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SUMMARY 

The carqueja oil of Brazil contains ledol, identified by comparison (mixed melting- 
point, 1R.-spectra) with an authentic preparation studied by Prof. F. SORM and his 
collaborators. 
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219. Isolierung von 24-Methylencholesterin aus Koniginnen 
und Arbeiterinnen der Honigbiene (Apis mellifica L.) 

von M. Barbier und 0. Schindlerl) 
(27. VII. 59) 

Die soziale Ordnung in einem Bienenvolk wird zum Teil von der Konigin gelenkt. 
Neben einer starken, auf Arbeiterinnen gerichteten Anziehungswirkung2) 3, veran- 
l a s t  die Anwesenheit einer Konigin bei dcn Arbeiterinnen cine Hemmung der Ent- 
wicklung der Ovarien 2)4), und auch die Produktion von Weiselzellen wird unter- 
drUckt3)5). Die erwahnten Wirkungen der Konigin lassen sich auch mit Extrakten 
aus Koniginnen erzielen, und es konnte nachgewiesen werden, dass sie zustande 
kommen durch ein Sekret der Konigin, welches von den die Konigin umgebenden 
Arbeiterinncn abgeleckt und mit der Nahrungsaufnahme im Stock an die iibrigen 
Arbeiterinnen weitcrgegeben wird. Fur Stoffe dieser und ahnlicher Art, welchc von 
einem Individuum nach aussen sezernicrt , von einem zweiten Individuum der gleichen 
Art  aufgenommen werden und dort spezifische Reaktionen auslosen, wurde der Aus- 
druck Pheromone gepragt ”. 

Im Zusammenhang mit den angegebenen Wirkungen der Bienenkonigin haben 
wir cine grossere Menge Bienenkoniginnen, die uns von GARON BEE Co. Donaldson- 
ville, Louisiana, USA, geliefert wurden, extrahiert. Im folgenden berichten wir iiber 
die Auftrennung der neutralen Anteile der erhaltenen Extrakte. Da in Vorversuchen 
festgestellt worden war, dass die auf Arbeiterinncn gerichtete Anziehungswirkung in 
den sauren Fraktionen der Koniginnen-Extrakte angereichert war, wurde die Extrak- 

l) Vorlgiufige Mitteilung vgl. M. RARBIER, T. KEICHSTEIN, 0. SCHINDLER & E. LEDERER. 

2, J. PAIN, Arch. internat. Physiol. 59, 203 (19.51); ST. VOOGD, Experientia 11, 181 (1955). 
3, C. G. BUTLER, I’roc. Royal Soc. 147 B, 275 (1957) : hicr ist auch eiiie Zusarnmenstellung 

tler friihcren Literatur zum Thema enthalten. 
4, J .  PAIN, c‘. r. Soc. Hiol. 145, 1505 (1951) ; Chem. Abstr. 46, 82761 (1952) ; Insectes Sociaux 

1, 59 (1054) ; C .  r. hcbd. seances Acad. Sci. 239, 1869 (1954) ; R. CHAUVIN & J. PAIN, Experientia 
12, 354 (195G); J .  PAIN, C,. r. hcbd. Seances Acad. Sci. 240, 670 (1955); Chem. Abstr. 49, 7762f 
(195.5); A. P. DE GROOT & ST. VOOGD; Expericntia 10, 384 (1954); ST. Voocn, ibid. 12, 199 
(19.56). 

5, C .  G. BCTI.RR, Trans. Roy. Entomol. Soc. London 105, 11 (1954) ; I’roc. Roy. Entomol. 
SOC. London 31A, 1 2  (1056). Chem. hbstr. 51, 15024 a (1957). 

R ,  P. KARLSON & A. BumxAxrn. .4nn. Review Entomol. 4, 39 (19.59); T’. KARLSON & M. 
I .DSCHER, Natur\~isscnschaftcn 46, 6 3  (1959). 

