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Defensive Secretions, Julida (Diplopoda)

Substituted p-benzoquinones ( =  quinones) and substituted hydroquinones [bis-trimethylsilyl- 
ethers or bis-trifluoroacetates] can be separated by gas-liquid chromatography using 50 meter long 
thinfilm capillaries (inner diameter: 0.25 mm) coated with silicone OV 17 (50% phenyl, methyl) 
or silicone DC 550 (25% phenyl, methyl).

Total retention times of various derivatives of p-benzoquinone and hydroquinone were deter­
mined.

Complex model mixtures of these derivatives can be separated by gas-liquid chromatography 
with temperature programs and the individual components can be clearly identified by their mass 
spectra in the sub microgram range by using combined gas-liquid chromatography/mass-spectro- 
metry. This microanalytical technique was applied to identify the defensive secretion components 
from members of the diplopod order Julida (Arthropoda). Julus n itidus produces a defensive 
secretion that consists exclusively of 2-methyl-3-methoxyquinone. The expelled defensive secretions 
of U nciger foetidus, C ylindroiulus coeruleocinctus (londinensis), Cylindroiulus punctatus, Cylin- 
droiulus luridus and O phyiulus psilosus consist of a 2-methylquinone and 2-methyl-3-methoxy- 
quinone mixture. The presence of the corresponding hydroquinones-2-methyl-hydroquinone and 
2-methyl-3-methoxyhydroquinone-was also determined in all cases.

Einleitung Art (interspezifische Wechselwirkungen) führten zu
t, . . , _ T , , , t i i i i  einer Einteilung der Sekretsubstanzen in Pheromone Bereits im 17. Jahrhundert1 wurde beobachtet, , A, , A ~. , und Abwehrstone,

daß Arthropoden-Ameisen und 1 ausendfußer- nach
äußerer Stimulierung flüssige Sekrete absondem. Pheromone steuern „chemisch“ soziale Verhal-
Diese werden in geringsten Mengen in exokrinen ‘^ w e ise n  von Individuen einer Art. Sie sind bei
Drüsen produziert und in sackähnlichen Reservoirs ^ " ," tem der ArthroPodenklasse Insecta weit 
gespeichert2’ 3 und daraus abgesondert4. Mit der
'it- r • i .. i ti/t *i j  l • Abwehrstoffe (repellents), die z.B. von Vertre-Verleinerung analytischer Methoden werden in zu- * i
nehmendem Maße Ergebnisse über die chemischen ternI der Arthropodenklasse Diplopoda produziert
c , i . * .1 i c i ,i . werden, dienen ausschließlich als chemische Kampf-Strukturen von Arthropoden-Sekretkomponenten „ ’ r

i t .  . . . i  j . c j  t  ■ * Stoffe um angreifende Feinde anderer Arten zu ver-pubhziert, über die zusammenlassend referiert 6
w ird5“ » . treiben'

Die identifizierten Sekretkomponenten, selbst von Als Wehrsekret-Komponenten bei Vertretern der
Tieren einer Arthropodenklasse, gehören verschiede- Dipl°p°den-0rdnungen Spirostreptida, Spirobolida,
nen chemischen Substanzklassen an. Jullda “nd Cambalida wurden vorwiegend p-Benzo-

Die physiologischen Wirkungen von Arthropo- chinon und dessen alky‘- und alkoxysubstituierte
densekreten auf Individuen der gleichen Art (intra- Derivate identifiziert“ . Von den Juliden wurden
spezifische Wechselwirkungen) oder einer anderen blsher folgende Arten hinsichtlich ihrer Wehrsekret-

Zusammensetzung untersucht:

* Ergebnisse aus der Dissertation, Hamburg 1974. Archiulus sabulosus L. Julus terrestis L. 12, Tri-
goniulus lumbricinus (Gerstäcker) 13, Brachyiulus 

Sondruckanforderungen an Dr. Harald Röper, Institut .7 . . i \ ia n  t  j  • i +
für Organische Chemie und Biochemie der Universität, ^ihnea tus  (Koch) 14, Cylindroiulus teutomcus
Martin-Luther-King-Platz 6, D -2000 H am burg 13. (Pocock)14, Uroblaniulus canadensis15 und Schizo-
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phyllum sabulosum16. Ein Gemisch aus 2-Methyl- 
chinon und 2-Methyl-3-methoxychinon wurde bei 
nahezu allen Arten als Wehrsekret identifiziert.

Bei Julus terrestis L. 12 war es p-Benzochinon, bei 
Uroblaniulus canadensis 15 ein Gemisch aus p-Benzo­
chinon und 2.3-Dimethoxychinon .

