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Several natural corrinoids, cobalamin, 5-hydroxybenzimidazolyl cobamide (factor III), adenyl 
cobamide (pseudovitamin Bi2), 2-methyladenyl cobamide (factor A) and cobyric acid, were reduc­
ed with sodium borohydride. The reduction o f cyanocobalamin is slow as compared with that o f  
factor III and especially o f  the other corrinoids under study. At longer wavelengths (A > 300 nm) 
the electronic spectra o f the Co(I)-corrinoids are nearly identical. The same is to say about the 
CD-spectra o f the Co(I)-corrinoids examined.

Die C o(I)-Form en der natürlichen C orrinoide 
sind höchstw ahrscheinlich Zw ischenstufen der Bio­
synthese von Adenosyl- und  M ethylcorrinoiden (den 
Coenzym form en der B 1 2 -Vitam ine). Sie beanspru­
chen deshalb ein besonderes Interesse. A uch die K i­
netik ihrer Bildung aus den  C o(III)-F orm en ist von 
Bedeutung. W enn m an näm lich annim m t, daß die 
R eduktionsraten in vitro und in der lebenden  Zelle 
wenigstens grob einander entsprechen, dan n  m üßten 
in vitro-Versuche gewisse A ussagen über die in vivo- 
Verw ertbarkeit m ancher C orrinoidform en (z. B. der 
Cyano- und A qua-Form  des C obalam ins) gestatten. 
Langsam e R eduktion eines applizierten  Cobalam ins 
führt zu dessen langsam er F ixierung in der Zelle 
und rascher A usscheidung.

D ie C o(I)-C orrinoide sind extrem  sauerstoffem p­
findlich und ihre S pektren deshalb  schlecht darstell­
bar. Diese Schwierigkeit w ird durch die N otw endig­
keit des Zusatzes eines R eduktans vergrößert. D ar­
au f ist es vielleicht zurückzuführen, daß  Elektronen- 
und C D -Spektren der C o(I)-C orrinoide relativ sel­
ten pubüziert w urden [1 -3 ].

Die bisher publizierten E lektronenspektren  des 
Co(I)-Cobalam ins (des B 12s) [1] sind unvollständig, 
es fehlen näm lich entw eder das kurzwellige M axi­
m um  (bei 248 nm ) oder die M axim a bei 280 nm  und 
bei 552 nm. E lektronenspektren  der C o(I)-Form  von 
A naloga des Vitam ins B 1 2  w urden bisher nicht be­
schrieben. Dasselbe bezieht sich au f ihre CD-Spek- 
tren.
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Experimenteller Teil

Reagenzien

A quacobalam in w urde aus M ethylcobalam in 
durch Belichtung und anschließende CM -Cellulose- 
C hrom atographie (Eluens: 0,5 n  Essigsäure) darge­
stellt. Cobyrsäure, 5-Hydroxybenzim idazolylcoba- 
mid (Faktor III), 2-M ethyladenylcobam id (Faktor 
A) und A denylcobam id (Pseudovitam in B12) w ur­
den aus Faulschlam m  gew onnen und lagen in kri­
stalliner Form  vor. p-K resylcobam id (F ak to r Ib) 
wurde in am orpher Form  aus Faulschlam m  gewon­
nen. Die oben genannten C orrinoide außer A quaco­
balam in erhielt ich von Prof. Dr. W. Friedrich. Alle 
Corrinoide, bis au f  A quacobalam in, lagen in der 
M onocyanoform vor. N atrium borhydrid  „zur A na­
lyse“ (eine etwa 8 x 1 0 - 3 m Lösung beeinflußt das 
Spektrum  im Bereich von 23 0 -6 0 0  nm  nicht) sowie 
Cyanocobalam in w urden von E. Merck, D arm stadt, 
bezogen.

