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Aus den Blattern von Araliorhamnus vaginatus Perrier wurde das Hauptalkaloid, Aralionin. 
isoliert und seine Struktur durch chemischen Abbau und mit Hilfe physikalischer Methoden, 
insbesondere der Massenspektrometrie, aufgeklart. Aralionin besitzt ein Ringsystem, auf- 
gebaut aus Phenylserin, C-Benzoyl-glycin und p-Hydroxy-styrylamin, und als Seitenkette 
ein N.N-Dimethyl-isoleucin (1). 
Die Massenspektren von 1 und seinen Derivaten (2, 3) zeigen, daR die elektronenstoR-indu- 
zierte Fragmentierung von Peptid-Alkaloiden durch funktionelle Gruppen in der Seitenkettc 
einer Aminosaure entscheidend beeinflufit wird. 

In Fortfiihrung unserer Arbeiten iiber die Alkaloide aus Rhamnaceen 1-3-6) haben 
wir die basischen Inhaltsstoffe von Araliorhamnus vaginatrrs Perrier, einem im Siid- 
westen Madagaskars beheimateten Baum, untersucht. Aus einem Methanol-Extrakt 
von lufttrockenen Blattern dieser Pflanze wurde auf dem iiblichen Wege3) eine Roh- 
basenfraktion gewonnen, aus der sich durch Chromatographie a n  Kieselgel das 
Hauptalkaloid, Aralionin, abtrennen lieR. Die Ausbeute betrug, bezogen auf die 
Rohbasenfraktion, etwa 33 x ;  das sind 0.06 ”/, vom eingesetzten Pflanzenmaterial. 
Gegeniiber chemischen und thermischen Einfliissen bewies das Alkaloid eine bemer- 
kenswerte Instabilitat ; bei langerem Lagern des Rohbasengemisches oder mehrtagi- 
gem Aufbewahren einer Chloroform-Losung von reinem Aralionin zersetzte es sich 
nahezu quantitativ. 

Aralionin besitzt, wie die im folgenden geschilderten Untersuchungen zeigen, 
die Strukturformel 1. Es gehort damit zur Gruppe der Peptid-Alkaloide mit einem 
14- gliedrigen, durch eine Atherbriicke geschlossenen Ringsystem, von denen in 
jungster Zeit fiinfzehn verschiedene Vertreter bekannt geworden sind 1,3-10). Als 

1)  V.  Mitteil.: R. Tschesche und H. Last, Tetrahedron Letters [London] 1968, 2993. 
2) Auszug aus der Dissertat. L. Behrendt, Univ. Bonn 1968. 
3) R. Tschesche, R. Welters und H.- W.  Fehlhaber, Chem. Ber. 100, 323 (1967). 
4) R. Tschesche, J. Rheingans, H.- W. Fehlhaber und G. Legler, Chem. Ber. 100, 3924 ( 1  967). 
5 )  R. Tschesche, H. Last und H.- W.  Fehlhaber, Chem. Ber. 100, 3937 (1967). 
6 )  R. Tschesche, E. Frohberg und H.- W. Fehlhaber, Tetrahedron Letters [London] 1968, 

7) M. Pais, F.-X. Jarreau, X. Lusinchi und R. Goutarel, Ann. Chimie 1966, 83. 
8) M. Pais, J. Marchand, X .  Monseur, F.-X. Jarreau und R. Goutarel, C. R. hebd. Seances 

9) M. Pais, J. Marchand, F.-X. Jarreau und R. Goutarel, Bull. SOC. chim. France 1968, 1145. 

1311. 

Acad. Sci. 264, 1409 (1967). 

10) F. K. KIein und H. Rappor t ,  J. Amer. chem. SOC. 90, 2398 (1968). 
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Besonderheit weist das Aralionin eine C-Benzoyl-glycin-Einheit auf, eine unseres 
Wissens in der Natur bisher nicht aufgefundene Aminosaure. 

Die Strukturermittlung stutzt sich im wesentlichen auf die Analyse von Hydrolysen- 
produkten sowie die Anwendung spektroskopischer Methoden beim Aralionin (l), 
seinem Tetrahydroderivat (2)  und dem Abbauprodukt Desbenzoyl-aralionin (3). 
Ihre Beschreibung sei daher nach diesen drei Verbindungen gegliedert. 
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Aralionin 
Durch hochauflosende Massenspektrometrie wurde die Summenformel des Ara- 

lionins zu C34H38N405 bestimmt. Das IR-Spektrum ahnelt dem anderer Alkaloide 
dieses Typs: Es lassen sich Banden fur sekundare Amide (3385 und 1675/cm), die 
N-Methyl- (2780/cm), C=C-Doppelbindungs- (1620/cm) und Phenolather-Grup- 
pierung (1220/cm) zuordnen. 

Das UV-Spektrum zeigt ein Absorptionsmaximum bei 246 mp (E 19000), das auf 
den Benzoylrest zuruckzufiihren istll). Nach Zugabe von Alkali trat eine starke 
bathochrome Verschiebung ein (A,,, 305 mp, E 10600), womit das Vorliegen einer 
zum Benzpylrest (3-standigen Carbonylfunktion angezeigt wurde. Bei dem als Modell- 
substanz synthetisierten N-Acetyl-C-benzoyl-glycin-athylester12) beobachtete man 
beim obergang von neutraler zu alkalischer Losung allerdings eine wesentlich 
geringere Verschiebung der UV-Absorption (A,,, 247 mp, E 10600 --f A,,, 283 mp, 
E 8700). Wahrscheinlich tritl beim Aralionin eine Wechselwirkung zwischen der 
enolisierten C-Benzoyl-glycin-Einheit und dem Styrylamid-System ein, die einen 
zusatzlichen bathochromen Effekt hervorruft. - Keinerlei Aussageri erlaubt der 
Circulardichroismus des Aralionins, denn durch die Uberlagerung mehrerer Chromo- 
phore (Benzoyl-, Styrylamid- und Phenolather-Gruppierung), moglicherweise auch 
deren gegenseitige Beeinflussung, entsteht ein komplexes Spektrum mit zahlreichen, 
teilweise eng benachbarten Extremwerten (s. Versuchsteil). 

