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Verfahren zur Herstellung eines neuen Glucoseboleranzfaktors

Anwendungspebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft einen neuen Glucosetoleranzfaktor und
ein Verfahren zu dessen Herstellung.

Cbérakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Bei Ratten, die mit einer Mangeldi&t, enthaltend Torulahefe,
ernéhrt wurden, beobachtete Schroeder (1957), daB eine solche
Didt einen Mengel an Vitamin E, Selen und einer Substanz,

die erforderlich isﬁ, un Glucose zu metabolisieren (Glucose=-
toleranzfaktor), und die deshalb ein Cofakbtor fir Insulin
sein wirde, aber einen exogenen Ursprung hat (Nehrung), auf-
weiste

Schroeder selbst fand in Schweinenieren eine Substanz mit -

~ biologischer Glucoseto1cranzfakuorwAkt1v1tdt9 In Zusemmen—
arbeit mit W, Mertz untersuchte er das Vorliegen des Glucose-~
toleranzfaktors (GIF) in verschiedenen Nahrungsmitteln und .
stellte fest, daB viele Nahrunbsmittel (sehr reine Kohlehy-
‘drate) eine Art von Fett- Diabetes, unabhéngig von Insulin,
hervoxrulen, wihrend andere (Proteins) einen Schutz gegen
-solchenDiabetes zu verleihen schienen.

W. Mertz schloB daraus, daB eine der Komponenten von GIF ein
Metall, nimlich Chrom, war und fiibrte eine Reihe von Versu-
chen durch einschlieBlich unter Verwendung von 3-wertigem
~ Chrom, wodurch eine deutliche ErhShung der Atmung (nshezu
50 %) bei In-vitro-Versuchen festgestellt wurde, bei denen
man GTP-Extrakte oder auch relativ hohe Konzentrationen an
dreiwertigen Chrom verwendebe. Bei den Versuchstieren und
auch bei Menschen verursachte die Verabreichung von Substan-
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zen, die reich an GTV oder Cr+++ waren, in einigen Fdllen
eine Korrektur der "Glucoseintcleranz', die Insulin allein
nicht bewerkstelligen konnte. Es wurde fegtgestellt, dal
diese Art des Diabebes aufgrund des Mangels an GTF ein
Fett- oder Insulin-registenterDiabetes war, bei welchem der
begrenzende Faktor der genannte GIF ist,

1974 ﬁewann W. Mertz aus Brauereihefe eine gelbliche Sub-
stanz mit siner GIP-Akbtivitiat, die bebtréichtlicht hoher war
als dis vog metallischen Chrom und die, wie festgestellt
wurde, dreiwertiges Chrom, Nikotinsiure und die Aminosiuren’
Glycin, Glutaminséure wnd Cysteln enthielt. Der Erfinder
nimmt an, daB das Chrom nich¥ ph33101o”ibcn igt und dal
descen Vorkommen in Hefe GIT aus dem rostfreien Stahl (18/8)
deﬁ Fermentationsbenkd, in denen die Kultivierung stattfindet,
suammu, und daf inm allgemeinen die Wirkung des Chroms ergén-
zend oder vertretend'fﬁr_ein enderes biologisch aktives
Metall ist, wie dies bei vielen enzymatischen Systemen fest-
gestellt wurde, bel denen eine Aktivierung durch Magnesium
'”zum Teil auch durch Mangan bewirkt werden ksnn. Scmit erhob
sich die Frage, welches das biologisch aktive Metall in GTF
ist. Der Erfinder nimmt an, ddf es Kohalt++ ist, Diese An-
nshme begrindet sich wie folgth: -

Trotz der Tatsache, dal Mertz 1969 fesbstell‘te9 daB Kobalt
keine blologische AkUivitat aufweist, lagen doch Daten vor,
die genau dss Gegentell zu bestdbigen schienen, wie die
biologische Aktivitdt von Vitemin B 12 und die antidisbeti~
"sche Aktivitat in dem kobaltenthaltenden wmedizinischen Weg-
ger von Caldas de Malavells. In sehr alten Literaﬁurht Lien
wird Kobalt als eine "hipoglucemisierends™ oder antidiabebi-
sche Substanz angesehen und die sehr wichtigen Beobachbungen
von Bertrand (1926, 1927, 1934) auf dissen Ceulct und die
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Feststellung, daB Kobalt in den Nieren vorkommt (nimlich bis
zu 320 Mikrogramm pro Kilo frischer Niere) fithrt. zu der An-
nahme, daB Kobalt eine natiirliche Komponente des von Schroder
aus Schweinenieren gewonnenen GTF ist.

