Berichtigung
In der Arbeit von K. Schmeiser und D. Jerchel: ,,Quan-
titativer Nachweis von Schwefel, Chlor und Brom enthal-
tenden Verbindungen auf Papierchromatogrammen mit
Hilfe induzierter Radioaktivitat‘‘, diese Zeitschrift 65, 366
[1953], ist auf Seite 367 in Bild 2 statt 82Br 89Br und statt
34Cl1 38C! einzusetzen. K. Schmeiser und D. Jerchel.

Zuschriften

Berichtigung
In der Arbeit von R. Riemschneider und P. Geschke:
,, Konfiguration von Cyclohexan-Substitutionsprodukten
...", diese Ztschr. 65, 390 [1953], muBl es S. 392, Tab. 2,
Ifd. Nr. 47 1.1.2.3.4.6 statt 1,1,2,3,5,5 heiBen.
R. Riemschneider.

Uber einen neuen Vitamin B,,-Faktor
Von Dr. W. FRIED RICH und Prof. Dr. K. BERNHAUER

Aus dem Biochemischen Laboratorium der Aschaffenburger
Zellstoffwerke A.-G., Stockstadt/ Main

Nach neueren Untersuchungen existieren — abgesehen von den
durch Austauseh der Cyan-Gruppe erhiltlichen Vitamin By,-
Formen') — ¢-Vitamin B;,?), Vitamin B,,£), Byyp?) und die
B,;-Faktoren A, B und C®). Diese Produkte wurden iiberwiegend
in Fizes nachgewiesen. In handelsiiblichen Vitamin B,,-Pri-
paraten und Fermentationsbrithen von Sirept. griseus scheinen
weitere B,,-Faktoren vorzukommen®). Ferner wurde in Meeres-
Algen auch ein Vitamin B,,s gefunden?). Im Faulschlamm
stidtischer Kliranlagen wurden neben Cyanocobalamin mehrere
Vitamin B,,-Faktoren nachgewiesen®).

§-Bys, Biafs Byom und Faktor A konnten bisher kristallisiert
gewonnen werden. Bei diesen Kristallisaten handelt es sich aber
offenbar nur um zwei verschiedene Individuen, wobei B, und

Faktor A identisch sind, §-B,; noch etwas Faktor A enthilt und
Bj,t eine Mischung von {-B;, und Faktor A sein diirfte.

Aus liber 140 m® Faulschlamm verschiedener Herkunft (Klir-
anlagen) isolierten wir kristallisiertes Vitamin B,,, ¢-Vitamin
By, und einen neuen, bisher noch niecht beschriebenen
Faktor der Vitamin B,,-Gruppe sowie mindestens 2 weitere noch
nicht kristallisierte B;,-Komponenten. In Tabelle 1 wird eine
Ubersicht einiger, fiir die Unterscheidung wesentlichen Eigen-
schaften der hierbei isolierten Vitamin B,,-Faktoren I bis V ge-
geben, im unmittelbaren Vergleich mit Vitamin B,,, ¢-Vitamin
B;, und Faktor B.

Die Wirkstoffe wurden durch Adsorptions- bzw. Verteilungs-
chromatographie getrennt, wobei sie die Siule in der Reihenfolge
I bis V verlie§len.

Die Verteilungskoeffizienten fiir n-Butanol/walrige Ammon-
sulfat-Losung und Wasser/p-Chlorphenol-Losung in Trichlor-
ithylen sind ein sehr feines Unterscheidungsmerkmal. Anderun-
gen des Gehaltes an Ammonsulfat bzw. p-Chlorphenol verschieben
die Verteilungskoeffizienten charakteristisch.

