
Annahme gleicher Liganden und gleicher Abstande be- 
rechnet, bekommt man die in Bild 15 dargestellten Werte. 
Man sieht zunachst, da6 beim dreiwertigen Eisen die zu- 
satzliche Verfestigung des Komplexions am geringsten ist. 

Bild 15. Sonderenergkn von Komplexionen 

Nun ist das Eisen(ll1)-Ion auch im strengen Sinne kugel- 
symmetrisch gebaut und es besitzt keinerlei hohere elek- 
trische Momente. Das der quantentheoretischen Betrach- 

tung zugrunde gelegte Ionenmodell hat  aber keinen scharf 
definierten Radius, die Elektronenwolke erstreckt sich 
theoretisch ins Unendliche und das hat zur Folge, da6 die 
Gesamtladung, mit der die Liganden in Wechselwirkung 
stehen, etwas gro6er als drei positive Einheiten ist. Bei den 
ubrigen Ionen der betrachteten Reihe kommt hinzu, da8 
sie im Komplex nicht mehr streng kugelsymmetrisch sind, 
d. h., da6 sie elektrische Momente hoherer Ordnung be- 
sitzen. Durch die Wechselwirkungen dieser hoheren Mo- 
mente mit den Liganden kommt eine zusatzliche Verfe- 
stigung gegeniiber der bei Fe3+ vorliegenden zustande. Es 
ist nun sehr bemerkenswert, da6 die Gesamtverfestigung 
bei Crs+ einen Maximalwert hat. Damit wird die sonst 
schwer verstandliche Tatsache erklart, daB gerade bei Cr3+ 
in der Reihe der betrachteten Ionen die Tendenz zur Bil- 
dung von Komplexverbindungen besonders ausgeprlgt ist. 

Die dargestellten Tatsachen veranlassen uns zu der Hoff- 
nung, da6 auf dem Wege, den wir theoretisch und experi- 
mentell eingeschlagen haben, die Ordnung und das Ver- 
standnis von Erscheinungen erreicht werden kann, die in 
ihrer Mannigfaltigkeit bisher nicht zii ubersehen und zu 
durchschauen waren. 
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Uber die Vitamine der Blz-Gruppe 
Von Prof. Dr. K. B E R N H A L I E R  und Dr. W .  F R I E D R I C H ,  

unler Mitarbeit von Elisabeth Becher, Dr .  H w .  Dellweg und Gisela Gross, Stockstadl ( M a i n )  
Biochemisches Forschungs-Laboratorium der Aschaffenburger Zellstojjiverke A S . * )  

Nachdem kiirzlich iiber die lsolierung verschiedener Vitamin-B,,-Arten und die Gewinnung des neuen 
Vitamin-B,,-Faktors I l l  aus Faulschlamm berichtet worden war'), werden n u n  weitere Einzelheiten 
uber die Aufbereitung und Reindarstellung mitgeteilt. Venchiedene bekannte und neue B,,-Arten 
konnten biosynthetisch erhalten werden. Konstitution und Nomenklatur der Vitamine der BIZ-Gruppe 

werden gestreift. 

1. Gewinnung von Vitamin B,,-Arten 
aus Faulschlamm 

Ausgehend von den Befunden uber die Vitamin BIZ- 
Aktivitat des in einem a e r o b e n  ProzeR entstehenden Be- 
lebtschlammesz) studierten wir etwa seit Mitte 1952 die 
Vitamin-B,,-Arten des bei der streng a n a e r o b e n  Aus- 
faulung (Methan-Garung) anfallenden Faulschlammes. 
Die Vitamin-BIZ-Aktivitat entsteht erst wahrend des Aus- 
faulungsprozesses3). 

A. Schema der  Faulschlammaufarbeitung 

schlammes in folgenden 3 Arbeitsphasen: 
1.) Gewinnung des Rohkonzentrates 

Wir gewinnen die Vitamin-BIZ-Faktoren des Faul- 

a )  Extraktion des Faulschlammes durch Erhitzen und 

b )  Adsorptions- und Elutionsprozesse 
c) Gewinnung des waBrigen Eluatkonzentrates (l/looo 

des ursprunglichen Volumens). 

Filtrieren 

2.) lsolierung des Gemisches der Vitamin-BIZ-Faktoren 
a )  Extraktion des Eluatkonzentrates mit Phenol in 

apolaren Losungsmitteln 
_ _  . ~ 

*) Auszug aus einem am 10. 5. 1954 von einem von uns (K. B. )  in1 
Medizinisch-Naturhlstorischen Verein, Tilbingen, gehalteneil Vor- 
trag. 

I )  W. Friedrich u. K. Bernhauer diese Ztschr. 65, 627 [1953]. 
a)  S. R. Hoover L .  Jasewics J: B .  Pepinsky u. N .  For es Sew. 

