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158. Hermann Rudy und Otto Majer: 9-Phenyl- und
9-Cyclohexyl-8-aza-flavin.
[Aus d. Chem. Iaborat. d. Universitat Erlangen.]
(Eingegangen am 29. Mirz 1939.)

In Fortfithrung der vor einiger Zeit begonnenen Untersuchungsreihe
iiber Azaflavine®) berichten wir nunmehr {iber zwei weitere Vertreter, namlich
das 9-Phenyl- und das 9-Cyclohexyl-8-aza-flavin. Beide wurden nach dem
von R, Kuhn und Mitarbeitern bei den Flavinen der Benzolreihe angewandten
Verfahren durch Kondensation von Alloxan mit dem entsprechenden 2.3-Di-
amino-pyridin dargestellt. Das dazu benétigte 2-Anilino-3-amino-pyridin
war bereits von O. v. Schickh, A. Binz und A. Schulz?) dargestellt worden.
Das 2-Cyclohexylamino-3-amino-pyridin 148t sich, wie wir gefunden haben,
nach dem gleichen Verfahren bequem und mit guter Ausbeute darstellen,
indem man 2-Chlor-3-amino-pyridin mit Cyclohexylamin umsetzt.

9-Phenyl-8-aza-flavin.
Ahnlich dem 9-Phenyl-flavin?®) entsteht auch das 9-Phenyl-8-aza-flavin
mit guter Ausbeute nur auf Zusatz von Borsdure, wahrend Zinkchlorid als

Kondensationsmittel keinen Einflul hat. Die Reaktion verlauft folgender-
malen:
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9-Phenyl-8-aza-flavin.

9-Phenyl-8-aza-flavin ist sehr unbestdndig. Beim Erhitzen
in essigsaurer Lésung unter Lichtausschluff wird es innerhalb kurzer Zeit
zerstort und vertrdgt auch trocknes Erhitzen auf 100° nicht. Es nimmt
beziiglich der Bestdndigkeit also eine Sonderstellung ein, da die

1} H. Rudy u. O. Majer, B. 71, 1243 [1938].
2y B. 69, 2593 [1936].
3 R. Kuhn u. F. Weygand, B. 68, 1282 [1935].
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Flavine, einschlieflich der bis jetzt bekannten Azaflavine, unter diesen Be-
dingungen nicht merklich angegriffen werden.

Auch gegen Taugeist es empfindlicher als die tibrigen Flavine
und geht leicht in 2-Anilino-3-amino-pyridin {iber:
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9-Cyclohexyl-8-aza-flavin.

2-Cyclohexylamino-3-amino-pyridin zeichnet sich durch die be-
sondere Leichtigkeit aus, mit der es in Cyclohexyl-azaflavin iibergeht; denn
es kondensiert bereits in siedendem Eisessig ohne Kondensations-
mittel zu mehr als 70%,, so daBl auch Zusatz von Borsiure keine wesent-
liche Verbesserung mehr bedeutet. Es erinnert in dieser Beziehung an das
N-Methyl-o-phenylendiamin, das in salzsaurer Loésung ebenfalls sehr leicht
und mit fast theoretischer Ausbeute zum 9-Methyl-flavin kondensiert.

R ‘Can
N L:“ u N N XN N\
/ \.N N SN\ N7
; H HO.C o 7 U 7 to
| NH, (HOL 3 \ f\ N
N b NN NG

9-Cyclohexyl-8-aza-flavin.
Schmp. 325° (Zers.).

Das Cyclohexyl-azaflavin krystallisiert in schénen orangefarbenen Nadeln,
die sich zwischen 320° und 325° unter Aufschiumen zersetzen und in Wasser
oder verd. Essigsdure mit gelber Farbe und griiner Fluorescenz 16sen. Gegen
Mineralsduren und Oxydationsmittel ist es weitgehend bestidndig, durch
Lauge wird es abgebaut. Es ist dem 9-Propyl-8-aza-flavinsehrahnlich.

