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o-Diphenols, protocatechuic acid, pyrocatechols, muconic acids

The preparation of substituted cis,cis-muconic acids by oxidative ring scission of simple o-di-

phenols with peracetic acid is investigated.

Scission of pyrocatechol (1) to cis,cis-muconic acid (2) gives optimal yields, if acetic acid or
ethyl acetate is used as solvent and if the solution is 15—20% with respect to sulfuric acid free
peracetic acid comprising a one molar excess of oxidant.

Under similar conditions, 3-tosylamino-pyrocatechol yields with peracetic acid the hitherto
unknown a-tosylamino-cis,cis-muconic caid (18). 18 may be converted to a-tosylamino-trans,trans-
muconic acid (19) by means of iodine, UV light or heating.

From protocatechuic acid (4) under similar conditions not f-carboxy-cis,cis-muconic acid (5)
is obtained, but rather f-carboxy-mucono-lactone (6b, y-carboxymethyl-f-carboxy-Aae-butenolide).
As yet, this lactone has been accessible only from an isomer of f-carboxy-cis,cis-muconic acid, the
latter being obtainable by enzymatic scission of protocatechuic acid (4).

Steric effects are responsible for both, the formation of the free cis,cis-muconic acids 2 and 18
from pyrocatechol (1) and a-tosylamino-pyrocatechol, and the formation of the y-lactone 6b
instead of f-carboxy-cis,cis-muconic acid by scission of protocatechuic acid (4).

The time course of the reactions shows that — compared to pyrocatechol (1) — a 3-tosylamino-
group enhances the peracetic acid scission, whereas a 4-carboxygroup as in 4 slows it down.

Einleitung

Mikroorganismen und Sdugetiere verfiigen iiber
Enzymsysteme, mit deren Hilfe sie synthetische,
aber auch natiirlich vorkommende Aromaten meta-
bolisieren kénnen!: 2. Im Zusammenhang mit dem
Problem des Umweltschutzes ist die detaillierte
Kenntnis derartiger Stoffwechselprozesse besonders
aktuell, da sie einersiets zu ungiftigen Abbau- und
Ausscheidungsprodukten, andererseits aber auch
zu akut toxischen oder carcinogenen Substan-
zen ? fithren konnen. So spalten beispielsweise Oxy-
genasen, die in gewissen Bakterien und niederen
Pilzen enthalten sind, aromatische Ringe zu Deriva-
ten der Muconsiure, die durch intramolekulare
Reaktion leicht Lactone bilden. Bezogen auf den
Menschen kommen diese potentiell als Carcinogene *
exogenen (wie z.B. Patulin oder Aflatoxine) oder

* 1. Mitt.: E. Hecker u. G. Nowoczek, Z. Naturforsch. 21 b,
153 [1966].

endogenen Ursprungs (wie z.B. Secolactone von
Steroiden) in Betracht.

Bei Versuchen mit aromatischen Kohlenwasser-
stoffen, Phenolen und Benzoesiure als Bodeninsek-
tiziden wurde gefunden, dafl Bodenbakterien, z.B.
Coccaceae, Bacteriaceae, Pseudomonas u.a. diese
Aromaten als einzige Kohlenstoffquelle benutzen
kénnen. In Kulturmedien von Pseudomonas-Arten,
die Benzol als Kohlenstoffquelle verwerten, wurde
Brenzcatechin (1) als Stoffwechselprodukt nachge-
wiesen; Phenol wurde dabei als Zwischenprodukt
ausgeschlossen®. An zellfreien Extrakten aus
Pseudomonas fluoreszens wurde gezeigt, daf} Brenz-
catechin oxydativ zu cis,cis-Muconsdure (2) gespal-
ten wird% 7. Eine Oxygenase aus Pseudomonas
fluoreszens bzw. Pseudomonas putida ist in der
Lage, Protocatechusidure (4) zu [-Carboxy-cis,cis-
muconsédure (5) zu spalten 8710, 5 bildet mit einem
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lactonisierenden Enzym aus Pseudomonas putida
y-Carboxymuconolacton (6a) 1% Nach Adaption
von Neurospora crassa an Protocatechusdure wurde
aus zellfreien Extrakten des Schimmelpilzes das
p-Carboxy-muconolacton (6b) isoliert!!. In prin-
zipiell dhnlicher Weise bilden auf Lebens- und Fut-
termitteln haufig vorkommende Pilze wie Penicil-
lium patulum aus 6-Methyl-salicylsdure (7) iiber
Gentisinaldehyd (8) das carcinogene Lacton Patulin
(9). Fiir Steroide vom Typus des Progesterons
und des 3.4-Dihydroxy-9.10-seco-androsta-en-(4)-
dions-(3.17) 13 sind ebenfalls mikrobielle Ringspal-
tungen, teilweise unter Bildung von Lactonvorstu-
fen 12 bekannt.

Auch bei Sidugetieren kennt man Derivate der
Muconséure als Stoffwechselprodukte von Aromaten.
Bereits Jaffe konnte durch Verfiittern von Benzol an
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Hunde und Kaninchen aus deren Harn trans,trans-
Muconsédure (3) isolieren!®. In spateren Unter-
suchungen konnte cis,cis-Muconsdure (2) als Vor-
stufe der stabileren trans,trans-Form 3 wahrschein-
lich gewacht werden ! 16, Die lange Zeit lediglich
vermutete > %17 Bildung von Brenzcatechin (1) im
Séugerorganismus ist inzwischen nachgewiesen ! und
kann als Vorstufe der Muconsdurespaltung ange-
nommen werden. Auch das Auftreten des Brenzcate-
chinderivats 2-Hydroxyéstron (11) im Ostrogen-
stoffwechsel (z.B. 10) der Leber ist zweifelsfrei
sichergestellt 18 19, Als weiterer Schritt des oxydati-
ven Abbaus von 11 kommt die Ringspaltung zu
einem cis,cis-Muconsiure-derivat (12) in Betracht 20.

Um die Bildung von Metaboliten vom Typ der
Muconsédure aus radioaktiven Vorstufen nachweisen
und sie auf carcinogene Wirkung priifen zu kén-
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nen, ist es erforderlich, sie auf chemischem Wege
darzustellen. Im folgenden wird iiber Versuche zur
Spaltung einfacher Brenzcatechine mit Peressigsdure
zu Derivaten der cis,cis-Muconsiure berichtet.

Peressigsaurespaltung von Brenzcatechin

Das aromatische System des unsubstituierten Ben-
zols ist gegen oxydative Angriffe recht stabil. Ring-
6ffnungen mit chemischen Methoden konnten des-
halb meist nur unter Zerstorung des Kohlenstoff-
geriistes erreicht werden.

So liefert die Ozonspaltung von Benzol drei Mol
Glyoxal 2!, ohne dafl ungesittigte Zwischenstufen
der Reaktion fallbar wéren. Interessanter ist die
Spaltung mit Chlorsiure 22, die, ebenso wie die kata-
lytische Oxydation mit Luftsauerstoff an Vanadium-
oxyd 2%, zu Maleinsdure fiihrt. Spaltprodukte, bei
denen alle sechs C-Atome des Benzols noch erhalten
sind, konnten im Reagenzglasversuch nach der Ein-
wirkung von Neutronen 2* und von Milas’-Reagenz
(H,0,/0s0,) # in geringer Menge nachgewiesen
werden.

