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Enige gegevens over de chemie van het vitamine B12
en van verwante verbindingen

door H. G. Wijmenga en V.I. L. C. Veer 577.16 B19[547]

A survey is given on the chemistry of vita min B12 and relateà substances. covering the
litel'ature until mid-1951.

1. Inleiding.

Gaarne wordt hiermede voldaan aan een verzoek
van de Redactie van dit Weekblad een samenvattend
overzicht te geven van hetgeen tot dusver bekend
is geworden van de chemie van het vitamine B12.

De pogingen tot de structuurbepaling van dit
vitamine hebben belangwekkende aspecten en in~
zichten opgeleverd. .voorts is dit c.hemisch onderzoek
karakteristiek voor de snelle voortgang van de
wetenschap in deze tijd. In April 1948, twee en
twintig jaren na de invoering van de levertherapie
bij pernicieuze anaemie door Minot en Murphy (zie
Tausk 1) ), verscheen een mededeling van de Ameri~
kaanse onderzoekers Rickes, Brink, Koniuszy, Wood
en Folkers 2) over de isolering van het kristallijne,
rood gekleurde vitamine B12' het anti~perniciosa~
principe uit de lever.

Enige weken later kondigden de Engelsen Lester
Smith en Parker 3) aan dat ook zij erin geslaagd
waren het kristallijne vitamine te isoleren, nadat aan~
vankelijk amorphe fracties waren verkregen (Lester
Smith 4) ). Kort daarop gelukte de isolering aan een
Nederlandse groep onderzoekers (Wijmenga, Lens
en Middelbeek 5), Juni 1948) en aan andere Engelse
chemici (BUis, Petrow en Snook 6) ). Hoewel sinds
de eerste aankondiging van Rickes c.s. nauwelijks
drie jaren verlopen zijn, is de chemische litteratuur

reeds zo uitgebreid dat het geven van een samen~
vattend overzicht voor de niet op dit gebied werk~
zame chemicus gerechtvaardigd is.

Ook de biochemische en klinische litteratuur over
dit onderwerp is dusdanig uitgegroeid dat het zelfs
voor de "insider" reeds vrijwel onmogelijk is geheel
"bij" te blijven.

Hoewel vitamine B12 thans veel gemakkelijker toe~
gankelijk is dan aanvankelijk, en o.a. bereid kan
worden uit cultures van Streptomyces griseus
(Rickes, Brink, Koniuszy, Wood en Folkers 7)),
moet het nog steeds tot de kostbare stoffen gerekend
worden. Het onderzoek wordt daardoor zeer bemoei~
lijkt, aangezien .slechts( kleine hoeveelheden in het
onderzoek kunnen worden betrokken. Dit is de reden
waarom chemische publicaties tot dusver voornamelijk
afkomstig zijn van op dit gebied werkzame industrie~
laboratoria. Een blik op de litteratuurlijst toont voorts
dat veelal verscheidene onderzoekers samenwerken.
Ook hier heeft "team work" snelle vorderingen
mogelijk gemaakt.

2. Algemene en analytische gegevens.

Vitamine B12 kristalliseert uit water~aceton meng~
seIs in de vorm van rode, naaldvormige kristallen
met de volgende brekingsindices: na = 1.616;

np = 1.652 en ny = 1.664. Het geeft geen scherp
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smeltpunt: bij 210-220° C worden de kristallen
zwart en ze smelten beneden 300° C niet. Vitamine
B12 vertoont in waterige oplossing een optische
rotatie van [ex] ~~5.3 = -59 :!::9° (Brink c.s. 8)) en
een karakteristiek absorptiespectrum met hoofd~
maxima bij 548, 361 en 278 m,u. Het onderzoek van
Barer, Cole en Thompson 9) over het infra~rood
spectrum van vitamine B12 leverde geen duidelijke
aanwijzingen voor de structuur op. maar wel werd
geconcludeerd dat geen poly~amide structuur aan~
wezig is. Door Pierce c.s. 10) werd erop gewezen dat
het infra-rood spectrum een' band bij 2140 cm-1 ver~
toont.

Reeds spoedig werd vastgesteld dat vitamine B12
cobalt en phosphor bevat 11) 12), en hiermee was voor
het eerst een organische natuurstof geïsoleerd die
gekarakteriseerd is door de aanwezigheid van het
"sporènelement" cobalt.

Chaiet, Rosenblum en Woodbury 13) 14) slaagden erin met
60CO "gemerkt" kristallijn vitamine B12 te isoleren (uit een
6f'COSO4 bevattend cultuurmedium van Streptomyces grise us).
zodat een vorm van dit vitamine beschikbaar gekomen is. die
ongetwijfeld van veel nut zal zijn voor het onderzoek over de
biochemie van het vitamine B12.

Uit een recente publicatie van Anderson en Delabarre 15)
blijkt dat men ook door bombarderen van vitamine B'2 met
neutronen het cobalt in het molecule kan overvoeren in 60CO.
DI' eerste publicaties over de uitscheiding van het "gemerkte"
vitamine, na injectie of na orale toediening aan ratten, zijn
inmiddels' reeds verschenen 16) 17).

Op grond van het cobaltgehalte (ongeveer 4 %),
en aannemende dat slech~s één atoom Co per molecule
B12 aanwezig is, kon een molecuulgewicht van onge-
veer 1600 worden berekend, terwijl de eerste
röntgenografische onderzoekingen van Dorothea
Crowfoot op 1550-1750 wezen 18); in een latere
publicatie werden door Hodgkin, Porter en Spiller 19)
de grenzen van 1360 tot 1575 voor het molecuul~
gewicht het waarschijnlijkst geacht; bovendien werden
door laatstgenoemden nog een aantal kristallogra~
fische gegevens verzameld. Met Brink c.s. 8) neemt
men op het ogenblik vrij algemeen de elementair~
formule C61-64H86-92013N14PCO aan. waarmede een
M.G. van ca. 1300 overeenkomt.

