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Chemoenzymatic Synthesis of I3C-Labeled S-(-)-Malic Acid 

Abstract. The first regio- and stereospecific synthesis 
of S-(-)-13C-malic acid 5 with a high incorporation of 
13C and excellent enantiomeric excess is described. 
S-(-)-13C-malic acid 5 was synthesized in a three-step 
reaction starting with ethyl acetate 2 and diethyl oxala- 

te 1. The produced sodium diethyl oxaloacetate 3 was 
then enantioselectively reduced with bakers’ yeast to 
S-(-)-13C-malic acid diethylester 4 which was hydroly- 
zed to S-(-)-13C-malic acid 5 .  

13C-markierte Zitronen- oder Bernsteinsaure finden 
Anwendung bei der Bestimmung sowohl von Stoff- 
wechselflussen als auch der relativen Enzymaktivita- 
ten des Krebs-Zyklus in Epithelien der Niere mit Hilfe 
der *3C-NMR-Spektroskopie [I - 31. Diese Untersu- 
chungen werden unter normalen und ebenfalls unter 
pathologischen Bedingungen durchgefuhrt . Jedoch ist 
es nicht moglich, mit den oben genannten Substraten 
eine Aussage uber den Effekt des sogenannten ,,Malat- 
Dehydrogenase-Fumarase-Systems“ sowie uber die 
eventuelle Rolle des ,,malic enzyme“ [4, 51 zu machen. 
Eine Strategie, um diese gewunschten Zusatzinforma- 
tionen in Epithelien der Niere zu erhalten, ist die Ver- 
wendung von enantiomerenreiner S-(-)-I3C-markierter 
Apfelsaure 5 .  Die herkommlichen Synthesen fur Ap- 
felsaure [6, 71 sind ungeeignet fur die Darstellung von 
S-(-)-13C-Apfelsaure 5 ,  deshalb beschreiben wir hier 
einen neuen Syntheseweg. 

Es gelang uns, S-(-)-Apfelsaure 5 sowohl einfach in 
3- und 4-Stellung als auch mehrfach in 1,2- und 
1,2,3,4-Stellung 13C-markiert zu synthetisieren. 

Ausgehend von Oxalsaurediethylester 1 und Essig- 
saureethylester 2 wurde eine Kondensationsreaktion 
nach Claisen in Diethylether durchgefuhrt . 

Das so erhaltene Oxalessigsaurediethylester-Na- 
trium-Salz 3 wird mit einer Ausbeute von uber 90% 
erhalten [8]. Die Identifizierung der Verbindung er- 
folgt durch NMR-Spektroskopie, wobei die 13C-Mar- 
kierung in der 3-Position im ‘H-Spektrum durch das 
Dublett bei 5,32 ppm mit einer J(I3C, H)-Kopplung 
von 161,8Hz und im 13C-Spektrum durch das Signal 
bei 85,9 ppm angezeigt wird. Die Anreicherung betragt 
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94 To. Das 'H-Spektrum des 4-13C-markierten Na- 
triumsalzes 3 b zeigt bei 5,32 ppm lediglich ein Singu- 
lett, im 13C-Spektrum ein Signal bei 171,8 ppm fur das 
angereicherte C-Atom. 

Wichtig ist die Darstellung des enantiomerenreinen 
S-(-)-Apfelsaurediethylesters 4, der durch anschlieljen- 
de Verseifung in die S-(-)-Apfelsaure 5 iiberfuhrt wird. 
Diese stereoselektive Reduktion von 3 kann in Anleh- 
nung an Seebach [9] und Sih [lo] durch Umsetzung 
rnit Backerhefe erzielt werden. Die saurekatalysierte 
Verseifung von 4 und vor allem die abschlieljende 
Aufarbeitung bereiteten groljere Schwierigkeiten bei 
dem Versuch, das Produkt in reiner Form zu erhalten. 
Als gunstig hat sich eine Reinigung mittels Saulen- 
chromatographie rnit einem basischen Ionenaustau- 
scherharz (Dowex, 1 x 8, Chloridform) erwiesen, das 
rnit 2 M HCOONa in die Formiatform uberfiihrt wird 
[ 1 11. Die S-(-)-Apfelsaure 5 wird rnit 1 N HCOOH elu- 
iert und fallt in sehr reiner Form an, so dalj 5 nach 
kurzer Zeit auskristallisiert. Von diesem reinen Pro- 
dukt werden 'H- und 13C-NMR-Spektren (Bruker AM 
500) in Aceton-d6 rnit TMS als internem Standard auf- 
genommen. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt z. B. fur die 
S-(-)-3-13C-Apfelsaure 5 a deutlich die durch die 
13C-Markierung auftretenden zusatzlichen Kopplun- 
gen, die rnit 129,5 Hz im Rahmen der literaturbekann- 
ten J(13C-H)-Kopplung liegen [12]. Das 13C-NMR- 
Spektrum zeigt bei 39,3 ppm die 13CH2-Gruppe rnit ei- 
ner Anreicherung von 92 To. Der Drehwert der S-(-)-3- 
13C-Apfelsaure 5 a betragt [a],, = - 5,9" (c = 334, 
Aceton). 

