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Untersuchungen mit 14C-markiertem Pyrokohlensiiurediiithylester 
IV.  Mitteilung. 

R e a k t i o n e n  mi t  DL-~_pfelsiiure 

R. SCH~L~z und  E. FISCH~I~ 

Mitteilung aus dem Institut fiir Strahlenteehnologie der Bundesforschungsanstalt fiir Lebens- 
mittelfrisehhaltung, Karlsruhe (BRD)* 

Eingegangen am 2. August 1971 

Invest igat ions  with 14C-Labelled Pyrocarbonicaeid  Diethylester  

IV.  React ions with DL-MaHe Acid 

Summary. The reaction of DL-malic acid with pyrocarbonicacid diethylester (PCE) in aqueous 
solution yielded all seven theoretically possible carbethoxylated and esterificated derivatives. 
By application of reference substances and PCE differently labelled with 14C, it was possible 
to identify the derivatives of malic acid chromatographically and to determine their amounts 
in the reaction mixture quantitatively. At. pH 3.6 about 73°/o of the amounts of residues consisted 
of DL-malie acid-l-monoethylester. By changing the pH from 3.6 to 1.6 the amount of the total 
reaction products increased by the factor of ten and the percentages of the individual reaction 
products were largely changed. 

Zusammen]assung. Bei der Reaktion yon DT.-Apfels~ure mit Pyrokohlens/iuredii~thylester 
(PKE) in w~Briger LSsung entstanden alle sieben theoretisch mSglichen carb~thoxylierten und 
veresterten Derivate. Durch den Einsatz yon Vergleichssubstanzen und yon jeweils untersehied- 
lich mit 14C markiertem PKE war es mSglich, die einzelnen Apfels~urederivate chromatographisch 
zu identifizieren und ihre Anteile im Reaktionsgemisch quant..itativ zu bestimmen. Die Riick- 
standsmenge bestand beim pH-Wert 3,6 zu ca. 730/0 .aus DL-Apfels~ure-l-mono~thylester. Die 
Menge der Gesamtreaktionsprodukte erhShte sieh bei Anderung des pH-Wertes yon 3,6 auf 1,6 
um eine GrSBenordnung; die prozentualen Anteite der einzelnen Reaktionsprodukte an der Ge- 
samtriickstandsmenge ver~nderten sich dabei erheblich. 

Einleitung 
I n  den vorangegangenen Mitteilungen [ 1 - 3 ]  wurden Einfliisse der Ar t  und  Zusam- 

mensetzung yon  Hydrolysemedien auf  die Bfldung yon  Nebenprodukten  naeh einer 
Reakt ion  mit  Pyrokohlens/~uredi/~thylester (PKE) beschrieben. Zur Beurteilung der 
Verwendbarkei t  yon  P K E  zur Kal ten tke imung sind jedoch nicht  nur  die Mengen der 
in Lebensmit te ln  nach einer PKE -Be ha nd i ung  gebildeten Reakt ionsprodukte ,  
sondern aueh deren chemische ~Tatur und die daraus resultierenden physiologischen 
Aspekte yon  Interesse. 

Obwohl bekannt ist, da8 es sich bei den Reaktionen yon Lebensmittelinhaltsstoffen mit PKE 
im wesentlichen um Carbiithoxylierungen und Veresterungen handelt, sind nut N-Carb~thoxy- 
verbindungen yon Aminos~uren, Peptiden und Proteinen sowie O-Carb~thoxyderivate yon 
Pflanzenphenolen und Hydroxys~uren eingehender studiert worden [4--11]. Untersuchungen 
zur Veresterung yon Fruchts~uren in wi~13rigen Medien dutch PKE sind kaum bekannt. So konnte 
beispielsweise st~rkere Esterbildung in Wein durch PKE unter praxisnahen Bedingungen nicht 
beobachtet werden [12], obwohl schon friiher auf eine derartige MSglict~eit hingewiesen worden 
war [13]. Naeh Zugabe yon 20 g PKE zu 1 g Isovalerians~ure beim pH-Wert 2.8--3.0 wurden 
ledigtich 0.05 mg Is.ovalerians~ure~thylester gaschromatographisch nachgewiesen [14]. Fiir 
30°/oige w~il~rige nL-Apfels~urel6sung wurde jedoch yon nns gezeigt, dab beim pH-Wert 3,6 die 
Veresterung dutch PKE siebenmal grSBer ist als die Carb~thoxylierung [3].~ 

Es  lag daher nahe, am Modell der DL-~pfels/~ure als Verbindung mit  drei H-aciden 
Gruppen die Menge der mit  P K E  entstehenden Reakt ionsprodukte  auch in Ab- 
h/ingigkeit yore pH-W e r t  genauer zu untersuchen und  die ents tehendenVerbindungen 

