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neben organischen Stoffen auch Carbonate liefern, d. h., Carbonate in der
Asche auch tatsichlich gefunden werden. In diesem Falle erhielten wir bis
900 °C 3,8 mg, zwischen 900 °C und 1000 °C 6,4 mg, bzw. um 1000 °C 0,81 mg/
min Verlust. Der Schmelzpunkt des Systems lag bei 600 °C.

Die Untersuchungen der Salzgemische bestitigten, dafl die Verluste wih-
rend des Aufheizens niedriger sind, als im Falle der separaten Untersuchung
der Komponenten. Dies bedeutet, dall die Werte, welche wir bei den Unter-
suchungen 1-15 erhalten haben, hoher sind als bei den Salzgemischen.

In der Tab. 4 haben wir zum besseren Vergleich die Daten der untersuchten
Alkalichloride zusammengestellt, und zwar in fallender Reihe hinsichtlich der
Temperaturen, ab der die Verdampfung beginnt.

NaCl Anal, Chim, Acta 2, 97 (1948)
KOl Aual. Chim. Acta 2, 105 (1948)
KBr Anal. Chim. Acta 23, 541 (1960)
KJ Anal. Chim. Acta 15, 223 {1956)
Na,S0, Anal Chim. Acta 2, 97 (1948)
K,CO, Anal. Chem. 32, 1566 (1960)
Na,C0; Anal. Chim. Acta 18, 32 (1955)
RbCl Anal. Chim. Acta 2, 110 (1948)
Rb,CO; Anal. Chem. 32, 1566 (1960)
CsCl  Anal. Chim. Acta 2, 205 (1948)

Anschrift des Verfassers:
Dr. BELA LORANT, 1nstitut fitr Chemic und Lebensmitteluntersuchung, Varoshéz 1, 9-11, Budapest V (Ungarn)

Aus dem Institut fiir Tierzucht und Tierfitterung der Universitit Bonn
( Direktor: Prof. Dr. H. Havermann)

Kobalt- und Vitamin B,,-Stoffwechsel

VII. Resorption, Retention und intestinaler Abbau
des 69Co-2-Methyladenin-cobamids (Faktor A) beim Huhn

Von B. MarqQuering und K. H. MENKE

Mit 2 Tabellen

(Eingegangen am 15. Juni 1967)

Untersuchungen itber dic bakterielle Synthese von Corrinoiden im Darm-
trakt haben ergeben, daB sowohl im Pansen von Rindern (1-3) und Schafen 4)
als auch im Blinddarm von Schweinen (5, 6) und Hiihnern (7, 8) vorwiegend
Purincobamide gebildet werden. Innerhalb dieser Gruppe dominiert das
2.Methyladenin-cobamid (MAC). Dic enterale Synthese der Corrinoide ahnelt
somit weitgehend der bei anaerober Vergdrung von Faulschlamm (9, 10). Im
Gegensatz zum 5,6-Dimethylbenzimidazol-cobamid (Vitamin B,,) haben
Purincobamide jedoch nur bei Mikroorganismen eine biologische Wirkung (11).
Beim Tier sind sie vollig wirkungslos (11-13). In vitro werden Purincobamide
zwar cbenso wie Vitamin B,, an den Intrinsic Factor gebunden, die indirekt
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itber die Beeinflussung der 8Co-B,,-Resorption ermittelte Resobierbarkeit der
Purincobamide ist jedoch sehr gering (14, 15). Die Retention bzw. Organ-
affinitat des MAC wurde, ebenfalls auf indirektem Wege, mit etwa 509, der
des Vitamins B,, ermittelt (14). Direkte Untersuchungen iiber das Stoff-
wechselverhalten des MAC konnten bisher nicht durchgefithrt werden, da
hierfir eine Markierung mit relativ hoher spezifischer Aktivitit erforderlich ist.

