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pollenins wurden von Wiermann und seiner Gruppe geleistet. Danach ist das Sporopollenin der 
Pollenwände und Sporodermata kein einheitliches Molekül, sondern ein Heteropolymer von ver-
wandten Biomolekülen, das von einfachen aromatischen Monocarbonsäuren wie p-Cumarinsäure 
(4-Hydroxy-Zimtsäure) und langkettigen, unverzweigten Aliphaten sowie aliphatischen Poly-
hydroxyl-Komponenten aufgebaut wird; das quervernetzte Molekülgerüst weist Ether-Brücken auf 
[Wiermann et al., 2001]. Im Sporopollenin von Pinus wurden neben ungesättigten Fettsäuren 
[Hemsley et al., 1993] und n-Alkanen auch Dicarbonsäuren als eine der Hauptkomponenten (29 %) 
identifiziert [Dominguez et al., 1999]. Tracer-Experimente deuten auf eine Beteiligung des Lipid- 
und Phenylpropanoid-Metabolismus bei der Biosynthese von Sporopollenin hin [Wiermann und 
Gubatz, 1992; Gubatz et al., 1993; Wilmesmeier und Wiermann, 1995; Piffanelli et al., 1998; 
Meuter-Gerhards et al., 1999], jedoch bleibt die genaue Molekülstruktur und ihre Biosynthese im 
Einzelnen weiter unklar [Wiermann et al., 2001]. Allgemein gilt Sporopollenin als äußerst inert (pH, 
Säuren, Lösungsmittel), und nur starke Oxidationsmittel können es angreifen. Wird es für Stunden 
über 200°C erhitzt, so gleicht es fossilem Sporopollenin nach Diagenese, dessen olefinischer Cha-
rakter dann leicht durch Oxidation verloren geht, wobei die Struktur zerfällt; im Gegensatz dazu 
nimmt der aromatische Anteil infolge oxidativer Mazeration (Acetolyse) zu [Hemsley et al., 1996]. 
Über die Ultrastruktur des Sporopollenins wird seit langem spekuliert [Southworth, 1986; Rowley, 
1995; Rowley, 1996]. Die hypothetischen Modelle basieren auf vergleichenden – oft vieldeutigen – 
REM- und TEM-Aufnahmen verschiedener Stadien der Mikrosporogenese, meist nach partieller 
Auflösung des Sporopollenins. Die Modelle reichen, von Strukturen aus untereinander verbunden-
en Körnchen (Abb. 1 a), die um Polygone angeordnet sind [Southworth, 1986], bis zu stäbchenför-
migen Elementen von 70 bis 250 nm (mit zunehmendem Reifegrad der Exine größer werdend), so-
genannten „Tufts“ [Rowley und Dahl, 1982]. 
 

 

Abb. 1: Elektronenmikroskopisches Bild eines Exinefragments nach Erosion und hypothetisches 
Modell der Exine. (a) Die Erosion des acetylierten Fragments erfolgte mit 2-Aminoethanol; mit (a) 
sind abgebrochene Verbindungen (5-10 nm) zu Nachbarsträngen bezeichnet [Southworth, 1986]; 
(b-e) hypothetisches Modell der Exine, nach Rowley & Flynn [Abadie et al., 1987], (b) röhrenför-
mige Elemente einer Untereinheit, (c) Seitenansicht einer Exine-Einheit „Tuft“, ca. 70 nm Durch-
messer, (d) Sicht auf die Kernzone eines „Tufts“ mit Untereinheiten (1-5) und Verbinderuntereinheit 
(B), (e) Schema einer juvenilen Exine, nach Polymerisation des Sporopollenins auf der Glykocalyx. 

Hier soll nur das sogenannte “Flynn-Rowley-Röhrensystem“ gezeigt werden (Abb. 1). Die Tufts 
sind spiralförmig aus Unterelementen von 4 bis 10 nm aufgebaut, [Wittborn et al., 1998], deren he-
licale Anordnung häufig durch amorphes, sekundär akkumuliertes Sporopollenin verdeckt wird 
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Abb. 2: Aufbau des reifen Kiefernpollens. Die Wandstrukturen (Exine, innere und äußere Intine) 
sowie Calloseablagerungen sind unterschiedlich schraffiert (Pinus sylvestris, nach Martens & Wa-
terkeyn, 1962 in [Stanley und Linskens, 1985] S. 152). 

 
Das reife Pollenkorn der Kiefer enthält den männlichen, noch unreifen, 4-zelligen Gametophyten. 
Dieser wird von mehreren Zellwänden, der inneren und der äußeren Intine, umgeben. Die äußere 
Intine enthält neben Cellulose und Pektin vor allem Callose. Der Sporoplast besteht aus zwei (ve-
getativen) Prothalliumzellen, einer generativen Zelle und einer siphonogenen Zelle (Pollen-
schlauchzelle). Der weitere Entwicklungsverlauf des Gametophyten, welcher zum Zeitpunkt der 
Bestäubung noch nicht geschlechtsreif ist, wird weiter unten beschrieben. 
Aus dem bisaccaten Pollen der Kiefer lassen sich einheitlich große (= monodisperse) drei-kammri-
ge Mikrokapseln präparieren (s. Material & Methoden 3.2). Die mehrschichtigen Exinekapseln der 
Kiefernpollen lassen sich morphologisch in eine Zentralkapsel (Corpus), die den Gametophyten 
umschließt, und in zwei laterale Luftsäcke (Sacci) unterscheiden. Wie in Abb. 3 schematisch illus-
triert, sind an den Sacci die äußeren Strata der Ectexine von den inneren zwei Exineschichten 
(Endexine und Fußschicht) abgehoben. 
 

 

Abb. 3: Schematischer Aufbau der Kieferexine. Die äußeren Sporopollenin-Strata der Ectexine 
(Sexine) sind von der Fußschicht abgelöst und formen so die Sacci. Die Zentralkapsel entspricht 
dem Corpus nach erfolgter Präparation. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Geräte und Chemikalien 
3.1.1 Geräte 

Folgende Geräte und Mikroskope wurden eingesetzt: Analysewaage (Sartorius AG, Göttingen, 
Deutschland), Gefriertrockenanlage Alpha 1-4 (Christ, Osterrode/Harz, Deutschland), Kryoskop 
(Knauer GmbH, Berlin, Deutschland), Partikel-Sizer (Analysette A22, Fritsch GmbH, Idar-Ober-
stein, Deutschland), Polarimeter von Perkin & Elmer 141 M (Überlingen, Deutschland), Ultraschall-
stab (Sonoplus HD200, Bandelin Elektronik GmbH&Co KG, Berlin, Deutschland) mit Sonotrode 
(TT 13, Ø 12,7 mm), Drucksensor (AktivSensor GmbH, Stahnsdorf, Deutschland), Digital-pH-Mess-
gerät (MV 870, VEB Vacutronic Dresden, Deutschland) mit einer pH-Einstab-Elektrode (InLab 410 
pH-Einstabmesskette, Mettlers Toledo, Steinbach, Deutschland), HPLC-Anlage (VP-Series, Shi-
madzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland), Chiralyser (IBZ Messtechnik, Hannover, 
Deutschland), RI-Detektor (ERC7512, Erma CR Inc., Tokyo, Japan), Superdex-Säule (75-HR, 
Pharmacia, Uppsala, Schweden), Leersäulen HR10/30 (30 X 1 cm) und HR16/5 (5 X 1,6 cm) der 
Firma Amersham Biosciences AB (Uppsala, Schweden), Rasterelektronenmikroskop (Leica S360, 
Cambridge, UK), Konfokale Laserraster-Mikroskope von Leica CLSM (Leica Laser-Technik GmbH, 
Heidelberg, Deutschland) und LSM 510 META (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) kombi-
niert mit einem Axiovert 200 M Mikroskop von Zeiss. 
 

3.1.2 Chemikalien 
Die folgenden Farbstoffe wurden verwendet: Evans Blau (Mr = 960,8 g mol-1; Reanal, Budapest, 
Ungarn), Calcofluor® White (Mr = 917,0 g mol-1; American Cynamid Company, Bound Brook, NJ, 
USA), 5-(6)-Carboxyfluorescein (Mr = 376,3 g mol-1; Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA), 
FITC-(Fluorescein-Isothiocyanat)-markiertes Rinder Serum Albumin (BSA, 69 kg mol-1; Sigma-Al-
drich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), FITC (Fluorescein-Isothiocyanat)-Dextran (FD-
250S, Mr = 282 kg mol-1; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim), Fluoresceindiacetat (FDA, 5-
Carboxy-fluorescein Diacetat N-Succinimidyl Ester, Mr =557,46 g mol-1; Fluka Chemie AG, Buchs, 
Schweiz), Propidium-Iodid (PI, Mr = 668,4 g mol-1, λExit = 493 nm; Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land), 2,3,5 Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC, Mr = 334,8 g mol-1; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Steinheim, Deutschland). 
 
Kolloide und Nanopartikel zur Untersuchung der Barrierefunktion wurden von folgenden Herstellern 
bezogen: Natrium-Polyacrylat 2100 (PA, Mr = 2100 g mol-1; Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz), 
Human Serum Albumin (HSA, 69 kg mol-1, rs = 35 nm; Germed, Institut für Impfstoffe, Dessau, 
Deutschland), Immunoglobulin (IGG, 900 kg mol-1; Serva, Heidelberg, Deutschland), Dextran T70 
(Mr = 70 kg mol-1; Pharmacia, Uppsala, Schweden), Dextran T2000 (Mr = 2000 kg mol-1; Serva, 
Heidelberg), Dextran T5000 (Mr = 5000 kg mol-1; Serva, Heidelberg), FITC-markierte Latexpartikel 
(Fluoresbrite Plain YG 0.2 micron microspheres, Ø = 0,217 ± 0,015 µm, 2,5 % Latexfeststoff; Poly-
science Europe GmbH, Eppelheim, Deutschland), FITC-markierte Latexpartikel (Fluoresbrite Plain 
YG 1.0 micron microspheres, Ø = 1,0 µm; Polyscience Europe GmbH, Eppelheim). 
Die Komponenten der Dextranbeprobungslösung (DPS) sind in Tabelle 1 angegeben. 
 
Sonstige Chemikalien und Enzyme: Phosphatpuffer (0,01 M NaH2PO4, 0,1 M NaCl, 0,1% NaN3, 
pH 7,0), Cäsiumsulfat (Mr = 361,87 g mol-1, ρ = 1,864 kg L-1 bei T = 20 °C; Fluka Chemie AG, 
Buchs, Schweiz), α-Methylglucosid (Mr = 194 g mol-1; Sigma, St Louis, MO, USA), Raffinose (Mr = 
594,52 g mol-1; Difco Laboratories, Detroit, MI, USA), Siliconöl AS4 (ρ < 1 kg L-1; geringe Viskosität; 
Wacker-Chemie GmbH, Burghausen, Deutschland), cyclisches Siliconöl AP100 (ρ = 1,026 kg L-1; 
Wacker-Chemie GmbH, Burghausen). Cellulase (“Onozuka R10”, Boehringer Ingelheim Biopro-
ducts, Heidelberg, Deutschland), Macerozyme (R10, Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg), 
Rinderpankreasenzymzubereitung "Trypsin zur Zellzucht" (Bernd Belger, Klein-Machnow, Deutsch-
land), Invertase und Glucose-Oxidase (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA). 
 

3.2 Pollen und Sporopolleninkapseln 
3.2.1 Ernte 

Kiefernpollen wurde jährlich, 2002 bis 2005, Mitte bis Ende Mai in der näheren Umgebung von Ber-
lin (Pinus sylvestris L.) bzw. in der Umgebung von Belzig (Pinus nigra ARNOLD), Brandenburg, ge-



 18 

erntet. Reife, männliche Sporophyllstände wurden in Weithalsflaschen oder Plastikbeuteln ausge-
stäubt. Unreife Sporophylle wurden bei Raumtemperatur auf glattem Papier ausgelegt um den Pol-
len zu ernten. Unter Ausnutzung ihrer Masse wurden die Pollenkörner von Sporophyllen, Deck-
schuppen, Insekten (v.a. Jugendstadien von Thysanopteren) und Staub durch Rütteln und an-
schließendem Sieben (∅ 63 µm) getrennt und gereinigt. Die Lagerung erfolgte bei –20 C° 
(= 253 K), 4 °C oder RT. 
 

3.2.2 Sporopolleninkapseln 
Reifer Kiefernpollen wurde denaturiert und die Protoplasten entfernt. Die hier verwendete Methode 
basiert auf früheren Protokollen zur schonenden Deproteinierung sowie für die Isolation von Exinen 
[Ehwald et al., 1992; Wiermann und Gubatz, 1992]. Die Pollenkörner wurden in phosphorsaurem 
60 %igem (v/v) Ethanol (10 mL L-1 Phosphorsäure) denaturiert. Dann wurden Lipide und Fette so 
lange abwechselnd in heißem 96 %igem Ethanol (60 °C) und Dioxan (80 °C) extrahiert, bis das Ex-
trakt beim Mischen mit Wasser klar blieb und die entfetteten Pollen wurden mit 50 % Ethanol und 
anschließend mit Wasser gewaschen. Darauf wurden die Zellwand- und Protoplasmabestandteile 
in der Pollenmasse einer sauren Hydrolyse unterzogen. Dazu wurde die Pollenmasse in einem 
dicht verschlossen Gefäß in einer anoxischen Lösung, die 30 g L-1 Schwefelsäure and 2 g L-1 Natri-
umsulfit enthielt, für 72 h bei 90 °C inkubiert. Nach dem Abkühlen wurden die Partikel auf einer 
Glasfritte (S3) mit Wasser gewaschen und in einer basischen Lösung (10 g L-1 Natriumcarbonat, 
5 g L-1 Natriumdithionit, 1 g L-1 Natriumdodecylsulfat) bei Raumtemperatur für 24 h neutralisiert und 
mit Wasser gewaschen. Anschließend wurden die Partikel auf der Glasfritte mit dem dreifachen 
Packungsvolumen einer Natriumchlorid-Lösung (5 g L-1) und zuletzt mit Wasser gewaschen. Die 
erhaltenen Sporopolleninkapseln wurden in 50 % Ethanol aufbewahrt. 
 

3.2.3 Größenmessung der Zentralkapsel 
Morphometrische Untersuchungen der Zentralkapsel wurden mit Hilfe einer Schieblehre an stark 
vergrößerten, digitalen, lichtmikroskopischen Bildern der in Wasser gequellten Sporopolleninkap-
seln (dichte Suspension) unter Verwendung eines Objekt-Mikrometers ausgeführt. Die zwei kurzen 
Durchmesser (b, c) der annähernd ellipsoiden Zentralkapsel wurden entweder von Aufsichten (b) 
oder Seitenansichten (c) erhalten (s. Abb. 6); der lange Durchmesser (a) konnte aus beiden An-
sichten erhalten werden. 
 

3.2.4 Fragmentierung präparierter Exinen 
Ein Gramm trockener Sporopolleninkapseln (s. 3.2) wurde zusammen mit 4 g kristallinem Natrium-
chlorid in 15 mL 96 %igem Ethanol suspendiert und für 20 min in einem gekühlten Zentrifugenglas 
(50 mL) mit Ultraschall (Sonoplus HD200) behandelt. Dabei hatte die Sonotrode (TT 13, Ø 
12,7 mm) einen direkten Kontakt zu der Suspension, so dass die maximale Leistung von 120 Watt 
(50 % Intervallmodus) zur Wirkung kam. Das vollständige Aufbrechen der Zentralkapseln wurde 
mikroskopisch kontrolliert; intakte Zentralkapseln schlossen Evans Blau (10 g L-1) aus. Die erhal-
tenen Exinefragmente wurden, um das Salz zu entfernen, auf einer S4-Glasfritte mit 50 %igem 
Ethanol gewaschen. Nachfolgend wurden Überreste der Intine und des Protoplasten mit Pankreas-
enzymlösung und cellolytischen Enzymen entfernt. Für die enzymatische Hydrolyse wurden die 
Fragmente in einen 0,1 M Natriumazetatpuffer pH 4,5 mit 10 g L-1 Cellulase und 10 g L-1 Macero-
zyme für drei Tage bei 37 °C inkubiert und daraufhin für zwei Tage in einem 0,01 M Natriumphos-
phatpuffer pH 6,5 mit 0,2 g L-1 CaCl2, 10 g L-1 NaCl, 0,5 g L-1 NaN3, und 2 g L-1 Rinderpankreasen-
zymzubereitung "Trypsin zur Zellzucht" bei 37 °C inkubiert. Die Partikel wurden in einer Lösung 
von 10 g L-1 Natriumcarbonat, 5 g L-1 Natriumdithionit und 1 g L-1 Natriumdodecylsulfat bei Raum-
temperatur für 24 h inkubiert und mit dem dreifachen Packungsvolumen einer Natriumchlorid-Lö-
sung (5 g L-1) und zuletzt mit Wasser auf der Glasfritte gewaschen, bis das Extrakt frei von UV-ab-
sorbierenden Substanzen (280 nm) war. Nach wiederholtem Waschen und Zentrifugieren wurden 
die Fragmente in der Gefriertrockenanlage Alpha 1-4 getrocknet. 
 

