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A vital chemical communication can be observed in the Tunesian desert isopod Hemilepistus
reaumuri. These crustaceans live in social units which are strictly closed to alien conspecifics. It
was attempted to analyze the highly evolved family-specific recognition system by identifying their
pheromonal compounds both from the extracts of surface washings of intact animals and from the

exuvia.

Unter den Krebsen wurden nur die Oniscidea zu
echten Landtieren. Da die meisten Arten einen
wenig effektiven Verdunstungsschutz haben, iiber-
rascht es nicht, sie vor allem in feuchten Habitaten
zu finden [1-3]. Die Gattung Hemilepistus vermoch-
te sich jedoch trotz schlechter phylogenetischer Vor-
aussetzung an Wiistengebiete anzupassen. In ausge-
dehnten Halbwiistengebieten Asiens und Nordafri-
kas sind diese Asseln zu den quantitativ bedeutend-
sten Herbi- und Detritivoren der natiirlichen Macro-
fauna geworden [4].

Wie konnten sich gerade Krebse so aulerordent-
lich erfolgreich an wiistenhafte Lebensbedingungen
anpassen? Die Untersuchungsergebnisse beweisen,
daB nicht in erster Linie morphologisch-physiologi-
sche Adaptationen entscheidend sind, sondern eth-
nologische: neben einem komplexen Orientierungs-
verhalten vor allem das hochentwickelte Sozialver-
halten [5—7].

Abgesehen von einer auf die Winterruhe folgen-
den Ausbreitungsphase lebt H. reaumuri immer in
sozialen Einheiten. Im Alter von etwa 10 Monaten
bilden die Wiistenasseln sozial und sexuell mono-
game Paare und danach mit den Jungen des einzigen
Wourfs zusammen einen Familienverband. Die Mit-
glieder dieser Verbinde erkennen sich ortsunabhén-
gig, praktizieren Kooperation und Arbeitsteilung
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und sind besonders friedfertig gegeniiber ihren
Sozietdtsangehorigen. Fremde Individuen dagegen
werden je nach Ort und Situation entweder heftig
angegriffen oder gemieden. Nie werden Fremde frei-
willig in eine Familienhohle eingelassen. Der gegen-
seitigen Erkennung — im max. etwa 150 Individuen
umfassenden Familienverband — dienen chemische
Merkmale.

Die chemischen Erkennungsmerkmale

Folgende Befunde weisen darauf hin, daB die
Identifikationsleistung auf einer interindividuellen
und interfamilidren Variabilitdt chemischer Signale
beruht.

1) Wo sich Familienmitglieder in gro8erer Zahl und
héufig aufhalten, wird die familienspezifische Cha-
rakteristik auch auf den Untergrund iibertragen.

2) Intensive, direkte Korperkontakte zwischen Indi-
viduen aus verschiedenen Familien fithren im Re-
gelfall sofort zur Verfremdung aller Beteiligten.

3) Mit polaren Losungsmitteln erhilt man Extrakte,
die, auf fremde Individuen aufgetragen, diese
langfristig verfremden oder, auf Attrappen aufge-
bracht, diese aggressionsauslosend machen.

Alles spricht dafiir, daB die Spezifitdt und Diversi-
tat der chemischen Erkennungsmerkmale auf gene-
tisch determinierte Sekrete zuriickzufiihren ist und
nicht auf aus der Umgebung oder direkt von der
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Nahrung stammenden Korperhaftgeriichen beruht,
wie sie z.T. in Hymenopterensozietdten als Grup-
penabzeichen verwendet werden [6—9].

Damit muflten die chemischen Erkennungsmerk-
male direkt vom Individuum abnehmbar sein. Des-
wegen waren das Ausgangsmaterial fiir unsere Un-
tersuchungen zuerst verschiedene Waschextrakte
lebend gebadeter Tiere, dann aber auch ihrer abge-
streiften Haute (Exuvien).

