
A b s o r p t i o n s s p e k t r o g r a p h i s c h e  S tud ien  
an 1-Ascorbins i iure  I I .  1 

Von 
E. Schauenstein. 

(Unter experimenteller lgit~rbeit yon Johanna Pauritseh-Piller 
und Gertrud Uhlen.) 

Aus dem Institut fiir theoretische und physikalische Chemie 
der Universit~it Graz. 

Mit 8 Abbildungen. 

(Eingelangt am  10. M a i  19g8. Vorgelegt ~n der S~tzung am 13. M a i  1948.) 

I m  folgenden soll die Autoxyd~tion der Ascorbinsi~ure, die durch 
Zus~tz best immter Stoffe beschleunigt oder verz6gert werden k~nn, 
spektrographisch nigher untersucht werden. Gleichzeitig soil die 
Leistungsf~higkeit der optischen Methode im Hinblick auf quanti tat ive 
Ascorbins~urebestimmungen kritisch iiberpriift und zu der bisher 
gebri~uch]ichsten chemischen Bestimmungsmethode mit TiUmans-  

l~eagens 2, a, a in Vergleich gesetzt werden. 

1. B e s c h l e u n i g t e  O x y d a t i o n .  

Die Autoxydation yon 1-Aseorbins~ure wurde bereits in umfang- 
reichen Arbeiten untersucht. 5 Nach Ghosh und Rhalcshit ~ ist sie ein- 
deutig als spezifische Eigenschaft yon 1-Aseorbins~ure anzusehen, die 
(lurch das Zus~mmentreffen yon Aseorbinsguremolekiilen mit  aktivierten 
gel6sten Sauerstoffmolekfilen erkl~rt wird. Die Geschwindigkeit der 

1 Vgl. E.  Schauenstein, Absorptionsspektrographisehe Studien an 1-Ascor- 
bins~ure I. Mh. Chem. 79, 487 (1948). 

2 j .  Tgllmans, Z. Vnters. Lebensmittel 54, 33 (1927). 
3 W.  Reisnvr, Dissertation Miinehen, 1940. 

1~. Stroheclcer und R. Vaubel, Angew. Chem. 49, 666 (1936). 
5 H.  Schiimmer, Bioehem. Z. 304, 1 (1940). 

J .  C. Ghosh und P.  C. Rhakshit,  Bioehem. Z. 289, 15 (1937). 
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l~e~ktion h~ngt  ~om p~-Wert  entscheidend ~b und  k a n n  durch Metall- 
ionen (Kupfer, Eisen) bedeuLend erhSht, durch die Anwesenheit  yon 
Schwefelverbindungen,  aber auch yon Met~phosphors~Lure ~ erhcblich 

herabgesetzt  werden. 
I m  besonderen wurden folgende 0xydat ionsprozesse s tudier t :  
a) Eine  an Ascorbinsaure 0,001 m L5sung in reinstem, luftfrei ge- 

maehtem W~sscr wurde im offencn Kolben  der E inwi rkung  yon Luft- 

s~uerstoff ausgesetzt. 
b) Nine 0,001 m Ascorbins~urelSsung in reinstem Wasser mi t  

4 . 1 0 - ~ M o l e n  Cu ++ (CuS04, Merck, puriss.) versetzt. 
c) Nine 0,001 m Ascorbins~iure]Ssung in reinstem Wasser mi t  

4 . 1 0  -4 Molen Fe ++ ( F e S Q ,  Merck, puriss.) versetzt. 
d) Bestrah]ung ether 0,001 m Ascorbins~urel5sung in  reinstem Wasser 

mi t  ul%raviolettem Lieht. 

Alle LSsungen, aueh die der Stabilisierungsversuehe, befanden sich in 
mit  Schliffstopfen versehlossenen Mel~kolben aus Jenaer Ger~iteglas und  
wurden im Thermostaten bet 20,0~ im Dmlkeln aufbewahrt. Nach be- 
s t immten Zeiten wurde eine Probe entnommen und  daran mit  der im I. Tell 
n~her besehriebenen Methodik das nltraviolette Absorptionsspektrum ge- 
messen. Zur Kompensation der Eigenabsorption der L6sungen wurde dabei 
stets die entspreehende aseorbins~urefreie L6sung in die Vergleiehskiivette 
gefiillt. Wie die Abb. 1 bis 8 zeigen, war es bet allen untersuehten Oxydations- 
reaktionen notwendig, einen Bereich von mindestens zwei Zehnerpotenzen 
(100 bis 10000) des molaren dekadisehen Extinktionskoeffizienten e zu 
erfassen. Infolge der zur Verffigung stehenden ga'61~ten Schiehtdieke yon 
10 cm mul3te stets mit  14onzentrationen der GrSl3enordnung 10 -a m/1 (c be- 
trug fiir alle Versuehe 1,000.10 -a m/i) gearbeitet werden. Mit l~iieksieht 
auf die Angaben yon Herbert und Hirst ,  s die ab 50 rag/100 cem betr~eht- 
liehe Abweichungen vom Lamber t -Beersehen  Gesetz feststellten, mul3te fiir 
die obige Konzentrat ion erst die Gtiltigkeit des Gesetzes iiberpr/ift werden. 
Dabei ergab sieh, dal3 10 -a molare w~13rige L6sungen noeh sieher im Gfiltig- 
keitsbereieh liegen (die TestlSsungen miissen gegen den Einflul3 der Luft- 
oxydation dutch Zusatz yon z. B. Metaphosphorsaure geschiitzt werden). 
Die in den verschiedenen Oxydationsstadien vorhandenen Aseorbins~ure- 
mengen in Prozenten der Ausgangsmenge wurden dann jeweils aus der 
Proportion e x : s = x : 100 bereehnet, worhl ex den aus den einzelnen Kurven 
im Maximum interpolierten molaren dekadisehen Extinktionskoeffizienten 
bedeutet und e den unmit te lbar  naeh dem Ansetzen der L6sungen gemessenen 
Extinktionskoeffizienten der reinen Aseorbins~ure. Aul~erdem wurde der 
Prozentgehalt der L6sungen laufend dureh Titrationen mit  dem Ti l lmans-  
schen l~eagens ermittelt. 

Die Abb.  1 bis 4 geben die spek~rographischen t~esultate wieder. 
Ganz allgemein geht zun~ehst  daraus hervor, dal~ die t tShe des Maximums 
bet 4100 m m  -1 mit  fortschrei tender 0xyda t i on  absinkt ,  woraus sich 
ergibt, dab im Laufe der Oxydat ion die Zahl der am Absorpt ionsakt  

7 A .  Sosa,  C. 1%. Aead. Sci.. Paris 216, 545 (1943). 
s R.  W.  Herbert und E.  L.  Hirs t ,  J. chem. Soe. London 1933, 1280. 
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bei 4100mm -1 beteiligten Aseorbinsfi.uremolekfile mit der Gruppie- 

rung \ C = C - - C = 0  st~ndig abnimmt. In den Endstadien wird hierbei 

ein Wert yon e erreicht, der weniger Ms 5 ~ der Gesamt~bsorptionsst~rke 
yon Ascorbins~ure betr/~gt und somit unter der Fehlergrenze der yon 
tins angewandten Mel3methode liegt. Daher wurde die Absorption der 
Endstoffe bei Berechnung der Prozente Ascorbins~ure in den einzelnen 
St~dien nicht berficksichtigt. Im Endzust~nd ist somit keine eindeutige 
Feststellung m6glich, ob bier geringe Mengen yon Ascorbins~ure oder 
die im Endstadium ~uftretenden Stoffe die Absorption hervorrufen. 

