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29. Uber den Lichtabbau der Flavine
von P. Karrer, T. Kdbner, H. Salomon und F. Zehender.
(1. II. 35.)

An den synthetischen Flavinen, die in der am N-Atom 9 befind-
lichen Seitenkette freie Hydroxylgruppen enthalten, haben wir frither?)
festgestellt, dass sie bei der Belichtung in neutraler oder schwach
saurer Losung dem Lumichromabbau unterliegen, der zu Alloxazin
bzw. dessen im Benzolkern methylsubstituierten Derivaten fiihrt;
in alkalischem Medium baunt Licht diese Verbindungen teils zu
9-Methyl-iso-alloxazin ab; hier spielt sich somit neben dem Lumi-
chrom- auch der Warburg’sche Lumiflavinabbau ab.

Wir haben nunmehr untersucht, welchen Verlauf die Photolyse
bei Abwesenheit von Sauerstoff nimmt. Es wurden zuerst Losungen
von Oxy-athyl-iso-alloxazin I und solche von 2’,3'-Dioxy-propyl-
iso-alloxazin II

CH20H20H : CH,CHOHCH,OH
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im Vakuum und in reinem Stickstoff belichtet. Bei den Vakuum-
versuchen waren die Versuchsgefisse auf 0,2 mm Druck ausgepumpt
worden; in den Versuchen in Stickstoffatmosphire haben wir durch
die Reaktionslosungen zwecks Austreiben der gelosten Luft lingere
Zeit reinen Stickstoff geleitet und die Gefisse im Stickstoffstrom zu-
geschmolzen. In den Ampullen befanden sich gesittigte wisserige
oder methylalkoholische Liésungen der Flavine. Da die Loslichkeit
beider Flavine (I und II) in den genannten Solventien bei Zimmer-
temperatur gering ist, so betrugen die zu jedem Belichtungsversuch
verwendeten Farbstoffmengen nur ca. 8—10 mg.

Die Losungen entfirbten sich nach 10- bis 24-stiindiger Belich-
tung mit einer 200 Watt-Lampe. Nach dem Offnen der Gefisse und
Einstromen der Luft kehrte eine sehr schwache gelbliche Farbe mit
deutlicher Fluoreszenz zuriick; es waren also Spuren von Leuko-
verbindungen vorhanden gewesen, die durch den Luftsauerstoff zun
Farbstoffen zuriickoxydiert wurden. Deren Menge war indessen
ausserst gering. Als einziges definiertes Reaktionsprodukt liess sich
aus allen belichteten Losungen Alloxazin abscheiden, wihrend 9-

1) Helv. 17, 1165 (1934).
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Methyl-iso-alloxazin fehlte. Unter den anaeroben Bedingungen war
somit in betrichtlichem Mass die Lumichromspaltung der Flavine
vor sich gegangen.

Dieses Ergebnis war fiir uns iiberraschend, da Lactoflavin bei
Ausschluss von Luftsauerstoff in ein neues Pigment bzw. sein Leuko-
derivat, das Leukodeuteroflavin, iibergehen soll'). Das Deutero-
flavin oder seine Leukoverbindung sind allerdings nie isoliert worden.
Auf ihre Existenz wurde lediglich aus dem Umstand geschlossen,
dass die im Vakuum belichteten Lésungen nach alkalischer Ver-
seifung im Dunkeln an Chloroform einen gelben Farbstoff (Deutero-
flavin) abgeben, was Lactoflavinlésungen nicht tun.

Wenn man wisserige oder methylalkoholische Liésungen von
analysenreinem Lactoflavin, die in 40 em?® Lisungsmittel ca. 15 mg
Lactoflavin enthalten, mit der elektrischen Lampe oder im Sonnen-
licht unter Ausschluss von Sauerstoff (im Vakuum oder reinen Stick-
stoff) belichtet, so erfolgt allmihliche Farbaufhellung, die sich in
unseren Versuchen aber nie bis zur vélligen Farblosigkeit fortsetzte;
in einzelnen Rohren schied sich sehon wihrend der Belichtung
eine geringe Menge eines schwerltslichen Niederschlags aus.

