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I. Einleitung
1. Definition des Begriffes Kallose

Alternde und inaktivierte Siebrohren sind normalerweise dadurch

gekennzeichnet, daf ihren Siebplatten beidseitig eine hyaline Masse auf-
-gelagert ist, welche den normalen Stoffaustausch zwischen den Leitele-

5




menten verhindert. Hanstein (23) bezeichnet diese stark lichthrechen.-
den Beléige als Kalli. Mangin (30), der sich vor allem mit dem Chemismus
der Zellwandsubstanz beschiiftigte, fiihrte 1890 den Begriff Kallose ein.
GeméfB seiner Definition ist Kallose die chemische Bezeichnung fiir die
Kallussubstanz.

Kallose besitzt eine ausgeprigte Affinitit fiir die blauen Farbstoffe
aus der Reihe der Triphenylaminomethan-Gruppe und kann damit histo-
logisch leicht nachgewiesen werden. Wasserlosliches Anilinblau, ein Pro-
dukt bestehend aus den Natriumsalzen der Triphenylrosanilin- und der
Triphenylpararosanilin-Sulfonséiure sowie der entsprechenden Disulfon-
sduren, nimmt dabei eine Vorrangstellung ein. Andere Farbstoffe, die
sich fiir eine spezifische Firbung gut eignen, sind Korallinsoda und Reso-
blau. Neben diesen klassischen Firbemethoden wird neuerdings das sehr
empfindliche Fluoreszenz-Verfahren zum Kallosenachweis verwendet.
Arbeiten von Arens (1), Arnold (2), Currier und Strugger (13) zeigen,
dal der Membranstoff nach Behandlung mit Anilinblau und Wasserblau
im Fluoreszenzmikroskop stark gelb aufleuchtet. Die Farbstoffe besitzen
selbst keine Fluoreszenz, weder im festen Zustand noch in wiBriger
Lésung ; nach der Absorption durch die Kallose vermogen sie jedoch bei
UV-Bestrahlung des Priiparates den Membranstoff zu Sekundirfluores-
zZenz anzuregen.

Seit der Versffentlichung von Hanstein ist Kallose mit Hilfe der
Firbetechnik auch auBerhalb der Siebréhren in Pilzmembranen, Pollen-
schlduchen, Milchrshren, Zystolithen und Tracheiden nachgewiesen wor-
den. Eine zusammenfassende Darstellung gibt der Sammelbericht von
Eschrich (18). Ob diese verschiedenen anilinblaupositiven Kallosemodi-
fikationen chemisch identisch sind, wie das von Mangin angenommen
wird, ist noch unabgeklért. Der Begriff Kallose kennzeichnet daher nicht
eine chemisch definierte Substanz, wie dies beispielsweise fiir den Be-
griff Zellulose zutrifft, sondern umfaBt eine Gruppe von Membranstoffen
mit dem gemeinsamen Merkmal spezifischer Affinitét fiir die blauen Tri-
phenylaminomethan-Farbstoffe.

2. Chemische und physikalische Eigenschaften der Kallose
(Besprechung der Literatur) '

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Kallose sind
bis heute nur ungeniigend abgeklirt worden. Dies ist vor allem dem Um-
stand zuzuschreiben, daB eine Reindarstellung auf groBe Schwierigkeiten
st6Bt, weil die Kallose in den verschiedenen Geweben immer in Beglei-
tung anderer Skelettsubstanzen, wie Zellulose, Hemizellulosen, Pektin-
stoffe und Lignin, auftritt und mit ihnen einen nur schwer trennbaren
Komplex eingeht. Auch ist der Anteil kalloser Substanz, gemessen an der
Gesamtmasse der iibrigen Membranstoffe, verschwindend klein. Kine .
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kritische Sichtung der beschriebenen Einzelbeobachtungen 148t folgende
 Daten als gesichert erscheinen: S
Kallose ist ein hyalines Gel, das in Wasser und verdiinnten Sauren
unléslich ist. Hydrolytische Spaltung mit konzentrierten Mineralséduren
liefert als einziges Abbauprodukt Glukose. Von der Zellulose unterschei-
det sich der Membranstoff durch seine Unléslichkeit in Kupferoxyd-
ammoniak. Ferner ist Kallose isotrop und wird durch Jodreagenzien
nicht oder nur schwach gelb gefirbt. Diese Angaben haben fiir alle Kal-
losen Giiltigkeit. Zur Beleuchtung der Frage, inwieweit verschiedene
Modifikationen unterschiedliches Verhalten zeigen, seien im folgenden
die Befunde fiir Pilzkallose, Siebréhrenkallose und Zystolithenkallose
wiedergegeben. :

Pilzkallose: Analysen der Kallose in Pilzgeweben sind von Winter-
stein (48) und Mangin (31) bekannt. Bei der sauren Hydrolyse von
Pilzmyzel, in welchem zuvor das Vorhandensein des Membranstoffes auf
Grund von Farbreaktionen sichergestellt wurde, erhielt Winterstein
Glukose als Endprodukt. Er enthilt sich jedoch der Behauptung, Kal-
lose verarbeitet zu haben. Mangin wiederholte den Versuch am Myzel
von Bornetina corium, einem Wurzelparasiten von Vitis. Die aus dem
Pilz gewonnene Kallosefraktion ist in Alkalien unléslich. Nach Vorbe-
handlung mit Brom lift sich die gereinigte Ausgangssubstanz jedoch in
verdiinnter Lauge aufnehmen. Salzsiure fillt aus der Losung eine viskose
Masse, welche bei der Hydrolyse mit 5-%-Schwefelsdure Glukose liefert.
Mangin bezeichnet demzufolge Pilzkallose als ein aus Glukose aufge-
bautes Polysaccharid.

Siebrohrenkallose: In der Verdffentlichung «Bau und Funktion der
Siebrohren der Angiospermeny zeigt Schmidt (43), wie er mit Hilfe ver-
schiedenster Reaktionen den Membranstoff chemisch zu fassen trachtete,
doch geht aus seinen Aussagen nur hervor, was Siebrohrenkallose nicht
ist. Der Inhalt seiner Arbeit ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Schmidts
Angaben vermogen die Siebrohrenkallose nicht eindeutig zu umschreiben,
reichen aber aus, einige Unterschiede gegeniiber der Pilzkallose aufzu-
decken. Jene kann durch 1 n Schwefelsiure geldst werden, wihrend die
Siebrohrenkallose bei der Behandlung mit Sauren solcher Konzentration
unverdndert bleibt. Ferner zeigen die beiden Modifikationen bei Jodein-
wirkung ungleiches firberisches Verhalten.

~ Zystolithenkallose: Eine qualitative Untersuchung der Zystolithen-
kallose wurde von Eschrich (17) durchgefiihrt. Die aus Blittern von
Ficus triangularis und Ficus elastica gewonnenen Zystolithen besitzen
einen mittleren Kalloseanteil von 4,5%, der in 0,5 n Schwefelsédure bel
1200 C in Loésung geht und hydrolytisch gespalten werden kann. Die
papierchromatographische Analyse des Hydrolysates liefert als einzige
Komponente Glukose.



Tabelle 1
Resultate von Sehmidt

Zellulose: Blaufarbung durch Chlor-
zinkjod, 16slich in Schweizer-Reagens,
unléslich in Javelle-Wasser.

Hemizellulosen: Hydrolyse durch
Erwiarmen mit 5- 9-Schwefelsaure in
einigen Stunden

Glukoproteide: Léslich in Essigsaure

Stérke: Abbau durch Amylasen, Blau-
farbung durch Jod

Eiweifle: Abbau durch Proteasen-

Kallose: Gelbfarbung durch Chlor-
zinkjod, unléslich in Schweizer-Rea-
gens, loslich in Javelle-Wasser.

Unveréndert durch mehrstiindiges
Einwirken heiB8er 5- % -Schwefelsaure

Unléslich in Essigsaure

Amylaseneinwirkung negativ, Gelb-
farbung durch Jod

Proteaseneinwirkung negativ

gemisch (Papain, Trypsin, Pepsin)

An isolierten Zystolithen, welche nicht unter sterilen Bedingungen
aufbewahrt wurden, konnte Eschrich das AusflieBen einer klebrigen
Masse aus dem Zellulosegeriist beobachten. Der austretende Schleim er-
gibt mit Resorcinblau charakteristische Kallosereaktion. Mit Alkohol -
188t er sich zu einem viskosen Material ausféllen, in Wasser dagegen 16st
sich das schleimige Produkt schnell und vollstéindig auf. Eschrich glaubt
das AusflieBen der Kallose aus dem Zellulosegeriist auf einen partiellen
Abbau derselben durch Mikroorganismen zuriickfiihren zu kénnen. Diese
Feststellungen erlauben eine deutliche Unterscheidung der Zystolithen-
kallose von den zuvor besprochenen Modifikationer. Sie 148t sich schon
in 29%-Schwefelsiure hydrolysieren, wihrend die andern Ausbildungs-
formen als siiurebestindiger charakterisiert wurden.

Die bis jetzt bekannten Ergebnisse der chemischen Kalloseaufkli-
rung sind in Tabelle 2 einander gegeniibergestellt.

Tabelle 2
Eigenschaften verschiedener Kallosemodifikationen
s Siebréhren- Zystolithen-
Pilzkallose kallose kallose
Schweizer-Reagens unléslich unléslich unléslich
Grundbaustein Glukose - Glukose
Jodfarbung negativ gelb gelb

Schwefelséurekonientra‘cion fiir :
Hydrolyse 59, 209% 2%

Mikrobieller Abbau ' R —

unloslich s 39

positiv

Natronlaugekonzentration fiir Lésung



3. Ziel der Untersuchungen

Die Erweiterung der Kenntnisse iiber die chemischen und physikali-
schen Eigenschaften der Kallose ist vom theoretischen Standpunkt aus
wiinschenswert. Dabei dringt sich besonders eine neue Untersuchung der
Siebrohrenkallose auf, da sie den Prototyp der Kallussubstanz darstellt.
In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb Methoden fiir die Isolierung
von Siebrohrenkallose ausgearbeitet. Die Reindarstellung von 140 mg
Kallose bot anschlieBend die Mbglichkeit einer physikalischen und chemi-
schen Charakterisierung dieses Membranstoffes.

I1. Methoden der Kallosegewinnung

1. Versuchspflanze

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung der Kallose dienten einjihrige
Triebe von Vitis vinifera, Kreuzung Riesling X Sylvaner. Die Sorte zeichnet
sich durch gute Membranstoffbildung aus. Weiter ist ihr Siebgewebe sehr
weitlumig gebaut und der Anteil plasmatischen Materials in den Sieb-
réhren gering, was eine Aufarbeitung der Kallose stark erleichtert.

Es ist jedoch zu beachten, dafl Kallose kein regelmiBiger anatomi-
scher Bestandteil der Siebrohre darstellt (16). Vielmehr sind die Membran-
stoffbelige starken jahreszeitlichen Schwankungen unterworfen, welche
in enger Korrelation mit der Entwicklung des Phloemgewebes stehen.
Friihzeitig kann Kallose rund um jeden Verbindungsstrang in den peri-
pheren Schichten der jungen Siebfelder nachgewiesen werden. Spéter drin-
gen die Kalloseportionen den Siebporen entlang nach innen vor und bilden
einen den Siebkanal zylindrisch auskleidenden Mantel. Die hohlzylin-
drischen Kalloseportionen werden anschlieBend durch lateral sich ausbrei-
tende Kalloseauflagerungen auf den Oberflichenschichten der Siebfelder
iiberdeckt, wobei eine partielle Imprignierung des Zellulosegeriistes der
Siebstege mit diesem Membranstoff erfolgt. In der Zeit, da das Phloem
volle Aktivitit entwickelt, verzeichnen die Kallosepolster keinen weiteren
Zuwachs. Die Schwankungen der Membranstoffeinlagerungen halten sich
withrend dieser Periode innerhalb enger Grenzen. Erst am Ende der Vege-
tationsperiode, wenn der Saftstrom voriibergehend zum Stillstand kommt,
oder schon beim Riickgang des Umsatzes zwischen den Zellen des Gewebes,
entwickeln sich die Kallusbelidge zu groBen Kappen und iiberdecken die
Siebfelder beidseitig als Halbkugeln. Diese bleiben dann wihrend der
Winterruhe unverindert erhalten (dormancy callus). Infolge der zwei-
jahrigen Funktionsdauer des Phloems von Vitis erfolgt im Friithjahr eine
Reaktivierung des Gewebes. Gleichzeitig erfahren die Kalli einen raschen
Abbau bis zur Wiederherstellung der plasmatischen Verbindung zwischen
den Leitelementen. Ein neuer, persistierender Kalloseiiberzug wird schlie3-
lich im Verlaufe der Inaktivierung der Siebplatte nach Abschlufy der Zwei-
ten Vegetationsperiode angelegt. ‘
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Zur Erzielung einer optimalen Kalloseausbeute wurden einjihrige,
zur Zeit der Winterruhe geschnittene Triebe als Ausgangsmaterial ver-
- wendet. Das Holz wurde in frischem Zustand von der Eidg. Versuchs-

anstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau, Widenswil, iibernommen und bis
zuseiner Verwendung in feuchter Torferde bei 20 (° gelagert. Die monatliche
Kontrolle ergab bei diesen Bedingungen keine nachteiligen Verdnderungen
der Kallusbelige.

