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nachgewasclicn. Das Filtrat wurde irn Vakuuiti zur Trockene eingedaiiipft, der kriatalli- 
sierte Riiclistand (86 mg) zur Analysc zweimal aus Methanol umgelost und anschlicssend 
im Hochvakuum 16 Std. bei 40" getrocknet. Feine Nadelii voni Smp. 116--117°. 

C,,H,,O, Ber. C 7 8 3 2  H lO,SS% Gef. C 78,27 H 10,85% 
[alD = + 400 (c =: 0,902 in Clhloroform) 

Die Analyseri wurden im Mikrolaboratorium der CIBA Alctiengesellschafl in Basel 
(Leitung Dr. H .  G?/seZ) und in der rriikro~nalytischcn Abteilung des organisch-chemischen 
Laboratoriums der E T H .  (Leitung W. Manser) ausgefiihrt. 

71 n s it ni m enf a s s 11 n g  . 
-41s Erganzung zu unserer kurzlich veroffeiitlichteri Arbeit ,,Ein 

neuer Weg zur Synthese von ll-Keto-Steroiden" (I .c . )  geben wir in 
der vorliegenden Mitteilung weitere Resultate bekannt, die in der 
Androstan- und der Cholestan-Reihe erzielt wurden. Die Endprodukte 
dieser Versuche sind das 3,11, l7-l1riketo-~ndrostari (IX) und das 38- 
Acetoxy -11 -keto - cholcs t,an (XVTZ). 

F'orfchuiigslaborstorien der (,'I Rd Aktiengesellschaft, Basel, 
Pharinazeutische Abtcilung, und Organisch-chemisches La- 

bora torinm dcr Eidg. Twhnischen Hochschule, Zurich. 

38. Isolierung von Vitamin By, aus Leberextrakt sowie aus 
Ruckstanden der Streptomycinfabrikation. 

Versuche mit Vitamin B,,, 111. Mitteilungl) 

yon 0. Schindler und T. Rcichstein. 
(14. XII. 51.) 

Die Isolierung von Vitamin B,, aus Leber ist von Rickes und 
Mitarb.2), Xmith3), Wijmenga und J ! k ~ b . ~ )  und Ellis und 
die Isolierung RUS Ruckstanden tier Streptoinycin-Fabrikation und 
andern Garlosungen von Rickes untl Mitarb. "), Piercf und Mitarb. '), 
_ _  ~ 

I )  2.  Mitt: 0. Schindler, Helv. 34, 1356 (1951). 
,) E. L. Rzckes, AT. G. Brink, F .  R. Koniuszy, I ' h .  R. Wood d. K .  BolXPrs, Scwncc 

3 ,  E. I,. Smith, Nature 161, 6% (1948); 162, 144 (1948); K .  H. Funtes, J .  E. P q e ,  

4, H .  G.  IViynenga, J .  Lens & A .  Middlebeek, Chem. Weekblad 45, 342 (1949). 
5, B. Ellis, V .  Petrow & G. P. Snook, J. Pharm. Pharmacol. I, 60 (1949). 
6,  E. L. RackPs, N .  G .  Brink ,  P. R. Koniuszy, T. R. Wood 6: K.  Folkers, Science 108, 

7) ,T. V.  P i w L c ,  A. P. P o p ,  X. L. R. Stokstad & T .  I € .  Jukes, Am. Soc. 71, %952 

107, 396 (1948). 

L. F. J .  I'urker & E .  L. SmillL, Proc. Royal Soc. London, 136, B, 592 (1949). 

634 (1928). 

(1949). 
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Xmith und Mitiarb.,), Jackson und Mitarb.,) und Pricke und Mitarb.3) 
beschrieben worden. Im folgenden sol1 uber die Methode berichtet 
werden, die wir nach entsprechenden Vorversuchen zur Isolierung des 
kristallisierten Vitamins mit gutem Erfolg benutzt haben4). 

I so l ie rung  a u s  Leber.  
Als Ausgangsmaterial diente ein industriell gewonnenes Leber- 

extrakt-Trockenpraparat (62,7 g) aus 500 kg friseher Rinderleber5), 
das im wesentlichen naeh der Methode von Cohn und Mitarb.fi) be- 
reitet worden war. Es cnthielt, soweit damals fcstgestellt werden 
konnte, etwa 3,3--10 y Vitamin B,, pro mg (total somit 188 bis 
627 mg R,,)'). Dieses Material wurde zunachst der Einwirkung von 
Papain, das mit KCN aktiviert war, bei pH 5,6-6,5 unterworfens), 
wodurch die Ausbeute an kristallisiertem Vitamin wesentlich erhoht 
und die Aufarbeitung erleichtert wurdes). Nach 2tagiger Fermentie- 
rung bei 40° urtd 60° wurde mit frisch bereitetem Pb(OH), behandelt6) 
und das auf pH 6 angesauerte Filtrat zur Entfernung von Ballaststoffen 
grundlich mit Chloroform ausgeschutteltlO). Dann wurde mehrmals 
mit einem Gemisch von Phenol und Chloroform (1 : 4)11) ausgeschuttelt. 
Diese Auszuge waren bereits merklich rot gefarbt und enthielten das 
gcsamte B,,, das sich nach Abdestillieren des Chloroforms im Vakuum 
und Zusatz von Ather lejcht in Wasser ubertreiben liess. Zur Vor- 
reinigung wurde die wasserige Losung mit ii-Butanol ersehopfend aus- 
geschuttelt , wobei butanollosliche Verunreinigungen abgetrennt wur- 
den, wiihrend das B,, im Wasser blieb. Der Eindsmpfruckstand der 
wiisserigen Losung wurde aus wenig Methanol mit vie1 Aceton gefiillt, 
wobei sich die Rcetonlijsung praktisch frei von B,, crwies. Das in 

l) E. L. Smith, K .  H .  Fanles d: S. Ball, Amer. Chem. SOC. Meeting, Spring (1950), 

*) Ili. G. Jackson, G. B. TYWiffield, Up. H .  De Vries, H .  A .  Xelson & J .  S. Evans, 

