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1 Funktionen der Nahrung

Die Nahrung, die wir taglich zu uns nehmen, erfullt im Korper im Wesentlichen drei
Aufgaben. Die erste Aufgabe ist die Versorgung des Organismus mit Betriebsstoffen.
Als Betriebsstoffe dienen Kohlenhydrate, Lipide und Proteine, deren Monomere bei
der Zellatmung zur Erzeugung von Energie genutzt werden. Meist werden flr die
Energiegewinnung jedoch allein Kohlenhydrate und Lipide verwendet. Erst wenn
diese Substanzen nur noch in geringen Mengen vorhanden sind werden Proteine als
Betriebsstoffe abgebaut. Besonders energiereich sind Fette: sie enthalten in etwa
doppelt so viel Energie wie Kohlenhydrate oder Proteine. Die zweite Aufgabe der
Nahrung ist die Lieferung von Rohmaterial fir die Biosynthese. Aus organischen
Kohlenstoff- und Stickstoffquellen werden im Korper auf diese Weise eine Vielzahl
weiterer Verbindungen hergestellt, die beispielsweise fur Wachstum, Erneuerung
oder Reproduktion bendtigt werden. Die dritte Funktion, die die Nahrung erfullt, ist
die Versorgung des Koérpers mit essenziellen Nahrstoffen. Unter dieser Bezeichnung
werden Verbindungen zusammengefasst, die ein Organismus zwar zum Leben
bendtigt, die er aber nicht selbst herstellen kann. Diese Substanzen missen daher in
bereits fertigem Zustand aus der Umwelt zugefuhrt werden. Je nach Tierart variieren
die essenziellen Nahrstoffe stark voneinander. Wahrend eine Verbindung flr die eine
Art essenziell ist, kann es durchaus sein, dass eine andere Art in der Lage ist diese

Verbindung selbst herzustellen.

Die essenziellen Nahrstoffe werden in vier Klassen unterteilt. Die erste Klasse sind
die essenziellen Aminosauren. Beim erwachsenen Menschen sind dies insgesamt
acht Aminosauren, namlich Tryptophan, Methionin, Valin, Threonin, Phenylalanin,
Leucin, Isoleucin und Lysin. Bei Abwesenheit einer oder mehreren essenziellen
Aminosauren in der Nahrung kommt es zu Proteinmangel. Die zweite Klasse der
essenziellen Nahrstoffe sind einige ungesattigte Fettsauren. Eine fir den Menschen
essenzielle Fettsaure ist beispielsweise die Linolensaure, die fur die Synthese von
Phospholipiden beim Membranaufbau bendtigt wird. Die dritte Gruppe essenzieller
Nahrstoffe sind die Spurenelemente. Dies sind anorganische Mineralstoffe, die nur in
sehr geringen Mengen bendtigt werden. Fur den Menschen essenziell ist hier
insbesondere die Aufnahme von Calcium und Phosphor fur den Aufbau und den

Erhalt der Knochen.
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Aber auch Schwefel-, Kalium-, Chlor-, Natrium-, Magnesium-, Eisen-, Fluor-, Zink-,
Kupfer-, Mangan-, lod-, Cobalt-, Selen-, Chrom- und Molybdan-Verbindungen
werden vom Menschen fur verschiedenste Funktionen bendtigt. Die vierte Klasse der

essenziellen Nahrstoffe ist schliellich die Gruppe der Vitamine.

2 Was sind Vitamine?

Nach der heutigen Definition sind Vitamine essenzielle - also lebensnotwendige -
organische Verbindungen, die im Stoffwechsel nicht oder nicht in ausreichendem
Male hergestellt werden konnen. Diese Definition ist allerdings sehr allgemein und
kann noch dadurch erganzt werden, dass Vitamine oft an katalytischen oder
steuernden Funktionen im Korper beteiligt sind. Daraus ergibt sich, dass die
Aufnahme geringer Mengen oftmals bereits ausreichend ist. Die Definition der
Vitamine bezieht sich somit allein auf ihre Funktion und Wirkung im Korper.

Chemisch betrachtet unterscheiden sie sich hingegen sehr stark voneinander.

Der Ursprung des Begriffes ,Vitamin“ stammt aus dem Jahre 1911. @
In diesem Jahr gelang es dem polnischen Biochemiker Casimir
Funk in London, aus ungeschalten Reiskdornern ein Amin zu
isolieren, von dem er annahm, dass es gegen die damals haufige
Krankheit Beriberi wirksam sei. Seine Arbeit veranlasste ihn zur
EinfUhrung der Bezeichnung ,vital amine®, aus der sich spater der

Begriff ,Vitamine® fur diese Gruppe der essenziellen Nahrstoffe

entwickelte — auch wenn es sich bei den meisten anderen

Abb.1 Casimir
Vitaminen funktionell gesehen nicht um Amine handelt. Funk

Untersuchungen des von Casimir Funk isolierten Amins zeigten spater allerdings,

dass dieses — entgegen seiner Vermutung — nicht gegen Beriberi wirksam war.

Nachdem weitere Verbindungen mit Vitamincharakter isoliert worden waren, wurde
die Kennzeichnung der Vitamine mit Buchstaben eingefuhrt. Eine aus Milch isolierte
fettlosliche Verbindung erhielt den Namen Vitamin A, eine wasserlosliche aus Milch
isolierte Verbindung den Namen Vitamin B. Zusatzlich erhielt eine Substanz, die
gegen die Krankheit Skorbut wirksam war, den Namen Vitamin C. Alle weiteren
entdeckten Verbindungen mit Vitamincharakter wurden in den folgenden Jahren in

diese ABC-Nomenklatur integriert.
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Wasserlosliche Vitamine wurden mit By, B, usw. gekennzeichnet, fettldsliche
Vitamine erhielten die Buchstaben D, E und K. Heute sind insgesamt 13
Verbindungen bzw. Komplexe mit Vitamincharakter bekannt. Die IUPAC empfiehlt
allerdings die urspriungliche ABC-Nomenklatur zu vermeiden und stattdessen die

Trivialnamen, wie beispielsweise Ascorbinsaure oder Retinol, zu verwenden.

Neben den Vitaminen kann zusatzlich die Gruppe der Provitamine definiert werden.
Bei diesen handelt es sich um Vorstufen von Vitaminen, die mit der Nahrung
aufgenommen werden und erst im Organismus in Vitamine Uberfuhrt und damit aktiv
werden. Ein bekanntes Beispiel fur ein Provitamin ist das B-Carotin, welches im

Korper in Retinol (Vitamin A) Gberfihrt wird.

3 Einteilung der Vitamine

Die Einteilung der Vitamine erfolgt in die Gruppe der wasserldslichen Vitamine und
die Gruppe der fettléslichen Vitamine. Grund hierfir ist, dass gerade die
Ldsungseigenschaften der Vitamine viel Uber ihr Verhalten bei biochemischen
Prozessen — wie Resorption, Transport, Speicherung und Ausscheidung — aussagen.
So kdnnen wasserldsliche Vitamine in der Regel nur schlecht gespeichert werden
und werden dafur leicht mit dem Harn ausgeschieden; fettlésliche Vitamine hingegen
konnen gut gespeichert werden, wohingegen die Ausscheidung Uberschussiger

Mengen erschwert ist, so dass hier Uberdosierungen maglich sind.

Zu den wasserloslichen Vitaminen gehdren alle B-Vitamine — also die Vitamine
Thiamin (Vitamin B4), Riboflavin (Vitamin B;), Niacin (Vitamine B3), Pantothensaure
(Vitamin Bs), die Be-Vitamine (Pyridoxin, Pyridoxal und Pyridoxamin), Biotin
(Vitamin By), Folsaure (Vitamin Bg) und die Cobalamine (Vitamine B12) — sowie die
Ascorbinsaure (Vitamin C). Zu den fettldslichen Vitaminen zahlen Retinol (Vitamin A),
die D-Vitamine (Ergocalciferol und Cholecalciferol), die Tocopherole (Vitamine E)

und die K-Vitamine (Phyllochinon, Menanchinon-7 und Menadion).
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4 Wasserlosliche Vitamine

4.1 Thiamin
Beriberi:

Mitte des 19. Jahrhunderts wurde in Ostindien bei Soldaten und Gefangenen der
hollandischen Kompanie haufig die Krankheit Beriberi festgestellt. Die Hauptnahrung
dieser Manner war polierter Reis — also Reis bei dem die Samenhille und die
ubrigen Hullschichten entfernt worden waren, um ihn besser lagern zu konnen. Die
Symptome dieser Krankheit waren bereits seit dem Altertum bekannt und sind schon
in Schriften aus China um 2000 v. Chr. dokumentiert. Unklar war allerdings lange
Zeit, wodurch die Erkrankung hervorgerufen wurde. Die landlaufige Meinung war

damals zunachst, dass es sich bei Beriberi um eine Infektionskrankheit handele.

