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und es liessen sich hinsichtlich ihres Vorkommens in den Sphingomyelinen aus einzel-
nen Hirnabschnitten keine klaren Unterschiede feststellen.

Das Gemisch der Lecithinfettsduren war erfahrungsgemiss viel weniger reichhaltig
zusammengesetzt, es dominierten vor allem Palmitin- und Olsiure, wobei das Mark
von letzterer 52, von der Palmitinsdure 339 aufwies und sich jedenfalls von der Rinde
diesbeziiglich unterschied.

Unsere Untersuchungen haben demnach deutlich ergeben, dass die Fettsdurezu-
sammensetzung reiner Lipidfraktionen aus menschlichem Hirn beziiglich ihrer Her-
kunft quantitative Unterschiede aufweist, die jedenfalls fiir das Grosshirn-Mark bei
dem untersuchten Material deutlich in Erscheinung traten.

Dic mitgeteilten Untersuchungen wurden mit Mitteln des SCHWEIZERISCHEN NATIONAL-
FoNDs durchgefiihrt, wofiir wir bestens danken.

Physiologisch-Chemisches Institut
der Universitdt Basel

203. Uber die Inhaltstoffe von Zizyphus oenoplia MILL.
1. Mitteilung: Isolierung der Inhaltstoffe

von E.L.Ménard, J.M. Miiller, A.F. Thomas!);
S.S.Bhatnagar und N.J.Dastoor?)

(5. VL. 63)

Pflanzenmaterial der Gattung Zizyphus Juss. (Familie der Rhamnaceae) wurde
schon in den alten griechischen, arabischen, persischen, indischen und chinesischen
Arzneimittelsystemen therapeutisch verwendet. Bis in unsere Zeit bedient sich auch
die Volksheilkunde vieler Linder der Tropen- und Subtropen-Zonen der aus diesen
Pflanzen hergestellten Zubereitungen?).

So sollen die ¢« Jujube» oder ¢« Unnab» genannten steinfruchtartigen, schleimhaltigen Friichte
u.a. als Expektorantien, Blutreinigungsmittel, milde Laxantien und bei Gallenleiden wirken.
Ausserdem wird in chinesischen4) und japanischen®) Arbeiten wicderholt auf ihre nervenbe-
ruhigende Wirkung hingewiesen. Die Blitter einzelner Arten (z. B. Z. vulgaris Lam.%)) iiben, wenn
zerkaut, eine bis 10 Minuten anhaltende anisthesierende Wirkung auf der Zunge aus. Sie sollen

ausserdem, wie auch die bitter schmeckenden, tanninhaltigen Stamm- und Wurzelrinden, u.a. zur
Wundheilung und gegen Diarrhde Verwendung finden?).

Die weite Verbreitung dieser therapeutisch wertvollen Pflanzengattung gab
wiederholt Anlass zur chemischen Untersuchung.

1

Gegenwirtige Adressc: FIRMENICH & Co., Genéve.

2) Vgl. N. J. DasToOR, Dissertation zur Erlangung des Grades eines Master of Science, Caius
Research Laboratory, St. Xavier’s College, Bombay, 1960; gegenwirtige Adresse: Universitit
Zirich, Organisch-chemisches Institut (Prof. H. ScuMID).

3) Vgl dazu: R. N. CHoPRA, S. L, Navar & I. C. CHopRraA, Glossary of Indian Medicinal Plants,
New Declhi 1956, p. 261; K. R. KirTIgkaAR & B. D. Basv, Indian Medicinal Plants, Allahabad
1935, 2. Auflage, Bd. I, p. 588.

4) T.-H. Tanc & Y.-H. CHao0, J. chincse chem. Soc. 4, 278 (1936); Chem. Abstr. 37, 2098 (1937).

% R.Kawacurr & K. W. K1y, J. pharmaceut. Soc. Japan 60, 171, 343, 595 (1940) ; Chem. Abstr.

35, 13968, 39971 (1941).
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So fiihrte eine 1936 erschienenc Arbcit iiber die chinesische Droge «Hsuan Tsao Ren»?), die
aus Samen von Z. vulgaris 1.aM. besteht, zur Isolierung dreier Fettsduren und zweier nicht identi-
fizierter Phytosterine; Alkaloide liessen sich nicht nachweisen. In drei Arbeiten iiber die Samen-
bestandteile der gleichen Art gelang Kawacuti & Kim®) die Identifizierung von Betulinsiure,
Betulin, Sitosterin, sowie von Olsiure, Linolsiure, Myristinsidure, Palmitinsdure, Stearinsiure und
Behensiure. Mit dem Gehalt an Fettsiuren in Samen von Z. jujuba Lax.?) und Z. xylopyrus
WiLLD.8) befassen sich auch zwei neuere indische Arbeiten. Weiterhin sci auf zwei Publikationen
hingewiesen, die im Rahmen von Reihenuntersuchungen die ostafrikanische Z. spina-christi
WiLLp. als Tanninpflanze (Gehalt der Rinde 9,25% %)) und die argentinische Z. mistol GRiseBacH 1¥)
als Medizinalpflanze erwidhnen, sowie auf eine chemische Analyse der in Brasilien zur Herstellung
von Detergentien verwendeten Z. joazeivo MART.1!) mit cinem Saponingehalt von 11-~12%, in der
Rinde. Aus derselben Rinde wurde tiberdies eine nicht ndher identifizierte organische Saure, dic
sogenannte Juazosiure mit der vorgeschlagenen Summenformel C,qH,,0,, isoliert!?). Schliesslich
ist auch der Gehalt an Vitamin C in Beeren von Z. jujuba und Z. vulgaris (vgl. %)), und an Niacin
(15 y/g), Niacinamid (5 ¢/g) und Pantothensiure (6 ¢/g) in Drogenzubereitungen von Z. vulgaris
bestimmt worden!3).

