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1. Einleitung und Problemstellung

Zahlreiche Untersuchungen zur Fraktionierung des Bodenstick-
stoffs haben gézeigt, daB etwa zwischen 92 - 94 % des Gesamt-
stickstoffs im Boden in organischer Bindung (vorwiegend im
Humus) und der Rest von 6 - 8 % in anorganischer Bindung vor-
liegen (KEENEY und BREMNER, 1964; ALDAG, 1974; LOWE, 1973;

KHAN und SOWDEN, 1971; FLEIGE, 1970).

Innerhalb der Fraktion des insgesamt hydrolysierbaren Stick-
stoffs nimmt die Fraktion des Aminos&dure-N den groSten Anteil
ein,

Dieser Aminos#ure-Stickstoff, der im Boden griBtenteils in
Peptiden und Proteinen gebunden innerhalb der organischen
Substanz vorkommt, macht etwa 30 - 50 % des Nt aus.

Hier stellt sich die Frage, ob der Aminos#ure-Stickstoff gleich
seinem mengenméBigen Vorkommen im Boden auch in entsprechender
Weise an der Stickstoff-Metabolik beteiligt ist. Obwohl bis heu-
te zahlreiche Untersuchungen zur Metabolik und Bilanzierung des
Boden-N vorliegen (zusammenfassende Literatur siehe: JANSON, 1971;
ALLISON, 1966), hat man diese Frage in vielen F#llen entweder
aus finanziellen oder aus methodisch-technischen Griinden nicht
so erschopfend bearbeiten kénnen, daB man hinreichende schliis-
sige Aussagen zur Metabolik insbesondere des Aminos&ure-N
treffen konnte. Neuere Arbeiten haben jedoch bestitigt, daB

der Aminos#ure-N sowohl als Vorratsfraktion als auch bei den Umwand-
lungsprozessen fiir die N-Versorgung und N-Nachlieferung im
Boden im Zentrum des Geschehens steht. So konnten FLEIGE, MEYER
und SCHOLZ (1971) beispielsweise bei der Bilanzierung und Um-
wandlung der Bindungs-Formen von Boden- und 15N markiertem
Diinger-Stickstoff in einer Acker- Parabraunerde aus L&B zeigen,
daB auf der mit Sommergerste bewachsenen Parzelle nur 25 % des
von den Pflanzen insgesamt aufgenommenen Stickstoffs (ent-
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spricht 40 % des Diinger-N) aus dem Diinger-N stammte1). Zum
Ernte-Zeitpunkt lagen auf dieser Parzelle die verbliebenen 8 %
des Diinger-N etwa zu gleichen Anteilen in den Fraktionen Amino-
sdure-N und heterozyklisch gebundener N vor.

In dhnlichem Zusammenhang miissen auch die Ergebnisse von FLEIGE
und BAUMER (1974) gesehen werden, die den Effekt des pfluglosen
Ackerbaus auf den Gehalt an organischem Kohlenstoff, Gesamt-N
und auf die Verteilung des Stickstoffs in verschiedenen N-
Fraktionen von LoB-Parabraunerden iiber einen Versuchszeitraum
von finf Jahren untersuchten. Im Vergleich zu "normal" acker-
baulich bewirtschafteten Btden erhshte sich infolge des pflug-
losen Ackerbaus in der obersten 30 cm-Bodenschicht der Gehalt
an organischem Kohlenstoff im Jahr durchschnittlich um 0,59 bis
1,3 t pro ha, der Gehalt an N, stieg um 53,8 bis 72,4 kg N pro
ha an. Andererseits verursachte der pfluglose Ackerbau in einem
zuvor als Griinland genutzten Boden im Jahr durchschnittlich
einen Verlust von 2,29 t C wund von 162,4 kg N pro ha. Interes-
santerweise konnten FLEIGE und BAUMER (1974) nun feststellen,
daB der relative Gewinn oder Verlust des Nt in der obersten

5 cm-Bodenschicht, der durch die unterschiedlichen ackerbau-
lichen MafSinahmen und Erntepraktiken verursacht worden war,

sich am deutlichsten in der Fraktion des Aminosiure-N zu erken-
nen gab. Die relativen Verdnderungen lagen in der Fraktion des
Aminosdure-N zwischen 53 und 67 %. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, daB der pfluglose Ackerbau offenbar veridnderte
Bedingungen im Boden schafft, die hinsichtlich des Stickstoffs
zum Aufbau und zur Anreicherung einer stickstoffreicheren
organischen Substanz fiihrt, wie es auch unter Griinland von
HUNTJENS (1971) beobachtet wurde. In sich daran anschlieBen-
den Arbeiten konnte HUNTJENS (1972a) dann auch zeigen, daB
sich die Aminos&dure-Muster in den Hydrolysaten eines Acker-
bodens, eines Griinland-Bodens und in den Hydrolysaten der
extrahierten Humins#uren dieser Bsden (jeweils bezogen auf

den Gesamt-N des hydrolysierten Substrates) sehr #Zhnelten.

1) Aufgrund besonderer Witterungsverhidltnisse (stark wechselnde
Feuchte- und Trockenphasen) waren bis zu 50 % des Diinger-N
nach Ansicht der Autoren gasformig verloren gegangen.




Andererseits konnte aber ein proteolytisch aktiver Pseudomonas-
Stamm aus den extrahierten Humins#duren des Griinland-Bodens etwa
doppelt so viel N mobilisieren wie aus der vergleichbaren
Huminsiure des Ackerbodens (HUNTJENS, 1972b). Damit glaubte
man nachgewiesen zu haben, daB in der organischen Substanz

des Griinland-Bodens mehr und biologisch leichter abbaubares
proteinhaltiges Material inkorporiert war als in der des
Ackerbodens.

SORENSEN (1972a) hat sich unléngst mit der Frage beschidftigt,
inwieweit Tonminerale neu gebildete Aminos&ure-Metabolite im
Boden stabilisieren kdnnen. Zu diesem Zwecke war ein sandiger
Boden, der im Bereich zwischen 3 und 7 % mit Montmorillonit
angereichert war, mit C1h-markierter Zellulose, Hemizellulose
und Glukose inkubiert worden. Die Anwesenheit von Montmorillonit
iibte einen deutlichen Stabilisierungseffekt auf die Aminos&ure-
Derivate aus, die aus den C1A-markierten Kohlehydraten stammten.
Die mit Montmorillonit angereicherten Bdden enthielten 2 - 3
mal mehr C1A-Aminosﬁure-Kohlenstoff als der sandige Vergleichs-
boden. AuBerdem konnte man nachweisen, daB sich diese neu ge-
bildeten C1A-Aminoséuren weniger leicht mit Dowex-A-1 extrahie-
ren lieBen als die entsprechenden Aminos&uren aus dem reinen
Sandboden. In einer weiteren Arbeit, der offensichtlich die
gleiche Versuchsanstellung zugrunde liegt, hat SORENSEN (1972b)
die Rolle der C1h—Aminoséure-Metabolite bei der Bildung der
organischen Substanz iiber einen Zeitraum von sechs Jahren verfolgt.
Immerhin waren zwischen 26 und 30 % des insgesamt C14-markier-
ten Kohlenstoffs, der nach sechs Jahren Inkubationszeit noch
im Boden nachzuweisen war, in Form von Aminoséure-C14 gebunden,
wenn der C1A-Kohlenstoff dem Boden in Form von Zellulose appli-
ziert worden war. Wenn man C1Q-G1ukose als C-Quelle verwendete,
lag der entsprechende Wert sogar bei 43 %. Mit diesen Ergebnis-
sen wird erneut bestidtigt, daB ein betréchtlicher Anteil des
C1A-Koh1enstoffs, sobald er von der Bodenflora und -fauna in
Aminosduren und Proteine eingebaut worden ist, bereits in

recht stabiler Bindung im Boden vorliegt. Nach den Befunden

von SORENSEN (1972b) hatte der Aminosiure-Kohlenstoff, der



nach einer Inkubationszeit von 100 - 300 Tagen noch im Boden
verblieben war, eine Halbwertszeit von 6 - 7 Jahren.

Jingste eigene Untersuchungen zu Fragen der Mineralisierung
des bodenbiirtigen Stickstoffs haben diese Befunde vollauf be-
statigt (ALDAG, 1976; ALDAG et al., 1977). Bei Bebriitungsver-
suchen unter aeroben Bedingungen konnten wir zeigen, dafB bei
zahlreichen von der Genese her unterschiedlichen Bdden die
Fraktion des Aminos#ure-N als der Hauptlieferant fiir den
mineralisierten Stickstoff anzusehen ist.

Bei all diesen Betrachtungen ist ein Aspekt des Aminos&ure-N
bisher vollig unbeachtet geblieben. Das ist ndmlich die Frage,
ob diese Aminosduren ausnahmslos zu den proteinogenen Amino-
sduren der L-Reihe oder auch teilweise zu den unnatiirlich
konfigurierten nichtproteinogenen Aminos&uren der D-Reihe
gehodren.

Um zu klidren, ob diese Frage fiir den Boden von Bedeutung ist,
seien im folgenden einige Erliduterungen zur Herkunft und zur
Okochemie von D-Aminosduren im Boden erlaubt.

2. Theoretischer Teil

2.1 Zur Herkunft von D-Aminos#uren im Boden

2.1.1 Mikroflora und -fauna

Grunds&dtzlich kommen als mégliche Lieferanten von D-Aminos&uren
alle Partner in Frage, die im Okosystem Boden leben oder mit

ihm in Wechselwirkung stehen.

Parallel mit den fortlaufend verbesserten Untersuchungsmethoden
sind in den letzten Jahren bei den Bakterien zahlreiche D-Amino-
sduren nachgewiesen worden (SALTON, 1964; TAKEBE, 1965; KURAMITSU
and SNOKE, 1962). In den Mucopeptiden der Zellwinde sind bei-
spielsweise die D-Glutaminsdure und das D-Alanin mit anderen
L-Aminosiduren peptidartig verkniipft (siehe Abbildung 1).



Abbildung 1: Bestandteile des Mureins von Escherichia coli
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SCHLEGEL (1969)
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Aus den Zellen verschiedener Hefen (Candida giulliermondii,
Candida pulcherrima und Torulopsis globosa) haben BHATTACHARYYA
und BANERJEE (1969) zahlreiche D-Aminos#uren in freier Form extra-
hieren konnen. :

Von noch griéBerer Bedeutung als mdgliche Quelle fiir den D-Amino-
sdure-Pool im Boden scheint die groBe Zahl der bisher bekannt ge-
wordenen Antibiotika zu sein. Bemerkenswert ist, daB ein wichti-
ges Strukturmerkmal dieser Antibiotika, n&mlich ihr Peptidcharak-
ter und die groBe Anzahl der darin verkniipften D-Aminos&uren,
allgemein kaum beachtet worden ist. Allerdings ist die F&higkeit,
Antibiotika zu produzieren, sehr ungleich iiber das System der
Mikroorganismen verteilt. Nach der Ubersicht von ZAHNER (1965)
verteilte sich die Anzahl der bis dahin bekannt gewordenen und
eindeutig charakterisierten Antibiotika auf folgende Gruppen
(siehe Tab. 1).

Tabelle 1: Angaben zur Verbreitung bekannt gewordener Antibiotika
im Bereich der Mikroflora und -fauna (nach ZAHNER,1965)

Mikroflora und beschriebene davon als
-fauna Antibiotika Chemotherapeutica
verwendet

[Bakterien

Pseudomonales 10 0

Eubacteriales 65 5

Actinomycetales 301 26
Pilze 154 7
Algen und Flechten 6 0
Myxomyceten und

Acrasiales 0 0

Aus der Tab. 1 geht hervor, daB gerade die Pilze und bei den
Bakterien die Actinomyceten und Eubacteriales die Hauptproduzen-
ten von Antibiotika sind. Diese Aufstellung gewinnt ferner an Be-
deutung, wenn man daran erinnert, daB zwischen 60-80% des Eda-
phons im Boden je zur H&lfte aus Bakterien und Actinomyceten
sowie aus Pilzen und Algen gebildet wird.
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In verschiedenen Antibiotika sind bis heute folgende D-AminosZuren
nachgewiesen worden: D-Alanin, D-Asparaginsdure, D-ol-Aminobutter-
sdure, D-dwat-Diaminobuttersﬂure, D-Glutamins&dure, D-Alloisolen-
cin, D-Cystein, D-Leucin, D-Ornithin, D-Phenylalanin, D-Prolin,
D-Serin, D-Allothreoénin, D-Tryptophan und D-Valin (nach BODANSZKY
und PERLMAN, 1969). An dieser Aufzihlung f#llt auf, daB - abge-
sehen vom D-Ornithin - die D-Isomeren der basischen Aminos&duren
Histidin, Lysin und Arginin nicht vertreten sind.

2.1.2 Meso- und Makrofauna

Erst in letzter Zeit sind zahlreiche Beispiele bekannt geworden,
wo D-Aminosduren auch innerhalb des Tierreiches, besonders bei
den Wirbellosen, nachgewiesen worden sind. Es sei auf die zusam-
menfassende Literatur bei CORRIGAN (1969) hingewiesen. Fiir den
Bodenkundler von besonderem Interesse ist das Vorkommen des D-
Serins im Lombricin (siehe Abb. 2) des Regenwurmes (Lumbricus
terrestris). Der Nachweis des D-Serins bei Regenwiirmern geht im
wesentlichen auf die Arbeiten von ROSENBERG und ENNOR (1960) zu-
riick (siehe Abb. 2).

Abbildung 2: Strukturformeln des Lombricins bzw. des N-Phosphoryl-
lombricins nach CORRIGAN (1969)

/E—R :’D-S‘erin .
H-N=C_ % H
| ll\l-CH;CH;O'-lPTO'CH;IC—COOH
H OH! NH;

R =H = Lombricin
R = P03H2 = N-Phosphoryllombricin
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Nach den Untersuchungen von GAFFNEY et al. (1964) wird im Regenwurm
mit Hilfe des Enzyms ATP-Lombricin-Phosphotransferase das Lombricin
zum N-Phosphoryl-Lombricin (siehe Abb. 2)aufgebaut, wihrend z.
B. Arginin oder Kreatin nicht phosphoryliert werden. Das N-Phos-
phoryllombricin hat insofern eine besondere Bedeutung,als es ein
hohes Phosphatgruppen-Ubertragungspotential besitzt und auf enzyma-
tischem Wege ADP sehr leicht wieder in ATP umwandeln kann.

Um einen allgemeinen Uberblick iiber das Vorkommen von D-Aminoséu-
ren im Tierreich zu geben, sei die Ubersicht von CORRIGAN (1969)
angefiihrt (siehe Tab. 2).

Tabelle 2: Verteilung von D-Aminos#uren im Tierreich (nach
CORRIGAN, 1969)

Amino acid Source Chemical form
D-Alanine Anserine muscle Free
D-Alanine Milkweed bug Free
D-Alanine Two species of
lepidopterous larvae Free
D-Alanine Guinea pig blood Free
D-2,3-Diamino- Five species of
propionic acid | lepidopterous larvae Free
D-Glutamic acid May beetle muscle Free
D-Ornithine Shark liver Free
D-Pyrrolidone Human urine Free
carboxylic acid]
D-Serine Eleven species of
lepidopterous pupae Free
D-Alanine Octopus muscle In octopine
D-Cysteine Firefly lantern In luciferin
D-Serine Earthworm In serine ethanolamine
phosphodiester,lombri-
cine,N-phosphoryl-
lombricine, and free
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2.1.3 Hohere Pflanzen

Obwohl fiir den Bereich der hdheren Pflanzen bis heute weit mehr
als 100 nichtproteinogene Aminos&uren mit unnatiirlicher Kon-
stitution bekannt sind (FOWDEN, 1964; THOMPSON et al., 1969;
BELL, 1976; KRISTENSEN et al., 1974; KRISTENSEN und LARSEN, 1974),
ist iiber das Vorkommen von D-Aminos#duren bislang nur vereinzelt
berichtet worden. ZENK und SCHERF (1963) konnten in Friichten
und vegetativem Gewebe von 14 Pflanzenarten D-Tryptophan nach-
weisen. LARSEN (1966) identifizierte in allen Pflanzenteilen
von Reseda odorata L. und Reseda lutea L. neben anderen meta-
carboxy-substituierten aromatischen Aminos#uren D-(3-carboxy-
phenyl) glycin und D-(3-caboxy-4-hydroxyphenyl) glycin (siehe
Abbildung 3).

Abbildung 3: Strukturformeln des D-(3-carbo henyl lycins
und des D-(3-carboxy-4-OH-phenyl) glycins

*r !
?-COOH HO ?‘COOH

HOOC  NHj HOOC  NH3
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Ferner ist es GRAY (1972) unliéngst gelungen, trans-4 hydroxymethyl-
D-Prolin in den Samen von Eriobotrya japonica (Jap.Mispel, Familie
der Rosaceae) nachzuweisen.

Man darf davon ausgehen, daB8 in zahlreichen Fdllen bei der Ent-
deckung neuer nichtproteinogener AminosHuren im Pflanzenreich
deren Konfiguration vielfach nicht bestimmt wurde. @eshalb muB
fiir diesen Bereich in Zukunft mit der Entdeckung weiterer D-Amino-
sduren gerechnet werden.

2.1.4 Gesteine, Sedimente, Fossilien, Hydrosphire
Atmosphire

In allen oben genannten Quellen sind Aminos#uren in freier und
gebundener Form nachgewiesen worden. Abgesehen von den Sedimenten
und der Hydrosphére diirften sie fiir die Metabolik des Aminos#ure-N
in terrestrischen B&den von untergeordneter Bedeutung sein. Zur
Geochemie der Proteine, Peptide und Aminos#uren gibt HARE (1970)
einen zusammenfassenden Uberblick. Neuere Arbeiten berichten
iiber den Gehalt an freien Aminos#uren im Wasser des Nordatlantiks
(POCKLINGTON, 1971), die im Durchschnitt 4 % des insgesamt im
Wasser geldsten organisch gebundenen Stickstoffs ausmachten.
KVENVOLDEN et al. (1970) und WEHMILLER und HARE (1971) haben
Tiefsee-Sedimente auf ihren Aminos#duregehalt und den Racemisie-
rungsgrad der Aminos&duren in Abhédngigkeit von Alter, Temperatur
und Entstehung der Substrate untersucht.

2.2 Zur Okochemie von D-Aminosduren im Boden

Die besondere okochemische Bedeutung der D-Aminosduren scheint

darin zu bestehen, daB ihr Vorkommen auf ganz bestimmte Gruppen,
Arten oder Spezies von Organismen beschrénkt ist und somit auch
ihr Ab- und Umbau nur wenigen Partnern des Systems voll gelingt.

Inwieweit diese SchluBfolgerungen auf das Okosystem Boden iiber-
tragbar sind, ist bisher kaum erforscht. Andererseits liegen
zahlreiche Einzeluntersuchungen an Mikroorganismen und Pflanzen



- 14 -

und auch zu Wechselwirkungen zwischen den beiden vorgenannten
Partnern vor, in denen der "Antimetabolit"-Charakter einiger
D-Aminos#duren nachgewiesen werden konnte. So hat SCHWINGHAMER
(1968) beispielsweise festgestellt, daB zahlreiche Rhizobien-
Stémme, nachdem sie auf Nihrbdden mit D-Aminos#ure-Zusdtzen kul-
tiviert worden waren, zwar resistente Sté@mme ausbildeten, diese
aber die Fdhigkeit zur effektiven Symbiose v&llig verloren hatten.
Annliche Beobachtungen machte auch HAMDI (1969) an bestimmten
Stédmmen von Rhizobium meliloti, die mit D-Methionin behandelt
worden waren. EGAWA et al. (1968) beobachteten, daB Fusarium
roseum Link auf einem modifizierten Czapek-D-Aminos&ure-Medium
unnatiirliches Mycel bildete.

Allgemein darf man davon ausgehen, daB die Mikroflora- und fauna
des Bodens enzymatisch am besten ausgeriistet ist, um D-Amino-
sduren metabolisieren zu kénnen. POKORNY et al. (1970) haben dies
bestdtigen kdnnen, indem sie in einer umfangreichen Studie den
Metabolismus von D- und L-Methionin bei niederen und hoheren
Pflanzen studierten. Bakterien, Algen, Pilze (incl. Basidio-
myceten) und Flechten konnten C1A-D—Methionin glatt in c1h-L-
Methionin umwandeln. Hingegen ist der Metabolismus der D-Amino-
sduren bei hdheren Pflanzen noch nicht vdllig geklért. Ein Haupt-
Abbauweg (manche Autoren haben auch von einer Inaktivierung oder
Immobilisierung gesprochen) scheint bei htheren Pflanzen mit der
N-Malonylierung oder N-Acetylierung der applizierten D-Amino-
sdure zu enden. In zahlreichen Arbeiten wie auch in eigenen Un-
tersuchungen konnte dieser Metabolismus bestétigt werden (ZENK
und SCHERF, 1964; ROSA and NEISH, 1967; ESCHRICH und HARTMANN,
1969; KEGLEVIC et al.,1968; ALDAG und YOUNG, 1970a, ALDAG und
YOUNG, 1970b; LADEéIC et al., 1971). Weiterfiilhrende Untersuchun-
gen haben jedoch gezeigt, daB hdhere FPflanzen D-Aminosiuren
nicht nur ausschlieBlich in sog. "N-Acyl-Derivate" umwandeln,
sondern daB sie offensichtlich zu éiner weitergehenden Metaboli-
sierung befdhigt sind, die teils mit der Umwandlung in die korre-
spondierende L-Aminosdure und ausschlieBlichem ' Einbau in art-
eigene Proteine, teils mit dem Abbau von CO2 endet (ALDAG et
al., 1972; FUHR und STEFFENS, 1972; ALDAG und YOUNG, 1974).
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In der #lteren Literatur sind zahlreiche Arbeiten bekannt geworden,
in denen durch Applikation von D-Aminos#duren Schadsymptome an Pflan-
zen (Chlorosen, Nekrosen, Blattabfall etc.) verursacht worden sind. Zu-
sammenfassende Literatur dazu ist bei ALDAG (1966) zu finden. In
ghnlichem Zusammenhang muB auch die antimetabolische Hemmung des
Streckungswachstums von Haferkoleoptilsegmenten durch ortho- und
meta-DL-Tyrosin gesehen werden (FRIES, 1971). SchlieBlich haben
sich zahlreiche Autoren mit dem chemotherapeutischen Effekt von
D-Aminossuren und anderen Aminos#ure - Derivaten auf Pilzkrank-
heiten befaBt. Einen ausfithrlichen Uberblick dazu gibt VAN ANDEL
(1966).

In manchen Fdllen wirkten die D-Aminos#duren unmittelbar toxisch
auf den Schaderreger, in anderen Beispielen wurde nur eine indi-
rekte Wirkung iliber die Wirtspflanze erzielt. In vielen der bei VAN
ANDEL (1966) zitierten Arbeiten ist leider nur das Racemat der
betreffenden Aminos&ure als Chemotherapeutikum eingesetzt worden,
so daB8 nicht immer klar wird, von welcher der beiden stereoiso-
meren Aminosduren nun die Hauptwirkung ausgegangen ist.

Erste Arbeiten zur Skochemischen Bedeutung von D-Aminosduren

im Boden sind von KICKUTH und ALDAG (1967) begonnen worden. Hier
wurde der EinfluB von D-Tryptophen, D-Phenylalanin, D-Valin und
D-Methionin auf Oldenburger Weidelgras in Abhidngigkeit von einer
steigenden N-Diingung in Gef&@Bversuchen unter nichtsterilen Be-
dingungen gepriift.

Uberraschenderweise verursachten alle vier D-Aminos&duren eine
Beschleunigung der Trochensubstanzproduktion ohne Qualitéatsbe-
einflussung. Die mit D-Aminoséuren gediingten Pflanzen erreichten
den Normalertrag der Vergleichsparzellen nachdem die Versuchs-
zeit etwa erst zur Hdlfte verstrichen war.
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Nachdem im einzelnen dargelegt wurde, daB zahlreiche biologisch
wie auch geochemisch recht unterschiedlich organisierte und
strukturierte Partner des Ukosystems Boden als mdgliche Liefe-
ranten fiir D-Aminosduren anzusehen sind, war nunmehr der Nach-
weis zu erbringen, ob im Boden D-Aminos&uren vorkommen und wie
groB8 folglich der Anteil des D-Aminos#ure-Stickstoffs am Gesamt- .
Aminos#dure-N des Bodens ist.

Um MiSverstédndnissen vorzubeugen wird betont, daB das Ziel
dieser Unters&chungen zundchst darauf gerichtet war, den
D-Aminos&ure-“ehalt in unterschiedlichen B&den zu bestimmen.

Diese Frage ist insofern von Bedeutung, als dariiber bis heute
kaum etwas bekannt ist.

Die quantitative Erfassung der D-Aminosiduren ist nur mit Hilfe
eines sauren Hydrolyse-Aufschlusses einigermaBen zufrieden-
stellend (siehe spédter Abschnitt 3. Methoden und Voruntersuchun-
gen) zu lbésen. Alle anderen methodischen Ansitze wie etwa
Extraktion von freien Aminos#uren, Extraktion von Peptiden

und Proteinen oder Extraktion sowie Abtrennung der organischen
von der mineralischen Substanz des Bodens miissen insofern un-
vollkommen bleiben, als dabei nur bestimmte Stoffgruppen und
Fraktionen der organischen Substanz erfaBt werden.

Gerade aufgrund der Tatsache, daB Peptide und Proteine im
Ton-Humus-Komplex eines Mulls beispielsweise in fester Bindung
vorliegen, macht die salzsaure Hydrolyse fiir diese Fragestel-
lung zur Methode der Wahl.

Erst wenn solche grundlegenden gquantitativen Angaben vorliegen,
kann in Modellversuchen gepriift werden, in welchem Umfange
z.B. in ringférmigen Peptiden, Peptoliden oder Antibiotika
gebundene D-Aminos#duren sich biochemisch im Vergleich zu korre-
spondierenden L-Aminos&duren verhalten.
Das Hauptziel dieser Untersuchung besteht also darin,
die weitaus wichtigste bodenblirtige Stickstofg-
Fraktion - n&mlich den Aminos#ure-Stickstoff - nicht
nur quantitativ hinsichtlich des Gesamt-N-Gehaltes,
sondern den ol-Aminos#dure-N auch konfigurativ hin-
sichtlich seiner Zugehtrigkeit zur proteinogenen L-
Reihe oder zur nichtproteinogenen D-Reihe zu unter-
suchen,



- 17 -

3. Methoden und Voruntersuchungen

3.1 Methoden

Abgesehen von einigen Einzeluntersuchungen, (BREMNER, 1950 ;
POLLOCK und FROMMHAGEN, 1968) die mehr aus methodischen Uber-
legungen vorgenommen wurden, ist bis heute niemand der Frage
nachgegangen, bis zu welchem AusmaB die aus dem Boden durch
Hydrolyse freigesetzten Aminos#uren der proteinogenen L-Reihe
oder der nichtproteinogenen D-Reihe angehdren. Fiir diesen
Tatbestand mdgen zwei Griinde verantwortlich gewesen sein:

1. Bis vor etwa 10 - 15 Jahren sind die D-Aminosduren in den
Lehrblichern und in der Zeitschriften-Literatur allenfalls
kurz erwdhnt worden, und es wurde immer besonders betont,
daB alle Enzyme und Proteine im gesamten Lebensbereich
ausschlieBlich aus L-Aminosduren zusammengesetzt sind.