Im NMR-Spektrum erkennt man die Signale fur die beiden C-Methylgruppen 
(T 9.41 und 9.15) und die Dimethylaminogruppe ( T  7.60). Drei Dubletts bei T 7.15 
( J  = 4.5 Hz), 5.20 ( J  = 8 Hz) und 4.19 ( J  = 6.5 Hz) durften den a-standigen Wasser- 
stoffatomen der N.N-Dimethyl-isoleucin-, Phenylserin- bzw. C-Benzoyl-glycin-Ein- 
heit zuzuschreiben sein. Fur die Aromatenprotonen findet sich neben dem ublichen 

11) Der Styryiamin-Chromophor dieser Alkaloide liefert wegen der durch das Ringsystem 
erzwungenen Verdrillung keine selektive UV-Absorption3,Q. 

12) W. A .  Bolhofer, J. Amer. chem. SOC. 74, 5459 (1952). 
4. 
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Multiplett bei T 2.8-3.2 ein weiterer Signalkomplex um T 2; er stammt von den 
beiden ortho-standigen H-Atomen der Benzoylgruppe, deren Resonanz durch die 
Carbonylfunktion eine deutliche paramagnetische Verschiebung erfahrt. 

Zum qualitativen Nachweis der Aminosauren wurde Aralionin mit 6 n  HC1 bei 
110" im Bombenrohr hydrolysiert. Aus dem Reaktionsgemisch lie8 sich mit Benzol 
eine sehr wenig polare, in Wasser unlosliche Substanz abtrennen. Aufgrund der massen- 
spektrometrisch ermittelten Summenformel C16H12 und nach einem dunnschicht- 
chromatographischen Vergleich mit authentischem Material handelte es sich dabei 
um (3-Phenyl-naphthalin. Dieser Kohlenwasserstoff entsteht unter sauren Bedingungen 
aus dem sehr empfindlichen Phenylserin4.13) und kann somit als Hinweis auf das 
Vorliegen dieser Aminosaure dienen. In der wainrigen Phase des Hydrolysats lie8en 
sich papierchromatographisch N.N-Dimethyl-isoleucin und w-Amino-acetophenon 
(mittels einer synthetischen 14) Vergleichsprobe) nachweisen. Letzteres wurde aul3er- 
dem - nach Uberfiihren in das bestandigere N-Acetylderivat -- isoliert und seine 
Identitat durch Vergleich mit authentischem w-Acetamido-acetophenon 15) gesichert. 
Das Auftreten von w-Amino-acetophenon deutete darauf hin, da8 Aralionin C-Ben- 
zoyl-glycin enthalt, das als (3-Keto-carbonsaure unter den drastischen Hydrolysen- 
bedingungen vollstandig decarboxyliert wird und sich damit dem direkten Nachweis 
entzieht. 

Die massenspektrometrischen Untersuchungen am Aralionin erwiesen sich wegen 
seiner aul3erordentlichen thermischen Empfindlichkeit als schwierig. Abbild. 1 zeigt 
ein unmittelbar nach dem Einfuhren der Substanz bei einer Ionenquellentemperatur 
von 160" aufgenommenes Spektrum ; schon nach wenigen Minuten beobachtete man 
starke Veranderungen der Peak-Intensitaten, wobei u. a. die fur eine Interpretation 
sehr wichtigen Peaks m/e 224, 322 und 385 (s. unten) vollig im Spektrenuntergrund 
verschwanden. Durch systematische Messungen mittels hochauflosender Massen- 
spektrometrie - dies erforderte wegen der zeitraubenden peak matching-Technik ein 
wiederholtes Einfuhren neuer Substanzproben - wurden fur zahlreiche Fragnient- 
Ionen die Summenformeln ermittelt (s. Tab. 2 im Versuchsteil) und so deren Zuord- 
nung ermoglicht. Das von uns fur Alkaloide dieses Typs aufgestellte Fragmentierungs- 
schema4.16), das bereits in zahlreichen Fallen eine vollstandige Strukturermittlung 
erlaubtel.4-6.9), wird beim Aralionin nur teilweise befolgt (soweit dies zutrifft, kenn- 
zeichnen wir die Bruchstuck-Ionen mit den gleichen Buchstaben wie im allgemeinen 
Zerfallsschema4~ 16)). 

Folgende Fragment-Ionen weisen auf die vier Grundbausteine des Molekuls hin : 
Das Ion m/e 114 (C~H~-CH(CHJ)-CH=N(CH&, a), dessen durch Abspaltung 
eines Athylradikals gebildetes Sekundarfragment m/e 85 (CH3 - CH=CH- N(CH3)2) 
und das Bruchstuck M - C4H9 (b) sind typisch fur endstandiges N.N-Dimethyl- 
isoleucin4). Der Peak m/e 131, welcher verursacht wird durch ein Cinnamoyl-Ion 

(C6H5 - CH=CH-C= 0: m), ist auf eine amidartiggebundene undverathertephenylse- 

13) F. Bettzieche, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 150, 177 (1925). 
14) C.  Munnich und F. L. Huhn, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 1542 (1911). 
15) F. Wolfheim, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 1440 (1914). 
16) H.-W. Fehlhaber, 2. analyt. Chem. 235, 91 (1968). 

+ 
.+ 

+ 
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Abbild. 1. 
Massenspektrum des Aralionins (1) 

Abbild. 2. 
Massenspektrum des Desbenzoyl-aralionins (3) 

rin-Einheit zuriickzufiihren4~. Das Fragment m/e 135([HO-C6H4-CH=CH-NH2]t, 
i) belegt das Vorliegen einer Hydroxy-styrylamin-Gruppierung4.16). Vom C-Benzoyl- 
glycin laI3t sich nur der intensive Peak bei der Massenzahl 105 ableiten, dem aufgrund 
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des Sekundarzerfalls - Eliminierung von CO zu m/e 77 - ein Benzoyl-Ion zuzuord- 
nen ist. Das fur diese Aminosaure zu erwartende ,,Aminfragment" 4,16), namlich 
C6H5-cO-CH=NH2 (m/e 134), ist nicht eindeutig zu identifizieren, da ein Bruch- 
stuck gleicher Summenformel auch vom Hydroxy-styrylamin herruhren kann 

+ 

(i - H)5,16). 
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Eine Reihe von Bruchstuck-Ionen enthalt jeweils mehrere dieser Grundeinheiten 
(oder Teile davon) und erlaubt damit Aussagen uber deren Verknupfung. So beweisen 
die Fragmente c und d (siehe Formelschema)17) die Anknupfung des N.N-Dimethyl- 
isoleucins an das Phenylserin, und an Hand der lonen f, h und e erkennt man4.16), 
daR das Phenylserin mit dem Hydroxy-styrylamin verathert und dieses mit dem 
C-Benzoyl-glycin amidartig verbunden sein mu13. 

