1682 HELVETICA CHIMICA ACTA

207. Auftrennung der sauren Anteile von Extrakten
aus Bienenkdniginnen (Apis mellifica L.); Isolierung des als
Ko6niginnen-Substanz bezeichneten Pheromones
von M. Barbier, E. Lederer, T. Reichstein und O. Schindler
(11. VIIL. 60)

Die Bienenkoénigin vermag verschiedene biologische Wirkungen auf die Arbeiter-
innen des Stockes auszuiiben!). Bisher konnten mindestens drei dieser Wirkungen
auf Pheromone?) der Bienenkd&nigin zuriickgefithrt werden: a) eine besonders auf
junge Arbeiterinnen gerichtete anziehende Wirkung?); b) die Hemmung der Ent-
wicklung der Ovarien bei den Arbeiterinnen3)4)%); ¢) die Heinmung der Bildung von
Weiselzellen4) €). Diese drei Wirkungen lassen sich auch experimentell verfolgen und
auf diese Weise angenihert quantitativ erfassen.

Wir beschreiben im folgenden die Isolierung des Pheromones, welches fiir die
unter ¢) erwihnte Hemmung der Bildung der Weiselzellen verantwortlich ist. Die
Isolierung dieser Substanz erfolgte im Laufe einer allgemein gerichteten Unter-
suchung der Inhaltsstoffe von Bienenkoniginnen, wobei die einzelnen Stufen der
Extraktion mit der anziehenden Wirkung getestet wurden. Uber die Isolierung von
24-Methylencholesterin aus den neutralen Anteilen der Extraktstoffe haben wir
frither berichtet?)#).

Als Ausgangsmaterial dienten alkoholische Extrakte aus Bienenkdniginnen®). Die
acetonléslichen Teile dieser Extrakte wurden nach der frither beschriebenen Methode 8)
getrennt. Die mit Pentan, Ather und Chloroform ausschiittelbaren Anteile wurden
weiter in neutrale und saure Stoffe zerlegt (Ausbeute vgl. Tab. 2 im exper. Teil).
Von den auf diese Weise erhaltenen sechs Fraktionen waren die pentanléslichen
Sduren in der verwendeten Testierungsmethode %) mit 0,3 y aktiv; die dtherléslichen

1) Vgl. hiezu die zusammenfassende Darstellung durch Ca. VERHEIJEN-V00GD, Z. vergleich.
Physiol. 47, 527 (1959).

2) P.KarLsoN & A.BUTENANDT, Annu. Rev. Entomol. 4, 39 (1959); P. KarLsoNn & M.L0-
SCHER, Naturwiss. 46, 63 (1959).

3) J.PaIN, Arch. int. Physiol. 59, 203 (1951); M. BARBIER & ]J.PaIn, C. 1. hebd. Séances Acad.
Sci. 250, 3740 (1960); C.Voop, Experientia 77, 181 (1955).

1) C.G.BUTLER, Proc. Royal Soc. [London] 777 B, 275 (1957); hier ist auch eine Zusammen-
stellung der fritheren Literatur zum Thema enthalten.

5) J.PaIn, C. r. Soc. Biol. 745, 1505 (1951); Chem. Abstr. 46, 8276 i (1952); Insectes sociaux
7, 59 (1954); C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 670 (1955); Chem. Abstr. 49, 7762 f (1955); A.P.
D GrooT & ST.Vo0GD, Experientia /0, 384 (1954); St.VoocD, ibid. 12, 199 (1956).

6) C.G.BUTLER, Trans. Roy. Entomol. Soc. [London] 705, 11 (1954); Proc. Roy. Entomol.
Soc. [London] 374, 12 (1956); Chem. Abstr. 57, 15024a (1957).

7} M. BARBIER, T. REICHSTEIN, O. SCHINDLER & E.LEDERER, Nature 784, 732 (1959).

