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Nach diesen Bestimmungen ergaben sich fiir den zeitlichen Verlauf der Gleichgewiehts-
Einstellung folgende Werte:

Lo Gehalt in Gew.-9,
Zeit in Tagen . . .
Dichlor-formoxim | Salzsiure | Dichlor-furoxan

0 100 0 0

6 88 4 8
12 8 7 15
18 72 9 19
27 66 11 23
40 62 12 26
60 62 12 26
90 62 12 26
120 62 12 26

71. Friedrich Weygand und Hildgund Hofmann: Polleninhalts-
stoffe, 1. Mitteil.: Zucker, Folinsiure und Asecorbinsiure*).

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg.]
(Eingegangen am 4. Marz 1950.)

In acht von Bienen eingesammelten Pollenarten wurde der Ge-
halt an reduzierenden Zuckern und Folinsiure bestimmt. Lediglich
Lowenzahnpollen enthielt keinen Zucker; in den anderen wurden
erhebliche Mengen Glucose und Fructose gefunden. Die Trennung,
die Identifizierung und die quantitative Bestimmung der Zucker
wurde mit Hilfe der papierchromatographischen Methodik vorgenom-
men. In drei Pollenarten wurde der Ascorbinsiuregehalt ermittelt.

Die Bienen sammeln die fiir die Aufzucht der Bienenbrut erforderlichen
Nihr- und Wirkstoffe in Form von Pollen und Nektar ein. Den Eiweifibedarf
deckt der Pollen, in dem auBler zahlreichen Farbstoffen Lipoide, Zucker,
Wirkstoffe, anorganische Salze und Duftstoffe vorkommen. Die Kenntnis der
Polleninhaltsstoffe ist nicht nur fiir die Bienenzucht von grofem Interesse,
sie ist auch fiir das Studium pflanzenphysiologischer Probleme von Bedeutung,
so z.B. fir die Untersuchung von Befruchtungsvorgingen?).

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber den Gehalt verschie-
dener, von Bienen eingesammelter Pollen an reduzierenden Zuckern, an Folin-
sgure und Ascorbinsdure.

Die Pollen wurden mit einer etwas modifizierten Pollenfalle nach F. XK.
Bottcher?) gewonnen (s. Beschreibung der Versuche).

*) Die vorliegende Untersuchungsreihe wurde im Hinblick auf die Ermdhrung der
Bienenbrut 1943 begonnen. Die 1943/44 gewonnenen Ergebnisse, hauptsichlich iiber den
Aneurin- und Lactoflavin-Gehalt sind leider verlorengegangen. Inzwischen konnten die
Untersuchungen wieder aufgenommen werden.

1) F. Moewus, Biol. Ztrbl., im Druck; R. Kuhn u. I. Léw, B. 82, 474 [1949).

2) Leipziger Bienenzeitung 56, Nr. 2 [1941]; Dtsch. Imkerfithrer 17, 44 [1943].
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In der vorliegenden Untersuchung wurden 8 Pollenarten verwendet, die in
der Tafel 1 aufgefiihrt sind.

Tafel 1. Untersuchte Pollenarten.

Pollenart Farbe Sammelzeit (1949)_

A) Frithjahrsléwenzahn ( Tarazacum off.) | orangegelb Ende April — Anfang Mai
B) RoBkastanie (Aesculus hippocastanum) | kastanienbraun| Anfang — Mitte Mai
C) Winterraps ( Brassica napus oleifera) kriiftig gelb Anfang — Mitte Mai

D) Rotklee (T'rifolium pratense leguminosa)] ocker Anfang — Mitte Mai

E) Graspollen (mit Spuren Bergahorn ?) hellbraun Mitte Mai

¥) HahnenfuBart ( Ranunculacee) leuchtend gelb | Mitte — Ende Mai

G) Crataegus-Art (WeiBdorn) griinlich Ende April — Mitte Mai
H) Obst (Pirus-Art), wahrscheinlich Apfel | bellocker Anfang Mai

Zuckerbestimmungen.