Analyse des Waschextraktes

Obwohl die Acetonextrakte mit mehreren Arte-
fakten verunreinigt waren, haben wir sie mittels der
GC-MS-Kopplung analysiert, da die biologischen
Teste auf wirksame Komponenten hinwiesen; vgl.
Tab. I.

Dadurch, daf es uns gelungen ist, neben den vie-
len identifizierten Verbindungen auch halogenhalti-
ge Substanzen nachzuweisen, konnte fast schon wie-
der ein chemischer Beweis dafiir erbracht werden,
dafB die Wiistenasseln marinen Ursprungs sind. Um-
gekehrt sind dann aber solche Verbindungen fiir

individual- und familienspezifische chemische Abzei-
chen nicht geeignet.

Nicht iiberrascht waren wir iiber die Vielzahl der
Lipoide, die eigentlich bei einem Hautextrakt nicht
fehlen diirfen. Dieses Bild dnderte sich etwas bei der
Analyse etherischer Extrakte, die aus der wiBrigen
Phase der Pentanol/Wasser-Verteilung gewonnen
worden waren. Es wird beherrscht von Aromaten,
wozu auch halogenierte Carbonsiauren wie 3-(Chlor-
hydroxyphenyl)propion-, 3-(Brom-hydroxyphenyl)-
propion- und 4-(Brom-hydroxyphenyl)buttersiaure
gehoren, die man bei den noch ausstehenden biologi-
schen Versuchen nicht vergessen sollte.

Bei einer Pentanol/Wasser-Verteilung der mit
Wasser/Methanol gebadeten Tiere reagierten 112
Asseln von 9 Familien auf die Inhaltsstoffe der waB-
rigen Phase ziemlich heftig. Der Pentanolextrakt die-
ser Phase zeigt die gleiche Aktivitit. Dabei fanden
wir auch im Gegensatz zu allen anderen gaschroma-
tographisch untersuchten Extrakten iiberraschend
zwei schwefelhaltige -Verbindungen. Ansonsten war
die Zusammensetzung vergleichbar mit denen der
vorher analysierten Extrakte; vgl. Tab. II.

Tab. I. Im Acetonextrakt der Badefliissigkeit der Wiistenassel mit

einer GC—MS-Analyse identifizierte Verbindungen.

Ketone und Ether: Ester:

Pentenon Nonyloxyethylacetat
Myristinsduremethylester

Methyloctylfuran Pentadekansduremethylester
Palmitoleinsduremethylester
Palmitinsduremethylester
Heptadecensdauremethylester
Linolsdauremethylester
Linolensduremethylester
Olsauremethylester
Stearinsduremethylester
Myristinsdureisopropylester

Carbonsauren: Aromaten:

Heptansaure Benzoesédure

Pelargonsaure Phenylessigsdure

Caprinsdure 4-(Hydroxyphenyl)buttersaure

Laurinsdure Benzoesdurebenzylester

Myristinsaure Vanillin

Pentadekansédure N,N-Diethyltoluamid

Palmitoleinsédure Hydroxy-methylacetophenon

Palmitinsdure Benzophenon

Margarinsdure 3-(Chlor-hydroxyphenyl)propionsiure

Linolsaure 3-(Brom-hydroxyphenyl)propionsaure

Olséure 3-(Dibrom-hydroxyphenyl)propionsaure

Stearinsdure 4-(Brom-hydroxyphenyl)buttersaure
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Tab. II. Durch eine GC—MS-Analyse identifizierte Ver-
bindungen aus dem Pentanolextrakt der mit Wasser/Metha-

nol gebadeten Wiistenasseln.

