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Die Bombardierkéfer und ihre Explosionschemie

V. Mitteilung iber Insekten-Abwehrstoffe

Von Doz. Dr. H. SCHILDKNECHT und Dr. K. HOLOUBEK*¥*)
Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Erlangen

Prof. Dr. J. Stammer zum 60. Geburtstag gewidmel

Es wurden die Schiisse der Bombardierkdfer Brachynus sclopeta Fabr., Br. explodens Duft. und Br. crepitans

L. untersucht und als ein Gemisch aus p-Benzo- und Toluchinon erkannt. Die gleichen Stoffe konnten

im Hinterleib von zwei getrockneten Exemplaren einer afghanischen Pheropsophus-Art (Ph. catoirei Dej.)

nachgewiesen werden. Die Chinone entstehen in einer explosionsartig verlaufenden, enzym-kataly-

sierten Reaktion aus den entsprechenden Hydrochinonen und Wasserstoffperoxyd. Der gleichzeitig
frei werdende Sauerstoff liefert den zum Ausschleudern und Zerstduben nétigen Druck.

Einleitung

Es verwundert uns nicht, da§ schon in der altesten ento-
mologischen Literatur!) das seltsame Gebaren der ,,Bom-
bardierkafer“ geschildert wurde; oft recht anschaulich und
mit viel Liebe, wovon das folgende Beispiel Zeugnis geben
soll, einem Auszug einer Darstellung des Pastors Wilhelm?):

S0 wie die miitterliche Natur den Geschépfen mannigfaltige
Waffen gegen ihre Feinde gab; so hat sie auch diesen Kifer mit
einem ganz eigenen Verteidigungsmittel ausgeriistet. Er 1a8t pam-
lich seinen Verfolgern, deren er unter den Laufkifern manchen
hat, einen bldulichen Dunst, den ein ziemlicher Gestank und Knall
begleitet, ins Gesicht. Erschrocken, wir wissen nicht, ob iiber den
SchuB, oder iiber den Gestank, rennt sein Feind davon.

...... LBt man sie gegen einen Spiegel feuern, so bekommt er
einen Dampfflecken. Leute, die sehr gut horen, sehen, und fiihlen
kénnen, weil sie immer ihre Einbildungskraft zu Hilfe nehmen,
vergleichen den Schufl mit dem Knall eines Pistols, glauben Pul-
ver zu riechen und eine gewisse Warme zu fithlen......

...... Es miifite duBerst unterhaltend seyn, die ganze Einrich-
tung genau zu kennen. Gewill wiirden wir anch da, wie bey allen
Werken des Schopfers, uns des Erstaunens iiber die Einfachheit,
ZweckmiBigkeit und Verbindung der verschiedenen Elemente
nicht enthalten kénnen."

Aufler diesen guten Beobachtungen zur Verhaltensweise
des Bombardierkafers finden wir bei Bergstrdsser®) noch
eine genaue Beschreibung des auBeren Habitus und die er-
sten Gedanken iiber den Mechanismus des Bombardierka-
ferschusses, den er fiir einen , WindschuB“, d.h. fiir die
Wirkung komprimierter Luft hilt. Er schreibt:

»Es ist allerdings zu bewundern, wie dieses Insect so viele Luft
in solcher Eile zusammenpressen kann, da es hinten blos ein kleines
Blischen im Leibe hat...,..*

Das war eine irrige Vorstellung, aber richtig erkannt
hatte der Beobachter, daB das Depot fiir die Explosions-
stoffe kleine Blaschen sind, die zu einem Pygidialdriisen-
System gehoren, das in allen seinen Teilen paarig ist und in
symmetriscHer Anordnung im Bereich der hintersten drei
Abdominalsegmente liegt. Die Pygidialblasen enden in

*) Dissertation von K. Holoubek, Erlangen 1959, 1V. Mitteilung Z.
Naturforsch. 756, 200 [1960]).

1) De Geer: Mémoirs pour-servir a I’histoire des insectes tom 7,
Stockholm 1752.

?) Unterhaitungen aus der Naturgeschichte der Insecten, erster
Theil. Augsburg, in der Mart: Engelbrechtischen Buchhandlung,
1796. ’ - .

3) Bergstrdsser: Nomenclatur I, Selbstverlag, Hanau 1778.
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kurzen Ausfiihrungsgingen, die zu beiden Seiten des Anus
in winzige, durch vierteilige Klappen verschlieBbare Off-
nungen miinden.

Mit diesen Pulverkammern muBte man beginnen, wenn
das ,,Pulver“ vor dem Schufl gefaBt werden sollte, um dann
erst die ,,Ziindung* in den Chitinkapseln, die explosions-
artige Zersetzung der Treibladung und die Rauchgase, die
Endprodukte also, untersuchen zu kénnen.

Die Chemie der Pygidialblasen
Anatomie und Reaktion der Blasen

Nach den hervorragenden anatomischen Studien von
Dierckx*) durften wir annehmen, daB die Hauptmenge der
explodierenden Verbindungen in zwei Pygidialblasen ge-
speichart sein muBte; es sind nierenférmige Reservoirs, die
im Ende des Hinterleibes (daher der Name: nuyp) = SteiB,
Hinterleib) liegen und mit einigen Kunstgriffen unverietzt
herausoperiert werden kdnnen (s. Abb. 1).

Abb. 1. Eine Sammelblase, die in den abdominalen Fettkorper ein-
gebaut und von einem starken Tracheengeflecht umsponnen st
(Vergr. 50-fach)

4y Fr. Dierckx, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 726, 622 [1898]; La
Cellule 76, 61 [1899]. —~ Resumé: Bull. Soc. Entomol. France 7899,
200; La Cellule 78, 255 [1901].



Wenn man das Organ durch Einlegen in 2n Salzsiure in-
aktiviert, kann man vorsichtig mit der Pinzette ein diinnes,
peritoneales Hautchen abziehen und hat dann einen lang-
lichen Schlauch vor sich, der in Abstinden Gasblasen ein-
schlieBt (vgl. Abb. 2).

