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KOBALT- UND VITAMIN B,,-STOFFWECHSEL BEIM HUHN 

II. DIE TRENNUNG DER COBALAMINE AN IONENAUSTAUSCHERN 

IL H. RIENKE 
unter technischcr Mitarbeit von U. UnIBmzC; 

T?ts/itzrt f&v I’ierzuchl mad Tz’erftiltzrwng der U~~iversitiit; 
Bow (Drmtsclzlnizd) 

(Eingegangen clcn 2. Mai 196 I) 

Die chromatographische Trennung an Ionenaustausch- oder Zelluloses&ulen ist der 
Papierchromatographie und -elektrophorese nicht nur bei praparativen Arbeiten 
ii berlegen, sondern such bei der Analyse, wenn es gilt, Vorreinigungs- und Anrei- 
cherungsschritte zu sparen. An der Saule kdnnen immerhin ro-Ioo-fach grijssere Mengen 
aufgetrennt werden als auf dem Papier. In physiologischen Untersuchungen iiber 

_ ~___ den Stoffwechsel von Vitaminen i_ind Spurenelemenien empfiehlt sich die %iuien- 
chromatographie urn so mehr, als die hier zu analysierenden verschwindend geringen 
Substanzmengen bei’jedem Vorreinigungsschritt in ihrer Zusammensetzung verandert 
werden konnen, zumal, wenn bisher unbekannte Verwandte der gesuchten Ver- 
bindung miterfasst werden sollen. 

Eine brauchbare Methode zur Trennung der Cobalamine an Zellulosesaulen 
haben FRIEDRICH UND BERNH.4uER1 entwickelt. Unter Verwendung von wassrigem 
sekundarem Butanol und chromatotropen Saizen trennren sie die Faktoren A, B und 
III, sowie das Pseudovitamin B,, vom Cyanocobalamin. Das Verfahren ist fiir Serien- 
analysen allerdings recht aufwendig. fjberdies ist eine Anpassung an die Trennung 
weiterer Analoge schwierig. In einer spateren Arbeit” gehen diese Autoren zur Chro- 
matographie an Zellulose-Ionenaustauschern und Alginsaure iiber. Dabei. enthalten 
die Gipfel des Cyanocobalamins immer noch die Vitamin B,,-Carbonsauren und die 
des Faktors B den Faktor VI, (Faktor B-Monocarbonsaure). 

Kationenaustauscher erschienen uns clemgegeniibar anpassungsfahiger, da diese 
durch die Moglichkeit der kontinuierlichen Veranderung des Puffer-PM sowie der 
Salzkonzentration den Eigenschaften der verschiedensten Verbindungen angepasst 
werden ktinnen. Erste Versuche mit dem stark sauren Ionenaustauscher Dowex-50x4 
ergaben jedoch, dass die Variationsbreite der Puffer nicht hinreicht, urn das Cyanoco- 
balamin in einen “Schwebezustand” an der Saule zu bringen. Das Cyanocobalamin 
lauft such bei noch so saurer Einstellung der Puffer sofort mit der Front aus, wZhrend 
es am Ionenaustauscher in der I-i+-Form festgehaiten, aber nicht chromatograpiiiert 
wird. Wir konnten diese Schwierigkeit tiberwinden, indem wir den Ionenaustauscher 
zuvor mit einem sauren Ammdniumchlorid-Puffer einstellten und die Cl--1onen mit 
Wasser schnell ausspiilten, sodass das Harz in einer bestimmten (wahlbaren) Dichte 
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mit NH,+-Ionen belegt wird (MENICES). Bei der Einstellung auf eine bestimmte 
NH,+-Ionenkonzentration wandert das Cyanocobalamin mit Wasser als, Eluens 
mit einern R-Wert < 1.00 und wird van. den tibrigen Cobalaminen gut getrennt. 
Wie im Folgenden gezeigt werden ~011, kiinnen mit Hilfe dieses Verfahrens 
..,A ullu d.lm~;1~~1~335~1~~~1 J~ULIUIL 1111~ ~UILLKIL 7 ULI U~~C~L~I~LLII v i~amiri BI,-Ai4X~ Iiiid 

,s.__l.l: __^_ _-iI_,_ lT1..*:-.- --:A. ‘D..Jzc__-- - _13_. ‘1_-1_-._-1-~- TTf1.--_:- 

mindestens 5 weitere, bisher nicht identifizierte, Co-haltige Verbindungen getrennt 
werden. 

