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Aus Abwasserfaulschlamm von Hefefabriken werden die Benzimidazol- und 
5-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analoga in kristallisierter Form gewonnen. 
Ihre Struktur wird durch Abbau zu den entsprechenden Nucleotiden und Basen 
sowie durch Vergleich niit den biosynthetisch hergestellten ,,Cobalaminen" 

sichergestellt. 

Bei der halbtechnischen Cellulosechromatographie von Konzentraten, die aus ca. 
1100 cbm Faulschlamm zweier Hefefabriken (D und N) stammten, wurde jeweils 
eine zwischen Vitamin B12 und Faktor I11 liegende Fraktion2) erhalten, aus der nach 
wiederholter Cellulosechromatographie mit verschiedenen Entwicklern und elektro- 
phoretischer Reinigung zwei kristallisierte Cobalamin-Analoga (I und 11) gewonnen 
wurden. Die Verarbeitung der Konzentrate aus D und N sowie die Strukturermittlung 
der daraus gewonnenen Analoga I und I1 erfolgten getrennt, urn so nahere Aussagen 
uber die Herkunft der betreffenden Produkte machen zu konnen. 

I erwies sich als 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogon 1). Beweise hierfiir sind : 
Es besitzt in verschiedenen Entwicklersysternen3) die gleiche papierchromatographi- 
sche Beweglichkeit sowie das gleiche UV-Absorptionsspektnm (s. Abbild. 1) wie 
das biosynthetisch hergestellte ,,Cobalamin" 1.4-7) ; das UV-Absorptionsspektrum 
des Nucleotides aus I ist identisch rnit dem aus biosynthetischern 5-Methyl-benz- 
imidazolcobalamin-Analogonl) (s. Tabelle) und verschieden von dem aus dem eben- 
falls biosynthetisch hergestellten 6-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogon 1) ; aus 
I wurde 5-Methyl-benzimidazol isoliert. 

I1 wurde als Benzimidazol-cobalamin-Analogon identifiziert. Papierchromato- 
graphisch stimmte es zwar trotz Anwendung zahlreicher Entwickler sowohl mit dem 
Benzimidazol-cobalamin-Analogon biosynthetischer Herkunft4.5.7-9) als auch mit dem 

1)  V111. Mitteil.: W. FRIEDRICH und K. BERNHAUER, Chem. Ber. 91, 1665 [1958]. 
2) Wir danken Herrn Dr. Hw. DELLWEG fur die Uberlassung dieser Fraktion. 
3) W. FRIEDRICH, G. GROSS und K. BERNHAUER, Mikrochim. Acta 1956, 134. 
4) K. BERNHAUER und W. FRIEDRICH, Angew. Chem. 66,776 [1954]. 
5 )  J. E. FORD, E. S. HOLDSWORTH und S. K. KON, Biochem. J. 58, Proc. XXIV [1954]; 

6 )  J. PAWELKIEWICZ, Acta Biochim. Polon. 1, 313 [1954]. 
7) Hw. DELLWEG, E. BECHER und K. BERNHAUER, Biochem. 2. 327,422 [1956]. 
8 )  J. PAWELKIEWICZ und K. NOWAKOWSKA, Acta Biochim. Polon. 2, 259 [1955]. 
9 )  K. H. FANTES und C. H. ~ 'CALLAGHAN,  Biochem. J. 58, Proc. XXI [1954]; 59,79 [1955]. 

59, 86 [1955]. 
. 
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5-Methoxy-benzimidazol-cobalamin-Analogon (Faktor 111 m 10)) vollig uberein, es 
war jedoch gemal3 seinem UV-Absorptionsspektrum (s. Abbild. 2) eindeutig vom 
letzteren verschieden und dem biosynthetischen Benzimidazol-cobalamin-Analogon 11) 

-J(m-') 
40 35 30IO' 

250 275 3w- 325 
A(rnh/ - 

Abbild. 1. UV-Absorptionsspektrum 
des 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin- 

Analogons ( I )  in Wasser. 
Monocyanokomplex, PH 6 (Maxi- 

mum bei 278 mp), ------- Dicyanokomplex, 
PH 10.5 (Maxima bei 278 mp, 288 m p  und 
306 - 3 I3 mp). Die bei 288 m p  auftretende 

Schulter bzw. schwache Bande (t) 
gehort zum Nucleotidanteil 

Abbild. 2. UV-Absorptionsspektrum des 
Benzimidazol-cobalamin-Analogons (11) 

in Wasser. - Monocyanokomplex, PH 6 
(Maximum bei 274 mp). 

