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Look at me friend!

| come to ask for your dress.

You have come to take pity on us,

for there is nothing for which you cannot be used,
because it is your way that there is nothing

for which we cannot use you,

for you arereally willing to give us your dress.

| come to beg you for this, Long Live Maker,

for 1 am going to make a basket for lilly roots out of you.

Gebet der Kwakiutl-Indianer der Pazifikkiste Kanadas vor der Ernte von
Zedernbast (Ubersetzt, Stewart, 1984)
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1 EINLEITUNG

1.1 Die Ultrastr uktur von Holz

Holz wird aus den Naturstoffen Lignin, Hemicellulose und Cellulose aufgebaut. Alle drei
Stoffe bestehen aus den Elementen Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff, doch
unterscheiden sie sich sehr in ihrer molekularen Organisation. Lignin entsteht as ein
dreidimensionales Netzwerk durch radikalische Polymerisation aus den Phenylpropanolen
Coniferylalkohol, Sinapylalkohol und Cumarylalkohol (Abb.1). Der relative Antel der
verschiedenen Phenylpropanole variiert stark zwischen verschiedenen Pflanzengruppen.
Laubholzlignin weist einen weit htheren Sinapylanteil auf als Nadelholzlignin, das fast
ausschliefdlich aus Coniferylalkohol aufgebaut wird. Das Lignin in der verholzten Zellwand
der Gréser ist durch einen hohen Cumarylanteil charakterisiert.

Hemicellulose ist ein heterogenes Gemisch aus Polysacchariden. Grundbausteine sind
Pentosane (Xylose, Arabinose) und Hexosane (Glucose, Galactose, Fucose, Mannose), die
zu kurzen, teilweise verzweigten Ketten verkniipft werden.

Cellulosemolekile sind in Fibrillen organisiert, die sich aus unverzweigten 1,4-b-Glucan-
Ketten zusammensetzen. Intramolekulare und intermolekulare Wasserstoffbriicken sorgen
fur eine dichte Packung und parallele Ausrichtung der Glucanketten in den Fibrillen, die in
kristallinen Bereichen die hochste Ordnung der Cellulose zeigen. Auf mindestens vier
Konstruktionsebenen sind die Cellulosefibrillen zu Fasern verdrillt.
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Abbildung 1

Die Phenylpropanol-Grundbausteine des Lignins p-Cumarylalkohol (1), Coniferylalkohol (11) und
Sinapylalkohol (l11)



Erst die Anordnung und Verknipfung der drei Bestandteile Lignin, Hemicellulose und
Cellulose auf der Ebene der Ultrastruktur der verholzten Zellwand verleihen Holz die
besondere mechanische Stahilitét, die Landpflanzen ihr Hohenwachstum ermdglicht. Hohe
Druckfestigkeit wird durch die amorphe, harte Matrix aus Lignin gewahrleistet, wahrend die
Zugfestigkeit auf die in der Matrix eingebetteten elastischen Cellulosefasern zuriickzufiihren
ist (Abb.2). Da Lignin und Cellulose in der Natur wahrscheinlich keine Bindungen
eingehen, ist im Verbundstoff "Zellwand" auRerdem noch ein Kontaktvermittler zwischen
Faser und Matrix notig. Diese Aufgabe wird geméld zahlreichen Modellen dem
Hemicellulose-Anteil der verholzten Zellwand zugeschrieben (vgl. Fengel und Wegener,
1989). Eine kovalente Bindung von Lignin mit Hemicellulosen, vor allem mit Arabinose,
Xylose und Galactose in Holz ist belegt (Eriksson et al., 1980, Koshijima et al., 1989). Es
wird angenommen, dass diese Bindung nach Aktivierung des Lignins zu Oligolignol-
Chinonmethiden zustandekommt (Higuchi, 1997). Zwischen Hemicellulose und Cellulose
sorgen Wasserstoffbriicken fir eine stabile Bindung. Nach neuesten Erkenntissen wird eine
Aufgabenteilung vorgeschlagen, derzufolge xylanhaltige Hemicellulose vor allem mit Lignin
assoziiert ist und glucomannanhaltige Hemicellulose fiir den stabilen Kontakt zur Cellulose
verantwortlich ist (Salmen und Olsson, 1998).

Das von der Natur fur verholzte Gewebe entwickelte und bewdhrte Prinzip des
Verbundstoffes von Fasern und Matrix ist inzwischen von der Technik erfolgreich adaptiert

worden. Stahlbeton, Glasfaser- und Karbonfaser-Kunstoffe folgen diesem Bauprinzip.
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Abbildung 2
Die Ultrastruktur der verholzten Zellwand (veréndert nach Raven et al., 1988, Fengel und Wegener, 1989)



1.2 DieLignifizierung auf Zellniveau, Nutzen von Holzfasern in Natur und
Technik

Die lignifizierte Zellwand ist ein Sekretionsprodukt des Symplasten. Wahrend des
Wachstums der Zellwand scheidet die lebende Zelle Uber das Plasmaemma
Cellulosefibrillen, Hemicellulose und Vorléaufer der Ligninmatrix aus. Die Cellulosefibrillen
werden bel schichtweise wechselnder Orientierung auf die Mittellamelle aufgetragen
(Apposition). Die monomeren Ligninbausteine werden zunéchst extrazellulér enzymatisch
zu Radikalen aktiviert, die anschlief3end spontan zum Ligninmakromolekil polymerisieren.
Die Resonanzstabiliserung des monomeren Radikals erlaubt dabel sehr viele verschiedene
Verknipfungen zur wachsenden Ligninmatrix. Weil Lignin bevorzugt in den Poren
zwischen den Cellulosefibrillen polymerisiert, wird dieser Prozess Inkrustierung oder
Intussuszeption genannt (Mohr und Schopfer, 1992).

Die Volumenzunahme der Zellwand ist nur moglich bel gleichzeitiger Rickbildung des
Zellsackes bis hin zum geplanten Zelltod nach Abschluss der Lignifizierung. Im Holz der
Gymnospermen und Dikotylen geht damit eine Differenzierung der Zellen einher, an deren
Ende spezialiserte Zellen stehen, die dem gesamten Organismus Stabilitdt verleihen und
tellweise die Aufgabe des Wasserferntransportes Ubernehmen. Den grofdten Antell am
Volumen und am Gewicht des Holzes bilden die Zellwénde abgestorbener Zellen mit
faserartigem Charakter (Wagenfihr, 1984). Uber die gemeinsame Mittellamelle sind
benachbarte Faserzellen von ihrer Entstehung an sehr fest verbunden. Wahrend der
Lignifizierung wird in der Mittellamelle mehr Lignin eingelagert als in jedem anderen
Bereich der Zellwand (Donaldson, 1985b). Mit verschiedenen Methoden wurde ein
Ligningehalt in der Mittellamelle von 50-100% gemessen (Fergus et al., 1969, Saka und
Thomas, 1982, Westermark et al., 1988). Auf einer hoheren Konstruktionsebene ist hier
wiederum das biologische Prinzip des Verbundstoffes aus elastischer zugfester Faser
(Faserzelle) und harter amorpher Matrix (ligninreicher Mittellamelle)  verwirklicht.
Zusatzlich verleiht die Impragnierung mit Lignin der Zellwand eine geringere Benetzbarkeit
und erleichtert so den Wasserferntransport.

Die natrlichen Fasern im Holz werden vom Menschen auf vielféltige Weise genutzt. Die
Holzfasern missen jedoch zuvor mit technisch aufwendigen Methoden voneinander getrennt
werden. Fir die Bereitstellung von Faserstoff fur die Faserplattenindustrie werden im

Thermomechanischen Pulping (TMP) hoher Druck, hohe Temperaturen und Scherkréfte



eingesetzt, um das Mittellamellen-Lignin zu verflissigen und die Holzfasern voneinander zu
trennen. Fir die Produktion von Zellstoff, einem wichtigen Rohstoff der Papierindustrie,
werden in verschiedenen Verfahren starke Sauren, mineralische Zusétze oder organische
Losungsmittel zusammen mit hohen Temperaturen zur Trennung und zur moglichst
vollsténdigen Delignifizierung der Holzfasern eingesetzt. Die Fasern verlieren bei der

Ddlignifizierung zwar ihre Druckfestigkeit, ihre Zugfestigkeit bleibt jedoch erhalten.

1.3 Dédlignifizierung der verholzten Zellwand durch Faulepilze

Lignin ist nicht nur mechanisch ein dul3erst stabiles Polymer, es ist auch chemisch und
biologisch nur schwer abbaubar. Well es die kohlenhydrathaltigen Bestandteile der Zellwand
umschliefdt, ist es fur die Langlebigkeit verholzter Pflanzenteile verantwortlich. Es ist kein
Bakterium und auch keine Pflanze oder Tier bekannt, das Lignin abbauen kann. Schon frih
wurden von Willkomm (1866) jedoch in der Klasse der Basidiomyceten Pilze identifiziert,
die bevorzugt lignifiziertes Gewebe befallen und abbauen. Von Hubert (1924) stammt die
Unterteilung holzabbauender Pilze in Weil¥faulepilze und Braunfaulepilze wegen der Farbe
des befallenen Holzes. Lignin ist aufgrund seiner aromatischen Untereinheiten ein
braunlicher Farbstoff, wahrend Cellulose und Hemicellulose farblos sind. Eine Farbéanderung
waéhrend des fortschreitenden Abbaues spiegelt daher eine Veranderung der relativen
Verhdltnisse der Zellwandkomponenten wider: Einer Entfarbung des zuvor gelblich-
braunlichen Holzes entspricht ein bevorzugter Abbau des Lignins. Einer Braunférbung
entspricht eine Einlagerung von Pigmenten und Anreicherung des Lignins nach Cellulose-
und Hemicelluloseabbau. Chemische Untersuchungen pilzinfizierten Holzes rechtfertigten
diese Einteilung (Falck, 1926).

Mittlerweile liegen zahlreiche Beschreibungen des Holzabbaues durch Weil3- und
Braunféulepilze von Forschergruppen aus der ganzen Welt vor (zusammengefasst von Levy,
1987, Blanchette, 1991, Blanchette, 1994, Green und Highley, 1997). Aufgrund vieler
chemischer und mikroskopischer Untersuchungen werden bel Weildfaulepilzen zwei
Abbaustrategien unterschieden: Der einen Strategie zufolge bauen die Pilze gleichzeitig
Lignin und Kohlenhydrate in der verholzten Zellwand ab (smultane Weil¥faule), nach der

anderen erfolgt zunéchst ein bevorzugter Abbau des Lignins und erst in spéteren Stadien



ein Kohlenhydratabbau (selektive Weil¥faule). Allerdings ist eine strikte Zuordnung fur
jeden Waeildfaulepilz nicht moglich. Die bevorzugte Strategie ist unter anderem von den
Kulturbedingungen wie Wirtsgewebe und Nahrstoffzusitzen oder von der Dauer der
Infektion abhéngig (Ander und Eriksson, 1977). Auch kdnnen Bereiche selektiver und
smultaner Delignifizierung durch denselben Pilz direkt nebeneinander im Wirtsgewebe
auftreten. Dieses Phanomen wurde schon im vergangenen Jarhundert von Hartig (1878)
beschrieben, wobei er allerdings noch nicht die heutige Terminologie benutzte.

Die Besonderheit der Weil3faulepilze ist ihre Fahigkeit zur Produktion von extrazelluléren
Enzymen, deren Beteiligung beim Abbau von Lignin oder Ligninmodelsubstanzen
nachgewiesen werden konnte (zusammengefasst bel Ruel et al., 1994, Joseleau et al., 1994).
Bisher wurden drel dieser Enzyme isoliert und ndher charakterisiert. Aus Kulturen des
Weil¥faulepilzes Phanerochaete chrysosporium wurde eine Peroxidase gewonnen, die in
relativ unspezifischer Reaktion Seitenketten und Benzolringe von Ligninmodellsubstanzen
oxidiert (Tien und Kirk, 1983, Glenn et a., 1983). Ein Merkmal dieser Peroxidase, die den
Namen Ligninperoxidase erhielt, ist, dass se monomere Aromaten als Radikal-Carrier zur
Oxidation von Phenolen benétigt (Kersten et al., 1985). Die Ligninperoxidase ist ein Ham-
Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 41 kDa. Eine andere hamhaltige Peroxidase
aus Weil¥faulepilzen benttigt zur Oxidation von phenolischen Modellsubstanzen die

Anwesenheit von Mangan-11 und H,O,. Diese Manganperoxidase oxidiert zunachst Mn-I1

zu Mn-111; das Mn-I11 diffundiert im Komplex mit einer organischen Séure daraufhin vom
Enzym ab und oxidiert seinerseits das phenolische Substrat (Glenn und Gold, 1985). Als
drittes Enzym wurde in Kulturen vieer Weil¥faulepilze eine sauerstoffabhangige
kupferhaltige Polyphenoloxidase (Laccase) nachgewiesen (Reinhammar, 1984). Auch sie
katalysiert wahrscheinlich wie Manganperoxidase nur indirekt die Oxidation von
phenolischen und nicht-phenolischen Aromaten, indem sie Radikal-Kationen erzeugt, die in
nicht-enzymatischer Reaktion Aromaten oxidieren (Kersten et a., 1990).

Von Braunféulepilzen wurde lange Zeit angenommen, dass sie nicht in der Lage sind,
polymerisiertes Zellwandlignin zu metabolisieren. Mittlerweile mehren sich aber die
Anzeichen dafir, dass zumindest manche Vertreter dieser Gruppe Veranderungen am
Gerist bewirken konnen. Beispielsweise konnte Schmidt (1994) eine Demethylierung von

Lignin durch Braunféule nachweisen. In vitro gelang bisher auch schon der Nachweis fir



die Mineraliserung von dehydropolymerem Lignin (DHP-Lignin) (Haider und Trojanowski,
1980) und pulverisiertem Kraft-Lignin (Milstein et a., 1992). Der Bewels fur ene
tatsachliche Délignifizierung von gewachsenem Holz durch Braunféaulepilze steht allerdings

noch aus.

1.4 Biotechnologie des Ligninsund Ligninstoffwechsels

1.4.1 Ligninolytische Enzyme

Schon bald nach ihrer Entdeckung wurden ligninolytische Enzyme aus Weil3faulepilzen auf
ihre Einsetzbarkeit bel der biotechnologischen Delignifizierung von Faserstoff hin
untersucht (vgl. Eriksson et al., 1990, Messner und Srebotnik, 1994, Kerem und Hadar,
1998). Grol3es Interesse an einem schonend und kostengiinstig delignifizierten Faserstoff
besteht sowohl in der Zellstoff- und Papierindustrie als in der Landwirtschaft, die hofft, sich
auf diese Weise bisher unzugangliche Kohlenhydratreserven in Fasern einjahriger Pflanzen
als Futtermittel zu erschlieen. In zahlreichen verschiedenen Ansdtzen wurden
lignocellulosehaltige Rohstoffe und Zwischenprodukte des Faseraufschlusses entweder
direkt mit selektierten Pilzstammen inkubiert oder mit zellfreilen Enzymextrakten behandelt.
Als Ergebnis war in den meisten Féllen eine Abnahme des Ligningehaltes des Fasermaterials
zu beobachten. Eine Vorbehandlung von Weizenstroh mit dem Weil¥féaulepilz Lentinula
edodes ermoglichte zusétzlich eine Reduzierung des Energieeinsatzes beim Faseraufschluss
um 50% bel verbesserten Fasereigenschaften des Endproduktes (Sermanini et al., 1994).
Durch vorherige Inkubation mit dem Weil3faulepilz Ceriporiopsis subvermispora konnten
dhnliche Ergebnisse auch beim Aufschluss von Pappel- und Kiefernhackschnitzeln erzielt
werden (Akhtar et al., 1992). Die Vorbehandlung von Hackschnitzeln mit Weil3faule- und
Braunféulepilzen fur die Produktion Mitteldichter Faserplatten (MDF) sparte nicht nur
Energie beim Faseraufschluss, sondern ermoglichte ferner eine Reduktion des
Bindemitteleinsatzes ohne Qualitétseinbul3en des Endproduktes (Wagenfihr, 1988, I.
Korner, 1990, S. Korner, 1990).

Der Einsatz pilzlicher ligninolytischer Enzyme, aber auch von Cellulasen und Xylanasen als

Erganzung oder Ersatz konventioneller Faserbehandlungsmethoden hat sich inzwischen



unter den Namen Biopulping und Biobleaching in Wissenschaft und Technik fest etabliert.
Mittlerweile wurden auch Verfahren entwickelt, die es ermdglichen, ligninolytische Enzyme
von Weil¥faulepilzen in technisch nutzbaren Mengen produzieren zu lassen (Huttermann et
al., 1990).

Ligninolytische Enzyme konnen auflerdem erfolgreich bel der Klarung ligninhaltiger
Abwasser von Zellstoff-Fabriken eingesetzt werden (Ek und Eriksson, 1980). Wegen ihrer
tellweise geringen Substratspezifitét eignen sich diese Enzyme aber auch zum Abbau
ahnlicher Aromaten, deren Entsorgung in anderen Bereichen ein Problem darstellt. Viele
Forschergruppen untersuchen derzeit die Verwendung von ligninolytischen Enzymen beim
biotechnologischen Abbau (Bioremediation) von Polyzyklischen Kohlenwasserstoffen
(PAK), Polychlorierten Biphenylen (PCB) und weiteren ghnlichen Giftstoffen in Abluft und
kontaminierten Boden (vgl. Huttermann und Majcherczyk, 1998).

Enzyme des Ligninstoffwechsels der Weil¥faulepilze erwiesen sich nicht nur beim Abbau
von phenolischen Stoffen als geeignete Werkzeuge, sie vermochten auch auspolymerisiertes
Lignin auf Faseroberflachen wieder zu reaktivieren (Kharazipour et al., 1991, Yamaguchi et
a., 1992). Thermomechanischer Faserstoff (TMP) konnte nach Inkubation mit Laccase
oder Peroxidase ohne Zugabe weiterer Bindemittel zu Mitteldichten Faserplatten verpresst
werden, deren mechanische Stabilitdt weit Uber derjenigen von unbehandelten
bindemittelfreien Kontrollen lag (Kharazipour et al., 1997, Kharazipour et a., 1998). Die

Ultrastruktur dieser neuen Faser-Faser-Bindung wurde bisher noch nicht untersucht.

1.4.2 Lignin, vom Abfallstoff zum Rohstoff

Lignin ist nach Cellulose der zweithdufigste Naturstoff der Biosphére, die Jahresproduktion
wird weltweit auf 20 Mrd. t geschétzt (Little, 1991). Bemerkenswerter-weise vermochte
der Mensch bis vor kurzem nicht, diesen Naturstoff in seiner isolierten Form zu nutzen.
Wahrscheinlich liegt darin auch der Grund dafir, dass Lignin in der Bevdlkerung im
Gegensatz zu Cellulose oder Zellstoff unbekannt ist und auch die deutsche Spache dafur
kein eigenes Wort geprédgt hat. Wéahrend Cellulose aus schwach-lignifizierten oder
delignifizierten Pflanzenfasern schon lange als Futtermittel fir Wiederk&uer und als Rohstoff

fur die Papier-, Faser- und Kunstfaserindustrie in grofem Mal3e verwendet wird,



stellte Lignin, das im Abwasser von Zellstoff-Fabriken in grofRen Mengen anfdlt, sogar
lange Zeit ein Entsorgungsproblem dar. Der Ausstol3 der Zdllstoffindustrie an technischem
Lignin beléuft sich auf jahrlich etwa 20 Mio. t Kraft-Lignin aus dem Sulfatverfahren und
etwa 10 Mio. t Ligninsulfonat aus dem Sulfitverfahren, wovon nur etwa 6% industriell
weiterverarbeitet werden (Little, 1991). Beispielsweise wird Sinapyl-Lignin in kleinen
Mengen zur Synthese des Aromastoffs Vanilin eingesetzt. Mittlerweile wird wenigstens die
Energie, die im Ligninmolekul gespeichert ist, beim Verbrennen der angedickten Ablaugen
in Zellstoffwerken thermisch genutzt.

Auf der Suche nach einer sinnvollen Verwendungsmaoglichkeit fur diesen ungenutzten,
billigen Naturstoff waren es Pedersen und Rasmussen (1962), die zuerst versuchten, Lignin
dort einzusetzen, wo es auch in der Natur seine wichtigste Funktion wahrnimmt, namlich als
Bindemittel zwischen Fasern oder Partikeln. Sie entwickelten ein Verfahren, das
Sulfitablauge als Kleber in Spanplatten verwendete. Wegen der erforderlichen teuren
Nachbehandlung der Spanplatten (Tempern) konnte sich dieses Verfahren jedoch nicht
dauerhaft in der Praxis etablieren. Nimz und Mitarbeiter (1972) waren die ersten
Wissenschaftler, die Peroxidasen einsetzten, um Sulfitablaugen-Lignin auf Holzwerkstoffen
erneut zu reaktivieren, bevor es in neuen Gefligen verpresst wurde. Sicherheitsbedenken

wegen des Einsatzes von H,O, und die eingeschrankte Verfligbarkeit von Peroxidase

begrenzten jedoch die technische Umsetzung dieses Verfahrens. Roffael und Rauch (1971,
1974) konnten durch mineralisches Umsalzen von Calcium-Ligninsulfonat zu Natrium- und
Ammonium-Ligninsulfonat aus Sulfitablaugen ein Bindemittel gewinnen, das als
preisgunstige Zugabe in einem Anteil von bis zu 30% zu Phenol-Formaldehyd-Kunstharz
ohne gravierende Qualitatseinbul3en beigemischt werden kann. Ammonium-Ligninsulfonat
wird mittlerweile von mehreren industriellen Herstellern Harnstoff-Formaldehyd-
Kunstharzen zugesetzt. Auch Schwarzlauge, das Kraft-Lignin-haltige "Abfallprodukt” des
Sulfatverfahrens, kann wenigstens als Zugabe zu Phenol-Formaldehyd-Kunstharz technisch
genutzt werden (Pecina et al., 1991). Die Unlddlichkeit von Kraft-Lignin in Wasser und die
Reaktionstragheit technischer Lignine erschweren ihre Verarbeitung in neuen Werkstoffen
alerdings in solchem Mal3e, dass bisher noch keine grofdtechnische Applikation fur
Ligninablaugen entwickelt wurde,

Neuerdings stehen mit den ligninolytischen Enzymen der Weil¥faulepilze jedoch Werkzeuge

zur Verfigung, die es erlauben, ohne teuren Energiee und Chemikalieneinsatz



das Kohlenstoffgrundgerist des reaktionstragen Lignins zu manipulieren und neuen
Stoffkreidaufen zuzufihren. Eine Einsatzmoglichkeit bietet sich beispielsweise bei der
Entwicklung neuer biologisch-abbaubarer Verpackungsmaterialien auf der Bass
nachwachsender Rohstoffe. Dieses aktuelle Forschungsgebiet sucht nach Methoden, stérke-
oder zellstoffhaltige Werkstoffen durch Imprégnierung mit Lignin eine bessere
Nassfestigkeit zu verleihen (Baumberger et al., 1997). Erste Versuche, dafir ligninolytische
Enzyme von Weil3faulepilzen zusammen mit Ligninsulfonat und Kraft-Lignin einzusetzen,
erzielten vielversprechende Ergebnisse (Huttermann et a., 1998, Schréter, 1998). Die
anatomische Struktur dieser neuen Werkstoffe, speziell die Ligninvertellung in den
Kontaktzonen kinstlicher Geflige, ist noch weitgehend unbekannt. Ihre Aufkldrung kann
maoglicherweise einen wichtigen Beitrag zum Verstandis der molekularen Prozesse leisten,

die auf einer htheren Ebene den Werkstoff mit neuen Eigenschaften ausstatten.

