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Untersuchungen iiber den exydativen Abbau
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I. Mitteilung.

“IVe_rgleichende Untersuchungen iiber die Kinetik der nicht fermentativen Oxydation
von d-Isoascorbinsiiure und 1-Ascorbinsiure.

Von

K. E. Scaurte und ANNELIES SCHILLINGER.
Mitteilung aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie,
Miinchen.

Mit 9 Textabbildungen.
( Etngegangen am 23. November 1951.)

Vor einigen Jahren berichteten F.J. Youraga, W. B. EssgLEN jr., und C.R.
FrrLers?! iiber Untersuchungen, nach denen die Oxydation der d-Iscascorbinsiure
(d-Araboascorbinsdure) in gepufferten wiflrigen Losungen mit gréBerer Geschwin-
digkeit verlduft als die der I-Ascorbinsdure. W. B. ESSELEN jr., J. J. PowERs und
R. Woopwarp? konnten diesen Befund durch die potentiometrische Messung der
Redoxpotentiale der d-Isoascorbinsiure und der 1-Ascorbinsdure bei py 4,05 (Citrat-
puffer) bestitigen. Die Autoren schlugen daher die d-Isoascorbinsiure als Antioxy-
dans fiir die I-Ascorbinstiure vor. Lagerversuche, die mit Tomaten- und Grape-
fruitsaft (im Grapefruitsaft war der Vitamin-C-Gehalt durch Zugabe von synthe-
tischer Ascorbinsiure erhéht worden) durchgefithrt wurden, ergaben, daf der
I-Ascorbinsiuregehalt dieser Sifte sich nach 5 bzw. 8 monatiger Lagerzeit nicht
verdnderte, wenn d-Isoascorbinsiure zugefiigt worden war. Bei den Kontrollproben
trat in der gleichen Zeit ein Vitamin-C-Verlust von 23,8 bzw. 28,09, auf. :

Die Verwendung von Vitamin-C-Schutzstoffen mit dem Ziel einer weitgehenden
Erhaltung des natiirlich vorkommenden bzw. durch Zugabe von l-Ascorbinséure
angereicherten Vitamin C im Lebensmittel hat nicht nur aus erndhrungsphysio-
logischen Griinden, sondern auch aus lebensmitteltechnologischen an Bedeutung
gewonnen, da bei Anwesenheit von l-Ascorbinsiure qualititsmindernde oxydative
Veréinderungen verzogert werden. Der Verlauf des oxydativen Abbaues der 1-Ascor-
binsdure, der durch Schwermetallkatalyse und Fermentwirkung bedingt sein kann,
wird durch verschiedene Faktoren beeinflufit. Die Geschwindigkeit der nicht
fermentativen Oxydation kann in Gegenwart von Substanzen verzégert sein, wenn
diese. die “Eigenschaft haben, die katalytisch wirksamen Schwermetallionen durch

1 YOURGA; F.J., W.B. EsseLexN jr. u. C. R. Frriers: Food Res. 9, 188 (1944).
% HsSELEN ji., W,/B., J. J. Pewgrs.u. R. Woopwarp: Ind: Engng. Chem.} analyt. Edit. 37,
295 (1945). ' ‘ -
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Uberfithrung in unwirksame Verbindungen auszuschalten oder aber ein niedrigeres
Redoxpotential aufweisen als das System l-Ascorbinsdure/Dehydroascorbinsiure.
Daf die d-Isoascorbinséure letztere Eigenschaft besitzt, 148t sich aus dem sterischen
Unterschied der Konstitution der beiden Siuren (s. Formeln) nicht ableiten, weshalb
uns vergleichende kinetische Messungen mit beiden Siuren notwendig erschienen,
die im Rahmen von Untersuchungen iiber Vitamin-C-Scliutzstoffe. durchgefiihrt
wurden. Durch diese Messungen wurden die von den amerikanischen Autoren
erhobenen Befunde bestétigt.
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In jimgster Zeit teilbe W. Hurmany? Ergebnisse, die durch vergleichende Messung
der Geschwindigkeit der Oxydation der 1-Ascorbinsiure und d-Isoascorbinsiure
gewonnen wurden, mit, die die von den amerikanischen Autoren erhobenen Befunde
niht be stdtigen. Es konnte kein Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit der
Oxydation der d-Isoascorbinséure und l-Ascorbinsiure gefunden werden. Dieser
Umstand veranlaft uns, unsere eigenen Ergebnisse zu dieser Frage mitzuteilen.

- Experimenteller Teil.

Uber den Verlauf der aeroben, nicht fermentativen Oxydation der 1-Ascorbinsiure in wif-
rigen Losungen, den wir bei den folgenden, Versuchen zum Vergleich herangezogen haben, finden
sich in der Literatur widersprechende Angaben. Dies ist z. T. dadurch bedingt, da8 die verschie-
denen Faktoren, die auf die Geschwindigkeit der Oxydation EinfluB nehmen kénnen, nicht geni-
gend beriicksichtigt worden sind. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird nicht nur durch die Kon-
zentration der anwesenden Schwermetallionen und die Temperatur bestimmt, sondern auch der
. pu-Wert der Losung, die Art der vorhandenen Puffersysteme, die Menge des verfiigbaren Sauer-
stoffes in der Lésung nehmen darauf Einfluf. Auflerdem wurde der Sdurenatur der Ascorbin-
siure zu wenig Beachtung geschenkt und dem Umstand, daf das erste Oxydationsprodukt der
-Ascorbinsiure, die Dehydroascorbinsiure, keine Siure darstellt.

Ein Vergleich der Ergebnisse verschiedener Autoren ist aber auch durch die unterschiedliche
MeBmethodik und Auswertung der Ergebnisse erschwert. Die Wiedergabe der MeBergebnisse in
Prozenten Ascorbinsiureverluste oder in Halbwertzeiten, d. h. den Zeiten, bis zu welchen die
Hialfte der in dem Versuch eingesetzten Ascorbinséure abgebautb ist, sagt iiber den Verlauf der
Reaktion wenig aus.