Uber Erfahrungen mit dem schwach sauren Carboxyl-Ionenaustauscher Amber- 
lite XE 97, der als einziger Kationenaustauscher bei direkter Elution mit Puffern das 
Cyanocobalamin verzdgert laufen l&St, wurde an anderer Stelle schon berichtet 
(MENIcE‘~), 

VERSUCHSANORDNUNG 

Legehennen bzw . Kiiken erhielten per OS je 1G.66 ,& OoCo in 7.22 /Lg CoCl, durch 
Eintriipfeln von 0.5 ml einer wKssrigen Lijsung in den Schnabel. Die Tiere wurden 
nach 5 bzw. 12 h getetet, die Caeca entnomrnen und der Inhalt der Caeca mit 0.2 n/r 
Na-Citrat-puffer vom pH 4.25, enthaltend 0.02. oh KCN, in Dialysierschl~uche von 
40 ml Fassungsvermdgen iiberfiihrt. Die Dialyse geschah in Reagensgkisern. der 
r-z--- ^_ -:- z._-----_ ~l~f--r-l_-~r-__-l.~____- __-- 0, ULUSSI= s;j X 200 iii-ii gegC%i elii aus~eres ~iussi~i~~~~svu~uiri~~i vuli ou. d. n'- p'2-3- Ult: UlkLSLl 

wurden in eine langsam rotierende Apparatur gespannt, die in einem auf 40” einge- 
regelten Brutschrank Platz fand. 

Als Dialysemedium diente 0.05 n/r Na-Citrat- bzw. Na-Phosphat-puffer, enthal- 
tend 0.02 o/0, KCN. Wshrend der ersten 4, Dialyseschritte wurde der pH auf 4.25 
gehalten, ‘in den folgenden 3 Schritten ansteigend auf 5.0, 6.5 .und 8.0 (s. Tabelle Ia). 
Die Dialyse bei steigenden pH-Werten .ist insofern empfehlenswert, als ,getrennte 
A-_i___=- J=- i2-r_--,~--- nz-*____L= =:-= __-L____~L~~JI:~L~ rl___---_--,-_^,A~._-- L:__.:~LA 
rrllalysLl1 ULl- LlIILLllleI1 ulalysak LlIlL U11lel-SLlllLUllLnL LUYL-LlIlIIlLllsLLLUll~ lllllSlLllL- 

lich der estrahierten Cobalamine au%wiesen (MENICE~). Der erste Wechsel des Dialyse- 
mediums %and nach 4 11, der zweite nach 16 h und die folgenden nach je 24 h statt. 
Insgesamt wurden auf diese Weise 98-99 y. der Radioaktivitgt also der Co-haltigen 
Verbindungen aus dem Caecum-Inhalt extrahiert. 

Zur RadioaktivitZtsmessung bedienten wir uns eines Szintillationsz&hlers mit 
flachem Kristall und bis zu IOO ml fassenden VdA-Stahlbechern. 

ux veremlgrerr ~idlysd~~ \e~wa 4uu-5uu rnrj wLi-u.Lrl. rrl1L 70 Iii: &iCT 20 "/b $- 
nz- ___--:-Z-A___ n:,-l___,d_3 I-A___, .-- __- ___I\ __.3-zi_- ___:A 

Chlorphenol enthaltenden ~Trichlor~thylenlijsung (20 g +Chlorphenol auf 55 ml 
Trichlor&thylen, im Folgznden kurz “TP” genannt) i.iber 6’ h geschiit telt, anschliessend 
in 200 ml fassenden Gl%sern zentrifugicrt, wobei jeweils die das anorganisch ge- 
bundene Kobalt enthaltende wgssrige Phase nach, 2-3 weiteren Extraktionen ver- 
worfen wird. Aus dcr TP-Phase werden die Cobalamine durch Zusatz von 40 ml, 
Athylazetat und 50-60 ml Wasser sowie 4-stiindiges Schiitteln in die w%ssrige 
l-31--,- -.--1-~--1. ITT',*.M--*,,* ___e- 3:-_- 1--- 
I-llaslr: val-urarll;L (J2lclJ%lJlilm-l 

l3--,.,,.v_--__B\ 
UNJJ DM<NfiAUOK), u1e!s ua11n in der Zentrifiige 

abgeschieden und durch Auspipettiq-en der TP-Phase getrennt. Zur Entfernung 
der restlichen Phenoltr8pfchen wird mit IO ml Butanol geschiittelt und nach dem 
Abscheiden des Butanols im Rotationsevaporator bei 25” auf 1-2 ml eingeengt. 
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Die Probcn werden in kleinen ReagensglYsern bei -20~ aufbewahrt oder direkt zur 
Chromatographie auf die Saule gegeben. 