Ind. Wastes i4, 38 [1952]; ' V. Kocher u. U. A. Corli ,  S c k e l z .  Z. 
H drologie 74, 333 [1952]. 

a )  d e r  den Verlauf der Blldung der verschledenen Vitamin-B,,- 
Arten beim ,, Einfahren" von Faulbehaltern his zum stationaren 
Zustand irn kontinulerllchen ProzeB wlrd in anderem Zusatnrnen- 
hang berlchtet werden. 

b) Uberfiihrung der B,,-Arten in Wasser (Gewinnung 
einer rubinroten Losung) 

c )  Ausfallung der B,,-Arten mittels p-Chlorphenol an 
Kieselgur (hochgereinigtes, rotes ,,Kieselgurprapa- 
rat") 

3.) Trennung der einzelnen B,,-Arten 
a )  Saulenchromatographie 
b)  Kristallisation der B,,-Faktoren I I ,  111 und IV. 

Bei der Ausarbeitung dieses Reinigungsverfahrens wur- 
den einige grundsatzliche neue Erkenntnisse gewonnen, die 
hier kurz mitgeteilt werden. 

8. Funktion der  Phenole bei der  Vitamin B,,-Gewinnung 
Es ist bekannt, daB P h e n o l e  a l s  L o s u n g s m i t t e l  f u r  

V i t a m i n  B,, dienen konnen. Das Wesen dieses Prozesses 
blieb jedoch ungeklart. Wir pruften daher zahlreiche 
Phenol-Verbindungen auf ihre Eignung zur Losung von 
Vitamin B,,, indem wir es im Losungsmittelpaar Wasser- 
Trichlorathylen + Phenol-Verbindung verteilten und da- 
bei die Konzentration an Phenol feststellten, bei der, bei 
gleichem Volumenverhaltnis der beiden Phasen, der Ver- 
teilungskoeffizient 1 zustande kam. Dies ist optisch leicht 
moglich. Dabei ergaben sich, abhangig von der Sub- 
stitution der Phenole, bestimmte Gesetzmafiigkeiten, von 
denen nur die wichtigsten angefuhrt seien. 

Durch Halogenierung in p- und besonders in  m-Stellung 
wird das LbsungsvermGgen der Phenol-Verbindungen sehr 
verstarkt, durch Halogen in o-Stellung betrichtlich herab- 
gesetzt. Wenn beide o-Stelliingen halogeniert sind, so 
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nimmt das Losungsvermogen der Phenole noch weiter ab 
und sie sind bestenfalls nur  noch als Schmelze imstande, 
Vitamin B,, aus Wasser zu extrahieren. Das gleiche gilt 
fur Phenole, bei denen beide o-Stellungen durch Alkyl- 
Reste substituiert sind. 

Phenole konnen aber auch unter bestimmten Bedingun- 
gen den Charakter von F a l l u n g s m i t t e l n  fur Vitamin 
B,, besitzen. Wenn man reines kristallisiertes Vitamin 
Q, in Phenol-geslttigtes Wasser eintrlgt, so entstehen 
intensiv rote dltrbpfchen und die Fliissigkeit bleibt vollig 
farblos. Wir fanden, da6 man durch Zusatz von Phenol 
Vitamin BL, aus wa6riger Losung in Form eines wasser- 
unl6slichen tiligen Vitamin B,,-Phenol-Komplexes prak- 
tisch quantitativ ausfallen kann. Wenn man au6erdem 
noch etwas K i e s e l g u r  eintragt, so wird dieser Komplex 
vom Kieselgur aufgenommen. Mit Aceton la6t er sich 
leicht zerlegen, und das Phenol kann vollig entfernt wer- 
den. Man erhllt schlieSlich ein mit Vitamin B,, beladenes 
Kieselgurpraparat. 

Der am Phenol studierte Fallungseffekt konnte auch bei 
allen anderen grundsitzlich wirksamen Phenol-Verbin- 
dungen beobachtet werden. Als besonders geeignet er- 
wiesen sich m- und p-Chlorphenol. Es geniigen dabei 
Mengen, die bemerkenswerterweise unterhalb der Loslich- 
keit der betreffenden Phenole in Wasser liegen. 

Andere Vitamin-BIZ-Arten verhalten sich grundsatzlich 
ebenso wie Cyanocobalamin. Ausgehend von Faulschlamm 
erhalt man so ein K i e s e l g u r p r a p a r a t ,  das nun ledig- 
lich die Vitamine der B,,-Gruppe enthalt und mit Vorteil 
zur chromatographischen Trennung der einzelnen B12- 
Arten dienen kann. 