Pentenon
3-Ethyl-4-Methyl-2,5-pyrroldion
Nonyloxyethylacetat
Carbaminsdureester
3-(Chlor-hydroxyphenyl)propionsiure
3-(Brom-hydroxyphenyl)propionsiure
4-(Brom-hydroxyphenyl)buttersaure
Vanillin

Vanillinsauremethylester
3,5-Di-t-butyl-4-hydroxy-benzaldehyd
Methylacetophenon
Di-z-butyl-p-benzochinon
N,N-Diethyltoluamid
2-Phenyl-2-methoxyphenyl-propan
Mpyristinsduremethylester
Palmitinsauremethylester
Onanthséure

Pelargonsiure

Laurinsaure

Mpyristinsdure

Pentadekansiure

Palmitoleinsdure

Palmitinsaure

Margarinsédure

Linolsdure

Olséure

Stearinsaure

Trotzdem miissen Hinweise auf stickstoffhaltige
Verbindungen, evtl. sogar auf Pyrrolidone und Di-
thiocarbamate ernst genommen werden. Mit einem
vergleichbaren Extrakt konnte das Substanzspek-
trum sogar noch um das 2,6-Di-t-butyl-p-benzo-
chinon erweitert werden, ein Befund, der schon des-
wegen diskutiert werden muf3, da wir immer wieder
einmal bei den Signalstoffen der Insekten Benzo-
chinone gefunden haben.

Zur weiteren Reinigung einer wéfrigen Phase
wurden die hoher molekularen Substanzen durch
Ultrafiltration abgetrennt und das Filtrat mit Sepha-
dex G-10 nochmals gereinigt. Danach registrierten
wir immer noch eine biologische Aktivitidt. Chemisch
gesehen bestitigt sich unsere Vermutung, daf3 auch
Nucleoside bei der Wiistenassel verhaltensaktiv sein
kénnten.

Das Bild iiber die substantielle Zusammensetzung
des Asselbadewassers wird nicht klarer, eher verwor-
rener, wenn man die wilrige Phase weiter mittels
einer HPLC auftrennt. Dies kommt nicht zuletzt von
den Verunreinigungen, die durch die benétigten gro-
Ben Losungsmittelmengen eingeschleppt werden.

Mittels '"H-NMR-Spektroskopie wurden einzelne
Fraktionen als

Tyrosin, Phenylalanin, Uridin, Cytidin,
Guanosin, Inosin, Allantoin und Harnsdure

identifiziert.

Diesem Wirrsal chemischer Informationen glaub-
ten wir zu entgehen durch eine verniinftige Reduk-
tion derselben, indem wir nur die abgestreiften Hau-
te, die Exuvien, untersuchten.

Zuvor aber versuchten wir, die Aminosdurezu-
sammensetzung der Asselcuticula kennenzulernen.

Analyse der freien Aminosduren aus der Asselhaut

Da es sich nach den bisherigen Analyseergebnis-
sen bei den Familienabzeichen um ein Multikompo-
nentensystem handeln konnte, versuchten wir, durch
eine Aminosaurenanalyse einzelne Familien zu cha-
rakterisieren. Bei 6 Familien haben wir die einzelnen
Individuen mit Watte, die mit bidestilliertem Wasser
getrankt war, abgetupft und mit einem Mikroamino-
sdureanalysator die von der Asselhaut entnommenen
Aminosduren qualitativ und quantitativ bestimmt;
vgl. Tab. III. Wir stellten fest, da3 die meisten Ami-
nosauren bei allen Familien vorkommen, manche
aber nur bei einer Familie. Methionin, Norleucin
und Arginin nur bei F1 und Histidin nur bei F6.
Dagegen ist der Gehalt an Asparaginsdure, Threo-

Tab. III. Aminosdure-Zusammensetzung einzeln abgetupf-
ter Asselfamilien (Gehalt in Mol % pro Individuum).