2. Moglichkeiten der Kallosegewinnung

Der erste Schritt bei der Analyse eines Polysaccharides ist die Iso-
lierung und die Reinigung des Ausgangsproduktes. Bei Polysaccharidge-
mischen, wie die Zellwand eines darstellt, basiert dieTrennung der Bestand-
teile gewohnlich auf einer fraktionierten Losung der Einzelkomponenten
und deren selektiver Fillung aus der gewonnenen Losung. Eine Isolierung
nach diesem Verfahren kann fiir die Kallose nicht in Betracht gezogen
werden. Fiir ihre Losung stehen zwar eine beschriinkte Anzahl Losungs-
mittel zur Verfiigung, die jedoch gleichzeitig eine Reihe anderer Verbin-
dungen aus dem chemischen Komplex der Zellwand herauslésen, von denen
sich die Kallose nur abtrennen 14Bt, wenn ihre Konstitution bekannt ist.
Ferner kann das durch Extraktion gewonnene Material nicht fiir physi-
kalische und morphologische Studien verwendet werden, weil Textur und
physikalische Eigenschaften des Membranstoffes bei der chemischen Auf-
arbeitung Anderungen erfahren.

Die Kallose 1i8t sich indessen umgekehrt durch selektives Weglosen
der Nachbarsubstanzen anreichern. Zellulose, Hemizellulosen, Lignin und
Pektinstoffe bilden den Hauptbestandteil der Siebréhrenwinde. Thre Ent-
fernung aus dem Gewebe fiihrt zu einer solchen Schwichung des Zellver-
bandes, da} der Zusammenhang des Gewebes verlorengeht und ein Zerfall
in einzelne Zellen stattfindet. Bei geniigender Mazeration der Winde kon-
nen schlieBlich die Kallosepolster freigelegt werden.

Als weitere Variante kann ein Abtrennen der Belége vom iibrigen
Zellmaterial auf mechanischem Wege versucht werden. Dieses Verfahren
bietet den Vorteil groBter Schonung der Kallose, weil durch den Ausschluf
von Chemikalien wihrend des AufarbeitungsprozeBes keine Verinde-
rungen der physikalischen und chemischen Eigenschaften befiirchtet wer-
den miissen. Falls eine Verwirklichung der chemischen oder mechanischen
Mazeration méglich ist, verbleibt zur Reindarstellung der Kallose nur
noch das Problem ihrer Absonderung von den prozentual viel reichlicher
vertretenen Zelltriimmern.

Aus der Literatur sind eine groBe Anzahl von Verfahren fiir eine
Fraktionierung von Gemischen verschieden groBer Teilchen bekannt. Thre
Eignung fiir die Reingewinnung der Kallose 148t sich jedoch infolge der
Komplexitit des Phloemmazerates nicht ohne weiteres voraussehen. Fol-
gende vier Varianten sollen deshalb untersucht werden :
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Reinigung der Kallose 1.

R

Phloemgewebeschnitte

Mazeration mit
Pektinase

Nachspiilen mit Wasser

I
Mazeration mit
Schweizer-Reagens

l
Waschen mit 0,5 n
Salzséure und 70- 9-
Alkohol

l
Mechanische
Desintegration
Reinigung durch
Filtration

|
Reinigung durch
Zentrifugierung

I
Reinigung in
Fliissigkeitsséulen

Kallose

Methode 1

durch selektive Filtrierung

2. durch Zentrifugierung
3. in Flissigkeitssdulen
4. im Wirbelstrom.

Tabelle 3

Methoden der Kallosegewinnung

Ausgangsmaterial l

Entfernen des Periderms

i

Mechanische
Mazeration
Al o
Filtration
l
Zentrifugierung
b lac i
Delignifizierung
|
Nachwaschen mit,
Aceton und Ather
|
Behandlung mit
Schweilzer-Reagens
s
Nachwaschen mit
0,5 n Salzséure,

_ Alkohol, Ather

|

/ Trocknung \

Reinigung im
Wirbelstrom

Kallose

Methode 11

Behandlung mit
Natronlauge
Neutralisation
mit Essigsaure

Gefriertrocknung

|

Acetylierung

Fraktionierung
- der Acetate

Kalloseacetat

Methode IIT
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Ausgehend von diesen Moglichkeiten wurden als Ergebnis einer Reihe
von Vorversuchen, auf die in dieser Versffentlichung nicht niher einge-
treten werden soll, die in Tabelle 3 wiedergegebenen Aufarbeitungsme-
thoden ausgearbeitet.

3. Methode 1

Die vom Periderm befreiten Internodienstiicke wurden in ein Schlit-
tenmikrotom eingespannt und das an der Oberfliche liegende Phloem in
Form tangentialer Schnitte vom Holzkérper abgetrennt. AnschlieBend er-
folgte eine erste Mazeration der Schnitte durch Einlegen in eine geklirte
Pektinaselssung. '

Pektinase (Ferment AG, Basel) ist ein Schimmelpilzpolygalakturonase-Praparat, das
in kleinen Mengen Pektinesterase enthilt. Das Fermentgemisch vermag die Pektinsub-
stanz der Zellwand anzugreifen und teilweise in wasserlosliche Verbindungen abzubauen.
Die Pektinesterase iibernimmt bei diesem ProzeB die Verseifung der Estergruppen des
Protopektins, wihrend die Polygalakturonase die glykosidischen Bindungen des Molekiils
zu spalten vermag,

Das Handelsprodukt wurde mit fiinf Teilen Wasser verdiinnt, und die
suspendierten festen Partikel wurden durch Zentrifugierung von der En-
zymlosung abgetrennt. 72stiindiges Einwirken der Enzymlésung bewirkte
eine vollstindige Auflésung des Phloems in seine Einzelelemente. Da aber
Pektinase den zellulosischen Wandanteil nicht angreift, waren die Sieb-
platten von den anstoBenden Wandstiicken nicht abtrennbar. So blieben
auch die Kallusbeliige mit den freigelegten Siebréhren in Verbindung,
weil sie von der urspriinglichen Zellulosewand der Siebplatte durchzogen
sind.

Nach dem vollstandigen Auswaschen der Pektinaselssung mit Wasser
erfolgte ein Uberfiilhren des Materials in Schweizer-Reagens, hergestellt
nach dem Verfahren von Bengtsson (8).

312,86 g CuSO, - 5H,0 werden in 51 warmem Wasser (40° C) gelost und mit 55 ml
Ammoniak vom spezifischen Gewicht 0,91 gefallt. Der erhaltene Niederschlag wird durch
3maliges Aufschwemmen in einem Becherglas gewaschen. AnschlieBend wird das Sedi-
ment durch einen G4-Filtertiegel trocken gesaugt und in 1,6 1 konzentriertem Ammoniak
gelost. Die Losung wird wihrend dreier Tage ofters geschiittelt, wobei nach dieser Zeit
noch ein Bodensatz von ungeléstem Cu(OH), zuriickbleibt,

Die Behandlung mit Schweizer-Reagens wiihrend 20 Stunden bewirkte
eine Ablosung der Siebplatten von den anstoBenden Wandteilen und eine
partielle Freilegung der Kalli infolge Zerstorung des Zellulosegeriistes.
Nach Abtrennen der Reaktionslésung vom ungeldsten Material wurden
die eingelagerten Kupfersalze mit 0,5 n Salzsiure ausgewaschen, das Ma-
zerat mit 70-9,-Alkohol behandelt und fiir mehrere Stunden am Vibrator
12
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belassen. Durch mechanische Bearbeitung des mazerierten Gewebes ver-
mochte man die Kalli quantitativ freizulegen.

Die kombinierte chemisch-mechanische Behandlung des Phloems er-
gab ein ganz inhomogenes Material. Neben Teilchen mit Ausmalien von
wenigen Mikron enthielt das Gemisch von bloBem Auge sichtbareTriimmer.
Eine Ausmessung der Kalli zeigte, dal} sie zu den kleinsten auftretenden
Elementen gehorten. Aber auch von den Zellwandfragmenten besafien
viele Abmessungen gleicher Gréenordnung wie die Kallosepolster. Rein-
darstellung des Membranstoffes durch Filtrierung war deshalb nicht mog-
lich. Dennoch konnte mit dieser Methode rasch und ohne wesentlichen
Materialverlust eine erste Anreicherung bewirkt werden. Als Filtermaterial
wurde kurzfaserige Glaswolle verwendet. Die zerkleinerten Fagern er-
laubten eine dichte Packung des Filters und bewirkten eine gute Abtren-
nung der groben Wandstiicke schon beim einmaligen Durchgang des Maze-

Abbildung 1

Sedimentierungsfolge des Phloemmazerates

e

____ Pplasmatisches Material Schichtfarbe: grun
~]—— Starke weiss

— Kallose u, Zellwandfragmente braun

rates durch die Schicht. Ein Bodenbelag langfiadiger Glaswolle verhinderte
das Auswaschen der kurzen Filterhaare.

Die Entfernung der Komponenten mit kleinem Durchmesser gelang
mit Hilfe der Zentrifugierungstechnik. Als Trennfliissigkeit diente destil-
liertes Wasser. Bei einer Drehzahl von 6000/Min. (Modell Gerber) lieBen sich
drei Schichten gewinnen (Abb. 1). Die beiden oberen Schichten enthielten
ausschlieBlich protoplasmatisches Material und konnten auf Grund der
differenzierten Firbung leicht von der basalen Schicht, bestehend aus
Kallosebeligen und Zellwandfragmenten, abgetrennt werden. Nach die-
sem Arbeitsgang betrug der Kalloseanteil 2 bis 4 %.

Die Trennung von Kallose und Zellwandfragmenten wurde schlieBlich
in Fliissigkeitssidulen mit konstantem Dichtegradienten versucht. Von den
in Frage kommenden Medien vermochte wiisserige Kadmiumchloridlosung
am besten zu befriedigen. Kadmiumechloridlésungen zeichnen sich durch
geringe Viskositit bei hoher Salzkonzentration aus, sind wasserklar und
haben bei einem spezifischen Gewicht von 1,65 ihren Sattigungspunkt
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noch nicht erreicht, weshalb kein Auskristallisieren des Salzes wihrend des
Arbeitsganges zu befiirchten ist. Uberdies verhilt sich das Medium neu-
tral gegeniiber dem Membranstoff.

Die verwendete Apparatur bestand aus einem kalibrierten Glasrohr
(Durchmesser 1 cm, Linge der Fliissigkeitssiule 60 cm), in welches aliquote
Mengen Kadmiumchloridlésung von der Dichte 1,4/1,3/1,2/1,1 und an-
schlieBend zwei aliquote Teile Wasser eingefiillt wurden. Das Ansetzen der
Saulen erfolgte 24 Stunden vor Versuchsbeginn. Das Kallose-Zellwand-
gemisch wurde im Mikroturrax zu einer wilrigen Suspension verarbeitet
und den Fliissigkeitssiulen aufgesetzt. Nach 24 Stunden erfolgte die Aus-
wertung der Versuche. Dazu wurden die Fliissigkeitssiulen durch Offnen
des Hahns gleichm#Big in sechs Zentrifugengliser abgefiillt, und die Sedi-
mente der Fraktionen wurden auf ihren Kallose- und Zellwandgehalt hin
ausgewertet. Die Bestimmung der prozentualen Anteile erfolgte anhand
lichtmikroskopischer Aufnahmen von Ausstrichpriparaten durch Aus-
zéthlen der Teilchen beider Komponenten.

Resuliat: Nach 24stiindiger Laufzeit finden wir eine Verteilung der
Kallosepolster entsprechend ihrer GréBe iiber die ganze Sdulenlinge. Die
Gewebetriimmer dagegen zeigen eine Hiaufung im basalen sowie im oberen
Abschnitt, so daB der mittlere Bereich relativ arm an Verunreinigungen ist.
Fiir die einzelnen Fraktionen erhilt man die in Tabelle 4 wiedergegebenen
Werte.

