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Untersuchungen iiber den biologischen Abbau des Lignins
durch Mikroorganismen.

Von
GERHARD FISCHER,

Mit 5 Textabbildungen.
( Eingegangen am 16. September 1952.}

Im Kreislauf der Naturstoffe haben die Pflanzenriickstinde fiir die
Bildung der organischen Bodensubstanzen, wie z. B. der Humusstoffe,
groBe Bedeutung. So gelangen in der Landwirtschaft z. B. mit Ernte-
riicksténden und Stalldiinger u. a. auch beachtliche Mengen von Lignin-
substanzen in den Boden, die nach den Angaben verschiedener Forscher
(LomNTs, WAKSMAN u. a.) jéihrlich etwa 1000 kg je Hektar betragen
sollen. Ferner findet das Verhalten des Lignins zu holzzerstorenden Or-
ganismen in den holzverarbeitenden Wirtschaftszweigen sowie im Holz-
schutz starke Beachtung und wachsendes Interesse.

Nun sind unsere Kenntnisse tiber die natiirlichen Abbauvorginge der
leicht zersetzlichen Anteile der Pflanzenreste (Cellulose, Hemicellulosen,
Pectine usw.) wesentlich tiefer und umfassender als diejenigen iber die
Ligninumwandlung, wenn man unter Lignin einen Naturstoffkomplex ver-
steht, der nach den bisherigen Feststellungen organismisch sehr schwer zer-
storbar ist. Dies mag seinen Grund in der schwierigen Isolierung solcher
Ligninsubstanzen aus den verholzten Zellmembranen der Pfianzen haben.

Die moderne technische Isolierung des Lignins schlieBt die riicksichts-
lose Anwendung chemisch stark wirkender Reagentien ein, die wahr-
scheinlich Verinderungen in dem Ligninkomplex herbeifiihren, zum min-
desten aber durch Substitution oder Einbau von Atom- bzw. Molekiil-
gruppen der chemischen AufschluBmittel den nativen Ligninkomplex nur
mehr als ,,Ligninderivat” erscheinen lassen. Solche technisch gewon-
nenen Lignine sind in der Natur jedoch nach den bisherigen Erfahrungen
nicht anzutreffen. Es entsteht somit die Frage: Welcher Art ist Lignin,
das z. B. in der Natur einem bakteriellen Angriff ausgesetzt ist? Ist sol-
ches Lignin nativer Art, oder welchen Prozel der Umwandlung muB es
durchmachen, um diesen Organismen als Nihrstoffquelle zu dienen?

Die ersten Untersuchungen, in denen Bakterien beim Abbau des Lignins eine
Rolle spielen?, diirften die von H. PrinaszemM u. Focss (1923) sein. Sie fanden

1 Wegen der Schwierigkeit der Literaturbeschaffung konnten einige, insbesondere
auslindische Arbeiten leider nur als Referat herangezogen werden.

Arxchiv fiir Mikrobiologie, Bd. 18. 27



398 G. FIscHER:

bei der Untersuchung des bakteriellen Abbaus eines selbst dargestellten Lignin.
nihrbodens eine Abnahme des Methoxylgehaltes des Lignins von 15,59, auf 10,729,
Eine Beteiligung von Bakterien an dem Abbau von Lignin koénnen wir durch die
Untersuchungen von Baca (1925), Barks (1926), Fark (1928), Waksmaw (1930,
1931) sowie PrILrips, WEIHE u. SMITH (1930) annehmen, in denen jedoch keine
genauere Beschreibung der beteiligten Organismen gegeben wird. Erst DEvmE (1932)
beschreibt Bakterien, die er auf Alkalilignin-Nihrboden isoliert hatte, und erwéhnt
eine Abnahme des Methoxylgehaltes. GorrLiEB u. PELCzZAR kommen in ihrem
Sammelbericht jedoch zu einem negativen Ergebnis hinsichtlich der Beteiligung
von Bakterien am Ligninabbau.

Das Geschick des Lignins in der Zersetzung der Pflanzenreste wurde haufig durch
den Wechsel des Methoxylgehaltes erfat. Die Zulassigkeit dieser Methode ist jedoch
problematisch, da andere Koh]enwasserstoﬁ'verbmdungen, (he in der Pflanze vor-
kommen, ebenfalls Methoxylgruppen besitzen.

Die wichtigsten Untersuchungen sowie eine Zusammenstellung der bedeutend-
sten Ergebnisse iiber den biologischen Abbau von Lignin liefern uns die jiingeren
Arbeiten von Waksmax u. Mitarb. (1936, 1946) und die von FaureUs (1944, 1947,
1949), in denen hshere holzzerstérende Pilze (auch Cellulosezerstorung) beriick-
sichtigt werden, sowie weitere Zusammenfassungen iiber Ligninzersetzung von
CARTWRIGHT (1943) sowie von GOTTLIEB u. PELOZAR. WAKSMAN u. Mitarb. (1946)
geben folgende Zusammenstellung der bisherigen Forschungsergebnisse: ,,Lignin
leistet unter den chemischen Verbindungen der Pflanze den groBten Widerstand
gegen einen Angriff durch Pilze, Bakterien und Tiere, die in der Erde, in Siimpfen
und im Kompost leben. Lignin hiuft sich quantitativ nicht in demselben Zustande
an, in welchem es in Pflanzen vorkommt, sondern es unterliegt einem langsamen
ProzeB der Umwandlung. Gewisse spezifizierte Arten von Mikroorganismen, die
reichlich unter den hoheren Pilzen gefunden werden, sind fihig, eine aktive Zer-
storung des Lignins herbeizufiihren, haufig sogar in groBerem Umfange als die der
Cellulose und Hemicellulosen. Lignin ist der Zerstorung durch diese Organismen
unterworfen, sofern es in frischen oder teilweise zerstorten pflanzlichen Geweben
vorliegt. Wenn es jedoch in méglichst unveréinderter Form hergestellt wird, ist es
vollsténdig widerstandsfahig gegen einen Angriff seitens jener Organismen. Es wird
stets entscheidend bleiben, welches der physikalische und chemische Zustand des
Ligninkomplexes ist, der durch den Vorgang der Ligningewinnung verindert wurde.
Die durch die mikrobiellen Vorginge der Cellulosezerstérung, der Glucosefermen-
tation und der Nitratbildung ausgeloste Wirkung auf das Lignin ist fiir den Lignin-
abbau nicht storend.

Die bisher bekannte Art der Ligninumwandlung besteht aus a) dem Verlust an
Methoxylgruppen, b) einer Dunkelfirbung, begleitet von Sauerstoffabsorption,
¢) einer chemischen bzw. adsorptiven Bindung an Proteine, d) einem Anwachsen
der Loslichkeit in Alkalien. :

Dieser kurze Uberblick zeigt, daB iiber den biologischen ,,modus ope-
randi“ der Ligninzerstérung und die dabei beteiligten Faktoren noch
nicht sehr viel bekannt ist. Daher soll in der vorliegenden Arbeit ver-
sucht werden, einen Beitrag zu dem Problem des Ligninabbaus in erster
Linie durch biologische Vorginge zu liefern.

Dazu wurden folgende Punkte untersucht: 1. Welcher Art sind die an
Ligninumwandlungen beteiligten Organismen? 2. Welchen Bedingungen
unterliegt der Vorgang biologischen Ligninabbaus und welches sind die
dabei beteiligten Faktoren? 3. Welcher Art ist ein Lignin, das in der
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Natur einem bakteriellen Abbau ausgesetzt war? Ist dieses Lignin nativer
Art, oder welche Umwandlung mul} es durchmachen, um als Néihrstoff-
quelle fiir gewisse Organismen zu dienen? 4. Wie vollzieht sich eine solche
Umwandlung?

A} Der biologische Abbau des Lignins.
I. Methodische Hinweise.
1. Nahrbéden.

Zur Anreicherung der ligninzersetzenden Mikroorganismen dienten die bekannten
Nahrlssungen A und S nach Starr u. BorTELS, zu denen als C-Quelle 0,29, eines
Ligninpriaparates hinzugefiigt wurden. Néhrlosung A: 0,5 Natriumnitrat, 0,25 sec.
Kaliumphosphat, 0,1 Magnesiumsulfat ad 1000,0 Aqua dest. Nahrlosung S: 0,5
Ammoniumsulfat, 0,25 prim. Kaliumphosphat, 0,1 Magnesiumsulfat ad 1000,0
Aqua dest. Nahrlosung S wurde mit Schwefelsdure auf ein pa von 6,5, Nahrlosung
A wit Kalilauge auf py 7,5 eingestelit.

Die Gewinnung der Reinkulturen, deren Weiterziichtung sowie die Durchfithrung
der physiologischen Versuche erfolgte meist auf ligninhaltigen Nahrmedien folgen-
der Zusammensetzung: 2,0 Ligninpraparat; 0,75 Pepton bzw. 0,5 Ammoniumphos-
phat; 0,5 sec. Kaliumphosphat; 0,2 Magnesiumsulfat; 0,02 Eisen(III)-chlorid; ad
1000,0 Aqua dest.

2. Gewinnung der Ligninprédparate.

Cuproxamlignin in Folien, nach FREUDENBERG, ZoCHER u. DURR (1932),
verindert.

Um eine visuelle Beobachtung sowie eine neue zunichst qualitative Bestimmung
der bakteriellen Zerstorung des Lignins zu ermoglichen (nach einer Anregung von
H.UrLirich), dienten als Ausgangsmaterial diinne Furnierfolien von 1,5 X 10 em
und 0,1 mm Stirke. Zur Verhinderung einer allzu starken Deformierung der
Folien durch den Celluloseentzug wurden diese durch Bestreichen ihrer Réander
mittels eines siure- und laugenfesten Klebstoffes auf Objekttragern befestigt. Ein
vorheriges Anfranhen der Oberfliache der Objekitriger mit FluBsiure empfiehlt sich.

Ammoniak- und Alkalilignin aus Stroh und destruiertem Holz.

