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1. EINLEITUNG 

Gegenüber älteren Auffassungen zur Humusbildung, die mehr 

vom Abbau der organischen postmortalen Substanz im Boden 

ausgehen und den Humus als deren unter den jeweiligen 

Standortbedingungen am schwersten zersetzbaren Anteil be

trachten (KUBIENA 1948), scheint sich der Aspekt eirier Hu

minstoffsynthese mehr und mehr durchzusetzen, d·. h. die 

dem Boden eigentümlichen dunkelgefärbten höhermolekularen 

und im allgemeinen sauren Verbindungen werden als das Pro

dukt bodeneigener, ja bodenspezifischer Synthesevorgänge 

gedeutet (z . B. SCHEFFER und ULRICH 196o, FLAIG 1966, 

KONONOVA 1966). 

In den letzten Jahren sind Einblicke in die allgemeine 

Struktur dieser Verbindungen gelungen, aus denen hervor

geht, daß es sich bei ihnen um höchst verwickelt gebaute 

organische Spezies handelt, in denen die unterschiedlich

sten Struktureinheiten in überaus heterogenen Verknüpfungs

typen vorliegen (KICKUTH 1959, HURST und BURGES 1967, 

CHESHIRE et al. 1967). Es darf als geradezu kennzeichnend 

für diese Verbindungsklasse angesehen werden, daß in ihr 

kein einheitliches Strukturprinzip verwirklicht ist, wenn

gleich bestimmte Baugruppen und bestimmte Verknüpfungs

typen häufig wiederkehren. Ein irreguläres Strukturmuster 

dieser Art ist in der gesamten belebten Welt nicht verwirk

licht, obwohl sich viele Einzelbezirke als unmittelbare 

Folge- und Umwandlungsprodukte pflanzlicher und tierischer 

Inhaltsstoffe erkennen lassen. 

Diese Eigentümlichkeiten machen nicht nur die strukturel

le Erforschung der Ruminstoffe zu dem vielleicht schwie

rigsten Problem der analytischen Chemie, sondern sie legen 

es zugleich nahe, die sogenannte biologische Bildung von 

Ruminstoffen im eigentlichen Sinne in Zweifel zu ziehen. 
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Es wird n~mlich in vielen Arbeiten, die sich mit der Che

mie und der Bildungsweise von Ruminstoffen befassen, ein 

mehr oder weniger scharfer Unterschied zwischen einer 

biologischen und einer abialogischen Ruminstoffbildung ge

macht (z. B. KONONOVA 1968), und es steht auch fest, daß 

die Degradation der postmortalen organischen Substanz im 

wesentlichen ein biologischer Vorgang ist und daß somit 

Geschwindigkeit und Ausmaß der Zersetzungsvorg~nge eng 

mit der biologischen Aktivit~t des jeweiligen Standortes 

zusammenh~ngen; für die eigentliche, sich daran anschlie

ßende Synthesefolge, die zum Aufbau von Ruminstoffen 

führt, ist die Beteiligung von biologischen Phasen des Bo

dens in nennenswertem Umfang jedoch durchaus zu bezwei

feln, und man kennt keinen wie immer gearteten organisier

ten Enzymapparat,der in der Lage w~re, ein derartiges 

Struktur- und Verknüpfungsmuster herzustellen. 

Dabei besagt der Ausdruck "organisiert", daß hier an voll 
integrierte und regulierte Systeme innerhalb einer le
benden Zelle gedacht ist. Daß außerhalb der zellul~ren 
Regulation befindliche Enzyme (Exoenzyme oder nach Be
sch~digung oder Mikrolyse austretende oder desintegrierte 
Enzyme) solche Reaktionen an komplexen Substraten durch
führen können, ist mehrfach bewiesen worden (z. B. BERR 
193o, BOSE und SARKAR 1937, KUSTER 1952, FELBECK 1971), 
sollte aber von biochemischen Reaktionen im engeren Sinne 
aus guten Gründen unterschieden werden. 

Man darf vielleicht geradezu sagen, daß sich in diesen 

Mustern das Wesen postbiologischer oder abialogischer Pro

zesse charakteristisch offenbart. 

Es gibt indes einige Stoffe im Tier- und Pflanzenreich, 

die sich durch bemerkenswerte Strukturanalogien zu den 

Ruminstoffen auszeichnen. Sie haben von jeher das besonde

re Interesse der Ruminstoff-Forscher gefunden. Da es sich 

bei ihnen zweifellos um Bildungen der belebten Natur han

delt, hat ihre Existenz nicht wenig zum Postulat einer 

"biologischen Humifizierung" beigetragen. Es f~llt jedoch 

auf, daß es sich im allgemeinen bei diesen Verbindungen 
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gewissermaßen um "um~.'eltorientierte Bildungen" handelt, 

die offensichtlich in der Auseinandersetzung mit permanen

ten oder transitorischen Belastungen und Noxen im Verlau

fe der Evolution entwickelt wurden. 

So finden wir auffällige Parallelen zur Struktur von Hu

minstoffen bei den nach Verletzung und Infektion von Pflan

zenteilen entstehenden dunkelgefärbten Po lyphenolpolymeri

saten ebenso wie bei den melanoiden Pigmenten in Haaren 

und Haut; überraschenderweise auch bei den Ligninen, die 

sich jedoch ebenfalls als spezielle Stoffwechselprodukte 

zur Kompensation von Gravitation und lateraler mechanischer 

Belastung auffassen lassen. 

Die große Ähnlichkeit, die sich zwischen der Struktur von 

Ligninen und strukturellen Bezirken von Ruminstoffen er

gab, und die Tatsache, daß mit dem absterbenden pflanzli

chen Material große Mengen von Ligninen in den Boden ge

langen, hat dazu geführt, mögliche Ubergänge aus einer 

Ligninstruktur in Huminstoffstrukturen besonders intensiv 

zu untersuchen. Wenn auch, wie oben dargelegt, die unter

schiedlichsten Strukturen im Huminstoffmolekül verankert 

sind (Aminosäuren, Kohlenhydrate, organische Säuren etc.), 

so scheinen doch hydroxylfunktionelle aromatische Kerne 

die essentiellen Bausteine sowohl von Ruminstoffen als auch 

von Ligninen zu sein (z. B. HURST und BURGES 1967, MANS

KAYA und KODINA 1968, FREUDENBERG 1968). 

So gesehen lassen sich natürlich auch andere Inhaltsstof

fe aus Pflanzen und Tieren, in denen phenolische Bauein

heiten vorkommen, als direkte Ausgangssubstanzen für die 

Huminstoffsynthese auffassen. Es ist daher verständlich, 

daß die meisten theoretischen Studien und praktischen Un

tersuchungen zur Huminstoffbildung von präformierten Phe

nolkörpern ausgehen. Wie aus der Tabelle l über die wich

tigsten bisher studierten und vorgeschlagenen Reaktionen 

zur Huminstoffbildung hervorgeht, wurden auch einige an-
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dere Bildungsweisen diskutiert, von denen nicht mit Si

cherheit zu sagen ist, ob auch sie nicht beim Aufbau von 

Ruminstoffen eine Rolle spielen. 

Die der Arbeit zugrunde liegende Problemstellung läßt sich 

aus dem Stand der bisherigen Untersuchungen zum Thema "Or

ganische Substanz der Böden und Huminstoffbildung" ablei

ten. Die wichtigsten Ergebnisse der Huminstoff-Forschung 

und die heute allgemeiner diskutierten und im Vordergrund 

des Interesses stehenden Theorien zur Huminstoffbildung 

sollen deshalb zunächst dargestellt werden; dabei werden 

allerdings nicht alle in der Tabelle 1 erwähnten Reaktio

nen im Text behandelt. 



Tab. 1: Ausgangsmaterial für Huminstoffsynthesen 

PROTEINE AMINOSÄUREN AMMONIAK NITRIT OHNE N 

DEHERAIN 1888 MATTSON u. BREMNER 1955 FISCHER u. 
LIGNINE WAKSMAN u. KOUTLER-AN- STEVENSON SCHRADER 

JYER 1932 DERSON 1943 et al. 197o 1921 

COULSON et al. MATTSON u. 
TANNINE 1960 KOUTLER-AN-

HANDLEY 1961 DERSON 1943 

STEIN u. MATTSON u. STEVENSON HATHWAY 1958 
FLAVONE TENDELOO KOUTLER-AN- et al. 197o 
CA-RING) 1959 DERSON 1943 

MATTSON u. STEVENS ON ERDTMANN 1933 
PHENYL-PRO- KOUTLER-AN- et al. 1970 FREUDENBERG 19 6 8:: 
PAN-DERIVATE DERSON 1943 LIM 1965 

FLAIG 1966 FLAIG 1966 MATTSON u. STEVENSON ERDTMANN 1934 
1,2- u. 1,4- BREMNER 1967 BREMNER 1967 KOUTLER-AN- et al. 197o SCHEFFER et al. 
FUNKTIONELLE BRUNET 1 9 6 7:: DERSON 1943 1958 FLAIG 1966 
AROMATEN LINDBECK u. 

YOUNG 1965 

NICHT AROMA- ENDERS 1942,1 MATTSON u. MARCUSSON 1925 
Tl SCHE KOUTLER-AN- ENDERS 1942,1 
STRUKTU- DERSON 1943 
REN TRIFETT et 

al. 196o 

OHNE BETE I LI- EVANS u ... RA- >< GUNG ANDERER PER 1937" 
BUTENANDT 

STRUKTUREN 1957:: 

::Nicht unter dem Aspekt der Huminstoffbildung untersucht· 
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1.1. Ligninkonservierung 

Eine Entstehung der Ruminstoffe durch geringfügige chemi

sche Umwandlung der Lignine vermuten FISCHER und SCHRADER 

(1921) u.a. deshalb, weil sich die Lignine wegen ihrer 

schweren Zersetzbarkeit im Boden relativ anreichern müßten. 

In Ruminstoffen soll danach die gleiche Grundkonstitution 

vorliegen wie in Ligninen. 

Von einem Zusammenwirken der Lignine und Proteine bei der 

Huminstoffbildung gehen andere Arbeiten aus: 

DEHERAIN (1888) betrachtet den Humus als eine Mischung aus 

pflanzlichen Ligninen und Proteinen mikrobieller Herkunft. 

WAKSMAN und IYER (1932) stellen Lignin-Protein-Komplexe aus 

verschiedenen Ligninen, Casein, Gliadin und Ei-Albuminen 

her. 

Die Bildung dieser Komplexe erhöhte die Basenaustauschkapa
zität des Materials und die Resistenz der Proteine gegen
über mikrobiellem Angriff. Es erwies sich, daß diese Hem
mung nicht auf toxische Eigenschaften der Lignine zurückzu
führen war, sondern daß sie auf der Wechselwirkung der Lig
nine mit den Proteinen beruhte. Die Art der Wechselwirkung 
konnte nicht geklärt werden. 

MATTSON und KOUTLER-ANDERSON (1943) stellen andererseits 

fest, daß Lignine im Boden einer raschen Oxydation unterlie

gen und daß sie dabei Ammoniak und möglicherweise auch an

dere Proteinabbauprodukte wie z. B. aromatische Amine in 

einer nicht austauschbaren Form fixieren. Die Verfasser fin

den Beziehungen sowohl zwischen dem Stickstoff- und dem Car

boxylgehalt verschiedener Streu- und Humusarten als auch 

zwischen dem Gehalt an mehrwertigen Phenolen und der Fähig

keit zur Ammoniumfixierung. Daher halten sie Chinonimid

Carbonsäuren für Zwischenstufen der Huminstoffbildung: 

~OCH3 
~ 
~COOH 
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Reaktionsprodukte aus Ligninen und Ammoniak erwiesen sich 
chemischen Angriffen gegenüber als sehr stabil. Das führte 
zu der Annahme, daß im sogenannten "Humus-Kern" derartige 
Bausteine vorliegen. 

Bestätigen konnte BENNET (1949) die Ergebnisse von MATTSON 
und KOUTLER-ANDERSON. Er fand, daß Oxydation und N-Fixie
rung an den phenolischen Hydroxylgruppen der Lignine statt
finden. 

LAATSCH und SCHLICHTING (1953) überprüften die Resistenz 
verschiedener Lignoproteine gegenüber saurer Hydrolyse, 
während BREMNER und SHAW (1957), LYNCH und LYNCH (1958) 
und ESTERMANN et al. (1959)deren Beständigkeit gegenüber 
mikrobiellem bzw. enzymatischem Zersatz untersuchten; die 
Ergebnisse waren z. T. widersprüchlich. 

Parallel zu diesen Untersuchungen bemühte man sich darum, 
derartige Lignin-Protein- und Lignin-Ammonium-Komplexe aus 
Böden und sich zersetzendem Pflanzenmaterial zu isolieren. 
So extrahierten SOWDEN und ATKINSON (1949) ein Material 
aus Bodenhumusfraktionen, das zwar Ähnlichkeit mit Pflan
zenligninen aufwies, andererseits aber charakteristische 
Unterschiede erkennen ließ; so war z.B. der Methoxylgehalt 
geringer, der Stickstoffgehalt höher als bei natürlichen 
Ligninen. Die Verfasser kamen zu dem Schluß, daß es sich 
bei den erhaltenen Substanzen nicht um einfache Lignopro
teine handeln könne. 

Andererseits konnten ZIN (1955) und JENKINSON und TINSLEY 
(1959) sowohl aus Mineralböden als auch aus Kompost mit 
einer modifizierten SEVAG-Technik grenzflächenadsorbiertes 
Material erhalten, das als Lignoprotein zu bezeichnen war. 
Bis zu 7o % des darin enthaltenen Stickstoffs wurde als 
a -Aminostickstoff bestimmt. Der Methoxylgruppengehalt des 
Materials aus Mineralböden war allerdings niedriger als der 
des Materials aus dem Kompost. Aus Mineralböden konnten 
4 - lo % des durch Extraktion mit wässrigen Lösungen von 
Natriumsulfit und Pyrophosphat gewonnenen organischen Ma
terials mit dieser Methode abgetrennt werden; größere Men
gen erhielten die Autoren aus Kompost. 

Eine dritte Möglichkeit der direkten Reaktion von Ligninen 

mit Stickstoff untersuchen vor allem BREMNER u. Mitarbei

ter (BREMNER 1955, BREMNER und SHAW 1957, FUHR u.BREMNER 

1964 und STEVENSON et al. 197o). Sie stellen fest, daß Sal

petersäure und salpetrige Säure mit Ligninen reagieren und 

daß durch diese Reaktion der Stickstoffgehalt der Lignine 

zunimmt. Der so "fixierte" Stickstoff ist bemerkenswert 

stabil gegenüber saurer und alkalischer Hydrolyse; er 

scheint vornehmlich in Form von Nitrosegruppen vorzulieg~n. 
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Die Reaktion führt darüber hinaus zu einem auffallenden 

Verlust an Methoxylgruppen in den Ligninen. Allerdings 

sind diese Produkte weniger resistent gegen mikrobiellen 

Zersatz als Lignin-Protein- und Lignin-Ammonium-Komplexe. 

1.2. Tannin-Protein-Komplexe 

In Analogie zur Ledergerbung vermutet man, daß auch im Bo

den Proteine durch ähnliche Reaktionen stabilisiert wer

den können (COULSON et al. 196o). 

Für die Lederherstellung erwiesen sich Tannine mit Moleku
largewichten zwischen 5oo und 3.ooo und einer großen Zahl 
von phenolischen Hydroxylgruppen als am wirksamsten (WHITE 
1957). LAATSCH und SCHLICHTING (1953) stellten zwar fest, 
daß Komplexe aus Tanninen und Gelatine keine verstärkte Re
sistenz gegenüber hydrolytischer Spaltung zeigen; sie ver
muteten jedoch eine erhöhte Stabilität im Hinblick auf den 
biologischen Abbau. HANDLEY (1961) benutzte die von Birken
keimlingen aus Tannin-Protein-Komplexen aufgenommene Stick
stoffmenge als Maß für die Stabilität dieser Komplexe. Es 
erwiesen sich die Komplexe, die unter Beteiligung von Tan
ninen aus Rohhumus-bildenden Pflanzen (Calluna vulgaris) 
entstanden waren, als besonders resistent. 

Tannine aus verschiedenen Pflanzen verglichen DAVIES et al. 
(1964) in ihrer Wirkung auf Gelatine unter Berücksichtigung 
unterschiedlicher pR-Werte. Es zeigte sich, daß die in Be
zug auf mikrobiellen Angriff stabilsten Verbindungen bei 
den niedrigsten bodenüblichen pR-Werten gebildet werden. 

Eine interessante Parallele zu diesen Komplexen zeigt das 

Material der Insektenpanzer (Sclerotine) und verschiedener 

Kapselsubstanzen im Insektenreich (BRUNET 1967). Diese Struk

turen bestehen aus Proteinen, die durch "Insektengerbstof

fe" vernetzt sind. Dazu scheint vor allem Acetyldopamin zu 

gehören. 3,4-Dihydroxybenzoesäure und 3,4-Dihydroxybenzyl

alkohol bewirken die Vernetzung der Proteine in Kakerlaken

Eikapseln; der Kokon des Seidenspinners wird durch 2-Amino-

3-hydroxybenzoesäure stabilisiert. 
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OH OH 

'60H qoH qOH ((" I I I 

~l(CH3 
NH2 

COOH H2COH COOH 

0 
3,4- Dihydroxy- 3,4 -Dihydrcxy- 2 -Amino-3 -hydroxy-

Acety ldopamin benzoesäure benzylalkohol ~enzoesäure 

Der Mechanismus der Vernetzung ist noch nicht völlig ge
klärt. Aus entsprechenden Versuchen geht jedoch hervor, 
daß die Phenole zu 1,2-Chinonen oxydiert werden und sich 
daraufhin mit den freien Aminogruppen der verschiedenen 
Proteine verbinden: 

R • .,G..-rbstoft"-Rest 

R1 
= Protf'in- Rest 

Die bisher beschriebenen Hum~fizierungskonzepte besagen, 

daß durch Reaktionen N-freier Inhaltsstoffe aus Pflanzen 

und Tieren mit N-haltigen Substanzen Komplexe entstehen, 

die relativ stabil gegen mikrobiellen Abbau sind und daher 

gegenüber anderen, leichter zersetzliehen Produkten im Bo

den angereichert werden. Damit ist eine Anreicherung wenig 

veränderter postmortaler Substanz im Sinne KUBIENAS (s.o.) 

durchaus gegeben. 

Zweifellos haben diese Vorgänge im Boden eine gewisse Be

deutung; besonders dort, wo die mikrobielle Zersetzung der 

Pflanzensubstanz durch ungünstige Verhältnisse gehemmt ist, 

z.B. an Moorstandorten. 

Andererseits ist es aber offensichtlich nicht möglich, die 

Ruminstoffe allein als konservierte und relativ geringfü

gig veränderte postmortale Substanz zu betrachten. Zahlrei-
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ehe Untersuchungen zeigen, daß die Hauptmasse der Humin

stoffe des Bodens gegenüber den Ausgangsprodukten viel

fältig verändert ist und daß deshalb weitere Möglichkei

ten, insbesondere Synthesereaktionen, für ihren Aufbau 

und ihre Bildung in Betracht gezogen werden müssen. 

1.3. Huminstoffbildung aus nichtaromatischen Vorstufen 

Im gleichen Zeitraum, in dem die vorgenannten Theorien 

entwickelt werden, findet man auch Hinweise darauf, daß 

Ruminstoffe aus Kohlenhydraten und aus niedrigmolekularen 

Abbauprodukten der unterschiedlichsten Herkunft durch bo

deneigene Synthesen gebildet werden können. 

So nimmt MARCUSSON (1925) an, daß Ruminstoffe im wesentli

chen aus polymerisierten Furankörpern bestehen, die ihrer

seits aus Kohlenhydraten entstanden sein sollen: 

Kritiker dieser Theorie bezweifeln jedoch, daß Vorgänge 

dieser Art bei bodenüblichen Temperaturen und pH-Werten 

ablaufen können,und wenden sich deshalb Reaktionen zu, die 

nach ihrer Ansicht unter natürlichen Bedingungen mit rela

tiv großer Geschwindigkeit im Sinne einer Huminstoffbildung 

verlaufen könnten. Unter diesem Aspekt untersucht vor al

lem ENDERS die sogenannte Melanoidin-Bildung. 

