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SUMMARY 

Thin-layer chrornatographic artalysis of radioactively labelled insect pheromones. 
Metabolites of [3ff/bombyl<oi 

Highly labelled [3H]bombykol is extensively metabolized on the antennae of 
the silkmoth Bombyx mori into free fatty acids and fatty acid esters. The metabolites 
of the acid fraction consist of one long-chain unsaturated fatty acid of the type of IO- 
trans, 12-cis-hexadecadienoic acid (ca. 90%) and of one short-chain unidentified fatty 
acid (ca. 10 %), The neutral fraction contains except unchanged [3H]bombykol at least 
six long-chain 3H-labelled fatty acid esters. 

EINLEITUNG 

Die Sexualpheromone sind von grosser Bedeutung fiir die Orientierung und 
Fortpflanzung vielcr Insekten rs2. Seit ihrer Anwendung in der biologischen Schgdlings- 
bekampfung steigt stfindig das lnteresse fiir diese Naturstoffe, insbesondere fi,ir die 
hochwirksamen und hochspezifischen Sexuallockstoffe4*5 der Schmetterlinge. Das 
Bombykol war das erste Sexualpheromon, dessen chemische Konstitution in mtihe- 
voller Arbeit von Butenandt und Mitarbeitern” aufgeklgrt werden konnte. 

Der Seidenspinner Bombyx rnori und das nach ihm benannte Pheromon 
Bombykol standen seit Jahren such im Mittelpunkt unserer Forschungen’. Durch die 
Synthese8*g des [ 12, I 3-3H2]Hexadecadien-( IO-trans, 12-cis)-01~4 1) (rH] Bombykol) wur- 
de es zum ersten Male miiglich, unter physiologischen Bedingungen Adsorptions-, 
Penetrations- und Stoffwechselprozesse eines Sexualpheromons auf dem Sinnesorgan 
(Antenne) eines lnsekts zu studieren 7*9--12. WBhrend des Eindringens in die Antenne 
wird das Pheromon chemisch umgewandelt. Die Diinnschichtchromatographie (DC) 
erwies sich als besonders geeignet, urn die sehr kleinen Mengen (bis lo-r2 g) des 
applizierten Pheromons und der dabei gebildeten Metaboliten chromatographisch zu 
trennen und nachzuweisen. BewHhrt hat sich diese Analysenmethode such dann, 
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wenn nach der Extraktion aus dem biologischen Material die radioaktiv mark&ten 
Pheromone und Metaboliten von grossen Mengen radioinaktiver lnsektenlipide be- 
gleitet wurden. 

Im folgenden wird beschrieben, wit sich die lipidartigen, radioaktiven 
Metaboliten mit Hilfe der ein- und zweidimensionalen DC in Klassen auftrennen und 
diese durch Verteilungs- und Argentationschromatographie noch weiter in Gruppen 
und einzelne Komponenten aufspalten lassen. Die ldentifizierung einiger Komponen- 
ten erfolgte durch Vergleich mit definierten Substanzen. 

EXPERIMENTELLES 

Biologisches Material 
Bei den Versuchstieren handelte es sich ausschliesslich urn mtinnliche und 

weibliche Seidenspinner (Bombyx rnori L.). Die Seidenspinner wurden als Puppen 
von Gunze (Japan) und der Sunrise Taiwan Enterprise Corporation (Formosa) 
bezogen. Die geschliipften Seidenspinner sind stets einzeln und nach Geschlechtern 
getrennt aufbewahrt worden. Fiir die Stoffwechselversuche wurden vorwiegend die 
Antennen der mannlichen Tiere verwendet, fiir Vergleichstests und Kontrollexperi- 
mente benutzten wir weibliche Tiere. 

Radioalctives Material 
Die radioaktiven Substanzen bestanden aus [3H]Bombykol und/oder seinen 

3H-markierten Metaboliten. Das [3H]Bombykol wurde in zwei AnsBtzen durch 
katalytische Tritiierunga des Hexadecen-( IO-trans)-in-( 12).014 1) erhalten. lm ersten 
Ansatz betrug die spezifische Aktivittit 31.7 mCi/mg, nach Verbesserung der Tritiie- 
rungstechnik konnte sie auf 125.6 mCi/mg gesteigert werden13. [3H]130mbykol mit 
dieser spezifischen Aktivitat enthtilt pro Molekiil ungefiihr ein Tritiumatom. Die 
Nachweisgrenze fiir dieses markierte Pheromon liegt bei 10’ Molekfilen (Flfissig- 
Szintillationsspektrometrie). 

Test- und Vergleichssubstanzen 
Die radioinaktiven Substanzen bcstanden aus etwa 100 verschiedenen lang- 

kettigen, lipidartigen Verbindungen, die z.T. in unserem Labor synthetisiert und z.T. 
von C. Roth (Karlsruhe, B.R.D.), Merck (Darmstadt, B.R.D.), Schuchardt (Mfinchen, 
B.R.D.), Fluka (Buchs, Schweiz), und Serva (Heidelberg, B.R.D.) bezogen wurden. 

Einige ungestittigte Fettstiuren, die von den genannten Firmen ktiuflich erwor- 
ben wurden, sind von uns durch Hydrierung mit. LiAlH4 in entsprechende Fettalkohole 
iiberffihrt worden. In den Tabellen II bis VI sind die Substanzen der genannten Her- 
steller mit charakteristischen Symbolen gekennzeichnet. 

Liisungs- und Fliessmittel 
Als Liisungsmittel fi.ir die genannten Substanzen verwendeten wir vorwiegend 

Kohlenwasserstoffe, z.B. n-Pentan, n-Hexan, n-Heptan, Petrolgther (Kp. 60-80”)) 
Cyclohexan und Toluol. Es handelte sich immer urn sehr reine Liisungsmittel (Merck). 
In Kohlenwasserstoffen schwer ldsliche Test- oder Vergleichssubstanzen wurden in 
Athanol oder Methanol gel&t. 
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Bei de? fraktionierten Extraktion der 3H-markierten Metaboliten gelangten als 
Liisungsmittel hauptsBchlich n-Kohlenwasserstoffe und ein Gemisch aus Chloroform 
und Methanol (2: 1) zur Anwendung. Ebenso wie die in den Fliessmitteln (Tabelle I) 
benutzten Liisungsmittel waren alle entweder p.a. oder Uvasole (Merck). Lediglich 
einige halogenhaltige organische L8sungsmittel enthielten zur Stabilisierung 0.5-l % 
Ethanol. 