Wenn 1-Ascorbinséure mit Sauerstoft reagiert, so entsteht zunschst Dehydroasoorbmsaure
und Wasserstoffperoxyd nach folgender Gleichung:

o P

— ¢——o0

l | I i
O-_-C\O/C-—OH (OH) - CH,0H 0y — > O= C\O/O~GH (OH) - CH,OH-+ H,0,

In der gleichen Weise reagiert die d-Isoascorbinsiure mit Sauerstoff. Theoretisch 148t sich
die Reaktion also durch Messung éines der teilnehmenden bzw. entstehenden Substanzen quan-

1 Hemaxy, W.: Vortrag auf der GDCh-Tagung in Kéln am 25.IX. 1951, Fachgruppe
Lebensmittelchemie; ref. Angew. Chem. 63, 498 (1951) und in diesem Heft S. 103,
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titativ verfolgen. Da fiir die Bestimmung der Dehydroascorbinsiure eine geeignete Methode
nicht zur Verfiigung steht, verbleibt die Messung des verbrauchten Sauerstoffes, des entstehenden
Wasserstoffperoxyds oder der nicht verbrauchten Ascorbinsiure. Nachdem der Sauerstoffver-
brauch stets in genau stochiometrischem Verhaltnis erfolgt, kann er zur quantitativen Messung
der Reaktion herangezogen werden, vorausgesetzt, dal das Wasserstoffperoxyd nicht mit noch
nicht abgebauter Ascorbinsiure reagiert oder in Wasser und Sauerstoff zerfallt. Letztere Reak-
tion wird bekanntlich durch Kupfer katalysiert. Eine Umsetzung des Wasserstoffperoxyds mit
der Dehydroascorbinsiure oder ihren Abbauprodukten, die vor allem in alkalischer Losung sehr
rasch verlauft, beeinfluBt das verbrauchte Sauerstoffvolumen nicht. AuBerdem muB die Lésung
des gasformigen Sauerstoffes mit geniigend grofler Geschwindigkeit erfolgen, so daf nicht dieser
Vorgang fiir die Oxydationsreaktion geschwindigkeitsbestimmend wird. Die Messung des Sauer-
stoffverbrauches ist wiederholt zur Untersuchung des oxydativen Ascorbinsiureabbaus angewen-
det worden. :

K. Sivomaral verfolgte den Verlauf der Reaktion durch jodometrische Bestimmung des
Wasserstoffperoxyds. Da die Konzentration des gebildeten Wasserstoffperoxyds sehr niedrig ist
und dieser je nach den Versuchsbedingungen weitere Umsetzungen erleidet, erscheint diese Me-
thode wenig geeignet. )

Experimentell am einfachsten durchfijhrbar bei gleichzeitig weitgehender
Ausschaltung von Fehlermoglichkeiten ist die Messung der Abnabhme des Ascorbin-
sduregehaltes im Reaktionsgemisch. Diese Methode, die auch den Untersuchungen
dieser Arbeit zugrundelag, kann dann zum Studium der Reaktion herangezogen
werden, wenn dafiir Sorge getragen wird, dal die Konzentration des Sauerstoffes
in der Losung geniigend groB ist, so dall nicht letztere zum geschwindigkeitsbe-
stimmenden Faktor der Reaktion wird. Dies kann einmal dadurch erreicht werden,
daBl ein Sauerstoffstrom durch den Versuchsansatz geleitet wird, auBlerdem kann
die Ascorbinsdurekonzentration so niedrig gewdhlt werden, daBl die molekulare
Konzentration des bei der Versuchstemperatur gelosten Sauerstoffs grofier als die
der Ascorbinsdure ist, also die Sauerstoffkonzentration wihrend des Ablaufs der
Reaktion als konstant angesehen werden kann und nur die Konzentration des einen
Reaktionspartners, der Ascorbinséure, sich d&ndert. Sind diese Verhiltnisse gegeben,
so miiBte sich der Reaktionsverlauf der Ascorbinsdureoxydation bei Gegenwart und
Abwesenheit von Schwermetallen als eine Reaktion erster Ordnung beschreiben
lassen. Bei 25° C und 760 mm Druck l6sen sich in 1000 cm3 Wasser 28,31 cm3
Sauerstoff (reduziert auf 0° C und 760 mm), das entspricht einer molaren Konzen-
tration von 1,26 - 103, Wiahlt man eine 1 - 10—3-molare Ascorbinsiurekonzentration
fir die Versuchsansitze, so ist — bei gleichzeitigem Durchleiten von Sauerstoff — die
Sauerstoffkonzentration in der Reaktionsfliissigkeit ausreichend hoch. AuBerdem
wird die Reaktion nicht bis zur volligen Oxydation der Ascorbinsdure verfolgt,
sondern bis zu Umsétzen von 40—609, der Ascorbinséure, aus denen sich die Reak-
tionsgeschwindigkeitskonstanten hinreichend genau ermitteln lassen. Die Wahl
einer niedrigen Ascorbinsiurekonzentration erscheint auch im Hinblick auf die
Erfassung der Ascorbinsiiure mit Hilfe des Trrmans-Reagens zweckmiBig, da
sonst - verhdltnisméaBig groBe Volumina an MafBlosung bei relativ kleinen Unter-
schieden bei den einzelnen Titrationsproben verbraucht werden.

Diese Uberlegungen'gelten in der gleichen Weise fiir Untersuchungen mit der
d-Isoascorbinséure, die sich ebenfalls mit 2,6-Dichlorphenolindophenollésung quanti-
tativ erfassen laBt. :

‘ I. Angaben tuber die Versuchsordnung.