1.5 Isolierung und Nachweis von Lignin

1.5.1 Ubersicht tiber Ligninnachweismethoden

Zur Lokaliserung von Lignin und zur Beschreilbung seiner Bindungsverhdltnisse in der
Ultrastruktur der Holzfasern, bel der biologischen, technischen und biotechnologischen
Ddlignifizierung und in neuartigen ligninhaltigen Werkstoffen sind stets spezifische
Nachweismethoden fir Lignin erforderlich. Am schnellsten ist der mikroskopische
Nachweis von Lignin nach selektiver Anfarbung. Mehr als 150 Farbreaktionen sind von
Lignin bekannt (Nakano und Meshitsuka, 1992). Am bekanntesten ist die Rotfarbung
lignifizierter Gewebe mit salzsaurem Phloroglucinol (Wiesner Reaktion), die schon lange
auf molekularem Niveau aufgeklart ist (Adler et a., 1948). Die Transmissons
Elektronenmikroskopie nutzt bevorzugt die Reaktion von Lignin mit Kaliumpermanganat
(Bland et al., 1971), um Lignin in Schnitten zu kontrastieren. Die erhthte Absorption von
Elektronen bietet jedoch nur ein unzureichendes Mal3 fur die Quantifizierung von Lignin.

Zur Bestimmung der GrofRe und Menge von Lignin und seiner intramolekularen und

intermolekularen Verknlpfung hat die chemische Analytik eine Vielzanl an Methoden



entwickelt (vgl. Lin und Dence, 1992). Apparativ aufwendige Analysen wie Kernspin-
Resonanz (NMR), Elektronenspin-Resonanz (ESR), Ultraviolett-Spektrophotometrie,
Fourier-Transformations-1nfrarot-Spektroskopie (FTIR), Raman-Spektroskopie, Gas
Chromatographie-Massen-Spektrometrie (GC-MS), Matrixassisierte Laser-Deionisierungs
Massenspektroskopie (MALDI) oder Hochdruck-Flissigkeits-Chromatographie (HPLC)
konnten ebenso wichtige Informationen liefern wie die gravimetrische Bestimmung
saureunldgdlichen  Lignins  (Klason-Lignin) nach vollstdndiger Hydrolyse jeglicher
Kohlenhydrate. Keine dieser Messmethoden ist allerdings geeignet, natives Lignin im
gewachsenen oder zusammengefiigten Gewebeverband zu beschreiben, denn Lignin muss
zuvor jewells isoliert werden. Die Isolierung fuhrt aufgrund der stabilen Verbindung der
Ligninuntereinheiten untereinander und zu Bindungspartnern stets zu einer Veranderung
oder Verunreinigung des Lignins. Drei mikroskopische Messmethoden sind jedoch bekannt,
die Lignin in situ identifizieren und quantifizieren konnen. Diese drei Methoden werden im
folgenden eingehender beschrieben.

1.5.2 UV-Mikroskopie

Lange (1954) nutzte erstmalig die Absorption von Lignin in Querschnitten wvon
Fichtentracheiden, um den Ligningehalt in verschiedenen Zellwandschichten zu bestimmen.
Er wertete dazu UV-Mikrofotografien densitometrisch aus, die bei 280 nm aufgenommen
wurden. In der folgenden Zeit wurde diese Methode von der Arbeitsgruppe um Goring
noch verbessert und fur eine Vielzahl quantitativer Ligninuntersuchungen in Holz eingesetzt
(Scott et a., 1969, Fergus et al., 1969, Fergus und Goring, 1970). Fukazawa und
Mitarbeiter modifizierten die Methode, indem sie die Densitometrie durch elektronische
Bild-Analyse-Systeme ersetzten (Fukazawaet al., 1981).

Die UV-Mikroskopie wurde auch bereits eingesetzt, um den Ligningehalt in
Thermomechanischem Faserstoff (TMP) zu bestimmen (Boutelje und Eriksson, 1984).
Peng und Westermark (1997) kombinierten die Messung der Ligninabsorption im UV-
Licht be 280 nm mit Messungen spezifisch markierten Coniferylakohols und
Coniferylaldehyds im sichtbaren Bereich (475 nm beziehungsweise 550 nm), um auf diese
Weise Anteile dieser reaktiveren Ligninbestandteile in Fichtenholz zu identifizieren. Der
Einsatz der quantitativen UV-Mikroskopie ist jedoch begrenzt auf Lignin bekannter
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relativer Zusammensetzung aus den drei Grundbausteinen, da Coniferylalkohol,
Sinapylalkohol und Cumarylalkohol jeweils leicht verschobene Absorptionsmaxima im
Bereich um 280 nm besitzen (Fukazawa, 1992). Eine Ligninbestimmung in Laubholz oder in
verschiedenen Zellwandschichten unbekannter Zusammensetzung in Nadelholz ist daher
mittels dieser Methode nicht durchfiihrbar.

1.5.3 Interferenz-Mikroskopie

Die quantitative Interferenz-Mikroskopie von Lignin in situ wurde von Boutelje (1972)
eingefuihrt und wurde bisher ausschliefdlich von Donaldson eingesetzt (Donaldson, 19853,
Donaldson, 1986, Donaldson, 1991). Die Quantifizierung beruht auf dem Vergleich der
Brechungsindizes zweier polarer Lichtstrahlen in gleicher Phase, die das ligninhatige
Préparat beziehungsweise ein Referenzmedium passieren, bevor sie wieder vereinigt
werden. Die Interferenz-Mikroskopie beansprucht fir sich, die enzige quantitative
mikroskopische Technik zu sein, die den Ligningehalt unabhangig von
Dickenschwankungen im Pr8parat und von ener absoluten gravimetrischen
Ligninbestimmung angeben kann (Donaldson, 1992). Die Nachteile dieser Methode sind die
geringe Auflosung des verwendeten Mikroskops und die aufwendige doppelte Messung
eines Gewebeschnitts in zwel Referenzmedien. Ergebnisse von Ligningehalts-bestimmungen

mittels Interferenz-Mikroskopie in Laubholz und in Holzwerkstoffen liegen nicht vor.

1.5.4 Transmissions-Elektronen-Mikroskopie mit elektronendispersiver
Rontgenmikroanalyse (TEM-EDXA)

Die TEM-EDXA ist eine Methode, die zugleich morphologische Untersuchungen und
Elementanalysen in sehr kleinen Ausschnitten des Préparates erlaubt. Die Auflosung eines
TEM ubertrifft digjenige von Licht- und UV-Mikroskop um das 2000fache beziehungsweise
1000fache. Zusétzlich zum TEM wird ein Rontgenstrahlungsdetektor benétigt, dessen
Sensor in unmittelbarer Néhe des Prdparates in Position gebracht wird. Das Elektronen-
Bombardement von der Kathode des TEM bewirkt im Préparat eine Vielzahl von
atomphysikalischen Reaktionen (Marshall, 1980). Elektronenoptisch dichte Bereiche des
Préparates absorbieren und reflektieren auftreffende Elektronen. Transmittierte Elektronen

erzeugen auf dem Fuoreszenzschirm oder dem Film das TEM-Bild des Préparates. Durch
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auftreffende Elektronen werden aber auch Sekundér-Elektronen aus der Hiille von Atomen
im Praparat herausgeschlagen. Elektronen aus duf3eren, energiereicheren Orbitalen fillen
diese Lucken unter Abgabe ihrer Uberschiissigen Energie auf. Da Orbitale immer genau
definierten Energieniveaus entsprechen, erfolgt diese Abgabe in Quanten, die exakt der
Energiedifferenz der zwei beteiligten Orbitale entsprechen. Nachdem ein Silikondetektor die
gequantelten Photonen aufgefangen hat, kann ein angeschlossener Computer aus diesen
Signalen ein charakteristisches Emissionspektrum fir jedes "getroffene” Element erstellen.
Die Integration der Emissionsbanden liefert ein relatives Mal? fur die Konzentration des
identifizierten Elementes am untersuchten Ort. Sind an einem Messpunkt mehrere Elemente
vorhanden, so erscheinen ihre Emissionsbanden nebeneinander und teilweise auch sich
Uberschneidend. Aufgrund der Detektoreigenschaften ist die Detektion in der Regel auf
Elemente beschrénkt, die mindestens das Atomgewicht von Natrium besitzen.

Die Konzentration der wichtigsten Nahrelemente in unterschiedlichen Zellwandbereichen im
Holz wurde bisher in wenigen Arbeiten mittels Rontgenmikroanalyse beschrieben (Saka und
Goring, 1983, Saka und Mimori, 1994, Dinisch et al., 1996, Kuhn et a., 1997).
Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff sind die einzigen Elemente, aus denen Lignin, aber
auch Cellulose und Hemicellulose bestehen. Da diese drei Elemente keinem der drei
Grundbausteine des lignifizierten Gewebes zugeordnet werden kdnnen, ist eine solche
Detektion nicht sinnvoll. Von den dblichen Detektoren wird die Rontgenemission der
C-, H- und O-Atome aufgrund ihrer geringen Energiemenge nicht erkannt. Nach
spezifischer Markierung mit einem Element hoherer Ordnungszahl kann Lignin jedoch
lokalisiert und quantifiziert werden. Der Pionier in der Rontgenmikroanalyse von Lignin ist
S. Saka. Er verdffentlichte als erster Untersuchungen von Nadelholz und Zellstoff, in denen
vor der Rontgenmikroanalyse in Gewebeproben Lignin mit Brom markiert worden war
(Saka et al., 1978). In den folgenden Jahren wurde diese Methode von der Arbeitsgruppe
um Saka in mehreren richtungsweisenden Untersuchungen angewendet, die einen grof3en
Fortschritt bel der Aufkldrung des Ligningehaltes in der Ultrastruktur von Laubholz,
Nadelholz und Faserstoff erméglichten (Saka et a., 1982, Saka und Thomas, 1982, Saka
und Goring, 1988, Saka et a., 1988). Zwel weitere Arbeitsgruppen haben bisher die
Methode der Bromierung von Lignin fur die Rontgenmikroanalyse von Holz und Faserstoff
Ubernommen (Otjen et al., 1988, Fengel et al., 1989). Ein Nachteil dieser Methode besteht
in der nicht-stochiometrischen Addition von Brom an Lignin. Bei der Bromierung

verschiedener Zellwandfraktionen einer Holzart wurde eine geringere Reaktivitét von
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p-Hydroxyphenylpropan-Lignin im Druckholz der Koniferen festgestellt (Westermark,
1985). Saka schlug deswegen einen Korrekturfaktor vor, der die unterschiedliche
Reaktivitdt der Bausteine ausgleichen kann (Saka et al., 1982). Voraussetzung fur die
Anwendbarkeit der Bromierung ist dann aber immer noch die genaue Kenntnis der
Zusammensetzung des Lignins aus den drei Bausteinen Coniferyl-, Sinapyl- und
Cumarylalkohol. Fur die Analyse von Laubholz erscheint die Bromierung daher weniger
geeignet.

Westermark schlug alternativ die Merkurisierung des Lignins vor (Westermark et al., 1988,
Eriksson et al., 1988). Die Merkurisierung ist in der Ligninchemie schon lange bekannt
(Freudenberg, 1931). Unter schwach sauren Reaktionsbedingungen erfolgt durch
Quecksilberacetat eine elektrophile Substitution am aromatischen Ring der Untereinheiten.
Die Bindung zwischen Quecksilberacetat und dem aromatischen Ring ist kovalent und daher
auch im Elektronenstrahl des TEM aul3erst stabil. Fur die Merkurisierung von Fichtenholz
und Birkenholz in situ konnte eine stochiometrische Addition von einem Mol
Quecksilberacetat pro Mol C9-Untereinheiten unabhangig von deren weiteren Substituenten
nachgewiesen werden (Westermark et al., 1988, Eriksson et a., 1988). Diese Methode
empfiehlt sich daher zum quantitativen Nachweis von Zellwandlignin in Nadelholz, aber

auch in Laubholz oder zum Nachweis von technischem Lignin unbekannter Substituierung.

1.6 Zidl der Arbeit

Aufgabe dieser Dissertation war die Veranschaulichung der Ligninverteilung in
gewachsenem Gewebe und in neuartigen Verbundstoffen, die auf der Basis nachwachsender
Rohstoffe  hergestellt  wurden.  Unter  Einsatz ~ verschiedener  licht-  und
elektronenmikroskopischer Techniken in Verbindung mit der Rontgenmikroanalyse galt es,
Lignin in situ zu identifizieren und gleichzeitig zu quantifizieren. Aus dem Vergleich der
natlirlich gewachsenen Strukturen mit kinstlichen Gefiigen sollten Rickschlisse auf die
Funktion des Lignins in neuartigen Werkstoffen abgeleitet werden. Im einzelnen wurden
folgende flinf Fragestellungen bearbeitet:
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(1) Analyseder Ligninverteilung in gewachsenem Holz

In zwei O©kologisch und ©konomisch wichtigen Holzarten Mitteleuropas sollte die
Ligninverteilung im Feinbau der verholzten Zellwand aufgeklart werden. Gleichzeitig war
dabei zu testen, ob die Merkuriserung des Zellwandlignins, die von Westermark und
Mitarbeitern (1988) fur die Rontgenmikroanalyse von Lignin eingefihrt wurde, eine
reproduzierbare Methode darstellt.

(2) Biologische Delignifizierung durch Faulepilze

Im Fruhstadium des Holzabbaues durch Faulepilze kommt es zu einer Absenkung der
mechanischen Stabilitdt. Untersuchungen der Ultrastruktur und der chemischen
Zusammensetzung des pilzinfizierten Holzes sollten die Ursache dieser Materialschwéachung

herausfinden.

(3) Lokaliserung von Mittellamellen-Lignin in der Leimfuge biotechnologischer
Faserplatten

Die biotechnologische Vorbehandlung von Faserrohstoff erlaubt durch Reaktivierung

fasereigener Bindungskréfte die Herstellung von Faserplatten ohne Zugabe eines kiinstlichen

Bindemittels. Hier sollte erstmalig die morphologische und chemische Zusammensetzung

dieses neuen Gefliges beschrieben werden.

(4) Lokalisierung von appliziertem Lignin als Bioleim in Spanplatten

Bel der Zdllstoffproduktion fallen grof3e Mengen an technischem Lignin an. Als eine
potentielle Verwendungsmdglichkeit dieses Sekundarrohstoffes wird sein Einsatz as
enzymaktivierter Bioleim in Holzwerkstoffen getestet. Mikroskopische Analysen sollten
Aufschluss Uber das Verhalten des Lignins auf der Spanoberflache geben, um die

Auftragungsart optimieren zu konnen.

(5) Lokalisierung von appliziertem Lignin als Impr&gnierung von Zellstoff

Eine wetere Verwendungsmoglichkeit fir technisches Lignin nach enzymatischer
Aktivierung ist der Einsatz zur Impragnierung biologisch abbaubarer Folien und Papiere.
Die anatomische Struktur dieser neuen Werkstoffe ist ganzlich unbekannt. Die Verteilung
des applizierten Lignins auf Filterpapier und Zellstoff-Vlies sollte hier erstmalig mit

verschiedenen mikroskopischen Techniken veranschaulicht und quantifiziert werden.
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2MATERIAL UND METHODEN

2.1 Herkunft des Probenmaterials

2.1.1 Buchenholz und Kiefernholz

Probehtlzer aus dem Holz der Rotbuche (Fagus sylvatica) und der Waldkiefer (Pinus
sylvestris) mit den Abmessungen 4,5 x 4,5 x 0,5 cm wurden vom Institut fur Holz- und
Papiertechnik der Technischen Universitét Dresden zur Verfigung gestellt. Die Probehélzer
wurden aus einem Buchenstamm und aus einem Kiefernstamm aus dem Elbsandsteingebirge

mit einem Durchmesser von 30-35 cm zugeschnitten.

2.1.2 Fichtenholz

Fichtenholzproben wurde von C. Tomiczek von der Forstlichen Bundesversuchsanstalt
Wien/Osterreich Ubersendet. Die Proben stammten aus dem bodennahen Splintholz von
Fichten der montanen Standorte Gleinalm (G) und Tamsweg (T) in der Steiermark,
Osterreich (800-1 600 miNN).

In diesen Besténden traten zu Beginn der 80er Jahre die Schadbilder Nadelvergilbung und
Kronenverlichtung auf. Klimatische und edaphische Faktoren konnten as Verursacher dafir
ausgeschlossen werden (Smidt und Leitner, 1991, Majer et a. 1989). Im bodennahen
Splintholz wurde bei alen untersuchten Fichten, die im Kronenbereich die Schadbilder
zeigten, ein Befal mit dem Erreger der Rotfaule Heterobasidion annosum nachgewiesen
(C. Tomiczek, 1995 und personliche Mitteilung ).

2.1.3 Industriefasern und Bioleim-Faserplatten

Freie Fasern aus thermomechanisch aufgeschlossenen Hackschnitzeln (80% Fichte und
Kiefer, 20% Buche) wurden von der Firma Bestwood, Ribnitz-Damgarten bezogen. Aus
diesen Fasern wurden ohne Zugabe von Bindemitteln Mitteldichte Faserplaiten (MDF)
hergestellt (Kharazipour et al., 1997). Die Besonderheit dieses Verfahrens (Deutsches
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Patent P 43 05 411, 1993) beruht auf der Reaktivierung der Oberflachenkohasion der freien
Fasern durch Laccase (EC 1.10.3.2) oder Manganperoxidase (EC 1.11.1.7). Beide Enzyme,
wurden aus Kulturen des Weil3faulepilzes Trametes versicolor isoliert und sind kommerziell
erhdtlich (NOVO-NORDISK, Bagsvaerdt, Danemark).

Im Nassverfahren wurde Faserstoff in gepufferter Laccaselosung beziehungsweise in
enzymfreier Pufferlosung inkubiert und anschlielend zu MDF verpresst. Im
Trockenverfahren wurde Faserstoff mit gepufferter Laccaseldsung, gepufferter
Peroxidaselosung beziehungsweise enzymfreier Pufferlosung bespriht, inkubiert und
anschlief3end verpresst.

Proben von den drei Platten aus enzymatisch vorbehandeltem Fasermaterial und von den
zwel Kontrollplatten aus nicht enzymatisch vorbehandeltem Fasermaterial wurden von A.

Kharazipour fur die rontgenmikroanalytische Untersuchung zur Verfiigung gestellt.

2.1.4 Lignifizierte Spane und Bioleim-Spanplatten

Deckschichtspdne mit einer Dicke von 0,2-0,4 mm wurden von der Firma Pfleiderer,
Arnsberg, bereitgestellt. In zwei paralelen Ansdtzen wurden die Spane mit 10% reinem
Bioleim beziehungsweise mit 10% Bioleim und 1% Phenylmethan-Diisocyanat (PMDI)
beleimt. Der Bioleim aus 80% Kraft-Lignin (Indulin AT, Westvaco, Raleigh, USA) und
20% Ligninsulfonat (Wafex-122, Holmen, Karlsruhe) in wassriger Suspension war zuvor
durch Inkubation mit pilzlicher Laccase reaktiviert worden (Kharazipour, 1996). Aus den
beleimten Spénen wurden im Laborversuch zwei Spanplatten gepresst, die von

A. Kharazipour fur die Rontgenmikroanalyse zur Verfligung gestellt wurden.

2.1.5 Lignifiziertes Filterpapier

Laborubliches Filterpapier (2 x 3 cm, Ref. Nr. 334887, Schleicher und Schiill, Dassel)
wurde von M. Schroter nach dem von ihm entwickelten Tauchverfahren (Schroter, 1998)
mit Laccase-aktiviertem Ligninsulfonat (Calcium-Ligninsulfonat Wafex-122, Holmen,
Karlsruhe) beschichtet. Nach einem Waschschritt mit 0,1 N NaOH blieb etwa die Hélfte des

gebundenen  Lignins auf dem Filterpapier haften. Dem entsprach eine
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Gewichtszunahme des Filterpapiers durch Lignin  um 10% des urspringlichen

Trockengewichtes. Als Kontrolle diente nicht-lignifiziertes Filterpapier.

2.1.6 Lignifiziertes Sulfitzellstoff-Vlies

Fichtenzellstoff aus dem Sulfitverfahren wurde von der Firma Philip Holzmann, Karlsruhe,
geliefert. M. Schroter stellte nach seiner Methode (Schréter, 1998) aus dem Zellstoff Vliese
her. Der Zellstoff wurde mit Ligninsulfonat (Calcium-Ligninsulfonat Wafex-122, Holmen,
Karlsruhe) und gepufferter Laccase-L6sung fur 6 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde
der Zellstoff abgenutscht. Das entstandene Vlies (Durchmesser 7 cm) wurde mit einer
Handwalze ausgedriickt und im Ofen (100 °C) getrocknet. Nicht gebundenes Lignin wurde
mit 0,1 N NaOH abgewaschen. Zur Kontrolle wurde ein Vlies ohne Lignin-Laccase-
Vorbehandlung des Zédllstoffs hergestellt.

2.2 Inkubation von Probehdlzern mit Weil3- und Braunfaulepilzen

Zwischen dem Institut fur Forstbotanik der Universitdt Gottingen, dem Institut fur
Holz- und Papiertechnik der Technischen Universitdt Dresden und der Faculty of
Agriculture der Hebrew University Rehovot/Isragl bestand eine Zusammenarbeit im
Rahmen des DFG-Forschungsprojektes "Mechanismen der  mykologischen
Transformation von Holz fir die Holzwerkstoffherstellung”. Zie  dieses
Forschungsprojektes war es, Verdnderungen in der Beschaffenheit und Verarbeitbarkeit
von Holz in der Friihphase des Abbaues durch Féulepilze zu untersuchen.

In Gottingen wurden mikroskopische und chemische Analysen des infizierten Holzes
durchgefihrt und physiologische Parameter des Pilzwachstums gemessen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Dissertation hier
beschrieben und diskutiert. In Dresden wurden die holzmechanischen und
werkstofftechnischen  Eigenschaften des infizierten Holzes untersucht. Die

Arbeitsgruppe der Faculty of Agriculture in Rehovot analysierte in einem eigens dafr
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entwickelten Verfahren die Veranderung der Aktivitdt pilzlicher Enzyme des
Ligninstoffwechsels.

In Gottingen wurde zunéchst ein Versuchssystem zur kontrollierten Infektion von Holz
mit Faulepilzen entwickelt und die Auswahl geeigneter Pilze (Screening) flr einen
gemeinsamen Versuch der drei Arbeitsgruppen getroffen. Die Inkubation mit
Féulepilzen innerhalb dieses Versuches wurde in Gottingen durchgefihrt. Parallele
Proben wurden nach der Ernte auch an die Arbeitsgruppen in Dresden und Rehovot
weitergeleitet.

