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Fur die Trennung von wasserlijslichen Vitaminen sind mit gutern Erfolg Ionen- 
austauscherpapiere eingesetzt worden 1. Analog zu den an SZulen gefundenen Be- 
dingungena waren such fur die Papierchromatographie schwach saure Ionenaus- 
tauscherharze am besten geeignet. Anschliessend verwerteten wir unsere Ergebnisse 
zur Analyse ltompletter Vitamin-B I 2- Arten. Die Ladungsunterschiede zwischen 
neutralen und basischen Cobalaminen liessen dabei ausgeprZgteTrenneffel<te erwarten. 

Neben Cyanocobalamin hat i.n der let&en Zeit das positiv geladene Aquocobala- 
min (= Vitamin Blsb) medizinische und pharmazeutische Bedeutung erlangt3p 4. Eine 
rasche und sichere Identifizierung und Differenzierung beider Cobalamine sollte er- 
reicht werden, die au& den Nachweis gegenseitiger Verunreinigung ermijglichte. Wir 
verwendeten daftir Amberlite-Ionenaustauscherpapiere *. 

METHODIK 

Die Papiere wurden vor ihrem Einsatz besonders prgpariert, die Austauscherharze 
wurden mit’bestimmten Gegenionen beladen bzw. auf bestimmte pH-Werte eingestellt. 
Bei Kationenaustauscherpapieren (SA und WA) erfolgte die Behandlung mit N Salz- 
&ure oder N Natriumchloridlosung, bei Anionenaustauscherpapieren (SB und WB) 
rnit N Natronlauge bzw. M Lijsungen verschiedener Ssuren. Als Puffer dienten 
Acetat-Pufferlosungen von pH 3.5-6.0. 

Zum Beladen bzw. Puffern wurden die Papierstreifen 60 Min. in die Losungen 
eingelegt ; bei lgngerer Behandlungszeit beobachteten wir eine Beeintrkhtigung der 
Cobalamintrennung und sogenannte Schwanzbildung. Die feuchten Papiere wurden 
tiber Nacht (an der Luft bei Zimmertemperatur) getrocknet und am nkhsten Tag 
verwendet. Am Startpunkt wurden 1-3 pg Cyanocobalamin und/oder Aquocobalamin 
aufgetragen (Losungen mit 50 pug/ml). Die Chromatographie erfolgte absteigend, in 
abgedeckten Glasgefgssen unter Lichtschutz. Als Laufmittel verwendeten wir Wasser 
oder ein Gemisch aus Dioxan-N SalzsSiure-Wasser. Die Laufstrecke der Ltisungs- 
mittelfront betrug zo--25 cm. 

Eine Entwicklung der Papiere konnte durch die Eigenfarbung der Verbindungen 
gut verfolgt werden. Nsch dem Trocltnen an der Luft eignete sic11 such die Auswertung 
im U.V.-Licht. Dabei lconnten selbst die im sichtbaren Licht nicht mehr wahrnehm- 
bar-en Fleclce noch gut erkannt werden. Haufig wurclen ausserdem, besonders beim 

* Dem Serva-Entwicldungslabor, Neidclberg darken wir fiir die freundlichc fherlassung 
einiger Muster. 
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Vorliegen von Aquocobalamin, am Startpunkt stark fluoreszierende Flecke fest- 
gestellt. Die Natur und Herkunft dieser Begleitsubstanzen blieb uns unbekannt. Ein 
anderer bemerkenswerter Befund bestand darin, dass Cyanocobalarnin bei der 
Chromatographie hgufig in zwei parallellaufende Flecke aufspaltete. Auch fur dieses 
Ergebnis haben wir noch keine befriedigende Erkl%rung gefunden. Bekanntlich wird 
diese Erscheinung in der allgemeinen Papierchromatographie nicht beobachtet. 

