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p r i m a r y  spread,  m u l t i p l i c i t y  of p h a g e - t y p e s  of v ib r ios  
were  seen  to  occur  a m o n g  t h e  s t r a i n s  f rom those  places.  
B u t  d u r i n g  t h e  s u b s e q u e n t  sp read  of t h e  disease f rom t h e  
s e c o n d a r y  loci in  these  areas,  on ly  fewer  p h a g e - t y p e s  of 
v ib r ios  wou ld  be  t r a n s m i t t e d ;  in  c o n f o r m i t y  w i t h  t h i s  
a r g u m e n t  on ly  2 t ypes  of v ib r ios  could  be  f o u n d  in  
P a k i s t a n  a n d  Ind ia ,  where  cho le ra  E1 Tor  e n t e r e d  in 
1963-64.  

T h e  ep idemiologica l  v a l i d i t y  of t h e  p h a g e - t y p i n g  
s c h e m e  h a s  b e e n  e s t a b l i s hed  b y  d e m o n s t r a t i n g  t h e  uni -  
f o r m i t y  in  p h a g e - t y p e s  of s t r a i n s  in  o u t b r e a k s  o r ig ina t i ng  
f rom single sources  of infec t ion .  Vibr ios  i so la t ed  in t h e  
local ized o u t b r e a k s  in  K o w l o o n  in  19647 o r i g i n a t e d  f r o m  
t h e  N a m  Y u e n  r e s t a u r a n t  in  T e m p l e  S t r e e t ;  s imi la r ly  
o u t b r e a k s  in  Indore ,  K a r n M  a n d  N a g p u r  in  I n d i a  in  1965 
a n d  in K o r a t  in  T h a i l a n d  in  1966, cou ld  be  a s c e r t a i n e d  as  
h a v i n g  o r ig ina t ed  f rom a s ingle source  of infec t ion .  I n  all  
t h e s e  ou ' tbreaks ,  t h e  isola tes  of V. eltor were  of i den t i ca l  
p h a g e -  a n d  sero- types .  Success ive  isola tes  f r o m  14 chron ic  
car r ie rs  of  V. eltor i n  t h e  Ph i l i pp i ne s  a n d  T h a i l a n d ,  a n d  
37 se ts  of s t r a i n s  i so la ted  f rom cho le ra  p a t i e n t s  a n d  infec- 
t i ons  in  t h e i r  k n o w n  c o n t a c t s  also showed  u n i f o r m i t y  of 
p h a g e -  a n d  sero- types .  

T h e  chief  u t i l i t y  of t h e  p h a g e - t y p i n g  s c h e m e  for  V. eltor 
is in  t r a c i n g  t h e  s p r e a d  of t h e  ep idemic  f rom one  p lace  to  

a n o t h e r ,  r a t h e r  t h a n  in t r a c i n g  ch ron ic  car r ie rs  a n d  t h e  
sp read  of in fec t ion  t h r o u g h  ind iv idua ls .  

A de ta i l ed  a c c o u n t  of t h e  work  will  be  p u b l i s h e d  else- 
where.  

Rdsumd. On a d6velopp6 u n  s c h 6 m a  de ly so typ ie  de  
Vibrio eltor. A l ' a ide  de 5 t ypes  de b a c t 6 r i o p h a g e s  on  a 
class6 3464 souches  en  6 lyso types  e t  t r o u v 6  u n  t y p e  de  
b a c t 6 r i o p h a g e  qu i  es t  t o u j o u r s  l y t i que  p o u r  les souches  
de  V. eItor isol6es de  m a l a d e s  chol6r iques  E1 Tor .  
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Bildung von Reaktionsholz durch Zentrifugalbeschleunigung 