Den Namen erhielt die Krankheit von Einheimischen auf
Java, in deren Sprache ,Beri beri“ so viel wie Schafsgang
hieB, womit einige Symptome, wie beispielsweise der |
wackelige Gang und die zitternden Knie der Erkrankten,
beschrieben wurden. Weitere Symptome des Beriberi sind
zu Beginn Teilnahmslosigkeit, Nervenlahmungen, erhohte
Reizbarkeit und  Appetitlosigkeit. = Schwerere,  sich

anschlieRende Symptome sind Stérungen des Herz-

Kreislaufsystems und weitere Nervenlahmungen, die

letztendlich zum Herzversagen fuhren konnen. Abb.2 Beriberi-Patient

Nachdem auch vermehrt japanische Seeleute an Beriberi erkrankten, flhrte der
japanische Arzt Kanehiro Takaki in den 80er Jahren des 19. Jahrhunderts eine
Untersuchung mit zwei japanischen Kriegsschiffen durch. Takaki hatte eine englische
Ausbildung genossen und vermutete, dass es sich bei Beriberi nicht um eine
Infektionskrankheit, sondern um eine ernahrungsbedingte Krankheit handele.
Wahrend die Besatzung des einen Schiffes die ubliche Nahrung — in erster Linie
geschalten Reis — erhielt, bekam die Besatzung des zweiten Schiffes ausgewogene
Nahrung mit Gemuse, Fleisch und Fisch. Ergebnis seiner Studie war, dass bei
Ernahrung der Seeleute mit ausgewogener Kost die Zahl der Erkrankungen stark
zuruckging. Als Folge wurden in der japanischen Armee Ernahrungsrichtlinien

eingefuhrt, die zu einem starken Ruckgang der Krankheit fuhrten.
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In der Landbevolkerung anderte sich jedoch zunachst nichts
und es traten weiterhin zahlreiche Erkrankungen auf. Ende des
19. Jahrhunderts wurde der Hollander Christian Eijkman nach
Indonesien geschickt, um die Krankheit naher zu erforschen.
Durch Zufall beobachtete er, dass in einem Militarhospital auch

die Huhner im Hof an Beriberi erkrankten, wenn sie mit

geschaltem Reis gefuttert wurden. Bei Fuatterung mit

Abb.3 Christiaan
Eijkman unpoliertem Reis erkrankten die Huhner hingegen nicht,

beziehungsweise konnten sie wieder geheilt werden. Aufgrund dieser Beobachtung
erhielten auch die Beriberi-Patienten unpolierten Reis als Nahrung, wodurch die
Symptome verschwanden. Spater zeigte sich, dass ein Thiamin-Mangel fur den
Ausbruch der Krankheit verantwortlich ist. Im Jahre 1926 wurde Thiamin schlieRlich
aus der Hulle von Reiskdrnern isoliert, zehn Jahre spater erfolgte die Synthese durch
Williams. Fur seine Entdeckungen bezlglich des Beriberi erhielt Christian Eijkman
1929 den Medizin-Nobelpreis. Dies war zugleich der erste Nobelpreis der an die

Vitaminforschung vergeben wurde.

Allgemeines zu Thiamin:

Chemisch betrachtet besitzt

NH: ~ CHs
Thiamin zwei heterozyklische %
X ® OH
Ringe, einen Pyrimidinring und N| N| \
einen Thiazolring, die Uber eine )\ = \\
HsC N S

Methylenbricke miteinander ver-

bunden sind. Seinen Trivialnamen Abb.4 Thiamin

erhielt das Thiamin aufgrund seiner chemischen Struktur (,Thi-“ fur das
Schwefelatom, ,-amin® aufgrund dem enthaltenen Amin). Thiamin kommt haufig in
Schweinefleisch, Hulsenfrichten, Weizenkeimlingen, Erdnussen und Hefe vor. Die
deutsche Gesellschaft fur Ernahrung empfiehlt Erwachsenen eine Aufnahme von
1,0 — 1,2 mg/Tag. Diese Menge ist beispielsweise in 240 g Haferflocken oder 10 g
Bierhefe enthalten. Bei einem Thiaminmangel kann es zu Beriberi kommen,
Uberdosierungen sind hingegen unbekannt. Thiamin ist empfindlich gegen Hitze und

Sauerstoff. Durchschnittliche Verarbeitungsverluste liegen bei ungefahr 30%.
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Versuch 1: Halbquantitativer Thiamin-Nachweis in Mehl

Chemikalien:

Substanz Gefahrenzeichen R-Satze S-Siatze
HCI (aq) (C = 2 mol/L) - - -—-
NaOH (aq) (¢ =2 mol/L) C 35 26-36/37/39-45
Ks[Fe(CN)s] (s)
NaOH ) C 35 26-36/37/39/45
2-Methyl-1-propanol Xi 10-37/38-41-67 | 7/9-13-26-37/39-46
Weizenmehl-Typ 405 — -—- --—-
Vollkornweizenmehl - - -

Gerate:

Spatel, Becherglas (250 mL), Glasflasche mit Schliff (100 mL), Messzylinder, Waage,
2 Becherglaser (100 mL), Messpipette (25 mL), 2 Glasstabe, Bunsenbrenner,
Dreiful® mit Netz, 2 Zentrifugenglaser, Zentrifuge, Eppendorfpipette mit Spitzen, 2
Reagenzglaser mit Stopfen, 2 Pasteurpipetten, pH-Papier, Reagenzglasstander,

Messpipette (5 mL), Peleusball, UV-Lampe

Durchfihrung:

In einem Becherglas werden 0,2 g Kaliumhexacyanoferrat(lll) (Ks[Fe(CN)s] (s)) und
5g Natriumhydroxid (NaOH ) abgewogen wund anschlieBend in 100 mL
entionisiertem Wasser gelost (die Losung kann in einer Glasflasche mit Schliff
(Plastikstopfen!) langere Zeit aufbewahrt werden). AnschlieRend werden je 5g
Weizenmehl-Typ 405 beziehungsweise Vollkornweizenmehl mit 20 mL Salzsaure
(c = 2 mol/L) versetzt. Die so erhaltenen Suspensionen werden unter gelegentlichem
Ruhren mit dem Bunsenbrenner bis zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen werden
die Suspensionen in Zentrifugenglaser Uberfuhrt und zentrifugiert, bis sich ein triber
Uberstand Uber den Zentrifugaten gebildet hat. Von diesen Uberstanden wird mit
Hilfe einer Eppendorf-Pipette jeweils 1 mL in Reagenzglaser uberfuhrt und mit etwas
Natronlauge (c =2 mol/L) neutral bis alkalisch eingestellt. Zu diesen Ldsungen
werden jeweils 10 Tropfen der vorbereiteten Reagenzlésung (alkalische
Kaliumhexacyanoferrat(lll)-Losung) hinzu gegeben. AnschlieRend werden die

Losungen fur 30 Minuten stehen gelassen.
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Nach dieser Zeit werden die wassrigen Losungen mit jeweils 5 mL 2-Methyl-1-
propanol ausgeschuttelt. Nach der Phasentrennung werden die Losungen unter der
UV-Lampe betrachtet.

Beobachtung:

In beiden Reagenzglasern fluoreszieren die organischen Phasen unter der
UV-Lampe hellblau. Die blaue Fluoreszenz ist bei der Vollkornweizenmehlprobe
allerdings starker als bei der Weizenmehlprobe-Typ 405.

Auswertung:

Durch das Aufkochen mit Salzsaure wird das im Mehl enthaltene Thiamin zunachst

geldst. Es bildet sich dabei das Thiaminchlorid-hydrochlorid aus.

Clg
H3C N NH, HsC N NH;
N S + HCl, Y A S
T /// (@) | ///
N _~ N/ —C,H,OH N _~ N / —C,H,OH
cr cr
CHs CHs
Thiamin Thiaminchlorid-hydrochlorid

Bei Zugabe von Natronlauge wird das zuvor gebildete Thiaminchlorid-hydrochlorid
deprotoniert und es entsteht wieder Thiamin. Durch den Angriff eines weiteren
Hydroxid-lons wird das Amin deprotoniert und das Stickstoffatom greift mit seinem
freien Elektronenpaar am Kohlenstoffatom (C2) zwischen Schwefel- und
Stickstoffatom des Thiazolringes an. Es kommt so zu einem Ringschluss in dessen

Folge ein Dreiringsystem entsteht.

