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163. Reduktionsprodukte von Vitamin B,,.
Versuche mit Vitamin By,, 2. Mitteilung?)
von 0. Schindler.

(28.V. 51.)

Schitttelt man eine wisserige Losung von Vitamin B,,?) mit Pt
in H,-Atmosphére, so wird nach Kaczka, Wolf & Folkers3)eine betricht-
liche Menge Wasserstoff aufgenommen, wobei die Farbe in hellbraun
umschligt. Diese Losung wird bei Luftzutritt wieder rot, und es Lisst
gich aus ihr das krist. Vitamin By, 2) isolieren, fiir das Kaczka und
Mitarbeiter4) neuerdings den Namen Hydroxo-cobalamin vorschlagen.
Es besteht gegeniiber dem Ausgangsmaterial ein etwas verdndertes
Absorptionsspektrum, indem vor allem das Maximum der auffallend-
sten Absorptionsbande von 361 mu nach ca. 350—358 my verschoben
ist, wobei die genaue Lage vom pH abhiingig ist (siche die Kurven
bei Kaczka und Mitarbeiterns) und Jackson und Mitarbeitern®).
Produkte, die wahrscheinlich mit B,y identisch sind, bilden sich
auch bei der Chromatographie von B, auf Papier?), bei milder Hydro-
lyse®) und durch Belichtung?®). Nach Brockmann und Mitarbeitern?®),
Brink und Mitarbeitern1®) sowie Kaczka und Mitarbeitern®) ist By,,
wahrscheinlich identisch mit Vitamin B,,, wie es aus Leber!l),
Aureomyces?)- und Streptomycess)t3)14)-Kulturen und Neomycin-
Girlésungen®) isoliert wurde. Je nach pH und Anwesenheit verschie-
dener Ionen diirften sich auch andere Komplexe bilden koénnent).

1) 1. Mitteilung: O. Schindler, Helv. 34, 101 (1951).

2) Vgl. Ubersichtsreferate von K. Folkers, Chem. Eng. News 28, 1634 (1950) und
von E’ L. Smith, J. Pharmac. Pharmacol. 2, 409 (1950).
E. A. Kaczka, D. E. Wolf, F. A. Kuehl & K. Folkers, Am. Soc. 71, 1514 (1949).
E. A. Kaczka, D. E. Wolf, F. A. Kuehl & K. Folkers, Science 112, 354 (1950).
E. A. Kaczka, R.G. Denkewalter, A. Holland & K. Folkers, Am. Soc 73, 335 (1951).
w.@. Jackson,G B. Whitefield, W. H. DeVries, H. A. Nelson & J. 8. Evans, Am.
337 (1951).
H. B. Woodruff & J. C. Foster, J. Biol. Chem. 183, 569 (1950).
J. A. Brockmann, J. V. Pierce, E. L. R. Stokstad, H P. Broguist & T. H. Jukes,
Am. Soc. 72, 1042 (1950).
H. Q. Wijmenga, W. L. C. Veer & J. Lens, Biochim. Biophysic. Act. 6, 229 (1950).
N.Q. Brink, F. A. Kuehl & K. Folkers, Science 112, 354 (1950).
E. L. R. Stokstad, T. H. Jukes, J. V. Pierce, A. C. Page & A. L. Franklin, J.Biol.
Chem. 180, 647 (1949).

12y J. V. Pierce, A.C. Page, E. L. B, Stokstad & T. H. Jukes, Am. Soc. 71, 2952 (1949).

13) H.H. Fricke, B. Lanius, A. F. De Rose, M. Lapidus & D. F. Frost, Fed. Proc. 9,
173 (1950).

14) Smith, Fantes, Ball, Abstracts of Papers, A. C. S. Meeting Spring 1950, p. 10A;
zitiert nach W. G. Jackson, G. B. Whitefield, W. H. De Vries, H. A. Nelson & J. S. Evans,
Am. Soc. 73, 337 (1951).
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Da Vitamin B,,, sich durch KCN leicht wieder in B,, iiberfithren
1asst1)?) stellt es sicher kein eigentliches Reduktionsprodukt von B,
dar. Vielmehr liegt es nahe, anzunehmen, dass letzteres am drei-
wertigen?3)4) Co-Atom mindestens eine CN-Gruppe koordinativ ge-
bunden enthilt, die im B;,, durch die Hydroxo-Gruppe ersetzt ist.