Lichtabbau: Es wurde schon frither erwidhnt, dafl Losungen des 9-Pro-
pyl-8-aza-flavins im diffusen Tageslicht unter Bildung eines blau fluor-
escierenden Korpers zersetzt werden. Beim Cyclohexyl-azaflavin hat sich
nunmehr ergeben, dafl die Reaktion ziemlich kompliziert verliuft. Im sicht-
baren Licht findet unter LuftausschluB zwar Zersetzung statt, man kann
aber keinen blau fluorescierenden Kdrper beobachten. Dieser entsteht viel-
mehr erst beim Belichten unter Luftzutritt. Es liegt demnach eine Folge-
reaktion aus Photolyse und Oxydation vor. Beim Bestrahlen durch un-
filtriertes Licht des Quecksilberlichtbogens im Quarzgefill tritt auch unter
LuftausschluB eine blaugriin fluorescierende Verbindung auf; hier scheint
eines der Spaltprodukte als Oxydationsmittel zu wirken.

Die chromatographische Aufarbeitung der mit einer 200-Watt-
Lampe unter Luftzutritt erhaltenen Reaktionsprodukte ergab, daB neben
unverdndertem Flavin etwa 5 Photolysenprodukte vorliegen, die wir durch
ihre Haftfestigkeit am Adsorbens und ihre Fluorescenz gekennzeichnet haben.
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Niher untersucht wurde die am schwéichsten adsorbierte Verbindung.
Sie fallt besonders durch die in neutraler oder essigsaurer Lésung
am Tageslicht sichtbare, blaugriine Fluorescenz auf, die vor
der Quarzlampe auf Zugabe von Natronlauge in ein leuchtendes
Gelb umschligt. Auch das Adsorbat in der Saule fluoresciert vor der
Quarzlampe leuchtend gelb. Die Verbindung besitzt einen recht hohen
Schmelzpunkt (350-—355% und hat etwa die Zusammensetzng (C,H,O0,Ng)y.
Daraus ersieht man, daB die durch das Licht eingeleitete Reaktion ziemlich
tiefgreifend ist.

Uber die Struktur der Verbindung kénnen wir infolge der geringen Aus-
beute noch nichts aussagen, zumal die Reaktionsmoglichkeiten im Azaflavin-
Molekiil ziemlich zahlreich sind. Wenn auch das Pyridin selbst nur von
ultraviolettem Licht zerstért wird (H. Freytag?)), so ist im Azaflavin in-
folge Sensibilisierung selbstverstindlich auch eine Photolyse des Pyridin-
kerns durch sichtbares Licht méglich.

Frl. cand. chem. E. Deimler, Chem. Laborat. d. Universitit Erlangen,
danken wir vielmals fiir die Ausfithrung der Mikro-C,H-Bestimmungen.

Beschreibung der Versuche.
9-Phenyl-8-aza-flavin.

Das bendtigte 2-Anilino-3-amino-pyridin wurde nach O. v. Schickh (a. a. O.) ge-
wonnen. Zur Erginzung der Vorschrift sei erwahnt, dafl es durch Destillation bei 1 mm
und Umkrystallisieren ans Benzol vollkommen farblos erhalten wird (Schmp. 143°)5).

In eine heife Losung von 10 g Borsdure in Eisessig gibt man zuerst
20 g Alloxan, dann eine heife Losung von 5 g 2-Anilino-3-amino-pyri-
din in wenig Eisessig und erhitzt eine Min. zum Sieden. Nach kurzem Stehen-
lassen scheiden sich gelbe Krystalle ab. Umkrystallisieren aus Fisessig unter
Zusatz von Wasser ergibt rhombische Bliattchen in einer Ausbeute von 5.23 g
{66.59, d. Th.).

Zur Analyse wird mehrmals vorsichtig aus Eisessig- und Ameisensiure-
Wasser umkrystallisiert und 2—3 Stdn. bei 80%1 mm getrocknet. Zers.-Pkt.
335—340° (vollige Schwarzung; Vorheizen auf 3109)%).

4.436 mg Sbst.: 9.751 mg CO,, 1.395 mg H,0. — 1.625 mg Sbst.: 0.344 ccm N (199,
729 mn).

CsH,0,N; (291.28). Ber. C 61.85, H 3.12, N 24.05.
CsH,,O,Ny (309.30) Ber. |, 58.24, ,, 3.56, ,, 22.65.
Gef. ,, 60.63, ,, 3.60, ,, 23.74.

