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113. Uber die Struktur des Ascorbigens
von G. Kiss und H. Neukom
(10. I1. 66)

GMELIN & VIRTANEN [1] haben kiirzlich gezeigt, dass die von PRocHAZKA [2] aus
Kohlpflanzen isolierte gebundene Ascorbinsiure, das Ascorbigen, sich erst nachtrig-
lich bei der Aufarbeitung des Pflanzenmaterials bildet. Dabei entsteht durch enzyma-
tische Spaltung von Glucobrassicin {iber das unstabile Skatylisothiocyanat zunichst
3-Hydroxymethylindol, das sich mit Ascorbinsiure zum Ascorbigen verbindet. Das
letztere konnte auch synthetisch durch Reaktion von Ascorbinsiure mit 3-Hydroxy-
methylindol [3] oder mit Gramin [4] hergestellt werden. Uber die Struktur des Ascor-
bigens hingegen konnten noch keine genauen Angaben gemacht werden. GMELIN &
VIRTANEN [1] vermuteten eine dtherartige Verkniipfung der beiden Komponenten,
wihrend ProcrAzka [4] einer C-C-Verkniipfung den Vorzug gab.

Neuere Untersuchungen von JONEs ef al. [5] haben gezeigt, dass mit den 2 meso-
meren Formen des L-Ascorbat-Ions leicht C- und O-Alkylierungen eintreten kénnen.
Die entsprechenden Alkylierungsprodukte sind mit Benzylchlorid hergestellt und
charakterisiert worden [5] [6]. Diese Untersuchungen lassen auf einen dhnlichen Me-
chanismus bei der erwdhnten Bildung von Ascorbigen schliessen.

Bei der Reaktion von L-Ascorbinsiure mit 3-Hydroxymethylindol in wisseriger
Loésung nach VIRTANEN ef al. [1] [3] konnte neben anderen Reaktionsprodukten
(hauptsichlich 3,3’-Diindolylmethan [7]) die Bildung von 2 diastereomeren Ascorbi-
genen A und B festgestellt werden, wobei iiberwiegend das Ascorbigen A gebildet
wird. Ascorbigen B konnte durch Extraktion der Reaktionslésung mit Ather entfernt
und anschliessend Ascorbigen A mit Athylacetat extrahiert werden. Die Ascorbigene
konnten in diinnschichtchromatographisch reiner Form als amorphe weisse Pulver
erhalten werden.

Wisserige Losungen der Ascorbigene reagieren schwach sauer und geben keine
Farbung mit FeCly; 2,6-Dichlorphenolindophenol wird nicht entfirbt. Die Abwesen-
heit einer Enolgruppierung geht auch aus den IR.-Spektren der Ascorbigene hervor,
‘da die charakteristischen Banden der Ascorbinsidurestruktur bei 1765 ¢cm~! und
1680 cm—! fehlen. Beide Spektren zeigen hingegen einen scharfen Pik bei 1782 c¢m—!
(gesattigter y-Lactonring). Das IR.-Spektrum von Ascorbigen A ist nahezu identisch
mit dem des C-Alkylierungsproduktes aus Ascorbinsdure und Benzylchlorid [6] (2-C-
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Benzyl-3-keto-hexulosonsiure-lacton)), wihrend das Spektrum von Ascorbigen B im
«Fingerprint »- Gebiet geringe Abweichungen aufweist. Beide Ascorbigene zeigen redu-
zierende Eigenschaften (Rotfirbung mit Triphenyl-tetrazoliumchlorid). Bei der Be-
handlung von Ascorbigen A mit methanolischer HCl konnte ein schén kristallisieren-
des Methylglykosid erhalten werden, was auf das Vorhandensein eines Halbketals hin-
weist. Mit methanolischem NH, konnte das ebenfalls kristalline Ascorbigenamid ge-
wonnen werden, dessen IR.-Spektrum erwartungsgemiss keine Lactonbande mehr
aufweist.

Durch milde Sidurebehandlung des Ascorbigens A (z.B. bei pH 2 und 37°) wird
langsam wieder Ascorbinsdure freigesetzt. In alkalischer Lésung werden die Ascorbi-
gene rasch zersetzt.