In den nachstehend beschriebenen Versuchen wurde Co-MAC durch
in-vitro-Vergérung von $CoCl, mit einer Bakterienpopulation aus dem End-
darm des Schweines synthetisiert und nach chromatographischer Reinigung
oral an Hiihner verabreicht, um die Resorption und Organaffinitit direkt
bestimmen zu kénnen.

Methodik
Gewinnung des *°Co-M AC

150 g Enddarminhalt vom Schwein wurden in vitro bei 38 °C unter N,-Atmosphire
mit 110 uC #CoCl, (202 ug Co) vergoren (6) und die synthetisierten Corrinoide nach
Phenol-Extraktion in mehreren Schritten an ciner Dowex-50 4-Siule chromatographisch
getrennt (6, 16, 17). Die im Durchflu-Szintillationszihler bestimmten MAC-Gipfel aus
mehreren Chromatogrammen wurden gesammelt und erneut gereinigt. Die papierchroma-
tographische und elektrophoretische Xontrolle zeigte nach dreifacher Chromatographie
einen Anteil von 18% MAC-Monocarbonsiiure, die sich am Ionenaustauscher nicht ent-
fernen lieB3, da sie gleichzeitig mit dem MAC ausliuft. Weitere Verunreinigungen konnten
nicht nachgewiesen werden (Nachweisgrenze 0,5%,). Die spezifische Aktivitit des ®Co-MAC
wurde mit 275 mC/mMol bestimmt.

Versuchsdurchfiihrung

Je 1,6 uC des markierten MAC wurden am Versuchstage morgens um 10 Uhr in 2 ml
Wasser oral an zwei 7 Monate alte Hennen der Rasse NicHOLS-LOHMANN verabreicht.
Die Versuchstiere wurden vor und withrend des Versuchs mit einer optimal zusammen-
gesetzten Legehennenration gefiittert. 6 bzw. 24 Std. nach Versuchsbeginn wurden die
Tiere getotet und die Radioaktivitéiten in den Darmabschnitten sowie in Leber, Niere und
Blut gemessen. Der im Kot ausgeschiedene ®Co-Gehalt wurde nach 2, 4, 6 und 24 Std.
ermittelt. Die Bestimmung des Corrinoidanteils und der Zusammensetzung der Corrinoid-
fraktion geschah nach den friiher beschriebenen Methoden (86, 16, 17).

Versuchsergebnisse und Diskussion
Radioaktivititsverteilung

Tab. 1 zeigt die Radioaktivititsgehalte in den Darmabschnitten, den Or-
ganen und Ausscheidungen, sowie die daraus berechnete Resorption bzw.
Retention nach 6 und 24 Std. Innerhalb von 6 Std. erscheinen etwa 309, der
Dosis im Kot, nach 24 Std. haben 609, den Korper wieder verlagsen. Im
Diinndarm liegen nach 6 Std. noch etwa 129, nach 24 Std. weniger als 0,59,
vor. MAC scheint damit den Diinndarm etwas langsamer zu passieren als
anorganisches Kobalt, das in friheren Untersuchungen (8) nach 6 Std. diesen
Darmteil schon zu 95%, verlassen hatte. Diesc Verzogerung dirfte mit der
bekannten Affinitit der Purincobamide zum Intrinsic Factor zusammen-
hingen (14). Zugleich kann diese Beobachtung als Bestatigung fir die in (8)
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Tab. 1. Resorption, Retention und Ausscheidung des %°Co-MAC in Prozent der Dosis

Henne 1 Henne 11
Versuchsdauer Versuchsdauer
6 Stunden 24 Stunden
Faeces
0 bis 2 Std. 0,03 _
2 bis 4 Std. 16,42 3,16
4 bis 6 Std. 15,47%) 22,77
0 bis 6 Std. 31,92 25,93
6 bis 24 Std. — 36,82%)
0 bis 24 Std. — 62,75
Darmabschnitte mit Inhalt
Magen 0,54 0,05
Duodenum 1,24 0,01
Jejunum/Ileum 10,42 0,44
Caecum 44,88 29,34
57,08 29,84
Gewebe
Leber 0,17 0,17
Niere 0,08 0,28
Blut 0,17 0,06
Restkorper (berechnet) 10,58 6,90
11,00 7,41
Gesamtaktivitiit 100,009, 100,009,