2.2.1 Screening

In einem Vorversuch mit Wiederholung wurden 31 Basidiomyceten aus der
Stammkultursammlung des Instituts fur Forstbotanik auf ihre holzabbauenden
Eigenschaften getestet. Von den getesteten Pilzen erregen 19 Stamme Welil3faule und
12 Stémme Braunfaule (Tab.1). Als Auswahlkriterium wurde eine moglichst grol3e
Scherfestigkeitsabnahme infizierter Probehdlzer nach drei Wochen Inkubation
festgelegt. Die Scherfestigkeit ist ein proportionales Mal3 fur den Energieaufwand bei
der Zerfaserung der Hackschnitzel im Refiner (Wagenfuhr, 1988). Aul3erdem wurden
die Schnellwiichsigkeit der Pilze auf Malzagar und auf Probehtlzern und der

Gewichtsverlust der Probehdlzer nach dreiwochiger |nkubation gemessen.

Anzucht

Die Pilzkulturen wurden in Kulturschalen (Durchmesser 14 cm, aus Polystyrol,
Greiner) auf 2% Agar (Bacto-Agar, Difco, Detroit, USA) mit 4% Malzextrakt (Difco,
Detroit, USA) angeimpft und bei 30 °C und geséttigter Luftfeuchtigkeit angezogen, bis
das Mycel die gesamte Oberflache Giberwachsen hatte.
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Tabellel
Screening

Es wurde der Befall von Buchen- und Kiefernprobehoélzern durch 19 Weil3faulepilze und 12
Braunfaulepilze aus der Stammkultursammlung des I nstituts fiir Forstbotanik getestet.

Nr. Name

1 Polyporus pinsitus
21 Pycnoporus sanguineus
48 Schizophyllum commune
76 Kuehneromyces mutabilis
174 Stereum hirsutum
511 Lentinula edodes
520 Stereum purpureum
521 Stereum sanguinolentum
6 Trametes versicolor |
32 Fomes fomentarius
44 Ganoderma applanatum
141 Trametes hirsuta
522 Trametes versicolor IV
3 Merulius tremellosus
8 Pleurotus ostreatus
15 Bjerkandera adusta
101 Dichomitus squalens
121 Heterobasidion annosum
507 Phanerochaete chrysosporium

67 Laetiporus sulphureus
95 Piptoporus betulinus
166 Daedalea quercina
512 Gloeophyllum trabeum
513 Coniophora puteana
514 Serpula lacrymans
515 Gloeophyllum sepiarium
516 Coniophora arida
517 Poria vaporaria
518 Trametes serialis
519 Lentinus lepideus
523 Fomitopsis pinicola

Legende:

Nr.: Nummer in der Stammkultursammlung des Instituts fir Forstbotanik

smWF: simultane Weil¥faule
salWF: salektive Weil¥faule
BF: Braunfaule

Erstbeschreiber
Fr.:Fr.

(L.: Fr.) Murrill

Fr.: Fr.

(Schaeffer: Fr.) Singer
(Willd.:Fr.) S.F. Gray
(Berk.) Pegler
Pers.:Fr.

(Alb. & Schw.: Fr.) Fr.
(L.:Fr.) Lloyd

(L.: Fr.) Fr.

(Pers.) Pat.
(Wulfen:Fr.)Lloyd
(L.:Fr.) Lloyd
Schrad.:Fr.

(Jacquin: Fr.), Kummer
(Willd.: Fr.) Karst.
(Karst.) Ried

(Fr.:Fr.) Bretf.

Burdsall

(Bull.: Fr.) Murrill
(Bull.: Fr.) Karst..
L.: Fr.

(Pers.: Fr.) Murril
(Schum.: Fr.) Karst.

(Wulf. ap. Jacq.: Fr.) Sch.

(Wulf.: Fr.) P. Karst.
(Fr.) P. Karst.
(Pers.:Fr.) Cooke
(Fr.:Fr.) Fr.

(Fr.:Fr.) Fr.

(Sw.: Fr.) P. Karst.

Fauleart

WF

WF
WF
WF
WF
WF
WF
WF sim
WF sim

WEF sim/sel

WF sim
WF sim
WEF sel
WEF sel
WEF sel

WEF sel/sim

WEF sel
WEF sel

BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF
BF

19



Vorbereitung der Probehdlzer 101 Dichomitus squalens
Probehdlzer aus Buchen- und G
Kiefernholz derselben Herkunft wie in
2.1 wurden in Wasser vorgequollen
und anschlieffend autoklaviert. Danach
besaf3en  die  Probehdlzer  eine
Holzfeuchte von 40-60% bezogen auf
das Trockengewicht. Vor dem

Einbringen der Probehdlzer in die

Kulturschalen wurden  steriliserte
Glasstabchen as Abstandhalter auf das
Mycel aufgelegt. Von jeder Pilzkultur —_—-
wurden fir jede Holzart zwel B

Kulturschalen mit  jeweils  vier

Probeholzern pro Kulturschale Abbildung 3

ickt. Die Ink ion erfol . Kulturschale mit vier Probeholzern aus
besttickt. Die Inkubation erfolgte tber Kiefernholz tiber Malzagarkultur des
21 Tage be 30 °C und geséttigter Wei¥faulepilzes Dichomitus squalens aus dem

Screening (Skalain cm)
Luftfeuchtigkeit (Abb.3).

Ernte und Transport
Nach der Inkubation wurden die Probehdlzer abgenommen, darrgetrocknet
(60 °C, 48 h), gewogen und zur Bestimmung der Scherfestigkeit nach Dresden

versendet.

2.2.2 Zeitlicher Verlauf der Infektion von Holz mit Faulepilzen

Die Pilze, die im Screening die grofdte Abnahme der Scherfestigkeit in Buchen- und
Kiefernholz verursacht hatten (sehe 3.2), wurden in einem weiteren Versuch eingesetzt, um
den zeitlichen Verlauf der Infektion in den ersten drei Wochen néher zu untersuchen. Die
Inkubation wurde unter den Bedingungen wie im Screening (2.2.1) mit wenigen
Anderungen durchgefuihrt. Die Probehdlzer wurden anders als im Vorversuch nicht
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autoklaviert, sondern pasteurisiert (3 x 2h, 65 °C), um in Hinblick auf die Anwendbarkeit
des Verfahrens in grof3erem Mal3stab den Energieaufwand zu reduzieren. Wahrend bel der
Auswahl geeigneter Pilze auch Kiefernkernholz eingesetzt wurde, fand nun ausschlief3dlich
Splintholz Verwendung, da Inhaltsstoffe des Kernholzes eine fungizide Wirkung haben
konnen. Dieser Effekt war wahrscheinlich fir das inhomogene Befallsbild verantwortlich,
das im Screening auf manchen Kiefernhdlzern beobachtet wurde.

Fur jeden Erntetag, jede Holzart und jeden Pilz wurden 24 Probehtlzer angeimpft. Es
wurden nach 5, 9, 13, 17 und 21 Tagen Probehdlzer geerntet. Nach der Ernte wurden
jeweils 10 Probehdlzer darrgetrocknet, gewogen und an das Ingtitut fur Holz- und
Papiertechnik nach Dresden versendet. Weitere 12 Probehdlzer wurden in flissigem
Stickstoff tiefgefroren und in gefrorenem Zustand nach Israel transportiert. Die
verbleibenden 2 Probehdlzer jeder Behandlungsvariante wurden im Institut fir Forstbotanik

in Gottingen mikroskopisch, chemisch und physiologisch untersucht.

2.3 Mikroskopie

2.3.1 Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM) und Rontgenmikroanalyse (Electron
Dispersive X-Ray Analysis, EDXA) von Holz und Holzwerkstoffen

Soezifische Markierung des Ligninsin situ

Um Lignin mit der Rontgenmikroanalyse in Gewebeschnitten detektieren zu kdnnen,
wurde es nach der Methode von Westermark und Mitarbeitern (1988) mit Quecksilber
markiert. Dazu wurden aus Holz, pilzinfiziertem Holz und Holzwerkstoffen mit einer
Rasierklinge Stifte mit den Mal3en 1 x 1 x 5 mm zurechtgeschnitten. Jeweils 10 mg
dieses Materials wurden in 6 ml Methanol (Merck, Darmstadt) mit 8 mg
Quecksilberacetat (HgAc, p.a, Fluka, Neu-Ulm) und 250 ml Eisessig (Merck,
Darmstadt) 8 h bei 95 °C inkubiert. Uberschilssiges Quecksilber wurde durch
Methanol-Soxhlet-Extraktion in mindestens 25 Zyklen entfernt.

Einbettung

Zur Einbettung wurde ein Methacrylat-Medium verwendet. Dieses Medium eignet sich

aufgrund seiner geringen Viskositéat besonders zur Infiltration von Holzproben
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(Dawes, 1988). Das Medium wurde stets frisch aus 1 g Dibenzoylperoxid (Fluka, Neu-
Ulm),

25 ml Styrol (Merck, Darmstadt) und 25 ml Butyl-Methacrylat (Fluka, Neu-UIm)
angemischt. Die merkurisierten Stifte  wurden aus reinem Methanol  Uber
Zwischenschritte (1:3, 3:1, 2x 0:1, jeweils 24 h) in das Einbettungsmedium tberfuhrt.
In Gelatinekapseln wurde das Medium bei 60 °C in 7 Tagen ausgehértet.

Bel der Préparation von Proben zur Rontgenmikroanalyse der nattrlichen lonengehalte
musste jeder Kontakt mit hydrophilen Lésungsmitteln vermieden werden. Nach der
Methode von Fritz (1989) wurden die Holzstifte daher Gber Nacht unter Druck in
Diethylether (p.a, Merck, Darmstadt) gequollen. Ether wurde schrittweise durch
Einbettungsmedium (1:3, 3:1, 2x 0:1, jeweils 24 h) ersetzt. Die Polymerisation des
Einbettungsmediums erfolgte in Gelatinekapseln bei 60 °C in 7 Tagen.

Proben der Mitteldichten Faserplatten wurden nach der Merkurisierung von Methanol
schrittweise in Spurr's Medium (1:3, 3:1, jewells 12 h, 2x 0:1, jewells 24 h) (Spurr,
1969) uberfiihrt. Dieses Medium wird aus vier teilweise sehr viskosen Komponenten
angemischt. Eingewogen wurden 26 g Nonenylbernsteinsdureanhydrid (NSA, Serva,
Heidelberg), 10 g Vinylcyclohexendioxid (VCD, Serva, Heidelberg), 45 g
Polypropylenglykol-Diglycidylether (DER 736, Serva, Heidelberg) und 0,5 g
Dimethylaminoethanol (DMAE, Serva, Heidelberg). Das Medium wurde in
Aluminiumférmchen Uber Calciumchlorid (Merck, Darmstadt) als Trocknungsmittel bei
70 °C in 20 h ausgehértet.

Ultramikrotomie

Glasmesser (45 °, 5 mm) wurden aus Spezialglas (PKT 130, Leica, Wetzlar) an einem
Messerbrecher  (Knifemaker 7800, LKB, Bromma, Schweden) gebrochen.
Kupfernetzchen (hexagonal, 100 mesh, 3,05 mm, Plano, Wetzlar) wurden vor ihrem
Einsatz as Objekttrager mit Formvar (Polyvinylformal 1595 E, Serva, Heidelberg)
befilmt (Dawes, 1988) oder in Klebstoff-Ldsung (Fritz, 1991) getaucht.

Von den eingebetteten Proben wurden mit Glasmessern oder mit einem Diamantmesser
(Histo, 6 mm, 45°, DH 4560, Diatome, Biel, Schweiz) Semi-dinnschnitte (1 pm) an
einem Ultramikrotom (Ultracut E, Reichert-dung) angefertigt. Merkurisierte
Gewebeschnitte  wurden mit formvarbeschichteten Kupfernetzchen von der

Wasseroberflache hinter der Messerkante abgefangen. Zur lonenanalyse wurden die
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eingebetteten Proben trocken geschnitten und die Gewebeschnitte auf klebrigen
Kupfernetzchen befestigt. Im Vakuum wurden die Gewebeschnitte mit Kohle bedampft
(Mikro-Bedampfanlage, Balzers).

TEM

Die Gewebeschnitte wurden mit einem EM 420 (Philips, Niederlande) betrachtet. Es
wurde ein low background holder PW 6597 (Philips, Niederlande) verwendet.
Mikrofotos wurden mit der eingebauten Kamera auf 8,1 x 10 cm Negativ-Filmen (EM
lIiford, Mobberley, GB) gemacht. Die Negativ-Filme wurden 4 min entwickelt
(Entwickler Gevaline G7c, AGFA, Gevaert, Belgien), 2 min gewassert und 4 min fixiert
(Superfix, Tetenal, Norderstedt).

Die Identifizierung und Quantifizierung von Lignin mittels TEM-EDXA

Zur Rontgenmikroanadlyse wurde as Zusatz zum Transmissions-Elektronen-
Mikroskop (EM 420, Philips, Eindhoven, Niederlande) ein angebauter Detektor
(EDAX 4100, EDAX, Prarie View, USA) verwendet. Fir Einzelmessungen und
Messreihen wurden immer dieselben Geréteeinstellungen des TEM  (Spannung
120 kV, Emission 5, VergroRerung 6350fach, Durchmesser des Elektronenstrahls im
Préparat 250 nm) und des Detektors (N&he und Winkel zum Préparat, Messdauer 30 )
beibehalten. Bel der Anayse von merkuriserten Proben wurde das Rontgen-
emissionsspektrum von Quecksilber und Kupfer im Bereich von 0 keV bis 16 keV
detektiert (Abb.4). Das Cu-Ka-Signal (8,0 keV) und das Cu-Kb-Signa (8,9 keV)
wurden durch Emission des Objekttragers verursacht, sie Uberschnitten sich jedoch
nicht mit den Hg-Ma- (2,2 keV), Hg-Mb- (2,3 keV), Hg-La- (10,0 keV), Hg-Lb-
(11,8 keV) und Hg-Lg- (13,8 keV) Signalen. Fir die quantitative Auswertung wurde
das Hg-La-Signal herangezogen, weil in diesem Bereich des Spektrums das

Hintergrundrauschen am geringsten war.

Einzelmessung

Der Durchschnittswert der Flache des Hg-La-Signals einer Messung von 30 s wurde
von der Systemsoftware (RT11 Operating System, EDAX, Prairie View, USA)
integriert und in counts per second (cps) ausgegeben. Mikrofotos der untersuchten

Bereiche dienten zur Dokumentation von Einzelmessungen.
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Abbildung 4
Rontgenemissionsspektrum in Kiefernholz
In der Mittellamelle zwischen drei Tracheiden (Zellecke) wurden nach Anregung durch den

16

Elektronenstrahl des TEM die Cu-K-Emissionsbanden des kupfernen Objekttrégers und die Hg-M- und Hg-

L-Emissions-banden des merkurisierten Zellwandlignins detektiert. Das Hg-La-Signal wurde zur
quantitativen Bestimmung des Ligninsin situ ausgewertet.

Messreihen

Zum quantitativen Vergleich der Ligningehalte verschiedener morphologischer
Regionen in Holz, in pilzinfiziertem Holz und in Faserplatten wurden in jedem Gewebe
Referenzorte bestimmt, an denen die Hg-La-Rontgenemission gemessen wurde. Von
jeder Behandlungsvariante und Kontrolle wurden vier individuelle Gewebeschnitte
untersucht. In jedem Gewebeschnitt wurden finf Messungen an gleichen Referenzorten
gemacht. Die Summe der Hg-La-Peakflachen dieser finf Messungen wurde von der
Systemsoftware (RT11 Operating System, EDAX, Prairie View, USA) integriert und in
counts per second (cps) ausgegeben. Die Berechnung der Summe aus den funf
Einzelmessungen fihrte zum Verlust der Information Uber die Abweichung vom
Mittelwert der funf Einzelmessungen in einem Schnitt. Dieser Verlust wurde akzeptiert,
weil auf diese Weise die Rechengeschwindigkeit des prozessierenden Computers
(Baujahr 1984) um den Faktor 5 beschleunigt wurde. Aus den Summenwerten der vier
untersuchten Schnitte wurden der Mittelwert und die Standardabweichung fir den
Ligningehalt an den Referenzorten berechnet.

In Holz und in pilzinfizertem Holz wurde in jedem Schnitt zusétzlich an funf Stellen im

Einbettungsmedium neben dem Gewebe das Hintergrundrauschen im Fenster von
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53 keV bis 55 keV bestimmt. Der Summenwert der Signalstérke des
Hintergrundrauschens in diesem Bereich diente als proportionales Mal3 fur die jeweilige
Schnittdicke (Roomans, 1980). Fur jeden Schnitt konnte auf diese Weise ein Eichfaktor
berechnet werden, mit dessen Hilfe der Summenwert des Hg-La-Signal fir ene
mittlere Standardschnittdicke korrigiert wurde.

In Spurr's Medium sind Spuren von Chlor enthalten, die as interner Standard zur
Bestimmung der Schnittdicke ausgewertet werden konnen. Bei der Messung der
merkuriserten  Proben von  Faserplaiten wurde deswegen nicht das
Hintergrundrauschen im Fenster von 5,3 bis 5,5 keV fur die Ermittlung des Eichfaktors
fur die mittlere Standardschnittdicke herangezogen, sondern der Summenwert des
Chlor-K-Signals im Einbettungsmedium bei 2,6 keV.

TEM-EDXA lonenmessung

Elemente mit der Ordnungszahl 11 und grof3er wurden Uber die K-Hauptlinien ihres
Rontgenemissionsspektrums identifiziert. Die Signalstérke der Rontgenemission von
Mg, K, Ca und Mn wurde nach der fur das benutzte TEM-EDXA-System
veroffentlichten Eichung (Fritz und Jentschke, 1994, nach Cliff und Lorimer, 1975) in
molare Konzentrationen im Gewebe umgerechnet. Die Eichung beriicksichtigte die
jeweilige Schnittdicke durch Messung des Hintergrundrauschens in gewebefreiem
Einbettungsmedium im Fenster von 5,3 keV bis 5,5 keV. In jedem Schnitt wurde die
durchschnittliche Elementkonzentration an gleichen Referenzorten aus funf
Einzelmessungen bestimmt. Angegeben sind jewells der Mittelwert und die
Standardabweichung aus der durchschnittlichen Elementkonzentration in vier
individuellen Schnitten.

2.3.2 Lichtmikroskopie (LM)

Fur die Lichtmikroskopie wurden mit einem Stahlmesser (C-Messer, 18 cm, Leica,
Nussloch) Gefriermikrotomschnitte (25 pm) frischer Proben oder mit einem
Glasmesser Semidinnschnitte (1 um) eingebetteter Proben angefertigt. Die
Mikrotomschnitte wurden mit Toluidinblau (0,1% in 0,2 M Phosphatpuffer, pH 7;
Toluidinblau von Merck, Darmstadt) angefarbt und im Lichtmikroskop (Zeiss)

betrachtet. Mikrotomschnitte wurden mit einer angebauten 35mm-Kamera mit
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Belichtungsautomatik (MC63) auf S/W-Filmen (AGFA PanX 25, AGFA, Gevaert,

Belgien) dokumentiert.

2.3.3 Raster-Elektronen-Mikroskopie (Scanning Electron Microscopy, SEM)

Spanplattenproben wurden mit ener verkanteten Rasierklinge aufgebrochen.
Filterpapier und Sulfitzellstoff-Vlies wurden mit einer Rasierklinge quergeschnitten
oder nach Tieffrieren in flussgem Stickstoff gebrochen. Alle untersuchten
Holzwerkstoffe wurden bel 50 °C 24 h getrocknet, auf Objekttrager geklebt und mit
Gold beschichtet (SC 500, Emscope Lab., Ashford, GB). Die Betrachtung der Proben
erfolgte mittels eines SEM 515 (Philips, Eindhoven, Niederlande). SEM-Mikrofotos
wurden mit einer angebauten 35mm-Kamera mit Farb-Diapositiv-Filmen (Ektachrome
100HC, Kodak) aufgenommen. Die mittlere Oberflachenbedeckung von beleimten
Spanen wurde mit WinRhizo-Software 3.6d (Regent Instrument Inc., Quebec, Kanada)

quantifiziert. Es wurden dazu 8 Fl&chen von 200 x 300 pum ausgewertet.

2.4 Analyse chemischer, mechanischer und physiologischer Parameter
pilzinfizierter Probehdlzer

Von Probehdlzern, die der kontrollierten Infektion ausgewahlter Faulepilze ausgesetzt
waren (vgl. 2.2), wurden der Ligningehalt, die Scherfestigkeit und die CO,- und

Wérmeproduktion bestimmt.

2.4.1 Klason-Lignin-Bestimmung

Es wurde das sdureunlddliche Lignin (Klason-Lignin) der Probehdlzer nach der
Methode von Effland (1977) bestimmt. Diese Methode ist speziell fur kleine Mengen
Lignocellulose geeignet. Probehtlzer wurden mit einer Zange vorzerkleinert und in
einer Schwingmihle (Typ MM2, Retsch) feingemahlen. AnschlieRend wurde das
Holzmehl gesebt (Maschenweite 0,85 mm). Zur Entfernung stGrender
Holzinhaltsstoffe folgten eine Soxhlet-Extraktion mit Ethanol:Cyclohexan 1:1 fir

60 min und Waschschritte mit Ethanol und Aceton.
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Jeweils 200 mg Holzmehl wurde in 6 ml 72%iger H,SO, (Merck, Darmstadt) im

Wasserbad bei 30 °C fur 60 min unter Schitteln hydrolysiert. In parallelen Proben des
Holzmehls (2x50 mg) wurde die relative Holzfeuchte zum Zeitpunkt der Einwaage
bestimmt. Mit Hilfe der relativen Holzfeuchte wurde das Trockengewicht des
Holzmehls berechnet, das fur die Hydrolyse eingewogen worden war. Anschlief3end
wurde der Reaktionsansatz mit 84 ml doppelt destilliertem Wasser verdinnt, so dass

eine 2,4%ge H,SO,-Konzentration eingestellt war. Zur vollsténdigen Hydrolyse

wurden die Ansdtze autoklaviert (120 °C, 60 min). Das Hydrolysat wurde in
Glasfiltertiegeln (50 ml, 40 mm Durchmesser, Por6sitdt 3, Duran, Schott, Mainz), die
mit einem zusétzlichen Glasfaserfilter (GF 92, Schleicher und Schuell, Dassel) ausgelegt
waren, abgenutscht und finfmal mit kochendem Wasser ausgewaschen. Die
Gladfiltertiegel wurden bei 100 °C 24 h getrocknet und in Exsikkatoren abgekiihlt. Das
Gewicht des auf dem Filter zurlickgehaltenen Lignins wurde auf einer Analysenwaage
auf 0,0 mg genau bestimmt. Das Gewicht des Lignins dividiert durch das
Trockengewicht des eingesetzten Holzmehls ergab den Ligningehalt. VVon jedem Ansatz
wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt, von denen der Mittelwert angegeben

wurde.

