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Zur Kenntn{s clef N etzhautstoffe IV' 
1Jber d ie  F l a v i n e  d e r  N e t z h a u t  

Yon 

O. BRUNNER und  E. BARONI 

kus dem I. Chemischen Universit~islaboratorium in Wien 

l~i t  e iner  F i g u r  im Tex t  

(E ingegangen  am 9. 6. 1936. ~rorgelegt in  dor Sitzung am 18. 6. 1936) 

Gelegentlich unserer  ersten Mit tei lung2 haben wi t  au f  das 
Vorkommen yon Flavin  in der Nctzhau t  des Rindes und des 
Schweines hingewiesen, jedoch den yon uns eingeschlagenen 
Arbei tsgang nicht  ausf i ihr l ich beschrieben. W i t  wollen dies nun- 
mehr nachtragen.  

Das Auf t re t en  yon F lav in  in der Ne tzhau t  des Rindes ist  
inzwischen auch yon EULER und ADLEg 3 festgestel l t  worden;  
wiihrend diese Autoren sich jedoch mi t  der Fes t s te l lung  des Vor- 
kommens von Flav in  begniigten, haben wir  besonderen W e r t  auf  
die Charakter is ierung der Farbstoffe gelegt. 

W i r  konnten in den w~il3rig-alkoholischen Ausziigen der 
Netz- und Aderh~iute * von tLindern und Schweinen drei Ve r t r e t e r  
der l~arbstoffe der F lavinre ihe  auffinden: Das F]avin,  welches 
wahrscheinl ich mit  dem Lactof lavin (Vitamin B~) identisch sein 
diirfte, das Lumif lavin (6, 7,9-Trimethyl-isoalloxazin) und das 
Lumichrom (6, 7-Dimethyl-alloxazin).  

Die Abt rcnnung  und Isolierung der einzelnen Yarbstoffe 
erfo]gte im Grol3en and Ganzen au f  dem yon R. KUHN und T~. 
WAGNER-JAUREGG 5 bei der Dars te l lung  des Lactoflavins aus E ik l a r  
und Molke eingesehlagenen Wege.  Die Farbstoffe wurden naeh 
der Ex i rak t ion  der Netz- und Aderh~ute mit  Alkohol  und Ab- 

' 3. Mitteilung siehe vorhergehende Arbeit. 
2 BRCSNr,, B~I~ONI, KLmNAC, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 236 (1935) 257. 
3 v. EVLEa und ADLI~I~ Ark. Kern. Mineral. Geol. Ser. B 11, Nr. 20, 21 ; Hoppe- 

Seylers Z. physiol. Ch. 223, 105; fiber Flavin aus Fischaugen vgl. Hoppe-Seylers Z. 
physiol. Ch. 228, 1 and KAR~Ea, EULER und Sc~6e,, Ark. Kern. Mineral. Geol. 
Ser. B 11, Nr. 54. 

a Da eine Abtrennung des Pigmentepithels yon den Aderh~uten in grol3em 
MaSstabe sehr miihsam und zeitraubend gewesen w/ire, haben wir die Aderhiiute 
als solche abpr~pariert und dadurch Pigmentepiihel und Aderhaut gemeinsam 
verarbeitet. 

R. KUHX und Tm WXG~F.,- JXV.EGG, Ber; dtsch, chem. Ges. 66 (1933) 1034,1577. 
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trennung der petrol~therli~slichen Anteile zuerst aus saurer LS- 
sung an Sillitonit 0 adsorbiert, mit Pyridin-Methanol-Wasser eluiert 
und sodann mit ~ ther  extrahiert. Hiebei blieb das Flavin in der 
w~13rigen Phase, w~hrend das Lumiflavin und das Lumichrom 
in die :~therlSsung iibergingen. Dureh neuerliehe Adsorpt ion an 
Sillitonit bzw. Frankonit, Elution mit Pyridin-Methanol-Wasser 
bzw. Aceton-Methanol i F~llung als Silbersalz, Zerlegung des 
]etzteren mit Schwefelwasserstoff usw. resultierte sehlie~lich eine 
reine Farbstofffraktion, deren Absorptionsspektrum aufgenommen 
wurde. Die so erhaltene Absorptionskurve zeigte in schiiner ~ber- 
einstimmung mit der von R. KunN und Mitarbeitern 7 s das 
Lactoflavin angegebenen ein ausgesprochenes Maximum bei 266 ~7-, 
sowie ein Nebenmaximum bei 300,~7.; ein drittes Maximum ober- 
halb 350 ~[J. konnte wegen der zu geringen Dispersion unseres 
Apparates in diesem Gebiete nicht mehr sieher ausgewertet  
werden. 