Melanoidine entstehen unter bodenüblichen Bedingungen aus 
Carbonyl- und primären Aminoverbindungen. Wie ENDERS (1942, 
1) zeigen konnte, hat dabei die Art der Aminoverbindung 
keinen Einfluß auf die Reaktionsgeschwindigkeit, wesentlich 
ist jedoch die Struktur der Carbonylverbindung. Die schnell
ste Melanoidinbildung wurde mit Methylglyoxal (CH 3COCHO) 
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end Glycerinaldehyd beobachtet, es folgten Xylose, Arabi
rose, Mannose, Galactose, Fructose, Glucose und schließ
lich Disaccharide. Da ENDERS und SIGURDSSON (1948) in un
t:erschiedlich stark humifiziertem Material Methylglyoxal 
nachweisen konnten, nahmen sie an, daß zumindest ein Teil 
der Huminstoffe auf diesem Wege gebildet wird. Die Methyl
glyoxalbildung wurde z.T. abielegisch als Gleichgewichts
reaktion der Zucker formuliert (ENDERS 1942,2), z.T. aber 
auch durch Katalyse von Enzymsystemen autolysierter Zel
len erklärt (ENDERS 1943). Aus der Tatsache, daß die Me
lanoidinbildung unter bodenüblichen Bedingungen nur bei 
Beteiligung von Aminoverbindungen mit genügender Geschwin
digkeit erfolgt, ohne Aminoverbindungen jedoch nur bei er
höhten Temperaturen oder hohen Drücken, schließt ENDERS 
(1942,1), daß damit der relativ hohe Stickstoffgehalt der 
Bodenhuminstoffe und der im Vergleich dazu geringe Stick
stoffgehalt der unter geologischen Bedingungen entstande
nen Materialien (z.B. Braunkohlen) hinreichend erklärt wer
den kann. 

Da derartige Vorgänge auch für die Lagerung von Nahrungs
rr.i tteln von Bedeutung sind, wurden sie von verschiedenen 
A.utoren eingehend untersucht. HODGE (1955), ELLIS u. HONEY
MAN (1955) und ELLIS (1959) stellten fest, daß Bräununga
reaktionen über die Bildung N-substituierter Glycosylamine 
verlaufen, aus denen dann durch eine AMADORI-Umlagerung 
polymerisationsfähige Strukturen entstehen: 

H, N,R H,N'R 
I I 

~HO HCOH HC~ I H20 H~OH HCOH HCOH 
I I 

/ HOCH HOCH HOCH 0 
I + RNH2 I 

H~~ HCOH HCOH 
I I 

HCOH HCOH HC 
I I I 

H2COH H2COH H2COH 

GtucosP N. substiluif'rtf's 
Gtycosytam 1n 

H,N,R 
I 

~H2 

At-1AOORI- C=O 
I 

HO~H Polymere 

Umlagerung HCOH 
I 

HCOH 
I 

H2COH 

N . substituiprtP l - Am1no · 
1-dPSOXy ·2· kl!'tOSP 
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Als . Reaktionsprodukte von Glucose und Ammoniak konnten 
HOUGH et al. (1952) gefärbte Produkte nachweisen, die 
Imidazole und Pyrazine, z.B. 4(5)-Methylglyoxalin und 
2-Methyl-5-tetrahydroxybutylpyrazin enthielten. 

4(5)- MPihylglyoxalin 

H ~NpCHJ 
HOC~N)J 

I 
HCOH 

I 
HCOH 

I 

H2COH 

2 -Methyl- 5-t etrahydrox y
butylpyrazin 

Eine interessante Auffassung zur Bildung und Struktur von 

Humusstoffen vertritt FELBECK (1965): Durch Hochdruck-Hy

drogenolyse werden aus der nichthydrolysablen organischen 

Substanz von "muck soils" Verbindungen erhalten, die auf 

folgende Struktureinheiten hinweisen: 

';:N 

Bei den endständigen Gruppen soll es sich um Aminosäuren 

handeln. Ein derartiges Skelett kann durch a , a -Kondensa

tion von y-Pyronen entstehen; u.a. aus Kojisäure, die z.B. 

durch Aspergillus oryzae aus Kohlenhydraten gebildet wird. 

Kojisaure 

Eine Reaktion, die u.U. für die Stickstotfixierung der or-

ganischen Substanz des Bodens von Bedeutung sein kann, ist 

die Bildung von Pyridinderivaten aus mikrobiellen Spalt

produkten verschiedener 1,2-Dihydroxybenzolderivatein An-
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wesenheitvon Ammoniak. So entsteht z.B. aus y-Carboxy- . 

a-hydroxymuconsäuresemialdehyd, dem Spaltprodukt der 3,4-

Dihydroxbenzoesäure, Pyridin-2,4-dicarbonsäure (TRIPETT 

et al. 196o): 

a OH UCHO ÜCHO NH) OcN 
- 1 OOH ~ 1 OOH ....i:. 1 

HOOC OH HOOC ~ OH HOOC 0 HOOC h OOH 

3,4- Dihydroxy 

be-nzoeos.äure-

lf · Ca rboxy -0: -hydroxymucon. 

säurps .. mialdPhyd 

Pyridin - 2,4 -di

carbonsäure-

1.4. Huminstoffbildung aus aromatischen Vorstufen 

Ein. Konzept zur Huminstoffbildung, welches in neuerer Zeit 

die größte Beachtung findet, geht von der Annahme aus, daß 

niedermolekulare Aromaten unterschiedlicher Herkunft, z.T. 

unter Beteiligung nichtaromatischer Substanzen, durch Po

lymerisationsreaktionen zu hochmolekularen, bodeneigenen 

Strukturen umgeformt werden. Als Ausgangsprodukte kommen 

Abbauprodukte höhermolekularer aromatischer Verbindungen 

(Lignine, Tannine, Flavone etc.), Wurzel- und Blattexuda

te und Syntheseprodukte der Bodenmikroorganismen in Be

tracht. 

Die Synthesen können sowohl in lebenden und toten Zellen 

als auch extrazellulär, an Oberflächen und in der Boden

lösung stattfinden. 

Lignine werden als Polymerisationsprodukte dehydrierter 

Phenylpropylalkohole angesehen (FREUDENBERG 1968). Offen

bar sind drei Substitutionsmuster in unterschiedlichem 



- 14 -

Verhältnis am Aufbau der Li gnine beteiligt, es sind dies 

der 3-(4-Hydroxyphenyl)-propen(2)ol(l) (Cumaryl-Typ),der 

3-(3-Methoxy-4-hydroxyphenyl)-propen(2)ol(l) (Coniferyl

Typ) und der 3-(3,5-Dimethoxy-4-hydroxyphenyl)-propen(2)

ol(l) (Syringyl-Typ). 

J-{4 -Hydroxyph~nyl) 

pr op~ n {2) ol {1) 

ÄocH3 y 
HC=CH-CH20H 

3-{3-MPthoxy-4-hydrox y 
phPnyl)-pro~n{2) ol{l) 

H)cohocH3 y 
HC=CH-CH20H 

3 -{ 3, 5 -Dim~thoxy-4-hydroxy

ph~nyl}-propt>n{2) ol {1) 

Es ist anzunehmen, daß diese Bausteine etwa in folgender 

Weise vernetzt sind (nach FREUDENBERG 1968): 

Die Lignine verschiedener Pflanzenarten unterscheiden sich 

hinsichtlich des Verhältnisses der beteiligten Alkohole: 

Koniferenlignine bestehen zum überwiegenden Teil aus Ein

heiten des Coniferyl-Typs, während Cumaryl- und Syringyl

einheiten nur geringfügig beteiligt sind. Laubholzlignine 

sind dagegen zu etwa gleichen Teilen aus Coniferyl- und 

Syringyleinheiten aufgebaut, und in Gramineenligninen sind 

alle drei Alkohole nahezu gleichmäßig vertreten. 

Zum Ligninabbau sind viele Basidiomyceten, Ascomyceten und 

Bakterien befähigt. Am besten unters u cht ist bisher der Ab

bau der Holzlignine durch bestimmte Basidiomyceten; die so-
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genannten Weißfäulepilze. Diese zersetzen zunächst vor

nehmlich Lignine und lassen die weiße Zellulose zurück. 

Da die großen Ligninmoleküle nicht ohne weiteres von den 

Zellen aufgenommen werden können, ist anzunehmen, daß der 

erste Angriff durch Exoenzyme erfolgt, die in der Lage 

sind, die Vernetzunq der Phenylpropaneinheiten zu lösen. 

Nach Schätzungen von ADLER (1961) handelt es sich dabei 

zu übe r einem Drittel um Ätherbindungen und zu etwa zwei 

Dritteln um C-e-verknüpfungen. 

Auf der Suche nach den wirksamen Exoenzymen fand man bei 

über 96 % der ligninabbauenden Pilze eine positive (BAVEN

DAMM-)Reaktion auf Phenoloxydasen (BAVENDAMM 1928, DAVID

SON et al. 1938, HIGUCHI 1954). Es lag nahe, extrazellu

lär verlaufende Spaltungen auf die Wirkungen dieser Enzy

me zurückzuführen. 

So könnten z.B. Ketone des folgenden Typs durch Phenoloxy

dasen sowohl an der Phenolgruppe als auch an der enoli

sierten Seitenkette oxydiert werden. Anschließende Enoli

sierung und Disproportionierung würde zur Oxydation der 

ß-C-Atome führen und damit eventuell die Spaltung der Äther

bindung einleiten (HARKIN 1967): 

HC=CH-CH20H 

H2C(OH Q -( W + 0 - l 
HC--0 

I 

~0 
OH 

1l 

H2C, OH ACH-CH,OH 

Y - ( H••a - } 
c--o -----
" 60H 
OH 



- 16 -

Andererseits ist jedoch in Modellreaktionen gefunden wor

den (BROWN und BOCKS 1963, FREUDENBERG 1968), daß Phenol

oxydasen eher zur Polymerisation niedermolekularer Phenole 

führen und es somit fraglich ist, ob sie tatsächlich eine 

wesentliche Rolle beim Ligninabbau spielen. Nach Ansicht 

von LYR (1962) werden sie u.u. nur ausgeschieden, um im 

Holz vorkommende, fungizid wirkende niedrigmolekulare Phe

nole zu entgiften. Auf der gleichen Ebene liegt die Beob

achtung von MALMSTRÖM et al. (1958). Danach werden Phenol

oxydasen von Polystictus versicolor erst dann exkretiert, 

wenn dem Nährmedium die Substanzen für den BAVENDAMM-Test 

zugesetzt werden. Es ist daher nicht sicher, daß sie auch 

während des Ligninabbaues ausgeschieden werden. 

Um so größere Aufmerksamkeit verdienen daher die von FUKU

ZUMI und SHIBAMOTO (1965) und ISHIKAWA und OTI (1966) pub

lizierten Hinweise für die Ausscheidung von Ätherasen durch 

ligninabbauende Pilze. Unspezifische Enzyme dieses Typs wä

ren nicht nur in der Lage, die Spaltung der Seitenketten

äther durchzuführen, sie könnten u.U. auch Methyläther 

spalten und damit den beobachteten Verlust an Methoxylgrup

pen beim Ligninabbau bewirken. Andererseits kann dieser 

Vorgang auch durch Phenoloxydasen eingeleitet werden: In 

oxydativ gebildeten Diphenochinonen, Oxepinen und Phenoxa

zonen liegt die Methylgruppe als leicht säurespaltbarer 

Vinyläther vor (HARKIN 1967): 

Als Spaltprodukte des biologischen Ligninabbaus konnten 

bisher die folgenden phenolischen Verbindungen isoliert 

werden (HAIDER et al. 1964, HURST und BURGES 1967): 
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OH OH OH 

Q I <rOCH3 H3CO*OCH3 
~I 

CHO CHO CHO 

4-Hydro•y- 3-M.tho• y -4-hydro• y- 3,5- Dimetho• y-4-hydro• y-
benUldH!yd benuldehyd benuldehyd 

OH OH OH qocH, 
I H)CO*OCH3 

~I Q 
COOH COOH HC=CH-CHO 

3 -Metho• y-4-hy dr o•y- 3,5-Dimetho•y-t.-hydro•y · 4-Hydro•y-
b•nzoesäure bt>nzoesäure Zimtaldehyd 

OH qocH, 
HC=CH-COOH HC=CH-COOH 

OH 

Q 
COOH 

4-Hydro•y-
~nzo.s.äur• 

OH 

I 
qocH, 
HC=CH-CHO 

3-Metho•y-4-hydro•y-
zimtaldrhyd 

~OCH3 
\cooH 

4 - Hydro•y . 3 -Metho• y-4-hydro•y. 3 -(3 -Metho•y-4-hydro•y . 3-(J-M<!tho•y-4-hydroxy-
Zimtsäure zimtsäure ,benzyl)-glycerin benzyl)-brenztraubensilure 

HqrOH2C oJ."H

3 

~ 
1 

OHUcH=CH-CH20H 

HO ~ . 

OCH3 

Guajacylglycerin . 
ß-coniferyläther 

CHO 

OHC 

5,5' -Diformyl-3,3'-dimetho•y-2,2' dihydro•y · 
diphenyl (O .. hydrodovanillin) 

Ob das dargestellte Dehydrodivanillin als natives Ligninab
bauprodukt anzusehen ist, muß nach Ansicht von HURST und 
BURGES (1967) bezweifelt werden, da ISHIKAWA et al. (1963) 
feststellten, daß die Bildung dieses Dirneren als oxydative 
Synthese während des pilzliehen Ligninabbaues erfolgt. 
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Die Art der identifizierten Ligninabbauprodukte deutet 

darauf hin, daß der Abbau tatsächlich in der beschriebe

nen Weise zunächst zu Phenylpropaneinheiten führt, die 

dann weiter abgebaut werden. Der Abbau der c
3
-Seitenkette 

verschiedener Phenylpropanderivate wurde in gesonderten 

Untersuchungen studiert (ISHIKAWA et al. 1963, HALVORSON 

1961, TOWERS 1969). 

Tannine sind keine einheitlichen Substanzen. Eine Eintei

lung wird nach ihrer Herkunft vorgenommen. Davon abgesehen, 

können sie unter chemischen Gesichtspunkten nur in hydro

lysierbare und kondensierte Tannine eingeteilt werden 

(FREUDENBERG 192o). Diese Gliederung beruht darauf, daß 

eine saure oder alkalische Hydrolyse oder die Einwirkung 

von Enzymen (Tannasen) die hydrolysierbaren Tannine in 

Zucker und phenolische Carbonsäuren spaltet, während kon

densierte Tannine auf diese Weise nicht gespalten werden 

können und auch keine Zucker enthalten. 

Im Myrobalanextrakt (Extrakt aus getr.ockneten Früchten von 

Terminalia chebula) finden sich hydrolysierbare Tannine; 

die Struktur der Chebulasäure ist nachstehend angegeben: 

0 

HO~o 
HO~ O 

OH 

HO 

OH OH 

hoH 
O~OH 

0 

0 

OH 

ooc-QoH 
OH 

Che-bula saurP 



- 19 -

Als Spaltstücke der kondensierten Tannine, z.B. aus dem 

Quebrachoextrakt, dem Extrakt des Hartholzes von Schinop

sis lorentzii, können vornehmlich flavonoide Verbindungen 

isoliert werden, und es wird angenommen, daß kondensierte 

Tannine Dimere, Trimere und Tetramere dieser Verbindungen 

sind (WHITE 1957): 

HO 

HO 

0 

OH 

OH 

OH 

OH 

OH 
OH 

HO 

OH 

HO 

0 

Als Beispiel für den mikrobiellen Abbau flavonoider Ver

bindungen soll der Abbau des Rutins durch Aspergillus fla

vus dargestellt werde n (TOWERS 1964): 

OH 

HO 

OH 0 

~OH 
HO~O~ ~I o 

COOH 
OH 

Rutinase 

I 
HO 

OH 0 

2,4,6 -Trihydroxy 

benz:C>e'säure 

+ 

OH 

CO 
/ 

3,4-Dihydroxy

benzoesäure 

Ebenso wie beim mikrobiellen Abbau der Lignine treten auch 

hier einfache Phenolearbensäuren als Metabolite auf. 
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In diesem Zusammenhang muß jedoch betont werden, daß der 

Abbau zu einfachen aromatischen Verbindungen keineswegs 

eine Endstufe darstellt; zahlreiche Bodenmikroorganismen 

sind ohne weiteres in der Lage, den Benzolkern zu spal

ten und ihn als einzige C-Quelle zu nutzen (Literatur

übersicht bei DAGLEY 1967). 

Sehr viele Mikroorganismen, sowohl Pilze als auch Actino

myceten und Bakterien, bilden aus nichtaromatischen Vor

stufen aromatische Verbindungen und exkretieren sie. 

KONONOVA und ALEKSANDROVA (1956, 1958) und ALEKSANDROVA 

(1962) lassen Aspergillus niger, Penicillium und Actinemy

ces globisporus roseus auf Zucker als einziger C-Quelle 

wachsen. In der Kulturlösung können anschließend 1,2-Di

hydroxybenzol und 3,4-Dihydroxybenzoesäure nachgewiesen 

werden. Ähnliche Ergebnisse beschreiben HAIDER und MARTIN 

(1967). Der Pilz Epicoccum nigrum bildet 2-Methyl-4,6-di

hydroxybenzoesäure und 2-Methyl-3,5-dihydroxybenzoesäure, 

wenn er allein auf Glucose und Asparaginsäure wächst. Die

se primären Aromaten können dann mikrobiell in etwa zwan

zig weitere Phenole überführt werden. 

OH 

HO*CH; 
COOH 

2 - Methyl- ~,6- dih ydroxybenz oesa ure 

HO'f!(OH 

~CH3 
COOH 

2-Methyt-3 ,5-d•hydroxybenzoesaure 

HENNEQUIN und BLACHERE (1966) untersuchen die Phenolbil

dung an zwanzig Stämmen von Azotobacter chroococcum und 

A. vinelandii, sowie Alcaligenes sp., Arthrobacter sp. 

und an acht Stämmen aus der Weizenrhizosphäre. Sä mtliche 

Stämme sind zur Bildung von Phenolen befähigt. 
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1.4.2. Mögliche Reaktionen zum Aufbau polymerer Sub

_______ §i~~~~~-~~2-~EQ~~i~§fh~~-YQ!§i~!~~----------

Ihren vielfältigen Bildungsmöglichkeiten im Boden entspre

chend wurden Modellreaktionen zur Bildung von Ruminstoffen 

vor allem mit reaktionsfähigen mehrwertigen Phenolen durch

geführt (z.B. ELLER 1921, ERDTMANN 1934, JAMES und WEISS

BERGER 1938, WELTE et al. 1954, FLAIG et al. 1955, SCHEF

FER et al. 1958). 

Bei den Untersuchungen zeigte sich, daß vor allem solche 

Phenole, die in der Lage sind, in Chinone überzugehen -

also z. B. 1,2- und 1,4-Dihydroxybenzole - zur oxydativen 

Polymerisation neigen. Es wird daher vermutet, daß die 

Polymerisation eine Oxydation zu Chinonen voraussetzt, wie 

es z.B. in dem Schema nach ELLER (1921) zum Ausdruck kommt: 

+ 02 
pH >8 6 + H202 

)yoH 
y+ 

OH 0 0 

Andere Autoren halten die Chinonbildung für eine Nebenreak

tion und betrachten semichinoide Radikale als Zwischenstu

fen (SCHEFFER et al. 1958, KICKUTH 1959): 

Das Phenoxyradikal steht in mesomerer Beziehung zu ver

schiedenen möglichen C-Radikalen: 

&lo"l OH ·&101 OH &101 OH 

-I -11 
::::-... 

A B c 

Die einzelnen Radikale können nun sowohl miteinander als 

auch mit unveränderten Phenolen reagieren. Im erstgenann

ten Fall kommt die Reaktion zum Stillstand, d.h. es entste

hen Tetrahydroxydiphenyle, die erst durch erneute Oxydation 
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oder durch Reaktion mit einem anderen Radikal in weitere 

Polymerisationsreaktionen einbezogen werden können. 

Reagiert jedoch ein Radikal mit einem unveränderten Phenol, 

so entsteht ein Zweikernradikal, welches wieder in der 

gleichen Weise mit einem weiteren Phenol reagieren kann usw.: 

HO'ÜO • 
I + .-<: . & t/.Y

:H OH 

OH I 
_Ho 

1 
• + 

.-<: 

B 

Auch diese Reaktion kommt zum Stillstand, weil das unge

paarte Elektron an einem sich vergrößernden Resonanzsystem 

anteilig wird, wodurch seine Reaktionsfähigkeit ständig 

abnimmt (KICKUTH 1959) • 

In diesem Zusammenhang muß darauf hingewiesen werden, daß 
mit Hilfe der Elektronenspinresonanzmessung freie Radika
le in Ruminstoffen nachgewiesen werden konnten (STEELINK 
und TOLLIN 1967, ATHERTON et al. 1967, CHESHIRE et al. 
1967, SCHNITZER 197o, HAWORTH 1971). 