2.4.2 Gewichtsverlustbestimmung

Als ein Parameter des Holzabbaues durch Faulepilze wurde der Trockengewichtsverlust
jedes inkubierten Probeholzes berechnet. Das Anfangstrockengewicht der Probehtlzer
wurde indirekt bestimmt, um ein Darrtrocknen der Probehdlzer und damit verbundene
Verhornungserscheinungen zu vermeiden. Alle Probehdlzer wurden vor dem Quellen
gewogen (lutro). Je Holzart wurden 10 Probehdlzer darrgetrocknet (atro) und die
mittlere Holzfeuchte der Charge berechnet. Durch Abzug der mittleren Holzfeuchte
wurde auf das theoretische Anfangstrockengewicht (ATG;) jedes Probeholzes
zurlickgerechnet. Die Differenz des theoretischen Anfangstrockengewichtes und des
Endtrockengewichtes (ETG) nach der Inkubation (atro) bezogen auf das theoretische
Anfangstrockengewicht ergab den Gewichtsverlust (GV):

ATG-ETG

ATG,  x100% =GV
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2.4.3 Scherfestigkeitsbestimmung

Die Scherfestigkeit der Probehtlzer wurde mit einer Prifmaschine nach Wagenfihr
(2988) von Dipl.-Ing. H. Unbehaun und Dipl.-Ing. M. Wolff am Institut fur Holz- und
Papiertechnik in Dresden gemessen. Die Messungen erfolgten in einer Zwick-
Universalpriifmaschine, in die ein spezielles Werkzeug integriert wurde, bei dem ein
kreistérmiger Stempel die Prifkraft senkrecht zur Hirnflache des Probeholzes aufbringt.
Wegen der gleichwertigen Einbeziehung von Radia- und Tangentialbruch
berticksichtigt diese Messmethode in besonderer Weise die Anisotropie des Holzes. Im
Screening (2.2.1) wurde die Scherfestigkeit von 8 Buchen- und Kiefernprobeholzern je
Behandlungsvariante bestimmt. Im folgenden Experiment, das den zeitlichen Verlauf
der Pilzinfektion untersuchte (2.2.2), wurde die Scherfestigkeit von jewells
10 Probehdlzern pro Ansatz und Erntetag gemessen. Angegeben wurden der Mittelwert
und die Standardabweichung der parallelen Messungen.

2.4.4 CO,-Produktion

Pilzinfiziertes Probeholz (100-200 mg Frischgewicht) wurde in gasdichten
Reagenzglasern bei 30 °C 24 h inkubiert. Unter gleichzeitiger Verdrangung durch
Wasser wurde eine Gasprobe von 20 ml abgenommen. Davon wurden jeweils 10 ml in
den Gaschromatographen ( HP 5890 Series 1l mit HP 3396A Integrator, Hewlett
Packard, Avondale, USA) injiziert. Mittels eines Warmeleitfahigkeitsdetektors (TCD)

wurde die prozentuale Zusammensetzung der Gasprobe aus No, O, und CO, analysiert.
Die CO»,-Menge, die wahrend 24 h Inkubation freigesetzt wurde, wurde umgerechnet
in die COy-Produktion in Mikromol pro Gramm Trockengewicht des inkubierten

Holzes pro Stunde. Von jedem Ansatz wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt,
deren Mittelwert angegeben wurde.
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2.4.5 Warmeproduktion

Die Warmeproduktion von pilzinfiziertem Holz wurde mit einem Mikrokalorimeter
(Thermal Activity Monitor 2277, Thermometric, Schweden) gemessen. Pilzinfiziertes
Probeholz (50-100 mg Frischgewicht) wurde in gasdichten Messflaschchen ins Kalorimeter
eingebracht. Nach funfzehnminiitiger Aquilibrierung bei 25 °C wurde die Probe in die
Messposition vorgeriickt. Als Messwert diente der Plateauwert, der sich nach 3 h einstellte.
Die Messung wurde gegen nicht-infiziertes Holz im zweiten Messkanal geeicht. Die
Wéarmemenge wurde auf das Trockengewicht des eingesetzten Holzes bezogen. Von jedem

Ansatz wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt, deren Mittelwert angegeben wurde.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Lignin- und Elementverteilung in gewachsenem Holz

Der relative Ligningehalt und die Konzentrationen der haufigsten Elemente in verschiedenen
Zellwandschichten von Holzfasern der Rotbuche (Fagus sylvatica) und von Tracheiden der
Waldkiefer (Pinus sylvestris) wurden in der vorliegenden Arbeit erstmalig mit Hilfe der

Rontgenmikroanalyse in situ gemessen.

3.1.1 Ligninverteilung in Buchenholz

Die wichtigsten Strukturelemente im Buchenholz sind die Holzfaserzellen (Abb.5a). Sie
représentieren mehr Zellwandmaterial as die Gefélde, die Holzstrahl-Parenchymzellen und
die Langsparenchymzellen. Messungen der Rontgenemission von merkurisiertem Lignin in
Gewebequerschnitten zeigten, dass der hdchste kleinrdumige Ligningehalt in der
Mittellamelle zwischen mindestens drei Holzfasern, im folgenden Zellecke genannt,
lokalisiert war (Abb.5b). In der zusammengesetzten Mittellamelle, die aus Resten der
Primarwand und der lignifizierten Mittellamelle besteht, wurde ein um etwa ein Drittel
kleineres Signal gemessen. Das Rontgenemissions-Profil der Sekundérwand zeigte eine
deutliche Abstufung des Ligningehaltes von der Mitellamelle zum Lumen. Wahrend in der
zuerst gebildeten S1-Schicht noch ein mittlerer Wert im Vergleich zur Mittellamelle
detektiert wurde, wiesen die S2-Schichten, die den grofdten Antell an der Sekundérwand
ausmachen, gleichbleibend niedrige Werte auf. Das Hg-Lignin-Signal der Tertidrwand, die
die Holzfaser zum Lumen hin abschliefdt, erreichte &hnliche Werte wie in der
Sekundérwand. Die sehr diinne und kaum kontrastierte Terti&rwand der Buchenholzfasern
war im elektonenmikroskopischen Bild schwierig einzugrenzen. Fir eine Messreihe wurde
se als Referenzort deswegen nicht herangezogen, sondern nur die Zellecke (C), die
zusammengesetzte Mittellamelle (M) und eine zentrale Position in der S2-Schicht (S). Ein
Vergleich der Mittelwerte der Hg-Rontgenemission ergab eine deutliche Abstufung der
relativen Ligningehalte in den drei Zellwandbereichen C:M:Svon 3,5: 2,5: 1 (Abb.6). Eine
solche Abstufung der Ligningehalte war bereits in Faserzellen der Birke in @hnlicher

GroRenordnung mit  verschiedenen Methoden nachgewiesen worden (Tab.2).
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Abbildung 5

Buchenholz im Querschnitt

a) Lichtmikroskopische Ubersicht

Buchenholz besteht aus Holzfaserzellen (HF), Geféal3en (T), Holzstrahl-Parenchymzellen (HP) und
Léngsparenchymzellen (LP).

b) Rontgenmikroanalyse des merkurisierten Ligninsin der Zellwand von Holzfaserzellen

Die Zahlen geben das Hg-Lignin-Signal der Zellecke, der zusammengesetzten Mittellamelle, der S1-Wand,
dreier Positionen der S2-Wand, der Tertidrwand und des Torus an. Die Buchstaben bezeichnen die
Referenzorte Zellecke (C), Mittellamelle (M) und Sekundérwand (S), diein einer Messreihe in mehreren
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Abbildung 6

Rontgenmikroanalyse des Ligningehaltes an drei Referenzorten in der Zellwand von Holzfaserzellen der
Buche
Angegeben ist der Mittelwert von jeweils 20 Messungen.
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Tabelle 2
Ligninverhaltnisin Zellecke (C) und Sekundérwand (S) in Laubholz-Faser zellen nach ver schiedenen
guantitativen mikroskopischen Analysemethoden

Laubholzart Methode Autor Ligninverhdltnis C:S
Betula papyrifera UV-Mikroskopie  Fergus und Goring, 1970 4,5
Betula papyrifera Br-EDXA Sakaet a., 1983 3,7
Betula papyrifera Br-EDXA Otjen und Blanchette, 1988 1,8
Betula verrucosa Hg-EDXA Eriksson et al., 1988 31
Fagus sylvatica Hg-EDXA diese Arbeit 35

3.1.2 Elementkonzentrationen in Buchenholz

An den Referenzorten C, M, S wurde auRerdem die Rontgenemission der natdrlich
enthaltenen Elemente in nicht-merkurisertem Buchenholz gemessen und in molare
Konzentrationen umgerechnet (Abb.7). Erfasst wurden dabei aufgrund der
Detektoreigenschaften nur Elemente mit dem Atomgewicht von Natrium und grofi3er. Als
haufigstes Element wurde in der Zellecke Calcium nachgewiesen, gefolgt von Kalium,
Magnesum und Mangan. Auf3erdem lief3en sich Spuren von Natrium, Aluminium,

Phosphor, Schwefel, Chlor und Eisen detektieren (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7

Rontgenmikroanalyse der Elementkonzentrationen von Magnesium, Kalium, Calcium und Mangan in der
Zéllecke (C), der Mittellamelle (M) und der Sekundérwand (S) von Holzfaserzellen, in der Mittellamelle
zwischen Holzfaserzellen und Holzstrahl-Parenchymzellen (RM) und in der Sekundérwand von Holzstrahl-
Parenchymzellen (RS)
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In der zusammengesetzten Mittellamelle wurden Calcium und Kalium in etwa gleicher
Menge vor Magnesium und Mangan gemessen, wahrend in der Sekundérwand Kalium ale
anderen Elemente an Haufigkeit tbertraf. Im Vergleich der verschiedenen Zellwandbereiche
lield sich eine ahnliche Abstufung der Elementgehalte wie zuvor beim Ligningehalt von der
Zellecke Uber die Mittellamelle zur Sekundérwand feststellen.

Die Zellwande des Holzstrahl-Parenchyms zeigten in der Rontgenmikroanalyse die gleiche
Zusammensetzung aus den vier haufigsten Elementen sowohl in der Mittellamelle zur
benachbarten Faserzelle as auch in der Sekundérwand.

3.1.3 Ligninverteilung in Kiefernholz

Im Holz der Kiefer bestimmen Tracheiden das Bild eines Gewebequerschnittes (Abb.8a).
An den drei Referenzorten Zellecke (C), zusammengesetzte Mittellamelle (M) und
Sekundarwand (S) (Abb.8b) wurde die Ligninverteilung mittels Rontgenmikroanalyse
bestimmt. Die hochsten lokalen Ligningehalte, die als Rontgenemission des merkurisierten
Zellwandlignins in situ gemessen wurden, wurden in der Zellecke zwischen mindestens drel
Tracheiden nachgewiesen (Abb.9). Die in der Mittellamelle erreichten Werte waren etwas
mehr as halb so grof3, wahrend sie in der Sekundérwand nur etwa ein Drittel der Werte der
Zellecke erreichten. Diese Abstufung der Ligningehalte entsprach einem Verhdtnis C:M:S
von 3: 1,7 : 1. Die Anreicherung von Lignin in der Mittellamelle von Tracheiden von Pinus
sylvestris folgte damit einem Muster, das schon bei mehreren anderen Nadelhdlzern mit
verschiedenen Methoden beobachtet worden war (Tab.3).

Tabelle3
Ligninverhaltnis in Zellecke (C) und Sekundérwand (S) in Nadelholztracheiden nach verschiedenen
guantitativen mikroskopischen Analysemethoden

Nadelholzart Methode Autor Ligninverhdltnis C:S
Pinusradiata [-Mikroskopie Donaldson, 1985b 4,0
Picea nigra UV-Mikroskopie  Ferguset al., 1969 4,1
Pseudotsuga menziesii UV-Mikroskopie  Wood, Goring, 1971 3,7
Pseudotsuga menziesii Br-EDXA Sakaet al., 1981 2,1
Pinus taeda Br-EDXA Sakaet al., 1982 2,1
Picea abies Hg-EDXA Westermark et a., 1988 2,5
Pinus sylvestris Hg-EDXA diese Arbeit 3,0
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Abbildung 8

Kiefernholz im Querschnitt

a) Lichtmikroskopische Ubersicht

Tracheiden (T) und Holzstrahl-Parenchymzellen (HP) bilden das diinnwandige Friihholz (FH) und
dickwandige Spétholz (SH).

b) Mikrofoto der Referenzorte fur die Rontgenmikroanalyse

In der Zellecke (C), der zusammengesetzten Mittellamelle (M) und in der Sekundérwand (S) wurde der
Ligningehalt in einer Messreihe untersucht.
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Abbildung 9

Rontgenmikroanalyse des Ligningehaltes an drei Referenzorten in der Zellwand von Kieferntracheiden
Angegeben ist der Mittelwert von jeweils 20 Messungen.



3.1.4 Elementkonzentrationen in Kiefernholz

Die Analyse der Elementzusammensetzung in Kiefernholz wies Calcium als haufigstes
Element in der stark lignifizierten Zellecke und in der zusammengesetzten Mittellamelle
nach (Abb.10). Aul3erdem wurden quantifizierbare Mengen von Magnesium, Kalium und
Mangan (Abb.10) und Spuren von Natrium, Aluminium, Phosphor, Schwefel, Chlor und
Eisen (Daten nicht gezeigt) detektiert. Die Abstufung der Calcium-, Magnesium- und
Mangankonzentration an den drei Referenzorten Zellecke, Mittellamelle und Sekundarwand
glich in aufféliger Weise der Abstufung, die zuvor fur die Ligningehalte beobachtet worden
war (Abb.9). Die Abstufung der Kaliumkonzentration zwischen den untersuchten

Zellwandbereichen war weniger ausgepragt.
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Abbildung 10
Rontgenmikroanalyse der Elementkonzentrationen von Magnesium, Kalium, Calcium und Mangan in der
Zéllecke, der Mittellamelle und in der Sekundérwand von Kieferntracheiden
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3.2Ligninin pilzinfiziertem Holz

Standardisierte Probehdlzer aus Buchen- und Kiefernholz wurden im Laborversuch unter
kontrollierten Bedingungen dem Abbau durch Weil3- und Braunféulepilze ausgesetzt. Diese
Experimente waren eingebunden in ein gemeinsames Forschungsprojekt der Technischen
Universitdt Dresden, der Hebrew University Rehovot/Isragl und der Universitét Gottingen
(siehe Material und Methoden 2.2).

Zunéchst wurden in zwei Screenings fur Buchen- und Kiefernholz Pilzstdmme isoliert, die
bel unterschiedlicher Verwertung des Lignins wahrend des Zellwandabbaues eine Reduktion
der mechanischen Festigkeit der Probehdlzer verursachten. Im anschlief3enden Experiment
wurden mehrere mikroskopische, chemische und physiologische Parameter des
Zellwandabbaues in den ersten drei Wochen der kontrollierten Infektion untersucht.

Um die Ergebnisse aus diesem Labor-Experiment auf ihre biologische Relevanz zu
Uberprifen, wurden mit der Rontgenmikroanalyse Holzproben von Fichten untersucht, die
am natirlichen Standort Uber unbestimmte Zeit dem Erreger der Rotfaule (Heterobasidion

annosum) ausgesetzt waren.

3.2.1 Buchenholz nach kontrollierter Infektion mit Faulepilzen

Im Screening wurden 31 Pilzstdmme auf ihre Fahigkeit getestet, die mechanische Stabilitéat
von Buchenholz in nur dreiwochiger Inkubation zu reduzieren. Die Inkubation mit dem
Weilfaulepilz Trametes hirsuta verursachte in Buchen-Probehdlzern eine Absenkung der
Scherfestigkeit um Uber 50% bel einem Gewichtsverlust von 6% der Trockenmasse
(Abb.11). Da Industrierestholz fir eine langfristig angestrebte biotechnologische
Anwendung dieses Verfahrens als preiswerte Rohstoffquelle fir die Holzwerkstoffindustrie
zur Verfligung steht, kann dieser Ausbeuteverlust akzeptiert werden. Die Moglichkeit einer
drastischen Reduktion der Energiekosten beim Faseraufschluss machte T. hirsuta
demzufolge sehr interessant fir weitere Experimente.

Waéhrend einer zweiten dreiwochigen Inkubation wurden nun alle finf Tage Probehtlzer
geerntet, um die Vorgéange, die fur die Absenkung der Scherfestigkeit in der Frihphase der
Infektion verantwortlich sind, zu untersuchen. Die Rontgenmikroanalyse wurde hierbei
gezielt eingesetzt, um enen Zusammenhang zwischen mechanischer Stabilitét und

Ligningehalt nachzuweisen.
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Dem simultan Lignin und Cellulose abbauenden Weil3faulepilz T. hisuta wurden in diesem
Experiment zum Vergleich der Abbaustrategien aulRerdem der selektiv Lignin abbauende
Weilfaulepilz M. tremellosus und der Braunfaulepilz P. vaporaria zur Seite gestellt. P.
vaporaria hatte sich im Screening durch eine Absenkung der Scherfestigkeit von
Buchenholz um fast 50% ausgezeichnet, wéhrend M. tremellosus sich von den anderen
selektiven Weil¥faulepilzen durch schnelleres und Uppigeres Wachstum auf den
Probehdlzern abhob.
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Abbildung 11

Scherfestigkeit und Gewichtsverlust von Buchen-Probehdlzern bei Pilzbefall

In einem Screening-Experiment wurden 31 Weilfaule- und Braunféulepilze darauf getestet, Scherfestigkeit
und Gewicht von Buchen-Probehdlzern in drei Wochen zu reduzieren. Die Namen der Pilze, die fur weitere
Experimente ausgewahlt wurden sind angegeben. Die Namen der tibrigen Kulturen sind in Tabelle 1
aufgelistet. Die Scherfestigkeit von jeweils 8 Probehdlzern wurde von H. Unbehaun, TU Dresden gemessen.

Lichtmikroskopie
Bel der lichtmikroskopischen Betrachtung von Querschnitten von Buchenholz, welches drei
Wochen mit den drel ausgewahlten Faulepilzen inkubiert worden war, liefden sich keine

Anzeichen eines fortschreitenden Zellwandabbaues auffinden (Abb.12a-d). Nach
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Abbildung 12

Buchenholz nach dreiwdchiger | nkubation mit Faulepilzen

a) Kontrolle

b) Simultane Weil¥faule durch T. hirsuta

¢) selektive Weilkfaule durch M. tremellosus

d) Braunféaule durch P. vaporaria

Nach Infektion mit Weil3faulepilzen werden Toluidinblau-Farbungsmuster (T) in der Sekundérwand von
Holzfaserzellen beobachtet. Im Frihstdium von Braunféule erscheinen Ablagerungen (A) im Lumen von
Holzfaserzellen und Langsparenchymzellen und Hautchen (H) im Lumen von Gefalden.
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simultaner und selektiver Weil¥faule wurde jedoch in der Sekundarwand vieler Holzfasern
eine verstérkte Reaktion auf den Farbstoff Toluidinblau vom Lumen her beobachtet
(Abb.12b,c). In Braunfaule-infiziertem Buchenholz wiesen kollabierte Hautchen in den
Gefallen und stark lichtbrechende Ablagerungen im Lumen der Holzfaserzellen, der
Langsparenchymzellen und der Holzstrahl-Parenchymzellen auf pilzliches Wachstum im

Holz hin (Abb.12d).

Hg-TEM-EDXA

Die RoOntgenmikroanalyse des merkurisierten Zellwandlignins an den Referenzorten
Zellecke (C), zusammengesetzte Mittellamelle (M) und Sekundarwand (S) von Holzfasern
wies bel allen pilzinfizierten Proben die gleiche Ligninverteilung nach, die auch in der nicht-
infizierten Kontrolle gemessen wurde (Abb.13). Das Verhdtnis der relativen Ligningehalte
C:M:Swar bel allen vier Messrethen etwa 3,5 : 2,5 : 1 und auch die absoluten Werte waren
an jedem Referenzort sehr dhnlich wie in Kontrollen. Frihere Stadien der Infektion wurden

deswegen nicht licht- und elektronenmikroskopisch untersucht.
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Abbildung 13

Rontgenmikroanalyse des Ligningehaltes an drei Referenzorten in der Zellwand von Holzfaserzellen der
Buche nach dreiwdchiger Inkubation mit T. hirsuta (simultane Weil¥faule) M. tremellosus (selektive
Wei¥faule) und P. vaporaria (Braunféule)
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Chemische, mechanische und physiologische Parameter infizierter Probeholzer

Die Veranderungen des Ligningehaltes, der Scherfestigkeit, des Gewichtsverlusts, der CO,-

und der Warmeproduktion der pilzinfizierten Buchen-Probeh6lzer wurden jedoch auch
wahrend der dreiwochigen Inkubation bestimmt. Dazu wurden vom fiinften Tag nach der
Infektion jeweils im Abstand von vier Tagen Probehdlzer geerntet. Im zeitlichen Verlauf
blieb der relative Anteil des Lignins am Gesamtgewicht der Probehdlzer bei simultaner
Weil¥faule und bei Braunféaule konstant (Abb.14). Bei selektiver Weil¥faule sank der relative
Ligningehalt hingegen von 23% auf 17% ab. Simultane Waeil3faule durch T. hirsuta
verursachte schon innerhalb der ersten zehn Tage eine deutliche Abnahme der
Scherfestigkeit, ohne Auswirkungen auf das Gewicht der Probehdlzer zu haben (Abb.15).
Ein Gewichtsverlust war erst in den folgenden Tagen messbar, wahrend die Scherfestigkeit
nicht weiter reduziert wurde. Einen sehr dhnlichen Infektionsverlauf zeigte Braunfaule durch
P. vaporaria. Auch hier kam es ohne Gewichtsverlust zu einer deutlichen Abnahme der
Scherfestigkeit in den ersten zehn Tagen (Abb.17). Allerdings ist dieses Phdnomen hier
weniger deutlich, da P. vaporaria sehr sensibel auf eingetretene Schimmelpilzinfektionen
reagierte. In den Kulturschalen, die an den Tagen 13, 17 und 21 geerntet wurden, brach die
Infektion friher aus, so dass ein Scherfestigkeitss oder Gewichtsverlust nicht mehr
beobachtet werden konnte. Selektive Weil3faule durch M. tremellosus fuhrte wie auch schon
in den Vorversuchen zu keiner deutlichen Abnahme der Scherfestigkeit und zu einem
Gewichtsverlust von etwa 4,5% (Abb.16).
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Abbildung 15
Scherfestigkeit und
Gewichtsverlust von
Buchen-Probenhdlzern
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Die dissmilatorische CO,- und Warmeproduktion mikrobieller Organismen in totem

organischem Substrat gilt allgemein als ein relatives Mal3 fur die Biomasseproduktion und
das Wachstum dieser Organismen (Beck et al., 1995, Heilmann, 1995). Da pilzliches Mycel
nicht vollstandig aus infiziertem Holz isoliert werden kann, wurde auf diese schnelle
Methode zurtickgegriffen, um die physiologische Aktivitdt der Faulepilze in der Frihphase

der Infektion von Holz zu erfassen. Die CO,- und Warmeproduktion der pilzinfizierten
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Probehtlzer zeigten vom ersten Messtag an eine paralele Entwicklung, was die
Zuverlassigkeit dieser Methoden unterstreicht (Abb.18, Abb.19). Am finften Tag nach
Inkubationsbeginn hatten alle drei Pilze das Buchenholz schon soweit infiziert, dass eine

geringe CO»- und Warmeproduktion festgestellt werden konnte. Im weiteren Verlauf

zeigten diese Parameter bel Probehdlzern, die mit T. hirsuta infiziert waren, einen steileren
Anstieg as bei den anderen beiden Varianten. Erst am Ende der Inkubation, als die
Produktionsraten von T. hirsuta wieder etwas absanken, erreichten alle drei Varianten
ahnlich hohe Werte. Schimmelpilze, die bei der Vorbereitung der Probehdlzer in diesem
Experiment nicht vollstandig abgetttet wurden, keimten in der Endphase der Inkubation aus

und trugen in unbekanntem Mal3e zu der gemessenen CO,- und Wéarmemenge bei.
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Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Abnahme der Scherfestigkeit von
Buchenholz, die im Fruhstadium der Infektion mit Faulepilzen beobachtet worden war, nicht
an einen selektiven Ligninabbau oder einen gleichmaligen Masseverlust der Zellwand

gebunden war.
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3.2.2 Kiefernholz nach kontrollierter Infektion mit Faulepilzen

In einem Screening wurde derjenige Faulepilz isoliert, der nach dreiwochiger Inkubation
von Kiefern-Probehdlzern deren Scherfestigkeit am deutlichsten absenken konnte. Unter
den getesteten 31 Pilzstammen verursachten funf Braunféulepilze eine Scherfestigkeits-
abnahme der Probehdlzer um mehr als 16% (Abb.20). Nach Abbau durch Lentinus lepideus
und Gloeophyllum trabeum war die Scherfestigkeit im Vergleich zum Kontrollwert nur
noch anndhernd halb so grof3. Aulerdem hatten diese beiden Pilze Uber 9% der
Trockenmasse der Probehodlzer bis dahin abgebaut. L. Iepideus erwies sich in halbsterilen
Fermentationen als konkurrenzschwach gegeniiber Schimmelpilzen. Mit Blick auf die
technische Anwendbarkeit des Verfahrens wurde daher fir das nédchste halbsterile
Experiment G. trabeum bevorzugt. Um auch simultanen und selektiven Weil3fauleabbau zu
untersuchen, wurden auRerdem Trametes versicolor |V beziehungsweise Merulius
tremellosus ausgewahit.