3.2.5 Osmotisch induziertes Sprengen der Zentralkapsel 
Zu einer wässrigen Suspension (50 mL) von Pollenkörnern oder Sporopolleninkapseln (s. 3.2) wur-
de langsam (0,1 mL min-1) kalte Elektrolytlösung oder Phosphorsäure mit einer Spritzenpumpe zu-
geführt. Dabei wurden, um ein Schrumpfen der Zentralkapseln zu vermeiden, zuerst verdünnte 
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Elektrolytlösungen zugegeben, dekantiert und nachfolgend langsam konzentrierte Lösung bis nahe 
an die Sättigungskonzentration 7,1 M (Natriumhydrogenphosphat) bzw. 85 Gewichtsprozent (Phos-
phorsäure) zugegeben, so dass die Geschwindigkeit der Konzentrationszunahme niemals größer 
war als 5 mM pro Minute. Anschließend wurde die Suspension unter ständigem Rühren in einen 
großen Überschuss heißen Wassers (ca. 90 °C) überführt. 
 

3.2.6 Füllen der Sacci mit Siliconöl  
Für die gleichmäßige Benetzung der Pollen in der Durchflusspolarimetrie (s. 3.3) wurden für jede 
Probe 150 mg lufttrockene Kiefernpollenkörner in 400 µL Siliconöl AS4 (ρ < 1 kg L-1) so lange ge-
schüttelt, bis die Sacci keine eingeschlossene Luft mehr enthielten. Für die Bestimmung der zeitab-
hängigen Wasserabsorption (3.13) wurde eine geringe Menge Kiefernpollen (1-2 mg) in 100 µL Si-
liconöl AP100 mit einer Dichte von 1,026 kg L-1 gevortext. Dabei wurde darauf geachtet, dass alle 
Körner sedimentierten indem sich deren Sacci mit dem Öl füllten. Für die CLS-Mikroskopie (3.12) 
wurden die Sacci (der Pollenkörner oder Kapseln), je nach der gewünschter Orientierung auf dem 
Objektträger, mit Siliconölen unterschiedlicher Dichte (AP100 oder AS4) gefüllt. 
 

3.3 Volumen der Zentralkapseln, bezogen auf die Feuchtmasse filtrierter 
Sporopolleninkapseln 

Sporopolleninkapseln wurden mit dem Standard-Phosphatpuffer gesättigt und auf einem Nylonfil-
ter, wie oben (3.3) beschrieben, gesammelt. Ein Gramm filtrierter Masse wurde mit 1 mL Standard-
Puffer, welcher α-Methylglucosid (16 g L-1) und Dextran T70 (32 g L-1) enthielt, gemischt und nach 
einigen Minuten zentrifugiert. Die originäre Lösung sowie der Überstand wurden an einer Superdex 
75 HR-Säule (30 X 1 cm; Pharmacia, Uppsala, Schweden) chromatographiert (polarimetrische De-
tektion mit dem Chiralyser). So konnte das Verhältnis der Zucker- und Dextrankonzentrationen an-
hand der Peakflächen bestimmt werden. Der Volumenanteil γ der Zentralkapseln in der Feucht-
masse (FM) ergibt sich aus dem Verhältnis r (Mengenverhältnis von Zucker und Dextran im Über-
stand) und dem Verhältnis r´ (Mengenverhältnis von Zucker und Dextran in der originären Lösung) 
nach der folgenden Formel, da sich der Zucker im gesamten Flüssigkeitsvolumen und das Dextran 
nur in dem Volumen außerhalb der Zentralkapseln verteilt: 

( )194,11 −′−= rrγ  (1)

Der Wert 1,94 ergibt sich aus dem Trockenmasseanteil an der gefilterten FM (6 %). 
 

3.4 Polarimetrische Aufzeichnung der Permeation optisch aktiver Stoffe und 
des Wassers 

Die mit der Permeation von Zuckern und Dextranen in das Lumen der Sporopolleninkapseln ver-
bundenen Konzentrationsänderungen wurden in ihrem Zeitverlauf in Anlehnung an ein bereits be-
schriebenes System [Ehwald et al., 1973a; Ehwald et al., 1973b; Fleischer und Ehwald, 1995] re-
gistriert. Das air-lift-System (Abb. 5) wurde so modifiziert, dass eine höhere Umlaufgeschwindigkeit 
im partikelfreien Medium möglich war. 
In dem verwendeten System (Abb. 5) durchmischte ein wassergesättigter Luftstrom (ca. 40 mL 
min-1) die Suspension und bewegte das partikelfreie Medium über PE-Schläuche (1 mL) durch eine 
Quarzküvette (1 mL) zurück in das Inkubationsgefäß. Das gesamte Flüssigkeitsvolumen betrug 8-
10 mL, der Fluss durch die Messküvette 20-30 mL min-1. Der Drehwinkel wurde mit dem Perkin & 
Elmer-Polarimeter 141 M bei λ = 365 nm (Hg-Linie) mit einer Absolutgenauigkeit von ± 0,001° 
(0,2 %) gemessen und entweder analog an einen Schreiber oder über eine Analog/Digitalwandler-
karte in eine Tabellenkalkulation ausgegeben. Für die Aufzeichnung der Kinetik der Permeation 
von Zuckern aus dem Lumen der Zentralkapseln, zur Messung des Verteilungsraumes von Dex-
tran T70 (Oberflächenfilm und Luftsäcke) oder zur Erfassung der Abgabe optisch aktiver Stoffe aus 
Pollen während der Quellung wurde die Konzentrationsänderung durch Zugabe einer abgewogen-
en Menge der mit den entsprechenden Lösungen äquilibrierten Kapseln oder der Pollen in das In-
kubationsgefäß ausgelöst. Gereinigte Sporopolleninkapseln (3.2.2) wurden mit der jeweiligen Zu-
cker- oder Dextranlösung für drei Tage gesättigt, dabei erfolgte die Zugabe des Zuckers sehr lang-
sam (0,01 mol h-1). Die vorgesättigten Kapseln wurden durch Vakuumfiltration auf einem Nylonsieb 
(Porengröße 20 µm) gesammelt und nach einer Filtrationszeit von 30 s in einem Röhrchen (d = 
8 mm) gewogen (ca. 1 g) und aufbewahrt. 
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Abb. 5: Luftgetriebenes Kreislaufsystem für wässrige Lösungen von optisch aktiven Substan-
zen, deren Konzentration polarimetrisch registriert wird. (1) thermostatiertes und belüftetes Inkuba-
tionsgefäß, das die Kiefernexinen aufnimmt, (2) zylindrischer Partikelfilter, welcher derart einge-
passt ist, dass er den geriffelten Drainagebereich sowie den Ringkanal vor dem Filtratauslass be-
deckt, (3) thermostatierte Küvette (1 mL). 

 
Aus diesem Röhrchen konnten die Partikel (filtrierte Masse) in wenigen Sekunden in das Inkubati-
onsgefäß überführt werden. Wurden vitale Pollenkörner (150 mg, lufttrocken) untersucht, so 
wurden sie vor Zugabe in das Inkubationsgefäß in Siliconöl AS4 suspendiert, s. 3.2.6. Die Zugabe 
der Partikel erfolgte hier in Form der Suspension, die aus dem Eppendorf-Röhrchen möglichst 
schnell quantitativ in die Dextranlösung überführt wurde. Osmotisch induzierte Volumen-
änderungen der Zentralkapsel wurden durch Zugabe des Osmotikums (nur geringfügige Absen-
kung des Wasserpotential 0,9-1,8 kPa) in die Suspension von Sporopolleninkapseln induziert. Die 
gewählte Menge des Osmotikum befand sich in einer Dextranlösung, deren Drehwinkel mit der-
jenigen der Dextranlösung im air-lift-System genau übereinstimmte. Um Schlieren zu vermeiden 
wurde der Fluss während der Probenzugabe unterbrochen. (Absperren der Luftzufuhr). Die Kali-
brierung der Drehwinkel erfolgte im Anschluss an jedes Experiment durch Zugabe von 100 µL 
Wasser oder Substanzlösung. 
 

3.5 Gelchromatographische Permeatanalyse zur Erfassung von Permeabili-
tätskoeffizienten von Dextrangrößenfraktionen 

Der Austausch von Dextranfraktionen mit der Zentralkapsel wurde untersucht, indem ein Diffusi-
onsexperiment mit der Gelpermeationschromatographie (GPC) einer polydispersen Dextran-Bepro-
bungslösung (DPS) kombiniert wurde [Woehlecke und Ehwald, 1995]. Die Zusammensetzung der 
verwendeten DPS ist in Tabelle 1 angegeben. 
Sporopolleninkapseln wurden zehn Tage in einem großen Volumen DPS geschüttelt, dann mittels 
Vakuumfiltration gesammelt und getrocknet (s. 3.7). Die Proben der filtrierten Masse (150 mg) wur-
den für unterschiedliche Intervalle mit 450 µL Standard-Phosphatpuffer inkubiert. Die DPS wurde 
vor und nach der Inkubation mittels GPC analysiert. Die Zeitskala der Elugraphen wurde anhand 
einer Säulenkalibrierung mit geeigneten Standardproteinen computergestützt in Stokes´ sche Ra-
dien transformiert [Dautzenberg et al., 1999]. 



 21

Tabelle 1: Zusammensetzung der Dextran-Beprobungslösung (DPS) 

Bestandteil Hersteller Stokes' scher 
Radius der höchst-
konzentriertesten 
Größenfraktion * 

[nm] 

Konzentration in 
der Probenlösung 

[mg mL-1] 

Dextran T70 4,56 0,900 
Dextran T20 

Pharmacia, Uppsala, 
Schweden 3,99 0,975 

Dextran 15 3,61 1,125 
Dextran 8 2,46 3,000 
Dextran 4 

Serva, Heidelberg, 
Deutschland 

1,99 0,750 
Dextran 4, 24 h 
hydrolysiert **, 

 1,50 0,750 

Dextran 4, 48 h 
hydrolysiert ** 

 1,24 1,050 

α-Methylglucosid Fluka, Buchs, 
Schweiz 0,38 0,525 

* erhalten durch GPC an einer kalibrierten Superdex-75-HR-Säule am Peakmaximum. 
** 0,06 M Schwefelsäure, 80 °C. 

 
Die Austauschrate wurde aus der Größenabhängigkeit des Quotienten q = C/C’ gewonnen, wobei 
q’ den Maximalwert (impermeable Fraktion, d.h. „Dextran-T70-Peak“) darstellt, der aus den Peaks 
von Dextran T70 als Leer- bzw. Totvolumen erhalten wurde, und p’’ den Minimalwert (vollständig 
ausgetauschte Fraktion, d.h. „Zuckerpeak“), der aus den Peaks des α-Methylglucosids erhalten 
wurde. Die Austauschquotienten q lassen sich für bestimmte Austauschraten γ (0,33; 0,50 und 
0,66; s. Abb. 13 B) graphisch erhalten. Die Austauschrate γ bezieht sich auf den anteiligen Aus-
tausch der Größenfraktionen, die gemeinsam mit dem Stokes´schen Radius aus den an der 
kalibrierten Superdex-Säule (75-HR, Pharmacia) ermittelten Elugrammen abgelesen wurden; dabei 
entspricht q’ einem nahezu vollständigen Ausschluss γ ≤ 0,10 , die Halbwertszeit einem Gamma 
von 0,5 und q’’ entspricht einem nahezu vollständigen Austausch γ ≥ 0,90 . 
 

3.6 Größenausschlusschromatographie mit Sporopolleninkapseln 
3.6.1 Füllen der Chromatographiesäulen 

Als Chromatographiesäulen dienten die Leersäulen HR10/30 (30 X 1 cm) und HR16/5 (5 X 1,6 cm) 
der Firma Amersham Biosciences. Die Säulen wurden mit der Pumpe der HPLC-Anlage von Shi-
madzu bei einem Druck von 8 bis 9 kPa und einer Fließgeschwindigkeit von 2 mL min-1 mit Sporo-
polleninkapseln in Form einer wässrigen Suspension (300-310 mm ±2 mm) gepackt. Bei Flussra-
ten bis 25 mm min-1 und Drücken bis 16 kPa blieb das Volumen (23,5 ± 0,16 mL) der erhaltenen 
Festbetten weitestgehend konstant (vgl. Abb. 15). 
 

3.6.2 Analyse der Chromatogramme: Flussratenabhängige Peakverbreiterung bei 
Elution von (niedermolekularen) Lösungen an gepackten Sporopolleninkapseln 

Die mit Sporopolleninkapseln gepackte Säule war mit einer computergesteuerten HPLC-Einheit 
von Shimadzu und einem RI-Detektor (ERC7512) verbunden. Für die Bestimmung der Permeabili-
tät der Zentralkapsel für verschieden große Moleküle wurde die Peakverbreiterung in Abhängigkeit 
von der Flussrate untersucht. Dazu wurden die niedermolekularen Substanzen (Alkanole, Ethylen-
glykol, Glycerol, Alanin und Zucker) in Wasser (c = 10 g L-1), die größeren Moleküle (Proteine und 
Dextranpolymere) in HPLC-Puffer gelöst (c = 1 g L-1), 50 µL Lösung der zu untersuchenden Probe 
aufgetragen und mit gasfreiem Wasser bzw. Phosphatpuffer bei konstanten Flussraten zwischen 
0,125 und 0,75 mL min-1 (lineare Flussraten von 27 bis 163 µm s-1) eluiert. Für jede Substanz wur-
de die Peakvarianz (bei 60,7 % der Peakhöhe) für die oben genannten Flussraten graphisch be-
stimmt. Die verwendete Flussrate wurde genügend klein gewählt, so dass das relative Elutionsvo-
lumen nicht infolge unvollständiger Äquilibrierung mit der stationären Phase reduziert wurde. Das 
Elutionsvolumen wird auf das gesamte Säulenvolumen bezogen. Das Totvolumen Vtot wurde be-
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stimmt, indem die Säule kurzgeschlossen, d.h. die Säulenzuleitung an der Schraubverbindung ge-
trennt und direkt mit dem Einlass des RI-Detektors verbunden wurde. Bei einer Fließgeschwindig-
keit v von 0,05 mL min-1 wurde eine stark verdünnte Probe (0,1-0,2 g L-1) aufgetragen und deren 
Retentionszeit ttot erhalten. Aus v und dem nach der Zylinderformel berechnetem Volumen der 
Schraubverbindung (bis zur HPLC-Säule und vom Säulenauslass bis zum Einlass des Detektors) 
konnte für Vtot ein Volumen von 267 µL berechnet werden. Dies wurde zum Säulenvolumen ad-
diert. Es wurde darauf geachtet, dass das externe Volumen weniger als 1,1 bzw. 2,6 % des Volu-
mens der Packung betrug. 
 