Nach der Entwicklung der Papierchromatographie fiir Aminosduren durch
R. Consden, A. H. Gordon und A. J. P. Martin?) ist auch die Trennung
von Zuckern nach dem gleichen Verfahren durchgefiihrt wordent). Zur Sicht-
barmachung der Zuckerflecken nach der Entwicklung sind zahlreiche Rea-
genzien herangezogen worden. Wir versuchten zunéchst o-Dinitro-benzol, das
in alkalisch-alkoholischer Losung aufgespritht wurde. Da es nicht befriedigte,
stellten wir ein 15sliches Derivat, nimlich die 3.4-Dinitro-benzoesdure
her, die in 1.proz. Losung in 2n Na,CO, aufgespriiht wurde. Beim Erhitzen
im Trockenschrank wird die 3.4-Dinitro-benzoeséure (I) durch die reduzieren-
den Zucker zu 2-Nitro-4-carboxy-phenyl-hydroxylamin (II) reduziert, dessen
aci-Nitro-natriumsalz blau ist. Es entstehen also an den Stellen, an denen
sich reduzierende Zucker auf dem Papier befinden, blaue Flecken. Kleine
Mengen Phenol (erkennbar am deutlichen Phenolgeruch des Papiers) storen
die Reaktion nicht. Die Reduktion verlduft analog derjenigen des o-Dinitro-
benzols, das durch Ascorbinséure in alkalischem Medium zu o-Nitro-phenyl-
hydroxylamin reduziert wird%). DaB in der Hauptsache die 4-stindige Nitro-
gruppe in I reduziert wird, ergab sich aus-der Weiterreduzierbarkeit des aus I

co COH CoH

4 ) 9

\I)\NO, N \No, N \No,
NO, HNOH HN-COCH,
L II. IIL

erhaltenen 2-Nitro-4-carboxy-phenyl-hydroxylamins (II) mit Schwefelwasser-
stoff zur 3-Nitro-4-amino-benzoesiiure, die als 3-Nitro-4-acetylamino-benzoe-
siure (IIX) charakterisiert wurde.

3) Biochem. Journ. 38, 224 [1944].

4) S. M. Partridge, Nature (London) 158, 270 [1946); Biochem. Journ. 42, 238, 261
[1948); vergl. die Zusammenfassung von F. Cramer, Angew. Chem. 62, 73 [1950].

%) R.Kuhnu. F. Weygand, B. 69, 1969 [1936].
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Beim Liegen werden durch Zersetzung von II die blauen Flecke allmahlich
braun. Wenn man die Entwicklung der blaucn Flecke durch eine in den zum
Erhitzen dienenden Trockenschrank eingebaute Glasscheibe verfolgt, erkennt
man, daB bei etwa gleichen Zuckerkonzentrationen Ketosen wie Fructose oder
Sorbose schneller reagieren (in 1-2 Min.) als Aldopentosen und Aldohexosen
(2.5—-4 Min.). Disaccharide wie Lactose oder Maltose konnen erst nach 3.5
bis 5 Min. erkannt werden. Die Empfindlichkeitsgrenzen liegen bei Aufbrin-
gung von 0.005 ccm Zuckerlgsung auf das Papier bei den Monosacchariden
bei 0.0075-proz. Zuckerldsungen (rund 0.37 ), bei den erwéihnten Disacchariden
bei 0.03-proz. Losungen (1.5 y). Ascorbinsdure reagiert schon in der Kilte
und gibt sich nach dem Bespriihen des Papiers mit dem Reagens alsbald als
blauer Fleck zu erkennen. Rohrzucker reagiert nicht, kann aber nach Be-
spriihen des Papiers mit verd. Salzsiure und kurzem Erhitzen im Trockenschrank
alsdann mit dem Dinitrobenzoesiure-Reagens leicht nachgewiesen werden.

Wir haben auch das 6-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin-sulfat zum
Zuckernachweis auf Papier verwendet, das in heiBer wiBr. Losung aufgespriiht
wurde. Aldomonosaccharide gaben braunrote, Disaccharide hellrote Flecke,
Ascorbinsiure einen braunen Fleck. Die Empfindlichkeit ist aber wesentlich
geringer als bei Anwendung der 3.4-Dinitro-benzoeséure. Die Nachweisgrenzen
liegen fiir Aldomanosaccharide bei 0.1-proz., fiir Disaccharide bei 0.25-proz.
und fiir Fructose bei 1—2-proz. Lésungen (je 0.005 ccm auf Papier aufgebracht).

Vor Anwendung der geschilderten Methoden auf die Analyse der Inhalt-
stoffe der Pollen wurde zunichst qualitativ mit Hilfe des fiir Rohrzucker
spezifischen Reagenzes Diazouracil®) festgestellt, daB die mit kaltem. oder
heilem Wasser aus allen 8 untersuchten Pollenarten hergestellten Extrakte
keine mit diesem Reagens nachweisbaren Mengen Rohrzucker enthielten. Die
Versuche wurden in Losung angestellt, wobei sich noch mit 0.25-praz. Rohr-
zucker-Losungen innerhalb 5 Stdn. eine deutliche blaugriine Farbreaktion
ergab. Auch auf den Chromatogrammen dieser Extrakte fanden wir nach
Behandeln mit verd. Salzsiure keine auf Rohrzucker deutende Farbung.