*) Faeces einschlieBlich Rectuminhalt.

ausgesprochene Deutung gelten, dall bei Verabreichung von anorganischem
Kobalt schon im Diinndarm vollsténdige Cobamide auftreten, die den Darm-
trakt langsamer passieren und daher vom anorganischen Kobalt abgetrennt
werden. In den Caeca wird MAC ebenso stark fixiert wie anorganisches Kobalt.
Selbst nach 24 Std. finden sich hier noch 309, der Dosis.

Insgesamt befinden sich im Darmtrakt und in den Ausscheidungen nach
6 Std. 89%, nach 24 Std. 92,5%,, so daB8 unter den vorliegenden Bedingungen
die Resorption nicht grofier als 119, gewesen sein kann. Die Radicaktivitits-
gehalte in Leber, Niere und Blut liegen mit 0,1 bis 0,3% der Dosis in der
gleichen GrdBenordnung wie nach Verabreichung von anorganischem Ko-
balt (7), dessen Resorbierbarkeit ebenfalls mit 5 bis 209, ermittelt wurde (18).

Abbaw des M AC im Darmirakt

Die in den Darmabschnitten und Ausscheidungen vorliegenden $Co-haltigen
Corrinoide wurden nach der Phenol-Extraktion chromatographisch getrennt
(6, 16). Wie Tab. 2 zeigt, fihrt der mikrobielle Abbau des MAC nur zu 1 bis 2%,
zum anorganischen Kobalt, 86 bis 969, der Radioaktivitdt liegen auch nach
der Passage durch den Darmtrakt in einer Corrinoidbindung vor, die mit
Phenol extrahierbar ist. Die Differenz von 4 bis 14% wurde im Riickstand
gemessen, der das MAC in einer schwer abtrennbaren Bindung enthilt. Der
Anteil in dieser Bindung ist im Caecum geringer als im Kot.
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Die chromatographische Trennung der Corrinoidfraktion in den Aus-
scheidungen zeigt im Zeitraum bis zu 6 Std. nach Versuchsbeginn noch einen
MAC-Anteil von 92 bis 959,. Eine Umwandlung in andere Purincobamide
findet nur in sehr geringem Umfang statt, ebenso liegt der Abbau zum basen-
freien Cobamid, zum Cobinamid und zur Cobyrsiure bei nur 19%. Hingegen
tritt mit 3 bis 49, eine Fraktion auf, die bisher nicht identifiziert werden konnte.
Aufgrund fritherer Untersuchungen wurde sie aber als cobamidhaltig erkannt,
da sie nach wiederholter Chromatographie in basenfreies Cobamid gespalten
wird (8). Der Anteil an dieser Fraktion steigt mit zunehmender Vergérung:
Diinndarm (6 Std.) 5,3%, Kot (6-24 Std.) 5,99, Caccum (6 Std.) 11,5%,
Caecum (24 Std.) 14,79,.

Tab. 2. Zusammensetzung der Corrinoidfraktion im Kot, Diinndarm- und Caecuminhalt.

Inkuba- ‘:“Co- B0(ig++n andcre Cob- | Cobin- | Cobyr-
Substanz | tiome. | Gorre | Gonaig | MAC | Furive | B | i | anid | stre | N-©
Henne I (Versuchsdauer 6 Std.)
Kot 24 86,9 1,6 92,3 1,9 — 1,3 0,7 0,4 3.4
Kot 4-6 | 894 | 1,8 | 94,6 0,7 — 0,4 0,7 | 03 3,3
Diinndarm-
inhalt 6 85,8 | 2,3 | 80,6 4,5 — 6,9 1,7 | L0 6,3
Caecum-
imhalt 6 96,0 | 0,6 | 60,9 8,8 — 0,7 | 155 | 2,6 | 11,5
Henne II (Versuchsdauer 24 Std.)
Kot 46 | 8391 1,2 | 92,6 0,8 — 0,7 1,56 | 04 4,0
Kot 6-24 | 90,5 | 2,2 | 54,8 81| 0,8 1,3 | 269 | 2.2 5,9
Caecum-
inhalt 24 | 90,6 j 1,4 | 46,9 | 10,8 — 14 | 25,2 | 1,0 | 14,7

