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von 7 g [1-Athyl-propyl]-amin (aus Diithylketon und Ammoniak nach
Mignonac)!®), 7g Methyl-dthvl-keton und 50ccm einer 1-proz. kolloiden
Platin-Losung dargestellt. Erhalten: 7 g sekundire Base vom Sdp. 150—152".
CyH, N, Ber. C 75.5, Hiy.7, N g3, Gef. C75.7, H14.6, N 10.0.
Pikrolonat: Schmp. 187—188¢ {aus Alkohol).
Ber. C 56.0, H 7.1, N 17.2. Gef. C 50.2, H 7.2, N 17.3.

294. Philipp Ellinger und Walter Koschara: Uber eine neue
Gruppe tierischer Farbstoffe (Lyochrome) (III. Mitteil.).

(Eingegangen am 28. August 1933.)

Die Lyochrome?) sind ausgezeichnet durch ihre Wasser-Loslichkeit
und ihre gelbgriine Fluorescenz in der Nihe des Neutralpunktes, eine
Fluorescenz, die durch starke Alkalien und Siuren ausgeloscht wird. In
der reversiblen Reduktion der neuen Naturfarbstoffe (z. B. mit Natrium-
hyposulfit) zu Leuko-verbindungen, die schon durch Luft-Sauerstoff glatt
wieder zum Farbstoff dehydriert werden, ist ein weiteres charakteristisches
Merkmal gegeben.

Wir finden, da auch Schwefelwasserstoff in soda-alkalischer Losung
die Lvochrome reduktiv entfirbt. Beim Schiitteln mit Luft kehren Farbe
und Fluorescenz schnell zuriick. Diese Beobachtung ergab sich bei der
niheren Untersuchung einer neuen Adsorptionsmethode fiir die Lyo-
chrome, bei der Bleisulfid im status nascendi zur Anwendung gelangte.
Unter geeigneten Bedingungen ist die Adsorptionskraft des Bleisulfids gegen-
iiber den X,yochromen etwa 200-mal stirker als die der Fuller-Erde. Die
Leuko-verbindungen der Farbstoffe werden auch nicht spurenweise adsorbiert.
Im Gegensatz zur Tierkohle verindert das oberflichen-aktive Bleisulfid
die Lyochrome nicht.

Wir haben in unserer II. Mitteilung drei Flavine aus Molke beschrieben:
Lacto-flavin a, b und c. Sie sind von uns als die schwerst loslichen V~1-
treter der I,yochrome aus der Molke erhalten worden in dem Bemiihen, die
wasser-loslichen, fluorescierenden Farbstoffe der Molke einigermallen
quantitativ zu erfassen. Man gewinnt sie, indem man aus einem in Eisessig
gelosten Farbstoff-Konzentrat durch vorsichtige Aceton-Fillung Ballast-
stoffe entfernt. Die positive Murexid-Probe der bisher beschriebenen ILacto-
flavine weist auf eine Puringruppe in ihrem Molekiil hin. Wir stellen fest,
daB beim FErhitzen von Lacto-flavin b iber 60° zum Teil eine Spaltung
eintritt in einen nahezu farblosen, in Wasser auBerordentlich schwer léslichen
Korper von Purin-Charakter und einen in Wasser leicht loslichen
Farbstoff. Der Farbstoff besitzt alle Lvochrom-Eigenschaften. Die
exakte Darstellung dieser Spaltung bleibt einer weiteren Mitteilung vor-
behalten. Unser Interesse richtete sich in erster Linie auf den Farbstoft-
Anteil dieser Spaltung. Da bei der schwierigen Material-Beschaffung eine
Darstellung des Farbstoffes durch Spaltung der reinen Lacto-flavine a, b
und ¢ vorliufig wenig Aussicht auf Erfolg bot, haben wir uns den Mutter-

1) Ph. Ellinger u. W. Koschara, B. 66, 315, 808 [1933}.
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laugen der Roh-Krystallisate von Lactoflavin a—c zugewandt. In ihnen
muBte der Farbstoff-Spaltling unserer Purin-Farbstoff-Verbindungen ent-
halten sein, sei es, daBl er im Laufe der Aufarbeitung abgespalten wurde,
sei es, daB3 er als solcher in der Molke vorhanden war.