Tabelle 4

Prozentualer Kalloseanteil in den 6 Fra.ktionen

Glas Kalloseanteil in 9/,

0— 5
5—10
0— 5
50—60
35—45
40—50

Wt

Kritische Betrachtung der Methode I: Der ProzeB eines selektiven Ab-
baus des Phloems unter gleichzeitiger Freilegung der Kallusbeldige hat
sich als durchfiihrbar erwiesen. Der Membranstoff zeigt am Ende des Ar-
beitsganges auBer einer leichten Quellung, hervorgerufen durch die Ein-
wirkung des alkalischen Schweizer-Reagens, keine nachteiligen Verinde-
rungen. Reinigung durch Filtrierung und Zentrifugierung vermag den
Kalloseanteil des Mazerates auf 2 bis 4% zu erh6hen. Durch Anwendung
von Fliissigkeitssdulen kann der Kallosegehalt einzelner Fraktionen bis
auf 609, gesteigert werden. Hingegen gelingt eine vollstdndige Reindar-
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stellung mit diesem Verfahren nicht, da die Grofe der Kallusbeldge eine
Streuung von mehreren 100 %, aufweist und die Kalli demzufolge mit stark -
verschiedenen Geschwindigkeiten absinken. Eine dhnliche Verteilung er-
gibt sich fiir die Zellwandfragmente. Vollstindige Trennung der beiden
Anteile 1d8t sich nur erreichen, wenn es gelingt, die Zellwandstiicke bis auf
die GroBe der kleinen Kallosekiigelchen zu zerkleinern. ‘

4., Methode 11

Nach Ablésung des Periderms erfolgte eine mechanische Verarbeitung
des Phloems zu einer feinen Suspension, wofiir die in Abb. 2 wiedergege-
bene Apparatur verwendet wurde. Sie besteht aus einer rechteckigen Glas-
wanne und einer Schleifmaschine, die sich in horizontaler Richtung ver-

Fiihrungsschiene
Motor
Schleifeinsatz
Glaswanne

Dorn

—powzMm

M Internodium

(I

I H,0

Abbildung 2

Apparatur zur mechanischen Aufarbeitung der Kallose

schieben 1a8t. Auf gleicher Hohe wie der Schleifeinsatz (Edelkorund, Hérte
N, Korn 36/46) ist an einer der seitlichen Wandungen des Gefilles ein Dorn
angebracht. Zur Erzielung eines optimalen Homogenates erweist es sich
als vorteilhaft, den SchleifprozeB unter Wasser durchzufiihren. Bei einer
Trockenbehandlung werden nur gréBere Gewebekomplexe abgeldst, unter
Wasser liBt sich jedoch das Phloem zu einem feinen Schlamm abfrisen bei
gleichzeitigem Aufbrechen aller Zellen. Damit werden auch die Kalli quan-
titativ freigelegt.

Die Internodien wurden auf den Dorn aufgesteckt, und das Siebge-
webe wurde mit der Schleifmaschine bearbeitet. Gleichzeitig erfolgte ein
langsames Drehen des Holzstiickes um seine Léngsachse, wodurch sich
das ganze Phloem erfassen lie$3. Das Hervortreten des gelben Xylems war
ein Zeichen fiir die vollstandige Abtragung der Phloemschicht. Das so

-
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gewonnene Mazerat wurde anschlieBend nach dem in Methode I beschrie-
benen Verfahren der Filtration und Zentrifugierung vorgereinigt. Eine
Kontrolle zeigte, daf} bei der mechanischen Mazeration das Wandmaterial
der Siebfelder nicht von der Kallose abgetrennt werden konnte, da es in
den Belégen eingeschlossen bleibt. Diese Fremdstoffe lieBen sich nur auf
chemischem Wege entfernen. Dazu wurde das Gemisch in einer ersten
Stufe nach dem Verfahren von Wise (51) entlignifiziert :

5 g vorgereinigtes Material wurden in einen 250-ml-Erlenmeyer-Kol-
ben eingebracht und mit 160 ml Wasser bis zur vollstéindigen- Dispersion
geschiittelt. Sodann wurden 10 Tropfen Eisessig und 1,5 g Natriumchlorit
zugegeben, und dasGefil wurde zu 2/ in ein Wasserbad (75° C) eingetaucht.
In Abstinden von 60 Min. erfolgten drei weitere gleiche Zusitze von Eis-
essig und Natriumchlorit. Nach Abtrennung des Riickstandes von der
Reaktionsfliissigkeit wurde mit Eiswasser-Aceton nachgewaschen und das
Priparat i. V. getrocknet.

Zur Entfernung der Zellulose wurde das Trockenmaterial mit 1,2 g
Kupferhydroxyd vermischt und durch Zugabe einiger Tropfen Ammoniak
(spez. Gew. 0,91) zu einer Paste verarbeitet. Die zellulosischen Bestand-
teile zeigten bei dieser Behandlung starke Quellung. Spéter wurde der Am-
moniakzusatz auf 100 ml erhéht und das Material in der frisch zubereite-
ten Schweizer-Losung wihrend 20 Stunden belassen. Nach Abtrennen der
flissigen Phase lieB sich aus dem mit 0,5 » Salzsdure, Aceton und Ather
gewaschenen Riickstand durch Vakuumtrocknung ein weiBes Pulver ge-
winnen.

Die Kallosebelige sind nach der chemischen Behandlung frei von
Fremdstoffen. Eine restlose Auflésung der Zellwandfragmente 148t sich
mit diesem Verfahren allerdings nicht erreichen. Auch enthiilt das Ge-
misch noch einen stérenden Anteil an Kalziumoxalatkristallen. Es wurde
nun versucht, im Wirbelstrom diese beiden Komponenten von der Kallose
abzutrennen. '

Die Arbeitsweise ist folgende : Das Trockenmaterial wird in der zehn-
fachen Menge Wasser aufgenommen und das Homogenat in kleinen Por-
tionen auf Uhrgléser (Durchmesser 7,5 cm) gegeben. Durch kreisende Be-
wegung des Glases wird in der Fliissigkeit ein Wirbel erzeugt, worin die
drei Komponenten des Mazerates unterschiedliches Verhalten zeigen.
Wéhrend die stark korrodierten Zellwandflocken im Wirbel mitlaufen,
143t sich eine allméhliche Sedimentierung der Kallosebeldge und der Kal-
ziumoxalatkristalle beobachten. Bei rascher Dekantierung der Fliissigkeit
bleibt das Sediment im Uhrglas zurtick und kann durch mehrmalige Zu-
gabe von Wasser quantitativ von den Zellwandanteilen getrennt werden.
Sorgfiltig dosierte Vibration des Glases fiihrt sodann zu einem Aufsteigen -
der Kalli, welche man kontinuierlich mit einer Glaspipette absaugt. Mit
dieser Methode wurden 140 mg reine Kallose gewonnen.
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Kritische Betrachtung der Methode 11: Eine mechanische Bearbeitung
des Phloems vermag die Kalli freizulegen (Abbildung 3). Das Verfahren
bietet gegeniiber der in Methode I angewandten chemischen Mazeration
den Vorteil groferer Einfachheit und groBerer Leistungsfihigkeit. Als
einziger Nachteil des mechanischen Prozesses zeigt sich, dal die Kallose
nicht vollstindig von den Nachbarstoffen abgetrennt werden kann. Durch
eine chemische Nachbehandlung des Mazerates lassen sich jedoch die st6-
renden Fremdsubstanzen entfernen. Abbildung 5 zeigt einen gereinigten

Abbildung 3

Mazerationspraparat, gewonnen
nach Methode II

Vergroflerung zirka 100X

Kallosekérper. Die Zellulosestege der Siebfelder sind durch Einwirkung
des Schweizer-Reagens aufgelést worden. Die den Siebfeldern beidseitig
aufgelagerten Kallosepolster werden nur noch durch die Porenzylinder aus
Kallose zusammengehalten. Eine optimale Wirkung der Kupferoxydam-
moniak-Losung wird dann erreicht, wenn das Trockenmaterial zuerst mit
dem Kupferhydroxyd und wenig Ammoniak vermischt wird. Die Zellulose-
substanz zeigt dabei starke Quellung und geht bei der nachfolgenden Zu-
gabe von mehr Ammoniak unter Bildung einer Additionsverbindung mit
dem Schweizer-Reagens leicht in Losung. Mit Hilfe des Wirbelstromver-
fahrens liBt sich Kallose rein darstellen (Abbildung 4). Als einzige Verun-
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Abbildung 4

Im Wirbelstrom gereinigtes
Kallosepraparat

VergroBerung zirka 100 X

Abbildung 5

Chemisch nachbehandelter
Kallosekérper

Elektronenmikr. Aufn.
VergroBerung 2000 X



reinigungen treten nur noch wenige Kalziumoxalatkristalle auf. Die An-
wesenheit solcher Kristalle ist auf der lichtmikroskopischen Aufnahme
nicht erkennbar. Werden jedoch von getrockneten Kallosepriparaten in
der Riéntgenkammer Debye-Scherrer-Aufnahmen hergestellt (sieche Ab-
schnitt II1/5), so zeigen die Diagramme neben einigen breiten Ringen,
welche der Kallose zuzuordnen sind, wenige scharf gezeichnete Punkte,
die sich als Punktinterferenzen von Kalziumoxalat-monohydrat identifi-
zieren lassen. Eine elektronenmikroskopische Untersuchung (Abbildung 6)

Abbildung 6

Querschnitt durch einen
Kallosekdrper

Elektronenmikr. Aufn.
Vergroflerung 9000 X

ergibt, daB die Kallose bei der Aufarbeitung nach Methode II keine wahr-
nehmbaren strukturellen Verinderungen erfihrt. Damit erweist sich das
Material fiir die nachfolgenden physikalischen und chemischen Unter-
suchungen als brauchbar. '

5. Methode 111

Als dritte Variante wurde der Versuch unternommen, Kallose che-
misch zu isolieren und zu reinigen. Die Entwicklung des Verfahrens basiert
weitgehend auf den in Abschnitt I'V/3 angefiihrten Ergebnissen der grund-
legenden Reaktionen am Membranstoff. :

10 g Trockenmaterial, aufgearbeitet nach dem in Methode II geschil-
derten ArbeitsprozeBl, wurden zur Entfernung ungelster Hemizellulosen
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in 5-%-Natronlauge iibergefiihrt und darin fiir 20 Stunden belassen. Nach
Abtrennen der fliissigen Phase lieB sich aus dem mit Issigsdure neutrali-
sierten und mit Wasser nachgewaschenen Riickstand durch Gefriertrock-
nung ein schwammiges Material gewinnen.

In einer nichsten Stufe wurde das Priiparat nach dem Verfahren von
Carson und Maclay (9) acetyliert. Die partiell substituierte Kalloge geht
dabei rascher in Losung als das gleichzeitig gebildete Zellulosederivat.

Das vorbehandelte Rohmaterial wurde in kleinen Portionen in 60 ml
Formamid (500 C) eingetragen. Durch Riihren des Gemisches wihrend
60 Minuten dispergierte das Material zu einer viskosen Masse. Sodann
wurden 150 ml Pyridin unter starkem Umriihren iiber eine Zeitdauer von
30 Minuten zugegeben, und das Gemisch wurde auf 0o C gekiihlt. In stiind-
lichen Portionen von 20 ml wurden 60 ml Essigsdureanhydrid zugegeben.
Nach Erhéhung der Temperatur auf 30° C wurde das Reaktionsgemisch
finf Stunden am Riihrwerk belassen und iiber Nacht bei Zimmertempera-
tur gehalten. Die fliissige Phase wurde vom ungeldsten zellulosischen Ma-
terial abgetrennt und in ein Eis-Wasser-Gemisch (1,5 1) gegossen, wobei
die Kalloseester als Flocken ausfielen. Der N iederschlag wurde mit 0,1-%-
Salzsdure und viermal mit Wasser gewaschen, nochmals in 1 | destilliertem
Wasser suspendiert und darin 24 Stunden bei 200 C belassen. Schlielich
erfolgte Filtration und Trocknung des Priparates i. V. iiber Phosphor-
pentoxyd. Ausbeute: 30 mg.

