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Die Polymerisations-Produkte begannen bereits etwa
5—10° vor dem Schmelzen allmihlich zu erweichen.
Durchgefiihrte Elementaranalysen sprachen fiir analoge
Zusammensetzung. Fiir Fraktion I z. B.:

(CioHyg)x Ber. C 89,49 H 10,51 CI 0,00.
Gef. C 8826 H 10,57 Cl 0,83.

B. Spektrophotometrische Messungen

Die halochromen Losungen aus Cyclohexadien und
wasserfreier Perchlorsdure in Eisessig (Abb. 2 und 3)
wurden in der Weise hergestellt, dall 1 ml der 0,1- bzw.
0,05-m. Losung von 1.3-Cyclohexadien in Eisessig in
einem 10-ml-MeBkolbchen mit jeweils 5 ml Perchlor-
sdure-Losung in Eisessig der vorher berechneten Kon-
zentration versetzt, unmittelbar anschliefend im Gly-
cerinbad von 100° (Z2) 2 Min. lang (%2 Sek.) er-
wéarmt, danach 2 Min. unter der laufenden Wasserlei-
tung abgekiihlt, sodann mit Eisessig bzw. Perchlorsédure-
Eisessig-Losung bis zur Marke aufgefiillt wurde. An-
schlieBend wurde sofort in Quarzkiivetten von 0.1 cm
Schichtdicke gegen die entsprechenden Perchlorsdure-

Eisessig-Losungen gemessen.

Die halochromen Losungen aus Chlorcyclohexen und
Quecksilber (II) -chlorid in Acetonitril (Abb. 4) wurden
in der Weise hergestellt, dal 1 ml einer 0,1-m. Losung
von Chlorcyclohexen in Acetonitril in einem 10-ml-MeS3-
kolbchen mit 5 ml 1-m. Quecksilberchlorid-Acetonitril-
Losung gemischt wurden, 2 Min. lang (%2 Sek.) im
Glycerinbad auf 70° (£ 2) erwirmt, anschlieBend 2 Min.
lang unter der flieBenden Wasserleitung abgekiihlt und
sodann mit Acetonitril zur Marke aufgefiillt wurde. An-
schlieBend wurde sofort in einer 0,1-cm-Quarzkiivette
gegen 0,5-m. Quecksilberchlorid-Acetonitril-Losung ge-
messen.

Die halochromen Losungen aus Hexalin und Anti-
mon (V)-chlorid (Abb. 6 und 7) in Tetrachlordathan wur-
den hergestellt, indem berechnete Volumina 0,01-m. Lo-
sungen von Antimon (V)-chlorid und Hexalin im Mef-
kolben gemischt und sofort mit Losungsmittel zur Marke
aufgefiillt wurde. Anschliefend wurde direkt in Quarz-
kiivetten von 0,1 cm Schichtdicke gegen Vergleichs-
l6sungen mit entsprechender Konzentration an Anti-
mon (V)-chlorid gemessen.

Strukturbildung durch lonendiffusion, Symplexionotropie

Von HEeirica ThieLe und Loraar Lancmaack

Lehrfach fiir Kolloidchemie, Universitat Kiel
(Z. Naturforschg. 12 b, 14—23 [1957] ; eingegangen am 23. August 1956)

Allein durch Andern des pg-Wertes von Symplexlosungen wurden anisotrope Symplexgele durch
Aufladung oder Umladung einer Komponente dargestellt. An einzelnen Beispielen wird diese neue
Art einer Strukturbildung naher untersucht und gefunden, daf} sich auf diese Weise auch synthetische
und native Amphi-Ionen wie auch Proteine als Gele mit geordneten Teilchen — also mit mizellarer
Struktur — erhalten lassen. Eine Anwendung der Ergebnisse auf die Morphogenese nativer Struk-
turen wird diskutiert und an Hand neuerer histologischer Befunde begriindet.

Anisometrische Polyelektrolyte konnen durch Ein-
diffundieren von Gegenionen in ihre Sole geordnet
und zu doppelbrechenden Gelen fixiert werden?! 2.
Diese Ionotropie kann als eine Vorstufe zur Salz-
bildung und Flockung von Polyelektrolyten gelten,
wobei das durch die Gegenionen gebildete Salz stark
hydratisiert ist3, Durch weitere Untersuchungen
wurden Einzelbeobachtungen gekldrt und einige
Regeln fiir die Bildung ionotroper Gele gefunden*~°.
Der Grad der Orientierung der Polyelektrolyte ist
abhingig von der Ladung und der Kettenlinge des
Fadenmolekiils sowie von Radius und Valenz des
Gegenions. Auflerdem gehen naturgemill von den

! H. Tmece, Naturwissenschaften 34, 123 [1947]; Z. Natur-
forschg. 3b, 778 [1948].

2 H. TumeLe u. H. Mickg, Kolloid-Z. 111, 73 [1948] u. 116,
1 [1950].

3 H. Tuiece, Kolloid-Z. 127, 134 [1952].

4 H. Tuiere u. G. Kiexast, Kolloid-Z. 136, 80 [1954].

spezifischen Eigenschaften des Polyelektrolyten die
Eigen- und Formdoppelbrechung, die Loslichkeit
und der Hydratationsgrad der gebildeten Salze ein.
Ebenso wie die Stromungs-Doppelbrechung kann
auch die Anisotropie ionotroper Gele polarisations-
optisch an der Doppelbrechung der Gele gemessen
werden. Die bisher untersuchten Polyelektrolyte
waren meist Polysduren, die Gegenionen waren
monomere Kationen.

Ausgehend von der gegenseitigen Flockung einer
ganzen Reihe von Polyelektrolyten gelangten wir
nun iber die Koazervation und Symplexbildung zu
einer neuen Art der Darstellung ionotroper Gele aus

5 H. TuieLe u. G. Axpersen, Kolloid-Z. 140, 76 [1955].
6 H. Tuiere u. G. Axpersex, Kolloid-Z. 142, 5 [1955].
“ H. TuieLe u. G. Axpersen, Kolloid-Z. 143, 21 [1955].
8 H. TuieLe, Universitas 5, 1081 [1950].

