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In  der Milch, der einzigen Nahrung junger Saugetiere, 
sind unter normalen Umstanden alle fur das Wachstum 
erforderlichen Stoffe in reichlicher Menge vorhanden. Be- 
sondere Beachtung verdienen 2 Farbstoffe, die in der Milch 
vorkommen und als Vi tamine  erkannt wurden. Das 
Carotin, die Vorstufe des fettloslichen A-Vitamins, geht 
beim Zentrifugieren der Milch in den Rahm (1) und bedingt 
die gelbe Farbe der Bu t t e r .  Der andere Farbstoff ist 
wasserloslich ; er bleibt bei der Kasebereitung zum groBten 
Teil in Losung (2)  und bedingt die schwach griinstichig gelbe 
Farbe der Molke. 

A. Isolierung, Wachstumswirkung. 
Vor 2l/, Jahren haben wir (T'h. Wagner-Juuregg) einen 

gelben, intensiv griin fluorescierenden Farbstoff aus Molke 
in schon kristallisierter Form isoliert ( 3 ) .  Er hat die Zusammen- 
setzung C,,H,oN40,, Schmelzpunkt 292O (Zersetzung), 
[a] ?= -1100 ("/lo NaOH) und schmeckt stark bitter. 
Dieser Farbstoff hat den Namen Lac to f l av in  erhalten. 
Aus 5400 1 Molke wurde damals 1 g gewonnen**), in- 
zwischen haben wir mehr als die 15fache Menge Molke ver- 
arbeitet. Herr Puul Gyorgy, mit dem wir diese Untersuchung 
in Angriff genommen hatten, hat gefunden (4), daB das Lacto- 
flavin ein unentbehrlicher Bestandteil der Nahrung fur 
junge R a t t e n  ist. Futtert man diese mit einer Kost, die 
neben den fettloslichen Vitaminen A und D nur das anti- 
neuritische Vitamin B, und einen Hefeextrakt, der kunstlich 
von Flavin befreit wurde, enthalt, so bleibt das Wachstum 
stehen. Gibt man 0,008 mg reinstes Lactoflavin je Tag und 
Tier hinzu, so erhalt man eine Gewichtszunahme von 40 g 
in 30 Tagen. Wir bezeichnen das Lactoflavin als Vitamin 
B, und driicken damit aus, daW es sich um dasjenige Vitamin 
der B-Gruppe handelt, das nachst dem Vitamin B, (Aneurin) 
in reiner Form isoliert wurde. Das Lactoflavin hat aber, wie 
P. Gyorgy (5) gezeigt hat, nichts zu tun mit der Heilung 
pellagraahnlicher Hauterkrankungen, die man zu einer Zeit, 
als es nur 2 Vitamine der B-Gruppe zu geben schien, auf B,- 
Mange1 zuruckgefiihrt hat. Dem Antipellagra-Vitamin hat 
P. Gyorgy (6) die Bezeichnung B, gegeben. Das Lactoflavin 
(Vitamin B,) ist in erster Linie Wachstumsfaktor, 
nicht Hautfaktor. 

B .  Abbau, Vorstufe eines Ferments (Pro-Ferment). 
Wegweisend fur die Erkennung der biologischen 

Funktion und fur die Konstitutionsaufklarung des neuen 
Vitamins war eine schon 1932 gemachte Beobachtung von 
0. Warburg (7), daB in der Hefe ein gelber Farbstoff, gebunden 
an einen kolloiden Trager, ein gelbes  F e r m e n t ,  vor- 
kommt. Durch Einwirkung von Licht in alkalischer Losung 
war es 0. Warburg und W.  Christian (8) gelungen, ein chloro- 
formlosliches Abbauprodukt Cl3Hl2N4O2 zu gewinnen, das 
rnit verdunntem Alkali in der Hitze H a r  n s t o f f abspaltet . 
Das von uns isolierte kristallisierte Vitamin verhielt sich bei 
der alkalischen Photolpse gleichartig. Auf Grund des 
weiteren Befundes, daB auch in tierischen Organen - sowie 
in der Hefe - das gelbe Vitamin hochmolekular gebunden 

*) Teilweise vorgetragen vor der Fachgruppe fur organische 
Chemie und Biochemie auf der 48. Hauptversammlung des V. d. Ch. 
zu Konigsberg am 4. Juli 1935. 

