flavinderivate sind durch ihre Basizitat gekennzeichnct : Schon in 
verdiinnter Essigsaure sind sie vollstandig protoniert und konnen daher von den 
spektral ahnlichen Stammkorpern I leicht unterschieden werden. Wir bezeichnen 
sic als ccaktive)) Flavine, da die Flavin-OR- resp. Flavin-SR-Gruppen wic aktive 
Ester reagieren. 

Aus dieser Tatsache folgt, dass die prototrope Energic fur die Umwandlungen 

sehr gross sein muss. Iminol-Tautomere liefern somit zur Struktur der Flavochinone 5, 
keinen Beitrag. 

Im allgemeinen sind die 2-standig abgewandelten Flavine stabiler als ihre 4-Iso- 
meren. Alle hier beschriebenen Flavin-Derivate gehen jedoch unter milden Bedingun- 
gen - saure Hydrolyse (VI) oder Luftoxydation - wieder in die Stammkorper I iiber. 
Dies ist von grossem Interesse im Zusammenhang mit dem bisher noch nicht struk- 
turell abgeklarten Flavocoenzym der Bernsteinsauredehydrogenase, welches kovalent 
am Apoprotein haftet und weder hydrolytisch noch oxydoreduktiv zu einem bekann- 
ten Flavinderivat abgebaut werden kann. Die von WANG & WANG [16] vorgeschla- 
gene Coenzym-Apoprotein-Fixierung iiber die Flavinstellung 4 kann nach Kenntnis 
der hier beschriebenen Flavinderivate und ihrer Reaktivitat nicht zutreffen. Ange- 
sichts der Resultate von KEARNEY [17], WANG & WANG [16] und der hier vorliegen- 
den scheint daher nur noch eine Protein-Fixierung des Bernsteinsaurehydrogenase- 
Flavocoenzyms iiiber den benzoiden Flavinteilkern, d.h. die Stellungen 6-9, moglich, 
von welchen angcsichts der chemisclien Reaktivitat der 8-Methylgruppe I181 Stellung 
8 am wahrscheinlichsten ist. 

’) Wir sintl Prof. W. PFLEIDERER, Techn. Hochschulc Stuttgart, fur den Hinweis auf tlicse Fchl- 
intcrpretation zu grossem Dank verpflichtet. 
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Wir danken Clem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS Z U R  F~RDERUNC DER WISSENSCHAFT- 

LICHEN FORSCHUNG fur die gewahrtc matericlle Ililfe. Herrn Professor Dr. H. ERLENMEYER 
danken wir fur das Interesse, das er dicser hrbeit  entgegenbrachte. Die Mikroanalysen verdanken 
wir dcm niikroanalytischen Laboratorium der CIBA AKTIENCESELLSCHAFT, Base1 (Dr  .mT. 
P.\UOWETZ). 

Experimenteller Teil 
1. Allgemeines 

1.1. Zuv nunaschichtcliromutographie: Als chromatographisch rein wurden Substanzen an- 
gcsc,hen, die im Sichtbaren und im UV. nur cincn einzigcn Fleck zcigten. Als chromatographisch 
idcntisch wurden Suhstanzen gleicher Farbe und Fluorcszenz betrachtet, wcnn sie in mindestens 
3 Fliessmittelgeniischen den gleichen Kf-Wert zeigten. Als stationare Phase wurde MN-Iiieselgel 
S 8 )  verwcndet. 

Angcwandte Flicssniittelgemisclic : -4 : n-Butanol/Eisessig/~asscr = 6 : 2 : 2 ; R :  n-Butanol/ 
-qthanol/Wasscr = G : 2 : 2 ;  C: n-nutanol /Athanol /2~  NH, = 6 : 2 : 2 .  

1.2. Spektren: In1 Bereich 700-200 nm mit einem Spektrophotomcter BECKN~AN DB aufgc- 
nommen, in 0.1nr Pufferlosungen und zwnr Phosphat (pH 7) ,  Acetat (pH S ) ,  Borat (pH 9), Sulfat 
(pH 2 ) ,  NaOH (pH 13) ;  S = Schulter. 1R:Spcktren in KBr-Prcsslingen niit cincm Gcrat BECK- 
M A N  I R S  aufgcnommen. 

1.3. Die Svnp. w i d e n  auf cincm KOFLER-BIOC~ bestimmt uncl sind korrigiert 
1.4. D2ssoziatiowsko?zsta.I?tellc Die pK,-Werte wurdcn in O , ~ N  NaCIO, bci 20" 

Titration mittels e k e s  METRoHnl-Combititrators mit Glaselektrode XU 100 bestimmt. 
1" durch 

2 .  Synthesen 
: Modifikation tlcr Lit.-Vorschrift [ 5 ] .  In  eincn 500-ml-Sulfier- 

Itolben mit Riihrer, Iiiihlcr, Kontaktthermometer und N,-Zufiihrung werden 150 ml Eisessig 
und 4 g Azosaiure X [ S ]  eingcfiihrt und mit einem Thcrmostat auf 53" vorgewarmt. Nach 5 Min. 
gibt man 3 g 2-Thiobarbitursiiure (FLUKA, St .  Gallen) zu und lasst 3 Std. reagieren. Hierauf 
filtriert man das Gemisch noch warm, wascht den Niederschlag mit wcnig Eisessig und Ather und 
trocknct 3 Sttl. im Vakuum: 4,0 g braunviolettcs Pulver, Zersetzung bei 238". Diinnschicht- 
chromatogramm ~l zcigte 2 Iiomponenten, X und II,,, in ungefahr gleichen Tcilen. IIz, ist im 
System -4 violett, ohne Fluoreszenz, beim Stchen an. der Luft gclb (autox. Entschwefelung), mit 
griiner Fluoreszenz. Aus dcm Filtrat l a s t  sich (lurch Zufugen von 10 ml 60-proz. HClO, nach 
12stiindigem Stchen hei 0" 0.6 g.  hzosaure-perchlorat (X-Perchlorat) in schonen violetten Kri- 
stallcn zuruckgewinnen. 

2 g der Verbinclung ( X +  112,) wcrdcn rnit 50 ml 100-proz. HC001-I auf 50-60" erwarmt. Die 
Mare rotbraune Losung versetzt man mit dem gleichen Volumen Ather und lasst zunachst bei 
O", dann bci - 15" stehen. Man filtricrt die ausgcschiedenen rostbraunen Nadeln a b  und wascht 
sie gut mit Ather; 0,9 g I&,-Formiat, welches bei 200" HCOOH verliert und sich bei 300" zersetzt. 
AUS der Mutterlauge scheiden sich nach Zufiigen von 5 ml 60-proz. HCIO, und 12stiindigem 
Stehen bei 0" 1 , 2 g  X-Perchlorat a b :  Gesamtausbcutc an  IIz, = 73% d. Th. bezogen auf ver- 
brauchte hzosaure X. 