Natiire, im Druclr. 
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tion der zermahlenen Insekten mit t-Butanol ausgefiihrt, urn auf diese Weise Ver- 
esterungen der Sauren moglichst zu vermeiden'). Die in Aceton loslichen Anteile der 
im Vamum eingedampften Ausziige wurden aus saurer wasseriger Losung mit Pentan, 
Ather und Chloroform ausgeschiittelt, und den Ausschiittelungen die sauren Anteile 
durch Extraktion mit 2-n. Na,CO,-Losung entzogen8) (Ausbeuten vgl. Tab. 2, exper. 
Teil). Die Hauptmenge der Neutralstoffe war in den pentanloslichen Teilen enthalten. 
Diese wurden an Silicagel chromatographiert. Dabei konnte ein krist. Stoff gefasst 
werden, der weitgehend ahnliche Eigenschaften wie Cholesterin besass (vgl. Tab. 1) : 
Schmelzpunkt, Drehung und die Farbreaktion nach LIEBERMANN-BURCHARD waren 
identisch; bei der Mischprobe wurde keine Schmelzpunktsdepression beobachtet. Das 
Sterinderivat bildete aber eine krist, 0-Acetyl-Verbindung, die die gleiche spez. 
Drehung zeigte wie 0-Acetylcholesterin, jedoch ca. 20" hoher schmolz. Unter den 
Bedingungen der OPPENAUER-Oxydation wurde ein krist. Oxydationsprodukt er- 
halten, das im UV. bei 241 mp die Absorptionsbande eines a,!-unges. Ketones zeigte. 
Neben der auf diese Weise nachgewiesenen Doppelbindung liess sich durch titri- 
metrische Bestimmung9) der Aufnahme von 2,Ol Mol. Brom (bcr. auf C,,H,,O 
(396,6)) eine zweite Doppelbindung nachweisen. Diese musste als Methylengruppie- 
rung (>C = CH,) vorliegen, denn im 1R.-Spektrum waren bei 6,08 ,u und 11,33 pUo) 
(in KBr gepresst) zwei gut ausgebildete Absorptionsmaxima, die in Cholesterin und 
seinen Derivaten fehlten, sichtbar (vgl. Fig. 1). 

Fig. 1. 1H.-Ah.-Spektren von 24-Methylencholesterin aus Bienenkoniginnen 
im T'ergleich zu Cholesterzn 11) 

Bienenkoniginnen (um 7oj, T nach unten versetzt) 
Kurve a :  Cholesterin (iiber Dibrornid gereinigt) ; Kurve b: 24-Methylencholesterin aus 

Unser Praparat und seine krist. 0-Acetyl-Verbindung zeigten gleiche Eigenschaf- 
das bisher nur aus einigen Mollusken isoliert ten wie 24-Methylencholesterin (I) 

7, Ein Teil der Rienenkoniginnen war nach dem Toten in Athylalkohol eingelegt worden und 
wurde uns darin zugeschickt. Der abgegossene khylalkohol wurde mit den t-Butanolausziigen 
vereinigt. 

*) Die Trennung dieser sauren Extrakte wird spater beschrieben. 
$) G. GORBACH, Mikrochim. hcta  31, 320 (1 944). 
lo) L. J. BELLAMY, The Infrared Spectra of Complex Molecules, London 1954, p. 44; R. R. 

BURFOKI), F. K. HEWGILL rY: P. K. JEFFERIES, J. chem. SOC. 1957, 2937; 1'. SONDHEIMER & R. 
MLCHOULAM, J .  Amer. chem. SOC. 79, 5029 (1957); B. WILLHALM, U. STEINER &. H. SCHINZ, 
Helv. 41, 1359 (1958). 

11) Aufgenommen von Herrn R. BUHRER unter der Leitung von Herrn K. STICH auf einem 
PERKIN-ELMER 1R:Spektrographen. Modell 21, mit NaCI-Prismen. 

la) D. R. IDLER & U. H. M. FAGERLUND, J .  Amer. chem. Soc. 79, 1988 (1 957) : Chemistry & 
Ind. 1957, 432; W. BERGMANN & J. P. DUSZA, Liebigs Ann. Chem. 603, 36 (1957). 
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worden istI3) (vgl. Tab. 1). Herr Dr. D. K. IDLERI4)  sandte uns eine Probe von 3-0- 
Acety-24-methylen-cholesterin aus Austern. Dies ermoglichte den direkten Ver- 
gleich durch Mischprobe und ini 1K.-Spektrum (Fig. 2), wodurch sich die Identitiit 
bestatigen licss. 

