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The synthesis of 2-(E)-O-(4-hydroxy-cinnamoyl)-D,L-galactaric acid (1a) is described. Starting
with free galactaric acid (2) and 4-acetoxy-cinnamoyl-chloride (3), these compounds were
esterified under regioselective conditions to racemic 2-(E)-O-(4-acetoxy-cinnamoyl)-galactaric
acid (4). After deprotection of the p-coumaroyl moiety 1a was obtained as a photo-unstable
product. Optical resolution of racemate 1a on bovine serum albumin covalently bound to silica
resulted in the isolation of the pure optical isomers. The (+)-dextrorotatory synthetic enantiomer

1a proved to be identical with the natural factor.

Bei der Suche nach den verborgenen Ursachen des
Pflanzenschlafs haben wir mit der Strukturaufkla-
rung der Periodic Leaf Movement Factors die Theo-
rie der pflanzlichen Turgorbewegung auf eine chemi-
sche Basis gestellt [3]. Die als Turgorine bezeich-
neten Wirkstoffe wurden aus nyktinastisch reagie-
renden Pflanzen isoliert, deren tagesperiodische
Blattbewegungen durch eine endogene selbsterre-
gende Oszillation, der inneren Uhr, gesteuert sind
[4]. Auch die Sojabohne Glycine max zeigt einen
ausgepragten Tag/Nacht-Rhythmus, deutlich erkenn-
bar am Heben und Senken ihrer Blattstiele [5].
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Bei Varianten der Art Glycine max aber wird die
Turgorbewegung bei der photonastischen Reaktion
der Blatter durch einen Lichtwechsel oder durch In-
tensitdtsschwankungen des Lichts verursacht [6]. So-
mit iibernimmt das Licht die Rolle des Zeitgebers.

Aus den Pflanzenextrakten der Leguminose wurde
der Faktor 1a isoliert [7], der eine photolabile Dop-
pelbindung enthélt und im Tageslicht leicht zu 1b
isomerisiert.

Da je nach dem Verhiltnis der geometrischen Iso-
meren zueinander im Bewegungstest mit M. pudica
[8] die chemonastische Blattreaktion ausgeldst wur-

1b

de, konnte man vermuten, daB3 mit der Strukturin-
derung auch eine unterschiedliche biologische Akti-
vitdt verbunden ist.
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Synthese der 2-(E,Z)-O-(4-Hydroxy-cinnamoyl)-
D,L-galactarsaure 1a, 1b

Synthese

Mit der Strategie des minimalen Schutzes gelang
uns die direkte Veresterung der freien Galactarsdure
(2) mit dem geschiitzten p-Acetylcumarsaurechlorid
(3) in der gewiinschten 2-OH-Position.

Als regioselektive  Veresterungsbedingungen
wihlten wir 0 °C und den dreifachen Uberschuf3 der
Zuckersdure 2 im Vergleich zum acylierenden Agens
3. Die durch die Symmetrie von 2 bedingte Kristall-
gitterenergie [9] muBlte durch vorhergehendes Erhit-
zen im Losungsmittel iiberwunden werden. Unter
dem EinfluB der stark dirigierenden Wirkung der
sich ausbildenden Wasserstoffbriicken in Pyridin
[10] wurde die hohe stereochemische Lenkung der

Reaktion zur racemischen 2-(E)-O-(4-Acetoxy-cin-
namoyl)galactarsdure (4) erreicht.

Ohne die neu gekniipfte Esterbindung wieder zu
16sen, konnte die phenolische Acetylgruppe bei
100 °C in 3 N~ HCI zum Zielmolekiil 1a abgespalten
werden. Eine Isomerisierung von 1a durch intra-
molekulare Umesterung zur 3-O-(4-Hydroxy-cin-
namoyl)-p,L-galactarsdure (5) wurde nicht beobach-
tet [11]. Mit der Entfernung der phenolischen Ace-
tylgruppe haben sich die elektronischen Verhiéltnisse
des konjugierten m-Systems so verdndert, daf3 eine
rasche Photoisomerisierung unter dem Einflu von
Tageslicht zu 1b erfolgte. Das geometrische Isome-
rengemisch (E:Z = 64:36) wurde auf Reversed-
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Phase C-18-Gelen HPLC-chromatographisch endge-
reinigt. Bei der Darstellung von 1b durch UV-Be-
strahlung der wiBrigen Losung von la stieg der
Z-Isomerenanteil nicht iiber 54%.