Hinsichtlich der weiteren Komponenten von Mertz GTF schloB
der Erfinder, daB Nikotinamid, eine.physiologische Substanz
und Komponente von Coenzymenyviel eher zu erwawten war als |
Nikotins&ure.

Hinsichtlich der dritten Komponente (Glycing Glutarééure und
Cystein), gibt es in der Natur ein Peptid, welches diese
Zusamuensetzung -hat (Glutathion), nimlich ein Tripeptid mit

. einer gewissen biologischen AkGivitit, durch welche eine

bessere Glucosetoleranz bei ketotischen Patienten auf Kosten
einer sehr groBen Menge von Glutathion bewirkt wird.

In Wirklichkeit sind jedoch sowohl Kobalt und Nikotinamid
oder Glutathion bei alleiniger Verabreichung nur als Vorliu-
fer aktiv,und sie sind weder unmittelbar wirksam noch wirken
sie als Antideabetika in solchen Dosen, bei denen GIF schon
aktiv gein kann, ~

In Falls von GTF ist die biologische Wirkung dieser Vorlsufer
Vahnllch der der Komponenten von allen anderen Coenzynmen,

wobel die Unterschiede zu dem Endprodukt oder dem biologisch
aktiven Molekul, wie einem Coenzym, die folmenden sinds |

1) Die Vorldufer miissen in sehr grofen Mengen verabreicht
werden und ausreichend frihzeitig, damlt dag gesamte Mole-
kil gebildet werden kann;
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2) sle sind gewShnlich nicht in in-vitro-biologischen
Versuchen (einschlieBlich enzymatischen Versuchen) aktiv;

3) die biologische Langzeitaktivitét (eine unmittelbare Akti-
vitét liegt, wie gesagt, nicht vor) ist im Verh&ltnis zu
den verabreichten Mengen sehr kleing

4) werden mehrere Vorliufer des gleichen Molekiils zusammen

- verabreicht; so ist deren Wirkung im &uBersten Falle addi~-
tiv, wogegen im Falle des Endproduktes eine sehr grofls
Wirkungssteigerung vorliegt;

5) in einigen Pdllen (gewShnlich mit Kobalt) wird einer der
Vorlaufer allein verh&ltuismiBig schlecht sbsorbiert.

In therapeutischen Substanzen Werden tatsdchlich viele Cligo-
elemente gewdhnlich in Form von organischen Xomplexen verab-
reichtb, :

Im Gegensatz zu diesen biologischen Eigenschaften der Vorliu-
fer wurde nun gefunden, daBl die Iigenschaften eines Coenzyms
oder eines anderen organischen Biokatalysatofs (Endprodukt)
wie folgt spezifiziert werden kénnen. Ein Endprodukt oder ein
Gegsamtmolekll eines Coenzyms oder eines organischen Biokata-
lysators ist dadurch gekemnzeichnet, daB es '

1) in sehr niedrigen Konzentrationen aktiv ist;

2) daB auch bei In-vitro=Versuchen und enzymatischen Versu-
chen AkUivitéy vorliegh;

3) daB die Wirkung direkt einsetzt und die Akbivitidt sehp

hoch ist im Verhdltnis zu den verwendeten geringen Mengen;

I3
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4) zusdtzlich zu der Wirkungssteigerung bei dem Endmolekiil
liegt in vielen Fallen eine auBerordentlich spezifische
- Wirkung vor;

5) das Endprodukt kann im allgemeinen parenteral verabreicht
werden,und in vielen Fdllen wird die Absorption einer
Kompdnente erm6glicht, die als freies Element nicht zu
beohachten ist, wobei bei einer oralen Verabreichung
héufig'e%nige,Biokatalysatoren in ihre Ursprungskomponen—
ten oder |in Zwischenverbindungen aufgespalten werden.

