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Die Autoxydation der 1-Ascorbinsiure.
Von
H. Schiimmer.
(Aus der Hautklinik der Medizinischen Akademie Diisseldorf.)
(Eingegangen am 4. Oktober 1939.)
Mit 4 Abbildungen im Text.

Es war eine alte Erfahrung, dafl der Skorbut durch Zitronensaft
geheilt und verhiitet werden kann. Bei der Suche nach dem anti-
skorbutischen Prinzip ging man deswegen vom dezitrierten Zitronensaft
aus. Sehr bald fiel neben der antiskorbutischen die reduzierende Féhig-
keit des Zitronensafts auf. Zilva fand 1927, daB diese beiden Krifte
nicht parallel gehen, sondern daB eine bestehende Reduktionsfahigkeit
immer mit der antiskorbutischen Fahigkeit verkniipft ist, dagegen die
antiskorbutische Kraft nicht an die Reduktionskraft gebunden ist,
obwohl sie bei fehlender Reduktionskraft sehr bald in ihrer Wirkung
nachlaBt. Dies fithrte verstdndlicherweise zu der Annahme, daB3 ein
besonderes reduzierendes Prinzip das antiskorbutische Prinzip vor
Zerstérung schiitze. Der wahre Sachverhalt, namlich da beide Prin-
zipien einem Molekiil eigen sind, konnte erst erkannt werden, als es
1928 Szent-Gyorgys gelang, seine ,,Hexuronséure‘ aus der Nebennieren-
rinde zu isolieren. Nach Aufklirung der Strukturformel konnte die
nunmehrige 1-Ascorbinséiure bald von Reichstein synthetisiert werden.
Beziiglich ihrer Eigenschaften stellte Szent-Gyorgyt fest, daB sie in
wasseriger Losung oxydabel ist, dagegen in Substanz und ohne An-
wesenheit von Sauerstoff auch in Losung stabil ist. Hat Sauerstoff
zur Losung Zutritt, so unterliegt sie der Autoxydation, die durch
Kupfer-, Eisen- und OH-Ionen katalysiert wird. Anfangs ist die durch
die Oxydation entstandene Dehydroascorbinsiure mittels Hy,S voll-
stindig reduzierbar, spéter nicht mehr. Dies ist so zu erkliren, daf
zuerst die Dienolgruppe unter Verbrauch von Sauerstoff zur Diketon-
gruppe oxydiert wird und erst spiter eine tiefergreifende Anderung des
Molekiils stattfindet. Moll und Wieters, die die Dehydroascorbinsiure
zwar nicht isolieren konnten, was aber bereits Karrer und Mitarbeitern
gelungen war, fanden, daB diese nach der Herstellung die volle anti-
skorbutische Kraft hat. Diese Fahigkeit geht nun mit dem einsetzenden
Zerfall des Molekiils, wozu kein Sauerstoff notig ist, verloren. Also
eine Erklirung der Befunde Zilvas am Zitronensaft. Im Puffer geht
der Zerfall aber nur sehr langsam vonstatten, so da3 innerhalb weniger
Stunden nicht damit zu rechnen ist.

Biochemische Zeitschrift. Band 304. 1
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Zahlreiche Biochemiker und Kliniker haben sich in den letzten
Jahren mit der biologischen und klinischen Funktion des Vitamin C
befaflt. Mit Recht nahm man an, da8 die Funktion des Vitamins in vivo
irgend etwas mit seiner Reduktionskraft zu tun habe. Die hervor-
stechendste Eigenschaft ist die Autoxydation. Sie ist der Schliissel
zum Versténdnis der biologischen Wirkung. So wurde denn das Studium
der Autoxydation bald Gegenstand zahlreicher Versffentlichungen. Es
kristallisierten sich folgende Fragen heraus:

1. Ist die Autoxydation an die Gegenwart von Katalysatoren ge-
bunden oder nicht ?

2. Falls ersteres der Fall ist, welche Katalysatoren kommen in
Frage ?

3. Ist die Autoxydation vom py abhidngig und in welcher Weise ?

4. Kann die Autoxydation durch andere chemische Verbindungen
gehemmt werden ?

5. Falls dies so ist, wo greift die Hemmung an ?

Barron, De Meio und Klemperer leiten ihre weiterhin noch mehrfach
erwahnte Verotffentlichung mit folgenden Worten ein: ,,Ungliicklicher-
weise ist die Literatur iiber die Rolle, die die Ascorbinsdure in der Zelle
als Oxydoreduktionssystem spielt, voll von entgegengesetzten Fest-
stellungen. Eine Vorbedingung des Studiums seiner Rolle in der bio-
logischen Oxydation muf3 die Kenntnis der sie beeinflussenden Fak-
toren sein‘‘.

Im Nachfolgenden wurde versucht, einiges zur Klirung der obigen
Fragen beizutragen, da wir die Bedingungen des exakt definierten
Verlaufs der Autoxydation der Ascorbinsiure zur Durchfithrung anderer
Versuche brauchten.

Methodik.

Die Versuche wurden mit einer jeweils frisch hergestellten
5 mgY%igen Ascorbinséurelosung in Phosphatpuffer angestellt. Diese
Konzentration, die anders ausgedriickt 2,84 - 10~4 molar ist, wurde aus
zwei Griinden gewéhlt.

1. Sie liegt in physiologischen Breiten.

2. 1000 ccmm Wasser absorbieren (vgl. Landolt- Bjérnstein) aus Luft
bei 200 C und 760 mm Druck 6,36 ccm Sauerstoff (reduziert auf 00 C).
Dies entspricht einer 2,838 - 10~ molaren Sauerstoffkonzentration,
die also der Ascorbinsiurekonzentration dquimolekular ist. Da jedoch
ein Molekiil Ascorbinsdure nur ein Atom Sauerstoff verbraucht, steht
der Ascorbinssure von vornherein die doppelte dquivalente Menge zur
Verfiigung. Ist bei der Versuchsanordnung die Nachdiffusion geniigend
groB3, z. B. durch Wahl einer nicht allzu gro8en Schichtdicke der Lésung
und gelegentliches Umriithren, dann ist die Sauerstoffkonzentration
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praktisch als konstant zu erachten. Man kann sich auf diese Weise
komplizierte Schiittelapparaturen, die weitere Komplikationen bringen
kénnen und die Entnahme von Proben erschweren, sparen.