Vitamine B12is dia magnetisch. Grün en Menassé 20),
evenals Wallmann, Cunningham en Cal vin 21)stelden
dit vast en concludeerden dat het cobalt driewaardig
is, en octaëdrisch door 6 covalent gebonden groepen
omgeven is (d2sp3~binding). Diehl, Vander Haar en
Sealock 22) bevestigden de resultaten van deze onder~
zoekers. maar wezen erop dat men de mogelijkheid
van een tweewaardig cobalt, gebonden met molecu~
laire zuurstof, niet mag uitsluiten.

3. Hydrolyse van vitamine B12.

Een eerste inzicht in de structuur van het vitamine
~J2 werd verkregen door hydrolyse met zoutzuur.
Met is vermeldenswaard dat de rode kleur van de
oplossing hierbij slechts weinig verandert. niettegen~
staande er, zoals is gebieken, verschillende brok~
stukken ontstaan. Bij dit onderzoek is, evenals bij
andere op het vitamine BI2~gebied. de oorspronkelijke
door Consden, Gordon en Martin 23) ontwikkelde
verdelingschromatografie op papier ("papierchroma~
tografie") van groot nut gebleken. Zo waren Ellis,
Petrow en Snaak 24) in staat met behulp van deze
methode het bij de hydrolyse vrijgemaakte phosphaat
te bepalen. Zij kwamen hierbij tot de conclusie dat
het molecule. per atoom Co één atoom P bevat. Dit
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kon bevestigd worden door Lester Smith 25), die
oorspronkelijk de verhouding Co: P = 1 : 3 had ge~
vonden 12).

Bij de zure hydrolyse ontstaat bovendien een stof
die met ninhydrine blauw wordt gekleurd 6). Aan~
vankelijk werd het door Ellis c.s. 20) 27) zeer waar~
schijnlijk geacht dat deze verbinding identiek was
met 2-amino-propanol-1. Bij oxydatie met KMnO
ontstond echter geen alanine 28). Het bleek Woll
c.s. 29), en later ook Cooley, Ellis en Petrow 30) dat
de stof identiek is met D~-I~amino-propanol-2. Een
onderzoek van Chargaff c.s. 31) maakt aannemelijk
dat bij de zure hydrolyse twee moleculen amino~
propanol per molecule vitamine B12 in vriJheid worden
gesteld.

Een ander brokstuk dat in het hydrolysaat kon
worden aangetoond was het 5,6-dimethyl~benz~
imidazol. Zowel Folkers als Petrow deelden dit op
het ,,1st International Congress of Biochemistry"
(Augustus 1949 te Cambride ) mede. Brink en
Folkers 32) waren erin geslaagd d~e verbinding te
isoleren en konden dientengevolge de identiteit ervan
bewijzen door vergelijking (smeltpunt, mengsmelt~
punt, reacties) met een synthetisch bereid preparaat.

Petrow c.s. 33) hadden daarentegen waargenomen
dat het papier waarmee een papierchromatografie
van het hydrolysaat was uitgevoerd, bij bestraling
met U.V.~licht, behalve de normaal zichtbare rode
vlekken, drie extra vlekken vertoonde. De stoffen
die voor laatstgenoemde vlekken verantwoordelijk
waren. noemden zij de «~. fJ- en rcomponent. De
{-component bleek het 5,6-dimethyl-benzimidazol te
zijn, terwijl de overige componenten op grond van
hun eigenschappen op plaats 1 (aan de N) gesub~
stitueerde 5,6-dimethyl~benzimidazolen zouden zijn.
Op grond van spectrophotometrische metingen
maakten zij waarschijnlijk dat één benzimidazolbrok~
stuk per molecule B12 aanwezig is 34).

Brink, Holly, Shunk, Peel, Cahill en Folkers 35)
slaagden erin het 1~.:x~D-ribofuranosido-5 ,6~dimethyl~
benzimidazol als hydrolyseproduct te isoleren, welke
verbinding het door Petrow c.s. p-component ge~
noemde brokstuk moest zijn. De <x~component, die bij
korte hydrolyse met 6 N .HCI bij kamertemperatuur
ontstaat (Cooley c.s. 36)) werd. door Buchanan,
Johnson, Mills en Todd 37) als bariumzout verkregen
na hydrolyse met N HCI bij 100° C. De ex~component
bleek bij hydrolyse met 6 N H Cl bij 100° verder te
splitsen in phosphaat en p~component, terwijl eerst
bij 1500 C onder druk uit deze laatstgenoemde stof
het 5,6-dimethyl-benzimidazol ontstaat. Uit deze
onderzoekingen kon dus de volgende reactieketen
worden vastgesteld:

vitamine
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Het staat nog niet vast of de phosphaatrest aan
C2' of aan C3' van de suiker gebonden is; Beaven
c.s. nemen een 3' ~binding aan 38).

Chargaff c.s. 31) bevestigden de vondst van EUis
en medewerkers 27) dat bij zure hydrolyse van
vitamine' B12 ammoniak ontstaat; zij konden geen
purines. pyrimidines of desoxyribose aantonen 31).

4. De vitamines B12a en B12b.

De meest recente ontwikkeling van de kennis van
de chemische aard van vitamine B12is voortgesproten
uit onderzoekingen van andere factoren van de
vitamine B12~groep. zodat een bespreking van een
aantal van deze stoffen op deze plaats noodzakelijk is.