2. Aus methodischen Griinden war es schwierig, in biologischen
Systemen D-Aminosduren in Gegenwart groBSer Anteile von
L-Aminos&uren zu bestimmen.

Auch fiir die hier gestellte Aufgabe galt es zu Beginn der
praktischen Arbeiten einige methodische Probleme zu ldsen,

die zwangsldufig mit der Extraktion - bzw. Hydrolyse der
Aminosduren aus dem Boden und den sich daran anschlieBenden
Reinigungs- und Trennungsoperationen zusammenh#ingen. Weitere
Fragen, die sich mit der Aufbereitung, Reinigung etc. von
Boden- und Proteinhydrolysaten befassen, sind von ALDAG et al.
(1971) erértert worden.

In den letzten 5 - 8 Jahren hat die analytische Trennung von Amino-
sdure-Racematen in der Literatur aus verschiedenen Griinden ein
sehr starkes Interesse gefunden. Zur Lésung des Problems haben
sich hauptséchlich zwei unterschiedliche Arbeitsverfahren heraus-
geschdlt, die einmal mit chemischen Methoden (Derivatisierung,Bil-
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dung von Diastereoisomeren) und zum anderen mit enzymatischen
Methoden (oxidative Desaminierung, enzymatische N-Acetylierung)
vorgehen. Im folgenden sind einige der neueren Methoden zur Be-
stimmung optisch aktiver Aminos&uren,gegliedert nach diesen
beiden Gesichtspunkten  aufgefiihrt.

3e11 Literaturiibersicht iiber Methoden zur
Bestimmung von D-Aminos&uren

I. Chemische Verfahren:

a) Resolution and separation of racemic amino acids by gas chroma-
tography and the application to protein analysis (POLLOCK and
OYAMA, 1966)

b) Determination of D-and L-Amino acids by ion exchange chromato-
graphy as L-D and L-L Dipeptides (MANNING and MOORE, 1968)

c¢) Resolution of racemic aspartic acid, tryptophan, hydroxy-and
sulfhydryl aminc acids by gas chromatography (POLLOCK and KAWAUCHI,
19€8)

d) Resolution of DL- Azetidine - 2 - carboxylic acid (RODEBAUGH
and CROMWELL, 1969)

e) Gas chromatography with optically active stationary phases:
resolution of amino acids (MNAKAPARKSIN et al, 1970)

f) Investigation of the diastereoisomeric association complex for
the separation of amino acid enantiomers on optically active

stationary phases (GROHMANN und PARR, 1972)

II. Enzymatische Verfahren:

a) Determination of D-amino acids by stereospecific enzymatic
acetylation (SCHMIDT und ZENK, 1968)
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b) Microdetermination of D-amino acids and D-amino acid oxidase
activity with 3-methyl - 2 - benzothiazolone hydrazone hydro-
chloride (SODA, 1968)

c) Procedure for determination of D-amino acids (LARSON et al.,
1971)

d) An enzymatic chromatographic procedure for the determination
of D-amino acids in plant and soil extracts (ALDAG et al.,
1971)

e) Comparative effectiveness of several D-amino acid oxidases
(YOUNG und YAMAMOTO, 1973)

Nach dem Abwdgen aller Vor- und Nachteile hatten wir uns ent-
schlossen, in Kombination mit der Ionenaustausch-Chromatographie
ein Verfahren zu entwickeln, das mit Hilfe des Enzyms D-Amino-
sdure-Oxidase eine Bestimmung mehrerer D-Aminos#duren, die in kom-
plexen Gemischen wie etwa Protein- oder Bodenhydrolysaten vorlie-
gen kdnnten, in einem Arbeitsgang gestattet.

Obwohl die Methode in der Literatur bereits ausfiihrlich be-
schrieben ist, (ALDAG et al., 1971) sollen das allgemeine Prin-
zip und die einzelnen Arbeitsschritte noch einmal kurz erldutert
werden, zumal inzwischen einige Verdnderungen und Verbesserungen
vorgenommen wurden.

3e1e2 Allgemeine Beschreibung der enzymatisch-chromatogra-
phischen Methode zur Bestimmung von D-Aminos&uren in
Bodenhydrolysaten

Ein aliquotes Volumen eines bestimmten Bodenhydrolysates wird
unter Versuchsbedingungen (siehe Beschreibung der Methode 3.1.2)
mit dem Enzym D-Aminosiure-Oxidase inkubiert. Unabhiéngig von den
zu Jjedem Enzymversuch gehdrenden Null- und Vergleichsgliedern
wird jedem Oxidationsansatz eine bestimmte Substratmenge

1 - ¢'™. D -Valin als interner Standard zugesetzt (ca. 10-20
mMolc'® - D -Valin).
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Nach Beendigung des Versuches wird das Enzym nach Zugabe von
Trichloressigs#dure gef&llt und durch Zentrifugieren entfernt.
AnschlieBend wird die Probe quantitativ auf die S#ule des auto-
matischen Aminosiure-Analysators (AAA) gegeben und dort nach dem
Prinzip der Ionenaustausch-Chromatographie in die Einzelkompo-
nenten getrennt. Bevor das SHuleneluat in das Ninhydrinbad des
AAA gelangt, passiert es im Durchlaufverfahren eine mit Anthracen
gefiillte Zelle eines DurchfluBszintillationszzhlers (Coruflow,
ICN Tracerlab), wo die C1h-ZerrH11e des als interner Standard zu-
gesetzten C1 -D-Valins vermessen und mit einem Schreiber (Texas
Instr. Inc.) aufgezeichnet werden. Danach gelangt das S#ulen-
eluat in das Ninhydrinbad des AAA, wo dann erst die quantitative
Vermessung Jjeder Aminos#ure iiber die Ninhydrinreaktion mit an-
schlieBender Registrierung durch den Schreiber des AAA erfolgt.
Dieser Vorgang soll an Hand der Abb. 4 kurz erldutert werden.

Abbildung 4: Aminos#ure-Spektren aus dem Bodenhydrolysat eines
Ah-Horizontes einer Rendsina (Buche) des G8ttinger
Waldes

Unteres Chromatogramm: nicht oxidiert

Mittleres Chromatogramm: oxidiert mit dem Enzym D-Aminos&ure-Oxidase

Oberes Chromatogramm: Radio-Chromatogramm des dem Oxidationsansatz
zugegebenen 1-C1A-D-Valins (siehe mittleres
Chromatozramm); da komplett oxidiert, nunmehr
als 1-C1 - ol-keto-isovaleriansédure registriers
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Auf dem unteren Chromatogramm in der Abb. 4 sind die einzelnen
Aminos#uren des Bodenhydrolysates der Rendsina aufgezeichnet.
Darin sind sowohl die L- als auch - wenn iiberhaupt vorhanden -
die jeweilige D-Form jeder einzelnen Aminos#ure in einem "peak"
vereinigt aufgezeichnet, da die Stereoisomeren bekanntlich mit
der Methode der Ionenaustausch-Chromatographie nicht voneinander
getrennt werden kdnnen. Der "peak" des internen Standards DL~
Norleucin reprédsentiert z.B. die Menge von 125 Nanomol. Auf dem
mittleren Chromatogramm ist die gleiche Hydrolysatmenge der Rend-
sina wie auf dem unteren Chromatogramm aufgetrennt worden. Der
einzige Unterschied zum unteren Chromatogramm besteht lediglich
darin, daB diese Probe vor der Trennung am AAA unter Zugabe von
10 m Mol C14-D-Va11n mit dem Enzym D-Aminos&ure-Oxidase inkubiert
worden ist.

Auf dem oberen Chromatogramm der Abb. 4 sind die radioaktiven
Zerfdlle, die mit dem DurchfluBszintillationsz&hler parallel
zur Auftrennung am AAA - nur mit einem Zeitvorschub von 14-15
Minuten - registriert worden sind, aufgezeichnet.(Der Zeitvor-
schub auf dem oberen Chromatogramm gegeniiber dem mittleren
Chromatogramm ist durch Versetzen des oberen Chromatogramms um
das entsprechende Zeitintervall von 15 Minuten nach rechts aus-
geglichen worden, so daB diese Zeitverschiebung in der Abb. 4
nicht sichtbar wird. Wenn der interne Standard 1-C1A-D-Va11n
nicht komplett oxidiert worden wire, h#tte ein entsprechender
C1h-peak genau iliber dem auf dem mittleren Chromatogramm durch
Ninhydrinreaktion registrierten Valin des Bodenhydrolysates er-
scheinen miissen).

Da auf dem oberen Chromatogramm also nur das Oxidationsendprodukt
des 1—C1Q-D-Valins, nadmlich die 1-C14-(1-keto-isova!erianséure
als "peak" abgebildet ist, kann gefolgert werden, daB das Enzym
in diesem Ansatz voll wirksam geworden ist.

Zur quantitativen Bestimmung der D-Aminos&uren werden die Fl&chen
der Peaks fiir die einzelnen Aminos#duren des oxidierten und des
nichtoxidierten Ansatzes nach bekannten Methoden berechnet und
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anschlieBend durch Differenzrechnung der D-Aminosdure-Anteil be-
stimmt. Der Fehlerbereich bei der Bestimmung der Aminos&uren
liegt bei unserem Analysator zwischen 2 und 4,5 %.

Deutlich sichtbare Unterschiede in der Hohe der einzelnen peaks

auf dem unteren und mittleren Chromatogramm sind beim Norleucin
und beim Ammoniak zu erkennen. Da als interner Standard DL-
Norleucin benutzt wurde, ist nach der Oxidation auf dem mittleren
Chromatogramm nur noch die L-Isomere des Norleucins vorhanden.

Da andererseits bei der oxidativen Desaminierung der D-Aminos&u-
ren die cL-NHz-Gruppe in NH3 umgewandelt wird, muB im Oxidations-
ansatz bei Vorhandensein von D-Aminos&uren am Ende der Inkubations-
zeit insgesamt die Menge des registrierten Ammoniaks im Vergleich
zur nicht oxidierten Probe zunehmen (siehe Abb. 4 ).

Bei den anderen Aminosduren sind die Unterschiede zwischen der
nichtoxidierten und der oxidierten Probe so gering (Nano-Mol-Bereich
daB sie auf der Abb. 4 nicht erkannt werden kénnen.

3¢l1e3 Substratspezifitédt des Enzyms D-Aminos&ure-
Oxidase

Bei der enzymatischen Oxidation zahlreicher D-Aminos&duren muf
ferner berlicksichtigt werden, daB das Enzym D-Aminos#ure-Oxidase
eine unterschiedliche Effektivit&dt gegeniiber einigen D-Amino-
sduren entfaltet.

Unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen ergaben sich hin-
sichtlich der getesteten D-AminosZuren folgende Substratspezi-
fitdten fir das Enzym (siehe Tab. 3).
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Tabelle 3: Effektivitidt des Enzyms D-Aminos&ure-Oxidase gegeniiber
verschiedenen D-Aminos#uren unter vorgegebenen Ver-

suchsbedingungen,*
D-Aminos&ure Menge As oxidiert
{(in % der Ausgangsmenge)
D-Asparaginsdure 55
D-Threonin 100
D-Serin 100
D-Glutamins&ure 19
D-Prolin 100
D-Alanin 100
D-Valin 100
D-Methionin 100
D-Isoleucin 100
D-Alloisoleucin 100
D-Leucin 100
D-Tyrosin 100
D-Phenylalanin 100
D-Lysin 94
D-Histidin 90
D-Arginin 100

* Die Menge der D-Aminosdure, die von dem Enzym oxidiert wurde,
wurde durch Differenzrechnung liber die Werte der Ninhydrinreak-
tion vor und nach der Enzym-Behandlung ermittelt. Die oben an-
gebene Effektivitdt konnte bei Vorhandensein von ca. 40 n Mol
Jjeder D-Aminosédure pro InkubationsgeféB erzielt werden. Die An-
gaben sind Mittelwerte aus 5 Wiederholungen, die zeitlich von-
einander abgesetzt mit verschiedenen Enzymchargen vorgenommen
wurden.

Da das Enzym D-Aminosdure-Oxidase gegeniiber den D-Aminos#uren
Lysin und Histidin insbesondere aber gegeniiber den beiden sauren
Aminos&uren Asparaginsdure und Glutamins&ure eine geringere bzw.
schwache Aktivitdt entwickelt, muB dieser Umstand Jeweils bei der
Berechnung der Mengen an oxidierter D-Aminos#ure mit berilicksich-
tigt werden. In diesem Stadium der Untersuchungen wurde davon
abgesehen,weil der Umfang des vorliegenden bearbeiteten Materials
diese Berechnung kaum rechtfertigt (siehe auch Diskussion).
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3.1.4 Beschreibung eines typischen Inkubationsversuches
mit dem Enzym D-Aminosiure-Oxidase

Im folgenden sei ein typischer Inkubationsversuch kurz beschrie-
ben.

Inkubationsgeftil: Zentrifugenglas (Volumen: 10 ml)
Die Inkubation findet unter sténdigem leichten Schiitteln in einem
thermostatisierten Wasserbad bei 37° C statt.

Die Reagenzien werden in der angegebenen Reihenfolge zugegeben.

500 ’11 Pufferlsung (Tris-Puffer, pH = 8,3 bei 37° c)
+ 10 fﬂ.1-C14-D-Va11n (= 10 n Mol D-Valin, interner Standard)
+ 50-100 Fﬂ Probenl8sung (enth#lt in der Regel 25-75 n Mol jede;
proteinogenen Aminos#ure)
+ 100 pl Katalase-Lbsung (geldst in Tris-Puffer, = 8000 Enzymein-
heiten)
+ 1001ﬂ.D-Aminos&ure-Oxidaae-LBsung (1-1,2 Enzymeinheiten)

ca. 700-850 J1 werden 1,5-2,0 Stunden inkubiert bei 37° ¢

+ 500 pl 10 % Trichloressigsiure

1200-1300 p1  zentrifugieren bei 10° y» 3000 x g 30 Minuten

anschlieBend Probe quantitativ auf die S&ule des Aminos#ure-
Analysators geben und analysieren

Zu Jeder Oxidationsserie gehdren in der Regel 10-15 Einzelansétze,
zu denen Jeweils folgende Vergleichsvarianten gehdren:

a) nur Enzym (Katalase + Oxidase)

b) Enzym + interner Standard

¢) Enzym + interner Standard + Standard-D-Aminos&ure-L8sung

d) Enzym + interner Standard + Standard-D-Aminos#ure-L8sung

Die Enzyml8sungen werden unmittelbar vor Versuchsbeginn angesetzt.
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3.2 Voruntersuchungen zur Frage der Racemisierung von optisch

aktiven Aminosduren widhrend der salzsauren Hydrolyse in

Gegenwart einer Bodenprobe

Von entscheidender Bedeutung fiir den Gehalt an D-Aminos&uren
in Bodenhydrolysaten ist die methodische Frage, in welchem
Unfange die im Boden meist in peptidogener oder proteinogener
Bindung vorhandenen D- und L-Aminos&@uren wihrend des Hydrolyse-
Aufschlusses moglicherweise einer Racemisierung unterliegen.
Es ist bekannt, daB eine alkalische Vorbehandlung oder alkali-
sche Hydrolyse eines Proteins zu einer Racemisierung der ein-
zelnen Aminos&uren fiihren kann, hingegen sind Racemisierungs-
erscheinungen bei einer sauren Hydrolyse, wie sie im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, kaum zu erwarten (POLLOCK
und FROMMHAGEN, 1968).

Hingegen ist bis heute nicht erforscht, ob die saure Hydrolyse
in Gegenwart von Bodenmaterial eine Racemisierung im oben ge-
duBerten Sinne bewirkt.

3.2, 1 Zur Racemisierung der proteinogenen L-Aminosiuren des
Caseins wdhrend der salzsauren Hydrolyse ohne und in
Gegenwart von Bodenmaterial

Um die Frage nach der Racemisierung der proteinogenen L-Amino-
sduren unter den in dieser Arbeit angewendeten Hydrolyse-
Bedingungen zu lberpriifen, wurden jeweils 110 mg Casein (Merck
Nr. 2244) ohne und in Gégenwart von Bodenmaterial unter den
gleichen Versuchsbedingungen, wie sie auch bei den Hydrolysen

. der Bodenproben eingehalten wurden, aufgeschlossen. Bei den
Hydrolyseansdtzen"mit Bodenzusatz" wurde pro Hydrolyseansatz
Jeweils 1 g Boden der LoB-Parabraunerde aus Rosdorf bei
Géttingen hinzugegeben. Diese L&B-Parabraunerde kann aufgrund
ihrer Kenndaten (pH-Wert, Humusgehalt, Gesamtstickstoff-Gehalt,

1) Die Anregung zur Uberpriifung dieser methodischen Frage wurde
von Professor Stegemann, Biologische Bundesanstalt Braunschweig,
gegeben,
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mineralogische Zusammensetzung, siehe auch ALDAG (1976) und
RICHTER, 1974), fiir diese Fragestellung als reprédsentativ an-
gesehen werden, Nach dem Abdampfen der {iiberschiissigen Salz-

sdure im Vakuum wurden aliquote Mengen der Hydrolysate mit dem
Enzym D-Aminos#dure-Oxidase behandelt und nach beschriebener
Methode (siehe Abschnitt 3.1.4) der Anteil der D-Amonosiuren

und damit der mdgliche Racemisierungseffekt bestimmt. Das
Ergebnis dieser Untersuchungen ist in den Tabellen 4 und 5 auf-
gefithrt. Aus der Tabelle 4 geht hervor, daB ohne Zugabe des
Bodens beim Prolin ein signifikanter, bei den basischen Amino-
sduren Histidin und Arginin gar ein hochsignifikanter EinflufB
der salzsauren Hydrolyse auf die Racemisierung eingetreten ist.
Die sich abzeichnende Tendenz, daB in den oxidierten Proben
(vergleiche Werte in Sp(2a) mit denen in Sp(3a) generell der
Gehalt der Aminosduren etwas niedriger ist als in den enzymatisch
unbehandelten Proben, deutet darauf hin, daB8 sich aufgrund der
bei der Enzymbehandlung zus#dtzlich erforderlichen Arbeitsschritte
(Pipettieren, Zentrifugieren) geringe Substanzverluste nicht
vermeiden lassen. Dieser Sachverhalt kann allerdings nicht fiir
die signifikanten Unterschiede verantwortlich sein.

Ganz anders stellt sich der EinfluB der Hydrolyse auf die Race-
misierung der proteinogenen L-Aminosiuren dar, wenn in Gegenwart
des Bodens hydrolysiert wurde (siehe Tabelle 5). Hier konnte

bei keiner der 15 getesteten Aminosiuren ein signifikanter
Racemisierungseffekt registriert werden. Allgemein f&llt aller-
dings auf, daB die Streuungen im Vergleich zur Tabelle 4 einen
groferen Bereich umfassen. Dieser Umstand ist sicherlich teil-
weise auf die Tatsache zuriickzufiihren, daB in jedem Wert der
Aminos&duregehalt einer entsprechenden Menge von 1 mg hydroly-
siertem Boden mit eingeht, die naturgem#B8 aufgrund einer gewis-

sen Inhomogenitdt des Probenmaterials nicht ganz beseitigt
werden kann.

Mithin bleibt festzustellen, daB eine Racemisierung - in diesem
speziellen Fall eine Racemisierung der im Casein gebundenen
L-Aminosduren in die nichtproteinogenen D-Aminosduren - bei der
salzsauren Hydrolyse in Gegenwart von Boden nicht eingetreten
ist.
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Tabelle 4:EinfluB der sauren Hydrolyse (6 NHC1l, 12 Stunden) ohne

Zugabe einer Bodenprobe auf die Racemisierung der im

Casein vorhandenen proteinogenen L-Aminos&duren.
(Angaben entsprechen n Mole Aminos#dure in 0,110 mg

Casein; Werte in Sp.

(2a) Mittelwert aus 6-facher,

Werte in Sp. (3a) Mittelwert aus 4-facher Wiederholung).

ggﬁ?gg (n Mol) (n Mol) Signifi-
hydrolysiert Streuung (s) | hydrolysiert Streuung| kanz-*
[Enzym oxi- nicht oxi- s) grenzen
diert (n Mol) diert n Mol) | nach dem
t-Test
Spalte (1) (2a) (2p) (3a) (3b) (4)
Asp 46,7 1.97 46.9 121 -
Thr 32.1 2,78 34,1 2:35 -
Ser 53.9 1.67 54,9 3.65 -
Glu 126.4 10.00 131.4 10.20 -
Pro 115.8 1.83 126.5 2.82 +
Ala 30.8 2.72 32.1 1.82 -
Val 42,1 2,96 41,9 2.00 -
Met 15,46 1.00 15.1 1.29 -
Ile 29.1 2.00 29.9 1.52 -
Leu 62.3 3.19 65.6 .1.29 -
Tyr 25.5 1.48 273 1.41 -
Phe 24,7 1.37 25,0 3.10 -
Lys 48,8 4,24 4L6.3 2.70 -
His 15.5 1¢32 17.2 0.81 ++
Arg 16.4 . 0.31 19.1 0.60 ++

* Signifikanzgrenzen: -

+
++

nicht signifikant
signifikant (GD = 5 %)

hoch signifikant (GD = 1 %)
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Tabelle 5: EinfluB der sauren Hydrolyse (6 N HCl, 12 Stunden) in
Gegenwart einer Bodenprobe auf die Racemisierung der
im Casein vorhandenen proteinogenen L-Aminos&uren
(Angaben entsprechen n Mole Aminos#ure in 0,112 mg
Casein und in 1 mg Boden; Werte in Spalten (2a) und
und (3a) jeweils Mittelwert aus fiinffacher Wieder-

holung).
Amino- hydrolysiert Streuung | hydrolysiert Streuung | Signifikanss
sduren Enzym oxi- (s) nicht oxi- s) grenzen
diert diert nach dem
(n Mol) (n Mol) (n Mol) (n Mol) | t-Test *
Spalte (1) (2a) (2v) (3a) (3b) (4)
Asp 46,2 4,06 48,7 7.53 -
Thr 40,9 5.59 40.8 6.48 -
Ser 58,0 5.26 61.4 5.40 -
Glu 138.2 11.14 137 .1 13,12 -
Pro 145.9 13.51 150.8 22,00 -
Ala 33.9 3.27 35.5 3.46 -
Val 53.6 4,21 52.2 3.90 -
Met 14,8 0.89 1363 1.58 -
Ile 46,1 3.64 44,2 3.04 -
Leu 77.7 6.10 80.4 9.23 -
Tyr 28,2 3.35 26.7 1.80 -
Phe 3161 2.73 31.2 2.44 -
Lys 57.3 3,84 60.4 3.10 -
His 18.7 2.78 20,2 1.93 =
Arg 24,7 741 24,7 2.00 -

* Signifikanzgrenzen: -

+
++

nicht signifikant

signifikant (GD = 5 %)

hoch signifikant (GD = 1 %)
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Dieser Sachverhalt muB besonders hervorgehoben werden, weil wir
bei der Durchmusterung verschiedener Biden auf den Gehalt an un-
natiirlich konfigurierten D-Aminos#uren a priori davon auszugehen
haben, daB der iiberwiegende Anteil der Aminos&uren im Boden in
Peptiden und Proteinen gebunden vorliegt, die aus natlirlichen
L-Aminos&uren aufgebaut sind.

Im folgenden Abschnitt so0ll nun der Frage nachgegangen werden,
inwieweit die unnatiirlich konfigurierten D-Aminos&uren unter vor-
gebenen Versuchsbedingungen einer Racemisierung unterliegen.

3.2.2 Zur Racemisierung von momomer sowie in Peptid-Bindung
verkniipft vorliegenden D-Aminos&uren wihrend der salz-
sauren Hydrolyse in Gegenwart von Bodenmaterial

Um den EinfluB der Hydrolyse-Bedingungen -wie er bei der Hydrolyse
einer Bodenprobe wirksam wird - im Modellexperiment iiberpriifen

zu konnen, sind einige D-Aminos&uren den Hydrolyseans&dtzen in
Gegenwart von Boden als Monomere, als N-Acetyl-Derivate, als
Peptide oder Polypeptide zugesetzt worden. Einzelheiten dazu

sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

Die Spalten (2a) und (3) der Tabelle 6 geben den Gehalt der
betreffenden Aminosdure in n Mol an, wie er vor (Spalte (2a))
bzw. nach der Enzym-Oxidation (Spalte (3)) in einem Aliquot

des Hydrolysates bestimmt wurde. Bei der Berechnung des Race-
misierungseffektes in Spalte (5) (in diesem Falle die Racemi-
sierung von D- zu L-Aminosdure), wurde von der Voraussetzung ausge-
gangen, daB der Gehalt an Aminos#iure, der nach der Oxidation im
Hydrolysat verbleibt, als L-Aminosdure vorliegt. Der geringe
Gehalt an bodenblirtiger Aminosdure blieb bei dieser Berechnung
unberiicksichtigt. Aus der Spalte (5) der Tabelle 6 wird ersicht-
lich, daB der Racemisierungseffekt bei den Monomeren und bei
den in Peptidbindung verkniipften D-Aminosiduren zwischen 0.4 und
2.6 % liegt. Lediglich die N-Acetylderivate des D-Leucins und
des D-Valins sind zwischen 11 - 12 % racemisiert worden.

Das Verh&ltnis zugegebene D-Aminosdure zu bodenblirtiger Amino-
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Tabelle 6: EinfluB der sauren Hydrolyse (6 N HCl, 12 Stunden) in
Gegenwart von Boden auf die Racemisierung der im
Hydrolyse-Ansatz als Monomere, als N-Acetyl-Derivat
oder als in Peptiden verkniipft vorliegende D-Amino-
sdure. (Versuchsbedingungen: Pro Ansatz wurden ca.