3, H .  H.  Fricke, B. Lanius, A. P. De Rose, M .  Lupidus d. D. F.  Frost, Fed. Proc. 9, 

4, Die Versuche wurden in den Jahren 1948/49 ausgefiihrt. 
5, Wir dankcn der Fa. N .  V .  Organon, Oss, fur dieses Material. 
6 ,  E. J .  Cohn, G .  R. Minot, G.  A. Allesd TY. T. Salter, J. Biol. Chem. 77, 325 (1928). 
') Nach mikrobiologischen Bestimmungcn durch Herrn Dr. V .  Kochcr, Basel. Der 

Test erlaubte damals keine grossere Genauigkeit. 
*) Nach Vorschlag der Herren Drs. J .  Lens und H .  G. Wijmenga, Oss. Nach spaterer 

Mitteilung von Herrn Dr. J .  Lens sol1 KCN allein denselben Zweck erl'ullen. Wir haben 
trotzdem imnier Papain mitverwendet. 

9, M7ie heute, bekannt, werden verschiedene Vertreter der B,,-Gruppo durch KCN 
in Vitamin BIZ (Cya,nocobalamin) iibergefiilirt. Da wjr KCR bereits anfangs der Isolierung 
verwendeten, ist es auf Grund dieser Versuche unmoglich, zu sagen, ob das am Schluss 
isolierte Blz ursprunglich als solches vorlag oder ails B12b etc. entstaiiden ist. 

lo) Aus dem Chloroform-Extralit licss sich ein kristallisierter farbloser Stoff vom 
Smp. 1 56-158O isolicrcn, dessen Analysen auf die Formel C,,H,,O,N, passten. 

11) Verhaltnis der Volumteilc. Dies gilt fur allc folgenden Verhaltniszahlen. 

p. 10 A. 

Am. SOC. 73, 337 (1951). 

173 (1950). 
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Aceton unlosliche Material wurde zur weiteren Reinigung in Methanol 
gelost, durch eine rnit Methanol bereitete und gut gewaschene Saule 
von alkalifreiem, aktiviertem A1,0, filtriert und so lange rnit Me- 
thanol, zuletzt unter Zusatz von 20% Wasser, nachgewaschen bis die 
Eluate nicht mehr rot gefarbt waren. Die roten Filtrate wurden genau 
neutralisiert und im Vakuum eingedampft. Der Eindampfriickstand 
wurde in Wasser gelost und diese wasserige Losung wiederholt rnit 
Phenol-Chloroform-( 1 : 10)  ausgeschuttelt. Die Aufarbeitung der roten 
Phenol-Chloroform-Losung geschah gleich wie bei der ersten Phenol- 
Chloroform-Ausschiittelung und gab einen intensiv rot gefarbten Ex- 
trakt (797 mg), der aus Wasser-Aceton 67 mg kristallisiertes Vitamin 
B,, lieferte. Aus den Mutterlaugen und Nachberfraktionen liessen sich 
nach Wiederholung der Reinigung an  A1,0, und Ausschutteln noch 
insgesamt 63 mg Kristalle gewinnen. Ausbeute: total 130 mg Roh- 
kristalle. 

Bei der Filtration durch A1,0, blieb ein grosser Teil am A1,03 
haften, der erst mit Methanol-Wasser unter Zusatz von Essigsaure 
eluierbar war. Auch aus diesen Anteilen liess sich intensiv rot gefarbtes 
Material gewinnen, das anscheinend leicht saure Natur besitzt, das 
bisher aber nicht kristallisiert werden konntel). 

I so l i e rung  a u s  S t rep tomyces-Ri icks tgnden .  
Als Ausgangsmaterial dienten zwei verschiedene, aus Riickstan- 

den der Streptomycin-Fabrikation gewonnene Praparate,), deren 
Herstellung Ton den Armour Laboratories, Chicago, und der Upjohn 
Company,  Kalamazoo (Michigan), gemeinsam ausgearbeitet wurde. 
Uber die Gewinnung der zwei erhaltenen Konzentrate gab uns Herr 
Dr. G.3’. Cartland Ton der Upjohn Comp. die folgende, von Herrn 
Dr. W .  G. Jackson stammende, Bcschreibung. 

P r a p a r a t  a) (Lot Nr. 78-HAN-13, zweimal je 100 g erhalten). Der GBransatz (1000 
Gallonen = ca. 3780 1) enthielt nach mikrobiologischer Bestimmung an L a c t o b a c i l l u s  
l a c t i s  D o r n ~ r ~ )  insgesamt 1,3 g Vitamin B,z. Die Mischung wurde filtriert. Das Filtrat 
enthielt 0,11 g B,,, es wurde wie friiher beschriebcn4) zur Gewinnung von Streptomycin 
verwendet. Der Mycelkuchen (enthaltcnd 1,2 g Biz) wurde untcr leichtem Druck (10 Ibs 
= ea. 0,7 Atii) mit 410 Gallonen (= ca. 1550 1) Wasser bei 104O geriihrt, abgekuhlt und 
filtriert. Das Filtrat enthielt 0,65 g BIZ, es wurde mit NaOH auf pH = 8 gestellt und zur 
Adsorption des B,, mit 2% (72 lbs = ca. 32 kg) D u c o  G-605) geriihrt. Das abfiltrierte 
Kohle-Adsorbat wurde viermal bei 500 mit 50-proz. Aceton eluiert, das mit NH, auf 
pH = 9,5 gebracht war. Die vereinigten Eluate (52 Gallonen = ca. 196 1) wurden im 
Vakuum auf 8,5 I eingeengt. Dieses Konzentrat wurde filtriert und das Filtrat aus ge- 

l) Die Verarbeitung dieser Teile wird im exper. Teil daher nicht beschrieben. 
,) Wir danken den Armour Laboratories, Chicago, und insbesondere Herrn Dr. S. B. 

Bradshaw sowie der Upjohn Comp., Kalamazoo, fur dieses Material. 
M .  8. Shorb, J. Biol. Chem. 169, 455 (1947); J. Bact. 53, 669 (1947). 