A95.2

Abb. 2. Schemazeichnung der entfalteten Bombardierkafer-Blase
mit Chitinkapsel

Der Schlauch erhilt durch das umgebende Héutchen die
charakteristische Gestalt der Pygidialblase. Sie macht
oberflichlich betrachtet, den Eindruck, als sei sie aus etwa
einem Dutzend von Segmenten zusammengesetzt, dhnlich
wie eine Apfelsine aus einzelnen Scheiben. Bei niaherer Be-
trachtung sieht man jedoch, daB die Trennwand zwischen
diesen Segmenten oder Kammern den Querschnitt nicht
vollstandig, sondern nur zu etwa einem Drittel in der skiz-
zierten Weise (s. Abb. 3) ausfiillt, so daB ein groBes, durch
die ganze Blase gehendes Lumen bleibt.

a

Abb. 3. Pygidialblase: a Querschnitt durch eine ,, Kammerwand*;
b vorne angeschnitten

Alle Operationen zur Freilegung der Blase miissen be-
sonders sorgféltig vorgenommen werden, da selbst bei der
kleinsten Verletzung der Blaseninhalt stark aufschiumt.
Dabei farbt sich die ausgetretene Fliissigkeit zuerst gelb,
rotlich und dann sogar violett bis schwarz und gleichzeitig
riecht es stechend, wie beim Schiefen der Kifer.

Analyse der Blaseninhaitsstoffe und deren Reaktions-
produkte

Unsere ersten Fragen waren nun, welches Gas entwickelt
sich, wie entsteht es und aus welcher Verbindung? Denn
daB es nicht von Haus aus vorliegt, etwa in kompri-
mierter Form, wie das Rougemont®) angenommen hat, und
auch nicht wie von Dierckxt) behauptet, nur in einer
Fliissigkeit gelost ist, konnten wir vor allem dadurch be-
weisen, daB beim Zerstéren der Blase in angesiuertem
Wasser keinerlei Gasentwicklung zu beobachten war. Das
Gas mufte also erst aus einer vorher fliissigen oder geldsten
Verbindung entstanden sein. Die Frage, ob bei der Gas-
bildung auch Luftsauerstoff notig ist, wie das 1848 Kar-
sten®) behauptet hat, haben wir ebenfalls sehr einfach kli-
ren konnen (s. Abb. 4).

5) Ph. De Rougemont, Mitt. Schweiz. Entomol. Ges. 6, 99 [1884].
%) H. Karsten, Arch. Anatomie Physiol. 7848, 368,

Dazu legten wir das Bombardierorgan von Brachynus
crepitans unter eine Seifenblase. In diese durchsichtige Gas-
kammer kann man mit einem mit Speichel befeuchteten
Spatel ohne Zerstorung der Seifenhaut eindringen und somit
unter Schutzgas und von allen Seiten gut einsehbaroperieren.
Wie an der Luft, so fingt auch unter Stickstoff beim Zersto-
ren der Pygidialblase das Bombardierkafer-Sekret sofort das
Schaumen an und wiederum unter Bildung von gelb bis
violett gefarbten Substanzen. Man kann auch mit einigem
Geschick die Blase allein, ohne Kifer also, durch Driicken
mit dem Spatel zum SchieBen bringen, ohne daB der Luft-
sauerstoff zugegen sein miifite.

Die einzige Angabe in der Literatur iiber die Zusammen-
setzung des Reaktionsgases findet sich bei Rougemont®).

5

A954

Abb. 4. Kiinstliches SchieBen der Brachynus-Blase (B) in Stick-
stoff in einer Seifenblase (S) mit einem Spatel (Sp)

Nach diesen Versuchen schien es uns erforderlich, einzelne
freipraparierte Blasen zur Reaktion zu veranlassen und
das dabei gebildete Gas quantitativ zu untersuchen. Fiir
dieses Vorhaben hat sich die Mikromethode nach Berg?)
als geeignet erwiesen, die es gestattet, Gasmengen von 0,4
bis 1,0 mm? zu analysieren. Demnach erwies sich das Reak-
tionsgas als vollig CO,-frei. Es bestand zu rund 95—989;
aus Sauerstoff.

Dieses Ergebnis wurde massenspektrometrisch kon-
trotliert8) (s. Abb. 5).

In ein kleines Schliffkélbchen R mit 1 ml Inhalt wurden etwa
20 Blasen gefiillt, mit Aceton-Troekeneis eingefroren und mit einem
Glasstab zerrieben. Dann wird das Kélbchen, immer in einem
Kiihlbad eingetaucht, mit einer ebenfalls sehr kleinen Schleuse S
verbunden, die Verbindung zum Massenspektrometer hergestellt
und evakuiert.

—>

Zum Massen-
Spektromerer

zur
Diffusions-
Pumpe

Entwicklungsapparatur fiir das Brachynus-Gas
zur massenspektrometrischen Analyse

Abb. 5.

Nun 1ifit man bei geéifnetern Hahn 1 und 2 in die kleine Appa-
ratur Argon als Schutzgas einstrémen, schlieBt den Haln 1,
saugt das restliche Argon wieder ab und entfernt fiir einige Zeit
das Kiltebad. Die eingefrorenen Blasen tauen dann wieder auf,
wobei das Gewebe zerstort wird und sich das zu untersuchende Gas
entwickelt. Inzwischen hat man auch Hahn 2 wieder geschlossen.
Offnet man jetzt Hahn 1, so verteilt sich das Reaktionsgas anfi
Schleuse S und Kolbchen R. Wir haben zur Vermcidung von Feh-
lern durch die fliichtigen Bestandteile der Blasen nur das Gas
in der Schleuse untersucht, d. h, bei geschlossenem Hahn 1 und
durch den Hahn 2 das Reaktionsgas zum Massenspektrometer
gesaugt.

7) W. E. Berg, Science [Washington] 704, 575 [1946].
8) Fiir die Anfertigung und Deutung des Massenspektrogrammes
danken wir Dipl.-Phys. H. Gutbier,

Angew. Chem. | 73. Jahrg. 1961 | Nr. 1



Das Massenspektrum zeigt — neben Argon — die Massen-
linien 28, 32 und 43 mit groBer Intensitdt (s. Tabelle I).
Als hochste Masse wurde 73 registriert.

relative ‘
Masse lonen- Stoff
intensitat ’
28 410 ‘ N,
32 4800 0,
43 ! 600 ?

