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2. Zur Biosynthese des Dendrolasins, eines Inhaltsstoffes
der Ameise Lasius fuliginosus LATR.

von E. E. Waldner, Ch. Schlatter und H. Schmid

Organisch-chemisches Institut der Universitit Zirich

(4. XT. 68)

Susmmary. By fceding the ant Lasius fuliginosus 1.ATR. with [UC}-I-acetate, [UC)-2-acctate,
[1#C]-2-mevalonate, [MC]-1-glucose and [14C]-U-glucose, incorporation ratios of 10-4 — 0,159, were
obtained in the sesquiterpenoid dendrolasin. It was shown by analysis of the labelling pattern in
dendrolasin that the insertions were spread over the whole molecule in exactly the manner that
would be expected from terpene biosynthesis.

Die in Europa weit verbreitete schwarz glinzende Holzameise Lasius fuliginosus
Latr. enthilt zu ca. 19, des Lebendgewichtes das Sesquiterpen Dendrolasin. Der 6lige
Stoff wurde zuerst von PAvAN [1] isoliert. QuiLico, Prozzr & Pavax fithrten im Jahre
1957 die Strukturaufklirung aus?) [2].

Es ist interessant, dass Dendrolasin von japanischen Autoren auch im Fusels] der
siiszen Kartoffel [3] und im Wasserdampfdestillat des Stammholzes von Torreva nuci-
fera SIEB ef Zucc. [4] nachgewiesen wurde.

Die Struktur von Dendrolasin legt nahe, dass die Substanz wie andere Terpenoide
aus Isopreneinheiten aufgebaut wird. Mit [14C]-2-Mevalonat als Vorldufer miissten die
C-Atome 4, 8 und 12 je !/; der inkorporierten Aktivitdt, mit [%Cl-1-Acetat die C-
Atome 1, 3,5, 7, 9 und 11 je 1/, der Gesamtaktivitdt enthalten.

1966 berichteten CASTELLANI & PavaN [5], dass beim Verfiittern von [14C]-2-Meva-
lonat an Lastus fuliginosus LATR. diese radioaktives Dendrolasin synthetisierten. Eine
Inkorporierungsrate wurde nicht angegeben und ein Abbau des markierten Dedrola-
sins nicht ausgefiihrt.

Unabhingig von den Studien von CASTELLANI & Pavan haben wir ebenfalls un-
tersucht, ob an Lasius fuliginosus verabreichte radioaktive Vorldufer in Dendrolasin
eingebaut werden.

In sechs Versuchen wurden je 30 uc Natrium-[4C]-2-mevalonat zusammen mit
dem Futter je 4-10 g Ameisen verabreicht. Die Tiere wurden nach wenigen Stunden
bis 18 Tagen nach Zugabe von inaktivem Dendrolasin aufgearbeitet. Die Dendrolasin-
fraktion wurde durch Chromatographie an Kieselgel, an Aluminiumoxid und durch
Hochvakuumdestillation gereinigt. Hierauf wurde das schén kristallisierende Dien-
addukt mit N-Phenyl-maleinimid bereitet, welches an Kieselgel chromatographiert
und anschliessend mehrmals umkristallisiert wurde. Zwischen den Kristallisationen
trat kein Aktivitdtsabfall ein. Die Inkorporierungsraten sind in Tab.1 wiedergegeben;;
sie sind ausserordentlich niedrig und liegen zwischen 1073 und 10-%%,. Auch mit radio-
aktivem Acetat waren die Einbauraten nicht wesentlich besser, mit Ausnahme cines

1) Das von Irl. Dr. R.MonDELLI, Istituto di Chimica del Politecnico Milano, Italicn, aufgenom-
mene und interpreticrte 100-MHz-NMR.-Spektrum steht mit der Strukturformel in vollem
Einklang (Privatmitteilung vom 13. 7. 1966).
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Tabelle 1. Versuche mit vadioaktiven Vorldufern

Ver- Monat Radioaktive Verabrei- Aktivitit*) Einbaurate*) Aktivitit*)
such Vorlaufer chungsart im Pentan- in Dendrolasin in der
Nr. auszug [%] [%)] Kohlen-

wasserstoff-

Fraktion [%]

1-6 Nov., Dez. Na-14C-2-Mevalonat TFitterung 1,5 2-10-4-10-3 0,9

8-10 Jan.~Juni Na-1C-1-Acetat Fitterung 1,5-4 10-4-0,5-10-3 1,1-3,2

11 August Na-14C-1-Acetat Tutterung 1,35 2:10"2 0,9

13-15 Mai Na-14(C-1-Acetat Injektion 3-3,5 3-1073%-7.10"% 3,1

17 Juli 14C-UJ-Glucose Fiatterung 11,7 1,5-10°1 0,1

18 Oktober  1C-U-Glucosc Fitterung 4,3 ~ 108 nicht best.
19 Sept. 14C-1-Glucose Futterung 20 4.104 nicht Dest.
16 Feb. T-U-Cholesterin Fatterung 27 <1074 nicht best.

