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1. Einleitung und Problemstellung

1.1 Einige Bemerkungen zum Problem der Huminstoffe

Die postmortale organische Substanz des Bodens ist extrem
komplexer Natur. Ihre Zusammensetzung wird wesentlich durch
die Art der in den Boden gelangenden pflanzlichen und tieri-
schen Riickstiénde bestimmt, hinzukommt ihre biologische, phy-
sikalische und chemische Umwandlung. Als Ergebnis resultiert
ein Stoffgemisch griBter Mannigfaltigkeit. Denn neben Kom-
ponenten der organischen Riicksténde, die mehr oder weniger
schnell dem Abbau unterliegen, sind auch Stoffwechselprodukte
von Mikroorganismen vorhanden, die die erstgenannten Stoffe
als Quelle von Energie und Synthesebausteinen verwerten.
Diese hochst unterschiedlichen Stoffgruppen umfassen Kohlen-
hydréte und verwandte Verbindungen, Proteine und ihre Ab-
kommlinge, Lignine, Fette, Waclse, Harze, Gerbstoffe usw.
und ihre Abbauprodukte. Neben intermedidren Produkten des
organischen Stoffabbaus und den erwdhnten sekunddren Synthe-
seprodukten (infolge der Wirkung von Mikroorganismen) kommt
es im Boden zur Akkumulation stédrker restistenter Abbaupro-
dukte - der Huminstoffe. Diese Naturstoffe werden definiert
als ein komplexes und relativ resistentes Gemisch von brau-
nen, amorphen und kolloidalen Substanzen zumeist sauren
Charakters, deren Bildung im Verlaufe enzymatischer Abbau-
vorgénge, sowie biochemischer Umsetzungen der organischen
Ausgangsstoffe erfolgt. Den Huminstoffen kommen Eigenschaf-
ten zu, die diese scharf von anderen natiirlichen organischen
Substanzen unterscheiden.

Das Vorhandensein von Humus als der Gesamtheit der Humin-
stoffe im Boden iibt einen betrdchtlichen EinfluB auf physi-
kalische, chemische und biologische Verh&dltnisse aus. Der
Humus verbessert die Bodenstruktur, die Wasserfiihrung und
Durchliiftung, erhdht die Wasserhalte-, Puffer- und Austausch-
kapazitdt, beeinfluBt die Loslichkeit von Mineralen und



dient als N#Zhrstoffquelle fiir die Entwicklung von Mikroor-
ganismen (12). 1In letzterem Falle kann der Humus auch als
Ndhrstoffspeicher fiir die Pflanze angesehen werden. Wizhrend
des langsamen mikrobiellen Abbaus von Huminstoffen erfolgt
eine allmdhlige Freisetzung und nachfolgende Mineralisierung
von C, N, S, P und anderen Elementen, die wihrend der Bil-
dungsprozesse des Humus festgelegt worden sind.

Urspriinglich bestand die Vorstellung, daB Komplexe von
Lignin und Protein mikrobieller Herkunft als sogenannte
Lignoproteinkomplexe die hauptsdchliche Quelle der Humussub-
stanzen des Bodens darstellen. Gewisse Ubereinstimmungen
zwischen der aromatischen Struktur des Lignins und der in
Humins&duren gefundenen, sowie die relative Resistenz des
Lignins gegeniiber dem enzymatischen Abbau schienen diese
Vorstellung zu stiitzen (100). Ergebnisse jJiingerer Untersu-
chungen haben jedoch gezeigt, daB Stoffe, deren Herkunft
nicht dem Lignin zuzuschreiben ist, ebenfalls als Quelle von
aromatischen "Struktureinheiten" dienen kdnnen. Unter diesem
Aspekt sind insbesondere Produkte der Stoffwechselaktivit&dten
verschiedenster Pilze, Actinomyceten und Bakterien bedeutsam
(9, 10, 34, 53). Mikroorganismen sind hiufig verantwortlich
fiir die Bildung von Verbindungen mit aromatischen oder &hn-
lichen Strukturen, die aus Umsetzungen vieler verschiedener
organischer Stoffe, einschlieBlich der Kohlenhydrate, resul-
tieren (79). Solche aromatische Verbindungen sind mitunter
leicht oxidierbar und zu Kondensationen mit Aminos&uren
oder Peptiden unter Bildung von Substanzen befdhigt, die den
in Bodenhumusfraktionen gefundenen &hnlich sind. Es besteht
gegenwidrtig offenbar kein Zweifel, daB die "Kernstruktur"
von Humins&uren sowohl aus verdnderten Ligninkomponenten als
auch aus anderen pflanzenbiirtigen und von Mikroorganismen
synthetisierten aromatischen Verbindungen hervorgeht. Mikro-

organismen sind somit an allen Phasen der Humusbildung be-
teiligt.



Die Identifizierung und Charakterisierung aller Humin-
stoffkomponenten ist &HuBerst schwierig und gegenwdrtig prak-
tisch kaum durchfiihrbar. Die Mannigfaltigkeit der vorliegen-
den Strukturen ist erheblich (73, 81) und verlockt daher
kaum zu detaillierten chemischen Untereuchuhgen. Eine physi-
kalische und chemische Charakterisierung der Huminstoffe
ist jedoch erforderlich, wenn praktische Fragen im Hinblick
auf ihre Rolle fiir die Bodenbildung und Bodenfruchtbarkeit
beantwortet werden sollen. Es ist unzutreffend, daB ein
Stoff, der nur in relativ geringer Konzentration im Boden
vorliegt, deshalb von geringer Bedeutung sei. Die in jlin-
gerer Zeit gemachten Fortschritte hinsichtlich der Extrak-
tion, Auftrennung, Identifizierung und Charakterisierung
der Huminstoffe sind ermutigend. Die Anwendung dieser von
Biochemikern, Kolloidchemikern und Kohlechemikern entwickel-
ten Techniken, insbesondere zur Charakterisierung von hoch-
molekularen Polymeren, sind von groBSem Wert fiir die Untersu-
chungen der Bodenhuminstoffe. Ein groBfer Teil der vorhan-
denen Information ist noch fragmentarisch und es bedarf wei-
terer eingehender Bemiihungen, um die Chemie der Huminstoffe
des Bodens einer Kldrung ndherzubringen. Diese aber wird
dann auch fiir die praktische Landwirtschaft nicht ohne Inte-
resse sein.

1.2 Literaturiibersicht: Physikalisch-chemische Untersuchun-
gen an Huminstoffen

Bei den bisher vorliegenden Untersuchungen iiber die physi-
kalisch-chemischen Eigenschaften von Humins&uren sind eine
Anzahl verschiedener Methoden zur Anwendung gekommen. Die
Untersuchung einer organischen Substanz im Hinblick auf ihre
Extraktion und Fraktionierung, ihren Abbau und ihre Charak-
terisierung kann in erheblichem MaBe von der Eignung der



angewandten lMethoden abhidngig sein. Dies trifft besonders
fiir Untersuchungen an komplexen Stoffen wie Humins&duren zu.
Die sogenannte "proximate analysis" von WAKSMAN am nicht
aufgetrennten organischen Stoffkomplex hat bereits einige
Informationen geliefert. Es hat sich Jedoch im Verlaufe der
Huminstoffuntersuchungen gezeigt, daB diese Bearbeitungsweise
nur einen recht begrenzten Aussagewert hat und die Verwen-
dung von weitgehend gereinigten Stoffen des Bodens fiir wei-
tere Fortschritte der physikalisch-chemischen Untersuchungen
von Huminsduren erforderlich ist. Diesen Weg beschritt
erstmals ACHARD (1), indem er die Isolierung der HuminsZuren
durch Extraktion mit verdiinnten widsserigen LOsungen von’
NaOH, KOH und NH4OH vornahm. BREMNER und LEES (9) vergli-
chen die Eignung verschiedener neutraler Reagenzien, insbe-
sondere der Natriumsalze organischer und anorganischer S&uren
zur HuminsZureextraktion. Weitere Untersuchungen iiber Neu-
tralsalze als Extraktionsmittel wurden von HAMY und LeROY
(40, 41) durchgefiihrt. Sie stellten fest, daB die wirkungs-
vollsten neutralen Extraktionsmittel Oxalat, Tartrat, Citrat,
Malonat und Salicylat sind, die gleichzeitig zur Bildung

von Komplexen mit Eisen befdhigt sind. MARTIN (68) extra-
hierte Huminstoffe mit einem Natriumfluorid-Natriumborat-
Borsdure-Puffer vom pH 9. Obwohl verschiedene neutrale Ex-
traktionsmittel als brauchbar beschrieben worden sind, wird
ihre Eignung als milde Ldsemittel in vielen Féllen dadurch
gemindert, daB die Extraktionsausbeute niedriger ist als

mit den klassischen Extraktionsmitteln wie Natriumhydroxid
und Natriumpyrophosphat.

Mehrere Forscher haben eine Fraktionierung der Humin-
stoffe unter Anwendung moderner Methoden unternommen. HOCK
(46) versuchte eine Auftrennung natiirlicher HuminsZuren,
Fulvosduren und Hymatomelansduren durch Chromatographie an
A1203-Séulen und untersuchte das Absorptionsverhalten der
einzelnen Fraktionen im sichtbaren und ultraviolettem Licht.
KONONOVA et al. (52) verbesserten die Fraktionierung an



Aluminiumoxid und dehnten diese Untersuchung auf Stédrkegel
aus. Modellhuminsduren von ELLER (27) und ELLER et al.(29)
wurden von LAATSCH (64) in den natiirlichen Huminstoffen
dhnliche Fraktionen aufgetrennt. PAVEL et al. (79) beschrie-
ben die Fraktionierung von Humins&duren mittels Papierchro-
matographie und FORSYTH (35) trennte Fulvosiuren in vier
Fraktionen durch Adsorption an Aktivkohle und stufenweise
Elution.

Die Infrarotabsorption von Huminsduren ist erst in jlinge-
rer Zeit in stdrkerem MaBe fiir Struktur untersuchungen be-
gonders hinsichtlich der funktionellen Gruppen herangezogen
worden. Die IR-Absorptionsspektren der typischen Humins&u-
ren zeigen jedoch nur einige breite Banden und erschweren
detaillierte Aussagen iiber die chemische Struktur der Humin-
sduren.

WOOD et al. (106) folgerten nach Uberpriifung der acety-
lierten Produkte von Lignit-Huminsduren, daB viele der COOH-
Gruppen eng benachbart liegen, so daB eine Anhydrid-Bildung
moglich ist. Diese Befunde wurden spédter von WAGNER und
STEVENSON (99) bestdtigt. WRIGHT und SCHNITZER (107), MARTIN
et al. (68), DeWALT und GLENN (24) sowie andere werteten die
IR-Absorption fiir die Bestimmung des Gesamthydroxylgehaltes
von Humins&uren nach Veresterung aus.

Wertvolle Informationen hinsichtlich der strukturellen
Anordnung von funktionellen Gruppen in Humins&uremolekulen
wurden geliefert von ZIECHMANN (109), MORTENSEN und HIMES
(74), KUMADA und AIZAWA (58), COLE (18), SCHNITZER et al.
(87) . ORLOV et al. (78), JOHNSTON (49) und BROADBENT und
BRADFORD (14).

WELTE (103), ZIECHMANN (109) und KUMADA (56, 59) werteten
eine groBere Anzahl von Absorptionsspektren im UV- und
sichtbaren Bereich fiir Untersuchungen an Humins&duren aus.

Im allgemeinen zeigen diese Spektren einen monotonen Verlauf,
jedoch glaubt KUMADA, bestimmte Absorptionsbereiche dem



Anthrachinon zuordnen zu knnen, und sieht in diesem einen
mdglichen Baustein des Humins&uremolekiils.

Der Sdurecharakter von Huminsduren wird auf die Anwe=sen-
heit von dissoziierbarem Wasserstoff aromatischer und ali-
phatischer -COOH- und saurer Hydroxy-Gruppen zuriickgefiihrt.
Der reaktive Wasserstoff in diesen Gruppen ist fiir die Aus-
tauschereigenschaften der Huminsduren verantwortlich (WELTE
(102), UBALDINI (96), BAILEY (2), SCHNITZER und GUPTA (89, 90),
BLOM et al. (5) und andere). GILLAM (38) schloB auf das
Vorhandensein von Carboxylgruppen in Humins&ureprédparaten
aus der Form potentiometrischer Titrationskurven und zeigte,
daB die Austauschkapazitdt durch blockierende Hydroxygruppen
ve-ringert werden kann. BROADBENT und BRADFIELD (14) waren
in der Lage, die Austauschkapazitdt verschiedener Humuspri-
parate durch Methylierung von Carboxyl- und Hydroxygruppen
stark herabzusetzen. Diese Befunde weisen darauf hin, daB
Carboxylgruppen von Uronsduren offenbar einen wesentlichen
Anteil an der Austauschkapazitdt haben. SCHEFFER, ZIECHMANN
und SCHOLZ (85) fanden eine enge Beziehung zwischen dem Grad
der Humifizierung und der Kationenumtauschkapazitdt von
Bodenhumus.

Huminstoffe haben eine ausgeprédgte Fdhigkeit zur Bildung
von relativ stabilen Komplexen mit di- und trivalenten Metall-
ionen. Diese Eigenschaft beeinflufBt die Verfiligbarkeit von
Nahrstoffen fiir Pflanzenwurzeln und andere biologische Syste-
me, wirkt auf die physikalischen Eigenschaften von Bdden ein
und spielt schlieBlich auch eine bedeutende Rolle bei der
Genese vieler wichtiger Bodentypen. Man vermutet, daB diese
genannten Eigenschaften durch funktionelle Gruppen, wie Car-
boxyl-, Hydroxy- und Carbonylgruppen bedingt werden. HIMES
und BARBER (45), HEMSTOCK und LOW (44) sowie SCHEFFER und
ULRICH (86) berichteten iiber verschiedene Aspekte der Chelat-
bildung von Huminstoffen. Andere Forscher, zum Beispiel
BREMNER et al. (8), DION und MANN (25), HEINTZE und MANN (43),



LEES (63) und WALLACE et al. (101) haben die Existenz von
Komplexen zwischen Spurenelementen und Huminstoffen im Boden
nachgewiesen.

Nur wenige Untersuchungen liegen bislang l{iber die relati-
ven Stabilitédtskonstanten verschiedener Metall-Huminsdure-
Komplexe vor. Der Grund hierfiir ist vermutlich in der extre-
men Komplexitédt der Humins&duren selbst zu finden. RANDHAWA
und BROADBENT (81) erhielten fiir Zink-Humins#ure-Komplexe
Stabilitédtskonstanten von 4,42 bei pH 3,6; 6,18 bei pH 5,6
und 6,8 bei pH 7,0. SCHNITZER und SKINNER (93) fanden die
hochsten Stabilitédtskonstanten bei Cu++/Fulvoséure-Komp1exen,
gefolgt von Fet*- und Zn++-Komplexen.

Obwohl zahlreiche Untersuchungen iiber die Bestimmung der
spezifischen Wédrme von Kohle vorliegen, wird diese bisher
nicht zur Charakterisierung von Huminstoffen verwendet. Ein
Uberblick iiber die Ergebnisse an Kohle ist von McCABE und
BOLEY (69) sowie von CLENDENIN et al. (17) gegeben worden.
Daraus ist ersichtlich, daB die spezifische Wédrme von Kohle
im Bereich von 0,2 bis 0,4 liegt und abhéngig ist vom Koh-
lenstoffgehalt, sowie methodisch vom Wassergehalt und von
der Temperatur.

1. 3 Problemstellung

Die unter Ziff. 1.2 zusammengefaBite Literaturiibersicht
zeigte, daB physikalisch-chemische Untersuchungen an Humin-
stoffen unmittelbar einsetzten, nachdem man diese Naturstoffe
als mehr oder weniger abgeschlossene Stoffgruppe mit gemein-
samen Merkmalen und gewisse Ubereinstimmungen ihrer Biosyn-
these erkannt hatte. Physikalisch-chemische Untersuchungen
als Ansatz sind also durchaus nichts Neues. Immerhin aber
ist eine systematische Bearbeitung in dieser Hinsicht nicht
bzw. nur in Ansdtzen erfolgt. So sind wir erst in jiingster



Zeit {iber die Dichte, die Oberflédche, die spezifische Wiérme,
die elektrische Leitfdhigkeit usw. von Huminstoffen infor-
miert worden (110), MeBergebnisse aber, die bei den Stoffen
des Inkohlungsprozesses ldngst vorliegen. Es wird damit
deutlich, daB hier eine Liicke gegeben ist, die alsbald ge-
schlossen werden sollte.

Nun kann es nicht Aufgabe dieser Arbeit sein, den bisheri-
gen Messungen neue an die Seite zu stellen, sondern fiir der-
artige Untersuchungen war ein neuer Ansatz zu gewinnen.

Es sollte hier vielmehr der Versuch unternommen werden,
eine Information dariiber zu gewinnen, in welchem MaBe die
funktionellen Gruppen fiir die physikalischen Eigenschaften
der Huminstoffe mit von Bedeutung sind. Aus diesem Grunde
muBl versucht werden, eine auf resktiven Gruppen abzielende
Verdnderung der Huminstoffe einzuleiten, um ihre physikali-
schen Eigenschaften mit den Originalpridparaten zu verglei-
chen., Mithin umfaBt das vorgegebene Thema folgende Arbeits-
génge:

1. Gewinnung der Huminstoffe,

2. ihre chemische Verdnderung,

3. physikalisch-chemische Untersuchungen, und
4, ihre Interpretation.

Nebenbei konnte untersucht werden, welche chemischen
Verdnderungen an Huminstoffen sinnvoll sind und zu welchen
Aussagen sie fiihren.



2. Experimenteller Teil

2.1 Gewinnung von Humins&duren

Nach vorliegenden Verdffentlichungen besteht eine allge-
meine Ubereinstimmung hinsichtlich der Auffassung, da8 Humin-
sduren keine Verbindung mit definierbarer chemischer Struktur
sind, sondern ein Sammelprodukt verschiedenartiger Substan-
zen, die trotz gewisser gemeinsamer Struktureigenschaften
untereinander nicht vdllig identisch sind - WELTE (102, 105),
NIEMANN und ZIECHMANN (103, 104), SCHEFFER et al. (84) und
DAVIES et al. (21).

In diesem Zusammenhang liegen eingehende Untersuchungen
fiir eine Trennung von Humins&duren in verschiedene Frgktionen
vor, um ein klares Bild iiber die Natur, die Struktur und
die Synthese von Huminstoffen zu erhalten. Die angewgndten
Methoden und Untersuchungen waren jedoch abhédngig vom Interes-
se der verschiedenen Autoren.

SPRINGER (94) unterschied Huminstoffe aus Bdden auf Grund
ihrer Acylierbarkeit. ILEIN (64) trennte die Mineralteile
des Bodens und die organische Substanz nach ihrer Dichte
unter Verwendung von spezifisch schweren Fliissigkeiten. Die
so gewonnenen Fraktionen wurden durch mikroskopische und
rontgenoptische Methoden untersucht. Nach seinen Befunden
enthielten die leichten Fraktionen freie organische Substan-
zen, die aus teilzersetztem Pflanzenmateriai, Huminen und
Humins&duren bestanden. Im Gegensatz dazu enthielten die
spezifisch schweren Fraktionen Fulvo-Komplexe, die mit mine-
ralischen Bodenkomponenten kombiniert oder an diese adsor-
biert vorlagen. Weiterhin fand er, daB die intermedidren
Fraktionen fest gebundenes organisches Material enthielten,
das er als esterartige Komplexe von Huminsduren und Fulvo-
sduren bezeichnete.



- 10 -

Chromatographische Methoden zur Fraktionierung von Humin-
sduren wurden von HOCK (46) und FORSYTH (35) angewandt.
HOCK fand, daB sich Humins&duren, Fulvosduren urnd Hymatomelan-
sduren an einer Aluminiumoxid-S&ule in mehrere Fraktionen
auftrennen lassen. Der Befund zeigte, daB diese Methode
fiir eine physikalische Fraktionierung von Huminstoffen die-
nen kann. FORSYTH stellte fest, daB sich Fulvosduren durch
eine selektive Adsorptionsmethode in 4 verschiedene Fraktio-
nen auftrennen lassen.

SCHEFFER und Mitarbeiter (84) versuchten die Trennung von
Huminsduren durch Papierelektrophorese und fanden zwei Frak-
tionen, die auf Grund ihrer Farbe den Grau- und Braunhumin-
séduren zugeordnet werden konnten. Sie nahmen an, daB alle
Humins&duren eine Mischung dieser zwei Fraktionen darstellen,
wobei die eine oder die andere meist iiberwiegt. KYUMA (61)
versuchte eine Trennung von Huminstoffen durch fraktionierte
Ausfdllung unter Verwendung eines Alkohol-Lauge-Systems
und erhielt ebenfalls verschiedene Fraktionen.

Die chemischen und physikalisch-chemischen Eigenschaften
von Humins&uren sind in Abwesenheit von anorganischen Antei-
len des Bodens untersucht worden. Dabei zeigte es sich, daB
die mit verschiedenen widsserigen oder nicht widsserigen
Extraktionsmedien gewonnenen Huminstoffe unterschiedliche
physikalisch-chemische Eigenschaften aufwiesen. Diese Unter-
schiede resultierten zum Teil daraus, daB viele Autoren die
Huminstoffprdparate lediglich durch Farbe, N-Gehalt und C:N-
Verhdltnis charakterisierten, aber andere Faktoren wie z.B.
pH, Extraktionsdauer usw., nicht geniligend beachteten, Die
am hdufigsten verwendeten Extraktionsldsungen fiir Huminstoffe
des Bodens sind 0,1 M Na-pyrophosphat und 0,1 N oder 0,5 N
NaOH. Hierbei gehen wesentlich mehr Huminstoffe in LOsung
als bei Anwendung milderer Extraktionsmittel. Die hier ver-
wendete Methode entspricht der von ROCHUS (82) beschriebenen.
Ihre Vorteile bestehen u.a. in einer praktisch quantitativen
Huminstoffgewinnung bei relativ kurzer Extraktionsdauer.
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1. Die mit einem Mixger&dt zerkleinerte Bodenprobe wird
in Wasser suspendiert, mit Salzsdure auf pH 1 gebracht und
mit 0,1 M HC1l erschopfend extrahiert. Der Extrakt wird
filtriert und enthdlt neben anorganischen und organischen
16slichen Stoffen sdureldsliche Huminstoffkomponenten, die
relativ niedermolekular und reaktionsféhig sind und als
Huminsdurevorstufen bezeichnet werden. Ihre Isolierung
erfolgt durch Bindung an ausflockendes Al-Hydroxid (sog.
IBAH-Methode) nach Einstellen des Losungs-pH-Wertes auf
6,0 mit NaOH. Da Aluminiumsalze aus den meisten Bdden schon
bei der sauren Extraktion mit in Ldsung gehen, eriibrigt sich
in solchen Fdllen oft der Zusatz von Aluminiumsalz. Das
Aluminiumhydroxidadsorbat wird abfiltriert und chlorfrei
gewaschen. Zur Gewinnung der Huminsdurevorstufen wird das
Gel mit Kationenaustauscher behandelt, wodurch die minera-
lische Komponente an den Austauscher gebunden wird und die
Humins&durevorstufen in die widsserige Losung freigesetzt
werden.

2. Der saure Bodenriickstand von 1 wird in Wasser sus-
pendiert, mit verdiinnter NaOH auf pH 4 eingestellt und er-
schopfend extrahiert. Das Filtrat wird sofort auf pH 1
gebracht, die hierbei ausfallende Humins&durefraktion ab-
filtriert und sauer nachgewaschen, bis das Filtrat farblos
ist.

3. Entsprechend verlaufen die Bodenextraktionen bei
pH 7 und pH 14. Dabei wird im Neutralen mit Wasser extra-
hiert, im Alkalischen mit 0,1 N NaOH.

Aus den beiden Extraktionsstufen 2, 3 und 4 nach Abtren-
nung der sauer gefdllten HuminsZuren anfallenden Filtraten
werden die jeweiligen Huminsdurevorstufen nach der IBAH-
llethode gewonnen. Dieses Verfahren der stufenweisen Boden-
extraktion liefert folglich 3 Huminsdurefraktionen (pH-
Stufen 4, 7 u. 14) und 4 Huminsdurevorstufenfraktionen (pH-
Stufen 1, 4, 7 u. 14). Im Riickstand nach alkalischer
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Extraktion verbleiben ungeldste mineralische Bodenbestand-
teile sowie organische Stoffe wie Lignine, Zellulose, Humi-

ne usw.