Bei Betraehtung der Abb. 1 bis 4 erkennen wir ferner deutlieh zwei 
Grenztypen: In einem FMle (Oxydation in Gegenwart yon Cu + +, ferner 
dutch den Sauerstoff der Luft) t r i t t  bei der 0xydat ion fiber Zwisehen- 
stadien eine zweite niederfrequente Bande bei 3250 bzw. 3370 mm -1 
auf, deren HShe bis zur Erreiehung des Endwertes yon log e ~-2,40 
bzw. log e = 2,59 st~ndig zunimmt. In diesem Zusammenhang sind 
Messungen yon Mohler  und Lohr 9 zu erw~hnen, die bei der Autoxyda- 
tion yon Ascorbins~ure in Gegenwart yon Kupfer auf das Entstehen 
neuer B~nden bei zirka 3200 bis 3300 mm -1 aufmerksam gemacht haben, 
die sie jedoch ohne weitere Diskussion ]ediglich als Zeichen einer ,,tief- 
greifenden Ver/~nderung der Ausgangssubst~nz" betr~chteten. Sowohl 
die Frequenzlage als auch die ExtinktionshShe lussen beim Vergleieh 
mit den Ergebnissen des I. Teiles erkennen, dab hier ein Stoff entsteht, 
dessen Konstitution durch ein System yon drei miteinander konjugierten 
Carbonylehromophoren gekennzeiehnet und dera l ler  Wahrseheinliehkeit 
nach Ms reversibel oxydierte Form der Ascorbins~ure, als Dehydro- 
ascorbins~ure (I) anzusprechen sein dtirfte. 

Bei der Oxydation yon Aseorbins/~ure in Gegenwart 
I - C = O  yon Fe ++ und dutch Bestrahlung mit ultraviolettem 
] C=O ~ Licht (in Abb. 3 und 4 dargestellt) ]iegt nun der zweite 

O ] GrenzfM1 vor: Auch hier nimmt die Absorption bei der 
C=O We]lenzahl des Ascorbins~uremaximums ira Verlauf der 
C Oxydation ab und zeigt so eine Abn~hme des Aseorbin- 

- -  H I s~uregehMtes der LSsungen an. Hingegen fehlt jede An- 
CHOH deutung einer Vorb~nde. Es bestehen hier zwei MSglich- 
[ keiten: Entweder ist im Endzustand noch etwas Ascorbin- 

CH~OH s/~ure vorhanden und der bei der Oxydation ent- 
I standene Stoff ist in diesem Bereich durehl/~ssig, oder 

es ist die Aseorbins~ure praktisch vo]lst/~ndig umge- 
wandelt worden und der Endstoff zeigt im Ascorbins/~uregebiet eine 
im Verh~ltnis geringffigige Eigenabsorption. Jedenfalls geht aus den 

9 H.  Mohler und H.  Lohr, I-Ielv. ehim. Acta 21, 485 (1938). 
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Abb. 3. Autoxydation bei Gegenwart 
yon Fe + + .  
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Abb. 4. Autoxydation bei UVoBestrahlung. 

Absorptionskurven eindeutig hervor, d~/] die Ascorbins~ureoxyd~tion 
bei Anwesenheit yon Fe+ + zu einem ganz ~nderen EndkSrper ffihrt ~ls 
die dutch Cu++ k~talysierte Umw~ndlung. N~ch dem vorhin Ges~gten 
folgt, d~l] bei der in Gegenw~rt yon Fe ++ durchgefiihrten 0xy-  
dation nicht die oben erw~hnte Dehydro~soorbins~ure entsteh~, 
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s o n d e r n  e in  a n d e r e r  Stof~, d e s s e n  a n t i s k o r b u t i s e h e  E i g e n s c h a f t e n  j e d o c h  

n o c h  n i c h t  nigher u n t e r s u c h t  w o r d e n  s ind .  

W e n n  w i t  a u s  d e n  P r o z e n t g e h a l t e n  de r  L S s u n g e n  a n  A s c o r b i n s ~ u r e ,  

wie sie a u s  d e n  S p e k t r e n  e r h a l t e n  w u r d e n ,  die O x y d a t i o n s g e s e h w i n d i g k e i t  

i n  d e n  e i n z e l n e n  V e r s u e h e n  e n t n e h m e n  ( T a b e l l e n  1 b is  4), so s e h e n  wir ,  

T a b e l l e  1. 

Maximum bei 4100 mm -1 

Zeit % Ascot- % Ascor- 
bins~ure 

log ema x ema x bins~ure titrimetrisch 

15' 
1,30 a 
7,0 h 

24,0 h 

3,99 
3,16 
2,86 
2,48 

9795 
1435 

721 
301 

100 
15 

7 
5 

100 
28 

0 
0 

T ~ b e l l e  2. 

Maximum bei 4100 ram -x 

Zeit % Ascot- 
% Ascor- bins~re 

log ema x ema x bins~ure titrimetrisch 

O h 

5,30 h 
24,0 h 
30,0 h 

7 Tage  

3,97 
3,78 
3,40 
3,24 
2,64 

9419 
5984 
2506 
1746 

436 

100 
64 
27 
19 

5 

100 
38 

2 
0 
0 

T a b e l l e  3. 

Maximum bei 4100 mm -1 

Zeit % Ascot- 
% Ascot- bins~ure 

log ema x ~max bins~ure it~imetrisch 

0 / 

15' 
1,3 h 
7,0 h 

24,0 h 

3,99 
3,88 
3,80 
3,48 
2,98 

9795 
7534 
6295 
3020 

950 

100 
77 
64 
31 
10 

100 
100 

71 
25 

4 

d a b  die  b e s o n d e r s  k r a f t i g e  k a t a ] y t i s c h e  W i r k u n g  des  C u + + - I o n s  die  

G e s a m t m e n g e  a n  A s c o r b i n s a u r e  i n n e r h a l b  e t w a  e i n e r  S t u n d e  a u f  w e n i g e r  

a ls  2 0 %  de r  A n f a n g s m e n g e  h e r u n t e r d r f i e k t .  1~ D ie  W i r k u n g  d e r  U l t r a -  

10 Die  auf fa l l ende  Sonde r s t e l l ung  des  K u p f e r s  bezi igl ich seines E in -  
f lusses au f  die Gesehwind igke i t  de r  A u t o x y d a t i o n  u n d  die N a t u r  des  d a b e i  
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Tabe l le  4. 

Maximum bei 4100 ram-* 

Zeit % Astor- 
% Ascot- binsKure 

log area x ema x binsiiure titrimetrisch 

5 t 

10' 
20' 
25 h 

3,69 
3,64 
3,60 
2,48 

4898 
4335 
3954 
301 

50 
44 
40 

5 

72 
33 
19 
0 

violettbestrahlung l~13t den Gehalt an Aseorbins/~ure innerhalb einer 
halben Stunde auf etw~ 40~o sinken, l~gt dann aber rasch naeh. Noeh 
sehw~eher ist die Wirkung des Fe++-Ions, dessen katalytisehe Wirkung 
sehon naeh etwa 15 Min. (noeh etwa 70% Aseorbins~ure) erst langsam, 
dann raseher nachl~Bt. 