9 H. Tarere, Discuss. Faraday-Soc. 1954, 294.
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zwei Polyelektrolyten mit gegensinniger Ladung. Bei
der nidheren Betrachtung einiger solcher Systeme hat
sich herausgestellt, dafl diese neue Art der Ionotro-
pie aus zwei kolloiden Komponenten eine allgemei-
nere Art der Strukturbildung ist, welche auch
Amphi-lonen synthetischer und nativer Art ein-
schlieft1%. So reagiert Carboxymethylpolyglucos-
amin auf der alkalischen Seite seines IEP mit Kat-
ionen und auf der sauren Seite mit Anionen unter
Bildung ionotroper Gele. Das Silbersalz des anioni-
schen Carboxymethylpolyglucosamins ist schwerlds-
lich. Ebenso wie Na-alginat ergab es mit Ag-ionen
ionotrope Gele. Bei diesem Glucosamin gelang da-
mit zum ersten Mal die Ausrichtung eines Poly-
ampholyten auch mit Anionen und wie erwahnt mit
Kationen, Tab. 1.

MoO | Fe(CN)* Fe(CN), 4~ Ca** Cd* | Cut+

Polyglucosamin- 17
Hydrochlorid '

Carboxymethyl-
polyglucosamin - — — - C 13 35 | 89
Na-salz, pu="7

Carboxymethyl- |

polyglucosamin 9
HCl-Salz, pu=3

42 94 — - —

29‘68

Tab. 1. Carboxymethylpolyglucosamin 1-proz., Schichtdicke

2,5 mm, Gegenanionen als K-salze, Gegenkationen als Chlo-

ride, beide in normaler Losung. Ordnungsgrad als Gang-
unterschied in mu.

Wird die gegenseitige Flockung und Symplexbil-
dung mit der Flockung von Polyelektrolyten vergli-
chen und die Ionotropie als ein Sonderfall der Flok-
kung durch Gegenionen betrachtet, erhebt sich die
Frage, ob nicht analog ein Polyelektrolyt mit einem
anderen Polyelektrolyten des entgegengesetzten Vor-
zeichens seiner Ladung unter Bildung eines Gels mit
geordneten Teilchen reagieren kann. Wir fanden,
da} dies unter bestimmten Bedingungen allgemein
moglich ist. An die Stelle der monomeren Gegen-
ionen treten polymere Gegenionen. Man konnte
diese Bildung geordneter Gele als Symplex-Iono-
tropie bezeichnen.

Aber beim Vereinigen von Losungen antagoni-
stisch geladener Polyelektrolyte, wie etwa Na-alginat
und Polyglucosamin-Hydrochlorid entsteht an ihrer
Beriihrungsfliche eine fiir beide Partner undurch-
lassige Membran. Daher kann im Gegensatz zur

10 H. Tuiere u. L. Lancmaack, Naturwissenschaften 43, 56
[1956] und Dissertation L. Laxemaack, Kiel 1956.

Ionotropie das Gegenion nicht eindiffundieren. Auf
diese Weise kann man also symplexionotrope Gele
und Membranen nicht darstellen. Wird ein konzen-
triertes Sol oder eine Losung des einen Polyelektro-
lyten einem verdinnten Sol des Partners hinzu-
gefiigt, dann kann, die gegenseitige Flockung und
Symplexbildung der Partner einige Zeit andauern,
da der kolloidosmotische Druck die primir gebil-
dete Membran sprengt. Neue Membranen werden
gebildet, die wiederum zerreilien, bis schliefllich der
osmotische Druck nicht mehr ausreicht und die Re-
aktion zum Stillstand kommt. Wir erhielten so zwar
doppelbrechende, jedoch im Gegensatz zu ionotro-
pen Gelen erwartungsgemif} unregelmiflige Struk-
turen.

Dagegen werden Gele mit geordneten Teilchen er-
halten, wenn man einer Losung von Alginsduregly-
kolester (¢=0,4) zentral 0,4ml Polyéthylenimin
(c=6.9) zufiigt. Zundchst am Rande der Eintropf-
stelle, dann fortschreitend wird der Polyester verseift
durch die Polybase, welche sogleich mit dem verseif-
ten Anteil reagiert und ein ionotropes Gel bildet.

Schon frither war gefunden worden, daf} zur Bil-
dung ionotroper Gele nicht immer die Gegenionen
eindiffundieren miissen, sondern sie konnen bereits
in der Losung des Polyelektrolyten latent vorhanden
sein. Es kann etwa als ein komplexes, nicht flocken-
des Ion vorliegen. Wird nun durch Eindiffundieren
geeigneter lonen, welche selbst nicht ausrichten,
wohl aber ein Gel bilden, dieser Komplex zerstort,
erfolgt Bildung eines ionotropen Gels durch die frei
gewordenen Gegenionen, als ob diese eindiffundiert
wiren. Ein Beispiel veranschaulicht dies:

Die Kupfer-, Nickel- und Silbersalze der Algin-
sdure sind schwer loslich. Diffundieren diese Ionen
in ein Sol von Na-alginat, so werden geordnete,
ionotrope Gele gebildet. Dagegen sind die Salze der
Aminkomplexe dieser Metalle mit Alginsdure was-
serloslich. Mit einer ausreichenden Menge Ammo-
niak wird die Gelbildung verhindert oder bereits
entstandenes Metallalginat wieder gelost 1112, Laft
man nun H-ionen in eine Losung von Kupfer-
tetramminalginat eindiffundieren, so wird der Am-
minkomplex zerstort. Es werden Cu-ionen in Frei-
heit gesetzt, welche ein doppelbrechendes Gel ent-
stehen lassen. Vorzeichen und Betrag der Doppel-
brechung entsprechen dem bei ionotropen Gelen ge-

11 R. Jonnxstox u. E.G. V. Percivar, J. chem. Soc. [London]
1950, 1994.
12 R. H. MacDowerL, Properties of Alginates, London 1955.



16 H. THIELE UND L.LANGMAACK

messenen Wert, welche durch Eindiffundieren von
Cu-ionen in Na-alginat erhalten wurden (THiELE).
Da aus Na-alginatsolen mit H-ionen erhaltene Algin-
sauregele stets isotrop, also ungeordnet sind, miissen
wir annehmen, dal} durch die freigewordenen Cu-
ionen rasch eine Ausrichtung erfolgt ist. Aus dem
intermedidr gebildeten ionotropen Gel des Cu-algi-
nats, das auf Grund der groflen Beweglichkeit der
H-ionen nur kurzlebig sein kann, werden danach so-
gleich die Cu-ionen aus- und H-ionen eingetauscht.
Es resultiert ein anisotropes Gel der Alginsdure.