Eine schematische Darstellung des Fraktionierungsganges

ist in Abb. 1 wiedergegeben.

Angaben iiber den Kohlenstoff-, Stickstoff- und Wasser-

gehalt (Gw) der Huminsduren sowie iiber den Glithverlust (G,)
sind in Tab. 1 zusammengestellt.

Tabelle 1: Kohlenstoff (C)-, Stickstoff (N)-, Wassergehalt
(Gw) und Glithverlust (Gv) von verschiedenen Frak-

tionen der Huminsduren in Prozent

Huminsduren Horizont Extrahiert Gw Gv (o] N
bei pH

Schwarztorf - 4 - - - -
T 1,3 97,7 55,0 1,83
14 15,2 98,4 60,4 1,00

Calluna Podsol B 4 15,2 98,1 64,7 1,56
7 12,2 98,2 55,0 1,56
14 16,2 98,1 50,8 1,70

Braunkohle - 4 17,4 97,0 60,1 1,14
T 10,4 96,9 60,0 1,04
14 9,1 94,4 54,4 0,9

Erica Podsol, Vogtei A 4 6,2 96,5 n.b. n.b.
T 6,5 98,9 n.b. n.b.
14 5,1 88,1 n.b. n.b.

Erica Podsol, Vogtei B 4 9,7 95,5 n.b. n.b.
7 8,8 83,6 n.b. n.b.
14 9,0 76,0 n.b. n.b,

n.b., = nicht bestimmt
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2.2 Die Original-Huminstoffe

2.2.1 Kationenumtauschkapazitdt (KUK) und Leitfahigkeits-
titration '

Die Kationenumtauscheigenschaft der Huminstoffe wurde
offenbar nahezu gleichzeitig erkannt wie die des Bodens.
Sie ist jedoch weit weniger intensiv untersucht worden als
die der anorganischen Komponenten des Bodens. Die Bedeutung
einer Untersuchung des Kationenumtauschvermogens von Boden-
humus ergibt sich aus der Tatsache, daB die KUK von Mont-
morrillonit gewShnlich Werte von 80-100 mval/100 g Ton auf-
weist, wdhrend das gesamte Adsorptionsvermgen eines gut
entwickelten Humusmaterials Werte von 200-300 mval/100 g
Boden zeigt. Im allgemeinen bedeutet die Anwesenheit von
1% Humus in einem Mineralboden eine Zunahme der Umtausch-
kapazitdt von ungefdhr 2 mval. Im Gegensatz dazu beein-
fluBt 1% Ton die Umtauschkapazitdt nur im AusmaB8 von etwa
0,3 bis 0,6 mval je nach Art und Mengenverhdltnis der vor-
liegenden Tone. Die vergleichsweise hohe Umtauschkapazitédt
der Huminstoffe und der aus Boden gewonnenen Préparate be-
tont die Bedeutung dieser organischen Stoffkomponente fiir
Kationenumtauschvorginge im Boden. Der langsame Fortschritt
auf diesem Gebiet ist zweifellos zum Teil auf die Komplexi-
tdt des zu untersuchenden Systems zuriickzufiihren. Die
Kenntnisse iiber die chemische Natur der Humins&duren sind im
Gegensatz zu den Tonmineralen zur Zeit noch v6llig unzurei-

chend.

Die Carboxyl- und Hydroxy-Gruppen stellen die wesentli-
chen Kationenumtauschgruppen der Huminsduren dar. Nach
McGEORGE (70) sind Lignin, Lignocellulose, Lignohemicellu-
lose und dhnliche Substanzen fiir die Umtauscheigenschaften
des Humus hauptsdchlich verantwortlich. Er fand eine direk-
te Beziehung zwischen dem Ligningehalt und der KUK und
schrieb die Umtauschreaktionen den phenolischen Hydroxy-
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gruppen des Lignins zu. MITCHELL (73) hielt ebenfalls
Lignin oder Derivate desselben verantwortlich fiir die KUK
der organischen Substanz des Bodens. Nach MULLER (76) ist
die hohe Umtauschkapazitédt auf -COOH-und -OH-Gruppen zuriick-
zufithren. BROADBENT und BRADFIELD (14) wiesen ebenfalls
darauf hin, daB die Kationenumtauschgruppen im wesentlichen
vermutlich -COOH und phenolische oder enolische -OH sind.

In quantitativer Hinsicht bestehen zum Teil erheblich
unterschiedliche Auffassungen. SCHEFFER und ULRICH (86)
fanden, daB der Sdurecharakter mit zunehmendem Polymerisa-
tionsgrad (zunehmende Humifizierung) abnimmt und Fulvosduren
und Braunhumins&uren saurer sind als die stérker humifizier-
ten Grauhuminsduren., Eine &ghnliche Beobachtung wurde von
DUBACH und MEHTA (26) mitgeteilt. KUMADA (57) hingegen be-
richtete {iber eine Zunashme der KUK von Humins&urepridparaten

mit zunehmendem Humifizierungsgrad. KAWAGUCHI und KYUMA
" (51) stiitzten mit fritheren Mitteilungen die Ergebnisse von
KUMADA. Neuere Befunde dieser Autoren (60) ergaben jedoch,
daB in den Anfangsstadien des Humifizierungsprozesses, die
Polyphenole zu einem Verlust von phenolischen Hydroxygruppen
tendieren, woraus eine schwache Abneshme der KUK resultiert.
Entsprechende Ergebnisse wurden von SCHEFFER, ZIECHMANN und
SCHOLZ (85) mitgeteilt, doch fiihrten die mit Fortschreiten
des Oxydationsprozesses in synthetischen Humifizierungspro-
dukten auftretenden -COOH-Gruppen zu einer erheblichen Zu-
nahme der KUK. Doch diirfte hier ein Sonderfall vorliegen,
da unter oxydativen Bedingungen Ringspaltungen eintreten
mit einer zus&dtzlichen Bildung sauerstofffunktioneller
Gruppen.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die KUK mit
Hilfe der Leitfdhigkeitsmethode nach FIEDLER (32) bestimmt.
Die Ergebnisse der KUK-Bestimmungen sind in Tab. 2 zusammen-
gefaBt. Die KUK-Werte aller Humins#dureproben liegen im
Bereich zwischen 200 bis 321 mval/100 g. Bei allen Humin-
sduren zeigt sich keine durchgehende Tendenz. Im Falle des
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Erica Podsols zeigen die Humins&uren aus dem B-Horizont
verglichen mit dem A-Horizont eine Abnahme der KUK-Werte
fiir die pH 4,0 und pH 7,0 Fraktionen, widhrend die pH 14
Fraktion aus dem B-Horizont einen htheren Wert aufweist
als die aus dem A-Horizont. Die Humins&dureprédparate von
Erica Podsol B-Horizont nahmen weiterhin insofern eine
Ausnahmestellung ein, als ihre KUK-Werte der bei allen an-
deren untersuchten Huminsduren vorliegenden Tendenz, von
pH 4 zu pH 14 anzusteigen, nicht folgen. Die KUK der Hu-
minsduren aus dem Erica Podsol B-Horizont ist vielmehr am
groBten bei der pH 4 Fraktion und am kleinsten bei der

pH 14 Fraktion.

Tabelle 2: Kationenumtauschkapazitdt von verschiedenen
Fraktionen der Huminsduren in mval/100 g

Humins&ure
Humins&duren Horizont Extrahiert bei pH
4 T 14
Schwarztorf - - 273,4 210,17
Calluna Podsol B 246,6 231, 1 217,9
Braunkohle - 261,4 214,2 226,5
Erica Podsol, Vogtei A 321,3 307,9 267,1

Erica Podsol, Vogtei B 199,9 291,5 315,5
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2.2.2 Spezifische Wdérme - ¢

P

Die spezifische Wdrme eines Stoffes ist jene W&drmemenge,
die notig ist, um 1 g dieses Stoffes um 1 Grad zu erwidrmen.
Sie ist im allgemeinen mit der Temperatur veridnderlich.

Die kalorische GroBe ist filir die Charakterisierung der
Huminstoffe und die Einteilung innerhalb der Humifizierungs-
vorgénge besonders geeignet (110). Die mittlere spezifi-
sche Wdrme ist damit auch ein relatives MaB fiir den Humifi-
zierungsgrad.

Tab., 3 zeigt die fiir die verschiedenen Huminsiuren er-
haltenen c_-Werte. Bei den Schwarztorf- und Calluna Podsol-
Proben sinken die cp-Werte von der pH 4 zur pH 14 Fraktion
ab. Bei Braunkohle ist die cp der pH 14 Fraktion hdher als
die der pH 7 Fraktion, aber niedriger als die der pH 4 Frak-
tion. Im allgemeinen liegen die c_-Werte der Huminsidure-
fraktionen aus dem A-Horizont des Erica Podsols etwas hoher
als die aus dem B-Horizont, doch zeigt sich in der Reihen-
folge der pH Fraktionen keine i{ibereinstimmende Tendenz.

Tabelle 3: Spezifische Wdrme von verschiedenen Fraktionen
der Huminsduren in cal/g.Gr-4d

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH
4 7 14
Schwarztorf - - 0,186 0,181
Calluna Podsol B 0,228 0,147 0,125
Braunkohle - 0,159 0,132 0,142
Erica Podsol, Vogtei A 0,137 0,136 0,147

Erica Podsol, Vogtei B 0,121 0,137 0,133




= BT

2.2.3 Relative Stabilitétskonstanten von Zn**-, cu’*- und
++ 4 s
Fe "-Humins&durenkomplexen

Befunde eingehender Untersuchungen iiber metallorganische
Verbindungen im Boden liegen bereits seit léngerem vor
(SCHEFFER und ULRICH (86), DEUL (23), MILLER und OHLROGGE
(71)). GALLAGHAR (36) bestdtigte ihren EinfluB auf die
‘Bodenbildung durch Kationenauswaschung. DE KOCK (22) und
ENNIS (29) untersuchten den EinfluB von Humins#duren auf die
Lieferung und Fixierung von Pflanzennghrstoffen. MORTENSEN
(75) zeigte, daB fiir die Reaktionen von Ubergangs-Metall-
Ionen mit organischen Substanzen des Bodens Chelat- bzw.
Komplexbildung als wahrscheinlichster Mechanismus anzunehmen
ist. KANWAR (50), TOBIA und HANNA (95), BROADBENT und OTTO
(15), RANDHAWA und BROADBENT (81) und SCHNITZER und SKINNER
(93) haben gezeigt, daB Kupfer, Zink und andere Kationen
durch organische Stoffkomponenten im Boden und &hnliche or-
ganische Prdparate gebunden werden, und untersuchten die
Natur und Eigenschaften der beteiligten Austauschergruppen.

Die Kenntnisse {iber die Stabilit&dtskonstanten von ver-
schiedenen metallorganischen Komplexen sind sehr gering.
Weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet kdnnten zur Erkliée
rung des Verhaltens dieser Verbindungen im Bodensystem bei-
tragen. HIMES und BARBER (45), MILLER und OHLROGGE (71)
und RANDHAWA und BROADBENT (81) ermittelten Log K-Werte
(K = Stabilitédtskonstante) fiir Komplexe des Zinks mit orga-
nischen Substanzen des Bodens zwischen 3,4 und 7,8 in Ab-
hdngigkeit vom pH-Wert. Aus Titrationskurven schlossen
BECKWITH (4) und COLEMAN und Mitarbeiter (19), daB Metalle
aus der ersten Ubergangs-Reihe im Periodensystem Komplexe
mit organischen Verbindungen bilden, deren Stebilitat der
IRVING-WILLIAMS (47) Reihe folgte. Nach IRVING-WILLIAMS
148t sich die Stabilit&dt von Komplexen bivalenter Metall-
ionen unabh&ngig von der Natur des Komplexbildners in fol-
gender Reihe anordnen: Pd > Cu> Ni> Co > Zn> Cd > Fe >
Mn > Mg.
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SCHNITZER und SKINNER (93) fanden hingegen fiir die Stabili-
t8t der Komplexe zwischen Fulvosdure und Cu++, zn*t und Fe++,

die Reihenfolge cutts Fett> zn't.

Die in den vorliegenden Untersuchungen verwendete Methode
entspricht mit einigen Abdnderungen der von RANDHAWA und
BROADBENT (81) sowie SCHNITZER und SKINNER (93). Diese
Methode ist besonders geeignet fiir die Untersuchung von was-
serloslichen metallorganischen Komplexen, da sehr niedrige
Metallkonzentrationen verwendet werden kSnnen und die Gleich-
gewichtseinstellung schnell erfolgt.

Die gefundenen Stabilit#tskonstanten fiir zn'*, cu'’ und

Fe' mit verschiedenen Humins#uren sind in den Tabellen 4,

5 und 6 zusammengestellt. Die relativen Stabilitdtskonstan-
ten fiir Zn'" sind bei allen Huminsduren mit Ausnahme von
Braunkohle und Erica Podsol (A-Horizont) hdher bei pH 7,0
els bei pH 3,5. Demgegeniiber liegen die Konstanten fiir

cu™ und Fe*" in allen Fallen bei pH 7,0 hoher als bei pH

3,5-
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Tabelle 4: Relative Stabilitdtskonstanten der Zink-Humin-
sdurekomplexe von verschiedenen Fraktionen der
Huminsduren bei pH 3,5 und pH 7,0

Huminsduren Horizont Extrahiert Relative Stabilitétse

bei pH konstante bei pH

3,5 7,0

Schwarztorf - 4 - =
T 0,89 1,82
14 0,14 0,13
Calluna Podsol " B 4 0,22 1,18
T 0,21 1,22
14 0,22 1,33
Braunkohle - 4 0,20 0y 13
T 0,36 0,29
14 0,25 0,20
Erica Podsol, Vogtei A 4 0,44 0,22
7 0,04 0,24
14 0,24 0,22
Erica Podsol, Vogtei B 4 0,26 0,70
7 0,25 1,43

14 0,13 1,05
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Tabelle 5: Relative Stabilitdtskonstanten der Kupfer-Humin-
sdurekomplexe von verschiedenen Fraktionen der
Humins&uren bei pH 3,5 und pH 7,0

Humins&duren Horizont Extrahiert Relative Stabilitdts-
bei pH konstante bei pH
3,5 7,0
Schwarztorf - 4 - -
T 0,09 1,41
14 0,08 0,20
Calluna Podsol B 4 0513 0,85
T 0,36 1,07
14 0,13 0,44
Braunkohle - 4 0,32 0,99
T 0;22 0,41
14 0,13 0,65
Erica Podsol, Vogtei A 4 0,32 1,98
7 0,20 1,26
14 0,92 1,41
Erica Podsol, Vogtei B 4 0,30 1565
T 0,22 1,31

14 0,31 0,99
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Tabelle 6: Relative Stabilitdtskonstanten der Eisen-Humin-
sdurekomplexe von verschiedenen Fraktionen der
Humins&duren-bei pH 3,5 und pH 7,0

Humins&duren Horizont Extrashiert Relative Stabilitdts-
bei pH konstante bei pH
3,5 7,0
Schwarztorf - 4 = -
7 0,13 0,88
14 0,15 5,03
Calluna Podsol B 4 1,05 4,44
7 0,56 3,72
14 0,26 3,
Braunkohle - 4 0,26 0,71
7 0,25 3,71
14 0,22 2,39
Erica Podsol, Vogtei A 4 0,09 2,59
7 0,54 1,66
14 2,79 2,68
Erica Podsol, Vogtei B 4 1,02 1,98
7 0,40 2,13

14 0,25 3,22




% 99 =

2.2.4 Ultraviolett(UV)-Spektren

Einen Uberblick iiber die Anwendung der UV-spektrophoto-
metrischen Technik auf dem Gebiet der organischen Struktur-
analyse ist von BRAND und SCOTT (6) geliefert worden.
ZIECHMANN (109) und KUMADA (56, 58) wandten diese Technik
flir eingehende Untersuchungen an Huminsduren an. UV-Spek-
tren dieser Stoffgruppe zeigten jedoch in der Regel einen
monotonen Verlauf, indem die Absorption mit abnehmender
Wellenldnge stetig ansteigt. Von KUMADA (56) wurde ange-
nommen, daB Anthrachinon als Struktureinheit in den Humin-
sduremolekiilen vorliegt, doch bedarf diese Vorstellung noch
weiterer Untersuchungen.

Die UV-Spektren aller untersuchten Huminsduren zeigten
bis auf minimale Unterschiede den aus anderen Untersuchun-
gen (s.o.) hinldngst bekannten monotonen Verlauf.

2.2.5 Infrarot-Spektren - IR

Im Gegensatz zu den monotonen UV-Spektren liefern die
IR-Spektren von Humins8uren interessante Hinweise auf die
Struktur. MORTENSEN und HIMES (74) untersuchten organische
Prdparate IR-spektrophotometrisch und stellten einige charak-
terisierende Gruppenfrequenzen fest. Die IR-spektrophoto-
metrischen Untersuchungen an einigen japanischen Huminsdure-
pridparaten von KUMADA und AIZAWA (58) fithrten zur Annahme,
daB diese Prdparate Wasserstoffbriicken betdtigende -OH-Grup-
pen, aromatische und aliphatische -CH-Gruppen, -COOH, C=0
und C=C enthielten. Die strukturelle Grundeinheit des
Humins&uremolekiils wurde als eine Einheit aus verschiedenen
aromatischen und aliphatischen Verbindungen angesehen, die
Phenole, Chinone, Ather und Alkohole enthielt. ZIECHMANN
(109) stellte enge genetische Beziehungen zwischen Lignin,
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Humins&ure und Torf fest. Er beobachtete, daB die Absorp-
tionsintensitdt im C=C-Bereich beim Lignin viel hoher ist
als bei Huminstoffen. -Huminsduren wiesen in diesem Bereich
nur eine sehr geringe Absorption mit einer oder zwei Schul-
tern auf. SCHNITZER und Mitarbeiter (87) benutzten ver-
schiedene Methoden filir die HuminsZureextraktion aus einem
Podsol B-Horizont und stellten anhaend der IR-Spektren fest,
daB die Spektren der mit verschiedenen Extraktionsmethoden
gewonnenen Huminsdure kaum Unterschiede zeigten. Sie nahmen
daher an, daB die Extraktionsmittel keine bedeutende Rolle
spielen, wenn sie nach der Extraktion leicht entfernt werden
konnen. Die Autoren schlossen auf Grund der IR-Spektren
auf die Anwesenheit von Hydroxy- und Carboxylgruppen, konn-
ten jedoch keine Bande filir C=0-Gruppen feststellen. 1In
einer Untersuchung iiber Huminsdure postulierten ORLOV und
itarbeiter (78), daB die Kernstruktur von Huminsduren aus
hohersubstituierten Benzol- oder Pyridin-Ringen besteht.

Ein erheblicher Teil dieser aromatischen Ringe wurde als
konjugiert mit C=C oder C=0 Verbindungen angesehen. Es
wurde angenommen, daB auch die Carboxylgruppen konjugiert
waren wie beispielsweise bei Benzol-Carboxylsduren, CH2—
Briicken oder terminale CHB—Gruppen gollen eine geringe Rolle
spielen.

CEH und HADZI (16), FARMER und MORRISON (30), SCHNITZER
und GUPTA (89), WAGNER und STEVENSON (99) und andere liefer-
ten wichtige Ergebnisse iiber die Natur und die Anordnung
der funktionellen Gruppen im Humins#uremolekiil.

Die Hauptabsorptionsbanden der Spektren aller untersuch-
ten Huminsiduren sind sich mit einigen Ausnahmen sehr &dhnlich
(Abb. 2 bis 9). Die pH 7 Fraktion von Schwarztorf und einige
andere Huminsduren zeigen beispielsweise eine breite Absorp-
tionsbande zwischen 3,0 und 3,6 p im Gegensatz zu schérferen
Absorptionsbanden bei anderen Huminsduren in diesem Bereich.
Die Absorption der Calluna Podsol pH 7 und pH 14 Fraktionen
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zeigte zwischen 5,9 und 6,0 B lediglich eine schwache
Schulter. Die ausgeprégtesten Absorptionsbanden traten

auf zwischen 3,0 bis 3,1 p (Wasserstoffbriicken OH), zwi-
schen 3,4 bis 3,6 R (aliphatische CH-Gruppierung), zwischen
5,9 bis 6,0 R (Carboxyl-, Chinon- u. Carbonyl-Gruppen) und
zwischen 6,2 bis 6,4 B (aromatische C=C).

2.3 Die chemisch verdnderten Huminstoffe

Zur Charakterisierung der peripheren Gruppen des Humin-
sduremolekiils wurden die Humins&dureproben aller Fraktionen
aus Schwarztorf, Braunkohle und Calluna Podsol (B-Horizont)
verschiedenen chemischen Umsetzungen wie Acetylierung, re-
duktiver Acetylierung, Methylierung und Hydrierung unter-
worfen.

2.3.1 Acetylierung

Hydroxygruppen enthaltende Verbindungen reagieren mit
verschiedenen Reagenzien., Diese Reaktivitdt ist abhéngig
von der Stellung der OH-Gruppen im zu acetylierenden Mole-
kiil. Da folglich die verschiedenen OH-Gruppen-Verbindungen
Unterschiede in ihrer Reaktivitét zeigen, existiert keine
allgemeine Methode zur Erfassung aller OH-Gruppen in sol-
chen Verbindungen. Die Methoden, die i{iberwiegend fiir die
Bestimmung von Hydroxygruppen angewandt werden, benutzen
Acetanhydrid oder Phthalanhydrid. Daneben sind eine Reihe
enderer Methoden mit groBerer Spezifitidt angewandt worden.

WRIGHT und SCHNITZER (107) sowie MARTIN und Mitarbeiter
(67) verwendeten die Veresterung mit Acetanhydrid in Pyri-
din bei 90°C zur Bestimmung des Gesamthydroxygehaltes.
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DEWALT und GLENN (24) berichteten, daB Acetanhydrid auSler
mit Alkoholen und Phenolen auch mit primédren und sekundéren
Aminen reagiert. WRIGHT und SCHNITZER (107) wiesen jedoch
darauf hin, daB die Menge dieser interferierenden Verbin-
dungen in Humins#duren unbedeutend ist. Der Hydroxygruppen-
gehalt von Huminsduren kann bestimmt werden entweder (a)
durch Verseifung des Esters nach Acetylierung und Bestimmung
der freigesetzten Essigsdure oder (b) durch Bestimmung des
nach Veresterung nicht umgesetzten Acetanhydrids im Reak-
tionsgemisch. MARTIN und Mitarbeiter (67) verglichen beide
lMethoden und stellten fest, daB die Bestimmung des Hydroxy-
gruppengehaltes durch Titration des nicht reagierten rest-
lichen Acetanhydrid keine zuverlidssige Werte liefert.

Die hier angewandte Methode zur Acetylierung der Humin-
sdurepriparate basiert im wesentlichen auf VOGEL (98) mit
den Abinderungen von SChHNITZER und SKINNER (91).

Die acetylierten Huminsduren wurden zur Bestimmung des
Acetylgruppengehaltes (Tab. T), der Kationenumtauschkapazi-
tdt (Tab. 8), der spezifischen Wdrme (Tab. 9) und zur Auf-
nahme der IR (Abb. 2 bis 9) und UV-Spektren verwendet.

Tabelle 7: Acetylgruppengehalt der acetylierten Produkte
von verschiedenen Fraktionen der Huminsduren in
mg/100 mg Huminsdure

Huminsduren Horizont Extrahiert bei pH

4 7 14

Schwarztorf - - 16,63 12,91
Calluna Podsol B 9,32 7,56 2,58

Braunkohle - 9,46 4,45 6,45
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Tabelle 8: Kationenumtauschkapazitdt der acetylierten Pro-
dukte von verschiedenen Fraktionen der Humin-
sduren in mval/100 g Huminsdure

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH

4 Z 14
Schwarztorf - - 255;2 192,0
Calluna Podsol B 239,6  223,9 208,5
Braunkohle - 245,8 195,9 212,6

Tabelle 9: Spezifische Wdrme der acetylierten Produkte von
verschiedenen Fraktionen der Huminsduren in cal/g.