Charakterisierung

Die Daten der UV-, 'H-, *C-NMR-Spektroskopie
und der Massenspektrometrie stimmten fiir den Na-
turstoff und das Syntheseprodukt vollkommen iiber-
ein. Dagegen wiesen die FT-IR-Spektren der beiden
Saureformen des enantiomerenreinen Naturstoffs
und des optisch inaktiven Syntheseprodukts 1a Ver-
schiebungen und Intensitdtsénderungen der Banden
auf. Diese Abweichungen waren auf die Untersu-
chung zweier Proben unterschiedlicher Kristall-
Modifikation zuriickzufithren. Aufgrund der nur ge-
ringen Unterschiede der Absorptionsbanden ist es
naheliegend, das optisch inaktive System 1a als race-
mischen Mischkristall aufzufassen [12].

Das 300 MHz 'H-NMR-Spektrum (Abb. 1) 148t
zwei Bereiche der monofunktionalisierten Galactar-
sdure 1a erkennen.

Der Tieffeldteil ist durch das AA’BB’-Spinmuster
des p-disubstituierten Aromaten gekennzeichnet.
Die olefinischen Protonen der p-Hydroxyzimtsaure
werden bei 0 = 6,6 (H-a) und 7,9 (H-B) gefunden.
Die Asymmetrie dieses AB-Systems beziiglich der
Signalhohen der beiden Dubletts wird auf Fernkopp-
lungen zu den aromatischen Protonen zuriickgefiihrt
[13].

Bei & = 5,46 fillt das geminal zur veresterten Hy-
droxygruppe stehende Proton H-2' auf, das im Ver-
gleich zur freien Galactarsdure um 1,23 ppm zu tie-
fem Feld verschoben ist.

Die Verkniipfungsstelle in 2-O-Position der Galac-
tarsdaure (2) wurde durch ein computersimuliertes
Spektrum bereits belegt [7]. Werden vicinale Kopp-
lungskonstanten aus Spektren 1. Ordnung im Sinne
einer vorherrschenden Konformation betrachtet,
dann nehmen die Protonen H-2', 3’ bzw. H-4',5" ge-
miB der kleinen Kopplungskonstanten von /5 3 =
1,77 Hz bzw. 314'5 = 0 einen Diederwinkel von 60°
(synclinale Orientierung) bzw. 90° ein. Die Aquiva-
lenz der Galactarsduregeristprotonen H-3' und H-4’
wurde durch Veresterung mit dem p-Cumaroylrest in
2-Stellung aufgehoben. Es resultieren die fiir trans-
stdndig stehende Protonen groBen Kopplungskon-
stanten von *Jy 4 = 9,95 Hz, so daB auf das Vorlie-

gen einer ausgedehnten Zickzack-Konformation in
Losung geschlossen wird [14].

Die schlechte Loslichkeit der Sdure 1a in Wasser
(0,5 mg H*-Form/0,5 ml H,0O, 20 °C) veranlaBte
uns, die Salzform 6 *C-NMR-spektroskopisch zu un-
tersuchen. Die Resonanzlagen des aromatischen
Aglykons konnten anhand der ,,Off-Resonanz-Ent-
kopplung®, Inkrementberechnungen und Spektren-
vergleiche eindeutig zugeordnet werden. Im Phenol-
carbonsdureester 1a ist die im Edukt 2 vorherrschen-
de S,-Symmetrie aufgehoben, womit alle sechs e
Resonanzen des Zuckersédureteils erscheinen.

Zum massenspektrometrischen Vergleich wurden
Naturstoff und Syntheseprodukt mit N-Methyl-N-
(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA) in Pyridin
persilyliert [15]. Das Massenspektrum wurde iiber
DirekteinlaB3 des Sektorfeldgerits mit Massenfeinbe-
stimmung aufgenommen. Im Vergleich zum Natur-
stoffspektrum, das an anderer Stelle ausfiihrlich dis-
kutiert ist [7], konnte das Molekiilion mit der nomi-
nalen Masse von m/z = 788 bei einer Auflésung von
1000 auf dem Photopapier mit einer rel. Intensitit
von 0,04% erstmals nachgewiesen und mit der Peak-
matchmethode vermessen werden.