3.7 Initialraten der osmotisch induzierten Wasserabgabe aus 
wassergesättigten Zentralkapseln 

Die Sporopolleninkapseln (3.2.2) wurden mit einer 3 %igen Lösung von Dextran T70 äquilibriert. 
Zum Zeitpunkt Null wurden der Suspension Dextranlösungen genau gleicher Dextrankonzentration 
mit bekanntem osmotischem Potential zugegeben. Nach kurzen Inkubationsperioden (10-20 s) 
wurden die Partikel durch Vakuumfiltration durch ein geeignetes Nylon-Tuch (10 µm Maschenwei-
te) von der Flüssigkeit getrennt. Aus der Konzentrationsänderung der Dextranlösung, der Inkubati-
onszeit, dem Volumen der Zentralkapseln in der Probe und dem Verhältnis zwischen Oberfläche 
und Volumen der Zentralkapseln und dem osmotischen Potential des Mediums (0,9-1,8 kPa) wur-
den die Ultrafilterkoeffizienten der Exine an der Zentralkapsel für das jeweilige Osmotikum berech-
net. 
Ein bestimmtes Volumen der Suspension SuspensionV  (4,5-4,9 mL) wurde für kurze Zeit (meist 10 s) 

mit 0,1 bis 0,5 mL konzentrierter Osmotikalösung OsmotikumV , welche das Dextran in derselben Kon-
zentration enthielt (Abweichung des Drehwertes < 0,01°), geschüttelt und rasch durch ein trocken-
es Nylonsieb unter Vakuum filtriert, zentrifugiert und der Drehwinkel α  des Überstands gemessen. 
Der Referenzwinkel α ′ wurde erhalten, indem die osmotisch wirksame Dextranlösung mit dem 
Überstand der zentrifugierten Suspension gemischt wurde. Die osmotisch induzierte Volumen-
änderung der Zentralkapsel VΔ wurde aus polarimetrischen Messungen erhalten: 

( ) ( )[ ]ααα ′−′+=Δ OsmotikumSuspension VVV
 (2)

Um die Schrumpfungsrate r = ΔV/V in den ersten 10, 12 oder 20 s ermitteln zu können, musste der 
Volumenanteil der wassergesättigten Zentralkapseln CV  in der Ausgangs-Suspension bekannt 
sein. Er wurde bei der Herstellung dieser Suspension folgendermaßen bestimmt: Die filtrierte Mas-
se (50 g) wassergesättigter (0,94 mL H2O g-1 FM) Sporopolleninkapseln lnKapsem  wurde mit dem 

gleichen Volumen DextranV  (50 mL) einer Dextran T70-Lösung (60 g L-1, 0α = 31,850 ± 0,010°) ge-
mischt und anschließend durch Zentrifugation abgetrennt. Aus der hierbei erfolgten Verdünnung 
des Dextrans wurde das Dextranausschlussvolumen, das dem Volumen der Zentralkapseln in der 
Stammlösung entspricht, berechnet. Der Drehwinkel des Überstands 1α  wurde auch dazu genutzt, 
um das Wasservolumen zu berechnen, das zugefügt werden musste um die standardisierte Dex-
trankonzentration (30 g L-1) in der Versuchslösung zu erhalten. 
Der Ultrafilterkoeffizient (LPD) wurde berechnet aus der Änderung des osmotischen Drucks ( πΔ ), 
der Rate ( r ), der Versuchszeit tΔ  und dem Volumen/Oberflächenverhältnis ( β , s. 3.2.3): 

π
β

Δ
=
rLPD  (3)

 
 

3.8 Konzentrationsänderung beim Quellen trockener Exinefragmente in 
Dextran- und Zuckerlösungen 

Lyophilisierte Exinefragmente (200 mg) wurden mit 6 mL der jeweiligen Dextran- oder Zuckerlö-
sung (je 30 g L-1) in dicht schließenden Polyethylenröhrchen (15 mL-Falconröhrchen) drei Tage bei 
RT geschüttelt. Anschließend wurde die Flüssigkeit durch Zentrifugation (11400 g) abgetrennt. Der 
Überstand musste nochmals zentrifugiert werden, um die für eine genaue polarimetrische Messung 
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erforderliche Transparenz zu erreichen. Vor dieser zweiten Zentrifugation wurden, um Luftbläschen 
aus den Fragmenten zu entfernen, die verschlossenen Röhrchen in ein Ultraschallbad gestellt. 
Dextran- und Zuckerkonzentrationen der Ausgangslösung bzw. des Überstandes wurden bei 25 °C 
mit einer relativen Genauigkeit von mindestens 0,2 % mit einem Perkin & Elmer-Polarimeter 141 M 
bei λ = 365 nm (Hg-Linie) gemessen. 
 

3.9 Gas-Durchbruchspannung an flüssigkeitsgesättigten Säulenfüllungen 
von Sporopolleninkapseln 

Eine Suspension intakter Sporopolleninkapseln wurde in der jeweiligen Flüssigkeit (Wasser, Etha-
nol, n-Heptan) auf einen Polypropylenfilter in eine Glassäule (Durchmesser 7 mm, Höhe 25 mm) zu 
einem dichten Festbett gepackt. Die Packung wurde mit 5 mL der jeweiligen Flüssigkeit bei defi-
niertem Unterdruck (50 hPa) gewaschen; dabei wurde darauf geachtet, dass das Bett mit Flüssig-
keit bedeckt blieb. Vor jeder Messung wurde die über dem Festbett stehende Flüssigkeit ohne Luft-
druckdifferenz abgelassen, so dass sie kapillar bei geringem Schweredruck (< 200 Pa) gehalten 
wurde. Daraufhin wurde entweder der Luftdruck in der Flasche langsam verringert oder der Luft-
druck oberhalb des Bettes langsam erhöht bis die mobile Flüssigkeit aus dem Interpartikelraum 
austrat und Luft nachgesaugt wurde. Dies führte zum Druckabfall. Die hierfür erforderliche kritische 
Druckdifferenz wurde mit einem Drucksensor (AktivSensor GmbH) bestimmt. 
 

3.10 Gravimetrische Evaporationsmessung 
Wässrige Suspensionen von gereinigten Exinekapseln und vitalen Pollenkörnern wurden auf einer 
Analysewaage (Sartorius AG), Genauigkeit ±1 mg, getrocknet. Zur Beschleunigung der Evapora-
tion wurde die Probe mit 250 µmol m-2 s-1 bestrahlt (Wolfram-Glühbirne), so dass Evaporations-
raten von mehr als 0,1 µL s-1 erreicht wurden. 
 

3.11 Titration 
Aus Aceton getrocknete Sporopolleninkapseln (250 mg) wurden in 12 mL Vorlage (50 mM K2SO4 
und 3 mM H2SO4) gequellt und für 20 min im Vakuum entgast. Parallel wurde die Vorlage ohne die 
Kapseln entgast. Die pH-Messung erfolgte mit einem Digital-pH-Messgerät (MV 870) und Einstab-
Elektrode (InLab 410), die bei pH 2,0 und pH 7,1 kalibriert wurde. Zuerst wurden die pH-Werte der 
Suspension und der Blindprobe durch Zugabe von NaOH auf den gleichen pH-Wert eingestellt. An-
schließend wurde unter ständigem Rühren in 10 bis 50 µl Schritten mit einer Kolbenhub-Mikropi-
pette 0,5 M NaOH zugegeben und der pH-Wert notiert. Um die Vergleichbarkeit der Titrationskur-
ven von Suspension und Vorlage zu gewährleisten, wurden beide Lösungen nacheinander, erst 
von pH 2,6 bis etwa pH 7 und dann weiter bis pH 12, titriert. 
 

3.12 Mikroskopische Techniken 
Für die Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurden Sporopolleninkapseln oder 20 µm dicke Ge-
frierbruchschnitte in Ethanol entwässert, mit 10 nm Goldpartikel besputtert und aus Tetramethylsi-
lan luftgetrocknet. Die Bilder wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop (Leica S360) aufge-
nommen. Für die Konfokale Laserraster-Mikroskopie wurde das Gerät Leica CLSM oder die konfo-
kale Laserrastereinheit LSM 510 META kombiniert mit einem Axiovert 200 M Mikroskop von Zeiss 
eingesetzt. 
 

3.13 Analyse der Formänderung bei der Rehydratation vitaler Pollenkörner 
10 mg lufttrockener Pollenkörner wurden in einem Eppendorf-Röhrchen in 100 µL Siliconöl AP100 
suspendiert, wobei sich die Luftsäcke spontan mit dem Öl füllten (vgl. 3.2.6). Anschließend wurde 
1 mL einer Calciumchloridlösung (20 mM) hinzugesetzt und geschüttelt, wobei die Körner in der 
wässrigen Phase dispergiert vorlagen. Nach der angegebenen Zeit wurden die Dispersionen bei 
13000 g zentrifugiert. Zwanzig Sekunden reichten aus, um alle Körner aus der wässrigen Umge-
bung (obere Phase) in das Siliconöl (Bodenphase) zu überführen. 
Nach der oben beschriebenen Probennahme wurde das Öl mit den lufttrockenen Pollenkörnern 
oder mit solchen, welche für verschieden lange Zeiten rehydratisiert wurden, zwischen Objektträ-
ger und Deckglas ausgebreitet und mit Nagellack versiegelt. Die Autofluoreszenz des Sporopollen-
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4 Ergebnisse 

4.1 Untersuchungen an Sporopolleninkapseln 
4.1.1 Permeation von niedermolekularen Substanzen, Polymeren und Partikeln 

4.1.1.1 Zentralkapsel und Luftsäcke 

Für die Charakterisierung der Sporopolleninkapseln ist die Bestimmung der Größenverhältnisse 
unerlässlich. Das Verhältnis von Volumen (V) zu Oberfläche (A) geht in die Berechnung von Per-
meabilitätskoeffizienten ein. So wurde die annähernd ellipsoide Zentralkapsel morphometrisch un-
tersucht, indem Ausdrucke lichtmikroskopischer Aufnahmen von dichten Suspensionen der Sporo-
polleninmikrokapseln vermessen wurden. Die zwei kurzen Durchmesser (b und c in Abb. 6) wurden 
entweder von Aufsichten oder von Seitenansichten erhalten; der Durchmesser b ist der kleinere 
(obere Skizze in Abb. 6), so dass die Kapsel distal abgeflacht ist. Eine Abschätzung von V/A erfolg-
te gemäß: 

6

3 abc
A
V

=
 

(4)

 

 

Abb. 6: Modellskizze für die morphometrische Untersuchung der ellipsoiden Zentralkapseln. Die 
dargestellten Durchmesser a, b und c (Werte in Tabelle 2) wurden an lichtmikroskopischen Aufnah-
men der sedimentierten Kapseln (in Aufsicht oder Seitenansicht) bei definiertem Abbildungsmaß-
stab mit einem Messschieber vermessen. Dabei erhält man die beiden kleinen Durchmesser b 
und c entweder von Seitenansichten (b, oben) mit dem distalen Pol nach unten, oder von Aufsicht-
en (c, unten) und den langen Durchmesser (a) aus beiden Ansichten. 

Die Zentralkapsel von P. nigra ist für alle drei Durchmesser größer als die von P. sylvestris L 
(Tabelle 2). Dabei stimmen die Verhältnisse der Durchmesser a/b = 1,4 und c/b = 1,1 bei beiden 
Arten auffallend gut überein. Das Volumen der Zentralkapsel beträgt bei P. sylvestris 
1,42 * 10-5 mm3 (14,2 Pikoliter) und bei P. nigra 1,97 * 10-5 mm3 (19,7 Pikoliter). Der Äquivalentradi-
us, d.h. der Radius einer Kugel mit dem Volumen der Zentralkapsel, vgl. Gleichung (4), 

361 abcr = beträgt bei P. sylvestris 15,05 µm und bei P. nigra 16,75 µm.  
Die Luftsäcke sind nahezu kugelförmig und mit einem Radius von etwa 9 µm deutlich kleiner als 
die Zentralkapsel. 
Die dreiteiligen Sporopolleninkapseln sind aus verschiedenen Exineschichten aufgebaut (vgl. 
Abb. 3). Die beiden inneren Schichten, die das Lumen der Zentralkapsel auskleiden, wurden Nex-
ine genannt, die äußeren Schichten bilden zusammen die Sexine [Straka, 1975; Rowley et al., 
2000b]. Die Sexine grenzt den Corpus bzw. Zentralkapsel nach außen ab. Sie ist an den Seiten 
von der Nexine abgelöst und erweitert und bildet so die Luftsäcke (Sacci). Hier und auch an der 
übrigen Fläche, wo sie mit der Nexine der Zentralkapsel in Verbindung steht, ist die Sexine aus Co-
lumellae und Tectum aufgebaut. In Abb. 7 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von 
gereinigten Mikrokapseln bzw. deren Gefrierschnitte (Abb. 7 C-G) dargestellt; vollständige Kapseln 
sowie einige Sacci sind infolge Trocknung kollabiert (Abb. 7 A und B). In Abb. 7 A ist eine Mikro-
kapsel mit den Sacci nach oben orientiert. Die Oberflächenskulptur der Sacci erscheint ähnlich 
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einer Honigwabe ornamentiert. In Großaufnahmen (Abb. 7 E und G) erkennt man, dass das nur 
dünne Tectum zerstreut von zahlreichen Poren mit einer Größe von ca. 0,2 µm durchbrochen wird. 

Tabelle 2: Das Verhältnis zwischen Volumen V und Oberfläche A der Zentralkapsel. Das Ver-
hältnis V/A wurde aus den Durchmessern a, b und c (vgl. Abb. 6) nach Gleichung (4) berechnet. 
Mittelwerte mit Standardabweichungen, n = Anzahl der Messungen 

 Durchmesser [µm]  

 a b c V/A [µm] 

Pinus sylvestris 37 ± 3,5 26 ± 2,4 29 ± 3,5 5,01 

n 129 90 41  

     

Pinus nigra 41 ± 4,1 29 ± 3,0 32 ± 3,1 5,58 

n 123 86 38  

 
 

 

Abb. 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von ganzen, getrockneten Sporopollenin-
kapseln und Exine-Gefrierschnitten von Kiefernpollen (P. sylvestris). (A, B) intakte getrocknete 
Kapseln, (C-D, F) Gefrierschnitte durch die Exine, (E, G) vergrößerte Ansicht der Oberfläche der 
saccalen Exine. Die Oberflächenskulptur der alveolaren Ectexine ist an den Sacci gröber als an der 
Zentralkapsel (B). Während die Innenansicht der Luftsäcke die Wabenstruktur der Columellae 
zeigt, erscheint diejenige der Endexine in der Zentralkapsel glatt (C, D). Die wabenartige, nach in-
nen offene Stützstruktur (Columellae) und die Dachschicht (Tectum) der Sexine an den Sacci ist 
in F erkennbar. Das Tectum weist zahlreiche feine Poren auf, deren Weite unter 1 µm liegt (E, G). 
Die Kapseln oder 20 µm dicke Gefrierbruchscheiben sind mit 10 nm Goldpartikeln besputtert. Die 
Bilder wurden mit einem Leica REM-S360 gemacht. 
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Die unregelmäßig netzartige Struktur der Sacci geht auf Leisten (Columellae) zurück, die von 
einem Tectum nach innen vorspringen (alveolat). In tangentialen Gefrierbrüchen wird die 
Schichtung der Exine deutlich. Die Stützstrukturen der Columellae sind zu ihrem Lumen hin offen 
(Abb. 7 C und F). Nexine und Sexine sind an der Zentralkapsel etwa 2 µm mächtig. Die Oberfläche 
der Zentralkapsel wird, wie die der Sacci, von einer makroporösen Sexine gebildet (Abb. 7 B), 
deren Columellae aber kürzer sind und dichter beieinander liegen. 
 

4.1.1.2 Permeation von niedermolekularen Farbstoffen sowie markierten 
Makromolekülen und Mikropartikeln 

Die Diffusion von Farbstoffen, fluoreszenzmarkierten Dextranen und Latexpartikeln in die Zentral-
kapsel und in die lateralen Sacci wurde mit Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 8) und Lichtmikroskopie 
(Abb. 9) untersucht. 
 

 

Abb. 8: Verteilung von niedermolekularen Farbstoffen, gefärbten Polymeren und Partikeln in 
Sporopolleninkapseln. (A) Carboxyfluorescein (c = 0,01 g L-1, Mr = 376,3 g mol-1) permeiert durch 
die Exine der Zentralkapsel (3 h). (B, C) FITC-Dextran (c = 0,4 g L-1, Mr = 282 kDa) dringt nur in 
zerstörte Kapseln ein, intakte Zentralkapseln schließen FITC-Dextran aus (3 h). (D) FITC-markierte 
Submikrometerpartikel mit Durchmessern bis ca. 0,2 µm permeieren in die Sacci (Latexpartikel, c = 
0,26 mg L-1, 15 min). (E) Mikrometerpartikel mit Durchmessern von 1,0 µm werden auch von den 
Sacci ausgeschlossen (FITC-markierte Latexpartikel, c = 0,11 mg L-1, 3 h). Kapseln (P. sylvestris) 
wurden in deionisiertem Wasser gewaschen und in der Farbstofflösung dispergiert und geschüt-
telt); Leica CLSM, Exzitation 488 nm, Emission 535 ± 15 nm, Maßstab = 20 µm. 
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In den ersten Minuten blieb Carboxyfluorescein (Natriumsalz) von leeren Zentralkapseln ausge-
schlossen (nicht gezeigt); dieser Farbstoff hatte nach 3 h im Kapselinneren die Außenkonzentrati-
on erreicht (Abb. 8 A). Das FITC-Dextran mit einer mittleren Molmasse von 282 kDa wurde wie 
auch FITC-markiertes Serumalbumin (Mr = 69 kDa, nicht gezeigt) von intakten Zentralkapseln aus-
geschlossen (Abb. 8 B, C) aber beide Makromoleküle und selbst ein Teil der FITC-markierte Latex-
kügelchen, mit einem mittleren Durchmesser von 218 nm, tauschten mit dem Lumen der Luftsäcke 
aus (Abb. 8D). Latexkügelchen mit 1 µm Durchmesser wurden jedoch von den Sacci ausgeschlos-
sen (Abb. 8 E). 
Evans Blau, ein wasserlöslicher und proteinfärbender Farbstoff mit vier Sulfonsäureresten (960 Da, 
Stokes´ scher Radius = 1,3 nm) drang innerhalb von 3 h weder in den Corpus denaturierter Pollen-
körner noch in die leeren Zentralkapseln ein, aber akkumulierte schnell in denaturierten Sporoplas-
ten, wenn deren Exine verletzt war (Abb. 9A-C). Evans Blau tauschte ohne erkennbare Verzöge-
rung mit dem Lumen der Sacci aus (Abb. 9). Die Zentralkapsel schloss den Farbstoff dauerhaft 
aus; nur verletzte Zentralkapseln ließen den Farbstoff eindringen (Abb. 9 B). Wurde reifer Kiefern-
pollen für drei Tage in 10 g L-1 Evans Blau inkubiert, so war das Cytoplasma, auch bei unverletzter 
Exine, leicht angefärbt (Abb. 9 D). 
 