Graij

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH

4 T 14
Schwarztorf - - 0,131 0,105
Calluna Podsol B 0,170 0,212 0,125
Braunkohle - 0,352 0,342 0,265

Bei Schwarztorf-Huminsdure wurde in beiden pH-Fraktionen
der htchste Prozentsatz an Acetylgruppen gefunden. In allen
Fdllen, ausgenommen bei Braunkohle, nimmt der Acetylgruppen-
gehalt von der pH 4 Fraktion zur pH 14 Fraktion ab. Bei
Braunkohle-Huminsédure zeigte die pH 7 Fraktion den niedrig-
sten Gehalt an Acetylgruppen gefolgt von der pH 14 Fraktion
und hohen Werten bei der pH 4 Fraktion.
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Die KUK-Werte zeigen bei allen acetylierten Humins&duren
eine progressive Abnahme von der pH 4 Fraktion zur pH 14
Fraktion.

Die c_-Werte lassen eine Abnahmetendenz mit zunehmendem
pH der Fraktionsstufen erkennen mit Ausnahme von Calluna
Podsol, wo die p der pH 7 Fraktion hther ist als die der

beiden anderen Fraktionen.

Die IR-Spektren der acetylierten Produkte gleichen im
wesentlichen den Spektren der Originalhuminsduren mit Aus-
nehme einer neuen Bande bei 7,5 p (C-CHB) und einer Betonung
der breiten Bande im Bereich von 8,5 p. Die neue breite
Bande bei 9,8 | ist vermutlich auf S=0 Gruppen zurilickzufiih-
ren, die bei der Acetylierung in Anwesenheit von konz. HZSO4
in die Huminsduren eingebaut worden sind.

Die UV-Spektren der acetylierten HuminsZuren lassen keine
Unterschiede gegeniiber den Spektren der Originalhuminsduren
erkennen.

2.3.2 Reduktive Acetylierung

Nach dem gegenwdrtigen Stand der Kenntnisse iiber den
chemischen Aufbau von Huminsduren scheint ein bedeutender
Teil des gesamten Sauerstoffs in den Huminsduren als Car-
bonyl- und/oder Chinongruppen vorzuliegen. FLAIG et al. (33)
bestimmten das Molekulargewicht einer Bodenhumins&ure und
ermittelten 2,7% C=0 oder eine C=0 Gruppe pro Molekularge-
wicht. SCHNITZER und GUPTA (89) fanden in Huminsduren aus
grauem Waldboden zwischen 5,0 und 5,3% C=0, widhrend der C=0-
Gehalt der Fulvosdure aus dem gleichen Boden zwischen 4,8
und 8,4% schwankte. SCHNITZER und SKINNER (92) fanden in
IR-Spektren von Huminsduren nach reduktiver Acetylierung
keine Hinweise fiir das Vorhandensein von Chinongruppen.
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Zur reduktiven Acetylierung wurde die von SCHNITZER und
SKINNER (92) angewandte Methode verwendet. Die reduktiv
acetylierten Huminsdureprdparate wurden zur Bestimmung des
Acetylgruppengehaltes (Tab. 10), der KUK (Tab. 11) und der
cp (Tab. 12) verwendet. AuBerdem wurden die IR- (Abb. 2
bis 9) und UV-Spektren aufgenommen.

Tabelle 10: Acetylgruppengehalt der reduktiv acetylierten
Produkte von verschiedenen Fraktionen der Humin-
sduren in mg/100 mg Humins&dure

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH

4 i 14
Schwarztorf - - 23,66 21,80
Calluna Podsol B 13,19 11,33 5499
Braunkohle - 9,46 9,61 8,79

Tabelle 11: Kationenumtauschkapazitédt der reduktiv acety-
lierten Produkte von verschiedenen Fraktionen
der Humins#duren in mval/100 g Humins#ure

Huminséduren Horizont Extrahiert bei pH

4 7 14
Schwarztorf - - 132,2 112,4
Calluna Podsol B 150,3 143,9 T1,0
Braunkohle - 184,0 145,8 1710
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Tabelle 12: Spezifische Wédrme der reduktiv acetylierten
Produkte von verschiedenen Fraktionen der
Huminsduren in cal/g.Grad

Humins&duren Horizont Extrahiert bei pH
4 7 14
Schwarztorf - - 0,148 0,148
Calluna Podsol B 0,146 0,119 0,134
Braunkohle - 0,207 0,134 0,189

Der Gehalt an Acetylgruppen nimmt nach reduktiver Acety-
lierung der Huminsduren im allgemeinen von den Fraktionen
pH 4 nach pH 14 ab, lediglich bei Braunkohle-Humins&ure
wurde der hdchste Gehalt an Acetylgruppen in der pH 7 Frak-
tion gefunden.

Die KUK nimmt bei Schwarztorf- und Calluna Podsol-Humin-
sduren von den Fraktionen pH 4 nach pH 14 ab, wdhrend sie
bei Braunkohle von pH 4 nach pH 7 abnimmt und bei der pH 14
Fraktion wieder hoher liegt, aber nicht den Wert der pH 4
Fraktion erreicht.

Die cp der beiden Schwarztorf-Huminsdurefraktionen sind
gleich. 3Bei Calluna Podsol und Braunkohle haben die pH 7
Fraktionen die niedrigsten cp—Werte.

Die IR-Spektren aller reduktiv acetylierten Humins&uren
zeigen gegeniiber den Spektren der acetylierten [Huminsduren
eine Verstidrkung der Absorption bei 7,5 P 8,5 | und 9,8 e
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2.3.3 Methylierung

Diazomethan und Dimethylsulfat sind fiir Untersuchungen
liber die funktionellen Gruppen in den organischen Substan-
zen des Bodens verwendet worden. Diazomethan reagiert mit
Sauerstofffunktionen; es werden folglich Carboxylgruppen,
phenolische Hydroxyle, einige Keto-Enol-Gruppierungen an
N-gebundenem Wasserstoff in Nachbarschaft zu Carboxylgrup-
pen, sowie Sﬁuréfunktionen benachbarter Alkoholgruppen er-
faBt. Dimethylsulfat reagiert mit allen eben genannten
Gruppen auBer mit Carboxylgruppen, jedoch im Gegensatz zu
Diazomethan auch mit schwicheren Sduregruppierungen.

BROADBENT und BRADFORD (14) beobachteten bei Methylie-
rungsversuchen, daB mehr als 50% der Austauschkapazitdt
der gesamten organischen Substanzen des Bodens von Carboxyl-
éruppen getragen wurde. Bei einem Vergleich beider Methy-
lierungsmethoden erhielten sie bessere Ergebnisse mit Diazo-
methan. SCHNITZER und SKINNER (88, 91) fanden, daB die
Methylierung der aktiven Sduregruppen die Metallaufnahme
betrdchtlich reduziert. WAGNER und STEVENSON (99) schlossen
aus dem IR-Spektrum einer mit Diazomethan methylierten
Humins&dure, daB nur ein Teil der phenolischen Hydroxygruppen
methyliert wurde.

In den eigenen Untersuchungen wurde die Methylierung der
Huminsduren mit Diazomethan durchgefiihrt. Von den methy-
lierten Humins#duren wurden die KUK (Tab. 13) und S, (Tab. 14)
bestimmt sowie die IR- (Abb. 2 bis 9) und UV-Spektren aufge-
nommen.,

Die KUK nimmt in allen Fédllen von den pH 4 Fraktionen
nach den pH 14 Fraktionen ab. Die Methylierung der pH 14
Fraktion von Calluna Podsol war wegen der schlechten Lds-
lichkeit in Methanol nicht mdglich.
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Tabelle 13: Kationenumtauschkapazitédt der methylierten
Produkte von verschiedenen Fraktionen der
Huminsduren in mval/100 g Huminsdure

Huminsduren Horizont Extrahiert bei pH
4 T 14
Schwarztorf - - 100,1 98,3
Calluna Podsol B 183,2 82,3 -
Braunkohle - 1113 TT+5 69,3

Tabelle 14: Spezifische Wdrme der methylierten Produkte von
verschiedenen Fraktionen der Huminsduren in cal/g.

Grad
Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH
4 7 14
Schwarztorf - - 0,167 0,174
Calluna Podsol B 0,253 05157 -
Braunkohle - 0,189 0,181 0,180

Die c¢_-Werte fiir Calluna Podsol und Braunkohle wiesen
die gleiche Tendenz wie die KUK-Werte auf. Im Falle der
methylierten Schwarztorf-Huminsduren war jedoch die cp der
pH 7 Praktion kleiner als die der pH 14 Fraktion.

Die IR-Spektren zeigten eine Abnahme der Intensitdt der
OH-Bande bei 3,0 B, eine Zunahme der aliphatischen Absorp-
tion bei 3,5 p und 7,0 pe In der pH 7 Fraktion von Schwarz-
torf und der pH 14 Fraktion bei Braunkohle trat eine stdr-
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kere C=C-Absorption auf; in den anderen Fraktionen aller
Huminsduren war die C=0-Absorption verstdrkt. Alle methy-
lierten Humins#duren zeigten eine ausgeprdgte Bande zwischen
8,0 B und 8,3 R

2,3.4 Hydrierung

Die Methode der Hydrierung unter Druck ist hdufig in
Abbauuntersuchungen an Ligninen angewandt worden. Folgende
Reaktionen sind bei der Hydrierung mdglich: (a) Hydrolyse,
wobei Atherbriicken und Sauerstoff enthaltene Ringe gesprengt
werden; (b) Thermaler Abbau, wobei C-C-Bindungen unter Bil-
dung von Radikalen gespalten werden; (c) Reduktion, wobei
Carbonylgruppen zu stabilen Hydroxygruppen umgewandelt wer-
den oder Sauerstoff vollstindig eliminiert wird; (d) Hydrie-
rung, wobei Doppelbindungen und Radikale mit Wasserstoff
abgesdttigt werden. BRAUNS (7), VAN KREVELEN (97), HARRIS
et al. (42), COOKE et al. (20) und andere verwendeten die
Hydrierung und Hydrogenolyse in Untersuchungen iiber die
Struktur des Lignins., Verh&dltnismédBig wenig Anwendung hat
diege Methode bei Strukturuntersuchungen an Huminsduren
gefunden. GOTTLIEB und HENDRICKS (39) hydrierten einige
organische Stoffprédparate aus Boden bei einem H2—Druck von
3,000 lb./inch2 und einer Reaktionstemperatur von 260°C
unter Verwendung von Cu-chromit als Katalysator. In einem
Versuch erhielten die Autoren ein farbloses 01, das als
ein Gemisch von gesdttigten aromatischen Alkoholen angese-
hen wurde.  KUKHARENKO und SAVE'EV (54, 55) filhrten diese
Methode an Huminsdureprédparaten in Dioxan und mit Ni-Kata-
lysator durch. Sie erhielten fliichtige und nichtfliichtige
Carbonséduren, Phenole und neutrale Verbindungen. FELBECK
(31) schloB8 aus Befunden nach Hochdruckhydrierung von or-
ganischen Bodenfraktionen, daB mindestens eine C=C-Bindung
pro 4 C-Atome in der nicht hydrolysierbaren organischen
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Fraktion enthalten war. Uber eine Anwendung der Hydrierung
unter Druck bei Raumtemperatur liegen keine Angaben in der
Literatur vor.

In den eigenen Untersuchungen wurde die Sdttigung von
Kohlenstoff-Doppelbindungen (C=C) mittels katalytischer
Hydrierung unter Verwendung von Palladium (37) bei Raumtem-
peratur und normalem Druck durchgefiihrt. Die von den ver-
schiedenen Humins&dureprédparaten aufgenommenen Mengen an
Wasserstoff (mg H2/1OO mg Humins#dure) sind in Tab. 15 zu-
sammengestellt. Die KUK- und cp-Werte der hydrierten Humin-
sduren sind aus den Tabellen 16 und 17 ersichtlich.

Tabelle 15: Aufgenommene Wasserstoffmengen wdhrend der
Hydrierung von verschiedenen Fraktionen der
Humins&uren in mg/100 mg Humins&ure

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH

4 T 14
Schwarztorf - - 0,32 0,27
Calluna Podsol B 0,47 0,88 1,01
Braunkohle - 0;35 0,40 0,42

Bei Braunkohle- und Podsol-Humirnsdure nimmt der H2—Ver—
brauch und folglich die Hydrierbarkeit mit steigendem pH-
Wert der Fraktionen zu, widhrend bei Schwerztorf die H2-
Aufnahme der pH 14 Fraktion etwas niedriger ist als die der
pH 7 Fraktion. Die KUK-Werte von Schwarztorf und Podsol
sinken in der Reihenfolge der pH-Fraktionen von 4 zu 14 ab,
Braunkohle hingegen zeigt in dieser Folge eine schwache
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Tabelle 16: Kationenumtauschkapazitdt der hydrierten Produkte
von verschiedenen Fraktionen der HuminsZuren in
mval/100 g Huminsdure

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH

4 i 14

Schwarztorf - - 104,8 46,8
Calluna Podsol - B 47,0 41,1 33,2
Braunkohle - 106,5 109,4 110,9

Tabelle 17: Spezifische Wdrme der hydrierten Produkte von
verschiedenen Fraktionen der Huminsduren in cal/g.

Gragd

Humins&uren Horizont Extrahiert bei pH

4 T 14
Schwarztorf - - 0,210 0,203
Calluna Podsol B 0,235 0,223 0,156
Braunkohle - 0,217 04152 0,170

Zunghme. Entsprechend verhalten sich die cp—Werte der bei-
den erstgenannten Huminsduren, wdhrend bei Braunkohle der
c_-Wert der pH 14 Fraktion gering hther liegt als der der
pH 7 Fraktion.

Die IR-Spektren der hydrierten Huminsduren gleichen im
Wesentlichen denen der Originalhuminsduren bis auf eine
breite Bande bei 7,2 p bis 7,3 B und einer Verstdrkung der
Carbonylgruppen-Absorption.
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3. Theoretischer Teil

Eine so heterogene Stoffgruppe wie die der Huminstoffe
wird auch bei ihrer systematischen und exakten Untersuchung
nicht ohne weiteres eindeutige Zusammenhénge bei der Inter-
pretation ihrer Ergebnisse erkennen lassen. Und in der Tat
war auch an MeBergebnissen auf dem Gebiet ihrer physikalisch-
chemischen Eigenschaften bisher viel weniger bekannt als
z.B. auf dem benachbarter Naturstoffe wie der Lignine und
Kohlen. Daher muBte eine Aufgabe dieser Studie vor allem
darin gesehen werden, iiberhaupt Material zu diesem Fragen-
komplex herbeizuschaffen, um sodann zu priifen, ob irgend-
welche erkldarbaren Beziehungen zwischen den Ergebnissen der
einzelnen MeBverfahren bestehen (vgl. Problemstellung, S.7).

Der Weg hierzu ist bereits im einleitenden Teil dargelegt:
es werden eine Reihe von physikalisch-chemischen Untersuchun-
gen zundchst an unveridnderten, sodann an den gleichen, nun
chemisch modifizierten Huminstoffen durchgefiihrt. Entspre-
chend diesem Vorgehen soll auch eine Interpretation der
Ergebnisse versucht werden.

Zwischen den UV-Spektren der Originalpréparate und der
acetylierten, reduktiv acetylierten, methylierten sowie
hydrierten treten keine prinZipiellen, gelegentlich nur gra-
duelle Abweichungen auf.

Dieser Befund besagt, daB fiir den typisch monotonen Ver-
lauf der Spektren von Huminstoffen in diesem Spektralbereich
eine zwar nicht groBe Anzahl, aber sicher gleichberechtigte
funktionelle Gruppen in Betracht kommt: wiirde z.B. die C=0-
Gruppe als Chromophor iiberwiegen, dann wdre einmal das Spek-
trum durch bestimmte llaxima ausgezeichnet, zum anderen wiirden
chemische Modifizierungen (redukt. Acetylierung, Hydrierung)

auch eine drastische Verdnderung des Spektrums nach sich
ziehen.
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Die Acetylierung fiihrt ganz deutlich zu einer Vereinheit-
lichung der bei verschiedenen pH-Werten gewonneﬁ?Huminstoffe:
Es bestehen kaum noch Unterschiede ihrer UV-Spektren. Das
besagt, daB die an sich geringe Differenzierung der Humin-
stoff-Spektren vor allem auf (phenolische) Hydroxygruppen
zuriickgefiihrt werden kann.

Andererseits ist bemerkenswert, daB bei einem recht hohen
Gehalt an Acetylgruppen bei Schwarztorf-Huminstoffen (16, 63
und 12,91%) nur unwesentliche Verinderungen der Spektren
eintreten, Dieser Befund ist nur so zu deuten, daB mit einer
groBen Anzahl von zwar dhnlichen aber doch abweichenden
Strukturelementen auéh eine Unzahl von Elektronenanregungs-
zustédnden gegeben ist und daher kaum ein dominierendes Maxi-
mum oder Minimum zu erwarten sein wird.

Immerhin 1&8t% sich besonders bei dem aus Calluna-Podsol
(pH 14) gewonnenen Huminstoff bei 245-250 mp eine deutliche
Maximumandeutung erkennen, die auf die neueingefiihrten Car-
bonylgruppen zuriickzufiihren ist:

Acetanhydrid
-0H > -O-g-CH

0

3

Gleichzeitig ergibt sich die fiir Huminstoffe offensichtlich
wichtige Feststellung, daB nicht der absolute Gehalt an
funktionellen Gruppen ausschlaggebend zu sein braucht, als
vielmehr ihr Verhdltnis zueinander.

Im Allgemeinen kann man beziiglich der bei verschiedenen
pH-Werten gewonnenen Huminstoffe folgende Beobachtung tref-
fen: Mit steigendem pH-Wert wird das Spektrum der Original-
substanzen undifferenzierter, jedoch das der chemisch modi-
fizierten starker verdndert. Es folgt daraus, daB mit
steigendem pH-Wert auch zunehmend undifferenzierte Humin-
stoffe gewonnen werden, also solche, die entweder iiber weni-
ger funktionelle Gruppen und damit auch iiber weniger Chromo-
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phore verfiigen, oder bei denen ihr Verhdltnis ein ausge-
glichenes ist. Verdnderungen bei diesen Prdparaten werden
aber am nachhaltigsten ihr Spektrum beeinflussen.

Fiir Huminstoffe gilt also: Der fiir diese Stoffgruppe
charakteristische monotone Verlauf ihrer UV-Spektren hat
verschiedene Griindes
1) Es liegt ein bestimmter Dispersitédtsgrad vor (konservative

Absorption - SEIDEL, 1966),

2) es sind wenig chromophore oder auxochrome Gruppen vor-
handen oder

3) es besteht bei einem hoheren Gehalt an diesen Gruppen
ein ausgeglichenes Verhdltnis zwischen ihnen.

Die beiden letzten Fdlle einer konsumptiven Absorption
(Elektronenanregung) betreffen die chemische Struktur der
Huminstoffe und sind durch das eingangs geschilderte Vorge-
hen zu unterscheiden. Denn z.B. ein geringer Gehalt an
phenolischen Hydroxygruppen wird nach ihrer Methylierung
natiirlich auch keine drastische Verdnderung des Spektrums
zur Folge haben. Wohl aber wird dies bei einem ausgegliche-
nen Verh&dltnis aber insgesamt hoherem Gehalt, z.B. fiir Car-
bonylgruppen gelten, wenn diese Chromophoren eliminiert
werden (obiges Beispiel).

Die Infrarot-Spektren lassen bei nahezu allen Original-
pridparaten eine sehr deutliche Ausprédgung der OH-Bande bei
~3 R als Indiz filir Assoziationserscheinungen erkennen.

Ein Vergleich mit analogen Huminstoffen, die anderen Gewin-
nungsverfahren unterworfen worden sind, 188t den SchluB zu,
daB in vielen Fdllen eine wdhrend der Prdparation erfolgte
Verdnderung in erster Linie die Assoziationsfdhigkeit der
OH-Gruppen beeintrichtigt. Im Ubrigen haben die Spektren
wenig Banden und wie iiblich bei Huminstoffen eine betrédcht-
liche Untergrundabsorption.

Samtliche, auf S. 9-34 dargestellten Verinderungen der
Huminstoffe haben eine weniger aufgeweitete OH-Bande bei
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3 p zur Folge. Verstarkt wird die CH-Valenzschwingungs-
bande bei ~ 3,4 pe Doch diirfte dies nur scheinbar sein, da
hier die Aufweitung der benachbarten OH-Bande gegeniiber den
Originalpraparaten zuriickgeht.

Die stdrkste Verdnderung des Spektrums der verdnderten
Huminstoffe ist im Gebiet der Doppelbindungen um 6 p zu beob-
achten. Bemerkenswert ist das Hervortreten der Esterbande
bei 5,82 R bei den beiden acetylierten Prédparaten. Im Falle
der reduzierten Acetylierung verschwindet nahezu vollsténdig
die Bande bei 6 P die damit offensichtlich als eine Chinon-
bande angesprochen werden kann:

Acetylierung
1) -0H > -0-C-CH
i 3
0
< Redukt.
2) C= > -0H > -0-C-CH,
(Chin.) .

Auch die stérkere Intensitédt der Bande bei 5,82 B fiir
den Fall (2) stimmt mit dieser Deutung iiberein. Abgesehen
von dem beim pH-Wert 7 gewonnenen Braunkohlenpriparat konnte
diese Beobachtung bei allen Huminstoffen gemacht werden.

Die Methylierung hebt naturgems#B die Assoziation der
OH-Banden auf. Neue Banden treten bei~s 8 und ~ 9,2 P hinzu.
Ganz offensichtlich handelt es sich um Atherbriicken, die im
Falle der aromatischen Ather bei niedrigeren, bei aliphati-
schen Dbei hoheren Wellenlingen liegen:

-0 ——————>  -0CH,
(Phen)
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Damit 1dB8t sich die bei Huminstoffen bislang ungeklérte
Frage folgendermaBen entscheiden: bei 8,0 - 8,3 B liegt

die Absorption der Athergruppen. Dieser Befund ist insofern
von einiger Bedeutung, als sich darauf eine Analyse der Bio-
genese der Huminstoffe von den Ligninen aufbauen 1d8t
(Methoxylgruppen).

Die Hydrierung verdndert sowohl C=0- als auch C=C-Banden
um 6 P und zwar unterschiedlich. Es ist daraus der SchluB
herzuleiten, daB eine solche Behandlung der Huminstoffe
keinesfalls eine iiberall gleiche Wirkung hervorruft, sondern
offensichtlich von der Struktur abhingige Verdnderung mit
sich bringt. Eine weitere vertiefte Diskussion der IR-
Spektren soll aber erst erfolgen, wenn eine Interpretation
der physikalischen Eigenschaften der Original- und modifi-
zierten Prdparate vorliegt.

Die fiir Huminstoffe recht informative Kationenumtausch-
kapazitdt liegt in dem fiir diese Stoffe zu erwartenden Be-
reich von 200-320 mval/100 g Huminstoff, also weitaus hdher
als filir anorganische Stoffe im Boden.

Die Acetylierung, reduktive Acetylierung, die Methylie-
rung und die Hydrierung haben in der Regel eine Verminderung
der Kationenumtauschkapazitédt zur Folge (Tab. 18).

Die einfache Zusammenfassung solcher Werte fiir Humin-
stoffe verschiedenster Herkunft vermag an sich wenig iiber
den Mechanismus dieses Vorganges auszusagen. Daher wurden
hier, wie einleitend dargestellt, dieses wie auch andere

Verfahren mit jeweils verdnderten funktionellen Gruppen
durchgefiihrt.

Nun lassen sich sogleich zwei Schliisse ziehen:

1. Die Kationenumtauschkapazitdt der Huminstoffe geht offen-
sichtlich auf ihre funktionellen Gruppen zurilick. (Es wire
evtl., im Gegensatz hierzu noch an jl-Komplexe zu denken.)
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Tabelle 18: Die prozentuale Abnahme der Kationenumtausch-
kapazitdt bei chemischer Verdnderung der

Humins&ure
Huminsé&uren Acety- reduz. Methy- Hydrierung
lierung  Acety- lierung
lierung
Schwarztorf
pH 4 - - = =
T 7,0 52. 63 62
14 7,0 47 53 78
Calluna Podsol
pH 4 245 39 25 82
7 245 38 64 83
14 3,7 67 - 85
Braunkohle
pH 4 6,1 29 57 59
7 9,0 32 64 48
14 . 6,2 24 68 51

2. Eine Deutung der in Tab. 18 zusammengestellten prozen-
tualen Abnahme der Kationenumtauschkapazitidt nach ver-
schiedenen chemischen Verdnderungen ist nicht mit den
bisherigen Annshmen vereinbar, wonach Carboxyl- und
Hydroxygruppen ausschlieBlich diesen Vorgang bestimmen.

