
eine Abweichung von den bei Zimmertemperatur 
eingestellten Gleichgewichten zu beobachten. 

Im Interesse der Meßgenauigkeit sind die Konzen-
trationen so zu wählen, daß man sich weder im An-
fangs* noch im Endzustand in den Grenzbereichen 
der Durchlässigkeit bewegt. Selbstverständlich muß 
auch vermieden werden, daß sich aus der Lösung 
einzelne der Komponenten etwa in Form von Chin-
hydronen abscheiden. 

Die Konzentration des o-Chinons im Gleichgewicht 
ergibt sich (bei Vernachlässigung der Extinktionsbei-
träge der anderen Komponenten) aus: 

log c = log E ; — log t ; , 

wobei £ ; der gemessene Extinktionswert im Gleich-
gewicht ist. 

ist der molare Extinktionskoeffizient des reinen 
o-Chinons (oder Oxy-p-chinons) beim Maximum X 

/ mx Ex 
r* = 7 ; m*= rf 

Das Redoxpotential ergibt sich aus der Gleichung: 

E = E„ 
RT 
n F 

log K 
RT 
n F = 0,02956 für n 

= 2 (Ladungsäquivalente) und 25° C 
4 D. E. K v a 1 n e s , J. Amer. chem. Soc. 56, 667, 670, 

2478, 2487 [1934], 

Die Gleichgewichts-Konstante K ist definiert als 

(1-ß ) 2 * 
Wenn man von äquimolaren Lösungen beider 

Komponenten ausgeht und die Konzentration einer 
dieser Komponenten = 1 setzt, so findet sich nach 
Gleichgewichts-Einstellung jeder Stoff auf der einen 
Gleichungsseite in der Konzentration ß, auf der an-
deren Gleichungsseite in der Konzentration 1 — ß 
vor. Setzt man die (tatsächliche oder hypothetische) 
Ausgangskonzentration des Chinons mit dem höhe-
ren Oxydationspotential = 1 und die Konzentration 
desselben Chinons im Gleichgewicht = ß, so liefert 
der Ausdruck 0,02956 • log K die Anzahl mV, die vom 
Potential E0 des Chinons mit dem höheren Potential 
abzuziehen sind, um das Potential E des anderen 
Chinons zu erhalten. (Natürlich kann auch das Chinon 
mit dem niedrigeren Potential als Bezugssystem ge-
wählt werden.) 

Wir haben von einer Anzahl von Chinonen bzw. 
Hydrochinonen nach diesem Verfahren das Redox-
potential bestimmt, wobei wir als Bezugspotential 
das des Benzochinons willkürlich mit 711 mV an-
setzten. Es ergab sidi ausgezeichnete Übereinstim-
mung mit den von K v a 1 n e s 4 angegebenen Wer-
ten. Für 3.5-Di-tert.butyl-o-chinon in Benzol erhiel-
ten wir als Potential 760 mV. 

Über das Verhalten der Vitamine der B12-Gruppe gegenüber Phenolen* 
V o n W . FRIEDRICH u n d K . BERNHAUER 

Aus dem Biochemischen Forschungslaboratorium der Asdiaffenburger Zellstoffwerke A.G., 
Stockstadt a. M. 

(Z. Naturforschg. 9 b, 755—761 (19541; eingegangen am 8. Oktober 1954) 

Die Phenol-Löslichkeit der Vitamine der B10-Gruppe ist in gesetzmäßiger Weise von der 
Art der Substitution der Phenole und von der Art der Br>-Vitamine abhängig; sie kann zu 
deren Charakterisierung dienen. Wäßrige Lösungen der Br>-Vitamine geben mit sehr geringen 
Mengen an Phenolen ölige, wasser-unlösliche Vitamin B10-Phenol-Komplexe, die mit Vorteil 
zur Isolierung der B10-Vitamine dienen können. Die Vitamine der B^.-Gruppe werden aus 
phenol-haltigen organischen Lösungsmitteln durch sauerstoff-haltige polare Stoffe in die 
wäßrige Phase verdrängt, wodurch die Reinigung der Vitamine der B,.,-Gruppe wesentlich 
erleichtert wird. 

I. P h e n o l e a l s „ L ö s u n g s m i t t e l " 
v o n V i t a m i n e n d e r B12 - G r u p p e Zur Extraktion und Reinigung von Naturprodukten be-

nützt man seit längerer Zeit Phenol bzw. dessen Lösun-
gen in Wasser oder organischen Solventien. Als Beispiele 

* Über die hier mitgeteilten Ergebnisse wurde von 
einem von uns (K.B.) am 10.5.1954 vor dem Medizinisdi-
Naturhistorischen Verein, Tübingen, berichtet. 

mögen hier dienen: Extraktion von Hormonen aus tieri-
schen Organen, von Proteinen, Glycoproteiden und Anti-
genen aus B a k t e r i e n v o n Streptomycin,a und von 

1 ]. W. P a l m e r u. T. G. G e r l o u g h , Science 
[New York] 92, 155 [1940]; W. T. J. M o r g a n u. S. M. 
P a t r i d g e , Biodiem. J. 35, 1140 [1941]; O. W e s t -
p h a l , O. L ü d e r i t z u. F. B i s t e r, Z. Naturforschg. 
7 b, 148 [1952]. 

l a S. Y a b u t a u. H. I k e d a (Scientific Research Inst., 
Ltd.), Jap. Pat. 4496 (31. 10. 1952). 
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Konzentration 
Vitamin BI2-Faktor an p-Chlorphenol 

in g/100 ccm in Molen// 

Ätio-cobalamin . . . 8,1 0,63 
Vitamin Br> 7,9 0,62 
Vitamin B,..-Faktor III 12,3 0,96 
Vitamin Bi-j-Faktor V 20,5 1,6 

Tab. 1. Verteilung von Vitaminen der Bia-Gruppe zwi-
schen Wasser und p-Chlorphenol in Trichloräthylen. Kon-
zentration an p-Chlorphenol (in g/100 ccm Lösung bzw. 
in Molen//), bei welcher der Verteilungskoeffizient etwa 1 

ist; Pn etwa 7,0; geringer CN'-Überschuß. 