Beim Vergleieh der spektrographiseh ermittelten Prozentwerte mit 
den (lurch Titration mi~ Tillmans-Reagens erhdtenen ergibt sieh Iol- 
gendes: Bei der Oxydation der Aseorbinsaure in Gegenwart yon Cu + +- 
Ion ist die Konzentration sehon naeh 7 Stunden auf 0% abgesunken, 
w~hrend das Spektrum den Endwert erst nach etwa 30 Stunden anzeigt. 
In  den anderen Fallen ergeben beide Methoden fast konformen Oxyd~tions- 
verlauf, jedoch ist zu bemerken, dag zumeist die naeh der Titrations- 
methode erh~l~enen ProzentgehMte Aseorbins~ure ein fr/iheres Ende 
des Vorganges anzeigen als die aus den Spektren erhaltenen Werte. 
Dies ist sicher darauf zur/iekzuftihren, dug das Tillmanssehe t~eagens 
auf die in den vorgesehrit~enela S~adien vorhandenen geringen Aseorbin. 
sguremengen nieht mehr anspricht, w~hrend das Absorptionsspektrum 
diese geringfiigigen Anteile noeh mit der dem Verfahren eigenen Fehler- 
grenze anzeigt. JedenfMts stell~ d~s Absorptionsspektrum die weitaus 
empfindliehere Bestimmungsm6gliehkeit fttr Aseorbins~ure dar. 

2. V e r z S g e r t e  A u t o x y d a t i o n .  

Nunmehr erschien es interessant, die durch bestimmte Stoffe ver- 
z6gerte Autoxydation spektrographiseh zu untersuchen, zumM solehen 
,,Stabihsatoren", die die Haltbarkeit des u erhShen, nieht nut 

entstehenden Endproduktes ist sieherlich kein Zufall: S~llt doch z. B. 
die bei der biologischen Oxydation der Pflanzen entseheidend wichtige 
Aseorbins~ureoxydase (bzw. Brenzeateehinoxydase) ein Kupferproteid dar 
(vgl. hierzu z. B. W. Bladergroen, Physikalisehe Chemie in Medizin und 
Biologie, Basel: Wepf und Cie. 1945). Naeh Untersuehungen yon W. Die- 
mair und K. Zerban, Bioehem. Z. 816, 189 (I944), is~ die oxydative Wirkmlg 
des Enzyms auf Aseorbins~ure nahezu proportional dem Gehalt an Kupfer, 
das in einer loekeren Komplexverbindung irreversibel an das Tr/igerprotein 
gebunden isb. 
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biologisch und ern~ihrungstechniseh, sondern auch in der Praxis der 
quanti tat iven Bestimmungsmethoden hervorragende Bedeutung zu- 
kommt.  

Nach den bisherigen Ergebnissen lal~t das ultraviolette Absorptions- 
spektrum nieht nur eine exakte quanti tat ive Messung der Oxydations- 
geschwindigkeit, sondern im besonderen Aussagen darfiber erwarten, 
fiber we]ehe Zwischenst~dien und zu welchen Endstoffen die Reaktion 
ffihrt. 

Es ist daher das Ziel der folgenden Untersuchungen, dureh Zusatz 
yon geeigneten Stoffen die I-Ialtbarkeit yon Aseorbins~ure zu erhShen 
und diese ,,stabilisierende" Wirkung bis zur vollstgndigen Umwandlung 
der Aseorbins~ure in ihre 0xydationsprodukte zu verfolgen. 

Als Schutzstoffe wurden verwendet:  

a) Orthophosphorsgure, o) w~Briger t taferextrakt ,  
b) Ammoniumrhodanid, d) Metaphosphorsaure. 

Der Oxydationsverlauf wurde aui~er auf spektrographischem Wege dutch 
laufende Titrationen mit Tillmans-Reagens verfolgt. Zur Kontrolle der 
biologisehen Wirksamkeit dienten Tierversuche an Meerschweinchen. l~ach- 
dem die Tiere auf Vitamin-C-freie Kost gesetzt wurden, zeigten sie bereits 
naeh einer Woche deutliche Skorbuterseheinungen; in l~iere und Leber der 
dann sezier~en Tiere werden nur bestimmte geringe Mengen Ascorbins~ure 
gefunden. Wird den Tieren nunmehr t~g]ich Vitamin C (auch als Dehydro- 
ascorbins~iure) zugefiihrt, so verschwinden die Skorbuterscheinungen, es 
tritt  rasehe Gewichtszunahme auf und in bestimmten Organen der dann 
sezierten Tiere zeigt ein entsprechend erh6hter Vitamin-C-Gehalt eine 
Speieherung yon Ascorbins~ure an (Vgl. Anhang). 

a) S t a b i l i s i e r u n g  m i t  0 r t h o p h o s p h o r s ~ u r e .  

Die Abb. 5 bis 8 geben die spektrographisehen Ergebnisse der vier 
Stabilisierungsversuche wieder. Man ersieht daraus sofort, dul~ die 
Stabilisierung mit Orthophosphors~Lure einen Sonderfall darstellt (Abb. 5). 
W~hrend bei den fibrigen Stabilisierungsreihen im Endstadium Stoffe 
mit dem in den vor~ngegangenen Untersuchungen eingehend studierten 
niederfrequenten Maximum bei 3380mm -1 auftreten, hat sich die 
Ascorbins~ure in Gegenwart yon 0rthophosphors~ure offenbar in einen 
oder mehrere Stoffe verw~ndelt, die zum Unterschied yon den End- 
produkten der anderen Stabilisierungsreihen im Gebiet yon 3000 m m  -x 
praktiseh durehl~ssig sind und erst im Bereioh ab etwa 4500 mm -1 
absorbieren. Bemerkenswert ist es jedoeh, dal~ auch dieses Endstadium 
sieh im Tierversuch als biologiseh wirksam erwies. Tabelle 5 stellt die 
aus der Extinktion bei 4100 mm -1 ermittelten Prozente Aseorbins~ure 
den dureh Titration erh~ltenen Prozenten gegenfiber. Beide Bestimmun- 
gen ergaben ein ~hnlich rasches Absinken des Aseorbins~uregeh~ltes 
der LSsung; mit  abnehmender Aseorbins~urekonzentration unterschieden 
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sich jedoeh die Werte immer mehr yon den spektrographischen: Naeh 
dem Titrat.ionsergebnis waren nach 3 Tagen noeh 45% Aseorbinstture 
vorhanden, w~ihrend das Spektrogramm nur mehr 6% erkennen lieg. 
Erst  naeh 5 Tagen wurde da.s Ti l lmanssehe  Reagens nieht mehr reduziert. 
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Tabel le  5. 

% Ascor- 
bins~iure 

I t i t r imet r i sch  

] t a u p t b a n d  bei 4100 m m  -1 

log ema x 

3,90 
3,81 
3,74 
3,67 
3,58 
3,01 
2,67 
2,0 

viilax 

7943 
6457 
5590 
4677 
3802 
I023 
468  

158 

% Aseor- 
bins~ure 

190 
81 
69 
59 
48 
13 
6 
5 

100 

73 

64 

45 
0 

b) S t a b i l i s i e r u n g  mi t  l ~ h o d a n i o n .  

Die stabilisierende Wirkung des CNS--Ions hat sehon W. Halden  11 

untersueht. Infolge der Eigenabsorption des Rhodanions erwies es sieh 
als notwendig, nut mit LSsungen zu arbeiten, deren Konzentration ~n 
NI-I4CNS nieht gr61ter als 0,1% war. Wie Tabelle 6 und Abb. 6 zeigen, 

u W. Halden, R .  2]/1. Czmiel und M.  WeiflenbSck, Wiener Chem.-Ztg. 
43, 58 (1942). 
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T a b e l l e  6. 