Die Versuchsansitze wurden in 300 cm?-Erlenmeyerkélbchen bereitet. Sie enthielten in
50 cm?® bidestilliertera Wasser die d-Iscascorbinsiure bzw. 1-Ascorbinsdure?, den Puffer und

1 Sizvomara, K.: J. Chem. Soc. Japan 61, 733, 803, 871 (1940).
2 Als 1-Ascorbinsdure wurde ein Priparat der Firma Merck (Darmstadt) verwendet, als d-

Isoascorbinsiure stand ein Praparat der Firma Hoffmann-La Roche, Inc. (Nutley, New Jersey)
zur Verfiigung.

6*
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Kupfersulfat gelost. Zunichst wurde der Ansatz ohne I-Ascorbinséure im Thermostaten auf die
Versuchstempsratur erwéirmt und dann die ebenfalls auf diese Temperatur erwirmte Losung der
d-Isoascorbinsiure bzw. 1-Ascorbinsdure zugefiigh. Dabei wurde als Reaktionsbeginn (t= 0)
der Zeitpunkt gewertet, bei dem die Hilfte der I-Ascorbinsaurelsung aus der Pipette in den Ver-
suchsansatz geflossen war. In bestimmten Zeitabsténden wurden Proben von 5 ¢cm® dem Versuchs-
ansatz entnommen und in weiBe Porzellanschélchen (@ = 7 cm) pipettiert, in denen die weitere
Oxydation durch Zusatz von 2 em?® 10 %iger Metaphosphorsiure unterbunden wurde. Die Por-
zellanschalchen erwiesen sich fiir die exakte Titration mit 2,6-Dichlorphenolindophenollésung
sehr geeignet, da der Umschlagspunkt von farblos auf schwach rosa besser zu erkennen ist als in
Glasgefalien. : - _

Bidestilliertes Wasser wurde mit Hilfe einer elektrisch beheizten (lasapparatur gewonnen.
Dieses Wagser enthielt noch im Durchschnitt 1,2 bis 2,0 p-% Kupfer geldst. Um diese Kupfer-
spuren zu entfernen, wurde je 11 Wasser in einer mit Glasstopfen versehenen Flasche von 21
Inhalt mit 5 em® Dithizonlsung (12 mg Dithizon in 100 em?® Tetrachlorkohlenstoff) 5 min lang
kraftig durchgeschiittelt. Das in dieser Weise behandelte Wasser wurde so lange gekocht, bis
kein Geruch nach Tetrachlorkohlenstoff mehr feststellbar war und dann unter stindigem Durch-
leiten von Sauverstoff in feiner Verteilung auf Zimmertemperatur erkalten gelassen.

Auch die verwendeten Puffersubstanzen waren nicht kupferfrei, Sie wurden ebenfalls in der .
angegebenen Weise mit Dithizonlésung behandelt. Losungen mit einer hioheren pg-Stufe als
6,8 konnen nicht in dieser Weise kupferfrei gemacht werden, da bei diesem py das Dithizon in die
willrige Phase iiberzugehen beginnt. In diesen Fiallen wurde in etwas anderer Weise verfahren:
Um exakte Angaben tiber den Kupfergehalt der Versuchsansitze machen zu kdnnen, wurde der
Kupfergehalt der verwendeten Substanzen bestimmt und durch Zugabe von Kupfersulfat-
losung die gewimschte Kupferion-Konzentration im Ansatz eingestellt. Die Bestimmung des
Kupfers erfolgte nach der von B. BLEYER,; G. NaceL und J. Scawarsorp! fiir die Untersuchung
homoopathischer Zubereitungen ausgearbeiteten ,,Mischfarbenmethode®.

II. Die Reaktionsordnung der Oxydationsreaktion
der d-Isoascorbinséure.

Der Verlauf der nicht fermentativen Oxydation der 1-Ascorbinsdure in wafirigen Lisungen
ist in unterschiedlicher Weise dargestellt worden. So beschreiben E. S. G. BaRron und Mit-
arbeiter? die Reaktion als Reaktion 0. Ordnung, H. ScEOMMER? betrachtet sie als eine ,,pseudo-
monomolekulare’ Reaktion; nach R. W. PETERSON und J. H. WarTox?* verlauft sie bis zu einem
Umsatz von 50—80% als Reaktion 1. Ordnung, A. WrissBERGER und -Mitarbeiter® und ebenso
E. SrvErBLATT und Mitarbeiter® und M. A, JosLy~ und J. MiLLER? werten ihre MeBergebnisse
nach der Gleichung fiir eine Reaktion 1.Ordnung aus. Uber die Reaktionsordnung der Oxy-
dation der d-Isoascorbinséure liegen unseres Wissens in der Literatur bisher keine Angaben vor.

Zun#chst soll der folgende Versuch bei einem py-Wert von 5,0 (Phosphatpuffer),
der in der oben beschriehenen Weise durchgefiihrt wurde, niher betrachtet werden.
Aus Tab. 1 sind die gewiihlten Konzentrationen fiir die d-Isoascorbinsiure, 1-As-
corbinsdure, des Kupferions und des Phosphatpuffers zu entnehmen, ebenso die
nach bestimmten Zeiten noch vorhandenen Mengen an d-Isoascorbinséure und
1-Ascorbinsiure (a — x), berechnet auf den Gesamtansatz.