8) M.BARBIER & O.ScHINDLER; Helv. 42, 1998 (1959).

9) Die Bienenkéniginnen wurden von GaroN BEiE Co., Donaldsonville, Louisiana, USA, mit
Unterstiitzung der CIBA A.G. Basel bezogen. — Bei den hier beschriebenen Extrakten handelt es
sich um solche, die mit Athylalkohol bereitet wurden. Spiter®) sind wir dazu itbergegangen, mit
t-Butanol zu extrahieren.

10y Vgl. spatere Mitteilung von Frl. J. PaIn.
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Siuren zeigten noch eine entsprechende Wirkung mit 12 y, wihrend sich die Neutral-
stoffe und die chloroformldslichen Sduren als inaktiv erwiesen. Die weitere Auftren-
nung erfolgte nur mit der wirksamsten Fraktion, den pentanlgslichen Sduren. Diese
zeigten im Papierchromatogramm in verschiedenen Lésungsmittelsystemen und mit
verschiedenen Entwicklungsmethoden (vgl. Tab. 1 und Fig. 1) mindestens vier Sub-
stanzen. Diese wurden mit den Buchstaben A, B, C und D unterschieden, wobei
Subst. D im System der Fig. 1 am raschesten wanderte und Subst. A auf der Start-
linie stehen blieb.

Tabelle 1. Papierchvomatographische Chavaktevisievung dev pentanlislichen Sdiuren

Phenol- isoliert
Substanzen | Rf Chi/Fmd | ©v:-Ab- | reaktion SBCly- 1 aus Zone
sorption?l) nach Reaktion!4) der Fig. 1
BarToN13) 8
A 0 (+) + - 1
B 0,50 4- 0,05 + + - 11
C 0,80 4 0,07 + - - \'
D 0,95 4 0,05 + + + VII
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Fig. 1. Papievchromatographische Tvennung dev pentanlislichen Sduven
System: Chloroform/Formamid; WaATMAN-No. 1-Papier

11) gepriift mit dem durchscheinenden UV.-Licht einer Quecksilberdampflampe auf Fluor-
eszensschirm!2),

12} E. von Arx & R.NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).

13) G.H.BarTtoN, R.S.EvaNs & J.A.F.GARDNER, Nature [London] 770, 249 (1952).

14) Z.B. R.NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 34, 2278 (1951).
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Fiir die Auftrennung des Gemisches verwendeten wir die priaparative Papier-
chromatographie!®) im System der Fig. 1. Ausser den mit chemischen Methoden
nachweisbaren Substanzen extrahierten wir auch die in Fig. 1 angegebenen Zwischen-
zonen.

Keines der nach iiblicher Methode erhaltenen Eluate aus den verschiedenen
Zonen bewirkte eine Anziehung von jungen Arbeiterinnen. Das kiinstlich bereitete
Gemisch aller Eluate zeigte wieder die Wirksamkeit der rohen Fraktion, wenn auch
bedeutend abgeschwicht.

Von den in Fig. 1 erwihnten Zonen wurden die Eluate aus III, V und VII durch
Destillation im Molekularkolben bei 0,01 Torr gereinigt; auf diese Weise wurden die
Substanzen B, C und D in einheitlichen Kristallen gefasst.

Substanz B (aus Zone III} ist auf Grund der Farbreaktion nach BarTox!3) und
des pK-Wertes 9,1 ein Phenol. Die Substanz liess sich mit p-Hydroxybenzoesidure-
methylester (I) identifizieren. Die Identitit wurde sichergestellt durch Schmelz-
punkt, Mischschmelzpunkt, vergleichendes Papierchromatogramm (System der
Fig. 1), UV.- und IR.-Spektren (vgl. Fig. 2 und Fig. 4), sowie Verlauf der potentio-
metrischen Titrationskurve (vgl. Fig. 3). Subst. B entstammt mdglicherweise der
Zucker-Losung, mit welcher die Bienenkdniginnen ernihrt wurden und ist somit
wahrscheinlich ein Kunstprodukt, das nicht von den Bienenkdniginnen selbst produ-
ziert wird16).

