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4,5-Dihydrowisanin (4) und 4,5-Dihydrookolasin (3) sowie 2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimt-
saure-piperidid (5) sind drei aus Piper guineense bzw. Piper peepuloides isolierte Alkaloide. Sie
wurden durch Horner-Wittig-Reaktion von 3-(2-Methoxy-4,5-methylendioxyphenyl)propion-
aldehyd (11) bzw. 2-Methoxy-4,5-methylendioxybenzaldehyd (8) mit 1-(Diethoxyphosphoryl-
acetyl)piperidin (7) bzw. -pyrrolidin (6) hergestellt. Die Horner-Wittig-Reaktion ergab Verbin-
dungen mit E-Konfiguration. Die Amide sind nicht oder nur schwach antibakteriell wirksam.

Synthesis, Spectroscopic Examination, and Testing for Antibacterial Activity of Some Pepper
Alkaloids. Olefination Reactions with Phosphorylacetamides

4,5-Dihydrowisanine (4) and 4,5-dihydrookolasine (3) as well as 1-(2-methoxy-4,5-methylene-
dioxycinnamoyl)piperidine (5) are three alkaloids which have been isolated from Piper guineense
and Piper peepuloides, respectively. They have been synthesized by Horner-Wittig reaction of
3-(2-methoxy-4,5-methylenedioxyphenyl)propionaldehyde (11) and 2-methoxy-4,5-methylene-
dioxybenzaldehyde (8) with 1-(diethoxyphosphorylacetyl)piperidine (6) and -pyrrolidine (7),
respectively. The Horner-Wittig reaction gave products having E-configuration. The amides are
not or only slightly active against bacteria.

Alkaloide mit dem 2-Methoxy-4,5-methylendioxyphenyl-Rest sind aus Piper guineense
und Piper peepuloides isoliert worden'~ 7. Rohextrakte dieser Pfeffer-Inhaltsstoffe zei-
gen biologische Wirkungen ¥, Zur Priifung auf antibakterielle Aktivitaten hatten wir
Okolasin (1) und Wisanin (2) synthetisiert®. Wir berichten jetzt iiber Synthese, spek-
troskopische Untersuchungen und Priifung auf antibakterielle Wirksamkeit der aus
Piper guineense isolierten Alkaloide 4,5-Dihydrookolasin (3) und 4,5-Dihydrowisanin
(4) sowie des aus Piper peepuloides isolierten 2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsdure-
piperidids? (5) und einige seiner Derivate.

Zur Synthese der 2,3-ungesittigten Amide 35 benutzten wir die Horner-Wittig-
Reaktion, die bisher zur Herstellung von Amiden nur selten verwendet wurde®~'9, Die
benétigten Diethoxyphosphorylacetamide 6 und 7 konnten ausgehend von Chlorace-
tylchlorid durch Umsetzen mit Pyrrolidin bzw. Piperidin und nachfolgende Arbusov-
Reaktion mit Triethylphosphit erhalten werden.

Der zur Herstellung von 1 und 2 verwendete® 2-Methoxy-4,5-methylendioxybenz-
aldehyd'® (8) diente auch als Ausgangsverbindung zur Herstellung des 3-(2-Methoxy-
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4,5-methylendioxyphenyl)propionaldehyds (11) (Schema 1): Das nach Literaturan-
gaben! aus 8 synthetisierte 3-(2-Methoxy-4,5-methylendioxyphenyl)acrolein (9) wurde
mit Orthoameisensdure-triethylester zu 10 acetalisiert und nach katalytischer Hydrie-
rung zu 11 hydrolysiert.

Schema 1
JOC,Hs
0 CH=0 CH=CH-CH=0 0 CH=CH-CH
SO, — D00 — GO e
o OCHj OCHj o OCHj,
8 10
1. Hy/Raney-Ni <O:C[ CHy~CH,~CH=0
—_——
@
2. H9/H,0 o) OCH3
1

Die Horner-Wittig-Reaktion (Zugabe einer methanolischen Natriummethylat-Ldsung
zu einer Tetrahydrofuran-Losung dquimolarer Mengen Aldehyd 11 und Phosphoryl-
amid 6 bzw. 7) fiihrte zu den Amiden 3 und 4 in Ausbeuten um 60%.

