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Es wird fiir das Zizyphinin die Konstitutionsformel II ange-
geben, die auf Grund von vergleichenden spektroskopischen
Untersuchungen am Zizyphin und Zizyphinin bzw. der bei der
sauren Hydrolyse erhaltenen Dipeptidester sehr wahrscheinlich
war. Durch N-Methylierung des Peptidesters IV zum Peptid-
ester IIT und Methylierung von Zizyphinin zu Zizyphin konnte
die Formel IT bewiesen werden.

The Constitution of the Peptide Alkaloid Zizyphinine

The formula IT for zizyphinine is discussed, which was
concluded from comparing spectroscopic investigations of
zizyphine and zizyphinine and their dipeptide esters. The latter
were obtained by acid hydrolysis of zizyphine and zizyphinine.

Formula II was proved by N-methylation of peptide ester IV
to peptide ester IIT and methylizing zizyphinine to zizyphine.

Vor einiger Zeit wurde fiiber die Isolierung! zweier peptidischer
Alkaloide aus Zizyphus oenoplia Mill., einem im siidostlichen tropischen
Asien sowie in Australien beheimateten Strauch, berichtet. Fiir das
Hauptalkaloid Zizyphin (CgsH90¢N35) konnte eine eindeutige Konsti-
tutions- und Konfigurationsformel I von Zbiral ermittelt werden?- 3. Als
Nebenkomponente wurde das Zizyphinin (CsaH4706N5), II, isoliert. Die

Y E. L. Ménard, J. M. Miiller, A. F. Thomas, S. S. Bhatnagar und N. J.
Dastoor, Helv. Chim. Acta 46, 1801 (1963). B

2 H. Zbiral, H. Ménard und J. Miiller, Osterr. Chemiker-Ztg. 64, 300
(1963).

8 E. Zbiral, B. L. Ménard und J. M. Miiller, Helv. Chim. Acta 48, 404
(1965).



M. Pailer u. a.: Konstitution des Peptidalkaloides Zizyphinin 1608

seither berichteten Ergebnisse auf dem Gebiet dieser interessanten Natur-
stoffe4~18 die in allen Fillen zu I verwandte Strukturelemente beinhalten,
veranlaBten uns, die Konstitutionsermittlung fiir IT durchzufithren.

Vom Zizyphinin fanden sich in den zitierten Arbeiten eine Reihe von
spektroskopischen und analytischen Daten, die die Vermutung nahe-
legten, daBl es sich um eine sehr dhnliche Substanz handeln miisse. Die
massenspektroskopische Untersuchung! ergab beim Zizyphinin einen
Mindergehalt von einer CH,-Gruppe gegeniiber dem Zizyphin. Dieses
Ergebnis konnten wir bestétigen; weiters waren die von uns aufgenom-
menen Infrarotspektren des Zizyphins und des Zizyphinins im wesent-
lichen deckungsgleich und zeigten nur in dem fiir die N-Methylschwingun-
gen charakteristischen Bereich Abweichungen. So hatte das Spektrum
des Zizyphins eine intensivers Bande bei 1825 em~1 als das des Zizyphinins.
Auflerdem frat beim Zizyphinin bei 3340 crn—! eine Bande auf, die der
NH-Schwingung einer sekundéren Aminogruppe zugeordnet werden kann.
Das Kernresonanzspektrum von Zizyphinin zeigte ein gegeniiber dem
Spektrum von Zizyphin zu hoheren 3-Werten verschobenes N—CH;-
Signal. Die Auswertung der Integrationskurve ergab, dafi es sich wahr-
scheinlich um eine Methylgruppe handelt.