H H H
\r/ ]
H3C N\ N/’\ s ) H3C N\ N S
i ar e e e )—CaHioH
N _~ M/ TCHoH T N~ N
Cr (aq)
CH CH,

3
Bei Zugabe von Kaliumhexacyanoferrat(lll)-Losung kommt es im nachsten Schritt zu
einer Redoxreaktion. Hierbei wird das zuvor gebildete Dreiringsystem unter Abgabe
von zwei Elektronen und zwei Protonen oxidiert. Bei dieser Oxidation wird zwischen
dem Kohlenstoffatom (C2) und dem Stickstoffatom eine Doppelbindung ausgebildet.

Zugleich wird das Eisen(lll)-lon im Hexacyanoferrat(lll) zum Eisen(ll)-lon reduziert.
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H
H4C N ’IL 2 he N N +2
+ +
3Y\ WO/S - 2 H" (5 iT\ YS
C,H,OH C,H,OH
N P N\%ﬁ 2 N P N\%ﬁ
CH3 CH3

Thiochrom

+3 +2 )
[Fe(CN)6]* (aq) * & > [Fe(CN)s]™ (aq)

Das bei dieser Reaktion entstandene Thiochrom I6st sich bei Zugabe des 2-Methyl-
1-propanols in diesem und zeigt aufgrund seines konjugierten n-Systems eine blaue
Fluoreszenz. Bei dieser Reaktion handelt es sich um einen spezifischen Nachweis

auf Thiamin.

Die unterschiedliche Intensitat in der Fluoreszenz bei der Weizenmehlprobe-Typ 405
und der Weizenvollkornmehlprobe ist darauf zurlckzuflhren, dass die beiden
Mehlsorten einen unterschiedlichen  Ausmahlungsgrad besitzen. Der
Ausmahlungsgrad ist definiert als die Menge des Mahlproduktes in Bezug auf die
Menge des eingesetzten Getreides. Mehl des Typs 405 besitzt einen
Ausmahlungsgrad von gerade einmal 40 — 65 %, was bedeutet, dass aus 1000 g
Getreide gerade einmal 400 — 650 g Mehl erhalten werden. Was in diesem Mehl fehlt
sind die dunkleren Bestandteile aus den Randschichten des Korns. Doch gerade in
diesen auflleren Schichten des Weizenkorns ist der Thiamingehalt besonders hoch,
so dass im Weizenmehl-Typ 405 nur sehr wenig Thiamin vorhanden ist. Im Vergleich
dazu betragt der Ausmahlungsgrad bei Mehl des Typs 1050 bereits 84 — 87 %. In
dieser Mehlsorte ist der Anteil der Randschichten des Korns bereits wesentlich hoher

und damit auch der durchschnittliche Vitamingehalt.

Mehl-Typ Ausmahlungsgrad Thiamingehalt
(in mg/1009)
Typ 405 40 -65 % 0,06
Typ 550 64-71% 0,11
Typ 1050 84 — 87 % 0,43
Ganzes Korn --- 0,48
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Biochemische Wirkung des Thiamins:

Thiamin spielt in seiner biologisch aktiven Form im Korper eine wichtige Funktion als
Coenzym. Ein Coenzym ist eine verhaltnismaRig niedermolekulare Verbindung, die
bei enzymatisch katalysierten Reaktionen eine Ubertragungsrolle spielt. Sie wird bei
der Reaktion zunachst chemisch verandert, im Anschluss jedoch in einem kurzen
Zyklus wieder regeneriert. Die Bindung an das an der Reaktion beteiligte Enzym

erfolgt stets reversibel.

Nach der Aufnahme mit der Nahrung wird das Thiamin im Darm Uber einen Na'-
abhangigen aktiven Transport zunachst resorbiert. In der Leber erfolgt dann die
Phosphorylierung des Thiamins unter Verbrauch von ATP, wodurch
Thiaminpyrophosphat gebildet wird. Das an dieser Reaktion beteiligte Enzym ist die

Thiaminkinase.

ik

Abb.5 Thiaminpyrophosphat (TPP)

o
O

0]

00—
00—

Das Thiaminpyrophosphat (TPP) spielt eine wichtige Rolle beim Kohlenhydratabbau.
Kohlenhydrate werden zunachst Uber die Glykolyse abgebaut. Aus einem Molekll
Glucose entstehen hierbei in mehreren Schritten zwei Moleklle Pyruvat und eine
geringe Menge ATP. Unter aeroben Bedingungen schliel3t sich an die Glykolyse der
Citratzyklus und die Atmungskette an. Bevor das Pyruvat allerdings in den
Citratzyklus eingeschleust wird, wird es oxidativ decarboxyliert. Ein daran beteiligtes
Enzym ist die Pyruvat-Dehydrogenase, die TPP als katalytischen Cofaktor besitzt.
Die Wirkung des TPP beruht darauf, dass das Kohlenstoffatom zwischen dem
Stickstoff- und dem Schwefelatom des Thiazolringes leicht azide ist und so leicht

deprotoniert werden kann.

CH3 CH3

(l)\/

Py

N

Y
@/5:2@
(0)) /

Py

N

+

T

-
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Das entstandene Carbanion kann mit seinem freien Elektronenpaar als Nucleophil
am Kohlenstoffatom der Carbonylgruppe des Pyruvats angreifen. Bei dieser Reaktion

wird die C-O-Doppelbindung aufgebrochen und es entsteht nach Protonierung eine

Alkoholgruppe.
CH; 0 /8\/ R’
AN N o
N \ . N . | //
| R2 +H C=0, HO—C—C
IC—_ | | \s
S CHj CHj R?

In der entstandenen Verbindung wirkt das Stickstoffatom aufgrund seiner positiven
Ladung stark elektronenziehend, was die Abspaltung von CO, ermdglicht. Bei dieser
Reaktion wird die C-C-Einfachbindung zwischen dem Kohlenstoffatom der
Carboxylgruppe und dem benachbarten Kohlenstoffatom aufgebrochen und
stattdessen eine C-C-Doppelbindung zum Kohlenstoffatom des Thiazolringes
ausgebildet. Zugleich wird die Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindung  des

Thiazolringes aufgebrochen und das Stickstoffatom erhalt ein freies Elektronenpaar.

/L R R
. L0
O\C/ |@ CHj ,L CHj
oo \ - CO, Ne \
0—C—C _-CO, _ —
\ /N )
e, S R H,C R

Die entstandene Verbindung ist das Hydroxyethyl-TPP. Die Hydroxyethylgruppe wird
im nachsten Schritt oxidiert und zugleich auf einen weiteren Cofaktor, das Liponamid,
ubertragen. Bei dieser Reaktion wird das TPP wieder in seine Carbanion-Form
uberfuhrt.

A
R1 1 CH3 /C_CH3
o ! CHs /s—s\ R\ﬁ § /SH s\
No=d I + H,C_ CHR — || R? +* HC_ CHR
H3C S R? H, Ha
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4.2 Riboflavin

Allgemeines zu Riboflavin:

Ein weiteres wasserlosliches B-Vitamin ist das o
Riboflavin (Vitamin B). Seinen Namen erhielt HyC N

das Riboflavin aufgrund seiner chemischen N \NH
Struktur und zwar besteht es aus einem Flavin- HiC N \N/KQI
Ringsystem und einem D-Ribitylrest. Erstmals | -
isoliert wurde das Riboflavin 1933 aus T
verschiedenen Substanzen. Kuhn und Gydrgy A
isolierten Riboflavin aus Eiern und nannten es H——©H

daher zunachst Ovoflavin, Ellinger und Koschara H——OH
extrahierten das Riboflavin aus Milch und CH,OH

. ) Abb.6 Riboflavin
bezeichneten es als Lactoflavin und Karrer

gelang die Gewinnung aus tierischen Organen und Pflanzenteilen (Hepatoflavin).
Dass es sich bei allen drei Stoffen um die gleiche Substanz
handelte, stellte sich erst spater heraus. 1934 gelang Paul Karrer
und Richard Kuhn die Strukturaufklarung und Synthese des
Riboflavins. Fir seine Untersuchungen auf dem Gebiet der

Carotinoide, Flavine und den Vitaminen A und B> erhielt Paul Karrer

1937 den Nobelpreis fur Chemie. Ein Jahr spater erhielt Richard

Kuhn diese Auszeichnung fur seine Forschungen Uber die Vitamine

Abb.7 Paul
Karrer A und B, und die Carotinoide.

