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und es liesscn sich hinsichtlich ihres Vorkommens in den Sphingomyelinen aus einzel- 
nen Hirnabschnitten keine klaren Untcrschiede feststellcn. 

Das Gemisch der Lecithilzfettsaurew war erfahrungsgemass vie1 weniger reichhaltig 
zusammengesetzt, es dominierten vor allem Palmitin- und Olsaure, wobei das Mark 
von letzterer 52, von der Palmitinsaure 33% aufwies und sich jedenfalls von der Rinde 
diesbeziiglich unterschied. 

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

Dic mitgeteilten TJntersuchungen wurden mit Mittcln des SCHWEIZERISCHEN NATIOAAL- 
FONDS durchgefiihrt, wofiir wir bestens dankcn. 

Physiologisch-Chemisches Institut 
der Universitat Base1 

203. t’lber die Inhaltstoffe von Zizyphus oenoplia MILL. 
1. Mitteilung: Isolierung der Inhaltstoffe 

von E. L. Mbnard, J. M. Muller, A. F. Thomas1) ; 
S .  S. Bhatnagar und N. J. Dastoorz) 

(5. VI. 63) 

Pflanzenmaterial der Gattung Zizyfihus Juss. (Familie der Rhammzaceae) wurde 
schon in den alten griechischen, arabischen, persischen, indischen und chinesischen 
Arzneimittelsystemen therapeutisch verwendet. Bis in unsere Zeit bedient sich auch 
die Volksheilkunde vieler L k d e r  der Tropen- und Subtropen-Zonen der aus diesen 
Pflanzen hergestellten Zubereitungen 3). 

So sollen die ((Jujube)) oder 6 Unnab)) genannten stcinfruchtartigen, schleimhaltigen Friichte 
u. a. als Expektorantien, Blutreinigungsmittel, milde Laxantien uncl bei Gallenleiden wirken. 
Ausserdem wird in chinesischen4) und japani~chcn~) ilrbeiten wicderholt auf ihre nervenbc- 
ruhigende Wirkung hingewiesen. Die Blatter einzelner Arten (2. B. 2. vulgaris  LAM.^)) iiben, wenn 
zerkaut, eine bis 10 Minuten anhaltcnde an3sthesierende Wirkung auf der Zunge aus. Sie sollen 
ausserdem, wie auch die bitter schmeckenden, tanninhaltigen Stamm- und Wurzetrinden, u. a. zur 
Wundheilung und gegen Diarrhoc Verwendung finden3). 

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

Gegenwartige Adresse : FIRMENICH & Co., Genkve. 
Vgl. N. J. DASTOOR, Dissertation zur Erlangung des Grades eines Master of Science, Caius 
Research Laboratory, St. Xavier’s College, Bombay, 1960 ; gegenwartige hdresse : Universitat 
Zurich, Organisch-chemisches Institut (Prof. H. SCHMID). 
Vgl. dam:  R. N. CHOPRA, S. L. NAYAR & I. C. CHOPRA, Glossary of Indian Medicinal Plants, 
New Dclhi 1956, p. 261 : K. R. KIRTIKAR ti R. L). BASU, Indian Medicinal Plants, Allahabacl 
193.5, 2. Auflage, Bd. I, p. 588. 
T.-H. T.~NG & Y.-H. CHAO, J. chincse chem. SOC. 4, 278 (1936); Chem. Abstr. 31, 209R (1937). 
R. KAWAGUTI & K. W. KIM, J. pharmaceut. Soc. Japan 60,171,343, 595 (1940); Chem. Abstr. 
35, 13968, 3997l (1941). 
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So fiihrte einc 1936 erschienenc Arbeit iiber die chinesische llrogc sHsuan Tsao Rcna4)), die 
aus Samen von Z .  vulgaris I,AM. bcsteht, zur Isolicrung dreier Fettsaurcn und zweier nicht identi- 
fizierter Phytosterinc; Alkaloide liessen sich nicht nachweiscn. In drei Arbden  iiber die Samcn- 
bestandteile der gleichen Art gelang KAWAGUTI &  KIM^) die Identifizierung von Betulinsaure, 
Betulin, Sitosterin, sowie von Olsaure, Linolsaure, Myristinsaure, Palmitinsaure, Stearinsaure und 
Behensaure. Mit dem Gehalt an Fcttsauren in Samen von Z.  jujuba L A ~ I . ~ )  und 2. xyEup?/rus 
WILLD.~) befassen sich auch zwci neuere indische Arbeiten. Weiterhin sei auf zwei Publikationen 
hingewiesen, die im Rahmcn von Reihenuntersuchungen die ostafrilranische Z.  s$zna-chrzsti 
WILLD. als Tanninpflanze (Gehalt der Rinde 9,25% g))  und dic argcntinische %. mnistol GRISEBACH lo) 

als Medizinalpflanze erwahncn, sowie auf eine chemische Analyse dcr in Rrasilien zur Herstellung 
von Detergentien vcrwcndeten Z. joazeiro  MART.^^) mit cinem Saponingehalt von 11-12% in der 
Rinde. Aus derselben Rinde wurde iiberdies einc nicht naher identifizierte 01-ganischc Saure, die 
sogenannte Juazosaure mit dcr vorgeschlagenen Summenformel C,,H4,04, isoliert 12). Schliesslich 
ist auch dcr Gehalt an Vitamin C in Beeren von Z .  ju juba  und Z .  vulgaris (vgl. 6)), und an Niacin 
(1.5 y /g) ,  Niacinamicl (5 y /g )  und Pantothensaure (6 y /g )  in Drogenzubereituiigen von Z. vulgaris 
bestimmt worden13). 

Die Tatsache allein, dass einerseits die volksmedizinischen Indikationen auf eine 
eher geringe Spezifitat der Wirkstoffe schliessen lassen und dass anderseits in keiner 
der oben erwahnten Publikationen ein Hinweis auf eine fur die angegebenen Wir- 
kungcn moglicherweise vcrantwortliche chemische Verbindung zu finden ist, liess 
eine chemisch-pharmakologische Untersuchung als nicht sehr aussichtsreich er- 
scheinen. Erst eine direkte miindliche Information 14) iiber die niedikamentose An- 
wendung der wasserigen 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 
naher zu priifen. 