! 3 WaBr. Lsg., pyy 7 i

VerteilungskoeffizientP) bei pg etwa 7

. n-Butanol/waBr. Ammonsulfat-Lsg. ‘Wasser/p-Chlorphenol-
‘ R¢- CN--Uberschuf3 ohne CN- Lsg(.irrllTrichlorg;clrllylen.
B,,-Faktor Zustand mit CN-- | ohne Werte ‘ phenotd). bei der der
Uberschuf | CN--Zusatz &) % Ammonsulfat ¢) Verteilungskoeff.ca. list.
i I | I
i l IS,Ol 19,0 | 23,5 | 34,0 38,0&'40,0 43,0 Cr“s;;ﬂgef' {°h£§$g§"
: i ca. ‘ ! i ca.
I amorph violett orange 0,25 I1,0 2,6 . 1,0 7,8 8,4
i ca. : . i ca. i
Faktor B€) amorph violett orange 0,26 1,0 i 1‘ 1,0 8,2 : 8,7
11 krist. rot rot 0,19 | 0,31 1,05 6,0 | { 8,2 | 82
Vitamin By, f) krist. rot rot 0,19 | 0,31 ! 1,05 (5,9 ‘ 8,2 | 8,2
11 krist. rot rot 0,13 0,25 11,04 1,78 " 14,0 14,0
J ; ! ca, !
v Krist. | rot rot 0,08 - 1,0 | ‘
¢-Vit. B,,8) krist. ‘ 0,08 ‘ ‘ i |
i | f i ca. | | ca.
\Y amorph | violett orange 0,07 | ‘ 1,0 L L0 20,5 ‘ 17
Tabelle 1. Einige Eigenschaften der Vitamin B,,-Faktoren 1 bis V im Vergleich mit bereits bekannten Faktoren

2) Mittels Whatman 1-Papier und wassergesittigtem sek. Butanol

unter Zusatz von CN-, aufsteigend, ermittelt.
b) Verteilungskoeffizient K =
¢) g Ammonsulfat auf 100 cm® Wasser.

Konz. B,,-Faktor obere Phase.
Konz. B,;-Faktor untere Phase.

Y} E. A. Kaczka, D. E. Wolf, F. A. Kuehl jr. u. K, Folkers, J. Amer.
chem. Soc. 73, 3569 [1951]; G. Cooley, B. Ellis, V. Petrow, G.
H. Beaven, E. R, Holiday u. E. A. Johnson, J. Pharm. Pharmacol.

3, 271 [1951].

a

~

J. J. Pfiffner, D. G. Calkins, R. C. Peterson, O. D. Bird, V. .

McGlohon u. R. W. Stipels, Abstr. Amer. chem. Soc. 120th
meeting, New York, 22C [1951]); J. J. Pfiffner, H. W. Dion u.

D. G. Calkins, Feder. Proc. 77, 269 [1952];
Calkins u. J. J.
3) U. J. Lewis, D. V. Tapp
194, 539 [1952]; 799, 517 [1952].

4

~

H, W. Dion, D. G.
Pfiffner, J. Amer. chem. Soc. 74, 1108 [1952].
an u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry

H. G. Wijmenga, Onderzoekingen over vitamine B,, en verwante

factoren, Dissert. Utrecht [1951]; H. G. Wijmenga u. W. L. C.

Veer, Chem. Weekblad 48, 33 [1952].
%) J. E. Ford, S. K. Kon u. J. W. G.

Porter, Biochemic. ]J. 50,

Proc. IX [1951]; J. E. Ford u. J. W. G. Porter, ebenda 57, V
[1952}; M. E. Coates, J. E. Ford, G. F. Harrison, S. K. Kon u.
J. W. G. Porter, ebenda 57, VI [1952]; J. E. Ford, S§. K. Kon u.
J. W. G. Porter, ebenda 52, VIII [1952]; E. S. Holdsworth, Na-

ture [London] 777, 148 [1953];
S. K. Kon u.

J

J. W. G. Porter, ebenda 777, 150 [1953}];

Ford, ebenda 7717, 149 [1953]; Brit. J. Nutrit, 6, 324 [1953].

)
6, 1130 [1952];

)
8
)

Scand. 7, 1036 [1953].