Aminosauren F1 F2 F3 F4 F5S Fé6

Cysteinsdure 6,63 6,31 8,21 19,17 8,28 6,69
Taurin 8,96 484 7,10 14,57 2,86 2,99
Asparaginsaure 389 473 6,06 3,16 489 6,66
Threonin 4,16 9,53 533 466 5,14 5,01
Serin 7,32 14,48 11,82 3,80 19,15 26,03
Glutaminsiure 8,46 11,76 14,27 9,90 10,67 5,11
Prolin 11,20 15,58 - - 6,06 -

Glycin 7,77 13,42 12,05 20,96 16,90 21,57
Alanin 512 6,54 15,34 12.77  6.79. 8,94
Valin 2,74 3,78 6,29 3,87 3,41 3,93
Methionin 1,14 - - - - -

Isoleucin 2,29 242 445 294 1,62 1,49
Leucin 2,06 1,58 - 4.16: 2,38 223
Norleucin 1,37 - — - - -

Tyrosin 2,29 - - - 233 1.96
Phenylalanin 2,29 - - - 1,51 1,44
Lysin 7,32 5,03 4,18 - 7,96 4738
Histidin - - - - - 1,52
Arginin 6,63 — - - - -

unbekannte A.S. 8,69 - 487 - - -
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nin, Valin und Isoleucin fiir alle Familien vergleich-
bar. Andererseits findet man deutliche Konzentra-
tionsverschiebungen fiir Cysteinsdure bei F4, Serin
bei F5 und F6 und fiir Glycin bei F6.

Analyse der Exuvienextrakte

Die abgestreiften Haute (Exuvien) der Wiisten-
assel wurden nacheinander mit Wasser, Methanol,
Aceton, Ether und Cyclohexan extrahiert.

Mit Ausnahme des Cyclohexan-Extraktes waren
alle Extrakte biologisch wirksam. Da der nach einer
Reihe von Extraktionen verbliebene Exuvienriick-
stand weiterhin biologisch aktiv war, nahmen wir

eine Nachextraktion im Ultraschallbad vor. Die
Riickstinde blieben jedoch weiter biologisch
wirksam.

Bei der weiteren Analyse nahmen wir uns die
Wasser- und Methanol-Extrakte vor. Die lipophilen
trennten wir von den polaren Substanzen durch eine
Pentanol/Wasser- bzw. Ether/Wasser-Verteilung.
Der mit Pentanol behandelte, biologisch aktive,
walrige Exuvienextrakt konnte mit Sephadex G-10
in 11 Fraktionen aufgeteilt und durch HPLC weiter
analysiert werden. Danach wurden NMR-spektro-
skopisch wieder

Tyrosin, Phenylalanin, Uridin, Cytidin,
Guanosin, 2-Desoxyuridin, Allantoin und
Harnsédure

identifiziert. Uracil wurde auch noch nach einer
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Ether/Wasser-Verteilung des wiBrigen Extraktes in
einer HPLC-Fraktion nachgewiesen.

Bei der nachsten Analyse haben wir die mit Penta-
nol aus dem methanolischen Extrakt isolierten Ver-
bindungen in Ether aufgenommen und die Kompo-
nenten mit einer GC/MS-Kopplung identifiziert; vgl.
Abb. 1.

Der vordere Bereich des Elutionsdiagramms (vgl.
Tab. IV) enthélt mehrere cyclische Monoterpene.
Diese sind sich in ihrer Fragmentierung teilweise so
dhnlich, daB die Aufnahmebedingungen oft einen
groBeren EinfluB auf das Massenspektrum haben als
die unterschiedliche Struktur der Verbindungen. Wir
verglichen daher die Spektren aller Fraktionen, in
denen wir Monoterpene vermuteten, mit Literatur-
daten [10] und mit Spektren, die auf den von uns
eingesetzten Geriten erhalten und in einer Compu-
terbibliothek gespeichert worden waren. Auch die
Retentionszeit nach Kovats wurde beriicksichtigt.
Charakteristisch fiir die meisten cyclischen Monoter-
penkohlenwasserstoffe ist ein starkes Signal bei der
Masse M*-43, dessen. Entstehung Weinberg und
Djerassi [11] am Menthen untersucht haben. Die von
uns analysierten Verbindungen weisen neben M*-43
intensive Signale bei den Massen m/z 93, 121 und 136
auf, ein Indiz fiir zweifach ungesittigte cyclische
Monoterpene.