Die Base wird aus dem Salz durch Digeriercn mit NaHCO, aq. in rotvioletten Nadeln crhaltcn. 
Sie lost sich gut  in Chloroform und in wasserigcn Basen, ist massig loslich in .4lkoholen und Eis- 
essig und unloslich in Ather. IR.-Spektrum: vNH(3) 3060; vCO(4) 1710 cm-l; kein YCO ( 2 ) .  

2.1. 2-I'hiolumiflnvin 

Spcktreu : in CHCI, : A,,,ax 508, 392, 324 n m  
in 6~ HC1 (als Iiation) : A,n,, 442, 288, nm 
bei p H  13 (als Apion) : A,,,, 496, 372, 300 nm 
bei p H  7 : A,,,, 494, 354, 315 nm 

C,,H,,ON,S, HCOOH (318,4) Ber. N 17,6 S 10,0% Gef. N 17,2 S 9,7% 
2-Thiolumiflavin wird leicht oxydiert. In  peroxidhaltiger alkalischer Losung geht es sehr 

rasch unter Entschwefelung in Lumiflavin (Ia) ubcr, wobei die anfangs rote Losung in rascher 

Produkt der MACHEREY, NAGEL & Co., 516 Diiren (Deutschland) 
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Folge violett, blaugrun, dunkelbraun und schliesslich gclb wird. Diese Reaktion t r i t t  schon hei 
langerem Stehen an  der Luft ein. 

2.2. 3-N-MethyZ-Z-thio-lum~fZa~~n ( I I z b )  : I n  einem 100-ml-Sulfierkolben mit Ruhrer, Iiiihler, 
Iiontaktthermometer und N,-Zufuhrung werden 1,2 g Azosaure X in 30 ml Eiscssig auf 53" vor- 
gewarmt, dann gibt man 0,9 g N-Methylthiobarbitursaure [19] zu. Nach 4 Std. Riihren bci dicscr 
Temperatur werden die abgeschiedenen Kristalle heiss filtriert und mit Athanol und mit Ather 
gut gewaschen: 0,9 g (79%) braune Nadeln. Aus wasseriger HCOOH Kristalle vom Smp. 262-266". 
(Aus Clem Filtrat lassen sich 0,15 g Azosaure X zuruckgewinnen.) Gut loslich in Bcnzol, Essigcster, 
Chloroform, Methanol und Eisessig; unloslich in Alkali. 1R.-Spelctrum: v CO (4) 1680 cni-'; 
kein vCO(2). 

Spektren: bci p H  7 :  I , , ,  494, 400, 308, 268 nm;  in 6 N  HC1 (als I iation):  I , , , ,  430, 284 (S), 

272 nm. C,,H,,ON,S, H,O Ber. C 55.2 H 5,2 N 18,4 S 10.57; 
(3042) Gef. ,, 55.1 ,, 5,2 ,, 18,4 ,, 10.576 

In  2 N HCl/Athanol odcr C,H,/CH,COOH entsteht niit wenig Perhydrol unter Farbwcchsel 
von rot nach gelb 3-Methyllumiflavin (I  b), welches diinnschichtchromatographisch in den Systc- 
men A, I3 und C mit authentischem Material identisch ist. 

2 . 3 .  2-Thioriboflavzn ( I I , J  : Die Darstellung erfolgt mit Xa unter den Bctlingungen der I h r -  
stcllung von 2-Thiolumiflavin (II,,), aber mit 8 Std.  Reaktionsdauer. Das rotviolette Rohprodukt 
bchandclt man 20 Min. bei Raumtemperatur unter Ruhren mit 50 ml 1~ NaHCO,, um die noch 
vorhandenc 2-Thiobarbitursaure zu entfernen. Hierauf filtriert man und wascht gut niit H,O, 
xthanol uncl Ather. Man erhalt so 64,2% Ausbeute (berechnet auf verbrauchte Azosaure) ana- 
lyscnrcines IIzc von rotvioletter Farbe. Smp. 288-291". Aus dem Filtrat lassen sich durch Ver- 
tliinncn mit 3fachcm Volumen H,O 6,5 g Ribitylazosaurc (Xa)  zuruckgewinncn. I Izc  lasst sich 
aus 6~ HCl durch Verdiinnen niit H,O umfallen; es weist dieselben chemischen und optischcn 
Eigenschaften auf wie II,,, ist jedoch wenig loslich in den meisten Solventien, mit Ausnahme \on 
starken Basen oder Sauren. 

C,,H,oO,N,S,l/,H,O Ber. C 51,2 H 5,2 N 14,O S 7,90/, 
(401,5) Gef. ,, 51,3 ,, 5.1 ,, 14.0 ,, 7.9% 

2.4. 4-ThioZumiflavin : Die Reaktion hangt sehr von der Qualitat des verwendeten 
P,S,, ab. Die nachstehende Vorschrift ist besser reproduzicrbar als die friiher [6] angcgebene. 3 g 
fcin pulverisicrtcs Lumiflavin (Ia), in 300 ml abs. Pyridin suspendiert, werden unter Riihren untl 
3,-Zufuhr in cincm 500-ml-Sulfierliolben zum Riickfluss crhitzt. Hierauf fugt man in kleinen 
Portionen innert 2 Min. 20 g aus CS, kristallisiertcs P,S,, zu und kocht 4 Std. unter Riickfluss 
im Stickstoffstrom. I n  Abstanden von 30 Min. wcrden Probcn entnommen, die mit 2~ HCl an- 
gcsauert und mit Chloroform extrahiert werden. Das Diinnschichtchromatogramm (System A)  
weist anfangs 2 Flecke auf, namlich Ia und I14a. Mit fortschreitender Reaktion verschwintlet In ,  
dagegen treten 2 neue Komponentcn auf:  Ein schnell wandernder violetter Fleck (nicht identi- 
fiziert) und clas Isomere II,,. Lasst man die Reaktion langer als 4 Stcl. laufen, so entsteht auf 
Iiosten von II,, mehr dcr violetten, unbekannten Komponentc. Andcrcrseits cntstchcn bei Uber- 
hitzung des Gemisches weniger II,, und mehr II,,. Nach beendeter Reaktion destilliert man tlas 
Pyridin im Vakuum ab, sauert den Kolb-ninhalt mit 2~ HC1 an, filtriert den Niederschlag a b  
und wascht ihn mit Wasscr. Das Filtrat wird verworfen. Der Riickstand wird in Z N  NaOH gelost 
und mit Celit filtriert. Das rote Filtrat sauert man mit 2~ Essigsaure an  und extrahiert es so lange 
mit Chloroform bis letzteres sich nur noch gelborange farbt. Die vereinigten Chloroformlosungen 
(ca. 2 1) trocknet man mit Na,SO,, engt sie im Vakuum auf ca. 70 ml ein und lasst bei - 15' 
stehen. I m  Verlaufe von 12 Std. kristallisieren 0,8 g (26%) analysenreines 4-Thiolumiflavin (I1,J 
in Form von violetten Wurfeln. Smp. 267-274". Massig loslich in Chloroform, gut loslich in NaOH 
dil. IR.-Spektruqx: vNH(3) 2860; vCO(2) 1650 cm-I; kein vCO(4). 