- _ _ - _ _ -  Dicyanokomplex, PH 10.5 
(Maxima bei 275 mp, 280 mp 

und 306-313 mp). Die bei 280 mp auf- 
tretende Schulter bzw. schwache Bande (t) 

gehort zum Nucleotidanteil 

UV-Absorptions-Maxima und -Minima der aus I und I1 isolierten Nucleotide und Basen 
sowie verwandter Substanzen (in Wassex; h in mp) 

PH 1.0 PH 12.0 
Abs.-Max. Abs.-Min. Abs.-Max. Abs.-Min. Substanz 

.- 

Nucleotid aus I 282 275 232 288 280 241.5 266.5 299 
Nucleotid aus biosynthet. 282 275 231.5 288 280 247.5 266.5 228.5 

Base aus I 280 273.5 229 282 276 245 260 229 
5-Methyl-benzimidazoI12) 279.9 273.2 229 282 276 244.5 260.5 226 
Nucleotid aus I1 274.8 268 226 279.8 272.5 245 262 224 
l-Methyl-benzirnidazol12) 274.4 267.8 223 279.8 272.9 253 261.5 224 
Base aus I1 273 266.5 223 277.5 271 242.5 251 223 
Benzimidazol12) 273 266.5 222 217.2 270.8 242.2 257 222.5 

5-Methyl-benzimidazol- 
cobalamin-Analogon 1) 

10) W. FRIEDRICH und K. BERNHAUER, Chem. Ber. 89, 2030 [1956]. 
11) Wir danken Dr. S. K. KON flir die freundliche Uberlassung des Praparates. 
12) G.H.BEAvEN, E.R.HOLIDAY und E.A.JOHNSON, Spectrochim. Acta [London]4,338 [I95 I]. 
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ahnlich. Das aus I1 gewonnene Nucleotid (s. Abbild. 3 und Tabelle) zeigk in seiner 
UV-Absorption eine groBe hnlichkeit rnit 1-Methyl-benzimidazollz) ; die daraus 
gewonnene kristallisierte Base erwies sich schlieB- 
lich sowohl in ihrem UV-Absorptionsspektrm 
(s. Tabelle) als auch auf Grund des direkten Ver- 
gleiches mit einer authentischen Probe als identisch lZoo 

mit Benzimidazol. E 
Weder das 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin- ~~ 

Analogon noch das Benzimidazolcobalamin-Ana- 
logon, noch die in ihnen enthaltenen Basen, 
5-Methyl-benzimidazol und Benzimidazol, w d e n  oBw 
bisher in der Natur aufgefunden. 

Die UV-Absorptionsspektren von I und I1 (s. Ab- 
bild. 1 und 2) unterscheiden sich deutlich voneinan- 
der und sind durch eine charakteristische, schwach 
ausgeprlgte Schulter (in der Monocyanoform) bzw. 
Bande (in der Dicyanoform) bei 288 bzw. 280mp 
gekennteichnet. Diese Banden entstammen dem 
Nucleotidanteil in seiner Basenform (s. Abbild. 3 
und Tabelle). In den Monocyanokomplexen der 
,,Cobalamine" ist der Nucleotidanteil durch die 

0600 

0400 

N-3 -Co-Bindung ,,deformiert", weshalb hier die 
entsprechende Bande des Nucleotides nur schwach 
angedeutet ist. In den Dicyanokomplexen, in denen 
N-3 nicht an Kobalt gebunden ist, leistet dagegen 
der Nucleotidanteil den erwarteten additiven Beitrag 
zum Gesamtspektrum des Molekiils. 

Abbild. 3. UV-Absorptions- 
spektrum des Nucleotides 
dem Benzimidazol-cobalamin- 

Analogon (11) 
in 0.03 n HCI - 

und in 0.03 KOH - 

Die Moglichkeit, daB Benzimidazol bzw. 5-Methyl-benzimidazol in die betreffenden 
Klaranlagen (D und N) rnit Abw%sern der chemischen Industrie gelangt sein konn- 
ten, ist dadurch ausgeschlossen, daB diese Klaranlagen ausschlieBlich rnit Abwassern 
von Hefefabriken gespeist werden (bzw. zur Zeit der Entnahme gespeist wurden). 
In diesen Hefefabriken wird weder rnit Benzimidazol noch rnit 5-Methyl-benzimid- 
azol gearbeitet. Fur den biologischen Ursprung der beiden Cobalamin-Analoga bzw. 
der in ihnen enthaltenen Basen spricht aukrdem die Tatsache, daB diese ,,Cobal- 
amine" im Faulschlamm beider Klaranlagen in annahernd gleicher Menge vorkommen 
(zusammen etwa 30 bzw. 60 mg in je 100 cbm Faulschlamm). Die Frage, ob die zur 
mikrobiellen Synthese dieser Cobalamin-Arten erforderlichen Basen, Benzimidazol 
und 5-Methyl-benzimidazol, mikrobiellen oder pflanzlichen Ursprungs sind, laBt sich 
noch nicht beantworten. In beiden Hefefabriken wird Zuckerriibenmelasse verarbeitet. 

