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Complex Formation o] Hydroxycobalamin with Potassium 
H exacyano ]err ate ( I I ) 

ttydroxycobMamin forms with potassium hexacyano- 
ferrate(II) a~ pI-I 2.5-2.7 a water soluble complex [B12--Fc(CN)6-- 
B12] ~- with a formation constant lg/s  = 10.00 =L 0.04. The 
complex has high reactivity and easily can be converted into 
other derivatives of vitamin B12. 

Das FIydz'oxyeobMamin bfldet mit Kaliumhcxacyano- 
ferrat(II) bei pI-I 2,5--2,7 ein wasserlSsliches Derivat 
[B12--Fe(CN)6--B12] 2-, das einen Komplex mit einer Bildungs- 
konstante l g K  = 10,00 5= 0,04 darstellt. Der  Komplex ist 
rcaktionsfghig und wird leiehg in andere Derivate des Vitamins 
BI~ iibergeffihrt. 

Die grol]e Beweglichkeit der OH-Gruppe der natfirlichen biologisch 
aktiven Form des Vitamins B12--  des I-Iydroxycobalamins (OI-I--B12) - -  
begiinsfigt den Ein~rit~ yon Substitutior/sreaktionen mit  OH--B12,  die 
zu einer Reihe yon AbkSmmlingen des Vitamins B12, wie z. B. Coenzym 
B121, Alkylcobalamin ~, Sulfitocobalamin ~, Nitritocobalamin 4, Cy~n- 
cobalamin 5, Thiocyanatocobalamin ~ u. a., ~iihren. W~hren4 der Isolie- 
rung des 0H--B12 aus Bakterienzellen unci bei der l~einigung des Pro- 
duktes wurde festgestellt~ clal~ OI-I--B12 mit  ]~aliumhexacyanoferrat(II)  
ein Derivat bildet, das wasserlSslich und in kristallinischem Zustand 
aus w/~l~rig-acetonischer LSsung zu erhalten ist. D~ dieses Derivat 
leich~ in saurer LSsung entsteht  und leicht in verschiedeno Vitamin-B12- 
Derivate tiberzuftihren ist, ist die Feststellung der Bedingungen ftir 
dessen tterstellung sowie einiger Eigenschaften der neuen Verbinduug 
vor~ grol]em Interesse. 
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Experimenteller Tefl 

I - I e r s t e l l u n g  

Zu einer mit  HC1 anges/iuer~en (p i t  2,5--2,7) w/gl3r. L6sung yon OH--B12 
wird unter  Umrfihren eine w/s L5sung, die 2 - -3  JkquiValen~e Kalium- 
hexacyanoferrat(II)  p r o  Aquivaleat  0 I t - -B12  enth/~It, zugefiigt: Die Farbe  
der LSsung geht v0n orangerot in purpurro t  fiber. Die Reinigung der ent- 
s tandeaen Verbindung beginnt mit  einer Ext rak t ion  mit  einem Gemisch yon 
Phenol uad  CHCla (1 : 1), die naeh dem bekannten Verfahren durchzufiihren 
ist. I)er  naeh @r  Behandlung mit  Phenol erhaltene ws Ot I  BI~ ent- 
hat~ende E x t r a k t  wird dutch Elektrophorese bei 280V ( 4 0 V / e r a ) a u f  
S & S-Papier in 0,5M-Essigs/~ure gereinigt. Die negativ geladene Verbindung 
lguft vergleichsweise schnell zur Anode. Danaeh wird sie mi t  Wasser eluiert 
and  das E lua t  mi t  9 Vol. Aeeto~ verdfinng. Die L6sung wird dureh eine mit  
neutrMem =4=t203 (Aktivit/i t  I I  aueh Brockmann) gefNlte mad mit  reinem 
Aeeton. gewasehene S/~l~le durehfliegen gelassen, wobei die Verbindung am 
Kdpf  der S~ule b]eib%. Die dm~kelrote Bande wird 'mlt 50proz. Aceton 
eluiert ; diese LGsung wird mi t  Aeeg0n verdfinnt, bis eine sebwaehe OpMeszenz 
erseheint, und zur Kristal l isat ion stehengelassen. Naeh einigen Tagen werden 
dunkelrote formlose Aggregate, die aus sehr kleinea Pls  best6hen, 
erhalten. Die  N_ristalle werden auf einem Glasfilter ~bfiltriert, m i t  Aeeton 
und daiaaeh mi~b Ather  gewasehen und im Vak. fiber P~O5 getroeknet.  

ZUr Analyse': werden die Nrisr in Wasser  gelSst und 20 Min. auf dem 
sied. W~sserbad bei p]-I 6 mig NCN behandelt .  ])as entstandene CN--Bt~ 
wird mi~ Phenol--CI-ICls extrahier~ a n d  der Vitamingehalt  kolorime~riseh 
bestimm~. Die wgi~r. Schieh~, die das abgespal~ene Fe(CN)62- enth/~lg, wird 
eiagedampft ,  mi~ konz. iI2SO4 rnineralisierg und das Eisen mi~ 1,10-Phen- 
anthrol in bes~immg. Parallel  wird eine Blindprobe durehgeffihrg. 