Keinerlei reduzierender Zucker konnte in den Pollen A (Friihjahrslowen-
zahn) nachgewiesen werden. In allen iibrigen ergab sich durch Papierchromato-
graphie lediglich das Vorliegen von Glucase und Fructose, wobei sowohl
eindimensional mit Butanol + Essigsdure + Wasser bzw. mit Phenol + Wasser
oder auch zweidimensional mit den beiden Losungsmittel. Gemischen gearbeitet
wurde. Im Hinblick auf die Auffindung von Milchzucker in Forsythia-Pollen
durch R. Kuhn und I. Léw?) haben wir in unseren Pollenextrakten speziell
nach diesem Zucker gesucht, jedoch ohne ihn zu finden. Kleine Mengen zu-
gesetzten Milchzuckers konnten stets als solcher oder nach Hydrolyse als
Glucose + Galaktose wiedergefunden werden.

Die verwendeten Papiersorten waren Whatman Nr. 1 und Schleicher &
Schiill Nr. 1507. In der Tafel 2 geben wir die von uns gemessenen Rg-Werte
wieder, die sich mit den in der Literatur fiir Whatman-Papier Nr. 1 angege-
benen praktisch decken.

%) H.W.Raybin, Journ. Amer. chem. Soc. 55, 2603 [1933]. ?) B. 82,479 [1949].
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Tafel 2. Ryp-Werte verschiedener Zucker.

Sucker Whatman-Papier Nr. 1 .Schlexche;lﬁ, 1S5c0};ull Papier

P+W* B.+E+W:* P.+WH B.+E.+W.'*
Glucose ........... 0.39 0.19 0.33 0.14
Fructose .......... 0.53 0.24 0.45 0.18
Arabinose ......... 0.55 0.20 0.47 0.14
Mannose ........... 0.46 0.20 0.41 0.15
Xylose ............ 0.44 0.28 0.41 0.19
Lactose ...... e 0.38 0.07 0.34 0.07
Maltose ........... 0.37 0.11 0.34 0.08
Rohrzucker ........ 0.39 0.13 0.32 0.10

*) Phenol + Wasser, bei 20° im Gleichgewicht.
**) Butanol + Eisessig + Wasser (40:10:50 Vol.), bei 20° im Gleichgewicht.

Nach diesen Ergebnissen wurden quantitative Zuckerbestimmungen
nach zwei Verfahren vorgenommen: Nach der Methode der FleckengrsBe
(Flicheninhalt)®) und nach der Methode von E. L. Hirst und J. K. N. Jones?)
(Ausfithrung vergl. im Versuchsteil).

In der Tafel 3 sind die nach beiden Methoden erhaltenen quantitativen
Ergebnisse aufgefiihrt, angegeben fiir Pollen, der iiber Silicagel getrocknet
worden ‘war, und korrigiert fiir den bei der Vorextraktion mit Petrolither
stattfindenden Gewichtsverlust.

Tafel 3. Prozentgehalte der Pollen an Glucose und Fructose.

v

Aus der Fleckengrofle | Nach der Perjodatmethode
Pollen y i I Glue.4 3 ' Gluc. +
Gluc. Fruct. ! Fruct. | Glue. i Fruct. ’ Fruct.
A ‘ 0 0 0 0 | 0 0
B | 40 14.1 18.1 37 | 142 { 17.9
C i 4.55 10.4 14.95 4.1 10.7 14.8
D ’ 5.0 23.2 28.2 5.0 23.6 ‘ 28.6
E ! 4.5 10.3 14.8 4.5 9.3 13.8
F 6.8 9.75 16.55 5.1 8.1 i 13.2
G 8.85 12.7 21.55 9.3 14.4 23.7
H 5.05 14.1 19.15 6.0 12.9 ! 18.9

Im Durchschnitt ergab sich im Frischpollen (mit 209 Gewichtsverlust
beim Trocknen gerechnet) ein Zuckergehalt von etwa 159, wobei der nicht
zuckerhaltige Lowenzahnpollen unberiicksichtigt ist, da er mengenmiBig nicht
ins Gewicht fiel.

Folinsduregehalt der Pollen.

Von den in den Pollen enthaltenen Wirkstoffen haben wir die Folinsiure
mit Hilfe des mikrobiologischen Testes mit Streptococcus faecalis R bestimmt19).