Kritische Betrachtung der Methode I11: Mit dieser Methode erhélt man
als Endprodukt Kalloseacetat. Damit besteht ein wesentlicher Unterschied
zu den beiden oben erwihnten Methoden, nach welchen wir native Kallose
isolierten. Wohl 148t sich Kalloseacetat durch Verseifung in Kallose iiber-
fithren ; das Material kann aber nur noch fiir chemische Untersuchungen
Verwendung finden, da wihrend des Arbeitsprozesses die urspriinglichen
physikalischen und morphologischen Eigenschaften des Membranstoffes
verdndert werden. Die Wahl der Methode wird damit ausschlieBlich von
der Art der nachfolgenden Untersuchungen bestimmt. Zur Gewinnung von
Ausgangsmaterial fiir chemische Reaktionen ist der Methode ITT infolge
ihrer groflen Leistungsfihigkeit der Vorzug zu geben. Es zeigt sich aber,
daf auch bei dieser Methode die Beschaffung ansehnlicher Kallosemengen
mit einem groflen Arbeitsaufwand verbunden ist.

III. Einige physikalische und morphologische Eigenschaften
der Kallose

1. Sorption und Quellung

Trockene Kallose ist eine auBerordentlich hygroskopische Substanz.
Normale Trocknung in Luft bei 105° C reicht nicht aus, um ihren gesamten

20



Wassergehalt zu entfernen. Eine Gewichtskonstanz des Priparates wird
erst erzielt, wenn wihrend lingerer Zeit i. V. bei einer Temperatur von 60°C
getrocknet wird, wobei das Phosphorpentoxyd mehrmals erneuert werden
muB. Bei diesem Prozef sintern die mikroskopischen Kallosekiigelchen zu
einer durchsichtigen, glasigen Masse zusammen, die an Pflanzengummi
erinnert. Die Kohisionskrifte zwischen den einzelnen Kallosebeldgen sind
bei vollstindiger Trocknung so groB, da das Ganze die Konsistenz eines
harten Harzes annimmt.

In getrocknetem Zustand zeigt Kallose eine ausgesprochene Tendenz
zur Wasseradsorption. Aus Luft, die durch Kalziumchloridanhydrid ge-
leitet wurde und damit einen sehr kleinen Feuchtigkeitsgehalt aufweist,
vermag sie innerhalb zwei bis drei Minuten 109, ihres Eigengewichtes an
Wasser aufzunehmen. Spiter tritt ein merklicher Abfall der Sorptions-
fihigkeit ein, und die Feuchtigkeit des umgebenden Mediums mufl wesent-
lich gesteigert werden, um eine weitere Adsorption zu bewirken. Dieses
Verhalten weist darauf hin, daB das Wasser von der Kallose auf verschie-
dene Arten eingelagert wird. In einer ersten Phase findet eine chemische
Bindung der eindiffundierenden Fliissigkeit statt unter Bildung echter
Hydrate. Bei der Trocknung laft sich deshalb dieses Hydratwasser nur
unter groBem Energieaufwand aus dem Kallosegeriist entfernen. Nach er-
folgter Hydratbildung wird das Wasser lediglich in die submikroskopischen
Hohlrdume des Gelgeriistes aufgenommen und bewirkt dadurch eine Quel-
lung. Das Volumen der Membranstoffbelige nimmt allseitig gleichméBig
zu, bis schlieBlich ein Endzustand erreicht wird, bei dem eine weitere Ex-
pansion des Kallosekorpers durch das Auftreten innerer Spannungen ver-
hindert wird. Nach den Befunden von Hermans (25) steht die Fahigkeit
der Wasseraufnahme in enger Korrelation mit dem Anteil amorpher Sub-
stanz in einem Objekt. Vergleichende Untersuchungen an Zellulosefasern
und Kallosebeligen ergeben fiir letztere ein viel stirkeres Sorptionsver-
mdgen. Diese Tatsache spricht fiir eine extrem amorphe Struktur der Kal-
lose.

2. Loslichkeit

Das Verhalten der Kallose gegeniiber einer Anzahl Losungsmittel
wurde untersucht. Die Beobachtungen sind in Tabelle 5 zusammenge-
stellt.

Obwohl der Membranstoff in beschrinktem Mafe in vielen Losungs-
mitteln quillt (Wasser, verd. Sauren, verd. Alkalien usw.), 1st er sich in
diesen nicht auf. Die Krifte zwischen dem Solvens und den Kallosemole-
kiilen vermogen die starken Kohésionskrifte, die an gewissen Stellen des
Kallosegeriistes wirksam sind, nicht zu tiberwinden. Es ist anzunehmen,
daB die Kohision zwischen den Einzelmolekiilen auf Wasserstoff bindun-
gen beruht. Eine Dispersion kann deshalb nicht stattfinden ohne zuséitz-
liche Energiezufuhr aus einer chemischen Reaktion. :
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Tabelle 5

Verhalten der Kallose gegeniiber einer Reihe von Lésungsmitteln

A bVerhaIten

Konzen- Zeit Quel- i ei hoherer

Solvens tratign /s Std. lung Losung | “g snzen-

tration

Organische Alkohol, Ather,

Loésungsmittel | Aceton, Tetrachlor- 100 o R S
kohlenstoff, Forma-
mid, Benzol usw.

Organische Ameisensiure 100 96 |- —

Sauren Essigsdure 100 o0 — =
Oxalséure ‘konz. 12 — S

Anorganische | Salzsaure 0-40 12 + — .| Losung

Sauren Schwefelsaure 0-30 12 + — Losung
Salpetersiure konz. 12 + s
Chromséure konz. 12 + -+

Karbonate Natriumkarbonat St e 2 D
Kaliumkarbonat :

Salzlésungen Manganchlorid konz. 96 (+) =
Zinnchlorid 0-30 12 -+ = Losung
Zinkchlorid 0-30 12 + — Losung
Kalziumrhodanid konz. 12 — — | Losung
Kaliumiodid 25 12 - -+
K-Hg-Todid 0,1 + +
Kadmiumchlorid konz. 96 — —

Andere Wasser : 0 2 S

Lésungsmittel | Cuoxam 0 (+) o
Javellewasser 0-10 1 + — Losung

Bis heute sind zwei Verfahren bekannt, mit denen Kallose in Losung
gebracht werden kann. Bei der indirekten Methode wird Kallose primér
durch Substitution von Hydroxylgruppen in ein Derivat iibergefiihrt, das
anschliefend in einem geeigneten Losungsmittel dispergiert werden kann.
Solche Substitutionsreaktionen stellen die im Abschnitt 1IV/3 beschrie-
benen Acetylierungs- und Methylierungsverfahren dar. Die Einfiihrung
von Acetyl- bzw. Methoxylgruppen in das Molekiil fiihren zu einer Ab-
nahme des hydrophilen Charakters, Mit fortschreitender Substitution ist
Kallose schlieBlich in lipophilen Medien 16slich. :

Beim zweiten Verfahren wird der Membranstoff mit konzentrierten
Mineralsiuren, konzentrierten Salzlosungen und starken Alkalien behan-
delt. Dabei zeigt die Kallose unbegrenzte Quellung und gleitende Uber-
génge in den gelosten Zustand. Trotzdem die Dispersion in einer einzelnen
Operation durchgefithrt werden kann, ist auch in diesem Falle eine che-
mische Reaktion miteingeschlossen. Entweder findet ebenfalls eine Sub-
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stitution der Hydroxylgruppen statt, oder der Prozel3 schlieBt die Bildung
einer Additionsverbindung ein, die anschliefend in Losung gebracht wird.

Fiir Zellulose ist das Bestehen solcher Additionsverbindungen aus
Arbeiten von Ekenstam (15), Katz und Derksen (28) bekannt. Sie
vermochten réntgenographisch nachzuweisen, dafl beim Quellen mit Salz-
16sungen, konzentrierten Mineralséduren und Natronlauge neue Spektren
entstehen, die neuen chemischen Verbindungen zuzuordnen sind. Die
gebildeten Additionsverbindungen bleiben dabei auch in der Losung erhal-
ten. Obwohl fiir Kallose noch keine diesbeziiglichen Untersuchungen vor-
liegen, ist anzunehmen, daB bei ihrer Losung analoge. Reaktionen
beteiligt sind.

3. Brechungsindex

Die Bestimmung des Brechungsindex wurde mit Hilfe der Immer-
sionsmethode an kallosehaltigen Phloemschnitten durchgefiihrt. Nach
Entwisserung der Objekte durch Einlegen in Alkohollssungen steigender
Konzentration erfolgte deren Uberfiihrung in Benzol. Diese Vergleichs-
fliissigkeit besitzt einen deutlich kleineren Brechungsindex (1,5) als die
Kallose. In Nelkendl (1,53) ist der Membranstoff nicht mehr sichtbar,
withrend bei Verwendung von Anilin (1,58) als Imbibitionsmittel die
Beckesche Linie beim Heben des Mikroskoptubus aus den Kalli heraus-
wandert. Zur Feststellung des effektiven Brechungsindex wurde ein
Anilin-Benzol-Gemisch verwendet. Versuchsreihen mit zunehmender und
abnehmender optischer Dichte der Immersionsfliissigkeit ergaben fir
Kallose einen Brechungsindex von 1,532 - 0,002. Dieser Wert stimmt
mit dem kleinen Brechungsindex der anisotropen Zellulose (na= 1,532)
iiberein und liegt wenig unter dem grofien Brechungsindex der Kartoffel-
stirkekorner (na = 1,523, ny = 1,535).

4. Dichte

~ Dichtebestimmungen nach dem klassischen Verfahren durch Ermitt-
lung des Volumens und des Gewichtes konnten infolge der Kleinheit der
Kallosekorper — die Belige besitzen einen Durchmesser von etwa 10 Mi-
kron und eine Liénge von 30 bis 40 Mikron — nicht ausgefiithrt werden.
Es wurde darum versucht, den effektiven Wert durch Ausschweben der
Kalli in einer Fliissigkeit adiiquater Dichte zu bestimmen. Als Medium
diente wiederum wiBrige Kadmiumchloridlésung. Das nach Methode 11
gewonnene vorgereinigte Mazerat wurde i. V. getrocknet und zu einem
feinen Pulver zerrieben. Nach Aufnahme des Materials in 10 ml Kadmium-
chloridlésung bekannter Dichte erfolgte ein Uberfithren der Suspension
in die Mettler-Zentrifuge. Die Ergebnisse fiir Medien von der Dichte 1,60
bis 1,62 sind in Tabelle 6 zusammengestellt.
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Tabelle 6

Ergebnisse der Dichtebestimmung

Drehzahl Zeit ,
(pro Min.) (Min.) Dichte
9000 30 1,60 Quantitative Sedimentierung der Kallose
9000 30 1,61 Sedimentierung der groBen Kallosebelidge, Sus-
pendierung der kleineren Kérper
9000 30 1,62 Quantitatives Aufsteigen der Kallose

Zu diesen Resultaten ist folgendes zu sagen: Kallose ist ein poroses
Gel mit Hohlriumen submikroskopischer Dimensionen. Das Resultat
einer Dichtebestimmung an einem solchen Korper hingt weitgehend da-
von ab, bis zu welchem Grade eine Einbettungsfliissigkeit in das System
eindiffundieren kann. Werden die Hohlréume nicht ausgefiillt, so fallen
die Werte zu klein aus. Vermag andererseits das Imbibitionsmittel in den
Koérper einzudringen, findet normalerweise eine Verdichtung desselben
im Gelgeriist statt (12); zudem tritt sofort Quellung ein. Der Begriff der
Dichte, wie er bei der Charakterisierung kompakter Korper makrosko-
pischen AusmafBes verwendet wird, hat deshalb fiir Messungen an Mem-
branstoffen keine absolute Giltigkeit.

Ausgehend von dieser Tatsache schligt Hermans (25) vor, bei
Dichtebestimmungen an Objekten mit submikroskopischer Lockerstruk-
tur nur Einbettungsmittel zu verwenden, die nicht in die Feinstruktur
des Korpers einzudringen vermogen, sondern ihn lediglich umhiillen. Die
erhaltenen Werte geben dann AufschluB iiber die Kompaktheit des un-
tersuchten Materials, Werte, die vor allem in technischer Hinsicht von
Bedeutung sind.

Fir Kallose liegen erst Messungen in wiisserigen Medien vor. Ihre
Dichte betriigt darin etwa 1,62; sie entspricht also jener von Stirkekér-
nern (unter Wasser 1,61 bis 1,63) und Zellulose (Ramiefaser, Baumwolle :
1,61, beide unter Wasser).

