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Vitamin C, Semidehydroascorbate Radical, Acetylated
Ascorbic Acid, Side Chain Structure

By comparing proton and electron spin resonance spec-
tra of twofold and single oxidized ascorbate and acetylated
derivatives therefrom it can be concluded that semidehy-
droascorbate as well as dehydroascorbate are of bicyclic
structure due to the formation of a furanose ring of their
side chain.

Ascorbinsdure (Vitamin C, ASC) kann bekannt-
lich durch Oxidation in Dehydroascorbinsdure
(DHA) iiberfithrt werden, mit dem zusammen es
ein biologisch offenbar wichtiges Redoxpaar bildet.
Der Vergleich der Protonenspinresonanzspektren
beider Formen kann einen wichtigen Hinweis auf
die Beteiligung der Seitenkette von ASC wihrend
oder als Folge der Oxidation geben [1]. Wie aus
Tab. I zu ersehen, sind alle beobachteten Protonen-
signale von DHA (ASC oxidiert mit Jod) relativ zu
denen von ASC zu tieferem Feld verschoben. Durch
den nach der Oxidation elektronenarmen y-Lacton-
ring ist eine solche Tieffeldverschiebung verstdnd-
lich; sie sollte jedoch ldngs einer freien Seitenkette,
wie sie bei der Ascorbinsdure vorliegt, von H-4 iiber
H-5 zu CH,-6 abnehmen. Demgegeniiber ist die
Verschiebung aber bei CH,-6 mit 0,41 ppm und bei
H-5 mit 0,50 ppm groBer als am H-4 (0,27 ppm).
Dies bestitigt den von [1] aus der verdnderten
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Kopplungsstruktur im 'H-NMR-Spektrum gezoge-
nen SchluBl auf eine von O-6 nach C-3 cyclisierte
Seitenkette im hydratisierten Monomer von DHA.

Mit einer einfachen Substitution der Ascorbin-
sdure am O-6 sollte diese Doppelringstruktur von
DHA verhindert werden konnen. Durch Erhitzen
von ASC in Essigsdureanhydrid mit etwas KHSO,
ist es moglich, ein S5.6-Diacetylascorbat (AcA) zu
synthetisieren [2]. Die in der mit verdiinnter NaOH
neutralisierten Reaktionslosung zu beobachtenden
Protonenresonanzen von AcA sind in Tab. I angege-
ben.

Der EinfluB der Acetylierung ist fiir das H-5 mit
einer Tieffeldverschiebung von 1,48 ppm erwar-
tungsgemdB am stdrksten, da dieses Proton sowohl
von der O-5- als auch von der O-6-Substitution her
stark beeinfluBt wird. Am CH,-6 beobachtet man
eine Tieffeldverschiebung von 0,66 ppm. Das H-4-
Signal ist im 5.6-Diacetylderivat um 0,14 ppm zu
hoherem Feld verschoben (Tab.I), jedoch beob-
achtet man bedingt durch die Neutralisation der
Losung mit NaOH die Entstehung eines weiteren,
unverschobenen H-4-Signals. Wegen der bei Er-
héhung des pH-Wertes zunehmenden Reaktivitit
des 0-2 (3) diirfte es sich dabei um die Resonanz
des 2.5.6-Triacetylascorbats handeln. Eine hydrolyti-
sche Abspaltung der Substituenten duflert sich bei
beiden beschriebenen Ascorbatderivaten im Auftre-
ten neuer Komponenten aller Resonanzen, wobei
letztendlich wieder das reine Ascorbinsdurespek-
trum entsteht. Da dies jedoch erst nach Tagen
geschieht, kann man von einer ausreichenden Stabi-
litdit der entstandenen Acetylderivate ausgehen,
wenn die Losungen fiir die spektroskopischen Un-
tersuchungen stets frisch angesetzt werden.

Die wie an der Ascorbinsdure jetzt am acetylier-
ten Derivat vorgenommene Oxidation mit Jod zeigt
eine von H-4 iber H-5 zu CH,-6 abnehmende

Tab. I. Beobachte chemische Verschiebungen (in ppm be-
ziiglich dcns(acetaty = 2,03) der H-4, H-5 und CH,-6 Pro-
tonen von Ascorbinsdure (ASC) (Zuordnung siehe Fig. 1),
Dehydroascorbinsdure (DHA), acetylierten Ascorbinsdure
(AcA) und ihrer oxidierten Form (ox. AcA) (Acetatpuffer
pH 6, 30 °C). 4(1): Differenz zwischen der reduzierten und
oxidierten Form; 4(2): Differenz zwischen ASC und AcA.