AuBer diesen Fragmenten waren nach unseren bisherigen Erfahrungen mit Alkaloiden 
dieses Typs noch zwei Bruchstiick-Ionen zu erwarten, die aus Phenylserin und C-Benzoyl- 
glycin bestehen und deren unmittelbare Verknupfung belegen (entsprechend k und 1 in 
l.c.4.16)). Damit lieBe sich - unter Beriicksichtigung von e - die vollstandige Struktur des 
Ringsystems ableiten. Diese beiden Ionen fehlen beim Aralionin jedoch, wie sich aus den 
Messungen mittels hochauflosender Massenspektrometrie eindeutig ergab. 

Statt dessen treten aber einige neue Fragmente auf. Wahrend namlich bei allen 
bisher untersuchten Alkaloiden der Zerfall des Ringsystems ausschliel3lich durch 
Ringoffnungsreaktionen an der Atherbrucke eingeleitet wurde4.16), kann beim 
Aralionin aufgrund der Ketofunktion im C-Benzoyl-glycin ein weiterer offnungs- 
mechanismus ablaufen : Durch eine McLufJZlrty-Umlagerung bildet sich das offen- 
kettige System 4. Die ubliche4.16) Phenolather-Spaltung 18) fuhrt dann zii den Bruch- 
stucken m/e 421 und 161, von denen ersteres durch Abbaureaktionen am N.N-Di- 
methyl-isoleucin - Abspaltung eines Isobutylradikals bzw. Eliminierung von 
CH2=NPCH3 - die lonen rnje 364 und 378 liefert. Aus diesen Bruckstuck-lonen 
ergibt sich nun, daR Phenylserin und C-Benzoyl-glycin direkt miteinander verknupft 
sind. 

Mit diesem Ergebnis lie13 sich fur Aralionin bereits die Strukturformel 1 aufstellen. 
Wegen der erwahnten Unsicherheiten bei der Aufnahme des Massenspektrums 
konnte die diskutierte Fragmentierung allerdings nicht als endgdtiger Strukturbeweis 
angesehen werden 19). 

Tetrahydro-aralionin 

Bei der katalytischen Hydrierung uber Platin in Methanol nahm Aralionin 2 Aquivv. 
Wasserstoff auf. Das amorphe Reaktionsprodukt erwies sich als noch unbestandiger 
als Arilionin. Aufgrund der Abwesenheit einer C =C-Doppelbindungsbande im 
IR-Spektrum und der Benzoyl-Absorption im UV-Spektrum sowie nach dem Mole- 
kulargewicht von 586 (Massenspektrum) handelte es sich um das Tetrahydroderivat 2. 

Nach einer Hydrolyse des Tetrahydro-aralionins mit 6 n  HCI lieB sich - neben 
P-Phenyl-naphthalin (vgl. S. 52) und N .  N-Dimethyl-isoleucin - papierchromato- 
graphisch eindeutig Phenylserin nachweisen. Offenbar wird eine Phenylserin-Einheit 
mit freier Hydroxylgruppe, ini Gegensatz zu der als Phenolather gebundenen, unter 

17) Bezuglich der Formulierung der Ionen c und d vgl. die friiheren AusEiihrungen4.16). 
18) F. W. McLnfferty, Analytic. Chem. 31, 2072 (1959); Z. Pelah, J. M. Wilson, M. Ohashi, 

H .  Budzikiewicz und C. Djerassi, Tetrahedron [London] 19, 2233 (1963). 
19) Auf eine Diskussion dreier in Abbild. 1 markierter Peaks (9 ,  g - 2H, j) wurde verzichtet, 

da sie, gebildet durch stufenweisen Abbau der N.N-Dimethyl-isoleucinamid-Seitenkette, 
fur die Strukturermittlung unwesentlich sind ; bezuglich ihrer Formulierung sei auf die 
fruheren Arbeiten verwiesen4.16). 
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den Hydrolysenbedingungen nicht vollstandig in P-Phenyl-naphthalin umgewandelt 20). 

Dieser Befund sicherte die Annahme, daB vor der Hydrierung, also im Aralionin 
selbst (l), eine C-Benzoyl-glycin-Gruppierung vorgelegen hatte. 

AuBerdem wurde im Hydrolysat von 2 p-Tyramin identifiziert. Damit war die 
p-Hydroxy-styrylamin-Einheit im Aralionin (1) bewiesen, deren direkter Nachweis 
durcli eine Hydrolyse nicht gelingt. 

Die geringe im Hydrolysat zur Verfugung stehende Menge Tyramin erforderte Methoden, 
die ini MikromaBstab eine Unterscheidung zwischen den drei moglichen Stellungsisomeren 21) 

erlauben. Das ortho-Isomere ist wegen der Fahigkeit zur Ausbildung einer intramolekularen 
Wasserstoff brucke erheblich unpolarer als die anderen Isomeren und kann daher in geeigneten 
papierchromatographischen Systemen leicht erkannt werden 22). Eine sichere Differenzierung 
zwischen m- und p-Tyramin aber ist auf diese Weise nicht moglich22~23). Wir haben uns 
daher der Tatsache bedient, daB beide Verbindungen bei der Umsetzung mit einem Di- 
azoniumsalz unterschiedlich reagieren : Beim m-Tyramin ist eine Verknupfung in der 4-Stellung 
(relativ zur phenolischen OH-Gruppe), beim p-Tyramin jedoch, da jene blockiert ist, eine 
Kupplung in der 2-Stellung zu erwarten24). Beide Azofarbstoffe muBten, bedingt durch die 
ungleiche Lange des mesomeriefahigen Systems, verschiedene UV-Spektren aufweisenzs). 