* Unser besonderer Dank gilt Frl. 1~. Eysler und Herrn R. Lemanczyk fiir die sorgfiiltige 
Versuchsdurchfiihrung. 
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zu identifizieren. Da  mit  einer geringen BildungsraSe gerechnet werden mugte ,  war  
nicht  zu erwarten, dab mi t  klassisehen Analyseverfahren alle gebildeten ])~-~pfel- 
sgurederivate quanti ta¢iv erfagt  und identifiziert werden konnten.  Daher  sollte die 
Radioindikatorentechnik a]s besonders empfindliche Methode eingesetzt werden. 
U m  mit  dieser Methode zwisehen Estern  und  O-Carb/~thoxyverbindungen der D~- 
J~pfels~ure unterscheiden zu k6nnen, wurden zwei mit  ~4C unterschiedlich markierte 
P K E  verwendet :  CHaCH20~aCOOC00CH2CH~ und  CHa~aCH2OC00COOCH2CH3. 
Ni t  PKE-(Carbonyl-~C) k6nnen bei der Reakt ion mit  DL-~10fels/~ure lediglieh ~4C- 
markier te  Carb/~thoxyverbindungen und  ~4C-Kohlendioxid entstehen, mit  P K E -  
(J~thyl-l-~C) jedoeh ~aC-markierte Ester  und  Carb/~thoxyverbindungen sowie ~4C- 
J~thylalkohol. Der Anteil der Veresterungen kann  nach Entfernen des ~4C0~ in einem 
Fall  und  von  ~aC-~thylalkohol im anderen Fall in gleichartigen Versuehen aus der 
Differenz der ermit tel ten ~aC-Aktivit/iten der L6sungen bes t immt werden [3]. Zur 
Identifizierung und  quant i ta t iven Best immung auch noch sehr geringer Mengen an 
Umsetzungsprodukten  sollte die Radiopapierchromatographie  in Verbindung mit  der 
~"ltissigkeitsszintfllationsspektrometrie eingesetzt werden. Durch diese spezielle 
Versuchsteehnik war eine StSrung durch sehr geringe Mengen yon  ebenfalls vor- 
handenem ~4C-Di/ithylcarbonat nieht  zu erwarten. 

Beschreibung der Versuche 
Es wurden zwei mit 14C unterschiedlich markierte PKE-Priiparate hergestellt [15]. Die 

Untersuchungen wurden fiberwiegend mit einer spez. Aktivit~it yon 4,6 ~zCi/g (0,75 fzCi/mMol) 
beim PKE-(Carbonyl-14C) und yon 5,7 ~Ci/g (0,92 ~zCi/mMol) beim PKE-(J~thyl-l-14C) durehge- 
ffihrt. 

Jeweils 5 ml 30%ige wagrige DL-Apfels~urel6sung - -  soweit erforderlieh - -  mit 2 n NaOH 
auf den gewfi.nschten ptI-Wert einstellen und gleiche Gewichtsanteile 14C-PKE (bezogen auf tin- 
gesetzte DL-Apfelsaure) unter Riikren in einen 10-ml-Erlenmeyerkolben mit Riiekflugkiihler 
geben. Nach beendeter Reaktion im Falle des PKE-(Carbonyl-14C) Stiekstoff zur Entfernung des 
g.e.bildeten 14C0~ under R/ihren iiber die LSsungsoberflaehe leiten. Bei der Umsetzung mit PKE- 
(Athyl-l-l~C) entstandenen 14C-)~thylalkohol bei Unterdruck aus der LSsung absaugen [3]. 

Bei der Umsetzung yon 14C-m.arkiertem PKE mit den yon uns zur Identifizierung der Re- 
aktionsprodukte herges~ellten Dn-Apfelsaurederivaten in gleieher Weise verfahren. Umsetzungen 
bei Raumtemperatur durehffihren. Die in Tab. 1 angegebenen Zahlenwerte der in den Reaktions- 
16sungen gefundenen ~4C-Einzelaktivitaten sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen yon min- 
destens zwei Parallelversuchen. 

Lokalisierung undTrennung der Umsetzungsprodukte in den LSsungen mit ttilfe absteigender 
Papierchromatographie im LSsungsmi$telsystem 2-Methylbu$anol-1/Eisessig/Wasser (4 ~- 1 -k 1), 
auf S-kS-Papier 2043 b Mgl [2]. Siiuren dureh Bespriihen mit einer Bromkresolgriin-LSsung als 
gelbe Flecke siehtbar machen. Ester auf den Chromatogrammen mit einer frisch hergestellten 
)/Iischung aus w/il]riger Hydroxylaminhydrochlorid-LSsung und methanolischer KOH zu den 
Kaliumhydroxamaten umsetzen. Beim Bespriihen mi$ wi~griger FeCla-L6sung erseheinen die 
Ester als rostrote Flecke. 