Spektren: in 6~ HC1 (als Kation) : I,,, 444, 364, 272 nm 
bei p H  7 :  
in CHCI,: 

I,,,, 530($), 494, 368, 274 n m  
A,,, 540(S), 498, 364, 280 nm 

C,,H,,ON,S (272,4) Ber. C 57,3 H 4,4 S 11,7% Gef. C 57,2 H 4,5 S 11,7% 

II,, ist im Chromatogramm weniger oxydationsempfindlich als II,,. In  peroxidhaltiger NaOH 
wird 4-Thiolumiflavin (II,,) zu Lumiflavin (I,) entschwefelt. 
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2.5. 2-Oximinoli~mzJlavin (III , ,)  : 1 g II,, und 1,5 Aq. Hyclroxylamin-hydrochlorid werdcn 
in 70 ml abs. Dimethylformamid gelost und mit 1 ml Triathylamin vcrsetzt. Man erwarmt kurz 
auf 50", lasst 4 Std. bei Raumtemperatur stchen und filtriert hierauf vom gebildeten Niedcrschlag 
ab :  0,9 g (94%) violettes Pulver, das aus Alkohol/20-proz. HC10, IIIZa-Perchlorat in gelben hygro- 
skopischen Polyedcrn liefert. 

Spektren: in 2~ HC1 (als Iiation): Amar 456, 382, 274 nm 

C,,H1,02N,,HC10, Ber. C 42.0 H 3,8 N 18,8 CI 9,5% 
(371 I 8) Gef. ,, 4 2 2  ,, 3,7 ,, 18,8 ,, 9,4%, 

in CHCl,/Et,N (99: 1) : A,,, 526, 294 nm 

Bei 3stdg. Behandlung bei 60"in 2~ HCl wird III,, quantitativ zu I, vcrseift. IIIza ist in 
neutraler wasseriger Losung nicht bestandig; es ist sehr nlkalicmpfindlich und lasst sich aus einer 
Chloroform/Methanol-Losung mit verd. Natronlaugc extrahieren (violettc Farbe), 

2.6. 2-Lurniflavinhydrazon (IV,,, R = H ) :  Eine Losung von 2 g VII,, in 70 ml Uinicthyl- 
formamid und 4 ml Hydrazinhydrat wird 3 Std. bei Raumtemperatur in einer Schliffbirne ge- 
schiittelt, danach mit glcichem Volumcn Ather versctzt und filtriert : 1,5 g (79%) dunkelviolettes 
Pulver. Bei der Kristallisation aus Pikrinsaure-gcsattigtem Alkohol erhalt man gelborange 
Polyeder von IV,, (R = H)-Pikrat. Das Perchlorat wird analog durch Kristallisation aus HC10, 
aq./.%lkohol erhaltcn; schr hygroskopisch. pKrH+ = 5,66. 

Spektren: in 6~ HC1 (als Dikation) : A,,,,, 396, 284(S), 266 nm 
in 2 N CH,COOH (als &ation) : I,,, 462, 374, 282 nm 
in CHCl,/Et,N (99:l)  : 512, 296 nm 

Cl,Hl40K,,C,H,0,N, (499,4) Ber. C 45,7 H 3,4 N 25,3y0 Gef. C 46,2 H 3.6 K 25,3% 

VIz, (R = H)  ist in wasseriger Losung bei pH 7 nicht stabil und wird von Alkali unter vor- 
iibergehender Blaufarbung zerstort. VI,, (R = H)  kann auch dirckt aus II,, nach obigcr Vor- 
schrift erhalten werden, jedoch in schlechterer Ausbeute. 

2.7. 2-Iso~zicot inoylhydrazinol i~mL~la~~n ( I V 2 a ,  R = COC,H,N): 1 g IIz, und 1,s Aq. Isonico- 
tinsaurchydrazid lasst man in 70 ml abs. Dimethylformamid iiber Nacht bei Raumtemperatur 
stchen, versetzt clas Gemisch mit Clem gleichen Volumen Ather und filtriert: 0,9 g (69%). Nach 
Umliristallisation aus verd. HCIO,, IV,,-Perchlorat, smp .  300". 

Spektren: in Z N  HCI (als Dikation): Amax 438, 410, 272 nm 
in Z N  NaOH: A,,, 518, 342 nm 
bci p H 5  (alsMonokation) : A,,,, 512, 346 nm 

CIBH,,O,N, . 2 HCLO, Ber. C 39.5 H 3,3 N 17,O C1 12,3% 
(5764) Gcf. ,, 39,l ,, 3,4 ,, 16,9 ,, 12,3y0 

2.8. 2-Lum~f~ava~z-th~osem~carba~ovi (IV,,. R = CSNH,)  : Hergcstcllt wie oben; 0.5 g ?'II,a 
und 1,5 Aq. Thiosemicarbazid ergabcn 0,45 g (77,2%). h u s  Alkohol braunschwarze Kristalle. 
Smp. 284-286". IVZa-Perchlorat crhalt man als orangerote Polyedcr bci der Kristallisation aus 
Ilkohol/60-proz. HCIO,. IV,, lost sich mit violettcr Farbe in Chloroform. 