. Ein sehr deutliches Beispiel in dieser Hinsicht ist die bio-
logische Wirkung eines Coenzyms, wie Nikotinamidadenindinu-
cleotid (NAD, DPN oder Coenzym 1); zusemmen sind diese Kompo-
nenten (Adenylsiuvre, Nikotinamid und Phosphat) in enzymati-
schen Versuchen oder anderen In-vitro-Versuchen nicht aktiv,
wahrend '"in vivo" eine erhebliche Menge in Milligramm erfor=-
derlich istf(die im Falle von Nikotinamid zu einem erhebli-
chen MaBe als methyliertes Derivat ausgeschieden wird)7wéh~
rend. andererseits das Endprodukt, nsmlich Coenzym 1 oder DPN
(bzw,'NAD) schon in Mengen von Bruchteilen eines Milligramms,
die injiziert werden, eine therépeutische Wirkung aufweisen.
Noch deutlicher ist dieses Phinomen bei DPN und TPN (NAD und
NADP), die sich nur in einem Molekil Phosphat unterscheiden,
aber selekbtive Aktivatoren 1n unterschledllchen enzymatischen
Systemen dargtellen, '

Das gleiche trifft auch fur Flav1ncoenzym, FMN und FAD und
noch deutlicher mit Adendsinphosphaten zu: :
ADP inhibiert Pyruvatcarboxylase,wdhrend ATP diese aktiviert;
wehrend umgekehrt ATP Pyruvatdehydrogenase inhibiert und ADP
 aktiviert, Dieser Unterschied wird nur durch das in dem Mole-
kal elngcbhach*s Phosphat bew1rhtg
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Ziel der Exfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines neuen Gluco-
setoleranzfaktors mit hoher Aktivitat, auch in niedrigen
Konzentrationen und spezifischer Wirkung, der oral verab-
reicht werden kann.

Darlegung deg Wésens der Frfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugruﬁdey geeignete Komponen-
ten aufzufinden und diese in geeigneter Weise zu einem hoch-~
wirksamen Gluobsetoleranzfaktor zu kombinleren.

ErfindungsgensB wird ein Glucosetoleranzfaktor hergestellt,
der aus einem stdchiometrischen Komplex aus einem Teil

- Kobalt, zweli Tellen Nikotinamid und einem Teil Glutathion
mit einem Molekulargewicht oberhalb 500 besteht,

~ Der neue Glucusetoleranzfaktor wird in der Weise hergestellt,
daB man ein Kobalt(II)Salz mit Nikotinamid unter Bildung
eines Kobalt-Nikotinamid-Komplexes im stdchiometrischen
Verhiltnis von 1 : 2 umsebtzbt und in einer zweiten Stufe die-~
sen Komplex mit reduzlertem Glutathion unter Ausbildung des
Glucogetoleranzfaktors umsetzt, '

Synthese des Glucossetoleranzfaktors

- Diese Synthese wird erfindungsgemiB mit den drei Komponenten
des erfindungsgemiBen GTP bewirkt, welcha:

a) Kobalt 2+
b) Glutathion
¢) Nikotinamid
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sind. Die Synthese findet nicht statt, wenn man nicht ein
Zwischenprodukt bildet, das hier als AC bezeichnet wird, weil
es einen Kobalt-Nikotinamid-Komplex darstellt. Dieser Komplex
wurde mit groBer Reinheit isoliert, er kristallisierte sehr
gut und ist vOllig verschieden von seinen Bestandteilen 4 +
C. Zum Unterschied von den Kobaltsalzen (organisch oder
anorganisch),; die als Ausgangsprodukté dienten, und die immer
eine mehr oder weniger purpurrosa Farbe haben, hat der
Kobalt~Nikotinamid-Komplex eine Lachsfarbe, die mehr oder
weniger orange ist und ist deutlich unterscheidbar von den
Kobaltsalzen, Das stdchiometrische Verh#ltnis ist ein Teil
Kobalt auf zwei Teile Nikotinamid, Wird dieser Komplex (die
Zwischenverbindung‘AC) hydrolysiert, so entstehen wieder die
Ausgangskomponenten,und'die rosa Firbung des Kobaltsalzes
tritt wieder auf, |

Es ist bemerkenswert, daB man das Endproaukt (GTF), ndmlich
die stabile braunfarbene Verbindung aus der Kobalt-Nikotin-
amid—Glutathion~Zusammensetzung nicht ohne die vorhergehende
- Stufe der Bildung der Kobalt-Nikotinamid-Verbindung (AC) in »
Form eines lachsfarbenen Komplexes als Zwischenprodukt bilden