Einer definierten oxydativen Spaltung leichter zu-
ginglich als Benzol sind Phenole und Phenolather,
Naphthalin und o-Chinone unter der Einwirkung
organischer Persduren (Tab. I).
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Am besten untersucht ist die Oxydation von Phe-
nol mit Peressigsdure zu cis,cis-Muconsédure 26728,
Phenol wird dabei zu Brenzcatechin (1) hydroxy-
liert und dieses zu o-Benzochinon dehydriert, das
unter Ausbildung von zwei Carboxylgruppen zu
cis,cis-Muconsdure (2) gespalten wird. Diesem
Reaktionsablauf entsprechend, kann mit Brenzcate-
chinabkommlingen als Ausgangsmaterial eine bes-
sere Ausbeute an Muconsdure-derivaten erwartet
werden als von Phenolen (Tab.I). Wegen ihrer
Instabilitdt kommen o-Chinone der Benzolreihe als
Ausgangsmaterial fiir die Spaltung weniger in Be-
tracht. — Zur Spaltung von Phenolen ist bisher nur
Peressigsdure herangezogen worden (vgl. Tab.I),
wihrend Phenoldther und o-Chinone auch mit Per-
benzoesdure und Perphthalsidure gespalten wurden.
Perameisenséure ist zur Ring6finung noch nicht ver-
wendet worden und bei Ansétzen mit Peroxytrifluor-
essigsdure wurden die Spaltprodukte nicht iso-
liert 3031, Dem Losungsmittel und der Konzentra-
tion der Persdaure kommt fiir Ausbeute und Verlauf
der Ringspaltung erhebliche Bedeutung zu.

Behandelte man Brenzcatechin (1) mit kiduflicher
15-proz. Peressigsdure, so konnte cis,cis-Mucon-
sdure (2) zundchst nur in Spuren gefunden wer-
den. Wird die kédufliche Peressigsaure durch Destil-

lation von zugesetzter Schwefelsdure befreit, so ver-

Tab. I. Ringofinungsreaktionen mit organischen Persduren bei Phenolen, o-Diphenolen, Phenoldthern und o-Chinonen.

Aus-
Persdure eingesetzte Substanz Losungsmittel Reaktionsprodukt beute Lit.
0/
/0
Peressigsiure Phenol Eisessig Muconsiure 35 26
p-Kresol Eisessig f-Methylmuconsiure 6 29
Brenzcatechin Eisessig Muconsiure 70 32
Homobrenzcatechin Eisessig f-Methylmuconséure 4 29
o-Cumarséure Eisessig Muconséure 5 33
Naphthalin Eisessig o-Carboxyzimtsiure 33 34
p-Naphthol Eisessig o-Carboxyzimtsiure 70 35
Nerolin Eisessig o-Carboxyzimtséure 40 36
Nerolin Methanol o-Carboxyzimtsdure- 30 36
methylester
o-Benzochinon Eisessig Muconsiure — 21
1-Methyl-phenanthren-  Eisessig 3-Methyl-diphenyl-
o-chinon 2.2’-dicarbonsiure — 38
1.2.5.6-Dibenz- Eisessig/Tetra- 2-Phenyl-phenantron-
3.4-anthrachinon chlordthan 3.2’-dicarbonséure 67 39
Perbenzoesiure Veratrol Chloroform Muconsduredimethylester 1 40
Nerolin Benzol o-Carboxyzimtsiure 2 36
o-Carboxyzimtsiduremethylester 31 36
B-Naphtochinon Chloroform o-Carboxyzimtsdureanhydrid 22 4a
Perphthalsdure Tetrabrom-o-chinon Ather Tribrom-muconolacton 31 a
Tetrachlor-o-chinon Ather Tetrachlormuconsiure 30 42
. Trichlormuconolacton 42 42
4-Methyl-o-chinon Ather B-Methylmuconsdureanhydrid 61 29
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laufen die Spaltungsversuche an Brenzcatechin er-
wartungsgemill: Nach Versetzen des Ansatzes mit
der berechneten Menge Peressigsiure von 4 °C firbt
sich die Reaktionslosung in wenigen Minuten inten-
siv dunkelrot. Die Rotfiarbung des Ansatzes geht im
Verlauf von einigen Tagen auf hellgelb zuriick,
wiahrend sich cis,cis-Muconsaure abscheidet.

Anisol und Guajakol reagieren mit 15-proz. Per-
essigsiure in methanolischer Lésung nicht zum
cis,cis-Muconsdurehalbester wie in Analogie zur
Oxydation von Nerolin in Methanol (Tab. I) zu er-
warten war. Dagegen wird Guajakol in Essigester
von 15-proz. Peressigsdure unter Bildung einer ge-
ringen Menge freier Muconsiure oxydiert. In Eis-
essig als Losungsmittel konnten aus Anisol 1—2%
und aus Guajakol bis zu 11% d. Th. an freier Mu-
consdure erhalten werden. Danach verlauft die Per-
essigsdurespaltung von Anisol und Guajakol am
besten in Eisessig, allerdings zur {freien cis,cis-
Muconséure und nicht zu deren Halbester.

Der Einflul von Menge und Konzentration der
Peressigsdure sowie des Losungsmittels auf die
Spaltung von Brenzcatechin und Gujakol zu cis,cis-
Muconsdure ist in Tab. I wiedergegeben. Brenz-

Tab. II. Die Ausbeute an cis,cis-Muconsdure (2) in Abhéan-

gigkeit von Konzentration und Menge der Peressigsdure im

Ansatz. Alle Angaben in Prozent. Die Ausbeuten wurden

durch Wigung des unmittelbar aus den Ansdtzen kristallisie-
render 2 bestimmt.

Losungs-  Konzentr. Molarer Ausb.v.  Ausb. v.
mittel Peressig-  Uber- Brenzeat. Guajak.
sdure schull
Eis- 10 100 49 6
essig 0 14 7
10 26 8
15 50 39 11
100 49 9
20 100 44 7
Essig- 15 50 50
ester 100 55 2—-3
20 50 37
100 44

catechin liefert gute Ausbeuten, wenn mit einer Kon-
zentration von 10 —20% Peressigsdure im Ansatz
und mit einem doppelt molaren Uberschufl gearbei-
tet wird. Mit 10-proz. Peressigsidure setzt die Reak-
tion beim Brenzcatechin langsamer ein, wéhrend
bei mehr als 20% das Reaktionsprodukt peroxid-
haltig wird.

Zur Unterdriickung des Peroxydgehaltes des
Reaktionsproduktes und zur Steigerung der Aus-
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beute an cis,cis-Muconsdure empfehlen Wacek und
Fiedler 32 einen Zusatz von Cobalt-III-acetat. Bei
eigenen Versuchen erwies sich aber die Zugabe von
Cobaltacetat als nicht vorteilhaft, da aus Brenzcate-
chin, Guajakol und Anisol nur sehr stark braun-
gefirbte Reaktionsprodukte, aus Phenol eine ocker-
farbene, in Wasser und organischen Losungsmitteln
fast unlosliche Substanz entstanden. Muconsdure
konnte aus solchen Ansitzen in keinem Fall isoliert
werden.

