1174

sure. The crude residue (20 mg) was dissolved in a few mli
of 0.1 N NaOH solution and re-extracted with ether. The
ethereal extract was evaporated to dryness and the crude
diol was refluxed with HClin aqueous methanol (methanol:
water:conc. HCl == 5:5:1) for 2 h. The solution was ex-
tracted several times with petroleum ether (b.p. 30°-50°C},
washed with 5% sodium bicarbonate, dried over anhy-
drous magnesium sulphate and evaporated. A portion of
this oily residue was redissolved in water, the solution
adjusted to pH 10 and treated with 2, 6-dichloroquinone-
chloroimide and xn-butanol. The organic layer showed
Amax 655 nm. In the same conditions authentic 2-, 3- and
4-hydroxybiphenyls showed A, {in #-butanol) 655, 673,
662 nm, respectively. 2-, 3- and 4-hydroxybiphenyls were
run on a thin silica-gel layer, activated at 100°C for 1/, h.
Petroleum ether (b.p. 30°-50°C) and ethyl ether 1:1 were
used as developing solvent. The spots, detected by spraying
with 0.59, potassium permanganate solution, showed Rf
0.52,0.33, 0.40, respectively. TLC of the phenolic mixture
obtained by dehydration of the crude diol gave two spots:
the larger one showing Rf 0.52, the other very small with
Rf 0.33. Gas-chromatography of 2-, 3- and 4-hydroxybi-
phenyls was performed by a Carlo Erba GT mod. 200 Gas-
chromatograph, with a flame ionization detector. Column:
stainless steel, 2m x 2mm I.D., packed with 10% SE on
Chromosorb W {60-80 mesh}. Temperatures:column 210°C,
detector 230°C, injector 250°C. Carrier gas nitrogen at 1
atm {(40ml/min). Hydrogenat 0.8 atmand airat 1.4atm. In
these conditions the peaks of 2-, 3- and 4-hydroxybiphe-
nyls showed retention times of 3.75, 4.40, 4.45 min, res-
pectively. Gas-chromatography of the residue from the
acidic treatment of biphenyl diol gave two peaks at re-
tention times 3.75 and 4.40 min, relative amounts
95: 5. The mass spectrum of the first compound (#/e == 170)
was wholly superimposable upon that of an authentic
sample of 2-hydroxybiphenyl. The spectrum of the second
component of the mixture {smje = 170} could not be com-
pared with the spectra of 3- and 4-hydroxybiphenyls
owing to the poor amount relative to the bleeding of the
column.

In other experiments the mother liquors from the ex-
traction were acidified to pH 3 and re-extracted with
ethyl ether. The crude oily residue (70 mg) was heated
with a few mli of petroleum cther (b.p. 30°-50°C), the li-
quid phase decanted and the solvent evaporated. White
crystals were obtained after repeated crystallization from
n-pentane (m.p. 120°C, undepressed by admixture with
authentic benzoic acid). Elemental analysis was as follows:
for C;H{O, calc. 68.80% C; 4.929% H; found 69.14% C;
4.95% H. IR, UV and mass spectra were identical with
those of benzoic acid.

In Warburg experiments, cells of Ps. putida grown on
biphenyl were simultaneously induced to oxidize biphenyl
and benzoic acid, not 3, 4-dihydroxybiphenyl and phenyl-
piruvic acid. Only the cells grown on phenylpiruvic acid
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were simultaneously induced to oxidize this compound.
Catechol is oxidized by mefa-cleavage with an enzymatic
system that is constitutively present.

Conclusions. Like other aromatic hydrocarbons, bi-
phenyl undergoes oxygenation to a diol. The diol isolated
from biphenyl cultures of Ps. putida 1s shown to be 2, 3-
dihydro-2, 3-dihydroxybiphenyl. In effect the dehydra-
tion product of this diol was identified as 2-hydroxybi-
phenyl. A small amount was also found of a compound
with the same TLC and GLC features as 3-hydroxybi-
phenyl. The further degradation of the diol leads to the
production of benzoic acid through a series of unidenti-
fied compounds.