I n  k r u m m w i i c h s i g e m  Holz  f inder  m a n  h/ iuf ig ein anor-  
ma les  Holzgewebe,  R e a k t i o n s h o l z  g e n a n n t ,  dessen  Bil-  
d u n g  d u r c h  sehr  ve r s ch i edene  exogene  u n d  endogene  
F a k t o r e n  ausgel6s t  w e r d e n  k a n n ,  wobei  dern  Schwer-  
k ra f t r e i z  eine be sonde re  B e d e u t u n g  z u k o m m t  1,2. Zu r  
we i t e r en  Aufkl~irung de r  S c h w e r k r a f t w i r k u n g  auf  die 
Di f fe renz ie rung  der  K a m b i u m z e l l e n  h a b e n  wir  Ver suche  
m i t  Z e n t r i f u g a l b e s c h l e u n i g u n g e n  durchgef f ih r t .  I m  Ge- 
gensa tz  zu JACCARD a'4 u n d  SCOTT u n d  PRESTON ~, die ih re  
U n t e r s u c h u n g e n  fiber die gauze  V e g e t a t i o n s p e r i o d e  aus-  
d e h n t e n ,  u m  die bet  de r  Z e n t r i f u g a t i o n  a u f t r e t e n d e n  
K r t i m m u n g s b e w e g u n g e n  m i t  de r  R e a k t i o n s h o l z b i l d u n g  
in  B e z i e h u n g  zu b r ingen ,  h a b e n  wir  v e r s u c h t ,  d u r c h  
m6g i i chs t  ku rze  R e i z g a b e n  die lZeak t ionsho l zb i l dung  
o h n e  K r f i m m u n g s r e a k t i o n - a u s z u l 6 s e n .  Dar f ibe r  h i n a u s  
b e m i i h t e n  wir  uns,  den  E in f luss  de r  Zen t r i fuga lbesch leu -  
n i g u n g  q u a n t i t a t i v  zu erfassen,  i n d e m  wir  die Zah l  de r  
geb i lde t en  Reak t i onsh o l zze l l en  in Abhi~ngigkei t  y o n  de r  
B e s c h l e u n i g u n g  u n d  de r  V e r s uchs ze i t  e r m i t t e l t e n .  

Methode. Als V e r s u c h s p f l a n z e n  v e r w e n d e t e n  wir  10 
Tage  alte,  g le ichges ta l t e t e  SAmlinge de r  R o s s k a s t a n i e  
(Aesculus hippocastanum L.). I n  d e n  Z e n t r i f u g e n t e l l e r  
w u r d e n  jeweils  4 B l u m e n t 6 p f e  fiir e inen  V e r s u c h  einge- 
s e t z t  (F igur  1). De r  S t a m m  de r  P f l anze  w a r  21,5 cm v o m  
M i t t e l p u n k t  des  Tel lers  e n t f e r n t .  Die  V e r s u c h s d a t e n  s ind 
aus  de r  Tabe l l e  e rs ich t l ich .  

Die  Ve r suche  l iefen  f iber  2, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120 h. 
Die  A u s w e r t u n g  erfolgte  m i k r o s k o p i s c h  a n  Q n e r s c h n i t t e n ,  
die de r  M i t t e  des  S t a m m e s  (10 c m  fiber  der  Basis)  en t -  
n o m m e n  wurden .  H ie r be i  w u r d e n  Zeltz~ihlungen i m  Holz-  
te i l  v o r g e n o m m e n ,  u n d  zwar  a u f  j e d e m  Q u e r s c h n i t t  je-  
wells 6 r ad i a l e  Ze l l re ihen  au f  de r  z en t r i f uga l en  u n d  6 
r ad ia le  Ze l l re ihen  au f  de r  z e n t r i p e t a l e n  Seite.  J e d e r  Ve t -  
such  m i t  je  4 E inze lp f l anzen  w u r d e  4- b is  5real  wieder-  
hol t ,  so dass  be t  de r  M i t t e l w e r t b i l d u n g  e ine  gu t e  s t a t i s t i -  
sehe  S i c h e r u n g  gegeben  ist .  I n  d ieser  V e r 6 f i e n t l i c h u n g  

bez i ehen  s ich alle A n g a b e n  n u t  au f  die Mi t t e lwer t e  der  
in  e ther  r ad i a l en  Zel l rc ihe geb i lde t en  Reak t ionsho lzze l l en  
(in den  F i g u r e n  als Zel len beze ichnet ) .  

Ergebnisse. Die Z e n t r i f u g a l b e s c h l e u n i g u n g  v e r u r s a c h t  
in  den  K a s t a n i e n - E p i k o t y l e n  eine R e a k t i o n s h o l z b i l d u n g .  
I n  ] [ )be re ins t immung  nf i t  den  E r g e b n i s s e n  yon  JACCARD 4 
wird  das  R e a k t i o n s h o l z  s t e t s  z e n t r i p e t a l  angelegt ,  au f  der  
zen t r i fuga l en  Sei te  s ind ke ine  Reak t ionsho l zze l l en  n a c h -  
weisbar .  D a m i t  i s t  erwiesen,  dass  die Z e n t r i f u g a l k r a f t  
g le ichar t ig  wie die S c h w e r k r a f t  e i nwi rk t  u n d  die Massen-  
b e s c h l e u n i g u n g  als U r s a c h e  der  R e a k t i o n s h o l z b i l d u n g  an-  
zusehen  ist, 