FORSYTH und QUESNEL (1957) erhalten z.B. bei der Oxydation 

von 1,2-Dihydroxybenzol in Gegenwart von Polyphenoloxydasen 

alle drei möglichen Tetrahydroxydiphenyle, entsprechend den 

RadikalenBund C (S. 21). Die weitere Oxydation führt zu 

dunkelbraunen, polymeren Produkten: 

HO OH 

B•B B• C C• C 

Diphenyläther können nicht isoliert werden, der Nachwe is 

von Diphenylendioxidochinon-(2,3) spricht jedoch dafür, 

daß neben C-e-Bindungen bei dieser Reaktion auch C-O-Bin-
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dungen geknüpft werden (FORSYTH et al. 196o): 

~of'?o 
~0~0 

1,2,3-Trihydroxybenzol könnte zu verschiedenen Strukturen 

dimerisieren; 2,3,4,2' ,3',4'-Hexahydroxy-diphenyl findet 

FLAIG (1966) nach alkalischer Oxydation: 

OH 

HOtrOH 
2 I -. ::::-... 

HO 

OH 

OH 

Es kann aber auch über 3-Hydroxybenzochinon-(1,2) zu Pur

purogallin, einem Tropolonderivat oxydiert werden (SAL

FELD 1957, Formelschema nach RUSKE 1968): 

0~ + 0 O'Y-IH 

HOJJ ==\.d + 

HO&OH r I '\ 
HO ::::-... -

Purpurogall in 

Aus 3,4,5-Trihydroxybenzoes~uremethylester entsteht unter 

Einwirkung von Polyphenoloxydasen Ellagsäure (STEINMETZ 

1956): 

OH 

HO 

OH 
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Eine Dimerisierung der 0-methylierten Ester in verdünnten 

Laugen erfolgt nach HATHWAY (1957) aber nur dann, wenn 

mindestens zwei freie Hydroxylgruppen einander benachbart 

sind. Methylierung in 4-, in 4,5- oder in 3,5-Stellung 

verhindert die Entstehung von Dimeren. Aus 3,4-Hydroxy-5-

methoxybenzoesäuremethylester entsteht dagegen die in 

5,5'-Stellung methylierte Ellagsäure: 

OH 

OH 

Als mögliche Ligninabbauprodukte wurden auch weitere par

tiell methylierte Phenole untersucht: 

Bei der Oxydation von 2-Methoxyphenol sowohl mit einer 

Laccase als auch mit Eisen-III-Chlorid findet WALTER (196o) 

die drei möglichen Dimethoxy-dihydroxy-diphenyle; auch in 

diesem Fall führt die weitere Oxydation zu dunkelgefärb

ten Substanzen. 

Selbst 2,6-Dimethylphenol polymerisiert durch Einwirkung 

des Luftsauerstoffs unter der katalytischen Wirkung von 

Kupfer-I-Komplexen: 

n 

1,3,5-Trihydroxybenzol bildet bei der Luftoxydation mit 

äquimolaren Mengen 1,2-Dihydroxy-4-methylbenzol dunkel

gefärbte Polymere. 

HATHWAY (1958) nimmt an, daß dabei 1,2-Dihydroxy-4-methyl

benzol zu 4-Methylbenzochinon-(1,2) oxydiert und oxydativ 

an 1,3,5-Trihydroxybenzol addiert wird: 
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OH 

~YoH y J: 
HohJloH 

PolymPre 

CH3 

Die gleiche Reaktion ist jedoch auch aus einer semichino

iden Zwischenstufe formulierbar . 

Eine Möglichkeit zur Entstehung von Ätherbrücken beschreibt 

MUSSO (1963): Chinone werden von Phenolen bevorzugt in 2-

oder in 4-Stellung substituiert, in neutraler Lösung ge

winnt jedoch die Reaktion über den Phenoxylsauerstoff an 

Bedeutung, und es können Strukturen der nachstehend dar

gestellten Art auftreten: 

OH 

2 Q + 

R 
~ 

0 

0 

~On firR 
R_;v yo~ 

0 

Auch durch saure Polymerisation von Benzochinon-(1,4) kön

nen ERDTMANN und STJERNSTRÖM (l959) ein Trimeres mit Äther

brücken herstellen: 

OH 

OH 

Neben den vielfältigen Möglichkeiten zur oxydativen Ver

knüpfung phenolischer Monomerer können aber auch andere 

Reaktionen zum Aufbau höhermolekularer Grundgerüste führen. 

Einige seien im folgenden kurz erwähnt: 

3-Hydroxybenzochinon-(1,2) ist nach SALFELD (196o) leicht 
einer Diels-Alder-Reaktion zugänglich: 



- 26 -

+ 

Die Verknüpfung aromatischer Ringe über C-Brücken soll an 
den folgenden Beispielen gezeigt werden: 

Formaldehyd und 1,4-Dihydroxybenzol kondensieren unter der 
Wirkung von Hydroxylionen zu sphärekolloidalen Polymeren. 
Diese Reaktion ist auch für die Kunststoffherstellung von 
Bedeutung (HULTZSCH 195o, 1962): 

·~ + 

OH 

Ein weiteres Beispiel ist die Reaktion von Naphthochinon
(1,4) mit Malonsäureester (PRATT und BOEHME 1951): 

0 2oQ + 

0 

~ 
l0Y ~ 

0 OH 

0 OH 

In Anbetracht des relativ hohen Stickstoffgehalts der Hu

minstoffe (ca. 3 - 5 %) werden Polymerisationsreaktionen 

auch unter Beteiligung von Stickstoff untersucht. 

Es entstehen dabei u.a. Phenazin- (HORNER und STURM 1957, 

LINDBECK und YOUNG 1965) und Phenoxazinderivate (MUSSO et 

al. 1957, MURPHY und MOORE 196o, BEECKEN et al. 1961) · 
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Ph.,naztn Phenoxaz1n 

Eine der möglichen Reaktionen mit Aminosäuren, Peptiden 

oder Proteinen wurde bereits auf S. 9 dargestellt. Nach 

BREMNER (1967) können bei derartigen Reaktionen auch Po

lymere entstehen , in denen der Aminostickstoff das Brük

kenatom darstellt: 

0 0 R 0 

v~q·v 
0 R 0 0 

Ber.~erkenswerterweise können STEIN und TENDELOO (1959) bei 

der Reaktion von 1 , 3, 5-T:r· i hydroxybenzol mit Aminosäuren 

ebenfalls Polymerisation beobachten. Diese Reaktion ver

dient besonderes Interesse, weil hier die intermediäre 

Bildung von Chinonen ausgeschlossen ist und die Reaktion 

notwendigerweise an der Semichinonstufe einsetzen muß: 

o· h R 
r r · 1 Poly · A -- I + H-C-NH2 - m"'" HO~OH HO ~ OH COOH 

Interessant s ind in diesem Zusammenhang auch die Reaktio

nen aromatische r Aminosäuren, die im Organismus zur Bil

dung dunkelgefärbter Substanzen führen. Ein Beispiel dafür 

sind die als Augen-, Haut- und Flügelpigmente bei Insek

ten weit verbreiteten Ommochrome , die sich oxydativ aus 

3-Hydroxykynurenin, einem Tryptophanabkömmling bilden: 

Tryptophan Kynurenin 3-Hydroxykynur~nin 
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~
COOH 

+ ::;;-" 2 
::,...1 

OH 

X•nthomm.atin 

Das Xanthommatin wurde aus dem Schlupfsekret des Kleinen 

Fuchses (Vanessa urticae) isoliert (BUTENANDT 1957). 

Einen ähnlichen Chromophor, ebenfalls ein Phenoxazonderi

vat, besitzen auch die Actinomycine, die antibiotisch 

wirkenden Stoffwechselprodukte einiger Actinomyceten der 

Streptomyces-Gruppe. Bemerkenswerterweise ist dieses Ring

system mit verschiedenen Peptiden substituiert (BROCKMANN 

196o): 

Unter katalytischer Wirkung einer Phenoloxydase entsteht 

aus Tyrosin Dopachinon, welches spontan zu einem Indolde

rivat kondensiert. Letzteres polymerisiert zu den Melani

nen, wichtigen tierischen Pigmenten (EVANS und RAPER 1937, 

Formelschema nach KARLSON 1967): 

~COOH 

HO~ NH2 

HOYifYCOOH 

HO~ NH2 

Tyrosin Oopa 

O~COOH 

0~ NH2 

HO~COOH 
HO~N"-H · 

H 

Dopachinon 

0~ 
o~rl 

H 

lndolch•non 

------

0 

0 

Melanin 
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1. 5. Si<:htung der Theorien und Problemstellung 

Die vorausgegangene Zusammenfassung läßt folgendes erken

nen: Mit zunehmender Einsicht in den Aufbau von Ruminstof

fen haben sich die Untersuchungen zur Aufklärung ihrer 

Entstehungsweisen ungeachtet, ob mit oder ohne Beteiligung 

von Stickstoffverbindungen auf einfache mehrwertige Pheno

le als Ausgangskörper konzentriert. Weiterhin ist deutlich 

zu bemerken, daß auf der Reaktionsseite das Konzept der ra

dikalischen oxydativen Polymerisation in den Vordergrund 

gerückt ist. 

Im Hinblick auf den ersten Punkt stellt sich die Frage, ob 

überhaupt im Boden hinreichend große Mengen freie, insbe

sonders mehrwertige Phenole gebildet werden, um auf dieser 

Substratbasis eine Synthese zu ermöglichen. Daß es auf der 

Reaktionsseite im Boden zahlreiche Ein-Elektrontransfers 

gibt, kann von vornherein als sicher unterstellt werden. 

Möglichkeiten sind z.B. folgende: 

a) Der Valenzwechsel von Schwermetallionen, vor allem des 

Eisens (Fe111 zu Fe11 ) und des Mangans (Mn1Vzu Mn111 ) 

b) Ubergang des molekularen Sauerstoffs in das Hydroper

oxid-Anion 

c) Heterogene Katalyse durch Elektronenübergänge auf die 

feste Bodenmatrix 

d) Enzyme mit Ein-Elektrontransfer 

e ) Photochemisch induzierte Elektronenübergänge 

Zur Kl ä rung d e r ersten Frage haben sich viele Autoren be

müh t, freie Phenole in der Bodenlösung nachzuweisen und zu 

identifizie ren; im folgenden sollen diese Arbeiten kurz 

dargestellt werden: 

Als "frei" können nur die mit relativ milden Methoden aus 

dem Bo den extrahierbaren Phenole angesehen werden. Die von 

v erschiedenen Autoren (GUENZI und McCALLA 1966, MORITA 1965, 

• 
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WANG et al. 1967, LI et al. 197o) angewandte alkalische 

Hydrolyse führt sehr wahrscheinlich bereits zum Abbau 

höhermolekularer organischer Substanz. 

In einem schwach alkalischen Extrakt verschiedener Böden 

findet WHITEHEAD (1964) 4-Hydroxybenzoesäure, 3-Methoxy-

4-hydroxybenzoesäure, 4-Hydroxyzimtsäure und 3-Methoxy-

4-hydroxyzhmsäure. Die gefundenen Mengen sind in der Ta

belle 2 angegeben. 

Tab. 2: Aus verschiedenen Böden isolierte freie Phenole 
(nach WHITEHEAD 1964) 

Bodenart Calcareous Sand Clay with Clay loam 
loam flints 

Vegetation Grasland Farnkraut Buchenwald Schwarze 
Johannis-
beeren 

Nachgewiesene 
Phenole in 
Prozent der 
organischen 
Substanz 

4-Hydroxyben-
zoesäure o,oo11 o,oo24 o,oo34 o,oo12 

3-Methoxy-
4-hydroxy-
benzoesäure o,ooo9 o,oo36 o,oo21 o,oo12 

4-Hydroxy-
Zimtsäure o,oo23 o,oo3o o,oo25 o,oo15 

3-Methoxy-
4-hydroxy-
zimtsäure o,oo23 o,ooo3 o,ooo1 o,ooo5 

Insgesamt: o,oo66 o,oo93 o,oo81 o ,oo44 

Molarität in 
der Bodenlös. 

4-Hydroxy- -5 -5 -5 1o-5 
benzoesäure 1,9 X 1o 3,9 X 1o 3,2 X 1o o,8 X 

3-Methoxy-4-
hydroxy-ben- -5 -5 -5 o,7 -5 
zoesäure 1,4 X 1o 4,9 X 1o 1,7 X 1o X 1o 

4-Hydroxyzimt-
-5 -5 -5 o,9 1o 

-5 
säure 3,8 X 1o 4,2 X 1o 2,o X 1o X 

3-Methoxy-4-
lo- 5 hydroxyzimt- -5 o,4 

-5 o,o7 X 1o-5 o, 3 X 
säure 3,2 X 1o X 1o 
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Unter Anwendung einer gleichartigen Extraktionsmethode 

finden MARTINEZ und DE PETRE (1965) dieselben Phenole in 

verschiedenen Böden. 

In wässrigen Bodenextrakten finden JAQUIN und BRUCKERT 

(1965) 4-Hydroxybenzoesäure und 3-Methoxy-4-hydroxybenzoe

säure; zusätzlich zu diesen Phenolen können GUENZI und 

McCALLA (1966) noch 3,4-Dihydroxybenzoesäure und 4-Hydroxy

zimtsäure nach Extraktion von "silty clay loam soils" mit 

schwach alkalischen und schwach sauren wässrigen Lösungen 

sowie mit Methanol und Aceton nachweisen. 

HENNEQUIN und JUSTE (1967) extrahieren mit o,2 N Natron

lauge 4-Hydroxyzimtsäure, 3-Methoxy-4-hydroxybenzoesäure 

und 4-Hydroxybenzoesäure aus verschiedenen Böden; die Men

gen nehmen in der genannten Reihenfolge ab. Aus dem Heiß

wasserextrakt verschiedener Waldböden isoliert KUNZE (1969) 

4-Hydroxyzimtsäure, 3-Methoxy-4-hydroxyzimtsäure, 4-Hydroxy

benzoesäure, 3,4-Dihydroxybenzoesäure, 3-Methoxy-4-hydroxy

benzoesäure, 4-Hydroxybenzaldehyd und 3-Methoxy-4-hydroxy

benzaldehyd. 

OH OH 

Q qOCH, Q ~OH I I 

CHO CHO COOH OH 

~- Hydroxy - 3-MPthox y-4-hydrox y- 4- Hydroxy- 3,4 -D1 hydrox y -

bE'nzaldPhyd bPnzaldPhyd bE"nzoesaurP bf'nzoesäure 

OH OH OH 

<rOCH, Q 2
1
0CH, I I 

COOH HC=CH-COOH H-COOH 

3-MPthox y-4-hydrox y-- 4-Hydroxy- 3-MPI hox y-4 -hydrox y-

benzoesäure zimtsäure Zimtsäure 
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Im Methanolextrakt zweier Waldböd~n findet HINNEY (1969) 

fünf phenolische Verbindungen, die zwar nicht identifi

ziert werden können, aber auch nicht mit den zuvor ge

nannten identisch sind; auf die Isolierung von Phenolen, 

die nicht mit bekannten Inhaltsstoffen aus Pflanzen und 

Tieren identifiziert werden können, weisen auch die mei

sten der zuvor genannten und andere Autoren hin (POHL 

1968). Es liegt nahe anzunehmen, daß es sich bei diesen 

Phenolkörpern um neu erzeugte mikrobielle Metabolite han

delt, eine. Auffassung, die vor allem von FLAIG und seiner 

Schule vertreten und experirnentell~prüft wurde (HAIDER 

und MARTIN 1967, MARTIN und HAIDER 1969). 

So beschreiben HAIDER und MARTIN (1967) in der bereits auf 

Seite 2o erwähnten Arbeit, daß die von dem Pilz Epicoccum 

nigrum während des Wachsturns auf Glucose und Asparaginsäu

re gebildeten Phenole (2-Methyl-4,6-dihydroxybenzoesäure 

und 2-Methyl-3,5-dihydroxybenzoesäure) anschließend in 

über zwanzig Phenole umgewandelt werden. Ein Teil dieser 

Umwandlungsprodukte ist in der folgenden Ubersicht zusam

mengestellt (S. 33). 

Die Bildung von Ausga'ngsstoffen. für die Huminstoffsynthe

se aus nichtaromatischen Vorstufen untersucht MATSCHKE 

(197o). Alle 14 geprüften Bodenstreptornyceten sind zur 

Bildung von derartigen Vorstufen in der Lage, besonders 

aktiv sind Str. phaeochrornogenes, Str. scabies, Str. vio

laceus und Str. au,reus. Bei den von Str. aureus gebilde

ten Substanzen handelt es sich nach Ansicht des Verfas

sers um Derivate des tricyclischen Kohlenwasserstoffs An

thracen. 28 Verbindungen dieser Art können in den ersten 

25 Kultivierungstagen aus dem Kulturmedium des Pilzes 

isoliert werden. 
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rQ_OH-HO'QC~:, HO~CH;-HOYOH 

CH3 ) COOH COOH ~ CH3 
2,4-Dihydroxy- \-~thyt-3,5 -dihydroxy - 2-Methyl-4,6-dihydroxy - 3,5-Dihydroxy-

to luo\ \benzoesaure benzoesaure toluo\ 

~ ~OH HO)!.OH H;qOH 

H:,. '~~,:,\ >' ~~~~o.,\ (3.5 - Dih~~r:xy- (4,5 -Tr~~:roxy -
toluol \ benz~esaure - \ benzoesaure toluo\ 

;: OH 

HO~ qOH HO*"" 

2,4 ,6-Tri~;~~y -\/ 1 ,3- D~~drox~ /,4,5-Tri~~~:y-
benzoE'säure benzol . \ benzoer.äure 

OH 

HO* 
::,... OH 

::,...1 
HOYOH 

~ HO OH 

HO'QCOH 

::,... OH 

CH3 OH OH CH3 

2,4,5-Trihydroxy- 1,3,5-Trihydroxy- 1,2,3-Trihydrox y- 2 ,3,5 -T rihydroxy -
toluol benzot benzot toluol 

Neben der experimentell belegten biologischen Bildung von 

Phenolen aus aromatischen und nichtaromatischen Vorstufen 

besteht die Möglichkeit, daß auch 

1 o g i s c h e P r o z e s s e 

d u r c h a b i o -

i m B o d e n 
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a u s v o r g e g e b e n e n o r g a n i s c h e n 
V e r b i n d u n g e n i n s b e s o n d e r e 

solchen m i t 

m a t e n s k e 1 e t t 

p r ä f o r m i e r t e m 

n e u e P h e n o 1 e 

A r o -
e n t -

s 0 1 s t e h e n u n t e r i h n e n a u c h 

c h e d i e a 1 s b i o c h e m i s c h e s y n -

t h e s e p r o d u k t e u n b e k a n n t s i n d 

Dieser Aspekt stellt keinen Gegensatz, sondern ein echtes 

Komplement zur Aromatensynthese durch Bodenorganismen dar. 

Er ist der zentrale Gedanke dieser Arbeit. 

Die Konkretisierung dieser Vorstellung geht davon aus, daß 

in der Fraktion der freien Bodenphenole bestimmte Zimt

säurederivate, besonders die monomeren Bausteine der Ligni

ne regelmäßig anzutreffen sind. Zusammen mit der Tatsache, 

daß man bei der durchgreifenden Hydrogenolyse von Huminsäu

ren n-Propyl-cyclohexanole (GANZ 1944) erhält, legt es die

ser Befund nahe, Zimtsäurederivate als Ausgangsmaterial 

für die abialogische Entwicklung eines Spektrums von Folge

verbindungen im Experiment zu wählen, und diese darüber 

hinaus auch als eine mögliche "Austrittsstelle" für die 

abialogische Huminsäuresynthese zu be'trachten; jedenfalls 

nicht unbedingt ein c6-c 1-Phenol oder Brenzkatechin und 

Hydrochinon selbst. 

Darüber hinaus beinhaltet das Konzept einer de novo Humin

stoffsynthese aus Monomeren zwangsläufig, daß der Rumin

stoffaufbau im Boden als Konkurrenzreaktion zur Endkata

bolisierung von Aromaten ablaufen muß (GREILICH 1971). Auch 

unter diesem Blickwinkel gewinnt die Stufe der substituier

ten Zimtsäure beim Abbau von Ligninen besondere Bedeutung. 

Einerseits ist mit dieser Stufe ein erstes Maximum bakte

riostatischer Wirkung erreicht, d.h. die konkurrierend 

verlaufende Endmetabolisierung kann eingeschränkt werden, 

andererseits verlaufen die Abbaureaktionen an den Ligninen 

nur bis zu dieser Stufe als exoenzymatische Reaktionen au-
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ßerhalb der Zelle, alle weiteren Katabolite können intra

zellulär verarbeitet werden und haben somit nur geringe 

Chancen, für einen Huminstoffaufbau zur Verfügung zu ste

hen. 