Die Exuvienextrakte enthalten auch verschiedene
Fettsduren und deren Methylester. Im Methanol-
Extrakt konnten auch nach einer Ether/Wasser-Ver-

XIII XIV

. XvI
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Abb. 1. Totalionenstromchro-
matogramm der mit Pentanol aus
dem methanolischen Extrakt der
Exuvien der Wiistenassel isolier-
ten Substanzen. 5% OV-1 30 m
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Tab. IV. Durch eine GC—MS-Analyse identifizierte Ver-
bindungen des Exuvienextraktes. I-XXVIII entspricht
den Signalen im MS-Spektrum der Abb. I.

I  o-Thujen

II  Sabinen
III a-Terpinen
IV~ p-Cymol

V  Sabinenhydrat
VI  Phenol

VII  Terpinolen
VIII  Verbenon

IX  Terpenketon
X  Terpenalkohol
XI  Benzoesdurebenzylester
XII  aliphatisches Keton
XIII  Myristinsdure
XIV  Benzoesaurephenetylester oder
Benzoesidurexylylester
XV  Fettsauremethylester

XVI  N,N-Diethyltoluamid
XVII  Palmitinsduremethylester
XVIII  Phthalester
XIX  Palmitoleinsdure
XX  Palmitinsdure
XXI  Fettsauremethylester
XXII  Fettsauremethylester
XXIII  Diterpenderivat
XXIV  Pimarinsiduremethylester
XXV  Methylether eines Norditerpenalkohols
XXVI  Diterpenalkohol
XXVII  Pimarinsiaure
XXVIII  Phthalester

teilung mittels einer GC/MS-Kopplung vor allem
wieder Fettsdureester, aber auch 4-Hydroxyphenyl-
essigsdure-methylester und Indolyl-(3)-essigsdure-
methylester nachgewiesen werden.

SchlieBlich versuchten wir durch eine Headspace-
Analyse fliichtige Pheromone in den Exuvien nach-
zuweisen. Das negative Ergebnis der Bioteste zeigte
jedoch, daB die familienspezifischen Abzeichen,
wenn iiberhaupt, nur wenig fliichtig sind!

Haemolympheextrakte

Die familienspezifischen Erkennungsmerkmale
von Hemilepistus reaumuri konnten aus der Haemo-
lymphe stammen [7]. Tatsiachlich gewannen wir nach
Abtrennung der Proteine und Polysaccharide durch
Etherextraktion eine biologisch hochwirksame Lo-
sung, die gaschromatographisch aufgetrennt werden
konnte. Weitere Untersuchungen werden eben noch
vorgenommen.

Diskussion

Die Analyse der Waschextrakte von Hemilepistus
reaumuri war durch verschiedene Korperausschei-
dungen und Umweltkontaminationen, aber auch
durch Verunreinigungen aus den benétigten grof3en
Mengen an Losungsmitteln erschwert. Wir erhofften
uns deswegen durch Isolierung der unsichtbaren
Wirkstoffe von der Haut der Tiere mit Wattetupfern
ein tbersichtlicheres Ergebnis. Im Biotest zeigte sich
aber, daB immer noch in der Haut eine Aktivitit
zuriickbleibt.

Um einen groBeren Uberblick zu gewinnen, wur-
den dann die Exuvien extrahiert. Auch in diesen Ex-
trakten findet man wieder Fettsduren und ihre Me-
thylester; jedoch in erheblich geringerer Konzentra-
tion. Bei Crustaceen sind Fettsduren als Bestandteil
aller Glycerophospholipide bekannt [12].

Betrachtet man die freien Fettsduren, so iiberwie-
gen bei den Krebstieren im Gegensatz zu den Insek-
ten die gesattigten bei weitem die ungeséttigten Siu-
ren gleicher Kettenldnge [13]. Zwar unterscheidet
sich die Zusammensetzung von Gattung zu Gattung
[14], doch scheint es innerhalb einer Art einen Zu-
sammenhang zwischen Reifegrad und dem Anteil
der verschiedenen Sauren zu geben [15].