Substanz C (aus Zone V) zeigte negative Phenolreaktion nach BarTton13). Auf
Grund der potentiometrischen Titatrion (vgl. Fig. 3) muss es sich bei Subst. C um
eine Carbonsiure vom Aquiv.-Gew. 183,1 und dem pK-Wert 5,8 handeln. Im UV .-
Spektrum in Alkohol (vgl. Fig. 2} zeigte die Substanz bei 208,5 mu eine intensive
Bande (log ¢ = 4,216)18), was gut mit der Annahme einer o, f-ungesittigten Carbon-
sidure ibereinstimmt??). Dementsprechend zeigte das IR.-Spektrum (vgl. Fig. 5)
bei 5,92 und 6,08 u zwei intensive Banden. Ausserdem war eine Carbonylbande bei
5,85 y sichtbar. Die letztere liegt als Methylketon vor, wofiir zwei zusitzliche Banden
bei 8,1 und 8,65 u sprechen??). Die Methylgruppe ist durch eine Bande bei 7,27u
sichtbar. Aus dem IR.-Spektrum ldsst sich ausserdem folgern, dass die Substituenten
an der Doppelbindung #rans gelagert sein miissen. Eine entsprechende sehr deutliche
Bande liegt bei 10,07u. Als Vergleichsstoffe haben wir ¢is- und ¢rans-Octadecen-(2)-
sdure?!) beigezogen. Von diesen zeigte die letztere in KBr die betr. Bande bei 10,20 y;

15} in der von E. voN ArRx & R.NEHER!?) beschriebenen Ausfithrungsform.

16) Es ist bekannt, dass solchem Zuckersirup oft etwas p-Hydroxybenzoesdure-methylester
(Nipagin) zur Konservierung zugesetzt wird. — Um dics zu belegen, wurde 1 kg Bienenarbeite-
rinnen, die nur mit Bliiten-Pollen aufgezogen und erndhrt wurden, in der gleichen Art cxtrahiert.
I konnte nicht nachgewiesen werden!?).

17) Wir danken Herrn Dr. R.Crauvin, Station de Recherches apicoles, Bures-sur-Yvette,
France, fiir die Bereitstellung der Bienen.

18y Es wurde unterlassen, das Spektrum im Gebiete der langwelligen Carbonylabsorption
(270-310 mpu) in 1 cm dicker Schicht aufzunehmen, so dass aus dem UV.-Spektrum nicht auf die
An- oder Abwesenheit einer Keto- bzw. Aldehyd-Gruppe geschlossen werden kann.

1% H.E.UNGNADE & [.ORTEGA; J. Amer. chem. Soc. 73, 1564 (1951); J.Cason & G.Sum-
RELL; J. org. Chemistry 76, 1181 (1951).

20) Hs. H.GONTHARD & L.Ruzicka; Helv. 32, 2125 (1949); M. RoTH, G.Saucy, R. ANLIKER,
O.JEGErR & H.HEUSSER, Helv. 36, 1908 (1953); C. AsseLINEAU, Diss. Paris 1955, 5. 142.

2y G.S.MvERs, J. Amer. chem. Soc. 73, 2100 (1951).
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die entsprechende c7s-Verbindung zeigte unter den gleichen Bedingungen zwischen
10,0-10,75 u keine Absorptionen. Auf Grund zusdtzlicher chemischer Abbaureak-
tionen 22} kommt der Substanz C die Konstitution II zu.