Vitamin B,„ aus Leber und Mikroorganismen. Man ver-
wendet dabei Phenol2, eine Mischung von Phenol mit 
apolaren Lösungsmitteln3- 5 oder mit Äthern ß oder 
eine Mischung von Phenol bzw. von Kresolen mit Alko-
holen, Ketonen, Estern oder Äthern 5 bzw. halogenierten 
Kohlenwasserstoffen 8a, ferner Alkylphenole im allgemei-
nen 7 und monohalogenierte Phenole 8. 

Bei unseren Untersuchungen über die Vitamine der 
B 1 2 -Gruppe 9 - 1 0 beobachteten wir einige bemerkens-
werte Unterschiede im Vermögen verschiedener sub-
stituierter Phenole, Vitamin B12-Faktoren zu lösen. 
Dies führte zur Auffindung einiger Gesetzmäßigkei-
ten, über die hier berichtet wird. 

Das Ausmaß, in dem verschiedene Phenole in Mi-
schung mit Kohlenwasserstoffen die Vitamine der B r , -
Gruppe aus Wasser zu extrahieren vermögen, wird durch 
die Verteilungskoeffizienten ausgedrückt. An Stelle der 
Verteilungskoeffizienten selbst benützten wir eine andere 
Größe, die in diesem Falle leichter zugänglich ist, näm-
lich die Konzentration an Phenolkörper in der organischen 
Phase, bei welcher der Verteilungskoelfizient gleich 1 ist. 
Wir bereiteten eine wäßrige Lösung des betr. Vitamin B10-
Faktors (Extinktion bei 361 mp etwa 0,5—1,0, entspre-
chend etwa 25—50 ylccm), die deutlich rot bzw. violett 
gefärbt ist. 0.25—0,5 ccm dieser Lösung wurden in einem 
Röhrchen von 8 mm Durchmesser mit dem gleichen Volu-
men der zu prüfenden Phenollösung in Trichloräthylen 
versetzt und gründlich umgeschwenkt. Es wurden in einer 
Reihe einige Konzentrationsstufen (z. B. 5—6) geprüft. ->o 
daß in der mittleren Konzentrationsstufe der Verteilungs-
koeffizient 1 erreicht wurde, bei dem also die Farbinten-
sität in beiden Phasen gleich ist. Die Genauigkeit der 

2 N y e g a a r d u. Co., A. S.. DRP. 696 390 v. 12. 1. 1936 
(ert. 22. 8. 1940). 

3 T. R e i c h s t e i n . j. L e n s u. H. G. W i j m e n g a 
(N. V. O r g a n on). DBP. 859 352 v. 15.6. 1950 (ert. 
23. 10. 1952). 

4 O. S c h i n d l e r u. T. R e i c h s t e i n , Helv. chim. 
Acta 35. 307 [1952], 

5 E. L e s t e r S m i t h u. S . B a l l (Glaxo Lab.), USA-
Pat. 2 630 401 v. 27.3.1950 (ert. 3.3.1953). 

8 W. G. J a c k s o n (The Upjohn Comp.). USA-Pat. 
2 613 171 v. 25. 2. 1950 (ert. 7. 10. 1952). 

Methode ist für den beabsichtigten Zweck ausreichend 
und beträgt etwa + 5 Prozent. 

Die mit Hilfe dieser Methode ermittelten Zahlen 
können zur Charakterisierung der einzelnen Bv2-
Vitamine dienen. Tab. 1 zeigt, daß bei Verwendung 
von p-Chlorphenol mittels dieser Zahlen der Vitamin 
B12-Faktor I I I 9 vom bekannten Vitamin B12 gut 
unterschieden werden kann, ebenso bei Benutzung 
anderer Phenolkörper (Tab. 2). Dabei stehen die be-
treffenden Zahlen jeweils in einem ziemlich konstan-
ten Verhältnis zueinander. Die Löslichkeit des Vit-
amin B 1 2 - Faktors I (Ätio-cobalamin 10) in p-Chlor-
phenol unterscheidet sich kaum von der des Vitamins 
B 1 2 . Dagegen sind die Vitamin B12-Faktoren V 9 ' 1 0 

(in der Tab. 1 ist nur einer dieser Faktoren als Bei-
spiel angeführt) in p-Chlorphenol viel weniger lös-
lich. Dieses Verhalten stimmt grundsätzlich mit 
der Verteilung im System n-Butanol/wäßrige Ammon-
sulfat-Lösung sowie mit dem Verlauf der Chromato-
graphie bzw. Papierchromatographie der betreffen-
den Verbindungen überein 9 '1 0 . 

Ferner ermittelten wir mit Hilfe der beschriebenen 
Methode die Gesetzmäßigkeiten für die Abhängig-
keit des Lösungsvermögens einer Phenolverbindung 
gegenüber den Vitaminen der Bv2-Gruppe von der 
Art der Substitution des Phenols (s. Tab. 2). Manche 
Phenolverbindungen vermögen allerdings in Form 
ihrer gesättigten Lösungen in Kohlenwasserstoffen 
bzw. Schwefelkohlenstoff die Vitamine der Bj2-Gruppe 
aus Wasser nicht zu extrahieren, wohl aber evtl. in 
geschmolzenem, also konzentriertem Zustand. Hierbei 
wurde so vorgegangen, daß die wäßrige Vitamin B12-
Lösung mit dem geschmolzenen Phenolkörper ge-
schüttelt und das Versdiwinden der Farbe aus der 
wäßrigen Lösung beobachtet wurde. In diesen Fällen 
unterblieb eine quantitative Auswertung (s. Tab. 3). 
Aus den beiden Tabellen ergeben sich folgende Ge-
setzmäßigkeiten: 

1. Durch Substitution der o-Stellung wird das Lö-
sungsvermögen stark vermindert in der Reihenfolge 
Methylgruppe < Brom < Chlor. 