%) R. B. Fischer, D. B. Parsons u. G. A, Morrison, Nature (London) 161, 764
[1948], 164, 183 [1949] (vergl. Versuchsteil).

) Journ. chem. Soc. London 1949, 1659 (vergl. Versuchsteil).

10} Vergl. E. F. Moller, F. Weygand u. A. Wa.cker, Ztschr. Naturforsch. 4b, 92
{1949).
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Die fein zerriebenen Pollen wurden zuniichst zur eventuellen Freilegung von
Folinsiiure aus gebundenen Formen mit Takadiastase-Liosung behandelt. Wie
aus der Tafel 4 hervorgeht, sind die Folinsiuregehalte der verschiedenen Pollen
nicht sehr unterschiedlich.

Tafel 4. Folinséiuregehalt von Pollen in y/g Trockenpollen.

C 5 | E 63 ' G 34

A 68 ‘
D 6.4 F 37 | H 39

B 5.1

Ascorbinsiuregehalt der Pollen.

Durch Titration mit Jod nach dem von A. Seybold und H. Mehneril)
ausgearbeiteten, ziemlich spezifischen Verfahren ergaben sich in frischen
Pollen folgende Prozentgehalte an Ascorbinsiiure und Gesamt-Vitamin C:

A 7Tmg% Ascorbinsiure und 36 mg % Gesamt-VitaminC
B 12 (R} 2" T 54 1 1
C 15 bh) ” kR 59 b2} "

In einem zwei Jahre alten, getrockneten Mischpollen-Priiparat wurden noch
18 mg % Ascorbinsiure und 61 mg 9% Gesamt-Vitamin C gefunden. In den
getrockneten Pollen scheint daher die Ascorbinsiiure weitgehend gegen Oxy-
dation geschiitzt zu sein. In den wiiBrigen Extrakten konnte Ascorbinsiure
bei nicht zu langer Versuchsdauer (iiber Nacht) auch papierchromatographisch
{Butanol + Eisessig + Wasser-Gemisch) nachgewiesen werden.

Zusatz bei der Korrektur (16. 6. 1950): Inzwischen bestimmten wir in
RoBkastanienpollen, die von Hand gesammelt worden waren (Erntc 1950),
den Zuckergehalt nach der Methode der Fleckeng168e. Wir fanden in den Pol-
len der weiBBblithenden RoBkastanie, Aesculus hippocastanum, 7.4°/, Glucose,
1469/, Fructose und schr viel kleincre Mengen Lactose und Maltose (nach
den Rp-Werten). Die Pollen der rotblithenden Verwandten, Aesculus pavia,
enthielten nur 1.7%, Glucose und 2.59, Fructose.

Beschreibung der Versuche.

Darstellung der 3.4-Dinitro-benzoesiure (I).

N-Acetyl-p-toluidin’?): 100 g p-Toluidin wurden in 170 ccm siedendem Benzol
gelost. Durch einen RiickfluBkiihler wurden 90 g Essigsiureanhydrid in Anteilen zu-
gegeben. Nach 1-stdg. Erhitzen wurde noch hei8 in eine Porzellanschale gegossen. Nach
Absaugen und Waschen mit Petrolidther lagen 124 g N-Acetyl-p-toluidin vom Schmp.
1459 vor. , .

3-Nitro-4-acetylamino-toluol’®): In 4 Ansitzen wurden je 31 g N-Acetyl-p-
toluidin rasch unter Riihren in ein Gemisch aus 118 ccm Salpetersiure (d 1.4) und
47 cem konz. Schwefelsiure eingetragen. Durch Kiihlung wurde die Temperatur auf 30
bis 40° gehalten. Nach 15 Min. wurde in 700 cem Wasser gegossen, abgesaugt und mit
Wasser gewaschen; Ausb. 116 g vom Schmp. 90-91°.

11y Sitz.-Ber. der Heidelberger Akademie der Wissenschaften, 10. Abh. 1948. Wir
danken Hrn. Dr. H. Mehner bestens fiir die Durchfiihrung der Bestimmungen.

12) A. Kaufmann, B. 42, 3481 [1909].

) W. A. Noyes, Amer. chem. Journ. 10, 475 [1888].
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3-Nitro-4-amino-toluol'®): 116 g 3-Nitro-4-acetylamino-toluol wurden in
135 cem Alkohol heif8 gelost. Durch einen RiickfluBkiihler gab man vorsichtig eine Losung
von 27 g Kaliumhydroxyd in 35 ccm Wasser zu. Nach 15 Min. Erhitzen wurde die
Mischung ausgegossen und abkiiblen gelassen; das ausgeschiedene Reaktionsprodukt
wurde abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Ausb. 85 g vom Schmp. 114°.