Riboflavin kommt hauptsachlich in Milch und Milchprodukten, sowie Gemiuse vor. Die
deutsche Gesellschaft fur Ernahrung empfiehlt Erwachsenen eine Aufnahme von
1,2 - 1,4 mg/Tag. Diese Menge ist beispielsweise in 0,9 L Milch oder 640 g Spinat
enthalten. Uberdosierungen sind beim Menschen nicht bekannt, da Riboflavin extrem
untoxisch ist. Bei Riboflavin-Mangel kommt es zu Hautausschlag um die Nase, zu
Mundwinkelrissen und Zungenschleimhautentzindung. Riboflavin ist intensiv gelb
und wird daher auch als Lebensmittelfarbstoff E 101, beispielsweise in
Vanillepuddingpulver eingesetzt. Es ist lichtempfindlich aber dafir hitzestabil. Die

durchschnittlichen Verarbeitungsverluste liegen bei ungefahr 20 %.

Mit Hilfe des folgenden Versuches kann Riboflavin in Puddingpulver nachgewiesen

werden und zugleich kénnen die Redoxeigenschaften demonstriert werden.
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Versuch 2: Reduktion und Reoxidation von Riboflavin

Chemikalien:

Substanz Gefahrenzeichen R-Satze S-Sitze
Puddingpulver --- - -
(Vanille)
NayS,04 () Xn 7-22-31 7/8-26-28.1-43.6
Gerate:

Waage, Spatel, Becherglas (250 mL), Magnetruhrer mit Ruhrfisch, Messzylinder
(250 mL), Stativmaterial, Filtrierring, Glastrichter mit Filterpapier, Erlenmeyerkolben
(500 mL), Alufolie, UV-Lampe, Becherglas (50 mL), Glasflasche mit Schliff (50 mL),
Tropfpipette

Durchfiihrung:

8 g Puddingpulver werden abgewogen, in einem Becherglas mit 200 mL
entionisiertem Wasser aufgeschlammt und 5 Minuten auf dem Magnetrahrer gerthrt.
AnschlieRend wird die Suspension filtriert und der Extrakt in einem Erlenmeyerkolben
aufgefangen. Weiter werden ca. 2 g Natriumdithionit in 10 mL entionisiertem Wasser
gel6st. Der gewonnene Puddingextrakt wird mit der UV-Lampe bestrahlt. Es wird
dann tropfenweise Natriumdithionit-Lésung hinzu gegeben und der Extrakt dabei
unter der UV-Lampe betrachtet. Hat sich die Ldsung entfarbt wird der

unverschlossene Kolben kraftig geschwenki.

Beobachtung:

Unter dem UV-Licht zeigt der Puddingextrakt zunachst eine leuchtende gelb-grine
Fluoreszenz. Bei Zugabe der Natriumdithionit-Lésung entfarbt sich die Lésung. Wird
der unverschlossenen Kolben anschlieBend kraftig geschwenkt, fluoresziert die

Ldsung unter UV-Bestrahlung wieder kraftig gelbgrun.
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Auswertung:

Aufgrund des delokalisierten n-Elektronensystems zeigt Riboflavin unter dem UV-
Licht zunachst eine gelbgrine Fluoreszenz. Bei Zugabe der Natriumdithionit-Loésung
erfolgt eine Redoxreaktion. Das Riboflavin wird dabei unter Aufnahme von zwei

Elektronen und zwei Protonen reduziert und geht dabei in die Leukoform Uber:

/O\ T /O\
HsC Neso HsC N1
X NNH ‘ YNH
NOORN /K N —/K
HsC N3 N ol HaC N~ +2 N ol
| + 26 | |
CH2 +2H* CH2 H
H——OH H—t—OH
H——OH H—t——OH
H——OH H—+—OH
CH,OH CH,OH
Leukoform

Bei dieser Reduktion andern sich die Oxidationszahlen zweier Kohlenstoffatome von
+2 nach +1 bzw. von +3 nach +2. Zugleich wird zwischen diesen beiden
Kohlenstoffatomen eine Doppelbindung ausgebildet. Da in dieser Verbindung kein
delokalisiertes mn-Elektronensystem mehr vorhanden ist, erscheint sie farblos. Die
zugehdrige Oxidationsreaktion ist die Reaktion von Dithionit zu Suilfit:

-2¢€

+3 -2 H* 4
$204% (aq) * 2 OH (a) > 2305 (aq)

Die Schwefelatome im Dithionit werden dabei unter Abgabe eines Elektrons oxidiert.
Wird der Kolben geschwenkt, erfolgt eine Ruckoxidation der Leukoform zum
Riboflavin unter Abgabe von zwei Protonen und zwei Elektronen. Als Folge ist wieder

die gelb-grine Fluoreszenz des Riboflavins zu beobachten.
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T /O\ /O\
HC N1 HsC NeLso
‘ NNH X SNH
— _/K — \ /K
HsC N~ +2 ON ol HsC NEREANY ol
| - 2¢
CH, H -2 H* CH,
—_—
H——OH H————OH
H——OH H—T—OH
H———OH H——+—OH
CH,OH CH,OH
Leukoform

Die zugehorige Reduktionsreaktion ist die Reduktion des Sauerstoffes aus der Luft.
Der Sauerstoff andert dabei seine Oxidationszahl von 0 nach -2 und es entsteht

Wasser.

0 "o 2
+2H" }
1/2 02 (g/aq) > H20

Der beschriebene Versuch zeigt das Redoxverhalten des Riboflavins. Er kann daher

zugleich als Modellexperiment fur die biologische Wirkung des Riboflavins dienen.

Biochemische Wirkung des Riboflavins:

Die Wirkformen des Riboflavins sind zum einen das Flavinmononucleotid (FMN),
zum anderen das Flavinadenindinucleotid (FAD). Das Flavinmononucleotid wird im
Korper zunachst durch Phosphorylierung eines Riboflavins unter Verbrauch von ATP
hergestellt. In einem nachsten Schritt kann aus einem zweiten ATP-Molekil eine
AMP-Einheit auf das FMN uUbertragen werden, wodurch das FAD gebildet wird.
Sowohl FMN als auch FAD dienen bei H-ubertragenden Flavinenzymen als
Coenzyme. Als reaktiver Teil des FAD fungiert auch hier das Flavin-Ringsystem. Wie
im Modellversuch oben nimmt das Ringsystem bei diesen Reaktionen zwei

Elektronen und zwei Protonen auf.
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N
HsC N H
\ /K

HsC \T N ol

H—c|:—0H

H—c|:—0H /NH,

H——C——OH ¢

| e

7
CH, </ ‘ )
I<|>| |<‘|>f9 \N _/

HO——P——0—1P——0——CH,

SN

NeA \L|/

Abb.8 FAD und FMN (Kasten)
Ein Beispiel fur die Wirkung von FAD als Coenzym ist die Oxidation von Succinat im
Citratzyklus. Das beteiligte Flavinenzym ist die Succinat-Dehydrogenase.
+
C08 - ; : \ 008
S - > O
OOC/\/ OOC/\/

Succinat Fumarat

Unter Abgabe von zwei Elektronen und zwei Protonen entsteht bei dieser Reaktion
aus Succinat Fumarat. Unter Aufnahme von zwei Elektronen und zwei Protonen geht
FAD dabei in FADH, uber, welches anstatt des Riboflavinrestes die Leukoform des
Riboflavins (s.0.) besitzt. FMN spielt in der Atmungskette eine Rolle als

Elektronenakzeptor.
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4.3 L-Ascorbinsaure

Allgemeines zur L-Ascorbinsaure:

Das in der BevoOlkerung wohl bekannteste wasserlosliche Vitamin ist die
L-Ascorbinsaure. Sie kommt in allen Pflanzen vor, in besonders hohen
Konzentrationen jedoch in Acerola (1550 mg/100 g), Hagebutten (1250 mg/100 g)
und Sanddorn (450 mg/100 g). In Zitronen sind hingegen ,nur® 53 mg/100 g
enthalten. Die Empfehlungen der deutschen Gesellschaft fur Ernahrung liegen bei
einer taglichen Ascorbinsaure-Zufuhr von 100 mg fur Erwachsene. Fir Schwangere
und Stillende erhdht sich der Wert auf 110 mg/Tag beziehungsweise 150 mg/Tag.
Diese Menge L-Ascorbinsaure ist durchschnittlich bereits in 50g schwarzen
Johannisbeeren enthalten. L-Ascorbinsaure ist empfindlich gegenuber Sauerstoff,
Hitze und Metallkontakt. Die durchschnittlichen Verarbeitungsverluste liegen
bei ca. 30 %.