Die Gewinnung dieser Ligninpriparate erfolgte im Prinzip nach den Richtlinien
der Alkaliligningewinnung nach BECRMANN, LikscHE u. LEmmaxy (1932). Das
Ammoniaklignin ist getrocknet und in fester Konsistenz von hellbrauner Farbe
und 18st sich in-der Kalte vollig in Pyridin, Phenol, Eisessig, wenig in Alkohol und
Aceton, besser in Mischungen von Alkohol oder Aceton mit Wasser (2:1) und ist
nicht loslich in Wasser, Ather und Benzol. Jedoch 16st sich dieses Ligninpraparat
noch in einer nur 0,0014%, (~ Y/;y0 1) NH; enthaltenden wéBrigen Losung vollig.
In seinen Eigenschaften hinsichtlich der Léslichkeitsverhaltnisse gleicht es vollstén-
dig denen der Alkali-Lignine. Firbungen mit Wiesners Reagens und mit Anilin-
sulfat geben keine deutlich erkennbaren Reaktionen.

Phenollignin nach KaLs, ScHOELLER u. Mastacrio (KrLeiv 1932).

3. Bestimmung der Ligninrickstiande.

Phenollignin: Die Kulturen wurden mit Athylessigather nach Waksmaw
extrahiert und die Extrakte durch einen Scheidetrichter gewonnen. Dies wurde
so lange wiederholt, bis alles Lignin zuriickerhalten war. Die Extrakte wurden ge-
sammelt und filtriert, die Riickstinde noch mit Aceton ausgewaschen und dem

27*
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Filtrat hinzugefiigt, hierauf die Extrakte auf einem Wasserbad bis zu konstantem
Gewicht getrocknet. Der Gewichtsunterschied zwischen Kontrolle und Versuch
gab die Hohe der Ligninzerstorung an.

Alkali- bzw. Ammoniaklignin: Die Kulturen wurden auf der Nutsche
kraftig abgesaugt, die Riickstinde mit Wasser gewaschen, die gelésten Lignin-
riickstdnde mit 259 iger Salzsiure ausgefillt und 5 min gekocht. Nach wieder-
holtem: Absaugen wurde das Lignin im Trockenschrank bis zu konstantem Gewicht
getrocknet. Der Gewichtsunterschied zwischen der Kontrolle und den Versuchen
zeigte den Grad der Ligninverminderung an.

II. Isolierung der Mikroorganismen.

Um die an der Ligninzerstérung beteiligten Mikroorganismen zu er-
fassen, wurde versucht, diese aus zerstértem Holz (Holzpfahle) und aus
Waldbéden zu isolieren. Bekanntlich unterliegen Holzpfihle einer mehr
oder weniger raschen Zerstérung der Teile, die in das Erdreich eingelassen
sind, und hier wiederum die Partien des Pfahles, die sich an der Erd-
oberfliche befinden. Dies 1Bt die Annahme zu, dafl die Bakterien, die
an der Zerstérung des Holzes beteiligh sein konnen, aerob sein dirften
bzw. dal oxydative Vorginge mitwirken.

Um die zur ﬁolzzerstﬁrung befahigten Organismen zu isolieren, wurden kleine
Holzstiickchen aus zerstérten Partien von Holzpfihlen entnommen, sauber von
anhaftenden Erdteilchen befreit und in der Reibschale durch vorsichtiges StoBen
zerbrockelt. Die zerkleinerten Holzsplitter wurden dann auf Silicagel-Nahrbdden,
die neben den iiblichen Mineralsalzen als C-Quelle Phenollignin enthielten, ge-

streut. Ein Teil der Splitter wurde in die Nahrboden eingedriickt, so daB sie mit
diesen in intensivere Berithrung kamen.

Nach einer Einwirkungszeit von 8 Tagen und bei einer Temperatur
von 28° C entwickelten sich in keinem Falle Bakterien, sondern nur ver-
einzelt Penicillium-Kolonien. Wurde jedoch die anhaftende Erde mit
hinzugegeben, so breitete sich bereits nach 48 Std eine reiche Bakterien-
flora neben Penicillium aus. Daraus ergibt sich, dafl entweder Bakterien,
die fihig sind, Ligninsubstanzen des Holzes abzubauen, in diesem selbst
fehlen, oder daB zu ihrer Entwicklung gewisse akzessorische Nahrstoffe
fehlen. Das Fehlen der Bakterien im Holz méchte sich wohl darauf zu-
riickfiihren lassen, daB die Zellwandsubstanzen stickstofffrei sind und das
Holz als Ganzes stickstoffarm ist (z. B. Fichte 0,19 N, FInpLaY 1934)
und nur unter Ausnutzung der im Boden schon vorhandenen Stickstoff-
verbindungen sowie von hinzukommenden Wuchsstoffen eine bak-
terielle Entwicklung méglich ist (siche auch S. 409). In diesem Zusammen-
hang sind Arbeiten von FInpLAY (1934), WEHMER (1915) und ZycHA
(1940) erwidhnenswert.

Diese Forscher untersuchten den Einflu} von stickstoffhaltigen Substanzen auf
das Wachstum holzzerstérender Pilze. Finpray fand, daB Holzklstzchen, die mit

Asparagin oder Pepton getrinkt wurden, eine stirkere Zerstorung erfahren als
Klotzchen, die mit Ammonverbindungen oder Nitraten behandelt wurden. Im
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Gegensatz hierzu stellte Zycna fest, daf in Lehm eingebaute Holzklstzchen eben-
falls erheblich zerstért wurden, wenn der Lehm sowohl mit Nitraten als auch mit
Ammonsulfat getrankt worden ist.

Weitere Ursachen fiir das Fehlen gerade aerober Bakterien im Holz
selbst konnten sein, dafl die O,-Spannung im Holz, besonders in grii-
nem, sehr gering ist (siche S. 418), ferner, dafl diese im allgemeinen
durch die Art ihres Wachstums nicht in der Lage sind, in ein festes Sub-
strat tiefer einzudringen, im Gegensatz zu den Pilzen, die iiber ein aus-
gesprochenes Spitzenwachstum verfiigen.

Nach solchen Feststellungen erfolgte nunmehr die Isolierung der lignin-
zerstérenden Mikroorganismen aus der Erde nach der Methode von
Waxrsman (1936). Es lielen sich aus Buchenwald. bzw. Fichtenwalderde
zahlreiche Bakterien- und Fusarium-Arten isolieren, von denen jedoch
nur die am stirksten ligninabbauenden, insgesamt 11 Bakterien- und
3 Fusarium-Stidmme, zu Versuchszwecken beriicksichtigt und beschrie-
ben wurden (siche Tab. 1 und 2). Die Bakterien der Fichtenwalderde
erhielten die Bezeichnung I F, I F usw., die Bakterien der Buchenwald-
erde I B, II B usw. Am Ligninabbau sind danach vornehmlich Kurz-
stabchen und Bakterien der Chromogenes- bzw. der Fluorescens-Gruppe
beteiligt. Diese Beobachtung ist interessant in bezug auf die Forschungen
von Lieske u. Hormanx (1928) iiber die Mikrobiologie der Kohlen und
ihrer natiirlichen Lagerstéitten.

Die Verf. stellten fest, daB die Mikroflora, die auf Braunkohlen und im Innern
derselben gefunden wurde, besonders aus Bakterien der Fluorescens-Gruppe besteht.
Wahrscheinlich wird hier auf einen gewissen Zusammenhang zwischen dem Abbau
des Lignins und der Bildung der Kohle durch eine bestimmte Bakteriengruppe
geschlossen werden diirfen (vgl. die Arbeiten von FISCHER u. ScHrRADER 1922 sowie
von WagsMAN 1946, die auf die Beteiligung von Pilzen und Bakterien an der Ent-
stehung der Kohle hinweisen).

III. Wachstum der Mikroorganismen und ihre Zerstorungswirk-
samkeit auf verschiedenen Ligninpriparaien.

Zur genaueren Untersuchung des Abbaus bzw. der Zerstérung des
Lignins durech Mikroorganismen wurde nunmehr versucht, diese Orga-
nismen auf isoliertem Lignin zu kultivieren; dazu wurden verschiedene
Ligninpriparate herangezogen. Zu Beginn der Arbeiten wurden solche
gepriift, die als Riickstinde der holzverarbeitenden Industrie anfallen,
wie die Sulfitablaugen aus Buchen- und Fichtenholz sowie das aus diesen
Laugen gewonnene lignosulfosaure Calcium?, ferner die Ligninrtickstdnde
der Zellstoffgewinnung in fester Form. Neben diesen Ligninrtickstinden
der Industrie kamen auBerdem Cuproxamlignin, Alkalilignin und

1 Zu einem spiteren Zeitpunkt stellten uns die Aschaffenburger Zellstoff-Fabriken
durch Herrn Prof. Dr. BERNHAUER lignosulfosaures Calcium freundlicherweise zur
Verfiigung, das noch eine kurze mikrobiologische Untersuchung erfubr.
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Phenollignin zur Verwendung. Diese Ligninpriparate sind durch die
riicksichtslose Anwendung chemisch stark wirkender Reagentien ohne
Ausnahme chemisch stark beansprucht. Sie sind deshalb nicht als natiir-
liche Derivate des nativen Lignins anzusprechen. Die Ergebnisse, die mit

Tabelle 1. Die ligninzerstorenden

Gelatine-
Kultur Habitus Fundort
Verflilssigung Stichkultur
IFt Kurzstiabchen Fichten- E stark trichter-
1,2 X 0,6 p walderde | formig
nicht sporenbildend
II B dicke Kurzstibchen Buchen- sehr stark zylinder-
12X 1u walderde formig
nicht sporenbildend
IIT B Doppel-Kurzstiabchen | Buchen- schwach trichter-
36—48 x 1,24 walderde formig
nicht sporenbildend
IV B langere Kurzstibchen | Buchen- keine entfallt
6—10,8 x 1,2 u walderde
nicht sporenbildend
VB Doppel-Kurzstibchen | Buchen- schwach schiissel-
24 X 1,2 u walderde formig
nicht sporenbildend
VIF Kurzstédbchen Fichten- keine entfallt
3xXL2u walderde :
nicht sporenbildend
VII B Kurzstibchen Buchen- keine entfallt
1,2 x 0,8 pu walderde
nicht sporenbildend
VIIIF sehr kl. Kurzstibchen | Fichten- sehr stark zylinder-
0,8—1,2 X 0,6—0,8 u | walderde formig
nicht sporenbildend
IX B Kurzstdbchen Buchen- schwach schiissel-
1,2 X 0,8 u walderde formig
nicht sporenbildend
X B dicke Kurzstabchen Buchen- stark zylinder-
12X 1pu walderde formig
nicht sporenbildend
XI B langere Kurzstabchen | Buchen- stark zylinder-
6—8 x 1,2 u walderde formig
nicht sporenbildend

1 Systematisch stehen alle isolierten Bakterien mit Ausnahme der Stdmme IV B
und VI F der Gruppe der Ckromogenes am néchsten. Die Stamme IV B und VI F
gehiren zur Fluorescens-Gruppe. Eine genauere Bestimmung nach Brrery war
nicht moglich, da in seinem System Ligninbakterien nicht erwihnt sind. Die physio-
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solchen Stoffen erzielt wurden, sind unter mikrobiologischen Gesichts-
punkten interessant, lassen aber auf den Vorgang der Ligninumwandlung
unter natiirlichen Verhiltnissen keine SchluBfolgerung zu, geben uns
auch kein klares Bild und keine sichere Vorstellung dariber, in welcher

Organismen: Schizomyceten.