C,,HI,ON,S,l/, H,O (338,4) Ber. C 49,s H 4,7 S 9,5% Gef. C 49,7 H 5,0 S 9,S% 

2.9. 2-Lurniflaviiz-p-Nitropheny~h.ydrazon ( I  Vza. R = C,H,-NO, (p)) : Darstcllung wie oben. 
0,5 g VI12, und 1.5 Aq. p-Nitrophenylhydrazin ergaben 0,4 g (79%) als braunschwarzcs Pulver. 
Zur hnalyse aus 20-proz. HCIO,/Alkohol umkristallisiert : gelbbraune Polyeder des Perchlorats 
vom Zcrsp. 193". I 

C18H1703N7. HCIO,, 2H,O Bcr. C 43.3 H 4 , l  N 18,s C1 6,7:& 
(527.85) Gef. ,, 43,6 ,, 3,7 ,, 18,5 ,, 7,0% 

2.10. N-Pylidiniztmacethydrazox des Lumiflavins ( I  V,,, R = COCH,NC,H,) : Einc Losung 
yon 0,6 g VI12, in 40 ml Dimethylformamid wird zu einer Losung von 1,s Aq. N-Pyridinium- 
acethydrazid-chlorid in 2 ml H,O gegeben. Nach einem Tag Stehen bei Raumtemperatur wird 
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filtriert: 0,6 g (95%) braune Polyeder vom Smp. 255-260". Aus 4lkohol/20-proz. HCIO, gelb- 
braune Polyeder von IV,,-Perchlorat. pKLHH+ = 9,3. 

Spektren: in 2~ HC1 (als Dikation) : A,,, 430, 390, 265 nm 
bei p H  5 (als Kation) : Anlax 490, 305 nm 
in 2~ NaOH (als Zwitterion) : A,,,,, 528, 300 nm 

C,,H,,O,N,,HClO,,H,O Ber. C 39,4 H 3,7 N 16,l  C1 11,80,0 
(608,4) Gef. ,, 39,3 ,, 3,7 ,, 16,2 ,, l l ,S% 

2.11. 3-N-Methyl-lumiflavin-2-hydrazolz ( I V Z b ,  R = H )  : 3 g IItb, in 50 in1 abs. Dimethyl- 
formamid gelost, werden mit 5 ml Hydrazinhydrat 2 Std. auf 50" erwarmt. Hierauf lasst man 
12 Std. bei Raumtemperatur stehen, verdiinnt mit gleichem Volumen Ather und filtriert: 2 , l  g 
(70,5y0) violette Kristalle. Aus Rllcohol/GO-proz. HC10, orangefarbene Polyeder. 

Spektrcn: in 2~ CH,COOH (als Kation) : A,,,,, 461, 368, 280 nm 

C,,H,,ON,,HCIO,.H,O (402,8) Ber. C 41,s H 4,7 C1 8,9% Gef. C 41,8 H 4,7 CI 9,l:b 
bei p H  5 A,,, 509, 301 nm 

Die Verbindung ist nur als Salz langere Zeit bestandig. 

2.12. 2-Riboflavin-isonicotinoylhydrazon ( I V Z c ,  R = COC,H,N): 0,2 g V I I  werdcn in 5 ml 
abs. Dimethylformamid mit 1,5 Aq. Isonicotinoylhydrazin 2 Std. auf 50" erwarmt, dann wird 
mit dem gleichen Volumen Aceton verdiinnt und voni violettschwarzcn Niederschlag filtriert. Der 
Riiclcstand wird in 20-proz. HC10, aufgenommcn, die Losung mit Kohle filtricrt, rnit NaHCO, 
aq. auf p H  7 gestellt und mit gleichem Volumen Accton verdiinnt. Bei 12 Std. Stehen bei 0" 
scheiden sich 0,15 g (52%) dunkelviolette Polyeder ab. 

C,,H,,O,N,,HCIO, (595,5) Ber. C 4 6 3  H 4.4 N 16,4% Gef. C 46,5 H 4,5 N 16,30,b 

2.13. 4-Lumiflavinhydrazon (IV,,, K = H )  : 0 , l  g II,, werden in 10 in1 Hydrazinhydrat unter 
Riihren 15 Min. auf 50" erwarmt. Der dunkelviolcttc Niederschlag wird filtriert und rnit Alkohol 
und Ather gut  gewaschen: 0,09 g (89%). Aus 60-proz. HClO,/Alkohol gelbbraune Prismen. 

C,,H,,ON,,HC10, (370,s) Ber. C 42,l H 4.0 C1 9,5% Gef. C 42,O H 3.8 C1 9,20,b 

,c.. 

IV,, ist nur als Salz bestandig. I n  ncutraler Losung zersetzt es sich unter voriibcrgehcnder 
Bldufarbung. 

2.14. 2-Lumzflavin-benzaldazin (V2,,  A r  = C,H,) : Darstcllung wie Vza aus IVzn untl frisch 
destilliertem Benzaldehyd. Ausbeute 65%. Zur Analyse wurde aus Z N  HC1 umkristallisiert : braun- 
rote Nadeln, Zersp. 179-154". pKYH+ = 4,88. 

Spektren: in 2~ CH,COOH (als Kation) : A,,, 474, 392, 320 nni 

C,,H,,O,N,,HCI Ber. C 52.3 H 4 , l  N 18,3 C1 7,7% 
(455,9) Gef. ,, 52,O ,, 4,3 ,, 18.1 ,, 7,5:4, 

2.15. 2-Lz4mlflauin-salicylaldazin (V,,, Ar= (o)C,H,OH) : 1 g IV,,, wird in 30 ml Ckmisch 
20-proz. HCIO,/Alkohol = 1 : 1 heiss gelost und die Losung mit einigen Tropfen frisch destillier- 
tern Salicylaldehyd versetzt. Beim Anreiben fallen sofort rotorange Kristalle aus. Die Mischung 
wird noch heiss filtriert und der Niederschlag mit Alkohol und Ather gewaschen: 1,2 g (68,20;). 
Smp. 293-295". V,, Iasst sich aus Athanol/ZO-proz. HC10, umkristallisieren. 

in 2~ NH,: A,,, 510. 340 nm 

C,,H1,O,N,,HCIO,,H,O Ber. C 48.6 H 4,2 N 16,G C1 7,40/:, 
(492,9) Gef. ,, 48.7 ,, 4,O ,, 16,3 ,, 7,604, 

2.16. 2-Luwliflauin-isonicotinaldazin ( VZa ,  A r  = (4)C,H,N) : Herstcllung analog V,, aus IV,, 
und frisch dcst. fsonicotinaldehyd. Ausbeute 61 %, Smp. 248-250". Aus 20-proz. HCIO,/..\lkohol: 
gelbbraune Prismen. 

C,,Hl,ON,,2HC1O4,4H,O Ber. C 36,l H 4;1 N 15,5 C1 11,20,& 
(631,9) Gef. ,, 36,4 , 4 , l  ,, 15,s ,, 11,10,b 

2.17. 3-Methyl-2-lumiflavinbenzaldazin ( V Z b ,  A r  = C,H,) : Eine Losung von 0,s g VII,,, in 
gleichen Tcilcn heissem Alkohol und 20-proz. HC10, wird rnit einem Tropfen frisch destilliertem 
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Benzaldehyd versetzt. Beim Anreiben kristallisieren sofort 0,3 g (46,674) orangefarbene Polyeder. 
Smp. 268-270". pKFH+ = 5,74. 