Zur Herstellung des Puffers wurden sekundéires Natriumphosphat
und priméres Kaliumphosphat nach Sorensen verwandt (beides von
Merck). Die Ascorbinsiure wurde freundlicherweise von der Firma
E. Merck, Darmstadt, zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich dabei
um ein synthetisches Pridparat. Alle Versuche fanden bei 20° C und,
soweit es nicht besonders angefiihrt wird, bei pg 7,0 statt, dessen Kon-
stanz kolorimetrisch kontrolliert wurde. Alle gebrauchten Glasgegen-
stdnde wurden sorgfiltig gereinigt. Zu 60 ccm Pufferlésung, die sich
in einem Becherglas von 100 cem Inhalt befanden, wurden 3 mg Ascorbin-
sdure samt dem Deckglas, auf dem sie abgewogen worden waren, zu-
gegeben. Zur Titration wurden Proben von 2 ccm nach Anséuern mit
0,5 ccm Eisessig mit Dichlorphenolindophenollésung titriert. Die
Indikatorlésung war so eingestellt, dafl 5 ccm einem Gehalt von 5 mg9,
Ascorbinsédure entsprachen.

Die Verwendung der von verschiedenen Firmen hergestellten
Indikatortabletten ist ungeeignet, da ihr Gehalt sehr schwankt und
die sich rot farbende Tablettenstérke bei der Titration storend wirkt.

Als Endpunkt wurde eine bleibende Rosafirbung angesehen, die
im Leerversuch durch 2 Tropfen = 0,1 cem erreicht wurde. Diese
wurden von der verbrauchten Indikatormenge abgezogen. Als Titrations-
gefifle bewahrten sich Réhrchen von 1,5 em Durchmesser und flachem
Boden, da durch die groBle Schichtdicke Farbunterschiede gegen ein
Vergleichsrohr leicht und genau festzustellen waren. Zu Beginn der
Beobachtungszeit einer Autoxydation wurden hiaufig Probenentnommen,
spater alle 20 bis 30 Minuten. Die Ascorbinsdurespiegel wurden kurven-
miBig dargestellt, wobei auf der Ordinate die mg9, Ascorbinsiure
von O bis 5 aufgetragen wurden und auf der Abszisse die Zeit. Durch
Verbindung der Anfangstitrationen konnte die genaue Anfangskonzen-
tration bestimmt werden. Sie war nicht immer genau 5 mg9%,ig, sondern
schwankte maximal um — 0,2 mg9%,, bedingt durch Wiegeungenauig-
keit. Durch Multiplikation aller Titrationswerte mit einem aus der
jeweiligen Abweichung errechneten Faktor wurden die Kurven ohne
wesentlichen Fehler korrigiert.

Will man solche Kurven in bezug auf die Oxydationsgeschwindig-
keit untereinander vergleichen, so stellen die nach einer bestimmten
Zeit (z. B. 120 Minuten) titrierten Ascorbinsdurespiegel oder der
gemessene Sauerstoffverbrauch, wie von einigen Forschern versucht
wurde, keine auch nur annihernd exakte Vergleichsmoglichkeit dar.
Dies wire nur méglich, wenn der Reaktionsverlauf durch eine Gerade
gegeben wire und nicht durch eine Parabel, wie es hier der Fall ist.

1*
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Die Autoxydation verliuft als sogenannte ,,Pseudomonomolekulare
Reaktion“ nach der monomolekularen Gleichung (vgl. Abderhalden,
Haber):

1 Co

o
Kt = log nat o — 04383 log .
K bedeutet die Geschwindigkeitskonstante, ¢ die Zeit in Minuten, ¢, die
Anfangskonzentration, ¢, die Konzentration zur Zeit ¢ (beides in mg9,).
Durch die GréBe K ist der Reaktionsverlauf definiert. D.h. K stellt
den Faktor dar, durch den die von der Zeit abhéngige dauernde Reak-
tionsgeschwindigkeitsverminderung, bedingt durch Xonzentrations-
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Abb. 1. Durch Rechnung aus der monomolekularen Gleichung erhaltene Kurvenschar, deren
Schnittpunkte mit einer auf der Abszisse iiber einem bestimmten log K errichteten Senk-
rechten die Ascorbinséurespiegel zu den angegebenen Zeiten darstellen.

abnahme, bei gegebenen sonstigen Grégden bestimmt wird. Obgleich
die Autoxydation eine bimolekulare Reaktion ist, verlauft sie bei
konstantem Sauerstoffspiegel monomolekular, weil sich dann nur einer
der miteinander reagierenden Stoffe in der Konzentration é&ndert.

Errechnet man K aus mehreren Titrationen zu verschiedenen
Zeiten im Verlauf eines Autoxydationsversuchs und nimmt den Mittel-
wert, so ist K geniigend genau. Abweichungen der titrierten von der
aus K errechneten Kurve sind gering und betragen hichstens 0,1 mg9,,
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bedingt durch die allen Versuchen anhaftenden MefBfehler. K ist eine
logarithmische Grofle. Es ist deshalb einfacher, den log K anzugeben.
Man kann sich so bei Auftragungen im Diagramm die logarithmische
Einteilung einer Achse sparen. In Abb. 1 wurde demgemafl der log K
auf der Abszisse und auf der Ordinate die Ascorbinsdurekonzentration
in mg9, aufgetragen. Die Kurven geben die Ascorbinsidurespiegel in
Abhéngigkeit von log K zu den verzeichneten Zeiten an. Fiir einen
bestimmten log KX kann man leicht die Ascorbinsdurespiegel zu den
angegebenen Zeiten ablesen. Durch Betrachtung der Abbildung wird
es ganz klar, da man mg9%,-Werte zu einer bestimmten Zeit nicht
untereinander vergleichen kann. Denn log K und mg9%, sind nicht
einfach proportional. Geht man z. B. von einem log K-Wert um Zehntel-
einheiten auf der Abszisse nach links oder rechts, so sind die dazu-
gehorigen Differenzen der mg9%,-Werte untereinander sehr verschieden.
K (bzw. log K) ist also die einzige Grofle, mit der man die Reaktions-
verldufe exakt vergleichen kann.

