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Mit 5 Textabbildungen.

Im Rahmen ziichterischer Arbeiten an polyploiden
Plefferminzpflanzen erwies es sich als notwendig,
schnell durchfithrbare Serienmethoden zu entwickeln,
die es erméglichen, an Tausenden von Einzelpflanzen
den Gehalt an dtherischem Ol festzustellen und die
pharmakologisch wichtigsten Bestandteile Menthol,
Menthon und Estermenthol quantitativ zu bestimmen.

Bestimmung des Gehaltes an dtherischem Ol.

Die Bestimmung des 4therischen Ols in Pfefferminz-
pflanzen erfolgt im wesentlichen nach der Methode der
Wasserdampfdestillation, ein Verfahren, das in zahl-
reichen Modifikationen zur Anwendung gelangt. Eine
quantitative Erfassung der gesamten in einer Pilanze
enthaltenen Olmenge wird jedoch in keinem Falle
erreicht, vielmehr bestimmen alle Methoden nur die
Olausbeute, die durch Wasserdampfdestillation unter
bestimmten Bedingungen erhalten wird und stellen
demgemiB nur Konventionsmethoden dar.

Die wichtigsten dieser Verfahren unterzogen X.H.
BAUER und POHLOUDEK in einer vergleichenden Studie
iiber die Bestimmung der 4therischen Ole in Heil- und
Gewtirzpflanzen einer kritischen Priifung und stellten
fest, daB die bei ein und derselben Pflanze erzielten
Werte je nach der angewendeten Methode deutliche
Unterschiede aufweisen, wihrend die Werte innerhalb
einer Methode mehr oder weniger gut éibereinstimmen.

Bei der Auswahl eines fiir unsere Zwecke geeigneten
Verfahrens gingen wir von der Uberlegung aus, daf}
die Notwendigkeit, Tausende von Einzelpflanzen in
kurzer Frist auf ihren Olgehalt zu priifen, besondere
Anforderungen an die Leistungsfahigkeit der Bestim-
mungsmethode stellt. Sie muB vor allem bei geringstem
Zeit- und Arbeitsaufwand eine hinreichend grofle Zahl
von Bestimmungen ermdglichen und darf dabei an
Genauigkeit den iiblichen Methoden nicht unterlegen
sein.

Die im DAB VI vorgeschriebene Methode ist sehr um-
standlich und zeitraubend; dariiber hinaus haften ihr
individuelle Fehlerquellen an. Es hat daher nicht an Ver-
suchen gefehlt, vereinfachte und besser reproduzierbare
Verfahren zu entwickeln. Am besten bewihrte sich hierbei
die in den verschiedensten Variationen ausgearbeitete volu-
metrische Bestimmung des mittels Wasserdampf iber-
getriebenen Ols in Verbindung mit dem nach dem Prinzip
der Florentiner Flasche vonCievengEr eingefiihrten Riick-
laufverfahren. Bei groBeren Reihenuntersuchungen an
Pfefferminzpflanzen lieBen K.H.Bausr und Mitarbeiter
zur Erzielung einer moglichst hohen Tagesleistung mehrere

Clevenger-Apparaturen nebeneinander laufen. Nach An-
gabe der Autoren erwies es sich jedoch nicht als vorteilhaft,
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mehr als 6 Apparate gleichzeitig in Betrieb zu nehmen, da
dies die Beaufsichtigung der Destillation nicht zuldBt. Bei
Aufstellung von 6 Apparaten etreichten sie die Erledigung
von 18—24 Proben tiglich von einer Person. Zu &hnlichen
Ergebnissen kam O. Moritz bei Reihenuntersuchungen mit
einer von ihm entwickelten Apparatur. 4 dieser Apparate
ermoglichten einer eingearbeiteten Kraft, téglich etwa
30 Bestimmungen durchzufiihren.

Die hier in beiden Fillen erzielten Tagesleistungen
geniigten jedoch noch nicht unseren Erfordernissen.
Es galt daher eine Methode zu finden, die die Durch-
fiihrung einer noch gréferen Zahl von tiglichen Einzel-
untersuchungen gestattet.

Auf Grund vergleichender Untersuchungen ent-
wickelten wir eine Apparatur auf der Basis des Mikro-
MoriTz-CLEVENGER. (Abb. I u. 2).

Das einzelne Destillationsgerét besteht aus einem 150 m!
fassenden mit NS zg versehenen Kurzhals-Rundkolben, auf
den ein schrig nach unten gestellter Kithler mit Mefrohr
und Ricklauf aufgesetzt ist. Das MeBrohr ist in o,0r ml
eingeteilt; an Stelle des einfachen AblaBhahnes wurde auf
Vorschlag von Frl. B.Macroy ein sog. Czakohahn ejn-
gebaut, der es ermoglicht, Wasser und Ol nach der Messung
getrennt abzulassen, um das Ol ohne zusitzliche Mani-
pulation fiir weitere chemische Untersuchungen verwenden
zu kénnen, )

Zur serienmaBigen Olbestimmung wurden 10 dieser
Apparate, wie aus der Abbildung ersichtlich, zu einem
Aggregat vereinigt.

An einer Haltevorrichtung sind die Kiihler der einzelnen
Destillationsapparate in Abstianden von 12,5cm mit
Stativklammern befestigt, die 1o Kolben tauchen in ein
gemeinsames Paraffintlbad. Dieses Olbad besteht aus
einem rechteckigen Behilter aus Messingblech mit den
Abmessungen 15X 140X 10 cm und einem Deckel aus Al-
Blech mit 10 Offnungen, in die ro konisch ausgearbeitete
Ringe eingesetzt sind. 5 seitlich in das Bad eingelassene
Heizpatronen von je 500 W dienen zur HErwdrmung des
Ols; in einer neueren Konstruktion verwenden wir an Stelle
der 5 Heizpatronen 3 Heizrohre von 1o mm @ und je
750 W, die langs durch den ganzen Olbehilter laufen und
am Deckel befestlgt sind. Die Temperatur wird mit H11fe
eines Kontaktthermometers tiber ein Relais auf 145° ein-
gestellt, Um im gesamten Olbad eine gleichmifBige Tem-
peraturverteilung zu gewahrleisten, lauft gleichfalls langs
durch das Bad eine Welle mit 5 Rahrern, die mittels eines
kleinen Elektromotors mit Reduziergetriebe betrieben wird.
Das Olbad ruht auf einem 2 cm starken Holzbrett.