20 - 30 mg der betreffenden Amino-Verbindung plus

1 g Boden hydrolysiert. Angaben entsprechen n Mole
Aminos#dure in einem Aliquot der Vorlage, in der zu-
sdtzlich jeweils die Menge an Nanomolen der betreffenden
Aminos#dure enthalten sind, die aus 1 mg des gegen-
wirtigen Bodens freigesetzt wurden; Werte in Sp. (2a)

und (Bg jeweils Mittelwerte aus 4 bis 5-facher Wieder-
holung).
Amino- hydrolysiert, nicht hydroly- | 1 mg Boden | Racemisie-
Verbindung |oxidiert in Gegenwart| siert, hydroly- rungseffekt
einer Aquivalentmenge| Enzym siert in % von
von 1 mg Boden oxidiert | nicht aoxi- §3) zu (2a)
Streuung diert 2a)=100
(n Mol) (n Mol) | n Mol (%)
Spalte (1) | (2a) (2v) (3) (&) (5)
Monomere:
D-Leu 109.1 2.5 2.3 o1 2.1
D-Ala 189.0 10.9 4.9 1.9 2.6
D-Met 5043 3.0 - -
D-Phe 59.9 3eb 0.5 0.5 0.8
D-Arg 50.9 L4 0.6 0.6 1.2
D-Orn 66.7 6.8 Sp. - -
N-Acetyl-D-Val] 60,2 2.0 T+5 .0 12.5
N-Acetyl-D-Ley 46.6 2.3 5.1 ! 10.9
Poly-D-Ala
(MG=ca.42000) [106.2 10.6 55 1.9 2.9
Poly-D—Tzr
(MG=ca.44000) | 52.1 4,4 0a2 0.2 Ok
Gramicidién:
Ala 5345 9.9 31.2
Leu [125.8 8.8 6.1
Val 77.3 6.0 24,5
(G1y) 29.0 3.2 32.1
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sidure von ca. 50 - 180 : 1 im Hydrolyse-Ansatz wurde aus ver-
suchstechnischen Griinden gewdhlt. Eine engere Relation h#tte
einen mdglichen stdrkeren Racemisierungseffekt vort&éuschen
konnen. Eine weitere Relation war aus Kostengriinden (Einsatz
gréBerer Enzym-Mengen) und weil sie nicht den Hydrolysebedin-
gungen entsprochen hétte, wie sie bei der Durchmusterung ver-
schiedener Bdden angewendet werden sollten,abzulehnen,

Die angegebenen Werte in Spalte (4) der Tabelle 6 sind Mittel-
werte aus Analysen, die an 10 bzw. 20 mg hydrolysiertem Boden
durchgefiihrt und mit einem entsprechenden Divisionsfaktor be-
rechnet wurden.

Die Einbeziehung des Gramicidins in diese Untersuchungen war
insofern von Interesse, als es sich um ein niedermolekulares
Pentapeptid handelt. Da vom Hersteller leider nicht zu erfahren
war, welche Aminosduren dieses Peptid aufbauen und in welcher
optischen Reinheit sie vorliegen, kénnen nur die eigenen Ergeb-
nisse mitgeteilt werden. Demnach war dieses Peptid aus nur vier
Aminosduren, némlich: Glycin, Alanin, Leucin und Valin aufge-
baut. Allerdings wurden in dem Hydrolyseansatz auch betrédchtliche
Mengen von Jjeweils etwa 120 - 130 n Mol Ammoniak registriert,

so daB nicht auszuschlieBen ist, daB bei der salzsauren Hydrolyse

evtl., eine Aminos#ure (mdglicherweise Ornithin ?) zersttrt wurde.
Aufgrund der durchgefiihrten Oxidationsversuche (siehe Tabelle 6

Spalten (2a) und (3) ) kann geschlossen werden, daB die Amino-
sduren Alanin und Valin in dem Peptid nicht in optisch reiner
Form einer Stereoisomeren vorgelegen haben. Lediglich das Leucin
liegt als D-Leucin in peptidogener Bindung im Gramicidin vor.

Immerhin kann daraus gefolgert werden, daB D-Aminos&uren, wenh
sie in einer Peptid-Bindung in Antibiotika oder Bakterienzell-
wdnden gebunden vorliegen, bei der salzsauren Hydrolyse keiner
starkeren Racemisierung unterliegen als die anderen D-Aminos&uren,

die als Monomere unter Versuchsbedingungen in dieser Hinsicht
getestet wurden.
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4. Ergebnisse

Wenn nicht anders erwdhnt, stammen alle im folgenden mitgeteil-
ten Ergebnisse aus Versuchen mit zweifacher Wiederholung und
représentieren die errechneten Mittelwerte.

Ferner sind in den Tabellen nur die proteinogenen Aminos#uren,
die ein Chiralitédtszentrum ame{-C-Atom besitzen, aufgefiihrt.
Zahlreiche Aminos#uren und Aminozucker wie z.B. Glycin, Cystein-
sdure, ﬂv-Aminobutterséure, Ornithin, Glukosamin, Galaktosamin
sowie andere unbekannte ninhydrinpositive Verbindungen sind in
den Tabellen der Ubersicht halber nicht erwdhnt, weil sie teils
relativ unspezifische Substrate flir das Enzym D-Aminos#ure-
Oxidase darstellen oder in nur geringen Mengen vorhanden waren.

4.1 D-Aminos#duren in -
drei Sauer-Braunerden des GSttinger Waldes

Fir diese Untersuchungen wurden einige Ah-Horizonte von Rendsinen
und Sauer-Braunerden des Gottinger Waldes ausgewdhlt, weil diese
sich durch eine stark divergierende Humusdynamik an eng benach-
barten Standorten auszeichnen (SCHONLAU, 1969).

Einige Charakteristika der betreffenden Ah-Horizonte sind in
der Tabelle 7 aufgefiihrt.

In der Tabelle 8 sind die Menge der hydrolysierbaren Aminos&uren
und der prozentuale Anteil der D-Aminos&uren in den Ah-Horizon-
ten der Rendsina und der drei Sauer-Braunerden des Gottinger
Waldes angegeben.



Tabelle 7: Kenndaten der untersuchten Ah-Horizonte des Gdttinger Waldes

Iv

Dactylis gl.

Bodentyp Vegetation Mineral- Tiefe PH in KCL C Gesamt-N  C:N
kdrper (cm) %

Spalte (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)

Rendsina Buche lehmiger 0-25 6,0 5,43 0,40 13:5
25-jdhrig Kalkstein

Sauer-Braunerde Fichte L8 0-15 2,9 4,43 0,24 18,4

II 70-jahrig

Sauer-Braunerde Wiese Lo8 0-12 546 2,39 0,22 10,8

ITI Festuca sp.

Sauer-Braunerde Wiese L&8B 0-15 4,8 1,73 0,19 9,1

_SE_



Tabelle 8: Hydrolysierbare Aminos&duren in den Ah-Horizonten verschiedener Bdden des
Gottinger Waldes und der prozentuale Anteil der nichtproteinogenen D-Amino-
sduren. (Angaben in Nanomol pro 10 mg Boden; D-Aminos&uren in % von der im
nichtoxidierten Ansatz jeweils vorhandenen DL-Aminos#ure)

Rendsina Sauer-Braunerde II |Sauer-Braunerde III| Sauer-Braunerde IV|
nMol D-As nMol D-As nMol D-As nMol D-As
Aminosduren DL-As in % DL-As in % DL-As in % DL-As in %
der der der der
DL-As DL-As DL-As DL-As
IAsparaginsiure 155 12:5 95 6,2 81 6,8 79 -
Threonin 81 - 66 - 47 - Ly -
Serin 67 - 64 17,2 43 - 40 -
Glutamins#ure 102 - 58 26,2 59 - 57 -
Prolin 61 32,0 87 0,6 43 15,5 45 32,8
Alanin 109 - 97 10,7 80 10,2 65 -
Valin 49 6,0 50 250 32 - 38 4,2
Methionin 9 - 11 (93,5)? 8 - 13 -
Isoleucin 30 9,0 32 15,5 20 - 19 -
Leucin 55 7,6 52 11,2 36 10,7 31 6,5
Tyrosin 9 - 8 18,1 5 - 5 11,46
Phenylalanin 24 6,3 16 - 16 - 13 22,1
Lysin 51 - 34 - 33 - 37 17,9
Histidin 23 - 15 - 14 - 11 50,9
Arginin 31 13;3 8 1345 17 - 16 -

As = Aminos&ure;

DL-As = Aminos&ure-Racemat

- € -
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Aus den Daten der Tab. 8 1dB8t sich ersehen, daB zum Teil beacht-
liche Prozentanteile mancher der durch saure Hydrolyse freige-
setzten Aminosduren im Boden als D-Aminos#duren vorliegen. Zwi-
schen den vier untersuchten Ah-Horizonten sind - wenn man zu-
néchst einmal nur die Anzahl der identifizierten D-Aminos#uren
beriicksichtigt - recht deutliche Unterschiede festzustellen.
In der Sauer-Braunerde III sind vier, in der Rendsina und der
Sauer-Braunerde IV jeweils sieben und in der Sauer-Braunerde
II sogar elf D-Aminos#uren nachgewiesen worden. Die hdchsten
Anteile von D-Aminos#uren in den Racematen sind ebenfalls bei
der Sauer-Braunerde II zu verzeichnen.

Wenn man die Hdufigkeit des Auftretens der einzelnen D-As in den
vier Bdden vergleicht, dann f&llt auf, daB8 nur das D-Prolin und
das D-Leucin in allen, das D-Threonin aber in keinem der Bdden
gefunden wurde.

4,2 D-Aminosduren in den Ap-Horizonten unter Ackernutzung
stehender Sandb&den

Um das Untersuchungsmaterial hinsichtlich seiner Nutzung, Ent-
stehung und des Bodentyps zu erweitern, sind ferner drei als
Acker bzw. Garten genutzte Sandbdden in diese Untersuchung
mit einbezogen worden. Die Proben entstammen ausschlieBlich
den Ap- bzw. Ah-Horizonten der betreffenden Btden. Die Boden-
proben wurden im Oktober 1972 nach dem Abernten der Hauptfrucht
entnommen. Weitere Kenndaten sind in der Tab. 9 angegeben.

Die hydrolysierbaren Aminosiuren und der prozentuale Anteil der
D-Aminos&uren in den DL-As sind in der Tab.10 aufgefiihrt.



Tabelle 9: Allgemeine Kenndaten der untersuchten Bdden

Lupinus poly-
phyllus,

Ziergarten

Vegetation, [Mineralkdr- Tiefe pPH c Nt C: N
Bodentyp Nutzung per, Horizomt| ( cm )| ( KC1 )| ( % Y %7)
Spalte ...(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
Podsol I Silomais, hs, 0-30 4,7 2,84 0,125 22,7
(Dohren) Acker Ap
Podsol II Winterroggen,| hS, Ap 0-30 4,3 1,74 0,10 17,4
(Dohren) Kleegras,

Acker
Podsol III Picea pungens,
(Dohren) Ficen dhleds | wo, an 0-25 3,5 | 1,92 | 0,136 14,1

_9{_



Tabelle 1¢: Hydrolysierbare Aminosduren in den Ap-Horizonten unter Ackernutzung stehender
Sandbdden und der prozentuale Anteil der D-Aminos#uren (Angaben in Nanomol pro
50 mg Boden bzw. D-As in % der im nicht oxidierten Ansatz jeweils vorhandenen
DL-Aminosure)

_LS_

Dohren I D-As Dohren II D-As Dohren III D-As

n Mol in % n Mol in % n Mol in %
Aminos&duren der der der

DL-As DL-As DL-As DL-As DL-As DL-As
Asparaginsiure 37 - 27 2,7 96 4,3
Threonin 62 Tyl 82 17,5 125 19,0
Serin 70 TS 94 - 177 12,2
Glutaminsdure 40 - 24 - 100 6,8
Prolin 56 - 85 21,4 148 -
Alanin 82 6,8 116 21,5 203 13,0
Valin 51 1,8 76 14,5 143 -
Methionin Sp. - 24 1141 46
Isoleucin 32 12,0 32 4,4 71 -
Leucin 51 1,5 63 20,1 118 -
Tyrosin 10 - 12 14,3 27 -
Phenylalanin 24 - 33 17,8 57 =
Lysin 33 40,6 4y 8,5 85 756
Histidin 13 Nn.b: 21 - 67 -
Arginin 27 25,7 33 21,2 63,2 -
As = Aminosé&ure; Sp. = Spuren; n.b. = nicht bestimmbar

DL-As = Aminos&ure-Racemat
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Bedingt durch den niedrigeren Gesamt-N-Gehalt der Sandbdden im
Vergleich zu den Ah-Horizonten des GSttinger Waldes (Vergleiche
die entsprechenden Angaben in den Tabellen 9 und 7) f#llt die
absolute Menge an Aminos#duren pro Gewichtseinheit Boden geringer
aus, Aus diesem Grunde sind die Mengenangaben der insgesamt hydro-
lysierten Aminos#duren als Nanomole pro 50 mg Boden angegeben.

In den Boden Dohren I und Dohren II ist die Zahl und auch der
prozentuale Anteil der identifizierten D-Aminos#duren recht nied-
rig. Lediglich bei Dohren I sind unter den basischen Aminos#uren
das Lysin zu 40 % und das Arginin zu 25 % als D-Isomere vorhan-
den. In dem Ap-Horizont von Dohren II sind auBler bei der Gluta-
minsdure, dem Prolin und dem Histidin bei allen anderen proteino-
genen Aminos#uren zwischen 2 und 20 % der Jeweils insgesamt vor-
handenen Aminosdure als die korrespondierende D-Isomere bestimmt
worden,

4.3 D-Aminosduren in verschiedenen Regenwurmlosungen

Da u.a. zu erwarten ist, daB die organische Substanz, insbeson-
dere aber groBSere Anteile der Mikroflora und-fauna des Bodens
wédhrend der Passage durch den Darmtrakt des Regenwurmes teils
aufgeschlossen und mineralisiert und teilweise auch der hetero-
zyklisch gebundene N aufgeschlossen wird  ( O. GRAFF, FAL
Braunschweig, miindl., Mitteilung), sind ferner einige Regenwurm-
losungen auf ihren Gehalt an D-Aminos&iuren untersucht werden.
AuBerdem wollte man gleichzeitig der Frage nachgehen, ob mégli-
cherweise das D-Serin, das bereits in grdBeren Mengen in freier
Form in Regenwiirmern gefunden worden war (ROSENBERG und ENNOR,
1964)auch in der Losung der Regenwiirmer anzutreffen ist.

Einige allgemeine Kenndaten der Regenwurmlosungen sind in der
Tabelle 11 angegeben.



Tabelle 71.: Allgemeine Kenndaten der Regenwurmlosungen
Bezeichnung, Nutzung des Bodené, Mineralksdr- pH C N Cs N
Bodentyp Regenwurmspecies per des ( kc1 ) | ( * )]« %_)

Bodens
Spalte ... (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)
Losung I * | Mischwald, L58, 8,1 2,11 0,174 12,1
(criseras) | bumbricus e, o fan B
Losung II ** Allolobophora rosea LoB n.b 1,12 0,114 9,8
(arabrauncrae) | jizeere Tiere
[Losung III ** éllolobophora rosea Ls8 n.b 0,99 0,095 10,4
(oravreunerae) | ELtere Tiere
Parabraunerde ** Kein ﬁegenwurm, Lo8 n.b 162 0,176 9,2
(Kontrollboden) 32§gggggt, unbe-

* Von Dr. B.MEYER, Go6ttingen dankenswerterweise iiberlassen

*%¥ Von Dr. O. GRAFF, FAL Braunschweig, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt
n.b. = nicht bestimmt
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Die in der untersten Zeile der Tab. 11 angefiihrte Parabraunerde
stellt den entsprechenden Kontrollboden zu den beiden Wurmlosun-
gen II und III dar. Die beiden Losungen II und III unterscheiden
sich vom Kontrollboden nur dadurch, da8 sie den Darmtrakt des
Regenwurms Allolobophora rosea passiert haben. Dies ist auch

aus der Abnahme der Nt' und Ct-Werte in der Tab. 11 (Sp. 5 und 6)
zu ersehen, die im Vergleich zum Kontrollboden etwa in gleichem
Umnfange abgenommen haben, so da8 sich das C/N-Verh#ltnis nicht
wesentlich verdndert hat (Sp. 7, Tab. 11). Die Regenwurmlosung

I entstammt einer Griserde, die sich aus einer Schwarzerde un-
ter Wald im Hildesheimer Raum entwickelt hat.

In der Tab. 12 sind die entsprechenden Angaben zum Aminos&dure-
gehalt und zum Anteil der D-Aminos#uren enthalten. Die Werte

fiir Asparaginsdure und Glutaminsdure im Kontrollboden und in
den beiden Wurmlosungen II und III sind nicht représentativ.

Die Hydrolysate dieser Proben wurden nach Beendigung der Hydro-
lyse mit 1N Li OH auf pH 5,7-5,9 eingestellt, um niedermoleku-
lare leicht braun gefdrbte Humins&urevorstufen zu féllen und aus
dem Hydrolysat zu entfernen. Diese Reinigungs-MaBnahme war er-
forderlich geworden, weil sich herausgestellt hatte, daB8 andern-
falls die Aktivitdt des Enzyms D-Aminos8ure-Oxidase teilweise
empfindlich beeinfluBt wurde. Wdhrend dieses Fdllungsvorganges
werden Glutamins&ure und Asparaginsdure zu erheblichen Antei-
len ebenfalls gefdllt (ALDAG, unverdffentlicht).

Der Gehalt an D-Aminosduren ist in allen untersuchten Regen-
wurmlosungen und auch im Kontrollboden (siehe Tab. 12) bei den
sauren und neutralen Aminosduren mit Ausnahme des D-Alanins und
des D-Phenylalanins als gering zu betrachten. Es liegen keine
Hinweise dafiir vor, daB z.B. D-Serin verstédrkt in den Losungen
der Regenwlirmer auftritt. Flir den Bereich der basischen Amino-
sduren sind bis auf eine Ausnahme bei der Losung II (Histidin)
in allen Losungen und im Kontrollboden zwischen 8 und 30 % der
insgesamt erfaften Aminosdure als D-Aminos&ure identifiziert
worden.

Beim Vergleich der absoluten Aminosdure-Gehalte im Kontrollboden
und in den beiden Regenwurmlosungen II und III wird deutlich,
daB8 aufgrund des"WurmfraBes" mit der Abnahme des Nt-Gehaltes
(siehe Tab. 11) offenbar in gleichem Umfange auch der Gehalt
des Aminosdure-N abnimmt. Lediglich das Lysin und das Phenylala-
nin verhalten sich in dieser Hinsicht nicht ganz so konform.



Tabelle 12: Hydrolysierbare Aminos#uren in verschiedenen Regenwurmlosungen und prozentualer
Anteil der D-Aminos#uren (Angaben in Nanomol As pro 50 mg Boden, bzw. D-As

in % von DL-As)

Losung II Losung III Kontrollboden
zu Losung II u.IIT
Aminos&uren nMol D-As nMol D-As nMol D-As
DL-As in % DL-As in % DL-As in %

von von von

DL-As DL-As DL-As
Asparaginsiure (6)* - (2)* - (20)* -
Threonin 6L T ol 53 - 106 -
Serin 74 - 69 10,4 118 -
Glutamins#ure (L46)* - (14)* - (28)* -
Prolin 98 18,9 17 18,0 131 5,0
Alanin 98 - 83 20,4 171 19,5
Valin 82 - 52 - 151 -
Methionin 28 = = = - -
Isoleucin 31 - 24 = 52 .
Leucin 54 3,9 41 5,0 79 -
Tyrosin 8 257 6 - 15 21,2
Phenylalanin 26 13,2 32 42,3 37 -
Lysin Ll 1543 20 23,7 24 31,1
Histidin Ly - 39 8,7 71 25,5
Arginin 31 19,9 25 843 48 12,4

* Aufgrund eines besonderen Reinigungsverfahrens sind die Werte flir Asparaginséure
und GlutaminsZure nicht reprédsentativ und sind sehr stark reduziert.

_LV—
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4,4 D-Aminosiuren im Ah-Horizont einer Rendsina an zwei Stand-
orten des Gottinger Waldes

Da in zahlreichen Vorversuchen wiederholt festgestellt worden
war, daB Boden mit einem besonders hohen Humusgehalt an Stand-
orten mit starker Biomixion wie Rendsinen und Feuchtschwarzerden
bei der Oxidation entsprechend vorbereiteter Boden-Hydrolysate
die Aktivitdt des Enzyms stark hemmten, indem bereits nach der
Zugabe der D-Aminosidure-Oxidase ein grau-brauner Niederschlag
ausfiel, sollte diese Frage an dem oben bezeichneten Boden-
material besonders liberpriift werden. Es ist bekannt, daB so-
wohl hohere wie niedere Pilze durch Ausscheidung von Phenol-
oxidasen bzw. auch wdhrend der Autolyse von Pilzmycelien am
Auf- und Abbau der organischen Substanz des Bodens entscheiden-
den Anteil nehmen., Im November 1975 wurde im Klosterforst Weende
(Gottinger Wald, Plateau-Ebene) ein besonders imposant ausge-
prédgter Hexenring von Clitocybe nebularis gefunden. An diesem
Standort wurden innerhalb des Hexenringes (I; also dort, wo

das Pilzmycel den Boden bereits durchwandert hatte), unmittel-
bar unter dem Hexenring (M; zur Probenahmezeit mit Pilzmycel
stark durchsetzt) und auBerhalb des Hexenringes,(A) Bodenproben
entnommen und auf verschiedene organische und anorganische
N-Fraktionen untersucht, auf deren Ergebnisse hier nicht einge-
gangen werden soll, (ALDAG, 1977), Die Bodenproben
mit der Bezeichnung (I) (innerhalb des Hexenringes) und mit der
Bezeichnung (M) (unmittelbar unter dem Pilgmycel-Ring) wurden
auf ihren Gehalt an D-Aminosduren untersucht. In Vorversuchen
ergab sich, daB die nach herktmmlicher Art vorbereiteten Boden-
hydrolysate zur Oxidation aufgrund des groSen Anteils nieder-
molekularer Huminsdurevorstufen sich als ungeeignet erwiesen.
Deshalb wurden die Hydrolysate vor dem Abdampfen der iiber-
schiissigen Salzsdure mit verdiinnter Na OH auf pH 7.5 - 8.0
eingestellt, wobei der ausfallende Niederschlag durch Zentri-
fugieren und Filtrieren abgetrennt und verworfen wurde. Das
gereinigte und neutralisierte Hydrolysat war nunmehr besser

fiir die vorgeseheren Oxidationsversuche geeignet. Die Ergeb-
nisse sind in den Tabellen 13 und 14 zusammengestellt.
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Tabelle 13: Hydrolysierbare Aminos#uren in dem Ah-Horizont einer
Rendsina, Standort Klosterforst Weende (Gottinger
Wald), Mitte, Boden stark mit Pilzmycel durchsetzt.
(Angaben in Nanomol Aminos&ure pro mg Boden,

Werte in Spalten (2a) und (3a) Jjeweils Mittelwerte
aus 5-facher Wiederholung)

Aminos&duren hydrolysiert hydrolysiert ignifig
. nicht oxidiert Enzym oxidiert anzen
Mittelwert Streuung(s) Mittelwert Streuung(s) |zwischen
(n Mol) (n Mol% (n Mol) (n Mol% EZag und
3a
Spalte (1) (2a) (2b) (za) (3b) (&)
Asp 28,1 0.6 317 1.9 (++)
Thr 32.0 1.3 36.9 143 (++)
Ser 43,2 341 378 2.8 +
Glu 38.6 043 40,8 2.8 -
Pro 29.2 26T 32.0 3.0 -
Ala 71.2 505 5001 2-5 ++
Val 26.5 163 30.6 2.8 (++)
Ile 11.5 0.9 14,0 0.7 (++)
Leu 26.9 141 30.3 147 (++)
Tyr 4.1 0.4 73 1.1 (++)
Phe 13.3 05 155 1.4 (++)
Lys 28.1 0.6 3144 3.1 (+)
His 6.2 0.3 6.9 0.6 (+)
Arg 10.9 0.5 11.0 0.8 -
NH,, 228.,0 5.9 408.0 35.3 ++
$D-AS 26.5
S As 369.8 376.3
Signifikanzgrenzen: - = niciht signifikant
+ = signifikant bei GD = 5 %
++ = hoch signifikant bei GD = 1 %

* In den Fédllen, wo in
Aminos&duren gefunden

dem oxidierten Ansatz groBere Mengen an
wurden als in dem nicht oxidierten

Ansatz, sind die markierten Signifikanzen eingeklammert.
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Tabelle 14: Hydrolysierbare Aminos&duren in dem Ah-Horizont
einer Rendsina (innerhalb des Hexenringes) Standort
Klosterforst Weende, Gottinger Wald.

(Angaben in Nanomol Aminos#dure pro 4 mg Boden,
Werte in Spalten (2a) und (3a) jeweils Mittelwerte
aus 5-facher Wiederholung)

Aminosiduren hydrolysiert hydrolysiert Signifi-
nicht oxidiert Enzym oxidiert kanzen
Mittelwert Streuung(s) | Mittelwert Streuung(s)|zwischen
(n Mol) (n M01§ (n Mol) (n Mg?§ gga und
a
Spalte (1) (2a) (2b) (3a) (3v) (4)
Asp 18.2 101 18,6 4,5 -
Thr 24,2 1.4 26.8 2.9 -
Ser 31.0 2.6 27.2 2.5 +
Glu 29.8 161 27.2 241 ++
Pro 2140 1.8 21.0 3.0 -
Ala 53.4 4,1 39.6 7.8 e
Val 20.5 0.9 23.8 2.1 (++)
Ile 8.9 1.5 10.4 V.05 -
Leu 20.2 0.6 23:1 1.6 (++)
Tyr 3.0 0.5 5.8 0.3 (++)
Phe 9.8 0.5 12.4 1.8 (++)
Lys 22.7 1.3 24,3 1.0 -
His 4,0 0.4 5.5 0.3 (++)
Arg 8.6 0.4 8.0 0.6 +
NH4 142.4 [ 318,.8 1346
ZD-AS 20.8
= AS 27543 - 273.7

Signifikanzen und Erlduterungen wie in Tabelle 3.
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Aus der Tabelle 13 ist zu entnehmen, daB8 nur beim Serin und
beim Alanin statistisch gesicherte Mengen an D-Aminos&dure nach-
gewiesen werden konnten. Weiterhin f&llt auf, daB der Gehalt

an Aminos#dure pro Oxidations-Ansatz bei fast allen anderen
Aminosiuren (ausgenommen Glutaminsiure, Prolin und Arginin)
hther ist als in dem &quivalenten nicht oxidierten Ansatz.
Diese Unterschiede sind alle bei Grenzdifferenzen von 5 % und
darunter statistisch abgesichert.

Die entsprechenden Analysenbefunde an dem Habitat "innerhalb
des Hexenringes" (siehe Tabelle 14)

weisen im Vergleich dazu ein etwas differenzierteres Gesamt-
bild auf. Neben D-Serin und D-Alanin konnten noch zus#tzlich
D-Glutaminsiure und D-Arginin mit signifikanter bis hoch signi-
fikanter Sicherheit nachgewiesen werden. Bei den Aminos#uren
Valin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin und Histidin war der Gehalt
der Aminosdure in dem oxidierten Ansatz wiederum statistisch
gesichert groBer als in dem nicht oxidierten Ansatz.

4,5 D-Aminosduren im Ahe-Horizont einer sauren Locker-
Braunerde

Das Bodenprofil der sauren Locker-Braunerde liegt in der wirme-
klimatischen Hohenstufe "obere Hanglagen" des Nationalparks
Bayerischer Wald in siidlicher Hangrichtung des Lusen. Dieses
Profil ist anlé&Blich der Tagung der Deutschen Bodenkundlichen
Gesellschaft in Regensburg 1975 auf der Exkursion B unter der
Fihrung von W, ELLING, W. BAUBERGER, H. BECHER, B. WILKE und

W. ZECH (1975) beschrieben worden. Weitere Einzelheiten sind
dem Exkursionsfiihrer der oben genannten Tagung zu entnehmen.
Diese saure Locker-Braunerde, insbesondere deren Ahe1-Horizont
war von Interesse, weil der Kohlenstoffgehalt mit 14,5 % Ct
sehr hoch liegt, die Durchwurzeiung sehr stark ist und die
Humusform aus einem relativ schwarzen Moder besteht, der ledig-
lich von einigen gebleichten Quarzkérnern durchsetzt ist. Der
N,-Gehalt betr#gt 0.97 %, die C/N-Relation = 15 , pH (KCl) = 3.51)

1) Die Bodenproben dieses Profils wurden freundlicherweise von
Herrn Dr. B. Wilke, Institut fiir Bodenkunde der TU Miinchen,
Weihenstephan, zur Verfiigung gestellt.