Einige physikalische Eigenschaften der dargestell-
ten cis,cis-Muconsédure (2) im Vergleich zu den bei-
den anderen geometrisch Isomeren sind in Tab. III

Tab. III. Schmelzpunkte und UV-Absorption in Pufferlésung
pH 7 fiir die drei geometrisch isomeren Muconsduren (vgl.

auch 1. c. 43).
Schmp. lmax Emax
[°C] [nm]
cis-cis-Muconsdure (2) 187 257 17 300
cis-trans-Muconsiure 190—1 260 19700
trans-trans-Muconsdure (3) 305 263 26 100

wiedergegeben. Die Fahigkeit der Isomeren zur Lac-
tonbildung ist verschieden stark ausgebildet. So
lactonisiert trans,trans-Muconsdure (3) auch unter
recht drastischen Bedingungen nicht. Auch cis,cis-
Muconsaure (2) ist bei Raumtemperatur und in
festem Zustand stabil. Erst bei Eintragen von cis,cis-
und auch von cis,trans-Muconsidure in starke Sauren
oder bei deren trockenem Erhitzen bilden sich y-Lac-
tone 26. Bei dieser Lactonisierung wird in iiberwie-
gender Menge D,L-y-Carboxymethyl-4°-butenolid
(14) erhalten, daneben auch wenig des Enollactons
y-Carboxymethylen-butanolid (17) und d saBis-
lacton (15). Das Enollacton 16 oder d-Lactone z. B.
13 wurden nicht gefunden. 16 entsteht aber auf
enzymatischem Wege aus cis,cis-Muconsdure 10 (vgl.
unten).

Peressigsaurespaltung von 2-Acylamino-
phenolen und -brenzcatechinen

Um den Einflu} eines elektronenliefernden Sub-
stituenten auf die Muconsédurespaltung kennen-
zulernen, wurde die Einwirkung von 15-proz. Per-
essigsiure in 100-proz. UberschuB auf 2-Acylamino-
phenole bzw. -brenzcatechine untersucht.

Die Reaktion von 2-Acetamino-phenol mit Per-
essigsdure fithrte — &hnlich wie fiir 0-Aminophenol
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bekannt — zu o-Nitrophenol. Dagegen konnten aus
Ansitzen von 2-Tosylamino-phenol geringe Mengen
von cis,cis-Muconsidure erhalten werden. Danach
setzt die Spaltung des 2-Tosylamino-phenols zwi-
schen Tosylamino- und Hydroxylgruppe unter Eli-
minierung der ersteren ein. Auch Guajakol wurde bei
ahnlichen Bedingungen unter Verlust der o-Methyl-
gruppe zu cis,cis-Muconsiure gespalten (Tab. IT). Ein
weiterer Analogiefall ist die Spaltung von o-Cumar-
sdure 33, die nicht zu f-Muconylacrylsdure, sondern
ebenfalls zur cis,cis-Muconsdure fithrt (Tab.I). Die
Tatsache, dal auch C — C-Bindungen bei der Ring-
sprengung mit Persduren gespalten werden, 1af3t ver-
muten, dafl der Verlust von Substituenten im Zu-
sammenhang mit dem Mechanismus der Reaktion
steht (vgl. unten).

Versetzt man die Losung von 3-Tosylaminobrenz-
catechin in der berechneten Menge Eisessig bei 5 —
10 °C mit Peressigsiure, so fiarbt sich die Losung so-
fort tiefrot. Sie erwédrmt sich und muf} zur MaBigung
der Reaktion gekiihlt werden. Innerhalb von zwei
Tagen hellt sich die Losung auf, und das Reaktions-
produkt scheidet sich ab. Das gereinigte Produkt
schmilzt bei 182 °C unter Zersetzung. Seine poten-
tiometrische Titration in Athanol ergibt die fiir eine
Dicarbonsidure zu erwartende Titrationskurve und
damit das Molekulargewicht. UV- und IR-Spektren
des isolierten Produkts stehen mit der Konstitution
der bisher unbekannten a-Tosylamino-muconsiduren
(18 —21) in Einklang.

Wie der Vergleich mit den UV-Spektren des
Tosylanilids und des 3-Tosylamino-brenzcatechins
(Abb. 1) zeigt, ist das kurzwellige Maximum im
Spektrum des Reaktionsprodukts bei 226 nm dem
Tosylaminorest zuzuschreiben. Das langwellige Ma-
ximum bei 305 nm ist, verglichen mit der cis,cis-
Muconsidure (Abb.1), um 45 nm nach Rot verscho-
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Abb. 1. UV-Spektren der a-Tosylamino-cis,cis-muconsdure
(18, ), a-Tosylamino-trans,trans-muconsiure (21, - --)
und cis,cis-Muconsédure (2, ), in Pufferlésung pH 7.

ben, wahrscheinlich verursacht durch die Enamin-
Gruppierung, die in Wechselwirkung mit den Dop-
pelbindungen treten kann.

Im IR-Spekirum der a-Tosylamino-muconséure
(Abb. 2) liegt die N — H-Valenzschwingung bei
3,0 « und die a,B-ungesittigte Carboxylgruppe bei
5,89 u. Die Valenzschwingung der kunjugierten
C = C-Doppelbindung tritt bei 6,20 x auf. Die inten-
siven Banden bei 8,70 x sind wahrscheinlich der
symmetrischen SO,-Schwingung zuzuordnen.

Fir die a-Tosylamino-muconsédure sind vier ver-
schiedene geometrische Isomere moglich, ndmlich je
eine cis,cis- und eine frans,irans-Form sowie zwei
cis,trans-Formen (vgl. Formelschema, 18 —21).

Unter den cis,cis-Isomeren soll im folgenden die
Verbindung verstanden werden, die durch Persédure-
spaltung aus 3-Tosylamino-brenzcatechin unter Er-
halt der cis,cis-Konfiguration der Doppelbindungen
entsteht. Es ist dadurch ausgezeichnet, daf} alle
H-Atome und die Tosylamino-Gruppe auf derselben
Seite des Molekiils stehen (18). Von der so defi-
nierten a-Tosylamino-cis,cis-muconsdure werden die
anderen Isomeren (19 —21) sinngemil abgeleitet.
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Abb. 2. IR-Spektrum der a-Tosylamino-cis,cis-muconsiure (18) (in Kaliumbromid.)
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Aufschliisse iiber die Stereochemie der dargestell-
ten a-Tosylamino-muconséure gibt zunidchst das IR-
Spektrum der Verbindung (Abb. 2). Das bekannte
Spektrum der trans,irans-Muconsédure (3) zeigt bei
9,8 u eine scharfe und zwischen 10,50 x und 10,75 u
eine breite, aufgespaltene Bande, die der Deforma-
tionsschwingung der H-Atome an trans-Athylen-
bindungen entspricht. Dagegen fehlen entsprechende
Banden — wie zu erwarten26: 4445 _ bei cis,cis-
Muconsiure (Abb.5), aber auch bei der isolierten
Verbindung (Abb. 2). Diese Befunde sprechen fiir
cis-Konfiguration an 4* der a-Tosylamino-mucon-
sdure.