Zusammenfassend waren die oben angeführten Gesichtspunkte 

der Anlaß, das Verhalten von Zimtsäuren aus dem Lignin

abbau unter abielegischen Reaktionsbedingungen zu studie

ren, um in dreierlei Hinsicht eine Wissenslücke zu füllen: 

a) Ist es durch bodenmögliche abielegische Radikalreak

tionen möglich, aus einfachen Zimtsäurederivaten ein 

Stoffspektrum niedermolekularer Phenole zu entwickeln? 

b) Läßt sich eine Zimtsäure durch bodenmögliche Ein-Elek

tronreaktionen in huminstoffartige Körper überführen? 

c) Ist es ggf. möglich, diese Verbindungen bestimmten, 

aus Böden isolierten Aromaten (Phenolen) zuzuordnen? 
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2. METHODEN UND ERGEBNISSE 

Die aus den vorangegangenen Uberlegungen abgeleitete 

Problemstellung dieser Arbeit legt auch den Gang der ex

perimentellen Untersuchungen verhältnismäßig eindeutig 

fest. 

Es galt zunächst, durch eine weitgehende Erfassung der 

löslichen niedermolekularen Verbindungen aus einem reich 

entwickelten und gut beschriebenen natürlichen Boden den 

Nachweis zu erbringen, daß tatsächlich außer den allge

mein vorkommenden und zuzuordnenden phenolischen Substan

zen zahlreiche andere Verbindungen auftreten, deren all

gemeines Verhalten und Reaktionen auf eine phenolische bzw. 

aromatische Struktur hindeuten. 

Es galt ferner, diese Verbindungen durch ihre analytischen 

Parameter (Laufverhalten im Chromatogramm, Anfärbereak

tionen, Spektren) möglichst genau zu fixieren, damit sie 

in Beziehung zu Verbindungen gesetzt werden konnten, die 

man in vitro durch eine abialogische chemische Reaktion 

aus einem einfachen, im Boden vorkommenden Grundkörper 

gegebenenfalls gewinnen konnte. Darin bestand demgemäß 

auch der zweite und wesentliche Teil der experimentellen 

Arbeit. 

Es galt dann zu zeigen, daß durch einen chemischen Prozeß 

in vitro aus einer vorgegebenen natürlichen Vorstufe ein 

Kol l ektiv von Folgesubstanzen gewonnen werden kann, das 

zu den im Boden vorkommenden nieder- und höhermolekula

ren Stoffen Beziehungen aufweist, oder sogar mit diesen 

z.T. identisch ist. 

Es ist selbstverständlich, daß diese Aussagen für die Re

alität an Wert gewinnen, wenn dieser Prozeß nach einem zu

mindest bodenmöglichen Reaktionsschema vollzogen wird 
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und wenn andererseits ein Ausgangsmaterial verwendet wird, 

dessen häufiges Vorkommen im Boden gesichert ist. 

Uns schien die erste Forderung experimentell am günstig

sten durch einen photochemischen Prozeß erfüllbar zu sein, 

der gewissermaßen als integrierende Modellreaktion für 

alle im Boden nachgewiesenen oder möglichen Ein-Elektron

reaktionen gelten kann, der möglicherweise sogar als sol

cher bei der Umwandlung der organischen Substanz an der 

Bodenoberfläche eine Rolle spielt. Experimentell bietet 

dieses Verfahren insofern besondere Vorteile, als man 

nicht andere chemische Verbindungen in das Geschehen ein

zubringen hat, wodurch sich die Aufarbeitungsverfahren 

etc. wesentlich vereinfachen. 

Als Muttersubstanz haben wir die 4-Hydroxyzimtsäure ge

wählt, was sich aus dem eingangs dargelegten häufigen Vor

kommen im Boden als Ligninabbauprodukt zwanglos ergibt. 

Außerdem ist die 4-Hydroxyzimtsäure beträchtlich mikrobi

zid; auch zu diesem Punkt wurden eingangs Uberlegungen an

gestellt. Es mußte durchaus damit gerechnet werden, daß 

sich in dem aus der 4-Hydroxyzimtsäure abiologisch ent

wickelten Stoffspektrum noch andere und vielleicht stärker 

mikrobizide Verbindungen befinden konnten. Auch ein sol

cher Befund würde zweifellos die Hypothese von der abiolo

gischen Evolution eines Stoffspektrums in Konkurrenz zu 

den biologischen Umsetzungen als mögliche Ausgangsbasis 

für einen Huminstoffaubau im Boden weiter stützen. Auch 

diese Frage wurde daher - wenn auch nur kursorisch - expe

rimentell geprüft. 

So läßt sich die experimentelle Arbeit,diesen Gedanken 

folgend, in drei Abschnitte gliedern: 

a) Isolierung und analytische Aufgliederung der mobilen 

organischen Komponenten eines genau beschriebenen Bo

dens unter besonderer Berücksichtigung der Phenole und 
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anderer Aromaten. 

b) Photochemische Reaktionen der 4-Hydroxyzimtsäure, 

Isolierung und Identifizierung der Reaktionsprodukte 

und deren Zuordnung zu den unter a) gewonnenen Stoffen. 

c) Prüfung des Verhaltens der unter b) gewonnenen Sub

stanzen gegenüber Mikroorganismen aus dem Boden. 

2.1. Analytische Untersuchungen an einem Waldboden 

Die Untersuchungen wurden an einem Boden durchgeführt, der 

sich unter einem ca. 25jährigen Buchenbestand im Göttinger 

Wald befindet. Der mittlere Muschelkalk weist in diesem 

Gebiet Mulden auf, die mit entkalkten pleistozänen Löß

ablagerungen· ausgefüllt sind, auf denen sich saure Braun

erden entwickelten. Eine genaue Standortbeschreibung fin

det sich bei KICKUTH et al. (1969). 

Die Aufarbeitung des im November dem Ah-Horizont entnom

menen Materials fand sofort nach der . Probeentnahme statt. 

Strukturiertes organisches Material wurde mit einer Pin

zette weitgehend entfernt. 

Das wässrige Bodeneluat, das durch zehnstündiges Schüt

teln von 1,5 kg natürlich feuchtem Boden mit 3 Ltr. · was

ser bei Zusatz von 1 g Citronensäure und o,2 g Ascorbin

säure gewonnen worden war (Citronensäure soll die in kom

plexer Bindung vorliegenden Phenole freisetzen, Ascorbi n

säure soll die Oxydation empfindlicher Phenole unterbin

den), wurde nach dem Abzentrifugieren der Feinbodenanteile 

und Einengen be i 4o°C im Vakuum nach den Trennungsgängen 

1 und 2 aufgetrennt. Dabei wiederholt der Trennungsgang 2 

im grundsätzlichen den Trennungsgang 1, er enthält jedoch 

eine vorgeschaltete Stufe zur Entfernung von Neutrallipi

den: 
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Trennungsgang 1: 

[w Ä S S R I G E S B 0 DEN E LU A Tl 

•HzSC~ 

(pH 1,5) 

I 
r------Ätherextraktion~------~ 

I WASSE~RPHASE I I ÄTHERPHASE I 

I. 

Ätherlösliche saure 
Verbindungen und 

Neutralstoffe 

Trennungsgang 2: 

•NaCH 
(pH 3,5) 

Troeknung 

Elution mit Aceton 
I 

ACETONELUAT I 
II. t 
Stark polare 
Verbindungen · 

I 
B 0 DEN E LU A Tl Iw Ä s s R I GE s 

•NaCH 
(ptl 9,0) 

I 
.-------- Ätherextraktion-------~ 

I WASSE~RPHASE I I ÄTHERPHASE I 

III. 

Ätherlösliche 
Basen und 

Neutralstoffe 

•Hz SC~ 
(pH 1,5) 

I 
r-Ätherextraktion 

I ÄTHERPHASE I .-------'-----. 

IV. 

Ätherlösliche 
saure Verhin

gen 

Aceton 
I 

ACETONELUAT I 
v. t 
stark polare 
Verbindungen 
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Wenn man eine Behandlung mit Säuren oder Laugen ausschließt, 

durch die niedermolekulare Verbindungen hydrolytisch aus 

größeren Molekülen abgespalten werden können, so kommen 

für die Extraktion der freien Bodenphenole grundsätzlich 

zwei Mett.oden in Betracht: 

a) Die Extraktion der Bodenprobe mit Wasser, gegebenen

falls unter Zusatz eines Chelators. 

b) Die Extraktion der Bodenprobe mit organischen Lösungs

mitteln. 

Die Extraktion mit organischen Lösungsmitteln bringt ge
wisse Vorteile; Quellung und Peptisation treten in wesent
lich geringerem Umfange auf als bei der Extraktion mit 
Wasser, wodurch Perkolations- und Filtrationsvorgänge 
technisch leichter zu handhaben sind. Zudem sind häufig 
auch höhermolekulare organische Verbindungen des Bodens 
recht gut wasserlöslich, so daß durch Wasserextraktion 
Proteine, polymere Kohlenhydrate und Ruminstoffe miterfaßt 
werden: Je nach Art eines zu verwendenden organischen Lö
sungsmittels läßt sich das mehr oder weniger unterbinden; 
dabei müssen allerdings die sehr wasserähnlichen, stark 
polaren organischen Lösungsmittel wie Dimethylformamid 
oder Pyridin ausgeschaltet werden (ihre besondere Eignung 
zur Elution großer Teile der gesamten organischen Matrix 
ist bekannt (ZIECHMANN und PAWELKE 1959)). Indes haben or
ganische Lösungsmittel den Nacnteil, daß sie die Lipid
phase des Bodens mit erfassen; bei anschließenden Trennungs
operationen erweist sich diese erfahrungsgemäß immer als 
störend. Die Extraktion mit Wasser beläßt die Menge der 
Lipidkörper ungelöst, jedoch werden stattdessen anorgani
sche Salze aus dem Boden mit erfaßt. Auch diese können die 
Abtrennung einiger Fraktionen erschweren. Außerdem wird 
durch eine Wasserextraktion auch das Ubertreten von Lipi
den ins Eluat nicht gänzlich ausgeschlossen. Es ist be
kannt, daß Lipide als "Cosolvate" mit polaren Verbindungen 
in wäs.srige Phasen übertreten können. Das konnten wir auch 
in unseren Untersuchungen bestätigen. 

Alles in allem erhielten wir mit Wasser als Extraktions
mittel günstigere Ergebnisse bei den anschließenden Tren
nungen, sc daß wir ihm für die Herauslösung der freien Bo
denphenole den Vorzug gaben. Sicherlich bleibt ein Teil 
der niedermolekularen Phenole mit dieser Methode unerfaßt, 
was z.T. mit der geringen Wasserlöslichkeit mancher Ver
bindungen zusammenhängt, zum größeren Teil aber damit, daß 
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Wasser kaum in der Lage ist, freie Phenole aus Verbänden 
zu lösen, in denen sie an hydrophobierten Oberflächen ad
sorbiert im Verband mit Lipiden vorliegen. 

Bis heute ist auch kein Verfahren vorgeschlagen worden, das 
eine befriedigende Trennung der freien Phenole aus Boden
proben gestattet. Man muß dabei berücksichtigen, daß ein 
Phenol von seiner chemischen Konstitution her zugleich ei
ne hydrophile und eine lipophile Verbindung ist und daß 
nach Maßgabe der Substitution mit funktionellen Gruppen 
die eine oder die andere Eigenschaft besonders stark aus
geprägt sein kann. Selbst die saure Funktion der Hydroxyl
gruppe kann nicht zu einer eindeutigen Uberftihrung in die 
Gruppe saurer, lipophiler Verbindungen verwendet werden; 
so ist z.B. die Acidität hoch alkylierter Phenole derart 
gering, daß sie regelmäßig im Trennungsgang bei den Neu
tra1stoffen zu finden sind. Bei voll methylierten Pheno
len gilt dies ohnehin. Phenole mit starker Hydroxyl- oder 
Carboxylsubstitution lösen sich hingegen kaum in lipophilen 
organischen Lösungsmitteln (Äther usw.), sondern verbleiben 
in den wässrigen Phasen, in denen sich nach den klassischen 
Trennungsgängen organische Säuren, Kohlenhydrate und Ami
nosäuren finden. Dieses unterschiedliche Verhalten der 
einzelnen Phenole bietet andererseits eine Handhabe, sie 
bei der Trennung in bestimmte Gruppen aufzuteilen, wovon 
auch der Trennungsgang nach STAUDINGER (1968) Gebrauch 
macht. Für diese Fraktionierungen gilt natürlich auch das 
bereits oben Gesagte, und es ist somit keine saubere Tren
nung zu erwarten. Hinzu kommt im gegebenen Falle, daß die 
Menge der aus dem Boden extrahierbaren Phenole sehr gering 
ist und diese häufig ein nicht eindeutiges Phasenverhalten 
zeigen, das auf die Anwesenheit zahlreicher phasenvermit
telnder Substanzen (Fette, Wachse, Harze, Steroide etc. 
im Eluat zurtickzuführen isti. 

Was auf Grund der obigen Uberlegungen zu erwarten war, trat 

ein. Es fanden sich in allen Endfraktionen phenolpositive 

Verbindungen, so daß jede Fraktion einzeln weiter unter

sucht werden mußte. Es zeigte sich aber doch, daß sie in 

einzelnen Gruppen erheblich angereichert vorlagen, während 

andere Fraktionen nur geringe nachweisbare Mengen enthiel

ten. In der Hoffnung, daß entsprechend den Vorstellungen 

STAUDINGERs eine Vortrennung in bestimmte funktionelle 

Klassen erfolgt sein konnte, wurden grundsätzlich alle 

Fraktionen in der gleichen Weise weiter untersucht; ein 
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TeLl des Eluats wurde jedoch auch ohne eine Vortrennung 

den folgenden Trennungen unterzogen. Die Isolierung ein

zelner Verbindungen erfolgte durch zweidimensionale dünn

sch i chtchromategraphische Trennung auf Kieselgelplatten 

der Firma Schleicher & Schüll; als Laufmittel wurden be

nutzt: 

System 1: Toluol, Äthylformiat, Ameisensä ure 

System 2: Chloroform, Eisessig, Wasser = 4 : 1 

5 4 : 1 

1 (Unter

phase) • 

Zum Nachweis der interessierenden Verbindungen dienten 

folgende Methoden: 

a) Lokalisierung der im Tageslicht sichtbaren Verbindungen 

b) Lokalisierung der im UV-Licht bei 254 und 35o nm 

sichtbaren Verbindungen 

c) Besprühen der Chromatogramme mit phenolspezifischen 

Reagenzien; diazotierter Sulfanilsäure, Echtblausalz B 

und Eisen-III-Chlorid 

d) Verbindungen, die anscheinend in größeren Mengen vor

lagen, wurden mit dem Adsorptionsmaterial abgeschabt 

. und eluiert. Von dem Eluat wurde ein Ultraviolett

Absorptionsspektrum angefertigt. 

Zu den angewandten Methoden sind einige Anmerkungen er

forderlich: 

Den geringsten diagnostischen Wert besitzt die Loka
lisierung von Substanzen auf dem Chromategramm durch 
Eigenfarbe im Tageslicht oder Fluoreszenzfarbe im UV
Licht. Es sind hieraus keinerlei Schlüsse auf eine 
eventuelle aromatische Struktur möglich. Trotzdem muß
ten diese Eigenschaften mit herangezogen werden, weil 
es Phenole gibt, die nicht mit den sogenannten phenol
spezifischen Reagenzien darzustellen sind, sich jedoch 
durch ihre Fluoreszenz zu erkennen geben. 

Farbreaktionen mit diazotierter Sulfanilsäure und 
Echtblausalz lassen ebe nfalls keine eindeutigen Aussa
gen zu. Diazoniumverbindungen kuppeln mit solchen Aro-
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maten, die durch starke Elektronendonator-Gruppen sub
stituiert sind; dazu gehören vor allem Hydroxyl- und 
Aminogruppen. 

Eine positive Farbreaktion bedeutet daher, daß es sich 
bei der betreffenden Verbindung um ein Phenol oder ein 
aromatisches Amin handeln kann (wobei berücksichtigt 
werden muß, daß aromatische Amine im Boden nur in sehr 
geringem Umfange vorkommen); negative Reaktion spricht 
jedoch andererseits nicht unbedingt für nichtphenoli
schen Charakter, da voll methylierte Phenole z.B. nicht 
immer kuppeln (s.o.). 

Eisen-III-Chlorid bildet mit vielen Phenolen, vor allem 
mit solchen, die mindestens zwei vicinale Sauerstoff
Funktionen besitzen, farbige Komplexe; findet jedoch 
keine Farbkomplexbildung statt, kann deshalb ebenfalls 
nicht das Vorliegen einer phenolischen Verbindung aus
geschlossen werden. 

Alle phenolischen Verbindungen absorbieren ultraviolet
te Strahlen im Bereich zwischen 2oo und 35o nm. Die 
Spektren sind für die Identifizierung unbekannter Ver
bindungen sehr wertvoll. Bei der von uns angewandten 
Methode erfordert die Erzielung aussagekräftiger Spek
tren jedoch Mindestmengen von ca. 5 ug. 

Da, wie bereits erwähnt, nur sehr geringe Mengen organi

scher Substanz extrahiert wurden, konnte leider keine Sub

stanz so weit angereichert werden, daß die Anfertigung ei

nes brauchbaren UV-Absorptionsspektrums möglich war • Es 

wurden daher die bodenhUrtigen Phenole über ihre Rf-Werte 

in zwei Systemen, die Farben im Tages- und UV-Licht und 

das Anfärbeverhalten gegenüber den genannten Reagenzien 

identifiziert; dies geschah in Ubereinstimmung mit vielen 

anderen Autoren, die diese Kriterien ebenfalls für die Zu

ordnung als ausreichend erachteten. 

Mit Hilfe der genannten Methoden gelang es, 51 Verbindun

gen zu isolieren; die Anzahl der mit den verschiedenen 

Reagenzien darstellbaren Substanzen geht aus dem VENN

Diagramm der Abb. 1 hervor. 
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Diazotierte 
Sulfanilsäure 

Abb. 1: VENN-Diagramm für drei Reaktionen 
an einem aus dem Boden isolierten 
Stoffkollektiv 

Eisen-III
chlorid 

Nur fünf von diesen Verbindungen waren mit den Phenolen 

identisch, die bisher aus Böden isoliert werden konnten 

(s. s. 31 ) , es handelt sich dabei um 3-Methoxy-4-hydroxy

benzaldehyd, 4-Hydroxybenzoesäure, 3-Methoxy-4-hydroxy

benzoesäure, 4-Hydroxyzimtsäure und 3-Methoxy-4-hydroxy

zimtsäure. 
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Eine genaue Beschreibung der isolierten Verbindungen f i n

det sich zusammen mit den durch die Bestrahlung der 4-

Hydroxyzimtsäure gewonnenen Substanzen in der Tabelle 6 

auf den Seiten 66 - 69. 

Im Hinblick auf die eingangs angestellten Uberlegungen ist 

es interessant, die Verteilung der identifizierten Phenole 

in den verschiedenen Fraktionen der beiden auf de% 
I 

Seite 39 dargestellten Trennungsgänge zu betrachten; in 

Ubereinstimmung damit sind diese Phenole weder in der Frak

tion I noch in der Fraktion IV zu finden, obwohl sie ge

rade dort auftreten müßten (s. Tab. 3). 

Tab. 3: Verteilung von Phenolen auf die verschiedenen 
Fraktionen der Trennungsgänge von s. 39 

Fraktionen der Trennungsgänge von 
s. 39 

I II III IV V Gesamteluat 

3-Methoxy-4-hydroxy-
benzaldehyd + 

4-Hydroxybenzoe-
säure + + + + 

3-Methoxy-4-hydroxy-
benzoesäure + + + 

4-Hydroxyzimtsäure + + + 

3-Methoxy-4-hydroxy-
zimtsäure + + + 

Quantitative Auswertungen waren nur bedingt möglich, da, 

wie bereits betont wurde, insgesamt nur sehr geringe Men

gen organischer Substanz eluiert werden konnten. Hervorzu

heben ist jedoch das deutliche tlberwiegen der 4-Hydroxy

benzoesäure; es folgt die 3-Methoxy-4-hydroxybenzoesäure, 

während die anderen Verbindungen in äußerst geringen Men

gen auftraten. 
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2. 2. Photochemische Versuc·he 

Drei me hrfach im Boden nachgewiesene Hydroxyzimtsäuren, 

4-Hydroxyzimtsäure, 3-Methoxy-4-hydroxyzimtsäure und 

3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsäure wurden jede für sich in 

kristalliner Form und in wässriger Suspension in Glasge

fäßen dem Tageslicht ausgesetzt. 