Ferner konnte die U b e r f i i h r u n g  d e s  V i t a m i n s  B,, 
a u s  d e r  o r g a n i s c h e n  i n  d i e  waBr ige  P h a s e  wesent- 
lich verbessert werden. Dieser ProzeS bedurfte bisher 
recht umstandlicher und zeitraubender Operationen. Wir 
fanden, da6 die Loslichkeit von Vitamin B,, in Phenol - 
unabhangig davon ob es sich um unverdiinnte Phenole 
oder um ihre Losungen in Kohlenwasserstoffen oder Was- 
ser handelt - durch Zusatz einer geringen Menge von 
Sauerstoff-haltigen polaren Fliissigkeiten, wie z. B. Al- 
koholen, Athern, Ketonen, Estern usw., stark herabge- 
setzt wird. Wenn man z. B. eine Losung von Vitamin- 
B,,-Faktor I I I in Trichlorathylen mit 20 yo p-Chlorphenol 
rnit Wasser ausschiittelt, SO bleibt die gesamte B,-Menge 
i n  der organischen Phase. Setzt man aber zu dieser Mi- 
schung 5-6% der genannten Mittel zu, so geht das Vit- 
amin B12 praktisch quantitativ in die waBrige Phase uber. 
Die genannten Stoffe wirken dabei als Verdrangungsniittel. 

Da6 diese Befunde die technische Gewinnung der Vit- 
amin-B,,-Arten sehr wesentlich erleichtern und verein- 
fachen, liegt auf der Hand'), 

C. Trennung der  Vitamin B,,-Arten des Faulschlammes, 
ihre Unterscheidung und Charakterisierung 

Der letzte Schritt zur Reinherstellung der verschiedenen 
Vitamin-B,,-Arten des Faulschlammes besteht in ihrer 
Trennung durch die S a u l e n c h r o m a t o g r a p h i e .  An- 
dere Trennmethoden, wie die Gegenstromverteilung und 
Anwendung von Ionenaustauschern, erwiesen sich als we- 
niger geeignet. Die Saulenchromatographie brachte vor 
allem dann die besten Erfolge, als wir die Adsorptions- 
chromatographie unter Verwendung von Aluminiumoxyd 
verlieDen und zur Vetteilungschromatographie unter Be- 
niitzung von C e l l u l o s e p u l v e r  iibergingen. Die Auf- 

4, Uber dle diesbeziigiichen experimentellen Untersuchungen und 
dle ErklBrung des Verhaltens von Phenolen gegeniiber den Vit- 
amlnen der B,,-Qruppe sol1 Uernnlchst ausfiihrlicher berichtet 
werden. 

trennung eines Gemisches der Vitamin-B,,-Faktoren ge- 
lingt uns heute unter Beniitzung von wassergesattigtem 
n-Butanol bereits in wenigen Stunden. 

Mit welcher Trennscharfe dieses Verfahren arbeitet, zeigt 
Bild 1, in dem die Auftrennung eines Gemisches der Bl,- 
Faktoren eines Faulschlammes wiedergegeben ist. Ein 
quantitatives Bild iiber den Anteil der einzelnen Faktoren 
am Gesamtgemisch erhalt man durch Ermittlung der R- 
Werte im Cellulosepulver-Chromatogramm und der op- 
tischen Dichte der einzelnen Fraktionen im Beckman- 
Spektrophotometer. Bei den in Gegenwart von Cyanid 
roten Faktoren 11, I 1 1  und 1V mi6t man beim Absorp- 
tionsmaximum 361 mp, bei den in Gegenwart von Cyanid 

_/-*----_. 
K@Z3 20 40 60 80 700 750 zoocm3 

Bild 1 
Chrornatographische Auftrennung der Vitamin-B,,-Arten eines 

Faulschlammes 

violetten Faktoren I und V bei 367 mp. Auf diese Weise 
kann der Gehalt eines Faulschlammes an B,-Faktoren 
qualitativ und quantitativ recht genau ermittelt werden. 

Zur Unterscheidung und Charakterisierung der einzelnen 
Vitamin-BIZ-Arten eines Faulschlammes dienten folgende 
Eigenschaften: R-Wert,. Rf-Wert, Verteilungskoeffizien- 
ten, Absorptionsspektrum, mikrobiologische Aktivitlt ge- 
geniiber der Coli-Mutante, L. Leichmannii und Ochromonas 
malhamensis, Verhalten im Klikentest (APF) und gegen 
perniziose Anamie. Uber die dabei gewonnenen Ergeb- 
nisse wurde bereits berichtetl). 

D. Verbreitung der  Vitamin B,,-Arten in verschiedenen 
Faulschlammens) 

Der Gehalt an BIZ-aktiven Stoffen in verschiedenen Faul- 
s c h l h m e n  ist sehr unterschiedlich. Bei der bisherigen 
Untersuchung von FaulschlBmmen aus iiber 40 Kllranla- 
gen Westdeutschlands wurden im mikrobiologischen Test 
folgende Grenzwerte erhalten (bei Trockensubstanzgehal- 
ten von 2-20 yo) : 
I m  nativen Schlamn 
In der Trockensubst. mg/kg 1-30 1;;; Hauflge Werte mg/kg 3-10 

Die B,,-Aktivitit im Faulschlamm erreicht demnach 
manchmal die GroBenordnung des B,,-Gehaltes der Kul- 
turmedien von gut B,,-bildenden Mikroorganismen, die zu- 
meist eine recht diffizile, absolut sterile Garfiihrung ver- 
langen. Der B,,Gehalt des Faulschlammes entspricht 
etwa dem des Belebtschlamrnes (3-9 mg/kg), wenn man 
den Trockensubstanzgehalt zugrunde legt. Wenn man 
aber auf nativen Schlamm bezieht, dann ist der Gehalt 
des Faulschlammes an B,-Faktoren haufig etwa IOmal so 
hoch als der des Belebtschlammes (0,02-0,06 mg/l bei 0,3 
bis 0,6yo Trockensubstanzgehalt). 