OCH, CH,-CO-(CH,);~ H-C-COOH
C=0 _(”:_H
|
l/j 1I; Subst. C, F. 52-55°
I: Subst. B K'/ HO-CH,~(CH,);~CH=CH-COOH
F.121-128° OH L1, F. 54-56°31)32)
c8
log € 4-
c
34l
8
213t
12}
ol 1
200 250 300 mpu

Fig. 2. UV.-Absorpt.-Spehtven in Alkohol*3)

B: Subst. B; Maxima bei 198 (4,30); 207,5 (4,17); 255 (4,23) myu (log ¢, ber. auf CgH O, (152,1))
C: Subst. C; Maximum bei 208,5 mu (log ¢ = 4,216, ber. auf C;H,;0, (184,23))

Die krist. Subst. C besitzt als solche keine anziehende Wirkung. Sie ist jedoch
auf Grund der bisherigen Versuche eine der Komponenten des Gemisches der Sauren,
welches diese Wirkung an jungen Arbeiterinnen hervorruft. Sie hat sich ausserdem
als starker Inhibitor fiir die Bildung von Weiselzellen erwiesen, indem mit 0,04 mg
Substanz in einem Kifig von 150 Bienen die Bildung von Weiselzellen verhindert
wurde. Die Testierung erfolgte sowohl an der Station de Recherches apicoles, Bures-
sur-Yvette, France (Frl. J. PaIN), als auch an der Rothamstead Experimental Sta-
tion, Harpenden, England (Herrn Dr. C. G. ButLER)*). Ausserdem war Herr Dr.
R. K. CaLLow, National Institute for Medical Research, London, so freundlich, das
IR.-Spektrum der Subst. C mit demjenigen der von ihm isolierten sog. «Queen-

22) M. BARBIER & E.LEDERER, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 250, 4467 (1960).

23) Aufgenommen von Herrn K.STicH auf einem selbstregistrierenden Spektrophotometer
BeckmaN DK2.

24) Wir méchten den genannten Biologen auch an dieser Stelle unseren besten Dank fiir ihre
Bemiihungen zur Testierung der Substanz aussprechen.
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Fig. 3. Potentiometvische Titvation dev Substanzen B und C mit 0,018 KOH 25)

B: 1,520 mg Subst. B; Verbrauch 1,106 ml 0,01x KOH; Aquiv.—Gew. Gef. 164,6; pK: 9,15
C: 1,260 mg Subst. C; Verbrauch 0,688 ml 0,01y KOH; Aquiv.—Ge\v. Gef. 183,1; pK: 5,8
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Fig. 4. I R.-Absorpt.-Spektrum von Substanz B (p-Hydrvoxybenzoesdure-methylester (1)8)
aus Bienenkoniginnen, 0,64 mg in KBr gepresst
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Fig. 5. I R.-Absorpt.-Spektrum von Substanz C (II), 0,96 mg in KBr gepresst??)

25) Wir danken Herrn E.FrLury, Mikroanalytisches Laborat. fiir die Ausfithrung der Titra-
tionen.

26) Aufgenommen von Herrn K. SticH in einem PErRkIN-ELMER-IR.-Spektrographen Modell
21, mit NaCl-Prismen.
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substance»*’) zu vergleichen. Die beiden Spektren zeigten dabei zwischen 900 und
2000 cm~! keine signifikanten Unterschiede %8).

Die Konstitution der Subst. C ist bemerkenswert, da der ihr in der Konstitution
nahestehende Alkohol III aus dem Weiselzellen-Futtersaft, dem Futtersaft der
Bienenarbeiterinnen?) und den Mandibulardriisen der Bienen3°) isoliert werden
konnte. Die Konstitution des Alkoholes I1T ist sowohl durch Abbau®!} als auch durch
Synthese 3%) sichergestellt.

