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CHIZOM. 6404 

ELUTIONSCMIlOblATOGRAPHISCHE TRENNUNGEN VOX 

CORRINOIDEN AN DEhI UNI’OLAR13N ADSORBEN% AM3ERLITI? 

SAD-2 

Corrinoids are separated by clution cliromatography on cohmns of the non- 
polar adsorbent Ambcrlite SAD-z (50 to IOO p) with high selectivity. The corrinoicls 
arc strongly aclsorbcd from aqueous solutions by Iiyclropliobic intermolecular forces. 
After elution of inorganic sulMxmces and hydrophilic organic substances with water, 
the corrinoicls are clutecl with 3 to 20 vol% hrl.-butanol or otlicr solvent mixtures. 
The X-values increase with the hydrophilic properties and the conccntmtion of tllc 
solvent ancl decrease with the l~yclropliol~ic properties of the corrinoicls. Tllc sclcc- 
tivity is nearly independent of the nature of the solvent, but is lligliest at hW K- 

values. Tlic cllromutograpliic beliaviour of fifty different corrinoicls, inclucling rliodib- 
amides and l~yclrogcnoban~iclcs, tllc influence of the C-S, C-10 ancl C-13 substitucnts, 
tlic axial ligancls and the nuclcotidc arc discussed in clctail. 

EINLEITUNG 

Die priiparative Auftrennung ncutraler Corrinoidc wurde scither itblichcrweisc 
durch Vertci1ungscI~romatograpliie an Cel1u1osc (Stiule~i odcr Papicr) durcligeftilirt 
(siehe clazu Literaturangaben in Lit. I), clererl Anwenclung jecloch umsthcllicl~ und 

begrenzt ist. Es fehltc einc einfaclle, m6glichst universe11 anwenclbnre Methocle, 2.lu~- 
lich der Auftrennung basisclier uncl sourer Corrinoicle clurcli Ionenaustausclicl~romz~to- 
graplh an Celluloscaustauschern, wie wir z.B. ftir Corrinoidcarbonshrc-Isomere in 
eincr frtlheren Mittcilung~ bericlltcten. Die Anwenclung clcs unpolaren Aclsorptions- 
materials Amberlitc SAD-2 (1ioh-n C& Haus Company, Philadelphia, Pa,) ftihrt zu 
einer sehr selektiven elutionsclnx~matograpl~iscl~en Methode zur @iparativen Auf- 
trennung von neutralen, sauren und basischen Corrinoiclen clurch Stiulencliromnto- 
graphic. 



Die Corrinoiclc wurdcn nncll Ixxcits Ixwllriclxmcn hIctlwclcn clargcstcllt (sicllc 
clazu Lit. x uncl 3 uncl Litcraturnngabcn in clcn Tabellcn). Cyanocol~alalniii, Aquo- 
cobalamin uncl Co-5’-Dcst~s~nclcnosyl-cobalnmin wurclcn van Glaso Laboratories 
Ltd,, Grccnfwcl, Great Britain, bcnogcn. Die cpantitntivc 13cstimmuiig clcr Corrinoiclc 
crfolgtc sl~elstroskopiscll in clcr Dicyanoform. Die Bcxcicl~nung dcr Corrinoiclc crf’olgt 
nach Lit. 4: clic I~urxbcir,cicllnutlgcn ftir C~r~rri~~c~iclcnrl~~~~~~~~~~r~~-lsc,~~~~~~~ sincl in J.it. z 
niilicr bcs;cluGlvx~ (siclw clam Fig, I). 

l%, I, X’onicnlclatur tlcr Corrinrhlc (l~iciw~iclc). Cobvrinsiiurc: I.? - CH.-CO(.)1 1. 1’ = Cl-I,*CI-I.- _. 
coo I-I ; ~~rluocvnnocol~vrs~~urc (I..ijinlitlc;lisurncrcs b) wit moor, nbcr-T., = -(.)1-I,. I.,, k 45: 
CoLins!iurc: dc Cobyrlns!iurc, dJt9 IJ in f = -CCI,*CI-I,*Nl-I .CI-I,,CI.l(Ol-I)-Cl-l,; Cobinaniid: 
1’ in f wit bci Cobinsiiurc, 1’ in b, rl uncl 1: Cl-I,* Cl-I,-CONI-I,, I< = -Cl-I,-CONI-I,: Colximitl: wit 
Cobinamicl. ;ibcr I? in / s -Cl-I.-Cl-I.-<:I-I.~CO-N~I ~CI~l.~C1-I~CI~1.,~-O-l~Of~~~l1-0-7’-14il~ol’ur;i- 
now; Cohnisiiurc: wit tiobyrinu!iurc, hbcr i> in / \vic hi Zhlx~tiiicl ~‘Colmlarhin :‘rr-(s,B-Uinicthvl- 
l)cnpinliclaxolpl)-coL~rlnitl (I .,, = N-3 Van ~,0-l~inlctlll;lbctlirinli~li~~~l, Cobalaniin ist tin nucl& 
titllli~lt.igcS Corrinoicl, :\ls nuclccrtitlfrcic Corrinoiclc wmhi clic r~bwgcni~nntun Corrinoiclc LIC- 
zoichnct); Co-5’-13csospntlclios~l-cobnlalnin: wit Colxhmin, ;rlxr J.” e ~‘-13~~~~~~~~dc~~~~~~l. 

Ambcrlitc SAD-z, im folgenclcn als XAD-z lxxciclmct, wurclc in clcn Kern- 
grBsseii 0.3 bia 1.0 mm, I00 his 200 p, 50 his I00 p uncl 20 his 40 p van clcr ];a,. Scrvn, 
J~ntwiclclut~gslal~or, I-Iciclellxrg, B.II.D,, lxzogcn, 

Vor Gebraucli wircl SAD-2 in clestillicrtcm tVassc!r aufgcscllliimmt uncl auf 
cincr Nutschc mit \Vnsser uncl nnsclilicsscncl mit Accton gcwasclicii. Nach Trcwlwcw 
lxi So” wircl die Korngrijssc 50 his 100;~ nucllmnls gcsicld, wobci die KorngrBsse 30 
his 50 16 crlialtcn wircl (Antoil 20 his 3o”/;‘,). Zum Hcrstcllcn clcs Sfiulcnbcttcs ivircl 
cinc wbsrigc Suslxnsion (cn. 30% G/V) vcrwcnclct. Siinitlichc I~lutionsmittnl 
(p.A,) werclen entgnst, Vor Gclxaucli wircl die S!iule wit folgt gcwnsclicn : I Rcttvo- 
lumen cntgastes Wasscr, I Bettvolumcn C\;asser-ldvt.-Rutanol-l~s~i~s~urc (50 :50 : 2)) 

I Bcttvolumen Wasser (Durchflussratc his 2 cm/min, entsprechcnd 2 mI/min *cmg). 
Die Corrinoicle werclcn in wtissriger Lijsung wfgetragcn; nacll Elution mit 0~5 his 3 
Rettvolumen cntgastem Wasser (Blution anorpnisclwr Salac) werclen clic Corrinoiclc 
sclelctiv mit t~nsser-lcvl,-Butaliol mit %ustit;zcn an Pl~ospllntpuffcr, I%sigsKure, Rlnu- 
s%ure etc. cluicrt (Durchflussrnte 0.1 bis 0~3 cm/min), Zur Rcgcneration clcs SKulcn- 
lxttes gentigt es im allgemcinen, mit Wnsser-levl.-Butanol-Ibsigsiiure (50: 50 :2) xu 
wasclien. Stark nclsorbicrtc Substanzen lkdogisclicr I-Icrlcunft werclen mit ~lctlinnol- 
Dichlormcthan (I : I) ocler 0.1 AI I~aliuml~yclrosicl in AJctl~atwl clcsorl~icrt. 
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%ur Bcstimmung clcs cllromatogrnphisclicn Laufverliaitcns dcr Corrinoidc 
wurclcn in clcr Rcgel melirerc vcrwnndtc Corrinoicle (jc o,I his I mg) uncl cinc Stnn- 
&uxlsubstnnz an clcrsehen SHule (Whatmnn IJC 1520) chromatogr,zpl~iert. Dcr Auf- 
trag auf clas mit cinem Papicrfiltcr nbgcclccktc Shlenbctt (1.5 x IO cm) crfolgtc nls 
L%ung in cntgastem Wasser, in cler Rcgcl mit clenselben %usMen wit im Eluent, 
Die longituclinalc Brcitc dcr Auftragszonc ist vom Auftragsvolumcn (0.3 bis 3 ml) 
pr&iscll unnbli$,ngig, wcnn clas S!iulcnbctt in Wasscr aufgesclilhmt ist, Nacli 
\Vascllcn mit S ml cntgastcm Waswcr (entsprccllcnd 5 cm Stlulcnkingc) wircl hi kon- 
stantcr Durchllussratc von cn. 0.1 cm/min (cntsprcclwncl 0.1 ml/min *cmz) mit den 
angcgebencn Elucnten bei Rnumtemperatur ent\vickclt. Die I?-Wcrtc werclcn in clcr 
Rcgcl durcll Positionsinclikatioil (s.u.) crmittclt. Bei X-Wertcn tibcr 0.7 ergibt das 
bcscllriebcne Verfahrcn ungenauc Wcrte, wcsllnll~ clns S~iulcnlxtt vor Auftrag mit 
Elucnt Quilibricrt wircl. Ausscrclcm wircl das Auftragsvolumcn auf < 0.1 ml reclu- 
zicrt uncl nnsclilicsscncl sofort entwickelt . 

I)ic Positionsinclikation hnt bci nicclrigcn X-Wertcn gcgentibcr dcr Eluntincli- 
krltion clcn Vortcil clcs gcringercn %citlxclnrfs und apparativcn Aufwancls. Die Be: 
stimmung clcr Z2-Werte clurch Positionsinclikation erfolgte nach folgcncler Glcichung 

Wnnderungsgesclwincli~keit clcr Substanz in cm/min 
I< = __-_----- 

Durcllflussrate in cm/min (rnl/min * crn2) 

Dies cntspricllt den1 VcrMltnis cler Wcgstrcckc clcr farbigcn Sulxtanzzoncn 
(%oncnmittc) nm SBulcnbctt uncl clern Absinkcn cles Fltissigkeitsspiegcls im aclsor- 
bcnzfrcicn Tcil clcr Shlc. Bciclc Verfalircn wurclcn zur Rcwtimmung ~uigcwimclt, cloth 
sei clarauf liingcwicscn, class cler so clcfiriicrte X-IVcrt clcm Vcrl~tilttiis von SWciibett- 
volumcn 171 uncl Elutionsvolumcn 1;~ cntspricht. %ur Diskussion cler Sclcktivit8.t ist 
cs u.a. ztvcckmHssig, clas relative Laufvcrhnltcn cincr Substnna zu eincr Shnclarcl- 
substanz clurcli Rr-Wcrtc ausxuclrtlcken : 

R,. = 
\~r:ltlclcrungsstrcclcc clcr Sulxtanz 

- .---P-M -^--_ 
W~uicleruiigsstrccltc clcr Stanclartlsul)stRii;r. 