Die Tatsache allein, dass einerseits die volksmedizinischen Indikationen auf eine
eher geringe Spezifitidt der Wirkstoffe schliessen lassen und dass anderseits in keiner
der oben erwihnten Publikationen ein Hinweis auf eine fiir die angegebenen Wir-
kungen méglicherweise verantwortliche chemische Verbindung zu finden ist, liess
eine chemisch-pharmakologische Untersuchung als nicht sehr aussichtsreich er-
scheinen. Erst eine direkte miindliche Information?4) iiber die medikamentdse An-
wendung der wisserigen Ausziige aus Stamm- und Wurzelrinde von Zizyphus
oenoplia MILL. beim Auftreten von Pockenerkrankungen in gewissen Gegenden Siid-
indiens hat uns dazu bewogen, diese bisher chemisch noch unbearbeitete Pflanze
néher zu priifen.

Zizyphus oenoplia MILL. ist ein in Siidindien, Ceylon und im siidéstlichen tro-
pischen Asien sowie in Australien beheimateter dorniger Strauch?®. Wir haben
seine Wurzelrinde chemisch analysiert und dabei gefunden, dass die zu etwa 0,39,

6) Zitiert als Z. sativa GAERTN.; E. N. TaraN, Farmatsiya 4 (No. 11, 12), 20 (1941) ; Chem. Abstr.
38, 27928 (1944).

7} T. N. MenTa, C. V. N. Rao & V. LaxmikanTawm, Indian Soap J. 79, 94 (1953); Chem. Abstr.
49, 164702 (1955). Vgl. auch: A, Z. StanL, Fla. Agr. expt. Sta., Bull. 283, 20 pp.

%) J. W. A1raN, Current Sci. (India) 77, 150 (1948); Chem. Abstr. 42, 75528 (1948). Vgl. auch:
J. W. A1ran & S. B. RAJOPADHYE, ]. indian chem. Soc., Ind. & News Ed. 72, 152 (1949);
Chem. Abstr. 44, 11138° (1950).

% E. SiMoncini, Boll. Staz. sper. Ind. Pelli Mat. concianti 76, 173 (1938) ; Chem. Abstr. 32, 88243
(1938). :

10) J. M. RopriGuEz & C. A. O’'DoxNELL, Rev. farm. (Buenos Aires) 84, 201 (1942); Chem. Abstr.
37, 501? (1943); botanische Arbeit. Vgl. anch: C. T. R1ETTI, Rev. Soc. argentina Biol. 74, 207
(1938); Biol. Abstr. 72, 14545 (1938).

1) J. 8. Rosa & A. IacHAN, Anais Assoc. quim. Brasil 70, 236 (1951); Chem. Abstr. 47, 5703b
(1953),

12) L. D. ANTonacclo, Rev. Quim. ind. (Rio de Janeiro) 26, 129 (1957); Chem. Abstr. 52, 154248
(1958).

13) M. DamoDARAN & M. SRINIVASAN, Current Sci. 3, 553 (1935); Chem. Abstr. 29, 63175 (1935);

E. Caserio, Z. Vitaminforsch. 4, 173 (1935); Chem. Abstr. 29, 69658 (1935). Vgl. auch: R. B.

FrENcH & O. D. ABBor, Florida Agr. expt. Sta. Techn. Bull. 444, 21 pp.; Chem. Abstr. 43,

35351 (1949). — M. Goro, J. pharmaceut. Soc. Japan 77, 467, 471 (1957).

Der cine von uns (S. S. B.) wurde von cinem katholischen Geistlichen auf diese Anwendung der

Pflanze aufmerksam gemacht. Die Ausziige werden durch mehrtigiges Einhiingen von Wurzel-

oder Stammstiicken in irdene Gefiasse mit Wasser zubereitet.

ltl)
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darin enthaltene Betulinsdure wohl in der Hauptsache fiir die erwihnte Wirkung
verantwortlich ist. Sie bewirkt ndmlich an den isoliert durchstrémten Gefissen des
Kaninchens eine deutliche Gefassverengerung. Ausserdem hemmt sie die an der
Ratte durch Dextran erzeugte, entziindliche Pfotenschwellung. Schliesslich lidsst sich
die bei artifiziell mit Ektromelievirus infizierten Midusen auftretende Pfotenschwel-
lung durch Behandlung mit Betulinsdure verzégern. Eine Hemmung der Virusent-
wicklung wurde dabei jedoch nicht beobachtet ).

Weiterhin sei noch erwdhnt, dass ausser Z. oenoplia MILL. auch die nachfolgenden
in Indien heimischen Zizyphus-Arten Betulinsiure enthalten: Z. jujuba LaMm., Z. xylo-
pyrus Lam., Z. rugosa Lam. und Z. nummularia W. et A.

Aus Z. oenoplia haben wir ausser Betulinsiure noch zwei neuartige, physiologisch
praktisch unwirksame, chemisch hingegen sehr interessante basische Peptide iso-
liert, die wir Zizyphin und Zizyphinin nennen. Uberdies waren in den wisserigen
Restlaugen verschiedene Zucker und dialysierbare Polysaccharide nachzuweisen.
Ausserdem gelang es, Palmitinsiure zu isolieren.

Isolierung der reinen kristallysierten Inhaltstoffe: Die Auftrennung der chemischen
Inhaltstoffe erfolgt in zwei Stufen. In einer ersten Phase trennt man die Betulin-
sdure, die mit 0,3% Gehalt die Hauptkomponente darstellt, durch Kristallisation
vom Gemisch der iibrigen Stoffe ab. Dies kann durch direkte Kristallisation aus dem
stark eingeengten Methanol- oder Athanolextrakt oder aber durch selektive Vor-
extraktion der Triterpensiure mittels Ather, Benzol, Essigester oder Tetrachlor-
kohlenstoff geschehen. Die Reinigung erfolgt tiber das in warmem Methanol relativ
schwer lsliche Natriumsalz. Die dabei anfallenden Mutterlaugen, bzw. der von der
Betulinsdure befreite Methanolextrakt enthalten als interessanteste Komponenten
die beiden basischen Peptide und werden nach Schema 1 weiter fraktioniert.