Tabelle 1.  tvcrglrich drr physikalrschcn Konstantea if011 ~ 4 - ~ ~ ~ c t l z y l ~ n c h o l c t t e r i ~ i  ( I )  vevtchiedantv 
Hrrkirnft irnd Zion Cholr~ tev in  

Merkunft 

,Aii:hentische l'robc 
ails Austern r3) . . . . . . . 
aus 13iencnkoniginnen . . . 
ans Hirnennrbeiterinnen . . 

('holcstet-in . . . . . . . . . 
._ 

l'rcicr Steriunlkohol 

S111p. !Z'l> 
(CHC I;,) 

143" 1 -34,s" 
138-14.5" I - 31,6 j- 6" 

0- Acetyl- 
Verbindung 

135' -44,l" 
131 136' - 42,4' 
130 134' 1 -40.4" 

112" - 41,8" 
~ _ _ _ -  

Schliesslich konnte durch das Entgegenkommcn der Herren Prof. S. BERGSTR~H 
und Prof. E. SIENHACEN auch das Massenspektrogramm von I1 aufgenornmen 
werdcnl5). (Vgl. Fig. 3.) Danach waren beide Praparate nicht vollig einheitlich. Dic 
Hauptbande entsprach in beiden Fallen aber der Massenzahl 380. Dies cntspricht 
dem Bruchstuck C,,H,, (380,7), das aus I1 durch Eliminierung einer Molekel Essig- 
saure entsteht. Die Verunreinigungen stellen wahrscheinlich hohere Hornologe und 
starker ungcsattigte Derivate dar. Letztcre lassen sich auch im UV.-Spektrum nach- 
weisen. Dieses zeigte in Cyclohexan neben der Hauptbande bci ca. 103 nip (log E = 

4,04) noch dcutliche Randen bei 270, 281 und 292 mp, die verrnutlich eincm homo- 

t , I I 1 
,, 4 5 8 7 ,L 8 9 19 11 12 

Fig. 2. I 7 q l e i c h  im I R.-Spektrztwz von 0 - A  cetyl-24-nzethylen-cholesterilt ( 1  I )  
azts Uieiisr2kii~z~'l:izlzen mi! atithrntisrh,eni Materid 11) 

I<iirve a: aiithentischc l'robe von 11; Kurvc b: I1 isoliert aus Uiencnkdniginnen (urn lOyo T nach 
unten versetzt) 

la) L). R. IDLER & U. 11. PI. YAGERLUND, J .  Amer. chem. Soc. 77, 4142 (1955); r. H. M. 

14) \Vir mochtcn Herrn Dr. I). R. TT)LER, Fisheries Research Board, 1-ancouver, C.ansda. 

15) \Vir dankcn IIerrn 1'ruL S .  RBRGSTR~M, Stockholm, nnd Herrn Prof. E. STETHAGEN, 

~"AGERLIJND & 1). R. IDLER. J. org. Chemistry 21, 372 (1956). 

auch an dieser Stelle fiir die wertvolle Unterstiitzung iinserer Arbeit bestcns danken. 

Uppsala, fur die Ausfiihrung und Interpretation des hlassenspektrogratnmes. 
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annularen konjugierten Doppelbindungssystem wie in Ergosterol entsprechen. Die 
Hohe der Extinktion wiirde einem Gehalt von ca. 1% eines solchen Diens ent- 
sprechen la). 

2001 

90 
380 

296 
- 

I'ig 3. I'ergleich von 0-.4 cetyl-24-mtthylen-cholesterin ( I I )  aus 1.1 atsfern rtnd a m  Bieneitkdniginizen 
im Massenspektrograinm15) 

A4uch auf chemischem Wege liess sich die Methylengruppe nachweisen, indem bei 
der Reaktion von I1 mit einem 10fachen Uberschuss an 0,26% des zu envartenden 
Formaldehydes als Dimedon-Denvat (identifiziert durch Schmelzpunkt, Misch- 
schmelzpunkt und 1R.-Spektrum) gefasst wurde. 

\n 

I-' I (R=H) Smp. 143" [-34,R] Chf 
'HZ I1 (R=CH,CO) Smp. 135' [-44,1] Chf 

KO' /\/ 

l6) Herr Prof. H. LABHART, CIB.4 A.G.,  Basel, hatte die Freundlichkeit. die Identifizicrung 
der beiden Proben auch im RONTCEN-Pulver-Diagramm zu versuchen. Fur einen sicheren Reweis 
der Identitat mit dieser Methode warc es notig gewesen, die beiden Proben unter den gleichen 
Bedingungen umzukristallisieren, wozu nicht geniigend Substam vorhanden war. \Vir danken 
Herrn Prof. H. LABHAHT auch an dieser Stclle bestens fiir scine 1Iilfe. 