Mi t  w a c h s e n d e r  Ve r suchsze i t  n i m m t  die Zah l  der  
Reak t ionsho l zze l l en  zu (F igur  2). Die Z u n a h m e  i s t  j e d o c h  

n m b b]g 

0,25 1,571 52 0,05 
0,5 3,142 212 0,2 
1 6,283 850 0,9 
2 12,566 3395 3,5 

Drehzahl n = U × sec -x 
Winketgeschwindigkeit a) = 2 z~ n × sec - t  
Beschleunigung b = r ¢0 ~ cm X sec -~ 
Erdbeschteunigung g = 981 cm × sec-* 
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n i c h t  l i nea r  wie  be i  r e i n e m  Schwerkra f t r e iz% s o n d e r n  die 
K u r v e n  fal len n a c h  l~ingerer Ve r suchsze i t  h i n  at), was  
d u r c h  e in  N a c h l a s s e n  de r  k a m b i a l e n  Ze l l t e i lung  b e d i n g t  
ist.  I n  de r  A n n a h m e ,  dass  atle k a m b i a l e n  Zellen, die 
gere iz t  w a r d e n ,  s ich  zu Reak t ionsho lzze l l en  ausdi f fe ren-  
zieren,  e r g i b t  s ich bei  e iner  Z e n t r i f u g a l b e s c h l e u n i g u n g  
yon  b i g  = 0 , 9  n a c h  24 h V e r s u c h s d a u e r  ein Ze l l enzuwachs  
v o n  3 Ze l l en /Tag  u n d  n a e h  120 h 2,1 Zel len/Tag.  Bei  
V e r s u c h e n  fiber den  Einf luss  de r  S c h w e r k r a f t  au f  die 
R e a k t i o n s h o l z b i l d u n g  f a n d e n  wir  dagegen  bei  gIeich- 
a r t i g e m  V e r s u c h s m a t e r i a l  f iber  6 -8  "Wochen eine k o n s t a n t e  
Z e l l e n z u n a h m e  y o n  3 Ze l l en jTag  als s t a t i s t i s c h  gesieher-  
t e n  W e r t  ". Die  Z e n t r i f u g a t i o n  bee in f luss t  o f f enba r  den  
S tof fwechse l  nega t iv .  Gegen i ibe r  V e r s u e h e n  m i t  d e m  
Schwerk ra f t r e i z  wird  bei  Z e n t r i f u g a l v e r s u e h e n  die P f l anze  
bewegt ,  so dass  de r  S t r 6 m u n g s w i d e r s t a n d  der  L u f t  wie 
e ine d a u e r n d e  B e w i n d u n g  e inwirk t ,  w o d u r c h  b e s o n d e r s  
bei  e iner  Besch Ieun igung  y o n  b i g  = 3,5 S t 6 r u n g e n  de r  
R e a k t i o n s h o l z b i l d u n g  u n d  n a c h  l~ngerer  V e r s u c h s d a u e r  
a u c h  m e c h a n i s c h e  B e s c h ~ d i g u n g e n  a n  d e n  B l ~ t t e r n  auf-  
t r e t en .  Der  phys io log i sehe  E inf luss  df i r f te  in  e r s t e r  L in ie  
d e n  W a s s e r h a u s h a l t  be t re f fen .  

A u f  G r u n d  f r f iherer  U n t e r s u c h u n g e n  v n e h m e n  wi r  an,  
dass  die D e t e r m i n a t i o n  zu r  Reak t ionsho lzze l l e  be re i t s  in  
den  k a m b i a l e n  Zel len  erfolgt .  Zu dieser  U m s t i m m u n g  
b e d a r f  es e iner  b e s t i m m t e n  Pr~tsenta t ionszei t .  So m u s s t e n  
u n s e r e  Z e n t r i f u g e n v e r s u c h e  bei  a l len  B e s c h l e u n i g u n g e n  
auf  m i n d e s t e n s  24 h a u s g e d e h n t  werden ,  u m  zu auswer t -  
baxen  E r g e b n i s s e n  zu ge langen.  D e r  zei t l iche Schwel len-  
w e r t  d i i r f te  somi t  bei  24 h l iegen, wie wir  es a u c h  be i  
S c h w e r k r a f t v e r s u c h e n  g e f u n d e n  h a t t e n  8. Bei  e iner  Be-  
s c h l e u n i g u n g  u n t e r  b/g = 0,9 lag de r  Schwe t l enwer t  be i  
48 a n d  72 h. De r  Schwe l l enwer t  e rg ib t  s ich n~m l i ch  n a c h  
d e m  t~e izmengengese tz  au s  d e m  P r o d u k t  y o n  Reiz-  