Zur EinsteLLwzg des lonenaustauschers werden IOO ml feuchten Harzes vom Typ 
Dowes-50X4, Korngrijsse kleiner 400 mesh (Kernsulfoniertes Polystyrolharz vom 
TZ______*~..---_ -..~ _, =,\ t- _?-- .-!.--,-_L_--_ -__ ~.~ I- P,- _.,‘..ll I ,P _\ vernerdungsgraa 4 lo) in eine rnmaesrens 150 ml rassenae CrlasIri-ccTe (~2) mit Hahn 
geftillt und zunU~st mit I II/r NH,-Lsg. und I N HCl gewaschen. Dann wird das 
Harz auf einen pH von 2 *o-2. 5 (gemessen in der iiberstehenden Fliissigkeit) eingestellt 
und nach Verdtinnen mit destilliertem Wasser mit einem 0.2 n4 NH,Cl-Puffer vom 
pH 2.3 (Zusammensetzung: 200 ml 0.2 A4 NH,Cl + 6 ml 0.2 N HCl) solange gespiilt, 
bis der pH des Ausflusses dem der Ausgangsl&ung gleich ist. Das abgesetzte, feuchte 
Harz wird dann mit einem an den Seiten eingeschlitzten Filtrierpapier iiberdeckt und 
bei abgeschlossenem Hahn mit destillierteni ‘v’v’asser tiberschichtet. An den Ausfluss 
wird eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen und die Cl--1onen unter standigem 
Nachgiessen von etwa soo-Soo ml H,O schnell eluiert. L&St man das Wasser nur 
langsam durchziehen, so wird nur die obere Schicht des Harzes NH,+-Ionen in der 
gewiinschten Konzentration besitzen, wghrend in den darunter liegenden Zonen sich 
entsprechend der arigestiegenen Cl--1onenkonzentration ein neues Gleichgewicht 
einstellt. Das Spiilen unter Atmospharendruck reicht jedoch aus, um einen gleich- 
mgssigen Besatz an NH ,+-Ionen im Harz zu erreichen. 

Das Harz wird dann mit 20-30 ml Wasser in ein vakuumfestes Gef%ss iiberftihrt 
und auf einem Magnetrtihrer mit der Wasserstrahlpumpe entluftet, wobei such even- 
tuell vorhandene Spuren CN- entweichen. Anschliessend wird das Hal-z in eine Saule 
von 10 mm innerem Durchmesser und mindestens 130 cm Hbhe geftillt und unter 
Druck von 2 m Wassers%ule zusammengepresst, sodass die Saulenkinge des abge- 
setzten Harzes etwa 120 -cm betragt. Nach Entfernen des iiberstehenden Wassers 
wird die Probe -masimal 5 ml-aufgegeben. 

Aus der mit einer G 2-Fritte unten abgeschlossenen S5ule wird das Eluat durch 
einen dtinnen Schlauch in eine Spirale gefiihrt, die im Bohrloch eines Szintillations- 
zahlers Platz hat und '2 ml Fltissigkeit fasst. Von hier gelangt das Eluat in einen vo- 
lumengesteuerten Fraktionensammler*, der beim Abfiillen der 3,s ml grossen Frak- 
tionen gleichzeitig eine Markierung an dem die durchfliessende Radioaktivitat 
registrierenden Schreiber betatigt, sodass die Fraktionen nachher den Kurventeilen 
zugeordnet werden kiinnen. 

Es’ wird zun&chst mit reinem, CN,--freien Wasser eluiert, dann-nach etwa 60-70 
FraktionenAmit einem der in Tabelle Ib angegebenen Puffer, wobei zur Beschleuni- 
gung ‘des Durchlaufs ein Druck von 2 m Wasser&ule angelegt werden kann. Hiermit 
werden schon die wichtigsten Cobalamine eluiert. Sollen such die bei hijheren pH- 
Werten wandernden Analoge abgetrennt werden, so set& man anschliessend die 
Puffer oberhalb. pH 5.0 ein, ehe mit der I Jd NH,-Lsg. der Rest eluiert wird. Zur 
besseren &kIItkrUng iIn Chromatogramm wird Vitamin B,, und daraus hergesteiiter 
Faktor’ B (FRIEDRICH UND BERNHAUER') mit aufgegeben, sodass die gesammelten 
,’ 

* Fa.'N. Vogel, Bad Codesberg. 
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Fralctionen nach Beendigung der Chromatographie sowohl an Hand $des Ratio- 
aktivit2itskurve als a&h mit Hilfe der Rotfsrbung durch die KontroUsubsitanzen 
den einzelnen Gipfeln zugeordnet und zusammengegossen werden l&men. 