Zinkchlorid, das bei der Darstellung des Propyl-flavins!) zusitzlich ver-
wendet wurde, ist hier nicht nétig. Doch muf} bei der Kondensation unter
Wasserausschlul gearbeitet werden, da sonst keine glatte Flavinbildung
stattfindet. Das Flavin bildet sich auch in mineralsaurer und essigsaurer
Losung ohne Borsdure, aber in schlechterer Ausbeute.

9-Phenyl-8-aza-flavin ist in Wasser, Alkohol, Methanol schwer, in Py-
ridin, Fisessig, Ameisensiure mifig gut 1éslich. Es fluoresciert in essigsaurer
oder neutraler I,6sung am Tageslicht sowie vor der Quarzlampe nur schwach,
in fester Form zeigt es vor der Quarzlampe orangegelbe Fluorescenz.

4) B. 69, 32 [1936] u. friiher.
) Abgekiirztes Thermometer, Kupferblock.
61*
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Bestandigkeit: Beim Erhitzen der Krystalle iiber 100° beginnt be-
reits Zersetzung unter Rotfirbung. Das rote Produkt ist in Eisessig schwerer
16slich als das Ausgangsmaterial. Kocht man eine Eisessiglosung des Flavins
im Dunkeln unter Riickflu}, so tritt bereits nach 30 Min. deutlich Dunkel-
fairbung ein, die im Verlauf von 2Stdn. in Rot umschligt, ein Vorgang, der
beim Propyl-azaflavin auch nach mehrstiindigem Kochen nicht eintritt.
Wegen dieser Unbestandigkeit konnte kein véllig reines Produkt
erhalten werden. Aus dem gleichen Grund ist auch die Extinktion im
Stufenphotometer kein Anhaltspunkt fiir den Reinheitsgrad, da sie mit zu-
nehmender Zersetzung des Flavins steigt.

Konz. Salzsiure und Salpetersiure 16sen gelb, konz. Schwefelsdure 16st
rotbraun. Kurzes Kochen in salzsaurer Losung zerstért das Flavin kaum.
Auch gegen Bromwasser, Wasserstoffperoxyd, nascierendes Chlor (HC1+ H,0,)
zeigt sich das Flavin bei kurzer Einwirkungsdauer ziemlich bestindig. Gegen
Lauge ist es weitaus empfindlicher als das Propylflavin und wird bereits
durch gelindes Erwirmen in /,-n. Natronlauge zerstort.

Spaltung durch Alkali: 2-Anilino-3-amino-pyridin. 200 mg
Flavin werden in 10 cem 15-proz. Natronlauge solange erhitzt, bis alles gelost
und in der braunen Losung eine weile Fillung entstanden ist, was einige
Minuten in Anspruch nimmt. Nach dem Abkiihlen wird das gebildete Amin
abfiltriert. Ausb. 80 mg (63%, d. Th.). Umkrystallisieren aus Benzol: farb-
lose Krystalle. Schmp. 142—143° Mischschmp. mit synthetischem 2-Anilino-
3-amino-pyridin 142—1430°,

Fine Zwischenstufe zu fassen gelang auch unter gelinderen Abbau-
bedingungen nicht,

2-Cyclohexylamino-3-amino-pyridin.

3 g 2-Chlor-3-amino-pyridin werden mit 9 g Amino-cyclohexan
(Schuchardt, puriss.) im Bombenrohr 20 Stdn. auf 200—210° erhitzt. Den
gelbbraunen Krystallbrei schiittelt man mit 15-proz. Natronlauge durch
und ithert die Base aus. Nach Abdampfen des Athers wird im Vak.
destilliert. Als Vorlauf erhdlt man das iiberschiissige Amino-cyclohtxan.
Das Reaktionsprodukt geht bei 190—204%20 mm iiber. Ausb. 3 g (679, d.Th.).
Durch Umbkrystallisieren aus Ligroin wird die Base in farblosen, mikrosko-
pischen Stibchen erhalten. Schmp. 119°,

Zur Analyse wurde die destillierte und einmal umkrystallisierte Sub-
stanz nochmals destilliert (Sdp.,,1909).

4.559 mg Shst.: 11.472 mg CO,, 3.532 mg H,0. — 2.822 mg Sbst.: 0.564 ccm N
(220, 724 mm).
CiH Ny (191.27). Ber. C 69.07, H 8.96, N 22.06.
Gef. ,, 68.63, , 8.67, ,, 22.03.