126 
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Mit Rucksiclit auf die besondere Stellung der Konigin im Bienenstaat interessierte 
die Frage, ob 24-Methylencholesterin (I) auch in den Bienenarbeiterinnen enthalten 
sei. Zur Klarung dieser Frage wurde 1 kg von Bienenarbeiterinner~'~) unter den glei- 
chen Bedingungen extrahiert : aus den pentanlijslichen Neutralteilen wurde ebenfalls 
24-Methylencholesterin (I) erhalten. 

24-Methylencholesterin wurde bisher aus verschiedenen Mollusken isoliert 13). Die 
Isolierung von Methylencholesterin aus einer Insektenart scheint uns bemerkenswert , 
weil nachgewiesen werden konnte, dass Cholesterin oder Ergosterin fur eine Reihe 
von Insekten Vitamincharakter besitzt 18). 

Wir dankcn Herrn Proi. I?. LEDERER fur die Problcmstellung, Herrn Prof. T. REICHSTEIX 
fiir die Forderung der Arbeit sowie dem Centre Nutionul de In Recherche Scientifique, Paris, und 
tler CIRA -1.G. fiir (lie finanzielle Unterstiitzung. 

Experimenteller Teil 
Die Smp. wurden auf dcxn IiOFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. Substanzproben zur 

Bestimmiing dcr optischen Drehuug und zur Rufnahme der UV.- und 1R.-Spektren wurdcn 
45 Min. bei 60' und 0.05 Torr getrocknct. Die Chromatographien wurdcn nach der Durchlauf- 
methodelo) an Silicagel?O) durchgefiihrt. 

Extraktion der Bienen. - a) l i on i f innen:  llG9 Bicncnkoniginncn wurtlen nach dcm Toten 
in Xthanol cingelegt und per Luftpost nach Basel gesendct, wo sie bis zur Verarbcitung bei 0' 
aufbewahrt wurdcn. Zur Extraktion wurde der Alkohol auf einer Yutsche abgcsaugt ; die Bienen 
wurden mit 500 ml t-Butanol zcrriebcn und das Ganze 20 Std. bci 30' stehengelassen. Die noch 
warme LBsung wurde unter schwachem Saugen aul einer Xutschc abfiltriert und der abgehobene 
Urei der Insckten erneut mit 500 ml t-Butanol bei 30" extrahicrt. Dies wurde insgesamt Xmal 
ausgeiiihrt; dcr letzte (8.) Extrakt gab nach dem Eindanipfen im Vakuum 78 mg Riickstand. 
IXc iibrigen Ausziigc (inkl. dem Alkohol, in dcm die Bienen vom Sammelort nach Basel transpor- 
tiert worden waren) wurdcn im Vakuum im Stickstoff-Strom eiugedampft und der Extrakt 
3 'rage iiber P20s getrocknet: 19,934 g braune fettartigc MasseZ1). 

Dieser Riickstand w-urde zehnmal mit Aceton kurz ausgekocht und die noch warmcn Aceton- 
duszuge von den ungelosten Anteilcn abtfekantiert. Die abdekantierte Losung wurdc im Vakuum 
im Stickstoffstrom zur Trocknc eingedampft; Kiickstand 8,894 g;  in warmem Aceton unloslicher 
Tcil: 11,040 g. 

Die im folgentlen beschricbene Xuftrennung der acetonloslichen Teile wurdc bei 0' durch- 
gefiihrt (Ausbeuten s. Tab. 2) .  Hiezu wurde der Riickstand mit 15 g Eis zerrieben und soviel 
I-n. HCl zugefiigt, dass das pH = 2 war. Die saure Losung wurde dreimal mit je SO ml Pentan, 
drcimal niit je 50 ml Athcr und dreimal niit je 50 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die 3 Pentan- 
Extrakte wurdcn jeweils vicrmal mit jc 20 ml2-n. Na,CO, und zweimal mit je 20 ml Wasser aus- 
geschiittelt, iibcr Sa,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft ; Riickstand: pcntanlosliche 
Ncutralstoffe. TXc vercinigten Sodalosungen und Waschwasser wurden mit 2-n. HCI auf pH = 2 
gestellt und die arigcsauerte Losung dreimal rnit je 100 nil Xthcr extrahiert. Die Ather-Losung 
wurde zwcimal rnit jc 20 in1 Wasscr gewaschcn, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum einge- 
dainpft; Riickstand: pentanlosliche Sauren. 

