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Die chromatographische Trennung an Ionenaustausch- oder Zellulosesdulen ist der
Papierchromatographie und -elektrophorese nicht nur bei préiparativen Arbeiten
iiberlegen, sondern auch bei der Analyse, wenn es gilt, Vorreinigungs- und Anrei-
cherungsschritte zu sparen. An der Siule kénnen immerhin 1o-100-fach gréssere Mengen
aufgetrennt werden als auf dem Papier. In physiologischen Untersuchungen iiber

den Stoffwechsel von Vitaminen und Spurenelementen empfiehlt sich die S&ulen-
chromatographie um so mehr, als die hier zu analysierenden verschwindend geringen
Substanzmengen bei jedem Vorreinigungsschritt in ihrer Zusammensetzung veréndert
werden koénnen, zumal, wenn bisher unbekannte Verwandte der gesuchten Ver-
bindung miterfasst werden sollen.

Eine brauchbare Methode zur Trennung der Cobalamlne an Ae]lulosesaulcn
haben FRIEDRICH UND BERNHAUER! entwickelt. Unter Verwendung von wissrigem
sekundédrem Butanol und chromatotropen Salzen trennten sie die Falktoren A, B und
III, sowie das Pseudovitamin B,, vom Cyanocobalamin. Das Verfahren ist fiir Serien-
analysen allerdings recht aufwendig. Uberdies ist eine Anpassung an die Trennung
weiterer Analoge schwierig. In einer spéteren Arbeit? gehen diese Autoren zur Chro-
matographie an Zellulose-Ionenaustauschern und Alginsédure iiber. Dabei- enthalten
die Gipfel des Cyanocobalamins immer noch die Vitamin B;,-Carbonsiduren und die
des Faktors B den Faktor Vi, (Faktor B-Monocarbonsdure).

Kationenaustauscher erschienen uns demgegeniiber anpassungsfihiger, da diese
durch die Méglichkeit der kontinuierlichen Veriénderung des Puffer-pH sowie der
Salzkonzentration den Eigenschaften der verschiedensten Verbindungen angepasst
werden kénnen. Erste Versuche mit dem stark sauren Ionenaustauscher Dowex-50X4
ergaben jedoch, dass die Variationsbreite der Puffer nicht hinreicht, um das Cyanoco-
balamin in einen ‘‘Schwebezustand’’ an der Sdule zu bringen. Das Cyanocobalamin
lduft auch bei noch so saurer Einstellung der Puffer sofort mit der Front aus, widhrend
es am Ionenaustauscher in der H+-Form festgehalten, aber nicht chromatographiert
wird. Wir konnten diese Schwierigkeit {iberwinden, indem wir den Ionenaustauscher
zuvor mit einem sauren Ammoniumchlorid-Puffer einstellten und die Cl--Ionen mit
Wasser schnell ausspiilten, sodass das Harz in einer bestimmten (wéhlbaren) Dichte
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mit NH,*-Ionen belegt wird (MENKE?®). Bei der Einstellung auf eine. bestimmte
NH,+-Ionenkonzentration wandert das Cyanocobalamin mit Wasser als Eluens
mit einem R-Wert << 1.00 und wird von.den tibrigen Cobalaminen gut getrennt.
Wie im Folgenden gezeigt werden soll, kénnen mit Hilfe dieses Verfahrens
und anschliessender Elution mit Puffern 7 der bekannten Vitamin qu-nu.t:n und
mindestens 5 weitere, bisher nicht identifizierte, Co-haltige Verbmdungen getrennt
werden.

Uber Erfahrungen mit dem schwach sauren Carboxyl—Ionenaustausche1 Amber-
lite XE 97, der als einziger Kationenaustauscher bei direkter Elution mit Puffern das
Cyanocobalamin verzogert laufen ldsst, wurde an anderer Stelle schon berichtet

(MENKEY).
VERSUCHSANORDNUNG

Legehennen bzw. Kiiken erhielten per os je 16.66 uC ¢Co in 7.22 ug CoCly durch
EintrSpfeln von 0.5 ml einer wiissrigen Loésung in den Schnabel. Die Tiere wurden
nach 5 bzw. 12 h getotet, die Caeca entnommen und der Inhalt der Caeca mit o.2 M
Na-Citrat-puffer vom pH 4.25, enthaltend 0.02 % KCN, in Dialysierschlduche von
40 ml Fassungsvermégen tiberfiihrt. Die Dialyse geschah in Reagensglﬁsern der
Grésse 33 X 200 mm gegen ein dusseres J:'L‘liSSigKeiLSV(‘uui‘I‘leﬁ von 8o ml. Die Gliser
wurden in eine langsam rotierende Apparatur gespannt, die in einem auf 40° einge-
regelten Brutschrank Platz fand. ‘