TABELLE 1 

FLIESSMITTEL 
_..______________...-_____.__. _._-. .._ . __.. _ . _ ._ . .._ ___.-.. _.-. ..-.- ._.. .--... ----.-..---.----v 
Nr. LiisungsntWd Volrtnierrverlraltriis 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 

Toluol 
rr-Hexan-Di%thyl&her 
n-Hexan-DilthylPthcr 
n-Hexan-Dilthyllther 
n-Hexan-Diisopropyliither 
n-Hexan-Essigdiurelthylestcr-Eisessig 

‘” n-Hexan-Diisopropyltither-Methanol-NH3 12.5 “/g 
rr-Hexan-Diiithyllther-Methanol-NH3 konz. 
n-Hexan-DiisopropyUither-Methyliithylketon 
Petroltither-Diisopropylitther 
Diisobutylketon 
Methyllthylketon 
Methyltithylketon-jr-Hexan 
Diisopropyllther 
Diisopropyltither-Methanol 
1,2-Dichlorlthan 
1.2-DichlorKthan-Methanol 
Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff-b;thanol 
n-Butanol mit 12.S0%igem NH3 gestittigt 
Acetonitril-Wasser-Eisessig 
Eisessig-Wasser 
Eisessig-Wasser 
Eisessig-Wasser 
Eisessig-Wasser 
Eisessig-Wasser 
Eisessig-Ameisensiiure-Wasser 
Eisessig-Acetonitril-Wasser 
Dioxan-Wasser-Ameisenslure 
Tetrahydrofuran-Wasser-Ameisensliure 
Methanol-Wasser-Ameisensaure 
b;thylenglykolmono~thylither-Wasser-Amcisensiiure 

80:20 
70:30 
so:50 
98:2 

.!SS.iDZ,_ . . . --.-*. 
100:20:10:0.15 
100:20:10:0.15 
40:40:20 
9O:lO 

60:40 

1OO:l 

loo:2 
50:50:1 

70:25:10 
1oo:os 
9O:lO 
85:15 
75:25 
60:20 
40:40:20 
40:30:30 
70:30:5 
60:35:5 
60:3.5:5 
70:35:5 

Aufbewaltrung der Substanzen 
. 

Hochgereinigtes [3H]Bombykol konnte stark verdtinnt (10 ppm), luft- und 
lichtgeschiitzt monatelang bei -20” in unpolaren Liisungsmitteln wie z. B. n-Heptan 
unzersetzt aufbewahrt werderP. AIs sehr zweckmtissig erwies sich eine SBttigung der 
Lasungsmittel mit Stickstoff kurz vor ihrer Verwendung. Das gilt such fiir das L&en 
und Aufbewahren von 3H-markierten Metaboliten und Test- bzw. Vergleichssub- 
stanzen in reinen Liisungsmitteln. 
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Reinlreitsprtifhg der Ausgangs- und Vergleichssubstanzen 
Die Reinheitskontrolle der fliissigen Test- und Vergleichssubstanzen liess sich 

verhtiltnism&sig schnell mit chromatographischen und refraktometrischen Methoden 
durchfiihren. Vor jedem biologischen Test wurde such das radioaktive Material, 
[3H]Bombykol, UV-photometrisch (DK-2; Beckman, Fullerton, Calif., U.S.A.) auf 
Reinheit gepriift. Die Reinheitskontrolle erfolgte gaschromatographisch mit einem 
Varian Aerograph 1200 (FID) (Varian, Palo Alto, Calif., U.S.A.) und radiogaschro- 
matographisch mit demselben Gertit in Kombination mit einem Perkin-Elmer-Durch- 
flussreaktor (RGC 170) (Perkin-Elmer, Uberlingen/See, B.R.D.) und einem Methan- 
gas-Proportional-Ztihlrohr (Berthold/Frieseke, Karisruhe, B.R.D.)“. Diinnschicht- 
chromatographisch priiften wir die Substanzen bei mehr als lo4 dpm mit einem voll- 
automatisch registrierenden Diinnschichtscanner LB 2721 (Berthold/Frieseke) direkt 
auf der Platte. Zur Registrierung geringerer 3H-Aktivittit auf Diinnschichten wurde 
von uns ein halbautomatisch arbeitender Scraper’4*1J entwickelt, mit dem in kurzer 
Zeit von einem Diinnschichtchromatogramm (Fig. 1) bis zu 60 Fraktionen abge- 
schabt und deren3H-Aktivitgten mit einem Fliissig-Szintillationsspektrometer Tri-Carb 
3380 (Packard, Downers Grove, Ill., U.S.A.) exakt bestimmt werden konnten (Fig. 
2). Zur quantitativen Erfassung der radioaktiven Metaboliten benutzten wir aus- 
schliesslich diese Technik. 
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Fig. 1. Schematischc Darstellung des Trenn- und Abschabvorganges. Nach chromatographischer 
Trennung werden die Bahnen l-5 nacheinander zu je 30 Fraktionen mit einem Diinnschichtscraper 
(Desaga) abgeschabt. Klingenbreite: 5 mm. Plattcnformat: 200 x 200 mm. 

Nachweis mit Sprtihreagenzien 
Nach der chromatographischen Trennung wurden die radioinaktiven Test- 

bzw. Vergleichssubstanzen mit Sprtihreagenzien sichtbar gemacht16. Geeignet waren 
fiir alle Lipide: HzS04 (95-97 %ig bzw. 50 zig; Merck) oder Chromschwefelsgure. 
Zum Anftirben ungestittigter Lipide bedienten wir uns such einer 5%igen alkoholi- 
schen Phosphormolybdans%ureliisung (Merck). Ffir rein analytische Zwecke wurden 
die getrennten Substanzen auf den getrockneten Trennschichten mit den genannten 
Reagenzien gleichmgssig bespriiht und danach lo-20 min in einem Ofen gleichmassig 
auf 110-150” erwgrmt. Bei prtiparativen Arbeiten, z.B. der Weiterverarbeitung ein- 
ma1 getrennter Substanzen (3H-Metaboliten) wurden die zum Yergleich auf derselben 
Platte chromatographierten radioinaktiven Substanzen bei Raumtemperatur mit 
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Fig. 2. Radiochromatogtamm eines 3H-markierten Metabolitcngemisches von [3H]Bombykol. 
Fliessmittel: rr-Hexan-Diisopropyliither-Methanol mit konz. NJ-I3 gesgttigt (100:20:15). Scraping: 
Dtinnschichtscraper (Desapa). Klingenbreito: 2.5 mm. Registrierung der 3H-Aktivit&it: Fliissig- 
Szintillationsspektrometer Tri-Carb 3380 (Packard). Trennschicht: Kieselgel H (Merck), 250ylm dick. 