 

Abb. 9: Verteilung von Evans Blau in Sporopolleninkapseln und Pollenkörnern. (A) Sacci sind in 
Bruchteilen einer Sekunde gefärbt, intakte Zentralkapseln schließen den Farbstoff aus (3 h). 
(B) wie in (A) wobei im gewählten Ausschnitt verletzte Kapseln überrepräsentiert sind. (C) der Cor-
pus der Pollenkörner schließt Farbstoff länger als 3 h aus. (D) das Cytoplasma intakter Pollen-
körner wird erst nach (3 d) Tagen angefärbt; Sporopolleninkapseln (A, B) und reife Pollenkörner (C, 
D) von P. sylvestris (A) und P. nigra (B-D). Maßstab = 100 µm. 

 
Die untersuchten Kiefernspezies P. sylvestris und P. nigra zeigten bei den verwendeten Farbstof-
fen und Partikeln keine Unterschiede hinsichtlich ihrer Permeabilität bzw. Ausschlussvermögen. 
 

4.1.1.3 Permeation von Dextran T70 und Zuckern 

Anhand der bereits dargestellten Versuche ist erkennbar, dass die Luftsäcke lediglich extrem gro-
ße Partikel ausschließen und ihre Hülle selbst für Makromoleküle hochpermeabel ist, während die 
Zentralkapsel, welche von einer geschlossenen Nexine ausgekleidet ist, ein Ultrafilter mit sehr ge-
ringer Permeabilität für das Evans-Blau darstellt. Um die Permeabilität der Zentralkapsel zu quanti-
fizieren wurde der Stoffefflux mit einer polarimetrischen Methode (Abb. 5) analysiert. 
Intakte Sporopolleninkapseln, die 30 Tage in einer Dextranlösung T70 (30 g L-1, 70000 g M-1, 2 g 
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Dextran T70 und beschreibt den Austausch von Zuckern und Dextranen mit diesem leicht zugäng-
lichen Verteilungsraum (0,70 ± 0,2 mL g-1), der sich morphologisch aus Interpartikel- und Luftsack-
volumen zusammensetzt. 
 

Tabelle 3: Verteilungsraum einer filtrierten Masse Sporopolleninkapseln (P. nigra) nach dreißig-
tägiger Inkubation in einer Lösung von Dextran T70 (30 g L-1) 

Diffusions- 
zeit (h) 24 72 240 720 

Dextran-Verteilungsraum 
(mL g-1 Feuchtmasse) 0,58 0,65 0,62 0,68 

 

 
Eine zweite, langsamere Kinetik setzte etwa 30 Sekunden nach Zugabe der Kapseln ein (Abb. 11); 
das Ausmaß der zweiten Kinetik ist mit Δ bezeichnet. 
Die Zuckerabgabe, d.h. der Efflux der chiralen Substanz, war nach zehn (Monosaccharid) bis 
45 Minuten (Trisaccharid) abgeschlossen und der resultierende Drehwinkel αmax im umgebenden 
Medium erreichte ein Plateau. 
 

 

Abb. 11: Efflux von Zuckern aus zuvor beladenen, mit Flüssigkeit gesättigten Sporopolleninkap-
seln in reines Wasser. Zum Zeitpunkt Null wurden filtrierte Kapseln (A, 300 mg, P. nigra; 
B, 215 mg, P. sylvestris), die zuvor für 24 h in 0,15 M Zuckerlösung (A, α-Methylglucosid, B, Raffi-
nose) äquilibrierten, zu je 8 mL Wasser in das Messsystem gegeben; Kalibrierung mit 0,2 mL der 
Inkubationslösung (Pfeil). 

 
Falls die membrankontrollierte, diffusive Stoffabgabe aus vorbeladenen Kapseln (zweite Phase in 
Abb. 11) einen Prozess erster Ordnung (nach dem 1. Fick´schen Gesetz) darstellt, lässt sich dieser 
Prozess bis zum Zeitpunkt Null (t0), d.h. Zeitpunkt der Kapselzugabe, extrapolieren, auch wenn er 
anfangs durch die Mischungskinetik überlagert wird. Der Drehwinkel α0 repräsentiert die Ausgangs-
konzentration des Mediums (= 0) für den Efflux aus den Zentralkapseln. Um die zweite Phase zu li-
nearisieren, wird der natürliche Logarithmus der Differenz Δ zwischen dem Endwert αmax und dem 
aktuellen Drehwinkel αt gegen die Diffusionszeit t aufgetragen. Die resultierende Funktion be-
schreibt eine Gerade mit dem Ordinatenabstand ln Δ0 und der negativen Steigung k als Geschwin-
digkeitskonstante. Aus Δ0 und dem Endwert des Drehwinkels lassen sich die Zucker-Verteilungs-
räume für die erste und zweite Phase der Effluxkinetik berechnen. Dazu wurde die Kalibrierung 
(Abb. 12) verwendet. 
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Abb. 12: Efflux von Zuckern aus vorgesättigten Kapseln. Die Differenz des finalen (αmax) und 
des aktuellen (αt) Drehwinkels ist gegen die Diffusionszeit (1,5 ≥ t ≥ 5) halb-logarithmisch aufge-
tragen (vgl. Abb. 11). Das Volumen des langsam austauschenden Raums (Zentralkapsel) wurde 
für t = 0 extrapoliert und betrug für (A) α-Methylglucosid 0,34 (R = 0,93) und für (B) Raffinose 
0,30 mL g-1 (R = 0,99). 

 
Unabhängig von dem untersuchten Zucker erfolgte der Übergang von der ersten zur zweiten Kine-
tik bei einem Drehwinkel von αmax – Δ0 nach wenigen Sekunden (ca. 20 s), welcher mit 0,65 bis 
0,71 mL g-1 FM dem Verteilungsraum der Polymere entspricht und als Summe der Volumina von 
Interpartikelraum und Sacci aufgefasst werden muss. Die langsame, zweite Kinetik beschreibt den 
Efflux von Zuckern aus der Zentralkapsel. Der zugehörige Verteilungsraum betrug 0,28 bis 0,35 mL 
g-1 FM, ohne dass sich die Werte für Methylglucosid und Raffinose signifikant unterschieden; Mit-
telwerte sind in Tabelle 4 angegeben. Die Geschwindigkeitskonstante τ2ln=k  resultiert aus 
dem Regressionskoeffizienten in Abb. 12 und liefert die Halbwertszeit der Zuckerpermeation durch 
die Exine der Zentralkapsel. Dass es sich hierbei tatsächlich um einen membrankontrollierten Pro-
zess handelt, zeigt der folgende Vergleich mit einem Prozess, der durch die Diffusion in der Was-
serphase von den Dimensionen der Zentralkapsel limitiert wäre. Die theoretische Halbwertszeit ei-
nes solchen Prozesses τ' kann aus der von Crank [1957] angegebenen Diffusionsgleichung (5) für 
einen kugelförmigen Raum abgeschätzt werden: 

D
r 2

' 0305,0=τ
 

(5)

 
Dabei is D der Diffusionskoeffizient in Wasser (s. [Atkins, 1990] S. 628f.) und der Äquivalentradius 
wurde aus den drei Radien a, b und c nach der Formel 3 abcr = abgeschätzt. Der Fehler, der 
durch die Unterschiedlichkeit von a, b und c für die Diffusionsgeschwindigkeit entsteht, führt zu ei-
ner Unterschätzung der Permeationsgeschwindigkeit, da die Diffusionsgeschwindigkeit in dem 
Ellipsoiden am stärksten durch den kleinsten Weg bestimmt wird. Führt man die Rechnung mit den 
Diffusionskoeffizienten der jeweiligen Zucker in Wasser durch, ergeben sich sehr kurze Halbwerts-
zeiten (Tabelle 4). 
Die gemessenen Halbwertszeiten des Zuckeraustrittes aus der Zentralkapsel sind, verglichen mit 
diesen Werten, um drei bis vier Größenordnungen höher. Der Unterschied ist am größten bei Raffi-
nose. Wie zu erwarten, behindert die Exine die Diffusion von größeren Molekülen stärker als von 
kleinen. 
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Tabelle 4: Efflux von Zuckern aus zuvor beladenen Zentralkapseln 

Spezies Zucker 

Verteilungs-
raum* 

Vp  
[mL g-1] 

Geschwin-
digkeits-
konstante *
k [s-1] 

Permea-
bilitäts 
koeffi-
zient * 
P [µm s-1] 

P ∗ 5,0
rM  

[nm s-1 g0,5 
mol0,5] 

Halb-
werts-
zeit ge-
messen*

τ [s] 

Halb-
werts-
zeit† 
theor. 
τ' [ms] 

Pinus 
sylvestris 

α-Methyl-
glucosid 0,29 ± 0,02 0,0056 ± 

0,0021 
0,028 ± 
0,0104 393 138 10,3 

 Raffinose 0,30 ± 0,01 0,0021 ± 
0,0001 

0,010 ± 
0,0004 231 338 15,9 

Pinus  
nigra 

α-Methyl
glukosid 0,34 ± 0,01 0,0112 ± 

0,0021  
0,062 ± 
0,0116 870  63 12,8 

* erhalten durch Extrapolation der Kinetik erster Ordnung aus Abb. 11 für t = 0 
† berechnet für den diffusionskontrollierten Austausch mit einer ungerührten Wassersphäre ent-
sprechend der Größe der Zentralkapsel 
Mr : Molekularmasse des jeweiligen Zuckers. 

 
Da der Zuckeraustritt aus den Zentralkapseln in das bewegte Medium offensichtlich membrankon-
trolliert ist, konnten Permeabilitätskoeffizienten auf der Basis der Volumen-Oberflächenverhältnisse 
(s. Tabelle 2) und der jeweiligen Geschwindigkeitskonstanten gemäß AVkP =  berechnet und in 
Tabelle 4 angegeben werden. Die Relation zwischen dem Permeabilitätskoeffizienten des Mono-
saccharids und demjenigen des Trisaccharids ist wesentlich größer als die Relation der Diffusions-
koeffizienten in Wasser, die mit dem Kehrwert der Quadratwurzel der Molmasse abnimmt 
(Tabelle 4). Dies kann als Hinweis auf die direkte Behinderung der Diffusion in der Sporopollenin-
matrix gedeutet werden. Offensichtlich ist die Permeabilitätsbegrenzung für die Zucker nicht allein 
durch einen geringen Flächenanteil unselektiver, wassergefüllter Poren zu erklären. 
Da Pollen der Waldkiefer in größerer Menge zur Verfügung stand, wurden die meisten Versuche 
mit diesen durchgeführt und nur einzelne Versuche mit P. nigra verglichen. Dabei hatte die Exine-
präparation der zuletzt genannten, im Vergleich zu P. sylvestris, einen mehr als doppelt so hohen 
Permeabilitätskoeffizienten; dieser Unterschied zeigte sich auch bei anderen Untersuchungen (vgl. 
Dextranmethode), ein artspezifischer Unterschied ist aber nicht gesichert, da von jeder Spezies nur 
eine Präparation untersucht wurde. 
Um die Größenausschlussgrenze der Zentralkapsel für Makromoleküle zu analysieren, wurden die 
bisher bereits eingesetzten Verfahren zur Analyse der Größenausschlussgrenze von Zellwänden 
mit polydispersen Dextranlösungen [Woehlecke und Ehwald, 1995; Dautzenberg et al., 1999] ein-
gesetzt und so an die Fragestellung angepasst, dass auch Permeabilitäten von Größenfraktionen 
unterhalb der Größenausschlussgrenze bestimmt werden konnten (s, 3.5). Das Verfahren besteht 
darin, dass man eine Dextran-Mischung aus zahlreichen Molekülgrößenfraktionen durch die Exine 
permeieren lässt und anschließend das Permeat mit Hilfe von Größenausschlusschromatographie 
analysiert und mit der Ausgangslösung vergleicht. 
Die Sporopolleninkapseln wurden in der polydispersen Dextranlösung (s. Tabelle 1, S. 21) für 10 d 
äquilibriert, gefiltert und danach für bestimmte Zeiten in Pufferlösungen inkubiert, um das aus den 
Kapseln ausgetretene Permeat zu gewinnen. In der so gewonnenen Lösung sind die permeablen 
Dextranfraktionen stärker vertreten als die impermeablen, welche nur aus dem Oberflächenfilm 
und durch Adhäsion in den Sacci in das Permeat überführt wurden. Um diese impermeablen An-
teile im Permeat zu quantifizieren enthielt die Ausgangslösung Dextran T70, das bei der für die 
Größenausschlusschromatographie verwendeten Superdex-Säule als Peak im Leervolumen eluiert 
wird (Abb. 13 A, Kurve c). Außerdem enthielt die Dextran-Ausgangslösung das Monosaccharid 
α-Methylglucosid, das in wenigen Minuten mit der Zentralkapsel äquilibriert und daher verglichen 
mit Dextran T70 im Permeat überrepräsentiert ist. Um den Transport durch die Kapselmembran für 
jede Größenfraktion zu erfassen, wurden die beiden Elugramme (Abb. 13 A, Kurve c und c’) mitein-
ander verrechnet, so dass für jede Größenfraktion ein Konzentrationsverhältnis q = c / c’ ermittelt 
wurde; vgl. [Woehlecke und Ehwald, 1995]. Die Abhängigkeit dieses Verhältnisses vom Stokes´ 
schen Radius (Abb. 13 B) ergab sich unter Berücksichtigung der zuvor durchgeführten Kalibrierung 
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der Säule mit Proteinstandards. Das Maximum dieses Verhältnisses liegt bei den permeablen Stof-
fen, die sowohl während der Inkubationszeit in der Dextranlösung als auch bei der Bildung des 
Permeates in der Pufferlösung ein Diffusionsgleichgewicht mit der Zentralkapsel erreichten. Das 
Minimum wird bei den Stoffen gefunden, die bereits während der Inkubation vollkommen von der 
Zentralkapsel ausgeschlossen blieben. Für langsam permeierende Stoffe, bei denen das Gleichge-
wicht während der Efflux-Periode (maximal 9 h) nicht vollständig erreicht wurde, ergibt sich ein Zwi-
schenwert, aus dem eine Austauschrate γ (der Anteil, der Größenfraktion, der aus der Zentralkap-
sel in das Permeat übergetreten ist) für die jeweilige Efflux-Periode bestimmt werden konnte. Wird 
die Austauschzeit verlängert, so nimmt der Quotient für die langsam permeierenden Dextranfrakti-
onen ab und der q-Graph zeigt die Permeation auch größerer Dextranfraktionen an. Bei längeren 
Diffusionszeiten erreichen auch größere Moleküle eine hohe Austauschrate (Abb. 13 B); dabei ent-
sprechen den bestimmten Austauschraten γ (0,33; 0,50 und 0,66) definierte Molekülgrößen-
fraktionen. 
 

 

Abb. 13: Zeitabhängige Fraktionierung an Sporopolleninkapseln von optisch aktiven, poly-
dispersen Dextran- und Zuckerlösungen. Größenausschlusschromatographisch erzeugte Elugrap-
hen (A) der polydispersen Dextran-Beprobungslösung (DPS) in ihrem originären Zustand (c) und 
nach 20 min Efflux (c’) aus filtrierten, zuvor mit DPS beladenen Sporopolleninkapseln (P. 
sylvestris), in eine Pufferlösung; die Diffusionszeit ist durch geeignete Kalibrierung in Stokes´ sche 
Radien transformiert. Rechts (B) ist der Austauschquotient q = c / c’ für den Efflux nach zwei Zeit-
intervallen (20 min und 9 h) gegen den Stokes´ schen Radius aufgetragen. Das Maximum q’ (im-
permeable Fraktion) wurde aus den Peaks von Dextran T70 an dem Leervolumen der Säule 
(Superdex HR75, 30 X 1 cm, Pharmacia) erhalten, das Minimum q’’ (vollständig ausgetauschte 
Fraktion) wurde aus den α-Methylglucosid-Peaks erhalten; je Elugraph sind drei Austauschraten γ 
bestimmt (punktierte Line). 