Bei der Hydrolyse des Zizyphins durch 14stdg. Kochen mit 6n-HCl
und anschlieBende Veresterung, konnte man einen Dipeptidester isolieren,
der sich anf Grund von spektroskopischen Daten, der Spaltung in Amino-
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sduren und endlich durch Synthese als L-(N,N-Dimethylisoleucyl)-1.-iso-
leucin-dthylester (III) charakterisieren lieB2 3. Wir haben das Zizyphinin
in ghnlicher Weise gespalten wie das Zizyphin und echlieBlich einen
Dipeptidester vom Schmelzpunkt 63—66° C isoliert, der sich auf Grund
der massenspektrometrischen Daten von dem entsprechenden Abbau-
produkt des Zizyphins durch den Mindergehalt einer CHg-Gruppe unter-
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schied. Das Infrarotspektrum dieses Dipeptidesters IV zeigte weitgehende
Analogie zum Spektrum von I1I; es unterschied sich, wie zu erwarten war,
im Bereich der NH-Schwingungen und im Bereich der N-Methylschwingun-
gen. Bei IV trat neben der NH-Schwingung der Peptidbindung eine
weitere Bande auf, die der NH-Streckschwingung einer sekundiren
Aminogruppe zuzuordnen ist. Auch die bei III vorhandene, fiir die
N-Dimethylgruppe charakteristische Bande im Bereich von 2825 cm~1,
war beim Peptid aus Zizyphinin nicht feststellbar. Die Frgebnisse der
Infrarotspektroskopie wurden durch Vergleich der Kernresonanzspektren
der beiden Substanzen TIT und IV bestétigt. Beim Dipeptidester aus
Zizyphin war ein bei § = 2,28 ppm auftretendes Signal eindeutig einer
Dimethylaminogruppe zuzuordnen, im Spektrum des aus Zizyphinin dar-
gestellten Dipeptidesters lag eine entsprechende Bande, die allerdings nur
drei Wasserstoffatomen. entsprach, bei 8 = 2,47 ppm. Eine Verschiebung
nach héheren 3-Werten ist beim Ubergang von einer Dimethyl- zu einer
Monomnethylaminogruppe zu erwarten. AuBerdem trat bei § = 2,29 ppm
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ein Signal fiir ein Wasserstoffatom auf, das der NH-Gruppierung zuge-
ordnet werden kann.

Der Dipeptidester aus Zizyphinin IV wurde mit Formaldehyd hydrie-
rend methyliert und das so gewonnene N-Dimethylderivat mit dem
L-(N,N-Dimethylisoleucyl)-L-isoleucinithylester (ITT) aus Zizyphin ver-
glichen. Der Mischschmelzpunkt zeigte keine Depression, die gaschromato-
graphisch gemessenen R;-Werte waren identisch, die Infrarotspektren
waren deckungsgleich.

Der Vollstindigkeit halber wurde auch das Zizyphinin in &hnlicher
Weise methyliert, wobei ein Produkt erhalten wurde, das bei der Diinn-
schichtchromatographie denselben Ry-Wert wie Zizyphin hatte.

Danach entspricht Formel IT dem Zizyphinin.

Der eine von uns (K. Z.) dankt dem Fonds zur Férderung der wissen-
schaftlichen Forschung, Liebiggasse 5, 1010 Wien.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte wurden am Heizmikroskop nach Kofler bestimmt.
Destillationen und Sublimationen wurden im Kugelrohr ausgefiithrt, die
Temperaturangaben beziehen sich auf das umgebende Luftbad. Die Infrarot-
spektren wurden auf einem Perkin-Elmer-Spektrographen, Modell 237, die
Kernresonanzspektren auf einem Varian A 60 Kernresonanzspektrometer auf-
genommen. Bei kleinen Substanzmengen wurde ein Time Averaging Computer
verwendet.

Wir danken Herrn Doz. Dr. J. Seibl, ETH Ziirich, fiir die Aufnahme der
Massenspektren, Herrn Dr. H. Egger fiir wertvolle Ratschliige bei der Inter-
pretation von Spektren und Herrn Dr. W. Silhan fir die Aufnahme der Kern-
resonanzspektren.

Isolierung und Trennung der Alkaloide

Die bei der Aufarbeitung der Wurzelrinde? erhaltene Oxalatfillung wurde
wie folgt weiterverarbeitet :

15 g Oxalat wurden in 750 ml Ather und 50 m! Wasser geldst und durch
Ausschitteln mit 100 ml #-NaOH in die Basen ubergefuhlt Nach Trennung
der Schichten wurde die wifr. Phase noch 2mal mit je 100 ml Ather extrahiert.
Alle Atherphasen wurden 2mal mit je 100 ml Wasser gewaschen. Nach Trock-
nen mit K2COjz und Eindampfen im Vak. erhielt man 11,0 g gelblichen Schaum.
Das Basengemisch wurde in 50 ml Aceton—Benzol (1 : 1) gelost, auf eine mit
Kieselgel H getiillte S4ule (Durchmesser: 4 em, Hohe: 60 ¢cm) aufgebracht und
mit dem gleichen Losungsmittelgemisch nach folgendem Schema eluiert :

ml
0—160 leer
160—390 nur Zizyphin enthaltend
390—450 Basengemisch
450—800 nur Zizyphinin enthaltend.

