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B en  z o y l i  e r u ng d e s 4 -Met h y 1 - 4’- n i t  r o - d e s o x y b en  z oi n s. 
2.5 g des Ke tons  wurden in 70 ccm Aceton gelost und dazu 20 ccni 

2-n. Natronlauge gegeben. Bei der Zugabe von 4 g Benzoylchlor id  zu der 
tief violetten Losung erfolgte fast augenblicklich Entfarbung. Nach 2-maligern 
Hinzufiigen von noch je 20 ccm 2-n. Natronlauge blieb die Violettfarbung 
bestehen. Nun wurde mit Schwefelsaure angesauert und der dabei als halbfeste 
Masse ausgeschiedene Niederschlag ails kthanol und verschiedene NIale aus 
wa13r. Aceton umgelost. Gelbe Blattchen vom Schmp. 159-160O. Wie die 
Analyse zeigte, konnte die Benzoylverbindung nicht ganz frei von Keton 
erhalten werden. 

0.0262 g Sbst.: 0.0695 g CO,, 0.0113 g H,O. 
C,,H,,O,N. Ber. C 73.5, H 4.7. Gef. C 72.4, H 4.8. 

213. Georg Hahn und Marie Elisabeth Fernholz: tfber das 
Bienengift, V. Mitteil.*) : Eine einfache, chemische Trennung der beiden 

Giftkomponenten . 
[Aus c l .  Institut fur Organ. Chemie d. Universitat Frankfurt a. 31.1 

(Eingegangen am 22. Mai 1939.) 

H a h n  und Ostermayer  (1. c.) hatten beobachtet, daB durch Erhitzen 
die krampferregende Wirkung des Bienengiftes verloren geht, und nur eine. 
das Atemzentrum lahmende Wirkung erhalten bleibt. Die Prage, oh diese 
Wirkungen zwei verschiedenen Substanzen zugeordnet werden konnen 
oder ob es sich um die Spaltung eines einheitlichen Molekiils in zwei Bruch- 
stiicke handelt, konnte von H a h n  und Led i t schke  in der 111. Mitteilung 
im Sinne der ersten Annahme entschieden werden. Die fraktionierte Dialyse 
vorgereinigter Bienengiftlosungen ergab, daW die krampferregende Komponente 
(Komponente I) eine rasch dialysierende, mithin niedrig molekulare Substanz 
ist, die auf Grund dieser Eigenschaft von der nur schwer dialysierenden 
Komponente I1 abtrennbar ist. Da die zunachst fur nichtdialysabel gehaltene 
Komponente I1 -- wenn auch nur sehr langsam - ebenfalls durch die Membran 
hindurchgeht, wie H a h n  und Led i t schke  in der 1V. Mitteilung gezeigt 
haben, konnte die Trennung durch Dialyse keinen Anspruch erheben, quanti- 
tativ zu sein. Wenn trotzdem im Tierversuch nur die eine Wirkung zu 
beobachten war, so lag das daran, daB bei der Komponente I die heftigen 
Krampfe die Wirkung der Komponente I1 nicht erkennen lieBen, andererseits 
waren bei der Eomponente I1 die Konzentrationen so hoch, daW das Tier 
verendete, bevor die geringen Nengen noch beigemischter Komponente I 
Krampfe auslosen konnten. Obwohl die einzelnen Dialvsate also die beiden 
toxischen Komponenten nicht frei voneinander enthalten konnten, zeigte 
sich doch ein wesentlicher Tinterschied im chemischen Verhalten, so dalS 
sich ein besseres Trennungsverfahren darauf aufbauen lieB. Versetzt man 
namlich die waBrige Zijsung von Didysat 1, 2, 3 oder 4 mit 2-n. Natronlauge, 

*) 1. Blitteil.: G g .  Hahn u. H. Ostern iayer ,  R .  69, ‘407 j19361; I T .  Mtteil.:  
Gg. Hahn LI. H. Ledi t sehke ,  R .  69, 2764 [1936]; 111. Mitteil.: G. H a h n  u. H. 1,~- 
d i t s c h k e ,  G .  70 .  681 79377; 11.. Mitteit.: Gg. H a h n  u. I€. Ledi t schke ,  B .  70, 1637 
119371. 
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so bleibt sie - von geringfiigigen Triibungen abgesehen -- klar. Die letzten 
1)ialysate aber, die hauptsachlich Koniponente I1 enthalten, gebell mit Alkali 
eine voluminiise Fkllung. Hieraus kann geschlossen werden, daB Kom- 
ponente I entweder eine leicht wasserlosliche Base oder aber -- was weiter 
uiiten erhartet werden wird - eine Substanz mit Saurecharakter sein muf3, 
wahrend Komponente I1 basischer Natur ist. Hierauf eine 'frennting zu 
hegriinden schien nicht schwer, sofern das angewandte Trennungsmittel 
sich in der Kalte leicht wieder entfernen liei3. Es war &her naheliegend, 
Arnmoniak zu verwenden. 