Zizyphus oenofilia MILL. ist ein in Sudindien, Ceylon und irri siidostlichen tro- 
pischen Asien sowie in Australien beheimateter dorniger Strauch3). Wir haben 
seine Wurzelrinde chemisch analysiert und dabei gefunden, dass die zu etwa 0,3% 

Zitiert als Z. sativa GAERTN. ; E. N. TARAN, Farmatsiya 4 (No. 11, 12). 20 (1941) ; Chem. .%bstr. 
38, 27928 ( I  944). 
T. N. MEHTA, C. V. N. RAO & V. LAXMIKANTAM, Indian Soap J. /Y, 94 (1953) ; Chem. Abstr. 
49, 16470a (1955). Vgl. auch: A.  Z. STAHL, Fla. Agr. expt. Sta., Bull. 283, 20 pp. 
J. W. AIRAN, Current Sci. (India) 77, 150 (1948); Chem. Abstr. 42, 75529 (1948). Vgl. auch: 
J .  W. AIRAN & S. B. RAJOPADHYE, J .  indian chem. SOC., Ind. & N c w  Ed. 72, 152 (1919); 
Chem. Abstr. 44, 11138’ (1950). 
E. SIMONCINI, Boll. Staz. sper. Ind. Pelli Mat. concianti 16, 173 (1938) ; (:hem. Abstr. 32, 88243 
(1938). 
J .  M. RODRIGUEZ & C .  A. O’DONELL, Rev. farm. (Buenos Aires) 84, 201 (1942); Chem. Abstr. 
37, 50lY (1943); botanische Arbeit. Vgl. auch: C. T. RIETTI, Rcv. SOC. argentina Biol. 14, 207 
(1938); Biol. Abstr. 12, 14545 (1938). 
J. S. ROSA & .2. IACHAN, Anais Assoc. quim. B r a d  10, 236 (1951); Chem. Abstr. 47, 5703’’ 
(1953). 
L. D. ANTONACCIO, Rev. Quim. intl. (Rio de Janeiro) 26, 129 (1957) ; Chem. Abstr. 52, 154249 
(1 958). 
M. DAMODARAN c(: N. SRINIVASAN, Current Sci. 3, 553 (1935) ; Chem. Abstr. 29, 63175 (1935) ; 
E. CASERIO, Z. Vitaminforsch. 4, 173 (1935); Chem. Abstr. 29, 6965* (1935). Vgl. auch: R. R. 
FRENCH & 0. D. ABBOT, Florida Agr. expt. Sta. Techn. Bull. 444, 21 pp.; Chcm. A4bstr. 43, 
35351 (1949). - M. GOTO. J. pharmaceut. SOC. Japan 77, 467, 471 (1957). 
T)er einc von tins (s.  s. n.) wurdc von einem kdtholischen Geistlichen auf ckse Anwendung der 
Pflanzc aufmerksam gcmacht. Die A4~1SZuge werden tlurch mehrtiigiges Einhlngcn von Wurzcl- 
otler Stammstucken in irdene Gefasse mit Wasser zubcreitct. 
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darin enthaltene Betulinsaure wohl in der Hauptsache fur die erwahnte Wirkung 
verantwortlich ist. Sie bewirkt namlich an den isoliert durchstromten Gefassen des 
Kaninchens eine deutliche Gefassverengerung. Ausserdem hemmt sie die an der 
Ratte durch Dextran erzeugte, entzundliche Pfotenschwellung. Schliesslich lasst sich 
die bei artifiziell mit Ektromelievirus infizierten Mausen auftretende Pfotenschwel- 
lung durch Behandlung mit Betulinsaure verzogern. Eine Hemmung der Virusent- 
wicklung wurde dabei jedoch nicht beobachtet ls). 

Weiterhin sei noch erwahnt, dass ausser Z. oenoplia MILL. auch die nachfolgenden 
in Indien heimischen Zizyphus-Arten Betulinsaure enthalten : Z. jujuba LAM., 2. xylo- 
pyrus LAM., Z. rugosa LAM. und Z.  nummularia W. et A. 

Aus 2. oenoplia haben wir ausser Betulinsaure noch zwei neuartige, physiologisch 
praktisch unwirksame, chemisch hingegen sehr interessante basische Peptide iso- 
liert, die wir Zizyphin und Zizyphinin nennen. uberdies waren in den wasserigen 
Restlaugen verschiedene Zucker und dialysierbare Polysaccharide nachzuweisen. 
Ausserdem gelang es, Palmitinsaure zu isolieren. 

Isolierung der reinen kristauisierten Inhaltstoffe: Die Auftrennung der chemischen 
Inhaltstoffe erfolgt in zwei Stufen. In einer ersten Phase trennt man die Retulin- 
saure, die rnit 0,3 yo Gehalt die Hauptkomponente darstellt, durch Kristallisation 
vom Gemisch der ubrigen Stoffe ab. Dies kann durch direkte Kristallisation aus dem 
stark eingeengten Methanol- oder Athanolextrakt oder aber durch selektive Vor- 
extraktion der l'riterpensaure mittels Ather, Renzol, Essigester oder Tetrachlor- 
kohlenstoff geschehen. Die Reinigung erfolgt uber das in warmem Methanol rrlativ 
schwer losliche Natriumsalz. Die dabei anfallenden Mutterlaugen, bzw. der von der 
Betulinsaure befreite Methanolextrakt enthalten als interessanteste Komponenten 
die beiden basischen Peptide und werdm nach Schema 1 weiter fraktioniert. 