Nach zehntägiger Bestrahlung ergab die dünnschichtchro

matographische Untersuchung der Proben, daß sich im Falle 

der 4-Hydroxyzimtsäure eine neue Verbindung gebildet hat

te, die sowohl ein deutlich anderes chromategraphisches 

Verhalten, als auch andere Löslichkeitseigenschaften auf

wies. Bei den beiden anderen Hydroxyzimtsäuren konnte nur 

eine verstärkte Cis-Isomerisierung beobachtet werden, an

dere Veränderungen fanden offenbar nicht statt. 

Nach zwanzigtägiger Bestrahlung hatte sich ein größerer 

Teil der 4-Hydroxyzimtsäure in die neue Substanz umgewan

delt, während sich bei den anderen Proben auch weiterhin 

keine Veränderungen zeigten. 

Entsprechende Versuche mit dem Licht von Leuchtstofflam

pen (Emissionsspektrum siehe Abb. 2) führten zu gleichen 

Ergebnissen; nach ca. loo stündiger Bestrahlung war eine 

in lo cm Abstand von der Lampe befindliche, etwa 1 mm 

starke Schicht kristalliner 4-Hydroxyzimtsäure vollständig 

in die neue Substanz umgewandelt, während die anderen bei

den Substanzen unverändert blieben. 

Die für die Umwandlung wirksamen Wellenlängen konnten mit 

Hilfe von Lichtfiltern ermittelt werden; bestrahlt wurde 

dabei mit einer Xenon-Hochdrucklampe, deren Spektrum in 

dem in Frage kommenden Bereich relativ linear ist (Emis

sionsspektrum der Xenon-Hochdrucklampe und Transmissions

kurven der Filter siehe Abb. 3). 
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...._ E. 

Abb. 2: Ernissionsspektru~m der Leuchtstofflampe 
OSRAM-L-FLUORA L 4o W/77 

19l. E. 

Abb. 3: Oben: Emissionsspektrum der Xenon-Hochdrucklampe 
Unten: Transmissionskurven der 7 benutzten Farb

filter 
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Es stellte sich heraus, daß allein die Wellenlängen un

ter 4oo nm für die Umwandlung der 4-Hydroxyzimtsäure 

von Bedeutung sind. 

Tab. 4: Dünnschichtchromatographisches Verhalten und Farb-
reaktionen der durch Bestrahlung mit UV-Licht aus 
kristalliner 4-Hydroxyzimtsäure entstandenen Ver-
bindungen 

Adsorptionsmaterial: Kieselgel 
Laufmittel: Toluol/Äthylformiat/Ameisensäure = 5 : 4 : 1 

Farbe im UV-Licht Farbreaktion mit 
Rf-Wert Diazot.Sul- Echtblau- Eisen-III-

254 nm 35o nm fanilsäure salz B chlorid 

0 absor- - gelb gelb -
biert 

Adsorptionsmaterial: Ki e selgel 
Laufmittel: Chloroform/Eisessig/Wasser = 4 : 1 : 1 

(Unterphase) 

Farbe im UV-Licht Farbreaktion mit 
Rf-Wert Diazot.Sul- Echtblau- Eisen-li!-

254 nm 35o nm fanilsäure salz B chlorid 

0 absor- - gelb gelb -
biert 

Adsorptionsmaterial: Polyamid 
Laufmittel: Chloroform/Eisessig/Wasser = 4 : 1 : 1 

(Unterphase) 

Farbe im UV-Licht Farbreaktion mit 
Rf-Wert Diaz6t.Sul- Echtblau- Eisen-III-

254 nm 35o nm fanilsäure salz B chlorid 

0 absor- - gelb gelb -
biert 

4 absor- - erst gelb, gelb -
biert dann violett 

15 absor- - erst gelb gelb -
biert dann violett 
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Wie aus der Tab. 4 hervorgeht, handelt es sich bei der 

entstandenen Substanz nicht um eine einheitliche Verbin

dung; bei der Trennung an Polyamid im System Chloroform/ 

Eisessig/Wasser überwiegt jedoch quantitativ eindeutig die 

Verbindung mit dem Rf-Wert 0, es folgt die Substanz mit 

dem Rf-Wert 4, während bei Rf 15 nur ein sehr schwacher 

Fleck erscheint. 

Zur weiteren Charakterisierung dienten UV-Absorptions

spektren. Auf Grund der gegebenen Mengenverhältnisse konn

ten nur von den beiden Substanzen bei Rf 0 und Rf 4 ge

trennte Spek~ren aufgenommen werden (Spektren siehe Abb.4). 

228 nm 

Abb. 4: 
UV-Absorptionsspektren der 
4,4'-Dihydroxytruxillsäuren 
nach Trennung auf Polyamid
dünnschichtplatten im System 
Chloroform/Eisessig/Wasser 
4 : 1 : 1 (Unterphase) in 
Methanol 
links : Substanz mit dem Rf-Wert o 
rechts: Substanz mit dem Rf-Wert 4 

Abb. 5: 
UV-Absorptionsspektrum 
der 4-Hydroxyzimtsäure 
in Methanol 
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Es zeigte sich, daß die Spektren nahezu identisch sind. 

Die nachstehend angegebenen Daten gelten für das Substanz

gemisch: 

Schmelzpunkt: ca. 3oo°C unter Zersetzung 

Elementaranalyse (ausgeführt durch das Mikroanalytische 

Labor Beller Göttingen) : 

66,o6 % C, 4,94 % H, als Differenz 29 % o. 

Für die 4-Hydroxyzimtsäure berechnete Werte: 

65,9o % C, 4,88 % H, 29,22 % O. 

Infrarot-Spektrum: siehe Abb. 6. 

NMR-Spektrum (freundlicherweise von Herrn Dr. Lackner, 

Org. Chem. Institut Göttingen aufgenommen und inter

pretiert): siehe Abb. 8. 

Massenspektrum (freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. 

Spitteller, Org. Chem. Institut Göttingen aufgenommen 

und interpretiert) : Es kann nur 4-Hydroxyzimtsäure 

nachgewiesen werden. 

Molekulargewichtsbestimmung: Die MG-Bestimmung nach 

RAST in Campher gelingt auf · Grund der geringen Löslich

keit der unbekannten Substanz nicht. Aus dem gleichen 

Grunde kann auch keine osmometrische MG-Bestimmung 

durchgeführt werden. 

Nach der Methylierung mit Diazornethan ergibt die osmo

metrische MG-Bestimmung -(7,11 mg Substanz in o,S ml 

Aceton) den Wert 374 (durchgeführt vom Mikroanalytischen 

Labor· Beller, Göttingen) . 
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Aus diesen Ergebnissen lassen sich folgende Schlüsse zie

hen: 

Molekulargewichtsbestimmung und Elementaranalyse sprechen 

dafür, daß es sich bei der neuen Substanz um ein Dimeres 

der 4-Hydroxyzimtsäure handelt. 

Aus dem Vergleich des UV-Absorptionsspektrums mit dem der 

4-Hydroxyzimtsäure (Abb. 5) kann geschlossen werden, daß 

der Chromophor der unbekannten Substanz gegenüber dem der 

4-Hydroxyzimtsäure verkleinert ist (das Absorptionsmaxi

mum ist hypsochrom verschoben) . 

Aus dem Vergleich des IR-Spektrums mit dem der 4-Hydroxy

zimtsäure (Abb. 7) ergibt sich, daß die neue Substanz kei

ne Äthylen-Doppelbindung besitzt (Interpretation nach 

SILVERSTEIN und BASSLER 1967) (s. Tab. 5). 

Tab. 5: Vergleich einiger Infrarot-Absorptionsbanden 
der 4-Hydroxyzimtsäure und der 
4,4'-Dihydroxytruxillsäure 

Herkunft der Bande angegebener Be- Genaue Lage in 
reich in i.l 

u 

4-Hydroxy- unbe-
Zimtsäure kannte 

Sub-
stanz 

Disubstituierte trans-Ole-
fine, tri- und tetraalkyl-
substituierte Olefine 6,- - 6,1 6,- -

Konjugation zwischen ole-
finiseher Doppelbindung 
und Aromaten 5,99 6,- -

disubstituierte trans-
Olefine 6,o2 - 6,15 6,15 -
disubstituierte cis-
Olefine 1o,2 - 1o,42 1o,22 -

13,7 - 15,4 14,5 -
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Das NMR-Spektrum läßt außerdem erkennen, daß der Aromat, 

genau wie im Falle der 4-Hydroxyzimtsäure, 1,4-disubsti

tuiert ist. 

Aus dem Gesagten folgt, daß es sich bei der neuen Substanz 

um eine Truxillsäure handelt. Dieses Ergebnis bestätigt 

die Vermutung von LEHFELD (1922). 

Von dieser Struktur sind zwei Isomere, und von diesen im 

einen Falle fünf und im anderen Falle sechs Konf.iguratio

nen formulierbar. Darauf dürfte das uneinheitliche chroma

tegraphische Verhalten der untersuchten Substanz zurückzu

führen sein; weitere Arbeiten zur Strukturaufklärung un

terblieben jedoch, weil die Entstehung von Truxillsäuren 

aus Zimtsäuren für die eigentliche Frage nach der Entwick

lung differenzierter Stoff-Kollektive aus Zimtsäuren von 

untergeordneter Bedeutung ist (siehe Seite 36). 

HO 

4,4'- Dihydroxytrux ilt5dure- l. ,l. ' - Oihydrox yis.ot rux1IIUurf' 

(4,4 ' -Dihydrox y lruxinsäurE') 

Da die Hydroxyzimtsäuren im Boden vorwiegend in Lösung 

vorliegen, war es erforderlich, auf die in Lösung statt

findenden Reaktionen besonders ausführlich einzugehen. 

Auf Grund dessen wurde nun eine wässrige Lösung (2oo ppm) 

der 4-Hydroxyzimtsäure in einem Quarzgefäß dem Tageslicht 

ausgesetzt. Nach 3otägiger Bestrahlung konnte bei der 

chromategraphischen Aufarbeitung der Lösung festgestellt 

werden, daß neue Substanzen entstanden waren; die erhal

tenen Mengen waren jedoch sehr gering. 
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Zur Gewinnung größerer Mengen von Bestrahlungsprodukten 

wurden daher die folgenden Modellversuche mit einer Queck

silberniederdrucklampe durchgeführt (Emissionsspektrum 

siehe Abb. 9), die vornehmlich energiereiche UV-Strahlen 

emittiert. 

ME 

II II 
~ 400 

Abb. 9: Emissionsspektrum der Quecksilbernieder
drucklampe S 81 der Firma Hanau 

Als Ultraviolett-Lichtquelle diente die Labortauchlampe 

S 81 der Firma Hanau. Um thermische Reaktionen auszuschal

ten, wurde die Lampe mit einem wasserdurchströmten Kühl

mantel aus Quarz umgeben. Die gesamte Vorrichtung befand 

sich innerhalb einer Dreiliter-Flasche und tauchte in die 

zu bestrahlende Lösung ein. Ein Magnetrührer sorgte für 

die kontinuierliche Durchmischung der Flüssigkeit. Die An

ordnung des Versuchs ist in der Abb. 1o dargestellt. 
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Abb. lo: Versuchsanordnung für die Be
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Bestrahlt wurden jeweils 2,5 Liter wässriger 4-Hydroxy

zimtsäurelösung. Die Konzentration der Lösung wurde mehr

fach variiert, vor allem sollte zunächst festgestellt wer

den, ob durch eine derartige Bestrahlung eine so gering 

konzentrierte Lösung, wie sie z.B. von WHITEHEAD (1964) 

als bodenmöglich angesehen wird (4 x lo-S molar, d.h. ca. 

6,4 ppm), Veränderungen unterliegt. Nachdem diese Frage 

positiv beantwortet war, erfolgte eine Konzentrationser

höhung; schließlich wurde mit einer 25o ppm-Lösung gear

beitet, da eine Anreicherung der Bestrahlungsprodukte auf 

diese Weise am besten erreicht werden konnte. 

Die Bestrahlungsdauer wurde ebenfalls variiert; nachdem 

die ersten Bestrahlungen von 15 und 3o Minuten Dauer nur 

geringe Mengen Umwandlungsprodukte erbracht hatten, betrug 

schließlich die Reaktionszeit 75 Stunden. 

Die Aufarbeitung der Bestrahlungsprodukte erfolgte in An

lehnung an die auf Seite 39 beschriebene Trennung des 

Bodeneluats, da Wert darauf gelegt wurde, die Bedingungen 

in beiden Fällen möglichst gleich zu halten. 

Ergebnisse: 

(Die folgenden Angaben beziehen sich auf die Versuche mit 

75stündiger Bestrahlung der 25o ppm-Lösungen). 

Bereits während des Einengens der Lösung auf ca. Soo ml 

konnte die Bildung dunkelgefärbter Flocken beobachtet 

werden. Die Abtrennung dieser Flocken gelang mit Hilfe 

eines Blaubandfilters . Nach mehrtägiger Trocknung im Exsik

kator über Phosphorpentoxid erhielten wir 1,8 mg (das 

sind rd. o,29 % der eingesetzten 4-Hydroxyzimtsäure) Sub

stanz, deren Infrarot-Spektrum darauf hindeutet, daß es 

sich um ein huminstoffähnliches Polymeres handelt (siehe 

Abb. 11) . 
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Damit ist bereits eine der eingangs gestellten Fragen po

sitiv beantwortet: Aus einer Hydroxyzirntsäure können durch 

bodenmögliche abialogische Reaktionen hurninstoffähnliche 

Körper entstehen. 

Zur weiteren Auftrennung wurde derllisung eine Menge ent

nommen, die von der Anfangskonzentration her berechnet, 

o,2 rng 4-Hydroxyzirntsäure enthielt . Nach Einengung dieser 

Menge auf o ,l rnl und zweidimensionaler dünnschichtchrorna

tographischer Auftrennung konnte die verbliebene 4-Hydroxy

zirntsäure, nach cis- und trans-Form getrennt, photome

trisch quantitativ bestimmt werden. Innerhalb des geprüf

ten Zeitraums wurden danach nicht mehr als 4o % der ein

gesetzten 4-Hydroxyzirntsäurernenge umgesetzt, dabei lag 

sie zu 58 % in trans- und zu 42 % in cis-Form vor. Offen

bar ist mit dieser Umsetzungsrate unter diesen Bedingungen 

ein Gleichgewichtszustand erreicht. (Auch nach So Stunden 

Bestrahlungsdauer sind bereits ca. 4o% umgesetzt.) 

Da auch in diesem Falle nach einer den Schemata auf Seite 

39 entsprechenden Vortrennung die Reaktionsprodukte in 

verschiedenen Fraktionen beobachtet werden konnten, sol

len die aus allen Fraktionen hergestellte n Chrornatogramme 

im Anschluß gerneinsam behandelt werden. 

Zu den dünnschichtchrornatographischen Trennungen muß vor

ab bemerkt werden, daß sich zwei Verbindungsklassen von 

vornherein deutlich unterscheiden lassen: 

a) Definierte, eindeutig isolierte und beschreibbare 

Verbindungen 

b) In der Nähe des Startpunkts befindliche, nicht näher 

definierte Umsetzungsprodukte 

Die folgenden Ausführungen betreffen nur die unter a) ge

nannten Verbindungen. 

Mit Hilfe der bereits auf Seite 42 beschriebenen zweidi

mensionalen dünnschichtchrornatographischen Trennung lie-
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ßen sich aus den Bestrahlungsansätzen 74 verschiedene 

Verbindungen isolieren. Da in dieser Zahl die cis- und 

trans-4-Hydroxyzimtsäure mit erfaßt sind, ist also fest

zustellen, daß aus der 4-Hydroxyzimtsäure durch energie

reiche UV-Bestrahlung mindestens 72 Verbindungen neu ge

bildet werden; die Anzahl der mit den verschiedenen Re

agenzien darstellbaren Substanzen ist wiederum aus einem 

VENN-Diagramm zu ersehen (s. Abb. 12). 

Echtblau
salz B 

Diazotierte 
Sulfanilsäure 

Eisen-III
chlorid 

Abb. 12: VENN-Diagramm für drei Reaktionen an dem 
durch UV-Bestrahlung der molekular dispersen 
4-Hydroxyzimtsäure erhaltenen Stoffkollektiv 

In diesem Zusammenhang erscheint es notwendig, auf das 

Problem der Auswertung zweidimensionaler Chromatogramme 

etwas näher einzugehen. 

Auch bei weitgehender Konstanthaltung aller für die Tren
nung wichtigen Faktoren (Dünnschichtplatte, Laufmittel, 
Laufstrecke, Temperatur) sind die Trennergebnisse nicht 
völlig reproduzierbar, d.h. die R~-Werte sind unterschied
lich. In den meisten Fällen kann Jedoch eine eindeutige 
Zuordnung gleicher Substanzen dadurch erreicht werden, daß 
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alle Rf-Werte auf den einer Standardsubstanz bezogen wer
den, d.h. die an sich bereits relativen Rf-Werte werden 
noch einmal systemspezifisch relativiert. 

Aber auch dieses Verfahren führt nur dann zu eindeutigen 
Ergebnissen, wenn die Anzahl der zu trennenden Verbin
dungen relativ gering ist und die einzelnen Verbindungen 
dementsprechend weite Abstände aufweisen. Ist die Anzahl 
der getrennten Verbindungen jedoch sehr groß, kann es 
schwierig werden, die auf zwei nacheinander von demsel-
ben Stoffgemisch angefertigten Chromatogrammen befindli
chen Substanzen eindeutig einander zuzuordnen. Noch schwie
riger wird es, wenn die Stoffgemische nicht gleich sind, 
sondern nur einige Substanzen gemeinsam enthalten. 

Die eindeutige Zuordnung gleicher Substanzen auf verschie
denen Chromatogrammen gewinnt aber besonders dann an Be
deutung, wenn die Verbindungen nur in sehr geringen Men
gen auftreten und deshalb über ihr Laufverhalten, ihre 
Farbe im UV-Licht und ihr Anfärbeverhalten mit verschie
denen Reagenzien charakterisiert werden müssen. Besonders 
der letzte Gesichtspunkt, die Prüfung des Verhaltens ge
genüber verschiedenen Chemikalien, bereitet im Falle der 
zweidimensionalen Chromatogramme besondere Schwierigkei
ten, da jedes einzelne Chromategramm nur mit einem Reagenz 
besprüht werden kann. 

Vergleichsweme einfach ist die Zuordnung nur in solchen 
Fällen, in denen die Färbungen im Tages- oder UV-Licht so 
charakteristisch sind, daß keine Verwechslungen vorkom
men können. 

Die einzelnen Identitätskriterien waren deshalb in zeit
raubenden und mühsamen Vergleichen zu sichern, da im Rah
men der gestellten Aufgabe versucht werden mußte, unter 
alleiniger Anwendung der genannten Kriterien einen Ver
gleich der aus dem Boden isolierten organischen Substanzen 
mit denen vorzunehmen, die durch die UV-Bestrahlung aus 
der 4-Hydroxyzimtsäure ents·tanden waren. 

Zur Zuordnung der auf verschiedenen zweidimensionalen 

Chromatogrammen isolierten Substanzen wurde in der fol

genden Weise vorgegangen: 

a) Die Rf-Werte aller Verbindungen wurden relativ zur 

trans-4-Hydroxyzimtsäure angegeben, wobe i diese für 

beide Trennsysteme di e Werte loo erhielt. 
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Für die Wahl der trans-4-Hydroxyzimtsäure als Bezugssub
st .:mz war maßgebend, daß sie einerseits durch ihre deut- . 
li .:he UV-Absorption bei 2 54 nm deutlich zu erkennen, ande
re :~seits auf jedem Chromategramm zu finden war und schließ
lich auch auf Grund ihrer in beiden Systemen im Hinblick 
auf die anderen Verbindungen relativ hohen Rf-Werte als 
Ee :~ugssubstanz brauchbar erschie:1. 

Die Berechnung erfolgte nach der Formel: 

Entfernung vom Start 
zum Fleckenmittelpunkt x 1oo 

Entfernung vom Start 
zur Mitte der trans-4-Hydroxyzimtsäure 

b) Unter Benutzung der errechneten Rf-tr-Werte wurden die iso

lierten Substanzen in ein Koordinatensystem eingetragen, in 

dern die Ordinate dem Trennsystem Toluol/Äthylformiat/Amei

sensäure und die Abszisse dem System Chloroform/Eisessig/ 

Wasser entsprachen. 

c) Die in dem Koordinatensystem benachbarten Verbindungen wur

den dann an Hand der zusätzlich verfügbaren Kriterien mit

einander verglichen und - bei Ubereinstimmung - als iden

tisch angesehen. 