I:) W:ir dankrn Herrn Dr. It. CHAUVIN, Station de Recherches apicoles, Hures-sur-Yvette, 
1:rancc. fur cfieses Material. TXc Bienen waren nur mit Bliiten-Pollen gcfiittcrt. 

Drosophila inelunoguster: E. G. \-AN 'T Hooti, Zeitschr. Vitaniinforscliung 4, 300 (1935) 
[Chem. Abstr. 30, 1097 (1936)]; 5, 118 (1936) [Chem. hbstr. 30, 5311 (1936)l. - Litcilia sevigula: 
I<. 1'. H o ~ s o s .  Biochem. J. 29, 2023 (1935), Chem. Abatr. 30, 142 (1936). - Acunthoscelldes 
obluhts: S. F. CHIU d NCCAP, ;Inn. entomol. SOC. Amsr. 32, 164 (1939). - Tvibolizrm c ~ n f t i ~ t ~ t n :  
(;. F R ~ B R T C H ,  Z. vgl. Physiol. 27, 386 (1939); I<. OFPHAM, ibid. 27, 384 (1939). 

lY) T. REICHSTEIN & C. IV. SHOPPEE, Disc. Transact. Faraday SOC. 1949, Nr. 7, 305. 
%") Silicagel cngporig 0.15-0,3 mm gekBrnt ufiir Chromatographier bczogen von Dr. BEivnBK 

21) Dic extrahicrten Rienen \r-urdcn im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet uncl 
& 1)r. HOBEIN A.G., Zurich 42. 

\vogen 34,9 g. 
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In dcr glcichen Art wurden die :kther-;\usziigc vicrmal mit 2-n. Sa,CO, und zwcimal mit 
\Yasser ausgezogen. Die angesauerten vereinigten wasserigen husziige wurden rnit Athcr ausge- 
ichuttelt und glcich behandclt wie die Sauren enthaltenden :Iusziige der Pentan-Bxtrakte: ather- 
losliche Neutralstoffe und atherloslichc Saurcn. Ilic Chloroform-rlusziige wurdcn rhenfalls i n  
neutrale und sodalosliche Teilc zerlegt. 

I 7,335 g 
‘ 19,115 g Saureteil ails . . . 

Tabelle 2. ‘1 u f f r r n m o i y  voiz 8,894 g acctoiilusliLRcv Estvakte u i t ~  1169 t j i e i i t ~ i i k u ~ / t ~ ~ i ~ n e i i  

Pentan- ?;ther- Chloroform- 
Ioslich loslrch loslich 

8,5 mg 
Saureteil 2.445 g 162 mg 2 mg 

~ ~~ 

1,715 g 0,465 g 21,7 mg 
9,314 g 

b) Avbeiteri?zneiz: 1 kg in &heratmosphare ahgetotete -\rbeiterinnen wurden in trockencni 
Zustande nach Base1 geschickt. Hier wurden die Biencn im Turmix in 1 1 t-Butanol fein zermahlen 
und das Ganzc 24 Std. in verschlossenem Gefass auf 30’’ erwarmt. Uaun wurde unter schwachem 
Saugen auf eincr S-utsche abfiltriert und der abgehobcne Brei noch 8mal mit je 1 1 t-Rutanol 
extrahiert. Die vereinigten t-Butanol-Extrakte wurclen im Vakuum im Stickstoffstrom eingc- 
dampft; Riickstand 90,950 g. Dieser salbenartige Riickstand wurde durch wicderholtes -%us- 
kochen rnit Aceton extrahicrt und die vereinigten Aceton-huszfige im Vakuum eingedampft. 
.\uf diese U’eise wurden erhaltcn: Acctonloslicher Teil: 26,450 g, acctonunloslicher Tcil: G4,5 g Z 2 ) .  
7,335 g des acetonloslichen Teilcs wurden in analoger - k t ,  wie dies fur dic Koniginnen hcschriehen 
wurde, getrennt und dabei die in Tab. 3 angegebenen -1usbcuten crhalten. 