Die Base ist in reinem Zustand sehr bestindig.

Vor der Quarzlampe zeigt die essigsaure Losung blaue Fluorescenz, die bei Zugabe
von Mineralsidure bestehen bleibt oder, falls sehr verdiinnte Essigsiureldsung vorliegt,
verstirkt wird. Bei Zugabe von Alkali verschwindet die Fluorescenz. (Das gleiche Ver-
halten zeigt das 2-Anilino-3-amino-pyridin.) Es fluoresciert demnach nur das Kation.
Pikrat: 300 mg 2-Cyclohexylamino-3-amino-pyridin werden in Ather gelést und mit
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einem Uberschuf# von absol. alkoholischer Pikrinsiurelésung vereinigt. Nach weiterer
Atherzugabe scheiden sich grobe orangerote Krystalle ab. Ausb. 550 mg. Die Reinigung
des Pikrats erfolgt durch Umkrystallisieren aus absol. Alkohol. Schmp. 210° (unter
Schwirzung).
4.851 mg Sbst.: 0.825 ccm N (24°, 745 mm).
C H5 O, N, (420.38). - Ber. N 20.00.
CyaHp O 3Ny (649.49).  ,, ,, 19.41. Gef. N 19.16.
Nach dem gefundenen N-Wert liegt anscheinend eine Verbindung von 1 Mol. Base
und 2 Mol. Pikrinsdure vor.

9-Cyclohexyl-8-aza-flavin,

Zu einer siedenden Lésung von 2 g Alloxan in etwa 150 ccm
Eisessig gibt man 500 mg 2-Cyclohexylamino-3-amino-pyridin
und kocht das Reaktionsgemisch weitere 3 Min. auf. Hierauf fillt man das
Kondensationsprodukt durch Zusatz von Wasser aus (kleine, gelbe Nadeln).
Ausb. 540 mg (70% d. Th.).

Zur Analyse wird 5-mal aus Eisessig-Wasser umbkrystallisiert. Dabei
fraktioniert man durch entsprechende Wasserzugabe und verwendet jeweils
die mittlere Fraktion (diese zeigt den héchsten Extinktionswert). Das Flavin
wird 2 Stdn. bei 100°/1 mm getrocknet. Kleine, gelbe, vielfach gebiischelte
Nadeln. Zers.-Pkt. 320—325% unter volliger Schwirzung (Vorwdrmen auf
310° und rasches FErhitzen).

4.180 mg Sbst.: 9.257 mg CO,, 2.000 mg H,0. — 4.360 mg Sbst.: 9.640 mg CO,,
1.950 mg H,0. — 2.481 mg Sbst.: 0.527 ccm N (25°, 738 mm).

€, H,,0,N; (297.31). Ber. C 60.59, H 5.09, N 23.56.
Gef. ,, 60.40, 60.30, ,, 5.35, 491, ,, 23.63.

Borsiurezusatz verbessert die Ausbeute etwas. Anwesenheit von Wasser

ist ungiinstig.

Zur Bestimmung der Extinktion wurden 2 mg Cyclohexyl-azaflavin
in 3 ccm Eisessig gelost und mit Wasser auf 25 cem aufgefiillt. Die Messung
muf} rasch geschehen, weil das Flavin nach lingerem Stehenlassen wieder aus-
krystallisiert. Gemessen wurde mit Filter $S43 in der l-mm-Kiivette. Bei
einer Konzentration von 100+y/cem und einer Schichtdicke von 1 cm ist & = 4.4.
Aus dem frither bestimmten Extinktionswert des 9-Propyl-8-aza-flavins
{¢ = 5.4) berechnet sich fiir 9-Cyclohexyl-8-aza-flavin der Wert ¢ = 4.6,
sodaB also die molaren Extinktionskoeffizienten der beiden Flavine
ziemlich iibereinstimmen.

Die Fluorescenz der essigsauren oder neutralen Ldsung ist am Tages-
licht und vor der Quarzlampe griin, jedoch bei weitem nicht so stark wie beim
Propylflavin. Auf Zusatz von Alkali oder Mineralsiure wird sie geldscht.
Die feste Substanz fluoresciert vor der Quarzlampe hellgelb.