Tabelle 15: Hydrolysierbare Aminos&duren in dem Ahe
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-Horizont

der sauren Locker-Braunerde des Nationhparks
Bayerischer Wald.
(Angaben in Nanomol Aminos&ure pro 2 mg Boden)

Aminos&uren|hydrolysiert,nicht hydrolysiert, Signifi-
oxidiert Enzym oxidiert kanz-

Mittelwert Streuung(s)|Mittelwert Streuung(s)| Grenzen

(n Mol) (n Mol? (n Mol) (n Mol§ %a} und]

a
Spalte (1) (2a) (2b) (3a) (3b) (4)
Asp 37.4 3.5 35.9 4,1 -
Thr 25.2 3.7 24,6 1.6 -
Ser 30.8 2.5 27.4 2,2 -
Glu 26.1 1.6 23.5 2.8 -
Pro 19.0 3.7 17.6 0.8 -
Ala 3541 4,1 29.1 2.0 -
Val 18.7 1.4 18,2 145 -
Ile 12,6 2:1 14.8 1.2 -
Leu 17.9 1.9 20.4 4.1 -
Tyr 2.3 0.2 5.0 141 -
Phe 8.9 0.8 9.4 1.4 -
Lys 17.8 1.9 17.7 1.0 -
His 6.8 0.7 6.6 0.8 -
Arg 8,2 1.2 71 0.9 -
Signifikanzgrenzen: - nicht signifikant

-+

signifikant bei GD = 5 %

* Angaben in Spalte (2a) Mittelwert aus sieben, in Spalte (3a)
aus vier Wiederholungen,
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In der Tabelle 15 sind die Gehalte der hydrolysierbaren Amino-
sduren in dem Ahe1-Horizont dieser sauren Locker-Braunerde vor
und nach der Oxidation mit dem Enzym D-Aminosiure-Oxidase an-
gegeben.

Aus der Tabelle 15 wird ersichtlich, daB in keinem Falle bei
allen untersuchten Aminos&uren ein statistisch gesicherter
Unterschied zwischen dem oxidierten und dem nicht oxidierten
Ansatz ermittelt werden konnte. Hervorzuheben ist, daB die
Gehalte bei den Aminosduren Isoleucin, Leucin, Tyrosin und
Phenylalanin im oxidierten Ansatz geringfiigig hdher sind als
in dem nicht oxidierten Ansatz.



- 48 -

5. Diskussion

5.1 Zur Methode der enzymatisch-chromatographischen Bestimmung
von D-Aminos&duren in Bodenhydrolysaten

Die in der Tabelle 3, S. 20 ermittelten Relati&zahlen zur Effek-
tivitidt des Enzyms D-Aminosdure-Oxidase zeigen, daf das Enzym
unter den vorgegebenen Versuchsbedingungen gegeniiber den meisten
der dort getesteten D-Aminos#uren eine sehr gute Effektivitat
besitzt. Das D-Lysin und das D-Histidin wurden zu 94 % bzw.

90 % oxidiert, widhrend die D-Asparaginsidure zu 55 % und die
D-Glutaminsdure nur zu 19 % oxidativ desaminiert wurden.

Bei allen im Abschnitt 4 mitgeteilten Ergebnissen sind diese
von 100 % abweichenden Effektivitdten bei der Berechnung des
prozentualen Anteils der betreffenden D-Aminosduren durch Ein-
setzen eines entsprechenden Faktors nicht berilicksichtigt worden.
Insofern sind die mitgeteilten Ergebnisse insbesondere bei den
beiden sauren D-Aminosduren D-Glutamins#ure und D-Asparagin-
sdure eher niedriger als der Realit&dt entsprechend ausgefallen.
In diesem Stadium der Untersuchungen schien das Weglassen ent-
sprechender Korrekturfaktoren aber gerechtfertigt, als fiir
solche detaillierten Berechnungen zahlreichere Wiederholungen
an dem gleichen Boden erforderlich wéren.,

Im {ibrigen stimmen die hier ermittelten Effektivitédten des
Enzyms recht gut mit den Befunden von LARSON et al., (1971)
iberein, Allerdings besitzt dieses Verfahren im Vergleich zu
der von LARSON et al. (1971) ausgearbeiteten Methode einen
weiteren Vorteil, der darin zu sehen ist, daB durch Hinzufiigen
eines internen Standards in Form einer C1A-D-Am1noséure (in die-
sen Untersuchungen C1A—D-Va11n) in jedem InkubationsgefdB die
Effektivitdt des Enzyms zus&dtzlich sehr genau iiberpriift wer-

den kann.

Ferner ist darauf hinzuweisen, daB die Werte der berechneten
D-Aminos&duren, die hinsichtlich des prozentualen Anteils nur
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bis zu 5 % der im nicht oxidierten Ansatz vorhandenen DL-Amino-
sdure ausmachen, im Fehlerbereich der Methode liegen konnen.

5.2 Zur Frage der Racemisierung von optisch aktiven Aminos&uren
wihrend der salzsauren Hydrolyse in Gegenwart von Boden

Die Frage nach der Racemisierung von optisch aktiven Amino-
sduren wihrend der salzsauren Hydrolyse ist im Abschnitt 3.2

im Zusammeénhang mit den dort mitgeteilten Ergebnissen der durch-
gefiihrten Untersuchungen bereits ausfiihrlich diskutiert worden.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, daB die salzsaure Hydrolyse
auch in Gegenwart von Bodenmaterial keinen Racemisierungseffekt
auf die proteinogenenAminosduren der natiirlichen L-Reihe ausiibt.

Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen von POLLOCK und OYAMA
(1966) iiberein, die im sauren Hydrolysat eines Bovin-Albumins
mit Hilfe einer gas-chromatographischen Methode keinen nennens-
werten Racemisierungseffekt feststellen konnten.

Der geringfiligige Racemisierungseffekt, der bei der salzsauren
Hydrolyse auf die dem Hydrolyseansatz in verh#ltnism&B8ig hoher

Konzentration zugesetzten D-Aminos&uren registriert wurde, ist
fir den methodischen Nachweis des Vorkommens von D-Aminos&uren
im Boden, wie er in dieser Arbeit gefiihrt wurde, uninteressant,
da hier bekanntlich nur die D-Aminosduren im Hydrolysat erfaBt
werden, die nach der Hydrolyse auch noch als solche vorliegen.
AuBerdem ist der groBere Racemisierungseffekt beim N-Acetyl-

D-Valin und beim N-Acetyl-D-Leucin (siehe Tabelle 6) m&glicher-
weise auf gewisse Unreinheiten der Préparate zuriickzufiihren,

da vom Hersteller keine Angaben iiber den Reinheitsgrad der D-
Aminosduren in den N-Acetyl-Derivaten und im Gramicidin zu
erhalten waren,
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5.3 Zum Vorkommen von D-Aminosduren in verschiedenen Bdden

und Regenwurmlosungen (Abschnitte 4.1; 4.2; 4.3)

Da die in den Abschnitten 4.1; 4.2 und 4.3 mitgeteilten Ergeb-
nisse nur aus Untersuchungen mit zweifacher Wiederholung
resultieren, sollen diese gesondert erdrtert werden.

Die Untersuchungen zum Gehalt an D-Aminos&duren in den verschie-
denen Btden und Regenwurmlosungen (siehe Tabelle 8, 10 und 12)
haben gezeigt, daB die einzelnen Bdden und benachbarten Stand-
orte sich sowohl nach der Anzahl wie auch nach dem Gehalt der
einzelnen D-Aminosduren charakteristisch unterscheiden. Leider
liegen zu diesem Fragenkomplex in der Literatur bis heute keine
weiteren Befunde vor, so daB iiber die mbgliche ©kologische
Bedeutung der D-Aminos&duren zur Charakterisierung des Standortes
sowie zur N-Metabolik des organisch gebundenen Stickstoffs im
Boden kaum etwas ausgesagt werden kann. Das Ziel dieser ersten
grundlegenden Untersuchungen war vielmehr darauf gerichtet,

an verschiedenen Bdden gewissermaBen eine Bestandsaufnahme

zum Vorkommen von D-Aminosduren zu erstellen.

Aus diesem Grunde sind in der Tabelle 16 die gefundenen D-Amino-
sduren in den untersuchten 11 Substraten einmal nach der Héufig-
keit des Vorkommens zusammengestellt worden., Dabei sind die Ge-
halte an D-Aminosduren, die weniger als 5 % der insgesamt als
Einzelkomponente bestimmten DL-Aminos&dure ausmachen, unberiick-
sichtigt geblieben.

Unterteilt man dann nach der Héufigkeit des Vorkommens in drei
Gruppen, dann erscheinen in der Gruppe I (groBte Hiufigkeit)
nur drei, in der Gruppe II sieben und in der Gruppe III fiinf
D-Aminosduren. Interessanterweise ist in der Gruppe I mit dem
D-Alanin eine D-Aminos&ure vertreten, die auch maBgeblich als
D-Isomere in den Zellwdnden und Kapselsubstanzen von Bakterien
vorkommt., Dieser Befund stimmt auch mit den Ergebnissen von
WAGNER und MUTATKAR (1968) iiberein, die nachweisen konnten,
daB am Ende eines sechs Monate dauernden Boden-Inkubations-
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14 14

versuches mit C "-Glukose die hochsten spezifischen C' "-Aktivi-
tdten in den durch Hydrolyse aus der organischen Substanz des
Bodens freigesetzten Aminos#duren Alanin, Glycin, Glutamins&ure
und Lysin vorhanden waren. WAGNER und MURATKAR (1968) schlieBen
daraus, daB offenbar das Zellwandmaterial von Bakterien, die
Glukose abbauen kdnnen, einem langsameren Abbau unterworfen ist,
als etwa zytoplasmatische Proteine. Leider ist die optische
Aktivitédt der Aminosduren von WAGNER und MUTATKAR nicht bestimmt
worden, so daB iiber den Anteil der D-Aminosiuren in den spezi-
fisch stark markierten Aminosduren Glutaminsidure, Alanin und

Lysin nur Vermutungen angestellt werden konnen.

Aus den Ergebnissen in unseren Untersuchungen kann mit einiger
Wahrscheinlichkeit geschlossen werden, daB die D-Glutamins&ure
ebenfalls in der Haufigkeitsgruppe I aufgetaucht widre, wenn das
Enzym D-Aminosd@ure-Oxidase eine hohere Substratspezifitidt zur
D-Glutamins&@ure entfaltet hatte.

Um einen Uberblick dariiber zu bekommen, in welcher Relation
der in den D-Aminos#duren gebundene Stickstoff zum Nt bzw. zum
Gesamt-Aminosdure-N des Bodens steht, ist in der Tabelle 17
nun der Anteil des D-Aminosdure-N in % des Ny (Sp. 4) bzw. in
% des insgesamt im Boden vorhandenen Aminos#dure-N der ein
Chiralitédtszentrum aufweisenden proteinogenen Aminos&duren
(Sp. 5) aufgefiihrt.

Aus der Tabelle 17 ist zu entnehmen, daB der D-Aminosiure-N in
den untersuchten Bdden und Regenwurmlosungen etwa zwischen

1,5 und 4,2 % des Nt ausmacht. Hingegen liegt der Anteil des
D-Aminosdure-N bezogen auf den DL-Aminos&dure-N der proteinogenen
Aminosduren zwischen 3,7 % (Sauer-Braunerde III) und 13,6 %
(Regenwurmlosung I).

Damit ist mit relativ groBem methodischen Aufwand erstmals
quantitativ nachgewiesen worden, daB der proteinogene Amino-
sdure-Stickstoff des Bodens zu etwa 5 - 13 % aus D-Aminosiure-N
besteht. Um zu iiberpriifen, ob die besonders hohen Werte in der
Spalte (5) der Tabelle 17 beim Podsol II und den beiden Regen-
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Tabelle 16: Angaben zur HHufigkeit des Vorkommens der bestimmten
D-Aminos#uren in 11 Bbden,
(D-Aminosiuren, die weniger als 5 % der betreffenden
DL-Aminosdure ausmachten, sind in der Tab.16 nicht

beriicksichtigt).

D-Aminos#duren Héufigkeit des Gruppenzuordnung *
Vorkommens I 11 III

D-Asp 5 +
D-Thr 5 +
D-Ser 5 +
D-Glu 4 +
D-Pro 9 +
D-Ala 9 +
D-Val 3 +
D-Met 3 +
D-Ile 4 +
D-Leu 8 +
D-Tyr 4 +
D-Phe 6 +
D-Lys 9 +
D-His 5 +
D-Arg 8 +

* Anzahl der untersuchten Substrate: 11

Gruppe I: Haufigkeit = 9-12
Gruppe II: Hiufigkeit = 5- 8
Gruppe III: Hdufigkeit = 0- 4
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wurmlosungen I und II ein charakteristisches Merkmal der organi-

schen Substanz dieser Bdden ist, wdren weitere Untersuchungen

an isolierten Huminsduren und Fulvosduren dieser Substrate er-

forderlich.

Tabelle 17: Angaben zum N, -Gehalt und zum DL-Aminos#ure-N der
ein Chiralitﬁ%szentrum besitzenden proteinogenen

Aminosiduren sowie der Anteil des D-Aminos&ure-N
in % der beiden vorgenannten N-Fraktionen

Boden Nt proteino-*| D-As-N¥¥| D-As-N¥*
gener DL- | in % in %
As-N in des des
% des Ny DL-As-N
(%) N,
Spalte (1) (2) (3) (4) (5)
Rendsina 0,40 36,5 2,3 6,4
Sauer-Braunerde II 0,24 45,3 4,2 9,2
Sauer-Braunerde III| 0,22 41,0 155 3,7
Sauer-Braunerde IV | 0,19 45,6 357 8,1
Podsol I 0,125 16,3 1,6 9,5
Podsol II 0,10 26,6 3,6 13,4
Podsol III 0,136 39,8 2,0 550
Regenwurmlosung I 0,174 11571 1;5 13,6
Regenwurmlosung II | 0,114 20,9 2,4 113
Regenwurmlosung III| 0,095 23,5 1ol Ty
Parabraunerde (Kon-
trollboden zu Losun
ITI und III) i 0,176 21,6 254 9,9

As = Aminos&ure

* hier sind nur die Racemate der proteinogenen Aminosiduren
berilicksichtigt.

*%* Die absoluten Werte fiir den DL-As-N und den D-As-N in den
betreffenden B6den sind aus den Angaben der Tabellen 8, 10
und 12 berechnet und sind hier nicht im einzelnen aufgefiihrt.
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5.4 Zum Vorkommen von D-Aminosduren im Ah 4-Horizont der Sauren
Locker-Braunerde und im Ah-Horizont der Rendsina des

Gottinger Waldes

Diese beiden Bdden wurden insbesondere deswegen in die Unter-
suchungen einbezogen, weil sie vom Standort, von der Vegetation
und von der genetischen Entwicklung her betrachtet sehr stark
voneinander abweichen. Bei der Sauren Locker-Braunerde ist die
Humusart des Ahe-Horizontes als typischer Moder, bei der Rendsina
in beiden F&llen als Mull zu bezeichnen.

Wie aus Tabelle 15 ersichtlich, konnten in dem Bodenhydrolysat

des Ahe-Horizontes der Sauren Locker-Braunerde keine D-Amino-
sduren nachgewiesen werden. In den Bodenhydrolysaten der Rendsina
hingegen wurden an beiden Standorten D-Serin und D-Alanin und in
dem Boden,durch den der Pilz Clitocybe nebularis bereits "hindurch-
gewandert" war, (Tabelle 14) zusdtzlich noch D-Glutamins&ure

und D-Arginin gefunden.

Die beiden Béden der Rendsina sind ferner insofern von besonderem
Interesse, als in dem Bodenhydrolysat nach der Behandlung mit dem
Enzym D-Aminosdure-Oxidase, teils nur geringfiigig erhchte, teil-
weise aber mit statistischer Sicherheit groBere Mengen an Amino-
sduren vorhanden waren als in dem altquoten Volumen einer nicht
oxidierten Probe. Aus entsprechenden Null-Versuchen, in denen

nur der interne Standard D-Methionin zur Oxidation gelangte,

kann ausgeschlossen werden, daB die groBeren Mengen der Amino-
sduren eventuell durch Autolyse aus den verwendeten Enzymen
Katalase und D-Aminosdure-Oxidase selbst stammen kdonnten. Da

bei der Oxidation von D-Aminosduren pro Mol oxidiertes Substrat
Jjeweils ein Mol&dquivalent Ammoniak frei wird, diirfte der statisti-
sche Mittelwert filir Ammoniak in den oxidierten Ans&dtzen im Ver-
gleich zu den nicht oxidierten Ans&dtzen nur um den &quivalenten
Molbetrag hther liegen, der sich aus der Summe der im einzelnen
durch Oxidation nachgewiesenen D-Amirnosduren ergibt. DaB diese
SchluBfolgerung bei beiden Rendsina-Proben auch nicht anndhernd
realisiert ist, geht aus den letzten drei Zeilen der Tabellen 13
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und 14 hervor. In der letzten Zeile der Tabellen ist jeweils

die Summe aller Aminosduren angegeben, die in dem betreffenden
Ansatz analysiert wurden. Hier ergeben sich keine groSen Diffe-
renzen zwischen den beiden zu vergleichenden Werten (Spalte (2a)
und Spalte (3a)). Die zweitletzte Zeile in Spalte (3a) enthidlt
jeweils die Menge an D-Aminosd@uren, die insgesamt durch Oxidation
nach der beschriebenen Methode bestimmt wurden.

In der drittletzten Zeile der Tabellen 13 und 14 sind die korre-
spondierenden Werte fiir Ammoniak angegeben, wie sie mit dem
automatischen Aminos#dure-Analysator bestimmt wurden. Dabei ist
der NH,-Wert in Spalte (3a) bereits um die Menge an NH, vermin-
dert, die in dem betreffenden Vergleichsansatz jeder Inkubations-
serie nur durch Oxidation des verwendeten internen Standards frei
wird. Mithin hdtte im Idealfall der Wert fiir Ammoniak in Spalte
(32) nur um den in der zweitletzten Zeile der Tabellen 13 und 14
erscheinenden Betrag an Nanomolen D-Aminosduren groBer sein diir-
fen als der Wert fiir Ammoniak in der nicht oxidierten Probe
(drittletzte Zeile, Spalte (2a)).

Es ist daher zu vermuten, daB die wesentlich griBeren Mengen an
Ammoniak in den Oxidationsans&tzen zumindest anteilig aus nieder-
molekularen Fulvosduren und Huminsdure-Vorstufen stammen, die
bei der Reinigungsprozedur der Bodenhydrolysate nicht erfafBt
wurden, andererseits aber bei der Behandlung mit den Enzymen
D-Aminosdure-Oxidase und Katalase zus&dtzlich Ammonium-Ionen

und mdglicherweise auch geringe Mengen an Aminosduren aus eben
diesen Fulvos&duren freisetzten. Fiir diese Argumentation gibt

es einige konkrete Hinweise und Befunde.PIPER und POSNER (1972)
konnten nachweisen, daB die salzsaure Hydrolyse in Gegenwart von
H202 (3% H202 in 6 NHCl) bei Humins#uren mehr Aminosiuren frei-
setzte als wenn die salzsaure Hydrolyse ohne Wasserstoffperoxid
durchgefiihrt wurde. In Erweiterung dieses Konzeptes haben wir
(ALDAG, 1976) feststellen konnen, daB sich die Stickstoff-Frak-
tion des Hydrolysat-Rest-N in Boden -oder Humins&ure-Hydrolysaten
ganz &hnlich verhdlt. Wir konnten zeigen, daB die Verteilung des
N auf die verschiedenen N-Fraktionen des salzsauren Hydrolysates
nach einer zweiten Hydrolyse-Behandlung - unter Zusatz von H202
sich sehr wesentlich verdnderte, namlich dergestalt, daB der N-
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Gehalt der Fraktion Hydrolysat-Rest-N sehr deutlich abgenommen
hatte, wdhrend die Menge an Pseudo-Amid-N und solcher Aminos&uren,
die eine zweite funktionelle Gruppe am Molekiil besitzen, wie z.B.
Lysin, stark zunahm (ALDAG, 1976). Es kann daher nicht ausgeschlos-
sen werden, daB die mit statistischer Sicherheit nachgewiesene
Erhshung der Aminosdure- und der Ammoniak-Gehalte in den Oxida-
tionsans#dtzen im Vergleich zu den nicht oxidierten Proben (siehe
Tabelle 13 und 14) durch die oxidativen Bedingungen, die zu einer
vermehrten Freisetzung eben dieser Amino-Komponenten aus sogenann-
ten'N-Phenyl-Aminos&dure-Komplexen" gefiihrt haben, hervorgerufen
wurde. Auch die Tatsache, daBl in der Tabelle 13 gerade die Amino-
sduren mit einer zweiten funktionellen Gruppe, wie Asparagin-
sdure, Threonin und Tyrosin, und in der Tabelle 14 ebenfalls
Tyrosin sich mit hochsignifikanter Sicherheit von den korrespon-
dierenden Werten im nicht oxidierten Ansatz unterscheiden, spricht
fiir diese Begriindung.

6. Zusammenfassung

Einleitend wird auf die besondere Stellung des Aminosdure-
Stickstoffs als mengenmdBig gréBte N-Fraktion im Vergleich
zu allen anderen analytisch sicher bestimmbaren Stickstoff-
Fraktionen des Bodens hingewiesen.

Basierend auf der Hypothese, daB mdglicherweise die unnatiirlich
konfigurierten D-Aminosduren bei biologischen Auf- und Abbaupro-
zessen der organischen Substanz im Boden eine besondere 6kologisch-
Okochemische Funktion besitzen, werden im theoretischen Teil
dieser Arbeit erstmals die Partner des Okosystems Boden vorgestellt,
bei denen D-Aminos&duren bis heute gefunden und nachgewiesen worden
sind. Die wichtigsten Produzenten von D-Aminos#uren sind im Bereich
der Mikroflora und -fauna sowie der Meso- und Makrofauna des Bodens
zu finden.

Die Ergebrniisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:
I. Methoden und Voruntersuchungen:

Zur Bestimmung von D-Aminos&duren im Boden wird eine enzymatisch-
chromatographische Methode beschrieben, die die Erfassung geringer
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Mengen an D-Aminos#uren in Gegenwart groSerer Mengen an L-
Aminosduren (Nanamol-Bereich) gewdhrleistet.

In Hydrolyse-Modellversuchen zur Frage der Racemisierung von
proteinogenen L-Aminos#duren des Caseins in Gegenwart von Boden
konnte in keinem Falle ein statistisch gesicherter EinflufBl der
sauren Hydrolyse auf eine mdgliche Racemisierung festgestellt
werden, Lediglich in den F&llen, wo ohne Zugabe einer Bodenprobe
hydrolysiert worden war, wurde beim Prolin ein signifikanter und
beim Histidin und Arginin ein hoch signifikanter EinflufB der
Hydrolyse auf die Racemisierung registriert.

In anderen Voruntersuchungen wurde die Frage nach der Racemisie-
rung von monomer oder von in Peptid-Bindung vorliegenden D-Amino-
sduren wdhrend der salzsauren Hydrolyse in Gegenwart von Boden
gepriift, Auch hier ist der Racemisierungseffekt als &duBerst ge-
ring anzusehen.

Bezogen auf die zugegebene Ausgangsmenge der D-Aminosdure liegt
der Racemisierungseffekt durchschnittlich zwischen O,4 und 2,6 %.
Der hchere Racemisierungseffekt bei den N-Acetyl-Derivaten des
D-Leucins und des D-Valins wird auf mogliche Verunreinigungen
des Praparates zuriickgefiihrt.

II. Ergebnisse:

Die Untersuchungen zur Bestimmung von D-Aminosduren in 14 ver-
schiedenen Bbden bzw. Horizonten haben ergeben, daB der Anteil
der D-Aminos&duren offensichtlich sehr stark von den spezifischen
Standortbedingungen abhéngig ist.

Wahrend zum Beispiel in dem Ahe1-Horizont der Sauren Locker-
Braunerde des Bayerischen Waldes iiberhaupt keine D-Aminos&uren
nachgewiesen werden konnten,sind in den Ah-Horizonten der Rend-
sina des Gottinger Waldes zahlreiche D-Aminosduren enthalten.

Die umfangreichen Untersuchungen an dem Standort der Rendsina
des Gottinger Waldes (siehe Abschnitt 4.4), der von dem Basidio-
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myceten Clitocybe nebularis stark beeinfluBSt war, haben ergeben,
daB in beiden Profilen D-Serin und D-Alanin und in dem Profil
"Innen" zusidtzlich noch D-Glutamins#dure und D-Arginin statistisch
gesichert vorkommen.

Im Abschnitt 5.4 der Diskussion wird besonders darauf hingewie-
sen, daB im salzsauren Boden-Hydrolysat in der Stickstoff-
Fraktion Hydrolysat-Rest-N Aminosduren vom Typ der "N-Phenyl-
Aminosdure-Komplexe" vorliegen, die mdglicherweise von dem
Enzym D-Aminosdure-Oxidase angegriffen werden kdnnen und somit
zur Erhthung der Aminosiure-Mengen in den mit Enzym behandelten
Proben beitragen (siehe Abschnitt 4.4 Tabellen 13 und 14).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB der Anteil des
D-Aminosdure-Stickstoffs bezogen auf den Gesamt-Aminosdure-
Stickstoff im Bodenhydrolysat zwischen 3,7 bis 13,6 % ausmacht.
Diese Ergebnisse zur Charakterisierung und zur quantitativen Be-
stimmung des ot-Aminosdure-N hinsichtlich seiner Zugehdrigkeit
zur nichtproteinogenen D-Reihe sind unseres Wissens erstmals in
Versuchen erhalten worden.

7. Methoden und Material

7.1 Gewinnung der gebundenen Aminos&uren des Bodens

In der Regel 1 g Boden (ca. 0,1-0,25 % N enthaltend, lufttrocken,
<60 M- 120 p) 12 Stunden am RiickfluBkiihler mit 6N HC1l hydroly-
sieren, dann abfiltrieren, iberschiissige HC1l bei 60 - 70° Celsius
im Vakuum entfernen, anschlieBSend in einem aliquoten Volumen H20
dest. aufnehmen (5 - 10 ml) und bei 5° Celsius im Kiihlschrank
aufbewahren,

7.2 Material

Verwendete Chemikalien, Enzyme etc.:
D-Aminosdure-Oxidase:

Herkunft: Worthington Biochemical Corporation
Freehold, New Jersey, USA
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Code: DAOFF (gewonnen aus Schweinenieren, ist ein besonders
hochwertiges Enzym, elektrophoretisch gereinigt und
isoliert, enth#dlt das intakte Flavoprotein, daher
keine Coenzym-Zugabe erforderlich, setzt keine freien
Aminos#duren frei).