4-Nitroso-3-nitro-toluol*?%): 320 g Kaliumpersulfat wurden mit 280 ccm konz.
Schwefelséiure in einer eisgekiihlten Reibschale zerrieben; nach 1 Stde. wurde in 3 | Eis-
wasser eingeriihrt. Dazu gab man 85g 3-Nitro-4-amino-toluol und erhitzte unter
Riihren 7 Stdn. auf 50—60°. Man saugte die Nitrosoverbindung ab und wusch sie mit
Wasser; Ausb. 80 g. Schmp. des Rohprodukts 140°, nach dem Umbkrystallisieren aus
Alkohol 145°.

3.4-Dinitro-toluoli®): 80 g rohes 4-Nitroso-3-nitro-toluol wurden allmihlich
unter Kiihlung in 265 ccm rauchende Salpetersiure eingetragen; die Temperatur wurde
unter 25 gehalten. 5 Min. nach beendetem Eintragen wurde auf Eis gegossen; Ausb.
35 g vom Schmp. 60°.

3.4-Dinitro-benzoesiure (I)'?): Die Oxydation der Methylgruppe kann auf ver-
schiedene Weisen vorgenommen werden. Am bequemsten erwies sich die Oxydation mit
rauchender Salpetersiure unter RiickfluB; nicht umgesetztes Ausgangsmaterial wurde
erneut oxydiert. 20g 3.4-Dinitro-toluol wurden mit 30 ccm rauchender Salpeter-
sdure 100 Stdn. unter Verwendung eines langen RiickfluBkiihlers auf 150° erhitzt. Man
dampfte dann auf dem Wasserbad zur Trockne ein, zog den Riickstand mit Hydrogen-
carbonat aus und siuerte den Auszug mit konz. Salzsiure an; Ausb. 2.5g 3.4-Dinitro-
benzoesiiure vom Schmp. 160°.

Zum Besprithen der Papiere wurde eine 1-proz. Lisung in 2 n Na,CO; verwendet.

3-Nitro-4-acetylamino-benzoesdure (III): Zur Klirung der Frage, welche der
beiden Nitrogruppen der 3.4-Dinitro-benzoesiiure bei der alkalischen Reduktion mit Zuk-
kern in der Hitze oder mit Ascorbinsiure in der Kalte in die Oxyaminogruppe iibergefiihrt
wird, wurde eine Probe von I zunichst mit Ascorbinsiure in ammoniakalischer Lésung
versetzt. Dabei entwickelte sich sofort eine tiefblaue Farbe. Alsdann wurde Schwefel-
wasserstoff eingeleitet, wobei zunichst ein Farbumschlag nach Graugriin und dann nach
Gelbrot erfolgte. Nach dem Ansiuern wurde die ausgeschiedene Nitro-amino-benzoe-
sdure mit Essigester ausgeschiittelt und nach dem Verdampfen des Essigesters einmal
aus Natronlauge + Salzsiure umgefillt und einmal aus Alkohol umkrystallisiert. Da die
beiden in Frage kommenden Nitro-amino-benzoesiuren am besten in Form ihrer Acetyl-
Derivate charakterisiert werden, wurde das erbaltene Produkt mit Essigsdureanhydrid
in der Hitze acetyliert. Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol schmolz die erhaltene
gelbe Acetylverbindung bei 219°; sie stellt demnach die 3-Nitro-4-acetylamino-
benzoesdure (II1)18) dar; der Misch-Schmp. mit 3-Nitro-4-acetylamino-benzoesiure
(219°) zeigte keine Erniedrigung. Die isomere 4-Nitro-3-acetylamino-benzoesiure schmilzt
bei 2052060 18),

Gewinnung der Pollen.

Vor den Flugléchern der Bienenstcke wird eine Vorrichtung angebracht, deren wesent-
licher Bestandteil aus einem Metallstreifen besteht, in dem in regelmiBigem Abstand kreis-
runde Licher von einer Grofe angebracht sind, daB die Bienen gerade durchschliipfen
konnen. Kehren sie vom Fluge mit ,,Pollenhéschen* beladen zuriick, so streifen sie die
Pollenkliimpchen beim Durchkriechen durch die Lécher zum Teil ab. Der Pollen fillt
dann durch ein Drahtnetz hindurch in ein Késtchen, aus dem er entnommen werden kann.
Die Menge Blitenstaub, die taglich bei uns von einem Volk mittlerer Starke eingebracht

14 E. Bamberger u. R. Hiibner, B. 86, 3821 [1903].

15) Vergl. R. Kuhn, H. Vetter u. P. Desnuelle, B. 70, 1314 [1937].
18) J. Meisenheimer u. E. Hesse, B. 52, 1168 [1919].