Ferner geht aus Abb. 1 hervor, daB zur Errechnung von K
Titrationswerte etwa zwischen 1 und 4 mg9%, das genaueste Ergebnis
liefern, weil in diesem Bereich die Kurven am steilsten verlaufen und
somit hier der gegebene Titrationsfehlerbereich dem kleinsten Bereich
auf der Abszisse entspricht.

Es ist nach allem klarer und einfacher, statt etwa alle Autoxydations-
versuche durch Zeichnung anzugeben oder die Titrationsergebnisse
einzeln in Tabellen aufzufiihren, einfach den log K anzugeben; zudem
man dabei noch den Vorteil hat, Anderungen des log K in Abhéngigkeit
von anderen Gr6fen leicht kurvenmaBig darzustellen.

Beispiel einer Errechnung des log K.

” Ascorbinsidurespiegel in mg9%,
Min. i: - - log K
" Titriert ‘ Korrigiert
0 (4,86) 1 5,00
2 4,75 4,89
b 4,60 t 4,7
10 4,30 | 4,44
20 3,86 \ 3,97 — 1,938
40 3,20 | 3.30 — 1,983
60 2,60 i 2,68 — 1,968
90 1,80 \ 1,86 — 1,959
120 1,25 1,29 | — 1,960
Summe — 9,808
: b= —1,962

log K~ — 1,962

Bei einem Autoxydationsversuch werden die Werte der Spalte 2
gemessen. Die Anfangswerte werden im Diagramm eingetragen. Durch
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Verbinden ergibt sich als Wert zur Zeit Null 4,85 mg9,. Alle Werte
werden auf die Anfangskonzentration 5mg9, korrigiert: Spalte 3.
Abb. 2 zeigt den korrigierten Oxydationsablauf. Werte zwischen etwa
1 bis 4 mg 9%, werden in die Gleichung eingesetzt und fiir jeden der log K

errechnet: Spalte 4. Aus dem Mittelwert

S ergibt sich der log K der Gesamtkurve mit
mg% N .
p geniigender Genauigkeit.
:§ 3 \\ . .
g Die Autoxydation.
< )
g ¢ \\ Da die Autoxydation der Ascorbinsdure
—]  von vielen Forschern, wie De Caro und Giant,
Fujita und Iwatake, Yamamoto, M. Fischer,
o @ w @ & W W Holtz und Triem, v. Euler, Myrbdck und

Zert
Abb. 2. Larsson, unter den verschiedensten Bedin-

gungen durch Messen verfolgt wurde, bietet
sich keine Vergleichsmoglichkeit der Ergebnisse. Vor allem bestehen
groBe Unterschiede in der Ascorbinsiurekonzentration und in der
Temperatur. Teils wurden die Versuche mit wisseriger Ascorbinsdure-
l6sung, teils nach Neutralisation derselben mit Alkali, teils im Phosphat-
oder Phosphatbicarbonatpuffer durchgefiihrt. In den beiden ersten
Fillen dndert sich die H-Tonenkonzentration mit der Oxydation, da die
sogenannte Dehydroascorbinsiure keine Sdure ist. Dies kann dann
Ungenauigkeiten durch Uberlagerung des pu-Einflusses geben. Ferner
ist der Reinheitsgrad der jeweils verwandten Ascorbinsiure von Be-
deutung. Besonders natiirliche Ascorbinsiure, die von mehreren Unter-
suchern angewandt wurde, ist verddchtig auf Begleitsubstanzen, die
schon in minimalen Konzentrationen von grofiem EinfluB sein kénnen.

Einige Autoren, so De Caro und Giani, v. Euler, Myrbdick und
Larsson, geben an, daBl die Autoxydation unregelmaBig und schlecht
reproduzierbar sei. Mawson, Kellie und Zilva und Barron, De Meio und
Klemperer halten die Autoxydation fiir eine Schwermetallkatalyse, denn
sie fanden, daB Ascorbinséure in sorgféltig destilliertem Wasser relativ
stabil ist. Die letzteren stellten dies auch im Puffer fest unter Ver-
wendung von umkristallisierter natiirlicher (!) Ascorbinsdure. Gosh
und Rakshit hingegen stellten eine betrachtliche Autoxydation trotz
sorgfiltigen Ausschlusses von Katalysatoren fest. Sie sind der Meinung,
daB die Autoxydation eine Eigenschaft der Ascorbinsdure an sich ist,
die allerdings durch Kupfer katalytisch zu beschleunigen ist. Die
katalytische Wirkung von einigen Metallsalzen wird von allen Forschern
auBer Holtz und Triem bestitigt, die keine wesentliche Beschleunigung
durch Cu in 4 - 10~2 molarer Konzentration fanden. Mawson stellte
fest, dafl Cu und Fe zusammen katalytisch am besten wirken. Barron,
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De Meio und Klemperer konnten durch Fe, Mn, Ni und Co keine Be-
schleunigung der Oxydationsgeschwindigkeit erzielen, wihrend v. Euler,
Myrbdck und Larsson eine geringe Beschleunigung durch Fe, Mn und Ni
feststellten und eine geringe Hemmung durch Co.

Beziiglich des Mechanismus der Autoxydation sind Barron, De Meio
und Klemperer der Ansicht, daB der in hoherwertigem Zustand vor-
liegende Katalysator durch die Ascorbinsiure zur niederwertigen Stufe
reduziert wird. Dann wird er wieder durch den gel6sten Sauerstoff
aufoxydiert, worauf sich dasselbe wieder abspielt, bis alle Ascorbinséure
oxydiert ist. Holtz und 7'riem konnten eine Peroxydbildung durch
Lumineszenzreaktion nachweisen, deren Intensitidt nicht (!) durch Cu
zu steigern war. Sie destillierten eine in Autoxydation befindliche
Ascorbinsdurelosung nach Versetzen mit H;S0, und konnten im
Destillat ebenfalls durch Lumineszenzreaktion H,0O, nachweisen.
Dieses soll aus einem Ascorbinsidureperoxyd frei geworden sein. v. Euler
und Mitarbeiter weisen darauf hin, dafBl zu einer Ascorbinsdurelosung
zugesetztes CuS 04 zu Cuy O reduziert wird und sichtbar ausfillt, wenn
es in nicht zu kleiner Menge zugegeben wird. Fe SO, bildet nach Szent-
Gyorgyi mit Ascorbinsdure bei Sauerstoffzutritt eine blaugefirbte Ver-
bindung. Dieser Ferrokomplex der Dehydroascorbinsdure ist mit
Hydrosulfit zur Leukoverbindung reduzierbar und wurde von Maurer
und Schiedt in Substanz erhalten. Der Komplex ist nicht in Ascorbin-
sdure rickverwandelbar und zersetzt sich in Losung, wobei Ferrooxalat
und eine neue reduzierende Substanz auftreten. Moll und Wieters
fanden bei der Zersetzung der Dehydroascorbinsiure ebenfalls das
‘Auftreten einer neuen reduzierenden Substanz, die sie nicht identifi-
zieren konnten.