Im né&chsten Experiment wurden Kiefern-Probehtlzer drei Wochen dem Abbau durch T.
versicolor, M. tremellosus und G. trabeum ausgesetzt, wobei nun ale 4 Tage Proben

geerntet wurden.

|@Scherfestigkeit B Gewichtsverlust

16

N/mmZbzw %TG

Kontrolle

M. tremell.
T. versic.

s E
[ 3
k] [
s 8
e £
4 o

Abbildung 20

Scherfestigkeit und Gewichtsverlust von Kiefern-Probehtlzern

In einem Screening-Experiment wurden 31 Weil¥faule- und Braunféulepilze darauf getestet, Scherfestigkeit
und Gewicht von Kiefern-Probehdlzern in drei Wochen zu reduzieren. Die Namen der Pilze, die fir weitere
Experimente ausgewdhlt wurden sind angegeben. Die Namen der Ubrigen Kulturen sind in Tabelle 1
aufgelistet. Die Scherfestigkeit von jeweils 8 Probehdlzern wurde von H. Unbehaun, TU Dresden gemessen.
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Abbildung 21

Kiefernholz nach dreiw6chiger Inkubation mit Faulepilzen

a) Kontrolle

b) simultane Weil¥féaule durch T. versicolor

Der Pfeil weist auf eine dunkle Ablagerung auf der Tertidrwand.

¢) selektive Weilkfaule durch M. tremellosus

Der Pfeil weist auf angeférbte Schatten in der Sekundérwand nahe der Zellecke
d) Braunfaule durch G. trabeum

Der Pfeil weist auf kollabiertes Friihholz.




Lichtmikroskopie

Kiefernholz, das nach Ablauf der dreiwtchigen Inkubation geerntet worden war, wurde
lichtmikroskopisch auf Zellwandabbau untersucht. In Probehdlzern, die mit dem Erreger
smultaner Weil3faule infiziert waren, wurde in den Tracheiden nach Anfarbung mit
Toluidinblau eine stark lichtbrechende Ablagerung auf der Lumenseite der Tertidrwand
nachgewiesen (Abb.21b). Die Sekundéarwand mancher Tracheiden war unregelmafig
ausgedunnt, wahrend die Zellecken und Mittellamellen insgesamt unverandert erschienen.
Bel selektivem Waelil¥faulebefall wurden in der Sekundarwand der Tracheiden im Bereich der
Zellecke durch Anférbung mit Toluidinblau dunkle Schatten sichtbar (Abb.21c).
Tracheiden, die mit dem Braunfauleerreger G. trabeum infiziert waren, wiesen im
Querschnitt ungleichmaiig dicke Sekundarwéande und auf der Lumenseite der Tertiarwand
eine dunkle Ablagerung auf (Abb.21d). Nur an wenigen Stellen im diinnwandigen Friihholz
waren die Zellwénde jedoch so stark angegriffen, dass sie spatestens bei der Praparation fir
die Mikroskopie kollabierten.

Hg-TEM-EDXA

Die Rontgenmikroanalyse des merkurisierten Lignins an den drei Referenzorten Zellecke
(©), Mittellamelle (M) und Sekundérwand (S) konnte keine Délignifizierung des Kiefern-
holzes durch die ausgewdhlten Faulepilze nach dreiwtchiger Inkubation nachweisen
(Abb.22). Weder im Vergleich der absoluten Werte mit Kontrollwerten noch in der
Abstufung der Ligningehalte zwischen den untersuchten Geweben wurde ein
Zellwandabbau durch Faulepilze deutlich.
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Abbildung 22

Rontgenmikroanalyse des Ligningehaltes an drei Referenzorten in der Zellwand von Kieferntracheiden
nach dreiwdchiger Inkubation mit Féulepilzen
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Abbildung 23

Klason-Ligningehalt von Kiefernholz wahrend dreiwdchiger Inkubation mit Weil3faule- und
Braunfaulepilzen

Chemische, mechanische und physiol ogische Parameter infizierter Probeholzer

Ebenso blieb der relative Ligningehalt der Probehtlzer bezogen auf das Trockengewicht
von der Anwesenheit der Pilze unbeeinflusst (Abb.23). Lediglich bel selektiver Weil¥faule
durch M. tremellosus war eine Tendenz zu bevorzugtem Ligninabbau zu erkennen.

Dass Braunfaule in Kiefernholz aber dennoch schon innerhalb der ersten drei Wochen nach
der Infektion zu einer massiven Veradnderung der Zellwandeigenschaften flhrte, zeigte die
Untersuchung des Gewichtsverlustes und der Scherfestigkeit der Probehdlzer nach Befall
mit G. trabeum. Bereits ab dem 13. Tag nach der Infektion war ein stetig wachsender
Gewichtsverlust zu beobachten, und ab dem 17. Tag wurde eine Abnahme der
Scherfestigkeit deutlich (Abb.26). Am Ende der Inkubation war die mechanische Stabilité&t
der Probehdlzer um etwa 25% erniedrigt und das Trockengewicht um 4% gesunken. Im
Screening waren aber zuvor mehr als doppelt so grof3e Abnahmen dieser Messwerte nach
Abbau durch G. trabeum gemessen worden. Dort verhinderte ein vorangegangenes
Autoklavieren der Probehdlzer eine Ausbreitung von Schimmelpilzen. Fir das
Folgeexperiment wurden die Probehtlzer nur pasteurisiert. Die nach etwa zehn Tagen in
mehreren Kulturschalen ausbrechende Schimmelpilzinfektion reduzierte die Aggresivitét des
Braunfaulepilzes wahrscheinlich in solchem Mal3e, dass diese Werte nicht wieder erreicht

werden konnten.
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Scherfestigkeit und Gewichtsverlust von Kiefern-Probehdlzern wahrend dreiwdchiger Inkubation mit
T. versicolor (simultane Weil3faule)
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Abbildung 25

Scherfestigkeit und Gewichtsverlust von Kiefern-Probehdlzern wahrend dreiwdchiger Inkubation mit
M. tremellosus (selektive Weildfaule)
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Scherfestigkeit und Gewichtsverlust von Kiefern-Probehdlzern wahrend dreiwdchiger Inkubation mit

G. trabeum (Braunféule)
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Der Befall von Kiefernholz mit den Weil3faulepilzen T. versicolor und M. tremellosus hatte
wie auch schon im Screening keinen Einfluss auf die Scherfestigkeit in den ersten drei
Wochen nach der Infektion (Abb.24, Abb.25). Das Trockengewicht der Probehdlzer nahm
infolge des Zellwandabbaues dagegen schon ab dem 13. Tag nach Inkubationsbeginn
messbar ab.

Als ein indirektes Mal3 fur die Pilzbiomasse-Produktion wurden die CO,- und die
Warmefreisetzung der infizierten Probehtlzer bestimmt. Die Messung beider Parameter
wies auf enen kontinuierlichen Anstieg der pilzlichen Dissmilation und des
Mycelwachstums im befallenen Holz vom Beginn bis zum Ende der Inkubation hin

(Abb.27, Abb.28). Die Spitzenwerte der CO,- und Warmeproduktion wurden bel

Kiefernholz gemessen, das mit dem Braunféuleerreger G. trabeum infiziert war.
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Abbildung 27
CO,-Produktion von infiziertem Kiefernholz
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Abbildung 28

Wérmeproduktion von infiziertem Kiefernholz
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TEM-EDXA der Zellwandelemente

In nicht-merkurisiertem  Kiefernholz wurde die Elementzusammensetzung der
Tracheidenzellwande nach Faulebefall mittels Rontgenmikroanalyse bestimmt. Zur besseren
Ubersicnt wurde die Untersuchung auf die vier haufigsten gemessenen Elemente
Magnesium, Kalium, Calcium und Mangan begrenzt.

Simultaner Weil3faulebefall durch T. versicolor verursachte in drei Wochen einen Riickgang
der Konzentrationen der vier haufigsten Elemente in der Zellecke um etwa die Héfte und
von Calcium und Mangan in den Mittellamellen um etwa ein Drittel (Abb.29a,b). Die
Rontgenmikroanalyse einer hier beobachteten elektronenoptisch dunklen Ablagerung auf
der Lumenseite der Tertiarwand der Tracheiden gab einen Hinweis Uber den Verbleib der
Zellwandelemente: Die Ablagerung bestand aus einer lokalen Akkumulation von
Magnesium, Kalium, Calcium und Mangan.

Nach dreiwdchiger Inkubaton mit M. tremellosus, einem Erreger selektiver Welildfaule,
wurden in allen untersuchten Zellwandbereichen nur noch etwa halb so grof3e Magnesium-,
Calcium- und Mangan-Konzentrationen gemessen wie zuvor, wéhrend die proportionale
Abstufung der Konzentrationen zwischen den Zellwandbereichen erhalten blieb (Abb.29c).
Die Kaliumkonzentration war nach dem Féulebefall nur in der Zellecke reduziert.

Eine solche dunkle Ablagerung fand sich ebenso nach dreiwdchigem Braunféulebefall durch
G. trabeum am Rande des Lumens der Tracheiden. Auch hier konnte die
Rontgenmikroanalyse eine Akkumulation derjenigen Elemente nachweisen, die wahrend des
Braunfaulebefalles aus tieferen Zellwandschichten herausgelost worden waren (Abb.29d).
Die Zellecken der Tracheiden wiesen im Vergleich zu den Mittellamellen und den
Sekundarwanden Uberproportional grof3e Verluste auf. Die in Kontrollen beobachtete
Abstufung der Elementkonzentrationen zwischen den Referenzorten blieb hier deswegen

nicht erhalten.
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Abbildung 29

Rontgenmikroanalyse der Konzentrationen von Magnesium, Kalium, Calcium und Mangan an den
Referenzorten Zellecke, Mittellamelle, Sekundérwand und Tertidrwandauflage in Kieferntracheiden nach
Inkubation mit Faulepilzen

a) Kontrolle

b) Simultane Weil¥faule durch T. versicolor

¢) Selektive Weildfaule durch M. tremellosus

d) Braunfaule durch G. trabeum
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Die Beobachtungen in der Friihphase des Befalls von Kiefernholz durch Faulepilze lassen
sich folgendermal3en zusammenfassen: Kiefernholz, das drei Wochen mit verschiedenen
Féulepilzen inkubiert worden war, wies nur geringe Anzeichen eines beginnenden
Zellwandabbaues auf. Braunféule verursachte im Vergleich die groften mikroskopisch
feststellbaren Schéden in der Sekundarwand. Es hatte hier, wie auch bei smultaner und
selektiver Waeil3faule, jedoch noch kein flachendeckend an mehreren Referenzorten
messbarer Ligninabbau stattgefunden. Parallel zu einer Absenkung der Scherfestigkeit des
Kiefernholzes in dieser frihen Phase der Infektion wurde die massive Entfernung
zwelwertiger lonen aus alen Schichten der Tracheidenzellwand und deren Akkumulation

auf der Lumenseaite der Tertidrwand beobachtet.
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3.2.3 Rotfaules Fichtenholz aus dem Freiland

In Fichten, die an montanen Standorten die Schadsymptome Nadelvergilbung und
Kronenverlichtung zeigten, wurde im Wurzelholz und im bodennahen Splintholz eine
Infektion mit dem Erreger der Rotféule Heterobasidion annosum nachgewiesen. Analysen
des Aschegehaltes des pilzinfizierten Holzes wiesen auf eine drastische Verénderung der
Elementkonzentrationen bei Pilzbefall hin (Tab.4).

In Gottingen wurden Proben des rotfaulen Fichtenholzes mikroskopisch und
rontgenmikroanalytisch untersucht, um die auffédligen lonen im befallenen Gewebe zu
lokalisieren. In Querschnitten des befallenen Fichtenholzes wurden massive Ablagerungen
einer stark lichtbrechenden amorphen Matrix im Lumen der Tracheiden beobachtet
(Abb.30a-d). Bel stéarkerer VergrofRerung im elektronenmikroskopischen Bild konnte
gezeigt werden, dass in fast allen Tracheiden eine elektronendichte Schicht vom Lumen auf
die Tertifrwand aufgelagert war (Abb.31b). Vor alem in Spétholztracheiden war das
gesamte Lumen mit der amorphen Matrix ausgefillt (Abb.31c). Neben den Ablagerungen
wurden oft runde, hohle Strukturen beobachtet, die als Hyphenquerschnitte angesprochen
wurden (Abb.31d). Die Mittellamelle in den Zellecken und zwischen zwel Tracheiden
zeigte keine Verédnderung, wahrend die Sekunddrwand an wenigen Stellen teilweise
abgebaut war.
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Abbildung 30

Querschnitte von Splintholz von Fichten aus der Steiermark

a) und c) Befalsfreies Fichtenholz, Kontrolle

b) und d) Rotfaules Fichtenholz mit Spuren der Besiediung durch Heterobasidion annosum
Die Pfeile weisen auf teilweise abgebaute Sekundarwande.
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Abbildung 31

Mikrofotos von Fichtenholz

a) Kontrolle

Die Buchstaben bezeichnen die Referenzorte Zellecke (C), Mittellamelle (M) und Sekundérwand (S), an
denen in einer Messreihe in Kontrollen und in infiziertem Holz die Elementkonzentration gemessen wurde.
b) Flachige Ablagerung (A)auf der Tertidrwand einer infizierten Tracheide

¢) Amorphe Ablagerung (A) im Lumen einer infizierten Tracheide

d) Pilzhyphen (H) im Lumen infizierter Tracheiden
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Tabelle4

Auszug der Elementanalysen des veraschten Splintholzesvon einer nichtinfizierten Fichte (K) und von
vier rotfaulen Fichten der Standorte Gleinalm (G1 und G2) und Tamsweg (T3 und T4) (C. Tomiczek,
personliche Mitteilung)

Kalium Calcium Magnesium
% % %

K 0,06 0,08 0,01
Gl 0,23 01 0,02
G2 0,58 0,17 0,05
T3 0,44 0,11 0,03
T4 0,77 0,14 0,07

Da die Zelwénde der Tracheiden nur geringe Spuren des Abbaues durch Rotféule
aufwiesen, wurde auf eine Rontgenmikroanalyse der Ligninverteilung in situ verzichtet. Bei
vergleichbarer Schédigung von Buchen- und Kiefernholz durch Weifaule- und
Braunfaulepilze im Laborversuch waren zuvor keine Anderungen im Ligningehalt der
Zellwand gefunden worden (s.0.). Die Rontgenmikroanalyse wurde jedoch eingesetzt, um
die Elementprofile der Zellwand infizierter und nicht-infizierter Tracheiden zu unterscheiden
und um die Zusammensetzung der amorphen Ablagerungen zu identifizieren. In einer
Messreihe wurde die Elementzusammensetzung der Zellecke, der zusammengesetzten
Mittellamelle, der Sekundarwand und der Tertidrwand beziehungsweise der ihr
aufgelagerten schwarzen Schicht erfasst. Elemente mit der Molmasse von Natrium und
grofker wurden durch ihr Rontgenemissionsspektrum identifiziert. Die drel haufigsten
Elemente Kalium, Magnesium und Calcium wurden quantifiziert (Abb.32a-c). Aul3erdem
wurden Spuren von Natrium, Silicium, Phosphor, Schwefel und Eisen gemessen (Daten
nicht gezeigt).



Die Kaliumkonzentration war in alen untersuchten Zellwandbereichen nach Rotféaulebefall
deutlich hoher als in nicht-befallenem Gewebe (Abb.32a). Am geringsten war der Anstieg
in der Sekunddrwand des Baumes G2, wo die 4fache Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle gemessen wurde. Der hdchste Anstieg innerhalb der Zellwand wurde in den
Zellecken der Tracheiden des Baumes T4 beobachtet. Die Kaliumkonzentration erreichte
dort das 24fache des Kontrollwertes. Die hochsten lokalen Kaliumkonzentrationen
Uberhaupt wurden jedoch in der schwarzen Ablagerung auf der Tertidrwand gemessen. In
Proben der beiden Baume T3 und T4 wurden innerhalb der Ablagerungen durchschnittliche
Konzentrationen von 550 mM beziehungsweise 400 mM gefunden, wéhrend die
Tertidrwand in nicht-infizierten Kontrollen nur 15 mM Kalium enthielt. Die verstérkte
Einlagerung von Kaium zeigte innerhalb der Tracheidenzellwénde der vier befallenen
Baume keine Bevorzugung der Zellecke, der zusammengesetzten Mittellamelle oder der
Sekundérwand. Stets wurde eine proportionale Steigerung in allen drei Bereichen gefunden.
Auch die Magnesumkonzentration war infolge des Rotféaulebefalls in  den
Zellwandschichten erhoht. Der Anstieg folgte dem schon bei Kalium beschriebenen Muster:
Die Zunahme der Magnesiumkonzentration war in den drei untersuchten Zellwandbereichen
stets proportional. Die absoluten Werte der Magnesiumkonzentrationen schwankten je nach
Zellwandbereich zwischen 2 mM in der Sekundérwand und 8 mM in der Mittellamelle von
Kontrollen und zwischen 4 mM in der Sekunddrwand im Baum G2 und 46 mM in der
Zellecke im Baum T4. Die htchste Konzentration wurde in der Ablagerung im Lumen der
Tracheiden in den Bdumen T3 gemessen (128 mM).

Die Calciumkonzentrationen waren in der Zellecke, der zusammengesetzten Mittellamelle
und der Sekundarwand der von Rotféaule befalenen Tracheiden niedriger as in
vergleichbaren nicht-infizierten Tracheiden (Abb.32c). In der Auflage der Tertidrwand
wurde eine uneinheitliche Anderung der Calciumkonzentration festgestellt. Wahrend sie in
den Baumen G2 (76 mM) und T3 (77 mM), bel grofder Standardabweichung vom
Mittelwert, deutlich hoher als in der Kontrolle (21 mM) war, wurden in den Béaumen G1

(6 mM) und T4 (8 mM) kleinere Mengen Calcium gemessen.
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Abbildung 32

Rontgenmikroanalyse von rotfaulem Fichtenholz

Es wurde die Kaliumkonzentration (a), Magnesiumkonzentration (b) und Calciumkonzentration (c) in
nicht-befallenem Fichtenholz (K) und in zwei rotfaulen Fichten vom Standort Gleinalm (G1 und G2)
und in zwei rotfaulen Fichten vom Standort Tamsweg (T3 und T4) gemessen. Die
Elementkonzentrationen wurden jeweils an den Referenzorten Zellecke (C), Mittellamelle (M),
Sekundérwand (S) und Tertidrwandauflage (T) bestimmt.
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Die Beobachtungen zur Elementverteilung, die an pilzbefalenen Splintholzproben eines
lebenden Baumes gemacht wurden, konnen folgendermal3en zusammengefasst werden: In
Fichtenholztracheiden, die im Freiland mit dem Erreger der Rotfaule Heterobasidion
annosum befallen waren, aber erst geringe Schaden durch Zellwandabbau aufwiesen, wurde
eine umfassende Umverteilung von Kalium, Magnesum und Cacium in der Zellwand
festgestellt. Wahrend Kalium und Magnesium auch in tieferen Zellwandschichten
angereichert wurden, wurde Calcium aus diesen Schichten entfernt. Amorphe Ablagerungen
im Lumen der infizierten Tracheiden enthielten teilweise hohere Konzentrationen an Kalium,

Magnesium und Calcium als Zellwandbereiche.
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3.3 Lignin in biotechnologischen Holzwer kstoffen

3.3.1 Ligningehalt in Thermomechanischem Faserstoff (TMP) und daraus hergestellten
Mitteldichten Faserplatten (MDF)

Thermomechanischer Faserstoff (TMP)

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen von Faserstoff, der im thermo-
mechanischen Aufschlussverfahren bei 180 °C gewonnen wurden, belegten, dass die
Auftrennung des gewachsenen Gewebeverbandes annghernd vollstandig war (Abb.33a). Im
Querschnitt wiesen die Fasern, deren Lumen zumeist kollabiert war, eine Zonierung in zwel
Schichten auf (Abb.33b). Die innere, dickere Schicht wurde von der Sekunddrwand
gebildet, die auen von einer ungleichmaigeren Schicht vollsténdig umhdllt wurde. Nach
Merkurisierung des Lignins wurde in der Rontgenmikroanalyse in dieser &uf3eren Schicht
ein vielfach grolReres Hg-Lignin-Signal detektiert as in der Sekunddrwand (Abb.33d).
Diese Schicht bestand demnach aus Resten der stark lignifizierten ehemaligen Mittellamelle,
die nach der Trennung auf der Faseroberfléche verblieben waren. Auf SEM-Bildern einiger
freier Fasern war ein Aufplatzen und Abschilfern dieser Schicht aus ehemaligem
Mittellamellenlignin zu beobachten (Abb.33c).

Aufgrund dieser Beobachtung lassen sich die Vorgange beim Faseraufschluss
folgendermal3en beschreiben: Die hohen Temperaturen oberhalb des Schmelzpunktes von
Lignin wahrend des Aufschlusses erlauben eine Aufteilung des Mittellamellenlignins auf
benachbarte Fasern beim Angreifen grof3er Scherkrafte im Refiner. Nach dem
Unterschreiten der Glas-Ubergangs-Temperatur erstarrt das geschmolzene Lignin und bildet

eine Haut oder starre Kruste um die Faser.