Die so gewonnenen Gipfel werden, soweit erforderlich, durch Ausschtitrtekn tit p- 

TABELLE I 

ZWSAMMENSRTZUNG DER PUFFER PiiR DIALYSE, S~ULENCHROMhTOGRhPH1E UND ELEKTROPPBGRESE,, 
SOWIE DER LBSUNGSMITTISLSYSTRnlE (LMS) FUR DIE PAPIERCHROMATOGRAPIIdE 

Il’rfebezcickrrfl,l6 ZusatnnrensPtx4tt!: 

(a) Puffer fur die DinZysei 0.05 Jd, jcweils 0.02 o/o ICCN enthaltend, ,ad 2000 ml X+0 

PI-1 4.2-j 10.5 g Citr. sre., 4.125 g NaOH, 25 ml I N HCl, 4 ‘g Phenol 
pH 3.0 IO.5 g Citr. src., 4,125 g NaOH, 46 Phenol 
pli 6.5 10.5 g Citr. src., 5.8 g NaOH, 4 g Phenol 
PI-I s-0 33.12 g NaeHPO, + 12 H,O, 1.14 g NaH,PO, + 2 H,O, 4 :g Phenol 

(b) Puffer fiir die .SllzcZetchvo~)tntogvc~pl~ie : 0.2. Ad, IKN-Gehalt s. Pig. I--?, :ad 5000 ml H&9 

PH 3*70 
pI-I 4.00 
PI--I 4.05 
PI-I 4.06 
pI-I 4.10 
pl-I 4.25 
PI-1 4.50 
pl-I 3.00 
~1-1 6.00 
pH 6.50 
pI-I TeOO 
NI-I,OH 

105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 445 ml I N HCI, Iso g Phenol 
105 g Citr. src., 41.25 g NaOH, 346 ml I N HCI, I,0 g !Pheno!l 
1o.i g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 333 ml I N HCI, xl0 :g Bhenol 
105 g Citr. sre., 41.25 .g NaOH, 330 ml I N HCl, IO :g l?lx!no!l 
105 g Citr: src., 41.25 g NaOH, 314 ml I N HCI. 180 :g Phenol 
IOj g Citr. sre., 41.25 g NaOH, “50 ml I N HCI., I’0 :g l%eno!l 
105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 154 ml I AT HCl, I,0 g Phenol 
* o.i g Citr. sre., 41.25 g NaOH, X’O ‘6 l?llenol 
105 g Citr. sre., 5s.o g NaOH, 94 ml I N HCI, 8x0 :g Pllenol 
l@j g Citr. sre., 5S.O g NaOH, I,O ,g Phenol 
105 g Citr. src., JS.0 g NaOH, 39 ml I N NaOH, I,O .g Phenol 
I N Amn~onialcl6sung + 0.02 o/o KCN, (375 ml 25 %ige NH, .ad 5 l) 
Bci %ugnbe van 0.02 y0 KCN kann der pl-I-Wert mit 5-7 ml I N HCI je 5000 ml 
wicdcr eingcstcllt werdcn. 

(c) Liisungcn fiir die Prcpi.erelektropJlorese : 0.02 y. KCN, ad 1000 ml He0 

pH 2.7 
pH 65 

PI-I s.0 
pI-I 10.4 

I N Essigs%ure 
0.1 A/r Na Phosphatpuffer: 13.075 g Na,HPO, + 13, H,O, ro.6SS ‘g NaHL,PO, 
+ 3 H,O, a g Phenol 
33,195 g Na,HPO, + IZ I-1,0, r.Iqr g NaH,PO, + 2 I&O, 2 g Phenol 
o. I _rl/l Na-Carbonatpuffer: 10.6 g Na,CO,, 3, g Phenol 

(d) L&mugsmittelsysteme fiir die Pupierc?womatograpk.ie : &issr. sek. -Butanol : 350 ml sek.-Butanol; 
~50 ml H,O; 0.001 y. HCN 

LMS-I 
LMS-II 

25 ml wassr. se/r.-Butanol + 0.15 ml Eisessig 
25 ml wassr. se/i.-Butanol + 0.25 ml 25 %iger NH,-Lsg. 

J. Chromatog., 7 JIg6z,) :Sb--g~ 
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Ghtllo~n-phenol (TP) und Verdrgngen mit Athylazetat (s. oben) entsalzt. Da sgmtliche 
Cob&un&re sich so, entsalzen lassen, anorganisch gebundenes Kobalt abcr nicht, kann 
atnf dlesem Wege der Kobaltgipfel im Chromatogramm erkannt werden*. Dieses 
KobaBt entstammt der nicht vijllig entfernten w5ssrigen Phase bei der ersten Ex- 
traktion! der Cobalamine aus dem Dialysat. 

J!Xe abg,etrennten und entsalzten Cobalamine in wassriger Losung werden mit 
44 m8 Butanol ausgeschiittelt, bei’zs” im Rotationsevaporator bis auf 1-2 mi ein- 
geengt and an einer mit n&malem Eis von o” betriebenen “Gefriertrocknungs- 
Apparatus” bei ~.-zo~ mm Druck Hg-Saulc zur Trockene eingedampft. Die in einem 
E?Ieck van H-Z cm4 eingetrocknete Substanz wird mit 0.1 ml Wasser aufgenommen, 
iinn eine Mikropipette gesogen und in 6 gleichen Portionen auf 2 Papierchromato- 
grarnmstreifen und 4 Elektrophoresestreifen aufgetragen. 