Die Rcstimmung clcr \Vandcrungsstrcckcn konntc tlurch den gcringcn Sub- 
stanzauftrag sclir genau aus clcr gemittclten longituclinnlcn Breitc cler synimetrisclicn 
SulMxmzaoncn clurchgcftthrt werclcn. Die klcinste Strcckc, clie zur Auswcrtung heran- 
gcizogen wurcle, lxtrug 2 cm, so class clic Ablescgcnnuigkeit * 50/o nicht tibcrstieg, 

Ambcrlitc SAD-z ist tin Styrol-divinylbcnzol-Copolymer, I% aclsorllicrt Sub- 
stanzen, wit Phenol ocler FcttsKurcn, clurch ihrc unpolaren Strukturanteilc vor nllem 
clurch Van-cler-M’aaLIs-KrKfte mit cler unpolaren Matrix, siclic clazu Lit, 5 und Litc- 
rnturangnben in Lit, 6. Die Aclsorption ist clesto sttirkcr, jc polarcr drts Liisungsmittcl 
ist, also sclw stark aus Wnsser, noch st2hkcr aus ISlektrolytliisungcn (z.R. IO?, G/V 
N&I). Organischc Ltisungsmittcl vcrclrhgen clurch ihrcn unpolarcn Strukturanteil 
clic Sul>sti~nzcl~ vom Aclsorlxnt, RlctlliLnol clcsorbicrt in der Rcgcl vollst2,ncligtb. Die 
Aclsorptionsgleicl~gcwiclltc Mngcn sehr stark twn clcr Anaahl uric1 Art clcr in cler Sub- 
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stanz cntldtencn polaren und t~tipolm2ii Chuppcn ;h. l?iic~wl wird aus wlissrigcr 
Lijsung vollst%nclig adsorbicrt, niclit Iiingcgcn Natriumpiienol~t. Stnrk unpolnrc 
Substanzcn wie p-Carotin’ ocler Cliolcstcrin uncl an&xc Stcroiclc wcrclen aucii ncch 
aus Mctlianol fest wlsorbicrt und crst nac11 %usiLtz van Dicl~iortnetlian sclektiv clcsor- 
biert7*R. Flir clic AuftrennunC: der Corrinoiclc vor allcm aus l~iologiscl~em Rlaterial 
komnit zustattcn, class Iiolilei~yclratc, Aminosiiurcn, Pcpticlc uncl viclc Protcinc”~7JJ 
an ~\mbcrlite SAD-z oclcr SAD-r” nus wiissrigcr Lihng nur schr scl~wacil oclcr 
tiixxl~aul~t niclit gclx.mclcii wcrclcn. 

Die neutralcn Corrinoicle wie Clvanocobalrullin oclcr Dic~~unocol,irlnrtlicl wercicn 
an Amlwriite SAD-2 (50 his IOO ,u) ;N.IS w~~ssripn xnorgnnisciwn Elcktrol~tlijsunget~ 
(SZ.urcn, Bascii, Salac) unnbiiiingig vwi pI-i-Wcrt fcst aclsorhicrt, lhxiso werclcn clic 
Corrinoitle aus wtissrigcn Liisungcn (5 “/;, G/V) folgcncler organisclier Stoffc aclsor- 
bicrt : Carbons~iurcn (z.B. Essigs%urc, Apfclsliurc, Citroneiisiiurc mid iliren Salzcn), 
;ius T..Bs~ngcn voii I~oiilcnl~~clrntcn (z.B. Glucose, Mannit, Fructose, Snccl~arose), aus 
LBsungcii i*on Aniinostiurcn uncl Proteincn (Albumin, Sacciiarnsc), sowic nucli zius 
lcoml~lcs ausuiiiiiiciijiesetztcn I.ih_mgcri, wit z.B. Hcfcestrakt oclcr hlclassc. Nacli 
Elution clcr anorganisclicn I~lclstrolytc uncl crganisclicn Stoffc niit Wasser lasscn sic4 
die Corrinoidc mit cincm Grnclicntcn ~~‘nsscr-tL!vl.-Butanol selektiv nacll illrcn Struk- 
turiiicriimnlen cluiercn. Nit ~Vnsscr-lcvt.-Buttliiol-1Siscssiji (50:50:2) wcrcicri siimt- 
lichc Corrinoiclc vollstiinclig clcsorl~icrt. I-Iicraus crgibt sicli cinc ncuc hIctiicxlc zur 
Isclicrung von Corrinoiclcn aus clicmiscllen uiicl biolo~isclieii Ansiitizen, wclclic gcgcil- 
tibcr cler wither til~liclicn Estraktion mit I~lienc~l-Cliloroforni grossc Vortcilc lxsitzt7. 

Snurc uncl hsisclie Corrinniclc sincl iii ilirem :\clr;orl~tioiisvcrlinlteii den neu- 
trnlen Corrinoidcii analog, jcclocli lmbcn Art uncl Anzahl cler clissoziicrten Gruppcn 
uncl clnmit cler pI-I-Wcrt starlsen Einfluss auf die St~irkc dcr Adsorption. So wircl z,B. 
clic nuclcoticllialtigc I-Icsacarbonsiiurc, clic clurch i~ydrolytiscllc Dcsnmiclicrung aus 
Vitamin Biz gcbildct wircl”, bei l>I-I-\Vcrtcn untcr 3 stiirlccr als Coix~lamin aclsorbicrt, 
bci pI-I-Wertcn i\i>er 6.5 (clissoziicrtc Cr~ri,os?rlF;truppcn) wit schwWwr, was sic11 
schon duroll cinc hcitcrc Auftrugszonc xu crlscrmcn gibt. 

Organiscllc Liisungsmittcl clcsorbicrcn die Corrinoiclc in cler Rcgcl vollstlinclig, 
sofern sie einc ausreichenclc Lijslichkeit in ihncn besitzcn. Ihrc Mischungen mit 
W’nsscr ft~iuxm zu r~clsorptionsglcicii~c~viclltcn, die cinc elutionsci~roniatograpliisci~e 
Trcnnung clcr Corrinoiclc crmUg!ichcn. Die cluotrope Rcihc ciniger cqpnischcr Stoffc 
zeigt Taixllc I. Die Iionzcntrntion clcs Lijsungsmittcls ini Elucnt wurcle clnbci stets 
so gcw~ihlt, class clcr X-Wcrt van Dicvrunocol~in~Inlid etwa 0.05 IxtrQt. Die Konzen- 
tmtion ist clesto gcringcr zu wtililen, jc grijsscr clcr i~~~clrol~lioixz Antcil uncl jc lclcincr 
das Dilxh~~oment ist. 

Ausscrclem ist in Tnixllc I dcr &-Wert van I3-Kpi-cobinthd nufgeftthrt, wcl- 
ches untcr dicsen Beclingungen stets ctwn viermal sclmcllcr als Cobinamid wanclcrt. 
Nierixi uric1 813 anderen Substanzpaaren srcigt sich, class die Seleistivit8.t (Z+CVert) 
von cler Art cles verwcncleteii Liisungsmittels im Elucnt nur sclir gcringftigig ab- 
1lBngig ist, wenn cler X-Wcrt cler Bczugssulxtnnz clicsclbe Grtissc besitzt. Als Elucnt 
ftir prgparative Trennungen cignct sic11 vor allcm Icvt,-Butanol,:cla hierbei zicmlich 
symmetriscilc und clie schtirfstcn Zoncn crhnlten werclcn. 

Die AbhKngigkeit dcr hicr intcressiercnclen R-Wcrte his 0~5 von clcr Konzcn- 
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tr’ation an Icvl.-Butanol nclcr hlcthnnol im Elucnt zeigt Fig. 2 ftir Cynnocolxhniin 
unct Dicyanocobinamicl. Die R-Wcrte zcigcn jccloch an ut~terscl~iccllicl~cn Shtlen 
stiirlcerc Abwcicllungcn, wie sic11 auclt in clctl folgcnclcn Tabcllen zeigt. Ilie letxten 
Untcrsuclmngen zcigeti. class Iiierbci ncben Korngrijssc, Pnckungsclichte uncl Cltnrgc 
vex allcm an SAD-z stark aclsorbicrte Vcrunrcinigungen uncl Spurcn ltocl~moleltularer 
Stoffe im Ltisungsmittel tine Rollc spielen, clie noch n#hercr Wntersuchungcn be- 
cltirfcn. Aus cliescm Grunclc ist es sinnvollcr, die X,-Wertc zur Cltnralrterisierutig cles 
Laufvcrlialtens Iteranzuziciten. Es zeigt sicli, class clicse such ai untersclticclli~hcn 
Skulen gut rcproclui).icrbar sincl, wcnn clurch Korrcktur cler Konzcntration an Lhmgs- 
mittel im 15luctlt stcts cliesclbcn X-Wcrte clcr Bczugssubstanz errcicltt wet-den. 

Ausscrcletn hsteltt zwiscltcn clcn Xr-Wcrten (SelcldAt~t) uncl den X-Wcrten 
cinc I’tlxxrascltcnd cinfxhc Bczielntng, clic filr die praktiscfte Anwenclung cler tabel- 
liertcn Werte zelir ttlitzliclt ist. I.2 zeigt sic11 in Fig. 3, class die Xr-Wcrtc awisclien R 
von 0.1 his 0.8 linear zumhncn. Hicrtibcr wircl an anclcrcr Stellc ausftllirlichcr bericli- 

- Volx Mothand 
- - - VOIX fd.- Eulmol 

Izig. 2. Al~ll!ingigltcit clcr h!-Wcrtc van C.~nnocol~;rlnniin (13,,) uncl l~icynnocobinnmirl von clcr 
Konzcrrtrntion nn /er+l.-Dutnnol uncl Mctlwnol im Elucnt nn Mulcn van Ambcrlitc SAD-2 (so- 
100 /.r), : 



tet’. Bci #-Wertcn untcr cl.05 ist chic StnrkC %unalimc dcr Sclclctivit% 721 crlccnncw, 
wit aus Fig. 3 m crltcnnen ist. Bci Sulxtnimm mit sehr geringcn Lnufuntcrsclliedcn 
kann cles1iall~ tine Trennung hi R-Wcrtcn co.05 wri Vortcii scin, ~10~11 wircl clnnn 
die ‘I’rcnnclaucr hcrcits schr gross. 

Die Korngrijssc van SAD-z hat starlccn ISinfuss aufdie Zoncnlxcitc, Die Korrl- 
grdsse 0.3 his I.0 nini lxzsitzt cinen InaltrorccticulUrcri Rnu, inclcni jcclcs Kern nus 
Rlicrolxacls lmtcht, clcrcn %wisclwnriiunw clcn porijscn Bau mit cngcr Pcmngrijsw- 
vcrteilung van Sg his 95 A lxdingen ‘I. Dicsc Korngriisac ist zur hclsorption van Corri- 
noiclcn nur lmcllrhlct gccignct, da sic11 ;LII ihr clic r\dsorptioiisfilcicliffcwiclltc nur 
sclir Inngsmi cinstcllcn uncl clic r-\clsorpti[)iislcal)aizit(it nur nixs. 5 his lo%,, lwzogcn 
auf clic IbrngrOssc 100 his 200 p, lwtrligt. 11:iiic sclclctivc Elution plingt itlxrliaupt 
nicld. Dicsclbcn Einsclw~nkungcn gcltcn nuch filr clic lmcits bescluklxm Aclsorp- 
tion van Spurcn van Vitamin B Is aus Sccwnsscr an Ambcrlitc SAD-1 (0.3 bis I .o mm"), 
wclc1m SAD-z strukturell Hhnlicll ist?. 

