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1. Einleitung und Problemstellung 

1.1 Einige Bemerkungen zum Problem der Ruminstoffe 

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 Rückstände bestimmt, hinzukommt ihre biologische, phy­
sikalische und chemische Umwandlung. Als Ergebnis resultiert 
ein Stoffgemisch größter Mannigfaltigkeit. Denn neben Kom­
ponenten der organischen Rückstände, 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 höchst unterschiedlichen Stoffgruppen umfassen Kohlen­
hydrate und verwandte Verbindungen, Proteine und ihre Ab­
kömmlinge, Lignine, Fette, Wach-se, Harze, Gerbstoffe usw. 
und ihre Abbauprodukte. Neben intermediären Produkten des 
organischen Stoffabbaus und den erwähnten sekundären Synthe­
seprodukten (infolge der Wirkung von Mikroorganismen) kommt 
es im Boden zur Akkumulation stärker 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 
Charakte~s, deren Bildung im Verlaufe enzymatischer Abbau­
vorgänge, sowie biochemischer Umsetzungen der organischen 
Ausgangsstoffe erfolgt. Den Ruminstoffen kommen Eigenschaf­
ten zu, die diese scharf von anderen natürlichen organischen 
Substanzen unterscheiden. 

Das Vorhandensein von Humus als der Gesamtheit der Humin­
stoffe im Boden übt einen beträchtlichen Einfluß auf physi­
kalische, chemische und biologische Verhältnisse aus. Der 
Humus verbessert die Bodenstruktur, die Wasserführung und 
Durchlüftung, erhöht die Wasserhalte-, Puffer- und Austausch­
kapazität, beeinflußt die Löslichkeit von Mineralen und 
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dient als Nährstoffquelle für die Entwicklung von Mikroor­
ganismen (12). In letzterem Falle kann der Humus auch als 
Nährstoffspeicher für die Pflanze angesehen werden. Während 
des langsamen mikrobiellen Abbaus von Ruminstoffen erfolgt 
eine allmählige Freisatzung und nachfolgende Mineralisierung 
von C, N, S, P und anderen Elementen, die während der Bil­
dungsprozesse des Humus festgelegt worden sind. 

Ursprünglich bestand die Vorstellung, daß Komplexe von 
Lignin und Protein mikrobieller Herkunft als sogenannte 
Lignoproteinkomplexe die hauptsächliche Quelle der Humussub­

stanzen des Bodens darstellen. Gewisse Ubereinstimmungen 
zwischen der aromatischen Struktur des Lignins und der in 
Huminsäuren gefundenen, sowie die relative Resistenz des 
Lignins geganUber dem enzymatischen Abbau schienen diese 
Vorstellung zu stützen (100). Ergebnisse jüngerer Untersu­
chungen haben jedoch gezeigt, daß Stoffe, deren Herkunft 
nicht dem Lignin zuzuschreiben ist, ebenfalls als Quelle von 
aromatischen "Struktureinheiten" dienen können. Unter diesem 
Aspekt sind insbesondere Produkte der Stoffwechselaktivitäten 
verschiedenster Pilze., Actinomyceten und Bakterien bedeutsam 

(9, 10, 34, 53). Mikroorganismen sind häufig verantwortlich 
für die Bildung von Verbindungen mit aromatischen oder ähn­
lichen Strukturen, die aus Umsetzungen vieler verschiedener 
organischer Stoffe, einschließlich der Kohlenhydrate, resul­
tieren (79). Solche aromatische Verbindungen sind mitunter 
leicht oxidierbar und zu Kondensationen mit Aminosäuren 
oder Peptiden unter Bildung von Substanzen befähigt, die den 
in Bodenhumusfraktionen gefundenen ähnlich sind. Es besteht 
gegenwärtig offenbar kein Zweifel, daß die "Kernstruktur" 
von Huminsäuren sowohl aus veränderten Ligninkomponenten als 
auch aus anderen pflanzenbürtigen und von Mikroorganismen 
synthetisierten aromatischen Verbindungen hervorgeht. Mikro­
organismen sind somit an allen Phasen der Humusbildung be­
teiligt. 
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Die Identifizierung und Charakterisierung aller Humin­
stoff komponenten ist äußerst schwierig und gegenwärtig prak­
tisch kaum durchführbar. Die Mannigfaltigkeit der vorliegen­
den Strukturen ist erheblich (73, 81) und verlockt daher 
kaum zu detaillierten chemischen Untersuchungen. Eine physi­
kalische und chemische Charakterisierung der Huminstoffe 

ist jedoch erforderlich, wenn praktische Fragen im Hinblick 

auf ihre Rolle für die Bodenbildung und Bodenfruchtbarkeit 

beantwortet werden sollen. Es ist unzutreffend, daß ein 
Stoff, der nur in relativ geringer Konzentration im Boden 
vorliegt, deshalb von geringer Bedeutung sei. Die in jün­

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 großem Wert für die Untersu­
chungen der Bodenhuminstoffe. Ein großer Teil der vorhan­
denen Information ist noch fragmentarisch und es bedarf wei­
terer eingehender Bemühungen, um die Chemie der Huminstoffe 

des Bodens einer Klärung näherzubringen. Diese aber wird 
dann auch für die praktische Landwirtschaft nicht ohne Inte­
resse sein. 

1.2 Literaturübersicht: Physikalisch-chemische Untersuchun­
gen an Huminstoffen 

Bei den bisher vorliegenden Untersuchungen über die physi­
kalisch-chemischen Eigenschaften von Huminsäuren 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 Maße von der Eignung der 
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angewandten Methoden abhängig sein. Dies trifft besonders 

für Untersuchungen an komplexen Stoffen wie Huminsäuren 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, daß diese Bearbeitungsweise 
nur einen recht begrenzten Aussagewert hat und die Verwen­

dung von weitgehend gereinigten Stoffen des Bodens für wei­
tere Fortschritte der physikalisch-chemischen Untersuchungen 
von Huminsäuren erforderlich ist. Diesen Weg beschritt 
erstmals ACHARD (1), indem er die Isolierung der Huminsäuren 
durch Extraktion mit verdünnten wässerigen Lösungen von · 
NaOH, KOH und NH40H vornahm. BREMNER und LEES (9) vergli­
chen die Eignung verschiedener neutraler Reagenzien, insbe­
sondere der Natriumsalze organischer und anorganischer Säuren 
zur Huminsäureextraktion. Weitere Untersuchungen über Neu­
tralsalze als Extraktionsmittel wurden von HAMY und LeROY 
(40, 41) durchgeführt. Sie stellten fest, daß die wirkungs­
vollsten neutralen Extraktionsmittel Oxalat, Tartrat, Citrat, 
Malonat und Salicylat sind, die gleichzeitig zur Bildung 
von Komplexen mit Eisen befähigt sind. MARTIN (68) extra­
hierte Ruminstoffe mit einem Natriumfluorid-Natriumborat­
Borsäure-Puffer vom pH 9. Obwohl verschiedene neutrale Ex­
traktionsmittel als brauchbar beschrieben worden sind, wird 
ihre Eignung als milde Lösemittel in vielen Fällen dadurch 
gemindert, daß 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 natürlicher Huminsäuren, 
Fulvosäuren und Hymatomelansäuren durch Chromatographie an 

A12o3-säulen und untersuchte das Absorptionsverhalten der 
einzelnen Fraktionen im sichtbaren und ultraviolettem Licht. 
KONONOVA et al. (52) verbesserten die Fraktionierung an 
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Aluminiumoxid und dehnten diese Untersuchung auf Stärkegel 

aus. Modellhuminsäuren von ELLER (27) und ELLER et al.(29) 

wurden von LAATSCH (64) in den natürlichen Ruminstoffen 
ähnliche Fraktionen aufgetrennt. PAVEL et al. (79) beschrie­
ben die Fraktionierung von Huminsäuren mittels Papierchro­

matographie und FORSYTH (35) trennte Fulvosäuren in vier 

Fraktionen durch Adsorption an Aktivkohle und stufenweise 
Elution. 

Die Infrarotabsorption von Huminsäuren ist erst in jünge­
rer Zeit in stärkerem Maße für Struktur untersuchungen be­

sonders hinsichtlich der funktionellen Gruppen herangezogen 

worden. Die IR-Absorptionsspektren der typischen Huminsäu­
ren zeigen jedoch nur einige breite Banden und erschweren 
detaillierte Aussagen über die chemische Struktur der Humin­
säuren. 

WOOD et al. (106) folgerten nach Uberprüfung der acety­
lierten Produkte von Lignit-Huminsäuren, daß viele der COOH­
Gruppen eng benachbart liegen, so daß eine Anhydrid-Bildung 
möglich ist. Diese Befunde wurden später von WAGNER und 

STEVENSON (99) bestätigt. WRIGHT und SCHNITZER (107), MARTIN 
et al. (68), DeWALT und GLENN (24) sowie andere werteten die 
IR-Absorption für die Bestimmung des Gesamthydroxylgehaltes 
von Huminsäuren nach Veresterung aus. 

Wertvolle Informationen hinsichtlich der strukturellen 
Anordnung von funktionellen Gruppen in Huminsäuremolekulen 
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). 

\VELTE (103), ZIECHMANN (109) und KUMADA (56, 59) werteten 
eine größere Anzahl von Absorptionsspektren im UV- und 
sichtbaren Bereich für Untersuchungen an Huminsäuren aus. 
Im allgemeinen zeigen diese Spektren einen monotonen Verlauf, 
jedoch glaubt KUMADA, bestimmte Absorptionsbereiche dem 
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Anthrachinon zuordnen zu können, und sieht in diesem einen 
möglichen Baustein des Huminsäuremolektils. 

Der Säurecharakter von Huminsäuren wird auf die Anwe-...sen­
heit von dissoziierbarem Wasserstoff aromatischer und ali­
phatischer -COOH- und saurer Hydroxy-Gruppen zurückgeführt. 
Der reaktive Wasserstoff in diesen Gruppen ist für die Aue­
tauschereigenschaften der Huminsäuren verantwortlich (WELTE 

(102), UBALDINI (96), BAILEY (2), SCHNITZER und GUPTA (89, 90), 
BLOM et al. (5) und andere). GILLAM (38) schloß auf das 
Vorhandensein von Carboxylgruppen in Huminsäurepräparaten 
aus der Form potentiometrieeher Titrationskurven und zeigte, 
daß die Austauschkapazität durch blockierende Hydroxygruppen 
ve;-ringert werden kann. BROADBENT und BRADFIELD (14) waren 

in der Lage, die Austauschkapazität verschiedener Humusprä­
parate durch Methylierung von Carboxyl- und Hydroxygruppen 
stark herabzusetzen. Diese Befunde weisen darauf hin, daß 
Carboxylgruppen von Urensäuren offenbar einen wesentlichen 
Anteil an der Austauschkapazität haben. SCHEFFER, ZIEGEl~ 
und SCHOLZ (85) fanden eine enge Beziehung zwischen dem Grad 
der Mumifizierung und der Kationenumtauschkapazität von 
Bodenhumus. 

Ruminstoffe haben eine ausgeprägte Fähigkeit zur Bildung 
von relativ stabilen Komplexen mit di- und trivalenten Metall­
ionen. Diese Eigenschaft beeinflußt die Verfügbarkeit von 
Nährstoffen für Pflanzenwurzeln und andere biologische Syste­
me, wirkt auf die physikalischen Eigenschaften von Böden ein 
und spielt schließlich auch eine bedeutende Rolle bei der 
Genese vieler wichtiger Bodentypen. Man vermutet, daß diese 
genannten Eigenschaften durch funktionelle Gruppen, wie Car­
boxyl-, Hydroxy- und Carbonylgruppen bedingt werden. HIMES 
und BARBER (45), REMSTOCK und LOW (44) sowie SCHEFFER und 
ULRICH (86) berichteten über verschiedene Aspekte der Chelat­
bildung von Huminstoffen. Andere Forscher, zum Beispiel 
BREMNER et al. (8), DION und MANN (25), HEINTZE und MANN (43), 
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LEES (63) und WALLACE et al. (101) haben die Existenz von 
Komplexen zwischen Spurenelementen und Ruminstoffen im Boden 

nachgewiesen. 

Nur wenige Untersuchungen liegen bislang Uber die relati­

ven Stabilitätskonstanten verschiedener Metall-Huminsäure­
Komplexe vor. Der Grund hierftir ist vermutlich in der extre­
men Komplexität der Huminsäuren selbst zu finden. RANDHAWA 
und BROADBENT (81) erhielten fUr Zink-Huminsäure-Komplexe 
Stabilitätskonstanten 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 
höchsten Stabilitätskonstanten bei Cu++/Fulvosäure-Komplexen, 
gefolgt von Fe++_ und zn++_Komplexen. 

Obwohl zahlreiche Untersuchungen Uber die Bestimmung der 
spezifischen Wärme von Kohle vorliegen, wird diese bisher 
nicht zur Charakterisierung von Ruminstoffen verwendet, Ein 
Überblick Uber die Ergebnisse an Kohle ist von McCABE und 
BOLEY (69) sowie von CLENDENIN et al. (17) gegeben worden, 
Daraus ist ersichtlich, daß die spezifische Wärme von Kohle 
im Bereich von 0,2 bis 0,4 liegt und abhängig ist vom Koh­
lenstoffgehalt, sowie methodisch vom Wassergehalt und von 
der ·Temperatur. 

1. 3 Problemstellung 

Die unter Ziff. 1.2 zusammengefaßte LiteraturUbersicht 
zeigte, daß physikalisch-chemische Untersuchungen an Rumin­
atoffen unmittelbar einsetzten, nachdem man diese Naturstoffe 
als mehr oder weniger abgeschlossene Stoffgruppe mit gemein­
samen Merkmalen und gewisse Übereinstimmungen 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 Ansätzen erfolgt. So sind wir erst in jUngster 
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Zeit Uber die Dichte, die Oberfläche, die spezifische Wärme, 
die elektrische Leitfähigkeit usw. von Ruminstoffen infor­

miert worden (110), Maßergebnisse aber, die bei den Stoffen 
des Inkohlungsprozesses längst vorliegen. Es wird damit 
deutlich, daß hier eine LUcke 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 fUr der­

artige Unters4chungen war ein neuer Ansatz zu gewinnen. 

Es sollte hier vielmehr der Versuch unternommen werden, 
eine Information darUber zu gewinnen, in welchem Maße die 
funktionellen Gruppen fUr die physikalischen Eigenschaften 
der Ruminstoffe mit von Bedeutung sind. Aus diesem Grunde 

muß versucht werden, eine auf reaktiven Gruppen abzielende 
Veränderung der Ruminstoffe einzuleiten, um ihre physikali­
schen Eigenschaften mit den Originalpräparaten zu verglei­
chen. Mithin umfaßt das vorgegebene Thema folgende Arbeits­
gänge: 

1. Gewinnung der Ruminstoffe, 
2. ihre chemische Veränderung, 

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

Nebenbei konnte untersucht werden, welche chemischen 
Veränderungen an Ruminstoffen sinnvoll sind und zu welchen 
Aussagen sie fUhren. 
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2. Experimenteller Teil 

2.1 Gewinnung von Huminsäuren 

Nach vorliegenden Veröffentlichungen besteht eine allge­
meine Übereinstimmung hinsichtlich der Auffassung, daß Humin­

säuren keine Verbindung mit definierbarer chemischer Struktur 

sind, sondern ein Sammalprodukt verschiedenartiger Substan­
zen, die trotz gewisser gemeinsamer Struktureigenschaften 
untereinander nicht völlig 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 
für eine Trennung von Huminsäuren in verschiedene Fraktionen 

vor, um ein klares Bild über die Natur, die Struktur und 
die Synthese von Ruminstoffen zu erhalten. Die engewandten 
Methoden und Untersuchungen waren jedoch abhängig vom Interes­
se der verschiedenen Autoren. 

SPRINGER (94) unterschied Ruminstoffe aus Böden auf Grund 
ihrer Acylierbarkeit. LEIN (64) trennte die Mineralteile 
des Bodens und die organische Substanz nach ihrer Dichte 
unter Verwendung von spezifisch schweren Flüssigkeiten. Die 
so gewonnenen Fraktionen wurden durch mikroskopische und 
röntgenoptische Methoden untersucht. Nach seinen Befunden 
enthielten die leichten Fraktionen freie organische Substan­
zen, die aus teilzersetztem Pflanzenmaterial, Huminen und 
Huminsäuren 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, daß die intermediären 
Fraktionen fest gebundenes organisches Material enthielten, 
das er als esterartige Komplexe von Huminsäuren und Fulvo­
säuren bezeichnete. 
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Chromatographieehe Methoden zur Fraktionierung von Humin­
säuren wurden von HOCK (46) und FORSYTH (35) angewandt. 
HOCK fand, daß sich Huminsäuren, Fulvosäuren ur.d Hymatomelan­
säuren an einer Aluminiumoxid-Säule in mehrere Fraktionen 
auftrennen lassen. Der Befund zeigte, daß diese Methode 
fUr eine physikalische Fraktionierung von Ruminstoffen die­
nen kann. FORSYTH stellte fest, daß sich Fulvosäuren durch 

eine selektive Adsorptionsmethode in 4 verschiedene Fraktio­
nen auftrennen lassen. 

SCHEFFER und Mitarbeiter (84) versuchten die Trennung von 
Huminsäuren durch Papierelektrophorese und fanden zwei Frak­
tionen, die auf Grund ihrer Farbe den Grau- und Braunhumin­
säuren zugeordnet werden konnten. Sie nahmen an, daß alle 
Huminsäuren eine Mischung dieser zwei Fraktionen darstellen, 
wobei die eine oder die andere meist überwiegt. KYUMA (61) 
versuchte eine Trennung von Ruminstoffen durch fraktionierte 
Ausfällung unter Verwendung eines Alkohol-Lauge-Systems 
und erhielt ebenfalls verschiedene Fraktionen. 

Die chemischen und physikalisch-chemischen Eigenschaften 
von Huminsäuren sind in Abwesenheit von anorganischen Antei­
len des Bodens untersucht worden. Dabei zeigte es sich, daß 
die mit verschiedenen wässerigen oder nicht wässerigen 
Extraktionsmedien gewonnenen Ruminstoffe unterschiedliche 
physikalisch-chemische Eigenschaften aufwiesen. Diese Unter­
schiede resultierten zum Teil daraus, daß viele Autoren die 
Huminstoffpräparate lediglich durch Farbe, N-Gehalt und C:N­
Verhältnis charakterisierten, aber andere Faktoren wie z.B. 
pH, Extraktionsdauer usw. nicht genUgend beachteten. Die 
am häufigsten verwendeten Extraktionslösungen fUr Ruminstoffe 
des Bodens sind 0,1 M Na-pyrophosphat und 0,1 N oder 0,5 N 
NaOH. Hierbei gehen wesentlich mehr Ruminstoffe in Lösung 
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 Mixgerät zerkleinerte Bodenprobe wird 

in Wasser suspendiert, mit Salzsäure auf pH 1 gebracht und 
mit 0,1 M HCl erschöpfend extrahiert. Der Extrakt wird 
filtriert und enthält neben anorganischen und organischen 
löslichen Stoffen säurelösliche Huminstoffkomponenten, die 

relativ niedermolekular und reaktionsfähig sind und als 
Huminsäurevorstufen bezeichnet werden. Ihre Isolierung 
erfolgt durch Bindung an ausflockendes Al-Hydroxid (sog. 
IBAH-Methode) nach -Einstellen des Lösungs-pH-Wertes auf 

6,0 mit NaOH. Da Aluminiumsalze aus den meisten Böden schon 
bei der sauren Extraktion mit in Lösung gehen, erUbrigt sich 
in solchen Fällen oft der Zusatz von Aluminiumsalz. Das 
Aluminiumhydroxidadsorbat wird abfiltriert und chlorfrei 

gewaschen. Zur Gewinnung der Huminsäurevorstufen wird das 

Gel mit Kationenaustauscher behandelt, wodurch die minera­
lische Komponente an den Austauscher gebunden wird und die 
Huminsäurevorstufen in die wässerige Lösung freigesetzt 
werden. 

2. Der saure BodenrUckstand von 1 wird in Wasser sus­

pendiert, mit verdUnnter NaOH auf pH 4 eingestellt und er­
schöpfend extrahiert. Das Filtrat wird sofort auf pH 1 
gebracht, die hierbei ausfallende Huminsäurefraktion 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 gefällten Huminsäuren anfallenden Filtraten 
werden die jeweiligen Huminsäurevorstufen nach der IBAH­
Methode gewonnen. Dieses Verfahren der stufenweisen Boden­
extraktion liefert folglich 3 Huminsäurefraktionen (pH­
Stufen 4, 7 u. 14) und 4 Huminsäurevorstufenfraktionen (pH­
Stufen 1, 4, 7 u. 14). Im RUckstand nach alkalischer 
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Extraktion verbleiben ungelöste mineralische Bodenbestand­
teile sowie organische Stoffe wie Lignine, Zellulose, Humi­
ne usw. 

Eine schematische Darstellung des Fraktionierungsganges 

ist in Abb. 1 wiedergegeben. 

Angaben über den Kohlenstoff-, Stickstoff- und Wasser­
gehalt (Gw) der HuminRäuren sowie über den Glühverlust (Gv) 
sind in Tab. 1 zusammengestellt. 

Tabelle 1: Kohlenstoff (C)-, Stickstoff (N)-, Wassergehalt 
(Gw) und Glühverlust (Gv) von verschiedenen Frak­
tiqnen der Huminsäuren in Prozent 

Huminsäuren 

Schwarztorf 

Calluna Podsol 

Braunkohle 

Erica Podsol, Vogtei 

Erica Podsol, Vogtei 

Horizont Extrahiert 
bei pH 

c N 

B 

A 

B 

4 

7 11,3 97,7 55,0 1,83 
14 15,2 98,4 60,4 1,00 

4 

7 

15,2 
12,2 

98,1 64,7 
98,2 55,0 

1,56 
1,56 

14 16,2 98,1 50,8 1,70 

4 

7 
14 

4 

7 

17,4 
10,4 

9. 1 

97,0 
96,9 
94,4 

60' 1 

60,0 

54,4 

1,14 
1,04 
0,94 

6,2 96,5 n.b. n.b. 
6,5 98,9 n.b. n.b. 

14 5,1 88,1 n.b. n.b. 

4 

7 
14 

9,7 95,5 n.b. n.b. 
8,8 83,6 n.b. n.b. 
9,0 76,0 n.b. n.b. 

n.b. nicht bestimmt 
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2.2 Die Original-Ruminstoffe 

2.2.1 Kationenumtauschkapazität (KUK) und Leitfähigkeits­
titration 

Die Kationenumtauscheigenschaft der Ruminstoffe 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 Kationenumtauschvermögens von Boden­
humus ergibt sich aus der Tatsache, daß die KUK von Mont­
morrillonit gewöhnlich Werte von 80-100 mval/100 g Ton auf­
weist, während das gesamte Adsorptionsvermögen 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
kapazität von ungefähr 2 mval. Im Gegensatz dazu beein­
flußt 1% Ton die Umtauschkapazität nur im Ausmaß von etwa 
0,3 bis 0,6 mval je nach Art .und Mengenverhältnis der vor­
liegenden Tone. Die vergleichsweise hohe Umtauschkapazität 

der Ruminstoffe und der aus Boden gewonnenen Präparate be­
tont die Bedeutung dieser organischen Stoffkomponente fUr 
Kationenumtauschvorgänge im Boden. Der langsame Fortachritt 
auf diesem Gebiet ist zweifellos zum Teil auf die Komplexi­
tät des zu untersuchenden Systems zurückzuführen. Die 
Kenntnisse über die chemische Natur der Huminsäuren sind im 
Gegensatz zu den Tonmineralen zur Zeit noch völlig unzurei­

chend. 

