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WER DIE ANWENDUNG VON ZELLULOSE-IONENAUSTAUSCHERN 

UND ALGINSiiURE ZUR CHROMATOGRAPHISCHEN REINIGUNG 

UND TRENNUNG DER VITAMINE DER l3,,-GRUPPE 

EINLEITUNG 

Die bisher zur Trennung von Vitamin B,,- Arten am meisten verwendeten Methoden 
sind Zellulosepulver-Chromatographie und Elektrophorese. Sie erggnzen einander, 
wobei die erste vor allem bei der Trennung neutraler bzw. nicht ionisierbarer B,,- 
Arten unersetzlich ist und die zweite zur Trennung ionisierbarer, d.h. basischer oder 
saurer B,,-Arten besonders gute Dienste leistet. 

Die elektrophoretische Methode hat den Nachteil, dass sie nur in relativ lcleinem 
Masstab anwendbar ist und stets eine Verunreinigung der zu trennenden Proben mit 
Elektrolyten mit sic11 bringt. 

Unter den Ionenaustauschern hat sich unseres Wissens nur der carboxylhaltige 
Aust auscher Amberlite IRC-50 (XE-64) b ewghrt, und zwar zur Beseitigung von Salzen, 
Proteinen und .anderen Verunreinigungen. Er ermtiglicht jedoch keine Trennung der 

. 
emzelnen B 1 2- Arten. 

Die Ursache fiir die besch&i.nkte Verwendbarkeit der Harzaustauscher liegt 
sowol-rl in ihrer Reschaffenheit, als such in der Art des B,,-Molektils. Die Harz- 
austauscher haben im allgemeinen tine komplizierte, vernetzte Struktur, die den 
Zugang grosser Molekiile zu den aktiven Gruppen beeinflusst. Dadurch werden diese 
Molekiile in estremen F&llen entweder gar nicht oder irreversibel festgehalten. 

Eine chromatographische Methode, die in der Lage wZ.re, ionisierbare B,,-Arten 
5hnlich wie durch Elektrophorese zu t rennen, erschien daher sehr wiinschenswert. 

Vor kurzem wurden Zellulose-Ionenaustauscher zur Trennung von Proteinen, 
Peptiden und NucleinsKuren mit gutem Erfolg eingeftihrtlp 2. Es erschien daher 
aussichtsreich zu priifen, ob solche Austauscher such auf dem Vitamin B,,-Gebiet 
anwendba.r sein mijgen, umsomehr, als die genannten Austauscher eine vernetzungs- 
freie Struktur besitzen, die such grossen Molektilen den Zugang zu den aktiven 
Gruppen gestatten. Aus dem gleichen Grund erschien die Priifung von Algins&re 
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berechtigt (zu deren Struktur siehe “). Wie in vorliegender Mitteilung gezeigt wird, be- 
w?ihren sich tatstichlich verschiedene Ionenaustauscher auf Polysaccharidbasis 
ausgezeichnet zur chromatographischen Reinigung und Trennung iron Vitamin 
B,,-Arten. 

Die l~andelsiil~licl~en, zum Teil als Natriumsalze bzw. Hydrochloride vorliegenden 
Zellulose-Ionenaustauscher’, wie 2.13. Carboxymetl~ylzellulosc (CM), phosphor- 
sZ.urehaltige Zellulose (I?), Di~tl~ylamino~tl~yl-Zellulose (DEAE), und mit TriYthanol- 
amin und Epichlorhydrin umgesetzte Zellulose (ECTEOLA) werden vor der Her- 
stellung der Sgulen in die freien Stiuren (durch AnsZuern mit verdtinnter Salzskre 
auf pH cn. z) bzw. Basen (durch Zusatz verdiinnter Ammoniakl8sung bzw. Natrium- 
hydrosyd) iiberfiihrt. Die anschliessend grtindlich mit Wasser geschkimmten und 
dann mit Aceton gewaschenen Austauscher werden bei 37O getrocknet. Die handcls- 
iibliche fein gemahlene Algin&ure* wird vor Gebrauch griindlich mit Wasser ge- 
waschen. 