4, M .  J .  V a n  der Brook, A .  N .  Wick, R. Harris & G .  F.  Cartland, J. Biol. Chem. 165, 

5, Aktivkohle der Darco Corporation, New York. 
463 (1946). 
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frorenem Zustand getrocknet (freeze-dried). Erhalten wurden 2,8 kg graubraunes Pulver 
(Lot S r .  78-HAN-13) init 0,29 g B,,, also ca. 0,18 y pro mg. Wir erhielten zweimal je 
100 g davon. 

P r a p a r a t  b) (Lot Res. Nr. 9097-8,10, W-7938, 2 kg erhalten). Die ersten Stufen 
der Anreicherung dieses Materials geschahen wie bei a), dann wurde noch wie folgt mit 
Aceton fraktioniert, ahnlich wie bei der Gewinnung von BlZb besohriebenl). Das waFserige 
Konzentrat wurde mit der 19fachen Menge Aceton gefllllt, die Fallung mit 75-proz. Aceton 
extrahiert, der Extrakt eingedampft und zum Schluss durch Verstaubung getrocknet 
(spray-dried). Wir crhielt-en davon 2 kg mit mikrobiol. (TJ. l a c t i s  Dorn.) bestimmtem 
CcJhnlt von 2 g Biz. 

Die Behandlung dieser beiden Proben gcschah fast gleich wie 
beini Leberpriiparat. Aus dem Chloroform-Extrakt liessen sieh auch 
liier farblose Kristalle vom Smp. 155O isolieren, die zwar praktisch 
glcichc Analysenwerte gaben, aber naeh Misehprobe mit dcm analogen 
Nebenprodukt aus Leber nicht idcntisch waren. Die Ausbeute an 
kristallisiertem Vitamin R,, betrug aus Probe a)  12,5 mg und aus 
Probe b) 1,8 g2). 

Nach Umkristallisicrt~ii :bus Wasser-Aceton zcigten die aus Leber 
und aus Streptomyees-Riickstiinden gem-onnenen Kristalle dieselbe 
Kristallform (siehe Fig. 1; Helr. 34, 101  (1951)) und dasselbc Absorp- 
tionsspcktrum (siche Helv. 34, 101, 1356 (1951)). Beim Trocknen uber 
P,O, bei 0,Ol. Torr bei 100° wurde ein Gewichtsverlust v o ~ i  12,1870 
his 15,21 yo beobachte,t. Die Aiialysen gaben a,llerdings niedrigere C-H- 
untl X-Werte als sie von Bri.~t,nr'C und Mita-rl~.~) gefunden vvurden. Das 
Pr%,p:mt war methoxylfrei, gnb irber bei der M ethylimid-Be.stimmung 
nach Herxig & N e y e ~ ~ )  einen Wert von 3,45 yo N-Methyl. 

Uber die h i  den eineelnen Stuferi erzielte Anreicherung gibt die 
folgende Ta,b. nngefa,hren Aufschluss. Die Aktivitaten der einzelnen 
Stufcri sind nicht angegeben, da die Bcstimmungen zur Zeit der 
Isolierungsversuche zu ungenau waren. Aus den Streptomyces-Ruck- 
standeri ist, mie sich aus der Aktivitat des Ausgangsmaterials ergibt, 
fast die gesamte Menge als kristallisiertes Vitamin erhalten worden5). 

Die Aufarbeitung von 2 kg Prsparat b geschah in 4 Portionen, 
wohei Mutterlalugen und an TZ,, mgereicherte Fraktionen jeweilcn bei 
der niichsten Portion mitverwendet wurden. Aus diesein Grunde ist 
in der letzten Kolonne der Tab. nur die End-Ausbeute an B,, an- 
gegeben. 

l) W .  G. Jackson, G. B. Whitfield, W .  H. De Vries, H. A .  Nelson & J .  S. Evans 
Am. Soe. 73, 337 (3951). 

z, Moglicherweise ist die fast quantitative Ausbeute nur vorgetauscht. In den 
Streptomycinfickstanden konnte ein Teil des B,, in Form von B1,b oder ahnlichen Deri- 
vaten vorliegen, die bei der mikrobiologischcn nestimmung leicht zu tie fe Werte geben. 
Vgl. J .  M .  Coopcrman, R. Drucker & B. TabenkirL, J. Biol. Chem. 191, 135 (1951); M .  H .  
Soars & B. Hendlia, J. of Bacteriol. 62, 15 (1951). 

3, N. G. Brink, D. E. Wolf, E. Kaczka, E. L. Rickes, F.  R. Koniuszy, T. R. Wood 
& R. Folkers, Am. SOC. 71, 1854 (1949). 

4, J .  Herzig & H .  M q e r ,  13. 27, 319 (1894). 
5) Vgl. Fussnote ,). 
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,eberextrakt 

bis 0,627 g 
33 g - 0,188 

h Z 1 )  

28,3 g 
26,O g 

18,2 g 
5,85 g 

%,06 g 

0,067 g 

0,063 g 
0,130 g 

Streptomyccs-Konzentr. ~ _ _  
l'raparat a 

110 g = 
),011 g B1,l) 

1. Fermentieruiig mit Papain-KCN . . 
2. Rcinigung mit Pb(OH), . . . . . .  
3. Ausschutteln mit Phenol-Chloroform- 

(1:3) . . . . . . . . . . . . . .  
4. Umfallen aus Methanol mit Acetori . 
5. Ausschiitteln rnit Phenol-Chloroform- 

(1.:4) . . . . . . . . . . . . . .  
6 .  Filtration durcli A1,0, . . . . . .  
7. Ausschiitteln mit PJ~enol-Chloroform- 

(1 : 10) . . . . . . . . . . . . .  
8. Erste Kristallisation aus TYasser- 

Aceton . . . . . . . . . . . . .  
9. Zweite und dritte Kristallisation nacli 

I nochmaliger Behandlung dcr Mutter- 
lauge nach Stufc 5 und 6 . . . . .  