Analoge Umsetzungen des Aldehyds 8 mit 6 und 7 ergaben die entsprechenden Amide
14 und 5 in Ausbeuten von iiber 90%.

Die Struktur der erhaltenen 2,3-ungeséttigten Amide folgt aus den nachfolgend be-
schriebenen spektroskopischen Untersuchungen und aus den erhaltenen Elementarana-
lysen.

Aufgrund des Vergleiches der spektroskopischen Daten und der Schmelzpunkte?*-6
kommen den Umsetzungsprodukten von 11 mit 6 und 7 die Strukturen des Dihydro-
okolasins (3) bzw. des Dihydrowisanins (4) zu. Die Eigenschaften des aus 8 mit 7 erhal-
tenen Piperidids stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Eigenschaften des aus
Piper peepuloides isolierten Amids 5 iiberein ',

Fiir biologische Untersuchungen wurde noch eine Reihe anderer 2-Methoxy-4,5-
methylendioxyzimtsdureamide nach dem in Schema 2 angegebenem Weg hergestellt.
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1144 S. Linke, J. Kurz und H.-J. Zeiler

Dieser Weg erlaubt die Synthese der verschiedenen Amide 5, 14 und 15Sa—¢ von ei-
nem zentralen Ausgangsprodukt, der Zimtsaure 13.

Schema 2
CH=CH-CO,C,Hjs

0
8 + (HsC;0),P(0)~CHy~COC,Hy ——> ( jij
o OCH,

12

1.50Cl, -

AR 6 3 2 i Vs
o) CH=CH-CO,H 2HN_. 0O , CH=CH—CO-N,
— {1 —= 1T
o OCH, O™~ 0cH,
13 5, 14, 15a-¢

Rl R2

5 | —[CHyls~
14 | —[CH,)
1Sa{ H H
b| C,H; C,H;
c|H CgHs

Alle Amide bilden gelblichweiBe bis gelbe Kristalle. Die mit Pyrrolidin bzw. Piperi-
din erhaltenen Amide waren mit den Produkten identisch, die durch Horner-Wittig-
Reaktion aus 8 mit 6 bzw. 7 erhalten worden waren.

Von den Amiden 3, 4, 5, 14 und 152 — ¢ sowie der Saure 13 und dem Ester 12 wurden
die 'TH-NMR-, UV- und IR-Spektren gemessen (sieche Experimenteller Teil).

In den 'H-NMR-Spektren (100 und 250 MHz) betragen die vicinalen Kopplungskon-
stanten von 2-H und 3-H 15 —16 Hz und bestitigen damit die E-Konfiguration fir die
C-2/C-3-Doppelbindung der reinen Verbindungen.

Die Spektren der rohen Reaktionsprodukte gaben keinen Hinweis auf das Vorliegen
der Z-1someren. Die Horner-Wittig-Reaktion scheint mit Phosphorylacetamiden weit-
gehend stereospezifisch zu verlaufen .

Biologische Untersuchungen und Ergebnisse

Wegen der berichieten antibakteriellen Wirkung der Pfeffer-Rohextrakte!# wurden
die Amide 3, 4, 5, 14 und 15a —¢ sowie die Vorstufen 12 und 13 in vitro im Agarver-
diinnungstest (DST-Medium) auf Hemmwirkung gegen grampositive (Streptokokken,
Staphylokokken) und gramnegative Bakterien (E. Coli, Klebsiella, Proteus, Pseudo-
monas) gepriift.

Lediglich 4 zeigte bei dem Stamm Streptococcus pyogenes (Wacker) eine deutliche
Wachstumsinhibition bei 128 pg/ml. Antibakterielle Wirkung bei Staphylokokken und
gramnegativen Bakterien wurde nicht beobachtet.