Schon L ange rl) hatte beobachtet, daG aus Rienengiftlosungen niit 
;immoniak Flocken ausgefallt wurden, die giftig waren. Er nahm daher an, 
das Bienengift sei ,,eine organische Rase, die mit Alkalien, besonders Ammoniak, 
ausfallt, allgemeine Alkaloidreaktionen gibt nnd unzerstorbar ist bei Ein- 
wirkung von trockner und feuchter Hitze". Da er - wie mir heute wissen - 
nur die hitzebestandige, mit Ainmoniak ausfallbare Komponente I1 in Handen 
hatte, ist seine Beobachtung zwar richtig. aber seine Aussage zu weitgehend. 
denn die Komponente I ist durchaus hitzeunbestandig, wie bereits in der 
111. Mitteilung gezeigt wurde. I,anger ubersah ferner, daQ diese Fallung 
iiur dann qtiantitativ ist, wenn man erstens sehr konzentrierte, wal3rige 
1,osungen benutzt, und zweitens init Amnioniakgas bei 00 sattigt. Die Kom- 
ponente I1 kann dann abzrntrifugiert werden, wahrend sich die Komponente I 
durch Eindampfen der aiiimoniakalischen Losung im Hochvakuum-Ver- 
dampfer bei Ziinmertemperatur ammoniakfrei gewinnen laBt.  

Wenii man von vorgereinigtem 60-proz. Alkoholextrakt nach Ha h n  
und Os te rmayer  ausgeht, clann stellt die so gewonnene Koniponente I1 
ein fast farbloses, amorphes Pulver dar, dessen Haltbarkeit zeitlich an- 
scheinend unbegrenzt ist. Es  lost sich in Wasser praktisch nicht, leicht 
dagegen in rerdiinnten Sauren. Die gebraiichlichsten EiweiBreaktionen, wie 
die Biuretreaktion, die Fallung mit Pikrinsaure, Salpetersaure, Alkohol. 
ru'atriumchlorid und Essigsaure fallen mit dieser Substanz positiv aus. Die 
physiologische Untersuchung der Komponente 11, die in dem Laboratorium 
der Porapinwerke ,  H.Mack Nachf., Ulm a.d.D., ausgefiihrtwurde, zeigte, 
daB sie die hamolptische, gewebeschadigende und toxische Wirkung noch 
besitzt, und nur die krampferregende Wirkung fehlt. 

Die Komponente I wird nach dem ilbdampfen des ,Inimoniaks als 
schwach braunlicher Lack erhalten, der lackmussauer reagiert,, in Wasser 
spielend llislich ist und eine starke Giftigkeit hesitzt, wenn nian schnell 
gearbeitet hat und sofort priift. LaBt man aber die so gewoiinerie KomponenteT 
langer stehen, so beobachtet man eine standige Abnahme der Wirksanikeit, 
die nach 10-14 Tagen bereits vdlig verschwunden ist. Die oben angefuhrteri 
EiweiBreaktionen fallen mit der rohen Komponente I negativ aus. Lost nian 
die rohe Komponente I1 in verdiinnter Ameisensatire und wiederholt die 
.hmnoniakfallung, so zeigt sich, daB diese unter den geschilderten Redingungen 
cluantitativ reproduzierbar ist. Bei der t'ntersuchung der Dialysate der 
111. und I\-. Mitteilung ergah sich, dall tatsachlich auch schnn in den zuerst 
durch die 3lembran hindurchdiffundierenden Giftmengen ein hetrachtlicher 
'I'eil Komponente I1 enthalten war, der erst jetzt vollstandig 1-on der Roni- 

I )  J L a n g e r ,  Nnunyn-Schmiedehergs Arch exp Pathol I'hm I J I ~ ~ I  3h, Heft 5 0 
18971, A%rch I'harmaco-tlynam , lrol VI '1899, 
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ponente I abgetrennt werden konnte. Die Zerlegung des  Bienengi f tes  
m i t  Ammoniak i n  der  angegebenen Weise s t e l l t  somi t  die  e r s t e  
q u a n t i t a t i v e  Trennung  der  be iden  Gif tkomponenten  dar .  

Auf Grund der Car le t  schen2) Angabe, wonach der Giftapparat der 
Hymenopteren aus zwei Driisen bestehen soll, deren eine, die Giftdriise, 
ein stark saures, die andere -- die glandula sebacea - ein schwach alkalisches 
Sekret liefere, haben wir, in der Annahme, daB es sich hier um die beiden 
Komponenten handeln konne, in unserer IV. Mitteilung eine Zuordnung 
vorgenommen. Die nur in Sauren losliche Komponente I1 konnte dann nur 
aus der Giftdriise stammen, wahrend die schwach saure Komponente I 
u. U. als alkalisch reagierendes Salz von der glandula sebacea sezerniert xviirde. 
Diese Annahme bedarf natiirlich noch des experimentellen Beweises, der 
durch Herauspraparieren der beiden Driisen und Nachpriifung ihres Sekretes 
erbracht werden miiBte. Denn es ist ebensogut moglich, da13 die Giftdruse 
bereits das fertige Gift erzeugt, das ja - dank vorhandener freierAmeisen- 
saure - ebenfalls s u e r  reagiert, wahrend die andere Druse Begleitstoffe, 
wie z. B. Histamin u. a. bilden konnte. Untersuchungen, die der Zoologe 
€3. Miiller auf der Bienenfarm Illertissen der Fa.H.Mack Nachf., U1ma.d.D. 
am Giftapparat der Biene durchfiihrte, brachten keine Bestatigung der 
Carletschen Angabe. 