Spektrophotometrische Messungen

Elektronenspektren w urden m it Hilfe der G eräte 
Beckman D U  sowie S him adzu/B ausch & Lom b 
Spectronic 200 durchgeführt. Alle gem essenen Cor- 
rinoidlösungen w aren 2 3 ,9 x 1 0 ^  m , dabei basierte 
die K onzentrationseinstellung a u f  den W erten e3 6 1  nm 
=  28060 (bei den nucleotidhaltigen C orrinoiden) 
und £3 5 4 nm =  27 360 (bei der C yanoaquacobyrsäure). 
F ür die C D -Spektren w urde das G erät D ichro- 
graph III benutzt.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift 
für Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the 
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs 
3.0 Germany License.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal 
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is 
to allow reuse in the area of future scientific usage.

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift für Naturforschung
in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Förderung der
Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz veröffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der 
Creative Commons Lizenzbedingung „Keine Bearbeitung“) beabsichtigt, 
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukünftiger wissenschaftlicher 
Nutzungsformen zu ermöglichen.



690 M. Moskophidis • Darstellung sowie Elektronen- und CD-Spektren der Co(I)-Form einiger natürlicher Corrinoide

Abb. 1. Kinetik der Reduktion einiger 
B12-Formen (stets 2 3 ,9 x 1CT6 m) durch 
8 ,7 3 x 1 0 '3 m NaBH 4 in Wasser (pH 8,8) 
in N 2-Atmosphäre. C N -B 12 =  Cyanoco- 
balamin, F III =  Faktor III, FA =  Fak­
tor A, \p =  Pseudovitamin B12, aq-B12 =  
Aquacobalamin, V )a =  Cobyrsäure.

Reduktion der Corrinoide m ittels N a B H 4

Die untersuchte C orrinoidlösung (stets 23,9 X 
IO -6  m , 3,0 ml) wird in einer gelochten Q uarzküvette 
(Länge 1,0 cm) w ährend 15 m in m it N 2 begast und 
anschließend m it 1m g (8 ,73x10~ 3 m) N aB H 4  ver­
setzt. Das R eaktionsgut wird w ährend einer weiteren 
M inute m it N 2 begast und die K üvette anschließend 
luftdicht verschlossen. Von diesem  Zeitpunkt 
( =  0,0 m in) an  wird -  bis zur E rreichung des Plateau 
-  A E  bei 387 nm (dem  H auptm axim um  der Co(I)- 
Corrinoide) gemessen. U nm ittelbar danach erfolgte 
die A ufnahm e des Spektrum s.

Ergebnisse und Diskussion

Reduktion der Co(III)-Corrinoide

Erw artungsgem äß verläuft die R eduktion des Cy- 
anocobalam ins (Abb. 1) viel langsam er als die der 
anderen untersuchten C orrinoide, entsprechend der 
starken koordinativen B indung zwischen K obalt­
atom  und 5.6-D im ethylbenzim idazol-Rest. D ie Bin­
dung zwischen K obalt und N ucleotidbase [4] ist 
nach den bisherigen E rm ittlungen stärker bei den 
C obalam inen als bei allen übrigen Corrinoiden. Die 
ausgesprochene Sigm oidität der R eduktionskurve

Abb. 2 a -2 d . Elektronenspektren (2 a -2 c)
einiger Co(I)-Corrinoide (-------- ) und
Co(flI)-Corrinoide in der Cyanoform
( ............) und CD-Spektrum (2d) von
Co(I)-Cobalamin. 2a, Cobalamin; 2b, Co­
byrsäure; 2c, Pseudovitamin B12. Reduk­
tion zur Co(I)-Form erfolgte durch Zusatz 
von NaBH 4 (Endkonzentration 
8,73 X IO-3 m) in N 2-Atmosphäre. In Abb.
2a (---------- ) wird gezeigt, daß NaBH 4
(8,73 X 10~3 m) in Wasser im gemessenen 
Bereich nicht absorbiert.
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des C yanocobalam ins (Abb. 1) ist wohl au f  den be­
tont stufenw eisen A b lau f der R eaktion zurückzufüh­
ren, in deren  V erlauf B 12r als Zw ischenprodukt auf- 
tritt (vor Erreichen des P lateau treten stark ausge­
prägte A bsorptionsm axim a des B12r bei 310 nm und 
473 nm auf). Das interm ediäre Auftreten von B 12r 
bei der R eduktion von C yanocobalam in wurde erst­
mals von H ill et al. [5] beobachtet.