Denn wdre dies der Fall, dann miiBten bereits nach einer
Acetylierung die Kationenumtauschkapazitdten betrdchtlich
zuriickgehen. Aber im Gegenteil, hier liegen die geringsten
Abnahmen mit stets unter 10%. Es ist also anzunehmen, daB
noch andere als die genannten funktionellen Gruppen hier in
Betracht zu ziehen sind, etwa solche, die aufgrund freier
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Elektronenpaare koordinative Bindungen mit Metallen einzu-
gehen vermdgen. In Betracht kommen vor allem die bei Humin-
stoffen bereits nachgewiesenen Carbonylgruppen. Unterstellt
man dies, dann wird auch verstdndlich, weswegen allein die
Hydrierung einen Abfall der Kationenumtauschkapazitdt um
mehr als 50%, bei den Calluna-Podsol-Huminstoffen sogar mehr
als 80% bewirken kann.

Offensichtlich gehdrt die Carbonylgruppe der Huminstoffe
zu einem, Eigenschaften und reasktives Verhalten bestimmenden
Strukturteil. Die Bindung eines Metalles diirfte sich
dann folgendermaBen vollziehen:

Fo— @-F-c

Natiirlich lassen sich auf dieser Grundlage keine stdchiome-
trischen Beziehungen und damit auch keine exakte Interpre-
tation der in Tab. 18 aufgefiihrten Ergebnisse herleiten,
denn aus sterischen Griinden ist sicher nicht jede Carbonyl-
gruppe als gleich wirksam anzusehen.

Liegt aber ein solcher Mechanismus bei Huminstoffen vor,
dann muB sich auch ein Hinweis darauf aus den Stabilit&dts-
konstanten ergeben.

Neben der zu erwartenden Zunahme der relativen Stabilit&dts-
konstanten mit steigendem pH-Wert, fdllt besonders der hohe
Wert fiir Zink-Komplexe bei den Calluna-Podsol-Huminstoffen
auf. Es geht dieser Befund also v5llig konform mit den aus
den Messungen der Kationenumtauschkapazitédt herzuleitenden.
Augenfdllig ist dieser Zusammenhang auch fiir Eisenkomplexe
gliltig. Es ist nun interessant, die Austauschqualitédten der
Huminstoffe nach diesen Befunden mit denen anderer Sorptions-
trédger im Boden zu vergleichen. Es gilt z.B. fiir Aminos&duren
und Polypeptide folgende Reihenfolge zunehmender Stabilit&at:

Cu>DNi>2Zn > Co > Cd > Fe > ln > lig
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An erster Stelle rangiert Kupfer. Wie aber aus Tab. 19 er-
gichtlich, ist Kunfer gegeniiber Zink und Eisen in den meisten
Fdllen nicht an erster Stelle zu finden. Damit zeigt sich
ein besonderes, offenbar spezifisches - weil von Huminstoff
zu Huminstoff wechselnd und vom Prédparationsgang abhingig -
Sorptionsverhalten dieser Naturstoffgruppe.

Dieses Verhalten der Huminstoffe diirfte fiir physiologische
Effekte von einiger Bedeutung sein. So wird sicher eine
unterschiedliche Beeinflussung zinkhaltiger Fermente durch
Huminstoffe unter Zugrundelegung derartiger Effekte zu dis-
kutieren sein. Auch fiir die Behebung von Zinkschdden kdnnten
Huminstoffe von Bedeutung sein.

Bemerkenswert ist wieder, daB8 durchaus kein gleichartiges
Verhalten der einzelnen Huminstoff-Fraktionen vorliegt,
woraus offenbar eine ausgepridgte Spezifitdt der Huminstoffe
hinsichtlich ihrer Intensitdt, Komplexe zu bilden, resultiert.

Auffallend ist immer wieder die starke Veridnderung der
Huminstoffe durch ihre Hydrierung bzw. Methylierung.

Besonders die Leitfghigkeitstitrationen beweisen diesen
Effekt. In jedem Falle konnte hier gezeigt werden, daB eine
Hydrierung auch eine Aciditdtsminderung der Huminstoffe her-
beifiihrt (die ja eigentlich nicht zu erwarten wire).

Nun lieBe sich ein solcher Fall von einer Keto-Enol-
Tautomerie herleiten. Das heiBt, es muB der saure Charakter
der Huminstoffe in nicht unerheblichem MaBe von Carbonyl-
gruppen herriihren, die als Protonenakzeptoren fungieren und
in dieser Eigenschaft durch eine katalytische Hydrierung

ausgeschaltet werden. Ein entsprechendes Beispiel widre
hier:

QLD=CLC

Anthron Anthranol
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Tabelle 19: Die Abnahme der relativen Stabilitdtskonstanten
von Me-Huminstoff-Komplexen

Huminsduren
bei pH

Horizont Extrahiert Abnahme der relativen Stabili-

tdtskonstanten, gemessen bei

pH 3,5

pH 7,0

Schwarztorf - -

Braunkohle - 4

Calluna Podsol B 4

Erica Podsol A 4

Erica Podsol B 4

Zn = Fe — Cu
Fe - Zn - Cu

Zn—> Cu—> Fe
Zn—> Fe — Cu
Zn—> Fe— Cu

Fe— Zn—- Cu
Fe— Cu— Zn

Fe— Zn— Cu

Zn— Cu—> Fe
Fe— Cu— Zn
Fe—> Cu— Zn

Fe—» Cu— Zn
Fe— Zn— Cu
Cu—> Fe— 7Zn

Zn —> Cu— Fe
Fe - Cu—> Zn

Cu—> Fe— Zn
Fe—» Cu—> Zn
Fe—> Cu— Zn

Fe = Zn—> Cu
Fe— Zn—>» Cu

Fe— Zn—> Cu

Fe— Cu— Zn
Fe— Cu=—> Zn
Fe— Cu—Zn

Fe— Cu— Zn
Fe—=> Zn— Cu
Fe—> Zn— Cu

Zwar ist das Anthron (in der Xetoform) die stabilere Verbin-
dung, aber in der Hitze erfolgt in Gegenwart von Alkali die

Umlagerung zur Phenolform.

Im Ubrigen wird aus dem Anthron

verhdltnisméBig leicht mit Essigsdureanhydrid in Pyridin

das Acetat gewonnen.



- 44 -

Fiir unser Problem bedeutet dies: Die bei manchen Humin-
stoffen verhdltnismiBig geringe Differenz zwischen dem Acetyl-
gehalt der einfachen (1) und der reduktiven Acetylierung (2):

| "
einf. Acetylierung -?OH -_— —-0=C - CH3 1).
Hydroxy-Gr.
. 9
redukt. Acetylierung :C = O0- —?-—OH—) -0—C - CH3 (2)
| 9
und —(')—OH—> -0 — G- CH3

darf keinesfalls als reprédsentativ filir den Gehalt an Carbo-
nylgruppen gewertet werden, da diese offensichtlich auch
(als Enol-Gruppen) bei dieser Umsetzung reagieren.

Nun ist auch der offensichtliche Widerspruch zu kliren,
der zwischen diesen MeBwerten auftritt. So z.B. ist bei der
Calluna Humins&dure (pH 14) die geringste Differenz beider
Acetylgehalte, aber die hdochste Wasserstoffaufnahme. Zu
bemerken ist hier, daB die Grundstruktur der Huminstoffe
offensichtlich wenig durch die Hydrierung verdndert worden
ist, was bedeuten diirfte, daB die vorstehend aufgefiihrten
Mdglichkeiten einer Strukturveridnderung bei Huminstoffen
nicht relevant sind. Dafiir spricht im Ubrigen auch der vor-
stehend diskutierte Abfall der Kationenumtauschkapazitidt
(um 80%) nach einer Hydrierung.

Die relativen speéifischen Wérmen von Huminstoffen wurden
erstmals von LENTZ und ZIECHMANN (110) vermessen. Sie sind
fiir diese Stoffe eine charakteristische GroB8e und offensicht-
lich ein MaB fiir den Verlauf von Humifizierungsvorgingen,
d.h. fiir das relative Alter der Huminstoffe mit:
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29
AH = f cp.dt def  ¢p.213
80
T2
I
und  AS = ) g.db

stellt sie eine Verbindung zur Entropie ( AS) her.
Ein Fortschreiten der Humifizierung &duBert sich als Abnahme
von CP.

Allerdings - und dies zeigen die vorliegenden Ergebnisse
mit Deutlichkeit - diirfen nur Huminstoffe eines Typs, im
vorliegenden Falle nur e i n e s Vorkommens verglichen
werden. Es wird weiteren Experimenten iiberlassen sein, wie
weit hier eine Verallgemeinerung vorgenommen werden kann,

Innerhalb des Extraktionsganges wie des Profils treten
Schwankungen auf. Dies bedeutet zundchst, daB keinerlei
Generalisierung iiber den Bildungsort der Huminstoffe im
Bodenprofil erfolgen kann. Wie nicht anders zu erwarten,
werden in der Regel bei den niedrigen pH-Wertstufen der Ge-
winnung die HuminsZurevorstufen, dann erst die chemisch
weniger reaktiven Humins&uren anfallen.

Abh&ngigkeiten dieser GréBe von der chemischen Verdnderung
der Huminstoffe sind recht kompliziert.

Bei allen Prédparaten nimmt die spezifische Wdrme nach
ihrer Hydrierung zu, die Kationenumtauschkapazitdt aber er-
heblich ab (Tab. 18). Der letztere Befund spricht, wie be-
reits erdrtert, fiir einen Verlust an hierfiir in Betracht
kommenden funktionellen Gruppen. Dies geht im Ubrigen auch
aus dem Vergleich der Leitfdhigkeiten hervor. Es ist also
ein Zusammenhang zwischen dem Bestand an funktionellen
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Gruppen und dieser thermodynamischen GroB8e nicht gegeben

bzw. vorerst noch nicht ersichtlich. Da sich aber diese
Feststellungen fiir die Hydrierung (Leitfihigkeitstitrationen,
Spektren) und fiir die cp-Werte a 1l 1 e r untersuchten Sub-
stanzen eindeutig ergeben, miiBte dies auch ein wesentlicher
Befund fiir diese Naturstoffe sein. Damit ist hier ganz of-
fensichtlich ein Bezug zu der oben erwdhnten Entropie gege-
ben. Mit der Zunahme der spezifischen Wdrme erfolgt auch
eine solche der Entropie. Diese Feststellung widre verhdlt-
nismdBig allgemein und unverbindlich, wenn im IR-Spektrum
nach einer Hydrierung nicht eine Zunahme an Wasserstoffbriicken
ergichtlich wdre. Nun ist offenbar der SchluB berechtigt,
daB durch diese zwischenmolekulare Beziehung ein Moment der
Unordnung in das System der Huminstoffe eingebracht wird.
Dies ist aber nur so zu verstehen, daB &duBere Wasserstoff-
briicken bei Huminstoffen keine dauerhafte Bindungsform dar-
stellen, son ern einem gewissen Wechsel unterliegen miissen,
wodurch/nttnt zuletzt eine milieu- und zeitabhingige Bearbei-
tung in vielen FiZllen so iiberaus unerfreulich gestaltet.

Die chemische Verdnderung der Huminstoffe natiirlicher
Bdden und die Analyse ihrer physikalischen Eigenschaften
fiihrt uns wieder zu den eingangs erdrterten IR-Spektren zu-
riick, denn nun sollte es auch gelingen, einige wesentliche
Merkmale aus diesen herauszuldsen, vor allem aber einige
bislang strittige Banden nun eindeutig zuzuordnen (108).

Neben einef Bestdtigung der bislang als allgemein ver-
bindlich angenommenen Banden konnten, wie aus Tab., 20 er-
sichtlich, einige neu erkannt werden.

Mit diesem Ansatz konnten also einige bislang nicht genau
zu lokalisierende Banden und damit einige wesentliche Struk-
turelemente der Huminstoffe erkannt werden.



Tabelle 20: Zuordnung von funktionellen Gruppen in IR-Spektren

Position Zuordnung Beweis Bemerkung
5,82 p 3 1720 cn”™ Estergruppe Acetylierung
B = O = B
Il
0]
8,5 p ; 1205 en™) Phenol.Acetat Acetylierung
mit Acetanhydrid
- C - CH
%
]
0]
5591 B 1680 cm_1 Chinon-Carbonyl redukt.Acetylie- bei Benzochinon
rung, Hydrierung 1664 cm_q, bei
(Schwarztorf!) Huminstoffen also

eine Verschiebung,
bislang bei diesen
umstritten.

-th_



Fortsetzung Tabelle 20

Position Zuordnung Beweis Bemerkung
~6,0 p ; 1670 en™ c=2¢C redukt.Acetylierung
6,25 R s 1600 cm‘q c=¢C Hydrierung méglicherweise konj.
Doppelbindung.
(bislang umstritten)
8,1 p ;1235 cn”™ Ktherbriicke Methylierung (bislang umstritten)
bes. bei Ligninen: 1260 cm_q,
5 daher mdéglicherweise
[:::I ein MaB fiir die Uber-
fihrung von Ligninen
— Huminstoffen
7,0 p 5 1430 cu” ¢ = CHy Methylierung

Deformat.
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4. Zﬁsammenfassung

Es wurde versucht zu zeigen, daB Huminstoffe nur dann
physikalisch-chemisch sinnvoll zu untersuchen sind, wenn
vorher auch ihre kontrollierte chemische Verdénderung erfolgt.

Ein Vergleich konnte sich nun auf folgende Préparate er-
strecken:

1) Original-Huminstoffe,
2) acetylierte,

3) reduktiv acetylierte,
4) methylierte und

5) hydrierte Huminstoffe.

Die physikalisch-chemischen Untersuchungen bezogen sich auf:

1) Die Bestimmung der Kationenumtauschkapazitdt und Leit-
fehigkeitstitration.

2) Die Bestimmung der relativen spezifischen Wdrmen.

3) Die Bestimmung der Stabilitdtskonstanten fiir Zn++-,
cutt- und Fe++-Komplexe.

4) UV-Spektren.
5) IR-Spektren.
Ergebnisse:

1. Die Kationenumtauschkapazitédt ist auf funktionelle
Gruppen, vornehmlich Carboxyl- und Hydroxygruppen
zurlickzufiihren. Hinzu treten koordinative Bindungen
zwischen Carbonyl und Metall. Andere Effekte sind
offensichtlich auszuschlieBen.

2. Es wird erneut die Bedeutung der Huminstoffe fiir die
Festlegung von Schwermetallen im Boden deutlich. Es
werden vornehmlich Zink und Eisen, weniger Kupfer ge-
bunden.. Den einzelnen Fraktionen kommt eine pH-Wert-
abhingige Selektivitédt zu.
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Die relativen spezifischen Wdrmen lassen eine hinrei-
chend genaue Beschreibung des Humifizierungsgrades zu
(Altersbestimmung der Huminstoffe). Bildung und Bewe-
gung der Huminstoffe im Profil lassen sich auf dieser
Basis interpretieren.

Leitféhigkeitstitrationen, Acetylierungen und Spektren
lassen auf eine Keto-Enol-Tautomerie bei Huminstoffen
schliefen.

Aufgrund des vorstehend erlduterten experimentellen
Ansatzes kann eine erweiterte Zuordnung charakteristi-
scher Banden im infraroten Spektralbereich erfolgen.
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Anhang
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5.1 Arbeitsvorschriften

5.1.1 Kationenumtauschkapazit&t

Nach FIEDLER (32) wurden die Humins#ureproben in 0,1 N
NaOH geldst und iiber Nacht bis zum vollstdndigen LOsen ste-
hengelassen. Nach Zugabe von 1 ml konz. HCl wurden die
gefdllten Huminsduren abzentrifugiert und auf der Zentrifuge
einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Das Huminsdure-
Gel wurde in aufgekochtem dest. Wasser aufgeschwemmt und
unter magnetischer Rilhrung und langsamem Durchleiten von
N2-Gas mit carbonatfreier Ba(OH)2-Lﬁsung titriert. Wighrend
des Neutralisationsvorganges der Huminsduren bleibt die
Leitfdhigkeit auf Grund der Bildung von unldslichem Barium-
humat konstant. Die Leitf&higkeitsmeBwerte wurden gegen den
Verbrauch an ml Ba(OH)z-Lﬁsung aufgetragen und die Kurve
zur genauen Ermittlung der fiir die Neutralisation der Humin-
sdure verbrauchten Ba(OH)z-Menge ausgewertet., Die KUK der
Huminsduren wurden wie folgt berechnet:

ml 0,1 N Ba(OH)Q- (100 + Gw%) « 2+ 10

KUK =
G - G%
Es bedeuten:
Gw = Wassergehalt
Gv = Glihverlust
G = Gewicht der aschefreien Probe

5.1.2 Spezifische Wirme, -cp

Die Bestimmung der cp geschah wie folgt: Ein Verdampfungs-
kalorimeter wurde mit fliissigem Stickstoff gefiillt und in
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ein ebenfalls mit fliissigem Stickstoff angefiilltes Thermos-
gefiB gesetzt, so daB die Temperatur in Verdampfungskalori-
meter konstant bei -196°C gehalten werden konnte. Eine
Huminsiureprobenmenge von etwa 15-20 mg wurde in einem sehr
kleinen -Glasbehédlter eingewogen und dieser in den oberen
Teil des Kalorimeters von auBen kippbar angebracht. Danach
wurde das Kalorimeter luftdicht verschlossen. Ein Auslass
dieses Kalorimeters wurde mit einem mit Benzol gefiillten
Eudiometerrohr verbunden. Die Rate der infolge Verdampfung
des . fliissigen Stickstoffs im Eudiometerrohr aufsteigenden
Blasen wurde in 30 Sekunden Abstdnden verfolgt. Sobald die
Rate konstant blieb, wurde die Huminsdureprobe in den fliis-
sigen Stickstoff des Kalorimeters eingekippt. Die N2-Gas-
Bildung wurde im Eudiometerrohr so lange verfolgt, bis sie
sich wieder konstant zeigte. Zur graphischen Auswertung
wurden die am Eudiometexrrohr abgelesenen Werte gegen die
Zeit aufgetragen. Aus der erhaltenen Kurve wurde die durch

die zugegebene Huminsduremenge hervorgerufene Volumendnderung

ermittelt.
Die Bestimmung der cp erfolgte nach folgender Beziehung:

AH (Pa - Pfl - Ps) (V2 - V1)

Cn =
P m (T, =T) + R« T

L) Z

Es bedeuten:

AH = die Verdampfungswdrme in cal/Mol

Pa = duBerer Druck
Peq = Sdttigungsdampfdruck der Fliissigkeit
‘V1 = Anfangsvolumen im Eudiometer

V2 = Endvolumen im Eudiometer

‘m = eingewogene Probemenge

TZ = Zimmertemperatur

TL = Temperatur des siedenden fliissigen Stickstoffs
'R = universelle Gaskonstante
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5.1.3 Stabilitdtskonstanten

Bestimmung der relativen Stabilitédtskonstanten erfolgte
in Anlehnung an die Beziehung von MARTELL und CALVIN (65):

Log (}{-1) = Log K - x Log [HS]

Es bedeuten:

N, = Die Verteilungskonstanten in Abwesenheit von
Huminsdure (HS)

"™\ = Die Verteilungskonstanten in Gegenwart von HS

Log K = Relative Stabilitdtskonstante

X = Anzahl der Mole von HS, die mit 1 Mol lMetall-

ion reagiert
[HS] = Relative Konzentration der HS in mg anstelle

der molaren Konzentration, da das Molekular-
gewicht der verwendeten HS-Pridparate nicht be-
kannt war.

wurde wie folgt ermittelt:

™~ = ———ZE!——~
(100-x,9)

Es bedeuten:

X, = am Austauscher gebundenes lletall in % des
Gesamtmetalles
100 - &, = in L&sung verbliebenes Metall in % des Gesamt-
metalles
V = Volumen der Ldsung
g = Gewicht des Austauschers.

N wurde in der gleichen Weise wie ™. bestimmt, jedoch in
Anwesenheit von verschiedenen HS-Konzentrationen. x wurde
fiir jedes Metall bei jedem pH aus der Neigung der Kurve nach
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Auftragung von %? - 1 gegen verschiedene HS-Konzentratio-

nen auf Log-Log Papier ermittelt.

Die HS-Probe wurde geldst in 0,1 N NaOH und durch Sephadex
G 50 Passage gereinigt. Aliquote Mengen 1, 3, 5, 7 und 10 mg
HS enthaltend, wurden in 50 ml MeBkolben pipettiert und mit
dest. Wasser auf ungefdhr 40 ml verdiinnt., Jeder Kolben er-
hielt 5 ml 1 N KCl und danach 3 ml einer Cu-(200 pg/ml),
Fe-(100 pg/ml) oder Zn-(100 pg/ml) Chloridldsung. Das pH
der Losungen wurde mit 0,1 N KOH oder 0,1 N HCl auf 3,5 oder
7,0 eingestellt. AbschlieBend wurden die Kolben mit dest.
Wasser aufgefiillt. Eine Kontrollreihe erhielt keine HS.

Die Versuchslosungen wurden mit jeweils einem Gramm K-
gesdttigten Kationenaustauscher (Dowex 50 W-X8, 20-50 mesh)
im 125 ml Erlenmeyerkolben fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
geschiittelt. Danach wurde durch Filtration und mehrmaliges
Vachwaschen mit dest. Wasser der Austauscher abgetrennt.
Filtrat und Waschwasser wurden auf dem Wasserbad zur Trockne
eingeengt und mit 5 ml einer Mischung (5:1) von konz. HNO,
und H2804 bis zur volligen Entférbung gekocht. Die LOsung
wurde mit dest. Wasser verdiinnt und kolorimetrisch der Ge-
halt an Zink als Dithizonat, an Kupfer als Carbamat und an
Eisen als o-Phenanthrolin-Eisen-Komplex bestimmt (48).

5.1.4 UV-Spektren

Flir die Aufnahme von UV-Spektren wurden 5 mg Huminsdure
in 25 ml 0,1 N NaOH geldst und davon 0,2 ml in der MeBkiivette
mit dest. Wasser auf 3 ml verdiinnt. Die UV-Spektren wurden
jeweils bei einem pH der MeBldsung von 3, 5, 7, 9 und 11 auf-
genommen. Als Gerdt diente das Beckman UV-Spektrophotometer
DBG-Grating.
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5¢1e5 IR-SQektren

1 mg Huminsdure und 800 mg KBr wurden griindlich in einem
Achatmtrser staubfrei homogenisiert. Dieses Gemisch wurde
unter Vakuum bei 300 kg/cm2 gepreBt. Diese KBr-PrefBlinge
wurden fiir die IR-Analyse im IR-Spektrophotometer der Firma
Leitz, Wetzlar, verwendet.

5.1.6 Acetylierung

Die Bestimmung erfolgte nach VOGEL (98) und SCHNITZER und
SKINNER (91). 1 g Huminsdure wurde in einem Erlenmeyer-Kolben
mit 15 ml Acetanhydrid versetzt und nach Zugabe von 3 Tropfen
konz. H2504 auf dem Wasserbad fiir 24 Stunden erhitzt. Danach
wurde die Suspension im Eisbad abgekiihlt, 2 Stunden stehenge-
lassen und schlieBlich auf der Nutsche filtriert. Der Filter-
riickstand wurde mit kaltem destilliertem Wasser sdurefrei
gewaschen und danach iiber P205 in Vakuum getrocknet.