einer 5-10 %igen Liisung von Jod in Tetrachlorkohlenstof angesprtiht und nach Ver- 
dampfen des Lirsungsmittels mit einer 1 %igen Starkelosung sichtbar gemacht. Fiir 
den Nachweis ungestittigter Verbindungen gentigte in vielen Fallen das Bedampfen 
mit Jod. 

Hcrstellung der Trcnnschichten 
Das Material der Dtinnschichten bestand entweder aus Kieselgel G oder H 

(Merck), mit oder ohne Fluoreszenzzusatz. WBhrend fur analytische Zwecke vorwie- 
gend Fertigplatten (Merck) mit einer Schichtdicke von 250,~m verwendet wurden, 
stellten wir fiir die priiparative, die Verteilungschromatographie mit umgekehrten 
Phasen (reversed-phase partition) und fiir die Argentationschromatographie die Trenn- 
schichten mit einem versilberten Auftraggerat (Desaga, Heidelberg, B.R.D.) selber 
her”. In einzelnen Fallen, speziell bei der Verteilungschromatographie gelangten such 
Kieselgur G (Merck), Kieselgur N (Macherey, Nagel und Co., Diiren, B.R.D.) und 
Kieselgel silanisiert (Merck) zur Anwendung. Die lmprlignierung mit den Siliconijlen 
AK 10-100 (Wacker, Miinchen, B.R.D.) erfolgte aufsteigend wie beim Chromato- 
graphieren oder durch Eintauchen der Dtinnschichtplatten in eine 7 %ige Lijsung von 
Silicon61 in Petrokitherts. Die silberhaltigen Schichten wurden mit einer Kieselgelsus- 
pension hergestellt, die auf die trockne Kieselgelmenge berechnet 5-10 % AgN03- 
(Merck) enthieltlQ. 

Probenauftrag auf Trennschichtcn 
Da erfahrungsgem%s in Form diinner Striche aufgetragene Substanzlosungen 

bessere Trennergebnisse 2o liefern, benutzten wir vorwiegend die eindimensionale 
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Technik. Urn miiglichst gleichmtissige und sehr dfinne Striche auftragen zu kiinnen, 
entwickelten wir fiir radioaktive und radioinaktive SubstanzlGsungen ein vollautoma- 
tisch arbeitendes Probenauftragegertit 21. Dieses Geriit’ist sowohl fiir die Applikation 
kleiner und relativ grosser Volumina (IO (~1-4 ml) als such fiir schwer fliichtige Lii- 
sungsmittel geeignet. 

Der Probenauftrag erfolgte im allgemeinen mit oder ohne Schablone (Desaga) 
l-2 cm oberhalb einer Kante oder Ecke der Diinnschichtplatte, ohne die Trennschicht 
zu verletzen. Bei der eindimensionalen Technik wurden je nach Format der Diinn- 
schichtplatte (200 x 200 mm, 100 x 200 mm, 50 x 200 mm) mehr oder weniger 
viele Substanzproben in Form I bis 2 cm langer Striche (Fig. 1) aufgetragen. Urn 
unerwcnschte Randeffekte auszuschalten, applizierten wir die Substanzlijsungen mit 
einem Abstand von mindestens 0.5 cm zum Rand auf die Diinnschichtplatte. Bei der 
zweidimensionalen Technik wurde stets das zu analysierende Substanzgemisch punkt- 
fiirmig l-2 cm von den RSindern der Diinnschicht entfernt in einer Ecke einer quadra- 
tischen Diinnschichtplatte aufgetragen (Fig. 3). Die Applikation der Vergleichssub- 
stanzen (lo-100 lug) erfolgte ebenfalls punktfiirmig auf derselben Platte in den beiden 
anderen sich diagonal gegenfiberliegenden Ecken (Fig. 3-8). 

Star Start 

Start 

Fig. 3. Zwcidimensionales Radiochromatogramm eines punktfiirmig aufgetragenen Substanzge- 
misches (schematisicrt). ldcntifizierung eines aus zwei radioaktiven Verbindungen bestehenden Sub- 
stanzgemisches (0) mit vier radioinaktiven Vergleichssubstanzen (0). Format der Dtinnschicht- 
Platte: 200 x 200 mm. Registrierung der RadioaktivitBt mit einem Diinnschichtscanner oder D%nn- 
schichtscraper -I- Fltissig-Szintillationsspektrometer nach dem zweiten Chromatographievorgang. 

Diinnsc/tic/ltc/trotnalograp/tisclte Trennungs- und I~~entt~zierrtngstnetltodett 
Vor Beginn des Chromatographierens wurde Sorge getragen, dass in den 

Trennkammern (Desaga) Kammersgttigung herrschte 22. Diesen SBttigungszustand er- 
reichte man im allgemeinen schnell durch Einbringen eines mit dem Fliessmittel ge- 
trgnkten Filtrierpapiers. Sowohl bei der eindimensionalen als such bei der zweidi- 
mensionalen Chromatographie wurde immer aufsteigend chromatographiert. Bei der 
Chromatographie luftempfindlicher Substanzen wurde in der Trennkammer mittels 
einer Begasungsapparatur (Desaga) eine Stickstoffatmosphiire geschaffen, bei der 
Chromatographie lichtempfindlicher Substanzen ist die Trennkammer mit einer re- 
flektierenden Metallfolie iiberzogen worden. 

Eindimensionale Chotnatographie. In der Regel betrug die Laufstrecke 15 cm. 
Meistens chromatographierten wir mit einem einzigen Fliessmittel, in speziellen 
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Ftillen bewghrte sich such eine Mehrfachchromatographie oder eine unterbrochene 
Chromatogra.phieZ3 mit zwei oder drei verschiedenen Fliessmitteln. 