Tab. 1. Ergebnis der massenspektrometrischen

Analyse des Brachynus-Gases

Wie aus dem Gesamtspektrum hervorgeht, lassen sich
die Massenlinien 28 und 32 eindeutig N, bzw. O, zuordnen.
Dagegen ist die relativ stark auftretende Massenlinie 43
nicht ohne weiteres deutbar. Aus dem zeitlichen Intensi-
tatsabfall der einzelnen Massenlinien, der sich auf Grund
der endlichen GréBe des Vorratsvolumens ergibt und umge-
kehrt proportional der Wurzel aus der Molekiilmasse ist,
wurde ferner berechnet, daBl die Masse des zum Ionenradi-
kal M 43 gehorigen Molekiils etwa 74 bis 80 ME betragt.
Um welches Molekiil es sich dabei handelt, wissen wir
noch nicht. Der im Massenspektrum auftretende Sauer-
stoff scheint aber bereits im Reaktionsraum in molekula-
rer Form vorzuliegen. Eine Massenlinie 44, die CO, zuzu-
ordnen ware, fehlte véllig. Da sich die relativen Ioneninten-
sititen zueinander verhalten wie die dazugehérigen Stoff-
mengen, folgt fiir N, (Masse 28) und O, (Masse 32) aus den
oben aufgefithrten Intensitidten, dafB sich die gasformigen
Reaktionsprodukte aus

92,1 % Sauerstoff und
7,9 % Stickstoff
zusammensetzen.

Das Ergebnis der massenspektroskopischen Analyse des
Reaktionsgases kommt den nach der Mikroanalyse von
Berg ermittelten Werten in zufriedenstellender Weise nahe.
Die Kombination der Ergebnisse beider Methoden 1aBt
eine Deutung des ,,Restgases* als N, zu.

Es muBte nun geklart werden, woraus der Sauerstoff
entstand, d.h. von welcher Zusammensetzung die fliissige
oder auch nur geldoste Muttersubstanz war. Wir dachten
zuerst an Peroxyde, also zersetzliche und stark sauerstoff-
haltige Verbindungen und noch mehr an Persduren, wie die
Peroxy-ameisensdure und Peroxy-essigsdure, die zu Sauer-
stoff und Carbonsduren zerfallen konnten. Erst nachdem
alle Versuche fehlgeschlagen waren, diese Verbindungen
oder ihre Zersetzungsprodukte zu finden, entschlossen wir
uns als alleinige Vorstufe des Sauerstoffs das Wasserstoff-
peroxyd anzunehmen.

Bei all den Versuchen, die der Erfassung der Vorstufe
des Sauerstoffs dienten, mufite die Blase natiirlich so auf-
gearbeitet werden, daB die iibliche Gasentwicklung aus-
blieb. Zu diesem Zweck wurden die unverletzt isolierten
Pygidialblasen der Bombardierkéfer in ein kleines Rea-
gensglas mit wenigen cm? Alkohol gebracht und auf —50 °C
abgekiihlt. Bei dieser Temperatur erstarrten die Blasen
sofort und konnten mit einem Glasstab pulverisiert wer-
den, ohne daf} die geringste Gasentwicklung zu beobachten
gewesen ware, Diese bleibt auch bei hgheren Temperaturen
aus, wenn man die ungelosten Gewebeteile bei tiefer Tem-
peratur abzentrifugiert. Vereinigt man aber diese stabile
Losung bei Raumtemperatur wieder mit den vorher abge-
trennten Blasenh&duten, so ist augenblicklich eine starke
Sauerstoff-Entwicklung zu beobachten. Die Blasenhiute
miissen also einen Stoff enthalten, der die Reaktion der
Inhaltsstoffe katalysiert, ein Enzym, das mit groBer
Wahrscheinlichkeit Katalase ist, da wir die gleiche Wir-
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kung bei Zugabe von reiner Katalase beobachten konnten.
Diese charakteristische Reaktion mit Katalase deutet wie-
derum darauf hin, daB die gesuchte Vorstufe fiir O, Hydro-
peroxyd ist. In den unzersetzten, stabilen, alkoholischen
Losungen konnte dann auch H,0, quantitativ und quali-
tativ mit KJ, KMnO, und mit Titanylsulfat nachgewiesen
und bestimmt werden. H,0, war nicht mehr zu finden, wenn
in Kontrollversuchen nach der Zugabe von Katalase-Sus-
pension die Sauerstoff-Entwicklung stattgefunden hatte.

Die endgiiltige Entscheidung dariiber, ob wirklich Hydro-
peroxyd vorliegt und vor allem, ob allein, brachte die Pa-
pierchromatographie. Das Auftragen der Substanz ge-
schieht am besten so, daB man eine frisch isolierte Pygi-
dialblase auf Chromatographiepapier legt und dort mog-
lichst rasch mit Hilfe eines Objekttragers zerdriickt. Dabei
reagiert zwar ein Teil der Blaseninhaltsstoffe, der Rest wird
jedoch vom Papier so rasch aufgesaugt, und damit von dem
zersetzenden Blasengewebe abgetrennt, daB man ihn un-
zersetzt chromatogtaphieren kann.

Das Ergebnis dieser Chromatographie ist in Tabelle 2 zu-
sammengestellt. Es zeigt sich, daB nur Hydroperoxyd mit
Titanylsulfat-Reagens nachzuweisen ist; auch in dem
System Essigester, Dioxan, Wasser, das von Rieche?) zur
Trennung der Hydroperoxyde und der echten Peroxyde an-
gegeben wird.