*) Bezogen auf die aus dem Futtergefdss aufgenommene Aktivitit

Formelschema

CHy

"
Dienaddukt aus Dendrolasin

N [2]
/
CsHs
D
HyC. °
3NN 7 Ea 2
-] o ]
CH. CH. ™Np>!
i) 53 0
Dendrotasin
KMnOs/NaJO4

2 10 &
Hach H0C s o 0 HOCN s

COH
C
11'H3 9”3
{als - Bromphenacylester)
Naov NaOJ
10
1'u.12 at2 1

. H,0C
CHJ;  CHy=COpH CHu; %0 NN CoH

(als p-Bromphenacylesier)

[ erwartete Aktivitdt bei [14C]-2-Mcvalonat-Fiitterung
O erwartete Aktivitdt bei [1C]-1-Acetat-Fitterung



HerveTtica CHiMIca Acta — Vol 52, Fasc. 1 (1969) — Nr. 2 17

Versuches im August, in dem eine Inkorporierung von immerhin 2 x 10-29, beob-
achtet wurde. Bemerkenswert sind zwei Versuche mit uniform markierter Glucose.
Beim Experiment im Juli betrug die Inkorporierung 0,159%,, beim Versuch im Oktober
wurde praktisch kein Einbau (=& 10-%%) festgestellt. Sehr klein war die Einbaurate
von {14C]-1-Glucose und tritiertem Cholesterin.

Trotz der sehr geringen Aktivitdt hat man das Dendrolasin nach folgendem Sche-
ma abgebaut (Formelschema 1): Durch KMnO,/Na JO,-Oxydation [6] erhielt man die
drei Spaltstiicke Aceton, Lavulinsdure und Bernsteinsdure. Das Aceton wurde direkt
in Jodoform und Essigsdure umgewandelt, welche als p-Bromphenacylester gemessen
wurde. Livulinsdure wurde ebenfalls als p-Bromphenacylester, Bernsteinsiure nach
Kristallisation und Sublimation direkt ausgezdhlt. Auch die Livulinsiure hat man
mit NaO] abgebaut und die Spaltstiicke Jodoform und Bernsteinsiure direkt be-
stimmt.

Die Dendrolasinpriparate aus den Versuchen 1-6 (Mevalonat-Fiitterung) wurden
vereinigt, die Priparate aus den Versuchen 10 und 11 (Acetat-Fiitterung) sowie 17
(Glucose-Fiitterung) getrennt abgebaut (s. Tab.2). Trotz der durch die geringen Akti-
vitdten bedingten grossen Fehlerbreite von ca. 4109, der angegebenen Werte sind
unserer Ansicht nach die Aktivititen des Jodoforms aus den C-Atomen 11’ und 12 des
Mevalonat- und Acetat-Dendrolasins sowie die Aktivitit des Jodoforms aus dem C-
Atom 7' (Acetat-Dendrolasin) deutlich verschieden von den Radioaktivititen der bei-
den Jodoformpriparate aus dem ['C]-U-Glucose-Dendrolasin, in welchem jedes C-
Atom 1/,; der Aktivitadt besitzt. Daraus ist der Schluss zu ziehen, dass sowohl Acetat
wie Mevalonat in der fiir Terpenoide giiltigen Weise spezifisch in Dendrolasin einge-
baut werden [7].

Tabelle 2. Verteilung dev Aktivitdt in den Abbauprodukten von Dendrolasin

(relative molare Aktivitaten)

Versuch Nr, 1-6 10 11 17
radioaktive Na-14C-2- Na-14C-1- Na-14C-1- 1uC.y-
Vorlaufer Mevalonat Acetat Acetat Glucose
Dendrolasin 1,0 1,0 1,0 1,0
CHTJ, (C-117 oder 12) 0,16 0,00 0,01 0,07
CH;COOH 0,15 0,18 0,13 0,13
(C-11; C-11" oder 12)

CH;COCH,CH,COOH 0,30 0,36 0,31 0,33
(C-7",7+:8,9,10)

HOOCCH,CH,COOH 0,25 0,25 0,24 0,28
(C-3,4,5,6)

CHJ, (C-7) - - 0,00 0,07
HOOCCH,CH,COOH . - 0.26 0,27
(C-7,8,9,10)

Beider Chromatographie der Dendrolasin-haltigen Pentanextrakte wurde jedesmal
eine rascher als Dendrolasin wandernde stark radioaktive Fraktion erhalten (s. Figur
im exp. Teil). Die Aktivitat dieser Fraktion belief sich bei den Mevalonat-Versuchen
auf 0,99, bei den Acetat-Versuchen auf 1,1-3,29, und beim [14C]—U-Glucose—Versf1Ch

2
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auf 0,19, der gefiitterten Aktivitit (s. Tab.1). Diese Fraktion war unverseifbar und
besteht auf Grund von gas-chromatographischen, chemischen und spektroskopischen
Untersuchungen aus einem Gemisch von gerad- und verzweigt-kettigen gesittigten
Kohlenwasserstoffen von C;; bis ca. C,. Unverzweigte Kohlenwasserstoffe wurden
bereits frither in Ameisen aufgefunden, so Undecan in Lasius (Chthonolasius) umbratus
NvL. |8] sowie Undecan und Tridecan in Lastus fuliginosus LATR. [9].

Der Kohlenwasserstofffraktion aus den Mevalonat-Experimenten Nr.1-6, welche
einen gas-chromatographisch ermittelten Gehalt von 5,49, an Undecan besitzt, hat
man reines inaktives Undecan zugefiigt und dieses hierauf mit Hilfe von praparativer
Gas-Chromatographie zurtickgewonnen und anschliessend aus Pentan bei tiefer Tem-
peratur umkristallisiert. Es besass danach 0,45%, der Aktivitdt der entsprechenden
Kohlenwasserstoffraktion. Die Inkorporierungsrate des Undecans betrigt daher
3 x 10739%,. Die Aktivitat der Kohlenwasserstoffraktion beruht somit vorwiegend
auf dem Einbau von *C in héhere Kohlenwasserstoffe.