Zur Herstellung von Sklcn suspencliert man die Austauscher in dem entsprechen- 
den Entwickler und fiillt den erhaltencn Brei ein. Auf ein Stopfen cler Sktlen kann 
zumeist verzichtet werden, urn ihre Durchl&sigkeit nicht zu stark herabzusetzen. 

Brauchbare Austauschersklen kann man such durch Niederschlagen van 
Alginsgure an Zellulosepulver herstellen. 

12.5 g Zellulosepulver werden in eine Lijsung aus 2 g Natriumalginat’ in Go ml 
Wasser eingeriihrt, der Brei wird kurz abgesaugt und der Filterriickstand im Vakuum 
getrocknet. 5 g des Trockenpulvers werden in 50 ml 0.05 iV HCl suspendiert, die gut 
homogenisierte Suspension in das Chromatographierrohr gefiillt und durch Waschcn 
mit Wasser von anhaftender Salzs&ure befreit. 

Die Sgulen sind gut durchl&sig und die Alginskiiure haftet fest an den Zellulose- 
partilceln. Linterspulver gibt durchl%sigere SZiulen als Holzzellulosepulver. Beim 
Regenerieren mit alkalischen wgssrigen Lasungen wird das Alginat ausgewaschen, 
wonach die Zellulose frisch beladen werden muss. 

Elzctionsteclanik 

Die zu trennenden bzw. zu reinigenden Proben werden als wgssrige, wgssrig alkoho- 
lische oder alkoholische Ltisungen aufgetragen. Es wird meist rasch (durchsch.nittlich 
wghrend einiger Stunden) entwickelt, urn ein Verwischen der Zonen durch Diffusion 
m6glichst zu vermeiden. 

Man kann zumeist mit elelstrolytfreien Fliissigkeiten, also z.B. mit reinem Wasser 
entwickeln. Stark adsorbierte Stoffe lcdnnen mit wkksrigen Lijsungen von wechselnder 
Konzentration an H+-Ionen bzw. Salzen eluiert werden, wobei die aus der Chromato- 
graphie von Proteinen belcannten Grundsgtze gelten 2. Danach wird die Elution clurch 

* Hersteller: AS l?rotan, Drammen, Norwegen. 
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folgende Anderungen am Entwicklersystem gefijrdert : (a) Erhtihung der Salzkonzen- 
tration, (b) Erhtjhung des pH-Wertes (bei Kationenaustauschern), (c) Senkung des 
pH-Wertes (bei Anionenaustauschern). Der Mechanismus der Elution beruht bei (a) 
auf der Schwachung elektrostatischer Bindungen zwischen dem Austauscher und 
der adsorbierten Substanz, bei (b) und (c) auf einer Ladungsanderung, sowohl am 
Austauscher als such an den adsorbierten Molektilen. Bei der ,Elution gehen meist 
kleine Mengen von Stoffen aus den Austauschern in Losung. Zu deren Beseitigung 
empfielilt sich, den Eindampfrtickstand der Eluate in Methanol oder wassrigem 
Aceton aufzunehmen und iiber Aluminiumoxyd bzw. Kieselgur zu filtrieren. 

IiRGEBNISSE 

I-‘-%eZlzcZose (Fa. Serva Entwicklungslabor, Heidelberg) eignet sic11 ausgezeichnet 
zur Trennung van Vitamin B,,- Arten unterschiedlicher Basizitat, also z.B. von 
Vitamin B12, Pseudovitamin B 12, Faktor A und Vitamin Blsb. Sehr charakteristisch 
fur diesen Zellulose-Austauscher ist die Bildung ausserst scharfer Zonen, vor allem 
bei Verwendung rein wassriger Medien als Entwickler. Hierzu eignet sich vor allem 
reines Wasser sowie Pufferliisungen. Die Entwicklung mit reinem Wasser hat den 
Vorteil, dass salzfreie, evtl. direkt nach dam Einengen kristallisierbare Eluate erhalten 
werden. Puffer bcntitzt man im allgemeinen nur zur Elution sehr langsamer Zonen 
(2.13. von Faktor A und Vitamin B r2b). Man kann aber such Mischungen aus gleichen 
Teilen Wasser und Alkoholen mit gutem Erfolg verwenden (dabei sind jedoch die 
Zonen etwas weniger scharf), wozu Athanol am besten geeignet ist. Nucleotidfreie 
Vlt annn 13 1 2- Analogs wie z.B. Faktor 13 und Faktor Vi, werden bei Cyanidmangel 
an P-Zellulose festgehalten und kijnnen durch Zusatz von Blausaure oder Cyanid 
zum Entwickler als Dicyano-Komplexe eluiert werden. Dieses Verhalten ist au& 