Mit der geschilderten Methodik stellten wir viele Autoxydations-
versuche an, die aber trotz steter Anwendung derselben Bedingungen
und trotz Verwendung desselben im Laboratorium aus einem Glas-
apparat destillierten luftgeséttigten Wassers und derselben Phosphat-
salze aus Originalpackungen zum Teil erheblich untereinander abwichen.
Es mufite also ein Agens die Autoxydation in quantitativ wechselnder
Weise beeinflussen. Als solches Agens konnte schliellich Zigaretten-
rauch festgestellt werden, der schon in Spuren geeignet ist, die Autoxy-
dationsgeschwindigkeit zu vermindern. Durch Vermeidung dieses
Einflusses wurde die bisher hochste Oxydationsgeschwindigkeit mit dem
Wert log K = — 1,63 gemessen. Diese Autoxydation war mit den
angesetzten Phosphatvorratslosungen konstant reproduzierbar. Auch
mit neu angesetzten Losungen ergab sich nur eine geringe, aber gleich-
bleibende Differenz. Einmal wurde eine Autoxydation, die 40 Minuten im
Versuch war, mit Zigarettenrauch angeblasen, wihrend die Fliissigkeit
umgeriihrt wurde. Das Ergebnis war, daB die Oxydationsgeschwindig-
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keit erheblich absank, was durch weitere Versuche bestatigt wurde. Da
Zigarettenrauch nicht dosierbar ist, muflte von einer quantitativen Ver-
folgung des Einflusses abgesehen werden. Die gleiche Verminderung
der Oxydationsgeschwindigkeit trat ein durch Vergiftung mit Spuren
von Leuchtgas. Diese Feststellung ergab sich dadurch, dafl eines Tages
die Autoxydation geringer war und ein vollig unwahrscheinliches Ver-
hiltnis der Oxydationsgeschwindigkeiten bei Anderung des py sich
ergab. Es stellte sich dann heraus, daf wahrend der einige Stunden
dauernden Versuchszeit Spuren von Leuchtgas, die aus einem in der
Nahe des Arbeitsplatzes befindlichen nicht ganz geschlossenen Gashahn
ausstromten, die Fliissigkeiten immer mehr vergifteten.

Um diesen Einfliilssen zu entgehen, wurde weiterhin in einem
Raume gearbeitet, in dem gar keine Gasleitungen lagen und in dessen
Umgebung nicht geraucht wurde.

Versuche, die Oxydationskatalysatoren zu entfernen.

Als Becherglaser waren bis jetzt nur solche aus Geréteglas 20 von
Schott & Gen. verwendet worden. Mit Ausnahme des Destillations-
apparats und der Phosphatlosungvorratskolben bestanden auch die
anderen Glasgerite, die einen EinfluB durch Abgabe von Metallionen
haben koénnten, aus diesem Glas. Die Verwendung eines Destillations-
apparats aus Gerateglas 20, der nur eingeschliffene Verbindungen
hatte, driickte die Katalysatorenkonzentration (es handelt sich in der
Hauptsache wohl um Cu neben Fe) so herab, daBl log K = — 1,962
betrug. Der Apparat wurde natiirlich vorher sorgfiltig gereinigt und
ein ausgiebiger Vorlauf verworfen. Das zu destillierende Wasser wurde
aullerdem vorher 15 Minuten gekocht, um vielleicht vorhandene gas-
formige Hemmungsstoffe zu entfernen. Zweimalige Destillation ver-
minderte die Oxydationskonstante nur unwesentlich, so daf darauf
weiterhin verzichtet wurde. Nunmehr wurde zu allen Versuchen, auch
zur Herstellung der im folgenden angefiihrten Lésungen und zur Um-
kristallisation von Salzen, einmal destilliertes Wasser benutzt.

Umkristallisation der Phosphate setzte log K auf — 2,460 herab.
Statt des Na,HPO,-2aq. nach Siérensen, das nur schwer wieder-
zugewinnen ist, wurde Na,HPO, - 12 aq. (pro analysi, Merck) ver-
wendet, das nur unterhalb 300 C auskristallisiert. Durch zwei-
maliges Umkristallisieren der Phosphate und der Ascorbinséure konnte
schlieBlich log K auf — 2,81 herabgedriickt werden. Weiteres Um-
kristallisieren erschien zu miithsam und der Erfolg wenig lohnend, da
der Effekt nur schwer meBbar war. Theoretisch miite man unendlich-
mal umkristallisieren und wiirde dann die Katalysatoren nur ausschalten
konnen unter der Voraussetzung, daB nicht erneut Cu und Fe aus der
Glaswand nachdiffundieren. In destilliertem Wasser allein, also ohne
Pufferung, war die Oxydationskonstante sehr gering, log K = — 3,60.
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Wenn auch die Autoxydation ohne und mit Pufferung nicht ohne
weiteres zu vergleichen sind, so 1iBt dies doch darauf schlieBen, da@3
den Phosphatsalzen noch Katalysatoren anhaften.