Die Carboxyl- und Hydroxy-Gruppen stellen die wesentli­
chen Kationenumtauschgruppen der Huminsäuren dar. Nach 
McGEORGE (70) sind Lignin, Lignocellulose, Lignohemicellu­
lose und ähnliche Substanzen für die Umtauscheigenschaften 
des Humus hauptsächlich 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 fUr die KUK 
der organischen Substanz des Bodens. Nach MULLER (76) ist 

die hohe Umtauschkapazität auf -COOH·und -OH-Gruppen zurtick­
zuftihren. BROADBENT und BRADFIELD (14) wiesen ebenfalls 
darauf hin, daß 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, daß der Säurecharakter mit zunehmendem Polymerisa­
tionsgrad (zunehmende Humifizierung) abnimmt und Fulvosäuren 

und Braunhuminsäuren saurer sind als die stärker humifizier­
ten Grauhuminsäuren. Eine ähnliche Beobachtung wurde von 
DUBACH und AmHTA (26) mitgeteilt. ~urnA (57) hingegen be­

richtete Uber eine Zunahme der KUK von Huminsäurepräparaten 
mit zunehmendem Humifizierungsgrad. KAWAGUCHI und KYUMA 
(51) stUtzten mit frtiheren Mitteilungen die Ergebnisse von 
KUMADA. Neuere Befunde dieser Autoren (60) ergaben jedoch, 
daß in den Anfangsstadien des Humifizierungsprozesses, die 
Polyphenole zu einem Verlust von phenolischen Hydroxygruppen 
tendieren, woraus eine schwache Abnahme der KUK resultiert. 
Entsprechende Ergebnisse wurden von SCHEFFER, ZIECHMANN und 
SCHOLZ (85) mitgeteilt, doch ftihrten die mit Fortschreiten 
des Oxydationsprozesses in synthetischen Humifizierungspro­
dukten auftretenden -COOH-Gruppen zu einer erheblichen Zu­
nahme der KUK. Doch dUrfte hier ein Sonderfall vorliegen, 
da unter oxydativen Bedingungen Ringspaltungen eintreten 
mit einer zusätzlichen Bildung sauerstofffunktioneller 
Gruppen. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die KUK mit 
Hilfe der Leitfähigkeitsmethode nach FIEDLER (32) bestimmt. 
Die Ergebnisse der KUK-Bestimmungen sind in Tab. 2 zusammen­
gefaßt. Die KUK-Werte aller Huminsäureproben liegen im 
Bereich zwischen 200 bis 321 mval/100 g. Bei allen Humin­
säuren zeigt sich keine durchgehende Tendenz. Im Falle des 
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Eri ca Podsols zeigen die Huminsäuren aus dem B-Horizont 
ver glichen mit dem A-Horizont eine Abnahme der KUK-Werte 
fUr die pH 4,0 und pH 7,0 Fraktionen, während die pH 14 
Fraktion aus dem B-Horizont einen höheren Wert aufweist 

als die aus dem A-Horizont. Die Huminsäurepräparate von 
Erica Podsol B-Horizont nahmen weiterhin insofern eine 

Ausnahmestellung ein, als ihre KUK-Werte der bei allen an­
deren untersuchten Huminsäuren vorliegenden Tendenz, von 
pH 4 zu pH 14 anzusteigen, nicht folgen. Die KUK der Hu­
minsäuren aus dem Erica Podsol B-Horizont ist vielmehr am 
größten bei der pH 4 Fraktion und am kleinsten bei der 
pH 14 Fraktion. 

Tabelle 2: Kationenumtauschkapazität von verschiedenen 

Fraktionen der Huminsäuren in mval/100' g 
Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 1 14 

Schwarztorf 273,4 210,7 

Calluna Podsol B 246,6 231,1 217,9 

Braunkohle 261,4 214,2 226,5 

Erica Podsol, Vogtei A 321,3 301,9 267,1 

Erica Podsol, Vogtei B 199,9 291,5 315,5 
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2.2.2 Spezifische Wärme - cp 

Die spezifische Wärme eines Stoffes ist jene Wärmemenge, 
die nötig ist, um 1 g dieses Stoffes um 1 Grad· zu erwärmen. 
Sie ist im allgemeinen mit der Temperatur veränderlich. 

Die kalorische Größe ist ftir die Charakterisierung der 

Ruminstoffe und die Einteilung innerhalb der Humifizierungs­
vorgänge besonders geeignet (110). Die mittlere spezifi­
sche Wärme ist damit auch ein relatives Maß ftir den Humifi­
zierungsgrad. 

Tab. 3 zeigt die ftir die verschiedenen Huminsäuren er­
haltenen cp-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 höher als 
die der pH 7 Fraktion, aber niedriger als die der pH 4 Frak­
tion. Im allgemeinen liegen die cp-Werte der Huminsäure­
fraktionen aus dem A-Horizont des Erica Podsols etwas höher 
als die aus dem B-Horizont, doch zeigt sich in der Reihen­
folge der pH Fraktionen keine Ubereinstimmende Tendenz. 

Tabelle 3: Spezifische Wärme von verschiedenen Fraktionen 
der Huminsäuren in cal/g.Gr~d 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf o, 186 0' 181 

Calluna Podsol B 0,228 o, 147 0,125 

Braunkohle 0,159 o, 132 0,142 

Erica Podsol, Vogtei A 0,137 0,136 o, 147 

Erica Podsol, Vogtei B 0,121 0,137 o, 133 
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2.2.3 Relative Stabilitätskonstanten von zn++_, cu++_ und 

F ++ H ' .. k 1 e - um1nsauren omp exen 

Befunde eingehender Untersuchungen über metallorganische 
Verbindungen im Boden liegen bereits seit längerem vor 
(SCHEFFER und u~ICH (86), DEUL (23), MILLERund OHLROGGE 
(71)). GALLAGHAR (36) bestätigte ihren Einfluß auf die 

"Bodenbildung durch Kationenauswaschung. DE KOCK (22) und 
ENNIS (29) untersuchten den Einfluß von Huminsäuren auf die 
Lieferung und Fixierung von Pflanzennährstoffen. MORTENSEN 
(75) zeigte, daß für die Reaktionen von Übergangs-Metall­
Ionen mit organischen Substanzen des Bodens Chelat- bzw. 
Komplexbildung als wahrscheinlichster Mechanismus anzunehmen 

ist. KANVIAR (50), TOBIA und HANNA ( 95), BROADBENT und OTTO 
( 1 5) , RANDHAWA und BROADBENT ( 81 ) und SCHNITZER und SKn~IER 
(93) haben gezeigt, daß Kupfer, Zink und andere Kationen 
durch organische Stoffkomponenten im Boden und ähnliche or­
ganische Präparate gebunden werden, und untersuchten die 
Natur und Eigenschaften der beteiligten Austauschergruppen. 

Die Kenntnisse über die Stabilitätskonstanten von ver­
schiedenen metallorganischen Komplexen sind sehr gering. 
Weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet könnten zur ErkläT 
rung des Verhaltens dieser Verbindungen im Bodensystem bei­
tragen. HIMES und BARBER (45), MILLER ~d OHLROGGE (71) 
und RAJ~DHAWA und BROADBENT (81) ermittelten Log K-Werte 
(K = Stabilitätskonstante) für Komplexe des Zinks mit orga­
nischen Substanzen des Bodens zwischen 3,4 und 7,8 in Ab­
hängigkeit vom pH-Wert. Aus Titrationskurven schlossen 
BECKWITH (4) und COLEMAN und Mitarbeiter (19), daß Metalle 
aus der ersten Übergangs-Reihe im Periodensystem Komplexe 
mit organischen Verbindungen bilden, deren Stabilität der 
IRVING-VIILLIAMS (47) Reihe folgte. Nach IRVING-WILLIAMS 
läßt sich die Stabilität von Komplexen bivalenter Metall­
ionen unabhängig 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 für die Stabili­
tät der Komplexe zwischen Fulvosäure und Cu++, zn++ und Fe++, 
die Reihenfolge Cu++> Fe++> Zn++. 

Die in den vorliegenden Untersuchungen verwendete Methode 
entspricht mit einigen Abänderungen der von RANDHAWA und 
BROADBENT (81) sowie SCHNITZER und SKINNER (93). Diese 
Methode ist besonders geeignet für die Untersuchung von was­
serlöslichen metallorganischen Komplexen, da sehr niedrige 

Metallkonzentrationen verwendet werden können und die Gleich­
gewichtseinstellung schnell erfolgt. 

Die gefundenen Stabilitätskonstanten für Zn++, Cu++ und 
Fe++ mit verschiedenen Huminsäuren sind in den Tabellen 4, 
5 und 6 zusammengestellt. Die relativen Stabilitätskonstan­
ten für zn++ sind bei allen Huminsäuren mit Ausnahme von 
Braunkohle und Erica Podsol (A-Horizont) höher bei pH 7,0 
als bei pH 3,5. Demgegenüber liegen die Konstanten für 
Cu++ und Fe++ in allen Fällen bei pH 7,0 höher als bei pH 

3,5. 
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Tabelle 4: Relative Stabilitätskonstanten der Zink-Humin­
säurekomplexe von verschiedenen Fraktionen der 

Huminsäuren bei pH 3,5 und pH 7,0 

Huminsäuren Horizont Extrahiert Relative Stabilitäts~ 
bei pH konstante bei pH 

7 0 

Schwarztorf 4 . 
7 0,89 1,82 

14 o, 14 0,13 

Calluna Podsol B 4 0,22 1,18 

7 0, 21 1, 22 
14 0,22 1, 33 

Braunkohle 4 0,20 o, 13 

7 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 



- 20 -

Tabelle 5: Relative Stabilitätskonstanten der Kupfer-Humin-
säurekomplexe von verschiedenen Fraktionen der 
Huminsäuren bei pH 3,5 und pH 7,0 

Huminsäuren Horizont Extrahiert Relative Stabilitäts-
bei pH konstante bei pH 

3,5 7,0 

Schwarztorf 4 
7 0,09 1 '41 

14 0 ,08 0 ,20 

Calluna Podsol B 4 o, 13 0 ,85 
7 0,36 1,07 

14 0,13 0,44 

Braunkohle 4 0,32 0,99 
7 0, 22 0,41 

14 o, 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 1,65 
7 0,22 1 '31 

14 0,31 0,99 



- 21 -

Tabelle 6: Relative Stabilitätskonstanten der Eisen-Humin-
säurekomplexe von verschiedenen Fraktionen der 
Huminsäuren ·bei pH 3,5 und pH 7,0 

Huminsäuren Horizont Extrahiert Relative Stabilitäts-
bei pH konstante bei pH 

.3,5 7,0 

Schwarztorf 4 
7 o, 13 0,88 

14 0' 15 5,03 

Calluna Podsol B 4 1,05 4,44 
7 0,56 3,72 

14 0,26 3,71 

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 2,75 2,68 

Erica Podsol, Vogtei B 4 1,02 1 '98 
7 0,40 2,13 

14 0,25 3,22 
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2.2.4 Ultraviolett(UV)-Spektren 

Einen Uberblick über 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 
fUr eingehende Untersuchungen an Huminsäuren an. UV-Spek­
tren dieser Stoffgruppe zeigten jedoch in der Regel einen 
monotonen Verlauf, indem die Absorption mit abnehmender 
Wellenlänge stetig ansteigt. Von ~~A (56) wurde ange­
nommen, daß Anthrachinon als Struktureinheit in den Humin­
säuremolekülen vorliegt, doch bedarf diese Vorstellung noch 
weiterer Untersuchungen. 

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

2.2.5 Infrarot-Spektren - IR 

Im Gegensatz zu den monotonen UV-Spektren liefern die 
IR-Spektren von Huminsäuren interessante Hinweise auf die 
Struktur. MORTENSEN und HIMES (74) untersuchten organische 
Präparate IR-spektrophotometrisch und stellten einige charak­
terisierende Gruppenfrequenzen fest. Die IR-spektrophoto­
metrischen Untersuchungen an einigen japanischen Huminsäure­
präparaten von KUMADA und AIZAWA (58) führten zur Annahme, 
daß diese Präparate Wasserstoffbrücken betätigende -OH-Grup­
pen, aromatische und aliphatische -CH-Gruppen, -COOH, C=O 
und C=C enthielten. Die strukturelle Grundeinheit des 
Huminsäuremoleküls wurde als eine Einheit aus verschiedenen 
aromatischen und aliphatischen Verbindungen angesehen, die 
Phenole, Chinone, Äther und Alkohole enthielt. ZIECHMANN 
(109) stellte enge · genetische Beziehungen zwischen Lignin, 
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Huminsäure und Torf fest. Er beobachtete, daß die Absorp­
tionsintensitä t im C=C-Bereich beim Lignin viel höher ist 

als bei Huminstoffen. · Huminsäuren wiesen in diesem Bereich 

nur eine sehr geringe Absorption mit einer oder zwei Schul­

tern auf. SCHliiTZER und Mitarbeiter (87) benutzten ver­
schiedene Methoden für die Huminsäureextraktion aus einem 

Pods ol B-Horizont und stellten anhand der IR-Spektren fest, 
daß die Spekt ren der mit verschiedenen Extraktionsmethoden 

gewonnenen Huminsäure kaum Unterschiede zeigten. Sie nahmen 

daher an, daß die Extraktionsmittel keine bedeutende Rolle 
spielen, wenn sie nach der Extraktion leicht entfernt werden 
können. Die Autoren schlossen auf Grund der IR-Spektren 
auf die Anwesenheit von Hydroxy- und Carboxylgruppen, konn­

ten jedoch keine Bande für C=O-Gruppen feststellen. In 
einer Untersuchung über Huminsäure postulierten ORLOV und 

ri!itarbeiter (78), daß die Kernstruktur von Huminsäuren aus 
höhersubstituierten Benzol- oder Pyridin-Ringen besteht. 
Ein erheblicher Teil dieser aromatischen Ringe wurde als 
konjugiert mit C=C oder C=O Verbindungen angesehen. Es 
wurde angenommen, daß auch die Carboxylgruppen konjugiert 

waren wie beispielsweise bei Benzol-Carboxylsäuren. CH2-
Brücken oder terminale CH3-Gruppen sollen eine geringe Rolle 
spielen. 

CEH und HADZI ( 16), FARMER und MORRISON ( 30), SCHNITZER 
und GUPTA (89), WAG~ffiR und STEVENSON (99) und andere liefer­
ten wichtige Ergebnisse über die Natur und die Anordnung 
der funktionellen Gruppen im Huminsäuremolekül. 

Die Hauptabsorptionsbanden der Spektren aller untersuch­
ten Huminsäuren sind sich mit einigen Ausnahmen sehr ähnlich 
(Abb. 2 bis 9). Die pH 7 Fraktion von Schwarztorf und einige 
andere Huminsäuren zeigen beispielsweise eine breite Absorp­
tionsbande zwischen 3,0 und 3,6 p im Gegensatz zu schärferen 
Absorptionsbanden bei anderen Huminsäuren 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 f lediglich eine schwache 
Schulter. Die ausgeprägtasten Absorptionsbanden traten 

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

2.3 Die chemisch veränderten Ruminstoffe 

Zur Charakterisierung der peripheren Gruppen des Humin­
säuremoleküls wurden die Huminsäureproben 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 Reaktivität ist abhängig 
von der Stellung der OH-Gruppen im zu. acetylierenden Mole­
kül. Da folglich die verschiedenen OB-Gruppen-Verbindungen 
Unterschiede in ihrer Reaktivität zeigen, existiert keine 
allgemeine Methode zur Erfassung aller OH-Gruppen in sol­
chen Verbindungen. Die Methoden, die überwiegend für die 
Bestimmung von Hydroxygruppen angewandt werden, benutzen 
Acetanhydrid oder Phthalanhydrid. Daneben sind eine Reihe 
anderer Methoden mit größerer Spezifität angewandt worden. 

WRIGHT und SCHNITZER (107) sowie WUffiTIN und Mitarbeiter 
(67) verwendeten die Veresterung mit Acetanhydrid in Pyri­
din bei 90°C zur Bestimmung des Gesamthydroxygehaltes. 
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DEWALT und GLENJ:r (24) berichteten, daß Acetanhydrid außer 
mit Alkoholen und Phenolen auch mit primären und sekundären 
Aminen reagiert . VffiiGHT und SCHNITZER (107) wiesen jedoch 

darauf hin, daß die Menge dieser interferierenden Verbin­
dungen in Huminsäuren unbedeutend ist. Der Hydroxygruppen­
gehalt von Huminsäuren kann bestimmt werden entweder (a) 

durch Verseifung des Esters nach Acetylierung und Bestimmung 
der freigesetzten Essigsäure oder (b) durch Bestimmung des 
nach Veresterung nicht umgesetzten Acetaohydrids im Reak­
tionsgemisch. :1/IARTIN und Mitarbeiter (67) verglichen beide 
Methoden und stellten fest, daß die Bestimmung des Hydroxy­
gruppengehaltes durch Titration des nicht reagierten rest­
lichen Acetaohydrid keine zuverlässige Werte liefert. 

Die hier angewandte Methode zur Acetylierung der Humin­

säurepräparate basiert im wesentlichen auf VOGEL (98) mit 
den Abänderungen von SChNITZER und SKIUNER (91). 

Die acetylierten Huminsäuren wurden zur Bestimmung des 
Acetylgruppengehaltes (Tab. 7), der Kationenumtauschkapazi­
tät (Tab . 8), der spezifischen Wärme (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 Huminsäuren in 
mg/100 mg Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schv;arztorf 16,6) 12,91 

Calluna Podsol B 9,32 7,56 2,58 

Braunkohle 9,46 4,45 6,45 
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Tabelle 8: Kationenumtauschkapazität der acetylierten Pro­
dukte von verschiedenen Fraktionen der Humin­
säuren in mval/100 g Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert be i pH 

4 7 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 Wärme der acetylierten Produkte von 
verschiedenen Fraktionen der Huminsäuren in cal/g. 

Gr".i. 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf o, 131 0,105 

Calluna Podsol B o, 170 0,212 0,125 

Braunkohle 0,352 0,342 0,265 

Bei Schwarztorf-Huminsäure wurde in beiden pH-Fraktionen 
der höchste Prozentsatz an Acetylgruppen gefunden. In allen 
Fällen, ausgenommen bei Braunkohle, nimmt der Acetylgruppen­
gehalt von der pH 4 Fraktion zur pH 14 Fraktion ab. Bei 
Braunkohle-Huminsäure 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 Huminsäuren 
eine progressive Abnahme von der pH 4 Fraktion zur pH 14 

Fraktion. 

Die c -Werte lassen eine Abnahmetendenz mit zunehmendem 
p 

pH der Fraktionsstufen erkennen mit Ausnahme von Calluna 
Podsol, wo die cp der pH 7 Fraktion höher ist als die der 

beiden anderen Fraktionen. 

Die IR-Spektren der acetylierten Produkte gleichen im 
wesentlichen den Spektren der Originalhuminsäuren mit Aus­
nahme einerneuen Bande bei 7,5 ~ (C-CH3) und einer Betonung 
der breiten Bande im Bereich von 8,5 f• Die neue breite 
Bande bei 9,8 f ist vermutlich auf S=O Gruppen zurückzufüh­
ren, die bei der Acetylierung in Anwesenheit von konz. H2so4 
in die Huminsäuren eingebaut worden sind. 

Die UV-Spektren der acetylierten Huminsäuren lassen keine 
Unterschiede gegenüber den Spektren der Originalhuminsäuren 

erkennen. 

2.).2 Reduktive Acetylierung 

Nach dem gegenwärtigen Stand der Kenntnisse über den 
chemischen Aufbau von Huminsäuren scheint ein bedeutender 
Teil des gesamten Sauerstoffs in den Huminsäuren als Car­
bonyl- und/oder Chinongruppen vorzuliegen. FLAIG et al. (JJ) 

bestimmten das Molekulargewicht einer Bodenhuminsäure und 
ermittelten 2,7% C:O oder eine C=O Gruppe pro Molekularge­
wicht. SCHNITZER und GUPTA (89) fanden in Huminsäuren aus 
grauem Waldboden zwischen 5,0 und 5,3% C=O, während der C=O­
Gehalt der Fulvosäure aus dem gleichen Boden zwischen 4,8 
und 8,4% schwankte. SCHNITZER und SKINNER (92) fanden in 
IR-Spektren von Huminsäuren nach reduktiver Acetylierung 
keine Hinweise für das Vorhandensein von Chinongruppen. 
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Zur reduktiven Acetylierung wurde die von SCHNITZER und 
SKINNER (92) angewandte Methode verwendet. Die reduktiv 
acetylierten Huminsäurepräparate wurden zur Bestimmung des 

Acetylgruppengehaltes (Tab. 10), der KUK (Tab. 11) und der 

cp (Tab. 12) verwendet. Außerdem wurden die IR- (Abb. 2 
bis 9) und UV-Spektren aufgenommen. 

Tabelle 10: Acetylgruppengehalt der reduktiv acetylierten 
Produkte von verschiedenen Fraktionen der Humin­
säuren in mg/100 mg Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf 23,66 21,80 

Calluna Podsol B 13,19 11,33 5,59 

Braunkohle 9,46 9,61 8,75 

Tabelle 11: Kationenumtauschkapazität der reduktiv acety­
lierten Produkte von verschiedenen Fraktionen 
.der Huminsäuren in mval/100 g Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf 132,2 112,4 

Calluna Podsol B 150,3 143,9 71,0 

Braunkohle 184,0 145,8 171,0 
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Tabelle 12: Spezifische Wärme der reduktiv acetylierten 
Produkte von verschiedenen Fraktionen der 

Huminsäuren in cal/g.Gr~C. 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf o, 148 o, 148 

Calluna Podsol B o, 146 o, 119 o, 1)4 

Braunkohle 0,207 0,1)4 o, 189 

Der Gehalt an Acetylgruppen nimmt nach reduktiver Acety­
lierung der Huminsäuren im allgemeinen von den Fraktionen 
pH 4 nach pH 14 ab, lediglich bei Braunkohle-Huminsäure 
wurde der höchste Gehalt an Acetylgruppen in der pH 7 Frak­
tion gefunden. 

Die KUK nimmt bei Schwarztorf- und Calluna Podsol-Humin­
säuren von den Fraktionen pH 4 nach pH 14 ab, während sie 

bei Braunkohle von pH 4 nach pH 7 abnimmt und bei der pH 14 
Fraktion wieder höher liegt, aber nicht den Wert der pH 4 
Fraktion erreicht. 

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

Die IR-Spektren aller reduktiv acetylierten Huminsäuren 
zeigen gegenüber den Spektren der acetylierten Huminsäuren 

eine Verstärkung der Absorption bei 7,5 P· 8,5 p und 9,8 r· 
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2.3.3 Methylierung 

Diazornethan und Dirnethylsulfat sind für Untersuchungen 
übe~ die funktionellen Gruppen i~ den organischen Substan­
zen des Bodens verwendet worden. Diazornethan reagiert mit 
Sauerstofffunktionen; es werden folglich Carboxylgruppen, 
phenolische Hydroxyle, einige Keto-Enol-Gruppierungen an 
N-gebundenem Wasserstoff in Nachbarschaft zu Carboxylgrup­

pen, sowie Säurefunktionen benachbarter Alkoholgruppen er­
faßt. Dirnethylsulfat reagiert mit allen eben genannten 
Gruppen außer mit Carboxylgruppen, jedoch im Gegensatz zu 
Diazornethan auch mit schwächeren Säuregruppierungen. 