 
Die Geschwindigkeitskonstante k für den membrankontrollierten Diffusionsausgleich (vgl. 4.1.1.3) 
zwischen der Kapsel und dem Permeat ergibt sich bei einer bestimmten Diffusionszeit t : 
 

( ) tk γ−−= 1ln  (6)

Sie wurde für die in Abb. 13 B skizzierten Niveaus der Austauschrate γ berechnet und den ent-
sprechenden Stokes’ schen Radien zugeordnet (Tabelle 5). 
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Tabelle 5: Permeabilitätskoeffizienten von verschieden großen Dextranmolekülen, denen ge-
mäß definierter Austauschraten und nach Ablauf bestimmter Diffusionszeiten Stokes' sche Radien 
zugeordnet sind († von Graphen vom Typ der Abb. 13 B abgelesen). Die Werte betreffen die 
Durchlässigkeit der Zentralkapsel von Exinen der Kiefer (P. sylvestris L.) 

Diffusions-
zeit [min] 20 60 180 720 

Austauschrate γ 0,66 0,50 0,33 0,66 0,50 0,33 0,66 0,50 0,33 0,66 0,50 0,33

Geschwindig-
keitskonstante * 
k [s-1 * 10-3] 

0,90 0,58 0,33 0,30 0,19 0,11 0,10 0,06 0,04 0,03 0,02 0,01

Permeabilitäts-
koeffizient * 
[nm s-1] 

4,50 2,89 1,67 1,50 0,96 0,56 0,50 0,32 0,19 0,17 0,11 0,06

Stokes' scher 
Radius† [nm] 1,05 1,15 1,30 1,35 1,58 1,83 1,60 1,95 2,20 2,13 2,50 2,95

*  Berechnung basiert auf Austauschrate und Diffusionszeit und ist im Text erklärt. 

 
Nach einigen Stunden zeigten Dextranmoleküle mit rS zwischen 1,0 und 2,5 nm kleine, aber mess-
bare Permeabilitätskoeffizienten. Sie erreichten nach spätestens drei Tagen ihr Gleichgewicht (Er-
gebnisse nicht dargestellt). 

 

Abb. 14: Abhängigkeit des Permeabilitätskoeffizienten (P) von dem Stokes´ schen Radius der 
Zucker und Dextrangrößenfraktionen, welche aus vorbeladenen Sporopolleninkapseln der Kiefer 
abgegeben werden. Zur Verdeutlichung des Wertebereichs ist P logarithmisch angegeben. Mess-
werte mit gleichem Symbol stehen für Werte, die bei derselben Austauschrate γ (● 0,33; ○ 0,50; 
■ 0,66) nach verschieden langen Diffusionszeiten (vgl. Abb. 13 B, Werte aus Tabelle 5) erhalten 
wurden. ▲ geben P für α-Methylglucosid und Raffinose, basierend auf Effluxkinetiken (vgl. 
Abb. 11 A, B) an. 

 
Noch nach 20 min Diffusionszeit waren Dextranfraktionen mit rS > 1,5 nm kaum aus der Zentralkap-
sel ausgetreten. Größenfraktionen > 2,5 nm permeierten zu langsam, als dass deren Permeabilität 
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mit genügender Genauigkeit in der vorgegebenen Versuchszeit bestimmt werden konnte. Für 
Dextrangemische konnten, je untersuchter Austauschrate γ , für jede gemessene Diffusionszeit 
drei Werte für Sr erhalten werden (Abb. 13) und die daraus berechneten Permeabilitätskoeffizi-
ent (P) in Abb. 14 zusammengeführt werden. Die halb-logarithmische Auftragung gegen den 
Stokes´ schen Radius für P. sylvestris von 0,6 bis 2,0 nm, für P. nigra von 0,6 bis 1,5 nm entspricht 
annähernd einer Geraden. Da die Kurven einheitlich sind, obwohl sie aus den Diffusionszeiten für 
drei verschiedene Austauschraten (0,33, 0,50 und 0,66) resultieren, kann gefolgert werden, dass 
das kinetische Modell (Austauschkinetik 1. Ordnung) realistisch ist und die untersuchten Kapseln 
hinsichtlich ihrer Permeabilität einheitlich waren. Wenn die Kapseln sich stark in der Permeabilität 
unterschieden, käme es bei dem höchsten Austauschquotient (= geringste γ) zu signifikant höher-
en Werten für P (Tabelle 5). 
 

4.1.1.4 Permeabilitätskoeffizienten von niedermolekularen Substanzen an der Zentral-
kapsel (Nexine) von gepackten Sporopolleninkapseln anhand der kinetischen 
Peakverbreiterung 

Die Diffusion von der Alkohole und anderer kleiner Moleküle oder Ionen durch die unverletzte Exi-
ne der Zentralkapsel erfolgt so schnell, dass sie mit Hilfe der bisher beschriebenen Methoden, die 
auf der Abtrennung des Mediums durch Filtration beruhen, nicht verfolgt werden kann. Um die Per-
meabilität für diese Stoffe messen zu können, wurde ein Verfahren eingesetzt, das aus der kine-
tischen Theorie der Verteilungs- und Ausschlusschromatographie folgt [Ehwald et al., 2002b]. Vor-
aussetzung hierfür sind homogene, gut gepackte Säulen, die mit hohen Flussraten durchströmt 
werden können. Wässrige Suspensionen von Sporopolleninkapseln wurden bei einer Flussrate von 
2 mL min-1 in HPLC-Säulen (1 x 30 cm) gepackt (Abb. 15). 
 

 

Abb. 15: Hysteresis der Flussratenabhängigkeit des Druck von Festbetten aus Sporopollenin-
kapseln in Phosphatpuffer. Für die Messung wurde die Flussrate zuerst gesteigert (●) und nach Er-
reichen des Maximalwerts wieder gemindert (∆). Die Kapseln (P. sylvestris) lassen sich zu druckre-
sistenten Festbetten in eine Leersäule (Pharmacia HR10/30, 1 x 30 cm) packen. 

 
Das Volumen der erhaltenen Festbetten (ca. 23,5 ±0,16 mL) aus den Kapseln von P. sylvestris 
blieb bei Flussraten bis ca. 25 mm min-1 (2 mL min-1) weitestgehend konstant. Dabei nahm der re-
sultierende Druck in der Packung annähernd linear mit der Flussrate zu. Das Festbett zeigt dem-
nach eine annähernd konstante hydraulische Leitfähigkeit bis 15 kPa. Wenn die Flussrate v über 
ca. 0,5 mm s-1 (> 16 kPa) gesteigert wurde, sackte die Packung ab und wurde verdichtet. Dies war 
wesentlich stärker in Ethanol als in Wasser der Fall (Ergebnisse nicht dargestellt, [Lerche et al., 
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2002]). Eine anschließende Minderung der Flussrate (Abb. 15) führte, bei gleicher Flussrate, zu hö-
heren Drücken als bei Steigerung der Flussrate (Hysteresis auf Grund irreversibler Verdichtung). 
Packungen triporater Sporopolleninkapseln der Birke waren trotz einer geringeren Partikelgröße et-
was leichter durchströmbar als die Packungen der inaperturaten Exine von Pinus (Ergebnisse nicht 
dargestellt). 

 

Abb. 16: Elution von polymeren Dextranen unterschiedlicher Molekülmasse, einem Dextran-Al-
bumin-Gemisch und Ethanol an gepackten Sporopolleninkapseln der Kiefer. Dextran T5000 (Mr = 
5000 kg mol-1) wird von nahezu allen Kapselräumen ausgeschlossen (Ausschlussvolumen = Inter-
partikelvolumen) und hat bei te = ca. 17,6 min das Elutionsmaximum (oberstes Elugramm, 1.Peak; 
vgl. Tabelle 6). Albumin eluiert als zweiter Peak (te = ca. 29 min) und tauscht auch mit dem Volu-
men der Luftsäcke aus; Ethanol eluiert als dritter Peak (te = 56 min). Dextran T2000 (Mr = 2000 kg 
mol-1, rS = ca. 40 nm) wird teilweise ausgeschlossen (Interpartikelvolumen); der andere Teil eluiert 
als zweiter Peak (te = ca. 33 min) entsprechend dem Volumen der Sacci. Dextran T70 (Mr = 70 kg 
mol-1, rS = 4,56 nm) tauscht, wie Albumin, mit den Luftsäcken aus. Für eine scharfe bzw. voll-
ständige Trennung der Molekülgrößenfraktionen von T70 war die Flussrate (0,5 mL min-1) zu hoch 
(asymmetrische Peaks). Probenvolumen 50 µL, c = 10 g L-1 Eluent (Phosphatpuffer), 100 % Fest-
bettvolumen (23,7-25,9 mL) in Leersäule (HR10/30, 1 x 30 cm); die Detektion erfolgte refrakto-
metrisch (RI-ERC7512); Kapseln (P. sylvestris). 
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Hochmolekulare und niedermolekulare Stoffe wurden von den Säulen in Form von Peaks mit mole-
külgrößenabhängiger Elutionszeit eluiert, wobei das relative Elutionsvolumen von der Flussrate un-
abhängig war. Interessanterweise wurden Proteine und besonders hochmolekulare Stoffe als be-
sonders scharfe Peaks eluiert (Abb. 16, Abb. 17). 
 

Tabelle 6: Relatives Elutionsvolumen von polymeren Dextranlösungen an gepackten Sporopol-
leninkapseln bei unterschiedlichen Flussraten. Die zuerst eluierte Größenfraktion (Peak 1) wird von 
allen Kapselräumen ausgeschlossen und entspricht dem Interpartikelvolumen. Die im zweiten 
Peak eluierte Fraktion tauscht neben dem Interpartikelvolumen auch mit dem Volumen der Sacci 
aus. Probenvolumen 50 µL, c = 10 g L-1; Eluent Standard-Phosphatpuffer, 100 %Festbettvolumen 
22,3-22,7 mL (Leersäule HR10/30, 1 x 30 cm), refraktometrische Detektion (RI-ERC7512,), Kap-
seln (P. sylvestris) 

Dextran 
Fluss- 
rate  

[mm s-1] 

Elutionsvolumen  
[% Säulenvolumen] 

  Peak 1 Peak 2 
T5000 0,04 38,6 64,2 
 0,10 38,2 64,3 
 0,11 38,4 64,3 
    
T2000 0,04 39,1 64,1 
 0,10 38,9 63,6 
 0,11 39,1 63,6 
    
T70 0,05 -- 67,0 
 0,11 -- 66,9 
 0,16 -- 65,8 
 0,21 -- 66,5 

 
 
Die Elutionszeit te des Peakmaximums von Dextran T5000 entsprach einem relativen Elutionsvolu-
men Ve von 38,2 % (Tabelle 6, vgl Abb. 16). Das Elutionsvolumen der ausgeschlossenen Polyme-
re, das dem Produkt aus der Elutionszeit und der Volumenflussrate entspricht, wurde auf die Sum-
me aus dem Bettvolumen und dem Totvolumen (Volumen der Säulenzu- und ableitung) bezogen, 
um so den Volumenanteil des Interpartikelraumes zu berechnen: 

tote

DexTe
kelraumInterparti VV

vt
V

+
= )5000(  (7)

Es betrug 38-39 %. Für die Bestimmung des Volumens der Sacci wird das bereinigte Elutionsvolu-
men eines Proteins (Abb. 17), des Dextran T70 (Abb. 16) oder eines jeden anderen Stoffes, der mit 
dem Volumen der Luftsäcke austauscht, auf das Gesamtvolumen bezogen und davon das oben 
bestimmte Interpartikelvolumen subtrahiert. Das Volumen der paarigen Sacci betrug 24-26 % des 
Bettvolumens. Gelöste niedermolekulare Stoffe äquilibrierten mit der gesamten stationären Flüssig-
phase, die sich hauptsächlich aus dem Interpartikelraum, den Sacci und dem Lumen der Zentral-
kapseln ergibt. Da das Porenvolumen in der wassergesättigten Sporopolleninmatrix nur etwa 
0,2 mL g-1 TM (Tabelle 12, S. 48) beträgt und der Masseanteil des Feststoffes in der Packung 6-
7 % ausmacht, kann das Porenvolumen nur etwa 2 % des Bettvolumens ausfüllen und hat daher 
keinen nennenswerten Einfluss auf das Elutionsvolumen. Der Volumenanteil der Zentralkapseln 
entspricht daher in guter Näherung der Differenz des relativen Elutionsvolumens der niedermoleku-
laren Stoffe, die in die Zentralkapsel permeieren, und von Dextran T70, bezogen auf das Gesamt-
volumen (Ve+ Vtot): 

tote

DexTe

tote

Zuce
selZentralkap VV

vt
VV
vt

V
+

−
+

= )70(ker)(  (8)

Das Volumen der Zentralkapsel betrug 27-31 % und war damit etwas größer als das der paarigen 
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Sacci. Ein stets vorhandener kleiner Anteil von mechanisch verletzten Zentralkapseln bzw. Sacci 
wird bei diesem Verfahren als Interpartikelraum erfasst. 
Während das relative Elutionsvolumen von der Flussrate unabhängig war, nahm die Peakbreite mit 
Anstieg der Flussrate zu. Dies galt insbesondere für die niedermolekularen Stoffe, deren Aus-
tausch an der Zentralkapsel kontrolliert wird, in geringerem Maße aber auch für Proteine und Dex-
trane, die nicht mit der Zentralkapsel austauschen. 
Die Peakvarianz σ2, d.h. das Quadrat der halben Peakbreite bezogen auf das Elutionsvolumen 
(vgl. Abb. 17) wurde für jeden Lauf bei 60,7 % der Höhe des Peakmaximums bestimmt und in das 
Höhenäquivalent einer theoretischen Trennstufe (H ) transformiert: 

L
V

H
e
2

2σ
=

 
(9)

dabei ist L die Länge der aus Kapseln gepackten Festbetten und eV  das Elutionsvolumen zum 
Zeitpunkt des Peakmaximums. Die Trennstufenanzahl oder Bodenzahl N ergibt sich entsprechend: 

2

2

σ
eVN =

 
(10)

Daher bot sich die Möglichkeit, die Kinetik des Diffusionsaustausches quantitativ mit Hilfe der 
Theorie der Austauschkinetik bei der Verteilungs- und Ausschlusschromatographie [Giddings, 
1965] zu behandeln; diese Theorie gilt sowohl für die Austauschkinetik niedermolekularer Teilchen 
durch die Exine der Zentralkapsel als auch für die von Polymeren an der die Luftsäcke begrenzen-
den Sexine. Voraussetzungen hierfür sind, dass die rein strömungsbedingte Peakverbreiterung 
(Kanaldispersion) und die Peakverbreiterung durch Axialdiffusion vernachlässigbar sind. Die Kanal-
dispersion ist vom Austausch mit der stationären Flüssigphase unabhängig. 
 