Ldlt man auf eine methanolische Losung des
isolierten Spaltprodukts UV-Licht in Gegenwart von
einer Spur Jod einwirken (vgl. 3% 3%), dann erhalt
man eine Substanz mit dem Schmelzpunkt 214 —
216 °C, deren IR-Spektrum die fiir zrans-Konfigura-
tion charakteristischen Banden 4® bei 9,8 « (schwach)
und 10,05 i (stark) aufweist (Abb. 3). Eine Ver-
bindung mit identischem IR-Spektrum erhilt man
nach dem Erwdrmen des Reaktionsproduktes in
Nitromethan. Das UV-Spektrum dieser Verbindung
(Abb. 1) unterscheidet sich aber von dem des Aus-
gangsmaterials durch eine Violettverschiebung des
langerwelligen Maximums um 30 nm.

Fiir den Ubergang von cis,cis- zu trans,trans-
Dienen wird in der Literatur bei Carotinoiden und
bei den geometrischen Isomeren der Muconsdure
eine Rotverschiebung 47, fiir andere Diene eine
Violettverschiebung angegeben 44 45,

Uber die Konfiguration an 42 kann aus den vor-
liegenden Daten keine sichere Aussage gemacht
werden. Anhaltspunkte dafiir ergeben sterische Be-
trachtungen an Kalottenmodellen.

Im Kalottenmodell von A-Methyl-cis,cis-mucon-
sdure erkennt man, daf} die ebene Anordnung so-
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wohl in der s-cis- als auch in der s-trans-Form durch
den S-Substituenten sterisch behindert ist. Entspre-
chend ist f-Methyl-muconsdure — selbst nach scho-
nender Hydrolyse ihres Anhydrids — nur als f-Me-
thyl-2-cis-4-trans-muconsdure fafibar?®. Aus Spal-
tungsansitzen von 4-Methyl-brenzcatechin mit Per-
essigsdure kann nur das sich aus f-Methyl-2-cis-4-
trans-muconsiure bildende y-Lacton (vgl. 22) ge-
faBt werden. Ahnliches gilt fiir A-Carboxy-cis,cis-
muconsiiure (vgl. unten). Im Gegensatz zu S-Me-
thyl- und p-Carboxy-cis,cis-muconséure kann sich
die ebene Anordnung der Doppelbindungen bei
cis,cts-Muconsiaure und bei a-Tosylamino-cis,cis-
muconsdure am Kalottenmodell unbehindert einstel-
len, wenn das Molekiil in der s-trans-Form vorliegt.
Damit wird nach dem oben iiber die Latonisierungs-
tendenz Gesagten verstiandlich, daBl aus den Oxyda-
tionsansitzen in beiden Fillen freie Sduren und
nicht Lactone erhalten werden.

Fiir den Fall des Brenzcatechins ist die cis,cis-
Konfiguration der isolierten Muconsédure sicherge-
stellt. Daher und wegen der sterischen Verhiltnisse
ist zu vermuten, daf} die im 3-Tosylamino-brenzcate-
chin vorgebildete cis-Konfiguration nicht nur an 44,
sondern auch an 42 des Spaltproduktes erhalten ge-
blieben ist. Es handelt sich daher sehr wahrschein-
lich um die a-Tosylamino-cis,cis-muconsdure (18),
die sich bei Belichtung in Gegenwart von Jod oder
durch Erhitzen in Nitromethan in die stabilere
a-Tosylamino-trans,trans-muconsdure  (21)  oder
einer der beiden cis,trans-Isomeren 19 bzw. 20 um-
lagert.

Durch Erhitzen einer Losung von 18 in Gegen-
wart von Wasser wird eine Substanz erhalten, die
mit Hydroxylamin keine Lactonreaktion gibt. Da
seine quantitative Trocknung unter Verlust von
1 Mol Wasser zu dem trans,trans-Isomeren fiihrt,

Abb. 3. IR-Spektrum der a-Tosylamino-trans,trans-muconsdure (21) (in Kaliumbromid).
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das auch durch lichtkatalysierte Umlagerung erhal-
ten wird, ist anzunehmen, dal} es sich um ein Hy-
drat oder ein Hydratisierungsprodukt einer a-Tosyl-
amino-muconsdure handelt.

Peressigsaurespaltung von Protocatechusaure

Protocatechusiiure (4) reagiert mit Peressigsdure
wesentlich langsamer als Brenzcatechin (1). Ansitze
in Eisessig oder Essigester mit 15-proz. Peressig-
siure im Uberschuf} firben sich auch bei Raumtem-
peratur nur gelb. Als Reaktionsprodukt laft sich
papierchromatographisch eine Sidure nachweisen,
die langsamer als Protocetechusdure wandert und
mit Eisen- (I1I)-chlorid keine Farbreaktion gibt. Die
praparative Trennung des Reaktionsprodukts von
unveranderter Protocatechusdure gelingt durch
Chromatographie auf einer Perlonsdule und liefert
eine Verbindung, die bei 180-—181 °C schmilzt.
Die isolierte Verbindung gibt mit Hydroxylamin
die fiir Lactone charakteristische Hydroxamséiure-
reaktion mit Eisen-(III)-chlorid. Die rasche Titra-
tion mit Alkali gegen Phenolphthalein ergibt ein
Aquivalentgewicht von 92,2 und die potentiometri-
sche Titration weist auf das Vorhandensein von
zwei freien Carboxylgruppen hin. Eine Losung in
Wasser entfarbt Kaliumpermanganat sofort. Danach
muf} ein Lacton der S-Carboxy-muconsdure vorlie-
gen, wie auch die Analyse und die spektralen Daten
ausweisen.

Die Substanz zeigt ein UV-Absorptionsmaximum
bei 216 nm (Tab.IV). Im IR-Spektrum (Abb. 4)
liegt eine breite Absorptionsbande zwischen 3 und
4 u, die sich auf freie Carboxylgruppen zuriickfiih-
ren laft. Der C = O-Schwingungsbereich enthilt eine
doppelgipfelige Bande: Der scharfe Gipfel bei
5,73 1 deutet auf das Vorliegen eines ungesattig-
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Tab. IV. Physikalische Daten von Lactonen der S-Carboxy-
muconsdure, die auf verschiedenen Wegen erhalten wurden,
weitere Erlauterungen vgl. Text.

Lactone
Darstellung Schmp. [2]3  ZAmax* émax*
[°C] [°]
Protocatechu-
sdure mit Per-
essigsidure 180—181 — 216 11 800
,,inaktive** f-Carb-
oxymuconsdure 187—189 — Endabsorption
in Ameisensiure 176 —178 —2,5 215 10 700P
p-Carboxy-
muconsaure mit
Enzym aus
Neurospora 164—165 58 215 10 70011

* In 0,1 M Phosphatpuffer pH 7. a. b Daten desselben Pri-
parats in verschiedenen Laboratorien gemessen.

ten Lactons hin; der breitere Gipfel bei 5,80 u ent-
spricht der C=0-Valenzschwingung einer gesittig-
ten Carboxylgruppe. Bei 6,10 u liegt die Valenz-
schwingung einer konjugierten C = C-Doppelbin-
dung.