8:1 R. G. D e n k e w a 11 e r , R. S. M a l c o l m s o n u. 
G. B. H u g h e y (Merck & Co., Inc.), USA-Pat. 2678900 
v. 16.8. 1950 (ert. 18.5. 1954). 

' F. R. K o n i u s z y, N. G. B r i n k u. K. F o l k e r s 
(Merck & Co., Inc.), USA-Pat. 2 594 314 v. 5. 11. 1948 
(ert. 29. 4. 1952). 

8 1. R. D. M c C o r m i c k u. S. A. M u l l e r (Am. 
Cyanamid Comp.), USA-Pat. 2 643 968 v. 16. 2. 1951 (ert. 
30. 6. 1953). 

9 W . F r i e d r i c h u. K. B e r n h a u e r , Angew. Chem. 
65, 627 [1953]. 

10 K . B e r n hau er u. W . F r i e d r i c h , Angew. Chem. 
66, 776 [1954], 
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Phenol-Verbindung 
g/100 ccm Mole// g/100 ccm Mole/7 

Phenol-Verbindung 
bei Vitamin B]._> bei Vitamin Bi2-Faktor III 

m-Chlorphenol (a)* 5,4 0,42 8,7 0,68 
p-Chlorphenol (a) 7,9 0,62 12,3 0,96 
l-Oxy-3-methyl-4-chlorbenzol (a). . . . 9,1 0,64 16,5 1,16 
Phenol 8,5 0,9 14,6 1,55 
p-Kresol 9,3 0,86 16,8 1,56 
m-Kresol 10,2 0,94 17,7 1,64 
l-Oxy-2-methyl-4-chlorbenzol (a). . . . 14,6 1,02 26,4 1,85 
2.5-Dichlorphenol (a) 27,2 1,67 36,9 2,27 
2.4-Dichlorphenol (a) 28,7 1,76 40,4 2,48 
o-Kresol 16,8 1,56 27,2 2,52 
o-Bromphenol (b) 38,7 2,24 52,6 3,04 
o-Chlorphenol (a) 30,8 2,4 41,1 3,2 

* Für die freundliche Überlassung von Präparaten danken wir den Farbenfabriken Bayer A.G., Leverkusen (a), und der Firma 
E. Merck A.G., Darmstadt (b). 
Tab. 2. Verteilung von Vitamin Bi2 und Vitamin Bi2-Fak tor III zwischen Wasser und Phenolkörper in Trichlor-

äthylen. Konzentration an Phenolverbindung (in gl 100 ccm Lösung bzw. in Molen/Z), bei welcher der Verteilungs-
koeffizient etwa 1 ist. 

Extrahierbarkeit von 
Phenol-Verbindung Phenol-Verbindung 

Vit. B12 
Vit.B12 
Faktor III 

2.6-Dichlorphenol (a)** . . . . + + 
2.4.6-Trichlorphenol (a) . . . . 4- + 
o.o-Diphenol (b) + + 
l-Oxy-3.5-dimethyl-4 

-dilorbenzol (c) + + 
l-Oxy-3.5-dimethyl-2.4 

-dichlorbenzol (c) + 0 
2.4.6-Tribromphenol 0 0 
2.6-Di-tert.-butyl-4 

-methylphenol (d) 0 0 

** Für die freundliche Überlassung von Präparaten danken wir 
den Farbenfabriken Bayer A.G., Leverkusen (a), der Gesellschaft 
für Teerverwertung m.b.H., Duisburg-Meiderich (b), der Firma 
Dr. F. Baschig G.m.bH., Ludwigshafen/Bh. (c), und D. B. Stevens. 
Mellon Institute, Pittsburgh, Pa., USA (d). 

Tab. 3. Extrahierbarkeit von Vitamin BI2 und Vitamin B12-
Faktor III aus wäßrigen Lösungen durch Phenolverbin-
dungen, die in Form der gesättigten Lösungen in Tri-
diloräthylen kein Extraktionsvermögen besitzen. Nach 
Zusatz des betreffenden Phenols wurde die wäßrige Lö-
sung bis zur Phenolsdimelze erhitzt und kräftig ge-

sdiüttelt. + = extrahierbar, 0 = nicht extrahierbar. 

2. Die Substitution der p- und m-Stellung durch 
eine Methylgruppe verändert das Lösungsvermögen 
nur sehr wenig. 

3. Die Substitution der p- und noch mehr der m-
Stellung durch Chlor erhöht das Lösungsvermögen 
beträchtlich. 

4. Die Substitution beider o-Stellungen durch 
Chlor setzt das Lösungsvermögen so stark herab, daß 
die betreffenden Phenole in Form ihrer Lösungen in 
Kohlenstoffen bzw. in Schwefelkohlenstoff die Vitamine 
der Bjo-Gruppe aus Wasser überhaupt nicht mehr 

extrahieren, sondern nur noch in geschmolzenem, 
also unverdünntem Zustand. 

5. Die Substitution beider o-Stellungen durch 
Brom oder durch große verzweigte Alkylreste (z. B. 
tert. Butylreste) setzt das Lösungsvermögen noch 
stärker herab, so daß die betreffenden Produkte auch 
in geschmolzenem Zustand die Vitamine der B12-
Gruppe aus Wasser nicht mehr zu extrahieren ver-
mögen. 

