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Biochim ica vegetale. —  Ossido-riduzione dell’acido ascorbico e 
formazione di AFR <*>. Nota di G iuseppe Borraccino, Silvio 
D ipierro, F ranca T ommasi e Oreste Arrigoni, presentata (**> dal 
Socio S. T onzig.

Summary. — Ascorbic Free Radical formation during the oxidation-reduction of 
the ascorbic acid system has been studied. It is known that AA oxidation is a two-step 
reaction each step removing one electron. The first oxidation product is a semiquinone- 
like free radical, i.e. Ascorbic Free Radical (AFR). We have shown that both enzymic 
and non-enzymic reduction of DHA to AA did not generate AFR.

DHA reduction thus seems to proceed by a single-step transfer of two electrons.

Introduzione

Il sistema deir acido ascorbico è rappresentato da tre entità chimiche: l’acido 
ascorbico (AA), la forma ridotta; il deidroascorbico (DHA), la forma ossidata 
e P«Ascorbic Free Radicai» (AFR), il composto intermedio di ossidazione [1].

Il consumo di AA nel metabolismo cellulare è molto elevato, sia negli 
organismi che lo sintetizzano. [2] che in quelli che lo assumono con la dieta 
[3, 4]. L ’AA nella cellula funziona essenzialmente come donatore di elettroni 
e ciò determina una continua formazione sia di AFR che di DHA. La formazione 
di quest’ultimo rappresenta per la cellula una perdita netta di ascorbico poiché 
il DHA è riconvertito ad AA in misura molto limitata in tutti gli esseri 
viventi, anche in quelli dotati di DHA-riduttasi [5]. Al contrario, la formazione 
del semichinone radicale libero AFR come intermedio dell’ossidazione del
l’ascorbico è un meccanismo che non determina una diminuzione del contenuto 
di AA poiché tutte le cellule sono dotate di un’efficiente AFR-riduttasi che 
catalizza la riduzione ad AA di grandi quantità di AFR [6].

I meccanismi di ossidazione che generano AFR sono molto importanti 
perchè da un lato consentono un efficiente trasferimento di elettroni dai piri- 
din-nucleotidi ridotti al sistema dell’ascorbico attraverso l’AFR-riduttasi, e 
dall’altro assicurano una continua presenza di AFR che è un composto diretta- 
mente coinvolto in numerose reazioni metaboliche [7]. Mentre si conosce molto 
sui sistemi ossidanti l’AA che generano AFR [8, 9, 10, 11], sono molto scarse 
le nostre conoscenze sulla possibilità che si formi AFR nel processo di riduzione 
del DHA ad AA [12].

Scopo del presente lavoro è quello di verificare se si forma AFR durante 
la riduzione del DHA ad AA per via enzimatica oppure attraverso l’uso di diversi 
riducenti chimici.

(*) Lavoro eseguito nellTstituto di Botanica dell’Università di Bari con il con
tributo del C.N.R.

(##) Nella seduta del 13 marzo 1982.
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M ateriali e metodi

Preparazioni enzimatiche contenenti AFR-riduttasi erano ottenute omo
geneizzando porzioni di tubero di topinambour (Heliantus tuberosus) in un 
mezzo contenente TRIS-HC1 50 mM, mannitolo 0,3 M, EDTA 1 mM, 
albumina 0,1%, cisteina 0,05% a pH 7,8. L ’omogenato era sottoposto a centri
fugazione frazionata e la frazione solubile usata come fonte di AFR-riduttasi [6].

Con la stessa tecnica erano ottenute preparazioni enzimatiche contenenti 
DHA^riduttasi da porzioni di tubero di patata (Solarium tuberosum).

L’attività AFR-riduttasica era saggiata misurando la velocità di ossidazione 
di NADH a 340 nm in una miscela di reazione contenente TRIS-HC1 50 mM 
pH 8, NADH 0,2 mM, enzima (circa 400 jxg di proteine), AA 1 mM e AA- 
ossidasi (vedi fig. 1) in un volume finale di 3 mi.

L’attività DHA-riduttasica era saggiata misurando la velocità di formazione 
di AA a 265 nm in una miscela di reazione contenente tampone fosfato 100 mM 
pH 6,3, enzima (circa 400 [xg di proteine), DHA 1 mM, GSH 2 mM in un 
volume finale di 3 mi.