Kaczka, Wolf en Folkers 39) verkregen bij hydre~
ring van vitamine B12 met platina oxyde als
katalysator een eveneens in rode naalden kristal~
liserende stof, die door hen vitamine B12a werd ge~
noemd. Het absorptiespectrum vertoonde maxima bij
530, 415, 352.5 en 315 mJt, terwijl een brede band van
270 tot 277 mJt aanwezig was. De brekingsindices
waren verschillend van die van vitamine B12' namelijk
n" = 1.580; np = 1.640 en ny = 1.654.

'pierce c.s. 40) 41) isoleerden uit lever en uit het
cultuurmedium van Streptomyces aureofaciens een
door hen vitamine B12b genoemde stof. Deze ver~
bindi<J.gvertoonde een absorptiespectrum met maxima
bij 525. 351 en 274 mJt. Bij het uitvoeren van een
katalytische reductie van vitamine B12 (volgens
Kaczka c.s.) verkregen Broekman c.s. 42), mede~
werkers van dezelfde groep van onderzoekers als
Pierce c.s.. niet het. verwachte vitamine B'9:L doch
vitamine B12b.

Later bleek uit onderzoekingen van Wijmenga
c.s. 43) 44). uit die van Pilgrim 45) en van F olkers
c.s. 46) 47) dat de beide vitamines naar alle waar~
schijnlijkheid identiek zijn. De verschillen in de op~
gegeven maxima der absorptiespectra zijn volgens
Kaczka c.s. 47) te wijten aan de veranderingen die
met de tijd in het absorptiespectrum optreden. Af~
hankelijk van de voorbehandeling van 'het kristallijne
vitamine B12a (BI2b) en van de pH van de oplo,ssing,
kan de top bij 315 m;U al dan niet optreden. terwijl
de.. andere maxima ook zeer gevoelig zijn voor ver~
anderingen in de pH. Verder merkten zij op dat men
voor de brekingsindex I1lXvan vitamine B12:Lzeer uit~
eenlopende waarden kan vinden, afhankelijk van het
feit of men de gemeten kristallen al dan niet goed
heeft voorgedroogd. In plaats van 1.580 (zie boven)
vonden zij namelijk na twee uren drogen bij 100° C
een waarde van 1.604. Broekman C.S.42) hadden er
ook reeds op gewezen dat de toppen in het absorptie~
spectrum van vitamine B12bbij toevoeging van NaOH
verschuiven. en wel van resp. 525 naar 536 en van
351 naar 357 mJt.

Eerst vrij kort geleden werd bekend dat het
vitamine B12b ook geïsoleerd kan worden uit een
andere bron; Jackson C.S.48) konden het isoleren uit
cultuurmedia van de neomycinebereiding.

Door Fricke C.S.49) werd geconstateerd dat een
vitamine Bl2~oplossing bij behandeling met natrium~

bisulfiet van kleur verandert. Het bleek hen dat deze
oplossing na het verwijderen van het bisulfiet een
absorptiespectrum vertoonde dat volledig overeen~
stemde met dat van vitamine B12b.Een andere wijze
van omzetting van vitamine Bj2 in 'vitamine B12b,
namelijk door een langdurige hydrolyse in zwak~zuur
milieu, werd medegedeeld door Broekman c.s. 50).

5. Vitamine B12 is een cyaancomplex.

Veer c.s. 51) stelde'n vast dat de laatstgenoemde
omzetting van vitamine B12 in B12b,in een zure op~
lossing, zich in het donker niet (of slechts zeer lang~
zaam) voltrekt. maar dat in diffuus daglicht of door
belichting met een kwiklamp een snelle verandering
van het Bl2~spectrum tot dat van vitamine B12bop~
treedt. Zij konden aantonen dat deze omzetting o.a.
kan plaatsvinden onder invloed van de straling in
het golflengtegebied van ca. 365 mJt. Op grond van
het gedrag van deze bestraalde oplossingen bij
plaatsen in het donker. waarbij bleek dat. afhankelijk
van de pH, de plaats van de maxima min of meer
naar die van het vitamine B12 verschuift. namen zij
aan dat er bij de zojuist beschreven reacties sprake is
van een evenwichtsreactie. Doordat zij tevens vast~
stelden dat de omzetting van vitamine B12b tot
vitamine B12 zeer seleçtief kan worden bewerkstelligd
door cyaan~ionen, kwamen zij tot de conclusie dat het
vitamine B12zeer waarschijnlijk een cyaancomplex is.

Vrijwel gelijktijdig met de laatstvermelde publi~
catie verschenen soortgelijke resultaten van Ameri~
kaanse zijde in druk, namelijk van Brink, Kuehl
en Folkers 52) en van Kaczka, Wolf, Kuehl en
Folkers 53). Deze onderzoekers kwamen onder meer
tot dezelfde conclusies omtrent het cyaangehalte van
vitamine B12. Kort daarop leverden ook de Neder~
landse onderzoekers het definitieve bewijs langs een
enigszins andere weg dan de Amerikanen. Wijmenga
en Hurenkamp 54) gebruikten namelijk voor het aan~
tonen en voor de quantitatieve bepaling van CN in
vitamine B12 de door Veer c.s. 51) vermelde invloed
van belichten in zuur milieu. waarbij HCN in vrijheid
wordt gesteld. dat door een stikstofstroom quanti~
tatief kan worden' uitgedreven .en daarna bepaald.
Brink c.s. 52) constateerden de aanwezigheid van
CN, doordat zij bij een oxydatieve afbraak met
KMn04 de reuk van HCN waarnamen. Hun eerste
CN~bepalingen werden daarom ook verricht door het
verhitten van vitamine B12 in zoutzure of oxaalzure
oplossing. Boxer en Rickards 55) 56) werkten evenwel
onafhankelijk van de N ederIandse onderzoekers een
quantitatieve bepaling van CN in vitamine B12 uit,
die eveneens op de vrijmaking van HCN in zuur
milieu berust. Zij constateerden dat ook licht met
een golflengte van 550 mJt de splitsing teweeg~
brengt, zodat zij een lichtbron voor het bestralen van
de te onderzoeken oplossing gebruikten, die licht van
deze golflengte gaf. Door toepassing en verbetering
van de HCN~bepaling van Epstein 57) waren zij in
staat hoeveelheden van zelfs 0.5 r vitamine B12 op
het CN~gehalte te onderzoeken.