Wir haben schon friiher festgestellt, da Fettsaure-
methylester keine typischen Reaktionen bei Hemile-
pistus reaumuri hervorrufen. Auch Testversuche mit
freien Fettsduren lieferten recht unterschiedliche,
teils widerspriichliche Ergebnisse. Die Reaktionen
der Tiere lassen Vermutungen iber eine Funktion
der Fettsduren zu, eine wesentliche Beteiligung an
der Bildung der Familienpheromone mochten wir
aber ausschlieSen.

Die chemische Analyse der Exuvienextrakte fiihr-
te uns dann aber zu einer Naturstoffklasse, die eine
der méchtigsten unter den natiirlichen Wirkstoffen
ist, zu den Terpenoiden. Wie die Tab. IV zeigt, ste-
hen gleich zu Anfang die Monoterpene a-Thujen,
Sabinen und Terpinolen — also Verbindungen, die
man gerne den etherischen Olen aus Pflanzen zu-
schreibt. Im Wiirzburger Labor wurde deswegen die
biologische Wirksamkeit von Terpinolen, Sabinen
und a-Thujen gepriift. Dabei wurden einzelne Tiere
kurzfristig isoliert, mit diesen Substanzen bestrichen
und danach wieder zu ihrer Familie zuriickgesetzt.
Das Resultat waren sehr starke Angriffe. Auffallend
war die eindeutige Reaktion von zwei Familien auf
Terpinolen, wihrend eine andere mit Sabinen bestri-



618 H. Schildknecht et al. - Diskriminierungspheromone der sozialen Wiistenassel Hemilepistus reaumuri

chene Tiere bevorzugt angriff. Auch a-Thujen rief
starke Aggressivitdt hervor.

Wenn man aufgrund unserer Versuche die ersten
Verbindungen erkannt hat, die in aktiven Assel-
extrakten nachweisbar und sogar als Synthesepro-
dukte wirksam sind, so ist damit noch lange nicht
gesagt, da3 die beschriebene chemische Kommuni-
kation allein auf der spezifischen Struktur vielleicht
eines Terpenoids beruht, denn die chemische Basis
des bei der Wiistenassel vermuteten Pheromons ist
nach unseren Erfahrungen divergent; womit viel-
leicht, wie bei anderen von uns untersuchten Sduge-
tierpheromonen, erst ein typisch strukturiertes Sub-
stanzprofil verschiedener Stoffe optimal wirksam
wird!

Experimenteller Teil
Der Biotest nach Linsenmair

Die Testsubstanzen wurden auf tropfenférmig aus-
gezogene Glasstabe aufgetragen und nach dem Ver-
dunsten des Losungsmittels den Asseln vor die An-
tennen gehalten. Die dem Betasten folgenden Ver-
haltensweisen werden unterteilt in:

keine Reaktion, Zuriickweichen, lingeres Be-
tasten, Betasten und Benagen, Zustof3en, An-
griff.

Aktive Substanzen erzeugen dasselbe aggressive
Verhalten wie fremde Artgenossen. Nach Betasten
des Glasstabes stoBen die Tiere zu und folgen dem
Glasstab, wenn dieser weggezogen wird. Bei inakti-
ven Substanzen ergaben sich nach dem Betasten des
Glasstabes keine weiteren Reaktionen. Ein intensi-
ves Betasten und Benagen erfolgt bei Fraktionen,
die Nahrungsbestandteile (z.B. Zucker) enthalten.
Bei geringen Konzentrationen der Testsubstanzen
oder undeutlichen Testergebnissen kann man die zu
prifenden Substanzen auch direkt auf das Tier auf-
tragen. Zur Kontrolle der Ergebnisse wird natiirlich
immer ein Test mit indifferentem Glasstab vorge-
nommen. Getestet werden je 5 Familien mit minde-
stens 20 Mitgliedern. Die optimale Testzeit ist mor-
gens zwischen 8.00 und 11.00 Uhr und abends nach
19.00 Uhr, entsprechend den Aktivitdtsperioden der
Wiistenasseln.