BROADBENT und BRADFORD (14) beobachteten bei Methylie­
rungsversuchen, daß mehr als 50% der Austauschkapazität 

der gesamten organischen Substanzen des Bodens von Carboxyl­
gruppen getragen wurde. Bei einem Vergleich beider Methy­
lierungsmethoden erhielten sie bessere Ergebnisse mit Diazo­
methan. SCHNITZER und SKINNER (88, 91) fanden, daß die 
Methylierung der aktiven Säuregruppen die Metallaufnahme 
beträchtlich reduziert. WAGNER und STEVENSON (99) schlossen 
aus dem IR-Spektrum einer mit Diazornethan methylierten 
Huminsäure, daß nur ein Teil der phenolischen Hydroxygruppen 
methyliert wurde. 

In den eigenen Untersuchungen wurde die Methylierung der 
Huminsäuren mit Diazornethan durchgeführt. Von den methy­
lierten Huminsäuren wurden die KUK (Tab. 13) und cp (Tab. 14) 
bestimmt sowie die IR- (Abb. 2 bis 9) und UV-Spektren aufge­

nommen. 

Die KUK nimmt in allen Fällen von den pH 4 Fraktionen 
nach den pH 14 Fraktionen ab. Die Methylierung der pH 14 
Fraktion von Calluna Podsol war wegen der schlechten Lös­
lichkeit in Methanol nicht möglich. 
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Tabelle 13: Kationenumtauschkapazität der methylierten 

Produkte von verschiedenen Fraktionen der 

Huminsäuren in mval/100 g Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf 100,1 98,3 

Calluna Podsol B 18),2 82,3 

Braunkohle 111,3 77,5 69,3 

Tabelle 14: Spezifische Wärme der methylierten Produkte von 
verschiedenen Fraktionen der Huminsäuren in cal/g. 

G.,... 'l r". 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf o, 167 o, 174 

Calluna Podsol B 0,253 0,157 

Braunkohle o, 189 o, 181 o, 180 

Die cp-Werte für Calluna Podsol und Braunkohle wiesen 
die gleiche Tendenz wie die KUK-Werte auf. Im Falle der 
methylierten Schwarztorf-Huminsäuren war jedoch die cp der 
pH 7 Fraktion kleiner als die der pH 14 Fraktion. 

Die IR-Spektren zeigten eine Abnahme der Intensität der 
OH-Bande bei 3,0 f• eine Zunahme der aliphatischen Absorp­
tion bei 3,5 f und 7,0 f• In der pH 7 Fraktion von Schwarz­
torf und der· pH 14 Fraktion bei Braunkohle trat eine stär-
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kere C=C-Absorption auf; in den anderen Fraktionen aller 
Huminsäuren war die C=O-Absorption verstärkt. Alle methy­
lierten Huminsäuren zeigten eine ausgeprägte Bande zwischen 

8,0 r und 8,3 r· 

2.3.4 Hydrierung 

Die Methode der Hydrierung unter Druck ist häufig in 
Abbauuntersuchungen an Ligninen angewandt worden. Folgende 
Reaktionen sind bei der Hydrierung möglich: (a) Hydrolyse, 
wobei Ätherbrücken 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 vollständig eliminiert wird; (d) Hydrie­
rung, wobei Doppelbindungen und Radikale mit Wasserstoff 
abgesättigt werden. BRAUNS (7), VAN KREVELEN (97), HARRIS 
et al. (4a), COOKE et al. (20) und andere verwendeten die 
Hydrierung und Hydrogenolyse in Untersuchungen über die 
Struktur des Lignins. Verhältnismäßig wenig Anwendung hat 

diese Methode bei Strukturuntersuchungen an Huminsäuren 
gefunden. GOTTLIEB und HENDRICKS (39) hydrierten einige 
organische Stoffpräparate 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 Öl, das als 
ein Gemisch von gesättigten aromatischen Alkoholen angese­
hen wurde. · KUKHARENKO und SAVE'EV (54, 55) führten diese 
Methode an Huminsäurepräparaten in Dioxan und mit Ni-Kata­
lysator durch. Sie erhielten flüchtige und nicht flüchtige 
Carbonsäuren, Phenole und neutrale Verbindungen. FELBECK 
(31) schloß aus Befunden nach Hochdruckhydrierung von or­
ganischen Bodenfraktionen, daß mindestens eine C=C-Bindung 
pro 4 C-Atome in der nicht hydrolysierbaren organischen 
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Fraktion enthalten war. Über eine Anwendung der Hydrierung 

unter Druck bei Raumtemperatur liegen keine Angaben in der 
Literatur vor. 

In den eigenen Untersuchungen wurde die Sättigung von 
Kohlenstoff-Doppelbindungen (C=C) mittels katalytischer 

Hydrierung unter Verwendung von Palladium (37) bei Raumtem­

peratur und normalem Druck durchgeführt. Die von den ver­
schiedenen Huminsäurepräparaten aufgenommenen Mengen an 
Wasserstoff (mg H2/100 mg Huminsäure) sind in Tab. 15 zu­
sammengestellt. Die KUK- und cp-Werte der hydrierten Humin­
säuren sind aus den Tabellen 16 und 17 ersichtlich. 

Tabelle 15: Aufgenommene Wasserstoffmengen während der 

Hydrierung von verschiedenen Fraktionen der 
Huminsäuren in mg/100 mg Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 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-Huminsäure nimmt der H2-Ver­
brauch und folglich die Hydrierbarkeit mit steigendem pR­
Wert der Fraktionen zu, während bei Schwarztorf 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: Kationenumtauschkapazität der hydrierten Produkte 
von verschiedenen Fraktionen der Huminsäuren in 
mval/100 g Huminsäure 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 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 Wärme der hydrierten Produkte von 
verschiedenen Fraktionen der Huminsäuren in cal/g. 

Gr !...'~ 

Huminsäuren Horizont Extrahiert bei pH 

4 7 14 

Schwarztorf 0,210 0,203 

Calluna Podsol B 0,235 0,223 0,156 

Braunkohle 0,217 0,152 o, 170 

Zunahme. Entsprechend verhalten sich die cp-Werte der bei­
den erstgenannten Huminsäuren, während bei Braunkohle der 
cp-Wert der pH 14 Fraktion gering höher liegt als der der 
pH 7 Fraktion. 

Die IR-Spektren der hydrierten Huminsäuren gleichen im 
Wesentlichen denen der Originalhuminsäuren bis auf eine 
breite Bande bei 7,2 f bis 7,3 f und einer Verstärkung der 
Carbonylgruppen-Absorption. 
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3. Theoretischer Teil 

Eine so heterogene Stoffgruppe wie die der Ruminstoffe 
wird auch bei ihrer systematischen und exakten Untersuchung 
nicht ohne weiteres eindeutige Zusammenhänge bei der Inter­

pretation ihrer Ergebnisse erkennen lassen. Und in der Tat 
war auch an Meßergebnissen auf dem Gebiet ihrer physikalisch­
chemischen Eigenschaften bisher viel weniger bekannt als 
z.B. auf dem benachbarter Naturstoffe wie der Lignine und 

Kohlen. Daher mußte eine Aufgabe dieser Studie vor allem 
darin gesehen werden, überhaupt Material zu diesem Fragen­

komplex herbeizuschaffen, um sodann zu prüfen, ob irgend­
welche erklärbaren Beziehungen zwischen den Ergebnissen der 
einzelnen Maßverfahren bestehen (vgl. Problemstellung, S.7). 

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

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

Dieser Befund besagt, daß für den typisch monotonen Ver­
lauf der Spektren von Ruminstoffen in diesem Spektralbereich 
eine zwar nicht große Anzahl, aber sicher gleichberechtigte 
funktionelle Gruppen in Betracht kommt: würde z.B. die C=O­
Gruppe als Chromophor überwiegen, dann wäre einmal das Spek­
trum durch bestimmte Maxima ausgezeichnet, zum anderen würden 
chemische Modifizierungen (redukt. Acetylierung, Hydrierung) 
auch eine drastische Veränderung des Spektrums nach sich 
ziehen. 
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Die Acetylierung führt ganz deutlich zu einer Vereinheit­
lichung der bei verschiedenen pR-Werten gewonnen1~uminstoffe: 

Es bestehen kaum noch Unterschiede ihrer UV-Spektren. Das 
besagt, daß die an sich geringe Differenzierung der Rumin­
stoff-Spektren vor allem auf (phenolische) Rydroxygruppen 

zurückgeführt werden kann. 

Andererseits ist bemerkenswert, daß bei einem recht hohen 
Gehalt an Acetylgruppen bei Schwarztorf-Ruminstoffen (16, 63 

und 12,91%) nur unwesentliche Veränderungen der Spektren 
eintreten. Dieser Befund ist nur so zu deuten, daß mit einer 
großen Anzahl von zwar ähnlichen aber doch abweichenden 
Strukturelementen auch eine Unzahl von Elektronenanregungs­
zuständen gegeben ist und daher kaum ein dominierendes Maxi­
mum oder Minimum zu erwarten sein wird. 

Immerhin läßt sich besonders bei dem aus Calluna-Podsol 
(pR 14) gewonnenen Ruminstoff bei 245-250 mt' eine deutliche 
Maximumandeutung erkennen, die auf die neueingeführten Car­
bonylgruppen zurückzuführen ist: 

Acetanhydrid 
-OR -0-C-CR 

II J 
0 

Gleichzeitig ergibt sich die für Ruminstoffe offensichtlich 
wichtige Feststellung, daß nicht der absolute Gehalt an 
funktionellen Gruppen ausschlaggebend zu sein braucht, als 
vielmehr ihr Verhältnie zueinander. 

Im Allgemeinen kann man bezüglich der bei verschiedenen 
pR-Werten gewonnenen Ruminstoffe folgende Beobachtung tref­
fen: Mit steigendem pR-Wert wird das Spektrum der Original­
substanzen undifferenzierter, jedoch das der chemisch modi­
fizierten stärker verändert. Es folgt daraus, daß mit 
steigendem pR-Wert auch zunehmend undifferenzierte Rumin­
stoffe gewonnen werden, also solche, die entweder über weni­
ger funktionelle Gruppen und damit auch über weniger Chromo-
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phore verfügen, oder bei denen ihr Verhältnis ein ausge­

glichenes ist. Veränderungen bei diesen Präparaten werden 
aber am nachhaltigsten ihr Spektrum beeinflussen. 

Für Ruminstoffe gilt also: Der für diese Stoffgruppe 
charakteristische monotone Verlauf ihrer UV-Spektren hat 

verschiedene Gründe: · 

1) Es liegt ein bestimmter Dispersitätsgrad vor (konservative 
Absorption - SEIDEL, 1966), 

2) es sind wenig Chromophore oder auxochrome Gruppen vor­
handen oder 

3) es besteht bei einem höheren Gehalt an diesen Gruppen 
ein ausgeglichenes Verhältnis zwischen ihnen. 

Die beiden letzten Fälle einer konsumptiven Absorption 
(Elektronenanregung) betreffen die chemische Struktur der 
Ruminstoffe und sind durch das eingangs geschilderte Vorge­
hen zu unterscheiden. Denn z.B. ein geringer Gehalt an 
phenolischen Rydroxygruppen wird nach ihrer Methylierung 
natürlich auch keine drastische Veränderung des Spektrums 
zur Folge haben. Wohl aber wird dies bei einem ausgegliche­

nen Verhältnis aber insgesamt höherem Gehalt, z.B. f~r Car­
bonylgruppen gelten, wenn diese Chromophoren eliminiert 
werden (obiges Beispiel). 

Die Infrarot-Spektren lassen bei nahezu allen Original­
präparaten eine sehr deutliche Ausprägung der OR-Bande bei 
~3 ? als Indiz für Assoziationserscheinungen erkennen. 
Ein Vergleich mit analogen Ruminstoffen, die anderen Gewin­
nungsverfahren unterworfen worden sind, läßt den Schluß zu, 
daß in vielen Fällen eine während der Präparation erfolgte 
Veränderung in erster Linie die Assoziationsfähigkeit der 
OR-Gruppen beeinträchtigt. Im Übrigen haben die ,Spektren 
wenig Banden und wie üblich bei Ruminstoffen eine beträcht­
liche Untergrundabsorption. 

Sämtliche, aufS. 9-34 dargestellten Veränderungen der 
Ruminstoffe haben eine weniger aufgeweitete OR-Bande bei 
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3 p zur Folge. Verstärkt wird die CH-Valenzschwingungs­
bande bei~ 3,4 r· Doch dürfte dies nur scheinbar sein, da 
h.ier die Aufweitung der benachbarten OH-Bande gegenüber den 
Originalpräparaten zurückgeht. 

Die stärkste Veränderung des Spektrums der veränderten 

Ruminstoffe ist im Gebiet der Doppelbindungen um 6 f zu beob­

achten. Bemerkenswert ist das Hervortreten der Esterbande 

bei 5,82 r bei den beiden acetylierten Präparaten. I m Falle 
der reduzierten Acetylierung verschwindet nahezu vollständig 

die Bande bei 6 r• die damit offensichtlich als eine Chinon­
bande angesprochen werden kann: 

1) 

2) 
, Redukt. 
0=0 ---4 

(Chin.) 

Acetylierung 
-OH------+ 

-OH -------+ -0-C-CH 
II 3 
0 

Auch die stärkere Intensität der Bande bei 5,82 f für 
den Fall (2) stimmt mit dieser Deutung überein. Abgesehen 
von dem beim pH-Wert 7 gewonnenen Braunkohlenpräparat konnte 
diese Beobachtung bei allen Ruminstoffen gemacht werden. 

Die Methylierung hebt naturgemäß die Assoziation der 
OH-Banden auf. Neue Banden treten bei,.._, 8 und.-v 9, 2 f hinzu. 
Ganz offensichtlich handelt es sich um Ätherbrücken, die im 

Falle der aromatischen Äther bei niedrigeren, bei aliphati­
Schen bei höheren Wellenlängen liegen: 

-OH 
(Phen) 
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Damit läßt sich die bei Ruminstoffen bislang ungeklärte 

Frage folgendermaßen entscheiden: bei 8,0 - 8,3 r liegt 
die Absorption der Äthergruppen. Dieser Befund ist insofern 
von einiger Bedeutung, als sich darauf eine Analyse der Bio­
genese der Ruminstoffe von den Ligninen aufbauen läßt 

(Methoxylgruppen). 

Die Hydrierung verändert sowohl C=O- als auch C=C-Banden 

um 6 p und zwar unterschiedlich. Es ist daraus der Schluß 
herzuleiten, daß eine solche Behandlung der Ruminstoffe 
keinesfalls eine tiberall gleiche Wirkung hervorruft, sondern 
offensichtlich von der Struktur abhängige Veränderung 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 Präparate vorliegt. 

Die ftir Ruminstoffe recht informative Kationenumtausch­
kapazität liegt in dem ftir diese Stoffe zu erwartenden Be­
reich von 200-320 mval/100 g Huminstoff, also weitaus höher 
als ftir anorganische Stoffe im Boden. 

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

Die einfache Zusammenfassung solcher Werte ftir Humin­
stoffe verschiedenster Herkunft vermag an sich wenig Uber 
den Mechanismus dieses Vorganges auszusagen. Daher wurden 
hier, wie einleitend dargestellt, dieses wie auch andere 
Verfahren mit jeweils veränderten funktionellen Gruppen 
durchgeftihrt. 

Nun lassen sich sogleich zwei SchlUsse ziehen: 
1. Die Kationenumtauschkapazität der Ruminstoffe geht offen­

sichtlich auf ihre funktionellen Gruppen zurtick. (Es wäre 
evtl. im Gegensatz hierzu noch an n-Komplexe zu denken.) 
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Tabelle 18: Die prozentuale Abnahme der Kationenumtausch-

kapazität bei chemischer Veränderung der 

Huminsäure 

Huminsäuren Acety- reduz. Methy- Hydrierung 
lierung Acety- lierung 

lierung 

Schwarztorf 

pH 4 
7 7,0 52 63 62 

14 7,0 47 53 78 

Calluna Podsol 
pH 4 2,5 39 25 82 

7 2,5 38 64 83 

14 3,1 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 Kationenumtauschkapazität nach ver­
schiedenen chemischen Veränderungen ist nicht mit den 
bisherigen Annahmen vereinbar, wonach Carboxyl- und 
Hydroxygruppen ausschließlich diesen Vorgang bestimmen. 

Denn wäre dies der Fall, dann müßten bereits nach einer 
Acetylierung die Kationenumtauschkapazitäten beträchtlich 
zurückgehen. Aber im Gegenteil, hier liegen die geringsten 
Abnahmen mit stets unter 10%. Es ist also anzunehmen, daß 
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 vermögen. In Betracht kommen vor allem die bei Humin­
stoffen bereits nachgewiesenen Carbonylgruppen. Unterstellt 

man di es, dann wird auch verständlich, weswegen allein die 
Hydrierung ei nen Abfall der Kationenumtauschkapazität um 
mehr als 50%, bei den Calluna-Podsol-Huminstoffen sogar mehr 

als 80% bewirken kann. 

Offensichtlich gehört die Carbonylgruppe der Ruminstoffe 
zu einem,Eigenschaften und reaktives Verhalten bestimmenden 
Strukturteil. Die Bindung eines Metalles @ dürfte sich 
dann folgendermaß.en vollziehen: 

I 

~o- @-lo= c 
I 

Natürlich lassen sich auf dieser Grundlage keine stöchiome­
trischen Beziehungen und damit auch keine exakte Interpre­
tation der in Tab. 18 aufgeführten Ergebnisse herleiten, 
denn aus sterischen Gründen ist sicher nicht jede Carbonyl­
gruppe als gleich wirksam anzusehen. 

Liegt aber ein solcher Mechanismus bei Ruminstoffen vor, 
dann muß sich auch ein Hinweis darauf aus den Stabilitäts­
konstanten ergeben. 

Neben der zu erwartenden Zunahme der relativen Stabilitäts­
konstanten mit steigendem pH-Wert, fällt besonders der hohe 
Wert für Zink-Komplexe bei den Calluna-Podsol-Huminstoffen 
auf. Es geht dieser Befund also völlig konform mit den aus 
den Messungen der Kationenumtauschkapazität herzuleitenden. 
Augenfällig ist dieser Zusammenhang auch für Eisenkomplexe 
gültig. Es ist nun interessant, die Austauschqualitäten der 
Huminstoffe nach diesen Befunden mit denen anderer Sorptions­
träger im Boden zu vergleichen. Es gilt z.B. für Aminosäuren 
und Polypeptide folgende Reihenfolge zunehmender Stabilität: 

Cu > Ni > Zn > Co > Cd > Fe > Mn > Mg 
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An erster Stelle rangiert Kupfer. Wie aber aus Tab. 19 er­
sichtlich, ist Kuyfer gegenüber Zink und Eisen in den meisten 

Fällen nicht an erster Stelle zu finden. Damit zeigt sich 

ein besonderes, offenbar spezifisches - weil von Ruminstoff 
zu Ruminstoff wechselnd und vom Präparationsgang abhängig -

Sorptionsverhalten dieser Naturstoffgruppe. 

Dieses Verhalten der Ruminstoffe dürfte für physiologische 
Effekte von einiger Bedeutung sein. So wird sicher eine 
unterschiedliche Beeinflussung zinkhaltiger Fermente durch 
Ruminstoffe unter Zugrundelegung derartiger Effekte zu dis­

kutieren sein. Auch für die Behebung von Zinkschäden könnten 
Ruminstoffe von Bedeutung sein. 

Bemerkenswert ist wieder, daß durchaus kein gleichartiges 

Verhalten der einzelnen Huminstoff-Fraktionen vorliegt, 
woraus offenbar eine ausgeprägte Spezifität der Ruminstoffe 
hinsichtlich ihrer Intensität, Komplexe zu bilden, resultiert. 

Auffallend ist immer wieder die starke Veränderung der 
Ruminstoffe durch ihre Hydrierung bzw. Methylierung. 

Besonders die Leitfähigkeitstitrationen beweisen diesen 

Effekt. In jedem Falle konnte hier gezeigt werden, daß eine 
Hydrierung auch eine Aciditätsminderung der Ruminstoffe her­
beiführt (die ja eigentlich nicht zu erwarten wäre). 

Nun ließe sich ein solcher Fall von einer Keto-Enol­
Tautomerie herleiten. Das heißt, es muß der saure Charakter 
der Ruminstoffe in nicht unerheblichem Maße von Carbonyl­
gruppen herrühren, die als Protonenakzeptoren fungieren und 
in dieser Eigenschaft durch eine katalytische Hydrierung 
ausgeschaltet werden. 
hier: 

Ein entsprechendes Beispiel wäre 

0 OK 

cQ)~c:(x) 
H M I 

H 

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

Huminsäuren Horizont Extrahiert Abnahme der relativen Stabili-
bei pH tätskonstanten, gemessen bei 

pH 3,5 pH 7,0 

Schwarztorf 

1 Zn-+ Fe- Cu Zn- Cu- Fe 
14 Fe~ Zn-+ Cu Fe-+ Cu-+ Zn 

Braunkohle 4 Zn-+ Cu-+ Fe cu- Fe-+ Zn 
1 Zn- Fe- Cu Fe-+ Cu-+ Zn 

14 Zn-+ Fe- Cu Fe- Cu- Zn 

Calluna Podsol B 4 Fe- Zn-+ Cu Fe-zn- Cu 
1 Fe- Cu- Zn Fe- Zn- Cu 

14 Fe-zn- Cu Fe- Zn- Cu 

Erica Podsol A 4 Zn-+ Cu-+ Fe Fe- Cu- Zn 
1 Fe- Cu-+ Zn Fe- Cu- Zn 

14 Fe- Cu- Zn Fe-+ Cu- Zn 

Erica Podsol B 4 Fe-+ cu- Zn Fe- cu-zn 
1 Fe-+ Zn-+ Cu Fe- zn- Cu 

14 Cu- Fe- Zn Fe-+ Zn- Cu 

Zwar ist das Anthron (in der Ketoform) die stabilere Verbin­
dung, aber in der Hitze erfolgt in Gegenwart von Alkali die 
Umlagerung zur Phenolform. Im Übrigen wird aus dem Anthron 
verhältnismäßig leicht mit Essigsäureanhydrid in Pyridin 
das Acetat gewonnen. 



- 44 -

Für unser Problem bedeutet dies: Die bei manchen Rumin­

atoffen verhältnismäßig geringe Differenz zwischen dem Acetyl­

gehalt der einfachen (1) und der reduktiven Acetylierung (2): 

einf. Acetylierung 

' redukt. Acetylierung ,c 

I 
-COH 

I 

0 
II 

-0- C - CH3 
Hydroxy-Gr. 

0 
I II 

0- -9- OH- -0- C - CH3 

0 
I II 

und -9- OH~ -0- C- CH3 

(1) 

(2) 

darf keinesfalls als repräsentativ für 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 klären, 
der zwischen diesen Meßwerten auftritt. So z.B. ist bei der 
Calluna Huminsäure (pH 14) die geringste Differenz beider 
Acetylgehalte, aber die höchste Wasserstoffaufnahme. Zu 
bemerken ist hier, daß die Grundstruktur der Ruminstoffe 
offensichtlich wenig durch die Hydrierung verändert worden 
ist, was bedeuten dürfte, daß die vorstehend aufgeführten 
Möglichkeiten einer Strukturveränderung bei Ruminstoffen 
nicht relevant sind. Dafür spricht im Übrigen auch der vor­
stehend diskutierte Abfall der Kationenumtauschkapazität 
(um SO%) nach einer Hydrierung. 

Die relativen spezifischen Wärmen von Ruminstoffen wurden 
erstmals von LENTZ und ZIECHMANN (110) vermessen. Sie sind 
für diese Stoffe eine charakteristische Größe und offensicht­
lich ein Maß für den Verlauf von Humifizier.ungsvorgängen, 
d.h. für das relative Alter der Ruminstoffe mit: 
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AH J Cp,dt def c;.213 
80 

T2 

und .t..S 5 Cp 
;_r.dt 

T1 

stellt sie eine Verbindung zur Entropie ( A S) her. 
Ein Fortschreiten der Humifizierung äußert sich als Abnahme 

von Cp• 

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

Innerhalb des Extraktionsganges wie des Profils treten 
Schwankungen auf. Dies bedeutet zunächst, daß keinerlei 
Generalisierung über den Bildungsort der Ruminstoffe im 
Bodenprofil erfolgen kann. Wie nicht anders zu erwarten, 
werden in der Regel bei den niedrigen pH-Wertstufen der Ge­
winnung die Huminsäurevorstufen, dann erst die chemisch 
weniger reaktiven Huminsäuren anfallen. 