Nach einer Kupplung mit diazotierter Sulfanilsaure zeigte der aus m-Tyramin entstandene 
Farbstoff ein selektives UV-Absorptionsmaximum bei 362 mp, der aus p-Tyramin entstandene 
bei 323 mp. Das erlaubte eine eindeutige Unterscheidung. Fiihrte man die Reaktion auf 
Filterpapier aus und eluierte den gebildeten Farbstoff mit Methanol, so erzielte man optimale 
Ergebnisse rnit etwa 25 pg Phenol-Komponente. Storungen durch gleichzeitig anwesende 
Aminosauren traten nicht auf. 

Im Massenspektrum des Tetrahydro-aralionins treten einige charakteristische 
Peaks auf, die auf die Tyramin- und die Phenylserin-Einheit mit freier Hydroxyl- 
gruppe zuriickzufiihren sind. Erstere liefert einen intensiven Peak bei der Massenzahl 
120, dem das Fragment p4) zuzuordnen ist (siehe Formelschema26)). Durch eine 
McLufSeerty-Umlagerung unter Beteiligung der OH-Gruppe des Phenylserins werden 
die Bruchstuck-lonen m/e 106 und 480 (dieses verursacht den rnit Abstand groBten 
Peak oberhalb der Massenzahl 131) gebildet ; das Benzaldehyd-Ion m/e 106 zerfallt 
weiter unter stufenweiser Abspaltung eines Wasserstoffradikals und Kohlenmonoxid 
zu m/e 105 und 77. Neben diesem Abbauweg erfolgt auch eine direkte Bindungs- 

20) Ahnliche Verhaltnisse beobachtete man beim Hydroxyprolin, vgl. E. Zbiral, E. L. 
Minard und J. M. Miiller, Helv. chim. Acta 48, 404 (1965). 

21) Die neben dem gewohnlichen Tyramin fur diese Versuche benotigten Isomeren, das 
0- und das rn-Hydroxy-P-phenyl-athylamin, wurden uber die entsprechenden Methoxy-w- 
nitro-styrole'(a) synthetisiert (b). Literatur: a) C. B. Gairaud und G. R. Lappin, J. org. 
Chemistry 18, 1 (1953); b) J. Epstein, R. E. Plapinger, H. 0. Michel, J .  R. Cabb, R.  A. 
Stephani, R. J.  Hester, C. Billington jr. und G. R .  List, J. Amer. chem. SOC. 86, 3075 (1964). 

22) P. Smith, Nature [London] 195, 174 (1962). 
23) Y. Kakimoto und M. D. Armstrong, J. biol. Chemistry 237, 208 (1962). 
24) K. H. Schiindehfitte in Methoden der Organ. Chemie (Houben-Weyl), G. Thieme Verlag, 

Stuttgart 1965, Bd. X/3, S. 263 und 267. 
25) ube r  die UV-Spektren der isomeren Hydroxy-azobenzole vgl. R .  Kuhn und F. Bar, 

Liebigs Ann. Chem. 516, 143 (1935). 
26) Die relativen Intensitaten der Ionen sind in Klammern angegeben; sie beziehen sich auf 

den vom N.N-Dimethyl-isoleucin herruhrenden, wie ublich4.16) LuRerst intensiven base 
peak m/e 114. Der Peak m/e 120 stellt mit 5.5% relativer Intensitat den zweitstarksten 
Peak des Spektrums dar! 
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p, m/e 1 2 0  (5.5%)) 
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5 m/e 75 (100%) m/e 57 ( 2 9 % )  

spaltung im Phenylserin zum Fragment inje 107 27). Ein zum Vergleich aufgenomme- 
lies Massenspektrum vom Phenylserin selbst (5) zeigte, daR die freie Aminosaurc 
analog fragmenticrt: Die McLu~~rty-Umlagerui ig ,  die zu den lonen rnje 106 und 75 
fuhrt, ist hier eindeutig die Hauptabbaureaktion. Bemerkenswert ist, daD die Peaks 
nz/r 77 und 105 bis 107 das gleiche Iiitensitatsverhaltnis zueinander aufweisen wie im 
Massenspektrum von 2, ein weiterer Hinweis auf ihre gleichartige Bildungsweise. 

Die nach dem allgemeinen Zerfallsschema4~ 16) zu erwartenden Fragmente treten 
gegeniiber diesen Reaktionen weitgehcnd zuriick. 

Desbenzoyl-aralionin 
Da die inassenspektronietrische Fragnientierung beim Aralioniri ( I )  und seineiii 

Tetrahydroderivat (2) zum groRen Teil von der freicn Sauerstoffunktion in dcr Sei- 
tetikette der ringstindigen Aminosaure beeinflufit wurde, haben wir versucht, diese 
ZLI entfernen oder zu niaskieren, uni so ein irn Sinne des bewahrten Zcrfallsschemas4~ 16) 

auswertbares Massenspektrum und damit einen sicheren Strukturbeweis zu bekom- 

27) rlic fi ir  m/e 107 angcfiihrtc rclativc Intcnsitiit voii 2.9% (bci 2) diirftc nur teilweise von 
lonen der angegcbenen Struktur herriihren, denn cin Bruchstiick glcicher Summenformel 
kann auch aus dem Tyramin-Teil des Molekiils gcbildet werden (HO - .  C6H4.-CHir 
Ion q in l . ~ . 4 ~ 1 0 ) ) .  
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men. Verschiedene am N-Acetyl-C-benzoyl-glycin-Bthylester 12) als Modellsubstanz 
durchgefuhrte Versuche, darunter eine Mozingo-Reduktion und eine Wittig-Olc- 
finierung, schlugen jedoch fehl oder erwiesen sich als praparativ wertlos. 