fiir CM und fur Alginsaure-haltige Austauscher charakteristisch. Mit einer selbst 
hergestellten P-Zellulose konnten allerdings keine so guten Trennungen erzielt werden 
wie mit dem genannten Handelsprodukt. P-Zellulose eignet sich such sehr gut zur 
Befreiung der Vitamin B,,- Arten von Proteinen, von denen ein grosser Teil in der 
!%i.ule festgehalten wird. Als Ldsungsmittel eignet sic11 hierzu sehr gut Methanol 
bzw. eine Mischung aus gleichen Teilen Wasser und Methanol. 

AZgi9zsiizGre l&st sich nur in rein wassrigem Medium anwenden, ein Zusatz von 
Alkoholen verursacht diffuse Zonen. Sie ahnelt in ihrem Verhalten gegeniiber einer 
Mischung von Vitamin B,,, Pseudovitamin B,, und Faktor A der P-Zellulose. Sie 
kann regeneriert werden, indem sie nacheinander mit vercliinnter NaCl-Losung und 
Wasser gewaschen wird. 

Mit Alginsaure impr$igniertes Zellulosepulver hat in Bezilg auf die Trennfahigkeit 
der B,,-Arten weitgehend die Eigenschaften der CM-Zellulose. 

CM-ZeUztZose (Fa. Serva Entwicklungslabor, Heidelberg), verwendet in Was- 
ser, in wassrigen Pufferlijsungen und beschrankt in wassrig-alltol~olischen Lijsungen, 
eignet sich gut zur Trennung von Faktor A und Pseudovitamin B,, sowie von 
Faktor A und Vitamin B,,, schlechter zur Trennung von Vitamin 13,s und Pseudo- 
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TABELLE I 

TRENNUNGVON VITAMINEN DER Q12-~~UPP~ IN SXULI~N l\us 

ZELLULOSti-IONENAUSTAUSCHERN UND ALGINS;iURE 

Wasser 
wssser + I-ICN 
++OH-I-I,0 (I : I) 
AtOH-H,O (I : I) 
IsoprOH-l-I,0 (I : I) 
sec.-l.SuOI-I ges. mit I-I,0 

0.15 

0.3 
0.3 
0.23 
0.08 

0.02 

0.0s 
0.08 

s. lclein 
s. ltlein 

1.2 

- 

- 

- 

- 

Alginshrc Wasser 
Wssscr + I-ICN 

AlginsSure- Wasser 
Zellulose Wasser C I-ICN 

CM-Zellulose Wasser 0.0 

Wasser + HCN 1 .o 
BuOH ges. mit H,O - 

0.0 

1.0 

0.0 

1.2 

0.0 

1.0 1 
I.0 

0.0 

.I .2 1 I.2 
0.0 

I.0 
) I,0 

- o-7 

0.1 

0.63 

0.s 

o-3 

0.02 

0.27 

o-33 

0.1 

1.0 

I.2 

1.0 

- 

‘RI 
Verschiebung der Zone 

Verschiebung des Entwicltlerniveaus 

vitamin B,,. Wohl aber konnten mit Hilfe einer selbst hergestellten CM-Zellulose 
sehr scharfe Trennungen erzielt werden. Die Eigenschaft von CM-Zellulose, Proteine 
zu aclsorbierenl* 2, kann zur Reinigung von Vitamin B,,- Arten beniitzt werclen. Man 
verwendet dabei wgssrige, methanolische sowie such w%srig-methanolische Medien, 
wobei ein Teil der Proteine in der Austauschers%.ule zuriickbleibt. 