Mitteldichte Faserplatten (MDF)

Aus TMP wurden von R. Kharazipour nach dem von ihm entwickelten Verfahren
(Deutsches Patent Nr. 4305411, 1993) Mitteldichte Faserplatten (MDF) ohne Zugabe eines
Bindemittels hergestellt. In funf verschiedenen MDF wurde die neue Faser-Faser-
Bindung elektronenmikroskopisch und rontgenmikroanaytisch untersucht. Die MDF

unterschieden sich in der Art der Vorbehandlung des Fasermaterials vor dem Verpressen:
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Abbildung 33

Thermomechanischer Faserstoff (TMP)

a) SEM-Mikrofoto von aufgeschlossenem Faserstoff

Im Refiner bei 180 °C wird der Gewebeverband vollstandig aufgel6st.

b) TEM-Mikrofoto einer einzelnen Faser im Querschnitt

Das Lumen der Faser ist kollabiert, ihre Sekundérwand (S) wird von einer Schicht aus ehemaligem
Mittellamellen-Lignin (M) umhdilit.

¢) SEM-Mikrofoto einer einzelnen Faser

Die ligninhaltige Schicht (M), die deutliche Aussparungen im Bereich der Hoftlpfel erkennen lasst, platzt
bei einigen Fasern ab.

d) TEM-Mikrofoto eines Ausschnitts einer einzelnen Faser im Querschnitt

Die Zahlen geben die Réntgenemission merkurisierten Lignins in counts per second (cps) an. Der
Ligningehalt in den Uberresten der Mittellamelle auf der AuRenfléche der Faser ist hoher alsin der
Sekundérwand.
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Abbildung 34

Mitteldichte Faserplatten

a) Nassverfahren ohne Enzym, Kontrolle

b) Nassverfahren mit Laccase

¢) Trockenverfahren ohne Enzym, Kontrolle

d) Trockenverfahren mit Laccase

In einer Messreihe wurde der relative Ligningehalt in den Leimfugen zwischen 3 Fasern (L3), in den
Leimfugen zwischen 2 Fasern (L2) und in der Sekundérwand (S) der Fasern bestimmt.
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(1) Nassverfahren, ohne Enzym (Kontrolle)
(2) Nassverfahren, mit Laccase

(3) Trockenverfahren, ohne Enzym (Kontrolle)
(4) Trockenverfahren, mit Laccase

(5) Trockenverfahren, mit Manganperoxidase

Unabhéngig von der Auftragungsart, der Zugabe und der Art des Enzyms bel der
Vorbehandlung des Fasermaterials bot sich in Querschnitten durch die MDF stets das
gleiche Bild aneinander haftender Fasern (Abb.34). Die Fasern waren in der Mehrzahl
unregelmaldig verformt und ihre Lumina kollabiert. Dabei musste berlicksichtigt werden,
dass die meisten Fasern schrédg und nicht horizontal angeschnitten wurden. Die Leimfugen
zwischen zwel Fasern waren gleichméaiig dick (etwa 0,5 pm) und mit einer amorphen
Matrix ausgefillt. Diese Matrix flllte auch den Raum in der Kontaktzone dreier Fasern aus.
Insgesamt bildeten die Fasern unter Vermittlung der formbaren Matrix beim Verpressen ein
Geflige, welches dem gewachsenen Gewebe "Holz" sehr dhnlich sah.

In  Proben der Kontroll-Faserplatten blieben nach  Merkuriserung  fur  die
Rontgenmikroanalyse nur noch wenige Leimfugen erhalten. Die ausgeschnittenen Stifte
quollen auf und die Fasern rickten auseinander. Proben der MDF aus enzymatisch
vorbehandeltem Faserrohstoff wiesen dagegen eine hohere Nassfestigkeit und Stabilitét auf.

In merkurisierten Proben der finf MDF wurde der Ligningehalt in der Leimfuge zwischen
drei Fasern (L3), in der Leimfuge zwischen zwei Fasern (L2) und in der Sekundarwand (S)
der Fasern mittels Rontgenmikroanalyse gemessen (Abb.35). Trotz der unterschiedlichen
Vorbehandlungen des Fasermaterials wurde in allen funf MDF an den drei Referenzorten
L3, L2 und S jewells ein dhnlicher Ligningehalt gemessen. Der Ligningehat war in der
Leimfuge zwischen drei Fasern 2,5mal so grof3 und zwischen zwei Fasern 2mal so grol3 wie
in der Sekunddrwand. Da die Sekundarwand von Nadelholztracheiden zu etwa 20% aus
Lignin besteht (Wagenfuhr, 1984), konnte Lignin auf diese Weise indirekt as ein
Hauptbestandteil der Matrix, die den Oberflachenkontakt der Fasern vermittelt, identifiziert

werden.
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Abbildung 35

Rontgenmikroanalyse von Mitteldichten Faserplatten

Funf Mitteldichte Faserplatten (MDF) wurden ohne Zugabe eines synthetischen Bindemittels aus
Thermomechanischem Faserstoff (TMP) gepresst. Der Faserstoff wurde zuvor mit ligninolytischen
Enzymen inkubiert, die aus Kulturen von Weil¥faulepilzen isoliert wurden. Die Rontgenmikroanalyse
merkurisierten Lignins wurde in den Leimfugen zwischen 3 Fasern (L3), in den Leimfugen zwischen 2
Fasern (L2) und in der Sekundérwand (S) der Fasern durchgefiihrt.
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Abbildung 38

Rontgenmikroanalyse der Ablagerungen an und in beleimten Spanen
Angegeben ist die Rontgenemission merkurisierten Ligninsin cps.

a) Ligninablagerung in einer aufgerissenen Tracheide

b) Ligninablagerung an einer exponierten Bruchstelle der Tracheidenzellwand
¢) Ligninablagerung im intakten Lumen einer Tracheide

d) Ligninablagerung in einer Holzstrahl-Parenchymzelle

Bioleimin Spanplatten

Aus Spanen, auf deren Oberflache reiner Lignin-Bioleim aufgebracht worden war, waren
Spanplatten ohne Zugabe weiterer Bindemittel gepresst worden. Diese Spanplatten wurden
mit einer verkanteten Rasierklinge aufgebrochen, um enen Einblick in das kinstliche
Geflige des neuen Werkstoffes zu gewinnen. Bel Betrachtung der aufgebrochenen
Spanplatte im SEM wurden auch hier granulére Ligninablagerungen auf den freigelegten
Aulenflachen der beleimten Spane sichtbar (Abb.39a,b). Nur Ligninpartikel, die auf
exponierten Bruchkanten der Tracheiden abgelagert waren, konnten einen Kontakt zur
Oberflache des benachbarten Spans vermitteln. Ligninpartikel in den Rinnen der
aufgebrochenen Tracheiden konnten aus sterischen Griinden keine Leimfuge zwischen zwei
Spanen hbilden. In Querschnitten nicht-merkurisierter, eingebetteter Proben wurde die

Gestalt des Lignins in den Leimfugen ndher untersucht. Die Ligninablagerung
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Abbildung 39

Spanplatte mit Bioleim

a) SEM-Mikrofoto, aufgebrochene Spanplatte, Ubersicht

b) SEM-Mikrofoto, Spanoberflache mit Ligninpartikeln (Pfeile)

¢) LM-Foto, Leimfuge zwischen Laub- und Nadelholzspanen mit durchsichtigem flachigem Bioleim (B)
und dunklem komprimiertem Bioleim in der Leimfuge (L)

d) TEM-Mikrofoto, Ligninin der Leimfuge (LF) zwischen Laubholzspan (LH) und Nadelholzspan (NH)

auf den Spanen erschien bel lichtmikroskopischer Betrachtung durchsichtig (Abb.39c). In
den Leimfugen wies Lignin keine granuldre Struktur auf, sondern verband als flachiger
amorpher Belag benachbarte Spanoberflachen. Die Rontgenmikroanalyse von Lignin in
Leimfugen der Spanplatte war nicht moglich, da sich die Leimfugen wahrend der

Merkurisierung in kochendem essigsaurem Methanol auflsten.
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Abbildung 40

Span mit Bioleim und PMDI-Zusatz

a) Beleimter Span, Ubersicht

b) Beleimter Span, Konglomerat aus Lignin und PMDI (K) auf Spanseitenfléche

¢) Beleimter Span, Konglomerat aus Lignin und PMDI (K) auf Spanseitenfléache

d) Beleimter Span, Konglomerat aus Lignin und PMDI (K) auf Tracheidenbruchkante (T)

Bioleim mit PMDI-Zusatz auf Spanen und in Spanplatten

Eine modifizierte Verteilung von Bindemittel partikeln wurde auf der Oberflache von Spanen
angetroffen, die mit einer 10:1 Mischung aus Bioleim und Phenylmethan-Diisocyanat
(PMDI) benetzt worden waren. Der Bedeckungsgrad der Spanoberflache mit
Bindemittelpartikeln war bel diesem Leim mit 40% doppelt so hoch wie ohne PMDI-Zusatz.
AulRerdem wurden zahlreiche Konglomerate aus kugelrunden, kubischen und amorphen
Bindemittelpartikeln vorgefunden (Abb.40). Diese Konglomerate besal3en einen
Durchmesser bis zu 100 um und waren daher tellweise grold genug, um angerissene
Tracheiden zu verstopfen. Die genaue morphologische Zuordnung von Lignin- und PMDI-
Antell in diesen inhomogenen Strukturen mittels Rontgenmikroanalyse war nicht maglich,

well sie die Merkurisierung nicht intakt Uberstanden.
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3.3.2 Verteilung von Lignin-Bioleim auf Spanen und in Spanplatten

Bioleim auf Spanen

Lignin war in wassriger Suspension als enzymatisch reaktivierter Bioleim auf Holzspane
aufgebracht worden. Diese Auftragungsart entspricht dem Verfahren, das auch fur
synthetische Bindemittel verwendet wird. Fur die Holzspane war eine Gewichtszunahme um
etwa 10% ihres Trockengewichtes durch anhaftendes Lignin beobachtet worden
(A. Huttermann, personliche Mitteilung). Die Aufgabe war nun, mittels mikroskopischer
Techniken in Verbindung mit der Rontgenmikroanalyse das Lignin auf den Spénen zu
lokalisieren und seine Morphologie zu beschreiben. Insbesondere galt es, Ursachen dafir zu
finden, dass durch Behandlung der beleimten Spane mit NaOH nie mehr als 50% des
eingesetzten Lignins von den Spanen wieder gelost werden konnten (A. Huttermann,
personliche Mitteilung).

Unbeleimte Nadelholzspéne wiesen bel der Betrachtung im SEM in der Seitenansicht eine
rauhe Oberflache mit vielen paralelen Rinnen in Langsrichtung auf (Abb.36a,b). Diese
Rinnen waren entstanden, als beim Materialaufschluss der Gewebeverband aufgebrochen
worden war. In Querschnitten konnten diese Rinnen als Tracheidenfragmente identifiziert
werden (Abb.37a,b). Die bevorzugte Bruchstelle von Nadelholz in Langsrichtung beim
Zerspanen ist demzufolge nicht die Mittellamelle wie beim Faseraufschluss im Refiner,
sondern die Sekundarwand.

Auf der Oberflache von beleimten Spanen wurden zahlreiche granuldre Ablagerungen
beobachtet (Abb.36¢,d,e f). Die Ablagerungen mit einer Korngrof3e bis zu 10pum bedeckten
etwa 20% der Oberflache, wie die Auswertung von acht 200 x 300 um grof3en Flachen mit
einem Bild-Analyse-System ergab. Der Grof3teil der granuléren Ablagerungen war in den
Rinnen, den aufgerissenen Lumen der Tracheiden, deponiert. In geringerem Mal3e waren die
Koérnchen auch auf den longitudinalen und transversalen Bruchkanten der Tracheiden zu
finden. Sie waren jedoch nicht grof3 genug, um die Lumen der quergebrochenen Tracheiden
zu verstopfen.

Beleimte Spéne wurden merkurisiert und eingebettet, um an Querschnitten die Verteilung
und Zusammensetzung der granularen Ablagerungen zu untersuchen. Schon bel
lichtmikroskopischer Betrachtung der angefertigten Semidinnschnitte wurden stark

lichtbrechende Ablagerungen an der Aul3enflache der Spéne, aber auch in weiter innen
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Abbildung 36

Holzspan ohne und mit Bioleim

a) Unbeleimter Span (Kontrolle), Ubersicht Seitenflache

b) Unbeleimter Span, in Langsrichtung aufgerissene Tracheiden

c) Beleimter Span, Ubersicht Seitenfléche

d) Beleimter Span, Ligninpartikel in aufgerissenen Tracheiden

€) Beleimter Span, Ubersicht Stirnfléche

f) Beleimter Span, Ligninpartikel (L) liegen auf den Bruchkanten von Tracheiden (T).



Abbildung 37

Span ohne und mit Bioleim im Querschnitt

a) LM-Foto eines unbeleimten Spans, Ubersicht

b) TEM-Mikrofoto eines unbeleimten Spans

Einzelmessungen der Rontgenemission des merkurisierten Zellwandlignins erfolgten in der Zellecke (C), in
der Mittellamelle (M) und in der Sekundérwand (S) (Angabe in cps).

¢) LM-Foto eines beleimten Spans, Ubersicht

d) LM-Foto eines beleimten Spans, Ausschnitt

liegenden Bereichen beobachtet (Abb.37c,d). Bei stérkerer Vergréf3erung im TEM wurde
noch ein deutlicheres Bild von der Kontaktzone zwischen Holz und Ablagerung erhalten.
Die Ablagerung mit uneinheitlicher elektronenoptischer Dichte hatte sich tellweise der
Holzoberflache angepasst. Andere Kornchen mit granulérer Gestalt wiesen nur ene
geringere Kontaktfliche zum Holz auf. Der Belag an exponierten Bruchkanten der
Tracheiden, im aufgerissenen Lumen der Tracheiden und im intakten Lumen innenliegender
Tracheiden und Holzstrahl-Parenchymzellen konnte durch die Rontgenmikroanalyse
zweifelsfre as Lignin identifiziert werden (Abb.38). Die raumliche Konzentration innerhalb
der Ablagerung Uberstieg oftmals die natlrliche Ligninkonzentration im benachbarten
Gewebe.
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Lignifiziertes Qulfitzellstoff-Vlies

Freie Sulfitzellstoff-Fasern waren mit Lignin und Laccase inkubiert worden und
anschlief3end zu einem Vlies verpresst worden (Schroter, 1998). Die zuvor weil3en Fasern
hatten bel dieser Behandlung eine hellbraune Farbe angenommen und eine Ligninmenge
gebunden, die etwa 10% ihres Anfangstrockengewichtes betrug. Zur Wiederfindung des
Lignins im Werkstoff wurden die Rasterelektronenmikroskopie und die
Rontgenmikroanalyse eingesetzt.

Bel mittlerer VergrofRerung (50fach) des lignifizierten Vlieses wurde kein Unterschied in der
Oberflachenstruktur im  Vergleich zu der nicht-lignifizierten Kontrolle beobachtet
(Abb.43a,b). Bel starkerer VergroRerung (500fach) wurde hingegen ein rauher, flachiger
bis netzartiger Belag auf lignifizierten Fasern sichtbar, wahrend Kontrollfasern eine relativ
glatte Oberflache aufwiesen (Abb.43c,d). In quergeschnittenen Vliesen war im SEM-Bild
keine Strukturverénderung durch die Lignifizierung feststellbar (Abb.43f). In flissigem
Stickstoff gefrorene und gebrochene lignifizierte Fasern zeigten stumpfe Bruchkanten und
keine Uberstehenden Reste des applizierten Belags (Abb.43h).

Fur die Rontgenmikroanalyse wurden Proben des nicht-lignifizierten und des lignifizierten
Vlieses merkurisiert und in Kunstharz eingebettet. Querschnitte der nicht-lignifizierten
Fasern wiesen bei der Betrachtung im TEM massive Auflosungserscheinungen auf
(Abb.44a). Die lamellenartigen Unterschichten der Sekundérwand wichen auseinander,
ohne zu zerreil3en. Rontgenmikroanalytisch konnte in keinem Zellwandbereich Hg-Lignin
nachgewiesen werden. Lignifizierte Sulfitzellstoff-Fasern waren durch die aggressiven
Bedingungen bei der Merkurisierung weniger beschédigt worden. An ihrer Auf3enflédche und
auch in der Kontaktzone zwischen mehreren Fasern wurde mittels Rontgenmikroanalyse
Hg-Lignin nachgewiesen (Abb.44b). In geringerer Konzentration als im anhaftenden Belag

wurde Hg-Lignin auch in der Sekundérwand der Fasern detektiert.
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Abbildung 43

Unbeschichtetes Sulfitzellstoff-Vlies (links) und beschichtetes Sulfitzellstoff-Vlies (rechts) im Vergleich
a) und b) Aufsicht bei mittlerer Vergrof3erung

¢) und d) Aufsicht bei starker Vergrof3erung

€) und f) Querschnitt

0) und h) Einzelne in Stickstoff gebrochene Fasern




Abbildung 44

Rontgenmikroanalyse von unbeschichtetem Sulfitzellstoff-Vlies und beschichtetem Sulfitzellstoff-Vlies

a) Unbeschichtete Faser mit starken Auflésungserscheinumgen nach der Merkurisierung

b) Beschichtete Fasern, die auf ihrer Aul3enfléche, in der Sekundérwand, im Lumen und in der Kontaktzone
zwischen Fasern Lignin enthalten

Die Zahlen geben die Rontgenemission des merkurisierten Ligninsin cps an.
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3.3.3 Ligninverteilung in Werkstoffen aus Zellstoff und appliziertem Lignin

Lignifiziertes Filterpapier

Filterpapier war im Tauchverfahren mit Laccase-aktiviertem Lignin beschichtet worden,
wobel eine Gewichtszunahme um 10% beobachtet worden war (Schréter, 1998). Die
Oberflache des nach der Lignifizierung braungeférbten Papiers zeigte bel Betrachtung im
SEM be 50facher VergroRerung zunéchst keine Unterschiede im Vergleich zu
unbehandeltem Filterpapier (Abb.41a,b). Bel stérkerer VergrofRerung (500fach) wurde
jedoch beobachtet, dass nach der Lignifizierung die Fasern nicht mehr frel auf der
Oberflache lagen, sondern von einer gleichméligen Schicht Uberzogen waren (Abb.41d).
Diese Schicht trat deutlich hervor, wenn sie bel intensiver Bestrahlung durch Elektronen des
SEMs aufriss. Im Querschnitt wurden keine Unterschiede zwischen unbehandeltem und
behandeltem Filterpapier beobachtet (Abb.41ef). In Filterpapier, das in flissigem Stickstoff
gefroren und gebrochen worden war, wurde die Bruchkante von Fasern an der
Papieroberflache untersucht. Die Bruchkante von Fasern in unbehandeltem Papier war
stumpf und unregelmal3ig (Abb.41g). Sehr dhnlich erschien die Bruchkante von Fasern an
der Oberflache des beschichteten Filterpapiers (Abb.41h).

Bel der RoOntgenmikroanalyse merkurisierter, eingebetteter Proben wurde in nicht-
lignifiziertem Filterpapier kein Lignin gefunden (Abb.42a,c). Weder in der Sekundarwand,
noch auf3en an freien Fasern oder in den Kontaktzonen mehrerer Fasern wurde ein Hg-L-
Signal detektiert. An der Aul3enflache und auch in der Sekunddrwand von Fasern, die an der
Oberflache des behandelten Filterpapiers lagen, wurde jedoch Hg-Lignin nachgewiesen
(Abb.42b,d). Lignin wurde auch im kollabierten Lumen dieser Fasern und in den

Kontaktzonen zwischen Fasern lokalisiert.
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Abbildung 41

Unbeschichtetes Filterpapier (linke Seite) und beschichtetes Filterpapier (rechte Seite) im Vergleich
a) und b) Aufsicht bei mittlerer Vergrof3erung

¢) und d) Aufsicht bei starker Vergrof3erung

€) und f) Querschnitt

0) und h) Einzelne in Stickstoff gebrochene Fasern an der Oberflache der Filterpapiere
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Abbildung 42

Rontgenmikroanalyse von unbeschichtetem Filterpapier (linke Seite) und beschichtetem Filterpapier (rechte
Seite)

a) und b) Freiliegende Fasern

¢) und d) Kontaktzonen zwischen Fasern

Die Zahlen geben die Rontgenemission des merkurisierten Ligninsin cps an.
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4 DISKUSSION

4.1 Die quantitative Bestimmung von Lignin in situ

Die Rontgenmikroanalyse erwies sich in den hier vorgestellten Untersuchungen als eine
effiziente Methode, um Lignin nach spezifischer Markierung mit Quecksilberacetat in sehr
unterschiedlichen Schnittprdparaten im TEM-BIild zu lokalisieren und zu quantifizieren.
Licht- und elektronenmikroskopische Methoden wurden in der Vergangenheit bereits
mehrfach eingesetzt, um den Ligningehalt in verschiedenen Zellwandbereichen verholzter
Gewebe zu messen. Mehrere Autoren berechneten auf dieser Grundlage den Anteil des
Lignins am Gesamtvolumen oder Gesamtgewicht einzelner Zellwandbereiche oder des
ganzen Gewebes (zusammengestellt bel Saka et al., 1982, Donaldson, 1985b, Westermark,
1985). Ob diese Berechnungen jedoch die natirlichen Verhdtnisse zutreffend beschreiben,
ist zweifelhaft. Rechnerisch wurde in der Mittellamelle zwischen Nadelholztracheiden ein
Ligningehalt von 50-60% (UV-Lichtmikroskopie, Fergus et al., 1969) beziehungsweise
75% (Br-TEM-EDXA, Saka et a., 1981 und 1982) ermittelt. Chemische Analysen von
Mittellamellenfragmenten, die zuvor mit einer Siebtechnik isoliert worden waren, ergaben
jedoch stets geringere Ligninkonzentrationen zwischen 40% (Westermark, 1985) und 50%
(Whiting et a., 1981). Fehlerquellen in mindestens vier Bereichen beeinflussen die

mikroskopische Quantifizierung von Lignin in unbekanntem Mal3e:

(1) Praparationsartefakte
Alle Ublichen Kunstharz-Einbettungsmedien schrumpfen beim Auspolymerisieren um 5 bis

20% und mit ihnen teilweise auch das Préparat (Dawes, 1988).

(2) Empfindlichkeit der Messung

Weil Coniferyl-Lignin und Sinapyl-Lignin unterschiedliche Absorptionsmaxima besitzen
beziehungsweise verschiedene Mengen Brom binden, kommt es zu Fehlinterpretationen des
Ligningehaltes durch die quantitative UV-Mikroskopie und Br-TEM-EDXA, solange die
genaue Zusammensetzung des Lignins aus den Grundbausteinen im jeweils untersuchten
Zéellwandbereich nicht bekannt ist. Die Merkurisierung bietet nach jetzigem Erkenntisstand
die stéchiometrisch sicherste, fur alle drei Ligningrundbausteine gleichermal3en spezifische

Markierung und wurde deshalb fir die hier vorgestellten Untersuchungen eingesetzt.
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(3) Variabilitét im Praparat

Der Ligningehalt des Holzes variiert zwischen verschiedenen genetischen Klonen einer Art
(Donaldson et al., 1997). Auch innerhalb eines Individuums wird verschieden viel Lignin in
die Zellwande eingelagert, abhéngig von der Lage des untersuchten Holzes im Querschnitt
und in der Hohe des Stammes (Donaldson, 1985b).