19,115 g des restlichen Materiales wurde rnit 20 g Eis zerrieben und mit sovicl 2-n. HCI w r -  
setzt, dass das pH = 2 war. Die Suspension wurde dreimal mit j e  200 ml Pcntan ausgeschiittclt. 
Die Pentanlosungen wurden viermal mit je 50 ml 2-n. Na,CO, und zweimal mit je 50 ml Wasscr 
gewaschcn, iiber Na,S04 getrocknet und eingedampft ; ‘Ruckstand Neutralteil : 6,003 g. IXc x-er- 
einigten Sodalosungen und das Waschwasser wurclen rnit 2-n. HCI angesauert uncl vicrmal mit  

je 100 ml &her extrahicrt. Die :ktherlosungen wurden zwcimal rnit je ca. 30 ml \Yasscr gcwaschcn, 
iihcr Na,SO, getrocknet und eingedampft ; Riickstand 9,314 g. 

Tabelle 3. ..I riftvemzntg voiz 26.45 g ucetodoslichen Tezleii uits I kg nieiieiinrhrifcri~~?~en 

I ’  I 7,335 g 2,309 g 0.269 F: 3 3 3  m g  
6,003 g Neutralteil aus. . . . 1 19,115 

22) I)ie extrahiertcn Hienen wogen nach dem Trocknen im Vukuum 230 g 
n.n) Die Untersuchung dieser Fraktionen wird spater durchge~iihrt. 
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mg Ein- LIEBERMANN- I dampf- I BURCHARD- 
riickstand Reaktion 

1;rakt.- 
Nr. Msungsniittel 

Die zweite Halfte des in Tab 2 beschricbenen Neutralteiles wurde in der gleichcn Art chroma- 
tographiert. Uabei wurden 11,9 mg 24-Methylencholcsterin (I), Smp. 138-145", crhalten; Total- 
ausbeute an rcinstern Produkt aus  1169 Koiiiginncn somit 3 3 5  mg (ca. 0,045y0). 

b) Isolierung aus  Bienenarbriterinncn : 6,003 g pentanlosliche Neutraltelle aus Bienenarbcite- 
rinnen (vgl. Tab. 3; entspr. 722 g Bienen) wurden an 180 g Silicagel chromatographiert. Zum 
Nachwaschen jeder Fraktion dienten je 600 ml der in Tab. 5 angegebenen Idsungsmittcl. 

Smp. der 
Krist. aus 
Methanol 

Tabelle 4. Chromatographie a n  Silicagel der prnlanliislichen Neutralfeile n u s  Bzenenkoniginncii 

Frakt.- 
Nr. 

mg LIEBERMANY- Habitus ; 
bei Krist. Ein- 
Smp. aus dampf- 

riickstand Methanol 

BURCHARD- Losunqsmittcl 
Keaktion 

h-9 
10-13 
14-19 
20- 22 
23-25 
16-28 
20-32 
33 34 
35-39 

I'etroliither-Bcnzol-(l :2) . . . .  

I~'etrolkitlicr-Be~izol-(l :4) . . . .  

Henzol . . . . . . . . . . .  
Uenzol . . . . . . . . . . .  
Bcnzol . . . . . . . . . . .  

;ither . . . . . . . . . . . .  
Benzol-Kthcr-(+:l) . . . . . .  

I'entan-~enzol-(l:4) . . . . . .  
Benzol . . . . . . . . . . .  
Benzol-Ather-(4:1) . . . . . .  
T3enzol-Ather-(3:2) . . . . . .  
Benzol-Ather-(2.3) . . . . . .  
Hcnzol-Ather-(l :4) . . . . . .  
Athcr . . . . . . . . . . . .  
Chloroform . . . . . . . . .  
Gemisch+2yo Eisessig. . . . .  