‘Wachstum auf

Zerstorungswirkung in %

Malzagar Bouillon Kartoffel l;?gi?i?ll_ %g(;lrl: Aulli!;:l)inniak-
gut gut, braun, 52,5 24.0 —
glanzend glanzend
gut gut, rosa, weiller 75,0 10,1 13,0
glanzend Rand,
trocken
gut gut, braun, heller 4.8 26,5 —
glainzend | Rand, warzig,
glanzend
schwach gut, hellrot, 60,7 15,1 —
trocken, warzig,
warzig glanzend
gut gut, hellrosa, 28,2 35,4 36,9
glinzend hellgelber
Rand, trock.
schwach gut, rosa, 37,0 22,7 —
glanzend trocken
gut gut, beige, 32,0 33,5 —
glinzend glanzend
gut gut, braun, 48,7 24,0 —
glinzend trocken
gut gut hellrosa, — — 46,5
glinzend
gut gut braun, — — 37,7
trocken
gut gut braun, —_ — 50,9
trocken

logischen Metkmale der isolierten Bakterien stimmen mit denen der nach BrraEYs
System am nichsten stehenden Bakterienarten nicht vollig iiberein, Eine Zuord-
nung konnte daher zu Irrtiimern fithren. Gramfarbung und Cellulosezersetzung bei
allen Formen negativ.



404 G. FISCHER:

Form sich das Lignin der Pflanze befindet, das z. B. einem bakteriellen
Aufschlufl unterliegen kann. So wurden als voraussichtlich natiirliche
Ligninderivate biologisch, d. h. fermentativ erzeugtes Lignin (Destruk-

Tabelle 2. Die ligninzersetzenden Organismen: Pilze.

Zer-
stoérungs-
Organismus Habitus Mikroskopie ml:;‘;ng
Phenol-
ligninin %
Trichoderma in fliissigen Nahrmedien | Hyphen septiert, 34,6
lignorum Oberflichenmycel wat- | Conidien rundlich 3 u @
Tode, syn. tig, griine Farbung durch
Tr. viride  {Conidienbildung, Gutta-
tion, submerses Mycel
von lockerer Konsistenz
Alternaria in fliissigen Nahrmedien | Hyphen septiert, 4—7 u| 29,3
tenuis Nees Oberflichenmycel dicht, | breit, braune Conidien
wattig, hellbraun. Sub- | mehrzellig (3—8), 21—34 X
merses Mycel flockig 8—14 u
Fusartum {in fliissigen Nahrmedien | Makrokon. leicht gekriimmt 37,5
solani { Oberflichenmycel sam- jan den Enden zugespitzt,
App. et Wr. tig, weiB-rosa, Gutta- {14—40 X 4—6 p, Mikro-
tion, submerses Mycel |kon. rundlich, septiert, 8 bis
{schleimig-zih 10 x 4—5 u, Chlamydosp.
; intercalar u. termin.
Fusarium { Oberflichenmycel war- { Makrokon. kleiner, 17 bis | 57,3
nivale Ces zig, weiB, Guttation, |20 X 3—4 u, septiert,
submerses Mycel schlei- | Mikrokon. 4—8 X 2—4 u,
mig und sehr fest Chlamydosp. nicht vorhan-
den
Fusarium spec. | Oberflichenmycel weiB, | Makrokon. gekriimmt, sep- 58,6
(Fus. laterstium |dicht, Guttation, sub- |tiert, 24—38 X 4—5 u,
Nees ?) merses Mycel schleimig- | Mikrokon. unseptiert, sel-
zdh tener, 5—8 X 3—5 u,
Chlamydosp. nicht vorhan-
den
Fusarium spec. | Oberflichenmycel sam- | Makrokon. septiert, 16 bis| 60,0
(Fus. Merismo- |tig, weiB-rosa, Gutta-|24 x 3—4 u, sichelférmig,
ides Cauda ?) tion, submerses Mycel | abgerundet, Mikrokon. sel-
sehr feste Konsistenz ten, septiert, 4—6 X 3—4 u,
Chlamydosp. intercalar
Fusarium lactis | Oberflichenmyecel trat | Makrokon. kleiner, septiert, 65,3
Pir. et Rib. wenig iiber den Fliissig- | 9—24 x 3—4 u, Mikrokon.
keitsspiegel hinaus, rosa, | 6—10 x 2—4 y, Chlamydo-
samtig, submerses Mycel | sporen nicht vorhanden
schleimig, sehr zéhe
Konsistenz
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tion des Holzes durch Merulius lacrymans) und ein durch ammoniakali-
sche Behandlung gewonnenes Ligninpriparat untersucht (siche metho-
discher Teil 8. 399). InHinblick auf die hier gestellte Aufgabe kann in
der vorliegenden Arbeit auf die Verwertung der Ligninriickstiinde aus
der Industrie durch Mikroorganismen nur kurz eingegangen werden.

1. Ligninriickstinde der Zellstoffgewinnung, Cuproxam-
lignin und biologisch erzeugtes Ligunin,

Diese Ligninderivate sind unloslich. Die Ligninriickstdnde der Zell-
stoffgewinnung, die etwa 4% an Sulfosiuren der AufschluBmittel ent-
halten, liefen nach Neutralisation durch Alkalien und Zugabe von an-
organischen Néhrstoffen eine Entwicklung von Mikroorganismen nicht zu.

Ebenso lieB sich in keinem Falle ein Angriff von ligninzerstérenden
Bakterien auf mit Nihrlosung ,,Stapp A getrinkte Cuproxam-Lignin-
folien beobachten. Auch weitere mit Erdlgsungen angesetzte Unter-
suchungen lieBen keine Entwicklung von Ligninbakterien erkennen. Das
gleiche gilt fiir das biologisch erzeugte Lignin (Destruktion des Holzes
durch Merulius lacrymans), sozusagen ein natiirliches Ligninpriparat!.

Aus einer weiteren Versuchsreihe mit Trichoderma lignorum und den
Fusarium-Arten moniliforme, lactis, solani, merismoides und bulbigenum
ergab sich, daB auch diese keine Entwicklung zeigten?. Ein - ergleichen-
der Versuch mit einem holzzerstorenden hoheren Pilz, Polysiictus vers:-
color, ergab nur ein méBiges Wachstum dieses Pilzes auf Cuproxamlignin,
jedoch eine deutliche Aufhellung der angegriffenen Stellen.

Die untersuchten Lignine sind somit fiir biologische Studien nicht ge-
eignet, und ein Nachweis der Ligninzerstérung in diesen Priparaten
konnte deshalb auch nicht erbracht werden. Lignin unterliegt nur in
16slicher Form einem biologischen AufschluB, wie wir spiter noch zeigen
werden.

2. Sulfitablaugen aus Buchen- und Fichtenholz,
lignosulfosaures Calcium.

Die Untersuchungen mit Sulfitablaugen lieBen sich nicht weiter verfolgen, da
sich in den Ablaugen neben Lignin noch andere Kohlenwasserstoffverbindungen
in angereichertem MaBe vorfanden. So enthalten sie nach SuxpMax (1949) neben
Ligninriickstdnden noch Hexosen, Pentosen, Uronsduren und Spuren von unver-
anderter Cellulose. 85—909, des Hexosegehaltes entfallen auf die Mannose, die den
dominjerenden Zuckeranteil der Laugen darstellt.

1 Nach den bisherigen Erfahrungen werden durch Merulius lacrymans keine
Antibiotica gebildet, die das Wachstum von Bakterien hemmen.

2 Die biologisch ausreichende Cu-Entfernung wurde durch Testversuche mit
Bakterienkulturen bewiesen.
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Eine ippige Organismenentwicklung fand bereits nach 48 Std in einer 1% igen
Lauge, die mit einem Zusatz von 0,5% Natriumnitrat und 0,19, prim. Kalium-
phosphat versehen wurde, statt. Der Schwefelwasserstoffgehalt wurde durch starke
Durchliiftung und Neutralisation mittels Alkalien entfernt.

Das lignosulfosaure Calcium, aus Sulfitablaugen gewonnen, enthilt die
begleitenden Kohlenwasserstoffverbindungen nicht mehr, Eine Iso-
lierung der Bakterienkolonien, die sich auf Nihrbioden, die dieses Lignin
nebst anorganischem Nihrsalz enthielten, entwickelten, wurde nicht vor-
genommen, jedoch die Wachstumsintensitit verschiedener niederer Pilze
auf diesem Ligninmedium untersucht (Tab. 3). Nur T'rickoderma lignorum
und Fusarium merismotdes ragen durch ihr kriftiges Wachstum aus den
untersuchten Organismen hervor und konnen deshalb als geeignet be-
trachtet werden, lignosulfosaures Calcium als C-Quelle zu beniitzen.

Tabelle 3. Wachstum niederer Pilze auf lignosulfosaurem Calcium.

Organismus Wachstum

Fusarium argillaceum . . . . . . . 0
» aquaeductum. . . . . . .
' moniliforme . . . . . . .
' nivede. . . . . . . . ..
» dimerum . . . . . . ..
" equiseti . . . . . . . . .
» gramineum . . . . . . .
” lactis . . . . . . . . ..

» CTPANSUM . . .« « o « . .

. merismoides . . . . . . .

» bulbigenum . . . . . . .

5 poae . . . .o o0

Trichoderma Koningi . . . . . . .

Trichoderma lignorum . . . . . . .

Ziffernerklirung: 6 = iippig, 5 = sehr gut, 4 = gut, 3 = mabig, 2 = schwach,
1 = sehr schwach, 0 = keine_Entwicklung.
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3. Phenollignin.

a) Eigenschaften des Phenollignins.