Substanz Re-Werte im System
Methanol-

" Ather (10:1) n-Butanol Essigester,

; : Dioxan, Wasser

: : (20:45:46)

H,0, 0,72 i 0,13 0.86

Brachynus- ' 0,72 0,13 0,86
Sekret i |
Papier " Binzer 202 \ Binzer 202 | S & S 2043b

\
Tab. 2. Rj-Werte des Peroxyd-Chromatogramms

Zur quantitativen Bestimmung des Hydroperoxyd-
Gehaltes wurde die gelbe Losung photometriert, die beim
Zerdriicken von 6 Blasen in schwefelsaurer Lésung nach
Versetzen mit Titanylsulfat-Reagens sich bildet. Die er-
forderliche Eichkurve wird durch Ausmessung der Ex-
tinktion bei 546 my verschieden konzentrierter, mit Tita-
nylsulfat versetzter Lsungen von H,0, aufgestellt.
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Abb. 6. Eichkurve fiir die photometrische Bestimmung
der H,04,-Konzentration in der Blase

Beriicksichtigt maﬁ,' daB eine Blase durchschnittlich
1,24 mg wiegt, so geht aus Abb. 6 hervor, daB das Pygidial-
driisen-Sekret zu einem iiberraschend hohen Prozentsatz —
manchmal bis zu 28,5%, — aus Hydroperoxyd besteht.

?) A. Rieche, Angew. Chem. 70, 263 [1958].



Nun war aber die Gasentwicklung, der also die Reaktion
2H,0, > 2H,0 + 0,

zugrunde liegt, immer von einer Gelbfarbung und nicht
selten sogar von einer Violettfarbung des Blaseninhalts
begleitet. Mit dem bisherigen Befund war diese nicht zu
klaren, d.h. wir muBten nach weiteren Begleitstoffen
des Hydroperoxyds suchen, die zuerst farblos sind und
dann im Verlaufe der Reaktion gelbe Verbindungen er-
geben. Nun ist bei den Bombardierkiafer-Schiissen stets
ein charakteristischer Geruch wahrnehmbar, der nach Vor-
proben zu schlieBen auf Chinone zuriickzufiihren war. Chi-
none lassen sich als Keto-Verbindungen mit 2.4-Dinitro-
phenylhydrazin zu Hydrazonen umsetzen, die sehr gut
papierchromatographisch untersucht werden konnen. Zu
diesem Zweck 1428t man eine Bombardierkéifer-Blase wie
beschrieben reagieren, wartet bis zum Ende der Gasent-
wicklung und bedeckt sie dann mit einer gesattigten Lo-
sung von 2.4-DNP in 6n HCL. Uber Nacht scheidet sich
soviel 2.4-DNP ab, daB es auf einer Mikronutsche gesam-
melt werden kann. Man wiascht es mehrmals mit kaltem
Wasser und verwendet es zur Darstellung des in Abb. 7
abgebildeten Chromatogramms. Zum Vergleich wurden
rechts die Fallungsprodukte mit aufgetragen, die man aus
einem Gemisch von p-Benzochinon, Toluchinon und H,0,
mit 2.4-DNP erhalt.

Abb. 7.
Papierchromatogramm
der Hydrazone

vom Brachynus (links),
verglichen mit denjenigen
eines Gemisches von
p-Benzochinon, Toluchinon
= {’:. und H,O0, (rechts)

Das Chromatogramm zeigt eindeutig, daB die unter-
suchten Reaktionsprodukte aus einem Gemisch von p-
Benzo- und Toluchinon bestehen. Allerdings waren auf
dem Chromatogramm nicht nur die den Mono- und Bis-
Hydrazonen entsprechenden Flecken (die starken Flecken-
paare) zu sehen, sondern noch sechs weitere.

Wir hielten diese zusétzlichen Flecken zuerst fiir die 2.4-
DNP-Derivate weiterer, unbekannter Chinone. Deshalb
wurden 31 andere Chinone!°) im gleichen System chroma-
tographiert und mit dem Chromatogramm des Schusses
verglichen. Dieses Verfahren fiithrte jedoch nicht zum Ziel.
Wir kamen aber zu dem SchluB, daB die unbekannten Sub-

19y prof. Dr. W. Flaig danken wir besonders, daB er uns viele Benzo-
chinone zur Verfiigung gestellt hat.

stanzen lediglich anomale 2.4-DNP-Derivate von p-Benzo-
chinon und Toluchinon sein kdnnten. Interessanterweise
treten sie nicht auf, wenn man die Chinone bei Abwesen-
heit von H,0, fillt oder wenn man die Pygidialblasen in
einer wiBrigen Lisung von Katalase zerdriickt und dann
erst mit 2.4-DNP-Reagens die Chinone fallt. Es erscheinen
im Chromatogramm nur mehr die Flecken des Mono- und
Bishydrazons, womit bewiesen ist, dal bei der ,Blasen-
reaktion” nur Benzo- und Toluchinon entsteht. Unter-
suchungen iiber die Nebenreaktionen sind noch im Gange.

i
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Abb, 8. UV-Spektrum des unzersetzten Pygidialblasen-Inhalts

Wie bereits erwihnt, ist die Blase im unberiihrten Zu-
stand farblos und verfarbt sich erst wahrend der Gasent-
wicklung. Vor der Reaktion miissen demnach farblose Ver-
bindungen in gelgster Form vorliegen, die evtl. durch Oxy-
dation mit Sauerstoff in Chinone iibergehen. Solche Ver-
bindungen koénnen aber nur die entspr. Hydrochinone sein.
In der Tat konnten wir sie einwandfrei in der bei —50°C
hergesteliten athanolischen Losung der Blaseninhaltsstoffe
in Substanz und papierchromatographisch nachweisen.
Zudem zeigt die Ldsung das charakteristische Absorptions-
spektrum der Hydrochinone (s. Abb. 8).

Der Verlauf der Kurve im Gebiet von 200 bis 230 mp
deutet darauf hin, daB die vom Bombardierkafer gelieferte
Probe eine Mischung aus mehreren Hydrochinonen dar-
stellt. Es wire denkbar, daB eine Mischung von Hydro-
chinon und Toluhydrochinon in einem bestimmten Ver-
hiltnis ein der Brachynus-Kurve genau entsprechendes
Spektrum liefert. Auch das IR-Spektrum?!) spricht dafiir,
daB ein Gemisch aus Hydrochinon und Toluhydrochinon
vorliegt, worin das Hydrochinon iiberwiegt (s. Abb. 9).