Vitamin B,;, enthilt nur eine polarographisch reduzierbare
Gruppierung®)®), die dem Ubergang von Co™ in Co™ entsprechen
diirfte.

Herr Prof. V. Prelog hatte die Freundlichkeit, unser Priaparat zu untersuchen; er
schrieb dazu am 16. und 23. Januar 1950:

,»1 mg Vitamin B,, wurde in 2 cm?® Britton- Robinson-Puffer’) vom pH = 6,98 im
Bereich von —0,1 bis —1,6 V untersucht. Die Losung zeigte nur eine Stufe mit einem
Halbstufenpotential von —1,102 V (gegen N.C.E.) Ip = 0,79 A (¢ = 3,4:107% Mol). Dies
wiirde recht gut einem Ubergang von Coll in Col entsprechen. Coll gibt beispielsweise in
Pyridin-Pyridin-hydrochlorid ein Halbstufenpotential von —1,10 V. Das Halbstufen-
potential des Uberganges von Colll in Coll liegt meistens viel positiver bei etwa — 0,3 V.
Selbstverstandlich kénnte bei einem besonders stabilen Colll'Komplex das Halbstufen-
potential stark negativer werden, wie im Falle von Co(CN)g*++.*

Wir glauben, dass ein analoger Ubergang bei der Hydrierung
von B,, stattfindet, wobei die komplex gebundene CN-Gruppe als
HCN vom Cobalt gelost wird®). Bei der anschliessenden Riickoxy-
dation wird, falls keine oder ungeniigend CN-Ionen anwesend sind,
die wieder verfiighare Koordinationsstelle des Cobalt durch andere
Liganden besetzt z. B. durch -OH unter Bildung von By,,.

Es schien uns von Interesse, auch das Spektrum der reduzierten
Form mit zweiwertigem Cobalt kennenzulernen. Bei der Hydrierung
mit H, ergaben sich apparative Schwierigkeiten. B,, ist aber auch
noch mit andern Mitteln reduzierbar:

Zusatz von NaHSO0,?) zur wisserigen Loésung von B;, bei 20°
hellt die Farbe wesentlich auf und dndert den Farbton nach orange.

1) K. A. Kaczka, D. E. Wolf, F. A. Kuehl & K. Folkers, Science 112, 354 (1950).

2) H.G. Wijmenga, W. L. C. Veer & J. Lens, Biochim. Biophys. Act. 6, 229 (1950).

3) F.Griin & R. Menassé, Exper. 6, 263 (1950).

4y H. Diehl, R. W. Vander Haar & R. R. Sealock, Am. Soc. 72,5312 (1950); vgl. auch
J. C. Wallmann, B. B. Cunningham & M. Calvin, Science |13, 55 (1951).

5) K. L. Smith, Vortrag am 1. Internat. Congress of Biochemistry Cambridge, Aug.
1949; H. Diehl, I. E. Morrison & R. R. Sealock, Exper. 7, 60 (1951); K. H. Fantes, J. E.
Page, L. F. J. Parker & E. Lester Smith, Proc. Royal Soc. London 136, B 592 (1949).

$) Wir danken Herrn Prof. V. Prelog, Ziirich, fiir die Ausfithrung und Interpretie-
rung der polarographischen Messung unseres Praparates.

) H.T. 8. Britton & R. A. Robinson, Soc. 133, 1456 (1931).

8) Eine andere Moglichkeit ware die, dass die CN-Gruppe durch Hydrierung zu
Methylamin zerstdrt wird.