Um die Dauer der Beheizung bei allen Kolben gleich-
maBig durchfiihren zu konnen, wurde eine Vorrichtung
geschaffen, die es ermdglicht, alle ro Kolben zur gleichen
Zeit in das Olbad einzutauchen und ebenso gleichzeitig
nach beendeter Destillation aus dem Olbad zu entfernen.

Das Brett mit dem Olbehilter ist zu diesem Zweck mit
Hilfe von Sejlziigen und Rollen so aufgehiangt, dal es
durch ein an der Vorderseite des Tisches angebrachtes
Handrad auf- und abwiarts bewegt werden kann. Um das
Heben und Senken des Olbades, das mit etwa zo Liter Ol
gefillt ist, zu erleichtern, sind unter dem Olbad ebenfalls
mit Hilfe von Seilziigen und Rollen Gegengewichte ange-
bracht, die das effektive Badgewicht auf wenige kg redu-
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| zieren. Der Wasserzu- und -abflu8 fir die
einzelnen Kihler erfolgt durch jeein 1,5 m
langes Glasrobhr von 25 mm @ mit 10 an-
geschmolzenen Stutzen.

Die Bestimmung wird wie folgt
durchgefiihrt:

Nachdem die MeB- und Riicklaufrohre
mit Wasser gefiillt worden sind, werden
in jeden Kolben 10 g unzerkleinerte Fol.
Menth. eingewogen und mit je roo ml Aqua
dest. versetzt. Die 10 Kolben werden an die
Kithler angeschlossen und mit Drahtfedern
gesichert. Darauf wird das schon vorher
auf 145° angeheizte Olbad mit Hilfe des
Handrades nach oben gedreht, so daB alle
Kolben gleichzeitig in das Ol eintauchen.
Die Kiithlung wird angestellt und ohne
weitere Wartung 50 Minuten destilliert.
Etwa 5 Minuten vor beendeter Destillation
wird das Kiihlwasser abgestellt und an-

schliefend die Destillation
durch Herablassen des Olbades
unterbrochen. Darauf wird die
Kihlung wieder angestellt.
Nach etwa 2 Minuten — das
den Kolben anhaftende Ol ist
inzwischen abgetropft — wer-
den die Offnungen des Olbades
mit Uhrglasern abgedeckt. Das
tiberdestillierte Ol wird durch
Betatigung der Czakohdhne in
die MeBrohre gezogen und nach
etwa 5 Minuten die Olmenge
abgelesen. Anschliefend wer-
den Ol und Wasser getrennt
abgelassen.

Zur Reinigung der Apparatur
werden auf jedes der Uhrgliser
250 ml Bechergliaser gestellt

und Kithler, Me- und Riick-
laufrohr mehrmals durchge-
spiilt. Danach kann die Destil-
lation mit 1o weiteren Kolben,
die wahrend der wvorherigen

Destillation mit Droge be-
schickt wurden, sofort begon-
nen werden.

—l Der Vorteil dieses Serien-
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Abb. 2. Schematische Darstellung eines Schnittes durch die Serienapparatur zur Bestimmung

von #therischen Olen.

Tabelle 1. Reproduzievbavkeit dey Meflergebnisse bei
veyschiedenen Einwaagen.
Matevial: Fol. Menthae Nv. 183.
Einwaage 10g Einwaage 58 Einwaage 2 g
Apparat
Nr. Ausbeute Ausbeute Ausbeute
moml. | Vol-%) inmi | Vol-%| in oy | Vol-%
I 0,205 | 2,34 0,100 J 2,28 0,035 2,00
2 0,209 2,38 0,092 | 2,10 0,040 2,30
3 0,198 2,26 0,100 [ 2,28 0,040 2,36
4 0,207 2,30 0,102 2,32 0,039 2,23
5 0,200 2,28 0,096 2,19 0,042 2,40
6 0,200 | 2,28 0,102 2,32 | 0,035 . ] 2,00
7 0,202 2,31 0,095 { 2,17 | 0,040 2,36
8 0,200 2,28 0,100 2,28 0,038 2,17
9 0,198 2,26 0,105 2,40 0,038 2,17
10 0,200 | 2,28 0,008 2,24 | 0,040 2,36
Mittel = 2,30 Mittel = 2,26 | Mittel = 2,24

aggregates gegeniiber den
bisher iiblichen nebeneinan-
der laufenden FEinzelappa-
raturen besteht darin, daf
es gelingt, durch Mechani-
sierung und Zusammenfas-
sung von Arbeitsvorgingen
den Zeit- und Arbeitsauf-
wand zu verringern. Dadurch
ist es mdglich, eine grofere
Zahl von Apparaten gleichzeitig zu bedienen, und eine
angelernte Kraftistinder Lage, mit einem Aggregat tig-
lich 60 Bestimmungen durchzufithren; bei Benutzung
von 3 Serienaggregaten kénnen zwei angelernte Hilfs-
krafte ohne Miihe tiglich 180 Bestimmungen schaffen

Die Reproduzierbarkeit der einzelnen Werte ist da-
durch, dal die Bestimmungen unter weitgehend glei-
chen Bedingungen durchgefiihrt werden, sehr gut. Bei
kleineren Finwaagen ist sie zwar vermindert, jedoch
erhdlt man auch bei 5 g Einwaage noch verhéltnis-
miBig befriedigend ibereinstimmende Werte, wihrend
bei 2 g Einwaage die Ubereinstimmung der erhaltenen
Werte fiir orientierende Zwecke noch als ausreichend
bezeichnet werden kann (Tab. 1).