S p e k t r o p h o t o m e t r i s e h e  U n t e r s u e h u n g e n  

Die Spektren im sichtbaren Bereieh wurden in L6sungen, die eine 
konstante  Konzentra t ion an OtI--B12 (2-10-5M) und eine steigende 
Konzentra t ion an K4Fe(CN)6 (2 �9 10 -5 bis 5 �9 10-aM) aufwiesen, registriert. 
Als Kompensat ion diente Wasser oder eine LSsung yon OH B12. 

Urn die Zusammense~zung und die Stabilit~g des Komplexes festzustellen, 
wurdea die Ergebnisse nach der logari thmischea Methode :, s bearbeitet .  

Die Ig -Spek t r en  wurden im Nujol mit  einem Spektrometer  UI~-10 
registriert.  

E r g e b n i s s e  l i n d  D i s k u s s i o n  

Die Kr is tMl isa t ion  der  gereinigten Verb in4ung  f i ihr t  immer  zu 
grogen  formlosen Aggrega ten  auBerordent l ich  kle iner  Kris tgl lchel i .  Die 
F o r m  der  ]~rista]le konn te  ers t  be i  1600facher VergrSl]erl ing festgestel l t  
werde~:  rech~eckige, b e i n a h e  quadra t i sehe  P l ~ t e h e n .  Sie 15sen sich 
leicht  ill Wasse r  und  aeetonisch-  oder  ~thanolisch-w~f~rigem Medium, 
s ind aber  uli15slich in  re inem Ace ton  bzw. J~thaaol sowie in unpo la ren  
L5sur~gsmittela.  

Die Ana lyse  ergab,  daf~ ein Molekiil  XaFe(CN)6 an  zwei Molekii!e 
0 H - - B 1 2  gebundel i  ist. Die nach  der  logar i thmischen  Methode  7, s aus- 
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gewerteten spektrophotometrisehen Daten best/~tigten bei X = 362 nm 
das Verh/~ltnis B12 : K4Fe(CN)6 = 2 : 1. Daraus wurde der SehluB 
gezogen, dat~ bei (te1~ gegebenen Bedingungen ein Eexaeyan0ferra~o- 
komplex [B12---Fe(CN)6--B1~] 2- entsteht. 

Der Komplex ist vergleiehsweise stabil, die Totalbildungskonstante 
log K2 ---- 10 ~: 0,04 (Ks ---- ~1 �9 ~2) errechneten wir  naeh der logarith- 
mischen Methode% 8 

Wie yon anderen Autoren festgesteilt wurde a, geht das OI-I--B12 in 
saurer LSsung in Aqnoc0balamin fiber 

o ] r o r § I-I + > 
H [H2OJ 

Wenn diese LSsung mit KaFe(CN)6 behandelt wird, wird das Wasser- 
molekiil dureh 4as Hexaeyanoferrat-ion ersetzg, indem der Komplex 
naeh der Reaktion 

(CN)2 ] 2- 

2 [H20]  -1- [Fe(CN6)] 4- ~ Go <-- CN----Fe----CNi... --> Co A- 2 H20 

(CN)~ 

gebildet wird. Schematisch bezeichnen wir den Komplex wieder mit 
[B12---Fe(CN)6--B12] 2-. 

Diese Auffassung fiber der Komplexbildung ist auch mit den folgen- 
den l~lberlegungen iibereinstimmend. 

1. Der Komplex l~uft w/~hrencl tier Elektrophorese zur Anode, w~s 
ihn als Anion kennzeiehnet. Unter denselben Bedingungen wandert 
OI-I--Bls zur Kathode, CN Bls bMbt  auf der Startlinie. Die elektro- 
phoretische Gesehwindigkeit in 2 Stdn. betr/~gt bei 280 V (40 V/era) auf 
S & S-2045a-Papier. a) 2,8 cm ffir (B12)2Fe(CN)s (zur Anode); b) 4,0 cm 
ffir OH--B12 trod 0,3 cm ffir CN B19. (zur Katho4e). 

2. Die IR-Spektre~ zeigen, dab die Absorption des Komplexes im 
Bereieh der Valenzsehwingungen der C-N-Gruppe  yon demselben 
Charakter wie im Kaliumhexaeyanoferrat(II) bleibt: in Kaliumhexa- 
eyanoferrat(II) bei 2120 em -1 und 2135 era-l; in (Ble)sFe(CN)6 - -  bei 
2150 em -1 und 2193 em -1. Der C-=N-Gruppe in CN Blz wurde nut  ein 
Absorptionsmaximum bei 2170 em -1 zugeordnet. 

Das neue Derivat des Vitamins Bls zeiehnet sieh 4ureh eine betr~eht- 
liche Reaktionsf/~higkeit aus. Es ist leicht in andere Bls-Derivate iiber- 
zuffihren, wobei oft die Reaktion quantitativ verlguft. Z .B .  entsteht, 
wenn die w/~Brige LSsung des Komplexes bei pH 4,5--5,0 auf dem sied. 
Wasserbad 20 Min. mit KHSOa behandelt wird, quantitativ Sulfitoeobal- 
amin SOn--B12. Die w/~Brige L6sung des Komplexes liefert beim Erhitzen 
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(3--5 Mia.) mit  Zinkstaub in Gegenwar~ yon NH4C1 bei pH 4,5--5,0 eine 
braun gefi~rbte Verbiadung, die nach Beliiften quant i ta t iv  in OH--B12 
iibergeht. Wie schoa bekannt,  verl~uft die Behandlung des CN~B12 
nicht vollsts da die l~eaktioa reversibel ist. 
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