Die Reinigung der Mutterlaugen unserer Roh-Krystallisate ist bereits
in unserer II. Mitteilung kurz geschildert. Mit Hilfe dieses Reinigungs-
verfahrens und einer anschlieBenden Fallung mit Goldchlorid?) haben wir
einen weiteren krvstallisierten Farbstoff der Molke gewonnen, den wir vor-
laufig Lacto-flavin d nennen. Lacto-flavin d krystallisiert in rotgelben
bis rotbraunen Nadeln und ist in Wasser leichter I6slich als die bisher be-
schriebenen Molken-Iarbstoffe. Seine IFarbkraft betrigt ein Mehrfaches
der der Lacto-flavine a-—c. Der neue Farbstoff schmilzt unter vollkommener
Zersetzung bei 270—273% (unkorr., schnelles Krhitzen). Seine Analysen-
werte stimmen am besten fiir die Formeln C,¢H,;O¢N, oder C;,;H,,O,N,.
Schmelzpunkt, groflere Wasser-Lislichkeit und Zusammensetzung unter-
scheiden ILacto-flavin d scharf von den Lacto-flavinen a, b und c¢. Die
Murexid-Probe mit dem neuen Farbstoff fillt negativ aus?).

Die rotgelb gefirbten, wilirigen Losungen von Lacto-flavin d verblassen
beim Kochen mit Alkali bis zu einem schwach gelben Farbton, ohne daf
bei dieser Operation Ammnioniak nachzuweisen ist. Bei der Oxydation
von Lacto-flavin d mit Chromsdure in schwefelsaurer Losung entstehen
auf T Mol. Farbstoff 8 Mol. Kohlensdure und nur '/, Mol. Amumoniak. Unter
den Oxydationsprodukten findet sich ferner eine #ther-lésliche, stickstoff-
freie, gelbe Substanz, die auns Alkohol in Nadeln krystallisiert.

Bei unseren Isolierungsversuchen haben wir neben Lacto-flavin d einen
krystallisierten Farbstoff gewonnen, der in mikroskopischen Brickchen
ausfillt. Sein Stickstoff-Gehalt betridgt 249,. FEr lieferte eine positive
Murexid-Reaktion nur mit Chlorat-Salzsdure, nicht mit Salpetersiure.
Damit ist die erzwungene Murexid-Probe, die wir in der II. Mitteilung von
einem amorphen Farbstoff-Gemisch beschrieben haben, auf ein krystalli-
siertes IFarbstoff-Priaparat zuriickgefiithrt. Schwerldslichkeit und fehlender
Schmelzpunkt niliern den Farbstoff den Lacto-flavinen a—c.

O. Warburg und W.Christian%) konnen aus den Lyochromen der
Hefe durch Belichten ihrer alkalischen Lésungen ein Spaltprodukt krystalli-
siert gewinnen, das durch seine Chloroform-Loslichkeit ausgezeichnet ist
und auf Grund dieser Eigenschaft leicht rein dargestellt werden kann. Die
gleiche Photoreaktion hat uns aus einer Roh-Lactoflavin-Losung ebenfalls
cinen krystallisierten, chloroform-l6slichen Farbstoff geliefert. Er wird in
rotgelben, wattigen Nidelchen erhalten, 14t sich aus sehr viel heiflem Wasser
umkrystallisieren, ist unvollkominen 16slich in Ammoniak, spielend 16slich

2) Wir haben uns vergewissert, dafl unsere Bedenken gegen die Liinwirkung von
Schwefelwasserstoff auf die Liyochrome (vergl. II. Mitteil.) insofern nicht zu Recht be-
stehen, als die in Chloroform 16slichen Produkte, die bei dieser Behandlung entstehen,
nur zu einem "minimalen Betrag gebildet werden.