Die eingehendere Untersuchung zeigte, da6 man - ab- 
gesehen von den Unterschieden im Gesamtgehalt an B12- 

5, Hleriiber soil demnachst ausfiihrlich berlchtet werden. 
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Faktoren - 3 Haupttypen unterscheiden kann, je nachdem; 
welcher der B,,-Faktoren I ,  I I  oder I l l  iiberwiegt. 

Besonders bemerkenswert ist, daB der neue B,,-Faktor 
1 I I  fast in allen bisher untersuchten Faulschlammen auf- 
gefunden werden konnte. Dies ist um so beachtlicher, als 
er bisher der Aufmerksamkeit aller Vitamin-B,,-Forscher 
entgangen war. 

Andererseits mu6 darauf hingewiesen werden, daB aus 
tierischen Fakalien auber Cyanocobalamin selbst beson- 
ders die Pseudofaktoren erhalten wurden. Angesichts der 
Herkunft unseres Ausgangsmateriales ist es daher uber- 
raschend, da6 die Pseudofaktoren in den bisher unter- 
suchten Faulschlammen relativ selten und nur in geringen 
Mengen vorkommen. 

Die Faktoren V fehlen in vielen Faulschlammen und 
treten nur selten in gro6eren Mengen auf. 

Zusanmenfassend laOt sich sagen, daB in den Faul- 
schlammen die Faktoren I,  I I  und 111 weitaus i iberwie-  
gen .  Dies ist ein besonderer Glucksfall, denn alle diese 
Faktoren sind auch praktisch von Interesse (vgl. unten). 

II .  Konstitution und Nomenklatur 
der Vitamine der B,,-Gruppe 

Die verschiedenartige Bezeichnung der bisher gefunde- 
nen Vitamin-B,,-Faktoren und Vitamin B,,-ahnlichen Sub- 
stanzen durch Zahlen oder Buchstaben hat  zu einem argen 
Wirrwarr gefuhrt. In  Tabelle 1 wird eine rationelle Nomen- 
klatur vorgeschlagen, die die wesentlichen Beziehungen 
der einzelnen Glieder der Vitamin B,,-Gruppe zueinander 
zum Ausdruck bringt. Die Tabelle enthalt zugleich die 
wichtigsten Merkmale der Vitamin B,,-Arten. 

Zur a l l g e m e i n e n  Y e n n z e i c h n u n g  mag noch fol- 
gendes dienen. Das Fehlen der Nucleotid-Gruppe bei den 
inkompletten Cobalaminen (Atio-cobalaminens)) bedingt, 
da6 sie bereits im neutralen Bereich einen Dicyano-Yom- 
plex bilden (violett, Absorptionsmaximum 367 mp), wah- 
rend die kompletten Cobalamine als Monocyanokomplexe 
vorliegen (rot, Absorptionsmaximum 361 mp). Die kom- 
pletten Monocyano-cobalamine verhalten sich elektro- 
phoretisch je nach der vorhandenen Base neutral oder ba- 
sisch, das violette Dicyanoatiocobalamin (Bild 2)  ist neu- 
tral, seine orange-farbige Aquo-Form basisch, die Atio- 
cobalamin-carbonsluren sind naturgemaB sauer. 

m b 
Bild 2. Dicyano-atiocobalamin 

Uber die K o n s t i t u t i o n  des B , , - F a k t o r s  1 I I kann 
zur Zeit nur soviel gesagt werden, daB er gemaR seinem 
Verhalten nicht zu den Purin-cobalaminen gehort. Durch 
Abbau mit Salzsaure oder Perchlorsaure erhalt man Atio- 
cobalamin und farblose Spaltprodukte (eines davon kri- 
stallisiert), die weder ein Purin noch 5,6-Dimethyl-benz- 
imidazol enthalten. Die Werte der Elementaranalyse des 
Faktors I 1  I stimmen besser fur ein Benzimidazol-cobalamin 

O )  Wir hatten urspriingiich den Namen ,,Apo-cobalamine" vorge- 
sehen. Gelegentlich einer Diskussion hieriiber hat Doz. Dr. P.  
Karlson (Tubingen) die oben genannte Bezeichnung vorgeschla- 
gen; dadurch kommt zum Ausdruck, da8 es sich um die Grund- 
substanz der Vitamin-B,,-Gruppe handeit (griech. u z f n  = 
Grund). 

als fur ein Purin-cobalamin: 55,15y0 C, 6,27y0 H, 13,7% 
N, 2,24% P, 11,62% Asche. Cyanocobalamin enthalt 
14,63 bzw. 13,13y0 N, Pseudovitamin B,, 16,90y0 und 
Faktor A 16,76y0 N. Elektrophoretisch verhalt sich Fak- 
tor I I I neutral, sein isoelektrischer Punkt liegt uberein- 
stimmend rnit dem des Cyanocobalamins bei pH 1,9'). 
Biologisch verhalt er sich grundsltzlich ebenso wie Cyano- 
cobalamin8) (vgl. Tabelle I ) .  