Abhängigkeiten dieser Größ.e von der chemischen Veränderung 
der Ruminstoffe sind recht kompliziert. 

Bei allen Präparaten nimmt die spezifische Wärme nach 
ihrer Hydrierung zu, die Kationenumtauschkapazität aber er­
heblich ab (Tab. 18). Der letztere Befund spricht, wie be­
reits erörtert, für einen Verlust an hierfür in Betracht 
kommenden funktionellen Gruppen. Dies geht im Ubrigen auch 
aus dem Vergl·eich der Lei tfähigkei ten hervor. Es ist also 
ein Zusammenhang zwischen dem Bestand an funktionellen 



- 46 -

Gruppen und dieser thermodynamischen Größe nicht gegeben 
bzw. vorerst noch nicht ersichtlich. Da sich aber diese 
Feststellungen für die Hydrierung (Leitfähigkeitstitrationen, 

Spektren) und für die Cp-Werte a 1 1 e r untersuchten Sub­
stanzen eindeutig ergeben, mUßte dies auch ein wesentlicher 
Befund für diese Naturstoffe sein. Damit ist hier ganz of­
fensichtlich ein Bezug zu der oben erwähnten Entropie gege­

ben. Mit der Zunahme der spezifischen Wärme erfolgt auch 
eine solche der Entropie. Diese Feststellung wäre verhält­
nismäßig allgemein und unverbindlich, wenn im IR-Spektrum 
nach einer Hydrierung nicht eine Zunahme an Wasserstoffbrücken 
ersichtlich wäre. Nun ist offenbar der Schluß berechtigt, 
daß durch diese zwischenmolekulare Beziehung ein Moment der 
Unordnung in das System der Huminstoffe eingebracht wird, 
Dies ist aber nur so zu verstehen, daß äußere Wasserstoff­
brücken bei Huminstoffen keine dauerhafte Bindungsform dar­
stellen, ~ondern einem gewissen Wechsel unterliegen müssen, 

~ ~ eh/ 
wodurchln~t zuletzt eine milieu- und zeitabhängi ge Bearbei-

tung in vielen Fällen so überaus unerfreulich gestaltet. 

Die chemische Veränderung der Huminstoffe natürlicher 
Böden und die Analyse ihrer physikalischen Eigenschaften 
fUhrt uns wieder zu den eingangs erörterten IR-Spektren zu­
rUck, denn nun sollte es auch gelingen, einige wesentliche 
Merkmale aus diesen herauszulösen, vor allem aber einige 
bislang strittige Banden nun eindeutig zuzuordnen (108). 

Neben einer Bestätigung 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 

5,82 r ; 1720 -1 cm 

8,3 f 1205 cm-1 

5, 91 }l 1680 ~m-1 

Zuordnung 

Estergruppe 

RI- C - 0 - RII 
II 
0 

Phenol.Acetat 

0 -C - CH3 II 
0 

Chinon-Carbonyl 

o~o 

Beweis 

Acetylierung 

Acetylierung 
mit Acetanhydrid 

redukt.Acetylie­
rung, Hydrierung 
(Schwarztorf!) 

Bemerkung 

bei Benzechinon 
1664 cm-1 , bei 
Ruminstoffen also 
eine Verschiebung, 
bislang bei diesen 
umstritten. 

.:!J 



Fortsetzung Tabelle 20 

Position Zuordnung Beweis Bemerkung 

,....... 6, 0 }l ; 1670 cm -1 c = c redukt.Acetylierung 

6,25 }l ; 1600 cm -1 c = c Hydrierung möglicherweise konj. 
Doppelbindung. 
(bislang umstritten) 

-1 Ätherbrücke (bislang umstritten) 
eS 

8,1 }l ; 1235 cm Methylierung 
bes. bei Ligninen: 1260 cm-1 , 

00 daher möglicherweise 

I ein Maß für die Über-
führung von Ligninen 
--+ Ruminstoffen 

7,0 p. ; 1430 cm -1 C = CH3 
Methylierung 

Deformat. 



- 49 -

4. Zusammenfassung 

Es wurde versucht zu zeigen, daß Ruminstoffe nur dann 

physikalisch-chemisch sinnvoll zu untersuchen sind, wenn 

vorher auch ihre kontrollierte chemische Veränderung erfolgt. 

Ein Vergleich konnte sich nun auf folgende Präparate 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 Kationenumtauschkapazität und Leit­
fähigkeitstitration. 

2) Die Bestimmung der relativen spezifischen Wärmen. 

3) Die Bestimmung der Stabilitätskonstanten ftir Zn++_, 
Cu++_ und Fe++_Komplexe. 

4) UV-Spektren. 

5) IR-Spektren. 

Ergebnisse: 

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

2. Es wird erneut die Bedeutung der Ruminstoffe ftir die 
Festlegung von Schwermetallen im Boden deutlich. Es 
werden vornehmlich Zink und Eisen, weniger Kupfer ge­
bunden • . Den einzelnen Fraktionen kommt eine pR-Wert­
abhängige Selektivität zu. 
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). Die relativen spezifischen Wärmen lassen eine hinrei­
chend genaue Beschreibung des Rumifizierungsgrades zu 
(Altersbestimmung der Ruminstoffe). Bildung und Bewe­

gung der Ruminstoffe im Profil lassen sich auf dieser 

Basis interpretieren. 

4. Leitfähigkeitstitrationen, Acetylierungen und Spektren 
lassen auf eine Keto-Enol-Tautomerie bei Ruminstoffen 
schließen. 

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

5.1.1 Kationenumtauschkapazität 

Nach FIEDLER (32) wurden die Huminsäureproben in 0,1 N 
NaOH gelöst und über Nacht bis zum vollständigen Lösen ste­
hengelassen. Nach Zugabe von 1 ml konz. HCl wurden die 

gefällten Huminsäuren abzentrifugiert und auf der Zentrifuge 
einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Das Huminsäure­
Gel wurde in aufgekochtem dest. Wasser aufgeschwemmt und 
unter magnetischer Rührung und langsamem Durchleiten von 
N2-Gas mit carbonatfreier Ba(OH) 2-Lösung titriert. Während 
des Neutralisationsvorganges der Huminsäuren bleibt die 
Leitfähigkeit auf Grund der Bildung von unlöslichem Barium­
humat konstant. Die Leitfähigkeitsmeßwerte wurden gegen den 
Verbrauch an ml Ba(OH) 2-Lösung aufgetragen und die Kurve 
zur genauen Ermittlung der für die Neutralisation der Humin­
säure verbrauchten Ba(OH) 2-Menge ausgewertet, Die KUK der 
Huminsäuren wurden wie folgt berechnet: 

ml 0,1 N Ba(OH) 2 • (100 + Gw%) • 2 • 10 

KUK = ----------------------------------------

Es bedeuten: 

Gw Wassergehalt 
Gv Glühverlust 

G Gewicht der aschefreien Probe 

5.1.2 Spezifische Wärme, ·Cp 

Die Bestimmung der Cp geschah wie folgt: Ein Verdampfungs­
kalorimeter wurde mit flüssigem Stickstoff gefüllt und in 
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ein ebenfalls mit flüssigem Stickstoff angefülltes Thermos­

gefäß gesetzt, so daß die Temperatur in Verdampfungskalori­
meter konstant bei -196°C gehalten werden konnte. Eine 
Huminsäureprobenmenge von etwa 15-20 mg wurde in einem sehr 

kleinen ·Glasbehälter eingewogen und dieser in den oberen 
Teil des Kalorimeters von außen kippbar angebracht. Danach 

wurde das Kalorimeter luftdicht verschlossen. Ein Auslass 
dieses Kalorimeters wurde mit einem mit Benzol gefüllten 
Eudiometerrohr verbunden. Die Rate der infolge Verdampfung 
des flüssigen Stickstoffs im Eudiometerrohr aufsteigenden 
Blasen wurde in 30 Sekunden Abständen verfolgt. Sobald die 
Rate konstant blieb, wurde die Huminsäureprobe in den flüs­

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 Eudiomete~rohr abgelesenen Werte gegen die 
Zeit aufgetragen. Aus der erhaltenen Kurve wurde die durch 
die zugegebene Huminsäuremenge hervorgerufene Volumenänderung 
ermittelt. 
Die Bestimmung der Cp erfolgte nach folgender Beziehung: 

aH (Pa - Pn - PS) (V2- V1) 
Cp 

m (Tz - TL) • R Tz 

Es bedeuten: 

~H = die Verdampfungswärme in cal/Mol 

- m = 

äußerer Druck 
Sättigungsdampfdruck der Flüssigkeit 
Anfangsvolumen im Eudiometer 
Endvolumen im Eudiometer 
eingewogene Probemenge 
Zimmertemperatur 
Temperatur .des siedenden flüssigen Stickstoffs 
universelle Gaskonstante 
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5.1.3 Stabilitätskonstanten 

Bestimmung der relativen Stabilitätskonstanten erfolgte 
in Anlehnung an die Beziehung von ~UffiTELL und CALVIN (65): 

Es bedeuten: 
-r-. 

)\ 

Log K 

Log (~- 1) 
1-

Log K - x Log (HS] 

Die Verteilungskonstanten in Abwesenheit von 
Huminsäure (HS) 
Die Verteilungskonstanten in Gegenwart von HS 
Relative Stabilitätskonstante 

x = Anzahl der Mole von HS, die mit 
ion reagiert 

Mol Metall-

(HS] Relative Konzentration der HS in mg anstelle 
der molaren Konzentration, da das Molekular­
gewicht der verwendeten HS-Präparate nicht be-
kannt war. 

wurde wie folgt ermittelt: 

Es bedeuten: 
ot-0 = am Austauscher gebundenes Metall in % des 

Gesamtmetalles 
100 - O<o in Lösung verbliebenes Metall in % des Gesamt­

metalles 
V Volumen der Lösung 
g - Gewicht des Austauschers. 

1- wurde in der gleichen Weise wie ~. bestimmt, jedoch in 
Anwesenheit von verschiedenen HS-Konzentrationen. x wurde 
ftir 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 gelöst 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 Maßkolben pipettiert und mit 

dest. Wasser auf ungefähr 40 ml verdünnt. Jeder Kolben er­
hielt 5 ml 1 N KCl und danach 3 ml einer Cu-(200 ~g/ml), 
Fe-(100 ~/ml) oder Zn-(100 ~g/ml) Chloridlösung. Das pH 
der Lösungen wurde mit 0,1 N KOH oder 0,1 N HCl auf 3,5 oder 
7,0 eingestellt. Abschließend wurden die Kolben mit dest. 
Wasser aufgefüllt. Eine Kontrollreihe erhielt keine HS. 

Die Versuchslösungen wurden mit jeweils einem Gramm K­
gesättigten Kationenaustauscher (Dowex 50 W-XS, 20-50 mesh) 
im 125 ml Erlenmeyerkolben für eine Stunde bei Raumtemperatur 
geschüttelt. Danach wurde durch Filtration und mehrmaliges 
Nachwaschen 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. HN03 
und H2so4 bis zur völligen Entfärbung gekocht. Die Lösung 

wurde mit dest. Wasser verdünnt 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 

Für die Aufnahme von UV-Spektren wurden 5 mg Huminsäure 
in 25 ml 0,1 N NaOH gelöst und davon 0,2 ml in der Maßküvette 
mit dest. Wasser auf 3 ml verdünnt. Die UV-Spektren wurden 
jeweils bei einem pH der Maßlösung von 3, 5, 7, 9 und 11 auf­
genommen. Als Gerät diente das Beckman UV-Spektrophotometer 
DBG-Grating. 
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5.1.5 IR-Spektren 

1 mg Huminsäure und 800 mg KBr wurden gründlich in einem 
Achatmörser staubfrei homogenisiert. Dieses Gemisch wurde 

unter Vakuum bei 300 kg/cm2 gepreßt. Diese KBr-Preßlinge 
wurden für die IR-Analyse im IR-Spektrophotometer der Firma 
Leitz, Wetzlar, verwendet. 

5.1.6 Acetylierung 

Die Bestimmung erfolgte nach VOGEL (98) und SCHNITZER und 
SKI~~R (91). 1 g Huminsäure wurde in einem Erlenmeyer-Kolben 
mit 15 ml Acetanhydrid versetzt und nach Zugabe von 3 Tropfen 
konz. H2so4 auf dem Wasserbad für 24 Stunden erhitzt. Danach 
wurde die Suspension im Eisbad abgekühlt, 2 Stunden stehenge­
lassen und schließlich auf der Nutsche filtriert. Der Filter­
rückstand wurde mit kaltem destilliertem Wasser säurefrei 

gewaschen und danach über P2o5 in Vakuum getrocknet. 

5.1.7 Reduktive Acetylierung 

Methode nach SCHNITZER und SKINNER (92). 100 mg Humin­
säure wurden nacheinander mit 10 ml Acetanhydrid, einem 
Tropfen konz. H2so4 und 2,5 g Zinkstaub versetzt. Die Sus­
pension wurde auf einem Wasserbad von 70°C 24 Stunden erhitzt 
und danach heiß filtriert. Zu dem klaren Filtrat wurden 
10 ml dest. Wasser gegeben und zur Hydrolyse des Acetanhydrids 
5 Minuten auf dem Wasserbad mäßig erhitzt. Die Lösung wurde 
im Rotationsverdampfer unter Vakuum bis zur Trockne eingeengt. 
Der trockne Rückstand wurde zur vollständigen Entfernung der 
Essigsäure mehrfach mit Methanol extrahiert und abschließend 
über P2o5 unter Vakuum getrocknet. 
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5.1.8 Acetylgruppen-Bestimmung 

Zur Bestimmung der Acetylgruppen wurde mit geringer Ab­
änderung die bei GATTERMANN (37) beschriebene Standardmethode 
verwendet. 10 mg der zuvor acetylierten bzw. reduktiv acety­

lierten Huminsäure wurde mit 2 ml 50% H2so4 für eine Stunde 

verseift. Nach Abkühlung der Reaktionslösung wurde der Küh­
ler 2 mal mit 5 ml destilliertem Wasser gewaschen. Die frei­
gesetzte Essigsäure wurde nach Abdestillieren mit N/30 NaOH 
und Phenolphthalein als Indikator titriert. 1 ml N/30 NaOH 
entspricht 1,434 mg Acetylgruppen(-COCH3). 

5.1.9 l\llethylierung 

Die Methylierung wurde mit Diazornethan durchgeführt, das 
aus frisch hergestelltem Nitrosemethylharnstoff gewonnen und 
am gleichen Tag verwendet wurde. 500 mg Huminsäure wurden 
in 40 ml Methanol und 4 ml dest. Wasser gelöst. In Äther 
gelöstes Diazornethan aus 10,3 g Nitrosemethylharnstoff wurde 
zu der alkoholischen Huminsäurelösung gegeben und über Nacht 
stehengelassen. Danach wurde das überschüssige Diazornethan 
durch mäßiges Erwärmen auf dem Wasserbad entfernt, das methy­
lierte Produkt unter Vakuum bei Raumtemperatur getrocknet 
und über P2o5 aufbewahrt. 

5.2.0 Hydrierung 

Zur katalytischen Hydrierung unter Normaldruck wurden 
500 mg Huminsäure in Eisessig gelöst und nach Zugabe der 
gleichen Menge Palladiumkohle unter H2-Atmosphäre 2 Stunden 
bei Raumtemperatur reagiern gelassen. Das Palladium wurde 
sodann aus der Reaktionslösung abfiltriert, das Filtrat unter 
Vakuum zur Trockne eingeengt und das erhaltene hydrierte 
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Huminsäureprodukt über P2o5 aufbewahrt. 

Die von der Huminsäure aufgenommene Menge an Wasserstoff 

wurde aus dem Verbrauch an H2-Gas wie folgt berechnet: 

V 

Es bedeuten: 

V
0 

- Wasserstoffmenge, aufgenommenen von Huminsäure 
V Verbrauchte Wasserstoffmenge unter den Reak-

tionsbedingungen 
p Atmosphärendruck während der Reaktion 

T Reaktionstemperatur (Raumtemperatur) 
T

0 
: 273°K 

P
0 

760 mm Hg, Normaldruck. 
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•NaOH f..{JH6J 

FRAKTION 
(pHI) 

2. 

FRAKTION 
(pH4) 

J . 

L::.::=f.=.!:;;;.J FRAKTION 
(pH 1) 

'· 
....".____:L-___, FRAKTION 

fpHUJ 

Abb. 1: Schematische Darstellung des Extraktions- und 
Fraktionierungsganges von Huminstoffen aus Boden. 
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Abb. 2: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch· 
veränderter Schwarztorf-Huminsäure (pH 7 Fraktion). 

--Original •HS -

/ ac•tyll•n. HS --

-rltdz. ac•tytl•rt• HS / 
- m•thyll•rt• HS -........... 
- hydrl•rt• HS 

~ 

-- W.llonlll~, f' 
10 

Abb, 3: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Schwarztorf-Huminsäure (pH 14 Fraktion). 
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-Original· HS --

- ac.tytlerte HS --

.,_- redz. ac:etyll.n. HS-

-hydr'-rte HS ---. 

--.... ,. 

Abb. 4: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Braunkohle-Huminsäure (pH 4 Fraktion). 

- Original· HS --
•c•tyll..-t• HS --

:;: rodz, acotyllorto HS~ 
_.- m•thyli•rt. HS -

-- hydrltort• HS -

Abb. 5: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Braunkohle-Huminsäure (pH 7 Fraktion). 
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~· 6 10 

Abb. 6: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Braunkohle-Huminsäure (pH 14 Fraktion). 

- Ortgln•l -HS -
- &Ottytl•rt• HS --

-rtcSZ. acetyliert• HS-

- hydr..,le HS --

10 

Abb. 7: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Calluna Podsol-Huminsäure (pH 4 Fraktion). 
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-Original ... HS ---
-- •cttyllertt HS -

- r~z. autyti.rtt HS-

-- WtUtnli1nge, I" 

Abb. 8: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Calluna Podsol-Huminsäure (pH 1 Fraktion). 

- Origln..t - HS 

- rwdz. aeetytt.rte HS-

- hydrierte HS 

~ 

Abb. 9: IR-Absorptionsspektren von Original- und chemisch 
veränderter Calluna Podsol-Huminsäure (pH 14 Fraktion). 
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Abb. 10: Leitfähigkeitstitrationskurven von Original- und 
chemisch veränderter Schwarztorf-Huminsäure 
(pH 7 Fraktion). 

0.141 

-Or...,.a . HI 
-·-·· ~Wt4o HS 
_. .... ......_._.,...,... HS 

-• · • - ...,....... HS 
-•·•- ~,tWte HS 

Abb. 11: Leitfähigkeitstitrationskurven von Original- und 
chemisch veränderter Schwarztorf-Huminsäure 
(pH 14 Fraktion). 
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O,IS& ... .. ' 
'~·. ~ ' 

- (),140 ~. • / . • 

; o ,2t4 '. ~ .' o.~ ' 

~ .~'J : : : : 

~ \ \-;J,J/; 
~· .... ~·~!J" ~ 
t ~·..!..'.J. 

Ori9!Nl- HS 
ac.trt~«te HS 
rML w;.tyUMW HS 
hfdrlert• HS 
-lhytl«te HS 
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1. Einleitung und Problemstellung 

Entwicklungen, die bei den klassischen Natur wissenschaft e n 

schon lange abgelaufen sind und deren Konsequenzen das heutige 

Bild dieser Wissenschaften mitbestimmen, haben in der Boden­

kunde, einer vergleic hsweise jungen Nissenschaft, erst un­

längst be g onnen, auch ihr ß ild mitzuprägen. 

Als bemerkenswerteste Anzeichen dafür dürfen wir einerseits 

das Auftauchen ä ußerst spezielle r chemischer, physikalischer 

und biolog ischer Yrobleme ansehen, andererseits aber das Be­

mühen um ganzheitliche Einsichten , das sich in der besonders 

raschen Entwicklung ökologi scher Disz iplinen zu erkennen gi bt . 

So konstatieren wir die Ent ·" icklung bodenkundlieber Teildia­

ziplinen, die sich ~m Gegensatz zu den klassischen Fragen 

nach der Systematik, Stratigraphie, der Profilanaprache, 

achließlieh auch der ackerbauliehen Nutzbarkeit von Böden, 

mehr den chemischen, physikalischen, biologischen Teilpro­

zessen der Bodenbildung, Bodenentwicklung und ßodenmetabolik 

widmen. 

Diese ~,orschung sricht ung ho fft , von der Erh el lung di eser 

Teilprozesse zu gegebener Zeit Rückschlüsse auf das makro­

skopische Geschehen ei nes g egebenen St andortes ziehen zu 

können. 

Ee ist deshalb nicht verwunderlich, wenn wi r in der modernen 

bodenkundliehen Literatur neben den nach wie vor zah llosen 

Arbeiten über stratigraphische, systematische und morpholo­

g ische Probleme in zunehmendem Maße Arbeiten antreffen, die 

eich mit einem speziellen chemischen, physikalischen oder 

biologischen Problem befassen und deren Platz ebenso gut 

in der klassischen naturwissenschaftlichen Literatur sein 

könnte. 

;.: i t diesen kurzen Ausführun, ~ e n s o ~ l de r ..i t andort a uch die­

ser Arb eit charakterisiert sein , einer Arbeit , die sich,auf 

den einfach sten Aus d ruck ~cbracht, lediGlich mit dem S chi ck­

sal einer N-Methyl- i•'unkt ion beschäftig t. 
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In dem ausi-'ezeichneten Werk von Mc LAREN und ~·ETERSEN ~ 1 g67 ) , 

~oi l Biochemistry, sind zwei Kapitel eigene den Verb indung en 

g ewi dmet, die nicht pf l anzliche, mikrobielle oder ti eris che 

Synthese- oder Abbauprodukte und als solche •nat Urlicne• Ho ­

denkomponenten sind, sonde rn durch den Menschen in den Boden 

hineingebracht werden und hier neben ihrer ursprünglich bea b­

sichtigten Wirkunr, , Einflüsse ausü ben k önnen, die es aufs 

sorgfälti g ste zu s tudieren gilt . 

Die Untersuchung dieser Verbindungen im Hinblick auf ihre 

Wirkungen und ihr Schicksal im System Boden - Pflanze ist 

somit nicht nur ein legitimes Anli egen moderner bodenkund­

lieher Arbeit, sondern ist darüber hinaus von erhebl ichem 

praktischen Interesse. 

Am stärksten in das Bewußtsein auc h weiterer Kreise ist wo hl 

die li'rage nach dem Verble i b solch er VerbinduiJf-' <>r. unter dem 

Geeichtawinkel des sog enannten "Rückstandspro bleme" bei In­

sektiziden und Pes tiziden ged rungen. 

Nach dem Verbleib und nach dem Schicksal Ton organischen 

Verbindungen im Boden zu fra gen, d ie in ihrer Struktur von 

den normalen Me taboliten und Syn t heseprodukten des Tier- und 

tflanzenre iches abweichen, i st auch ein Anliegen di eser Arbeit, 

d i e sich damit an eine im Jahre 1966 erschienene Arb e it von 

R. ALDAG anechlie~t. Die darin mitgeteilten Befunde, daß 

N-Monoalkyl-Verbindungen (Methyl-Amin und N-lvlethyl-Valin) 

d u rch Pflanzen aus dem Boden aufgenommen werden k önnen und 

von ihnen abgebaut werden, führte zu de r Frag e, inwieweit 

auch NN-Dialkyl-Verbindungen, bei denen die Bi ldung der 

l'yridoxal-phos nltatkomplexe, wie weiter hinten auszufü hren 

sein wird, nicr• t mehr ohne weitere s g egeben ist, ebenfalle 

von der 1:-' f l anz e aufp enommen und rr,etabol i ach bewal ti gt wer-

de n köruH'n . 