Minimale spezifische Aktivit&t: 2 Einheiten pro mg
Enzym.

Katalase:

Herkunft: . Sigma Chemical Company
St. Louis MO. USA

Code: C 100 2 x kristallisiert
isoliert aus Rinderleber, ca. 30 000 bis 40 000 Sigma-
Einheiten pro mg Enzym

Aminosduren:

Herkunft: alle L- und D-Aminos#uren: E. Merck, Deutschland
C14-D-Va11n: Calbiochem, Los Angeles, Calif. USA
spezif, Aktivitdt: 9,8 m Ci/m Mol
C14—L-Leucin: Amersham-Buchler, Braunschweig

Code: CFA 272

Spezifische Aktivitsdt: 466 o Ci/mg Aminosiure

Die optische Reinheit der D-Aminosduren D-Leucin und D-Lysin
wurde mit dem Enzym D-Aminos#ure-Oxidase iliberpriift und Uber-
einstimmung mit den Angaben der Hersteller festgestellt.

Die optische Reinheit der D-Glutamins&ure,des D-Ornithins, der
beiden N-Acetyl-Derivate sowie aller verwendeten L-Aminos&duren
wurde nicht lberpriift.

Weitere Aminosduren und Peptide:

Poly-D-Tyrosin (MG ca. 44 000)
Gramicidin (G 5002) (soll identisch sein mit Gramicidin D oder

DF)

Poly-D-Alanin (MG ca. 42 000)

D-Ornithin

N-Acetyl-D-Leucin

N-Acetyl-D-Valin

Alle bezogen von: Sigma Chemical Company, St.Louis, MO, USA
D-Alanin und D-Arginin bezogen von der Fluka AG,Schweiz.
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1. Einleitung und Problemstellung

Die im ersten Teil dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zum Vor-
kommen und zur dkochemischen Bedeutung von einzelnen D-Amino-
sduren an einem ganz bestimmten Standort, der durch seinen
Bodentyp hinreichend charakterisiert ist, wirft natiirlich die
Frage auf, welches die entscheidenden Kriterien sind, die zu
einer solchen Differenzierung hinsichtlich der Zugehdrigkeit
zur proteinogenen oder peptidogenen L- oder D-Reihe gefiihrt
haben. Insbesondere sollte gekldrt werden, ob die iiberwiegende
Dominanz der natiirlichen proteinogenen L-Aminos&uren im Boden
ein Abbild der natilirlichen Auf-, Um- und Abbauprozesse im Boden
ist, oder ob bestimmte Partner des Systems mdglicherweise einen
gezielt steuernden Einflufl auf die Bildung der organischen Sub-
stanz des Bodens ausiiben, Dies wirft vor allem die Frage nach
den Wechselwirkungen zwischen organischer und mineralischer
Substanz auf.

Zur Frage der VWechselwirkung zwischen Tonmineralen einerseits
und definierten organischen Verbindungen der verschiedensten
Stoffklassen und Huminsiuren andererseits haben GREENLAND (1965c,
1965d) ,MORTLAND (1970) und WEISS (1970) umfassend berichtet.

Nach GREENLAND (1965c) liegen - ausgenommen auf sehr sandigen
Bdden - etwa zwischen 60 und 90 % des organisch gebundenen
Kohlenstoffs in fester Verkniipfung mit dem Mineralkdrper des
Bodens vor, Daraus muB gefolgert werden, da3 die sog. freien orga-
nischen Verbindungen im Boden sehr viel schneller metabolisiert
werden kdnnen, als die organische Substanz, die in den Ton-Humus-
Komplexen gebunden ist. In der Tabelle 1 sind die Bindungstypen
und Bindungspartner zusammengestellt, die iliberhaupt bei den
Wechselwirkungen zwischen Tonmineralen und organischen Verbin-
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dungen auftreten konnen.,

Auf diese Bindungsmechanismen, die in Modelluntersuchungen viel-
fach studiert worden sind, soll hier nicht ndher eingegangen
werden., Es seien lediglich noch einmal die wichtigsten Eigen-
schaften der Bindungspartner genannt, die die Adsorption der
organischen Verbindungen an Tonmineralen beeinflussen:

1. Bindungspartner Tonmineral: Gesamtoberfl&che, Art und Struktur
des Tonminerals (Abstinde der Elementar-
schichten, GroBSe und Windungen der Poren),
Dichte und Verteilung der Ladung an der Ober-
flsache, austauschbare und fixierte Ionen an
der Oberflédche, Konfiguration der Oberflé&che.

2. Bindungspartner org. Verbindung: GroBe, Ladung, Polaritit,
Polarisierbarkeit, Konstitution, Konfiguration,
Flexibilitsdt, Loslichkeit.

SchlieBlich sind die Art und die Eigenschaften des Mediums
(Fest-, Fliissig- oder Gasphase), in dem die Sorption statt-
findet, ebenfalls von groBer Bedeutung,

In jlingster Zeit hahen die verbesserten Methoden der Infrarot-
spektroskopie zur Erweiterung des Wissens auf diesem Gebiet bei-
getragen (MORTLAND, 1970). Allerdings konnen die Erkenntnisse
nur bedingt auf die Verhdltnisse im Boden iibertragen werden,
weil dort sehr viel komplexere Bedingungen existieren.

Das soll am Beispiel der Aminos&uren, Peptide, EiweiBe und pro-
teinhaltigen organischen Substanz kurz erl&dutert werden.

Es ist seit langem bekannt, daB Aminos&uren als Kationen von
Tonmineralen sorbiert werden kodnnen. So konnte TALIBUDEEN bereits

1954 die Sorption einiger Aminosiuren an Montmorillonit im sauren
Medium nachweisen.



Tabelle 1: Verschiedene Bindungstypen, die fiir die Wechselwirkungen zwischen Tonmineralen und
organischen Verbindungen verantwortlich sind in Anlehnung an GREENLAND (1965c) und
SCHEFFER und ULRICH (1960)

Bindungstyp Bindungskrifte Bindungspartner
Oberfléche des Org. Verbindungen
Tonminerals
Tonenbindung Coulomb'sche Kré;te a) negativ geladen positiv geladen
proportional:1/r< (z.B.Aminos#uren,
pH-Abhéngigkeit, Amine,
Gliltigkeit des Massen- Proteine)
wirkungsgesetzes b) positiv geladen negativ geladen

(mit positiven Ionen
belegt)

(z.B. Glucuron-
sduren,
Huminsiuren)

Van-der- WAALS-
Bindungen

a) Polar Ion-Dipol

Dipol-Dipol

schwache Ladungs-
unterschiede

geringe Reichweite

Tonoberfldche mit anor-
ganischen und (oder)
organischen Kationen
belegt

Zahlreiche org.
Verbindungen, Jje
nach GroBe, Struk-
tur u.funktionellen
Gruppen,Bildung von
Zwitterionen,Dipo-
len,Zuordnung von
H-Brilicken méglich
(z.B.Alkohole,org.
S&duren, Polysacchari-
de)

b) unpolare Dis-
persionskriafte

sehr schwache Ladungs-
unterschiede,

stark temperaturab-
hingig

Fulvosduren,
Humins&duren,
Proteine,
Fetts&duren




_75_

Die Basizitdt der Aminosduren hat einen groSeren EinfluB auf die
Sorption als die MolekiilgréBe., SchlieBlich konnten GREENLAND

et al. (1965a, 1965b) zeigen, daB physikalische Sorptionskridfte
(hauptsidchlich Van der WAALS - Krifte) zusitzlich bei der
Sorption von Aminosduren an Tonoberflidchen wirksam werden konnen,
Der Bindungstyp dieser Sorption wurde aus der Tatsache herge-
leitet, daB die Aminos&duren von mit Na- bzw, Ca-belegtem Mont-
morillonit selbst bei einem pH-Bereich, der in der Nzhe des
isoelektrischen Punktes der betreffenden Aminosiuren lag, sor-
biert wurden, ohne daB ein Kationenaustausch am Ton festgestellt
wurde.

Seit den grundlegenden Arbeiten von ENSMINGER und GIESEKING
(1939, 1941) ist ebenfalls bekannt, daB Proteine von Montmoril-
loniten und anderen Dreischicht-Tonmineralen sorbiert werden
konnen., Die lMenge Protein, die pro g Ton sorbiert wirds. héngt
nicht nur vom Typ des Tonminerals sondern auch von der Art und der
Basizitdt des Proteins ab, WEISS (1970) hat z.B. festgestellt,
daB sich die Sorption des stark basischen Proteins Salmin (aus
Heringssperma gewonnen) bei steigendem pH-Wert von 8,0 auf
11,4 in der Gleichgewichtsldsung von 218 auf 488 mg pro g
Montmorillonit erhdhte.

DaB ein Protein-Montmorillonit-Komplex das Protein weitgehend
vor dem Abbau durch Bodenbakterien schiitzen kann, konnten
PINCK und ALLISON (1951) sehr eindrucksvoll demonstrieren.

In einem Inkubationsversuch hatten die Bodenbakterien nach
zehn Tagen reine Gelatine zu etwa 60 %, in einem Gemisch aus
Gelatine und Montmorillonit die Gelatine zu etwa 18 % und in
einem Gelatine-Montmorillonit-Komplex die Gelatine nur zu
ca. 1-2 % abgebaut.

Obwohl keine Zweifel dariiber bestehen, daB meistens eine sehr feste
Bindung zwischen der organischen Substanz des Bodens (Humus) und
den Tonmineralen im Boden existiert, sind die Kenntnisse iiber diese
Bildungsmechanismen sehr gering. W&hrend einige Autoren
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(u.a. McLAREN und PETERSON, 1965) mit Hilfe réntgenographischer
Methoden keine Einlagerung von Humins#duren in die Zwischen-
schichten von Montmorillonit feststellen konnten, haben

SCHNITZER und KODAMA (4966) das Eindringen einer Fulvosiure

in die Zwischenschichten von Montmorillonit bei sehr niedrigen
pH-Werten (pH = 3 und geringer) beobachtet. Nach GREENLAND (1965c)
werden Huminsiduren hauptsidchlich iliber Ionenbindungen am Ton-
mineral sorbiert, wobei mehrwertige Kationen oder Oxide als
Briickenglieder zwischen der Huminsdure und dem Tonmineral
fungieren. MORTLAND (1970) konnte diese Interpretation besonders
aufgrund seiner Erfahrungen mit infrarot- spektroskopischen Metho-
den teilweise bestétigen.

Ferner mu8 man annehmen, daB mit zunehmender GroBe des Humin-
sduremolekiils Bindungen vom Typ der Wasserstoff-Briicken und
schwache Dispersionskridfte neben den Ionenbindungen zus&dtzlich
wirksam werden und damit die Stabilitdt des Ton-Humuskomplexes
noch erhdhen,

Welche Rolle nun etwa freie funktionelle NH2-, SH-, COOH- oder
OH-Gruppen von Aminosiduren, Peptiden oder Proteinen, die in den
Huminsduren gebunden sind, bei der Sorption der organischen
Substanz am Tonmineral spielen, ist bis heute kaum geklért
(SOWDEN, 1966; WANG et al. 1967; LADD and BRISBANE, 1967;

PIPER und POSNER, 1968; JONES and PARSONS, 1972; BRISBANE et al.
1972; SOWDEN, 1970; CHALVIGNAC and MAYANDON, 1971; WITTHAUER

und KLOCKNING, 1971). Immerhin sind zahlreiche konkrete Hinweise
dafiir vorhanden, daB Ton-Aminos&@ure-Komplexe in natiirlichen

Bdden existieren und daB diese Komplexe m&glicherweise eine
wichtige Funktion bei den Wechselbeziehungen zwischen Ton und
Humus iibernehmen. So konnten SCHARPENSEEL und KRAUSSE (1962) nach-
weisen, daB in vielen Bdden und in ihren Huminsdureextrakten nach
mehrmaliger Extraktion mit NaOH eine kontinuierliche Abnahme des
C/N-Verh#dltnisses im Riickstand zu verzeichnen war., Allerdings
konnte man selbst mit einer sich daran anschlieBenden erschépfenden
Hydrolyse (6NHCL) aus diesem Riickstand nicht simtliches ninhydrin-
positives Material freisetzen, da nach einer Zerstdrung des Riick-
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standes mit HF noch Aminosiduren nachgewiesen werden konnten.
Die Befunde von GOH (1972), nach denen der Aminosdure-Gehalt
in Paldo-Horizonten hoher als in den sich dariiber befindlichen
Horizonten war, deuten ebenfalls darauf hin, daB die Bindung
der Aminos#iuren und der mit ihnen verkniipften organischen
Substanz zu den Tonmineraloberfldchen auBerordentlich stabil
und fest ist, so daB sie selbst vor einem mikrobiologischen
Angriff iiber Tausende von Jahren geschiitzt sind.

In neueren Untersuchungen haben SCHARPENSEEL (1970) und
SCHARPENSEEL und KRUSE (1971, 1972) zu kliren versucht, welche
Rolle die Aminosduren bei der Bildung des Ton-Huminsdure-
Komplexes spielen., Man untersuchte das Fdllungsverhalten einer
C14-markierten Huminsiure iiber einen Zeitraum von 144 Stunden

in Gegenwart von Montmorillonit, der zuvor mit verschiedenen
sauren, neutralen oder basischen Aminos&duren belegt worden war,
Das Vorhandensein der AminosZuren gleich welcher Aciditat be-
schleunigte den Fdllungsvorgang des Ton-Huminsdure-Komplexes

aus einer wissrigen Losung hei pH 7. Allerdings konnte keine
Beziehung zwischen der Menge an Aminos&ure, die von dem Ton
sorbiert worden war (Angaben als mg N/g Ton) und der Reduktion
an C14-Aktivitét in der iiberstehenden L&sung des Ansatzes nach
einer bestimmten Schiitteldauer festgestellt werden (SCHARPENSEEL
und KRUSE, 1972). Leider werden keine cusntitativen Angaben dea-
riiber gemacht, wie das Aminos&urespektrum der C14-Huminséure
selbst aussieht, insbesondere, welche der "Huminsiure -Aminos&uren'
méglicherweise C1 -markiert sind. Es wdre immerhin denkbar, daB
bis zu einem gewissen Grade ein bevorzugter oder konkurrierender
Austausch von bestimmten peripher angeordneten C1&"Huminséure-
Aminosduren" gegen "Ton -Aminosduren' am Montmorillonit wéghrend
des Schiittelversuches stattfindet. Wechselbeziehungen dieser
Art konnten die Messungen der Fdllungsradiometrie und den Ein-
fluB der urspriinglich am Ton sorbierten Aminos&ure verfdlschen.

Wenn auch iiber die einzelnen Bindungsmechanismen, die bei der
Wechselwirkung zwischen einem Tonmineral und einer Humins&dure
wirksam werden, bis heute noch wenig bekannt ist, so 1l&dB8t sich
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an Hand dieser Untersuchungen doch erkennen, daf den Aminosiuren
und moéglicherweise in stidrkerem MaBe noch den Proteinen in den
Huminsduren eine bedeutende Funktion als Briickenglied zwischen
mineralischer und organischer Substanz beizumessen ist.

Da man aus den bisherigen Ergebnissen zum Vorkommen von D-Amino-
siuren (Teil I dieser Arbeit) in den untersuchten Bdden nur einige
allgemeine Schluf3ifolgerungen ziehen kann, sollte der Frage nachge-
gangen werden, inwieweit mdglicherweise optisch aktive Aminos&uren
stereoselektiv von Tonmineralen sorbiert werden.

Diese Frage ist insofern hoch aktuell, als unléngst dariiber in
der Literatur, wenn auch z,T., widerspriichlich, berichtet wurde.
DEGENS et al., (1970) und JACKSON (1971) hatten mitgeteilt, daB
L-TIsomere von Aminosduren im Vergleich zu den korrespondierenden
D-Isomeren in Gegenwart von Kaolinit bevorzugt polymerisiert werden.
BONNER und FLORES (1973) sowie FLORES und BONNER (1974) berichten
jedoch, daB sie die Befunde von JACKSON (1971) hinsichtlich der
bevorzugten stereospezifischen Sorption von L- gegeniiber D-Phenyl-
alanin an Keolinit oder die asymmetrische Polymerisation von
Asparaginsdure an Kaolinit nicht bestdtigen konnten. Auch
McCULLOUGH und LEMMON (1974) konnten keine asymmetrische Poly-
merisation von Asparaginsiure an Kaolinit nachweisen.

Unléngst konnten BONNER et al., (1975) andererseits zeigen, daB
offensichtlich sogar an Quarzoberflidchen eine selektive Sorption
von optisch aktiven Aminosiuren stattfindet. Beispielsweise sor-
bierte D-Quarz bevorzugt D-Alanin und L-Quarz bevorzugt L-Alanin,
Die Untersuchungen von ROHLFING und McALHANEY (1976) haben iiber-
zeugend gezeigt, daB selbst "ungereinigter" Quarzsand die Poly-
merisation von Aminosduren unter geeigneten Versuchsbedingungen
eher fordert als verhindert.
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2., Material und Methoden

2.1 Beschreibung der Sorptionsversuche

Die Sorptionsversuche werden in Glaszentrifugenbechern (Volumen:
20 ml) durchgefiihrt. In der Regel werden die Zentrifugenbecher mit
5 ml einer 5 %igen Tonsuspension gefiillt, und nach Zugabe der
Aminos#ureltsung, der Salzsidureldsung etc, mit HZO dest, genau
bis zu einem Volumen von 10 ml gefiillt., Die Zentrifugenbecher
sind mit einem Silikonstopfen und einer besonderen Schraubvor-
richtung fest verschlossen. Sie werden dann in einem Schiittel-
gefdaB, dessen Temperatur mit Hilfe eines Wasserbad-Thermostaten
bei 20° Celsius konstant gehalten wird, in horizontaler Lage
montiert und anschlieBend fiir die Dauer von 5 - 6 Stunden geschiit-
telt. Bei dieser Anordnung bleibt der Ton im Zentrifugenbecher
voll suspendiert und - wie in Vorversuchen festgestellt wurde -
ist das Austauschgleichgewicht in der Ltsung bereits nach 3 - 4
Stunden erreicht.

Dann werden die Proben in Stahlzentrifugenbecher ilberfiihrt und
40 Minuten bei 10° bzw. 20° C und 15000 Umdrehungen/Minute
zentrifugiert. Die Proben der Voruntersuchungen (siehe Ab-
schnitt 3.1) und die unter 3,2.2. behandelten Proben sind bei
20° C adsorbiert und 10° C zentrifugiert worden.

Die unter Abschnitt 3.2.1. und 3.2.3. behandelten Versuche
wurden bei Temperaturkonstanz von 10° ¢ durchgefiihrt.
Unmittelbar nach Beendigung des Zentrifugierens gieBt man die
iberstehende LOsung in 20 ml-Proben-Gef&fle und bewahrt sie bis
zur Analyse am automatischen Aminos&ure-Analysator bei 5° C im
Kiihlschrank auf.

Im Gegensatz zu allen bisherigen Untersuchungen, in denen Sorp-
tionsisothermen von Aminosduren an Tonen aufgenommen wurden,
unterscheiden sich diese Sorptionsversuche durch ihre beachtlich
erhhte Empfindlichkeit, die im Gegensatz zu den Versuchen von
GREENLAND et al. (1962) z.B. um drei Zehnerpotenzen empfindlicher
ist., Wdhrend GREENLAND et al. (1962) die Gleichgewichtskonzentra-
tion der Aminosédure-L8sung im Bereich zwischen 0,025 und 0,125
Mol/Liter einstellten, arbeiten wir in der Regel bei einer
Gleichgewichtskonzentration von 0,2 - 0,75 m Mol/Liter,

Die beachtliche Steigerung der Empfindlichkeit konnte nur unter
Zuhilfenahme des Aminosdure-Analysators erreicht werden, indem
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die Konzentration der betreffenden Aminos#dure in der Gleichge-
wichtslosung am Ende des Sorptionsversuches liber die Ninhydrin-
reaktion am Aminosiure-Analysator (Nanomol-Bereich) ermittelt
wurde. Bei GREENLAND et al., (1962) wurde die Sorption der Amino-
sduren mit Hilfe der N-Bestimmung nach KJELDAHL ermittelt,

Da in unseren Sorptionsversuchen jeweils immer nur mit einer
bestimmten Aminos#ure gearbeitet wird, ist das chromatographische
Trennverfahren am Aminosdure-Analysator folgendermaBen veréndert
worden:

Fiir diese Versuche wurde eine Austauscher-S&iule von ca, 20 cm
Linge (lichter Durchmesser: 9 mm, gefiillt mit Bio Rad Austauscher-
Harz Aminex A5) benutzt., Nach dem Aquilibrieren der Sidule fiir die
Dauer von 25 Minuten, gibt man die Proben mit einer Injektions-
spritze iliber einen manuellen Probenaufgeber im Abstand von 10 - 15
Minuten auf die Sdule., Die Proben werden mit einem Na-Citrat-Puffer
pH = 5,28 (0,35 N) eluiert, Da sich herausstellte, daB etwa 25 -
50 Nanomol NHhCI 1 pro 1 ml Probeldsung enthalten war, konnten
nicht mehr als 5 - 6 Einzelanalysen nacheinander am Analysator
getrennt und vermessen werden. Zwischendurch mufBite Jeweils die
Austauscher-Sdule gereinigt und &quilibriert werden. Die Berech-
nung und Auswertung der "Aminosdure-peaks" erfolgte jeweils unter
Beriicksichtigung des Standardwertes eines entsprechenden Schiittel-
gefédBes, das unter gleichen Bedingungen und Voraussetzungen bei
Jjedem Sorptionsversuch - nur unter Weglassen des Tones - mit ange-
setzt wurde., Je nach Bedarf wurden von dem abzentrifugierten Ton
nach einmaligem Waschen Tonpriparate (auf Objekttrigern) herge-
stellt und lufttrocken nach der Methode der Rontgenbeugung
(Miller, Micro 111 mit Z#&hlrohrgoniometer, Cu-Strahlung, K o)
vermessen,

1) Die Herkunft des NH,Cl ist nicht geklidrt, teilweise wahr-
scheinlich als Veruﬁreinigung in den Aminos#dure-Préparaten
und im Na-Citrat-Puffer selbst enthalten.
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Die in den Tabellen teilweise angegebenen & -Werte errechnen
sich aus dem gemessenen d(001)-Abstand vermindert um die Dicke
einer Silikatschicht des Montmorillonits (= 9,5 ﬂ).

2.2 Kenndaten der verwendeten Tonsuspensionen

Da in der Literatur vielfach mit Montmorillonit als Vertreter
der Dreischicht-Silikate gearbeitet und ohnehin nur an diesen
eine bedeutende Sorption von Aminosduren erwartet werden kann,
wurde entschieden, die Sorptionsversuche nur mit Montmorillonit
durchzufiihren.

Es wurde der amerikanische Standard-Montmorillonit Nr.25 aus

Upton, Wyoming benutzt und zwar die Fraktion < 2’1. Die wichtig-
sten Kenndaten sind in der Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2:Charakteristika der verwendeten Tonsuspensionen*

Austauschbares Kation Ca Na

Konzentration des Tones
in g/100ml 4,22 >

Ca, bei der AK-Bestimmung
von den Austauscherstellen 89 4
freigesetzt (m val/100g)

Na, bei der AK-Bestimmung
von den Austauscherstellen - 98
freigesetzt (m val/100g)

pH der wédBrigen Suspensions-
16sung 6,95 7,0

# Die Austauschkapazitdt wurde nach der Methode von LEWIS
(A.P.I. Project 49, 1951) bestimmt.
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Ca-Montmorillonit:

Der Ca-Montmorillonit wurde in der Weise hergestellt, daB der
Ton mit einer 1 M CaC12-L68ung versetzt und anschliefBend so
lange mit HZO dest. gewaschen wurde, bis kein Chlorid in der
iiberstehenden L&sung mehr nachgewiesen werden konnte.

Na-Montmorillonit:

Der Na-Ton wurde mit einer 1N NaCl-L&sung versetzt und anschlie-
Bend mit HZO dest. so lange gewaschen, bis kein Chlorid mehr in
der iiberstehenden Losung nachgewiesen werden konnte.

Die Austauschkapazitédt des Montmorillonits Wyoming Nr.25 wird
von LEWIS (1951) mit 95 m val/100 g Ton angegeben.

2.3 Herkunft der AminosZuren

Code: CFA 273
Spezif. Aktivitdt: 466 P Ci/mg Aminosiure
MO, USA

L-alanyl-glycin, D-alanyl-glycin: . "
Die optische Reinheit der D-Aminos&uren D-Leucin und D-Lysin
wurde mit dem Enzym D-Aminos#ure-Oxidace iiberpriift und Uberein-
stimmung mit den Angaben der Hersteller festgestellt.
Die optische Reinheit der D-Glutamins&dure wurde nicht iiberpriift.

3. Ergebnisse

3.1 Yoruntersuchungen
3.1.1 Sorptionsversuche mit D-und L-Leucin an Ca- und Na-Mont-

morillonit bei pH-Werten zwischen pH 7,0 und 7,5

Die Ergebnisse der Sorptionsversuche mit D- und L-Leucin an Ca-
und Na-Montmorillonit in dest. Wasser sind in Tabelle 3 zusammen-
gefafit.
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Daraus geht hervor, daB bis auf den Ca-Montmorillonit bei den
niedrigen Gleichgewichtskonzentrationen (0,71 und 0,2 mMol/Liter)
keine statistisch gesicherten Unterschiede in der Sorption zwischen
D- und L-Leucin gemessen wurden. Bei der Gleichgewichtskonzentration
von 0,5 mMol/Liter konnte sowohl bei dem Ca-Montmorillonit als auch
bei dem Na-Montmorillonit eine etwas stdrkere Sorption des D-Leucins
gegeniiber dem L-Leucin ermittelt werden.

3.1.2 Sorptionsversuche mit D- und L-Glutamins&dure an Ca- und
Na-Montmorillonit

Bei den Sorptionsversuchen mit D- und L-Glutamins&dure sind hin-
sichtlich der stereospezifischen Sorption uneinheitliche Ergebnis-
se erzielt worden. Nach Zugabe von 0,2 ml O,1N HCl ist die Sorption
der L-Glutamins&ure am Ca-Ton etwas grofer als die der D-Glutamin-
sdure iiber den gesamten Bereich von 0,2 - 0,6 mMol/Liter Gleichge-
wichtskonzentration (Tabelle 4)., Werden dagegen unter sonst glei-
chen Bedingungen 0,5 ml O0,1N HCl dem System hinzugefiigt, dann

ist lediglich bei der D-Glutamins#dure im Bereich von 0,2 - 0,3
mMol/Liter Gleichgewichtskonzentration eine nennenswerte Sorption
festzustellen. Die L-Glutamins&ure wird unter diesen Bedingungen
gar nicht sorbiert.

Vom Na-Montmorillonit wird bei pH-Werten um 4,0 (siehe untere
Hdlfte der Tabelle 4) weder die D- noch die L-Glutaminsiure
sorbiert. Erst bei pH-Werten von 2,1 ist fiir beide Stereoisomeren
der Glutaminsdure eine deutliche Sorption festzustellen. Von der
D-Glutamins#ure wurden 330 Nanomol, von der L-Glutamins&ure 295
Nanomol pro 100 mg Ton sorbiert.