2&r Pqierelektrophorese werden die Streifen in die mit einem der in Tabelle Ic 
mgegebenen Puffer geftiute Eipfior-Kammer* * geiegt, sodass die von beiden Seiten 
anm&&eigenden Pufferfronten sich gleichzeitig an der Auftragsstelle treffen und damit 
d&z Substawz. zu einem schmalen Streifen zusammenschieben. Die Elektrophorese 
wii~d rn$t EPO V tiber 16 Stunden betrieben. 

D4e Papierchromatogramrne werden mit einem der in Tabelle Id angegebenen 
lL&tn!ngstittel!systeme in einer glasernen Kammer absteigend entwickelt, Die Kammer 
steltut iin &rem thermostatisierten, abgedunkelten Raum, sodass Stijrungen durch 
‘Tempemtuzschwankungen oder Behchtung @bsp&ung von CN-j vermieden werden. 
2%nr Kontrolle werden sowohl bei der Elektrophorese als such bei der Papierchromato- 
grapli~& tischen den Auftragsstellen der Proben Cyanocobalamin und Faktor I3 in 
si&~tEa~ren~ Mengen aufgetragen und mit chromatographiert. Nach dem Trocknen der 
CEu.romatogramme werden an Hand dieser Kontrollen zumichst die Fronten liir 
Cyanocoba.Iarnin und Faktor B bestimmt und nachgezeichnet. Dann werden die 
Papierchromatogramme bzw. Elektropherogramme mit Tesa-Film auf Holztafeln der 
(6a&se 30 x 30, cm gespannt und bei viilliger Dunkelheit mit Rijntgenfilm (Adox- 
li30m@ nu3d rnit einer zweiten, schaumgummibezogenen Holztafel bedeckt und in 
R%!&a&l!&en Kasetten 14 Tage exponiert. Zur Markierung der Lage des Films auf 
&XUII Pap&r enthalten die Holztafeln je zwei Stahlstifte, die gerade I mm aus der 
H~llzoEerfl!Bche herausragen und Papier und Film durchstechcn. Nach dem Exponieren 
5belr aq Tage ergeben Flecke mit zoo c.p.m. Radioaktivitgt noch deutlich sichtbare 
S&w%-zungen auf den? Film. Urn sicher zu gehen, dass keine Schwgrzungen durch 
ch~etische Einwirkungen hervorgerufen werden, haben wir anfangs eine Reihe von 
Ch.romatogrammen zusatzlich mit einem GM-Z&hler ausgemessen und in keinem Fall 
tie s&he Artefakt-Bildung beobachtet. 

In &e entwickelten Rontgenfilme zeichneten wir die Startflecke und die Fronten 
Knr Cyanosobalsmin und Faktor~Bein und fotographierten diese ab. Da aus arbeits- 
tectischen Griinden die zu einem Gipfel gehdrenden Chromatogramme nicht zu- 

* d%er&es erscheint nach alleinigcr Aufgabe van aoCoC1, dcr RsdioslctivitYtsgipfel an dcr m 
gI&chelill stzue.. 

** Fa_ Bender & Hobein, Miinchcn. 
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sammen chromatographiert werden konnten, mussten die positiven Abztige der 
F, Filme erneut zersclmitten und in der richtigen Reihenfolge geordnet ein zweites ma1 
c~ fotographiert werden (s. Fig. 3 und 4). 

~JBERSICHT zuM ~NALYSENGXNG 

Dialyse 

//“\ 
Riiclcstd. Dialysat (gg o/o clcr Co-haltigen Vcrbinclungcn) 

+ TP 

// 
I”\ 

‘1 
11*rH Err P1-i I CZR '1311nnnl_Pll%lwa . . ..a”_.. . . ..a”.. A ..".._.~A .I"Y" 

(Co) (Cobalamine) 

i_ Xt11y1nzctnt f Wnsscr 

A-‘-, 

/ 
.A 

/ 

org. Phase 
(Farbstoffe) 

‘\ 
‘\ 

wiissr. Phase 
(Cobala;mine) 

f IO ml Butanol 

/L 
,/ =A 

w&33-. Phase But&ol-Extralrt 
(Cobalamine) 

I 

(Phenol-Reste un+ 
Farbstoff c) 