Die weitere Untersuchung der Eigenschaften der beiden Komponenten 
ergab die Feststellung, daB zwar Komponente I1 mit Pikrinsaure ein in Wasser 
praktisch unlosliches Pikrat bildet, Komponente I dagegen kein Pikrat zu 
bilden imstande ist. Wir haben deshalb den Versuch gemacht, die beiden 
Komponenten auch iiber die Pikrate zu trennen. Es zeigte sich aber, iiber- 
einstimmend mit den Befunden von Te t sch  und Wolff3), daB aus vor- 
gereinigtem oder rohem Gift stets das Gesaintgift als Pikrat niedergeschlagen 
wird. Aus dem Pikratniederschlag kann mit Wasser nur schwer etwas heraus- 
gelost werden. Hieraus folgern wir, da13 die beiden Komponenten eine salz- 
artige Verbindung miteinander bilden, die von wahiger Pikrinsaure nicht 
zerlegt wird, sondern als Ganzes ein Pikrat bildet. Mit dieser Auffassung 
lassen sich alle bisherigen Beobachtungen gut in Einklang bringen und 
unsere Kenntnisse iiber das Bienengift folgendermaBen zusammenfassen : 

1) Das Bienengift stellt eine salzartige Verbindung aus zwei Komponenten 
dar. Komponente I ist eine, besonders in freiern Zustande, unbestandige, 
schwache Saure mit anscheinend hohem Phosphorgehalt. Sie ist der Trager 
der krampferregenden Wirkung des Bienengiftes. 

Komponente I1 ist dagegen eine wesentlich hoher molekulare, aber auch 
noch dialysable schwache Base, die in Wasser nnloslich und in trocknem 
Zustande offenbar unbeschrankt lange haltbar ist. Im Gegensatz zur Kom- 
ponente I gibt sie EiweiWreaktion. 

2) Durch die I'ereinigung der beiden Komponenten zum Salz erhoht sich 
die Bestandigkeit der Komponente I betrachtlich. In  Wasser erleidet das 
Salz Hydrolyse im Sinne des Schemas: 

Komponente I - :  Koinponerite I1 + h-atives Gift 
lschwache SBure) (schwache Base) (Salz) 

2) C a r l e t ,  Gmpt  rend Acad Sciences 98, 1550 [1884j 
3, 'l'etscli u W o l f f ,  Diochem Ztschr 2888, 126 j19361 
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Lhrch Wasserstoffionen wird die Hydrolyse ZE Gunsten der Bildung 
nativen Giftes zuriickgedrangt . WaiBrige Pilainssure fallt daher das Gesamt- 
qift . Alkali zerlegt dagegen entsprechend der vorhandenen 11 ydroxylionen- 
Konzentration mehr oder weniger vollstandig im Sinne der Bildung der 
beiden Koinponenten. Mit Amtnoniak tritt diese Spaitung beispielsweise 
nur dann quantitatir ein, wenn man konz. Giftlosungen bei Oo mit A%rnnioniak- 
gas sattigt. 

In \Vasser ist das Salz ntir tinter teilweiser MydrolJ-se liislich. Urn 
das allmahlich eintretende Ausfallen der Komponente 11 zii verhindern, 
bedari es eines geringen Saurezusatzes. Die im Gifttropfchen der Biece 
enthaltene, geringe Menge Anieisensame hat wahrscheinlich - neben der 
Konserrierung diese Bedeutung. 

Auf die Hydrolyse des nativen Giftes ist auch die Treniiung der beiden 
Komponenten durch Dialyse zuriicltzufiihren. Die Trennungsgeschwindigkeit 
envies sicli in Ubereinstimmung daniit stark abhangig vom pn. Entsprechend 
dem oben gegebenen Schema liegt in saurem Medium das Salz vor, das wegen 
der GroBe des Kations (Romponente 11) nur sehr langsam dialysiert. J e  
schwacher sailer die Losang ist, je mehr freie, schnell dialysierende Kom- 
ponente I ist vorhanden. Tatsachlich dauert die Abtrennung der Kom- 
ponente I bei PH 4 fast 3-ma1 so lange als bei PH 6. 

Da uns nun eine bequeme Abtrennungsmethode der Komponente I 
zur Verfiigung stand, haben wir versucht, diese schwach saure Substanz mit 
Hilfe geeigneter Salze rein darzustellen, was uns aber bisher nicht gelungen 
ist. Von allen untersuchten Salzen schien das Brucinsalz am aussichtsreichsten. 
Waflrige Losungen der rohen Komponente I losen Brucin kalt auf und scheiden 
beim Eindunsten schone, farblose Krystalle von Brucinsalzen aus, die aber 
nicht die Wirkungskomponente enthalten. Sie sind spielend wasserloslich 
und miissen die Brucinsalze von Begleitsauren sein. In - wegen der kleinen 
Xengen - recht miihsamen Urnkrystallisationen wurden schliefllich drei 
verschiedene Salze isoliert, von denen zwei (Schmp. 1620 und Schmp. 272-273O) 
sein dargestellt und zur Analyse gebracht werden konnten. 