3) Inzwischen haben auch R. Kuhn, P. Gydérgy u. Th. Wagner-Jauregg (B.
66, 1034 [1933]) sich der Molke als bequemes Ausgangsmaterial zur Darstellung von
Lyochromen bedient. Sie gewinnen aus Molke unter Verzicht auf alle schwer 1éslichen
Lyochrome durch extreme Aceton-Fillung ein krystallisiertes Farbstoff-Priaparat, das
nach den mitgeteilten Daten mit I,acto-flavin d identisch zu sein scheint.

%) Naturwiss. 20, 980 [1932]; Biochem. Ztschr. 257, 492 [1933].
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in verd. Natronlauge und schmilzt unt. Zers. bei 315—317° (unkorr.). Die
Analyse weist ihm die Formel C,,H;,0,N, zu. Nach diesen Angaben sind
die TLicht-Spaltlinge der Hefe-Iyochrome und der Molken-Tarbstoffe zu-
mindest sehr nahe verwandt, wenn nicht identisch.

Beschreibung der Versuche,

1) Adsorption der Lyochrome an Bleisulfid: Wir wenden das
neue Adsorptionsverfahren bei Farbstoff-Konzentraten an, die in der frither
beschriebenen Weise aus Molke durch Adsorption der Farbstoffe an Fuller-
Erde und Elution mit Pyridin gewonnen wurden. 2 1 Farbstoff-Konzentrat,
erhalten aus 1001 Molke, werden mit 300 g Natriumacetat verriihrt?).
I‘allung abschleudern und Zentrifugat mit 200 ccm einer 10-proz. Bleiessig-
Losung versetzen®). Einleiten von Schwefelwasserstoff. Wie immer bei der
Verarbeitung von Lyochromen ist auch hier auf Licht-AusschluBl zu achten.
Der Niederschlag von Bleisulfid wird mit Wasser gewaschen und mit einem
Gemiscli von 30 Tln, Wasser und 70 Tlan. Pyridin eluiert. Auch Alkohol
ohne Pyridin zeigt einen, wenn auch geringen, Elutions-Effekt.

2) Isolierung von Lacto-flavin d: Die Roh-Krystallisate von
Lacto-flavin a—c sind aus FEisessig-Alkohol-Lsung erhalten worden. Die
Mutterlaugen der Roh-Krystallisate verarbeitet man zur Gewinnung von
Lacto-flavin d wie folgt: Aus einem Ansalz mit 1000 1 Molke liegen 300 ccm
Mutterlauge vor. FEingieBen in 31 Ather. Ausgefallenes braunrotes Harz
losen in 200 ccm Wasser. Ausschiitteln der wifirigen Losung mit Chloroform.
Nur bei Farbstoff-Losungen, die lingere Zeit gestanden haben, gehen bei
dieser Behandlung dunkle Schmieren in das Chloroform. Immer aber fallen
mit Chloroform1 braungelbe, phosphatid-dhnliche Schmieren aus, die keine
Lyochrome enthalten. Die von den Verunreinigungen befreite, wilrige
Losung wird im Vakuum eingetrocknet und der Riickstand mit trocknem
Pyridin ausgezogen. Pyridin-Loésung einengen und ihren Riickstand in 50 cem
Wasser aufnehmen. In dieser wiilirigen Losung, die frei ist von Kreatinin,
fallt mit 10 ccm einer 10-proz. Goldchlorid-1,6sung ein braungelber, flockiger
Niederschlag, der gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zerlegt wird?).
Aus dem Filtrat von Goldsulfid krystallisiert nach dem Einengen zunichst
cin Farbstoff mit einem Stickstoff-Gehalt von 24 9%, in mikroskopisch kleinen
Briockchen und einer durch Chlorat-Salzsiure zu erzwingenden Murexid-
Probe. Seine Mutterlauge liefert bei weiterem Einengen Lacto-flavin d in
dottergelben, mikroskopischen Nadeln. Besonders schon und rein krystalli-
siert der neue Farbstoff aus dem heilen waBrigen Extrakt des bei der Zer-
legung des Goldsalzes entstandenen Goldsulfids. Er erscheint hier in makro-
skopischen, derben, tiefroten Stiben, die einheitlich aussehen. Ausbeute
insgesamt 32 mg. Der Farbstoff zersetzt sich bei 270—273° und halt diesen
Schmelzpunkt auch nach z-mal wiederholtem Umkrystallisieren aus Wasset,

5) In mineralsaurer Ldsung werden die Farbstoffe nicht adsorbiert, in stark
alkalischen I.0sungen reduziert.