Die Aktivitat von bis zu 39, der angebotenen «Tracer» im Pentanextrakt zeigt,
dass die verabreichten wasserldslichen Vorldufer von der Ameise aufgenommen wer-
den und in den Stoffwechsel eingehen.

Wie erwihnt ist das aus Lastus fuliginosus LATR. isolierte radioaktive Dendrolasin
mevaloniden Ursprungs. Fiir die sehr geringe Inkorporierungsrate fiir Mevalonat und
Acetat gibt es folgende Erklarungsméglichkeiten: 1. Die Ameise baut héchstens einen
selir kleinen Teil ihres Dendrolasins aus Acetat oder Mevalonat auf; die Hauptmenge
entsteht auf einem anderen Weg. 2. Bei unseren Versuchen synthetisierten die Amei-
sen praktisch kein neues Dendrolasin. 3. Fremdorganismen bauen einen unbekannten
mevaloniden Vorldufer auf, der von der Ameise fiir die Dendrolasin-Synthese ver-
wendet werden kann. 4. Die verfiitterten oder injizierten Vorldufer Acetat und Meva-
lonat werden zwar von der Ameise metabolisiert (sieche den relativ starken Einbau in
die Kohlenwasserstofffraktion), gelangen aber aus irgendwelchen Griinden nur zu
einem sehr kleinen Teil an den Ort der Biosynthese des Dendrolasins. 5. Das in der
Ameise enthaltene Dendrolasin stammt vollstindig aus der Nahrung. Da der Den-
drolasingehalt 19, betrdgt, erachten wir diese Hypothese fiir unwalirscheinlich.

Uber die Biosynthese von isoprenoiden Insekteninhaltsstoffen ist allgemein noch
wenig bekannt. Nach ScHMIALEK [10] wird [1*C}-2-Mevalonat von Samia cynthia (Wild-
seidenspinner) in Farnesol, Farnesal und Nerolidol, und nach Happ & MEINWALD [11]
wird derselbe Vorlaufer, sowie [**C]-1- und -2-Acetat, durch die Ameise Acanthomyops
claviger (ROGER) in Citronellal und Citral eingebaut. Angaben iiber Einbauraten feh-
len. Wie schon in der Einleitung erwidhnt, beobachteten CASTELLANI & Pavax [5] den
Einbau von {14C]-2-Mevalonat durch Lasius fuliginosus in Dendrolasin. Auch hier
fehlt die Angabe der Einbaurate. Etwas spater haben MEiNwaLD, Harp, LaBowS &
E1sNER {12] bei der Gespenstheuschrecke Anisomorpha buprestoides die Inkorporierung
von Acetat (Einbaurate 4-8 x 10729%,) und [YC]-2-Mevalolacton (Einbaurate
8 x 1073%,) in das cyclopentanoide Terpen Anisomorphal gefunden. In keinem Fall
wurde ein Abbau durchgefiihrt. Die Frage, ob die verabreichten Vorldufer spezifisch
in die untersuchten Terpene eingebaut werden, ist somit noch offen. In diesem Zu-
sammenhang von Interesse sind die Befunde, wonach Insekten nicht imstande sind,
Steroide aus Terpenvorliufern zu synthetisieren {13]. So haben CLARK & BrocHh [14]
gefunden, dass der Kifer Deyrmestes vulpinus FABr. weder {14C]-1-Acetat noch [14C]-



Herverica CHiMrea Acra - Vol 32, Fasc. 1 (1969) - Nr. 2 19

U-Fructose in Squalen oder Steroide einbaut. Aktivitidt fand sich hingegen in einer
Mischung gesittigter, unverzweigter aliphatischer Kohlenwasserstoffe (Molekular-
gewicht ca. 346) und in einer aliphatischen Alkoholfraktion (Molekulargewicht ca.
395).

Wir danken sehr Herrn Dr. H. KorTER (M4nnedorf ZH) und Herrn Dr. W. HANGARTNER {zur
Ze¢it Harvard University USA) far ihre Hilfe und Ratschldge; zu danken haben wir ferner Herrn
Prof. Dr. K.Gros (Ziirich) fiir gas-chromatographische Untersuchungen, Herrn E.KUBLI
(Zurich) fur die Injektionsversuche, Herrn H.FroHOFER (Mikroanalytisches Labor) fiir die
Radioaktivititsbestimmungen und dem ScHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir die gewihrte
Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

1. Fiittevungsversuche. Dic verwendeten Ameisen Lasius fuliginosus LATR. (nur Arbeiterinnen)
wurden fiir jeden Versuch Irisch in der Umgebung von Ziirich gesammelt. Die Amecisen wurden in
Iristallisicrschalen von 25 cm Durchmesser, die am Rande mit Paraffin eingerieben und mit Gaze
verschlossen waren, gehalten. Die Schalen goss man mit Gips aus, der standig feucht gehalten
wurde. Pro Versuch wurden 4-10 g Ameisen verwendet, dic erst 1-2 Tage nach dem Sammeln ge-
fiittert wurden. Als Futterndpfe dienten kleine Plastikschalchen (30 X 5 mm). Die verwendeten
Futterlésungen sind in der nachstehenden Tab. 3 aufgefiihrt. Amn Anfang wurden 1-2 ml Futter-
16sung gegeben. Anschliessend wurde regelmissig mit Wasser nachgefiillt. Bei den Versuchen 17
bis 19 wurden zweimal im Abstand von einigen Std. je 200-300 Amecisen aus einem fremden Nest
zugesetzt. Weitere Angaben s. Tab. 3.