Der gleiche Versuch mit Carboxymethylcellulose
ergibt keine doppelbrechende Gelflache, sondern nur
eine mit den eindiffundierenden H-ionen wandernde,
doppelbrechende Gelzone. Denn Carboxymethylcel-
lulose gibt zwar mit Cu-ionen ein doppelbrechendes
Gel, doch wird das Gel durch den folgenden Aus-
tausch der Ionen wieder aufgelost, weil Cellulose-
glykolsdure im Gegensatz zur Alginsdure mit H-
ionen keine Gele bildet, sondern loslich ist (Abb. 1).

Weise aus Losungen von Symplexen durch Andern
des py-Wertes Gele mit geordneten Teilchen darstel-
len kann. Anisotrope Symplexgele bestehen aber aus
zwei Polyelektrolyten. welche sich im Gelverband
abwechseln, weil die Gegenkomponente nicht durch
nachfolgenden lonenaustausch einfach entfernt wer-
den kann. Beide Komponenten werden geordnet,
daher kann man hier nicht zwischen ordnender und
geordneter Komponente unterscheiden.

Betrachten wir zunichst die Abhéngigkeit der
Orientierung des gebildeten Symplexes von der Ge-
samtkonzentration bei Aquivalenz der Partner. Da
zur Bildung des geordneten Symplexgels zuvor eine
Aufladung der unzureichend geladenen einen Kom-
ponente erforderlich ist, hangt die Doppelbrechung
als Mal} fir den Grad der Ordnung auch von der
Konzentration der eindiffundierenden H-ionen ab.
Wie die Versuche zeigten, mul man beide Werte —
die Gesamtkonzentration der dquivalenten Kompo-
nenten und die H-ionenkonzentration — verandern,

Cu-tetrammin in Polyuronsduren
b) Celluloseglykolat

H-ionen diffundieren von links oben her. Polaris. Licht, Nicols +, 10-fach.

a) Alginat

Abb. 1. Das Gegenion ist maskiert als Komplex im Polyelektrolyten. Durch eindiffundierende H-ionen wird der Komplex zer-
stort. Die freigewordenen Kupferionen ordnen und fixieren die Polyelektrolytmolekiile. Kurze Zeit danach werden Cu-ionen
aus- und H-ionen eingetauscht.

In je 4 ml eines Sols von Cu-tetrammin-alginat und
Cu-tetrammin-carboxymethylcellulose wurde links oben
je ein Tropfen 1-n. HCI gebracht. Die Schichtdicke war
wieder 2,5 mm. Dreiflig Min. nach dem Eindiffundieren
der H-ionen ergaben sich obige Bilder.

Vergleicht man diese Bildung ionotroper Gele mit
der Bildung heteropolarer Symplexe beim Hinzu-
fiigen von H-ionen oder OH-ionen zu ihren Losun-
gen, ist eine Ahnlichkeit unverkennbar: In beiden
Fillen geniigt eine py-Anderung, um die Reaktion
zu ermoglichen. Wir fanden, daBl man auf diese

um maximale Wirkung zu erhalten. Wir bringen nur
das Beispiel der H-ionenkonzentration (Abb. 2).

0,1 n. HCI ergibt eine geringe Menge eines stark de-
hydratisierten Symplexes ohne erkennbare Doppelbre-
chung. Mit 0,2-n. HC] wird eben erkennbare, mit 0,5 n.
HCI deutliche und mit 1-n. HCI eine starke Doppelbre-

chung gemessen.

Nun ist zu beriicksichtigen, daf} allgemein beim
optimalen py-Wert auch stéirkste Entquellung erfolgt.
Damit verbunden ist meist starke Triibung, welche
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Abb. 2. Einflu der H-ionenkonzentration bei Symplexen aus Alginsdure und Hydroxyéthylpolyglucosamin, polar. Licht,
Nicols +, 5-fach.

die Doppelbrechung vollig verdecken kann, wie an-
dere Versuche ergaben. Die durch eine Triibung ver-
deckte Doppelbrechung haben wir auf folgende
Weise nachgewiesen. Die Symplexgele wurden gleich-
malig zwei Stdn. gewissert, danach das Wasser
durch HCI verdriangt und die Gele in gleichmaBige
Quellungszustdnde gebracht und folgende Werte ge-
messen: 0,2-n.= +41mu, 0,5-n.= +48mu und
1-n. =50 mu.

Bei der Bildung eines Symplexgels durch zentri-
fugale Ionendiffusion wird die Diffusionsgeschwin-
digkeit durch die Umwandlung vom Sol in das Gel
kaum verandert*. Also fillt die H-ionenkonzentra-
tion von innen nach auflen mit der sechsten Potenz
der Strecke vom Zentrum **.

Dadurch nimmt die Doppelbrechung nach auflen
hin ab. Durch zunehmende Annéherung an den IEP
des Symplexes nimmt die Entquellung zu, damit
steigt die Trilbung an. Sind die verfugbaren H-
ionen verbraucht, kommt die Reaktion zum Still-

stand (Bild links oben).

* In bis zu 5-proz. Gelatingelen diffundiert NaCl mit glei-
cher Geschwindigkeit wie in Wasser nach Becunorp und
ZI1EGLER.

Wahrend hier mefbare Werte erst mit 1-n. HCI
zu erhalten waren, geniigen bei anderen Systemen
wesentlich geringere Saurekonzentrationen. Bei Al-
ginsdure mit Gelatine konnten Ausrichtungen noch
beobachtet werden, wenn einer Losung vom py=6
mit 0,25 g/100 ml Gelatine und 0,05 g/100 ml Na-
alginat nur ein Tropfen einer 0,001-n. HCI hinzu-
gefiigt wurde. Allerdings war der gebildete aniso-
trope Symplex nicht sehr ausgedehnt und loste sich
spater durch die Pufferwirkung im Sol wieder auf.

Stets erfolgt bei Symplexen im optimalen py-
Bereich eine maximale Entquellung, aber diese ist
bei verschiedenen Komponenten verschieden stark.
Sie fiihrt bei einzelnen Symplexen selbst bei maxi-
maler Dehydratation nicht zu einer die Doppelbre-
chung iiberdeckenden Tribung, da sie hierfiir nicht
ausreicht. Die Hauptursachen hierfiir sehen wir in
hier wirksam werdenden sterischen Faktoren durch
verschiedene Abmessungen und Ladungsabstidnde
der einzelnen Polyelektrolyt-Molekiile. Ein gutes
Aufeinanderpassen wird starke Dehydratation zur

** Durch Bindung der H-ionen.
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Folge haben, wie sie beim Symplex aus Alginsdure
und Hydroxyathylpolyglucosamin offenbar gegeben
1st.