Aus den P u r i n - c o b a l a m i n e n  konnte durch Abbau 
Wtio-cobalamin erhalten werden. Dadurch war bewiesen, 
daB sie grundsatzlich gleichartig aufgebaut sind wie Vit- 
amin B,,@). Diese Substanzen unterscheiden sich offenbar 
nur durch die verschiedenen Basen des Nucleotid-An- 
teiles lo). 

Zu den A t i o - c o b a l a m i n - c a r b o n s a u r e n  gehoren die 
Vitamin-B,,-Faktoren V. Es handelt sich dabei um Ab- 
bauprodukte des Atio-cobalamins (vgl. Bild 2), die durch 
Abspaltung der Isopropanolamin-Gruppe bzw. von Amid- 
Gruppen entstehen. Hierbei konnen bis zu 5 Carboxyl- 
Gruppen freigesetzt werden. Bei der Papierelektrophorese 
eines Gemisches der Faktoren V fanden wir 5 Zonen, die 
jeweils um den gleichen Abstand voneinander getrennt 
waren, also offenbar je nach der Zahl der Carboxyl-Grup- 
pen. Die Zonen stellen aber zweifellos ein Gemisch einer 
mehr oder weniger groBen Anzahl von Einzelsubstanzen 
dar. Die mogliche Anzahl der lsomeren ist unten ange- 
fuhrt. DaB zwei Gruppen von Atio-cobalamin-carbon- 
sauren existieren, und zwar je nachdem, ob die Isopropanol- 
amin-Gruppe noch vorhanden ist oder nicht, konnte wie 
folgt bewiesen werden: Wenn man das Gesamtgemisch 
der Atiocobalamin-carbonsauren oder der elektrophore- 
tisch aufgetrennten Mischfraktionen der Mono-, Di-, Tri- 
und Tetra-carbonsauren amidiert"), so erhalt man zwei 
Substanzen, namlich das Atio-cobalamin und ein Produkt, 
das offenbar an Stelle der Isopropanolamin-Gruppe eine 
Amid-Gruppe besitzt. Diese Substanzen unterscheiden 
sich durch ihre. R-Werte (0,5 und 0,3), sowie dadurch, 
dab das Atio-cobalamin gegeniiber der Coli-Mutante aktiv 
ist, die Substanz, der offenbar die Isopropanolamin-Gruppe 
fehlt, aber nicht. Die zur Amidierung verwendeten Aus- 
gangssubstanzen sind gegeniiber der Coli-Mutante inaktiv. 
Bei gleicher Verteilung der lsomeren ist folgender Anteil 
an durch die Amidierung ,,reaktivierbaren" Atio-cobal- 
amin-carbonsauren zu erwarten (a = ,,reaktivierbar", b = 
nicht ,,reaktivierbar"): 

a b 
Mono- 5 4 (80%) 1 
Di- 10 6 (60 %) 4 
Trl- 10 4 (40%) 6 
Tetra- 5 1 ( 2 0 % )  4 
Pen ta- 1 0 ( 0 % )  1 

.~ 

Summe 31 15 (48,4 %) 16 

Hiermit ist die Zahl der Vitamin-B,,-Faktoren aber noch nicht 
crschiipft. Abgesehen von manchen, noch der Aufklarung be- 
diirftigen inkompletten Faktoren und abgesehen von den mannig- 
fachen chemischen Abbauprodukten, wie z. B. den vom Vitamin 
B1, eich ableitenden Cobalamin-carbonsBuren, die unter Verblei- 
ben der Nucleotid-Gruppe entstehen"), existieren noch weitere 
natiirliche B,,-Faktoren, namlich die vor allem von englischen 
Autoren aus tierischen Faeces ieolierten Faktoren C, und C, 
( BIPS), D, E und F, die sich in die Tabelle 1 nicht einordnen laseen, 

') Nach Untersuchungen von H .  Lundin u. Brohult (Stockholm). 
8 )  Hieriiber sol1 demnachst a.a.0. ausfiihriicher berichtet werden. 
a)  D. E. Grant. E .  Lester Smith u. L. F .  1. Parker, Biochemic. J. 
' (Proc.) 56 XXXlI l  [1954]. 

I")  Hinsichtdh Pseudovitamin B1, vgl. H .  W. Dion, D .  0. Calkins 
u. 1. I .  P f i f fner .  1. Amer. chem. SOC. 74. 1103 119521; Pseudo- 
vit&nin B,;h; digselben, ebenda 76. 948 1954-1; Faktoren A, 
G und H: F .  B. Brown u. E. Lester Smith, iochemlc. J. (Proc.) 
.56. XXXIV 119541. 