‘Als Dialysemedium diente o.05 M Na-C1t1at- bAW Na-Phosph"Lt puffer enthal-
tend 0.029% KCN. Wihrend 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).
Dije Dialyse bei steigenden pH-Werten -ist -insofern empifehlenswert, als getrennte
nucuyscn der cinzelnen Ulcuysa.u. eine unterschiedliche ausammcnsmzung hinsicht-
lich der extrahierten Cobalamine aufwiesen (MENKES?). Der erste Wechsel des Dialyse-
mediums fand nach 4 h, der zweite nach 16 h und die folgenden nach je 24 h statt.
Insgesamt wurden auf diese Weise 98-99 % der Radioaktivitit also der Co-haltigen
Verbindungen aus dem Caecum-Inhalt extrahiert.

Zur Radioaktivitdtsmessung bedienten wir uns eines Smntﬂlatmnszahlers m1t
flachem Kristall und bis zu 100 ml fassenden V4A-Stahlbechern.

Die vereuugLLn UldlydeL \cLWd 400500 nu) werden mit 70 ml einer 20 % b-
Chlorphenol enthaltenden Trichlordthylenlésung (20 g p-Chlorphenol auf 55 ml
Trichlordthylen, im Folgenden kurz “TP’’ genannt) iiber 6 h geschiittelt, anschliessend
in 200 ml fassenden Glidsern zentrifugiert, wobei jeweils die das anorganisch ge-
bundene Kobalt enthaltende wissrige Phase nach 2~3 weiteren Extraktionen ver-
worfen wird. Aus der TP-Phase werden die Cobalamine durch Zusatz von 40 ml
Athylazetat und 50-60 ml Wasser sowie 4-stiindiges Schiitteln in die wissrige
Phase verdringt (FRIEDRICH UND BERNHAUERY), diese dann in der Zentrifuge
abgeschieden und. durch Auspipettieren der TP-Phase getrennt. Zur Entfernung
der restlichen Phenoltrépfchen wird mit 10 ml Butanol geschiittelt und nach dem

Abscheiden des Butanols im Rotationsevaporator bei 25° auf 1—2 ml eingeengt.

J. Chromatog., 7 (1962) 86-97



88 K. H. MENKE

Die Proben werden in kleinen Reagensglidsern bei —20° aufbewahrt oder direkt zur
Chromatographie auf die Sdule gegeben.

Zur Einstellung des ITonenaustauschers werden 100 ml feuchten Harzes vom Typ
Dowex-50X4, Korngrésse kleiner 400 mesh (Kernsulfoniertes Polystyrolharz vom
Vernetzungsgrad 4 %) in eine mindestens 150 mi fassende Glasiritte (Gz) mit Hahn
geflillt und zunéichst mit 1 M NHj;-Lsg. und 1 N HCIl gewaschen. Dann wird das
Harz auf einen pH von 2.0-2.5 (gemessen in der iiberstehenden Fliissigkeit) eingestellt
und nach Verdiinnen mit destilliertem Wasser mit einem o.2 M NH,CIl-Puffer vom
pPH 2.3 (Zusammensetzung: zoo ml o.2 M NH,Cl -+ 6 ml o.2 N HCI) solange gespiilt,
bis der pH des Ausflusses dem der Ausgangslésung gleich ist. Das abgesetzte, feuchte
Harz wird dann mit einem an den Seiten eingeschlitzten Filtrierpapier tiberdeckt und
bei abgeschlossenem Hahn mit destilliertem Wasser {iberschichtet. An den Ausfluss
wird eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen und die Cl—-Ionen unter stédndigem
Nachgiessen von etwa 500-800 ml H;O schnell eluiert. Lidsst man das Wasser nur
langsam durchziehen, so wird nur die obere Schicht des Harzes NH,+-Ionen in der
gewlinschten Konzentration besitzen, wihrend in den darunter liegenden Zonen sich
entsprechend der angestiegenen Cl—-Ionenkonzentration ein neues Gleichgewicht
einstellt. Das Spiilen unter Atmosphérendruck reicht jedoch aus, um einen gleich-