Bekanntlich tr i t t  das Laetoflavin in dreierlei Form auf: 
Als freies Flavin (z. B. in der Milch), als Phosphors~iureester 
(z. B. in der Leber) und an Phosphors~ure und an Eiweil3 ge- 
bunden im gelben Oxydationsferment (Here) Fiir das Flavin der 
Fischaugen konnten EULER und seine Mitarbeiter eine Verkniip- 
lung an Eiweil~ dadurch ausschliel3en, dab ihnen die Feststellung 
gelang, dal3 das Flavin der Fischaugen dialysabel ist und durch 
die Membran hindurehgeht. Um in unserem Falle auch zwischen 
s Flavin und seinem Phosphorester unterschelden zu kSnnen, 
hat der eine yon uns (0. B.) gemeinsam mit W. KL~I~Au das Yer- 
halten des Flavins der Rinder- und der Schweineaugen auch bei 
der Kataphorese untersucht. Hiebei zeigte sich, dal3 bei einer 
angelegten Spannung yon 220 u  und einem Stromdurchgang 
yon 8 Milliampere der Farbstoff nicht im mindesten wanderte, das 
Flavin somit als neutrales Molekiil vorhanden sein mu~ und eine 
Bindung an Phosphors~ure daher g|eichfalls ausgeschlossen ist. 

Die ~therlSsliche Fraktion, welche das Lumiilavin und das 
Lumichrom enthielt, wurde - -  wie im experimentelleu Teil aus- 
s beschrieben w i r d -  in ~hnlicher Weise aufgearbeitet. 
Die Trennung dieser beiden Farbstoffe wurde durch Verteilung 
zwischen Butylalkohol und n/10 Kalilauge bewirkt, wobei das 
Lumiflavin in die butylalkoholische Schicht, das Lumiehrom in 

Wir danken auch an dieser Stelle den Pfirschinger Mineralwerken in 
Kitzingen am Main fiir die liebenswiirdige ~berlassung yon Frankonit und Sillitonit. 

7 R. Ku~s and Mitarbeiter, Ber. dtsch, chem. Ges. 68 (1935) 1765. 
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die alkalische L~sung iibergeht. Das so gewonnene Lumiflavin 
(6, 7, 9-Trimethyl-isoalloxazin) wurde schlieNich in Form yon 
seh~Jnen Kristallen erhalten, welche im evakuierten RShrehen bei 
324 o (BERLBLOCK) schmolzen. Die Ausbeute aus 3800 Rinder-Netz- 
und Aderh~uten betrug 2,7 mg kristallisiertes Produkt. 

Auch das Lumichrom zeigte die yon KARI~EI~ und Mitarbeiter s 
besehriebenen Eigenschaften. 

Die nach der ersten Adsorption der Flavine resultierenden 
sauren Mutterlaugen zeigten unter der Analysenquarzlampe immer 
noeh eine blaue Fluoreszenz. Ein Tell dieser blau fluoreszierenden 
Stoffe liel3 sieh durch Behandlung mit Chloroform in dieses iiber- 
fiihren, w~hrend ein anderer Teil auch bei ]ang andauernder 
Extraktlon mit diesem LSsungsmittel in der w~l~rigen Phase 
verblieb. Die Menge des in die ChloroformlSsung iibergegangenen 
Stoffes war ftir eine restlose Aufarbeitung leider zu gering; sie 
mul3~e vorl~ufig daher zuriickgestellt werden. Aus den w~13rigen 
Phasen liel~ sieh jedoeh dureh Fallung mit Bleiacetat und mit 
Mercurichlorid eine Substanz abtrennen, die unter der Ana]ysen- 
quarzlampe schwach blaue Flaoreszenz zeigte. Sie wurde kristal- 
lisiert erhalten und erwies sich als Kreatinin. Die Identifizierung 
erfolgte durch Darstellung des bei ~12 ~ schmelzenden Pikrates. 
Aus 1000 Rinderaugen wurden so 20 mg reinstes Pikrat  er- 
halten. 