Das dritte zeigte, ails absol. ,4lkohol iind k h e r  urngefallt, stets zwischen 
70-1200 schwanltende Schmelzpunkte, was - wie wir schliefilich fanden -- 
auf Hydrolyse durch geringe, nicht zu vermeidende Wasserspuren zuruck- 
zufiihren war. -41s wir daher aus 96-proz. Alkohol und *%ther unifallten. 
blieb alles Brucin in Losung und der ausfallende Teil bestand aus einer stick- 
stoffhaltigen Substanz, deren stark erhahter Schmelzpunkt sich indessen 
auch jetzt nicht konstant erhalten lieB, sondern zwischen 160-1080 schwankte. 
Der Stoff rotet Lackrnus, ist optisch inaktiv, gibt mit Jodjodiialiuni-I,osung 
eine fur Alkaloide charakteristische Fiillillung und entfarbt Kaliumpermanganat- 
und Bromlosung. Soweit eine Fraktionierung bei der kleinen Menge niiiglich 
war, wurden derbe Krystalle init gut arisgebildeten FIBchen von langen, 
diinnen Nadeln abgetrennt. Diese Nadeln zeigten eineii Zers.-Pkt. 178-1 SO0 
und ergaben Werte, die etwa der Formel C1,H,,O,N entsprachen. Aus 
der unfraktionierten Substanz konnte ein orangefarhenes, in I ~ r i i ~ e n  krystalli- 
siertes Pikrat voni %ers.-l'kt 270" erhalten werden. ferner ein Chlorhydrat 
vom Schmp. 180°, das aus alkohol. Salzsaure rnit jqther gefallt, ails 
Methanol in dunnen SpieOeti krystallisiert . Brom in Eisessig liefert schlielllich 
ein in diinnen Nadeln krystallisierendes farbloses Rrornprodrrkt, das sic23 
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oberhalb 210° zersetzt. Die Analysenwerte dieser Derivate haben sich aber 
leider nicht zu den1 Ausgangsmaterial in Beziehung bringen lassen. Die Ent- 
wirrung des vorliegenden Gemisches muB nach Ansaminlung grofjerer Mengen 
Substanz erneut versucht werden. 

AuBer diesen drei als Brucinsalze gefaBten Begleitsubstanzen wurden 
noch drei gut krystallisierte Pikrate gewonnen. Pikrat I mit dem Zers.-Pkt. 
187O Pikrat II vom Zers.-Pkt 272-2730 und Pikrat I11 mit dem Zers.-Pkt. 
277--278O, auf deren Zerlegung wegen zu geringer Xenge Substanz vorlaufig 
verzichtet werden mul3te. 

Der Fa. H.NackNachf . ,  U1ma.d D. und derDeutschen Forschungs-  
gemeinschaf t  qind wir fiir Unterstutzung der Arbeit dankbar. 

Beschreibung der Versuche. 
1%) Gewinnung des  Ausgangsmater ia ls .  

Aus den1 Rohmaterial von 20000 Winter-Bienen, das uns von der Fa. 
H. Mack Nachf., Ulm a. D., zur Verfiigung gestellt wurde und aus Stacheln, 
Giftblasen nnd z. "1. ausgetretenem Gift bestand, wurde durch Extraktion 
niit kalter liz-n. Ameisensaure 4.5231 g Rohgift erhalten. Das bis zur Ge- 
wichtskonstanz iiber P,O, getrocknete Gift n u d e  nach H a  h n  und 0 s t e r  - 
ni aye  r (1. c.) rnit Alkohol steigenden Wassergehalts fraktioniert extrahiert. 
Es wurden schlieBlich folgende Fraktionen erhalten : 

100-proz. Slkohol . . . . . . . . . . . . . .  0.9050 g ungiftig 
60-proz. Alkohol . . . . . . . . . . . . . . .  1.9756 g giftig 
Ruckstand .................... 1.6425 g ungiftig 

2) Zerlegung des  Bienengi f tes  i n  zwei Romponen ten  
mi  t Ammo n i a k. 

196 mg des erhaltenen Extraktes mit 6O-proz. Alkohol a-urden in 4 ccm 
Wasser unter Zusatz einiger Tropfen l/%-n. Ameisensaure kalt gelost. In  
diese im Zentrifugierrohr befindliche Losung wurde unter Eiskiihlung 
A4mmoniakgas bis zur Sattigung eingeleitet . Die Ausfallung der Romponente I1 
ist dann beendet . Der Niederschlag wurde abzentrifugiert, die Losung durch 
ein Filter gegossen und. der Niederschlag 2-ma1 mit konz. Aminoniak nach- 
gewaschen, sehlieIjlich rnit Aceton, dann mit Ather getrocknet. Erhalten : 
h7 mg Komponente 11. Die ammoniakalische Losung einschliefilich der 
Waschwasser wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur hiichstens 
aber 35--40° zur Trockne gebracht. Erhalten 123 mg Knmponente I. 

T i e r v e r s u c h e  ni i t  K o m p o n e n t e  I: Konz.: 10 mgjccrn 
Dosis: 0.5 mg/g Maus subc. inj. toteten durch- 

schnittlich in 1-11/2 Stdn. unter heftigen KrBmpfcn. 

Tierversuche  m i t  K.oriiponente 11: Konz.: 10 rng/ccm 
nosis: 0.42 nig/g Maus snbc. inj. tiiteten dmch- 

Konz. : 20 mg/ccm 
Dosis: 0.8 mg/g Maus mhc. inj. tiiteten in 

schnittlich in 30 Stdn. ohne die geringstc Krampferscheinunp. 

durchschnittlich 4--5 Stdn. ohne rluftreten von Kriimpfen. 