2. Isolievung und Abbau von Dendrolasin. — 2.1. Allgemeine Bemevkungen: Smp. auf Schmelz-
punktsmikroskop METTLER FP 2. Ditnnschichtchromatogramme an Kieselgel MErck HE,g,. Tarb-
reaktion mit 0,5 g Vanillin in 50 ml konz. Salzsiure {Vanillinreaktion). Priparative Chromato-
gramme an ISieselgel MERCK (0,05-0,2 mm) Laufmittel fiir Ditnnschicht- und priaparative Chro-
matographien: Pentan; Benzol; Pentan/Ather — 5/1. Gas-Chromatogramme: CaRLO ERBA,
Modell D, FID, und AErRoGrRAPH, Modell 1520 B. Sdulen: Glas 75 m ¢ 0,04 mm, 8%, Emulphor;
Glas 37 m, idem.; Glas 30 m @ 0,04 mm, 8% Ucon; Glas 20 m @& 0,033 mm, Polytrifluor-
chlordthylen SE 30. Stahl 1,2 m x 1,8”, 109, Emulphor Chromosorb W 100/120 mesh. Abdampf-
operationen im Rotationsverdampfer bei 30—40°/12 Torr. Destillationen i Kugelrohr und Luft-
bad bei 10-3 Torr. Dic Radioaktivitdtshestimmungen hat man mit Hilfe cines Flussigkeits-Szintil-
lationspeltrometers Tricarb Mod. 314 EX (PackaArRD INSTRUMENT Co., Ill. USA) ausgefithrt. Die
Verbindungen, 1--7 mg, wurden in eincm Gemisch aus 10 ml Szintillationslésung, 6,5 ml Methanol
und 1,5 ml einer 10-proz. mcthanolischen Athanolaminlésung aufgenommen. Die Szintillations-
losung bestand aus 4,0 g PPO (2, 5-Diphenyloxazol) und 100 mg POPOP (1,4-Bis-[2-(5-phenyl-
oxazolyl)]-benzol) in 1000 ml rcinem Toluol. Zahlausbeute: 559%,. Allfallig auftretende Losch-Ef-
fckte wurden beriicksichtigt. Nach Méglichkeit wurden Doppel- oder Mehrfachbestimmungen aus-
gefithrt. Die zu bestimmenden Praparate zeigten eine sebr geringe Aktivitdt, in der Regel etwa
10 cpm iiber dem Blindwert. Dic Proben wurden auf einen statistischen Standardfehler von 459
ausgezdhlt. Geschitzte Reproduzierbarkeit der Messungen: 4 109.

2.2. Isolievung von Dendrolasin: Ca. 500 g frisch gesammeclte Ameisen hat man im Mixer mit
wenig Pentan zerkleinert und den Brei so lange mit Pentan extrahiert, bis der Extrakt keinc
Vanillinreaktion (rotviolett) mchr gab. Nach dem Filtrieren wurde der Extrakt getrocknet, cinge-
dampft und der dunkelbraune, dlige Riickstand iiber 600 g Iiesclgel mit Pentan filtriert. Man
eluierte so lange mit Pentan, bis die Ausziige keine Vanillinreaktion mchr gaben. Das eingedampfte
Pentaneluat hat man an 150 g Kieselgel mit Pentan chromatographicert, wobei folgende Fraktionen
erhalten wurden: 2.2.1.: 2,1 g; 2.2.2.: 4,3 g; 2.2.3.: 0,7 g cines gelben Oles.

Dic Fraktion 2.2.2. stellte im wesentlichen Dendrolasin dar. Gas-chromatographisch war das
Praparat mindestens zu 959, rein. Zur weiteren Reinigung wurde das Dendrolasin bei 80° im
Hochvakuum destilliert. #3 = 1,489. IR.-Spektrum {Film): Bandcn bei 1667, 1563, 1504, 1164,
1063, 1024, 871, 830, 772 cm™L. MS.-Spektrum [m/fe (%)]: 218 (M+, 2), 203 (6), 175 (10), 136 (9,5),
123 (5), 95 (10), 82 (17), 81 (95), 69 (100), 53 (39}, 41 (88), 39 (21). — Diese physikalischen Daten
stimmen mit den in der Literatur fiir Dendrolasin gegebenen Werten [2] [9] tiberein. Das so erhal-
tene Dendrolasin wurde bei den Fiatterungsversuchen zum Verdiinnen verwendet.