Die ~aC-Aktiviti~tsverteilung auf den Chromatogrammen mit einem Radiochromatographen 
(Tracerlab-4 z-Scanner) ermitteln. Prozentuale Verteilung der Radioak~ivitat auf die einzelnen 
Substanzen zusatzlieh dm'ch empfindlichere Auswertung der zerschni~tenen Chromatogramme 
mit tIilfe der Flfissigszintillationsspektrometrie (Beckmann CP~ 200) in einem Dioxan-Szintil- 
latorgemisch bestimmen [2]. Aktivitatswerte im Peak mit weniger als 1% der Gesamtak~ivit~t 
wurden vernachliissig$. Die veto Startfleck bis zur LSsungsmittelfront gemessene x~C-Gesamt- 
aktivita$ wurde gleieh 100% gesetzt. 

Herstellung der DT,-~p/elsiiurederivate 
1. D~-;fp/elsiiuredidthylester. Diester dutch si~urekatalysierte Veres~erung (konz. tt2S04) yon 

~)L-Aplelsiiure in einem ~rberschul] yon abs. ~thylalkohol unter Riihren durch Koehen am Riick- 
fluB (24 Std) erhalt~n. Nach Aufarbeitung und Rektifikation wurde tin chromatographiseh reiner 
Diester vom KI% 108--110 ° C mit einem Ri-Wert 0,83 gewonnen. 

2. DL-_,{p/elsgiuremono~thylester. Die in tier Literatur besehriebene..partielle Verseifung yon 
l~alons~aredi/~thylester mit /~thanoliseher KOH [16] ffihrte beim DL-Apfelsi~uredi/~thylester zu 
einem Gemisch yon DT,-Apfels~ure-1- un4 -4-mono~thylester. Da die Anwendung tracertech- 
niseher Methoden besonders reine Substanzen erfordert, war eine gezielte Syn~hese der beiden 
Dn-Jkpfels~uremonoi~thylester efforderlich. 
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~) D~-Apfels~ure- 1-mono~thylester 
+ Zn (p-TS) 

COOC~tt~ COOC(CH~)~ ~- H~O COOC~H~ (Toluo l )  COOC~H~ 
I I (THF) I I 

H C O C ~ H ~  -]- C H ~ B r  , ~ H C O H  - - ~  H C O H  
I --Zn(OH)Br [ ] ~- CH~=C(CH~)~ 
OK --C~H~Ott CH2 CII~ 

COOC(CH~)3 COOH 

Glyoxylsgure~thylesfer-~thylh~lbaeetal [15] mit Bromessigsi~ure4ert.-butylester und Zn-Pulver 
in Tetrahydro..furan im Sinne einer I~eformatzky-Synthese zum gemischten Athyl-tert.-butyl- 
ester der DL-Apfels~ure umsetzen. Der hydrolyseempfindliehe Bromessigs~ure-tert.-butylester 
wurde dureh Umsetzung yon Bromessigs~iure mit Thionylchlorid unter gelindem Erw~irmen 
zum Bromessigs~iurechlorid und dessen anschlieBender Umsetzung mit tert.-Butanol in einer 
Mischung aus abs. Dii~thyl~ither und trockenem Pyridin erhalten. Naeh Abspaltung der tert.- 
Butylgruppierung mit p-Toluolsulfons~ure in Toluol [16] den 1-~onoester isolieren; Kp~-a 
110--112 ° ..C; Rf-Wert 0,71. 

b) DL-Apfels~ure-4-mono~thylester: Der 4-Mono~thylester kann analog dem 1-Mono~thyl- 
ester durch Reformatzky-Synthese aus Glyoxyls~ure-tert.-butylester-tert.-butylhalbacetal und 
Bromess!gs~ure~thylester in ausreiehender Reinheit erhalten werden. Eirff~cher ist es jedoch, 
den DL-Apfels~ure-4-mono~thylester au~ folgendem Wege zu synthetisieren: 

COONa CC13 COOK 
I , ~ / o ~ c  + 4 KOH t CI-I~ -~ C18CCH(OH)~ " HCOH 
I - -NaI{CO~ ] - -  3 KC1 l 

C00C2H5 CH2 - -  2 H20 CH2 
r i 

C00C2H5 COOQtt5 

Malonsguremonogthylester und Chloralhydrat in Wasser mit NaHC08 aaf pIt-Wert 7 einstellen. 
Den bei der Umsetzung entstandenen 4,4,4-Trichloro-3-hydroxy-buttersguregthylester [17, 18] 
ansehlieBend mit gthanoliseher KOH zum 4-MonoEthylester verseifen. Kp2-~ 90--93 ° C; Rf-Wert 
0,65. 