Wir konnen die beobachtete Entquellung auch in
anderer Weise darstellen. Nach Feinscamior '3 haben
Symplexe einen eigenen IEP. Da Proteine an ihrem
IEP minimal quellen, konnen wir das Verhalten von
Symplexen mit dem von Proteinen vergleichen und
kommen zu folgendem Bild:

Komplexkoazervate aus Arabinsdure und Polyglucos-
amin oder Aminoéthylarabinsdureamid wiirden Albumi-
nen oder Gelatine entsprechen, da sie an ihrem IEP
loslich sind, wenn auch erst bei erhéhter Temperatur.
Der Vergleich ist nicht so abwegig, wenn man bedenkt,
daB auch isoelektrische Gelatine sich erst beim Erwér-
men 1ost. Andernfalls erfolgt nur eine dem Komplex-
koazervat entsprechende maximale Quellung. Weiter
wird beim Aussalzen beide Male eine fliissige Phase
abgeschieden. Ferner zeigen salzfreie isoelektrische Ge-
latinelosungen ebenfalls eine beim Erwédrmen ver-
schwindende und beim Abkiihlen wiederauftretende
Triibung. Durch Neutralsalze verschwindet diese Trii-
bung, lipidfreies natives Ovalbumin lost sich dann
ebenso wie die Komplexkoazervate.

Symplexe wie etwa Carraghensidure-Hydroxyithylpoly-
glucosamin sind beiderseits ihres IEP sowie durch Neu-
tralsalze loslich, sie wiirden natiirlichen Globulinen
dhnlich sein. Symplexe aus Carraghensdure und Poly-
glucosamin oder Alginsdure und Hydroxydthylpolyglu-
cosamin sind nur auf einer Seite ihres IEP und durch
Neutralsalze zu losen. Der letztere Symplex wére ein
Modell fiir Zein oder Fibrin, die nicht durch Séaure,
wohl aber durch Lauge gelost werden. Wird eine solche
alkalische Losung des Symplexes oder dieser Proteine
angesduert, flocken sie im IEP und l6sen sich im Sdure-
iiberschuf. Als ein Modell fiir die Skleroproteine
konnte man Symplexe aus Polyacrylsdure und Poly-
dthylenimin nach Anvernetzung nehmen. Wir untersuch-
ten den unvernetzten Symplex, welcher bei py 2—3
und bei pg 12 —13 l6slich war. Beim Anquellen des
stark dehydratisierten ionotropen Symplexes fanden
wir kein Verschwinden der Triibung, aber mit starke-
ren Quellungsmitteln wie Phenol, Formamid und Thio-
glykolsdure gelang es, die Doppelbrechung zu erken-
nen. Diese Quellungsmittel verwendet man auch fiir
Skleroproteine.

Aus Alginsdure und Polyglucosamin wurden
ionotrope Symplexgele dargestellt und dabei das
Amin partiell abgebaut oder partiell desaminiert.
Zum Vergleich wurden in Abb. 3 die Ordnungsgrade
als Gangunterschied dargestellt in bezug auf den
Cu-amminkomplex und gefunden, dal eine Ahnlich-
keit im Verlauf der Kurven unsere Auffassung be-
statigt.

13 J. Feinscamint, Biochem. Z. 38, 244 [1912].

In jedem System steigt der Grad der Ordnung bis
zu einem Endwert bei Aquivalenz der Partner. Mit
einer Komponente im Uberschuf} erfolgt zwar stir-
kere Dehydratation und zunehmende Triibung, aber
keine Anderung der Doppelbrechung. Wihrend bei
Basenunterschufl vorwiegend Gele mit radialen Ka-
pillaren entstehen, ergaben dquivalente Mengen
mehr tangentiale, sogar grobere Membranen, die
bei weiterer Steigerung der Basenkonzentration zu-
nehmend vernetzt erschienen.
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Abb. 3. Cu-alginat = a, Alginsdure, part. abgeb. mit Poly-

glucosamin = b, Alginsidure mit part. desam. Polyglucosamin

= ¢, Konz. der Alginsdure konstant = 12,5mVal/l (0,24 g

pro 100 ml). Konzentration der Komponente steigend von
0—25 mVal/L.

Aus partiell abgebauter Alginsaure und Polyglu-
cosamin wurden anisotrope Gele aus den sauren
Symplexlésungen erhalten, aber nicht weiter unter-
sucht, da bereits das Polyglucosamin allein mit
NaOH anisotrope Gele bildete. Carraghensdure und
Hydroxyathylpolyglucosamin sind fiir sich allein nur
schwer zu dehydratisieren. Symplexlosungen beider
ergaben anisotrope Gele bei py-Werten zwischen 3
und 8, und zwar sowohl aus den sauren wie auch
den alkalischen Losungen durch OH-ionen und ent-
sprechend durch H-ionen.

Symplexlosungen mit den py-Werten 1,5 und 10 und
Konzentrationen von 10 mVal// fiir jede Komponente
wurden frontal ausgerichtet durch Eindiffundieren von
0,01-n. NaOH oder 0,01-n. HCIL. Im ersten Fall wurde
gemessen +4,5 mu und im zweiten Fall +4,0 mu bei
1 mm Schichtdicke des Gels in Kammern aus planparal-
lelen, isotropen Glasplatten.

UberschuB8 von Hydroxyithylpolyglucosamin er-
gab eine starke Dehydratation der Symplexe bis zum
Erscheinen von einzelnen doppelbrechenden Faden.

Auch aus zwei synthetischen Polyelektrolyten im
Symplex wurden doppelbrechende Gele erhalten.

Aus den Losungen von je 80 mVal/l Polyacrylsiure

und Polyédthylenimin bei py-Werten von 1,5 und 13
wurden durch Eindiffundieren von 1-n. NaOH oder 1-n.
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HCI ionotrope Symplexgele erhalten. Diese losten sich
wieder in der nachdiffundierenden Sdure oder Base.
Dies wurde nicht abgewartet, sondern der Versuch
unterbrochen und die stark weillich-triiben Gele durch
Auswaschen mit Wasser von Elektrolyt befreit und
dann in verfliissigtem Phenol oder Formamid angequol-
len.