Durch die Gewinnung des Lignins aus extrahiertem Holzmehl mittels
wasserfreien Phenols wird das Phenol an den Ligninkomplex angelagert
bzw. eingebaut. Uber die Bindung des Phenols herrscht jedoch noch
keine Klarheit.

Nach FREUDENBERG u. DURR (1932) kann es sich um Anlagerung des Phenol-
hydroxyls an (wihrend des Aufschlusses entstandene) Athylenbildungen des ali-
phatischen Ligninanteils, aber auch um Kernkondensation mit den aliphatischen

Hydroxylgruppen des Lignins handeln. Da jedoch bei der Bildung von Phenol-
lignin Phenol zweifellos in den Ligninkomplex eintritt, hat Joxas (1921) gezeigt.
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Es ergibt sich also die Frage: Wird, falls Phenollignin durch Mikro-
organismen verwertet wird, direkt das Ligninmolekiil angegriffen oder
unterliegt nur das angelagerte bzw. eingebaute Phenol einem biologischen
Aufschlusse und kann somit den Organismen als Kohlenstoffquelle die-
nen? Um dies zu kléren, wurden zwei Versuche durchgefiihrt. Myims
(1928), BARTELS (1940) u. a. beschrieben bereits phenolabbauende Bak-
terien, so dafl zum Vergleich die folgenden Versuche mit Bakterien, die
féhig sind, Lignin zu zerstoren, ausgefiihrt wurden.

Tabelle 4. Farbreaktionen des Phenollignins.

1. reines Phenollignin Farbreaktion mit Phloroglucin + Salz-
siure = keine Farbung
2. wie bei 1. Farbreaktion mit FeCl; = keine Vio-
lettfarbung
3. reines Phenollignin nach Aufschluf- Farbreaktion mit Phloroglicin 4 Salz-
versuch mit konz. HCl (erwirmt) séure = keine Férbung
4. wie bei 3. Farbreaktion mit FeCl; = keine Vio-
lettfarbung
5. abgebautes Phenollignin Farbreaktion mit Phloroglucin - Salz-
sdure = keine Farbung
6. wie bei 5. Farbreaktion mit FeCl; = keine Vio-
lettfarbung
7. abgebautes Phenollignin nach Auf- Farbreaktion mit Phloroglucin + Salz-
schluBversuch mit konz, HCl (erwirmt) ssure = keine Farbung
8. wie bei 7. Farbreaktion mit FeCl; = keine Vio-
lettfarbung

Als erstes untersuchten wir die Farbreaktionen des Phenollignins unter
Beriicksichtigung des Lignins und des Phenols. Das Ausbleiben der Farb-
reaktion mittels Phloroglucin-Salzséure ist bekannt (Kueixn 1932), doch
sind auch sie in Tab. 4 der Vollstindigkeit halber mit aufgefiihrt. Es
wurden Phenolligninproben untersucht, die sich in frischem, nicht an-
gegriffenem Zustande befanden, und solche, die durch bakterielle Tébig-
keit bereits abgebaut bzw. zerstort waren. Weder reines noch abgebautes
Phenollignin zeigt eine Farbreaktion (Tab. 4). Alle iiblichen Lignin- und
Phenolreaktionen blieben aus. Das Phenolmolekiil mufl demnach fest
in den Ligninkomplex eingebaut worden sein und auch die Vanillin-
gruppe, die in erster Linie fiir die Phloroglucinreaktion verantwortlich
ist, blockiert haben. Nach FREUDENBERG (1932) reagiert die Aldehyd-
gruppe des Hadromalkomplexes mit dem Phenol unter Kernkonden-
sation. Auch der Abbau des Phenollignin-Molekiils muB in einer Weise
erfolgen, dal weder die Vanillingruppe noch eventuell frei werdendes
Phenol nachgewiesen werden konnte.

Ein weiterer Versuch iiber das Wachstum der phenolligninabbauenden
Bakterien auf Phenol verschiedener Konzentration sollte die Frage
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klidren, ob reines Phenol in Gegenwart der iiblichen Mineralsalze von
diesen Organismen als C-Quelle verwertet wird (Tab. 5).

Tabelle 5. Wachstum Phenollignin abbauender Bakterien auf Phenol
verschiedener Konzentration.

dﬁog;iigztiizn% Bakterien aus Erdlosung Ligninbakterien
0,2 keine Entwicklung keine Entwicklung
0.1 keine Entwicklung keine Entwicklung
0,04 leicht milchige Tritbung keine Entwicklung
0,02 starkere Tritbung,
griin-gelbliche Fluorescenz, leicht milchige Tribung

leichte Hautbildung

0,013 starke Triibung, starkere Triilbung
Fluorescenz, Hautbildung

0,01 leichte Triibung leichte Triibung

Die Tabelle zeigt, daB bei einer Konzentration des Phenols von 0,049
in der mit Bakterien aus einer Erdlosung beimpften Nihrlésung eine
schwache Entwicklung eintritt. Die Phenollignin-Bakterien verwerten
jedoch das gebotene Phenol erst von einer Konzentration von 0,029 an.
Der Versuch zeigt deutlich, daB in der Erde phenolabbauende Bakterien
vorkommen, die erst in Gegenwart von 0,094 9% Phenol und héher nach
BarTELS (1940) als phenolverwertende Organismen anzusprechen sind.
Diese Konzentration ist jedoch bedeutend hoher als diejenige, bei welcher
die Ligninbakterien zur Entwicklung gelangen. Die Phenoligninbak-
terien konnen aus diesem Grunde nicht als ausgesprochene Phenolver-
werter- bezeichnet werden, da sie nicht wie diese eine hdhere Konzen-
tration des Phenols als 0,029 vertragen.

b) Bakterien auf Phenollignin.

Durch den priparativen Aufschlufl des Ligninkomplexes mittels was-
serfreien Phenols wird das Lignin in eine 15sliche Form iibergefiihrt, die
offenbar geeignet ist, mannigfachen Organismen als Kohlenstoffquelle zu
dienen. Die aus Walderde isolierten Bakterien (Tab. 1) zeigen in einem
Ligninderivat nebst Mineralsalze enthaltenden fliissigen Nahrmedium
(siche Methodik S. 399) bei 28°C, dem Temperaturoptimum, eine unter-
schiedliche Abbautitigkeit, wie Abb. 1 zeigt.

Die Abnahme des Phenollignins geht in Reinkulturen der Bakterien
maximal nicht #iber 75% hinaus. In Mischkulturen jedoch erhoht sie
sich — wie spiiter noch gezeigt werden wird — in einem Fall bis auf
91,59 Der stirkste Abbau erfolgt innerhalb von 14 Tagen und nimmt
dann mehr oder weniger rasch ab. Nach 3 Wochen erfolgte im allgemeinen
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kein nennenswerter Abbau mehr, und nach Ablauf von 4 Wochen
lieB sich in keinem Versuchskélbchen eine Minderung des Lignin-
gehalts mehr nachweisen (Bestimmungsmethode siehe unter methodische

Hinweise S. 399). Dabei weisen die aus
Buchenwalderde isolierten Bakterien eine
groflere Streuung auf als die aus Fichten-
walderde stammenden. Letztere verfiigen
iiber eine ziemlich einheitliche Zerstérungs-
intensitdt bis zu durchschnittlich 449,
(siehe Abb. 1).

¢) Einflup verschiedener Stickstoffquellen.

Der Angriff ligninzerstérender Bakterien
wurde bei den bisherigen Versuchen nach
Zugabe einer organischen Stickstoffquelle
in Form von Pepton verfolgt. Um das Lignin-
derivat als einzige Kohlenstoffiquelle zu
sichern, wurde der EinfluBl eines anorgani-
schen N-Salzes in Form von Ammonium-
phosphat — (NH,),HPO, — auf den Ab-
bau des Lignins untersucht (Tab. 6).

Es zeigte sich, dafl Lignin auch nach
Zugabe einer anorganischen Stickstoffver-
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Abb. 1. Zerstorung von Phenol-
Lignin durch verschied. Bakterien.

bindung angegriffen wird. Pepton wirkt jedoch bei allen angewandten
Ligninbakterien etwas besser als Ammoniumphosphat. Die Unterschiede
bewegen sich zwischen 0,7 und 4,8% maximal.

Tabelle 6. Einfluff einer anorganischen Stickstoffverbindung
— (NH,),HPO, — auf die Zerstorungsintensitit von ligninzerstorenden Bakferien.

Versuchsdauner 28 Tage, Temperatur 28° C.

Stamm Kontr. | Rest abgebaut
me me mg %
IF 84 43 41 48,7
II B 84 23 61 72,5
III B 84 50 34 40,0
IV B 84 34 50 60,0
V B 84 61 23 27,5
VIF 84 57 27 32,5
VII B 84 60 24 30,0
VIIIF 84 45 39 46,2
Mischkultur 84 14 70 82.8

Wir diirfen also annehmen, da8 die Zugabe von Proteinen das Wachs-
tum von ligninzerstérenden Bakterien fordert und damit auch eine

Steigerung ihrer ligninabbauenden Titigkeit

erreicht wird.
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d) Einfluf verschiedener Holzarten.

Buchenholz-Lignin und Fichtenholz-Lignin weisen unterschiedliche
Zusammensetzung auf. Das driickt sich bereits durch den hoheren Meth-
oxylgehalt des Lignins im Buchenholz aus (nach FREUDENBERG besitzt
Buchenholz-Lignin 21—22 9 Methoxylgehalt, Fichtenholz-Lignin 16 bis
179). Inwieweit konnen nun die Lignine der verschiedenen Holzarten —
im Extrem Laubholztyp (Lignin aus dem Holze von Carpinus betulus
1.) und Nadelholztyp (Lignin aus dem Holze von Picea excelsa Link) —
einer unterschiedlichen Zerstorung durch ligninangreifende Bakterien
unterliegen? Sind etwa die Ligninbakterien jeweils an eine bestimmte
Holzart gebunden oder vermogen sie generell jedes oder nur jedes genuine
Lignin anzugreifen? Leider konnten zu dieser Frage bisher nur Versuche
mit Phenollignin angestellt werden, das in der Natur nach den bis-
herigen Erfahrungen nicht auftritt.

Tabelle 7. Zerstorungsintensitit verschiedener Bakteriengemeinschaften
in Phenollignin aus Buchen- bzw. Fichtenholz.

Ver- abgebaut
suchsdauer Kontrolle Rest
Tage mg mg mg l %

Bakterienstamme I7 B, III B, IV B, V B, VII B (aus Buchenwalderde).