Um S-(-)-Apfelsaure 5 mehrfachmarkiert herzustel- 
len, ist es erforderlich, von markiertem Natriumfor- 
miat - 13C 6 auszugehen. Durch Schmelzen von 6 bei 
420 "C wird das Natriumsalz der 1,2-*3C2-Oxalsaure 
hergestellt. Die freie Saure 7 wird durch Reinigung 
uber einer Kationenaustauschersaule in hochreiner 
Form gewonnen. Die Veresterung zum 1 ,2-13C2-0xal- 
saurediethylester 1 a wird rnit Ethanol in Tetrachlor- 
kohlenstoff erreicht. 

Formelbild 2 

Die Synthesefolge (Formelbild 1) ermoglicht nun so- 
wohl die Darstellung von S-(-)-l ,2-13C2-Apfelsaure 5 c 
als auch von S-(-)-l,2,3,4-13C4-Apfelsaure 5 d. 

Beschreibung der Versuche 

Die NMR-Spektren wurden auf einem Bruker AM 500 
Spektrometer, ausgestattet mit einem Aspect X 32 Compu- 
ter, gemessen. Als Losungsmittel wurden Aceton-d6 und 
Chloroform-d verwendet. Die Mentemperatur betrug 20 "C, 
als interner Standard wurde Tetramethylsilan (TMS) einge- 
setzt. 

3-13C-Oxalessigsaurediethylester-Natriurnsalz (3 a) 
Einer Losung von 1,64 g (1 1,22 mmol) Diethyloxalat (1) in 
30ml absolutem Ether werden portionsweise unter Ruhren 
0,25 g (1 1,22mmol) Natrium zugegeben. Diesem Gemisch 
werden bei Raumtemperatur langsam 1,OO g (1 1,22 mmol) 
Ethylacetat-2-13C (2 a) zugetropft. Das Reaktionsgemisch 
wird bis zur Bildung eines gelbbraunen festen Niederschla- 
ges geruhrt. Der entstandene Feststoff wird mit Ether gewa- 
schen und nach dem Trocknen uber CaClz im Exsikkator ge- 
morsert. Der Reinheitsgrad ist fur die folgende Reaktion 
ausreichend. 

Rohausbeute: 1,7Og (8,05 mmol) 
Die Darstellung der Verbindungen 3 b, 3 c und 3 d erfolgt 

in analoger Weise, wobei die gewahlten Ansatze und Roh- 
ausbeuten hier angegeben werden. Die spektroskopischen 
Daten sind in Tabelle 1 und 2 zusammengefant. 

4-1~C-Oxalessigsaurediethylester-Nati-iumsalz (3 b) 
1,64 g (1 1,22 mmol) Diethyloxalat 1 
1,OOg (11,22mmol) Ethyla~etat-l-I~C 2b 

Tabelle 1 'H-NMR-Daten (Aceton-d,) fur die Verbindungen 3 a - 3 d 

CH, CH3 CH2 CH3 CH2 CH3 CH2 CH3 CHCOOEt 
6 [PPml 1,15 1,24 3,95 4,12 5,32 

3 a  
IJ(l3C, IH) [Hz] 
3 b  
3J(13C, 'H) [Hz] 
3c  
2J(13C, IH) [Hz] 
3J(13C, lH) [Hz] 
3d 
lJ(13C, 'H) [Hz] 
2J(i3C, lH) [Hz] 
3J(13C, lH) [Hz] 

~~ 

t t 9 9 d 
161,s 

S 

m 
2.1 

m 
161,s 
1,8/1,7 
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Tabelle 2 13C-NMR-Daten (Aceton-d6) fur die Verbindungen 3 a - 3 d 