De resultaten van de CN~bepalingen van de beide
groepen van onderzoekers. resp. 1.75 en 1.90 %.
wijzen overduidelijk op de aanwezigheid van 1 CN~
groep per atoom Cö. waaruit een molecuulgewicht
van watervrij vitamine B12 van resp. 1262 en 1370
berekend kan worden. De aanwezigheid van cyaan
in het vitamine Bl2~molecule is volledig in overeen~
stemming met de reeds boven genoemde 2140 cm-1
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( = 4.67 ,u) band in het infra~rood spectrum, want
voor een C=N~groep zal men in het gebied van
4.3 tot 5.3 ft een absorptieband mogen verwach~
ten 58). , . .

Boxer c.s. 59) hebben gebruik gemaakt van de
vondst van de aanwezigheid van CN in het vitamine
B12 door een tweede soort "gemerkt" vitamine B12 te
bereiden. Door behandeling van vitamine B12" met
K14CN verkregen zij vitamine B12 met 14CN. .

6. Nieuwe nomenclatuur en andere factoren van
de vitamine BI2~groep.

Kaczka c.s. 53) stelden in hun publicatie een nieuwe
nomenclatuur voor het vitamine B12 voor, waarbij zij
het vitamine B12~molecule, zonder de CN~groep,
cobalamine noemden. Vitamine B12is dan het cyano~
cobalamine, omdat het cyaan~ion in het cobalt~
coördinatie~complex is opgenomen. De stoffen die
ontstaan zijn doordat het CN~ion vervangen is door
een ander negatief ion kunnen eenvoudig van een
naam voorzien worden: zo noemden zij het vitamine
BI2'" dat in waterige oplossing alkalisch reageert en
dus waarschijnlijk een OH~groep in plaats van CN'
bevat. hydroxo~cobalamine. Tevens slaagden zij erin
het chloro~, het sulfato~ en het cyanato~cobalamine
te verkrijgen. De naam van het product. dat ontstaat
door inwerking van H2S op vitamine B12. kon nog
niet worden vastgesteld daar niet vaststaat welke
groep in de plaats van het CN is gekomen. Omdat uit
latere onderzoekingen van Kaczka c.s. 60) 61) ge~
bleken is dat de OH~groep in het hydroxo~cobalamine
zeer gemakkelijk te vervangen is door Cl', Br' en
andere anionen - namelijk door de waterige oplos~
sing met een weinig van het desbetreffende zuur te
verdunnen en daarna de stof door toevoeging van
aceton tot kristalliseren te brengen - is het zeer
waarschijnlijk dat men bij de bereiding van vitamine
B12bvolgens de methode van Veer c.s. 51) of volgens
de door Wijmenga 44) beschreven modificatie van
deze werkwijze verschillende cobalaminen kan ver~
krijgen. afhankelijk van de keuze van het verdunde
zuur dat men als oplosmiddel van het vitamine B12
tijdens de belichting gebruikt.

Het cyanato~cobalamine. dat uit het hydroxo~. hét
chloro~ of het bromo~cobalamine kan ontstaan door
behandeling met cyanaationen 61). is door Buhs,
Newstead en Trenner 62) uitvoerig onderzocht. Zij
wijzen erop dat men bij het vaststellen van de
identiteit van een verbinding uit de groep der cobal~
aminen zeer voorzichtig moet zijn met zijn conclusies.
en dat men zoveel mogelijk gegevens moet ver~
zamelen vóór men een conclusie trekt. De absorptie~
spectra van de bekende cobalaminen gelijken namelijk
zeer veel op elkaar en zijn ook zeer gevoelig voor
veranderingen in de pH van de oplossing. Hulp~
middelen bij het onderzoek over de identiteit van een
stof kunnen o.a. papierchromatografie en de bepaling
van de brekingsindices zijn. maar tevens verdient het
aanbeveling de verdelingscoëfficiënt tussen bepaalde
oplosmiddelen (bijv. water en benzylalcohol. of water
en een mengsel van één deel phenol met 7 delen
CCI4) te bepalen. omdat deze getallen voor de meeste
tot nu toe bekende cobalaminen zeer uiteen~.
lopen 53) 61).' ,

Alle zojuist besproken cobalaminen gaan door be~
handeling met KCN in het cyano~cobalamine over.

Door Anslow C.S.63) zijn naast de vitamines B12
en B12"nog twee andere factoren uit de cultuur media