~ kann, und daB es nicht moglich ist, das aktive Endprodukt

bzw. Kobalt GTF (braun) aus den AB (Xobalt-Glutathion) oder
den BC (Nikotinamid-Glutathion)-Komponenten zu erhalten und
~auch nicht durch eine gemeinsame Umsetzung der drei Komponen-
ten A + B + ¢ (Kobalt + Glutathion + Nikotinamid). Das Ver-
fahren zur Herstellung des Glucosetoleranzfaktors (GIF) aus
Kobalt entsprechend einer Zusammensetzung Kobalt 1, Nikotin- -
amid 2, Glutathion 1, setzt die vorhergehende Stufe der
Bildung des uwischenproduktes ‘némlich der lachsfarbenen
Verbindung, die als AC bezeichnet wird, und die Zusammen-
getzung 1 Kobalt auf 2 Nikotlnamld hat, als Komplex voraus.
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Es bleibt somit festzustellen, daB kein akbives Produkt er-
halten wird aus Koba1t+++, Nikotinsiure oder aus oxydierten
Glutathion.

Der Komplex oder dessen Salze wird erhalten durch eine alige-
meine Neutralisierungsreaktion eines Kobalt++—8alzes, das
dann dureh Nikotinamid ersebzt wird. Es ist moglich, von
verschiedenen Kobaltsalzen (organischen, wie Acetaten, oder
anorganischen, wie Sulfaten, Chloriden, Nitraten und dgl.)
auszugehen, und dies wird in der Praxis auch durchgefihr?t, Je
nach dem Preis, der Zugédngigkelt u. dgle Die Bedingungen
sind nicht identisch,aber sehr 8hnlich und als allgemeine
Regel gilt, daB ein Gewichtsteil Kobaltsalz in elner kleinen
- Menge Wasser gelést wird, daBl diese LOsung mit Alkall, z.3B.
in Form von konzentriertem Natriumhydroxid zu Beginn und mit%
verdiinntem Ammonisk zum SchiuB neutralisiext wird. Das Niko-
tinamid wird beim Neutralisieren des Kobaltsalzes zugegsohen,
wodurch das Kobalt mit Nikotinamid abgesdttigt wird. Das
optimale Verh#ltnis ist zwei Aquivalente Nikotinamid auf 1
Kquivalent Kobalt, um das stOchiomebtrische Verhdltnis von

1 3 2 zu erzielen, Der pH liegt dabei zwischen %,5 und 7,5 ,
vorzugswelse bel 6,5, . '

Die unterschiedlichen Salze des Komplexss werden aus dem g0
gebildeten Komplex erhallen, was man durch die Parbinderung
von dunkelrosa des Kobaltsalzes zum lachsfavbenen Rosa des

Komplexes fTeststellen kann. Die Salze werden durch sorgfdl-
tiges AnsBuern (Je nach dem gewlnschter Anion) bis zu elnem

pH zwischen 4,5 und 6,5 ‘gebildet.
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Men erhilt so orangefarbene Kristalle, die in ihrer Farbe

" sehr unberschiecdlich sind von der Originalfarbe des ionischen
Kobaltsalzes, entsprechend dem Salz des 1 : 2 Kobalt-Nikotin-
amid-Komplexes. Diese Verbindung kann jetzt mit einer Losung
von reduziertem Glutathion im Verhdltnis 1 : 1 umgesetzd
werden, wobel man darauf achten muB, daB die Umsetzung lang-
gam stattfindet, um dadurch die Stabilitst des Komplexes zu
_erhdhen, Je nach der Art des Komplexes wird durch die Um=-
setzung der pH erheblich verdndert. In dem MaBe, wie die Um-
setzung stattfindet, bildet sich die braune Farbe des End-
produkbtes, die sich deutllch von der Orangefarbe des Zwischen-
produktes unterscheidet. Die Unsetzung wird fortgesetzt, bis
die braune Farbe iberwiegt, und man kann dann daraus schlie-
Ben, daB die Umsetzung vollstandig verlaufen ist. Aus der
braunen Lisung kann man das Endprodukt in fester Form ent-
weder durch Gefrlertrocknunv oder durch Ausféllen mit ver-
schiedenon Volumina (wenigstens 2) Athylalkohol gewmnene

Dag braunfarbene Fndproduk‘ ist Verhaltnlsmaﬁiv stabil,und
zwar sowohl in Ldsung als auch in fester Form im Bereich von
. physiologischen pH«-Werten0 Dag Produkd ist vollsténdig in
Wasser 16slich. | ‘