aTr

méssigen Besatz an NH +-Ionen im Harz zu erreichen.
Das Harz wird dann mit 20—-30 ml Wasser in ein vakuumfestes Gefiss tiberfiihrt

und auf einem Magnetriihrer mit der Wasserstrahlpumpe entluftet, wobei auch even-
tuell vorhandene Spuren CN— entweichen. Anschliessend wird das Harz in eine Siule
von 10 mm innerem Durchmesser und mindestens 130 cm Héhe gefiillt und unter
Druck von z m Wassersiule zusammengepresst, sodass die Sdulenlinge des abge-
setzten Harzes etwa 120 cm betrdgt. Nach Entfernen des iiberstehenden Wassers
wird die Probe—maximal 5 ml—aufgegeben. |

‘Aus der mit einer G 2-Fritte unten abgeschlossenen Sidule wird das Eluat durch
einen diinnen Schlauch in eine Spirale gefiihrt, die im Bohrloch eines Szintillations-
zidhlers Platz hat und 2 ml Flissigkeit fasst. Von hier gelangt das Eluat in einen vo-
lumengesteuerten Fraktionensammler*, der beim Abfiillen der 3.8 ml grossen Frak-
tionen gleichzeitig eine Markierung an dem die. durchfliessende Radioalktivitét
registrierenden Schreiber betétigt, sodass die Fraktionen nachher den Kurventellen
zugeordnet werden koénnen. ’

Es wird zunédchst mit reinem, CN—-freien Wasser eluiert, dann—nach etwa 60-—70
Fraktionen-—mit einem der in Tabelle Ib angegebenen Puffer, wobei zur Beschleuni-
gung des Durchlaufs ein Druck von 2 m Wassersidule angelegt werden kann. Hiermit
werden schon die wichtigsten Cobalamine eluiert. Sollen auch die bei héheren pH-
Werten wandernden Analoge abgetrennt werden, so setzt man anschliessend die
Puffer oberhalb pH 5.0 ein, ehe mit der © M NHj-Lsg. der Rest eluiert wird. Zur
besseren Orientierung im Chromatogramm wird Vitamin B,; und daraus hergesteliter
Faktor B (FRIEDRICH UND BERNHAUER?) mit aufgegeben, sodass die gesammelten

. * Fa. N. Vogel, Bad Godesberg.
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Fraktionen nach Beendigung der Chromatographie sowohl an Hand der Radio-
alktivitidtskurve als auch mit Hilfe der Rotfirbung durch die Kontrollsubstanzen
den einzelnen Gipfeln zugeordnet und zusammengegossen werden kénnen.

Die so gewonnenen Gipfel werden, soweit erforderlich, durch Ausschiitteln mit p-

TABELLE I

ZUSAMMENSETZUNG DER PUFFER FUR DIALYSE, SAULENCHROMATOGRAPHIE UND ELEKTROPHORESE,
SOWIE DER LOSUNGSMITTELSYSTEME (LMS) FUR DIE PAPIERCHROMATOGRAPHIE

RKurzbezeichnung Zusammensetzung

(a) Puffer fur die Dialysei o.05 M, jeweils 0.02 9% KCN enthaltend, ad 2000 ml H,;O

pPH 4.25 10.5 g Citr. sre., 4.125 g NaOH, 5 ml 1 N HCQC], 4 ‘g Phenol
PH 5.0 10.5 g Citr. sre., 4.125 g NaOH, 4 g Phenol
pPH 6.5 10.5 g Citr. sre,, 5.8 g NaOH, 4 g Phenol
pH 8o 33.12 g N’a.,,HPO4 + 12 H,0O, 1.14 g NaH,PO, 4 2 H,O, 4 g Phenol

(b) Puffer fiir die Sdulenchvomatographie: o.2- M, KCN-Gehalt s. Fig. 1-2, ad sooo mil H,O

pH 3.70 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 445 ml 1 N HC], 10 g Phenol
pH 4.00 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 346 ml 1 N HCI, 1o g Phenol
pH 4.05 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 333 ml 1. N HC1, 10 g Phenol
PH 4.06 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 330 ml 1 N HC(CI, 10 g Phenol
pH 4.10 105 g Citr. sre., 41.25 - g NaOH, 314 ml 1 N HCl, 1o g Phenol
pH: 4.25 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 250 ml 1 N HCI], 10 'g Phenol
PH 4.50 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 154 ml 1 N HCl, 10 g Phenol
pH s.00 105 g Citr. sre., 41.25 g NaOH, 10 g Phenol
pH 6.00 ‘105 g Citr. sre., 58.0 g NaOH, 94 ml 1 N HCI, 1o g Phenol
pH 6.50 105 g Citr, sre., 58.0 g NaOH, 10 g Phenol
PH 7.0 107 g Citr. sre,, 58,0 g NaOH, 30 ml 1 N NaOH, 10 8 Phenol
NH,OH 1 N Ammoniaklésung -+ 0.029;, KCN, (375 ml 259%ige NH; ad 5 1)