10. Totalausbcnte an Kristallen . . . .  I- 
Wir danker) dpr Hnco-Cesdlschrcjf AB., Giimligen, fiir dic Untcrstiitzung diescr 

Arbeit. 
Experimen teller Teil .  

A. I so l ie rung  n u s  Leberext ra  kt .  
Vorre in igung des E x t r a k t e s .  62,7 g Leberextrakt (entsprcchetid 500 kg frischer 

Rinderleber), dcssen B,,-Gehalt nach der mikrobiologischen Testierung zwischcn 3.3-10 
y/mg lag, wurdta in 250 cm3 Wasser gelost, mit der Losring von 2,0 g Pa,p:~in (1:80, be- 
zogen von der AG. worm. B. Siegfried, Zofingen) u ~ i d  O,6 g KCK in 30 (:m3 Wasser ver- 
setzt und anschliessend das pH durch Zusatz von 2-11. Sdzsatirc auf 6 gcstellt,. Zur Fer- 
mentierung wurde der Ansatz mit ctwas Toluol versrtzt und zucrst 24 Std. auf 40O und 
anschliessend weiterc 24 Std. auf 60O erwiirmt. All(: 12 Stcl. wurdc das pH kontrolliert 
iind durch tropfenweisen Zusatz von 2-11. Ralzsaurc auf 6 gehalten. Nnch dem Abliiihlen 
auf 20O wurde mit dem frisch i t u s  70 g I'b(OAc),, 3 H,O bereitctm, neutral gcwascheneii 
Bleihydroxyd 15 Min. geschiittelt und anschlicssend abfiltriert. Der Niederschlag wurde 
mit ca. 150 cn13 warinem Wasser von 40" sorgfaltig gewaschen. 1 h a  Filtrat reagicrte 
gegen Lackmus schwach alkalisch und licfcrte beiui Ansaurrn init 2-n. Schwefelsaiire bis 
pH 4 eincn feinen Niederschlag, der diirch Filtrieren diirch cine Schirht Kieselgur (Hyflo 
Super Cel) abgetrennt wurde. 

A u s s c h u t t e l n  d e r  vorgcrciriigteri Liisung. Das klare, deutlieh rot gefarbte. 
Filtrat der Bleifallung wurde viermnl rnit, je 50 c1n3 Chloroform t~usgeschiittelt. Die 
Chloroform-Ausziige passierten eincn zweiten Scheidctrichter rnit ca. 100 cm3 Wasser 
und wurden d a m  iiber Na,SO, getrocknet. Xach dem Eindampfcn hintrrblieben 388 mg 
Chloroformextrnkt (siehe unten). 

Die wasserige Losung wurde nun zweimsl mit je 150 c.111~ r i n d  viermal mit je 100 c1n3 
Phcnol-Chlorofornl-(l: 4)-Gcmischz) ausgeschiittelt, worauf ihr allc rot gefarbten Anteile 
entzogen warcn. Sie wurde dann verworfen. Die Phenol-Chloroform-Ausziige passierten 
der Reihe nach dasselbe Weschwasser wie die Chloroformauszuge. Sie wurdcn tfa,nii bald- 
miiglichst im Vakuum bei maximal 20O vom Chloroform befreit. 

I) Mikrobiolog. bestimmt an Lac tobac .  l a c t i s  Uorner. 
2, Verhaltnia der Volumteile, dasselbe gilt fiir spaterg Verhaltniszahlen. 



312 HELVETICA CI-IIMICA ACTA. 

Die verbleibende Phenollosung wurde sofort mit 1,2 1 frisch dest. Ather versetzt nnd 
die entstandene triibe Suspension sechsmal mit je 50 em3 Wasser auspchiittelt,  wobei 
die rotc Farhe ins Wasser iiberging. Die phenolhaltigen Atherausziige wurden verworfen. 
Die wasserigen Ausziige passierten der Reihe nach noch vier weitere Scheidetrichter mit 
500 em3 Ather, 100 em3, 75 em3, und 50 em3 mit wassergesattigtem n-Butanol, in denen 
sie energisch geschiittelt wurden. Die getroclmeteii Butanolausziige hinterliessen beim 
Eindampfen 3,5 g ijliges Material, das nicht wciter untersucht wurde. Die sehwach saure, 
rotbraune, w-asserige Losung wurde im Vakuum bis zum Sirup (28,3 g )  cingedampft. Dieser 
wurde in 70 cm3 Methanol gelost und unter Riihren langsam mit 750 em3 Aceton versctzt, 
wobei ein orange gefarbter Niedcrschlag ausfiel, der mit 250 om3 Aceton gewaschen wurde. 
Die eingedampfte Acetonlosung hinterliess 2,08 g gelbbraunen, sehaumigen Riickstand, der 
sich niikrobiologisch als unwirksam erwies nnd nicht weiter untersucht wurde. Die in 
Aceton unloslichen Teile wurdeii in 80 om3 Wasser geliist und das Vitamin R,, daraus 
durch siebenmaliges Ausschiitteln mit je 50 em3 Phenol-Chloroform-(1 : 5) wiedcr in die 
organische Schicht getrieben. Nach dem Abdestilliercn des Chloroforms im Vakuum bei 
200 wurde die zuriicligebliebene Phenol-Losung sofort mit der siebenfachen Menge &her 
verdiinnt und die ausgefallenen Substanzen durch Ausschiitteln rnit Wasser in Losung 
gebracht. Die schwach lackniussaure wasserige Losung hinterliess beim Eindampfen im 
Vakuuni 18,25 g Ruckstand. (Im folgendcn wird bei Ausschiittelungen mit Phenol- 
Chloroform-Mischungen dic hier besehriebene Art der Ruckgewinnung der ausschiittcl- 
barcn Anteile als ,,ubliche Aufarbeitung" bezeichnet.) 