11) N&h der Meihode' von J. B. Armitage, , J .  R .  Cannon, A. W .  
Johnson, L. F. J .  Parker, E. Lester Smith, W .  H .  Stafford U .  
A .  R. Todd, J. Chem. SOC. [London1 7053, 3849. 
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Neiie Nomenklatur 
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Tabelle I. Nomenklatur und Unterscheidungsmerkmale der Vitamlne der B,,-Oruppe 

1) + = aktiv, (+) = schwach aktlv, 0 = inaktlv, freie Rubriken = 

la) In  m/*@ Phosphat-Puffer + 0;005 % CN- be1 p a  6,5. 
,) I n  der Cellulose-Saule, Entwickler wassergesiittlgtes n-Butanol. 
3, Auf Whatmann-I-PaDier. Entwickler wasseraesattlgtes sek. 

nicht gepriift. 

' 
Butanol, aufsteigend, e twa 12 h. 

4) Im System A: n-Butanol/Ammonsulfat In Wasser. - Im System B: 
Wasserlp-CI-Phenol in Trichlorilthylen. - Die Zahlen bedeuten 
Proz.-Gehalt an Ammonsulfat bzw. p-CI-Phenol, be1 dem der 
Vertei1.-Koeff. = 1 1st. 

- 

'a) Im R6hrchen-Test. 

d a  sie noch zu wenig untersucht sind. Einen weiteren, nach seinem 
Verhalten als ,,komplett" anzusehenden Faktor mit interessanten 
neuartigen Eigenschaften konnten wir in kleiner Menge bei der 
chromatographischen Fraktionierung der ktiocobalamin-carbon- 
siiuren aus Faulschlamm finden. E s  ist daher noch rnit weiteren 
llberraschungen zu reahnen. Ferner sind wir damit  beschiiitigt, 
der Frage der Peptid-Konjugate'*) mit einer einwaudfreien 
praparativen Methode ntihsr nachzugehen. 

111. Biorynthese von Vitamin BIZ-Arten 

Ausgehend von der uberlegung, warum das Atio-cobal- 
amin im Test mit der Coli-Mutante wirksam ist, nicht aber 
bei L. Leichmannii, fanden wir, da15 durch Einwirkung der 
Coli-Mutante auf das Atio-cobalamin ein kompletter, nun 
gegen L. Leichmannii wirksamer B,,-Faktor entsteht. Die 
dabei offenbar stattfindende Biosynthese geht vie1 besser 
vor sich, wenn auBer Atio-cobalamin auch noch 5,6-Di- 
methylbenzimidazol dem Medium zugesetzt wird 131 14). 

la) Vgl. dazu K. Hausmann Win. Wschr. 37. 1017 [1953]. ' 
la) Dtsch. Pat.-Anm. A 19672 IVa/JOh vom 1 1 .  I .  1954. 
1') Ober Bhnliche Befunde berlchteten J. E. Ford u. E. S. Holds- 

worth, J. Biochem. (Proc.) 56, XXXV [1954]. 

6)  Blosynthetlsch gewonnen (vgl. unten). 
*) Mischung mlt B,,-Faktor A. 
7 )  Die oberen Werte mit, die unteren ohne CN-. 
8 )  Hierher konnten auch die sauren Faktoren D und E gehoren; 

dagegen ist die Elnordnung der sauren Faktoren C und C, (BlgS) 
noch fragllch, da sle mikrobiologlsch schwach akdv slnd. 

O )  Zwischen 0,l-0,04; elnheltliche Substanzen liegen noch nicht 
vnr 

lo) Zwischen 0 03-0 07. 
11) I n  elnem Fill mi; CN- 38 0. ohne CN- 43,O. 
1 2 )  In elnem Fall mlt CN- 2035; ohne CN- 17,O. 

Ein Coli-Wildstamm besaB rnindestens das gleiche Syn- 
these-Vermogen wie die Coli-Mutante. In  groDeren prapa- 
rativen Versuchen bewiesen wir, dab auf diese Weise ta t -  
sachlich 5,6-  D i m e  t h y I b e n z i m i d  a zo I-co b a1 a mi  n ge- 
bildet wird. Das entstandene Produkt wurde durch die R- 
und Rf-Werte, Verteilungskoeffizienten usw. identifiziert. 
Die Umwandlungsrate des Atio-cobalaniins betrug gegen 
50 yo. 