D er ausgesprochen lineare V erlauf der R eduktion 
von F aktor III spricht dafür, daß hier beide R eak­
tionen, Bildung von C o(II)-Faktor III und von 
C o(I)-Faktor III, rasch nacheinander ablaufen. E nt­
sprechend dieser A nnahm e beobachtete m an hier 
w ährend der Reaktion nur sehr schwach angedeute­
te A bsorptionsm axim a von C o(II)-Faktor III.

Faszinierend ist die außerordentlich  rasche R e­
duktion des A quacobalam ins (Abb. 1). Sie ent-

Tab. I. Absorptionsdaten einiger Co(I)-Corrinoide (stets 
23,9 X KT6 M in H 20  in Gegenwart von NaBH 4 
(8,73 X 10-3 m ). pH der Lösung etwa 8,8. Sch. =  Schulter.

^max [nm] e • IO"3 Amin [nm] e ■ 10"3

Co(I)-Cobalamin (B 12s)
248 22,3 230 16,3
281,5 30,3 263 18,7
288 30,8 285 29,7
387,5 30,2 342 9,7
458 2,4 488 0,9
552 3,3

Co(I)-Cobyrsäure
245 17,3 233 16,4
282 26,9 259 15,4
294,5 28,5 340 10,7
386 30,2 485 1,3
458 2,6
550 3,8

n "TI P £T O -i A
247 24,4 235 22,9
281 34,4 259 22,6
387,5 30,0 342 10,9
458 3,0 488 1,4
552 3,5

Co(I)-Pseudovitamin B 12
248 23,7 234 21,4
280 33,4 258 23,3
295 (Sch.) 28,8 342 10,9
387 30,0 488 1,6
458 3,0
552 3,6

Co(I)-Faktor III
248 24,5 235 21,9
285 (Sch.) 30,0 255 19,2
295 32,2 342 10,8
387,5 30,6 488 1,3
458 2,8
552 3,3

spricht grob dem  R eak tionsab lauf der C yanoaqua- 
cobyrsäure (obwohl einige D etails der R eaktions­
kurven in beiden Fällen verschieden sind). W ahr­
scheinlich ist W asser als Ligand leicht austauschbar 
gegen das H ydridion. Pseudovitam in B1 2  und F ak ­
tor A verhalten sich in Bezug a u f  die R eaktionskine­
tik ähnlich wie A quacobalam in  und Cobyrsäure, F ak ­
tor A wird allerdings deutlich langsam er (als Pseudo­
vitam in B12) reduziert, entsprechend seiner stärkeren 
koordinativen B indung [6 ] zur N ucleotidbase. Es ist 
möglich, daß die oft beim  M enschen beobachtete 
längere Verweilzeit des A quacobalam ins (verglichen 
mit Cyanocobalam in) [7] a u f  dessen relativ schnelle 
Reduktion und D eponierung in der Zelle zurückzu­
führen ist.