Als BezugsgroBe des atherischen Olgehaltes dient
die wasserfreie Trockensubstanz. Die Bestimmung des
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Wassergehaltes erfolgt in flachen Wagegldschen durch
Trocknen der Blattdroge bei 105° bis zur Gewichts-
konstanz. Der bei dieser Wasserbestimmungsmethode
durch den gleichzeitig auftretenden Verlust an dthe-
rischem Ol bedingte Fehler ist im allgemeinen zu ver-
nachlissigen.

Bestimmung von Estermenthol, Menthol und
Menthon im Pfefferminzél.

Der Wert einer Pfefferminzdroge beruht nicht allein
auf dem Gehalt an dtherischem Ol, sondern wird von
der chemischen Zusammensetzung des Oles maB-
geblich bestimmt.

Hauptinhaltsstoffe des Oles sind Menthol, Menthon
und Estermenthol, hierbei insbesondere der Essig-
siure- und Isovaleriansiureester; dariiber hinaus
kommen in geringen Mengen noch eine ganze Reihe
anderer Verbindungen vor, z.B. Cineol, Menthofuran,
Jasmon, Phenylessigsiurehexylenester, Piperiton u.
a. m. (SCHMIDT, GILDEMEISTER); jedoch hdngt der
pharmakologische Wert des Oles entscheidend ab von
dem Gehalt an Menthol, Menthon und Estermenthol
{DincKLER). Die Bestimmung dieser drei Hauptkom-
ponenten diente uns deshalb zur chemischen Charak-
terisierung der bei der Destillation der einzelnen
Pfefferminzpflanzen gewonnenen #therischen Ole.

Da die Untersuchungen an Einzelpflanzen vorge-
nommern werden muften, und somit nur relativ wenig
Ol zur Verfiigung stand, war es notwendig, die ein-
zelnen Bestimmungen mit weniger als 0,1 ml Ol durch-
zufithren. Die grofle Zahl der zu untersuchenden Ole
stellte uns vor die Aufgabe, Serienmethoden zu ent-
wickeln, die es gestatten, die Bestimmungen unter
geringstem Aufwand an Zeit und Gerét durchzufithren,
ohne jedoch den sonst iiblichen Einzelbestimmungen
an Genauigkeit nachzustehen.

1. Estermentholbestimmung.

Zunichst ein kurzer Uberblick iiber die wichtigsten
Methoden der Estergehaltsbestimmung, die bisher bei
Pfefferminzdluntersuchungen Anwendung fanden:

Im DAB VI ist eine Estergehaltsbestimmung nur im
Zusammenhang mit der Mentholbestimmung angegeben,
jedoch ist fiir die Neuausgabe des Arzneibuches die Auf-
nahme einer speziellen Bestimmung vorgesehen.

Die amerikanische Pharmakopoe XIV, ferner GirLpe-
MEISTER u. a. bestimmen den Estergehalt in der Weise, daf3
1o ml Ol mit o,5 n dthylalkoholischer Kalilauge in einem
125 ml-Schliffkolben mit RiickfluBkiihler eine Stunde
auf dem Wasserbad erhitzt werden. Durch Titration wird
der Verbrauch an Kalilauge bestimmt und daraus der
Estergehalt errechnet.

Durch einfache Reduzierung der Einwaage auf wenige
mg und Verwendung eines 25 ml-Schliffkolbens mit Kiihl-
rohr fithrten UrrricE und ScHNEIDER bei ihren Unter-
suchungen an Pfefferminzen Esterbestimmungen im Mikro-
maBstab durch, ohne jedoch Angaben {iber die Genauig-
keit der hierbei erzielten Ergebnisse zu machen. Eigene
Versuche nach diesem Verfahren fithrten zu keinen befrie-
digenden Resultaten.

Ein spezielles Mikroverfahren zur Verseifung von kleinen
Estermengen beschreibt GorpacH in seinen Mikromethoden
auf dem Gebiete der Fettchemie. Er verwendet zur Ver-
seifung einen Mikrobecher, iiber den er einen Uberfang-
ricckfluBkithler stilpt und erhitzt auf einem Metallheiz-
block. Er erzielte mit diesem Verfahren recht gute Er-
gebnisse.

Einen anderen Weg schligt K.H.Bauer bei seinen
Untersuchungen an Einzelpflanzen ein. Er bestimmt das
im Ol vorhandene Estermenthol mit der Apparatur zur
Acetylbestimmung nach R. Kvrx und H. Rora bei Ein-

Halbmikromethoden zur Serienbestimmung von dtherischem Ol, Estermenthol usw.
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waagen von ro—zomg. Bei dieser Methode wird das
Pfefferminzél miteinigen ml n-methylalkoholischer Natron-
lauge im Destillierkolben der Apparatur unter RiickfluB-
kithlung verseift und anschliefend das mit Schwefelsaure
angesiuerte Verseifungsprodukt unter Benutzung des
Quarzkithlers einer Destillation unterworfen. Im Destillat
wird die Essigsaure bzw. Isovaleriansdure mit n/100 NaOH
durch Titration bestimmt und der Estergehalt wie iiblich
insgesamt als Menthylacetat errechnet. Dieses Verfahren
benutzte auchWoitaz bei entsprechenden Untersuchungen.

Die hier angefiihrten, im allgemeinen bewdhrten
Methoden verlangen jedoch einen erheblichen appara-
tiven und zeitlichen Aufwand, so daB sie fiir grofle
Reihenuntersuchungen unzweckmifBig sind. Es be-
stand daher Veranlassung, eine fiir Serienunter-
suchungen besser geeignete Methode zu entwickeln,
und es gelang, ein Verfahren auszuarbeiten, das trotz
geringsten Aufwandes an Material und Zeit in der
Genauigkeit den vorgenannten Methoden mindestens
gleichkommt.