17) H. A. Sirks, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 27, 221 [1908].

18) A, Kaiser, B. 18, 2943, 2947 [1895].
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wurde?), schwankte zwischen 20 und 40 g und stieg an besonders giinstigen Tagen bis
auf 80 g (Trockengewicht). Der abends entnommene Pollen wurde zunichst auf Papier,
dann iber Silicagel getrocknet, wobei ein Wasserverlust von 15—209, ermittelt wurde.

Dic Héschenpollen zeigten in sich groBe Einheitlichkeit, da die Biene bekanntlich
bliitenbestindig ist. Nach dem Trocknen wurden die Pollenkliimpchen von Hand nach
der Farbe und dem Aussehen sortiert. Zur Identifizierung wurden von den gerade blii-
henden Pflanzen mikroskopische Vergleichspriparate hergestellt und im iibrigen die Be-
stimmung nach dem Pollenwerk von E. Zander??) durchgefiihrt.

Herstellung der Pollenextrakte.

Zur Extraktion der Carotinoide, die besonders reichlich in Rofkastanienpollen ent-
halten sind, und der Lipoide wurden die iiber Silicagel getrockneten Pollen zunichst kalt
mit Petrolither ausgezogen. In der Tafel 5, in der auch die Trockengewichte von je
100 Pollenkliimpchen enthalten sind, sind die Gewichtsverluste angegeben, die sich bei
der Extraktion mit Petrolather ergaben.

Tafel 5. Gewichtsverluste bei der Extraktion
von Pollen mit Petroldther.

Pollen % Gewichts- ; je 100 Pollenkliimpchen wiegen
verlust ‘ vor der Extraktion trocken

0.348 g
- 0.764
0.917 »
0.893
0.421
0.572 +
0.784 -
0.744 -

-

mmwmuowbi
ICICECR- N R <
Gunwoabo

WalBrige Pollenextrakte fiir die Zuckerbestimmungen: Je 1 g der mit Petrol-
#ther vorextrahierten Pollen wurden mit 5 cem siedendem Wasser iibergossen. Nach
30 Min. Erhitzen auf dem siedenden Wasserbad wurde zentrifugiert und nochmals mit
5 ccm heiem Wasser ausgezogen. Die beiden Loésungen wurden vereinigt und auf genau
10 ccm aunfgefiillt. Kalt hergestellte Extrakte lieferten beziiglich der Zuckergehalte die
gleichen Ergebnisse wie die heil gewonnenen.

Quantitative Zuckerbestimmungen.

1.) Ausder Fleckengro Be®): Der Flicheninhalt der Flecken steht in einem bestimm-
ten Verhiltnis zu der aufgebrachten Substanzmenge. Als weitere Variante tritt die Wan-
derungszeit und damit die Strecke auf, die die Zucker von der Startlinie abwandern. Des-
halb ist es notwendig, immer verschiedene bekannte Mengen als Bezugswerte mitlaufen
zu lassen. Auch ist es empfehlenswert, jede Konzentration mehrfach aufzusetzen, um
eine grofere Genauigkeit zu erreichen.

Es wurde Schleicher & Schiill-Papier Nr. 1507 verwendet und absteigend in groen
Accu-Kiisten aus Glas chromatographiert. Um an allen Stellen der Kammern einen kon-
stanten Feuchtigkeitsgrad zu haben, wurden Papierstreifen aufgehingt, die von unten
nach oben die wiBr. Schicht des Losungsmittels aufsaugten. Abgedichtet waren die Kam-
mern durch Gummi. Das Solvens (Butanol -+ Eisessig + Wasser) befand sich in einem

19) Hrn, Direktor Karl Maier, Leiter der Imkerschule Heidelberg, danken wir bestens
fiir die zum Sammeln von Pollen gebotenen Moglichkeiten.

20) Enoch Zander, Beitrige zur Herkunftsbestimmung bei Honig, Bd. 1—-4. Hrn.
Prof. Dr. E. Zander, Erlangen, danken wir bestens fiir die Bestimmung einiger Pollen-
arten.
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Porzellanschiffchen. Die Papierbander waren 55 cm lang und 17 em breit. Sie waren am
unteren Ende fein gezackt (2 cm tiefe Einschnitte), damit unten angelangte Fliissigkeit
abtropfen konnte.