Die quantitative Auswertung der Trennungen haben wir wie folgt vorgenomnren : 

Die Papiere wurden auf pH 4.6 oder 6.0 gepuffert. Von einer w%srigen L&sung wurde 
ein genau gemessenes Volumen, das etwa j e I oo ,ug Cyano- und Aquocobalamin enthielt, 
aufgetragen. Die Chromatographie erfolgte mit Wasser oder Dioxan-SalzsBure-Wasser 
als Laufmittel. Nach der Trennung wurden die Flecke ausgeschnitten und dreimal 
mit einer Lijsung von 7.5 g Natriumchlorid in IOO ml Aceton-Wasser-Gemisch I : I 

eluiert; Aquocobalamin wurde zuvor durch. Besprilhen mit einer M Kaliumcyanid- 
l&sung in Cyanocobalamin tibergefiihrt. Die vereinigten Eluate versetzten wir mit 
I ml N Essigs&ure, urn den ftir die Existenz des neutralen Cobalamins optimalen 
pH-Wert einzustellen, und erg5,nzten das Gesamtvolumen auf IO ml. 

Die Gehaltsbestimmung erfolgte spektrophotometrisch bei 361 m,u gegen das 
entsprechende Elutionsmittel. Fur die Messungen wurde ein Universal-Spektro- 
photometer VSU I des VEB Carl Zeiss Jena verwendet. 

ERGEBNISSE 

Nach der angegebenen Methode wurden die Trenneffekte an verschiedenen Ionen- 
austauscherpapieren ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I, II und III dargestellt. 

DISKUSSION 

Unsere Ergebnisse stimmen in den wesentlichen Punkten mit den an Ionenaustauscher- 
siiu.le~z gewonnenen Aussagen5-s iiberein. 

Die eingesetzten Cobalamine werden durch Anionenaustauscherharze erwartungs- 
gemass nicht gebunden (Tabelle I). An stark sauren Kationenaustauscherpapieren 
treten andererseits Elutionsschwierigkeiten auf. Fur die angestrebte Trennung eignen 
sich nur schwach saure Austauscherharze (Tabelle II, Fig. 2). Wghrend aber bei der 
Sgulenchromatographie die Harze vorwiegend in der H-+-Form eingesetzt werden, 
erweist sic11 bei der Papierchromatographie eine Pufferung erforderlich. Die Trenn- 
wirkung des Papiers steigt mit dem pH-Wert des Puffers, wenn die bewegliche Phase 
lediglich aus Wasser besteht. Sie erreicht am Neutralpunkt ihr Optimum. Eine 
graphische Darstellung der Abhzngigkeit zwischen Rp- und pH-Wert demonstriert 
(Fig. I), dass sich die Kurve an den Grenzen des Stabilit5tsgebietes von Cyano- 
cobalamina dem Rr;t-Wert o bzw. I nahert. Sie erreicht den Wert o beim Ubergang des 
neutralen in ein basisches Cobalamin, und sie steigt auf den Wert I bei der Ausbildung 
eines sauren Cobalamins. 

In der Chromatographie an Ionenaustauscherpapieren kann reines Wasser als 
Laufmittel Verwendung finden. Diese Vereinfachung ermijglicht eine wesentlich 
gtinstigere Arbeitstechnik als sie an normalen Papieren mit zusammengesetzten 
organischen Ltisungsmitteln iiblich ist. Bei Benutzung von Laufmitteln aus mehreren 
Komponenten erh$ilt man sehr unterschiedliche Ergebnisse. Erfolgt die Trennung mit 
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TABELLE I 

TRENNUNGEN AN ANIONENAUSTAUSCHERPAl’II$REN 

Papier : Amberlite SB-2 (strong basic, Typ Ambcrlitc IRA-400) bzw. Ambcrlito WE-2 (weak basic, 
Typ hmberlito IR-45) .Laufmittel : Wasser. 

BcEadungsjmn SB-2 WB-P 

CN.B,, utrd HpO-13,s CN-B,, und H@B,, 

OEI- 0.94 0.80 

cw,c00- o.gG 0.94 

B0,3- 0.92 0.83 
Cl- o.gG 0.92 

TABELLE II 

TRENNUNGEN AN KATIONENAUSTAUSCHERPhPIEREN 

Papier: Amberlite WA-2 (weak acid, Typ Amberlite IRC-50). 
Laufmittel : Dioxan-N Salzs~ure-Wasser. 

Misclrun~svcvl~rYl~nis 
Dioxan-Salrsdluve-Wasscr 

GN-B,, li,O-RI , CN-B,, HpO-F,, 

30: 5:65 0.68 0.27 0.91 0 

30: ro:Go 0.45 0.18 0.90 0.04 

Go: 10:30 0.78 0.39 0.93 0.20 

80: IO:IO 0.66 0.59 0.96 0.82 

TABELLE III 

QUANTITATIVE TRENNUNGEN 

Papier : Amberlite WA-2. 
Laufmittel : Wasser oder Dioxan-N Salzshrc-Wasser. 