Bei der Verteilungschromatographiez4 wurden den Fliessmitteln dieselben Im- 
prtignierungsmittel, die man bei der Imprggnierung der Trennschichten verwendete, 
in geringer Konzentration zugesetzt. 

Zum Nachweis der radioinaktiven Test- oder Vergleichssubstanzen wurden, 
wie oben beschrieben, die Chromatogramme vorwiegend mit spezifischen oder un- 
spezifischen Reagenzien angespriiht und durch Erhitzen sichebar gemacht. Bei der 
Verwendung fluoreszenzhaltiger Materialien in den Diinnschichten gelang es in vielen 
FBllen, insbesondere bei mehrfach ungesgttigten Substanzen, letztere durch Fluores- 
zenzl6schung nachzuweisen. 

Zum Nachweis der radioaktiven Substanzen auf den Diinnschichtplatten be- 
dienten wir uns der P-Strahlung. Mit Hilfe der bereits erwghnten “Scanning-Technik” 
konnten die strahlenden Substanzen auf den Diinnschichtplatten lokalisiert werden. 
Zum Nachweis geringer Radioaktivitgit und zur quantitativen Bestimmung der 
strahlenden Substanzen wurden diese wie beschrieben mit dem Diinnschichtscraper14*1s 
abgeschabt (Fig. 1) und in einem Flfissig-Szintillationsspektrometer gemessen (Fig. 
2). Die bei der Verteilungs- und ArgentationschromatographieZS verwendeten Im- 
priignierungsmittel St&ten die SzintillaEionsspektromeerie nicht. 

Zweidimensionale Chromatographie. Die Identifizierung radioaktiver Substan- 
zen war such mit Vergleichssubstanzen auf zweidimensionalen Chromatogrammen 
miiglich (Fig. 4-G). Die Lokalisierung der Radioaktivitait erfolgte routinem%ssig 
bisher mit einem zweidimensional arbeitenden Diinnschichtscanner (Berthold/Frie- 
seke). Es wurde such die “Scanning-Szintillationstechnik” angewendet; sie ist jedoch 
noch nicht routinem%sig zum Einsatz gekommen (Fig. 7-8). 

Prtiparative Chrornatograp/& 
Die diinnschichtchromatographische Reinigung der Ausgangsprodukte --rH]- 

Bombykol- erfolgte i,iberwiegend durch Verteilungschromatographie’j. Mittels ge- 
eigneter Fliessmittel (z.B. n-Butanol mit NH3 gestittigt) gelang es, die aus den An- 
tennen nach Inkubation mit [3H]Bombykol gewonnenen 3H-nlarkierten MetaboliEen 
quantitativ in saure (freie FettsBuren) und neutrale (FettsSiureester + Fettalkohole) 
Bestandteile aufzutrennen und pr5iparativ zu isolieren. Die neutralen Bestandteile 
konnten mit anderen Fliessmitteln (z.B. n-Hexan-Diisopropyltither-Methanol-12.5 %- 
iges NH3 (100:20: IO:O. 15)) getrennt. werden. Zur Gruppentrennung oder weiteren 
Subfraktionierung wurden die vorgetrennten 3H-markierten Metaboliten zusammen 
mit dem Trtigermaterial in pulverisierter Form mittels eines Diinnschichtscrapers 
(Desaga) abgeschabt, getrennt in Glasfltischchen aufgefangen und mit geeigneten Lis- 
sungsmitteln -Chloroform-Athanol (99:l) oder Chloroform-Methanol (2:1)- aus 
dem Trtigermaterial eluiert. Die auf diesem Wege erhaltenen 3H-markierten Metabo- 
liten wurden durch Verteilungs- und Argentationschromatographie weiter aufgetrennt 
und identifiziert. 

‘ 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Nach der Applikation des [3H]Bombykols auf 500 $ Antennen des Seidenspin- 
ners Bornbyx mori (10” Molekiile pro Antenne in striimender Luft), wurde 30 min 
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TABELLE II 

KLASSENTRENNUNG DURCH DUNNSCHICHT- UNDVERTEILUNGSCHROMATOGRA- 
PHIE AUF KIESELGEL H UND KIESELGUR 
-_.- _..- __ ---..---_-_-~ -_- ___... .._-- ____. __.-----.-_..-- -__ 
Vcrglciclrssrr~s~anz RF x 100 

_- _.-_ _.__ -_-_-__ --_-_.___- 
Diir~r~sclriclrfchronratograpkie Vwtei- 

lurlgs- 

chrorna- 
lograpltie B f 8 

-.-----_-.~ ___--_._-~.-._---~-~. -.---... 
5’ 6 16 I7 8 7 9 14 13 II 12 19 24 22 

_--- ------ -_-___ ----. -. -_ _---.. __ __--~.-- 
rr-Hexadeean’ l 55 86 
n-Octadecan’ l 53 87 
Squalen”’ 58 82 
Squalan*** 54 86 61 
Capryls&metriglycerid”’ 32 
Stearingsluretriglycerid”’ 36 43 
Gls5iuretriglyccrid’ l * 
Jr-Pcntadecansiiureiithylester’ l * 15 63 51 
Palmitinsluremethylcstcr 6 I6 60 48 
LinolsSiuremethylester”’ I7 
~ls&urcdecylcster**’ 
n-Tridecanal 5 55 49 
Isolaurylalkohol~ 
Cetylalkohol”’ 
Bombykol5 * 0 8 27 
Pentadecadien (8c, IOc)cliol 

(1,12)SI 
Heptadecadien(8c,lOc)diol 

(1,13)## 6 
Nonamethylenglykol fi 
Undecantriol(l,lO,ll)s~ 2 
Palmitinslure”’ 8 
Palmitoleinslure”’ 
n-Heptadecadieml Oc, 12~) 

sPure I r 0 4 
Stearins&rre”’ 
Vaccenslure’ l l 

Linolstiure”’ 
2-Hydroxypalmitinslure 8 2 
Aleuritinslures 2 
rr-Hexadccylamin”’ 2 
3H-markierter Mctabolit A 0 5 G 
3H-markierter Metabolit B 0 5 28 
3H-markierter Metabolit C 25 70 56 
jH-markierter Metabolit D -4444 