E r g e b n i s s e  

Unfer den gew~hlten Reaktionsbedingungen, sowie aufgrund der bekannten 
chemisehen Eigenschaften yon DL-Xpfelsi~ure und auch yon PKE,  sind nach einer 
Umse~zung beider Substanzen miteinander in w~Brigem Medium sieben monomere 
Reaktionsprodukte zu erwarten (Abb. 1). Ffihrt man die Umsetzung mit PKE-  
(Carbonyl-l~C) dureh, so k6nnen nur die earbgthoxylierten Verbindungen I - I V  
(linke I-Iiilfte Abb. 1) radioaktiv markiert sein. Naeh einem Umsatz mit PKE-  
(Xthyl-l-laC) mfissen die Ester V - V I I  (rechte H~ifte Abb. 1) und die Carbiithoxy- 
verbindungen fiber Radioaktivit~tsmessungen nachzuweisen sein. Besonders wegen 
der ehemischen Labiliti~t der Carb~thoxyverbindungen war zur Trennung und 
Identifizierung der entstandenen Reaktionsprodukte die Radiochromatographie 
anderen Methoden fiberlegen. Naeh der Umsetzung yon 30%iger w~Briger Dn- 
J~pfelsiiurel6sung beim pH-Wert  3,6 mit dem gleiehen Gewichtsanteil PKE-(Xthyl- 

14 1- C) konnfen naeh der papierehromatographisehen Auftrennung der Reaktions- 
16sung neben inaktiver DL-Xpfels~ure (R~-Werf 0,39) aeht weitere Substanzen mi~ 
folgenden Rf-Werten aufgrund ihrer Radioaktivifiib lokalisierf werden: 0,03; 0,56; 
0,65; 0,71; 0,73; 0,79; 0,83 und 0,87. Dureh Vergleieh der Rf-Werte der yon uns 
hergestellten Xpfelsi~urederivate mit denjenigen in der aufgetrennten Reaktions- 
16sung, konnten drei Verbindungen zugeordnet werden (s. auch Abb. 1) : 

R~-Wert  Reaktionsprodukt 

0,65 :DL-~' pfels~ure-4-monoEthylester (VII) 
0,71 DL- .A. pfels~ure- 1-mono~thylester (V) 
0 , 8 3  Dv,-Ap~els~uredi~thylester (VI) 
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Zur weiteren Aufkl/~rung der bei der Umsetzung entstandenen Reaktionsprodukte 
warden die Vergleichssubstanzen V, ¥ I  und VII einzeln mit PKE-(Carbonyl-1aC) 
unter den besehriebenen Reaktionsbedingungen umgesetzt (Abb. 2). Aufgrund der 
Strukturformel des Diesters (VI) ist der Angriff des PKE lediglich an der freien OH- 
Gruppe unter Carb/ithoxylierung mSglich und ffihrt zum 2-Carb/~thoxy-DL-~pfel- 
s/~uredi/~thylester (II). Bei der Reaktion yon VI mit PKE-(CarbonylJaC) warde auch 
nut eine radioaktive Substanz mit dem Rf-Wert 0,87 erhalten. Bei der Umsetzung 
von D~-~pfelsi~ure-l-mono/~thylester (V) mit PKE-(Carbonyl-XaC) wurden drei 

C00C,It5 
[ 

HC--0~I S 
CH+ 
, 
COOH 

V 

C00C2tI5 
t 

tIC--OH 
I 
CH~ 
t 
C00C~It5 

VI 

Y 
C00C2Hs 

HC--O--14CO--OC2H5 
I 
CH~ 
I 
COOC2tI5 

II.I+C 

C00It 
[ 

HC--OH 
I 
CH., 
l 
C00C,H+ 

VII 

COOC2H 5 C00H 
I i 

I-IC--0--14CO--0C2H5 HC--0--14C0--0C2tt5 

CH2 Ctt2 
I I 
C00tt C00C2H5 
1-14 C IV-14 C 

Abb. 2. Nachgewiesene Reaktionsprodukte nach Umsatz der Verbindungen V--VII mit PKE- 
(Carbonyl-l~C) in w~$riger LSsung bei Raumtemperatur 