5} Von anderen Schwermetallsulfiden (Silber, Kupfer, Eisen, Zink, Quecksilber,
Antimon und Wismut) erreicht keines die Adsorptionskraft des Bleisulfids.

7y Auch die Fillung mit Silbernitrat, die R. Kuhn, P. Gyérgy u. Th. Wagner-
Jauregg bei der Darstellung des Ovoflavins anwenden (B. 66, 576 [1933]), ist brauchbar.
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Dabei wandeln sich die tiefroten Stidbe zu dottergelben Nadeln, die teilweise
zu Nadel-Rosetten gehiuft sind.

Analysen (Weiler, Charlottenburg): Die Substanz wird bei 70° im Vakuum ge-
trocknet. — 2.068 mg Shst.: 3.995 mg CO,, 1.080 mg H,0. — 2.099 mg Sbst.: j.060 mg
CO,, 1.070 mg H,O. — 2.194 mg Shst.: 0.278 cem N (23Y/,%, 749 mm). — 2.047 mg Sbst.:
0.260 cem N (23 749 mm).

Ber. fiir CgH,,0N, ,, 52.7, 5 5.5, oo I5.4.
C-HyoON, ., 5200, . 5.1, ,, 1.2
CrsHaoO Ny, 534, 49, ., 13.8.

Gef. 5269, 52.75, ,, 584, 5.70, ,, 14.38, 1443

3) Darstellung des Llcht Spaltlings der Molken-Lyochrome:
Dieser Farbstoff-Abkémmling ist der am leichtesten zugingliche Korper
der Lacto-flavin-Reihe. Iarbstoff-Konzentrate, wie sie in den eingeengten
Pyridin-Eluaten vorliegen, werden mit Natronlauge deutlich lackmus-
alkalisch gemacht. 2 Stdn. im Sonnenlicht stehen lassen. Mit Schwefelsdure
schwach?®) kongo-sauer machen und mit Chloroform ausschiitteln. Farb-
stoff aus dem Chloroform in verd. Natronlauge schiitteln. Willrige Losung
mit Schwefelsiure ansiuern und zur Entfernung von Fetten und Fettsiuren
mit Ather extrahieren. I‘arbstoff abermals in Chloroform schiitteln. Chloro-
form-Riickstand aus heilem Wasser umkrystallisieren®). Schone Nidelchen,
meist in Form von Doppelfichern®). Der Farbstoff schmilzt unt. Zers.
bei 315—317° {unkorr.).

Analysen (Weiler, Charlottenburg). Die Substanz wurde bei 70° im Vakuum ge-

trocknet. — 2.241 g Sbst.: 5.070 mg CO,, 1.050 mg H,0, o.ort mg Asche. — 2.306 mg
Sbst.: 5.240 mg CO,, 1.070 mg Wasser, 0,018 mg Asche. — 2.069 mg Sbst.: 0.367 ccm N
(221,._0, 751 mm). — 2.132 mg Shst.: 0.385 cem N (23°, 751 mm).
CyH O,N,. Ber. C 62.2, H 5.2, N 20.7.
Gef. ,, 01.70, 61.97, ,, 5.24, 5.19, ,, 20.25, 20.58.

Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft
bestens fiir die Gewdhrung eines Forschungs-Stipendiums an den einen von
uns.

Diisseldorf, 26. August 1933.

) Schwach basische Eigenschaften des Farbstoffs driicken sich darin aus, dafl er
aus stark schwefelsauren L6sungen durch Chloroforni nicht auszuschiitteln ist.

9) Bei dieser Arbeitsweise llaben wir keinen Anhaltspunkt dafiir gewinnen kénnen,
dafl mehr als ein Licht-Spaltling auftritt.

10) 5. Krystallbild bei O. Warburg u. W. Christian, Naturwiss. 20, 980 [19331.