Charakterisierung der Retnsubstanzen. — a) Die isolierte Betulinsdure, ihr Methyl-
ester und das Methylester-acetat erwiesen sich in jeder Beziehung als identisch mit
authentischem Material (z. B. aus Platanus occidentalis 1..1%)). Durch Hydrierung
des Methylesters mit LiAlH, erhielt man Betulin, das mit dem aus Betula alba 1.
gewonnenen Triterpenalkohol identisch war.

b) Zizyphin und Zizyphinin besitzen die in den Tabellen 1 und 2 zusammengestell-
ten physikalischen und chemischen Eigenschaften. Zizyphin lisst sich zusitzlich
durch das kristallisierte Perchlorat seines Dihydroderivates (Smp. 167-170°) charak-
terisieren.

Weiterhin zeigen die drei Basen die in Tabelle 3 zusammengestellten charak-
teristischen Farbreaktionen.

c) Die Bestimmung der Bestandteile der hydrophilen Restkomponente wird im
experimentellen Teil im einzelnen beschrieben.

Hinweise auf die Struktur des Zizyphins und Zizyphinins. Die Analysenwerte der
Salze zeigen, dass von den 5 Stickstoffatomen nur eines basischen Charakter besitzt.
Bei der sauren Totalhydrolyse (in 68 HCl) des Zizyphins lassen sich neben Kohlen-
sdure papierchromatographisch Prolin und Isoleucin nachweisen. Im Massenspektro-
15y Wir verdanken diese Befunde den Herren Dres. . KRADOLFER, J. Trirop, H. TURRIAN &

R. WYLER aus den Laboratorien der Biologischen Abteilung der CTBA AKTIENGESELLSCHAFT,

Basel.
18y A.F. THoMas & J. M. MULLER, Chemistry & Ind. 7967, 1794.
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Tabelle 1. Eigenschaften der basischen Peptide

Schmelzpunkt 1)
3}y

Zizyphin
121° (Zers.)

—464,7° £ 1°inCHCl; (¢ = 1)

Zizyphinin
{amorph)
—457° 4 1°inCHCly (¢ = 1)

Mol. Gewichtsbestimmung
Mol. Gew. nach Rast
Aq. Gew. (Dr. W. Simon18))
Aq. Gew. (Dr. H. MATER1))
Mol. Gew. (Dr. W. SiMmon19))
Mol. Gew.

(Dr. H. HGRZELER 20))
pKy (Dr. W. Simon 1))
pKg (Dr. H. MaJERH))

642
628
624 4 16

611
5,8
6,23

598,7
626

611 + 16

597
6,55

Elementaranalyse2%) gef. (ber. f. C43H 404N;) gef. (ber. f. C3oH,,OgN;)

C 64,509%, (64,79%) 64,049, (64,309,

H 8,189, (8,07%) 7,76% (7,93%)

O 15,86% (15,69%,) 16,17% (16,16%)

N 11,279, (11,45%) 11,58%, (11,72%)
(MG. 611,76) (MG. 597,74)

(C)-CH,4 7,73% = 3 C-CH, 7,59% = 3 C-CH,

(O)-CH, 2,48%, = 1 OCH, 2,559%, =10-CH,

(N)-CH, 5,51% = 2 N-CH, 4,989, = 2 N-CH,

(CO)-CH, 0,75% = 0,3 COCH, 0,3 % = 0,1 O-COCHj

-NH, 1,37;1,09% = 0,5 NH, 1,10; 0,839, = 0,5 NH,

UV.-Spektren

in Feinsprit:

Apax 206 mu (e = 38000) %)
Arpax 267 mu (¢ = 10800)
Ay 319 mu (& = 8270)

in Dioxan:
Amay 243 mu (¢ = 11100)
Aay 273 mu (e = 9600)
Amay 321 mu (¢ = 8950)

(fiir MG. 611,76)

It

I

in Feinsprit:

Aoy 267 mp (e = 10220)
Mg 320 mpu (e = 7760)
(fiir MG. 597,74)

IR.-Spektren (in CH,CIl,) 4)

2,67; 2,87, 3,32; 3,42; 3,47;

identisch mit Spektrum

1805

(Absorptionsbanden) 3,53; 5,87; 6,05; 6,25; 6,61; von Zizyphin;

7,05; 7,55; 8,16; 8,43; 9,5; es fehlt die Bande 3,53 u

12,3 u
Protonenresonanz- 52[s+ 58/s+120/b+138/s+ 52/s+ 55[s+58[s+61/s+
Spektren ) 157/s+ 163 /s (total 32); 121/6+ 1415+ 144/s (total 27);

204/b+ 2146+ 229]s (total 5) ;
253 b+ 262/s+ 268/s + 276 s +
282/s (total 5); 313/g(1);
357/d/J = 9,5 Hz(l); 412/s+
415/q (total 4); 502/d(1).

175/d/] = 4,5 Hz +201/b+
213/b (total 3); 228/s(3);
265/b(5); 318/b(1); 357/d/J =
9Hz(1); 406[s+411/s+ 417 /s +
434/s (total5);457/d(1) ;504 /d(1)

Mikrohydrierung mit

Pt/Eisessig 3,81 Mol. H, aufgenommen 5,1 Mol. H, aufgenommen
Hydrierung mit

Pt/Feinsprit 1  Mol. H, aufgenommen

«H» aktiv 0,369, {kalt und heiss) 0,359%, (kalt und heiss)

Ather, MeOH, EtOH, EtOAc,
Aceton, Benzol, chlorierten
KWen

KWen, H,O

Léslichkeit: gut 16slich in gleich wie bei Zizyphin

unléslich in gleich wie bei Zizyphin
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Tabelle 2. Eigenschaften dev Salze der basischen Peptide

Zizyphin-hydrochlorid Zizyphinin-hydrochlorid

Schmelzpunkt?) 184-184,5° 242-243° Zers.