5.1.7 Reduktive Acetylierung

Methode nach SCHNITZER und SKINNER (92). 100 mg Humin-
sdure wurden nacheinander mit 10 ml Acetanhydrid, einem
Tropfen konz. H2804 und 2,5 g Zinkstaub versetzt. Die Sus-
pension wurde auf einem Wasserbad von 70°C 24 Stunden erhitzt
und danach heifB filtriert. Zu dem klaren Filtrat wurden
10 ml dest. Wasser gegeben und zur Hydrolyse des Acetanhydrids
5 Minuten auf dem Wasserbad mdB8ig erhitzt. Die Ldsung wurde
im Rotationsverdampfer unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt.
Der trockne Riickstand wurde zur vollstiéndigen Entfernung der
Esgigsdure mehrfach mit Methanol extrahiert und abschlieBend
iiber P205 unter Vakuum getrocknet.
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5.1.8 Acetylgruppen-Bestimmung

Zur Bestimmung der Acetylgruppen wurde mit geringer Ab-
dnderung die bei GATTERMANN (37) beschriebene Standardmethode
verwendet. 10 mg der zuvor acetylierten bzw. reduktiv acety-
lierten Huminsidure wurde mit 2 ml 50% H2504 fiir eine Stunde
verseift. Nach Abkiihlung der Reaktionsldsung wurde der Kiih-
ler 2 mal mit 5 ml destilliertem Wasser gewaschen., Die frei-
gesetzte Essigsidure wurde nach Abdestillieren mit N/30 NaOH
und Phenolphthalein als Indikator titriert. 1 ml N/30 NaOH
entspricht 1,434 mg Acetylgruppen(—COCHB).

5.1.9 Methylierung

Die Methylierung wurde mit Diazomethan durchgefiihrt, das
aus frisch hergestelltem Nitrosomethylharnstoff gewonnen und
am gleichen Tag verwendet wurde. 500 mg Humins&ure wurden
in 40 ml Methanol und 4 ml dest. Wasser geldst. In Ather
geldstes Diazomethan aus 10,3 g Nitrosomethylharnstoff wurde
zu der alkoholischen Huminsdureldsung gegeben und iiber Nacht
stehengelassen, Danach wurde das iiberschiissige Diazomethan
durch méBiges Erwdrmen auf dem Wasserbad entfernt, das methy-
lierte Produkt unter Vakuum bei Raumtemperatur getrocknet
und iber P205 agfbewahrt.

5.2.0 Hydrierung

Zur katalytischen Eydrierung unter Normaldruck wurden
500 mg Huminsdure in Eisessig geldst und nach Zugabe der
gleichen Menge Palladiumkohle unter HZ—Atmosphére 2 Stunden
bei Raumtemperatur reagiern gelassen. Das Palladium wurde
sodann aus der Reaktionslosung abfiltriert, das Filtrat unter
Vakuum zur Trockne eingeengt und das erhaltene hydrierte
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Humins&dureprodukt iiber P205 aufbewahrt.

Die von der Huminsdure aufgenommene Menge an Wasserstoff
wurde aus dem Verbrauch an H2—Gas wie folgt berechnet:

o
V. =V
o
T.Po

Es bedeuten:

Vo = Wasserstoffmenge, aufgenommenen von Huminsdure

V = Verbrauchte Wasserstoffmenge unter den Reak-

tionsbedingungen

= Atmosphérendruck wihrend der Reaktion
= Reaktionstemperatur (Raumtemperatur)
= 273°K

= 760 mm Hg, Normaldruck.

b B B Y
o o ]
u
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Abb. 1: Schematische Darstellung des Extraktions- und
Fraktionierungsganges von Huminstoffen aus Boden.
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Abb. 2: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Schwarztorf-Huminsdure (pH 7 Fraktion).
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Abb. 3: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Schwarztorf-Huminsdure (pH 14 Fraktion).
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Abb., 4: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Braunkohle-Huminsdure (pH 4 Fraktion).
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Abb. 5: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Braunkohle-Huminsdure (pH 7 Fraktion).
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Abb, 6: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Braunkohle-Huminsidure (pH 14 Fraktion).
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Abb, T7: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Calluna Podsol-Huminsdure (pH 4 Fraktion).
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Abb. 8: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Calluna Podsol-Huminsdure (pH 7 Fraktion).
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Abb. 9: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch
verdnderter Calluna Podsol-Huminsdure (pH 14 Fraktion).
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Abb., 10: Leitféhigkeitstitrationskurven von Original- und
chemisch verdnderter Schwarztorf-Huminsdure
(pH 7 Fraktion).
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Abb. 11: Leitféhigkeitstitrationskurven von Original- und
chemisch verdnderter Schwarztorf-Huminsdure
(pH 14 Fraktion).
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Abb. 12: Leitfdhigkeitstitrationskurven von Original- und
chemisch verdnderter Braunkohle-Humins&dure
(pH 4 Fraktion).
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Abb, 13: Leitfdhigkeitstitrationskurven von Original- und
chemisch verdnderter Braunkohle-Huminsdure
(pH 7 Praktion).
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Abb. 14: Leitféhigkeitstitrationskurven von Original- und
chemisch verdnderter Braunkohle-Humins&ure

(pH 14 Fraktion).
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Abb, 15: Leitfdhigkeitstitrationskurven von Original- und
chemisch verdnderter Calluna-Podsol-Huminsdure

(pH 4 Fraktion).
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1s Einleitung und Problemstellung

Entwicklungen, die bei den klassischen Naturwissenschaften
schon lange abgelaufen sind und deren Konsequenzen das heutige
Bild dieser Wissenschaften mitbestimmen, haben in der Boden-
kunde, einer vergleichsweise jungen Wissenschaft, erst un-
langst begonnen, auch ihr Bild mitzuprigen.

Als bemerkenswerteste Anzeichen dafiir dirfen wir einerseits
das Auftauchen duBerst spezieller chemischer, physikalischer
und biologischer Frobleme ansehen, andererseits aber das Be-
mihen um ganzheitliche Einsichten, das sich in der besonders
raschen Entwicklung okologischer Disziplinen zu erkennen gibt.

So konstatieren wir die Entwicklung bodenkundlicher Teildis-
ziplinen, die sich i1m Gegensatz zu den klassischen Fragen
nach der Systematik, Stratigraphie, der Profilansprache,
schlieflich auch der ackerbaulichen Nutzbarkeit von Bdden,
mehr den chemischen, physikalischen, biologischen Teilpro-
zessen der Bodenbildung, Bodenentwicklung und Bodenmetabolik
widmen,

Diese Forschungsrichtung hofft, von der Erhellung dieser
Teilprozesse zu gegebener Zeit Riickschliisse auf das makro-
skopische Geschehen eines gegebenen Standortes ziehen zu
kbnnen.

Es ist deshalb nicht verwunderlich, wenn wir in der modernen
bodenkundlichen Literatur neben den nach wie vor zahllosen
Arbeiten liber stratigraphische, systematische und morpholo-
gische Probleme in zunehmendem MafBe Arbeiten antreffen, die
sich mit einem speziellen chemischen, physikalischen oder
biologischen Problem befassen und deren Platz ebenso gut

in der klassischen naturwissenschaftlichen Literatur sein
konnte.

it diesen kurzen Ausfilirun,en so.l der standort auch die-
ser Arbeit charakterisiert sein, einer Arbeit, die sich,auf
den einfachsten Ausdruck gebracht, lediglich mit dem GSchick-
sal einer N-lethyl-iunktion beschidftigt.



In dem ausgezeichneten iWerk von Mc LAREN und FETERSEN (1967),
50il Biochemistry, sind zwei Kapitel eigens den Verbindungen
gewidmet, die nicht pflanzliche, mikrobielle oder tierische
Synthese- oder Abbauprodukte und als solche "naturlicne" HKo-
denkomponenten 8ind, sondern durch den Menschen in den Boden
hineingebracht werden und hier neben ihrer urspringlich beab-
sichtigten Wirkung, Einfliisse ausiiben konnen, die es aufs
sorgfaltigste zu studieren gilt.

Die Untersuchung dieser Verbindungen im Hinblick auf ihre

Wirkungen und ihr Schicksal im System Boden - Pflanze ist

somit nicht nur ein legitimes Anliegen moderner bodenkund-
licher Arbeit, sondern ist dariber hinaus von erheblichem

praktischen Interesse.

Am stdarksten in das Bewufitsein auch weiterer Kreise ist wohl
die Prage nach dem Verbleib solcher Verbindunger. unter dem
Gesichtswinkel des sogenannten "Riickstandsproblems™ bei In-
sektiziden und Pestiziden gedrungen.

Nach dem Verbleib und nach dem Schicksal von organischen
Verbindungen im 3oden zu fragen, die in ihrer Struktur von
den normalen lMetaboliten und Syntheseprodukten des Tier- und
Fflanzenreiches abweichen, ist auch ein Anliegen dieser Arbeit,
die sich damit an eine im Jahre 196¢ erschienene Arbeit von
R. ALDAG anschliel3t. Die darin mitgeteilten Befunde, dal
N-Monoalkyl-Verbindungen (Methyl-Amin und N-Methyl-Valin)
durch Pflanzen aus dem Boden aufgenommen werden kdnnen und
von ihnen abgebaut werden, fiihrte zu der Frage, inwieweit
auch NN-Dialkyl-Verbindungen, bei denen die Bildung der
Pyridoxal-phosvihatkomplexe, wie weiter hinten auszufiihren
sein wird, nictit mehr ohne weiteres gegeben ist, ebenfalls
von der tflanze aufgenommen und metabolisch bewaltigt wer-

den konneu.

Interessant ist dieses Proulen auch darum, weil viele unserer

modernen Pestizide solchie Gruppicrungen im ‘iolekil enthalte:n,



Es soll in diesem Zusammenhang aber darauf hingewiesen wer-
den, daB solche Gruppierungen auch in Naturstoffen auftre-
ten, zum Beispiel in vielen Alkaloiden, die, wie zahlreiche
Arbeiten darlegen, aus den Blattern und Wurzeln lebender
Pflanzen ausgewaschen werden und so in den Boden gelangen
konnen. (NEUMANN und TSCHOPE, 1966). Ferner muf darauf auf-
merksam gemacht werden, daf Aminosduren abweichender Konsti-
turion, die als "unnatiirliche" bzw. nicht proteinogene Amino-
sduren bezeichnet werden, heute als Syntheseprodukte zahl-
reicher Mikroorganismen und hoherer Pflanzen bekannt sind.

( BODANSKY und PERLMANN, 1964). Die Erforschung dieses Ge-
bietes ist noch in vollem FluB, und stindig werden neue Ver-
bindungen isoliert.

Eine Substanz, die im Zusammenhang mit unserer Arbeit von
besonderem Interesse ist, finden wir im Antibiotikum Etamy-
cin. Dieses enthdlt als Bauelement das A -NN-Dimethyl-Leucin.

GH

I
>CH—-CH—CHs-COOH
CH /i b3

# %
C/—é CH3

Wissenschaftshistorisch schlieflich ist eine Arbeit wie die
vorliegende insofern besonders reizvoll, als sie einen Bei-
trag zur Pflanzenernahrung leistet, der wiederum der organi-
schen Substanz des Bodens eine besondere Rolle zuweist und
somit interessante Beziehungen zur Humus-Theorie Albrecht
THAERs aufzeigt.



2. Theoretischer Teil

Uns interessieren vor allem solche Verbindungen, die, sofern
nicht anthropogenen Ursprungs, artspezifisch oder sortenge-
bunden sind, wie zum Beispiel Alkaloide, Glycoside, eine
Reihe von Aromaten, bei demn Mikroorganismen z.B. Antibiotika
und Fungizide, die zwar in ihrer Zusammensetzung enge Be-
ziehungen zu Kohlenhydraten und Aminosauren zeigen, jedoch
von diesen durch gewisse Abweichungen in der Konstitution
und Konfiguration unterschieden sind.

In den letzten 20 Jahren ist es durch die Einfiihrung neuer
analytischer Techniken, unter denen die chromatographischen
Methoden besonders hervorgehoben werden miissen, z.B. gelun-
gen, eine Reihe von "nichtproteinogenen" Aminosdauren zu ent-
decken und zu identifizieren,

Das spezifisch strukturelle Merkmal, das uns im Rahmen dieser
Arbeit interessierte, namlich die NN-Dialkyl -Gruope, finden
wir darunter, von einer Ausnahme abgesehen, nicht. (B-NN-
Dimethyl-Leucin), jedoch muB es angesichts der Isolierung so
unterschiedlicher Strukturen und bel den raschen Fortschrit-
ten der Untersuchungen auf diesem Gebiet nicht unbedingt auch
in Zukunft so bleiben. Einer der Griinde dafiir, daf NN-Dialkyl-
Aminosiurern bisher in der Natur praktisch noch nicht nachge-
wiesen worden sind, obwohl in zahlreichen anderen Naturstof-
fen (Alkaloiden) diese Gruppierung auBerordentlich hidufig an-
zutreffen ist, diirfte das Fehlen geeigneter Nachweisreaktio-
nen fir diese Verbindungsgruppe sein. Als Zwitterionen spre-
chen diese Verbindungen bekanntlich weder auf die lblichen
Nachweisreagenzien flir Sduren noch auf solche flir Basen an.
Dariiber hinaus fehlen aber auch durch die vollstandige Sub-
stitution der Stickstoff-Funktion die Angriffsmdglichkeiten
fir die bekannten Aminoséurenreagenzien (ilinhycdrin, Isatin,
Folins Keagenz), deren Angyriff mit einer L -C Dehydrierung ve-
ginnt. (s. Exverimenteller Teil).



Viele andere Verbindungen mit ungewohnlichen Strukturmerkmalen
sind aber isoliert worden.

LISS (1962) hat aus dem Milchsaft von Euphorbia pulcherrima
N-Acetyl-o.y -Diaminobuttersdure isoliert. Auch in Mimosen
ist eine Reihe von Nicht-EiweiBaminosduren vorhanden.

DUNNIL und FOWDEN (1965) haben N-4-Methyl-Asparagin in den
Samen von Curcubitaceen-Arten identifiziert.

Durch den Nachweis einer Reihe von N-substituierten Derivaten
des Asparagins im Ecballium elaterium (GRAY und FOWDEN, 1961)
und in Bryonia dioica (FOWDEN, 1961) 148t sich die mogliche
Vielfalt von Derivaten einer Hauptaminosdure im Pflanzenstoff-
wechsel erkennen,

In Kulturen von Claviceps purpurea haben STEINER und HART-
MANN (1964) o-Aminoheptansiuren gefunden. Ferner berichtet
FOWDEN (1962), daB B-FPyrazolylalanin in Curcubitaceen, be-
sonders in deren Samen in ungewdhnlich groB8en Mengen anzutref-
fen ist.

VANCURA und HOWADIK (1965) haben diese Aminosidure in den
Wurzelexudaten von Gurken nachgewiesen. GRAY und FOWDEN (1962)
isolierten aus Litshi sinensis -(Methylencyclopropyl)-glyein,
ein niederes Homologes des B-(Methylencyclopropyl)-alanin,

Ein vermutliches Intermediarprodukt bei der Umwandlung von
4-Methyl-Prolin in 4-Hydroxymethylprolin (beide Verbindungen
kommen im Samen von Rosaceen vor), ist die von GRAY und
FOWDEN (1962) im Samen von Eriobotrya japonica gefundene neue
Iminosdure 4-NMethylenprolin.

crs
COOH

H

Abb. 1: 4-liethylenprolin



BELL und TIRIMANA (1964) konnten zeigen, daB in den Samen
von Vicia-Arten relativ hohe Konzentrationen von Canavanin
sowie Arginin und -iydroxyarginin vorkommen,

THOMPSON und itarbeiter beschreiben eine grolle Anzahl von

-Glutamylpeptiden, die sie aus Pflanzenextrakten isclieren
<onnten., Folgende seien aufgefiihrt:

-Glutamyl-Derivate von Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin,
Tyrosin, fhenylalanin, ilethionin und Cystein sowie mit einer
Reihe von Nicht-EiweiBaminosauren wie:
S-Methyl-L-Cystein-oJulfoxid, L-Aminobuttersauren.

Erweitert wurde diese Liste durch die Isolierung einer Reihe
neuer Verbindungen dieses Tyvs:

-Glutamyl- -pyrazol 1-yl-L-alanin aus Samen von Cucumis
sativus (DUNNIL und POWDEN, 1963).

Aus der Vielzahl der neuentdeckten und untersuchten Amino-
sduren der hdheren Pflanzen sind hier nur einige Vertreter
erwahnt worden. Im librigen sei auf die Literatur verwiesen:
MUSSO (1956), WIELAND (1960), TSCHIERSCH (1962), POWDEN
(1962).

Diese ungewohnlich konstituierten Verbindungen, die haufig
genug in sehr hohen Konzentrationen in den rflanzen anzu-
treffen sind, gelangen spdtestens mit deren Absterben in den
Boden und bereichern somit das Spektrum der organischen Kom-
ponenten auf eine hochst bemerkenswerte Weise,

DaB sie auch als Exudate aus der lebenden Pflanze in den
Boden gelangen konnen, ist in einigen Fdllen schon gezeigt
worden. Es sei hier auf die einschldgige Literatur verwie-
sen: VANCURA und HOWADIK (1965), IVANOV und JAXOBSON (1964),
FRENZEL (1961), SUBRA-RAO et all. (1962), VANC''RA (1964),
BORNER (1961), CiiONG, CLANG und BANDURSKI (1964), PAUL und
SCHMIDT (1961), RCVIRA (196%), MILLEK und SCH.IDT (1965),
STRICKER (1963).



Verbindungen, die in einem konstitutionellen lerkmal (NN-Di-
methyl-Gruppe) unserem Modell entsprechen, finden wir zahlreich
unter den Alkaloiden, auch eine Reihe hdufig verwendeter
Pestizide enthalt solche Gruppen. An der Prasenz von Stof-

fen dieser Art im Boden ist nicht zu zweifeln, seitdem

NEUMANN und TSCHOPE (1966) den Austritt von Alkaloiden aus

der lebenden Pflanze in den Boden sicherstellen konnten,

und durch die Anwendung von Pestiziden in gréBerem Umfange

die Anreicherung des Bodens und der Pflanze mit Verbindungen
dieser Art zu einem bedrohlichen und viel diskutierten Problem
geworden sind.

Aus den eben erwdhnten Verbindungsgruppen lassen wir einige
als Beispiele folgen, die konstitutionelle Beziehungen zu
dem fiir unsere Arbeit gewdahlten Modell zeigen.

Nicht-P. nogene nosauren

(C2H5)HN-OC-CH2-$H-COOH 013—NH-CH2-COOH
NH2

(N-Athyl-Asparagin) Sarkosin

(Curcubitaceen)

( POWDEN, 1962)

'=]-CH2-('IH-COOH N COOH
NH,

AT g

1-Methyl-iiistidin L-Prolin-Betain

(Stachydrin) (Lucerne)

CH—CH (ROBERTSON-MARION, 1963)

N-hlethyl-_.-isoicuein
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Alkaloide

Systematische Untersuchungen ergaben, daB etwa 20 % der
hoheren Pflanzen, einschliel3lich der Grdser, Orchideen und
Liliaceen, aber auch eine Anzahl niedere Pflanzen Alkaloide
fihren. In dieser Stoffklasse ist NN-Alkyl-Substitution be-

sonders haufig anzutreffen.
@N"@%\
//,N-R
COOH @N- @jg
(g 69
Homostacunydrin Solapalmitin

(Lucerne) (Solanum tripartitum)
(ROBERTSON-MARION, 1963%) (s. M7 5 et al.)
QH
P 5
CHyN < O#p-O
| |
H N
CIE
Gremin Psilocybin
(Gerste) (Rauschpilge der
Gattung Psilocybe)
(K.MOTHES et al., 1963) (MOTHES et al., 1963)

QH

3

N Cfﬁ

Hunnemanin .onsssin
(aus Hunnemania fumariaefolies \aus Apocynaceen)

(MANSKE-HOLMES, 1954) (GAWCTE-HOLIES, 19%4)



Von den zahlreichen restiziden und Fungiziden fiihren wir
einige flir uns interessante -8trukturtypen auf.

aSe e

Fungizid: Wepsin WP 155®(Fa. Philips=-Duphar)

1-bis-(Dimethylamino)-phosphoryl-5-amino-3-phenyl-1,2,4-triazol

0 0

N_.

%>A—o——/"a <N
'

Pestizid: 0MPA® (BAYER)

Oktamethyl-pyrophosphorsiureamid

Herbizid: F‘enuron® (PHILIPS Gloeilampen Fabr.)

1,1-Dimethyl-3-Phenylharnstoff
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j_- M6
ct O—P\N_(C@

a ci
Fungizid: TH 184-F (Anonym)

Phosphorsdure-pentachlorphenylester-bis-dimethylamid

Verbindungen aus diesen Stoffklassen konnen, wie wir oben be-
reits erwdhnt haben, durchaus dem Kollektiv der organischen
Bodenverbindungen angehdren. Man muB sie demgemiB als Skolo-
gische PFaktoren betrachten und nach den Moglichkeiten und der
Art ihrer Auswirkungen auf die biotischen und abiotischen
Partner des Bio-Geo-Systems fragen.

Fir die als Beispiel erwihnten nicht proteinogenen Amino-
sduren ist bekannt - teilweise wird es vermutet -, daB sie
Entgiftungs- und Speicherprodukte im Stickstoff- und Gchwefel-
stoffwechsel der Pflanze darstellen, Diese Funktion ist na-
tiirlich nur innerhalb des sie produzierenden Organismus ge-
geben, Gelangen solche Verbindungen in den Boden, so wirken
sie auf die Mehrzahl der darin befindlichen Partner als
stoffwechselfremde Verbindungen, sofern sie von diesen aufge-
nommen werden, Sie k&nnen dann zu erheblichen Beeinflussungen
des Stoffwechsels und den daraus sich ergebenden Konsequen-
zen flihren (Krankheitssymptome, Ertragsdepressionen usw.).

Schon die Anwendung normaler proteinogener Aminosiuren auf
hohere Pflanzen kann zu Stérungen in Nachstum und Entwicklung
fihren, obzwar einige !flanzen unter bestimmten Bedingungen
ihren Stickstoffbedarf zu e.:e: erheblichen Tei! auf diese

Weise zu decken vermdgen.



Die Aufnahme und Assimilation von D-L-Aminosiuren als N-Quelle
bei Erbsen und Gerste untersuchten E, VALLE und VIRTANEN
(1966). RATNLR (1964) und itarbeiter stellten dhnliche Ver-
suche an Luzerne und Erbsen an.

Die meisten der angebotenen Aminosduren verursachten Wachs-
tumshemmungen. HARRIS (1959) untersuchte den EinfluB von
Aminosduren auf das Wachstum abgeschnittener Wurzeln von
Rotklee; auch hier wirkten sie hemmend.

NMILLER und SCHMIDT (1965) applizierten 2 C]4 markiertes Gly-
cin bei Bohnenpflanzen. Sie konnten nachweisen, daB das Gly-
cin aufgenommen und in den Stoffwechsel eingeschleust wird.
Ein grofler Teil der markierten Substanz wurde in der Praktion
der freien Aminos&uren als Serin wiedergefunden,

Da bei diesen Untersuchungen die Konzentration einer an sich
natiirlich und normalerweise in der Zelle auftretenden Ver-
bindung erhtht wurde, wodurch Schiadigungen entstanden, wur-
den diese Effekte im allgemeinen als Endprodukthemmung ge-
deutet. (GRAY und HENDLIN, 1962, OAKS, 1965).

Interessanter im Zusammenhang mit unserem Problem sind eini-
ge Untersuchungen anderer Autoren, die sich mit dem EinfluB
"unnatiirlicher" Verbindungen auf den Stoffwechsel beschafti-
gen, it der Anwesenheit solcher Verbindungen im Boden muB
gerechnet werden, wie wir oben ausgefiihrt haben.

Zundchst ist ihr Ab- und Umbau im Boden moglicherweise er-
schwert, denn zweifellos ist seine enzymatische Ausristung
dafir schwdcher entwickelt als filr den Abbau weitverbreite-
ter primdrer lletaboliten, selbst wenn man die Fahigkeit der
Mikroorganismen, sich entsprechend einzustellen, in Betracht
zieht.

So stellt sich also die Frage ihrer tkologischen Bedeutung
fir das System Boden - | flanze in besonderer Weise, denn:
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1. durch das Fehlen geeigneter Enzyme im oden werden
ihre Abbauchancen i1m Biotop erniedrigt, was einer Ver-
langerung ihrer Verweilzeit im Boden gleichkommt;

2. sie kdnnen als "Antimetaboliten" oder auf andere
Art und Weise in den Stoffwechsel eingreifen
(R, KICKUTH und R. ALDAG, 1966).