Buchenholz-Lignin . . . 42 83 7 76 91,5
Fichtenholz-Lignin . . . 42 87 18 69 79,3
Bakterienstdmme [ F, VIF, VIIIF (aus Fichtenwalderde).
Buchenholz-Lignin . . . 42 83 . 15 6¢ | 77,1
Fichtenholz-Lignin . . . 42 87 10 77 88,6

So vermogen auch die folgenden Untersuchungen mit Phenollignin
aus Buchen- bzw. Fichtenholz nur Erkenntnisse zu liefern, die technisch
von Bedeutung sein kénnen (Tab. 7). Nach 42 Tagen Einwirkungsdauer
machte sich eine deutlich unterscheidbare Abbautétigkeit der Bakterien
verschiedener Herkunft bemerkbar. Das aus Buchenholz gewonnene
Lignin wird durch aus Buchenwalderde isolierte Bakterien stiirker ab-
gebaut als durch Bakterien, die in Fichtenwalderde gefunden wurden.
Ebenso verwerteten die Bakterien der Fichtenwalderde Fichtenholz-
Lignin besser als Buchenholz-Lignin. Die Untersuchungen deuten also
darauf hin, daB das nach FREUDENBERG methoxylirmere Lignin (Nadel-
holztyp mit Guajacylresten) einem geringeren Abbau unterliegen wiirde
als das methoxylreichere Lignin (Laubholztyp mit Syringylresten). Doch
diirfte dies eine Folge des verschiedenen Abbaus durch die zu diesen
Versuchen herangezogenen Bakterienarten sein. Wir diirfen aus obigen
Ergebnissen wohl folgern, daB die einzelnen Arten der Bakterien, die
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fir fahig befunden wurden, Lignin zu zerstdren, spezifiziert sind und so-
mit eine gewisse natiirliche Anpassung an die verschiedenen Lignine bzw.
Holzarten vorzuliegen scheint,

¢} Einfluf} der Wasserstoffionenkonzentration.

Die Anpassung der Ligninbakterien an verschiedene Lignine erfihrt
zudem noch eine Unterstiitzung durch dieWasserstoffionen-Konzentration
in den edaphischen Faktoren der Umwelt. Es wurden némnlich bei den
Bodenproben, aus denen die beschriebenen und isolierten Bakferien
stammen, folgende durchschnittlichen pg-Werte gemessen: Fichtenwald-
erde py 6,8/6,7; Buchenwalderde pg 7,44. Die Proben aus Buchenwald-
erde sind demnach als neutral bis leicht alkalisch zu bezeichnen, die
Proben der Fichtenwalderde als neutral bis leicht sauer.

Tabelle 8. Zerstérungswirkung der Ligninbakterien bei verschiedenen py-Werten.

=]
‘2 € | Versuchsdauer Kontrolle | Best abgebaut
:f;; g Tage Stamm p-Wert e o g ”
ITB 22 | 58 72,5
III B 48 | 32 40,0
28 IV B 7.5 80 32 | 48 60,0
VB 60 | 20 27,5
3 VII B 56 1 24 30,0
g 28 Mischkultur 7.5 78 11 67 85,9
= IIB 34 | 48 58,7
2 III B 59 | 23 28,0
28 IV B 6,5 82 41 | 41 50,0
VB : 69 | 13 15,8
ViI B ; 66 | 16 195
28 Mischkultur 65 1 81 25 | 56 69,1
IF 42 | 39 48,1
28 VIF 7.5 81 55 | 26 32,1
< VIIIF 44 | 37 45,6
E 28 Mischkultur | 7,5 81 17 | 64 79,0
£ IF a8 | 36 | 428
= 28 VIF 6,5 84 61 23 27,3
VIIIF 49 | 35 418
28 Mischkultur | 6,5 83 27 | 56 67,4

Um die Einwirkung der Wasserstoffionen-Konzentration zu unter-
suchen, wurden Phenollignine aus Buchen- bzw. Fichtenholz unter
Einstellung des py-Wertes auf 7,5 als schwach alkalisches und auf 6,5
als schwach saures Medium verwendet (siche Tab. 8). Die aus Fichten-
walderde isolierten Bakterien besitzen eine geringere Abnahme der Zer-
storungswirkung bei einem Ubergang vom alkalischen in den sauren
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Bereich als die aus Buchenwalderde isolierten. Der Unterschied des pro-
zentualen Abbaus betréigt bei den Bakterien aus Fichtenwalderde nur
4,7—11,6%, bei denen aus Buchenwalderde jedoch 11,6—16,89%. Es
kann somit angenommen werden, dall die untersuchten ligninzerstéren-
den Bakterien, die aus dem schwach sauren Fichtenwaldboden stammen,
eine natiirliche Anpassung an dieses Milieu besitzen und eine hohere
Wasserstoffionen-Konzentration vertragen als die Bakterien, die dem
alkalischeren Buchenwaldboden entnommen wurden.

Tabelle 9. Zerstorungswirkung Phenollignin abbauender Bakterien

in Alkalilignin.
Versuchsdauer Stamm Kontrolle Rest abgebaut
Tage mg mg me %
1F 120 38 24,0
II B 142 16 10,1
IIFB 116 42 26,5
IV B 134 24 15,1
3B VB - 158 102 56 35,4
VIF 122 36 22,7
VII B 105 53 33,5
VIITF 119 39 C 240
I—vilr 94 74 40,5

f) Binflu von Phenollignin-Bakterien auf Alkali-Lignin.
Durch Behandeln extrahierten Holzes mittels wasserfreien Phenols
tritt dieses mit dem Lignin in Reaktion und fiihrt dadurch zur Bildung
von Oxyphenylresten im Ligninmolekiil im Gegensatz zum alkalischen

7{/0 i 1 Phenal-Ligrmn Alkali-Ligrin
cl

0 734
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Abb, 2. Vergleich der Lignin-Bakterien auf Phenol- und Alkali-Lignin-Nihrboden.

AufschluB verholzter Fasern, der zur Bildung von vorher nicht vor-
handenen Carboxyl- oder Phenolgruppen fithrt (Ligninséuren). Es ent-
steht die Frage: Wie verhalten sich die bisher beschriebenen Phenol-
lignin zerstérenden Bakterien gegeniiber Alkalilignin und wie wirkt sich
die unterschiedliche Gewinnung und der Charakter dieser léslichen
Ligninpriparate aus? Daher wurden Phenollignin abbauende Bakterien
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in Alkalilignin untersucht (Tab.9). Wir sechen, dafl die Phenollignin-
Bakterien ebenfalls in der Lage sind, wenn auch in geringerem Mafe,
losliches Lignin, das durch alkalischen Aufschlul gewonnen wurde, an-
zugreifen. Eine Spezialisierung derselben scheint jedoch vorzuliegen
(Abb. 2), da die am stidrksten Phenollignin abbauenden Bakterien Alkali-
lignin nur schwach verwerten kénnen.

g) Niedere Pilze und Phenollignin.

Weiterhin ergab sich die Frage, ob aufler Bakterien noch andere das Erdreich
bewohnende Mikroorganismen an der Beseitigung der Ligninriicksténde beteiligt
sind und welche Einwirkung sie auf das Lignin besitzen. Reinkulturen von Boden-
organismen ergaben nach Warsman u. Mitarb. (1931, 1936, 1946) einen Angriff
von Trichoderma auf Pentosane und Cellulose des Weizenstrohs, nicht aber auf
das Lignin. Actinomyceten sollen aber neben Cellulose und Fettsubstanzen etwas
Lignin angreifen. Weit stirker ist die Zersetzungstétigkeit einer Mischflora (Boden-
population); Fusarium und Alternaria iiben auf isoliertes Lignin eine unterschied-
liche Einwirkung aus. Etwas Lignin ist in allen Fillen zerstdrt worden.

Im folgenden sind Untersuchungen an Pilzen (Fungi imperfects), die
teils in Walderde, teils auf sich zersetzendem Holz leben, hinsichtlich
ihrer Wachstumsfihigkeit sowie ihres Zerstorungsgrades auf isoliertem
Lignin mitgeteilt.

Kulturkslbchen, die Phenollignin als C- Quelle neben den tiblichen Mineralsalzen

(siehe Methodik S. 399) enthielten, wurden mit frischem, lebensfihigem Pilzmyecel
beimpft und die Ergebnisse nach 35 Tagen Einwirkungsdauer festgestellt (Tab. 10).

Tabelle 10. Zerstorungswirkung verschiedener Fungi imperfecti auf Phenollignin.

Organismus ](Olrlg;olle Rmieit mgabg“bﬂ“t .
Stemphylium botryosum var. botrytis | 56 19 25,3
Stemphylium spec. . . . . . . . . 67 8 10,6
Alternaria tenuis . . . . . . . . . 53 22 29,3
Macrosporium spee. . . . . . . . ; 61 14 18,6
Trichoderma Koningi . . . . . . . | 62 13 17,3
Trichoderma Lignorum. . . . . . . ? 75 49 26 34,6
Fusarium spee. . . . . . . . . . 31 44 58,6
FPusarium solant . . . . . . . . . 47 28 37,3
Fusarium dimerum . . . . . . . . 57 i8 24,0
Fusarium spec. . . . . . . . . . 30 45 60,0
Fusarium wivale . . . « . . . . . 32 43 57,3
Fusarium lactis . . . . . . . . . 26 49 65,3

Die Gattung Fusarium Link stellt einige Vertreter, die auf Lignin
tippiges Wachstum entwickeln. Abb. 3 zeigt auf der rechten Seite Luft-
mycel von Fusarium lactis Pir. et Rib. in einem Versuchskélbchen auf
Phenollignin in flissigem Medium und it deutlich eine starke schwarz-
rote Pigmentbildung erkennen, die vom Organismus in die umgebende

Archiv fur Mikrobiologie, Bd. 18. 28
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Nihrfliissigkeit abgeschieden wird. Das Luftmycel verfirbt sich dagegen
wesentlich schwicher. Entsprechende Beobachtungen konnten bei allen
untersuchten Fusarienstdmmen gemacht werden, die auf ligninhaltigen
Nihrboden geziichtet wurden.

Bemerkenswert ist, dall Trichoderma lignorum Lignin in doppelt so

starkem Grade abbaut als T'r. Konings (34,69 gegen 17,39,). Trotz der

lebhaften Entwicklung von Luft-

und submersem Mycel wird Phenol-

- lignin nicht so gut verwertet wie

von Fusarium. Die Abbautitigkeit

von Stemphylium botryosum var.

botrytis und Alternaria tenuis ist
nicht erheblich.