Die Beobachtung, daB das beim Aralionin (1) in alkalischer Losung auftretende 
UV-Absorptionsmaximum bei 305 m p  nach einiger Zeit wieder verschwand, fiihrtc 
zu der Annahme, daR eine ,,Saurespaltung" der P-Keto-carbonsaureamid-Grup- 
pierung (unter Eliminierung der Benzoylgruppe) stattfindet. Tatslchlich gelang diese 
Reaktion dann in prlparativem MaRstab bcreits unter 2uRerst milden Bedingungen, 
namlich niit einer aquivalenten Menge 0.002n methanolischer Kalilauge. Die Benzoe- 
saure konnte zwar nicht g-,faBt werden, doch aus ciem basischen Antcil des Reaktions- 
gemisches lie6 sich in 44 proz. Ausbeute eine kristalline Verbindung der Summenformel 
C27H33N404 (hochauflosendc Massenspektronietrie) isolieren, die keine Benzoyl- 
gruppe mehr besaR (UV-Spektrum). Nach einer Nydrolyse wurde darin als neue 
Aminosiiure Glycin nachgewiesen. Es handelte sich also um das erwartete Des- 
benzoyl-aralionin (3). 

Hiervon war ohnc storende therniische Zersetzung ein gut reproduzierbares 
Massenspektrum zu erhalten, das dem gewunschten Ziel, einer Ubereinstimmung 
mit dem fruher aufgestellten Fragmentierungsschenia4.16), entsprach (Abbild. 2, S. 53; 
Ergebnisse der exakten Massenbestimmung in Tab. 3, Versuchsteil). Die fiir die 
p-Hydroxy-styrylamiii- inh he it, das veratherte Phenylserin und das N.N-Dimethyl- 
isoleucin charakteristischen Bruchstucke sirid wie beim Aralionin (vgl. S. 52) 
n?/c 135 (i), 131 (m) und 114 (a), 85 (a  CzHs), M -C4Hg(n?/e421, b'28)). Letzteres 
erleidet in ungcwohnlich starkem Mark Sekundarreaktionen Linter stufenweiser 
Eliminierung von Dimethylamin (m/e 376) und Kohlenmonoxid (m/e 348). 

Ebenfalls identisch mit Fragmenten des Aralionins sind jene Bruchstuck-lonen, 
die die Verknupfung des Phenylserins mit dem N.N-Dimethyl-isoleucin und dem 
p-Hydroxy-styrylamin angeben: c,  d und f (vgl. S. 54). Die nach dem allgenieinen 
ZerfaIIs~chema4~ 16) zu erwartenden, Glycin enthaltenden Spaltstiicke lassen die 
cyclische Struktur des Moleki.ils klar erkennen: Das Glycin ist sowohl niit dem 
p-Hydroxy-styrylamin ~ belegt durch die lonen h' und e' - als auch mit dem 
Phenylserin zufolge k' und 1' ~ - .  aniidartig verbunden. Daniit war die Struktur des 
Desbenzoyi-aralionins (3)  und demzufolge auch die des Aralionins (1) bewiesen. 

h' , niie 2 1  8 

I n  viilliger Ubereinstinimung mit der abgeleiteten Struktur steht das NMR-Spek- 
truni dcs Desbenzoyl-aralionins (Tab. I ) .  

28) Soweit die Fragment-lonen von 3 das Glycin enthalten, sich also in der Zusammensetzung 
von  den entsprechenden Fragmenten des Aralionins (1) unterscheiden, werden sie mit 
gcvfrichenen Buchstaheii gekcnnzeichnet. 
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Tab. 1. NMR-Spektrum des Desbenzoyl-aralionins (3) in CDC13 

Chernische Ver- Anzahl d. 
schiebung ( T) Protonen Multiplizitit *) 

9.52 3 
8.1s-9.20 6 

7.70 6 
7.28 I 
6.80 I 
5.88 I 
5.39 I 
3.51 I 
3.64 t 
3.31 I 

urn 3.8 3 
2.2- 3.1 9 

d (7 Hz) 
m 

d (4.5 Hz) 
dd (17 + 6 Hz) 
dd (17 + 7 Hz) 
d (7.5 Hz) 

d (7.5 Hz) 
d (7.5 Hz) 
m 
rn 

S 

S 

Multipl. n. 
D-Austausch 

d (7 Hz) 
m 

d (4.5 Hz) 
d (17 Hz) 
d (17 Hz) 

S 

S 

S 

d (7.5 Hz) 
d (7.5 Hz) 

rn 

Zuordnung 

6 
7 

9 
I0 

6 H k  -cO-NH-CH~-CO- I(JH 

+H+/ F O  

*I s = Singulett, d = Dubiett, dd = Doppeldublett, rn = (nicht aufgelostes) Multiplett, 

Durch einen Austausch der NH-Protonen gegen Deuterium (durch mehrstundiges 
Schiitteln der CDC13-Losung mit D20), womit die Signalaufspaltung benachbarter 
Wasserstoffatome vereinfacht wurde (Spalte 4 in Tab. l), liel3en sich samtliche Signale 
zuordnen. Besonders hervorzuheben ist das ABX-Spektrum der Glycin-Einheit : 
Die Methylenprotonen (5 )  erfahren, wohl hauptsachlich aufgrund der magnetischen 
Anisotropie des gegenuber liegenden, zur Ringebene schrag geneigten Benzol- 
ringes",, eine unterschiedliche diamagnetische Abschirmung und liefern daher zwei 
um 0.92 ppm auseinander liegende Signale mit einer Aufspaltung von 17 Hz (JAB); 

beide koppeln auBerdem mit dem NH-Proton (JAx = 6 Hz, JBx = 7 Hz). Die beiden 
Methinprotonen des Phenylserins (6 und 7) zeigen keine gegenseitige Kopplung, 
offenbar betragt ihr Dieder-Winkel etwa 90"; am Molekiilmodell ist dies schwer 
abzuschatzen, da das Ringsystem in gewissen Grenzen flexibel ist. Die vicinale 
Kopplung der Olefinprotonen (8) von 7.5 Hz beweist das Vorliegen einer cis-di- 
substituierten Doppelbindung; eine Aufspaltung durch die benachbarte NH-Gruppe 
ist nicht zu beobachten. 

Der Circulardichroismus des Desbenzoyl-aralionins unterscheidet sich sehr von 
dem analoger Peptid-Alkaloide. Anstelle des sehr typischen, stark negativen Cotton- 
Effekts (Ac um -20) bei etwa 238 mp4,5) findet man bei 235 mp nur einen relativ 
schwachen positiven Effekt (A& = 13.9) .  Damit wird die Annahme gestutzt, daB 
dieser Circulardichroismus vom Styrylamid-Chromophor herruhrt und hauptsachlich 
von der Chiralitat der folgenden Aminosaure - im vorliegenden Fall Glycin, das 
kein asymmetrisches C-Atom aufweist - bestimmt wird. 