% Anderungen im Absorptionsspektrum von Vitamin B, durch NaHSO, und
N2,8,0, warden schon von H. H. Fricke, B. Lanius, A.F. De Rose, M. Lapidus & D. V.
Frost, Fed. Proc. 9, 173 (1950), beobachtet. Das kristallisierte Reaktionsprodukt wurde
nicht beschrieben. Vgl. auch E. L. Smith, K. H. Fantes, 8. Ball, D. M. Ireland, J.G.
Waller, W. B. Emery, W. K. Anslow & A. D. Walker, Proc. Biochem. Soc. 293rd. Mee-
ting, Biochem. J. 48, [, (April 1951).
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Nach Ausschiitteln des Vitamins mit Chloroform-Phenol-Gemisch
liess sich durch anschliessende Kristallisation aus Wasser-Aceton
etwa 609, in Kristallen gewinnen, deren Absorptionsmaximum (in
Methanol) bei 355 mu lag wie bei By, resp. Byy,. Ahnliche Resultate
gab Natriumdithionit in leicht alkalischer Losung. Diese zwei Reagen-
tien scheinen aber keine Reduktion zur zweiwertigen Stufe hervorzu-
rufen. Das Reaktionsprodukt mit NaHSO, liess sich mit KCN wieder
in B,, iiberfithren.

/og £

T | | |

4 50 40 24 200 mpee
Fig. 1.
Absorptionsspektren in methanolischer Lésung von:
) -SRI o Reaktionsprodukt von Vitamin B,y mit Na,S,0,

Max. bei 277 my, log ¢ = 4,16; Max. bei 357 my, log ¢ = 4,16
Mazx. bei 532 my, log ¢ = 3,79
b) e—————o Vitamin By,
Max. bei 278 my, log ¢ = 4,12; Max. bei 360 mu, log ¢ = 4,33
Max. bei 518 my, log ¢ = 3,80; Max. bei 5560 mu, log ¢ = 3,85
1) [T s Reaktionsprodukt von Vitamin B,, mit NaHSO,
Max. bei 275 mu, log ¢ = 4,33; Max. bei 355 mu, log ¢ = 4,31
Max. bei 418 my, log ¢ = 3,62; Max. bei 530 mu, log ¢ = 3,98
Die log e-Werte sind auf das Molekulargewicht 1300 berechnet.

Interessanter war die Einwirkung von Zinkstaub in wisseriger
NH,Cl-Losung in N,-Atmosphére. Die Losung firbte sich zunichst
braun und bei ldngerem Schiitteln hellblau. Wir vermuten, dass hier
das Reduktionsprodukt mit 2wertigem Cobalt vorliegt. Bei Zutritt
von Luft schligt die Farbe der blauen Losung sofort in rot um. Die
Aufarbeitung dieser Losung gab aus Wasser-Aceton Kristalle, deren
Spektrum ungefihr demjenigen von B,, entspricht. Sie erwiesen sich
an Lactobac. lactis und Lactobac. Leichtmannii als biologisch wirk-
sam. Durch Einwirkung von KCN wurden Kristalle erhalten, die nach
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Spektrum (vgl. Fig. 2¢) und biologischer Aktivitit (gemessen an
Lactobac. Leichmannii) mit Vitamin B,, identisch waren?).

Von besonderem Interesse schien uns, das Spektrum der blauen
reduzierten Losung. Zu diesem Zweck haben wir die Reaktion mit
reinstem, elektrolytisch abgeschiedenem Zinkstaub und wisseriger
NH,Cl-Losung direkt in der Quarzkiivette ausgefiihrt, die fiir diesen
Zweck Juftdicht verschlogssen wurde. Als Vergleichslosung diente eine
gleiche NH,Cl-Losung, die ebenfalls unter volligem Luftabschluss
24 Stunden mit Zinkstaub geschiittelt wurde. Wie sich aus Kurve b
(Fig. 2) ergibt, zeigt die blaue Losung eine von B,, vollig verschiedene
Absorption. Leider ist sie wenig charakteristisch, so dass eindeutige
Schlussfolgerungen daraus vorldufig nicht gezogen werden konnen.
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Fig. 2.
Absorptionsspektren von:

a) o—— o5 durch Luft zuriickoxydiertes Reduktionsprodukt von Vitamin B, mit Zn
in NH,Cl-Lésung (Absorptionsspektrum in Methanol)
Max. bei 277 my, log € = 4,15; Max. bei 325 my, log & = 3,90
Max. bei 359 mu, log ¢ = 4,22; Max. bei 530 my, log ¢ = 3,76
o) JE SRR o Reduktionsprodukt von Vitamin B,, mit Zn in NH,Cl-Lésung
€) @ewrireieans o Reaktionsprodukt zwischen HCN und dem in Fig. 2a) aufgezeichneten Re-
duktionsprodukt (Absorptionsspektrum in Methanol)
Max. bei 278 my, log ¢ = 4,16; Max. bei 320 my, log ¢ = 3,89
Max. bei 360 my, log ¢ = 4,36; Max. bei 440 my, log £ = 3,48
Max. bei 545 my, log ¢ = 3,86.
Die log e-Werte sind auf das Molekulargewicht 1300 berechnet.

1) Die Priifung wurde von Herrn Prof. W. H. Schopfer, Bern, sowie von Herrn Dr.
V. Kocher, Basel, durchgefiihrt. Ersterer fand einen etwas zu hohen, letzterer einen zu
tiefen Wert; es scheint sich um momentane Storungen in der biologischen Bestimmung
gehandelt zu haben.
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Die Aufnahme der Absorptionsspektren geschah durch Herrn P.Zoller in einem
Beckman-Spektrophotometer an der organisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel.
Die mikrobiologischen B,,-Bestimmungen verdanken wir zum Teil Herrn Prof. Dr.
W. H. Schopfer, Universitit Bern, zum Teil Herrn Dr. V. Kocher, Basel.

Ich danke Herrn Prof. T'. Reichstein, Basel, fiir sein Interesse sowie der Haco-
Gesellschaft AQ., Gimligen, fir die Unterstiitzung meiner Arbeit.

Experimenteller Teil.

Reaktion von Vitamin B, mit NaHSO;. 15 mg B, wurden in der Losung von
60 mg NaHSO, in 5 cm3 Wasser gelost und eingeschmolzen drei Tage bei 189 im Dunkeln
stehengelassen. Die rote Farbe war dabei deutlich heller und orangestichig geworden. Die
Losung wurde 5mal mit je 3-cm3-Portionen einer Mischung von 1 Vol.-Teil frisch destil-
liertem Phenol mit 4 Vol.-Teilen Chloroform ausgeschiittelt. Die gelbbraun gefirbten
organischen Ausziige wurden in einem zweiten Scheidetrichter mit1 cm?® Wasser gewaschen.
Das Chloroform wurde i Vakuum bei Zimmertemperatur abdestilliert und die zuriick-
gebliebene phenolische Losung mit 20 cm® Ather verdiinnt. Die dabei ausgefallenen braunen
Flocken wurden durch Ausschiitteln mit Wasser gelost. Die wiisserigen Losungen passier-
ten einen zweiten Scheidetrichter mit 10 em3 Ather. Das Ausschiitteln mit Wasser wurde
8o oft wiederholt, bis dieses keine gefirbten Bestandteile mehr aufnahm. Die wisserige
Lésung wurde im Vakuum eingedampft; Riickstand 21 mg. Diese gaben aus Wasser-
Aceton 10 mg braune, zu Drusen angeordnete Nadeln, die mit Aceton gewaschen und aus
Wasser-Aceton umkristallisiert wurden.

8 mg Mutterlaugen wurden in methanolischer Lésung durch eine Siaule von 500 mg
aktiviertem Aluminiumoxyd filtriert. 20 cm?® methanolische, braunrot gefirbte Eluate
hinterliessen beim Eindampfen im Vakuum 4 mg, die aus Wasser-Aceton 1 mg Nadeln
lieferten, die im Absorptionsspektrum und in der mikrobiologischen Aktivitit von dem
nicht chromatographierten Produkt nicht zu unterscheiden waren,

Die Kristalle enthalten neben C, H und N noch Co und P, S-Probe negativ; das
Absorptionsspektrum in methanolischer Losung ist in Fig. 1b) aufgezeichnet. Mikrobio-
logische Aktivitit: Lactobac. Leichmannii = 1; Lactobac. lactis = 1.