Chemisch betrachtet stellt die L-Ascorbinsdure ein Lacton dar. HO BI

Sie besteht aus einem heterozyklischen Funfring und verfugt
zusatzlich zu der zyklischen Esterfunktion Uber eine
Endiolgruppe im Ring. Die L-Ascorbinsdure besitzt zwei
Stereozentren (C4 und C5), somit also vier Stereocisomere und HO
ist optisch aktiv. Von den vier Stereoisomeren ist allein die HO—C-—H
L-Ascorbinsaure biologisch wirksam. lhren Namen erhielt die

L-Ascorbinsaure zum einen aufgrund ihrer Wirkung gegen den CH,0H
Skorbut (anti-scorbutische Wirkung), eine friher haufig Abb.9 L-Ascorbinsiure

vorkommende Krankheit, zum anderen aufgrund ihrer Saureeigenschaften.

Eigenschaften der L-Ascorbinsaure:

HO Ol HO o!
+ H,0 / \N
[\ rwe 5
HO > “Hs0" (e <O/
~ ©
HO—C—H HO—GC—H
CH,OH CH,0H
Ascorbinsaure Ascorbat
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Die Ascorbinsaure ist eine mittelstarke vinyloge Saure. In wassriger Losung gibt die
OH-Gruppe am C3 des Ringes leicht ein Proton ab und bildet so das Ascorbat. Der
pKs-Wert fur diese Sauregruppe liegt bei 4,2. Folglich ist die L-Ascorbinsaure eine
etwas starkere Saure als Essigsaure. Das resultierende Ascorbat st

mesomeriestabilisiert. Das Ascorbat kann noch ein weiteres Proton abgeben.

© —

HO ol o\ ol

/ \ + H,O / A\

Qo - Hy0* A o

<O, - 3~ (aq) ¢
©
HO—C—H HO—C|3—H
CH,OH CH,OH
Ascorbat

Die weiter negative Ladung ist nicht mehr mesomeriestabilisiert. Der pKs-Wert des
Ascorbats liegt bei 11,6. Zusatzlich zu den Saureeigenschaften besitzt die
L-Ascorbinsaure auch ausgepragte Eigenschaften als Reduktionsmittel. Dies kann

mit Hilfe des folgenden Versuches gezeigt werden.

Versuch 3: L-Ascorbinsaure als Antioxidans

Chemikalien:
Substanz Gefahrenzeichen R-Satze S-Satze
L-Ascorbinsaure -— — —
Methylenblau Xn 22 —
Gerate:

Reagenzglasstander, 2 Reagenzglaser, Spatel, Becherglas (250 mL), Magnetruhrer

mit Ruhrfisch
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Durchfuhrung:

Eine Spatelspitze L-Ascorbinsaure wird in einem Reagenzglas in etwas
entionisiertem Wasser gelost (Fullhdhe ca. 3 cm). In einem zweiten Reagenzglas
wird eine Spatelspitze Methylenblau in etwas entionisiertem Wasser gelost (Fullhdhe
ca. 5cm). AnschlieBend wird die L-Ascorbinsaure-Losung zu der Methylenblau-

Ldsung gegeben und das Reagenzglas in heilles Wasserbad gestellt.

Beobachtung:

Im Wasserbad entfarbt sich die durch das Methylenblau blau gefarbte Ldsung

schnell.

Auswertung:

Bei der Reaktion handelt es sich um eine Redoxreaktion. Das Methylenblau wird bei
dieser Reaktion unter Aufnahme von zwei Protonen und zwei Elektronen reduziert.

Das Schwefelatom im Methylenblau andert dabei seine Oxidationszahl von +4

nach +2.
|
/)
_*t2H" H* N
+ 2 e IT
H,C +2 CH
— — 3 —
\ / \@N S N/3
cr | |
3 3 CH3 CH3
Methylenblau Leukoform

Die bei dieser Reaktion entstandene Leukoform verfligt Uber kein delokalisiertes
n-Elektronensystem und ist daher farblos. Die zugehdrige Oxidationsreaktion ist die
Reaktion des, in wassriger Losung gebildeten Ascorbats zur Dehydroascorbinsaure
unter Abgabe von zwei Elektronen und einem Proton. Dabei andern die beiden

Kohlenstoffatome der Endiolgruppe ihre Oxidationszahl von +1 nach +2.

OH OH
AN AN
{0 © {0 ©
CHZOH _ H+ CHQOH
+1 +1 T +2 +2
HO \é)) IS 0!
Ascorbat Dehydroascorbinsaure
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Das Ascorbat dient bei dieser Reaktion als Reduktionsmittel oder — wie bei
biologischen Prozessen gesagt wird — als Antioxidans. Aufgrund ihrer antioxidativen

Wirkung wird die Ascorbinsaure auch als Lebensmittelzusatzstoff E 300 verwendet.

Skorbut und die Geschichte der L-Ascorbinsaure:

Die Mangelkrankheit der L-Ascorbinsaure ist der Skorbut. Diese Krankheit ist,
ebenso wie Beriberi, bereits seit dem Altertum bekannt. Erwahnt wurde sie bereits im
16. Jahrhundert v. Chr. in Agypten und auch Hippokrates beschrieb in seinem Buch
,2Hippocratum® im 4. oder 5. Jahrhundert v. Chr. die Symptome der Krankheit.
Wodurch die Krankheit ausgelost wurde, war allerdings lange Zeit unbekannt. Im

Mittelalter war der Skorbut bei Seeleuten sogar die Haupttodesursache.

Symptome der Krankheit sind insbesondere Zahnfleischbluten, Zahnausfall, erhdhte
Anfalligkeit gegen Infektionskrankheiten, Mudigkeit und Erschopfung, schlechte
Wundheilung und Fieber. Allerdings treten diese Symptome erst einige Zeit nach
Einsetzen des Vitamin C-Mangels auf. Ohne Behandlung endete die Krankheit oft in
Tod durch Herzschwache. 1752 fand der englische Schiffsarzt
James Lind heraus, dass Zitrusfrichte die Dbereits
ausgebrochene Krankheit heilen konnen. In der Folge profitierte
unter anderem der Seefahrer James Cook von dieser
Erkenntnis, indem er der Besatzung seiner Schiffe Zitronensaft

und Sauerkraut verordnete. Die Verabreichung von Zitronensaft

hatte zur Folge, dass der englische Seemann den Spitznamen
Jlimey“ erhielt. Trotz aller Fortschritte in der Bekampfung des Abb.10 James Lind
Skorbuts konnte erst zu Beginn des 20. Jahrhunderts

nachgewiesen werden, dass Skorbut eine ernahrungsbedingte Krankheit ist. 1919
schlug der Englander Sir Jack Drummer vor, den antiskorbutischen Faktor Vitamin C
zu nennen. Ein Jahr spater erfolgte erstmals die Isolierung des Vitamin C durch Zilva
aus Zitronen, 1927 durch Szent-Gyorgyi aus Kohl und Paprikaschoten. Sechs Jahre
spater gelang es Sir Walter Norman Haworth, Paul Karrer, Sir Edmund Langley Hirst
und Fritz Micheel etwa gleichzeitig die Konstitution der L-Ascorbinsaure aufzuklaren.
Noch im selben Jahr synthetisierten sowohl Haworth als auch Tadeus Reichstein
erstmals die L-Ascorbinsdure, wobei Reichstein in seiner Synthese bereits eine

mikrobielle Oxidationsreaktion verwendete.
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1937 erhielt Sir Walter Norman Haworth den Nobelpreis fir
Chemie fur seine Forschungen Uber die Kohlenhydrate und das
Vitamin C. Heute werden weltweit ca. 35.000 — 40.000 t
Vitamin C/Jahr hergestellt. Skorbut tritt in den westlichen
Industrielandern nicht mehr auf, da ganzjahrig frisches Obst und

Gemiuse — und somit Vitamin C-reiche Nahrung — verfugbar sind.