 

Abb. 17: Elution von Proteinen und niedermolekularen Stoffen aus einem Festbett von gepack-
ten Sporopolleninkapseln. Refraktometrische Detektion von Immunoglobulin (IG, 900 kDa, punk-
tiert), Human Serum Albumin (HSA, 69 kDa, gestrichelt) und Alanin (AS, 88 Da, durchgezogene Li-
nie). Proteine tauschen schnell mit den Luftsäcken, Alanin tauscht langsam mit der Zentralkapsel 
aus, dabei ist 2 σ die Peakbreite bei 60,7 % der Peakhöhe; Probenvolumen 50 µl, 100 % Festbett-
volumen = 24,8 mL, Kapseln (P. sylvestris), Leersäule (HR10/30, 1 x 30 cm); bei einer Flussrate 
von 0,5 mL min-1 lastete ein Druck von 3 hPa auf dem Festbett. 
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Tabelle 9: Kinetische Peakverbreiterung (ΔH/Δv) bei der Elution von niedermolekularen Stoffen 
und Zuckern an gepackten Sporopolleninkapseln in Abhängigkeit von der Flussrate. Die Peakbrei-
te (σ) am Elutionsmaximum (te) liefert die Trennstufenzahl (N). Retentionsfaktor (R), die Abhängig-
keit der Trennstufenhöhe (H) von der Flussrate (v) und das Volumen/Oberflächen-Verhältnis der 
Kapseln (P. sylvestris, 5,01 µm) ergibt die Permeabilität (P) der Kapselexine. Dabei wurde Dex-
tran T70 bei 67,3 % des Säulenvolumens (Leersäule Pharmacia, HR10/30, 1 x 30 cm, V = 23,09 
bis 23,40 mL) eluiert. 50 µL Probenvolumen, c = 10 g L-1 

  
v 

[mm 
s-1] 

te 
[min] 

Ve 
[% Säulen-
volumen] 

σ 
[min] 

N = 
(t/σ)² R ΔH/Δv 

[mm s-1] 
P 

[µm s-1] 

         
Alanin 0,027 180 90,9 13 186 0,73 39,5 0,048 
 0,053 89 89,8 8 112 0,74   
 0,106 43 86,5 5 64 0,77   
         
Glycerol 0,002 2252 96,4 82 753 0,69 57,8 0,036 
 0,005 873 93,4 36 591 0,71   
 0,011 434 92,9 24 338 0,72   
         
Glucose 0,002 2247 96,2 87 664 0,69 92,9 0,022 
 0,005 868 92,9 43 406 0,72   
 0,011 429 91,7 28 239 0,73   
         
α-Methyl- 0,002 2234 95,6 92 585 0,70 106,0 0,019 
glucosid 0,005 866 92,7 45 368 0,72   
 0,011 429 91,9 30 211 0,72   
         
Raffinose 0,002 2213 94,7 128 298 0,70 386,5 0,006 
 0,005 839 89,8 73 133 0,74   

 
 
Die Übereinstimmung war sehr gut. Insgesamt ergibt sich unter Einbeziehung der Daten zur Lang-
zeitpermeation von kleineren Dextranfraktionen (s. S. 33-34) eine Molekülgrößenabhängigkeit der 
Permeabilitätskoeffizienten über einen Wertebereich von mehreren Größenordnungen, die 
Schlussfolgerungen über die Porenverteilung in den untersuchten Sporopolleninmembranen zu-
lässt (vergl. Diskussion 5.1.2, S. 66). 
Die Permeabilitätskoeffizienten hängen über das Verhältnis von Volumen/Oberfläche mit der Halb-
wertszeit des Diffusionausgleiches (τ) zusammen. Für Methanol und Ethanol ist τ gleich 11 resp. 
25 Sekunden. Sie liegen um etwa drei Größenordnungen über den Halbwertszeiten, die sich für 
den Austausch der Alkohole mit einer ungerührten Wasserzone von der Größe der Zentralkapsel 
errechnen lassen (vgl. Tabelle 4, S. 32). Auch für diese kleinen Moleküle ist der Austausch daher 
strikt membrankontrolliert. 
 
 

4.1.2 Weitere physiko-chemische Eigenschaften des Sporopollenins 

4.1.2.1 Adhäsion von Wasser, Alkanolen und n-Heptan 

Wenn reife Kiefernpollen oder daraus präparierte Sporopolleninkapseln in Emulsionen von Wasser 
und n-Heptan oder Wasser und Butanol suspendiert wurden, sedimentierten diese in die wässrige 
Phase bzw. in die konvexe Phasengrenze; das gleiche Ergebnis wurde auch für Exinen von Betula 
und Alnus erhalten. Quollen lyophilisierte Sporopolleninkapseln in reinem Butanol, Pentanol oder 
n-Heptan und wurde diese Suspension anschließend mit dem zweifachen Volumen einer wässrig-
en Suspension von Chinesischer Tusche geschüttelt, so verteilten sich alle Kapseln in der wäss-
rigen Phase (Abb. 19) oder sie waren wenigstens, insbesondere in der n-Heptan-Wasser-Dispersi-
on, von einem dünnen Wasserfilm umgeben; Kapseln, die zum Quellen in Wasser gebracht und 
danach in die organisch-wässrige Dispersion überführt wurden, blieben in der Wasserphase. Keine 
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der Kapseln war vollständig von der organischen Phase umgeben, auch wenn sie in derselben vor-
gequellt wurden. 
 

 

Abb. 19: Verteilung von lyophilisierten Sporopolleninkapseln in wässrigen Emulsionen mit Buta-
nol, Pentanol und n-Heptan. Die Kapseln (P. sylvestris) wurden in 0,5 mL Butanol (A), tuschege-
färbtem Wasser (B), Pentanol (C) oder n-Heptan (D) gequellt und mit 1 mL Pentanol (B) oder 1 mL 
tuschegefärbtem Wasser gemischt. Alle Kapseln sind von schwarzgefärbtem Wasser (Chinesische 
Tusche) bzw. eines Films desselben (D) umgeben. 

 
Um die Benetzungskräfte zwischen verschiedenen Flüssigkeiten und dem Sporopollenin quantitativ 
vergleichen zu können, wurden die lyophilisierten Sporopolleninkapseln mit verschiedenen Flüssig-
keiten (Wasser, Ethanol und n-Heptan) in kleinen Säulen zu einem Partikelbett gepackt und die kri-
tische Druckdifferenz ermittelt, welche das Eindringen von Luft in die engen Zwischenräume zwi-
schen den Kapseln und das Ausfließen der jeweiligen Flüssigkeit aus den Partikelbetten bewirkte. 
 

Tabelle 10: Kritische Druckdifferenz für den Eintritt von Luft in den Interpartikelraum von flüssig-
keitsgesättigten Betten gepackter Sporopolleninkapseln. Kapseln (P. nigra) wurden als Nassbetten 
(Höhe 25 mm, Durchmesser 7 mm) in Glassäulen gepackt und abnehmendem Luftdruck (Saug-
spannung) an der unteren Öffnung oder zunehmendem Luftdruck (Kompression) an der oberen 
Öffnung solange ausgesetzt, bis die kritische Druckdifferenz erreicht war und die mobile Flüssig-
phase auslief 

 Kritische Druckdifferenz [102 Pa]* 
 

Oberflächenspannung 
σ gegen Luft bei 20 °C 
[mN m-1] Saugspannung Kompression 

Deionisiertes Wasser 72,6 -80 ±  11   93 ±  13 

Ethanol 22,8 -82 ±  19 139 ±    4 

n-Heptan 19,7 -19 ±    3   27 ±    8 

* Mittelwerte ± Standardabweichung 

 
Alle untersuchten Flüssigkeiten wurden spontan gegen die Schwerkraft von Packungen getrockne-
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ter Kapseln eingesaugt. Ein Ausfluss von Ethanol oder Wasser aus den Interpartikelräumen erfolg-
te erst dann, wenn der Luftdruckunterschied annähend 10 kPa betrug (Tabelle 10). Im Gegensatz 
dazu adherierte n-Heptan mit weit geringerer Kraft in der Packung. Die kritische Druckdifferenz war 
beim Saugen etwas kleiner als bei der Anwendung von Überdruck (Tabelle 10). 
Unter der Voraussetzung gleicher Porenradien bzw. Packungsdichten (s. Abb. 15 und [Woehlecke 
et al., 2002]) ergibt sich in einem Kapillarsystem wie der verwendeten Trockenpackung der Gleich-
gewichtsdruck P nach dem Laplaceschen Gesetz und der barometrischen Höhenformel ([Atkins, 
1990], S. 158-161): 

gr
P γσ cos2

=
 

(13)

Hierin bedeuten σ die Oberflächenspannung der Flüssigkeit, γ der Grenzwinkel der Feststoffbe-
netzung der Flüssigkeit in Luft, g die Gravitationsbeschleunigung und r der Innenradius der Kapilla-
re. 
Ethanol und Wasser benetzen eine gereinigte Glasoberfläche vollständig, der Kontaktwinkel be-
trägt 0°. Für einen quantitativen Vergleich der Benetzbarkeit von Wasser und Ethanol an gepack-
ten Sporopolleninkapseln kann die kritischen Druckdifferenz (ΔP), die nötig ist, dass Luft in den 
flüssigkeitsgefüllten Interpartikelraum der Festbetten eindringt, genutzt werden um den Kapillar-
durchmesser (2 r) abzuschätzen, der sich bei der vollständigen Benetzung (Spreiten, γ = 0) des 
Sporopollenins ergeben würde. Aus der Gleichung (13) ergibt sich für Ethanol ein Kapillarradius 
von mindestens 4,4 µm. Dieser Wert ist in Anbetracht eines minimalen Kapseldurchmessers von 
26 µm (vgl. Tabelle 2) und eines Interpartikelvolumen der Sporopolleninkapseln von etwa 38-39 % 
(vgl. Tabelle 6) des Packungsvolumens [Bohne et al., 2005] realistisch. 
Möglicherweise ist der Kontaktwinkel von Ethanol zu Sporopollenin nicht viel größer als Null. Da 
die Kapillarkraft proportional zu cos γ und zur Oberflächenspannung σ ist, kann Ethanol, dessen 
Oberflächenspannung kaum ein Drittel von Wasser aufweist, das Sporopollenin deutlich besser be-
netzen als Wasser, obwohl beide Flüssigkeiten gleich große Kapillarspannungen in den Partikel-
betten entwickelten. Unter der Voraussetzung, dass der Kontaktwinkel des Ethanols den Wert 0 
annimmt, ergibt sich für Wasser ein Wert von ca. 74°. Der unter gleichen Voraussetzungen abge-
schätzte Wert des Kontaktwinkel von n-Heptan zu Sporopollenin liegt mit ca. 78° etwas höher. 
 

4.1.2.2 Quellung getrockneter Kapseln in Ethanol, Wasser, Aceton und n-Heptan 

Das Quellungsverhalten von Sporopolleninkapseln wurde untersucht, indem die Kapseln aus Was-
ser, Ethanol, Aceton oder n-Heptan getrocknet und anschließend in allen Flüssigkeiten resuspen-
diert wurden. Der Quellungsprozess wurde qualitativ durch lichtmikroskopische Beobachtungen 
(Tabelle 11) und quantitativ durch Feststellen der Sedimentationshöhe erfasst (Abb. 22). Die Kap-
seln quollen in Aceton und n-Heptan langsam und unvollständig, sie entfalteten sich nicht vollstän-
dig, trocknungsbedingte Verklebung blieb teilweise erhalten.  

 

Abb. 20: Sporopolleninkapseln aus Ethanol getrocknet und in Wasser gequellt; Kiefer (P. nigra). 
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Abb. 21: Sporopolleninkapseln, aus Wasser getrocknet und darauf in Ethanol gequellt, in Was-
ser mikroskopiert; (P. nigra). 

 

Tabelle 11: Quellvermögen von Sporopolleninkapseln in verschiedenen Flüssigkeiten nach dem 
lichtmikroskopischen Bild. Legende: +, vollständige Quellung (Abb. 21); —,  Kapseln nicht voll ent-
faltet, konkave Oberfläche (Abb. 20); ±, nur einige Kapseln sind vollständig gequollen, Ergebnisse 
nach Sacci und Zentralkapsel getrennt; Kapseln (P. nigra) 

Trocknung erfolgte aus 

A: Zentralkapsel Wasser Ethanol Aceton n-Heptan 

Wasser ± − ± ± 

Ethanol + + + + 

Aceton − − − − 

Q
ue

llu
ng

sf
lü

ss
ig

ke
it 

n-Heptan − − − − 

B: Sacci  

Wasser ± − ± ± 

Ethanol + + + + 

Aceton ± ± + + 

Q
ue

llu
ng

sf
lü

ss
ig

ke
it 

n-Heptan − − + ± 
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Auffällig war, dass die aus Ethanol getrockneten Pollenexinen sehr stark geschrumpft waren und 
sich in Wasser, Aceton und n-Heptan besonders langsam entfalteten (Abb. 20). 
Ethanol erwies sich als das beste der untersuchten Quellungsmittel (Abb. 21). Die beim Trocknen 
geschrumpften Kapseln entfalteten sich vollständig und zwar unabhängig von der Flüssigkeit, aus 
der sie getrocknet wurden. Die Exinen zeigten anschließend nur geringe Aggregationen. Auch die 
Quellung in Ethanol verlief am langsamsten bei den Proben, die zuvor aus Ethanol getrocknet wur-
den. Die Erklärung hierfür liegt darin, dass die Sporopolleninwände der Kapseln beim Trocknen 
aus Ethanol nach kohäsiver Annäherung und Berührung besonders stark miteinander verquellen 
und beim Verdunsten der Flüssigkeit stärker verkleben als bei der Trocknung aus schlechteren 
Quellflüssigkeiten (Tabelle 11). 
Wenn Ethanol das stärkste der untersuchten Quellungsmittel für das Sporopollenin der Kiefern-
exine ist, sollte sich das Sedimentvolumen einer definierten Menge dieser Kapseln verringern, 
wenn diese im vollständig entfalteten Zustand aus Ethanol in Wasser, Aceton oder n-Heptan über-
führt werden. Dies wurde auch festgestellt (Abb. 22). 
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Abb. 22: Festbettenvolumina gepackter Sporopolleninkapseln in unterschiedlichen Flüssigkeiten 
und in Luft. 1 g Kapseln (P. nigra) wurde in den jeweiligen Flüssigkeiten 5 min lang bei einer Be-
schleunigung von 313 g sedimentiert. Luft: Sedimentvolumen nach Trocknung aus Aceton. 

 
Das geringste Volumen des Sedimentes wurde in Wasser festgestellt, während die Pollen in Ace-
ton und n-Heptan ein etwas besseres Quellverhalten zeigten. Sporopolleninkapseln, selbst diejeni-
gen, deren Zentralkapsel geöffnet (vgl. 4.1.3.4) wurde, flottierten größtenteils in der Suspension, 
wenn das Ethanol durch Wasser ersetzt wurde, da sich im Lumen eine Gasblase gebildet hatte. 
Nur durch wiederholtes Zentrifugieren konnte eine Sedimentation der ganzen Probe erreicht 
werden. 
 

4.1.2.3 Absorption von Wasser und Verteilung gelöster Stoffe in gequollenem Sporo-
pollenin 

Eine wesentlich Voraussetzung zur Bestimmung der Wasserabsorptionskapazität des Sporopol-
lenins von Kiefernexinen besteht darin, dass die Untersuchung an gereinigten Exinefragmenten 
durchgeführt wird, die das Wasser ausschließlich in der Polymermatrix und nicht in den abge-
schlossenen Hohlräumen absorbieren. Die gravimetrische Methode zur Erfassung der Wasserab-
sorptionskapazität von Sporopollenin ist nicht einsetzbar, weil die Gewichtszunahme der Partikel 
nach deren Sättigung mit Wasser zum größten Teil auf der Adhäsion eines Wasserfilms an deren 
Oberfläche beruht. Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen aber, dass Dextran T70 mit einer 
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Tabelle 12: Wasserabsorption des Sporopollenins aus Lösungen mit unterschiedlicher Molekül-
größe. 200 mg lyophilisierte Exinefragmente (P. sylvestris) wurden zu 6 mL der jeweiligen Lösung 
gegeben; die Ausschlussvolumina unterscheiden sich auf dem 95 % Konfidenzniveau signifikant 
(LSD-Test); n = 5 

Lösung 

Relative Zunahme der Kon-
zentration gelöster Stoffe [%] 
nach Äquilibrierung mit lyo-
philisierten Exinefragmenten 

[33,3 mg mL-1] 

„Ausschlussvolumen“ (VA) 
des gelösten Stoffes im 

Wasservolumen 
[ml g-1 Sporopollenin] 

SD 

Mittlerer 
Verteilungs-
koeffizient im 
Dextran T70-
Ausschluss-

volumen 

Dextran T70 0,69        0,180  0,023 0,00 

Dextran T20 0,59        0,155 0,009 0,14 

Raffinose 0,26        0,069 0,012 0,62 

α-Methyl-
glucosid 0,10        0,027 0,008 0,85 

 
 
Das Zuckermonomer blieb von maximal 15 % des Porenraumes ausgeschlossen (Tabelle 12). 
 
 

4.1.2.4 Titrationskurven von wässrigen Suspensionen der Sporopolleninkapseln 

Um Wechselwirkungen des Sporopollenins mit verschiedenen Flüssigkeiten interpretieren zu kön-
nen, wurde das Vorkommen dissoziationsfähiger Gruppen durch Titration untersucht. Vorversuche 
hatten gezeigt, dass die Gleichgewichtseinstellung des pH-Wertes im mittleren pH-Bereich (4-10), 
sehr langsam erfolgte.  
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Abb. 23: Titration einer Suspensionen von Sporopolleninkapseln von pH 3 bis pH 11. Die Kap-
seln (250 mg, P. nigra) wurden in einer Vorlage (12 mL) von 0,05 M Kaliumsulfat und 3 mM 
Schwefelsäure suspendiert und mit 0,5 M NaOH titriert. ● – verbrauchte Lauge der Suspension, 
○ – verbrauchte Lauge der Vorlage. 
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Nach jeder Zugabe von Natronlauge kam es anfangs zu einer schnellen Erhöhung des pH-Wertes 
und anschließender Abnahme. Um den hierdurch auftretenden Fehler möglichst gering zu halten, 
wurde erst fünf Minuten nach jeder Alkalizugabe der pH-Wert abgelesen. Die Abb. 23 zeigt die 
Titrationskurven einer Suspensionen gereinigter Sporopolleninkapseln von Pinus nigra. 
Die Titrationskurven unterschieden sich hinreichend von den Titrationskurven der Vorlagen, um 
den spezifischen Laugenverbrauch der Kapseln zu ermitteln (Tabelle 13). Sporopolleninkapseln 
von P. nigra zeigten im untersuchten pH-Bereich 4 bis 10 eine annähernd pH-unabhängige Puffer-
kapazität. 
 