Es ist beispielsweise bekannt, daf im Boden nur in geringem
Umfange Enzyme vorhanden sind, die D-Aminosduren abbauen
konnen (SALTON, 1964, SMITH, 1951, JANKE, 1950/51).

Man darf annehmen, dal solche Enzyme vorwiegend bei den
Mikroorganismen selbst anzutreffen sind.

BALKE und GARDER (1965) beschreiben den lMetabolismus von
D-Tyrosin in Keimlingen von Sorghum vulgare, wihrend KICKUTH
und ALDAG (1967) dem EinfluB der nicht-proteinogenen Amino-
sdurea D-Tryptophan, D-Phenyl-Alanin, D-Valin und D-Methionin
auf Oldenburger Weidelgras untersuchten.

GRAY und HENDLIN (1962) erzielten bei Behnenpflanzen und
Euglena Wachstumshemmungen durch O-Methylthreonin, die durch
Isoleucin aufgehoben werden konnten. GRAY und Mitarbeiter
(1964) berichteten von einem neuen Wachstumsinhibitor bdei
Pflanzen, der von Penicillium purpurescens gebildet wird.

Die Verbindung wurde als N-Formylhydroxyaminoessigsdure iden-
tifiziert und Hadacidin genannt.

CH—COOH

N—OH

H—C=0
Hadacidin

Abb, 2: Hadacidin



OwEN und WRIGHT (1965) isolierten eine phytotoxisch wirkende
Aminoverbindung aus S5ojabohnenkndllchen und aus jungen chloro-
tischen Blattern.

Von besonderem Interesse ist die direkte Einwirkung der Mikro-
flora auf die Pflanze. Die l[likroorganismen als Produzenten
einer Reihe vomn Antibiotika, “irk- und #fuchsstoffen sind ein
bedeutender Faktor fiir die Anreicherung des Bodens mit organi-
schen Verbindungen.

Die Aufnahme von Antibiotika direkt durch die Pflanzenwurzel
konnte KRUGER (1961) nachweisen. Ebenfalls konnten SCHON-
BECK (1962), SCHEFFER (19 ) und K1O0KE (19%4) dieses bestdti-
gen. (siehe auch WINTER, 1952, BRIAN, 1951, LEH, 1960, REPKA
und MACKO, 1964, WINKLER und MULLER, 1964)

Die Antibiotika sollen besonders erwdhnt werden, weil an
ihrem Aufbau oft N-Alkyl- bzw. NN-Dialkyl-Verbindungen betei-
ligt sind. Hier seien nur einige aufgefiihrt:

Echinomycin aus Streptomyces echinatus, Enniatin A und B aus
Fusarium orthoceras, Etamycin (Viridogrisein) aus Strepto-
myces spec. auch lavandulae und Actinomycin C aus Strepto=-
myces chrysomallus und antibioticus. (siehe dazu auch ALEXAN-
DER, 1961, WAKSWANN, 19 , LECHEVALIER, 1953 und COCHRANE,
1961)

Untersuchungen von LEH (1960) an Erbsen und Sonnenblumen zeig-
ten eindeutig, daB antibiotische Substanzen sowohl stimulie-
rend wirken als auch Chlorosen, Nekrosen und Blattverdnderun-
gen hervorrufen konnen,

REPKA und MACKO (1964) stellten eine Steigerung des Korn-
und Strohertrages bei Getreide durch Penicilliummycel fest.
Der positive Einflull auf das Wachstum der Leguminosen durch
verschiedene Rhizobiumarten ist ebenfalls seit langem be-
kannt., (SILNIKOVA, 1963) Kulturen von Azotobacter und
“hlostridien fordern das vWachstum von Weizen und i‘aic, Toma-
ten lieflen dagegen keine Wirkung erkennen.
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CHy CHy CH

H
\3/63

H—C0—O0——CH——C0
/

@N\ >N )

CO—CH—0—CO ——?H
/ /( Ll
CHy “CH3 CH3 "CHy—CH

Abb, 3: Enniatin A

CH

H. CH
{lCH/ 3

CH— C0 —— 0—CH-CO

c/ \ /\
H, CH, CH, CH,

Abb, 4: Enniatin B

Die aus der dlteren Literatur bekannten Enniatine A und B
(s. Abb. 3 und 4) verursachen bei Tomaten eigentiimliche Wel-
keerscheinungen., (tPLATTNER und NAGER, 1948). Am Ringaufbau
ist N-Methyl-Valin beteiligt. (PLATTNER und NAGER, 1948,
BIRKINSHAw und STICKIEGS, 1962).

Das DL-N-liethyl-Valin ist ferner am Aufbau einer neihe ande-
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rer Antibiotika beteiligt, z.B. an den von COOK, COX und

PARMER (1949), BROCKMANN (1964) und SARLET (1954) beschriebe-
nen.

Im Peptidring des Etamycines (Abb. 2) finden wir ebenfalls
eine unnatiirlich konstituierte Aminossure, das S8-NN-Dime-
thyl-Leucin:

Z OH

AN CO-L-Thr-D-Leuc-D-a-Hypro
N ! "
| Sar
?0
PhenSark-L-Ala-Dimeth,Leuc.

Abb, 5: Etamycin

Einen susgezeichneten Uberblick iiber chemische und biologi-
sche Eigenschaften von mehr als 40 Antibiotika bieten die
von BODANSKY und PERLMANN (1964) aufgestellten Tabellen.

Bisher ist nicht bekannt, da8 L-NN-Dimethyl-Aminos&auren von
der hheren Pflanze aufgenommen und metabolisiert werden.

Hinsichtlich der Aufnehmbarkeit dieser Verbindung durch die
Pflange bestand flir uns von vornherein nur geringer Zweifel.
Die auBSerordentlich zahlreichen Publikationen zur Prage der
Aufnehmbarkeit organischer Verbindungen durch die Pflanzen-
wurzel haben unsere Vorstellungen iiber Selektionen bei der
Stoffaufnahme erheblich modifiziert und zwar dahingehend,

daB wir heute kaum noch Grengzen hinsichtlich Grife, Gestalt
und Funktion eines organischen Molekiils fiir dessen Aufnehmbar-
keit festlegen kinnen. Es scheint auch nach den Erfahrungen
unseres Arbeitskreises keinen prinzipiellen Hemm-Mechanismus
zu geben, so daB zum mindesten Stoffe beliebiger Konstitution
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mit dem allgemeinen Stoffstrom in den Innenraum der Pflansge
gelangen konnen.

Daf8 nicht alle diese Verbindungstypen von der Pflanze ohne
Schddigung vertragen, geschweige denn metabolisiert werden
kdnnen, iet selbstverstandlich. Zwar verfligen die htheren
Pflanzen iiber eine Reihe von Entgiftungsreaktionen - von
denen oben kurg die Rede war -,und sie verfligen auch mit
ihrer Vakuole iiber ein Inkretionsorgan, mit dem wenigstens
teilweise die beim Tier entwickelten Exkretionsprozesse er-
setzt werden kdnnen. Jedoch sind bei der Pflanze, wenigstens
bei der hoheren griinen Pflanze, diese Mechanismen infolge
ihrer fast ausschlieflich autotrophen Ernahrung vergleichs-
weige schwach entwickelt,

Andererseits lassen sich auch bei der hoheren griinen Pflange
metabolische Leistungen nachweisen oder auch induzieren, mit
deren Hilfe bestimmte metabolische Probleme, die mit der Auf-
nahme von FPremdstoffen auftauchen, bewdltigt werden k¥nnen.

So hat ALDAG (1966) in seiner Arbeit den Abbau von Methyl-amin
und N-Methyl-Valin in Sonnenklumen nachweisen und zum Teil
aufkldren konnen, von zwei Verbindungen also, die nicht von
der Sonnenblume selbst synthetisiert werden, und fiir die a
priori in der Pflanze auch kein ausreichendes enzymatisches
Instrumentarium vorhanden sein diirfte.

Immerhin wird man damit rechnen ktnnen, daB eine Verbindung
wie das N-Methyl~Valin noch verhdltnisméBig einfach durch
oxydative Desaminierung iiber die unspezifische Bindung an
das Pyridoxalphosphat (Snell'sche Reaktion) erfolgen kann,
Diese Reaktionsmdglichkeit haben wir jedoch durch die mit
voller Absicht getroffene Wahl einer NN-Dimethyl-Aminosiéure
gunidchst unterbunden. Sollte die iflanze dennoch in der Lage
sein, diese Verbindung zu katabolisieren, so wird sie auf
Jjeden Fall andere VWege beschreiten miissen, deren Aufkliarung
eines der Ziele dieser Arbeit ist.
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Daneben sollten selbstverstdndlich auch mogliche morphologi-
sche oder physiologische Erscheinungen an der Pflanze, wie
sie bei der Aufnahme stoffwechsel fremder Substanzen haufig
auftreten, (WOLTZ und Mitarbeiter, 1961, GRAY und !'ANDLIN,
1962) beobachtet und beschrieben werden.
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3. Methoden und Ergebnisse

3.1 NN-Dimethylaminesiuren

Die Ergebnisse der Dissertation ALDAGs (1966) boten eine
interessante Basis fiir weitere Untersuchungen mit "unnatiirlich"
konstituierten Aminosduren. Unsere Untersuchungen befassen
sich mit L-NN-Dimethyl-Aminos&uren. Als Vertreter wurden die
L-NN=Dimethyl=-Derivate folgender sieben Aminosduren ausge-
wahlt:

L-Leucin, L-Valin, L-Phenylalanin, L-Glutaminsidure, L-Glyein,
L-Lysin, L-Alanin.

Unsere besondere Aufmerksamkeit galt dem L-NN-Dimethyl-Valin,
dessen monosubstituiertes Derivat ALDAG (1966) untersucht hat-
te.

3.1.1 Synthese chromatographisch reiner L-NN-Dimethylamino-
sduren

Die Synthese der NN-substituierten Aminoséduren erfolgte nach
der von BAUMANN und STROUD (1950) beschriebenen Methode der
Alkylierung von Aminosiduren durch reduktive Kondensation

mit Formaldehyd in Wasserstoff-Atmosphire in Anwesenheit von
talladium/Aktivkohle als Katalysator. Die Reaktion erfolgt
nach dem Schema:

tilpg,
NH2—-CH2—COOH +L /-p CH3—NH—CH2—COOH
CHs
CHyNH—CH;CO0H+ CHD Fd S N—CH-COOH
Tl
Chy
Die exakte Anlehnung an die Verschrift vo:.. osAUmAnl und

STROUD (1950) in tezug auf die liengenverhultnisse Formal-
dehyd - Aminosduren, lieferte cnremisci. reine irédparate. *ir
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unsere Zwecke erwiesen sie sich als nicht rein genug. Wir
dnderten das Verfahren insofern, als wir

1. -‘nach dem :nde der eigentlichen Hydrierung das Reaktions-
produkt nocnmals mit einer kleinen llenge Formaldehyd
versetzten und bis zur Sdttigung weiterhydrierten.

Das als Nebenprodukt entstandene Paraformaldehyd lies3
sich mithelos durch mehrmaliges Verdampfen am Rotations-
verdampfer entfernen;

2. die Rohprodukte zum Teil aus absolutem sthanol-
Petroldther auskristallisierten anstelle von Athanol-
Aceton bzw, wassrigem /thanol-Aceton. Die Ausbeuten
sind fast quantitativ.

Aus den llutterlaugen erhalten wir beim Eindampfen einen
Riickstand, der sich nicht mehr auskristallisieren 1l&48t,und
den wir als stark verschmutzte L-NN-Dimethyl-Aminosdure
identifizierten. Die von uns isolierten Prdparate erwiesen
sich als biologisch rein. (chromatographischer Vergleich,
Abb. )

3.1.2 Darstellung von radioaktivem L-NN-Dimethyl-Valin

Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von
BAUMANN und STKOUD (1950). Hier wurde neben normalem Formal-
dehyd auch radioaktives zugesetzt, so daB bei einem Millimol-
ansatz eine Aktivitdt von GO/y C vorhanden war, ausreichend
fiir 10 Pflanzen. (siehe experimenteller Teil)

3.1.3 Analytische Daten der L-NN-Dimethylverbindungen

Gewisse Schwierigkeiten traten auf bei dem Versuch, die ge-
wonnene Substanz kristallin zu erhalten., )ie vo» den Autoren
angegebenen Losungsmittel fiihrten zu mangelhafi ausgebilde-



ten Kristallen, und der Reinheitsrrad war unbefriedi,-end
(chromatographischer Nachweis).

Zum Erfolg fiihrte ein Gemisech aus sthanol-Petroldather, aus
dem wir chromatographisch reine lraparate gewinnen konnten.
Charakteristisches llerkmal dieser Verbindurgen ist die star-
ke Hygroskopizitdt und das Ausbleiben einer Farbung mit Nin-
hydrin.

Ihre Rf-Werte auf dem iapierchromatogsramm (System: n-Butanol-
Eisessig-Wasser, 4 : 1 : 1, vol, aufsteigend) liegen héher
als die Rf-Werte der nicht substituierten L-Aminosdauren,

wie aus Tabelle 1 zu ersehen ist:

—_Substgnzen Ri-Werte Test

L-NN-Dimeth.Leucin 70,0 64,0 Leuecin
L-NN-Dimeth.Ph.Alanin 56,5 54,0 Phenyl-Alanin
L-NN-Dimeth.Valin 61,5 50,5 Valin
L-NN-Dimeth.Alanin 41,3 30,8 Alanin
L-NN—Uimeth.Glut:g/ 36,2 22,0 Glutaminsiure
L-NN-Dimeth.Glyein 34,1 19,1 Glyein
L-NN-Dimeth.Lysin 22,9 12,6 Lysin

Tab, 1: Rf-Werte der L-NN-Dimethyl-Aminosduren in
Butanol-t£isessig-Wasser (4 : 1 : 1)

Es gibt hier offenbar keine konstanten Rf-Inkremente oder
Inkrementzuwachse fiur zwei zusatzliche !lethyl-Gruppen, die
man fir eine "Blinclokalisierung" hitte auswerten konnen.
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3.1.4 Anfirbeverfahren fiir L-NN-Dimethylaminosduren

Der papierchromatograohische Nachweis, die PFarbreaktion mit
Nunhydrin, bereitet keine Schwierigkeiten, sofern es sicl um
Aminosduren, leptide, Amine oder Proteine handelt.

R~CH-COOH VR COOH i)
'/H @Fg- ﬁ <OH

SNH

R—f—COOH HO /-?—g—H CO, NHR

Wie das Reaktionsschema zeigt, dehydriert das Triketohydrinden
(Ninhydrin) die Aminos&dure zur Iminosdure und geht dabei selbst
in den entsprechenden Alkohol iiber. Die Iminosdure zerfdllt

in den nichst niederen .ldehyd, “ohlendioxid und Ammoniak

bzw. das primure Amin, das mit dem noch vorhandenen Ninhy-
drin unter rondensation den Farbstoff bildet. Im Falle einer

g/g\%H " NHR gj\g Lo
0



NN-Dimethyl-substituierten Aminosdure, in welcher der Stick-
stoff tertiar substitulert vorliegt, wird der zur Ammoniak-
oder Aminbildung unerld@liche Reaktionsschritt I—— II un-
terbunden, da kein Proton am Stickstoff vorhanden ist. Da-
durch ist der chrometographische Nachweis der L-~NN-Dimethyl-
Aminoséduren auf diesem Wege unmdglich, Auf der Suche nach
einem geeigneten Verfahren zur Sichtbarmachung solcher Ver-
bindungen priiften wir die Anwendbarkeit des von SWEELEY und
HORNIG (1957) beschriebenen Verfahrens, welches sie zum Nach-
weis geringer Mengen tertidrer Amine neben sekunddaren ent-
wickelten.

Die Methode beruht auf der Bildung des N-Oxids einer Dimethyl-
Aminosdure durch Oxydation der Dimethylverbindung mit Wasser-
stoffperoxid in schwach alkalischer Losung. Dieses ergibt

eine positive Ninhydrinreaktion. Die Natur der Reaktion ge-
ben die Autoren als unbekannt an. Es spricht jedoch einiges
dafiir, daB hier die Oxydation und Eliminierung einer Methyl-
Gruppe als Formaldehyd stattgefunden hat, wobei sich das
entstehende Monomethylderivat an der PFarbstoffbildung betei-
ligt.

R-CH-COOH + H,0,— R—(H-COOH
), )

", R—-,CH—COOH C HO
H—N—CHj



Dieses Verfahren erwies sich jedoch in unserem Pall als nicht
anwendbar, weil wir mindestens einen Teil des aminosdurehal-
tigen Pflanzenextraktes aggressiven Reaktionsbedingungen un-
terwerfen muBten, deren Folge eine Verwischung des Aminosiure-
spektrums auf dem Chromatogramm war.

Versuche unter Zhnlichen Reaktionsbedingungen direkt auf dem
Papierchromatogramm fiilhrten zu keinem greifbaren Ergebnis.
Unsere Bemiihungen kongentrierten sich darauf, ein Verfahren

zu entwickeln, welches den direkten Nachweis auf dem Chromato-

gramm gestattet.

Es gelang uns schliefllich, durch Bespriihen (Baden) des Chro-
matogramms mit gesidttigter Losung von Blei(IV)Acetat in
Toluol und anschlief3ende mehrstiindige Lufttrocknung mit Nin-
hydrin eine positive Farbrea:tion zu erzielen.
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g
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Abb. 6:  Open: Radiogramm des '%C-1-NN-Dimethyl-
Valins zum Diinnscnicht-Chromatog.

Mitte: Dinnschicht-Chromatog. von L-NN-
Dimethyl-Valin und L-Valin als
Vergleichssubstanz (ohne Pb(I1V)-
acetatvorbetandluni) nach Nin-
hydrinfiarbung

Unten: L-NN-Dimethyl-Valin nach tb=-IV-
acetatvorbehandlung und Anfir-
bung mit Ninhydrin
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Diese Reaktion ist als solche nicht in der Literatur be-
kannt. Jedoch herrscht Klarheit iiber die Angriffsweise des
Pb=-IV-Acetats auf organische Verbindungen allgemein (W.PORST,
1953).

Wir schlagen auf Grund dieser Tatsachen das folgende Reaktions-
schema fiir die Einwirkung von Pb-IV-Acetat auf NN-Dimethyl-
Aminosduren vor, ein Reaktionsschema, das die Bildung ninhydrin-
positiver Substanzen zwanglos erklart.

2
C=
CHj,\ Ct’
/CH—’CH—COOH &@OCC%),_‘ >CH——COO0OH
CHy N, CH R/N\R‘

R R

CH
th0, 3;Cl-f—fH—O-GO-CH3 + NHR, +CQ,
BA5 oy

Die Reaktion dhnelt der von TURNER und SCIMERZLER (1954) be-
schriebenen Abspaltung C-terminaler Aminosduren aus einem
Peptid durch Einfiihrung einer Acetyl-Gruope.
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32 rflanzenversuche mit L-NN-Dimethylaminosiduren

3.2.1 Eflanzenwahl, Aufzucht der Pflanzen (nicht steril)

Nachdem das Problem der Lokalisierung und Identifizierung
der L-NN-Dimethyl-Aminosduren auf dem Chromatogramm geldst
war, wurden die Pflanzenversuche angesetzt.

Unsere Versuche wurden zundchst in Hydrokultur (nicht steril)
durchgefiihrt, um eventuell auftretende Wachstums- oder
morphologische Verdnderungen feststellen zu kdnnen.

Helianthus annuus-tflanzen (5 Tage alt, ungarische Herkunft)
wurden einzeln auf 250 ml Erlenmeyerkolben mit einer modi-
fizierten Hoagland-Arnon-Nihrldsung angezogen, (Ndhere Ein-
zelheiten iiber Vorkeimen, Anzuchtmethoden, Zusammensetzung
der Nahrldsung, Ernteverfahren, Aufarbeitung der Extrakte
werden im experimentellen Teil besprochen.)

Abb. 7: Chlorosesymptome, hervorgerufen
durch L-Valin-Yugabe im Nihr-
substrat
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vie L-NN-dimethylierten Aminosauren: L-Leucin, L-thenylalanin,
L-Valin, L-Alanin, L-Glutaminsdure, L-Glycin, L-Lysin, wurden
in einer Konzentration von 10'3 Mol/1l der Nahrlosung zugege-
ben. Parallel wurde ein Versuch mit der entsprechenden kon-
zentration der natiirlichen L-Aminosduren durchgefiihrt. lach
einer Versuchsdauer von 4 Tagen zeigten die mit den natir-
lichen L-Aminosduren angezogenen Pflanzen Chlorosesymotome:
Die jungen Blatter begannen, vom Stengel her sich gelb zu ver-
féarben. Die mit L-NN-Dimethyl-Aminosiduren behandelten Pflan-
zen zeigten keine wahrnehmbaren Symptome. Auf eine Aufarbei-
tung der Pflanzen wurde verzichtet.

3.2.2 Sterile Aufzuecht

Die Prage, ob die hohere Pflanze in der Lage ist, solche "un-
natiirlich" konstituierten Aminosduren iiber die wurzel aufzu-
nehmen, und gegebenenfalls zu metabolisieren, wurde durch

die Versuche ALDAGs (1966) mit DL-N-Methyl-Valin und DL-N-
lMethyl-Leucin an Lupinus angustifolius, Lupinus luteus, So-
lanum lycopersicum und Helianthus annuus, eindeutig beantwor-
tet. Unsererseits wurde ausschlieBlich Helianthus annuus als
Versuchspflanze verwendet. In Zukunft sollte nur noch mit
Sterilkulturen gearbeitet werden, um alle Einfliisse von Mikro-
organismen auszuschalten. (Helianthus annuus 1da8t sich auf
Grund seines Ldngenwachstums gut auf Agarndhrsubstrat kulti-
vieren,) Von Vorteil fiir die sterile Anzucht von Pflanzen er-
wies 8ich die lethode von LORENZ.

Der Nahrlosung wurde Difco-Agar zugesetzt (0,7 %) und das
Néhrsubstrat 20 min im Autoklaven bei 120°C (1,2Atm) sterili-
siert. Wir befreiten die Sonnenblumensamen von ihrer OCamen-
schale und beizten sie 100 sec lang in Methanol o.a. An-
schliefend wurden a.+ Samer. mit dem Endosperm nacn unten ge-
richtet in das erkaitete Nahrsubstrat gesetzt, ./ahrend dieses

Vorgangs werdern die Jamern in sterilem wasscr aufbewanrt., Als



KulturgefdBe dienten Reagenzglaser von 90 ml Inhalt, die mit
einem Wattebausch verschlossen wurden. Nach 4 - 6 Tagen hatten
sich die Keimlinge soweit entwickelt, daB der SproB unter mog-
lichst sterilen Bedingungen (UV-Lampe) an der Watte vorbeige-
flihrt werden konnte. Im Durchschnitt aller Versuche konnten
uber 90 % der angesetzten Pflanzen steril aufgezogen werden.

Die Versuchsanordnung ist folgende: Jeweils 10 Sonnenblumen-
Pflanzen wurden unter Zusatz einer der sieben L-NN-Dimethyl-
Aminosauren in einer Konzentration von 10'3 Mol/1 steril auf-
gezogen, eine Kontrollreihe wurde parallel aufgezogen.

3.2.3 Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Nach einer Versuchsdauer von etwa 18 Tagen haben wir die
Pflanzen geerntet und die alkoholloslichen Aminosduren des
Sprosses analysiert. Wie aus den {bersichten 1 - 7 zu entneh-
men ist, konnte neben der eindeutigen Aufnahme der zugesetzien
L-NN-Dimethyl-Aminosduren bzw. dem Auftreten der L-N-Methyl-
Derivate keine nennenswerte Verédnderung des Aminos&urespektrums
gegeniiber dem der Kontrollpflanzen beobachtet werden,



Ubersicht 1

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Valin bei
Helianthus annuus (ungarischer Herkunft)
JprofB:
Konzentration: 107> Mol/1l
Alter der Pflanzen: 20 Tage

Sterilkultur:
‘Helianthus annuus Helianthus annuus
Aminosduren O-Serie + L-NN-Dimethyl-Valin
1072 Mol/1
Leucin ++ *
Phenylalanin ++ -
Valin #+ +
Methionin + ++
y-Aminobutteraéure -
Prolin +
Alanin ++ ++
Serin - -
Threonin - +
Glutaminsdure ++ ++
Glycin 4 ++
Asparaginsdure + -
Histidin - -
Arginin - -
Ornithin - -
Lysin ++ ++
Cystein + +

L-N-Methyl-Valin - +4++




KulturgefdaBe dienten Reagenzglaser von 90 ml Inhalt, die mit
einem Wattebausch verschlossen wurden. Nach 4 - b Tagen hatten
sich die Keimlinge soweit entwickelt, da@l der SproB unter még-
lichst sterilen Bedingungen (UV-Lampe) an der Watte vorbeige-
flihrt werden konnte., Im Durchschnitt aller Versuche konnten
uber 90 % der angesetzten Pflanzen steril aufgezogen werden,

Die Versuchsanordnung ist folgende: Jeweils 10 Sonnenblumen-
Pflanzen wurden unter Zusatz einer der sieben L-NN-Dimethyl-
Aminosauren in einer Konzentration von 10'3 llol/1 steril auf-
gezogen, eine Kontrollreihe wurde parallel aufgezogen.