, 

Laufmiffel 
pg dingescttt o/* gejlm&?r, 

CN-B,, H,O-Barn CN-B,, H,O-B,, ’ 

6.0 Wasser 
6.0 Wasser 
6.0 Dioxan-Salzshre-Wasser 

(3:1:(j) 
4.6 Wasser 

,. 

* Aquo-cytobion. 

100 100* 79.0 . 96.5 
156 I23 83.1 79.5 

100’ I23 81.8 74.8 
156 I23 86.2 70.4 
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einem Aceton-Wasser-Gemisch, so wird die Wanderungsgeschwindigkeit des Cyano- 
cobalamins im Vergleich zu reinem Wasscr auf .ein Drittel herabgesetzt und Aquo- 
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cobalamin verbleibt am Startpunkt. Der Zusatz von Neutralsalzen, Natriumacetat 
oder -cyanid, hat auf die Trennung keinen signifikanten Einfluss. In dem System 
Dioxan-Salzs&ure-Waser wandert jedoch such das Aquocobalamin. Dabei kommt es 

I I I 

4 5 6 7 

PH 

Fig, I. Dcr Einfluss dor Pufferung auf den Rp-Wort des Cyanocobalamins und Cobinamids bei der 
Chromatographie an Amberlite WA-2. Cyanocobalamin (Wasser) ; - - - - Cobinamid 

(Dioxan-N Salzsaure-Wasser, 3 : I : 6). 

zu einer Auftrennung des L&ungsmittelgemisches wghrend der Wanderung. Das Cya- 
nocobalamin bewegt sich in der schwach sauren Momponente (pH 4.3), das Aquo- 
cobalamin dagegen an der scharf abgegrenzten Front einer sauren Phase (pH 2.0) 
(Fig. 2). Bei optimaler Pufferung des Papiers auf pH 6.0 stimmen daher die mit Wasser 
und die mit Dioxan-Salzs&ure-Wasser erhaltenen Rp-Werte des Cyanocobalamins 

_..... lr 
N Salzsiiure 5 
Dioxan 
Wasser :z 80 

Fig. 2. Die Trennung von Aquo- und Cyanocobalamin an Amberlite WA-2 (Puffcrung pH 6.0) 
unter Verwcndung verschiedener Sah&iure-Dioxnn-Wasser-Gemische als LaufmitteL- -- Start- 
linie ; Front dcr Ldsungsmittelkomponcnte pH 4.3 ; - - - - Front der Ldsungsmittel- 

komponcntc PI-I 2.0. 
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tiberein. Den scharfsten Trenneffekt erzielt man mit Papier vom pH 4.6 unter Ver- 
wendung eines Dioxan-Salzsaure-Wasser-Gernisches (3 : I : 6). 

GrundsSitzlich gleiches Verhalten wie Cyanocobalamin zeigt die inkomplette 
Vitamin-B 1 ,-Art Cobinamid (= Atiocobalamin, Faktor B, Faktor I). An einem 
schwach sauren Ionenaustauscherpspier liegen die RF-Werte mit einem Dioxan- 
Salzsaure-Wasser-Gemisch hijher als mit Wasser, sie steigen korrespondierend mit 
dem pH-Wert (Fig. I). 

Aus den Angaben tiber die quantitative Erfassung der getrennten Cobalamine 
geht hervor (Tabelle III), dass die Bestimmung noch unbefriedigende Ergebnisse 
liefert, Wie die allgemeine Papierchromatographie wird such die Chromatographie an 
Ionenaustauscherpapieren in erster Linie als eine qualitative Methode einzuschgtzen 
sein. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Trennung von Cyano- und Aqua- bzw. Hydroxocobalamin wurde an verschiedenen 
Ionenaustauscherpapieren und unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Die 
Ergebnisse einer qualitativen und quantitativen Methode werden mitgeteilt und 
diskutiert. Ahnliche Angaben liegen iiber das Verhalten von Cobinamid vor. 

SUMMARY 

The separation of cyano- and aquocobalamin on different ion-exchange papers using 
different conditions was investigated, The results of a qualitative and a quantitative 
method are described and discussed. Similar data are given for the behaviour of 
cobinamide. 
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