Racemattrennung und CD-spektroskopischer Ver-
gleich zwischen Naturprodukt und den optischen
Antipoden (+)-1a und (—)-1a

Um das racemische Syntheseprodukt 1a HPLC-
chromatographisch in die entsprechenden Enantio-
meren aufzutrennen [16], verwendeten wir als chira-
les Triagermaterial Bovin-Serum-Albumin (BSA),
das kovalent an 5 p Kieselgel 300 gebunden war.
Nach der Optimierung der unabhéngigen Parameter
der mobilen Phase wie Isopropanolgehalt, Ionenstar-
ke, pH-Wert und Temperatur [17] konnten unter-
schiedliche Kapazitatsfaktoren der optischen Isome-
ren im Trennmedium und ein Trennfaktor a =3 er-
reicht werden (Abb. 2).

AnschlieBend wurde das Puffersalz durch prapara-
tive HPLC auf RP-Gelen abgetrennt, wobei gleich-
zeitig eine Auftrennung in die geometrischen Isome-
ren (+)-1a und (+)-1b bzw. (—)-1a und (—)-1b
erfolgte.

Da sich die p-Hydroxyzimtsédure als inhdrent sym-
metrischer Chromophor erst durch die Esterbindung
zur Galactarsdure in einer chiralen Umgebung
befand, wies der Chromophor nur eine geringe mef3-
bare optische Aktivitat auf.
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Abb. 2. HPLC-Elutionsdiagramm von racemischem 1a;
Saule: BSA, 900 X 9,6 mm, Si 300 A; mob. Phase: 15%
i-Propanol, 6 mm KH,PO,/Na,HPO,-Puffer (pH = 5);
Druck: 101 bar; FluB: 2 ml/min; 32 °C; Empf. 1; aufgetra-
gene Menge: 150 pg/150 ul.
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Die zuerst eluierte Fraktion (+)-1a war rechtsdre-
hend und mit dem Naturstoff identisch. Die spezifi-
sche Drehung wurde aus der gemessenen Drehung
und der UV-spektroskopisch bestimmten Konzen-
tration berechnet. Neben dem positiven Maximum
bei 310 nm von (+)-1a (Tab. I) fillt im Bereich zwi-
schen 225 und 210 nm der bisignate Verlauf der Kur-
ve (CD-Couplet) auf. Dies kann damit erkldrt wer-
den, daB in Losung eine starre Konformation gebil-
det wird, die es den identischen Carboxylchromo-
phoren ermoglicht, mit ihren elektrischen Uber-

Tab. 1. Vergleich der Ae-Werte des Naturstoffs mit den
synthetischen Enantiomeren; g-Faktor.

Ag39 Ag;0 g-Faktor
[L X mol™! X cm™!] (310 nm)
+1a +0,23 +0,17 (225 nm) 2,3 x107>
—0,17 (210 nm)
—1a -0,28 -0,63 8 x 10°°
Naturstoff +0,22 +0,45
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Abb. 3. Vergleich der spiegelbildlichen CD-Spektren des
(+)-Naturstoffs und des synthetischen (—)-1a.

gangsmomenten in chirale Wechselwirkung zu treten
(Exciton Chirality Method) [18].

Abb. 3 zeigt die enantiomorphen Kurven, d. h. die
hinsichtlich der Wellenlédngenachse spiegelbildlichen
Spektren der beiden optischen Isomeren des (+)-
drehenden Naturstoffs und des (—)-drehenden Syn-
theseprodukts 1a.

Interessant ist, da3 der Naturstoff bei hoheren
Konzentrationen (0.15 mg/ml H,O) zu Selbstassozia-
tionen, d.h. Ausbildung von Stapeln neigt, was sich
im CD-Spektrum in einer Vorzeichenumkehr (line-
ardichroistische Artefaktbildung) bei 310 nm duflert.

Mit der Bestimmung des dimensionslosen Verhilt-
nisses von circulardichroistischer und isotroper Ab-

sorption [19] g = % fiir (+)-1a und (—)-1a erfolgte
die Identifizierung der enantiomerenreinen HPLC-
Fraktionen.

Diskussion

Die synthetische, mit dem Naturstoff identische
2-(E)-O-(4-Hydroxy-cinnamoyl)-p,L-galactarsédure,
also die rechtsdrehende Form (+)-1a, zeigte im Bio-
test mit Mimosa pudica L. keinerlei Wirksamkeit.
Fiir die vermeintliche terminale Aktivitdt ist sehr
wahrscheinlich das Turgorin PLMF 1 verantwort-
lich.