1286 H a h n ,  F e r n h o l z :  Uber das Bienengift ( I - . ) .  [Jahrg. 72 

3) Un te r suchung  der  d u r c h  f r ak t ion ie r t e  Dialyse e rha l t enen  
Komponen ten  auf Einhei t l i chkei t .  

Es wurden die Dialysate benutzt, die H a h n  und Led i t schke  in der 
IV. Mitteil. durch fraktionierte Ijialyse von vorgereinigteni Rienengift gegen 
je 100 ccm Wasser gewonnen hatten. Die Dialysate 1-23 wirkten im Tier- 
versuch krampferregend, wahrend die Tiere von den Fraktionen 24- 34 
ohne Krampfe getijtet wurden. 

107 mg aus Dialysat 7 und 8 wurden in der geschilderten Weise mit 
Ammoniak zerlegt. Erhalten: 58 mg Fallung = Komponente I1 und 42 nig 
Eindampfriickstand der ammoniakalischen Losung = Koniponente 1. 

149 rng Dialysat 9 und 10 ergaben: 82 mg Komponente I1 und 58 mg 
Komponente I. 152 mg Dialysat 25-30 ergaben: 105 mg Komponente II 
und 38 mg Komponente I. 

Wenn also der Gehalt an Komponente I auf 26% gesunken ist, wie das 
im Dialysat 25-30 der Fall war, dann werden die Tiere bereits von der 
Komponente I1 getotet, bevor die Krampfe ausgelost n-erden. Es findet 
jedenfalls durch Dialyse nur eine ilnreicherung aber keine vollige Trennung 
der Koinponenten statt. 

4) P r ii f u n g d e r A in in o n i  a k f a 11 11 n g a u f \.-o 11 3 t a n  d i g k ei t . 
33.7 mg des Fallungsproduktes (Komponente 11) aus Extrakt niit GO-proz. 

Alkohol wurden in 2 ccm Wasser unter Zusatz von einigen Tropfen ' i 2 - 7 ~ .  

Ameisensaure gelost und wieder in der geschilderten Weise mit Anirnoniak 
ausgefallt. Erhalten 32.5 mg. Die Fallung ist also praktisch quantitativ 
reproduzierbar. Die physiologische Wirkung der Komponente I1 bleibt 
unverandert . 

5) X7ersuch d e r  Zerlegting des  Bienengi f tes  i n  seine 
zmei Komponenten  m i t  P ikr insaure .  

Da Losungen von Komponente I mit Pikrinsaure keine I~allung ergaben, 
wurden 450 nig Extrakt mit 60-proz. Alkohol in schwach ameisensaureni 
Wasser gelost und mit IvaBriger Pikrinsaure-Losung versetzt, his sich kein 
Niederschlag mehr bildete. nas Pikrat, das teils amorph, teils d ig  ausfiel, 
wurde abzentrifugiert und mehrfach niit Wasser narhgewaschen. Die voni 
Pikratniederschlag befreite Losung einschliefllich der Waschwasser wurde 
mit fein gepulvertem, reinemhcridin so lange geschiittelt, bis keine Pikrinsaure 
mehr in I,osiing war. Dann wurde das iiberschiissige Xcridin ausgeathert 
und die Losung im Hochvakuumverdampfer zur Trockne gebracht. Erhalten 
287 ing Pikrat und 211 mg Trockenriickstand. Der Trockenriickstand zeigte 
im Tierversuch keine Giftwirkung. nagegen rief das aus deni Pikrat- 
niederschlag zuruckgewonnene Gift die U7irkung des nativen Bienengiftes 
hervor. 

DaB die Komponente I bei dieser Operation ihre Xirkung nicht einbiil,:t, 
bzw. durch Adsorption oder andere Ursachen aus der 1,osung entfernt wird, 
geht aus folgendeni Versuch hervor : 157.9 mg durch Smnioniaktrennung 
von vorgereinigteni Bienengift erhaltene Komponente I wurden in 2 ccni 
Wasser gelijst urid niit waiBriger rikrinsaure-L,nsung versetzt , Die geriilge 
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Menge ausgefallenen Pikrates (24 mg) wurde abzentrifugiert, die Losung 
durch ein Filter gegossen und mit Acridin von der iiberschiissigen Pikrinsaure 
befreit, und schlieBlich das iiberschiissige Acridin nach Zusatz von Ammoniak 
durch Ausathern entfernt. Danach wurde die Losung im Hochvakuum zur 
Trockne gebracht (145 mg) und im Tierversuch gepriift. 

Tierversuch:  Drei Mause; Konz.: 10 mg/ccm. Dosis: 0.5 mg/g Maus totete die 
Tiere in durchschnittlich 3 Stdn. unter sehr starken Kriimpfen. Eine Wirkungsver- 
schlechterung gegen das Ausgangsniaterial war nicht festzustellen. Da Arninoniumsalze 
in hoheren Dosen ebenfalls starke Krampfe auslosen, wurde die Wirksamkeit von 
Ainmoniumformiat, dem einzigen zugefiihrten Fremdsalz, nachgepriift. In  einer Ilosis 
von 0.2 mg, 0.5 ing und 0.7 mg pro g Maus aber wurde dieses Salz bei subcutaner In- 
jektion ohne Bul3ere Xrscheinungen rertragen. Arnmonsalzw-irkungen sind soniit aus- 
geschlossen. 