Auf Grund der vorliegenden Daten und wegen
der besonderen sterischen Verhiltnisse (vgl. oben)
kann angenommen werden, daf} Protocatechusdure
durch Peressigsdure zwar primir zu der bisher nur
enzymatisch dargestellten f-Carboxy-cis,cis-mucon-
sdure (5) gespalten wird, diese aber unter dem
Einflul des sauren Reaktionsmilieus direkt — oder
nach cis,trans-Isomerisierung — lactonisiert. Mu-
con-, [-Methylmucon-2* und f,y-Diphenylmucon-
siure *8 lactonisieren bei Siurekatalyse zu A4°-Bute-
noliden (vgl. 14, 22 und 23). Deshalb und wegen
seiner Stabilitdt wird fiir das vorliegende Lacton
die Struktur des D,L-y-Carboxy-methyl-f-carboxy-
A*butenolids (6 b, f-Carboxy-muconolacton) ange-
nommen.
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Abb. 4. IR-Spektrum des [-Carboxy-mucono-lactons (6b) (in Kaliumbromid).
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Wie bereits einleitend erwahnt, haben Ornston
und Stanier 1° die aus enzymatischen Ansitzen fafi-
bare S-Carboxy-cis,cis-muconsidure (5) durch Ein-
wirkung eines lactonisierenden Enzyms aus Pseudo-
monas putida in das zu 6b isomere y-Carboxy-
methyl-y-carboxy-A4*butenolid 1* (6a, y-Carboxy-
muconolacton) iberfithrt. 6a ist im Gegensatz zu
6 b instabil: Es geht spontan oder enzymatisch kata-
lysiert unter Verlust von CO, in 5-Keto-adipinsdure-
enol-lacton (16) iiber. 16 entsteht enzymatisch auch
aus ( + )-Mucono-lacton (vgl. 14 der enzymatischen
Oxydation von Brenzcatechin 9.

Durch Erhitzen einer durch lactonisierendes
Enzym aus Pseudomonas fluoreszens nicht angreif-
baren ,inaktiven“ Form * von pf-Carboxy-mucon-
sdure in Ameisensdure haben MacDonald et al.® ein
Lacton erhalten, das von Enzymen aus Pseudo-
monas fluoreszens nicht decarboxyliert wird. Es ist
aufgrund seiner physikalischen und chemischen
Eigenschaften mit dem hier dargestellten Lacton 6b
identisch (Tab. IV), aber von 6a eindeutig ver-
schieden 1°. Das von Tatum et al.'! aus f-Carboxy-
cis,cis-muconsiure mittels lactonisierendem Enzym
aus Neurospora crassa erhaltene Lacton zeigt mit
6b praktisch identische UV- und IR-Daten, aber
einen Schmelzpunkt von 164 —165 °C (Tab.1V).
Die Autoren deuten dies als Unterschied zwischen
Racemat und optisch aktiver Form und weisen dem
Lacton die Struktur eines der beiden enantiomeren
Formen von 6b zu. Diese Interpretation wird ge-
stiitzt durch den Befund, dafl Rohextrakte aus
Neurospora crassa sowohl das ,,biosynthetische Lac-
ton“ vom Schmelzpunkt 164 —165 °C, aber auch
50% des ,,synthetischen* Lactons vom Schmelzpunkt
176 — 178 °C in f-Keto-adipinséure iiberfiihren.

Zum Mechanismus der oxydativen Ringoffnung
von 0-Diphenolen

Die in den vorausgehenden Abschnitten beschrie-
benen experimentellen Befunde lassen sich weit-
gehend verstehen, wenn man eine Oxydation der
o-Diphenole zu o-Chinonen (z.B. 24) mit anschlie-
Bender Spaltung nach Art einer Baeyer-Villiger-
Reaktion zu Sdureanhydriden (z.B. 23) als Zwi-
schenstufe zugrunde legt. Die Anhydride erwiesen
sich in manchen Fillen als isolierbar, wenn man die

* Die gegeniiber Pseudomonas fluoreszens .inaktive“ Form
ist sehr wahrscheinlich ein geometrisches Isomeres der f-
Carboxy-muconséure von unbestimmter Stereochemie®10:11,
die ,,aktive“ Form ist f-Carboxy-cis,cis-muconséure (5) 810,
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Reaktion in wasserfreiem Medium ausfiihrt 2% 41,49,
Aus den Anhydriden entstehen durch Hydrolyse die
Dicarbonsduren, durch Alkoholyse die Halbester
der Dicarbonséuren und durch Einwirkung iiber-
schiissiger Persdure Acylperoxyde 33.

Die Bildung des Muconsiure-dimethylesters aus
Veratrol (Tab.I) und der Muconsidure aus o-Cu-
marsdure (Tab. I) fiigen sich nicht ohne weiteres in
diese Reaktionsfolge ein.

Unter den hier verwendeten Bedingungen war die
Zwischenstufe des Sdureanhydrids nicht zu fassen.
Thr Auftreten wird aber sehr wahrscheinlich ge-
macht durch die Isolierung eines Acylperoxydes bei
Verwendung eines grollen Persaureiiberschusses.

Von besonderem Interesse sind die relativen
Reaktionsgeschwindigkeiten der hier untersuchten
o-Diphenole. Auf Zusatz von Peressigsdure setzt die
Rotfarbung bei Brenzcatechin (1) innerhalb einiger
Minuten ein, wobei eine schwach exotherme Wirme-
tonung auftritt. Beim 3-Tosylaminobrenzcatechin
tritt die Rotfarbung schneller und unter erheblich
stirkerer Erwdrmung auf, wihrend Protocatechu-
sdaure (4) ohne erkennbare Rotfarbung oder Warme-
tonung sehr langsam reagiert. Erst nach 12 Wochen
hat sie sich zu etwa 30% umgesetzt. Die Unter-
schiede in der Reaktionsgeschwindigkeit sind offen-
bar auf den Einflul} der Substituenten zuriickzufiih-
ren: Die Elektronen abgebende Tosylaminogruppe
in 3-Stellung iibt eine beschleunigende, die Elektro-
nen entziehende Carboxylgruppe in 4-Stellung da-
gegen eine verlangsamende Wirkung aus. Geschwin-
digkeitsbestimmender Schritt der Ringspaltung ist
vermutlich die Ringerweiterung zum S&aureanhydrid.