An clcr Korngrijssc I00 l>is 200 1.4 odcr 100 his 125 1.5 stcllcn sicll clic Aclswpt ions- 
g1ciclqpvicht.c rasch oh, clic Aclsorptioiisk:y,nzit~t 1xtrQt x0 mg fiir srlwncli his 
So ing ftir stark aclsorbicrte Corrinoicle jc ml Rcttvolunicn. tiicsc Iiciri~lfr~~swii 
cignen sic11 vor allcni zur hdsorption van Corrinoiclcn aus grown Volunliiw, x.D, 
zur Abtrcnnung von Corrinoiclcn aus biolo~iscl~eni hlatcrial. Hicrbei sincl hi 50 ciii 
langcn Shiulcn oline lx2soncleren Aufwancl nocli Durcliflussrnten von his zu x0 cni/niin 
rni5glicl~. Bci cler sclcktivcn Elution trctcn jccloch nucll hi gcringcn Durcllflussrntcn 
rclativ brcitc %oncn auf, so class sic11 nur Corriwiclc niit Z+IVcrtcn van >I.6 trcnncw 
lasscn I 

An clcr ICorngrBssc 50 bis 100 p wcrclcii nocli wcscntlicli scligrfcrc %onc~i crhal- 
ten. Die masinx~le DurchRussrntc an 50 cm langcn Siiulcn htr!igt cn. 0,s ctn/nlin, 
An clcn KorngrBsscn 30 bis 50 p uncl 20 his 40 p sincl clic Zonen nocl~ scli5.rfcr. Sic 



eignen sic11 clcsl~all~ Ixsonclcrs ftir klcinc !w(iparativc uncl analytiwclw Sliulcn mit 
i&lwr Trcnnleistung, Bci riclitig gcwdiltcn Trctltiutijisbcclingun~cl1 lasscn sicli 
nocll Corrinoide mit cinem Z+\Vcrt vcm I.15 trcnncn. Die I<-Wcrtc sincl hicrbci 
ca, 20’%, niedrigcr n!s !JCi 100 ids 200 p. Die Z+t~c!rtc sid WiSCliCIi 20 und 100 ,u nur 
schr gcringftigig van clcr Iiorngrihsc nlM.ngig uncl lxi I00 !>is 200 p ctwas ungCinstigcr 
(S.U.). 

An Amlxrlitc SAD-x uncl SAD-4, die strukturc!! SAD-2 5lmlicll sine!“, trcnncn 
sic11 clic Corrinoiclc prinzipicl! wit an SAD-2 auf, wobci clcrsc?llx I’:inIluss dcr Iiorn- 
grijssc Ixx~l~ncl~tct wircl, An clcn hyclrol~l~ilcrcn Kunstllnrzcn Amhrlitc SAD-9 uncl 
SAD-II (zur Struktur siclw Lit. 2) wcrclcn an clcn Iiorngrijsscn 50 his IOO /-I ncutralc 
Corrinoidc in clwsclben Rcillcnfolgc wie nn SAD-2 nufgctrcnnt, wcsl~nll~ clxmfalls 

tibcrwicgcncl auf l~yclropl~olx Adsorption gcscl~lnsscn wcrclcn muss. Die Konzcn- 
tration an ht.-Uutanol im Bluent ist abcr im Vcrglcicll xu SAD-2 wcscntlich gc- 
ringer zu w:ili!cn. 

Die Corrinoiclc wcrclcn zur Bcsclireibung ilircs Laufvcrlinltcns im wcscntliclicn 
in ncutmlc, snurc uncI bnsiscllc Corrinoiclc cingeteilt. Dies ist zwcckmKssig, cla kom- 
plcs xusammcnpsctate Cemischc van Corrinoiclen mit Vortci! untl in cinfwlwr 
\Vciw m Cclluloscaustnusclicrn (siclic! daxu z.R. Lit. 2) in clicsc Cruppcn vorgctrcnnt 

wcrdcn. 
Dns Lnuhwlinltcn wircl in clcn folgcmclc~~ Tal~cllcn iuis gcnanntcn grilnclcn mcist 

clurch RI-Wcrtc charnktcrisicrt, clic clic ~~nn.clcri~~~~s~~~~li~vii~cli~l~cit rclativ zu cinc! 
Stnnclarclsul>st:~~l~ nusclrl1ckcn, mcist Cynnocohlamin oclcr Dic~nnocc)l,itlatnicl, Durch 
clic Angalx clcs K-Wcrtcs cler Statlclnrdsul,st:LIl~ lnssen sich jcclocll s!imtlicllc R-\Vertc 
bcrccllncn. Die Untcrsuclu.mgcn bcsclwiinlccn sic11 auf Zi-Wcrtc zwischcn 0.05 unclo.5. 
Dicsc sincl ftlr clic Sul>stanztrcnnunjicn im allgcmcincn am gtinstigstcn, cla mit 
sinlcciitlcn R-Wcrtcn clic Sc!clstivit%t (s,o,) xuninimt unc! clcr %citlwc!arf nocli iiiclit zu 
llocl~ ist. SclhsttwstKncllicli kihncn gut trcnnhrc Corrinoiclc such loci Mlicrcn R- 
\Vcrtcn cluicrt wcrclcn. 

Die l~lutionsvoluminn I’lg (Gipfcltvcrtc) bcrcchncn sicli clc!iIiitioiis~~~iiiiss nus 
den K-M’crtcn nach R = (C;,,/lis). Dir! clurch JZluntinclikation aus T/l{ uncl T’t lx- 

reclinctcn R-Wcrtc sincl mit clcn clurch Positionsinclilsation crlialtcncn iclcntiscli, 
Dicsc %usaninicnlititijie sincl im Eluticlnscliagrnmm cincr ‘I’rcnnung van Col~innmicl 
unc! I3-l’:pi-,c,l,innrIiicl in Pig. 4 CliLrgCStCllt. Hicmus wurclc ilucll clic tlicorctiscllc! 
BdcnllUllc 1-1131’1~ zu 01. 0.4 mm Ixzstimmt, clic jcclocli crf~LliruIiCSsgcm~ss von clcr 
SUl~StilIlZlll~!ll~C, Durr:lillussrntc urlcl clcm R-Wcrt itl~llHll&$. 

1% zeigt sirll, clnss 1w.i Durchflussrntcn van 0.1 cm/min clic schtirfstcn Zollcn 

crlinltcn werclcn, clocli sincl ~3 cm/min ftir clic mcistcn ‘I’rcnnungcn nusreirlicncl (clio 
R,.-Wcrtc iinclcrn sich mit clcr Durcldlussratc nur gcringfttgig). Die in clcn folgcnclcn 
‘I’i~lXllCIl fib l~lucntcn mit RIctlinnol angcgcbcncn Xr-Wcrtc werclcn hi Ixzsscrcr 
%oncnsclitirfc nuch niit bwl.-13utniiol crrcicllt, wxill clic aus ol)igcm ahgclcitctc Regcl 
cingollnltcm Arc!, class hi glciclicni I?-M’crt r!cr Bcxugssulxtnnz stcts ctwu clicsclbcn 
Xr-Wcrtc erlialtcn wcrclen. 

Die R-Wertc vm Dcrivntcn mit untcrscl~ieclliclwn Substitucntcn wurclcn ttlxx- 
wicjiciicl im clcn C~anclc~)rrinr,iclcli I~cstimmt. Clil. hi ~lioinis;clwn urlcl 1Ghgisrlicn 
Anstitzcn t~l~liclicrwcisc clic nuclcoticllialtigcn Corrinoide als hIonocy;lnoformcn uncl 
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Fig. .I. EliI tionsrli;i~rnriiiii cincr ‘I’rmiiung vm i .g iiig IXcyano-1 3.cl’i-colliiiaiiiitl (I), I.2 riig IX- 
cv;iIio-cobiniiinicl (I I) untl Corriiioitlcn unbcl<ilnntcr Strulstur. Sliulonlxtt (I .5 :c 7.0 cui, S!iulc 
~i%;rt111a11 I’C 1 Sac>) : hinlwrlitc S,\II-2 (.jO-100 14) : 15lucnt: .I.2 \‘ol. y:, /rr~/.-l3uta1lol + 0.000 1 y:, 

ISCX in \\‘iisscr: I>l1rcllll~1ssrilCc: 0.1.3 ciii/iiiin: llstinliticm 1x4 2% nin niit I~urcliflllHsl~l~vcttc 
(0.S ml) ~c1llcSscl1, I ‘~;‘~f, = ~5lutio1~s~olu1iiu~i ((;ipfclwcrt) clcr Sulmtann (I) ; 1’1 = Situlcnbctt- 
volunicn ( I 2.j nil); I’, = frcics l~li~It~~‘~llllll~ll’~ I.Xc 13crcclinung cl124 A?-Wwtcs van (I I) niwli 
I? = (Vt/ I’/{) (I~lu;itintlil~;~ticJii) crEil>t 0.05.7, tlcr mit cloni tlurcli Positionsintliltation orniittclton 
I’ilJorciiisti1llmt. lb I\‘,-IVcrt fl’lr 1?1/f?rl nwli Rr = (1’f:‘f11))/1,‘1~(1)) bcrcclinct crgibt 4.2 (Poeitions- 
incliltntion .I, I), Die Hrrcclinun~ clcr tlicorctisclion ~~rdcnl~~illc I-IETI’ crrolgtc! tius clcr I’cirltlWcitc? 
fi bci clar GipfclliBlic ~81~ nncli clcr Glcicliung I-I TXP = [S!iulcnl!ingo/S ( I’I~//I)“]. Es ist far Sub- 
stirnz (II) wit II’ == o,oSj tlic l-i12’l’11 = 0,p-j nini untl flir die Subst:uiz (1.11) init I? = 0.1 13 tlic 
1-101’1’ = O..}l 111111. 

LAUI~VIZRllA1.TltS 15lSlCiliR SlICLl~~l’l’lI3ll,~L’I’1c151( C!OIZlZlS0IlJlr. llSD CO-r\1.lSl’LcOlII~lSOI1J15 

SBulc: :\rnbcrlitc \; ,\I>-2 . . (50 his 100 /I), lkr 13lucnt cntliitlt 0,s L’ol. ‘:i, 15ssiysiiurc uncl nusser lwi 
clcn Co-hllryl- unfl i\quacorrinoic~cii o.floooi “:, I3lnustlurc. Die I?,-\Ycrtc bcziclicn sic11 auf Cynno- 
cobalnniin uncl sind Alittclwcrtc iiiis tlrci his vicr Ikdirninungcn nn vcrwliictlcnon S!t.ulcnbcttcn, 
clic Abwcicliungw bctragcn liicrbci nins. S’:.(,. 1Xc angcgclmwn I~itcmtursitatc vcrwciscn ;riiT die 
Dnrstcllung. Zunl IAl~lfVWllilltcll tlcr I.actolic, siclw Test. 