CH3 CH3 CH2 CH2 CH C = C H  OCC(0Na) CHCO 
6 [PPmI 14,5 15,l 58,2 61,2 85,9 168,9 169,4 171,8 

3a S S S S S d S d 
IJ(l3C, IzC) [Hz] 78,4 79,8 
3 b  S S S S d S S S 
IJ(l3C, I2C) [Hz] 80,4 
3 c  S S S S d S S S 
IJ(l3C, W) [Hz] 65,9 
3d S S S S m ss S d 
lJ(I3C, 13C) [Hz] 60,1/58,6 81,6 

0,25g (11,22mmol) Natrium 
Rohausbeute: 1,90 g (8,99mmol) 

1, 2-13C2-Oxalessigsaurediethylester-Nutriumsulz (3 c) 
1,05 g (1 1,95 mmol) Ethylacetat 2 
1,77 g (1 1,95 mmol) 1 ,2-13C2-Oxals~urediethylester 1 a 
0,27 g (1 1,95 mmol) Natrium 
Rohausbeute: 1,70g (8,Ol mmol) 

1,2,3, 4-13C,-Oxalessigsaurediethylester-Nutriumsal.z (3 d) 
1,OO g (1 1,09 mmol) 1 ,2-I3C2-Ethylacetat 2 c 
1,64 g (1 1,09 mmol) 1 ,2-L3C2-Oxalsaurediethylester 1 a 
0,25 g (1 1,09 mmol) Natrium 
Rohausbeute: 1,40 g (6,54 mmol) 

S-(-)-3-13C-Apfelsaurediethylester (4 a) 
Zu einer Losung aus 200 ml Leitungswasser und 80 g Sucro- 
se werden portionsweise unter kraftigem Ruhren 20 g frische 

Backerhefe gegeben. Dabei sollte die Innentemperatur 30 "C 
nicht uberschreiten. Nach vollstandiger Zugabe der Backer- 
hefe werden dem Gemisch 1,70 g (8,05 mmol) Oxalessigsau- 
rediethylester-Natri~msalz-3-~~C (3 a) portionsweise zuge- 
setzt. Die Reaktionszeit betragt 4 Tage. Die Aufarbeitung 
erfolgt durch Zugabe von 30 g Celite und anschlieflendem 
Filtrieren der Losung. Dem Filtrat werden 100ml H 2 0  und 
NaCl bis zur Sattigung zugegeben. Aus dieser wal3rigen Lo- 
sung wird das Produkt mit Diethylether extrahiert, die orga- 
nische Phase abgetrennt, uber MgS04 getrocknet und ab- 
schlienend der Diethylether abdestilliert. Das Produkt wird 
ohne weitere Reinigung in der nachsten Stufe eingesetzt. 

Rohausbeute: 1,35 g (7,02mmol) 
Die Darstellung der Verbindungen 4 b, 4 c und 4 d erfolgt 

in analoger Weise, wobei jeweils 85 g Sucrose, 28 g Backer- 
hefe, 220 ml Leitungswasser sowie 35 g Celite eingesetzt wer- 
den. Die spektroskopischen Daten sind in Tabelle 3 und 4 
zusammengestellt . 

Tabelle 3 IH-NMR-Daten (CDC1,) fur die Verbindungen 4 a - 4 d 

CH2CH3 CHZCH3 CH2 CH2CH3 CH2CH3 CH 
6 [PPml 1,19 1,26 2,79 4,16 4,27 4,52 

4a  
IJ(l3C, 'H) [Hz] 
2J(H3, H3') [Hz] 
3J(H2, H3) [Hz] 
3J(H2, H3') [Hz] 
4b 
3J(13C, lH) [Hz] 
2J(H3, H3')  [Hz] 
3J(H2, H3) [Hz] 
3J(H2, H3')  [Hz] 
4 c  
IJ(l3C, IH) [Hz] 
2J(H3, H3') [Hz] 
3J(H2, H3) [Hz] 
3J(H2, H3 ') [Hz] 
4d  
J(I3C, IH) [Hz] 

zJ(i3C, 'H) [Hz] 
,J(*)C, IH) [Hz] 
ZJ(H3, H3')  [Hz] 
3J(H2, H3) [Hz] 
3J(H2, H3') [Hz] 

t t dddd q 
131,3 
16,2 
497 
6,5 

t t m d4 
3 ,O 

16,2 
4,7 
6 3  

t t m 4 

t 

m m 

497 
6 3  

147,3 
m m 

437 
6 5  

147,3 
m m 
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Tabelle 4 13C-NMR-Daten (CDC13) fur die Verbindungen 4 a - 4 d 

CH3 CH2 CH2 CHzC(0H) CH(0H) CHZCO CH(0H)CO 
8 tppml 14,l 60,9 62,O 38,7 67,3 170,6 173,4 