2372 bkauZ3) 

1216 b1- r3 ) 

767 negativ 
354,5 blau + blau-grun 

intensiv griinp*) 

intensiv griinZ3) 

99,2 
20,l 

852 

175 
15,l. 
83,2 

0.5 
0 , j  
8s 
0 , s  
0,5 

51,O 

blau + grunz3) 
ncgativ 
blau + blau-gun 

amorph 
amorph 
132-141 C, 

amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 
amorph 

Nach zweimaligem Umkristallisicren wurden ails dcn Frakt. 12-14 insgesamt 332 mg gelb 
gefabtc Rliittchen, Smp. 114~-127" crhalten. Diese wurden durch Destillation im Molekularkolbcn 
gcreinigt. Zwischen 110-140" Bacltcmperatur und 0,02 Torr destilliertcn dabei 162,j mg, dic aus 
Mcthanol 128 mg farblose Rlittchen Smp. 138-140" lirfcrten; [a]? = - 31,6 & 2" (c = 1,lX in 
Chloroform). 

.\us dem rcstlichen Teil dcr pentanloslichcn Neutralstoffe wurdc durch Chromatographie an 
6.5 g Silicagcl54 xng Mcthylcncholestcrin Smp. 135 140' crhalten; Totalausbeute aus 1 kg Bienen: 
182 mg (0,018~"). 

Tabelle 5. Chromalographie a n  Silicogcl der ibenfanlGslichen Neutralteilr atis ~ ~ ~ ? a e n a r b c i t e r i n n e ~ z  

1 3  

4 8  

'J- 11 
12-14 
15-16 
17 19 
LO- 25 

amorph 

amorph 
am orph 
114-1 27" 
aniorph 
amorph 
amorph 

0-.1cPt~I-2~I-nzeIAylencholestrvir2 ( r7). - a) Aus Uienenkoniginnen-Sterin: 9,7 mg Sterin I, 
Snip. 138-145 I ,  wurden in 0,2 nil I'pridin gelost. mit 0,15 ml Acetanhydrid versetzt und 17 Std. 
au f  37 ' erwkiriiit. Hierauf wurde im Vakuurri einfedampft, in 5 ml Chloroform-Ather auIgcnommcn 
und drcimal mil jc 2 ml 2-n. HC1, 2-n. r\'a,CO, und Wasscr neutral gewaschen, ubcr Xa,SO, gc- 
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trocknet und cingedampft. Der neutralc Ruckstand, 0.8 mg, gab aus Methanol 7,s mg farblose 
Plattchen, Smp. 134-136' ; [alg = - 42.4 5 3O (c = 0,75 in Chloroform). Diese Kristalle gaben 
mit dcm Ausgangsmatcrial vermischt einc starke Smp.-Dcprcssion. 

h) Aus Bienenavbeitevinnen-Sterin: 86,l mg Sterin I, Smp. 138-140", wurden in 1 ml Pyridin 
,gelost. mit 0.9.5 ml .lcetanhyclrid versetzt und 1 7  Std. auf 37" erwarmt. Die gleichc Aufarbcitung 
wie unter a) bcschriebcn lieferte 98 mg neutrales Rohprodukt, welches aus  Methanol 68,l my: farb- 
lose Plattchen Smp. 131-134" gab; [a]g = -40,3 3 4.' (c = 0,71 in Chloroform). 

Nachweis vow Fovnialdehyd unter deli Ozonol~~se-Pvoduklen des erhaltenen 3-0-Acct~.1-24- 
IirPthylenzhoZesterins (IZ). 64,s mg 3-0-Acetyl-24-niethylencholcsterin (11) wurden in einem 
L)est.-Kolben von 50 ml Inhalt in 10 1111 Essigsaure gelost. Durch dicse Losung wurde unter Kuh- 
lung mit Wasser auf 20' cin mit Ozon beladener Sauerstoffstrom (entspr. 10 Mo1. 0,) gelcitet. 
Dann wurdcn 10 ml Wasscr zugesetzt und ca. 2/n der Lbsung abdcstilliert. Uas lkstillat wurde in 
einc Losung ron 100 mg Dimcdon (= Dimethyl-dihydro-resorcin) in 20 ml Wasscr eingelcitet. 
Durch Zusatz von 2-n. Sa,CO, wurdc das pH auf  5 gestellt und anschlicsscnd die Losung 30 3Tin. 
in schwachem Sieden gchalten. Nach dem Abkiihlcn wurdcn die ausgeschiedenen Kristalle ah- 
genutscht, mit Wasscr gcwaschen und getrocknet; Ausbeute 11,G mg Nadeln. Nach zwcimaligem 
Umkristallisieren aus Methanol Smp. 193-194"; Misch-Smp. mit authcntischcm Formaldchyd- 
Dimedon-Derivat ohnc Depression24). 