. . . _ _ ._._ _ .,. ., . . _ _ . ._. _. . _. ._ 
illCl/l~llOl ( ITid, ‘?;,,I /l~Vf.-lf1rln,rol 

(r;u,.‘J;) 
--- _-__---- ___-_- 

I .5 L?n 25 40 3.5 7 
-._--_..--..-___-__ -- --._ -- 

I?-Wwt von C~niiocol.~illniniii 
Rr-M’crtc von 

C~nno-ro-clilor-cobnl;~niiii-8-l~~clrc~s~-c- 
lncton 

C>filllO- 1 O-clllor-cobi~lallli1~ 
Cynno-1 o-lJro1~i-colJ;~li~iiii1i 
C~nno-ro-nitro-col~nl;i1iiin~~~~~~ 

Cp;rno-colJal:rniin-Y-h~rlros)‘-c-InctcJn 
C~~i1~o-col~nla1iiiI1-8-niiino-c-li~~t~~i~~ 
C~ano-rf-(z-1iictl~~lndcn-~-~l)-ct~l~n1iiitl = 

I%ktor A 
Cyarro-(a-irrlcll-7.yl)-CnlJ~~llYicl 3 

.I 
fp\ italnin U,, 

C\W1lO-(U-~llRn-7-~l)-COlJi~nlicl 
C$ano- r ~-cpi-colJnlnminl’l 
IWJ. nlJcr a’ tlcr Rihsc t’crcstcrlT 
Co-hIctl~plnc~~iocol~iiioiiiic1 
~\c~uocolmlnniin 
Co-Dcsoxy:rclcnos~Icobalnniin 
CO-hIctll),lCOlJnlilrllitl 
C~CJ-C~ct~lcr~btLlitlllill*K 

0.03 

- 
- 
- 
OS2 

- 
-_ 

0.0s 0.1 

V.“C, - 

0.18 - 
CJ.It+ - 
0.2.l O.JG 
0.33 - 
- -. 

_-_ _ 
i!..?Cl 1 *is 
r,oo - 
2,ClrJ - 
- _- 

1.40 - 
-- - 
- -_ 
._ _. . .._. 

0.8 

- 

_.- 

-_ 

- 

..- 

-- 

- 
-_ 

0.0.5 

- 
- 
- 
-- 
- 
- 

- 

- 
‘*SO 

2..t0 
- 

CJ.71 

5.20 
- 

- 

- 

0.7 

- 
- 
.- 
- 
- 
- 

- 

- 
- 
- 
- 
0.88 

‘*BS 
0.58 
0.22 

.<o. 10 

._. ._. __. .,.. __ . _ 



EI.UTION~CHI~O~IATOG~~APl~II~ VON COI~RINOIDDN 367 

die nuclcoticlfreicn als Dicyanoformcn in wtissrigcr LBsutig isolicrt wordcn. Dicse 
lassen sich meist nur in Ccgcnwtlrt voti Cyanid unzcrsctzt cliromatogral~lticrcn. 

lVc&nlc mcclcotirilrnltige Cynrzocowiuoidc. Die Derivatc von Cobalamin mit C-8 
uncl C-Io-Substitucnten hsscn sic11 tibcrrascltcncl gut: nbtrcnnen, wie die R,.-Wcrtc in 
l'nlxdle II xcigcn. So wandcrt: z.B. Io-Nitro-cobalamin mit 25 V01.~h Methanol nur 
etwa I/3 so sc11tlc11 (R, = 0.36) wie clic Rexugssubstanz Cobalamin, ft\r die R = 0.2 
ht.. Io-Cltlor- und Io-Brom-cobalamin laufcn nacll langsamcr uncl trcnncn sic11 von 
Io-Nilro-cobnlatiiiti gut ah, Allerdings Ircnneti sic crstcrc lvic bei Pal~icrcl~romntogra- 
pliic nicltt untcreimuxlcr auf. Mingcgen katin dns scitlter von Colxhimin clurch keinc 
Mctltodc trettnbarc Dcltydrocobalamin mm an SAD-z al)getrcnnt wcrclen, Auffullcnd 
ist, class I3-~pi-cobnlntiiitl (l’ro1~ic~tishtrcnmiclgrul~lx c nacli “01~ct-t”~~)) wcscntliclt 
rascltcr als Cobalamin ltiuft. Dns 1.aufvcrltaltct~ ncutralcr Corrinoidc ist vote PI-I- 
Wcrt und Art der zugesctztcti Puffcrliisungctt nur gcringftigig nlM.tigig (s,u.), 

N~whwlc wzrclcotiri’frcic I)icytr?roconlirzoidc. Dcr Einfluss van C-S bzw, C-IO-Sub- 
stituctitcn auf clas Lnufvcrltaltcn ist in viilligcr Annlogic zu cleti nuclcoticll~altigcn 
Cyanoformcn wit l’al~cllc I IT zeigt. Die R-Wcrtc sincl jccloclt erltebliclt niedrigcr, 
Dicyanocobinamid ltiuft ctwa 2/3 langssmcr als Cydnccol~alnt~h. Die R- uncl R,- 
Wcrte sincl mif: o.s%, Essigsliure (tnit 0,oooI %, Cyanicl) ccler I/I50 M Pltoslhttpuffct 
pl-1 6.5 (mit O.OOOOI% Cyanicl) itn Elucnt naltezu clicsclben. Bei pH-Werten > G 
laufcti clic Lactone durclt Uffnung cles Lnctonringcs wit aucli bci clcn nucleoticll~altigcn 
Dcrivaten erltebliclt sclmeller, D.ic Aufhxgslijsung und das Fliessmittel entltallen zur 
Ausbilclung dcr Dicyanocorrinoidc stets Cyanicl, andernfalls bilden sich wtihrend cler 
Cltrom~togr~plh langsam in AkltHngigkeit vom pH clic anclerslaufenclet~ Aquo- 
(Hyclroso)-formen aus, Hijltere als die nngcgcbcncn Cyanidgcltaltc tntissen bei glciclt- 
zeitigcr Cltromatogrnpltic cler nuclcoticlltaltigct~ Corrinoidc in clcr Rlonocyanoform 
vcrmiedctt wcrclcn, da lctzterc sottsf: in tlic wcsentliclt langsnmcr laufendcn Dicyano- 
formen tibcrftiltrt werclcn, wit dcr R,.-Wert von Dicyanocolxthtnin (Cyaniclgehnlt 
O,OI OA,) in Tabelle III zcigt (sielte clazu auclt DISIWSSION). 

Co-AIl~~dcouvi?roirk!. Den Einfuss cler axialen Ligandcn auf das Laufverhnlten 
zeigt Tabclle II, Die \Vnttclcrungsgcscltwindigkeit nitntnl. in folgenclcr Rciltcnfolge zu: 
Co-Cctyl-, Co-Methyl-, Co-Dewsyaclcnosyl-, Cynno- und Ac1uocol~alamitt. Die Reiltcn- 
folgc enlspricht clem ltyclrc~l~ltol~en Cltnralcter dcr Lignnclen. Die nucl.eoticlfreien Co- 
Alkylaquocorrinoicle wanclern stets wcscthliclt sclmcller als clie entsprechendett 
nuclcoticlltaltigcn Derivate, wie z.B. clcr Vergleich ~Ietltylnquocol)i~~~~tlicl uncl Methyl- 
cobalamiti zeigl. Der Zusatx von o.scyO Essigs&tre zutn Bluent hat auf clie R-Wertc 
kcincn mcrkliclten Ihfluss, verltindcrt Rber, dass Aquocobnlatnin und such Mctltyl- 
nquocobinamid in clie anclcrsl,zufcnclen Hydrosoformen umgewanclelt werden (s.u.), 
Bci Cltrotnntograpltic der Co-Allcyl- uttd Aquccorrinoide tnuss jecler Cynniclzusatz 
unterbleiben uncl bei stark gedBmpftcm Licltt: gcarbci(et werclen. 

Bns~scl1~ ~~~uclcotitEhnlt;i~c Covri~roirlc. Die Corrinoicle mit Yurincn im Bnsenan(ei1 
wandern s#mtliclt sclmcllcr als Cobalamin, cla S,G-Ditnetltylbenzitnidazol durch clie 
feltlenclcn Stickstoffatomc uncl clie zustiitzliclten Methylgruppen eincn ltyclropltoberen 
Cltarakter ~1s Aclcnitl (Bnsennntxil itn ,r/J-Vitntnin B,,) besitzt, sichc Tabelle II. Einc 
zus&txliclte Mcthylgruppc im Adcnin (I’aktor A) odcr Hyclroxylgruppc (Gunnyl- 
cobamicl) verringert bzw, erliBht clic I+-Wertc. Wihrcncl clurclt Zusats von o.sOk, 
1Sssigstiure xum Eluent clie Rr-Wcrtc nur geritlgftLgig vcr%.nclerl werden, sincl bci pH- 
Werten untcr 2.5 (z.B. mit 6% Dssi&h_tre) clic R,.-Wcrte aller clrei Bascnnnalogen 



z.S his 3.0. Dns clelitrol,liorc!tis(:lic I,nufvc?rldxn dicser Corrinoiclc xi&, class in 
ncutralcr IAung die nrlliIi(.,arul’l)cii clicmr Basen in tiiclltprotclnicrtcr Form uncl in 
3’%, IZssigsSw (pl-I 2.7) Cluan~l-(clclctroiicutr;ll) , Aclcn~*l-(x/3 positive Laclung) uncl 
~letli~lrrdcnylcc~l~:~~iiid (z/3 1xAtivc I~clung) cntsprcclwncl dcr 13nscnst!irkc proto- 
nicrt vorliegcn. Dn ~~\niiiionitim~I’ul,pen stiirlccr liyclrol~l~il ~1s Aminogru1~p.m sin4 
wircl dns am stiirlsstcn lxwisclic XlCtll~~liKlf2Il~lCf~lX~llliCl ini l~licssniittcl pl-I 2.7 stfirlwr 
lxsclilcunigt nls ACl~Il~~l~Ol~i~IlliCl uncl tlm Iiiclitl,rotoIiicrtc C;uanylcobaInicl tlbcrliaul~t 
niclit. Wit sclion ill1 cler lTnrbc dcr Substnn;r,zoncn crltcnntlicli ist, blcild aucli in 
sawer Ltisung di\s Nuclcoticl stcts lcormlinicrt, wHlwcnc1 es z.B. bei Co-Mctllylcobal- 
aniin clurch Protonierung aIn Iniitlazolring i~uSSCll\VCIll<t (siclic I~ISICUSSION). 

A c/z~o-(J~~~~Yo.~o-)CoY~~i~~oI’~J~. Dcr Einfluss cler I,i~i~IlClCll auf clns Laufvcrl~nlten 
w-m Cobinninicl zeigt ‘I’il.bC?llC IV. 1% C\rntic~crun~s~cscliwincli~lscit clcr nuclcc~ticlfrcicn 
Corrinoiclc ninimt in fdgcnclcr liciIicnii~lp.2 zu: I-lvclros0c~~~~io- (clelttroncutrnl), 
Dicyano- (clelctroncutral), AC~UOC\‘i~IlO- (cinthcli lmsitlv gclaclcn) uncl Diaquo- (zwci- 
facll lmsitiv gcli\den). Die Acluoformcn sincl hi Aclsorptim nur in sawer IAsung Ix+ 

stAndig, hi pH-Wcrtcn > C, wcrclcn sic in rcvcrsiIAcr Reaktiotl als I-I~clrosofc~rnlct~ 
aclsorl&rt, wit folgenilc Erplmissc zcigcn : ~\cluacv;Ltiocobin~LIiiicl wurclc in x/r50 il,I 
Pllosplx~tl~uffer pl-I 6.5 uric1 in 0,5%, Essigsliurc (olinc Cyanicl) auf ciric SHulc niit 
SAD-z aufgetragcn, Nacll Wiwl~cn rnit Wnsaer wnnclerte him Entwiclceln niit 
~Yasscr-Cast,-Rut;ulol (olinc Zustitzc) clic :Ius saurcr I.Bsurlg ilUf@!tIX@?llC SUbstXnZ 

wcscntlicli rnsclicr, l>ilS .glciclic IZrgelmis wurclc CrllidtCXl, WC1111 UIlilllll!illgi~ VOIll p1-I 



clcr Auftmgslijsung (gcprtift 1~1-1 1 bis IO) dcni J~lucnt Essigshre oclcr lJliosl~l~atl~ulTcr 
zugcsctzt wurclc. Wtilwcncl clic sr.us~tzlicl~c Aufspaltung in jcweils zwci %oncn clurch 
clas Vorlicgcn van l~(iclclrclinations-IsoIncrcn (s.u.) bcclingt ist, intlsscn sich clic sclincll 
uncl langsam wanclcrnclcn Zone11 clurch clcn Liganclcn selbst untcrschcidan. Wliluwlcl 
in wtissripzr Lijsung clic Hyclroxoc~anof~~~nl erst bci 111-l > II ausgebildct wircl, wcr- 
den bci Adsorption hi pI-I 6.5 clic ~\cluocy:inofortncn vollstlindig in clic Hyclroso- 
formen umgewaiiclclt. hlctliylaquocobinamid, Diaquncol~inamicl uncl Acluocolxhunin 
vcrlialtcn sic11 ~linlicll. Dns eigenartige Adsorptions- uncl Lnufverlialtcn clcr Hyclroso- 
corrinoiclc ist his jctzt olinc lM&hwiig. 