**) 1 1  Molke enthdt durchschnittlich 0,5 rng Lactoflavin. 

ist (9), kamen wir zu der Vorstellung (lo), daB das Vitamin B, 
offenbar fur die Synthese eines gelben Fermentes im Tier- 
korper benotigt wird, daB also d i e  Fa rbs to f fg ruppe  
dieses Fe rmen t s  vom Tier  n i ch t  a u s  anderwei -  
t i gen  Bes tandte i len  de r  Nahrung  au fgebau t  
werden k a n n ,  sondern  a l s  solche mi t  de r  Nah-  
rung  aufgenommen werden  muB. 

Den Weg der Konstitutionsaufklarung, der uns vom 
Lactoflavin bis zu dem merkwurdigerweise noch unbe- 
kannten 1 , 2  - Dimethy l -  4 - amino - 5 - methy lamino-  
benzol gefiihrt hat (ll), zeigt Tabelle 1. 

Tabelle 1. 
Abbau des Lactoflavins. 

(R .  K u h n  und  H .  R u d y ) .  

(1) CH,-( CHOH) 3-Cil,0H CH, (11) 
I I 

N N  H,C N N  

Lactoflavin C,,H,,N,O, Lurniflavin CI,H1,N,O, 

CH, 

Oxocarhonsiiure c,,H,,N,o, 
CH3 

I 
H,C N 

Lactam C,,H,,N,O 

Die Identifizierung der Base C,H,,N2, von der wir 
zunachst nur 25 mg in Handen hatten, war durch einen 
gliicklichen Zufall erleichtert. Sie gab mit FeC1, eine blau- 
griine Farbreaktion ! Aus dem Vergleich der Absorptions- 
spektren von Base und Salz und aus der Bruttogleichung 
der letzten Hydrolyse wuljten wir, daR es sich um ein 
aromatisches o - D i am i n handeln miisse. Diese geben aber 
alle braunrote FeC1,-Reaktionen ; nur wenn beide p-Stel- 
lungen besetzt sind, tritt, wie E. Noelting gefunden hatte, 
Blaufarbung ein. Damit schieden von 10 Ismneriemoglich- 
keiten 9 atis. 

C. Synthese des Lumiflavins. 
Bevor noch der systematische Konstitutionsbeweis, 

iiber den ich eben berichtet habe, zum AbschluS gekommen 
war, hatten wir auf eine groBe Ahnlichkeit der Flavine mit 
den von 0. Kuhling (12) entdeckten Alloxazinen hingewiesen 
und diese durch zahlreiche Vergleiche belegt (13). K.  G. Stern 
und E. R. Holiday (14) haben daraufhin gefunden, daB man 
durch Einwirkung von schmelzenden Alkalialkylsulfaten auf 
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Alloxazine in geringer Menge Verbindungen erhalt, die 
alle wesentlichen Merkmale der Flavine zeigen. Wir selbst 
haben eine fur die Konstitution beweisende Synthese auf- 
gefunden, die schon bei gelinder Warme in waisriger Losung 
verlauft und in den einfachsten Fallen ohne weiteres Flavin- 
ausbeuten von etwa 95q4 der Theorie liefert. Sie beruht 
auf der K o n  d e n s a  t i o n v o n N- m o n o s u b s  t i t u i e r t en 
a r o m a t i s c h e n  o - D i a m i n e n  nii t  Al loxan  in  saurex 
Losung (R.  Kuhn und F .  Weygnnd) (15). 

Die S y n t h e s e  des  L u m i f l a v i n s  ( lh) ,  die wir aus- 
gefuhrt haben, ist aus Tabelle 2 ersichtlich. 

Tabelle 2. 
Synthese des Lumiflavins 

(R.  Kuhn, K .  Reinemund und F .  Weygand). 

C NH 
0 -' ' CO' 

l12-l~imethyl-4-amino- 
5 -met hylamino -1 en I 01 Alloxan 

CH, 
I 

H,C\/\,N\ -''S-\,Cc) 

H3CJ\/..K J\f'()/N1' 
I,umifla\ in = 6,7,9-'I'rinie hylflavin 

ALE 1 kg des Nitroxylidins kann man 1,15 kg Luiiii- 
flavin darstellen, wozu auf dem friiheren Wege die I'er- 
arbeitung von 7 Millionen Liter Milch erforderlich ge- 
wesen ware. 