6. Durch mehrere Substituenten wird das Lösungs-
vermögen in komplizierterer Weise beeinflußt, da 
sich positive und negative Einflüsse überlagern. Doch 
gelten auch hier die bereits erörterten Gesetzmäßig-
keiten, wie z. B. ein Vergleich von l-Oxy-3-methyl-4-
chlorbenzol und l-Oxy-2-methyl-4-chlorbenzol mit p-
Chlorphenol zeigt: Die Methylgruppe in m-Stellung 
hat nur geringe abschwächende Wirkung, die in o-
Stellung erhebliche. Ein weiteres Beispiel zeigt 
Tab. 3: l-Oxy-3.5-dimethyl-4-chlorbenzol vermag in 
geschmolzenem Zustand die beiden untersuchten B12-
Vitamine noch aus wäßriger Lösung zu extrahieren, 
das l-Oxy-3.5-dimethyl-2.4-dichlorbenzol nur nodi 
das Vitamin B 1 2 , nicht mehr aber den Vitamin B12-
Faktor III , der in Phenolen allgemein schlechter lös-
lich ist als Vitamin B 1 2 . 

Die Unterschiede sind hier wie auch in anderen 
Fällen so deutlich, daß man mittels Vitamin B1 2 fest-
stellen kann, ob in einem Phenolkörper die o-Stel-
lung oder die m- bzw. p-Stellung substituiert ist. 

7. Phenolverbindungen mit O- bzw. N-haltigen 
Substituenten (Nitro-, Carboxyl-, Amino-Gruppe 
usw.) besitzen kein bzw. nur ein äußerst geringes 
Lösungsvermögen für die Bi2-Vitamine. 

Unauthenticated
Download Date | 3/17/20 5:01 PM



Kieselgur 
[°/o] 

Phenol Kieselgur 
[°/o] 0 4 5 6 7 8 

0 23,6 23,6 22,9 16,7 6,1 1,3 
2 24,0 23,4 23,4 16,5 5,2 — 

4 23,8 23,5 22,9 16,4 6,1 — 

Phenolverbindung (a) 
[°/o] 

(b) 
l7o] 

a/b 

Phenol 8,0 8,2 0,97 
p-Chlorphenol. . 2,2 2,7 0,81 
m-Chlorphenol 1,7 2,6 0,65 

Tab. 4. Fällung von Vitaminen der Bis-Gruppe aus wäß-
riger Lösung vom p^ 4,5 bei 22° mit Phenol. Gereinigtes 
Vitamin Bu-Gemisdi aus Faulschlamm 9 mit überwiegen-
dem Anteil an Faktor III. Vitamin Bu.-Gehalt der Lösun-
gen in yl ccm, gemessen mit dem Beckman-Spektrophoto-
meter Modell DU bei 548 m/< nach dem Schütteln und 

Filtrieren. 

II. P h e n o l e a l s „ F ä l l u n g s m i t t e l " 
v o n V i t a m i n e n d e r B 1 2 - G r u p p e 

Während bisher Phenole lediglich als „Lösungs-
mittel" von Vitaminen der B12-Gruppe erkannt wor-
den waren, läßt sich zeigen, daß sie unter bestimm-
ten Bedingungen den Charakter von „Fällungsmit-
teln" besitzen 11. Beim Eintragen von reinem kristal-
lisiertem Vitamin B12 in phenolgesättigtes Wasser 
entstehen intensiv rote Öltröpfchen und die Flüssig-
keit bleibt völlig farblos, enthält also praktisch kein 
Vitamin B 1 2 . Bei der Umkehrung dieses Versuches, 
also beim Eintragen von Phenol in eine wäßrige 
Vitamin B12-Lösung, entstehen noch vor der Sätti-
gung rot gefärbte Öltröpfchen, und beim Zusatz von 
insgesamt 8 % Phenol ist das gesamte Vitamin B12 in 
Form dieser Tröpfchen aus der wäßrigen Lösung aus-
gesdiieden. Zweifellos handelt es sich hier um eine 
Ausfällung von Vitamin B12 in Form eines Phenol-
Komplexes. Durdi Schütteln mit Kieselgur bzw. mit 
einem anderen porösen feinkörnigen Stoff wird die-
ser Komplex durch den porösen Stoff aufgenommen. 
Nach Abtrennung und Waschen mit Aceton wird das 
Phenol entfernt und man erhält so z. B. ein Vitamin 
B12-Kieselgurpräparat, das mit Vorteil zur weiteren 
Reinigung des Vitamins dienen kann. 

Die Tab. 4 gibt den oben kurz geschilderten Ver-
such in etwas erweiterter Form wieder. Sie zeigt, daß 
Phenol bereits in einer Konzentration von 6 % — 
also noch unterhalb der Sättigungsgrenze in Wasser-— 
eine deutliche Ausfällung der Vitamine der B12-
Gruppe bewirkt. Bei 7 % Phenol beträgt die Aus-

11 Vgl. dazu unsere Pat.Anm. A 17 402 IV a /30 h v. 
4. 2. 1953. 

* Vermutlich handelt es sich audi in jenen Fällen um 
eine Komplexbildung, bei denen von einer Adsorption 
von Bis in einer Kolonne von 2.4.5-Trichlorphenol12 oder 
Phenol-Formaldehyd-Harz13 sowie an a-Naphtol 14 die 
Rede ist. 