Charakterisierung der Reinsubstanzen. - a) Die isolierte Betulinsaure, ihr Methyl- 
ester und das Methylester-acetat erwiesen sich in jeder Reziehung als identisch rnit 
authentischem Material (z. B. aus Platanus occidentalis L. 16)). Durch Hydrierung 
des Methylesters rnit LiAIH, erhielt man Betulin, das mit dem aus Betula alba L. 
gewonnenen Triterpenalkohol identisch war. 

b) Zizyphin und Zizyphinin besitzen die in den Tabellen 1 und 2 zusammengestell- 
ten physikalischen und chemischen Eigenschaften. Zizyphin lasst sich zusatzlich 
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 Restkornponente wird im 
experimentellen Teil im einzelnen beschrieben. 

Hinweise auf die Struktur des Zizy$hins und Zizyfihinins. Die Analysenwerte der 
Salze zeigen, dass von den 5 Stickstoffatomen nur eines basischen Charakter besitzt. 
Bei der sauren Totalhydrolyse (in 6~ HC1) des Zizyphins lassen sich neben Kohlen- 
saure papierchromatographisch Prolin und Isoleucin nachweisen. Im Massenspektro- 
15) Wir verdanken diese Befunde den Herren Dres. 17. KRADOLFER, J. TRIPOD, H. TURRI.4N & 

R. WYLER aus dcn T,aboratoricn dcr Riologischen Abteilung der CTHA .!.KTIl.;NGl.:S FI , . 1 _. V ' H A V T ,  

Basel. 
16) A. F. THOMAS & J. M. MULLER, Chemistry & Ind. 1961, 1794. 
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Tabelle 1. Eigenschaften der basischen Peptide 

1805 

Schmelzpunkt 17) 

Mol. Gewichtsbestimmung 
Mol. Gew. nach RAST 
Aq. Gew. (Dr. W. S I M O N ~ ~ ) )  
dq. Gew. (Dr. H.  M A J E R ~ ~ ) )  
Mol. Gew. (Dr. W. S I M O N ~ ~ ) )  
Mol. Gew. 

(Dr. H. HURZELER~O)) 
pK, (Ur. W. S I M O N ~ ~ ) )  
PI(, (Dr. H. MAJER,~)) 

[El g 

Zizyphin 
121" (Zers.) 
-464,7°&10inCHCI,(c=1) 

642 
628 
624 & 16 

611 
5 3  
6,23 

Ziz yphinin 
(amorph) 
- 457" 5 l o i n  CHCI, (c = 1) 

598,7 
626 

611 * 16 

597 
6,55 

Elementaranalyse 22) gef. (ber. f .  C3,H,,0,N,) gef. (ber. f .  C,,H,,O,N,) 
C 64,5 0 yo (64,7 9 Yo ) 64,04% (64,30%) 
H 8 3 %  (8,07%) 7,76% (7,93%) 
0 15,86% (15,69%) 16,17 Yo (16,16 yo j 
N 11,27 (11,45%) 11,58y0 (11,72%) 

(MG. 611.76) (MG. 597.74) 

(C)-CH, 7,73y0 = 3 C-CH, 7,59y0 = 3 CCH,  
(OI-CH, 2,48% = 1 OCH, 2,55y0 = 1 O-CH, 
(N)-CH, 5,51% = 2 N-CH, 4,98% = 2 N-CH, 

-NH, 
IJV.-Spektren in Feinsprit : in Feinsprit : 

(CO)-CH, 0,75y0 = 0,3 COCH, 0,3 yo = 0, l  0-COCEI, 
1,37; 1,09% = 0,5 NH, 1 , l O ;  0,83y0 = 0,5 NH, 

A,,, 206 my ( E  = 38000)23) 
I,,, 267 m p  ( E  = 10800) 
A,,,,, 319 my (8 = 8270) 
in Dioxan : 
A,,, 243 my (e = 11 100) 
d,,, 273 my ( E  = 9600) 
?.,,, 321 my ( E  = 8950) 
(fur MG. 611,76) 
2,67; 2,87; 3,32; 3,42; 3.47; 

7,05; 7,55; 8,16; 8,43; 9,5; 
12.3 p 

A,,, 267 mp ( E  = 10220) 
A,,, 320 mp (E = 7760) 
(fur MG. 597,74) 

1R.-Spektren (in CH,CI,j 24) 

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

es fehlt die Bande 3,53 p 

Protonenresonanz- 52/s+ 58/s+ 120/b+ 138/s+ 
Spektren25) 157/s+ 163/s (total 32) ; 

204/b+ 214/b+ 229/s (total 5) ; 
253/b+262/s+ 268/s+276/s+ 
282/s (total 5) ; 313/q(lj ; 
357/d/] = 9,5Hz(l j ;  412/s+ 
415/q (total 4);  502/d(l). 

Mi kro hydrieru ng mi t 
Pt/Eisessig 3,81 Mol. H, aufgenommen 
HydrierunF: mit 

5 2 / ~ + 5 5 / ~ + 5 8 / ~ + 6 1 / s +  
121/b+ 141/s+ 144/s (total 27) ; 
175/d/J =4,5Hz+201/h+ 
213/b (total3);  228/s(3); 
26?/b(5) ; 318/b(l) ; 357/d/ J = 
9Hz  (1) ; 406/s+ 411/s+ 41 7/s+ 
434/s (total5) ; 457/d(1) ;504/d(l) 

5,l Mol. H, aufgenommen 

Pi/Feinsprit 1 Mol. H, aufgenommen 
uH D aktiv 
Liislachkeit: gut loslich in 

0,36y0 (kalt und heiss) 
;ither, MeOH, EtOH, EtOAc, 
Aceton, Benzol, chlorierten 
KWen 

0,35y0 (kalt und heiss) 
gleich wie bei Zizyphin 

unloslich in KWen, H,O gleich wie bei Zizyphin 
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Tabelle 2. Eigenschaften der Salze der basischen Peptido 

Ziz yphin-h ydrochlorid Zizyphinin-hydrochl orid 
Schmclzwnktli) 184-1 8 4 3  242-243" Zers. 