Zeit in 
Tagen 

0 
3 
8 

14 
21 
27 
35 
41 
49 
63 
71 
78 

Niederfrequentes 
]~and U'max= 8350 mm -1 

log ~illax emax 

Erste Andeutung 

Hauptband 
~'max = 4120 mm -a 

log ema x ema x 

3,88 7500 
3,88 7500 
3,78 6030 
3,56 3631 
3,44 2754 

% Ascorbin- 
sgure 

100 
100 
79 
44 

2,58 
2,68 
2,78 
2,83 
3,00 
3,08 
3,09 
3,09 

380 
479 
603 
676 

1000 
1202 
1230 
1230 

3,41 
3,37 
3,30 
3,25 
3,08 
3,00 
2,78 

2541 
2320 
1995 
1778 
1202 
1000 

603 

31 
28 
25 
20 
17 

9 
6 
0 

% Ascorbin- 
s~ure (titri- 
metrisch) 

100 
93 
86 
83 
44 
18 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

liegt das Maximum des ents tehenden niederfrequenten Bandes bei 
3380 m m  -1 wesentlieh hSher, als beispielsweise die Maxima der End-  
s tadien yon Ascorbins~tureoxydationen in  Gegenwart  yon Kupfer  oder 
dureh den Luftsauerstoff. Daraus ist zu erkennen,  dab sieh bier die 
Aseorbinsi~ure nicht  in  einen einzigen anderen Stoff umgewandel t  h a t ;  
es mfissen mehrere Stoffe en t s t anden  sein, deren Absorp t ionsmaximum 
etwa bei 3380 m m  -1 lie gt, die aber im Gebiet des Aseorb insguremaximums 
ebenfalls noeh betr~ehtl ich absorbieren. Daftir sprieht auch die Tatsaohe, 
dab die K u r v e n  der einzelnen Zwischenstadien keinen gemeinsamen 
Sehn i t t punk t  besitzen, worauf sparer noeh zurf iekzukommen sein wird. 

Bei der Bereehnung der Prozente Aseorbins~ure muB n u n m e h r  die 
Eigenabsorpt ion der Begleitstoffe berficksiohtigt werden. Setzen wir 
die Absorpt ion der Endstoffe rein reehneriseh summarisch gleich e~ 
u n d  bezeiehnen wir mi t  el den molaren dekadischen Extinkt ionskoeff i -  
zienten der reinen Aseorbinsi~ure, so setzt sich naoh dem Absorptions-  
gesetz die Ex t ink t ion  der Schiehtdiekeneinheit  m jewei]s addi t iv  aus  
den Moduln m 1 und  m 2 zusammen,  

m = m 1 § me, (1} 
wobei jeweils gilt 

m = el  c l  § s2 c~. (2), 

Hier bedeutet  c 1 die Konzen t ra t ion  an Ascorbinss in Molen/l, c 2 die 
Konzen t ra t ion  der Endstoffe in Molen/]. Ferner  ~dlt 

m = ~" c, (3), 

wenn ~ den aus den einzelnen K u r v e n  erhal tenen jeweiligen gesamten 
molaren, dekadischen Ext inkt ionskoeff iz ienten und  c die Gesamt-  
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konzen t ra t ion  in  Molen/1 darsgellt. Setzt ma n  n u n  c = e 1 + e2, SO er- 
gibt  sich durch Einsetzen yon e 2 ~ c -  e i in  (2) 

m =  s Ic l q -  e 2 e - e  ec 1. (4) 

Daraus  bereehnet  sich e 1 zu: 

- -  ~ ( 5 )  C i ~ C ~ 1 -  82" 

Aus dieser Beziehung geht hervor, dab eine Bes t immung  yon e 1 n u t  
meglich ist, wenn sich e 1 und  e 2 wesentlich voneinander  un~erscheiden. 
I n  unserem Falle, in dem e2 um eine Zehnerpotenz kleiner ist als q ,  

k a n n  die Formel  (5) ohne weiteres angewandt  werden. Fi ir  e wurde 
1- 10 -a m/l, lfir e 1 der Wert  7500 und  ftir e 2 = 603 eingesetzt. Tabelle 6 
fiihrt die a.uf diesem Wege berechneten cl-Werte , umgerechnet  auf Pro- 
zente, ffir die gemessenen Zwischenstadien an. 

Die titrimetrisch gewonnenen Prozente ergaben im Vergleieh damiV 
ziemlieh abweiehende B, esultate: Die Titrationen mit  Tillmans-tgeagens 
zeigen, wie aus Tabelle 6 ersiehtlieh, innerhalb der ersten 30 Tage eine wesent- 
lieh rasehere Umwandlung der Aseorbinsgure an, als aus den Spektrogrammen 
hervorgeht. Die in diesem Versuehsstadium beobaehteten Differenzen 
zwischen den mit  beiden Methoden ermittelten Prozentwerten betrugen z. 13. 
zwisehen 15. und 20. Tag bis zu 40O/o . Nach 31 Tagen sank der titrimetriseh 
gefundene Prozentgehatt der LSsung auf 0 ~o ab, wghrend aus dem Absorptions- 
spektrum noeh die Anwesenheit yon nieht umgewandelter Aseorbins/~ure 
hervorging und bis zum 71. Tag beobaehtet werden kolmte. In  diesem 
Stadium (32. bis 79. Tag) wurde versueht, die mutmal31ieh entstandene 
Dehydroaseorbins~ure dutch tZeduktion mit  Sehwefelwasserstoff wieder in 
Aseorbinsi*ure zu verwandeln, jedoeh konnte aueh hierdurch titrimetriseh 
keine Aseorbms~ure gefunden werden. Die Versuehslesung wurde nun  zu 
biologisehen Tierversuehen verwendet, wobei sieh eindeutig antiskorbutisehe 
Wirksamkeit zeigte. 

e) S t a b i l i s i e r u n g  m i t  d e r  w i g r i g e n  A u s s e h t i t t e l u n g  t i n e s  
p e t r o l / ~ t h e r i s e h e n  E x t r a k t e s  a u s  H a f e r m e h l .  

Wie schon aus einigen Arbei ten bekann t  ist, enghalten viele Natur-  
s toke u n d  tierische 0rganisn len  bisher noch wenig bekannte  Substanzen,  
die eine ausgesprochen stabilisierende Wirkung  auf Vi tamin  C ausiiben. 
So stell ten de Caro und  Giani 12 einen Oxydat ionsschutz  in tierischen 
Geweben (Leber, Niere, Skelettmuskel,  Blu tserum usw.) lest, den sie 
auf geringe Mengen yon Glueon und  Gluta th ion  zurtiekffihrten. Griebel 
und  Hel31~ fanden eine ErhShung der Hal tbarke i t  der Ascorbins'gure 
durch Zueker in hohen Konzen t ra t ionen  und  durch Zusatz yon  I-Ionig. 
Naeh Sinow]ew und  Besspalova 14 sind aueh im Hafer Stoffe enthal ten,  

12 L. de Caro und M. Giani, Z. physik. Chem. 228, 13 (1934). 
la C. Griebel und G. Heft, Chem. Zbl. 1941 I, 295. 
1~ Sinow]ew und Besspalova, Chem. Zbl. 1941 I, 1754. 
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3,0 

2,t 

1 ~a 

die als wirksame Ant ioxydant ien  in Nahrungsmit te ln  eine Schutzwirkung 
auf Ascorbins/~ure ausiiben. Wir versuehten nun, dutch ExtrM~tion mit  
Alkohol, Methylalkohol, Benzol, Aceton und  Petrolather  aus Hafermehl  

einen Auszug zu erhalten, der sta- 

7:U#ml#e/bsf n36/],dns / 
3: " 7 ,, 

, . . . .  1o  , ,  

5," 73 . 