Um den EinfluB von 1a auf das photonastische
Verhalten der Sojabohne kennenzulernen, haben
wir den Verlauf der Blattbewegungen im 3-h-Licht/
Dunkel-Wechsel von chemisch gereizten Versuchs-
pflanzen und Kontrollpflanzen verglichen. Das Di-
Kaliumsalz von 1a lieB jedoch weder eine blattbe-
wegungshemmende noch -férdernde Wirkung er-
kennen.

Uber die Frage nach der Bedeutung des Faktors
la in turgoraktiven Pflanzen wie Glycine max
[20—23] kann man im Augenblick nur Hypothesen
erstellen, zumal 1a auch in turgorinaktiven Pflanzen
wie Roggen und Citrusfriichten nachzuweisen ist [24,
25]¢

Experimenteller Teil

Schmp.: nach Dr. Tottoli (Biichi), unkorrigiert —
Elementaranalysen: Chemisches Institut der Univer-
sitit Heidelberg — FT—IR-Spektrometer IFS 85
(Bruker), Aspect 2000: KBr-Makroprefllinge —
Kernresonanzspektrometer WH 300 (Bruker),
Aspect 2000; MeBfrequenzen: 'H-NMR: 300 MHz,
BC-NMR: 75.46 MHz, Quadratur Detektion — inne-
rer Standard fiir Messungen in D,O: HDO bei
0=4,78 und 308 K (300 MHz) und CH;OH bei
0=>51,7 (75,46 MHz); in CDCl; wurde das Losungs-
mittelsignal zugrundegelegt. — Massenspektrometer
Micromass ZAB, VG Multispec (Vacuum Genera-
tors) — UV-Spektrophotometer U-3200 (Hitachi) —
Spectropolarimeter J-500 (Jasco), J-DPY-Data Pro-
cessor: die digital aufgezeichneten Kurven wurden
im Dataprozessor geglittet, nach viermaliger Auf-
nahme gemittelt und die Grundliniensubtraktion
durchgefiihrt — Polarimeter 141 (Perkin Elmer) —
HPLC-System: P 400 (Latek), Spectroflow 77 (Kra-
tos); Saulen: I: Nucleosil 5 u RP C-18; 250 X 8 mm;
II: Nucleosil 5 ¢ RP C-18: 250 X 16 mm (Macherey
Nagel); Bovin-Serum-Albumin Si 300, 500 x
9,6 mm, 5 pu No 17037 (Serva) — MPLC-System:
Mitteldruckkolbenpumpe MD 80/100 (Labomatik),
Manometer mit Druckwichter (LKB), Zweikanal-
schreiber (Knauer); Séule: 370 X 30 mm, Tragerma-
terial: HD-SIL-RP-C18, 60 um, 60 A, Charge 951
(Orpegen) — DC-Fertigplatten SIL G-25 UV 254 F
(Macherey Nagel) — Kieselgel DC-Platten RP-18 F
254 S, 5x 20 cm (Merck).

D,L-Galactarsdure (2) [26]

20 g Galactose und 2 g NaNO, werden im 500 ml
Dreihalskolben, der mit einem RickfluB3kiihler und
Gasableitungsrohr verbunden ist, trocken vermischt.
Der Kolben wird mit dem Eisbad auf 0—3 °C abge-
kiihlt und es werden unter Riihren 60 ml eiskalte,
70prozentige HNOj; zugegeben bis zur vollstdndigen
Auflosung des Festkorpers. Das Reaktionsgemisch
wird vier Stunden bei dieser Temperatur geriihrt, da-
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nach auf RT erwarmt und fiir weitere 20 Stunden
geriihrt, wobei kristalline Schleimsédure ausfillt. Die
Suspension wird mit 40 ml einer gesattigten Schleim-
sdurelosung verdiinnt und tber eine Porzellanfritte
abgesaugt.

Ausb. 20,5 g (88%), Schmp. 210—220 °C. — IR:
3287 em™!, 3000—2500 (O—H), 1725 (C=0), 1295,
1121, 1061 (C-0), 920 (8 C=0). — 'H-NMR
(DMSO-dg): 6=3,77 (s, 2H, H-3, H-4), 4,23 (s, 2H,
H-2, H-5); CH-Analyse [26].

p-Acetylcumarsdiurechlorid (3) [27]

4 g (0,02 mol) p-Acetylcumarsédure, die in Abéan-
derung der Vorschrift aus p-Cumarsaure in Acetan-
hydrid und katalytischen Mengen Pyridin quantitativ
erhalten wurden, werden mit der fiinffachen Menge
Thionylchlorid (7,3 ml) iibergossen, das zuvor iiber
eine 20 cm Vigreux-Kolonne destilliert wurde. Nun
wird die Suspension langsam auf 90 °C erhitzt und
fir drei Stunden unter Riickflul gehalten. Nach dem
Abkiihlen auf RT wird am Rotationsverdampfer das
uiberschiissige SOCI, abdestilliert und der Kolbenin-
halt mehrere Stunden im Hochvakuum getrocknet.
Das Produkt wird in PE 90/100 umkristallisiert.