MAC = 2.Methyladenin-cobamid; andere Purin-Cobamide = Adenin-cobamid
2-Methylmercaptoadenin-cobamid + Guanin-cobamid; B,; = Vitamin B,,; N.C. = Nicht
identifizierte kobalthaltige Verbindungen.

Zugleich sinkt mit steigender Inkubationszeit der Anteil an markiertem
MAC unter 50%,. Zum iiberwiegenden Teil wird das MAC durch Abspaltung
des Nukleotids in Cobinamid dberfiihrt, das im Caecum nach 8 Std. 159, und
nach 24 Std. 259, ausmacht. Diesen Abbauweg beobachteten wir in schwiche-
rem MaBe schon in fritheren in-vitro-Versuchen (6). Eine Abtrennung der
Purinbase scheint nur im Diinndarm zu erfolgen. Ebenso findet eine Des-
aminierung zur Cobinamid-monocarbonsdure nur in sehr geringem Umfang
statt.

Bemerkenswert, ist hingegen die Umwandlung des MAC in andere Purin-
cobamide, die im Caecum und in den Ausscheidungen (6-24 Std.) mit 8 bis 109,
verbreitet sind. Im Kot werden iiberdies bei der Lagerung an der Luft Spuren
von Vitamin B,, gebildet, wie dies auf indirektem Wege schon in anderen
Arbeiten gezeigh werden konnte (18).

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fir die gewihrte
Sachbeihilfe.
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Zusammenfassung

2,94 ug 5°Co-2-Methyladenin-cobamid (MAC) wurden nach oraler Verabreichung an
zwei erwachsene Hennen innerhalb von 6 und 24 Std. zu ca. 30 bzw. 60% wieder aus-
geachieden und nur zu 11 bzw. 8%, resorbiert. Die Gehalte in Leber, Niere und Blut lagen
zusammen unter 0,5% der verabreichten Dosis. Tm Caecum sind auch nach 24 Std. noch
30% der Radiocaktivitit konzentriert. Durch bakteriellen Abbau werden im Caecum
innerhalb von 24 Std. 50 bis 60% des *°Co-MAC in Cobinamid (25%), andere Purin-
cobamide (10%) und in cine nicht identifizierte cobamidhaltige Fraktion (15%,) itberfithrt.
Nur 29 werden bis zum anorganischen Kobalt abgebaut. Markiertes Vitamin B,, entstand
im Kot wihrend der Lagerung an der Luft zu 0,8%, wohingegen es im Darmtrakt nicht
nachzaweisen war.
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BUCHBESPRECHUNGEN

Handbuch der Lebensmittelchemie. Von J, SoporMiLLER. Band I1/2, Teil: Analytik der
Lebensmittel. XXXII, 1552 Seiten mit 162 Abbildungen (Berlin-Heidelberg-New York
1967, Springer-Verlag). Preis: geb. DM 380, —,

Beziiglich der Neuausgabe des bekannten Handbuches der Lebensmittelchemie wurden
in dieser Zeitschrift schon einige allgemeine Beobachtungen gemacht und die zwei 1965
erschienenen Binde besprochen [diese Z. 6, 280 (1966) und 7, 135 (1966)).

Jetzt liegt schon Band II/2. Teil vor. Das Inhaltsverzeichnis enthilt folgende Kapitel
(zwischen Klammern der Umfang in Seitenzahl): Wasserbestimmung (45), Mineralstoffe,
Aufbereitung der Proben, Clesamtasche, einzclne Mineralstoffe (36), Mineralstoffe: Spuren-