intensi t~i t  u n d  Zeit ,  wobe i  in  u n s e r e m  Fa l l  de r  Z e i t f a k t o r  
im M i n i m u m  24 h b e t r a g e n  muss .  

Die  K u r v e n  in F i g u r  2 g e s t a t t e n  A u s s a g e n  fiber d ie  
R e a k t i o n s h o l z b i I d u n g  bei b e s t i m m t e r  Zen t r i fuga lbe -  
s ch l eun igung  in Abh / ing igke i t  yon  de r  Zei t  ode r  d e n  
Verg le ich  ve r sch iedene r  13eschleunigungen zu e iner  be-  
s t i m m t e n  Zeit .  Bei  e iner  A u f t r a g u n g  de r  R e i z m e n g e  b × t 
gegen die geb i lde t en  Reak t ionsho lzze l l en  f a n d e n  wir  
ke ine  d i r ek t e  Propor t iona l i t~ i t  zur  13eschleunigung b, son- 
d e r n  in g u t e r  N~iherung zu i /b ,  d e n n  bei  e iner  A u f t r a g u n g  
der  ReM(t ionsholzze l len  f iber ]/b × t l assen  s ich al le  er- 
r e c h n e t e n  W e r t e  au I  e iner  K u r v e  ve re in igen  ( F i g u r  3). 
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Fig. 2. Reaktionsholzbildung infolge einer Zentrlfugalbeschleunigung 
yon big = 0,05, 0,2, 0,9, 3,5 in Abh/ingigkeit yon der Versuehszeit. 
Zellenzahlen beziehen sieh auf den jeweiligen Mittelwert mit mitt- 
lerem Fehler aller Auszfihlungen fiir Reaktionsholzzellen in einer 
zentripetalen Zellreihe des Xylems. Gestriehelte Kurve Reaktions- 
holzbildung durch Erdbesehleunigung g naeh 1,6. 
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Fig. 3. Reakfionsholzbildung naeh dem Reizmengengesetz ~/b-× t 
aufgetragen. Mittelwerte wie in Figur 2. Zentrifugalbesehleunigung 
b/g = O,OS + - - +  , b]g ~ 0,2 x - -  x , b]g = 0,9 o o, b[g ~ 3,5 U .  
ErdbesehIeunigung g • • 

Fig. 1. Versuchsanordnung ant der Zentrifuge. SUibe zur Befestigung 
der Epikotylen in der Zeichnung weggelassen. 
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V¢ir s ind  de r  Auffassung ,  dass  m i t  d iesem A u s d r u c k  das  
R e i z m e n g e n g e s e t z  fiir die R e a k t i o n s h o l z b i l d u n g  ange-  
w a n d t  w e r d e n  k a n n .  Bei  Ze l l enzah l  = 3 i s t  die Reiz-  
schwel le  angedeu t e t ,  das  he i s s t  d ie  Re izmenge ,  die zu r  
U m s t i m m u n g  d e r  K a m b i u m z e l l e n  n o t w e n d i g  ist.  Sic 
l iegt  in  de r  G r 6 s s e n o r d n u n g  y o n  I × 10 e c m  x sec-L 

Unse re  Ve r suche  zeigen die M6gl i chke i t  auf, m i t  Hi l fe  
de r  M a s s e n b e s c h l e u n i g u n g  die Di f fe renz ie rung  de r  Holz-  
zellen g e r i c h t e t  zu bee in f lussen  u n d  d a m i t  e inen  E i n b l i c k  
in die K a m b i u m p h y s i o l o g i e  u n d  d e n  W u c h s s t o f f h a u s h a l t  2 
zu gewinnen .  