Die enzymatische Spaltungsreaktion von Pheno-
len und o-Diphenolen verlduft iiber andere Zwi-
schenprodukte als die chemische Spaltung mit Per-
sdure oder H,0, %, obwohl Ausgangs- und End-
produkte dieselben sind. Inkubiert man Brenz-
catechin mit mikrobioeller Brenzcatechinoxydase in
180,-Atmosphire, so findet man schweren Sauer-
stoff in beiden Carboxylgruppen der entstehenden
cis,cis-Muconsaure. Laflt man die Reaktion in mit
H,'®0 angereichertem Medium ablaufen, so findet
sich kein schwerer Sauerstoff in der isolierten cis,
cis-Muconsidure 3'. Hydrolytische Prozesse — etwa
eines Saureanhydrids — sind danach an der enzy-
matischen Spaltung von Brenzcatechin nicht betei-
ligt. Auch ist gezeigt worden, da} frisch bereitetes
o-Benzo-chinon von Brenzcatechinoxydase nicht zu
Muconsdure gespalten wird, sondern deren Einwir-
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kung auf Brenzcatechin hemmt?®’. Ferner konnte
eine Beteiligung von H,0, bei der Reaktion von
Brenzcatechin mit Brenzcatechinoxydase nicht nach-
gewiesen werden 5% 51,

Man nimmt als Zwischenstufe der enzymatischen
Ringspaltung von Brenzcatechin durch Mikro-
organismen die Addition von enzymatisch aktivier-
tem molekularen Sauerstoff unter Aubildung eines
zyklischen Peroxids (26) an. Dieses kann sich spon-
tan oder unter dem Einflul von Enzymen in cis,cis-
Muconsdure umwandeln 3.

Methoden und Substanzen

Mikroelementaranalysen sind teilweise von Dr.
A. Schéller, Kronach/Ofr., teilweise von A. Bern-
hard, Miilheim/Ruhr, ausgefiihrt. IR-Spektren wur-
den mit dem selbstregistrierenden Perkin-Elmer-
Spektrographen, Modell 21 (Steinsalzoptik), die
UV-Spektren mit Zeiss-Spektral-Photometer PMQ II
aufgenommen. Simtliche Schmelzpunkte sind unkor-
rigiert.

Papierchromatographie aufsteigend auf Schlei-
cher und Schiill 2043 b. Loésungsmittel: Wasser
(1), 95-proz. Athanol (1), Butanol (4) Raumteile.
Indikatoren: 1. UV-Licht (254/360 nm); 2. 0,05%
Bromkresolpurpur (Umschlag pH 5,2—6,8) in
1/300 m Phosphatpuffer pH 7,2; 3. 3-proz. Eisen-
(I1T) -chloridlosung.

Rp-Werte:

cis,cis-Muconsiure (2) 0,60
a-Tosylamino-cis,cis-muconsidure (18) 0,43
f-Carboxy-muconolacton (6b) schwinzt
Brenzcatechin (1) 0,77
Guajakol 0,80
2-Tosylamino-phenol 0,83
3-Tosylamino-brenzcatechin 0,78
Protocatechusdure (4) 0,74

Alle Substanzen werden am empfindlichsten im
durchfallenden UV-Licht nachgewiesen, das noch
1 —2 ug erkennen laft. Mit Hilfe des Indikatorfarb-
stoffes konnen 5 ug cis,cis-Muconsdure noch deut-
licht sichtbar gemacht werden. Dabei ist es zweck-
mifig, den Streifen nicht zu bespriihen, sondern in
einer flachen Schale einseitig mit der Indikator-
losung zu benetzen und sogleich mit Fliefpapier zu
trocknen.

Perlonpulver zur Chromatographie wurde von
Fa. Merck, Darmstadt, Brenzcatechin, Anisol, Guaja-
kol, Protocatechusdure und 2-Acetamino-phenol im
einschldgigen Handel bezogen.

Peressigsdure haben die Elektrochemischen Werke
Miinchen in dankenswerter Weise zur Verfiigung ge-
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stellt. Nach Angaben des Herstellers enthilt die ver-
wendete Peressigsidure 40% Peressigsiure, 3% Was-
serstoffsuperoxyd, 0,5% Schwefelsiure und 10%
Wasser.

Zur Entfernung der Schwefelsdure wird die Per-
essigsdure in kleinen Anteilen im Vakuum in eine
eisgekiihlte Vorlage destilliert. Von 50 ml des tech-
nischen Produktes werden bei einer Wasserbadtem-
peratur von 24 —26 °C und bei 12— 15 Torr etwa
30 ml Destillat mit einem Gehalt von etwa 50% Per-
essigsiure und 0,4% Wasserstoffsuperoxyd gewon-
nen. Die destillierte Peressigsiure zeigt bei linge-
rem Stehen in der Kilte nur geringen Verlust an
aktivem Sauerstoff, nach 3 Wochen z. B. 5%,

Gehaltsbestimmungen werden in Anlehnung an
eine Vorschrift des Werkes vorgenommen: 0,2 ml
Peressigsdure wird mit etwa 10ml 1~ Schwefel-
sure verdiinnt. Wasserstoffsuperoxyd wird nach Zu-
gabe von etwas Mangansulfat mit N/10 Kalium-
permanganat titriert. Ein geringer Uberschul von
Kaliumpermanganat induziert die Oxydation des
Mangansulfates durch die Peressigsdure, so daB die
farblose Losung nach Verbrauch des HyO, momen-
tan tiefviolett wird. Nach Zugabe von Kaliumjodid-
15sung wird nun mit N/10 Natriumthiosulfat titriert.
Die Titration mul} rasch ausgefiihrt werden, da
Peressigsdure in saurer wafiriger Losung zu Essig-
sdure und Wasserstoffsuperoxyd hydrolysiert wird.

2-Tosylaminophenol. 11g (0,1 Mol) o-Amino-
phenol werden mit 22,8 g (0,12 Mol) p-Toluol-
sulfochlorid in trockenem Zustand gut vermischt und
danach 20ml Pyridin zugegeben. Dabei erwdrmt
sich das Reaktionsgemisch, das noch 2 Stdn. auf
dem Wasserbad warm gehalten wird. Die Losung
wird dann auf 400 g Eis gegossen, dem 10 ml kon-
zentriertes HCl zugefiigt sind. Das Reaktionsgemisch
wird nach einigen Stunden fest. Durch mehrfaches
Umkristallisieren aus Eisessig und danach aus
Chloroform wird ein farbloses Produkt erhalten.
Schmelzpunkt 141 °C, Ausbeute: 8,3g (32% d.
Th.).

Cy3H50;NS (263,3)
Ber.: C59,29 H4,98 N5,33 S12,19,
Gef.: C59,49 H4,98 N5,50 S12,08.

3-Tosylamino-brenzcatechin. ~ 3-Amino-brenzcate-
chin-hydrochlorid wird durch Hydrierung von 3-Ni-
tro-brenzcatechin mit Pd/Tierkohle dargestellt. Da
bei der Nitrierung von Brenzcatechin in Ather nach
Weselsky und Benedikt 52 die Ausbeuten an 3-Nitro-
brenzcatechin schlecht sind, wird letzteres entspre-
chend den Erfahrungen von Klemenc 3 bei der Ni-
trierung von Vanillinsdure durch Nitrieruug von
Brenzcatechin-monoacetat dargestellt.