Chroma t o g r a p  hie. 18,25 g Phenol-Chloroform-(1 : 5)-losliches Material wurden in 
ca. 100 em3 Methanol geliist und durch eine Saulc aus 250 g alkalifreiem aktiviertem 
Aluminiumoxydl), das vorher mit ca. 1,5 1 Methanol gewaschen worden war, filtriert. 
Durch Kachwaschcn mit Methanol, 80-proz. wasserigcm Methanol nnd 80-proz. wasscrigem 
illethanol mit 2% Essigsaurc wurden die vicr folgendcn Frsktionen erhalten: 

1. 900 om3 farblosc Methanol-Eluate hinterliesscri naeh Neutralisation mit verd. 
Essigsaure und Eindampfen im Vakuum 0,395 g gelbbraunes 01 (verworfen). 

2. 3 1 rote Methanol-Eluate hintcrliessen nach Neut,ralisation nLt verd. Essigsaure 
und Eindampfen im Vakuum 1,925 g violettrotes Harz. 

3. 1,l 1 rote Methanol :Wasser-(4: 1)-Eluate hinterliessen nach Neutralisation rnit 
verd. Essigsiiure und Eindampfen im Vakuum 3,763 g orangerotes Harz. 

4. 500 em3 rotbraune Eluate, erhalten mit Methanol-Wasser-(4: 1) unter Zusatz von 
276 Essigsaure, mit 2 4 .  NaOH neutralisiert, im Vakuum eingedampft, Riickstand 7,O g. 

Die 2. Fraktion wurde in 100 cm3 Wasser gelost und achtmal mit 100 cm3 Phenol- 
Chloroform-(1 : l O j  ausgeschiittelt. Die organische Schicht passierte noch 6 weitere Schei- 
detrichter mit je 80 em3 Wasser. Wahrend der erste Phenol-Chloroform-Auezug den 
letzten Scheidetrichter farblos verlicss, hatten die iibrigen 7 Ausziige die roten Substanzen 
bis auf Spuren aufgenommen. Die ubliche Aufarbeitung lieferte 797 mg violettrotes Harz, 
das zur Kristallisation in 25 cm3 Wasser gelost und mit 160 cm3 Aceton bis zur bcginnenden 
Triibung vcrsetzt wurde. Nach Stagigeni Stehen bei O0 wurde das auskristallisierte B,, ab- 
genutscht, mit Aceton gewaschen und troclren gesaugt; Ausbeute 67 mg. 

Die 3.Fraktion wurde in 100 om3 Wasser geltist nnd in der gleichen Art wie die 
zwcite Fraktion sechsmal mit 100 em3 Phenol-Chloroform-(1 : 10) ausgeschiittelt. Die 
sechsmal mit je 80 cm3 Wasser gewaschenen organischen Ausziige lieferten nach der 
iiblichen Aufarbeitnng 1,259 g Riickstand. Zur weiteren Anreicherung an B,, wurden diese 
in methanolischer Losung durch eine Saulc aus 25 g aktiviertem Aluminiumoxyd filtriert. 
500 cm3 Methanol eluierten dabei 345 mg, die aus 11 cm3 Wasser und 76 om3 Aceton 
15 mg kristallisiertes B,, lieferten. Eine weitere mit 300 cm3 Methanol-Wasser-(4: 1) eluierte 
Fraktion gab noch 700 mg orangerotes Harz, das aus Wasser-Aceton nicht zur Kristalli- 
sation zu bringen war. 

I) J .  w. Euw, A .  Larilon & T. Reichslein, Helv. 27, 1292 (1944), Fussnote 2); reak- 
tiviert bei 180°. 
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Die noch intensiv rot gefarbten Mutterlaugcn der zweiten und dritten Fraktion 
wurden vereinigt (1,172 g) und in niethanolischcr Losung durch 35 g Aluminiumoxyd 
filtriert. Die mit Methanol eluierbaren Anteile wogen 420 mg. Sie wurden in 135 em3 
Wasser gelost und 12mal mit je 30 em3 Phenol-Chloroform-(1 : 10) ausgeschiittelt. Die 
noch dreimal mit 30 em3 und dreimal mit 25 em3 Wasser gewaschenen Phenol-Chloroform- 
Losungen lieferten nach der ublichen Aufarbeitung 282 mg Ruckstand. Zur Kristallisation 
wiirden diese in 10 ems Wasser gelost und mit 72 em3 Aceton bis zur beginnenden Triibung 
versetzt. Man liess 36 Std. bei Oo stehen und nutschte d a m  das auskristalhierte B,, ab. 
Nach dem Waschen mit Aceton und Trocknen betrug die aus dieser Fraktion erhaltene 
Ausbeuk 44 mg. 

Die cingedampfte rote Mutterlauge (240 nig) wurde in 1 em3 Wasser gelost, mit 
50 em3 wiiwxiger, bei 20° gesattigter (NH,),SO,-Losung versetzt und die entstandenc 
Srinpension durch eine mit gesattigter (NH,),SO,-Losung bereitete Saule aus 5 g alkali- 
freiem A1,0, filtriert. Als  Eluierungsmittel dienten wasserige Ammoniumsulfatlosungen 
fallender Koneentration die vor dem Aufbringen auf die Saule zur Losung der noch un- 
geliisten, im Kolben haftenden Substanzreste beniitzt wurden. Wahrend mit den ersten 
50 ern3 gceattigter Ammoniurnsulfatlosung lceine roten Substanzen eliiiert wurden, waren 
die folpenden mit 100 em3 halbgesattigter Losung erhaltencn Eluate rot. Durch Aus- 
schiitteln mit Phenol-Chloroform-(1 : 5) und ubliche Aufarbeitung wurden daraus 170 mg 
orangerotes Material erhalten, das aber aus Wasser-Aceton keine Kristalle gab. Die rest- 
lichen noch auf der Saule verbliebencn roten Anteile wurden mit 60 em3 viertelgesattigter 
Ammoniumsulfatlosung abgelost. Die rote Substanz wurde dcr Losung durch Ausschiitteln 
mit Phen I-Chloroform-(1 :4) entzogen. nbliche Aufarbeitung gab 25 mg rotes Material, 
das in 0,75 em3 Wasser gelost und mit Aceton bis zur Triibung versetzt wurde. Es kri- 
stallisierteii dann noch 4 mg B,, aus. 