3ZTOG J5#0 Z/~#O ~SgQ 
z"m,'a -7 

Abb. 7. Stabil is ierung m i t  ~ a f e r e x t r a k t .  

bilisierende Eigenschaften besitzen, 
aber  aueh in optisch klarer Fo rm 
zur spektrographischen Aufnahme 
vorliegen sollte. Beide Anforderun- 
gen wurden nur  yon  einer wgBrigen 
Ausschfitte]ung eines petrolgtheri- 
schen Extraktes  erffillt. 

Der Reaktionsverlauf glich dem 
vorhergehenden mit  Ammonrhodanid  : 
Die Absorption der Aseorbins~ure lieg 
infolge m~tabsorbierender Beg]eit- 
stoffe ein etwas flacheres Band yon 
3300 ram-1 an erkennen, das Maximum 
lag jedoch unver~nder~ bei 4120 m m  -z. 
I n  raschem Abfall nahm der As- 
corbinsguregehalt bis zum 10. Tag 
auf 5% ab, nachdem bereits nach 
7 Tagen eine Vorbande aufgetreten 
war. Naeh 12 Tagen verschwand 

das iViaximum bei 4100 him -1 vollst/indig, und es t ra t  ein ausgepr/~gtes 
Maximum bei 3390 m m  -1 auf, das naeh 49 Tagen seinen h6ehsten Wer t  
yon log s = 2,890 erreichte (Tabelle 7, Abb. 7). Beim Vergleich der in 

T a b e l l e  7. 

Zeit  in  
Tagen  

0 
4 
7 

10 
13 
15 
20 
24 
27 
31 
37 
49 
70 

Niederf requentes  
Band V ' m a x =  3390 m m  -1 

log Smax emax  

Erste Andeutung 

l t a u p t b a n d  
V'ma x = 4100 inlll- 1 

2,08 
2,55 
2,61 
2,71 
279 
1,84 
2,86 
2,87 
2,89 
2,90 

log Smax emax 

3,95 
3,55 
3,11 

I 120 2,68 
I 355 2,39 

407 2 , 4 2  
507 2,48 
617 2,51 
- -  2,57 
716 2,58 
741 2,60 
776 2,60 

i 795 2,60 

8913 
3548 
1288 
479 
246 
260 
302 
320 
372 
380 
398 
398 
398 

% Ascorbin- 
S~UrO 

100 
39 
12 

5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

% Ascorbin- 
s~ure (titri- 

metrisch) 

t00 
87 

3 
0 
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den Abb. 6 und 7 dargestellten Kurven f~llt ganz offensichtlieh eine 
2~hnliehkeit zwisehen den beiden Reaktionen auf: In beiden Fi~llen weist 
das Fehlen eines gemeinsamen Kurvenschnittpunktes ebenso wie die 
fast gleichgroge Endabsorption im entstandenen niederfrequenten Band 
bei 3380 mm -1 (log e ~-~ 3,0, also fund dreimal so hoeh Ms bei einer 
Oxydation dutch Luftsauerstoff, Wasserstoffperoxyd, in Gegenwarg 
yon Cu ++ oder auf elektrochemischem Wege) darauf hin, dab sich bei 
beiden Reaktionen der Absorption der Triketoform noch eine weitere 
Absorption iiberlagert; die augerdem praktiseh identisehe Wellenzahl 
der beiden Endmaxima deutet darauf bin, dab auch die stabilisierende 
Wirkung yon Ha ferextrakten atff die Gegenwart einer rednzierenden 
Schwefelverbindung zuriiekzufiihren ist. - -  Die folgende Ubersicht zeigt, 
dag in einem w/igrigen Auszug, wie er far die gesehilderte Stabilisierung 
verwendet wurde, in der Tat schwefelhaltige Eiweil~bestandteile mit 
reduzierender Wirkung, wie Cystin, zugegen sein kSnnen. 

Nach Csonlca 15 betr~gt der Anteil an lebenswiehtigen Aminos~uren 
in einer I-Iafersorte (,,Riehland"): 

Arginin . . . . . . . . .  0,248~o Lysin . . . . . . . . . . .  0,206% 
Cystin . . . . . . . . . .  0,075 ~ Tryptophan . . . . .  0,030 ~ 
Histidin . . . . . . . .  0,075% Tyrosin . . . . . . . . . .  1,38% 

Die Auswertung der Absorptionskurven auf Prozente Ascorbins/~ure 
erfotgte wieder naeh der auf S. 79 entwickelten Formel. Aus Tabelle 7 
entnimmt man, dab die Autoxydation viel raseher vor sieh geht als beim 
Ammonrhodanid. Im Vergleieh mit den spektrographisehen Werten 
lassen die titrimetrisehen einen praktiseh konformen Reaktionsverlauf 
erkennen. Der biologisehe Tierversueh, de rmi t  der UntersuehungslSsung 
nach 70 Tagen angestellt wurde, ergab eindeutig das Vorhandensein 
yon Vitamin C. 

d) S t a b i l i s i e r u n g  m i t  M e t a p h o s p h o r s / t u r e .  

Als wirksamster Stabilisator erwies sich nun Metaphosphors~ure, 
deren Schutzwirkung auf Ascorbins/ture erstmalig yon Y u ] i t a  und 
E b i h a r a  16 erkannt worden ist. 

Aus einer geihe yon Vorversuehen ergab sich eine Konzentration 
yon l~o Metaphosphors~iure als giinstigste. Die Konzentration an 
Ascorbins~ure wurde wie stets zu 10 -a Mo]en/1 gew~h]t. 

Die spektrographische Aufnahme yon Aseorbins/~urelSsung mit 
zugesetzter Metaphosphors/ture ergab am 1. Tag die gewohnte Bande 

1~ 2'. A .  Csonka, Cereal Chem. 18, 523 (1941). 
18 A .2"u] i ta  und Ebihara,  Biochem. Z. 290, 172 (1936). 
Monatshefte fEr Chemie. Bd. 80/1. 
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bei 4100 mm -1 (Abb. 8). Das Spektrum blieb nun 9 Tage lang praktiseh 
unver/~ndert, dann t ra t  eine immer starker werdende Bande bei 3300 mm -1 
auf, w/~hrend das Band bei 4100 m m  -1 st~ndig absank. 1XTach 59 Tagen 
war in der LSsung auf spektrographischem Wege keine Ascorbinsa.ure 
mehr feststellbar; gleiahzeitig erreichte auah die Vorbande bei 3380 mm -1 
ihren hOahsten Wert mit  log s = 2,670. Abb. 8 zeigt abet auBerdem 
einen relativ sehr genauen gealeinsamsn Sahnittpunkt, der den r 
schiedenen Stadien entsprechenden A bsorptionskurven. Dieser Effekt, 
der bier mit  einer bei einem so labilen Stoff wie Asaorbinsgure bemerkens- 
werten Sah/~rfe zu beobaahten ist~ 1/~bt siah nun folgendermaBen inter- 
pretieren : 

Miler man ganz allgemein yon zwei Komponenten A und B das 
LSsungsspektrum (molarer dekadiseher Extinktionskoeffizient s als 
Funktion yon 4, Konzentration c o in Molen/1 innerhalb des Gtiltigkeits- 
bereiahes des Lambert-Bccrsahen Gesetzes) and finder man, dab beide 
Extinktionsknrven siah bei der Wellenl~nge ~ schneiden, so gilt fiir diese 
Wellenl/~nge 