Die Reaktion verliuft in gleicher Weise, aber mit unterschiedlicher Geschwindig-
keit bei beiden Siuren; die d-Isoascorbinsiure wird rascher oxydiert. Berechnet
man aus diesen gefundenen Umsétzen die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten,
und zwar einmal als Reaktion 0. Ordnung (k,-Werte) und auBerdem -nach der
Gleichung fiir eine Reaktion 1. Ordnung (k,-Werte), so findet man, dafl die ky-Werte
im Verlauf der Reaktion abnehmen, wihrend die k,-Werte geringfiigig ansteigen und

1 BLEYER, B., . NaGEL u. J. ScEWAIBOLD: Scientia Pharmaceutica 1939, Augustheft.

2 BagrroN, E. S. G., R. H. D& MEio u. F. KLgmMpERER: J. Biol. Chemistry 112, 625 (1936).

3 ScmiimMER, H.: Biochem. Z. 304, 1 (1940).

¢+ PgrErsoN, R. W., u. J. H. Warron: J. Amer. Chem. Soc. 65, 1212 (1943).

5 WEISSBERGER, A., J. E.LUVALLE u.D. 8. THoMaAS jr.: J. Amer. Chem. Soc. 65, 1934 (1943).—
WEISSBERGER, A., u. J. B. LuVarre: J. Amer. Chem. Soc. 66, 700 (1944). - )

6 SIvERBLATT, E., A. L. RossiNsox u. G. 8. Kivg: J. Amer. Chem. Soc. 65, 137(1943).

7 Josryw, A. M., u. J. MizLer: Food Res. 14, 325 (1949). o
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als fast konstant angesehen werden konnen. Die kupferkatalysierte Oxydation der
d-Tsoascorbinsiure und der 1-Ascorbinsiure istalso eine Reaktion 1. Ordnungin bezug
auf die Konzentration der Siuren. Diesgilt unter den gewéhlten Versuehsbedmgungen
dann, wenn die Reaktion im saueren
Milieu und bei Anwesenheit einer ge-
niigend hohen Kupferkonzentration
verlsuft. Ist letzteresehrkleinund da-
mit auch die Reaktionsgeschwindig-
keit (z. B. in Gegenwart von KCN),
dann wird der Verlauf der Reaktion
ebenso gut als Reaktion 0. Ordnung

Tabelle 1. Verlauf der Oxydation der
d-Tsoascorbinsdure und 1-Ascorbinsdure.

Versuchsansatz: Konzentration derd-Isoascorbin-

sdure und der l-Ascorbinsdure 1 -10—3 Mol/l, des

Puffers 2-10—2 Mol/l (Phosphatpuffer, pg 5,0),
“des Kupferions 4,5 - 10—5 Mol/L.

Gesamtvolumen = 50,0 cm® Temperatur 25° C.

Wiedergegeben: zumindest bis zu t d-Tsoascorbinsiure 1-Ascorbinséure
Umsiitzen von etwa 509,. Um eine mo 7T g, | & |a-x]| kK .
einheitliche Auswertung der Ver- ‘

suche zu ermoglichen, sind aber in 0 8,60 | — — 18,60 | — —
allen Versuchen die Reaktions- 1| 66L | 1,99 102621 7,15 [ 1,45 0,184
geschwindigkeiten nach der Glei- i ggg | }’1513 \g’gsg Z’gg i’ﬂ 8’13?
chung fiir die Reaktion 1. Ordnung G | L64 116 !0:274 2,66 | 0.998 | 0,194
berechnet worden. 8 — — } —_— 1,76 ' 0,855 | 0,198

IIT. Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von den Puffersub-
stanzen, der Kupferion-Konzentration und der Temperatur.

Uber den méglichen EinfluB der verwendeten Puffersubstanzen auf die Reaktions-
geschwindigkeit der kupferkatalysierten 1-Ascorbinsdureoxydation finden sich in der
Literatur schon Hinweise, doch schien es fiir die vorliegenden Untersuchungen zweck-
miBig, mit den verwendeten Puffersubstanzen vergleichende Versuche durchzu-
fithren. In Tab.2 sind die ermittelten k,-Werte bei Anwesenheit verschiedener
Puffersubstanzen, aber gleicher Konzentration des Kupferions zusammengestelis.
Es ist aus diesen Werten ersichtlich, daB der EinfluBl des Puffers sehr unterschiedlich
ist, und zwar verliuft die Reaktion sowohl der d-Isoascorbinsiure wie auch der
l-Ascorbinssure im Acetat- und Phosphat/Citronensiure-Puffer langsamer als im
Phosphatpuffer. Bei einem Vergleich von Mefergebnissen ist dieser Befund zu be-
riicksichtigen.

Tabelle 2. Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Art des Puffers.

Versuchsansatz: Konzentration der d-Isoascorbinsiure und der 1-Ascorbinsiure 1-10—3
Mol/l des Puffers 2 - 10—2 Mol/l, des Kupferions 4,5 - 10— Mol/l.
Gesamtvolumen 50 cm3. Temperatur 25° C.

K, (min—*)
Puffermischung Py -
d-Isoascorbinsure 1-Ascorbinséiure

Priméres + sekundéres Phosphat . . . . . 4,0 0,106 0,053
5,0 0,241 0,166
6,0 0,420 0,344
. 7,0 0,441 0,280
Essigsgure + Natriumacetat . . . . . . . 4,0 0,070 0,045
5,0 0,169 ’ 0,127
6,0 0,251 0,209

Citronensiiure + sec. Natriumphosphat . . . | 4,0 0,0175 0,0160

5,0 0,0270 0,0266

6,0 0,0362 0,0335

7,0 0,0374 0,0369
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Verfolgt man die Andérung der Reaktionsgeschwindigkeit bei gleichen Puffer-
substanzen und gleichem py-Wert, aber steigenden Kupferkonzentrationen, so findet
man, daf die Reaktionsgeschwindigkeit mit ste1genden Kupferkonzentrationen
lmear zunimmt (Abb. 1).
Bei py 4,0 und 5,0 verlduft die Oxydation der d-Isoascorbinsiure rascher als die
der 1-Ascorbinsédure. Das Verhiltnis der k;-Werte der beiden Siuren ist bei pg 4,0
2:1, bei pg 5,0 ist es 1,3:1; dieses bleibt mit steigenden Kupferkonzentrationen
gleich, der meBbare Unterschied wird aber gréBer und damit analytisch. leichter er-