Die Streuung der Rf-tr-Werte geht in zwei Fällen gegen 

Null: Am Startpunkt (Rf-tro/o) und im Falle der trans-4-

Hydroxyzimtsäure selbst , (Rf-tr1oo/1oo). Je weiter sich die 

Werte von diesen beiden entfernen, desto größer ist die 

Streuung; das war bei Rf-tr5o/5o und in "Frontnähe" der 

Fall. Bei der Auswertung mußte dieser Gesichtspunkt berück

sichtigt werden; das geschah im wesentlichen durch Ver

gleich mit der Streuung von Testverbindungen. 

Die Ergebnisse für zwei willkürliche Stichprobenkollektive 

aus 6 und 13 Spezies sind in zwei Abbildungen wiedergegeben. 

In der Abbildung 13 ist jede Verbindung einzeln mit ihren ge

nauen Koordinaten dargestellt. Aus dem Boden isolierte Ver

bindungen sind durch ein Fünfeck, durch Bestrahlung aus der 

4-Hydroxyzimtsäure entstandene durch einen Kreis gekennzeich

net. Alle Verbindungen, die nach dem erwähnten Verfahren als 

identisch anzusehen sind, wurden mit der gleichen Zahl be-

zeichnet. 
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Abb. 13: Streubereiche der als identisch (gleiche Ziffern) anzusehenden 
niedermolekularen Verbindungen aus Bestrahlungsansätzen {Krei
se) und aus einer Bodenlösung (Fünfecke) aus 19 Chromatograrmnen. 
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zwe idi.Jnensionale Dilnnschichtchroma tograph ie 
Adsorptionsmaterial: Kieselgel 
System 1 (von unten nach oben): Toluol/Äthylformiat/ 

Ameisensäure = 5 : 4 : 1 
System 2 (von links nach rechts): Chloroforrr../Eisessig/ 

Wasser = 4 : 1 : 1 (Unterphase) 

Rf-Werte auf 4-Hydroxyzimtsäure (doppelt umrandet} bezogen 
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Abb. 14: Zuordnung und Klassifikation der gesamten aus einer Bodenlösung 
und durch UV-Bestrahlung molekular disperser 4-Hydroxyzimtsäure 
erhaltenen niedermolekularen Verbindungen in einem zweidimensio
nalen Dünnschichtchromatogramm. 

Zeichenerklärung: 

Zahl im oberen Halbkreis: 
Zahl im unteren Halbkreis : links: 

Zahl im unteren Halbkreis rechts: 

Doppelkreis: 

Oberer Halbkreis ausgefüllt: 

lfd. Nr. 
Häufigkeit des Auftretens in 
Bestrahlungsansätzen 
Häufigkeit des Auftretens in 
der Bodenlösung 
Die Verbindung konnte sowohl 
aus dem Boden als auch aus Be
strahlungsansätzen isoliert 
werden. 
Die Verbindung wurde identifi
ziert 
27 
38 
42 
68 
72 
74 
87 

9o 

91 

95 

Aesculetin 
cis- und trans- 3,4-Di
hydroxyzimtsäure 
cis-4-Hydroxyzimtsäure 
4-Hydroxybenzoesäure 
trans-4-Hydroxyzimtsäure 
3-Methoxy-4-hydroxy-

· zimtsäure 
3-Methoxy-4-hydroxy
benzoesäure 
4-Hydroxyzimtsäuremethyl
bzw.-äthylester 
3-Methoxy-4-hydroxybenz
aldehyd 

Die kleinen Kreise unter den laufenden Nummern weisen auf die 

beobachteten Farben hin. Die Positionen bedeuten von links 
nach rechts: Farbe im Tageslicht 

Farbe im UV-Licht 
Farbreaktion mit diazotierter Sulfanilsäure 

Farbreaktion mit E.chtblausalz B 

F arbreaktiom mit Ei sen - Il 1-Chlorid 

Bei leerer Position war keine Färbung festzustellen. 
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Der besseren Ubersichtlichkeit halber ist der gleiche 

Sachverhalt nach den Identitätskriterien bereinigt, noch 

einmal in der Abbildung 14 dargestellt. Hier sind alle 

aufgetretenen und als identisch anzusehenden Verbindun

gen durch einen Kreis bezeichnet. In jedem Kreis ist in 

der oberen Hälfte die laufende Nummer in Ubereinstimmung 

mit der Abb. 13 eingetragen; die untere Hälfte ist ge

teilt, die links eingetragene Zahl gibt die relative Häu

figkeit ihres Auftretens bzw. Auffindens in den Bestrah

lungsprodukten der 4-Hydroxyzimtsäure an, die rechts ein

getragene Zahl die relative Häufigkeit ihres Auftretens 

im Bodeneluat. Zwischen der oberen und den unteren Zahlen 

sind die zusätzlich zu den beiden Rf-Koordinaten ermittel

ten anderen Identitätskriterien angegeben, von links nach 

rechts: Farbe im Tageslicht, Farbe im UV-Licht, Färbung 

mit diazotierter Sulfanilsäure, Färbung mit Echtblausalz, 

Färbung mit Eisen-III-Chlorid. 

Verbindungen, die sowohl im Bodeneluat als auch im Bestrah

lungsansatz nachgewiesen werden konnten, sind mit einem 

Doppelkreis versehen. 

Die Anzahl dieser in beiden Kollektiven enthaltenen Sub

stanzen geht aus dem folgenden VENN-Diagramm hervor. 

Aus dem Boden 
isolierte 
Verbindungen 

Aus Bestrah
lungsansätzen 
isolierte 
Verbindungen 

Abb. 15: VENN-Diagramm für die nach den verwendeten Kri
terien gemeinsam in der Bodenlösung und Bestrah
lungsansätzen der molekular dispersen 4-Hydroxy
zimtsäure auftretenden Verbindungen. 

Alle in den Abb. 13 und 14 dargestellten Verbindungen sind 

mit ihrem Farbverhalten in der Tab. 6 aufgeführt. 



Tab. 6: Beschreibung von Farbreaktionen der aus dem Boden isolierten und der 
UV-Bestrahlung der molekular dispersen 4-Hydroxyzimtsäure erhaltenen 

A = allein aus dem Boden isoliert 
B = allein im Bestrahlungsansatz der 4-Hydroxyzimtsäure nachgewiesen 
c = sowohl aus dem Boden isoliert als auch im Bestrahlungsansatz 

der 4-Hydroxyzimtsäure nachgewiesen 

lfd. Auf-
Nr. treten Farbe im Farbreaktion mit 

Tageslicht UV-Licht D1azotierter Echtblau-
254 nm 35o nm Sulfanilsäure salz B 

1 A - blau - -
2 B - grüngelb - -
3 A - - braun braun 
4 A - dunkelblau - -
5 c gelbgrau gelb rot -
6 c - - rotgelb -
7 B grau gelbgrün - -
8 c - - gelbrot rot 
9 c - - gelb gelbbraun 

lo A - blau - -
11 A - grüngelb - - -
12 B - hellblau - -
13 c - - g e lb -
14 B - weißblau - -
15 c - - gelb -
16 B - absorbiert - -
17 A - - gelb braun 

18 B - gelb - -
19 B - - gelbbraun -
2o c - - rotbraun grau 

weißblau braun braun 21 B -
22 B grau - gelb braun 

gelb braun -
23 B -

dunkelgrün rotbraun ge lbb r a un 
24 B braungrau 

durch 
Verbindungen 

E1sen-III-
chlorid 

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

ge lb 
-
-
-
-

b lau 
-

bra un 

"' "' 



~: Fortsetzung 

lfd. Auf-
Nr. treten Farbe im Farbreaktion mit 

Tageslicht UV-Licht Diazotierter Echtblau- Eisen-III-
254 nm 35o nm Sulfanilsäure salz B chlorid 

25 B gelb weißblau - - blaßbraun 
26 A - - gelb rot -
27 B olivgrün weißblau rotbraun braun blau 
28 B - gelb - - -
29 c - - braungelb - -
3o c - - gelb rot -
31 B - grüngelb - gelb -
32 B - - gelb - -
33 B - gelb braun rot -
34 B - hellblau - - -
35 B - weißblau - - -
36 A - - braun - rot 
37 c - - gelb braun gelbbraun 
38 B graugrün weißblau - rotbraun braun blau 
39 B - - gelb gelb -
4o B - - - gelb -
41 B - blau - - -
42 B graugrün weißblau - rotbraun braun blau 
43 B - - - graublau gelb 
44 B - absorb. - - - -
45 A - - gelb braun -
46 c - - gelb gelb -
47 c - - gelb - rot 
48 B - hellblau - - -
49 B - hellblau - - -
So c - gelb - - -
51 B - blau - - -
52 c - - rotviolett - -
53 c - - gelb - rot 

54 c - blau gelb - -
55 B - - rotviolett - -
56 B - gelb - blaßbraun -
57 c - - gelb graublau -



Tab. 6: Fortsetzung 

lfd. Auf-
Nr. treten Farbe im 

Tageslicht UV-L1Cht 
254 nm 35o nm 

58 B - -
59 B - hellblau 
6o c - -
61 B - -
62 B - hellblau 
63 c - -
64 A - -
65 B - hellblau 
66 B - -
67 B - gelbgrün 
68 B - absorb. absorb. 
69 A - -
7o c - -
7l B - hellblau 
72 A - violett -
73 B - hellblau 
74 c - absorb. violett 
75 A - -
76 c - weißblau 
77 c - gelbgrün 
78 c - -
79 c - -
Bo B rot -
81 B - gelbbraun 
Bi A - -
83 B - -
84 c - -
85 B - absorb. 
86 c - braun 
87 A - hellblau 

Farbreaktion mit 
D1azot1erter Echtblau-
Sulfanilsäure salz B 

gelb -
- -

braun graubraun 
grüngelb -
braun rotviolett 
gelb rotviolett 
gelb braun 

- -
gelb -

- -
rotgelb blauviolett 
gelb -
gelbbraun braun 

- -
gelbbraun dunkelrot 

- -
rotgelb blauviolett 
gelb -

- -
- -

gelb -
gelb -

- rot 
- -

gelb braun 
- graublau 

rotgelb rotviolett 
gelb -
gelb -
rotviolett schwarzbraun 

EJ..sen-III-
chlorid 

-
-
-
-

gelb 
braun 

-
-
-
-

schwach rot 
rot 
gelbbraun 

-
gelb 

-
schwach rot 
gelb 

-
-
-
-
-
-
-
-

grau 
-
-

dunkelrot 

"' CX> 



Tab. 6: Fortsetzung 

lfd. Auf-
Nr. treten Farbe im Farbreaktion mit 

Tageslicht UV-Licht Diazotierter Echtblau- Eisen-III-
254 nm 35o nm Sulfanilsäure salz B chlorid 

88 A - hellblau gelb - -
89 A - blau - - -
9o A - blau gelbbraun blauv iolett schwach gelb 
91 B - absorb. gelbbraun gelb -
92 c - - gelb - -
93 A - absorb. - - -
94 A - - gelb - -
95 A - absorb. - rostrot - -
96 A - gelb rot - -
97 A - grün gelb - -
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Abb. 16: UV-Absorptionsspektren einiger durch UV-Bestrahlung der molekular dispersen 
4-Hydroxyzimtsäure entstandenen Verbindungen in Methanol 
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X. ltO 24& ~231 >... 18SlT7 2!53 231 nm 148 232 nm A Jl4 280 141!1 nm 

Substanz Nr. 48 Substanz Nr. ~~ Substanz Nr. 52 Substanz Nr 60 

E 

1/r-/" 
X. 275 21.8 ~ 221 nm ).. 120 277 21.9 230 nm A.. 212 2S5 2lo9 nm 294 2!>8 

Substanz Nr. 63 Substanz Nr. 76 Substanz Nr. 84 Substanz Nr 85 

Abb . 17: UV-Absorptionsspektren einiger durch UV-Bestrahlung der molekular dispersen 
4-Hydroxyzimtsäure entstandenen Verbindungen in Methanol 
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Substanz Nr. 86 

E 

Substanz Nr. 91 
(4-Hydroxyzimtsäure
methyl- bzw. äthylester) 

Abb. 18: UV-Absorptionsspektren einiger durch UV-Be
strahlung der molekular dispersen 4-Hydroxy
zimtsäure entstandenen Verbindungen in 
Methanol 

Aus den Bestrahlungsansätzen konnten 18 Verbindungen so 

weit angereichert werden, daß die Aufnahme eines brauchba

ren UV-Spektrums möglich wurde; diese Spektren sind mit 

den laufenden Nummern der Abbildungen 13 und 14 in den 

Abbildungen 16, 17 und 18 zusammengestellt. 

Bereits nach den ersten Bestrahlungsversuchen, d.h. nach 

nur kurzer Bestrahlungsdauer, trat eine deutlich weißblau 

fluoreszierende Substanz besonders hervor.Es handelte sich um 

die Verbindung Nr. 27. Sie konnte aufgrund ihres UV-Absorp-
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tionsspektrums und aller anderen hier erwähnten Kriterien 

als Aesculetin identifiziert werden. Eine quantftative Be

rechnung durch Bestimmung der UV-Absorption bei 347 nm er

gab, daß nach 75stündiger Bestrahlung einer wässrigen 

4-Hydroxyzimtsäurelösung (25o ppm), 1,1 % der eingesetz

ten 4-Hydroxyzimtsäure in Aesculetin umgewandelt waren. 

HO~O'?l 
HO~ 

Aesculetin 

Schlüssig konnten ebenfalls die Verbindungen Nr. 38 und 

42 als cis- und trans-3,4-Dihydroxyzimtsäure identifiziert 

werden; allerdings reichten die isolierten Mengen nicht 

zur Aufnahme von UV-Spektren. Diese Beobachtung läßt den 

Schluß zu, daß die 3,4-Dihydroxyzimtsäure, welche als Zwi

schenstufe der Aesculetinbildung aus 4-Hydroxyzimtsäure 

angesehen werden muß, sehr schnell umgesetzt wird. 

OH OH 

i 
OH 

9 HO~ HO~ ~I ~ - ~I ..---
HO 

0 
HC=CH-COOH ::,... COOH ~ 0 

COOH 
CIS- und trans-4-Hydroxy- trans-3 ,4- Dihydroxy- cis-3,4- D1hydroxy-

Aescule-tin 
zimtsaure Zimtsäure zimts.ä.ure 

Bemerkenswert ist weiterhin die Verbindung Nr. 91, die in 

allen ihren Eigenschaften mit einem aus der 4-Hydroxyzimt

säure durch Methylierung mit Diazornethan entstandenen Pro

dukt übereinstimmte. Bei diesem Produkt handelt es sich um 

den Methylester der 4-Hydroxyzimtsäure (IR-Spektren s. 

Abb. 19). 
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Abb. 19: oben: 

unten: 

11 13 

IR-Absorptionsspektrum des aus den in Methanol überführten Bestrahlungs
ansätzen isolierten 4-Hydroxyzimtsäuremethy lesters 
IR-Absorptionsspektrum des durch Methylierung der 4-Hydroxyzimtsäure mit 
Diazornethan erha ltenen 4-Hydroxyzimtsäuremethylesters 
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Wie sich herausstellte, ist der 4-Hydroxyzimtsäuremethyl

ester in diesem Falle jedoch ein Artefakt; er bildet sich 

nur dann, wenn die Bestrahlungsprodukte in Methanol auf

genommen werden. Befinden sich die Bestrahlungsprodukte 

längere Zeit (14 Tage) in methanolischer Lösung, kann ei

ne so deutliche Zunahme dieser Substanz gegenüber allen 

anderen festgestellt werden, daß sie schließlich die Menge 

der zunächst gebildeten Bestrahlungsprodukte übersteigt. 

Um die Entstehung dieses Produkts zu vermeiden, wurde bei 

den anschließenden Versuchen auf die Uberführung der Be

strahlungsprodukte in Methanol verzichtet und allein mit 

Diäthyläther gearbeitet. 

Trotzdem war wieder die Substanz Nr. 91 zu finden; auffäl

ligerweise konnte nun zusätzlich das Auftreten gleicher 

Mengen der Substanz Nr. 85 beobachtet werden. Da in diesem 

Fall die Entstehung des 4-Hydroxyzimtsäuremethylesters 

ausgeschlossen ist, dafür jedoch u.u. mit der Bildung des 

4-Hydroxyzimtsäureäthylesters gerechnet werden kann, wur

den auch dessen Eigenschaften überprüft; es stellte sich 

heraus, daß der 4-Hydroxyzimtsäureäthylester bei den von 

uns angewandten Methoden weder im chromategraphischen noch 

im Allfärbeverhalten vom 4-Hydroxyzimtsäuremethylester ab

weicht; die UV-Absorptionsspektren sind ebenfalls iden

tisch. 

Besonders hervorgehoben werden sollte noch die Tatsache, 

daß in keinem Ansatz die auf Seite 54 beschriebene 4,4'

Dihydroxytruxillsäure gefunden werden konnte; diese Beob

achtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von STOBBE 

und BREMER (1929). 

Eine schematische Darstellung der durchgeführten Bestrah

lungsversuche findet sich in der Abb. 2o. 
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Huminstoffe 

Abb. 2o: Sche~atische Darstellung der durchgeführten Bestrahlungsversuche 
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2.3. Mikrobiologische Untersuchungen 

Zur Beantwor t ung der eingangs gestellten Fragen war noch 

zu prü fen, wie die bei der Photoreaktion entstandenen Ver

b indungen auf Mikroorganismen des Bodens wirken. Dabei er

schien e s sinnvoll, nicht mit isolierten Stämmen zu arbei

ten, sondern mit einem Mikroorganismengemisch eine s täti

gen, ligninabbauenden Bodens. 

Zu die s em Zweck wurde n dem Ah-Horizont des bereits auf 

S . 38 nä her be schriebenen Bodens unter Zuhilfenahme steri

ler Reagenzglä ser im Januar Proben entnommen. Im Anschluß 

an d i e Probenentnahme wurde aus 1 g Boden und loo ml ste

r ilem Wasse r durch einstündiges Schütteln eine Suspension 

hergestellt, die zum Beimpfen der Nährböden bzw. Nährsus

pensionen diente. 

Die benutzte Nä hrlösung war so gewählt, daß sie einer gro

ßen Viel f a lt von Mikroorganismen Wachstum ermöglichen konn

te ; als C-Que lle diente Glucose. 

Zus ammense tzung der Nährlösung: 

loo mg Mgso4 · 7 H20, So mg Cacl2 · 2 H20, 1o mg Feso4 

7 H20, 1oo mg KCl, 1o mg Hefeextrakt, Soo mg NH4No 3 , 

25o ~ 1 Hoagland-Spurenelementlösung, 5 g Glucose, 

2oo ml 1/15 M P0 4-Puffer pH 7, Boo ml H2o. 

Zur Herstellung der Nährböden wurde 1,5 % Agar 

hinzugesetzt. 

In den ersten Versuchen wurde die Wirkung verschiedener 

Konzentrationen der 4-Hydroxyzimtsäure, der 4,4'-Dihydroxy

truxillsäure und des Bestrahlungsansatzes molekular dis

perser 4-Hydroxyzimtsäure auf das Wachstum der Bodenmikro

organismen geprüft; dabei entsprach die Zusammensetzung 
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des Substanzgemisches aus dem Bestrahlungsansatz den zu

vor gemachten Angaben; d.h. es enthielt neben den größten

teils unbekannten Bestrahlungsprodukten rd. 6o % 4-Hydroxy

zimtsäure und ca. 1,1 % Aesculetin. Da die wässrige Lö sung 

direkt geprüft wurde (ohne zwischenzeitliche Uberführung 

in Methanol oder Diäthyläther) enthielt es nicht die Sub

stanzen Nr. 85 und 91. 

Im Falle der 4,4'-Dihydroxytruxillsäure konnte auf Grund 

der geringen Löslichkeit keine Lösung hergestellt werden; 

die Substanz wurde in Form einer Suspension geprüft. Um ei

ne Suspension handelte es sich auch im Falle der hoch kon

zentrierten 4-Hydroxyzimtsäure. Die benutzten Petrischalen 

enthielten je 18 ml Nährlösung mit o, 5, So, 2oo und 1.ooo 

ppm der zu prüfenden Substanz bzw. des zu prüfenden Sub

stanzgemisches. Zur Beimpfung der Schalen dienten je o ,1 ml 

der oben beschriebenen Bodensuspension, die mit Hilfe eines 

Drigalsky-Spatels und eines Drehtisches möglichst gleich

mäßig verteilt wurden. Die Versuchsreihe wurde mit drei 

Parallelen durchgeführt. 