Brenzcatechin-monoacetat. 84 g technisches Brenz-
catechin (3/s+ Mol) werden in 170 ml trockenem
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Pyridin gelost und auf etwa 80 °C erhitzt. Unter
miBigem Riihren gibt man 78g (3/s Mol) Acet-
anhydrid zu und halt noch eine Stunde heifl. Nach
Abdestillieren des Pyridins im Vakuum geht Brenz-
catechin-monoacetat bei 130 —132°C/13 nm als
fast farbloses Ol iiber, das nach einigen Tagen lang-
sam erstarrt. Schmelzpunkt 56 —57 °C, Ausbeute:
106 g (93% d. Th.).

3-Nitrobrenzcatechin. Zu einem Liter absolutem
Ather, der auf —10 °C abgekiihlt ist, 148t man ein
Gemisch von 12 ml HNO; (d =1,52) und 6 ml kon-
zentrierter HySO, p.A. unter gutem Riihren zutrop-
fen. Nach Beendigung fiigt man die &therische Lo-
sung von 30g Brenzcatechin-monoacetat langsam
hinzu und ld6t einen Tag bei Raumtemperatur
stehen. Zur Entfernung der Sduren schiittelt man
dreimal mit 100 ml Wasser aus, destilliert den Ather
ab, gibt 5ml 2N Hy,SO, hinzu und unterwirft den
Riickstand der Wasserdampidestillation. Das Destil-
lat wird ausgeithert und die gesammelten Ather-
extrakte mit Petrolither (Siedepunkt 60— 80 °C)
mehrmals ausgekocht. Aus der dekantierten Petrol-
atherlosung kristallisiert 3-Nitro-brenzcatechin in
hellgelben Nadeln aus, Schmelzpunkt 80 °C, Aus-
beute: 8,8 g (29% d. Th. bezogen auf Brenzcate-
chin).

3-Aminobrenzcatechin-hydrochlorid. In einer Hy-
drierente von etwa 150 ml Fassungsvermégen wer-
den 6,2 g 3-Nitrobenzcatechin (0,02 Mol) in 80 ml
reinstem Eisessig gelost und 1g Palladium-Tier-
kohle hinzugefiigt. Nach vier Stunden ist die errech-
nete Menge Wasserstoff aufgenommen. Der filtrier-
ten Losung werden 3 ml konzentrierte HCl zugesetzt
und der Eisessig im Vakuum abdestilliert. Dabei
firbt sich die Losung schwach griinlich-braun. Aus
der stark eingeengten Eisessiglosung kristallisiert
das 3-Aminobrenzcatechin-hydrochlorid in hell-
grauen Blittchen aus, Ausbeute nahezu quantitativ.

3-Tosylamino-brenzcatechin. 1,62 g (10 mMol)
3-Aminobrenzcatechin-hydrochlorid und 2,75 g (15
mMol) p-Toluolsulfochlorid werden miteinander gut
vermischt. Nach Zugabe von 4 ml trockenem Pyridin
erwirmt sich das Gemisch stark. Es wird noch zwei
Stunden auf dem Wasserbad erwdrmt und dann auf
50 g Eis gegossen, dem zur Neutralisation des Pyri-
dins 1,5 ml konzentrieter HCI zugesetzt waren. Beim
Verreiben des sich abscheidenden Ols mit dem an-
gesiuerten Eiswasser wird die Masse fest; man kri-
stallisiert mehrmals aus Eisessig und aus Chloro-
form aus. Schmelzpunkt 170 °C, Ausbeute: 1,22 g
(44% d. Th.).

C,sH,50,NS (279,3)
Ber.: C55,91 H4,70 N5,02 S11,49,
Gef.: 55,93 H5,01 N4,72 S11,19.
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Oxydationen mit Peressigsiure. Je nachdem, ob
die untersuchte Substanz eine oder zwei phenolische
Hydroxylgruppen enthilt, werden pro Mol Phenol
entweder drei oder zwei Mol Peressigsdure verwen-
det. Die destillierte Peressigsaure sei z. B. 52,4-proz.
Um sie auf 15% zu bringen, muf} sie mit Eisessig
auf das 3,5-fache Volumen verdiinnt werden. Der
Konzentrationsabnahme wéhrend der Reaktion ist
durch einen UberschuB von 50% der stochiometri-
schen Menge Rechnung zu tragen. Beispielsweise
sind fiir 3 mMol eines Monophenols 13,5 mMol, ent-
sprechend 1,96 ml 52,4-proz. Peressigsdure einzu-
setzen. Um 15-proz. Konzentration im Ansatz zu
erreichen, ist mit 4,89 ml Eisessig zu verdiinnen. Der
zum Verdiinnen verwendete Eisessig wurde iiber
KMnO, gekocht und iiber eine Kolonne destilliert.
Statt mit Eisessig wird bei manchen Versuchen mit
derselben Menge gereinigtem Essigester oder Me-
thanol verdiinnt.

Die in Tab. II zusammengefaliten Versuchs-
ansitze werden entsprechend den im folgenden be-
schriebenen Spaltungsreaktionen durchgefiihrt.

cis,cis-Muconsiure (2) aus Guajakol. 372 mg
(3 mMol) Guajakol werden in einem kleinen Erlen-
meyer-Kolben in 3,25 ml Eisessig gelost, auf 0°C
gekiihlt und 1,30 ml 52,4-proz. Peressigsdure hinzu-
gefiigt. Nach 12 Stdn. wird der Ansatz auf Raum-
temperatur gebracht. Die Losung farbt sich allméh-
lich dunkelrot; und nach einigen Tagen beginnt die
Muconséure auszukristallisieren. Rohausbeute nach
zehn Tagen: 53 mg = 0,37 mMol = 11% d. Th.

Mit KJ-Stirke lidBt sich nachweisen, dafl dem
Rohprodukt das von Wacek und Fiedler 32 beschrie-
bene Peroxyd beigemischt ist. Durch Umkristallisie-
ren aus Eisessig und danach aus Essigester wird
reine 2 erhalten, Schmelzpunkt 187 °C.

CeHgO, (142,1) Ber.: C 50,71 H 4,26,
Gef.: C 50,52 H 4.,45.

IR-Spektrum: Abb. 5, UV-Spektrum: Abb. 1,
Tab. III.

Spaltungsversuch mit 2-Acetamino-phenol. 1,51 g
(10 mMol) o-Acetamino-phenol wurden in 20ml
Eisessig gelost und 12 ml 40,2-proz. Peressigsdure
unter Kiihlung hinzugegeben. Die Losung blieb
mehrere Stunden farblos, erst allmahlich trat Gelb-
und spater Rotfarbung ein. Nach 3 Wochen wurde
das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert, mit
Petroldther das entstandene 2-Nitrophenol (65 mg,
Schmelzpunkt 42 — 43 °C) abgetrennt und der Riick-
stand mit gesdttigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung digeriert. Der unlosliche Teil war 2-Acet-
amino-phenol (FeCl;-Reaktion, Schmelzpunkt 198 —
202 °C). Der Atherextrakt des schwach alkalischen
Filtrats enthielt noch 2-Nitrophenol.
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Abb. 5. TR-Spektrum der cis,cis-Muconsdure (2) (in Kaliumbromid).