I

20

Abh. 1. Abhiingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Oxy-
dation der d-Isoascorbinséiure (—o——) und der }-Ascorbin-
siure (—--x— —) von der Kupferionkonzentration. Konzen-
tration der d-Isoascorbinsfiure und der l-Ascorbinsdure

80 é’ﬂ 00
(Cu-Honzentration)

I |
720 10 molfl

1+ 1073 Mol/l, des Puffers 2« 10—2 Mol/l. Temperatur 25° C.

falbar. Diese Tatsache mufl bei der
Festlegung der Versuchsbedingun-
gen (Kupferkonzentration) einer
vergleichenden Untersuchung iber
die Reaktionsgeschwindigkeit der

1 I |
20 25 70 350
lemperatur

Abb. 2. Abhingigkeit der Oxydation der d-Iso-
ascorbinsdure .(—o—) und der I-Ascorbinsiure
(— — x — —) von der Temperatur. Konzentration
der d-Tzoascorbinsiure und der I-Ascorbinsiure
1-10™% Mol/l, des Puffers 2+ 10—* Mol/l (Phos-
phatpuffer, pH 5,0), des Kupferions 1,5 - 103 Mol/L.

Oxydation der beiden Sauren beriicksichtigt werden. Bei py 7,5 sind die k,-Werte
fiir beide Ssuren bei den beriicksichtigten Kupferkonzentrationen gleich grof, sie
liegen auf einer gemeinsamen Geraden.
Eine Erhéhung der Temperatur bei sonst gleichen Versuchsbedmgungen hafu eine
Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge (Abb. 2).

Bei einer Zunahme der Temperatiar um 10° C erhoht sich die Geschwmdlgkelt der
Die Berechnung der zugehorigen Akt1v1erungs-

Reaktion um das 2—2%/,fache,

energie Q der ArrmENIUsschen Gleichung k = o« e~ Y®T nach der "Gleichung

ions, untersucht,

T,-T,

Q=R i

aus den ermittelben k,-Werten bei 25° bzw. 35° C ergibt fiir die d-Isoascorbinséure
Q = 16,2 keal, fiir die 1-Ascorbinsiure Q =

.1n.ﬁ

ky

15,3 keal.

.IV. Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit
von dem pg-Wert der Lésung.

Wird der Verlauf der Oxydationsreaktion der d-Tsoascorbinsiure und der 1-As-
corbinsiiure bei verschiedenen pyg-Stufen, aber gleicher Konzentration des Kupfer-
so findet man, daB die Umsitze pro Zeiteinheit je nach der
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pa-Stufe verschieden sind. In Abb. 3 ist der Verlauf der Reaktion fiir d-Isoascorbin-
sdure und 1-Ascorbinsiure bei einigen py-Stufen graphisch dargestellt, und zwar ist
log (a — x) als Funktion der Zeit aufgetragen. Die graphisch ermittelten Reaktions-
geschwindigkeitskonstanten fiir den Beginn der Reaktion sind in Tab, 3 zusammen-
-gestellt. Aus diesen Werten ist ersichtlich, daf die Reaktionsgeschwindigkeit sowohl
bei der d-Isoascorbinsiure wie auch bei der I-Ascorbinséure mit steigendem py-Wert
bis zum pg- 6,0 zunimmt, dann zwischen py 6,0 und py 7,0 etwas abfillt und an-
schlieBend im schwach alkalischen Gebiet wieder ansteigt. Das Verhéltnis der k,-Werte
der beiden Sduren im py-Bereich 3,0—4,5
ist 2:1 und verschiebt sich dann mit
steigendern py-Wert immer mehr nach
1:1; ab py 7.5 sind die k;-Werte gleich.

=
=4
0
*
0/3 Ry pf/ do
1 [ _1 i 20 1 I S ! _ 1
g 2 ¥ & min 8 30 - 40 50 60 70 80 py 90
Abb. 8. Verlauf der Oxydation der d-Isoascorbinsiure Abb. 4, Abhin.gigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der
(—o-—) und der 1-Ascorbinsiure (— — x — —) bei ver- kupferkatalysierten Oxydation der d-Isoascorbinsiure
schiedenen pu-Stufen (Phosphatpuffer). Konzentration (—o—) und der 1-Ascorbinsdure (— — x — —) von der

des Kupferions: 4,5+ 10~% Mol/l. Temperatur 25° C. H-Ton-Konzentration. Konzentration des Kupferions:
. 4,5+ 1075 Mol/l. Temperatur 25° C,
Tabelle 3. Die k,-Werte fir die kupferkatalysierte Oxydation der d-Isoascorbin-
sdure und der l-Ascorbinsdure bei verschiedenen pg-Stufen.
Versuchsansatz: Konzentration der d-Isoascorbinsiure und der 1-Ascorbinsiure
1- 103 Mol/l, des Puffers 2 - 10—2 Mol/l, des Kupferions 4,5 - 10— Mol/l.
Gesamtvolumen 50,0 cm3. Temperatur 25° C.