Die 1 30 mg Rohkristalle gaben nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser- 
Aceton 107 mg analysenreines, lufttrockenes Material. 

B. I so l ic rung  a u s  e inem E x t r a k t  v o n  Streptoniyces-Ruckstanden. 

F e r m e n t i e r u n g  u n d  Vorre in igung d e s  r o h e n  E x t r a k t e s .  110g Priiparat a, 
(siehe oben), das nach der mikrobiologischen Testierung total 11 mg Vitamin B,, enthielt, 
wurden in 300 em3 Wasser gelost. Die gegen Lackmus alkalische, gegeii Phenolphtalein 
neutrale Losung wurde mit 2-n. Schwefelsaure auf pH 6 gestellt und dann die mit 900 mg 
KCN aktivierte, trube Losung von 2,8 g Papain (1 :SO, bezogen von der AG. vorm. B. Sieg- 
fried, Zofingen) in 30 cm3 Wasser zugegeben. Da das p H  dabei gegen den Neutralpunkt 
stieg, wurde es durch tropfenweisen Zusatz von verdiinnter Schwefelsaure wieder auf 6 
zuriickgestellt. Zur Fermentierung wurde der Ansatz zuerst 24 Std. auf 40° und nachher 
16 Std. auf 60° erwarmt, wohei das pH unverandert blieb. Die abgekuhlte Losung wurde 
mit dem frisch bereiteten Bleihydroxyd aus 60 g Bleidiacetat-trihydrat 1% Std. auf der 
Maschine geschuttelt und anschliessend durch ein mit gewaschenem Kieselgur (Hyflo 
Super Cel) gedichtetes Filter genutscht). Das Piltrat rcagierte gegen Lackmus alkalisch, 
gegen Phenolpbtalein nentral. Each Einstellen des pH auf 4 mit verdiinnter Schwefelsaure 
cntstand eine leiohte Triibung, von der durch Filtrieren durch ein init Kieselgur (Hyflo 
Super Gel) gedichtetes Filter getrennt wurde. 

A u s s c h u t t e l n  v o n  B,, a u s  v o r g e r e i n i g t e r  w a s s e r i g e r  L o s u n g .  Die Mare 
saure Losung wurde sechsmal mit jc 70 em3 Chloroform ausgeschiittelt. Die mit wenig 
Wasser gewaschenen, uber Na,SO, getrockneten Chloroform-Auszuge hinterliessen 3,0 g 
rotbraunes 61. Ails Aceton wurden daraus 500 mg farblose Blattchen vom Snip. 155-157O 
erhalten (siehe unten). 

Die mit Chloroform extrahierte wasserige Phase wurde fiinfmal mit je 120 em3 
Phenol-Chloroform-(3 : 5) ausgeschuttelt. Wegen Emulsionsbildung war es dabei notig, 
nach jedem Schiitteln die gesamte Losung zu zentrifugicren. Die Phenol-Chloroform- 
Auszugc wurden mit dem Waschwasser des Chloroforms gewaschen und durch ein Wlten- 
filter filtriert. Das Chloroform wurde im Vakuum bci 40-50° Badtemperatur abdestilliert 
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iind das zuriickgebliebene Phenol im Scheidetrichter baldnioglichst rnit 1,s 1 Athcr w i  - 
setzt, wobei eine roichliche Menge dunkelbraunes Harz ausfiel. i3eim Durchschiitt.ehi init 
50--80 em3 \%'as sor ging die Hauptmenge des Kiederschlages wieder in Losung. Die 
wasserige Phase passicrte darin ehien zweiten Scheidctrichter mit 200 em3 Atlier. Sic ent- 
hielt d a m  rioch ein brauncs, floekiges Produkt, von den2 durch cin Faltenfilter abgetrennt 
wurdc. Das klare Piltrat wurtle anschliessend noch viermal init je 100 cn13 niit Wasser 
gciiittigtem n-Bntnnol ausgezogcn. Athcr und But'anol wurden dcr Reihc nach noch 
sechsmal mit je 50 em3 Wasser ausgeschiittclt. Die ausgeschiittelten phenolhaltigen 
Athcrliisimgen wurtlen verworfen ; die Butanolausziige hinterlicsscn nacli dem Eindampfen 
irn Vakmim 4,4 g braunes 01, das nicht wciter untcrsucht wirrdc. Dic vereinigten wasseri- 
gen Losungen reagierten gegm Lackmus schw-ach siLucr nnd worden im Vakuum bri 
40-60O Badtemperatur zum dicken Sirup (26 g) cit igedainpft. Dicscr wurdc oinrnal mit 
100 ~ 1 1 1 ~  und zweimal niit 50 em3 Methanol kurz aufgekocht und dm Ungeltiste nach dem 
Abkuhlen abgenutscht (4,4 g). Die zuerst klaren inethaiiolischen Filtrate scliieden beini 
Stehen wenig grauen Schlamni ab, der durch ein init gewanclionem Kieselgur (Hyflo 
Super Cel) gedichtetes Filter abgenutPclit wurdr. Die rotbraunc methanolischc Liisung 
wnrdr im Vakuum eingedampft. Dcr Riiclistand (17,GB g) wardo in 20 em3 Methanol gc- 
lost und in diinnem Rtrahle 200 cm3 Aceton zuflicrsen gelaPmi. Dcr dabei ausgefallene 
Nietlerschlag wurde nach dem -4bdekanticren der iiberstehcndcn klaren Losung mit 
100 (:m3 Aceton gewasclien und wog iiach dem Troclrnen 14,45 g. Die Acetonliisung hinter- 
ljess nach dem Eindampfen irn Vakuum 4,s p ltiick~,tand (verworfen). 