Da bei gramnegativen Bakterienstdmmen die dufiere Membran der Bakterienhiille als
Permeationsbarriere fiir eine Reihe von Hemmstoffen fungieren kann, wurde die Emp-
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findlichkeit zellwandloser Bakterien (z. B. L-Formen, Mykoplasmen) untersucht. Da-
bei zeigte sich, dafl die Priparate 3 und 4 in Konzentrationen von 128 pg/ml das
Wachstum der L-Form von Proteus mirabilis (D 52) hemmen, wihrend der entspre-
chende Wildstamm nicht beeinflufit wird. Die minimalen Hemmkonzentrationen fiir
Mycoplasma gallisepticum und Mycoplasma bovirhinis liegen im Bereich von 128 — 256
ug/mi.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann man schlieBen, daB Dihydrookolasin (3) und
Dihydrowisanin (4) ein enges — &hnlich wie beim Wisanin auf Streptokokken be-
grenztes — antibakterielles Spektrum aufweisen.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte (Schmelzpunktbestimmungsapparat nach Tottoli, Fa. Biichi, Flawil/
Schweiz) sind unkorrigiert. — Die Spektren wurden mit folgenden Geritetypen aufgenommen:
IR: Perkin-Elmer Modell 281. — UV: Perkin-Elmer Modell 554. — 'H-NMR: Varian HA 100
(100 MHz); Bruker WM 250 (250 MHz).

1-(Diethoxyphosphorylacetyl)pyrrolidin (6): Bei 110°C tropfte man innerhalb von 30 min 138 g
(0.94 mol) 1-(Chloracetyl)pyrrolodin2® zu 186.5 (1.12 mol) Triethylphosphit. Nach weiteren 2 h
bei 110°C Innentemp. war die Gasentwicklung beendet. Danach wurde destilliert. Ausb. 176.7 g
(75%), Sdp. 138 — 140°C/0.5 mbar, n¥ = 1.4785.

CioHoNO4P (249.3) Ber. C48.19 H 8.09 N 5.62 O25.68 P 12.43
Gef. C479 H82 N356 0259 P12.2

Analog wurde I-(Diethoxyphosphorylacetyl)piperidin (7) aus 1-(Chloracetyl)piperidin2" und
Triethylphosphit hergestellt. Ausb. 62%, Sdp. 148 — 150°C/0.7 mbar.

C,;Hp,NO,P (263.3) Ber. C50.18 H8.42 N5.32 023.41 P11.76
Gef. C49.8 H82 N54 0240 P11.8

3-(2-Methoxy-4,5-methylendioxyphenyl)propionaldehyd-diethylacetal: 80.0 g (0.39 mol) 3-(2-
Methoxy-4,5-methylendioxyphenyl)acrolein 15 (9) wurden mit 74 g (0.5 mol) Orthoameisenséiure-
triethylester, 15 mg p-Toluolsulfonsdure und 23 g (0.5 mol) wasserfreiem Ethanol 8 h unter
Riickfluf} erhitzt. Nach Entfernen des Ldsungsmittels i. Vak. nahm man in 300 m] absol. Ether
auf, wusch die Etherldsung mit Natriumhydrogencarbonat-Losung neutral und trocknete mit
Na,SO,. Nach Abdestillieren des Ethers erhielt man 89.4 g (82%) rohes 10.

77.4 g (0.28 mol) rohes 10 wurden in 600 m] Tetrahydrofuran gelost und bei 105°C und 70 bar
unter Zugabe von 8 g Raney-Nickel reduziert. Nach Abtrennen des Katalysators wurde destilliert.
Ausb. 48.9 g (62%), Sdp. 123 - 126°C/0.2 mbar, n]2)° = 1.5105. — IR (CHCl,): 2976, 1630, 1503,
1485, 1191, 1156, 1040 cm ~'. — 'H-NMR (CDCly): 6 = 1.20(t, 6H; CHy), 1.82 (m, 2H; CH,),
2.54 (m, 2H; CH, - Aryl), 3.5 (m, 4H; OCH,), 3.65 (s, 3H; OCH,), 4.4 (¢, 1 H; - CHY), 5.78
(s, 2H; OCH,0), 6.40 (s, 1 H; Ar-H), 6.54 (s, 1 H; Ar-H).

