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mit Kaliumhexacyanoferrat(II)
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Complex Formation of Hydroxycobalamin with Potassivum
Hexacyanoferrate(11)

Hydroxycobalamin forms with potassiumm hexacyano-
ferrate(II) at pH 2.5-2.7 a water soluble complex [B1s—Fe(CN)g—
Bi2]2~ with a formation constant lg K = 10.00 4 0.04. The
complex has high reactivity and easily can be converted into
other derivatives of vitamin Bja.

Das Hydroxycobalamin bildet mit KXaliumhexacyano-
ferrat(IT) bei pH 2,5—2,7 ein wasserlgsliches Derivat
[Big—Fe(CN)s—Bi12]2, das einen Komplex mit einer Bildungs-
konstante lg K = 10,00 4+ 0,04 darstellt. Der Komplex ist
reaktionsfdhig und wird leicht in andere Derivate des Vitamins
Bjg tibergefiihrt.

Die grofie Beweglichkeit der OH-Gruppe der natiirlichen biologisch
aktiven Form des Vitamins By —des Hydroxycobalamins (OH—Bj9) —
begiinstigt den Eintritt von Substitutionsreaktionen mit OH—Bss, die
zu einer Reihe von Abkémmlingen des Vitamins Byg, wie z. B. Coenzym
Bis1, Alkylcobalamin2, Sulfitocobalamin3, Nitritocobalamin4, Cyan-
cobalamin, Thiocyanatocobalamin® u. a., fithren. Wihrend der Isolie-
rung des OH—B;, aus Bakterienzellen und bei der Reinigung des Pro-
duktes wurde festgestellt, dafi OH—Bjs mit Kalinmhexacyanoferrat(LT)
ein Derivat bildet, das wasserldslich und in kristallinischem Zustand
aus wilBrig-acetonischer Losung zu erhalten ist. Da dieses Derivat
leicht in saurer Losung entsteht und leicht in verschiedene Vitamin-Bys-
Derivate tiberzufithren ist, ist die Feststellung der Bedingungen fiir
dessen Herstellung sowie einiger Eigenschaften der neuen Verbindung
von groBem Interesse.
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Experimenteller Teil

Herstellung

Zu einer mit HCl angesduerten (pH 2,5—2.7) wifir. Losung von OH—By»
wird unter Umriihren eine wifir. Losung, die 2—3 Aquivalente Kalium-
hexacyanoferrat(If) pro Aquivalent OH—Bys enthalt, zugefiigt. Die Farbe
der Liésung geht von orangerot in purpurrot Gber. Die Reinigung der ent-
standenen Verbindung beginnt mit einer Extraktion mit einem Gemisch von
Phenol und CHCI3 (1 : 1), die nach dem bekannten Verfahren darchzufithren
ist. Der nhach dér Behandlung mit Phenol erhaltene waBr., OH—B;; ent-
haltende Extrakt wird durch Elektrophorese bei- 280 V (40 V/em) auf
S & S-Papier in 0,5M -Essigsdure gereinigt. Die negativ geladene Verbindung
lauft vergleichsweise schnell zur Anode. Danach wird sie mit Wasser eluiert
und das Eluat mit 9 Vol. Aceton verdimnt. Die Lésung wird durch eine mit
neutralem AlsOz {Aktivitat 11 nach Brockmann) gefillte und mit reinem
Aceton gewaschene Saule durchilieBen gelassen, wobei die Verbindung am
Kopf der Saule bleibt. Die dunkelrote Bande wird ‘mit 50proz. Aceton
eluiert ; diese Losung wird mit Aceton verdiinnt, bis eine schwache Opaleszenz
erscheint, und zur Kristallisation stehengelassen. Nach einigen Tagen werden
dunkelrote formlose Aggregate, die aus sehr kleinen Plattchen bestéhen,
erhalten. Die Kristalle werden auf einem Glasfilter abfiltriert, mit Aceton
und danach mit Ather gewaschen nnd im Vak. iber P20O5 getrocknet.

- Zur Analyse' werden die Kristalle in Wasser geldst und 20 Min. auf dem
sied. Wasserbad bei pH 6 mit KCN behandelt. Das entstandene CN—Bi»
wird mit Phenol-—CHClg extrahiert und der Vitamingehalt kolorimetrisch
bestimmt. Die wifr. Schicht, die das abgespaltene Fe(CN )2~ enthilt, wird
eingedampft, mit konz. HaSO4 mineralisiert und das Eisen mit 1,10-Phen-
anthrolin bestimmt. Parallel wird eine Blindprobe durchgefihrt.