Die deutlich rotlich gefarbte, in Aceton nnliisliclic Fallung wurdc in 40 em3 Wasser 
geliist und diese Liisinig sechanial mit j e  15 em3 Pheriol-Chloroform-(l,~: 8,s) auPgeschiit- 
telt. Die organiPche Schicht passiertc noch 2 wciterc Scheidetrichter rnit jc 12 em3 Wasser. 
Die in den wlsserigen Phasen verblicbciicn 7 , l  g Material wurden verworfcn. Die Phenol- 
Chloroform-Losungen gaben nach iiblicher Aufarbeitung 6,7 g orangerotes Mat,erial. 

Chromatographic .  Die genannten 6,7 g mit Pheiiol-Chloroforni-(l,~:8,5) inis- 
gcschiitjtrltcs Matcrial wurdcn nie  folyt a11 A1,03 clirornatograpliicrt : 135 y aktivicrtw 
;dkalifreics 81,03 wurden in Methanol aufgeilchwcinmt mid ins Rohr cingrfiillt (Hnhc der 
Saulc 11,l em; Durchniesser 4,O em) und init 1 1 Methanol gewaschcn. i h n n  wurdc die 
Substanz in metha~noliseher Losung auf die 8aiile gcgeben und mit Methanol eluiert. 
Untcr einer braunen Zone cntwickcltc sich ein rotviolcttcs Band, das mit Mrthanol Iang- 
sarn heruntcrgcwaschen wurde. Sobald die E1u:tte rot abzutropfen bcgannen (nach 
700 om3) w-urdc die Vorlage gewechselt.. Die erstcn 700 c1n3 g~bei i  nacli ICinst,ellen des pH 
auf B-6 mit vcrd. Emigsaure und I<indanipfm iin Vakuum 670 mg brauncs 61. Es folgten 
1,6 1 rote Methanol-Eluate, die analog betrandclt 200 mg rotes Material hintcrliessen. An- 
schliesscnd wurdcn die rest>lichen anf der Sairle gebliehencn rotmeti Anteile mit 500 em3 
Methanol-Wasscr-(F;O: 20) abgelost. Eindampfen dieser neutralen, orange gefarbten Me- 
thanol-6~'asser-Elua.tc in1 Vakuuni gab noch 780 mg rotes Material. Durcli Nachwvnschen 
dcr SIlule mit 500 ems Wasser warden noch 2.1 3 g cines braiinlich gefarbten Produktes 
abgrliist. 

A u f a r b e i t u n g  d e r  r o t e n  E l u a t e .  Die intensiv rot gefarbten Methanol- uiid 
Methanol-Wss.er-Elustc wurden vereinigt (980 mg), in 30 em3 Wasser gelost iind sechsmal 
init je 30 em3 Phenol-Chloroform-(I : 9) ausgeschiittclt. Die organischen Losungen passier- 
ten noch 3 Scheidetricliter mit j e  20 cm3 und 3 Schcidetrichter mit jc 15 em3 Wasser. 
Die wste AnFschiitteluiig verliess den lctzten Scheidetrichter gelbbraun gefarbt und wurde 
gesondert aufgefangen urid verworfen. Dic nachsten 5 Aumchiittelungen, die die gesamtc: 
rote Parbe enthielten, wurden vereinigt irnd im Vakuum vom Chloroform befreit. Die 
iibliche Aufarbeitung gab 144 mg rotviolcttes Harz, das zur Kristallisation in 3 em3 
Wasser gelost und niit 25 em3 Aceton versetzt wurde. Ein dabei ausfallendes farbloses. 
amorphes Prodnkt wurde auszentrifugiert, wobei wenig rote Substanz mitgeriseen wurde. 
In der abgegossenen kla.ren Losung begann nach Irnpfen mit Vitamin B,, aus Leber sofort 
die Kristallisation in roten, zu Biischeln angeordneten Prismen. Sie wurde durch 16stiin- 
diges Stchen im Exsiccator iiber CaCl, und etwas Aceton beendet. Die nur noch leicht 
orangerotliche Liis~ng wurde abgegossen und die Kristalle mit Aceton nachgewaschen. 

1 L Ti LVliTI C A (; H I R1 I C A A (;'rA. 
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Susbeute 12,5 mg BIZ. Die analog durchgcfuhrte Aufarbeitung von 2 kg Priiparat h (siehe 
oben) mit einem mikrobiologisch bestimmt.cn Gehalt von insgesamt 2 g Vitamin B,, gab 
insgesamt 2,675 g rohe Kristalle und daraus 1,80 g analysenreines illaterial. 

Zur Analyse wurdc eine zweimal aus Wasser-Aceton umkristallisierte urid an der 
Luft ohne Vakuum vorgetrocknete Probe aus L e b e r  3 Std. hei 100O iind 0 , O l  Torr uber 
P,O, getrocknet. 

3,584 mg Subst. gaben 0,545 mg Gewichtsverlust := 15,21?,] 
3,039 mg Subst. gaben 1,82 mg H,O. 6,02 mg CO, und 0,400 mg Ruckstand (S.  W.) 
2,355 mg Subst. gaben 0,282 em3 N, (740 mm, 17O) (S. W.) 
4,541 mg Subst. verbrauchten 0,02 em3 0,02-n. Na,S,03 (Zeisel- Viebock) (S .  CV.) 
3,860 mg Subst. verbr. 2,66 cm3 0,02-n. Na,S,O, (Herzig-Meyer) (8. W.)  
3,300 mg Subst. gaben 5,99 mg (NH,),PO,, 12 MOO, (8. W.) 
1,893 mg Subst. gaben 3,63 nig (PU’H,),PO,, 12 MOO, (S .  W.) 