Weiter haben wir ionotrope Symplexgele aus
Polyampholyten mit Polysduren oder Polybasen
dargestellt. Am Beispiel von Gelatine mit Chondroi-

Eindiffundieren von 0,1-n. HCl und von 0,025-n. NaOH
Gele dargestellt.

Natives Ovalbumin ergab ziemlich regellose Struk-
turen mit geringer Doppelbrechung, also niederem
Grad der Orientierung. Dagegen ergab hitzedenatu-
riertes Albumin stark doppelbrechende Gele. Diese
Unterschiede sind durch den bekannten Ubergang
von globulér in fibrillair beim Denaturieren des Ov-
albumins hinreichend zu erklaren.

Abb. 4. Symplexgele aus Ovalbumin und Alginat, geordnet durch Eindiffundieren von H-ionen, links nativ, rechts denaturiert.
Auffallendes Licht. 1,5-fach.

tinschwefelsdure wurde die Abhingigkeit der Ord-
nung von der Kettenlinge des einen Partners ge-
zeigt. Hierzu war Gelatine durch Einwirkung von
rohem Trypsin abgebaut, als Gegenkomponente
diente einmal Chondroitinschwefelsdure und dann
Hydroxyéthylpolyglucosamin, einmal bei pg 7 und
dann bei 3. Auf der anderen Seite wurde das
Amphi-Ion unveréndert gelassen und die Polysiure
abgebaut. Hierzu diente Hyaluronsédure, welche durch
Hyaluronidase schrittweise abgebaut wurde. Unter-
halb einem Mol.-Gew. von 1500 erfolgte keine Sym-
plexbildung mehr. Allgemein kénnen Symplexe mit
kiirzerer Kette ionotrope Gele mit hoherem Grad der
Ordnung ergeben, bis dann der EinfluBl der zu stark
abnehmenden Kettenlidnge storend bemerkbar wird.

Die Eigenschaften der Symplexe fanden wir in
starkem Mafle davon abhingig, ob das Protein im
nativen Zustand vorlag oder ob es denaturiert war,
wie die beim Denaturieren erfolgende Gestaltséande-
rung erwarten lief3.

Losungen von nativem und von hitzdenaturiertem
Ovalbumin bei py 8 wurden &quivalente Mengen von
Na-alginat hinzugefiigt und die optimalen Bedingungen
gesucht. Dann wurden aus den Symplexlésungen durch

Abb. 4 zeigt 2 Gele aus je 10 mVal/l Ovalbumin
und Alginat erhalten durch 0,1-n. HCl, das linke
Bild mit nativem Albumin und das rechte Bild mit
hitzedenaturiertem Albumin. Das rechte Gel hatte
eine glanzende innere Zone mit radialer Strukturie-
rung von Kapillaren. Darauf folgte nach auflen
scharfes Umschlagen in eine zweite, ebenfalls stark
doppelbrechende Zone mit groberen, tangentialen
Membranen.

An dem gleichen System wurde die Abhingigkeit
der Doppelbrechung vom Konzentrations-Verhaltnis
der Partner und vom pg-Wert gemessen und in
Abb. 5 graphisch dargestellt. Abb. 5 zeigt 1. die
Doppelbrechung der Symplexe aus nativem = A und
vom hitzdenaturierten Ovalbumin=B mit Algin-
sdure abhingig vom py-Wert. 2. Die Doppelbre-
chung gemessen an Symplexen aus nativem=a so-
wie hitzdenaturiertem =b Ovalbumin und Algin-
sdure in Abhéngigkeit von der Albuminkonzentra-
tion bei konstanter Alginatkonzentration und bei
pu 3. Die Werte der Gangunterschiede sind alle po-
sitiv und beziehen sich auf jeweils mit 4 ml Reak-
tionsgemisch entsprechend 2,5 mm Schichtdicke er-
haltene Symplexe.
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Abb. 5. Grad der Ordnung, pg-Wert und Protein-Konzentra-

tion beim Symplex Ovalbumin-Alginsdure.

Aus dem Verlauf der Kurven ersieht man, daf}

1. bei Symplexen aus hitzdenaturiertem Ovalbu-
min die Doppelbrechung 3 —4-mal starker ist als
bei Symplexen aus nativem Albumin.

2. Die Orientierung steigt mit zunehmender Albu-
min-Konzentration bis zu einem Maximum bei einem
wenig iiber Aquivalenz liegenden Quotienten und

3. Die Orientierung ist maximal beim py-Wert 3.

Gele schlechthin sind nach Remer!* homogene
Festkorper im rheologischen Sinn. Diese Definition
reicht nicht aus fiir geordnete Symplexgele, welche
aus zwel ineinander gestellten, geordneten Raum-
netzen bestehen. In manchen Fallen kann eine Kom-
ponente fiir sich aus dem Verband herausgelost wer-
den, dabei bleibt der Partner fir sich geordnet zu-
riick. Hierfiir lassen sich bestimmte Verfahren zum
Trennen von heteropolaren Symplexen anwenden,
im Einzelfall mufi die Methode empirisch ermittelt
werden. Ist die Konzentration oder die Schichtdicke
grof, sollten womoglich fermentative Verfahren ver-
wendet werden.

In Abb. 6 sind schematisch der Aufbau solcher
ionotropen Symplexgele und die Trennung der ein-
zelnen Partner zusammengestellt.

Aus Losungen mit je 20 mVal/l Ovalbumin und Al-
ginat vom py-Wert 8 wurden mit 0,2-n. HCl die Sym-
plexgele dargestellt, dann mit Wasser ausgewaschen
und unter HCl beim pp-Wert 3 die Werte der Doppel-
brechung gemessen. Darauf wurde erneut mit Wasser
ausgewaschen und die zweite Komponente auf verschie-
dene Weise aus dem Gelverband herausgelost. Zur Ent-
fernung des Proteinanteils wurden die Gele wiederholt
mit 0,1-n. Ca(OH), behandelt, das gebildete Gel von
Ca-alginat mit Wasser gewaschen und mit 0,1-n. HCI in
Alginsiure umgewandelt.