Bu Zugabe vono.o2 9, KCN ]\a.nn der p]I -Wert mit 5—7 ml 1 N HC] ]e 3000 ml
wieder eingestellt werden.

(c) Loésungen fiir dic Papierelektvophorese: o.02 Y, IKCN, ad 1000 ml H,0O

pH =2.7 1 N Essigsidure

‘pPH 6.5 o.1 M Na Phosphatpuffer: 13.075 g Na,HPO, + 12 H,O, 10.688 g NaH,PQ,
. -+ 2 Hy,O, 2 g Phenol

pH 8.0 33.195 g Na,HPO, + 12 H,0, 1.141 g NaH,PO, + 2 H,0, 2 g Phenol

pH 104 " 0.1 M Na-Carbonatpuffer: 10.6 g Na,CO,, 2 g Phenol

(d) Losungsmittelsysteme fiir die Papierohromatographie : wiissr. sek.-Butanol: 350 ml sek.-Butanol;
150 ml H,0; o.001 9, HCN

- LMS-I 25 ml wiissr. sek.-Butanol 4 o.15 ml Eisessig
LMS-11 25 ml wiisst. sek.-Butanol + o.25 ml 25 %iger NH,-Lsg.
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Chlorphenol (TP) und Verdringen mit Athylazetat (s. oben) entsalzt. Da simtliche
Cobalamine sich so entsalzen lassen, anorganisch gebundenes Kobalt aber nicht, kann
auf diesem Wege der Kobaltgipfel im Chromatogramm erkannt werden*. Dieses
Kobalt entstammt der nicht véllig entfernten wéssrigen Phase bei der ersten Ex-
traktion der Cobalamine aus dem Dialysat.

Die abgetrennten und entsalzten Cobalamine in wissriger Losung werden mit
4—6 ml Butanol ausgeschiittelt, bei 25° im Rotationsevaporator bis auf 1—z ml ein-
geengt und an einer mit normalem Eis von 0° betriebenen ‘‘Gefriertrocknungs-
Apparatur” bei 5-10 mm Druck Hg-S4ule zur Trockene eingedampft. Die in einem
Fleck von r—2 em?® eingetrocknete Substanz wird mit o.1 ml Wasser aufgenommen,
im eine Mikropipette gesogen und in 6 gleichen Portionen auf z Papierchromato-
grammstreifen und 4 Elektrophoresestreifen aufgetragen.

Zur Papierelektrophorese werden die Streifen in die mit einem der in Tabelle Ic
aufsteigenden Pufferfronten sich gleichzeitig an der Auftragsstelle treffen und damit
die Substanz zu einem schmalen Streifen zusammenschieben. Die Elektrophorese
wird mit rxo V iiber 6 Stunden betrieben.

Die Papierchromatogramme werden mit einem der in Tabelle Id angegebenen
Lésungsmittelsysteme in einer glisernen Kammer absteigend entwickelt. Die Kammer
steht in eimem thermostatisierten, abgedunkelten Raum, sodass Stérungen durch
Temperaturschwankungen oder Belichtung (Abspaltung von CN-) vermieden werden.
Zur Kontrolle werden sowohl bei der Elektrophorese als auch bei der Papierchromato-
graphie zwischen den Auftragsstellen der Proben Cyanocobalamin und Falktor B in
sichtbaren Mengen aufgetragen und mit chromatographiert. Nach dem Trocknen der
Chromatogramme werden an Hand dieser Kontrollen zunidchst die Fronten fiir
Cyanocobalamin und Faktor B bestimmt und nachgezeichnet. Dann werden die
Papierchromatogramme bzw. Elektropherogramme mit Tesa-Film auf Holztafeln der
Grésse 30 X 30 cm gespannt und bei vélliger Dunkelheit mit Réntgenfilm (Adox-
Doneo) und mit einer zweiten, schaumgummibezogenen Holztafel bedeckt und in
lichtdichten Kasetten 14 Tage exponiert. Zur Markierung der Lage des Films auf
dem Papier enthalten die Holztafeln je zwei Stahlstifte, die gerade 1 mm aus der
Holzoberfliche herausragen und Papier und Film durchstechen. Nach dem Exponieren
ibar 14 Tage ergeben Flecke mit 200 c.p.m. Radioaktivitdt noch deutlich sichtbare
Schwirzungen auf dem Film. Um sicher zu gehen, dass keine Schwirzungen durch
chemische Einwirkungen hervorgerufen werden, haben wir anfangs eine Reihe von
Chromatogrammen zusitzlich mit einem GM-Zihler ausgemessen und in keinem Fall
eine solche Artefakt-Bildung beobachtet.