In Analogie zu den erwihnten Befunden von JONEs eéf al. [5] [6] kann fiir die Bil-
dung von Ascorbigen folgender Reaktionsmechanismus vorgeschlagen werden:
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Demnach wird das r-Ascorbat-Ion IIIb durch das aus 3-Hydroxymethylindol (I) ge-
bildete Carbonium-immonium-Ion II am C-2 alkyliert, wobei die 2 diastereomeren
Ascorbigene A und B (IV und V) gebildet werden. Es ist bemerkenswert, dass bei
dieser Reaktion in wisserigem Milieu (im Gegensatz zur Reaktion mit Benzylchlorid
[5]) keine O-Alkylierung am C-3 beobachtet werden konnte. Von den 2 mesomeren
Formen des Ascorbat-Anions (II1a und IIIb) wird daher bevorzugt die Form IIIb
skatyliert. Die Ascorbigene liegen im festen Zustand als Semiketale vor.

1) Wir danken Herrx} Prof. J. K. N. Jongs, Chemistry Dept., Queen’s University, Kingston
(Canada), fiir die Uberlassung einer Probe dieser Substanz.
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Die rdumliche Lage des Skatylrestes am C-2 konnte noch nicht mit Sicherheit ab-
geklirt werden. Die sterische Hinderung durch C-5 und C-6 der Ascorbinsiure scheint
den Angriff von unten zu begiinstigen, so dass fiir das Hauptprodukt, das Ascorbigen
A, Formel IV (L-Xylo-Konfiguration) vorgeschlagen wird. Die vorldufige Unter-
suchung des NMR.-Spektrums stiitzt diese Auffassung. Dem in geringer Menge gebil-
deten Ascorbigen B wire demnach Formel V (1-Lyxo-Konfiguration) zuzuordnen.
Im Saft zerriebener Weisskohlblitter konnte diinnschichtchromatographisch nur
Ascorbigen A nachgewiesen werden.

Experimentelles. — Die Smp. sind unkorrigiert. Die IR.-Spektren wurden in KBr aufge-
nommen. Diinnschichtchromatogramme auf Kieselgel G (MERck), Laufmittel BenzoljAthanol 4:1,
Spriihreagens konz. Hy,SO,4/Vanillin,

Ascorbigen A (1V) nach [3]. 4,4 g (25 mMol) L-Ascorbinsidure wurden bei Zimmertemperatur
in 200 ml McILvaing-Puffer pH 4 gelost und mit 3,7 g (25 mMol) 3-Hydroxymethylindol versetzt.
Das Gemisch wurde bei Zimmertemperatur unter Stickstoff 1 Std. heftig gerithrt und anschlies-
send filtriert. Der rosarote Niederschlag enthilt neben viel 3,3’-Diindolylmethan verschiedene
Indolderivate, darunter unverandertes 3-Hydroxymethylindol, sowie Spuren von IV und V. Das
Filtrat wurde viermal mit je 100 ml Ather ausgeschiittelt. In der Ather-Phase befindet sich neben
kleineren Mengen 3-Hydroxymethylindol und IV das Ascorbigen B (V). Schliesslich wurde die
wisserige Phase mit Athylacetat extrahiert, das Losungsmittel iiber Natriumsulfat getrocknet
und bei 40° im Vakuum cingedampft. Ausbeute: 4,2-4,6 g IV (55-609%,). Weisses, amorphes Pul-
ver, Sinterung ab etwa 63°. [oc]']’j5 = +11,0° (¢ = 2,0in Athanol). IR.: Banden bei 3400, 1782, 1460,
1335, 1120, 1030, 745 cm=%. UV.: 4, . 220, 273-274, 280, 290 nm (in Athanol). NMR. (60 MHz,
Lsm. D,0, interner Standard DSS): ¢ = 3,38 ppm (s, 2 H); 4,15 ppm (d, 2 H}; 4,20 ppm (s, 1 H);
4,40 ppm (¢, 1 H); 7,08-7,76 ppm (m, 5 H).