Summary. I n  l ean ing  s tems,  r e a c t i o n  wood  can  b e  
fo rmed  as  a r e sponse  to  g r a v i t a t i o n  s t imulus .  I n  seedl ings  
of Aesculus hippoeastanum, r e a c t i o n  wood  f o r m a t i o n  
could  l ikewise be  s t i m u l a t e d  b y  cen t r i fuga t ion .  T h i s  

p r o v e d  t h e  d i f f e r en t i a t i on  of wood  cells to  b e  a f fec ted  b y  
m a s s  acce lera t ion .  T h e  r e a c t i o n  wood  f o r m a t i o n  is r e l a t ed  
q u a n t i t a t i v e l y  to  m a s s  acce le ra t ion  b a n d  t i m e  t, t h e  
f o r m a t i o n  of r e a c t i o n  wood  b e i n g  desc r ibed  b y  q u a n t i t a -  
t i ve  s t imu l i  l aw as ~/b-× t. T h e  t h r e s h o l d  of s t i m u l a t i o n  
lies in  t h e  d i m e n s i o n  ~ / b × l =  l x l 0  e c m  X see - x . T h e  
a r r a n g e m e n t  of t h e  e x p e r i m e n t s  p e r m i t s  a d i r ec t  a p p r o a c h  
to  c a m b i u m  phys io logy  a n d  t h e  fol lowing d i f f e r en t i a t i on  
of  wood cells. 
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I s o l a t i o n  a n d  Antiviral Activity of the Gymnemic Acids 

Of c u r r e n t  i n t e r e s t  in  ou r  p r o g r a m  1,2 in t h e  ident i f ica-  
t i on  of b io logica l ly  a c t i v e  c o m p o u n d s  f rom Gymnema 
sylvestre R.Br .  (Asclepiadaceae)  leaves  is ' g y m n e m i c  ac id ' ,  
t h e  a n t i s w e e t  p r inc ip le  of t h e  p l a n t  a,4. T h e  p r e s e n t  r e p o r t  
descr ibes  t h e  i so la t ion  of c o m p o u n d s  w i t h  s ign i f i can t  an t i -  
v i r a l  a c t i v i t y  f rom th i s  pr inciple .  These  f ind ings  a s s u m e  
a d d e d  s ignif icance b a s e d  u p o n  t h e  r ecen t  a d v a n c e  in t h e  
c h e m i s t r y  of g y m n e m i c  acid p r e s e n t e d  f rom Professor  
REICHSTEIN'S l abo ra to r i e s  s. 

Crude  g y m n e m i c  ac id  m i x t u r e  was  o b t a i n e d  b y  m i n e r a l  
ac id  p r e c i p i t a t i o n  3 f rom t h e  aqueous  e x t r a c t  of t h e  leaves.  
T h e  p re fe r r ed  p r o c e d u r e  to  reso lve  t h i s  ac id  m i x t u r e  was  
t o  p l a t e  i t  f r om a m e t h a n o l  so lu t ion  o n  sil ica gel, a n d  
e x t r a c t  w i t h  ch lo ro fo rm a n d  e t h y l  a c e t a t e  in  a S o x h l e t  
e x t r a c t o r .  T h e  e t h y l  a c e t a t e  e x t r a c t i v e  was t h e n  chro-  
m a t o g r a p h e d  ove r  sil ica gel w i t h  e lu t ion  b y  inc reas ing  
p r o p o r t i o n s  of a ce tone  in e t h y l  ace ta te .  F o u r  p r inc ipa l  
acids  h a v e  b e e n  i so la ted  b y  t h i s  p rocedu re  a n d  n a m e d  
g y m n e m i c  acids  A - D  b a s e d  u p o n  t h e i r  o rde r  of e lu t ion .  

I n  o rde r  to  e x a m i n e  g y m n e m i c  ac id  f r ac t ions  a n d  to  
m o n i t o r  t h e i r  sepa ra t ions ,  4 sil ica gel t h i n - l a y e r  c h r o m a t o -  
g r aph i c  (TLC) sy s t ems  ~ were  deve loped .  G y m n e m i c  acids  
A-C,  h o m o g e n e o u s  in  t h e  4 T L C sys tems ,  were  o b t a i n e d  
b y  i n d i v i d u a l  r e c h r o m a t o g r a p h y  ove r  sil ica gel e m p l o y i n g  
e t h y l  a c e t a t e  for  e lu t ion  a n d  r ec rys t a l l i z a t i on  f rom e t h y l  
a ce t a t e .  H o m o g e n e o u s  ac id  D was  secured  b y  reve r sed  
p h a s e  c h r o m a t o g r a p h y  ove r  Tef lon-6  a t  17 °C w i t h  e lu t ion  
b y  t h e  aqueous  p h a s e  of n - b u t a n o l - w a t e r - m e t h a n o l  
(10: 10 : 1) whi le  t h e  organic  l aye r  s e rved  as t h e  s t a t i o n a r y  
phase .  As a n  a v e r a g e  of 20 d e t e r m i n a t i o n s ,  R f  va lues  
for t he se  g y m n e m i c  acids  in  T L C  s y s t e m  I were :  A, 
0.60 4- 0.07; B, 0.49 ~ 0.04; C, 0.30 ~ 0.01 a n d  D, 
0.25 4- 0.02. 