2,5 mg des Reaktionsproduktes wurden in der Losung von 20 mg KCN in 2 cm3
Wasser, deren pH mit 50-proz. Essigsiure auf 5,5 gestellt war, gelést und 24 Stunden
bei 20° im Dunkeln stehengelassen. Die rotviolette Losung wurde 4mal mit 1 cm? einer
Mischung von 1 Vol.-Teil Phenol mit 4 Vol.-Teilen Chloroform ausgeschiittelt, wodurch
der wisserigen Losung alle gefarbten Anteile entzogen wurden. Die iibliche Aufarbeitung
der organischen Ausziige gab 2 mg Riickstand, der aus Wasser-Aceton 1 mg Kristalle gab,
die zur Aufnahme des Spektrums aus Wasser-Aceton umkristallisiert wurden. Das Spek-
trum in methanolischer Losung war gleich wie dasjenige von B,,. Mikrobiologische Aktivi-
tat: Lactobac. Leichmannii = 1; Lactobac. lactis = 1.

Reaktion von Vitamin B,, mit Na;8,0,. 5 mg B;; wurden in 1 cm® Wasser
gelost, mit 0,01 cm® 20-proz. Pottasche-Losung versetzt und zu dieser Losung 20 mg
Natriumdithionit in 1 cm?® Wasser gegeben. Nach 2 Stunden Reaktion bei Zimmer-
temperatur war das pH gegen den Neutralpunkt abgesunken, weshalb noch einmal
0,01 cm? 20-proz. Pottasche-Losung bis zur ganz schwach phenolphtaleinpositiven Reak-
tion zugefiigt wurden. Nach 24 Stunden Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Lésung
mit 1 cm® Wasser verdiinnt und im Scheidetrichter 5mal mit je 2 cm3 einer Mischung von
1 Vol.-Teil Phenol mit 5 Vol.-Teilen Chloroform ausgeschiittelt. Die braungefirbten,
organischen Ausziige wurden Imal mit 0,5—1 cm?® Wasser gewaschen und dann das Chloro-
form im Vakuum abdestilliert. Die zuriickgebliebene Phenollssung wurde mit 15 cm3
Ather verdiinnt und diese Lésung im Scheidetrichter so oft mit kleinen Portionen Wasser
ausgeschiittelt, bis dieses keine gefarbten Substanzen mehr aufnahm. Die wisserige Losung
wurde im Vakuum eingedampft. Riickstand: 5 mg. Diese wurden in wenig Wasser gelost
und mit Aceton bis zur Triibung versetzt. Nach 21 Tagen Stehen bei 0° hatten sich 1,5 mg
Nadeln, die in kugeligen Haufen angeordnet waren, abgeschieden. Die Kristalle wurden
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mit Aceton gewaschen und aus Wasser-Aceton umkristallisiert. Ausbeute an reinem
Produkt: 627 p. Das Absorptionsspektrum in methanolischer Losung ist in Fig. 1 ¢) aufge-
zeichnet. Mikrobiologische Aktivitat : Lactobac. Leichmannii = 0,3 ; Lactobac. lactis = 0,3.