Tab. 5. Konzentration an Phenolverbindungen in Wasser, 
bei der die Fällung von Vitaminen der Bis-Gruppe prak-
tisch vollständig ist (a), verglidien mit der Sättigungs-
grenze der betreffenden Phenolverbindungen in Wasser (b). 

fällung bereits etwa 7 5 % , bei 8 % ist sie fast quan-
titativ. Die ölige Vitamin B12-Phenol-Fällung wird 
von Kieselgur aufgenommen, und zwar lediglich 
durch Aufsaugen, nicht durch Adsorption. Das mit 
dem Vitamin B12-Phenol-Komplex beladene Kiesel-
gurpräparat ist homogen rot gefärbt, setzt sidi rasch 
ab, wobei die Flüssigkeit klar wird, läßt sidi leicht 
absaugen und mitphenol-gesättigtem Wasser waschen. 
Die Aufnahmefähigkeit von Kieselgur für den Phe-
nol-Vitamin-B12-Komplex steigt mit fallenden pu-
Werten, mit zunehmendem Reinheitsgrad des Vit-
amin B12-Konzentrates und mit dessen zunehmender 
Verdünnung. Ähnlich Kieselgur verhalten sich viele 
andere saugfähige Stoffe, wie z. B. Cellulosepulver, 
Bleicherde usw. 

Der am Phenol studierte Fällungseffekt konnte 
auch bei allen anderen Phenolen beobachtet werden, 
die Vitamin B12 zu „lösen" vermögen (vgl. Tab. 2 
u. 3). Als besonders geeignet erwiesen sidi hierfür 
u. a. m-Chlorphenol- und p-Chlorphenol, die bereits 
unterhalb ihrer Sättigungsgrenze in wäßriger Lösung 
eine quantitative Ausfallung bewirken. Wie Tab. 5 
zeigt, werden durch Phenol selbst erst in fast ge-
sättigter Lösung die Vitamine der B12-Gruppe aus 
wäßriger Lösung vollständig ausgefällt. Beim be-
träditlich wirksameren p-Chlorphenol benötigt man 
zum gleichen Effekt nur etwa 80% der Sättigung, 
beim noch stärker wirksamen m-Chlorphenol nur 
nodi 65 Prozent. 

Phenole, die durch Wasser nicht verflüssigt wer-
den, müssen — um die Fällung zu erzielen — in 
festem Zustand mit der wäßrigen Vitamin B12-Lösung 
längere Zeit gesdiüttelt werden*. Phenole, die in 

12 R. G. D e n k e w a i t e r , G. B. H u g h e y u. St. 
K u t o s h (Merck & Co., Inc.), USA-Pat. 2 635 985 v. 
23.8.1950 (ert. 21.4.1953). 

13 H. M. S c h a f e r u. A. J. H o l l a n d (Merck & Co., 
Inc.), USA-Pat. vom 21. 9. 1950 (vgl. Dtsch. Pat.Anm. 
M 11 046). 

14 F. L i n d n e r u. K. K ü h n (Farbwerke Hoedist), 
Dtsdi. Pat.Anm. F 10 583 30 h, 2/20 v. 10. 12. 1952 (aus-
gel. 29. 4. 1954). 
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festem Zustand in der Kälte die Vitamine der B12-
Gruppe nicht aufnehmen können, tun dies oft in 
geschmolzenem Zustand. Nadi dem Erstarren der 
Schmelze kann der mit den B12-Vitaminen beladene 
Phenolkörper z. B. durdi Absaugen von der Flüssig-
keit getrennt werden. 

Beim Erkalten besteht übrigens oft die Tendenz, zu-
mindest einen Teil des aufgenommenen BJO-Vitamins an 
das Wasser abzugeben. Die betreffenden Phenole be-
sitzen anscheinend in geschmolzenem Zustand ein grö-
ßeres Lösungsvermögen als in der Kristallform; sie be-
anspruchen offenbar zum Aufbau des Kristallgitters einen 
Teil der in der Schmelze frei verfügbaren phenolischen 
Hvdroxyle in Form von Wasserstoffbrücken. 

Aus dem in der oben beschriebenen Weise erhalte-
nen, mit dem Vitamin B12-Phenol-Komplex beladenen 
Kieselgurprodukt können die B12-Vitamine in folgen-
der Weise wiedergewonnen werden: 

a) Das Produkt wird mit einem Kohlenwasserstoff, 
dem man noch etwas Phenolkörper beimischt, extra-
hiert, wobei der Vitamin B12-Phenol-Komplex in Lö-
sung geht. 

b) Das Produkt wird mit einem wasser-löslichen, 
auch die B12-Vitamine lösenden Solvens (z. B. einem 
Alkohol) verrührt und abgesaugt. Der Komplex wird 
hierdurch zerlegt, das Filtrat enthält neben der 
Phenolkomponente auch die B12-Vitamine. 

c) Das Produkt wird mit einem wasserlöslichen, die 
B12-Vitamine aber nicht lösenden Solvens (z. B. Ace-
ton) verrührt und nach dem Absaugen getrocknet. 
Hierdurch wird der Komplex zerlegt und die Phenol-
komponente beseitigt. Beim Schütteln des so erhal-
tenen Vitamin B1 2-Kieselgur-Präparates mit Wasser 
gehen die B12-Vitamine sofort in Lösung. Vorteil-
hafterweise wird aber das Präparat unmittelbar für 
die weitere Reinigung durch Chromatographie ver-
wendet. 