Zur Entfernung dieser Katalysatoren war theoretisch folgender
Weg beschreitbar: Ausfillen der Metalle als Hydroxyd durch Alkali-
sieren der Pufferlésung mit reinster Na OH bis etwa pg 10. Eventuell
Umwandlung der Hydroxyde in Oxyde durch Kochen. Ultrafiltration,
dann Neutralisation des Puffers mit reinster, selbsthergestellter HCI.
Dieser Weg war mit einer ungepufferten 5 -10-6molaren CuSO,-
Losung durchfithrbar. Kurz nach Alkalisation trat 7T'yndall-Effekt
auf. Eine mit Kollodiummembran versehene Tonflasche erwies sich
als Ultrafiltrationseinrichtung nicht geeignet, da sie auch nach langem
Wissern Katalysatoren abgab. Daher wurde sie durch eine Glasfilter-
nutsche (Schott & Gen.) ersetzt, deren Filter durch geringes Ansaugen
von Kollodium in Eisessig vollgesogen wurden. Nach Ausfillen des
Kollodiums mit Wasser von beiden Seiten her und Durchsaugen von
viel dest. Wasser unter Vermeidung von Luft, erwies sich diese Ein-
richtung als voll geeignet. Wéihrend in der unbehandelten wésserigen
Kupferlosung Ascorbinsiure in wenigen Minuten vollstindig oxydiert
wurde, war nunmehr der log K = — 3,60; also derselbe Wert, den
log K in ungepufferter wésseriger Losung hatte. Das Kupfer war
somit entfernt worden.

Leider ergab sich bei analoger Behandlung des Puffers kein Erfolg.
Man kann dem Puffer CuSO,-Losung bis etwa in 5 -10-5 molarer
Konzentration zusetzen, ohne dafl Kupferphosphat ausféillt. Durch
Alkalisation des so mit Cu versetzten Puffers entstand keine Aus-
fallung. Im Gegenteil, iiber obige Grenze zugegebenes Kupfer 16st sich
dabei auf, um bei Neutralisation wieder auszufallen. Beim Ansiuern
16st es sich wieder. Ferrichlorid verhielt sich dhnlich. Nur im alkalischen
Gebiet schlug die weile Farbe des Ferriphosphats in baun ohne Auf-
I6sung um. Es kann sich dabei nur um Ferrihydroxyd handeln. Kupfer
scheint also mit Phosphaten eine alkalisch l6sliche Verbindung zu
bilden, deren Entfernung natiirlich auf diese Weise nicht méglich war.

Ein Versuch, die Katalysatoren an Kohle oder Aluminiumhydroxyd
zu binden, scheiterte ebenfalls. Diese Adsorbentien waren nicht einmal
von anhaftenden Katalysatoren zu befreien. Kohle hatte auBerdem
noch Hemmungsstoffe adsorbiert, denn nach Kochen und Luftséittigen
des Filtrats war log K viel grofler als im unbehandelten Filtrat. Die
Hemmungsstoffe waren durch Waschen der Kohle zwar entfernbar,
aber die Katalysatoren selbst durch Kochen mit reinster Salzséure nicht.

Als letzte Methode blieb iibrig, das Kupfer als Cuprojodid zu ent-
fernen bzw. zu blockieren, veranschaulicht durch die Gleichung:

CuSO, + 2HJ = Cud + H,S0, + J.
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Da das elementare Jod Ascorbinsiure augenblicklich oxydiert, wobei
es selbst zu HJ reduziert wird, miite das Cu weitgehend als CuJ, das
unléslich ist, entfernt werden. Gosh und Rakshit fithrten in der bereits
erwihnten Verdffentlichung an, daB eine Kupferkonzentration von
10-8molar durch 10-3molare HJ auf 10-12molar herabgedriickt
werden miifite. Sie fanden bei einer bestimmten Autoxydation im
weitgehend gereinigten System, daf Cu in 10~¢ molarer Konzentration
nicht mehr die Oxydation steigerte, wihrend hohere Konzentrationen
dazu fahig waren. Es konnte also bereits diese Konzentration vorhanden
gewesen sein. Da aber durch die obige Reaktion die Oxydations-
geschwindigkeit nicht vermindert wurde, so glaubten sie, da Cu nur
noch in unwirksamer Konzentration vorhanden sein konnte und nahmen
an, dafl die im gereinigten System feststellbare Autoxydation gar nicht
durch Katalyse hervorgerufen, sondern eine Eigenschaft der Ascorbin-
sdure an sich sei, also eine direkte Reaktion zwischen Ascorbinsédure
und gelostem Sauerstoff. Eine weitere Beweisfithrung, die spéter noch
erwahnt wird, fithrte zum selben Ergebnis.

Es gelang nicht, Cu in 10-5molarer wasseriger ungepufferter
Losung auf diese Art zu entfernen, trotzdem die HJ-Konzentration
auf 10-2 molar eingestellt war. Die Oxydation war noch betrachtlich.
Bei Zugabe einer noch grofleren Kupferkonzentration war allerdings
ein anféngliches Absinken des Ascorbinsédurespiegels feststellbar. Dieses
Absinken war grofler, wie das im Parallelversuch ohne HJ durch die
gleiche Kupferkonzentration bewirkte, da ja Cupriionen ebenfalls sofort,
wenigstens zu einem gewissen Prozentsatz, oxydieren. Somit war also
die obige Gleichung feststellbar abgelaufen. Es trat auch bald eine
geringe Triibung durch Cud auf, die Ascorbinséure oxydierte jedoch
noch mit erheblicher Geschwindigkeit weiter. Im Puffer, dem CuSO,
in 10-5 molarer Konzentration zugesetzt war, trat keine Féllung von
Cu J auf und die Ascorbinsaure oxydierte so schnell, daf nach 20 Minuten
bereits keine Spur mehr nachweisbar war.

Die Gleichung lduft also im ungepufferten System ab, wenn auch
nicht so weit, daB alle Cu-Ionen entfernt wiirden. Im gepufferten
System dagegen scheint sie nicht abzulaufen. Die Affinitdt des Cu
zum Phosphat scheint, wie auch aus den Versuchen zur Entfernung
als Hydroxyd hervorgeht, sehr grofl zu sein.