Cy5H,,05 (282.3) Ber. C63.81 H7.85 Gef. C63.7 H7.7

3-(2-Methoxy-4,5-methylendioxyphenyl)propionaldehyd (11): 48.5 g (0.17 mol) 3-(2-Methoxy-
4,5-methylendioxyphenyl)propionaldehyd-diethylacetal wurden in einer Mischung aus 100 ml
Ethanol, 100 ml Wasser und 20 ml konz. Salzsdure unter Rithren 4 h unter RiickfluB} erhitzt. Nach
Abkiihlen etherte man aus, wusch die Etherlosung mit Wasser, trocknete (Na,SO,4) und destil-
lierte. Ausb. 31 g, (79%), Sdp. 132 —-140°C/0.4 mbar.
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Aufgrund gaschromatographischer Untersuchungen hat das Produkt eine Reinheit von 70%.
Es enthélt noch ca. 25% Acetal. Es wurde als Rohprodukt weiter umgesetzt.

4,5-Dihydrowisanin (4): 10.0 g 70proz. 11 (0.033 mol) und 13.2 g (0.05 mol) 7 wurden in 100 ml
absol. Tetrahydrofuran gelost. Unter Stickstoff tropfte man unter Eiskithlung und Rithren zu
dieser Losung eine Losung von 2.7 g Natriummethylat in 50 ml absol. Methanol. Nach ca. 12stdg.
Erwiarmen auf Raumtemp. entfernte man die Losungsmittel i. Vak. Zum Riickstand wurden
150 m]l Wasser gegeben. Nach Ausethern, Waschen der Etherlésung mit 100 ml Wasser, Trock-
nen (Na,SO,) und Entfernen des Ethers wurden 12.3 g (64%) gelbe Kristalle erhalten, die aus
Diisopropylether umkristallisiert wurden. Schmp. 98 — 100°C (Lit. 29 99 - 100°C).

C,gHy3NO,4 (317.4) Ber. C68.12 H 7.30 N4.41 020.16
Gef. C679 H7.2 N44 0201

Analog wurde 4,5-Dihydrookolasin (3) hergestellt. Ausb. 63%, Schmp. 82— 85°C (aus Diiso-
propylether) (Lit.® 82 —84°Q),
C7H;NO, (303.4) Ber. C67.31 H6.98 N4.62 O 21.10
Gel.C 67.5 H6.9 N45 0213

2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsdure-piperidid (5): Aquimolare Mengen Aldehyd 8 und
Phosphorylamid 7 wurden analog umgesetzt. Ausb. 82%, Schmp. 120—122°C (aus Ligroin/
Aceton) (Lit.?) 98 ~99°C).
Ci¢HgNO, (289.3) Ber. C66.42 H 6.62 N 4.84 O 22.12
Gef. C66.2 H6.8 N50 0224

Tab. 1. Chemische Verschiebungen (8-Werte) und Signalmultiplizititen® der Amide 3, 4, 5,
14 und 15a®), 15b° und 15¢% sowie des Esters 12¢ und der Saure 13 (in CDCl;, TMS als innerer
Standard)

Nr. 2H 3H 4H S5H 1“H 6-H OCHOOCH; N(CH,-), —[CHy,;-

3 6.09 694 243 269 651 663 58 3.76 3.50 1.90
d d,t d,t t s s s s m m
4 621 682 242 269 650 662 587 3.75 3.50 1.60
d d,t d,t t 3 s s S m (breit) m (breit)
5 6.78  7.90 - - 6.52 698 594 380 3.63 1.63
d d S s s S m (breit)  m (breit)
14 6.60 7.93 - - 6.52 6,98 594 380 3.60 1.95
d d s S s 3 m m
15a  6.40 7.65 - - 6.68 698 592 3.76 - -
d d s s s s
15b 692 7.9 - - 6.72 732 5.9 3.78 - -
d d S s S s
15¢ 6.63 7.80 - — 6.70 7.00 595 3.78 - -
d d S s S S
12 6.21  7.92 - - 6.44 692 587 374 - -
d d s [ s S
13 6.24 7.85 - — 670 712 598 3.82 - -
d d s s s S