Im Gegensatz zu den bisher iiblichen Methoden
wird die Verseifung hierbei unter Vermeidung einer
RiickfluBkithlung im geschlossenen System durch-
gefithrt und zwar wird das zu untersuchende Ol mit
0,5n Kalilauge in einer zugeschmolzenen diinnwan-
digen 1 ml fassenden Ampulle aus Jenaer Glas durch
Erhitzen im Wasserbade verseift.

Der sonst iibliche Methyl- bzw. Athylalkohol war
als Losungsmittel fiir das KOH bei den von uns
gewihlten Versuchsbedingungen auf Grund der wesent-
lich unter 100° liegenden Siedepunkte nicht verwend-
bar. Dagegen bat sich n-Propylalkohol fiir unsere
Zwecke als sehr gut geeignet erwiesen. Dieser Alkohol
hat einen ausreichend hohen Siedepunkt und ist noch
in jedem Verhiltnis mit Wasser mischbar; bei dem
néchsthoheren Homologen, dem Butylalkohol, ist das
schon nicht mehr der Fall.

Bei Verwendung von Athylalkohol schreibt die
amerikanische Pharmakopde XIV eine Verseifungs-
zeit von einer Stunde vor; hierbei wird jedoch
keine vollkommene Verseifung der Menthylester
erreicht. Nach den Angaben von GILDEMEISTER ist

Tabelle 2. Besttmmung von Menthylacetat.

Verseifungszeit Einwaage ‘ gefunden Differenz
Minuten mg mg mg
87,9 87,7 —0,2
30
86,0 85,9 —0,1
113,4 113,5 40,1
60

90,2 90,0 —+0,4
120,8 120,7 —0,T

120
93,6 93,6 +0,0
| 89,9 90,0 —o0,1

180
53.2 534 40,2
83,7 83,5 —0,2

240
17,3 117.4 —0,I
88,7 88,4 —0,3

360
60,9 6r,1 -+0,2
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die Verseifung von Menthylacetat in dthylalkoholischer
Kalilauge erst nach 1% Stunden und bei Menthyl-
isovalerianat sogar erst nach 6 Stunden beendet.

Der héhere Siedepunkt des n-Propylalkohols 140t
den Verseifungsvorgang schneller vor sich gehen als
bei Verwendung von Methyl- bzw. Athylalkchol.
Bei unserem . Verfahren ist Menthylacetat bereits
nach 30 Minuten vollkommen verseift, wie aus Tab.2
hervorgeht. Um jedoch sicher zu gehen, dafl auch der
ebenfalls im Piefferminzol vorkommende Menthylester
der Isovaleriansiure quantitativ verseift wird, erhitzen
wir 150 Minuten im Wasserbad. Die Verseifungszeit
von Menthylisovalerianat konnte nicht bestimmt wer-
den, da uns kein entsprechendes Préaparat zur Ver-
fiigung stand.

Nach beendeter Verseifung wird die Ampulle im
Titrierbecher zertriimmert und nach Hinzugabe einer
bestimmten Menge Wassers mit 0,0z n HCl das un-
verbrauchte KOH bestimmt. Aus dem Verbrauch der
Lauge wird in bekannter Weise der Estergehalt -er-
rechnet.

Durch das Verseifen im geschlossenen System und
das Uberfiihren der zugeschmolzenen Ampulle in den
Titrierbecher wird der stérende Einflufl der Luft-
kohlensgure auf ein Minimum reduziert.

Die Genauigkeit der Methode wird in den Tabellen
2 u. 5 veranschaulicht. Dieses Verseifungsverfahren
bewihrte sich auch bei anderen von uns gepriiften
Estern, z. B. Butylacetat (Tab. 3).

Tabelle 3. Bestimmung von Butylacetat.

) Einwaage gefunden Differenz
N mg mg mg

I 42,7 42,7 0,0

2 45,1 44,9 —0,2

3 42,0 42,2 40,2

4 37,7 379 0.2

5 43,2 43,3 +o.1

Die Bestimmung wird wie folgt durchgefiibrt:

In eine gewogene r ml-Ampulle aus Jenaer Fiolaxglas
werden etwa 70 mg Pfefferminzél mit Hilfe von Kapillar-
réhren einpipettiert und dann gewogen. Aus einer Biirette
(V,A-Spitze) werden etwa 3/ ml 0,5 n n-propylalkoholische
Kalilauge zugegeben. Die Ampulle wird darauf zuge-
schmolzen und abermals gewogen, um die genaue Menge
der KOH zu bestimmen, Zur Titerbestimmung der Lauge

Abb, 3. Wasserbad und Einsdtze zur Verseifung bzw, Veresterung in 1 m]-Ampullen,
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werden in eine zweite Ampulle unter Fortlassunz des
Piefferminzols ebenfalls anndhernd o,7 ml Kalilauge ein-
gefiillt und die Ampulle zugeschmolzen und gewogen.

Nach kurzem Umschiitteln werden die Ampullen in eine
Haltevorrichtung eingeklemmt und im Wasserbad bei 100°
150 Minuten erhitzt. Fiir weniger als 20 Bestimmungen
benutzen wir ein ringférmiges Gestell mit Halteklammern
(Abb.3} und als Wasserbad ein 8oo ml-Becherglas, das
mit einem Uhrglas bedeckt wird; fiir Reihenuntersuchungen
wird als Wasserbad ein Sterilisator (16X 34 cm) verwendet.
In diesen ist ein rechtwinkliger Metallrahmen eingesetzt
mit ro Filihrungsleisten an den Langsseiten zur Aufnahme
von 10 Metallstreifen mit je 1o Halteklammern fiir die
Ampullen, so daB auf diese Weise gleichzeitig bis zu
Too Verseifungen durchgefithrt werden konnen.

Nach beendeter Verseifung und Abkithlung werden die
Ampullen mit Aqua dest. abgespiilt und in einen Jenaer
100 ml-Kantkolben iiberfithrt. Ein Glasstab, bei dem das
cine Ende mit einem hufeisenférmigen Ansatz versehen
ist, der so groB sein muB, daBl er gerade die Ampulle um-
greift und in dessen Scheitelpunkt ein kleiner Glasdorn
angeschmolzen ist, wird auf die Ampulle aufgesetzt und
diese durch einige kurze Schldge mit einem kleinen Holz-
hammer auf den Stab zertrimmert. ZweckmaBigerweise
wird die Ampulle vorher mit einem Schreibdiamanten
kreuz und quer leicht angeritzt; die Zertrimmerung 148t
sich dann ohne Mihe durchfithren.