I 
zur Ionenaustauschchromatographie 

I 

34 ?A I 
Ii!? .- : I? co 

LI 
&‘A P $2 R S 

j je Gipfel z papiekhromatoiraphisch’e uncl4 el&trophor&ischc Anzkyscn i 

I I I 
LMS-I LMS-I I pl! 2.7 PI-I G.5 pII 8.0 PI-I 10.4 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

n:,.. PL..,-,c,,..,--_ u11; ~111 UlllcLLU~lirL.llllllG z-g (Fig. I> .*v.. . ..A .-..-. ,...._ r.:,P.- r_,.....:,,1, -.,-a_ r,,,..- TmL0.14. vv UIUI;,I c&u3 Cl,,Clll U1;11113Lll ““ll bcLCLL.4III’.AIIIIQIL 

mehrerer, 5 Wochen alter Kiiken, die 5 Stunden nach Verabreichung von aoCoC1, 
getijtet worden waren, erstellt. Die Chromatogramme a und b in Fig. 2 entstammen 
dem Caecum-Inhalt einer Legehenne, und zwar 12 Stunden nach der Applikation. 

Mit Wasser wird in der Lijsungsmittelfront zunachst der Gipfel A eluiert. 16x-z 
dahinter ersclzeint ein zweiter, sehr schwadher Gipfel (Fig. Ia-g) und nach 17-20 
Fraktionen ein dritter. Diese Substanzen treten jedoch in so geringen Mengen auf, dass 
,:, L:,t,,... .n,,.1, . . . ..a..+. -xl..,-. ,l,.....,..l.c,.w.:":,w.c . . . . ..il.-... I*,,,*,, 31c UlJllCl AIU~lL All~IlL 1lUllCl c;lld.Icb,\LI;IIJIcl.L VvFLUCll .L.U1111LCII. A!s niichster 

i?:,.C.C.1 
ulplcl 

erscheint bei Fraktion 30-32 (Fig. 28, b) ein Cobalamin, clas auf Grund der Tren- 
nungen auf Papier (Fig. 3a) als Faktor III (5-Oxybenzimidazol-Cobalamin-Analogon, 
FRIEDRICH UND BERNHAUER~) .oder Guanin-Cobalamin angesprochen werden kann. 

J. Clcron~adog., 7 (1962) 86-97 
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150 Fraktioncn 

f pll 4.06 l O.02 % KCN t NH, OH 

pH 4.50+0.02% KCN 

fp~ 4.06 +a01 ve KCN 

Fig. r. Trennung der Cobalamine an Dowex-50x4. -- = RadioalctivitBt; - - - - = FBrbung 
-,__ T.P_-..__,*_..~._.__ - -1%‘~ ._ .___~ _. 1. m. 
aer I~O~~~O~ISUDS~C&~Z. Urlaurerung slew3 A ext. 

al 

50 Fr. ? pH3.70 * O.Ol%KCN 
.$ 

t pH6.0 t pl-17.0 

i: 
0 

5i 
I 

+O.Ol %KCN 

b) 

2 s l- 

n - 

200Fraktionen H,O 5OFraktionen 

Fig. 2. Trennung dcr Cobdamine’an Dowex-50X4 (s. Fig. I). 
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Im Rdntgenfilm (Fig. 3a). findet sich daneben ein zweiter, schwacherer Fleck, der 
entweder einer Substanz zugeordnet wcrden mtisste, die in LMS-I und bei pH 2.7 
mit dem Faktor III lauft, oder aber ek bei der Aufarbeitung und Trennung auf 

Fig. 3. Papierchromatogrsphisches und elektro- 
phorctisches Vtxhalten dor Substsnzen in den 
Gipfeln in Fig. I und 2. - =i Front des 
~--_-___,__~_-d-~; -----A -.a -- --.l:*m LyanoLooaJamlns, - - _ - =, P ronl; ues P aKcol% 
* ; + = $uf*f-wstelle. Zu=mmenset=vz 
dcr ‘Lijsungsmi~telsystemc (LMS) und Puffer, 
s. Tabelle’ I. (a) Gipfel I? in Fig. zb. (b) GiPfel 

Fig. za. 

. . ,l 

dem Papier n~d-e+~lmA~t?~~ Ar+o.F~lrf iIa,-a+,allf _*__b”_V_._Y \rllLaLc4,I‘u~**ba *I* bb*CLIab. UUIULUII... Anm=drhfc. der aahr alei~hm?iccciacm ““II. ~*Y~“I***Iuu”+Ejv*. 