Elemcntaranalyse 22) gef. (ber. f .  C,3H5,,(16N5Cl) 
c 60,84% (61,140/,) 59,13; 58,97% (58.89%) 
II  737% (7,77%) 7,46; 7'29% (7.2070) 
N 10,59% (10,80yo) 
C1 5,18% (5,4574) 5,41; 5,39y0 (5,43%) 

gef. (ber. f .  C,,H,,O,N,Cl, H,O) 

(MG. 648.25) (MG. 652.611 

1JV:Spektren 
(in Feinsprit) 

I,,, 267 mp (F  = 11400) 
Am,,F 318 mp (t; = 7200) 

pI<. (1)r. H. M A J E R ~ ~ ) )  5,60 

Zizyphin-oxalat Zizyphinin-oxalat 
S c h m e l ~ p u n k t ~ ~ )  139,5-140,5" 140,6-141,6' 

Elementaranal yse 22) gef. (ber. i. C,,H5,010N,, H20) keine -4nalysen 
C 58,22% (58,40y0) 
H 7 3 2 %  (7,42%) 
N 9,69% (9,43%) 

(MG. 719,83) 

UV.- Spektren 267 m p  ( F  = 13900) 
(in Fcinsprit) A,,, 313 mp ( F  = 9400) 

pK, (Dr. H. M A J E R ~ ~ ) )  5,77 

Zizyphin-perchlorat Zizyphin-hydrojodid 
Schrnelzuunktli) 268-269" (Zers.) 172,5-173,5' 

Elementaranalyse 22) 

c 
l-I 
0 
N 
Halogen 

UV.- Spektren 
(in Feinsprit) 

gef. (ber. f .  C,,H,O,,X,CI) gef. (ber. f .  C,H,,O,N,J) 
' 12  H,O) 

54,81 (54,96%) 5333% ( 5 3 3 % )  
7,46 (7,1374) 7,00% (6,81%1 

22,86 (23,29y0) 
9,77 (9.71%) 9,540/, (9,4770) 

C1: 5,05 (4,92%) J : 16.71% (17.16%) 

A,,, 266 mp (c: = 13600) 
I , , ,  314 mp ( F  = 9000) 

(MG. 721.25) (MG. 739.70) 

___ 
pK,  ( I h .  H. M A J E R , ~ ) )  5.77 

Eingcschmolzen unter Stickstoffatmospharc in Claskapillare. 
Xus  Titration mit Salzsaure. 
Bestimmt mit der Tropfmethode (W. SIMON, Chimia 76, 312 (1962)). 
Aus Massenspektrogramm (vgl. Exp. Teil). 
Restimmt in Methylcellosolve-Wasser-(8 : 2)-Gemisch. 
Sowohl die Rasen wie ihre Salze sincl ausnahmslos stark hygroskopisch. 
Cemessen in einer 1-mm-Quarzkiivettr. 
.\ufgenommen mit einem PERKIN-ELWER-tloUble-~eam-InStrUment, Mod. 221. 
.Die Protonenresonanz-Spektren wurden mit einem VARIAN DP-60-Spektrometer bei 60 MHz 
in lkuterochloroform aufgenommen. Die Protonenresonanzsignale sind in Hz angegeben und 
auf Tetramethylsilan als internen Standard bezogen. Folgende Abkiirzungen wurden henutzt : 
s (Singlett), d (Doublett), q (Quadruplett), b (breiter, nicht aufgelljster Signalkomplex). Die in 
lilammern beigefiigten Zahlen geben dic durch elektronische Integration bestimmte auf- oder 
abgerunrlete Protonenzahl an. 
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gramm treten verschiedene Massenzahlen auf, welche diesen beiden Aminosauren 
zugeordnet werden konnten 20). 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 Strukturaufklarung wird in einer spateren Publi- 
kation berichtet werden. 

I)ie Papier-, Dunnschicht- 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. SIMON, die Infrarot- und Protonenresonanz-Spektren von Dr. R .  ZURCHER, die Ultraviolett- und 
Massen-Spektren von Dr. H. HURZELER, und die Mikroanalysenvon Dr. W. PADOWETZ durchgcfuhrt 
bzw. aufgenommen und werden bestens verdankt. Fur wertvolle technische Hilfe sind wir ausser- 
dcm Herrn 17. STADLER zu grossem Dank verpflichtet. Eine Trichlorathylenextraktion in grosse- 
rcm Maflstab verdanken wir Herrn Dr. M. SUTTER. 

Tabelle 3. Farbreaktioneit der basischen Peptide 

Farbtest Zizyphin Dihydrozizyphin Zizyphinin 

H,SO, (50-proz.) auf 

Tetranitromcthan auf Tiipfel- 

Kalium-jodplatinat auf Papier 

Kaliumjodat auf Papier 

- Silicagel-Dunnschichtplattc violettbraun violcttbraun 

platte dunkelbraun braun dunkelbraun 

(modif. DRAGENDORFF) rosa rosa rosa 

im UV-Licht betrachtet blau - blau 

Negativ fur allc drci Hasen sind die folgenden auf Papier ausgefuhrten Farbteste: PAULY-, EHR- 
LICH-, 2,6-Dichlorchinonchlorimid-, Isatin-, Vanillin-, Zimtaldehyd-, Ninhydrin-Probe. 
(Vgl. Firmenschrift der E. MERCK AG, 1)armstaclt : Anfarbereagentien fur Dunnschicht- und 
I-’apierchromatographie) 

Experimenteller Teil 
1. Gewznnung der Betulinsaure. - a) Durch Totalextraktion mi t  Methanol: 4,7 kg pulverisierte 