Nach Zugabe von etwa 20 ml durch Abkochen kohlen-
saurefrel gemachtem Aqua dest. und Zusatz von 2 Tropfen
19%jiger Phenolphthaleinlésung wird mit 0,02 n HCl titriert.

Zur Erleichterung und Beschleunigung der Titration
benutzen wir einen Titriertisch, unter dem sich ein durch
einen kleinen Elektromotor betriebener rotierender Magnet
befindet!. In jeden Titrierkolben wird ein etwa zcm
langes und 4 mm starkes Glasréhrchen mit einem einge-
schmolzenen Eisendraht von etwa 1,5 mm Starke gegeben;
dieses rotiert nach dem Aufsetzen des Kolbens auf den
Titriertisch und setzt die Flussigkeit in lebhaite Bewegung,
so daB das sonst notwendige Schiitteln des Titrierkolbens
entfallt.

Zur Titerbestimmung der o,02 n-HCl wird eine mit
Oxalsaure eingestellte 0,1 n-NaOH benutzt (Indikator:
Phenolpbthalein). Durch Verdiinnen mit abgekochtem
Aqua dest. wird auf etwa dieselbe Konzentration wie bei
der Titration der Verseifungsprodukte eingeste]lt.

2. Mentholbestimmung.

Zunichst wieder ein kurzer Uberblick iber die
tiblichen Verfahren zur Mentholbestimmung:

Nach dem DAB VI, der amerikanischen Pharmakopde
XIV u.a. wird das Menthol in folgender Weise bestimmt:

1o ml Pfefferminzol werden mit 1o ml Essigsdureanhy-
drid und 2 bzw. 1 g wasserfreiem Na-Acetat in einem
100 ml-Acetylierungskolben mit Kiiklrohr 1 Stunde erhitzt.
Nach dem Abkiithlen der Mischung wird mit Wasser ver-
setzt, das Ol im Scheidetrichter von der waBrigen Fliissig-
keit getrennt und bis zur Siurefreiheit ge-
waschen. Danach wird mit getrocknetem
Natriumsulfat behandelt und filtriert. 1,5
bzw. 5 ml des acetylierten Oles werden dann
in einen Verseifungskolben genau eingewogen
und unter Benutzung eines RiickfluBkiihlers
mit o,51n alkoholischer KOH verseift und
anschlieBend das unverbrauchte KOH mit
0,5 n Salz- oder Schwefelsaure titriert.

Das gleiche Verfahren wendete SPrRINGER
bei seinen Untersuchungen an Pfefferminz-
pflanzen an, reduzierte jedoch die Ausgangs-
menge auf etwa 1,5g. Diese Mengen sind
aber fir Untersuchungen an Einzelpflanzen
noch zu grof. K.H,.Bauer und Mitarbeiter
arbeiteten deshalb ein Verfahren aus, das es
gestattet, den Mentholgehalt in weniger als
0,1 g Pfefferminzol zu bestimmen. Sie acety-
lierten etwa 8o mg des Oles nach der eben
geschilderten Methode des DAB VI, fithrten
dann aber die Verseifung des siurefrei ge-
waschenen und getrockneten Oles nach der
Methode voR R. Kuvmnx und H. Rors —

1 Fa. Friedrich Geyer, Ilmenau/Thir.
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bei der Estergehaltshestimmung ndher beschrieben —
durch und errechneten daraus den Gesamtmentholgehalt.
Nach Abzug des gesondert bestimmten natiirlichen Ester-
mentholgehaltes ergibt sich dann der Gehalt an freiem
Menthol.

Nach einem anderen Prinzip fithrten Uriricr und
SceNEIDER die Mikrobestimmung des Menthols durch: Sie
oxydiertenr das im Ol vorbandene Menthol nach BEckmMaNN
mit Chromschwefelsdure zv Menthon und bestimmten dann
mit der Hydroxylaminmethode den Menthongehalt., In
einem zweiten Ansatz wurde nach dem gleichen Verfahren
das im Pfefferminzé]l an sich schon vorhandene Menthon
bestimmt und unter Beriicksichtigung dieses Wertes der
Mentholgehalt errechnet.

Bei allen diesen Verfahren ist jedoch der Aufwand an
Gerdt und Zeit zu hoch, als daB sie fiir umfangreiche
Reihenuntersuchungen in Betracht kiamen.

Eine Vereinfachung der Acetylierungsmethode bei Phe-
nolen, primiren und sekundiren Alkoholen erreichten
VeErLEY und Boérsine dadurch, dafl sie die zu unter-
suchende Substanz mit einer genau bekannten Menge
Essigsdureanhydrid in Gegenwart von Pyridin veresterten.
Durch Titration der nicht gebundenen Essigsiure mit NaOH
und Phenolphthalein als Indikator ermitteiten sie den
Alkohol- bzw. Phenolgehalt. Das Pyridin hat hierbei neben
der Katalysatorwirkung (KrAGEs) noch den Vorteil, die bei
dem ProzeD gebildete Essigsdure abzufangen. Bei diesem
Verfahren entfallt das Auswaschen der acetylierten Probe
und die sich anschliefende Verseifung.

Wirson bestimmte pach dieser Methode in 1 g Pfeffer-
minzdl den Mentholgehalt und schlug an Stelle des weiter
oben genannten dieses Verfahren fiir das amerikanische
Arzneibuch vor.