Spektren: in 2~ HC1 (als Kation) : A,,,, 428, 398, 272 n m  
bei p H  7 : A,,,,, 508, 328 nm 

C.,,H,,ON,,HClO, ((472.9) Ber. C, 53,3 H 4,4 C1 7,574 Gef. C 53.6 H 4,7 C1 7,2% 

2.18. 2-Kzboflauin-benzaldazin ( VZc ,  4 r  = C,H,) : Eine Suspension von 0,2 g 112, in 10 ml 
Hyrlrazinhydrat wird 2 Std. bei Raumtemperatur unter gelegcntlichem Ruhren stehengelassen. 
Darauf filtriert man den dunkelvioletten Nieclerschlag ab, wascht ihn mit  Alkohol und Ather 
gut nach, suspendiert ihn in hcissem .-\lkohol und sctzt solange 60-proz. HClO, (eventuell niit 
wenig H,O verdiinnen) zu, bis eine klarc, gelborangc Losung vorlicgt. Diese filtriert man mit Kohlc, 
fugt 1 Tropfen frisch destilliertcn Benzaldehyd zu, rcibt an  und lasst zunachst bei Raumtempe- 
ratur und nachher bei 0" 6 Std. stchcn: 0 , l  g (25,7%) braune Nadeln. Zersp. 177-183". 
C,,H,,O,N,,HCIO, (578,5) Ber. C 50,2 H 4,7 N 14,6% Gef. C 50,9 H 4,s N l5,00, 

2.19. L-Lumzflavinbenzaldazirr ( Vea, 24r = C,H,) : 0 , l  g IV4, werden in 10 in1 Alkoholj20-proz. 
HC10, 1 : 1 heiss gclost. Die Lijsung wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit eincm Tropfen 
frisch destilliertem Benzaldehyd versetzt. Beim Anreiben fallen sofort analysenreine, gelborange 
Nadeln an,  die filtriert und mit Alkohol gewaschen wcrcicn: 0.1 g (59y0), Smp. 300". ICann aus 
Alkohol/20-proz. HC10, umkristallisiert werden. 

Spcktren: in 2~ HCl: 480 (S), 398, 264 n m  
in CHCl,: A,,, 478, 340, 274 n m  
bei p H  13: A,,, 513, 500, 285 nm 
bei p H  7 :  I.,,,, 490, 272 nm 

C2,H,,ON,,HC1O,,2H,O (494,9) Ber. C 48,3 H 4,6 N 16,974 Gef. C 48,O H 4,2 N 16,70/, 

2.20. 2-Lz4mzfZavirnin (VI,,, R = H ) :  0,5 g IV,, oder V,, u7erden in 20 ml 4N HC1 heiss 
gclost und mit 2 Aq. SnCl, in 2~ HCl versetzt, wobei cine intermediare Rotfarbung auftri t t .  
Das Gemisch wird so langc auf 65" erwarmt, bis sich reichlich rotviolette Kristalle abscheiden. 
r k s e  werden abfiltriert, gut mit Wasser gewaschen und in 10 ml 20-proz. HClO, suspendiert. 
.Man fiigt 2 Tropfen Perhydrol zu und crwarmt erneut, wobei man eine klarc gelbe Losung erhalt. 
Rei 0" fallen 0,3 g (45,5%), gelbbraune, analysenreine Polyeder an. Smp. 300". 1R.-Spektrum: 
vCO(4) 1690 em-'; kein vCO(2) .  

Spclrtren: bei p H  2 (als Kationj: A,,, 438, 384, 274 nm 
Amnr 418, 358, 274 n m  

C,,H,,ON,,HCIO, Rer. C 43,s H 3,9 N 19,6 C1 l O , O g / ,  
(355,7) Gef. ,, 43,6 ,, 3,9 ,, 19,5 ,, l O , l %  

2.21. 2-PhenyZinzino-lum~~~u~in ( VI,,, H = C,H,) : 1 g VII,, wird bei Raumtemperatur in 
70 ml abs. Dimethyiformamid gclost. Die Losung wird mit 7 ml frisch destilliertem Anilin 11/, Std. 
auf 50" erwarmt. Uanach reibt man das Gemisch an, laisst auf Raumtemperatur abkiihlen, filtriert 
und wascht den dunkelroten Niedcrschlag rnit Ather gut aus :  0,95 g (82%). Aus Wthanol/ZO-proz. 
HCIO, orangerote Polyeder vom Smp. 256-259". 

bei p H  7 :  

Spektren: bei pH 7 :  A,,,, 470, 372, 282 nm 
in 2~ ,HCI (als Kationj : A,,,, 460, 396 294 n m  

C,,H,,ON,,HClO, (431,85) Ber. C 52,8 H 4.2 N 16,2% Gef. C 52,s H 4,l  N 16,00/6 

Durch 4stundiges Erwarmen in 6 N  HC1 bei 60" wurde VI,, (R = C,H,) zu Lumiflavin (I,) 
hydrolysiert (chromatographisch und spektroskopisch identifiziert). 

2.22. 2- (~ -Hydro~ya thy l - imzno j - lu~~~f lav in  ,( VI,,, R = CH,CH,ON) : Darstellung analog. 
1,0 g VII, und 5 ml kthanolamin ergeben 0,65 g (65%). 4us Athanol/60-proz. HClO, gelbe Poly- 
cdcr vom Smp. 267-270". 

Spektren : bci p H  7 : A,,,,, 451, 366, 275 nm 
in 2~ HC1 (als Kation): A,,, 442, 382, 277 nm 

C,,H,,O,N,,HC1O,,l/,H,O Ber. C 43,9 H 4,9 N 15,8 C1 8,2% 
(408,s) Gef. ,, 4 3 3  ,, 4.9 ,, 15,6 ,, 8 2 %  
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Das Produkt liefert bei 4stiindiger Hydrolyse in 2~ HCI bei 60" Lumiflavin (I,), in Z N  NaOH 
hingegen entsteht nur wenig Limuflavin (I,) sondern zur Hauptsache ein violett fluoreszierenties 
Produkt (Ringoffnung ?). 

2.23. 2-(y-~imethy lamino-n-~rop~~l) - imino- lumzf lau~n (Visa R = (CH,),-N(CH,),) : 1 g VI12, 
wird in 20 ml Chloroform und 5 ml N, N-Dimethylamino-n-propylamin 6 Std. bei Raumtempera- 
tur  geschiittelt. Dann wird rnit gleichem Volumen Ather verdiinnt und filtriert: 0,85 g VIzcr 
(96%). Aus Athanol/ZO-proz. HCIO, gelbe Polyeder vom Smp. 259-266". Spektrum in Z N  
CH,COOH (als Kation) : I,,, 440, 382, 277 nm. 