C,,H,o0,3N,,PCo1) Ber. C 56,40 H 6,76 N 14,62 P 2,31o/b 
(1341,32) Gcf. ,, 54,05 ,, 6,70 ,, 13,7% ,, 2,64 (2,79):6 

N-Methyl 3,45; Methoxyl 0% 

Zur Analyse wurde eine zweimal aus Wasscr-Aceton nmkristallisierte und an der Luft 
ohne Vakuum vorgetrocknete Probe des Extraktcs a ails S t rep tomyces-Rucks tanden  
9 8td. bei 100O und 0,Ol Torr uber P,O, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

3,250 mg Subst. gaben 0,396 mg Gewichtsverlust = 12,18”,:, 
2,854 mg Subst. gaben 5,72 mg CO,, 1,66mg H,O und 0,333 nig Ruckstand (S.  W.) 
3,675 mg Subst. verbr. 0,46 em3 0,02-n. Na,S,O, (Zeisel-Viebock) uric1 

2,04 em3 0,02-n. Na,S,O, (Herzig-Heyer)  (8. CV.) 
0,107 (0,100) mg lufttrockene Subst. gaben nach leuchter Veraschung und kolorime- 

trischer Bestimmung,) des Co 3,8 (3,7) 
C,,H,0O,,N1,PCo1) Ber. C 56,40 H 6,76 Co 4,390//, 

(1341,32) Gef. ,, 54,69 ,, 6,51 ,, 4,29/03) 

0,5 y Co 

N-Methyl 2,77; Methoxyl l,S5O& 

U n t e r s u c h u n g  d e r  Chloroformext rak te .  

A .  Leberextrukt. Die beschriebenen 388 mg Chloroformextrakt gaben aus Aceton, 
dann aus Essigester 18 mg farblose Blattchen vom Smp. 156--159O, die sich bei 0,Ol Torr 
und 120O (Badtcmperatur) im Molekularkolben unzersetzt sublimieren liessen. 

Zur Analyse wurde 24 Std. bei 20O und 0,01 Torr uber P,O, getrocknet; hcin Gc- 
wiehtsverlust. 

4,095 mg Subst. gaben 9,392 mg CO, und 3,048 mg H,O (A.P.)  
3,026 mg Subst. gaben 0,375 em3 N, (20°; 732 Torr) (A.P.)  

CllH,,0,N2 Ber. C 62,83 H X,63 N 13,33”/, 
(210,27) Gef. ,, 62,59 ,, X,33 ,, 13,91°, 

B. Extrukt uus Streptomyees-Ruckstanden. Das zunachst olige Material (3,O g) er- 
starrte nach einigen Tagen Irristallin. Es wurdc rnit Aceton bei -1.9 angerieben, die 
Kristalle abgenutscht und mit Aceton von - 15O nachgewaschen. Die Kristalle wurden 
im Molekularkolben bei 115-125O (Badtemperatur) und 0,Ol Torr sublimiert. Das De- 
stillat (560 mg) wurde noch zweimal aus Aceton umkristallisiert, wobei der Smp. auf 
154-156° stieg; Mischprobe mit entsprechender Braktion aus Leberextrakt 130-140°. 

I) N .  B. Brink, D.  E .  Wolf,  E .  Kuczka, E .  L. Rickes, F.  R.  Koniuszy, T. R. Wood 

2, K.  J .  McNuught, Analyst 67, 97 (1942). 
3) Auf wassertreies Material berechnet. 

& K. Folkers, Am. SOC. 71, 1854 (1949). 
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Probe auf Schwefel und Halogen negativ; Lassaigne-Probe auf N positiv. [n]: = - 175,4O 
& 1,5O (c = 1,4650 in Ch1oroform)l). 

14,855 mg Subst. zu 1,0140 cm3; I = 1 dm; m g  = - 2,570 & 0,02O 
Zur Analyse murde 24 Std. bei 20° und 0,Ol Torr iiber P,O, getrocknet; Gewichts- 

verlust 0,33%. 
4,172 mg Subst. gaben 9,567 mg CO, und 3,195 mg H,O (A.P. )  
2,892 mg Subst. gaben 0,343 om3 N, (19O; 737 Torr) (A.P.) 

C,,H,,O,N, Ber. C 62,83 H 8,63 N 13,33% 
(210,527) Gef. ,, 62,58 ,, 8,57 ,, 13,44% 

Die Mikroanalysen wurden teils bei Frau Dr. M .  Xobotka urid Herrn Dr. E. Wiesen- 
berger, Graz (S.W.), teils bei Herrn A .  Peisker, Brugg (A.P. ) ,  ausgefiihrt. 

Zu s ammenf a s s ung. 
Es wird eine Isolierungsmethode fur Vitamin B,, aus einem 

Leberextrakt-Trockenpraparat und aus einem Konzentrat aus Ne- 
benprodukten der Streptomycinfabrikation beschrieben. Die wesent- 
lichen Extraktionsstufen zur Gewinnung des Vitamins bestehen im 
Ausschutteln aus wasseriger Losung mit Phenol-Chloroform-Mi- 
schulzgen verschiedener Konzentration und in der Adsorption aus Me- 
thanolischer Losung an A1,0,. 

Pharmazeutische Anstalt und Organisch-chemische Anstalt 
dcr Universitat Basel. 

39. Triphenylmethanfarbstoffe aus Thiodiphenylamin 
und Phenoxazin 

von R. Wizinger und S. Chatterjee. 
(14. XII. 51.) 

Am 18. Dezember 1883 wurde tler Badischen Anilin- und Soda- 
Fabrik cin Patent2) erteilt, welchcs in der Gesehiehte der Farben- 
chemic oinen bedeutenden Platz einnimmt. Es handelt sich um ein 
Verfahren ,,zur Darstcllung von Farbstoffen der Rosanilinreihe durch 
Condensation von tertiaren alkylierten Amidoderivaten des Benzo- 
phenons mit secundaren und tertigren aromatischen Amincn". Er- 
finder waren A .  ICiern und H .  Cum. Nach diesem Verfahren werden 
heute noch die klassisch gewordenen Triphenylmethanfarbstoffe 
Kristallviolett, Nachtblau und verschiedene Viktoriablaumarken 
fabriziert. In dcr Pa,tentschrift wird 11. a. auch erwahnt, dass bei der 

Das Lactarn des L-Leucyl-rA-prolins (E .  Fischer & G. Reif, A. 363, 126 (1908)) 
zeigt Smp. 160O; [a]: = - 143,4O (in Alkohol). 

2, D.R.P. 27 789; Frdl. I, 80. 