N

7 3 5 7 (] 9 77 3 75
A —_
[A359] “
Abb, 9. IR-Spektrum des unzersetzten Pygidialdriisen-Sekrets

Der endgiiltige Nachweis, daB im Pygidialdriisen-Sekret
von Brachynus tatsachlich Hydrochinon und Toluhydro-
chinon nebeneinander vorliegen, 148t sich papierchromato-
graphisch fithren.

Zerstort man die Blasen unter Athanol bei Raumtempe-
ratur, so tritt starke Gasentwicklung ein, jedoch ohne daB
Chinone in nennenswertem MaBe entstehen. Es ist wahr-

1) Prof. Dr. W. Liittke sind wir dankbar fiir die Aufnahme und Deu-
tung des Spektrums.
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scheinlich, daB durch die Zerstérung in Athanol das Oxy-
dationsmittel verdiinnt und damit seine Wirksamkeit ab-
geschwdcht wird. Dunstet man eine solche Ldsung vor-
sichtig ein, dann bleiben farblose, sublimierbare Nadeln
zuriick, die beim Verreiben mit Chinon tiefblaues Chin-
hydron geben (Hydrochinone); diese Kristalle werden in
wenig Athanol aufgenommen und zur Chromatographie
aufgetragen. In aufsteigender Technik ergeben sich unter
Verwendung von S & S 2043b-Papier fiir das System Bu-
tanol: Benzol: Wasser (1:9:10) die Re-Werte der Tabelle 3.
Die farblosen Hydrochinon-Flécke wurden mit einer 2-proz.
wiéBrigen Phosphormolybdansiure und nachfolgendem Be-
gasen mit Ammoniak sichtbar gemacht.

Substanz R¢-Werte
Blaseninhalt . ... 0,19 ‘ 0,39
Hydrochinon ... ! 0,19 |
Toluhydrochinon | ! 0,39

Tab. 3. Ry-Werte des Hydrochinon-Chromatogramms

Der Nachweis der Hydrochinone als Vorstufen fiir die
vom Bombardierkéfer produzierten Chinone erkldrt nach-
traglich die schone Beobachtung von Dumeril?), daB die
Pygidialblase eines Brachynus beim Zerdriicken auf der
Zunge zunichst kurze Zeit angenehm schmeckt. dann aber
rasch ein Brennen des ganzen Mundes hervorruft: Hydro-
chinone schmecken siif}, wahrend Chinone etwa wie Pfeffer
brennen.

ZusammengefaBt konnten wir sagen, daB neben Wasser-
stoffperoxyd hauptsachlich Hydrochinon und Toluhydro-
chinon in etwa 10-proz. Losung in der Blase vorlag und
daB diese Mischung mit Katalase in Sauerstoff, Wasser und
p-Benzochinone zerfallt.

DaB die geschilderte Reaktion der Blaseninhaltsstoffe
letzten Endes auch dem SchieBmechanismus zugrunde lie-
gen mufBte, war sehr wahrscheinlich und konnte als sicher
gelten, wenn es gelang die Produkte der Reaktionsfolge zu
fassen, d.h. es muBten die Rauchgase bzw. der ,,Pulver-
dampf‘‘ ndher untersucht werden.

Der Schuf3

Zunichst haben wir, wie bereits beschrieben?), auf Chi-
none gepriift. Daneben gibt der Kafer beim SchuB ein Gas
ab, das man sehr leicht nachweisen kann, indem man ihn
unter Wasser schieffen 14B8t. Bei jedem Schuf} treten einige
groBe und eine ganze Reihe von kleinen und kleinsten Gas-
blasen an die Wasseroberfliche. Das Wasser beginnt sich
nach etwa 50 Entladungen gelb zu farben. Fiir die weitere
Untersuchung des Sekretes war besonders eine ebenfalls
beschriebene Absaugvorrichtung?®) geeignet, die den gro-
Ben Vorteil hatte, daB Verunreinigungen ausgeschlossen
werden, die den Kafern anhaften. Auch eine Entieerung
des Mastdarmes, die vom Tier gern gleichzeitig mit oder
kurz nach dem SchuB vorgenommen wird, stort wegen der
Schwerfliichtigkeit dieser Exkremente (die viel Harnsdure
enthalten; Murexid Prbe) nicht. Der endgiiltige Nachweis
der Chinone in einem auf diese Weise gewonnenen, wéBrigen
Extrakt gelang wieder spektroskopisch, bzw. nach Zu-
gabe von 2.4-DNP papierchromatographisch. Wieder tra-
ten neben den Derivaten von Benzo- und Toluchinon die
von H,0, herrithrenden Nebenprodukte auf und auch im
Sekret konnte durch Katalase-Zusatz die Bildung dieser
unbekannten Verbindungen verhindert werden. Mit der
Titanylsulfat-Probe lieB sich jedoch kein H,0, nachweisen,
12) M. C. Dumeril, Mém. Acad. Sci. Inst. Imp. France 37 (1¢ Partie)

277 [1860].

13y H. Schildknecht, Angew, Chem. 69, 62 [1957].
14) H. Schildknecht, ebenda 77, 524 [1959],
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so dal man meinen mochte, daB die Umsetzung von Chi-
nonen mit H,O, einen wesentlich empfindlicheren Nachweis
von Wasserstoffperoxyd erlaubt.

Zu den bisher beschriebenen Versuchen diente Brachynus
crepitans L. Da sich die Schiisse der drei uns zur Verfiigung
stehenden Arten weder durch ihren Geruch noch durch ihre
Wirkung auf die Haut oder irgend ein sonstiges Merkmal
unterscheiden, liegt der SchluB nahe, daB alle drei Bom-
bardierkifer-Arten mit dem gleichen Substanzgemisch
schieBen. Um dies nachzupriifen, wurden in der Absaug-
vorrichtung4) Schiisse von Brachynus crepitans L., Br. ex-
plodens D, und Br. sclopeta Fabr.'%) getrennt gewonnen und
durch Vorlegen einer gesdttigten Losung von 2.4-DNP in
6n HCI gleichzeitig in die 2.4-DNP-Derivate {ibergefiihrt.
Die Ergebnisse der Papierchromatographie dieser Deri-
vate sind in Tabelle 4 zusammengefaf3t.