Aufschlüsse über die Biosynthese der Wehrsub­
stanzen ergaben in vivo Experimente mit 14C radio­
aktiv markierten Biosynthese-Vorstufen1'. p-Benzo­
chinon und dessen Derivate sind von stechendem 
Geruch. Sie sind chemisch reaktiv und deshalb Zell­
gifte.

Als Speicherformen in den Wehrdrüsen wurden 
die entsprechenden Hydrochinone, manchmal glyco- 
sidisch an Kohlenhydrate gebunden, erkannt. Aus 
diesen werden im Verlauf der Abwehraktion che­
misch und biochemisch die als Wehrstoffe wirksa­
men Chinone freigesetzt.

Die Arbeiten von Schildknecht über die „Explo­
sionschemie“ von Brachynus crepitans18,19 und 
analytische Befunde über den Wehrdrüseninhalt des 
Juliden Schizophyllum sabulosum 16 geben hierüber 
nähere Auskunft. Bei letzterem wurden im Wehr­
drüseninhalt neben 2-Methylchinon und 2-Methyl-3- 
methoxychinon die entsprechenden Hydrochinone 
dünnschichtchromatographisch nachgewiesen 16.

Eine Gesamtübersicht über das natürliche Vor­
kommen von chinoiden Verbindungen gibt Thom­
son 20.

Bislang nicht untersuchte Wehrsekrete mitteleuro­
päischer Juliden sollten hinsichtlich ihrer chemischen 
Zusammensetzung analysiert werden. Exemplare 
folgender Arten standen zur Verfügung (Anzahl 
der Exemplare): Jidus nitidus (19), Unciger foeti- 
dus (174), Cylindroiulus coeruleocinctus (londi- 
nensis) (68), Cylindroiulus punctatus (12), Cylin­
droiulus luridus (16) und Ophyiulus psilosus (23).

Wegen teilweise geringer zur Verfügung stehen­
der Sekretmengen sollte als empfindliche und in ihrer 
Aussagekraft eindeutige Trenn- und Nachweis­
methode die GC/MS-Analyse eingesetzt werden.

Materialien und Methoden

Tiermaterial
Die Juliden wurden in der näheren Umgebung 

Hamburgs gesammelt. Die Fundorte waren unter 
modernden Rinden geschlagener Buchen, unter Stei­
nen und in feuchtem Buchenlaub. Die Tiere wurden 
in Weckgläsern in feuchtem Buchenlaub bei 20 cC 
gehalten.

Sammeln und Lagerung der Wehrsekrete

Zum Sammeln der Wehrsekrete („Melken“ ) wur­
den Juliden einer Art durch Reiben der Cuticula 
mechanisch gereizt und die aus den Wehrdrüsen aus­
tretenden Sekrettröpfchen mit kleinen Filterpapier­
stückchen aufgesogen. Das gelblich gefärbte Filter­
papier wurde mit wenig p. a. Dichlormethan eluiert. 
Die Dichlormethan-Extrakte wurden im Kühlschrank 
bei 4 °C gelagert.

Diinnschichtchromatographie
DC-Untersuchungen wurden auf DC-Alufolien 

Kieselgel 60 F254 (Fa. Merck) durchgeführt.

Gaschromatographie
GC-Trennungen wurden an 50 m Dünnfilm-Stahl- 

kapillaren 0 ;: 0,25 mm durchgeführt. Gaschromato­
graph Modell F 20 (Fa. Perkin-Elmer) mit FID 
und Temperaturprogramm-Einheit. Arbeitsbedin­
gungen: Trägergasströmung [nachgereinigter Stick­
stoff] (1 ml/min), Strömungsteilung (1 : 50).

Gaschromatographie/Massenspektrometrie 
( GC/MS- Analyse)

GC/MS-Kombinationsgerät Model MAT 111 (Fa. 
Varian MAT, Bremen). Elektronenenergie: 8 0 eV, 
Elektronenstrom: 270 juA. Die Trennungen wurden 
an 50 m Dünnfilm-Stahlkapillaren 0 ;: 0,25 mm 
durchgeführt. Die Trägergasströmung (He) betrug
1,8 ml/min, die Strömungsteilung 1 : 50.

Vergleichssubstanzen
p-Benzochinon und dessen alkyl- und alkoxy-sub- 

stituierte Derivate (Tab. I) wurden in der Regel aus 
im Handel erhältlichen substituierten Phenolen und 
Anilinen durch Umsetzung mit Kaliumnitrosodisul- 
fonat (Fremy’s Salz) 21 nach Teuber et al. 22-26 
präparativ dargestellt.