Da die Standextrakte der Netz- und Aderh~ute naeh einigem 
Stehen schwach alkalisehe Reaktion und einen amin~hnliehen 
Gerueh aufwiesen, nahmen wir aueh elne Aufarbeitung auf  Amine 
vor. ~ber das Vorkommen von Aminen in der Retina oder 
Chorioidea ist bisher Jn der Li teratur  kein Hinweis zu finden. 
~ber das Vorkommen yon Ammoniak, besonders in der beliehteten 
Netzhau~, beriehten ROsc~ und K A ~ .  

Wir  haben das bei der Extraktion der Flavlne zuriickge- 
wonnene Methanol unter Zusatz yon etwas Sehwefels~ure abdestil- 
]iert und die so erhaltene Aminfraktion in das Chlorhydrat iiber- 

gef i ihr t .  Durch Extrak~ion mit absolutem Alkohol konnte nun 
yon der Hauptmenge~ welche aus Ammonehlorid bestand, eine 
weil~e Kristallmasse yon Aminehlorhydrat abgetrennt werden, die 
naeh der Methode yon KLEIN~ STEINER und LOFFLER lo ~,uf Amine 

s K,ta~ER und Mitarbeiter, Helv. chim. Acta 17, 1010; 18, 1126. 
9 ROsc~ und KAMr, Hoppe-Seylers Z. physiol. Ch. 175 (1928) 158; 186 (1929) 237. 

1o KL~I~ und Swl;~B~, Jahrb. wiss. Bot. 68 (1928) 602. -- STEIS~ and LOF*'SE~, 
ebda. 71 (1929)463. 
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gepriift wurde. Diese Nethode besteht darin, dab die Amine mit 
2, 4-Dinitronaphtol umgesetzt werden, und sie gestattet Mengen 
von 1 bis 5 y eines Amins auf Grand der charakteristisehen 
Kristallform der 2, 4-Dinitronaphtolverbindung nebeneinander naeh- 
zuweisen. 

Die hiebei erhaltenen Kristalle zeigten die fiir das Trimethyl- 
amin-2, 4-Dinitronaphtol typische Kristallform (Fig. 1). Ein anderes 

Fig. 1. 

Amin konnte nieht naehgewiesen werden; in der Aminfraktion 
war daher nur Trimethylamin vorhanden. 

Wir miiehten es nieht verabs[iumen, aueh an dieser Stelle 
den Herren Prof. Dr. H. MARK und Prof. Dr. A. FucHs fiir die 
Gewghrung der Mittel, der Notgemeinsehaft der Deutsehen Wissen- 
sehaft fiir die ttberlassang eines Spektrographen aufriehtigst zu 
danken. 

Experimenteller Tell. 

Zur Verwendung gelangten frisehe Augen von Rindern 
und Sehweinen. Sie wurden dutch einen Frontalsehnitt knapp 
hinter dem Ciliarkiirper erSffnet, GlaskSrper und Linse entfernt 
und die Netzhaut durch vorsiehtiges AblSsen beim Sehnervein- 
tri t t  herauspr~pariert. Die so gewonnenen Netzhgute wurden so- 
fort in absoIutes Methanol eingetragen and darin fiber Nacht 

Monatshefto ftir Chemie, Band 68 19 
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liegen gelassen. Am n~iehsten Tage wurde die Fliissigkeit abge- 
gossen und zur vollst~ndigen Extraktion durch neues Methanol 
ersetzt. 

Da eine Abtrennung des Pigmentepithels als solches sehr 
miihssm und an dem notwendigen gro6en Material nur mit sehr 
gro~en Schwierigkeiten dllrchzufiihren gewesen w~re, haben wir 
auf eine isolierte Aufarbeitung desselben verzichtet und das 
Pigmentepithel gemeinsam mit der gesamten Aderhaut abgelSst 
und verarbeitet. Diese Verarbeitung erfo]gte in gleicher Weise 
wie bei den Netzhiiuten. 