Risultati e discussione

La fig. 1 mostra che la formazione di AFR può facilmente essere evidenziata 
impiegando l’AFR-riduttasi, enzima che catalizza il passaggio di elettroni dal 
NADH all’AFR che è l’accettore specifico della reazione [6]. L’assorbanza a 
340 nm di una miscela di reazione contenente NADH, AA e AFR-riduttasi

AFR-riduttasi
4-

NADH AA AA-ossidasi
\ I 1

Fig. 1. -  Attività AFR-riduttasica in estratti di tubero di topinambour misurata come 
diminuzione di densità ottica a 340 nm. La miscela di reazione contiene TRIS—HC1 
50 mM pH 8, NADH 0,2 mM, enzima (circa 400 jxg di proteine), AA 1 mM e AA-ossi

dasi 0,1 U  (a), 0,3 U (b), 0,6 U (c), 1 U (d) in un volume finale di 3 mi.
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resta inalterata (cioè non si ha ossidazione di NADH) finché non si aggiunge 
ascorbico ossidasi. Questo enzima, ossidando PAA, mette in moto la formazione 
di AFR e di conseguenza si può avere il passaggio di elettroni dal NADH 
all’AFR ad opera dell’AFR-riduttasi. Come si vede, impiegando quantità 
crescenti di AA-ossidasi la velocità di ossidazione del NADH aumenta e ciò 
è dovuto alla maggiore velocità di produzione di AFR.

pH 3

pH 7,5

PH 7 
pH 6,3

1 min

Fig. 2. -  Riduzione del DHA non-enzimatica a diversi pH (a) ed enzimatica a pH 6,3 (b). 
La velocità di riduzione è misurata come incremento della densità ottica a 265 nm 
di una miscela di reazione contenente DHA 1 mM, GSH 2 mM, tampone fosfato 
100 mM ai valori di pH indicati, DHA-riduttasi (curva b) in un volume finale di 3 mi.

Per poter vedere se la riduzione del DHA ad AA passa attraverso la forma
zione delPintermedio AFR è necessario innanzitutto stabilire le condizioni 
sperimentali nelle quali si ha un’efficiente riduzione del DHA ad A A. Tale 
riduzione può avvenire non enzimaticamente usando composti riducenti quali 
glutatione ridotto (GSH), ditiotreitolo e boroidruro (NaBH4). La velocità di 
riduzione è fortemente influenzata dal pH. Il GSH, ad esempio, non riduce 
praticamente il DHA al di sotto di pH 6,3. La velocità della reazione aumenta 
al crescere del pH, ma non è possibile operare a pH maggiori di 8 perchè a questi 
valori il DHA è instabile e si trasforma in dichetogulonico che non è riducibile 
ad AA.
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A pH 8 (fig. 2) si ha una buona riduzione del DHA ed ih queste condizioni, 
utilizzando il sistema AFR/AFR-riduttasi, abbiamo studiato se la riduzione 
del DHA ad AA comporta o no la formazione di AFR.

Dalla fig. 3 si osserva che a pH 8, in una miscela di reazione contenente 
DHA e GSH, non si ha ossidazione del NADH ad opera delPAFR-riduttasi 
e ciò è verosimilmente dovuto alla mancata formazione di AFR durante la ridu
zione del DHA ad opera del glutatione. Infatti se si fosse formato PAFR, avrem
mo dovuto osservare, in presenza sia di NADH che di AFR-riduttasi, l’ossidazione

AFR-riduttasi

NADH DHA GSH AA-ossidasi

Fig. 3. -  Mancanza di formazione di AFR durante la riduzione del DHA non-enzi- 
matica a pH 8 (à) ed enzimatica a pH 6,3 (b). L’aggiunta di ascorbico ossidasi evidenzia 
la formazione di AFR per ossidazione dell’AA prodotto dalla riduzione del DHA ad

opera del GSH.

del NADH e quindi una caduta di densità ottica a 340 nm. Si potrebbe pensare 
che nelle condizioni sperimentali adottate non si veda formazione di AFR 
perchè la quantità di DHA che viene ridotta ad AA è troppo piccola rispetto 
alla Km della AFR-riduttasi per PAFR. Non sembra essere così perchè ossi
dando PAA prodotto con AA-ossidasi, si osserva una buona attività AFR-ridut- 
tasica. Questo dimostra che la quantità di DHA ridotto ad AA dal GSH è di un 
ordine di grandezza adeguato per osservare PAFR eventualmente formato. Dati 
del tutto identici si ottengono riducendo il DHA con ditiotreitolo o boroidruro.