2.4-Dinitrophenyl-

hydrazon von Laufstrecke in cm

Br. explodens D. 15,2 J 11,7 | 6,1 ' 42 / 1,1 ‘ 0,7 ‘ Start
Br. crepitans L. 15,2 { 11,5 6,1 40 | 1Lt | 06 Start
Br. sclopeta Fabr, 15,2 l 11,5 6,2 ! 4,0 0,9 ! 05 ! Start
p-Benzochinon 15,5 1 6,3 ‘ ‘

+ Toluchinon | i } I Il |
Farbe . l blau i violett‘ rot ! violett' blau iviolett braun

I
Tabelle 4,

R¢-Werte des Hydrazon-Chromatogramms verschiedener Brachynus-Arten

Auch Pheropsophus catoirei Dej.15), ein 17 mm groBer
Bombardierkdter aus SW-Afghanistan. vertiigt iiber die
beiden Chinone. Der Kéfer stand uns nur als Trocken-
préparat zur Verfiigung!®) und hatte natiirlich infolge der
Beunruhigung beim Fang den griéBten Teil seines Pulvers
verschossen. Trotzdem waren noch nach Jahren durch An-
teigen des Hinterleibes mit einer 2,4-DNP-Lsung Chinone
nachweisbar, dagegen nicht mehr die entspr. Hydrochinone.

Bei den lebenden Brachynus-Arten fanden wir aber mit
Hilfe des ,, Melkapparates' !t) auch Hydrochinone bei den
ausgestoBenen Substanzen.” Damit erklaren sich alle be-
schriebenen Eigenschaften der im SchuB enthaltenden Ver-
bindungen als die Eigenschaften der nachweisbaren Chi-
none und Hydrochinone.

Der Mechanismus des Schusses

Mit den bisherigen Untersuchungsergebnissen liuft ein
BombardierkaferschuB wie folgt ab (vgl. die schematische
Darstellung Abb. 10):

[A5510

Abb. 10. SchieBmechanismus des Bombardierkéafers (schematisch)

L Loben mit Driisenzellen; S Sammelkanal; A Annexdriisen; R Re-

servoir, Pygidialblase; M quergestreifte Muskulatur; V Ventilpiatte;
Ch Chitinkapsel

18y Fiir die Determination danken wir G. Scherer vom Museum Frey,
Tutzing.

18) G. Ebert hat uns zwei von ihm in der Gegend von Kandahar er-
beutete Exemplare liebenswiirdigerweise iiberlassen, Prof. M.
Pavan eine groB3e Zahl von Br. sclopeta Fabr,



Die Driisenzelien sezernieren Hydrochinon, Toluhydro-
chinon und Hydroperoxyd. Dieses Sekretgemisch wird in
der Sammelblase, der Pygidialblase, gespeichert, die an
ihrem Ende durch eine muskuldse Klappe vom eigentlichen
Reaktionsraum, der Chitinkapsel, abgeschlossen ist. Beim
SchieBen 148t der Kifer durch Offnen der besagten Klappe
das Pygidialdriisen-Sekret in die Chitin-Kapsel eintreten,
wo es in explosionsartiger Reaktion zum Pygidialdriisen-
Exkret umgesetzt wird, das wir bereits bei der Analyse des
Schusses kennengelernt haben. Es ist anzunehmen, daB
diese Reaktion durch ein enzymbhaltiges Sekret der Annex-
driisen ausgeldst wird.

Sehr wahrscheinlich ist hier Katalase zugegen, denn
eine stabile Losung des Blaseninhaltes kann damit reagie-
ren und umgekehrt ist es moglich, mit Hilfe eines Annex-
dritsen-Sekretes eine Losung von 109, Hydrochinon- und
Toluhydrochinon in 25-proz. H,0, unter sehr starker Gas-
entwicklung zu zersetzen. Das entstehende Gas liefert den
zum ,,SchieBen, d.h. zum Ausschleudern und Zerstiuben
der Chinone nétigen Druck.

Diskussion

Wie gezeigt wurde ist das Pygidialdriisen-Sekret eine
Losung von Hydrochinon und Toluhydrochinon, die im
Mittel 239, H,O, enthdlt. Solche Losungen sind jedoch
in vitro in keinem Konzentrationsbereich stabil. Bereits
nach kurzer Zeit firben sie sich im Reagensglas intensiv
rot, wodurch sich der Beginn der Zersetzung der Hydro-
chinone anzeigt. Es entstehen viele Zersetzungsprodukte,
von denen bisher 12 im Chromatogramm getrennt worden
sind 7).

Um so erstaunlicher ist es, daB der Pygidialblasen-Inhalt
im Inneren der Blase vollig farblos bleibt. Dies 1aB8t sich
beobachten, wenn man ein isoliertes Pygidialdriisenpaar
zusammen mit einemfeuchten Wattebausch (Verdunstungs-
schutz) in einem kleinen Wéageglaschen aufhebt. Der Bla-
seninhalt bleibt viele Stunden wasserklar. Selbst wenn nach
ein bis zwei Tagen die Blase beginnt, sich infolge Verwesung
schwarz zu farben, ist noch keine Zersetzung ihres Inhalts
zu bemerken, der nach vier Tagen immer noch in reaktions-
bereitem Zustand ist, wie das heftige Aufbrausen unter
Chinon- und O,-Bildung beim Beriihren der nunmehr stark
verwesten Blase beweist.

Dagegen 148t sich im Versuch zeigen, daB die Pygidial-
blasen-Inhaltsstoffe nur im Inneren der Blase stabil sind
und sich in kurzer Zeit zersetzen, wenn man sie aus der
Blase entnimmt, etwa durch Punktieren der inaktivierten
Blase mit einer feinen Kapillare.

Nach diesen Versuchen ist im biologischen System ein
Prinzip wirksam, das eine Ldésung von Hydrochinon und
Hydroperoxyd stabilisiert. Dieses Prinzip ist entweder
chemischer oder physikalisch-chemischer Natur, scheint
aber an die Morphologie der Sammelblase des Pygidial-
driisensystems gebunden zu sein. Eine Stabilisierung
durch einen homogen in der Losung verteilten chemischen
Stabilisator ist unwahrscheinlich.