Zum Entfernen der Alginsidure wurde zunichst das
Albumin durch 10-proz. Formaldehydlosung unléslich

14 M. Remver, Twelve Lectures on Theoretical Rheology,
Amsterdam 1949.

H. THIELE UND L.LANGMAACK

gemacht. Danach wurde mit Wasser gewaschen und die
Alginsdure durch 0,5 n. Na,HPO, herausgelost. Die voll-
stindige Entfernung der anderen Komponente wurde
wie folgt sichergestellt. Beim isolierten Alginsiuregel
war die Xanthoprotein-Reaktion negativ. Das isolierte
Albumingel wurde mit Cu-tetrammin behandelt, mit
Wasser gewaschen und zentral ein Tropfen 0,2-n. HCI
aufgebracht. Nach 6 Stdn. wurde das Gel mit Wasser
wiederholt gewaschen, der urspriingliche Gangunter-
schied war unverdndert geblieben, also keine Algin-
sdure mehr vorhanden.

‘ ‘ . ‘ ‘

Na-Alginat Uva/bymm nat,, Ovalbumin, denaf Na-Alginat ,

‘ H/fze @

/sofropes S0l isatrapes 5o/
(py> ‘/8) (4> 5 0)
Ca(0H);

H'

'Camﬂk‘az@%

sclrwc/ramsofmpes (mitfelstark anisofropes  sfark amsa/mp&s‘
JSymplex* b‘e/ (py<48)  Ca-Alginatgel ,Symplex* Ee/(p,,<!75)

b‘e/buny des Frvfems
und Herauslosen des
Alginats I
sehr schwach anisofropes miftelstark anisofropes

Ovalbuminge/ Ovalbumingel

Abb. 6. Ionotrope Symplexgele aus Ovalbumin und Alginat,
schematisch mit Trennen in Komponenten.

Mit je 4 ml Losung einer Schichtdicke von 2,5 mm
entsprechend wurden folgende Gangunterschiede ge-
messen in Millimikron:

1. Alginat+ natives Albumin 14
daraus isoliert

a) Alginsdure 13

b) Albumin 4

2. Alginat + denaturiertes Albumin 54
daraus isoliert

a) Alginsdure 31

b) Albumin 17
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Die schwache Doppelbrechung beim nativen Al-
bumin erklart sich daraus, dal genau genommen
keine globuldre Struktur vorliegt, sondern diese
Makromolekiile Rotationsellipsoide sind und exakter
so gezeichnet werden miiflten.

Aus einem halbsynthetischen Ampholyten, dem
Carboxymethylpolyglucosamin, wurden aus alkali-
schen Losungen von py 8 bei ¢=22mVal/l mit
0,5-n. HCl und aus sauren Losungen mit NaOH
nach dem Auswaschen mit Wasser und Anquellen
mit verflissigtem Phenol Gele mit Kreuztextur er-
halten, die man auch bei biologischen Objekten fin-
det. Aus einer alkalischen Fibrinlésung von py 8,5
und mit ¢=4 g/l wurden mit 0,1-n. HCl schmale
Gele erhalten, deren Doppelbrechung nach dem An-
quellen in Formamid, Ameisensdure oder Thio-
glykolsdure sichtbar wurde, hierzu gentigt einstiindi-
ges Quellenlassen. Ebenso wie die von Duncern 1?
gezogenen Fibrinfaden war hier das Vorzeichen der
Doppelbrechung positiv zur Langsachse.

Auch aus zwei Poly-Ampholyten wie Gelatine und
Clupein mit weit auseinander liegenden IEP wur-
den Gele, auch solche mit mehreren Bildungszentren,
erhalten (5 g/l Gelatine + 2 g/l Clupeinmethylester-
hydrochlorid mit 0,1-n. NaOH).

Schlieflich hétten sich dann auch Symplexgele mit
nur einem Polyampholyten darstellen lassen miis-
sen. Bei diesem Sonderfall 16st sich aber das gebil-
dete Gel rasch wieder auf. Denn der Polyampholyt
ist nur in seinem IEP-Gebiet schwerloslich, aber die
weiter nachdiffundierenden H- oder OH-ionen be-
wirken eben dieses Wiederauflosen. Infolgedessen
sieht man keine doppelbrechenden Gelflichen, son-
dern nur doppelbrechende Ringe, deren Breite von
der Ausdehnung des isoelektrischen Bereiches ab-
hingt. Wenn man zugleich mit den aufladenden oder
umladenden Ionen eine Vernetzung der geordneten
Makromolekiile bewirken konnte, waren auch hier
doppelbrechende Flachen darzustellen. Laft man
etwa bei Proteinen gerbende Agenzien mit eindiffun-
dieren, so ist deren Diffusionsgeschwindigkeit sehr
viel geringer als die der H-ionen oder OH-ionen,
so daf} das Festlegen der Makromolekiile des Pro-
teins nicht rechtzeitig erfolgen kann.

15 M. v. Du~cerx, Z. Biol. 98, 136 [1937].

16 'W. Kun~ u. B. Harcitay, Experientia [Basel] 7, 1 [1951].

17 C. v. NarceLr, Die Mizellartheorie (Ostwalds Klassiker
Nr. 227), Leipzig 1928; Pflanzenphysiologische Untersu-
chungen, Ziirich 1858.

Durch einfaches Eindiffundieren von H-ionen und
OH-ionen erhielten wir wie erwartet auch Ansitze
einer Orientierung in Gelatinegelen. Wir muBten
hier von Gelen ausgehen, weil Gelatine als isostabiles
Protein an seinem IEP gelost bleibt, aber friiher
hatten wir gezeigt, dafl aus thixotropen Gelen ohne
weiteres ionotrope Gele sich bilden konnen.

Einer unter Erwdrmen bereiteten 1-proz. Gelatine
wurde 1-n. NaOH bis zum py-Wert 7 hinzugefiigt und
4ml in einer Glasschale erstarren gelassen. Gibt man
in die Mitte dieses Gels einen Tropfen 0,1-n. HCI, so
sieht man nach vier Stdn. im Polarisationsmikroskop
eine schmale ringférmige doppelbrechende Zone.

Aus diesen Beispielen ergibt sich, dafl die Sym-
plexionotropie auller von den spezifischen Faktoren
im wesentlichen abhidngt von der Struktur, der
Kettenlange und der Ladung der Polyelektrolyt-
Molekiile. Mindestens ein Partner muf} fibrillar ge-
baut sein. Verringern der Kettenldnge 1dt den Grad
der Orientierung schlieflich bis auf den Wert Null
absinken. Beide Komponenten miissen sterisch zu-
einander passen. Die Ladung des Polyelektrolyten
kann sowohl durch teilweises Substituieren, Blockie-
ren oder Entfernen seiner ionischen Gruppen wie
auch durch Andern des py-Wertes verringert werden.