3.2.3 Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Nach einer Versuchsdauer von etwa 18 Tagen haben wir die
Pflanzen geerntet und die alkoholldslichen Aminos&uren des
Sprosses analysiert. Wie aus den (bersichten 1 - 7 zu entneh-
men ist, konnte neben der eindeutigen Aufnahme der zugesetzten
L-NN-Dimethyl-Aminosduren bzw. dem Auftreten der L-N-Methyl-
Derivate keine nennenswerte Veranderung des Aminoséurespektrums
gegeniiber dem der Kontrollpflanzen beobachtet werden,



Ubersicht 1

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Valin bei
Helianthus annuus (ungarischev Herkunft)
SproB:
Konzentration: 10 Mol/1
Alter der Pflanzen: 20 Tage

Sterilkultur:
Helianthus annuus Helianthus annuus
Aminosduren O-Serie + L-NN-Dimethyl-Valin
107> Mol/1

Leucin ++ +
Phenylalanin ++ -

Valin ++

Methionin + ++
y-Aminobutteraéure -

Prolin A

Alanin +4+ ++
Serin - -
Threonin - +
Glutaminsdure ++ : s
Glyein ++ ++
Asparaginsdure + -
Histidin - -
Arginin = -
Ornithin - -

Lysin ++ ++
Cystein + #

L-N-Methyl-Valin - +++




- 90 =

Uversicht 2

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Leucin bei

Helianthus annuus (ungarischer Herkunft)

Sprof:

Konzentration: 10™° Mol/1
Alter der Pflanzen: 20 Tage
Sterilkultur:

Helianthus annuus

Helianthus annuus

Aminosduren O-Serie + L-NN-Dimethyl-Leucin
1072 Mol/1
Leucin ¥ *
Phenylalanin ++ -
Valin +# +
Methionin & ++
y-Aminobuttersdure -
Prolin P *
Alanin ++ +o
Serin - =
Threonin - +
Glutaminsadure ++ +
Glycin ++ #
Asparaginsiure + “+
Histidin - +
Arginin - +
Ornithin - +
Lysin o+ g
Cystein + +
L-N-Methyl-
Leucin ~ 4




Ubersicht 3

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Alanin bei
Helianthus annuus (ungarischer Herkunft)

SproB:

Konzentration: 107> Mol/1
Sterilkultur:

Alter der Pflanzen: 20 Tage

Helianthus annuus Helianthus annuus

Aminosauren O-Serie + L-NN-Dimethyl-Alanin
1072 Mol/1
Leucin ++ +++
Phenylalanin ++ +
Valin +e -
Methionin + ++
y-Aminobuttersaure + +
Prolin + -
Alanin ++ +
Serin - +
Threonin - +
Glutaminsdure ++ +
Glyein ++ +
Asparaginsaure - (+)
tHistidin - +
Arginin - -
Crnithin - +++
Lysin + +
Cystein + +
L-N-.ethyl-

Alanin - -+ +




Konzentration:
Alter der Pflanzen:
Sterilkultur:

Lbersicht 4

3 -

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Phenylalanin bei

Helianthus annuus

Sprof:

(ungarischer Herkunft)

1072 Mol/1
20 Tage

Helianthus annuus

Aminosduren

O-Serie

Helianthus annuus

+ L-NN-Dimethyl-
Phenylalanin

1072 Mol/1

Leucin
Phenylalanin
Valin
Methionin
y-Aminobuttersaure
Prolin
Alanin
Serin
Threonin
Glutaminsdure
Glycin
Asparaginsdure
Histidin
Arginin
Ornithin
Lysin
Cystein

L-N-Methyl-
Fhenylalanin

++

++

++

++

++

+ o+ + o+

+

+++




Ubersicht 5

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Glutaminsaure bei
Helianthus annuus (ungarischer Herkunft)

SproB:
Konzentration: 107> Mol/1l
Alter der Fflanzen: 20 Tage

Sterilkultur:
Helianthus annuus Helianthus annuus
Aminoséduren O-serie + L=-NN-Dimethyl-
Glutaminsaure
1077 Mol/1
Leucin ++ +
Phenylalanin ++ -
Valin ++ +
Methionin + ++
y-Aminobuttersdure + +
Prolin + +
Alanin 4+ (+)
Serin - -
Threonin - -
Glutaminsaure ++ +
Glycin ++ +
Asparaginsdure + Histamin (+)
Histidin - B
Arginin - +
Ornithin - (+)
Lysin +
Cystein +
L=N-iethyl -

Glutaminsaure - e
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Ubersicht 6

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Glyein bei

Helianthus annuus

(ungarischer Herkunft)

Glycin

Sprof:

Konzentration: 10™° Mol/1

Alter der Pflanzen: 20 Tage

Sterilkultur:

Helianthus annuus Helianthus annuus
Aminosauren O-Serie + L-NN-Dimethyl-
Glyein
1072 io1/1

Leucin ++ ++
Phenylalanin ++ -
Valin ++ ++
Methionin ++
3-Aminobutteruﬁure + +
Prolin +
Alanin ++ ++
Serin - (+)
Threonin - -
Glutaminsidure ++ +
Glycin ++ ++
Asparaginsdure + +
Histidin - Histamin (+)
Arginin - -
Ornithin - +
Lysin + +
Cystein . -
L-N-Methyl-

+4+




Ubersicht 7

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-lysin bteti

Helianthus annuus (ungarischer Herkunft)

Sprol:
Konzentration: 107> Mol/1
Alter der Fflanzen: 20 Tage

Sterilkultur:
Helianthus annuus Helianthue annuus
Aminosauren O-Serie +L=-NN-Dimethyl-Lysin
1072 Mo1/1
Leucin ++ ++
Phenylalanin ++ -
Valin ++ ++
Methionin + ++
T-Aminobuttersaure + +
Prolin + +
Alanin *F ++
Serin - -
Threonin - -
Glutaminsdure ++ +
Glyecin ++ ++
Asparaginsidure + +
Histidin - (+)
Arginin - -
Ornithin - -
Lysin + +
Cystein "
L-N-liethyl-

Lysin =
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3.2.4 LEinwirkung von L-NN-Dimethylaminosduren auf Trocken-
substanzbildung und Salzaufnahme bei Helianthus annuus

Die folgenden Untersuchungen wurden unter sterilen Bedingun-
gen durchgefihrt.

Dem Nahrsubstrat wurde als Vertreter der "unnatiirlich" kon-
stituierten Aminosauren eine der folgenden sieben L-NN-
Dimethylderivate der L-Aminosduren in einer Konzentration
von jeweils 1073 Mol/1 zugesetzt.

L-Leucin, L-FPhenylalanin, L-Valin, L-Alanin, L-Glutaminsaure,
L-Glyein, L-Lysin.

#ir lieBen die Pflanzen solange wachsen, bis das Ndahrsub-
strat zu 85 % aufgezehrt war. Aus diesem Grund sind die Pflan-
zen zur Zeit der Ernte nicht alle gleich alt. Dieser Nachteil
wurde in Kauf genommen, damit geniigend Trockensubstanz zur
Bestimmung der Nahrstoffe Kalium, Calcium und Phosphor zur
Verfiigung stand.

Aus der Tabelle 1ldBt sich erkennen, daB die L-NN-Dimethyl-
Aminosduren sowohl auf die Kationenaufnahme als auch auf die
Phosphataufnahme keinen sichtbaren Einflufl nehmen.

Die Werte in Tab. 2 reprédsentieren die Durchschnittswerte

der von 6 Pflanzen jeweils aufgenommenen Nahrstoffmenge.

Die Ubersicht zeigt, dall die applizierten AminosiZuren keine
Hemmung der Salzaufnahme hervorrufen. Aus diesem Grunde wurde
aul eine weitere Untersuchung in dieser Richtung verzichtet,
da sich unsere Bemiihungen auf die Fdhigkeit der Metaboli-
sierung dieser Aminosauren richten sollten, nachdem wir fest-
gestellt hatten, dall die Sonnenblume die "unnatiirlich" kon-
stituierten Aminosaduren aufzunehmen vermag.
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Helianthus annuus
Aufgenommene Durchschnitts-

Sterilkultur menge pro rPflanze
Applizierte Durchschn.
L-NN-Dim. - R
Aminosduren substanz & fa ¥
(mg) (mg) (mg) (mg)
L-NN=Dim, Leuc. 106,20 2,64 4,68 0,89
L-NN-Dim.Ph.Ala. 116,13 2,88 4,70 0,85
L-NN-Dim,Val. 120,21 3,06 54 05 0,72
L-NN-Dim.Ala. 114,00 2,58 44557 04367
L-NN-Dim.Gluts. 107512 2,92 4,40 0,96
L-NN-Dim.Gly. 103,00 2,05 3,51 0,87
L-NN-Dim.Lys. 128,23 3,23 5923 0,68
O-Serie 111,03 2,51 4,83 0,68

Tab, 2: Salzaufnahme bzw. Nahrstoffgehalt in
behandelten Helianthus-IP'flanzen

3.2.5 Aufnahme und Metabolisierung von C14markig;tgg
L-NN-Dimethyl-Valin durch Helianthus annuus

Die chromatographische Auswertung der nicht sterilemn Versuche
lieB erkennen, dal die Iflanze beim Abbau der sieben Dimethyl-
Aminosauren jeweils den gleichen Weg einschlidgt (soweit er

zu verfolgen war).

Aus diesem Grund erscnien uns die Kortfihrung unserer Unter-
suchungen mit sieben radioaktiv markierten Priparaten un-
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zweckmédfBig. Wir entschlossen uns, alle weiteren Untersuchun-
gen mit L-NN-Dimethyl-Valin durchzufiihren., Zudem bietet die-
se Verbindung interessante Vergleichsmdglichkeiten zu den
Untersuchungen ALDAGs mit DL-N-Methyl-Valin.

3.3 alyse Befunde Pflange terial

Es interessierte die Frage, ob das L-NN-Dimethyl-Valin nur
in der Pflanzenzelle akkumuliert wird, oder unter geeigne-
ten Bedingungen ein Abbau der Methylgruppen erfolgen kann.

In der Reihe der nicht sterilen Versuche konnten wir chro-
matographisch feststellen, daB die Pflanze mindestens eine
Methylgruppe abspaltet. Das Schicksal dieses Pragments je-
doch lieB8 sich nicht weiter verfolgen.

14

Es galt also, ein C "markiertes Prdparat darzustellen und

dieses der Pflanze anzubieten.

Zu diesem Zweck wurden 117 mg Valin entsprechend der von uns
modifizierten Vorschrift von BOWMANN und STROUD (1950) mit
cl4
rechnet, daB das erhaltene Pradparat 60 /u C pro m/Mol ent-
hielt.

markiertem Pormaldehyd umgesetzt. Die Zugabe wurde so be-

Wie auf S. 18 beschrieben wurde, gelang uns die Darstellung
chromatographisch reiner Pridparate.

Abb. 8:

Chromato-
graphisch
reines14
L-NN-C "~
Dimethyl-
Velin

LNN-DIMETIL-VALIN
o



3.3.1 Aminosduren (Sprof

Die Gesamtmenge der radioaktiven Substanz wurde auf ein
Agarnahrsubstrat von 1 1 verteilt.

Die Konzentration des L-NN-Dimethyl-Valins betrug 10™> Mol/l.
Die Aktivitat betrug 60 /1 C pro 1.

Die Pflanzen wurden steril aufgezogen und nach 18 Tagen ge-
erntet, die alkoholloslichen Aminosauren, Neutralstoffe und
organischen Sauren des Sprosses chromatographisch identifi-
ziert (tinzelheiten siehe experimentellen Teil).

Beim Chromatographieren stellte sich heraus, da aus den ur-
spriinglich freien A-S am Austauscher Peptide entstanden. Aus
diesem Grunde wurde die Aminosdurefraktion einer 6stiindigen
Hydrolyse mit 6 HC1l unterworfen. Nach Entfernen der Salz-
sdure wurden Chromatogramme angefertigt, deren radiographi-
sche Auswertung wir im folgenden beschreiben.

Anhand von Vorversuchen stellten wir auf dem Radiogramm szwei
radioaktive Komponenten fest. Die eine konnten wir als N-
Monomethyl-Valin identifizieren, auf Grund seines Rf-#ertea
und der charakteristischen purpurroten Farbung, die nach
einiger Zeit in Rot iUibergeht. Die zweite Komponente konnten
wir zundchst nicht einwandfrei zuordnen. Nach unserer Auf-
fassung konnte es Methionin sein, GewiBheit verschaffte ein
Doppelsegment-Chromatogramm nach KICKUTH (1963) (aufsteigend).
Auf diesem konnte der zweite Peak als Methionin erkannt wer-
den (Abb. 9).

Bemerkenswert erschien uns, daB im Sprof keine anderen mar-
kierten Aminosduren nachzuweisen waren. Wie ALDAG (1966) be-
richtet, waren neben nicht umgesetztem DL-N-Methyl-¥alin, die
Aminosduren Cystein, Alanin, Tyrosin und Tryontophan radioaktiv
markiert. Die Aktivitdt dieser Aminosiduren scheint durchaus
plausibel, wenn man die Ubertrarsung einer oxydierten CI-Ein—
heit von der N-iiethyl-Gruppe auf das Glycin und Bildung von
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Abb., 9: Aminosduren aus dem SprofB von Helianthus
nach Dimethyl-Valin-Angebot

awb, 102 Aminosaurer. im .inroll von llelianthus nach
Dimethyl-va'!in-Angebot

L- Jimetnhyl-isobutyl!-amin
MNi=detnyl!-isobutyl=-Anin
L-N-ilethyl-Valin

dethionin

LI
N =
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B-C“-Serin als Ausgangsreaktion ansieht.

Durch wiederholte Versuche, wobei grdBere lMengen Aminosauren-
Extrakt aufgetragen wurden, konnte im Bereich von Cystein,
Serin, Alanin, Tyrosin und Tryontophan keine Aktivitit gemes-
sen werden, Stattdessen traten zwei schwach rote Zonen ober-
halb von Leucin auf, die Aktivitat aufwiesen und sich mit den
Rf-Wcrten der aus der Literatur bekannten Aminosduren der
hoheren Pflanzen nicht in Einklang bringen lieBen. Uber
Leucin kdnnen unseres Wissens nur Isoleucin, aq~Aminocapryl-
sdure und eine Reihe von Aminen der gleichen Kettenlange auf-
treten. Nach theoretischen _berlegungen konnten Decarboxylie-
rungsprodukte des L-NN-Dimethyl-Valins vorliegen und zwar das
NN-Dimethyl-isobutyl-Amin und das N-Methyl-isobutyl-Amin.

Um diese Annahme zu priifen, haben wir die betreffenden Amine
praparativ dargestellt und auf dem Chromatogramm als Test
laufen lassen. Das sekundare und tertidre Amin konnten wir
durch Alkylierung von Isobutylamin erhalten. (J.GOERDELER,
1958) Von dem als Nebenprodukt entstehenden quarterndren
Amin lassen sie sich durch stherextraktion leicht abtrennen
(siehe experimenteller Teil).

Allgemeines Alkylierungsschema

R2N + X

R—NH * R—X .<.R3N + X

y,
[Ryn] + x-

«ie aus Abb. 11 (S. 41) zu entnehmen ist, stimmen die Rf-

serte der von uns dargesteilten Substanzen mit den Rf-Werten
der aktiven Zonen im LINSKENS- (1959) System ( ‘utanol-irisessig-
Wasser 4:1:1) lberein.
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Abb 1e

Teek et

Am.ne

Gl font Testchromatogramm

N-Methyl-isobutylamin
und NN-Dimethyl-isobutyl-

amin

= =

- =

A

O ~
e

Can §
3 >
L) C
o3 -
Y )
o

)
J

i

Ein gewisser i#Widerspruch zu unseren bisherigen Ausfiihrungen
besteht darin, daf hier offenbar ein tertiires Amin ninhydrin-
positiv ist. Diese Reaktion des NN-Dimethyl-isobutylamins,
ohne vorherige Behandlung des Chromatogramms mit Blei-IV-
Acetat, konnte vorlaufig nur auf Grund oxydativer Vorgange
wahrend des Entwickelns erkliart werden (im Schema ieg I).

Es konnte aber auch eine C = C-Dehydrierung erfolgt sein, wo-
bei das Ninhydrin als Wasserstoffakzeptor fungiert. Durch Um-
lagerung und liydrolyse entsteht aus dem ersten Reaktionspro-
dukt ein sekunddres Amin und ein Alkohol (Weg II).
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In der Fraktion der organischen Sduren des Sprosses konnten
wir auf dem Papierchromatogramm keine Trennung der einzelnen
Séuren erzielen. Das aufgenommene Radiogramm zeigt jedoch
fast im gesamten Bereich Aktivitdt. (Abb. 12, S. 43)

Auch ALDAG (1966) gelang bei seinem Versuchen mit L-N-Methyl-
Valin keine einwandfreie Trennung. Er konnte jedoch im Spro8
der Sennenblume drei radioaktive organische Sduren nachwei-
sen: Citronensdure, Apfelsdure und Phosphoenol-BTS.



| | | !
S SO S S GRS S SN DU S SRTEN S . S
i | i ! | 1 |
s 4,,‘__ — e S § %
| ' i i | .
+ + S — S SO = ” -y e @
I ; % o | ORGANISCHE ~ SAUREN - SPROSS . =
! ; 1 i t
S S U I : S S
; § ] [ i L 1 ] i
i RS S S [ S S I e e = s T
1 i ! \ ! | 1
+ e - —_ e e i e
] ! N
N
y || A
\_,.[1\ il N {_i
o | i s
] | 1
| R el |

Abb, 12: Radiogramm organischer Sauren (SproB) von
He lianthus nach NN-Dimethyl-Valin-Behandlung

3.3.3 Aminosduren (Wurzel)

In der Fraktion der AminosZuren aus der Wurzel konnten wir
kein aktives Methionin wie auch kein Glycin oder Serin nach-
weisen. In sehr hoher Konzentration war L-N-Methyl-Valin vor-
handen.

Abb, 13:

Radiogramm und
Chromatogramm
von Aminosduren
aus der Wurgel
von Helianthus
nach NN-Dime-
thyl-Valin-
Behandlung




3.3.4 Organische ovauren (#durzel

Im Gegensatz zum Sprof konnten wir in den Wurzeln der Sonnen-
blume vier organische Sduren einwandfrei identifizieren:
Fumarsaure, ~pfelsazure, Citronensaure und Weinsaure, die Jje-
doch keine Aktivitat aufwiesen,

Auf Grund der Erfahrungen ALDAGs wurde auf die Isolierung der
Neutralstoffe verzichtet.

()vsnnnrl-f Souver:

Wurzel

Test

. x ! =Pumarsidure

e . - X 2 =hpfelsdure

0 0 % x 3 =Citronenséure
x 4 =Weinsaure

L) 9~

Abb ¢ Duinnschicht-Chromatogramm
organischer Sdauren (Yurzel)
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4, Diskussjion

R. ALDAG (1966) teilt mit, daB Helianthus annuus die Pihigkeit
besitzt, L-N-Methyl-Valin zu metabolisieren. Durch Applika-
tion der 014-mark1erten Verbindung, konnte er den Abbauweg
der N-Methylgruppe verfolgen. Er stellte fest, daB in der
Wurzel Methionin, Cystein, Serin, Homoserin, Tyrosin und
Tryptophan markiert sind. Im SproB8 konnte er ferner markier-
te Citronensdure nachweisen,

Seine Vergleichsversuche mit radioaktivem Methyl-Amin waren
insofern interessant, als aus ihnen hervorging, dal dieses
im Vergleich zum N-Methyl-Valin mit erheblich grtBerer Ge-
schwindigkeit durch die Pflanze abgebaut wird.

Dieser Unterschied wird verstdndlich, wenn man dem Abbau von
aminofunktionellen Verbindungen das SCHNELLsche Reaktions-
schema zugrunde legt. Bei dieser Reaktion wird das Amin bzw.
die Aminosdure intermedidr an das Pyridoxal-Phosphat unter
Bildung einer SCHIFFschen Base gebunden, das entstehende re-
sonanzfihige Gebilde kann durch Ladungsverschiebung die ver-
schiedenen bekanntenZerfallsreaktionen von Aminoverbindungen
einleiten.

Wie man dem nachfolgenden Reaktionsschema entnehmen kann,
ist die Bildung einer SCHIFFschen Base aus Pyridoxal-Phosphat
und Methyl-Amin und damit die Bildung des reaktiven Komplexes

leicht méglich
(o c

Eine Reaktion des N-ilethyl-valins mit dem ryriuoxal-"hosphat
fiihrt, wie das folgende Reaktionsschema zei :t, nicnht zur Bil-

an

dung der echten SCiil "Pschenr 3Base, sondern zu einem Carbinol-
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Amin, dessen weitere Resktion zum mindesten erschwert ist.
Ob eine sclche Reaktion liberhaupt moglich ist, wissen wir
nicht. Es ist nach den Befunden ALDAGs durchaus miéglich, da8
eine C1-ﬁbertragung der weiteren Umsetzung am Pyridoxal-
Phosphat vorausgehen muB.

g ~

N.
N~y P 3
C“j/ A g —_ CF{?/\\/OH

5
H

-

Fir den Fall, daB man der Pflanze eine Verbindung mit tertidrem
Stickstoff anbietet, und das ist bei unseren Versuchen mit L-
NN-Dimethyl-Valin geschehen, besteht die Mdglichkeit einer di-
rekten Bindung an Pyridoxal-Phosphat nicht mehr.

- ==
H-=0 Ay

Hier muB, wenn iiberhaupt eine Metabolisierung eintreten soll,
der Angriff an einer anderen Stelle des Molekiils erfolgen.

Er kénnte z.B. in einer stufenweisen Oxidation der Sdureket-
te bestehen. Dafiir bietet aber weder die Arbeit ALDAGs noch
unsere eigene irgendwelche Anhaltspunkte, Wir konnten indes
einwandfrei sicherstellen, daB der einleitende Angriff auf
solche Strukturen in einer nicht oxidativen Ubertragung einer
C1—Einheit besteht., Dabei wird NN-Dimethyl-Valin in N-Methyl-
Valin lberfiihrt und es entstehen #dquivalente Mengen radio-
aktiven Methionins aus Homocystein.
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Aus der Tatsache, daB bereits nach kurzer Zeit das urspriing-
lich applizierte Dimethyl-Valin in der Pflanze nicht mehr
nachzuweisen ist, statt dessen aber aktives N-Methyl-Valin

und aktives Methionin in etwa gleich groBen Mengen vorliegen,
folgt, daB dieser einleitende Schritt sehr schnell vor sich
geht, es folgt auch daraus, daB die sich anschlieBenden Schrit-
te wesentlich langsamer verlaufen.

Rib-Ad
§CH—CH——N< HS— CHyCHyCH—COOH
CH, 2

COOH Ho

CHy 1. :
}_{CH H—N ———-—S—CH—CH—S,‘H—COOH

5
& COOH ey NH,

H
. HE/CH CH—NL c —S—CH—CH—(’tH—COOH

|
COOH /5 NH?

Diese einfache C1-Ubertragung erklart das Auftreten von mar-
kiertem Methionin im SproB ohne weiteres.