Noch wichtiger als die Frage nach der Art der Stabilisie-
rung ist diejenige nach der Bildungsweise relativ hoch
konzentrierter Losungen von H,0, neben Hydrochinon.
Als ein Zellverband, in dem H,0, gebildet wird ohne so-
gleich wieder zersetzt zu werden, so daB es zu betrachtli-
chen Ansammlungen dieses Zellgiftes in einem lebenden
Organismus kommt, sind die Loben der Pygidial-Driisen des
Bombardierkafers histologisch und fiir die Theorie der Zell-
atmung von auBerordentlichem Interesse. Unseres Wissens
wurde bei Metazoen noch kein in vivo gebildetes Hydro-

17y H. Schildknecht u. W, Dittmann, unveroffentlicht; s. a. W. Ditt-
mann, Diplomarbeit, Erlangen 1959,

peroxyd in Substanz nachgewiesen, obwohl es durch die
Wirksamkeit aerober Dehydrasen im Verlauf der Zell-
atmung in lebenden Zellen entsteht.

An dieser Stelle ist interessant, daB in neuester Zeit von
Green8) gefunden wurde, daB Substanzen vom p-Benzo-
chinon-Typus, sog. Ubichinone?), als ,electron carrier” in
den Citronensdure-Cyclus eingreifen. Im gleichen jahr
fithrte Warburg?®) den Begriff der ,,Chinon-Atmung“ ein.
Es gelang ihm, Benzochinon und Wasser in einer Suspension
von Chlorella zu Hydrochinon und Sauerstoff umzusetzen.
Die nahere Untersuchung zeigte, dafl diese ,,Chinon-At-
mung“ nach dem Mechanismus der Hill-Reaktion verlduft,
bei der CO, als wichtiges Zwischenprodukt eine Rolle
spielt. Die Bilanz der Chinon-Atmung wird durch folgende
Gleichung wiedergegeben:

2 Chinon + 2 H,0 -» 2 Hydrochinon + O,

Ahnlich kénnte in den Driisenzellen der Loben des Bom-
bardierkafers Hydrochinon und H,0, in gekoppeiter Reak-
tion entstehen, nach folgendem hypothetischen Schema:

1
2 H/\‘\ H,0, A

\/ ~
I 2 H,0
O

(’)H
.0

l

NN

0, AH,
OH

Der erste Schritt wire demnach eine ,,Chinon-Atmung®,
in die sich reduzierende Substanzen der lebenden Zelle
(AH,) mit den entspr. Dehydrasen und Coenzymen ein-
schalten, so daB im Endeffekt Chinon und Wasser zu
Hydrochinon und Wasserstoffperoxyd umgesetzt wird.

Chinon + 2 H,G - Hydrochinon + H,0,

Die experimentelle Uberpriifung unserer Arbeitshypothese
fiihrte noch zu keinem eindeutigen Ergebnis, schon allein
wegen der AuBerst geringen Menge des Versuchsmaterials,
Doch zeigte sich, daB beim Behandeln einer Chinon-Losung
mit den Loben des Kéfers Chinon verbraucht wird. AuBer-
dem liefert das Experiment einen Hinweis dafiir, daB tat-
siachlich Hydrochinon gebildet werden kénnte?1).

Die Fragen, die sich im Zusammenhang mit der Chemie
der Pygidial-Driisen bei Brachynus-Arten noch stellen
lassen, sind mannigfaltig und im Augenblick kaum zu be-
antworten; so fragt man sich immar wieder: handelt es sich
bei dem hochentwickelten, kompliziert gebauten Pygidial-
driisenapparat nur um eine Waffe, oder bedient sich der
Bombardierkafer lediglich einer interessanten und origi-
nellen Variante der Exkretion von Stoffwechsel-Endpro-
dukten zu seiner Verteidigung? DaB es sich um eine solche
handelt, scheint jedenfalls sicher zu sein. Vor allem Eis-
ner??) hat durch das Experiment bewiesen, daB der Bom-
bardierkafer in seinem Explosionsapparat eine sehr wir-
kungsvolle Waffe gegen rauberische Insekten be-
sitzt. Er brachte u.a. einen Brachynus vor den Eingang
einer Laboratoriumskolonie der Ameise Pogonomyrmex
badius (Latr.). Sobald eine der Ameisen in Kontakt mit
dem Kafer kam, begann sie mit den Mandibeln seine Glied-
maBen anzugreifen. Der Bombardierkéfer reagierte darauf

18) D, E. Green, Chem. Engng. News vom 8. Sept. 1958, S. 48,
1) R. A, Morton, Nature [London] 782, 1764 [1958].

20) 0. Warburg u. G. Krippahl, Z. Naturforsch. 73b, 509 [1958].
21) H. Schildknecht u. K. Holoubek, unverdfientl.

23) T, Eisner, J. insect. Physiol. 2, 215 [1958].
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mit einer genau auf die Angreiferin gezielten Enttadung,
worauf diese schnell, und sichtlich in Mitleidenschaft ge-
zogen, die Flucht ergriff. Sie hatte eine Reihe von Anfil-
len auszustehen, in deren Verlauf sie die Beine von sich
streckte und damit sinnlos gegen den Boden trommelte,
was ihrem eiligen Fluchtbestreben sehr entgegenwirkte. Im
Kontrollversuch wurde ein Bombardierer wehrlos, nach-
dem durch wiederholtes Reizen sein Sekretvorrat erschopft

war. Den Ameisen ausgeliefert, hatte er schon nach wenigen
Minuten Teile zweier Beine und eine ganze Antenne ein-
gebiiBdt.

Die Untersuchungen wurden von der Deutschen For-
schungsgemeinschaft unterstiitzt, wofiir wir auch an dieser
Stelle aufrichtig danken. E. Kistner ( Niirnberg) danken wir
fiir Unterstiitzung bei der Durchsicht alter Literatur.