Zusammenfassend 148t sich sa-
gen, dall unter den pilzlichen
Bodenbewohnern Fusarium Lignin
in Form von Phenollignin gut ab-
Abb. 3. Trichoderma lignorum und Fusarium zubauen vermag, Trichoderma trotz

lactis in Phenollignin nach 35 Tagen. des gesunden Wachstums etwas

schwiicher. Die gute Nutzung des

Lignins durch Fusarium-Arten ist durch die auBlerordentlich starke
Farbstoffbildung gekennzeichnet.

k) Bastdiomyceten (holzzerstorende Hymenomyceten ) auf Phenollignin.

Es ist bekannt, daB durch die héheren holzzerstérenden Pilze in der Zerstérung
des Holzes zwei Wege beschritten werden. Bei der WeiBfaule (nach Farck Kor-
rosion) bleibt Cellulose zuriick, die Ligninbausteine werden wegoxydiert. Bei der
Braunfiule (nach Farck Destruktion) handelt es sich um einen intensiven Humi-
fizierungsprozeB, wobei die Cellulose zerstort wird, wihrend das Lignin mehr oder
weniger sekundar verindert zuriickbleibt. Die ligninzerstérenden Pilze miissen
demnach iiber Ektoenzyme verfiigen, die das genuine Ligninmolekiil angreifen und
wenigstens bis zu wasserloslichen, diffusiblen Bruchstiicken zerlegen kénnen (siehe
S. 419). Solche Enzyme werden besonders von jungen wachsenden Mycelspitzen
ausgeschieden (Bosk 1939). Merulius domesticus (Normstamm M 36 Uerdingen),
mit dem im folgenden gearbeitet wurde, verzehrt in erster Linie Cellulose und baut
aus der Ligninsubstanz nur den Kohlenhydratanteil (Hemicellulosen) ab. Die poly-
meren aromatischen Komplexe bleiben zuriick (FaLck 1926, KUrscHNER 1927).
Merulius verfiigt also iiber keine Enzyme, die das Lignin anzugreifen vermogen.

Trotz dieser Tatsache wurde das Verhalten des Cellulose zerstérenden
Merulius domesticus gegen Phenollignin untersucht, das aus von Meru-
liusfaule destruiertem Holze gewonnen wurde (siehe Methodik S. 399),
um die Frage zu kliren, inwieweit dieser Pilz in der Lage ist, zuriick-
gelassenes Lignin, sogenanntes ,,biologisches Lignin®, nachdem es in eine
losliche Form gebracht wurde, weiter zu verwerten. Solches widersteht,
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wie bereits festgestellt, in freiem ungeldsten Zustande allen Angriffen
ligninzerstérender Mikroorganismen. Das Ergebnis tibertraf alle Erwar-
tungen, denn die Wuchsfreudigkeit von Merulius auf Phenollignin bei
Zimmertemperatur (vgl. Abb. 4) war iberaus stark und nur wenig
schwiécher als das einer Kontrolle auf Malzextraktlosung, ndmlich je Tag
3,5 gegeniiber 4 mm (grole Petrischalen von 130 mm Durchmesser). Das

Abb. 4. Merwlius domesticus auf Phenollignin Abb. 5. DPolystictus versicolor auf Phenollignin
nach 22 Tagen. nach 15 Tagen.

Trockengewicht des Mycels betrug nach 42 Tagen 249 mg bzw. 298 mg
bei 40 cm® Nihrlésung. Der Grad der Ligninzerstérung wurde nicht be-
stimmt, da der Pilz sich in fliissigem Medium nicht kultivieren lie§3, son-
dern nur auf Agar-Nahrboden. Dies mag eine Folge der Benetzbarkeit
der Pilzhyphen sein, die ein Untertauchen der Hyphen unter den Fliissig-
keitsspiegel der Nahrlosung herbeifithrt. Weiterhin erschwert die hohe
0,-Bediirftigkeit des Pilzes ein submerses Wachstum.

Zusammenfassend diirfen wir feststellen, daB der Cellulose zerstorende
Merulius domesticus fihig ist, Lignin zu verwerten, wenn dieser aroma-
tische Komplex in eine 18sliche Form ibergefithrt worden ist.

Ein weiterer holzzerstorender Pilz, Polystictus versicolor (Staxnm P 21
Jahn), lieB nicht ganz dieselbe Wuchsfreudigkeit erkennen wie Merulius
domesticus (Abb. 5). Die Aufnahme zeigt den Pilz nach einer Entwick-
lung von 15 Tagen auf Phenollignin. Das tdgliche Lédngenwachstum
betrug 2,1 mm, das einer Kontrolle auf 4% iger Malzextraktldsung
2,6 mm; Myceltrockengewicht nach 44 Tagen 104 mg bzw. 128 mg bei
40 em3 Nihrlosung. Dieser Pilz ist somit ebenfalls fahig, Lignin in 16s-
licher Form zu verwerten. PErLzar, GoTTLIEB u. DAy (1950) stellten je-
doch fest, daB die Adsorption von Ligninsulfonat durch Polystictus ver-
sicolor eine Verarbeitung vortduschen kann.

28%
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7. Ammoniaklignin.
a) Allgemeines.

Die in dieser Arbeit verwendeten Ligninpréparate waren, ebenso wie
die in fritheren Arbeiten von anderen Autoren benutzten, ausnahmslos
Stoffe, die im Laboratorium bzw. in der Technik durch die Anwendung
chemisch stark wirkender Reagenzien gewonnen wurden. Selbst Cu-
proxamlignin, das durch Herauslésen der Cellulose ans dem Holzkorper
erzielt wird und dem nativen Lignin nahezukommen scheint, ist ein
Lignin, das ebenfalls auf dieselbe Art hergestellt wurde. Diese ,,tech-
nischen Ligninderivate” jedoch sind in der Natur nach den bisherigen
Erfahrungen nicht anzutreffen, obwohl einige von ihnen, wie die Alkali-
und Phenollignine, einem Angriff von Mikroorganismen unterliegen
konnen. Die letzteren werden zu ldslichen Ligninen gerechnet, deren
Laslichkeit eine Voraussetzung fiir die Zerstorung eben durch jene Or-
ganismen ist. Welche Umwandlung des nativen Lignins bzw. welcher
Wechsel in dem physikalischen oder chemischen Zustand des Lignin-
molekiils mufl nun wihrend des Abbauvorgangs der ganzen Pflanze
in der Natur stattfinden, um einen Angriff von solchen Mikroorganis-
men zu ermoglichen, die kein das native Lignin losendes Enzym be-
sitzen? Das genuine Lignin als solches ist ja unloslich.

Es ist eine auffallende Tatsache, daB frischer Kompost, Stalldiinger
sowie junge Pflanzen bei ihrer Zerstérung eine verhéltnismifig rasche
Abnahme ihres Ligningehaltes aufweisen im Gegensatz zu dlteren Pflan-
zen. So ist auch Lignin der Zerstorung durch Mikroorganismen unter-
worfen, sofern es in frischen oder teilweise zerstorten pflanzlichen Ge-
weben vorliegh. Wenn es jedoch in reiner Form hergestellt ist, ist es voll-
standig widerstandsfihig gegen eben diese Organismen (DrmmE 1932,
NormANN 1935, WaksmaN 1931 und 1936).

Ehe wir auf das Verhalten des Lignins im besonderen eingehen, miissen wir die
chemischen Umwandlungen im Holz als Ergebnis seiner Zerstorung charakteri-
sicren. Rosk u. Lisse (1917) haben bereits gezeigt, daB mit dem Fortschreiten der
Holzzerstiorung (Abnahme des Cellulosegehaltes) ein Anwachsen des Methoxyl-
achaltes und des alkalisch Ioslichen Materials verbunden ist. Es steht fest, daB die
Umwandlung des Lignins in der Natur mit einom Anwachsen der alkalischen Los-
lichkeit und einer Dunkelfarbung durch Absorption von Sauerstoff (siehe auch
S. 398) begleitet ist (Prinusnriv u. Fuchs 1923). Das Anwachsen der Loslichkeit
des Lignins in Alkalien diirfte unter anderem eine Folge der Kinwirkung des Luft-
sauerstoffs sein, da nach FrreubeNsERG (1932) durch gelinde Oxydation des Lignins
einzelne periphere Carboxylgruppen entstehen, die das Lignin alkaliloslich machen.,
ohne das gesamte Gefiige nennenswert zu veréndern.

Die Zunahme der Lioslichkeit des Lignins in Alkalien hat uns nun ver-
anlafit, Ammoniak in sciner miglichen Eigenschaft als Losungsmittel
fiir durch dic Holzzerstorung freigelegtes, genuines bzw. biologisch er-
zeugies Lignin (Destruktion des Holzes durch Meruliusfinle) zu unter-
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suchen. Es sollte dadurch festgestellt werden, ob Ammoniak, das durch
die Verrottung pflanzlicher Gewebe frei wird, in der Lage ist, das Lignin,
das ebenfalls in den Zersetzungsproze3 mit einbegriffen ist, zu losen,
d.h. in ein nattrliches losliches Ligninderivat iberzufiihren, um
es s0 einem Angriff ligninzerstérender Mikroorganismen zuginglich zu
machen, die eines den Ligninkomplex auflésenden Enzymapparates
ermangeln.

Hierbei konnte die tiberraschende Beobachtung gemacht werden, dall
selbst Spuren von willrigen Ammoniaklosungen fihig sind, biologisch
erzeugtes Lignin in ammonijakalisches Lignin iiberzufiihren und natives
Lignin aus Weizenstroh herauszuldsen, das als nunmehriges ammoniakali-
sches Ligninderivat durch Salzsiure leicht ausgefillt werden konnte
(sieche methodische Hinweise S. 400). So gelang es, mittels Behandeln mit
0,0289% NH,OH biologisch erzeugtes Lignin und mit 0,0028% NH,OH
Lignin aus Weizenstroh in Losung zu bringen.

Versuche, Lignin aus extrahiertem Fichtenholzmehl ohne Druck-
anwendung und erhéhte Temperatur in Losung zu bringen, mifflangen.
Da nur biologisch erzeugtes Lignin durch Behandeln mit NH,OH in
Losung geht, diirfen wir annehmen, da8 in der Natur durch Zersetzungs-
vorginge zuerst die Zellwandsubstanzen der pflanzlichen Reste, ins-
besondere die Cellulose und Hemicellulosen angegriffen werden miissen,
um so die glykosidische Verkniipfung des Lignins mit den Kohlen-
hydraten zu trennen, damit eventuell Binwirkungen von ammoniakali-
schen Losungen auf das freigelegte Lignin statthaben kénnen.