Die Dichte von Zellstoffen kann auch von ihren Brechungsindices -
abgeleitet werden. Entsprechend der empirischen Regel von Gtladstone

und Dale stellt der Quotient (%1) einen konstanten Wert dar, von dem

bei Multiplikation mit dem Molekulargewicht M (162 fiir Anhydroglukose)
die Molekularrefraktion MR der Substanz erhalten werden kann. Von
Hermans (25) wurde MR fiir Glukosane zu 58,26 bestimmt. Ausgehend
von diesem Wert und einem Brechungsindex von 1,532 148t sich fiir Kal-
lose eine theoretische Dichte von 1,48 berechnen.
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5. Rontgendiffraktion

Die réntgenographische Untersuchung erfolgte an glasigen Kallose-
priparaten (siche Trocknung der Kallose, 1V/2). Aus dem Glas wurden
zylindrische Kérper herausgeschnitten und von denselben in der Rontgen-
kammer Aufnahmen auf einem ebenen Film mit Cu-K-Strahlung (Ni-
Filter) hergestellt, wobei der Film-Priiparat-Abstand 100 bzw. 30 mm be-
trug. Dabei ergaben sich einige breite Ringe neben wenigen scharf ge-
zeichneten Punkten (20). Vermittels einer normalen Debye-Scherrer-Auf-
nahme auf zylindrischem Film konnte nachgewiesen werden, dafl die
Punktinterferenzen von Kalziumoxalat-monohydrat stammen. Die Aus-
wertung der breiten Ringe ergab die in Tabelle 7 angefithrten Werte.

Tabelle 7
Auswertung der Roéntgeninterferenzen
Intensitit ' Ringbreite & Intensititsmaximum &
QEarle: G dalalait s woees b4 16,3-14,2 etwa 15,5
Sehr schwach ........... 12,3
BBl s e e e 6 s \ 4,8
Mittel—schwach ........ f Bl 35 4,2
Sehr schwach ........... . i 2,84

Die breite Bande bei etwa 15 A deutet darauf hin, daf in der Kallose
eine wichtige Strukturidentitdtsperiode etwa 15 A betrigt. Debye-Scher-
rer-Aufnahmen auf zylindrischem Film von Laminaribiose, Laminaritriose
und Laminaritetraose zeigen ein abweichendes Linienspektrum, trotzdem
alle drei Zucker als Bausteine der Kallose identifiziert werden konnten
(siche Abschnitt IV/3). Die amikroskopische Periodizitit scheint daher
in der Kallose anderer Art zu sein als im Kristallgitter dieser Oligozucker.

Das Kallosediagramm wird iiberlagert durch eine starke diffuse
Schwirzung. Nach Sisson (44) geben die nichtkristallinen Regionen des
Gels Ursache zur Bildung einer gestreuten Strahlung, die beim Auftreffen
auf die Filmebene den diffusen Untergrund bewirkt. Leider vermogen die
Rontgenuntersuchungen nur wenig zum Studium der amorphen Bezirke
beizutragen. Dies ist um so bedauernswerter, als dem amorphen Bereich
vom biologischen Standpunkt aus grole Bedeutung zukommt. Die me-
chanischen Eigenschaften werden in erster Linie durch die Micellarstruk-
tur bestimmt, wahrend alle physiologischen Vorginge (Permeabilitdt,
Metabolismus usw.) hauptséichlich im intermicellaren System stattfinden.

Aus den optischen Daten kann geschlossen werden, daB im Kallose-
geriist keine bevorzugte Strukturachse vorliegt. Da die Kallose ein deut-

Die Rontgenaufnahmen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Epprecht, R('_jnt-
genographisches Institut der ETH, Ziirich, hergestellt.
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liches Ringdiagramm liefert, spricht auch die Rontgenanalyse fiir eine
regellose Anordnung der Micelle. Allerdings ist zu beachten, daB die Auf-
nahmen nicht von einzelnen Membranstoffkiigelchen, sondern von einem
Kalloseagglomerat hergestellt wurden. Ein Ringdiagramm kénnte in die-
sem Falle auch entstehen, wenn die riumliche Anordnung der Kristallite
eine solche hoherer Ordnung wiire. Das optische Verhalten schlieBt jedoch
das Bestehen einer bevorzugten Richtung aus.

6. Morphologie und Feinbau

Wie im Abschnitt 11/1 gezeigt wurde, zeichnet sich das Phloem zur
Zeit der Winterruhe durch die Anwesenheit groBer Kallusbelige aus. Die
Membranstoffablagerungen iiberdecken die Siebfelder beidseitig als Halb-
kugeln, wobei oft die Masse der transitorischen Kallose der individuellen ,
Siebfelder zusammenflieBen und die Zellulosestege zwischen den einzelnen
Feldern iiberdecken. Der Kallus zeigt dabei eine Schichtung parallel zur
Oberfliche der Siebfelder. Im Lichtmikroskop 148t sich das Vorhanden-
sein solcher Schichten nur nach spezieller Vorbehandlung des Materials,
z. B. durch Einlegen in Tetrachlorkohlenstoﬂ"—AlkohoI-Gemischen, er-
kennen; im Elektronenmikroskop ist die Schichtstruktur auch ohne Vor-
behandlung gut sichtbar.

Aufarbeitung der Kallose Jiir eine elektronenmikroskopische Untersuchung.: Kallose-
polster, isoliert und gereinigt nach Methode II, wurden durch Einlegen in Alkohollésungen
steigender Konzentration entwissert und in Gelatinekapseln in Butyl-metakrylat mit 19,
Beschleuniger (Dibutylphthalat) eingeschlossen. Das Einbettungsmittel polymerisierte bei
45° C tiber Nacht. Nach Ablésen der Gelatine in kaltem Wasser wurden die Blécke mit
einem Glasmesser im Sjéstrand-Ultramikrotom zu Schnitten von 300 A Dicke verarbeitet.
Die Schnitte wurden in 20-9-A thanol gestreckt, auf Tragernetze mit Formvar-Folien auf-
gefangen und im Elektronenmikroskop ohne vorherige Weglésung des Metakrylates un-
tersucht. -

Abbildung 6 zeigt einen Kallusquerschnitt. Durch die vorangegangene

Mazeration sind die iibrigen Bestandteile des Siebfeldes weggelost worden.
Die Verbindung zwischen den beiden Halbkugeln wird nur noch durch
einzelne Kalluspfropfen hergestellt, welche ehemals die Siebporen aus--
fiilllten. An der Oberfliche des Membranstoffkérpers 148t sich eine feine,
dunkelgefiirbte Membran erkennen. Es ist nicht ausgeschlossen, da3 es
sich dabei um Reste der kallosebildenden Grenzlamelle des Protoplasten
handelt. Durch Quellung wird die Membran lokal aufgerissen, und die
Kalloseschichten blittern entlang den hellen Trennungslinien auf.

Die Kallose wird in der Literatur bisweilen in die Gruppe der Schleime
eingereiht (21, 30). Dies ist nur insofern berechtigt, als einzelne Pflanzen-
schleime wie Kallose in Schweizer-Reagens unlsslich sind. Im tibrigen
besitzt aber der Membranstoff einen ganz anderen chemischen Charakter.
Auch haben elektronenmikroskopische Untersuchungen von Miihle-
taler (35) gezeigt, daB viele Pflanzenschleime eine Struktur aufweisen
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(Zelluloseschleime). Siebrohrenkallose ist jedoch eine véllig homogene
Substanz. Bauelemente submikroskopischer GroBenordnung sind nicht zu
erkennen. Amorph erweist sich auch die von Miihletaler und Linskens
(36) elektronenmikroskopisch analysierte Pollenschlauchkallose. Es ist
darum anzunehmen, daB das Kallosegel kein micellares Gel mit submikros-
~ kopischen Bausteinen, sondern ein (el mit einem amikroskopischen, drei-
dimensionalen Molekulargeriist vorstellt.

IV. Chemische Untersuchungen an der Kallose

1. Einleitung

Polysaccharide sind komplexe Verbindungen, die durch Kondensa-
tion von Monosacchariden und ihren Derivaten (Methylzucker, Zucker-
phosphate usw.) entstehen. Um das chemische Verhalten solcher poly-
merer Korper zu verstehen, ist es wichtig, AufschluB iiber folgende Fragen
zu erhalten:

1. Crundbausteine, aus denen das Makromolekiil besteht.
9. Prozentualer Anteil der verschiedenen Grundbausteine.
3. Bauprinzip des Makromolekiils.

4. Lange des Makromolekiils.

Die zu diesem Zwecke an der Kallose durchgefiihrten Grundreak-
tionen seien nachstehend aufgezéhlt und deren Bedeutung kurz erldutert:

1. Vollstindige Hydrolyse mit Mineralséiuren : Abbau der Kallose in
ihre Grundbausteine.

2. Partielle Hydrolyse mit Mineralséuren, Acetolyse: Abbau der Kal-
lose in Bauelemente oligomeren Charakters.

3. Enzymatische Hydrolyse: Abbau der Kallose in Mono- und Oligo-
saccharide. Infolge der spezifischen Wirkung des Enzyms kann
zugleich auf die Art der glykosidischen Bindung (a oder () ge-
schlossen werden. |

4. Methylierung: Die Methylierung entspricht einer Substitution der
freien OH-Gruppen der individuellen Kettenglieder durch Meth-
oxylgruppen. Nicht ergriffen werden von dieser Reaktion die an
der glykosidischen Bindung beteiligten Hydroxylgruppen. Sie
werden durch eine Hydrolyse der Methylkallose freigelegt, und
durch Bestimmung ihrer Lage im Ring der einzelnen Kettenglieder
lassen sich die an der glykosidischen Bindung beteiligten Kohlen-
stoffatome ermitteln.

Die Aufnahme im Elektronenmikroskop wurde freundlicherweise von Herrn Prof.
Miihletaler, Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie am Institut fiir Allgemeine Botanik
der ETH, Ziirich, hergestellt.
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5. Periodat-Oxydation: Diese Reaktion gibt, gleich wie die Methy-
lierung, AufschluB iiber die an der Polymerisation beteiligten
Kohlenstoffatome der einzelnen Bauelemente. Tm Falle der Kal-
lose kann die Periodat-Oxydation noch zur Bestimmung der mitt-
leren Kettenlinge des Makromolekiils herangezogen werden.

2. Allgemeine Methoden

A. Trocknen der Kallosepriparate

Fiir alle Versuche wurden die nach Methode II gewonnenen Kallose-
praparate bei 60° C iiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Das Einwigen des Materials erfolgte in speziell hergestellten
Wiigershrechen mit Schliff.

B. Papierchromatographie

Qualitative Trennung: Die Fraktionierung von Zuckergemischen er-
folgte mit den in Tabelle 8 wiedergegebenen Trennlosungen. Fiir die
qualitativen Untersuchungen diente ausschlieBlich Papier Whatman Nr. 1.
Die Auftrennung gréBerer Zuckermengen wurde auf Papier Whatman
Nr. 3MM vorgenommen.

Tabelle 8
Zusammenstellung der verwendeten Lésungsmittel
Lisungsmittel Zusammensetzung °/o-Anteile
I n-Butanol-Eisessig-Wasser .................. 4:1:5
II Athylacetat-Essigs&a‘,ure -Ameisensédure .. ....... 18:3:1
II1 n-Butanol-Athanol-Wasser . . . .. Eon a7 R & A 4:1:5
v n-Butanol-Pyridin-Benzol-Wasser . ........... 5:3:1:5
v Athylacetat-Pyridin-Wasser ............... . 10:4:3
VI Methyl-athyl-keton ........................ ;

ad I. Partielle Veresterung der Essigsdure mit Butanol durch zweistiindiges Kochen
des Gemisches am RiickfluBkiihler und Aufnahme des dabei ausgefallenen Wassers mit
wenig HEssigsiure vermag die Qualitit des Gemisches wesentlich zu erhdéhen, -

ad VI. Wassergesittigtes Methylathylketon wird mit einem gleichen Teil wasser-
freiem Keton vereinigt und dem Gemisch 1 % konz. Ammoniak beigegeben. Das Losungs-
mittel eignet sich vorziiglich fiir die Trennung methylierter Zucker.

Als Spriihreagenzien wurden verwendet Anilin-Oxalsidure als Uni-
versalentwickler von Oligosacchariden, Aldo- und Ketohexosen, Pentosen
und Uronsduren; Triphenyltetrazoliumchlorid zur Entwicklung von re-
duzierenden Zuckern : Resorcin-Salzsidure als reines Ketosereagens; am-
moniakalisches Silbernitrat fiir den Nachweis von Uronséuren.