Sie wurden durch Umkristallisieren, Sublimation 
oder Säulenchromatographie gereinigt.

Schmelzpunkte 22-26, UV-27, IR-28, NMR- 29 und 
Massenspektren 30 sind in Übereinstimmung mit An­
gaben aus der Literatur.

Substituierte Hydrochinone wurden aus entspre­
chenden substituierten p-Benzochinonen durch Re­
duktion mit S 02 nach Will und Pukall 31 präparativ 
dargestellt. Die Chinone wurden in Äthanol/Wasser 
=  1/1 (v/v) gelöst und S02-Gas bis zur Entfärbung 
der Lösungen eingeleitet. Nach Abziehen des Lö­
sungsmittels am Rotationsverdampfer wurden die 
Hydrochinone (Tab. II) aus Methanol, Äthanol/ 
Wasser, Benzol oder Ligroin umkristallisiert.
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Schmelzpunkte, IR- und Massenspektren bestätigen 
die Identität der Verbindungen.

Hydrochinon-Derivate für die Gaschromatographie

a) Hydrochinon-bis-trimethylsilyläther
Die substituierten Hydrochinone (Vergleichssub­

stanzen) oder Juliden-Wehrsekrete wurden in abs. 
Pyridin mit Hexamethyldisilazan/Trimethylchlorsilan 
(3/1) versetzt.

Nach 10-minütigem Stehen bei Raumtemperatur 
wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und der 
Rückstand mit p. a. n-Hexan aufgenommen. 1 /A des 
Überstandes wurde gaschromatographiert.
b) Hydrodiinon-bis-trifluoracetate

Die substituierten Hydrochinone (Vergleichssub­
stanzen) oder Juliden-Wehrsekrete wurden in Tri- 
fluoracetanhydrid gelöst und unter Zugabe katalyti­
scher Mengen Natriumtrifluoracetat35 5 min lang 
unter Feuchtigkeitsausschluß am Rückfluß gekocht. 
1 /̂ 1 der Lösung wurde gaschromatographiert.

Durchführung der Versuche
Dünnschichtchromatographische Vorversuche mit 

einigen Juliden-Wehrsekreten an DC-Alufolien (Kie­
selgel 60 F254) nach den Methoden von Barbier33, 
Schildknecht16, Petterson 34 und Harrison 35 deute­
ten auf die Gegenwart von Chinonen und Spuren 
von Hydrochinonen.

Tab. I. Gesamtretentionszeiten von substituierten p-Benzo- 
chinonen (Vergleichssubstanzen).

Chinon 50 m OV 17- 
Kapillare 
T: 140 °C 
*r [min]

50 m DC 550- 
Kapillare 
T: 140 °C 
fR [min]

p-Chinon * 9,70 7,08
2-Methylchinon * 11,20 8,10
2-Äthylchinon * 13,29 9,45
2-Methoxychinon * 26,30 15,50
2-Äthoxychinon 30,35 17,80
2.3-Dimethoxychinon * — 18,50
2.3-Dimethylchinon * 14,05 9,71
2.5-Dimethylchinon * 13,30 9,45
2.6-Dimethychinon 13,70 9,69
2-Methyl-3-methoxychinon * 16,28 11,12
2-Methyl-5-methoxychinon 35,82 20,65
2-Methyl-6-methoxydiinon 37,70 22,30
2.3.5-Trimethylchinon * — 12,30
2.3.5.6-Tetramethylchinon — 16,58
2 -Methyl-5-isopropylchinon — 12,88

* Bislang in Arthropoden-Wehrsekreten nachgewiesene 
p-Benzochinone.

— : Bei der Arbeitstemperatur nicht von der Kapillare 
eluiert.

Zur Durchführung von GC/MS-Spurenanalysen 
geringer Mengen von Juliden-Sekreten war es zu­
nächst erforderlich mit Hilfe der Vergleichssubstan­
zen geeignete GC-Phasen zu ermitteln.

11 9 8 6
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Abb. 1. Trennung eines Chinon-Mo- 
dellgemisches an der 50 m DC 550- 
Dünnfilm-Stahlkapillare mit Tempera­
turprogramm 5 min 120 °C (isotherm), 
Temperaturprogramm 120 bis 150 °C 
(2 °C/min) : 1: p-Chinon, 2: 2-Me- 
thylchinon, 3: 2-Äthylchinon, 4: 2.5- 
Dimethylchinon, 5: 2.6-Dimethylchinon, 
6 : 2.3-Dimethylchinon, 7: 2-Methyl-3- 
methoxychinon, 8 : 2.3.5-Trimethylchi- 
non, 9: 2-Methyl-5-isopropylchinon, 
10: 2-Methoxychinon, 11: 2.3.5.6-Tetra- 
methylchinon, 12: 2-Äthoxychinon, 13: 
2.3-Dimethoxychinon, 14: 2-Methyl-5- 
methoxychinon, 15: 2-Methyl-6-meth- 

oxychinon.
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Tab. II. Gesamtretentionszeiten von substituierten Hydro- 
chinon-bis-trimethylsilyläthern und Hydrochinon-bis-trifluor- 

acetaten (Vergleichssubstanzen).