Das Ergebnis der siebentägigen Bebrütung bei 28°C ist in 

der Abb. 21 dargestellt. Diese läßt erkennen, daß alle drei 

Substanzen in geringen Konzentrationen (5 ppm) das Wachs

tum der Mikroorganismen fördern. Bei steigenden Konzentra

tionen zeigt sich ein Unterschied in der Wirkung der 4,4'

Dihydroxytruxillsäure und der beiden anderen Proben: 

Die 4,4'-Dihydroxytruxillsäure wirkt weiterhin, auch bei 

der höchsten gegebenen Menge, fördernd auf das Wachstum 

der Bodenmikroorganismen, während sowohl die 4-Hydroxyz imt

säure als auch das Gemisch aus 4-Hydroxyzimtsäure und den 

Bestrahlungsprodukten deutlich hemmend wirken, die Bestrah

lungsprodukte offensichtlich stärker als die 4-Hydroxy

zimtsäure allein. 



4-Hydroxyzimtsäure 

4,4'-Dihydroxytruxillsäure 

Bestrahlungsprodukte 
(molekular dispers) 

Abb. 21: 

Wirkung verschiedener Konzen
trationen der 4-Hydroxyzimt
säure und deren Folgeprodukte 
auf gemischte Mikroorganismen
kulturen (Darstellung der Petri-
schalen) 
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Zur Ermöglichung quantitativer Aussagen dienten die fol

genden Versuche, die mit Hilfe der Nährkartonscheibenme

thode durchgeführt wurden . 

Da es inzwischen gelungen war, Aesculetin als ein wesent 

liche s Bestrahlungsprodukt der 4-Hydroxyz imtsä ure zu iden

tifizieren, wurde in diesem Falle zusätzlich zu den ande 

ren Substanzen auch reines Aesculetin herangezogen; wegen 

seiner schlechten Wasserlö slichkeit konnte es allerding s 

auch nur, wie die 4,4'-Dihydroxytruxillsäure, als Suspen

sion gepr üft werden . 

In diesem Fa lle wurden je lo ml Nährlösung mit o ,l ml ei 

ner in der oben beschriebenen Weise hergestellten Boden

suspension beimpft und 24 Stdn. in sterilen Erlenmeyer

Ko lben bei 28°C bebrütet. Anschließend wurden jedem Kolben 

o,S ml entnommen, diese mit sterilem Was s er im Ve rhältnis 

1 : 1o verdünnt und durch die Membranfilter (Nährkarton

scheibenmethode) der Fa. Sartorius gesaugt. Nach 60stündi

ger Bebrütung dieser Scheiben bei 28°C ergab die Auszäh 

lung der Kolonien die in Tab. 7 angegebenen Werte (s.a. 

Abb. 22). 

Tab. 7: Ergebnisse der Keimzahlbestimmung an gemischten 
Mikroorganismenkulturen nach Einwirkung von 
4-Hydroxyzimtsäure und deren Folgeprodukten 

ppm 

0 5 So 25o Soo 1.ooo 

4-Hydroxyzimtsäure 376 672 l.o68 548 8 2 19 

4,4'-Dihydroxy-
truxillsäure 225 736 l. 356 1.188 1.128 3.548 

Bestrahlungs-
produkte 54o l. o96 6o8 32 3o 28 

Aesculetin 4o4 76o 544 74 16 19 
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Abb. 22: Wirkung verschiedener Konzentrationen der 
4-Hydroxyzimtsäure und deren Folgeprodukten 
auf gemischte Mikroorganismenkulturen 
(Darstellung der Nährkartonscheiben) 

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Beobachtungen 

des ersten Versuchs: Die 4,4'-Dihydroxytruxillsäure för

dert das Wachstum der Bodenmikroorganismen, während so

wohl di e 4-Hydroxyzimtsäure selbst, als auch die aus ihr 

durch energie reiche UV-Strahlung entstandenen Verbindun

gen nur in geringen Konzentrationen das Wachstum fördern. 

In höheren Konzentrationen wirken sie dagegen stark hem

mend; im Falle der Bestrahlungsprodukte und des Aescule

tins setzt die Hemmung bereits bei einer Konzentration von 

25o ppm ein, während sie im Falle der 4-Hydroxyzimtsäure 

erst bei Soo ppm beginnt; bei hohen Konzentrationen scheint 

die Hemmung einen konstanten Wert anzunehmen. 
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3. DISKUSSION DER ERGEBNISSE 

Die vorliegende Arbeit sollte die folgenden Fragen klären: 

1. Können bodenmögliche Hydroxyzimtsäuren durch abialo

gische Reaktionen (Ein-Elektronübergänge) in ein 

Spektrum niedermolekularer Stoffe verwandelt werden? 

2. Besitzt dieses Stoffspektrum Gemeinsamkeiten mit dem 

Stoffspektrum, das bisher zwar aus Böden isoliert, 

aber nicht identifiziert werden konnte? 

3. Können diese Substanzen abialogisch zu höhermoleku

laren, huminstoffähnlichen Strukturen polymerisieren? 

4. Wie wirken diese Substanzen auf die Mikroorganismen 

eines natürlichen Bodens? 

Zur Beantwortung dieser Fragen schien es angebracht zu 

sein, die an sich bereits mehrfach beschriebene Auftren

nung des Stoffspektrums freier Inhaltsstoffe eines natür

lichen Bodens erneut vorzunehmen. Obgleich dabei keine we

sentlich n euen Ergebnisse zu erwarten waren, war es doch 

notwendig, diese Auftrennung durchzuführen, damit die 

zahlreichen, bisher unidentifiziert gebliebenen Stoffe 

nach der von uns benutzten Methode eindeutig charakteri

siert werden konnten. 

Sicherlich hätte die Möglichkeit bestanden, mit anderen 

Extraktionsmethoden größere Mengen dieser Substanzen zu 

isolieren, und damit wäre es vermutlich gelungen, zusätz

liche Identitätskriterien, z.B. UV-Absorptionsspektren, 

zu gewinnen. Im Zusammenhang mit den von uns gestellten 

Fragen schien es uns jedoch wichtiger zu sein, auf diesen 

Vorteil zu verzichten, um die Gewähr dafür zu haben, daß 

es sich bei den eluierten Verbindungen tatsächlich um frei e 
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Substanzen handelt; denn nur diese schienen uns als ech

te Ausgangsstoffe für die Huminstoffbildung von Interesse 

zu sein. 

Die Tatsache, daß von den 51 Verbindungen, die aus dem 

Boden isoliert werden konnten, nur 5 überhaupt und als Lig

ninabbauprodukte identifiziert wurden, stimmt mit den Er

gebnissen anderer Autoren überein und bestätigt die Be

rechtigung der von uns gestellten Frage nach der Herkunft 

der unidentifizierten Stoffe. 

Einiges Interesse verdient die Betrachtung der Substitu

tionsmuster der von uns identifizierten Strukturen; auf

fälligerweise konnten nur der 4-Hydroxy- und der 3-Methoxy-

4-hydroxytyp nachgewiesen werden, der erstere in größeren 

Mengen als der letztere. Unter der Annahme, daß es sich 

bei den gefundenen Verbindungen tatsächlich um Ligninab

bauprodukte handelt, ist es merkwürdig, daß keine Verbin

dung des 3,5-Dimethoxy-4-hydroxytyps gefunden werden konn

te; nach FREUDENBERG (1968) wären gerade diese und solche 

des 3-Methoxy-4-hydroxytyps als Abbauprodukte der Buchen

lignine zu erwarten, nicht dagegen Verbindungen des 4-

Hydroxytyps. Diese Unstimmigkeit kann auch nicht mit einer 

teilweisen Methoxyl-Elimination erklärt werden, da ein 

solcher Vorgang durch Einwirkung von Bodenmikroorganismen 

nicht beschrieben ist; diese setzen zwar methoxylierte 

Aromaten um, dabei findet jedoch nur eine Entmethylierung 

statt, d.h. es entstehen aus den methylierten Phenolen Pro

dukte mit vicinalen Hydroxylgruppen (HENDERSON 1957). Un

ter Umständen ist jedoch der ausschließliche Nachweis der 

beiden genannten Substitutionstypen darauf zurückzuführen, 

daß diese weniger leicht von Mikroorganismen abgebaut wer

den können als die Substanzen des 3,5-Dimethoxy-4-hydroxy

typs . 

Die Ergebnisse der Untersuchung des Bodeneluats sind für 

uns jedoch noch insofern von Interesse, als zwei der fünf 
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identifizierten Phenole Hydroxyzimtsäuren sind; dies ist 

ein weiterer Hinweis darauf, daß es sich bei den Hydroxy

zimtsäuren um wesentliche Bestandteile des niedermoleku

laren Stoffspektrums natürlicher Böden handelt. 

Die von uns gewählte Bestrahlung der Hydroxyzimtsäuren mit 

elektromagnetischen Wellen des ultravioletten und sichtba

ren Bereichs war, wie bereits erwähnt, in e rster Linie als 

Modell für alle weiteren, im Boden möglichen Ein-Elektron

übergänge gedacht. Andererseits ist jedoch nicht auszu

schließen, daß an der Bodenoberfläche tatsächlich auch 

strahleninduzierte Ein-Elektronübergänge stattfinden kön

nen, wenngleich sie sicherlich im Verhältnis zu den über

haupt stattfindenden Vorgängen dieser Art von untergeord

neter Bedeutung sind. In diesem Zusammenhang sollte nicht 

unerwähnt bleiben, daß SWAIN (196o) auch für die Polymeri

sation der Lignine eine Beteiligung photochemischer Reak

tionen annimmt. 

Da aus der älteren Literatur (BERTRAM und KURSTEN 1895, 

RIIBER 19o2, STOBBE und BREMER 1929) bekannt ist, daß Zimt

säuren im kristallinen und suspendierten Zustand verhält

nismäßig leicht photochemisch verändert werden können, 

während das für molekular disperse Zimtsäuren nicht gilt, 

lag es nahe, die Versuche zu unterteilen in solche mit 

kristallinen und suspendierten Hydroxyzimtsäuren und sol

che mit molekular dispersen. 

Wenngleich man nicht annehmen kann, daß im Boden tatsäch

lich kristalline oder suspendierte Hydroxyzimtsäuren vor

kommen, ist doch zu vermuten, daß die freien organischen 

Bodeninhaltsstoffe im Gleichgewicht mit solchen stehen, 

die an Tonminerale und andere Bestandteile des Bodens mit 

großer Oberfläche adsorbiert sind. Adsorbierte Substanzen 

sind aber unter Umständen mit kristallinen gleichzusetzen , 

d.h. sie sind ebenso wie diese in bestimmter Hinsicht ge

ordnet. Das ist offensichtlich eine Voraussetzung für die 
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Dimerisierung (SCHÖNBERG 1958). 

Inte r e ssant ist die Beobachtung, daß von den drei als Ab

b a upr odukte der Lignine zu erwartenden Hydroxyzimtsäuren 

nur e ine, nämlich die 4-Hydroxyzimtsäure zu einer Truxill

s ä ure dime risiert, während die beiden anderen unbeeinflußt 

b l e ibe n. Offensichtlich verhindert die Substitution in 

Metastellung eine Dimerisierung; denn auch 3,4-Dihydroxy

z imtsäure dimerisiert nicht, während sowohl unsubstituier

te Zimtsä ure als auch 2-Hydroxyzimtsäure zu Truxillsäuren 

reagie ren (STOBBE und BREMER 1929). 

Die währe nd der Bestrahlung der molekular dispersen 4-Hy

droxynmts ä ure zu beobachtende Verschiebung des Cis-trans

Gl e ichgewichts zugunsten der cis-Form und auch die Tatsa

che , daß in diesen Versuchen keine Dimerisierung zu Tru

x illsä ure n zu beobachten war, sind hinreichend bekannt; 

überraschend ist jedoch die beobachtete Vielfalt der bei 

l änge r a ndauernder Bestrahlung mit kurzwelligem Licht iso

l ierba ren Substanzen. Dabei ist die genannte Zahl (72 Ver

bindungen) sicherlich als untere Grenze anzusehen, da mit 

den vo n uns angewandten Trennverfahren bei der Vielzahl 

de r Substanzen nicht unbedingt eine vollständige Trennung 

garantie rt werden kann und andererseits auch die benutzten 

Nachweismethoden nur Mengen bis zu ca. o,l ~g erfassen. 

Sehr interessant ist die nachgewiesene Bildung der 3,4-

Dihydrox y z imtsäure und die anschließende Bildung des Aes

cule tins aus der 4-Hydroxyzimtsäure. Damit ist erwiesen, 

daß durch abielegische Reaktionen das Substitutionsmuster 

der bodenmöglichen Hydroxyzimtsäuren verändert werden kann. 

Die se Beobachtung beweist auch die Berechtigung der von 
un s gewä hlten Modellreaktion, da MEYERS (1963) bei Zusatz 
vo n Eisen-Äthylendiamintetra-Eisessig Komplexen und As
corbinsäure zu einer 4-Hydroxyzimtsäurelösung ebenfalls 
di e Hydroxylierung zur 3,4-Dihydroxyzimtsäure und nach-
f olgende Aesculetinbildung beobachten konnte. 
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Im Boden scheint der Obergang der 3,4-Dihydroxyzimtsäure 

in Aesculetin eine abialogisch verlaufende Reaktion zu 

sein; denn in Untersuchungen an Mikroorganismen konnte 

wohl die Hydroxylierung der 4-Hydroxyzimtsäure und die 

Entrnethylierung der 3-Methoxy-4-hydroxyzirntsäure zur 3,4-

Dihydroxyzirntsäure beobachtet werden, nicht aber der Ober

gang zum Aesculetin (HAIDER und MARTIN 1967). 

Besondere Bedeutung kommt der Hydroxylierung in ortho-

und para-Stellung zum schon vorhandenen Hydroxyl im Hin

blick auf die Bildung von Hurninstoffen zu, da, wie bereits 

eingehend beschrieben wurde (s. Seite 21), Phenole mit 

Hydroxylgruppen in 1,2- und 1,4-Stellung als besonders 

polymerisationsfähig und damit als prädestinierte Hurnin

stoffausgangsprodukte anzusehen sind. 

Allerdings sollte auch ein weiterer Aspekt nicht unerwähnt 

bleiben: 3,4-Hydroxyzimtsäure und ebenso Aesculetin sind 

auf Grund ihrer Mobilität und ihrer freien vicinalen Hy

droxylgruppen als ausgesprochene Wirkstoffe anzusehen. 

Dabei können unterschieden werden: 

1. Mineralwirksamkeit 

2. Edaphonwirksarnkeit. 

Zu 1.: Verbindungen mit vicinalen Hydroxylgruppen sind in 

der Lage, Kationen zu chelatisieren; dies kann so

wohl eine Erhöhung als auch eine Erniedrigung der 

Löslichkeit des betreffenden Kations zur Folge ha

ben (VOLLERT 1964, KARBACHSCH 1966) 

Zu 2.: Ein Beispiel für die Edaphonwirksamkeit unterschie d

lich substituierter Phenole findet sich in der Ar

beit von FLOOD und KIRKHAM (196o): Diese Autoren 

untersuchten den Einfluß verschiedener Phenole auf 

die Schorferreger Venturia inaequalis und Venturia 

pirina. Sie konnten nachweisen, daß die Beeinträch

tigung des Sporenwachsturns der genannten Pilze so-
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wohl von dem Hydroxylierungsmuster als auch der 

Art der Seitenkette abhängt. Keine Hemmung der 

Sporulation der genannten Pilze wurde durch 

4-Hydroxyzimtsäure und 3-Methoxy-4-hydroxyzimtsäu

re hervorgerufen, während sowohl 3,4-Dihydroxy

benzoesä ure als auch 3,4-Dihydroxyzimtsäure auf 

Sporulation und Keimung hemmend wirkten; dabei lag 

d i e Wirkung der 3,4-Dihydroxyzimtsäure über der 

der 3,4-Dihydroxybenzoesäure. Dies wurde von den 

Verfassern auf das Vorhandensein der ungesättigten 

Sei tenke tte zurückgeführt. 

Es kann also der Schluß gezogen werden, daß mit 

dem von uns beobachteten Obergang der 4-Hydroxy

zimtsä ure in die 3,4-Dihydroxyzimtsäure auch eine 

Zunahme der Edaphonwirksamkeit verbunden ist. 

Weiterhin untersuchten die Autoren auch die Wirkung 

der 2-Hydroxyzimtsäure und des daraus entstehenden 

Cumarins; sie beobachteten eine stärkere Hemmung 

durch das Cumarin. Ähnliches dürfte auch für das 

Paar 3,4-Dihydroxyz i mtsäure - Aesculetin gelten. 

Die biologische Wirksamkeit des Aesculetins unter

suchte SIGMUND (1914); er fand eine Beeinträchti

gung der Keimung verschiedener Pflanzensamen. 

Von Interesse ist weiterhin die Verbindung Nr. 91, die 

dann entstand, wenn die Bestrahlungsprodukte in methano

l i scher oder ätherischer Lösung aufgenommen wurden. Diese 

Substanz stimmte, wie bereits erwähnt, in ihrem chromate

graphischen und spektralen Verhalten sowie in ihren An

f ä rbeeigenschaften mit dem Methylester der 4-Hydroxyzimt

säure überein. Es kann also zumindest im Fall der metha

nollsehen Lösung angenommen werden, daß tatsächlich der 

Methylester entstanden ist. Normalerweise ist eine derar

tige Veresterung aber nur in schwefelsaurer methanollscher 
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Lösung zu beobachten; daß es hier bei pR-Werten um 3, 5 

zu dieser Reaktion kommt, läßt allein einen Radikalmecha

nismus als mögliche Erklärung zu, d.h. es ist anzunehmen, 

daß ein während der Bestrahlung gebildetes Radikal als 

Startermolekül die nachfolgende Kettenreaktion der unver

ändert gebliebenen 4-Hydroxyzimtsäure mit dem MeLhanol 

einleitet: 

0 0 

~o· ~OCH3 + HOCH3 + OH 
HO HO 

0 0 

~- + HOCH3 ~CH3 + H' 
HO HO 

Für einen derartigen Kettenmechanismus spricht vor allem 

die Beobachtung, daß nach Beendigung der Bestrahlung in 

einem Zeitraum von ca. 14 Tagen eine stete Zunahme des 

Methylesters festzustellen war; dies ist auf andere Weise 

nicht zu erklären. 

In den Fällen, in denen die Bestrahlungsprodukte nicht in 

methanolischer, sondern allein in wässriger und ätheri

scher Lösung vorgelegen hatten, ist die Bildung des 4-

Hydroxyzimtsäuremethylesters ausgeschlossen. Es ist allen

falls anzunehmen, daß sich der Äthylester, der in alle n 

geprüften Eigenschaften mit dem Methylester übereinstimmt, 

über eine im übrigen wohlbekannte Radikalspaltung des 

Äthers gebildet hat. Bei der Formulierung der entsprechen

den Reaktion fällt auf, daß in diesem Fall noch ein weite

res Produkt in gleichen Mengen entstehen muß; dies wäre 

eine Erklärung dafür, daß die Substanz Nr. 85 in etwa der 

gleichen Menge wie die Substanz Nr. 91 gefunden werden 

konnte, wenn die Bestrahlungsprodukte nur in Diäthyläther 

und nicht in Methanol gelöst waren. 



- 89 -

Für die Vorgänge im Boden sind diese Beobachtungen inso

fe rn von Bedeutung, als hier offensichtlich durch einen 

ab iologischen Eingriff aus einer bodenmöglichen Hydroxy

zimts ä ure e in relativ stabiles freies Radikal ents tanden 

ist. Freie Radikale sind aber offenbar für die Huminstoff

bi ldung von wesentlicher Bedeutung und andererseits sind 

sie bereits mehrfach im Boden nachgewiese n worden (s.S. 22). 

Unter Umständen ist auch die Bildung des huminstoffarti

gen Polymeren beim schonenden Einengen der Bestrahlungs

lösung durch die Wirkung dieses oder weiterer Radikale 

he r vorgerufen worden. 

I nte r essant ist der Vergleich der durch die Bestrahlung 

der 4-Hydroxyzimtsäure entstandenen Substanzen mit denen, 

die aus d e m natürlichen Boden isoliert werden konnten. 

Oberraschend ist vor allem die Menge der Substanzen, die 

nach den von uns geprüften Kriterien als identisch anzu

sehen sind. Obgleich diese Identitäten nicht weiter ge

sichert werden konnten, ist doch bemerkenswert, daß derart 

vie l e Substanzen aus der Bestrahlung einer einzigen Hy

dro~imtsäure entstehen, die in so vielen Eigenschaften 

mit dem aus Böden isolierbaren Stoffspektrum übereinstim

men. Diese Beobachtung allein legt den Schluß nahe, daß 

dem von uns postulierten abiologischen Obergang lignin

bürtiger Hydroxyzirntsäuren in ein breites Stoffspektrum 
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auch im Boden Bedeutung zukommt; dies umso mehr, als im 

Boden die Vielfalt der möglichen Reaktionspartner unver

gleichlich höher ist und vor allem die vielfältigen Reak

tionen mit Stickstoff in unseren Versuchen völlig außer 

acht gelassen wurden. 