Nach dem Offnen der Réhren und Einstromen von Luft wurden
die belichteten Losungen wieder etwas gelber und nahmen die fiir
Flavine charakteristische gelbgriine Fluorescenz an. In dieser Hin-
sicht konnen wir die Angaben von Kuhn, Rudy und Wagner-J auregg?)
bestitigen; es trifft auch zu, dass nach dem Verseifen solcher Losun-
gen mit verdiinnter, kalter Natronlauge im Dunkeln der wieder an-
gesduerten Losung durch Chloroform etwas Farbstoff entzogen wird.
Dessen Menge ist aber dusserst gering, und seine Reinigung und Dar-
stellung in priparativem Masstab wiirde bedeutende Mengen von
Lactoflavin erfordern. Neben diesem chloroformloslichen Pigment
bleiben auch nach mehrmaliger alkalischer Verseifung grossere Mengen
gelber Farbstoffe in der wisserigen Schicht, die mit Chloroform nicht
mehr ausgezogen werden konnen. Bei allen diesen anaeroben Bestrah-
lungsversuchen beobachteten wir neben den erwihnten gelben Pig-
menten relativ bedeutende Mengen Lumichrom; es ist das einzige
Bestrahlungsprodukt, welches wir aus solchen Ansitzen bisher rein
isolieren konnten. Die Ausbeuten aus 15 mg Lumiflavin waren etwa
2,5—35 mg. Das Lumichrom lisst sich leicht abscheiden, wenn man
die bestrahlten Liésungen im Dunkeln zur Trockene verdampft, den
Riickstand mit wenig heissem Wasser auslaugt, das Ungeloste ab-
filtriert und aus Methanol umkrystallisiert.

Die beschriebenen Beobachtungen beweisen, dass die Photolyse
der Flavine auch unter Sauerstoffausschluss ein komplizierter Vor-

1) R. Kuhn, Rudy und Wagner-Jauregg, B. 66, 1950 (1933).
%} R. Kuhn, Rudy und Wagner-Jauregg, B. 66, 1950 (1933).
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gang ist, der nicht einheitlich verlduft und zu verschiedenen Abbau-
produkten fiithrt.

W. Koschara') ist der Auffassung, dass der Lichtabbau der
Flavine mit Dehydrierungsvorgingen einsetzt. Mit dieser Ansicht
stimmt unsere Beobachtung?) iberein, dass nur solche Flavine, die
in der Seitenkette freie OH-Gruppen enthalten, in neutraler oder
schwach saurer Liosung von Licht leicht abgebaut werden, wihrend
z. B. Lumiflavin und Lactoflavin-acetat, bei denen diese Voraus-
setzung fehlt, auch nach tagelanger Belichtung unverindert zuriick-
gewonnen werden. Die Oxydation bzw. Dehydrierung der Flavine
setzt offenbar an solchen freien OH-Gruppen ein; durch die Licht-
empfindlichkeit des Oxyiathyl-isoalloxazin (I) wird bewiesen, dass
schon eine freie OH-Gruppe in der Seitenkette, sofern sie sich in
2'-Stellung befindet, ausreicht, das Pigment fiir die Photolyse ge-
eignet zu machen.

Beim Lichtabbau der Flavine unter Sauerstoffausschluss diirfte
das fiir die Dehydrierung notwendige Oxydationsmittel durch das
Flavin selbst geliefert werden. D.h. wir nehmen an, dass durch
Cannizzaro’sche Reaktion Leukoverbindung und Dehydrierungs-
produkt nebeneinander entstehen, wobei letzteres in der fir die Flavin-
photolyse charakteristischen Weise in verschiedene Abbauprodukte
zerfalls. Dass Leukoverbindungen von Flavinfarbstoffen nach der
Belichtung unter Sauerstoffausschluss in den Reaktionslosungen tat-
sichlich vorhanden sind, fand bereits Erwihnung.

Die Frage, an welchem C-Atom der Seitenkette des Flavins der
primiére Dehydrierungsvorgang einsetzt, lidsst sich voraussichtlich
am ehesten durch Vergleich geeigneter synthetischer Produkte ent-
scheiden. Wir haben daher als Erginzung der friither gewonnenen
kunstlichen Flavine nun ein solches hergestellt, welches in 2'-Stellung
der Seitenkette unsubstituiert ist, dagegen am C-Atom 3’ eine Hydro-
xylgruppe trigt (I1):

CH,CH,0H CH,CH,CH,0H
N N N. N
O/ \;/ \ICO O/ \'/// \,CO
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\\N'// \CO/ \N/\CO/
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Die Verbindung wurde auf dem frither fiir andere Flavine mit
hydroxylhaltigen Seitenketten als zweckmadssig befundenen Weg
bereitet3):