Hydrochinon 50 m OV 17-Kapillare
Hydro- Hydro-
chinon-bis- chinon-bis-
trimethyl- trifluor-
silyläther acetate
T : 170 °C T: 1 1 0 °C
*r [min] fR [min]

Hydrochinon 11,39 —

2-Methylhydrochinon * 12,50 10,70
2-Äthylhydrochinon 13,55 —
2-Methoxyhydrodiinon 15,91 —
2-Äthoxyhydrochinon 26,45 —
2.3-Dimethoxyhydrochinon 16,52 —
2.3 -Dimethylhydrochinon 15,55 —
2 .5-Dimethylhydrochinon 13,22 —
2.6-Dimethylhydrochinon 15,29 —
2-Methyl-3-methoxyhydrodiinon * 15,55 15,50
2-Methyl-5-methoxyhydrochinon 17,42 —
2-Methyl-6-methoxyhydrochinon 18,35 —
2.3.5-Trimethylhydrochinon 19,30 —
2.3.5.6-Tetramethylhydrochinon 29,20 —
2-Methyl-5-isopropylhydrochinon 14,42 —

* Bislang in Arthropoden-Wehrsekreten nachgewiesene 
Hydrochinone.

— : Gesamtretentionszeiten nicht ermittelt.

Als gut geeignet für die gaschromatographische 
Trennung von substituierten p-Benzochinonen und 
Hydrochinonen, letztere in Form ihrer Bis-trimethyl- 
silyläther oder Bis-trifluoracetate, erwiesen sich 
50 m Dünnfilm-Stahlkapillaren ( 0 ; :  0,25 mm) be­
legt mit OV 17 oder DC 550.

Die Trennstufenzahl der OV 17-Kapillare betrug 
76000, die der DC 550-Kapillare 67800.

In den Tab. I und II sind Gesamtretentionszeiten 
der Vergeichssubstanzen — substituierte p-Benzo- 
chinone und Hydrochinon-Derivate —, unter iso­
thermen Bedingungen an beiden Kapillaren ermit- 
tet, zusammengestellt. Die Qualität der Kapillaren 
wird durch die Trennung eines Gemisches aller Ver­
gleichssubstanzen (Chinone) an der DC 550-Kapil­
lare unter Verwendung eines Temperaturprogram- 
mes verdeutlicht (Abb. 1).

N achw eis grenzen
Die Nachweisgrenze für 2-Methylchinon betrug 

0 ,075//g/1 //I Dichlormethan-Lösung (FID), für 2- 
Methoxyhydrochinon — als Bis-trimethylsilyläther — 
0,08 /^g/1 jiä ra-Hexan-Lösung (FID ).

Die Nachweisgrenze mit der GC/MS-Kombina- 
tion, also die Substanzmenge, von der noch ein ein­
wandfreies Massenspektrum zu erhalten war, betrug 
beim 2-Methylchinon 0,02 jug in der Ionenquelle.

Vergleichs-Massenspektren
Massenspektren von p-Benzochinonen sind publi­

ziert30. Zu Vergleichszwecken für die Analyse von 
Juliden-Wehrsekreten wurden 70 eV-Massenspek- 
tren von Hydrochinon-bis-trimethylsilyläthem auf­
genommen.

In allen Massenspektren treten hier Molekülionen 
mit 25 —100% rel. Intensität auf, begleitet von 
Ionen M+-15(CH3). Je nach Substituenten, z.B. 
Alkoxy-Reste, treten Fragmente M+-Alkoxy-Radikal 
auf.

Tab. III. Durch GC- und GC/MS-Analyse identifizierte Komponenten aus Juliden-Wehrsekreten.