I nteressant ist dieses PraL le~ a~ch darum, Nei l viel~ unserPr 

modernen Pesti z ide so l ci:~ Gr uppi " r Unf en i -:! ·.iol e KUl enthalt<' :~ . 
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Es s ol l in diesem Zus ammenhang aber darauf hingewiesen wer­
den, daß solche Gruppierung en auch in Naturstoffen auftre­

ten, zum Beispie l in vielen Alkaloiden, die, wie zahlreiche 
Arbeiten darlegen, aus den Blättern und Wurzeln lebender 

Pflanzen ausgewaschen werden und so in den Boden gelangen 
können. ( NEUMANN und TSCHÖPE, 1966). Ferner muß darauf auf­

merksam gemacht werden, daß Aminosäuren abweichender Konsti­

turion, die als "unnatürliche" bzw. nicht proteinogene Amino­
säuren bezeichnet werden, heute als Syntheseprodukte zahl­
reicher Mikroorganismen und höherer Pflanzen bekannt sind . 
(BODANSKY und PERLMANN, 1964). Die Erforschung di eses Ge­

bietes ist noch in voll em Fluß, und ständig werde n neue Ve r­
bindungen isoliert. 

Eine Substanz, die im Zusammenhang mit unserer Arbeit von 

besonderem Interesse ist, finden wir im Antibiotikum Etamy­
cin. Dieses enthält als Bauelement das ß -NN-Dimethyl-Leucin. 

Wissenschaftshistorisch schließlich ist eine Arbeit wie die 

vorliegende insofern besondere reizvoll, als sie einen Bei­
trag zur Pflanzenernährung leistet, der wiederum der organi­

schen Substanz des Bodens eine besondere Rolle zuweist und 
somit interessante Beziehungen zur Humus-Theorie Albrecht 

THAERe aufzeigt. 
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2 . Theoretischer Teil 

Une interessieren vor allem solche Verbinduneen, die, sofern 

nicht anthropogenen Ursprungs, artepezifisct oder sortenge­

bunden sind, wie zum Beispiel Al kaloide, Gl ycoside, eine 

Reihe von Aromaten, bei den Mikroorganismen z . B. Antibiotika 

und Fungizide, die zwar in ihrer Zusammensetzung enge Be­

ziehungen zu Kohlenhydraten und Aminosäuren zeigen, jedoch 

von diesen durch gewisse Abweichungen in der Konstitution 

und Konfiguration unterschieden sind. 

In den letzten 20 Jahren ist es durch die Einführung neuer 

analytische~ Techniken, unter denen die Ch romatographieehen 

Methoden besonders hervorgehoben werden müssen, z.B. gelun­

gen, eine Reihe von "nichtproteinogenen" Aminosä uren zu ent­

decken und zu identifizieren. 

Das spezifisch strukturelle Merkmal, das uns im Rahmen dieser 

Arbeit interessierte, nämlich die NN -Dialkyl -Grunpe, finden 

wir darunter, von einer Auenahme abgesehe n , nicht. (ß -NN­

Dimethyl-Leucin), jedoch muß es angeeichts der Isolierung so 

unterschiedlicher Strukturen und bei den raschen Fortachrit­

ten der Untersuchungen auf diesem Gebiet nicht unbedingt auch 

in Zukunft so bleiben. Einer der Gründe dafür, daß NN-Dialkyl­

Aminosauren bisher in der Natur praktisch noch nicht nachge­

wiesen worden sind, obwohl in zahlreichen anderen Naturetof­

fen (Alkaloiden) diese Gruppierung außerordentlich häufig an­

zutreffen ist, dürfte das Fehlen geeigneter Nachweisreaktio­

nen für diese Verbindungsgruppe sein. Als Zwitterionen spre­

chen diese Verbindungen bekanntlich weder auf die üblichen 

Nachweisreagenzien ftir ::>äuren noch auf solche für Basen an. 

Darüber hinaus fehlen aber auch durch die vollsta ndige Sub­

stitution der Stickstoff-tunktion die Angri ff smövlichkeiten 

für die bekannten Aminosäurenreagenzien ( i:inhyc rin, Isatin, 

Folins lteal'enz), deren Ant:riff :nit F: r.er ;;. c Dehydrie ru ng Le­

g innt. (s. Experimenteller 1'eil) . 
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Viele andere Verbindungen mit ungewöhnlichen Strukturmerkmalen 
sind aber isoliert worden. 

LISS (1962) hat aus dem Milchsaft von Euphorbia pulcherrima 
N -Acetyl-~. ~ -Diaminobuttersäure isoliert. Auch in Mimosen 
ist eine Reihe von Nicht-Eiweißaminoaäuren vorhanden. 

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

Durch den Nachweis einer Reihe von N-aubstituierten Derivaten 

des Asparagins im Ecballium e l aterium (GRAY und FOWDEN, 1961) 
und in Bryonia dioica (POWDEN, 1961) läßt sich die mögliche 
Vielfalt von Derivaten einer Hauptaminosäure im Pflanzenstoff­

wechsel erkennen. 

In Kulturen von Clavicepa purpurea haben STEINER und HART­

MANN (1964) oc-Aminoheptansäuren gefunden . Ferner berichtet 
FOWDEN (1962), daß ß- Pyrazolylalanin in Curcubitaceen, be­
sonders in deren Samen in ungewöhnlich großen Mengen anzutref­

fen ist. 

VAHCURA und HOWADIK (1965) haben diese Aminosäure in den 

Wurzelexudaten von Gurken nachgewiesen. GRAY und FOVIDEN ( 1962) 
isolierten aus Litshi sinenais - (Me thylencycl opropyl)-gl ycin, 
ein niederes Homologes des ß-(Methylencyclopropyl)-alanin. 

Bin vermutliches Intermediärprodukt bei der Umwandlung von 
4-Methyl-Prolin in 4-Hydroxymethylprolin (beide Verbindungen 

kommen im Samen Yon Rosaceen vor), ist die von GRAY und 

FOWDEN (1962) im Samen von Eriobotrya japonica gefundene neue 

Iminosä ure 4-Methylenprolin. 

c~ll 
~COOH 

I 

H 
Abb. 1: 4- Methylenprolin 
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BEl..L und T IRL.iANA ( 1964) konnt en zeifen, daß ir. den 3ar.tEr: 

vo n Vicia-Arten relativ hohe Konzentrationen von Canavanin 

sowie Arginin und - Ciydroxyargi nin vorko!mnen. 

TJ!Ol~SON und .. Ii tarbei ter besc hreiben ei ne große Anzah l von 

-Glutamylpeptiden, di e sie aus Pflanzenextrakten isolieren 
konnten. Folgende seien aufgeführt: 

-Glutamyl-Uerivate von Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin, 
Tyrosin, Phenylalanin, :.Iethionin und Cyetein sowie mit einer 
Reihe von Nicht-Eiweißaminoeauren wie: 

~-Methyl-1-Cystein-Julfoxid, l..-Aminobuttereäuren. 
Erweitert wurde diese Liste durch die Isolierung einer Reihe 

neuer Verbindungen dieses Tyoe: 
-Ulutamyl- -pyrazol 1-yl-1-alanin aus Samen von Cucumie 

aativua (DUN.biiL und FOWDEN, 1963). 

Aus der Vielzahl der neuentdeckten und untersuchten Amino­
säuren der höheren Pflanzen sind hier nur eini ge Vertreter 

erwähnt worden. Im übrigen sei auf die Literatur verwiesen: 
MU~SO (1956), WIELAND (1960) , TSCHIERSCH (1962), KJWDEN 

\ 1962). 

Diese ungewöhnlich konstituierten Verbindungen, di e häufig 

genug in sehr hohen Konzentrationen i n den ~ flanzen anzu­

treffen sind, gelangen spätestens mit deren Absterben in den 
Boden und bereichern somit das Spektrum der organischen Kom­
ponenten auf eine höchst bemerkenswerte Weise. 

Daß sie auch als Exudate aus der lebenden Pflanze in den 
Boden gelangen können, ist in einigen Fällen schon gezeigt 

worden. Es sei ~ier auf die einschlägige Literatur verwie­

sen: VANCURA und HOWADIK (1965), IVANOV und JA".OB::>ON (1964). 
FRENZEL (1961), JUBRA-RAO et all. (1962), VANC ::RA (1964), 
BÖRNER (1961), CiiONG, CU\l:G und BANDURSKI (1964), PAUL und 
SCili'JIDT (1'161 ) , RGVIRH. : 1q6;: ), :>II'i...LEit -lnd SCI!: o~ l ClT (1%5), 

JTHIC KEh ( 1963). 
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Verbindungen, die in einem konstitutionellen Merkmal (NN-Di­
methyl-Gruppe} unserem Modell entsprechen, finden wir zahlreich 
unter den Alkaloiden, auch eine Reihe häufig verwendeter 
Pestizide enthält solche Gruppen. An der Präsenz von Stof-
fen dieeer Art im Boden ist nicht zu zweifeln, eeitdem 
NEUMANN und T::iCllÖPE ( 1966) den Auetritt von Alkaloiden aus 
der lebenden Pflanze in den Boden sicherstellen konnten, 

und durch die Anwendung von Pestiziden in größerem Umf&nge 
die Anreicherunf des Bodens und der Pflanze mit Verbindungen 
dieser Art zu einem bedrohlichen und viel diskutierten Problem 
geworden sind. 

Aus den eben erwähnten Verbindungsgru ppen lassen wir einige 
als Beispiele folgen, die konstitutionelle Beziehungen zu 
dem flir uneere Arbeit gewählten Modell zeigen. 

Nicht-Proteinogene Aeinosäuren 

(C2HJ)HN-OC-CH2-rH-COOH 
NH2 

(N-Athyl-Aeparagin) 
(Curcubitaceen) 

( FOWDEN, 1962) 

CH2-9H-COOH 
NH2 

1-I.Iethyl-iii stidin 

CH--cH""'-... 

~~H-COOH CI-I H 

c 
N -Methyl-~- ~~a l cuci n 

Sarkoein 

OCOOH 
®"® 

L-Prolin-Betain 
(~tachydrin) (Lucerne) 

( ROBERT:SON- MARION, 196 3) 
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Alkaloide 

Systematische Unters uchungen ergaben, daß etwa 20 ~ der 

höheren Pflanzen, einschließli ch der Gräser, Orchideen und 

Liliaceen, aber auch eine Anzahl niedere Pflanzen Alkaloide 

führen. In dieser Stof!klasse ist NN-Alkyl-0ubstitution be­

sonders häufig anzutreffen. 

OcooH 
llo~J"in 
(Lucerne) 

(ROBERTSON-MiRION, 1963) 

(Gerate) 

(K.MOTHES et al., 1963) 

Hunneraanin 
( aus Hurmemania fumariaefolie: 

(MANSKE- HOLMES, 1954) 

Sol11palmitin 
(::.iolanum tri~rtitum) 

(S. r•n·· 

9H 
o~-p-OH 

et al. ) 

H 

Psilocybin 

(Rauechnilae der 
Gattung Peilocybe) 

(MOTHES et al., 1963) 

\ aUs ApocynaceenJ 

(:.iAiL.: :.E-HOL iE:· , 1<1 J4 ) 

Cf-1:3 
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Von den zahlreichen l'estiziden und Fungiziden führen wir 

einige für uns interessante -Strukturtypen auf. 

Fungizid: Wepain WP 15 5 ®( Fa. l'hilips-Duphar) 

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

u .. P-0-P--~~~ ~ ~ .----N-~~ 
~N--- N-
~~-

Pestizid: OMPA@ (BAYER) 

Oktamethyl-pyrophos phorsä ureamid 

Herbizid: Fenuron ® ( J'll ll,l.P0 raoei lam pen Fabr. ) 

1,1-Dimc t hyl -3-l'henylharnstoff 
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Yhos phorsä ure-pentachlor ohenylester-bis-dimethy l amid 

Verbindungen aus diesen Sto ffk lassen können, wie wir oben be­

reits erwähnt haben, durchaus dem Kollektiv der organischen 

Bodenverbindungen angehören. Man muß sie demgemäß als Bkolo­

gische Paktoren betrachten und nach den Möglichkeiten und der 

Art ihrer Auswirkungen auf die biotische n und abiotiachen 

Partner des Bio-Geo-Syateme fragen. 

Für d i e als Beis piel erwähnten nicht proteinogenen Amino­

säuren ist bekannt - teilweis e wird es vermutet -, daß sie 
Entgiftungs- und Speicherprodukte im Stickstoff- und ~chwe!el­

stoffwechee l der Pflanze darstellen. Diese Funktion ist na­

türl i ch nur i nne rhalb des s ie produzierenden Organismus ge­

geben. Gelangen solche Verbindungen in den Roden, so wirken 

sie auf die Mehrzahl der darin befindlichen Partner als 

atoffwechselfremde Verbindungen, sofern sie von diesen aufge­

nommen werden. Sie können dann zu erheblichen Beein!luasungen 

des Stoffwechaela und den daraus sich ergebenden Konsequen­

zen fUhren ( Krankheitssymptome, Brtragsdepressionen usw.). 

Schon die Anwendung normaler proteinogener Aminosä uren auf 

höhere Pflanze r; kann zu St örungen in Nachstum und Entwicklung 

führen, obzwar einige l' f l anz en unter bestimmten Bedingungen 

i hren Stic kstoffbedarf z u c~~,e:" e r heb liche n Tei: a uf di ese 

We i se z u dec ~en ve r mögen. 
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Die Aufnahme und As similation von D- 1-Aminosä uren als N- Quelle 
bei Erbsen und Gerste untersuchten E. VAL1E und VIRTANEN 
(1966). RATN.l>R (1964) und :lli tarbeiter stellten ähnliche Ver­
suche an Luzerne und Erbsen an. 

Die meisten der angebotenen Aminosäuren verureachten Wachs­
tumshemmungen. HARRIS (1959) untersuchte den Einfluß von 
Aminosäuren auf das Wachstum abgeschnitt ener Wurzeln von 
Rotk lee; auch hier wirkten sie hemmend. 

MIL1ER und SCHMIDT ( 1965) ap pli zierten 2 C 14 markierteil Gly­
cin bei Bohnenpflanzen. Sie konnten nachweisen, daß dae Gly­
cin aufgenommen und in den Stoffwechsel eingeschleust wird. 
Ein g roßer Teil der markierten Substanz wurde in der Praktion 
der freien Aminosäuren als Serin wiedergefunden. 

Da bei diesen Untersuchungen die Konzentration einer an eich 
natürlich und normalerweise in der Zelle auftretenden Ver­
bindung erhöht wurde, wodurch Schädigungen entetanden, wur­
den diese Effekte im allgemeinen als Endprodukthemmung ge­
deutet. (GRAY und HENDLIN, 1962, OAKS, 1965). 

Interessanter im Zusammenhang mit unaerem Problem sind eini­
ge Untersuchungen anderer Autoren, die sich mit dem Einfluß 
"unnatürlicher" Verbindungen auf den Stoffwechsel beschäfti­
gen. ;;: i t der Anwesenheit solcher Verbindungen i m Boden muß 
gerechnet werden, wie wir oben ausgefUhrt haben. 

Zunächst ist ihr Ab- und Umbau im Boden möglicherweiee er­
achwert, denn zweifellos ist eeine enzymatische Ausrüatung 
dafür schwächer entwickelt als fUr den Abbau weitverbreite­
ter primärer Metaboliten, selbst wenn man die Fähigkeit der 
Mikroorganismen, sich entsprechend einzustellen, in Betracht 
zieht. 

So stellt sich also die Frage ihrer ö kolo~i sc h en Bedeutung 
fLi.r das System Boden - ; f l a nze in be sonderer Weise, denn: 
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1. durch das Fehlen geeigneter Enzyme 1m j eden werden 
ihre Abbauchancen im Biotop erniedri gt, wae einer Ver­
längerung ihrer Verweilzeit im Boden gleichkommt; 

2 . si e können als "Antimetaboliten" oder auf andere 
Art und Wei se in den Stoffwechsel eingreifen 
(R. KICKUTH und R. ALDAG, 1966). 

Ea 1st beiapielaweiee bekannt, daß im Boden nur in geringem 
Umfange Enzyme vorhanden eind, die D-Äminosäuren abbauen 
können ( SALTON, 1964, SMITH, 195 1, JANKE, 1950/ 51). 
Man darf annehmen, daß eolche Enzyme vorwiegend bei den 
Mikroorganismen selbst anzutreffen sind. 

BALKE und GÄNDER (1965) beechreiben den Metabolismus Ton 
D-Tyroein in Keimlingen von Sorghua vulgare, ähren.d KICKUTH 
und 4LDAG (1967) den Einfluß der nicht-proteinogenen Amino­
säurea D-TryptophaD, D-Phenyl-4lanin, D-Valin und D-Methionin 
auf Oldenburger Weidelgrae untersuchten. 

GRAY und HENDLIN (1962) erzielten bei Behnenptlanzen YDd 
Euglena ~achatumehemmungen durch o-Methylthreonin, die durch 
Isoleuein aufgehoben werden konnten. GRAY und Mitarbeiter 
(1964) beriahteten Ton einem neuen Wachetu .. 1nh1b1tor bei 

Pflanzen, der Ton Penieilliua purpureacena gebildet wir4. 
Die Verbindung wurde als N-,ormylhydroxyaminoeeeigeäure iden­
tifiziert und Hadacidin genannt. 

C~-COOH 

I 
N-OH 
I 

H-c=o 
H ... eia.a 

Abb, 2: Hadacidin 
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o .. EN und ·.'/RIGHT (1 'Jb?) iso lierten eine phytotoxisch wirkende 

Aminover bindung aus So j a bohnenknöllchen und aus jungen chloro­

tischen Blät t ern . 

Von besonder em I nteresse iot di e di r ekt e Einwirkun~; der Mikro­

flo ra auf die .Pflanze. Die f.Ukroorg ani smen als Produze n t en 

einer Reihe von Antibiotika , ·• i rk- und iluchsstoffe n sind ein 

bedeutende r Faktor fü r die Anrei cherun[ d es Bod ens mit ore:ani­

schen Ver bindung en. 

Die Aufna hme von An tibiotika direkt d urch die Pfl anzenwurzel 

konnte KRÜGER ( 196 1 ) nachweisen . Ebenfalls konnt e n SCHÖN-

EEC K (1962) , SCI!EFFER (1 9 ) und KlOKE (19')4) die ses bestä ti-

g en. ( siehe auch WINTER, 1952 , BRIAN , 195 1, LEH , 1960 , REPKA 

und MACKO, 19 64 , WI NKLER und MU11ER , 1964) 

Die Antibiotika sollen besonders erwähnt werden, weil an 

ihrem Aufbau oft N-Alkyl- bzw. NN - Dialkyl-Verbindungen betei­

ligt sind. Hier seien nur einig e aufgeführt: 

Echinomycin aus Stre ptomyces echinatus, Enniati n A und B aus 

Fusarium orthoceras, Etamy c in (V iridogrisein ) aus S trepto­

myces a pec. aucl1 lavandu lae und Ac ti nomycin C aus Strepto­

mycee ch rysomallue und an tibio ticus. laiehe dazu auch ALEXAN-

DER, 196 1, ri AKJ rAAhN , 1C) , LECHEVALIER, 19'J 3 W1d COCHRANE , 

19 6 1 ) 

Untersuch ung en von LEH (1960 ) an Erbsen und Sonnenblumen zeig ­

ten eindeuti g , daß antibiotische Substanzen sowohl stimulie­

rend wirken a ls auch Chlo rosen, NeKrosen und Blattveränderun­

gen hervorrufen können. 

REPKA und MACKO (1 9 64) stellten eine Steig erun~ des Korn­

und Strohertrages bei Getrei de durc h Penicill lummycel fest. 

Der positive Einflu ß auf das ~ach stum der Leg umi nosen durch 

verschied ene Rhizobiumarten ist ebenfalls seit langem be­

kannt. l JI~NIKOVA, 1963 ) Ku lturen von Azotobacter und 

·::: h lostri dien fördern das •lac hstum von .Veizen und i.: aL: . Toma­

te n lie ße n dag e g en keine Wi rkung erkeHn en. 
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Abb, 3: Enniatin A 

Cf!: /C~ CHz /CHJ 
CH CH 

I I 
CH- CO-- 0-CH-CO 

/ \ 
QN N~ 
~\ I ~ 

CO-CH-0-CO-CH 
I I 
CH CH 
/\ 1\ 

CH3 CH3 C~ CH
3 

Abb, 4: Er~iatin ß 

Die aus der äl teren Literatur bekannten Enniatine A und B 

(e. Abb. 3 und 4) verursachen bei Tomaten eigentümliche Wel­
keerecheinungen. (~LATTNER und NAGER, 1948). Am Ringaufbau 
iet N-Methyl-Valin bete il i gt. ( PLATTNER und NAGE R, 1948, 
BIRK lN::>liA ,; und J'rlCKHiG:.i, 1'l62 ). 

Das 01-N-l.iethyl-Valin ist ferner am Aufbau PiltP r neihe ande-
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rer in~ibiotika beteiligt, z.B. an den Ton COOK, COX und 
P!BKKR (1949), BROCKMANN (1964) und SAHLET (1954) beachriebe-
nen. 

I• Peptidring dee Etamycina (Abb. 2) finden wir ebenfalle 
eine unnatürlich konatituierte ~noeäure, daa ß-NN-Dime­
thyl-Leucin: 

(L
OH 

CO-L-Thr-D-Leuc-D-a-Hypro 
N I ~ ? Sar 

yO I 
PhenSark-L-Ala-Dimeth.Leuc. 

Abb, 5: Eta~cin 

Einen auegezeichneten Überblick über ehemische und biologi­
eehe Eigenschaften Ton mehr ale 40 Antibiotika bieten die 
Ton BODANSKY und PERLMlNI (1964) aufgestellten fabellen. 

Biaher ist nicht bekannt, daß L-NN-Dimethyl-Aminoeäuren Ton 
der höheren Pflanze aufgenommen und metabolieiert werden. 

Hineichtlieh der Aufnehmbarkeit dieaer Verbindung durch die 
Pflanee beatand tur uns von vornherein nur geringer z .. ifel. 
Die auierordentlich zahlreichen Publikationen zur Prage der 

Aufnehabarkeit organischer Verbindungen durch die Pflanzen­
wurzel haben unaere Vorstellungen über Selektionen bei der 
Sto!faufnahme erheblich modifiziert und zwar dahingehend, 
daß wir heute kaum noch Grenzen hineichtlieh Größe, Geatalt 
und Punktion eines organischen Moleküls für dessen Aufnehmbar­
keit feetlegen können. Es scheint auch nach den Erfahrungen 
unaeree Arbeitekreises keinen prinzipiellen Hemm-Mechanismus 
zu geben, eo daß zum mindesten Stoffe beliebiger Konstitution 
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mit dem allgemeinen Stoffstrom in den Innenraum der Pflanze 
gelangen können. 

Daß nicht alle diese Verbindungstypen von der Pflanze ohne 
Schädigung vertragen, geechweige denn metabolisiert werden 
k~nnen, iet selbstverständlich. Zwar verfUgen die höheren 
.Pfl&D&en über eine lieihe von Entgiftungsreaktionen - von 
denen oben kurz die Rede war -,und sie verfUgen auch mit 
ihrer V&kuole über ein Inkretionsorgan, mit dem wenigstens 
teilweise die beim Tier entwickelten Exkretioneprozeese er­
setzt werden können. Jedoch sind bei der Pflanze, weni f' stena 
bei der höheren grünen Pflanze, diese Mechanieaen infolge 
ihrer fast ausschlie ß lich autotrophen Ernährune vergleiche­
weise schwach entwicke l t. 