D. Die hydroxylhaltige Seitenkette. 
Bei der Belichtung in alkalischer Liisung verliert das 

gelbe Vitamin C,,H,,N,O, einen Rest C,H,O,. Es handelt 
sich um eine n i c h t  g lncos id isch  g e b u n d e n e  zucker- 
ahnliche Seitenkette, deren Konstitutionsaufklarung init 
Th. Wagner-Jaureyy und H .  Rudy wie folgt gelang: 

1 Das Vitamin gibt eine Tetraacetylverbindung ; Lunii- 
flavin laist sich nicht acetylieren. Die 4 Sauerstoffatome 
gehoren somit Hydrosylgruppen an ( 1  7). 

2 .  Die 4 Hydroxyle sind paarweise benachbart, da iiian 
eine Diacetonverbindung darstellen kann (18) 

3. Mit Bleitetraacetat nach K. Crivyw erhalt iiiaii 
0,s Mol I:ornialdehyd (19). 

4. Die Methyliinidgruppe des Luiniflavins bildet sich erst 
1x3 der Belichtung (20). Das Vitamin selbst ist niethyliniidfrei. 

Aus diesen Feststellungen war zu schliecen, daIJ 
eine normale Tetraoxybutylgruppe abgespalten wird, 
- CHOH . CHOH . CJIOH. CH,OH, und dais diese durcli 
eine CH,-Gruppe, die nach der Belichtung als Methyliniid 
aiiftritt. an N gebundeii ist. 

.- . . ~  ~ - ~ ~- -~ -. ~~ ~~~ ~ 

E. Synthese des Lactoflavins. 
Die Entscheidung zwischen den 8 Stereoisomeren, 

welche die Formel I zulaist, ist durch Synthese erbraclit 
worden. Wir haben Pentosamine mit 1 ,2-Dimethyl-4-nitro- 
benzolen, die in 5-Stellung reaktionsfahige Substituenten 
(Halogene, Nitro, -Toluolsulfo-) tragen, kondensiert. Die 
in Ausbeuten bis zu 65 % der Theorie erhaltenen Nitraniline 
nurden reduziert und die Diainine der Kondensation niit 
Alloxan unterworfen. 

Der Farbstoff C,,H,,TV,O, aus 1-Arabinose (6,7-Di- 
methyl-9-l-arahoflavin), den wir zuerst darstellten, zeigte 
bereits Wachstumswirkung an B,-Tieren (21). Obwohl die 
Drehungswerte und die Schmelzpunkte sehr nahe liegen und 
letztere ke ine  Depress ion  geben, steht nach eingehendeni 
Vergleich (18) die Verschiedenheit von Lactoflavin auiser 
Frage. Der synthetische Farbstoff C1,H,,N,O, aus d-Xylose 
(6,7-Dimethyl-9-d-xyloflavin), war nach Schmelzpunkt und 
Drehungsvermogen wieder auiserst ahnlich, aber im Tier- 
versuch deutlich weniger wirksam. Da in beiden Fallen 
(1-Arabinose, d-Xylose) d i e  d e m  C h r o m o p h o r  z u n a c h s t  
s t e h e n d e  H y d r o s y l g r u p p e  d i e  R i c h t u n g  d e s  Dreli-  
v e r in ij ge n s b e s t ini in t , kani nur noch die Anordnung der 
1-I,yxose und der d-Ribose fur das linksdrehende natiirliclie 
Vitamin in Frage. Wir haben, da die 1-Lyxose in der Natur 
noch nicht aufgefunden wurde, die d-Ribose aher eineii 
bekannten Baustein der Nucleoside darstellt, erwartet, dal3 
das 1,actoflavin stereocheinisch der d-Ribose entsprechen 
wird (18). 

Die Synthese des 6,7-Dimethyl-9-d-riboflavins, die etwa 
gleichzeitig in Zurich (22)  mit naturlicher d-Ribose und in 
Heidelberg (23) mit synthetischer d-,Ribose (Totalsynthese) 
ausgefiihrt wurde, hat diese Erwartung bestatigt. 

CH,OH 
I 

(111) 

HO-C-H 

HO-;-H 
I 

HO-C-H 

I , a  c t o f l a \ - i n  C l , I ~ 2 u K 4 0 6  (Vitamin B,. 0,7-J~iiiietli~l-O-cl- 
riboflavin, G ,7 - lkiethyl-9-rd-ribityl. -iso-alloxazin). 