Die so gewonnenen methyla!koholischen Extrakte wurden 
nun zur Entfernung der Lipoide und Lipochrome mit Wasser 
versetzt und mit Petrol~ther erschSpfend ausgezogen. Die nach 
der Entfernung der s Bes~andteile verbleibenden me- 
thylalkohollschen Mutterlaugen wurden nun im u  bei einer 
Badtemperatur yon ca. 400 so lange eingeengt, Ms sich im De- 
stillationsbfigel Wassertropfen ansetzten. Das liistige Sch~umen 
der Liisung - -  insbesonders gegen Ende der Destillation - -  konnte 
mit Hilfe einer im Kolbenhalse angebrachten Kapillare beseitigt 
werden. Die so erhaltenen gelben, trfiben Rfickst~nde (100 bis 
150cm3), die eine intensiv grfine Fluoreszenz zeigten, wurden 
durch Zusatz von Salzs~iure auf eine Konzentration yon n/1 
Salzs~ure gebraeht. Dann wurde fiir je 100cm3 l g Sillitonit 
zugeffigt und drei Stunden geriihrt. Nach dem Stehen fiber 
Nacht wurde die Adsorptionserde yon der Mutterlauge getrennt 
und halogenfrei gewaschen; die Mutterlauge wurde in der SlOiiter 
angegebenen Weise weiterverarbeitet. 

Die Elution erfo]gte durch zweistfindiges Sehfitteln mit 
einem Gemisch yon Wasser-Methanol-Pyridin (4 : 1 : 1) und Wie- 
derhohng mit Aeeton-Methanol ( l :  1). Die gesamten E h a t e  
wurden dann im Vakuum auf ein kleines u  eingeengt, 
die dabei ausfallende Erde abzentrifugiert und mit Methanol- 
Aceton gewaschen. Durch Zusatz des gleichen u Me- 
thanol zum Destillationsrfiekstand - -  eventuell unter gleieh- 
zeitiger Zugabe einiger Tropfen Eisessig -7 gelingt es, den kol- 
loidal geliisten Sillitonit auszufloeken. Aus der im Yakuum ein- 
geengten LSsung warden dureh Zusatz yon Aceton und Methyl- 
alkohol weifere Beg]eitstoffe ausgef~llt. Diese Fiillung wurde 
zweimal wiederholt. Die yon Alkohol und Aceton befreiten LS- 
sungen wurden nun im Extraktionsapparat 48 Stunden mit Ather 

19" 
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ausgezogen und so das Lumiflavin bzw. Lumichrom yon dem 
~itherunlSs]ichen Flavin geschieden. 

Zur weiteren Aufarbeitung des Flavins wurde nun die 
w~i~rige Phase abgetrennt und mit dem gleichen Volumen Me- 
thanol-Aceton (i :1) einige Tage im Dunklen stehen gelassen. 
Nach Filtration wurde auf wenige Kubikzenfimeter eingeengt 
und sodann neuerlieh an Sillitonit (auf l O c m  3 0"05g) adsorbiert. 
Die Erde wurde mit wenig Wasser gewasehen und mit einer 
Misehung von Pyridin-Methanol-Wasser (| : 4 : 5), der einige 
Tropfen Aceton zugesetzt waren, eluiert. Naeh dem Zentrifugieren 
wurde neuerdings eingeengt und mit Methanol-Aeeton stehen 
gelassen Nach dem Abfiltrieren des abgeschiedenen Nieder- 
schlages wurde das Fil trat  auf 5 c m  3 eingeengt und das Flavin 
mit 5%iger Silbernitratl6sung unter vorsiehtigem Zusatz yon 
Ammoniak als braun gef~rbtes Silbersalz niedergesehlagen. Die 
Vollstiindigkeit der Fg]lung wurde unter der Analysenquarz- 
lampe kontrolliert. 

Das Silbersalz wurde dureh Digerieren mit kleinen Portionen 
50%iger Essigsgure in L~sung gebracht, das Silber mit Sehwe- 
felwasserstoff gefgllt. Das Silbersulfid wurde zweimal mit wenig 
warmer, 50 % iger Essigs~ure ausgewaschen und die Waschfltissig- 
keit mit dem Filtrat der Silbersu]fldfgllung vereinigt. Die in- 
tensiv gelb gef~rbten LSsungen wurden nun im Vakuum vor- 
siehiig zur Troekene gebracht und der Riickstand in wenig 
Wasser aufgenommen. Dureh Aussehiitteln mit Chloroform konnte 
eine geringe Menge Lumiflavin, we]ehe dureh unvelmeidliehe 
Liehteinwirkung w~ihrend der Aufarbeitung eutstanden war, ent- 
fernt werden. 