4a  
IJ(l3C, W )  [Hz] 
4 b  
IJ(l3C, I2C) [Hz] 
4 c  
IJ(I3C, 12C) [Hz] 
lJ(l3C, I3C) [Hz] 
4 d  
IJ(l3C, 13C) [Hz] 

S S S S 

S S S d 

S S S d 
58,2 

38,9 

S S S dd 
58,3 
58,7 

d d S 
39,l 57,8 
S S S 

d S d 

60,3 60,3 
dd d d 
60,3 58,O 58,7 
60,s 

S-(-)-4-13C-Apfelsaurediethylester (4 b) 
1,90 g (8,99 mmol) 4-13C-Oxalessigsaurediethylester-Na- 
triumsalz 3 b 
Rohausbeute: 1,47 g (7,64 mmol) 

S-(-)-1,2-13C2-Ap felsaurediethylester (4 c )  
1,70 g (8,Ol mmol) 1 ,2-~3C2-Oxalessigsaurediethylester-Na- 
triumsalz 3 c 
Rohausbeute: 1,32g (6,91 mmol) 

S-(-)-1,2,3, 4-13C4-Apfelsaurediethylester (4 d) 
1,40 g (6,54 mmol) 1,2,3 ,4-13C,-Oxalessigs~urediethylester- 
Natriumsalz 3 d 
Rohausbeute: 1,15g (5,95 mmol) 

S-(-)-3-13C-Apfe&iure (5 a) 
Der ungereinigte Apfelsgurediethylester 4 a wird in 50 ml 
1 N HC1 aufgenommen und 2 Stunden unter RuckfluB er- 
hitzt. Anschlienend wird die Losung eingeengt. Das auf die- 
se Weise erhaltene 0 1  wird in wenig Wasser aufgenommen. 
Die abschlienende Reinigung erfolgt durch Saulenchroma- 
tographie an einem basischen Ionenaustauscherharz. Hierzu 
werden 15 g Ionenaustauscherharz (DOWEX, 1 x 8, Chlo- 
ridform) in 2 M HCOONa aufgeschlammt und die Saule rnit 
2M HCOONa in die Formiatform uberfuhrt. Nach voll- 
standigem Austausch der Chlorid-Ionen (Nachweis rnit 
3 3  Voiger AgN03-Losung) wird das Saulenmaterial rnit 
50ml konz. HCOOH und abschlienend rnit 300ml Wasser 
gespult. Die Rohsubstanz wird, in wenig Wasser gelost, auf 
die Saule gebracht. Das reine Produkt wird rnit 1 N  
HCOOH eluiert. Es werden 15 Fraktionen mit einem Volu- 
men von je 14ml aufgefangen, wobei das Produkt in den 
Fraktionen 8 - 12 isoliert werden kann. 

Ausbeute: 480mg (31,6 Vo d. Th. uber alle Stufen) 
[ff]D= -5,9" (c=3,54, Aceton) 

Die Verbindungen 5 b, 5 c und 5 d werden auf gleiche Wei- 
se durch Verseifung mit jeweils 50ml 1 N HCl dargestellt. 
Die NMR-spektroskopischen Daten sind in den Tabellen 5 
und 6 zusammengestellt. 

S-(-)-4-13C-Ap felsaure (5 b) 
1,47 g (7,64 mmol) S-(-)-4-13C-Apfelsaurediethylester 4 b 
Ausbeute: 210mg (13,8 Vo d. Th. uber alle Stufen) 
[ff]D= -5,7" (C=3,41, Aceton) 

S-(-)-1,2-W2-Apfe1saure (5 c) 
1,32 g (6,91 mmol) S-(-)-1 ,2-13Cz-Apfelsaurediethylester 4 c 
Ausbeute: 250mg (15,5 Vo d. Th. uber alle Stufen) 

S-(-)-I, 2,3, 4-13C4-Ap felsaure (5 d) 
1,15 g (5,95 mmol) S-(-)-1 ,2,3,4-13C4-Apfe1saurediethylester 
4 d  
Ausbeute: 210mg (12,7 Vo d. Th. uber alle Stufen) 
[&= - 5,4" (3,57, Aceton) 

I ,  2-13C2- Oxalsaure (7) 
10,OO g (0,14 mol) Natri~mformiat-l~C 6 werden bei 420 "C 

[a]D= -5,7" ( ~ = 3 , 4 1 ,  Aceton) 