Cl,H,,0N,,2HC104,H,0 Ber. C 38,6 H 5,0 N 15,O C1 12,704 
(558,9) Gef. ,, 38.5 ,, 4,7 ,, 15,O ,, 12,776 

2.24. 2-~l.lorpholino-Z-desoxy-lumiflauin (strukturanalog su VI,,) : Herstellung analog. Er- 
halten 0,65 g (57%) aus 1 g VII,, und 5 ml Morpholin. Aus Athanol/20-proz. HClO, gelbe Poly- 
edcr, Smp. 258-26l0. pKFH+ = 4,21. 

Spektren: in CHCI,: A,,,, 480 (S), 452, 392, 302 nm 
in 2 N HCl (als Kation) : A,,,,,y 460, 390, 286 nm 
bci p H  7: A,n,, 464, 368, 278 nm 

Cl,Hl,O,N,,HC1O, Ber. C 45,9 H 4,9 N 15,8 C1 8,1% 
(443,8) Gef. ,. 45.8 ,, 4,9 ,, 15,6 ,, 8,206 

Die Verbindung wird durch Gstiindiges Erhitzen auf 60" zu I, verseift. 

2.25. 3-~~'-Methyl-2-1umi~flauimin (VI,,, R' = CH,): Eine Losung von 0.5 g in 30 ml 
heisser 2 N HC1 wird mit 1 ml gesattigter SnC1,-Losung in 2 N HC1 3 Std. im sicdendcn W'asscrbatl 
erhitzt. Hierauf filtriert man den dunklen Niederschlag ab, wascht ihn gut mit 2~ HCl, suspcn- 
tliert ihn in 10 ml 20-proz. HClO,, setzt 2 Tropfcn Perhydrol zu und erwarmt bis nahezu klarc 
Losung eingetreten ist. Darauf filtriert man mit wenig Kohle, reibt an und lasst zunachst bci 
Ranmtemperatur, dann 12 Std. bei 0" stehen : 0,2 g (42,876) VI,6-Perchlorat in ockcrfarbcncn 
I'olyedcrn, Smp. 295-298". PI&+ = 9.26. 

Spektren: bei pH 13: A,,,, 453, 359, 270 nni 
in 2 N HC1 (als Iiation) : A,,, 440, 383, 270 nm 

C,,H,,N,,HCIO,,H,O Ber. C 41,s H 5,0 N 17,2 C1 S,8% 
(4053) Gef. ,, 41,6 ,, 4,3 ,, 16,9 ,, 8,876 

I n  2~ HC10, wird VI,, mit HNO, unter gelindem Erwarmen quantitativ zu I, dcsaniiniert, 
was Sowohl diinnschichtchromatographisch als auch spektrophotometrisch belcgt wurcle. I m  
Gegensatz zu VI,, lasst sich VIZ6 aus seinen Salzen nur mit starken Basen freisetzen. 

2.26. 2-Phenylimino-riboflavin ( V I z c ,  R = C,H,) : Eine Suspension von 0,2 g VIIZc in 5 nil 
frisch destilliertem Anilin wird unter gelegentlichem Riihren 2 Std. auf 50" erwarmt. Hicrauf 
fiigt man cin gleiches Volumen Aceton zu, lasst eine Std.  bei Raumtemperatur stehen und fi l -  
triert. Den dunkelroten Riickstand nimmt man in heisser 20-proz. HClO,, Alkohol und ivenig 
Wasser auf und filtriert mit Kohle. Bei Raumtemperatur fallen 0,2 g (747;) ziegelrote Polyeder 
an.  Smp. 257-260". 
C,,H,,O,N,,HClO,,H,O (569,5) Ber. C 48,6 H 4,9 N 12,3y0 Gef. C 48,3 H 4.6 N 12,20,.o 

Man erwarmt einc Sus- 
pension von @,2 g VI12, in 5 ml Athanolamin 1 Std. unter gelegentlichem Riihrcn auf SO", ver- 
setzt dann das gelbbraune Gemisch rnit dem gleichen Volumen Acton und filtriert. Lkn braunen 
Ruckstand nimmt man in wenig 20-proz. HClO, auf, filtriert mit wenig Kohle und versetzt vor- 
sichtig bis zur be innenden Iiristallisation mit gesattigtem NaHCO, aq., kocht dann nochmals 
kurz auf und lasst 12 Std. bei 0" stehen: 0,12 g (58.5%) gelbe Polyeder, Smp. 215-225". 

C,,H,,O,N,,l/,H,O (438,3) Ber. C 55,3 H 6,2 N 15,5% Gef. C 55,4 H h,3 N 15,60fo 

2.28. 2-Morpholino-2-desoxy-riboflavin (strukturanalog zu V12,)  : Eine Suspension von 0,2 g 
VIIzc in 10 ml Morpholin wird 2 Std.  unter gelegentlichem Riihren auf 50" erwarmt. Hierauf 
verdiinnt man mit gleichem Volumen Aceton und lasst zunachst bei Raumtemperatur untl dann 
bei 0" stehen. Das gelbbraune Kristallisat nimmt man in wenig warmer Z N  HCIO, auf, filtriert 

2.27. 2-(~-Hydroxyathylimino)-riboflavin ( V 1 2 c ,  R= CH,CH,OH) : 

? 
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mit Kohle und versetzt mit gcs. NaHC0,-Losung bis zur beginnenden Iiristallisation. Danach 
kocht man nochmals auf, bis sich alles wieder gelost hat, reibt an, und lasst zunachst bei Raum- 
temperatur und dann bei 0" 6 Std. stehen. Es fallen analysenreine, gclborange Prismen an. 
Die Verbindung ist von allen hier beschriebenen Riboflavinderivaten am besten in Wasser loslich. 

C,lH,70,N,,1/,H,0 (454,5) Ber. C 55,3 H 6,2 N 15,5y0 Gef. C 55.4 H 6,3 N 15.6% 
2.29. 4-Lumiflavinzin ( VI,, R = H )  : 0.1 g IV,, werden in L41kohol und 60-proz. HCIO, heiss 

gelost. Die heissc Losung wird auf Raumtemperatur abgekiihlt und rnit 2 Aq. SnC1, versetzt. 
Hierauf reibt man an, filtriert nach cinigcr Zeit die ausgeschiedenen dunkelbraunen Iiristalle ab 
und suspendiert lctztere in Alkohol/60-proz. HC10,. Beim Zufiigen von wenig Perhydrol tr i t t  
Auflosung unter Aufhellung nach gelb ein. Hierauf reibt man an und lasst bei 0" kristallisieren: 
0.05 g (53%) gelbe Stabchen. Zur Analyse wurde aus Methanol und 20-proz. HC,lO, umkristalli- 
sicrt. Zersp. 193-203". 1R.-Spektrum: vNH(3) 3400; vCO(2) 1680 cni-l; kein vCO(4). 