Quantitative Awuswertung von Chromatogrammen: Als grobes MaB fiir
die Zuckermengen dienten ihre FleckengroBen in Chromatogrammen.
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Obwohl mit einem Fehler von iiber 109, behaftet, liefert dieses Vorgehen
in vielen Fallen aufschluBfreiche Ergebnisse.

Mikro-Bestimmungen wurden nach der Methode von Pridham (42)
vorgenommen. Aldopentosen, Aldohexosen und Hexuronsiduren geben
nach dem Bespriihen mit einer p-Anisidin-Salzsiure-Losung in der Hitze
einen Farbkomplex. Die Farbflecke werden ausgeschnitten, der Zucker-
p-Anisidin-Komplex mit wiBrigem Methanol, welches 1%, Zinnchlorid ent-
hilt, aus dem Papier ausgewaschen und die Absorption der Farblosung
in einem Spektrophotometer bei einer spezifischen Wellenliinge (Aldo-
hexosen = 400 mu, Aldopentosen und Hexuronséiuren = 510 my) gemes-
sen. Die Absorptionen des Zucker-p-Anisidin-Komplex sind iiber einen
Bereich von 5 bis 50 y direkt proportional dem Zuckergewicht.

3. Reaktionen zur Konstitutionsaufklirung

Hydrolyse der Kallose. 5,45 mg Kallose wurden mit 1 ml 4 n Schwefel-
siure in einer Ampulle wihrend 210 Minuten bei 1000 C hydrolysiert.
AnschlieBend wurde das Hydrolysat mit Bariumkarbonat neutralisiert,
durch Zentrifugierung geklirt und i. V. zu einem Sirup eingedickt. Die
Analyse der Spaltprodukte lieferte mit Hilfe der papierchromatographi-
schen Technik (I, IT, IV) einen einzigen Flecken, der sich als D-Glukose
identifizieren lie§3.

In einem zweiten Ansatz wurden die Versuchsbedingungen dahin
abgesindert, daB 3,85 mg Kallose nur noch wéhrend 150 Minuten hydroli-
siert wurden. Dadurch traten im Hydrolysat neben Glukose auch kleine
Mengen Laminaribiose auf.

Anmerkung: Spiter wurde das Hydrolysat zur quantitativen Ent-
fernung aller vorhandenen Ionen zusitzlich an Tonenaustauschsaulen
(Amberlite IR 100, IR 4B) gereinigt. Das Eluat enthielt nun neben La-
minaribiose und Glukose als weitere Komponente Mannose, deren Anteil
kolorimetrisch zu 3,4 %, bestimmt wurde. Kleine Mannosemengen konnten
ferner bei der Neutralisation eines Hydrolysates mit Dowex-3-Harz be-
obachtet werden. Es ist anzunehmen, daf die nachgewiesene Mannose
keinen Kallosebestandteil darstellt. Vielmehr handelt es sich um ein Hpi-
merisationsprodukt der Glukose, wobei das alkalische Milieu des Ionen-
austauschers die Umwandlung katalytisch forderte.

Acetolyse der Kallose (14,52). 10 mg Kallose wurden in eine auf 0° C
gekiihlte Mischung von Essigsiureanhydrid (0,72 ml), Essigsiure (0,42 ml)
und konz. Schwefelsdure (0,1 ml) eingetragen und wéhrend 90 Stunden
bei Zimmertemperatur am Vibrator belassen. Die klare gelbe Losung
wurde anschlieBend durch ein Glasfilter G3 gesogen, das Filtrat langsam
unter starkem Umriihren in 20 ml Eiswasser gegossen und die Ldosung
mit Natriumbikarbonat auf Kongorot neutralisiert. Das Reaktionsge-
misch wurde iiber Nacht bei 20 C stehen gelassen, der entstandene Nieder-
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schlag durch Filtration von der Reaktionsfliissigkeit abgetrennt und mit
Wasser mehrmals nachgewaschen. Das Trocknen des Acetates erfolgte
i. V. iiber Phosphorpentoxyd.

Deacetylierung der Acetolyseprodukte (51). Das Acetolysepraparat
wurde in 10 ml trockenem Methanol eingefiihrt und auf 00 C gekiihlt.
Sodann wurden der Lésung 10 Tropfen 0,42 7 Bariummethoxyd beige-
fiigt, und das Ganze wurde wihrend 48 Stunden in der Kilte belassen.
Der entstandene Niederschlag wurde durch Zentrifugieren von der Losung
abgetrennt, in Wasser gelést und das vorhandene Tonen-Material an Am.
berlite-Séulen (IR 100, IR 4B) adsorbiert. Die papierchromatographische
Analyse (I, IV, V) der freien Zucker zeigte Glukose und Laminaribiose
als Abbauprodukte der Kallose.

Methylierung der Kallose. 78 mg Kallose wurden zwolfmal mit Di-
methylsulfat (5 ml) und 40-%-Natriumhydroxyd (7 ml) unter Stickstoff
bei Zimmertemperatur methyliert. Nach der vierten Methylierung erfolgte
eine Zugabe von Aceton zum Reaktionsgemisch zur Verhinderung einer
Ausféllung der partiell methylierten Kallose. Das Methylierungsprodukt
wurde mit Chloroform isoliert, mit wasserfreiem N. atriumsulfat behan-
delt und durch Zugabe von Petrolither als weiBes Pulver gefillt. Die
Trocknung des N iederschlages erfolgte i. V. iiber Phosphorpentoxyd und
Paraffin. Ausbeute: 18 mg

[¢]) = + 3725 (Chloroform)

Anmerkung: Nach der sechsten Methylierung erfolgte eine Isolierung
der untermethylierten Kallose zur Bestimmung des vorliufigen Methoxyl-
gehaltes. Das mit Chloroform isolierte und von Natriumsalzen gereinigte
Produkt wurde zu diesem Zwecke in einem {berschuB von Chloroform
geldst und auf eine Glasplatte ausgegossen. Nach der Trocknung lieB sich
die Methylkallose als feiner Film von der Unterlage abziehen. Methoxyl-
gehalt: 359,

Auf eine Bestimmung des Methoxylgehaltes des SchluBproduktes
mufite in Anbetracht der geringen Ausbeute verzichtet werden.

Hydrolyse der Methylkallose. Die methylierte Kallose war in verdiinn-
ter Salzsdure unléslich. Deshalb wurde das Priaparat mit 1-%,-methanoli-
scher Salzsiure bei 1000 C erhitzt bis zu konstant bleibender optischer
Drehung der Losung im Polarimeter. AnschlieBend erfolgte ein Ersetzen
der methanolischen Salzsiure durch 1-9%-wiBrige Salzsiure, und die Me-
thylglykoside konnten durch dreistiindiges Kochen auf dem Wasserbad
in die entsprechenden Methylzucker tibergefiihrt werden. Die Neutralisa-
tion der Reaktionsldsung erfolgte mit Silberkarbonat. Das kolloidal ge-
l6ste Silber lieB sich durch Einleiten von Schwefelwasserstoff als Silber-
sulfid aus der Losung féillen. Sodann wurde mit Amberlite IR 4B neutrali-
siert und das Hydrolysat zu einem gelblichen Sirup eingedampft. Die
letzten Silberreste wurden durch mehrmalige Aufnahme des Sirups in
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Aceton und anschlieBende Abdestillation des Lésungsmittels quantitativ
gefillt und durch Filtration entfernt. i

Trennung der methylierten Zucker und Charakterisierung der Fraktionen.
Das sirupartige Hydrolysat wurde auf dickes, mit Alkohol-Benzol gerei-
nigtes Papier Whatman 3MM aufgetragen und mit Trennlosung 111 in
drei Fraktionen aufgetrennt. Das Eluieren der einzelnen Fraktionen aus
dem Papier erfolgte mit heiBem Methanol.

Fraktion I: Der Sirup wurde papierchromatographisch als 2:4:6-
Tri-O-methyl-D-glukose identifiziert (IIT, VI). Diese Hauptfraktion, wel-
che ungefihr 90% des Hydrolysates umfalte, wurde in wenigen Tropfen
trockenem Methanol aufgenommen, Durch Zugabe von trockenem Ather
und mehrtigiges Stehenlassen in der Kilte konnte schlieBlich ein fein-
nadeliges kristallines Produkt erhalten werden, das nach zweimaliger
Rekristallisation aus Ather einen Schmelzpunkt von 112° bis 1150 aufwies.
Kristalle synthetisch hergestellter 2:4: 6-Tri-O-methyl-D-glukose schmol-
zen bei 1140 bis 1170 C. Das Gemisch der beiden Produkte zeigte keine.
Schmelzpunkterniedrigung.

In der Rontgenkammer wurden sodann von der aus der Methylkallose
gewonnenen Trimethylglukose und vom synthetisch hergestellten Mate-
rial Debye-Scherrer-Aufnahmen auf zylindrischem Film hergestellt. Der
Vergleich der Interferenzlinien zeigte Identitit der beiden Produkte.

Fraktion I1: Der Sirup (ca. 10%, des Hydrolysates) wurde papier-
chromatographisch analysiert (ILI) und als ein (lemisch von 2:6- und
4:6-Di-O-methyl-D-glukose identifiziert. Infolge der Kleinheit der Frak-
tion war es nicht mdoglich, die Einzelkomponenten weiter zu charakteri-
sieren. ‘

Fraktion I1II: Das Chromatogramm der duBerst kleinen Fraktion
zeigte die Anwesenheit von zwei Komponenten, welche nicht eindeutig
identifiziert werden konnten (I, IIT, IV). Die schneller laufende Substanz
wies einen Rf-Wert auf, der um 29, kleiner als derjenige von 2:3:4-Tri-
0-methyl-D-glukuronsiure ausfiel. Die andere Komponente zeigte gleiche
Wanderungsgeschwindigkeit wie Xylose. Hufeisenform und Rosafiarbung
der Flecke bei der Entwicklung mit Anilin-Oxalsiure lieBen auf Uron-
siurederivate verschiedenen Methylierungsgrades schlieflen.

Uronsiurebestimmung an der Kallose. 6,9 mg Kallose wurden mit
0,5 ml 2 » methanolischer Salzsiure in eine Ampulle eingefithrt und wih-
rend 72 Stunden auf dem siedenden Wasserbad hydrolysiert. Dieser Pro-
zeB fithrte zu einer vollstindigen Depolymerisation der Kallose. In einer
zweiten Methanolyse (30 Minuten, 0,5 ml 1-%-methanolische Salzsdure)
erfolgte eine vollstindige Uberfiihrung der Abbauprodukte in die ent-
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sprechenden Methylglykoside unter gleichzeitiger Veresterung der anwe-
senden Sauregruppen. Sodanh wurde dem Reaktionsgemisch nach Ent-
fernung der methanolischen Salzsiure 3 ml Wasser zugegeben und der
Uronséduregehalt des Priparates nach der Methode von Kaye und Kent
(29) bestimmt.

Zu diesem Zwecke wurde die Losung mit 2 ml frisch zubereiteter
Hydroxylaminlésung (hergestellt aus 2 m Hydroxylamin-Salzsiure und
einem gleichen Volumen 3,5 m N atronlauge) versetzt. Nach vier Minuten
erfolgte eine Zugabe von 1 ml Salzsiure (3,34 m) und 1 ml Ferrichlorid
(0,37 m,in 0,1 m Salzsdure). Die daraus resultierende orange-braune Farb-
16sung wurde zur Entfernung der gebildeten Gase wihrend 30 Sekunden
am Vakuum geschiittelt und deren Absorption bei 505 my in einem Uni-
cam-Spektrophotometer bestimmt. Die Auswertung erfolgte vermittels
einer gleichzeitig aufgenommenen Testkurve fiir Glukuron (korrigiert fiir
die Aldehydgruppe). Sie lieferte fiir das Kallosepriaparat 0,74 Mol Gluku-
ron, was einem Uronsduregehalt von 1,99, entspricht.

Messung der optischen Drehung der Kallose. Die Messung der optischen
Drehung der Kallose wurde infolge Fehlens eines geeigneteren Losungs-
mittels in reiner Ameisensiure vorgenommen. 9,69 mg Kallose wurden
in eine Ampulle eingetragen, mit 0,5 ml frisch destillierter Ameisenséure
liberdeckt und die Ampulle wihrend 48 Stunden am Vibrator belassen.
Nach dieser Zeit waren 8,03 mg Kallose in Loésung gegangen.