85 
85 
80 
80 
80 
85 

85 78 
78 

80 67 
88 72 

73 52 
53 40 

40 44 41 
40 36 34 

IO 8 9 

30 IO 
27 
30 

0 10 
0 
0 
0 

27 0 6 
50 32 31 
73 73 66 
- - - 

GO 

57 
58 
52 

24 62 82 6 
24 37 60 50 62 78 21 83 

24 

30 

20 
24 
60 
- 

77 100 81 
80 
83 

77 
69 94 76 
68 

70 
70 

50 70 

16 36 62 41 96 

18 53 22 68 81 
0 47 75 

4 0 85 
27 54 44 
33 40 46 44 

18 42 26 46 48 
44 

50 

4 0 2 42 
4 38 
2 68 

17 45 26 46 50 
32 62 50 62 80 
65 70 96 70 80 
--- -_ 

0 

0 

0 

41 
70 98 
62 

70 

18 74 
13 

67 
70 

20 
79 

9s 
20 74 
20 80 

0 10 
- - 

* Fliessmittel-Nr. der Tabclle I. 
l * Merck. 

l ** Roth. 
8 Fluka. 

Sf Kasang et al. 8, 13. 29. ‘0. 

Ifif Imprllgnierung mit Siliconiil AK 10-100. Fliessmittel Nr. 22 mit Kieselgur, Fliessmittel-Nr. 
24 mit Kieselgel H. 
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inkubiert und danach innerhalb von 15 min mit einem Ltisungsmittelgemisch, be- 
stehend aus Chloroform und Methanol (2:1), eluiert. Mittels einer einfachen DC 
konnten sofort zwei radioaktive 3H-markierte Metaboliten nachgewiesen werden (Fig. 
2). 

Klassentrennrmng der 3H-n~arkierten Metaboliten 
Eindimensionale DC. Die Ergebnisse der eindimensionalen DC mit 14 verschie- 

denen Fliessmitteln und 28 Vergleichssubstanzen veranschaulicht die Tabelle II. Bei 
der Adsorptions-DC wandern entsprechend der Elutionswirkung der Fliessmittel 
(eluotrope Reihe) die unpolaren Substanzen (Kohlenwasserstoffe) in der Nahe der 
Front, die stark polaren Verbindungen (Diole, Triole, Hydroxysauren, Amine etc.) 
verbleiben am Start. Die Vielzahl aller anderen Verbindungen liegt zwischen diesen 
beiden Extremen. 

Ein Vergleich der R,-Werte der Radioaktivitatspeaks mit den Flecken der 
Vergleichssubstanzen zeigt, dass es sich bei den eluierten radioaktiven Metaboliten 
nicht urn langkettige Kohlenwasserstoffe, Triglyceride, Amine oder andere sehr polare 
Lipide handeln kann. Einige Ergebnisse sprechen such gegen die Anwesenheit radio- 
aktiver Diole, mit Sicherheit kann man auf Grund dieser Daten nur die Triole und 
Polyhydroxyverbindungen ausschliessen. Da sich langkettige Fettaldehyde dfinn- 
schichtchromatographisch z.T. wie Fettsaureester verhalten, war eine Zuordnung zu- 
n~chst schwierig. Mit den Fliessmitteln Nr. 6, 7, 9, 14 und 16 gelang dann eine Tren- 
nung der Aldehyde von den Estern. Nach diesen Ergebnissen (Tabelle II) ist es wahr- 
scheinlich, dass in den Gemischen der 3H-markierten Metaboliten keine radioaktiven 
Aldehyde vorkamen. Bis auf eine Ausnahme, namlich bei der Anwendung des Fliess- 
mittels Nr. 6, wurden durch eindimensionale Chromatographie alle Substanzgruppen 
in Fettsauren, Fettalkohole und Fettsgureester aufgetrennt (Fig. 2). Durch Chroma- 
tographie der Metaboliten mit dem Fliessmittel Nr. 6 war es miiglich, den Esterpeak 
in zwei w eitere Peaks aufzuspalten. 

Zweidimensionale DC. lnteressant sind die zweidimensionalen Chromatogram- 
me, insbesondere fur die Abtrennung und den Nachweis der Diole. Die Anwendung 
der Fliessmittel Nr. 15 und 19 bestatigt das bisher beobachtete 3H-Verteilungsmuster 
(Fig. 4). Die mit den Fliessmitteln Nr. 16 und 19 sowie 11 und 19 erhaltenen Chroma- 
togramme (Fig. 5 und 6) beweisen ebenfalls die Abwesenheit radioaktiver Kohlen- 
wasserstoffe, Hydroxystiuren sowie anderer polarer Lipide. Mit dieser zweidimensio- 
nalen Methode erzielte man eine Trennung einwertiger von zwei- oder mehrwertigen 
Alkoholen. Die 3H-Aktivitgtsflecken decken sich mit einigen Fettstiureflecken, ganz 
besonders mit denen doppelt ungesattigter Fettstiuren sowie einiger Fettsaureester 
und Fettalkohole. 

Gruppentrennung der 3H-markierten Metaboliten 
Zur weiteren Auftrennung der Substanzen in Gruppen wurden die 3H-mar- 

kierten Metaboliten zunachst praparativ nach Klassen aufgetrennt und isoliert. 
Alkokole. Die Trennung in gesgttigte und ungesgttigte Fettalkohole verlief mit 

der Verteilungschromatographie besser als mit der Argentationschromatographie 
(Tabelle III). Bereits die ein- und zweidimensionalen Chromatogramme (Tabelle II 
und Fig. 4-6) ergaben, dass die Fettalkoholfraktion nur aus einer einzigen Kompo- 
nente, einem ungesattigten Fettalkohol, besteht. Die Chromatographie mit den im- 
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- Fliessmittel II 

Fig. 4. Zwcidimcnsionalcs Radiochromatogramm cincs 3H-markicrtcn Mctabolitcngemischcs von 
[3H]Bombykol. Trennschicht: Kicsclgcl H (Merck), 250 /cm dick. Flicssmittcl : (I) rr-Butanol mit 125 
%&cm NH3 gcsiittiet; (11) Diisopropyllthcr-Methanol (1OO:l). Rcgistricrung dcr 3H-Aktivit%t 
(A, B, C): Dtinnschichtscanncr LB 2721 (Bcrthold/Fricsckc). Verglcichssubstanzcn (l-krstellcr. sichc 
Tabcllcn II-VI): (I) 2-HydroxypalmitinsPurc; (2) n-Hcptadccadicn-(IO-cis,12-cis)-slurc; (3) Palmi- 
tolcinsiiurc: (4) Pcntadccadicn-(8.cis,lO-cis)-diol-(1,12); (5) Bombykol; (6) Cctylalkohol; (7) Pal- 
mitins5lurcmcthylcstcr: (8) rr-Pcntadccanslurclthylestcr: (9) Squalan. 