G y m n e m i c  acid A, i so la ted  b y  ST6CKLm, WEISS a n d  
REmHSTEIN s, cons i s t s  of 4 acids  A1-A 4 b a s e d  u p o n  silica 
gel T L C  in  b u t y l  f o r m a t e - m e t h y l  e t h y l  k e t o n e - f o r m i c  
a c i d - w a t e r  (5 : 3 : 1 : 1) ( sys t em V). D i r e c t  T L C c o m p a r i s o n  
of o u r  g y m n e m i c  acids  A - D  w i t h  ac id  A (A1-A4) i so la ted  
b y  t h e  Swiss i n v e s t i g a t o r s  v e s t ab l i s hed  t h a t  in  T L C  sys-  
t e m s  I - V  o u r  acids  A a n d  B are  iden t i ca l  to  t h e i r  acids 
A~ a n d  A,.  However ,  ac ids  C a n d  D do n o t  co r r e spond  to  
acids A s a n d  A,. Our  acids A a n d  B,  in  a g r e e m e n t  w i t h  
g-ymnemic acid A (A1-A4) i so la ted  b y  REICHSTEIN'S 
group,  c o n t a i n  g lucuron ic  acid as t h e  sole s u g a r  res idue.  

I n  con t r a s t ,  o u r  g y m n e m i c  acids  C a n d  D c o n t a i n  b o t h  
g tucu ron ic  ac id  a n d  glucose  as  s h o w n  b y  ac idic  hydro lys i s ,  
c h r o m a t o g r a p h y  s a n d  i so la t ion  9. Fe ru l i c  ac id  h a s  b e e n  
i n d i c a t e d  in  ou r  s tud ies  in  a lka l ine  h y d r o l y s a t e s  of ac id  C 

Table I. Effects of gyannemic acids against influenza (A~lAnn 
Arbor/6/60) virus in vitro 

Sample Virus yield Inhibition 

Hemagglutinin Infectivity 

Control 256 7.3 none 

Crude acid mixture 64 5.0 some 
Ethyl acetate acids 8 4.5 moderate 
Gymnemic acid A 0 2.5 good 

B 8 4.3 moderate 
C 256 7.0 none 
D 512 7.5 none 

1 p. E. MANNI and J, E. SINSHEIMER, J. Pharm. Sci. 54, 1541 (1965). 
2 j .  E. S~NSHEIMER and H. M. MCILHENNY, J. Pharm. Sci. 56, 732 

(1967). 
s D. HOOPER, Pharm. J. 17, 867 (1887). 
4 R. M. WARREN and C. PFAFFMANN, J. appl. Physiol. 14, 40 (1959). 
5 W. STOCKLIN, E, WEISS and T. REICHSTEINj Helv. chim. Aeta 50, 

474 (1967); W. ST6CKLIS, Helv. claim. Acta 50, 491 (1967). 
e The TLC systems: I, chloroform-formic acid-methanol-t-butanol 

(4:1:1:1, aged for 3 h at 27°C); II, chloroform-acetic acid- 
methanol (5 : 1 : 1) ; III, iso-amyt alcohol-ammonium hydroxide- 
chloroform-t-butanol (5:2:1:I)  and IV, iso-amyl alcohol-am- 
monium hydroxide-iso-propanol {3 : 2 : 1). A modified LIEBERMANN- 
BURCHARD spray reagent [I. BELIe, Nature 178, 538 (1956)] was 
used as the chromogen. 
We are grateful to Prof. T. REmHSTEXN and Dr. W. ST6CKM~, 
University of Basel, for these reference samples. 

s I. SMITH, Chromatographic and Electrophoretic Techniques (Inter- 
science, New York 19601, vol. 1, p. 245. 

9 H. M. MClLHENNr, Ph.D. Dissertation, University of Michigan 
(1966). 