I I I . Ü b e r f ü h r u n g v o n V i t a m i n e n d e r B 1 2 -
G r u p p e a u s d e r P h e n o l p h a s e in W a s s e r 

Die Überführung von Vitaminen der B^-Gruppe aus 
der Phenol- bzw. Phenol-Kohlenwasserstoff-Phase in 
wäßrige Lösung erfolgte bisher durch Verdünnen des 
Systems mit Chloroform bzw. Äther mit dem 10- bis 
30-fachen Volumen (bezogen auf die organische Phase) 
an Petroläther7 bzw. allgemein mit Lösungsmitteln, in 
denen die B10-Vitamine unlöslidi sind und die sich mit 
Wasser nidit mischen 8. Nach anderen Angaben wird aus 
der die Bj,-Vitamine enthaltenden organisdien Phase 
das Lösungsmittel (z. B. Benzol, Chloroform) abdestilliert, 
der Rückstand mit viel Äther versetzt und mit Wasser 
extrahiert 3< 4. Mandimal entfernte man Phenol aus dem 
System durch Wasserdampfdestillation 3. Alle diese Ope-

7 5 9 

rationen sind entweder recht umständlich und zeitrau-
bend oder benötigen erhebliche Mengen an Lösungs-
mitteln. 

Wir fanden, daß das Lösungsvermögen von Pheno-
len gegenüber den B12-Vitaminen — unabhängig da-
von, ob es sich um unverdünnte Phenole oder um ihre 
Mischungen mit Kohlenwasserstoffen, Schwefelkoh-
lenstoff oder Wasser handelt — durch geringe Men-
gen von sauerstoff-haltigen polaren Flüssigkeiten, wie 
z. B. Alkoholen, Äthern, Ketonen, Estern usw., stark 
herabgesetzt wird. 

Dies läßt sich in folgender Weise zeigen: Wenn man 
z. B. 100 ccm einer Lösung von einigen mg Vitamin Bj.,-
Faktor III in Trichloräthylen, enthaltend 20% p-Chlor-
phenol mit 50 ccm Wasser sdiüttelt, so bleibt praktisch 
die gesamte Vitamin Bj.,-Menge in der unteren Phase. 
Wenn man diese Mischung mit einem der folgenden 
Stoffe in der angeführten Menge versetzt und schüttelt, 
so geht das Vitamin Bt„ praktisch quantitativ in die 
wäßrige Phase über: 

3.5 ccm Essigsäureäthylester, 7,5 ccm n-Butanol, 
5,0 ccm Diäthyläther, 7,5 ccm Amylalkohol, 
5,0 ccm Dioxan, 15,0 ccm Methanol, 
5,0 ccm Aceton, 100,0 ccm Trichloräthylen. 
6,0 ccm Methvläthylketon, 

Wie diese Aufstellung zeigt, benötigt man von 
Kohlenwasserstoffen, wie z. B. Trichloräthylen, weit-
aus größere Mengen, um die Uberführung der B1 2-
Vitamine aus der Phenolphase in die wäßrige Phase 
zu erreichen. Die Kohlenwasserstoffe wirken dabei 
lediglidi als Verdünnungsmittel; das betreffende 
Phenol vermag im verdünnten Zustand das Vitamin 
B t 2 nicht mehr in der organischen Phase zu halten. 
Dagegen sind die sauerstoff-haltigen polaren Stoffe 
bereits in kleinen Mengen wirksam, um den gleichen 
Effekt zu erzielen. Sie fungieren also als Verdrän-
gungsmittel und nicht als Verdünnungsmittel wie die 
Kohlenwasserstoffe 15. Es ist daher auch verständlich, 
daß bereits kleine Mengen sauerstoff-haltiger polarer 
Lösungsmittel die Extrahierbarkeit von B12-Vitaminen 
aus wäßriger Lösung mittels Phenolen sowie die 
Fällung der Vitamin B12-Phenol-Komplexe beträcht-
lidi stören. Hinsichtlich der Zerlegung dieser Kom-
plexe durch sauerstoff-haltige polare Stoffe vgl. oben. 

Die gewonnenen Erkenntnisse erklären leicht die Tat-
sadie, daß bei gewissen Verfahren zur Extraktion von 
Vitamin B10 aus wäßrigen Lösungen mittels Mischungen 
von Phenol bzw. von Kresolen mit Alkoholen, Ketonen, 
Estern oder Äthem 5- ö sehr große Mengen an Phenolen 
benötigt werden. In einem Gemisdi aus 1 Vol. Phenol, 

15 Die gewonnenen Erkenntnisse liegen unserer Pat.-
Anmeldung A 17 151 IV a/30 h v. 20. 12. 1952 (ausgel. 
18. 3. 1954) zugrunde. 
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3 Vol. n-Butanol und 4 Vol. Wasser5 verteilt sidi Vitamin 
Bj„ ungefähr gleich zwischen beiden Phasen, der Vitamin 
Bj.,-Faktor III bleibt jedodi fast völlig in der wäßri-
gen Phase. Eine praktische Bedeutung für die Extraktion 
des Vitamins B10 aus Wasser hat erst ein Gemisdi aus 
1 Vol. Phenol und 2 Vol. n-Butanol; in diesem Gemisch 
verteilt sich jedoch der Faktor III erst im Verhältnis 1 : 1 , 
das Extraktionsgemisdi ist also für diesen Bt.,-Faktor zu 
schwach, d. h. es enthält nodi zu wenig Phenol. Die 
Pseudo-B19-Arten sowie die Faktoren V und C sind noch 
schwerer extrahierbar und würden bei Verwendung der 
erwähnten Gemisdie zu einem beträdrtlidien Teil im 
Wasser bleiben. Zur Extraktion von Vitamin B12 mit 
Phenol-Äther-Gemischen aus wäßrigen Lösungenfi wer-
den zumindest 60% an Phenol im Extraktionsmittel be-
nötigt; die Faktoren III, Pseudo B 1 2 , V und C benötigen 
eine nodi höhere Konzentration an Phenol. 