Angew. Chem. | 65. Jahrg. 1953 ] N, 24

E. Ford, E. S. Holdsworth,
J. E.

L. E. Ericson, Z, G. Banhidi u. G. Gasparetto, Acta Chem. Scand.
L. E. Ericson, ebenda 7, 703 [1953].
L. E. Ericson u. L. Lewis, Arkiv Kemi 6, 427 [1953].
A. G. M. Sjestrem, H. Y. Neujahr u., H. Lundin, Acta Chem.

d) g p-Chlorphenol in 100 ¢cm® Losung.

€) Von Dr. E. Lester Smith freundlicherweise iliberlassen.

1) Handelsprodukt.

g) Elnige y in alkohol. Lésung von Dr. J. J. Pfiffner freundlicher-
weise iiberlassen.

Faktor I und Faktor B sind (Tab. 1) héchstwahracheinlich iden-
tisch: Gegeniiber der BE. coli-Mutante 113—3 gleich aktiv und ge-
geniiber L. Leichmannii 313 lbereinstimmend fast inaktiv (im
Rohrchentest). Die Absorptionsspektren (Beckman, Modell DU)
stimmen befriedigend {iberein.

Faktor II ist nach Tab. 1 und auch im mikrobiologischen Test
mit Cyanocobalamin identisch; gleiche Absorptionsspektren.

Faktor 111, gleiche mikrobiologische Aktivitit gegeniiber den
genannten Testorganismen wie Cyanocobalamin, unterscheidet
sich aber von allen B,,-Faktoren sehr scharf durech R¢-Werte und
Verteilungskoeffizienten (Tab. 1)°). Sein Absorptionsspektrum
ist dem des Cyanocobalamins sehr dhnlich, aber die sehr schmale
Bande bei 278 my. ist nur schwach angedeutet, wihrend eine krif-
tige breite Bande bei 295 my auftritt (Bild 1). Eine solche Bande
wurde noch bei keinem der bisher beschriebenen B,,-Faktoren

®) Dr. E, Lester Smith, Glaxo Laboratories, England, hatte die
Freundlichkeit, einige mg des krist. Faktors III zu untersuchen
und stellte elektrophoretisch sowie papierchromatographisch
fest, daB es sich um eine einheitliche, von allen bereits bekannten
B,,-Faktoren verschiedene Substanz handelt. Er teilte ferner mit,
daBl diese Substanz seinem in sehr geringer Menge aus Schweine-
fazes isolierten Faktor E sehr dhnlich ist.

627



beobachtet. Gibt man z. B. 2 Tropfen 5proz. NaCN-Losung zu
7 em?® verd. wilrigen Losung des Faktors III, wobei der p-Wert
von etwa 6,0 auf etwa 10,3 ansteigt, so verindert sich in wenigen
Minuten die Farbe von rot in violett, wohl unter Bildung des Di-
eyan-Komplexes. Hingegen wird beim Durchliiften bei g 40

00

mu
Bild 1

Absorptionsspektrum des Faktors I1I in Wasser. ———— Monocyan-
komplex bei Py 6,0, Max. bei 295, 361, 518,550 mu; - - == ~-- Di-

cyankomplex, bei Py 10,3, Max. bei 278, 305, 368, 540, 580 myu;
............ Aquokomplex, bei Py 4,0, Max. bei 351, 500, 526 mu,

unter gleichzeitiger intensiver Belichtung (analog der fiir Cyano-
cobalamin iiblichen Methodel?)) Blausiure abgespalten, und die
Farbe geht von rot in orangerot iiber, wobei wohl die Aquoform
entsteht (Absorptionsspektra siehe Bild 1). Bei der vorliufigen
klinischen Priifung zeigte die Substanz volle antiperniciése Wir~
kung.

Faktor IV entspricht papierchromatographisch {-Vitamin B,,.

Faktor V besitzt nur geringe Aktivitit gegeniiber der Coli-
Mutante.