Die so erhalienen FlavinlSsungen wurden nun neuer]ieh 
der Reinigung als Silbersalz unterworfen. Die sehlielglieh er- 
haltene LSsung war intensiv gelb gefiirbt, fluoreszierte im ge- 
filterten Ultravio]ettlicht iniensiv gelbgr[in und ]iel3 sieh mit 
Natriumhyposu]fit zt, r Leukoverbindung reduzieren, welehe beim 
Sehiitteln mit Luftsauerstoff wieder den Farbstoff zurfiekbildetc. 
Da die Menge fiir die Gewinnung von Kristallen zu gering war, 
muSten wir uns auf die Aufnahme des UV-Spektrums beschrgnken. 
Sic ergab ein seharfes Maximum bei 266~.y., ein Nebenmaximum 
bei 300 ~.y. und einen weiteren Anstieg in der Gegend yon 350 g.g. 
ab, den wir leider wegen der zu geringen Dispersion unseres 
Spek~ralapparates in diesem Gebiet nieht mehr auswerten konnten. 
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Ftir das Lactoflavin gebeu KUHN und Mitarbeiter 11 auf Grund 
der ]ichtelektrischen Pho~ometrie ein Maximum bei 266~.~., ein 
Nebenmaximum bei 300 ~7" und schliel~lieh ein drittes Maximum 
bei 365--380~.~. an. 

Die bei der Extraktion der Flavinl~sung mit :~ther er- 
haltenen ~itherisehen LSsungen zeigten sine intensiv gelbgrfine 
Fluoreszenz und lie~en eine verh~ltnism~l.3ig gro~e Menge an 
Lumiflavin erwarten. Sie wurden mit den Chloroformausschfitt- 
lungen vereinigt und zun~ehst am Wasserbad im Val~uum abge- 
dunstet. Der braune Riickstand wurde mit viel hei~em Wasser 
in LSsung gebraeht und nun einer 5hnlichen Reinigung~ wie sie 
beim Flavin beschrieben wurde, unterworfen. Wir erhielten so 
sehlie~lieh eine klare L~sung, welehe zur Entfernung der Essig- 
s~ure zur Troekene abgedunstet wurde. Der l~iiekstand wurde 
mit hei~em Chloroform mehrmals ausgezogen und so eine in- 
tensiv gelb gef~rbte LSsung mit starker gelbgriiner Fluoreszenz 
gewonnen. Aus dieser L~sung konnte sehlie~lich eine geringe 
Menge yon Kristallen gewonnen werden, welche im evakuierten 
R~hrehen bei 3240 (BE~LBL0C~:) sehmolzen. Die Ausbeute betrug 
2"7rag aus 3800 Rinder-Netz- und Aderh~uten. 

Das Lumiehrom wurde teils aus den hoehkonzentrierten 
Lumifiavinfrakfionen durch Verteilung zwisehen Butylalkohol 
und n/10 Kalilauge gewonnen, teils dienten zur Darstellung des 
Lumiehroms die bei der Gewinnung yon Sehpurpurl~sungen an- 
fallenden Alaun- und NatriumehloridlSsungen. In letzterem Fall 
wurden d~e wS~rigen L~sungen zunfichst durch Zusatz yon 
Aceton yon der gauptmenge tier mineralisehen Salze sowie 
anderen Begleitstoffen befreit. Nach dem Abdunsten und Auf- 
nehmen mit hei~em Wasser wurde mit 5 ~iger Silbernitratl~sung 
gef~llt uncl der resultierende Niederschlag, der in tier Haupt- 
saehe aus Silberchlorid bestand, mit 50%iger Essigs~ure be- 
handelt. Das Filtrat wurde mit Sehwefelwasserstoff entsilbert; 
die LSsung sehwaeh alkalisch (3 % KOH) gemacht und zur Ent- 
fernung yon Verunreinigungen mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Die alka]ische L~sung wurde dann nach Neutralisation mit Essig- 
s~ure in aualoger Weise wie oben aufgearbeitet. 