Ausb. 3,7 g (85%) weiBle feine Nadeln, Schmp.
119 °C (114 °C, Benzol Lit. [27]). — IR: 1759,
1732 em™! (C=0), 1623, 1600, 1510 (C=C), 1368 (8
C—H), 1217, 1169 (C—0), 1098, 992, 834. — 'H-
NMR (60 MHz, CDCl;): 6=7,85 (d, Jyums=16 Hz,
1H, H-B), 7,65 (d, 7 =8 Hz, 2H, H-2, H-6), 7,25 (d,
3] =8 Hz, 2H, H-3, H-5), 5,65 (d, Jyus=16 Hz, 1H,
H-a), 2,3 (s, 3H, CH;CO). — “C-NMR (CDCl):
3=168,6, 165,7 (C-9, C-10), 153,5 (C-4), 149,1 (C-7)
130,5 (C-1), 130,1 (C-2, C-6), 122,4 (C-3, C-5),122,4
(C-8), 20,9 (C-11). — MS (EI, 70eV): ber.
M* =224,02 gef. M"" =224,16 (5%). C,;H,0O;Cl
(224,64) ber. C 58,81 H 4,04 Cl 15,78 gef. C 58,90
H 4,20 Cl 15,28.

2-(E)-O-(4-Acetoxy-cinnamoyl)-D,L-galactarsdure
4)

5 mmol (1,05 g) Galactarsiure (2), die zuvor in
der Trockenpistole bei 80 °C und 0,1 Torr iiber P,Os
mehrere Stunden getrocknet wurden, werden in
125 ml trockenem Pyridin in der Siedehitze gelost
und langsam auf 0 °C abgekiihlt. Dann werden
1,6 mmol (0,37 g) 3, das in 15 ml trockenem THF
gelost ist, iiber einen Zeitraum von 20 Minuten zuge-
tropft. Nach vier Stunden wird das Eisbad entfernt
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und weitere 20 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt.

Die ausgefallene Galactarsdure wird abfiltriert
und mit Toluol gewaschen. Das Filtrat wird am Ro-
tationsverdampfer bis zur Trockne einrotiert und der
Riickstand mehrere Male mit Toluol eingedampft
(40 °C). Das Rohprodukt wird in 100 ml 0,1 n eiskal-
ter HCI aufgenommen und von unléslichen Bestand-
teilen, die mit 50 ml kaltem H,O gewaschen werden,
bei 0 °C abgetrennt. Das Filtrat wird dreimal mit
30 ml kaltem Essigester extrahiert; danach wird die
wiBrige Phase mit NaHCO; auf pH 4 bis pH 5 einge-
stellt und einrotiert. Die Reinigung des Produkts er-
folgt durch Mitteldruck-Sdulenchromatographie an
Reversed-Phase-Materialien. Zur Vorreinigung wird
der braunliche Riickstand in 50 ml kaltem Ethanol
digeriert, abfiltriert und mit wenig Ethanol gewa-
schen. Rohausbeute: 700 mg Produktgemisch.

MPLC-Trennung: (50% Methanol, 0,5% AcOH;
17—20 ml/min, 12—13 bar, Det.: 254 und 206 nm,
0,5 Abs): tg=9 min. Vorbehandlung: Das schwer-
16sliche Rohprodukt wird in 26 ml heiBem Wasser
gelost und nach dem Abkiihlen von geringen Men-
gen ausgefallener Galactarsdure abzentrifugiert.
Trennmenge: 0,8 ml£22 mg/Injektion; 25 min/
Trennung X 32 Injektionen = 14 Stunden. Die Tren-
nungen werden ohne Methanolzwischenspiilungen
durchgefiihrt. Elutionsmittelverbrauch: 22 1. Das
Eluat wird bis auf wenige Milliliter einrotiert und am
Olpumpenvakuum gefriergetrocknet. Fir C,H-Ge-
haltsbestimmung wird das Produkt 4 aus H,O umge-
fallt.