AuBer den Faktoren der Tab.1 fanden wir einige weitere Vit-
amin B,,-artige Substanzen, die dem Faktor V sehr dhnlich sind
und sich von ihm nur durech ihre Ry-Werte geringfiigig unter-
scheiden.

Vorkommen der Vitamin By,-Faktoren. Die B,,-Fak-
toren I, IT, IIT und V konnten aus allen untersuchten Faul-
schlimmen, Faktor IV nicht aus allen isoliert werden. II, III
und IV wurden stets kristallisiert gewonnen und ihre Identitit
durch Verteilungskoeffizienten sowie Rg- und R-Werte sicherge-
stellt. Bei einer gro8en Anzahl von Faulschlimmen wurden einige
Typen ermittelt, fiir die das Uberwiegen eines bestimmten Vitamin
B,,-Faktors charakteristisch ist. Wir fanden vier Faulschlamm-
Typen, in- denen entweder der Faktor III'!) oder der Faktor II'2)
oder die Faktoren 11+ IIIin etwa gleichem Mengenverhiltnis oder
schlieSlich die Faktoren I + V iiberwiegen. Die mikrobiologische
Gesamtaktivitat der untersuchten Faulschlimme (ermittelt mittels
der Coli-Mutante 1183—3 im Réhrehentest) bewegte sich zwischen
0,2 und 0,6 mg/I'%). Die beobachteten qualitativen und quantita-
tiven Unterschiede der verschiedenen Faulschlimme im Gehalt
an den einzelnen Bj,-Faktoren hingen kaum mit der Ausfaulungs-
temperatur zusammen (vergleichende Priifung von Proben aus
dem Emscher Brunnen und beheizten Faulturm der gleichen
Kliranlage), wohl aber mit der Zusammensetzung der in die
Faulriume gelangenden Schlimme (aus stidtischen oder indu-
striellen Abwiassern) und damit der jeweiligen Bakterienflora,
sowie mit dem Ausfaulungsgrad, da die einzelnen Vitamin B,,-

10y G. E, Boxer u. J. C. Rickards, Arch. Biochem. 30, 392 [1951].
1) Aus je 10 m® Faulschlamm wurden 1-1,3 g kristallisiertes Pro-
dukt erhalten, . .
12y Ays je 10 m® Faulschiamm wurden 0,4—0,6 g kristallisiertes

Produkt gewonnen,

13) pDie in schwedischen Faulschlammen gefunger}en“) auffallend
hohen Werte (1,2-2,4 mg/l) sind wahrscheinlich dadurch zu
erkliren, daB der Gehalt mittels des Coli-Plattentestes ermittelt
wurde, der aber bei den Faktoren A, B und Cweitaus hohere
Werte liefert als der Rohrchentest bei Beniitzung von Vitamin
B,, als Bezugsquelle (vgl. vorletzte Literaturstelle®)).

Faktoren wihrend des Ausfaulungsprozesses mannigfache mikro-
bielle Umwandlungen durch Auf- und Abbau erleiden.
Einzelheiten werden spiter mitgeteilt werden.

Fiir die freundliche Uberlassung der E. coli-Mutante 113—3 und
des L. Leichmannit 313 haben wir Dr. B. D. Davis, USA, bzw. Dr.
A. Wacker, Tubingen, 2u danken, fiur klinische Priifungen Doz. Dr.
P. Petrides, Diisseldorf. Fiir die mikrobiologischen Teste danken wir
Frl. Dipl.-Chem. Lisa Becher, fiir die Verarbeitung des Faulschlam-
mes vor allem Dr. V. Dittrich und fir die Weiterverarbeitung der
Konzentrate im groflen Mafstab S. Spaude.

Dem Vorstand der Aschaffenburger Zellstoffwerke A.-G., vor allem
Freiherrn M. von Varnbiiler und Dr. H. Niethammer sind wir fir
die grofziigige Bewilligung von Mitteln sehr verbunden, Dir. Dr.
R. Schepp fiir sein stetes Interesse am Fortgang der Arbeiten.