Die naeh der Adsorption tier Flavinfarbstoffe an Sillitonit 
resultierendea salzsauren Mutterlaugen zeigten ~mmer noch 
schwach blaue Fluoreszenz unter tier Analysenquarzlampe. Die 

~1 Loc. cit. 
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LSsungen wurden daher zun~chst mit Chloroform ausgeschfittelt, 
wobei Bin Teil der fluoreszierenden Stoffe in das Chloroform 
iiberging, w~hrend ein anderer Tell trotz langdauernder Extrak- 
tion in der w~6rigen Phase verblieb. 

Die Chloroforml~sungen warder fiber Natriumsulfat ge- 
tcocknet und sodann zur Troekene gebracht. Der l~fickstand 
wurde in absolutem Alkohol gelSst, nach tier Filtration abge- 
dunstet and mit Wasser aufgenommen. Nach mehrstiindigem 
Stehen wurde neuerlich filtriert und der Lgsung mit Chloroform 
die ftuoreszierende Substanz entzogen. Versuche, die Substanz 
durch Adsorption an Tierkohle aus der Chloroforml5sung und 
naehherige Elation weiter zu reinigen, fiihrten zu keinem posi- 
riven Ergebnis. Da nur eine ganz geringe Menge dieser Frak- 
tionen vorhanden war, mu6te ihre weitere Bearbeitang vor]guflg 
zuriiekgestellt werden. 

Die nach der oben angeffihrten Chloroformausschiittlang 
anfallenden salzsauren Lgsungen wurden am Wasserbade zuerst 
stark eingeengt und naeh dem Erkalten filtriert. Das Filtrat 
wurde mit BleiacetatlSsung gefgllt, der Niederschlag abgetrennt 
und mit 5%iger Salzsgnre gewasehen, ~utterlauge und Wasch- 
wasser vereinigt and durch Zusatz yon konzentierter SodalSsung 
entbleit. Dann wurJe mit Essigsgure neutralisiert und mit ge- 
s~tttigter SublimatlSsung gef~llt. Naeh mehrtggigem Stehen wurde 
der Niedersehlag abgesaugt, in Wasser aufgesehlgmmt und mit 
Sehwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Quecksilbersulfid abgetrennte 
L~sung wurde mit Tierkohle gereinigt und am Wasserbad langsam 
abgedunstet. Der Riiekstand bildete kleine Kristalle, die in alko- 
holischer LSsung mit Pikrinsgure umgesetzt wurden. Das Pikrat 
sehied sieh in Form feiner verfilzter Nadeln aus, die aus abso- 
lutem Alkohol umgelgs t wurden. Sie sinterten im VakuumrShr- 
chert bei 209--211 o nnd sehmolzen bei 212 o unter Dunkelf~rbung. 

A n a l y s e :  2"197 .~g Sbst. gaben 0"481 cm~ N~. (korr.) 
Gefunden : 24"7 ~ N. 
Berechnet ffir C~oHloOsN 6: 24"5N N. 

Zur Untersuchung der Amine wurden die Methylalkohol- 
destillate vorsiehtig mit Sehwefelsgure his zur sehwach sauren 
Reaktion versetzt und dann der Methylalkohol abdestilliert. Die 
hiebei abgeschledene Kristallmasse wurde abgesaugt, in wenig 
Wasser gelSst and nach Zugabe yon konzentrierter Lauge die 
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in Freihelt gesetzten Amine in eine mit Salzs~iure beschickte 
Vorlage iiberdestilliert. Die nach dem Abdunsten erhaltenen 
Chlorhydrate wurden sodann im Yakuum scharf getrocknet und 
im Soxhletapparat mit absolutem Alkohol extrahiert. Die aus 
dem alkoholischen Extrakt  gewonnenen Aminchlorhydrate wurden 
nach der Methode yon KLEIN~ STEINER und L(~F~LEl~13 dureh Um- 
setzen mit 2, 4-Dinitro-naphtol auf Amine untersucht. Hiebei 
wurden blo13 die fiir Trimethylamin typischen Kristalle er- 
halten (Fig. 1). Ein anderes Amin konnte nicht nachgewiesen 
werden. 

Der bei der Extraktion in absolutem Alkohol unliisliche Tell 
bestand aus reinem Ammonchlorid. 

12 Loc.  cir. 