36 CHEMISCH WEEKBLAD 48 (1952)

van Streptomyces griseus geïsoleerd. te weten de
vitamines B12Cen B12<1'Zij toonden de verschillen
onder meer aan door de verschillen in RF~waarde
bij papierchromatografie en door de verdelings~
coëfficiënten tussen water en benzylalcohol. Uit een
latere publicatie van Lester Smitfz c.s. 64.) blijkt dat
deze twee laatstgenoemde stoffen tijdens het door
hen gebruikte fabricageproces ten koste van de op~
brengst aan vitamine B12bontstaan door de inwerking
van HN02. Er is dan ook alle reden met Lester Smith
aan te nemen dat in het vitamine B12Cde cyaangroep
in het molecule is vervangen door een nitrietgroep.
Aangezien het vitamine B12Cbij destillatie met zuur
het vitamine B12<1levert dat zich onderscheidt van
het hydroxo~cobalamine door o.a. een andere loop~
snelheid bij papierchromatografie. neemt Lester Smith
aan dat nog een andere wijziging tijdens de be~
handeling met HN02 in het vitamine B12~molecule
heeft plaats gevonden dan aUeen de vervanging van
CN door N02. Hoewel hij aangeeft dat het vitamine
B12d alkalisch reageert, is het wel merkwaardig dat
de beide vitamines B12Cen B12'1door behandeling
met KCN weer overgaan in het vitamine B12. Men
zal nadere gegevens moeten afwachten om met zeker~
heid te kunnen beslissen of hier bij het vitamine B12C
tóch niet gewoon sprake is van het nitrito~cobalamine.
In dit geval zou namelijk door de keuze van het zuur
bij de destillatie ter bereiding van het vitamine B12<1
een ander basisch~reagerend cobalamine kunnen zijn
ontstaan dan het hydroxo~cobalamine.

Ook Wijmenga 44) slaagde erin een aantal aan
vitamine BI2 verwante factoren in kristallijne vorm
te isoleren. In de groep der cobalaminen hoort de
door hem met de codeletters W AB aangeduide factor
thuis. aangezien deze verbinding door behandeling
met KCN overgaat in het cyano~cobalamine. De
factor W AB bleek bij papierchromatografie uit de
vitamines B12" en B12b te ontstaan. De loopsnelheid
van deze factor is groter dan die van vitamine B12.
en het absorptiespectrum vertoont maxima bij 530.
412 en 354 m;u. terwijl in het gebied van 270 tot
280 mfL een brede bocht aanwezig is. Het is nog niet
bekend welke groep of ion het CN vervangen heeft.
Tevens werden door hem een tweetal andere factoren
geïsoleerd die niet in de groep der cobalaminen ge~
plaatst kunnen worden. om welke reden ze in § 8
apart besproken zullen worden.

Cooleyen medewerkers 65) hebben door behan~
deling van hydroxo-cobalamine met vloeibare ammo~
niak een product verkregen dat zij in analogie met de
nomenclatuur in de porphyrine~chemie ammonia~
cobalichrome noemen. Onder cobalichromes ver~
staan zij die derivaten van hydroxo~cobalamine
waarin de OH~groep vervangen is door een basische
groep. dus in dit voorbeeld door NH3' Dezelfde
onderzoekers vonden dat men een histidine~cobali~
chrome kan bereiden door vitamine B12 met histidine
in waterige oplossing tezamen te brengen. Door
papierchromatografie kon de vorming van een der~
gelijk product bewezen worden.

Schindler 66) bestudeerde naast de reductie van
cyano~cobalamine met NaHS03 en Na2S204. waarbij
stoffen geïsoleerd werden met het vitamine B12"~
spectrum. bovendien de reductie met zinkstof in
waterige NH4Cl~oplossing. Door volledige uitsluiting
van zuurstof gelukte het hem. via een bruin gekleurd
tussenstadium. een blauw gekleurde oplossing te ver~
krijgen. die een totaal ander spectrum vertoonde dan
in de vitamine Bl2~groep meestal gevonden wordt.



Zodra evenwel lucht toegelaten wordt slaat de blauwe
kleur in rood om. Het spectrum van de uit deze rode
oplossing verkregen kristallen is weer ongeveer gelijk
aan dat van vitamine Bi2:\. Schindler neemt aan dat
het blauwe tussen product een reductieproduct van
vitamine B12 is. waarbij het cobalt tweewaardig is
geworden. Door toevoeging van zuurstof zou dan
direct weer oxydatie tot de driewaardige vorm op~
treden.

Alle in deze paragraaf besproken verbindingen
kunnen door behandeling met KCN weer overgevoerd
worden in het cyano~cobalamine.

7. Aard van de bouw van vitamine B12.

Nu in enige van de vorige paragrafen de ver~
schillende brokstukken van het vitamine B12besproken
zijn. zal in de volgende alinea's een uiteenzetting
gegeven worden over hetgeen men momenteel om~
trent de bouw van het vitamine B12waarschijnlijk acht.

In verband met de werking van het cyano~cobala~
mine bij pernicieuze anaemie. vraagt men zich on~
willekeurig af of vitamine B 2 soms een porphyrine~
structuur heeft. Reeds in het.gegin van het onderzoek
werd door Brink c.s.8) vastgesteld dat de pyrolyse~
producten van vitamine B12 een' positieve denne~
spaanreactie vertonen en dat ook in het destillaat.
verkregen bij verhitting van vitamine B12 met vaste
NaOH. neerslagen ontstaan met o.a. p~dimethyl~
aminobenzaldehyd in aethanol en HCI. en met mer~
curichloride. Daar zowel pyrolyse als alkalismelt
zeer rigoreuze behandelingen zijn. behoeven deze
positieve pyrroolreacties niet representatief te zijn
voor de aanwezigheid van pyrrool~bevattende groe~
pen in het vitamine B12. terwijl tevens ook andere
stoffen dan porphyrinen pyrrolen kunnen afsplitsen.
Toch is het verleidelijk aan enkele analogieën tussen
de vitamine B12~groep en de porphyrinen te den~
ken. n1.:

a. reversibele photodissociatie. zoals men die heeft
leren kennen bij bijv. CO-haemoglobine. komt.
zoals boven reeds besproken werd. ook voor bij
vitamine B12;

b. stabiliteit van complexen t.o.V. die van de ..pa~
rent compound": CNO~methaemoglobine is sta~
bieier dan methaemoglobine. zoals Bader c.s. 67)
aantoonden; vitamine B12 is stabieler dan vita~
mine B12b en andere cobalaminen. waarop Tren~
ner c.s. 68) en Lens c.s. 69) wezen;

c. mogelijkheid van verschillende cyaancomplexen:
Keilin 70) toonde aan dat van haem een mono~
cyaan- en een. dicyaanhaem kunnen worden af~
geleid; op analoge wijze geeft vitamine B12b met
overmaat KCN een paarsblauw complex dat
extra CN~groepen bevat (Beaven c.s. 38); Wij~
menga c.s. 43) );