Eingeg. am 19. Oktober 1953 [Z 90]

Versammlungsberichte

Chemische Gesellschaft zu Heidelberg
am 26. Oktober 1953
K. KRATZL, Wien: Zur Konstitution der Ligninsulfosiure.

Da sich Ligninsulfosiure von Phenylpropan-Verbindungen ab-
leitet, wurden mit Wacek zahlreiche Phenylpropansulfosiuren
als Modellsubstanzen hergestellt. Die Verwendung der Benzyl-
thiuroniumsalze hat sich zur Identifizierung und zur priparativen
Darstellung bewahrt. Aldehyd und Ketobisulfit-Verbindungen
konnen direkt als Bemzylthiuroniumsalze identifiziert werden.
Mit Ddubner, Blaha, Reftenbacher, Khautz, Keller, Schubert und
Stepnicka wurde die alkalische Oxydation mit Nitrobenzol, das
absorptionsspektrographische Verhalten im UV und bes. die al-
kalische Hydrolyse studiert. Die Oxydation erwies sich als nicht
spezifisch. Spektrographische Arbeiten zeigten, daB die Uber-
fithrung von aliphatischem Hydroxyl in der Seitenkette in eine
Sulfo-Gruppe meist einen viel geringeren Einflu auf Héhe und
Lage des Maximums besitzt als Anderung der Substitution im
Kern oder Kombination von Carbonyl und Sulfo-Gruppe in der
Seitenkette. Die Lignin-Bestimmung aus der Hohe der Extink-
tion der Ligninsulfosdure in der Sulfit-Ablauge ist mit sehr grofBer
Fehlermoglichkeit behaftet.

Die alkalische Hydrolyse unter Ausschlul von Sauerstoff
lief} bei den Modellsulfosduren, durch Austausch der Sulfo-Gruppe
gegen Hydroxyl, zwisechen Aldol-Typen und Aecyloin-Typen un-
terscheiden. Erstere liefern Aldehyde, letztere Siuren. Als wahr-
scheinlichste Gruppierung ergab sich diederConiferyl-aldehyd-
hydrosulfosiure, die mit Alkali zu Vanillin und Acetaldehyd zer-
fillt. Beide Spaltprodukte wurden aus Ligninsulfosiure erhalten.
Da Adler durch Farbreaktionen eine solche Struktur bestitigte, ist
diese zum kleinen Teil frei in der Ligninsulfosiure vorhanden,
dariiber hinaus aber ein polymerer Anteil, der in weit groferer
Menge beide Spaltprodukte ergibt. Daneben wurde in geringer
Menge aus Ligninsulfosiure und Modellsubstanzen Formaldehyd
erhalten. Methylierte Ligninsulfosiure gibt Veratrumaldehyd,
Acetaldehyd und Vanillin. Letzteres dirfte iiberwiegend aus
,inneren‘Einheiten stammen, da Veratrumaldehyd bei den ge-
wiahlten Bedingungen nur zu 2 9 in Vanillin aufgespalten wird!).

Dag Verschwinden der Farbreaktionen des Holzes bzw. Nativ-
lignins bei Methylierung mit Diazomethan, wird mit der Bildung
von Pyrazolin-3-aldehyden erklirt, da in Modellversuchen mit
Wittmann solehe Anlagerungsprodukte an o,B-ungesittigte Alde-
hyde sichergestellt werden konnten, K.— [VB 518]

') Vgl z. B. J. Hlawa u. F. E. Brauns, Holzforschg. 7, 62 [1953].

Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeich-
nungen und dgl. in dieser Zeitschrift berechtigt nicht zu der Annahme,
dap solche Namen ohne weiteres von jedermann benutzt werden diirfen.
Vielmehr handelt es sich hdufig um gesetzlich geschiitzte eingetragene
Warenzeichen, auch wenn sie nicht eigens mit ,,(W.Z.)** gekennzeichnet
sind.
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