Wie kommt es bei einem L-Ascorbinsaure-Mangel nun aber zu

Abb.11 Sir Walter den Symptomen des Skorbuts?
Norman Haworth

Biochemische Wirkung der L-Ascorbinséure:

Beinahe alle Symptome des Skorbuts sind in einer fehlerhaften Biosynthese des
Kollagens begriindet. Kollagen ist das haufigste Protein bei Sdugetieren und zugleich
das Hauptprotein im Bindegewebe des Menschen. Es ist der wichtigste
Faserbestandteil von Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel und Zahnen. Kollagen setzt
sich aus drei helikalen Polypeptidketten zusammen, wobei jede Kette beinahe 1000
Aminosaurereste besitzt. Eine im Kollagen haufig auftretende Aminosaure ist
4-Hydroxyprolin, welche ansonsten im Korper kaum angetroffen wird. Die
Biosynthese des Kollagens erfolgt so, dass zunachst ein Prokollagen gebildet wird,
welches anstatt der Aminosaure 4-Hydroxyprolin die Aminosaure Prolin enthalt. In
einem nachsten Schritt werden dann die Prolinreste auf der Aminoseite von
Glycinresten hydroxyliert. Die Hydroxylierung erfolgt durch die Einfuhrung eines
Sauerstoffatoms, welches aus einem Ox-Molekil stammt. Das andere
Sauerstoffatom aus dem O,-Molekll wird dabei auf das o-Ketoglutarat Ubertragen,
wobei unter CO,-Abspaltung Succinat entsteht. Das an dieser Reaktion beteiligte
Enzym ist die Prolin-Hydroxylase. Dieses Enzym besitzt im aktiven Zentrum ein
Eisen(ll)-lon, welches eine Aktivierung des Sauerstoffes bewirkt. Die Prolin-
Hydroxylase Ubertragt jedoch auch ein Sauerstoffatom auf das a-Ketoglutarat ohne
das Prolin dabei zu hydroxylieren. Es entsteht hierbei ein Fe**-O" -Komplex, der das
Enzym inaktiviert. Um das Enzym wieder in seine aktive Form zu uberfuhren, wird
Ascorbat bendtigt. Ascorbat reduziert das Eisen(lll)-lon wieder zum Eisen(ll)-lon und
wird dabei selbst zur Dehydroascorbinsaure oxidiert. Folge ist, dass das Enzym
wieder in seinem aktiven Zustand ist und die Kollagen-Biosynthese weiter

fortschreiten kann.
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Abb.12 Hydroxylierung der Prolinreste (schematisch)

Fehlt nun aber Vitamin C, so kann
die Hydroxylierung der Prolinreste
nicht stattfinden. Das
Hydroxyprolin wird allerdings zur
Stabilisierung der Tripelhelix des
da

Strangen

Kollagens  bendtigt, es

zwischen den
Wasserstoffbriicken-Bindungen
Die bei L-

Ascorbinsaure-Mangel gebildeten

ausbildet.

abnormalen Fasern konnen somit
ihre Aufgabe als Stutzproteine
nicht wahrnehmen und es kommt
zu den bei Skorbut beobachteten

Blutungen und Zahnausfall.

Mit Hilfe des folgenden Versuches
kann der Vitamin C-Gehalt

Multivitamin-Praparaten bestimmt

in

werden.

Versuch 4: Quantitative L-Ascorbinsaure-Bestimmung

Chemikalien:

Substanz

Gefahrenzeichen

R-Siatze S-Satze

2,6-
Dichlorphenolindophenol
Natriumsalz-Dihydrat

H2C204'2 Hzo (s)

L-Ascorbinsaure

Multivitamintabletten
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Gerate:

Analysenwaage, Spatel, Becherglas (100 mL), Messzylinder, Ruhrfisch,
Magnetriahrer mit Heizplatte, Thermometer, Messkolben (500 mL), Glastrichter,
Filterpapier, Becherglas (1000 mL), Waage, Glasflasche mit Schliff (1000 mL),
Messkolben (100 mL), 5 Erlenmeyerkolben (100 mL), Vollpipette (20 mL),
Eppendorfpipette mit Spitzen, Mikroburette, Stativmaterial, Papier (weil),
Messkolben (250 mL), Morser, Ruhrfische

Durchfihrung:

Vorbereitung:

200 mg 2,6-Dichlorphenolindophenol-Natriumsalz-Dihydrat werden in ein Becherglas
eingewogen. Nach Zugabe von ca. 80 mL entionisiertem Wasser wird das Ganze
unter Ruhren auf 50 °C erwarmt. Nach dem Abkuhlen wird die tiefblaue Losung in
einen 500 mL Messkolben filtriert und mit Wasser bis zur Eichmarke aufgefullt. Des

Weiteren werden ca. 600 mL einer Oxalsaure-Lésung (w = 0,02) angesetzt.

Titerbestimmung:

Zur Titerbestimmung werden genau 200 mg L-Ascorbinsaure in einen 100 mL-
Messkolben eingewogen und mit Oxalsaure-Losung (w = 0,02) bis zur Eichmarke
aufgeflllt. In einen 100 mL-Erlenmeyerkolben werden 20 mL Oxalsaure-Lésung
(w =0,02) und 0,2 mL der Ascorbinsaure-Standardldsung pipettiert. Das Ganze wird
mit Dichlorphenolindophenol-Losung bis zur deutlichen Rosafarbung titriert. Die

Titerbestimmung wird dreimal durchgefuhrt.

Blindwertbestimmung:

Zur Bestimmung des Bindwertes wird wie bei der Titerbestimmung verfahren. Anstatt
der Ascorbinsaure-Standardlésung werden jedoch 0,2 mL entionisiertes Wasser

eingesetzt.

L-Ascorbinsaure-Bestimmung in Multivitamintabletten:

In einem Morser wird eine Multivitamintablette (m =4,5g) in etwas Oxalsaure-
Losung (w=0,01) gelost. Das Ganze wird anschlieBend in einen 250 mL-
Messkolben quantitativ Uberfihrt und mit Oxalsdure-Lésung bis zur Eichmarke

aufgefullt.
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1 mL der frisch angesetzten Multivitamintabletten-Losung Uberfihrt man mit Hilfe
einer Eppendorfpipette in einen 100 mL-Erlenmeyerkolben und versetzt die Losung
mit 20mL  Oxalsaure-Losung (w=0,02). Die Losung  wird mit

Dichlorphenolindophenol-Lésung bis zur deutlichen Rosafarbunag titriert.

Beobachtung:

Titerbestimmung:

Verbrauchte Volumina an Dichlorphenolindophenol-Losung:

Vi=11,92 mL
Vo =11,85mL
V3=11,88 mL

Blindwertbestimmung:

Verbrauchtes Volumen an Dichlorphenolindophenol-Losung:

VBIlnd 0 34 mL

L-Ascorbinsaure-Bestimmung in Multivitamintabletten:

Verbrauchtes Volumen an Dichlorphenolindophenol-Losung:

V=754 mL

Auswertung:

Wahrend der Titration lauft eine Redoxreaktion ab. Das
2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium wird unter Aufnahme von zwei Protonen und

zwei Elektronen reduziert.

ICI ICI
+1
_*2HY
+ 2 e
ICI |CI
2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium Leukoform
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Es entsteht bei dieser Reaktion die Leukoform, die farblos ist. Im Gegenzug wird die
in der Multivitamin-Tablette vorliegende Ascorbinsaure, beziehungsweise das
Ascorbat unter Abgabe von zwei Elektronen und einem Proton oxidiert. Es entsteht

wie im Versuch zuvor die Dehydroascorbinsaure.

OH OH
/N AN
{0 © () ©
CHon _ H+ CHon
+1 +1 e +2 +2
HO \8> 10 Ol
Ascorbat Dehydroascorbinsaure

Bei der Titration wird also das zugegebene 2,6-Dichlorphenolindophenolat sofort
durch die in der Multivitamintabletten-Lésung vorliegende Ascorbinsaure reduziert.
Diese Reduktion ist mit einer Entfarbung der Lésung verbunden, da das blaue
2,6-Dichlorphenolindophenolat zur farblosen Leukoform reagiert. Ist keine
Ascorbinsdure mehr in der Vorlage vorhanden, so ist bei Zugabe von
2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium-Lésung ein  Farbumschlag nach rosa zu
beobachten. Grund hierflr ist, dass im sauren Milieu gearbeitet wird und das
Dichlorphenolindophenolat sofort protoniert  wird, wobei die rosa

Dichlorphenolindophenol-saure entsteht.

IClI IClI

+ H+
- Na
ICI
2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium 2,6-Dichlorphenolindophenol-saure
Titerbestimmung:

Theoretische Konzentration der 2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium-Losung:

¢(DCPIP) = 1,23 10~ 1!

Konzentration der Ascorbinsaure-Lésung (Standard):
mol

c(Asc)=0,0114—
(Asc) = L

Chemie in der Schule: www.chids.de 26



Fir die Umsetzung von 0,2 mL Ascorbinsaure-Standardlésung theoretisch benétigtes

Volumen 2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium-Losung (n(Asc) = n(DCPIP)):

n(Asc) _ c(Asc)-V(Asc) 0011470 0,2mL

V (DCPIP) = = =185mlL
¢ (DCPIP) ¢ (DCPIP) 1,23-107" mmel
Titerbestimmung:
Ve 1,85mL 0160

V., -V, 11,88mL—0,34mL

Der Blindwert muss in die Rechnung mit einbezogen werden, da auch Wasser einen

geringen Verbrauch an 2,6-Dichlorphenolindophenol-natrium-Lésung aufweist.