1) Z. physiol. Ch. 229, 103 (1934).
2y Helv. 17, 1165 (1934).
3) P. Karrer, Salomon, Schopp und Schivitler, Helv. 17, 1165 (1934).
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Dieses 9-[3’-Oxy-propyl]-iso-alloxazin krystallisiert aus Wasser
in spindel- oder stibehenférmigen Nidelchen, die teils zu Zwillingen
und Nadelbiischeln verwachsen sind. In Farbe, Loslichkeit und
der gelbgriinen Fluorescenz schliesst es sich den iibrigen Flavinen an.
Der Zersetzungspunkt liegt bel ca. 2979 (Schwarzfirbung).

Losungen des 9-[3'-Oxy-propyl]-iso-alloxazins in 75-proz. wisse-
rigem Methanol wurden durch Sonnen- und durch diffuses Tages-
licht belichtet, wobei wir als Vergleichslésungen auch solche wvon
9-[2’-Oxy-dthyll-iso-alloxazin (I) mitbestrahlten. Die letzteren Ld-
sungen waren nach kurzer Zeit (1 Tag) vollig farblos geworden;
am Boden hatten sich Krystalle von Alloxazin abgeschieden und durch
Verdampfen der Flissigkeit liess sich noch mehr von diesem Spalt-
produkt isolieren. Die Losungen des 9-[3'-Oxy-propyl]-iso-alloxazins
'sahen dagegen selbst nach 14-tagiger Belichtung, die wihrend der
gegenwirtigen Wintermonate allerdings nicht sehr intensiv war,
unverdndert aus; daraus konnte kein Alloxazin, dagegen ein neuer
Flavinfarbstoff (vgl. unten) isoliert werden.

Aus den geschilderten Versuchen scheint hervorzugehen, dass
der Lumichromabbau der Flavine mit hydroxylhaltiger Seiten-
kette, der sich in neutraler Loésung abspielt, in erster
Linie durch die in 2’-Stellung der Seitenkette stehende OH-Gruppe
bedingt ist. Man wird anzunehmen haben, dass an dieser Stelle
der primire Dehydrierungsvorgang einsetzt, vielleicht unter Bildung
einer Carbonylgruppe. Das so gebildete Zwischenprodukt 11T wiirde
dann im Sinn des Lumichromabbaus weiter zerfallen:

CH,CHOHCH,O0H CH,COCH,0H
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Wir sind damit beschiftigt, diese Hypothese an Hand eines
weiteren Versuchsmaterials zu priifen.

Andere Verhiltnisse liegen in alkalischem Medium vor. Hier wird
9-[3"-Oxypropyl]-iso-alloxazin durch das Licht rasch zu Alloxazin
abgebanut. Man ersieht daraus, dass der Mechanismus der Photolyse
der Flavine in neutraler und in alkalischer Losung ein anderer ist.
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Es wird die Aufgabe sein, durch Modellversuche die konstitutionellen
Bedingungen zu ermitteln, die notwendig sind, damit sich der Lumi-
chrom- und Lumiflavinabbau in alkalischem Medium abspielt.

Der oben erwihnte neue Flavinfarbstoff, der sich aus 9-[3'-Oxy-
propyl]-iso-alloxazin bei der Belichtung in 75-proz. Methanol bildet,
krystallisiert aus Wasser in feinen Nédelchen. Seine Eigenschaften
sowie die Ergebnisse der Analyse machen es wahrscheinlich, dass in
ihm die durch Oxydation entstandene Iso-alloxazin-9-propionsiure
vorliegt. Doch muss zuerst die Synthese der Verbindung die Be-
stitigung dieser Auffassung bringen.

Da nach der vorliegenden und den fritheren Mitteilungen Lumi-
chrom bei allen bisher untersuchten Photolysen des Lactoflavins
als ein typisches, leicht isolierbares Reaktionsprodukt auftritt,
mochten wir seine Eigenschaften und Reindarstellung noch etwas
genauer beschreiben, als dies frither geschehen.