Bestimmt man nunmehr die Absorptionskurve yon beliebigen 
Mischungen A, B, wobei die Gesamtkonzentration stets konstant ge- 
halten werde, 

c~ + % = Co, (2) 

indem zunS~ehst der Modul m = - d  als Funktion der WellenlS~nge ge- 

messen wird, so setzt siah naeh dem Absorptionsgesetz der Modul bei 
jeder WellenlSmge additiv zusammen zu 

m = m A d- m B =  cA" %+ cB" cB. (3) 

Fiir die Schnittpunktwellenl/~nge A muB dann nach (1) and (2) mx 
konstant sein, d. h. dab alle Modulkurven einen gemeinsamen Schnitt- 
punkt  besitzen warden. Dividiert man den ~odul  dutch die stets konstante 
Gasamtkonzentration Co, also 

995 CA C[B 
% §  - - s  A. c A + %  §  c A + % '  (4) 

so erhSlt man die Extinktionskurve (a als Funktion yon 4) und ersieht 
sofort, dab sich bei jeder Wellenlgnge der erhaltene Extinktionskoeffizient 
einer Misahung zusammensetzt aus Bruchteilen yon s~ und sB, deren 
GrSBe durch den betreffenden Molenbruch gegeben ist. Man erkennt 
aus (~), dal~ auch die Extinktionskurven aller Mischungen einen gemein- 
samen Schnittpunkt bei der Schnittpunktswellenl~inge der Kurven der 
reinen Xomponenten haben werden and dab der Extinktionskoeffizient 
dieses Schnittpunktes stets s~ betragen wird; ferner, dab die Extinktions- 
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koeffizienten der Mischungen bei den Wellenl~ngen der Maxima der 
reinen Komponenten unmittelbar den im Gemisch vorhandenen Bruch- 
teil der betreffenden Komponente  angeben, unter der Voraussetzung, 
dab die Absorption jeder Komponente  im Maximumsgebiet der anderen 
praktisch zu vernachl~tssigen ist (weniger Ms 5~o betr~tgt). 

Nunmehr erkennen wit aus der Abb. 8, dal~ der gesehilderte Sach- 
verha]t bier offenbar gegeben ist. Wiewohl die Extinktionskurve der 
reinen Triketoform noch nicht vorliegt, 17 zeigen doch der recht genaue 
Schnit tpunkt der Kurven ebenso wie die im ersten Stadium der Um- 
wandlung befriedigende ~lbereinstimmung der aus den Spektren sowie 
aus Titrationen ermittelten Prozentgehalte an, daft sich hier die Ascorbin- 
s~iure tatsdichlich quantitativ und, ohne einen Zwischen]c6rper zu bilden, 
in einen einzigen Sto/] umwandelt. 

Aui~er den im I. Tell n~her ausgeffihrten ttinweisen erl~uben vor 
~llem die yon Henri is gemessenen Spektren versehiedener C~rbonyl- 
verbindungen, d~s entst~ndene Maximum bei 3380 mm -1 einem System 
yon di~ei miteinander konjugierten CO-Chromophoren zuzuordnen (Ta- 
belie 8). Man erkennt den EinfluB der steigenden Konjugation in einer 
Rotverschiebung und gleichzeitigen, in erster N~herung proportionMen 
ExtinktionserhShung, w~hrend eine ErhShung der Zahl an isolierten 
CO-Gruppen keine wesentliche Verschiebung, sondern ]ediglieh wesent- 
lich verstgrkte Absorptionsintensitgt bewirkt. Die 5~essung Henrys  
gibt auch einen Anhaltspunkt fth" die GrSge yon log emax der oxydierten 

T a b e l l e  8. 

zN-11mlllel" Substal-tZ PJlilax IYlIn-I log clria x 8rila X 

I I  

I I I  

IV 

CH3--C--CH s 

O 

CI-I~--C--C--CH 3 
fl II 
O O 

CH3--C--C--C--0~-C2H ~ 
rl ir [I 
0 0 0 

CH3--C--CH2--CII~--C~-CH ~ 

]I ]I 
O 0 

3697 1,2 

3493 1,45 

3453 1,73 

3693 2,09 

15,8 

28 

54,2 

124 

17 ES darf bier darauf verwiesen werden, dad diesbezfigliche Unter- 
suchungen - -  in pr~parativer I-Iiasicht in Zusammenarbeit mit I-terrn Prof. 
Dr. A. Zinke - -  bereits im Gange sind. 

is j .  Bielecky und V. Henri, Ber. dtsch, chem. Ges. 47, 1712 (1914). 
6* 
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Ascorbins~iure, die gegenfiber der Absorp t ion  yon I I I  (in a lkohol ischer  
L6sung) rund  s iebenmal  so s t a rk  absorbier t .  Eine quan t i t a t i ve  Deu tung  
dieses bet r~eht l iehen Unterschiedes  s teh t  zur  Zei t  noch aus. 

I 
Z'unmi#elbarnach An,~elz~n // 
z:nac~ z7 ~ysn / I  " ~ I  
s , , , a o  , ,  i /  z 
~ l l  " 33 " 

�9 ~M =z,e konslant ~~~jrlll[/If "~�9 

3000 ?500 0.000 
~,1711$ 7 - 7 ~  

Abb. 8. Stabilisiernng nfit ~[POs 
(vgl. Tabelle 9). 

~500 

Wie Tabel le  9 zeigt, erg~nzen sich 
die Prozente  Ascorbins~ure,  die aus 
den bei  4120 m m  -1 gemessenen Ex-  
t ink t ionswer ten  errechnet  wurden,  
mi t  den Prozen ten  der oxyd ie r t en  
F o r m  im al lgemeinen innerha lb  de r  
Fehlergrenze  yon 10% auf 100%. 

Der  T i t ra t ionsver lauf  ergab fol- 
gendes Bi ld :  Nach  den Prozen twer ten ,  
d i e s i c h  aus den T i t r a t ionen  er- 
gaben,  bl ieb die Ascorbinss  5 Tage  
lang unver~nder t  erhalten,  dann  ver-  
r inger te  sich der Gehal t  bis zum 
31. Tag ann~hernd  gleichsinnig wie bei  
den spek t rographischen  Befunden,  
sank aber  dann  rasch auf 0 %  ab, 
wi~hrend das  Abso rp t ionsspek t rum 
noch einwandfrei  die Anwesenhei t  
yon Ascorbinsi~ure und  erhebliche 

Mengen der Tr ike toverb indung  anzeigte.  Als K r i t e r i u m  wurde  wiederum 
tier biologische Tierversuch herangezogen.  Nach  35 bis 60 Tagen der  
LSsung en tnommene  Proben  ergaben einwandfreie  an t i skorbut i sche  

T a b e l l e  9. 

Tage 

0 
2 
7 

12 
16 
21 
27 
29 
33 
36 
38 
53 
66 
70 

Niederfrequentes 
Band v ' =  3380 mm z 

log ema x ema x 

1,86 72,4 
2,18 151 
2,40 251 
2,53 342 
2,55 355 
2,61 407 
2,65 447 
2,67 468 
2,67 468 

% Dehy- 
droascorbin- 

s~ure 

Hauptband 
~'= 4120 mm -1 

15 
32 
54 
73 
7C 
87 
9~ 

10( 
10( 

10g 8m~ X ~max 

3,96 9120 
3,95 8913 
3 ,95  8913 
3,90 7943 
3,82 6531 
3,95 8913 
3,80 6383 
3,50 3170 
3,27 1850 
3,20 1585 
3,08 1216 
3,17 1479 
2,48 298 
2,30 199 

% Ascor- 
bins~ure 

)0 
98 
98 
37 
72 
-)8 
70 
32 
20 
17 
13 
16 

3 
2 

% Ascor- 
bins~ure (ti- 
trilnetrisch ) 

100 
100 
91 
78 

4O 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
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Effekte;  aul3er der eharakteristischen Gewiehtszunahme konnte  in Leber, 
Niere und anderen Organen der sezierten Tiere Aseorbins~ure naeh- 
gewiesen werden. 