cis,cis-Muconsiure (2) aus 2-Tosylamino-phenol.
5.25g (20mMol) 2-Tosylamino-phenol werden in
50 ml Eisessig gelost und mit 25 ml 45-proz. Per-
essigsdure versetzt. Nach drei Tagen hat sich die
Losung dunkelrot gefarbt. Nach 14 Tagen wird
stark eingeengt und mit Chloroform versetzt. Aus
der rotbraunen Losung scheiden sich im Kiihl-
schrank nach einigen Tagen 70 ml gelbliche Kri-
stalle ab, die durch Mischschmelzpunkt, Papierchro-
matogramm und IR-Spektrum als 2 identifiziert
wurden.

a-Tosylamino-cis,cis-muconsiure (18) aus 3-To-
sylamino-brenzcatechin. 1,4 g (5 mMol) 3-Tosyl-
amino-brenzcatechin werden in 7,0 ml Eisessig in
der Wirme gelost, auf 5 °C abgekiihlt und 3,5 ml
45-proz. Peressigsiiure zugegeben. Die Losung ent-
hdlt dann 15-proz. Peressigsdure in 100-proz.
UberschuB. Sie firbt sich sofort dunkelrot und er-
warmt sich, so dall mit Eiswasser gekiihlt werden
mul}. Nach 40 Stdn. wird der Ansatz auf Raumtem-
peratur gebracht; nach weiteren zwei Tagen beginnt
das Reaktionsprodukt 18 auszukristallisieren. Roh-
ausbeute nach 8 Tagen 215 mg (147% d. Th.).

In einem weiteren Ansatz werden 870 mg
(3 mMol) 3-Tosylamino-brenzcatechin mit dem Ge-
misch von 1,9 ml 40,5-proz. Peressigsiure und
2,0 ml Eisessig ohne Kiihlung ibergossen und bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Der Ansatz enthilt
dann 20-proz. Peressigsiure in 66% Uberschuf3. Der
Bodensatz 16st sich innerhalb von 2 Tagen vollstian-
dig. Die Losung ist in den ersten Tagen dunkelrot,
nach 4 Tagen hellgelb gefarbt; nach 6 Tagen sind
232 mg 18 vom Schmelzpunkt 161 —165 °C auskri-
stallisiert, entsprechend etwa 207 d. Th.

Das Rohprodukt wird in moglichst wenig Aceton
gelost und das doppelte Volumen Nitromethan zu-
gegeben. Beim langsamen Verdunsten des Losungs-
mitels kristallisiert reines 18 aus, Schmelzpunkt
180 — 182 °C (Zersetzung). Nimmt man die bis
zum Ol konzentrierte Mutterlauge des Ansatzes in
Nitromethan auf, so kristallisiert nach einigen

Tagen noch etwas 18 aus.

Cy1Hy306NS (311,1)
Ber.: C 50,18 H 4,21 S 10,30,
Gef.: C 49,90 H 4,05 S 9,93.

IR-Spektrum: Abb. 2; UV-Spektrum: Abb. 1.

Werden 13,0 mg 18 in 96-proz. Athanol mit N/20
NaOH (f=1,074) titriert, so erkennt man deutlich
zwei Stufen, die durch einen Wendepunkt bei pH =
0,18 getrennt sind. Zur Neutralisation der ersten
Stufen werden 0,75 ml N/20 NaOH benétigt entspre-
chend einem Molekulargewicht von 322. Wegen der
geringen Wasserloslichkeit der Substanz liel sich
eine Aquivalentgewichts-Bestimmung in Wasser
nicht durchfiihren.

Umlagerung von 18 zu a-Tosylamino-trans,trans-
muconsdure (21). a. 10 mg 18 (Schmelzpunkt
18 - 182 °C) werden in 1 ml Methanol gelost und
bei Gegenwart einer Spur Jod 2 Stdn. mit UV-Licht
von 254 nm bestrahlt. Die Losung wird bei Zimmer-
temperatur eingedampft und der Trockenriickstand
mit Aceton digeriert. Es werden 6 mg der in Aceton
schwerloslichen 18, Schmelzpunkt 214 — 216 °C, iso-
liert und spektrophotometriert (Abbn. 1, 3).
b. 20mg cis,cis-Isomeres werden in 2ml Aceton
gelost, 5 ml Nitromethan zugegeben und 5 — 6 Stdn.
auf dem Wasserbad erhitzt. Es scheidet sich eine
Substanz mit dem Schmelzpunkt 216 —218 °C ab,
die abfiltriert und ohne weitere Reinigung spektro-
photometrisch gemessen wird (Abbn. 1, 3).

Hydrat von 18. 12 mg 18 wurden in 1 ml Metha-
nol gelost, 2 ml Wasser zugegeben und 10 min ge-
kocht. Beim Abkiihlen schieden sich 8 mg einer Sub-
stanz mit dem Schmelzpunkt 242 — 244 °C in der-
ben Kristallen aus.

Quantitative Trocknung der Substanz: Einwaage
nach Trocknen bei Zimmertemperatur: 8,256 mg;
nach Trocknen bei 100 —110°C (3 Stdn.): 7,780
mg; Differenz: 0,476 mg.

Fiir 1 Mol Wasser berechnete Gewichtsabnahme
0,452 mg. Der Riickstand der quantitativen Trock-
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nung schmilzt bei 210 — 213 °C. Sein IR-Spektrum
ist mit dem von 21 identisch (Abb. 3).
p-Carboxy-mucono-lacton (6 b) aus Protocatechu-
sdure (4). 780 mg (5 mMol) 4 werden in 6,48 ml
Eisessig gelost. Nach Abkiihlen auf 5°C werden
3,54 ml 43-proz. Peressigsdure zugegeben. Die Lo-
sung enthédlt dann 15-proz. Peressigsiaure in 100-
proz. Uberschuf3. Der Ansatz wird nach 12 Stdn. auf
Raumtemperatur gebracht und lichtgeschiitzt aufbe-
wahrt. Nach 3 Monaten war das Losungsmittel z. T.
verdampft. Der Riickstand wurde auf Perlonpulver
chromatographiert (vgl. dazu 5%): 25 ¢ Perlon-
pulver feinst laft man in Wasser 3 Stdn. quellen,
schlimmt die Masse mit Wasser in eine Sidule von
2cm Durchmesser ein und driickt sie mit einem
Stopfer auf 29 —30 cm Siulenlinge zusammen.
Ein Rundfilter dient zum Schutz gegen Aufwirbeln
des Sédulenkopfes. Die Tropfgeschwindigkeit betragt
etwa /2 ml/min. Die Siule wird zunichst mit 200 ml
Wasser durchgespiilt. Der Riickstand des 5 mMol
Ansatzes wird in 5 ml Aceton/Wasser 1:1 gelost
auf die Sdule gegeben und anschliefend mit 400 ml
Wasser eluiert. Die ersten 50 ml Eluat enthalten
noch keine Substanz. In den néchsten 350 ml ist 6 b
enthalten. Nichtumgesetztes 4 wird danach mit
100 ml Wasser/Aceton eluiert. Die Hauptmenge 4
ist in den ersten 50 ml acetonhaltigen Eluates ent-
halten. Die Gesamtmenge wiedergewonnener 4 be-
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