Ohnc ZUSiltZ van 15ssigsZurc oclcr anclcrcn Sliurcn ini Elucnt wancleln sic11 clic 
Aquoformcn langsam in clie I-Iyclroxoformen um, lxsonclers rascll clns stbkcr lxwischc 
~Ictllylaquocobi~lanlicl. Bei l~ngcrcr Cllrolnato~rapllic clcr Hyclrosofornwn mit l;licss- 
niittcln olinc %u&itze wircl stcts tin Teil “irrcvcrsilxl” nclsorbiert uncl die Substanz- 
zoncn verscliniicren auf tler SWle. Wcnn AcluocyEuir.~cnl,jtlnmid ocler Acluc~colxhniin 
aus Wasscr an SAD-2 aclsorbicrt werclcn und die 12lution crst nach I2 Std. lxgonnen 
wircl, so wnnclcrt 11ur tin Tcil cler SuiWanz. Dcr rcstliclic Tcil wnnclcrt aucli mit 
~Vnsscr-lcvt.-Butanol (50:5o) nur tcilwcisc, cinc vollst~incligc Dcsorption crfolgt crst 
nacli Zusatz von Ihsigsbrc. Die Cl~rotnato~mpl~ic van l-Iyclrosocy~u~ocol~i~~~~~~~icl 
gclingt liingegen olinc dicsc stBrcnclcn ISffektc hi Zusnta van I/15 bis x/r50 M l’hos- 
plirttpuffcr pI_I 65. 

l\lzlclcotidlinlli~ Covvi~roi~lcnubotrsi~~~l!~~, Dns Laufvcrlialtcn clcr sic11 vom Co- 
lxhui~in al~leitcticlcn AIono-bis l’clltacilrl~0llS~.~l~Cn~ xcigt Tabcllc V. Die EZcilwnfolg2 
clcr Auftrcnnung entspricht clcr Zalil clcr Cnrl~nsyl~ruppcii. In l~licssniittcln 11E-i 0 
bis S ltiuft Cynnocolxtlnmin ani langsamstcn, sclw2llcr wnndcrt clic hIonocnrbons~iurc 
civlS, uncl ani schncllsten clic Pent~carboiis~urc ~1%~. In sauren l%cssmitteln ist clic 
lieilicnfolgc umgekclirt, die Lnufuntcrscliicclc sincl jccloch, wit sic11 an cler hlono- 
carlxmstiure c&IS, zcigt, im Verglcich ZM 111-I 6.5 etwas pzringer. Dcr ISintluss cler vcr- 
scllicclcncn Gruppcn auf die t\ianclcrunRsgcscIlwindifikcjt nimmt clcn~nncl~ in folgen- 
clcr licilicnfolgc zu : -COOI-l (pH 3), -CONEI, (pH z bis S), -COO- (11~I 0 his 8). 

In Tabcllc V zcigt sic11 an den R-Wcrtcn cler CT&, scllr schiin cler betr~iclitlichc~ 
Enfluss clcr IoncnstBrke auf clic Aclsorptioiis~lcicli~e~viclitc, wns in cntslwccllcnclcr 
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Cyanocobalamin 3.5 0011 

5,” 

3Iolloctarbonsiiur~ (c&IS,) 3.5 0.3 I 
JXcarboris~iiurc (clXS,) 3.5 0.0 I 

2-0 O,f.3 

l’ricnrbons!iurc (cTriS,) ‘2.0 045 

OS.5 0.09 

!5*0 
‘J’ctmcnrbonstillrc (c’l’cS,) 0.5 On.31 

I’cntncnrl)onuiiurc (cPS,) 0.5 - 

Weisc auc11 bci i~d_9w~ Corriiwiclcn zu Ixwl~aclltcn ist. Die Aclsorption scl~wach acl- 
sorbiertcr Corrinoiclc -wio 2.B. clcr Mwrcn Corrinoiclcarl~onsiiuren aus iieutrnler 
14Bsu11g--- crgibt in Cegcnwart anclcrer organiucllcr Substaiiacii, clic war nur schr 
scliwncl~ aclsorbicrt tverclcn, ah in liijlierer Konzcntration bercits cluicrcncl wirlccn, 
rclativ brcite Auftragszoncn. Durch lwl~c Salakonzcntrationen in cler Auftragslijsung 
kijiiiicii wescntliclI sclllirfcrc Auftrngszoncn crhaltcn wcrclcn. 

&!!uclc0lirifrcic CovrirroirZcnvDorrsii?rvels. Das Laufverhaltcn clcr nuclcoticlfrcicn 
Stiurcn ist an:dog clein cler nuclcr~ticlllaltijien. In ‘I’nlxllc VI wcrclcn clic R-Wertc cldr 
Mono- his Tricnrbonstiuren im Vcrgleicll zu Dicyanocobinamicl bei pH 65 nufge- 
ftihrt. In l;licssmitteln mit 3’j: lk&iurc uixl 0.01 (yO KCN licgen clic Corrinoicl- 
carbons~uren in clcr Dicynnoform vor, wanclerii alxr clurch clic unclissoziicrtcn Car- 
lxylgrul~lxn lniigsnincr ala Dicyniiocol~inamicl. Die A~luoc~anoformcn iii wurcn 

R-\vlnl~Tlt: vos SAURIZS 1lIcYASOCOI~RINOx~~l~s 

Wulc: Aliibcrlitc SAD-2 (50 his loo /I)# 12lucrlt cnthiilt r/15 Af I’liosl~llatpuIlcr 1’1-1 6.5 uncl 0.01 yO 
I\‘i~lilllllc~anitl. 

._. _.. .__ .,., __ ___ _. _. __ ,. ,. __. (.__ ,_. 

Vul. ‘);, Icut.-l3rrttrrrol irli Eluc!rit 

3.5 
--....._.....-- - .--. -.-. . .-. ._ .._ .._ ._-_._.. __.. ,,. ,, __ _,., _ _ . . 
13icsilno-cobinnliiid 0.03 
13ic~nno-cobnlnnlili o.ooa 
Dicpnno-/r-crcsvl-cobntnicl (lkktor 1 b)l* - 
131cynno-cobin~~turc-~~Oc~I~pcnti~aiitl (rrr-i&IS,) - 
J~ic~ano-cobins!iurc-act/~~-tr!trirnlirl (ru-iI%,) - 
13ic~,7no-col~ins!iurc-nc~trinmicl (wiTS,) - 
Dic~ano-Iy-r-cobin.7micl-~~-a-yunnouin-~’-l~~~roI~lio~l~li;~t 0.26 

I)ic~nno-cobinitmiri-p~llo~~lll~t 0.51 

Dicy:rno-cobinnmitl-I~~ropllosl)li;lt 0.70 
. _ 

5 7 
..- . . .., .,..... ._ . ,_ _._ 

0307 0.45 
- o.rd# 
- 0.0.#2 

0.10 - 

o.j;! - 

o,G2 - 

- - 

- - 
- - 
. ._.. 
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I’liesstnitteln (oline CyanicI) wedcti cntsprecliencl iltrcr Anadil an Carbosylen stiirlter 
als Cobinamicl adsorbicrt, jedoclt in halo@ zu hquocynnocobinamicl sclnvlicltcr als 
in cler Dicyanoform. Die Aqxxyanofortnen clcr CorrinoiclcarbonsUurcn in Flicss- 
mitteln pH 6.5 werclen seltr scliwaclt adsorbiert, die ?rz-iTcS, (Cobyritis~~urc-act- 
trinmicl) spaltct sic11 in mclirere %onen auf, wovon CEic scltncllste sclton tnit wHssrigem 
x/150 M I%oslh.tIx,tffer wan&t?. Waltrschcinlich bilclct sic11 die Hydrosoform im 
Gegensatz zu Cobinnn~icl clurcli die Ausbilclung intraniolcla.tlarer Wasserstoffldklic 
zwischen Aquoligancl urlcl Carboxylalgruppcn nur unvollsthdig aus (siche clazu 
Lit, 12). 

Plcosfhtltnltige L)ic_yu~rocovYi?~oide. Cobinamiclpltospl~~~ uncl Cobinatnicll~yro- 
pliosl~ltat lasscn sic11 gut trennctt uticl wanclcrn clurch clic clissoziicrten stark ltydro- 
pliilen PltosI~liatgruppett seltr rhscli (siclic Tnbcllc VI). Die A(luocyanofornien werclcn 
noclt scllw~cller aclsorbiert uncl trenncn siclt in mcltrcrc %otwn auf, clie wit bci clcr 
~dTeS, teilweisc bereits mit Phospltatpuffer pM 6.5 wanclern. Auffallencl isl clcr 
cxtrcm nicclrige R-Wed’ van fiXrcsylcobamic1 (zur Strulctur siehc Lit. IL), clcr in Ein- 
lclang mit den1 Laufvcrltnlten VCJI~ Cobalamin stcht, clas in clcr Dicyanoform cbenfalls 
wcsentlicll langsamer als Dicyattocobinanlicl Muft (sidle claxu IXSKUSSION). 

Covvi~~oirlcnv6ortsiIzlve-lsorrlcvc. Bei nicclrigcrcn R-tVcrlen ttberlagern sic11 clcti 
Auftrennungcn clcr Corrinoiclcarbons~urcn naclt %a111 clcr Cnrbosylgruppcn solcltc in 
Isomerc. Die Isomcrcntrei~nungcn dcr nuclcoticlfreicn hho- uncl Dicarbonsiiure- 
Isomcren gelingcn rclativ gut (vgl. Tabelle VI I), die cler ItBltercn Carbotdiuren trentlcn 
siclt nicltt mcltr vollstkit~clig auf. Die Stiurcn mit Is~~l~rol~:~nolnttlit~~nteil (grr-i&IS, 
,rrc-iDS = Cobitis2.urcaniiclc) wanclern trota lt0llcrcn CMaltcs ntt RIctltanol im Fliess- 
niittel stcts sclmcllcr als clie dint Isopropanolai~tcil (04RIS uric1 o-iDS .= Cobyrin- 
s2urcamiclc). %ur Auftzrcnnung clcr Isomcren ist DIME-Ccllulosc bcsscr gcxigncl, 
clocl~ tretmcn sic11 einigc wenige Isomcrc an DISAIXkllulosc nicltt auf”, tkt~liclt clic 
nt-iNS, von clcr grc-iikE,, clie n-i&IS, von tier a-i&IS, uncl die Irt-DiS, uncl clcr jrt-iDS,. 
Dicsc kOtmen nun mit Vorteil an SAD-z getrcnnt wcrclcn. 