Aktivitét des.synthetischen GTF

Das Produkt ist biolovlsch aktiv, sowohl in "in vitro"-
Systemen, wobei die Aktivitdt durch dle Frelvaoe von radio-~
aktiven 002 bestimnt wird, welches aus C«Glucose, die mi¥%
Fettzellen von Ratten Eplﬁ“ajmlﬁ inkubiert wurde, bestimm®
wird, sowie auch in Gegenwardv von Insulin. Das neue Produkt
ist auch im menschlichen Korper (in vivo) aktiv.
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Die Aktivitit des neuen GTF ist proportional der Konzentra-
tion 2m Insulin bel einer optimalen Konzentrabtion und ist
nicht aktiv in Abwesenheit von Insulin.

In der nachfolgénden Tebelle wird die Zusammensetbzung des
erfindungsgens durch chemische Synbthese erhaltenen neuen
GTF-Produktes mit dem Produkt, daB von W. WMertz aus Brauerei-
hefe erhalten wurde, verglichen. '

Kobalt®t G.T.F. Chrondt G.T.F.
(gem#B der Erfindung) . (W. Mertz)
1) Kobalt2+ - 1) Chrom3+
2) Glutathion - 2') Glycin
| Cystein
_ . Glutaminsiure
3) Nikobinamid | o 3') Nikotinsdure

Das Chrom GTF gemdf Mertz scheintein Kunstgriff zu sein, denn
seine'Wirkung ist bel schr hohen Konzenbrationen verh#itnig—
néBig schwach;und seine biologische Wirkung ist immer pro-
portiocnal der Konzentration@Seine'Wirkung erinnert an die
hipoglucemiereﬁde Wirkung, die man mit gehr hohen Konzentra-
~ tionen von Chrom, Kobalt, Nickel oder auch anorganigchen
Kupfer erzielt,und sein Mechanismus ist indirekt (enzymati~
sche Inhibierung) maglicherweise durch eine Ubertragungswir-
kung des biologisch aktiven Produktes (Kobalt).
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Das erfindungsgemiBe GTF (Kobalt) ist aktiv in vitro bel
 derartig niedrigen Konzehtrationen, wie 4m x 10"8, wobei das
Optimum (bei sehr hohen Insulinkonzentrationen) etwas hdher
liegt; bei etwas hdhéren Konzentrationen inhibiert es,und
seine Wirkung ist proportional der Insulinkonzentration,
wobei dag GTF in Abwesenheit dieses Hormons inakbiv ist.

Das Molekulargewicht der aktiven Verbindung, bestimmt durch
Gel-Teilung | (Polyacrylamid) entspricht einem Molek&largewicht
oberhalb 1500, woraus man schlieBen kann, daf es nicht eine
einfache Verbindung aus einem Teil Kobalt, zwei TeilenNiko-
tinemid und einem Teil Glutathion ist, sondern aus'Wenigstens
zwei Molekilen besteht, oder sogar ein Tetrameres darstellt. '
'Bs hat daher eine sehr komplizierte Struktur,aber es ist
eine genau definierte Verbindung mit einer sehr spezifischen
biologischen Akbtivitéts,

Trotz der Tabsache, daB die Nikotinamid-Kobalt-Komplexe
‘einiger sowjetischer Autoren erhebliche Unterschiede zu dem
als Zwischenprodukt auftretenden Nikotinamid~Kobalt-Komplex
der Brfindung zeigen, weil die Herstellung, die Farbe, die
Stabilitdt und die Lislichkeit verschieden sind, liegt keine
ausreichende Sicherheit vor, daB der als Zwischenprodukt -
gebildete NikotinamidéKobalt—Komplex neu ist. Dagegen kann
nit Bestimmbthelt gesagt werden, daf der Bndkonplex aus Glu-
tathion, Kobalt und Nikobtinamid original und neu ist.
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Ausfihrungsbeispiel

Die Erfindung wird nachsbehend an einem Ausfihrungsbeisgpiel
néher erliautert.