Substanzen - zwei radioaktive mi$ den Rf-Werten 0,79 and 0,87, sowie eine nicht- 
aktive mit dem Rf-Wert 0,83 - gefunden. Bei den Verbindungen mit den Rf-Wer~en 
0,83 und 0,87 handelt es s i c h -  wie bereits gezeigt - u m  die Substanzen VI und II. 
Die Tatsache, dab auch die nicht radioaktive Verbindung VI gefunden wird, beweist 
die Esterbildung durch PKE. Die Verblndung mit dem R~-Wert 0,79 kann danach 
nur noch 2-Carb/~thoxy-DL-/£pfels/iure-l-mono/~thylester (I) sein, da dcr Angriff des 
PKE auf die OH-Gruppe in 2-Stellung des 1-Monoesters als einzige Reaktions- 
mSglichkeit verbleibt (Abb. 2). 

Die analoge Umsetzung des DL-~pfels/~ure-4-mono/ithylesters (VII) mit PKE- 
(Carbonyl-14C) lieferte nach der chromatographischen Auftrennung ebenfalls drei 
Reaktionsprodukte mit den Rf-Werten 0,73, 0,83 und 0,87, yon denen zwei radio- 
aktiv waren. Wie schon beim 1-Monoester warden wieder die Verbindungen VI and II  
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gebfldet. Die radioaktive Substanz mit dem R~-Wert 0,73 wurde dem 2-Carb/~thoxy- 
DL-/£pfels£ure-4-mono/ithylester (IV) zugeordnet. 

Beim Umsatz der 1- und 4-Monoester der D~.-~pfels/~ure mit PKE-(Xthyl-I-~aC) 
wurden unter den gleichen Versuehsbedingungen jewefls drei radioaktive Verbindun- 
gen mit den bereits besehriebenen R~-Werten erhalten. 

Aufgrund der noch verbliebenen ReaktionsmSgliehkeiten yon PKE mi~ 
~L-J~pfels/~ure (Abb. 1) kann die Verbindung mit dem R,-Wert 0,56 nur noeh der 
2-Carb~thoxy-Dr~-/ipfelsiiure (III) entsprechen. Auf dem Chromatogramm wurde flit 
diese Substanz nut eine S/~ure- und keine Esterreaktion festgestellt. 

Die gemessene ~aC-Aktivit/~t beim R~-Wert 0,03 ist haupts/~chlieh earb/~thoxylier- 
ten Na-Salzen der DL-Jipfels/~ure zuzuschreiben. I-I6herkondensierte carb/~thoxylierte 
und veresterte D~,-~pfels/~urederivate sowie deren Na-Salze k6nnen jedoch ebenfalls 
vorhanden sein [19]. Die Bfldung yon Fumar- oder Maleins/iure sowie deren Ester 
dureh Wasserabspaltung aus DL-Xpfels/~ure [20] wurde bei den gew/ihlten Versuehs- 
bedingungen dureh ehromatographischen Vergleich ausgeschlossen. 

Tabelle 1. Prozentuale l~C-AktivitJitsverteilung nach der Reaktion von 30% iger wiifiriger ])L-Ap/el- 
sgurel6sung mit PKE-(Carbonyl-~*C) und PKE-(Athyl-I-x*C) bei den pH-Werten 1,6 und 3,6 
(ca. 22 ° C). RA ~ ~aC-Aktivitdtsanteile der Umsetzungsprodukte bezogen au/ die ~C-Restaktivitdit 
bei Beaktionsende, CA = 14C-Aktivitditsanteile der Umsetzungsprodukte bezogen au] die ~tC-Gesamt- 

aktivitdit des Chromatogramms 

Umsetzungsprodukte 

Startfleck 
Na-Salze der DL-Xpfels~ure 
2-Carb~thoxy-DL-~pfels~ure 
(H1.). 
DL-Apfels~ure-4- 
mon..~thylester (VII) 
DL-Apfels~ure-1- 
mono~thylester (V) 
2-Carb~thoxy-DL-~pfels~ure- 
4-mono~thylester (IV) 
2-Carb~thoxy-DT.-~pfels~ure- 
1-mgno~thylester (I) 
~)L-Apfels~uredi~thylester 
(VI) 
2-Carb~hoxy-DL-~pfels/iure- 
di~thylester (II) 
Summe der EinzelaktivR~ten 

PKE-(AthyI-I-~4C) PKE-(Carbonyl-~'C) 
pH 3,6 pH 3,6 pH 1,6 

R f- CA RA CA RA CA RA 

Werte °/o °/o °/o °/o °f o °/o 

0 . . . .  2,9 0,14 
0,03 5,6 0,21 35,9 0,17 - -  - -  
0,56 1,7 0,07 15,5 0,07 68,6 3,33 

0,65 3,4 0,13 . . . .  