Anderereeita lassen sich auch bei der höheren grünen Pflanze 
metabolieehe Leistungen nachweisen oder auch induzieren, mit 
deren Hilfe beetimmte metabolische Probleme, die mit der Auf­
nahme von Pre.tatoffen auftauchen, bewältigt werden können. 
So hat ÄLDÄG (1966) in eeiner Arbeit den Äbbau von Meth7l-amin 
und I-Methyl-Valin in Sonne~lumen nachweisen und zum Teil 
aufklären können, von zwei Verbindungen also, die nicht von 
der Sonnenblume selbst synthetisiert werden, und für die a 

priori in der Pflanze auch kein ausreichendes enzymatiachee 
Instrumentarium vorhanden eein dürfte. 

Immerhin wird man damit rechnen können, daß eine Verbindung 
wie dae N-Methyl-Valin noch verhältniemäßig einfach durch 
oxydative Deaaminierung über die unapezifische Bindung an 
dae Prridoxalphoephat (Snell'sche Reaktion) erfolgen kann. 

Diese Reaktionsmöglichkeit haben wir jedoch durch die mit 
•oller Abeicht getroffene fahl einer NN-Dimeth7l-binoaäure 
z\mii.chst unterbunden. ::iollte die lflanze dennoch in der Lage 

eein, diese Verbindung zu katabolisieren, ao wird sie auf 
jeden Fall andere Wege beschreiten müssen, deren Aufkl~rung 
eines der Ziele dieser Arbeit ist. 
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Daneben sollten selbstverstä ndlich auch mögliche morphologi­
eehe oder physiologieehe Erscheinungen an der Pflanze, wie 

sie bei der Aufnahme stoffwechselfremder Substanzen häufi g 
auftreten, (WOLTZ und IV!i tarbei ter, 19 61, GRAY und '~ ANDLI N , 

1962) beobachtet und beschrieben werden. 
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3. Me~hoden und Ergebnisse 

3.1 NN-Dimathylaminoeäuren 

Die Ergebnisoe der Dissertation ALDAGs (1966) boten eine 
interessante Basis für weitere Untersuchungen mit "unnatürlich" 
konstituierten Aminosäuren. Unsere Untersuchungen befassen 

sich mit 1-NN-Dimethyl-Aminosä uren. Als Vertreter wurden die 
1-NN-Dimethyl-Derivate foleender sieben Aminosäuren ausge­
wählt: 
1-1eucin, 1-Valin, 1-Phenylalanin, 1-Glutaminsäure, L-Glycin, 
1-1ya1n, 1-Alanin. 
Unsere besondere Aufmerksamkeit galt dem 1-NN-Dimethyl-Valin, 
dessen monosubstituiertes Derivat A1DAG (1966) untersucht hat­

te. 

3.1.1 Synthese chromategraphisch reiner 1-NN-Dimethylamino­

eäurtn 

Die Synthese der NN -substi tuierte_n Aminosäuren erfolgte nach 
der von 13AUMANN und STROUD (1950) beschriebenen Methode der 
Alkylierung von Aminosäuren durch reduktive Kondensation 
mit Formaldehyd in Wasserstoff-Atmosphäre in Anwesenheit von 
ralladium/Aktivkohle als Kata lysator. Die Reaktion erfolet 
nach dem Schema: 

Cf-3-N H-CH2C 0 0 H 

CH3 
)N-CH-COOH 

Cf-1.3 2 

Die exakte JÜ'.l ehnunr an die Vorschrift vo :. JALi.,,;; •. h und 
STROUD (1950 ) in tez ug au : Ji c :.ienKenverh'-'. ltnissc ::-o r ma l ­
dehyd- AminosäurP. .'1 , l i<?"rrt e c f! emi s"L rei ne l · rät:)arat~. :".' r 
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unsere Zwecke erwiesen sie sich als nich t rein genug . Wir 
änderten das Verfahren insofern, als wir 

1. nach dem !·:nde der eigent liehen Hydri erunr das Reaktions­

produk t n ocnmals mit einer kleinen l\lenge ~'or mal dehyd 

versetzten und bis zur Sättigung weiterhydrierten. 

Das als Nebenprodukt entstandene Paraformaldehyd ließ 

sich mühelos durch mehrmaliges Verdampfen am Rotations­

verdampfer entfernen; 

2. di e Rohprodukte zum Teil aus absolute m ,\ thanol­

Petrolä ther aus kr i stallisierten anstelle von At hanol­
Aceton bzw. wässrigem ~ L hanol-Aceton. Die Ausbeuten 

sind fast quantitativ. 

Aus den Mutt erlaugen erhalten wir beim Eindampfen einen 

Rückstand, der s i ch nicht mehr auskristallisieren l äßt,und 
d en wir als stark verschmutzte 1-NN- Dimethyl-Aminosäure 
identifizierten , Die von uns isolierten Pr äparate erwiesen 
sich als biologisch rei n. l ch romatographieeher Vergleich, 

Abb. 

3. 1. 2 Darstellung von rad i oaktivem L- r; N-Dimethyl-Valin 

Di e Darst ellung erfo l g t e in Anlehnun[ an die Vorschrift von 

BAUMANN und ~ThO UD (1 950). Hier wurde neben normalem Formal­

dehyd auch radi oaktives zugesetzt, so daß bei einem Millimol­
ansatz eine Aktivität von 60 f C vorhanden war, auereichend 

für 10 Pflanzen. (siehe experiment eller Teil) 

3 .1. 3 Analytische Daten der L- NN- Di me t hylverbindungen 

Gewisse Schwierigkeiten traten auf bei dem Vers uch , die ge­

wonnene Su bstanz kris tal lirr zu erhalt en. ~; i e vo n den Autoren 

angegebenen Lösungsmitte l führten zu mangelhaft ausge bilde-



ten Kristal len, und der Reinhei ts r_-rad war unbefriedi ,: end 
(chromatographischer Nachwei s ). 

7. um Erfolg führt e ei n Gemisch aus ,l thanol- l'e trol ä th er, aus 

dem wir chromatographisch reine t ·räparate gewinnen konnten. 
Charakteristisches Merkmal dieser Verbindur~en ist die star­

ke Hygroskopizitä t und das Ausbleiben einer Färbung mit Nin­

hydrin. 

Ihre Rf-.ferte auf dem i'a pie rch romatof ramm ( System: n- Butanol­
Eisessig-Wasser, 4 : 1 : 1, vol. au fs tei gend) lieg en höher 
als die Hf-Nerte der nicht substituierten L-Aminoaäuren, 

wie aus Tabel le 1 zu ersehen ist: 

S\lbet&IlJ!!!l Rf-Werte Test 

1-NN-Dimeth.Leucin 70,0 64,0 Leuein 

1-NN -Dimeth . l'h . Alanin 56,5 54,0 l'hP.nyl-Alanin 

L-NN-Dimeth.Valin 61,5 50,5 Valin 

1-NN-Dimeth.Alanin 41 '3 30,8 Alanin 

1-NN-Dimeth.Glutarn/ 36 ,2 re 22, 0 Glutaminsä ure 

L-N~-Dimeth.Glycin 34. 1 1 g' 1 Glycin 

L-NN-Dimeth.Lysin 22 ,9 12,6 Lysln 

Tab. 1: Hf-Werte der L-NN-Dimeth~l-Aminosäuren in 
Butanol-Bisessig-Wasser l4 : 1 : 1) 

Es gibt hier offenhe r keinP konstanten Hf-Inkrement~ oder 

Inkrementzuwachse fü r zwei zusätzliche ~.1e thyl-G ru ppen, die 
man für eine "Blinalokalisierunt, " hätte a uswert en können. 
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3. 1. 4 AAfä rbeverf&hren für 1-NN•Dimethylaminosäuren 

ver papierch romatog raphieehe Nachweis, die Farbreaktion mit 

Nunhydrin, berei t et keine ~ chw ieri ~_; kei ten, sofern es sie !. um 

Aminosä uren, l'eptide, Amine oder Proteine handelt. 

R-~-C OOH 
N-R 

R-g-H CO", NHR 

'1/ie das Reaktionsschema zeigt, dehydriert das Triketohydrinde n 

(Ninhydrin) die Aminosäure zur Iminesäure und g eh t dabei selbst 

in den entsprechen~en Alkoho l über. Die Iminesaur e zerfä llt 

in den nächst niederen ,t ldehyd, ': ohlendioxid und Ammoniak 

bzw . das prim~. rc Amin, das mit de rr. noc h vorhandenen 1\ i nhy-

d rin unter 1\ onuensat ion de n Farbsto :'!' bildet. I::1 F'alle eine r 



NN - Dimethyl-substituierten Aminosäure, in welcher der Stick­
stoff tertiär substituiert vorliegt, wird der zur Ammoniak­
oder Aminbildung unerläOliche Reaktionsechritt I----. II un­
terbunden, da kein Proton am Stickstoff vorhanden ist. Da­
durch ist der chromatographi•che Nachweis der L-XN-Dimethyl­
Aminoeäuren auf diesem Wege unmöglich. Auf der Suche nach 
einem geeigneten Verfahren zur Sichtb&r .. chung solcher Ver­
bindungen prüften wir die Anwendbarkeit des von SWEELEY und 
HORNIG (1957) beschriebenen Verfahrene, welches sie zua lach­
weis geringer Mengen tertiärer Amine neben sekundären ent­
wickelten. 

Die Methode beruht auf der Bildung des N-Oxids einer Di .. thyl­
Aminoeäure durch Oxydation der Dimethylverbindung mit Waeeer­
atoffperoxid in schwach alkalischer Lösung. Diesee ergibt 

eine positive Ninhydrinreaktion. Die Natur der Reaktion ge­
ben die Autoren als unbekannt an. Es spricht jedoch einiges 
dafür, daß hier die Oxydation und Eliminierung einer Methyl­
Gruppe als Permaldehyd stattgefunden hat, wobe i sich das 
entstehende Monomethylderivat an der Parbetoffbildung bet•i­

ligt. 

R-CH-COOH 
I 
N=~HJ,_ 

+ H~ Oz----+ R-crH-CO 0 H 

o--N=(H~1 

R-CH-COOH 
I 

H-N-CHJ 
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Dieses Verfahren erwies sich jedoch in unserem Fa ll als nicht 

anwendbar, weil wir mindestens einen Teil des aminosäurehal­

tigen Pflanzenextraktes aggressiven Reaktionsbedingungen un­
terwerfen mußten, deren Folge ei ne Verwischung des Aminos tiure­

spektrums auf dem Chromatogranm war. 

Versuche unter ähnlichen Reaktionsbedinrungen direkt auf dem 
Papierchromatogramm führten zu keinem r, reifbaren Ergebnis. 

Unsere Bemühungen konzentrierten sich darauf, ein Verfahren 
zu entwickeln, welches den direkten Nachweis auf dem Chromato­

gramm gestattet. 

Es gelang uns schließ lich , durch Besprühen ( Baden) des Chro­

matogramms mit gesätti g ter 1ös~ng von Blei(IV)Ac etat in 

Toluol und anschlie ßende mehrstündi ge 1ufttrocknung mit Nin­
hydrin eine positive Farbrea ; ·~ tion zu erzielen. 

Abb. 6: 

0 

Oben: Radiogramm des 14c- J.-NN-Dimethyl­
Valins zum Dünnscnicht-Chromatog. 

Mitte: Dünnschicht-Chromatog. von 1-NN­
Dimethyl-Valin und ~-Valin als 
VergleichS!IUbetanz ( ohne Pb( 1 1!) ­
acetatvorbPr:andJ 'l~w) nach Ni n­
hydrinfärbung 

Unten: 1-NN-Dimethyl -Val i n nacr, lb- IV­
acetatvorbehiindlunr und Anfti r­
bung mit Ninhydrin 



Diese Reaktion ist als solche nicht in der Literatur be­

kannt. Jedoch herrscht Klarheit über die Angriffsweise dee 

l'b-IV-Acetats auf organische Verbindungen allgemein (W. PÖRS'f, 

1953). 

1/ir achlagen auf Grund dieser Tatsachen das folgende Reaktions­
schema für die Einwirkung von Pb-IV-Acetat auf NN-Dimethyl­
Aminoaäuren vor, ein Reaktioneschema, das die Bildung n1nhydrin­
poeitiver Substanzen zwanglos erklärt. 

CH 
3';,CH-CH-COOH 

Cfi] /4 
R R 

Die Reaktion ähnelt der von TURNER und SC llMERZLER (1954) ~­

schriebenen Abs paltung C-term1naler Aminosäuren aus einem 
l' e ptid durch Einführung einer Acetyl-Uru ope. 
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3 . 2 r flanzenverauche mit 1-NN-Dimethylaminosäuren 

3.2.1 PflanzenwahL Aufzucht der l 'flanzen (nicht steril) 

Nachdem das Problem der Lokalisierung und Identifizierung 

der 1-NN-Dimethyl-Aminosä uren auf dem Chromategramm gelöst 

war, wurden die Pflanzenversuche angesetzt. 

Unsere Vers u che wurden zunä chs t in Hyd rokultur (nicht steri l) 
durchgeführt, um eventuell auftretende Wachstums- oder 
morphologieehe Veränderungen festste l len zu können. 

Helianthus annuus-l'flanzen (5 Tage a l t, ungarische Herkunft) 
wurden einz eln auf 250 ml Erlenmeyerkolben mit einer modi­

fizierten Hoagland-Arnon-Nährl ösung ~ezogen. (Nähere Ein­
zelheiten über Vorkeimen, Anzuchtmethoden, Zusammensetzung 
der Nährlösung, Ernteverfahren, Aufarbeitung der Extrakte 
werden im experimentellen Teil besprochen.) 

Ab b. 7: Ch lorosesymptome, he rvor gn ru f en 
d urch 1-Valin -X ugabe i ~ ~tihr­
subetrat 
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J ie 1-NN-dimethylierten Aminosauren: L-1 eucin, 1-l'henylalanin, 

1-Valin, 1-Alanin, 1-Glutaminsäure, 1-Glycin, 1- 1ysin, wurder, 

in einer Konzentration von 10- 3 Mol/ l der Nährlösunt: zul-'ere­

ben. Parallel wurde ein Versuch mit der entsprech enden Kon­

zentration der natürlichen L-Aminosä uren durchgeführt. :.ach 

einer Versuchsdauer von 4 Tagen zeigten die mit den natür­

lichen 1-Aminosäuren angezogenen Pflanzen Chlorosesymotome: 

Die jungen Blätter begannen, vom Stengel her sich g elb zu ver­

f ä rben. Die mit 1-NN-Dimethyl-Aminoeäuren behandelten Pflan­

z en zci e ten keine wahrnehmbaren Symptome. Auf eine Aufarbei­

tung der Pflanzen wurde verzichtet . 

3.2.2 Sterile Aufzucht 

Die Frage, ob die höhere l' flanze in der Lage ist, solche "un­

natürlich" konstituierten Aminosäuren über die "urzel aufzu­

nehmen, und gegebenenfalls zu metabolisieren, wurde durch 

die Versuche ALDAGs \ 1966) mit DL-N- Methyl-Valin und nL-N­

lll ethyl-Leucin an Lupinue angustifoliue, Lupinue luteue, So­

lanum lycoperaicum und Helianthus annuua, eindeutig beantwor­

tet. Unsererseits wurde ausschließlich Helianthus annuue als 

Versuchspflanz e verwendet. In Zukunft so l lte nur noc h mit 

0terilkulturen gearbeitet werden, um alle Einflüsse von Mikro­

organi smen auszuschalten. (Helianthus annuus läßt sich auf 

Grund seines Län~ enwachstums gut auf Agarnahrsubstrat kulti­

vieren.) Von Vorteil fü r die sterile Anzucht von Pf l anzen er­

l".i. es sich die [vlethode von LORENZ. 

Der Nährlösung wurde Difco-Agar zugesetzt (0,7 %) und das 

Nähraubstrat 20 min i1~ Autoklaven bei 12 0°C ( 1,2A tm) steri li­

siert. Wir befreiten di e Sonnenblumensamen von i hrer :.lamen­

schale und beizten s ie 100 sec lang in Methanol o.a. An­

schließend wurden o.P ~ame~ mit dem Endosperm na cn unta n r P­
ricttet in <las erka ltete NahrsuLstrat gesetzt . .iah rP nd ji pses 

Vort;Ant,s werder: die ..:ial'. f' ': i n s te r; lern •l ar:sr:' r 'luf bewal:rt. t, l s 
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Kulturgefäße di e nten Reagenzglä ser von 90 ml Inhalt, die mit 

einem Wattebausch versc hlossen wurden. Nach 4 - b Tagen hatten 
sich die Keimlinge soweit entwickelt, da ß der Sproß unter mö g­

lichst sterilen Bedingungen (UV-Lam pe) an der Watte vorbei ge­
f ührt werden konnte. Im Durchschnitt aller Versuche konnten 

über 90 ~ der angesetzten Pflanzen steril aufge z ogen werden. 

Die Versu cheanordnung i st f o l gende: Jeweils 10 Sonnenblumen­
Pflanzen wurden unter Zusatz einer der s ieben 1-NN-Dimethyl­

Aminosäuren in e i ner Konzentration von 10- 3 lilol/1 steri l auf­
gezogen, e ine Kontrollreihe wurde paral l e l aufgezogen. 

3.2.3 Aufarbeitung des Yflanzenmateriale 

Nach einer Versuchedauer von etwa 18 Tagen haben wi r die 
Pflanz en geerntet und die alkohollöslichen Aminosä uren des 
Spross es analysiert. Wie a us den Übe rsic hten 1 - 7 zu entneh­
men i s t, konnte ne ben der eindeutigen Aufnahme der zugesetzte n 

1-NN-Dimethyl-Aminosä uren bzw. dem Auftreten der L-N- Methyl­
Derivate keine nennenswerte Veränderung des Aminosä urespektrums 

gegenüber dem der Kontroll pflanzen beobachtet werden . 



Übereicht 1 

Aufnahme von 1-NN-Dimethyl-Valin bei 
Helianthus annuus {ungariecherHerkunft) 

3 proB: 
Konzentration: 10-3 Mol/1 

Alter der Pflanzen: 20 Tage 
Sterilkultur: 

Helianthus annuue Helianthus annuua 
Aminoaäuren 

Leuein 

Phenylalanin 
Valin 
Methionin 

~-Aminobuttersäure 

Prolin 
Alanin 
Serin 
'l'hreonin 

Glutaminsäure 
Glycin 
Asparaginsä ure 
Histid i n 
Arg inin 
Orni t h in 
Lysin 

Cystein 
L-N-Methyl-Valin 

0-Serie 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

+ 1-NN-Dimethyl-Valin 
10-3 Molll 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

++ 

++ 

++ 

+ 

+++ 
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Kulturgefäße die nten Reagenzgläser von 90 ml Inhalt, die mit 

einem Wattebausch verschlossen wurden. Nach 4 - b Tagen hatten 
sich die Keimling e soweit entwickelt, da ß der Sproß unter mö g­

lichst sterilen Bedingungen (UV-Lampe) an der Watte vorbei ge­

führt werden konnte. Im Durchschnitt aller Versuc he konnten 
über 90 ~ der angesetzten Pflanzen steril aufgezogen werden, 

Die Versuchsanordnung is t folgende: Jeweils 10 Sonnenblumen­
Pflanzen wurden unter Zusatz einer der si eben 1-NN-Dimethyl­

Aminoeäuren in einer Konzentration von 10- 3 Mol/1 steril auf­
gezogen, eine Kontrollreihe wurde para llel aufgezogen . 

3.2.3 Aufarbeitung des Yflanzenmaterials 

Nach einer Versuchsdauer von etwa 18 Tagen haben wir die 
Pflanz en geerntet und die alkoholl öslichen Aminosäuren dee 
Sprosses analysiert. Wie aus den Übersichten 1 - 7 zu entneh­
men i s t, konnte neben der eindeuti gen Aufnah me der zugese t zte n 

1-NN-Dimethyl-Aminosäuren bzw . dem Auftreten der L-N-Methyl­
Derivate keine nennenswerte Veränderung des Aminoeäuree pektrume 

gegenüber dem der Kontroll pflanzen beobachtet werden. 



Übereicht 1 

Aufnahme von 1-NN-Dimethyl-Valin bei 
Helianthus annuus (ungariecherHerkunft) 

3proß: 
Konzentration: 10- 3 Mol/1 

Alter der Pflanzen: 20 Tage 
Sterilkultur: 

Helianthus annuue Helianthus annuua 
Aminoaäuren 

Leuein 

Phenylalanin 
Valin 
Methionin 

t-Aminobuttersäure 
l'rolin 
Alanin 
Serin 
'l'hreonin 

Glutaminsäure 
Glycin 
Asparaginsä ure 
Histidin 
Arginin 
Orni t hin 
Lyein 

Cystein 
L-N- Methyl-Valin 

0-Serie 

++ 

++ 

++ 

+ 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

+ 1-NN-Dimethyl-Valin 
10-3 Molll 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

++ 

++ 

++ 

+++ 



Obersicht 2 

Aufnahme von L-NN-Dimetbyl-Leucin bei 
Helianthus annuus (ungarischer Herkunft) 

Sproß: 
Konzentration: 10-3 il'lol/l 
Alter der Pflanzen: 20 Tage 
Sterilkultur: 

Aminosäuren 
Helianthus annuue 

0-Serie 

Leuein 
Phenylalanin 
Valin 
Methionin 

d'-Aminobuttereäure 
Prolin 

Alanin 
Serin 
Threonin 
Glutaminsäure 
Glycin 
Ae paraginsäure 
Histidin 

.A.rginin 
Orni thin 
Lysin 
Cystein 

L-N-Methyl­
Leucin 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

Helianthus annuus 
+ L-NN-Dimethyl-Leucin 

10-3 Mol 1 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-+-+ 



Übersicht 3 

A~fnahme von 1-NN-Dimethyl-Alanin bei 
Helianthus annuus (ungarischer Herkunft) 

Sproß: 

Konzentration: 
~ terilkultur: 

10- 3 Mol/1 

Alter der Pflanzen: 20 Tage 

Aminoeäuren 

Leuein 
Phenylalanin 
Valin 
Methionin 

Helianthus annuus 
0-Serie 

++ 

+ + 

+ 

~-Aminobutteraäure + 

l'rolin + 

Alanin 
Ser i n 
Threonin 
Glutaminsäure 
Gl ycin 
Asparaginsäure 
Hi stidin 
Arginin 
ürni thin 
Lysin 
Cystein 

L- N- .. ;ethy 1-
Alanin 

++ 

.... 