Tabelle 3 
Vergleich von natiirlichem und synthetischem 

Lactoflavin (111). 
Lactoflaviii. , , , . . . , , , . . synthetiscli iiatiirlicli 
Schnip. (Zers.) . . . . . . . . . . 2920 2920 
Schnip. d. Tetra-acetyl-lactofl. . 3420 2420 
[XI? iii 11;20 NaOH. . . . . , . . - 1 1 0 0  .~ 5" - 110" f 50 
[ x ] : :  in l l / z u  NaOH + '.5;" Borax 
10 y je Tag und Ratte: 
niittl. Gewichtszunahiiie pro Tag 1.43 K 1,45 :i' 

+ 36.Su & 10" -1- 360" f 5 O  

1)ie in Zurich beobachteten Schmelzpunkte siiid 10" 
l m v .  4O niedriger, stimmen aber untereinander iiberein ; 
ebenso die Tierversuche, die H .  v. Euler (22) in Stockholm mit 
den Praparaten P. Karrrrs und Y. Gyiiryy (24) in Cambridge 
init den unseren zur cherpriifung der eigenen Befunde atis- 
gef iihrt hahen. 

F. Zwischenprodukte, Borsaureverfahren. 
N-substituierte Zuckeramine sind vor mehreren Jahren 

von A .  Skita (25) durch katalytische Hydrierung von Pentosen 
-1 -  prim. Aminen, z .  B. von Arabinose mit Cyclohexylaniin 
leicht zugaiitrlich treniacht worden. P. KarrcJr (26) hat re 
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funden, da8 sich die fur unsere Flavinsynthese erforderlichen 
N-monosubstituierten o-Diamine in entsprechender Weise 
gewinnen lassen, wenn man die eine Aminogruppe durch 
die Carbathoxygruppe schiitzt. Diese la8t sich im 
Gegensatz zur Acetylgruppe durch alkalische Verseifung 
nach der hydrierenden Kondensation wieder abspalten, 
freilich unter gro8en Verlusten. 

Tabelle 4. 
S ynthesen von N - Tetraoxyamyl- o - phenylendiaminen 

H,C,,,,NH . CH,. (CHOH), . CH,OH 

H,C/'-"NH, = Zwischenprodukt Zw. 
I '  

a) Aus Zuckeraminen (R.  Kuhn und F .  Weygand). 
H,C,,,,X H,N-CH, 

+ I 
(CHOH),-CH,OH 

1 1  
H3C'\/~>N 0 

X = Br, OSOiH,, NO, 
H,C,,.,/NH. CH, . (CHOH), . CH,OH 

H,C/"\N 0, 
I -m+ P t ,  Ha+ zw. 

+ 6 H  
~- 

b) Aus o-Diamino-urethanen 
(P. Karrer, K .  Schopp, F .  Benz und K .  Pfaehler). 
H,C,/\,NH, O = C H  

I /  + 
H,C/'/"NH. COOC,H, 

I 
(CHOH),--CH,OH 

H,C ,,,, NH.CH,. (CHOH), .CH,OH 

H,C/\"-NR. COOC,H, 
-- zw.  I 1  N'aOH+ 

+ 2 H  
Ni, H,+ 
_ _  

c) Aus o-Nitranilin-glucosiden (R.  K u h n  und R. Strobele). 

H,C,,,\,,NH, O =  CH 

(CHOH),--CH,OH 

d) Aus Azofarbstoffen (P.%arrer und H .  Fr.  Meerwein). 
H,C,,,,NH. CH, . (CHOH), . CH,OH 

H,C"' 

..< 

I I +C1-N,-C,H4-N0, 

NH2 
I H,C,,\,NH.CH,(CHOH), . CH,OH ,--. 

NH, 
Die verlustreichste Stufe der Vitaminsynthese blieb in 

allen Fallen der letzte Schritt: die Kondensa t ion  rnit 
Alloxan.  Die Ausbeuten blieben trotz vieler Miihe unter 
10 yo der Theorie. Eine systematische Untersuchung, die 
A .  H .  Cook (27) angestellt hat, ergab, da8 die Ausbeuten in 
unerwartetem Mal3e von den Substituenten abhangen. Sie 
konnen unter gleichen auBeren Bedingungen nahezu 100 yo, 
aber auch praktisch 0% betragen. 