Form- des Gipfels F ist es jedoch unwahrscheinlich, .dass es sich dabei um eine 
zweite Substanz in diesem Gipfel hand&, 

l3ei Fraktion 45 ‘lie@ der .Gipfel des als Kontrolle mit aufgetragenen Cyanoco- 

J. Chomalrog., 7 (1962) 86-97 
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balamins, wghrend der RadioaktivitZtsgipfel erst bei Fraktion 50 erscheint (Fig. ra-g, 
2a-b). Wir haben diese Differenz zun5chst als einen Isotopeneffekt gedeutet, zumal 
die crsten PC*- und El?*-Analysen ein identisches Verhalten der beiden Gipfel 
ergaben (Fig. 3b) (MENIcE~~“~~). D ann zeigte sich jedoch, dass im LMS-II und bei 
+-rU Q r\-.~,~~;mm~. or,/.h La; T-+u c; r-rl;n 
PAA “,“---V”G1116G;L deut!ich CLULAI "G-l PAL ".~-u'b rclrI;nnlr+;*m cr11-G+can-, xJ=p& dear* ~a,UI"c&I.CI"b "u"aLcc*.LI 

Cyanocobalamin getrennt wircl. aTo-markiertes Cyanocobalamin liiuft hingegen in 
allen Systemen mit dem inaktiven Vitamin B,, (Fig. 3~). Aus der Fig. 3b kaml 
iiberclies entnommen werden, .dass im Caecum des Huhns tind des Kiikens iiberhaupt 
kein Cyanocobalamin gebildet wird, sondern lediglich diese offenbar sehr nahe 
verwandte Verbindung, fiir die wir die Bezeichnung “Vitamin 73121” verwandt 
haben. _’ 

R,: lTe-...+.Whv.......-.. A,.. lTl.,+:ne -:I- IKT,ccnr- .+..c.+am ms-nn.1, T;*nlrf.;r\m Qn lre:.-,.z. .w,a:.+t.wra,~ UCL ~"lLIUIALUllfj UCL AA1ULJ.",L ,l,LL YYcLJ3G1 LAFLGAI IIcLL.IL .L~LcL1.LI"*A "" 1LG-11AG W171L~LG11 

Substanzeri aus. Es wird daher zweckm&sig bei Fraktion Go-70 ein Puffer vom pH 
4.0-4.1 aufgegeben, der dann mindestens 5 weitere Substanzen deutlich trennt 
(Fig. ra-d). Als erster Gipfel tritt Pseudovitamin. B,, (y-B12, AdeninXobalamin- 
Analogon) &us; durch die chromatographischen Daten in Fig. 3d charakterisiert 
(Gn.4~~~). Dahinter fol& der Kobaltgipfel Co, der sich von sgmtlichen anderen Gipfeln 
dadurch unterscheidet, dass er nicht wie die Cobalamine durch Phenole ausge- 
,,L "C*.-,14. . . . . . ..A c¶blliiLLc~c VvcLuefi I*.-..-.+.** 7...z.s,L,.e iI,- “8, R . . ..A ;I,- PP. :-+ :w A,, Pl....,-.Y4., 

Rculll . LIVVIDLIICII UClll .c/v-u12 LAUU UGl‘l b” 13L 111 UFll lull1 “I‘ICLI.“’ 

grammen a-_c (Fig. I) ein schwacher Gipfel erkennbar, der jedoch wegeri Substanz- 
mange1 bi+er-‘nicht &her untersucht werden komite. Bei Verwendung ein’es Puffers 
vom pH '4.10, .und mehr. wird dies& Gipfel durch das Kobalt ,%berdeckt, @as seiner- 
seits dann g& ‘v&‘,folgenden Gipfel Faktor A (&Methyladenin-Cobaltitiin-Analogon) 
getrennt wird. Die PC- und EP-Daten fiir den Faktor A in Fig. 3e decken sich wieder- 
urn v6llig mit den in der Literatur angegebenen (GRAI+). Nach dem Faktor A tritt der 
-m..14.,.. R A...... ,V.1,.-.,.+4.1:,t. ;I.-... ,*:,1,** ‘..,lL1:.wl,,.e l2::.-1,..,, .A,, nl..me.*,..,. ;1..,,1_ /I:_ ~L'cl.I.c"L u CL&m) GII\CILILLI,G11'ziiI LLGL "L"ACLL'~jCI"L&IK;II A~cLruullf; UCJ ljlUcLLCJ UUlc;ll Ult: 

mitaufgegebeiie I&ntrollsubstanz: Die RadioaktivitZtskurve zeigt an dieser Stelle 
nur einen sehr schwachen Anstieg. Offenbar ist der Faktor I3 im Caecum des Huhnes 
nicht stark vertreten, was wir such in einem zweidimensionalen Papierchromato- 
gramm bestgtigt fanden (Fig. 4). Da%iir ist ein dem Faktor I3 nahe stehendes Cobal- 
amin im Gipfel P stgrker vertreten. Die zusgtzliche PC- und EP-Analyse’,’ (Fig. 3f) 
ergibt identisches Verhalten be’i pH 2.7; aber unterschiedliche Wqderung in allen 
mderen Sjdmm 

n:, D- XXJ,..A., ._,A lTl3 lD__.._,1:_l_1.,:*,, 12 C..l,,i,-_ ' . UAC 1\1312’VY CL LC UllU l&r-uu.wog li1;il1wx~~il,~u~~ 3uu3~illl~ iill Gipfd 

P sprechen f?F eine Identitgt’r+t dem von DBLLWIZG eC al.11 l&scliriebenen Faktor Y,, 
der als eine Faktor B-Monocarbons%ure. erkannt wurde. In der Fig. 3% ist such eine 
geringe Schw&zung in den Positionen des qaktqrs B.erkennbar, der in dies&n Chro- 
matogramm offenbar in den Gipfel P ‘hineinragt. 