"UIQRLIIdA 191QI0IN,] WD I UBW JBY ULISISI[OY)) dA1NBOIPRI 9350198 Iaypy Sruoa ul se(J
USSIOWLY ()¢ Ul USUONe[u] {SunsQ-a@oONI¥-USNAsUT (W £(°) UT 3SQ[28 190®1],
“«jopeqa8» SunsQIeoel], I981I19ssEm [UI 7 JIUI UIQIONPUNY-[WI-(0T WAUId Ul uapinm wdsrowry 00T of

R

v

JRIATINY 9119110J08/SUISR[OIPUI(] SOP 1BHATINBIWESI) X ()T YoIo[8 18T %, ur ojernequiy (q
%C > 1B
o~ STAI]Y QUIUTOMITHININZ OTP JeM UOYONSIIA U[[ 10g] "VEIATIHY 93Ia1[0SIHONINZ $SBJOSI0)IN ] WI — JBUAIIYY dUSI0QOSUR = JBHANNY 311031I0Jo0) (e
=
\,A =01 + e-01-2L'T 0¢ 9500NT)~T-Dy1 IOIqUIINM[YO]Y PUN IOSSEAN Jrur SIUOH L L9 1dag 61
= 01~ e0l- 9 00T 950001~ Dy I0IqUIINM[YSY PUN IOSSEAN JTUl BTUOH z L9 30 81
L -01-¢T e-0T- 9T 00Z 95000 [)-11-Op1 IqUIINAM[YSY PUN ISSSEAY JIW FIUOH 91 Lormf L1
= 0T = 0TS¢ 0001 uLI)SAOY)-1-L {oPIqUUINATYP I
- PUn 19SSe AN JTUL JOYONZIYOY] z L9791 (o1
2 (peOT -¢ 0T+ € z'o 1e300V - 1-DprEN {puonyolug I LY TR (ST
B (pe-01-€77 0T+ € 0 18190V -T-Dpr BN (p uonyyaluy +0 LOTEIX (b1
N 0T~ L 0T € zo 1e100¥ - T-Dp1EN (puorispalug Z'0 L9 TeIX (€1
. (o= - - 1BI0OV-T-Dpr BN (> uapeg L1 L9 ey Gzt
= =-01- ¢ e-0T-+1 00S 18300V - 1-Dp1 BN [3IQUIINA YD PUN I0SSEA JTul BIUOH 0¢ £9 "8y 11
: -0T- ¢ e-01-8C 0001 ¥BIOV-T-Dpr BN TOIQULINAM[UIA PUN 1SS Ay HW SIUOL 7 o f 1)}
= 00 ¢ =0T -+1 0¢ 1BIOOV-T-Dpr BN TOIqUIINM[USJA JUI TOSSEAY 3 L9 eI 6
= 012 —01-8°Z 001 18I0V - T-Dp1- BN Sunso[IooNZIY0Y d81Iessem “201d-(7 4 L9 uef &
5 - 0T 2% ¢1 FRUOTRAI-Z-Dp1-BN (> uopeg T°0 L9TPIX G2
= [ eo01-6%8 0f  YRUOTRAOW-Z-Dp1~BN /1 = 19sse M [BIUOyUOTOI 81 99 'zo(q 9
gz 0T~ | ¢01-6'8 0€  YRUO[BAIN-Z-Dy-BN 1/1 = 1assep/Sruoyuouaryg 0T 99 "zo(] ¢
~ 0T ¢ z-0T-6'8 0¢  YEUO[BAOIN-Z-Dpr-eN /1 = 19ssep [Sruoyususrg z 99 "za(L +
m e-0T «01-6'8 0¢ YEUOTBAOIN-Z-Dp1- BN Junsorroonzigoy a81Iessem ‘zoid-o7 T 99 "AON €
A 0T 9 e-0T-6'8 0f  JBUOTBAO-Z-Dp1 BN dunso[oyonziyoy ofressem zoid-g7 z'0 99 "A0N z
m 0T € e-0T-6'8 0¢ JRUOTRAIN-Z-Dpr BN Junsoroxonziyoy 23uessem ‘zoid-gz 10 99 "AON 1
o
UISB[OIPUI(] (e [077]
wr (qoyes SIOJNEIIOA SO JBIAIP(Y [e3e]1] IN
-nequiy fww] a8uapy 9319330J00) I100BI], 19)Z}0S08N7 YosIwuogion,y  Iene(g wnje  YONSIOA

20

uagunduipaqsSuntoyn.y "¢ o[dqeL



Herverica Crimica Acra — Vol. 532, Ifasc. 1 {1969) — Nr. 2 21

2.3. Dienaddukt von Dendrolasin: 50 mg rcines Dendrolasin und 50 mg frisch im Hochvakuum
sublimiertes N-Phenyl-maleinimid in 5 ml Toluol liess man 24 Std. bei 20° stehen. Nach dem Ab-
dampfen des Losungsmittels wurde der Riickstand an 5 g Kieselgel chromatographiert. Pentan
eluierte uiberschiissiges N-Phenylmaleinimid, Pentan/Ather = 1/5 das Dienaddukt. Smp. der
farblosen Plattchen nach dem Umbkristallisieren aus Ather/Pentan: 111,5-112°. Ausbeute 86 mg
(96%,). 1IR.-Spektrum (KBr): 1712, 1783 cm! (Imid). NMR.-Spektrum (100 MHz), {CDCl,,
Tetramethylsilan als externer Standard): 7,20-7,47 ppm (5 H, Aromatenmultiplett), 6,07 ppm
(H-C(6), Triplett, J & 1 Hz), 5,30 ppm (H-C(10), Triplett J &~ 1 Hz), 5,14 (H-C(2), Singulett),

H. _H
5,08 (H-C(3’) und H-C(1), Multiplett), 3,03 und 2,95 o ///\\1/\\0 . je 1 Dublett, J~ 7 Hz |,

I

H H H H H
2,26 und 2,02 ( >C(())7C(8)/ und  >CGB)-CHT je 1 Multiplett), 1,69 (H}C(T)J Singu-
H \H

\H H/ ~

| H_ H
lett), 1,62 (H}C(u’), H=>C(12), Singulett>. MS.-Spektrum [m/e (%)]: 391 (M+, 4), 376 (1,5),
H H ,

348 (0,5), 335 (2), 333 (1), 308 (1), 218 (14), 203 (12), 175 (26), 174 (26), 173 (67), 81 (78), 69 (100).