0,71 72,8 2,84 . . . .  

0,73 7,7 0,30 31,3 0,15 17,4 0,84 

0,79 2,4 0.09 . . . .  

0,83 1,5 0,06 . . . .  

0,87 2,9 0,11 13,1 0,06 3,7 0,18 

98,0 3,81 95,8 0,45 92,6 4,49 

Menge und Art der gebfldeten Reaktionsprodukte naeh der Umsetzung yon PKE- 
(Carbonyl-14C) mit wi~l~riger DL-Apfelsi~urel6sung bei zwei pH-Werten gehen aus 
T~b. 1 hervor. Beim pH-Wer~ 3,6 sind die Hauptreaktionsprodukte mit je rund 
1/3 der 14C-Gesamtaktivitat des Chromatogramms (CA-Wert) die Natriumsalze 
earbgthoxylierter Dn-~pfels~urederivate sowie earb~thoxylierter 4-Monoester (IV). 
Als earb~thoxylierte Substanz sollte die Verbindung I bei der Umsetzung yon Dn- 
~pfelsi~ure mit PKE-(Carbonyl-14C) ebenfalls entstehen. Sie wurde zwar bei beiden 
pH-Werten auch nachgewiesen, ist jedoch in Tab. 1 nich~ aufgeffihrt worden, da 
wegen der zu geringen gemessenen Aktivitgt eine quantitative Auswertung nieht 
m6glich war. 

Bei der Umsetzung yon DL-Apfels~ure mit PKE-(Athyl-l-14C) wurde als Haupt- 
reaktionsprodukt beim pH-Wert 3,6 DL-Apfelsi~ure-l-monoi~thylester (V) mit nahezu 
73% der l~C-Gesamtaktivit~t gefunden. Die anderen sieben Reaktionsprodukte treten 
mit insgesamt 27% der 14C-Gesamtaktivitgt deutlich in den Hintergrund. 
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In der III. ~t te i lung [3] war bereits festgestellt worden, dal~ beim pH-Wert 3,6 
die ~aC-Gesamtrestaktivitat nach der Umsetzung yon 30%iger wi~l~riger DL-~pfel- 
saurelSsung mit PKE-(~thyl-l-laC) 3,90% und mit PKE-(CarbonylJ~C) 0,48% 
betragt. Bezieht man diese Werte auf die Gesamtradioaktivit~t der vergleiehbaren 
Chromatogramme, die auf 100% festgelegt wurde, dann ergeben sieh naeh Tab. 1 ffir 
die Einzelsubstanzen die ihrem prozentualen Aktivitatsanteil auf dem Chromato- 
gramm entspreehenden prozentualen Restaktivitatsanteile in der ReaktionslSsung 
(RA-Werte). Aus diesen l~A-Werten lassen sieh dann durch Multiplikation mit dam 
Faktor 2 die tatsachlich in der ReaktionslSsung vorliegenden prozentualen Mengen 
jeder Einzelsubstanz ermitteln (Tab. 2). In dieser Tab. 2, die lediglieh die Verhaltnisse 
bei der Reaktion mit PKE-(~thyl-I-~aC) wiedergibt, sind die in der Summe der 
Einzelaktivitaten noeh fehlenden 2% (ffir die CA-Werte), bzw. 0,09% (fiir die l~A- 
~Verte) als ,,fibrige l~C-markierte Produkte" aufgefiihrt. 

Tabelle 2. Prozentuale ~i~clcstandsmengen nach der Rea]ction yon D~.-A'p]elsSure mit PKE beim 
pH-Weft 3,6 und Raumtemperatur 

Substanz Riickstandsmenge 
(auf 100% eingesetzten 
PKE bezogen) % 

Carb~thoxylierte oder veresterte l~a-Salze der ])L-Apfels~ure 
2-Ca..rb~thoxy-DL-~pfels~ure (III) 
])L-Apfels~ure-4-mono~thylester (VII) 
DL-Apfels~ure- 1-mono~ithylester (V) 
2 -Carb~thoxy-~-~pfels~ure-4-mono~thylester (IV) 
2-Carb~thoxy-DL-~pfels~ure- 1-mono~thylester (I) 
D~-Apfels~uredii~thylester (VI) 
2:C~rb~thoxy-D~-~pfels~uredi~thylester (II) 
Ubrige ~aC-markierte Produkte 
Gesamtrfickstandsmenge 