CisHysOgN  Ber. € 59,01 H 4,95 031,45 N 4,59%
(305,3) Gef. ,, 58,94 ,, 5,12 ,, 31,66 ,, 4,729,

Ascorbigen B (V). Der Atherauszug (vgl. oben) wurde itber Natriumsulfat getrocknet und ein-
gedampft. Der olige Riickstand wurde auf einer Kicselgelkolonne chromatographiert (Laufmittel
Benzol/Athanol 4:1). Die Ausbeute an V in bezug auf die Ausgangsprodukte betrug 2%. Schwach
gelbes, amorphes Pulver, Sinterung ab etwa 70°. [a)3® = +12,5° (¢ = 1,0 in Methanol). IR.:
Banden bei 3400, 1780, 1450, 1330, 1120, 1030, 745 cm™.

Ascorbigenamid. 1 g 1V wurde in 100 ml gesittigtem methanolischen Ammoniak 16 Std. bei
— 20° stehengelassen. Nach Abdampfen des Lésungsmittels blieb ein gelbliches Ol zuriick, das
nach Zugabe von Athylacetat erstarrte. Nach dreimaligem Umbkristallisieren aus Athylacetat/
Methanol 0,41 g farblose Kristalle, Smp. 157° (Zers.), [«]#¥ = +15,5° (¢ = 1,0 in Methanol). IR.:
Banden bei 3450, 3340, 3180, 1650, 1105, 1025, 740 cm™1.

CisHs06N, Ber. C5589 H 563 02979 N 869%
(322,3) Gef. ,, 5560 ,, 585 ,, 29,90 ,, 850%

Methylglykosid des Ascorbigens. 1,5 g IV wurden bei Zimmertemperatur in 100 ml 2,5-proz.
methanolischer Salzsdure 48 Std. geschiittelt. Die rétlichgelbe Losung wurde mit festem Silber-
carbonat necutralisiert, filtriert und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Einengen im Vakuum
weisse Kristalle, Ausbeute: 0,91 g. Nach dreimaligem Umkristallisieren aus Methanol Smp. 226°,
ol = +15,5 (¢ = 1,0 in Methanol). IR.: Banden bei 3470, 3375, 1782, 1135, 1080, 750 cm~.

CeHsON  Ber. C60,18 H 537 030,07 N 4,389
(319,3) Gef. ,, 60,03 ,, 523 ,, 30,01 ,, 4,629%

Nachweis des Ascorbigens in Weisskohlblittern. Der bei Zimmertemperatur gewonncne Presaft
aus Kohlblittern wurde durch Celit filtriert und mit Athylacetat extrahiert. Der Extrakt wurde
direkt diinnschichtchromatographisch untersucht. Identifizierte Flecken: Ascorbigen A und 3-
Hydroxymethylindol.

Die Mikroanalysen wurden in der mikroanalytischen Abteilung des organisch-chemischen
Laboratoriums der ETH (Leitung W. MANSER) ausgefiihrt.
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ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Bildung des Ascorbigens aus L-Ascorbinsiure und 3-Hydroxymethylindol
tritt eine C-Alkylierung am C-2 des Ascorbat-Ions ein, wobei sich 2 diastereomere
Ascorbigene bilden.

Agrikulturchemisches Institut
der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich
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114. Synthesen in der Carotinoid-Reihe
21. Mitteilung?)

Synthese von 2, 2’-Diketo-spirilloxanthin (P 518) und 2, 2’-Diketo-
bacterioruberin

von U. Schwieter, R. Riiegg und O. Isler
(10. 1. 66)

Herrn Professor Dr. H. H. INHOFFEN zum 60. Geburtstag gewidmet

2,2’-Diketo-spirilloxanthin (1a) hat das lingstwellige Absorptionsspektrum natfir-
lich vorkommender Carotinoide. Auf Grund der Lage der Hauptabsorptionsbande in
Petrolidther fand die Verbindung in Anlehnung an die von T. W. GOODWIN verwendete
Kennzeichnung unbekannter Carotinoide [2] unter dem Synonym P 518 Eingang in
die Literatur [3]%).

P 518 (1a), das aus Rhodopseudomonas spheroides [3a] und R. gelatinosa [3b] iso-
liert worden war, wurde anfinglich die Struktur des 2-Keto-spirilloxanthins zuge-

schrieben [3a]; diese Formulierung wurde spdter, vor allem unter Beriicksichtigung
des Kernresonanzspektrums, revidiert [3b].
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1) 20. Mitteilung: [1].

2) Das von T. W. GooDWIN aus R. gelatinosa isolierte P 512 [2a] ist schr wahrscheinlich mit P 518
identisch (4],