Spektrcn: in CHCI,: A,,,,, 500 (S), 474, 378, 272 nm 
bci pH 7: A,,, 456, 358, 268 ntn 
bei p H  2 (als Kation) : A,,,, 458, 384, 264 nm 

C,,HJ,0N5,HC10,,11/,H,0 Ber. C 40,5 H 4,4 N 18,2 C1 9,176 
(3823) Gcf. ,, 40,6 ,, 4,4 ,, 18,l ,, 9,076 

2.30. 4-nlorphotino-d-desoxy-Zztnzl;flaviiz (stvzlkturanalog zu VI,,) : Eine Suspension von 0.5 g 
II,, in 40 ml Morpholin wird in einem 100-ml-Sulfierkolben 6 Std. unter N2 bei Raumtemperatur 
geriihrt. Hierauf wird mit einem gleichen Volumen Ather vcrsetzt, abfiltriert und rnit Ather gut 
gcxaschen: 0,5 g (79'36,). Aus Alkohol/Wasser gelborange Prismen. Smp. 240-245". Die Verbin- 
dung ist gu t  in Chloroform loslich. Sie lasst sich rnit Chloroform aus alkalischer Losung extra- 
hicren, nicht aber aus saurer Losung. 

Spektrcn : in CHCI, : A,,,, 510 (S), 478, 358, 276 nm 
bei pH 7 : A,,,,, 468, 360, 272 nm 
in 2 N HC1 (als Kation) : A,,, 466, 396, 266 nm 

CJ7H,,0,N, . H,O (343,4) Ber. C 59,7 H 6, l  N 20,5% Gef. C 59.5 H 5,9 N 20,636 
Zstiinclige Bchandlung in 6pi HC1 bei 60" ergab nahczu quantitativ Lumiflavin (I,). 
2.31. 4-(~-H~ydvoxyathyl)-irnino-lumzflauivz ( VI,,. H = CH,CH,OH) : Eine Suspension von 

0, l  g II,, in 5 ml Athanolamin wird auf dem Wasserbad 5 Min. auf 60" erwarmt, wobci allmahlich 
vollstandige Losung eintritt. Hierauf lasst man 15 Min. bei Raumtemperatur stehen, setzt das 
gleiche Volumen Alkohol und wenig Ather zu und lasst 4 Std. bei 0" stchen: 0,09 g (78%) gelb- 
braune Nadeln. Zur Analyse wurde aus Alkohol/Wasscr umkristallisiert, Smp. 2555256". Die 
Verbindung lasst sich aus wasseriger Losung mit Chloroform nicht extrahieren. 1R.-Spektrum : 
vOH 3400; vNH 3280; vCO(2) 1645 cm-l, kein vCO(4) .  

Spektren: bei p H  7: A,,, 458, 354, 266 nm 
in Z N  HCl (als Iiation) : A,,, 460, 392, 266 nni 

CJ,H170,N, . H,O (314,4) Ber. C 57,O H 6 , O  N 22,0o/b Gef. C 57,2 H 5,9 N 22,U% 

2.32. 4-Phenj~li~nino-licrn~fluuin ( VI,,, R = C,H,) : In  einem 100-ml-Sulfierkolben wird eine 
Suspension von 0,1 g II,, in 10 ml frisch destilliertem Anilin 24 Std. auf 60" gewarmt. Hierauf 
setzt man das gleichc Volumen Ather zu, lasst iiber Nacht bei 0" stehen und filtriert die entstan- 
denen braunroten Prismen ab:  0,09 g (74%). Aus Alkohol/GO-proz. HClO, Kristalle vom Smp. 
257-259". Spektren: in CHC1,: A,,, 518 (S), 450, 366, 266 nm 

in 2~ HC1: A,,, 466, 394, 264 nm 
bei p H  7 : A,,, 470, 362, 264 nm 

C,SH170N5,HCI0,,1/,H,0 Ben C 5 1 , O  H 4,3 N 15,9 C1 8,0% 
(440,9) Gef. ,, 51,5 ,, 4,2 ,, 15,6 ,, 82% 

2.33. S-Methyl-2-thio-luma~flavin (VII, , ,  R = CH,) [2]: Eine Suspension von 0,5 g II,, in 
15 ml Chloroform und 2 ml Methyljodid wird 12 Std. bei Raumtemperatur geschiittelt, Dann 
wird der braunrote Niederschlag abfiltriert und mit Ather gewaschen : 0,63 g (8304) dunkelbraun- 
rote Iiristalle (die Farbe beruht auf Ladungstransfer zwischen Flavinium-Kation und J-). Aus 
Alkohol und wenig 60-proz. HClO, strohgelbc Nadeln des VII,,-Perchlorats, Smp. 221 -223". Die 
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Base kann mit NaHCO, aq. freigesetzt werden : orangerote Iiristalle. pKFH+ = 4.42. 1R:Spektruni 
(Base) : vCO(4) 1665 cm-l; kein vCO(2). 

Spektren: in CHCI,: 
bei p H  7 : 
bei pH 2 (als Iiation) : A,,, 426. 286 nm 

A,,, 488, 468, 378, 284 nni 
A,,, 454, 392, 282 nm 

Cl4H1,ON,S,HC10, Ber. C 43,5 H 3,9 N 14,5 C1 9,1"/6 
(3868) Gef. ,, 43,4 ,, 3,9 ,, 14S  ,, 9,0% 

Die \-erbindung geht in 2~ HCI (Freisetzung von CH,SH) oder in peroxidhaltigcr 2~ SnOH 
quantitativ in Lumiflavin (I,) iiber. 