Tabelle 13: Pufferwirkung von Sporopolleninkapseln bei niedrigen und hohen pH-Werten; Kap-
seln (P. nigra), Mittelwerte und Standardabweichung; n = 3 

 

Spezifischer NaOH-Verbrauch [µmol g-1 TM] 

 pH-Bereich 4 bis 7 pH-Bereich 7 bis 10 

Pinus nigra 23,4 ±   1,8 27,5 ±   4,5 

 
 
Da Sporopollenin ausschließlich aus den Elementen C, H und Sauerstoff aufgebaut ist sowie aro-
matische Funktionen enthält [Wilmesmeier et al., 1993; Ahlers et al., 2000] sind die Funktionen, die 
im schwach sauren pH-Bereich dissoziieren, Carboxylgruppen, und die, welche im alkalischen puf-
fern, vermutlich phenolische Hydroxylgruppen. Während der Titration fiel auf, dass besonders im 
mittleren pH-Bereich der pH-Wert nach Zugabe der Laugen relativ schnell anstieg, bevor er danach 
sehr langsam wieder auf den Endwert abfiel. Dies kann dadurch erklärt werden, dass ein Teil der 
puffernden Funktionen innerhalb der Sporopolleninschicht lokalisiert ist und die Reaktion zwischen 
diesen Funktionen und der äußeren Flüssigphase durch die mikroporöse Matrix verzögert wird. 
Sporopolleninkapseln der Kiefer wiesen eine niedrigere Pufferkapazität als die pentaporaten Spo-
ropolleninkapseln von Alnus glutinosa [Wilke, 2002] auf. Dies muss nicht allein an der geringeren 
Konzentration dissoziationsfähiger Gruppen liegen, sondern kann auch in einer unterschiedlichen 
Zugänglichkeit dieser Gruppen begründet sein. 
 

4.1.3 Hydraulische Leitfähigkeit der Nexine und osmotische Eigenschaften der Zent-
ralkapsel 

4.1.3.1 Trocknungsexperimente: Evaporation von hydrierten Sporopolleninkapseln 
und von gequollenen, reifen Pollenkörnern 

Für die Bestimmung der physiologisch bedeutsamen hydraulischen Leitfähigkeit der Exine an der 
Zentralkapsel sind die bisher verwendeten Methoden zur Permeabilitätsbestimmung nicht geeig-
net, weil sie sich auf die diffusive Permeabilität bei vernachlässigbarem Volumenfluss beziehen. 
Zur Messung der hydraulische Leitfähigkeit müssen Volumenänderungen der Kapseln hydraulisch 
oder osmotisch induziert werden. 
Bereits eine einfache gravimetrische Analyse zeigte, dass die Exine einen (im Vergleich zum Pro-
toplasten) relativ geringen Widerstand für den Volumenfluss bewirkt. Suspensionen von Sporopol-
leninkapseln oder in entionsiertem Wasser gequollene Pollenkörner wurden unter einer Lichtquelle 
auf einer Wage so getrocknet, dass am Ende eine dünne Schicht der feuchten Partikel (33 bis 
40 mg auf  2 cm2 ) vorlag, deren Wasserabgabe in Abhängigkeit vom Wassergehalt aufgezeichnet 
wurde (Abb. 24). Bei der Verdunstung reinen Wassers nahm die Evaporationsrate sehr schnell ab, 
nachdem die vollständige Benetzung der Oberfläche nicht mehr gegeben war. Auch beim Trock-
nen der dünnen Schicht wassergefüllter Sporopolleninkapseln zeigte sich ein schneller Übergang 
vom Zustand der vollständigen Quellung bis zur vollständigen Trockenheit. Die Evaporation von 
intakten Partikeln erfolgte deutlich verzögert. 
Aus den Ergebnissen geht bereits hervor, dass die Evaporation nicht allein durch die Exine 
begrenzt wird, vor allem, wenn der Wassergehalt bereits reduziert ist. 
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Abb. 24: Vergleich der gravimetrisch bestimmten Verdunstungsraten von wassergesättigten 
Pollenkörnern und Sporopolleninkapseln. Die Geschwindigkeit der Evaporation aus wässrigen Sus-
pension von: (a) intakten, gequollenen Pollenkörnern (ca. 10 mg TM); (b) Sporopolleninkapseln 
(ca. 3 mg TM); (c) Verdunstung von reinem Wasser mit Schälchen. Der Wassergehalt der Partikel 
betrug in beiden Fällen ca. 30 µL; dargestellt ist die Verdunstungsgeschwindigkeit vor dem voll-
ständigen Austrocknen. * Beginn der intrapartikulären Verdunstung; man beachte die unterschied-
liche Strichstärke. Die Evaporation wurde durch eine Lichtquelle (250 µmol m-2 s-1) beschleunigt; 
Material: P. sylvestris. 

 

4.1.3.2 Osmotisch induziertes Schrumpfen der wassergefüllten Zentralkapsel 

Wurden wassergesättigte Sporopolleninkapseln der Kiefer in osmotisch wirksame Zucker- oder 
Salzlösungen überführt, so konnte ein rasches Schrumpfen der Zentralkapsel beobachtet wer-
den (Abb. 25). Die Kapseln schrumpften jedoch nicht, wenn die Konzentration des Zuckers oder 
Salzes langsam gesteigert wurde. Auf diese Weise konnten die Zentralkapsel mit hohen Konzen-
trationen von gelösten permeablen Teilchen äquilibriert werden, ohne dass dieselben schrumpften. 
Jedoch konnte das Schrumpfen der Kapseln nicht verhindert werden, wenn Natriumpolyacrylat mit 
einer mittleren Molmasse von 2100 g mol-1 als Osmotikum verwendet wurde, auch dann nicht, 
wenn der osmotische Druck langsam (0,1 kPa min-1) erhöht wurde. 
Es wurde versucht, die osmotisch bedingten Größen- und Formänderungen in ihrem Zeitverlauf 
quantitativ mit einem Partikel-Sizer (Analysette A22, Fritsch GmbH) zu erfassen. Dabei konnte 
zwar der Zeitverlauf diskontinuierlich charakterisiert werden; jedoch war eine quantitative Auswer-
tung der Volumenänderungen auf Grund der komplexen Geometrie der Kapseln nicht möglich.  
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Abb. 25: Sporopolleninkapseln der Kiefer schrumpfen in 5 %iger Natriumpolyacrylatlösung 
rasch und dauerhaft. Da das Osmotikum von der Zentralkapsel (P. sylvestris) ausgeschlossen 
bleibt, gibt dieselbe Wasser ab und schrumpft, wobei die Luftsäcke sich einander nähern; Osmoti-
kum: Na-Polyacrylat 2100, c = 50 g L-1 (π = 0,47 MPa). 

 
Da die im folgenden dargestellte polarmetrische Methode die Volumenänderungen genauer wie-
dergibt, wird auf die Darstellung der Größenänderungen mit der Analysette verzichtet. 

 

Abb. 26: Osmotisch induzierter Efflux von Wasser aus der Zentralkapsel. (A) Änderung der Dex-
trankonzentration nach der Zugabe von Natriumpolyacrylat. Das polarimetrische Messsystem ent-
hielt 902 mg FM von gepackten, wassergesättigten Sporopolleninkapseln (P. sylvestris). Dextran-
konzentration, 30 g L-1; Volumen außerhalb der Zentralkapsel, 9 mL; Volumen der Zentralkap-
sel VC, 322 µL. Bei t0 wurde 0,5 mL einer Dextran/Natriumpolyacrylat-Lösung zugegeben (Endkon-
zentration von Polyacrylat = 24 g L-1, π = 0,225 MPa). Die Messskala wurde durch Zugabe (Pfeil) 
von Wasser (100 µL) kalibriert. (B) Kontrollexperiment, bei dem das Osmotikum zu der Dextranlö-
sung ohne suspendierte Kapseln gegeben wurde. Die transiente Änderung des Drehwinkels wurde 
durch Schlieren in der Polarimeterzelle verursacht. 
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Betrag der hydraulischen Leitfähigkeit einer Membran ( PJL VP Δ= ) ihrem Ultrafilterkoeffizient 

( πΔ= VPD JL ). Diese Voraussetzungen treffen für die Hülle der Zentralkapsel (Exine) in einer 
kräftig gerührten Natriumpolyacrylat-Lösung mit nicht zu hoher Konzentration (< 25 g L-1) zu. Mit 
dem Reflexionskoeffizienten σ vergleicht man die hydraulische Effizienz eines Osmotikums an der 
Membran mit der eines äquivalenten hydrostatischen Druckes. Er ergibt sich als: 

PPD LL−=σ  (15)

Da für ein impermeables Osmotikum PPD LL −=*  gilt, kann σ  für ein permeables Osmotikum 

aus dessen Ultrafilterkoeffizient PDL  ( *PDPD LL=σ ) berechnet werden. In Kurzzeitversuchen 
(10-12 s) wurden mit relativ geringen osmotischen Drücken geringe Wasserabgaben (5-10 %) in-
duziert. Wurde die der Inkubationsdauer auf 20 s verlängert, so nahm der Absolutwert von PDL  
kaum ab (Tabelle 14). 
 

Tabelle 14: Ultrafilterkoeffizienten (LPD) der Exine an der Zentralkapsel für Natriumpolyacrylat. 
Die prozentuale Schumpfung wurde für verschiedene Inkubationszeiten und osmotische Druckdif-
ferenzen gemessen; Kapseln (P. nigra), Osmotikum, Na-Polyacrylat (2100 g L-1) 

 Osmotisches Potential [MPa] 

  -0,09  -0,18 

t [s]  12   20  12   20 

Schrumpfung [%]     10,0       16,0      15,2        21,0 

LPD [µm s-1 MPa-1]        -0,489               -0,472         -0,353               -0,292 

 

 
Ultrafilterkoeffizienten )( PPD LL −=  für Natriumpolyacrylat 2100 (Tabelle 15) betrugen –0,39 µm 
s-1 MPa-1 (P. sylvestris) und –0,48 µm s-1 MPa-1 (P. nigra). Diese Werte liegen in dem Bereich des 

PDL , der typisch für Plasmamembranen ( 0,1-10 µm s-1 MPa-1; [Lösch, 2001]) ist. 
 

Tabelle 15: Ultrafilterkoeffizienten der Exine an der Zentralkapsel. Die Werte für LPD wurden aus 
Anfangsraten (Inkubationszeit 10 Sekunden) der Schrumpfung erhalten; * individuelle Messung 

Osmotikum π [MPa] Ultrafilterkoeffizient LPD [µm s-1 MPa-1] 

  Pinus sylvestris Pinus nigra 

Natriumpolyacrylat 2100 -0,090 -0,387 ± 0,055  
(n = 9) 

-0,476 ± 0,144  
(n = 25) 

Natriumsulfat -0,118 -0,227* -0,285 ± 0,093  
(n = 15) 

  -0,208*  

 
 
Der Ultrafilterkoeffizienten PDL  der Exine für Natriumsulfat beträgt etwa 60 % desjenigen, der für 
das impermeable Osmotikum bestimmt wurde, so dass der Reflexionskoeffizient σ der Exine für 
Na2SO4 etwa 0,6 ist. Dieser Wert könnte etwas zu gering sein, da der in 10 s erfolgte Einstrom des 
Salzes in die Zentralkapsel nicht berücksichtigt wurde. Die osmotische Effizienz eines Salzes kor-
respondiert mit der relativ niedrigen Permeabilität der Exine für Zucker (vgl. Tabelle 4). 
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4.1.3.4 Osmotisch erzeugtes Platzen der Zentralkapsel 

Wenn Sporopolleninkapseln langsam mit konzentrierter Elektrolytlösung beladen werden und dann 
in Wasser überführt werden, entwickelt sich in der Zentralkapsel vorübergehend ein hoher Druck. 
Es wurde untersucht, ob die so erzeugten Drücke die Kapsel zum Platzen bringen, dabei wurde die 
Unversehrtheit der Zentralkapsel durch Ausschluss des Farbstoffs Evans Blau gezeigt (Abb. 29). 
 

 

Abb. 29: Integrität der Zentralkapsel vor und nach einem osmotischen Schock. (A) Kontrollprä-
paration. Nur wenige Kapseln sind (aufgrund von Rissen in der Exine) gefärbt. (B) Präparation 
nach dem Beladen mit Phosphorsäure (Endkonzentration 850 mL L-1) und nachfolgender Überfüh-
rung in deionisiertes Wasser. Nur wenige Kapseln schließen den Farbstoff (Evans Blau, c = 10 g 
L-1) aus. Die Sporopolleninkapseln wurden aus Pollenkörnern von P. sylvestris präpariert. 

 
Dieser Farbstoff (Stokes´ scher Radius 1,3 nm) ist tetravalent-anionisch und bleibt von unversehr-
ten Kapseln ausgeschlossen. Die meisten Kapseln überstanden den Transfer von gesättigter Natri-
umsulfatlösung (1,3 mol L-1) in Wasser. Ein Großteil der Kapseln platzt in Wasser, wenn dieselben 
zuvor mit einer gesättigten Lösung von Dihydrogenphosphat (7,1 mol L-1) beladen wurden. Kon-
zentrierte Phosphorsäure (850 mL L-1) erwies sich als das effizienteste Osmotikum. Mehr als 90 % 
der damit beladenen Zentralkapsel platzten beim Überführen in reines Wasser (Abb. 29). 
 
Das osmotische Platzen der Zentralkapselexine konnte ebenso mit intakten Pollenkörnern durch-
geführt werden. Wurden intakte Pollenkörner der Kiefer mit konzentrierten Salzlösungen oder Säu-
re beladen und darauf (s.o.) in reines Wasser überführt, so konnte bei einer großen Anzahl der Pol-
lenkörner beobachtet werden, dass der Gametophyt, umgeben von einer intakten Intine, ausge-
schleudert wurde (Abb. 30). Die Permselektivität der inaperturaten Exine kann folglich genutzt wer-
den, um reines Sporopollenin zu erhalten, ohne dass eine starke hydrolytische Behandlung nötig 
wäre, welche die Intine auflöste; jedoch platzte bei einem Teil der Pollenkörner der Sporoplast in 
das Lumen der Sacci (nicht dargestellt). 
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Abb. 30: Pollenkorn nach osmotischem Schock. Der denaturierte Gametophyt (P. nigra) ist aus 
der Exine herausgeschleudert worden. Das Pollenkorn wurde langsam mit 85 %iger Phosphorsäu-
re äquilibriert und daraufhin in reines Wasser überführt. Die Fluoreszenzfärbung von Cellulose und 
Callose mit Calcofluor White (c = 0,1 g L-1) zeigt, dass der Gametophyt von der Intine umgeben 
bleibt; Fluoreszenz- und LM-Bild desselben Objekts kombiniert (Photoshop 6.0, Adobe, CA, USA). 

 

4.2 Untersuchungen an vitalen, reifen Pollenkörnern 
4.2.1 Bemerkungen zur Übertragbarkeit der Wasseraufnahmemessung von 

isolierten Exinen auf reife Pollenkörner 
Die bisher dargestellten Ergebnisse lassen erkennen, dass die Exine sich von der Intine durch den 
geringen Wassergehalt und ihre Barriereeigenschaften für niedermolekulare Stoffe unterscheidet. 
Dabei ist diese Barriere nicht absolut; trotz relativ hoher Reflexionskoeffizienten stellt sich das Dif-
fusionsgleichgewicht für Salze und Zucker in wenigen Minuten ein. Es stellte sich die Frage, ob die 
an isolierten Exinen gefundenen osmotischen Eigenschaften auch für den reifen Pollen in vivo gül-
tig sind. Daher wurde die Kinetik der Wasseraufnahme durch reifen, trockenen Kiefernpollen unter-
sucht. Bei diesen Untersuchungen musste einkalkuliert werden, dass der Zellinhalt des reifen Pol-
lenkorns keine Flüssigphase aufweist. Es war aber beabsichtigt, die letzte Phase der Wasserauf-
nahme-Kinetik mit den an isolierten Exinen erhaltenen Flüssen zu vergleichen. Um die bereits dar-
gestellte polarimetrische Methode (Abb. 5) einsetzen zu können, wurde der infolge Abgabe optisch 
aktiver Substanzen aus den Pollen auftretende Fehler analysiert. Die moderne 3D-CLSM-Bildana-
lyse wurde eingesetzt, um den Verlauf der Wasseraufnahme bzw. die hierdurch zustande kom-
mende Volumenänderung mit den Form- und Oberflächenänderungen zu vergleichen. 
Für die Messung mussten zuvor zwei – interessante - Probleme gelöst werden. Zum einen lassen 
sich die saccaten Pollenkörner dieser Gattung, trotz der ausgesprochenen Hydrophilie der Exine, 
nicht ohne weiteres in wässrigen Lösungen suspendieren (4.2.2), zum anderen geben reife, lufttro-
ckene Pollenkörner beim Quellen in Wasser Zucker ab und diese Abgabe muss bei den Konzentra-
tionsberechnungen berücksichtigt werden (4.2.3). 