Angaben zur stereospezifischen .

licher Gleichgewichtskonzentration

Sorption vor D- und L-Leucin an Ca- und Na-Montmorillonit in destilliertem Wasser bei unterschied-

( jede Angabe entspricht einem Mittelwert aus finffacher Wiederholung, Gesamtvolumen: 10 ml )

Versuch Fr., Gleichgewichts- ng Ton pH ) n Mole Aminoséure a ( oot ) A vert .
sminosiure konzentration der insgesamt am Ende sorbiert Abstaroxd a ( 001 2 - 3,5
Arinosdure pro Gefas des Versuches pro 100 mg Ton A [AJ
[n to1/r1ter]
Ca - Montmorillonjit
D - Leucin 0.1 100 710 S p. — _
178§ L teuein 0.1 100 7.15 86 = —
D - Leucin 0.2 100 T7T.11 - _ . —
rr.i6
L - Leucin 0.2 10 7 .12 104 — i
D -~ Leucin 0.5 350 7.76 46 13.18 1.468
Ir.34
L - Ieucin 0.5 350 7.93 27 13.38 1.819 !
- b [e+)
== 100 6,95 — 14 .24 1 .73 L
Na - Montmorillonit '
D - Leucin 0.2 80 8.33 131 12.99 3.49
Nre i TO
L - Leucin 0«2 80 8 .45 162 12,66 3.16
D - Leucin 7.4 160 7.81 ° 136 13.18 3.68
¥r.32
- Leucin c, 4 160 793 155 12 .98 3 .48
- Leucin & s B 160 7.89 179 12 .80 3.30
Ir.32
L - Leucin 0.5 160 7.90 114 13.38 3.88
r.33 - 160 8,50 — 12,62 3.12

# Der/l - Wert errechnet sich aus dem gemessenen d ( 001 ) - Abstand vermindert um die Dicke einer Silikatschicht des

°
Montmorillonits ( =9.5 A ).



Tabe: 4 Sorptionsversuche mit D- umd I-Glutaminsdure an Ca- und Na-Montmorillonit.
Gleichgewichts< Zugabe pH am Ende n Mol Glu GleichgewichtsH Zugabe pH am Ende n Mol Glu
Stereoisomere |y, entration | 0,1 N HCL des Versuches sorbiert konzentration 0,1 N HC1 des Versuches sorbiert
der Glutamin- 1y Mol/Liter ] 1] an 100 mg [ ¥o1/Liter] [=1) an 100 mg
sdure
Ton Ton
Ca - Montmorillonit
0 o2 0.2 -2 1 213 0 s 2 0.5 2 .68 373
0.3 0.2 .19 132 0.3 0.5 2 .69 296
D - glu 0.4 0.2 3.64 317 0.4 0.5 2,71 67
0.5 0.2 4,08 240 0.5 0.5 2 o T1 3 3
0.6 0.2 4 .08 362 0.6 0.5 2,73 6 2
0.2 0,2 e 3 2 2 0.2 0.5 2,72 -
.3 .2 «30 4 01 0.3 «5 2.73 —_
L - Glu 0.4 0.2 4 .22 456 0.4 0.5 2 72 —_
0.5 o2 .20 548 Bt e .5 2,2 (246)2
0.6 . 2 .14 614 0.6 .5 2.7 —
Na - Montmorillonit
D - Glu o 5 €T .05 —_—
L - Glu 0.5 . 7 4 .06 —
D - Glu «5 2.0 2.11 330
I Glu e 5 2 .00 2.10 295
Versuchsbedingungen beim Ca-Montmorillonit: 5.9 %ige Tonsuspension, Gesamtvolumen: 20 ml, T = 20° c,
Schiitteldauer: 22 Stundan, alle Daten jeweils Mittelwerte
aus zwel Wiederholungen.
Na-Montmorillonit: 5ml 4 %ige Tonsuspension, Gesamtvolumen: 10 ml, T = 20° c,

Versuchsbedingungen beim

Schiitteldauer: G'Stunden, alle D"ton Jeweils Mittelwerte

aus vier Wiederholungen.
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3.1.3 Sorptionsversuche mit D- und L-Lysin an Ca- und Na-
Montmorillonit

Die absoluten Mengen an sorbiertem D- oder L- Lysin pro 100 mg

Ton sind im Vergleich zu den Stereoisomeren der beiden bisher
gepriiften Aminos#duren Leucin und Glutamins&ure unter &hnlichen
Versuchsbedingungen griéBer, weil es sich um eine basische Amino-
sdure handelt, deren isoelektrischer Punkt bei pH = 9,74 liegt
und die dadurch unter den Versuchsbedingungen als stidrker dissozi-
iertes Kation vorliegt (siehe Tabellen 5 und 6).

In der Tabelle 5 sind die Daten der Sorptionsversuche von D- und
L-Lysin ohne Zugabe von 0,1N HCl (Vers. Nr.8) und nach Zugabe von
0,2 ml 0,1N HC1l (Vers. Nr.11) an Ca-Montmorillonit aufgefiihrt.
Wéhrend bei Versuch Nr.8 die Unterschiede in der Sorption zwischen
D- und L-Lysin gering sind, treten diese in Versuch Nr.11 bei pH-
Werten zwischen 4,6 und 6,2 deutlicher hervor. In dem Bereich der
Gleichgewichtskonzentration von 0,1 bis 0,3 m Mol/Liter (siehe
Versuch Nr.11) ist demnach ein linearer Anstieg der Sorption zu
verzeichnen, wobei die sorbierten Mengen des L-Lysins im Vergleich
zum D-Lysin Jjeweils erheblich gréBer sind.

Wenn hingegen der pH-Bereich durch Zugabe von 0,5 ml O,1N HC1l

auf ca. pH 2,7 - 2,8 herabgesetzt wird, nimmt die unterschied-
liche stereospezifische Sorption des L-Lysins gegeniiber dem
D-Lysin offensichtlich mit zunehmender Gleichgewichtskonzentration
am Ca-Montmorillonit ab.(Siehe Tabelle 6, Vers. Nr.13).

Diese Tendenz wird bei &hnlichen pH-Werten wie im Versuch Nr.11,
aber bei hoherer Gleichgewichtskonzentration im Versuch Nr.36a
bestédtigt, wo die Unterschiede zwischen den sorbierten Mengen an
D-Lysin und L-Lysin nur noch gering sind.

‘Der Na-Montmorillonit sorbiert bei einer Gleichgewichtskonzentra-
tion von 0,5 m Mol/Liter und einem pH-Wert von 5,8 mehr D-Lysin
als L-Lysin (siehe Vers. Nr.39a, ‘abelle 6). Bei pH-Werten um 5,0
(siehe Vers. Nr.39b) sind diese Unterschiede in der Sorption
nicht mehr vorhanden, es deutet sich vielmehr eine stérkere
Sorption des L-Lysins an,



Tabes 5 Sorptionsversuche mit D= und L-Lysin an Ca-Montmorillonit
Versuch Nr, 8 Versuch Nr, 11
Gleichge- ~d(001 )= A yerte pH am P Mole Lys |[|Gleichge-~ a(001)- A ~Werte pH am P Yole Lys
Stereoisomere wichts— Absténde “Ende des sorbiert |[7ichbs- Absténde Ende des sorbiert
konzen-
des Lysins konzem- Versuches |an 100 mg watton Versuches | an 100 mg
) ° ‘0 : ° o
tion - [ A ] [A ] Ton m Mol/ [A ] [A] Ton
[m uol/ Liter
Liter]
0.05 14,95 5.45 709 |0.467 0.1 15,08 5.58 4 .55 [(0.061)
0.10 14.95 5.45 7.44 |0.735 0.15 — —_ s 5.25 0.545°5
D = ILysin 0.15 14.95 5.45 7.46 |0O,888 0,2 — e 4 .90 0% 962
' 0.20 |14.86 | 5.36 7.49 |1.176 0.25 — — 5.46 |i.200
. 0.25 14 .86 5.36 7.09 |1.876 0.3 15 w17 5467 4 .95 2017
0.05 14,86 5.36 7.30 {0,400 0.1 154,39 5.89 4 .83 0% 539
0.10 14,86 5 .36 .22 |O.837 0.15 — - 5.5 0.952
L - Iysin 0.15 14.73 5.23 T30 |1.149 0 .2 — —_ 5.5 145%5
0.20 = = 7.42 |1.444 02 s == 5.30 |i.867
0.25 14.73 5.23 7.30 |2.010 043 15 39 589 6 .20 2223
Yersuchsbedingungen: 2 ml 5,9 %ige Tonsuspension, Yersuchsbedingungen: 2 ml 5,9 %ige Tonsuépension,
Gesamtvolumen: 20 ml, T = 20° € 0,2 ml 0,1 ¥ HC1,
Schiitteldauer: 4 Stunden, alle Daten Gesamtvolumen: 20 ml, T = 20° ¢
jeweils Mittelwerte aus zwel Schiitteldauer: 22 Stunden, alle
Wiederholungen. Daten jeweils Mittelwerte aus
zwel Wiederholungen.
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Tab,: 6

Sorptionsversuche mit D= und L-Lysin an Ca- und Na-Montmorillonit.

Versuch Nr., Gleichge~ a(001)=~ A _werte pH am Ende P Mole Lysin -Versuchsbedingungen:
Sterecisonere des wichtskonzen- Abstand des Versuches| adsorbiert an
tration 100 mg Ton
Lysins °
[ Mo1/Iiter] [%1 [z1
Ca - Montmorillonit
0.2 —_ . 2,72 0.94
2 ml 5.9 %ige Tonsuspension,
0.3 - - 2:.76 1 " T7
0.5 m1 0,1 N HC1,
D - Lysin 0.4 = = 2.77 2.50 Gesamtvolumen: 10 ml,
0.5 - - 2. 3.04 T=20°c,
e 0.6 2.80 3.65 Schiitteldauer: 23 Stunden,
Vers.13 jeweils fiinffache Wiederholung
0.2 - o 2 .74 1.33
0:s 3 - = 2.73 1.95
L - Iysin 0.4 - - 2,75 2,52
0.5 - - 2,79 3.12
0.6 =t = 2 .87 3,61
Vers,.36a D-lysin g2 443 4 .85 5.01 0.94 7.0 ml 4,2 %ige Tonsuspension,
0.5 m1 0,1 N EC1
L-Lysin 0w . 4.95 4.98 0.99 :
y . 2 3 Gesamtvolumen: 10 ml, T = 20° ¢,
D-Lysin 0.25 345 4 ., 08. 4d:7T8 0.47 Schiitteldauer: 17 Stunden,
Vers.36b I-Iysin 0.25 4.2 4 .74 5,07 0.52 Jeweils dreifache Wiederholung
. . . . .
Na - Montmorillonit
D-Lysin 0.5 2.6 3.2 5.88 0.817 5 ml 4.5 %ige Tonsuspension,
Vers.39%a o
I-Iysin 0.5 2.6 3.12 5.82 0.79 T = 20° ¢, Schiitteldauer: 6 Stunden,
: bei Vers. 39a: , 0,5 ml 0,1 N KC1
Vers.3gp D-Lvein 0.5 2.4 2.90 4.99 0..76 5-fache Tiederholung
bei Vers., 39b: + 0.6 ml 0,1 N HC1
I-Lysin 03 2 u 3.12 5«03 oL 2-fache Wiedernolung

- 88
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3.2 Hauptuntersuchungen

3.2.1 Sorptionsversuche mit D- und L-Leucin an Na-Montmorillonit

Da zu erwarten ist, daB kaum eine bedeutende Sorption der Amino-
sdure als Kation bei pH-Werten erfolgt, die oberhalb des isoelek-
trischen Punktes des Leucins (pI = 5,98, nach MEISTER, 1965) und
in der Nihe des pK-Wertes der Aminogruppe des Leucins (pK = 9,60)
liegen, wurde entschieden, den pH-Bereich im Sorptionsgef#B durch
Zugabe von 0,1N HC1l unmittelbar vor Versuchsbeginn herabzusetzen.

In weiteren Sorptionsversuchen, die bereits an anderer Stelle
publiziert worden sind, (ALDAG, 1975) hatte sich ferner heraus-
gestellt, daB die groBten Unterschiede hinsichtlich der stereo-
spezifischen Sorption zwischen D- und L-Leucin an Na-Montmorillo-
nit erzielt wurden, wenn durch Zugabe von 0,5 ml 0,1N HCl der pH-
Wert zu Beginn des Schiittelversuches auf ca. pH = 3,5 herabgesetzt
wurde.

Um diese Ergebnisse noch besser abzusichern, sind die Sorptions-
versuche mit D- und L-Leucin an Na-Montmorillonit unter sehr sorg-
fdltiger Einhaltung aller Randbedingungen noch einmal wiederholt
worden. Dariiber hinaus wurde neben der Messung der pH-Werte in den
abzentrifugierten Schiittelldsungen am Ende der Sorptionsversuche
auch die Na-Ionen-Konzentration darin bestimmt, um liber die Sorp-
tions- bzw, Austauschreaktionen genauere Aussagen treffen zu
konnen.

Alle Messungen wurden fiinffach wiederholt.

In den Tabellen 7 und 8 sind die Ergebnisse dieser Sorptionsver-
suche zusammengefaBt.

Aus den Daten geht eindeutig hervor, daB8 unter den vorgegebenen
Versuchsbedingungen das L-Leucin vom Na-Montmorillonit offensicht-
lich im Vergleich zum D-Leucin bevorzugt sorbiert worden ist.

Die statistische Verrechnung hat ferner ergeben, daB der Unter-
schied in der Sorption in allen Féllen bei der Grenzdifferenz

von 1 % hochsignifikant abgesichert ist (siehe Tabelle 8).



Tabelle 7: Angaben zur Sorption des D- und L-Leucins an Na-Montmorillonit bei verschiedenen
Gleichgewichtskonzentrationen (Alle Angaben in p Mol/100 mg Ton)

Aminos&ure Gleichgewichts- Mittel-
Konzentration wert
(mMol/L)

D- Leucin 0.2 0.081 0.023 0.045 0.017 0.011 0.035
0.3 0.289 0.219 0.233 0.229 0.273 0.248
0.4 0.287 0.284 0.373 0.329 0.302 0.315
0.5 0.523 0.353 0.403 0.558 0.525 0.473
0.6 0.411 0.736 0.634 0,465 0.476 0.544
0.7 0.706 0.632 0.680 0.639 0.576 0.647
1.0 0.721 0.687 0.649 - - 0.686

L- Leucin 0.2 0.158 0.196 0.182 0.249 0.206 0.198
0.3 0.383 0.329 0.491 0.380 0.296 0.400 | 0.379
0.4 0.835 14123 1165 1.123 1.085 1.066
0.5 0.944 1,245 0.916 1.279 1.287 1.134
0.6 0.995 0.976 1.376 1.388 1.240 1.250 1.204
0.7 0.950 1.200 1.292 1.375 1.315 1.226
1.0 1.309  1.249 1,217 - 1.258
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Tabelle 8: Angaben zur stereospezifischen Sorption von D- und L-Leucin an Na-Montmorillonit
(Gesamtvolumen: 10 ml, 200 mg Ton und 0,5 ml 0,1N HC1l pro Schﬁttelgefﬁﬁ),GD5%= *,

—L6_

GD1% = *¥
Versuchs-Nr. Gleich- pH am e As d(001)-Ab- A-Wert Grenzdif- Signifikanz
Stereoisomere gewichts- Ende des ’'sorbiert stand ferenz bei 2zwischen
des Leucins konzentra- Versuchs pro 1g 1% D- und L-
tion Ton (R) (R) wg As pro Isomere
(pg/ml) 1 g Ton)
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
D-Leu 3.25 45,9 12.26 2.76
41 26,2 86.5 *%
L-Leu 335 259.4 12.44 2.94
D-Leu 3.20 324.9 12.26 2.76
42 39.3 12.26 2,76 112.6 *%
L-Leu 3.38 496.5 (11.93) (2.43)
D-Leu 3.30 412,7 12.09 2.59
43 52,4 2.59 269.8 *%
L-Leu 3.39 1396.5 12,09 (2.43)
D-Leu 3.30 619.6 12.09 2.59
44 65.5 . 4O7.4 *%
L-Leu 3.40 1485.5 12.26 2,76
D-Leu 5:27 712.6 12.09 2.59
45 78.6 12.26 2.76 416.6 *%
L-Leu 3.37  1577.2 (11.93) (2.43)
D-Leu 3.26 847.6 12,09 2.59
46 91.7 341.9 *%
L-Leu 3.36 1606.1 12,30 2.80
D-Leu 898.7 - -
47 131.0
L-Leu 1647.9 - -
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3.,2.2 Messung der stereospezifischen Sorption der in einem
Racemat vorliegenden stereoisomeren Aminos#uren, darge-
stellt an der Sorption von D, C1a-L-Leucin an Na-Mont-
morillonit

Bisher war die stereospezifische Sorption zweier stereoisomerer
AminosHduren durch Vergleich in Parallel- Versuchen unter absolut
identischen Versuchsbedingungen ermittelt worden, wobei Jeweils

nur eine Stereoisomere mit dem Ton in Kontakt gebracht wurde.

Damit ist zun#chst noch nicht der Beweis erbracht, daB die

beiden optischen Antipoden genau das gleiche stereospezifische Sorp-
tionsverhalten zeigen, wenn sie von Beginn an zusammen als Racemat
in der Gleichgewichtsldsung vorliegen.

Aufgrund der Ergebnisse zum Vorkommen von D-Aminos#uren in Bdden,
die im Teil I dieser Arbeit mitgeteilt werden,miissen wir davon
ausgehen, daf die Aminos#duren im Boden in Proteinen und Peptiden
gebunden vorliegen, die sowohl aus proteinogenen L-Isomeren als
auch aus nichtproteinogenen D-Isomeren aufgebaut sind. Nach er-
folgtem Hydrolyse-AufschluB finden wir im Boden-Hydrolysat race-
mische Gemische von Aminos#duren vor, die betreffs der Zugehdrig-
keit zur proteinogenen L-Reihe oder zur nichtproteinogenen D-Reihe
unterschiedlich zusammengesetzt sind.

Um in Zukunft mdglichst solche "bodenshnlichen" Verh#ltnisse an
Hand von Modellversuchen nachahmen und untersuchen zu k&nnen,
wurde ein neuer methodischer Ansatz entwickelt, der das unter-
schiedliche stereospezifische Sorptionsverhalten zweier in einem
Racemat vorliegenden optischen Antipoden von Aminos#uren zu be-
stimmen erlaubt. Diese Methode soll hier beschrieben und an Hand
von ersten experimentellen Ergebnissen erl#dutert werden.

Diese Versuche wurden ausschlieBlich mit den Isomeren des Leucins
, durchgefiihrt.Die Versuchsanordnung die im Abschnitt 2.1 n#her
beschrieben wurde, #ndert sich nicht. Lediglich die verwendeten
Leucinldsungen unterscheiden sich von den bisher benutzten da-
durch, daB in dem kiinstlich hergestellten Racemat nur das L-Leucin
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als C1h-markierte Verbindung vorliegt. Ein Sorptionsversuch, in
dem die stereospezifische Sorption der in dem Racemat vorliegenden
Stereoisomeren D-Leucin und C1h-L-Leucin untersucht werden soll,
setzt sich aus zwei Testreihen zusammen.

In der Testreihe I wird die Sorption von C1h-L-Leucin allein
an Na-Montmorillonit bestimmt.

Die Ermittlung der Sorptionsmenge des C14-L-Leucins kann nun
mit Hilfe unserer apparativen Ausriistung (Aminos#ure-Analysator
und angeschlossener Fliissigszintillationsz&hler zum Messen

von C1 -Zerfdllen im DurchfluBSverfahren, siehe auch Abschnitt
3.1.2 im Teil I dieser Arbeit) in zweifacher Hinsicht erfolgen:

1) Die erste Auswertung besteht wie bisher darin, daB die Menge
der insgesamt sorbierten Aminos#ure iiber die Ninhydrinreaktion
im Vergleich zu einem in der Testserie mitgeschiittelten Stan-
dard (ohne Ton) am Ende des Versuches ermittelt wird.

2) Die zweite Auswertung erfolgt bei der C14-mark1erten Amines#ure
mit dem Fliissigszintillationsz#dhler iiber die Registrierung
der C1h-zerf§11e ebenfalls im Vergleich zu dem in der Test-
serie mitgeschiittelten Standard (ohne Ton) am Ende des Sorp-
tionsversuches., (Es sei in diesem Zusammenhang noch einmal
darauf hingewiesen, daB8 diese doppelte Registrierung und
Auswertung an der gleichen Probe in einem Arbeitsgang erfolgt).

In der Testreihe II ermittelt man die Sorption des kiinstlich her-
gestellten Racemats von D, C1A-L-Leucin bei gleicher Gleichge-
wichtskonzentration wie in der Testreihe I.

1_

Im Falle des zur Sorption eingesetzten reinen Racemats D, C
Leucin kann die stereospezifische Sorption des C1A-L-Leucins

nun allein mit dem Fliissigszintillationsz&hler bestimmt werden,
widhrend die "Gesamt"-Sorption des Racemats zugleich {iber die
Ninhydrinreaktion am Aminos&iure-Analysator ermittelt wird. Durch
Differenzrechnung der Gesamt-Sorptionsmenge D, C1Q-L-Leucin

zur spezifischen Sorptionsmenge C1 -L-Leucin kann dann bestimmt

werden, wie grofl der prozentuale Anteil des C1A-L-Leucins und
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des D-Leucins an der Gesamt-Sorptionsmenge D, e1h-L—Leucin ist.

Die oben beschriebene Testreihe I kann fiir derartige Untersu-
chungen auch wegfallen. Sie wurde aber in das Programm mit
aufgenommen, um gleichzeitig einen Methodenvergleich zwischen der
Registrierung der C1A-Am1nos§ure Uber die C1A-Zerf§11e und der
Quantifizierung der gleichen C1b-Am1nos&ure iiber die Ninhydrinreak-
tion anstellen zu kdnnen.

In der Tabelle 9 sind die Ergebnisse mehrerer solcher Methoden-
vergleiche zusammengestellt.

Die Auswertung zeigt in Tabelle 9, daB im allgemeinen eine sehr
gute Ubereinstimmung der nach unterschiedlichen Methoden gewon-
nenen Werte erreicht wird (siehe Versuche Nr.26, 27 und 30).
GréBere Abweichungen, wie sie bei Versuch Nr.28 festgestellt wur-
den, rechtfertigen eine Wiederholung des Versuches.

In der Tabelle 10 sind die Ergebnisse aufgefiihrt, die nun die
stereospezifische Sorption des C14-L-Leucins, das zu Beginn des
Versuchs mit dem D-Leucin zu gleichen Molanteilen als Racemat
vorgelegen hat, an Na-Montmorillonit demonstrieren.

Die Versuche Nr, 28, 26 und 17 sind in der Tabelle 10 nach
steigender Gleichgewichtskonzentration angeordnet. In der Spalte
3 sind die absoluten Mengen an Leucin angegeben, die unter den
vorgegebenen Bedingungen von 100 mg Ton sorbiert worden sind. In
der Spalte 5 sind die relativen Anteile des C1h-L-Leuc1ns von der
insgesamt sorbierten Menge an D, C1h-L—Leucin berechnet.

Wenn man einmal die Gleichgewichtskonzentration 0,25 m Mol/Liter
(Vers. Nr.28) unberiicksichtigt 1#8t, dann werden bei Versuch Nr.26
84 % und bei Versuch Nr.27 74 % des insgesamt sorbierten D, C14-
. L=-Leucins vom C1a-L-Leucin gestellt, Damit ist mit Hilfe der hier
vorgestellten Methode einwandfrei nachgewiesen, daB die bevorzugte
stereospezifische Sorption des L-Leucins gegeniiber dem D-Leucin
unter den gegebenen Versuchsbedingungen auch stattfindet, wenn
beide Stereoisomere zu gleichen Molanteilen als Racemat in der



Tabelle 9:

Sorptionsversuche

mit C14-L-Leucin an Na-Montmorillonit. Vergleich der Werte
des Aminosiure-Analysators mit denen des Fliissigszintillationsz#hlers an der
gleichen Probe in einem Arbeitsgang *

Versuch Nr. | Gleichgewichts pH am c'*_zerftlle | n Mole C'*-L-Leucin Differenz

%onzen;ratio? Ende dgs pro ml Tonsus- sorbiert pro 100 mg Ton von(éS?)

m Mol/Liter Versuches ension (Ninh zu a
ydrind (Mgthode

cpm) methode) C%—Mesung) %ga’)‘ von
Spalte (1) (2) (3) (4) ( 5a ) (5v) (6)
28 0,25 3,70 4,74 x 10° 97 75 - 22,6
26 0,5 3,76 9,48 x 10° 719 709 - 1,4
30 0,6 3,95 | 11,4 x 10° 255 248 - 2,8
39 0,7 3,68 | 13,27 x 10° 513 583 + 13,6
27 1,0 3,88 | 18,96 x 10° 691 707 + 2,3

* Versuchsbedingungen: 4 ml hé

ige Tonsuspension, Gesamtvolumen 10 ml;
T = 20°C, Schiitteldauer: 6 Stunden.

Alle Daten Jeweils Mittelwerte aus vierfacher

Wiederholung, auBer bei Versuchen Nr. 30 und
31 Mittelwerte aus zweifacher Wiederholung.

_56_
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"Sorptionsversuche mit “c-x.-xneu und mit D, uc-L—Leucin an Na-Montmorillonit. Bestimmung der Stereospezifischen

Sorption der im Racemat vorhandenen Isomeren u‘c-L-Leucin und D-Leucin #

14
Differenz C=L-Leu D~Leu
Gleichgewichtskonzentration Nanomole Leucin . sorbiert an
Versuch Fr., he . . von (3¢) sorbiert sorbiert
Testreine [m Mol / I.itu'] 100 mg Na - Montmorillonit »* zu (3b) |in % von| in % von
in % p,'%c-1- | p,'%c-I-Leu
- von (3b) |Leu (3d) in %
D,"'C-I.-Le\ 14c-1,-I.eu 1460 1 Teu D-Leu [(3c)1n %] von (33)]
0,40 1-Led '4c-I-Leu | D-Ieu (Ninhydrin | (Ninhydrin|(Methode [[Differenz [#%] von (3a)]
Nethode) Methode) 14¢_Messun (32)-(3¢)]
Spalte (1) (2) (3) (4) (s) (6)
(2a) (2v) (2c) (32) (3v) (3c) (3a)
5 Testreihe I 0.25 97 75 -22,6
Testreihe IT 0.25 |(0.125) (0 . 125) 99 59 40 59%6 40.4
Testreine I 0.5 719 709 10 - 1.4
26
Testreihe II 0.5 ‘(0.25)'(0.25)| 8177 6817 130 84 .1 159
Testreihe I 1.0 691 20,7 (=1 6) + 2.3
27
Testreihe II 1.0 (0.5) (0.5) 602 445 157 73.9 26 .1

Versuchsbedingungen: 4 ml 4 %ige Tonsuspension, Gesamtvolumen: 10 ml, T = 20°C, Schiitteldauer: 6 Stunden

¥ ¥ Alle Daten jeweils Mittelwerte aus vierfacher Wiederholung.
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Gleichgewichtsldsung vorliegen.