Insgesamt erhielt man 9,0 g Zizyphin und 0,2 g Zizyphinin.
Monatshefte fir Chemie, Bd. 100/5 103
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Isolierung des v- (N -Methyl-isoleucyl } -L-isoleucindthylesters

45 mg Zizyphinin wurden 14 Stdn. in 2 ml 6n-HCI unter Rickfluf erhitzt.
Die Reaktionslosung farbte sich nach einiger Zeit dunkelviolett. Nach Ab-
dampfen der Salzsiure im Vak. entfernte man das restliche Wasser durch
mehrmaliges Aufnehmen in absol. Alkcohol und anschlieBendes Eindampfen
zur Trockene. Nach nochmaligem Lésen in absol. Athanol wurde trock.
HCI-Gas bis zur Sattigung eingeleitet und anschlieBend im Vak. abgedampft.
Die durch Aufnehmen des Rickstandes in CHoCls entstandene Suspension
versetzte man mit 10 ml einer mit NHj gesétt. Losung in CHsCls. Nach Ver-
dampfen des Lésungsmittels wurde aus dem Riickstand mit Ather der Di-
peptidester herausgelost. Den nach Verdunsten des Athers verbleibenden
Riickstand destillierte man 2mal im Kugelrohr (100° bis 120° C, 0,001 Torr).
Die uibergegangene zdhe Flussigkeit kristallisierte nach einiger Zeit vollig;
Schmp. 63—66° C.

N-Methylierung des 1- (N -Methyl-isoleucyl ) -L-isoleucindthylesters

Es wurde dabei analog zur Darstellung des r-N,N-Dimethylisoleucins
verfahren. 4 mg Dipeptidester, gelost in 0,5 ml wilr. Methanol (109, Wasser)
versetzte man mit 12 pl wibr. 37proz. Formaldehydlosung sowie 2 mg Pd-C
(109, Pd) und riihrte heftig in Wasserstoffatmosphére. Die Reaktion war nach
etwa 12 Stdn. beendet ; dann dampfte man das Loésungsmittel im Vak. ab und
entfernte den restlichen Formaldehyd durch mehrmaliges Abdampfen mit
Wasser. Der Riickstand wurde im Kugelrohr im Hochvak. destilliert. Das bei
100—120° C iibergegangene Ol kristallisierte sofort beim Animpfen mit einem
Kristdllchen des aus Zizyphin dargestellten L-(N,N-Dimethyl-isoleucyl)-L-
isoleucinithylesters. Schmp. 53—57° C. Mischschmelzpunkt mit ITT gab keine
Depression.

Methylierung des Zizyphinins zu Zizyphin

Es wurde nach der gleichen Vorschrift wie oben beschrieben verfahren.
5 mg Zizyphinin, geldst in 0,5 ml wiBir. Methanol (109, Wasser) wurden mit
10 ¢l 37proz. wibr. CH20-Lésung und 2 mg Pd-C (109, Pd) versetzt und das
Gemisch in einer Wasserstoffatmosphiire heftig gerithrt. Nach 8 Stdn. wurde
die Reaktion unterbrochen, tiberschiiss. Formaldehyd durch mehrmaliges
Abdampfen mit Wasser entfernt. Dann nahm man den Riickstand mit Ather
auf, trocknete die Losung mit NaCl, filtrierte und dampfte im Vak. das
Losungsmittel ab. Der Riickstand wurde diinnschichtchromatographisch mit
Zizyphin und Zizyphinin verglichen. Er hatte den gleichen Ey-Wert wie
Zizyphin, jedoch konnten auch noch Spuren von unmethyliertem Zizyphinin
festgestellt werden. Es wurde dazu eine kéufliche, mit Kieselgel HF354 be-
schichtete Aluminiumfolie der Firma Merck AQG, Darmstadt, verwendet. Als
Laufmittel diente Benzol—Aceton (1:1). Zizyphin hat dann einen Ry-
Wert von 0,75, Zizyphinin von etwa, 0,45.
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