Tabelle 5 
gen 5 a - 5 d  

1H-NMR-Daten (Aceton-d6) fur die Verbindun- 

CHZ CH 
6 [PPml 2,77 4,52 

5 a  dddd m 
IJ(I3C, 'H) [Hz] 129,4/130,3 

2J(H3, H3 ') [Hz] 16,2 
2J(13C, 'H) [Hz] 4,o 

3J(H2, H3) [Hz] 495 495 
3J(H2, H3 ') [Hz] 795 795 
5 b  dddd m 
3J(13C, 'H) [Hz] 391 
*J(H3, H3 ' ) [Hz] 
'J(H2, H3) [Hz] 495 4,5 
3J(H2, H3') [Hz] 795 795 
5 c  m m 
IJ(l3C, lH) [Hz] 145,8 
2J(13C, IH) [Hz] 4,1/2,4 2,9 
2J(H3, H3 ') [Hz] 16,2 
3J(H2, H3) [Hz] 499 494 
3J(H2, H3') [Hz] 795 795 
5d  m m 
IJ(l3C, 'H) [Hz] 129,3/130,4 145,9 
2J(13C, 'H) [Hz] 4,1/2,4 295 
2J(H3, H3')  [Hz] 16,2 
3J(H2, H3) [Hz] 499 4 4  
3J(H2, H3 ') [Hz] 793 793 

16,2 
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Tabelle 6 W-NMR-Daten (Aceton-d6) fur die Verbindungen 5 a - 5 d 

CH2 C(0H) CH (OH) CH2 COOH CH (OH) COOH 
39,3 67,9 172,6 174,3 

~~ ~~ ~ 

5 a  S d d 5 

IJ(I3C, W )  [Hz] 39,O 78,6 
5b  d S S 5 

IJ(l3C, I2C) [Hz] 57,4 
5 c  d d S d 
IJ(I3C, W )  [Hz] 39,5 
J(I3C, I3C) [Hz] 60,9 59,2 

5d dd dd dd dd 
1J(I3C, 13C) [Hz] 56,2 61,l 59,2 59,2 

3 9 3  59,O 
3J(I3C I3C) [Hz] 294 392 

in einem Schmelzofen ca. 8 min geschmolzen. Nach Abkuh- 
len erstarrt das Gemisch zu einer weiljen Masse. Das ent- 
standene Natriumsalz der 1 ,2-13C2-Oxalsaure wird in ca. 
250 ml dest. Wasser gelost und auf eine Kationenaustau- 
schersaule (8Og) gegeben, die zuvor mit dest. Wasser bis zu 
einer farblosen Waschlosung als Eluat gewaschen wird. Es 
werden 25 Fraktionen mit einem Volumen von 14ml mit 
dest. Wasser eluiert, die einen pH-Wert von 1 - 3 aufweisen. 
Nach Einengen der vereinigten Fraktionen bleibt ein weiBer 
Feststoff zuriick. 

'3C-NMR (125 MHz, Aceton-d,, 20 "C, TMS): 
W-Anreicherung (93 %): S = 160,9 (s, 13COOH) 

Rohausbeute: 8,85 g (96,17 mmol) 

1,2-13C2-Oxalsaurediethylester (1 a) 
In einem 250 ml-Einhalskolben mit Wasserabscheider und 
Ruckflurjkiihler wird das Reaktionsgemisch aus 8,85 g 
(96,17 mmol) 1 ,2-L3C2-Oxalsaure 7, 25,OO g (0,54 mol) Etha- 
nol und 150 ml Tetrachlorkohlenstoff solange unter Ruck- 
flurj erhitzt, bis sich kein Wasser mehr abscheidet (ca. 24h). 
AnschlieBend wird das Lbsungsmittel am Rotationsver- 
dampfer abgezogen und der Ruckstand fraktioniert im Va- 
kuum destilliert. Das Produkt siedet bei 90 - 95 "C 
( 12 Torr). 

Ausbeute: 7,lOg (34,2 Vo d. Th. uber beide Stufen) 
'H-NMR (500 MHz, CDC13,20 "C, TMS): 
6 =  1,38 (t, 6 H ;  CH2 CHJ, 4,39 (ddd, 3J('3C, [H)=2,6Hz, 
4 H ;  CH2 CH3). 

13C-NMR (125MHz, CDCl3, 20 "C, TMS): 
naturliche Haufigkeit: S =  13,8 ( s ,  CH3), 64,l (s, CH2). 

I3C-Anreicherung (92 070): 6 = 158,5 (d, lJ(I3C, 13C) = 
58,5 HZ, 1 3 ~ 0 0 ) .  
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