Dieses Ergebnis zeigt, dal3 die bier allein anwesende oxydierte Form 
der Aseorbins~ure mit  dem der Tr ike tos t ruk tu r  zugeordneten Maximum 
bei 3380 m m  -1 biologiseh reversibel ist. Daraus darf sowohl im vor- 
liegenden Fall, als aueh bei den biologiseh gleiehfalls wirksamen End- 
produkten der dutch C N S -  und t Ia ferext rakt  stabilisierten Autoxydat ion  
yon 1-Aseorbins~ure ebenso wie bei der elektroehemiseh erhaltenen 
Triketoform (I. Tell) ein ungeSffneter Laktonr ing angenommen werden. 

Hiermit  erseheint die Existenz einer reversibel oxydierten Form yon 
Aseorbins'~ure der Konst i tu t ion  (I) ausreichend belegt. Naeh dem Er- 
gebnis des Tierversuehes mit  der mit  I-I~PO~ stabilisierten LSsung er- 
seheint es durehaus mSglieh, dab dies nieht die einzige reversibel oxydierte 
Form der Aseorbins~iure darstellt und dab etwa eine im untersuehten 
Spektralbereieh praktiseh nieht absorbierende hydraeisierte Form (vgl. 
hierzu die Arbeit  yon Ghosh und R h a k s h i t  19) gleiehfatls reversibel is~. 
Der Begriff ,,Dehydroaseorbins~iure" ist demnaeh nieht so streng im Sinne 
yon Ghosh und R h a k s h i t  zu fassen und lediglieh auf eine nieht absorbierende 
und daher als hydratisiert  angenommene Aseorbi~sfi.ure zu beziehen; 
die vorstehenden Untersuehungen ergeben vielmehr, dag aueh eine ganz 
charakteristiseh absorbierende Dehydroaseorbins~ure existiert. 

3. B i o l o g i s e h e  T e s t b e s t i m m u n g e n .  

Im folgenden seien noeh auszugsweise die Ergebnisse der biologisehen 
Tierversuehe wiedergegeben. Die biologisehen Bestimmungen wurden 
ebenso wie sgtmtliehe in dieser Arbeit erw~hnten Titrationsanalysen yon 
Frau Dr. Renate M .  Czmiel  durehgefiihrt, der wir an dieser Stelle ftir ihre 
tatkr~ftige Unterst~tzung und wertvolle Mitarbeit bestens danken m6ehten. 

Als Versuehstiere wurden aussehliel31ieh Meersehweinehen verwendet. 
Die quantitative Bestimmung der Aseorbins~iure in den versehiedenen Organen 
der sezierten Versuehstiere wurden dureh Titrationen mit Diehlorphenol- 
Indophenol naeh Ti l lmans  mit der bei Bestimmungen an biologisehem 
Material /ibliehen h'Iethodik 2~ durehgefiihrt. Den Absolutwerten dieser 
Messungen kommt nun im besonderen naeh den Ergebnissen der vorliegenden 
Untersuehungen gewi_@ eine ziemliehe Unsieherheit zu; doeh erseheinen hier 
in erster Linie die relativen Untersehiede mal3gebend, die die biologisehe 
Wirksamkeit der verf/itterten L6sungen in iiberzeugender Weise belegen. 
Aus Tabelle 10 ersieht man aul]erdem den eindeutigen Vorrang yon Hypo- 
physe und besonders Nebenniere im Hinbliek auf die F/ihigkeit, Aseorbin- 
sgure zu speiehern. Wie Tabelle 11 zeigt, ist dies aueh naeh den Angaben 
der einsehl~gigen Literatur ~i beim gesunden Tier der Fall. 

19 j .  C. Ghosh und P.  C. Rhalcshit, Bioehem. Z. 299, 401 (1938). 
~o C. Bomslcow, Methodik der Vitaminforsehung. Leipzig: Verlag 

G. Thieme. 1935. 
2~ A .  Giroud, L'aeide aseorbique darts la cellule et les Tissus, Proto- 

plasma-Monographie, Bd. XVI. Berlin : Verlag Borntr~ger. 1932. 
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T a b e l l e  10. 

Tier I Tier II Tier III ! Tier IV Tier V 

Gewichte der Tiere in Grammen 

400 i 380 380 
166 ] 146 300 

397 330 350 
22 Tage 37 Tage 14 Tage  

l~ormales  A u s s e h e n  
4 

420 420 
180 176 

200 
16 Tage  - -  
U n t e r  schwe- 
r en  Sko rbu t -  
e r s e h e i n u n g e n  

e ingegangen  

Grundgewichte 
Ende der 14t~gigen 
Mangeldfitt (bei III 
aehtt~gig) 

l~ach VerfOtterung 
d. VersuchslSsungen 

~illigramm-Prozente Ascorbins~ure 

G e h i r n  . . . .  4, 9 
i y p o p h y s e  45,8 
Niere  . . . . .  7,8 
N e b m m i e r e .  35,2 
Lebe r  . . . . .  12,7 
]:)arm . . . . .  14,0 

4,0 
91,0 

9,0 
19,0 
15,0 

8,4 

- -  5,3 
76,4 1 0,0 
10,0 2,5 
71,3 15,5 
14,3 4,9 

- -  ] 2,8 

2,0 
0,0 
0,1 
3,0 
2,0 
0,0 

Versuche mit d e r m i t  Metaphosphorsgure stabilisierten AscorbinsgurelSsung 
(1~o I-IPO~, 10 -aMole  Ascorbins/~ure 11, s. S. 81). 

35 Tage nach dem Ansetzen der L6sung wurden je 5 ccm entnommen 
und an die Tiere I und II verffittert. Die LSsung zeigte in diesem S~adium 

e twa  das  in  A b b .  8 rn i t  4 bezi f fer te  Ab-  
Tabelle II. 

rag-% 
kscorbins~ure 

G e h i r n  . . . . . . .  
I - Iypophyse  . . .  
l~Tiere . . . . . . . .  
l~ebennie re  . . .  
L e b e r  . . . . . . . .  

15,7 
138,5 

11,0 
120,4 

28,6 

sorptionssl0ektrum, demzufolge noeh rund 
20 % der Ausgangsmenge als l-Ascorbins~ure 
und 80% Dehydroaseorbins~ure vorhander~ 
waren, w~hrend die Titration rnit Tillmans- 
l~eagens 0% Ascorbins~ure ergeben hatte. 
Dies wurde 3 bzw. 5 Wochen fang fortge- 
setzt, so da~ die dargebotene L6sung lorak- 
tisch ausschlie~lich die Triketoform ent- 
hiel t .  

Versuche mit dem wgflrigen Auszug e~nes petrolgtherische~ Extraktes von 
Ha]ermehl (s. S. 79). 