6) Brucinsalze der  Begle i t subs tanzen  des  Bienengiftes. 
a) Aus roher  Komponente  I :  660 mg rohe Komponente I, gewonnen 

durch Ammoniaktrennung vorgereinigten Bienengiftes, wurden in Wasser 
geltist, mit iiberschiissigeni, reinem Brucin versetzt und mehrere Stunden 
stehen gelassen. Danach wurde das ungelost gebliebene Brucin abzentrifugiert 
und die Losung bei gewohnlicher Temperatur iiber P,O, zur Krystallisation 
stehen gelassen. Erstes Krystallisat : 57.4 mg, nach weitereni Einengen: 
88.8 nig und schlieWlich aus der zur Trockne gebrachten Mutterlauge durch 
Extraktion mit Aceton noch weitere 64.2 nig Salz. Insgesamt somit 210.4 mg 
Rohsalz. 

Unter dem Mikroskop lieBen sich deutlich mindestens zwei verschiedene 
Individuen erkennen, von denen das eine in Wasser schwerer loslich war 
als das andere. 153 mg des Salzgeniisches wurden daher mit wenig Wasser 
stehen gelassen, bis nur noch die schwerer losliche Form zu erkennen 
war. Abgesaugt : 14.8 mg. Aus Wasser umgelost, konnten schliefilich 
nur 1.2 mg eines schone, farblose facherartige Krystalle bildenden Brucin- 
salzes gewonnen werden, das bei l62O schmolz. Weiter erhitzt, schaumte 
es bei 169O auf, um sich bei 174O unter Braunfarbung zu zersetzen. Es ist 
in Wasser und Alkohol gut liislich. Seine waiBrige Losung gibt mit Ammoniak 
eine dicke Brucinfallung. Der restliche Teil des Salzgemisches schmolz 
unscharf zwischen 100° und 120O. 

b) Zerlegung der  Brucinsalze:  20 nig des Brucinsalzgemisches 
wurden unter Zusatz von etwa lIz-n. Ameisensaure in 2 ccm Wasser gelost 
und unter Eiskuhlung Ammoniak eingeleitet. Nach 1-stdg. Stehenlassen 
wurde das ausgeschiedene Brucin abgesaugt und mit wenig konz. Ammoniak 
nachgewaschen. Erhalten 11 mg Brucin. Die ainmoniakalische Losung 
wurde im Hochvakuumverdampfer bei 30O zur Trockne gebracht und zur 
Entfernung u. U. noch vorhandenen Ammoniumformiats 2-ma1 mit wenig 
Wasser abgedampft. Ruckstand 8 mg. Er erwies sich im Tierversuch bei 
einer Dosis von 0.09 mg/g Maus als vollig unwirksam. Diese Dosis liegt zwar 
unter der totlichen, hatte aber doch Krampfe hervorrufen mussen. Dem- 
gegeniiber zeigte die Mutterlauge der unter a abgeschiedenen Brucinsalze 
noch deutlich die Wirkung der Komponente I in gleicher Dosis, womit be- 
wiesen ist, da0 die Komponente I nicht als Brucinsalz gebunden wird. 
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c) Gewinnung der  Brucinsalze in  der  Warme:  Da die Moglichkeit 
bestand, dal3 das Amnioniumsalz der Komponente I von Brucin in der Kalte 
vielleicht nicht zerlegt werden wiirde, wurden 2.643 g rohe Komponente I 
in Wasser geliist und init iiherschiissigem Brucin in1 Wasserbad erhitzt, 
filtriert und die 1,osung eingeengt. An Krystallisation und Extrakt mit 
Aceton lieBen sich insgesanit 4.010 g init Brucin vermischtes Rohsalz 
gewinnen. 

Diese 4.01 g Rohsalz ivmden mit Aceton heiB ausgezogen. Riickstand: 
522 nig. Aus der 1,osuug beini Isinengen: 1. F r a k t .  Brucin nehen Brucinsalz. 
2. F r a k t .  (durch Fallen mit Petrolgther) braunes aber klares Harz nehen 
wenig Brucinsalzen; 3. P r  a k t .  (durch weiteren Zusatz von Petrolather) 
355 mg farbloses Brucinsalz. Die Nutterlauge enthielt nun nur noch Brucin 
(916 mg). Wie sich nach der Aufarbeitung der einzelnen Fraktionen ergab, 
wird in der Warme nicht mehr Salz erhalten als in der Kalte. 

Rein igung der  F r a k t i o n  1 : Das in Aceton offensichtlich schwerer 
losliche Brucinsalz der ersten E'raktion wiirde durch wiederholtes Umkrystalli- 
sieren aus Aceton voni beigeinischten Brucin befreit. Es wurden 210 mg 
eines Salzes erhalten, dessen Zers.-Pkt. 272-273O nach mehrmaligem Urn- 
krystallisieren aus Methanol-Ather konstant blieb. Farblose derbe SpieBe, 
die in Aceton schwer, in Wasser leicht loslich sind. 