D i s k u s s i o n 

Das Vermögen von Phenolen, B12-Vitamine zu 
lösen bzw. sie aus wäßrigen Lösungen in der bereits 
geschilderten Weise „auszufällen", ist wohl darauf 
zurückzuführen, daß Wasserstoffbrücken-Komplexe 
zwischen den beiden Reaktionspartnern gebildet wer-
den. Welche Molekülbestandteile der B12-Vitamine 
dabei als Elektronendonatoren dienen, läßt sich noch 
nicht sagen. Da aber das Ätio-cobalamin (zur Nomen-
klatur vgl.1 0) neben Vitamin B12 von allen bekann-
ten natürlichen Vitamin B12-Arten die größte Affini-
tät zu Phenolen besitzt, kann die Nucleotidgruppe 
an der Bildung von Wasserstoffbrücken nicht maß-
geblich beteiligt sein. 

Dieses Verhalten der Phenole gegenüber den B12-
Vitaminen steht in Parallele zu jenen Fällen, in 
denen sie mit vielen anderen Verbindungen — vor 
allem mit O- und N-haltigen, wie Äthern, Aldehyden, 
Ketonen, Aminen, Säureamiden usw. — schwer lös-
liche Komplexe bilden 16. 

Alle Faktoren, die den Zustand des phenolischen 
Hydroxyls verändern, beeinflussen auch die Löslich-
keit der B12-Vitamine in phenolischen Medien. Soldie 
Faktoren sind einerseits substituierende Gruppen, 
also molekül-eigene Anteile, und andrerseits Lösungs-
mittel, also Fremdmoleküle. 

Von Substituenten im Phenolmolekül verstärken 
Halogene in der p- und besonders m-Stellung sehr 
erheblich das Lösungsvermögen der Phenole für die 
Vitamine der B12-Gruppe. Dagegen wirkt die Be-
setzung der o-Stellung abschwächend, was wohl 
durch den Mechanismus der sterischen Hinderung zu 

1G P. P f e i f f e r , Organische Molekülverbindungen, 
Stuttgart 1922; K. F r e u d e n b e r g , Stereochemie (Kap. 
Komplexverbindungen), Leipzig u. Wien 1932. 

erklären ist. Damit stimmt überein, daß die Vermin-
derung der Wirkung im allgemeinen mit der Größe 
der Substituenten ansteigt, also in der Reihenfolge 
Methylgruppe < Chlor < Brom, tertiäre Butylgruppe, 
vor allem dann, wenn beide o-Stellungen besetzt 
sind (bei Besetzung nur einer o-Stellung ist die 
Reihenfolge: Brom < Chlor). Die Beeinflussung des 
Reaktionsvermögens des phenolischen Hydroxyls 
durch die Besetzung der o-Stellungen ist ja bekannt. 
Solchen maskierten Phenolverbindungen kann der 
phenolische Charakter durch die Substitution teil-
weise oder auch ganz verloren gehen 17. Ob es sich 
dabei aber tatsächlich um eine sterische Hinderung 
handeln mag oder um die Bildung von Wasserstoff-
brücken zwischen dem phenolischen Hydroxyl und 
dem Substituenten, sei zur Diskussion gestellt (vgl. 
dazu 1. c . 1 8 ' 1 9 ) . 

Die Beeinflussung der Löslichkeit von B12-Vitaminen 
in phenolischen Medien durch sauerstoff-haltige po-
lare Stoffe ist wohl so zu erklären, daß sie als Elek-
tronendonatoren dienen und mit Phenolen gleichfalls 
Wasserstoffbrücken bilden. So entsteht zwischen den 
polaren Molekülen und den Vitamin B12-Molekülen 
ein Wettbewerb um die phenolisdien Hydroxyle, der 
je nach dem Mengenverhältnis der einzelnen Be-
standteile des Systems für die Verteilung von 
Vitamin B1 2 zwischen zwei Phasen verantwortlich ist. 
Auf diese Weise kommt es zur Verdrängung des 
Vitamins B1 2 aus der organischen, phenol-haltigen 
Phase in die wäßrige Lösung. So ist ferner zu er-
klären, daß die Extraktion und Fällung der B12-Vit-
amine bereits durch kleine Mengen sauerstoff-haltiger 
polarer Stoffe gestört wird, da sie die Vitamin B12-
Phenol-Komplexe zerlegen. 

Das Verständnis dieser Vorgänge und die mitge-
teilten Methoden erleichtern wesentlich die Gewin-
nung und Reinigung der B12-Vitamine, und zwar: 

1. Die Extraktion der B12-Vitamine aus stark ver-
unreinigten wäßrigen Lösungen wird dadurch ver-
bessert, daß man die am stärksten wirksamen Phe-
nole (besonders m- und p-Chlorphenol) in der ge-
eignetsten Konzentration gelöst in einem Kohlen-
wasserstoff verwendet. 

2. Die Überführung der B12-Vitamine aus der 
phenolischen in die wäßrige Phase durch Zusatz 
kleiner Mengen von sauerstoff-haltigen polaren Stof-

i- G. H. S t i l l s o n , G. W. S a w y e r u. K. K. H u n t , 
J. Amer. diem. Soc. 67, 303 [1945], 

18 N. D. G o g g e s h a 11, J. Amer. diem. Soc. 69, 620 
[1947], 

!» R. S. B o w m a n u. D. R. S t e v e n s , J. org. Che-
mistry 15. 1172 [1950]. 
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fen ermöglicht eine beträchtliche Einsparung an 
Lösungsmitteln sowie die kontinuierliche Gestaltung 
des Reinigungsprozesses. 

3. Die Ausfällung der B12-Vitamine aus der wäßri-
gen Lösung durch Phenole in Gegenwart von Kiesel-
gur gestattet eine bequeme Gewinnung eines Vit-
amin B12-Kieselgur-Präparates, das für die weitere 
Reinigung durch Verteilungschromatographie beson-
dere Vorteile bietet. 