Elementaranalyse?2) get. (ber. f. CyyH ,ON,Cl) gef. (ber. . C3,H, ;O N.Cl, H,0)

¢ 60,84%  (61,149) 59,13; 58,97%  (58,89%)

H 7.87%  (7,77%) 746; 7,29%  (7,20%)

N 10,599  (10,80%)

cl 5,189, (5,45%) 541; 5,399  (543%)
(MG. 648,25) (MG-. 652,61)

UV.-Spektren
(in Feinsprit)

A .. 267 myu (e = 11400)
Hpay 318 mp (e = 7200)

pKg (Dr. H. MaJER?)) 5,60
Zizyphin-oxalat Zizyphinin-oxalat

Schmelzpunkt1?) 139,5-140,5° 140,6-141,6°
Elementaranalyse22) gef. (ber. f. C4;H;, 00N, H,O)  keine Analysen
C 58,229,  (58,40%)
H 7,329, (7,42%)
N 9,69%, (9,43%)

(MG. 719,83)
UV.-Spektren Aoy 267 mu (e = 13900)
(in Feinsprit) Apax 313 mu (e = 9400)
pKg (Dr. H. MAJER?ZL)) 5,77

Zizyphin-perchlorat Zizyphin-hydrojodid
Schmelzpunkt?) 268-269° (Zers.) 172,5-173,5°
Elementaranalyse 22) gef. (ber. f. C33H ,0,,N;C]) gef. (ber. f. CgsH qOgN;])
12 HyO)

C 54,81 (54,96%) 53,53%, (33,589%,)
H 7,46 (7.13%) 7,00%, (6,81%,)
0 22,86 (23,29%)
N 9,77 (9,71%,) 9,549, (9,47%)
Halogen Cl: 5,05 (4,92%) 7:16,71%  (17,169%,)

(MG. 721,25)

UV.-Spektren Amax 266 mu (¢ = 13600)
(in Feinsprit) Ay 314 mu (e = 9000)

pKg (Dr. H. MaJER?Y)) » 5,77

(MG. 739,70)

17} Eingeschmolzen unter Stickstoffatmosphire in Glaskapillare.

18) Aus Titration mit Salzsaure.

) Bestimmt mit der Tropfmethode (W. Simon, Chimia 76, 312 (1962)).

) Aus Massenspektrogramm (vgl. Exp, Teil).

) Bestimmt in Methylcellosolve-Wasser-(8: 2)-Gemisch.

2) Sowohl dic Basen wie ihre Salze sind ausnahmslos stark hygroskopisch.

) Gemessen in einer 1-mm-Quarzkiivette.

) Aufgenommen mit einem PERKIN-ELMER-double-beam-Instrument, Mod. 221.

} Die Protonenresonanz-Spektren wurden mit einem VariaN DP-60-Spektrometer bei 60 MHz
in Deuterochloroform aufgenommen. Die Protonenresonanzsignale sind in Hz angegeben und
auf Tetramethylsilan als internen Standard bezogen. Folgende Abkiirzungen wurden beniitzt:
s (Singlett), d (Doublett), ¢ (Quadruplett), b (breiter, nicht aufgeléster Signalkomplex). Die in
Klammern beigefiigten Zahlen geben dic durch elektronische Integration bestimmte auf- oder
abgerundete Protonenzahl an.
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gramm freten verschiedene Massenzahlen auf, welche diesen beiden Aminosiuren
zugeordnet werden koénnten?). Ausserdem erlaubt dieses Hilfsmittel die einwand-
freie Bestimmung der Molekulargewichte und damit der exakten Summenformel
(vgl. Tabellen 1 und 2).

Uber die im Gange befindliche Strukturaufklirung wird in einer spateren Publi-
kation berichtet werden.

Die Papier-, Diinnschicht- und Gas-Chromatogramme wurden von den Herren Dr. R. NEHER,
E. von Arx und Dr. H. ABEGG, die pK-Bestimmungen von Dr. H. Majer und von P.-D. Dr.
W. Smvon, die Infrarot-und Protonenresonanz-Spektren von Dr. R. ZURCHER, die Ultraviolett- und
Massen-Spektren von Dr. H. HURZELER, und die Mikroanalysen von Dr. W. PApowETz durchgefithrt
bzw. aufgenommen und werden bestens verdankt. Fiir wertvolle technische Hilfe sind wir ausser-

dem Herrn F. STADLER zu grossem Dank verpflichtet. Eine Trichlordthylenextraktion in giosse-
rem MaBstab verdanken wir Herrn Dr. M. SUTTER.

Tabelle 3. Farbreaktionen der basischen Peptide

Farbtest Zizyphin Dihydrozizyphin Zizyphinin
H,S0, (50-proz.) auf

Silicagel-Diinnschichtplatte violettbraun - violettbraun
Tetranitromethan auf Tiipfel-

platte dunkelbraun braun dunkelbraun
Kalium-jodplatinat auf Papicr

(modif. DRAGENDORFF) rosa rosa rosa
Kaliumjodat auf Papier

im UV.-Licht betrachtet blau - blau

Negativ fiir alle drei Basen sind die folgenden auf Papier ausgefiihrten Farbteste: PauLy-, EBR-
LICH-, 2,6-Dichlorchinonchlorimid-, Isatin-, Vanillin-, Zimtaldehyd-, Ninhydrin-Probe.

(Vgl. Firmenschrift der E. MERCK AG, Darmstadt: Anfirbereagenticn fiir Diinnschicht- und
Papierchromatographie)