+ 

+ 

+ 

Helianthus annuua 
+ 1-~N-Dimethyl-Alanin 

10 - 3 Mol 1 

+++ 

++ 

+ 

( +) 

+ 

+++ 

+ 

+ 

-·· 
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L bersicht 4 

Aufnahme von L-NN-Dime thyl-Phenylalanin bei 

Helianthus annuus (ungarischer He rkunft) 

Sproß: 

Konzentrat ion: 10- 3 Mol/ l 

Alter der Pflanzen: 20 Tag e 

Sterilkul tu r: 

Hel ianthus annuue Helianthus annuua 

Aminosä uren 

Leuein 

Phenylalanin 

Valin 

Methionin 

l-Aminobuttersä ure 

Prolin 

Alanin 

Serin 

Threonin 

Glutaminsäure 

Glycin 

Asparaginsäure 

Histidin 

Arginin 

Orni thin 

Lysin 

Cystein 

L-N-Methyl­
l'henylalanin 

0-Serie 

++ 

++ 

+ 
+ + 

++ 

++ 

+ 

+ 

+ L-NN-Dimethyl­
Phenylalanin 

10- 3 Mol 1 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+++ 
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Obersicht 5 

Aufnahme von 1-NN-Dimethyl-Glutaminsä ure bei 

Helianthus annuus (ungarischer Herkunft) 

Sproß: 

Konzentration: 10-3 Mol/1 

Alter der ~flanzen: 20 Tage 

Sterillcultur: 

Aminosäuren 

Helianthus annuus 

0-Serie 

Leuein 
Phenylalanin 
Valin 

Methionin 

~-Aminobuttersäure 

Prolin 
Alanin 

Serin 
'l'hreonin 

Glutaminsäure 
Glycin 

As paragi neäure 

Hietidin 
Arginin 

Ornithin 

Lysin 
Cystein 

L-N- Methyl ­
Glutaminsa ure 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

+ 

Helianthus annuus 

+ 1-NN-Dimethyl­
Glutalllinsäure 

10-3 Mol 1 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Histamin (+) 

+ 

( +) 

+ 

+ 

+++ 
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Übereicht 6 

Aufnahme von L-NN-Dimethyl-Gl7cin bei 
Helianthus annuus (ungarischer Herkunft) 

Sproß: 

Konzentration: 10-3 Mol/1 

Alter der Pflanzen: 20 Tage 
Sterilkultur: 

Aminosäuren 
Helianthus annuue 

0-Serie 

Leuein ++ 

Phen7lalanin ++ 

Valin ++ 

Methionin + 

~-Aminobutteraäure + 

.Prolin + 

Alanin ++ 

Serin 
Threonin 

Glutaminsäure 

Glycin 
Asparaginsäure 
His tidin 

Arginin 
Orni thin 

Lysin 
Cya tein 

L-N-Methyl­
Glycin 

++ 

++ 

+ 

+ 

+ 

Helianthus annuu• 

+ L-IN-Dimeth7l­
Gl7cin 
10-3 114oVl 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

(+) 

+ 

++ 

+ 

HiBtamin ( +) 

+ 

+ 

+ ++ 



Ubers icht 7 

Aufnahme von L-NN-Dimethy l-l.ysin bei 

Helianthus annuue (ungaris che r He r kunft ) 

~proß: 

Konzentra tion: 10- 3 Mol/l 

Alter der ~flanzen: 20 Tage 

Sterilkultur: 

Allinoeäuren 

Helianthus annuus 

0-Serie 

Leuein ++ 

Phenylalanin ++ 

Valin ++ 

Methionin + 

1-Aminobuttersä ure + 

Prolin 

Alanin +-t 

Serin 

Threonin 

Glutaminsäure ++ 

Glycin ++ 

Asparaginsäure + 

Histidin 

Arginin 

Ornithin 

Lys in + 

Cystein + 

1-N-:r.ethyl-
Lysin 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

++ 

+ 

( +) 

+ 

+ + • 
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3 . 2.4 Einwirkung von 1-NN-Dimethylaminosäuren auf Trocken­

substanzbildung und Salzaufnahme bei Helianthus annuue 

Die folgenden Unte rsuchungen wurden unter sterilen Bedingun­

gen du rchgeführt. 

Dem Nährsubstrat wurde als Vertret er der "unnatü rl ich" kon­

stituierten Aminosäuren eine der folg enden sieben 1-N~­

Dimethylderivate der 1-Aminosäuren in einer Konzentration 

von jeweils 10- 3 Mol/1 zugesetzt. 

L-Leucin, 1-Phenylalanin, 1-Valin, 1-Alanin, 1-Glutamins aure, 

1 - Glycin, 1-1yein. 

'li ir ließen die Pflanzen solange wachsen, bi s das Nährsub­

atrat zu 85 % aufgezehrt war. Aus diesem Grund sind die Pflan­

zen zur Zeit der Ernte nich t a ll e gleich alt. Die ser Nachteil 

wurde in Kauf genommen, dami t genügend Trockensubstanz zur 

Bestimmung der Nährstoffe Kalium, Calcium und Phosphor zur 

Verfügung stand. 

Aus der Tauel le läßt sich erkennen, daß die 1- NN -Dimethyl­

Aminosäuren sowoh l a uf die Ka t i onenaufnahme als auch auf die 

Phosphataufnahme ke inen eicht baren Einflu ß nehmen. 

Di e Werte in Ta b. 2 repräsentieren die Durchsc hnittewerte 

der von b Pflanzen jeweils aufgenommenen Nährsto f fmenge. 

Die u bersicht zeigt, daß die app liz ierten Aminosäuren keine 

Hemmung der Salzaufnahme hervorrufen. Aue diesem Grunde wurde 

a uf eine weitere Untersuchung in dieser Ric ht ung verzichtet, 

da eich uneere Bemühungen auf die Fähi gkeit der Metaboli­

eierung dieser Aminosäuren richten sollten, nachdem wir fest­

ge ste l lt hatten, daß die Sonnenblume die "unnatürl ich " kon­

stituierten Aminosäuren aufzunehmen vermag . 
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He lianthus annuus 

Aufgenommene Durchschnitts-
Sterilkultur menge pro Pflanze 

Applizierte Durchschn. 

1-NN-Dim.- Trocken-

Aminosäuren eubstanz K Ca 

(mg) ( mg) (mg ) 

1-NN-Dim.1euc. 106 ,20 2 ,64 4 ,68 

1-NN-Dim.Ph.Ala. 116,1 3 2 , 88 4,70 

1-NN-Dim.Val. 120 , 21 3 , 06 5, 05 

L-NN-Dim.Ala. 114,00 2 ,58 4' 57 

1-NN-Dim.Gluts. 107,12 2 ,92 4,4 0 

1-NN-Dim.Gly. 103 , 00 2,05 3,51 

1-NN-Dim.Lys. 128,23 3,23 5,23 

0-Serie 111,03 2,51 4, 83 

Tab. 2: Salzaufnahme bzw. Nährsto ffg ehalt in 
behandelten Helianthus- Pflanzen 

3.2.5 Aufnahme und Metabolisierung von c14 mark1ertem 

1-NN-Dimethyl-Valin durch Heli anthus annu~e 

p 

(mg) 

0,89 

0 , 85 

0 , 72 

0 , 67 

0,96 

0,87 

0,68 

0,68 

Die chromatogra phie ehe Auswertung der nicht sterilen Ve rsuche 

ließ erkennen, daß die fflanze beim Abbau der sieben Dirnethyl­

Aminosäuren jeweils den g1cichen Weg einschläg t ( soweit er 

zu verfolgen war). 

Aus diesem Grund e rschien uns die r'ortführunt' unserer Unter­

suchungen mit s iPben radioaktiv markierten Pr ä paraten un-
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zweckmäßig. Wir entschlossen uns, alle weiteren Untersuchun­

gen mit 1-NN-Dimethyl-Valin durchzuführen. Zudem bietet die­

se Verbindung interessante Vergleich emöglic h keiten zu den 

Untersuchungen ALDAGs mit DL-N-Methyl-Valin. 

3 .3 AAalyee und Befun4e am P!lansenmeterial 

Ee interessierte die Frage, ob das 1-NN-Dimethyl-Valin nur 

in der Pflanzenzelle akkumuliert wird, oder unter geeigne­

ten Bedingungen ein Abbau der Methylg ruppen erfolgen kann. 

In der Rei he der nicht sterilen Versuche konnten wir chro­

mategraphisch feststellen, daß die Pflanze mindestens eine 

Methylgruppe abspaltet. Das Schickaal dieses Pragmenta je­

doch ließ sich nicht weiter verfolgen. 

Es galt also, ein c14markiertes Präparat darzustellen und 

dieaea der Pflanze anzubieten. 

Zu diesem Zweck wurden 117 mg Valin entsprechend der Ton uns 

modifizierten Vorschrift von BOWMANN und STROUD (1950) mit 

c14markiertem Formaldehyd umgesetzt. Die Zugabe wurde so be­

rechnet, daß das erhaltene Präparat 60 ; u C pro m/ Mol ent­

hielt. 

Wie auf S. 18 beschrieben wurde, gelang uns di e Darstellung 

chromategraphisch reiner Präparate. 

Abb. 8: 

Chromato­
craphisch 
reinea 14 L-NN - C 
D1methyl­
Val1n 



3.3.1 Aminosäuren (Sproß) 

Die Gesamtmenge der radioaktiven Substanz wurde a uf e in 

Agamahrsubs trat von 1 1 verteilt. 
Die Konzentration des 1-NN-Dimethyl-Vali ns betrug 10 - 3 Mol/ 1 . 

Die Akti vi t ä t betrug 60 f" C pro 1. 

Di e ~flanzen wurden s teril a ufr.ezosen und nach 18 Tagen ge­

erntet, di e alkohollös lich en Aminosä uren, Neutral etoffe und 
organischen Säuren des Sprosses ch romatographiech identifi ­

ziert ( Einze l heit en s i ehe ex perimentellen Teil ) . 

Deim Chromatog ra ph i e ren ste l l te s i ch he r aus , daß a us de n ur­
sprüng lich freien A-S am Austauscher Peptide entstanden. Aue 

diesem Grunde wurde die Aainosäurefraktion einer 6stündigen 

Hydrolyse mit 6 HCl unterworfen. Nach Entfernen der Sal~­

säure wurden Chromatogramme ang P. fe rtig t, deren radiographi­

sche Auewertung wir im folg end en beschreiben. 

Anhand von Vo rversuchen ste ll ten wir auf dem Radiogramm swe i 
radioaktive Komponenten fest. Die eine konnten wir als N­

Monomethyl-Valin identifizieren, auf Grund se i nes Rf-Wertee 
und der charakte r istischen purpurroten Färbung , d ie nach 

einiger Zeit i n Rot übergeht. Die zwei te Komponente konnte n 

wir zunächst n i ch t e i nwandfrei zuordnen. Nach unserer Auf­

fassung konnte es Me t h ionin sein, Gewißheit verschaffte ei n 
Doppelsegment-Chromatogramm nach KI CKUTI! ( 1963) (au f stei gend). 
Auf diesem konnte der zweite Peak als Methionin er kannt wer­

den (Abb. 9). 

Bemerkenswert ersc hien uns, daß im Sproß keine anderen mar­

kierten Aminosäuren nachzuweisen waren. Wie ALDAG (1966) be­

richtet, waren ne ben nicht umgesetztem DL-N-Methyl-~lin, di~ 

Aminos äuren Cystein, Alanin, Tyroain und Tryptophan radioaktiv 
markiert. Di e Aktivitä t dieser Aminosä uren schein t durchaus 

plausibel, wenn man die Ubertrav,ung einer oxydierten c 1 - ~in­
hei t vo n der N- iliet hy l -Gru ppe a uf das Glyc in und Bildung von 
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Aminosäuren aus dem S proß von Helianthus 
nach Dirnethyl-Valin-Angebot 

Aminosä ur Pr: i:n ,; " ro ß von J:el iant h u s na ~ h 

ll i methyl - ·vl'l ' i n- Ant: ebot 

x 1 1-N~ - Ji~et hyl-is nbuty!-~mi n 
x 2 r;:, - ,,let;,y ! -isobu t yl - A: . .in 
x ' L- N- Methyl - Va lin 
x 4 ,vJethionin 
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ß-c 14-serin als Aus gangsreaktion ansieht, 

Durch wiederholte Versuche, wobei größere Mengen Aminosäuren­

Extrakt aufgetragen wurden, konnte im Bereich von Cystein, 
Serin, Alanin, Tyrosin und Tryotophan keine Aktivit ä t gemes­

sen werden. ~tattdessen traten zwei schwach rote Zonen ober­
halb von Leuein auf, die Aktivität aufwiesen und sich mit den 

Hf-Werten der aus der Literatur bekannten Aminosäuren der 
h öheren Pflanzen nicht in Einklang bringen lie ßen. Uber 

Leuein können unseres Wissens nur Isoleucin, «-Aminocapryl­
s ä ure und eine Hei he von Aminen der gleichen Kettenlängf auf­

treten. Nach theoretisc hen L- be r l egung en konnten Decarboxylie­
rungsprodukte des L-NN-Dimethyl-Valina vorlieg en und zwar das 

NN-Dimethyl-ieobutyl-Amin und das N-Methyl-isobutyl-Amin. 

Um diese Annahme zu prüfen, haben wir die betreffenden Amine 
präparativ dargestellt und auf dem Chromatogramm ale Test 
laufen lassen. Dae aekundare und tertiäre Amin konnten wir 

durch Alkylierung von Isob utylamin erhalten. (J. GO ERDELER, 

1958) Von dem als Nebenprodukt entstehenden quarternären 
Amin lassen sie sich durch Atherextraktion leicht abtrenne n 
(siehe experimente l ler Teil). 

Al lgemeines Alkylierungsechema 

R-NH + R-X 
2 

•i e aus Abb. 11 (S. 41) zu entnehmen ist, eti ~men die Rf-
.i erte der von uns dare;eate il ten Substanzen mit den Rr-Herte n 
der aktiven Zonen im LIN:.JKEt\:)- l 19':l'; ) :.iystem ( ·.utanol- i·: iae ssi g­
~ aseer 4:1:1) übere in. 
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Abb, 11: 

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

Ein gewisser ilid ers pruch zu unseren bisherigen Ausführungen 

besteh t darin, da ß hier offenbar ein tertiäres Amin ninhydrin­
positiv ist. Diese Reaktion des NN-Dimethyl-isobutylamins, 
ohne vorherig e Behandlung des Chromategramms mit Blei-IV­
Acetat, konnte vorläufig nur auf Grund oxydativer Vorgänge 
während des Entwickelns erklärt werden (im Schema ·:i eg I), 

Es könnte abe r auch eine C 2 C-Dehydrierung erfol g t sein, wo­

bei das Ninhydrin als Wasserstoffakzeptor fungiert. Durch Um­

lagerung und Hydrolyse entsteht aus dem ersten ReaktioMpro­
duk t ein sekund ä res Amin und ein Alkohol (Weg Il), 
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CI-I:J CH3 
~ / 
/C=CH-N\ 

CH:J c~ 

H20 1 
II 

3.3.2 Organische Säuren (~proß) 

In der Fraktion der organi s chen Säuren des Sproeeee konnten 
wir auf dem Papierchromatogramm keine Trennung der einzelnen 
Säuren erzielen. Das aufgenommene Radiograma zeigt jedoch 
faet im geeaaten Bereich Aktivität. (Abb. 12, S. 43) 

Auch ALDAG (19 66) gelang bei seinea Versuchen mit L-N-Methyl­
Valin keine einwandfreie Trennung. Er konnte jedoch i• Sproß 
der Sonnenblume drei radioaktive organische Säuren nachwei­
sen: Citronensäure, Apfelsäure und Phosphoenol- BTS. 



- 'i -~ -

i ~ i i : I I i i • -. --t----r--- . -+---~ ---t ---+- - - +-J - . ·-
--+--I _ _L __ : i : ±=i --+- i _[I --+- f . : . 

-+---+--·---+t----+1~-:-------"i-- -- ---+- r:-:.::::. •••m .. ~.~; - I - ~ I -. I ; . 

' I ' ' I ' 
- j_ 

--t--I ---: -- -+---.---+----"-· 

+' 'j , 
:; ' 
~ I 

--~ -t" --~ 

Abb , 12 : Radiogramm organis cher ~äuren ( Sproß ) von 
Helianthus nach NN-Dimethyl-Valin-Behandlung 

3.3.3 Aminoeäuren (Wurzel) 

In der Fraktion der Ami nos ä uren 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 Tor­

handen. 

Abb. 131 

Radiogramm und 
Chromatogramm 
von Aminosäuren 
aue der Wurcel 
von Helianthue 
nach NN-Dime­
thyl-Valin­
Behandlung 
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3.3.4 Organische Jauren (Nurze l) 

Im Gegensatz zum Spro ß konnten wir i n den Nur zc ln de:o 0onnen­

blume vier organische ~auren einwandfrei identlfizieren: 

Fumarsäure, n pfelsäure, Citronensäure und Weinsaur e , die je­

doch keine Aktivitä t aufwiesen. 

Auf Grund der Erfahrungen ALDAGs wurde auf di e Isol ie rung der 

Neutralstoffe verzi ch tet. 

ÜY~tHr U~' /' t" s;":"t' lt 
W ~A."'Z'' l 

• .;<, 
X I 

•• . .. X 2 

• 0 X 3 .. 
X 4 

8 I ')I~ 

.\ bb. 14: Jünnschic h t-Chromatogramm 
organischer~äuren (Wurzel) 

->Fumareäure 

.. Apfelsäure 

..C1troneMäure 

•Weinaäure 
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4. Diskl.leaion 

R. ALDAG (1966) teilt mit, daß Helianthus annuua die Pähigkeit 
besitzt, L-N-Methyl-Valin zu metabolieieren. Durch Applika­
tion der c14-markierten Verbindung, konnte er den Abbauweg 
der N-Methylgruppe verfolgen. Er stellte fest, daß in der 

Wurzel Methionin, Cystein, Serin, Homoserin, Tyrosin und 

Tryptophan markiert sind. Im Sproß konnte er ferner markier­
te Citronensä ure nachweisen. 

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

Dieser Unterschied wird verständlich, wenn man dem Abbau von 
aminofunktionellen Verbindungen das SCHNELLeehe Reaktions­
schema zugrunde legt. Bei dieser Reaktion wird das Amin bzw. 
die Aminosä ure intermediär an das Pyridoxal-Phosphat unter 
BildunE einer SCHIPPsehen Base gebunden, dae entstehende re­
sonanzfähige Gebilde kann durch Ladl.lngaverachiebung die ver­
schiedenen bekanntenZerfal lsreaktionen von Aminoverbindungen 

einleiten. 

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

leich t möglich 

Eine Heakt i on des N-i•lethy l - Va lins mi t d~m r·yrl..oo}:a. : < 'hosphat 
führt, wie das folgende Heaktioneschema zei ,;t, ni c ht zur ilil­
dung der echt en SCiil ?"'sc 'te t: ::Ja s e, sondern zu einem Carhino l -
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Amin, dessen weitere Reaktion zum mindesten erschwert ist. 
Ob eine s olche Reaktion überhaupt möglich ist, wissen wir 
nicht. Es iet nach den Befunden ALDAGs durchaus möglich, daß 
eine c 1 -tlbertra~ung der weiteren Umsetzung am Pyridoxal­
Phoephat vorausgehen muß. 

-cr-
N cry··'H 

as·' 

~ 
Für den Fall, daß man der Pflanze eine Verbindung mit tertiäre• 
Sticketoff anbietet, und dae ist bei unseren Versuchen mit L­
BM-Dimethyl-Valin geschehen, besteht die Möglichkeit einer di­
rekten Bindung an Pyridoxal-~hoephat nicht mehr. 

Hier muß, wenn überhaupt eine Metabolisierung eintreten eoll, 
der Angriff an einer anderen Stelle des Moleküle erfolgen. 
Er könnte z.B. in einer etufenweieen Oxidation der Säureket­
te bestehen. Dafür bietet aber weder die Arbeit ALDAGe noch 
uneere eigene irgendwelche Anhaltspunkte. Wir konnten indee 
einwandfrei sicherstellen, daß der einleitende Angriff auf 
solche Strukturen in einer nicht oxidativen Ubertra~ einer 
c1-Einheit besteht. Dabei wird NN-Dimethyl-Valin in N-Methyl­
Valin überführt und es entstehen äquivalente Mengen radio­
aktiven Methionins aus Homocystein. 



- 41 -

Aue der Tatsache, daß bereits nach kurzer Zeit das ursprüng­
l i ch applizierte Dirnethyl-Valin in der Pflanze nicht mehr 
nachzuweisen iet, statt dessen aber aktives N-Methyl-Valin 
und aktives Methionin in etwa gleich großen Mengen vorliegen, 

f olgt, daß dieser einleitende Schritt sehr schnell vor eich 

geht, ee folgt auch daraus, daß die sich anschließenden ::Jchrit­

te wesentlich langsamer verlaufen. 

C..~ Cf-!J 
;?CH-CH-N< 

CfJ dooH CHj 

Rib-Ad 
I 

H5--CH.2~H-CH-COOH + 2 I 
NH2 

H CH3 Rib-Ad 
C~, I/ I 

·3 H-CH-N ----5-CH-CH;;-rH-COOH c I +........... .,. '2 L T 
COOH C~ NH2 

C H:,-5-C H-CH-CH-COO H 

~H 
2 

Diese einfache c1- t bertragung er klart das Auftreten von mar­
kiertem Methionin im Sproß ohne weiteres. 

Es könnte e in !! inweis se :. r. , daß d ~~ l' f lanze n.lf diese Nei se 

. :~8 s toffwe cr.sclfremd e 3ubs t an z vorerst ;;um 'r <? il e ntmethy­
:. i ert ~nd an de:1 :: rl l wii th! en ~n deY" Va kuole soe ir: hert, ohnr 

s le vorers t in den Sto f f wecnsel einz usc l: l euse n . 
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VonN-Methyl-Valin aus gehend konnte ALDAG (1966) in geringe­
ren Mengen Aktivität in einigen Aminosäuren nachweisen, die 

eich nur über das Auftreten oxidierter c1-Einheiten erklären 
läßt. Wir selbst konnten bei unseren Untersuchungen, bei de­
nen ebenfalls intermediär N-Methyl-Valin gebildet wird, die­
aen Befund nicht bestätigen. 

Daa mag mit den veränderten Aufzuchtbedingungen zusammenhän­
gen, wobei allerdinge zu bemerken iet, daß auch in den Ver­
suchen ALDAGe die Menge der markierten anderen Aminosäuren 
äußerst gering war. 

Hingegen konnten wir in Ubereillllti rnmung m1 t ALDA.G auch Akti­
Yität bei den Säuren des Citrat-Zyklus feststellen. 

Wir dürfen also annehmen, daß auf jeden Fall auch r herträger 
für oxidierte c1-Einheiten wirksam geworden sind. Ale Über­
träger tur c1-oxidierte Einheiten ist im menschlichen und im 
tierlachen Organismus (ROTHENBERG, 1965) wie auch in Bakterien 
(WHITELEY, OSBORN und HUENNEKE NS, 1959), (RABINOWIT Z und 
PRICER, 1962) die Tetrahydrofolsäure bekannt. HIAT (19 6~) 

konnte jüngst Tetrahydrofo l s ä ure auch in ~flanzen nachweisen. 
Er konnte sie aus Spinat, Erbsen, Bohnen und Tabakpflanzen 
isolieren. WANG und BURRIS (1 965), McCON NELL und P I~~LAY SON 

(1961), McCONNELL und BILINSK I (1959) konnten die Anlagerung 
einer c1-Einheit an das Glycin unter Bild~ von Serin sowie 
den umgekehrten Vorgang bei ·.veizenblättern nachweisen. 

Ein Mechanismus für die Entstehung und den Traneport einer 
c1-oxidierten Einheit läßt eich nur hypothetisch aufstellen. 

Weitgehend Unklarheit herrscht über die Reaktionesrt, die 
zur Bildung eines Methylol bzw. Foraaldehyd fUhrt. 

Zwei ilege werden in der einschlägigen Literatur beschrieben: 
Der eine soll über die ßildung eines Aminoxids f Uhren (I), 
der andere über P.ine Iminosture (II). 
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FISCH, JOHNSON, LOW!lliNCE und HORNIG ( 1955) weisen auf eine 

Aminoxidbildung hin, wobei die Gegenwart von Ei sen III-Ionen 

eine Umlagerang des tertiären Aminoxids EU einem sekundären 

Amin und einem Aldehyd bewirken. 