Von Substanz D (aus Zone VII) standen nur 2,6 mg zur Verfiigung, weshalb die
Moglichkeiten der Untersuchung der Substanz beschrinkt waren. Die Substanz
gab eine positive Phenolreaktion nach Barton!3). Das IR.-Spektrum (vgl. Fig. 6)
zeigte jedoch zwischen 1600 und 1410 cm™! nicht die charakteristischen Banden
eines Aromaten. Eine relativ starke Bande bei 5,87 u diirfte einer Carbonylfunktion
zuzuschreiben sein. Weitere Untersuchungen konnten damit bisher nicht durch-
gefithrt werden.
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Fig. 6. IR.-Absorpt.-Spektrum von Substanz D, in KBr gepresst (0,36 mg)*?%)

Wir danken dem Centre de la Recherche scientifique, Paris, fiir die Unterstiitzung dieser
Arbeit.

Der chemische Teil dieser Arbeit war im Oktober 1958 abgeschlossen. Die Veréffentlichung
wurde zuriickgestellt bis die biologischen Testierungen eindeutige Resultate geliefert hatten.

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden auf dem KorFLER-Block bestimmt und sind korrigiert; Fehlergrenze in der
beniitzten Ausfithrungsform ca. + 2°. Die Substanzproben zur Aufnahme der UV.- und IR.-
Spektren, sowie zur potentiometrischen Titration wurden 2 Std. bei 60° und 0,01 Torr getrocknet.

Fir Losungsmittel usw. wurden die folgenden Abkiirzungen verwendet: Ae = Diidthylither;
Alk = 95-proz. Athylalkohol; An = Aceton; Chf = Chloroform; Fmd = Formamid; Pn = n-Pen-
tan; W = Wasser; ML = Mutterlauge und Mutterlaugenriickstand; Pchr = Papierchromato-
graphie.

Extraktion der Bienenkodniginnen: Vorreinigung der Extrakte. - 1300 nicht zerklei-
nerte Bienenkoéniginnen wurden 9mal mit je 300 ml 95-proz. Alk bei 20° wihrend ca. 24 Std.
extrahiert. Hierauf wurden die Bienen im Turmix in Gegenwart von Alk fein zermahlen und noch

27} a) C.G.BUTLER, R. K.Carrow, N.C. JounsTon; Nature 784, 1871 (1959); b) R. K.CarLrow
& N.C.Jounston, Bee World 47, 152 (1960).

28) Vgl. auch das publizierte IR.-Spektrum der «Queen-substance» in Lit. 273).

29) G.F.TownseEND & C.C.Lucas, Biochem. J. 34, 1155 (1940).

30) R.K.Carrow, N.C. JounstoN & J.SiMpsoN, Experientia 75, 421 (1959).

31) A.ButeNnanDT & H.REMBOLD, Z. physiol. Chem. 308, 284 (1957).

32) G.I.Fray, R.H. JARGER & SiR RoBERT RoBiNsoN, Tetrahedron Letters 4, 15 (1960).
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6mal unter den gleichen Bedingungen mit je 300 ml Alk extrahiert. Die so erhaltenen Extrakte
wurden getrennt im Vakuum eingedampft; Riickstand der Extraktion der ganzen Bienen: 15,8 g;
aus den zerriebenen Bienen 12,7 g.

Der erstere Extrakt (15,8 g) diente fiir Vorversuche. 12,7 g der Extrakte aus den zerriebenen
Bienen wurden 10mal mit je 80 ml An kurz ausgekocht, von den ungeldsten Teilen (8,32 g) abde-
kantiert, und die An-Lésungen im Vakuum zur Trockne gebracht: 3,29 g.

3,29 g acetonldsliche Teile wurden nach der in der fritheren Arbeit8) beschricbenen Methode
zerlegt; Ausbeuten s. Tab. 2.

Tabelle 2. Ausbeuten bei dev Fraklionierung dev acetonloslichen Anteile (3,29 g)

Sduren Neutrales
ing ing
in Pn loslich 0,092 2,16
in Ae 1éslich 0,188 0,255
in Chf 16slich 0,014 0,018

Trennung der in Pentan léslichen Sduren durch priparative absteigende Papier-
chromatographie. — 92 mg der in Pn 16slichen Sauren wurden auf 45 19 cm breiten WHATMAN-
No. 1-Papierbogen im System Chf-Fmd durch prap. Pchr zerlegt. Die Bogen wurden herausge-
nommen bevor das Lésungsmittel den untern Papierrand erreichte. Nach dem Trocknen wurden
auf ausgeschnittenen Streifen die in Fig. 1 angegebenen Zonen lokalisiert.