Auf dieser Basis aufbauend gelang uns auch die biosyn- 
thetische Verwertung anderer Vorstufen und so die Syn- 
these n e u e r  Vitamin-B,8-Arten. Die Beweise hierfiir haben 
wir in groBeren praparativen Versuchen (bis zum Ausma6 
von 200 1) erbracht, die betreffenden Substanzen durch 
Saulenchromatographie isoliert und durch ihre R- und R,- 
Werte sowie Verteilungskoeffizienten charakterisiert. Die 
in den urspriinglichen Yleinversuchen mit der papier- 
chromatographischen und bioauxanographischen Methode 
gewonnenen Ergebnisse erschienen uns nicht genug ver- 
IaBlich und sind im folgenden nicht beriicksichtigt; zu 
beachten ist namlich, da6 manchmal auch etwas iibliches 
Vitamin B,, und die Faktoren C entstehen. 
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Nicht alle gepruften Precurser fuhren zu neuen Bls- 
Vitaminen, es ergaben sich vielmehr bestimmte Gesetz- 
maBigkeiten: 
5,6-Dimethyl- 

5-Methyl-benzimidaz0I”~) + + 
Benzimldazol . . . . . . . . . + + 
1,5,6-Trlmethyl- 

benzimidazol1’b) . . . . 0 
2-Methyl-benzimidaz0l~~b) 0 
2,5-Dlmethyl- 

benzlmldazollsb) . . . . 0 
2,5,6-Trimethyl- 

benzhnldazol~6b) . . . . 0 
2-Phenyl-benzimidazol . 0 
Benzlmldazolon ....... 0 
4-Methyl-benzImldaz01’~~) 0 
4,5-Dlmethyl- 

benzlmldazollsC) . . . . 0 
4,6-Dlmethyl- 

benzlmldazo116c) . . . . + + 
4,6,6,7-Tetramethyl- 

benzlmldazoilOc) . . . . 0 

benzimidazol16*) . . . . + 4- + 
5,g-Diathyl- 

benzlmldazollKc) . . . . 
5,6Dichlor- 

benzlmldazol Is&) . . . . 
5-Ni tro -ben~ imldazo l~~~)  
5-Chlor-6-methyl- 

b e n ~ i m i d a z o l ~ ~ c )  . . . . 
Benzlmidazold- 

carbons8ureIbd) . . . . . 
Benzimldazol-5- 

carbonsaureamid . . . . 
1,2-DiamIno-4,5- 

dlmethylbenzollKc) . . 
3,4-Dlamino-toluoi . . . . 
o-Phenylendlamin . . . . . 
3,CDiamino- 

benzoesaure’ld) . . . . . 

+ +  
0 
0 

(+) 

0 

+ +  
+ +  + 
+ 
0 

In der B e n z i  m i d  a z  o 1- R e i  h e konnten folgende GesetzmlDig- 
keiten iiber die Verwertung versohiedener Precurserla) aufgefun- 
den werden, die aber nicht Allgemeingiiltigkeit haben miissen, 
sondern zunaohst streng genommen nur  fur  den von uns benfitzten 
Coli-Stamm gelten, und zwar: 
1.) Am besten wird 5,6-Dimethyl-benzimidazol verwertet, das 

zum iiblichen Vitamin B,, fiihrt. 5-Methyl-benzimidazol und 
Benzimidazol werden etwas schwacher verwertet. 

2.) Durch Besetzung des N, im 5,6-Dimethyl-benzimidazol durch 
eine Methyl- Gruppe wird die Vitamin-B,,-Synthese verhindert, 
offenbar kann die  Methyl-Gruppe nicht eliminiert werden. 
3.) Wenn die 2-Stellung i m  Benzimidazol besetzt ist (zumindest 

durch Methyl, Phenyl oder OH), so findet keine Vitamin-BIZ- 
Syntheae statt (Beispiele vgl. oben). 

4.) E;ine Methyl-Gruppe in  4-Stellung hemmt oder vermindert 
die Vitamin-B,,-Synthese (4-Methyl-benzimidazol wird nioht ver- 
wertet). Die hemmende Wirkung der  4-Methyl-Gruppe kann aber 
durch eine Methyl-Gruppe in  6-Stellung aufgehoben werden (4,6- 
Dimethyl-benzimidazol wird verwertet), nicht aber durch eine in  
5-Stellung (4,B-Dimethyl- und 4,5,6,7-Tetramethyl-benzimidazol 
werden nioht verwertet). Die betreffenden Trimethyl-Produkte 
sind nooh zu untersuchen. 
5.) 5.6-Di&thyl-benzimidazol wird sehr g u t  verwertet. Benzimid- 

azole mit anderen 5,6-Alkyl-Gruppen mussen noch gepriift werden. 
6.)  Negative Substituenten in 5- bzw. 6-Stellung hemmen die 

Verwertbarkeit (5,6-Dichlor-, 5-Nitro- und 5-Carboxy-benzimid- 
azol werden nicht verwertet) oder setzen sie s tark herab (5-Chlor- 
6-methyl-benzimidazol wird schwaah verwertet). Durch Amidie- 
rung der Csrboxyl-Qruppe geht, der negative Gharakter verloren; 
vielleicht hilngt damit zusammen, daO Benzimidazol-5-carbon- 
saureamid g u t  verwertet wird. 

Die zu den Benzimidazolen zugeharigen Phenylendiamine kon- 
nen - insofern die betreffenden Benzimidazole selbst verwertbar 
sind - gleiohfah zur Biosynthese von Vitamin B,,-Arten dienen, 
allerdings in etwas geringerem AusmaD. 