Aminosdurenanalyse

Die Bestimmung der freien Aminosduren geschah
mit dem Labotron-Mikro-Analysator. Die Proben

wurden gleichzeitig auf einer 23 cm und einer 165 cm
langen Sdule aufgetrennt. Nach der Elution mit Ci-
tratpuffer und anschlieBender Reaktion mit Ninhy-
drin, wurde die Extinktion bei 570 nm und 440 nm
gemessen. Die Absolutwerte der Aminosduren
konnten durch einen Vergleich der Kurvenflichen
mit einem Standard-Testgemisch errechnet werden.

Untersuchung der Waschextrakte

Die Tiere werden mit Methanol/Wasser gebadet
und mit Aceton/Wasser nachgewaschen. Die Unter-
suchung dieser Extrakte wurde durch die groe Men-
ge von Aceton-Artefakten (Diacetonalkohol, Tri-
acetonalkohol, Mesityloxid, Phoron, Triacetoamin)
erschwert. Als weitere Verunreinigung enthalten alle
Extrakte Phthalester. Die nach einer Pentanol/Was-
ser-Verteilung gewonnene wifirige Phase haben wir
mit Sephadex G-10 in 8 Fraktionen aufgeteilt; sie
wurden mittels HPLC weiter untersucht. Das Siu-
lenmaterial war Nucleosil C-18 und Polygosil C-18;
Elutionsmittel waren verschiedene Essigsdure/Was-
ser-, Essigsdure/-Methanol/Wasser- und Methanol/
Wasser-Gemische.

Als stationdre Phasen in der GC—MS-Kopplung
besonders geeignet erwiesen sich fiir die Pentanol-
fraktion Durabond DB-1, fiir die waBrige Fraktion
OV-1. Die massenspektrometrische Bestimmung der
Molgewichte erfolgte durch chemische Ionisation
nach der Trennung auf OV-101. Mit diesem Trenn-
material erhielten wir in Verbindung mit dem Mas-
senspektrometer auch Informationen iiber die Sub-
stanzen der mit Pentanol aus dem Wasser/Methanol-
extrakt gewonnenen Losung.

Untersuchung der Exuvienextrakte

Die Exuvien haben wir zuerst gereinigt und an-
schlieBend mit Methanol extrahiert. Der Methanol-
extrakt wurde zur Abtrennung polarer Substanzen
mit Pentanol/Wasser verteilt. Die Pentanolphase
wurde in Ether aufgenommen und durch Kopplung
von Gaschromatographie und hochauflésendem
Massenspektrometer (Micromass ZAB-2F) analy-
siert. Als stationdre Phasen besonders geeignet er-
weisen sich Durabond DB-1, OV-1 und OV-101. Die
Molmassen einiger Verbindungen wurden durch che-
mische Ionisation nach Trennung auf einer gepack-
ten Sdule mit 3% OV-101 stationar bestimmt.

In dem vorderen Bereich des Elutionsdiagramms
identifizierten wir cyclische Monoterpene. Die Mas-
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Tab. V. Massenfeinbestimmung der Schliisselbruchstiicke
von Fraktion I.

m/z gemessene Differenz zur theor. elementare
Masse Masse (mmu) Zusammensetzung
77 77.0400 -1.0 CeHs
79 79.0568 | —2.2 CeH,
91 91.0538 0.8 C,H;
938930712 =10 C;Hy
121 121.0975 3.9 CoHs
1361 136.1261 +  =1:3 CioHis

senspektren der Fraktion I und II sind sich sehr dhn-
lich. Lediglich die Intensitidten der Massen bei m/z 79
und bei m/z 92 sind verschieden. Das Molekiilion m/z
136 wurde bei beiden Fraktionen durch chemische
Tonisation bestétigt. Die wichtigsten Fragmente sind
in Tab. V aufgefiihrt.