Experimenteller Teil

1. Gewinnung der Betulinsiuve. — a) Durch Totalextvaktion mit Methanol: 4,7 kg pulverisierte
Wurzelrinde von Zizyphus oenoplia MiLL. wurden nach griindlicher Durchmischung mit 7 1 90-
proz. wisserigem Methanol in einen Perkolator eingefiillt und mit reinem Methanol erschépfend
cxtrahiert. Aus 65 | Perkolat erhielt man durch Einengen im Vakuum 1,51 braunes Konzentrat,
das nach mehrstindigem Stehen 96,7 g eines teilweise kristallisierten rotbraunen Niederschlages
bildete. Dieser wurde abgenutscht und in trockenem Zustand in einer Papierhiilse mit Ather unter
Riickfluss erschopfend extrahiert. Der Extrakt lieferte 55 g hellgelben Trockenriickstand. Diesen
16ste man in 1,2 1 Methanol-Ather-(1:1)-Gemisch und gab bis zur deutlichen alkalischen Reaktion
2N methanolische Natronlauge (~ 45 ml) zu. Dann wurde im Vakuum auf ca. 100 ml eingeengt
und kurze Zcit auf 60° erwidrmt, wobei das Natriumsalz der Betulinsdure auskristallisierte. Man
nutschte den dickfliissigen Kristallbrei noch in warmem Zustand ab, wusch den Filterkuchen mit
einem Gemisch aus 3 Teilen Ather und einem Teil Methanol nach und erhielt 14 g farbloses Na-
triumbetulinat. Dieses wurde in méglichst wenig Methanol gel6st (ca. 450 ml) und mit 7N methano-
lischer Salzsidurc (ca. 6 ml) angesiduert, wobei nach teilweisem Einengen der Losung total 11,5 g
reine Betulinsiure kristallisierten. Die Mutterlauge und derin Ather unlésliche Teil des ersten Roh-
kristallisates wurden vereinigt, im Vakuum getrocknet und ergaben 598 g dunkelrotbraunes Harz,
das nach dem auf Seite 1804 angegebenen Schema fraktioniert wurde.

b) Durch selektive Vorextraktion mit Ather: 100 g feingemahlene, lufttrockene Wurzelrinde von
Z. oenoplia wurden im Riickflussextraktor (Papierhiilse) 5 Std. mit Ather (500 ml vorgelegt) extra-
hiert und dic Extraktldsung anschliessend im Vakuum zur Trockne eingedampft. Man erhielt
1,19 g hellgelben Trockenriickstand. Daraus wurdc kristallisiertes Natriumbetulinat (0,47 g) durch
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Lésen in 30 ml Ather-Methanol-Gemisch, Zugabe von 1 ml 2N methanolischer Natronlauge, Ein-
engen, Erwiarmen und Abnutschen des Kristallbreis gewonnen. Aus dem Salz liess sich mittels
methanolischer Salzsiure 0,32 g Betulinsdure freisetzen, die nach einmaligem Umkristallisieren
aus Ather-Methanol-Gemisch bei 318-320° schmolz. Der daraus erhaltene Betulinsiure-methyl-
cster konnte im Diinnschicht-Chromatogramm (System: Chloroform) nach Behandlung mit 50-
proz. Schwefelsdure als brauner Fleck mit dem Rf-Wert von 0,30 identifiziert werden. Die mit
Ather vorextrahierte Wurzelrinde wurde anschliessend in der im vorangchenden Beispiel ge-
schilderten Weise mit Methanol (mit 90-proz. Methanol befeuchtet) perkoliert, wobei man 12 g
rotbraunes Harz zur weiteren Fraktionierung erhielt.

2. Fraktionierung dev Mutterlangenprodukte der Betulinsdurve (vgl. Schema 1). 50 g rotbraunes
Harz wurden in einer Reibschale pulverisiert und mit 500 ml Gemisch aus gleichen Volumenteilen
Methanol und 12-proz. wisseriger Essigsdure bei Zimmertemperatur 1 Std. verriihrt. Der pulverige,
dunkelbraune Riickstand wurde durch Abnutschen getrennt (560 mg). Er war vollstandig unlos-
lich und wurde verworfen.

Das Filtrat wurde 15 Std. mit Chloroform (1,51 vorgelegt) kontinuierlich extrahiert; darauf
wurde die Extraktlosung abgetrennt, iiber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum
eingedampft. Es resultierten 6,12 g helles Harz (Acetat der schwachen Bascn), das sich in chlorier-
ten Kohlenwasserstoffen, niederen Alkoholen und Ather leicht, in Benzol wenig und in Petrol-
ither?%) nicht loste. Im Diinnschichtchromatogramm mit dem System Benzol-Aceton-(1:1)
waren nach Besprithen mit 50-proz. H,SO, und Heizen in der Hauptsache 2 braune Ilecke mit
den Rf-Werten 0,23 und 0,45 sichtbar, die dem Zizyphinin und dem Zizyphin zugeschrieben wer-
den konnten. Ihre Trennung und Isolierung wird in Abschnitt 3 beschrieben.

Die mit Chloroform erschopfend extrahierte wisserig-cssigsaure Losung wurde mit 6,2 ml konz,
Ammoniumhydroxidlésung auf pH 7,2 gebracht und in gleicher Weise mit Chloroform crschépfend
extrahiert. Es bildete sich eine betrichtliche Menge eincs braunen, unloslichen Niederschlages, der
die Abtrennung der Chloroformschicht erschwerte. Der Trockenriickstand aus dem Chloroform-
extrakt betrug nur 26 mg und zeigte unter UV.-Licht im Diinnschichtchromatogramm (Benzol-
Accton-(1:1)) den allen Fraktionen gemeinsamen blaugrauen Fleck am Auftropfpunkt, der
erfahrungsgemaiss von einem Abbauprodukt herrithren diirfte. Das braune Prézipitat wurde abge-
trennt (Trockengewicht 1,42 g) und die wisserige Schicht durch Lyophilisation in den Trockenzu-
stand iibergefiihrt (43 g). Dic weitere Bearbeitung der letzten Fraktion wird in Abschnitt 5 be-
schrieben.

3. Isolievung dev schwach basischen Peptide Zizyphin und Zizyphinin. 6,12 g rohe Acetate wur-
den in 300 ml Gemisch Ather-Methylenchlorid-3:1 (v/v) unter Zugabe von 2 ml Wasser gelost und
durch zweimaliges Ausschiitteln bei 0° mit je 100 m] 1~ Natronlauge in die Basen iibergefiihrt.
Nach viermaligem Waschen der organischen Phase mit Wasser, Trocknen mit entwissertem
Kaliumcarbonat und Eindampfen im Vakuum erhielt man 3,43 g Basen als zihes Ol.