Zur Eluierung wurden die Zonen in ca. 0,5 cm? grosse Stiicke zerschnitten und mit je 40-50 ml
‘W zu einem Brei zerrieben, mit dem gleichen Volumen An versetzt, abgenutscht und in der glei-
chen Art noch 6mal mit reinem An extrahiert. Aus den vereinigten Ausziigen wurde das An im
Vakuum abdestilliert. Die verbliebene wasserige Losung wurde mit 0,6 M H,PO, auf pH3 gestellt
und 4mal mit je ca. 100 ml Ae ausgeschiittelt. Die Ae-Ausziige wurden 2mal mit je 10 ml W ge-
waschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Ausbeuten s. Tab. 3.

Tabelle 3. Ausbeuten aus den vevschiedenen Zonen der prip. Pchy von 92 mg in Pnldslichen Sduren

Ausbeuten . .

. weitere Verarbeitung

in mg
Zone 1 6,5 nicht gereinigt
Zone 11 2,1 nicht gereinigt verworfen
Zone 111 41,5 Isolierung von Subst. B
Zone IV 3,0 nicht gereinigt verworfen
Zone V 43,0 Isolierung von Subst. C
Zone VI 4,5 nicht gereinigt  verworfen
Zone VII 15,5 Isolierung von Subst. D

Aufarbeitung dev Eluate aus Zone I11: 34 mg der aus Zone 111 erhaltenen Eluate wurden im
Molekularkolben bei 0,01 Torr destilliert. Es wurden dabei die folgenden Fraktionen abgetrennt:
Badtemperatur 20-60°: 21 mg amorphes farbloses Ol

60-80°: 1. Dest. 11,5 mg kristallines Destillat
2. Dest. 1,0 mg
3. Dest. ca. 0,5 mg

Die bei 60-80° Badtemperatur erhaltenen crsten beiden Destillate wurden aus An-Pn kri-
stallisiert: Smp. 117-119°; nach dem Umkristallisieren aus An-Pn resultierten 5,8 mg farblose
Prismen, Smp. 121-128°. Optisch inaktiv (gepriift in Chf, ¢ = 0,68). Nach Pchr (System Chf/
Fmd) einheitlich, Rf = 0,5; UV.:+; Phenolreaktion nach BarTON13) positiv. 1,82 mg Subst.
verbrauchten bei der potentiometrischen Titration 1,106 ml 0,01~y KOH, Aquiv:Gew. Gef. 164,6;
Ber. CgHgO,: 152,12; pK = 9,15; UV.-Spektrum vgl. Fig. 2. Die Substanz ist nach Misch-Smp.,
UV.- und IR.-Spektrum (vgl. Fig. 3), pK-Wert und Farbreaktionen identisch mit p-Hydroxy-
benzoesiure-mcthylester (I).
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Aufarbeitung dev Eluate aus Zone V: 43,0 mg der aus Zone V erhaltenen rohen Eluate wurden
in Ae gelost und 3mal mit kleinen Portionen 2n Na,CO,, 1mal mit W, Imal mit 28 Na,CO; und
noch 1mal mit W ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen der Ae-Loésungen iiber Na,SO, wurde im
Vak. eingedampft; Riickstand 3,3 mg farbloses Ol (nicht untersucht). Die vereinigten wisserigen
Losungen wurden mit 2N HCI gegen Kongo sauer gestellt, und 4mal mit Ae ausgeschiittelt. Die
Ae-Losungen wurden Zmal mit wenig W gewaschen, iiber Na,S0O, getrocknet, eingedampft;
Riickstand 28,2 mg. Diese wurden im Molekularkolben bei 0,01 Torr destilliert und dabei die
folgenden Fraktionen aufgefangen:

Badtemperatur 20-80°: 6,1 mg farbloses Ol
80-100°: 4,6 mg farbloses Ol
100-120°:11,2 mg kristallin
120-150°: 1 mg
Dest.-Riickstand 5 mg

Die kristalline, zwischen 100 und 120° destillierende Fraktion (roher Smp. 45-50°) wurde aus
An-Pn kristallisiert: 6,3 mg farblose Platten, Smp. 52-55°. UV.- und IR.-Spektren vgl. theoret.
Teil. 1,260 mg Subst. verbrauchten bei der potentiometrischen Titration 0,688 ml 0,018 KOH,
Aquiv.-Gew. Gef. 183,1; Ber. C,,H,,0,:184,23. Die Substanz ist im UV. besonders deutlich mit
dem Fluoreszensschirm sichtbar. Phenolreaktion nach BarTon!3) und Farbreaktion mit SbCl,4)
negativ.

Aufarbeitung dev Eluate aus Zone VII. 15,5 mg der Eluate aus Zone VII wurden mit 50 mg
analogem Material aus der Aufarbeitung von 200 Bienenkéniginnen3®?) vereinigt, in Ae gelést und
3mal mit 28 Na,CO,, 1mal mit W, 1mal mit 2N Na,CO, und noch einmal mit W ausgeschiittelt.
Nach dem Trocknen der Ae-Lésungen iiber Na,SO, wurden diese im Vak. eingedampft: Riick-
stand 17,5 mg. Die vereinigten wisserigen Lésungen wurden mit 2N HCI gegen Kongo sauer ge-
stellt und 4mal mit Ae ausgeschiittelt. Die Ae-Lésungen wurden 2mal mit wenig W gewaschen,
iiber Na, SO, getrocknet, eingedampft; Riickstand 14,2 mg. Diese wurden in Ae aufgenommen und
noch einmal in der gleichen Art getrennt; dabei wurden erhalten 9,3 mg in 2N Na,CO, 16sliche
Siduren und 4,5 mg neutrale Anteile.

Die sauren Anteile wurden im Molekularkolben bei 0,01 Torr destilliert und dabei die folgen-
den Fraktionen aufgefangen:

Badtemperatur 20— 60° : 1 mg farbloses 01, nicht untersucht
60— 80° : 1,5 mg farbloses 01, nicht untersucht
80-100° : 2,6 mg kristallin

120-150 : Spuren

Dest.-Riick stand 14 mg

Die zwischen 80 und 100° destillierenden Anteile wurden aus An-Pn kristallisiert und dabei
farblose Koérner, Smp. 89-93°, erhalten. UV.-Absorption auf dem Fluoreszensschirm positiv
(dunkler Fleck); Phenolreaktion nach BarTONI3) positiv; SbCl,-Reaktion!4) schwach rosa; IR.-
Spektrum vgl. Fig. 6.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wird die Trennung der pentanldslichen Siuren aus dthanolischen Extrak-
ten von Bienenkoniginnen beschrieben. Durch papierchromatographische Analyse
konnten darin mindestens vier Komponenten nachgewiesen werden, von denen
durch priparative Papierchromatographie drei in Kristallen gefasst werden konnten.
Eine davon erwies sich als p-Hydroxybenzoesiure-methylester. Eine weitere Kom-
ponente verhindert an Arbeiterinnen die Bildung von Weiselzellen im Bienenstock.
Die Konstitution dieser Substanz ist 9-Oxo-decen-(2)-siure.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit, Basel;
Institut de Biologie pysicc-chimique, Paris

33} Die Bienenkdniginnen wurden in diesem Falle mit tert.-Butanol an Stelle von Alk extra-
hiert.