Wenn diese Vorgiinge sich unter aeroben Verhaltnissen abwickeln, kénnen dann
auf diese Weise die Umbildungen des Lignins zu Humusstoffen verstanden werden,
da nach Waksmax (1946) Lignin, das mit einer alkalischen Losung behandelt und
einige Zeit der Luft ausgesetzt wird, unter Verlust von Methoxylgruppen oxydiert
und zu einer dunkel gefirbten Substanz umgewandelt wird, dhnlich in seinen
Eigenschaften wie die des ,,sauren Humus*’. Es scheint hier eine Wirkung sowohl
des Einflusses des Sauerstoffs der Luft als auch wiallriger ammoniakalischer Lo-
sungen auf das Lignin zu herrschen, die es wahrend seiner Umbildung, wie weiter
oben erwahnt, alkalisch 16slicher macht.

Eine zusiitzliche Erklarung des langsamen Abbaus sich selbst iiberlassener
alterer pflanzlicher Gewebe diirfte neben der Feststellung von WaxsMax u. Hoz-
cHINGS (1936), die den hoheren Methoxylgehalt des Lignins alterer Pflanzen dafiix
verantwortlich machen, die Tatsache sein, da8 der Eiweiligehalt des ganzen ver-
holzenden Pflanzenkorpers mit zunehmendern Alter desselben abnimmt und so
nur wesentlich kleinere Mengen von Ammoniak bei den Zersetzungsvorgingen
gebildet werden konnen. Dies trifft jedoch dann nicht zu, wenn ein ammoniak-
reiches Medium vorliegt, wie wir es beim Kompost und insbesondere beim Stali-
diinger finden.

Die biologische Zersetzung des Ammoniaklignins durch Mikroorga-
nismen parallel zu seiner Umbildung zu Humusstoffen durch rein physi-
kalisch-chemische Einfliisse bleibt noch zu ermitteln.
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b) Abbau des Ammoniaklignins durch Bakterien.

Wir diirfen das Ammoniaklignin zu den Alkaliligninen, den so-
genannten ,,sauren Ligninen®, rechnen, die einem bakteriellen Aufschluf3
unterliegen. So sind auch Bakterien, vornehmlich Kurzstibchen (Stamme
IXB,XB, XIB), die aus Waldboden isoliert wurden (siehe Tab. 1, S. 402),
imstande, das Ammoniaklignin zu verwerten (Tab. 11). Eine stirkere
Nutzung dieser C-Quelle erhalten wir durch eine Bakterien-Rohkultur
aus einer Erdlésung (bis zu 67,4%), eine schwiichere durch die bisher
studierten Phenollignin abbauenden Bakteriengruppen. Bei letzteren
ist die Zerstorung des neuen Ligninpriparates graduell dhnlich wie die
des Alkalilignins S. 4124,

Tabelle 11. Ligninbakterien auf ammoniakligninhaltigem Substrat.

Versuchsdauer Stamm Kontrolle Rest abgebaut
Tage mg mg mg o
IX B 61 53 46,5
26 XB 114 71 43 37,7
XI B 56 58 - 50,9
Rohkultur 30 62 67,4
28 II B 92 80 12 13,0
VB 58 34 36,9

Wir diirfen aus den bisher erzielten Ergebnissen schlieBen, dafl die
Widerstandsfahigkeit des Lignins gegen den Angriff von Mikroorganis-
men in seiner schweren Hydrolysierbarkeit begriindet ist. Wird jedoch
das Lignin durch Einfiihren bzw. Bildung gewisser Atomgruppen léslich
gemacht, so kann es einem biologischen Angriff unterworfen werden.

B) Die aerobe Natur der Ligninzerstirung.
Es ist schon lange bekannt, daf die Holzzerstorung unter aeroben Be-
dingungen wesentlich intensiver ist als unter Sauerstoffausschluf.

Auf den Abbau des Holzes durch héhere holzzerstérende Pilze in Abhéngigkeit
von O, weisen Farck (1907), MUNCH u. BAvENDAMM (1928) hin, die zu dem Schlufl
gelangten, da O, insbesondere von den Saprophyten bendtigt wird. Sauerstoff-
freies Holz wird von Saprophyten nicht befallen. Lebensfrisches, wassergesittigtes
Holz (Splint) ist mehr oder weniger gegen Pilzbefall immun, da das Wasser
0, verdringt. Daneben enthilt die Luft im Holz mehr CO, als atmosphérische Luft
{(bis 600fache der normalen CO,-Spannung nach MacDouGaL), dessen hauptsich-
lichste Wirkung in der Verdringung von O, besteht. In der aeroben Natur des
Kompostes sieht Waksman (1936) die Ursache der verhéltnisméBig schnellen Zer-
stérung von Lignin durch Mikroorganismen.

Auch die Beobachtung an in das Erdreich eingelassenen Holzpfihlen,
die ihre stirkste Zerstorungszone an der Bodenoberseite aufweisen, sowie
die Arbeiten friiherer und jetziger Forscher iiber die Zerstérung pflanz-
licher Materialien unter Beriicksichtigung des Lignins, ferner die in



Uber den biologischen Abbau des Lignins dureh Mikroorganismen. 419

dieser Arbeit untersuchte Zerstrung von Ligninsubstanzen durch Mikro-
organismen, die ausschlieBlich unter aeroben Bedingungen erfolgte, lassen
die Annahme zu, dafl die Bakterien, die am Ligninabbau beteiligt sind,
aerob sein miissen.

Durch eine weitere Versuchsreihe sollte untersucht werden, inwieweit
Ligninbakterien auch unter anaeroben Verhiltnissen in der Lage sind,
diesen Naturkérper anzugreifen. Dazu wurden die isolierten Ligninbak-
terien auf Phenol- bzw. Ammonijakligninnihrbéden unter anaeroben
Bedingungen kultiviert. Nach einer Einwirkung von 2 Wochen ergab
sich, da8 in allen Versuchsrshrchen jegliche Entwicklung der Lignin-
bakterien unterblieben war. Wir kénnen somit folgern, dal die Bakterien,
die an der Ligninzerstorung beteiligt sind, Sauerstoff unbedingt bendtigen
und deshalb als obligat aerob anzusprechen sind.

Wie wir wissen, werden durch die Abbauvorginge anderer kohlenwasserstoff-
haltiger Naturstoffe unter Beteiligung von O, in erster Linie neben fliichtigen
Sauren CO, und Wasser gebildet, im (Gegensatz zu den Gérungen unter Sauerstoff-
ausschluB, durch die in erster Linie Siuren gebildet werden. Aus der Beobachtung
von WaksMax (1936) nun, welcher kein Produkt der Ligninzerstdrung isolieren
oder demonstrieren konnte, diirfen wir ebenfalls auf den aeroben Charakter der
Ligninzerstorung durch die daran beteiligten Bakterien schlieBen.

C) Der enzymatische Abbau des Lignins.

Die holzzerstérenden Pilze miissen iiber Ektoenzyme verfiigen, die den
nativen Ligninkomplex angreifen und ihn wenigstens bis zu wasserlos-
lichen diffusiblen Bruchstiicken zerlegen konnen. Diese Enzyme werden,
wie bereits erwihnt, besonders von den jungen wachsenden Mycelspitzen
ausgeschieden (Bose 1939).

Bei der enzymatischen Fermentation des Lignins greift nach FErvaNDEZ u.
REGUERR (1945/1946) das Ferment von Awricularia mesenterica das Lignin unter
Bildung von Vanillin an und zeigt somit die Gegenwart einer Lignase an. Holz von
Sophora japonica, das mit einem Ferment eines anderen Pilzes, Polyporus hispidus,
behandelt wird, liefert ebenfalls kleine Mengen von Vanillin. Pappelholz von
Populus nigra gibt dagegen groBere Mengen Uronséure und etwas Vanillin. Welcher
Art die wirksame Lignase ist, ist nicht ohne weiteres zu erkennen. Nach den Unter-
suchungen von GotTLiEB u. GBELLER (1949) an willrigen Ligninsuspensionen
mittels eines Enzympriparates aus dem PreBsaft von Agaricus campestris-Mycel
soll das wirksame Ferment mit keiner der bekannten Phenoloxydasen identisch
sein. Ein vollstindiger Abbau bis zu dem wieder assimilierbaren CO, findet an-
scheinend nicht statt. Das Vanillin ist nach FREUDENBERG ein integrierender Bau-
stein des Ligninmolekiils. Waksmax (1936) konnte jedoch im Falle des bakteriellen
Abbaus des Lignins keine Produkte der Ligninzerstorung isolieren. Der grofite
Teil des Kohlenstoffs wird demnach in Zellsubstanzen umgewandelt, besonders
unter Beriicksichtigung der Beobachtung von Waksmax, daB nur sehr wenig CO,
wihrend der Ligninzerstorung gebildet wird.

Nun kann sich der Abbau des hochmolekularen Lignins unter ver-
schiedenen Bedingungen vollziehen. Einmal liegt das Lignin als unlds-
licher Komplex im Holzkérper vor, ein andermal wird es durch das Kin-
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wirken bestimmter Atom- bzw. Molekiilgruppen unter AufschluB in 16s-
liche Form iibergefithrt, die, wie die bisherigen Untersuchungen zeigen,
einen Angriff durch Mikroorganismen gestattet. Liegt das Lignin in un-
gelostem Zustande im Holz vor, so sind nur die ligninzerstérenden
hoheren Pilze imstande, es mit Hilfe einer Lignase anzugreifen und bis
zu den aromatischen Bausteinen (wie Vanillin) abzubauen. Liegt jedoch
das Lignin in lslicher Form vor, so kann es nach den bisherigen Er-
fahrungen vollsténdig genutzt werden. Eine Lignase wird also nicht not-
wendig sein, wenn das Lignin in geléstem Zustande den Organismen ge-
reicht wird, wie das Beispiel des Merulius lacrymans zeigt, welcher nor-
malerweise nur die Cellulose des Holzes angreift und den Kohlenhydrat-
anteil des Ligninkomplexes einschmilzt und die aromatischen Lignin-
substanzen zuriicklifit. Liegt das Lignin in Form von Phenollignin
vor, das in Wasser aufgeldst wurde, so ist auch dieser cellulosezerstérende
Pilz in der Lage, das Lignin weiter zu verwerten.