Erst nach einem griindlichen Vergleich mit Spek-
tren der Computerbibliothek wurde Fraktion I als -
Thujen erkannt (Abb. 2).

Das Massenspektrum der Fraktion II (Abb. 3)
konnte sowohl das von Sabinen als auch von Phel-
landren sein; die Retentionszeit aber spricht nur fiir
Sabinen. Fiir die Fraktion VII schlagen wir nach
einem Spektren- und Retentionsvergleich Terpino-
len vor (Abb. 4). Im letzten Drittel des Elutionsdia-
gramms liegen eine Reihe cyclischer Diterpene. Wir
identifizierten Fraktion XXIV anhand eines Litera-

100 -
T
]é 7
136
0- T i
| B ) fe e £
100 200
m/z
MS VON 68

Abb. 2. Massenspektrum von Fraktion I (a-Thujen).

turvergleichs [16] als Pimarsdauremethylester. Die
freie Pimarsdure liegt in Fraktion XXVII vor. Cha-
rakteristisch ist die Abspaltung der Methylgruppe an
C-7, die von dem Molekiilion bei m/z 302 (C5H3,0,)
zu dem Ion m/z bei 287 fiihrt. Der Basepeak m/z 121
hat die Zusammensetzung CoH;;. Ein Schliissel-
bruchstiick ist das Ion bei m/z 167 (C,yH;50,), das

= 501
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Abb. 3. Massenspektrum von Fraktion II (Sabinen).

T e 121
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Abb. 4. Massenspektrum von Fraktion VII (Terpinoien).
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durch Abspaltung von C;,H;s aus dem Molekiilion
m/z 302 entsteht. Ein Vergleich mit Pimarsédure-
methylester zeigt, dal die Fragmentierung bis auf die
Esterfunktion identisch ist.

Die Bestimmung der genauen Struktur der weite-
ren Diterpene gelang aufgrund der geringen Sub-
stanzmenge nicht. So weist das Massenspektrum der
Fraktion XXIII als hochstens und zugleich intensiv-
stes Fragment das Ion bei m/z 254 (C,yHy) auf. Nach
dem Verlust einer Methylgruppe zu m/z 239 folgen
nur noch Abspaltungen von CH- und CH,-Gruppen
zu wenig intensiven Ionen. Hinweise auf funktionelle
Gruppen fanden wir nicht. In Fraktion XXV liegt
der  Methylester eines  Norditerpenalkohols
(CxH3,0) vor. Ein Diterpenalkohol mit einem Mo-
lekulargewicht von M =288 (C,y)H3;;O) wurde in
Fraktion XXVI nachgewiesen.

Die Konzentration der hier erhaltenen Fettsduren
und deren Methylester ist erheblich geringer als in
den Acetonextrakten. Die auBBerdem noch nachge-
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wiesenen Verbindungen haben wahrscheinlich keine
wesentliche biologische Bedeutung.

Der Wasser-Extrakt der Exuvien wurde zur Ab-
trennung der lipophilen Bestandteile wieder mit Pen-
tanol behandelt. Als Saulenmaterial in der HPLC
haben wir Nucleosil C-18 und Polygosil C-18 einge-
setzt. Als Eluens verwendeten wir verschiedene Es-
sigsdure/Wasser, Essigsdure/Methanol/Wasser und
Methanol/Wasser-Gemische.

Die Trennung der Wasserphase nach einer Ether/-
Wasser-Verteilung erfolgte durch Mitteldrucksaulen
mit Fractogel TSK- HW-40 als Gelmaterial. Fiir die
Etherphase dieser Verteilung wurde bei der
GC—-MS-Kopplung eine Quarzkapillare Durabond
DB-5 eingesetzt.
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