In die entwickelten Réntgenfilme zeichneten wir die Startflecke und die Fronten
fiir Cyanocobalamin und Faktor-B ein und fotographierten diese ab. Da aus arbeits-
technischen Griinden die zu einem Gipfel gehdrenden Chromatogramme nicht zu-

* Uberdies erscheint nach alleiniger Aufgaﬂé von %CoCl, der Radioaktivititsgipfel an der

gleichen Stelle.
** Fa. Bender & Hobein, Miinchen.
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sammen chromatographiert werden konnten, mussten die positiven Abziige der

Filme erneut zerschnitten und in der richtigen Reihenfolge geordnet cin zweites mal
fotographiert werden (s. Fig. 3 und 4).

UBERSICHT ZUM ANALYSENGANG

Dialyse
- \\
Ruckstd Dialysat (99 % der Co-haltigen Verbindungen)
|+ TP
~ // \\\
wissr, /Phase D‘le}olePhase
(Co (Cobalamine)
l"t‘ Athylazetat -+ Wasser
|
N
e - \\
el O~
org. Phase wissr. Phase
(Farbstofte) (Cobalamine)
: ‘+ 10 ml Butanol
PN
~ TN
wissr. Phase Butanol-Extrakt
(Cobalamine) (Phenol-Reste und
' Farbstoffe)
zur Ionenaustauschchromatographie
| | | | | | | | l | |
13 B, Byas cp-Bm Co 1~A P g R S T

je G1pfe1 2 pap1e1chroma.togra.phxsche und 4 elektrophoretlsche Analysun

l I | | |
LMS-1 LMS-11 pPH 2.7 pH 6.5 pH 8.0 pH 10.4

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Chromatogramme a—g (Fig. 1) wurden aus einem Gemisch von Caecum-Inhalt
mehrerer, 5 Wochen alter Kiiken, die 5 Stunden nach Verabreichung von 9CoCl,
getdtet worden waren, erstellt. Die Chromatogramme a und b in Fig. 2 entstammen
dem Caecum-Inhalt einer Legehenne, und zwar 12z Stunden nach der Applikation.

Mit Wasser wird in der Losungsmittelfront zunichst der Gipfel A eluiert. Kurz
dahinter erscheint ein zweiter, sehr schwacher Gipfel (Fig. ra—g) und nach 17-20
Fraktionen ein dritter. Diese Substanzen treten jedoch in so geringen Mengen auf, dass
sie bisher noch nicht ndher charakterisiert werden konnten. Als ndchster Gipfel
erscheint bei Fraktion 30-32 (Fig. 2a, b) ein Cobalamin, das auf Grund der Tren-
nungen auf Papier (Fig. 3a) als Faktor III (5-Oxybenzimidazol-Cobalamin-Analogon,
FrieEpRICH UND BERNHAUER®) oder Guanin-Cobalamin angesprochen werden kann.
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Fig. 2. Trennung der Cobalamine an Dowex-50X4 (s. Fig. 1).
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Im Rontgenfilm (Fig. 3a) findet sich daneben ein zweiter, schwicherer Fleck, der

entweder einer Substanz zugeordnet werden miisste, die in LMS-I und bei pH 2.7
mit dem Faktor III lduft, oder aber ein bei der Aufarbeitung und Trennung auf

od -
+ + + + &+

TMS- ' LMS- l pE TMS- PH
T | 1rlz,7]s, sls olair 1 |11 [2,7]6,5]8.0)20 1|11 [2,7]6,5|8,0] 10
A d ”7__""" e ;E“ ¥
R a5 g
'l‘.-.. L e S R TR . TN T 5
d—— —————— aaa s
B o -
1l ®
+ 4
+ + .
H Ms- | pH LMS- ). 4
1]11{211 4 8,d 10 r|n|z.,6 s|s,0|10 T |1z z?]&ﬁ[aolm
g
‘ . o Fig. 3. Papierchromatographisches und elektro-

phmcﬂsches Verhalten der Substanzen in den

s \...-.-;__'. ~ Gipfeln in Fig. 1 und 2. = Front des
: ‘ © Cyanocobalamins; — — —— = Front des Faktors
T e