Eine noch weitergehende Vereinfachung bei der Bestim-
mung der Hydroxylzahl nach Verrey und Béising Le-
schreibt B. WurzscrmItT: Unter Ausschaltung des sonst
notwendigen Ruckflufkiithlers werden 5 g der zu unter-
suchenden Substanz mit 5g Essigsdureanbydrid in ein
Reagensrohr genau eingewogen, das Rohr nach Zugabe
von etwa 8 ml wasserfreiem Pyridin zugeschmolzen und
anschlieBend eine Stunde im Kupferblock erhitzt. Danach
wird das Rohr abgekiihlt, in einer Flasche zertrimmert
und nach Verdinnen mit 200 ml Wasser mit r n NaOH
gegen Phenolphthalein titriert.

Auf der Grundlage dieses Verfahrens wurde nun
von uns eine Halbmikro-Serien-Methode ausgearbeitet,
die unter Verwendung der bei der Esterbestimmung
bereits bewihrten Technik in einer kleinen Ampulle
durchgefiihrt wird. Ca. 70 mg Ol werden mit etwa
0,4 ml Essigsdureanhydrid-Pyridin-Gemisch in Am-
pullen von 1 ml Inhalt genau eingewogen, zuge-
schmolzen und im Wasserbad auf 100° erhitzt, An-
schlieBend werden die Ampullen im Titrierkolben
zertritmmert und nach Zugabe von Wasser — das
unverbrauchte Essigsdureanhydrid wird dadurch zu
Essigsdure hydrolysiert — durch Titration mit 0,1 n
NaOH der Mentholgehalt bestimmt. Ein nochmaliges
Erhitzen nach der Wasserzugabe zur Erzielung einer
vollkommenen Zersetzung des Essigsiureanhydrids,
die in kaltem Wasser erst nach Tagen erreicht ist
{(KraGEs), ist nicht notwendig, da die Hydrolyse des
Fssigsaureanhydrids in Gegenwart von Pyridin so
schnell verliuft (A.LEMAN), daB bereits nach wenigen
Minuten titriert werden kann.

Zur Klarung der Frage, wie lange Zeit die Ampullen
im Wasserbad erhitzt werden miissen, um eine quan-
titative Veresterung zu erreichen, wurde in einer ent-
sprechenden Versuchsserie nach verschiedenen Zeiten
der Umsatz des Menthols bestimmt (Abb.4). Nach
einer Erhitzungsdauer von 150 Minuten war die Ver-
esterung beendet.

Als Acetylierungsgemisch erwies sich in Vorver-
suchen ein Essigsiureanhydrid-Pyridin-Gemisch, das
aus einem Teil Anhydrid und drei Teilen Pyridin
besteht, als am besten geeignet.

Halbmikromethoden zur Serienbestimmung von dtherischem 01, Estermenthol usw.
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Fiir die Genauigkeit der Ergebnisse ist der Rein-
heitsgrad der verwendeten Reagentien von entschei-
dender Bedeutung. Das kiufliche Essigsiureanhydrid

100, k

B ; T'
4 i

|
|
/NN

Acetylierung
838 ? IS

#M
2 l
7

0 702030 40 50 6079 80 90 100 T 120 %) Y W0
Minuten

|
3

Abb. 4. Acetylierung von Menthol durch Essigsdureanhydrid-Pyridin
(1:3) bei 100°. Mittelwerte aus je 3 Bestimmungen.

enthalt haufig erhebliche Mengen Essigsdure und muf
daher vor der Verwendung durch fraktionierte Destil-
lation sorgfaltig gereinigt werden. Ebenso muf das
Pyridin, das stark hygroskopisch ist, mit festem NaOH
getrocknet und destilliert werden.

Zur Titration dient eine 0,z n NaOH, deren Titer
mit reinstem Oxalsiduredihydrat und Phenolphthalein
als Indikator bestimmt wird.

Die Genauigkeit der mit dieser Methode erhaltenen
Resultate veranschaulichen die Tabb. 4 u. 6.

Tabelle 4. Bestimmung von Menthol.

Menthol

Einwaage gefunden
mg mg
43,6 43.9
46,3 46,5
70,9 70,7
48,0 48,4
45,5 45,3

Die Bestimmung wurde wie folgt durchgefithrt:

In eine genau gewogene @ mi-Ampulle aus Jenaer Fiolax- -
glas werden etwa 7o mg Pfefferminzél eingefiillt und ge-
wogen. Anschliefend werden etwa o,4 ml Acetylierungs-
gemisch hinzugegeben, die Ampulle zugeschmolzen, nach
Abkiihlung erneut gewogen und im Wasserbad (Abb. 3) bei
100° 150 Minuten erhitzt. Nach dem Abkiiblen wird die
Ampulle mit dest. Wasser abgespiilt und in einem roo ml
Jenaer Kantkolben zertriiommert. Es werden zo ml abge-
kochtes dest. Wasser hinzugefiigt, mit denen man gleich-
zeitig den Zertriimmerungsstab und die Kolbenwand ab-
spitlt und mit o, n NaOH mit Phenolphthalein als Indi-
kator bis zur schwachen Rotfarbung titriert.

Zur Titration wird eine 10 ml fassende, in 0,02 ml unter-
teilte automatische Biirette verwendet, die zum Schutz
gegen Luftkohlensiure mit einem Natronkalkrohr ver-
sehen ist.

Das Fiillen, Erhitzen und Zertriitmmern der Ampullen
wird in derselben Weise durchgefithrt wie bei der Bestim-
mung des Estermentholgehaltes; auch die Titrationstechnik
ist die gleiche.

Zur genauen Feststellung des Titers des Essigsdure-
anhydrid-Pyridin-Gemisches wird eine Bestimmung ohne
Zugabe von Pfefferminzd]l durchgefiihrt.

Bei Reihenuntersuchungen laufen bei je 1oo Bestim-
mungen 5 Bestimmungen zur Titerbestimmung bzw. -kon-
trolle mit.

Der Mentholgehalt errechnet sich aus der Menge der an
Menthol gebundenen Essigsdure in tiblicher Weise.