L-Ascorbinsaure-Bestimmung in Multivitamintabletten:

Die Stoffmenge der Ascorbinsaure in der gesamten Multivitamintabettenldsung kann

nach folgender Gleichung berechnet werden:

n,_(Asc)=c(DCPIP)-t-(V(DCPIP) - V,, ,)- 250

ges

=1,23-107° amol. 0,160 - (7,54 mL — 0,34 mL) - 250
=0,354 mmol

Fur die Masse der Ascorbinsaure in der gesamten Multivitamintabletten-Losung

ergibt sich dann:

m,. (Asc)=n . (Asc) M (Asc)

ges

=0,354 mmol -176,13 mnr;gol

=62,35mg

Das so erhaltene Ergebnis stimmt in etwa mit der Angabe des Herstellers uUberein.

Angegeben ist ein Gehalt an Ascorbinsaure von 60,0 mg/Tablette.
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5 Fettlosliche Vitamine

5.1 Retinol

Allgemeines zu Retinol:

Ein  Beispiel fur ein pc cH, CHs CH: H H
fettloslich Vitami ist \/
ettosliches Itamin IS \ \ \ \ C\O/H
Retinol oder auch ~7
Vitamin A4 genannt.

CHs

Chemisch betrachtet gehort
H H

Retinol zu den Diterpenen, _

Abb.13 Retinol
was bedeutet, dass es aus
vier Isopreneinheiten aufgebaut ist. An der einen Seite des Moleklls sind zwei
kettenendstandige Isopreneinheiten zu einem p-lononring kondensiert. An der
anderen Seite des Moleklls befindet sich eine primare Alkoholgruppe. Retinol liegt in
der all-E-Form vor. In Gegenwart von Sauerstoff ist es empfindlich gegenuber Hitze

und Licht. Durchschnittliche Verarbeitungsverluste liegen bei ungefahr 20%.

Retinol ist nur in tierischen Lebensmitteln enthalten. Die deutsche Gesellschaft fur
Ernahrung empfiehlt eine Aufnahme von 0,8 — 1,0 mg/Tag. Diese empfohlene
Tagesdosis ist bereits in 3 g Schweineleber, 130 g Butter oder 220 g Thunfisch
enthalten. Bei Unterversorgung kommt es zu trockener und rauer Haut, sproden
Haaren und Nageln, zu einer erhohten Infektionsanfalligkeit und vermindertem
Wachstum bei Kindern. Gravierend sind allerdings die Auswirkungen eines Retinol-
Mangels auf das Sehvermdgen. Es kann zu Nachtblindheit und bei extremem
Retinol-Mangel sogar zum Verlust der Sehkraft kommen. In den westlichen

Industrielandern kommt ein Retinol-Mangel allerdings kaum vor.

Da bei den fettléslichen Vitaminen die Ausscheidung Uuberschissiger Mengen
erschwert ist, kann es bei einer Uberdosierung mit Retinol auch zu Hypervitaminosen
kommen. Die unbedenkliche, obere Zufuhrmenge fur Erwachsene liegt bei 3 mg.
Symptome einer akuten Uberdosierung sind Kopfschmerzen. Bei einer chronischen
Uberdosierung kommt es zu Hautveranderungen, Gelbsucht und
LebervergroRerungen. Besonders gefahrlich ist eine Uberdosierung wahrend der

Schwangerschaft, da es hier zu Missbildungen des Fotus kommen kann.

Chemie in der Schule: www.chids.de 28



Dass Retinol in tierischen Produkten enthalten ist, kann mit Hilfe eines einfachen

Versuches — der Carr-Price-Reaktion — gezeigt werden. Dies ist zugleich der

klassische, qualitative Test auf Retinol.

Versuch 5: Carr-Price-Reaktion

Chemikalien:

Substanz

Gefahrenzeichen

R-Satze

S-Satze

CHCl3 oy

Xn

22-38-40-48/20/22

36/37

SbC|3 (s)

C,N

34-51/53

26-45-61

Vitamin A-

Praparat (enthalt
Retinylpalmitat)

Lebertran -— — .

Gerate:

Becherglas (50 mL), Magnetruhrer mit Fisch, Uhrglas, Waage, Messpipette (10 mL),

Spatel, 2 Reagenzglaser mit Stopfen, Einwegspritze, Reagenzglasstander,

Tropfpipette

Durchfiihrung:

In 10 mL Chloroform werden 2 g Antimon(lil)chlorid gel6st. Hierfur wird das Gemisch
leicht erwarmt, wobei das Becherglas mit einem Uhrglas abgedeckt wird. Das fertige
Carr-Price-Reagenz wird auf zwei Reagenzglaser verteilt. In das erste Reagenzglas
wird nun mittels einer Einwegspritze das in den Kapseln enthaltene Retinylpalmitat
uberfuhrt. Zu dem zweiten Reagenzglas werden einige Tropfen Lebertran hinzu

gegeben.

Beobachtung:

In beiden Reagenzglasern ist zu beobachten, wie sich die LOsung bei Zugabe des

Retinylpalmitats bzw. des Lebertrans blau farbt.
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Auswertung:

In den meisten Vitamin A-Praparaten ist anstelle von Retinol Retinylpalmitat

vorhanden.

VS
HsC~ CHs CHs CHy 7O
\/
\ \ \ \ C\
NOJ C1sH34
CH,
H H

Abb.14 Retinylpalmitat

Bei Zugabe des Retinylpalmitats aus den Weichkapseln, beziehungsweise dem

Lebertran lauft folgende Reaktion ab:

HsC CHs CH3 CHy H H

N
\C/ . O T
\ \ \ \ N~ + Sb
ICll
CHs
H H
HsC  CHj CH3 CHs v H
\/
\ R \ R C\g/R
N
.Sb
CHs oo al
cl
H H

Das Antimon(lll)-chlorid wirkt in diesem Versuch als Lewis-Saure und wird von einem
freien Elektronenpaar des Sauerstoffatoms der Alkoholgruppe im Retinol bzw. des
Esters im Retinylpalmitat angegriffen. Im nachsten Schritt wird nun

Trichlorohydroxoantimonat(lll) abgespalten.

30
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N X X Ce R

O

o™ 1@\0|
cl

- [SbCI;OHJ

HiC  CHs CH, CH; H
©)

\\\\C\H

Das bei dieser Reaktion entstandene Carbokation ist mesomeriestabilisiert und

aufgrund der konjugierten Doppelbindungen blau.

CH, CH, CH; H

N e e e N

CH, CHs, CH; T

HsC
Z G NF O
CHs
. H H

Eine ahnliche Reaktion gehen die Vitamine des D-Komplexes ein. In diesem Fall ist

allerdings eine gelb-orange Farbung der Losung zu beobachten.
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Biochemische Wirkung des Retinol:

Nach der Aufnahme mit der Nahrung wird das all-E-Retinol im Korper Uber mehrere

Schritte zunachst in das 11-Z-Retinal umgewandelt.
HsC CHs CH3

NN

CHj TR

Abb.15 11-Z-Retinal

Das 11-Z-Retinal spielt eine wichtige Rolle beim Sehprozess des Menschen. Es dient
als prosthetische Gruppe und bildet zusammen mit dem Protein Opsin das
Rhodopsin, ein Sehpigment im menschlichen Auge. Das Opsin besitzt in seinem
aktiven Zentrum die Aminosaure Lysin. Die Aminogruppe des Lysinrestes reagiert

mit der Carbonylgruppe des 11-Z-Retinal unter Bildung eines Imins.

HsC  CHjs CHs oj\

+  HoN c=
CHs

11-Z-Retinal Opsin

Rhodopsin

Chemie in der Schule: www.chids.de 32



Das 11-Z-Retinal dient im Rhodopsin als Chromophor und sorgt fir eine breite
Absorptionsbande im sichtbaren Spektralbereich. Das Absorptionsmaximum des
Rhodopsins liegt bei einer Wellenlange von 500 nm. Bei Lichteinfall kommt es zur
Absorption durch das Sehpigment. Damit verbunden ist eine Isomerisierung des 11-

Z-Retinal zum all-E-Retinal direkt im Anschluss an die Lichtabsorption.

Rhodopsin

Bathorhodopsin

Das bei der Isomerisierung gebildete Bathorhodopsin besitzt eine gespannte all-E-
Form des Chromophors. Durch weitere Konformationsanderungen des Retinals und
des Proteins wird schliellich eine Enzymkaskade ausgeldst, wobei die Bindung
zwischen Opsin und all-E-Retinal hydrolysiert wird. Das all-E-Retinal entfernt sich
vom Protein und wird zum all-E-Retinol reduziert, welches anschlieRend in einer

exergonischen Dunkelreaktion wieder zu 11-Z-Retinal oxidiert und isomerisiert wird.