- FLiessmittel II 

Q C 

% 7 

6 

0 
Start 

A 

Fig. 5. Zwcidimcnsionalcs Radiochromatogramm cincs jH-markicrtcn Metabolitcngemischcs von 
[3H]Bombykol. Trcnnschicht: Kiesclgcl H (Merck), 250 [lrn dick. Flicssmittcl: (I) rt-Butanol-konz. 
NHs (98:2); (II) 1,2-Dichlorlthan. Registrierung dcr 3H-Aktivitlt (A, B, C): Dijnnschichtscanncr 
LB 2721 (Bcrthold/Fricsckc). Vcrglcichssubstanzcn (Hersteller, sichc Tabcllcn II-VI): (1) 2-Hydroxy- 
palmitins&.uc; (2) Palmitolcins~urc; (3) rr-Hcptadecadicn-(IO-cis,l2-cis)-slurc; (4) Hcptadccadicn- 
(8-cis,lO-cis)-diol-( 1 ,13); (5) Bombykol ; (6) Palmitolcinsluremcthylcstcr; (7) rt-Pcntadccanslurc- 
iithylcstcr; (8) Squalan. 
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f--- Flie’ssmittel II 

oc 

7 & 0 0 
7 6 L 

a 
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Fig. 6. Zweidimcnsionalcs Radiochromatogramm eincs JH-markierten Metabolitengemisches von 
[3H]Bombykol. Trcnnschicht : Kieselgel H (Merck), 250 /lrn dick. Fliessmittcl: (I)n-Butanol mit 12.5 %- 
igem NH3 gestittigt: (II) Diisobutylketon. Registrierung der jH-Aktivitlt (A, B, C): Dlinnschicht- 
scanner LB 2721 (Berthold/Frieseke). Vergleichssubstanzcn (Herstellcr. siehe Tabellen II-VI): (1) 
2-HydroxypalmitinsQure; (2) Hcxadecylamin; (3) n-Heptadecadicn-(lo-cis.12~cis)-siure; (4) Nona- 
mcthylenglykol; (5) Palmitoleins%ure: (6) Pentadecadien-(8-cis,IO-cis)-dial-(1,12); (7) Bombykol; 
(8) n-Pentadecansluremethylester; (9) Squalan. 

TABELLE 111 

TRENNUNG VON FETTALKOHOLEN DURCH VERTEILUNGS- UND ARGENTATIONS- 
CHROMATOGRAPHIE AUF KIESELGUR H UND G 

Rr x 100 

Ver~cilrtn~scliromalograp~~ic Argertiationsclrromatographic 
. ..-.._.. .._.. -..___.__ .- -.-___.- __-..._-.. ___. ._ .__. -.. . _____ 
23’ 24 20 4 18 

I+Decanol* * 38 44 
Geraniol** 43 74 
tl-Undecanol** 31 33 43 
~&Jndecen(lO)ol” 47 37 33 
Laurylalkohol’* 24 38 
Myristylalkohol” 19 32 
Famesol*** 31 41 
I 2,13-Dihydrobombykol P, 13 25 
12,13-Dehydrobombykol g 27 44 

Bombykols 25 21 38 40 Cctylalkohol” 3 6 47 4; 
Linolenylalkohol’*’ 17 13 
Stearylalkohol” 1 1 43 
n-Eicosanol*** 0 47 
5H-mnrkierter Metabolit B 26 20 37 40 5 

* Flicssmittel-Nr. der Tabelle I. 
+* Fluka. 

‘** Roth. 
s Kasang et al. @*‘. 
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prtignierten Trcnnschichten bestiitigte diese Befunde und zeigte tiberdies, dass die 
3H-Aktivit2itspeaks mit den Banden des radioinaktiven Bombykols gut tibereinstim- 
men. Die Wahrscheinlichkeit ist sehr gross, dass der von den Antennen wiederge- 
wonnene Alkohol nur aus Bombykol oder seinen Stereoisomeren besteht. 

Stitrrert. Mittels Verteilungs-DC liessen sich schon anfangs (Tabelle 1Va) in der 

TABELLE IVA 

TRENNUNG DER FETTSAUREN DURCH VERTEILUNGSCHROMATOGRAPHIE AUF 
SILICONISIERTEM KIESELGEL H 
Fliessmittel : Eisessig-Wasser (85: 15). 
___.___.-__.__ .___________-___-.__ __ _... -. ._ ._.- . ..__.. -. - .._. ..-- - .-_- . .._-.-_._ -.-_---_--.-.. 
Vcrglcicltss44bstartz, gesdt f igt ‘RF x 100 Vcrglcicitssrrljstarlr, 4444gcstWigZ RF x 100 

Caprylsliure’ 78 
Pclargonslure’ 74 
Caprinsiiure‘ 63 
rr-Undecanslure’ 57 
La,urinstiure** 52 
rr-Tridecanslure” 46 
Myristinsllure” 38 
rr-Pcntadecanstiure” 30 
Palmitinsiiure” 28 
rr-Heptadecansiiure” 24 
Stearinslure** 20 
n-Nonadecansaure** 16 
Arachinslure”. 10 

3H-markierter Melabolit AI 50 

rr-Heptcn(2)silure’* 
n-Octen(2)saure’* 
n-Undecen(lO)sZiure”’ 
wDodecen(2)stiure s 
Myristoleinsiure” 
Palmitoleinstiurc” 
Palmitclaidinsflure s s 
Glsiiure” 
ElaidinsPurc” 
Petroselinstiurc** 
Vaccens&urc** 
Erucasiiure** 
Brassidinslurc” 

JH-markierter Mctabolit A 1 
jH-markierter Metabolit A2 

80 
84 
76 
67 

4”: 
46 
33 
31 
30 
28 
IS 
I4 

60 (90%) 
74 <IO%, 

* Fluka. 
l * Roth. 