3. Menthonbestimmung.

Zur Auslese unerwiinschter L-Carvonhaltiger Pflan-
zen wurde in einer Vorprobe mit 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin auf L-Carvongehalt gepriift. Etwa o,01 ml
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Ol wurden mit 0,5 ml Athanol und 1 ml 2,4-Dini-
trophenylhydrazinreagens versetzt. Wihrend L-Men-
thon eine orangefarbene Fillung gibt, bildet sich bei
Anwesenheit von L-Carvon nach lingerem Stehen
ein karminroter Niederschlag.

Fir die Bestimmung des Menthons stehen drei
Methoden zur engeren Auswahl:

Nach Power und KireBerR wird das Menthon durch
metallisches Natrium und Alkohol zu Mentho!l reduziert,
und dieses unter Beriicksichtigung des im Ol bereits vor-
bhandenen Menthols in iiblicher Weise bestimmt. Diese
Methode ist sehr umstdndlich und vor allem nicht sehr
zuverlassig.

Eine andere Moglichkeit, das Menthon zu bestimmen,
bietet die Methode von C. ScroLrens, nach der Aldehyde
und Ketone in atherischen Olen mit Hilfe von 2,4-Dini-
trophenylhydrazin in die entsprechenden Hydrazone tiber-
fihrt werden. Die Bestimmung erfolgt durch Wagung
dieser schwer loslichen kristallinen Verbindungen.

An Einfachheit untibertroffen ist die von WALTER vor-
geschlagene und von C.T. BEx~NET und M. S. SaLAMON ver-
besserte Hydroxylaminmethode zur Bestimmung von Alde-
hyden und Ketonen. Das Verfahren beruht darauf, daf3 die
Carbonylverbindung durch Hydroxylaminchlorid in das
entsprechende Oxim tiberfithrt wird; hierbei wird Salzsdure
frei, die dann mit KOH und Bromphenolblau als Indikator
titriert wird. Wie J. J.PerRRET jiingst an Hand eines
groBen Versuchsmaterials feststellen konnte, liefert diese
Methode zwar bei Aldehyden nicht immer genaue Resul-
tate, kann jedoch bei Ketonen ohne Bedenken verwendet
werden.

Diese Methode erwies sich auch fiir unsere Zwecke
am besten geeignet, jedoch gingen wir von etwa Yy
der sonst tiblichen Einwaage aus. Die Genauigkeit der
Ergebnisse geht aus der Tab.# hervor.

Die Reaktionsgeschwindigkeit der einzelnen Ketone
bei der Einwirkung von Hydroxylaminchlorid ist recht
verschieden: wihrend bei einigen die Oximbildung
bereits nach wenigen Minuten beendet ist, bendtigen
andere, darunter auch das Menthon, mehrere Stunden.
Zur Feststellung dieser Reaktionszeit wurde nach ver-
schiedenen Zeiten der Umsatz von Hydroxylamin-
_chlorid mit Menthon bestimmt (Abb.s5). Nach etwa
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Abb. 5. Menthonoximbildung ags_ Megthon und Hydroxylaminchlorid
el 207,

10 Stunden ist eine quantitative Umsetzung erfolgt.
Aus arbeitszeitlichen Erwdgungen wurde aber die
freigewordene Salzsdure erst nach 16 Stunden titriert.

Die Technik des Titrierens ist hierbei von entschei-
dender Bedeutung fiir die Genauigkeit der Resultate.
Um wihrend der Titration einen lokalen Uberschufl
an KOH zu vermeiden, darf diese nur langsam und
unter kriftigem Rithren zugegeben werden; hier be-
wiahrte sich wiederum die Benutzung des oben er-
wihnten elektromagnetischen Rithrers.

Die zur Bestimmung benodtigte Hydroxylaminchlo-
ridlosung wird in folgender Weise hergestellt:

In 45 ml heiflem Aqua dest. werden 25 g Hydroxylamin-
chlorid gelést. Zu dieser Losung gibt man 400 ml 95%igen

WERNER MATTHIAS:

Der Ziichter

Alkohol hinzu, ferner ro ml einer Bromphenolblaulésung,
neutralisiert nétigenfalls mit o,5 n alkoholischer KOH und
ergdnzt mit 95 %igem Alkohol auf 500 mi. Die Bromphenol-
blaulésung wird aus 40 mg Bromphenolblau, das mit 3 ml
0,05 n NaOH verrieben und mit HyO auf 25 ml aufgefillt
wird, bereitet.

Die Bestimmung wurde wie folgt durchgefiihrt:

Etwa 8o mg Pfefferminz6l werden in einem 1o ml Erlen-
meyerkdlbchen mit 2 ml Hydroxylaminchloridlésung ver-
setzt. Nach 16 Stunden wird die freigewordene HCI durch
Titration mit o,1 n alkoholischer KOH bestimmt und dar-
aus der Menthongehalt errechnet.

AbschlieBend ist in den nachstehenden Tabb.5—7
die Leistungsfahigkeit der geschilderten Halbmikro-
Serien-Methoden an einem Gemisch von Estermen-
thol, Menthol und Menthon, den drei Hauptkompo-
nenten des Pfefferminzéls, demonstriert. Die Mischung
setzt sich zusammen aus 11,99% Menthylacetat, 60,0 %
Menthol und 28,1% Menthon.

Tabelle 5. Bestimmung von Menthylacetat in einem Gemisch
von Menthylacetat, Menthol und Menthon.

Oleinwaage Menthylacetat vorhanden 11,6%
ber. gef. gef.
mg mg mg %

88,4 10,5 10,3 11,7
69,0 8,2 8,2 11,9
92,9 II,T 11,2 12,I
89,8 10,7 10,6 11,8
69,0 8,3 8.5 12,2

Tabelle 6. Bestimmung von Menthol (freies) in einem Gemisch
von Menthylacetat, Menthol und Menthon.

S Menthol vorhanden 60,0%
Oleinwaage
ber. gef. gef,
me mg mg %
68,4 41,0 41,2 60,2
754 45,2 45,1 59,8
64,7 38,8 38,8 60,0
58,7 35.2 35.4 60,3
68,0 40,8 40,9 60,1

Tabelle 7. Bestimmung von Menthon in etnem Gemisch von
Menthylacetat, Menthol und Menihon.