(4) Bilanzierung des Ligningehaltes

Um Ligninbilanzen erstellen zu kénnen, muss der relative Antell eines Zelltyps am
Gesamtvolumen oder am Gesamtgewicht eines Gewebes bestimmt werden. Zu diesem
Zweck konnen computergestiitzte Bildanalysesysteme eingesetzt werden. Eine andere
Maoglichkeit bietet die Fraktionierung von Holz in verschiedene Zellwandbereiche mittels
Dichtegradiententechnik mit anschlief3ender gravimetrischer Bestimmung (Whiting et al.,
1981). Diese Technik schliefdt immer das Risiko einer Verunreinigung durch unvollstandige

Trennung der Fraktionen oder durch Reaktionsholz anderer Ligninzusammensetzung ein.

Unter Wissenschaftlern entstand aufgrund der verschiedenen Gewichtung dieser
Fehlerquellen ene Kontroverse Uber die konkrete Vergleichbarkeit  ihrer
Forschungsergebnisse (Saka et al., 1981 und 1982, versus Westermark, 1985). Erst die
parallele Analyse identischer Proben mit Interferenzmikroskopie, UV-Mikroskopie, Br- und
Hg-Rontgenmikroanalyse konnte hier Klarheit schaffen. Da aber kein holzbiologisches
Labor Uber ale Gerdte und das erforderliche préparative Geschick verflgt, wird es nie einen
direkten Vergleich dieser Methoden geben. In der hier vorliegenden Arbeit wurde auf eine
Darstellung der gemessenen Ligningehalte in absoluten Mengen daher verzichtet. Viel
aufschlussreicher ist die Angabe des relativen Verhdltnisses des Lignin-Signals in
verschiedenen morphologischen Bereichen, denn damit ist ein Parameter gefunden, der

einen Vergleich mit Ergebnissen anderer Messmethoden zul &3t.
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4.2 Die Ultrastruktur der verholzten Zellwand in Buche und Kiefer

4.2.1 Ligningehalt

Die Ligninverteilung in der Ultrastruktur von Holzfaserzellen der Buche (Fagus sylvatica)
und von Tracheiden der Kiefer (Pinus sylvestris) wurde hier erstmalig mit Hilfe der
Rontgenmikroanalyse beschrieben. In der zusammengesetzten Mittellamelle zwischen zwel
Faserzellen wurde ein 2,5fach beziehungsweise 1,7fach hoherer kleinrdumiger Ligningehalt
gemessen as in der Sekundéarwand. Damit wurde im Verbund von Faserzellen dieser beiden
Spezies en dhnliches Lignifizierungsmuster wie bereits bel anderen Laub- und
Nadelholzarten vorgefunden.

In der Mittellamelle zwischen Primérwanden in unverholzten Pflanzenteilen ist kein Lignin
enthalten. Durch die verstarkte Einlagerung von Lignin in die Mittellamelle wéhrend des
Wachstums der verholzten Zellwand erhdhen holzbildende Pflanzen die Stabilitét der
Verbindung zwischen den einzelnen Faserelementen. Die Ergebnisse der hier vorgestellten
Untersuchungen unterstiitzen die Modellvorstellung, nach der die stark lignifizierte
Mittellamelle im Verbundstoff Holz die Funktion einer gleichzeitig stabiliserenden und

verbindenden Matrix zwischen den Faserzellen Gbernimmt.

4.2.2 Elementkonzentration

Mittels Rontgenmikroanalyse konnten geringe Mengen der Nahrelemente Kalium, Calcium,
Magnesium und Mangan in verschiedenen Zellwandschichten in Buchen- und Kiefernholz
lokalisiert werden. In lebenden Zellen sind diese Elemente essentielle Cofaktoren von
Enzymen, Signalstoffe und Ladungsréger in vielen biologischen Resktionen und
Wachstumsprozessen (Marschner, 1995). Der Grund fur ihr Vorkommen im abgestorbenen
Holz ist jedoch weitgehend unbekannt. In den Zellwandbereichen von Holzfaserzellen der
Birke variiert der Anteil der anorganischen Elemente zwischen 0,14% in der Sekundarwand
und 0,54% in der Mittellamelle (Saka und Mimori, 1994). Der Antell der Alkali- und
Erdalkali-Elemente am Gesamtgehalt anorganischer Bestandteile betragt dort etwa 88%. In
der noch unverholzten Priméwand wird zweiwertigen Calcium- und Magnesiumionen die
Aufgabe zugeschrieben, als Salzbriicke zwischen zwei Galacturon-saureresten den
Zusammenhalt der Pektine zu vermitteln (Mohr und Schopfer, 1992). In der verholzten

Zellwand kommen Pektine jedoch nicht vor, so dass diese Mdglichkeit ausscheidet.
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Masson und Mitarbeiter (1997) untersuchten die vertikale Verteilung der haufigsten neun
Elemente im Holz von Eichenstdmmen. Sie stellten fest, dass die Konzentration
zweiwertiger lonen (Ca, Mg, Mn) mit wachsender Entfernung vom Boden abnahm,
wéhrend die Konzentration an Kalium und Natrium zunahm. Die Autoren machten fir
diesen Effekt eine hohere Mobilitdét der einfach geladenen Tellchen im Xylem-
Transpirationsstrom verantwortlich. Zu ghnlichen Ergebnissen kamen Kuhn und Mitarbeiter
(1997) bel der Untersuchung des Transportes stabiler 1sotope von Magnesium, Kalium und
Calcium im Xylem zweijahriger Fichten. Auch sie beobachteten eine bevorzugte Entnahme
von Calcium aus der Xylemflissigkeit im unteren Sprossbereich. Die Mechanismen zur
Entnahme von lonen aus dem Transpirationsstrom sind nicht unbedingt direkt an die
lebende Pflanzenzelle gebunden. Ein grof3es sink fur Kationen ist die lonen-Austausch-
Kapazitdt der verholzten abgestorbenen Zellwand. Hydroxyl- und Carboxylgruppen der
Zellwandbausteine binden viele Kationen, wobei Calcium meist bevorzugt wird (Van de
Geljn und Petit, 1979, Momoshima und Bondietti, 1990). AulRerdem werden Kationen im
Apoplasten immobilisiert, wenn sie mit Oxalat oder Citrat als Komplex ausgeféllt werden
(Bradfield, 1976).

Wahrscheinlich handelt es sich bei den Elementen K, Ca, Mg und Mn, die im Xylem von
Buche und Kiefer mittels Rontgenmikroanalyse nachgewiesen wurden, um Kationen, die
passiv aufgrund ihrer Ladung an lonenaustauscher der Zellwand gebunden wurden. Die
aktive Oberflache der Tracheiden und Holzfasern beschrankt sich dabel nicht auf ihr Lumen,
sondern schlief3t sogar bevorzugt tiefere Schichten ein, wie die htheren Konzentrationen in
der Zellecke und in der Mittellamelle belegen.

Die Funktion der Nahrelemente in der verholzten Zellwand ist bislang kaum erforscht. Von
Westermark (1982) stammt der Vorschlag, dass Calcium bel der Lignifizierung beteiligt ist.
Divalente Calciumkationen Uben demnach wahrend der phenolischen Bindung von
Coniferylalkohol eine stabilisierende Wirkung auf Superoxidradikale aus. Interessanterweise
wurde in Buchen- und Kiefernholz dieselbe Abstufung im Ligningehalt wie auch in der
Calciumkonzentration zwischen den untersuchten Zellwandschichten nachgewiesen. Das
proportionale Auftreten von Calcium und Lignin in der verholzten Zellwand kann deswegen
sehr wohl auf eine katalytische Beteiligung der Calciumkationen an der Lignifizierung

zuriickzufiihren sein.
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4.3 Mikromor phologische Veranderungen im Frihstadium des
Holzabbaues dur ch Faulepilze

4.3.1 Ligningehalt und mechanische Festigkeit

Weil3faulepilze wurden in Laborversuchen bereits erfolgreich eingesetzt, um in Laubholz-
und Nadelholz-Hackschnitzeln die mechanische Stabilitdt gezielt herabzusetzen.
Vorinkubation von Pappelholz mit Ceriporiopsis subvermispora erlaubte eine Reduktion
des Energieeinsatzes beim anschlief3enden Faseraufschluss im Refiner um mindestens 25%
(Leatham et a., 1990, Akhtar et a., 1993). Kiefernhackschnitzel, die zuvor 10 Tage mit
dem Braunféulepilz Fomitopsis pinicola inkubiert worden waren, erforderten 30% weniger
Energie beim Faseraufschluss a's unbehandelte Hackschnitzel (S. Korner, 1990).

Im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit wurden Pilzstémme isoliert, die nach nur
dreiwochiger Inkubation die Scherfestigkeit von Buchen- und Kiefern-Probehdlzern um
teilweise mehr als 50% herabsetzten. Die isolierten Pilze Gloeophyllum trabeum und
Trametes hirsuta zeigten sich besonders geeignet zur biotechnologischen Vorbehandiung
von Nadelholz beziehungsweise Laubholz. Weiterfihrende Experimente am Ingtitut fir
Holz- und Papiertechnik der TU Dresden mit G. trabeum bestétigten diese Ergebnisse:
Nach nur 9-tégiger Inkubation von Kiefern-Hackschnitzeln wurden Energieeinsparungen
von fast 40% beim Faseraufschluss bel gleichzeitig verbesserten Eigenschaften des
Faserstoffs erreicht (H. Unbehaun, personliche Mitteilung). Aus diesem Faserstoff gepresste
bindemittelfreie Mitteldichte Faserplatten wiesen eine um 50% bessere Biegefestigkeit, eine
um 100% bessere Querzugsfestigkeit und eine fast 50% niedrigere Dickenquellung auf as
Kontrollplatten aus nicht-inkubierten Fasern.

Ein gezielter Abbau des Lignins in Zellwandbereichen, die fir die mechanische Stabilitét von
Holz entscheidend sind, stand von Anfang an unter dem Verdacht, fir den Kollaps der
stabiliserenden Strukturen verantwortlich zu sein  (Wagenfuhr, 1988). Von der
kooperierenden Arbeitsgruppe an der Hebrew University in Rehovot/Israel wurde deswegen
der Gehalt ligninolytischer Enzyme in Probehdlzern untersucht, die in Gottingen gezielt mit
Féaulepilzen infiziert worden waren. Dort konnte nachgewiesen werden, dass bereits funf
Tage nach Inkubationsbeginn T. hirsuta und M. tremellosus in Buchenholz aktive
Ligninperoxidase, Manganperoxidase und Laccase produzierten (R. Cohen, personliche
Mitteilung). In Kiefern-Probehdlzern, die in Israel unter gleichen Bedingungen wie in

Gottingen mit G. trabeum infiziert worden waren, war ebenfalls zu diesem friihen Zeitpunkt
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mit Modellsubstanzen Laccase-Aktivitét messbar, wéhrend Ligninperoxidase-Aktivitat nicht
beobachtet werden konnte.

Aufgabe dieser Doktorarbeit war es, mogliche Ursachen der erwinschten Materia-
schwéchung in der durch abbauende Pilze modifizierten Ultrastruktur von Holz zu finden.
Die Rontgenmikroanalyse wurde dazu eingesetzt, die Ligninverteilung in Buchen- und
Kiefernholz zu bestimmen, das jeweils mit einem der drel getesteten Faulepilze drei Wochen
inkubiert worden war. Die Messung des merkurisierten Zellwandlignins konnte jedoch
nachweisen, dass in diesem frihen Stadium der Infektion das Lignin in keiner
Zellwandschicht messbar abgebaut wurde. Auch der Beitrag des Lignins zur Trockenmasse
der Probehtlzer zeigte keine Veranderung, wahrend die Trockenmasse selbst nur um 4 bis
6% abnahm. Unterschiede in der Abbaustrategie zwischen simultaner Weil¥faule, selektiver
Weil3féaule und Braunféule wurden in dieser Frihphase der Infektion nicht deutlich.

Die vorangestellte Hypothese, dass fur die Schwéachung der Stabilitét des Holzgefliges im
Fruhstadium der Infektion durch Faulepilze ein gezielter Ligninabbau verantwortlich sai,
muss aufgrund der hier beschriebenen Ergebnisse verworfen werden. Da die deutlichen
Scherfestigkeitsverluste des pilzinfizierten Buchen- und Kiefernholzes weder an eine
Délignifizierung  bestimmter  Zellwandschichten noch an ene Abnahme des
Gesamtligningehaltes oder des Gesamtgewichtes gebunden sind, missen andere
Modifikationen der Pilze die Auflockerung des Gewebeverbandes verursacht haben.
Moglich ist, dass nur die Polymergrof3e der Cellulose, Hemicellulose- oder
Ligninmakromolekdile reduziert wurde, ohne dass diese vollstandig abgebaut wurden. Es ist
ferner denkbar, dass die Bindungen der drei Zellwandkomponenten untereinander durch die
Aktivitét der Pilze verandert wurden. Diese Modifikationen konnten mit den gewahlten
Analysemethoden nicht erfasst werden. HPLC-Analysen der moglichst schonend
voneinander getrennten  Zellwandkomponenten pilzbefallenen Holzes bieten eine
Maoglichkeit, Verénderungen ihrer mittleren Molekllgrofie bel Pilzbefall offenzulegen.

Eine alternative oder auch zusétzliche Modifikation von Zellwandbausteinen bietet die
Resaktivierung des Zellwandlignins durch direkte oder indirekte Wirkung von pilzlichen,
ligninolytischen Enzymen. Ligninolytische Enzyme, deren Aktivitét in den pilzinfizierten
Probehtlzern mit reduzierter Scherfestigkeit nachgewiesen wurde, konnten bei der
Produktion biotechnologischer Holzwerkstoffe erfolgreich zur Neupolymerisierung von
Lignin eingesetzt werden (siehe 3.3). In diesem Zusammenhang erhélt die Beobachtung
besonderes Gewicht, dass auch Faserplatten, die aus Fasern aus mit Braunféaule-inkubierten

Kiefernhackschnitzeln hergestellt wurden, verbesserte Festigkeitseigenschaften aufwiesen.
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Bevor es zu einer Neupolymerisierung von Zellwandlignin kommt, missten enzymatisch
aktivierte radikalische Ligninzwischenprodukte entstehen. Wenn  Ligninradikale
beispielsweise mit ESR-Spektroskopie in Extrakten pilzinfizierten Holzes nachgewiesen
werden konnten, so wére dies ein unterstitzendes Indiz fur eine Aktivierung von
Zellwandlignin in der Frihphase der Infektion von Holz.

Auch die anatomischen Untersuchungen des infizierten Holzes zeigten, dass zu diesem
frihen Zeitpunkt noch keine mikroskopisch erkennbare Schadigung der Zellwandbausteine
eingesetzt hatte. Lediglich G. trabeum verursachte kleinrdumig begrenzte Zerstérungen im
dunnwandigen Fruhholz der Kiefer. Diese Ergebnisse stimmen tberein mit Berichten von
Otjen und Blanchette (1985), die nach vierwdchiger Inkubation von Pappel-Probehdlzern
mit Ischnoderma resinosum, Poria medulla-panis oder Xylobolus frustulatus ebenfalls
keine rastermikroskopisch sichtbaren Anzeichen des Holzabbaus feststellen konnten.
Chemische "Modifikationen”, die dem Zellwandabbau zeitlich vorausgehen, wurden in
tieferen Zellwandschichten in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Neuartige Toluidinblau-
Féarbungsmuster in der Sekundérwand von Buchenzellen sind ein Indiz fur Verénderungen
durch die Aktivitét der Pilze im Holz. Ahnliche Beobachtungen einer stadienspezifischen
Anféarbbarkeit von Sekundarwanden mit Uranylacetat wurden im Friihstadium des Befalls
mit Ceriporiopsis subvermispora in Holzfaserzellen der Pappel gemacht (Blanchette, 1995).
Die Erforschung der Prozesse, die in der Frihphase der FPilzinfektion zu einer
Abschwachung der mechanischen Stabilitét des befallenen Holzes fuhren, hat soeben erst
begonnen. Ein interessantes Detail liefert diese Dissertation mit dem Nachweis der zeitlichen
Trennung von Stabilitétsverlust und Lignin- oder Zellwandabbau. Fest steht jetzt schon der
hohe potentielle Nutzen dieser mikrobiellen Prozesse bei der biotechnologischen
Vorbehandlung von Hackschnitzeln. Okonomisch und 6kologisch attraktive Einsparungen
beim Energieeinsatz fur den Faseraufschluss und beim Bindemitteleinsatz bei der Fertigung
von Faserwerkstoffen sind moglich (I. Kérner, 1990, S. Korner, 1990, Akhtar et al., 1992).
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4.3.2 Veranderungen der Elementkonzentration in Holz bei Pilzbefall

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Schwachung der mechanischen Stabilitét der
Zellwand durch kurzzeitigen Pilzbefall nicht auf einen selektiven Ligninabbau oder
generellen Zellwandabbau zurtickzufiihren ist, wurde die Rontgenmikroanalyse angewendet,
um mogliche Veranderungen in der Elementzusammensetzung in der Ultrastruktur des
pilzfaulen Holzes zu untersuchen.

Die Untersuchung der vier haufigsten Elemente (Mg, K, Ca und Mn) ergab, dass die
Konzentration von Magnesium, Calcium und Mangan in allen Schichten der Zellwand in
diesem fruhen Stadium der Infektion abnahm. In infizierten Tracheiden beobachtete
Ablagerungen auf der Lumenseite der Tertidrwand wiesen in der Rontgenmikroanalyse eine
Akkumulation genau dieser Elemente auf.

Diese Beobachtungen wurden an Kiefern-Probeholzern gemacht, die Gber Malzagarkulturen
im Laborversuch von Faulepilzen infiziert worden waren. Um zu Uberprifen, ob die
Verénderungen im Elementgehalt des Holzes in der Frihphase der pilzlichen Infektion die
natirlichen Bedingungen widerspiegeln, wurden pilzinfizierte Holzproben aus dem Freiland
untersucht, in denen die Zellwand ebenfalls nur in geringem Mal3e angegriffen war. Die
Proben stammten von Fichten, die im Wurzelbereich und unteren Stammholz eine Infektion
mit dem Erreger der Rotféule Heterobasidion annosum aufwiesen. Es war nicht bekannt,
wielange H. annosum schon im Holz lebte, ohne die Zellwandstrukturen aufzulosen. Es sind
jedoch andere Berichte verdffentlicht, nach denen dieser Pilz 10 Jahre und langer im Wirt
parasitiert, ohne ihn letal zu schwéchen (Huttermann und Haars, 1987).

Die Rontgenmikroanalyse wies in rotfaulem Fichtenholz aus dem Freiland ebenso wie in
infiziertem Kiefernholz im Laborversuch eine Reduktion der Calciumkonzentration in der
Mittellamelle und in der Sekundérwand infolge des Pilzbefalles nach. Auch hier wurden
Ablagerungen in den Tracheiden entdeckt, die das Lumen teilweise vollstandig ausfullten.
Diese Ablagerungen gelten schon langer als typisches Merkmal fur Rotféulebefall in Fichten
(v. Aufsess, 1972 ). Von Aufsess beobachtete bereits 10 Tage nach Infektion von
Fichtenholz im Laborversuch die Ausbildung dinner H&utchen im Lumen infizierter
Tracheiden. Nach 90 und 150 Tagen waren die dinnen Hautchen zu grobkornigen
Ablagerungen angewachsen. Von Aufsess vermutete, dass es sich dabei um
Stoffwechselprodukte des Pilzes handelte. In der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmalig
der hohe Anteil von K, Ca und Mg in diesen Ablagerungen beschrieben. In Ablagerungen
auf der Tertigrwand von Tracheiden zweler infizierter Fichten vom Standort Tamsweg

82



wurden durchschnittliche Konzentrationen von 400 mM und 560 mM Kalium gemessen,
wéhrend die Tertiarwand in nicht-infizierten Kontrollen nur 15 mM Kalium enthielt.

Anders as die Calciumkonzentration war die Kalium- und Magnesiumkonzentration in den
Wandschichten der Fichtentracheiden jedoch stark erhdht. Die Elemente, die bei Pilzbefall
eines ganzen Baumes im Lumen infizierter Tracheiden in grofen Mengen akkumuliert
werden, stammen demnach nicht oder nicht nur aus den angrenzenden Zellwanden, sie
missen zusétzlich von anderen Quellen zugefiihrt werden. Eine Hauptaufgabe des Xylems
ist neben dem Wasserferntransport der Transport im Wasser geloster Nahrelemente zu den
Verbrauchsorten. Interessanterweise waren die untersuchten rotfaulen Fichten im Bestand
durch die &uReren Schadbilder Nadelvergilbung und Kronenverlichtung aufgefalen.
Analysen von chlorotischen Nadeln rotfauler Fichten des Standortes Gleinalm belegten eine
deutliche Unterversorgung mit den Nahrelementen Kalium und Calcium im Kronenbereich,
wahrend Nadeln gesunder Kontrollbdume von diesem Standort keinen Nahrelementmangel
aufwiesen (Tomiczek, 1995). Eine Akkumulation dieser Elemente wurde durch die
Rontgenmikroanalyse im unteren pilzinfizierten Stammbereich nachgewiesen. Es ist daher
anzunehmen, dass die im infizierten Holz angehauften lonen aus der Xylemfllssigkeit

stammiten.

Verénderungen in der Vertellung der Nahrelemente im Holz bei Pilzbefall wurden bereits
mehrfach beschrieben (Safford et a., 1974, Ostrowski et a., 1997). Manche Autoren
vermuten, dass die Umverteilung von Nahrelementen Teil einer gezielten Strategie des
Baumes ist, um die pilzliche Infektion einzuddmmen. Im Stammholz sind jedoch nur wenige
lebende Zellen zu einer aktiven Reizantwort in der Lage. Holzparenchymzellen sind
beispielsweise fur die Thyllenbildung in den Gefél3en der Laubhdlzer verantwortlich, die bel
Embolie oder Pilzinfektion induziert wird. Die Uberwiegende Mehrheit der Holzzellen ist
jedoch am Ende ihrer Wachstumsphase abgestorben. Weil es aber sogar in pasteurisierten
Probehdlzern zu massiven Veranderungen der Néhrelementverteilung bei Pilzbefall kommt,
ist es sehr wahrscheinlich, dass die beobachteten Modifikationen Auswirkungen des
pilzlichen Stoffwechsels sind.

Ablagerungen von Calciumoxalat, Mangandioxid und Magnesium wurden in pilzbefallenem
Holz schon beschrieben (Blanchette, 1984, Blanchette, 1995). Eine kausale Verkniupfung
der Akkumulation von zweiwertigen lonen mit dem Zellwandabbau oder der
vorangehenden Schwéachung des Gewebeverbandes wird heutzutage diskutiert, sie ist im
Detail aber noch nicht nachgewiesen (Jellison et al., 1997). Moéglicherweise erleichtert das
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gezielte Heraudtsen von Kationen aus der Zellwand dem Pilz den Zugang zu den
polymeren Bestandteilen. Ligninolytische Enzyme selbst sind zu grof3, um in die Poren der
intakten Zellwand einzudiffundieren (Blanchette, 1995). Die von ihnen generierten Formen
des aktiven Sauerstoffs, wie das Hydroxylradikal, stellen jedoch ein mégliches Agens dar,
das Modifikationen an den | onenaustauschern der Zellwand bewirken kann.