Man l6ste die Basen in 55 ml abs. Ather und gab 15,1 ml 10-proz. dtherische Oxalsiurelésung
zu, worauf sich ein hellgelber, pulveriger Niederschlag bildete, der abgetrennt wurde, nach dem
Trocknen 3,7 g wog und bei 140° schmolz. Im Dinnschichtchromatogramimn zeigte er neben dem
Tleck am Auftropfpunkt die beiden fiir Zizyphin und Zizyphinin charakteristischen Flecke von
Rf 0,45 und 0,23, welche in den Mutterlaugen der Oxalatfallung fehlten.

“Aus dem Oxalatniederschlag wurden die Reinpeptide durch Chromatographie der Basen
gewonnen. Dazu léste man 60 g Oxalat in 31 Ather und 200 ml Wasser und fithrte es durch Aus-
schiitteln bei 0° mit 400 ml 1N Natronlauge in die Basen iiber. Nach der Trennung der Schichten
wurde die wisserige Phase noch zweimal mit je 500 ml Ather extrahiert. Alle Atherphasen wurden
zweimal mit je 400 ml Wasser gewaschen. Nach dem Trocknen mit Kaliumcarbonat und dem Ein-
dampfen im Vakuum erhielt man 45,05 g gelblichen Schaum. Das Basengemisch wurde in 100 ml
Benzol gelost, diec Losung mit 100 ml Petrolither?€) versctzt (schwache Tribung) und auf eine
Sdule von 1,35 kg Al,O, (Aktivitdt I, neutral; Durchmesser 5,8 cm, Hoéhe 47 cm) gegeben. Dann
wurde nach dem Schema §.1809 in Fraktionen zn 11 cluiert.

Zizyphin wurde isoliert, indem man 1 g amorphen, farblosen Schaum der Sammelfraktion
4-12 in 40 ml Ather loste, filtrierte und unter Riihren langsam 40 ml Petrolither26) dazu gab.

28) Es wurde Petroldther vom Sdp. 50° bis 70° verwendet.
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Frakt. 1/2 Petrolither/Benzol 1:1

Frakt. 3/4 Benzol 0312 g
Frakt. 5-7 Benzol/Methylenchlorid 1:1 10,50 g nur Zizyphin enthaltend
Frakt. 8-11 Methylenchlorid 22,38 g (nach Diinnschichtchromatogramm)
Frakt. 12 Methylenchlorid/Chloroform 9:1 2,52 g
Frakt. 13 Methylenchlorid/Chloroform 9:1 1,62 g Basengemisch
Frakt. 14 Methylenchlorid/Chloroform 1:1 2,39 g 1 _ L
Zizyph Itend
Frakt. 15 Methylenchlorid/Chloroform 1:1 1,17 g |  MUF #1@/Phinin enthalten
Frakt. 16/17 Chloroform 04 g

Darauf engte man die Lysung bei schwachem Vakuum %) und 30° auf 10 ml ein, wobei ein mikro-
kristallines Pulver (760 mg) entstand. Schon ausgebildete Kristalle liessen sich gewinnen, indem
man eine Lésung von 150 mg des trockenen Schaumes in 1 ml Methanol in ein Zentrifugengldschen
pipettierte und im Stickstoffstrom bei Zimmertemperatur die Halfte des Losungsmittels ab-
dampfte. Dann impfte man an und liess die Lésung 30 Min. bei 0° stehen. Es entstanden dabei
sehr schone Kristallpldttchen, die abfiltriert und mit 2 ml eiskaltem Methanol gewaschen wurden.
Im Hochvakuum 17 Std. bei 50° getrocknet, besass das Priparat die in der Tabelle 1 angegebenen
Eigenschaften.

Zizyphinin erhielt man durch analoge Behandlung von 0,5 g farblosem Schaum aus Fraktion 14,

4. Devivate des Zizyphins. — a) Zizyphin-hydvochlorid: 613 mg reine Base (ca. 1 mMol) wurden
in 20 ml frisch destilliertem Ather gelést und unter Riihren langsam mit 1,4 ml 0,7N methano-
lischer Salzsiurelosung versetzt. Es entstand sofort eine olige Fillung, die mit 5 ml Methylen-
chlorid vollstindig in Lésung gebracht werden konnte. Dann wurden unter Riihren 15 ml Petrol-
ather zugegeben, worauf die Losung in einen 100-ml-Schliffkolben gegeben und im Wasserstrahi-
vakuum teilweise eingedampft wurde, bis leichte Triibung einsetzte. Dann wurde die Losung bei
ZimmertemperaturIstehengelassen, wobei diinne, rechteckige Plittchen ausfielen. Nach Filtrieren,
Waschen mit Ather und 3stiindigem Trocknen bei 12 Torr und 40° erhielt man 400 mg Kristalle
vom Smp. 184-184,5°. Zur Analyse trocknete man wihrend 17 Std. bei 60°/0,01 Torr.

b) Zizyp}'tin—hydmjodid : 120 mg Base (0,196 mMol) wurden in 2 ml Methylenchlorid geldst und
unter Riihren mit 0,62 ml 0,32~ methanolischer Jodwasserstofflosung (0,2 mMol) versetzt. Darauf
wurden zuerst 3 ml Petroldther, dann tropfenweise unter Riihren ca. 4 ml Ather bis zum Eintreten
einer leichten Triibung zugegeben. Es entstanden kleine, farblose Plattchen, die nach Filtration
aus Methylenchlorid-Petrolither-Ather-(2:3:4)-Gemisch bei Zimmertemperatur umkristallisiert
wurden. Nach der Filtration wurden die Kristalle mit 5 ml des gleichen Gemisches auf der Nutsche
gewaschen.