La mancata evidenza di formazione di AFR nel corso della riduzione non 
enzimatica del DHA ad AA a pH 8 potrebbe anche ritenersi dovuta al fatto 
che PAFR in realtà si formi, ma sia velocemente dismutato in DHA ed AA 
secondo l’equazione 2 AFR ^  AA +  DHA [13].
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Abbiamo cercato di rispondere a questo interrogativo usando la DHA- 
riduttasi, enzima che catalizza il trasferimento di elettroni dal glutatione ridotto 
al deidroascorbico anche a pH 6,3, pH al quale non si ha riduzione non-enzi- 
matica del DHA da parte del GSH. Come si vede (fig. 3 b) anche in queste 
condizioni non si ha nessuna evidenza di formazione di AFR.

Conclusioni

I dati di questo lavoro dimostrano che non si ha formazione di AFR durante 
la riduzione del deidroascorbico ad acido ascorbico in tutte le condizioni speri
mentali adottate e cioè:

1) quando il DHA è ridotto non-enzimaticamente a pH 8,0 utilizzando 
composti sulfidrilici riducenti quali il GSH e il ditiotreitolo;

2) quando il DHA è ridotto enzimaticamente a pH 6,3 dal GSH mediante 
reazione catalizzata dalla deidroascorbico riduttasi ;

3) quando si usa come donatore di elettroni un composto completamente 
diverso quale il boroidruro.

Ci sembra di poter concludere che mentre l’ossidazione dell’AA avviene 
secondo una via a due tappe, ciascuna rimovente un elettrone, e porta alla 
formazione di AFR, la riduzione del deidroascorbico ad AA è un processo che 
presuppone il trasferimento contemporaneo di due elettroni. Peraltro la constata
zione che PAFR non si forma durante il processo di riduzione del DHA ad AA 
ci sembra degna di qualche considerazione. L’AFR ha maggiori possibilità 
metaboliche rispetto agli altri due composti del sistema dell’acido ascorbico, 
il DHA e PAA. Infatti mentre PAA funziona solo come agente riducente e il 
DHA come ossidante, PAFR può agire sia da accettore che da donatore di 
elettroni. Inoltre PAFR, al pari di tutti gli altri radicali liberi, è estremamente 
più reattivo come riducente della forma pienamente ridotta, cioè PAA. È nota 
a questo riguardo la maggior efficacia delPAFR rispetto alPAA nel ridurre il 
citocromo c ed il citocromo b5 [10, 14, 15]. È altrettanto noto che la riduzione 
da parte delPAA delPadrenocromo procede attraverso PAFR [16] e AFR è 
richiesto per l’eliminazione delPistamina [17]. Si può inoltre affermare che 
PAFR svolge il suo ruolo più particolare e importante per il metabolismo nei 
processi di idrossilazione [18, 19, 20]. Infine PAFR, in virtù della sua capacità 
di rimuovere un singolo elettrone da numerosi composti organici, può scatenare 
una sequenza di reazioni che portano alla formazione di radicali liberi. La cellula 
tuttavia è in grado di controllare in ogni momento questo processo, essendo 
provvista di un’efficiente AFR-riduttasi che converte PAFR ad AA.

È allora evidente che se il metabolismo cellulare richiede AFR, la cellula 
può ottenerlo solo ossidando PAA. Se è presente esclusivamente DHA, questo 
può essere utilizzato per la formazione di AFR soltanto dopo essere stato ridotto 
ad AA. È però da sottolineare che la riduzione del DHA ad AA nella cellula
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è modesta. Infatti la riduzione non-enzimatica ad opera del GSH è poco efficiente 
a causa del pH non favorevole del citoplasma e quella enzimatica è scarsamente 
coinvolta poiché la DHA-riduttasi è assente in tutte le cellule animali ed in 
molte di quelle vegetali [6].

Tutto ciò sta quindi a significare che la formazione di DHA nella cellula 
rappresenta si un’utilizzazione irreversibile dell’ascorbico, ma la quantità di 
DHA che compare è in realtà una misura dell’utilizzazione di AFR. In altri 
termini è l’ossidazione dell’AFR che rappresenta la tappa dell’effettivo consumo 
di vitamina C nel metabolismo cellulare e che porta alla formazione di DHA.

Comunque la quantità di DHA che compare dà una misura dell’AA che 
deve essere ingerita con la dieta negli organismi che non lo sintetizzano ovvero 
sintetizzata negli organismi in grado di farlo, al fine di ripristinare nella cellula 
il livello ottimale della vitamina.
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