Wie spétere Erfahrungen zeigten, ist die Autoxydation bei einer
relativ hohen Kupferkonzentration, wie sie etwa im Falle der Ver-
wendung nicht umkristallisierter Phosphate herrscht, nur einige Tage
lang von gleicher GréBe. Langsam sinkt sie ab, um etwa nach 3 Wochen
ihren niedrigsten Wert zu erreichen. Im Verlauf dieser Zeit kann man
in der KH,PO,-Vorratslésung einen geringen blaulichen Bodensatz
auftreten sehen, der wohl aus Kupferphosphat besteht. Es geht also
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eine gewisse Selbstreinigung vor. Jedoch ist die dann bestehende
OxydationsgroBe zwar konstant, aber immer noch gréfler, als durch
Umbkristallisieren der Phosphate zu erreichen ist.

Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration.

Szent-Gyorgyi, Fujita und ITwatake, v. Euler und Mitarbeiter, Gosh
und Rakshit fanden bei zunehmender Steigerung des pm auch eine
Steigerung der Autoxydation. Barron und Mitarbeiter hingegen fanden
ein Maximum der Oxydation bei

pu 6,95, Steigerwaldt dagegen ein 4
Minimum bei px 7,6. -16 — T

Im ungereinigten System -27,/ \\
(Phosphate nicht umkristallisiert,  _ # N
Wasser nicht aus Schottschem | x
Apparat destilliert, Ascorbin-  * 4
sdure aus Originalpackung), in //\\ N
welchem, wie bereits erwahnt, x-27
bei px 7,0 log K — — 1,63 war, <
bestand ein Oxydationsmaximum 24
bei pu 6,6, wie Kurve 4 der ’ g
Abb. 3 zeigt. Da sowohl die ¥ \ < T
Oxydationskonstante K als auch =49 ~U
die Wasserstoffionenkonzentra- -z \\ -
tion sich mit logarithmischer \
Progression é&ndern, wurde der i i
Einfachheit halber der log K auf 4 “ % __f” ” 7
der Ordinate und der negative Lo- p:bb. 3.

garithmus der Wasserstoffionen-

konzentration, also der pg, auf der Abszisse aufgetragen. Die gemessenen
Werte sind unter Verzicht der Zeichnung als Kurve einfach miteinander
verbunden. Kurve B mit einem Oxydationsmaximum bei py 7,0 entstand
unter denselben Bedingungen bei Verwendung von destilliertem Wasser,
das mit dem Schottschen Apparat gewonnen wurde, Kurve C' mit nicht
umkristallisierten Phosphaten, aber zweimal umkristallisierter Ascorbin-
saure, nachdem die Phosphatvorratslosungen mehrere Wochen ge-
standen hatten. Diese pu-Kurven Jassen einen Schlufl beziiglich der
wahren Abhéngigkeit der Autoxydation vom py nicht zu, denn es ist
wohl sicher, dafl die Wirkung einer Differenz der Katalysatorenkonzen-
tration in der sekunddren Natriumpliosphat- und der primaren Kalium-
phosphatlosung die py-Abhéngigkeit iiberlagert. Wére z. B. die Kata-
lysatorenkonzentration im Kaliumphosphat gleich 1 und die im Natrium-
phosphat 2, so wiirde die Katalysatorenkonzentration mit dem pxu
steigen, entsprechend dem Mischungsverhéiltnis der beiden Phosphate
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beim Einstellen des px. Im Falle der Kurve C wurde eigentlich erwartet,
daB das Oxydationsmal mit dem py steigen wiirde, wie die meisten
Forscher fanden, weil die Cu-Konzentration im Kaliumphosphat ja
wegen der Bodensatzbildung abgenommen hatte. Merkwiirdig ist, daB
gerade das Umgekehrte der Fall war. Es ist aber auch méglich, daB
nur das Maximum verschoben war und nicht mehr in den MeBbereich
des Phosphatpuffers fiel. Stellt man sich vor, daB hemmende Stoffe
zusétzlich iiberlagernd wirken, dann kann man die mannigfaltigen
Moglichkeiten ermessen. Solange es nicht méglich ist, die Katalysatoren-
konzentration bei den verschiedenen pg-Stufen konstant zu halten,
wird man die wahre pg-Abhéngigkeit nicht messen kénnen. Nur groBe
Reihenversuche mit Variation der zugesetzten zur unbekannten Kupfer-
menge in jedem der beiden Phosphatanteile des Puffers kénnten
vielleicht Schliisse iiber die wahre Abhingigkeit der Autoxydation
vom pg zulassen.

Der EinfluB von Wasserstoffsuperoxyd auf die Autoxydation.

Szent-Gyorgy: fand, daB die im Pflanzensaft befindliche Ascorbin-
siure durch H,0, mittels einer Peroxydase schnell oxydiert wird.
M. Fischer untersuchte die Peroxydation und stellte fest, daB H,O,
die Ascorbinsidure vor Autoxydation schiitzt. KCN-Zusatz hob die
Peroxydation ,,bis auf einen Rest‘‘ auf, der von der H,0,-Konzentration
unabhéngig war. Goshk und Rakshit fanden eine geringe Beschleunigung
der Oxydation durch H,0,, die aber durch Cystein und Glutathion
nicht hemmbar ist.

H,0, wurde in 10-3molarer Konzentration zugegeben. Die
Methodik blieb sonst die gleiche. Die Oxydation verlief angenidhert
monomolekular, weil erstens Hy O, in vierfachem UberschuB gegeniiber
der Ascorbinsdure vorhanden war, zweitens die Peroxydation nicht
allzu grol war und sich zusétzlich zur Autoxydation auswirkte. So
wurde z. B. eine Autoxydation mit log K = — 1,90 auf log K = — 1,42
gesteigert. Im folgenden Abschnitt wird nochmals auf die Peroxydation
niher eingegangen werden.

Die Hemmung der Autoxydation.