Bci den nuclcoticlltnltigen Isomercri trctinen sich clic hIot~ocnrbon?;~~uret~ chIS, 

l.AUIfVlCRllALTISN 11151Gl~l~ NUCLl~O1’1I~l~l~lZIISlZ l~lCl’,~SOCOl~l~ISO1IJCAl~IIC)SS;~IJI21.‘-ISOLI1~I11SN 

Sttulc: Ambcrlitc .X:\lh. Elucnt l/f5 iv l’ho~}Yllirtp”llCr unrl 0.001 y(, CVi~llid. Die Kurabcacich- 
nungcn clcr Mono- untl l~icnrbonstlurc-lsonicrcn sincl nach Lit, a. Ihe sclincllstlnufcntlc Jsomcrc 
client nls 13czugssubstnnz far tlic l?t-!\rcrtc. 

Nomonltlatrirgcm!iss riclltigc I3czoiclinilngcn (Ucispiclc) : 
Cartoxyl in Stcllung c int frci, 

1’ Co\)itis!ii;rc-nDc~~lfi-l,cntatnitlicl 
11 CobVrina!iur~-~JD~~/~~l~~!~I~lIii~l: Carhosyl in Stclluti~ e iat frci 

= Cobin4!lurc-nctl~tctrnriiiicl. , 4 Cob\~rin~Kurc-nbc~~~-~~cntnniitl. 



uncl chIS, im SAD-2 schr Kut auf (vgl. Tabcllc lTIIl). hci clcn Dicarlxmsiiurcn uncl 
IIBlwrcn Stiurcn ist clic IsoIIIcrcIlsclclitivitlit: gcring. Ilm! kIUftrC!llllU;l~ a11 DERl5- 

Ccllulc~sic~ gdiiifit wcwntliclI hcswr. 
I\'oo)~tiitrtrtiorls-Iso)l~~~~. Die Iiornicn a uric1 b clcr ICoordinations-Is(~lll~r~ll van 

~\c1uocyaiiocobinnlnjtl untcrscllciclcn sic11 clur~ll clic hgc clcr l,ignliclcn*2. Sic lilSS!ll 

sic11 an SAD-2 wit saurcu l~licssmittcln mit wcscntlich bcsscrcnl IXdg ~1s clurcll clic 
scitlwr iI.llC[C!\Vi~llCltC! lJapicrcllrom~~t~~~r;l.l~llic 4” trcnncn (siclie ‘l’al~cllc IS), wolwi clic 
Art oclcr Kvnzcntrntiun clcr xugcsctzteu Slim-c (cJ,~~/O IGsigsiiurc, 0.0~ 111 SclIwclkl- 

s;!iurc c&r Salasiiurc) lscincn Einfluss iLUf’clic Rr-~Vcrt.c lint (glciclm gilt ftlr CliW Anion 
niit iicutralcn l~licssmittcln). 13l~cnsogut gclingt clic l’ronnung hi X~-l3]~i-col~ini~iili~l 

uric1 ro-Clilc~r-col~in~unid-S-l~~~clr~~s~~-~-li~~t~Il. 

uncl b auftrcnncn, nbcr 

wcscIitlic1~ Ii\llgSi~lllC_!r lnufcll. %Ulll Vcrglcicli ist in Tnlxllc IS aucll clcr Z+Wcrt voii 
Dic~anocol~inar~~icl angcgc+~x!n, Ck!r Chlrch hahdtigcS Auftragcll vc~11 Substanzxoncn 
auf clas Sliulcnlxdt crmittclt wurclc. Dns l,aul’vcdlaltcrl in Ablllingiglwit twn clcn C-S 
uncl C-Io-Sul~~titucntcn cntspricl~t clcin clcr l)icy;\nuf~~rn~ctl. Es ist zu crwartcn, ClilSS 
sic11 auc11 l~oorclinations-Isclmcrc anclcrcr Corrinoiclc mit gleiclwm Erfolg iL11 SAD-2 
trcnncn lasscn. Dn sic11 clic lsomcrcn~lcicl~~ctvicl~tc rclntiv rid1 cinstcllcn, aincl wit* 
Ixi lJal~icrcl~romatogra~~l~icl~ Cyaiiiclioiicii ullcl liijlicrc l’c1ii]mx.tUrcii zu vcriiwiclcn, 
Die schr gutc l’rcnnlx~rlwit ;LU SAD-2 liisst :dlcrclings rclativ lsurzc ‘I’rcnnmitw zu, 

so ClXSS aucli bci %iinincrtcnlI)cratur gcarlxht wcrclcn. kami, 
I~~rlvo~~:rlo(ltrrllirlc wtb Rlroriilrwdcic. Die rlwcliunl (II I)-haltigcm Corrinoiclc~:’ 

vcrlialtcii sic11 prinzipiell wie clic l~ol~~~lt(lII)-1~alti~c~~, Dicyniin-rr-Fl~cnylrl~c~clil~~un~id 
uncl Rlmlibyrsiiurc trcnncn sich sclw gut (sichc clnisu l’nlxzllc S) a Die Diaquofmn 
clco n-Pl~eiiylrl~c~clil~aii~iclsl~~ wircl wit hi dcm l~C~lX~ltlldti.gcll Acpoformcl~ ohm ZLlSilti! 

vcm 13ssip8urc in cler Auftragslijsung uncl im l~lucnt “~irrevcrsibcl” aclsorbicrt utitl 
ist nucli mit sttirlcstcn l~lutionsmittcln c3liiic tcilwcisc %crsl%rutlg nicllt clcsorl~icrlx~r, 

Die Dcscubnltocorrinoidcl” lnssrm sic11 cbcnfdls schr gut an SAD-2 auftrcnncn, 
wit die R-Wcrte in Talxdlc S van Dc~col.~~~ltocol~~~lamin uncl I-ryclrogcnol)yrstiIlrc 
(cntspricht Col~yrstiurc) zcigcn. Die Untcrscllieclc in1 L~l.LlfVWllil,lt~ll zu clcn cd- 
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I.~~~I~V~~R~IAI:I’I~N vw iC~)~~z~~IS,\Tx~Ns-IsonilSR1OS” mNIci5~ NTJ~L~oT~~~~w~II~R AQUOCYANOCORRI- 

NOIDIC IJNJJ IIYI~ROSOCYAsoCOI(RINOI1ll~ 

Slhilc: Ambcrlitc S/\D-2 (50 biu Ioo/O. 
..___._._. ._..._.. . . . ..__. . _. _ _..._.,._ -___._._-._--. _ .____-__ - --..--. -.._.___-__ ..__ -_.._._.._.__... 

G?r/rrrl 

- ..~ _.. .._ .._-... _..__,.__ -_.. _ 
I? clcr %onc mit Rr - 1.00 - 0.058 0.010 0.10 

I&-Wcrtc” vcm : 
Col~innrllirl~! 170rlll /J 04.1 - - 0.58 

Fcwm <I I,0 - - 1.00 

13.I~pi-colin;rmitl IForn10 r.Ho 0.49 - - 

l;orn1 N 2,70 1.00 - - 
10.Chlor-cobiIi;ir~ii[l- 

S-hyclros~.c-lncton Form 6 - 
lkwii c4 - 

l~icyat~ocobiiin1nitl 
(aum \7r?rylcicli) 0.2 

- 04.5 - 
- 1.00 - 

- - 2.30 
_... ._ .._ -.. ._ . ..__ .._._. _. ._.. ._ ____ ._____ _ .__... __ .__. _ ._.. ._- _._. 

n Die I;oorclin:ltiolis-I’aolncrcn (:wzli ;IIS I,igni~clcniso1ncrcn bczcichnct) untcrscheiclcn sich 
(lurch rlic Lngo clcr Ligitiiclcn : in dcr Form n ist tlic Cvnnogruppc “untcn” (auf clcr Scitc cler 
l’ro~~ionnti~itlgr~Ipl,cri)nntl in For1n II “c1110n” (nuf clur Sdtc clur Acctnmiclgruppcn) nach T.it. 12. 

11 Zur cl~ro~nntoyml~l~iscllcn Untcrsuchung wurclcn zunLkhSt die Dicyanoformcn clurch Ein- 
cngcn mit I?nsigs!hrc? in clic t\fl~locpnnoforliicn 1~Ixzrft~lirt. clic ctwa jc zur Mttlftc ilus Form a uncl 
b bcstclicn. IVr~ch Aoftrq untl Ellltion crfolgt I~aT~i~rcllromstogrnp)iischc Idcntifizicrung nnch 
Lit. I 2. Einfwhcr ist cn, clirckt in O,I JIY I-I&(3,, uufziitmgcn uncl nacli Iwrzcm Wnsclicn mit Es- 
wi@turc otlcr I’hosl~lii~tl~ilfTCr zu cliiicrcn. 

c 13oi IJrrT~icrcllrornrrtoRml,hic mit wtlsscrpcsttttigtc1ll Butnnol-z mit I 0/O Essigsituro RI.‘- 
IVurt tlcr bciclcn lbrmcn a unrl b o.15 untl 0.23 nnch T.it. 1-2. 

sprccltcnclcn nicyaliokoball-clcrivaten sincl relativ gcring, lasscn jcdoch bei nieclrigeren 
K-Wcrtcn cbenfdls cinc gute Trcnnung erwarten, 17th clic Abtrennung der Descobalto- 
corrittoidc aus Ihlmktcn van Cltromatium Dt” cignct sich SAD-2 l~ervorragend 
(sicltc clam Lit. 1s). 

v1r.izrizr3~~u I)ICS r~I\uI~Vt~lzlir\t’rllsR VON CO~~RINO~DEF~ him 1~013,\1.~, is110mun~ AND ollw3 ZENTRAL- 

Al'081 

Siiulc: Amlwrlito SAlI- (30 Ids sop). Vol.% = Gclmlt nn kw/.-13utanol im Elucnt, P = I/150 1VZ 
I%cx4plintpuffcr pl-I (i,s, I-IAc = 5 $: Essigstiurc ohnc Cpnnitl i1n Elucnt. 

. _ . ,... _ _. __ . . _... __ _.. 
Vol. % R- Tl’cvl 

..__._ . . ___._._. _^_._ -._._. -__-._-... _ .__.. . .._.._ _ ̂ .... .._-. . . . ,, .._-_. ._...... 