Wurzelrincle von Zizyphus oenoplia MILL. wurden nach grundlicher Durchmischung rnit 7 1 90- 
proz. wasserigem Methanol in einen Perkolator eingefiillt und rnit reinem Methanol erschopfend 
cxtrahiert. Aus 65 1 Perkolat erhiclt man durch Einengen im Vakuum 1,5 1 braunes Konzentrat, 
das nach mehrstiindigem Stehen 96,7 g eines teilweise kristallisierten rotbraunen Niedcrschlages 
bildete. Dieser wurde abgenutscht und in trockenem Zustand in einer Papierhiilse rnit Athcr unter 
Riickfluss erschopfend extrahiert. Der Extrakt lieferte 55 g hellgelben Trockenruckstand. Diesen 
loste man in 1,2 1 Methanol-Ather-(1 : 1)-Gemisch und gab bis zur deutlichen alkalischen Reaktion 
2 N methanolische Natxonlauge (- 45 ml) zu. Dann wurde im Vakuum auf ca. 100 ml eingeengt 
und kurze Zcit auf 60” erwarmt, wobei das Natriumsalz der Betulinsaure auskristallisierte. Man 
nutschte den dickflussigen Kristallbrei noch in warmem Zustand ab, wusch den Filterkuchen rnit 
einem Gcmisch aus 3 Teilen Ather und einem Teil Methanol nach und erhielt 14 g farbloses Ka- 
triumbetulinat. Dieses wurcle in moglichst wenig Methanol gelost (ca. 450 ml) und mit 7 N methano- 
lischer Salzsaurc (ca. 6 ml) angesauert, wobei nach teilweisem Einengen der Losung total 11,5 g 
reine Betulinsaure kristallisierten. Die Muttcrlaugc und der in Ather unlosliche 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 rnit A’ther: 100 g feingemahlene, lufttrockene Wurzclrindc von 
Z.  oenoplia wurden im Ruckflussextraktor (Papierhiilse) 5 Std. rnit Ather (500 ml vorgelegt) extra- 
hicrt und die Extraktlosung anschlicsscnd im Vakuum zur Trockne eingedampft. Man erhielt 
1,19 g hcllgclbcn Trockcnruckstand. Daraus wurdc kristallisiertes Natriumbetulinat (0,47 g )  durch 
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Losen in 30 ml Ather-Methanol-Gemisch, Zugabe von 1 ml 2~ methanolischer Natronlauge, Ein- 
cngen, Erwarmen und Abnutschen des Iiristallbreis gewonncn. Aus dem Salz liess sich mittels 
methanolischer Salzsaure 0,32 g Rctulinsaure frcisetzcn, die nach einmaligem Umkristallisieren 
aus Ather-Methanol-Gemisch bei 318-320" schmolz. Der daraus erhaltene Betulinsiiurc-methyl- 
ester konnte im Diinnschicht-Chromatogramm (System : Chloroform) nac h Bchandlung mit 50- 
proz. Schwefelsaure als brauner Fleck rnit dcm Rf-Wcrt von 0,30 identifiziert werrlen. Die mit 
Ather vorextrahierte Wurzelrinde wurde anschliessentl in der im vorangehenden Beispiel ge- 
schilderten Wcise rnit Methanol (mit 90-proz. Methanol befeuchtet) perkoliert, wobei man 12 g 
rotbrauncs Harz z u r  weiteren Fraktionierung erhielt 

2. Fraktionierung der n/ lut ter la~~genprodukie  der Betzclinsiiure (vgl. Schema 1). 50 g rotbraunes 
Harz wurdcn in einer Reibschale pulverisiert untl mit 500 ml Gemisch aus gleichen Volumenteilen 
Methanol und 12-proz. wasseriger Essigsaure bci Zimmertempciatur 1 Std. verriihrt. Der pulverige, 
dunkelbraune Ruckstand wurde durch Abnutschen getrennt (560 mg). Er war vollstandig unlos- 
lich und wurde verworfen. 

Uas Filtrat ivurde 15 Std. rnit Chloroform ( l , 5  1 vorgelcgt) kontinuierlich extrahiert; darauf 
wurde die Extraktlosung abgetrcnnt, iiber Pu'atriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum 
eingcdampft. Es resultierten 6,12 g helles Harz (Acetat der schwachen Basen), das sich in chloricr- 
tcn Iiohlenwasserstoffen, niederen Alkoholen untf Ather Icicht, in Bcnzol wenig und in Petrol- 
iither 26) nicht loste. Iin Dunnschichtchromatogramm rnit dem System Benzol-Xceton-(1 : 1) 
waren nach Bespriihen rnit 50-proz. H,SO, und Heizen in der Hauptsachc 2 braune k-lecke mit 
den Rf-Werten 0.23 und 0,45 sichtbar, die dem Zizyphinin und dcm Zizyphin zugeschrieben wer- 
den konnten. Ihre Trennung und Isolierung wird in Abschnitt 3 bcschriebon. 

Die mit Chloroform erschopfend extrahicrte wasserig-cssigsaure Losung wurde rnit 6,2 ml konz. 
Animoiiiunihydroxidlosung auf pH 7,2 gebracht und in gleicher Weise mit Chloroform erschopfend 
extrahiert. Es bildete sich eine betrachtliche Menge eines braunen, unloslichen Niederschlages, der 
die Abtrennung der Chloroformschicht erschwerte. Der Trockenruckstand aus dem Chloroform- 
cxtrakt bctrug nur 26 mg und zeigte unter CV.-Licht im Dunnschichtchromatogramm (Benzol- 
Aceton-(1 : 1)) den allen Fraktionen gemeinsamen blaugrauen Fleck am Auftropfpunkt, der 
erhhrungsgemass von einem Abbauprodukt herriihren diirftc. Uas braune I'iazipitat wurde abge- 
trennt (Trockengcwicht 1,42 g) und die wasserige Schicht durch Lyophilisation in den Trockenzu- 
stand iihergefuhrt (43 g). Die weitere Bearbeitung der letzten Fraktion wird in hbschnitt 5 be- 
schrieben. 