Alle Operationen wurden unter Stickstoff durchgefiithrt, Zur Analyse trocknete man 17 Std.
bei 60°/0,01 Torr. ‘

c) Zizyphin-oxalat: 123 mg reine Base (ca. 0,2 mMol) wurden in 10 ml Methylenchlorid geldst
und mit einer L&sung von 18 mg wasserfreier Oxalsidure (0,2 mMol, analysenrein) in 4 ml Methylen-
chlorid und 6 ml Ather versetzt. Nach einigen Min. setzte die Kristallisation ein, wobei sich
Stibchen und Prismen bildeten?). Nach dreimaligem Umkristallisieren erhielt man 70 mg
Substanz vom Smp. 140,5°. Zur Analyse wurde 17 Std. bei 60°/0,02 Torr getrocknet.

d) Zizyphin-perchlorat: 576 mg Base (0,943 mMol) wurden in 15 ml Methylenchlorid gelést und
unter stetem Riihren langsam mit einer Losung von 0,943 mVal Perchlorsiure in 21 ml eines Wasser-
Athanol-Methylenchlorid-(1:10:10)-Gemisches versetzt. Kurz darauf wurde die Losung im
Vakuum bei 40° eingedampft und der 6lige Riickstand in 5 ml Athanol aufgenommen. Nach dem
Animpfen entstanden feine weisse Nadeln, die abfiltriert, mit 20 ml kaltem Athanol gewaschen und
getrocknet wurden (400 mg). Smp. (offene Glaskapillare, nicht korrigiert) 268-269° (Zers., Braun-
fairbung). Zur Analyse gelangte ein 17 Std. im Hochvakuum bei 40° getrocknetes Priparat.

e) Freisetzung des Zizyphins aus dem Perchlorat: 200 mg Perchlorat wurden in einem Gemiscly
von 50 ml Ather und 50 ml Wasser gelost. Dann wurde durch Zutropfen von 0,1N wisseriger Na-
tronlauge unter Riihren das pH auf 10,5 eingestellt, wonach die zwei Phasen sogleich im Scheide-
trichter getrennt wurden. Die dtherische Schicht wurde noch zweimal mit je 50 ml dest. Wasser

27) Beim Abdampfen des Athers bei gewdhnlichem Druck erhielt man stets 6lige Niederschlige.
28) Da keine Misch-Smp.-Depression zwischen den zwei Formen beobachtet werden kann, diirfte
es sich hier um eine Polymorphie-Erscheinung handeln.
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gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdampfen des Athers und Trocknen bis
zur Gewichtskonstanz im Wasserstrahlvakuum bei 40° erhielt man 130 mg Substanz. Diese wurde
an 10 g Aluminiumoxid (Aktivitat: I, neutral, WorLM) schnell chromatographiert. Zuerst eluierte
man mit 300 ml Petrolither-Benzol-(1:1)-Gemisch, dann mit 100 ml Benzol; die Base wurde erst
mit 150 m! Benzol-Methylenchlorid-(1:1)-Gemisch eluiert. Der Riickstand der eingedampften
Fraktion wurde in 10 ml Ather gelést und wie schon beschrieben mit 10 ml Petroldther versetzt.
Nach Abdampfen des Athers bei gelindem Vakuum erhielt man 80 mg einer mikrokristallinen
Fallung. Diese Substanz verhidlt sich im Dinnschichtchromatogramm einheitlich. Auch die
Infrarot- und Kernresonanz-Spektren (in Methylenchlorid bzw. Deuterochloroform) waren mit
denjenigen des Zizyphins deckungsgleich.

f) Dikydvozizyphin-perchlovat: 122 mg Zizyphin (0,2 mMol) wurden in 20 ml Feinsprit gelost,
mit 50 mg vorhydriertem Platinkatalysator versetzt und bei Zimmertemperatur und Normaldruck
hydriert. Nach Aufnahme von 1 Mol. Wasserstoff (45 Min.) wurde der Katalysator abfiltriert und
der Alkohol abgedampft. Das zuriickbleibende dick{liissige ol wurde in 3 ml alkoholfreiem Chloro-
form aufgenommen und das Losungsmittel anschliessend im Vakuum abgedampft, wobei ein
farbloser, fester Schaum entstand, der im Diinnschichtchromatogramm (System: Chloroform-
Aceton-[7:3], Indikator: Kalium-jodplatinat, 20 Min. bei 100°) nur einen Fleck mit dem Rf-Wert
0,25 zeigte. Das so gewonnene Dihydrozizyphin wurde zur Kontrolle nochmals in Feinsprit gelost
und mit frischem vorhydriertem Platinkatalysator unter Wasserstoff geschiittelt: es fand keine
Wasserstoffaufnahme statt. Durch Aufarbeiten wie oben beschrieben erhielt man unverindertes
Ausgangsmaterial zuriick.

Eigenschaften des Dihydrozizyphins: [a]®® = —188,3° + 1° (¢ =1 in Chloroform). pKy =
5,8821). Ultraviolettspektrum: Maximum bei 292 mgu (¢ = 3300). Infrarotspektrum (in Me-
thylenchlorid): im Carbonylbereich Absorptionsbanden bei 5,95 4 und 6,05 y; der Rest deckt
sich fast vollstindig mit dem Spektrum des Zizyphins. Protonenresonanzspektrum?): 50/s +
54/s+57[s+60[s+72|s+ 80/s+109/b+136{s+155/s+160/s (total 32); 188/b+226/s (total 10);
260/b(4); 324/b(1); 386/b(1); 404/s+410/b (total 3).

Zur Darstellung des kristallisierten Perchlorates wurden 123 mg Base (0,2 mMol) in 5 ml
Methylenchlorid gelést und langsam unter Riihren mit einer Losung von 0,2 mVal Perchlorsdure
in 3,9 ml eines Wasser-Athanol-Methylenchlorid-(1:10:10)-Gemisches versetzt. Nach dem Ein-
dampfen an der Wasserstrahlpumpe (40°) wurde der dlige Riickstand mit 2 ml Athanol durch
kurzes Erwidrmen auf dem Wasserbad (40°) geldst; nach dem Abkiihlen auf 30° wurden noch 3 ml
Ather unter Riihren bis zur leichten Triibung zugetropft. Nach weiterem Abkiihlen schieden sich
lange farblose Nadeln aus (70 mg). Das dreimal aus Alkohol-Ather-Gemisch umbkristallisierte
Perchlorat schmolz bei 169-170°. Zur Elementaranalyse wuide eine Probe 17 Std. bei 0,02 Torr/
60° getrocknet.