Eine hemmende Wirkung von Kohlenoxyd fanden Barron und
Mitarbeiter. Sie erkldrten den Mechanismus so, daB Kupfer als Cupro-
carbonylsalz zum groBen Teil gebunden wird. De Caro und Giani und
Mawson stellen hemmende Wirkung von Tiergewebsextrakten fest.
Mawson beschreibt Hemmung durch H,S, Cystein, Cystin und Glu-
tathion. Dies wurde von De Caro und Gieni und Gosh und Rakshit
bestdtigt. Letztere konnten die Hemmung durch Cu in gewissem
Konzentrationsverhéltnis aufheben. Szent-Gyorgy: ermittelte, daB Tier-



Die Autoxydation der 1-Ascorbinséure. 13

gewebsextrakt, ferner reduziertes Glutathion die oxydierte Ascorbin-
sdure wieder zum groBten Teil reduzieren, wobei sich ein Oxydoreduk-
tionsgleichgewicht einstellt. Ferner fand er, daf HCN stark hemmend
wirkt. Diese Hemmung wurde spiter von De Caro und Giani und Gosh
und Rakshit weiter untersucht. Die ersteren ermittelten schlieBlich
noch eine Hemmung durch Alkalichlorid und Ringerlosung. Sie meinen,
daB3 Kochsalz bzw. das Blutsalzgemisch fiir die physiologische Hemmung
verantwortlich zu machen sei. Ahnliches fanden Kellie und Zilva und
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Klodt, wihrend v. Euler und Mitarbeiter eine katalytische Wirkung der
Ringerl6sung, des Calciumchlorids und des Kochsalzes beschreiben.

Erinnert sei an die Hemmungsversuche mit Zigarettenrauch und
Leuchtgas. Es werden hier wohl HCN und CO die wirksamen Bestand-
teile sein. Nicotin und Pyridin beeinflussen selbst in hohen Konzen-
trationen die Autoxydation nicht. Bei Einleiten von CO, das aus
Ameisensédure und Schwefelsiure hergestellt und gewaschen wurde,
in den Raum oberhalb des Fliissigkeitsspiegels im 100-ccm-Becherglas,
trat schon durch geringe Mengen eine gut merkliche Hemmung ein.
Jedoch gehéren ziemlich groBe Gasmengen dazu, um die Autoxydation
weitgehend zu hemmen.

Interessanter sind die Hemmungsversuche mit KCN. Ein Zusatz
von KCN in 10-8 molarer Konzentration hemmte eine Autoxydation
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mit log K = — 1,90 nur sehr gering. Nun wurde KCN in stérkeren
Konzentrationen zugegeben. Kurve A der Abb. 4 gibt die Abhéngigkeit
des log K von der KCN-Konzentration wieder. Da letztere ebenfalls
mit logarithmischer Progression wichst, ist der log [KCN] auf der
Abszisse angegeben. Die Kurve ergibt, daBl erst bei 10—¢ molarer
KCN-Konzentration eine Hemmung mefBbar wird, die nun mit zu-
nehmender KOCN-Konzentration grofer wird und sich schlieBlich
asymptotisch einer Geraden nihert. Bei 10—3 molarer K CN-Konzentra-
tion ist die gro3te Hemmung erreicht. Es fillt eine reziproke Symmetrie
der Kurve mit der Achse x = — 5 auf, wodurch wohl das Massengleich-
gewicht zwischen Cu und K CN-Konzentration ausgedriickt wird. Die
Hemmung geht also nicht zur KCN-Konzentration parallel, sonst miiite
sich eine Gerade ergeben. Es fragt sich, weshalb die Autoxydation
nicht vollstindig gehemmt wird. Dies kann offenbar nicht durch eine
noch vorhandene geringe Kupferionenkonzentration bedingt .sein,
denn Zusatz von Cu, bis zu einer Molaritdt von 10—5 bei einer 10—4 molaren
KCN-Konzentration konnte die Hemmung in keiner Weise aufheben,
wihrend ohne KCN die Ascorbinsidure in wenigen Minuten durch
dieselbe Kupfermenge vollstindig oxydiert wird. Entweder bedarf die
Autoxydation nun nicht mehr der Katalyse, oder aber es fungiert ein
Katalysator, der nicht oder nur wenig durch KCN zu hemmen ist.

Hier sei erwahnt, daBl Gosh und Rakshit bei einer Autoxydation
von bestimmter Gr6Be in gepuffertem, weitgehend gereinigtem System
fanden, daf3 durch 10-8 Mol Cu keine Steigerung mehr eintrat, wahrend
hohere Konzentrationen katalysierten. Ferner trat durch KCN in
105 molarer Konzentration keine Hemmung mehr ein, wihrend 10— Mol
KCN absolut (?!) hemmten. Sie schlossen daraus, wie bereits erwahnt,
daB eine gewisse Autoxydation nicht der Katalyse bediirfe, obgleich
sie durch Cu zu steigern und durch KCN zu hemmen sei. Wenn dieser
Schluf3 auch nicht ganz berechtigt erscheint, denn die Erklarung der
KCN-Hemmung auBerhalb der Wirkung auf den Katalysator diirfte
bei neutraler Reaktion schwierig sein, namentlich, wenn die KCN-
Konzentration viel geringer ist als die Ascorbinsédurekonzentration, so
ist die Moglichkeit einer Autoxydation ohne Katalysator immerhin in
Erwigung zu ziehen. Denn es gibt ja zahlreiche Reaktionen, die mit
mefbarer Geschwindigkeit. verlaufen und die irgendwie katalysierbar
sind, sei es durch Ionen, Kolloide oder Licht.

Nebenbei sei erwidhnt, dal KCN bei starker Alkalitdat (pg groSer
als 9) nach Barron und Mitarbeitern und Fischer fordernd auf die
Autoxydation wirkt, da die Cyanhydrinform der Ascorbinsiure reak-
tionsfahig ist.

De Caro und Giant fanden ebenfalls, daBl bei Variation der KCN-
Konzentration plétzlich eine weitgehende Hemmung eintritt, die nicht
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mehr zu vergroBfern ist. Diese Plotzlichkeit tritt allerdings nur in Er-
scheinung, wenn man als MaBstab den Ascorbinsdurespiegel nach
bestimmten Zeiten nimmt oder den Sauerstoffverbrauch. In Wirklich-
keit dndert sich die Geschwindigkeitskonstante nicht plétzlich, wie die
mathematische Fassung der Autoxydation zeigt. Die Autoren konnten
ebenfalls keine vollstindige Hemmung erzielen, was v. Euler und Mit-
arbeiter bestitigten. Gosh und Rakshit und Barron und Mitarbeiter
konnten die Autoxydation vollstindig durch KCN hemmen. Es scheint
sich im letzteren Falle um Ungenauigkeit in der MeBmethodik zu
handeln. Interessant ist, daB De Caro und Giani fiir Cystein, Cystin
und Glutathion eine &hnliche Hemmungsweise wie fiir KCN finden.
Also auch bekannte Stoffe des tierischen Koérpers haben einen dhnlichen
quantitativen Effekt, was sicher nicht ohne Bedeutung ist.