Bemerkenswert sind schließlich auch die Ergebnisse der 

Versuche, in denen die von uns durch Bestrahlung der 4-

Hydroxyzimtsäure gewonnenen Substanzen in ihrer Wirkung 

auf die Mikroorganismen eines natürlichen Bodens geprüft 

wurden. Da eine Huminstoffsynthese im Boden als Konkur

renzreaktion zur mikrobiellen Katabolisierung der organi

schen Substanz angesehen werden muß, sollte von Ausgangs

stoffen für die Huminstoffbildung eine mikrobizide Wir

kung oder aber besonders schwere Abbaubarkeit erwartet 

werden. Die in unseren Versuchen festgestellte Wirkung 

der 4-Hydroxyzimtsäure entspricht den Erwartungen; die 

mikrobizide Wirkung dieser Verbindung wurde mehrfach be

wiesen (KAITZIS 197o) . Für uns erschien es jedoch beson

ders interessant, daß die Wirkung der Bestrahlungsprodukte 

zumindest ebenso deutlich, wenn nicht sogar stärker war; 

zumindest war keine Abnahme der Toxizität zu beobachten . 

Dies gilt jedoch nur für die Produkte, die bei der Be

strahlung der molekular dispersen 4-Hydroxyzimtsäure er

halten wurden; die bei der Bestrahlung der kristallinen 

und suspendierten 4-Hydroxyzimtsäure erhaltene 4,4'-Dihy

~truxillsäure wirkte dagegen in dem von uns geprüfte n 

Konzentr~tionsbereich ausgesprochen fördernd auf das Wachs

tum der Bodenmikroorganismen. Unter Umständen ist dies 

eine Folge der Tatsache, daß die olefinischen Doppelbin

dungen beim Ubergang der Zimtsäure in die Truxillsäure zu 

einem Cyclobutanring reagieren und damit ihre toxische 

Wirkung verlieren, dies würde auch mit den Ergebnissen von 

FLOOD und KIRKRAM (196o) übereinstimmen. 
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Die von un s eingang s gestellten Fragen lassen sich also 

zusammenfassend dahingehend beantworten, daß es tatsäch

lich möglich ist, d urch ausschließlich abiologische Reak

tionen a u s zumindest einer ligninbürtigen Hydroxyzimtsäu

re ein n i e dermolekulares Stoffspektrum zu entwickeln, wel

ches große Ähnlichkeit mit den im Boden nachweisbaren Ver

bind ungen b e sitzt und we lches weiterhin in der Lage ist, 

zu Ruminsto f f en zu r e agieren. Damit ist also bewiesen, 

daß n icht alle in die von Mikroorganismen synthetisierten 

niede r mo l e kulare n Phe no l e als Ausgangsstoffe für die Hu

minstoffbi l d ung a n zusehe n sind, sondern daß dieses Spek

trum zumi ndest eine Bereicherung durch die von uns be

schriebenen Substanzen e rfährt. Die Beteiligung biologi

scher Sy s t eme ist für die von uns untersuchten Vorgänge 

nur insof e rn erforderlich, als di e Spaltung der Lignine 

du rch v on Mikroorganisme n erzeugte Exoenzyme erfolgt, 

al l e weite ren Reaktio nen können ohne die Beteiligung ei

ne r b iologische n Phase ablaufen . Dies ist ein ausgespro

chenes Suppleme nt zu den Uberlegungen der Forscher, die 

a nnehmen, daß die Huminstoffbildung im wesentlichen auf 

Vor gänge zurückzuführen ist, mit denen Bodenmikroorganis

men reaktionsfreudige Lysis- und Stoffwechselprodukte mit 

Hilfe von Phenoloxydasen in reaktionsträge, makromoleku

l a re "ungefährliche" Ruminstoffe verwandeln (MATSCHKE 

1 9 7o) . 

Di e Stellung dieser Arbeit im Rahmen der mit der Humin

sto ffsynthese zusammenhängenden Reaktionen ist in der 

Abb . 23 dargestellt. 
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2. Es wurde als Modellreaktion zur Uberführung der 4-

Hydroxyzimtsäure in Folgeprodukte dieser Art eine 

photochemische Reaktion in wässriger Lösung gewählt, 

die als Modell für alle im Boden verlaufenden Ein

Elektrontransfers gelten kann und möglicherweise bei 

der Umwandlung der organischen Substanz nahe der Bo

denoberfläche auch als solche eine Rolle spielt. 

3. Es stellte sich überraschend heraus, daß nach den von 

uns verwendeten Identitätskriterien das photochemisch 

erzeugte Stoffgemisch nicht weniger als 28 Verbindun

gen enthält, die auch aus einem natürlichen Standort 

isoliert werden konnten und deren Identifizierung 

bisher noch nicht gelungen ist. 

4. Es wurden aus dem Bestrahlungsansatz der 4-Hydroxy

zimtsäure dunkelgefärbte Polymerisate isoliert, die 

in allem den aus Böden gewonnenen oder durch Synthese 

aus Polyphenolen erzeugten Stickstoff-freien Huminsäu

ren gleichen. 

5. Es wird gefolgert, daß ein Kollektiv von reaktionsfä

higen Ausgangssubstanzen zumindest aus einigen im Bo

den vorkommenden Ligninmetaboliten abialogisch er

zeugt werden und daß im Zuge dieser abialogischen de 

novo Synthese auch eine Bildung von Ruminstoffen er

folgen kann. 
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5. BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 

Bodenun tersuchung 

Dem Ah-Horizont entnommenes Bodenmaterial mit e iner Pinzet

te von deutlich strukturierten o rganischen Substanzen 

(Zweige , Blätter, Wurzeln, Pilzhyphen etc.) be freien. 1,5 

kg Boden (natürliche Feuchte) + 3 Ltr. dest. Wasser + 1 g 

Ci tronensäure + o,2 g Ascorbinsäure in 5 Ltr. Flasche ge

ben. 1o Stunden auf Schüttelmaschine schütteln lassen. 4 

Stund en stehen lassen (Sedimentieren grober und mittel

grober Bodenanteile). Uberstand mit Pipette absaugen, in 

Zentrifugenbecher geben, 3o Min. mit ca. So.ooo g zentri

fugie r en (Sedimentieren der Feinbodenanteile) • Uberstand 

dekant ieren. Sedimente in beiden Fällen verwerfen. Eluat 

im Rotationsverdampfer (4o°C, o Torr) auf ca. 25o ml ein-

engen. 

Trennungsgang 1: Wässriges Bodeneluat mit 1 N H
2
so

4 
unter 

ständigem Rühren auf pH 1,5 ansäuern, 3 x mit je 15o 

ml Diäthyläther im Scheidetrichter ausschütteln. Ver

einigte Ätherextrakte einengen und chromatographieren. 

Wasserphase mit 1 N NaOH auf pH 3,5 einstellen, im 

Rotationsverdampfer (4o°C, o Torr) zur Trockene ein

engen. Dem Rückstand So ml Aceton zusetzen, eine Stun

de auf der Schüttelmaschine schütteln lassen. Aceton

eluat mittels G-4 Fritte absaugen, Rückstand verwer

f en . Acetoneluat einengen und chromatographieren. 

Trennungsgang 2: Wässriges Bodeneluat mit 1 N NaOH auf 

pH 9 einstellen. 3 x mit je 15o ml Diäthyläther im 

Scheidetrichter ausschütteln. Vereinigte Ätherextrak

te einengen und chromatographieren. Wass e rphase mit 

1 N H2so
4 

auf pH 1,5 einste llen. Weitere Auftrennung 

wie Trennungsgang 1. 
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Zweidimensionale Dünnschichtchromatographie an Kieselgel 

Ca . 1o - 1oo ~l Extrakt (je nach Konzentration der Lösung 

unterschiedlich) auf eine Kieselgeldünnschichtfertigplat

te der Fa. Schleicher & Schüll (Typ 1Soo, 2o x 2o cm) auf

tragen. Auftragspunkt: 1,S cm vom unteren und linken Plat

tenrand entfernt. Referenzverbindungen an entsprechender 

Position des unteren rechten und des oberen linken Plat

tenrandes auftragen. 

1. Trennsystem: Toluol/Äthylformiat/Ameisensäure 

Laufzeit: 6o Minuten bis zur Höhe von 16 cm. 

s 4 

2 . Trennsystem: Chloroform/Eisessig/Wasser = 4 : 1 : 1 
(Unterphase) 

Laufzeit: 9o Minuten bis zur Höhe von 16 cm. 

Dünnschichtchromatographie an Polyamid 

Polyamiddünnschichtfertigplatten der Fa. Schleicher & Schüll 

(Typ 16oo, 1o x 2o cm) , Trennsystem: Chloroform/Eisessig/ 

Wasser = 4 : 1 : 1 (Unterphase). 

Nachweisverfahren 

Diazotierte Sulfanilsäure : So g Sulfanilsäure in 2So ml 

1o %iger KOH lösen, abkühlen und mit 2oo ml 1o %iger 

NaNo2-Lösung versetzen . Aus einem Scheidetrichter in 

eisgekühlte Salzsäure eintropfen lassen (So ml konz. 

HCl und 4o ml Wasser) . Das ausgefal lene Diazoniumsalz 

absaugen, mit Alkohol und Äther waschen, an der Luft 

trocknen. Vor dem Besprühen So mg diazotierte Sulfanil

säure + 1oo mg Na 2co 3 in 1o ml Wasser lösen (Diazo

tierte Sulfanilsäure kühl lagern; Explosionsgefahr!). 
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Echtblausalz B, 4,4'-Bi(2-methoxybenzoldiazoniumchlorid): 

Chromategramm mit 1 %iger wässriger Lösung besprühen, 

trocknen und über NH3 konz. halten. 

Eisen-III-Chlorid: Chromategramm mit 2 %iger wässriger Lö

sung besprühen, dann trocknen. 

Aufnahme der UV-Absorptionsspektren 

Substanzfleck im UV-Licht markieren, mit dem Adsorbens ab

schaben, bei 4o°C (Wasserbad) mit rd. 4 ml reinem Methanol 

im Becherglas eluieren. Das nach 2 Stunden auf 2 ml einge

engte Eluat durch ein zuvor mit Methanol extrahiertes Fal

tenfilter direkt in eine 2 ml Quarzküvette (5 mm Schicht

dicke) filtrieren. Als Vergleichslösung dient das in der

selben Weise gewonnene Eluat einer gleich großen Menge Kie

selgelpulver, die unterhalb der Startlinie vom Chromategramm 

abgeschabt wird. 

Aufnahme des Spektrums durch das automatisch arbeitende 

Spektralphotometer PMQ II der Firma Zeiss (Dem Registrier

teil dieses Geräts ist ein Transmissions-Extinktions-Wand

ler angeschlossen; die somit vom Gerät aufgezeichneten Ex

tinktionskurven sind in der Arbeit wiedergegeben). 

Aufnahme der IR-Absorptionsspektren 

1 mg des zu untersuchenden chromategraphisch reinen Mate

rials mit 1 g KBr in einem Achatmörser ca. 3o Minuten mör

sern. Präparat 12 Stunden über Phosphorpentoxid im Exsikka

tor trocknen. Mit ca. 25o at Pressling herstellen, Spektrum 

aufnehmen. 
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Aufnahme des NMR-Spektrurns 

Ca. 6 rng 4,4'-Dihydroxytruxillsäure werden in deuteriertern 

Dirnethylsulfoxid gelöst. 

Methylierung mit Diazornethan 

2,14 g N-Methyl-N-nitroso-p-toluolsulfonarnid in 3o rnl 

peroxidfreiem Äther lösen. Zu der eiskalten Lösung eine 

Lösung von o,4 g KOH in 1o rnl 9o %igern Äthanol geben. Falls 

ein Niederschlag ausfällt, diesen mit etwas überschüssigem 

Äthanol lösen. Nach S Minuten die ätherische Lösung von 

Diazornethan auf dem Wasserbad (6o - 6S°C) destillieren 

(Vorsicht! Diazornethan ist giftig und neigt zu Explosionen) . 

Dem eisgekühlten Destillat So rng der zu rnethylierenden Sub

stanz zusetzen. Den mit Watte verschlossenen Kolben 12 Stun

den im Kühlschrank stehen lassen. Restliches Diazornethan 

und Äther im Wasserbad (So°C) unter dem Abzug verdampfen 

lassen. Methyliertes Präparat urnkristallisieren bzw. chro

mategraphisch trennen. 

Molekulargewichtsbestimmung nach RAST in Campher 

Methylierte 4,4'-Dihydroxytruxillsäure und frisch sublimier

ten Campher etwa im Verhältnis 1 : 3o abwiegen, in Gläs

chen (rd. S x So rnrn) geben, Glas zuschrnelzen. In weiteres 

Gläschen reinen Campher geben, Glas ebenfalls zuschrnelzen. 

Beide Gläser gerneinsam im Glycerinbad auf ca. 18o°C er

hitzen. Durch mehrfaches Abkühlenlassen und erneutes Er

hitzen Schmelz- bzw. Erstarrungspunkte der beiden Präparate 

ermitteln. 
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Errechnung des Molekulargewichts nach der Formel: 

MG K a · 1.ooo 

b t 

K 
a 
b 

Kryoskopische Konstante (für Campher 
Gewicht der unbekannten Substanz 
Gewicht des Lösungsmittels 
Schmelzpunktdifferenz 

4o) 

,dt 

Gemessene Werte: 

l. 2. 3. 

Methyl.-4,4'-Di- 3,35 mg 3,27 mg 1,82 mg 
hydroxytruxills. 

Campher 75,44 mg 99,o2 mg 5o,14 mg 

Schmelzpkt. der 
Mischung 166,7° c 168,1° c 167,4° c 
Schmelzpkt. des 
Camphers 173,7° c 173,7° c 173,7° c 

.1t 7,o 0 c 5,6° c 6,3° c 

MG 252 235 23o 

4. 

1,89 mg 

47,75 mg 

167,7° c 

173,7° c 
60 c 

264 

Da die erhaltenen Werte recht erheblich voneinander abwei

chen und außerdem nicht mit den anderen Daten für die 4,4'

Dihydroxytruxillsäure in Einklang zu bringen sind, wird an

genommen, daß sich die Substanz bei der hohen Temperatur 

zersetzt. 

Bestimmung des photochemisch umgesetzten Anteils der 4-

Hydroxyzimtsäure sowie quantitative Bestimmung des Aescule

tins 

2,5 Ltr. Bestrahlungsansatz (25o ppm 4-Hydroxyzimtsäure) 

auf 5oo ml einengen. Im Scheidetrichter 12 Stunden stehen 

lassen, ausgefallene und abgesetzte Flocken ablaufen lassen, 
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durch Blaubandfilter filtrieren. Rückstand im Exsikkator 

über Phosphorpentoxid trocknen. 

o,16 ml der Lösung abpipettieren, auf rd. o,1 ml einengen, 

auf Kieselgeldünnschichtplatte zweidimensional trennen. 

Cis- und trans-4-Hydroxyzimtsäure getrennt abschaben, mit 

Methanol eluieren und UV-Absorption bei 31o nm bestimmen 

(5 mm Küvette). Zusätzlich aufgetragenen Test (o,o4 mg 

4-Hydroxyzimtsäure) nur in Toluol/Äthylformiat/Ameisensäu

re = 5 : 4 : 1 trennen (dabei keine Auftrennung in cis- und 

trans-Form), ebenfalls abschaben und eluieren: 

Ergebnisse· 
f. Kon-

31o nm zentr. Menge 

4-Hydroxyzimtsäure (Test) in 2 ml o,76 2o ppm o,o4 mg 

cis-4-Hydroxyzimtsäure in 2 ml o,95 25 ppm o,oS mg 

trans-4-Hydroxyzimtsäure in 4 ml o,665 17,5 ppm o,o7 mg 

Es werden o,12 mg 4-Hydroxyzimtsäure bestimmt = 6o % ~uf 

die Anfangskonzentration bezogen) , davon 42 % cis- und 

58 % trans-Form. Aesculetin ebenfalls abschaben, eluieren 

und mit gleichartig behandelter Testmenge (o,o2 mg) ver

gleichen: 
E Kon-

347 nm zentr. Menge 

Aesculetin (Test) in 1 ml o,325 2o ppm o,o2o 

Aesculetin in 1 ml o,o36 2,2ppm o,oo22 

Auf die Anfangskonzentration bezogen werden 1,1 % Aescule

tin bestimmt. 

mg 

mg 
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Her s tellung des 4-Hydroxyzimtsäure äthylesters 

2oo mg 4-Hydroxyzimtsä ure in 2o ml Äthanol lösen, 1 ml 

H2so4 konz. zuse tze n. 48 Stunden stehen lassen. Ester auf 

Kiese lge l i m System To luol / Äthylfo rmi a t/Ameisensäure 

5 : 4 : 1 abtrennen. 

Mi krobio logische Versuc he 

Plattentest 

I. 1oo mg MgS04 · 7 H20, So mg Cacl 2 • 2 H20, 1o mg Feso4 

7 H2o , 1oo mg KCl, Soo mg NH 4No
3

, 1o mg Hefeextrakt, 

25o wl Hoaglandspurenelementlösung und 5 g Glucose in 

Soo ml H2o lösen. 

II. 3,54 g KH 2Po 4 und 14,52 g Na2HP04 · 12 H20 in 1. ooo ml 

H2o lösen. 

2oo ml von II zu I geben, 15 g Agar zusetzen, 2o Min. bei 

12o°C sterilisieren. 

0 mg, o,o9 mg, o,9 mg, 3,6 mg und 18 mg 4-Hydroxyzimtsäure 

und 4,4'-Dihydroxtruxillsäure abwiegen bzw. Lösungen ab

messen, bei 12o°C sterilisieren, in sterile Petrischalen 

geben, 12,6 ml Nährlösung zusetzen, mit sterilem Wasser 

auf 18 ml auffüllen. 

2,5 Ltr. 75 Std. UV-bestrahlte 25o ppm 4-Hydroxyzimtsäure

l ö sung auf 156 ml einengen= 4.ooo ppm-Lösung. Durch Mem

branfilter Typ SM 113o8 der Fa. Sartorius, Göttingen (Po

renweite ca. o,2 w) in Erlenmeyerkolben steril filtrieren. 

0 ml, o,o2 ml, o,22 ml, o,9 ml und 4,5 ml in sterile Petri

schalen geben, je 12,6 ml Nährlösung zusetzen, mit sterilem 

Wasser auf 18 ml auffüllen . 
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Schal en nach dem Erstar ren mit j e o ,l ml Bodensuspension 

( l g Boden in l oo ml Wasse r ) beimpfen , Bodenlösung mit 

Driga lsky - Spate l ßuf Drehtisch) verteilen. Schalen 7 Ta 

ge bei 28°C bebrüten . 

Nährkartonsche ibenmethode 

0 mg, o ,o5 mg, o,5 mg, 2,5 mg, 5 mg und l o mg 4-Hyd r oxy

zimtsäure, 4,4'-Dihydroxytruxillsä ure und Aesculetin ab

wiegen bzw. Lösunge n abmessen. In Erlenmeyerkolben geben , 

bei l2o°C sterilisieren, j e 7 ml sterilisierte Nährlösung 

(ohne Agar) zusetzen, mit sterilem Wasser auf je lo ml 

auffüllen . 

0 ml, o,o l 3 ml, o ,l 25 ml, o ,625 ml, 1,25 ml und 2,5 ml 

d e r wie oben beschrieben eingeengten und sterilisierten 

Bestrahlungsprodukte in sterile Erlenmeyerkolben geben, je 

7 ml Nährlösung (ohne Agar) zusetzen, mit sterilem Wass e r 

auf je lo ml auffüllen. 

Den Erlenmeyerkolben je o ,l ml Bodensuspension zusetzen, 

24 Std. bei 28°C bebrüten. 

Jedem Kolben o,5 ml entnehmen, in 4,5 ml steriles Wasser 

geben, durch Membranfilter der Fa. Sartorius (Typ SM ll4 o7 

zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl) unter Anwendung des 

Fi ltrationsgeräts SM l 62o l saugen. Membranfilter mit zu

rückgehaltenen Keimen auf die entsprechenden Nährkarton

scheiben (SM l4oo5 Standard) zur Bestimmung der Gesamt

ke imzahl in Petrischalen mit 3 ml sterilem Wasser aufle

gen. 6o Std. bei 28°C bebrüten , Kolonien auszählen. 
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