Drehwert der siureloslichen Fraktion: [a 20 = 4 310

Laminarin in reiner Ameisensiure: [a]? = + 160

Owydation der Kallose. Die Oxydation der Kalloge erfolgte mit Kalium-
metaperiodat (22). 5,41 mg Kallose wurden in eine Ampulle eingebracht
und mit 1 ml Wasser iiberdeckt. Durch Schiitteln wihrend 20 Stunden
wurde das Kallosepriparat vollstindig suspendiert. AnschlieBend erfolgte
Zugabe von 5ml 1,2m wilrigem Kalium-metaperiodat. Die Ampulle
wurde sodann unter stindigem Schiitteln in der Dunkelheit bei 200 C
inkubiert. Der Verlauf der Oxydation lieB sich spektrophotometrisch
nach dem Verfahren von Ferrier (18a) kontrollieren. Dazu wurden dem
Reaktionsgemisch in Intervallen 0,6 ml Suspension mit einer speziell ge-
bauten Mikropipette (engl. — microsyringe) entnommen, die Kallose ab-
zentrifugiert und von der geklirten Lésung die Absorption im Unicam-
Spektrophotometer bei einer Wellenlinge von 223 mu bestimmt.

Zu Vergleichszwecken wurden gleichzeitig 6,44 mg Stirke in 1 ml
Wasser suspendiert und mit 5 ml Kalium-metaperiodat-Losung unter
gleichen Reaktionsbedingungen oxydiert.
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Tabelle 9
Periodatverbrauch, in Mol pro Anhydroglukose-Einheit

Oxydationszeit (Std.)
Material Temperatur
144 215 307
Kalloge 5 ivl savdalean e 20° 0,0295 0,0322 0,0518
Starke ...... A e v ¢ 20° 0,993 1,02 1,05

Anmerkung: Das unverdffentlichte Verfahren der spektrophotometrischen Kontrolle
des Oxydationsverlaufes wurde an der Abteilung fiir Chemie, Universitit Edinburgh, von
J. R. Ferrier entwickelt.

Abbildung 7
Schematische Darstellung von 10, und IO, Absorption bei 223 myu

A [10]] A Absorption

[I0; + 10,]
[10,]

Periodat- und Todatlosungen zeigen bei 223 my eine spezifische Absorption, deren
Wert linear von der Konzentration der Losung abhéngig ist. Wird in einer Losung Perio-
dat teilweise durch Iodat ersetzt, so zeigt das Gemisch eine Abnahme des Absorptions-
wertes, die proportional der Konzentrationsverminderung des Periodates ist.

Im Verlauf der Oxydation der Kallose wird das im Reaktionsgemisch vorhandene
Periodat teilweise zu Todat reduziert. Aus der Absorptionsabnahme der Reaktionslésung
kann damit der Periodatverbrauch quantitativ bestimmt werden.

Emnzymatischer Abbaw der Kallose. 3 mg Kallose wurden in einen Kol-
ben (5 ml) eingebracht und mit 0,5 ml Wasser zu einer homogenen Sus-
pension verarbeitet. Nach Zugabe von 1ml 0,17 Acetat-Pufferlosung
(pH 5) und 10 mg Emulsinpriparat wurde das Reaktionsgemisch bei
360 C inkubiert. In Intervallen von 24 Stunden erfolgte eine Probeent-.

nahme zur papierchromatographischen Analyse (1V, V) der entstandenen
Abbauprodukte.

Resultat: Inkubationszeit 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Abbauprodukte  Glukose/ Glukose Glukose
Laminaribiose

Anmerkung: Das verwendete Emulsinpréaparat wurde in den Laboratorien der Ab-
teilung fiir Chemie, Universitat Edinburgh, hergestellt und mir freundlicherweise zur
Verfiigung gestellt. Testversuche an Starke zeigten mit Hilfe der kolorimetrischen Methode
von Somogyi (45) und Nelson (37) nur eine schwache a-Aktivitit des Enzympréparates.



Analyse der nach Methode 111 gewonnenen Kalloseacetate

Filmbildung: Zur Priifung der Filmbildung wurde ein Teil des Ace-
tates in einem Uberschufl von Chloroform gelost und die Losung auf eine
trockene Glasplatte ausgegossen. Nach der Trocknung des Priparates
lieB sich das Kalloseacetat als diinne Folie von der Unterlage abheben.

Hydrolyse der Acetate: 15 mg Acetatmaterial wurden wihrend vier
Stunden in einer Ampulle mit reiner Ameisensiure auf dem siedenden
Wasserbad erhitzt. Nach Entfernung der Ameisensiure wurden die For-
mylester in 2 n Schwefelsiure aufgenommen. Kin Teil des Materials fiel
dabei als Flocken aus. Die siureunlosliche Fraktion wurde abgetrennt
und nicht mehr weiterverarbeitet. Die in Losung gegangenen Ester wurden
wihrend 45 Minuten auf dem siedenden Wasserbad hydrolysiert und das
Reaktionsgemisch mit Bariumkarbonat neutralisiert. Mit Hilfe der pa-
pierchromatographischen Technik (I, IV, V) konnten Glukose, Laminari-
biose und Laminaritriose als Abbauprodukte nachgewiesen werden,

V. Schlufifolgerungen

1. Molekulares Modell

Siebréhrenkallose ist ein Kohlehydrat, bestehend aus den Elementen
Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff. Durch vollstindige Hydrolyse
mit Mineralsiuren kann sie quantitativ zu Glukose abgebaut werden.
Andere Monosaccharide sind an ihrem Aufbau nicht beteiligt. Damit stel-
len die vorliegenden Resultate eine Bestiitigung der Aussagenvon Mangin
(31) und Eschrich (18) dar, daB die verschiedenen Kallosemodifikationen
reine Glukosane sind.

Bei der Anwendung schwiicherer Siurekonzentrationen oder durch
Verkiirzung der Hydrolysezeit tritt Laminaribiose als intermedisires Ab-
bauprodukt auf. Diese Substanz wurde zum erstenmal von Barry (4)
bei der partiellen Hydrolyse des Polysaccharides Laminarin gewonnen
und durch Arbeiten von Connel, Hirst und Percival (11), Bachli
und Percival (3) als reduzierende Diglukose identifiziert, in welcher
.die Glukosereste durch p-1:3-Bindung miteinander vereinigt sind. Das
Disaccharid stellt kein Reversionsprodukt dar, das unter den angewand-
ten Hydrolysebedingungen durch Vereinigung zweier Glukose-Einheiten
entstanden sein konnte, denn bei verlingerter Séureeinwirkung weist das
Hydrolysat infolge vollstindiger Spaltung der intermediir auftretenden
Laminaribiose nur noch Glukose auf.

Durch Acetylierung und partielle Hydrolyse (Acetolyse) lift sich
Kallose in ein Gemisch von Acetaten niedereren Molekulargewichtes iiber-
fithren, aus denen durch Deacetylierung Glukose, Laminaribiose und La-
minaritriose gewonnen werden kiénnen. Das Triglukosid Laminaritriose,
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welches den gleichen Bindungstypus wie Laminaribiose besitzt, kann dem-
zufolge als weitere konstitutionelle Einheit der Kallose in Betracht ge-
zogen werden.

-Die Hydrolyse methylierter Kallose liefert als Hauptprodukt 2:4: 6-
Tri-O-methyl-D-glukose. Das weist darauf hin, daB in der Kallose das
C-Atom 1 einer Anhydroglukose mit dem C-Atom 3 einer zweiten An-
hydroglukoseeinheit verbunden ist. Im Hydrolysat findet sich neben
2:4:6-Trimethylglukose auch ein Gemisch von 2:4- und 2:6-Dimethyl-
glukose (ca. 109%). Infolge der ausgesprochen leichten Demethylierung
der 2:4:6-Trimethylglukose ist es jedoch zweifelhaft, ob diesen beiden
Komponenten irgendwelche strukturelle Bedeutung zukommt. Hydroly-
tische Spaltung von methyliertem Laminarin, einem unverzweigten -
1:3-Glukosan, liefert nach Barry (5, 6) ebenfalls 109, Dimethylglukose.
Unter Anwendung gleicher Hydrolysebedingungen gibt auch reine 2:4:6-
Trimethylglukose ein Gemisch von Dimethylglukosen in einer Ausbeute
von 89,.

Die 1:3-Bindung in der Kallose bestitigt sich ferner aus dem Ver-
halten des Polysaccharides gegeniiber Kalium-metaperiodat. Periodat (38)
reagiert mit der Gruppe ~CHOH-CHOH-, indem die Kohlenstoff bin-
dung gespalten wird unter gleichzeitiger Oxydierung der Hydroxylgrup-
pen zu Aldehyden. Alle Polysaccharide, deren Bindung der Glukose-Ein-
heiten vom Typus 1:2, 1:4 oder 1:6 ist, enthalten 1,2-Dihydroxyver-
bindungen. Wenn jedoch das Kohlenstoffatom 3 an der Verkettung der
Glukosereste beteiligt ist, steht kein Paar benachbarter -CHOH-Gruppen
zur Verfiigung, und solch ein Polysaccharid kann von Periodat nicht
angegriffen werden. Kallose geht nun mit dem Oxydationsmittel Periodat
keine Reaktion ein. Ihre Glukose-Einheiten miissen daher in Stellung 1
und 3 miteinander verbunden sein.

Fiir einen g-glukosidischen Charakter der Bindung spricht neben dem
Auftreten von Laminaribiose und Laminaritriose als Abbauprodukte auch
die Tatsache, daB Kallose mit Emulsin hydrolysiert werden kann. Test-
versuche mit Stirke zeigen zwar eine leichte a-Aktivitit des verwendeten
Fermentpriparates. Nach Schmidt (43) wird aber Kallose von a-spezi-
fischen Enzymen nicht angegriffen. Das nur schwach positive Drehver-
mogen der Kallose kann als weiterer Hinweis fiir das Vorherrschen der .
p-glukosidischen Bindung angefiihrt werden. Kallose und Laminarin be-
sitzen eine spezifische Drehung gleicher Gréflenordnung.

Kallose:  [a]® = +31° (Ameisenséure)
Laminarin: [a]% = +16° (Ameisensaure)
Auf Grund dieser Ergebnisse kann fiir Kallose die in Tabelle 10 wie-

dergegebene Konstitutionsformel postuliert werden. Das Kettenmolekiil
besteht aus Anhydroglukose-Einheiten, welche durch die C-Atome 1 und
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3 p-glukosidisch miteinander verbunden sind. Jede Anhydroglukose-Ein-
heit in der Kallose besitzt drei unsubstituierte Hydroxylgruppen. Zwei
dieser Gruppen sind sekundire Alkoholgruppen an den C-Atomen 2 und
4 in der Glukose, withrend die dritte primér ist und sich in Stellung 6 be-
findet. Die beiden Endglieder unterscheiden sich von allen iibrigen Ketten-
gliedern durch den Besitz von vier anstatt drei Hydroxylgruppen. Der
Ring auf der rechten Seite der Figur ist iiberdies durch seinen Aldehyd-
Charakter ausgezeichnet und muB reduzierende Eigenschaften besitzen.

Durch erschépfende Methylierung der Kallose kénnen die vier freien
Hydroxylgruppen der nicht reduzierenden Endgruppe in die entspre-

H
CH,,OH CH,0
0 : 0 cH
OH
HO HO
o LAMINARIBIOSE
OH OH
CH,OH CH,O0H CH,O0H CH,0H
D Q Q Q
oH
OH
HO HO HO HO
‘OH ? OH 0 . OH ? OH
1 :
]
TR e e wiauasmnidnd Lo gy he YR Lol s e | TR Lie
% H1% (Ch 0055 T L
KALLOSE
Tabelle 10

Konstitutionsformel der Kalloge

chenden Methylidther iibergefiihrt werden und miissen bei der hydrolyti-
schen Spaltung als Tetramethylglukose nachweisbar sein. Das Chromato-
gramm des Hydrolysates methylierter Kallose zeigt jedoch keine solche
Komponente. Thr Fehlen ist ein méglicher Hinweis, da8 die Glukose-Ein-
heiten nicht in gestreckter Kettenform vorliegen, sondern daf das Kallose-
molekiil durch Vereinigung der Endgruppen einen in sich geschlossenen
Ring darstellt. Die Abwesenheit von Tetramethylglukose kann aber auch
aus dem angewandten Methylierungsverfahren abgeleitet werden. Nach
Hess und Neumann (26) gibt Zellulose, welche in Stickstoffatmosphire
methyliert wurde, bei der Hydrolyse ebenfalls keine Tetramethylglukose.
Wird aber die Reaktion in Anwesenheit von Sauerstoff durchgefiihrt, so
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erscheint Tetramethylglukose unter den hydrolytischen Spaltprodukten.
Die Annahme einer Ringstruktur fiir die Kallose ist demzufolge nicht
zwingend. Gegen einen zyklischen Bau des Molekiils sprechen ferner die
Ergebnisse der Periodatoxydation. Da die Anhydroglukose-Reste quan-
titativ durch 1 bis 3 Bindungen miteinander verkettet sind und damit
vom Oxydationsmittel nicht angegriffen werden konnen, 1Bt sich ein
Periodatverbrauch nur beim Vorhandensein von Endgruppen nach-
weisen, weil sie die einzigen Glieder darstellen, in denen 1,2-Dihydroxy-
oder a-Hydroxyaldehyd-Verbindungen vorhanden sind. Die Periodat-
aufnahme von Kallose ist, verglichen mit derjenigen von Stéirke, sehr
klein. Dennoch findet ein deutlich melibarer Verbrauch des Oxydations-

CH_OH CH_OH

2 : 2
0 OH . :
\ ,H
+ 104‘ — c=0
HO HO ¢
\ \ 4=
oH 0 -

0

REDUZIERENDE ENDGRUPPE

CH_OH £ CH_OH

oH z
HO . H

on 0— H  0-

NICHTREDUZ'ERENDE ENDGRUPPE

Tabelle 11
Oxydationsverlauf der Endgruppen

mittels statt. In der Zeit, in welcher der Periodatkonsum der Stérke den
theoretischen Wert von 1,03 Mol pro Anhydroglukose erreicht, zeigt die
Kallose eine Aufnahme von nur 0,032 Mol, wobei dieser Verbrauch aus-
schlieBlich den Endgruppen zuzuschreiben ist.