Eingegangen am 30. Marz 1960 [A 95]

Blitzlicht-Photolyse

Von Prof. Dr. G. PORTER?®*)
Department of Chemistry, The University, Sheffield ( England)

Kurzlebige Reaktionszwischenprodukte lassen sich beobachten, indem man die Reaktion durch einen

Photolyseblitz startet und das Absorptionsspektrum der Photolyseprodukte aufnimmt. Die Leistungs-

fdhigkeit dieser Blitzlicht-Photolyse wird am Beispiel der Jod-Rekombination im Gaszustand und der
chinon-sensibilisierten Oxydation mit O, in L&sung aufgezeigt.

Einleitung

Die groBe Vieifalt chemischer Umwandlungen basiert
auf einer relativ kleinen Anzahl von Methoden, eine Reak-
tion in Gang zu bringen. Praktisch alle Umsetzungen wer-
den eingeleitet entweder

a) durch Mischen der Reaktionspartner,

b) durch Erwéirmen, oder

c) durch die Anwendung von Strahlung oder eines elek-
trischen Feldes.

Fiir viele Zwecke, besonders fiir das Studium schneller
Reaktionen, ist es notwendig, die Reaktion innerhalb einer
kurzen Zeitspanne zu starten. Dazu muB man einen der
oben angefiihrten Prozesse sehr rasch ablaufen lassen, und
das ist gewshnlich recht schwierig. Schnelles Mischen ist
vietfach zur Untersuchung schnell ablaufender Reaktionen
angewendet worden; es bendtigt aber Zeiten = 10-2sec.
Rasches Erhitzen ist sogar noch schwieriger und nur unter
besonderen Bedingungen mboglich, z. B. mit StoBwellen in
Gasen oder durch elektrisches Erhitzen einer leitenden
Fliissigkeit, also bei stark ionisierten Losungen.

Bei der Blitzlicht-Photolyse startet ein kurzer, in-
tensiver Lichtblitz die Reaktion. Neuerdings sind kurzzei-
tige Stofe anderer Strahlungsarten, insbesondere Elektro-
nen, in dhnlicher Weise verwendet worden, doch bieten
sichtbares und UV-Licht eine bequemere Untersuchungs-
methode und einen Startvorgang, den wir heute besser
verstehen.

Da alle Substanzen sichtbares oder ultraviolettes Licht
absorbieren, kann im Prinzip jedes chemische System durch
einen Lichtblitz fiir einen Augenblick in seinem Gleichge-
wicht gestort werden. Die Methode ist daher allgemein an-
wendbar und — im Gegensatz zu den meisten Relaxations-
methoden — nicht auf Systeme beschrankt, die sich ganz
oder beinahe im Gleichgewicht befinden. In geeigneten Fal-
len kann ein Blitz von einigen usec Dauer eine fast voll-
stindige Umwandlung der Reaktionspartner erzielen.

Methodik

Die Apparatur (Abb. 1) besteht im wesentlichen aus
einem durchsichtigen ReaktionsgefaB, einer Blitzlampe
und einer Vorrichtung zur Untersuchung der schnellen An-
derungen, die auf den Blitz folgen. Fast ausnahmslos ver-
wendet man elektronische Blitzlampen von einfacher Kon-
struktion. Sie bestehen aus einer Quarzrghre mit zwei Me-

T)hl;a;crﬁgnem Plenarvortrag auf der GDCh-Hauptversammlung in
Stuttgart, 26. April 1960.
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tail-Elektroden, die mit einem Edelgas unter einem Druck
von einigen cm Hg gefiillt ist. Die Energie wird in einem
Kondensator gespeichert, der parallel zur Lampe geschal-
tet ist, und der Blitz wird mit Hilfe einer Ziindelektrode ent-
weder durch KurzschlieBen einer Funkenstrecke oder durch

il
1

/Ez ! A
A B N
C D N>
[A987)

Abb. 1. Apparatur zur Blitzlicht-Photolyse: A = Photoblitzlampe;

B = Reaktionsrohr; C = Spektralblitzlampe oder. kontinuierliche

Lichtquelle; D = Spektralapparat mit photographischer Platte oder
Photometer; E,, E, = Hilfselektroden

einen elektronischen Schalter geziindet, wobei die beiden
letzteren mit Kondensator und Lampe in Serie geschaltet
sind. Die Dauer des Blitzes hangt von der Energie und von
der Art des Stromkreises ab1-2).

Die Energie, die im Kondensator gespeichert und in einem Blitz
entladen wird, betrigt im allgemeinen zwischen einigen Hundert
und einigen Tausend Joule; die Halbwertsdauer des Blitzes liegt
gewdhnlich zwischen 1 useec und 1 msec. Eine gebrauchliche und
einfach herzustellende Versuchsanordnung ergibt einen 1000 J-
Blitz von 20 psec Halbwertsdauer.

Obwohl prinzipiell jeder physikalische Parameter ver-
wendet werden kann, um die Reaktion nach dem Blitz zu
verfolgen, so ist doch in der Praxis die Absorptionsspektro-
skopie die weitaus am besten geeignete Methode. Das Ab-
sorptionsspektrum kann auf zweierlei Arten sehr rasch
aufgenommen werden:

1. Blitzlicht-Spektroskopie

Hierbei wird ein zweiter Elektronenblitz verwendet, der
so eingestellt ist, daB er das Absorptionsspektrum in jedem
beliebigen Moment nach dem Photolyseblitz aufnehmen
kann. Geeignete Blitzlampen ergeben ein kontinuierliches
Absorptionsspektrum mit nur wenigen stérenden Linien,
das den ganzen sichtbaren und ultravioletten Bereich bis
zu Wellenlingen unter 2000 A umfaBt. Ein einziger Blitz
von einigen usec Dauer ist intensiv genug, um diesen ganzen
Spektralbereich bei magig hoher Aufldsung aufzunehmen.
Zu kinetischen Untersuchungen wird eine Serie von Spek-
1) G. Porter, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. A 200,284 [1950].

2) M. I. Christie u. G. Porter, ebenda 272, 390, 398 (1952].

3) G. Porter, Internat. Kolloqu. iiber schnelle Reaktionen in Losun-
gen; Z. Elektrochem. 64, 59 [1960].