4.2.2 Formänderung bei der Wasseraufnahme: Entfaltung der ventralen Exine 
Werden die lufttrockenen Pollenkörner in wässrige Lösungen gegeben, so sinken sie nicht zu Bo-
den. Die in den Lumina der Sacci eingeschlossene Luft kann von der benetzenden Lösung nicht 
verdrängt werden und verleiht so Auftrieb. Um eine einheitliche Quellung zu gewährleisten, wurden 
die Sacci deshalb vor dem Suspendieren mit dem Siliconöl AP100 (Dichte wenig über 1 g cm-3) in-
filtriert, so dass sie sedimentieren konnten; dabei sind die Sacci und somit der distale Pol des Cor-
pus (ventrale Exine) nach oben orientiert. Wie in Material & Methoden (s. 3.2.6) dargestellt, war es 
möglich, den Wasser-Absorptionsvorgang durch Zentrifugieren nach verschiedenen Zeiten zu un-
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Die Entfaltung dieser ventralen Oberfläche (C, c) ist innerhalb von etwa 3 min abgeschlossen 
(Wassergehalt 1,2 mL g-1 TM). Anschließend folgt eine langsamere, letzte Schwellungsphase, die 
durch eine elastische Ausdehnung der Exine des Corpus charakterisiert ist. Nach etwa 15 min war 
die Schwellung maximal (s. 4.2.3) und die Sacci wurden in ihre seitliche Position gebracht. 
 

4.2.3 Zuckerabgabe 
Wurde lufttrockener Kiefernpollen, der für 6 Monate bei Raumtemperatur gelagert wurde, in Was-
ser suspendiert, so konnte eine vorübergehende Abgabe optisch aktiver Teilchen beobachtet wer-
den, die etwa 20 bis 30 % des Gesamtgehaltes entsprachen. Dieser Efflux war in den ersten fünf 
Minuten am stärksten und endete nach etwa 20 Minuten. Sowohl durch die Zugabe von Calcium-
chlorid als auch durch Reduktion des osmotischen Potentials konnte der Efflux gemindert und/oder 
verzögert, nicht aber vollständig verhindert werden (Abb. 32). 

 

Abb. 32: Abgabe optisch aktiver Stoffe aus Kiefernpollen, die in verschiedenen Medien rehydra-
tisierten. Zum Zeitpunkt Null wurde 150 mg lufttrockene Pollenkörner (P. sylvestris) und 0,4 mL Sili-
conöl (AS4) zu 10 mL der jeweiligen Flüssigkeit (pH 8) gegeben. Die Zunahme der Dextrorotation 
im Medium erfolgte hauptsächlich aufgrund Abgabe von Saccharose; exakte Volumina wurden 
durch Zugabe von 100 µL einer Dextranlösung (30 g L-1, 70 kg mol-1) kalibriert; der Referenzwert 
für 100 % Zuckerabgabe wurde in 50 %igem Ethanol gemessen (0,360°); Polyethylenglykol 
(PEG 200, Mr = 200 g mol-1). Man beachte die unterschiedliche Skalierung der Ordinaten. 

 
Wurde das Experiment auf mehrere Stunden ausgedehnt, so wurden die optisch aktiven Substan-
zen teilweise reabsorbiert (Ergebnisse nicht dargestellt). Die von quellenden Pollen abgegebenen 
Stoffe hatten einen positiven Drehwinkel und bestanden hauptsächlich aus Saccharose. Der analy-
tisch bestimmte Saccharosegehalt im Medium betrug 0,44 mmol g-1 TM. Er erklärt gut die gemes-
sene optische Aktivität. 
Wurden oberflächlich gebundene Calciumionen mit Hilfe von 5 mM EDTA komplexiert, so nahm die 
Abgabe optisch aktiver Stoffe kräftig zu. Die Anwesenheit von Chelatoren während der Quellung 
führte zu nahezu vollständiger Abgabe (Efflux) rechtsdrehender Stoffe (Abb. 32, Tabelle 16). 
Wurde der EDTA-Lösung 0,3 M PEG zugesetzt, so wurde in derselben Zeit (45 min) nur 25 % der 
optisch aktiven Stoffe abgegeben. Wenn aber reifer, nur kurz gelagerter Pollen untersucht wurde, 
betrug der Efflux optisch aktiver Stoffe in deionisiertes Wasser weniger als 5 % und in 5 mM EDTA 
(pH 8) nicht mehr als 42 % der insgesamt extrahierbaren Menge (Tabelle 17). 
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Tabelle 16: Prozentuale Abgabe von optisch aktiven Zuckern von quellenden Pollenkörnern in 
verschiedenen Lösungen nach 10 und 60 min. Die Zuckerabgabe wurde anhand von Polarimeter-
aufzeichnungen berechnet. 150 mg lufttrockener Pollen (P. sylvestris), 6 Monate bei RT gelagert in 
10 mL Lösung; n = 5. Die Zuckerabgabe in 50 %igem Ethanol wird als 100 % gesetzt (= 0,360°) 

Zuckerefflux [%] 
Lösung  

nach 10 min nach 60 min 

Deionisiertes Wasser 24,4 ± 2,7 26,0 ± 3,2 

  5 mM  Na-EDTA, pH8 90,0 ± 9,8 99,1 ± 12,3 

  5 mM  CaCl2 16,4 ± 1,8 16,9 ± 2,1 

20 mM  CaCl2 11,5 ± 1,3 12,3 ± 1,5 

0,1 M  PEG200 14,1 ± 1,5 16,1 ± 2,0 

0,2 M  PEG200 8,9 ± 1,0 12,6 ± 1,6 

0,3 M  PEG200 5,7 ± 0,6 12,0 ± 1,5 

0,1 M  PEG200  20 mM CaCl2 9,4 ± 1,0 10,7 ± 1,3 

0,2 M  PEG200  20 mM CaCl2 5,4 ± 0,6 7,5 ± 0,9 

0,3 M  PEG200  20 mM CaCl2 4,9 ± 0,5 6,2 ± 0,8 

 
 
Nach eineinhalb-jähriger Lagerung wurde in deionisiertem Wasser ähnlich hohe Stoffabgaben wie 
in Ethanol erhalten (Tabelle 17). 
 

Tabelle 17: Prozentuale Abgabe von rechtsdrehenden Zuckern bei dem Quellen von unter-
schiedlich gelagerten Pollenkörner. 150 mg lufttrockene Pollenkörner (P. sylvestris) wurden 1 h 
nach dem Quellen in 10 mL Lösung untersucht. Die Lagerung erfolgte bei 20 °C; n = 5. Die Zucker-
abgabe in 50 %igem Ethanol entspricht 100 % 

 Abgabe diffusibler Zucker 

Lagerung 18 Monate 1 Monat 

Lösung [%] ∆α [°] [%] ∆α [°] 

50 % Ethanol 100 0,392 ± 0,13 100 0,417 ± 0,03 

7 mM Na-
EDTA, pH 8 100 0,393 ± 0,03 42 0,175 ± 0,03 

Wasser 93 0,388 ± 0,01 4 0,017 ± 0,02 

20 mM CaCl2 76 0,301 ± 0,21 3 0,015 ± 0,01 

0,3 M PEG200 
20 mM CaCl2 

74 0,292 ± 0,08 2 0,008 ± 0,01 

 

Selbst bei Anwesenheit von Calciumionen wurden sehr hohe Abgabemengen und -raten gefunden, 
wenn unreife Pollenkörner untersucht wurden (Ergebnisse nicht dargestellt). Wenn der Anteil an 
denaturierten Sporoplasten nach Inkubation in CaCl2-Lösung, deionisiertem Wasser und 
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Abb. 35: Polarimetrische Bestimmung der Wasseraufnahme und der Abgabe diffusibler Zucker 
bei der Quellung lufttrockener Kiefernpollen in Dextranlösung oder Wasser. Zum Zeitpunkt Null 
wurden 150 mg Pollen, zu 10 mL einer (a) Dextran T70-Lösung (30 g L-1, 70000 g M-1), oder 
(c) Wasser gegeben und die Änderung des Drehwinkels (α) aufgezeichnet; Kurve b ist die Diffe-
renz (b = a-c) und gibt den Zeitverlauf der Wasseraufnahme an; Kalibrierung erfolgte durch Zugabe 
von 100 µL Wasser (c) oder Dextranlösung (a). 

 
Wässrige Pollenextrakte enthalten ca. 1,6 mosmol gelöste Teilchen pro Gramm Pollen (TM), d.h. in 
wassergesättigten Pollenkörnern liegt eine osmotische Konzentration von etwa 1 osmol L-1

 bezo-
gen auf das Zellwasser (1,6 mL g-1, vgl. Abb. 36) vor. Dies entspricht einem osmotischen Potential 
von etwa -2,4 MPa. 
Offensichtlich hatten sich die meisten Stoffe der lufttrockenen Sporoplasten während der ersten Mi-
nuten der Rehydratisierung noch nicht gelöst. Anderenfalls hätte der osmotische Effekt des PEG in 
der Anfangsphase der Quellung wesentlich niedriger ausfallen müssen. 
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Abb. 36: Wasserabsorptionsraten und relative Wassergehalte von lufttrockenem Pollen, der in 
Calciumchlorid-Lösungen mit unterschiedlich hohem osmotischen Potential quellt. Zum Zeitpunkt 
Null wurden 150 mg Pollenkörner in Lösungen (10 mL, 20 mM CaCl2) gequellt, die unterschiedliche 
Konzentrationen (0,0; 0,1; 0,2 und 0,3 M) von Polyethylenglykol (200 g mol-1) enthielten; ψπ ist in 
MPa angegeben; Pfeile weisen auf den relativen Wassergehalt nach 2 h in der jeweiligen Lösung 
hin. Die Kurven wurden wie die Kurve b in Abb. 35 erhalten.
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Emulsion agitiert, so bildet sich ein außerordentlich stabiler Schaum. Auch im Fall der Bärlapp-
sporen handelt es sich um Partikel mit amphipathischer Oberfläche, welche mit Wasser besser als 
mit Öl benetzbar sind. Die Ursache, dass sie an der Luft-Wasser-Grenzfläche oder der Öl-Wasser-
Grenzfläche im Idealfall Monoschichten bilden, dürfte wie bei Kiefernpollen zumindest teilweise am 
Auftrieb der Partikel liegen, der in diesem Fall auf ihrem hohen Gehalt des Sporoplasten an gespei-
chertem Fett beruht. Das amphipathische Verhalten der Exinen und Sporodermata an der Phasen-
grenze könnte infolge der Hysteresis der Kontaktwinkel aufgrund (kleinräumiger) chemischer Hete-
rogenität des Sporopollenins und/oder der Rauheit der Oberfläche (vgl. Lotus-Effekt) zustande 
kommen. Sporen und Pollen eignen sich gut als Stabilisator für Ö-in- Wasser-Emulsionen. Binks et 
al., [2005] beschreiben die Sporen von Lycopodium clavatum L. beim Quellen in Wasser als eher 
hydrophil als lipophil. Selbst relativ lipophile Sporopolleninoberflächen scheinen aber, wenn sie in 
Kontakt mit beidem, Wasser und Öl (bzw. Lipide) stehen, stärker hydrophil zu sein. Die so darge-
stellte amphipathische Natur der Sporopolleninoberfläche in Bezug auf Wasser und Öl ist wahr-
scheinlich von großer Bedeutung für die Bestäubung und die Pollenkeimung bei den (angiosper-
men) Arten, bei denen die Narbe von einem öligen Sekret bedeckt ist [Wolters-Arts et al., 1998; 
Wolters-Arts et al., 2002]. Hier ist Ölsekretion obligatorisch für Wasseraufnahme und Keimung. Die 
Autoren vermuten eine wasserleitende Funktion der Lipide, die physiko-chemisch schwer vermittel-
bar ist. Es ist eher anzunehmen, dass die Funktion der Lipide auf der Narbe, wie bei dem ersten 
Bestäubungstropfen der Koniferen [Owens et al., 2001], darin besteht, den trockenen Pollen aufzu-
nehmen und zu immobilisieren. Dies ist wegen des lipophilen Charakters des amphipathischen 
Sporopollenins möglich. Erst wenn der Pollen auf die wasserfeuchte Zellwand an der nicht-cutini-
sierten Narbe trifft, kommt der stärker hydrophile Charakter des Sporopollenins zum Tragen. Die 
Pollenkörner bedecken sich mit einem flüssigen Wasserfilm, vergleichbar Abb. 19, der mit der Zell-
wand an der Narbenoberfläche zusammenhängt. So kann der Pollen Wasser absorbieren. Da der 
ganze Prozess im Schutze eines Ölfilms erfolgt, ist die Bestäubung auch in sehr trockener Atmos-
phäre möglich. 
 

5.1.2 Permeabilität der Exine im Vergleich mit anderen Membranen 

5.1.2.1 Die inaperturate Nexine der Kiefernpollen als hydrophile Porenmembran mit 
begrenzter Permeabilität für gelöste Salze und Nichtelektrolyte 

Sporopolleninkapseln bisaccater Pollenkörner weisen, bezogen auf ihre Permeabilität, zwei distink-
te Verteilungsräume auf (vgl. Abb. 3 u. Abb. 8): die Zentralkapsel, die von der mikroporösen Exine 
(Nexine) mit Ultrafiltereigenschaften begrenzt wird und die Luftsäcke (Sacci), welche von einer 
makroporösen Sexine mit Mikrofiltereigenschaften gebildet werden (s. 5.1.2.2). 
Die Zentralkapsel ist aus zwei Exineschichten, welche eine unterschiedliche Funktion erfüllen, auf-
gebaut: eine innenliegende Trennschicht, die von der Nexine oder einem Teil davon (Fußschicht, 
und/oder Endexine) gebildet wird und einer außenliegenden Stützschicht, die von der Sexine gebil-
det wird. Es ist naheliegend, die gefundenen Ultrafiltereigenschaften mit anderen physiologischen 
Barrieren zu vergleichen. Anders als bei hydrophilen Zellwänden, die für niedermolekulare Subs-
tanzen und Kolloide bis zu einer relativ scharfen Größengrenze (Stokes´sche Radien 2-5 nm) hoch 
permeabel sind [Woehlecke und Ehwald, 1995], stellt die Nexine bereits für Salze und Zucker eine 
starke Barriere dar. Der genannte Unterschied wird durch die unterschiedliche Grundstruktur ver-
ständlich (s. Einleitung Abb. 1 u. [Collinson et al., 1993; Rowley, 1996]). Die Permeabilität der Zell-
wände wird durch eine Gelstruktur aus Pectinstoffen und Glykoproteinen bestimmt, die in ein Netz 
von kristallinen Mikrofibrillen (Hemicellulose-Cellulose-Netz) eingebettet ist [Gibeaut und Carpita, 
1994]. Die Permeabilität der Exine wird durch überwiegend enge Poren in einem dichten Feststoff 
bestimmt, wobei das Porenvolumen deutlich kleiner als das Feststoffvolumen ist und im Fall der 
untersuchten Exine etwa ein Fünftel des Gesamtvolumens der Sporopolleninmembran ausmacht 
(vgl. 4.1.2.3). Ähnlich wie cutinisierte, suberinisierte oder stark lignifizierte Zellwände oder Zell-
wandbereiche (z.B. Caspary-Streifen, Korklamellen, Cutinschichten) zeigt die Nexine der Kiefer ei-
ne ausgeprägte, nicht aber ideale Semipermeabilität für wässrige Lösungen niedermolekularer 
Stoffe. Sie ist, wie die genannten pflanzlichen Strukturen, hinsichtlich ihrer Permeabilitätseigen-
schaften zwischen Umkehrosmosemembran und Ultrafiltermembran einzuordnen (vgl. [Lösch, 
2001]). Bei der Quellung der Pollenkörner in der Mikropyle können gelöste Teilchen, sofern sie in 
osmotisch wirksamen Konzentrationen im Bestäubungstropfen enthalten sind [Owens et al., 1998], 
die Wasseraufnahmerate effizient reduzieren und dies bereits bei relativ niedrigem RWC  
(s. Abb. 36). 
Es ist allerdings bekannt, dass die Flüssigkeit an der Mikropyle durch Tautropfen oder Regen-
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