Die Flavinsynthese liefert wunderbare Beispiele fur 
den Einflulj von Substituenten auf die chemische Reaktions- 
fahigkeit. Auf eine theoretische Deutung der Befunde gehe 
ich hier nicht ein, ich will nur die praktische Frage der 
Synthese behandeln. Wir haben gefunden, dalj man durch 
Zusatz von Borsaure ,  namentlich in Eisessig, die Aus- 
beuten an 6-Nitro-9-methylflavin nahezu theoretisch 
machen kann (27). Zufallig liegen die Verhdtnisse bei den 
6,7-Dimethyl-9-pentosylflavinen, zu denen das Lactoflavin 
gehort, genau so (28). Durch Zusatz von Borsaure haben wir 

Ausbeuten von 9574 der Theorie erreicht. Das Borsaure- 
verfahren hat weiterhin die noch unbekannten Flavine, die 
in 9-Stellung aromatische Substituenten tragen, und viele 
andere in sehr guten Ausbeuten zuganglich gemacht. Die 
9-Arylflavine sind au8erst bestandige orangegelbe Farb- 
stoffe, die ohne Anzeichen von Veranderung iiber 360° 
erhitzt werden konnen. 

G .  Spezifitat (29). 
Die Wachstumswirkung des Lactoflavins ist von 

geringen Anderungen der Konstitution und Konfiguration 
in hohem Ma8e abhangig. Bisher haben wir 27 Flavine 
in reinem Zustande synthetisch dargestellt. Bei der Priifung 
im Tierversuch fanden wir: 

1. Die NH-Gruppe in 3-Stellung mu8 frei sein. 
3-Me t h y 1- l ac  t of 1 av in  ist unwirksam. 

2. Die beiden am Benzolkern haftenden Methyle 
diirfen nicht weggelassen werden. 9 -d -Rib i ty l f l av in  
zeigt gar keine Wachstumswirkung. 

3. Die Hydroxylgruppen der Seitenkette diirfen ver- 
estert werden. Das in Chloroform losliche Te t r aace ty l -  
lactoflavin ist nahezu ebenso wirksam wie das freie Vitamin. 
Dasselbe trifft fur eine synthetische Vi t a m i n- B,-P h o s p  h o r- 
s au re  (30) zu, deren Einheitlichkeit auf Grund der Synthese 
nicht feststeht, die aber vollig frei von unverestertem 
Lactoflavin erhalten wurde (31). Genau iibereinstimmend mit 
Lactoflavin ist die Wachstumswirkung des Cy t  of lavs ,  
des mit H .  R u d y  aus Herzmuskel isolierten natiirlichen 
Flavinphosphorsaureesters (31). Die Paarung rnit Phosphor- 
saure ist also fur die Vitaminwirksamkeit belanglos. 

4. Diace tonlac tof lav in  ist wirksam. Vermutlich 
werden die Hydroxyle der Seitenkette schon durch die 
Magensalzsaure freigelegt . 

5. F lav inglucos ide ,  namentlich auch das 6,7- 
Dime t h y 1- 9 - d-  r i b o s ido  f l a v  in  haben keine Vitamin- 
wirkung . 

6. Die im Benzolkern u n s u b s t i t u i e r t e n  (nicht 
methylierten) F lav ine  sind wirkungslos, mag sich die 
9-standige Seitenkette von der d-Glucose, 1-Arabinose, 
d-Arabinose, d-Xylose, d- oder 1-Ribose ableiten. 

7. Von den 6,7-Dimethylf lavinen zeigen die 
9-1-Arabityl- und die 9-d-Xylitylverbindung im Gegensatz 
zur 9-d-Arabityl- und 9-d-Sorbitylverbindung Wachstums- 
wirkung. Die Derivate der 1-Arabinose und d-Xylose 
wirken mitunter nur wenige Wochen (Gewichtszunahmen 
von durchschnittlich 30 g auf 60 g) mitunter nachhaltig 
(von 30 g auf 100 g). Die Einheitswirkung des Lactoflavins 
(40 g Zuwachs in 30 Tagen rnit 8y) konnte aber auch 
mit groljen Mengen (150 y je Tag) noch nie erreicht werden. 
Diese noch ungeklarten Tatsachen gestatten vorlaufig 
nur den immerhin bemerkenswerten Schlu8, da8 man die 
Wirksamkeit gewisser Flavine nicht durch einen einfachen 
Zahlenfaktor zu derjenigen des natiirlichen Vitamins in 
Beziehung setzen kann, wie es etwa bei Gluco-, Rhamno- 
ascorbinsauren usw. moglich ist . Dies hangt offenbar 
mit der Paarung an Eiwei8 (Fermentsynthese) im Tier- 
korper zusammen. Ohne jede Wachstumswirkung fanden 
wir 6,7-Dimethyl-9-d-glucoflavin, seine Penta-acetyl- 
verbindung und sein 3-Methylderivat . 