Herrn Dr. G. Legler danken wir sehr fur  wertvolle Hinweise, Frau U. Lander und Herrn 
H .  Lnnder f u r  die geschickte Mitarbeit bei der Aufnahme und Auswertung der Massen- und 
NMR-Spektren. Den Farbwerken Hoachst AG schulden wir fur  die Beschaffung der Droge, 
der Stiftung Volkswngenwerk fur  die Bereitstellung der Massenspektrometer groRen Dank. 
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Beschreibung der Versuche 

Die Schmelzpunkte wurden rnit einem Mikroskop-Heiztisch nach Weygand, die optischen 
Drehungen rnit dem Perkin-Elmer-Polarimeter 141 bestimmt. Zur Aufnahme der Absorp- 
tionsspektren dienten folgende Gerate: Perkin-Elmer 221 (IR), Varian A-60 (NMR), Cary 14 
(UV) und Dichrographe 2 von Roussel-Jouan (Circulardichroismus = CD). Die Massen- 
spektren von Aralionin und seinen Derivaten wurden mit dem MS 9 (A.E.I.) durch Ein- 
fiihren der Substanzen direkt in die Ionenquelle bei einer Elektronenenergie von 70 eV auf- 
genommen; zur exakten Massenbestimmung (s. Tab. 2 und 3) arbeitete man bei einem 
Auflosungsvermogen von etwa 14000 rnit Perfluor-tributylamin als Referenzsubstanz. Das 
Massenspektrum von Phenylserin (5) wurde mit dem CH 4 (M.A.T.) bei 70eV und einer 
Ionenquellentemperatur von ca. 70" (direkte Substanzeinfiihrung) vermessen. - Zur Diinn- 
schicht-Chromatographie benutzte man Kieselgel HF254 und PF254 (Merck), zur Papier- 
chromatographie die Sorte 2043 bMgl (Schleicher & Schiill) und zur Saulenchromatographie 
ungesiebtes Kieselgel (Gebr. Herrmann, Koln). 

Gewinnung der Rohalkaloide: 5.4 kg lufttrockene, fein zerkleinerte Blatter von Aralio- 
rhamnus vaginatus Perrier wurden fiinfmal rnit je 15 1 Methanol bei Raumtemperatur extra- 
hiert. Den Auszug engte man i.Vak. bis zur siruposen Konsistenz ein und verdiinnte dann 
mit der dreifachen Menge Wasser. Diese Losung wurde durch Zugabe von konz. Ammoniak 
auf pH 9 eingestellt und viermal rnit je 1 I Benzol ausgeschuttelt. Die vereinigten benzolischen 
Losungen extrahierte man viermal rnit je 1 1 5proz. wadr. Citronensaure, machte diese dann 
erneut ammoniakalisch und zog sie erschopfend rnit Chloroform aus. Nach dem Abdampfen 
des Chloroforms i.Vak. erhielt man 9.3 g (0.17 %) Rohalkaloide als gelbgriinen Schaum. - Im 
Dunnschicht-Chromatogramm (Chloroform/Methanol 96 : 4) lieden sich mindestens vier 
mit Dragendorffs Reagenzz9) anfarbbare Komponenten erkennen; die unpolarste davon 
(RF 0.7) stellte das Hauptalkaloid Aralionin dar. 

Isolierung von Aralionin (1): Jeweils 4.65 g Rohbasengemisch wurden an 1000 g Kieselgel 
chromatographiert und das Hauptalkaloid mit Chloroform/Methanol (65 : 1) eluiert. Ins- 
gesamt erhielt man so 3.1 g Aralionin (33 %. bez. auf die Rohalkaloide) als leicht gelb gefarb- 
ten Schaum. Mehrfache Kristallisation aus Petrolather und anschliedend aus wenig 70proz. 
Athanol ergab farblose, saulenformige Kristalle vom Schmp. 165 - 167"; [cc]LO: +82" (c : 0.2, 
Methanol). Mittels hochauflosender Massenspektrometrie wurde die Summenformel zu 
C34H38N405 bestimmt (s. Tab. 2). 

IR (Chloroform): 3385 (NH), 2780 (NCH3), 1685-1675 (C=O), 1620 (C=C) und 1220/cm 
(Phenolather). 

UV (Methanol): A,,, 246 mp (E 19000); nach Zusatz von methanolischer KOH: Amax 
305 mp (E 10600), nach etwa 2.5 Stdn. war dieses Absorptionsmaximum verschwunden 
und es trat ein neues bei 286 mp auf. 

CD (Methanol): AE = -0.38 (322 mp. Schulter), -2.98 (283 mp), -2.5 (277 mp), 
-4.25 (255 mp), +9.25 (236 mp), -7.5 (217 mp), positiv bei kiirzeren Wellenlangen. 

NMR (CDCl3): T 9.41 (d, J =  7 Hz, CH3-CH),9.15 (m,CH3-CHz-), 7.60(s, -N(CH&), 
7.15 (d, J = 4.5 Hz, cc-Proton des MezIle), 5.20 (d, J = 8 Hz, cc-Proton des Phser), 4.19 
(d, J = 6.5 Hz, a-Proton des 2Bzgly), 3.43 (m), 2.8-3.2 (m. Aromaten), 1.9-2.1 
(m, o-Protonen der Benzoylgruppe). 

/ 

\ 

MS (Temperatur der Ionenquelle 160"): s. Abbild. 1 und Tab. 2. 