Fir biologische Systeme und Vorginge werden
hdufig Modelle beniitzt zum besseren Verstiandnis
ihrer Wirkungsweise. Diese Modelle sind anfangs
nur rohe Analoga, aber mit zunehmender Erkennt-
nis verfeinern sie sich und nahern sich dem natiir-
lichen Vorbild. Ein neueres Beispiel ist der Vergleich
der Quellungsarbeit vernetzter Polyacrylate mit der
Muskelarbeit 16,

Doppelbrechung, Quellung und Ionenaustausch
forderten bereits NaeceL1 17 sowie HErzoG und ScHADE
fir die biologische Substanz, welche nach Frey-
WyssLinG 18 als Struktur mit geordneten Gitterberei-
chen anzusehen ist. Beim Untersuchen von natiir-
lichem Material sowohl pflanzlicher als auch tieri-
scher Herkunft werden diese Eigenschaften stets ge-
funden.

Es hat nicht an Versuchen gefehlt, solche Struk-
turen nachzubilden!®, aber die Synthese mizellarer
Strukturen gelang erst nach dem Auffinden der Bil-

18 A. Frey-Wyssuine, Submikroskopische Morphologie des
Protoplasmas und seiner Derivate, Berlin 1938, und New
York und Amsterdam 1948.

19 T,, RuumsrLer, in Handb. d. biol. Arb. method. Abt. 1V,
Teil 3, ed. Abderhalden, Berlin 1921 ; R. E. Liesecaxc, Me-
dizin. Kolloidlehre, Dresden 1935.
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dung von Gelen mit geordneten Teilchen durch Iono-
tropie 1 71%. Durch Eindiffundieren von Ionen in
Polyelektrolyte werden diese unter partieller Ent-
ladung und Dehydratation zu anisotropen quell-
baren Gelen geordnet. Der Vorgang ist reversibel.
Diese Gele konnen zunéchst als Modelle natirlicher
Strukturen gelten. Spéter fanden sich keine Unter-
schiede zwischen ionotropen Alginatgelen und bio-
logischen Gelstrukturen 2°.

Nun enthilt biologisches Material oft mehr als
nur eine Komponente, hidufig ist deren Auftreten
paarweise, wofiir einige Beispiele angefiihrt seien:

(Cytoplasma und Chromo-
somen)

Nucleinsdure mit
Proteinen

Hyaluronsdure, Chondroi- (mesenchymales Gewebe)
tin- od. Mucoitin-schwe-
felsdure mit Proteinen

(Muskelfibrillen)

(Cuticula von Meerestie-
ren und Insekten)

(Zellwinde hoherer Fun-
gus-arten)

Actin mit Myosin
Chitin mit Skleroprotein

Chitin mit Polysacchariden

Diese wenigen Beispiele konnten leicht vermehrt
und ausgedehnt werden, sie mogen aber geniigen,
um das Vorkommen natiirlicher geordneter Struk-
turen aus zwei makromolekularen Komponenten zu
zeigen. Wir konnen nun unsere synthetischen aniso-
tropen Symplexgele aus zwei Komponenten als Mo-
delle betrachten, zumindest fiir diejenigen, bei denen
eine heteropolare Bindung der Komponenten nach-
gewiesen ist.

Die Symplexionotropie ist ebenso wie die Iono-
tropie nicht mit anderen Formen einer Struktur-
bildung zu verwechseln, worauf mehrfach hinge-
wiesen wurde. Stark wasserhaltige Gele mit Grund-
lamellen und Breccien kénnen sich nicht durch eine
Sphérokristallisation bilden, Liesecanc-Ringe sind
isotrope, feinkristalline Niederschldge. Jedenfalls
bilden sich durch einfaches Eindiffundieren von
Ionen in Polyelektrolyte aus ungeordneten Kompo-
nenten geordnete Strukturen, wihrend sonst eine
Reaktion ungeordneter Partner auch zu ungeordne-
ten Produkten fiihrt?!. Wenn eine Bildung geord-
neter Gelstrukturen auf diese Weise erfolgen sollte,
erscheint uns nun der Weg iiber die Symplexiono-
tropie wahrscheinlicher denn

20 H.Tuiere u. G. Anxpersen, Z. Naturforschg. 10b, 677 [1955].
21 F. Parar, Naturwissenschaften 40, 325 [1953].

1. Die Bildung kann hierbei durch eine geringfiigige
pu-Anderung vor sich gehen, wie man sie in physiolo-
gischen Systemen hiufig finden kann. Mehrwertige
Gegenionen sind nicht mehr erforderlich, von denen wir
nicht wissen, ob sie der lebende Organismus in ausrei-
chenden Konzentrationen lokalisieren kann, aber py-
Anderungen sind sehr hiufig.

2. Reversible Sol — Gel-Umwandlungen sind in Orga-
nismen haufig, welche wir nun ohne weitere Hilfshypo-
thesen zwanglos im Sinne der Bildung und Wiederauf-
I6sung von ionotropen Symplexen deuten konnen.

3. Biologische Strukturen bestehen haufig aus zwei
Komponenten, aber auch native Strukturen aus einer
makromolekularen Komponente konnen iiber ein Sym-
plexgel gebildet worden sein, wenn, wie gezeigt, die
zweite Komponente nachtréglich rein chemisch oder fer-
mentativ wieder entfernt worden ist. So konnte in den
Algen ein Protein als Partner zur Ausrichtung gedient
haben, welches durch papaindhnliche Fermente proteo-
lytisch nachher abgebaut worden ist. Damit wiirde sich
ohne weiteres ein geringer Stickstoffgehalt vieler Poly-
uronsduren erkldren lassen, der frither zur Annahme
eines stickstoffhaltigen Alginats gefiihrt hatte.

4. Gele aus geordneten Polyamphi-Ionen konnten als
geordnete Unikomplexe ohne eine zweite Komponente
lediglich durch py-Anderung entstanden sein, wenn wir
den Mechanismus der Vernetzung kennen wiirden.