3.895 mg Sbst. (looo, 15 mm, P,O,) : 8.47 m g  CO,, 2.45 mg €I,O. - - 2.858 ma Sbst. I 
0.1.56 ccm N, (25O. 756 mm) .  

Gef. C 59.31, H 7.04, hT 6.22. 

100 mg Salz wurden in 2 ccm Wasser gelost und init einigen Tropfen 
konz. Ammoniaks versetzt. Nach I/&dg. Stehenlassen in der Kalte wurde 
vom Brucin abgesaugt, mit konz. Animoniak nachgewaschen und das Brucin 
konstant getrocknet. Erhalten 80.9 mg Brucin. Die Losung wurde zur 
Trockne gebracht. 14.4 mg Riickstand, der teils krystallin, teils d ig  ist. 
Er rotet Zackmus und lost sich leicht in Methanol. Beini Versetzen der 
methylalkohol. Losung init Aceton entstand eine amorphe Fallung, die beirn 
Versetzen mit Wasser wieder krystallisierte. Die Krystalle schmelzen nicht , 
sondern sublimieren bei ZOOo. Die olige, klebrige Masse konnte der geringen 
Menge wegen noch nicht weiter untersucht werden. 

Reinigung der  F r a k t i o n  2: Die Brucinsalze der zn-eiten Fraktioii 
konnten durch mehrfaches Umkrystallisieren aus Aceton-Petrolather von 
den harzigen Yerunreinigungen abgetrennt und mit den Salzen der dritten 
Fraktion vereinigt werden. 

Rein igung der  F r a k t i o n  3 :  Die dritte Fraktion, ein farbloses 
Salzgemisch, wmde atis Aceton-Petrolather zu fraktionieren versucht, indessen 
schwankten die Schmelzpunkte trotz vieler Wiederholungen stets zwischen 
80O und 120O. Es traten dabei drei verschiedene Krystallformen auf, die 
aber gleiche Atisloschungsschiefe besassen und daher wohl als identisch 
angesehen werden miissen. Die Analyse einer Fraktion vom hochsten Schmelz- 
punkt 120O ergab folgende Werte : 

3.940 nig Sbst. (60", 15 mm, P,O,) : 8.98 mg CO,, 2.57 mg H,O. - 2.470 riig Sbst. : 
0.134 ccrn N, (ZOO, 759 mm). 

Gef. C 62.16, H 7.30, N 6.31. 
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Da die Mutterlaugen der Umkrystallisationen stets freies Brucin ent- 
hielten, muBte angenommen werden, daB das Salz sehr leicht Hydrolyse 
erleide. Diese wurde deshalb absichtlich gefordert durch Verwendung 
96-proz. Alkohols als Losungsmittel, aus dem mit Ather gefallt wurde. Hierbei 
trat in der Tat eine Erhohung des Schmelzpunktes ein. Nach der zwolften 
Umkrystallisation hatten sich alle Brucinsalze vom unscharfen Schmp. 
80-1200 in eine Substanz vom Schmp. 190-195O umgewandelt, aus deren 
Losungen Natronlauge kein Brucin mehr ausfallte. Aus den Mutterlaugen 
konnte daraufhin der Rest der Substanz noch einfacher dadurch gewonnen 
werden, daB diese mit ammonikalischem Methanol gespalten und die Substanz 
dann mit Ather zur Abscheidung gebracht wmde. 

Sie wurde mehrfach aus Methanol-Ather, Aceton-Ather und Chloroform- 
Ather umgefallt, ohne da13 es gelungen ware, den Schmelzpunkt konstant 
zu erhalten. Er  schwankte nunmehr zwischen 160° bis 198O. Eine Fraktion 
derber, farbloser Krystalle vom hochsten Schmelzpunkt ergab folgende 
Werte : 

3.925 nig Sbst. (70°, 15 mm, P,O,): 8.58 mg CO,, 2.27 ing H,O. - 3.246 mg Sbst.: 
0.170 ccm N, (2Z0, 753 mm). 

C,,H,,O,N (223). Ber. C 59.19, H 5.87, N 6.27. 
Gef. ,, 59.62, ,, 6.47, ,, 6.00. 

Eine Fraktion aus Nadeln vom Schmp. 168-180O ergab sehr ahnliche 

3.128 mg Sbst. (70°, 15 mm, P,O,) : 6.770 mg CO,, 1.890 mg H,O. - 2.898 mg Sbst.: 

Werte : 

0.144 ccm N, (22.S0, 762 nim). 
C,,H,,O,N (225). Ber. C 58.67, H 6.71, N 6.22. 

Gef. ,, 59.03, ,, 6.76, ,, 5.75. 

P i k r a t :  31 mg der Substanz Schmp. 190° wurden in wenig Methanol 
gelost und mit methylalkohol. Pikrinsaure-Losung versetzt . Das Pikrat 
fie1 zuerst amorph, wurde aber nach kurzem Stehenlassen krystallin. Ausb. 
35 mg. Nach dem Umkrystallisieren aus Eisessig-Ather wurden kleine orange- 
farbene Drusen erhalten, die bei 270O unt. Zers. schmolzen. 