Conn, Norman en Wartman 71) bestudeerden door polaro-
grafische metingen de reactie tussen cyano-cobalamlne en CN-
ionen. en kwamen tot de conclusie dat complexen gevormd wor-
den met één en met twee extra CN-groepen. Diehl c.s. 72)73),
die met behulp van polarografie een inzicht trachten te krijgen
omtrent de waardigheid van het cobalt in het vitamine BI2 en
in daarvan afgeleide producten. menen evenwel dat het blauw-
paarse complex slechts één CN-groep bevat boven de normaal
in cyano-cobalamine aanwezige 74). I

Dat een Co-bevattend porphyrine, zoals Co-meso~
porphyrine. cyaancomplexen kan vormen. werd reeds
door Taylor 75) geconstateerd;

d. vorming van adducten: evenals haem adducten

kan vormen, o.a. met verschillende N~bevattende'
verbindingen (Anson en Mirsky 76) e.a.), is door
Lester Smith c.s. 64) de vorming van adducten
aangetoond van vitamine B12 met thioglycolzuur
en met jodium. terwijl Cooley c.s. 65) de reeds
boven besproken cobalichromes bereidden.

Op. grond van een aantal van deze overwegingen
kwamen Beaven, Holiday, Johnson, BUis en Pe~
trow 38) ertoe aan het onbekende gedeelte van het
vitamine B12~molecule een structuur toe te schrijven
die overeenkomt met die van porphyrinen. Door ver-
gelijking van de absorptiespectra van vitamine Bj2.
van de oe-component. en van modelstoffen (o.a. door
Mamalis c.s. 77) bereid), en door de veranderingen
in het vitamine B12~spectrum onder invloed van de
toevoeging van extra CN-ionen. kwamen zij tot de
conclusie dat de N op de plaats 3 in het benzimida~
zo!gedeelte van de oe-component covalent gebonden
1l\oet zijn. en wel aan de Co. Tenslotte kwam deze
groep van onderzoekers. Cooley c.s. 65). tot de vol~
gende formule. welke op het ogenblik wel het best
uitdrukt hoe men zich de bouw van het vitamine B12
kan voorstellen:

~O"r
l~
o OH/N

)()=
CH3

/ OR) HC CH3~ ~N

J1,_
(Propanolim~~I__ _ _ ~",~co '"""~+--~

CN

Men moet bij de.ze formule bedenken dat de plaats
en bindingswijze van de 2 propanolaminemoleculen
niet bekend zijn terwijl ook niet met zekerheid be-
kend is of de phosphaatgroep op de aangegeven
plaats aan de suiker gebonden is. Van het Co-com~
plex dat door hen <;lIseen plat vlak is voorgesteld,
is de globale samenstelling C4o-44H50-5604N9Co.

In een recente publicatie deelt Alicino 78) mede.
dat hij door behandeling van vitamine B12 met per~
chloorzuur in ijsazijn een complex heeft geïsoleerd.
dat 6 moleculen HCI04 per molecule cyano~cobala~
mine bevat. Dit zou er dus op kunnen wijzen dat het
vitamine B12 6 zwak~basische groepen bevat. Het
complex bevat nog CN en splitst in water ogenblik~
kelijk weer in vitamine B12 en HCI04.

8. Andere factoren met vitamine B12~activiteit.
Alle tot nu toe besproken factoren' van de vitamine

B12~groep kunnen tot de groep der cobalaminen ge~
rekend worden; niet alleen geven alle bij de micro-
biologische ijking met L. Leichmannii of met L.lac~
lis Doener (voor samenvatting zie 44). blz. 9 e.v.),
onder de omstandigheden voor de vitamine B12~ijking.
groei van de betreffende bacterie. en zijn een aantal
van de genoemde stoffen bij patiënten met perni~
cieuze anaemie op hun klinische werkzaamheid on~
derzocht 'en werkzaam bevonden. te weten vitamine
B12b41). vitamine B12C79)80) 81) en vitamine B12d81) 82).
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maar het voornaamste criterium is wel de overgang
tot cyano-cobalamine onder invloed van KCN.

Naast deze factoren is evenwel nog een aantal
stoffen beschreven die weliswaar vitamine B1~~ach~
tige werking in de microbiologische ijking vertonen.
die bovendien rood gekleurd zijn en die een absorp~
tiespectrum bezitten dat veel gelijkt op. of identiek
is met. dat van vitamine B12 maar die desalniettemin
niet tot de groep van de cobalaminen gerekend kun~
nen worden. Naar alle waarschijnlijkheid hebben we
hier te maken met verbindingen die slechts zeer wei~
nig van het vitamine B12 verschillen. bijv. doordat ze
in het porphyrinegedeelte één of meer andere groe~
pen zullen blijken te hebben.

Zo konden door Schindler 83) na voorzichtige be~
handeling van vitamine B12 met H202 in zwak~alka~
lisch milieu een zuur en een neutrale stof in kristal~
lijne toestand worden geïsoleerd. Van beide ver~
schilde het absorptiespectrum niet - of vrijwel niet
- van dat van cyano~cobalamine. terwijl beide stof~
fen nog een microbiologisch aanwijsbare vitamine
B12-activiteit vertoonden. Deze activiteit was bij beide
evenwel niet meer zo groot als bij vitamine BI2 zelf.
Door vitamine B12langdurig in 0.1 N NaOH te laten
staan werd na opwerken een gekristalliseerd zuur
verkregen. eveneens met een op vitamine B12 ge~
lijkend spectrum. Deze verbinding bleek evenwel niet
in staat de groei van L.Leichmannii, op een vitamine
B12~vrij medium. te bevorderen en moet dus als een
inactief afbraakproduct worden beschouwd.