0,42 
0,14 
0,26 
5,68 
0,60 
0,18 
0,12 
0,22 
0,18 
7,80 

Aus der Theorie fiber die Verteilung der 14C-Atome in den besehriebenen Reak- 
tionsprodukten muB bei aussohlieBlieh oarbgthoxylierten Derivaten die l~C-Rest- 
aktivitgt naeh der Umsetzung mit den untersehiedlieh markierten PKE-Prgparaten 
gleieh sein, wenn die sonstigen Reaktionsbedingungen gleieh sind. Ffir 2-Carbgthoxy- 
DL-gpfelsgure (III) wurden auoh in beiden Fgllen RA-Werte yon 0,07% ermittelt. 
Dies kann aueh als weiterer ]~eweis angesehen werden, dab diese Verbindung keine 
Estergruppierung enthi~lt. Reaktionsprodukte, die sowohl eine Ester- als aueh eine 
Carbgthoxygruppe im Molekiil enthalten, mfissen gegenfiber der Umsetzung mit 
PKE-(Oarbonyl-14C) bei der Reaktion yon DL-J~pfelsgure mit PKE-(~thyl-l-14C) um 
den Faktor 2 hShere l~A-Werte aufweisen. Diese ~berlegungen wurden aueh bei den 
Verbindungen II  und IV bestgtig~ (Tab. 1). 

Die Wahrseheinliehkeit, dab in der Verbindung II  (2-Carbgthoxy-])L-iipfelsgure- 
digthylester) beide ~thylgruppen gleiehzeitig radioaktiv markiert warden, ist pro- 
portional dem Quadrat der Konzentration der 14C-Atome im PKE und daher sehr 
gering. Wenn beispielsweise jedes 100. Kohlenstoffatom radioaktiv ist, dann kommen 
auf 10 ~ an einer J~thylgrnppe markierte Molekfile nur ein an beiden ~thylgruppen 
markiertes Molekfil. Das gerhgltnis 1 : 2 der RA-Werte bleibt also bei beiden Reak- 
tionen gewahrt. 

Naeh diesen ~berlegungen sollte ffir die Substanz I der l~A-Wert naeh der Um- 
setzung mit PKE-(Carbonyl-l~C) etwa 0,045% sein. HShere spez. Aktivitgten des 
PKE-(Carbonyl-mC) wgren erforderlich gewesen, um diesen Wart noeh quantitativ 
erfassen zu kSnnen. 

Ffir die Reaktion der DL-~pfelsgure mit PKE-(Carbonyl-14C) wurde beim pH- 
Wart 1,6 eine 1%estaktivi~gt yon 4,84% und damit eine l~fiekstandsmenge yon 9,68% 
gefunden. Diese ist also um das Zehnfache gr6i]er als beim pH-Wert 3,6. Da bei diesem 
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pH-Wer~ keine Na+-Ionen in der Reaktionsl6sung vorhanden waren, wurde diese 
Reaktion als Vergleiehsmodell herangezogen. Als I-Iauptreaktionsprodukt wird mit  
rund ~/a der laC-Gesamtaktivit/it die Substanz I I I  (2-Carb~thoxy-DL-/ipfels/iure) 
gebildet. 

Diskussion der ]~rgebnisse 

Die bier vorgelegten Ergebnisse machen deutlieh, dag sieh nicht nur die Menge 
der Reaktionsprodukte yon P K E  mit  DL-~pfels~iure bei ]4mderung des pH-Wertes  
yon 3,6 auf  1,6 um eine GrSBenordnung erhSht. Es versehieben sieh auBerdem die 
lorozentuMen Anteile der einzelnen Reaktionsprodukte an der Gesamtriickstands- 
menge ganz erheblieh. Wenn schon bei der DL-]~pfelsi~ure mindestens 7 Derivate 
gebildet werden k6nnen, dann ist z. B. ffir ein Fruchtsaftgetrank naeh einer P K E -  
Behandlung kaum vorherzusagen, welche Inhaltsstoffe mit  P K E  bevorzugt reagieren 
und mig welchem Anteil sie an der Gesamtrfickstandsmenge beteiligt sind. Wegen 
der mSgliehen organoleptisehen Beeinflussung PKE-behandel ter  Getr~inke ersehein~ 
uns der hohe Anteil veresterter Reaktionsprodukte der DL-]4pfels/~ure yon besonderem 
Interesse. 