8. Unwirksam sind alle bisher gepriiften Flavine, 
die in 9-Stellung Alkyl  (Methyl, n-Amyl, n-Pentadecyl), 
C y clo a1 k y 1 (Cyclohexyl, Cyclopentadecyl) , Ar a1 k y 1 
(Benzyl) und Aryl  (Phenyl) tragen ebenso wie die in 
3-Stellung methylierten Derivate. Hier ist keine Gelegenheit 
zur Bildung von Phosphorsaureestern und damit zur 
spezifischen Bindung an EiweiQ gegeben. 

Alle Angaben (ausgenommen 5) gelten fur die Ratte 
bei peroraler Verabreichung der Flavine. Die als unwirksam 
bezeichneten Praparate haben in Mengen von 50-100 y 
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je Tag im Laufe von 3 Wochen keine Gewichtszunahme 
bewirkt . GroBere Mengen sind bisher erst ausnahmsweise 
gepriift worden. Die unter 3 .  angefuhrten Ester konnen 
im Tierkorper Hydrolyse bzw. Umesterung erfahren und 
erst auf diesem Wege in Ferment ubergehen. Subcutan 
(nicht peroral) wurden wegen ihrer aufierordentlichen 
Saureempfindlichkeit die unter 5. genannten Flavinglucoside 
(Nucleoside) gegeben. Mehrere der unter 7. genannten 
Flavine sind auch von P. Karrer dargestellt und von 
H .  v. Euler (32)  im Tierversuch gepriift worden. Die Ergebnisse 
weichen in Einzelheiten von unseren ab. Mit den aus 
d-Arabinose dargestellten Farbstoffen haben wir z. B. nie 
auch nur die geringste Wachstumswirkung beobachtet. 

H. Flavinglucoside (33). 
Eine an Stickstoff gebundene Pentitkette, wie sie im 

Lactoflavin vorliegt, ist bei anderen Naturprodukten noch 
nicht beobachtet worden. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB in den griinen Pflanzen das Vitamin durch Reduktion 
eines d-Ribosids gebildet wird, eines Nucleosids, in dem 
ein Pyrimidin- oder Purin-kern durch das 6,7-Dimethyl- 
flavin vertreten ist. Diese hypothetische Vorstufe, das 
6,7 - D ime t h y 1- 9 - d - r i bo si do  f 1 av  i n (IV), C,,H,,N,O,, 
[a]? = 1-4800 (Pyridin), ist nebst anderen Flavinglucosiden 
mit R. Strobele synthetisch dargestellt worden. Es zeichnet 
sich durch groBes Kristallisationsbestreben und auBer- 
ordentliche Empfindlichkeit gegen Sauren aus ; es wird 
auch von verd. Alkalien leicht gespalten. Die sehr ergiebige 
Synthese der Flavinglucoside macht von dem Kunstgriff 
Gebrauch, die Hydrierung der o-Nitranilinglucoside so zu 
leiten, daB nur NO, zu NH, reduziert wird. Die o-Phenylen- 
diaminglucoside werden mit Alloxan-borsaure kondensiert. 

I 
CH,---l 

HO-C-H 1 
HO-C-H 0 

HO-C-H 

(IV) 

I I 

I ! 
I 

CH - ~ 

I 

, 

H3C\/\/N, /."-\c(J 
1 I  I , H3C/\/\N/\ CO/NH 

6,7 -Dime t h y 1- 9 - d - r i  bo s i  dof l a v i n  C,,H,,N,O, 
(glucosidische Vorstufe des Vitamins B,, Flavin-nucleosid) . 

Die Tatsache, daB die neuen Farbstoffglucoside schon 
durch n/loo Essigsaure in kurzer Zeit hydrolysiert werden, 
weckte den Wunsch, die noch unbekannte Stammsubstanz 
des Vitamins, das 6,7-Dimethylflavin = 6,7-Dimethyl-iso- 
alloxazin zu fassen. Wir konnten aber bei der Hydrolyse 
nur das bekannte stabile 6,7-Dimethylalloxazin isolieren. 