*‘* Merck. 
s Schuchardt. 

1s Serva. 

TABELLE IVB 

TRENNUNG DER FETTSb;UREN DURCH VERTEILUNGSCHROMATOGRAPHIE AUF 
SILANISIERTEM KIESELGEL H 

Verglciclrssir~stanr, rrngcslitfigt RF x 100 

25* 2s 29 30 31 

rr-Eicosadien(l1,14)~5iure” 15 27 35 2 22 
Linolelaidinsiiure” 23 35 

Linolsliurc” l :; 41 f;: z 

31 

[14C]PalmitlinolsPue** 48 48 15 z 
!I-Hexadecadien(lOtr,12c)slure s 41 48 48 15 46 
n-Decadien(2tr,4rr)stiures s 63 65 61 47 71 

jH-markierter Metabolit Al 41 48 48 15 45 

* Fliessmittel-Nr. der Tab&e I. 
*+ Serva. 

**+ Roth. 
s Helmlingcr et al. z6. 

f f Jacobson*. 



DC ANALYSE RADIOAKTIV MARKIERTER INSEKTENPHEROMONE 413 

sauren Fraktion zwei Komponenten nachweisen. Mit dem Fliessmittel Nr. 23 wurden 
diese Substanzen an siliconisiertem Kieselgel H in einen Hauptpeak Al (>90 “/o) und 
einen Nebenpeak A2 (c 10 %) aufgespalten. Die aus der Tabelle IVa ersichtliche 
Ubereinstimmung der Rp-Werte von Laurinstiure und Myristoleinstiure mit dem RI." 
Wert der radioaktiven, sauren Hauptkomponente Al ist zuftillig (kritische Partner). 
Obwohl die Myristoleinsgure und Palmitoleins~ure(Tabelle II und Fig. 4) dGnnschicht- 
chromatographisch der Hauptkomponente Al sehr iihneln, besteht z.B. mit der 
Heptadecadien-( 1 O-&s, 124s)~stiure mehr Ubereinstimmung als mit anderen einfach 
ungestittigten Fettstiuren (Tabelle V und Fig. 5 und 6). 

TABELLE V 

TRENNUNG DER FETTSXUREN DURCH VERTEILUNGSCHROMATOGRAPHIE AUF 
SILICONlSIERTEM KIESELGEL G UND H 

--~-- 
Palmitins&ure** 
n-Heptadecansiiure” 
Stearinsliure’* 
n-Octen(2)slure” 
rt-Undecen(lO)saure’*’ 
PalmitoleinsPure” 
Elaidinstiure” 
Uls&ure*+ 
Vaccensiiure” 
Brassidinsaure*’ 
Heptadecadiencl Oc, 12c)siiure I 
Linolsiiure” 
Linolensiiure” 
P-Elaeostearinslure*’ 
Arachidonstiures 8 

3H-markierter Metabolit A 1 
jH-markierter Metabolit A2 

RF x JO0 

26’ 23 25 26 23 

71 12 
65 0 0 

0 70 0 0 5 
42 42 GO 
31 25 49 

75 10 9 23 
0 7 

4 73 
0 0 
0 0 

10 10 21 
9 81 8 9 16 

15 83 10 10 19 

14 84 

85 
;: 65 :: :: 

23 (90%) 
60 (10%) 

* Fliessmittel-Nr. der Tabelle T. 
-* Roth. 

l ** Merck. 
5 Riemschneidcr und KasangzP. 

5 B Schuchardt, 

Nach der Synthesez6 der Hexadecadien-( lo-trans, 12-cis)-sgure-( 1) gelang 
schliesslich die Identifizierung der Hauptkomponente Al. Durch Verteilungschroma- 
tographie mit verschiedenen Fliessmitteln an silanisiertem Kieselgel H (Merck) konn- 
ten wir zeigen, dass die radioaktive Hauptkomponente Al in allen eindimensionalen 
Chromatogrammen genau mit der Vergleichssubstanz Hexadecadien-( IO-fauns, 12- 
cis)-stiure-(1) iibereinstimmt (Tabelle IVb). Eine sehr gute ubereinstimmung erhielten 
wir such mit Radiochromatogrammen, die zum ersten Male mit der zweidimensio- 
nalen Scanning-Szintillationstechnik14*1s gewonnen wurden (Fig. 7 und 8). 

An Hand dieser Ergebnisse k6nnen wir annehmen, dass der Hauptbestandteil 
A 1 der sauren Fraktion die dem Bombykol analoge Hexadecadien-( IO-trans-12-cis)- 
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- Fliessmittel II 

0 
1 

s&t 

Fig. 7. Zweidimensionales Radiochromatogramm (Vertcilungs-DC) dcs 3H-markicrtcn Stiuremeta- 
boliten Al von [3H]Bombykol. 3H-Aktivitat: 300 dpm (= 3 x lo9 Molekiile). Trcnnschicht: Silani- 
sicrtcs Kicselgel H (Merck), Plattenformat: 200 x 200 mm, 250 /cm dick. Fliessmittcl: (1) Eisessig- 
Acetonitril-Wasser (40:30:30): (II) Eisessig-Ameisensiiure-Wasser (40:40:20). Scraping: Di,inn- 
schichtscraper (Desaga). Klingenbrcite: 5 mm. Rcgistrierung der 3H-Aktivittit (Al) und “C-Aktivi- 
tit : Fliissig-Szintillationsspektrometer Tri-Garb 3380 (Packard). Vcrglcichssubstanzen (Hersteller, 
siehe Tabellen II-VI): (I) !r-Eicosadien-(1 l,l4)-s$iure: (2) Linolelaidinsiiure; (3) LinolsHure: (4) II- 
Hexadecadien-(IO-frurls,lt-c2.s)~siiurc: (5) [14C]Palmitlinolslure. 

c--- Fliessmittel II 

Al 

m 
3 “2 

? 