B; 4+ = Auftragsstelle. Zusammensetzung
der Lésungsmittelsysteme (LMS) und Puffer,

© s. Tabelle 1. (a) Gipfel F in Fig. 2b. (b) Gipfel
g B,q in Fig. 1a. (c) Gipfel des %°Co-Vitamin B
(d) Gipfel 9-By, in Fig. 1 b. (e) Gipfel FA .in

LMS- ' pH o .-
t| rr [2.7]6.5l8.0]10 1"1g 1 d. (f) Gipfel P in Fig..1 b. (g) Gipfel T in
P S Fig. 2a. .
dem Pap1e entstandenes Artefakt darstellt. Angesichts der sehr gleichmaéssigen

Form des Gipfels F ist es jedoch unwahrscheinlich, .dass es sich dabei um eine

zweite Substanz in diesem Gipfel handelt.
Bei Fraktion 45 liegt der Gipfel des als Kontrolle mit aufgetragenen Cyanoco-v
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balamins, wihrend der Radioaktivitidtsgipfel erst bei Fraktion 50 erscheint (Fig. ra-g,
2a—-b). Wir haben diese Differenz zunichst als cinen Isotopeneffekt gedeutet, zumal
die ersten PC*- und ‘EP*-Analysen ein identisches Verhalten der beiden Gipfel
ergaben (Fig. 3b) (MENKE®4:?), Dann zeigte sich jedoch, dass im LMS-II und bei

DIFT1ro Q111\E+ﬂﬂ’l A¥feo)n] r]nrn
pH 8.0—weniger deutlich auch bei pH 6.5—die radioaktive Substanz von dem

Cyanocobalamin getrennt wird. %Co-markiertes Cyanocobalamin lduft hingegen in
allen Systemen mit dem inaktiven Vitamin B,, (Fig. 3c). Aus der Fig. 3b kann
tiberdies entnommen werden, dass im Caecum des Huhns und des Kiikens iiberhaupt
kein Cyanocobalamin gebildet wird, sondern lediglich diese offenbar sehr nahe
verwandte - Verbmdung, fur die wir d1e Bezelchnung ”Vltamm Bisi"’ verwandt

haben.

"d

dtiffer vom pH
4.0—4.1 aufgegeben, der dann mindestens 5 weltere Substanzen deutlich trennt
(Fig. 1a—d). Als erster Gipfel tritt Pseudovitamin B,;, (p-B;,, Adenin-Cobalamin-
Analogon) aus, durch die chromatographischen Daten in Fig. 3d charakterisiert
(GraBY). Dahinter folgt der Kobaltgipfel Co, der sich von simtlichen anderen Gipfeln
dadurch unterscheidet, dass er nicht wie die Cobalamine durch Phenole ausge-

~Ahditdals Py~ | 1-, LB Ay £ s AN An 'D ] An o 4 am A oS o~
cniutielt Wexuen Kainil . LWisCii€ll Gemm #-105, UG aceim Lo ISL ifl1 aen varoinato-

grammen a—c (Fig. 1) ein schwacher Gipfel erkennbar, der jedoch wegen Substanz-
mangel b1sher nicht ndher untersucht werden konnte. Bei Verwendung eines Puffers
vom pH 4.10: und mehr. wird dieser Gipfel durch das Kobalt: uberdeckt das seiner-
seits dann gut vorn’ folgenden Gipfel Faktor A (2 -Methyladen1n-Cobalam1n-Analogon)
getrennt wird. Die PC- und EP-Daten fiir den Faktor A in Fig. 3e decken sich wieder-

um véllig mit den in der ‘Li"ceratur angegebenen (GrAB!?). Nach dem Faktor A tritt der