Herstellungsbeiapiel

300 g Kobaltacetat wurden in 200 ml desfllllertem Wasser bei
35 O Welost,und wit dieser LOsung wurden bel 35 ¢ 250 g
Nikotinamid umgesetzt., Der pH der Losung wurde durch Zugabe -
von 2 m einer KOH-LOsung bis zur Einstellung eines pH von
nahe 6,5 reguliert, wobel die dunkelrosa Firbung in eine
helle lachsrosa Férbung ilberging. Die Umsetzung wurde durch
Erhitzen auf 80 °c weitergefihrt. Die hellrosa Suspension
wurde mit 1 n HCL angeséuvert bis zu einem pH von 4,4,und die
entstehenden Kristalle mit einer hellorangenen Farbe wurden
langsam abgetrernt. Diese Krigtalle wurden langsem mit 300
reduzierten Glutathion bel einem pH von 4,7 umgesetzt, wobei
die Mischung allmshlich eine braune Farbe annahm, die an
Intengitit Vunahm,.bls zu einer sehr intensiven BraunfarbLnQe
Eine Uberwachung der Beendigung der Umsetzung war moglich
einergeits durch die Stabilitit der erwdhnten intensiven
braunen Férbung und andererselts durch des Fortfallen desg
charakbteristischen unangenehmen Geruches vom Glutathion (ein
Geruch, der an Kiken erinnert). Nach dem Ausfrxe“en warda

des LndproduLt durch Lyophyl;1s1erung gewonnen,
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Biologischer Test

Die trockene GIF~Verbindung wurde nach der Robdell-Methode
getéstet: Fettzellen der Epididymides von Sprague-Ratten

, wurden in Gegenwart von Insulin nit 14C-Glukose bei einer
Konzentration in der Nshe von 5 m x 10”7 GTF inokuliert; Die
Entwicklung von 14002 wurde mit einem B-Zihler gemessen. Eg
wurde festgestellt, daB die durch GIF gebildete Stimulierung
eine Erhohung von nahezu 450 % der Insulinwirkung ervab
Welterhin wurde festgestellt, daB GTF nicht aktiv war, wenn
~Insulin nicht vorhanden ist,
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Erfindungganspruch

1e

2,

3

4,

Verfashren zur Herstellung eineg neuen Glucossboleranzfalk~
tors, bestehend aus einem stdchiometrischen Komplex aus
einem Teil Kobalt, gzwei Teilen Nikotinamid und einem Teil

 Glutathion mit einem Molekulargewicht oberhalb 1500,

gekennzeichnet dadurch, dal man ein Kobalt(IX)salz mib
Niketinamid unter Bildung eines Kobalt-Nikotinamid-Kom-~
plexes im stochiomefrischen Verhfltnis von 1 : 2 umsebtzt
und in einer zwelten Stufe diesen Komplex mit reduziertem
Glutathion unter Ausbildung des Glucosetolaranzfakkors
wmsebzte

Verfahren gemdR Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal man
als Kobaltsalz ein anosﬁaﬁlschos cder organisches Salz
verwendet,

Verfahren gemidB Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daf der als Zwischenprodukt gebildete Kobalt-Nikotinamid-
Komplex durch Neutralisieren des Kobaltsalzes mit Alkali
und anschlieBender S8ttigung mit Nikotinamid gebildet wird,
wobel das Verhiltnis wenigstens zwei Aquivalente Nikotin-
amid pro einem Kqulvalent Kobalt betrdgh und der pl 5,5
bis 7,5 (in Abh#ngigkeit.von dem verwendeten Fobalt salz)
vorzugsweise 6,) betrigt,

Verfehren nach Punkt 1 bls 3, gekennzeichnet dadurch, dad
der Komplex in Form von verschiedenen Salzen durch Ansiue~
ern mit den enbsprechenden.Séureh auf einen pH mwischen
4,5 und 6,5, vorzugsweise &, gebildeh wird.
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‘Verfahren gemiB Punkt 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch,

daB der als Zwischenprodukt gebildete Komplex bei Raum-
temperatur (20 %¢) bis 80 °C, vorzugsweise bei 50 °c '
gebildet wird, und daB die Umsetzung des gebildeten Kom=~
plexes mit Glutathion auf einen pH zwischen 4 und 6, in
Abhingigkeit von dem als Zwischenprodukt verwendeten
Komplexsalz duréhgefﬁhrt wird. '

Verfahren nach den vorhergehenden Punkten, gekennzeichnet
dadurch, daB die Umsebzung mit Glubathion mit dem Kobalt-
Nikotinamid-Komplex, der in.einer beliebigen Form vorlie-
gen kann, durchgefithrt wird.
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