Puffer Py k; + 10° (min—7)
d-Tsoascorbinsiure f 1-Ascorbinsgure
H,PO, +Na ,HPO, . . . . . . . . ... 3,0 240,0 120,0
3,5 502,0 250,0
4,0 1050,0 530,0
KH,PO, - Na,HPO, . . . . .. .. .. 4,5 1740,0 955,0
5,0 2410,0 1660,0
5,5 3550,0 | 2560,0
6,0 4200,0 3340,0
6,5 3900,0 2880,0
7,0 3410,0 2800,0
7.5 2800,0 2860,0
8,0 2900,0 | 2900,0
Na,00;, + NaHCO; . . . . ... . . . .. 8,5 2990,0 ‘ 3000,0.
9,0 3830,0 3630,0

Die graphische Darstellung (Abb. 4) veranschaulicht die Anderung der Reaktions-
geschwindigkeit in Abhingigkeit von der H-Ion-Konzentration noch besser, und
zwar sind die Logarithmen der k,-Werte als Funktion des pg-Wertes eingezeichnet.
Die beiden Kurven verlaufen bis zu einem Maximum bei py 6,0 fast parallel, um sich
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dann auf dem absteigenden Ast zu nahern und ab pg 7.5 liegen die Werte auf einer
gemeinsamen Kurve, die im schwach alkalischen Gebiet wieder ansteigt. Im ge-
samten saueren Gebiet wird demnach die d-Isoascorbinséure rascher als die 1-Ascor-
binsgure oxydiert, allerdings dndert sich der Unterschied in den Reaktionsgeschwin-
digkeiten etwas mit der H-Ton-Konzentration.

Um eine Vorstellung iiber den Verlauf der Oxydation der beiden Sduren bei Aus-
schaltung der Kupferkatalyse, aber sonst gleichen Versuchsbedingungen zu ge-
winnen, wurden die gleichen Versuchsreihen ohne Zusatz von Kupferionen durch-
gefuhrt Zur Ausschaltung des katalytischen Einflusses der in bidestilliertem Wasser

enthaltenen bzw. durch die
Puffersubstanzen eingeschleppten
gmmg—/gz 40 Schwermetallspuren (das bidestil-
Y 60 lierteWasgserund die Pufferlosungen
der Versuchsansitze wurden nicht
durch Ausschiitteln mit Dithizon.-
=49 5/’/7 16sung kupferfrei gemacht) wurde
& der Reaktionsverlauf in Gegenwart
g von Kaliumeyanid (0,01—0,001
p 75 Mol/l) gemessen. AuBlerdem wurde
p,,w 77" die gleiche Reaktion unter Ver-
wendung von mit Dithizon aus-
geschiitteltem Wasser und Puffer-

| L 1 B | lésungen untersucht.
0 4 . s 2 % 20 24 Std. .. Die sehr langsam wverlaufende

Abb. 5. Abnahme der d-Tsoascorbinsinre und der I-Ascorbinsiure  Reaktion ist ebenfalls eine Reak-

bet einigen pE-Stufen. (Die MeBdaten fiir beide S#uren liegen auf . :
gemeinsamen Kurven, o == MeBdaten fiir die d-Isoascorbinsiure, tion 1. Ordnung' In Abb. 5 sind

x = MeBdaten fiir die I-Ascorbinsiure.) Temperatur 25° C. die Logarithmen der nach be-

stimmten Zeiten noch vorhandenen

Mengen an d-Isoascorbinséure und 1-Ascorbinsdure (a — x) bei einigen pg-Stufen

als Funktion der Zeit aufgetragen; die erhaltenen Kurven sind -Gerade, die fiir
d-Isoascorbinsdure und 1-Ascorbinsédure praktisch zusammenfallen.

Die bei den verschiedenen py-Stufen ermittelten Werte fiir k; sind in der Tab. 4
zusammengesteilt. Die Reaktionsgeschwindigkeiten beider Siuren sind unter diesen
Versuchsbedingungen in dem beriicksichtigten pg-Bereich gleich grof}, ein mefbarer
Unterschied aulerhalb der Fehlergrenze konnte nicht gefunden werden. Dieser Be-
fund stimmt mit der in Abb. 2 wiedergegebenen Anderung der Reaktionsgeschwindig-
keit mit der Kupferkonzentration iiberein, die in dieser Abbildung wiedergegebenen
Kurven niihern sich mit der Abnahme der Kupferkonzentration immer mehr. '

In Abb. 6 stellen die Kurven die Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit in
Gegenwart von Kaliumeyanid bzw. nach Behandlung der verwendeten Reaktions-
Issungen mit Dithizon dar.

Die k;-Werte fiir die d-Isoascorbinséiure und die 1-Ascorbinsiure liegen auf einer
gemeinsamen Kurve. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Oxydation beider Sduren
in Gegenwart von Kaliumeyanid dndert sich mit steigendem py bis zu einem Wert
von 6,0—6,5 nur sehr wenig, um dann im alkalischen Bereich rasch anzusteigen.
Einen #hnlichen Kurvenverlauf zeigt die Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit,
wenn die Versuchsanstitze durch Behandlung mit Dithizon kupferfrei gemacht:
wurden, allerdings 148t sich dann die Reaktion nur bis zu einem pg-Wert von 7,0
verfolgen. Den Unterschieden in den k -Werten (in Gegenwart von KXCN bzw. nach
Vorbehandlung mit Dithizon) ist keine Bedeutung beizumessen; sie sind bedingt
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981

—

/74




Untersuchungen iiber den oxydativen Abbau der 1-Ascorbinsgure. 85

Tabelle 4., Die k,-Werte fir die Autoxydation der d-Isoascorbinsiure und der
1-Ascorbinsdure bei verschiedenen pg-Stufen, sowie die berechneten k; (Cu)-Werte
fiir die wirkliche Kupferkatalyse. )
Versuchsansatz: Konzentration der d-Isoascorbinsgure und der I-Ascorbinsiure
1 - 10—3 Mol/l, des Puffers 2 - 10—2 Mol/l, des Kaliumeyanids 1,0—10,0 - 10— Mol/l.
Gesamtvolumen 50,0 cm3, Temperatur 25° C.

k- 10 (min—?) . -
i ky (Cu);lo‘
Puffer ‘ DE Bei Gegﬁ%‘i‘?ﬂ von Nao}’xn?goﬁglllliazl&illung (min=—%)
d-Tsoase. I-Ase. d-Isoasc. FAse. d-Isoasc. l-Asc.W
H,PO, - Na,HPO, 3,0 1,001 1,052 S P— 239,0 118,95 .