3. Isolierung der schwach basischen Pept ide Zizvphin und Zzzyphiiakn. 6,12 g rohe Acetate wur 
den in 300 ml Gemisch Ather-Methylenchloricl-3 : 1 (v/v) unter Zugabe von 2 ml Wasser gelost und 
(lurch zweimaliges Ausschiitteln bei 0" mit jc 100 ml 1~ Natronlauge in die Basen iibergefiihrt. 
Nach viermaligem Waschen der orgdnischen Phase rnit W'asser, Trocknen rnit entwassertem 
ICaliumcarbonat und Eindampfen im Vakuum erhielt man 3,43 g Basen als zahes 01. 

Man loste die Basen in 55 ml abs. Ather und gab 15,l ml 10-proz. atherischc OxalsAurelosung 
zu, worauf sich ein hellgelbcr, pulveriger Niederschlag biltletc, der abgetrennt wurde, nach dem 
Trocknen 3,7 g wog und bei 140" schmolz. Im  Diinnschichtchromatogramm zeigte er neben dem 
Fleck am Auftropfpunkt die beiden fur Zizyphin und Zizyphinin charakteristischen Flecke von 
Rf 0,45 untl 0,23, welche in den Mutterlaugen dcr Oxalatfallung fehlten. 

Aus dem Oxalatniederschlag wurdcn die Rcinpeptide durch Chromatographie der Basen 
gewonnen.. 1~)azu lostc man 60 g Oxalat in 3 1 Ather und 200 ml Wasser und fiihrte es durch Aus- 
schiittcln bci 0' rnit 400 ml 1~ Satronlauge in die Basen iiber. Nach der Trcnnung der Schichten 
wurde die wasserige Phase noch ziveimal rnit jc 500 ml Ather cxtrahiert. Alle Atherphasen wurden 
zweimal mit je 400 ml Wasser gcwaschcn. Kach dcm Trocknen mit Kaliumcarbonat und dem Ein- 
tlampfen im Vakuum erhielt man 45,05 g gelblichen Schaum. 1)as Basengemisch wurde in 100 ml 
Benzol gelost, die Losung mit 100 ml PetrolatherZ6) vcrsetzt (schwache Trubung) und auf cine 
Saule von 1,35 kg . A 1 2 0 3  (.4ktivitat 11, neutral; Durchmesser 5,8 cm, Hiihe 47 cm) gegeben. Dann 
wurde nach dem Schcma S. 1809 in Frakti8,nen z n  1 1 cluiert. 

Zisyphiia wurde isoliert, indem man 1 g amorphen, farblosen Schaum der Sammelfraktion 
4-12 in 40 ml Ather loste, filtrierte und unter Kiihren langsam 40 ml Petrol5therZ6) dam gab. 

26) Es wurtlc PctrolBther vom Stlp. 50' bis 70" vcrmendet 
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Frakt. 1/2 Petrolather/Benzol 1 : 1 
Frakt. 3/4 Benzol 0,312 g 
Frakt. 5-7 Benzol/Methylenchlorid 1 : 1 10,SO g nur Zizyphilz 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 

I 
Frakt. 14 Methylenchlorid/Chloroform 1 : 1 2,39 g 
Frakt. 15 Methylenchlorid/Chloroform 1 : 1 1,17 g J 

nur Ziz.yphilzin enthaltend 

Frakt. 16/17 Chloroform 0 3  g 
Darauf engte man die Losung 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 Losung von 150 mg des trockenen Schaumes in 1 ml Methanol in ein Zentrifugenglaschen 
pipettierte und im Stickstoffstrom bei Zimmertemperatur die Halfte des Losungsmittels ab- 
dampftc. Dann impfte man an und liess die Liisung 30 Min. bei 0" stehen. Es entstanden dabei 
sehr schone Kristallplattchen, die abfiltriert und rnit 2 ml eiskaltem Methanol gewaschen wurden. 
Im Hochvakuum 17 Std. bei 50" getrocknet, besass das Praparat die in der Tabelle 1 angegebenen 
Eigenschaften. 

Zizyphilzin erhielt, man durch analoge Behandlung von 0,s g farblosem Schaum aus Fraktion 14. 

4. Derivute des Zizyphins. - a) Zizyphzn-hydrochlovid: 613 mg reine Base (ca. 1 mMol) wurden 
in 20 ml frisch destilliertem Ather gelost und unter Ruhren langsam rnit 1,4 ml 0 , 7 ~  methano- 
lischer Salzsaurelosung versetzt. Es entstand sofort eine olige Fallung, die mit 5 ml Methylen- 
chlorid vollstandig in Losung gebracht werden konnte. Dann wurden unter Riihren 15 ml Petrol- 
ather zugegeben, worauf die LCisung in eiuen 100-ml-Schliffkolben gegeben und im Wasserstrahl- 
vakuum teilweise eingedampft wurde, bis leichte Triibung einsetzte. Dann wurde die Losung bei 
Zimmertemperatur Istehengelassen, wobei dunne, rechteckige Plattchen ausfielen. Nach Filtrieren, 
Waschen mit dther und 3stundigem Trocknen bei 12 Torr und 40" erhielt man 400 mg Kristalle 
vom Smp. 184-184,5". Zur Analyse trocknete man wahrend 17 Std. bei 60°/0,01 Torr. 

b) Zzzyphin-hydrojodid: 120 mg Base (0,196 mMol) wurden in 2 ml Methylenchlorid gelost und 
unter Riihren mit 0,62 m l O , 3 2 ~  methanolischer Jodwasserstofflosung (0,2 mMol) versetzt. Darauf 
wurden zuerst 3 ml Petrolather, dann tropfenweise unter Ruhren ca. 4 ml Ather bis zum Eintreten 
einer leichten Triibung zugegeben. Es entstanden kleine, farblose Plattchen, die nach Filtration 
aus Methylenchlorid-Petrolather-dther-(2 : 3 : 4)-Gemisch bei Zimmertemperatur umkristallisiert 
wurden. Nach der Filtration wurden die Kristalle mit 5 ml des gleichen Gcmisches auf der Nutsche 
gewaschen. 