Gleichgrofle Tropfen {0.005 ccm) Zuckerldsung verschiedener Konzentrationen (1.0-,
0.5- und 0.25-proz.) wurden auf der Startlinie aufgebracht, daneben gleichgroBe Tropfen
der Pollenextrakte. Nach 50—60 Stdn. Entwicklungszeit bei 20° war die Wanderungs-
strecke der Zucker 25—30 cm. Die Streifen wurden im Vak.-Trockenschrank bei 100° ge-
trocknet und dann mit dem 3.4-Dinitro-benzoesiure-Reagens bespriitht. Nach 5 Min. im
Trockenschrank bei 100° waren die blauen Flecke gut entwickelt. Thre GriBe (in einem
beliebigen Mafstab) wurde mit dem Planimeter ausgemessen. Diese Werte wurden auf
in der Ahszisse logarithmisch geteiltem Papier, die bekannten Zuckerkonzentrationen auf
der linear geteilten Ordinate aufgetragen. Die Verbindungslinie der Flichengrofie der
bekannten Konzentrationen ergibt eine Gerade. Durch Aufsuchen des Punktes, der der
Fliachengrofle der unbekannten Konzentration entspricht, ergibt sich unmittelbar deren
Prozentgehalt. Sind die Rénder der entwickelten Flecken nicht scharf genug, so empfiehlt
sich ein Umkopieren auf photographisches Papier. In den vorliegenden Fillen war das
jedoch nicht nétig. Die Ergebnisse sind in Tafel 2 aufgefiihrt.

2.) Durch Perjodatoxydation®): Das verwendete Papier war wiederum Schlei-
cher & Schiill Nr. 1507. 0.1 ccm des zu untersuchenden Pollenextraktes wurde in einem
1 ¢m breiten und 15 cm langen Band auf der Startlinie aufgebracht. Als Solvens diente
Butanol 4 Eisessig + Wasser, dem soviel einer titrierten Eisen(III)-acetat-Losung zu-
gesetzt wurde, daf in 100 ccm 0.035 mg Fe3® enthalten waren. Nach 50—60 Stdn. Ent-
wicklungszeit wurde im Vak.-Trockenschrank bei 100° getrocknet. Dabei wurden Glucose
und Fructose als gut von einander getrennte, ganz schwach braune Binder sichtbar. Sie
wurden mit der Schere ausgeschnitten, gewogen und mit je 5 ccem Wasser in einem kleinen
Soxhlet-Apparat?!) extrahiert. Zu allen Lisungen gab man danach 2 cem einer 0.198 m
Natriummetaperjodat-Losung, die gegen Methylrot neutral reagierte. Das Natriummeta-
perjodat war durch Umkrystallisieren aus konz. Salpetersiure gereinigt worden. Nach
24 Stdn. bei 20° wurden 0.2 cem Glykol zur Zerstorung iiberschiiss. Perjodats zugesetzt,
worauf mit 0.01 »NaOH die gebildete Ameisensiaure titriert wurde (Indicator: Methyl-
rot). Eine keinen Zucker enthaltende Zone des Papiers wurde ebenfalls ausgeschnitten
und genau gleichartig behandelt. Dadurch wurde der Blindwert des Natronlaugever-
brauchs pro g Papier ermittelt. In unseren Fillen war dieser recht konstant 2.25 cem
0.01 » NaOH. .

Aus Versuchen mit bekannten Mengen Glucose und Fructose ergab sich zunicbst, daB
aus 1 Mol. Glucose 4.6 Mol. und aus 1 Mol. Fructose 2.6 Mol. Ameisensdure gebildet
wurden. Aus diesen Ziffern und dem Natronlaugeverbrauch ergaben sich nach Abzug
des Papierblindwertes die Zuckergehalte (s. Tafel 6).

Tafel 6. Kontrollbestimmungen mit bekannten Mengen Glucose+ Fructose.