2.4. Oxydativer Abbaw von Dendrolasin: 100 mg (0,46 mMol) Dendrolasin wurden wahrend
5 Std. bei 20° unter Lichtausschluss mit einer Losung von 2,6 g (12 mFG) NaJO,, 50 mg (0,32 mFG)
KMnQ,, 400 mg K,CO; in 200 ml Wasser kraftig geriihrt. Anschliessend wurde mit einer Eis/
Kochsalz-Mischung geliihlt und die klare violette Lésung mit cincer Losung aus 10 g Na,SO,4 und
7 ml konz. HCl in 50 ml Wasser titriert, bis die Reaktionslésung klar und nurmehr hellgelb ge-
farbt war. Anschliessend wurden 50 ml abdestilliert und das Acefon enthaltende Destillat unter
guter Kihlung aufgefangen.

2.4.1. Dieses Destillal wurde dann mit 10-proz. wisseriger Natronlauge stark alkalisch gestellt
und mit 10 ml einer Losung aus 200 g KJ und 100 g J, in 800 ml Wasser versetzt. Man liess 2 Std.
bei 20° stehen, entfernte uberschiissiges Jod durch Zugabe von Natronlauge und schiittelte das
Reaktionsgemisch mit Methylenchlorid aus. Die Methylenchloridphase wurde mit 1N NaOH ge-
waschen, getrocknet und eingedampft. Das erhaltene Jodoform (150 mg, 83%,) wurde zur Reini-
gung dreimal bei 50° im Hochvakuum sublimicrt.

2.4.2. Dic alkalische Losung aus dev Jodoformyveaktion hat man mit starker Schwefclsidure an-
gesduert und das fiberschiissige Jod mit einer 10-proz. NaHSO,-Lésung unter Zusatz von wenig
Starke titriert. Aus einer KuaN-RoTH-Apparatur destillierte man ca. 300 ml Wasser ab, titrierte
mit 0,18 Natronlauge (Phenolphtalein), dampfte stark ein und setzte 5 ml Dimethylformamid und
85 mg (110%) p-Bromphenacylbromid zu. Nach 2 Std. Rithren bei Zimmertemperatur wurde im
Hochvakuum eingedampft und der Riickstand an einer Kieselgelplatte mit Benzol chromatogra-
phiert. Der erhaltene Essigsdure-p- Bvomphenacylester (55 mg, 42%,) wurde im Hochvakuum destil-
liert, aus Aceton/Pentan umkristallisiert und zur Analyse nochmals destilliert: Smp.: 84,3-85".

2.4.3. Die urspriingliche wasserige Qxydationslésung (2.4.) wurde angesiduert und erschépfend
mit Ather extrahiert. Der eingedampfte Atherextrakt lieferte 90 mg (ca. 85%) eines Gemisches von
Lavulin- und Bernsteinsidure. Dieses Gemisch nahm man in 10 ml Chloroform auf und zentrifu-
gierte dic unlésliche Bernsteinsdure ab. Die iiberstehende Lésung wurde eingedampit und der
Rickstand bei 120-130° destilliert. Das Destillat enthielt, wie die folgenden Kontrollexperimentc
zeigten, hochstens Spuren von Bernsteinsdure. Zur Kontrolle wurde dic destillierte Lavulinsdurc-
fraktion in 3 ml CH,OH/Ather (1/1) aufgenommen und auf die iiblichec Weise mit Diazomethan
in der Kilte umgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde eingedampft, in Ather gelst und gas-
chromatographisch auf den Gehalt an Bernsteinsdure-dimethylester untersucht. Es konnte neben
dem Lgvulinsdure-methylester kein Bernsteinsiurc-dimethylester festgestellt werden. — Die Hilfte
der erhaltenen Ldvulinsdure nahm man in wenig Wasser auf und wandelte sie in der oben beschrie-
benen Weise in den p-Bromphenacylester um, der durch Chromatographie und Umilésen in Aceton/
Pentan gereinigt wurde. Smp. 82,5-83,3°; Ausbeute 25 mg (38%,).

C3Hy0,Br (312)  Ber. C49,60 H4,17%  Gef. C49,73 H 4,229,

2.4.4. Die andere Halfte der Lgvulinsgure hat man mit 10 ml der unter 2.4.1. beschricbenen
Jodlssung oxydiert und wie dort angegeben auf Jodoform aufgearbeitet. Ausbeute 24 mg.
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2.4.5. Aus der alkalischen Lisung der Jodoformreaktion erhielt man nach Ansduern mit starker
Schwefelsiure, Titration mit NaHSO,;-Losung und crschépfender Atherextraktion nach dem Ein-
dampfen des Destillates einen Riickstand, der in gutem Hochvakuum bei 90° sublimiert (16 mg),
aus Methanol/Hexan umkristallisicrt und nochmals sublimicrt wnrde. Smp. der so crhaltenen
Beynsteinsdure 183,2-184,2°,