Es ist aber auch denkbar, dass Faulepilze gezielt Nahrelemente aus der Zellwand
herausldsen, um sie selbst fur ihren Stoffwechsel zu nutzen. Pilzhyphen benétigen eine
standige Nachlieferung von Néhrelementen, um das nahrstoffarme Wirtsgewebe Holz
erfolgreich zu durchwachsen. Zusdtzlich haben spezielle lonen, beispielsweise Mangan als
Cofaktor fur die Manganperoxidase, eine wichtige Funktion beim extrazelluléren
Zéellwandabbau (Bonnarme und Jeffries, 1990).

Um die hier angestellten oder zitierten Beobachtungen Uber die Umverteilung von lonen
durch Pilze in einen allgemeinen funktionellen Zusammenhang mit den Prozessen im
Fruhstadium des Pilzbefalls zu stellen, sind weiterfihrende Studien nétig. Eine besondere
Beachtung erfordern die Herkunft und die Transportrichtung der lonen unter
Berlicksichtigung einer mdglichen Beteiligung des lebenden Wirtes. Festzuhalten ist jedoch,
dass ene lokae Infektion mit Weil¥faulepilzen Konsequenzen fur die

Nahrelementversorgung des gesamten Baumes haben kann.

4.4 Lignin in der Leimfuge biotechnologischer Faser platten

Die Holzwerkstoffindustrie versucht in letzter Zeit verstérkt, Konzepte und Grundmuster
aus der biologischen Ligninforschung in die Technik zu Ubertragen. Ein angestrebtes Zidl ist
beispielsweise die Entwicklung von Verbundstoffen auf der Basis nachwachsender
Rohstoffe, die ohne Zusatz von petrochemischem Kunstharz &hnliche Eigenschaften
aufweisen, wie bewdahrte Werkstoffe. Der Einsatz biotechnologischer Verbundstoffe bietet
mehrere Vorteile. Erstens spart der Verzicht auf den Einsatz petrochemischer Kunstharze in
der Produktion Kosten und schont die limitierten Ressourcen. Zweitens wird die
Problematik umgangen, die mit der Freisetzung von Formaldehyd bel der Produktion und
wahrend des Einsatzes konventioneller Verbundstoffe verbunden ist (vgl. Roffael, 1982).
Drittens stellen  biotechnologische Verbundstoffe nach ihrer  Nutzung kein
Entsorgungsproblem dar, sondern sind biologisch abbaubar oder in Zukunft sogar ein

Rohstoff fur weitere Anwendungen.



Von Kharazipour und Mitarbeitern wurde ein Verfahren entwickelt, um Faserplatten ohne
Zugabe eines Bindemittels zu fertigen (Européisches Patent 1993). Die Besonderheit dieses
Verfahrens ist die Vorbehandlung des Faserstoffes mit ligninolytischen Enzymen, die aus
Weil3faulepilzen isoliert wurden. Man nimmt an, dass wahrend der Inkubation mit diesen
Enzymen Bindungskréfte auf der Faseroberflache reaktiviert werden, so dass beim
anschlief3enden Verpressen zu Faserplatten ein neues stabiles Geflige entstehen kann. Es
konnte dabel ausgeschlossen werden, dass der verbesserte Zusammenhalt aufgrund einer
unspezifischen Verklebung der Fasern durch den Kohlenhydrat- oder Proteinantell der
Enzymldsung zustandekommt (Felby et al., 1997).

Die anatomische und chemische Beschaffenheit dieser neuartigen Faser-Faser-Bindung war
bisher unerforscht. Sie wurde hier erstmalig beschrieben. Die gleichmél3ig diinne Leimfuge
zwischen Holzfasern in biotechnologischen Faserplatten wies einen sehr hohen Gehalt an
Lignin auf, das as ehemaliges Mittellamellen-Lignin identifiziert werden konnte. Dieselbe
strukturelle und quantitative Anordnung von Lignin wurde aber auch in der Leimfuge von
Kontroll-Faserplatten vorgefunden, die aus nicht enzymatisch vorbehandelten Fasern
gepresst worden waren. Fur die raumliche Verteillung des Lignins in der Leimfuge waren
demzufolge die Temperatur und der angewandte Druck beim Verpressen ausschlaggebend
und nicht die Enzymwirkung. Fir die Festigkeit des Lignins in der Leimfuge war die
enzymatische Vorbehandlung der Fasern jedoch von entscheidender Bedeutung. Erst durch
sie erhielten biotechnologische Faserplatten eine Stabilitét, die teilweise den Anforderungen
von Industrienormen gerecht wurde (Kharazipour et al., 1997, Kharazipour et al., 1998).
Wegen der Substratspezifitdt der verwendeten ligninolytischen Enzyme muss die
Resktivierung fasereigener Bindekrdfte auf einer enzymatischen Modifikation des
ehemaligen Mittellamellen-Lignins beruhen. Von Ligninperoxidase und Laccase ist bekannt,
dass sie Ein-Elektronen-Oxidationen von phenolischen Hydroxylgruppen unter Reduktion

von H,O, und O, katalysieren konnen. Die Produkte dieser Resktionen sind stabile

Phenoxyradikale und Wasser. Als Reaktionsmechanismus wird deswegen eine oxidative
Radikaliserung von Ligninmakromolekilen auf der Faseroberflache mit anschlief3ender
erneuter Polymerisierung vorgeschlagen (Huttermann et al., 1998). Modifiziertes
Mittellamellen-Lignin nimmt in biotechnologischen Faserplatten als stabiliserende und
verbindende Matrix dieselbe Position und Funktion wie im natirlichen Verbundstoff Holz

en.
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Einen weiteren Hinweis fur die mal3gebliche Modifikation des Mittellamellen-Lignins auf
der Faseroberflache durch ligninolytische Enzyme lieferte die Beobachtung der
Widerstandsfahigkeit der Faserplattenproben wéahrend der Merkuriserung fir die
Rontgenmikroanalyse. Proben der Kontroll-Faserplatten 10sten sich bei der achtstiindigen
Reaktion mit Quecksilberacetat in siedendem Methanol weitgehend auf, so dass nur noch
wenige messbare Leimfugen erhalten blieben. Proben der Platten aus enzymatisch
vorbehandelten Fasern zeigten geringere Auflésungserscheinungen  wahrend  der
Merkuriserung. Ahnliche Bedingungen wie bei der Merkurisierung werden bei der
Zéellstoffgewinnung im Acetosolv- und Organosolv-Verfahren eingesetzt, um Lignin aus
Faserstoff herauszulésen (Lin und Dence, 1992). Weil Lignin in Leimfugen diesen
aggressiven Bedingungen standhielt, ist anzunehmen, dass es untereinander und mit anderen

Bindungspartnern sehr stabil, wahrscheinlich sogar kovalent verbunden ist.

4.5 Enzymatisch aktiviertes Lignin als Bioleim in Spanplatten

Die Werkstoffeigenschaften von Verbundstoffen werden ganz entscheidend durch die
Morphologie und Oberflache der strukturgebenden Komponente gepragt. Holzfasern eignen
sich aufgrund ihrer Flexibilitét und glatten, konvexen Oberflache sehr gut zum Verpressen in
Verbundwerkstoffen. Holzspane besitzen eher den Charakter von Partikeln als von Fasern.
Sie sind starr und haben eine rauhe und porodse Oberflache. Im Vergleich zu Faserplatten
entsteht daher in Spanplatten ein grundsétzlich anderes Geflige.

Auf der Suche nach einer ©konomisch, ©kologisch und technisch sinnvollen
Verwendungsmoglichkeit fur Kraft-Lignin aus der Sulfatzellstoffproduktion wird die
Eignung als Bioleim in Spanplatten getestet (Kharazipour, 1996). Eine Spanplatte, die zu
Versuchszwecken aus 90% Spanmaterial und 10% Bioleim gepresst wurde, wies nur
ungenigende Festigkeitseigenschaften auf (A. Kharazipour, personliche Mitteilung).
Mikroskopische Methoden zur Erkennung von Zellwandlignin und appliziertem Lignin
wurden angewendet, um die Ligninverteilung in diesem Verbundstoff und die Beteiligung
von appliziertem Lignin bei der Vermittlung von Oberflachenkontakten aufzukléren.

Durch die mikroskopische Analyse beleimter Spane konnten zunéchst die Vorgange beim
Aufbringen des Bioleimes rekonstruiert werden. Bei der Benetzung der getrockneten
Holzspéane mit Kraft-Lignin in wassriger Suspension wurde Wasser und mit ihm kolloidales
Lignin von der kapillaren Saugspannung der rohrenformigen Holzzellen aufgesogen. Die

Ligninpartikel wurden anschliefend beim Trocknen an der inneren Oberflache der
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Holzspéne gebunden. In Querschnitten beleimter Spane wurden im Lumen verschiedener
rohrenformiger Zelltypen viele Ligninpartikel aufgefunden. Der Saugeffekt reduzierte die
Verfugbarkeit des applizierten Lignins fur die Verklebung der Spéane untereinander ganz
erheblich. Aber auch auf der @ul3eren Spanoberflache abgelagerter Bioleim stand nur
begrenzt fur die Verklebung zur Verfigung, weil die meisten Ligninpartikel in den
konkaven Rinnen aufgerissener Faserzellen und nicht an hervorstehenden Bruchkanten
lokalisiert waren.

In einer Spanplaite aus Spéanen, die mit Kraft-Lignin in wassriger Suspension beleimt
wurden, war die Anzahl der Kontakt und Stabilitét vermittelnden Leimfugen deswegen nicht
ausreichend, um dem Endprodukt die gewilinschte Festigkeit zu verleihen.

Die mikroskopische Identifizierung des Lignins auf Spanen und in der Spanplatte konnte die
Schwachpunkte der angewendeten Beleimungsmethode demonstrieren. Gleichzeitig weist
se aber auch auf Verbesserungsmoglichkeiten der Beleimung hin. Eine grofiere Kornung
der Ligninpartikel konnte verhindern, dass ein grol3er Tell des applizierten Lignins von den
Poren der Spanoberflache aufgenommen wird. Dadurch wére eine flachigere Beleimung der
Oberflache mit mehr Kontaktzonen zu anderen Spanen mdglich. Eine ghnliche Wirkung
hétte eine Steigerung der eingesetzten Menge an Kraft-Lignin. Eine weltere
Verbesserungsmaoglichkeit bietet der Einsatz eines Emulgators, der eine gleichméliigere
Vertellung des wasserunldslichen Lignin auf der hydrophoben Spanoberfléache ermdglicht.
Um die Festigkeit der Bioleim-Spanplatte zu erhdhen, war in einem zweiten Ansatz dem
Biolelm PMDI-Kunstharz zugesetzt worden. Die resultierende Spanplatte besal3 tatsachlich
eine hohere Stabilitét (A. Kharazipour, personliche Mitteilung). Enzymatisch aktiviertes
Lignin und PMDI reagieren nachweislich nicht unter Ausbildung kovalenter Bindungen zu
neuen Polymeren (Kharazipour, 1996). Die beobachtete Stabilitétssteigerung ist aber
maoglicherweise die Folge einer Wirkung des bifunktionellen PMDI as Emulgator fir
wasserunlédiches Lignin. Hinweise dazu wurden bel der rastermikroskopischen
Betrachtung von Spénen, die mit PMDI-Zusatz im Bioleim bespriht worden waren, in der
vorliegenden Arbeit gewonnen. PMDI bewirkte demnach nicht nur eine flachendeckendere
Beleimung der Spéne, sondern war auch fur die Ausbildung grof3erer Bindemittel-
Konglomerate verantwortlich. Beide Effekte tragen zu einer besseren Oberflachenhaftung
der Spéane im Geflige der Spanplatte nach dem Verpressen bei.
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4.6 Lignin als Impragnier mittel von biologisch abbaubarem
Verpackungsmaterial

Die Industrienationen missen heutzutage mit stdndig wachsenden Millbergen
zurechtkommen. Es bestent daher ein grofRes Interesse, das Aufkommen von
Verpackungsmaterial zu reduzieren oder den anfalenden Verpackungsabfall neuen
Stoffkreidaufen zuzufiihren. Die biotechnologische Forschung hat ihre Aufgabe erkannt und
versucht, durch die Entwicklung neuer Materialien auf der Basis nachwachsender Rohstoffe
synthetische Kunststoffe zu ersetzen. Aul3erdem ist die Landwirtschaft an diesem neuen
Forschungszweig interessiert, weil sie sich derzeit neben der klassischen Versorgung mit
Nahrungsmitteln ein zweites Standbein as Produzent von kohlenhydrat-, 6l- und
faserhaltigen Rohstoffen fur verarbeitende Industrien schafft. Der Hauptvorteil dieser neuen
Materialien gegenlber petrochemischen Kunststoffen liegt in der guten biologischen
Abbaubarkeit. Unter den Biopolymeren, die in grof3er Menge kostengunstig fir die
Produktion von Verpackungsmaterialien zur Verfigung stehen, besitzt Zellstoff in Papier,
Pappe und Karton schon lange einen bedeutenden Marktanteil. Folien und Formteile aus
Stérke sind erst dabel, sich als Verpackungsmittel zu etablieren. Zellstoff und Stéarke als
Kohlenhydrate erweisen sich wegen ihrer Quellfahigkeit jedoch ungeeignet, um as
wasserfeste Barriere zwischen Produkt und Umwelt zu fungieren.

Es ist daher Ublich, Pappe als Verpackungsmaterial fir Flussigkeiten mit synthetischen
Wachsen, Kunststoff-Folien oder Metall-Folien zu beschichten. Diese Verbundstoffe sind
biologisch aber nicht mehr abbaubar und ihre Wiederverwertung ist technisch sehr
aufwendig. Aus der biotechnologischen Materialforschung stammt der Vorschlag, wie in der
Natur Lignin als wasserfestes Imprégniermittel fur kohlenhydrathaltige Oberflachen
einzusetzen. Neben der Funktion as stabiliserende Matrix zwischen Cellulose-Fibrillen
beziehungsweise Holzzellen besitzt Lignin ndmlich noch die zweite wichtige biologische
Funktion als Impréagniermittel der Wasserleitungsbahnen im Holz. Technisches Lignin als
Beiprodukt der Zellstoff-Fabrikation steht als gunstiger Rohstoff fur die Entwicklung und
Produktion neuer biologisch abbaubarer Verbundstoffe zur Verfligung. Folien, die aus
pulverisiertem Ligninsulfonat und Weizenstérke hergestellt wurden, wiesen zwar gute
mechanische Festigkeitseigenschaften auf, erreichten jedoch nicht die erforderliche
Wasserfestigkeit (Baumberger et a., 1997). Die Autoren fuhrten dieses Ergebnis auf die
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Verwendung eines wasserlodichen Lignins zurtick, das auch bel Erwdrmung auf 140 °C
seine Hydratisierbarkeit nicht verliert.

Ligninolytische Enzyme, die aus Weil3faulepilzen isoliert wurden, wurden bereits erfolgreich
eingesetzt, um Lignin auf der Oberflache von Holzfasern zu resktivieren und damit eine
erneute Polymerisierung durch Druck und Temperatur zu ermoglichen (Kharazipour, 1996).
Schroter (1998) nutzte dieses Konzept und inkubierte Papiere beziehungsweise freien
Zellstoff mit Ligninsulfonat und pilzlicher Laccase, um ein neues wasserfestes
Verpackungsmaterial auf der Basis von Cdlulose und Lignin zu gewinnen. Die
Reil¥festigkeit des hergestellten Sulfitzellstoff-Vlieses aus ligninbeschichteten Fasern war
doppelt so grof3 wie digenige von Kontrollvlies aus unbeschichteten Fasern. Aul3erdem
besal’ lignifiziertes Vlies eine messbare Nassfestigkeit, wahrend sich das Kontrollvlies in
Wasser wieder in Fasern aufloste.

Die morphologische Beschreibung dieser neuen Verbundstoffe gehdrte zu den Aufgaben,
die in der vorliegenden Arbeit behandelt wurden. Das applizierte Lignin konnte als eine
homogene Ablagerung auf der Oberflache des Papiers beziehungsweise der freien Fasern
identifiziert werden. Der Kontakt zwischen der Auflage aus Lignin und der Oberflache aus
Cellulose war so stabil, dass das Lignin bei mechanischem Bruch der Faser nicht fléchig
aufriss. Auch die aggressven Bedingungen wahrend der Merkuriserung fir die
Rontgenmikroanalyse, die den Bedingungen bei der Delignifizierung im Organosolv-
Verfahren sehr dhnlich sind, vermochten nicht, das aufgelagerte Lignin abzulésen. Es ist
daher anzunehmen, dass zwischen enzymatisch aktiviertem Ligninsulfonat und der
nukleophilen Matrix aus Cellulose stabile chemische, mdglicherweise sogar kovaente
Bindungen gekniipft wurden.

In der verholzten Zellwand natiirlicher Gewebe wurden bisher keine Bindungen zwischen
Lignin und Cellulose nachgewiesen (Higuchi, 1997). Hemicellulosen vermitteln dort den
Kontakt zwischen den beiden anderen Zellwandkomponenten. Die hier beschriebene
Bindung zwischen Ligninsulfonat und Cellulose stellt eine in der Natur bisher unbekannte
Verknlpfung dar, die in n&chster Zeit noch intensiver untersucht werden muss, um mogliche
Anwendungen in biotechnologischen Verbundstoffen zu optimieren.

Unbeschichtete merkurisierte Sulfitzellstoff-Fasern wiesen in der Sekundérwand keine
natlrlichen Ligninreste mehr auf. Lignin, das in der Sekundarwand beschichteter
merkurisierter Fasern detektiert wurde, musste deshalb wahrend der Inkubation mit
Ligninsulfonat durch Poren eindiffundiert sein. Die Zellwand der Fasern wurde demnach

nicht nur an ihrer Oberflache, sondern auch in tieferen Schichten mit Lignin impragniert.
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Die Lignifizierung der Zellstoff-Fasern hatte auf3erdem Folgen fur den Zusammenhalt der
Fasern untereinander. In den Kontaktzonen, die die aggressven Bedingungen der
Merkurisierung tberstanden hatten, wurden mittels Rontgenmikroanalyse kleinréumig hohe
Ligningehalte bestimmt. Appliziertes, enzymatisch aktiviertes und anschlief3end
polymerisiertes Ligninsulfonat trug dahnlich wie Mittellamellen-Lignin  im natdrlich
gewachsenen Gewebe oder wie aktiviertes Mittellamellen-Lignin im kinstlichen Gefiige
biotechnologischer Faserplatten zu einer Stabiliserung des Vlieses bei. Auf hoherer
Strukturebene war dieser stabiliserte Zusammenhalt lignifizierter Fasern as erhohte
Rei¥festigkeit des Vlieses messbar.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit, wurde die Ligninverteilung in gewachsenem Holz und in
neuartigen Verbundstoffen, die auf der Basis von Holzprodukten hergestellt wurden,
untersucht. Die Rontgenmikroanalyse in Verbindung mit mikroskopischen Techniken erwies
sich als effektive und vielseitig einsetzbare Methode, um Lignin im nattrlichen Gewebe und
im kiUnstlichen Geflige in situ zu lokalisieren und zu quantifizieren. Neue Erkenntnisse Uber
die Modifikation und Aufgabe von Lignin in Verbundstoffen konnten abgeleitet werden. Es

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

(1) Die Rontgenmikroanalyse von quecksilbermarkiertem Lignin wurde als Methode zum
guantitativen mikroskopischen Nachweis von Lignin in situ am Institut fir Forstbotanik
etabliert.

(2) Mittels Rontgenmikroanalyse wurden erstmalig die Ligninvertellung und die
Elementverteilung in verschiedenen Schichten der Zellwand von Faserzellen der Rotbuche
(Fagus sylvatica) und der Waldkiefer (Pinus sylvestris) beschrieben. Das Verteilungsmuster
von Lignin und zweiwertigen Nahrelementen wies dabei eine hohe Ubereinstimmung auf.
Ein Literaturvergleich unterstreicht den generellen Charakter dieser Ergebnisse und die

Eignung der angewendeten Messmethode.

(3) In einem Screening mit 31 Weil¥faule- und Braunfaulepilzen wurden zwei Pilzstamme
isoliert, die in nur drei Wochen die Scherfestigkeit von Probehdlzern deutlich reduzierten:
Der Weil3faulepilz Trametes hirsuta erniedrigte die mechanische Stabilitét von Buchenholz
um Uber 50% und der Braunféulepilz Gloeophyllum trabeum digjenige von Kiefernholz um
35%. Die Anwendung dieser Pilze bel der biotechnologischen Vorbehandlung von
Hackschnitzeln ermdglicht Energieeinsparungen beim Faseraufschluss und den partiellen
oder vollstandigen Verzicht auf synthetische Bindemittel bei der Weiterverarbeitung zu

Faserwerkstoffen.
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(4) Die Reduktion der mechanischen Stabilitét von Holz in der Frihphase der Infektion mit
Faulepilzen erfolgt, bevor es zu einem messbaren Abbau der stabilisierenden Ligninnatrix
oder anderer Zellwandbausteine kommt. Modifikationen in der Ultrastruktur der infizierten
Zellwénde werden beschrieben und diskutiert.

(5) Waéhrend der Infektion durch Faulepilze &ndert sich der N&hrelementgehalt der
verholzten Zellwand radikal. In inkubierten Probehdlzern wurde beobachtet, dass
zweiwertige Zellwandionen aus der Mittellamelle infizierter Zellen entfernt und an der
Grenze zum Lumen akkumuliert werden. Im rotfaulen Splintholz von Fichten erfolgt aul3er
der Akkumulation von Nahrelementen im Lumen infizierter Zellen eine grof3e Anreicherung
von Kaliumin allen Zellwandschichten. Die Nachlieferung der Néhrelemente wird durch den

Xylemstrom im lebenden Baum ermdglicht.

(6) Die Leimfuge aus enzymatisch aktiviertem ehemaligem Mittellamellenlignin im
Verbundstoff Mitteldichte Faserplaite (MDF) imitiert die Mittellamelle im gewachsenen

Holz morphologisch, chemisch und funktionell.

(7) Die mangelnde Stahilitét von Spanplatten, denen as einziges Bindemittel enzymatisch
aktiviertes technisches Lignin zugesetzt worden war, konnte auf eine unzureichende
Beleimung der Spanoberflachen zurtickgefihrt werden. PMDI as Zusatz zum Bioleim hat

eine Emulgatorwirkung auf Lignin.

(8) Fur eine hohere Reil¥festigkeit und Nassfestigkeit von Filterpapier und Sulfitzellstoff-
Vlies nach Inkubation mit enzymatisch aktiviertem technischen Lignin, ist die stabile
Bindung von Lignin an die Zellstoff-Fasern verantwortlich. Well diese Bindung den Angriff
von Methanol, Saure und Hitze wahrend der Merkurisierung fur die Rontgenmikroanalyse
Ubersteht, muss es sich um eine neuartige kovalente Bindung zwischen Lignin und Cellulose
handeln.
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