Gute I 6sungsmittel fir das 9-Cyclohexyl-8-aza-flavin sind Ameisen-
siure, Essigsdure, Pyridin und Mineralsiuren. In Wasser ist das Flavin sehr
schwer, in Alkohol und Methanol ist es etwas besser 16slich. In 15-proz. Natron-
lauge 19st es sich infolge der Schwerldslichkeit des Natrinmsalzes auch in der
Wérme kaum auf. Mit zunehmender Verdiinnung der I.auge nimmt die
Flavinlgslichkeit jedoch zu.
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Die charakteristische reversible Reduktion der Flavine durch Na-
trinmhydrosulfit (Na,S,0,) findet sich auch beim 9-Cyclohexyl-8-aza-flavin
und ist besonders vor der Quarzlampe gut zu beobachten.

Konz. Mineralsiuren 18sen mit hellgelber Farbe und zerstéren kaum.
Bromwasser, Wasserstoffperoxyd, nascierendes Chlor greifen auch in der
Siedehitze nicht an. Kocht man eine Eisessiglosung des Flavins einige Stdn.
im Dunkeln, so ist kaum eine Verfirbung festzustellen. Gegen Licht ist das
Cyclohexyl-azaflavin jedoch ebenso wie die anderen Azaflavine empfindlich:
Setzt man eine Flavinlosung dem Tageslicht aus, so geht bereits nach einigen
Stdn. die griine Fluorescenz in Blaugriin iiber. Kochen mit Lauge zerstort
das Flavin.

Abbau beim Belichten: Die Belichtung einer Eisessiglésung des
Flavins mit sichtbarem Licht fithrt bei Luftzutritt nach einigen Stdn. unter
Dunkelfarbung der Losung zu einem blau fluorescierenden Reaktionsprodukt.
Belichtet man jedoch unter Sauerstoffausschluf in Stickstoffatmosphire, so
dunkelt zwar die Losung, aber die Blaufluorescenz tritt auch nach mehreren
Stdn. nicht auf; bestrahlt man diese Losung bei Luftzutritt weiter, so be-
obachtet man indes auch hier die Blaufluorescenz. Dieser auffillige Einfluff
des TLuftsauerstoffs zeigt sich bei Bestrahlung mit unfiltriertem Licht der
Quarzlampe nicht; hier ist in jedem Fall blaue Fluorescenz zu beobachten.

Die praparative Aufarbeitung gestaltet sich folgendermalen: EineIosung
von 600 mg Cyclohexyl-azaflavin in 200 cem Eisessig wird in einer Porzellan-
schale unter Wasserkiihlung 10 Stdn. mit einer 200-Watt-Lampe aus etwa
6 cm Entfernung bestrahlt. Die dunkle Reaktionslésung wird im Vak. zur
Trockne eingeengt, der schwarze essigsiurefreie Riickstand in absol. Alkohol
aufgenommen und an Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brockmann)
chromatographiert. Entwickelt wird mit 96-proz. Alkohol. Das Chromato-
gramm zeigt folgende Schichten: Am stirksten haftet oben eine schmale
dunkelbraune Schicht, die auch nach lingerem Entwickeln nicht wesentlich
wandert. Unmittelbar darunter tritt eine olivgriine, etwas schwicher haf-
tende Schicht auf. Den weitaus groBten Raum erfiillt eine gut nach unten
wandernde gelbe Schicht, die jedoch nicht einheitlich ist, sondern zu unterst
aus einem schmalen, vor der Quarzlampe grellgelb fluorescierenden, zu oberst
aus einem viel breiteren Teil besteht, der vor der Quarzlampe nur schwach
dunkelgelb fluoresciert. Diese beiden am Tageslicht gelben Schichten sind
nicht geniigend getrennt und weiterhin noch durch Begleitsubstanzen ver-
unreinigt. Sie werden daher nach Elution mit Alkohol nochmals chromato-
graphiert. Dabei bleiben die Begleitkorper im oberen Teil der Saule als gelber
und, unmittelbar darunterliegend, als farbloser, vor der Quarzlampe aber
starkblau fluorescierender Ring haften, wihrend die Hauptmenge als gelbe
breite Schicht nach unten wandert. Diese wird nun weiter mit Alkohol ent-
wickelt, wobei die schwicher adsorbierte, vor der Quarzlampe stark gelb
fluorescierende Schicht von der betrichtlich breiteren und fester haftenden
getrennt wird.