2.4.6. Die urspriinglich (2.4.3.) erhaltenc, mit Chloroform gewaschene Bernsfeinsdure (35 mg)
wurde ebenfalls durch Umkristallisation aus Methanol/Hexan und Sublimation gereinigt. Smp.
184,1-185,2°,

3. Isolievung und Abbau von Dendrolasin aus den Fiitterungsversuchen. Nach Beendigung der
Fitterung hat man dic 4-10 g Ameisen nach Tiefkithlung und Zugabe von 135-365 mg inaktivem
Dendrolasin mit Pentan homogenisiert. Anschliessend wurde der Brei crschépfend mit Pentan
extrahiert (SoXHLET). Die Pentanlésung wurde auf ca. 25 ml cingeengt und mit 1y NaOH, 1x HC]
und Wasscer gewaschen. Nach dem Trocknen wurde der Rickstand wic unter 2.2. beschrieben an
6 g Kieselgel chromatographiert. Eine typische Verteilung der Radioaktivitit bei diesen Chromato-
graphien zeigt die Figur. Die Dendrolasin-haltigen Fraktionen wurden an 1,5 g ncutralem Alox
WoeLM IIT und dann nochmals an 1,5 g Kieselgel chromatographiert. Das so erhaltcne Dendro-
lasin wurde zweimalim Hochvakuum destilliert. Ausbeute je nach Ansatz 100-200 mg geruch- und
farbloses Ol. Dieses Material wurde zum Teil in das Dienaddukt umgewandelt, der grosste Teil dem
Abbau wie unter 2.4. beschrieben unterworfen. Dic Resultate sind im theoretischen Teil wiederge-
geben.

Aktivitt dpm/ s
Fraktion (3mi)x10”

1

10+

Bereich mit deutlicher
rotvioletter Vanillin-Salzsdure-
7L Farbreaktion (Dendrolasin)

Kieselgelchvomatographie des Pentanextrakies aus
0 | > Ameisen des Fiitterungsversuches Nv. 3
0 5 10 15 20 Fraktions-Nr.

4. Citral. Dic Fraktion 2.2.3. enthielt auf Grund von diinnschichtchromatographischer und
gas-chromatographischer Evidenz cin Gemisch von cis- und #rans-Citral, in dem lectzteres vor-
herrschte. Bei den Experimenten 3, 5 und 6 wurden nach Abtrennung des Dendrolasins die Citral
cnthaltenden Fraktionen mit 100 mg inaktivem Citral versetzt und das Ganze in iiblicher Weise
[157 in das 2,4-Dinitrophenylhydrazon umgewandelt. Das erhaltene Rohprodukt wurde an einer
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Diinnschichtplatte aus Kiesclgel mit Benzol chromatographiert und aus Essigester/Pentan um-
kristallisiert. Das Dinitrophenylhydrazon hat man vor der Aktivititsmessung im Hochvakuum
getrocknet. Es handelt sich um cin Gemisch von cis- und trans-Citval-2,4-dinitrophenylhydrazon.
Smp. 118,5° Aktivitat «{ 200-600 dpm/mMol. In analoger Weise wurde noch Citral aus dem Ex-
periment 19 gewonnen. Das Priparat war praktisch inaktiv.

5. Kohlenwassevstoffe. Die Fraktion 2.2.7. (2,1 g) stellte im wesentlichen ein Gemisch aus Koh-
lenwasserstoffen dar. Nach dem Trocknen gab sie folgende Daten: IR. (Film): 2933, 1464, 1379,
870,3, 717,4 cm~L. NMR.-Spektrum (CCly) : keine Signale in der Region von 2,0-7 ppm; Multiplctt
zwischen 1,9 und 0,6 ppm mit breitem Singulctt bei 1,26 und Multiplett mit Zentrum bei 0,9 ppm.
Das Integralverhialtnis des Bereiches von 1,9 bis 1,0 ppm zu dem von 1,0 bis 0,6 ppm entspricht
2,2:1. Dics wiirde ein Verh#ltnis von Mcthylen- zu Mcthyl-Gruppen = 3,3 ergeben. Bei der Gas-
Chromatographie (Glaskapillarkolonne, Temperatur bis 190°) licssen sich etwa 30 Hauptpike er-
kennen, mit geschiatzten: maximalen Molekulargewicht von 562, Massenspektrometrisch licssen sich
von der Kohlenwasserstoffraktion Molckulargewichtspike bis ca. m/e 600 feststellen. Gaschromato-
graphisch liess sich in dieser Kohlenwasserstoffraktion cin Gehalt von 5,49, an »-Undecan nach-
weisen. (Quantitative Bestimmung mit #-Tetradecan als Eichsubstanz.)

(CH,)n (nx 14,03 Ber. C85,60 H 14,409,  Gef. C85,68; 86,01 H 14,49; 14,649,
2 /

Ein Teil dieser Kohlenwasserstoffraktion wurde mit ca. 5 mg der entsprechenden radioakti-
ven Kohlenwasscrstoffraktion aus Mevalonat-Fiitterungsversuchen Nr. 1-6 versetzt. Nach 15-
stdg. Kochen mit etwa 5~ dthanolisch wasseriger Kalilauge fand sich dic gesamte Aktivitat im
unverseifbaren Anteil wieder. Die Kohlenwasserstoffraktion wurde beim Erhitzen mit KMnO, in
Aceton, beim Bchandeln mit H,/Pt in Eisessig (keinc Wasserstoffaufnahme) oder beim Kochen
mit iiberschiissigem LiAlH, in Athcr gemiss den Gas-Chromatogrammen nicht in signifikanter
Weise verandert. Es handelt sich auf Grund der oben angefithrten Daten bei dieser Neutralfraktion
um ein Gemisch von gesittigten verzweigten und unverzweigten Kohlenwasserstoffen.