3.2.3 Sorptionsversuche mit den diastereoisomeren Dipeptiden
des Leucins sowie den Dipeptiden L-alanyl-glycin und D-
alanyl-glycin an Na-Montmorillonit

Aufgrund bereits mitgeteilter Ergebnisse zum Sorptionsverhalten
der diastereoisomeren Dipeptide des Leucins (ALDAG, 1975) sollte
hier unter Beriicksichtigung zahlreicherer Wiederholungen liber-
priift werden, ob sich die dort gemachten Beobachtungen bestéti-
gen lassen.

Diese Untersuchungen wurden jeweils nur bei der Gleichgewichts-

konzentration von 0,5 und 1,0 m Mol Dipeptid/Liter und unter Zu-
gabe von 0,5 ml O,1N HC1l durchgefiihrt. Jedes Versuchsglied wurde
finffach wiederholt. Die entsprechenden Einzeldaten sind in den

Tabellen 11 und 12 angegeben.

Die errechneten Mittelwerte, die Daten der Réntgenbeugung und die
pH-Werte sind in der Tabelle 13 zusammengefaBt. Aus den Tabellen
11 und 13 geht eindeutig hervor, daB8 offensichtlich die Sorption
der betreffenden stereoisomeren Dipeptide von deren Konfigura-
tion bestimmt wird.

Der besseren Ubersicht halber sind die Angaben zur Signifikanz der
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgliedern in der Tabel-
le 14 zusammengefaBt.

Daraus ist zu ersehen, daB beispielsweise das Dipeptid L-Leucyl-
L-Leucin bei einer Grenzdifferenz von 1 % sich durch eine stér-
kere Sorption von den Dipeptiden L-Leucyl-D-Leucin und D-Leucyl-
L-Leucin im Konzentrationsbereich 1,0 m Mol/Liter unterscheidet.
Bei der Gleichgewichtskonzentration 0,5 m Mol/Liter ist dieser
Unterschied noch bei einer Grenzdifferenz von 5 % gesichert.

Hingegen bestehen keine gesicherten Unterschiede in der Sorption
zwischen den beiden Dipeptiden L-Leucyl-L-Leucin und D-Leucyl-D-
Leucin, also Jjenen Dipeptiden, die Jeweils nur von einer Stereo-
isomere des Leucins aufgebaut sind,



Tabelle 11: Angaben zur Sorption der diastereoisomeren Dipeptide des Leucins sowie der Dipeptide

L-alanyl-glycin und D-alanyl-glycin an Na-Montmorillonit (Volumen: 10 ml, 200 mg Ton

’ pro Gef#B8;0,5 ml 0,1N HCl, Gleichgewichtskonzentration: 0,5 m Mol Peptid/Liter;

alle Angaben in pMol sorbiertes Peptid pro 100 mg Ton)

L-Leucyl- L-Leucyl=- D-Leucyl- D-Leucyl- L-alanyl- D-alanyl-

L-Leucin D-Leucin L-Leucin D-Leucin glycin glycin
135 0.83 0.14 1.18 1.39 1.46
1.28 0.84 0.23 1.23 1.45 1.35
1.23 0.93 0.23 1.17 1.35 1.38
1.17 0.85 0.16 1.03 1.30 1.43
1.28 0.89 0.16 1.10 1.36

0.21 1.16
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Tabelle 12:

Angaben zur Sorption der diastereoisomeren Dipeptide des Leucins sowie der Dipeptide
L-Alanyl-Glycin und D-Alanyl-Glycin an Na-Montmorillonit.

(Volumen: 10 ml, 200 mg Ton pro Gef#B, 0,5 ml 0,1N HC1pGleichgewichtskonzentration:
1,0 m Mol/Liter; alle Angaben in p Mol sorbiertes Peptid pro 100 mg Ton)

L-Leucyl- L-Leucyl- D-Leucyl- D-Leucyl- L-Alanyl- D-Alanyl-

L-Leucin D-Leucin L-Leucin D-Leucin Glycin Glycin
2.65 1.93 0.61 2.41 2.64 2.68
2.53 1.78 0.37 2.36 2.47 2.75
2.33 1.74 0.46 . 1.64 2.27 2.62
2.28 1.89 0.27 2.26 2439 2.55
2.24 1.75 0.57 2.21 2.40 2.52

2.32

_66_



Tabelle 13: Angaben zur Sorption der diastereoisomeren Dipeptide des Leucins sowie der Dipeptide
" L-alanyl-glycin und D-alanyl-glycin an Na-Montmorillonit.
(Gesamtvolumen: 10 ml, 200 mg Ton und 0,5 ml 0,1N HCl pro GefZ#B; alle Angaben
zur Sorption Mittelwerte aus fiinf- bzw. sechsfacher Wiederholung)

Peptid Gleich- pH am J Mol ] Na/ml d(001)- |A-Wert
gewichts- Ende des | Peptid in der Aus-| Abstand
konzentration | Versuchs | sorbiert tauscher-

(m Mol/L) pro 100 mg | 16sung (R) (R)
Ton
(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)

L-Leucyl- 0.5 3.62 1.26 551 12.8 2.68

L-Leucin 1.0 3.68 2.4 562 12.26 2,76

L-Leucyl- 0.5 3+53 0.87 574 12.26 2476

D-Leucin 1.0 3.61 1.82 572 12.09 2.59

D-Leucyl- 0.5 352 0.19 568 12.09 2.59

L-Leucin 1.0 3.58 0.46 571 12,267 2.76

D-Leucyl- 0.5 3.62 1.15 555 12.44- 2,94~

12,09 2.59

D-Leucin 1.0 3.69 2+20 560 1244 2.94-

12,09 2.59

L-Alanyl- 0.5 3.46 1.37 547 12,09 2.59

Glycin 1.0 3.54 2.43 540 12,26 2.76

D-Alanyl- 0.5 3.46 1.40 540 12.26 2.76

Glycin 1.0 3.53 2.62 540 12.26 2,76

- 00l =



Tabelle 14: Angaben zur Signifikanz der Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsvarianten
in der Sorption an Na-Montmorillonit bei den Gleichgewichtskonzentrationen 0,5
und 1,0 m Mol/Liter; alle Angaben in u Mol sorbiertes Peptid pro 100 mg Ton)

Gleichgewichts- L-Leu- L-Leu- D-Leu- D-Leu- Grenzdifferenzen
konzentration L-Leu D-Leu L-Leu D-Leu 5 % 1%
0.5 1.26 0.87* 0.19%% 1.15 0.317 0.437

1.0 2.41 1.82%% 0. L46%* 2.20 0.263 0.363
L-Ala- D-Ala- 5 % 1%

gly gly
0.5 1.37 1.40 0.098 0.149
1.0 2.43 2.62 0.174 0.253

- oL -
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Ferner ist zu vermerken, daB8 auch zwischen den beiden Dipeptiden
L-Leucyl-D-Leucin und D-Leucyl-L-Leucin signifikante Unterschiede
in der Sorption bei der GD = 1 % bestehen.

Zwischen den beiden Dipeptiden L-Alanyl-Glycin und D-Alanyl-Glycin
konnten keine gesicherten Unterschiede in der Sorption an Na-
Montmorillonit festgestellt werden.

4. Diskussion

4.1 Allgemeine Anmerkungen

Da die neutralen Aminos#uren sowohl eine saure wie eine basische
funktionelle Gruppe im Molekiil besitzen, ktnnen sie je nach den
pH-Werten des Reaktionsmediums als Kationen, Zwitterionen oder
Anionen reagieren. Bei den sauren und basischen Aminos&uren ver-
schiebt sich das Dissoziationsgleichgewicht entsprechend stérker
in den sauren oder basischen Bereich. Demzufolge kann eine Mono-
amino-Monocarboxy-Aminos#ure folgende Grenzformen annehmen:

H H

R c': coonK1 : °K—2——\ : '
-c- —=R - C - C00 R - C - COO
HNH HNH HNH

Y R

(saure Bedingungen) (nahezu neutrale (basische Bedingungen)
Bedingungen)

Daraus geht hervor, daB8 eine nennenswerte Sorption zwischen einer
in der Regel negativ geladenen Oberflédche eines Tonminerals und
der Aminos#ure nur dann eintritt, wenn die Aminos#ure als Kation
(RHY) oder als Zwitterion (RH™) vorliegt. Obwohl die pH-Werte

der Bodenldsung zahlreicher Bdden im Bereich zwischen pH 4,5 - 7,0
schwénken, und alle ackerbaulichen MaBnahmen darauf gerichtet
sind, diesen pH-Bereich fiir einen optimalen Pflanzenertrag zu
erhalten, gibt es heute mehrere Hinweise dafiir, daB8 der pH-Wert
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in unmittelbarer Nachbarschaft der Tonmineraloberfléche im Boden
um einige pH-Einheiten niedriger als in der Bodenldsung liegen
kann. Dies tritt besonders dann ein, wenn der Wassergehalt des
Bodens etwa den Grenzwert des permanenten Welkepunktes erreicht
oder darunter abfillt (MORTLAND, 1968; SCHEFFER-SCHACHTSCHABEL,
1976). So muB damit gerechnet werden, da8 im Boden an den Tonmine-
raloberflichen pH-Werte auftreten, die zumindest die basischen

und neutralen Aminosduren als Kationen an Austausch- und Sorptions-
vorgéngen teilnehmen lassen.

Zahlreiche Arbeiten in der Literatur haben nun gezeigt (SIESKIND,
1960; CLOOS et al., 1966; McLAREN et al., 1958; GILES et al.,
1960; GREENLAND et al., 1962, 1965a, 1965b; RAUSELL-COLOM und
SALVADOR, 1971; THENG, 1972, 1974),da6 die Sorption von Amino-
sduren und Peptiden an Tonmineralen von dem pH-Wert des Reak-
tionsmediums, von der Basizitdt und GroBe der Aminosdure sowie
von der relativen Position der funktionellen Gruppen im Amino-
siure-Molekiil (Unterschiede zwischen o-, ﬁ-, und gt-Aminobutter-
sdure z.B.) beeinfluBt wird. Ferner spielt auch der Typ des Kations,
mit dem die Austauscherstellen des Tonminerals belegt sind, bei
der Sorption eine Rolle. Diese Faktoren sind maBgeblich daran be-
teiligt, ob die Sorption von Aminos#uren hauptsédchlich von physi-
kalischen Bindungskréften (Van der WAALS - Bindung u.a.) be-
stimmt wird, oder ob sie durch Kationenaustausch und Protonen-
transfer zustande kommt.

AuBer Arbeiten von DEGENS et al. (1970) und JACKSON (1971), die
eine bevorzugte Sorption und Polymerisation von L-Asparaginséure
und L-Phenylalanin im Vergleich zu den entsprechenden D-Isomeren
an der Oberflidche von Kaolinit nachgewiesen haben wollen, ist
dem Autor seines Wissens bis heute keine Untersuchung bekannt
geworden, in der liber eine stereospezifische Sorption von optisch
aktiven Aminosduren an Montmorillonit oder anderen Dreischicht-
Silikaten berichtet wird. Lediglich PAECHT-HOROWITZ et al. (1970)
und KATCHALSKY (1973) teilten unlingst mit, daB8 in Gegenwart von
Montmorillonit und aktivierten Alanin-Adenosinderivaten Poly-
peptide des Alanins im wiBrigen Medium und bei ca. 25° Celsius
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gebildet wurden. Obwohl es nicht besonders erwdhnt wurde, mu8
angenommen werden, da8 man die L-Isomere des Alanins in diesen
Versuchen eingesetzt hat.

THOMPSON und TSUNASHINA (1973) untersuchten u.a. den oxidativen
Abbau der optischen Antipoden des Tyrosins in Gegenwart von
Montmorillonit, wobei die Tonoberfliche wahlweise durch Erhitzen
oder durch Belegung mit Cu-, Al-, oder Hg-Ionen verdndert wurde.
Sie kommen zu der SchluBfolgerung, daB weder das D- noch das L-Tyro-
sin von Montmorillonit stereospezifisch bevorzugt sorbiert wird,
daB aber der Montmorillonit den oxidativen Abbau des L-Tyrosins
oberhalb pH = 3 schneller einleitet als den des D-Tyrosins.

Diese wenigen Hinweise und unsere bereits in friiheren Untersu-
chungen gemachten Erfahrungen (ALDAG, 1975) waren u.a. der Anla8
dafiir, daB8 man weiter der Frage nachging, ob nicht stereospezifi-
sche Sorptionsmechanismen zwischen Tonmineralen und optisch akti-
ven Aminosiuren oder deren 0Oligo- und Polypeptiden mit dafiir ver-
antwortlich zu machen sind, daB8 D-Aminos#uren trotz ihres zahlrei-
chen Vorkommens vor allem im Bereich der Mikroflora und -fauna

des Bodens nur in geringen Mengen im Boden selbst nachgewiesen
werden konnen.

Unter diesem Aspekt miissen auch die Voruntersuchungen betrachtet
werden, die im folgendem Abschnitt nur kurz diskutiert werden
sollen.

4,2 YVoruntersuchungen

Die Voruntersuchungen dienten vor allem dem Zweck, weitere
Randbedingungen zu erforschen, die bei der unterschiedlichen

Sorption stereoisomerer Aminosiuren an Tonmineralen von Bedeutung
sein konnen.
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4,2,1 Sorptionsversuche mit D- und L-Leucin an Ca- und Na-
Montmorillonit bei pH-Werten zwischen pH 7,0 und 8,5

Bei dem Sorptionsversuch mit D- und L-Leucin an Ca-Montmorillonit
(Nr.34 in Tabelle 3, S. 77) nimmt der d(001)-Abstand im Vergleich
zu dem d(001)-Abstand, der an dem in reinem Wasser suspendierten
Ton gemessen wurde, ab und zwar um so stérker, Je mehr Nanomole
Aminosdure pro 100 mg Ton sorbiert wurden. Bei den Sorptions-
versuchen mit D- und L-Leucin an Na-Montmorillonit liegen die
Verh#ltnisse gerade umgekehrt (siehe Tabelle 3, S. 77). Im Ver-
gleich zu dem in reinem Wasser suspendierten Ton nehmen die
d(001)-Abstinde mit zunehmender Sorption der Aminosiure zwar zu,
jedoch ist die Erhdhung des d(001)-Abstandes bei dem Ton, der
die groBere Menge Aminosiure sorbiert hat, jeweils kleiner als
bei dem Ton, der weniger Nanomole Aminos&ure pro 100 mg Ton
sorbiert hat.

Die pH-VWerte weichen beim Ca-Montmorilionit trotz der Unterschiede
in der Sorption zwischen dem D- und dem L-Leucin Jeweils am Ende
des Versuchs nicht wesentlich voneinander ab. Beim Na-Montmorillo-
nit hingegen geht zumindest bei den niedrigeren Gleichgewichts-
konzentrationen mit der groBeren Sorption eine leichte Erhshung
des pH-Wertes einher. Die berechneten /\-Werte (siehe letzte
Spalte in Tabelle 3) zeigen indes an, daB in allen Versuchen die
Aufweitung der Schichtpakete geringer ist, als es der minimalen
Schichtdicke des Leucinmolekiils entspriche (die minimale Dicke

des Leucinmolekiils diirfte etwa 4 - 5 & betragen). Dieses Phinomen
ist auch von anderen Autoren bei Montmorillonit registriert worden
(GREENLAND, 1962). Bei Versuchen mit Kalotten-Modellen, in denen
man die Oberfléche des Montmorillonits und die entsprechenden
Molekiile der Aminos#duren nachbaute, konnte man zeigen, daB die
offensichtlich bei der Einlagerung der Aminosiure in den Zwischen-
schichtraum des Montmorillonits eingetretene Verringerung des Basis-
abstandes mdglich ist, indem die Seitengruppen der Aminos#ure in
die ditrigonalen Vertiefungen der Silikatoberflidche eintauchen.

Da sich andererseits aber der pH-Wert in der Gleichgewichts-
16sung am Ende des Jeweiligen Sorptionsversuches im Vergleich zu
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dem der Ausgangsldsung nur unwesentlich verénderte und sich eine
Erhdhung der Ca- und Na-Werte in der GleichgewichtslSsung am Ende
des Versuches ebenfalls nicht nachweisen lie8, muB8 in Uberein-
stimmung mit GILES et al. (1960) und GREENLAND et al. (1962) ange-
nommen werden, daB die Stereoisomeren des Leucins unter diesen
Bedingungen als Zwitterionen an der &HuBeren Oberfléche des Tones
sorbiert wurden und die Sorption hauptsdchlich durch physikalische
Bindungskridfte zustande kommt.

4,2,2 Sorptionsversuche mit D- und L-Glutamins#dure an Ca- und
Na-Montmorillonit

Diese Versuche sollen hier nicht weiter diskutiert werden (siehe
Tabelle 4, Abschnitt 3.1.2), da die Ergebnisse z.T. widerspriich-
lich sind und fiir eine eingehende Diskussion umfangreichere Unter-
suchungen erforderlich wdren., Es sei lediglich darauf verwiesen,
daB aufgrund der Ergebnisse bei der D- und L-Glutaminsdure auch
mit einer stereospezifischen Sorption zu rechnen ist.

Ferner kann nicht ausgeschlossen werden, daB mdglicherweise

widhrend des Schiittelvorganges auch eine Polypeptidbildung einge-
treten ist, wie sie von JACKSON (1971) in unterschiedlichem AusmaB
bei den Stereoisomeren der Asparaginsiure in Gegenwart von Kaolinit
beobachtet wurde. Dieser Frage wurde im Rahmen dieser Untersuchun-
gen aber nicht weiter nachgegangen.

4,2.3 Sorptionsversuche mit D- und L-Lysin an Ca- und Na-
Montmorillonit

Aus der Tabelle 5, S. 80) geht eindeutig hervor, daB unter ge-
eigneten Bedingungen eine unterschiedlich starke Sorption zwischen
D- und L-Lysin an Ca-Montmorillonit stattfindet.

Die teilweise geringeren Unterschiede in der Sorption zwischen
D- und L-Lysin in Versuch Nr.8 (Tabelle 5) und Versuch Nr.13
(Tabelle 6) im Vergleich zu Versuch Nr.11 (Tabelle 5) diirften
auf die unterschiedlichen pH-Werte in der Austauscherl&sung zu-
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riickzufiihren sein. Da der pKB-Wert der E-NHZ-Gruppe des Lysins
mit 10,53, der pKz-Wert der d--NHz-Gruppe des Lysins mit 8,95
(MEISTER, 1965) angegeben wird, ist zu erwarten, daB in Versuch
Nr.8 (keine Zugabe von 0,1N HCl) im Bereich zwischen pH 7,1 und
7,4 die EZ-NHZ-Gruppe stédrker als die oL-NHz-Gruppe des Lysins
dissoziiert ist. Mithin sind - unabhidngig von der Konfiguration -
drei unterschiedliche Zwitterionen des Lysins mdglich:

TYP I TYP II TYP III

H H H
H-(|3—NH° H-(":—NH H-(':-NH’
| 3 | 2 ‘ 3
(cl:Hz)3 (<|3H2)3 (|CH2)3
® ®

H,N - C - H HBN-(IZ-H H3N-(IZ-H
|l o e e
€00 Co0 Co0

Da aber das & -C-Atom des Lysins kein Chiralit#tszentrum besitzt,
kann unter diesen Bedingungen vom Typ I des Zwitterions allein
keine stereospezifische Sorption gesteuert werden, es sei denn,
das ganze Lysinmolekiil wanderte ausschlieBlich in die aufweit-
baren Zwischenschichten des Montmorillonits ein. Es muB also
darauf verwiesen werden, daB8 bei den Sorptionsvorgéngen mit dem
D- und L-Lysin Jje nach dem pH-Wert der Gleichgewichtsldsung

sich mehrere Sorptionsmechanismen unterschiedlich stark dissozi-
ierter Zwitterionen iiberlagern kénnen. JANG und CONDRATE (1972)
konnten mit Hilfe von Infrarot-Spektren zeigen, daB das Lysin, das
an mit H- und Ca-Ionen belegtem Montmorillonit sorbiert worden
war, vorwiegend als Zwitterion des Typs III vorlag.

Aus den pH-Werten des Versuches Nr. 11 (Tabelle 5) 1l&Bt sich
ferner ablesen, dafB sich parallel mit der hoheren Sorption des
L-Lysins im Vergleich zum D-Lysin in der Gleichgewichtsldsung am
Ende des Schiittelversuches hdhere pH-Werte einstellen, was auf
einen zunehmenden Protonentransfer und Kationenaustausch schlie-
B8en 1&Bt.
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Neuere Untersuchungen von RAUPACH und JANIK (1976), die die
Orientierung und Sorption von Ornithin und 6-Amino-Hexans&ure
auf der Oberfliche von Vermikulit untersuchten, stiitzen diese
SchluSfolgerung.,

4.3 Hauptuntersuchungen

4,%.,1 Sorptionsversuche mit D- und L-Leucin an Na-Montmorillonit

Die Sorptionsversuche mit D- und L-Leucin an Na-Montmorillonit
sind etwas breiter angelegt worden, weil hier geklért werden
sollte, ob die bereits frither (ALDAG, 1975) festgestellten Unter-
schiede in der Sorption als reine Kationenaustausch- oder Sorp-
tions-Mechanismen erklért werden kénnen. Bei der Versuchsanstel-
lung (siehe auch Abschnitt 2.1) wurde bewuSt darauf abgehoben, in
einem - im Vergleich zu &hnlichen Versuchen anderer Autoren -
niedrigeren Konzentrationsbereich zu arbeiten, weil wir mit Hilfe
der Aminos&ure-Analytik {iber die Ninhydrinreaktion in einem sehr
empfindlichen Bereich (Nanomol-Bereich) arbeiten kdnnen.

Dieser Umstand fiihrt zum anderen dazu, daB8 durch das Einstellen
einer relativ niedrigen Gleichgewichtskonzentration der in den
SchiittelgefédBen eingesetzten Aminos#dure (0,2 - 0,7 m Mol/Liter)
zwangsl&ufig damit zu rechnen ist, daB unabhéngig vom Mechanismus
der Sorption nur die HuBere Oberfliche des eingesetzten Tones an
der Sorption beteiligt sein wird, was im folgenden noch zu dis-
kutieren ist.

Zur Klérung der Frage, auf welchem Sorptionsmechanismus die unter-
schiedlich starke Sorption der beiden Stereoisomeren des Leucins
an Na-Montmorillonit zurilickgefiihrt werden kann und welche Flichen-
bezirke des Tones (#uBere oder innere Oberfliche) daran beteiligt
sind, bieten sich grunds#tzlich drei Ans#tze an:

I Ermittlung der Faktoren K und n aus der FREUNDLICH-Gleichung
zur Beschreibung des Sorptionsvorganges,

IT Berechnung des Selektivit#tskoeffizienten SK,
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IIT Berechnungen zur Flichenbelegung der #uBeren Oberfléche
des Tones durch das Aminos#ure-Molekiil.

Ansatz I: Ermittlung der Faktoren K und n aus der FREUNDLICH-
Gleichung zur Beschreibung des Sorptionsvorganges

Die Formel filir die FREUNDLICH'sche Sorptionsisotherme lautet be-
kanntlich:

si-

=K. C (1)

=] ]

Flir unsere Sorptionsuntersuchungen bedeuten:

x = Sorbat (sorbierte Leucinmenge in.pg)

m = Sorbens (sorbierende Tonmenge in g)

K = Sorptionskonstante = Verteilungskoeffizient (Verhdltnis von
sorbierter Leucinmenge zur in Lsung befindlicher Leucinmenge)
bei der Gleichgewichtskonzentration 1 (ug/ml)

C = Gleichgewichtskonzentration (Sorbend f.xg/ml)

n = Materialkonstante.

Nach Transformation durch Logarithmieren erh#lt die FREUNDLICH-
Gleichung folgende Form:

log % = log K + % * log C (2)

Diese Gleichung ist dann mit der allgemeinen Regressionsgleichung
y = log A + B ¢ log x (3)
identisch.

Zur Berechnung der Konstanten K und n sind die entsprechenden
Werte fiir log % bzw. log C aus der Tabelle 7 (S. 83) fiir die

Jeweils 6 pro Na-Ton und Stereoisomere des Leucins ermittelten
Gleichgewichtskonzentrationen in ein Programm fiir einfache lineare
Korrelation und Regression eingegeben worden.

Dann entspricht das Absolutglied A der Regressionsgleichung (3) dem

Wert log K und der Anstieg B dem Wert % der FREUNDLICH-Gleichung,
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Die entsprechenden Isothermen der Sorption von D- und L-Leucin
an Na-Montmorillonit sind in der Abbildung 1 dargestellt. Die
Abweichung der beiden Sorptionsisothermen fiir das D- und L-Leucin
wird durch die stark differenzierten Werte der Sorptionskonstante
K deutlich.

Nach HAMAKER und THOMPSON (1972) gibt der Verteilungskoeffizient K
der FREUNDLICH-Gleichung ein MaB fiir die Stidrke der Sorption an,
und der Quotient % zeigt den Grad der Nichtlinearit&dt zwischen
der Konzentration in der Losung und der Sorption an.

Bei typischen Sorptionsvorgéngen, die bei zahlreichen Untersuchun-
gen zur Sorption von Herbiziden z.B. an Bdden oder reinen Tonmine-
ralen gemessen wurden, liegen die berechneten K-Werte in der Regel
zwischen 1 und 100 und die Angaben fiir n um den Wert 1 (HAMAKER
und THOMPSON, 1972, BUTTGER, 1977).

Da der K-Wert fiir das D-Leucin beispielsweise mit 0,34 deutlich
kleiner als 1 ist, deutet sich schon an, daB die Sorption fir
diesen Fall - unabhéngig von deren Mechanismus - nur sehr schwacher
Natur ist.

Ansatz II: Berechnung des Selektivitédtskoeffizienten SK

Das selektive Verhalten eines Austauschers gegeniiber einem Ionen-

paar A-B 1&Bt sich grunds#dtzlich am einfachsten durch den empiri-

schen Selektivitdtskoeffizienten (SKA/B) ausdriicken. Er stellt den
Quotienten zwischen dem Verh#dltnis der sorbierten Kationen (s) am

Austauscher und demjenigen in der AuBenltsung (a) dar.

SKa/B =(§) s / (ﬁ)a (1)

/

Wenn der SK-Wert dieses Quotienten grtBer als 1 ist, dann besagt
dies, daB das Kation A im Vergleich zum Kation B bevorzugt sor-
biert wird., Liegt der SK-Wert unterhalb 1, so wird das Kation B

bevorzugt sorbiert. Ist SK = 1, so werden A und B gleich stark sor-
biert.
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Abb. 1
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Die Ursachen fiir das Selektionsvermdgen von Austauschern liegen
in den Eigenschaften der Kationen und der Austauscher selbst
begriindet.

Ein bekanntes Beispiel in der Bodenkunde filir eine spezifische Sorp-
tion von Kationen ist die auffallend starke Selektivit&dt bestimm-
ter I1lit-und Vermikulit-Minerale fiir K - bzw. NHA -Ionen, - ein
Phénomen -, das allgemein als K =bzw. NHA -Fixierung bezeichnet
wird.