Bei der Postulierung eines geraden Kettenmolekiils kann der ermit-
telte Wert zugleich ein MaB fiir den Anteil an Terminalgruppen darstellen
und damit AufschluB geben iiber den Polymerisationsgrad des Kallose-
molekiils. Tabelle 11 veranschaulicht den Oxydationsverlauf der beiden
Endgruppen. Die nichtreduzierende Gruppe vermag zwei Einheiten Perio-
dat aufzunehmen, das reduzierende Ende setzt sich mit einer Einheit
Periodat um. Demzufolge miissen im Kettenmolekiil ungefihr 90 Anhydro-
glukosereste zwischen den Endgruppen eingeschaltet sein, um den ge-
messenen Verbrauch von 0,032 Mol zu rechtfertigen (berechnet pro Mol
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Anhydroglukose). Allerdings ist zu beachten, dal} die Zeit, welche fiir die
Aufnahme der theoretischen Periodatmenge benotigt wird, fiir jedes Poly-
saccharid empirisch bestimmt werden muf. Im vorliegenden Versuch
wurde infolge Fehlens anderer Unterlagen die gleiche Oxydationszeit wie
fiir Stirke angenommen. Deshalb kommt dem fiir die Kallose ermittelten
Polymerisationsgrad keine absolute Bedeutung zu, er stellt vielmehr einen
Naherungswert dar und muf} durch andere Methoden der Polymerisations-
gradbestimmung bestitigt werden.

Das Modell einer verzweigten Kettenstruktur, wie es von Meyer
~(33) fiir Amylopektin postuliert wird, fallt fir Kallose auBer Betracht.
Bei der Anwendung gleicher Methylierungsbedingungen wie im Kallose-
versuch enthilt das Hydrolysat von Amylopektin einen deutlichen Anteil
an Tetramethylglukose. Amylopektin-Triacetat zeichnet sich weiterhin
durch die Bildung schwacher, sproder Filme aus, ein Charakteristikum,
welches nach Whistler und Hilbert (48) der verzweigten Molekular-
konfiguration des Polysaccharides zugeschrieben werden kann. Acetylierte
Kallose 148t sich dagegen zu hochwertigen faltharen Filmen verarbeiten
und zeigt somit das gleiche Verhalten wie Zellulose- und Amylose-Triace-
tat, deren unverzweigte, langgestreckte Kettenmolekiile fiir das ausge-
sprochen gute Filmbildungsvermégen verantwortlich sind. :

Die papierchromatographische Untersuchung der Hydrolyseprodukte
methylierter Kallose zeigt die Anwesenheit einer Uronsdurefraktion an,
deren Anteil zu 1,9%, bestimmt wurde. Die Frage, wie diese Séuregruppen
in das Kallosemolekiil einbezogen sind, a8t sich aus den durchgefiihrten
Reaktionen nicht abkliren. Es besteht die Moglichkeit, daB sich die Uron-
siure als Terminalgruppe am Aufbau des Kettenmolekiils beteiligt. Die
Karboxylgruppen konnen jedoch auch als Konstituenten betrachtet
werden, die in unregelmiBigen Abstinden in das Kettenmolekiil einge-
baut sind.

Tn Tabelle 12 sind die wichtigsten strukturellen Daten einer Anzahl
bekannter Glukosane zusammengestellt. Aus dieser Ubersicht geht deut-
lich hervor, daB Kallose nach dem gleichen Bauprinzip wie Laminarin
aufgebaut ist. Die beiden Polysaccharide weisen die gleichen Grundbau-
steine auf, besitzen gleichen Bindungstypus und stimmen auch in der
Form des Kettenmolekiils iiberein. Ein Unterschied besteht lediglich im
Polymerisationsgrad. Wihrend die mittlere Kettenlange des Laminaring
von Connel, Hirst und Percival (11) durch Methylierung und Bestim-
mung des Tetramethylglukoseanteils zu 20 Glukose-Einheiten ermittelt
wurde, sind am Aufbau der Kallose mindestens 90 Anhydroglukose-Reste
beteiligt. Wird der Polymerisationsgrad auf Grund der Endgruppenme-
thode berechnet, so ergeben sich infolge Fehlens einer Tetramethylglu-
kose-Fraktion noch wesentlich hthere Werte.

Trotz der strukturellen Verwandtschaft sind die beiden Zellwandsub-
stanzen durch ganz verschiedene physikalische Eigenschaften charakteri-

39



siert. Die spezifischen Merkmale der Kallose, vor allem ihr inertes Ver-
halten gegeniiber allen Lésungsmitteln, lassen sich nicht aus der chemi-
schen Natur des Kallosemolekiils erkliren, sondern sind wahrscheinlich
durch die spezifische Konformation der Kalloseketten im nativen Zustand
bedingt. In vielen Fillen kann die riumliche Konfiguration, welche ein
Polysaccharid in der Zellwand annimmt, von den physikalischen Daten
des Materials (spezifische Absorptionsbanden im IR und UV, Roéntgen-
diffraktion usw.) abgeleitet werden. Die vorliegenden Ergebnisse reichen
jedoch nicht aus, um Kallose in dieser Beziehung zu analysieren.

2. Klassifizierung der Kallose

Kallose muf} auf Grund ihrer Loslichkeit in 15-9%-Natronlauge in die
Gruppe der Hemizellulosen eingereiht werden. Norman (39) bezeichnet
jene Zellwandsaccharide als Hemizellulosen, welche aus dem pflanzlichen
Gewebe durch Behandlung mit verdiinnten Alkalien heiB oder kalt extra-
hiert werden kénnen. Sie sind in Wasser unléslich und werden durch
Kochen mit verdiinnten Mineralsiuren zu Zucker- oder Uronsiure-Ein-
heiten hydrolysiert. Eine feinere Unterteilung der zu den Hemizellulosen
gezihlten Stoffe st6B8t auf groBe Schwierigkeiten, da infolge der ausge-
sprochenen Komplexitét dieser polymeren Verbindungen bis heute noch
kein einheitliches Schema vorgeschlagen werden konnte. Die Differen-
zierung nach Norman ist in Tabelle 13 wiedergegeben.

Tabelle 13

Unterteilung der Hemizellulosen

Hemizellulosen

l

Extrahiert mit verdiinnten Alkalien,
hydrolisierbar mit heiflen,
verdinnten Mineralsduren

o R T

nicht verassoziiert assoziiert mit
mit Zellulosefraktion Zellulose
enthalten keine enthalten enthalten keine
Uronséuren Uronséuren Uronssuren
f [ , |
Polyosen Polyux:onide Zellulosane
(Reservestoffe) (Inkrustierungs-
substanzen)
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Kallose ist ein Polysaccharid, das in der Zellwand als selbstandiger
Membranstoff auftritt. Ihre Zuordnung zu den Zellulosanen fallt damit
auBer Betracht. Am ehesten kann Kallose noch den Polyosen zugeteilt
werden. Das Polysaccharid enthélt wohl einen sehr kleinen Anteil an
Uronséuren, es zeigt aber dadurch noch keine sichtbaren sauren Eigen-
schaften. Dies ist ersichtlich an der Farbbarkeit des Membranstoffes mit
basischen und sauren Farbstoffen. Kallose besitzt z. B. gleiche Affinitédt
fir Sprittblau (Triphenylpararosanilin-Chlorhydrat) und Wasserblau
(Natrium-Salz der Triphenylpararosanilin-Disulfonsiure). Die Farbung
beruht nicht auf einer chemischen Reaktion, vielmehr entspricht sie einer
offenbar riumlich bedingten Adsorption des Farbmolekiils durch das
Gelgeriist. Mit Wasser, Alkohol und einer Reihe weiterer Losungsmittel
konnen Farbstoffe beider Gruppen ohne Schwierigkeiten aus der Kallose
wieder ausgewaschen werden. Die Einordnung in die Reihe der Polyosen
ist auch insofern gerechtfertigt, weil die Kallose, einem Reservestoff ver-
gleichbar, unter Umstinden wieder in den Stoffwechsel einbezogen wird,
was fiir die Zellwandstoffe der hoheren Pflanzen sonst im allgemeinen
nicht zutrifft (19). Der Versuch, Kallose als Reservestoff zu bezeichnen
(49), ist jedoch genau so unbefriedigend wie die iibrigen Theorien, welche
bisher iiber die Funktion des Membranstoffes aufgestellt worden sind.

V1. Zusammenfassung

1. Die Isolierung der Siebrohrenkallose aus dem Phloem von Vitis
vinifera und deren Aufarbeitung wurde nach drei Methoden durchgefiihrt.
Kallose kann sowohl durch chemische Extraktion als auch durch chemi-
sche und mechanische Mazeration des Nachbargewebes rein dargestellt
werden.

- 2. Kallose ist in organischen Losungsmitteln, Wasser, verdiinnten
Séuren und 10-%-Natronlauge unléslich. Die Membranstoffbeldge weisen
in diesen Medien nur leichte Quellung auf. In konzentrierten Sauren
und Salzlésungen und 15-%-Natronlauge zeigt Kallose jedoch unbegrenzte
Quellung und geht unter Bildung von Additionsverbindungen kontinuier-
lich in Lésung. Eine Dispersion erfolgt auch dann, wenn durch Substitu-
tion der Hydroxylgruppen Kallose in ein Derivat iibergefithrt wird.

3. Der Membranstoff ist charakterisiert durch eine Dichte von 1,61
bis 1,62 (in wiBrigen Losungen) und einen Brechungsindex von 1,532 +
0,002. Die réntgenographische Analyse ergibt, daB in der Kallose eine
wichtige Strukturidentitidtsperiode 15 A betragt. :

4. Im Elektronenmikroskop erscheint der Membranstoff als homo-
gene Substanz. Bauelemente submikroskopischer GroBenordnung sind
nicht zu erkennen.
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5. Als hydrolytische Spaltprodukte der Kallose konnen Glukose,
Laminaribiose und Laminaritriose nachgewiesen werden. Die Hydrolyse
methylierter Kallose liefert 2:4:6-Tri-O-methyl-D-glukose in einer Aus-
beute von ca. 909,. Ferner enthilt das Hydrolysat ca. 109, eines Ge-
misches von verschiedenen Dimethylglukosen und Spuren von Uron-
sduren. Uronséurebestimmungen zeigen die Anwesenheit von 1,9 % Uron-
sdure im Kallosemolekiil. Kalium-metaperiodat vermag das Polysaccharid
praktisch nicht zu oxydieren. Mit p-Glykosidasen wird Kallose quantita-
tiv zu Glukose abgebaut. Die Anhydroglukose-Einheiten des gestreckten
Kettenmolekiils sind -1 : 3-glukosidisch miteinander verbunden.

Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von -
Prof. Dr. A. Frey-Wyssling im Institut fiir Allg. Botanik der ETH
durchgefiihrt. Die chemische Charakterisierung der Kallose erfolgte im
Chemischen Institut der Universitit Edinburgh (Schottland) unter Lei-
tung von Prof. Dr. E. L. Hirst und Dr. G. O. Aspinall.
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