Recently Lunt and Evans® found that a gram-negative
bacterium oxidized biphenyl to phenylpiruvic acid with
the intermediary formation of 2, 3-dihydroxybiphenyl and
¢-hydroxy-fg-phenylmuconic semialdehyde. The meta-
bolism of biphenyl by Ps. putida is different after the in-
termediary production of 2, 3-diol as we isolated benzoic
acid from the cultures and showed that the cells grown on
biphenyl are simultaneously induced to oxidize benzoic
acid in Warburg experiments, not phenylpiruvic acid.
Only the cells grown on phenylpiruvic acid are simultane-
ously induced to oxidize this compound.

Research is in progress in order to clarify the metabolic
pathway from the diol to benzoic acid.

Riassunto. La degradazione del bifenile da parte di
Ps. putida inizia cou la formazione di un diolo cui si attri-
buisce la struttura di 2, 3-diidro-2, 3-diossibifenile, in
quanto, per disidratazione a caldo con acido cloridrico, si
trasforma in 2-ossibifenile e tracce di 3-ossibifenile. Il
diolo viene ulteriormente degradato ad acido benzoico.
Le cellule di Ps. putida cresciute su bifenile sono simul-
taneamente indotte ad ossidare al Warburg il bifenile e
l'acido benzoico, non il 3,4-diossibifenile e 'acido fenil-
piruvico. Le stesse cellule contengono una metapirocate-
casi costitutiva.
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Zum phototaktischen Laufverhalten junger Honighienen (Apis mellifica L.)

Bevor Stockbienen zum Sammeldienst iibergehen, ma-
chen sie mehrere Orientierungsfliige. Sie beginnen damit
etwa am 5. Lebenstag (RéscH?, Sakacami?). Eigene Beob-
achtungen und Experimente zeigen, dass junge Stock-
bienen vor ihrem 1. Orientierungsflug ebenso wie ausilie-
gende Sammelbienen (JacoBs- JEsSEN?) positiv phototak-
tisch gestimmt sind.

Phototaktische Laufversuche sollen zeigen, ob und in-
wieweit sich in den ersten Lebenstagen adulter Bienen die

Reaktion gegeniiber geringen Lichtintensititen andert.
Bienen des 1.-6. Lebenstages wurden am Tage in einem
verdunkelten Raum (bei 26°C) mit einer Versuchsanord-
nung getestet, wie sie in Figur 1 dargestellt ist (nach
ScurIcKERY). Eine positive Reaktion war ein nnunter-
brochener Lauf durch das beleuchtete Rohr, Als Ver-
suchstiere dienten um 0 Uhr 4 2h im Brutschrank ge-
schliipfte Bienen, die zu dieser Zeit bei sehr schwachem
Rotlicht gekifigt und mit einem Pollen-Futterteigge-



15. 10. 1971

misch bei 26 °C bis zum jeweiligen Versuchstag ohne Licht
gehalten wurden. Wihrend des Versuchs wurden die Tiere
weder gedriickt noch beriihrt: sie liefen bei sehr schwa-
chem Licht (< 0,05 Lux) von der Wabe (eine Riickwand
des Kifigs bestand aus einem eingepassten Stiick Bienen-
wabe) in einen Erlenmeyer-Kolben und wurden darin an
die Entscheidungsstelle angesetzt. Am Ende des Rohres
liefen sie wieder in das Geféss. Die Bienen eines Kéfigs (4-6)
wurden nacheinander jeweils 3mal bei jeder Lichtintensi-
tit getestet, so dass zwischen den Liufen einer Biene stets
einige Minuten lagen. An der Entscheidungsstelle wurden
in zeitlicher Folge 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 Lux geboten.