3,5 1,032 1,021 - — 500,97 248,98
4,0 1,046 1,035 0,247 0,234 | 1048,95 528,97
KH,P0, + Na,HPO, 4,5 1,252 | 1,141 0,302 0,367 1738,75 953,86
5,0 1,392 1,230 0,463 0,400 2408,61 1658,77
5,5 1,602 1,547 0,502 0,491 | 3548,40 | 2558,45
6,0 1,799 1,772 0,710 0,620° |4198,20 | 3339,23
6,56 2,298 2,240 | 1,406 1,632 | 3897,70 | 2877,76
7,0 3,926 3,760 2,799 2,801 | 4406,07 | 2796,84
7,5 11,00 11,57 — - 2789,00 | 2848,43
8,0 21,04 -, 22,95 — — 2878,96 | 2878,05
Na,CO; + NaHCO, 8,5 44,25 | 41,10 — — |2945,75 | 2978,90
9,0 94,15 83,00 — — 1 3735,85 | 3547,00

301 ' X
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Abb. 6. Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit der Abb. 7. Anderung der Reaktionsgeschwindigkeit der
kupferkatalysierten Oxydation der d-Isoascorbinsdure Oxydation der d-Isoascorbinsdure (1) und der l-Ascor-
(—o0—) und l-Ascorbinsiiure (—x—) mit der H-Ion-Kon- binsiiure (2) in Abhingigkeit von der Wasserstoffion-
zentration in Gegenwart von Kaliumcyanid (1) bzw. Konzentration in Gegenwart und hei Abwesenheit von
nach Behandlung mit Dithizon (2). Kupferionen (3). o = MeBdaten der d-Isoascorbinsiure,
x = MeBdaten der l-Ascorbinsiiure, » = die
berechneten k, (Cu)-Werte,

durch die Fehlergrenze der Bestimmungsmethode, die sich bei den geringen Umsétzen
dieser Messungen stirker bemerkbar macht. In den folgenden Ausfithrungen wird
die Oxydation der beiden Siuren in Gegenwart von KCN bzw. in mit Dithizon
kupferfrei gemachten Losungen als Autoxydation bezeichnet.

In Abb. 7 sind die Kurven fiir die Reaktionsgeschwindigkeit der d-Isoascorbinsiure und der
1-Ascorbinsdure als Funktion der Wasserstoffion-Konzentration in Gegenwart und bei Abwesen-
heit von Kupferionen noch einmal in einem anderen MaBstab aufgetragen.

Durch diese Darstellung wird deutlich, daf die Geschwindigkeit der kupfer-
katalysierten Oxydation bis zu einem py-Wert von 6,0 sehr rasch zunimmst, wihrend
sich im gleichen py-Bereich die Geschwindigkeit der Autoxydation der beiden Siuren
nur sehr wenig dndert. Erst im schwach alkalischen Gebiet gewinnt der Anteil der
Autoxydation an dem oxydativen Abbau der d-Isoascorbinsiure und der
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I-Ascorbinsiure, verglichen mit der kupferkatalysierten Oxydation, die im schwaeh
alkalischen Gebiet nicht im gleichen Mafle zunimmt, an Bedeutung.

Nimmt man an, daB beide oxydativen Vorginge, Autoxydation und kupfer-
katalysierte Oxydation, nebeneinander ablaufen, so ergibt erst die Differenz der
k,-Werte beider Reaktionen eine Vorstellung iiber die Reaktionsgeschwindigkeit der
erkhchen kupferkatalysierten Reaktion. Diese Werte fiir die Reaktlonsgeschvmndlg
keit der wahren kupferkatalysierten Oxydation wurden mit k, (Cu) bezeichnet; sie
finden sich in Tab.4 zusammengestellt und in Abb. 7 emgezel(hnet Sie fallen
praktisch mit der Kurve der k,-Werte der kupferkatalysierten Reaktion bis zu einem
pr-Wert von 7,5 zusammen, bei hoheren pg-Werten wird der Anteil der Autoxy-
dation an der Oxydatlon der beiden Sduren deutlicher bemerkbar (Die Kurve der
k, (Cu)-Werte ist gestrichelt gezeichnet.)

W. D. Kvmer und T. C. Danters! haben 1935 die Dissoziationskonstanten der
zweibasischen 1-Ascorbinsiure bestimmt: pg,= 4,12 (K, =7,56 - 1079), pg, = 11,51
(K, = 3,08-107%). Fiur die zweibasische d-Tsoascorbinsiure fand G. CARPENT?
pr, = 4,23 (K| = 589 - 107%), pg, zwischen 11 und 12. Der von G. CARPENI mit-
geteilte Wert diirfte sich bei einer Nachpriifung vielleicht noch etwas &ndern, da
scheinbar ein nicht ganz sauberes Priparat zur Verfiigung stand (angegebener Smp.
164° C, Smp. der reinen Siure 174° C).

Mit Hilfe dieser Werte 1408t sich berechnen, welcher Anteil der beiden Siuren als einwertiges

Ton (AH™) bzw. als zweiwertiges Ton (A~ 7) bei den verschiedenen pg-Stufen vorliegt, und zwar
nach folgenden Gleichungen:

af- K [/H] K [VH]
I+ K [JH] 1T+ K [JE T’
) A K, [YH] K, [1/H]

T+ K[JHT " 1+K,[I/H]

Da der K,-Wert fiir die d-Isoascorbinsiure nicht genau bestimmt ist, 148t sich diese Berech-
nung fiir die d-Isoascorbinséure nicht exakt durchfithren, doch darf wohl die Annahme gemacht
werden, da auch die K,-Werte der beiden Sduren nahe beieinanderliegen (fiir d-Isoascorbin-
séure PK, = 11,62 angenommen). Graphisch dargestell erhilt man die Dissoziationskurven der
d-Tsoascorbinsure und der I-Ascorbinsiure, die parallel miteinander laufen (Abb. 8).