- - 

CH-(CI-IOH), -CH, 
I 

H3C\/,/N\,,-N-,CO 
H3c,\/\NR\ ' I  1 c,,INH 

Flavin-nucleoside 

H 
H3C,/\/N\/-N-\C" I ~ ~ l l . 0  

psslgsaureb H,C/\/\NJ\COJNH 
Stammsubstanz F l a v i n  = I s o - a l l o x a z i n .  nicht faWbar 

Alloxazin, stabil. 

vin (Vitamin B,) 9 
~~ ~ - -  

J. Phosphorsaureester. 

H .  Theorell (34) ist es gelungen, das gelbe Ferment aus 
Hefe durch Kataphorese so weit zu reinigen, daB es kristalli- 
siert. Das von ihm dargestellte Chromoproteid enthalt 
etwa 0,45 yo Farbstoff (C,,H,,N,O,), was einem Molekular- 
gewicht von etwa 80000 entspricht. Er  konnte, ahnlich 
wie beim Hamoglobin, durch Dialyse gegen kalte verdiinnte 
Salzsaure, die Farbstoffkomponente, die sich als Flavin- 
phosphorsaureester erwies, abtrennen und diese mit dem 
farblosen, nicht dialysierten EiweiB wieder kuppeln : er 
erhielt wieder gelbes Ferment mit der urspriinglichen 
katalytischen Wirksamkeit. 

Die Vorstellung von R. W i l l s ~ t t e r  (35) ,  daB ein Ferment 
aus einem kolloiden Trager und einer chemisch wirksamen 
Gruppe besteht, hat damit im vorliegenden Falle klare 
Gestalt angenommen. Der farblose kolloide Trager kann 
selbst schon als Ferment betrachtet werden, die thermo- 
stabile Flavinphosphorsaure als Co-Ferment . Es bildet sich 
also aus dem gelben Co-Ferment und dem farblosen Ferment 
ein neues Ferment : das gelbe. Diese Mannigfaltigkeit der 
Funktionen ist hochst bemerkenswert. Die folgende Tabelle 
gibt die wichtigsten unterscheidenden Merkmale fur die 
verschiedenen Bindungsformen des Lactoflavins, die in 
der Natur angetroffen wurden, an: 

Tabelle 5. 
Eigenschaften der Flavine . 

Konstitution Eigenschaften Farbe Dial. Kat. CHC1, 
F-R-Ph-Pr Ferment orange - + -  
F-R-Ph Co-Ferment gelb + + -  
F-R Vitamin gelb + -  
F H,-Acceptor gelb c -  + 

- 

F = Farbstoff-Komponente (Flavin); R = d-Ribitylrest; Ph = 
Phosphorsaure; Pr = Protein (EiweiW) ; Dial = Veihaltrn bei der 
Dialyse; Kat. = Verhalten bei der Kataphorese; CHCl, = Los- 

lichkeit in Chloroform 

Mit der Milch, ob roh oder gekocht, nehmen wir freies 
Lactoflavin zu uns (36). In  der Fleischbruhe, in gekochten 
Gemusen usw. findet sich das Vitamin vorzugsweise als 
Phosphorsaureester. Soweit in der Rohkost das Vitamin 
an EiweiB gebunden ist, wird dieses schon im Magen zum 
groBten Teile abgespalten. 

Die Flavinphosphorsaure aus dem gelben Ferment 
der Hefe ist vermutlich identisch mit dem 1932 von J. Banga 
und A .  v. Szent-Gyorgyi (37) im Herzmuskel aufgefundenen 
Cytof lav ,  an dem die ungarischen Forscher erstmals 
die durch 0, reversible Bildung einer Leukoverbindung 
beobachteten, die spater auch am gelben Ferment und am 
Lactoflavin erkannt wurde. 