z 
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Fig. 8. Zweidimensionales Radiochromatogramm (Verteilungs-DC) des jH-markiertcn Sluremeta- 
boliten Al von [3H]Bombykol. 3H-Aktivitat: 2000 dpm (= 2 x 1O*0 Molekiile). Trennschicht : 
Silanisiertes Kieselgel H (Merck). Plattenformat : 100 x 100 mm, 250 pm dick. Fliessmittel : (1) Dioxan- 
Wasser-Ameisensiiure (60:35:5): (II) Eisessig-Wasser (60:20). Scraping: Diinnschichtscraper (Dc- 
saga). Klingenbreite: 5 mm, 400 Proben. Registrierung der jH-Aktivittit (Al): Flilssig-Szintillations- 
spektrometer Tri-Garb 3380 (Packard). Vergleichssubstanzen (Hersteller, siehe Tabellen II-VI): (I) 
Linolelaidinslure; (2) rt-Heptadccadien-(10~&,12-cis)&iure; (3) N.Hexadecadien-(lo-lruns,12-cis)- 
sfiure. 
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s5ure ist. Andere Untersuchungenz7*28 iiber den Stoffwechsel von 3H- und 14C-mar- 
kiertem Hexadecanol zeigten, dass diese Substanzen ebenfalls auf Bombyx und anderen 
Schmetterlingen zu einwertigen Fettsiiuren oxydiert werden. Somit besteht kein Zwei- 
Fe1 mehr, dass die Oxydation vorwiegend an der primsiren Hydroxylgruppe des 
Bombykols erfolgt. 

Die zweite saure Komponente ist mit einem Anteil von weniger als 10% eine 
kurzkettige, gestittigte oder ungestittigte Fettstiure, die bisher noch nicht identifiziert 
werden konnte. 

Ester. Die Fraktion der radioaktiven FettsSiureester enthtilt nicht nur zwei 
Komponenten, wie anfangs angenommen wurde (Tabelle II). Die Verteilungs-DC an 
siliconisiertem Kieselgel und Kieselgur mit den polaren Fliessmitteln Nr. 21 und 23 
ergab, dass es sich bei allen FettGureestern urn langkettige Verbindungen mit etwa 
gleich grossem Molekulargewicht handelt. In ihrem verteilungschromatographischen 
Verhalten tihneln diese Ester langkettigen Wachsestern oder Iangkettigen Triglyceri- 
den (Tabelle VI). An den unpolaren gestittigten und ungesgttigten Fettsfiureestern er- 
wies sich die LeistungsFtihigkeit der Argentationschromatographie (Tabelle VI). Mit 
dieser Methode liess sich das 3H-markierte Fetts%ureestergemis&h in mindestens sechs 
Peaks aufspalten (Fig. 9) (Fliessmittel Nr. 1, 2, 3 und IO). Durch diinnschichtchroma- 
tographischen Vergleich mit radioinaktiven gedttigten und ungestittigten Fettstiure- 

TABELLE VI 

TRENNUNG DER FETTS~UREESTER DURCH VERTEILUNGS- UND ARGENTATIONS- 
CHROMATOGRAPHIE AUF KIESELGEL G UND H UND KIESELGUR G 

Rr x 100 

Vcrteil~mgsclrronratographic Argcntationsclrromatographic 
._. --.._ .---__---_._-.-_ .____ __ ---. 
21’ 23 10 2 3 1 

LaurinstIuremethylestcr” 
tr-Pentadecansiurcmethylester” 
Palmitinsluretithylester”’ 

Stearinsluredecylcstcr*** 34 
t)lstiuredecylester” l 30 

n-Nonen(2)siiuremethylestcr’* 74 
n-Decadien(2tr,4tr)sWremethylester s 
Linolsfiurelthylestcr”’ 77 
LinolensliureWiylcster*** 81 
P-Elaeostearinsluremethylcstcr”* 

3H-markiertcr Metabolit Cl 62 
JH-markierter Metabolit C2 
3H-markierter Metabolit C3 
jH-markierter Metabolit C4 
jH-markierter Metabolit CS 
jH-markierter Metabolit C6 

43 
25 
23 

0 
0 

65 

82 
85 

0 

41 65 68 
42 65 67 
47 71 72 

61 80 78 75 
51 75 76 69 

23 
36 57 60 

49 
0 17 29 
0 0 0 

3 0 9 7 
28 33 
60 56 z: :5 

80 65 47 
78 67 

80 

l Flicssmittel-Nr. der Tabelle 1. 
** Fluka. 

*** Roth. 
s Jacobson’. 
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Fig. 9. Radiochromatogramm (Argentations-DC) eincs jH-markierten Metabolitengcmisches (jH- 
markierte Fettsiiurccstcr) von [3H]Bombykol. Trennschicht : Kieselgel H (Merck), 250 [cm dick, im- 
prtigniert mit 5% AgNOJ. Fliessmittel: rr-Hexan-Dilthyli.ither (5O:SO). Scraping: Diinnschicht- 
scraper (Dcsaga). Klingenbreite: 2.5 mm. Registrierung der jH-Aktivitlt: Fltissig-Szintillations- 
spektrometcr Tri-Carb 3380 (Packard). 

estern kann man folgern, dass dieses 3H-markierte Metabolitengemisch aus sehr ver- 
schiedenen gestittigten und ungesiittigten Estern besteht. Es handelt sich urn aliphati- 
sche und olefinische Ester mit einer und mehreren Doppelbindungen (Fig. 9). Uber 
die Konstitution der einzelnen Ester kann bis heute noch nichts gesagt werden. Wegen 
der geringen Substanzmengen gelang weder spektroskopisch noch chromatographisch 

* eine Identifizierung. Verseifungsexperimente2’ und anschliessende Chromatographie 
zeigten, dass die Fettstiureester tiberwiegend aus langkettigen Substanzen mit mindes- 
tens 30 Kohlenstoffatomen bestehen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Mit Tritium hochmarkierter Sexuallockstoff [3H]Bombykol wird auf den An- 
tennen des Seidenspinners Bombyx r77ori weitgehend in freie FettsSiuren und Fett- 
stiureester umgewandelt. Die Metaboliten der Stiurefraktion bestehen zu etwa 90% 
aus einer langkettigen, ungesiittigten FettsSiure vom Typ der Hexadecadien-( I O- 
rruns,l2-cis)&ure und zu etwa 10 % aus einer kurzkettigen, bisher noch nicht identi- 
fizierten Fettstiure. Die neutrale Fraktion enthtilt neben unveriindertem [3H]Bombykol 
mindestens sechs langkettige 3H-markierte Fetts5ureester. 
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