I~icsatlo-cl-plicnylrliodibnmicl’:l 
I~iC)‘,71iorlioilil)~rS~~iire1~ ( 1’ 

I~inc~tio~a-pl~c1i~lrliotlil,nmitl’3 I-TAC 1s 0.8 

I.~ic~~rilocobnla1iiiti 
I p 0eZ5 rr-(~~G~Di11~cthylbc1l~~nlitlnaotyl)- _o 

-hytlro~cnobnlnirl = l~cSccibi~ltoCol~nlonlinl~~ I ” 0.30 
I)icynnocolJyrsaMrc 
I-I~drogr~nobyr.r!lurcl~~ 

( I’ 

_..._. .._..._.. . . ..__.. _ .- -_-.. . ._... ._ . . __II . 
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DISKUSSION 

Dns Auftrcnnungslnustcr dcr Corrinoidc an SAD-z ist in cler Rcgcl stcts 
unigckehrt wit bei Vcrteilungscl~ron~atogral~l~ic niit Wasscr-Butanol, was liicr nur 
am Beispicl von r3-Epi-cobiiinmicl/Col~ii~an~id in Tnbellc SI mit X-Wcrtcn bclegt 
ist, sic11 aber aucli an Cobal:~niiii/Cobiiiamid, Io-Elalogcn-corrinoiclcri usw. zeigcn 
Msst. Besonderc Einfliissc auf das Laufvcrhaltcn cler Corrinoiclc an SAD-z-wie ctwa 
clns Aussclnvenkcn cles Nuclcoticls (s.u.)-mtisscn liicrbei gcsonclert betraclitet wer- 
den. Die Umkcllrung im Auftrcllnungstnuvtcr ist ~*crsthcllicll, da bei Vertcilungs- 

IJi~picrcl~romnto~r~pl~i~ mit 
Ihtwicldcr wnsscrgcs. 13utanol-2 o.YH o.fJ3 I,21 A?]*. - O.‘f 
Vcrtcilungschromntogral,hic an Siiulcn. 
‘L’rLlgcr : Bio-Gins (Uio-lhcl). 
Vcrtcilung awischcn Wasscr- 
Uutnnol-1’ o.+.J l.QS I.35 0.88 

I-Iydrophobc r\dsorptionscllron~nto- 
grapllie nn Ambcrlitc SAD-2 wit 
Eluont : 

Wasscr-fcrl.-ntit,lnol (7 VO~.~;/,) I *go - 0.35 04.5 
Wassor-RIctll%nol (25 Vol.%,) 3.80 I.60 - 0.06 

chromatographie die hyclropllobc Phase clie mobile uncl an SAD-z clic stationiix 
Pl1ase darstellt. 

Wit Tabclle XI xcigt, ist clic Sclcktivit2t an SAD-z im Verglcich zur Vcrtci- 
lungscllromatographie (Wasscr-Uutanol) an Cellulose ocler Bio-Glas; bei R-Wcrten 
um 0.5 &was grtisser uric1 bei noch nieclrigercn R-Wcrten nocli wesentlich gtinstigcr, 
Kin weitercr Vortcil ergibt sic.11 aus cler M6glichlccit, mit cincm Graclicntcn Wnsscr- 
lerl.-Butanol s&r scl~~~cll bis stark aclsorbierte Corrinoide nncl~cinancler mit dem 
jeweils gthstigsten li-Wert zu eluicren. Dancben sind clie an SAD-z erreicllbaren 
Beladungsdichten uncl Durcllflussraten sehr gtinstig (sielle clazu Lit. IS). 

Dcr Binfluss cler C-S- bzw. C-Io-Substituentcn, dcr nxialcn Liganclcn oclcr dcs 
Nucleoticls auf clas Laufverhaltcn clcr Corrinoide an SAD-z gchorcht bestimmtcn 
Gesetzmtissigkeiten, die je nnch Fragcstellung Voraussagen tiber die Struktur dcs 
Corrinoides oder den R-Wert ermiiglicllcn uncl clic im folgcnclen eingchcncler clisku- 
tiert werclen, 

Eh~~ztss der C~~n~t~tlko~rrzc~~Ivnlio~~~. Die Ausbilclung clcr Dicyanoformen ist hoi 
Adsorption an SAD-z irn Vergleich zu illren LGsungcn stark begihstigt, In 3(x, 
EssigsHure (111-I 2.7) mit O,I “/ Cyanicl licgt bci Cobinamicl clas Glcichgewicht zwischcn 
Aquocyanoform (orange) uncl Dicyanoform Iviolctt) praktiscll vollsthclig auf der 
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linken Seite, bci Adsorption an SAD-z mit nur o.o050/, Cyanid schon vollstUndig auf 
der rechten S&e. Ebcnso bilclet sich die Dicyanoform (viol&t) aus Cyanocobalamin 
(rot) in wtissrigcr LBsung in Gcgenwart von o.IO/~ Cyanid crst bei pl-I-Werten I&ber 
IO aus, bci Adsorption an Amberlitc SAD-2 sch.m in 0.1 ikf SchwefeMure ! Die Vcr- 
schicbung der Gleichgcwichte ist wie bei den Aquo/Hydroxoformen durch die st5rkere 
Adsorption der Dicyanoformcn bcdingt. Bci der Ausbildung der nuclcotidhaltigen 
Dicyanocorrinoide llat das Ausachwenken dcs Nucleotids einen wcitercn stabilisieren- 
den Einfluss (s.u.). 

Zur Chromatographic dcr nuclcoticlfreien Dicyanocorrinoidc uncl dcr nucleotid- 
haltigen Monocyanocorrinoiclc als solchc ncbeneinander sol1 der Gchalt an Cynnid 
o.ooooI his o.oooI”~, (p1-I G.5 bis pl-I 8) und o.oooro/O (0.5 l&i 5% Essigs5ure) nicht 
tibcrsteigcn. Io-Nitrocobnlamin (zur Darstellung siehc Lit. 16 und 17) bildct such 
unter diescn Bcdingungcn die Dicynnoform aus, clesgleichen Methylaclenyl- uncl 
Aclenylcobamid in 0.50/o Essigs%urc. Bci crstcrem ist dies durch die grijsscre Stabilit$t 
der Dicyanoform irn allgcmcinen bedingt, bei letzterem durch die schwtichcre Koor- 
dinntion cles Nucleotids. 

ifytl~ophobe C~z@#:n. ZusZtzliche llydrophobc Gruppen vcrsttirkcn clic Adsorp- 
tion, wit sich 2.B. ausgehencl von den Grundsubstanzen Cyanocobalamin (vgl. Ta- 
bcllc II), Dicyanocobinamid (vgl. Tabelle III) uncl Aquocyano-cobinnmid (vgl, Ta- 
belle IX) zcigcn ltisst. Der hydrophobe Clraraktcr der Substitucnten nimmt in fol- 
gender Reihenfolge zu : S-Amino-c-lactam, S-Hyclroxy-c-lacton, xo-Nitro-, IO-Halo- 
genderivate ; die I3-Epicorrinoide wandern hingegen stets schneller. Dieselbe Rcihcn- 
folge sollte such bei den entsprechcnclen Dcrivaten von z.B. a-Methylaclenyl-cobamicl, 
CobyrsUure oder Aquocobalamin zu bcobachten scin. Dcr Einfluss clcr Substituenten 
ist aclclitiv : Die Io-Clllor-S-l~ydroxy-c-lactone laufen langsamer als die xo-Chlor- 
corrinoidc und cliesc langsamcr als S-Hydrosy-c-lactone, Der Einbau dcs koorclinier- 
ten Nuclcotids ftihrt stets zu h6hcren R-Werten, wie clcr Vergleich von Cobinamid- 
uncl Cobalaminclerivatcn zeigt . Dcr Einfluss cler Liganden auf das Laufvcrhnltcn 
wurcle bereits bei clen Co-Alkylcorrinoiclen cliskuticrt. 

Der gleichartige Einfluss cler Substituenten crlaubt es sogar, quantitative Vor- 
aussngen der Rr-Wcrte zu machen. Der R,-Wert van Dicyano-13.epi-cobinamicl bc- 
aogen auf clie Grundsubstanz ist 3.50, ftir xo-Nitro-x3-cpi-cobinamicl 4.20 (vgl. Ta- 
belle III), ftir I3-Epi-cobalamin 2~30 (vgl, Tabclle 11) und ftir Aquocyano-zg-cpi- 
cobinarnid (mittlercr Wert der Form n und ZJ) 3~0 (vgl. Tabelle IS). Die Z+Wcrte 
wcichen nur clann stlirker ab, wenn die strukturellcn Unterschiede in den Grundsub- 
stanzcn rclativ gross sind, wie die beidcn letzten Beispiele zeigen. Natlirlich miissen 
die R-Werte der Grundsubstanzen etwa gleich gross gew%hlt werden, da die X,.-Werte 
bci hBheren A-Werten kleincr sincl (s.o.). Weitere Beispiele hierftir sind: Der R,-Wert 
van Io-Chlor-cobinamid-S-hydroxylacton ist 0.07, vom entsprechcnden Cobalamin 
o,og, bei den Ligandcnisomeren betrtiigt der Rr-Wert der Formen CE und 0 unabh$ngig 
von clen Substitucntcn uncl Liganden (Aquocyano- als such Hydroxocyanoform) stets 
0,4 bis o,G, 

If@uopil.ile Szcbst&cc~~t~rt. Hydrophile Substitucnten erhijhen die Laufgeschwin- 
cligkcit, wobei dieselben GesetzmBssigkeiten wie ftir hydrophobe Gruppcn gelten: 
der Einbau der stark hydrophilen Phosphat- und Pyrophosphatgruppen in Cobinamid 
ftihrt bei pH 65 zu einer starken Erhiihung cler Wanderungsgeschwindigkeit. Die 
Rilonocarl,ons~urcn von Cobinamicl und Cobalamin wanclern bci pH G,g stets schnellcr 



als die Grunclsubstanzen. Die T4,aufuntcrscllictlc sincl jccloch rclativ gcring, da clic 
sclion stark liyclropliile Carlx~san~iclgrul~l~c lccli.glicli gcgcii clic nocli stlirlscr liyclro- 
pliile Carlx.qAatgrul~l~e ausgctausclit wircl. I-Iyclrol~l~ilc Grul~licn gclien alxx kcinc 
clirektcn Wecliselwirlcungen mit clcm Adsorlxns tin, sonclcrn ftflircn lccliglicli zu ciner 
Vcrgrtisscrung der I-Iyclratl~tillc uncl vcrringcrn cladurcli clic l~yclrc~l~lwlxx~ lQcn- 
schaften clcs Mnlcktils. Aus dcmsclbcn Grund weiscn die Isomcrcntrennungcn vor 
allem clcr lihxcii Corrinoiclcnrbonsiiurcli an SAD-2 im Vcrglcicli zur Ioncnaus- 

'rAl3El.l.l': Sll 

Die lir-Wcrtc wurclcn in Flicssmittcln mit vcrschicclcncn %us!itzon untcrsucht. Ikr It-Wcrt clcr 
13czugssu\~stirnz ist nur gcringfligig ~071 clcr loncnstiirltc clcs lhcnt irbli!ingig untl clicsc licyt un- 
:rbh!ingiy van clcn %usiltacn stats in dcrsclbcn Izorm \*or (k*gl. Test). 
.___._ ._. ..~ ._. __ _._ . .._. 

%rrsri’lzc illlll N///l~l// l?r- Il~‘CY/C I?- 1 l’rvll! 