" Menthon vorhanden 28,1%
Oleinwaage

ber. gef. | gef.
mg mg mg %
73,8 20,8 20,9 28,3
72,5 20,4 20,6 28,4
72,9 20,5 20,T 27,6
81,1 22,8 22,6 | 27,9
84,9 23,9 24,0 | 283

1

Die Ergebnisse der in den Tabellen aufggfﬁ_hrtqn
Beleganalysen stammen aus Bestimmungen, die in die
laufenden Serienbestimmungen eingeschaltet wurden.

Die geschilderten Serienmethoden ermoglichen bei
ziichterischen Arbeiten eine relativ schnelle und genaue
Bestimmung der pharmakologisch wichtigsten Inhalts-
stoffe der Pfefferminze.

Nachdem die Pflanzen in iiblicher Weise ziichterisch
bearbeitet und in bezug auf die Blattausbeute, Krank-
heitsresistenz usw. bonitiert worden sind, erfolgt die
quantitative und qualitative Priiffung des aus den
Einzelpflanzen gewonnenen atherischen Ols. .

7Zu diesem Zwecke werden die Pflanzen zu Beginn
des Blithstadiums geerntet und auf dem Trockenboden
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getrocknet. Anschlieflend werden die Blatter der ein-
zelnen Pflanzen abgestreift und gut durchmischt, um
so die Durchschnittsblattprobe einer Pflanze zu
erhalten.

10 g dieser lufttrockenen Droge werden zur Bestim-
mung des dtherischen Olgehaltes entnommen. Weitere
2 g werden bei 105° im Trockenschrank getrocknet,
um die Ausbeute auf die Trockensubstanz beziehen zu
kénnen.

Das gewonnene #therische Ol wird in drei etwa
gleiche Teile geteilt und die Bestimmung von Ester-
menthol, Menthol und Menthon mit Hilfe der be-
schriebenen Serienmethoden durchgefiihrt.

Diese Bestimmungen ermdglichen eine weitgehende
qualitative Auslese des Zuchtmaterials, da der Anteil
der einzelnen Komponenten entscheidend ist fiir den
pharmakologischen Wert der Droge.

Dariiber hinaus wird die Geruchs- und Geschmacks-
qualitit des Pfefferminzols durch das Vorhandensein
bzw. Nichtvorhandensein bestimmter Stoffe malB-
geblich beeinfluBt; der chemische Charakter dieser
Stoffe ist z.T. noch nicht geklirt und die im allge-
meinen auBerordentlich geringen Mengen dieser Stoffe
sind z.Z. einer einfachen serienméfigen Bestimmung
noch nicht zugingig.

Eine ganze Reihe dieser den Geruchs- und Ge-
schmackscharakter beeinflussenden Bestandteile des
Pfefferminzéls wurden von H. ScEMIDT isoliert, wobel
z.B. das von ihm nachgewiesene Jasmon in Mengen
von weniger als 0,1% die Feinheit des Geruchs und
Geschmacks deutlich beeinflul3t.

Fir die endgiiltige Auslese muf daher bei dem be-
reits weitgehend durch die geschilderten Priifungen
eingeengten Material eine Geruchs- und Geschmacks-
probe vorgenommen werden. Iierzu geniigen ge-
ringste Mengen.

Wir benutzen dazu die in den Auffangréhrchen ver-
bliebenen Reste des Ols, die mit z mm breiten Filtrier-
papierstreifen aufgesaugt und dann sofort einer Ge-
ruchs- und Geschmackspriifung unterzogen werden.

Zusammenfassung.

Zur Durchfithrung ziichterischer Arbeiten an poly-
ploiden Pfefferminzen wurden Ialbmikromethoden
entwickelt, die eine serienmifBige Bestimmung von
dtherischem Ol, Estermenthol, Menthol und Menthon
an Einzelpflanzen erméglichen. Nach einer kurzen
Diskussion der wichtigsten bisher verwendeten Me-
thoden wird beschrieben, in welcher Weise die Be-
stimmungen durchgefithrt wurden.

1. Zur Bestimmung des dtherischen Olgehaltes wurde
eine Serienapparatur eniwickelt, bei der 10 Einzel-
destillationsgerite zu einem Aggregat vereinigt sind,
die von einem gemeinsamen, elektrisch erwdrmten und
temperaturkonstant gehaltenen Paraffindlbad beheizt
werden. Durch die Mechanisierung einzelner Arbeits-
vorgange wird erreicht, daB taglich 60 bis go Bestim-
mungen von einer Hilfskraft durchgefiihrt werden
kénnen.

2. Zur Bestimmung des Estergehaltes dient ein Ver-
fahren, bei dem dieVerseifung in einer zugeschmolzenen
1 ml-Ampulle mit n-propylalkoholischer Kalilauge

Halbmikromethoden zur Serienbestimmung von dtherischem Ol, Estermenthol usw.
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vorgenommen wird. Die Titration erfolgt nach Zer-
triimmerung der Ampulle in einem Kantkolben.

3. Das Menthol wird durch Acetylierung mit Essig-
sdureanhydrid-Pyridin (1r:3) ebenfalls unter Verwen-
dung einer T ml-Ampulle und anschlieBender Titration
des unverbrauchten Essigsiureanhydrids bestimmt.

4. Es wird ein Wasserbad (16 x 34 cm) beschrieben,
das gestattet, 100 Verseifungen bzw. Veresterungen in
1 ml-Ampullen gleichzeitig durchzufiihren.

5. Die Menthon-Bestimmung erfolgt nach der Hydro-
xylaminchlorid-Methode mit Oleinwaagen von etwa
8o mg und Titration mit 0,1 n alkoholischer Kalilauge
nach 16 Stunden.

6. AbschlieBend wird an einem Gemisch von Men-
thylacetat, Menthol und Menthon die Genauigkeit der
beschriebenen Methoden demonstriert.
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