JAJ4ES, GILLETTE. DINGEL und BRODlE (1 9 58) beachrei ben drei 

Wege, die zur Diaethylierung führen, auch hier sollen Eisen 

I II -Ionen als Elektronenacceptoren fungieren. 

1. - NH - CH3+ H2o<' - NH - CH20H + 11 20 

2 , l \ - Nil - CH
3

+ 1 
~2 R - NH - CH20H 

3. tl - Nll - CH3+ 2 Fe 3+ R - N = CH2+ 2ri++ 2 H+ 

H - N = CH 2 + !lO H R - NH - CH 20H 

Aus den Versuchen von II . DALY und B. •II TK.O P (1CJ63) ergab sich, 

daß der Sauerstoff im entstehenden Aldehyd aus II 2
18o, nicht 

aus 100 2 staml'lt, Kine tische Studien S'lrache n ge r; en ein in­

termediäres N-Ollyd. Vie lrne hr wird ange nommen, daß sieh die 

Spaltung Uber ein lmin vol l ?.ieht (r:iel"Z U Sc ltema [ l) . 

Aufgrund der Ergebnisse aus der Vertcilunr de:.J radioaktiven 

Kohlenstoffs auf die einzel ne n orrani 3c:i e n Verbindungen des 
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Sprosses wurde ein vereinfachtes :Jtoffwechselec hema aufgestellt. 

Metabolismus des 1-NN-Dimethyl-Valins 

- - ~\tli l.illlJ. L__ ___ _ 

~~;S~ CH .. Z0~-~:2-COOH c~cH-y H-cOOH L 
Lc-~ __ N0J3 __ J'l_ -\ ---< L·N·M~- - v in 

l CH 
langsam f ' -.cOz ~CH-yH-COO H 

CH3 H N-Cf3 

\ 

Py rox . Pho . Tram.am . 

N-t--'-
* HO-CH---CH~OO H 

I 
NHz 

l 

z, trat Cyclu s 

AktiV 
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Im ersten Reaktionsschritt wi rd e ine [·i - l~e tt J ylgrunpe auf das 

Homocystein übertrar en. Das entstandene Meth ionin und 

L-N-Methyl-Valin l iegen annähernd in r, le1cher. Mengen vor, 

wie aus der Intensität der Yeaks in Abb. hervorgeht. 

In ganz geringen .1lengen entsteht durch De carboxylierung von 

1-NN-Dimethyl-Valin ein tertiäres biogenes Amin, das NN­

Dimethyl-Isobutylsmin. Sowohl aus nicht umgesetztem 1-NN­

Dimethyl-Valin, als auch vom L-N-Methyl-Valin wäre die Über­

tragung einer c1-oxidierten Einheit an das Glycine unter 

Bildung von Serin denkbar. 

Das Fehlen jeglicher Aktivität im Bereich der oben genannten 

Aminosäuren schlie ß t nicht au•, daß in unserem Fall die Son­

nenblume diesen Weg beschritten hat. Anders läßt sich das 

Auftreten von Aktivität im Zitronensäurecyclus nicht erklä­

ren. 

Die Entstehung eines sekundären biogenen Amins, des N-Methyl­

laobutylamins, wird vermutlich durch l'y ridoxalphosphatkataly­

se induziert als Konkurrenzreaktion der Desaainierung. Der 

Mechanismus dieser enzymatische n Reaktion wird im Reaktions­

sche ma kurz erläutert. 

Di e Frage, ob die Pflanze bei stickstoffarmer Ernährung 1-NN­

Dimethyl-Aminosäuren verstärkt abbaut, bleibt vorerst offen. 

Grundsätzlich wäre dies jedoch nicht auszuschließen, da ihre 

Metabolieierbarkeit nachgewiesen werden konnte. 

Damit ist der Nachweis erbracht, da ß eine funktionelle Gruupe, 

nämlich die NN-Dimethyl-Aminogruppe, die in Naturstoffen sehr 

häufig anzutreffen ist und darum auc h als Bodenkomponente Be­

achtung verdient, auc h von einer höheren Pflanze, der sie"etoff­

wechselfremd" ist, g_uft; enomme n ur;i metabol is iert werden kann. 

J a vi e le unserer i·c s tizide LmCl Insektizide ebenfalls solche 

r; ru npi erun1~ er : enth a l ten, i st ciieser Befund auc h im Zusammen­

li ant; r:lit d em soge nann ten "HUc kstandsprobler.J" von lnt e rrsse. 

~ie hodenkundlicl.c lo rsC hunp WLrC s i ch i n Z ~kunft dieser Ver­

oina uneen, die '1urch der. :.•Jenschen in den Boden g P.bracl":t wer­

dP.n , ir. v e r s t b. r Y. t cm i'll a ~P. arme r r~<'n mu s se~: . 
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5. Z~aemmanfassueg 

1. In der vorliegenden Arbeit wurden die iiechselheziehun­
gen zwischen Pflanzenwurzel und organischen Bodenver­
bindungen, besondere unter dem Gesichtspunkt spezifisch 
stoffwechselfremder, auch anthropogener Verbindungen 
erörtert. 

2. Es wurden als :·.wdelle dafür sieben "unnatürli c h" 
konstituierte L-NN-Dimethyl-Aminosäuren synthetisiert. 

3. Es wurde eine neue Methode aus gearbeitet, di e es ge­
stattet, diese Verbindungen direkt auf dem Chromate­
gramm nachzuweisen. 

4. Ee konnte gezeigt werden, daß Helianthus annuwa die "un­
natürlich" koneti tuie rten Aminoeii.uren über die Wurze l 
aufgenommen und metabolisiert hat. 

5. Der Nachweis wurde in zweifacher Hinsicht erbracht: 

a. durch direkte Sichtbarmachung der L-NN-Dimethyl­
Aminoeäuren auf dem Chromatogramm; 

b. durch radiographieehe Lokalisierung auf dea 
Chromatogram~ der im J toffwech sel entstandenen 
radioaktiven Komponenten. 

6. Ee gelang durch Modifizierung dee Syntheseverfahrene 
von BAUMANN und STROUD (1950) die Gewinnung von äußeret 
reinen fräparaten (chromatographischer Nachweis). 

7. IN-Dimethyl-Isob~tyl- und N-Methyl-Isobutyl-Amin konnten 
in der höheren Pflanze nach Applikation einer Vorstufe 
{NN-Diaethyl-Valin) unseres Wissens zum ersten Mal 
identifiziert werden. 

8. Die Möglichkeiten der Bildung ei ner oxyrlierte n c1-Einheit 
wurden erörtert. Es wurde ein ::i toffwechselech ema aufge­
stellt, dae auf Grund uneerer Versuch~ die Metabolieierung 
dee L-NN-c 14 Dimethyl-Valins beschreibt. 
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6. E!ptrimentt l ler teil: 

SJßthese :hroaatOßtaphiach reiner L-B!-Dimethyl-Am1npaäuren 

1) L-Q-DiM'\hJl-Glxc1n: 

2.5 g L-Glycin in 100 ml Waaser wurden mit 5 ml Formal­
dehyd ( 40 ~ ) und 2.5 g Pd-Kohle als Katalyaator (10 ~ ) 

veraetzt und bis aur Aufnahme TOn 1.46 l-H2 hydriert. 
(Reakt i onsdauer • 5 Std.) 
Bach BeendigUQS der Reaktion Wirten noch 5 ml Pormal­
deh74 zugefUat und weiter hydrie~ bis aur Slttigung. 
Daa Reaktionaprodulr:t wurde ia Becbtrglu 2 ain laJIC ce­
kocht, abtiltriert und der RUclr:ttand mit heißea ..,,.r 
ge-..cften. 
Du liltrat wurde Mhraala aa Rotationtver4•pfer ein­
gedampft bie zur reetlosen Entfern~ von noch vorhan­
dene• Paraformal.ehyd. Dat 1••onnene Rohprodukt wur4e 
in wenig heißem abtolutea Ath.aol gelött und ait eine• 
starken UbertchuB an p.A. Aceton vertetzt. Aua der 
milchig-weißen Lösung kristallisierte im Eietohranlr: in 

tut quantitativer Auebeute L-MN-Dimethyl-Glycin in fei­
nen Priemen aus. Rttches Arbeiten 1st beim Abfiltrieren 
(Abnutsch en) erforderl i ch , da die Substanz sehr hygro­
skopiech ist. Nach eintä gigem Trocknen über P2o5 1a 
VakUIUI, Schmelzpunkt: 17 ':> - 1'18°C . 

2 ) L-HN-Diee\hyl-.Uaein: 

2.5 g L-Alanin in 100 ml Wasser wurden mit 4.2 al Formal­
dehyd (40 ~)und 2.5 g Pd-Kohle (10 ~)versetzt und hy­
driert bis zur Aufnehme von 1.24 l-H2 • (Reaatiaudauer 
• 3 Std.) 
Anschließend wurden 0. 5 ml Formaldehyd zugetetzt und so­

lange hydriert, bis kein Wassersto f f mehr aMtgenommen 
wurde. Weitere Behandlung wie unter 1). I&e Rohpro-
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dukt wird in warmem absolutem athanol gelöst und mit 
wenie, p.A. Aceton bis zur einsetzenden Trübung ver­
setzt. (Beim Überschuß von Aceton verschwindet die Trti­

bUDß.) Durch einen starken Überschuß von p.A. ~etrol­

äther t40 - 60° Siedepunkt) und Kratzen der Wände kr1-

e~llisiert aua der anfänglich klebrigen Kasse in der 
Kllte das 1-NM-Dimethyl-Alanin. Hygroskopieche Prisaen. 

Schaelzpunkt: 183°C (Ko!ler). Trocknung ia Vakuum 
über P2o

5
• 

3) L-Nli-Dime\ßyl-Valin: 

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 l-H2 hydriert. (Reaktionedauer 
1 • 2 2 Std.) Weiterbehandlung wie unter 1). 

Dae Rohprodukt in heißem absolutem Äthanol lösen und ait 
einem sehr starken Oberschu ß an p.A. Petroläther (40 - 60° 

Siedepunkt) vereetzen. Beim Kühlen scheidet sich 1-NN­
Dimethyl-Valin in langen Nadeln an den Ge!äSWänden ab 
(hygroalcopiseh). 
Schmelzpunkt: 155°C. Trocknung im Vakuum über P2o5• 

4) L-lil-lliptb.Yl-Leuqin: 

Zu 2.5 g Leuein in 100 ml lasser werden 2,88 ml Formal­
dehyd (40 %) und 2.5 g Pd-Kohle (10 ~) zugegeben und bie 
zur Aufnahme von 0,84 l-H2 hydriert. (Reaktionadauer 

4 Std.) Weitere Behandlung wie bei 1). 

Daa Rohprodukt in absolutem Äthanol lösen und mit p,A. 

Aceton im Uberschuli versetzen und reiben. Über Nacht ia 
Eisaehrank kristallisiert das 1-NN-Dimethyl-Leucin in 
Jiadela ai.YI, 
Schaelzpwnkt: 187°C. Trocknung im Vakuua Uber P2o5• 
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5 ) L-NN-Dimethy1-Phenylalanin: 

Eine Suspension von 2,5 g Phenylalanin in 100 ml Wasser 

werden mit 2. 25 ml Formaldehyd (4 0 n und 2.5 g Pd-Kohle 
(10 %) versetzt und bis zur Aufnahme von 0.665 l-H2 hy­
driert. ·vlei tere Behandlung wie bei 1). Das Rohprodukt 

kristallisiert aus wenig heißem J, thanol beim Versetzen 

mit einem starken Überschuß an p.A. Petroläther (40-60° 

Siedepunkt) in kleinen Nadeln 1-NN-Dimethyl-Phenylalanin. 
Schmelzpunkt: 2 19°C. Trocknung über P2o

5
• 

6) 1-NN-Dimethxl-Glutaminsäure: 

2. 5 g 1-Glutamineäure in 100 ml Wasser mit 2.7 ml Formal­

dehyd (40 %) und 2 . 5 g Pd-Kohle (1 0 %) werden bis zur Auf­

nahme von 0 . 73 l-H2 hydriert. '/I ei tere Behandlung wie bei 1). 

Rohprodukt aus wenig absolutem ,\ thanol und einem Uber­

schu ß p.A. Aceton in der Kälte auskristallisieren las-

sen (kleine Prismen), 1-NN -Dimethyl-Glutamins~ure. 

Schmelzpunkt: 1')2°C. Trocknung i m Vakuum l.iber P2o
5

• 

7) L-N N- lJimethxl-1yain: 

(Partielle iY!ethylierung an einer NH 2-Gruppe) 

2 . 5 g 1-Lysin-Hydrochlorid in 100 ml Wasser werden mit 

4 . 2 ml l ormaldehyd ( 40 : ) und 2. 5 g Pd -Kohle ( 10 j ) 

bis zur Aufnrutme von 1.20 l-H2 hydriert und wie bei 1) 

weiterbehandelt. Das Rohprodukt wird aus wenig absolutem 

Äthanol QDd einem Überschuß von p.A. Aceton auskristalli­

siert. Bs ist sehr rasche s Arbeiten erforderlich, da 

die Substanz besondere stark hygroskopisch ist. 

Schmelzpunkt: 183°C (im vorgeheizten Apparat) 

TrocKnung im Vakuum über P2o5 • 
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Sxn;hese des L-NN-c 14-Ditethyl-Valins 

Eine Suspension von 117 mg L-Valin in 50 ml Nasser wurde mit 
1. 2 ml c14-rormaldehyd*) (Aktivitä t 60 pC) und 0 .150 ml For­
maldehyd (40 %) versetzt und bis zur Aufnahme von 0 .45 l-H 2 
hydriert. (Reaktionsdauer = 30 min.) Der Reakt i onslösung 
wurden noch 0.1 ml Formal dehyd (40 %) zugesetzt und weiter 
bis zur Sättigung hydriert. Aufarb eitung wi e be i 1). 
Isolierung wi e bei 3) . ::ipe z. Akti vität 60 ,uC/i<!ill imo l 

traparative Daretwllqng von N-Methxl-isobutylamin und 
NN-Dipethxl-isobutylamin 

3.5 g (0.5 Mol) IBobutylamin werden unter KUhlung mit 7. 2 g 
(0.6 Mol) Methyljodid versetzt und anechlie ßend in 200 ml 
1 n NaOH gegossen und 111.it ,\ ther ausge s chüttelt. I m gelben 
Atherextrakt sind das sekundäre und das tertiäre Amin ent­

halten. 

ß!h&ndlqng der Samen und Kulturgefäße bei Nichteterilkulturen 

Beizen der Samen in 80 %igem Methanol 100 sec, anec:h lie ßend 
dreimal nachwaschen mit destilliertem Wasser. Die Erlenmeve r­
kalben (250 ml) vor Versuchebeginn mit Chlorkalklös ung waachen. 
Das Vorkeimen erfolg t auf f euch tem FlieUpapier i n Neubaue r­

schalen. 
Die Pflanzen werden in e i ner Klimakammer aufgezogen, in de r 
folgende Aufzuchtbedingungen herrschen: 
Temperatur: nach ts 14° tage 26° 
Relative Luft-
feuchtigkeit: nachte 90 % tage 80 % 
Tageslänge: 12 Stunden 
Ale Lichtquelle djente ein 6 kW-BaRrahler der Firma Oeram 
(XENON-Langbogen-Lampe, l uftgekühlt ) . Entfernung der Li cht­
quelle: 2 m 

' ) Dae aktive Material wurde von "The lta.dioch ern ica l ~l')n t r !! " 
(Aaersham, England) be z ogen. 
Die Radioaktivi t a t betrug 15 mc; mlVl 0 . 05 ml 
0.5 mc (1 - 3 ~ wässri ve Lö su n~ ) 
Das P~iiparat wurde in 1011 ml Was ser auf genommen . 
Aktivität 500 C, 1. 2 ml enthalt en eine Aktlvita t von 
60 c. 
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Zusammensetzung der Nährlösung 

Hauptnährstoffe: 

;)purenelemente: 

Ca(N0 3) 2 
KN0 3 
lv!gso4 
KH2l'04 

Feso4x7H 2ü 

l!3BO 3 
MnS04x1H20 

CoCl;>xbH2o 
Cuso4x5H20 

wasserfrei 0 . 944 g/ 1 

0 .45 g/1 
0 ,1 g03g/l 

o. 10876/ l 

3.75 mg/1 

1.50 mg/1 
1, 00 mg/1 

o. 125 mg/ 1 

0 .1 25 mg/1 
Al2 ( ::;o 

4
) 
3

x 1ßH2o 0.125 mg/ 1 
Zn S0 4x7H20 o. 125 mg/ 1 
Ammonmolybdat 0.125 mg/1 
Ka li umtartrat 7.500 mg/ 1 

Ernte und Gewinnung des Pflanzenmaterials 

Spro ß bzw, 'llurzel mit einer Schere fein zerschneiden und 
mit sterilem Sand zerreiben. Pflanzenmaterial in absolutem 

Methanol kalt extrahieren. Vor der Aufarbeitung der einzel­

ne n Fraktionen Methanol abdampfen. 

Bei a ll en Versuchen, die unter sterilen Bedingungen oder mit 

radioakti ven Zusätzen in Nährl ös ung angesetzt wurdeh, wurde 

da• Pflanzenmateria l wie folgt aufgearbeitet: 
Sofort nach der Ernte Sproß- bzw. Wurzelmasse in absolutem 

Met hanol abtöten, 20 min anschlie ßend kochen, zerreiben und 
erneut mit 80 f. igem Methanol extrahieren, 

Die Extrakte werden eineeengt und über I onenaustauscher in 

die einzelnen Fraktionen aufgetrennt. 
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Trennung der gewonnenen Extrakte 

Die Extrakte werden ausschließlich J ber Ka tionenaustauscher 

in zwei Fraktionen aufgetrennt. (üowex SC = i-r'ltionenaus­

tauec nerJ 

Wlissr1ger org. Extrakt 

0.20 
HCL 

org Siiureo 
Neqiro l s tOffe 

Kohlenhyt!lratc 

Papierchromatographie 

l 
D OWEX 50 

+ NH
3 

10'/, 

Amioostiurt> o_ 
Amjo e 

Amide 

Pep! jde 

Die Trennung der einzelnen li'ra Kt i. onen erfo lgt" nach dem Ver­
fahren von 3CI!EJ<'F'ER, r.:cf:-'Tti "' :1d .:iTH:cn:H (196 3 1 'l u feteigend 
mit Doppelsegmenten. ~a wurd e das P:t'lier " Edero l " 202 F' dPr 

Firma Binzer, Hatzfeld/F.der benutzt. 
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Für Dünnschichtchromato~_; ramme wur den mit Zellulose beschich­

tete Glasplatten 10 x 20 cm der Firma ~chleicher und ~chüll 

verwendet. 

Fließmittel für Aminosäuren 

Butanol 

Butanol 

Eisess i g : Wasser (4 
Athanol : Wasser (4 

Fließmitte l für organische Sä uren 

1) nach LINSKENS 

1 ) nach LINSKEN~ 

Butano l : Eisessig : '/lasser (4 : 1 1) nach LINSKENS 

Butylformiat : Amei sens ä ure : Wasser (5 : 2 : 1) 

Phenol : Wass er : Ameis ensä ure (100 g Phenol : 50 ml Wasser 
5 ml Ameisensäure) 

Die beiden let z ten Systeme nach SCHLIMME (1966). 

Auftragen der ~ubetanzen 

Die zu untersuchenden Lösur~ en wurden mit einer Fortuna- Pi­
pette (0 .1 cm3 Inhalt) aufgetrar;en . i\'lenge je nacr ;} egment 

30 - 40 f ( . Trocknun!; durch Föhn. 

I dentifizierung 

1 • Durch Farbreagenzien 

a) Aminosäuren 

Anfärben mit Ninhydrin nac r. BAROLLIER 

Entwickeln bei 60 - 80°C im Trockenschrank 

Ninhydrinreagenz. 

7~ mg Cd Cl 2 + 6 ml H20 + 0 . ~ ml ~ ise ss i[ + 100 ml Aceton 

+ , g Ninhydrir., in dieser Heihenfol ,•e zugeben. 

Chroma t o,: r amrr,e we:-den i r" cear enz ,·ebadet 'l :l er be snn,, t unrl 
anG C!l L_ .., .. , end t;e tro cKnet. 
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b ) Organische Säuren 

Anfärbung: Chromategramm wird mit einer Lösung von 
2 g Glucose und 2 ml Anilin in 20 ml 'Nasser + 20 ml 
Alkohol + 60 ml n-Butanol gebadet und anschlie ßend 
10 min bei 115°C getrocknet. 

2. Die Zuordnung erfolgte nach Normierung. 

Dieaee Verfahren wurde von STRICKER und VOLLERT ( 1'163) 
aueführlieh beschrieben. 

Hydrolyse von Peptiden: 

6 Stunden mit 6 n HCl am Rückflußkühler kochen, Sa lzsäure 
wird durch nochmaliges Abdampfen am Rotationsverdampfe r ent­
fernt. 

3. Aß!ärbung der 1-N~-Dimethyl-Aminosäuren 

2 g Bleitetraacetat werden in 100 ml Toluol sus nendiert. 
Aminosäure wie üblich auftragen, laufen lassen, nach dem 
Trocknen Chromategramm in Reagenz baden und an der Luft 
trocknen lassen, mindestens 3 Stunden, 
Es erscheinen helle Flecken, die nach Behandlung mit Nin­

hydrin sich rot färben. Kein Einfluß auf das übrig e Amino­
säurenspektrum. 

Vorbehandlung der 3amen und Anzucht steriler Pflanzen 

Vor dem Beizen Samenschalen entfernen, F;ndoeperm 100 SPc in 
absolutem Methanol beizen, Methanol abgießen und Endosperm 

unter sterilem Wasser halten. 

Agar-Nährsubstrat besteht aus der bereite beschriebenen Nähr­
lös~ unter Zusatz von 0.7% Agar (Bacto- Difco-Agar) und 
einer ~-NN-Dimethyl-Aminosäure in einer ~ onzentration von 
1 o-3 i11o1; 1. 

Sterilieieru~szeit 20 min bei 1. 2 Atmosnhären und 12'5°<: . 
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In das erkaltete Nährsubstrat weraen die ~amen mi t dem 

Hypokotyl nach unten gerichtet gesetzt. Die verwendeten 
Reagenzgläser von 90 ml Inhalt werden mit sterilem Watte­

bauach verschlossen. 

Nach dem Entwickeln der Keimlinge (Dauer 5 - 6 Tage) wird 

ein Wattepolster um den Sproßstengel gelegt, so daß keine 

'11 achstumsbehinderung eintreten kann (Arbeiten unter der 
LJV -Lampe). i. ber 90 'fo der angesetzten Pflanzen konnten 

steril aufgezogen werden. Nach 18 - 20 Tagen wurde geern­
tet. Jede Pflanze ergab durchschnittlich 140 - 180 mg Trok­

kenauba tanz (Sproß). 

Trockenauba tanz_~e_a_timmung und Salzaufnahme 

Trockenaubstanzbestimmung: Sproß mit Schere zerschneiden und 

bei 105°C 6 Stunden trocknen. 

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

5 ml HN03 (1:2 verdünnt) aufschließen und auf 50 ml auf­
fül len • 

.!:'-Bestimmung 

Mit Ammouaolybdat und Ammonvanadat photometrisch nach 

SCHElFER und l'AJENKAMl' (1952) 

K&lium und Calcium 

Flammenphotometrisch am Eppendorf (Neteler und Hinz, 

Hambure;) 

Radiographie der Chromatogramme 

Die Ch romatogramme wurden durch Abtasten an ei nem offenen 
hiethandurchflußzalüer ausgewertet. (r'rieaeke und Höpfner, 

Fh 107) Geschwindigkeit 1 C ffi i n 3 min (kontinuierli~t ) , 

Hochsoannung 2800 Volt. 
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