Die Auffindung der beiden Benzimidazol-cobalamin-Analoga als Naturprodukte 
ist u. a. im Hinblick auf die Biosynthese des Vitamins Blzbzw. des inihm enthaltenen 
5.6-Dimethyl-benzimidazols bemerkenswert. Die Moglichkeit, daB dieses durch 
stufenweise biosynthetische Methylierung des Benzimidazols entstehen konnte, er- 



2064 FRIEDRICH und BERNHAUER Jahrg. 91 

scheint damit diskutabel, noch dam wenn man die besondere Reaktionsbereit- 
schaft der 5- und 6-Position des Benzimidazols beriicksichtigt. 

Wie sich zeigte, ist es unmoglich, die Benzimidazol- und 5-Methoxy-benzimidazol- 
cobalamin-Analoga papierchromatographisch zu trennen. Daraus geht hervor, daB 
hier die Methylgruppe und der Athersauerstoff auf den Verlauf des Verteilungs- 
prozesses geiiau entgegengesetzt wirken. Es ist dies der erste Fall, daD zwei komplette 
(nucleotidhaltige) ,,Cobalamine" papierchromatographisch nicht trennbar sind. 

Die Isolierung des Benzimidazol-cobalamin-Analogons war auch deshalb iiber- 
raschend, weil rnit dem Vorkommen von 5-Methoxy-benzimidazol-cobalamin-ha- 
logon (Faktor IIIm) irn Faulschlamm gerechnet werden konnte, da dessen Ent- 
stehung durch biologische Methylierung des 5-Hydroxy-benzimidazolcobalamin- 
Analogons (Faktor 111) naheliegend ware. Da nun aber das Benzimidazol-cobalamin- 
Analogon isoliert wurde, das weder durch Extraktionsprozesse noch durch Chromatc- 
graphie vom Faktor Illm trennbar ist, erscheint bewiesen, daO Faktor IIIm in den 
untersuchten Faulschlammen nicht vorkommt. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Gewinnung der Benzimiduzol- und 5-Merl~~I-benzimidazol-cobolami11-Ariala~a aus Faul- 
schlamm: Die bei der halbtechnischen Cellulosechromatographie von Konzentraten aus ca. 
I 1 0 0  cbm Hefeabwasser-Faulschlamm zweier verschiedener Klaranlagen (D und N)  13) an- 
fallenden, zwischen den Zonen von Vitamin BIZ und Faktor I l l  befindlichen Fraktionen 
wurden in folgenden Schritten weiterverarbeitet: 

1. Chromatographie des Ausgangsmaterials (als ,,Kieselgurprodukt") in einer groBeren 
Anzahl von Cellulosesaulen~4~ (7 x 20 cm; Entwickler n-Butanol + 15 % Wasser, enthaltend 
0.5 ccm 10-proz. HCN-Lasung im Liter). Dabei wurde eine Mittelfraktion gewonnen unter 
Abtrennung einer groBeren Menge Faktor I b15) und langsamer als Faktor 111 laufender 
Cobalamin-Analoga sowie nicht-Bin-artiger Verunreinigungen. 

2. Chromatogrzphie des aus der Mittelfraktion gewonnenen Konzentrates (als ,,Kieselgur- 
produkt") in mehrercn Cellulosesiulen (7 x 30 cm; Entwickler in ccm: n-Butanol 415, 
Wasser 40, 25-prOZ. NH3-Losung 45, 10-proz. HCN-Liisung 0.5). Dabei wurden mehrere 
Zonen erhalten. Die schnellste Zone enthielt das Cobalamin-Analogon I mit etwas Vitamin 
BIZ, die langsamer wandernde das Cobalamin-Analogon 11. Diese beiden Zonen waren nicht 
vollstlndig voneinander getrennt, recht gut jedoch von der nachfolgenden, sehr kraftigen 
Zone des 2-Methylmercapto-adenin-cobalamin-Analogons 16). Die schlechte Trennung der 
Zonen rnit den Stoffen I und 11 voneinander war durch begleitende proteinartige Verunreini- 
gungen verursacht. 

13) Ca. 750 cbm aus der von der Hefefabrik Pleser, Darmstadt, gespeisten Klaranlage 
Darmstadt-Eberstadt (D) und ca. 350 cbm aus der von der Hefe- und Spritfabrik Schneider, 
Nuttlar, gespeisten Klaranlage Nuttlar des Ruhrverbandes (N). 

14) Bei den chromatographixhen Operationen im LabormaDstab wurde stets Linters- 
Pulver Nr. 124 der Fa. Schleicher & Schull verwendet. Die Durchlaufgeschwindigkeit des 
Entwicklcrs betrug irn Durchschnitt 1 cm/Stde., d. h. 1 crn Niveaudifferenz des Entwicklers 
in der Saule je Stde. Es wurde meist ununterbrochen 2-4 Wochen entwickelt. 