DEAE-ZeZZuZose (Fa. Schleicher & Schiill, Dassel) trennt in wgssrigen, w&srig- 
methanolischen sowie in rein methanolischen LBsungen saure B,,-Arten von neutralen 
und basischen, indem die sauren zuriickgehalten werden und die iibrigen die Sgiule 
durchlaufen. In Gegenwart eines uberschusses an Blausgure kann DEAE-Zellulose 
such zur Trennung von Faktor B von allen anderen B,,- hrten dienen, da diese unter 
diesen Bedingungen als saure Dicyanokomplexe vorliegen und daher festgehalten 
werden. Dieser Austauscher hat eine besonders hohe Kapazitgt gegentiber Proteinen 
und Peptiden und eignet sich deshalb ausgezeichnet zur Reinigung von Konzentraten 
der Vitamin B,,-Arten. Als Medium wird in diesem Falle meist Methanol ocler ein 
Gemisch aus gleichen Teilen Wasser und Methanol verwendet. 

ECTEOLA-ZeZluZose (Fa. Schleicher & Schiill, Dassel) unterscheidet sich in 
Bezug auf die Trennbarkeit von B,, -Arten wenig von DEAE. Da sie jedoch eine 
geringereKapazit5t gegeniiber Proteinen besitztl, wird meist DEAEzu bevorzugen sein. 

TEAE-ZeZZzcZose (Fa. Serva, Entwicklungslabor, Heidelberg) 15sst sich, %hnlich 
wie DEAE-Zellulose, zur Trennung von sauren Vitamin l3,,-Faktoren verwenden. 
Besonders gut gelingt die Trennung von Vitamin B12-Mono-, Di- und Tricarbons&uren q ,!. 
unter Verwendung Steigender Mengen an Tris-Puff er*. 

l Nach Versuchen von Fri. Dipl. them . GISELA GROSS, 
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TABELLE II 

TRENNUNGSGANG VON B,,- ARTEN DURCI3 ZELLULC;E-IONENAUSTAUSCHER 

Il’ckLio~te~tckrrslcktischer (P-Zellrtlosc oder CM-ZelZrtlosc) 

CN’-armer Entwickler : Durchlsuf von 
neutralen und sauren Stoffcn 

CN’-reiclicr Entwiclcler : Durcl~lauf 
von Dicyanoformen 

Trennung cler 
basischen Stoffc in 
der SBule : 

13urclilarif ncutraler Trennung cler Durchlauf Trennung clcr Pscuclo-Vitamin 
Anteilc : snuren Stolfe in neutraler Stoffe : saurcn Stoffc in I3 13, Palctor A 
Vit. n12, Falctor 1.11, der S%ule: cler SBule : 
etc. Vit. 131,-carbon- Falctor 13 FiLlCtOXY?ll V L-VG 

&i.iuren LI. phos- 
phors~iurehaltigc 
inlcomplctte I$,- 
Faktoren 

Tabelle II zeigt einen Trennungsgang von nattirlichen qitamin B,,-Arten mit 
Hilfe von Zellulose-Ionenaustauschern. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Es wird i_iber die Verwendung von einigen Zellulose-Ionenkstauschern sowie von 
Algin&i.ure und Alginssure-Zellulose-Prgparaten zur chromatographischen Trennung 
und Reinigung der Vitamine der B,,- Gruppe berichtet. Die beschriebene Methode 
besitzt den Vorteil, dass sie sehr rasch und such in grossem pr5parativen Masstab 
durchftihrbar ist. Sie ergZ.nzt 
graphie und Elelctrophorese. 

in sehr wertvoller Weise die Zellulosepulver-Chromato- 

SUMMARY 

A study was made of the application of some cellulose ion exchangers, as well as 
alginic acid and alginic acid-cellulose preparations, for the chromatographic separa- 
tion and purification of vitamins of the B,,-group. The advantages of the method 
described tire that it is very rapid and can also be applied for the preparation of 
large amounts of these vitamins. The technique is a valuable complement to cellulose- 
powder chromatography and electrophoresis. 
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