Traledmn T2 Hase 1 413 AT A srinlatds 115 ~1- T2 24 -1 Amg T laantnn Asaaenla Ada
L£axkior 1o aus, erx{cnnmbu ailt aér VlULCLL-gCLudLuCﬁ X aroung ‘aes J.AUcu.ca aurcii aie

mitaufgegebene Kontrollsubstanz. Die Radioaktivititskurve zeigt an dieser Stelle
nur einen sehr schwachen Anstieg. Offenbar ist der Faktor B im Caecum des Huhnes
nicht stark vertreten, was wir auch in einem zweidimensionalen Papierchromato-
gramm bestitigt fanden (Fig. 4). Dafiir ist ein dem Faktor B nahe stehendes Cobal-
amin im Gipfel P stirker vertreten. Die zusitzliche PC- und EP-Analyse (Fig. 3f)
ergibt identisches Verhalten bei pH 2.7, aber unterschiedliche Wanderung in allen
anderen .Jyau.uu,u. Die R RBya- Werte und EP-Buwusuuu{EhCﬁ der Substanz im uxpu,l
P sprechen fiir eine Identitdt mit dém von DELLWEG ¢t al. 11 peschriebenen Faktor Vi,
der als eine Faktor B- Monoca1bonsaure erkannt wurde. In der Fig. 3f ist auch eine
geringe Schwirzung in den Positionen des Faktors B. erkennbar der in d1esem Chro-
matogramm offenbar in den Gipfel P hmeun agt.

Bei Verwendung von Puffern mit hheren pH-Werten als 4. I ﬂ1esst der Gipfel P
eher aus, sodass er bei pH 4.5 zwischen dem Faktor A und dem Faktor B erscheint

L PO, ' JEDIUUN. R PR S

' Mo Walald 188t ot ddacos TRisch ol o (o -
(Fig. 1f). Das Kobalt lduft bei dieser Einstellung r dem Pseudovitamin aus. Die

- V
Lage der Gipfel wird ausser ‘durch den pH von der CN--Konzentration beeinflusst.:

*PC = Pap1erchroma.tograph1e. EP Elelctlﬁplidi'é_s.e.., .
* Siche Fussnote™, S. go. N e
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Wie das Chromatogramm in Fig. 1g zeigt, laufen die Gipfel nach Herabsetzen des
CN—-Gehaltes von 0.0z auf o.01r % deutlich langsamer und die Gipfel FB und P
treten erst nach Aufgabe von Puffern mit hSherem pH aus. In einigen Darminhalts-

MIIEAD4 SEatem JoNRIRg T >

A
-

-

=

2 O

N

E 4

(ebalomm ine

fom Cmegm m 24 B‘f. wel wesserger., & A% NHy 4 0.01% HEV > |

Fig. 4. Zweidimensionales TPapierchromatogramm  und 'Autofadiogramm eines - Cobalaminex-
traktes aus dem Calcum. —-— = Position des Cyanocobalamins; — — — — = Position des Faltors B.-

Proben, insbesondere bei erwachsenen Hiithnern, erscheinen auch nach dem Gipfel P
mit Puffern vom pH 5.0, 6.0 oder 7.0 noch weitere Substanzen. Der Gipfel Q (Fig. za)
tritt hdufig im Kot, aber auch im.Inhalt des Diinndarms auf, was daraufhin-deutet,

rqn:c es =1r~'|-| h}erhn1 um eine Vnrefn‘Fn hn-l Hnr (‘nhalam]ne}rnf'llnee handelt, \Kfngnﬂ der

geringen Aktivitdt ltonnten jedoch bei diesem und bei den folgenden Gipfeln R und S
noch keine zusétzlichen chromatographischen Daten gewonnen werden. Der mit pH
7.0 eluierte Gipfel T (Fig. 2a) lidsst auf Grund der in Fig. 3g wiedergegebenen Daten
eine Identitdt mit dem Faktor E (Faktor B-Phosphoribose, DELLWEG :ef al.12)
(s.a. - PORTER!?) vermuten. Eine endgiiltige: Identifizierung ist :jedoch : hier wie-in
den zuvor - beschriebenen - Fédllen erst nach: Gewinnung sichtbarer, inaktiver

tur ‘ainigae der hier anceacehenen

Snbstanzmencen  maelich. znmal  in ‘der: T1+er einige “der -hier angegebenen

uuuotu‘lulllvllbvl& LA AALL,  LwiLias - i

elel\trophoretlschen Daten (pH 8.0 und 10.4) fiir ‘identifizierte Cobalarhine noch.
fehlen. . = : . _ P et ‘
Da die Chromatogramme in Flg I a—g aus der glelchen Substanz e1stellt Wurden,;