ASC 4(1) DHA 4(2) AcA 4(l) ox.AcA
H4 520 027 547 —0,14 506 025 531
H-5 397 050 447 148 545 012 557
CH,-6 373 041 414 066 493 010 449
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Anderung der chemischen Verschiebung (ox. AcA,
Tab.I), was im Gegensatz zu den fiir ASC selbst
gefundenen Werten einer freien Seitenkette auch
nach der Oxidation entspricht. So bestitigt sich die
oben gemachte Annahme, daB eine relativ zu H-4
groBere Anderung der chemischen Verschiebung
am CH,-6 bei der Oxidation am jy-Lactonring der
Ascorbinsdure durch einen RingverschluB von O-6
nach C-3 zu erkléren ist.

Die der oxidierenden Form der Ascorbinsdure
zugeschriebene Form stellt sich iiber Zwischen-

Fig. 1. ESR-Spektren und Aufspaltungsparameter der ra-
dikalischen Zwischenstufen bei der Oxidation von a) As-
corbinsdure; b) an O-6 acetylierten Ascorbinsdure-Deri-
vaten.

schritte ein, die im einzelnen noch nicht aufgeklart
sind. Insbesondere besteht der Oxidationsvorgang
als Zweielektronenschritt aus zumindest zwei Teil-
reaktionen, da die Bildung eines Semidehydroascor-
batradikals (SDA) mittels Elektronenspinresonanz
(ESR) Untersuchungen nachweisbar ist [4, 5]. Das
bisher nur pulsradiolytisch [6, 7] mit einer fiir die
Zuordnung der Hyperfeinstruktur notwendigen Auf-
16sung gemessene Radikalsignal kann man auch in
einer sauerstoffgesdttigten 1 M Losung von Na-As-
corbat (pH 7, Raumtemperatur) beobachten Fig. 1a).
Mit Hilfe der Doppelintegration des ESR-Spek-
trums und Eichung mit Diphenylpikrylhydrazyl
(DPPH) ist die in der MeB16sung vorhandene Radi-
kalkonzentration mit 0,7 x 10~® M abzuschétzen. Die
Hyperfeinstruktur-Aufspaltungsparameter  ag-4 =
1,75 x10=* T (Doublett), ag.5 = 0,06 x 10* T (Dou-
blett) und acy,-¢ = 0,19 x 10~* T (Triplett) konnen in
Ubereinstimmung mit [6] den Kopplungen des Car-
bonyl-substituierten Semidions mit H-4, H-5 und
CH,-6 zugeordnet werden.

Die vergleichsweise groBe Hyperfeinaufspaltung
durch CH,-6 wird erst durch die in Fig.1 darge-
stellte bicyclische Struktur des SDA-Radikals (ana-
log zu der von DHA) verstdndlich. Die angegebene
Zuordnung wird bestédtigt durch das Spektrum des
Radikals der am O-6 acetylierten Ascorbinsdure,
welches nur eine nicht weiter aufldsbare Doublett-
Struktur (durch Kopplung mit H-4), aber keine
Kopplung mit den CH,-6-Protonen erkennen 1aBt
(Fig. 1b).

Die eigentliche Radikalbildung, welche eng mit
den Positionen C-2 und C-3 des Molekiils verkniipft
ist [8, 9], wird durch die Substitution nicht beein-
fluBt. Die nach SauerstoffausschluB feststellbare
Lebensdauer des Radikals (Beobachtung der Spin-
konzentration in Abhéngigkeit von der Zeit) ist aber
groBer als beim SDA-Radikal, was darauf hinweist,
daB dessen spezielle Seitenkettenstruktur vermut-
lich auch eine besondere Reaktivitat bedingt.

Das Auftreten einer zweiten Spezies neben dem
5.6-Diacetyl-Derivat, bei dem es sich wie oben
anhand der NMR-Daten geschlossen vermutlich um
das 2.5.6-Triacetylascorbat handelt, verursacht eine
Verdoppelung des beobachteten Spektrums (Fig. 1b).
Die HF-Aufspaltungen durch H-4 liegen mit
ag-41= 1,74 x 10T und ag-42 = 1,70 x 10~* T jC-
doch sehr nahe beieinander.

Die Resultate verdeutlichen, da der aus den
NMR-Ergebnissen am DHA postulierte Ringschluf3
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bei der Oxidation von ASC auch in der radikali-
schen Zwischenstufe auftritt. Fiir die Spezifitiat der
physiologischen Vitamin C Aktivitdt konnte somit
gerade der bisher wenig beachteten Seitenkette eine
wichtige Rolle zufallen.
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