2)s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, m = Multiplett. — ¢ Weitere Banden bei: ? 7.25
(m, breit, 2H); 9 1.13 (m, breit, 6H), 3.45 (m, breit 4H); 9 6.95, 7.26, 7.7 (m, SH), 9.92 (m,
1H); © 1.28 (t, 3H), 4.20 (Quartett, 2H).
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Tab. 2. Absolutwerte [Hz) der durch Auswertung nach erster Ordnung erhaltenen Kopplungskon-
stanten J, 3 des 2-H/3-H-Spinsystems der 2,3-ungesittigten Verbindungen

Nr. 3 4 5 14 153 15b 15¢ 12 13
/23] 15.3 15.3 15.7 15.4 15.8 15.2 15.6 15.8 15.0

Tab. 3. A- und lg-e-Werte der UV-Absorptionsmaxima (in Methanol) der Amide 3, 4, 5, 14 und

15a—c

Nr. Amax [nml] lg e

3 300, 236 (Schulter) 3.78, 4.10

4 300, 235 (Schulter) 3.78, 4.09

5 349, 283, 236 4.23, 4.13, 4.13
14 351, 285, 238 4.24, 413, 4.13
15a 347, 284, 229 (Schulter) 4.11,3.98, 4.14
15b 347, 285, 234 4.09, 3.98, 4.06
15¢ 357, 294, 232 4.31, 4.20, 4.16

Tab. 4. Wellenzahlen [cm ~'J einiger charakteristischer bzw. intensiver IR-Absorptionsmaxima
der Amide 3, 4, 5, 14 und 15a—c¢ (in KBr)

Nr. IR-Wellenzahlen [cm ™ 1]

3 1654 (Amid-CO), 1608 (C=C), 1502, 1424, 1194

4 1651 (Amid-CO), 1608 (C =C), 1486, 1450, 1437, 1191, 1036, 852

5 1634 (Amid-CO), 1587 (C=C), 1428, 1285, 1212, 1191

14 1636 (Amid-CO), 1587 (C=C), 1498, 1483, 1422, 1279, 1170, 1003

15a 3366, 3180 (breit, NH), 1649 (Amid-CO), 1591 (C =C), 1481, 1429, 1351,
1284, 1244, 1197, 1039

15b 1638 (Amid-CO), 1586, 1483, 1462, 1431, 1307, 1295, 1243, 1193, 1141, 1034

15¢ 3434 (breit, NH), 1650, 1610 (Amid-CO), 1547 (C=C), 1499, 1487, 1440,

1429, 1336, 1291, 1187, 1174, 1157

Tab. 5. 2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsdureamide 15a—¢, 14 und §

N R R2 Ausb. Schmp. Umbkristalli- Summenformel Analyse®
r. (%) [°C] siert aus  (Molmasse)® C H N
152 H H 81 178-180 Ethanol  C;;H;{NO, Ber. 59.73 5.01 6.33

(221.2)  Gef. 59.5 52 6.1
b CHs; CHs 48 112-114  Toluol  CjH;NO, Ber. 64.97 6.91 5.05
(277.3) © Gef. 65.1 7.0 5.2

¢ H CeHs 57 204-206  Ethanol C;H,;NO, Ber. 68.68 5.09 4.71
(297.3) © Gef. 68.7 5.3 4.8

14 —[CH,]4— 91 180-184 Ethanol
§ ~[CH,]s~ 93 122-124  Ligroin/
Aceton

a) Angaben fiir 14 und 5 siche Experimentelier Teil.
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Analog wurde 2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsiure-pyrrolidid (14) aus 8 und 6 hergestellt.
Ausb. 86%, Schmp. 180 — 184 °C (aus Ethanol).