Ausb. 0,128 g (19%) weiBBes Pulver, Schmp.
179-181 °C; R;=0,48 (Essigester—AcOH—
H,0O = 60:30:10), 0,45 (RP C-18, MeOH—H,0—
AcOH = 35:65:0,5), HPLC (I, 30% Methanol,
2 mM TFA): tg = 14,0 min. — UV (H,0): Ayax (Abs)
= 282,8 nm (0,787), 217,6 (0,465), 204,2 (0,456). —
IR: 3411 cm™! (O—H), 1725 (C=0), 1636 (C=C),
1252, 1215, 1161, 1109 (C—0), 1058, 993, 837, 515.
'H-NMR (D,0): 6=7,95 (d, Jyus=15,9 Hz, 1H,
H-B), 7,84 (d, /=8,8 Hz, 2H, H-2, H-6), 7,31
(d, 37=8,8 Hz, 2H, H-3, H-5), 6,75 (d, Jygns=15,9
Hz, 1H, H-a), 5,42 (d, *Jy_»3=1,3 Hz, 1H, H-2'),
462 (s, 1H, H-5"), 4,37 (dd, %,3=1,7 Hz,
Jy4+=9,7Hz, 1H, H-3"), 4,16 (d, *J43=9,7 Hz,
1H, H-4'), 2,44 (s, 3H, CH;CO). — BC-NMR
(D,0): 6=171,3, 175,9, 180,5, 177,9 (C-9, C-10, C-
1’,C-6'), 154,6 (C-4), 148,1 (C-7), 135,3 (C-1), 132,7
(C-2, C-6), 125,1 (C-3, C-5), 120,3 (C-8), 77,6 (C-
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2'), 73,8 (C-3"), 73,5 (C-4'), 74,3 (C-5"), 23,2 (C-11).
C”HISO“ (398,32) ber @ 51,26 H 4,56 O 44,18 gef
C 51,09 H 4,61 O 44,30.

2-(E)-O-(p-Hydroxy-cinnamoyl)-D,L-galactarsdure
(1a)

1,06 g (0,266 mmol) 4 werden in 6,8 ml 0,12 N
HCI suspendiert und zwei Stunden in der Siedehitze
geriihrt. Die Vollstdandigkeit der Umsetzung 148t sich
diinnschichtchromatographisch auf RP-C18-Fertig-
platten und dem Laufmittelgemisch MeOH/H,O/Eis-
essig 30:70:0,5) verfolgen (R;=0,75).

Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur unter-
wirft man die wiirige Phase einer Essigester-Vertei-
lung bei 0°C, stellt die Losung mit eiskalter
NaHCOj;-Losung auf pH 5 ein und rotiert sie bis zur
Trockne ab. Zur Abtrennung von Nebenprodukten
wird das Rohprodukt durch Mitteldruck-Sédulen-
chromatographie an Reversed-Phase-Kieselgel vor-
gereinigt. Die anschlieBende Feintrennung des Iso-
merengemischs erfolgt mittels HPLC. Auswaage:
153 mg Rohprodukt.

MPLC: (45% Methanol, 0,5% AcOH, 20,5 ml/
min, 13—15 bar, Det. 254 und 206 nm, 0,6 Abs.):
tg =7,5 min; dazu wird das Rohprodukt in 7 ml H,O
geldst. Trennmenge: 0,8 ml=17,5 mg; Trenndauer:
25 min/Trennung X 9 Schuf = 4 Stunden. Die Elu-
tionskraft des Laufmittelsystems ermoglicht eine
kontinuierliche Trennfolge ohne Methanolzwischen-
spiilungen. Das Eluat wird anschlieBend aufkonzen-
triert und im Olpumpenvakuum gefriergetrocknet.

Auswaage: 55 mg 1a, 1b-Isomerengemisch,
Schmp. 125—-130 °C.

Priap. HPLC (II, 15% Methanol, 2 mm TFA,
210 bar, 10 ml/min Det. 220 nm); eingespritzte Men-
ge: 1,35 mg/300 wl; Dauer: 30 min/Trennung X
40 Injektionen £ 20 Stunden. Die Sédure wird zur
Vermeidung von cis/trans-Isomerisierungen in
schwarzen Kolben (Polyacrylamidfarblack) aufge-
fangen, aufkonzentriert und im Olpumpenvakuum
gefriergetrocknet. Methanolzwischenspiilung.