~~icynnocol~illanlin 0.0 I :j, I-1C.N 
l~icyanocobnlaniin 0.1 “A, HCN, 0.01 Al 
I~icyanocobinillnitl 0 his 0.1 ‘J{, I-ICN 
Cyanocobnlamin 0.00001 ‘;.I J<C.S 

Cyanocubalnmin 0 bis 0.01 :If I-I,SO., H.0 
~~~thylirq~iocobinamicl 0 bis 0.01 .I/ l-I,%_), H.o 
Mcthylcol~nlnmin OllllC R.0 

Mcthylcobalamin 0.0 I AI,/ I-I,SO, H.o 

Cynno-u-(mctllyhd~nyl)- 
cobnmitl ol1r1c 5.0 

C~a~0-u-(XYlCtIl~Ii~tlCl~~l)- 
cobamid 0.01 rll I~lySC~., 5.0 

Cyanocobnli~nlin 0.0 1 nf I-1,x1,, 5.” 

I*.50 

3.00 
I .oo 0.15 

_--.-__. . .._ -._._. ..-.-.-_. .- . . ._- .- -.._.. ---__. _....... . -_ . .,._ .._.__.. . _. - __._ - __-__- -__- 

tauscllcliromrttofirapllie einc geringc SelclztivitKt auf; liicrauf wircl weitcr untcn nocli 
n&her cingegangen. Der Einfluss van Laclungscinllc~itc~l auf das Laufvcrhnltcn zeigt 
sic11 aucli bei den bcrcits besl~roclicncn Corriiioiclen mit Purincn im Rnscnnnteil. 
In 0.1 M Sclwcfclsiiurc ist: clcr X,-Wert von hlctli~laclcnylcol,nmid (cinfach proto- 
niert) 3.0, w%llrencl er olme ZusKtzc 1.5 ist (vgl, Tnl~clle XII), Dcr I\-Wcrt van 
Cyanocobalamin (Bczugssulxtanz) zcigt IiCi1lC l~I-I-Al~l~~i~~i~lcc‘it, mit Scllwcfclshrc 
isl er jeclocll clurch clen Enfluss cler TonenstKrlcc ctwas geringcr. 

In saw-en I;licssmittcln wuiclern Corrinoiclcarboiisiiurcrl stcts lnngsnnier als clic 
nticlistnieclrigc Carbonshrc ocler die Grunclsubstnnz. Dcr Iiyclrol~liile Cliaralctcr clcr 
Gruppen nimmt clemnacl~ in folgcndcr Rcilwnfolgc al> : -COO-, -CONH,, -COOT-I. 
Diesc Gesetzmtissiglceiten lassen cliese Rcillc fclgcndcrmwsen erweitern: -COOH, 
-CONHCT$,, -COOCHII. -CON(CkI&, Carlxwmilicl. Col~~~rs~iurcmctll~~l~~~~i~l snlltc 
sic11 also von Colywnid gut trenncn Iilsscn, cl~cnso Colhamicl (Cobyrstiurcisopro- 
pnolamid) von Cobyramicl. Der stark llydrol~lwlw Einfluss cler Tsol’rol)i~nolRrul’Pc 
zeigt sic11 bereits him Vergleicll cles I,aufverll:~ltctls clcr Mono- uncl DicnrbonsKurc, 
die sic11 von Cobinamid (nt-i&IS) uncl Colqxmicl (A&IS) ableitcn (sielle clazu Tal~ellc 
VII) : clic n-iMS- wsndern trot% 116hcrer ~Ietl~anoll~onzenCmtion Inngsnmcr als die 
wiMS-Isomeren. 
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Die im Vcrglcich a.~ Mssrigcn Liisungcn ausscrordcntlicl~ stark bcgbtstigtc 
Auhildung dcr Dicyanofortncn t~ucIcoticll~nIti~cr Corrinoidc ist nicltt nllcin auf die 
sM.rlterc Rdsorl~tion dcr Dicywwfortncn zurltcltzuf~tlma~. Hicrbei ist noch zu lx- 
rlicIcsicIlt$pn, class clns Ausscll~vet~I<cn dcs Nuclcotids und clatnit die Rusbildung dcr 
Dicyanoform zus%aliclt Ixzgiinstigt: wird, indcm clas ausgcschwenktc Nuclcotid- 
nun frei clreI~hw---nus stcrisclicti Grtindcn wcscntlicl~ stKrlier als in koorclinicrtctn 
%ustancl aclsorl~icrl: wircl: Dicyanocobalnmiti (Zi, = 0.033) kiuft trotz einfacll ncga- 
tivcr Lnclung atl. cler l’ltospIt~~tgruI)I)e wesentliclt Inngsntner als Dicynnocobinatnid 

(Zh = 0.3G) und CyanocoIxh.min (R, = 1.00) (siche &MU Tal~cllc SII). Der a,usscr- 
orclcntliclt nicclrigc R-M’crt von ;/,-Crcsylcobamicl (vgl. Tal~clle VI) finde( ltierdurch 
cinc sclir citifache l~rliltirutig. 

Auch in sauren I~licsstnitteIt~ (0.5 o/t, Kssi&i.urc ocler 0.01 bis 0.1 M Sclwcfel- 
s#ure mit 0.10/r, KCN) lie@ Cobalatnin bei CItromrtto~r~~pI~ie an SAD-z vollsthdig in 
cler Dicyanoform vor. Das M~lcl<til ist: nun aber clcltlroneutml, da l&xbci N-3 dcs 
Imiclazolrcstcs protc.micrf: wird. Dicsc Protonierung crItBht clic Laufgcscltwindiglwit 
vote I~icyanocol~al~tt~~in tvic hi a-hlctI~yInclcn~lcr~~~~t~~icl utn ctwa clas Doppcltc 
(vgl. ‘I’rtlxllc Sll). 1% zcigt sich, class irmisclie Gruppct~ wiablt~itigig van iltrcr La- 
clutigscitiIicit. uncl clcr rcsulticrcticlen GcsanitIaclutig clie Lt~ufjiesclltc~itlclifilccit stcts cr- 
ItBltcn. I3ei hlctl~ylcol~nlat~~it~ ist clns Nuclcoticl in 0.1 .ii l&SO4 infolgc Protonierung nn 
N-3 vollsttinclig nusgescltwenkt uncl besitxt: clann cinc hletltyl- und Aquogruppe als 
asialc T,ig;ulclcn. Dudurcll lhft null hIctItylcoI~aI~t~~in in sauren Fliessmitteln in 
Analugic zu DicyanocoI~itmtnid/l~icynnocoIxhtmin wescnlliclt langsamer nls Mcthyl- 
a<l”oc(~bitianiicl (vgl. Iticrzu TnIx2llc MI). 

Auffnllcncl ist: wcitcrliin, CIilSS ~IctItylitquocol~it~~~tt~icl (positive LiLClUll~) scllticl- 
lcr it.ls ~IctI~ylcc~I~nlnt~~it~ (ncgntivc utlcl positive Laclung) l(iuft, Ihgegen Dicyanoca- 
I~itianiicl (clcktr0llcutld) langsnmcr als CyanocoIxhiiin (negative uric1 positive 
IAClUllfi), Ncbct~ ic~tiiscIicti Gruppcn ist Iticr dcr Ifitifluss cles Clwotnol~Ilors auf clic 
St!irkc cler Adsorption cntscltciclcncl. I-Iicrbci ist zu Ixxlkltsiclttigcn, class z.B. it,ucIt 
Substituentcn an C-IO aus stcriscltcn Grilnden kaum clirelctc Wecltscltvirltungcn 
mit dcm Adsorbenz cingchcn Icihnen, clic Adsorption jccloch stcts stnrlc crl~tiltcn, 
Dns mcsomcrc ILt?c-1SleIctronctisystctii trtigt offcnsiclttlich clurclt nwz \Vecltselwirliuti- 
gcii gnnx crlicbliclt zur Aclsorptian bei, was clurch clic asinlcn Ligatidcn uric1 Substi- 
tucntcn an C-IO mit -1-M und +-J-Effclst clurcll grbscrc Delolcnlisicrung dcr n- 
Elcl~troncn vcrstlirkt wircl. Dies gcht clcr Vcrsclticl~ung ins cncrgiciirtnerc bci clctl 
I~lr~l~trotictisI~clitr~ti tvcit~cltetd lX1ridCIl. 

Das Laufvcrltaltcn van Ctr-Dcsosynclct~c~s~~l~~I~~~l~t~lin (Wx.tnin B,,-Cucnzym) 
ist vom 131-l cles Wicsstiiittels (gcpriift 111-I r his S) tialtezu una\~htingig, inclctu sic11 clic 
vcrscIticclctwti EffClitC gcgcnscitig nufliebcn. 

Isor~~:tt. rlcv Cov~ilroidcn~bolrs~~,~~~~~.. Die lsomercn clcr Corrit~oiclcarbons&wcr~ 
\vimdern an SAD-z in cler dissoziicrten (neutralc ocler ~lkitliscllc Fliessmi~tel) uncl 
unclissoziicrtcn l~orm (I~licsstnittel mit Essigshrc) in derselben Reiltcnfolgc wie 1x4 
Pnl~iercl~rottintc~Iffrallllicl~ (sicltc ‘IXwllcn VII uncl VIII). Dcr Einfluss clcr cinzelnen 
Carlxxylc il,Uf clns Lttufvcrl~aIb2t~ ist wit bci VertciIutigscIirotii~ix~gral’hie ilUCI1 liicr 
xlclitiv: ~cm die Rciltcttfolgc hi clcn rrt-ii!IS c > b > rl ist, clnnn ist sie bei den wiDS 



cb > cd > brP. Ncbcn clew Dipolmomcnt (-COOH <-CONH, <-COO-) wircl\ die 
GrSsse der Hydrathtille und clamit dcr l~yclrol~l~ile Charakter einer Seitcngruppe 
durch die benachbartcn hyclrophoben Gruppcn- nach Lit. 18 vor allem durch die 
Metliylgrupl~en -bestimmt. Zur Erlcltirung clcs Laufverhaltens cler Isomercn an SAD-z 
muss folgenclcs bctrachtet werclcn : Carboxamicl c bzw. d besitzt eine Hyclrathi~lle cler 
Grijsse E bzw. D, wobei nach Lit. 18 B c D ist. Fiir clas entsl~recl~cncle Carbosylnt 
c bzw. d ist dann die .Hyclrat1~ttlle urn E’ bzw. I>’ grbsser. l%ir die I-Iyclratlltille der 
cMS,-c uncl c&IS,4 in Plicssmittcln pH 6.5 gilt clam1 : (E + 11) + B’ < (E + D) + II’, 
clenn wenn E c II, clann such E’ c II’. Die cAlS,-d, wiR’IS:,-tl und n-iMS,,-rt’ wanclern 
also in der dissoziicrten Form clurch ihre griissere Hyclratlliillc schncller (vgl. Tabellcn 
VII und VIII). In saurcn Flicssmitteln ist die Hydrathtillc bci unclissoziicrtcn Cnr- 
bosylgruppcn lclciner nls an Carl)oxaniidgrul,pen uncl es gilt: (E + II) -LIP ftir 
CM!+c > (E + I))---D’ ftir cMS:,-Q?!. Die cMS,-d wandcrt nun lnngsamer als clic 
cMS,-a, classelbe gilt fttr die bier nicht tabcllicrtcn entslwecllenclen n-iMS-lsomcrcn. 
Das Lwtfverhaltcn der Isomeren mit Cnrboxyl in b uncl clas Laufvcrllalten cler Dicar- 
bonsBuren liisst sic11 in analogcr Wcise erl&i.rcn. 
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ZUSARIMlSNI:ASSUNC 

Corrinoiclc wcrdcn ilus wKssrigen Liisungcn an Ambcrlitc SAD-2 ~~clsorbicrt 
und bci S!iulcncl~romatogral~hic clurch einen Gradienten mit WRsscr-tcvl,-Butrtnol 
selcktiv cluiert (95:s his So:zo). Das I~aufverl~altcn wird in Abh~ngiglceit van C-Y 
und C-Io-Sul)stitucnten, von clen asialen Liganclen uncl clcm Nuclcotid untcr 13c- 
rkltsichtigung des Einflusses von pH und Cyaniclltonzcntration anhancl cler erhal- 
tenen R-Wertc cliskuticrt. 
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