100 mg mehrfach umkrystallisiertes ILactoflavin werden in
40 cm? heissem Wasser gelost und noch warm mit 160 em3 Methanol
versetzt. Unter diesen Umstdnden bleibt das Flavin auch nach Ab-
kiihlen der Flissigkeit in Lé6sung. Diese wird in dem friither er-
wihnten Belichtungsgefiss!) dem Sonnenlicht ausgesetzt. Je nach
der Intensitit der Strahlung bleichen solche Lésungen schon in
2—3 Stunden oder bei bedecktem Himmel innerhalb einiger Tage
aus. Zum Schluss erscheint die Fliissigkeit strohgelb bis nahezu
farblos. Beim Schiitteln mit Luft tritt aber in der Regel wieder eine
etwas stirkere Firbung mit geringer Fluoreszenz auf. Die Lisung
wird jetzt unter vermindertem Druck vom grossten Teil des Methanols
befreit. Die noch warme wisserige Flissigkeit triibt sich dabei und
scheidet beim Abkiihlen einen pulverigen, fast farblosen Niederschlag
von rohem Lumichrom aus, den man nach mehrstiindigem Stehen
absaugt. Das konzentrierte Filtrat sieht meistens gelb bis gelbbraun
aus und enthiilt offenbar noch verschiedene schwerer trennhare Kor-
per; unter diesen ist Lumichrom hochstens in Spuren vorbanden,
ebenso unverindertes Lactoflavin. Die Ausbeute an Roh-Lumichrom
schwankt zwischen 30 und 459, der Theorie. Die Verbindung ist
auch schon ziemlich rein, die Kohlenstoff- und Stickstoffwerte liegen
nur ca. 0,6—0,7%, unterhalb der Theorie. Zur vélligen Reinigung
zieht man das Rohprodukt wiederholt mit siedendem Chloroform
aus, bis fast der gesamte Riickstand geltst ist. Die filtrierten Chloro-
formlésungen sehen mit Ausnahme des ersten Auszugs farblos aus.
Beim Abkiihlen scheidet sich das Lumichrom daraus in dusserst
feinen, fast farblosen Nidelchen ab, die Krystall-Chloroform ent-
halten. Sie werden abgenutscht, mit Chloroform gewaschen und

1) Helv. 17, 1519 (1934).
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erscheinen dann schwach gelblich mit starkem Glanz. Zur weiteren
Reinigung haben wir die Substanz auch noch aus anderen Losungs-
mitteln, wie Athanol, Methanol oder Gemischen von Chloroform
und Athylalkohol oder Pyridin und Alkohol umkrystallisiert. Wie
frither erwihnt!), krystallisiert sie hiufig mit Losungsmitteln, so
z. B. aus Methylalkohol mit 1 Mol Krystall-Methanol.

Lumichrom ist durch seine Schwerldslichkeit in den meisten
organischen Solventien ausgezeichnet. In reinem Zustande ist es
selbst in kochendem Wasser fast unléslich; aber auch aus sehr un-
reinen Gemischen lisst es sich leicht abtrennen, nachdem es einmal
in festem Zustande abgeschieden war, da es sich in Wasser kaum wie-
der in Losung bringen lisst. Es 1ost sich leicht in verdilnnten Alkalien
und wird aus diesen Losungen durch Essigsdure wieder abgeschieden.

Lumichrom verhilt sich in bezug auf Loslichkeit also sehr ver-
schieden vom Lumiflavin und die Trennung der beiden Verbindungen
ist eine sehr leicht auszufiihrende Operation. Es ist daher nicht
verstindlich, dass von anderer Seite?) monatelang offenbar mit
Lumiflavinpriparaten gearbeitet worden ist, die erhebliche Mengen
Lumichrom enthielten, und dass die Anwesenheit der letzteren Ver-
bindung iibersehen worden ist.

Dass Lumichrom auch unter den Bedingungen der alkalischen
Photolyse neben Lumiflavin immer aus Lactoflavin gebildet wird,
haben wir schon frither mitgeteilt. Analysenreine Lactoflavinpriapa-
rate, in alkalischer Losung belichtet, zeigen die Lumichrombildung
gewohnlich schon beim Ansiuern der Losung an, da sich die Haupt-
menge des gebildeten Lumichroms sofort in fester Form abscheidet
und beim Ausschiitteln der Lésung mit Chloroform Veranlassung
zu Emulsionsbildung sein kann. Das bei solchen alkalischen Photo-
lysen gebildete Lumichrom wird am besten nach Ansiduern der Losung
und einigem Stehen der Fliissigkeit abgenutscht; der Rest lisst sich
nach dem Eindampfen des Chloroformextraktes und Digerieren des
Trockenriickstands mit Chloroform als in Chloroform schwerléslicher
Riickstand gewinnen; Lumiflavin wird dabei von Chloroform wieder
leicht aufgenommen.