Da nach unseren frfiheren Untersuchungen [3] in einem weiten Bereich eine 
lineare Abhiingigkeit der Gesamtrfickstandsmenge sowohl yon der ]41ofelsi~ure- 
konzentration als auch yon der PKE-Konzentra t ion  besteht, kSnnen zumindest ffir 
]4pfelsiiurekonzentrationen bis zu 30% die bestimmten Konzentrationen ent- 
sprechenden Gesamtrfickstandsmengen beim pH-Wert  3,6 errechnet werden. So 
betri~gt z. ]3. die Rfiekstandsmenge naeh Reaktion yon 5%iger  w~Briger DL-Alofel- 
si~urelSsung mit  0,1% P K E  13 mg/kg DL-]4pfelsgurel6sung. Davon entfallen 1,6 mg/kg 
auf carb/~thoxylierte und 11,4 mg/kg auf veresterte DL-J~pfelsi~urederivate. Grundlage 
ffir diese Berechnung ist der Wert  von 1,3% fiir die Gesamtrfiekstandsmenge in einer 
5% igen ]4pfelsi~urelSsung, d. h. 1/6 des Wertes yon 7,80% ffir eine 30%ige ]4pfels£ure- 
15sung. 

Versti~ndlicherweise li~Bt sieh diese Rechenmethode dann nicht anwenden, wenn 
die ~pfels/~ure z. B. in einem Getr~nk noeh von zahlreichen weiteren Bestandteilen 
des Lebensmittels begleitet ist. 

Unsere in dieser und den vorangegangenen ~it tei lungen beschriebenen Unter-  
suehungen fiber die beim pI-I-Wer~ 3,6 ablaufenden Reaktionen des P K E  mit  Bestand- 
teilen yon Lebensmitteln hat ten jedoch vor allem zum Ziel, die Kenntnisse fiber die 
in einem ausgew/~hlten Modell-Lebensmittel mit  P K E  stattfindenden chemischen 
Umsetzungen zu erweitern. Wir haben Apfelmark mit einem pH-Wert  3,6 als lVIodell 
fiir solehe Untersuchungen eingesetzt. ~ b e r  die Ergebnisse dieser Arbeiten soll in der 
folgenden Mitteilung berichtet werden. 
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Eingegangen am 16. Juli 1971 

Oximes as Artificial Sweeteners 
Summary. Contrary to the literature sweet anisaldoxime and perillartine possess the (E)-con- 

figurations. Searching for substances of similar structure we found the sweet 1-Cyclopentene- 
aldoxime VIII  and 1-Cyclohexene-aldoxime IX. 

Zusammen/assung. Im Gegensatz zu Literaturangaben ist dem sfiB schmeckenden Anisaldoxim 
und dem Perilla-aldoxim die (E)-Konfiguration zuzuordnen. Die Suche nach Verbindungen ~ihn- 
licher Struktur fiihrte zum 1-Cyclopenten-aldoxim VIII  und zum 1-Cyclohexen-aldoxim IX. 

Einleitung 
Kfirzlich untersuehten Shallenberger u. Aeree [2] den Zusammenhang zwischen Molekfil- 

struktur und sfiBem Geschmack, wonach in vielen organischen Molekfilen eine Grundeinheit auf- 
zufinden ist, die ffir dieses Verhalten verantwortlich gemacht werden kSnnte: n~imlich ein AH-B- 
System, in dem H ein acider Wasserstoff und B ein elektronegatives Zentrum ist. Der Abstand 
beider liegt bei etwa 3 -~. 

Eigene Versuehe 
Wi~hrend die obige Hypothese  bei vielen 1V[olekiilen, wie z . B .  bei Zuckern, 

Aminosiiuren und  beim Saccharin sowie Cyelamat,  zutrifft, ist sie beim ebenfalls 
dor t  genannten Anisaldoxim I nieht  haltb~r [3]. Wir  synthetisierten niimlieh das 
Oxim-Gemisch, t rennten es durch pri~parative Dfinnschiehtchromatographie (DC) 
in beide Isomere auf  and  anterzogen die DC einheitlichen Formen  einer sensorischen 
Prfifung. Es ergab sieh dabei, dab nicht  das der obigen Theorie gehorchende (Z)- 
A/doxim, sondern das (E)-Aldoxim sfiI3 schmeckt.  Das gleiche Verhalten zeigt 
fibrigens auch (E)-p-Me$hylbenzaldoxim (II), das (E)-p-Isopropyl-Produkt  ( I I I )  
kann  man  hingegen nicht  mehr  als sfil~ schmeckend bezeichnen. 

t t  t t  I-I 
I I I 

/~// +NH~0I-I ) /~ ~/ / ~  O, 

1% R R H 

I:  R = OCH, (E) (Z) 
I I :  R = CH3 
III: R = CH(CH~)2 

* Nach einem am 6. 2. 1971 in Frankfurt a. iVY. gehaltenen Vortrag. 
** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesbcrg, danken wit herzlich fiir die 

groBzfigige Unterstiitzung dieser Arbeiten. 