5.2 B-Carotin (Provitamin A)

Allgemeines zu g-Carotin:

Obwohl Retinol nur in tierischen Produkten enthalten ist, kann die Vitamin A-
Versorgung allein durch pflanzliche Produkte gewahrleistet werden. Der Grund
hierfiir sind die Carotinoide, von denen ein Teil als Provitamin A dient und nach der

Aufnahme im Kdrper zu Retinol umgewandelt werden kann.
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Die Carotinoide sind Naturfarbstoffe, die in vielen Pflanzen vorkommen, besonders
haufig jedoch in farbigen Fruchten, Wurzeln und Blattern. Chemisch betrachtet
handelt es sich bei den Carotinoiden um Tetraterpene. Sie sind also aus acht
Isopreneinheiten aufgebaut, wobei auf beiden Seiten der Kohlenstoffkette je zwei
Isopreneinheiten zu einem lonon-Ring kondensiert sein konnen. Um biologisch
wirksam sein zu konnen, muss ein Carotinoid uber mindestens einen B-lononring
verfugen. Daraus ergibt sich, dass das B-Carotin das Carotinoid mit der héchsten
biologischen Wirksamkeit ist, da es Uber zwei B-lononringe verfugt, die Uber neun

konjugierte Doppelbindungen — alle in der E-Form — miteinander verknUpft sind.

N G U O T N

Abb.16 p-Carotin

Wird der Vitamin A-Haushalt komplett Gber die Provitamine gedeckt, so empfiehlt die
deutsche Gesellschaft fur Ernahrung eine Aufnahme von ca. 4,8 — 6,0 mg p-Carotin
pro Tag. Uberdosierungen sind, anders als beim Retinol, im Allgemeinen jedoch
nicht bekannt. Wird allerdings Uber einen Zeitraum von mehr als 30 Tagen mehr als
30 mg taglich aufgenommen, so kommt es zu einer Gelbfarbung der Haut aufgrund

von Einlagerungen (Xanthosis).

Provitamin A wurde bereits 1826 erstmals von Wackenroder aus Mohren extrahiert.
1907 wurde von Willstatter zunachst die Summenformel und 1930 durch Paul Karrer
(Nobelpreis 1937, s.o0.) schliellich die Konstitution ermittelt. Mitte des
20. Jahrhunderts gelang es mehreren Forschern das p-Carotin zu synthetisieren. Seit
1954 wird B-Carotin im grofdtechnischen Malstab hergestellt. Aufgrund seiner gelben
Farbe wird es auch als gelber Lebensmittelfarbstoff (E160a) verwendet und als

Radikalfanger eingesetzt.
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Versuch 6: p-Carotin als Radikalfanger

Chemikalien:

Substanz Gefahrenzeichen R-Satze S-Satze
Cola
n-Heptan F, Xn, N 11-38-50/53-65-67 | 9-16-29-33-60-61-
62
B-Carotin-
Weichkapseln
Gerate:

Spatel, Analysenwaage, 2 Becherglas (50 mL), Einwegspritze, Messpipette (20 mL),
Kristallisierschale, Magnetrihrer, 2 RUuhrfische, 2 Reagenzglaser mit Stopfen,

Tropfpipette, grofle Kivette mit Einsatz, Projektor

Durchfihrung:

0,11 g Tetraiodethen werden in 20 mL n-Heptan gelést. Dazu wird die Lésung in
einem Wasserbad auf maximal 45 °C erhitzt. AnschlieRend wird der Inhalt einer
Weichkapsel (ca. 4 mg p-Carotin) in 10 mL n-Heptan gelost. Zwei Reagenzglaser
werden mit Tetraiodethen-Ldsung geflllt und mit einem Stopfen verschlossen. In das
eine Reagenzglas werden zusatzlich einige Tropfen der p-Carotin-Losung gegeben.
Die beiden Reagenzglaser werden dann in eine grol3e, mit Wasser gefullte Kuvette
gestellt, die sich im Strahlengang eines Projektors befindet. Es wird nun der Projektor

eingeschaltet.

Beobachtung:

Bereits nach ca. 15 Sekunden kann in dem Reagenzglas ohne B-Carotin eine

intensive violette Farbung der Ldsung beobachtet werden, wahrend das

Reagenzglas mit p-Carotin noch keine Farbanderung zeigt.

Auswertung:

Bei der Reaktion handelt es sich um eine Radikalreaktion. Durch die Belichtung
kommt es in der Startreaktion zu einer homolytischen Bindungsspaltung der

Kohlenstoff-lod-Bindung im Tetraiodethen-Molekaul.
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Radikalstart:

\ C(;I hvoN o

C—C ——» C—C

/N /N

Das bei dieser Reaktion entstandene lod-Radikal kann nun in einem nachsten Schritt

beispielsweise ein weiteres Tetraiodethen-Molekul angreifen.

Fortsetzung:

| (1 |
\C=<E)/ +}|> - \C_C' +1,
/ N\ / 0\

Es kommt hierbei erneut zur homolytischen Bindungsspaltung der Kohlenstoff-lod-

Bindung und es entsteht |,, welches die violette Farbe der Lésung verursacht.

In dem Reagenzglas, in dem B-Carotin vorhanden ist, kommt es im ersten Schritt
ebenfalls zu einer homolytischen Bindungsspaltung der Kohlenstoff-lod-Bindung im
Tetraiodethen-Molekul. Das dabei entstandene lod-Radikal kann nun aber von einem
B-Carotin-Molekul abgefangen werden. Dies geschieht indem das lod-Radikal die
Doppelbindung in der Mitte des Molekuls angreift. Der Grund fur den Angriff an
dieser Stelle ist, dass das lod-Radikal als Nucleophil die Doppelbindung mit der
geringsten Elektronendichte angreift. Alle anderen Doppelbindungen des B-Carotins
haben in unmittelbarer Nachbarschaft eine Methylgruppe, die aufgrund des (+l)-

Effektes die Elektronendichte in der Doppelbindung noch weiter erhéht.
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Radikalfang:

Die Radikalreaktion verlauft als Additionsreaktion und es entsteht ein Radikal am
benachbarten C-Atom der Kohlenwasserstoffkette. Dieses kann potentiell ein
weiteres lod-Radikal aufnehmen, so dass am Ende wieder eine gesattigte

Verbindung entsteht.

Sind alle p-Carotin-Molekule in der Losung ,verbraucht®, so bildet sich, ebenso wie

im Reagenzglas ohne p-Carotin, I, und die Losung wird auch hier violett.
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5.3 Tocopherole

Allgemeines zu den Tocopherolen:

Chemisch betrachtet handelt es sich bei den Tocopherolen (Vitamin E-Komplex) um
Substanzen, die sich durch Reste an den Positionen 5, 7 und 8 im Chromanol-
System unterscheiden. Zusatzlich besitzen sie in Position 2 eine C4s-Seitenkette, die
bei allen Tocopherolen gesattigt ist. Meist wird o-Tocopherol als das eigentliche
Vitamin E bezeichnet, da es die grofte biologische Wirksamkeit besitzt. Es besitzt

drei Stereozentren, alle in R-Konfiguration.

Abb.17 a-(RRR)-Tocopherol

Tocopherole kommen vor allem in pflanzlichen Nahrungsmitteln wie Getreide,
Niissen und Samen vor. Dariiber hinaus sind sie auch in pflanzlichen Olen, vor allem
in den Keimoélen von Weizen und Mais vorhanden. Die deutsche Gesellschaft fir
Ernahrung empfiehlt Erwachsenen eine Aufnahme von taglich 12 -15mg
a-Tocopherol. Dies entspricht in etwa der Aufnahme von 10 g Weizenkeimdl, 60 g

Mandeln oder 80 g Margarine.

Isoliert wurde Tocopherol erstmals 1922 aus Weizenkeimol. Bei Experimenten mit
Ratten stellte sich heraus, dass ein Mangel an der isolierten Substanz bei Ratten zu
Sterilitat fuhrt, die durch Verabreichung dieser Substanz jedoch wieder behoben
werden kann. Aufgrund dieser Untersuchung erhielt das Tocopherol seinen Namen,
der aus dem Altgriechischen stammt, wo ,tokos“ Geburt und ,pherein“ soviel wie
tragen oder bringen - zusammen also ,Geburtbringen® — bedeutet.
Mangelerscheinungen, wie die eben beschriebene sind beim Menschen bisher nicht
beobachtet worden, da die gewdhnlich aufgenommene Nahrung von sich aus stets
uber genltigend Vitamin E verfugt. Als unbedenkliche obere Grenze der Vitamin E-
Aufnahme gelten 200 mg/Tag. Erst bei sehr viel hoheren Dosen (mehr als
800 mg/Tag) kann es zu einer Behinderung beim Zusammenballend er Blutplattchen

kommen, wodurch sich bei Verletzungen die Blutungszeit verlangern kann.
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