Wir konnten leider nur an einer sehr beschränkten 
Anzahl von Phenolen unsere Versuche durchführen. Auf 

Grund der gewonnenen Erkenntnisse müßte es aber 
möglich sein, phenolisdie Verbindungen herzustellen, die 
bei sehr geringer Löslichkeit in Wasser sowie einem 
hohen Schmelzpunkt eine noch viel größere Affinität zu 
den Vitaminen der B10-Gruppe besitzen als z. B. m- und 
p-Chlorphenol. Solche Phenole würden sich vor allem 
zur Extraktion (Adsorption) von Bj.,-Vitaminen aus sehr 
verdünnten wäßrigen Lösungen eignen. 

Die an den B12-Vitaminen gewonnenen Erkenntnisse 
über die Funktion der Phenole bei der Extraktion, Fäl-
lung usw. müßten wohl auch für die Reinigung anderer 
Stoffe mit Hilfe von Phenolen gelten und sich vorteilhaft 
verwerten lassen. 

Über die Aufnahme von 5.6-Dimethyl-benzimidazol und 5.6-Dichlor-
benzimidazol durch Lactobacillus leichmannii 313 

Stoffwechseluntersuchungen bei Mikroorganismen mit Hilfe radioaktiver Isotope. 10. Mitt. 

V o n FRIEDRICH WEYGAND *, HELMUT SIMON u n d HANS KLEBE 

Aus dem Chemischen Institut der Universität Heidelberg 
(Z. Naturforschg. 9 b, 761—763 [1954]; eingegangen am 26. Oktober 1954) 

Lactobacillus leichmannii 313 nimmt bei der Züchtung in Gegenwart von 5.6-Dimethyl-
benzimidazol- [2-14C] oder 5.6-Dichlor-benzimidazol-[2-i4C] 40000 bis 47000 Moleküle dieser 
Verbindungen pro Zelle auf, gleichgültig ob Vitamin B10 oder Thymidin als Wuchsstoff ver-
wendet wird. — Die Synthese der radioaktiven Benzimidazole im 1/2-mMol-Maßstab wird 
beschrieben. 

5.6-Dimethyl-benzimidazol und 5.6-Dichlor-benzi-
midazol sind bei Abwesenheit von Adenin oder na-
türlich vorkommenden Adenin-Verbindungen Hemm-
stoffe für Lactobacillus leichmanni 313 1. Die Hem-
mung kann durch physiologische Konzentrationen 
Vitamin B 1 2 oder durch große Konzentrationen Thy-
midin aufgehoben werden. 

Wir haben nun ermittelt, wie viele Moleküle 
Hemmstoff unter definierten Bedingungen pro Bak-
terienzelle aufgenommen werden. Die Züchtung er-
folgte in dem früher angegebenen Medium 60 Stdn. 
bei 37°, wobei die Hemmstoff- bzw. Wuchsstoffkon-
zentrationen so abgestimmt waren, daß etwa glei-
ches Endwachstum erreicht wurde. So wurden einer-
seits 0,03 my/ccm Vitamin B 1 2 und 16,6 y/ccm 
Dimethyl-benzimidazol bzw. 0,04 my/ccm Vitamin 
B1 2 und 16,6 y/ccm-Dichlor-benzimidazol, anderer-
seits 7,8 y/ccm Thymidin und 16,6 y/ccm Dimethyl-

* Neue Anschrift: Chem. Inst. d. Univers. Tübingen. 
Die vorliegende Arbeit wurde 1953 ausgeführt. 

1 F. W e y g a n d , A. W a c k e r u. F. W i r t h , Z. 
Naturforsdig. 6 b, 25 [1951]. 

2 Vgl. hierzu: F. W e y g a n d , A. W a c k e r u. H. D e l l -
w e g , Z. Naturforschg. 7b, 19 [1952]; H. N o l l , J. B a n g , 
E. S o r k i n u. H. E r l e n m e y e r , Helv. chim. Acta 34. 
340 [1951]. 

benzimidazol bzw. 11,6 y/ccm Thymidin und 16,6 
y/ccm Dichlorbenzimidazol vorgegeben. 

Die Bakterien wurden nach der Züchtung mit 
Wasser, 95-proz. Alkohol, 5-proz. wäßriger Trichlor-
essigsäurelösung, Äthanol, Äthanol-Äther und Äther 
gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die Mes-
sung der Radioaktivität erfolgte auf Schälchen von 
0,78 cm Durchmesser und einem dünnfenstrigen 
Zählrohr. Zur Bestimmung der im mg getrockneter 
Bakterien vorhandenen Zellen wurde das Verfahren 
des Vergleichs mit dem Erythrocytengehalt des 
menschlichen Blutes verwendet, wobei die Zählung 
an der ausgewachsenen Kultur vorgenommen und 
die Bakteriendichte (photoelektrisch bestimmt) mit 
dem Trockengewicht in Relation gesetzt wurde. So 
ergab sich, daß auf 1 mg getrockneter Bakterien 
4 ,4-IO 9 Zellen kommen 2 ' 3 . Die Radioaktivität der 

3 Aus der Menge des vorgegebenen Vitamins Bi2 be-
rechnet sich, daß zum Wadistum einer Bakterienzelle bei 
einer Endpopulation von 2,7 • 109 Bakterien/ccm etwa 
12 Moleküle Vitamin Bi2 benötigt werden. Dies stimmt 
gut überein mit Messungen, die mit Hilfe von (i0Co-mar-
kiertem Vitamin B i 2 von R . L . D a v i s , Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 79, 273 [1952], vorgenommen wurden. Da-
nach werden 8 Moleküle B J2 pro gebildete Bakterienzelle 
aufgenommen. 
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