Einwaagen Gewichtd. | cem 0.01n Papier- Na.O(Icic-I}l’)e rbr. mg
mg/0.1 ccm Papierstr. NaOH blindwert, reduziert Zucker
Glue. 0.50 0.583 2.52 131 1.21 0.52
Fruct. 1.00 0.465 2.50 1.06 1.44 1.0
Gluc. 1.24 0.556 4.02 1.25 2.77 1.2
Fruct. 1.01 0.525 2.68 1.18 1.50 1.04
Glue. 1.32 0.700 451 1.56 2.95 1.27
Fruct. 1.81 0.748 3.93 1.68 2.25 1.56
Glue. 1.15 0.777 4.29 1.74 2.55 1.1
‘ruct. 1.32 0.856 391 1.92 1.99 1.38

Folinsdurebestimmungen: Je 1 g getrockneter Pollen wurde mit Seesand ver-
mischt und im Achatmorser fein zerrieben. Nach Zugabe von 10 oder 20 ccm einer 2.5-

) Vergl. A. A. Morton, Laboratory Technique in Organic Chemistry, Wasitzky-
Apparat, Fig. 99, S. 202.
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proz. Takadiastase-Losung (11.9 g sek. Natriumphosphat + 2.5 g Takadiastase, die frei
war von Folinsiure, mit Wasser auf 100 cem gebracht) wurde 20 Stdn. im Brutschrank
bei 37° gehalten. Dann wurde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt und zentrifugiert.
In den Extrakten wurde die Folinsiure nach entsprechender Verdiinnung (1:100 oder
1:50) mit Hilfe von Streptococcus faecalis R bestimmt?®), und zwar durch Vergleich der
Triibungswerte, die mit bekannten Mengen Folinsiure nach 20 Stdn. erzielt wurden. Die
Ergebnisse finden sich in der Tafel 4.

72. Richard Kuhn und Ingrid Hammer: Uber aktives Bleidioxyd zur
Darstellung empfindlicher Chinone.

[Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg,
Institut fiir Chemie.]

(Eingegangen am 4. Mirz 1950.)

Durch Zersetzung von Bleitetraacetat mit Wasser wird ein aktives,
zur Darstellung von Chinonen aus Oxyverbindungen besonders geeig-
netes Bleidioxyd gewonnen.

Das amphi-Naphthochinon ist von R. Willstétter und J. Parnas?) durch
Dehydrierung von 2.6-Dioxy-naphthalin in Benzol mit Bleidioxyd erhalten
worden. Die Entdecker stellten bereits fest, dall nicht jedes Bleidioxyd geeig-
net ist: ,,Die Handelssorten von reinem Bleidioxyd wirken merkwiirdig un-
gleich, viele sind unbrauchbar; recht dunkelfarbiges feinpulvriges Superoxyd
hat sich am besten bewihrt“. Am hiesigen Institut, aber auch in anderen
Laboratorien, waren Versuche zur Neudarstellung dieses interessanten Chinons
ergebnislos geblieben. Der vorgeschriebene, ungewshnlich groBe UberschuB
an Dehydrierungsmittel — etwa das 50-fache der Theorie —niitzt offensichtlich
gar nichts, wenn dieses nicht die erforderliche Reaktionsfahigkeit besitzt.

Wir haben nun gefunden, dafl die Darstellung von amphi-Naphthochinon
nach Willstatter und Parnas mit Sicherheit gelingt, wenn man Bleidioxyd
verwendet, das durch Zersetzung von Bleitetraacetat mit Wasser frisch
dargestellt und mit Aceton sowie mit Ather getrocknet ist. So dargestelltes
Bleidioxyd ist hell kaffeebraun, d.h. erheblich heller in der Farbe als alle uns
bekannten Priparate des Handels (E. Merck u.a.). Im Gegensatz zu diesen
16st es sich leicht schon in verdiinnter Salzsiure, unter Bildung von Blei(II)-
chlorid und Chlor. Der jodometrisch bestimmte Wirkungsgrad betrigt 90-95%
d.Theorie. Die Debye-Scherrer-Linien liegen an denselben Stellen wie bei
Handelspriparaten, sind aber viel weniger scharf, was auf einen feineren Ver-
teilungsgrad deutet. Von solchem Bleidioxyd benttigt man nur 6 g an Stelle
von 200 g (auf 3 g Dioxynaphthalin), um das amphi-Naphthochinon in schénen
ziegelroten Krystillchen zu erhalten. Der Umstand, daB man mit dem 114-fa-
chen der Theorie auskommt, bedeutet, dal das hellbraune Bleidioxyd nahezu
durchreagiert.

Das rote 0-Chinon erhielt Willstdtter?) aus Brenzcatechin und Silber-
oxyd. St. Goldschmidt und ¥. Graef?) sowie O. Baudisch und E. Dyer%)
"1y B. 40, 1406 [1907].

2) R. Willstidtter u. A. Pfannenstiel, B. 87, 4745 [1904]; R. Willstdtter u. F.

Miiller, B. 41, 2581 [1908], 44, 2179 [1911].
3) B. 61, 1858 [1928]. 4) Journ. biol. Chem. 99, 485 [1932/33].