Elektronenspektren der Co(I)-Corrinoide

Aus dem A uftreten der M axim a des 5.6-Dim ethyl- 
benzimidazols bei 282 nm  und 288 nm  im E lektro­
nenspektrum  des B 12s (Abb. 2 a) w urde geschlossen, 
daß h ier das K obaltatom  te trakoord in iert und u n fä­
hig ist, A xialliganden zu b inden [8 ]. Eine der M ög­
lichkeiten, die Richtigkeit dieser A nnahm e zu p rü ­
fen, ist die U ntersuchung und Vergleich der Co(I)- 
Spektren m ehrerer B 1 2 -Form en. Die Spektren m üs­
sen, wenn diese A nnahm e richtig ist, im W ellenlän­
genbereich von etwa 300 nm bis 600 nm  identisch 
sein, sie m üssen ferner bei A <  300 nm einige Details 
des (hier nicht koordinierten) N ucleosidanteils wie­
dergeben. Aus A bb. 2 und Tab. I ist ersichtlich, daß 
dies der Fall ist. D ie im W ellenlängenbereich von 
300-600  nm gefundenen M axim a und M inim a sind 
bei den untersuchten  C orrinoiden weitgehend 
gleich. Aus den fü n f gem essenen C o(I)-C orrinoiden 
ergibt sich für das H auptm axim um  des E lektronen­
spektrum s der m ittlere W ert £387 nm -  30 X 103. 
Die Spektrenunterschiede im kurzw elligen Bereich 
(X <  300 nm) sind a u f  die N ucleosidanteile der C or­
rinoide zurückzuführen. D iese sind nicht koordi­
niert, da die e-W erte der C o(I)-C orrinoide sich aus 
den entsprechenden e-W erten der C o(I)-C obyrsäure 
(Abb. 2 b) und der jew eiligen N ucleoside weitge­
hend additiv zusam m ensetzen.

CD -Spektren der Co(I)-Corrinoide

Die C D -Spektren der C o(I)-C orrinoide (Tab. II) 
sind, ähnlich wie die E lektronenspektren, im W el­
lenlängenbereich von etwa 3 0 0 -670  nm einander 
fast gleich, ihre U nterschiede im kurzwelligen Be-
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^max [nm] Ae

Cyanocobalamin
228,5 +  15,5
250 -  13,3
276,5 +  5,6
293 (Sch.) +  1,9
308,5 -  3,0
325,5 -  5,1
363,5 -2 0 ,5
387,5 +  0,7
433 +  15,1
484 -  5,2
550 -  2,5

Monocyano-Faktor III
227 +  15,2
249,5 -  11,4
274,5 +  4,7
290 +  3,1
310 -  7,1
325 -  7,0
363 -1 8 ,5
387 +  1,1
433 +  15,0
484 -  5,1
548 -  2,1

Monocyano-Faktor A
247 -  7,5
270,5 -  5,9
290 (Sch.) -  3,6
310 -  7,7
321,5 -  10,0
348 -  9,7
364,5 -1 4 ,0
385,5 (Sch.) -  0,9
431 +  14,0
483 -  6,9
503 (Sch.) -  6,4
548 -  3,3

Monocyano-Faktor Ib
228,5 +  6,7
252 -  12,8
304,5 -  5,3
319 -  5,1
335 (Sch.) +  0,8
325,5 +  5,4
368,5 -  2,1
388 -  2,6
433,5 +  10,2
492 -  5,2
550 +  1,9

^max [nmJ Ae

Dicyanocobalamin
251 -  9,9
265 (Sch.) -  1,9
279 -  0,9
308,5 -  13,8
325 -  9,4
350,5 -  13,1
369 -  12,0
398 +  21,7
427 +  13,5
500 -  3,2
532 (Sch.) -  2,5
580 -  1,9
Dicyano-Faktor III
251 -  12,3
265 (Sch.) -  2,8
280,5 -  2,5
308 -  16,1
324 -  9,9
350 -  13,5
368,5 -1 1 ,0
398 +  22,9
425,5 +  13,9
500 -  3,5
532 (Sch.) -  2,9
580 -  2,3
Dicyano-Faktor A
250 -  14,1
265 (Sch.) -  4,9
278,5 -  4,5
307 -  16,9
323,5 -  10,5
349,5 -  12,9
368 -  9,4
397,5 +  20,4
426 +  12,3
500 -  3,3
432 (Sch.) -  2,4
580 -  1,6