29) R .  Munier, Bull. SOC. chim. France 1952, 852. 
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Tab. 2. Durch hochauflosende Massenspektrometrie ermittelte Summenformeln 
fur das Aralionin (1) 

Abweichung 
in mmu *) Ion Summen formel MeDwert 

Mf C34H38N405 582.2834 -70.8 
a 
b C3oH29N40s 525.2139 +0.1 
C C13H13N202 229.0976 -- 0.1 
d CnH13N20 201 .lo30 -f 0.2 
e C24H21N203 385.1546 -- 0.6 
f C15H14NO 224.1073 -0.2 

g - 2H CnH21N305 467.1479 -0.2 

i CsH9NO 135.0685 t 0 . 1  
j C26H22N204 426.1567 -1.2 
m C9H70 13 1.0499 t 0 . 2  

mje 421 C25H.31N303 421.2345 ***I -2.0 
mje 378 C23H26N203 378.1941 ***) --0.2 
mje 364 C21H2zN303 364.1661 - 

mle 161 C9H7NO2 161.0477 __ 

mle 105 C7H50 105.0340 - 

114.1283 - C7HihN 

g CnH23N305 469.1629 --0.9 

h C18H14N204 322.0950 * *) -0.3 

mle 134 CsHsNO 134.0602 -0.4 

*) = 10-3 Masseneinheiten. 
**) Dieses Ion macht etwa 85 7; der Peak-Intensitat bei m/c 322 aus; der Rest besteht aus Bruchstiicken anderer 

***I Diese Ionen machen etwa 65 % der Peak-lntensitat aus; der Rest besteht aus Bruchstucken anderer Zusarn- 
Zusammensetzung. 

mensetzung. 

Hydrolyse des Aralionins: 200 mg 1 wurden rnit 5 ccm 6n HCl im Bombenrohr 12 Stdn. 
auf 110" erhitzt. Nach den1 Erkalten extrahierte man das Reaktionsgemisch zehnmal mit je 
1 ccm Benzol. Die Benzolphasen wurden vereinigt und i.Vak. zur Trockne gebracht. Im 
Riickstand wurde massenspektrometrisch (Mo1.-Gew. gef. 204.0942; ber. 204.0939 fur 
C16H12) und durch diinnschichtchromatographischen Vergleich mit authent. Material 
(zweimalige Entwicklung in n-Hexan: RF = 0.3 1) B-Phenyl-naphthalin nachgewiesen. 

Die nach der Benzolextraktion verbliebene waDr. Phase lieLi man im Exsikkator uber 
KOH zur Trockne eindunsten und loste den Ruckstand in 5 ccm Wasser. Papierchromato- 
graphisch wurde darin - durch Vergleich rnit authent. Verbindungen - N.N-Dimethyl-isoleucin 
und w-Amino-acetophenon identifiziert; die benutzten FlieDmittelsysteme waren n-Butanol, 
gesattigt mit Citratpuffer vom pH 4301, und n-ButanollBenzylalkohol (1 : l), gesattigt mit 
Citratpuffer vom p H  430); es wurde jeweils absteigend mit einer Durchlaufzeit von 22.5 Stdn. 
gearbeitet. 

Zum Hauptteil (4.5 ccm) der obigen waDr. Losung gab man unter Eiskiihlung 1 ccm 
Acetanhydrid und trug dann unter Ruhren solange NaHC03 ein, bis die anfangliche Gas- 
entwicklung beendet war. Dann wurden noch einige Tropfen Acetanhydrid hinzugefiigt und 
weitere 30 Min. unter Eiskiihlung geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde rnit Chloroform 
extrahiert, die organische Phase mit Wasser gewaschen und mit Na2S04 sicc. getrocknet. 
Der nach den1 Verjagen des Losungsmittels i.Vak. erhaltene Riickstand ergab nach Um- 
kristallisieren aus Benzol 10 mg in-Acetamido-acetophenon vom Schmp. 85.5 -86.5" (Lit.31) : 
85.5-886.5"); das IR-Spektrum (in KBr) war identisch rnit dem einer authent. Probe's). 

30) E. F. McFarren, Analytic. Chem. 23, 168 (1951). 
31) S. Gabriel, Ber. dtsch. chem. Ges. 43, 1283 (1910). 
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Tetrahydro-aralionin (2):  100 mg Aralionin (1) wurden in 50 ccm Methanol uber 100 mg 
PtOZ bei Normaldruck und Raumtemperatur hydriert. Nach 12 Stdn. war die Wusserstof- 
Aufnahme beendet, man filtrierte vom Katalysator ab und dampfte i.Vak. zur Trockne ein. 
Das Reaktionsprodukt bestand laut Diinnschichtchromatogramm aus drei Verbindungen, 
die durch praparative Schichtchromatographie im System Chloroform/Methanol (48 : 3) 
aufgetrennt wurden: Durch Elution der mittleren Zone (RF = 0.15) wurden 80 mg Tetrahydro- 
uralionin als amorphes, nicht kristallisierendes Material erhalten. 

MS (Temperatur der Ionenquelle 200"): m/e 586 (M+). 
UV (Methanol): Schultern bei 272, 258 und 230 my. 
Hydrolyse des Tetrahydro-aralionins: 10 mg 2 wurden, wie beim Aralionin beschrieben, 

hydrolysiert und aufgearbeitet. Der Ruckstand der wasserloslichen Anteile des Hydrolysats 
wurde in 1.5 ccm Wasser aufgenommen, filtriert und zur Papierchromatographie und zur 
Tyramin-Bestimmung herangezogen. 

Durch Vergleich mit authent. Material wurde papierchromatographisch Phenylserin 
nachgewiesen (RF = 0.47 in n-Butanol/Eisessig/Wasser (4 : 1 : 5) ,  leichte Phase3z); 0.11 in 
Athanol/Wasser (95 : 3 3 3 )  ; 0.16 in wassergesattigtem Benzylalkohol). Im System n-Butanol, 
gesattigt rnit Citratpuffer vom pH 4301, lieferte das Hydrolysat einen auf Ninhydrin und 
diazotierte Sulfanilsaure ansprechenden Fleck rnit dem RF-Wert 0.37; nach den RF-Werten 
von Vergleichsverbindungen - o-Tyramin 0.48, m-Tyramin 0.39 und p-Tyramin 0.36 - 
handelte es sich dabei um m- oder p-Tyramin. 