Alle Operationen wurden unter Stickstoff durchgefuhrt. Zur Analyse trocknete man 17 Std. 
bei 60"/0,01 Torr. 

c) Zizyphin-oxalul: 123 mg reine Base (ca. 0,2 mMol) wurden in 10 ml Methylenchlorid gelost 
und mit einer Liisung von 18 mg wasserfreier Oxalsaure (0.2 mMol, analysenrein) in 4 ml Methylen- 
chlorid und 6 ml Ather versetzt. Nach ciiiigen Min. setzte die Kristallisation ein, wobei sich 
Stabchen und Prismen bildetenZ8). Nach dreimaligem Umkristallisieren erhielt man 70 mg 
Substanz vom Smp. 140,S". Zur Analyse wurde 17 Std. bei 60"/0,02 Torr getrocknet. 

d) Zizyphin-pevchlorut: 576 mg Base (0,943 mMol) wurden in 15 ml Methylenchlorid gelost und 
unter stetem Riihren langsam rnit einer Losung von 0,943 mVal Perchlorsaure in 21 ml eines Wasser- 
dthanol-Methylenchlorid-(1 : 10 : 10)-Gemisches versetzt. Kurz darsuf wurde die Losung im 
Vakuum bei 40" eingedampft und dcr olige 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 komgiert) 268-269" (Zers., Braun- 
farbung). Zur Analyse gelangte ein 17 Std. im Hochvakuum bei 40" getrocknetes Praparat. 

e) Freisetzung des Zizyphins aus dent Perchlorat: 200 mg Perchlorat wurden in einem Gemiscli 
von 50 ml Ather und SO ml Wasser gelost. Uann wurde durch Zutropfen von O , ~ N  wasseriger Na- 
tronlauge unter Riihren das pH auf 10,5 eingestellt, wonach die zwei Phasen sogleich im Scheide- 
trichter gctrennt wurden. Die atherischc Schicht wurde noch zweimal rnit je 50 ml dest. Wasscr 

97) Beim Abdampfen des Athers bei gewohnlichem Druck erhielt man stets olige Niederschlage. 
28) Da keiue Misch-Smp.-Depression zwischen den zwei Formen beobachtet werden kann, durfte 

es sich hier um eine Polymorphie-Erscheinung handeln. 

114 
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gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdampfen des Athers und Trocknen bis 
zur Gewichtskonstanz im Wasserstrahlvakuum bci 40" erhielt man 130 mg Substanz. Diese wurde 
an 10 g Aluminiumoxid (Aktivitat : I, neutral, WOELM) schnell chromatographiert. Zuerst eluicrte 
man mit 300 ml Petrolather-Benzol-(1 : 1)-Gemisch, dann mit 100 ml Aenzol; die Rase wurde erst 
mit 150 ml Benzol-Methylenchlorid-(1 : 1)-Gemisch eluiert. Der Riickstand der eingedampften 
Fraktion wurde in 10 ml Ather gelost und wie schon beschrieben rnit 10 ml Petrolather versetzt. 
Nach Abdampfen des Athers bei gelindem Vakuum erhielt man 80 mg einer mikrokristallinen 
Fallung. Diese Substanz verhalt sich im Diinnschichtchromatogramm einheitlkh. Auch die 
Infrarot- und Kernresonanz-Spektren (in Methylenchlorid bzw. Deuterochloroform) waren mit 
denjenigen des Zizyphins deckungsgleich. 

f )  Dihydrozizy~htin-~erchlorat: 122 mg Zizyphin (0,Z mMol) wurden in 20 ml Feinsprit gelost, 
mit 50 mg vorhydriertem Platinkatalysator versetzt und bci Zimmertemperatur und Normaldruck 
hydriert. Nach Aufnahme von 1 Mol. Wasserstoff (45 Min.) wurde der Katalysator abfiltriert und 
der Alkohol abgedampft. Das zuruckbleibende dickfliissige 01 wurde in 3 ml alkoholfreiem Chloro- 
form aufgenommen und das Losungsmittel anschliessend im Vakuum abgedampft, wobei ein 
farbloser, fester Schaum entstand, der im Diinnschichtchroniatogramm (System : Chloroform- 
Aceton-[7: 31, Indikator: Kalium-jodplatinat. 20 Min. bei 100") nur einen Fleck mit dem Rf-Wert 
0,25 zeigte. Das so gewonnene Dihydrozizyphin wurde zur Kontrolle nochnials in Feinsprit gelost 
und rnit frischem vorhydriertem Platinkatalysator unter Wasserstoff geschiittelt : es fand keine 
Wasserstoffaufnahme statt. Durch Aufarbeiten wie oben bcschrieben erhielt man unverandertes 
Xusgangsmaterial zuriick. 

Eigenschaften des Dihydrozizyphins: [a]: = - 188,3' + 1" (c  = 1 in Chloroform). pK, = 
5,8821). Ultraviolettspektrum: Maximum bei 292 mp (E = 3300). Infrarotspektrum (in Me- 
thylenchlorid) : im Carbonylbereich Absorptionsbanden bei 5,95 ,u und 6,05 ,u; der Rest deckt 
sich fast vollstandig mit dem Spektrum des Zizyphins. Protonenresona~izspektrum~~) : 50/s + 
54 /s f57 /~+60 /~+72 /~+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 wnrden 123 mg Basc (0,2 mMol) in 5 ml 
Methylenchlorid gelost und langsam unter Riihren rnit einer Losung von 0.2 mVal Perchlorsaure 
in 3,9 ml eines Wasser-Athanol-Methylenchlorid-(1 : 10 : 10)Gemisches versetzt. Nach dem Ein- 
dampfen an der Wasserstrahlpumpe (40") wurde der olige Riickstand rnit 2 ml Athanol durch 
kurzes Erwarmen auf dem Wasserbad (40') gelost; nach dem Abkiihlen auf 30" wurden noch 3 ml 
Ather unter Kiihren bis zur leichten Trubung zugetropft. Nach weiterem hbkiihlen schieden sich 
lange farblose Nadeln aus (70 mg). Das dreimal aus Alkohol-Ather-Gemisch umkristallisiertc 
Perchlorat schmolz bei 169-170". Zur Elementaranalyse wuide eine Probe 17 Std. bei 0.02 Torr/ 
60" getrocknet. 
C,H,,0,0N&1.1/,H20 (723,26) Ber. C 54,80 H 7,39 C14,90% Gef. C 54,05 H 7,21 C1 4,48% 

g) Massenspektren2@) der iiber 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)31), 100, 70a2), 5733), 4434), 'Bas). 