Die im Dest.-Kolhen zuriickbleibeude wasserige Losung aurdc mit 10 ml LVasser vcrdiinnt 
und drcinial rnit jc 20 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroform-Losungen wurden dreimal 
rnit je 5 ml2-n. S a , C 0 3  und zweimal rnit je 5 ml Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet untl 
im Vakuum eingcdampft. -%us dem Ruckstand, 65,4 mg, wurde im Molekularkolhcn hei 0,Ol Torr 
und 180" Badtemperatur 45,G mg farbloses Destillat erhalten, in dem sich durch Diinnschicht- 
chromatographie 3-O-A~etyl-24-keto-cholesterin~~) neben mindestens 5 andcren Substanzen 
nachweisen licss. Die 'rreiinung dieses Gcmisches wurde nicht durchgefiihrt. 

Owydation uo+r 24-~rethylencholestevin (I) nnch OPPENAUER. Die Losung von 1.0 mg 24-BIethy- 
lencholesterin (I) (aus Ricnenkoniginnen) in 2 ml Toluol wurde mit 0,2 ml Cyclohexanon versetzt 
und im &st.-Kolben zum Sieden erhitzt. Inncrhalh von 30 Nin. wurdc langsam in der glcichen 
Ceschwindigkeit, wie das Toluol abdestilliertc, eine Losung von 8 mg Al-Isopropylat in 1 ml Toluol 
zugetropft. Hierauf wurde rnit 1 ml eincr gcsattigten wlsserigen Losung von Na-K-Tartrat ver- 
setzt und dreimal mit j e  10 ml Athcr ausgeschiittelt. 'Die vereinigt.cn :&therlosungen wurdcn drei- 
ma1 mit jc 0.5 nil Na-I<-Tartrat-Losung und zwcimal mit je 0.5 ml Wasser gewaschcn, iiber Ku'a,S04 
getrocknet und eingcdampft. Der Ruckstand, 1,5 mg, wurde im Molekularkolhcn bei 0,03 Torr 
und 95-130" Badtempcratur destilliert. ])as farhlose Uestillat, 1,35 mg, liefertc aus Methanol 
0.35 mg farblose Rosetten Smp. 76-84'; UV.-Aibs.-Spektrum: A,,, 241 mp (log E = 4,O). Mit 
Cholcstenon vom Smp. 73-79" gab die Substanz eine Smp.-Depression von 6-12". 

Titrimetvische Resfimniung der Aufnahme oon Bvom von 24-Meihylencholestevin ( I )  r e ) .  In 
cincm 7-ml-Schliffkolbchcn wurden 1,155 mg 24-lllethylencholesterin (aus Rienenkoniginnen) 
cingewogen, in 1 ml reinstcm Eisessig gelost und rnit 0,500 ml einer 0,04-n. Rromlosung in Eis- 
essig versetzt. Nachdem 2 Min. im vcrschlosscnen Gefass magnctisch geriihrt worden war, wirde 
4 Std. bei 20' im Dunkeln stehengclasscn. Dann wurde mit 1 ml Wasser und ca. 4 Kristallcn KJ 
versetzt und hierauf unter Riihren rnit 0,02-n. Sa,S,O, mit Thyodenc als Indikator titriert. L'uter 
den genau glcichcn Bedingungen wurde eine Bcstimmung ohne Substanz durchgefiihrt. Die Dif- 
ferenz des Verbrauches entsprach 0,583 ml 0,02-n. Rrom-Losung entspr. 0,934 mg Brom otler 
2,Ol. Mol., her. aof C,,H,O (396.6). In  cinem Parallelversuch \-rrbrauchte C.liolestcrin 0,96 1101. 
Broni. 

Zusammen fassiing 
Aus den pentanloslichen Neutralstoffen von t-Butanol-Extrakten von Koniginnen 

und Arbeitcrinnen der Honigbiene (Apis  nzellifica L.) konnte 24-Methylencholestenn 
isoliert werden. 

Organisch-chemische Anstalt der Univcrsitat Base1 

s4) In  Vorversuchen murden aus Limonen unter den gleichen Reaktionsbedingungen 52:; 
der Th. an Formaldehyd-dimedon gefasst. 

26) Wir danken Herrn E. FLURY fur die Durchfiihrimg dieser Bestinimung. 