Spektrophotometrische Untersuchungen

Die Spektren im sichtbaren Bereich wurden in Loésungen, die eine
konstante Konzentration an OH—Bj2 (2-10-5M) und eine steigende
Konzentration an K4Fe(CN)g (2 - 10-5 bis 5 - 10-5M) aufwiesen, registriert.
Als Kompensation diente Wasser oder eine Lésung von OH—B1s.

Um die Zusammensetzung und die Stabilitit des Komplexes festzustellen,
wurden die Ergebnisse nach der logarithmischen Methode? # bearbeitet.

Die IR-Spektren wurden im Nujol mit einem Spektrometer UR-10
registriert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Kristallisation der gereinigten Verbindung fithrt immer zu
grofen formlosen Aggregaten auflerordentlich kleiner Kristillchen, Die
Form der Kristalle konnte erst bei 1600facher VergroBerung festgestellt
werden.: rechteckige, beinahe quadratische Plittchen. Sie lssen sich
leicht in Wasser und acetonisch- oder dthanolisch-wiBrigem Medium,
sind aber unléslich in reinem Aceton bzw. Athanol sowie in unpolaren
Losungsmitteln.

Die Analyse ergab, daB ein Molekiil K Fe(CN)g an zwei Molekiile
OH-—B12 gebunden ist. Die nach der logarithmischen Methode?-$® aus-
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gewerteten spektrophotometrischen Daten bestitigten bei A = 362 nm
das Verhiltnis Bjg: K4Ee(CN ¢ = 2:1. Daraus wurde der Schlufl
gezogen, daB bei den gegebenen Bedingungen ein HMexacyanoferrato-
komplex [B1z—Fe(CN)g—B12]?~ entsteht. ’

Der Komplex ist vergleichsweise stabil, die Totalbildungskonstante
log Ks = 10 + 0,04 (K3 = B; - B2) errechneten wir nach der logarith-
mischen Methode? 8, )

Wie von anderen Autoren festgestellt wurde?, geht das OH—Bys in
saurer Losung in Aquocobalamin iiber

Co Co T*
] = = L)
| OH H,0
Wenn diese Liosung mit K,Fe(CN)g behandelt wird, wird das Wasser-
molekiil durch das Hexacyanoferrat-ion ersetzt, indem der Komplex

nach der Reaktion

(CN)2 2-
Co T+
2|4 ] 4 [Fe(CNg)J*- —> | 0o« ON--Fe-ON—>Co| + 2H;0
H-0
(CN)s

gebildet wird. Schematisch bezeichnen wir den Komplex wieder mit
[B12—Fe(CN)e—By12]2~.

Diese Auffassung iiber der Komplexbildung ist auch mit den folgen-
den Uberlegungen iibereinstimmend.

1. Der Komplex lauft wabrend der Elektrophorese zur Anode, was
ihn als Anion kennzeichnet. Unter denselben Bedingungen wandert
OH—B;s zur Kathode, CN—Bi2 bleibt auf der Startlinie. Die elektro-
phoretische Geschwindigkeit in 2 Stdn. betrigt bei 280 V (40 V/em) auf
S & S-2045a-Papier. a) 2,8 cm fiir (B12)2Fe(CN)g (zur Anode); b) 4,0 ecm
fir OH—B12 und 0,3 em fiir CN—Bjs (zur Kathode).

2. Die IR-Spektren zeigen, daf die Absorption des Komplexes im
Bereich der Valenzschwingungen der C=N-Gruppe von demselben
Charakter wie im Kaliumhexacyanoferrat(II) bleibt: in Kaliumhexa-
cyanoferrat(IT) bei 2120 em~! und 2135 em—1, in (B1z)2Fe(CN)s — bei
2150 em~1 und 2193 cm-1. Der C=N-Gruppe in CN—B;; wurde nur ein
Absorptionsmaximum bei 2170 em~1 zugeordnet.

Das neue Derivat des Vitamins By zeichnet sich durch eine betracht-
liche Reaktionstahigkeit aus. Es ist leicht in andere Biz-Derivate iiber-
zufithren, wobei oft die Reaktion quantitativ verlduft. Z. B. entsteht,
wenn. die wéBrige Losung des Komplexes bei pH 4,5—5,0 auf dem sied.
Wasserbad 20 Min. mit KHSO3 behandelt wird, quantitativ Sulfitocobal-
amin 803— B1s. Die wiBrige Losung des Komplexes liefert beim Erhitzen
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(3—5 Min.) mit Zinkstaub in Gegenwart von NH,Cl bei pH 4,5—5,0 eine

" braun gefirbte Verbindung, die nach Beliiften quantitativin OH—Bys
iibergeht. Wie schon bekannt, verliuft die Behandlung des CN—Bj2
nicht vollstindig, da die Reaktion reversibel ist.
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