J. Chwomatog., 7 (1962) 86—97
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lisst sich die Reproduzierbarikeit der Tremnumg uwnd der Ausbeuten ablesen. Die Lage
des By~ und Bje-Gipfels ist diberraschend komstamt, wenm mam die methodischen
Schwierigkeiten bei der Einstellumg des Harzes mit Ammoniumionen berticksichtigt.
Die Ausbeuten am Bis; weisem mit eimer Fehlerbredite wom etwa I 9%, ebenfalls eine
gute Konstanz auf. Auch bei den mit Poffern elmerten Gipleln sind gréssere Schwan-
kungen in den zwischem zwei senkrechtem Strichem gemessemem AKtivitidten selten
und lassen sich danm dunch Uberlagermng der Gipfel erklbirem.

Bei Aunfgabe wvon markiertern Cyanocobalamin fanden wir immer 95 %, und mehr
in dem Gipfel mach 45 Fraktionem wieder, wenn das Eluens keim CN— enthielt und
das Harz worher entluftet wurde. Bei CN—haltigem Wasser tretem mur etwa 65 %, in
dieser Position aums, der Rest wird spéter mit Pofferm, bzw.-orz23-NHj; Lsg. elaiert.
Offenbar liegen unter dem in der pripariertem Siunle herrschenden Bedingungen bei
CN—Zusatz immer noch 65 % des Vitamins im der Hydroxoformn vor, wihrend der
Rest in der Cyanofiorm sich an der Siule abwelichemnd verhalt.

Bei der Elution mit Puoffern ist wiedernm eim CN—Zusatz unerliisslich, da sonst
Faktor B und andere Cobalamine im mehrerem Fromtem wanderm?®. Zur Kontrolle auf
eine mogliche irrewversible Adsorptiom der umbelkammtem Cobalamime am dem Ionen-
austauscher und dadwnch bedingte Verluste worde das Harz nach jedem Versuch auf
darin werblicbene %%Co-haltige Substamzen durch Messumg mit dem Szimtillations-
zihler untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei Verwendung von Ammoniumformiat-
und -azetat-Pufffern die Restaktivitit des Harzes bel jedem Versuch um etwa 2 9,
stieg, bei der Verwendumg won Natriumcitratpofiferm aber volliz komstant blieb.
Obwohl das Harz wor dem Versmch mit Ammoniomionen eingestellt wird, ist es
daher zweckmissig, micht mit M@mmhﬁmm sondierm mit Natriom als Gegenion
zu chromatographienem.

Den Abschiuss dies Ionenamstamschchromatogramms bildet die Elution mit
1 N NHg-Losung 4 0.02 % KCN, die das Harz vom dem adsorbiertem Braunstoffen
befireit. Mit dieser Fraktion sollem, wenm mdglich, keime Cobalamine mehr eluiert
werden, da diese stark wernnreimigt seim wilrdem.

Das Tonenanstamschwverfahren lEsst sich anch fiir préparative Zwecke verwenden.
Amn einer x m langen Simle von 30 mm innerem Durchmesser konmtem wir das: Dialysat
von I kg Caecum-Inhalt in cinem Gamng anftremmen.

ZUSANMENTFASSUNG

Es wird ein Verfahren zur Auftrennung von Cobalaminen am Kationenaustauscherm
vom Typ Dowex-350Xy4 beschrielben, mit dessem Hilfe mindestens: 2 %Co~markierte:
Substanzen aus dem Inhalt der Casca des Huhns wnd dkes Kiikens isoliert werdemn
konnten. Amf Grund zusitzlicher papies atograp) i und elektrophore-
tischer Amalysen liessem sich 7 dieser Substamzem mﬂhmr charaktierisieren und z.T.
bekannten Analogen znordmen: Faktor A, Psendovitamim B, ,, Faktor B, Fakter V,,.
und eine dem (Cy.amcmambalanmm sehr mahe stehende, bisher micht identifizierte: Ver-

bindung.

J- Clinomuatog., 7 (x962) 86-97
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SUMMARY

A method is described for the separation of cobalamines on cation exchangers of the
type Dowex-50X4. With this method it was possible to isolate at .least twelwe
80Co-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 B,,, factor B, factor V,, and a compound very similar to
cyano-cobalamine that has hitherto not been identified.
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