2.34. S-Ben~yl-Z-thio-lunzi~la~~~z ( VII,,,  R = CH,C,H,) : Herstellung analog. Aus 0.5 g II,, 
und 2 ml Benzylbromid 0,7 g (84%) Hydrobromid in gelbbraunen Polyedern. Durch Umkristalli- 
sieren aus Alkohol/60-proz. IHC10, erhalt man strohgelbe Nadeln des VII,a-Perchlorats, welchc 
sich bei 260" zersetzcn. 
C,,,Hl,0N4S,HC10, (462,93) Ber. C 51,9 H 4,2 C1 7,60/6 Gef. C 51,s H 4,2 C1 7.4O; 

2.35. S-(~-amino-athyl)-2-thio-lunzi~lavin ( V I I z a ,  R = CH,CH,NH,) : Eine Suspension von 
l),5 g I I I R  in 10 ml abs. Dimethylformamid wird rnit 1,5 g-,4q. BrCH,CH,NH, . HBr 7-8 Sttl. 
untcr Stickstoff auf 75" erwarmt. Dann wircl heiss filtriert und der Ruckstand niit Dimcthyl- 
formamid und Ather gewaschen. Ausbeute 0,33 g (50:/,). Durch Kristallisation aus Alkohol untl 
einem gleichen Volumcn 20-proz. HClO, erhalt man gelbe Polyetler des VIIZR-Perchlorats, dir 
sich bei 290' zersetzen. 

C,,H,,ON,S,HC10, Ber. C 43,l H 4,4 N 16,9 S 8.2% 
(41.5,9) Gef. ,, 43,3 ,, 4,4 ,, 16,8 ,, 7,70/, 

2.36. S-Methyl-2-thio-riboflavin ( V I I z c  R = CH,): 0,3 g I I c  werden 5 Std. in 50 nil abs. 
Methanol und 10 ml Methyljodid unter Riickfluss gekocht, danach wird das Gemisch heiss filtriert. 
Den Filtcrriickstand wascht man mit wenig heisser 20-proz. HClO,. Man vereinigt die beiden Fil- 
trate, versetzt mit Kohle und filtriert erneut. Das Filtrat wird auf dcm Wasserbad im Valtuuni 
bei 60" auf 10 ml eingeengt, mit einem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und von neuem rnit 
Iiohle filtriert. Das dunkelrotbraune Filtrat stellt man vorsichtig rnit gesattigtcr NaHCO, auf 
pH 7, reibt an und lasst 12 Std. bei 0" stehen. Die orangegelben Polyeder werden filtriert und rnit 
.iceton und Ather gewaschen: 0,16 g (52%), Zersp. 203". Massig loslich in Wasser, .4lltoholen, 
gut loslich in verdunntcn Saurcn, unloslich in Ather und Aceton. 

C,,H,,O,N,S,H,O Ber. C 50,8 H 5,6 N 13,2 S 7,5% 
( 4 2 4 3  Gef. ,, 50,8 ,, 5,5 ,, 13,6 ,, 7 3 %  

2.37. .S-Methyl-B-thiolum~Zaui~i (VI14 ,  R = CH,):  Eine Losung von 0 , l j  g 11,, in 30 ml 
abs. Dimethylformamid wird mit 5 ml Methyljodid und 0,5 g K,CO, versetzt und 11/, Std. bci 
Raumtemperatur unter gelegentlichem Riihren stehengelassen. Hierauf setzt man 50 ml Chloro- 
form und 100 ml Wasser zu und schiittelt im Scheidetrichter kraftig durch. Die abgctrennte 
Chloroformphase extrahiert man je lmal  rnit 30 ml 0 , l ~  NaOH und 30 nil Sulfatpuffer (pH 2), 
trocknet sie dann mit Na,SO,. engt am Vakuum auf 5-10 ml ein und lasst bei Raumtempcratur 
ltristallisieren : 0.12 g (77%) orange Nadeln. Smp. 261-264". Gut loslich in organischen Losungs- 
mitteln ausser Ather, wenig loslich in Wasser. 1R.-Spektrum: vCO(2) 1675 cm-'; kein vCO(4). 

Spektren: in 100-proz. HCOOH (als Kation): ,Imflx 420, 386, 264 nm 
A,,, 514 (S), 480, 368, 272 nm 
Amax 478, 368, 266 nm 

in CHCI,: 
bei pH 7 :  

Die Basizitat von VI14, konnte der starken Hydrolysenempfindlichkcit wegcn nicht fcstge- 
stellt werden. 

1 
C,,H,,ON,S (286,4) Ber. C 58,7 H 4,9 S 11,2% Gef. C 58,4 H 5,0 S 112% 

VII,, wird in 2~ HC1 wie auch in 0 , 1 ~  NaOH augenblicklich zu Lumiflavin (I,) verseift; 
selbst in Sulfatpuffer von pH 2 verlauft die Hydrolyse bei Raunitemperatur in 1 Std. quantitativ. 

2.38. N-Ribatyl-3,4-dimethyl-6-(p-carboxyphen~ilazo)-anilin ( X R )  : 7,0 g p-Aminobenzoesaure 
werden in 50 ml 20-proz. HC10, gelost, mit wenig Kohle filtriert und auf - 5" abgekiihlt. Hierauf 
lasst man 5 g NaNO,, in 5 ml Wasser gelost, langsam unter Ruhren durch einen Trichter unter dic 
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Oberflache obiger Losung einlaufcn, wobei dic Temperatur 0" nicht iibersteigen darf. Dann riihrt 
man noch 10 Min. bei O", fiigt 5 g Harnstoff zu, riihrt weitere 15 Min., giesst eine auf 0" abgekuhlte 
Losung von 12, l  g N-Ribityl-3,4-dimethylaniling) in 60 ml Eisessig und 10 ml Wasser unter 
Riihren auf einmal zu, puffert mit Na,CO, auf pH 4-5 und lasst iiber Nacht bei Raumtemperatur 
stehen. Der braunrote Niederschlag wird abfiltriert, gut mit Wasscr gewaschen und in 2~ NaOH 
aufgcnommen. Diese Liisung giesst man unter Riihren in das doppelte Volumen hcisser 2 N Essig- 
saure und filtriert den ausgefallten Niederschlag heiss ab, der nach gutem Waschen mit heisscm 
Wasser bci 50" getrocknet wird: 12,O g (63,2%). Aus wasserigem Alkohol orangerotc Prismcn. 
Smp. 171-173". pKu = 5.15. 

Spektren: in Methanol: A,,, 552, 469, 430 nm 
nm 

A,,,, 572, 420, 310 nm 
I,,,,, 490, 336 nm 

C,,H,,O,N, (401,4) Rcr. N 10,5% Gef. N 10,4% 

in 2~ NaOH (als Anion) : A,,,,, 504, 336, 
in 2~ HC1 (als Kation): 
bei pH 7 : 

SUMMARY 

In order to provide flavocoenzyme models adapted to less hydrophilic environ- 
ments, and to study the reactivity of functional substituents in the flavin(isoal1oxa- 
zine) nucleus, lumiflavin and riboflavin derivatives containing sulphur and nitrogen 
functions in positions 2 and 4 have been synthesized. 
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