15) Hw. DELLWEC und K. BERNHAUER, Arch. Biochem. Biophysics 69, 74 [1957]. 
16) W. FRIEDRICH und K. BERNHAUER, Angew. Chem. 69, 478 [1957l; Chem. Ber. 90, 1966 

[ 19571. 
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3. Durch Elektrophorese des w2Drigen Konzentrates der vereinigten, I und I1 enthaltenden 
Zonen auf Kartons (Schleicher & Schiill, Nr. 2230) in Phosphatpuffer vom PH 7.2 wurden 
anodisch wandernde proteinartige Verunreinigungen beseitigt. 

4. Chromatographie des aus der elektrophoretisch gereinigten Fraktion gewonnenen 
Konzentrates (als ,,Kieselgurprodukt") in mehreren Cellulosesaulen (3.6 x 32 cm; Ent- 
wickler in ccm: n-Butanol 425, Wasser 75, Eisessig 5 ,  10-proz. HCN-Lbsung 0.5). Dabei 
wurde Vitamin B12 als rascheste Zone grbBtenteils beseitigt, sowie I ( R B , ~  = 0.7) und I1 
( R B , ~  = 0.5) voneinander getrennt. 

5 .  Durch nochmalige getrennte Elektrophorese der die Stoffe 1 und I1 enthaltenden Frak- 
tionen bei P H  7.2 und sodann bei P H  2.6 wurden die restlichen proteinartigen Verunreini- 
gungen beseitigt. 

6. Durch getrennte Chromatographie der die Stoffe I bzw. I1 enthaltenden Fraktionen in 
Cellulosesaulen (3.4 x 39 cm; Entwickler n-Butanol/Wasser, gesattigt mit KC104, CN- 
Ionen wie iiblich) wurden restliche Mengen von Vitamin BIZ und des 2-Methylmercapto- 
adenin-cobalamin-Analogons entfernt. I muDte zwecks Beseitigung der noch anhaftenden 
Spuren an 2-Methylmercapto-adenin-cobalamin-Analogon unter Benutzung des NH3- 
haltigen Entwicklers (s. unter 2.) nochmals chromatographiert werden. 

Nach der tiblichen Weiterverarbeitung der nun vbllig reinen Fraktionen kristallisierte I 
in feinen, 11 in etwas grbberen SpieDen aus waDrigem Aceton. Beide Cobalamin-Analoga 
besaDen im Wachstumstest gegenliber E. coli 1 13 -3 und L. Ieichmannii die bereits bekannte 
Aktiviets). 

Ausb. an I 102 mg aus Klaranlage D, 60 mg aus Klaranlage N 
Ausb. an If 333 mg aus KlBranlage D, 44 mg aus Klaranlage N 

Abbau des 5-Methyl-benzimidazol-cobalamin-Analogons: Eine Lbsung von 80 mg I (ent- 
haltend ca. 10% Wasser) in 4 ccm 70-proz. Perchlorsaure wurde 4 Stdn. bei 20" stehengelassen. 
Aus dem Hydrolysat wurde, wie bereits beschriebenl), Faktor B und das Nucleotid, aus dem 
letzteren 5-Methyl-benzimidazol gewonnen. Ausbeute gemaD der spektrophotometrischen 
Bestimmung ca. 5 mg (ca. 70% d. Th.). Die Base aus I sowie synthet. 5-Methyl-benzimidazol 
hatten iibereinstimmend die RF-Werte ( I )  0.84, (2) 0.92 und (3) 0.92 bei Verwendung von ( I )  
n-Butanol/Eisessig/Wasser ( 5  : 4: I),  (2) n-Butanol/Wasser/25-proz. NH3-Lbsung (86: 14: 1) und 
(3) wassergesatt. n-Butanol als Entwickler sowie gleiche elektrophoretische Beweglichkeit in 
verd. Essigsaure. 

Abbau des Benzimidazol-cobalanrin-Analogons: Eine Lbsung von 200 mg I1 (enthaltend ca. 
10 % Wasser) in 7 ccm 70-proz. Perchlorshure wurde 4 Stdn. stehengelassen. Aus dem Hydroly- 
sat erhielt man in ilblicher Weise (s. oben) Faktor B und das amorphe Nucleotid. Durch 
Hydrolyse des letzteren mit 6 n HCI bei 150" wahrend 4 Stdn. und Chromatographie des 
Hydrolysates durch Dowex 50 sowie Amberlite IR-4B wurde Benzimidazol gewonnen. Aus 
Wasser farblose Blattchen. Schmp. sowie Misch-Schmp. mit authent. Substanz 170- 172". 
Ausb. 12 mg (ca. 66% d. Th.). 
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