25 mg der aus den Mevalonat-Fiitterungsversuchen Nr. 1-6 erhaltenen Kohlenwasserstoff-
fraktion (undestillicrt) wurden in 2 ml wasserfreiem Pyridin und 2 mi wasserfreiem Acctanhydrid
wihrend 12 Std. auf 60° crwirmt. Das Reaktionsgemisch hat man hicrauf ima Hochvakuum cinge-
dampit, den Riickstand mit Eiswasser wahrend 30 Min. kraftig gerithrt und dann mit Pentan aus-
geschittelt. Dic Pentanfraktion hat man nacheinander mit 25 H,S0,, H,O, konz. NaHCO, und
konz. NaCl-Losung mehrmals gewaschen, itber wasscrfreiem Na, SO, getrocknet und cingedampft.
Das 1 R.-Spektrum (Film) des erhaltenen Produktes war vollstandig identisch mit demjenigen der
unbchandclten Kohlenwasserstoffraktion, insbesondere konnte keine Carbonylbande festgestellt
werden.

6. Isolievung von vadioaktivem Undecan. 240 mg der aus den Mevalonat-Fitterungsversuchen
crhaltenen Kohlenwasserstoffraktion (Aktivitat 5300 dpm/mg) wurde im Hochvakuum bis 150°/
10— Torr destilliert (Gewicht des Destillats 190 mg, Aktivitit 4600 dpm/mg; Gewicht des Riick-
standes 50 mg, Aktivitdt 7900 dpm/mg). 78 mg dieses Destillates (4600 dpm/mg) wurden mit 497
mg reinstem Undecan verdiinnt und das Ganze einer priaprativen Gas-Chromatographic (F+M
Mod. 770, Saule: 16%, XE 60 auf Chromosorh W (AW-DMST) 60-80 mesh, 2,44 m x 19 mm) unter-
worfen. Das erhaltene Undecan wurde bis zur Aktivititskonstanz in cinem Kohlensiure/Aceton-
Gemisch aus Pentan umkristallisiert und im Hochvakuum destilliert. Gefundene Aktivitdt 3,3
dpm/mg. Das Undecan enthilt somit 0,45 9, derAktivitit der Kohlenwasserstoffraktion. Dic
Inkorporierungsrate in Undecan betrdgt 3 x 10-39.
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3. Sur les constituants odorants de 1’essence absolue de Cassie
(Acacia farnesiana WILLD.)!)

par E. Demole, P. Enggist et M. Stoll

FirvENIcH & CiE, Laboratoire de Recherches, Genéve

(6 XI 68)

Summary. The absolute oil of cassie (Acacia farnesiana WILLD.) has been thoroughly investi-
gated by using several combined chromatographic techniques. Among the 38 new constituents
which were thus identified in this oil, four deserve a particular mention, namely, the ¢is-3-methyl-
dec-3-en-1-ol (I}, the related acid II1I, the #rans-3-mcthyl-dec-4-enoic acid (IV), and the homoter-
pene lactone dihydroactinidiolide (II). With the exception of the last one, these unusual C,;
compounds play a prominent role in the characteristic fragrance of cassie oil.

Introduction. La cassie ancienne (Acacia farnesiana WILLD.) est une plante buis-
sonniére et épineuse croissant a I'état sauvage dans de nombreux pays chauds. On la
cultive dans diverses contrées du bassin méditerranéen pour en extraire un parfum
agréable, particulierement apprécié dans les compositions a odeur de violette et
d’iris. Malheureusement, cette essence tend a se raréfier peu a peu dans le commerce,
aussi avons-nous entrepris d’en mettre au point une reconstitution synthétique fidéle,
offrant I'avantage d'un cofit et d’une accessibilité parfaitement stables. Dans cette
perspective, nous avons tout d’abord soumis I'absolue naturelle & une analyse chi-
mique poussée, et reconnu ainsi ses constituants les plus importants sur le plan olfac-
tif: ce travail fait I’objet de la présente publication. Il s’apparente, par le but pour-
suivi, & notre précédente étude de 1'essence de jasmin ( Jasminum grandiflorum L.) [1].

I’essence de cassie ancienne a déja fait I'objet de plusieurs investigations chimiques [2]. Au
début du siecle, les chercheurs de ScHIMMEL & Co [3] décelérent parmi ses constituants: les aldé-
hydes benzoique, anisique, décylique et cuminique; deux cétones présentant respectivement une
odcur de menthe et de violette; des traces de p-crésol; le salicylate de méthyle et 1’alcool benzylique.

Le farnésol fut cn outre détecté par HAARMANN & REIMER [4] en 1904 dans les parties lourdes de
I’essence. Plus récemment cnfin, en 1950, La Face [5] découvrit, dans une absolue de cassie pro-

1) Ce travail a été commencé au M.1.T. (Cambridge, USA), lors d'un séjour de E.D. (Postdoctoral
Fellow 1964-1965) dans lec service du Professeur G. Bticur. Nous exprimons a ce dernier notre
entiére gratitude pour sa trés aimable collaboration.