Auf diese Weise wurden also melirere definierte Schichten erhalten, die sich durch
ihre Farbe und Fluorescenz kenmnzeichuen lieBen. Zur Kennzeichnung wurde jeweils
eine Probe mit Wasser ausgekocht und vom Adsorbens abfiltriert. Die folgende Tafel
gibt eine kurze Ubersicht, wobei die einzelnen Schichten in der gleichen Reihenfolge von
oben nach unten eingesetzt sind, wie sie an der Siule aunftreten.
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\

‘ Schicht . Losung
Bezeichnung | I*arbe am| Fluoresc. | Farbe am \ ‘hmresc v. d. Quarzlampe
! Tages- v. d. Tages- | " mineral-
| licht | Quarsl | lieht | mewtr alkal | T o
| | |
. Chro- a ... ' dunkel- keine dunkel- % blau ' gelb ’ keine
mato- . braun | braun i
. b e . i .. \ .
gramim L o..... |‘ olivgriin . keine olivgriin | blangriin gelb ¢ keine

Die unter der Schicht b liegende Zomne ergab mnach TFilution beim 2. Chromatogramm:

a ... | gelb | gelb gelb blau | keine ' keine
) 1
Lo ‘I farblos | blau farblos blan ' keine ‘ keine
2. Chro- | |
mato- CoL . gelb | schwach gelb griin \ keinc ‘ keine
! &)
gramin ! | gelb , l
d ..o I gelb \leuchtend schwaclh ‘ blangriin | tiefgelb ’ keine
i I gelb gelb \

Priparativ aufgearbeitet wurden nur die Schichten 2¢ und 2d. Die
alkoholischen Lésungen wurden bis zur Trilbung eingeengt und die beim
Stehenlassen im Eisschrank auftretenden Fallungen aus 15-proz. Hssigsiure
umkrystallisiert.

Schicht 2¢: Durch 1-maliges Umkrystallisieren aus Iissigsiiure wurden ockergelbe
bis olivgriine mikroskopische Warzen erhalten. Ausb. etwa 15 mg. Schmp. 325--330°
unt. Zers. (Vorheizen auf 3109).

Die chewnischen und physikalischen Figenschaften sprechen ebenso wie das chromato-
graphische Verhalten fitr unverindertes Flavin., Die Flementaranalyse zeigt, dal
tatsiichlich verunrecinigtes 9-Cyclohexyl-8-aza-flavin vorliegt (getrocknet bei 100°/1 mm):

4.514 mg Shst.: 9.717 mg CO,, 1.952 mg H,0. 1.396 mg Sbst.: 0.290 com N
(25°, 739 mum).

CusHy50,N; (297.31). Ber. € 60.59, H 5.09, N 23.56. Gef. C 58.68, H 4.84, N 23.14.

Schicht 2d: Aus Kssigsaure wurden gelbe mikroskopische Warzen vom
Schmp. 350—355° (Zers.; Vorheizen bis 300% erhalten. Ausb. etwa 10 mg.
Zur Analyse wurde 2 Stdn. bei 100°/1 mm getrocknet.
4.084 mg Sbst.: 8.490 mg CO,, 1.475 mg HyO. - 1.530 mg Shst.: 0.304 cem N
(22°, 741 mm).
CoH,O,N, (189.14). Ber. C 57.13, H 3.73, N 22.22. Gef. C 56.70, H 4.04, N 22.42.

Die Substanz ist in Wasser und Natriumbicarbonatlésung kaum, in
Alkohol und Essigsiure etwas besser 16slich. Die Ldsungen sind hellgelb
und fluorescieren blaugriin (die py-Abhingigkeit der Fluorescenz ist aus
der obigen Tafel ersichtlich). Die Krystalle fluorescieren vor der Quarzlampe
intensiv orangefarben, im Gegensatz zum gelbfluorescierenden Flavin. Na-
triumhydrosulfitlésung (Na,8,0,) reduziert unter Entfirbung und
Fluorescenzldschung. Beim Schiitteln mit Luft kehren Farbe und Fluor-
escenz wie beim Flavin wieder, Die Reduktion ist also reversibel.