Selbstverstindlich sind alle unsere Versuche stets
mit mehrfach umkrystallisiertem, analysenreinem Lacto-
flavin ausgefithrt worden, so dass die beobachtete Mengé
Lumichrom wirklich aus dem Lactoflavin stammt. Die Vermutung?),
dass ein Teil der gefundenen Menge direkt aus der Molke kommen
konnte, ist daher unrichtig?).

1) Helv. 17, 1010, 1518 (1934).
y R. Kuhn und Mitarbeiter, B. 68, 170 (1934).
3 R. Kuhn, Rudy und Reinemund, B. 68, 172 (1934).
4} Auf die Polemik R. Kuhn’s gegen den einen von uns (B. 68, 172 (1934)) zuriick-
zukommen, verbietet uns die unsachliche Art, in der sie gefiihrt wurde.
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Experimentelles.
Darstellung des 9-[3'-Oxypropyl]-iso-allozazins.
1-Aminopropanol-3.

Nach Gabriel und Weiner') wurde durch XKondensation von
Trimethylenbromid und Phtalimidkalium das y-Brompropyl-phtalimid
dargestellt und dieses mit Schwefelsiure im Autoklaven bei 200°
gespalten. Aus 133 g Trimethylenbromid und 51 g Phtalimidkalium

erhielt man 50 g¢ Propyl-phtalimid, daraus 4,5 g (329, der Theorie)
1-Aminopropanol. Sdp. 15 mm S2°.
N-[3-Oxy-propyl}-o-nitranilin.

4,5 g 1-Amino-propanol-3 wurden mit 18 g o-Nitrochlorbenzol
in 30 em? Pyridin gelost und die Mischung wihrend 5 Stunden im
Olbad bei schwachem Sieden gehalten. Dann haben wir das Pyridin
und das unverbrauchte o-Nitrochlorbenzol durch Destillation mit
Wasserdampf entfernt. Die stark gelb gefirbte Losung wurde mit
Ather extrahiert, der Ather abgedampft, worauf ein Ol zuriickblieb,
das nach einiger Zeit zu krystallisieren anfing. Die Krystalle 1oste
man in Essigester und fiigte Petrolither hinzu, worauf nach kurzer
Zeit das N-[3-Oxy-propylj-o-nitranilin auskrystallisierte. Nach zwei-
maliger Krystallisation wurden 2,5 g in Form orangeroter Krystalle
vom Smp. 65° erhalten.

4,068 mg Subst. gaben 8,255 mg CO, und 2,225 mg H,0
3,845 mg Subst. gaben 0,476 cm?® N, (16°, 732 mm)
CH;0,N,  Ber. C 55,08 H 6,16 N 14,289,
Gef. ,, 55,3¢ ,, 6,07 ,, 14,06°
9-[3'-Oxy-propyl]-iso-alloxazin.

2,5 g N-[3-Oxy-propylj-o-nitranilin, in reinem Alkohol gelost,
wurden mit Platin und Wasserstoff reduziert (Aufnahme 0,91 L
H,). Nach dem Ansfduern mit der berechneten Menge verdiinnter
Salzsdure haben wir die Losung vom Katalysator abfiltriert, in eine
heisse wisserige Losung von 2,73 g Alloxan-tetrahydrat gegossen
und die Menge einige Minuten zum Sieden erhitzt. Nach demx Erkalten
nutschte man den entstandenen Niederschlag ab und wusch ihn
mit Aceton und Petrolither. Aus der Mutterlauge liess sich nach
dem Abdestillieren des Alkohols eine weitere Menge Substanz ge-
winnen. Das Rohprodukt wurde unter Zusatz von wenig Tierkohle
aus kochendem Wasser umkrystallisiert und dabei in braungelben
Nadeln erhalten, die sich bei 297° unter Dunkelfirbung zersetzen.
Ausbeute 1,2 g.

4,020 mg Subst. gaben 8,390 mg CO, und 1,565 mg H,0
CH,0,N,  Ber. C 57,33 H 4,449
Gef. ,, 56,93 ., 4,359
Zirich, Chemisches Institut der Universitit.
1 B. 21, 2672 (1888).