Reduktion von Vitamin B;, mit Zinkstaub in Ammoniumchlorid-
16sung. 40 mg Vitamin B,, wurden mit 200 mg elektrolytisch abgeschiedenem Zinkstaub
in 10 cm? 10-proz. wisseriger NH,Cl-Losung unter Stickstoff geschiittelt. Nach ca. 15 Mi-
nuten hatte die Farbe der Losung von rot in braun gewechselt. Nach 24 Stunden war die
Losung blau-grim. Nach 48 Stunden wurde die Reaktion abgebrochen und Luft in die
Apparatur eingelassen. Dabei wurde die Losung momentan rotbraun. Die vom Zinkstaub
auszentrifugierte Losung wurde 5mal mit je 10 em? einer Mischung von 1 Vol.-Teil Phenol
mit 4 Vol.-Teilen Chloroform ausgeschiittelt und die rotbraun gefarbten organischen Aus-
ziige mit 1 cm?® Wasser gewaschen. Das Chloroform wurde im Vakuum abdestilliert und die
phenolische Losung mit 70 cm?® Ather verdiinnt. Diese wurde so oft mit kleinen Portionen
Wasser ausgeschiittelt, bis dieses keine gefarbten Produkte mehr aufnahm. Durch Ein-
dampfen im Vakuum wurden 41 mg Riickstand erhalten, der aus Wasser-Aceton nach
72 Stunden bei 0° 10 mg Drusen lieferte. Die Kristalle wurden aus Wasser-Aceton 2mal
umbkristallisiert. Die Priifung auf Co war positiv. Absorptionsspektrum in methanolischer
Losung vgl. Fig. 2a). Mikrobiologische Aktivitit: Lactobac. Leichmannii 0,5; Lactobac.
lactis 0,3. 2,5 mg des kristallisierten Produktes wurden mit der Losung von 15 mg KCN
in 1,5 cm® Wasser, deren pH mit 0,03 cm3 50-proz. Essigsdure auf 4 gestellt war, 24 Stun-
den bei 20° im Dunkeln stehengelassen. Dann wurde die Losung 4mal mit 1 ¢m? einer
Mischung von 1 Vol.-Teil Phenol mit 4 Vol.-Teilen Chloroform ausgeschiittelt, wobei die
wiasserige Losung farblos wurde. Die gleiche Aufarbeitung der organischen Ausziige wie
oben lieferte 3 mg roten Riickstand, der aus Wasser-Aceton 2 mg Nadeln gab, deren
Spektrum in methanolischer Losung mit dem von B,, identisch war (vgl. Fig. 2¢)); mikro-
biologische Aktivitit an Lactobac. Leichmannii wurde teils niedriger, teils héher als B,,
gefunden?).

Herstellung der Losung zur Aufnahme des Absorptionsspektrums des
s blauen Reduktionsproduktes® (vgl. Fig. 2b). 159 y B,, wurden mit 25 mg elektro-
lytisch abgeschiedenem reinem Zinkstaub in 3 cm?® 10-proz. wisseriger NH,Cl-Losung
24 Stunden in luftdicht verschlossener Quarzkiivette geschiittelt. Als Deckel der Kiivette
diente eine kleine Gummiplatte (0,8 cm dick), die mit einer Spannfeder fest auf die
Kiivette aufgesetzt war. Der ganze Verschlussmechanismus war so konstruiert, dass er
eben noch Platz im Schlitten des Spektrophotometers fand. Zur Aufnahme des Spektrums
wurde die Losung mit einer genau gleich behandelten Mischung von Zinkstaub mit Am-
moniumchlorid ohne B,, verglichen. Vor der Messung wurde der Zinkstaub absitzen
gelassen. Nach 48 Stunden Schiitteln wurde das gleiche Spektrum wie nach 24 Stunden
erhalten.

Zusammenfassung.

Es wird iiber die Reaktion von Vitamin B, mit drei Reduktions-
mitteln, NaHSO;, Na,S8,0, und Zinkstaub in NH,Cl-Lisung berichtet.
Mit Zn wurde eine blaue Losung erhalten, bei der das Co-Atom eine
niedrigere Valenzstufe besitzen diirfte. Sie wird von Luft sofort zu
einem Produkt zuriickoxydiert, das dem Bj,,-Typus entspricht und
von HCN wieder in B,, zuriickverwandelt wird. Die Einwirkung von
NaHSO, und Na,S,0, gibt ebenfalls Derivate, die dem B,,, dbnlich
sind und von HCN in B,, zuriickverwandelt werden.

Pharmazeutische Anstalt der Universitit Basel.

1) Da dasselbe Priparat zur Priifung gelangte, diirfte es sich um Fehler bei der
biologischen Bestimmung handeln.
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