Auf die Moglichkeit, daB noch ein unhemmbarer Katalysator
vorhanden sei, der fiir die ,,Restautoxydation‘ verantwortlich zu
machen ist, weisen folgende Versuche hin: Zugabe von 10-5 Mol Fe SO,
lieB eine ungehemmte Autoxydation von log K = — 2,56 auf log K
= — 2,177 ansteigen, eine ebenfalls ungehemmte Autoxydation von
log K = — 1,786 aber fast unbeeinflut. Zugabe von KCN in
10—4 molarer Konzentration auler dem Eisen liel in beiden Féllen den
log K auf — 2,73 absinken. Dieser log K ist als Kreuz in Abb. 4 an-
gegeben. In beiden Fillen lie Zugabe von 10-4 Mol KCN ohne Eisen-
zugabe den log K auf den in Kurve 4 der Abb. 4 iiber der 10~ molaren
KCN-Konzentration angegebenen Kurvenwert absinken, also auf den
gleichen Wert, der frither bei der Aufstellung der Hemmungskurve
gemessen wurde. Es sei daran erinnert, daBl 10-5 Mol Cu bei derselben
KCN-Konzentration die Autoxydation nicht zu steigern bzw. die
Hemmung nicht aufzuheben vermag.

Es geht somit hervor, da bei maximaler Hemmung durch KCN
das Kupfer vollkommen blockiert wird. Also, wie auch die durch Cu
katalysierte Autoxydation verlduft, sie wird durch KCN in geeigneter
Konzentration immer auf den gleichen Wert herabgedriickt. Fe dagegen
hebt bei gleichen molaren Verhédltnissen die Hemmung zum Teil auf,
wirkt also trotz der Anwesenheit von K CN katalytisch. Es ist demnach
die Frage, ob die nicht hemmbare ,,Restautoxydation‘ eine Eisen-
katalyse ist, mit einiger Wahrscheinlichkeit bejahend zu beantworten.
Weitere Versuche miissen dies sichern.

Ferner wurde die Hemmungskurve bei Zusatz von H;0, in 10-3 Mol
aufgenommen (Kurve B der Abb. 4). Man sieht, daBl nun die Oxydation
noch weniger hemmbar ist. Entweder reagiert Hy O, unhemmbar direkt
mit der Ascorbinséure, was unwahrscheinlich ist, oder auch hier spielt
die Eisenkatalyse eine Rolle.
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Man konnte einwenden, daf3 die monomolekulare Gleichung nun
nicht mehr giiltig ist, sondern daB die bimolekulare gelte, da die
Autoxydation nun durch KCN ausgeschaltet sei. Da aber H,0, in
fast vierfachem. UberschuB vorhanden ist und auBerdem die Oxy-
dationsgeschwindigkeiten nicht groB sind, ist der Fehler nicht allzu
bedeutend. Die Versuche mit H,0,-Zusatz sind nur gemacht worden,
um eine grobe Ubersicht zu gewinnen. Selbstverstindlich wire eine
Wiederholung unter Ausschlufl des Luftsauerstoffs und Erfassung mit
der bimolekularen Gleichung zu fordern.

Zusammenfassung.

1. Nach eingehender Beschreibung der Versuchsmethodik, wobei
das Verhéaltnis zwischen Ascorbinsdure- und Sauerstoffkonzentration
und die Konstanz der letzteren als wesentlich erachtet werden, wird
die Formulierung der Autoxydation der Ascorbinsdure als ,,Pseudo-
monomolekulare Reaktion“ nach der monomolekularen Gleichung
zwecks Erlangung einer Vergleichsmoglichkeit begriindet.

2. Wie aus der Literatur hervorgeht, ist die Autoxydation der
Ascorbinsdure als Schwermetallkatalyse zu betrachten (Cu, Fe). Es
wurde versucht, diese Metallionen auf verschiedene Art und Weise aus
Phosphatpufferlosung zu entfernen. Dies gelang wegen uniiberwindlicher
Schwierigkeiten nur zum Teil. Es ergab sich jedenfalls daraus, daf
Kupfer sich im Phosphatpuffer ganz anders verhédlt wie in wésseriger
Losung.

3. In Abhiéngigkeit vom pu wurde ein Maximum festgestellt,
dessen Lage jedoch je nach den Bedingungen wechselte. Die Ergebnisse
anderer Untersucher sind sehr widersprechend. Es wird versucht, diese
Uneinheitlichkeit theoretisch zu begriinden und Richtlinien zu geben,
um das Problem zu kliren.

4. Die Hemmung der Autoxydation: Anféngliche Unreproduzier-
barkeit der Autoxydationsversuche, wurde durch Beseitigung von
hemmenden Faktoren, als welche sich Zigarettenrauch und Leuchtgas
erwiesen, die schon in Spuren wirken, behoben. Die wirksamen Bestand-
teile sind wahrscheinlich HCN und CO. Nicotin konnte als solcher
ausgeschlossen werden. Die Hemmung durch KCN wurde quantitativ
verfolgt und zeigte eine von der Konzentration abhingige Gesetz-
méBigkeit. Im Gegensatz zu einigen Forschern und in Ubereinstimmung
mit anderen konnte die Autoxydation nicht vollstindig gehemmt
werden. Es wurde bewiesen, dafl Cu fiir diese ,,Restautoxydation‘‘
nicht verantwortlich zu machen ist, sondern als Ursache Eisen wahr-
scheinlich gemacht, da Eisen im Gegensatz zu Kupfer die Hemmung
aufzuheben vermag. Die Behauptung anderer Autoren, dafl es eine
unkatalysierte Autoxydation der Ascorbinsdure bei neutraler Reaktion
gibt, wird dadurch zweifelhaft gemacht.
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5. Zusatz von H,O, steigert die Oxydation. Die H,;O,-Wirkung
ist nicht oder nur wenig durch KCN hemmbar. Es wird auch hier eine
Eisenwirkung vermutet. Weitere Versuche unter exakteren Bedin-
gungen miissen dies kliren.
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