2.801 mg Sbst.: 0.257 ccm N, (23.5O, 759 mm). 
4.993 riig Sbst. (8O0, 15 mm, P,O,): 9.965 mg CO,, 3.110 mg H,O (0.0: mg Rest). - 

CllHl,O,N, C,H,O,N,. Ber. C 45.12, H 3.57, N 12.39. 
(C1lH,,O,N),, C,H,O,N,. Ber. ,, 49.76, ,, 4.33, ,, 10.37. 

Gef. ,, 54.54, ,, 6.98, ,, 10.55. 

Hieraus folgt, da13 die Ausgangssubstanz entsprechend ihrem unscharfen 
Schmelzpunkt nicht einheitlich ist. 

Chlorhydra t :  52 mg der Substanz vom Schmp. 190° wurden mit 
Methanol und Chlorwasserstoff 2 Stdn. erhitzt. Nach dem Einengen der 
Losung wurden mit Ather Krystalle gefallt, die, aus Methanol-Ather umgefallt, 
sich langsam oberhalb 180° ohne zu schmelzen zersetzten. Die Substanz 
enthielt Chlor, war aber noch loslich in Natronlauge, woraus wir schlieRen, 
da13 keine Veresterung eingetreten war. 

4.792 mg Sbst. (60°, 15 mm, P,O,) : 10.430 mg CO,, 2.720 mg H,O. - 2.972 mg Sbst. : 
0.145 ccm N, (22O, 759 mm). 

Gef. C 59.36, H 6.35, N 5.63. 

83 * 



1290 Hahn, F e r n h o l z :  Uber das Bienengift ( V . ) .  [Jahrg. 72 

Einwi rkung  von Brom:  58 mg Substanz vom Schmp. 190° wurden 
in wenig W-asser gelost und tropfenweise mit Brom in Eisessig versetzt, bis 
keine Fallung mehr eintrat. Die ausgefallene Rromverbindung war zunachst 
amorph, wandelte sich aber schnell in kleine, gelbe, zu Drusen vereinigte 
Nadeln um. Ausb. 47 mg. Die Substanz wurde aus Methanol-kther 
umgefallt und bildete dann farblose diinne Nadeln, die sich oberhalb 
2100 ohne zu schmelzen zersetzten und Broni in nichtionogoner Bindung 
enthielten. 

4.792 mg Sbst. (50n, 15 mm, P,O,): 10.525 nig CO,, 2.470 mg H,O. -~ 2.8430 mg 
Sbst.: 0.131 ccm N, (23.5O, 754 mm). 

Gef. C 54.28, H 5.77, N 5.28. 

P i k r a t  a u s  dem Harzan te i l  der  F r a k t i o n  2 :  0.69g des harz- 
artigen Anteils aus den Mutterlaugen der Brucinsalzfraktionierung (Prakt. 2) 
wurden in wenig Wasser gelost und niit iiberschiissiger Pikrinsaure-Losung 
versetzt . Die gelbe amorphe Fallung wurde abgesaugt und die Mutterlauge 
etwas eingeengt, nachdem sich Krystalle eines offenbar leichter loslichen 
Pikrats nach einigem Stehenlassen abgeschieden hatten. Insgesanit wurden 
36 mg krystallisiertes Pikrat erhalten. Pjach 3-maligem Umfallen der griinlich- 
gelben Drusen aus Aceton-&her lag der 2ers.-Pkt. bei 277-278O. 

d) Gewinnung der  Bruc insa lze  a u s  rohem Bienengi f t :  Da die 
Moglichkeit bestand, daW bei der Vorreinigung des Bienengiftes niit Alkohol 
steigenden Wassergehaltes die gefaBten Nebenprodukte ziim Teil verloren 
gingen, wurde von rohem Bienengift ausgegangen. Seine waBrige Losung 
wurde in der unter a bzw. c geschilderten Weise mit Brucin versetzt und 
analog aufgearbeitet. Es wurden dieselben Salze - aber in etwas groBerer 
Menge - erhalten. Ferner lieBen sich aus den harzigen Bestandteilen zwei 
weitere Pikrate isolieren. Die Rohsalze wurden sofort mit ammoniakalischem 
Methanol zerlegt und mit Ather gefallt. Das vom Harz durchsetzte Krystall- 
gemisch konnte mit wenig Methanol und ather  von diesem Harz getrennt 
werden. Aus der waiWrigen Losung des Harzes fallte Pikrinsaure wieder einen 
amorphen Niederschlag, aus dessen Mutterlaugen nunmehr 78 mg eines in 
derben, orange gefarbten Drusen krystallisierenden Pikrats vom konstanten 
2ers.-Pkt. 187O (2-ma1 atis Methanol) erhalten wurden. P i k r a t  I :  

3.940 mg Sbst. (goo, 15 mm, P,O,): 6.78 mg CO,, 1.91 mg H,O. -- 3.263 ing Shst.: 

CISH,,O,N, (384.2). Ber. C 46.85, H 5.25, N 14.58. 
Gef. ,, 46.93, ,, 5.42, ,, 14.87. 

C,,H,,O,N, - Pikrinsaure = C,H,,ON. 

P i k r a t  11: Das amorphe Pikrat (66 mg) lie13 sich aus Eisessig-ather 
krystallin erhalten. Es wurde in kleinen orangen Drusen gewonnen, die sich 
bei 272-273O zersetzten. Krystallgehalt und Loslichkeiten unterscheiden 
es deutlich vom Pikrat 111. 

0.426 ccm N, (25O, 756 mm). 