29) Die Massenspektren wurden rnit einem Massenspektrometer Model1 CH4 der ATLAS-WERKE 
AG., Bremen, ausgeriistet mit Ofenionenquelle und Sekundarelektronenvervielfacher, aufge- 
nommen. 

30) Siehe auch: K. BIEMANN, J. SEIRL & F. GAPP, J. Amer. chcm. Soc. 83, 3795 (1961) 
31) CH,CH,CH-CHCO@ 

I 1  

H3C NH, 
CH,-CH,-C=CH, 

I 
CH, 

33) CH,-CH,CH@ 

CH, 
34) co, 

I 

35) CH,=CH, 
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Zizyphinin: 597, 554, 498, 455, 426, 385, 358, 21G, 202, 191, 11481). 
Dihydrozizyphin: 613, 556, 499, 457, 428, 380, 360, 278 (= 556/2), 245, 235, 218, 201, 194, 

193, 192, 189. 188, 11431). 
5. Aufurbeatung der wusserigen Phase uus deq Chloroformextvaktion bei p H  7,2. 1.0 g braunes 

Lyophilisat wurde in 4.0 ml Wasser gelost und rnit 40 ml Methanol verdiinnt, wobei sich die 
violettbraune Losung leicht triibte. Man gab I g  Carbo adsorbens (Ph. H.; SIEGFRIED) zu und 
ruhrte 2 Std. bei Zimmertemperatur. Dann wurde durch Hyflo filtriert und das Filtrat noch vier- 
ma1 mit der gleichen Menge Carbo adsorbens behandelt. Das resultierende Filtrat war wasserklar 
und ergab nach den1 Eindampfen 250 mg hellen Schaum. Im Diinnschichtchromatogiamm 
(System: Dioxan-Wasser-(g: 1 36)) war nach der Behandlung rnit Schwefclsaure nur ein brauner 
Fleck rnit Rf-Wert 0,5 sichtbar3'). Das Material enthielt 2,90% Stickstoff und 8,56% ChlorS*). 
Das Material wurde von Ammoniumchlorid rnit Hilfe eines Kationen-Anionen-Austauscher-Ge- 
misches befreit. Dazu wurden 500 mg Material, in 50 ml Wasser gelost, auf eine Mischbettsaule aus 
'2 ml Amberlite I R  120 und 1,65 ml Amberlite IRA 410 gegebenas) und wie folgt eluiert. 
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Fraktion Elutionsmittel Gewicht Bemerkungen 

1 
2 
3-8 

250 ml H,O 259 mg farbloses 01 
40 ml 0 , l ~  HC1-Lsg. 85 mg 01 

5450 ml H,O 34 mg u1 

Die erste Fraktion enthielt ll,S% D-Glucose"), 23,4% ~ - F r u c t o s e ~ ~ )  und 47,3% Saccharose, 
wobei letztere aus der gesattigten methanolischen Ltisung kristallin erhalten wurde. Die optische 
Drehung der Mutterlauge aus der Saccharosekristallisation betrug [aID = - 4". Die drei genannten 
Zucker liessen sich in den Systemen n-Propanol-Athylacetat-Wasser-(7 : 1 : 2) und Athylacetat- 
Pyridin-Wasser-(2 : 1 : 2) papierchromatographisch nachweisen. Dariiber hinaus konntc auf die 
Anwesenheit eines nicht identifizierten, reduzierenden, vergarbaren zusatzlichen Zuckcrs an Hand 
eines vierten Flecks mit Rs = 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 zusatzlichen partiellen Vergarung des Chromatogra- 
phie-Streifens jedoch konnte man durch Silberreagens die Anwesenheit dialysierbarer (Cellulose- 
schlauch von 24 A Porenweite) Polysaccharide rnit den Rs-Werten 0,OO; 0,09; 0,18 (System: n- 
Propanol-Athylacetat-Wasser-[Z :1: 21) feststellen. 

SUMMARY 

Two new basic peptides, Zizyphin (C,,H,,O,N,) and Zizyphinin (C,,H,,O,NS), 
have been isolated from the root bark of Zizyfihus oenofilia MILL. 

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Base1 
Pharmazeutische Abteilung 

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

Absorptionsmittel: Kieselgel G fur Diinnschichtchromatographie MERCK-DarmStadt, nach 
E. STAHL, Chemiker-Ztg. 82, 323 (1958). 
Fructose, Glucose, Saccharosc zcigen im selben System Flecke mit den gleichcn Rf-Werteii. 
Das Ammonium-Ion stammt aus der Neutralisation der Essigsaure, wahrend das Chlor-Ion 
aus der Oxydation des Extraktionschloroforms stammen diirfte (CHCl,+ nOu = COCl,+ HCI). 
Der Kationenaustauscher wurde rnit Salzsaure, der Anionenaustauscher rnit Natronlauge 
aktiviert, darauf wurde rnit destilliertem Wasser gewaschen. bis die Leitfahigkeit des Eluatcs 
den Wert 5,G . 10-0 Q-l cm-1 crrcicht hatte. 
Bestimmt rnit dem Glucose-oxydase-Test nach A. ST. G. HUGGETT & D. A. NIXON, Biochem. J. 
66, 12P (1957). Dic Testlosungen wurden yon dcr Firma C. F. BOEHRINGER, Mannhcim, be- 
zogen. 
Bestimmt nach J. H. ROE, J. biol. Chemistry 707, 1.5 (1934); 778, 839 (1949). 