Fraktion I: tg =12,5 min, 1a als wei3es, schlecht-
16sliches Produkt; Ausb. 24 mg (25%); Schmp.
150—160 °C. HPLC (I, 10% Methanol, 2 mm TFA,
3 ml/min 170 bar): trg = 23,2 min — UV (H,0): A (€)
310,8 nm (9700 1 mol™! cm™), 295 sh, 226 (5500),
210 (4640). — IR: 3412 cm™! (O—H), 1737 (C=0)
1687 (C—H trans), 1605 (C=C), 1433, 827 (6 C—H),
1264, 1250 (C—0), — 'H-NMR (D,0): §=7,93 (d,
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Jyas=16,1 Hz, 1H, H-B), 7,72 (d, *J=8,6 Hz, 2H,
H-2, H-6), 7,05 (d, *J=8,6 Hz, 2H, H-3, H-5), 6,63
(d, Joums=15,9 Hz, 1H, H-a), 5,46 (d, *J»3=1,55
Hz, 1H, H-2'), 4,5 (s, 1H, H-5'), 4,39 (dd,
i ya=1.77 Hz, °Ji 24=995Hz, 1H, H-3)),
4,17 (dd, ¥y s =1,1 Hz, %], 5=9,95 Hz, 1H, H-4").
— MS (EI, 70 eV): C33Hs,0,0Si¢ ber. M** =788,3078
gef. M**=788,3087.
Fraktion I1: t = 14,2 min, 1b als wei3-braunes Pro- -

dukt; Schmp. 140—145 °C; Ausb. 12 mg (12,5%).

Di-K*-Salz der 2-(E)-O-(p-Hydroxy-cinnamoyl)-p,L-
galactarsdure (6)

Die Saure 1a wird in wenig Wasser geldst und un-
ter Lichtausschlufl iiber eine Sédule mit Amberlite
(CG 50/K*-Form) gegeben. Das Eluat wird im Dun-
keln aufkonzentriert und gefriergetrocknet.

Weilles, schaumiges Produkt; Schmp. 170—
175 °C; HPLC: siehe 1a; — IR: 3407 cm™' (O—H)),
1700, 1604 (C=0), 1515 (C=C), 1394 (C=C—-H),
1260, 1204, 1071 (C—0), 830 (C—H). — 'H-NMR
(D,0): 8=7,88 (d, Jyuns=16,3 Hz, 1H, H-B), 7,69
(d, 3J=8,8 Hz, 2H, H-2, H-6), 7,02 (d, 3J=8,8 Hz,
2H, H-3, H-5), 6,60 (d, J,.,s=15,9 Hz, 1H, H-0),
531 (d, *,3=1,77 Hz, 1H, H-2"), 4,42 (d,
3]s +=0,88 Hz, 1H, H-5'), 4,29 (dd, */» 3 =1,77 Hz,
3, 4=10,17 Hz, 1H, H-3'), 4,08 (dd, *Jys=
0,88 Hz, *J,3=9,7 Hz, 1H, H-4'). — BC-NMR
(D,0): 6=181,4, 178, 171,8 (C-1’, C-6', C-9), 1,61
(C-4), 149 (C-7), 1333 (C-2, C-6), 129.4 (C-1),
1187 .(C-35 (C-5); 117.2. (C=8),+ 774 (C-27),473.9
(C-3"), 73,6 (C-4"), 74,3 (C-5").

2-(Z)-O-(p-Hydroxy-cinnamoyl)-p,L-galactarsdure
(1b) aus 2-(E)-O-(4-Hydroxy-cinnamoyl)-D,L-
galactarsdure (1a)

20 mg (0,06 mm) 1a werden in 60 ml H,O gelost
und in ein mit flieBendem Wasser kiihlbares Duran-
glasgefaB und eintauchender Hg-Niederdrucklampe
(Firma Heraeus, 15 Watt) eingefiillt. Unter einem
konstanten N,-Strom wird die Losung bei RT ge-
rithrt und 15 min photoisomerisiert. Das entstande-
ne 1:1-Isomerengemisch wird anschlieBend HPLC-
chromatographisch aufgetrennt. Beide Fraktionen
werden unter Lichtausschluf aufgefangen und ge-
friergetrocknet.