Bei Verwendung von Puffern mit hdheren pH-Werten als 4.1 fliesst der Gipfel P 
eher aus, sodass er bei pH 4.5 zwischen dem Faktor A und dem Faktor B erscheint 
/lT:.... . . ..F\ n__ T7_t_.l~ l’__.xh. ‘L-i elf__-- 17:-zA.,ll._-, _‘*-_ -1,- n~-.-ml-__:.4.--_~- 
\A”5. IL). ukL5 IIUUkllL 1ilUlL lJe1 u1L'stx ~lllziLClIullg..VU~ UC111 KS~uUUVlLalrlln aus. Die 

Lage der Gipfel wird ausser ,durch. den pH von der CN--I<onzentration beeinflusst; 
,” 

“PC 
:.. 

= l?apierchromatqgrsphieF,, El? = Elektrop~~o~c~e,. - 
?* Siehe FUssndtk*, S. go, 
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Wie das Chromatogramm in Fig. ~g zeigt, laufen die Gipfel nach Herabsetzen des 
CN--Gehaltes von 0.02 auf 0.01 y0 deutlich langsamer un’d die Gipfel FE und P 
treten erst nach Aufgabe von Puffern mit hdherem pH aus. In einigen Darminhalts- 

Fig. 4. Zweidim&ionales’ Papierchromatogramm und .-Auto&dio&amm tines Cobalaminex- 
traktes aus dem Calcum. -T = Position dcs Cyanocobalamins; - - - - E Position des Fal+ors 13.. 

. ., .’ 

Proben, insbesondere bei erwachsenen Hiihnern, erscheinen such nach dem Gipfel P 
mit Puffern vom pH 5.0,. 6.0 oder 7.0 n’och weitere Substanzen. Der Gipfel Q (Fig. 2a) 

tritt haufig im Rot, aber such im. Inhalt des Dtinndarms aufs, was daraufhin. deutet, 
~I~EE PC 4~17 hicwhd I,- nina Vnrcfmfo ha; c-ler f-nhal~tninc~mfhtxn h~nilnl+ XVnann t-lnr uu*c. u.2 ilL\r.l I.A\rA “VI -*I* L3II.k. 1 “I~LUI” “WA UUI vv”cLIu,I*A*I*IJJ IIcI*“ab I*CL**LAb*C. ,. b’5bA’ _&.I 

geringen Aktivit5.t konnten jedoch bei diesem und bei den folgenden Gipfeln R und S 
noch keine zusatzlichen chromatographischen Daten gewonnen werden. Der mit pH 
7:o eluierte Gipfel T (Fig. za) lasst auf Grund der in Fig. 3g wiedergegebenen Dateri 
eine Identitat mit dem Faktor E (Faktor B-Phosphoribose, DBLLWEG :et aL.12) 

(S.a; PORTERI”) vermuten. Eine endgtiltige Identifizierung ist :jedoch bier wie ‘in 

den zuvbr beschriebenen FZllen, erst nach Gewinnung sichtbarer., inaktiver 
‘&~h~f’~nsmanaan miiali~h m1Cnrrl * rr*Vgu”lr, “u*l*c&* IT? &ar T ifnra+m- &iae der .hiar CI n mncrnhnn nn vuu~.c.a~.“1I.u.a~uII ULL”IC.+LUL b 111b1 ~**~u~u”b#AIu*I 

elektrophoretischen Date;i ,(pH 8;o und 10.4) :fiir identifizierte Cobalamine noch. 
fehlen. . .,’ ‘, ’ , 

Da die Chromatogramme in Fig. I a-g aus der gleichen Substanz erstellt wurden.,: 

t 
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SUMMARY 

A method is described for the separation of cobalamines on cation exchangers <of the 
type Dowex-sow. With this method it was possible to isolate at .least twelve 
00Co-labelled compounds from the caeca of hens and chickens. By means of subse- 

quent paper chromatographic and paper electrophoretic analyses, seven of these com- 
pounds could be further characterized and in some cases related to known :analogues:: 
factor A, pseudovitamin B12, factor B, factor V,, and a compound very similar &o 
cyano-cobalamine that has hitherto not been identified. 
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