Da sich symplexionotrope Gele und Membranen
in vitro auch mit nativen Stoffen unter physiologi-
schen Bedingungen bilden konnen, wie wir gezeigt
haben, wire es von Interesse, unter kritischer und
vorsichtiger Behandlung eine Anwendung auf be-
stimmte morphogenetische Vorginge und Strukturen
zu versuchen. Hierzu ermutigen unter anderem auch
die auf dem Symposion iiber Kapillaren und Inter-
stitien bekannt gewordenen Ergebnisse 22, von denen
einige am Schluf} wortlich zitiert werden:

+Auch die Zwischensubstanz des Knochens unter-
scheidet sich im Prinzip nicht von den beschriebenen
Zwischensubstanz-Formen. Hier findet man reife Col-
lagenfibrillen im Sinne unserer Definition und zwischen
ihnen eine Kittsubstanz, die auch wieder eine erheb-
liche Menge an Glykoproteiden enthalt.“ (WiwLr
Scuwarz S. 36.)

,»,Chondroitinschwefelsdure A aus Knorpel wird erst
mit stirkeren Salzlosungen aus ihrer wohl salzartigen
Verankerung dissoziiert, wihrend die Chondroitin-
schwefelsiure B und C aus Haut, Sehnen usw. erst
durch schwaches Alkali von ihrer Bindung gelost wer-
den konnen.” (S. 108.)

,In vitro-Versuche ergaben, dafl in Gegenwart von
Chondroitinschwefelsdure wie mit anderem Polyelektro-
lyten aus loslich gemachtem Kollagen wieder Fasern
ausgefillt werden, die auch rontgenologisch den natiir-
lichen weitgehend gleichen. Méglicherweise werden also

22 Kapillaren und Interstitien, herausgeg. v. H. BARTHELSHEI-
mer u. H. Kiicumeister, Stuttgart 1955.
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die Fibrillen auch innerhalb der Bindegewebssubstanz
aus loslichen Vorstufen des Kollagens unter Prigung
durch die Mukopolysaccharid-Ketten gebildet.“

»Mukopolysaccharid-Ketten sind iiber ihre sauren
Gruppen an basischen Eiweilkorpern verschieden stark
verankert, wie schon anldBllich ihrer Herstellung be-
merkt wurde. Wegen der festen Bindung iiber ihre Sul-
fatgruppen diirften gerade die Chondroitinschwefelsdu-
ren fiir die Kittfunktion verantwortlich sein.”

»Auch in vitro bilden sich mit unléslichem Eiweil}
(Kollagen bzw. Albumin) salzartige Komplexe, den
hierbei entstehenden Muzingerinnseln verdankt die Kor-
perklasse ihren Namen. Bei niedrigen Polymerisations-
graden kommt es nur zu Triibungsreaktionen.“ (H.
Gisian, S. 110.)

Diese Zwischensubstanz verhalt sich demnach ge-
nau so, wie wir es von dem einen Partner eines
Symplexes erwarten miissen, dessen Komponenten

durch heteropolare oder Ionenbindung vereinigt
sind. Sie wird mehr sein miissen als nur Kitt-
substanz, ndmlich zur Bildung eines ionotropen
Symplexes bei der Morphogenese dienen, wie wir
in vitro gezeigt haben.

Es ist nicht iiberflissig zu erwidhnen, daf} wir
mit den beschriebenen Systemen ebensogut im Mo-
dell andere Strukturen, so auch die der kollagenen
Knochensubstanz, durch einfache Ionendiffusion auf-
bauen konnen, wie es fiir Alginat gezeigt worden ist
(TuieLe und ANDERSEN 23),

Dicse Arbeit wurde unterstiitzt durch Mittel vom

Fonds der Chemie und von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft.

23 H. Tuiere u. G. Anpersen, Naturwissenschaften 42, 389
[1955].

Ring-Zonenschmelzverfahren fir organische Substanzen

Von HERMANN SCHILDKNECHT

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitat Erlangen
(Z. Naturforschg. 12 b, 23—26 [1957] ; eingegangen am 16. Oktober 1956)

Es wird ein Zonenschmelzverfahren beschrieben, mit dem man vorzugsweise organische Substanz-
gemische im Halbmikro- und Mikromafstab untersuchen kann. Durch ringférmige Anordnung der
Kiihl- und Heizaggregate kann die im Ring-Substanzschiffchen eingetragene Verbindung bis zum
stationidren Zustand zonengeschmolzen werden. Die beschriebene Apparatur erlaubt es, unterhalb
Raumtemperatur zu arbeiten und in Verbindung mit einem Zihlrohr und Zihlgerit den Weg einer
radioaktiv markierten Beimengung in einem inaktiven Tréager kontinuierlich zu verfolgen.

Was als Endprodukt einer Synthese oder der Auf-
arbeitung biologischen Materials anfillt, ist selten
eine reine Verbindung. Meist miissen hartnackige
Begleitstoffe entfernt werden, um die wirklichen
physikalisch-chemischen oder auch physiologischen
Eigenschaften kennenzulernen bzw. die gewonnenen
Substanzen mit schon bekannten Verbindungen ein-
deutig vergleichen zu kénnen. Die iiblichen Reini-
gungsmethoden sind oft verlustreich und konnen
vollkommen versagen, wenn man nur iber sehr ge-
ringe Mengen verfiigt. Hier wurde nun das von
Prann! fiir die extreme Reinigung von Metallen ent-
wickelte Zonenschmelzverfahren auch im Mikromaf-
stab bei organischen Verbindungen mit Erfolg an-
gewandt?. In jedem Falle wandert dabei langsam
eine fliissige Schmelzzone oft mehrmals durch ein
festes, kristallines Material. Die darin gelosten Bei-

1 W. G. Pra~y, J. Metals, 4, 747, 861 [1952].

mengungen verteilen sich dann zwischen der festen
und der jeweils anliegenden fliissigen Phase ent-
sprechend dem Verteilungskoeffizienten

k= Cfest/cflilssig .

Ist £>1 so reichert sich die Verunreinigung an dem
Ende an, das zuerst erstarrt; umgekehrt befinden
sich vorzugsweise Beimengungen mit einem k<1 in
dem zuletzt erstarrten Ende. Der Effekt der Reini-
gung ist schon nach wenigen Zonendurchgéngen um
so grofler, je mehr der Verteilungskoeffizient von 1
verschieden ist. Anders mul} bei k~1 fir viele
Schmelzzonen gesorgt werden, wenn man die maxi-
malen Moglichkeiten der Methode erschopfen will.
Die Voraussetzungen hierfiir sollten durch die im
folgenden beschriebene Apparatur geschaffen wer-
den.

2 G. Hesse u. H. Scuiupkyecur, Z.angew. Chem. 68,641[1956] ;
R. Hanprey u. E. F. G. Herineron, Chem. and Ind. 29, 304
[1956].