K. Bios, Vitamin, Pro-Ferment ,  Co-Ferment, 
Ferment. 

Die Hefe ist, soviel wir wissen, in ihreni Wachstum 
nicht abhangig von der Zufuhr von Lactoflavin. Gewisse 
Mi lchsaurebakter ien  sind aber darauf angewiesen, wie 
S. Orla-Jensen (38), Kopenhagen, mit reinem Vitamin B,, das 
wir ihm zur Verfiigung stellten, gefunden hat. Das Lacto- 
flavin hat fur diese Bakterien eine ahnliche Bedeutung 
wie ein Biosfak tor  fur die Hefe. In  den Milchsaure- 
bakterien, die nach 0. Warburg reichlich gelbes Ferment 
enthalten, ist die Bestimmung des Lactoflavins offenbar 
dieselbe wie bei der Hefe und beim Saugetier: durch Ver- 
esterung mit Phosphorsaure ein gelbes Co-Ferment (Cytoflav) 
zu bilden, das mit einem spezifischen farblosen EiweiB- 
korper weiter unter Bildung eines gelben Fermentes reagiert . 
In den Zellen wird nach 0. Warburq das gelbe Ferment 
durch die reduzierte Form des von ihm entdeckten Co- 
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Fermentes zum Leukofe rmen t  hydriert, das rnit Luft- 
sauerstoff neben H,O, gelbes Ferment zuruckbildet. Den- 
selben Mechanismus hat H .  v. Euler fur die Reaktion des 
gelben Ferments mit der reduzierten Form der Co-zymase,  
die an der alkoholischen Garung beteiligt ist, nachgewiesen. 
Ganz ahnlich wie bei der Dehydrierung von G 1 u c o s e - 
phosphorsau re  zu Phosphogluconsaure (0. Warburg) bei 
der alkoholischen Garung und der Dehydrierung von 
Alkohol  ( H .  c. Euler) durfto das gelbe Ferment bei den 
von Th. Wagner-Jauregg aufgefundenen Dehydrierungen 
der Ap f e 1s a u  r e , Cit ron  e n s a u r  e , Is  o ci t r o nen  s a u  r e 
und Gly cer inp  hosp  hor  sau re  beteiligt sein, die durch 
gelbes Ferment katalysiert werden. Das an sehr enge 
konstitutive und konfigurative Grenzen gebundene Pro- 
Ferment Lactoflavin entfaltet also nach Ubergang in das 
Ferment uberraschend allgemeine, s eh r  wenig spezi-  
f i s c he W i r  kungen  als Wasserstoffiibertrager. Spezifisch 
sind die Dehydrasen  (,,Zwischenfermente"), welche den 
Wasserstoff der organischen Zellsubstanzen im Sinne von 
H .  Wieland aktivieren und damit die N ico t insau reamid-  
gruppen (39) der ihnen zugeordneten fa rb losen  Co-Fer-  
men te  beladen (0. Warburg). Die hydrierten Co-Fermente 
konnen aber den Wasserstoff nicht unmittelbar im Sinne 
H .  Wielands an 0, unter Bildung von Hydroperoxyd abgeben. 
Sie mussen vielmehr ihren Wasserstoff zunachst noch an das 
mit EiweiB gepaarte gelbe Vitamin weitergeben. Erst die 
Leukoform des gelben Ferments reagiert mit 0, unter 
Bildung von H,O, und Riickbildung des gelben Ferments 
(0. Warburg). 

Gemessen an der Mannigfaltigkeit seiner Wirkungen 
und an der Tiefe des Einblicks in seine Wirkungsweise 
iibertrifft heute das Vitamin B, alle anderen Vitamine. 
In  klinischer Hinsicht ist jedoch festzustellen, daB eine 
menschliche Avitaminose, die auf Mange1 an Lactoflavin 
beruht, bisher noch nicht mit Sicherheit bekannt ist. 

__- 

Unsere Untersuchungen sind in vielfaltiger Weise 
gefordert worden vom Werk Elberfeld der I. G.-Farben- 
industrie A.-G. Es ist mir ein aufrichtiges Bedurfnis, dem 
Direktor, Herrn Prof. Dr. H .  Horlein, hierfur den herz- 
lichsten Dank auszusprechen. Auch dem Werk Ludwigs- 
hafen der I .  G.-Farbenindustrie sind wir fur Unterstutzung 
zu Dank verpflichtet. 

Die geschilderte ErschlieQung einer neuen Farbstoff - 
klasse, zu der verschiedene biologisch wichtige Natur- 
produkte gehoren, grundet sich auf die Kondensation von 
N-monosubstituierten aromatischen o-Diaminen mit Alloxan. 
Diese Kondensation hatte 0. Kiiiiling (40) bereits lange vor 
uns ausgefiihrt - aber in neutraler, alkoholischer Losung. 
Dabei tritt nur 1 Mol Wasser aus. Aus den entstehenden 
Produkten laBt sich ein zweites Mol Wasser auch durch 
starkesauren nicht mehr abspalten. Der entscheidende Schritt 
war - von Anfang an etwas Saure zuzugeben. Dies hatte 
die Entdeckung der Flavine schon vor 30 Jahren ermoglicht ! 

Die Anwendung von Borsaure-Eisessig, wenn andere 
Sauren praktisch versagen, erinnert an Entdeckungen, die 
R. E.Schrnidt (41) in der Reihe des Anthrachinons gemacht hat. 
Die Borsaure, die dort fur die verschiedensten Zwecke seit 
langem Anwendung findet, ist jetzt auch Hilfsmittel fur 
die Synthese eines Vitamins geworden. [A. 139.1 
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