Unter den gepruften P u r i n e n  (Adenin, Guanin und 
Hypoxanthin) und P y r i m i d i n e n  (Uracil, Cytidin und 
Thymin) wurde lediglich Adenin schwach verwertet14), 
die anderen erwlesen sich als unwirksam. 

Ein Vergleich der Eigenschaften von 2 neuen b i o s y n -  
t h e t i s c h e n  B e n z i m i d a z o l - c o b a l a m i n e n  (vgl. Ta- 
belle 1) zeigt, da6 sie sich durch die R- und Rr-Werte kaum 
unterscheiden lassen, sehr deutlich aber durch die Vertei- 

Fur die freundliche Oberlassung von Praparaten danken wlr 
Prof. Dr. F. Weygand Tiiblngen (15a), den Britlsh Drug Houses 
Ltd., London (15b) ’und Dr. K. Folkers Merck,,& Co., Inc., 
Rahway, USA ( I ~ c ) ,  von Ausgangssubdanzen fur Synthesen 
den Farbenfabrlken Bayer Leverkusen (15d). 
Dtsch. Pat.-Anm. A 19703’1Va/30h vom 16. 2. 1954. 

lungskoeffizienten, besonders unter Beniitzung des Ltisungs- 
mittelpaares n-Butanol/waBrige Ammonsulfat-Losung. Der 
zur Erzielung des Verteilungskoeffizienten 1 erforderliche 
Gehalt an Ammonsulfat ist bei den drei Benzimidazol- 
cobalaminen deutlich verschieden, und zwar in durchaus 
gesetzmahiger Weise, denn je hydrophiler die Substanz 
ist (je weniger Methyl-Gruppen sie also enthalt), desto 
mehr Ammonsulfat wird benotigt, sie in die organische 
Phase zu drangen. SinngemaR ist umgekehrt umso mehr 
p-Chlorphenol erforderlich, den betreffenden B,,-Faktor der 
wlt3rigen Phase zu entziehen, je hydrophiler er ist. 

Bei der Priifung der b i o l o g i s c h e n  A k t i v i t a t  erwie- 
sen sich die beiden neuen Benzimidazol-cobalamine - be- 
zogen auf aquivalente Mengen (gemessen im Beckman- 
Spektrophotometer) - gegeniiber der Coli-Mutante und 
I-. Leichmannii als ebenso aktiv wie das iibliche Cyano- 
cobalamin. Besonders aufschluBreich war das Ergebnis 
des Ochromonas-TestesL7). Wie Bild 3 zeigt, sind beide 
neuen Cobalamine auch in diesem Test praktisch ebenso 

~ ______-__-- ----------- , . , . .. ... . , . .. .. 
a500 

I 
22 6C IZB m my B,-hkfor 

Blld 3 
Ochromonas-Test rnit Benzimidamol-Cobalamirieii 

aktiv wie das bekannte Vitamin B,, (die kleinen Differen- 
zen sind kaum signifikant und diirften damit zusammen- 
hangen, da6 die biosynthetischen Produkte noch nicht 
ganz rein waren). Die klinische Priifung bei pernizibser 
Anamie wird zeigen, ob der Ochromonas-Test der anti- 
perniziosen Wirkung auch in diesen Fallen parallel Muft. 

Unter Verwendung von r u h e n d e n  Z e l l e n  gelingt die 
Biosynthese noch besseP). Es ist so moglich, mit weitaus 
groSeren Bakterienmengen zu arbeiten und ebenfalls 
hohere Yonzentrationen an Atio-cobalamin und Preciir- 
sern anzuwenden. Dadurch gelangt man zu hoheren Um- 
satzen in kurzerer Zeit und - was besonders wichtig ist - 
auch in schwierigeren Fallen. AuDerdem wird durch die 
hoheren l-(onzentrationen die praparative Aufarbeitung 
erleichtert. 

Versuche unter Verwendung von m a r k i e r t e n  Procursern sind 
in Vorbereitung’*), ebenso Versuche zur Priifung der Frage, ob 
u. U. auch mit Hilfe von Enzympraparaten cin Nucleotid mit 
Atio-cobalamin in Gegenwart einer geeigueten Energiequelle ver- 
kniipfbar ist. 

Fur die Mitwirkung bei den Versuchen haben wir Dr. V .  
Dittrich, Frl. R. Eitel, Frl. A. Habermann, Frl. H .  Redecker, 
Frau U. Schattmann und S .  Spaude zu danken. 

Eingeg. am 26. Mai 1954 [A 6081 

17) Nach der Methode von J. E. Ford, Brit. J. Nutrition 7,299 (19531. 
Wlr danken dem Autor sowlc Dr. E. Lester-Smith fur die freund- 
liche Uberlassung von Testkulturen. 

Is) Kiirzlich konnten F. Weygand, H. Klebe u. A. Trebst (2. Natur- 
forschg. 9b, i.Dr. [1954]) zelgen, daB 5,6-Dimethylbenzimidazol-2- 
1% von Strept .  olivaceus ohne Zusatz von Atio-cobalamin zur 
Vitamin-B,,-Synthese verwertet werden kann. 
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