Diese LSsung  w u r d e  70 Tage  n a c h  d e m  Anse tzen ,  also zu  e inem Zeit-  
p u n k t ,  als die T i t r a t i o n  0 %  A s co r b i n s ~ t r e ,  das  A b s o r p t i o n s s p e k t r u m  das  
E n d s t a d i u m  des  T r i k e t o m a x i m u m s  ergab,  i~ gle icher  Dos ie rung  d u r c h  
2 Wochen an Tier llI verffittert. Auch mit der mit Orthophosphorsgure 
und Ammonrhodanid stabilisierten Aseorbins~iurel6sung (vgl. S. 76 und 77) 
wurden ganz ~ihnliche Effekte beobachtet. Schlie~lich gibt Tabelle I0 in 
den beiden letzten Spalten noeh Versuche wieder, die mit Tieren (IV und V) 
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angestellt wurden, die naeh Beendigung der NIangeldigt lediglieh init einer 
aseorbinsgurefreien Phosphatnghrlbsung geffittert bzw. auf 2r 
belassen wurden. 

4-. D i s k u s s i o n  u n d  Z u s a m m e n f a s s u n g  der  E r g e b n i s s e .  

Die absorptionsspektrographisehe Untersuehung der Autoxydation 
yon Aseorbinsgure unter versehiedenen Bedingungen ergibt erstmalig 
die Erkenntnis, dab die besehleunigte ebenso wie die verzSgerte Autoxy- 
d~ion  in wgBriger LSsung keineswegs stets gleiehartig verlguft. Ab- 
gesehen yon den kat~lysierenden odor sLabilisierenden Effekten der 
versehiedenen Zusitze zeigte es sieh, d~l~ die Autoxydation teils zu 
einer Umwandlung des Aseorbinsguremolekfils in unterhalb 4500 mm -i  
nieht mehr selektiv absorbierende Stoffe fiihrt (bei Gegenwart yon 
Fe++-Ion, Bestrahlung miL ultr~violettem Lieht, GegenwarL yon Ortho- 
phosphorsgure); toils ffihrt sie abet, g~nz un~bh~ngig davon, ob die 
Reaktion beschleunigt oder verzbgert aMguft, zur Ausbildung einer 
eharakteristisehen Vorbande, die mit Sieherheit einem System yon drei 
miteinander konjugierten CO-Gruppen zugeordnet werden konnte. 
Verbindungen mit dieser Gruloloierung kSnnen entweder als einziges 
Oxydationsprodukt entstehen (bei Anwesenheit yon Metaphosphor- 
sgure) odor sie entstehen neben anderen gleiehf~lls absorbierenden Stoffen 
(z, B. bei Gegenw~r~ yon Cu++-Ion, P~hodanion sowie eines pflanzliehen 
Extrakts). Die folgende Tabelle 12 veransehaulieht die bemerkenswerte 

Tabe l l e  12. 

Ascorbins~ure oxydiert 

mit p-]3onzoehinon .................. 

,, I-I202 ........................... 

elektrochomisoh in salzsaurer L6sung.. 

dureh Luf~,sauorstoff ................. 

in Gegenwarg von Cu". ............. 

. . . . . .  CNS' . . . . . . . . . . . . .  

. . . . . .  /-Iaferextrakt . . . . . .  

. . . . . .  t~IPO a . . . . . . . . . . . . .  

Absorptionsband des 
Oxyd a~ionsproduktes 

V'ma x mm -i] log ema x 

3300 
3370 
3150 
3370 
3300 
3380 
3390 
3380 

- -  vgl. I. Toil 
2,58 vgl. I. Toil 
2,56 vgl. L Toil 
2,59 
2,40 
3,09 } Anwesenheit 
2,89 mitabsorb. 
2,67 Begleitstoffe ! 

Ubereinstimmung der spektrMen Daten dieser Oxydationsprodukte. 
Im Falle der elektrochemischen Oxydation und der durch HPO> CNS- 
und Haferextr~kt stabilisierten Autoxydation kann duo Vorliegen einer 
reversiblen Dehydroascorbinshure der Konstitution I al]er ~u 
scheinlichkeit n~ch ~ls erwiesen angesehen werden. 

AuBer grundsgtzlich neuen Aufschlfissen fiber Zwischen- und End- 
produkte bei den versehiedenen Oxydationen ermSglicht das Ultr~violett- 
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spektrum eine quantitative Verfolgung des Reaktionsverlaufes. Aus 
diesen Messungen geht hervor, dal~ Cu + +-Ion den st~rksten katMytischen 
Effekt zeigt, w~hrend die katalytische Wirkung der anderen Faktorcn 
in der Reihenfolge: ultraviolettes Licht, Fe++-Ion, Luftsauerstoff ab- 
nimmt. Die Wirkung der untersuchten Stabilisatoren nimmt in der 
l~eihenfolge: HPO~, NH4, CNS, I-Iaferextrakt, H~Po 4 ab. 

Die Konzentrationsbestimmungen mit Tillmans-Reagens wiesen im 
allgemeinen einen ~hnlichen Verlauf wie die sloektrographischen Messungen 
auf; die einzelnen Werte stimmten jedooh keineswegs mit den spektro- 
graphischen fiberein, worauf auch z .B .  Sosa 22 hinge~desen hat. Vor 
Mlem sprach das Tillmanssche ]~eagens bei geringen Konzentrationen 
meist nicht mehr an, w~hrend im Spektrt~m noch merkliche Mengen 
yon Ascorbins~ure gefunden wurden, wie auch die Tierversuche zeigten. 
Abgesehen yon der fiir Ascorbins~ure unspezifischen Reaktion ergibt 
die Titration mit dem Tillmansschen l~.eagens durch den oft nur sehr 
unscharf zu beobachtenden Farbumschlag allgemein unsichere und bei 
geringen Ascorbins~urekonzentrationen fiberhaupt keine reproduzier- 
baren Resultate. Dagegen ermSglicht die objektive absorptionsspektro- 
graphische Methodik zuverl~ssigere und auch wesentlich empfindlichere 
Messungen; durch die MSglichkeit, den ffir Ascorbins~ure spezifischen 
13bergang yon Ascorbins~ure in die bei 3300 mm -1 absorbierende, rever- 
sibel oxydierte Form quantitativ zu erfassen, gestattet die spektro- 
graphische Methodik die Entwicklung eines exakten quantitativen, 
vor Mlem aber auch weitgehendst spezifischen Verfahrens. Hierbei ist 
die Anwendb~rkeit auch bei gef~Lrbten Medien ebenso ein erheblicher 
Vorteil, wie der Umstand, dal~ bei einem solchen Verfahren eine etwaige 
vorzeitige teilweise Oxydation dutch den Sauerstoff der Luft w'~hrend 
der Bestimmung ohne praktischen Einflul] b]eiben wird. Uber die 
Methodik selbst soll an anderer Stelle noch ausftihrlich berichtet werden. 

Ich mSchte nun vor allem Herrn Prof, Dr. W. Halden, der die Leitung 
des biochemischen Anteils dieser Arbeit innehatte, meinen herzlichen 
Dank zum Ausdruck bringcn sowohl ffir ~ele wertvolle Anregungen Ms 
auch fiir die stets hilfsbereite Unterstiitzung mit Literatur und Substanzen, 
wodurch die Durchftihrung vieler wesentlicher Versuche oft iiberhaupt 
erst ermSglicht wurde. Ferner bin ich zu Dank verpf]ichtet Herrn Prof. 
Dr. A. Pischinger ftir die Leitung der biologischen Tierversuohe sowie 
lterrn Prof. Dr. O. Kratky ffir beratende Diskussionen und das unseren 
Untersuchungen entgegengebrachte lebhafte Interesse. 

~2 A. Sosa und C. Soaa-Bourdouil, Bull. Soc. Claim. biol. 25, 146 (1943). 