Ys konnte ein !liinweis sein, daffi di~ Pflanze auf diese Weise
ie stoffwechsclfremde Substanz vorerst zum Teil entmethy-
Liert und an den Lellwénden in der Vakuole sveichert, ohne

sie vorerst in den Stoffwecnsel einzuschleusen,
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Von N-Methyl-Valin ausgehend konnte ALDAG (1966) in geringe-
ren Mengen Aktivitdt in einigen Aminoséuren nachweisen, die

sich nur iiber das Auftreten oxidierter C,-Einheiten erkldaren
ldBt. Wir selbst konnten bei unseren Untersuchungen, bei de-
nen ebenfalls intermedidar N-Methyl-Valin gebildet wird, die-

sen Befund nicht bestdtigen.

Das mag mit den verdnderten Aufzuchtbedingungen zusammenhan-
gen, wobei allerdings zu bemerken ist, da8 auch in den Ver-
suchen ALDAGs die Menge der markierten anderen Aminosduren
auBerst gering war,

Hingegen konnten wir in Ubereinstimmung mit ALDAG auch Akti-
vitat bei den Siduren des Citrat-Zyklue feststellen.

Wir diirfen also annehmen, da8 auf jeden Fall auch | bertriger
fiir oxidierte C1—Einheiten wirksam geworden sind. Als Uber-
triger flr C1-oxidierte Einheiten ist im menschlichen und im
tierischen Organismus (ROTHENBERG, 1965) wie auch in Bakterien
(WHITELEY, OSBORN und HUENNEKENS, 1959), (RABINOWITZ und
PRICER, 1962) die Tetrahydrofolsdure bekannt. HIAT (1965)
konnte jiingst Tetrahydrofolsdure auch in Pflanzen nachweisen,
Er konnte sie aus Spinat, Erbsen, Bohnen und Tabakpflanzen
isolieren, WANG und BURRIS (1965), McCONNELL und RINDLAYSON
(1961), McCONNELL und BILINSKI (1959) konnten die Anlagerung
einer C1-E1nheit an das Glycin unter Bildung von Serin sowie
den umgekehrten Vorgang bei Weizenblédttern nachweisen.

Ein Mechanismus fiir die Entstehung und den Transport einer
C’—oxidiertcn Einheit 148t sich nur hypothetisch aufstellen.
Weitgehend Unklarheit herrscht iiber die Reaktionsart, die
zur Bildung eines Methylol bzw. Formaldehyd flihrt.

Zwel VWege werden in der einschlagigen Literatur beschrieben:
Der eine so0ll iiber die Bildung eines Aminoxids fithren (I),
der andere iiber eine Iminostufe (II).
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FISCH, JOHNSON, LOWRENCE und HORNIG (1955) weisen auf eine
Aminoxidbildung hin, wobei die Gegenwart von Eisen III-Ionen
eine Umlagerung des tertiZren Aminoxids gu einem sekundéren
Amin und einem Aldehyd bewirken.

JAMES, GILLETTE. DINGEL und BRODIE (1958) beschreiben drei
Wege, die zur Dimethylierung flihren, auch hier sollen Eisen
Il[-Ionen als Elektronenacceptoren fungieren.

le - NH - CH3+ H20?-———————’ - NH - CH20H + H2O

1
2. it = NH = CH3+ —2-02 —_®R NH - CHQOH

3. K - N - CHge 2 Pe> — —wR - N = CHy+ 2ng*+ 2 1

X =N = CH2 + HOH ————p R = NH - CHZOH

Aus den Versuchen von . DALY und B. #ITKOFP (1963) ergab sich,
daB de{ Sauerstoff im entstehenden Aldehyd aus H2180, nicht
aus MO2 stammt. Kinetische Studien s»nrachen ;regen ein in-
termedidres N-Oxyd. Vielmehr wird angenommen, daB sich die
Spaltung iliber ein Imin vollzieht (hierzu Schema [1).

Aufgrund der Ergebnisse aus der Vertcilung des radioaktiven
Kohlenstoffs auf die einzelnen organiscien Verbindungen des
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Sprosses wurde ein vereinfachtes Stoffwechselschema aufgestellt.

Metabolismus des L-NN-Dimethyl-Valins

___ Methignin i
-NN-Dimeth Valin EH;S—CHZ—CHZ—(EH-COOH
NHZ

C
H3'\CH—‘? H—COOH

7

CH vy
= \< L-N-Meth,.Valin

CH
langsuml\(oz TCH—H-COOH

CH3 HN—EI—%

\

FCH%H—Fon OH

[ CH3 NH2
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Dimeth.Isob.Amin

x ted |
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Im ersten Reaktionsschritt wird eine li-lMiethylgrunpe auf das
Homocystein lbertrayen. Das entstandene Methionin und
L-N-Methyl-Valin liegen annahernd in gleicher Mengen vor,
wie aus der Intensitdt der Feaks in Abb. hervorgeht.

In ganz geringen .ilengen entsteht durch Decarboxylierung von
L-NN-Dimethyl-Valin ein tertidres biogenes Amin, das NN-
Dimethyl-Isobutylamin, Sowohl aus nicht umgesetztem L-NN-
Dimethyl-Valin, als auch vom L-N-Methyl-Valin wdre die Uber-
tragung einer C1—oxidierten Einheit an das Glycine unter
Bildung von Serin denkbar.

Das Fehlen jeglicher Aktivitdt im Bereich der oben genannten
Aminosauren schliet nicht aus, daf in unserem Fall die Son-
nenblume diesen Weg beschritten hat. Anders 1laBt sich das
Auftreten von Aktivitdt im Zitronensdurecyclus nicht erkla-
ren.

Die Entstehung eines sekunddren biogenen Amins, des N-Methyl-
Isobutylamins, wird vermutlich durch Pyridoxalphosphatkataly-
se induziert als Konkurrenzreaktion der Desaminierung. Der
Mechanismus dieser enzymatischen Reaktion wird im Reaktions-
schema kurz erlautert.

Die Frage, ob die Pflanze bei stickstoffarmer Ernahrung L-NN-
Dimethyl-Aminosduren verstarkt abbaut, bleibt vorerst offen,.
Grundsétzlich ware dies jedoch nicht auszuschlieBen, da ihre
Metabolisierbarkeit nachgewiesen werden konnte.

Damit ist der Nachweis erbracht, dall eine funktionelle Gruvope,
nédmlich die NN-Dimethyl-Aminogruppe, die in Naturstoffen sehr
hdufig anzutreffen ist und darum auch als Bodenkomponente Be-
achtung verdient, auch von einer hdheren Pflanze, der sie"stoff-
wechselfremd" ist, aufgenommen urnd metabolisiert werden kanrn.
Ja viele unserer icstizide una Insektizide ebenfalls solche
irunpierunger. enthalten, ist dieser Befund auch im Zusammen-
hang mit dem sogenannten "Rickstandsproblem" von Interesse.
Die hodenkundliclc forschung wird sich in Zukunft dieser Ver-
oinaungen, die durch der. llenschen in den Boden gebracht wer-

den, in verstarktem labe annelmen mussen.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die wWechselbeziehun-
gen gzwischen Pflanzenwurzel und organischen Bodenver-
bindungen, besonders unter dem Gesichtspunkt spezifisch
stoffwechsel fremder, auch anthropogener Verbindungen
erdrtert.

Es wurden als liodelle dafur sieben "unnatiirlich"
konstituierte L-NN-Dimethyl-Aminosauren synthetisiert.

Es wurde eine neue lMethode ausgearbeitet, die es ge-
stattet, diese Verbindungen direkt auf dem Chromato-
gramm nachzuweisen,

Es konnte gezeigt werden, dafl Helianthus annuus die "un-
natirlich” konstituierten Aminosauren iiber die Wurzel
aufgenommen und metabolisiert hat.

Der Nachweis wurde in zweifacher Hinsicht erbracht:
a. durch direkte Sichtbarmachung der L-NN-Dimethyl-
Aminoséduren auf dem Chromatogramm;

b. durch radiographische Lokalisierung auf dem
Chromatogramm, der im Jtoffwechsel entstandenen
radioaktiven Komponenten.

Es gelang durch Modifizierung des Syntheseverfahrens
von BAUMANN und STROUD (1950) die Gewinnung von ZuBerst
reinen Priparaten (chromatographischer Nachweis).

NN-Dimethyl-Isobutyl- und N-Methyl-Isobutyl-Amin konnten
in der hoheren Pflanze nach Applikation einer Vorstufe
(NN-Dimethyl-Valin) unseres Wissens zum ersten Mal
identifiziert werden.

Die Moglichkeiten der Rildung einer oxydierten C1-EinhP1t
wurden erdortert. Es wurde ein Stoffwechselschiema aufge-

stellt, das auf Grund unserer Versuche die Metabolisierung
des L-NN-C'4Dimethyl-valins beschreibt.
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2.5 g L=Glycin in 100 ml Wasser wurden mit 5 ml Formal-
dehyd (40 %) und 2.5 g Pd-Kohle als Katalysator (10 %)
versetzt und bis zur Aufnahme von 1.46 1-H, hydriert.
(Reaktionsdauer = 5 Std.)

Nach Beendigung der Reaktion wurden noch 5 ml Pormal-
dehyd zugefligt und weiter hydriert bis zur Sidttigung.
Das Reaktionsprodukt wurde im Becherglas 2 min lang ge-
kocht, abfiltriert und der Riickstand mit heiBSem Wasser
gewaschen.

Das Piltrat wurde mehrmals am Rotationsverdampfer ein-
gedampft bis zur restlosen Entfernung von noch vorhan-
denem Paraformaldehyd. Das gewonnene Rohprodukt wurde

in wenig heiSem absolutem Athanol geltist und mit einem
starken UberschuB8 an p.A. Aceton versetzt. Aus der
milchig-weiBen Losung kristallisierte im Eisschrank in
fast quantitativer Ausbeute L-NN-Dimethyl-Glyein in fei-
nen Prismen aus., Rasches Arbeiten ist beim Abfiltrieren
(Abnutschen) erforderlich, da die Substanz sehr hygro-
skopisch ist, Nach eintigigem Trocknen iiber P205 im
Vakuum, Schmelzpunkt: 175 - 178°C.

L-NN-Dimethyl-Alapin:

2.5 g L-Alanin in 100 ml Wasser wurden mit 4.2 ml Formal-
dehyd (40 %) und 2.5 g Pd-Kohle (10 %) versetzt und hy-
driert bis zur Aufnahme von 1.24 1-H,. (Reaktisnsdauer
= 3 Std.)

Anschlief3end wurden 0.5 ml Formaldehyd zugesetzt und so-
lange hydriert, bis kein Wasserstoff mehr autgenommen
wurde., Weitere Behandlung wie unter 1). Das Rohpro-



3)

4)

dukt wird in warmem absolutem sthanol gelcost und mit
wenig p.A. Aceton bis zur einsetzenden Tribung ver-
setzt. (Beim UberschuB von Aceton verschwindet die Trii-
bung.) Durch einen starken UberschuB von p.A. Petrol-
ather (40 - 60° Siedepunkt) und Kratzen der Wande kri-
stallisiert aus der anfianglich klebrigen Masse in der
Kdlte das L-NN-Dimethyl-Alanin. Hygroskopische Prismen,
Schmelzpunkt: 18300 (Kofler). Trocknung im Vakuum

iber P205.

~NN- 1-V n:

2.5 g L=-Valin in 100 ml Wasser werden mit 3.2 ml Formal-
dehyd (40 %) und 2.5 g Pd-Kohle (10 %) versetzt und bis
zur Aufnahme von 0.94 1-H, hydriert. (Reaktionsdauer

= 2 } Std.) Weiterbehandlung wie unter 1).

Das Rohprodukt in heiBem absolutem Athanol 16sen und mit

einem sehr starken UberschuB an p.A. Petrolather (40 - 60°

Siedepunkt) versetzen. Beim Kilhlen scheidet sich L-NN-
Dimethyl-Valin in langen Nadeln an den GefaBwédnden ab

(hygroskopiseh).

Schmelzpunkt: 155°C. Trocknung im Vakuum iiber P205.

L-NN- l-Leucin:

Zu 2.5 g Leucin in 100 ml Wasser werden 2,88 ml Formal-
dehyd (40 %) und 2.5 g Pd-Kohle (10 %) zugegeben und bie
zur Aufnahme von 0.84 1-H, hydriert. (Reaktionsdauer

= 4 Std.) Weitere Behandlung wie bei 1).

Das Rohprodukt in absolutem Athanol ldsen und mit p.A.
Aceton im UberschuB versetzen und reiben. (iber Nacht im
Eissehrank kristallisiert das L-NN-Dimethyl-Leucin in
Nadeln aus,

Schmelzpunkt: 187°C. Trocknung im Vakuum Uber P205’
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5) L=NN-Dimethy}-Phenylalanin:
Eine Suspension von 2,5 g Phenylalanin in 100 ml Wasser
werden mit 2.25 ml Formaldehyd (40 +) und 2.5 g Pd-Kohle
(10 %) versetzt und bis zur Aufnahme von 0.665 1-H, hy-
driert. wWeitere Behandlung wie bei 1). Das Rohprodukt
kristallisiert aus wenig heiBem /ithanol beim Versetzen
mit einem starken (berschuB an p.A. Petrolather (40-60o
Siedepunkt) in kleinen Nadeln L-NN-Dimethyl-Phenylalanin.
Schmelzpunkt: 214%. Trocknung iiber P205.

6) L-NN-Dimethyl-Glutaminsdure:

2.5 g L=Glutaminsdure in 100 ml Wasser mit 2.7 ml Formal-
dehyd (40 %) und 2.5 g Pd-Kohle (10 #) werden bis zur Auf-
nahme von 0.73 l—H2 hydriert. Weitere Behandlung wie bei 1).
Rohprodukt aus wenig absolutem /thanol und einem Uper-
schull p.A. Aceton in der Kdlte auskristallisieren las-

sen (kleine Prismen), L-NN-Dimethyl-Glutaminsiure,
schmelzpunkt: 192°C. Trocknung im Vakuum iuber P205.

7) L-NN-Uimethyl-Lysin:
(Partielle HMethylierung an einer NH?-Gruppe)

2.5 g L-Lysin-Hydrochlorid in 100 ml Wasser werden mit
4.2 ml Formaldehyd (40 ) und 2.5 g Pd-Kohle (10 7)

bis zur Aufnahme von 1.20 1-H, hydriert und wie bei 1)
weiterbehandelt. Das Rohprodukt wird aus wenig absolutem
Athanol und einem UberschuB von p.A. Aceton auskristalli-
siert. Es ist sehr rascnes Arbeiten erforderlich, da

die Substanz besonders stark hygroskopisch ist.
Schmelzpunkt: 18300 (im vorgeheizten Avparat)
Trocknung im Vakuum uber P205.



Synthese des Q-NN-C14-21|gtgxl—Vg;igs

Eine Suspension von 117 mg L-Valin in 50 ml Vasser wurde mit
1.2 ml 014-Pormaldehyd') (Aktivitit 60 pC) und 0,150 ml For-
maldehyd (40 %) versetzt und bis zur Aufnahme von 0.45 1-H,
hydriert. (Reaktionsdauer = 30 min.) Der Reaktionsldsung
wurden noch 0,1 ml Formaldehyd (40 %) zugesetzt und weiter
bis zur Sattigung hydriert. Aufarbeitung wie bei 1),
Isolierung wie bei 3). Spez. Aktivitdt 60 mC/Millimol

rra tive Darstell von N-Methyl-isobutylamin und
NN-Dimethyl-isobutylamin

3.5 g (0.5 Mol) Isobutylamin werden unter Kithlung mit 7.2 g
(0.6 Mol) Methyljodid versetzt und anschliefend in 200 ml

1 n NaOH gegossen und mit Ather ausgeschiittelt. Im gelben
Atherextrakt sind das sekundédre und das tertidre Amin ent-
halten.

1 der Sem und KulturgefdBe bei Njchtsterilkulturen

Beizen der Samen in 80 %igem iethanol 100 sec, anschlieBend
dreimal nachwaschen mit destilliertem Wasser. Die Erlenmevyer-
kolben (250 ml) vor Versuchsbeginn mit Chlorkalkl&sung waschen.
Das Vorkeimen erfolgt auf feuchtem FlieBpapier in Neubauer-
schalen,

Die Pflanzen werden in einer Klimakammer aufgezogen, in der
folgende Aufzuchtbedingungen herrschen:

Temperatur: nachte 14° tags 26°
Relative Luft-

feuchtigkeit: nachts 90 ¥  tags 80 %
Tagesldnge: 12 Stunden

Als Lichtquelle diente ein 6 kW-Bestrahler der Firma Osram
(XENON-Langbogen-Lampe, luftgekiihlt). Entfernung der Licht-
quelle: 2 m

*) Das aktive Material wurde von "The Radiochemical Centre"”
(Amersham, England) bezogen.
Die Radioaktivitiét betrug 15 me/mM 0,05 ul
0.5 me (1 - 3 % wassrige Losung)
Das Praparat wurde in 10f ml Wasser aufgenommen.
Aktivttat 500 Cy 1.2 ml enthalten eine Aktivitat von
60 s



Zusammensetzuny der Nahrlosung

Hauptndhrstoffe: Ca(N03)2 wasserfrei 0.944 g/1
KNO,, 0.45 g/1
lig SO0, 0.1903g/1
Ki, PO, 0.1087g/ 1

Spurenelemente: FeS0,x7H,0 3,75 mg/l
H;BO 5 1.50 mg/1
Mn504x1H20 1.00 mg/l
CoCl?buQO 0.125 mg/1
CuSO4XSH20 0.125 mg/1
A1,(50,)5x18H50 0.125 mg/1
7050, X TH,0 0,125 mg/1
Ammonmolybdat 0.125 mg/1
Kaliumtartrat 7.500 mg/1

Ernte und Gewinnung des Pflanzenmaterials

Sprof3 bzw, Wurzel mit einer Schere fein zerschneiden und

mit sterilem Sand zerreiben. Pflanzenmaterial in absolutem
Methanol kalt extrahieren., Vor der Aufarbeitung der einzel-
nen Fraktionen Methanol abdampfen.

Bei allen Versuchen, die unter sterilen Bedingungen oder mit
radicaktiven Zusatzen in Ndhrldsung angesetzt wurdeh, wurde
das Pflanzenmaterial wie folgt aufgearbeitet:

Sofort nach der Ernte SproB- bzw. Wurzelmasse in absolutem
Methanol abtoten, 20 min anschlieflend kochen, zerreiben und
erneut mit 80 %igem Methanol extrahieren,

Die Extrakte werden eingeengt und iiber Ionenaustauscher in
die einzelnen Fraktionen aufgetrennt.
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Irennung der gewonnenen Extrakte

Die Extrakte werden ausschlieB3lich lber Kationenaustauscher
in zwei PFraktionen aufgetrennt. (Dowex 5C = Lationenaus-
tauecner)

\Wassriger org, Extrakt

DOWEX 50

0,2n \*NH3 10%

HCL .

N
u
org, Sauren Aminogsduren
Neutral stoffe Amine
ohlenhyd _Amide
Peptide

Papierchromatographie

Die Trennung der einzelnen Praxtionen erfolgte nach dem Ver-
fahren von SCHEFFEK, «I1CE'TH wund STRICKER (1963 ' aufsteigend
mit Dovnpelsegmenten., ks wurde das lanier "bderol" 202 F der
Firma Binzer, Hatzfeld,/Eder benutzt.



Flir Dinnschichtchromato; ramme wurden mit Zellulose beschich-
tete Glasplatten 10 x 2C cm der Firma Schleicher und Schiill
verwendet.

FlieBmittel flir Aminosadauren

Butanol : Eisessig : Wasser (4 : 1 1) nach LINSKENS

Butanol : sathanol : Wasser (4 : 1 : 1) nach LINSKENS

FlieBmittel fur organische Siuren

Butanol : Eisessig : Wasser (4 : 1 : 1) nach LINSKENS
Butylformiat : Ameisensiure : Wasser (5 : 2 : 1)

Phenol : Wasser : Ameisensidure (100 g Phenol : 50 ml Wasser
5 ml Ameisensidure)

Die beiden letzten Systeme nach SCHLIMME (1966).

Auftragen der Substanzen

Die zu untersuchenden Losungen wurden mit einer Fortuna-Pi-
pette (0.1 cm5 Inhalt) aufgetragen. iMenge je nacl OUegment
30 - 40 /A ;. Trocknung durch Fohn.

Identifizierung

1. Durch Farbreagenzien

a) Aminos#duren

Anfarben mit Ninhydrin nach BAROLLIER

Entwickeln bei 60 - 80°C im Trockenschrank
Ninhydrinreagenz.

T5 mg CdC1?+ 6 ml HQO + 0,3 ml tKisessig + 100 ml Aceton

+ ¢ g Ninhydrin, in dieser Reihenfol;re zugeben.

Chromatos ramme werden in .eagenz ,ebadet nder besnru:t und

anschli«isend getrocknet,
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b) Organische Sduren

Anfarbung: Chromatogramm wird mit einer LOsung von
2 g Glucose und 2 ml Anilin in 20 ml Wasser + 20 ml
Alkohol + 60 ml n-Butanol gebadet und anschlieend
10 min bei 115°C getrocknet,

2. Die Zuordnung erfolgte nach Normierung.

Dieses Verfahren wurde von STRICKER und VOLLERT ( /963)
ausfilhrlich beschrieben.

Hydrolyse von Peptiden:

6 Stunden mit 6 n HC1l am RiickfluBkiihler kochen, Salzsiaure

wird durch nochmaliges Abdampfen am Rotationsverdampfer ent-
fernt.

3. Anfarbung der L-Nh-Dimethyl-Aminosiuren

2 g Bleitetraacetat werden in 100 ml Toluol susnendiert,
Aminosaure wie iiblich auftragen, laufen lassen, nach dem
Trocknen Chromatogramm in Reagenz baden und an der Luft
trocknen lassen, mindestens 3 Stunden.

Es erscheinen helle Flecken, die nach Behandlung mit Nin-
hydrin sich rot farben. Kein EinfluB auf das iibrige Amino-
saurenspektrum.

Vorbehandlung der Samen und Anzucht steriler Pflanzen

Vor dem Beizen Samenschalen entfernen, Endosperm 100 sec in
absolutem Methanol beizen, Methanol abgieBen und Endosperm
unter sterilem Wasser halten.

Agar-Nahrsubstrat besteht aus der bereits beschriebenen Nahr-
lésung unter Zusatz von 0.7 % Agar (Bacto-Difco-Agar) und
einer L-NN-Dimethyl-Aminosidure in einer Xonzentration von
1077 Ho1/1.

Steri.isierungszeit 20 min bei 1.2 Atmosnharen und 125%.
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In das erkaltete Nahrsubstrat werden die Samen mit dem
Hypokotyl nach unten gerichtet gesetzt. Die verwendeten
Reagenzglaser von 90 ml Inhalt werden mit sterilem Watte-
bausch verschlossen,

Nach dem Entwickeln der Keimlinge (Dauer 5 - 6 Tage) wird
ein Wattepolster um den Sprof3stengel gelegt, so daB keine
Wachstumsbehinderung eintreten kann (Arbeiten unter der
UV-Lampe). ! ber 90 % der angesetzten Pflanzen konnten
steril aufgezogen werden. Nach 18 - 20 Tagen wurde geern-
tet. Jede Pflanze ergab durchschnittlich 140 - 180 mg Trok-
kensubstanz (SproB).

Irockensubstanzbestimmung und Salzgufnahme

Trockensubs tanzbestimmung: Sprof8 mit Schere zerschneiden und
bei 105°C 6 Stunden trocknen.

Salzbestimmung: 120 - 140 mg Trockensubstanz bei 600°C 1im
Muffelofen 6 Stunden veraschen. Asche anfeuchten und in

5 ml HNO3 (1:2 verdunnt) aufschlieBen und auf 50 ml auf-
fiillen.

P-Bestimmung

Mit Ammonmolybdat und Ammonvanadat photometrisch nach
SCHEFFER und PAJENKAMY (1952)

lium und Calcium

Flammenphotometrisch am Eppendorf (Neteler und Hinz,
Hamburg)

Radiographie der Chromatogramme

Die Chromatogramme wurden durch Abtasten an einem offenen
llethandurchfluBzaller ausgewertet. (lFrieseke und Hdpfner,
Fh 107) Geschwindigkeit 1 cm in 3 min (kontinuierlicel),
Hochspnannung 2800 Volt.
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