Priap. HPLC (II, 10% Methanol, 2 mmM TFA,
10 ml/min, 225 bar): Fraktion I: 1a, tg =22.,5 min.
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Fraktion II: 1b, tg =27 min; Ausb. 8 mg (80%),
weiflbrauner Schaum, Schmp. 140—145 °C; R;=0.7
(RP C-18, MeOH-H,O—AcOH = 35:65:0,5);
HPLC (I, 10% MeOH, 2 mMm TFA, 3 ml/min, 170
bar): tg =27,4 min — UV (H,0): Ay (¢) = 308 nm
(62501 mol™!), 220 (5880), 210 (6951). — IR:
3404 cm~! (O-H), 1702, 1679 (C=0), 1628
(C=C—H cis), 1605, 1514 (C=C), 1205, 1162
(C=0), 841, 801, 728. — 'H-NMR (D,0): 6=7,24
(d, J; = 12,4 Hz, 1H, H-B), 7,64 (d, ’J=8,8 Hz,
2H, H-2, H-6), 6,98 (d, °J=8,8 Hz, 2H, H-3, H-5),
6,15 (d, J4;=12,4Hz, 1H, H-a), 541 (d,
3Ty 3=1,32 Hz, 1H, H-2'), 4,34 (dd, 3/3 »=1,7 Hz,
3]y 4+ =8,4 Hz), 1H, H-3"), 4,08 (d, %43 =9,73 Hz,
1H, H-4"), 4,48 (s, 1H, H-5').

(+)-(E)- und (+)-(Z)-2-O-(4-Hydroxy-cinnamoyl)-
galactarsdure (+)-(1a) und (+)-(1b); (—)-(E)- und
(—)-(Z)-2-O-(4-Hydroxy-cinnamoyl)-galactarsdure
(—)-(1a) und (—)-(1b)

Ausgehend von der racemischen frans-Verbindung
werden 10 mg 1a (0.026 mM) in 10 ml H,O geldst
und auf einer Bovin-Serum-Albumin derivatisierten
Kieselgelsdule der Firma Serva HPLC-chromatogra-
phisch in die optischen Antipoden (+)-1 und (—)-1
gespalten. Die beim Trennvorgang anfallenden Puf-
fersalze werden mittels praparativer HPLC auf einer
RP-Kieselgelphase abgetrennt. Gleichzeitig wird
eine Fraktionierung der isolierten Enantiomeren in
die geometrischen Isomere (+)-la und b sowie
(—)-1a und b vorgenommen.

Semipriparative HPLC auf der chiralen BSA-Phase

Sédulendimension: 500 9,2 mm; Inhalt: ca. 18 g
optisch aktives Rinderprotein, gekoppelt an Kiesel-
gel. 300 A, 5 u; Thermostatisierung der Saule bei

32°C; Det.: 310 nm; 15% i-Propanol, 6 mm
Na,HPO,/KH,PO,-Puffer (pH=5); 101 bar; 2,0 ml/
min; Belastbarkeit der Séule: 150 pg/Trennung.
Nach dem Abrotieren des i-Propanols wird die waB-
rige Phase gefriergetrocknet.

Auswaage: (+)-drehendes Enantiomer fz =
13,7 min, 634 mg Puffersalz/(+)-1a,b-Gemisch;
(—)-drehendes Enantiomer fgx=19 min, 1200 mg
Puffersalz/(—)-1a,b-Gemisch.

Priparative HPLC (II, 15% Methanol, 2 mm
TFA, 10 ml/min, 210 bar). Dazu 16st man das jeweili-
ge Puffer/Isomerengemisch in H,O und zentrifugiert
von geringen Mengen Sdulenmaterial (BSA) ab. Die
verschiedenen Eluate werden unter Lichtausschluf3
aufgefangen, am Rotationsverdampfer aufkonzen-
triert und gefriergetrocknet.

(+)-1a: g = 18,12 min, Ausb. 1,2 mg (22% Iso-
merengemisch)

(+)-1b: g = 20,5 min, Ausb. 1,0 mg

(+)-1a: [a]® = +12°, (c = 0,05, H,0)

CD: (+)-1a: Agzp = +0,23, Agps = +0,17,
Agyp = —0,17 (¢ = 0,095 mg/ml, H,0)

(—)-1a: 1z = 18,12 min, Ausb. 1,1 mg (21% Iso-
merengemisch)

(—)-1b: tg = 20,5 min, Ausb. 0,9 mg

(—)-1b: [a]f = —62° (0,08, H,0)

CD: (—)-1b: Agy0=—0,28, Ag,y;0=—0,63.
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