Will man in diesen Versuchen den Selektivitédts-Koeffizienten be-
rechnen, so miissen wir die KenngréBSen der beiden Kationen Na™ und
Leucin® im sorbierten Zustand und in der LOsung messen.

Da bei diesen Sorptionsversuchen in allen F&llen zus#tzlich 0,5 ml
einer 0,1N HCl-Ldsung hinzugegeben wurden, muB zus&tzlich der An-
teil der Na'-Ionen bekannt sein, der gegen Protonen der 0,1N HC1l
in Abwesenheit des Aminos#ure-Kations ausgetauscht wird und in
der LOsungsphase mit den sorptiv gebundenen Nat-Ionen am Montmo-
rillonit im Gleichgewicht steht.

Die Ergebnisse eines solchen Vorversuches sind in der Tabelle 15
angegeben,

Tabelle 15: EinfluBl steigender Volumina an 0,1N HC1l auf den pH-Wert
und auf die Freisetzung des Na-Ions in der Gleichgewicht
Losung sowie auf die d(001)-Absténde. (Volumen: 10 ml,
200 mg Na-Montmorillonit, Schiittelzeit 5 Stunden).

Zugabe von pH am Ende pe Na/ml P val Nat d(001)- A-Wert
i

0,1N HC1 des Ver- n der pro Abstand
(m1) suches Losung am Ansatz
Ende des
Versuches (R) (R)
- 7.0 478 208, 12,09 2.59
0.2 Sel42 489 213, 11.94 2.44
0.3 4,44 495 215, 12,09 2.59
O.h 587 515 224, 12.09 2.59
0.5 3+53 523 227. 12.09 2.59
0.6 3.34 532 231, 12.18 2.68
0.7 3.16 538 234, 12.44 2,94
0.8 3.01 544 237. 12433 2.83
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Aus der Tabelle 15 geht hervor, daB ohne Zugabe von 0,1N HC1l 208
al Nat-Ionen mit dem Austauscherkomplex im Gleichgewicht stehen
und somit auch vom Montmorillonit sorbiert werden kénnen. Dieser
Wert liegt etwas hther, als der theoretisch zu berechnende Wert
von 196 ,x Val Na"', der sich fiir 200 mg Ton 1t. Kenndaten aus
Tabelle 2, S. 74 ergibt.

Dieser Unterschied kénnte dadurch bedingt sein, daB die in allen
Versuchen verwendete Tonsuspension nicht exakt 5%ig war oder beim
Pipettieren geringfiigige Fehler aufgetreten sind.

Aus der Tabelle 15 geht ferner hervor, da8 nach Zugabe von 0,5 ml
0,1N HC1 227 P Val Nat , also im Vergleich zum entsprechenden Ver-
such ohne Zugabe von 0,5 ml 0,1N HC1l offensichtlich 19 M val Na*
gegen Protonen der Salzs#dure zusHtzlich freigesetzt werden.

Zur Berechnung des Selektivitéts-Koeffizienten zwischen dem Ionen-
paar Nat und Leucin' muB korrekterweise der Anteil der Protonen 5
die aufgrund der Zugabe der 0,5 ml 0,1N HCl zu Jjedem Sorptions-
versuch einen dquivalenten Anteil der Nat-Tonen am Austauscher
verdréngen, berilicksichtigt werden.

Durch die Zugabe von 0,5 ml der o0,1N HCl-L&sung sind Jedem Versuchs-
ansatz zus#dtzlich 50 P Val Protonen beigegeben worden. Wenn also
durch die Zugabe der HCl-Ltsung im Vergleich zum entsprechenden
Kontrollversuch (keine Zugabe von 0,1N HC1l) 19 M val Nat-Ionen
mehr freigesetzt werden (siehe Tabelle 15), dann sind im Austausch
dafiir 19 M Val Protonen vom Austauscher sorbiert worden.
Mithin ktnnen wir im folgenden davon ausgehen, daB8 ohne Zugabe
der Aminos8ure am Austauscher pro Schiittelansatz Jeweils 208

Val Kationen (Summe aus Nat-Ionen und Protonen) und in der
Losung 258 ,.x Val Kationen (Na*— und H+-Ionen) vorhanden sind.

In der Tabelle 16 sind die entsprechenden p—Aquivalente fir die
Stereoisomeren des Leucin-Kations, der Na'-Ionen und der Protonen,
wie sie in der sorbierten oder in der geldsten Phase des Jeweili-
gen Schiittelansatzes gemessen bzw. berechnet wurden, aufgefiihrt.
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Dabei muB betont werden, daB die angegebenen.erquivalente fiir
die Protonen lediglich berechnet sind, und daB sie aufgrund von
Befunden aus der Literatur (HELSEN, DRIESKENS und CHAUSSIDON,
1975; KARICKHOFF und BAILEY, 1976) nicht komplett den tatsich-
lichen Gegebenheiten entsprechen miissen. Die Berechnung des
Selektivitédts-Koeffizienten zwischen dem Nat-Ion einerseits

und dem Leucin-Kation andererseits (siehe Spalte (9) in der
Tabelle 16) zeigt, daB bei allen Versuchen bis auf eine Ausnahme
beim L-Leucin (Versuch Nr.43) der SelektivitHdts-Koeffizient SK
gréBer als 1 ist, also das Na-Ion stidrker als das Leucin-Kation
sorbiert wird,

Die bevorzugte Sorption des L-Leucins gegeniiber dem D-Leucin
kommt allerdings dadurch zum Ausdruck, daB der betreffende
Selektivitdts-Koeffizient des D-Leucins Jeweils erheblich griBSer
ist als der des L-Leucins.

Aus diesem Befund kann abgeleitet werden, daB die unterschiedlich
starke Sorption der beiden Stereoisomeren des Leucins vor allem
durch einen differenziert zunehmenden Austausch mit den am Ton
bereits sorbierten Protonen bestimmt wird. Aus den Spalten (3)
und (4) der 'abelle 16 geht eindeutig hervor, daB mit Erhdhung
der Gleichgewichtskonzentration und damit verbundener zunehmender
Sorption des Leucins die Menge an sorbierten Na*-Ionen am Montmo-
rillonit ebenfalls zunimmt., Die geringfiigig hoheren pH-Werte,

die sich in den Schiittelans#tzen mit L-Leucin-Zugabe im Vergleich
zu denen mit D-Leucin-Zugabe am Ende des Sorptionsversuches ein-
stellen (siehe Tabelle 8, Spalte (3)), lassen sich dadurch erkli-
ren, daB die bereits sorbierten Protonen an der Tonoberfliche

mit den zus#tzlich sorbierten Leucin-Kationen einen Protonen-
transfer vollziehen.

Der Protonentransfer lieSe sich folgendermaBSen formulieren:
Ton - H3O+ + Leu ———— Ton - Leu-H ¥ + H,0
S ———

Zahlreiche Autoren haben sich in Jjiingster Zeit mit der Oberfli-
chenaziditét und der Ladungsdichte bei Montmorillonit befaBt



Tabelle 16:}1—Kquivalente der Stereoisomeren des Leucins und der Kationen Na' und H3O+
sorbiert bzw. geldst (Alle Angaben in 2 Val pro Schiittelansatz)

Versuchs Nr., Gleichgewichts-~ ,1 Val sorbiert }1 Val in Losung SKNa+/Leu+
stereoisomere zentration " . % + ¥ +
des Leucins (F Mol/ml) Na Leu H30 Na Leu H30
Spalte Nr.(1) (2) (3) (&) (5) (6) (7 (8) (9)
41 D-Leu 189 0.07 18.8 227 1.930 29.2 22.9
L-Leu 0.2 189 0.39 182 227 1.604 29.8 3.42
42 D-Leu 189 0.49 18.0 227 2.504 29.0 4,25
L-Leu 0.3 189 0.76 17.4 227 2.242 29.6 2.45
43 D-Leu 188 0.63 18.6 228 3.370 27.4 4,41
L-Leu 0.4 201 2.13 2.8 215 1.868 43,2 0.81
44 D-Leu 190 0.95 16.1 226 4,054 28.8 3.58
ol 0.5 204 2.27 1e7 212 24732 43,3 1.15
45 D-Leu 194 1.09 11.8 222 4,912 %242 3.93
L-Leu 0.6 206  2.41 - 210  3.592 44,0 1.46
46 D-Leu 199 1.29 6.4 217 5.706 36.6 4,05
L-Leu 0.7 207 2.45 - 209 4,548 43,0 1.83

- GLL -
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(FRENKEL, 1974; LAURA und CLOOS, 1975; STUL und MORTIER, 1974;
CLOOS, LAURA und BADOT, 1975; KARICKHOFF und BAILEY, 1976; HELSEN,
DRIESKENS und CHAUSSIDON, 1975). Daraus kann iibereinstimmend
gefolgert werden, daB die Protonisierung an der Tonoberfliéche
hdufig sehr viel griBer ist, als sie aufgrund von pH-Messungen

in Ldsungen von Tonsuspensionen abgeleitet werden kann, und daB
die Protonisierung selbstverstédndlich auch von den Eigenschaften
des Zwischenschichtkations (Polarisierbarkeit, Ionen-Radius,
Ladungsdichte) abhéngt.

Diese Zusammenhinge konnten HELSEN et al. (1975) {iberzeugend dar-
stellen, indem sie Uber die Protonisierung des Triphenylmethanols
zum korrespondierenden Carbonium-Ion an der Oberfldche von Mont-
morillonit nachwiesen, daB beispielsweise das Nat-Ton im Vergleich
zum Lit-Ion eine geringere Protonisierung entfaltete. Mithin kann
auch fiir diese Versuche nicht ausgeschlossen werden, daB ein Teil
der Protonen zumindest an der &uBeren Oberfldche des Montmorillo-
nits in sorbierter Form verblieben ist, wdhrend gleichzeitig die
Sorption des Leucin-Kations zunahm,

Ansatz ITT: Berechnungen zur Fl&chenbelegung der HuBeren Oberfliche
des Tones durch das Aminos#ure-Molekiil Leucin

Nach Angaben von GREENLAND et al. (1962) hat der Montmorillonit
eine Gesamtoberfldche von ca. 750 mz/g Ton, wdhrend die #uBere
Oberfléche, die durch Adsorption von Stickstoff gemessen wurde,
mit ca. 50 m2/g Ton angegeben wird. Uber die Angabe fiir die Ge-
samtoberfléche des Montmorillonits (750 mz/g) und seine ermittelte
Austauschkapazitit von 98 m Val/100 g Ton 1#Bt sich die spezifi-
sche Ladungsdichte berechnen.

Flir unseren Montmorillonit ergibt sich damit eine spezifische
Ladungsdichte von 1.30 D,Val

cm~*10
Das entspricht 1.30 m Val/1000 mz.

In unseren Schiittelansdtzen sind insgesamt 200 mg Na-Montmorillo-
nit eingesetzt worden.
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Die HuBere Oberfldche von 200 mg Montmorillonit sind mit 10 m2

anzugeben.

Mithin kdnnen auf dieser #uBeren Oberfliiche maximal aufgrund der
oben dargestellten Berechnung 13.0 m Val Kationen sorbiert werden.
Die insgesamt sorbierte Menge von 2.45 m Mol L-Leucin (bei der
Gleichgewichtskonzentration von 0(7}1M01/m1, siehe Tabelle 7,
S.83) hitte damit 18.8 ¢/ der #uBeren Oberfléche des Tones belegt.
Der entsprechende Wert flir das sorbierte D-Leucin (insgesamt:

1.29 p Mol) bei der Gleichgewichtskonzentration 0.7,1 Mol/ml be-
trigt jedoch nur 9.9 %.

Mit dieser Berechnung sollte lediglich gezeigt werden, mit welchem
Anteil die aktuell zu berlicksichtigende &duBere Oberflédche des Tones
an der Sorption iiberhaupt beteiligt ist.

Auch die in der Tabelle 8 mitgeteilten A-Werte, die aufgrund der
gemessenen d(001)-Absténde errechnet wurden, lassen keine Aufwei-
tung liber das MaB einer monomolekularen HZO-Schicht hinaus erken-
nen, Die d(001)-Werte stimmen mit den Werten von GEBHARDT et al.
(1970) iiberein, die das intrakristalline Quellungsverhalten des
Wyoming-Montmorillonits als Funktion von Ionen-Belag und Wasser-
dampf-Partialdruck untersuchten,

Zieht man die SchluBfolgerung aus den in den Ans&tzen I - III er-
folgten Uberlegungen, so 1l&Bt sich in Ubereinstimmung mit GILES
et al. (1960) und GREENLAND et al. (1962) folgern, daB der
Sorptionsvorgang unter diesen gegebenen Versuchsbedingungen aus-
schlieBlich durch Protonentransfer gekennzeichnet ist. Dieser
Befund stimmt auch mit den Ergebnissen von CLOOS et al. (1966)
iiberein, die in Adsorptionsuntersuchungen mit Glycin und Glycyl-
glycin den Kationen-Austausch und Protonentransfer an Na- und Ca-
Montmorillonit studierten. Sie stellten fest, daB der Austausch
von Na- und Ca-Ionen gegen das Kation der Aminos#ure nur stdchio-
metrisch war, weil die Al-Ionen, die bei dem SHureangriff aus der
Silikatschicht freigesetzt wurden, die Austauscherstellen des
Tones besetzten.
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Der Protonentransfer, der den Austausch-Prozef8 bestimmte, war
ebenfalls von einer Erhshung des pH-Wertes in der Austauscher-
15sung begleitet (siehe auch Tabelle 8, Spalte 3).

Welches nun die entscheidenden Kriterien sind, die zur stereo-
spezifisch ‘bevorzugten Sorption des L-Leucins an der Oberfléche
des Montmorillonits filhren, kann hier nicht schliissig gekl&rt
werden, zumal dieses Phénomen an Dreischicht-Tonmineralen unseres
Wissens hiermit zum ersten Mal nachgewiesen worden ist. In den
Arbeiten von DEGENS et al. (1970) und von JACKSON (1971) wird
nur die Sorption und Polymerisation von optisch aktiven Amino-
sduren an Kaolinit behandelt.

JACKSON (1971) glaubt, daB die stereospezifische Sorption des
L-Phenylalanins an den Kristallecken des Kaolinits stattfindet,
well die Oktaederschicht des Kaolinits aufgrund der Anordnung

der Sauerstoffatome, der OH-Gruppen, der Al-Atome und der unbe-
setzten Oktaederzentren enantiomorphe Strukturen entfaltet. Der
Befund, daB ein gut durchkristallisiertes Mineral des Kaolinits
(mit Ausnahme des Dickits) entweder komplett der L-Reihe oder

der D-Reihe zugeordnet werden kann, ist von BAILEY (1963) iiber-
zeugend nachgewiesen worden. Es wére fir diese Untersuchungen
denkbar, dafB die Bruchfléchen der Oktaederschicht des Montmorillo-
nits eine #hnliche stereoselektive Rolle bei der Sorption optisch
aktiver Aminos#uren spielen kdnnten, wie sie fiir die Ecken der
Oktaederschicht des Kaolinits von JACKSON (1971) postuliert
wurden.

4,3.2 Messung der stereospezifischen Sorption der in einem Race-
mat vorliegenden stereoisomeren Aminos#uren, dargestellt
an der Sorption von D, C1A-L-Leucin an Na-Montmorillonit

Auf die Notwendigkeit und Begriindung, eine Methode zu entwickeln,
die die stereospezifische Sorption der in einem racemischen Ge-
misch vorliegenden AminosHuren an Tonen zu messen gestattet,
wurde bereits in Abschnitt 3.2.2 eingegangen. Beim Vergleich

der beiden Methoden zur Bestimmung des sorbierten C14-L-Leucins
an Na-Montmorillonit (siehe Tabelle 9, Vers.Nr.28) diirfte die
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hohe Abweichung von 22 % in erster Linie darauf zuriickzufilhren
sein, daB bei der relativ niedrigen Gleichgewichtskonzentration
von 0.25 m Mol/Liter das C1A—L—Leucin nicht mehr spezifisch
stark genug markiert war, so dafB bei der C14-Messung und der
Auswertung der registrierten "peaks" der obere Bereich der
Fehlergrenze erreicht wird. Im librigen zeigen die Versuchser-
gebnisse der Tabelle 10, daB mit dieser Methode die stérkere
Sorption des C1Q-L-Leucins gegeniiber dem D-Leucin an Na-Mont-
morillonit, die beide zu Versuchsbeginn in einem echten Racemat
vorgelegen haben, sehr liberzeugend nachgewiesen werden kann,

Es sei ferner darauf verwiesen, daB8 diese Methode auch geeignet
wire, die Racematealler proteinogenen Aminos&duren in ihrem
stereospezifischen Sorptionsverhalten an Tonen in einem Arbeits-
gang zu untersuchen. Die einzige Voraussetzung dafiir wire, daB
Jjeweils eine Isomere Jeder Aminos&ure in C1h-markierter Form
vorliegt.

4,3.,3 Sorptionsversuche mit den diastereoisomeren Dipeptiden
des Leucins sowie den Dipeptiden L-Alanyl-Glycin und
D-Alanyl-Glycin an Na-Montmorillonit

Die Sorptionsversuche mit den diastereoisomeren Dipeptiden des
Leucins haben interessanterweise bestdtigt, daB8 offensichtlich
die spezifische L-Konfiguration mit der das Dipeptid beginnen-
den freien cA-Aminogruppe des L-Leucins an dem stereospezifi-
schen Sorptionsvorgang entscheidend beteiligt ist.

Zwischenbemerkung:

Bei der treffenden Bezeichnung eines Peptids oder Polypeptids
enden bekanntlich die in der Peptidkette startende AminosHure
und alle ihr folgenden Aminos#uren mit der Endsilbe -cyl. Le-
diglich die letzte Aminos#dure des Peptidverbandes wird mit der
Endsilbe ihres Namens ausgeschrieben.

Das Tetrapeptid des Glycins lautet beispielsweise:

glycyl - glycyl - glycyl - glycin.
Lt. Nomenklaturvorschrift (IUPAC - IUP, 1972) liegt - nach der
oben angegebenen Schreibweise - die Aminogruppe der jeweils am
Anfang des Peptids stehenden Aminos#ure in freier Form vor und

ihre Carboxyl-Gruppe ist an der ersten Peptidbindung mit der
Aminogruppe der n#chst folgenden Aminos#dure beteiligt. Das



- 120 -

Zwitterion des Dipeptids L-Leucyl-L-Leucin, mit dem auch in
diesen Versuchen gearbeitet wurde, kann folgendermaSen for-
muliert werden (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Strukturformel des L-Leucyl-L-Leucins

H3C_ CH
HC HEC
| _
S o H2CI
O Nt b|1——c|—coo°
H A M !

L-Leucyl-L-Leucin

Aufgrund der Untersuchungen mit dem L- und D-Leucin an Na-Montmo-
rillonit (siehe Abschnitt 3.2.1) war zu erwarten, daB sich die
stereoisomeren Dipeptide L-Leucyl-L-Leucin und D-Leucyl-D-Leucin
in der Sorption an Na-Montmorillonit &hnlich verhalten. Das hat
sich mit diesen Versuchen voll bestdtigt (siehe Tabellen 11, 12,
13, 14 und 2). DaB sich hingegen die diastereoisomeren Dipeptide
D-Leucyl-L-Leucin und L-Leucyl-D-Leucin (siehe Tabelle 14) unter-
einander ebenfalls in ihrer Sorption an Na-Montmorillonit hoch sig-
nifikant unterscheiden, war von vornherein nicht zu erwarten. Die-
ser Befund weist sehr eindrucksvoll darauf hin, daB die in der
L-Konfiguration im sauren Bereich als Kation dissoziierte Amino-
gruppe des Dipeptids L-Leucyl-D-Leucin maBgeblich an der stereo-
spezifischen Sorption beteiligt sein muB3, wdhrend die in der D-
Konfiguration als Kation dissoziierte Aminogruppe des Dipeptids
D-Leucyl-L-Leucin offensichtlich aus sterischen Griinden in sehr
viel schwicherem MaBe dazu befidhigt ist.
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Als interessant bleibt zu vermerken, daB8 die beiden Dipeptide L-
Leucyl-L-Leucin und D-Leucyl-D-Leucin sich bei beiden Konzentra-
tionsbereichen in ihrem Sorptionsvermdgen nicht voneinander unter-
scheiden.

Zur Klidrung dfeser Frage konnte vielleicht die neuerdings von
RAUPACH und JANIK (1976) verwendete ATR-Methode (polarisiertes
Infrarotlicht in Verbindung mit geddmpfter totaler Reflexion,
engl.: attenmated total reflectance) beitragen, da man damit
offensichtlich gute Aussagen zur molekularen Orientierung der
sorbierten Molekiile auf der Tonoberfliche treffen kann.

DaB bei den beiden stereoisomeren Dipeptiden L-Alanyl-Glycin

und D-Alanyl-Glycin keine Unterschiede in der Sorption an Na-
Montmorillonit vorliegen, kbnnte damit begriindet werden, daB das
Glycin kein optisch aktives ol -C-Atom besitzt und somit fiir das
Dipeptid bei beiden Stereoisomeren eine gleich giinstige Attachierung
zur Tonoberfldche moglich ist.

5. Zusammenfassende Diskussion der in den Teilen I und II
dieser Arbeit mitgeteilten Ergebnisse

Die in Teil I, Abschnitt 4 zum Vorkommen von D-Aminos#uren in
Bdden und in Teil II, Abschnitt 3 zum stereospezifischen Sorptions-
verhalten einiger D-Aminos&duren an Montmorillonit mitgeteilten
Ergebnisse lassen erkennen, daB den D-Aminosduren im Boden m&gli-
cherweise eine groBe Skologische Bedeutung zukommt., Die stereo-
spezifisch bevorzugte Sorption des L-Leucins gegeniiber dem D-Leucin
an Na-Montmorillonit und das in der Tendenz #hnliche Verhalten des
L-Lysins im Vergleich zum D-Lysin an Ca-Montmorillonit lassen ver-
muten, daB die D-Aminos#uren im Boden allein aufgrund der ungiin-
stigen Sorptionsbedingungen an den Tonmineralen von der Mikroflora
schneller als die L-Aminos#uren metabolisiert werden.

Im Einklang mit anderen Arbeiten, die sich mit der Entstehung

des Lebens und dem ausschlieBlichen Vorkommen der L-Aminos#duren
in den Proteinen der Lebenwesen auf der Erde befassen (siehe u.a.:
PAECHT-HOROWITZ et al., 1970; BERNAL, 1951; WALD, 1957; DEGENS
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und MATHEJA, 1968, ORO, et al., 1974), hat sich damit erwiesen,
daB der Boden als sehr komplexes System offensichtlich nur klei-
ne dkologische Nischen bereit h#lt, die die Existenz der unnatiir-
lich konfigurierten D-Aminosduren garantiert.

Mit dem Befund der bevorzugten Sorption des L-Leucins gegeniiber
dem D-Leucin an Na-Montmorillonit ist ein weiterer Hinweis dafiir
erbracht worden, daB mdglicherweise die Oberfléchen der Tonmine-
rale beim EntwicklungsprozeB des Lebens auf der Erde einen ent-
scheidenden EinfluB ausiibten, indem sie als Katalysatoren mit
optisch aktiven Oberflichen die Synthese von Peptiden und Eiweiflen,
die sich ausschlieBlich aus L-Aminosduren zusammensetzten, beglin-
stigten.

6. Zusammenfassung

Die Sorptionsversuche wurden mit dem D- bzw. L-Isomeren des Leucins
des Lysins und der GlutaminsBure an mit Ca- oder Na-Ionen belegtem
Montmorillonit (Upton Wyoming Nr.25) bei unterschiedlichen pH-
Werten durchgefiihrt.

Die Sorption der betreffenden Aminosiure wird mit Hilfe eines au-
tomatischen Aminosﬁurg-Analysators gemessen, indem die Konzentra-
tion der Aminos8ure am Ende des Sorptionsversuches in einem ali-
quoten Volumen der zentrifugierten Tonsuspensionsl8sung im Ver-
gleich zu der Konzentration der Aminosdure in der L&sung eines
entsprechenden Standardgefifies bestimmt wird. Damit wird eine
Nachweisempfindlichkeit erreicht, die die Sorptionsmenge der
Aminosdure im Nanomol-Bereich anzugeben erlaubt.

Die Sorptionsversuche mit den Stereoisomeren des Leucins an Na-
Montmorillonit und den Stereoisomeren des Lysins an Ca-Montmoril-
lonit haben eindeutig eine stereospezifisch bevorzugte Sorption
der L-Isomeren gegenilber den D-Isomeren angezeigt. Beispielsweise
wurden bei einer @leichgewichtskonzentration von Bolug Aminos&ure/
ml etwa 1500 1e L-Leucin und nur 800 pe D-Leucin pro g Na- Mont-
morillonit sorbiert.
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Die registrierte stereospezifisch stédrkere Sorption des L-Leucins
gegeniiber dem D-Leucin an Na-Montmorillonit wurde besonders ein-
gehend untersucht und diskutiert.

Mit Hilfe der Berechnung der Faktoren K und n
aus der FREUNDLICH-Gleichung zur Beschreibung des
Sorptionsvorganges,

mit Hilfe der Berechnung des Selektivitéts-
koeffizienten SK fiir das Ionenpaar Nat
und Leu’ und

mit Hilfe der Berechnung zur aktuellen
Fldchenbelegung der #uBeren Oberfliche des
Tones durch das Leucin-Molekiil

wurde der Nachweis erbracht, daB der Sorptionsvorgang unter den vor-
gegebenen Versuchsbedingungen ausschlieBlich durch Protonen-
transfer gekennzeichnet ist.

Die stereospezifisch stérkere Sorption der L-Isomere im Vergleich
zu der der D-Isomere einer Aminosiure kiénnte von den Bruchfléchen
der Oktaeder-Schichten des Montmorillonits aufgrund besonderer
rdumlicher Strukturen (optisch aktive Oberflichen) selektiv ge-
steuert werden.

Die stereospezifisch stédrkere Sorption einer L-Aminos&dure im
Vergleich zu der korrespondierenden D-Aminos&ure an Montmorillo-
nit ist unseres Wissens erstmals nachgewiesen worden.

Weiterfilhrende Sorptionsversuche mit den diastereoisomeren Di-
peptiden des Leucins an Na-Montmorillonit haben eindeutig ge-
zeigt, daB immer dann die griBte Menge an Dipeptid sorbiert
wurde, wenn die freie o.-Aminogruppe des Dipeptids Leucyl-
Leucin in der L-Konfiguration vorliegt.

Hingegen konnte fiir die beiden Dipeptide L-Leucyl-L-Leucin und
D-Leucyl-D-Leucin kein signifikanter Unterschied in der Sorption
an Na-Montmorillonit gemessen werden.

Auch die beiden stereoisomeren Dipeptide L-Alanyl-Glycin und
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D-Alanyl-Glycin zeigten kein signifikant unterschiedliches
Sorptionsvermdgen an Na-Montmorillonit.

SchlieBlich wurde eine neue Methode entwickelt, mit der die
stereospezifische Sorption der in einem Racemat vorliegenden
optischen Antipoden einer (oder mehrerer) Aminos#iure(n) an
Tonmineralen bestimmt werden kann.
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