Um den Neutralpunkt liegen die 1-Ascorbinsdure (pg 7,12) und die d-Isoascorbin-
siure (pg 7,23) vollstindig als einwertige Ionen vor, im alkalischen Gebiet als zwei-
wertige Saurereste. Nach A. Wrisssereer und J. E. Duvanrg®, die die gleichen
Betrachtungen fiir den Verlauf der Oxydation der 1-Ascorbinsiure anstellten, 1466
sich der Anteil des monovalenten Ions der d-Isoascorbinsiure bzw. der 1-Ascorbin-
siure aus der Geschwindigkeit der kupferkatalysierten Oxydation berechnen, indem
man die Werte fiir die Reaktionsgeschwindigkeit der wirklichen Kupferkatalyse
[k; (Cu)] durch den bei dén zugehérigen pgy-Stufen vorhandenen Anteil an. ein-
bagischem Ton dividiert; man erhilt beinahe konstante Werte [k, (AH™)] fiir die
Reaktionsgeschwindigkeit, deren Logarithmen als Funktion der pg-Werte aufge-
tragen, fiir beide Sduren Kurven ergeben (Abb.9), die fast parallel zur Abszisse
verlaufen. Das bedeutet aber, daB allein das monovalente Ion der beiden Séuren
und nicht die undissoziierten Siuren oder das divalente Ion Gegenstand der kupfer-
katalysierten Oxydation ist.

Anders verliuft die Autoxydation; bis pg 6,5 (Abb. 7) dndert sich die Reaktions-
geschwindigkeit' mit steigendem pyg-Wert und damit steigendem Anteil am mono-
valenten S#iure-Ion nicht bzw. nur sehr wenig, im alkalischen Gebiot steigt die

1 Komrer, W. D., u. T. C. Daxiers: J. Amer. Chem. Soc. 57, 1929 (1935).

2 CarpENI, (.: C. r. Séances Acad: Sci. 206, 1816 (1938).
3 WEISSBERGER, A., u. J. E. DuVarLe: J. Amer. Chem. Soc. 66, 700 (1944).
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Reaktionsgeschwindigkeit; rasch-an! Es wird also offenbar das zweiwertige Ton der
beiden S#uren mit viel groBerer Geschwindigkeit autoxydiert als das einwertige.
Zu diesem Ergebnis kommen auch A. WrissBErcER und Mitarbeiter?. Die Autoren
bestimmten die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme von 1-Ascorbinsiure in
Gegenwart von Kaliumcyanid in einem pg-Bereich von 4,7—9,2. Sie schliefen
aus ihren MeB3daten, daBl sowohl das einbasische wie auch das zweibasische Ton der
1-Ascorbinséiure an der Reaktion teilnimmt, dafl aber das zweiwertige Ton 10° mal
schneller als das einwertige mit Sauerstoff reagiert. Wurde der Partialdruck des
Sauerstoffs auf 1/; erniedrigt, so #nderte sich die Reaktionsgeschwindigkeit des
zweibasischen Tons proportional der Sauerstoffkonzentration, nicht aber die des
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| R R N L Abb. 9. Die berechneten k;, (AH™)-Werte der d-Iso-
272 423 Dy 77 jg 71,62 ascorbinsdure (1) und derl-Ascorbinsiure (2).als Funktion

) der Wasserstoffion-Konzentration dargestellt; die zu-
Abb. 8. Dissoziationskurven der d-Isoascorbinsiure gehorigen Dissoziationskurven des einwertigen Siureions

{(—o—) und der 1-Ascorbinséure (— —x — ). der beiden Siuren sind darunter gezeichnet (1af2a).
einbasischen 1-Ascorbinséureions. Dieser Befund fiihrte die Autoren zu der Annahme,
daB das einbasische 1-Ascorbinséureion an 'einer Zwischenreaktion teilnimmt, die
fiir die Reaktionsgeschwindigkeit der Autoxydation des einbasischen Ions geschwin-
digkeitsbestimmend ist.

Zusammenfassung.

Die kupferkatalysierte Oxydation der d-Isoascorbinsiure verliuft in einem
Ppr-Bereich unter 7,5 in gleicher Weise aber mit groBerer Geschwindigkeit als die der
l-Ascorbinsfure. Die Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit durch gleich-
zeitig anwesende Puffersubstanzen, eine Temperaturerhhung oder eine Anderung
der Kupferkonzentration ist bei beiden Siuren gleichsinnig. Im schwach alkalischen
Gebiet konnte unter den gewihlten Versuchsbedingungen kein mefibarer Unterschied
der Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet werden. Bei sehr niedrigen Kupfer-
konzentrationen (in Gegenwart von Kaliumeyanid bzw. nach Vorbehandlung der
Reaktionslosungen mit Dithizonlosung) konnten keine Unterschiede der Reaktions-
geschwindigkeit fiir die beiden Sauren unter den gewihlten Versuchsbedingungen
gemessen werden.

Nur das einwertige Ion der beiden S#uren — nicht das zweiwertige Ion bzw. die
undissoziierte Sdure — nimmt an der kupferkatalysierten Oxydation teil, wihrend
die Oxydation des zweiwertigen Tons der Siuren (im alkalischen Gebiet) nicht durch
Kupferkatalyse bedingt sein kann.

Das Ergebnis bestitigt die von W. B. Essgrew jr., J. J. PowErs und R. Woob-
WARD beschriebene Beobachtung, dall die nicht fermentative Oxydation der 1-Ascor-
binsdure durch gleichzeitiz anwesende d-Isoascorbinsdure verzdgert und letztere
gegeniiber der 1-Ascorbinsdure als Antioxydans wirksam werden kann.

1 WEISSBERGER, A.: Zit. S, 80, Anm. 5.