Ook W ijmenga 44) beschreef een tweetal verbin~
dingen dat in deze paragraaf behandeld moet wor~
den. In de eerste plaats werd uit varkens mest een
rode kristallijne stof geïsoleerd die vitamine B12m
werd genoemd (m = mest = manure ). Op grond
van papierchromatografische onderzoekingen. en op
grond van absorptiecurves. kon waarschijnlijk ge~
maakt worden dat ook in koemest en in de faeces van
paarden een zelfde stof voorkomt. Het absorptie~
spectrum van vitamine B12mgelijkt zeer veel op 'dat
van vitamine B12: de maxima worden bij dezelfde
golflengten gevonden; alleen de verhoudingen van de
extincties bij de verschillende golflengten verschil-
len enigszins voor de beide vitamines. De loopsnel~
heid van vitamine B12111bij papierchromatografie (bij~
voorbeeld volgens de door W oodruff en Foster 84)
geïntroduceerde uitvoeringsvorm) is aanzienlijk klei~
ner dan die van vitamine B12.

De tweede factor, voorlopig aangeduid met de
code letters WR. werd in zeer kleine hoeveelheden
(1.4 mg) in kristallijne vorm verkregen als bijfractie
tijdens de bereiding van vitamine B12 uit lever. Het
is niet bekend of deze stof als zodanig in lever voor~
komt dan wel een kunstproduct is dat tijdens dE.'
opwerking is ontstaan. Het absorptiespectrum is vol~
komen identiek met dat van vitamine B12. maar de
loopsnelheid bij papierchromatografie toont duidelijk
aan dat hier sprake is van een andere stof. Zowel
vitamine B12mals factor WR bezitten microbiologi~
sche activiteit maar een geringere dan die van vita-
mine B12. namelijk resp. 50 en 40 % van die welke
men voor een zelfde hoeveelheid vitamine B19' zou
verwachten (L.Leichmannii). Het vitamine B12111we~d
aan drie patiënten met pernicieuze anaemie toege~
diend en bleek klinisch werkzaam te zijn. Uit deze
gegevens is het duidelijk qat men zowel bij vitamine
B12mals bij factor WR te maken heeft met een vita~
mine B12~achtige verbinding. Beide stoffen blijken
evenwel door belichten van een zwak~zure oplossing
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HCN af te splitsen, zodat het niet verwonderlijk is
dat zij niet in vitamine B12 kunnen worden overge~
voerd door opneming van een CN~groep. Beide stof~
fen geven door behandeling van een oplossing met
overmaat KCN een paarsblauwe verkleuring; het
spectrum is dan identiek - wat de ligging der ma.
xima betreft - met dat van het vitamine B19-cyaan-
complex, maar bij aan zuren ontstaan de oorspronke.
lijke stoffen weer terug. en wordt niet het vitamine
B1 gevormd.

Enige oriënterende onderzoekingen met vitamine
B1211lhebben aangetoond dat van deze stof. op de~
zelfde wijze als bij vitamine B12' een gehele serie ver~
bindingen kan worden afgeleid. Zo werd door be~
lichten van de zwak~zure oplossing een stof verkre~
gen met een spectrum vrijwel identiek m~t dat van
vitamine B12b;de ontstane verbinding. voorlopig vita~
mine B1211lbgenoemd. had bij papierchromatografie
een geringere loopsnelheid dan vitamine B12m. ter~
wijl door behandeling met KCN het vitamine B12lll
werd teruggevormd. Er werden aanwijzingen ver~
kregen dat ook uit de factor WR soortgelijke afge-
leide verbindingen kunnen ontstaan. Nadere onder~
zoekingen zullen moeten uitmaken of het vitamine
B1211len de factor WR naast CN ook de Q(~component
en aminopropanol bevatten. opdat daaruit kan worden
beslist of deze factoren inderdaad van vitamine B12
alleen verschillen in het cobalt~bevattende Hedeelte.
zoals boven geopperd- werd.

9. Vitamine B12 in de lever.
De vraag rijst hoe vitamine B12 in de lever voor~

komt. Hoewel deze vraag nog niet definitief kan
worden beantwoord. is wel bekend uit onderzoekingen
van Wijmenga c.s. 43) dat - althans' in sommige
leverextracten - vitamine B12 niet in een van de
bovengenoemde modificaties voorkomt. Alle factoren
van de vitamine B12~groep zouden namelijk meer of
minder snel met behulp van butanoI. na toevoeging
van (NH4)2S04 (een zuivering die door BlUs c.s. 6)
en door Fantes c.s. 85) werd beschreven). kunnen
worden geëxtraheerd. terwijl uit de onderzochte
leverextracten een zeer groot deel niet geëxtraheerd
kon worden. Eerst na toevoeging van KCN volgde
een vlotte extractie van de rode stoffen onder de
bo~en beschreven omstandigheden. Men neigt daar~
om tot de opvatting dat vitamine B12in de lever voor~
komt gebonden aan een eiwit of aan een polypeptide.
zodat men van B12~conjugaten kan spreken. De
bindinÇ/ kan worden verbroken door proteolyse of
door CN~ionen.