Differenzierung von m- und p-Tyramin uber die Diurofarbstofe. a) Methodik: Von einer 
0.1 proz. waRr. Losung von m- bzw. p-Tyramin wurden jeweils 25 yl auf Filterpapierstreifen 
aufgetragen und rnit frisch bereitetem Kupplungsreagenz (0.5 g diazotierte Sulfanilsiiure in 
25 ccm 10proz. NazCO3-Losung) intensiv eingespruht. Man lieR 10 Min. an der Luft trocknen 
und tauchte den Papierstreifen dann 10 Min. in 5 ccm Methanol. Von dieser Farbstofflosung 
wurde bei 1 cm Schichtdicke ein UV-Spektrum aufgenommen. Man erhielt selektive Absorp- 
tionsmaxima bei 362 my fur m-Tyramin und bei 323 my fur p-Tyramin rnit einer Extinktion 
von jeweils etwa 0.5 -0.7; bezogen auf die eingesetzte Phenolmenge (25 yg) entspricht dies 
einem E von etwa 20000. ~ Zusatz einer gleichen Gewichtsmenge N.N-Dimethyl-isoleucin 
zur Testlosung veranderte das Ergebnis nicht. - Ein Blindversuch (ohne Phenolkomponente) 
ergab lediglich eine zu kurzen Wellenlangen steil ansteigende Absorptionskurve ohne selektive 
Maxima oberhalb 250 my. 

b) An wendung auf das Hydrolysat des Tetrahydro-aralionins: Von der waRr. Hydrolysen- 
losung wurden 100 yl auf Filterpapier aufgetragen und weiterbehandelt, wie unter a) beschrie- 
ben. Der gebildete Azofarbstoff lieferte ein UV-Absorptionsmaximum bei 323 my ( E  = 0.8). 

Desbenzoyl-aralionin (3) : Eine Losung von 200 mg Aralionin in 200 ccm Methanol wurde 
mit 3.5 ccm 0.1 n methanol. KOH versetzt und 12 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. 
Dann engte man i.Vak. auf 10 ccm ein, verdunnte rnit Wasser, sauerte rnit 2n HCI an und 
extrahierte mehrmals rnit Ather (insgesamt 150 ccm). Aus der ather. Phase erhielt man nach 
Trocknen und Abdampfen des Losungsmittels 30 mg oliges Material; nach Umsetzung mit 
ather. Diazomethan-Losung konnte darin jedoch kein Benzoesaure-methylester nachgewiesen 
werden (Gaschromatogramm). 

Die salzsaure wal3r. Phase wurde ammoniakalisch gemacht und rnit Chloroform aus- 
geschiittelt. Die Chloroform-Losung trocknete man rnit NazS04 sicc. und verjagte das 
Chloroform i. Vak. Der verbliebene Ruckstand enthielt laut Dunnschicht-Chromatogramm 

32) I. M. Hais und K .  Macek, Handbuch der Papierchromatographie, Bd. 1, S. 578, G. Fischer, 
Jena 1963. 

33) Lit.32), S. 525. 
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'I ah. 3.  Ilurcli hochaufloscndc Massenspektronictrie ermittclte Summenformeln 
fur das Desbenzoyl-aralionin (3) 

I0 I1  
Abweichung 

in mmu Summenlormel MeBwert 

M '  C27H34N4()4 478.2564 I .6 
R C ~ H I O N  I 14.1282 0.1 
I)' Cz3HzsN404 42 I .1873 --0.3 
I)' HN(CH3)z GI HixN304 376. I300 -1~0.3 
h' HN(CH3)2 ~ CO CznHixN303 348.1345 0.3 
c C13H13N202 229.0976 0.1 
d CizHizN20 201.1028 *) 
e' C17H17"202 281 .I288 --0.2 
f C15H14NO 224.1073 ~ 0.2 

g' 2H GnHi-/N304 363.1212 0.7 
11' Cii HioNzOn 2 18.0694 -1-0.3 

I CuH9NO 135.0682 --0.2 
k' C I  iHioNOz 188.0706 **) 0.5 
I '  C inH inN0 160.0761 ~~ 0. I 
in C9H70 13 I .0499 1-0.2 

fi' GoH19N304 365.1371 ----0.4 

*I Dieses Fregment macht etwii 85 '%, der Peak-Intend# iius; der Rest wird von Bruchstucken anderer Summen- 

* * I  Ilicics Fragment riiacht e t w : ~  hS 'x der I'cak-lntensitiit I I U S ;  der Rest stammt von Bruchstilcken anderer 
formel gebildet. 

Siimiiienforniel. 

(<'lilorol'orni/Methanol 9 : I )  scchs niit Dragendorffs RedgenZ anflrbbare Komponenten. 
l las  Hauptprodukt ( R I O  - 0.6) wurde durch Chromatographie an 100 g Kieselgel durch 
(;rndienlcn-Elutioii mit Chloroform/Methanol (I, 2, 4 7 3  abgetrennt. Man erhielt so 73 mg 
(44 'x, cl. Tli.) ~c..shenzoyl-trrrrlionin (3). Umkristallisieren aus Benzol/Petroliither ergdb feinc 
Nadcln (48 mg) vom Schmp. 101 ~ 104"; [a]$): 100" (c -.- 0.16, Methanol). Die Summen- 
I'orincl wurde mittels hochaufliisender Massenspektrometrie zu C27H34N404 bestimmt 
(s. 1';tb. 3 ) .  

I K (Chloroform): 3430 u n d  3390 (NH), 1685 (Amid-I) und 1225/cm (Phenollther). 

I JV (Mcthaiiol): Schultern bei 271 (E 3500) und 217 m p  ( E  22000). 

('1) (Mcthaiiol): 

NMR (CDCl2): s. Tab. I (S. 59). 

MS (l'einpcratur dcr lonenquclle 185"): s. Abbild. 2 und Tab. 3. 

f-lydro1y.w rkcs Deshc.nzoy1-crralioninst 8 mg 3 wurden mit I ccm 6 n  HCI im Bombenrohr 
I 2  Stdn. auf 120" erhitzt. Nach dem Abkuhlen lie13 man das Reaktionsgemisch im Exsikkator 
i ibcr KOH zur Trockne eindunsten und iiahm den Ruckstand mit 1 ccm Wasser auf. I n  
diescr Liistrng IicB sich papierchroinatograpliisch durch Vergleich mit authent. Material 
Glvcin nachweisen ( R  0.28 in n-Butanol/Eisessig/Wasser 4 : 1 : 5, leichte Phase32); 0.04 in 
wassergesiittigtein Benzylalkohol). [275/68] 

0.26 (290 mv), + 0.09 (276 inp), - 0.24 (260 mp), 1-3.9 I (235 nip), 
stiirkcr positiv bci kiirzcrcii Wellenldngen. 