CysHyNO, (275.3) Ber. C65.44 H 6.22 N5.09 0 23.25
Gef. C65.4 H63 NSO 0235

2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimisiure-ethylester (12): Zu 18.0 g (0.10 mol) 819 und 22.4 g
(0.10 mol) Diethoxyphosphorylessigsdure-ethylester in 150 ml absol. THF wurden unter Stick-
stoff, bei Eiskiihlung (5 —10°C) und unter gutem Riihren 5.4 g (0.10 mol) Natriummethylat in
100 mli absol. Ethanol getropft. Unter Riihren lief man im Laufe von etwa 12 h auf Raumtemp.
aufwirmen, gof} in 300 m! Eis/Wasser und saugte das abgeschiedene Produkt ab. Nach Waschen
mit Wasser wurde aus Ethanol umkristallisiert. Ausb. 21.0 g (84%), Schmp. 115-116°C. — IR
(CHCl,): 1697 (C=0), 1618 (C=C), 1296, 1165 cm ™' (C ~ 0). ~ 'H-NMR (100 MHz, (CDCl,):
8 = 1.28 (t, 3H; CH,), 3.74 (s, 3H; OCH,), 4.20 (q, 2H; OCH,), 5.88 (s, 2H; OCH,0), 6.20
(d, 1H; C=CH), 6.44 (s, 1H; Ar-H), 6.90 (s, 1H; Ar-H), 7.88 (d, 1H; CH=C).

Ci3H, 05 (250.3) Ber. C62.39 H5.64 031.97 Gef. C62.6 H5.7 0320

2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsiure (13): 3.2 g (80 mmol) Natriumhydroxid wurden in
60 ml Wasser/90 ml Ethanol gel6st. Man fiigte 20 g (80 mmol) 12 zu und riihrte ca. 12 h bei
Raumtemp. und anschlieSend noch 2.5 h bei ca. 50°C. Die abgekiihlte gelbe Losung wurde zuerst
mit 150 ml Wasser und dann mit 7 ml konz. Salzsdure versetzt. Nach Absaugen und Nachwaschen
mit Wasser kristallisierte man aus Diethylenglycolmonomethylether um. Ausb. 14.2 g (81%),
Schmp. 249 —-252°C (Zers.). — IR (KBr): 3447 (breit, OH), 1665 (C =0), 1502, 1292, 1194 cm ~*.
~ TH-NMR (100 MHz; [D¢]DMSO): 8 = 3.82 (s, 3H; OCH,), 5.98 (s, 2H; OCH,0), 6.25 (d,
1H; C=CH), 6.70 (s, 1H; Ar-H), 7.12 (s, 1H; Ar-H), 7.82 (d, 1H; CH=C).

Cy HyyO4 (222.2) Ber. C59.46 H 4.54 Gef. C59.3 H4.5

2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsiureamide: Zu dem gerithrten Gemisch aus 22.2 g (0.10
mol) 13 in 400 ml absol. Benzol fiigte man einige Tropfen DMF und tropfte dann bei Raumtemp.
13.1 g (0.11 mmol) Thionylchlorid zu. Man erwirmte noch auf 50°C, bis die Gasentwicklung
beendet war. Nach Abkiihlen wurde die resultierende Losung in fiinf gleiche Teile geteilt. Die L&-
sung von 0.02 mol 2-Methoxy-4,5-methylendioxyzimtsdurechlorid tropfte man bei Raumtemp. zu
0.50 mol des entsprechenden Amins in 100 ml Benzol (Ammoniak wurde als Gas in die benzoli-
sche Saurechlorid-Losung geleitet). Nach 2 h dampfte man im Rotationsverdampfer zur Trockne
ein, behandelte mit Wasser und kristallisierte aus dem in Tabelle 5§ angegebenen Losungsmittel
um.
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