Uit proeven van Boxer C.S.86) met K14CN blijkt
dat geïnjicieerd cyanide (bij de hond) voor een ge~
deelte met de urine wordt uitgescheiden. gebonden
als vitamine B12. De radioactiviteit in deze. vorm is
vele malen groter dan die van het met de urine uit~
gescheiden vrije cyanide en thiocyanaat. Het moet
zeer wel mogelijk worden geacht dat de vorming van
het cyano~cobalamine uit conjugaten een normaal
physiologisch proces is.

10. Chemische vitamine B12~bepalingen.
Direct na de ontdekking van het vitamine B12

werden er pogingen in het werk gesteld om naast de
microbiologische ook chemische bepalingsmethodes
te ontwikkelen. De eerste gepubliceerde methode, van
Fantes, [reland en Green 87), berust op de bepaling
van het na hydrolyse met HCl uit vitamine B12 en
verwante verbindingen ontstane cobalt~bevattende



brokstuk. Een andere methode werd door Boxer en
Rickards 88) uitgewerkt. Hierbij bepaalde men niet
het zojuist genoemde brokstuk. maar het bij hydro~
lyse ontstane 5.6~dimethylbenzimidazol.

Beide methodes zijn door de reeds in § 5 besproken
CN~bepalingen volledig achterhaald. Vooral de ge~
voelige methode van Boxer en Rickards 55) 56) zal
met zeer veel voordeel gebruikt kunnen worden om
in bloed. urine en andere oplossingen het vitamine
B12~ en desgewenst ook het totale cobalaminen~
gehalte te bepalen. Voor een uitvoerige beschrijving
van methode. uitvoering en toepassingen wordt ver~
wezen naar de publicaties van Boxer c.s. 86) 89) 90).

Tenslotte is door Wijmenga c.s. 44) 69) nog een
methode ontwikkeld die het mogelijk maakt van daar-
toe geschikte leverextracten de som van alle cobal~
aminen. door behandeling met KCN gevolgd door
chromatografie over neutraal AI20:\. als vitamine B12
te bepalen. Door Lens C.S.69) is een overzicht ge~
gev.:n van de met deze laatste methode verkregen
resultaten. in vergelijking met die van de micro~
biologische ijking met L. Leichmannii en L. lactis
Dorner. Wellicht is het gewenst te wijzen op de
mogelijkheid dat bij alle tot nu toe bekende chemische
methodes te hoge getalwaarden kunnen worden ver-
kregen. Zo zullen bij de methodes die berusten op de
bepaling van het CN~gehalte bij belichting. bij de
aanwezigheid in de oplossing van stoffen zoals
vitamine B 2m of factor WR, dus van stoffen die
eveneens HCN bij belichting afsplitsen. maar micro~
biologisch minder actief zijn dan vitamine B12.
waarden verkregen worden die hoger zijn dan de
microbiologisch bepaalde gehalten.

11. Isoleringsmethodes.
Over de isolering van vitamine B12 of andere

cobalaminen uit natuurlijke bronnen zijn weliswaar
verschillende publicaties verschenen. maar alleen
Jackson c.s. 48) geven een nauwkeurig voorschrift.
namelijk voor de bereiding van vitamine B12buit de
hen ter beschikking staande schimmelcultures voor
de neomycine~fabricage. Toch zijn ook door andere
onderzoekers zuiveringsmethodes genoemd die voor
het concentreren van vitamine Bw bijvoorbeeld uit
leverextracten. zeer nuttig zijn. Verwezen kan worden
naar de vele in de loop van dit overzicht genoemde
artikelen van Lester Smith en medewerkers. waarbij
in 91) de verschillende uitvoeringsvormen van de door
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hen toegepaste chromatografieën worden besproken;
Borsook C.S.92) beschrijven een chromatografie met
zetmeel als drager en een mengsel van propanol~
butanol-O.1 N HCI als elueermiddel. .

12. Slotopmerkingen.
In het bovenstaande werd slechts een samenvatting

gegeven van de tot dusver vergaarde chemische in-
zichten van het vitamine B12~onderzoek.

Onvermeld bleven, uiteraard. de klinische aspecten.
De wonderbaarlijke werkzaamheid van vitamine B12
moge echter blijken uit het feit dat de dagelijkse toe~
diening van circa één microgram. per injectie toe~
gediend. voldoende is om de anaemie en de andere
symptomen van de pernicieuze anaemie te doen ver~
dwijnen.

Dat vitamine B12. als CN~verbinding. uitermate
weinig toxisch is. is gebleken uit onderzoekingen van
Winter en Mushett 93).

Zo werden bij intra peritoneale toediening aan ratten en ca-
viae in een dosering van 100 mg en bij muizen zelfs tot een
dosis van 1600 mg per kg lichaamsgewicht geen toxische ver-
schijnselen waargenomen. evenmin als na intraveneuze toe-
diening aan muizen in hoeveelheden van 1600 mg per kg li-
chaamsgewicht.

Evenmin werd in deze samenvatting ingegaan op
de belangwekkende biochemische facetten van het
vitamine B,2~onderzoek. zoals bijv. de rol van het
vitamine bij trans~methyleringsprocessen, eiwit~
syntheses en dergelijke. Reeds van een zuiver che~
misch gezichtspunt uit moeten evenwel het vitamine
B12 en de daarmee verwante factoren tot een hoogst
merkwaardigè klasse van verbindingen worden ge-
rekend.

N a de eerste mededeling over de isolering van het
kristallijne vitamine B12 heeft voorwaar niemand
kunnen bevroeden dat hiermede de hand was gelegd
op een vertegenwoordiger van een gehele reeks van
factoren met een dergelijke gecompliceerde. en om
verschillende redenen opmerkelijke structuur.

Met spanning wordt afgewacht wat nader onder-
zoek over de structuur van deze. zowel in physio-
logisch als in chemisch opzicht fascinerende. groep
van vitamines zal leren.
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