Ob an der Auflosung des Lignins die in den Pilzen vorkommenden
Phenoldehydrasen beteiligt sind, 148t sich noch nicht {iberschauen. Viel-
leicht darf auch in diesem Zusammenhang die Moglichkeit der Beteili-
gung von Phenoldehydrasen an der bisher noch ungeklirten Gelbfirbung
des Merulius lacrymans (vgl. dazu ZoBERST) angedeutet werden, die
durch Hemmung des Wachstums oder Verletzen der Pilzhyphen auftritt.
Jedenfalls hat ZoBERST soeben das Vorkommen von Polyphenolasen in
diesem Pilze festgestellt.

Um zu prifen, inwieweit Phenoldehydrasen in den ligninzerstéren-
den Bakterien vorkommen, wurde die Bakterienmasse von 10 Petri-
schalen-Kulturen gereinigt, filtriert und mittels Quarzmehl in der Reib-
schale zerrieben. Eventuell freiwerdende Phenoldehydrasen kénnen colori-
metrisch (nach Puen) durch Dioxyphenylalanin (Dopa) erfafit werden
(BAMANN u. MYRBACK 1941, FREUDENBERG 1949). Es zeigte sich jedoch,
daB in Gegenwart von Luft eine Schwarzfirbung erst nach 18 Std ein-
trat. Wenn reduzierende Substanzen wie die Ascorbinsgure in den Enzym-
priparaten zugegen sind, die die Entwicklung der Farbe verhindern,
kann diese colorimetrische Methode eine Verziogerung erfahren. Doch
diirfte nach Verbrauch dieser Stoffe die Farbstoffbildung nicht weiter
verzogert werden. Wir kénnen somit annehmen, dall Enzyme, die zur
Gruppe der Phenoldehydrasen gerechnet werden, in den untersuchten
Ligninbakterien nicht auftreten.

Diskussion.
Vorstehend konnte gezeigt werden, da8 Lignin in Ubereinstimmung

mit den Ergebnissen anderer Forscher eine starke Resistenz gegen jeden
Angriff durch Mikroorganismen zeigt. Die Widerstandsfahigkeit in der
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Natur beruht auf seiner schweren Hydrolysierbarkeit. Als hochmoleku-
larer Korper besteht Lignin aus einem Gemisch einander duBlerst nahe-
stehender Substanzen, das, als unldsliches Pridparat auf technischem
Wege gewonnen, von Mikroorganismen nicht angegriffen werden kann,
ebenso wie auch das biologisch erzeugte Lignin. Werden ,,Lignin“.Pré.-
parate jedoch in ,,gelostem Zustande gereicht, so kénnen sie von ver-
schiedenen Bodenorganismen verwertet werden. Es wird deshalb stets
entscheidend sein, welches der chemische bzw. physikalische Zustand des
Lignins ist, das einem Angriff eben durch jene ligninzerstérenden Orga-
nismen unterliegt, Die Untersuchungen haben ergeben, daff die gefun-
denen Organismen eine unterschiedliche Zerstorungswirkung auf isolier-
tes Lignin ausiiben, die durch die Spezialisierung derselben gekennzeich-
net wird.

Die Gewinnung von Lignin aus den verholzten Fasern pflanzlicher Ge-
webe mittels chemisch stark wirkender Reagentien befriedigt nur teil-
weise, da die so gewinnbaren Derivate nach den bisherigen Erfahrungen
in der Natur nicht anzutreffen sind. Doch geben uns solche Stoffe immer-
hin Aufschliisse iiber die Bedingungen, unter denen der Abbau von
Lignin stattfindet. Da Lignin im Holzverband unléslich ist, muBte die
Frage beantwortet werden, welche Umwandlung das native Lignin wih-
rend des Verrottungsvorganges der ganzen Pflanze in der Natur erfahren
muf}, um in lésliche Form iibergefithrt zu werden. Nachdem dies in vitro
bereits durch Spuren von Ammoniak gelang, ist es nicht unwahrschein-
lich, daBl Ammoniak als pflanzliches und tierisches Abbauprodukt auch
mit dem durch die Zersetzung der pflanzlichen Materialien freigelegten
Lignin reagieren und in eine ldsliche Form iibergefithrt werden kann.
Bakterien vermogen ein derartiges Ligninderivat in dhnlichem Grade
anzugreifen wie die anderen loslichen Alkalilignine. Unter Sauerstoff-
ausschluf leistet Lignin den groBten Widerstand gegen einen biologischen
Angriff. Dies wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, daB es in
keiner Weise gelang, ligninzerstérende Bakterien aus teilweise oder ganz
zerstortem Holze zu isolieren. Natives Lignin vermogen nur die htheren
holzzerstérenden Pilze mit Hilfe einer Lignase anzugreifen. Dieses Enzym
scheint jedoch nicht notwendig zu sein, wie es das Beispiel des cellulose-
zerstorenden Merulius domesficus zeigt, der in der Lage ist, 16sliches
Lignin in Form von Phenollignin weiter zu verwerten.

Der Abbau von Lignin scheint stufenweise zu erfolgen. Nach der Auf-
fassung von WenMER legen die hoheren holzzerstdrenden Pilze die erste
Bresche in die gegen die Mehrzahl der Mikroorganismen resistente Holz-
substanz und bewerkstelligen dann allein oder in Gemeinschaft mit
anderen Kleinlebewesen die Humifizierung. Ohne die Mitwirkung héherer
Pilze an der Unawandlung von Lignin kann dieser Proze (mit WEHMER)
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als eine Folge biologischer und chemischer Einfliisse wihrend des Ver-
rottungsvorganges pflanzlicher Gewebe verstanden werden. Zuerst miis-
sen die leichter zersetzlichen Zellwandsubstanzen, wie Cellulose und
Hemicellulosen durch Mikroorganismen angegriffen werden, um so die
héchstwahrscheinlich glykosidische Verkniipfung des nativen Lignins
mit den Kohlenhydraten zu trennen. Ammoniak, das durch die unter
Beteiligung kommensaler Bakterien herbeigefiihrten Zersetzungsvor-
ginge eiweiBhaltiger Substanzen erzeugt oder durch Stalldiinger hinzu-
gefiigt wurde, vermag dann mit dem freigelegten Lignin unter Bildung
von léslichem Ammoniaklignin in Reaktion zu treten, das durch Bak-
terien weiter abgebaut werden kann.

Zusammenfassung.

Spezielle ,,Lignin‘‘-Bakterien konnten in teilweise oder ganz zerstor-
tem Holz nicht gefunden werden. Dies mag eine Folge des Stickstoff-
und Wuchsstoffmangels der verholzten Zellwandmembranen sein,

Am Ligninabbau sind in der Erde vorkommende, nicht aber aus Holz
isolierbare Kurzstibchen und Bakterien der Chromogenes- bzw. der Fluo-
rescens-Gruppe beteiligt.

Die Widerstandsfihigkeit des natiirlichen Lignins sowie der festen
Ligninriickstinde von der Zellstoffgewinnung und des Cuproxamlignins
gegen den Angriff von Mikroorganismen liegt in seiner schweren Hydroly-
sierbarkeit begriindet. Wird jedoch Lignin durch Einfithren bzw. Bildung
gewisser Atomgruppen 16slich gemacht (lignosulfosaures Calcium, Alkali-
und Phenollignine), so kann es einem biologischen Angriff unterliegen.

Die isolierten Ligninbakterien zeichnen sich durch eine gewisse Spezia-
lisierung aus: Sie verwerten Phenol sehr schlecht. Phenollignin 146t
sich durch Reinkulturen bis zu 759, durch Mischkulturen jedoch bis zu
919, abbauen. Buchenholzlignin wird durch aus Buchenwalderde isolierte
Bakterien stirker abgebaut als durch Bakterien aus Fichtenwalderde;
die Bakterien der Fichtenwalderde verwerten Fichtenholzlignin besser
als Buchenholzlignin. Die Bakterien aus der schwach sauren Fichten-
walderde vertragen eine héhere Wasserstoffionenkonzentration als die
Bakterien aus dem schwach alkalischen Buchenwaldboden.

Ligninbakterien greifen nur bestimmte Ligninpriparate an; Cellulose
wird nicht angegriffen. Unter den Fungi imperfecti greifen Fusarium
lactis, Fusarium nivale sowie zwei weitere aus Walderde isolierte Fusa-
riwm-Arten Lignin gut an, Trichoderma Lignorum, Alternaria tenuis und
Stemphylium botryosum var. botrytis etwas schwicher.

An den starken Pigmentbildungen der Fusarium-Arten auf Lignin in
wiBriger Losung beteiligen sich wahrscheinlich unter Einwirkung von
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Phenoldehydrasen gebildete Chinonderivate, die den Bausteinen des
Lignins und den Huminsiuren nahestehen.

Merulius domesticus, der in erster Linie Cellulose zerstort, ist fahig,
Lignin zu verwerten, wenn dieses in eine losliche Form iibergefithrt wor-
den ist.

Als ein natiirliches und 16sliches Ligninderivat wurde Ammoniak-
lignin erachtet, das durch Bakterien in Reinkulturen zu 50,99 und von
Rohkulturen bis zu 67,49, genutzt wird.

Der Abbau von Lignin durch Bakterien vollzieht sich nur unter Ein-
wirkung von freiem Sauerstoff.

Phenoldehydrasen wurden in den untersuchten Ligninbakterien nicht
gefunden.

Fiir die Anregung zu vorliegender Arbeit sowie fiir die Unterstiitzung bei ihrer
Durchfithrung bin ich Herrn Prof. H. UrLLricH zu groBem Dank verpflichtet. Ich
danke auch Fran Prof. A. NieTnammeR fiir die Uberlassung von Pilzkulturen sowie
fiir wertvolle Hinweise, und der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die verschie-
dene Einrichtungen zur Verfiigung stellte.
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Anmerkung bei der Korrektur: Die Arbeit von W. A. KoNErzEA, M. J. PELCZAR jT.
and S. GorrLies: The biological degradation of lignin. III. Bacterial degradation
of alpha-conidendrin. J. Bacteriol. 63, 771—778 (1952) konnte, da sie nach Druck-
legung erst bekannt wurde, leider nicht mehr beriicksichtigt werden.