Das Ergebnis zeigt die Figur 2: Bienen, die nach dem
Schliipfen nur kurz (beim Kifigen) einem sehr schwachen
Rotlicht ausgesetzt waren, zeigen in Abhidngigkeit vom
Alter eine unterschiedliche Zahl positiver Reaktionen ge-
geniiber geringen Lichtintensititen. Am 1. Lebenstag lau-
fen die Bienen so gut wie gar nicht zum Licht. Am 2. Le-
benstag wihlen sie ab 0,2 Lux signifikant hidufiger das be-
leuchtete Rohr und erreichen bei 0,8 Lux schon 68%, po-
sitive Reaktionen. Am 3. und 4. Lebenstag unterscheidet
sich die prozentuale Hiufigkeit phototaktischer Laufe
nicht. Die Werte fiir den 5. und 6. Lebenstag zeigen auch
keine auffilligen Unterschiede. Die gemeinsame Kurveliegt
bis 0,4 Lux signifikant iiber der des 3. und 4. Lebenstages
und scheint sich im oberen Bereich einem Grenzwert zu ni-
hern. Bei 0,8 Lux kommt es zu einer Anndherung der Wer-
te fiir Bienen des 2.-6. Lebenstages. Eine Erklirung fiir die
geringe Zahl phototaktischer Liufe von Bicnen an ibrem 1.
Lebenstag sollen morphologische und physiologische Un-
tersuchungen der Augen geben. Eine gesicherte Wahl des
beleuchteten Glasrohrs zeigen Bienen am 3. und 6. Lebens-
tag schon bei 0.1 Lux, am 3. und 4. Lebenstag bei 0,4 Lux,
am 2. Lebenstag erst bei 0,8 Lux und Bienen an ihrem 1.
Lebenstag in dem untersuchten Bereich gar nicht. Die
Gréssenordnung der im Versuch gewihlten Lichtintensi-
titen diirfte den natiirlichen Lichtverhdltnissen im Stock-
inneren sehr nahe kommen. In einer leeren Beute wurden
beieiner Beleuchtungsstirke von 1000 Lux aussen vor dem
Flugloch im Zentrum des Brutnestbereiches 0,12 Lux ge-
messen.

Fig. 1. Versuchsanordnung des Wahlversuchs zwischen einem Glas-
rohr, durch das Licht geschickt wird und einem, das im Dunkeln en-
det. Als Lichtquelle dient eine Niedervoltlampe, deren Lichtintensi-
tat iiber einen Transformator variiert wird, Die Beleuchtungsstirken
wurden mit einem Luxmeter {Lange, Berlin) im Messbereich 0-10 Lux
gemessen. Die Glasrohre (Linge: 50 em; Kaliber: 10 mm) steigen in
Laufrichtung leicht an und sind durch Blenden gegen das Licht der
Lampe abgeschirmt.
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Die starke Leistungssteigerung beziiglich des Verhal-
tens gegeniiber geringen Lichtintensitdten ab 5. Lebens-
tag mag mit eine Erkldrung sein fiir die Durchfithrung des
1. Orientierungsfluges in diesem Alter. Weitere Unter-
suchungen iiber die Orientierungsleistungen beim Uber-
gang von der Stockperiode zur Sammelperiode sind im
Gange.
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Fig. 2. Bestimmung der Schwellenintensitiit, die cinen photoakti-
schen Lauf auslist. Abszisse: Lichtintensitit (Lux) in dem beleuchte-
ten gegeniiber dem unbeleuchteten Rohr «O» an der Entscheidungs-
stelle; Ordinate: prozentuale Haiufigkeit positiver Reaktionen (be-
zogen auf die Zahl der miglichen Liufe, die fiir jeden Wert angegeben

t
ist); s, zwischen den beiden Hiufigkeiten signifikanter Unterschied;
t
a, Unterschied statistisch auffillig (KoLLER®); o, die Seitentendenz

i
zur Lichtquelle ist statistisch gesichert (HAssSENSTEINS®).

Summary. The number of phototactic runs towards
low light intensities of young bees (Apis mellifica L))
depends on their age. On the 1st day there is almost no
response. After the 4th day a light intensity aslowas 0.1
Lux induces a phototactic run. This increase of response
coincides with the performance of the Ist exercise flight.
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