2-Methyl­ 2-Methyl- 2-Methyl ■ 2-Methyl- 2-Methyl- 2-Methyl- 2-Methyl-- 2-Methyl-
chinon 3-methoxy- chinon 3-methoxy- hydro- 3-methoxy- hydro- 3-methoxy

chinon chinon chinon-
bis-TMS

hydro-
chinon-
bis-TMS

diinon-
bis-TFA

hydro-
chinon-
bis-TFA

Kapillare [°C] 50 m OV 17 [140] 50 m DC 550 [140] 50 m OV 17 [170] 50 m OV 17 [110]

Julus nitidus _ + _ +
Unciger foetidus +  0 +  0 + + +  0 +  0 + —
Cylindroiulus +  0 +  0 + + +  0 ( +  ) ( +  ) ( +  )

coeruleocinctus
(londinensis)

Cylindroiulus + + + + + +
punctatus

Cylindroiulus + 0 + 0 + + +  0 +  0 + +
luridus

Ophyiulus + + + + + ( +  ) + —
psilosus

+  : Gaschromatographisdi nachgewiesen. () : Spuren. — : Gaschromatographisch nicht nachgewiesen (höchste Detektor­
empfindlichkeit) . 0: Identifiziert durch Massenspektrum (GC/MS).
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Im Bereich niederer Massenzahlen treten bei zn/e 
73 Si(CH3)3+-Ionen hoher rel. Intensität auf.

GC und GC/MS-Analyse von Juliden- Wehrsekreten
Mit dieser an Vergleichssubstanzen erprobten 

Mikromethode wurden die Juliden-Wehrsekrete 
direkt oder nach Umsetzung mit Hexamethyldisila- 
zan/Trimethylchlorsilan bzw. Trifluoracetanhydrid/ 
Natriumtrifluoracetat durch GC und GC/MS-Analyse 
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. III zusam­
mengestellt.

Die GC-Ergebnisse sind durch Vergleich der Ge- 
samtretentionszeiten von Sekretkomponenten mit 
denen von Vergleichssubstanzen auf zwei 50m-Ka- 
pillaren unterschiedlicher Belegung unter isothermen 
Bedingungen und durch Zumisch-Experimente ab­
gesichert.

Bei Vorliegen ausreichender Sekretmengen konn­
ten die GC-Ergebnisse massenspektrometrisch abge­
sichert werden (GC/MS-Analyse).

Diskussion der Ergebnisse

Julus nitidus produziert 2-Methyl-3-methoxy- 
chinon als Wehrsekret. Das alleinige Auftreten die­
ser Verbindung in einem Diplopoden-Wehrsekret 
wurde bisher nicht beobachtet. Wegen zu geringer 
Sekretmengen konnte dies Ergebnis weder massen­
spektrometrisch abgesichert werden noch konnte 
das Vorliegen des entsprechenden Hydrochinons 
überprüft werden.

In den sezernierten Wehrsekreten von Unciger 
foetidus, Cylindroiulus coeruleocinctus (londinen- 
sis), Cylindroiulus punctatus, Cylindroiulus luridus 
und Ophyiulus psilosus konnten neben 2-Methyl-

chinon und 2-Methyl-3-methoxychinon die entspre­
chenden Hydrochinone — 2-Methylhydrochinon und 
2-Methyl-3-methoxyhydrochinon — als TMS- bzw. 
TFA-Derivate gaschromatographisch identifiziert 
werden.

Diese Ergebnisse konnten bei den Wehrsekreten 
von Unciger foetidus, Cylindroiulus coeruleocinctus 
(londinensis) und Cylindroiulus luridus massen­
spektrometrisch abgesichert werden.

Dieser analytische Befund, daß in sezernierten 
Juliden-Wehrsekreten neben den aktiven Sekret­
komponenten (Chinone) die entsprechenden inakti­
ven Sekretvorstufen (Hydrochinone = Speicherfor­
men) nachgewiesen wurden, ist neu.

Bei der Analyse des nicht sezernierten Sekret- 
blaseninhalts von Schizophyllum sabulosum 16 wurde 
ein ähnliches Ergebnis erhalten.

Die Ergebnisse lassen darauf schließen, daß die 
wahrscheinlich enzymatisch erfolgende Dehydrie­
rung der Hydrochinone zu Chinonen nicht quantita­
tiv erfolgt.

Die vorgestellte analytische Methode vereinigt 
hohe Trennleistung, Nachweisempfindlichkeit und 
Eindeutigkeit.

Sie ist auch dort mit Erfolg anwendbar, wo nur 
äußerst geringe Sekretmengen, z. B. von einzelnen 
Diplopoden und von Museumspräparaten, im Be­
reich Mikrogramm verfügbar sind und ist als Alter­
native zu bislang verwendeten Methoden zu betrach­
ten.

Herrn Dr. U. Haackert danken wir für die Be­
stimmung der Juliden, Herrn Prof. Dr. P. Köll für 
die Mithilfe bei der Tierbeschaffung. Herrn Prof. 
Dr. 0 . Kraus danken wir für wertvolle Diskussionen.
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