CyyH5 0,0 N;CL Y/, Ho O (723,26) Ber. C 54,80 H 7,39 C14,90%, Gef. C54,95 H7,21 Cl4,489,
g) Massenspekiven®) der liber die Perchlorate gereinigten Peptide. Die hervorstechenden
Spitzen liegen bei folgenden m/e-Zahlen:
Zizyphin: 677, 568, 554, 496, 411, 384, 372, 357, 356, 277 (= 554/2), 235, 216, 193, 192, 191,
11430)31y 100, 7032), 5733), 4434), 2835),

29) Dije Massenspektren wurden mit einem Massenspektrometer Modell CH4 der ATLas-WERKE
AG., Bremen, ausgeriistet mit Ofenionenquelle und Sekundirelektronenvervielfacher, aufge-
nommen,
Siehe auch: K. Biemann, J. Se1BL & F. Gapp, J. Amer. chem. Soc. 83, 3795 (1961}.
CH,CH,CH-CHCO®
Lo
H,C NH,

32) CH4—CH,—C=CH,

I

CH,
3) CHy-CH,~CH®

|

CH,

30

=

31

34) C02
%) CH,—CH,
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Zizyphinin: 597, 554, 498, 455, 426, 385, 358, 216, 202, 191, 11431y,

Dihydrozizyphin: 673, 556, 499, 457, 428, 386, 360, 278 (= 556/2), 245, 235, 218, 201, 194,
193, 192, 189, 188, 11431).

5. Aufarbeitung dey wissevigen Phase aus dev Chlovoformexivaktion bei pH 7,2. 1,0 g braunes
Lyophilisat wurde in 4,0 ml Wasser gelést und mit 40 m! Methanol verdiinnt, wobei sich die
violettbraune Lésung leicht triibte, Man gab 1g Carbo adsorbens (Ph. H.; SIEGFRIED) zu und
rithrte 2 Std. bei Zimmertemperatur. Dann wurde durch Hyflo filtriert und das Filtrat noch vier-
mal mit der gleichen Menge Carbo adsorbens behandelt. Das resultierende Filtrat war wasserklar
und crgab nach dem Eindampfen 250 mg hellen Schaum. Im Diinnschichtchromatogiamm
(System: Dioxan-Wasser-(9:13)) war nach der Behandlung mit Schwefelsiure nur ein brauner
Fleck mit Rf-Wert 0,5 sichtbar?®’}. Das Material enthielt 2,909, Stickstoff und 8,56%, Chlor38),
Das Material wurde von Ammoniumchlorid mit Hilfe eines Kationen-Anionen-Austauscher-Ge-
misches befreit. Dazu wurden 500 mg Material, in 50 ml Wasser gelést, auf eine Mischbettsiule aus
2 ml Amberlite IR 120 und 1,65 ml Amberlite IRA 410 gegeben?®) und wie folgt eluiert.

Fraktion Elutionsmittel Gewicht . Bemerkungen
1 250 ml H,0 259 mg farbloses O]

2 40 ml 0,1~ HCl-Lsg. 85 mg o1

3-8 5450 ml H,0 34 mg 01

Die erste Fraktion enthielt 11,89, p-Glucose¥), 23,49, p-Fructose4!) und 47,39, Saccharose,
wobei letztere aus der gesdttigten methanolischen Lésung kristallin erhalten wurde. Die optische
Drehung der Mutterlauge aus der Saccharosekristallisation betrug [x]p = —4°. Die drei genannten
Zucker liessen sich in den Systemen #-Propanol-Athylacetat-Wasser-(7:1:2) und Athylacetat-
Pyridin-Wasser-(2:1:2) papierchromatographisch nachweisen. Dariiber hinaus konnte auf die
Anwesenheit eines nicht identifizierten, reduzierenden, vergirbaren zusitzlichen Zuckers an Hand
cines vierten Flecks mit Rg = 0,09 bzw. 0,13 (S = Bromphenolblau) geschlossen werden.

Die zweite Fraktion zeigte nach der Papierchromatographie in den angegebenen Systemen
keine reduzierende Substanzen, nach einer zusdtzlichen partiellen Vergidrung des Chromatogra-
phie-Streifens jedoch konnte man durch Silberreagens die Anwesenheit dialysierbarer (Cellulose-
schlauch von 24 A Porenweite) Polysaccharide mit den RS-Werten 0,00; 0,09; 0,18 (System: n-
Propanol-Athylacetat-Wasser-[2:1: 2]) feststellen.

SUMMARY
Two new basic peptides, Zizyphin (CggHyO6N;) and Zizyphinin (CgpyH,,04Ns),
have been isolated from the root bark of Zizyphus oenoplia MILL.

TForschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel
Pharmazeutische Abteilung

Caius Research Laboratory, St.Xavier’s College, Bombay

3) Absorptionsmittel: Kieselgel G fiir Diinnschichtchromatographie MErck-Darmstadt, nach
E. StanL, Chemiker-Ztg. 82, 323 (1958).

37) Fructose, Glucose, Saccharose zeigen im selben System Flecke mit den gleichen Rf-Werten.

38) Das Ammonium-Ion stammt aus der Neutralisation der Essigsiure, wihrend das Chlor-Ion
aus der Oxydation des Extraktionschloroforms stammen diirfte (CHCl;+ «O» = COCl,+ HC).

3 Der Kationenaustauscher wurde mit Salzsiure, der Anionenaustauscher mit Natronlauge
aktiviert, darauf wurde mit destilliertemm Wasser gewaschen. bis die Leitfihigkeit des Eluates
den Wert 5,6 - 10-% Q-1 cm~! crreicht hatte.

40} Bestimmt mit dem Glucose-oxydase-Test nach A. St. G. HuGGETT & D. A. N1X0N, Biochem. J.
66, 12P (1957). Die Testlésungen wurden von der Firma C. F. BoEHRINGER, Mannheim, be-
zogen.

41) Bestimmt nach J. H. RoE, J. biol. Chemistry 707, 15 (1934); 778, 839 (1949).