Dicyano-Faktor Ib
250 -  13,8
265 (Sch.) -  4,3
280 -  3,3
307,5 -  14,0
324 -  7,6
350 - 1 1 ,4
368 -  9,2
397,5 +  19,5
426 +  12,0
498 -  3,3
480 -  1,6

^max [nm] Ae

Co(I)-Cobalamin (B i2s)
235 -  11,3
250 -  10,7
305,5 +  17,1
351,5 +  3,9
386 -  17,3
420 -  7,3
462 -  3,7
533,5 -  1,5
603 +  11,1
667 -  6,8

Co(I>■Faktor III
233 -  13,8
252,5 -  11,4
303 +  17,2
351 +  4,0
386,5 -1 9 ,3
421,5 -  8,4
462,0 -  4,0
532 -  1,6
600,5 +  12,8
668 -  6,4

Co(I)-Faktor A
247,5 -  12,1
305 +  15,1
351 +  4,1
387 -  19,3
420 -  8,8
462 -  5,4
532 -  2,6
600,5 +  10,3
669 -  8,2

Co(I )-Cobyrsäur e
232 -  9,4
248,5 -  8,9
300,5 +  18,7
350 +  3,7
386,5 -2 2 ,9
418 -  9,4
461 -  4,8
532 -  2,5
600 +  11,9
667 -  7,7

Tab. II. CD-Spektren eini­
ger Mono- und Dicyano- 
corrinoide und ihrer mittels 
NaBH 4 (8,73 X IO“3 M )  dar­
gestellten Co(I)-Formen in 
Wasser. Sch. =  Schulter.

reich sind überw iegend a u f  den  Einfluß des (hier 
nicht koordinierten) N ucleosidanteils zurückzufuh- 
ren. Das C D -Spektrum  des C o(I)-C obalam ins ist in 
Abb. 2 d enthalten. Es hat zwei m arkante M axim a, 
bei 305,5 nm  (Ae =  + 17 ,1) und 603 nm  (Ae = 
+  11,1) und ein schwach positives M axim um  bei

351,5 nm (Ae =  +3,9). A ußer den zwei starken ne­
gativen M axima bei 386 nm (Ae =  -17 ,3 ) und 
667 nm (̂ Ae =  - 6 ,8 ) sind fünf weitere (bei 235; 250; 
420; 462 und 533,5 nm) zu finden.

F ür die Zwecke der D okum entation  w urden zu­
sätzlich die C D -Spektren der M onocyano- und  Di-
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cyanoform en der seltenen Corrinoide: F aktor III, 
F ak tor A und F ak to r Ib tabellarisch erfaßt (Tab. II). 
D ie (bereits bekannten) C D -Spektren von Cyano- 
und D icyanocobalam in [9] w urden erneut aufge­
nom m en und w erden hier zum  Vergleich mitgefuhrt. 
D ie C D -Spektren der M onocyanocorrinoide haben 
als gem einsam e M erkm ale jeweils ein starkes nega­
tives M axim um  (Ae =  -7 ,5  bis -1 3 ,3 ) bei etwa 
250 nm, ein starkes positives M axinum  (Ae =  +  10,2 
bis + 15,1) bei 433 nm  und ein m ittelstarkes nega­
tives M axim um  (Z\e =  -5 ,2  bis -6 ,9 )  bei 483-492  
nm. Fast einander gleich sind die C D -Spektren der 
D icyanocorrinoide (Tab. II). Dies ist wegen der
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Identität der A xialliganden (beide sind CN ) ver­
ständlich. Die C D -Spektren  zeichnen sich aus durch 
ein m arkantes positives M axim um  (Äe =  + 19,5  bis 
+  22,9) bei 398 nm, ein schwächeres positives M axi­
m um  (Äe =  + 12 ,0  bis +  13,9) bei etwa 426 nm  und 
m ehrere negative M axima.
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